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摘要：为探讨以２ＤＤＩＧＥ为核心的生物体液差异蛋白质组学技术体系，取２组不同生物学状态下的体液样本进行
研究。每组包含一例人类多发性硬化样本和一例对照样本，共设３组平行实验。经冷丙酮沉淀法除盐提取蛋白并
精确定量，分别用分ＣＹ５和ＣＹ２荧光染料按最小标记法对多发性硬化样本和对照组进行标记。另再取混合蛋白
内用ＣＹ３标记。混合样品后分别在３块２Ｄｇｅｌ上进行电泳，通过Ｔｙｐｈｏｏｎ９４００多功能荧光扫描仪及ＤｅＣｙｄｅｒ２Ｄ差
异分析软件进行ＤＩＧＥ分析。差异蛋白用ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ进行鉴定，将所得结果录入 Ｍｅｔａｒｃｏｒｅ计算平台，进行蛋
白质相关分析。结果表明，利用该方法研究不同生物学状态下的体液标本，结合网络图谱分析，可得到较多有意

义的候选蛋白信息。
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许多生理或病理状态下，生物机体分泌的一些

关键调节蛋白在体液（脑脊液，血液，尿液等）中有量

或质的变化［１］。因此，体液差异蛋白质组学分析有

助于人们更好地发现各种具有潜在生物价值的候选

蛋白。但是，由于双向电泳的不同凝胶之间有较大

差异，用这种经典蛋白质组学方法进行的体液差异

蛋白分析无法精确测定其生物学变化。双向差异凝

胶电泳（２ＤＤＩＧＥ）是一种在双向电泳之前用ＣｙＤｙｅ
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ＤＩＧＥ染料标记蛋白样品的一方法，可在同一双向电
泳凝胶中同时分离出多至 ３种不同的蛋白质样品，
大幅度减小了胶间系统误差；ＣｙＤｙｅＤＩＧＥ染料灵敏
度很高，相对硝酸银染色法提高了１０～１００倍［２］，因

此，２ＤＤＩＧＥ可对样品间蛋白丰度的差异进行精确
分析［３］。本研究以脑脊液为例，进行差异蛋白质组

学分析，旨在探讨以 ２ＤＤＩＧＥ为核心的生物体液差
异蛋白质组学技术体系。

１ 材料与方法

１１ 材料

１１．１ 样本

生物体液样本以人类脑脊液为例。标本来源于

山东大学齐鲁医院。异常组为多发性硬化（ＭＳ）患
者（经临床诊断），正常组为其他神经系统疾病

（ＮＯＤｓ）。将新鲜标本离心（４℃，１２×１０４ｒ／ｍｉｎ）取
上清，去除杂质，存放在－８０℃冰箱，待测。
１１２ 主要试剂

二甲基甲酰胺（ＤＭＦ，９９９％）、Ｌ赖氨酸（Ｌ
Ｌｙｓ）、丙烯酰胺（Ａｃｒ）、Ｎ，Ｎ甲叉双丙烯酰胺（Ｂｉｓ）、十
二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、过硫酸铵（ＡＰＳ）、四甲基乙二
胺（ＴＥＭＥＤ）及其他化学试剂（分析纯）购自中国医药
上海化学试剂公司；ＣｙＤｙｅＤＩＧＥ染料、２ＤＱｕａｎｔ试
剂盒、非线性固相 ｐＨ梯度预制胶条（ＩＰＧｓｔｒｉｐｐＨ
３～１０ＮＬ１８ｃｍ）、两性电解质购自 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公
司；所有缓冲液均用 ＭｉｌｌｉＱ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）水配制。

