
收稿日期：２０１０－１１－３０；修回日期：２０１１－０６－０１

作者简介：薛元臻（１９７７～），男（汉族），广东人，博士，生物技术专业。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｏｈｎｘｙｚ８８＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

第３２卷 第５期

２０１１年９月

质 谱 学 报

Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　Ｓｏｃｉｅｔｙ

Ｖｏｌ．３２　Ｎｏ．５
Ｓｅｐ．２０１１

ｎａｎｏＵＰＬＣ　Ｑ－ＴＯＦ　ＭＳ／ＭＳ在大鼠肝移植

蛋白质组学研究中潜在生物标记物的应用

薛元臻１，芮　雯２，王　慧３

（１．Ｗａｔｅｒｓ科技有限公司，广东 广州　５１０１７０；２．广东药学院中心实验室，广东 广州　５１０００６；

３．首都师范大学生命科学学院，北京　１０００３７）

摘要：建立应用纳升级超高效液相色谱－质谱（ｎａｎｏＵＰＬＣ　Ｑ－ＴＯＦ　ＭＳ／ＭＳ）联用技术研究大鼠同位肝移植术

后不同时间差异表达蛋白质的蛋白 质 组 学 方 法。建 立１０组 大 鼠 肝 移 植 动 物 模 型 后，随 机 分 成 术 后３天 组

（ｎ＝５）和术后７天组（ｎ＝５）。分别于术后３天 和７天 处 死５只 受 体，取 肝 组 织，提 取 总 蛋 白，Ｔｒｙｐｓｉｎ酶 解

后，使用 Ｗａｔｅｒｓ公司独家专利 ＭＳｅＴＭ无标记定量 技 术，利 用ｎａｎｏＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技 术 对 酶 解 后 的 肽 段 进 行

分析，数据库检索鉴定蛋白质，采用生 物 信 息 学 工 具 对 所 鉴 定 的 蛋 白 质 进 行 功 能 分 类。７天 组 与３天 组 相

比，两样品中同时存在的大部分蛋白上调，其中１０个蛋白点表达水平明显上调，比值变化在８．５倍以上。结

合数据库搜索得到鉴定，这些明显上 调 的 蛋 白 的 分 子 功 能 主 要 与 细 胞 骨 架、离 子 结 合、氧 化 应 激 反 应、能 量

代谢等相关。
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　　肝移植动物模型是探讨移植后各种免疫反

应发生机制不可缺少的手段。目前国际上涉及

大鼠肝移植免疫反应的研究均采用近交系，有较

多的排斥模型可供选择，如ＤＡ→ＡＵＧ、ＬＥＷ→
ＡＵＧ、 ＤＡ→ＬＥＷ、 ＬＥＷ→Ｂｒｏｗｎ　Ｎｏｒｗａｙ
等［１－３］。但国内由 于 严 重 缺 乏 近 交 系 大 鼠，所 以

大多数仍用 Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ或ＳＤ→Ｗｉｓｔａｒ建立急

性排斥 模 型［４－５］。本 课 题 组 发 现 封 闭 群ＳＤ 和

Ｗｉｓｔａｒ大鼠原 位 肝 移 植 组 合，出 现 了 自 然 免 疫

耐受，表现为存活时间较文献报道明显延长［４－５］，
难以满足急性排斥反应或免疫耐受研究的需要。

基于质谱技术和生物信息学的蛋白 质 组 学

是后基因组时代兴起的新型学科，是从整体水平

对蛋白质的综合分析，在了解疾病发生的机制、
寻找疾病 相 关 的“生 物 标 记 物”（ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ）等

诸多 领 域 中 发 挥 重 要 的 作 用［６］。本 实 验 使 用

Ｗａｔｅｒｓ公 司 独 家 专 利 ＭＳｅＴＭ 无 标 记 定 量 技 术

（Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ＠ Ｌａｂｅｌ　Ｆｒｅｅ　Ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ），通 过 利

用ｎａｎｏＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术 观 察 肝 移 植 后 不 同

时间蛋白质表达谱的变化，进一步验证和探讨大

鼠肝移植模 型 Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ出 现 自 然 免 疫 耐 受

的原因，为建立动物模型提供量化的指标，以及

为发现潜在的生物标记物提供方向和数据支持。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂

Ｗａｔｅｒｓ　ｎａｎｏＡｃｑｕｉｔｙ纳 升 流 速 超 高 效 液 相

色谱 仪，Ｗａｔｅｒｓ　Ｓｙｎａｐｔ　Ｑ－ＴＯＦ高 分 辨 飞 行 时

间质谱仪：美国 Ｗａｔｅｒｓ公司产品；过滤器：美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品；超速离心机：美国Ｂｅｃｋｍａｎ
公司产品。

碳 酸 氢 铵、异 硫 氰 酸 胍（Ｇｕａｎｉｄｉｎｅ）：美 国

Ｓｉｇｍａ公司产品；二 硫 苏 糖 醇（ＤＴＴ）：美 国Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司产品；碘 乙 酸：美 国Ｐｉｅｒｃｅ　Ｅｎｄｏｇｅｎ公

司产品；胰 蛋 白 酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）：美 国Ｐｒｏｍｅｇａ公

司产 品；ＲＩＰＡ 裂 解 液、ＢＣＡ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｓｓａｙ　ｋｉｔ
（蛋白定量试剂盒）：美国Ｂｉｏｍｅｄ公司产品。

１．２　实验设计与手术方案

本实验所用大鼠购自中国医学科学 院 放 射

医学 研 究 所 实 验 动 物 中 心，品 系 为 雄 性 封 闭 群

Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）和 Ｗｉｓｔａｒ大 鼠，８～１０周

龄，体重２００～２５０ｇ，受体鼠体重略重于供体大

鼠。饲养条件ＳＰＦ级，受体鼠术前１２ｈ禁食，自
由饮水，术后自由进食水。大鼠原位肝移植采用

改良Ｋａｍａｄａ［７］双袖套法。将１０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠

作为供体，１０只ＳＤ大鼠作为受体，术后随机分

成两组。第一组：术后３天组；第二组：术后７天

组。手术采 用 乙 醚 开 放 式 麻 醉，在 无 菌 条 件 下

进行。

１．３　样品处理和蛋白的提取

分别于大鼠肝移植术后３天和７天处死大

鼠，取肝组织 后，迅 速 放 入 预 冷ＰＢＳ中 漂 洗，去

除组织中的血液，用滤纸吸去多余的液体，加入

ＲＩＰＡ 裂 解 液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ　７．４，１５０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；１％ Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００，１％ｓｏｄｉｕｍ
ｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，０．１％ＳＤＳ，ｓｏｄｉｕｍ　ｏｒｔｈｏｖａｎａｄａ－
ｔｅ；ｓｏｄｉｕｍ　ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＥＤＴＡ等 多 种 磷 酸 酶 抑 制

剂），用玻璃匀浆器匀浆，直至充分裂解。充分裂

解后取１０～１４ｋｇ离心３～５ｍｉｎ，取部分上清用

ＢＣＡ方法测定蛋白浓度，其余上清分装，于－８０
℃冻存备用。

１．４　大鼠肝移植后差异表达蛋白图谱的建立

１．４．１　ｎａｎｏＵＰＬＣ条 件　色 谱 柱：ｎａｎｏＡｃｑｕ－
ｉｔｙ　１０ｃｍ　ＢＥＨ 柱１００μｍ，１０ｋ；流 动 相 Ａ：

０．０１％ＦＡ＋ Ｗａｔｅｒ；流 动 相 Ｂ：０．０１％ＦＡ＋
ＡＣＮ；流速０．３μＬ／ｍｉｎ；进样体积１μＬ；柱温３５
℃；梯 度 洗 脱 条 件 （Ｂ％／ｍｉｎ）：２／０，５０／６０，

