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［摘要］　目的：研究腺苷Ａ１受体激动剂２氯环戊腺苷（２ｃｈｌｏｒｏＮ６ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ＣＣＰＡ）预处理
延迟相缺血再灌注心肌保护的蛋白质表达谱的变化。方法：８只新西兰大白兔随机分为ＣＣＰＡ预处理组（ＣＣ
ＰＡ组）和生理盐水预处理组（ＮＳ组）。ＣＣＰＡ组用１００μｇ／ｋｇＣＣＰＡ预处理大白兔，ＮＳ组用生理盐水预处理。
２４ｈ后冠状动脉左前降支行３０ｍｉｎ缺血／２ｈ再灌注，然后取左心室缺血区心肌组织进行蛋白质组学研究。
另取１２只新西兰大白兔随机分为假手术组（Ｓｈａｍ组）、生理盐水预处理组（ＮＳ组）和ＣＣＰＡ预处理组（ＣＣＰＡ
组），每组４只，用Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹验证差异蛋白αＢ晶状体蛋白的表达。结果：双向凝胶电泳分析发现２组表达
明显差异的蛋白点有５５个。其中１７个差异蛋白质点用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术以及Ｍａｓ
ｃｏｔ和Ｅｘｐａｓｙ软件分析，初步鉴定出１７个蛋白质。这些蛋白质包括应激反应蛋白、代谢相关蛋白、信号调节
蛋白、离子通道蛋白、免疫相关蛋白等。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹证实αＢ晶状体蛋白在ＣＣＰＡ组中的表达明显上调。结
论：ＣＣＰＡ预处理延迟相缺血再灌注心肌组织的蛋白质表达谱发生改变，这些蛋白质可能与腺苷Ａ１受体激动
剂预处理延迟相缺血再灌注心肌保护作用有关。
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ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２７３４７．２０１１．１０．０１１

ＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｄｅｎｏｓｉｎｅＡ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｇｏｎｉｓｔｉｎｄｕｃｅｄｄｅｌａｙｅｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｒａｂｂｉｔｓ

ＺＨＯＵＪｉａｎｍｅｉ１，２，ＺＯＵＤｉｎｇｑｕａｎ１，２，ＲＡＮＫｅ１，２，ＣＨＡＮＧＹｅｔｉａｎ１，２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，ＳｅｃｏｎｄＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ；
２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＡｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００１１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎ
２ｃｈｌｏｒｏＮ６ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ（ＣＣＰＡ），ａｎａｄｅｎｏｓｉｎｅＡ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔｉｎｄｕｃｅｄｄｅｌａｙｅｄｍｙ
ｏｃａｒｄｉａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎＮｅｗＺｅａｌａｎｄｒａｂｂｉｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｔｏｔａｌｏｆ８ｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏａＣＣＰＡｇｒｏｕｐ（ＣＣＰＡｇｒｏｕｐ）ａｎｄａｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（ＮＳｇｒｏｕｐ）．ＣＣＰＡａｎｄＮＳｗｅｒｅｉｎ
ｆｕｓｅｄｉｎｔｏｒａｂｂｉｔｓｉｎｔｈｅＣＣＰＡｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＮＳｇｒｏｕｐｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｗｅｎｔｙｆｏｕｒｈｏｕｒｓｌａｔｅｒ，ｔｈｅ
ｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ３０ｍｉｎｌｅｆｔａｎｔｅｒｉｏｒｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎａｎｄｗｅｒｅｒｅｐｅｒ
ｆｕｓｅｄｆｏｒ２ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｎｔｈｅｉｓｃｈｅｍｉｃｚｏｎｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｗｅｒｅｓａｍｐｌｅｄｆｏｒｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙ
ｓｉｓ．Ａｔｏｔａｌｏｆ１２ｏｔｈｅｒＮｅｗＺｅｌａｎｄｒａｂｂｉｔｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｓｈａｍｇｒｏｕｐ（Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ），ａｎｏｒｍａｌ
ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（ＮＳｇｒｏｕｐ）ａｎｄａＣＣＰＡｇｒｏｕｐ（ＣＣＰＡｇｒｏｕｐ）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＢｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ，ｏｎｅ
ｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ５５ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ，
１７ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｗｅｒｅｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ

