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摘要"糖尿病作为最常见的代谢疾病之一"是一种受环境和遗传因素影响的多因素疾病%糖基化可导致

蛋白功能多样性"对重大疾病&免疫系统有着深远影响%本实验通过两性离子亲水相互作用色谱!
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$富集技术结合微升级高效液相色谱
?

四极杆飞行时间质谱法"对
P

例糖尿病人和
P

例正常人的血清中的蛋白和糖蛋白进行了非标记定量分

析"定量了
P>

个差异蛋白和
(!

个差异表达的糖蛋白%通过
NQ#YN

软件对这些差异蛋白和差异糖蛋白

进行功能富集分析"进一步了解它们的细胞定位&分子功能和生物过程%该研究揭示了糖尿病发病过程

中糖蛋白的变化"可为疾病的发病机制和临床诊断提供数据参考%

关键词"糖尿病#血清糖蛋白#非标定量#质谱
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糖基化是一种具有重要生物学功能的蛋白

质翻译后修饰%与许多其他翻译后修饰不同"

蛋白质的
.

糖基化的主要结构
.?

聚糖是由许

多单糖单元组成"且呈非线性排列"具有结构多

样性"研究蛋白质的糖基化对了解其生物学结

构和功能有着重要意义"如对糖蛋白和糖基化

位点&对糖型进行鉴定等,

)?I

-

%研究表明,

!?+

-

"糖

蛋白参与了很多重要的生物学过程"包括细胞

粘附&分子运输&受体激活和特定的蛋白功能

等"许多疾病的病理过程与糖蛋白表达量的变

化密切相关%据报道,
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"美国食品药品监督局

批准的
(>J

肿瘤标志物都是糖蛋白"例如载脂

蛋白
Q)

&甲胎蛋白!

!

?̀5;$
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$&癌胚抗原
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研究蛋白质糖基化具有一定难度%糖蛋白

在复杂样品中的含量较低"糖肽的离子化效率

有限"其质谱响应信号强度远低于非糖肽"且具

有高度的微观不均一性"若糖蛋白&糖肽不经富

集"几乎无法用于质谱直接鉴定,

)"?)(

-

%因此"为

获得较理想的质谱信息"在样品处理过程中"将

糖蛋白&糖肽从复杂样品中富集出来是关键步

骤%常见的糖蛋白'糖肽富集方法包括凝集素

富集法&肼化学富集法,

)I

-

&两性离子亲水相互

作用色谱富集法!
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凝集素富集法是通过凝集素选择性地识别某些

特殊结构的单糖或聚糖而实现对糖蛋白的富

集"虽然该法具有高度的特异性"但凝集素与糖
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质谱的血清糖蛋白质组定量分析



蛋白的结合力较弱,

)!

-

%肼化学富集法是通过

糖链的顺式二羟基被高碘酸钠氧化形成二醛"

然后与固定相上的肼官能团反应形成腙进行富

集"其特异性好&效率高"但糖链结构会受到破

坏,

)>

-

%糖基化修饰中的聚糖基团具有亲水性"

亲水相互作用色谱法!
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$不需要对样品

进行衍生"具有较强的保留能力%在此基础上

发展的两性离子亲水相互作用色谱!

bY2?FYB?
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$则是利用电荷相互作用和亲水相互作用富

集糖肽"固定相上存在正电荷和负电荷的中心"

可以和被分析物表面基团以及流动相中的电解

质产生电荷相互作用和电荷
?

偶极相互作用"从

而对糖肽进行富集,

)P
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%该方法高效&快速&不

易破坏糖链%

糖尿病是一种以高血糖为特征的代谢性疾

病"目前糖尿病患者需终生服药"饮食方面有诸

多禁忌"严重影响生活质量%糖尿病还伴随多

种并发症"长期血糖升高会对心脏&血管&眼睛&

肾脏和神经系统造成较大损伤%目前"全球已

有超过
!

亿人患有糖尿病,

)+

-

"我国的糖尿病患

者约
*>""

万"糖尿病前期患者约
)H>

亿,
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%

研究发现"患者糖蛋白的表达量发生了变化,

)*?()

-

"

J?

糖基化糖蛋白在糖尿病及其并发症的病因及

形成中有重要作用,

((

-

"但关于
.?

