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要!应用同位素标记相对和绝对定量"
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#技术筛选并鉴定脂肪肝病奶牛尿液中的差异表达蛋白!为诊断

奶牛脂肪肝病提供新的生物标志物&收集
)&

头奶牛的尿液!分为脂肪肝病组
4%

'

40

和健康对照组
6%

'

60

!每组各

%&

头奶牛&组内每
%&

个样品等量混合后进行试验!将符合要求的样品进行
$2345

标记后利用高效液相色谱法层

析!经串联质谱鉴定&共筛选出
%%&

个差异表达蛋白!其中
1&

个表达下调!

.&

个表达上调(通过生物信息学分析得

到了
)

个关键性蛋白$玻连蛋白 "

7$89#-:;8$-

!

72<

#'脂质运载蛋白"
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=A<0

#'凝血酶原"

B9#8C9#DE$-
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F0

#和丛集素 "

A@G,8:9$-
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A=H

#&本试验成功筛选出脂肪肝病奶牛尿液中的差异表达蛋白!并鉴定出其中
)

种与奶

牛脂肪肝病存在密切关系的关键性调节因子!如能进一步证实为奶牛脂肪肝病的重要生物标志物!将会为奶牛脂

肪肝病的早期检测和诊断提供新的方法&
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技术筛选奶牛脂肪肝病尿液蛋白标志物
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奶牛脂肪肝病又称母牛肥胖综合症!是指干乳

期过于肥胖母牛产后发生能量负平衡!导致体脂动

员所引起的一种以肝脏脂肪蓄积和脂肪变性为病理

特征的围产期能量代谢障碍性疾病+

%

,

&目前!奶牛

脂肪肝病面临的最主要问题是早期诊断困难!缺乏

特异性的诊断手段和方法&活体穿刺测定肝脂含量

是临床上诊断奶牛脂肪肝的)金标准*!但需要肝脂

含量超过
1&D

T

-

T

[%时!患病牛才能表现明显的临

床症状+

0

,

!同时由于该检测方法存在易损伤'感染!

检测复杂!费用高等弊端!故不适用于兽医临

床+

%

!

*

,

&另外!血液生化指标测定和肝功能检测是

辅助诊断奶牛脂肪肝病的重要方法!可通过检测病

牛血液 葡 萄 糖 "

L@G;#,:

!

L@;

#和
"

!

羟 丁 酸 "

"

!

C

Q

"9#O

Q

EG8

Q

9$;?;$"

!

6W64

#等浓度指标以及肝损

伤特异性酶活性等指标的变化来预测脂肪肝病的发

生&但是!这
0

种方法都需要巨大的工作量且肝酶

升高以及肝损伤的程度与肝脂沉积程度并非一

致+

)

,

!这就使其在诊断奶牛脂肪肝病方面缺乏一定

的特异性和准确度&尽管重度脂肪肝病奶牛的血浆

丙氨 酸 氨 基 转 移 酶 "

4@?-$-:?D$-#89?-,R:9?,:

!

4=2

#和天冬氨酸转氨酶 "

4,

>

?98?8:?D$-#89?-,!

R:9?,:

!

4I2

#等酶活性升高显著!但是病牛常因失

去治疗价值而被淘汰+

1!.

,

&因此!寻求一种能够满足

兽医临床和养牛生产实践需要的非损伤'特异性高'

灵敏度和准确度好的诊断方法!已成为防治奶牛脂

肪肝病急需突破的瓶颈&

相对和绝对定量同位素标记"
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#技术是

美国应用生物系统公司在
0&&)

年推出的一项新的

体外同位素标记技术+

K

,

!主要用于蛋白质的鉴定+

)

,

'

蛋白变化监测+

(

,和筛选疾病生物标志物+

/

,等&目

前!可用于该技术的检测样本来源几乎涵盖了所有

的机体代谢物!包括血清+

%&

,

'血浆+

%%

,

'泪液+

%0

,和组

织+

%*

,等!而本试验中所使用的尿液样本因其具备良

好的样品试验条件早已被广泛地应用到临床研究

中+

%)

,

&因此!本研究旨在应用
$2345

技术筛选和

鉴定奶牛脂肪肝病的生物标记物!为奶牛脂肪肝病

的早期诊断奠定理论依据和方法学基础&

#

!

试验材料与方法

#K#

!

试验动物和分组

在黑龙江某一集约化奶牛场选取产后
K

#

0("

!

年龄在
0

#

1

岁之间!胎次为
%

#

*

胎!体况及泌乳量

相近的荷斯坦奶牛进行肝脂检测&首先!用
A'UG

等所描述的方法开始采集肝组织样本+

%1

,

!然后根据

2'W'W:9"8

等所描述的方法计算肝脂含量并分

组+

%.

,

!选择其中肝脂含量超过
*)\

且无其他疾病的

0&

头奶牛作为脂肪肝病组
4

!肝脂含量低于
%*\

且

无任何疾病的
0&

头健康奶牛作为对照组
6

&为了

减少试验误差'增加技术重复!随后将
4

'

60

组分

别随机分成
0

组!即
4%

和
40

!

6%

和
60

组各
%&

头

奶牛!用于后续的试验&所选试验奶牛均按中国奶

牛饲养标准饲喂!且日粮组成和营养水平一致!具体

比例见表
%

&

#K!

!

样品的采集和处理

清晨用导尿管分别采集空腹健康组和患病组奶

牛尿液各
0&D=

!在
)]

下
.&&&9

-

D$-

[%离心
%&

D$-

!取上清液!密封!置于
[(&]

冰箱冷冻保存&

#KL

!

2?2,.*MN

电泳检测

4%

'

40

和
6%

'

60

各组组内每
%&

个样品等量混

合成为
%

个混合样本!每组样本中各取
%'.D=

!然

后按照
2A4!