８０／６１，２／６２。

１．４．２　质 谱 条 件　Ｗａｔｅｒｓ　Ｓｙｎａｐｔ　ＨＤＭＳ　Ｑ－
ＴＯＦ，正离子模式运行，锥孔电压２５ｅＶ，碰撞电

压２０～４０ｅＶ，毛 细 管 电 压３ｋＶ，雾 化 气 流 速

０．２Ｌ／ｈ，源温度１００℃。

１．４．３　 样 品 前 处 理 　 样 品 按 照 Ｗａｔｅｒｓ
ＲａｐｉＧｅｓｔ　ＴＭ　ＳＦ　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ 提 供 的 胰 蛋 白 酶

Ｔｒｙｐｓｉｎ酶解实验步骤，并根据实际情况做了一

些修改。取约１ｍｇ总蛋白样品放入离心管中，
加入１ｍＬ　６ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｇｕａｎｉｄｉｎｅ溶 液（配 制 在

１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３ 中，ｐＨ　８．０），得 到１
ｇ／Ｌ蛋白溶液。加入２０ｍＬ　１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ到

上述离心管中，震荡混合５ｓ，并在６０℃条件下

恒温反应３０ｍｉｎ（以还原蛋白中的双硫键）。加

入２５μＬ新鲜配制在１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ中的Ｉｏ－
ｄｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，避光、室温条件下放置３０ｍｉｎ。将

以上样品平均注入２个（每个约注入５００μＬ）具

有分离１０ｋｕ以 下 蛋 白 的 Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ　ｆｉｌｔｅｒ，以

１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心５０ｍｉｎ。在以上离 心 管 中 分

别加入２００μＬ　０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３，并离心

３０ｍｉｎ。多 次 重 复 此 操 作，以 使 蛋 白 样 品 中 的

Ｇｕａｎｉｄｉｎｅ含量降至０．５ｍｍｏｌ／Ｌ左右。将以上

２个离心管 滤 层 上 的 蛋 白 样 品，分 别、多 次 加 入
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总量约５００μＬ　０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液以

完全溶解，并将这些含有蛋白样品的溶液转移至

装有２０μＬ的 Ｔｒｙｐｓｉｎ试 管 中，再 加 入５００μＬ
０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液，使试管中液体的

总量为１　０００μＬ，Ｔｒｙｐｓｉｎ约占总量的１／５０。将

上述试管恒温在３７℃水浴中反应１６ｈ，分别吸

取５００μＬ上述样品到２个Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ　ｆｉｌｔｅｒ中，
以１３　４００ｒ／ｍｉｎ离 心５０ｍｉｎ，这 样 可 以 除 去 多

余的Ｔｒｙｐｓｉｎ，终止酶切反应。将上述２个离心

管下部的滤出液收集到１个离心管中，在３５℃
下 真 空 干 燥 浓 缩 ６０ ｍｉｎ。此 过 程 有 助 于

ＮＨ４ＨＣＯ３ 的 分 解 并 挥 发，降 低 样 品 中 盐 的 浓

度。继续干燥浓缩至样品量到１００μＬ左右，加

０．１％甲酸溶液定量至所需要的样品浓度，并注

意观察样品溶液是否澄清。若样品溶液有浑浊

状，需在１２　０００～１４　０００ｒ／ｍｉｎ条 件 下 离 心１０
ｍｉｎ，取上清液进样分析。

１．４．４　差 异 表 达 蛋 白 的 鉴 定　本 实 验 使 用

ＭＳｅＴＭ无标记定量技术，通过利用 Ｗａｔｅｒｓ　ｎａｎｏ－
Ａｃｑｕｉｔｙ纳升流速超高效液相（ｎａｎｏＵＰＬＣ）Ｗａ－
ｔｅｒｓＱ－ＴＯＦ高分 辨 飞 行 时 间 质 谱 仪 联 用 技 术，
对大鼠的肝组织蛋白提取液进行定性定量比对。
为确保数据的精确性和重现性，所有实验均进行

