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摘要  肾小球是肾脏器官滤过的基本功能单位, 大多数肾脏疾病都是由于肾小球的硬化或

纤维化而最终导致肾功能不全. 分析肾小球的病理生理过程, 必须对其生理功能有明确的

认识, 但由于研究手段有限, 目前仍缺乏对正常肾小球的蛋白质成分全景式的分析. 因此, 

本研究用蛋白质谱的方法, 对正常大鼠的肾小球进行了全面的分析. 在本研究中, 取成年

SD 大鼠的肾脏组织, 并分离出高纯度的肾小球. 利用多维蛋白鉴定技术对大鼠肾小球进行

全面系统的蛋白质组学分析. 当假阳性率低于 0.1% 时, 共鉴定出肽段 19062 个, 其中非重

复肽段 11249 个, 归属于 3796 个蛋白, 其中含有 2 个以上肽段 2741 个蛋白. 我们对这些蛋

白进行了功能注释和分类, 发现了 26 个与已报道的肾小球(内皮细胞、足细胞和系膜细

胞)Marker 蛋白一致; 利用 HomoloGene 将我们得到的大鼠肾小球蛋白质组学数据与其他文

献报道的人和小鼠肾蛋白质组学数据进行了比较, 为深入了解肾小球正常结构和功能提供

重要的分子依据, 为进行肾小球疾病的诊断和致病机制的研究奠定基础. 
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肾脏组织主要由肾小球、肾小管及间质等组成. 

肾小球是其中的重要滤过功能单位 . 肾小球的硬化

或纤维化是大部分肾脏疾病共同的终末期表现 . 尽

管国内外进行了大量的临床和实验研究试图解析其

病理生理过程 , 但对这部分疾病的分子机制仍不明

确 , 缺乏正常肾小球的蛋白质成分数据是其中重要

原因之一 , 因此探索肾小球的蛋白质组情况具有重

要的意义. 目前, 蛋白质组技术越来越多地被用来研

究整个肾脏蛋白表达或比较肾组织不同区域的蛋白

表达差异 . 为在蛋白质水平了解肾功能以及慢性肾

脏病(Chonic Kidney Disease, CKD)的病因和进展机

制, 2005 年 10 月全球通过收集 30 多个研究调查, 开

展人类肾脏和尿液蛋白质组计划(Human Kidney and 

Urine Proteome Project, HKUPP). 尽管这一计划促进

了蛋白质组在肾脏病研究领域的开展, 为 CKD 的生 

物标记物研究及肾脏疾病药物靶标的发现建立了比

较完整的肾脏蛋白质组数据库 , 但目前在肾脏病领

域的蛋白质组学研究 , 主要集中于尿液蛋白质组学

研究上, 用于寻找肾脏病相关的标记物. 然而从尿液

分析中得到的结果 , 很难判断蛋白来源于血清还是

肾脏 , 对阐明疾病的机理还有很大困难. 对于肾脏结

构本身的蛋白质组学研究还比较少. Zhao 等人[1]报道了

小鼠肾脏皮质的蛋白质组, 共鉴定到 1967 种蛋白, 很

多蛋白与尿液蛋白质组学得到的数据相一致. Miya-

moto 等人[2]对来源于一位 68 岁输尿管癌患者的正常肾

组织的肾小球进行了蛋白质组学研究, 通过一维分离

(SDS-PAGE)和二维分离(IEF-SDS)与液质联用的方法

共鉴定到 6686 个蛋白. 然而, 大鼠作为研究肾脏疾病

的主要模型, 在肾脏蛋白质组学的研究还鲜有报道. 

自从美国 Yates 等人[3]提出多维蛋白质鉴定技术
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(Multidimensional Protein Identification Technology, 
MudPIT)以来, 已成为蛋白质组学研究的主要技术手

段 . 多维的基本原理是首先将复杂的蛋白质混合物

酶解成多肽片段 , 然后用阳离子交换和反向二维液

相色谱与质谱联用技术对多肽进行分析鉴定 . 与现

在主要应用于肾脏蛋白质组学研究的一维电泳和二

维电泳先分蛋白、再分离肽段的策略相比, 更有利于

低丰度蛋白、疏水性膜蛋白的鉴定, 适于更宽的等电

点和小分子量蛋白的鉴定. 

