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目的
!

筛选急性药物性肝衰竭大鼠肝脏组织的差异表达蛋白质$方法
!

将
10

只
O\

大鼠分为两组!

$1

只通过腹腔

注射
$%

>

)

[

的
\.

氨基半乳糖建立大鼠急性肝衰竭模型"实验组#!

$1

只腹腔注射生理盐水作为对照组$提取两组大鼠肝脏组织

的蛋白质!定量后进行
4Se

和十二烷基磺酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

O\O.T9cS

#双向凝胶电泳"

1.\S

#分离!通过软件找到差异

蛋白点并使用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法"

P9[\4.:be.PO

#进行鉴定$结果
!

成功鉴定出
1-

个有效的差异蛋白质

点!其中实验组较对照组上调
$2

个!下调
$1

个$结论
!

急性药物性肝衰竭模型大鼠肝脏酪蛋白激酶
4

%

"

3]

&%

#%酪氨酸蛋白激

酶"

T:]

#%增殖细胞核抗原"

T3J9

#等蛋白的表达较正常大鼠存在显著差异$

"关键词#

!

大鼠(肝功能衰竭!急性(蛋白质组学(电泳!凝胶!双相(光谱法!质量!基质辅助激光解吸电离
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众多研究证实#骨髓干细胞$

ZPO3+

%在肝衰竭环境下能

够在肝内分化成具备部分甚至全部肝细胞功能的肝样细

胞&

$.'

'

#具体分化机制尚不明确&

0.2

'

*比较一致的看法是!在肝

衰竭微环境中存在着的某些蛋白分子#通过一定的信号通路传

递#选择性地抑制或激活
ZPO3+

的转录因子#从而启动
ZPO3+

向肝样细胞定向分化的相应关键基因#进而出现特定的转录和

翻译#导致细胞内特异性蛋白合成并产生相应的生物学效应#从

而使
ZPO3+

分化后的细胞在生化)结构和功能上发生变化*在

此分化过程中#有启动作用的-关键.蛋白在该过程中可能起到

了十分重要的作用*因而#如何筛选出这些-关键.蛋白成为了

探讨其分化机制的难点*本研究利用蛋白质组学双向凝胶电泳

$

1.\S

%和质谱分析等技术观察急性药物性肝衰竭模型大鼠和正

常大鼠肝脏组织蛋白质的表达变化#试图以微环境为突破口#探

讨
ZPO3+

在肝内向肝样细胞定向分化的分子机制*
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材料与方法

>&>

!

材料
!

实验动物!健康雄性
O\

大鼠
10

只#

$%

周龄#体质

量
1%%

!

12%

>

#购自南方医科大学动物实验中心*主要试剂与

仪器!

\.

氨基半乳糖盐酸盐购自南京嘉源医药科技有限公司(

十二烷基磺酸钠$

O\O

%三羧基氨基甲烷$

:B#+

碱%#丙烯酰胺

$

9B7

%均购自美国
O#

>

8?

公司(

!!N

1

b

)无水乙醇和
$%%M

乙氰

$

39J

%均购自广州市化学试剂厂(脱色工作液)酶解工作液)

酶解缓冲液和
339

基质工作液均购自德国
OS5i9SD<7=B".

E

@"B<+<+

公司(固相
E

N

梯度干胶条$

4Tc!B

G

+=B#

EE

N0.-

J[

#

1078

%)

4Tc

缓冲液
Z#".[

G

=<+Y0

"

-

)等电聚焦仪$

4Tc.

T@"B44

%和垂直电泳系统$

cSS==?,\9[:+#a

#

1)g1%78

%均

为美国通用$

cS

%公司(基质辅助激光解吸附飞行时间质谱

$

P9[\4.:be.PO

%仪为德国
ZBFL<B

公司*

>&?

!

方法

>&?&>

!

实验动物分组及动物模型制作
!

将
10

只
O\

大鼠分

为实验组和对照组#每组
$1

只*实验组大鼠腹腔内注射
$%

>

"

[

的
\.

氨基半乳糖$

%&$1[

"

L

>

%#对照组大鼠腹腔内注射生理

盐水$

%&$1[

"

L

>

%*

1(2$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期

"

基金项目!国家高技术研究发展计划$

/)'

计划%课题$

1%%)99%19$0$

%(广东省科技计划项目$

1%$$Z%'$/%%$1-

%*

!