标准品（Ｅｎｏｌａｓｅ）、空白、实际样品进样３次或以

上，连续进样以及隔天进样的严格测试。并在大

鼠（Ｍ＿ｍｕｓｃｕｌｕｓ）蛋 白 数 据 库 中 加 入 标 准 品

（Ｐ００９２４）的蛋白序列进行数据库搜索。在Ｐｒｏ－
ｔｅｉｎＬｙｎｘ　Ｇｌｏｂａｌ　Ｓｅｒｖｅｒ　ＴＭ２．３搜索 的 条 件 设 置

上，所有进行定量蛋白必须同一样品重复出现２
次或以上（３次），最大限度确保数据的可靠性和

重现性。

２　结果与讨论

蛋白质组技术是后基因组时代基因 功 能 研

究的重要内 容，其 中２ＤＥ／ＭＳ是 目 前 蛋 白 质 研

究中使用最为广泛的方法。虽然２ＤＥ／ＭＳ技术

在一次分析中可以分离、识别上千种蛋白质，但

整个 过 程 包 括２ＤＥ、蛋 白 质 点 切 割、蛋 白 酶 解、
多肽混合物提取及质谱分析等多个步骤的手工

操作，存在耗时长、重复性较差、自动化程度低等

缺点，同时蛋 白 的 分 离 还 受 到 丰 度、疏 水 性、ｐＨ
值和分子质量范围等因素的限制。色质联用是

近几年发展迅速的方法。蛋白质混合物直接通

过液相色谱分离，然后进入质谱获得分子质量信

息并对 蛋 白 进 行 鉴 定。超 高 效 液 相 色 谱（ＵＰ－
ＬＣ）是近年来液相色谱技术的新发展，通过增加

液相系统耐高压性能，降低色谱柱固定相粒径、
色谱柱内径及长度，从而减小了理论塔板高度、
增加了理论塔板数，实现了缩短分析时间、增加

色谱峰容量，提高分离度和灵敏度的作用，可以

满足对色谱分析的高效、快速、高通量等性能的

要求。同时，超高效液相色谱与质谱联用也使得

质谱检测的灵敏度显著提高。
蛋白质组学定量方法分为相对定量 和 绝 对

定量两部分：相对定量蛋白质组学（也称比较蛋

白质组学）是指对不同生理病理状态下，细胞、组
织或体液蛋白质表达量进行的相对比较分析，如
基于二维凝胶电泳（２－ＤＥ）技术直接对处于不同

状态下蛋白 质 表 达 变 化 的 比 较 分 析［１２］、荧 光 胶

内差示电 泳 技 术（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｉｎ－ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ－
ｒｅｓｉｓ，ＤＩＧＥ）［１３］、基 于 同 位 素 亲 和 标 签（ｉｓｏｔｏｐｅ
ｃｏｄｅｄ　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｔａｇｓ，ＩＣＡＴ）与质谱分析结合的相

对定 量 技 术［１４－１５］、等 量 标 签 相 对 定 量 方 法（ｉｓｏ－
ｂａｒｉｃ　ｔａｇｓ　ｆｏｒ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ａｎｄ　ａｂｓｏｌｕｔｅ　ｑｕａｎｔｉｔａ－
ｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）［１６］和金属元素络合物标签结合质

谱相对定量 方 法 等［１７］；无 标 记（１ａｂｅｌ－ｆｒｅｅ）蛋 白

质组绝对定量原理对质谱数据的分析发现，通过

对不同浓度下蛋白质检测到的肽段数目、鉴定的

概率得分、被鉴定肽段的离子数、色谱保留时间

等研究，蛋白质的浓度经一些相应的数学变换后

（如指数变换）与质谱数据的某些参数呈现一定

的线性关系。这一发现，可以根据肽段的质谱数

据，间 接 的 估 计 蛋 白 混 合 物 中 单 一 蛋 白 的 绝 对

量［１８］。本 实 验 利 用ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＥ 无 标 识 量 化 系

