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目的
!

筛选并鉴定唐氏综合征胎儿与健康对照者差异性表达蛋白质!以寻找唐氏综合征胎儿的生物

标记物$方法
!

应用同位素标记相对和绝对蛋白定量法和功能聚类分析法筛查和分析唐氏综合征胎儿脐带血和正

常胎儿脐带血的差异表达蛋白$结果
!

共筛选鉴定到
%#8

种差异表达蛋白!其中最显著的
;

种蛋白分别是基质蛋

白
:;

'胸腺肽
*

"#

和骨桥蛋白$结论
!

唐氏综合征胎儿和正常胎儿脐带血血清蛋白存在较多差异表达蛋白!其中基

质蛋白
:;

'胸腺肽
*

"#

和骨桥蛋白等显著差异蛋白可能作为潜在的临床筛查生物标志物$

"关键词#

!

唐氏综合征&

!

蛋白质组学&

!

同位素标记相对和绝对蛋白定量法&

!

功能聚类分析法
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三体综合征又称唐氏综合征$

[̀

%#是最常见的染色体

病#在
"

"

8##

"

"

"

0##

的活产儿#或
"

"

"%#

次妊娠中有一次发生

概率*

"

+

)

[̀

以智力障碍和多发畸形为主要特征#迄今尚无有

效的治疗方法#因此对胎儿进行早期宫内诊断和有效干预对降

低
[̀

患儿出生率显得尤为重要)目前血液生化唐氏筛查检

出率为
8#1

"

+%1

#并且假阳性率约
%1

*

,

+

)迫切需要寻找一

种更安全,有效的筛查方法#同位素标记相对和绝对蛋白定量

法$
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!

<<

C>65U>39
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公司近年发展的蛋白质分

析技术#该技术的应用使快速筛选及鉴定潜在生物标记蛋白成

为可能)本研究应用八通道的
>*&!i

结合多维光谱和功能

聚类$

e'

%分析法筛选和鉴定
[̀

胎儿的差异蛋白质#现报道

如下)

$

!

资料与方法

$.$

!

一般资料
!

[̀

胎儿组和正常胎儿组各
"#

例)所有受试

者均知情同意并签署知情同意书#实验符合人体试验伦理学标

准#并经过获得医院伦理委员会审批)

$./

!

方法

$./.$

!

蛋白质提取和浓度测定
!

每组称取适量的样品#加入

适量蛋白裂解液溶解#然后分别添加终浓度为
"HH3C

"

T

的苯

甲基磺酰氟$

)Z̀ F

%和
,HH3C

"

T

的乙二胺四乙酸$

][*!

%#

%

H>7

后添加终浓度为
"#HH3C

"

T

的二硫苏糖醇(超声
"%H>7

后
,%###W

D

离心
,#H>7

#取上清液)上清液加入
%

倍体积预

冷丙酮#在
Q,#Y

沉淀
,A

#然后
"8###W

D

离心
,#H>7

#弃上

清液)取适量沉淀#加入适量蛋白裂解液溶解#然后分别添加

终浓度为
"HH3C

"

T

的
)Z̀ F

和
,HH3C

"

T

的
][*!

#

%H>7

后

添加终浓度为
"#HH3C

"

T

的
[**

#超声
"%H>7

后
,%###W

D

离心
,#H>7

#取上清液)上清液在
%8Y

条件下加入终浓度为

"#HH3C

"

T

的
[**

处理
"A

#还原打开二硫键)再加入终浓度

为
%%HH3C

"

T

碘代乙酰胺暗室静置
$%H>7

#进行半胱氨酸的

烷基化封闭)加入适量冷丙酮#在
Q,# Y

静置
,A

后以

,%###W

D

离心
,#H>7

#弃上清液(沉淀在
,##

#

T#.%H3C

"

T

*]!U

中超声溶解
"%H>7

并再次离心
,#H>7

后取上清液用于

定量)按照
U=B5E3=5

法测定蛋白质浓度)

$././

!

[̀̀

电泳
!