糖基化糖蛋

白的相关报道较少%

本工作拟以
P

例正常人与
P

例糖尿病人的

血清为样品"深入研究
.?

糖蛋白"对血清进行

蛋白质组学和糖蛋白质组学的非标记定量

!
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-0/;414:0;4$/

$"以系统&全面地揭

示糖尿病发病过程中蛋白质和糖基化后修饰的

变化"希望为进一步揭示糖尿病的发病机理提

供参考%
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主要仪器与试剂
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超高效液相色谱仪&
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高分辨质谱仪)均为美国
QW8:45V

公

司产品#

74%%4?a

超纯水系统)美国
74%%4

9

$.5

公

司产品#

2)L

除盐柱)美国
[0;5.6

公司产品#离

心机&真 空 浓 缩 仪 器&恒 温 混 匀 仪)德 国
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99

5/T$.1

公司产品#两性离子亲水相互作用填

料!
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超低温冰箱)

美国
U35.<$ 4̀635.

公司产品%

糖尿病人血清&正常人血清)由中山医院提

供#碳酸氢铵&二硫苏糖醇!
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$&碘乙酰胺

!

YQQ

$&三氟乙酸!

Ù Q

$)均为美国
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公

司产品#胰蛋白酶!
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公

司产品#肽
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糖苷酶
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$)美国
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公司产品#乙腈!

Q2'

$)德国

75.:S

公司产品#甲酸)美国
4̀635.8:45/;414:

公

司产品%
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血清收集与处理

将采集的血液样品在不加抗凝剂的情况下

室温静置
)3

凝血"随后以
)>"".

'

<4/

离心
)"

<4/

"取上清液得到血清"分装并置于
iL"G

冰

箱保存%实验时取出血清"在冰上进行解冻"低

温下以
)!""".

'

<4/

离心
I"<4/

"取中层血清

于离心管中"并编号%

CDF

!

蛋白质酶解与
%CU

除盐

各取
>>

"

B

每例血清"分别加入终浓度为

)<$%

'

B

尿素和
)""<<$%

'

B

碳酸氢铵溶液稀

释后"使血清蛋白质充分变性"然后加入终浓

度为
)"<<$%

'

B

二硫苏糖醇"于
>PG

恒温反

应
)3

#避光加入终浓度
(><<$%

'

B

碘乙酰

胺"于
I+G

避光振荡
I"<4/

#按照胰蛋白酶与

蛋白质量比
)j>"

加入胰蛋白酶"于
I+G

反

应过夜#将酶解后的溶液以
)!""".

'

<4/

离心

)><4/

去除悬浮微粒"然后加入
(""

"

B

乙腈

活化
2)L

柱"用
(""

"

B"H)J

三氟乙酸平衡

柱子#将酶解好的蛋白质溶液重复上样
I

次"

并用
"H)J

三氟乙酸清洗
I

次#依次用
(""

"

B

I"J

乙 腈
f"H)J

三 氟 乙 酸&

P"J

乙 腈
f

"H)J

三氟乙酸将肽段从
2)L

柱上洗脱下来"

将多次洗脱液混合均匀后"各取每个样品

!"

"

B

洗脱液于离心管中"在冻干机中冻干"

直接用于蛋白水平质谱鉴定#将剩余的洗脱

液置于冻干机中冻干"待糖肽富集实验%

CDG

!

糖肽富集

将上述剩余肽段用
(""

"

BL"J

乙腈
f)J

三氟乙酸溶液溶解"并用
(""

"

BL"J

乙腈
f

)J

三氟乙酸溶液平衡活化
bY2?FYBY2

柱
I

次"重复上样
I

次"用
L"J

乙腈
f)J

三氟乙酸

淋洗
P

次除去未结合的肽段#然后将保留于

bY2?FYBY2

柱上的糖肽用
"H)JÙ Q

洗脱

(

次"收集洗脱液"冻干后置于
i(" G

冰箱中

P)I
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备用%将富集的糖肽用
)""<<$%

'

B

碳酸氢铵

溶解"向其中加入
A'Z065̀

酶"并在
I+G

孵育

振荡过夜处理#将酶解后的肽段冻干"并用

"H)J

甲酸溶解"待
B2?78

'

78

分析"所有样

品处理过程一致%

CDH

!

