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先天性马蹄内翻足胎鼠脊髓组织的

蛋白质组学分析

纪虹 李增刚 富伟能 孙开来

【摘要】 目的 在构建动物模型的基础上，运用蛋白质组学实验方法，寻找马蹄内翻足畸形相关蛋

白。方法 提取单纯性马蹄内翻足畸形胎鼠及正常对照胎鼠脊髓总蛋白，进行双向电泳；经 9:;3<2= 软

件分析，选择差异点进行质谱鉴定，采用生物信息学方法分析结果。结果 经双向电泳分离后，畸形胎

鼠与正常对照组相比，脊髓组织的烯醇化酶没有表达，微管蛋白表达下调，载脂蛋白表达上调，>?9 合酶

@& 复合体组装因子 $（>=7&$7）额外表达。结论 畸形胎鼠脊髓组织与正常对照组比较，存在蛋白质组差

异，畸形胎鼠微管蛋白、>=7&$7 表达改变，可能与马蹄内翻足畸形相关。
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先天性马蹄内翻足（8"4D<4/=.0 =.0/7<2 <G3/4"6.,
E32，8"4D<4/=.0 803BF""=，’’@）是儿童常见的一种严重

影响 足 功 能 的 先 天 畸 形，发 病 率 约 为 %Y%ZQN P
%YUN，男女之比约为 $Y% P $Y) [ &［&］，在活产胎儿中

发生率约为 &\，双侧同时发病占 )%N，右足多于左

足。其发病机制存在多种学说，在神经、肌肉、骨骼、

软骨及软组织方面均有病理改变。

由于患儿标本难以取材，并且存在加重足部损

伤的风险；而全反式维甲酸（.00 =E.42,E<=/4"/8 .8/H，

>?]>）可以诱发包括马蹄内翻足样畸形在内的多种

畸形［$］。因此本研究在 >?]> 诱导动物模型的基础

上，采用双向电泳和质谱测定及生物信息学鉴定分

析，探讨与马蹄内翻足畸形相关的蛋白质。
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! 材料与方法

!"! 材料：

!"!"! 动物 !"#$%& 大鼠，鼠龄 #$ % &$’，体重 (($
% ()$*，雌雄比例 ) +!，清洁级，由中国医科大学实验

动物部提供。

!"!"( 试剂 全反式维甲酸、超纯尿素、低熔点琼

脂糖均购自 ,-*./ 公司，双向电泳所需试剂均购自

0-12/’ 公司。低相对分子质量标准蛋白质购自中科

院上海生化所。

!"!") 仪器 3245678 96: ;<== 等电聚焦仪、324>
5678 ?=@A B1’<C/5D ;<== 垂直电泳槽、31E<F 37; ($$
电泳仪、3BG@<AH#"!"$ 分析软件均系 0-12/’ 公司产

品，31E<FI11J!扫描仪系 K./L 公司产品。

!"!"M 溶液 平衡液：母液为 $ N )#O.1=·IP ! 5F-A·
Q;=（?QRN R），($S（TUT）甘油，V.1=·IP ! 尿素，(S
,B,，每瓶 !$.I 分装，P ($W保存。用前每瓶加 B55
$"(* 作为平衡液"，加碘乙酰胺 $"(O* 作为平衡液