本研究分离提取正常大鼠肾小球蛋白质 , 利用

多维蛋白质鉴定技术 , 以最大限度地探测和识别低

丰度的蛋白质, 明确肾小球中蛋白质表达谱, 为进行

生理和病理生理过程中蛋白质表达、功能及相互作用

特点的研究奠定基础. 

1  材料和方法 

1.1  实验对象  

实验用大鼠购自北京维通利华公司 , 品系为近

交系雄性 SD(Sprague Dawley)大鼠, 8~10 周龄, 体重

180~200 g, 实验动物清洁饲养, 自由饮食、饮水. 连

续 3 d 记录 24 h 尿量并留取 2 mL 尿样用于尿蛋白定

量检测, 检测收缩压, 2%戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔

注射麻醉后, 腹主动脉采血备测肾功能, 留取肾组织

备用. 

1.2  主要试剂  

BCA 蛋白浓度检测试剂盒(美国 Bio-Rad 公司); 

碘乙酰胺、DTT、碳酸氢氨、尿素、蛋白酶抑制剂(美

国 Sigma 公司); 测序级的胰蛋白酶(美国 Promega 公

司); 超纯水由 Milli-Q 系统产生(美国 Millipore 公司);

乙腈和甲酸(J. T. Baker Phillipsburg, NJ, USA). C18 

填料 (粒径 3.5 μm, 孔径 120 Å, SunChrom 北京金

欧亚科技发展有限公司); SCX 填料(粒径 5 μm, 孔

径 300 Å, 美国 Phenomenex 公司). 

1.3  大鼠基本情况监测 

(ⅰ) 肾功能检测.  考马斯亮蓝法检测尿蛋白浓

度, 乘以 24 h 尿量计算出 24 h 尿蛋白定量. 

(ⅱ) 收缩压检测.  使用 MRB2 ⅢA 电脑大鼠

血压心率测量仪(上海市高血压研究所) 测量大鼠尾

动脉收缩压. 

(ⅲ) 大鼠肾组织 PAS 染色.  肾组织标本用 10% 

福尔马林固定过夜, 常规脱水、透明、石蜡包埋; 常

规脱蜡; 过碘酸-希夫氏(periodic acid-Schiff, PAS)染

色观察肾脏组织病理改变 . 光镜下观察肾脏病理改

变, 摄片. 

1.4  肾小球的纯化分离 

参照 Krakower 等人[4]方法分离正常大鼠肾小球. 

在无菌条件下取肾皮质剪成细条, 放在 80 目钢丝筛

网上研磨收集网下肾小球及破碎细胞, 置 150 目筛网

上用 PBS 反复冲洗, 收集肾小球. 

1.5  肾小球的纯度鉴定 

将收集的肾小球重悬于 PBS, 滴加在载玻片上, 

200×光镜下观察其纯度并摄像 . 取适量肾小球 , 加

入 RIPA 裂解液(含 50 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 150 

mmol/L NaCl, 0.5%脱氧胆酸, 1% Nonidet P-40, 0.1% 

SDS, 1 mmol/L PMSF 和各种蛋白酶抑制剂: 1 μg/mL), 

室温裂解 15 min, 4℃下 12000 r/min 离心 20 min, 取

上清, 进行 BCA 法测定浓度. SDS 变性后, 80 μg 蛋白

上样行 SDS-PAGE 电泳, 转移至 PVDF 膜上, 丽春红

S 染色后 5%脱脂奶粉 4℃封闭过夜, 加 1:100 稀释的

羊抗大鼠 E-cadherin 多抗(美国 SantaCruz 公司)孵育 4 

h, 1×TBST 洗膜 3 次, 加 1:1000 稀释的 HRP 标记的

抗羊二抗孵育 1 h, 1×TBST 洗膜 3 次, ECL 显色系统

发色, Alpharmimage2002 系统扫描并进行灰度分析. 

