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!临床论著!

早泄肾阳虚证血清蛋白质组学分析及

蛋白质相互作用网络构建
!

谭从娥#

$黄祥云#

$王米渠!

摘要$目的$鉴定早泄肾阳虚证血清蛋白质组"从蛋白质相互作用角度探索肾阳虚证发病机制# 方法

分别取
%

例早泄肾阳虚证患者及
%

名健康人外周血"提取血清蛋白"获取肾阳虚证相关蛋白质组"采用同位

素标记相对和绝对定量技术鉴定肾阳虚证血清蛋白质组"采用
H*I)5J

数据库构建肾阳虚证蛋白质相互作

用网络"对各网络中蛋白质功能进行生物信息学分析# 结果$共鉴定血清蛋白质总数
!&6

个"其中有定量信

息的
#:!

个# 筛选差异表达蛋白质
8

个"其中
#

个上调"

6

个下调# 肾阳虚证蛋白质相互作用网络由
$!

个

蛋白质节点和
!6&

对蛋白质相互作用构成"并可以聚为
#:

个模块"其中蛋白质节点
!&

的模块有
#"

个# 每

个模块都有一个核心蛋白"其中
'&

$

'7

$

'#H

和
,-HK!

为补体系统的组分蛋白"主要参与补体激活生物学

过程# 结论$早泄肾阳虚证差异蛋白质相互作用网络中蛋白模块的功能主要富集于补体激活生物学过程"

提示以补体激活途径异常为主导的免疫功能紊乱可能是肾阳虚证的主要病理机制之一#

关键词$早泄%肾阳虚证%蛋白质组%同位素标记相对和绝对定量%补体系统
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$$作为脏腑辨证的一个重要证型"肾阳虚证一直是

中医界研究的热点( 其现代分子机制研究经历了从单

个基因到)组学*整体的研究历程+

#

,

( 尽管大规模'高

通量的蛋白质组学实验技术使得我们对肾阳虚证的认

识不断增加+

!

,

"但对特定蛋白质的全局作用关系的理

解仍不完整( 因此"研究肾阳虚证相关蛋白质组及其功

能"并进一步分析蛋白质组中各蛋白质之间的作用关

系"对研究肾阳虚证的发病机制具有重要意义( 同位素

标记相对和绝对定量$

0N3S>/0C ?>VN P3/ /;1>?0\; >@O

>SN31L?; ZL>@?0?>?03@

"

0*I-]

%技术作为蛋白质定量

研究的先进手段+

&

,

"可同时对
6

个样品进行定量研究"

具有良好的精确性和重复性"能够满足蛋白质组学研究

的提高通量和缩小批间误差要求+

%

,

( 本研究利用

0*I-]

技术筛选早泄肾阳虚证相关蛋白质"构建蛋白

质相互作用网络"定位网络中关键蛋白质"从蛋白质组

学及其网络关系角度探索肾阳虚证发病机制(

资料与方法

#

$诊断标准及中医辨证分型标准$早泄诊断标

准参考国际性医学会
!"#%

年早泄诊治指南+

7

,

( 肾阳

虚证辨证标准参照参考文献+

:

,( 中医临床表现以早

泄'腰膝酸痛'畏寒肢冷'尺脉不足为主症"兼症有精神

不振'性欲减退'腰背发冷'夜尿频多等(

!

$纳入及排除标准$纳入标准#符合早泄诊断标

准及中医辨证分型标准&受试者签署知情同意书( 排

除标准#严重心血管疾病&严重精神疾病(

&

$一般资料$选择
!"#%

年
#"

-

#!

月于陕西中

医药大学附属医院男科门诊就诊的
%

例早泄肾阳虚证

患者"年龄
&6

&

%7

岁"平均$

%#

'

&

%岁"

%

例患者均具

备主症
%

项( 另选择来自本医院体检健康男性志愿者

%

名作为对照组"年龄
&8

&

%7

岁"平均$

%!

'

%

%岁(

两组年龄比较"差异无统计学意义$

K _"

!

"7

%( 试验

过程获得陕西中医药大学附属医院伦理委员会审批

$批号#

H`a^)<'

#

K(

#

!"#%

年第+

":

,号%(

%

$观察指标及方法$参照参考文献+

&

,( 所有

受试者均于清晨
$

#

""

"

6

#

""

时"空腹时采肘正中静

脉血
7 =b

"室温静置
# U

后"

& """ / F=0@

离心

7 =0@

"分离血清"于"

6"

(冰箱保存( 使用安捷伦公

司多重亲和去除液相色谱柱$

-V01;@? WL=>@ #%

% 去

除每个血清样品中的高丰度蛋白质后"加入由
%c

十

二 烷 基 硫 酸 钠 $

HDH

%'

#7" ==31Fb */0NW'1

$

.W6

!

