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1994年，澳大利亚Macquarie大学的Wilkins和Williams

在((Electrophresis))杂志上首次提出蛋白质组的概念『1】。随着人

类基因组计划的完成，生命科学进入功能基因时代，研究重

点也集中在对生物功能的整体研究。蛋白质组学是基因组学

中后兴起的一项新的研究领域，蛋白质不仅能为生命活动规

律提供物质基础，而且以其为基础的基因蛋白质组学研究也

能为多种疾病机理的阐明及攻克提供理论根据和解决途径。

通过对正常个体及病理个体间的蛋白质组比较分析，我们可

以找到某些“特异性标志物”，为临床早期诊断及药物靶向治

疗提供帮助。

1蛋白质组学

蛋白质组学是以蛋白质组为研究对象，对机体或细胞的

所有蛋白质进行鉴定和结构功能分析。蛋白质组学研究包括

样品的制备，蛋白质的分离和鉴定。常用的技术包括二维凝

胶电泳(two—dimensional gel electrophoresis，2-DE)技术、生物

信息学技术、质谱(mass spectromatry，MS)技术等。目前，蛋白

质组学主要围绕三个方面开展研究，首先是蛋白库的建立．

进行蛋白质大规模鉴定和分类．并阐明其转录后修饰的特

征；其次是蛋白质指纹图的建立，显示机体在不同疾病状态、

药物、理化因素的作用下的差异表达等；第三是研究蛋白质

问的相互作用，并绘制蛋白质作用的图谱。而蛋白质组学的

分支学科临床蛋白组学，则侧重于临床疾病相关的差异表达

的蛋白质，围绕疾病的预防、发病机制、疾病的早期诊断和治

疗等方面进行研究。由于恶性肿瘤对人类生活和生命的严重

危害．肿瘤早期诊断的生物标志物成为临床蛋白质组学研究

的重点。

2蛋白质组学常用的技术

2．1 2-DE技术 1975年0’Farrel等人创立了2-DE技术．

至今该技术已被证明是一种可靠而有效的分离蛋白质的方

法，是目前蛋白质分离最常用、最重要的方法。其基本原理是

根据不同蛋白质的等电点和分子量不同的特征将蛋白质分

离。经过多年的改进，采用该技术分离蛋白质的范围逐渐扩

大，但仍存在许多局限性，如对低丰度蛋白的分辨率低，而低

丰度蛋白往往具有比高丰度蛋白更为重要的生理功能。近几

年一系列以非凝胶为介质的多维色谱联用分离技术因其高

效、快速、高灵敏度的特点而成为双向电泳技术的有力补充。

最近，有学者『21利用荧光染料标记的双向电泳技术即凝胶内

差异显示电泳可以全面地观察到两种样品蛋白质表达间的

差异，实验组样品和对照组样品分别用荧光染料Cy3和Cv5

标记在同一块凝胶上，通过二维电泳分离蛋白质进行差异比

较，结果表明，该技术在比较蛋白质的表达差异研究方面前

景广阔。

2．2生物信息学技术 生物信息学是生物科学在计算机技

术、应用数学等多门学科的基础上构建起来的一门新兴学

科。它将计算机科学的分析理论和实用工具联系起来．通过

对生物学实验数据的获取、加工、存储、检索与分析，达到解

释数据所蕴含的生物学意义的目的，是蛋白质组学研究必不

可少的技术平台。生物信息学作为一项平台技术．一方面能

够分析和构建双向电泳数据库蛋白质质谱分析数据．另一方

面可以搜索与构建蛋白质组数据库。

2．3 MS技术 MS技术分析蛋白质的原理是通过电离源将

蛋白质分子转化为离子，利用MS分析仪的电场、磁场将具有

特定质量与电荷比值的蛋白质离子分离开来。经过离子检测

器收集分离的离子，确定蛋白质的分子量。MS技术是蛋白质

鉴别的核心技术，常用的有电喷雾电离技术、基质辅助激光

解吸电离技术以及基于基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱(matrix—assisted laser desorption ionization time of flight mass

spectrometry，MALDI-TOF—MS)技术改进的表面增强激光解

吸离子化飞行时间质谱(sHrface—enhanced laser desorption in—

ionation time of flight mass spectrometry，SELDI—TOF—MS)技

术。

2．3．1 SELDI技术SELDI技术是一种广泛用于组织、血浆

和血清生物标志物筛查的技术平台，近年来，其高通量和操

作简便的特点使其成为生物标志物研究的重要工具13|。它主
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要由蛋白质芯片、飞行时间质谱仪及相关软件组成，其中蛋