1.6  质谱蛋白样品准备 

将分离纯化的肾小球重悬于 MilliQ 超纯水中, 清

洗 3 次, 彻底去除原有的 PBS 溶液. 800×g 离心 5 min

吸除多余的水分后称重. 取 10 mg 的干净的肾小球溶

于 1 mL 含 7 mol/L 尿素和 2 mol/L 硫脲中, 超声破碎, 

离心后取上清. 用 BCA 法测定蛋白的浓度. 取 100 µg

的肾小球蛋白溶液, 加入终浓度为 10 mmol/L 二硫苏

糖醇(DTT)打开蛋白质的二硫键, 56℃水浴 1 h; 冷却到

室温后 , 快速加终浓度为 50 mmol/L 碘代乙酰胺

(IAM)封闭自由的巯基, 置于暗室, 室温 45 min; 加

入 40 mmol/L DTT, 室温放置 15 min 淬灭过量的

IAM; 加入 25 mmol/L 碳酸氢铵稀释 5×体积, 然后按

照酶和底物质量比为 1:100 加入胰酶, 37℃酶解 12 h

后, 再加入相同量的胰酶, 37℃ 6 h, 加入终浓度为

0.1% FA 终止反应, 然后 13000×g 离心 10 min 除去

不溶物, 收集上清保存于−80℃, 用于质谱测试. 
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1.7  纳升级二维液相色谱质谱联用分析 

多维蛋白质鉴定系统采用电喷雾(nano-ESI)源的
LTQ-ion trap(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
质谱仪, 修改自 Yates 等人的方法[5~7]. 

包含分流装置、双相分离毛细管色谱柱、带 tip

头的分析型反相 C18 毛细管色谱柱 3 部分. 分流装置

实现整个体系的流速为 400~800 nL. 双相分离毛细

管色谱柱由 3 cm C18 填料(5 μm, 120 Å, SunChrom, 

Deutsche)和 3 cm 离子交换填料(5 μm, 100 Å, Phe-

nomenex, USA)构成. 反相 C18 毛细管色谱柱是由毛

细管拉制机将内径为 100 μm 石英毛细管拉制出 tip

头, 然后由高压氮气将 C18 填料填充至毛细管柱中, 

有效柱长约 10 cm. 多肽样品分析过程为: 取 100 μg

蛋白酶解后多肽混合物应用高压氮气装填至自制的

双相石英毛细管柱内. 二维色谱分离的流动相: 流动

相 A 为 5% ACN/0.1% FA; 流动相 B 为 80% ACN/ 

0.1% FA; 流动相 C 为 800 mmol/L 醋酸铵/5% ACN/ 

0.1% FA. 双相毛细管柱先用流动相 A 脱盐 45 min, 

然后按照流动相 C 中醋酸铵浓度(0~800 mmol/L) 采

用步长式梯度分 6 步洗脱双相柱. 具体如下: 第 1 步, 

时长 100 min, 流动相 B 从 0~100%. 第 2~6 步, 3 min 

100%流动相 A, 紧接着 5 min X% 流动相 C, 5 min 

0~10%的流动相 B 梯度, 77 min 10%~45%流动相 B 梯

度, 10 min 45%~100%流动相 B, 10 min 100%流动相

B, 最后 10 min 100%流动相 B 平衡柱体. X%流动相

C 分别代表浓度为 10%, 25%, 40%, 70%和 100%的醋

酸铵. 所有双相柱洗脱液直接进入分析型 C18 毛细

管色谱柱 , 流出液经电喷雾离子化后直接进入质谱

进行分析. 电喷雾电压为 2.0 kV, 离子传输管温度为

200 ℃ . 质 谱 数 据 采 集 采 用 数 据 依 赖 式 采 集 (Data 

Dependent Acquisition, DDA) 模式, 即一个全离子一

级质谱扫描(400~2000 m/z)之后, 选取一级质谱中信

号最强的 5 个母离子进行 MS/MS 质谱. MS/MS 质谱

数据采集的参数如下 : 离子碎裂碰撞能量(collision 

energy), 35%; 离子强度阈值(ion selection shreshold), 

2000 counts; 激活 Q 值, 0.25; 激活时间, 30 ms; 动态

排除时间, 30 s. HPLC 溶液梯度及质谱扫描功能由

XCalibur 软件系统控制(Thermo Fisher). 