"

%和
# ==31Fb

二硫素糖醇$

D**

%组成的
H*D

缓冲液"

23?;T

混匀"沸水浴
7 =0@

"离心取上清"蛋白

质定量( 取约
!" !V

以备
HDH K-J<

电泳检测(

%

!

#

$血清蛋白质组鉴定$采用
HDH

#

K-J<

电

泳( 各取
!" !V

蛋白质样品
7

)

#

$

\F\

%加入
7

*上样

缓冲液"沸水浴
7 =0@

"

#% """

*

V

离心
#" =0@

取上

清"采用通用电气公司
:""2

电泳仪进行
#!

!

7c

HDH

#

K-J

电泳( 电泳条件#恒流
#% =-

"电泳时间

8" =0@

( 考马斯亮蓝染色(

%

!

!

$

0*I-]

标记及强阳离子交换色谱分级$各

取
!7" !V

样品"加入
!"" !b X- SLPP;/

$

6 =31Fb

尿

素"

#7" ==31Fb */0NW'1

"

.W6

!

"

%混匀"用艾本德公

司低温高速离心机
#% """

*

V

离心
#" =0@

"重复
!

次( 加入
%" !b

胰蛋白酶缓冲液$

%" !b

溶解液中加

! !V

胰蛋白酶%"

:"" / F=0@

振荡
# =0@

"

&$

(

#:

&

#6 U

( 换新收集管"

#% """

*

V

离心
#" =0@

"取滤液"

用艾本德公司紫外分光光度计进行
ED!6"

肽段定

量( 各组样品分别取约
&7 !V

"采用美国应用生物系

统公司
0*I-]6

标试剂盒进行标记"每个样品对应一

个分子量"病例组
%

个样品分别标记为
##&

'

##7

'

##$

'

##8

"对照组
%

个样品分别标记为
##%

'

##:

'

##6

'

#!#

( 将标记后的所有肽段混合"用通用电气公

司的蛋白纯化仪$

-9*- KL/0P0;/ #""

%进行强阳离子

交换色谱$

H'Y

%预分级( 收集穿流及洗脱部分约
&"

份"根据
H'Y

色谱图合并成
#"

份"冻干后采用安捷伦

公司
'

#6

色谱柱脱盐(

%

!

&

$质谱分析及数据处理$每份样品采用纳升

流速
WKb'

液相系统
<-H^

#

@b'

进行分离后用美国

菲尼根质谱公司
]

#

<T>C?0\;

质谱仪进行质谱分析(

质谱分析原始数据用软件
,>NC3? !

!

!

和
K/3?;3=;

D0NC3\;/;/#

!

%

进行查库鉴定及定量分析( 选择置信

度
_87c

"即
K/3? HC3/; _#

!

&

"且至少有
#

个肽段和

库中肽段
87c

以上相匹配+

$

,的蛋白质进行报告( 分

别计算两组中各鉴定蛋白表达值的平均值"差异倍数

$

I>?03

%取病例组
F

对照组"

I>?03!#

!

!

或
I>?03""

!

6

即认为该蛋白存在表达差异(

7

$生物信息学分析方法$采用
H*I)5J 8

!

#

$

U??.

#

FFQQQ4N?/0@V

#

OS43/VF

%数据库+

6

,对实验鉴定到

的所有蛋白质的相互作用进行预测"并绘制蛋白质相

互作用网络图( 选择综合置信值
!"

!

$

$

H*I)5J

数

据库默认的高置信值%时
H*I)5J

数据库的数据分析

模式构建蛋白质相互作用网络图( 借助
H*I)5J

的

,>/R3\ '1LN?;/0@V

$

,'b

%方法+

8

,

"分析蛋白质相互

作用网络的拓扑结构"得到蛋白质网络模块"并采用

-=0JE

$

U??.

#

FF>=0V34V;@;3@?313VM43/VF/?;

%对每个

蛋白质模块进行
J;@; E@?313VM

$

JE

%生物学过程的

显著性分析(
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%

结$$果

#

$血清蛋白质组鉴定$图
#

'

!