白质芯片是该技术的核心，根据表面物质的不同，可将其划

分为化学型和生物型两类141。原理是利用激光脉冲辐射，使芯

池中的分析物解析形成荷电离子，根据不同质荷比在检测端

检测到的信号不同的原理，经数字化处理后绘制出一张质谱

图，该图经计算机软件处理还可形成模拟谱图与正常人或某

种疾病患者的谱图．能从中发现和捕获新的疾病特异性相关

蛋白及其特征。

2．4 SELDI技术与2一DE技术的比较2一DE技术分析相对

分子质量在30x10，以上的蛋白质时电泳图谱较清楚，这就使

与疾病相关性更强的低丰度蛋白的分离受到局限。另外，2一

DE凝胶上的蛋白质斑点很大一部分包含一种以上的蛋白

质，且耗时长，工作量大，对于染色转移等技术要求高。而

SELDI技术对相对分子质量0．2X103-5x103区问的蛋白质都

可以给出很好的质谱图，对一个样本的分析在几十分钟内就

可以完成，处理的信息量远远快于2-DE。对于低丰度物质，

只要与表面探针结合，就可以检测到，这也是2一DE技术所不

具备的。

2一DE虽然以高分辨率、简单、快速等优点成为目前蛋白

质组学研究的核心手段，但是样品制备、电泳和蛋白质的定

量、蛋白质检测的可重复性依然是制约其应用的瓶颈[sq。目

前，针对2一DE技术的不足，对其进行了补充和改进，主要集

中在蛋白质的分离过程中，例如：采用激光捕获显微切割技

术对样品预切割获得小片段含目标样本，固相化pH胶条以

及荧光染料的使用使得蛋白质的分离更加准确清晰。而

SELDI技术仅能给出蛋白质的相对分子质量。在蛋白质的序

列、构象、特性等方面还需要和2-DE、酵母双杂交、生物信息

学技术等结合使用。尽管这种诊断模式还需进一步的完善，

但应用前景非常可观。

3蛋白质组学技术在肺部疾病诊断中的应用

3．1在间质性肺疾病方面的应用 多年来，国内外学者对蛋

白质组学技术在间质性肺疾病中的应用研究取得了许多成

果。1979年，BELL小组第一个显示支气管肺泡灌洗液(bron—

choalveolarlavagefluid，BALF)中可溶性蛋白的双向电泳图谱

出版．鉴定了23种血清来源的蛋白质，随后开展了大量研

究．不断丰富人类BALF蛋白质电泳图谱。进入21世纪以来，

人类BALF 2-DE凝胶电泳网络数据库相继建立，蛋白质组

学技术在间质性肺疾病方面的研究也有了很大进展。

2008年9月，广东呼吸系统疾病研究所的冼慧仪等[61采

用固相pH梯度的2-DE技术分离组织总蛋白，图象分析软

件识别差异表达的蛋白质点，运用MALDI—TOF—MS技术获

取肽质量指纹图谱，检索数据库鉴定差异表达的蛋白质点，

明确其生物学功能，建立2-DE图谱，并鉴定出一些与特发性

间质性肺炎的发病机制相关的蛋白质。2010年，Kim等【1发现

16个差异蛋白点，许多炎症、抗炎蛋白可能与特发性肺纤维

化(idiopathic pulmonary fibrosis，IPF)的发病机制有关。2011

年，Korfei等【81利用MALDI—TOF—MS技术比较了IPF患者和