实验条件

用于做全蛋白质组分析的肽段以及经富集

后的糖肽"均以相同的液相色谱和质谱条件进

行分析%采用
@S64

K

5/;EAB2

色谱仪与
QW

8:45VU.4

9

%5UÒ

&

>P""

质谱仪联用系统进行

B2?78

'

78

实验%

CDHDC

!

色谱条件
!

2)L

反相色谱柱!

"HI<<e

)>"<<eI

"

<

$#流动相)

Q

为
"H)J Q̀

水溶

液"

W

为
"H)J Q̀

的乙腈溶液#流速
>

"

B

'

<4/

#

洗脱程序)

"

!

)<4/

!

>J

!

+JW

$"

)

!

*!<4/

!

+J

!

(!JW

$"

*!

!

)"*<4/

!

(!J

!

ILJW

$"

)"*

!

)"*H><4/

!

ILJ

!

L"JW

$"

)"*H>

!

))!

<4/

!

L"JW

$"

))!

!

))!H><4/

!

L"J

!

>JW

$"

))!H>

!

))*<4/

!

>JW

$%

CDHDE

!

质谱条件
!

正离子模式检测#气帘气

压强
)+(H!SA0

#喷雾电压
(I""#

#一级质谱

采集的质量扫描范围为
;

'

@I>"

!

)(>"

#采

集模式为数据依赖采集"并选取丰度最高的

("

个母离子进行二级扫描#动态排除时间为

)!6

"排除已检测到的离子#检测的肽段所带

电荷数为
(

!

!

%

CDJ

!

数据库检索

质谱数据使用
70V

_

-0/;

!

)HPH"H)

版本$

软件进行分析"以
E/4

9

.$;

*

3-<0/

!

("I*!

条肽

段$为蛋白数据库进行搜库%搜索参数)

U.

=9

?

64/

蛋白酶"糖肽'糖蛋白鉴定漏切上限是
(

个

!全蛋白组漏切位点参数设置为
)

$#可变修饰

!

0̂.40C%5<$T414:0;4$/

$)蛋白
'

端乙酰化!

.?

;5.<4/0%0:5;

=

%0;4/

!

f!(H")-

$$"甲硫氨酸上

的氧化修饰!

$V4T0;4$/

,

7

-!

f)>H**-

$$"天冬

酰胺脱酰胺基!

T50<4T0;5T?'

!

f"H*L-

$$!仅

限于糖蛋白$#固定修饰!

14V5T<$T414:0;4$/

$)

半胱氨酸的还原烷基化修饰!

:0.C0<4T$<5;3

=

,

2

-"!

f>+H"(-

$$#

78

的质量误差为
!"e)"

iP

"

78

'

78

的质量误差设为
"H)-

"蛋白假阳性率

!

10%65T46:$̂5.

=

.0;5

"

ǸM

$设为
)J

#组间匹

配!

<0;:3C5;]55/.-/6

$)匹配时间窗口为

"H+

#对齐时间窗口为
("

#非标定量参数)

B̀ a

%0C5%?1.55

定量"设定选择独有 肽段!

-/4

_

-5

9

5

9

;4T5

$的强度信息进行定量%各组数据依据

总强度信息进行强度归一化后"组间通过肽段

强度进行定量分析%

E

!

结果与讨论

EDC

!

实验方法

作为最广泛的蛋白后修饰"糖基化修饰在

疾病的发生和发展过程中受到较多关注%糖蛋

白天然丰度较低"非糖基化肽会严重干扰糖肽

的信号"因此蛋白富集是糖蛋白组学分析中的

重要环节之一%

bY2?FYBY2

是一种简单&快速

且高通量的糖蛋白富集方法"处理过程不需要

衍生"且不破坏糖链结构"因此被广泛应用于糖

基化位点&完整糖肽和位点特异性的糖蛋白分

析%本研究采用
bY2?FYBY2

对糖肽进行富集

和分析"为了更准确地找到糖基化水平发生变

化的蛋白质"选用未经富集的肽段进行定量分

析"以蛋白质表达水平作为参考"同时找出差异

蛋白质和糖基化水平发生变化的差异糖蛋白质

信息"作为研究糖尿病发生发展的参考%

常规蛋白质组学研究采用的纳升级液相色

谱
?