９９９



中南大学学报（医学版），２０１１，３６（１０）　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｕｍｅｄ．ｏｒｇ；ｈｔｔｐ：／／ｘｂｙｘ．ｘｙｓｍ．ｎｅｔ

ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）ａｎｄＭａｓｃｏｔａｎｄＥｘｐａｓｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｓｏｆｔｗａｒｅ．
Ｔｈｅｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｌｕｄｅｄｓｔｒｅｓｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｉｏｎｏｐｈｏｒｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｉｍｍｕｎｉｔｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ａｎｄｓｏｏｎ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＢｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅＣＣＰＡｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓａｒｅｃｈａｎｇｅｄｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｔｈｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｌａｔｅｐｈａｓｅｏｆ
ＣＣＰＡ．ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｍｉｇｈｔｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｄｅｌａｙｅｄｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＣＰＡ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ａｄｅｎｏｓｉｎｅＡ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔ；　２ｃｈｌｏｒｏＮ６ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ；　ｐｒｅｃｏｎ
ｄｉｔｉｏｎｉｎｇ；　ｌａｔｅｐｈａｓｅ；　ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ；　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ

　　腺苷Ａ１受体激动剂２氯环戊腺苷（２ｃｈｌｏｒｏＮ６
ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ＣＣＰＡ）预处理，可诱导延迟相心
肌保护作用［１２］。而预处理的延迟相心肌保护作用的

机制非常复杂，涉及内源性保护介质释放、蛋白激酶Ｃ
及丝裂素活化蛋白激酶家系等细胞信号转导途径，以

及内源性保护蛋白质的合成等多种因素。其中内源

性蛋白质合成上调是延迟保护的关键环节。因此，本

实验采用蛋白质组学技术，从整体上初步分析 ＣＣＰＡ
预处理延迟相心肌保护的蛋白质表达的变化，并对其

中部分差异蛋白质进行鉴定，为进一步寻找防治心肌

缺血再灌注损伤的蛋白质靶标提供线索。

１　材料与方法

１．１　实验方法
１．１．１　实验分组及造模

健康成年新西兰大白兔 ８只，体质量 ２．０～
２．５ｋｇ，雌雄各半，随机分为 ＣＣＰＡ预处理组（ＣＣＰＡ
组）和生理盐水预处理组（ＮＳ组），每组４例。ＣＣＰＡ
组静脉注射１００μｇ／ｋｇＣＣＰＡ（总体积１ｍＬ），ＮＳ组
静脉注射１ｍＬ生理盐水。２４ｈ后２组均分离兔左
冠状动脉前降支，结扎３０ｍｉｎ，再灌注２ｈ。摘取心
脏，浸入冷生理盐水中冲洗，去除血液。取左心室缺

血区心肌组织，滤纸吸干后置于液氮，转移至

－７０℃冰箱保存。
１．１．２　心肌蛋白质样品的处理

取冷冻心肌２００ｍｇ，剪碎，加３倍体积的蛋白裂
解缓冲液（含尿素８ｍｏｌ／Ｌ，硫脲２ｍｏｌ／Ｌ，丙基硫酸
盐４％，三羟甲基氨基甲烷碱 ４０ｍｍｏｌ／Ｌ，乙二胺四
乙酸１ｍｍｏｌ／Ｌ，二硫苏糖醇６５ｍｍｏｌ／Ｌ，苯甲基磺酰
氟３５ｍｍｏｌ／Ｌ，脱氧核糖核酸酶１ｍｇ／ｍＬ，核糖核酸
酶２５０μｇ／ｍＬ），０℃水浴中匀浆约２ｍｉｎ，３６℃温育
１ｈ，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心４５ｍｉｎ，取上清液加３倍冰丙
酮沉淀，离心后去上清液，沉淀物加裂解缓冲液复