丙酮沉淀法进行沉淀&预冷后加入
(

D=

样品混匀!置于
[0& ]

下抽提过夜!然后于

K&&&9

-

D$-

[%离心
)&D$-

后弃去上清液&进行沉

淀时共用丙酮洗
)

次!以去除
2A4

!每次
%)&&&

9

-

D$-

[%离心
0&D$-

&洗完后放于通风橱风干!干

燥后 加 入 缓 冲 液 "
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%&&
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J22

!

%1& DD#@

-

=

[%

29$,WA@

>

W

(̂&

#!加入比例为
%_%&

!溶解后沸水煮
1D$-

!取
0

$

=IJI!B4LM

进行电泳检测&

#K$

!

C*2.

酶解和肽段定量

从
)

个样本中各取出约
0&

$

=

样品!加入
%

D#@

-

=

[%

J220

$

=

!经沸水浴后冷却至室温&然

后加 入
0&&

$

=H4EGRR:9

"

(D#@

-

=

[%

H9:?

!

%1&
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!

试验奶牛日粮组成及营养水平
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P
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O569:H38A< \

项目
V8:D

含量
A#-8:-8

原料
V-

T

9:"$:-8 [

干草
W?

Q

*'0

进口苜蓿
VD

>

#98:"?@R?@R? %)'&

秸秆
I89?P /')

全株玉米青贮
C̀#@:;#9-,$@?

T

: 0)'&

玉米
A#9- 0.'&

豆粕
I#

Q

E:?-D:?@ 0%'&

磷酸氢钙
A?

"

WBa

)

#

0

&')

食盐
<?;@ &'1

碳酸钙
A?Aa

*

&'1

预混料
B9:D$O %'&

合计
2#8?@ %&&

营养水平
<G89$:-8 [

粗蛋白
AB %.'&

粗脂肪
MM 1'.

中型洗涤纤维
<JF */'%

酸性洗涤纤维
4JF 0&'*

每千克预混料向日粮提供$维生素
4

#

%.&XVH

(维生素
J

*

#

)&XVH

(维生素
M

#

%&&&VH

(维生素
6

%0

#

%&&&D

T

(硫酸

镁
#

%0&&D

T

(碘化钾
#

0&D

T

(硫酸亚铁
#

%0&&D

T

(硫酸

铜
#

*&&D

T

(硫酸锰
#

%&&&D

T

(亚硒酸钠
#

%&D

T

(石粉

(1&

#

(/1

T

B:9X

T>

9:D$O

>

9#Y$":

$

7$8?D$-4

#

%.&XVH

(

7$8?D$-J

*

#

)&XVH

(

7$8?D$-M

#

%&&&VH

(

7$8?D$-6

%0

#

%&&& D

T

(

Z

T

Ia

)

#

%0&&D

T

(

bV

#

0&D

T

(

F:Ia

)

#

%0&&D

T

(

AGIa

)

#

*&&D

T

(

Z-Ia

)

#

%&&& D

T

(

<?

0

I:a

*

#

%& D

T

(

Z#G-8?$-

R@#G9(1&!(/1

T

DD#@

-

=

[%

29$,WA@

>

W('&

#混匀!转入
*&X"

超滤

离心管后
%)&&&9

-

D$-

[%离心
%1D$-

&再加入
0&&

$

=H4EGRR:9%)&&&9

-

D$-

[%离心
%1D$-

!然后弃

去滤液&再加入
%&&

$

=V44

"

1&DD#@

-

=

[%

V44

$-H4

#

.&&9

-

D$-

[%下震荡
%D$-

!避光放在室温下

*&D$-

!然后
%)&&&9

-

D$-

[%离心
%&D$-

&然后加

入
%&&

$

=H4EGRR:9%)&&&9

-

D$-

[%离心
%&D$-

!

此过程重复
0

次&再加入
%&&

$

=J$,,#@G8$#-EGRR!

:9

!

%)&&&9

-

D$-

[%离心
%&D$-

!重复
0

次&最后加

入
)&

$

=29

Q>

,$-EGRR:9

"

0

$

T

29

Q>

,$-$-)&

$

=

J$,,#@G8$#-EGRR:9

#!

.&&&9

-

D$-

[%振荡
%D$-

!置

于
*K ]

下
%.

#

%( C

&换 新 收 集 管!

%) &&&

9

-

D$-

[%离心
%&D$-

后收集滤液&

#K%

!

肽段
',()*

+

标记

应用
$!2345

试剂盒对
)

组样品进行标记!分

别记为
6%

.

%%)

'

4%

.

%%1

'

40

.

%%.

和
60

.

%%K

&

#KS

!

质谱分析

%'.'%

!

毛细管高效液相色谱
!!

样品由自动进样

器上样到
%

个肽段夹中!再经色谱柱分离&然后对

肽段进行洗脱!洗脱的相关液相梯度为
&

#

1&D$-

!

4

液线性梯度
)\

#

1&\

(

1&

#

1)D$-

!

6

液线性梯

度
1&\

#

%&&\

(

1)

#

.&D$-

!

6

液维持在
%&&\

&

%'.'0

!

MIV

质谱鉴定
!!

酶解产物经毛细管高效

液相色谱脱盐及分离后用
=25 7M=aI

质谱仪进

行质谱分析&以
Z$;9#,

>

9?

Q

方式进样!以正离子为

检测方式!其中毛细管温度为
0&&]

&多肽和多肽

碎片的质量电荷比的采集$每次全扫描后采集
)&

个

碎片图谱&

#KT

!

数据分析

%'K'%

!

原始质谱数据分析
!!

原始文件用
6Va!

`a3bI

软件搜索相应的数据库!最后得到鉴定的

蛋白质结果&然后将蛋白数据进行整理!规定以
0

为阈值!筛选出患病组与健康组奶牛差异表达比值

在
0

倍以上的蛋白&

%'K'0

!

基因网络分析
!