其他试剂略［４］。

１１３ 主要仪器

ＭＩＫＲＯ２２ＲＴ台式冷冻离心机（ＭＩＫＲＯ）；ＩＰＧｐｈｏｒ
固相ｐＨ梯度等电聚焦仪、Ｔｙｐｈｏｏｎ９４００多功能荧光
扫描仪、ＤｅＣｙｄｅｒ２Ｄ差异分析软件（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）；
ＰＲＯＴＥＡＮＩＩＸＬＣＥＬＬ垂直电泳仪、４５０ｎｍ酶标仪
（ＢｉｏＲａｄ）；ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ４７００（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ）；ＭｅｔａＣｏｒｅ集成软件（ＧｅｎｅＧｏ，Ｓｔ．Ｊｏｓｅｐｈ，ＭＩ）。
１２ 方法

１２１ 样本处理

分别从异常组、对照组中取３例（３例生物学重
复）各２ｍＬ。分别用－２０℃冷丙酮（样品∶丙酮＝１∶
４）除盐沉淀蛋白（３次），－２０℃下过夜，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心（４℃）３０ｍｉｎ，弃上清。９０％丙酮洗３次，１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心（４℃）１０ｍｉｎ，将沉淀用裂解液（７ｍｏｌ?Ｌ尿
素、２ｍｏｌ?Ｌ硫脲、３０ｍｍｏｌ?ＬＴｒｉｓ、４％ＣＨＡＰＳ）充分溶
解，用 ＮａＯＨ将 ｐＨ调至 ８５，移入 Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ管中，
４℃孵育 ４０ｍｉｎ，１２０００转离心（４℃）１０ｍｉｎ。取上
清，２ＤＱｕａｎｔ试剂盒测定蛋白浓度。
１２２ 标记

根据定量结果，６份标本及 １份混合内标（６份
样品各 １０μｇ）各取 ６０μｇ加入 １μＬ浓度为
４８０ｐｍｏｌ／μＬ的 ＣｙＤｙｅＤＩＧＥ染料（实验设计见表１），
避光，漩涡震荡，彻底混合，１２０００转离心（４℃）１０
ｍｉｎ，收集底部标记混合物，在黑暗中冰上反应
３０ｍｉｎ。

表１ 样品的实验设计

Ｔａｂｌｅ１ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｆｏｒｓａｍｐｌｅｓ
胶条号 Ｃｙ５标记样品 Ｃｙ２标记样品 Ｃｙ３标记样品
Ｇｅｌ１ ２＃（多发性硬化症组） ３＃（对照组） 混合样品（对照组１＃２＃３＃＋多发性硬化症组１＃２＃３＃）

Ｇｅｌ２ １＃（对照组） ２＃（多发性硬化症组） 混合样品（对照组１＃２＃３＃＋多发性硬化症组１＃２＃３＃）

Ｇｅｌ３ ３＃（多发性硬化症组） １＃（对照组） 混合样品（对照组１＃２＃３＃＋多发性硬化症组１＃２＃３＃）

１２３ 淬灭

加入１μＬ１０ｍｍｏｌ?Ｌ赖氨酸终止标记反应。充
分混合，在黑暗中置于冰上１０ｍｉｎ。
１２４ ＩＥＦ（等电聚焦电泳）

每份样品加入同体积的补充液（７ｍｏｌ?Ｌ尿素、
２ｍｏｌ?Ｌ硫脲、４％ＣＨＡＰＳ、２％ＤＴＴ、２％ ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ），用
再水化液（７ｍｏｌ?Ｌ尿素、２ｍｏｌ?Ｌ硫脲、１８ｍｍｏｌ?Ｌ
ＤＴＴ、２％ ＣＨＡＰＳ、０５％ ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ）将样品体积补至
３４０μＬ，将１８ｃｍＩＰＧ胶条（ｐＨ３～１０，ＮＬ）置于胶条槽
内，上样后在 ＩＰＧｐｈｏｒ固相ｐＨ梯度等电聚焦仪上行
等电聚焦。整个过程避光。

１２５ 胶条的平衡

等电聚焦２４ｈ后，将ＩＰＧ胶条分别放入平衡液Ｉ

（５０ｍｍｏｌ?ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８８，６ｍｏｌ?Ｌ尿素，３０％甘油，
２％ＳＤＳ，１％ＤＴＴ）、平衡液 ＩＩ（２５％ＩＡＡ代替平衡液 Ｉ
中ＤＴＴ）中各１５ｍｉｎ。
１２６ ＳＤＳＰＡＧＥ（ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳）