作者简介!蔡磊

$

$(/)R

%#医师#博士研究生#主要从事干细胞)组织工程及生物人工肝脏方面研究*

!

#

!

通讯作者#

:<D

!

$/(1/($/1$)
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S.8?#D
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E
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G"
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7"8
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!

动物模型的鉴定和肝脏组织标本的采集
!

两组大鼠腹

腔用药
0/@

后#对存活大鼠均用
'%

>

"

[

戊巴比妥钠腹腔注射

麻醉#腹部正中切口打开腹腔#观察肝脏大体形态#迅速行心脏

采血#静置
1@

后离心取上清液检测丙氨酸氨基转移酶$

9[:

%

及天门冬氨酸氨基转移酶$

9O:

%*同时每只大鼠取
1

个肝脏

组织标本$每个标本大小约为
$88

'

%#其中一标本用于病理鉴

定#另一标本用于蛋白电泳实验*

>&?&@

!

标本组织的全蛋白质提取
!

取
R/%f

保存的各组肝

脏组织块#迅速研磨至细粉末状#再分别收集于匀浆器内#分别

加入
%&28[

裂解液#冰浴中匀浆(

$%%%B

"

8#,

离心
$%8#,

#收

集匀浆液于
ST

管中#液氮反复冻融
'

次#每次融开后注意混

匀#离心管加入核酸酶#分别加入
$%8

>

"

8[

的
\J9

酶
'&)

$

[

和
5J9

酶
$&1

$

[

#放入冰浴裂解
1%8#,

并间断辅以超声

促进裂解(

$1%%%B

"

8#,0f

离心
)%8#,

后收集上清液#

ZB?!.

A"B!

法定量蛋白水平*

>&?&A

!

1.\S

和图像分析
!

将两组样品分别溶于
'%%

$

[

重泡

涨液中#将
4Tc

胶条放入槽中液体之上#胶条上覆盖
$

层矿物

油*条件为!恒压
2%i

#

$2f

#持续
$)@

*设置聚焦条件!$

$

%

12%i

#

$2f

#

$28#,

($

1

%从
12%

!

$%%%%i

#

$2 f

#

2@

($

'

%

$%%%%i

#

$2f

#

)@

($

0

%

2%%i

#

$2f

#维持*等电聚焦完成后

将
4Tc

胶条置于
R1% f

冰箱中保存过夜*

0M

!

1%M

梯度

O\O

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

T9cS

%#大小为
1%&%78 g1%&%

78 g%&$78

*将平衡后的
4Tc

胶条移至凝胶的上方#相对分

子质量标记物与胶条平行放置#用
%&2M

的琼脂糖凝胶封闭*

电泳缓冲液为
:B#+.

甘氨酸
.O\O

#在室温下以恒压
$%%i

开始

电泳#直到溴酚蓝条带前沿达到玻璃板下缘为止*以固定液将

胶片固定至完全脱色#用兼容质谱银染法染色#将两组
1.\S

图谱进行匹配*

>&?&E

!

质谱鉴定
!

将差异显著的蛋白质点从胶上切下#置于

$&28[

的
ST

管中并分别标记位点#加入超纯水振动洗涤
'

次后#每点加脱色工作液
2%

$

[

水浴
'-f

下脱色
'%8#,

#经完

全脱水后每点加酶解工作液
2

$

[

并冰上吸涨
)%8#,

后#加酶

解缓冲液
'%

$

[

#

'-f

下酶解过夜后取上清置于
%&28[

的
ST

管中#每点加萃取工作液
'%

$

[

#水浴
'-f

下萃取
)%8#,

#之

后经抽干浓缩至体积为
2

$

[

*按先后
\\N

1

b

)无水乙醇和

$%%M 93J

乙氰各
1

次洗板后#每点样孔先均匀点
%&2

$

[

样

品#再加
%&2

$

[339

基质工作液$

339%&%%$

>

Y2M :e91%

$

[Y$%%M 93J

乙氰
2%%

$

[Y\\N

1

b0/%

$

[

%于靶模板上#

室温干燥后用
P9[\4.:be.PO

进行鉴定*将经反相树脂柱

纯化)浓缩后的肽段用内标法校正的
P9[\4.:be.PO

进行质

谱鉴定后#将所得的肽质量指纹谱数据输入网络应用程序$

@=.

=

E

!""