分析蛋白与蛋白之间的相

互作用!最后通过综合考虑数据结果!将其整合为基

因间的相互关系网络!然后将相关性较大的基因进

行生物学统计!得到计数和富集度列表!从而更加直

观地显示网络调控的核心基因&

%'K'*

!

信号通路富集度分析
!

将基因使用
L:-

Z4BBY0'%

向
bMLL

>

?8CP?

Q

数据库映射!并统

计基因在每个信号通路中出现的次数&

!

!

结
!

果

!K#

!

差异表达蛋白

在以
0

为阈值筛选出的差异表达蛋白中!比值

小于
0

者为表达下调的蛋白!大于
0

者为表达上调

的蛋白&经鉴定
%%&

种差异表达的蛋白中有
1&

种

表达下调蛋白"表
0

#!包括
*)

种牛源性蛋白和
%*

种人源性蛋白!还有
*

种其他动物蛋白&另外!鉴定

的
%%&

种蛋白中有
.&

种表达上调蛋白"表
*

#!其中

*)

种'

0&

种和
.

种分别被收录在牛'人以及猪数据

库中&许多蛋白是同一类蛋白!具有相同的功能!且

比值相近!具有一定的重复性!说明筛选蛋白结果很

理想&

!K!

!

基因网络分析结果

为了更加直观地显示网络调控的核心基因!随

后我们将相关性较大的基因进行生物学统计!得到

计数和富集度列表!如表
)

所示&

.)(



!

1

期 孙雨航等$应用
$2345!WB=A!ZI

技术筛选奶牛脂肪肝病尿液蛋白标志物

表
!

!

脂肪肝病牛尿液中
%"

个表达下调的蛋白

(:IH5!

!

C'>9

@

F8A6,45

7

QH:95F

P

4895'6<'6Q4'65>48OF:'4

@

38A<A'9B>:99

@

H'D54F'<5:<5

地址
VJ

基因缩写
L:-:?EE9:Y$?8$#-

英文名称
M-

T

@$,C-?D:

中文名称
AC$-:,:-?D:

比值
3?8$#

%%//%)&*. IB4*%!6a7V< I:9

>

$-4*!%

丝氨酸
4*!% &')/K0.*

%%//0*&/0 IB6*

/

WHZ4< I

N

G?D#G,;:@@;?9;$-#D??-8$

T

:-

鳞状细胞癌抗原
&'0*1(**

%1%11K&&/ IB6*

/

WHZ4< IM3BV<6)

>

9#8:$-

丝氨酸蛋白酶抑制剂
6)

抗体
&'0.0*.K

%%%*&K1&) IJW=!6a7V<

=!,:9$-:":C

Q

"9?8?,:

%

=!8C9:#-$-:":?D$-?,:

=!

丝氨酸"苏氨酸#脱水酶
&'%(()K*

K)*1)(0& 4<2*!6a7V< 4-8$8C9#DE$-!VVV

抗凝血酶
!* &'*001(/

1&())1&* 2b2!6a7V< 29?-,X:8#@?,:

转酮醇酶
&')0(1K%

)0 4%42!6a7V< 4@

>

C?!%!?-8$

>

9#8:$-?,:

%

!%!

抗蛋白酶
&')..&.)

%%&0((&&( Hb%%)!6a7V< 3$E#-G;@:?,:Hb%%)

核糖核酸酶
Hb%%) &')&/*1&

)/((00 404B!6a7V< 4@

>

C?!0!?-8$

>

@?,D$-

%

!0!

抗纤维蛋白溶酶
&'*)(.*%

%%%%0&0(& Aa0!6a7V< A#D

>

@:D:-8A0

补体
A0 &'*K)K)K

%0)&1.)/% Aa*!6a7V< A#D

>

@:D:-8A*

补体
A* &'0%&)0(

%00/ Aa)!6a7V< A#D

>

@:D:-8A)

补体
A) &')K100&

0K(&..*K Aa)4

/

WHZ4< A#D

>

@:D:-8A)!4

补体
A)!4 &')*)()/

K1/)K.%0 Aa/!6a7V< A#D

>

@:D:-8;#D

>

#-:-8A/

补体成分
A/ &'%KK**.

0K(&K*)* A2W=0!6a7V< A?8C:@$;$"$-!0

抗菌肽
0 &'*K%0)&

1*(1)/&( A2W=*!6a7V< A?8C:@$;$"$-!*

局部抗菌肽
!* &'*.).1&

%K&K)&( A2W=*!6a7V< A?8C:@$;$"$-!*

抗菌肽
!* &'*&/)*1

%%%*//)0) A2W=)!6a7V< A?8C:@$;$"$-!)

抗菌肽
) &'*/(**K

%%.%%/0%K A2W=)!6a7V< A?8C:@$;$"$-!)

抗菌肽
) &')K.K01

0K(&.0*K A2W=1!6a7V< A?8C:@$;$"$-!1

抗菌肽
1 &'**(%1

0K(&K*0/ A2W=.!6a7V< A?8C:@$;$"$-!.

抗菌肽
. &'0.&1/%

%1%11.00) A2W=K!6a7V< A?8C:@$;$"$-!K

抗菌肽
K &')%1)/(

(.)*(10) BMJF!6a7V< B$

T

D:-8:

>

$8C:@$GD!":9$Y:"R?;8#9

色素上皮衍生因子
&')1))1&

%1%11./(% WMB0

/

WHZ4< W:

>

?9$-;#R?;8#90

肝素辅因子
0 &'00**0/

K)*1)&1. M<a4!6a7V< 4@

>

C?!:-#@?,:

%

!