肺捐赠患者的肺组织，研究发现未折叠蛋白、热休克蛋白过

度表达。而对于IPF急性加重的研究，Collard等【9】测量了细胞

活性／损伤的生物标志物，全身炎症反应急性肺损伤患者血浆

(IL一6)和凝血／纤溶(蛋白C、血栓调节蛋白、纤溶酶原激活物

抑制物一1)等指标，结果发现上述指标在IPF的急性发作期

具有鲜明的急性肺损伤血浆生物标志物的特征。

综合分析蛋白质组学在弥漫性间质性肺疾病方面的研

究，发现大多数集中于对BALF的研究，采用的途径主要是基

于2一DE分离之上的相关生物化学方法，所发现的有意义的

差异分子均为大分子，而对于低丰度蛋白的分离鉴定仍有很

广阔的研究前景。

3．2在肺部肿瘤方面的应用 早在2002年，Chen等|101就对

肺腺癌进行了蛋白质组学分析，运用固相pH梯度的2-DE

技术发现有9种蛋白质中的单一亚型在肺腺癌中过度表达，

其对应的临床变量和表达规律有助于成为该肿瘤的生物学

标记。随后由于MS技术的出现极大地促进了临床蛋白质组

学的研究．特别是基于MALDI技术改进的SELDI—MS—TOF

技术的出现．拓展了临床疾病研究的领域，在肺部肿瘤方面

也有许多突破。Yang、王秀丽、周继红等f11。131先后采用SELDI—

TOF—MS技术检测肺癌患者和正常人血清蛋白质质谱．筛选

出差异蛋白质峰作为一个肿瘤标志物组合模式，建立分类树

模型，表明该技术给肺癌的筛查、早期诊断治疗、术后随访提

供了新的有效工具。Carcereny等『141运用联合激光捕获显微切

割和蛋白质芯片SELDI—TOF—MS技术对正常肺组织、非典型

腺瘤样增生和恶性肿瘤的冰冻切片进行激光捕获显微切割．

发现的差异蛋白有助于早期发现肺癌和癌前病变．并可以对

肺癌的高危人群进行监测及肺癌化疗后疗效的评估。罗晓阳

等旧使用SELDI—TOF—MS技术对肺癌组学类型腺癌进行了

研究，筛选出5个可作为肿瘤标志物的差异蛋白。

3．3在支气管哮喘方面的应用 支气管哮喘是多细胞参与

的炎症反应，以气道炎症和气道高反应形成的可逆性气流受

限为其特征，发病机制尚未明确。Lindahl等[161第一个研究报

告了患者BALF和鼻腔灌洗液的蛋白质，结果显示哮喘及其

气道激惹与脂质运载蛋白1、抑半胱氨酸蛋白酶蛋白S、免疫

球蛋白结合冈子、转甲状腺素蛋白水平有关。2001年

Malmstrom等m嗵过用蛋白质组学方法研究哮喘发病过程中

的气道重构和纤维化的发生机制．发现血小板衍生生长因子

及其信号转导途径在哮喘气道平滑肌重构及纤维化的过程

中起到重要作用。而在2004年Fajardo等m】利用2一DE和MS

法对模型组和对照组动物进行的分析发现，模型动物的组织

和BALF中糖酵解酶、葡萄糖调节蛋白、脯氨酰4一羟化酶、精
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氨酸酶等与组织缺氧相关的蛋白表达显著增高．炎症组织中 6冼慧仪，顾莹莹，廖东江，等．特发性间质性肺炎蛋白质组学初步