1.8  数据分析 

质谱采集的数据, 采用 Bioworks3.31 的 SEQU- 

ESTv.28 进行数据检索 , 检索数据库为 NCBI Rat 

Refseq Database, Version 2009.10.05. 利用反转数据

库来计算数据的假阳性率 [8], 检索参数为胰蛋白酶 , 

酶的漏切位点数设为 2; 母离子质量容忍度为±2 Da 

(monoisotopic), 碎片离子质量容忍度为±1 Da (mon- 

oisotopic); 氨基酸残基修饰设置 : 可变修饰为半胱

氨 酸 的 碘 代 乙 酰 化 (57.02 Da), 甲 硫 氨 酸 的 氧 化

(15.99 Da). 检索后的数据用 bioworks 计算 Peptide 

possibility, 最 后 通 过 XCorr, sp, Rsp, DeltaCn 和

Peptide possibility 过 滤 , 使 鉴 定 肽 段 的 假 阳 性 率

FDR=1%. 将所鉴定到的多肽利用 protein Coverage-

Summarizer 合并蛋白计算蛋白覆盖率. 

1.9  肾小球蛋白功能分类 

肾 小 球 蛋 白 进 行 功 能 分 类 是 利 用 在 线 工 具
PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary 
Relationships)[9]和 http://www.uniprot.org 在线工具综

合获得. 基因 ID 和基因 Name 通过 RGD(Rat Ge-

nome Database)数据库获得. 

2  结果和讨论 

2.1  大鼠基本情况 

24 h 尿蛋白定量: (9.12±0.32) g/24 h, 正常; 尾动

脉收缩压 : (14.2576±0.3857)kPa(正常范围 : 10.906~ 
15.96 kPa)[10]. 

2.2  大鼠肾脏组织 PAS 染色 

肾小球系膜(系膜细胞、系膜基质)未见增殖, 毛

细血管袢开放良好, 间质未见炎细胞浸润, 肾小管内

无管型, 基地侧无断裂现象 (图 1).  

2.3  肾小球纯度检测 

肾小球的纯度直接影响到肾小球蛋白质鉴定的

结果, 减少肾小管和肾间质组织对肾小球的污染, 有利

于鉴定到特异性的肾小球蛋白. 我们利用 Krakower 等

人[4]方法分离肾小球, 得到了很好的纯度. 在光镜下

观察分离的肾小球纯度达 98%以上, 形态正常, 如图 2. 

Western blotting 检测所分离的 E-钙黏蛋白(肾小

管上皮细胞的标记物 ), 以肾小管上皮细胞为对照 , 

以β-actin 为参照校正上样量, 结果显示分离所得肾

小球中 E-钙黏蛋白表达丰度很低, 表明所得小球的

纯度较高, 如图 3 所示. 
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图 1  大鼠肾脏 PAS 染色(400×) 

 

图 2  光镜下检测分离的肾小球的纯度(200×) 

 

图 3  Western blotting 检测 E-钙黏蛋白的表达 

2.4  2D-LC-MS/MS 鉴定肾小球蛋白结果 

大约 20 μg 的纯化肾小球蛋白进行了 6 步的

2D-LC-MS/MS 检测, 总离子流如图 4 所示. 可以看

出 6 步分离比较均匀. 我们通过检索反转库将 6 步质

谱结果合并过滤, 过滤参数为 Peptide possibility<0.5, 

sp>500, Rsp≤5, DeltaCN=0 或>0.08. 共获得 19160

个鉴定 , 其中属于反转库的为 99 个 , 真实库结果

19062 个. 根据假阳性率为反转库检索结果与真实库

检索结果之比, 获得假阳性率为 0.517%. 19062 张有

效 图 谱 鉴 定 出 非 重 复 肽 段 11249 个 , 补 充 材 料

1(Peptide.xls)列出了所有肽段及各项参数. 我们利用

protein coverage summarizer 软件将 19062 个肽段归

并成蛋白, 并计算出蛋白覆盖率, 共鉴定到 3795 个

蛋白, 其中 2 个及 2 个以上肽段的蛋白 2740 个. 这些

蛋白代表了 3109 个非重复的基因. 有关蛋白的基本

信息和分类的结果 , 见补充材料 2(Protein annota-

tion.xls). 研究获得蛋白信息量大于以往的文献报道, 

早在 1997 年, Magni 等人[11]对人肾皮质蛋白进行 2DE

分离, 随后通过肽指纹图谱鉴定了 89 个蛋白质和 74

个多肽亚型. 随后有报道利用 2DE 分离牛肾脏组织

蛋白, 170 点的胶块上鉴定出了 85 个蛋白[12]. 