质谱法!

/0/$?B2?78

'

78

$具有检测灵敏度

高的特点"但是也存在较多缺点%首先"

/0/$?

B2?78

'

78

的负载容量低"导致生物基质中的

浓度敏感度较低#其次"操作稳定性相对较差"

需要耗费大量的人力&物力用来维护仪器"且分

析通量相对较低"限制了其在大型队列分析中

的应用%为了增加分析通量"且保证定量分析

的稳定性"本研究选择微升级液相色谱
?

质谱法

!

<4:.$?B2?78

'

78

$"同时采用
%0C5%?1.55

方法

进行定量分析"一次分析
)(

个样品的蛋白质组

差异和糖蛋白质组差异%

血清样品取材侵入性小&易于保存"且包含

了机体丰富的生理病理信息"是疾病早期诊断

和预后研究中重要的生物样品材料%因此"本

研究以
P

例正常人与
P

例糖尿病人的血清为样

品"对其进行
U.

=9

64/

酶解后分成
(

份"其中
)

份进行
B2?78

'

78

分析"得到全蛋白质组的

定性和定量结果#另一份经
FYBY2

富集糖肽与

A'Z065̀

酶切糖肽后进行
B2?78

'

78

鉴定"

得到糖肽的鉴定和差异表达结果"实验流程示

于图
)

%

+)I
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图
C

!

实验流程图

L+

:

MC

!

L/*B84.73*2.-./

0

1+1*215769

EDE

!

血清蛋白与糖蛋白定量结果分析

通过
70V

_

-0/;

搜库得到
P

例正常人与
P

例糖尿病人血清样品的质谱数据信息"在蛋白

质水平上"选取
(

种样品均含有的肽段进行去

冗余"共鉴定出
(*)

个非冗余蛋白质和
(>""

条

非冗余肽段#在糖肽水平上"首先以
N50<4T0;5T

为条件筛选出糖基化的肽段"选取
(

种样品均

含有的糖基化肽段去冗余"并找出具有糖基化

位点序列特征!

'?

.

A?8

'

U

'

2

"其中.

A

不是脯氨

酸$的肽段"结果共鉴定到
)L)

个非冗余糖蛋白

和
PI+

条非冗余糖基化肽段%

采用
8;-T5/;

+

6U?;56;

"以蛋白质在糖尿病

患者血清和正常人血清中表达含量作为参考"

找出具有显著性差异的蛋白!

1

'

"H">

$"并分

别以两组样品中的蛋白强度平均值计算含量比

值%为找到更多的差异蛋白质"采用表达量
g

("J

为差异"即蛋白在糖尿病患者血清中相比

正常人血清升高
)H(

倍或者降低
"HL

倍为参考

值,

(I?(>

-

%在蛋白水平上共分析得到
P>

种差异

蛋白质"其中有
(*

种显著下调"

IP

种显著上

调"结果列于表
)

%在糖蛋白水平上"分析得到

(!

种正常人血清与糖尿病患者血清的差异糖

蛋白"其中有
)+

种显著上调"

+

种显著下调"并

对糖蛋白的位点进行标注"结果列于表
(

%

表
C

!

蛋白水平上差异蛋白信息

@.;/5C

!

Z-2*79.3+*-*2)+22575-3+./

=

7*35+-*-

=

7*35+-/5T5/

蛋白名称

A.$;54//0<5

序列号

E/4

9

.$;0::5664$/

差异比

$̀%T:30/

K

5

1

值

1?̂0%-5

输入名

@/;.

=

/0<5

血清淀粉样蛋白
A

组分
A"(+!I " "H"(LP 8Q7A

补充因子
$

A">)>P " "H"IIP 2̀ QY

血红蛋白亚单位
"

APLL+) " "H"I+* FWW

维生素
N

结合蛋白
A"(++! " "H""** #UNW

人基膜聚糖'内腔蛋白
A>)LL! " "H"(LI BE7

羧肽酶
.