%$

6

组样品之间

平行度较好"去除高丰度蛋白质后的样品蛋白条带分

布较为均匀"与原始样品区别明显"去除高丰度蛋白质

较为彻底( 质谱共鉴定出
!&6

个蛋白质"其中标记实

验中
6

个通道皆有定量信息的蛋白质数为
#:!

个(

!

$两组血清差异表达蛋白$表
#

%$两组差异表

达蛋白
8

个"上调蛋白
#

个"下调蛋白
6

个(

图
#

$两组蛋白质质谱鉴定结果

&

$肾阳虚证蛋白质相互作用网络$图
&

%$将鉴定

到的
!&6

个蛋白质输入
H*I)5J 8

!

#

数据库"有
#%$

个

蛋白质可在数据库中检索( 当综合置信值
!"

!

$

$

H*I)5J

数据库默认的最高置信值%时"有
78

个蛋

$$注#圆形代表蛋白质&蓝色连线代表蛋白质之间的相互作用"连线越

粗"说明生物信息学预测结果的可信度越高

图
&

$鉴定蛋白质相互作用网络图

$$注#

-

为对照组"

[

为病例组&

#

"

%

为去高丰度之后低丰度蛋白质样品&

7

"

6

为未去高丰度之前原始蛋白质

样品&

,

为相对标准分子量

图
!

$两组
HDH

#

K-J<

电泳结果

表
#

$两组血清差异表达蛋白

登录号 名称 分子量
覆盖率

$

c

%

唯一肽

段数

蛋白表达平均值

病例组 对照组

比值$病例组
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白质游离"另外
6&

个蛋白质之间发生了
!6&

对相互

作用"其中有
$!

个蛋白质彼此之间至少发生了
!

对

以上的相互作用"它们彼此相互关联"构成了蛋白质相

互作用网络(

%

$肾阳虚证蛋白质相互作用网络中存在的功能

模块$图
%

%$借助
H*I)5J

数据库的
,'b

聚类运算

功能"发现肾阳虚证蛋白质相互作用网络中可能存在

的一些重要的功能模块( 当
,'b

聚类参数值取
&

时"有相互作用的
6&

个蛋白质可以聚为
#:

类"其中

蛋白质节点
!&

的模块有
#"

个( 每个模块都有一个

核心蛋白"它们分别为#免疫球蛋白
R

$

)J9

%'补体成

分
&

$

'&

%'补体成分
7

$

'7

%'补体成分
#H

亚成分

$

'#H

%'激肽原
#

$

95J#

%'凝血因子
!

$

a!

%'甘露聚

糖结合凝集素丝氨酸肽酶
!

$

,-HK!

%'纤维连接蛋白

#

$

a5#

%'

"#

微球蛋白
FS0RL@0@

前体$

-,[K

%和载脂

蛋白
-%

$

-KE-%

%(

7

个模块$

-

'

[

'

'

'

D

'

J

%的
JE

功能富集于)补体激活*$

C3=.1;=;@? >C?0\>?03@

%生

物学过程"另外
7

个模块$

<

'

a

'

W

'

)

'

(

%涉及到蛋白质

激活作用级联$

./3?;0@ >C?0\>?03@ C>NC>O;

%'蛋白质

羧化作用$

./3?;0@ C>/S3TM1>?03@

%(

$$注#图中
-

'

[

'

'

'

D

'

<

'

a

'

J

'

W

'

)

和
(

标识的
#"

个模块用不同

的颜色来区分&实线表示模块内蛋白质间的功能联系&虚线表示模

块间蛋白质间的功能联系

图
%

$肾阳虚证蛋白质网络中存在的功能模块

讨$$论

肾阳虚证的发病机制是因肾脏阳气不足"温煦功能

减弱所引起的"其现代机制研究涉及神经'免疫'内分泌

等多系统功能的紊乱"表现为一个复杂的'多维的分子

网络失衡状态+

#

,

( 目前"在系统生物学研究的背景下"

肾阳虚证的蛋白质组学研究取得了一定的研究成果"如

刘希成等+

!