肾小球的细胞分为系膜细胞、足细胞、内皮细胞

3 种细胞类型, 它们各自都有独特的标记物, 对这些

标记物的研究对于深入理解肾脏细胞的分子功能以

及肾脏病的发病机理有着重要的理论和现实意义 . 

我们采用多维蛋白质鉴定技术 , 利用少量的样品就

可以同时鉴定多种肾小球标志性蛋白, 表 1 列出了我

们实验中鉴定到的主要小球细胞标记物 , 其中获得

的内皮细胞标志物最多, 共 13 个, 包括 nucleolin, 

thrombomodulin, von Willebrand 因子, ICAM-1 等; 足

细胞的标记物 11 个蛋白, 包括 podocin, ezrin, syn-

aptopodin 等; 因系膜细胞属于肌成纤维细胞, 不具

典型的标志物蛋白, 但我们也检测到了 Desmin, al-

pha-actin, Thy1 等相对典型的标志性蛋白. 慢性肾脏

病透析患者经常出现血管内皮细胞功能紊乱 , 是促

使动脉粥样硬化性心血管疾病发生的重要因素 , 肾

小球局部的 von Willebrand 因子(vWF)是血管内皮细

胞受损的重要标志物, vW 因子的检测对心血管及慢

性肾脏病患者的预防具有重要的临床意义[13~15]. 

2.5  蛋白的 GO 分类 

将获得的蛋白提交至 Uniprot 工作站进行 GO 分

类, Uniprot 识别出 3086 个蛋白的 GI number, Gene 

Ontology(GO)分类: (1) 分子功能(molecular function)

分类; (2) 细胞组分(cellular component)分类; (3) 生

物过程(biological process)分类. 如图 5. 

图 6 显示出 GO 分子功能的分类图. 结果表明大

部分蛋白具有多重功能: 结合活性、催化、转运等活

性 . 结合功能即为某个蛋白选择性地与另一个蛋白

分子的单个或多个特定区域相结合的能力, 约 50%

的蛋白都具备这一功能, 可与蛋白, 金属离子, 核苷

酸, ATP, RNA, 肌动蛋白和脂质等结合. 其次为具催

化活性的蛋白, 约占 32%. 对特异性底物或相关的 



 
 
 

    2010 年 6 月  第 55 卷  第 18 期 

1820   

 

图 4  6 步 SCX-RP 的总离子流图 

底物群从膜的一侧转运至另一侧的转运蛋白约占该

分类中所有蛋白的 5%. 如图 6 所示, 100 个蛋白(3.7%)

经分析具有结构分子活性 . 酶调节蛋白和信号转导

活性蛋白分别占 3% 左右, 二者对细胞增殖、分化甚

至凋亡起着重要作用 ; 另外还包括离子载体活性蛋

白、转录调节活性蛋白、抗氧化、通道调节及翻译

调节等功能蛋白. 分子功能的多样性表明 LC-MS 方

法可广泛、多维、无偏差地检测组织中的蛋白表达

情况. 

图 7 为 GO 分类中的 Celluar Component 分析, 大

部分蛋白以组成细胞成分、细胞器及膜成分为主, 三

者分别占 37%, 25%和 13%. 同样也可见胞外区蛋白

及突触样蛋白的发现. 这一结果表明 LC-MS 不仅可

以检测到占主要成分的细胞器及细胞膜等结构蛋白, 

也可检测到细胞膜外或膜内等功能蛋白. 