亚基
( A((+*( " "H""+I 2A'(

纤维连接蛋白
A"(+>) " "H"!!> Ỳ'2

补体
2!?Q A"2"B! " "H"I+) 2O!Q

吸引素重组蛋白
O+>LL( " "H"(L* QUM'

2!C

结合蛋白
"

链
A("L>) " "H"(>L 2!WAW

生物素酶
A!I(>) " "H"II) WUN

L)I
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续表
C

蛋白名称

A.$;54//0<5

序列号

E/4

9

.$;0::5664$/

差异比

$̀%T:30/

K

5

1

值

1?̂0%-5

输入名

@/;.

=

/0<5

!

?)W?

糖蛋白
A"!()+ "H"* "H"(+L Q)WZ

免疫球蛋白
#

轻链
A"NO\+ "H)" "H"""( YZd

!

?(?

巨球蛋白
A")"(I "H)) "H")!! Q(7Z

血红蛋白亚单位
!

AP**"> "H)( "H"!)! FWQ

载脂蛋白
B) O)!+*) "H)> IHL>>(e)"

i>

QAOB)

免疫球蛋白
#

变量
I?(" A")P)* "H(( "H""I( d#I("

!

?)?

酸性糖蛋白
( A)*P>( "H(P "H"!I> Q)QZ(

凝血素
A""+I! "H(+ "H"">L UFMW

载脂蛋白
2?Y A"(P>! "HI) "H"(L! QAO2)

免疫球蛋白重常数
$

( A")L>* "HI( "H"!+P YZFZ(

透明质酸结合蛋白
( a)!>(" "HI> "H"IL> FQWA(

补体成分
2L

$

链
A"+IP" "HI> "H"I+P 2OLZ

富含亮氨酸的
!

?(?

糖蛋白
A"(+>" "HIL "H")I! Q(ZB

补体
2)6

子成分
A"*L+) "H!( "H")*( 2)8

免疫球蛋白
,

链
A")>*) "H!> "H"!I) YZ,

皮质类固醇结合球蛋白
A"L)L> "H>* "H"(!( 2WZ

!

?)?

酸性糖蛋白
) A"(+PI "HPP "H"!+" Q)QZ)

免疫球蛋白
#

常数
A")LI! "H+L "H""*! YZd2

载脂蛋白
Q?

'

A"P+(+ )HP" "H"II! QAOQ!

载脂蛋白
Q?

%

A"(P>( )HP* "H"IPI QAOQ(

补体因子
W A""+>) )H+L "H"()) 2̀ QW

间
!

?

胰蛋白酶抑制剂重链
F( A)*L(I )HLP "H"!(( YUYF(

血凝素
A"(+*" )H*> "H"!*P F@7O

血清转铁蛋白
A"(+L+ (H"( "H""L( UM̀ @

!

?(?F8

糖蛋白
A"(+P> (H"! "H"))L @̀UEQ

血纤维蛋白溶酶原
A""+!+ (H"! "H"!I) AB7'

载脂蛋白
2?

(

A"(P>P (H)) "H"!>( QAO2I

载脂蛋白
W?)"" A"!))! (HI* "H"""! QAOW

血清对氧酶'芳酯酶
) A(+)P* (H!" "H")I> AO')

色素上皮衍生因子
AIP*>> (H!L "H"!"" A@Ǹ

2N>

抗原样
O!ILPP (H!* "H"I>) 2N>B

!

?)

抗胰蛋白酶
A")""* (H>) "H""(! Q)QU

间
!

?

胰蛋白酶抑制剂重链
F! a)!P(! (HP) "H""L* YUYF!

血清白蛋白
A"(+PL (HPP "H"!*L QBWE

富含组氨酸的糖蛋白
A"!)*P (H+I "H"""> FMZ

补体
2).

子成分
A""+IP (H*( "H"!I+ 2)M

Q10<4/

蛋白
A!IP>( (H*I "H"I"( Q̀ Q7

补体因子
F A"LP"I IH() "H"!!* 2̀ QF

激肽原
?) A")"!( IHI) "H")(L d'Z)

补体成分
2P A)IP+) IH>! "H""*( 2OP

抗凝血酶
(

A")""L IH+> "H"""+ Q'UI

2!C

结合蛋白
!

链
A"!""I IHL* "H""!+ 2!WAQ

补体
2I A")"(! !H") "H")>P 2OI

纤维蛋白原
!

链
A"(P+) !HPP "H"("( ỲWQ

*)I

第
!