配置
",1

的
[̀̀

聚丙烯酰胺凝胶#每组样

品分别与
$WC3B5>7

D

G4EE6=

混合#

/%Y

加热
%H>7

)每组样品

上样量为
;#

#

D

#标记上样量
"#

#

D

)

",#\

恒压电泳
,A

)电

泳结束后#用染液染色
,A

#再用脱色液脱色
;

"

%

次#每次

;#H>7

)

$./.'

!

蛋白质酶解和
>*&!i

标记
!

每组样品精确取出
$#

#

D

蛋白#按照蛋白
b

酶
-,#b"

的比例加入胰蛋白酶#

;+Y

酶

-

"8$;

-

检验医学与临床
,#"%

年
",

月第
",

卷第
,;

期
!

TBGZ65(C>7

!

[6?6HG6=,#"%

!
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!

X3.,;

"

基金项目!广东省深圳市科技计划资助项目$
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%(广东省深圳市科创委重点资助项目$
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%)

!!
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解
$A

#按上述比例再补加胰蛋白酶
"

次#

;+Y

继续酶解
0A

)

胰蛋白酶消化后#用真空离心泵抽干肽段#再用
#.%H3C

"

T*]:

!U

复溶肽段#按照手册进行
>*&!i

标记#两组肽段被不同的

>*&!i

标签标记 $健康对照组
:>*&!i""$

#

[̀

组
:>*&!i

""8

%后#在室温条件下静置
,A

)

$./.1

!

(̀R

分离和基于
i]

的液质联用分析
!

将标记后的两

组肽段混合#采用岛津
T(:,#!U

液相系统,分离柱为
$.8W

,%#HH3C

"

T

型号的
PC@=6H6N (̀R

柱对样品进行液相分离)

进入液相分离的肽段进入到串联
]̀S

质谱仪$

*A6=H3F>9A6=

?̀>67@>E>?

#

B̀7h396

#

(!

%)一级质谱分辨率设置为
+####

#二

级质谱分辨率为
"+%##

(扫描的质荷比范围为一级
;%#

"

,###

#二级
"##

"

"0##

)

$./.2

!

V69@6=7:GC3@

验证差异蛋白
!

根据查阅文献本文选择

较多的差异蛋白质和较少的差异蛋白质进行
V69@6=7:GC3@

验

证)验证步骤分成
%

步#分别是提取蛋白质,二烷基磺酸钠
:

聚

丙烯酰胺凝胶电泳,蛋白质转移,免疫印迹,数据收集)

$.'

!

统计学处理
!

平均报告离子比率大于
"%

的蛋白多肽归

类为上调#平均报告离子比率小于
#.#+

归类为下调)然后用

在线
e'

工具在线鉴定蛋白的功能)

/

!

结
!!

果

!!

以多肽大于
"

和
/%1

可信区间作为阈值#有
%#8

种蛋白

表达上调或者下调#其中显著差异的蛋白有
,$

种)表
"

代表

[̀

胎儿跟正常胎儿比较表达上调$

'-"8

%和下调$

'-0

%的蛋

白#其中
;

种蛋白$基质蛋白
:;

,胸腺肽
*

"#

,骨桥蛋白%在
[̀

胎儿中显著高表达)

在鉴定分离出的蛋白中#对具有注释名的
";+%

种蛋白用

e'

进行分子功能,细胞组分和生物功能归类分析)

%;,

种参

与分子功能#其中
;,8

种参与蛋白结合#

,;

种参与辅助因子结

合#

;,

种参与脂质结合#

+

种参与氧结合#

",

种参与模式结合#

%

种参与细胞外基质结合#

%

种参与细胞表面结合#

,#

种参与

糖类结合#

"#

种参与核酸结合#

/

种参与维生素结合#

0;

种参

与核苷酸结合)从细胞组分归类中有
;"0

种膜蛋白定位于细

胞内细胞器#

,+0

种定位于膜绑定细胞器)在大分子复合物

中#有
$"

种核糖核蛋白复合体和
+

种蛋白
:[X!

复合体)在

生物过程归类中有
,$$

种蛋白参与主要代谢过程#

,;#

种蛋白

参与细胞代谢过程)有
",;

种蛋白参与转运同时有
",$

种蛋

白参与建立细胞定位)

表
"

!