E

B"HD&B"7L<A<DD<B&<!F

"

E

B"HD.7

>

#

"

E

B"A"F,!&<a<

%进行检

索#得出蛋白质名称)等电点$

E

4

%)相对分子质量等详细信息*

>&@

!

统计学处理
!

采用
OTOO$'&%

统计软件进行分析#以
48.

?

>

<P?+=<B1\

软件分别计算实验组与对照组该蛋白质点相对

水平的平均值并进行比较#同时进行
O=F!<,=V+

检测及
P?,,.

U@#=,<

G

G

检测$软件自带%#计量资料用
I6"

表示#组间比较

采用
;

检验#以
$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

大鼠急性药物性肝衰竭模型的鉴定
!

给药
0/@

后#实验

组
O\

大鼠的
9[:

及
9O:

水平均显著高于对照组$

$

$

%&%2

%#见表
$

*实验组大鼠给药
0/@

后见肝脏肿大#包膜紧

张#表面呈颗粒状改变镜下见肝小叶结构破坏#肝细胞大片变

性坏死#细胞质疏松)坏死区炎细胞浸润#肝窦扩张#呈网眼状#

其内可见淤血及出血*对照组大鼠
0/@

后肝脏组织未见明显

异常$图
$

%*证明
O\

大鼠急性药物性肝衰竭模型构建成功*

表
$

!!

两组大鼠
9[:

及
9O:

水平比较"

I6"

$

/W$1

$

`

(

[

#

组别
9[: 9O:

实验组
$$%(&0$6-(&0$ $$1%&2%6/%&'/

对照组
01&)/6-&%-

?

'/&($62&''

?

!!

?

!

$

$

%&%2

#与实验组比较*

!!

9

!对照组大体标本(

Z

!实验组大体标本(

3

!对照组病理组织$

g0%%

%(

\

!实验组病理组织$

g0%%

%*

图
$

!!

两组大鼠肝脏大体标本和病理组织学观察

?&?

!

两组大鼠肝脏组织蛋白质
1.\S

结果
!

两组
O\

大鼠肝

脏组织电泳结果显示#蛋白质在
E

N'

!

$%

)相对分子质量在

$)

!

12%g$%

' 能被很好地分离*比较两组
O\

大鼠肝脏组织

蛋白质
1.\S

结果#发现
1-

个差异蛋白质位点#其中实验组较

对照组上调
$2

个$图
19

%#下调
$1

个$图
1Z

%*在实验组所筛

选出的蛋白中#酪蛋白激酶
&%

$

7?+<#,L#,?+<

&

#

3]

&%

%和增

殖细胞核抗原$

E

B"D#A<B?=#,

>

7<DD,F7D<?B?,=#

>

<,

#

T3J9

%较对

照组明显上调#酪氨酸蛋白激酶$

E

B"=<#,=

G

B"+#,<L#,?+<

#

T:]

%

明显下调*

?&@

!

肽质量指纹谱数据库的检索
!

根据检测结果与肽质量指

纹谱数据库中现有蛋白质的匹配程度确定所检测点位的蛋白

质属性#结合
cTP9U/&%%\SPb

蛋白质质谱与序列分析软

件分析检索结果中的
TB"=<#,O7"B<

值#得到
1-

个具有意义的

蛋白质#见表
1

*

!!
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!较对照组上调位点(
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!较对照组下调位点*
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表
1

!!

1-

个差异蛋白质位点的相对分子质量和等电点

序号 蛋白质名称 登录号 相对分子质量 等电点 上"下调 蛋白质的主要功能

O$

细胞角蛋白
.$/ ]$3$/

+

59: 0--)$&1( 2&$-

上调 参与丝蛋白重组及凝血酶"抗凝血酶的合成

O1

凝胶溶素
cS[O

+

59: /)%)-&)% 2&-2

上调 参与钙调节及调节肌动蛋白

O'

溶质载体家族
12

成员
01 O1201

+

59: '2%((&)0 (&/)

上调 参与细胞内某些蛋白的转运

O0

酪蛋白激酶
4

%

]3$9

+

59: '-0(2&10 (&22

上调 磷酸化激活络氨酸等酸性蛋白(参与
U,=

信号

通路及有丝分裂的染色体分离

O2 :

盒转录因子
:ZQ'

+

59: -(''0&2) -&-1

上调 在生长发育过程中起转录抑制作用

O)