#。水化上样缓冲液：R.1=·IP ! 尿素，MS;Q73,，每

瓶 !.I 分装，P ($W保存。用前每瓶加 B55 $"$!*，
0-1>IXH< ) % !$ O$I。

!"( 方法：

!"("! 马蹄内翻足模型大鼠的建立及样品制备

模型大鼠的建立方法参照文献［)］。样品制备方法

参照文献［M］。用 0F/’Y1F’ 法对蛋白质定量，留做下

一步使用，或放入 P ($W保存。

!"("( 等电聚焦与 ,B,>聚丙烯酰胺凝胶电泳 每

根 93Z 胶条上样量为 !"$.*，)O$$I。体积不足补加

水化上样缓冲液。使用 3245678 96: 等电聚焦仪，

主动水化模式。等电聚焦后的胶条要经过两次平

衡。平衡液"和#在使用前由母液新鲜配制。胶条

以 O.I 平衡液"平衡 !O.-[，水洗 ! 次，O.I 平衡液

#平衡 !O.-[，再用电泳缓冲液冲洗 ! 次后转移到胶

板上，使其下缘紧贴胶面。胶条一侧放入低相对分

子质量标准蛋白，低熔点热琼脂糖封胶，待琼脂糖完

全凝固后放入电泳槽中电泳，)$T，)$.-[ 后加电压

到 !($T，待溴酚蓝指示剂达到玻璃板边缘时即可停

止电泳。

!"(") 染色、图像采集及分析 固定 M\，染色［O］，脱

色至背景清亮，($S乙醇中保存。为保证研究的准

确性，每个样品的双向电泳过程至少重复 ) 次。扫

描凝胶并进行图像分析。

!"("M 质谱鉴定和生物信息学分析 手工切取差

异点，差异点选取原则为斑点清楚，具有重复性，肉

眼可见，差异明显。质谱测定及数据分析由北京华

大基因组研究所完成。

" 结果

("! 胎鼠脊髓双向电泳结果：对模型胎鼠和正常

对照胎鼠脊髓组织的总蛋白质样品分别用 ?Q) % !$
和 ?QO % R 两种胶条进行双向电泳（(B）（见图 !）。

经 ?Q) % !$ 分离的 (B 图谱，可识别斑点数为 )V# ]
)R。经 ?QO % R 分离的 (B 图谱，可识别斑点数为

)$$ ] (O。从 ?Q) % !$ 图上可以看出蛋白质主要分

布在 ?QO % R 的范围内，因此我们用 ?QO % R 胶条进

一步分离蛋白质，所获得的斑点更清晰，并适合手工

切取，实验中用于质谱分析的蛋白点均取自 ?QO % R
电泳胶。

("( 模型胎鼠与正常对照组胎鼠脊髓蛋白质差异

分析：模型胎鼠与正常对照胎鼠的蛋白点可分为匹

配点（两者都存在的蛋白点）和未匹配点（仅出现在

模型或者对照中的蛋白点）。?Q) % !$ 的 (B 图谱中

有 )!O % ))# 个蛋白点匹配；其中模型胎鼠比正常胎

鼠上调 O 倍以上的有 !) % !O 个；下调 O 倍以上的有

!O % !# 个。仅存在于正常胎鼠的有 & % !! 个点，仅

存在模型胎鼠的有 # % & 个点；?QO % R 的 (B 图谱有

(&R % )!& 个蛋白点匹配；其中模型胎鼠比正常胎鼠

上调 O 倍以上的有 R % !$ 个；下调 O 倍以上的有 !$
% !( 个。仅存在于正常胎鼠的有 & % !! 个，仅存在

模型胎鼠的有 # % & 个。

(") 差异蛋白点质谱鉴定及分析结果：最后选得

界限清楚差异点 V 个（见图 (，)）。,：脊髓；;：正常

对照；4：仅存在于模型或对照组 B：模型；K：上调 O
倍以上。,;4)：仅见于正常胎鼠；,B4O、,B4V：仅见

于模型胎鼠；,;K#、,;KR：模型胎鼠下调 O 倍以上；

,BK!!：模型胎鼠上调 O 倍以上。

经质谱检测，获得了除 ,B4O 以外的 O 个点的

肽质量指纹谱图。将质谱数据进行网络检索并综合

分析后，初步鉴定的差异点见表 !。

表 ! 肽指纹图谱查询结果

#$% ! &’()*+’ ,$-->.*/0’1(1*/)- -’$123 1’-45)

编号 数据库查询结果

,;4) 烯醇酶

,B4V 线粒体 753 合酶 :! 复合体组装因子 (，7H?!(?

,;K#，,;KR 微管蛋白%链

,BK!! 载脂蛋白 7>"
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图 ! "! 天胎鼠脊髓组织蛋白质组的双向电泳图

!"# #! $%&$’"()*+"&*,- #)- "(,#)+ &. "!’ !"#$%& /,0 .)01+ +2"*,- 3&/’ 2/&0)&()
一向等电聚焦采用 %&’ 胶条，二向 ()($&*’+ 电泳在 !",的聚丙烯酰胺胶（"-./ 0 "-./）上进行，考马斯亮兰 1$"2- 染色。*：%&’ 34 5 6 !-，

正常对照胎鼠；7：%&’ 34 5 6 !-，模型胎鼠；8：%&’ 34 2 6 9，正常对照胎鼠；)：%&’ 34 2 6 9，模型胎鼠。

%:;<=<.>?@. A;.B:@CD EF: 3<?A;?/<G ;C %//;H@=@C< )?I (>?@3，>J< :<.;CG G@/<C:@;C ()($&*’+ EF: 3<?A;?/<G ;C !", F.?I=F/@G< D<=:（"-./ 0 "-./）# &?;><@C:

E<?< K@:BF=@L<G HI 8;;/F::@< H?@==@FC> H=B< 1$"2- :>F@C@CD# *：%//;H@=@C< )?I (>?@3 34 5 6 !-，C;?/F= ?F>:；7：%//;H@=@C< )?I (>?@3 34 5 6 !-，/;G<= ?F>:；

8：%//;H@=@C< )?I (>?@3 342 6 9，C;?/F= ?F>:；)：%//;H@=@C< )?I (>?@3 342 6 9，/;G<= ?F>:

图 " "! 天胎鼠脊髓组织蛋白质组的高斯模式图

!"# #" 4,1++",* "(,#) &. "!’ !"#$%& /,0 .)01+ +2"*,- 3&/’ 2/&0)&()

*：%&’ 34 2 6 9，正常对照组胎鼠；7：%&’ 34 2 6 9，模型胎鼠。

*：%//;H@=@C< )?I (>?@3 34 2 6 9，C;?/F= ?F>:；7：%//;H@=@C< )?I (>?@3 34 2 6 9，/;G<= ?F>:#
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图 ! 差异蛋白点放大图

!"# "! $"%%&’&()"*+ ,’-)&"( .,-). /(0&’ 1*#("%"2*)"-(

3 讨论

!#$ 模型胎鼠与正常对照组胎鼠脊髓组织蛋白质

组的比较分析：表达蛋白质组学是现今应用最为广

泛的蛋白质组学研究模式。该策略的技术路线主要

是通过双向凝胶电泳建立蛋白质组图谱、用专业图

像扫描分析软件进行图像分析、通过质谱及蛋白质

数据信息处理技术进行蛋白质的鉴定与分析。作者

在本实验中采用 %&’()* 的经典方法，开展模型胎

鼠和正常对照胎鼠脊髓组织的蛋白质组学分析。从

%(& 图谱分析可以看出，许多蛋白点具有多倍上调

或下调现象，另外有多个点仅在模型胎鼠或正常对

照组胎鼠出现，说明马蹄内翻足畸形的分子基础涉

及脊髓组织多个蛋白质的变化。以往的研究发现

++, 患者小腿肌肉各肌群运动终板和神经纤维存在

着退变和再生，运动终板存在功能障碍，与一些神经

源性疾病中的病理变化相一致。吉士俊等［-］通过对

%! 例 ++, 患者足研究推测，++, 患者小腿神经功能

异常 的 可 能 性，结 果 导 致 足 部 肌 群 肌 力 不 平 衡。

./012345/0 等［6］的研究也发现 ++, 患者小腿肌群肌

纤维发育异常与神经系统有关。&237/18 等［9］通过

胃管灌入维甲酸诱导胎鼠马蹄内翻足实验中发现除

畸形诱导率达 9-#:;外，尚合并颅面骨发育障碍、

神经管畸形、手畸形等其他畸形，同时脊髓胸腰段前

角神经元减少，有较多前角细胞凋亡等病理变化，提

示 ++, 畸形的产生与神经和脊髓发育有关。

!#% 差异蛋白质的分析：参照文献，我们成功构建

了马蹄内翻足胎鼠动物模型。经过 %& 分离和质谱

鉴定，有 < 个蛋白点在模型胎鼠和正常对照胎鼠中

存在明显差异。下面我们将这 < 个蛋白分别叙述。

鉴定的差异点之一 *+=! 为烯醇酶。该蛋白点仅见

于正常对照胎鼠，模型胎鼠该蛋白点缺失。烯醇酶

是参与糖酵解的关键酶，由!、"、#! 种亚基以二聚

体形式组成，有 : 种同工酶。脑组织中有!!、!#、##
! 种同工酶，##型（>*’）特异地存在于神经元和神

经内分泌细胞中，是脑组织病理改变过程中的标志

蛋白［?］。>*’ 是一种神经特异性蛋白，正常血液中

含量甚微。在颅脑损伤时，神经细胞损失及血脑屏

障被破坏，被损失的神经细胞释放出 >*’，血液中

>*’ 水平与颅脑损伤程度呈正比。

差异点之二 *&=- 为 @AB$%B，即 @CD 合酶 ,$ 复

合体组装因子 %。该蛋白点仅在模型胎鼠中表达，

而正常对照组胎鼠未见该蛋白。@CD 合酶即 @CD
酶是能量合成中的关键酶，由膜内的 ,E 亚基和膜外

的 ,$ 亚基两个部分组成，不同种系的 ,E 亚基有不

同构成，,$ 亚基却在进化过程中高度保守［$E］。,$
亚基由 : 种亚单位按比例结合而成!!"!#$%。.*D-E
和 .*D$E 推动 ,$ 的折叠，形成完整功能 ,$ 的最后