期
!!

胡丹阳等)基于液相色谱
?

质谱的血清糖蛋白质组定量分析



续表
C

蛋白名称

A.$;54//0<5

序列号

E/4

9

.$;0::5664$/

差异比

$̀%T:30/

K

5

1

值

1?̂0%-5

输入名

@/;.

=

/0<5

血小板因子
! A"(++P !HL* "H")"> AB̀ !

载脂蛋白
Q?Y A"(P!+ !H*L "H"ILP QAOQ)

玻璃粘连蛋白
A"!""! >H() "H"))+ #U'2

补体成分
2+ A)"P!I PH>) "H"I)> 2O+

维生素
d

依赖的蛋白
2 A"!"+" PH*+ "H"!+L AMO2

补体
2( A"PPL) PH** "H"(I+ 2O(

视黄醇结合蛋白
! A"(+>I LHPL "H"!L! M@U!

Q7WA

蛋白
A"(+P" ))H"* "H"((" Q7WA

间
!

?

胰蛋白酶抑制剂重链
F) A)*L(+ )IH!! "H""P> YUYF)

载脂蛋白
7 O*>!!>

)

NY#

'

"

.

"HIPI( QAO7

!!

注)

)

NY#

'

"

. 代表正常血清
P

次重复中有
"

次有定量值的情况

表
E

!

糖尿病人与正常人血清的差异糖蛋白信息

@.;/5E

!

N+22575-3+./

:

/

0

8*

=

7*35+-+-2*79.3+*-;53B55-)+.;53+8.-)-*79./469.-15769

肽段序列

A5

9

;4T565

_

-5/:5

蛋白名称

A.$;54//0<5

序列号

E/4

9

.$;

0::5664$/

差异比

$̀%T

:30/

K

5

1

值

1?̂0%-5

输入名

@/;.

=

/0<5

BNQAU'Bà #'

%

@UN8U#B#M

纤维连接蛋白
A"(+>) "H)+ "H"(P> Ỳ'2

@FX'

%

B8QQU28AZa72ZFXUa##[Qd

肽酶抑制剂
)P aPE\WL "H)+ "H"I(L AY)P

@'

%

@U@YYd

胆碱酯酶
A"P(+P "H(! "H")>+ 2FB@

U'

%

8Ù #aQB#@F#d

鞘脂激活蛋白原
A"+P"( "HI) "H"""* 8QA

BQ'

%

BUaZ@NaXXBM

丛生蛋白
A)"*"* "H>I "H"""+ 2BE8

B8BFMAQB@NBBBZ8@Q'

%

BU2UBUZBM

免疫球蛋白重常数
!

) A")L+P "HP( "H")(" YZFQ)

8#a@YaQÙ X̀̀ UA'

%

dU@NUỲBM

!

?)?

酸性糖蛋白
) A"(+PI "H+) "H")I( Q)QZ)

U7̀ A'

%

BUN#M

补体
2( A"PPL) )H!+ "H")>! 2O(

#UY8Z#XNBZN#B@@7ZYQNB̀ U'aQ'

%

8̀M

皮质类固醇结合球蛋白
A"L)L> )H>+ "H"I!I 2WZ

'

%

B87ABBAQǸ Fd

肝素辅因子
( A">>!P )HPP "H"I!) F@A(

@ZX8'

%

Y8XY##'FaZY88M

硒蛋白
A A!**"L )H+" "H"!!L 8@AA)

d@F@U2BQA@BX'Z'

%

X8UUad

凝血因子
*(

W

链
A">)P" )H+( "H"!+I )̀IW

X'8a'

%

a8''à #BXM

激肽原
?) A")"!( )H*I "H"I+! d'Z)

ZY'X'

%

88#Qd

凝血因子
+

A"I*>) (H"( "H"))) Q̀))

8MAQ'

%

F2#X̀ XZN@Y8̀ 82F@U8M 2!C

结合蛋白
!

链
A"!""I (H(L "H")+" 2!WAQ

#BXBQQX'

%

2UBMA#8d

胎球蛋白
?W a*EZ7> (H!!! "H")I) @̀UEW

'

%

ZUZFZ'8UFFZA@X7M

血凝素
A"(+*" (H!> "H"">+ F@7O

'

%

a8#'#̀ BZFUQYN@7Bd

补体
2).