烯醇
&')1&&&&

0K(&(.)& BL3B%!6a7V< B:

>

8$"#

T

@

Q

;?-9:;#

T

-$8$#-

>

9#8:$-%

肽聚糖识别蛋白
% &')1&*//

/1K./&%& V=MH!6a7V< =:GX#;

Q

8::@?,8?,:$-C$E$8#9

白血球弹性蛋白酶抑制剂
&'*%./%*

%1%111/%& A=H!6a7V< A@G,8:9$-

丛生蛋白
&'*00&*K

%)(K))&.& AJ%KK

/

ZaHIM AJ%KK?-8$

T

:- AJ%KK

抗原
&')%)&)(

%1%111.)K AJ%)!6a7V< Z#-#;

Q

8:"$RR:9:-8$?8$#-?-8$

T

:-AJ%)

单核细胞变异抗原
AJ%) &'*)*1)K

.&.1&*&0 BLI%!6a7V< 6$

T

@

Q

;?-

双糖链蛋白多糖
&'*)/.0%

%&/(010() Aa2=%!6a7V< A#?;8#,$-!@$X:

>

9#8:$-

毛状蛋白类似蛋白
&'*.1*K1

1)1/0& A4=3!6a7V< A?@9:8$;G@$-

钙网蛋白
&'0.)0/K

(/)K).&/ aI2B!6a7V< a,8:#

>

#-8$-

骨桥蛋白
&'0/K1%(

%1K(*&*K) 23F=!6a7V< =?;8#89?-,R:99$-

乳运铁蛋白
&'*&1(%0

%*1(&. 2W36!6a7V< B9#8C9#DE$-

凝血素
&'00.0..

K%)(&.*1 3M2<

/

6a7V< 3:,$,8$-

抵抗素
&'**K1*.

%.0K/K A4I6!6a7V< 6:8?!;?,:$-

"

酪蛋白
&'%%K%11

%.*%/& V6B*!6a7V<

V-,G@$-!@$X:

T

9#P8C

R?;8#9!E$-"$-

T>

9#8:$-*

胰岛素样生长因子结合蛋白
* &'&)*)K(

%1%11)../ WI%06

/

WHZ4< W:?8,C#;XK&XJ?

>

9#8:$-%06

热休克
K&

蛋白
%06 &'%%&)0/

%1%111(// 2La<0

/

WHZ4<

29?-,!L#@

T

$-:8P#9X$-8:

T

9?@

D:DE9?-:

>

9#8:$-0

反面高尔基网膜内在蛋白
0 &'%.(&)K

%&/&*& =4A

/

WHZ4< V

T

@?DE"?!%;C?$-A9:

T

$#-, V

T&

%

链
A

区域
&'%/&&(.

%0&()0%1 W6!6a7V<6 W:D#

T

@#E$-,GEG-$8E:8?

血红蛋白
"

亚基
&'%.01.*

*%.%1)K1 3M2)!6a7V< 3:8$-#@!E$-"$-

T>

9#8:$-)

视黄醇结合蛋白
) &'&.K%1K

%%)&1%K1( 2VZJ%

/

WHZ4< W:

>

?8$8$,4Y$9G,;:@@G@?99:;:

>

8#9%

甲肝病毒细胞受体
% &'%/(*K/

%%//&)%%( <L4=

/

WHZ4<

<:G89#

>

C$@

T

:@?8$-?,:!

?,,#;$?8:"@$

>

#;?@$-

中性粒细胞明胶酶
相关脂质运载蛋白 &'*%0%)(

%).%(.(&1 BAJLb

/

B4<23 B9#8#;?"C:9$-

T

?DD?!A*

原钙粘蛋白
'

;* &').%.%0

1)&*..K. 4A2L

/

UM<=4 4;8$-

!

;

Q

8#

>

@?,D$;0

激动蛋白细胞质
0 &').../*

%%)&1%*K/ 40L=

/

WHZ4< =:G;$-:!9$;C?@

>

C?!0!

T

@

Q

;#

>

9#8:$-

富含亮氨酸
%

0!

糖蛋白
&')()K)*

0K(&.0*1 4J4B%

/

WHZ4<

49R!L4BP$8C"G?@BW

"#D?$-!;#-8?$-$-

T>

9#8:$-%

域包含蛋白质
&')/*)1&

VJ

为蛋白在
<A6V

数据库中的
T

$

号!

T

$

不同代表不同种蛋白&表
*

同

VJ$,8C:

)

T

$

*

#R?

>

9#8:$-$-<A6V

!

?-"Y?9$#G,-GDE:9,9:

>

9:,:-8"$RR:9:-8

>

9#8:$-,'2C:,?D:?,2?E@:*

K)(



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

表
L

!

脂肪肝病牛尿液中
S"

个表达上调的蛋白

(:IH5L

!

2'R9

@

Q

P

,45

7

QH:95F

P

4895'6<'6Q4'65>48OF:'4

@

38A<A'9B>:99

@

H'D54F'<5:<5

地址
VJ

基因缩写
L:-:?EE9:Y$?8$#-

英文名称
M-

T

@$,C-?D:

中文名称
AC$-:,:-?D:

比值
3?8$#

KK)&)010 Aa%4%

/

6a7V< A#@@?

T

:-?@

>

C?!%

"

V

#

;C?$- ?!%

胶原蛋白
V

链
1'KK*/K1

0K(&.01K Aa%40

/

6a7V< A#@@?

T

:-?@

>

C?!0

"

V

#

;C?$- ?!0

胶原蛋白
V

链
.'K.1.01

%%.&&*((% Aa*4%

/

WHZ4< A#@@?

T

:-?@

>

C?!%

"

VVV

#

;C?$- ?!%

胶原蛋白
VVV

链
%)')*K1&&

1*(1)0(( b0A1

/

6a7V< b:9?8$-

!

8

Q>

:VV;

Q

8#,X:@:8?@1

角蛋白!

VV

型细胞骨架
1 0'*.K%%)

%%/(/0%&( b00M

/

WHZ4< b:9?8$-

!

8

Q>

:VV;

Q

8#,X:@:8?@0:

>

$":9D?@

角蛋白!