,采用血清比较蛋白质组学技术筛选出老年

肾阳虚证相关
&&

种差异表达蛋白" 卢德赵等+

#"

,研究

了肾阳虚大鼠肝线粒体蛋白质组" 发现肾阳虚动物能

量代谢相关酶的变化与肾阳虚证的临床虚寒症状有关

等( 这些研究获得了一批肾阳虚证相关蛋白( 然而"证

是以众多的分子网络变化为基础的+

#

,

"所以这些蛋白质

在肾阳虚证中的调控作用并不是单一的'线式的"而是

彼此联系的'立体层面上的网络式调控( 因此"本研究

在生物分子网络的大背景下"运用
0*I-]

技术鉴定肾

阳虚证差异表达蛋白质"构建蛋白 "蛋白相互作用网

络"通过对网络中的特征蛋白质调控关系的挖掘"从分

子功能整体及相互联系层次研究肾阳虚证的科学内涵(

借助
0*I-]

技术"本实验鉴定肾阳虚证相关蛋白

质
!&6

个"和对照组比较有
8

个蛋白有表达差异"其

生物学过程涉及到防御反应'补体激活'代谢过程等多

个方面(

8

个差异蛋白中有
6

个蛋白表达下调"其中

&

个蛋白质$

'&

'

'7

'

'%-

%均参与补体激活生物学途

径(

'&

是血清中含量最高的补体成分"在补体系统的

激活中起着核心的作用( 在
'&

转化酶的作用下"裂

解成
'&>

和
'&S

两个片段"在补体经典激活途径和旁

路激活途径中均发挥重要作用+

##

,

(

'7

是形成膜攻击

复合体$

,-'

%的第
#

个补体分子"对免疫反应有调节

作用"其活化产物
'7>

诱导单核细胞分泌
)b

#

#

'

)b

#

:

'

)b

#

6

及肿瘤细胞因子等"可促进抗原及同种异体抗原诱

导的
*

细胞增殖和
[

细胞产生抗体"有利于增强机体

的防御机能+

#!

,

( 补体
'%-

是补体
'%

的活化产物之

一"参与补体经典激活途径"在补体活化'促进吞噬'防

止免疫复合物沉着等方面发挥作用+

#&

,

( 这三个蛋白质

的生理作用皆与维护机体的正常免疫功能相关"在本实

验中又发现其在肾阳虚证患者中的表达显著降低"说明

其可能在肾阳虚证免疫功能低下中扮演了重要角色"值

得进一步深入研究(

肾阳虚证相关差异蛋白质的作用不是孤立的"而

是相互联系的( 借助
H*I)5J

数据库"分析鉴定蛋白

质间的相互作用"发现
!&6

个蛋白质中有
6&

个蛋白

质发生交互作用"并且功能相似的蛋白质可聚在一起"

形成了
#"

个重要的蛋白功能模块"相应的也定位出了

#"

个模块的核心蛋白质"其中包括
!

个差异表达蛋白

$

'&

'

'7

%( 值得注意的是"在
#"

个核心蛋白中"有
%

个蛋白$

'&

'

'7

'

'#H

及
,-HK!

%为补体系统的重要

组成成分(

'#H

为
'#

的亚单位之一"是启动补体活

化经典途径的重要识别分子+

#%

,

&

,-HK

具有与活化

'#Z

同样的生物学活性"可水解
'%

'

'!

"继而形成
'&
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%

转化酶"激活补体级联酶促反应的凝集素激活途

径+

#7

,

( 补体系统是构成机体免疫系统的重要组成部

分"参与机体的自身防御功能"在维持细胞完整和调控

适应性免疫应答中起着重要作用( 肾阳虚证补体成分

蛋白的批量涌现提示该证存在着免疫稳态的失衡"这

与前期的研究结论+

#:

,是一致的(

.伤寒溯源集/

+

#$

,言#)命门之真阳"为卫气之根

本( 皮毛之卫气"乃真阳之外发(*说明卫气根于肾阳

而发挥御邪防病的功能"肾阳足则人体抵御外邪能力

强"肾阳虚则卫外功能低下"故中医肾阳虚证病机和西

医免疫稳态理论在机体抵抗外邪能力低下方面具有交

叉点"而补体系统的异常可能在肾阳虚证免疫功能紊

乱中发挥着重要作用( 本研究样本量虽然较小"只有

%

例患者"但是研究方法采用的
0*I-]

定量蛋白质组

学技术"具有较好的定量效果和较高的重复性( 而且

本研究是以蛋白质功能相互作用关系为基础"构建的

蛋白质相互作用网络图"将复杂的实验数据可视化"有

利于凸显肾阳虚证的整体特征( 因此从方法学角度上

来说是肾阳虚证研究的一次有益探索"下一步需扩大

样本量进一步验证(
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