组织蛋白酶S明显增高，由此推断上述蛋白质可能是哮喘发 研究．广东医学，2008，29：1468—1471．

生机制中缺氧相关基因表达的产物。同年Signor等¨9】通过小

鼠哮喘模型发现蛋白成分主要来源于血浆以及局部炎症反

应所致。2008年．袁东等【驯采用SELDI—TOF—MS技术筛选出

哮喘患儿、正常儿童15个差异表达蛋白。此外，Verrills等I211

采用二维差异凝胶电泳联合MALDI—TOF—MS技术筛选出哮

喘、慢性阻塞性肺疾病(chronic obstructive pulmonary disease，

COPD)患者和健康成人血浆蛋白中四个生物标记物，并通过

免疫学验证，研究表明外周血中的生物标志物亦可用于疾病

临床评估。

3．4在其它肺部疾病中的应用 2009年．Gomes—A1ves等1221

进行了疾病问的多对照实验，采用SELDI—TOF—MS技术探寻

囊性纤维患者与健康人群、哮喘患者、COPD患者之间的鼻上

皮细胞和血清中的特异性生物标志物，发现一些蛋白质在疾

病的诊断、预后等方面起重要作用，为下一步进行差异蛋白

质的鉴定奠定了基础。欧阳卿等[231运用2-DE和MALDI—

TOF—MS技术对吸烟的COPD患者和非COPD吸烟者肺组织

表达的差异蛋白进行筛选和鉴定，共鉴定出24种差异蛋白，

涉及基本代谢酶类、氧化应激相关酶类、凝血纤溶相关蛋白、

蛋白降解相关酶以及细胞生长分化相关蛋白等。此研究为进

一步探索COPD的发病机制提供了新的线索。

4结束语

随着人类蛋白质组学技术的快速发展，特别是蛋白质分

离和鉴定技术的联合应用，目前该技术已逐步应用到l临床的

各种疾病用来筛选疾病早期诊断的生物标记物，同时为药物

靶向治疗的研究提供依据。而在肺部疾病方面，通过研究，发

现了部分蛋白质或蛋白质组与疾病的发生发展有关，但是各

项研究仍处于起步阶段。我们相信随着蛋白质组学技术的不

断发展．蛋白质组学将会为肺部疾病的研究、诊断和治疗带

来新的革命。
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懿

鬻201 1(厦门)全国抗菌药物临床新进展与规范应用研讨会暨高级学习班

为提高抗菌药物的疗效、规范抗菌药物的应用，进一步

落实卫生部《多重耐药菌医院感染预防与控制技术指南》，为

即将颁布的《抗菌药物临床应用管理办法(征求意见稿)》的

实施，减少药源性疾病的发生，保障医疗安全，中华医学会继

续教育部经研究决定于2011年12月上旬在福建省厦门市

召开“2011全国抗菌药物临床新进展与规范应用研讨会暨高

级学习班”。欢迎各级医院有关人员积极参加征文或报名参

会。本活动为国家级继续教育项目『项目编号：2011-13一01—

102，10分]。

1会议时间及地点

报到13期：2011年12月8 13

会议日期：2011年12月9日一13日

会议地点：厦门金宝大酒店银楼(厦门东渡路124号)

电话：0592—6015300总机转

2乘车路线

火车站：乘43路或26路公交车商检站下车即到：火车

站乘出租车至酒店约25元：

飞机场：乘出租车约22元。

3征文内容及要求

征文内容：各类抗菌药物应用，临床各科微生物感染报

告与治疗(包括细菌、真菌、结核杆菌、非结核分枝杆菌、支原

体、衣原体、螺旋体、病毒等)，抗菌药物不良反应，抗菌药物

应用适应症与并发症，抗菌药物联合使用，抗菌药物合理应

用，微生物耐药，微生物实验室的建设，微生物检测、质检、培

养与药敏试验等内容。

论文可以是论著、经验总结、个案报道等形式。

征文要求：全文2000字论文一份，或只寄600字左右摘

要一份，论文题目下注明省市、工作单位、科室、姓名及邮编。

自留底稿，恕不退回。

来稿请发至信箱：jxjy@vip．163．con．发稿时务必注明“厦

门抗菌会议”字样。征文截止期：11月24日前；收到征文经审

录用后补发会议论文录用及大会交流通知。

本次会议还将从征文中选出5～10篇优秀论文在大会上

专题发言，也可在报名时申请发言，一经采纳将减免一半会

务费，欢迎积极参与，拟申请发言的代表在投稿时请注明联

系电话及职称。请您尽早投稿，以便提前做出安排。

本次会议时间、地点已确定，经电话报名后，可按时前去

报到，如需补发最后一轮通知请电话告知。

4联系方式

杨桂芳：010—51798200(带传真)：51798255：88820399

梁 鸿：010—85158402

短信或E-mail报名：13611002300；jxjy@vip．163．con【请

务必注明会议名称、会议地点、参会代表姓名、省(市)、工作

单位及科室、电话及邮编1

注：本活动开展六年来已召开十八期，得到该领域知名

专家和同仁的大力支持，在此表示衷心感谢。为进一步做好

研讨，我们将充分发挥学会优势，加强专家队伍和课程设置，

结合卫生部新的精神，传递目前我国抗菌药物研究与临床应

用最新动向，努力提高医务工作者抗菌药物合理应用水平。

研讨会将以专家讲学为主，代表交流相结合的形式进行，同

时给予一定时间观摩学习。欢迎新老朋友光临与支持!

中华医学会继续教育部

2011年10月
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