VV

型上皮细胞骨架
0 0'(()/0)

%1%11*/01 b%A%&

/

6a7V< b:9?8$-

!

8

Q>

:V;

Q

8#,X:@:8?@%&

角蛋白!

V

型细胞骨架
%& *'1K)(..

%*)&(1K&. b0A.4

/

WHZ4< b:9?8$-

!

8

Q>

:VV;

Q

8#,X:@:8?@.4

角蛋白!

VV

型细胞骨架
.4 /'10&(**

.%(0&*(/ I4=

/

BVL I?@$Y?9

Q

@$

>

#;?@$-

唾液脂质运载蛋白
%&'%&.()&

K)0.(0./ 4Ba4%

/

6a7V< 4

>

#@$

>

#

>

9#8:$-4!V

载脂蛋白
4!% *'*%K*&(

(1K&%0/% 72J6

/

6a7V< 7$8?D$-J!E$-"$-

T>

9#8:$-

维生素
J

结合蛋白
1')%./&0

%%./1/) F46B=

/

6a7V< F?88

Q

?;$"!E$-"$-

T>

9#8:$-

!

@$Y:9

肝脏脂肪酸结合蛋白
*'00)1*K

(/1K1) F46B)

/

6a7V< F?88

Q

?;$"!E$-"$-

T>

9#8:$-

!

?"$

>

#;

Q

8:

脂肪细胞中脂肪酸结合蛋白
*'//(K)%

%*.*K/%) A42J

/

6a7V< A?8C:

>

,$-J

组织蛋白酶
J 1'&/01/*

%%1*&101. IJA%

/

6a7V< I

Q

-":;?-!%

共结合蛋白聚糖
!% 0'*.01.K

%%%*&)1%. 2 ÌL%

/

WHZ4< 2P$,8:"

T

?,89G@?8$#-

>

9#8:$-C#D#@#

T

%

扭曲的原肠胚形成蛋白同系物
% 0'&&&*.1

K..%1/(* BVB%

/

6a7V< B9#@?;8$-!$-"G;$E@:

>

9#8:$-C#D#@#

T

%

催乳激素诱导蛋白同系物
% *'0.1/*)

*/K01)K& BVB0

/

6a7V< B9#@?;8$-!$-"G;$E@:

>

9#8:$-C#D#@#

T

0

催乳激素诱导蛋白同系物
0 K'*.)&*1

%%//%%(*1 7Za%

/

WHZ4<

7$8:@@$-:D:DE9?-:#G8:9

@?

Q

:9

>

9#8:$-%C#D#@#

T

卵黄膜外层蛋白
%

同系物
)'&%.&(1

%&/.1/*.% IF3B)

/

WHZ4< I:;9:8:"R9$cc@:"!9:@?8:"

>

9#8:$-)

卷曲相关分泌蛋白
) %(

%1%11.((0 IL040

/

WHZ4< I:;9:8#

T

@#E$-R?D$@

Q

04D:DE:90

分泌球蛋白
04

家族成员
0 *'%()*(&

/)1*)K)% L<I

/

6a7V< <!?;:8

Q

@

T

@G;#,?D$-:!.!,G@R?8?,: <!

乙酰氨基葡萄糖
!.!

硫酸酯酶
0'&%*1*.

%1%11)*K. 62J

/

6a7V< 6$#8$-$"?,:

生物素酰胺酶
0'0*11&%

%%*/%0%K* 3<20

/

WHZ4< 3$E#-G;@:?,:20

核糖核酸酶
20 0'1K%1.K

%/&.(%*1 JBB)

/

6a7V< J$

>

:

>

8$"

Q

@

>

:

>

8$"?,:)

二肽基肽酶
) *'&.*.)*

(.(0.*%/ A6B60

/

6a7V< A?9E#O

Q>

:

>

8$"?,:60

羧肽酶
60 0'%01K&(

K(&)0)/. 4ZS06

/

WHZ4< 4@

>

C?!?D

Q

@?,:06 ?!

淀粉酶
06 *'%&&&&&

(.(0.KK/ IV4M

/

WHZ4< I$?@?8:a!?;:8

Q

@:,8:9?,:

唾液酸
!a!

乙酰酯酶
*'%/&*.&

0)&.() J<4I%

/

6a7V< J:#O

Q

9$E#-G;@:?,:!%

脱氧核糖核酸酶
!% *')(&)%*

.%111.%1 7<<%

/

6a7V< B?-8:8C:$-?,:

泛酰巯基乙胺酶
)'&/*.)0

1/(1K/*/ 2VZJ)

/

WHZ4<

2!;:@@$DDG-#

T

@#EG@$-?-"

DG;$-"#D?$-!;#-8?$-$-

T>

9#8:$-)

2

细胞免疫球蛋白和
粘蛋白域包含蛋白质

)

0'%%K//(

%%)&1%((. 7IVL)

/

WHZ4<

7!,:8?-"$DDG-#

T

@#EG@$-

"#D?$-!;#-8?$-$-

T>

9#8:$-)

Y

组和免疫球蛋白域包含蛋白质
) 0'1.*%)/

K)0.(&&1 F̀JA0

/

BVL 4̀BR#G9!"$,G@R$":;#9:"#D?$-

>

9#8:$-0 `4B

四二硫核心域蛋白
0 %%'010/(&

%&(/%) I4B%

/

6a7V< B9#?;8$Y?8#9

>

#@

Q>

:

>

8$":%

激活剂前体多肽
% .('//0(*&

%0&)%/).) I4B0

/

6a7V< B9#?;8$Y?8#9

>

#@

Q>

:

>

8$":0

激活剂前体多肽
0 0'%.%*)/

()&&&%&K LB<Z6

/

WHZ4< 29?-,D:DE9?-:

T

@

Q

;#

>

9#8:$-WLFV<

跨膜糖蛋白造血干细胞
生长因子诱导神经肽 K'&/..*(

K..0&*K( AS2=%

/

WHZ4< A

Q

8#X$-:!@$X:

>

9#8:$-%

细胞因子如蛋白
% ('.)0(1K

%%//**0&) F4%&

/

6a7V< A#?