血红蛋白亚基
NZZ$

+

59: $2(-(&'( -&/-

上调 参与血液中的氧气运输

O-

角蛋白
.)9 ]13)9

+

59: 2(10(&%) /&%)

上调 参与细胞骨架的构建

O/

巨噬细胞上限蛋白
39Tc

+

59: '/-(/&/) )&$$

上调 参与肌动蛋白丝的运动#可能参与吞噬作用

O(

衰老标记蛋白
'% 5cJ

+

59: '''/(&/2 2&1-

上调 调节肝肾中钙依赖性酶的活性#参与相关信号转导

O$%

氯离子通道蛋白
$ 3[43$

+

59: 1)(/%&-- 2&%(

上调 参与氯离子通道的形成

O$$

磷脂结合蛋白
$ TSZT$

+

59: 1%/%$&'( 2&0-

上调 起连接阿片类药物)磷脂及
9:T

的桥梁作用

O$1

肝脏果糖激酶
]N]

+

59: '1-0(&'% )&10

上调 参与肝脏果糖代谢

O$'

过氧化物酶体多功能酶
1

型
\NZ0

+

59: -(01-&-/ /&--

上调 参与脂肪酸的
#

.

氧化

O$0

核
5J9

激活蛋白复合物亚基
1 OJT31

+

59: '/2)/&)2 2&/'

上调 参与核
5J9

合成酶的组成

O$2

增殖细胞核抗原
T3J9

+

59: 1/-0/&-( 0&2-

上调 作为辅基参与
\J9

聚合酶的合成

3$

天冬氨酰
.=5J9

合成酶
Ô \3

+

59: 2-$1)&1' )&%1

下调 参与
=5J9

的合成)转运

31

酪氨酸蛋白激酶
N3]

+

59: 2($2'&2( -&$'

下调 参与多种信号转导通路及中性粒细胞的趋化

3' \J9

指导的
5J9

聚合酶
4

亚基
5T91 5T91

+

59: $1--1%&22 /&'2

下调 参与
5J9

聚合酶的组成

30

脱氢酶复合物
S1

类组件
b\b1

+

59: 0/(12&') /&/(

下调 参与各种代谢的脱氢过程

32 $

#

).

二磷酸酶
e$)T$

+

59: '()%(&'- 2&20

下调 水解磷酸键

3)

异质核核糖亩
NJ5T]

+

59: '()%(&'- 2&20

下调 参与
@,5J9

的合成及功能

3-

%

.

可溶性
JOe

附着蛋白
OJ99

+

59: ''$(1&)) 2&'%

下调 参与高尔基体和内质网之间的膜泡运输

3/

乳腺癌抗雌激素耐药蛋白
$ Z395$

+

59: $%01)1&$1 2&(%

下调 作为对接蛋白#在络氨酸蛋白激酶相关信号

通路中参与细胞黏附有关的作用

3(

无机焦磷酸酶
[NTT

+

59: 1($(%&'% 2&10

下调 参与无机二磷酸酶的活性

3$%

细胞色素
T02%1c$ 3T1c$

+

59: 2)-/%&/) /&/0

下调 作为血红素硫氧化酶家族成员#参与嗅觉

相关的生理过程

3$$

细胞角蛋白
.$ ]13$

+

59: )0/'%&/2 /&%%

下调 参与蛋白激酶
3

等有关的生理活动

3$1

谷胱甘肽过氧化物酶
$ cTQ$

+

59: 11$22&1) -&-%

下调 防止血红蛋白被氧化破坏

@

!

讨
!!

论

ZPO3+

在肝衰竭微环境中向肝样细胞分化是一个复杂的

过程*在此分化过程中#肝衰竭的肝内微环境中某些蛋白质可

能起了关键作用*目前#利用蛋白质组学相关技术对脂肪肝)

肝纤维化的研究较多&

).-

'

#对肝衰竭的研究鲜有报道&

/

'

*

本研究根据文献&

(.$%

'报道#建立了急性药物性肝衰竭大

鼠模型#并通过肝功能检测及病理组织学分析鉴定了模型的可

靠性#为本研究利用蛋白质组学技术筛选肝衰竭微环境中的

-关键蛋白.奠定了良好的基础*成功建模后#本研究采用蛋白

质组学技术检测了实验组与对照组大鼠肝组织内微环境的蛋

白质表达差异#并通过蛋白组学相关软件从中筛选出了
1-

个

差异蛋白#其中#实验组大鼠肝脏中
$2

种蛋白表达上调#

$1

种

表达下调*这些蛋白质根据它们的功能分类#可分为细胞结构

重组相关蛋白)细胞新陈代谢相关蛋白*在实验组所筛选出的

蛋白中#

3]