图 8 为 GO 分类的 Cell Process 分析结果. 肾小球

中的系膜细胞、内皮细胞及足细胞在不同程度调节肾

小球的滤过功能, 这一过程涉及到能量代谢、细胞间通

讯、离子转运等复杂的生物学过程, 因此在本研究中, 

大量参与生物学进程的蛋白都集中在细胞进程与代

谢及生物学调节方面, 分别占 24%, 19%和 10%左右.  

2.6  酶学分类 

2009 个蛋白参与的 6 大类生物酶体系, 以水解

酶类和氧化还原酶类最多, 水解酶类(182 个)、氧化

还原酶类(142 个)共占 59% 左右, 肾小球是肾脏发挥

滤过功能的重要功能单位 , 维持这一过程必须消耗

大量能量 , 而能量的代谢与蛋白的水解或氧化还原

密不可分, 因此, 与肾小管等相比, 肾小球必然需要

更多的水解酶和氧化还原酶参与其中[43], 如图 9. 

2.7  通路分析 

共参与 32 条代谢通路, 其中参与 Lipid metabo-

lism(24 个)和 Carbohydrate degradation (20 个)2 条通

路的蛋白数量最多, 如表 2 所列. 这 2 个通路主要负

责糖酵解和脂肪酸代谢为细胞提供能量 . 肾小球承

受血液流变的压力[44]、对多种物质的滤过和代谢, 并

且有内分泌功能 [45 ] ,  因此多条代谢通路非常活跃 , 

数据表中可检索到许多代谢相关基因如糖酵解途径

中烯醇酶(Enolase)和果糖磷酸激酶(PFKI)等, 高糖环

境中的系膜细胞能量代谢水平比较高 , 同样可检测

到 Enolase 的上调[46]. 活跃的代谢通路为细胞提供了 
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表 1  肾小球 3 种细胞(系膜细胞、足细胞、内皮细胞)标志物 

登录号 基因符号 蛋白描述 覆盖率(%) 功能 定位 

NP_113863.2 Actn4 α肌动蛋白 4 73.765 与结合素相互作用, 并加强足细胞与基底

膜的交联作用, 从而稳定肾小球结构, 预防

疾病的发生 

足细胞[16] 

NP_602308.1 Agt 血管紧张素原 3.983 RAS 系统的主要成分, 是血压、体液和电解

质的潜在调节因子之一 

系膜细胞[17] 

NP_001012055.1 Cdh16 钙黏蛋白 16 10.241 在内皮细胞横向连接时发挥作用, 可调控

血管内皮的通透性 

内皮细胞[18] 

XP_343484.1 Dag1 预测: 营养不良聚糖前体类似物 

(肌营养不良蛋白缔合性糖蛋白 1) 

9.854 在维持足细胞独特结构过程中发挥双重作

用: 可与肾小球基底膜连接, 可维持滤过膜

的完整性 

足细胞[19] 

NP_071976.1 Des 结蛋白 31.13 足细胞损伤标志物 足细胞/系膜细

胞[20,21] 

NP_598308.1 Gbp2 G 蛋白 2 2.876 新的细胞活化标志物, 表现为免疫复合物

激活的内皮细胞的特征 

内皮细胞[22] 

NP_037099.1 Icam1 细胞黏附分子 1 前体 2.385 促进细胞极性的形成, 调节内皮细胞的 

运动 

内皮细胞[23] 

NP_001007726.1 Icam2 细胞黏附分子 2 6.498 表达于内皮连接处, 也可调节血管的生成 内皮细胞[24] 

NP_997489.1 Kirrel1 去氧肾上腺素 1 前体 13.308 足细胞膜蛋白中 Ig 超家族 足细胞[25] 

NP_001029181.1 Mcam 黑色素瘤细胞黏附分子亚型 2 8.746 内皮细胞[26] 

NP_076473.2 Mcam 黑色素瘤细胞黏附分子亚型 1 8.179 

比可溶性 CD31 能更好地反映内皮细胞的

重塑 内皮细胞[26] 

NP_036881.2 Ncl 核仁蛋白 8.403 血管系统中内皮细胞血管生成的特异性标

志物 

内皮细胞[27] 

NP_072150.1 Nphs1 肾病同系物 1, 去氧肾上腺素 18.61 重要的足细胞蛋白, 足细胞特异性标志蛋

白, 在肾小球-足细胞的滤过屏障中具有重

要的作用 

足细胞[28,29] 