T

G@?8$#-R?;8#9U

凝固因子
U *'*.))0*

K1KK110K 2<3%6

/

WHZ4<

2GD#9-:;9#,$,R?;8#99:;:

>

8#9

,G

>

:9R?D$@

Q

D:DE:9%6

肿瘤坏死因子受体超家族成员
%6 *'((%&/1

K..0)/%( A<2F3

/

WHZ4<

A$@$?9

Q

-:G9#89#

>

C$;R?;8#9

9:;:

>

8#9,GEG-$8?@

>

C?

睫状神经营养因子受体亚单位
%

0')K*)//

%1))01.K) =26B%

/

WHZ4<

=?8:-8!89?-,R#9D$-

TT

9#P8C

R?;8#9E:8?!E$-"$-

T>

9#8:$-%

潜在的转化生长因子
"

绑定蛋白
% 0'11./*0

%00%)&%)( A3*=*

/

6a7V<

A

Q

;@$;4ZB!9:,

>

#-,$Y::@:D:-8!

E$-"$-

T>

9#8:$-*!@$X:

>

9#8:$-*

循环
4ZB

反应元素
绑定存在蛋白质

*

0'&0&&*/

K)*1.)/1 2WS%

/

Z4AZH 2C

Q

!%D:DE9?-:

T

@

Q

;#

>

9#8:$-

胸腺抗原膜糖蛋白
0'&/)111

(0./K*%K AJ1/

/

BVL AJ1/

T

@

Q

;#

>

9#8:$-

糖蛋白
AJ1/ 0'0(1%%/

%KK&&(K FAL3*

/

6a7V<

=#P?RR$-$8

Q

$DDG-#

T

@#EG@$-

T

?DD?

F;9:

T

$#-9:;:

>

8#9VVV

低亲和力受体
免疫球蛋白伽马

F;

地区
VVV

K'(/0(1K

%1.K%*%)% 64IV

/

A3VL3 6?,$

T

$-

基础免疫球蛋白
0'%&..*1

%)(0*0%)( b=b%

/

WHZ4< b?@@$X9:$-!%

血管舒缓素
!% *'K%0%(&

1..&.&%K b=b%

/

WHZ4< b?@@$X9:$-!%

血管舒缓素
!% 0'K)K/01

%1%111K). Aa=%0

/

6a7V< A#@@:;8$-!%0

胶原凝集素
!%0 ('*%&(&K

K1KK1%K% =ML/

/

6a7V< L?@:;8$-!/

半乳凝素
!/ *'1%&*1/

()(
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1

期 孙雨航等$应用
$2345!WB=A!ZI

技术筛选奶牛脂肪肝病尿液蛋白标志物

续表

地址
VJ

基因缩写
L:-:?EE9:Y$?8$#-

英文名称
M-

T

@$,C-?D:

中文名称
AC$-:,:-?D:

比值
3?8$#

0K(&K)*/ 6A4Z

/

6a7V< 6?,?@;:@@?"C:,$#-D#@:;G@:

基底细胞粘附分子
1'&K0K%&

%01//%/*( A4J%%

/

WHZ4< A?"C:9$-!%%

钙黏着蛋白
!%% 0'&.1K0K

%1%11*.*K ZAB

/

6a7V< Z:DE9?-:;#R?;8#9

>

9#8:$-

膜辅蛋白
0'&0.&()

%%1*&1*.. B3II(

/

342 B9#,8?,$-

前列腺蛋白
0'%)/*%K

0K(&.&/* MBA3

/

6a7V< M-"#8C:@$?@

>

9#8:$-A9:;:

>

8#9

内皮细胞蛋白
A

受体
0'&*..)&

0(.&*K.. VBIB

/

6a7V< B@?,D?,:9$-:

>

9#8:?,:$-C$E$8#9

血浆丝氨酸蛋白酶抑制剂
0'*(11**

%1K/1))0& 4<L=0

/

WHZ4< 4-

T

$#

>

#$:8$-!9:@?8:"

>

9#8:$-0

血管生成素相关蛋白
0 0')1&()0

%%//%K%/K B73VL

/

WHZ4< 29?-,D:DE9?-:

>

9#8:$-B73VL

跨膜蛋白
B73VL 0'11&/*&

K(&)1)/K 72<A

/

WHZ4< 7$89#-:;8$-

玻连蛋白
*'..(.(&

0K(&..*K F6<%

/

6a7V< F$E9$@@$-!%

原纤蛋白
!% *'K*11&(

(0./K*(K a2a3

/

WHZ4< a8#9?

>

@$-

靶标
.'0(01%K

!!

经过统计发现!

=A<0

'

F0

'

72<

和
A=H

在基

因网络分析中计数最大!是出现次数最多的蛋白(这

)

种蛋白的富集程度也是其中最小的!即每个生物

过程富集到每一个蛋白上的数值最小"表
)

#!表明

这些蛋白在生物过程中出现的最多!相应也发挥最

重要的作用&

表
$

!

基因计数及富集程度

(:IH5$

!

M56538Q69:6F564'3BO569!,D:HQ5

基因简称

L:-:?EE9:Y$?8$#-

英文名称

M-

T

@$,C-?D:

中文名称

AC$-:,:-?D:

计数

A#G-8

富集程度

M-9$;CD:-8?!Y?@G:

AJ%)

Z#-#;

Q

8:"$RR:9:-8$?8$#-

?-8$

T

:-AJ%)

单核细胞变异抗原
AJ%) ( &'%0/%%K(00

AJ1/ AJ1/

T

@

Q

;#

>

9#8:$-

糖蛋白
AJ1/ ( &'%0/%%K(00

IJA% I

Q

-":;?-!%

共结合蛋白聚糖
!% / &'&K)/(*)((

A* A#D

>

@:D:-8A*

补体
A* %& &'&)&%./0K0

=A<0

<:G89#

>

C$@

T

:@?8$-?,:!