步骤中需要 @AB$$B 和 @AB$%B 这两个分子伴侣［$$］。

@AB$$B 和 @AB$%B 在真核生物中广泛保守，在很多组

织中 都 有 表 达，据 推 测 它 们 很 可 能 是 管 家 蛋 白。

@AB$$B 与 ,$ 亚基的"亚单位结合，@AB$%B 与 ,$ 亚

基的!亚单位结合，从而阻止在 @CD 酶组装过程中

形成无功能的（!0"0）复合体［$%］。@AB$%B 似乎只选择

性的与未组装的!亚单位结合，不与已组装到 ,$ 亚

基上的!结合，有研究发现线粒体中的 @AB$%B 的浓

度与 ,$ 中自由!亚单位浓度一致。

研究发现维甲酸可以升高活性氧浓度，起到前

氧化剂的作用。线粒体是活性氧（F=*）发挥作用的

重要途径，当线粒体内产生大量 F=* 时，使线粒体

膜孔道打开，导致 F=* 膜电位的破坏［$!］，引起线粒

体释放细胞凋亡起始因子和细胞凋亡蛋白酶激活因

子($（@B/G($），激活半胱氨酰天冬氨酸酶（H/4B/42）诱

导凋亡。作者在研究中也发现模型胎鼠脊髓组织凋

亡程度明显高于正常对照组［$<］。

鉴定的差异点之三 *+I6 和 *+I9 都是微管蛋

白"链。微管是细胞骨架中最粗的一种，呈中空的

管状，主要成分是!和"微管蛋白。细胞内的微管

由 $! 条原纤维按行定向排列组成中空的管状。!、"
微管蛋白亚基横向形成非常规则的螺旋状结构。微

管作为真核细胞的细胞骨架成分之一，在细胞分裂、

运动、信号转导等方面起着重要作用［$:］。正常细胞

生长所必需的形态变化取决于细胞骨架通过黏附受
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体与细胞外基质的物理作用。由微管蛋白聚集而成

的微管是组成纺锤体的主要部分，抑制其聚集将导

致细胞有丝分裂终止。微管正常聚合!解聚，装配!
去装配的形态变化和平衡是细胞运动及细胞分裂周

期的重要调控因素。

差异点之四 "#$%% 为载脂蛋白。&’() 等［%*］发

现过量的维甲酸会升高大鼠 +,-+.!的水平，因此

该蛋白在模型胎鼠中的高表达可能与维甲酸有关。

综上所述，畸形胎鼠脊髓蛋白质组与正常对照

胎鼠存在多种蛋白差异。在今后的工作中作者将进

一步探讨 +/,%0, 及微管蛋白与马蹄内翻足的关系。
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“中国遗传学会功能基因组学研讨会”征文通知

“中国遗传学会功能基因组学研讨会”定于 0FF* 年 %F 月 %G c %[ 日在成都召开。会议将邀请贺林、薛勇彪、杨焕明、

E@5; ‘//（美国）等国内外知名专家围绕基因组学各领域的新进展作专题学术报告。大会组委会诚挚邀请国内外广大基因

组学工作者以及研发人员参加本次盛会。

%W 会议主题：$基因组学最新研究进展；%基因组学与药物研发；&基因组学与系统生物学；’基因组学与人类重

大疾病的分子诊断和分子病理；(动植物基因组学；)基因组学与生物芯片；*生物信息学；+蛋白质组学及转录组学。

0W 会议征文：本次会议以“大会专题报告”和“分组学术交流”两种方式进行。征文格式按《遗传学报》或《遗传》

（ZZZ89D<:);’:’8 B:）的格式撰稿，全文 * FFF c %F FFF 字（含摘要、图表、文献）。审查通过的稿件在 0FF* 年第 %F 期《遗传学

报》（英文）或《遗传》（中文）集中优先发表，从录用征文中遴选大会及分组会报告人。征文请通过电子邮件发送至《遗传

学报》编辑部，注明“会议征文”，M I P)<=：3BQ4d;’:’/<B>W )BW B:，免收审稿费，征文截稿日期：0FF* 年 * 月 GF 日。

GW 会议注册：正式代表注册费 HFF 元，学生代表 VFF 元。住宿费：标准间 [F c %FF 元!日。

JW 报名与参展联系人：成都市建设北路二段四号：电子科技大学生命科技学院 杨足君老师，邮政编码：*%FFVJ，
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