溶，再用２８０００ｒ／ｍｉｎ，４℃超速离心１ｈ，取上清液以

考马斯亮蓝染色法测定蛋白质浓度。

１．１．３　双向凝胶电泳及凝胶图像分析
取蛋白质２０００μｇ上样。第一向固相 ｐＨ梯度

等电聚焦的电泳程序设置为：３０Ｖ×１２ｈ，５００Ｖ×
１ｈ，１０００Ｖ×１ｈ，３０００Ｖ×１．５ｈ，６０００Ｖ×
１．５ｈ，８０００Ｖ×５ｈ。电泳结束后采用二硫苏糖醇
平衡液和碘乙酰胺平衡液两步平衡；用１２％的二硫
苏糖醇聚丙烯酰胺凝胶电泳分离胶，以０．５％琼脂
糖封胶。用ＰＲＯＴＥＡＮⅡ Ｘｉ垂直电泳槽进行第二
向电泳。电泳结束后采用考马斯亮蓝染色法凝胶染

色。用ＵＭＡＸＰｏｗｅｒｌｏｏｋⅢ扫描仪和 ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ
的ＬａｂＳｃａｎ软件扫描凝胶，用 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ
３．０１系统进行图像分析。图像分析过程包括蛋白点
的检测、背景消减、点的匹配，合并后进行蛋白质含

量变化的分析。

１．２　质谱分析
经常规切胶、脱色、还原与烷基化、原位酶解、萃

取，并采用基质辅助的激光解吸飞行时间质谱
（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术［３４］以获得

肽质量指纹图，通过因特网利用 ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅ的
Ｍａｓｃｏｔ与ＥｘＰＡＳＹ的Ｐｅｐｔｉｄｅｎｔ查询软件搜索鉴定。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测αＢ晶状体蛋白的表达

另取新西兰大白兔１２只，体质量２．０～２．５ｋｇ，
雌雄各半，随机分为假手术组（Ｓｈａｍ组）、生理盐水
预处理组（ＮＳ组）和 ＣＣＰＡ预处理组（ＣＣＰＡ组），每
组４只。Ｓｈａｍ组仅行开胸，左冠状动脉前降支套
带，不行缺血再灌注。ＮＳ组和 ＣＣＰＡ组预处理和心
肌缺血再灌注实验方法同１．１．１。再灌注后提取缺
血心肌组织蛋白，行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝
胶电泳、转膜、封闭，与第一抗体 （１∶１０００稀释兔抗
αＢ晶状体蛋白）反应，与第二抗体（１∶１０００过氧化
物酶标记亲和纯化的抗兔免疫球蛋白 Ｇ）反应。显
色后用Ｂａｎｄｌｅａｄｅｒ３．０软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹条带进
行灰度扫描，按下述公式分别计算３次实验中αＢ晶
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状体蛋白的相对含量：蛋白相对含量＝（该蛋白条带
的灰度值－背景的灰度值）／（上样对照条带的灰度
值－背景的灰度值），以此比值计算均数与标准差。

２　结　　果

２．１　双向凝胶电泳和差异蛋白质点分析
获得较满意的双向凝胶电泳图（图１，２）。图像

分析结果：ＮＳ组与ＣＣＰＡ组的蛋白质点分别为８６１±
４２和 ８５９±３８个，组内匹配率分别为 ８５．８％和
８７．１％，组间匹配率为７５．２％。比较分析 ＣＣＰＡ组
与ＮＳ组心肌蛋白谱，发现表达明显差异的蛋白点有
５５个，其中ＣＣＰＡ组表达明显增强的有２５个，表达
明显降低的有１６个，仅在ＣＣＰＡ组表达的有１４个。

２．２　蛋白质点肽质量指纹图分析
对其中差异表达的１７个蛋白质点进行 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ肽质量指纹图分析，共获得了１７张肽质量
指纹图谱。图３是其中 ２号蛋白点的肽质量指纹
图谱。

２．３　数据库查询结果
用质谱鉴定了１７个差异表达蛋白质。数据库

搜索结果显示这些蛋白包括应激反应蛋白、代谢相

关蛋白、信号调节蛋白、离子通道蛋白、免疫相关蛋

白等。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析
Ｓｈａｍ组中αＢ晶体蛋白表达很少，ＮＳ预处理组

表达较多，而ＣＣＰＡ处理组αＢ晶体蛋白表达显著增
高（Ｐ＜０．０１，图４）。

图１　生理盐水处理组兔左心室蛋白的二维电泳图谱（４
个样本中的１次）。

Ｆｉｇ．１　２ＤｍａｐｏｆｒａｂｂｉｔｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＮＳ
ｇｒｏｕｐ（ｏｎｅｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｅｓ）．