灌制１２％ＳＤＳＰＡＧＥ胶，脱氧并保证胶面平齐。
小心将 ＩＰＧ胶条置放在两低荧光玻璃板间的凝胶面
上，用０５％低融点琼脂糖溶液包埋。恒温２０℃，行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（１５ｍＡ／胶，３０ｍｉｎ；３０ｍＡ／胶，４ｈ）。
过程避光。

１２７ 扫描及图像分析

电泳所得凝胶用 ＭｉｌｌｉＱ冲洗数次，用 Ｔｙｐｈｏｏｎ
９４００荧光扫描仪在不同激发光下扫描成像，所使用
波长如下：Ｃｙ２４８８／５２０，Ｃｙ３５３２／５８０，Ｃｙ５６３３／６７９。
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所得的蛋白质组图谱用 ＤｅＣｙｄｅｒ２Ｄ凝胶图像分析
软件进行检测、背景消除、归一化及定量等自动分

析，并得出统计学数据。

１２８ ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ
将差异表达蛋白从凝胶上抠下，冷冻干燥，加胰

酶进行胶内酶切，质谱分析，得到肽质量指纹图谱

（ＰＭＦ）。应用蛋白质搜索引擎 Ｍａｓｃｏｔ（ｈｔｔｐ：／／ｍａｓ
ｃｏｔ．ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ／ｓｅａｒｃｈ－ｆｏｒｍＰＭＦ．ｈｔｍｌ）进行
数据检索。

１２９ 构建差异蛋白质相互作用网络图

将检索到的蛋白质上传入ＭｅｔａＣｏｒｅ网上软件计
算平台，进行相关性在线分析，实验数据以最短通路

算法构建信号网络，构建差异表达蛋白质相互作用

网络图。

２ 结果

２１ ２ＤＤＩＧＥ凝胶图谱
经ＤｅＣｙｄｅｒ２Ｄ分析软件处理分析，所得凝胶图

谱见图１。通过定量分析，在３个生物学重复中，发现
蛋白表达量差异点１６３个（Ｐ＜００５），将其中变化幅
度较大（幅度大于１５倍）的１３个蛋白进行质谱鉴定。
２２ ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ

质谱鉴定结果见表２。

图１ ２ＤＤＩＧＥ荧光扫描叠加图谱（每块胶同时包括多发性硬化组、对照组及内标）
Ｆｉｇ．１ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｏｖｅｒｌａｐｐｅｄｇｅｌｏｆ２ＤＤＩＧＥｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ（ＥａｃｈｇｅｌｉｎｃｌｕｄｓａＭＳｇｒｏｕｐ，

ａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）
表２ 蛋白质鉴定信息

Ｔａｂｌｅ２ Ｓｏｍｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白质ＩＤ号 蛋白质描述 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔＳｕｍｍａｒｙ 变化幅度（多发性硬化症组／对照组）

２４６２ ＶｉｔａｍｉｎＤｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＶＴＤＢ－ＨＵＭＡＮ －１７８±００１２
２５３２、２５３２ Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｂｅｔａｃｈａｉｎ ＨＢＢ－ＨＵＭＡＮ ６０２±００１５
２５２３、２５３６ Ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＨＰＴ－ＨＵＭＡＮ －１５６±００１６
２５３８ ＩｇｋａｐｐａｃｈａｉｎＣｒｅｇｉｏｎｓ ＫＡＣ－ＨＵＭＡＮ ３１８±０００７
２５４０ Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｂｅｔａｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＦＩＢＢ－ＨＵＭＡＮ －１９２±００１３
２４８６ Ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＰＥＤＦ－ＨＵＭＡＮ －１６３±００３５
２５４１ Ａｃｔｉｎ ＡＣＴＧ－ＨＵＭＡＮ －３２４±００１８
２５３４ ＣｙｓｔａｔｉｎＣｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＣＹＴＣ－ＨＵＭＡＮ －１５２±００１８
２５４２ ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（ＡｐｏＥ） ＡＰＯＥ－ＨＵＭＡＮ －１５２±００２８
２５４３ ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ４ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＣＯ４－ＨＵＭＡＮ －２１２±００１６
２４９６ Ｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＦＩＢＢ－ＨＵＭＡＮ －１８２±００２１
２４９８ ＩｇｌａｍｂｄａｃｈａｉｎＣｒｅｇｉｏｎｓ ＬＡＣ－ＨＵＭＡＮ １９６±００１８
２５３５ Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＴＴＨＹ－ＨＵＭＡＮ －１６１±００５９