[̀

胎儿跟正常胎儿脐带血清蛋白质组学比较

接收编号 蛋白名称 多肽 比率

上调蛋白

!

i0X"e$

亮氨酸富集蛋白
$+ ; 8#.,88,

!

i/PXZ8 ,8̀

非腺三磷酶调节蛋白酶
"; " 8#.,88,

!

)%%,#/

核小体装配蛋白质
, 8#.,88,

!

i8)"Z;

幼体大蛋白同族体
, " 8#.,88,

!

i/8O]+ ]&'":

相似蛋白
)

, 8#.,88,

!

i/PT[#

酮戊二酸脱氢酶
, "# 8#.,88,

!

)8;;";

胸腺素
*

"# $ 8#.,88,

!

'$;80" !*)

酶
!̀ X!" ; 8#.,88,

!

i/POS%

中性氨基酸转运蛋白
, 8#.,88,

!

i/28R%

骨桥蛋白
" 8#.,88,

!

i/)"F; P)F#+,+

<

=3@6>7(83=E""% ; ,%.",/#

!

)8,;,0

胸腺素
*

$ + ,;.;"/,

!

'/%0,,

线粒体丙二酰
:(3!

脱羧酶
, ,,.%#8+

续表
"

!

[̀

胎儿跟正常胎儿脐带血清蛋白质组学比较

接收编号 蛋白名称 多肽 比率

!

)#+/""

尿调节素
" "0.$8/0

!

);$/$/

甘露糖
:8:

磷酸异构酶
, "0."8%,

!

i8U#c/

血红蛋白亚基
#

" "%.%%,/

下调蛋白

!

i/O"]%

硫氧还原跨膜蛋白
$ " #.#"##

!

i/PO\/ )=6E3C5>7

亚基
, ; #.#"##

!

i#"$;;

腺苷酸脱氨酶
, " #.#"##

!

i##+8% &6?6

<

@3=6N

<

=699>37:67AB7?>7

D<

=3@6>7% $ #.#"##

!

)$;,$;

基质蛋白
:; $ #.#"##

!

i"%8%"

高迁移率核小体结合结构域蛋白
, #.#;"#

!

'$;+8# `

J

7B

<

@3

DJ

=>7:, , #.#;";

!

i";00%

微管蛋白
*

,

!

链
;0 #.#8;"

'

!

讨
!!

论

!!

>*&!i

有利于筛选生物标志物#通过检测
>*&!i

标记多

肽释放的报告离子峰值强度并比较蛋白质丰度#筛选并鉴定有

价值的
[̀

胎儿生物标志蛋白#本研究应用
>*&!i

和
e'

分

析法寻找
[̀

胎儿脐带血蛋白质标志物)结果鉴定出
%#8

种

蛋白#通过
e'

分析#鉴定到了几个可能有临床意义的差异

蛋白)

表
"

列出了
[̀

胎儿上调和下调的蛋白#其中对基质蛋白

;

,胸腺肽
*

"#

和骨桥蛋白的研究较多)基质蛋白
:;

是相对分

子质量为
",%W"#

; 的内核基质蛋白#在进化中高度保守)基

质蛋白
:;

包含一个双重核定位信号#

,

个锌指结构域和
,

个标

准的
&X!

识别模指*

;:$

+

)基质蛋白
:;

由
Z!*&;

编码#在骨

骼肌有表达#常染色体和有活性的
R

染色体区域均有
Z!:

*&;

#基质蛋白
:;

是一个新的人核心基质蛋白靶标#其降解能

诱导细胞从凋亡向坏死转换*

%

+

)胸腺肽
*

"#

由
$;

种氨基酸组

成#编码基因定位于
,

号染色体
<

"".,

)有研究显示胸腺肽

*

"#

可通过干扰
&B9

功能而抑制血管生成*

8

+

)在许多肿瘤中#

例如胰腺,结肠,乳腺,甲状腺和胃肿瘤中均发现有胸腺肽
*

"#

升高*

+

+

)因而有学者认为#胸腺肽
*

"#

也许可以作为一个肿瘤

诊断和预后的有用生物标记物*

0

+

)

c>H

等*

/

+发现胸腺肽
*

"#

通过干扰肌动蛋白和抑制
&B9

从而抑制肿瘤生长和血管生成)