?,,#;$?8:"@$

>

#;?@$-

中性粒细胞明胶酶

相关脂质运载蛋白
%0 &'&&(/./*/1

F0 B9#8C9#DE$-

凝血酶原
%* &'&&*K01(0&

72< 7$89#-:;8$-

玻连蛋白
%* &'&&*K01(0&

A=H A@G,8:9$-

丛集素
%K &'&&&&)1K%K

共得到
K.

条基因计数和富集程度列表!此图为其中计数较大"大于
.

#的蛋白(

=A<0

'

F0

'

72<

'

A=H

这
)

种蛋白的计数分别

为
%0

'

%*

'

%*

'

%K

!富集程度
?

值分别为
&'&&(/./*/1

'

&'&&*K01(0

'

&'&&*K01(0

'

&'&&&&)1K%K

48#8?@#RK.@$,8,#R

T

:-:,;#G-8?-":-9$;CD:-8":

T

9::

!

,::-C:9:$-PC$;C8C:;#G-8@?9

T

:

"

T

9:?8:98C?-.

#

>

9#8:$-

(

=A<0

!

F0

!

72<

!

A=H8C:,:R#G9

>

9#8:$-;#G-8%0

!

%*

!

%*

!

%K

!

9:,

>

:;8$Y:@

Q

!

?-"8C:":

T

9::#R:-9$;CD:-8#R?Y?@G:,P:9:&'&&(/./*/1

!

&̂&&*K01(0

!

&'&&*K01(0

!

&'&&&&)1K%K

!KL

!

信号通路分析结果

经过统计分析发现!粘着斑通路'代谢通路和

MAZ

"受体相互作用#通路计数最大!均为
.

"表
1

#!

说明这
*

个通路是调控奶牛脂肪肝病的重要通路&

具体通路调控作用分析详见讨论部分&

L

!

讨
!

论

本研究运用
$2345

技术分析脂肪肝病奶牛体

内差异表达蛋白!成功获得了
)

种关键性调节因子$

F0

'

72<

'

=A<0

和
A=H

&

LK#

!

凝血酶原"

.489B48OI'6

#

C!

$调控途径

F0

也称凝血因子
VV

"

A#?

T

G@?8$#-R?;8#9VV

"

F0

##!是一种由
.00

个氨基酸组成的蛋白质&它

能够控制凝血酶原凝血酶前体的合成!使可溶性纤

维蛋白原转变成不溶性的纤维蛋白链并催化许多其

他凝血反应+

%K

,

(它还可以通过介导磷酸化过程!促

进肌动蛋白应力纤维的形成!从而促进
4;8$-

的形

成&根据
bMLL

>

?8CP?

Q

数据库搜库结果可知
F0

主要存在于肌动蛋白细胞骨架的调节通路中!

F0

下

调可导致
F!4;8$-

"纤维状肌动蛋白#下调&这说明

/)(
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!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
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表
%

!

信号通路计数

(:IH5%

!

2'

7

6:H'6

7P

:9BA:

@

38Q69

信号通路名称

I$

T

-?@$-

T>

?8CP?

Q

-?D:

计数

A#G-8

信号通路名称

I$

T

-?@$-

T>

?8CP?

Q

-?D:

计数

A#G-8

甘氨酸'丝氨酸和苏氨酸代谢

L@

Q

;$-:

!

,:9$-:?-"8C9:#-$-:D:8?E#@$,D

%

粘着斑通路
F#;?@?"C:,$#- .

磷酸戊糖途径

B:-8#,:

>

C#,

>

C?8:

>

?8CP?

Q

%

过氧化物酶体增殖物活化受体信号通路

BB43,$

T

-?@$-

T>

?8CP?

Q

*

半胱氨酸和蛋氨酸代谢

A

Q

,8:$-:?-"D:8C$#-$-:D:8?E#@$,D

%

细胞黏附分子

A:@@?"C:,$#-D#@:;G@:,

%

粘多糖降解

L@

Q

;#,?D$-#

T

@

Q

;?-":

T

9?"?8$#-

%

黏着连接

4"C:9:-,

+

G-;8$#-

%

泛酸盐和辅酶
4

生物合成

B?-8#8C:-?8:?-"A#4E$#,

Q

-8C:,$,

%

紧密连接
2$

T

C8

+

G-;8$#- %

生物素代谢

6$#8$-D:8?E#@$,D

%

代谢途径
Z:8?E#@$;

>

?8CP?

Q

, .

刺激神经组织的配体受体相互作用

<:G9#?;8$Y:@$

T

?-"!9:;:

>

8#9$-8:9?;8$#-

%

细胞外基质
!

受体反应相互作用

MAZ!9:;:

>

8#9$-8:9?;8$#-

.

溶酶体
=

Q

,#,#D: *

F0

不仅参与凝血的调控!也参与了肌肉收缩调节&

同时!

F0

还是一种强效的草酸钙晶体生成抑制剂!

存在于未稀释的人尿液中和无机条件下+

%(

,

&在构

建人类凝血酶原片段时!研究人员选用序列同源性

为
(&'/\

的牛凝血酶原片段!结果显示!没有任何

差异+

%/

,

&这为能够在奶牛尿液中找到脂肪肝病的

生物标志物提供了理论依据&

LK!

!

玻连蛋白"

U'9486539'6

#

U(V

$调控途径

72<

是一种存在于血浆的丰富的黏连糖蛋白!