&%

和
T3J9

较对照组明显上调#

T:]

明显下调#

通过生物信息学分析发现上述
'

个蛋白与信号转导通路)细胞

增殖和组织分化密切相关#因此可推测它们可能在
ZPO3+

定

向分化为肝样细胞的过程中起着关键作用*

3]

&%

是一类具有独特理化特性的丝氨酸"苏氨酸蛋白

激酶#广泛存在于真核生物中#并主要分布在细胞质)细胞核)

细胞膜及细胞骨架等部位&

$$

'

*其可参与到包括基因表达)

\J9

修复)细胞周期的进行及细胞增殖等多种细胞调节过程

中*可以磷酸化底物蛋白质中已被磷酸化的位点#也可作为其

他蛋白激酶的底物被磷酸化#从而参与蛋白质的级联磷酸化过

程#在信号转导途径中发挥作用&

$1

'

*研究证实
3]

&%

在经典

的
U,=

信号通路中是一个重要的调节蛋白#起着双向调节的

作用&

$'

'

*柯尊富&

$0

'发现在
PO3+

向肝样细胞分化过程中#

J"=7@

信号通路明显下调#而
:ce.

#

和
I?L.+=?=

信号通路各基

因的表达趋势不规则#同时
U,=

信号上调可以抑制
PO3+

向

肝细胞分化#使
PO3+

保持未分化状*本结果表明#肝脏损伤

后
3]

&%

表达量上调#推断其可能通过
U,=

信号通路诱导

ZPO3+

向肝样细胞分化*

T:]

是一类催化
9:T

上
'

.

磷酸转
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移到蛋白酪氨酸残基上的激酶#能催化多种底物蛋白质酪氨酸

残基磷酸化#在细胞生长)增殖和分化中具有重要作用*目前

与
T:]

相关的信号通路中研究较多的是
P9T]

和
I9].

O:9:

信号通路&

$2.$)

'

*大多数生长因子的受体都有受体酪氨

酸激酶活性#而这些因子中的许多如肝细胞生长因子$

@<

E

?=".

7

G

=<

>

B"H=@A?7="B

#

Nce

%)成纤维细胞生长因子$

A#CB"CD?+=

>

B"H=@A?7="B

#

ece

%)表皮生长因子$

<

E

#!<B8?D

>

B"H=@A?7="B

#

Sce

%等均已被证实单独和$或%联合均能诱导
ZPO3+

向肝样

细胞分化&

$-

'

*

T3J9

是
\J9

聚合酶
(

的辅助蛋白*有研究

发现#

T3J9

与细胞
\J9

合成关系密切#在细胞增殖的启动

上起重要作用#检测
T3J9

在细胞中的表达#可作为评价细胞

增殖状态的一个指标&

$/

'

*有报道表明#

T1$3#

E

"

U9e$

的高表

达抑制了
ZPO3+

增殖#同时在其向肝样细胞分化过程中起一

定调控作用#

T1-]#

E

$

可能并不起作用#

T3J9

的表达则与

T1$3#

E

"

U9e$

相反#呈逐步减少趋势&

$(

'

*本结果显示#

T3.

J9

在肝衰竭肝组织中表达比正常大鼠肝组织高#推测该蛋白

可能通过调节干细胞
5J9

的转录#促使归巢于肝脏中的干细

胞迅速合成大量的核酸和蛋白质#进一步修复受损的肝功能*

目前#虽然微环境中各种因子的作用尚未完全确定#但是

必要的因子在准确的时间和阶段起作用是
ZPO3+

分化为肝

样细胞的关键&

1%

'

*因此#对微环境中蛋白分子及其相关信号

通路的研究有助于初步阐明
ZPO3+

体内定向分化为肝样细

胞的分子机制*本研究利用蛋白质组学
1.\S

和质谱分析等

技术观察急性药物性肝衰竭模型大鼠和正常大鼠肝脏组织蛋

白质的表达变化#并对其中的
3]

&%

)

T:]

)

T3J9

等蛋白可

能与干细胞的增殖及分化的关系进行了探讨*对进一步研究

骨髓干细胞如何在肝衰竭环境下分化成肝样细胞提供了可能

的研究方向*
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