骨桥蛋白在
[̀

胎儿肝细胞和巨噬细胞样细胞中表达#这些

[̀

胎儿在围生期即可出现肝纤维化)有学者提出骨桥蛋白也

许还与其他细胞因子#如
*eF:

*

"

,

)[eF

等相关联#共同参与

了
[̀

新生儿常见的肝窦周围纤维化的发病机制*

"#

+

)

本研究仅仅初步筛选出潜在的生物标志物#还必须进一步

研究确认和检测其敏感性和特异性等深入研究)

参考文献

*

"

+

cI37h2

#

)B=_S2

#

cI37`

#

6@BC.*A6

M

4B5=4

<

C6@69@E3=

[3I79

J

75=3H69?=667>7

D

>7

<

=6

D

7B7@I3H673EB5KB7?65

HB@6=7BCB

D

6

*

h

+

.!=?Ae

J

76?3C'G9@6@

#

,#",

#

,0%

$

;

%!

8,/:

8;;.

*

,

+

c3C>BC6N>!

#

*9B7

D

B=>9e*

#

)B

<

B7@37>34X

#

6@BC.!

<<

C>?B:

@>373E

<

=3@63H>?9E3=@A6>567@>E>?B@>373E5>EE6=67@>BCC

J

6N

<

=69965

<

=3@6>7HB=_6=9E3=[3I79

J

75=3H6>7HB@6=:

7BC

<

CB9HB

*

h

+

.)=67B@[>B

D

7

#

,##0

#

,0

$

0

%!

8/":8/0.

*

;

+

4̀>V

#

*B7

D

[

#

3̂4e

#

6@BC.[>EE6=67@>BC

$下转第
;$8%

页%

-

,8$;

-

检验医学与临床
,#"%

年
",

月第
",

卷第
,;

期
!

TBGZ65(C>7

!

[6?6HG6=,#"%

!

\3C.",

!

X3.,;



尿病防控工作的开展提供科学依据)

在纳入本研究的样本中#男性
F)e

水平显著高于女性(

F)e

受损率,糖尿病患病率男性显著高于女性#可能与男性生

活习惯和工作压力较大有关)男性外出应酬的机会比女性多#

生活没规律,吃油腻食物和肉食较多,烟酒无度)这种长期不

健康的生活方式导致男性比女性更易患糖尿病)因此#在医务

人员糖尿病的防控工作中#应多加关注男性医务人员的血糖水

平#对其开展相应的健康教育和行为干预#降低糖尿病,脂质代

谢异常等慢性病的发生率)

从本研究结果可以看出#年龄增长是糖尿病的重要因素#

男性和女性医务人员的
F)e

水平均随着年龄增长而升高(男,

女
F)e

受损率也随着年龄的增加而增加)男,女医务人员糖

尿病患者在
$/

岁以上年龄段人数增长迅速#中老年是糖尿病

的好发年龄#这可能是由于!$

"

%随着年龄增长#胰岛细胞功能

逐渐降低导致胰岛素分泌绝对减少($

,

%人民生活水平显著提

高#体力活动和体育运动均减少#肥胖及机体代谢功能紊乱导

致胰岛素抵抗#这些均是中老年人
,

型糖尿病高发的主要原

因)有研究表明#中老年男性睾酮水平下降可导致胰岛素抵

抗#其内源性睾酮水平与胰岛素抵抗存在负相关*

/:"#

+

(女性则

由于绝经后体内雌激素水平明显下降#性激素结合球蛋白下

降#而性激素结合球蛋白与胰岛素呈负相关#造成空腹胰岛素

增高#使糖代谢发生异常)

在
$

种职业人群中#临床医生
F)e

水平最高#护理人员次

之#医技人员列第
;

#医疗行政人员
F)e

水平最低#这与职业

性质有关)临床医生工作负荷大,无规律,突发事件多,精神压

力大#而护理人员工作强度大,夜班频繁#作息不规律#因此临

床医生和护理人员是医务人员糖尿病防控的重点人群)

本研究结果对医务人员开展糖尿病的防控具有重要的指

导意义和实用价值#更加有效地对不同人群进行血糖水平监

测#早发现早干预从而降低糖尿病的患病率及其并发症#进一

步降低心脑血管疾病发生)
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