NP_570841.2 Nphs2 足细胞裂隙膜蛋白 20.888 足细胞特异性标志蛋白 足细胞[31] 

NP_620203.1 Podxl 足糖萼样蛋白前体 24.33 足细胞分化的特异性标志物 足细胞[31~33] 

NP_067727.2 Synpo 突触极蛋白 33.382 足细胞特异性标志蛋白 足细胞[31] 

NP_113959.1 Thbd 血栓调节蛋白 7.106 
内皮细胞损伤的特异性标志物, 是一种具

有抗凝作用的跨膜糖蛋白 
内皮细胞[34] 

NP_036805.1 Thy1 Thy-1 细胞表面抗原前体 9.938 T 淋巴细胞和感染和 B 淋巴细胞的信号转导

分子 

系膜细胞[35] 

NP_062230.1 Vil2 埃兹蛋白 40.273 激素抵抗和蛋白尿的肾小球滤过屏障的通

透性增加可能与足细胞相关蛋白埃滋蛋白

表达下降有关. 

足细胞[31] 

NP_112402.1 Vim 波形蛋白 52.361 足细胞细胞骨架蛋白 足细胞[36] 

XP_001066203.1 Vwf 预测: vW 因子类似物 1.387 

XP_342760.3 Vwf 预测: vW 因子类似物 1.387 

内皮细胞和巨噬细胞特殊的糖化蛋白产物, 

常用于组织切片中鉴别血管系统 
内皮细胞[37~39] 

NP_001099736.1 ZO-1 紧密连接蛋白 1 15.176 连接蛋白组分, 在多数紧密连接中发挥功

能, 同时也表达于足细胞的裂孔隔膜的连

接处 

足细胞[40] 

NP_001100180.1 EMILIN1 弹性蛋白微丝 1 3.111 目前鉴定为内皮系统的特异性细胞表面糖

化蛋白 

内皮细胞[41] 

NP_001100877.1 CDH5 钙黏蛋白 5 1.289 内皮特异的钙黏蛋白, 是内皮侧膜连接的

重要组成部分, 可调控血管内皮的通透性 

内皮细胞[18] 

NP_001101892.1 PLXDC2 plexin 结构域 2 1.887 表达于内皮细胞形成毛细血管过程中细胞

表面的蛋白 

内皮细胞[42] 
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图 5  GO 分类总图 

 

图 6  GO 分类的分子功能分析结果 

 

图 7  GO 分类后细胞组分分析结果 

能 量 的 同 时 也 产 生 了 大 量 的 自 由 基 . 文 献 报 道 抗

Thy1 肾炎大鼠模型中, 肾小球内产生的大量 ROS 起

到了重要的致病作用[47,48]. 

2.8  大鼠、人、小鼠 3 种不同物种的肾脏蛋白质

组的比较 

由于不同物种间的蛋白无法直接比较, 同源基因

(HomoloGene)可以方便地将不同物种的基因统一成

唯一 ID 方便比较. 我们采用 NCBI HomoloGene re-

lease 64 数据库, 将大鼠肾小球蛋白质组的大鼠 3796 个 

 

图 8  GO 分类的生物进程分析结果 

 

图 9  3086 个蛋白的酶学分类分析 

蛋白的 Entrez Gene ID 获得了 2521 个唯一的 homolo- 

gene ID. 小鼠肾脏皮质的蛋白质组来源于 Zhao 等

人[1]的报道, 1966 个蛋白共获得 1888 个 homologene 

ID, 人的肾小球蛋白质组的数据来源于 Miyamoto 等

人[2]的文章, 6686 个蛋白共获得 2518 个 homlogene ID. 