统能够在试验的相对或绝对蛋白质浓度下，为所

有需要的蛋白质提供独特的识别能力。高带宽

的ＵＰＬＣ　ＭＳＥ数据采集功能与利用多肽段、无

标识的蛋白质量化识别功能集于一体，采用先进

的统计分析技术，综合地绘制出复杂生物系统的

结构图谱。
本实验使用 Ｗａｔｅｒｓ公司独家专利ＬＣ／ＭＳＥ

无标记定量技术（ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＥ　Ｌａｂｅｌ　Ｆｒｅｅ　Ｑｕａｎ－
ｔｉｔｉｅｓ），通过利用 Ｗａｔｅｒｓ　ｎａｎｏＡｃｑｕｉｔｙ纳升流速

超高效液相 Ｗａｔｅｒｓ　Ｑ－ＴＯＦ高分辨飞行时间质

谱联用技术，将大鼠肝移植术后３天和７天的肝

组织经过样品前处理后，可直接进行上样。大鼠

肝移植术后７天的肝组织色谱图示于图１。
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图１　ｎａｎｏＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析大鼠肝移植术后７天肝组织的色谱图

Ｆｉｇ．１　ｎａｎｏＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
ａｆｔｅｒ　７ｄａｙｓ　ｏｆ　ｌｉｖｅｒ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒａｔｓ

　　近几年，蛋白质组学与代谢组学开始被应用

到器官移植的同种异体排异反应以及排异反应

相 关 生 物 标 记 物 的 发 现 等 领 域［８］。Ｖａｓｃｏｔｔｏ
等［９］应 用２－ＤＥ和 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ技 术 发 现

肝移植供体肝脏中有３６个蛋白在缺血再灌注损

伤时发生明显变化，其中多数蛋白在脂质和能量

代谢、氧化还原信号以及氧化应激过程中发挥作

用。张春潮等［１０］利用荧光差异显示双向凝胶电

泳，并整合内标法与正、反相荧光标记，对急性排

异组和对照组大鼠肝移植后的肝组织蛋白质表

达谱进行了定量蛋白质组学研究，实验结果有助

于进一步了解器官移植排异反应的分子机制。
本实验是在封闭群ＳＤ和 Ｗｉｓｔａｒ之间建立

大鼠原位肝移植模型，但术后存活时间较文献报

道明显延长，出现了自然耐受现象。为了验证和

进一步探 索 这 种 现 象，使 用 ＭＳｅＴＭ 无 标 记 定 量

技术，通 过 利 用 Ｗａｔｅｒｓ　ｎａｎｏＡｃｑｕｉｔｙ纳 升 流 速

超高效 液 相 ＷａｔｅｒｓＱ－ＴＯＦ高 分 辨 飞 行 时 间 质

谱联用技术，对肝移植后不同时间的肝组织进行

定量蛋白质组学研究。在大鼠肝移植后３天和

７天的肝组织中共鉴定出表达的蛋白１１１个，其

中表 达 量 差 异 有 显 著 的 统 计 学 意 义 的（Ｐ＜
０．０５）蛋白４８个，示于图２。蛋白在大鼠肝移植

后７天与３天的表达量比值大于１．５时，表示蛋

白表达量上调，小于０．６７则表示下调。两 样 品

中同时存在的大部分蛋白上调，最多达到２３．８１
倍。这些表达量差异的蛋白的分子功能主要与

细胞骨架、离子结合、氧化应激反应、能量代谢相

关，列 于 表１。Ｂｅｔａ－ＥＴＦ是 一 种 含 有 黄 素 核 苷

酸辅基的电子载体蛋白，它存在于生物体细胞线

粒体膜上，起传递电子作用，是作为还原型脂肪

乙酰辅酶Ａ脱氢酶和电子传递体系之间的一个

连结环节。Ｆ－ＡＴＰａｓｅ　ｄｅｌｔａ　ｓｕｂｕｎｉｔ包括Ｆ１：亲
水部分 （动物：α３β３γδε亚基复 合 体、ＯＳＣＰ、ＩＦ１
亚基），线 粒 体 内 膜 的 基 质 侧 颗 粒 状 突 起，催 化