被发现于不同的细胞外基质位点'血管壁'肿瘤细胞

等!尤其是与损伤%修复或疾病状态下的重塑组织密

切相关+

0&

,

&

72<

参与凝血'纤溶系统'补体活化的

调节+

0&!0%

,

&在急性炎症期"如发生严重脓毒病时#显

著增加!并出现在脏器损伤条件下+

00!0*

,

!同时能够促

进嗜中性粒细胞的粘附和迁移+

0)

,

&通过信号通路

富集程度分析发现!

72<

主要存在于粘着斑通路和

细胞外基质
!

受体反应"

MAZ

#通路中!富集程度高

达
.

&而在
bMLL

>

?8CP?

Q

数据库图释粘着通路

中!

MAZ

下调直接导致
4;8$-

"肌动蛋白#下调&也

就是说
72<

蛋白表达上调通过作用于
MAZ

过程

能够对
4;8$-

的下调进行调节!但具体
72<

上调

导致
MAZ

过程是上调还是下调需要进一步验证&

上面提到的
4;8$-

是微丝的结构蛋白!在细胞

内以
0

种形式存在$即游离状态的单体"

L!4;8$-

#和

微丝中的纤维状肌动蛋白多聚体"

F!4;8$-

#&非稳

态动力学模型被用于说明微丝组装的动态调节机

制!它认为
42B

是调节微丝组装的动力学不稳定

性行为的主要因素+

01

,

&微丝组装的延长期通过

42B

来调节!

%

个球状肌动蛋白分子可结合
%

分子

42B

!结合
42B

的肌动蛋白"即
42B!

肌动蛋白#对

纤维状肌动蛋白末端的亲和性高&而水解的
4JB!

肌动蛋白对纤维末端的亲和性低!容易从末端脱落!

使纤维缩短+

0.

,

&

42B!

肌动蛋白浓度与其聚合速度

呈正比!当
42B!

肌动蛋白浓度下降时期聚合速度

下降!而
42B

水解为
4JBdB$

的速度不变!

4JB!

肌动蛋白不断从纤维末端解聚脱落+

0K

,

!从而使
F!

4;8$-

缩短&当奶牛发生脂肪肝时!脂肪酸的
"

!

氧

化发生障碍!没有足够乙酰辅酶
4

进入三羧酸循环

生成足够的
42B

+

0(

,

!从而使
42B!

肌动蛋白浓度降

低!最终导致
F!4;8$-

的缩短&

上述讨论与本试验中
72<

和
F0

调节的
F!4;!

8$-

下调一致&也就是说!当发生脂肪肝时!

F!4;8$-

下调&则
72<

表现上调!

F0

表现下调&因此

72<

和
F0

与奶牛脂肪肝病密切相关!影响着此病

的发生和发展!至于它们能否作为早期诊断奶牛脂

肪肝病特异且灵敏的生物标志物仍需要后续的试验

&1(
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1

期 孙雨航等$应用
$2345!WB=A!ZI

技术筛选奶牛脂肪肝病尿液蛋白标志物

进行验证&

LKL

!

脂质运载蛋白"

/'

P

83:H'6

#

/0V!

$调控途径

=A<0

是中性粒细胞明胶酶相关性脂质运载蛋

白&它已经被定性为由肝脏产生的急性反应物!且

多由冷应激产生!可潜在地提高细胞增殖和保护能

力!并与肝脏再生相关!可作为探索肝脏功能的敏感

生物标记物&在氧化应激和
U

射线下也可诱导肝

脏产生
=A<0

&同时脂肪肝病会影响蛋白质的生物

学功能!尤其是高密度脂蛋白"

W$

T

C":-,$8

Q

@$

>

#!

>

9#8:$-

!

WJ=

#的生物学功能&当奶牛患脂肪肝病

时!其体内的
WJ=

颗粒结合了大量珠蛋白和血浆

淀粉状蛋白
4

!使
WJ=

的载脂蛋白
4!V

和载脂蛋

白
A!VVV

浓度减少&载脂蛋白
4!V

的作用是激活卵

磷脂
!

胆固醇酰基转移酶!使来自胆甾醇基和溶血磷

脂胆碱的磷酸卵磷脂酯化为游离胆固醇&胆固醇

酯+

0/

,

'极低密度脂蛋白'低密度脂蛋白和肉碱棕榈

酰转移酶等在患脂肪肝奶牛都有所减少+

*&

,

!从而使

甘油三酯的运输减少!最终导致脂肪肝!形成恶性循

环&总之!肝脏受损产生
=A<0

!且影响蛋白质的功

能!并导致载脂蛋白的减少!载脂蛋白减少反过来加

剧脂肪肝的形成&

LK$

!

丛集素"

0HQ<954'6

#

0/=

$调控途径

A=H

也称丛生蛋白!是
%

个
))/!

氨基酸!异二

聚体糖蛋白+

*%

,

&

A@G,8:9$-

与许多病理过程相关!如

老化!神经退行性疾病!尤其在癌的进展中发挥核心

作用(同时它也与不同的生理过程相关!如脂质转

运+

*0

,

&丛生蛋白与低密度脂蛋白'高密度脂蛋白和

胆固醇呈正相关+

**

,

!而与甘油三酯负相关!这是代

谢性综合征的关键+

*)

,

&也就是说!当丛生蛋白表达

下调时!甘油三酯升高!极低密度脂蛋白降低&极低

密度脂蛋白降低会造成甘油三酯在肝脏内蓄积!加

上与丛生蛋白负相关的甘油三酯升高!共同加剧了

脂肪肝的发生&因此!丛生蛋白表达下调和脂肪肝

病表现一致!可认为是脂肪肝病的生物标志物之一&

$

!

结
!

论

综上所述!

F0

和
72<

通过信号通路调节能量

代谢!

=A<0

和
A=H

通过调节运载甘油三酯的极低

密度脂蛋白来调控肝脏内的脂肪沉积量!它们在奶

牛脂肪肝病的形成和发展中共同发挥作用&
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