２３ Ｍｅｔａｃｏｒｅ蛋白质相互作用网络图
将鉴定出的 １３个差异表达蛋白录入 Ｍｅｔａｃｏｒｅ，

得到差异蛋白质网络图谱（见图２）。蛋白质相互作
用图表明，１３个变化幅度明显的差异蛋白包括 Ｃｙｓ
ｔａｔｉｎＣ、Ａｃｔｉｎ、ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ４ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、ＶｉｔａｍｉｎＤｂｉｎｄ
ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ等，主要涉及免疫调控、细胞周期

调节、脂蛋白运输、磷酸化修饰、信号传导等多种重

要的生物通路［５７］，特别是补体 ４、Ｉｇ蛋白等免疫相
关因子的差异表达与属于自身免疫系统疾病的多发

性硬化有潜在关系［７，８］。维生素 Ｄ结合蛋白是维生
素Ｄ及其衍生物在体内的主要运输载体，间接参与
维生素Ｄ的免疫及其他调节；它还具有清除血清中

第５期 秦兆宇，等：生物体液差异蛋白质组学研究技术体系的建立 ３



多余肌动蛋白的功能，从而消除免疫反应对组织的

继发损伤［８］，而过度的炎性反应正是多发性硬化免

疫学发病机制之一［９］。

图２ 差异蛋白质相互作用网络图

Ｆｉｇ．２ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

３ 讨论

通过双向电泳技术进行差异蛋白质组学研究主

要有２种误差需要克服：胶间系统误差和生物个体
间的差异。２ＤＤＩＧＥ在胶内引入由所有样品混合物
构成的内标，消除了 ２ＤＥ固有的胶间系统误差，使
２ＤＥ胶间比较成为可能，由此可通过多生物学重复
使生物个体误差亦得到减小，定量差异研究得以实

现。样品的实验设计要注意将不同的生物学重复体

现出来，通过胶内比对和胶间比对以及统计学分析，

可最大限度地降低生物个体差异造成的误差。

体液样本一般均有较高含量的盐分，在样本处

理过程中需尽量将盐分去除。结合样本实际情况，

冷丙酮隔夜沉淀蛋白，并用丙酮洗涤沉淀多次的方

法可较好地达到目的。

两性电解质与含巯基物质可导致荧光标记效率

降低，因此在标记前裂解液与样品缓冲液中不能含

有该类物质，改由标记后补加。ＣｙＤｙｅＤＩＧＥ染料对
ｐＨ有一定要求，其在ｐＨ８５时效率最高，因此上述
２种液体在标记前还需用 ＮａＯＨ调节 ｐＨ值。此外，
标记及其之后的步骤均需尽量避光进行。

在高丰度蛋白存在的情况下，双向电泳对体液

样品中的低丰度蛋白的检测仍有困难，２ＤＤＩＧＥ也
存在这方面的缺陷。为提高低分度蛋白的检测率，

可对样品进行适当的预先分离处理，如使用高丰度

蛋白去除试剂盒、色谱等。

综上所述，经过技术优化的２ＤＤＩＧＥ蛋白质组
学技术体系，能够发现生物体液中一批有潜在意义

的候选蛋白，对生理病理的研究有很大帮助，是生物

体液差异蛋白质组学不可或缺的研究手段。
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