ＡＴＰ合成。Ｆ０：疏 水 部 分（ａｂ２ｃ９～１２亚 基，动

物还有其他辅助亚基），镶嵌在线粒体内膜中，形
成跨内膜质子通道。ＡＴＰ合酶组成可旋转的发

动机样结构：Ｆ０的２个ｂ亚基的一端锚定Ｆ１的

α亚基，另一端通过δ和α３β３稳固结合，使ａ、ｂ２
和α３β３、δ亚基组成稳定的定子部分。钙网蛋白

（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，ＣＲＴ）是 内 质 网／肌 浆 网 主 要 的

Ｃａ２＋ 结合蛋 白，在 细 胞 功 能 的 调 节 方 面 发 挥 重

要作用。图３、图４为选取的清晰的 ＭＳ／ＭＳ谱

图，通过ＰｒｏｔｅｉｎＬｙｎｘ　Ｇｌｏｂａｌ　Ｓｅｒｖｅｒ软件对肽段

碎片做详细裂解分析，显示出此方法对肽段测序
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有较高的可靠性。大鼠肝移植术后７天与３天

相比，这些蛋白质表达量的增加说明大鼠的肝脏

正在再生和恢复过程之中，与术后存活时间长，

出现自然耐受现象相一致，但就其各个蛋白在自

然耐受中的机制还有待于进一步的研究。

图２　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌｙｎｘ　Ｂｒｏｗｓｅｒ软件分析差异蛋白表达水平

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌｙｎｘ　Ｂｒｏｗｓｅｒ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｔｏ　ａｎａｌｙｚｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｌｅｖｅｌｓ

表１　大鼠肝移植后３天和７天肝组织中表达明显上调的蛋白

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｍａｒｋｅｄｌｙ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｄｕｒｉｎｇ　ｌｉｖｅｒ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　３ｄａｎｄ　７ｄａｆｔｅｒ　ｌｉｖｅｒ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒａｔｓ

序号 蛋白名称 编号 质量／ｕ
样品２：

样品：１＃
功能＊

１ Ｂｅｔａ－ＥＴＦ　 Ｑ９ＤＣＷ４　 ２７　６２３　 ２３．８１ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｃａｒｒｉｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２ Ｆ－ＡＴＰａｓｅ　ｄｅｌｔａ　ｓｕｂｕｎｉｔ　 Ｑ９Ｄ３Ｄ９　 １７　６００　 １３．２
Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｉｏｎ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ　ＡＴＰ

ｓｙｎｔｈａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

３ Ｂｅｔａ－２－ｇｌｏｂｉｎ　 Ｑ９ＱＵＮ８　 １５　７０３　 １２．０６

Ｈｅｍｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ；Ｉｒｏｎ　ｉｏｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ；

ｏｘｙｇｅｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ；

ｏｘｙｇｅｎ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

４ Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ－２ Ｐ０２０８９　 １５　８７８　 １１．７
Ｈｅｍｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ； ｏｘｙｇｅｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ；

ｏｘｙｇｅｎ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

５ Ｂｅｔａ－ｇｌｏｂｉｎ　 Ａ８ＤＶ５９　 １５　８４８　 １１．３６ 同３

６ Ｈｂｂ－ｂ２ｐｒｏｔｅｉｎ　 Ｑ５Ｄ０Ｅ８　 １５　８３４　 １１．２５ 同３

７ Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ　ａｌｐｈａ－３ｃｈａｉｎ　 Ｐ２１１０７　 ３２　８６３　 ９．５８ Ａｃｔｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ

８ Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ　 Ｐ１４２１１　 ４７　９９５　 ９．３９

Ｃａｌｃｉｕｍ　 ｉｏｎ　 ｂｉｎｄｉｎｇ； ｍＲＮＡ

ｂｉｎｄｉｎｇ；ｓｕｇａｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ； ｕｎｆｏｌｄｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ；ｚｉｎｃ　ｉｏｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ

９
Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ　ｃｏｍｐｌｅｘ

ｓｕｂｕｎｉｔ　１
Ｐ９７３７１　 ２８　６７３　 ９．０３

Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ　ａｃｔｉｖｉｔｙ；

ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ

１０ Ｈｉｓｔｏｎｅ　Ｈ２Ａ．Ｊ　 Ｑ８Ｒ１Ｍ２　 １４　０４５　 ８．８５ ＤＮＡ　ｂｉｎｄｉｎｇ

　注：＃大鼠肝移植术后７天组与３天组相比蛋白表达量的比值；

＊蛋白质功能分类基于蛋白质组学数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｓｗｉｓｓ－ｐｒｏｔ）
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图３　大鼠肝移植术后３天ｐｒｏｔｅｉｎ（ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ　ｉｓｏｍｅｒａｓｅ　ＯＳ　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ＧＮ　Ｐ４ｈｂ）中肽段 ＭＳ／ＭＳ谱图

Ｆｉｇ．３　ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｆｒｏｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ
（ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ　ｉｓｏｍｅｒａｓｅ　ＯＳ　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ＧＮ　Ｐ４ｈｂ）ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ＰｒｏｔｅｉｎＬｙｎｘ　Ｇｌｏｂａｌ　ＳｅｒｖｅｒＴＭｓｏｆｔｗａｒｅ

ａｆｔｅｒ　３ｄａｙｓ　ｏｆ　ｌｉｖｅｒ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒａｔｓ

图４　大鼠肝移植术后７天Ｂｅｔａ－Ｇｌｏｂｉｎ（ＯＳ　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ＧＮ　Ｈｂｂ　ｂ１）中肽段 ＭＳ／ＭＳ谱图

Ｆｉｇ．４　ＭＳ／ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｆｒｏｍ　Ｂｅｔａ－Ｇｌｏｂｉｎ（ＯＳ　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ＧＮ　Ｈｂｂ　ｂ１）

ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ＰｒｏｔｅｉｎＬｙｎｘ　Ｇｌｏｂａｌ　ＳｅｒｖｅｒＴＭｓｏｆｔｗａｒｅ　ａｆｔｅｒ　７ｄａｙｓ　ｏｆ　ｌｉｖｅｒ　ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒａｔｓ

　　综上所述，本实验建立了应用ｎａｎｏＵＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ技术研 究 大 鼠 同 位 肝 移 植 术 后 不 同 时

间差异表达蛋白质的蛋白质组学方法，并对其进

行了初步的分析，验证了 Ｗｉｓｔａｒ→ＳＤ大鼠肝移

植术后自然免疫耐受现象的存在，为大鼠肝移植

模型的建立奠定了实验基础和数据支持。在目

前技术平台上，蛋白及多肽的鉴定数据已基本满

足该模型的建立，如果需要做进一步的数据深入

分析（如未知蛋白和多肽的研究方向），也可以在

蛋 白 鉴 定 后 对 数 据 再 进 行 从 头 测 序（Ｄｅ　Ｎｏｖｏ
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）。
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１８５－１８９．

中国质谱学会李金英理事长带队参加第二届亚太地区质谱年会

２０１１年８月１７～１９日，第二届亚太地区质谱年会（ＡＯＭＳＣ）暨第八届韩国质谱年会（ＫＳＭＳ）在

韩国釜山国际会展中心ＢＥＸＣＯ胜利开幕。本届年会的主题为“Ｉｎ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，Ｗｅ　Ｕｎｉｔｅ”，
会议不仅可以促进亚太地区质谱学者之间交流学习，同时还能增加各个国家与会者间的友谊。

中国质谱学会李金英理事长等一行近２０多人参加了本次学术交流会。第二届亚太地区质谱年

会安排了近１００场报告，３００个墙报展。中国质谱学会在本届年会上推荐了６个邀请报告，近１０个

专题报告，涉及无机、同位素、有机、生物、仪器研发等各个领域。

０２３ 质 谱 学 报　　　　　　　　　　　　　　　　　第３２卷　