图２　ＣＣＰＡ处理组兔左心室蛋白的二维电泳图谱（４个样
本中的１次）。

Ｆｉｇ．２　２Ｄｍａｐｏｆｒａｂｂｉｔｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅ
ＣＣＰＡｇｒｏｕｐ（ｏｎｅｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｅｓ）．

图３　第２号蛋白点的肽质量指纹图谱。
Ｆｉｇ３．　Ｐｅｐｔｉｄｅｍａｐｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆｓｐｏｔ２．

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测显示 ＣＣＰＡ对 αＢ晶体蛋白表达
的影响。１：Ｓｈａｍ组；２：ＮＳ组；３：ＣＣＰＡ组。

Ｆｉｇ．４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＣＰＡｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＢｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ．１：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２：ＮＳ
ｇｒｏｕｐ；３：ＣＣＰＡｇｒｏｕｐ．
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３　讨　　论

本实验采用双向凝胶电泳分离、质谱分析和蛋

白质数据库查询等技术和方法，比较了 ＣＣＰＡ组与
ＮＳ组的心肌蛋白表达谱，发现两组间表达明显差异
的蛋白点有５５个，其中ＣＣＰＡ组表达明显增强的有
２５个，表达明显降低的有１６个，仅在 ＣＣＰＡ组表达
的有１４个。说明 ＣＣＰＡ预处理延迟相兔缺血再灌
注心肌的蛋白质表达谱有明显变化。进一步对其中

的１７个点进行了质谱分析，鉴定出的蛋白质包括：
１）应激反应蛋白：αＢ晶状体蛋白；２）代谢相关蛋
白：Ｌ天门冬氨基酸Ｏ甲基转移酶和鸟嘌呤结合蛋
白；３）信号调节蛋白：磷酸肌醇３激酶；４）离子通
道蛋白：电压依赖性阴离子选择性通道蛋白２和接
头相关蛋白复合体１；５）免疫相关蛋白：ＨＬＡＢ相
关转录体３，主要组织相容性复合物ＩＩＤＲ抗原 β
亚单位，免疫球蛋白重链；６）其它：血液结合素、血
浆白蛋白前体、腱糖蛋白Ｎ等。

αＢ晶状体蛋白是一种小分子热休克蛋白，具有
分子伴侣的功能，并具有抗氧化、抗凋亡或者抗炎症

反应的功能，对心肌缺血再灌注损伤有保护作

用［５７］。另有研究［８］报道：αＢ晶状体蛋白过表达可
减少转基因鼠心肌缺血再灌注引起的细胞坏死。本

实验中，αＢ晶状体蛋白（２号蛋白点）在 ＣＣＰＡ组表
达明显上调，提示 αＢ晶状体蛋白过表达可能与
ＣＣＰＡ预处理延迟性心肌保护作用有关。

磷酸肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）、细胞外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）１／ＥＲＫ２及蛋白激酶 Ｃ等信号
通路，是目前公认的细胞生存信号通路［９１０］。研究

表明：当细胞膜上 Ｇ蛋白偶联受体激活后即可使
ＰＩ３ＫＡＫＴ生存信号通路激活，引起内皮型一氧化氮
合酶磷酸化，进而引起心肌组织中一氧化氮的合成，

达到保护心肌的作用。在缺血预适处理以及其它药

物预处理中，这一信号通路发挥了重要作用。但有

研究［１１］认为ＰＩ３ＫＡＫＴ这一信号通路并没有在腺苷
受体激动剂所诱导的心肌延迟相中发挥保护作用。

本研究中，ＣＣＰＡ组 ＰＩ３Ｋ明显低于 ＮＳ组，也说明
ＰＩ３Ｋ在ＣＣＰＡ所诱导的心肌保护效应中未发挥重
要作用。

另外，本研究鉴定的蛋白点中还有１４个蛋白质
均是在 ＣＣＰＡ组中高表达或仅在 ＣＣＰＡ组中表达，

经美国国立生物技术信息中心／医学网站查询相关
蛋白，并未查到与心肌保护相关的文献，因此这些蛋

白质在ＣＣＰＡ预处理的延迟性心肌保护效应中发挥
了何种作用，有待进一步深入研究。
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