蛋白转化成 homologene ID 数目不一致, 除了少数蛋

白或基因没有相对应的 homologene ID 外, 主要是检

索蛋白数据库有一定的冗余性 , 存在多种蛋白对应

一种 homologene ID 的情况. 人肾小球蛋白质组采用

的是 IPI 数据库检索, 数据库有较大的冗余, 所以只

获得的 homlogene ID 远远少于蛋白数目. 图 10 给出

了 3 种物种肾脏蛋白质组的基因差别. 我们的实验和

人类肾小球蛋白质组获得的基因数目基本相同 , 小

鼠的基因略微少些. 三种物种相互比较, 共有的基因

数为 639 种, 其中大鼠和人的共有基因要多于大鼠与

小鼠或人与小鼠. 这可能是 3 个种属来源的蛋白数据 
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表 2  通路分析列表 

序号 通路名称 
参与基 

因数目 

1 脂代谢 24 

2 碳水化合物水解 20 

3 氨基酸生物合成 9 

4 氨基酸降解 9 

5 嘌呤代谢 8 

6 碳水化合物代谢 7 

7 碳水化合物合成; 糖异生 6 

8 辅因子生物合成 6 

9 蛋白修饰 5 

10 聚胺合成 4 

11 能量代谢 4 

12 
酵解; 丙酮酸盐酵解成乳酸盐; 丙酮酸盐生成(S)

乳酸盐 
4 

13 卟啉代谢 3 

14 

代谢中间产物合成; 5-磷酸-α-D-核糖 1-二磷酸生

物合成; D-核糖 5 磷酸合成 5-磷酸-α-D-核糖 1-二

磷酸(路径 I): step 1/1 

2 

15 中间产物代谢 2 

16 氮代谢; 尿素循环 2 

17 多元醇合成 2 

18 次级代谢产物代谢 2 

19 硫代谢 2 

20 乙醇代谢; 乙醇降解; 乙醇生成乙酸 1 

21 聚胺降解; 肌氨酸代谢成甲醛和甘氨酸 1 

22 
氨基糖代谢; N-乙酰神经氨酸降解; N-乙酰神经氨

酸生成 D-果糖 6 磷酸 
1 

23 辅因子代谢; 维生素代谢 1 

24 甘油脂类代谢; 甘油三酯降解 1 

25 糖酯生物合成; 糖基锚合成 1 

26 
酮类代谢; 琥珀酰-CoA 降解; 琥珀酰-CoA 生成

乙酰乙酰-CoA 
1 

27 膜脂代谢; 甘油磷脂代谢 1 

28 一碳代谢; 四氢叶酸脂转换 1 

29 
磷脂代谢; 二磷酰基甘油合成; sn-甘油三磷酸生

成二磷酰基甘油 
1 

30 
嘧啶代谢; 从头合成途径合成 CTP; UDP 生成

CTP: 2/2 步 
1 

31 类固醇生物合成; 雌激素生物合成 1 

 

图 10  3 个物种(人、大鼠、小鼠)肾脏蛋白质组比较 

在 GenBank 数据库中并非都能检索到相应的 Unigene 

ID, 因此存在少量数据的缺失. 此外, 由于大鼠和人

都是采用的是肾小球的蛋白质样品 , 而小鼠的数据

采用肾脏皮质的蛋白样品 , 肾脏皮质不仅包括了肾

小球, 还有一部分是肾小管及间质成分, 因此小鼠的

蛋白质组学数据中所含的 homologene 成分更加复杂, 

肾小管及间质成分中表达丰度相对较高的蛋白可能

会掩盖去肾小球的部分蛋白数据. 因此, 利用分离的

肾小球制备蛋白样品进行研究 , 更能精确地体现肾

小球的蛋白质组谱情况. 这一结果同样提示, 我们今

后可以分离肾小管或肾间质进行蛋白质组的研究 , 

提高检测分析的精准度 , 可为肾小管或间质损害的

标志物研究提供研究平台. 

3  结论 

本文以方便取材的大鼠作为研究对象 , 利用高

效液相及质谱系统检测到来自健康 SD 大鼠的肾小球

蛋白质样品的 3796 个蛋白, 并结合生物信息学软件

进行系统的分析、归类, 与既往研究报道所获得数据

进行对比 , 结果表明本研究所获得的蛋白信息更加

全面, 并且可方便地获得几种细胞的标志物蛋白, 为

深入认识肾小球的结构和功能奠定了基础 , 为开展

CKD 的发病机制研究提供了稳定而全面的蛋白质分

析平台. 
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