亚组分样蛋白
a*'bAL (H>) "H"(*L 2)MB

#̀@Z8F'

%

8U#8BUUd

载脂蛋白
W?)"" A"!))! (HLI "H")") QAOW

8d['

%

YU7@8X##FU'XN@XQỲBUd Q7WA

蛋白
A"(+P" IHLI "H")IP Q7WA

'

%

F82@A2aUBQ#M

凝血因子
,

A""+!L !HI" "H"(*> Q̀)(

B#8Z'

%

BUNM QNQ7U8

样蛋白
! aPEX)! !H>I "H"")* QUB!

@#8̀ B'

%

28BN'ZZ2UFX2B@@#Z[M

维生素
d

依赖的蛋白
2 A"!"+" >H!! "H"((* AMO2

@N'Q#aA'

%

88XUX#[FQU@M

凝血因子
-

A)((>* PHL+ "H")L) Q̀>

!!

注)

%

表示糖蛋白的位点
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!

蛋白与糖蛋白水平的比较分析

通过比较蛋白和糖基化水平的蛋白质"发

现有
()

种蛋白质在蛋白水平上无差异而糖基

化水平表达有差异"结果列于表
I

%选取其中
(

种代表性的糖蛋白进行分析%

硒蛋白
A

是一种特殊的细胞外糖蛋白"有

研究表明,

(P?(L

-

"无论硒蛋白过量或缺乏"均会引

起体内葡萄糖稳态的异常调节%本研究中"糖

尿病患者血清中的硒蛋白
A

有
)H+

倍上调"根

据文献报道,

(+

-

"硒蛋白
A

通过抑制肝脏中

Q7A

活化蛋白激酶和乙酰
2$Q

羧化酶的磷酸

化水平抑制胰岛素信号转导"从而导致胰岛素

抵抗和糖尿病的发生和发展%

载脂蛋白
W?)""

的主要功能是)

)

$将胆固

醇运送到外周组织#

(

$识别&调节低密度脂蛋

白受体与低密度脂蛋白的结合#

I

$刺激血管平

滑肌增生"与内膜基质结合,

(*

-

%结果表明"糖

尿病患者血清中的载脂蛋白
W?)""

的含量有

(HLI

倍上调"可能是由于糖尿病患者血浆中

低密度脂蛋白胆固醇浓度升高"或高血糖下

低密度脂蛋白修饰使其无法进入正常的代谢

途径"从而引起病变,

I"

-

%

表
F

!

蛋白水平无差异而糖基化水平有差异的蛋白质信息

@.;/5F

!

#7*35+-+-2*79.3+*-B+34-*)+22575-85+-

=

7*35+-/5T5/1.-))+22575-85+-

:

/

0

8*1

0

/.3+*-/5T5/1

蛋白名称

A.$;54//0<5

序列号

E/4

9

.$;0::5664$/

差异比

$̀%T:30/

K

5

1

值

1?̂0%-5

输入名

@/;.

=

/0<5

纤维连接蛋白
A"(+>) "H)+ "H"(P> Ỳ'2

胆碱酯酶
A"P(+P "H(! "H")>+ 2FB@

丛生蛋白
A)"*"* "H>I "H"""+ 2BE8

免疫球蛋白重常数
!

) A")L+P "HP( "H")(" YZFQ)

!

?)?

酸性糖蛋白
) A"(+PI "H+) "H")I( Q)QZ)

补体
2( A"PPL) )H!+ "H")>! 2O(

皮质类固醇结合球蛋白
A"L)L> )H>+ "H"I!I 2WZ

肝素辅因子
( A">>!P )HPP "H"I!) F@A(

硒蛋白
A A!**"L )H+" "H"!!L 8@AA)

凝血因子
*(

W

链
A">)P" )H+( "H"!+I )̀IW

激肽原
?) A")"!( )H*I "H"I+! d'Z)

凝血因子
+

A"I*>) (H"( "H"))) Q̀))

2!C

结合蛋白
!

链
A"!""I (H(L "H")+" 2!WAQ

胎球蛋白
?W a*EZ7> (H!! "H")I) @̀UEW

血凝素
A"(+*" (H!> "H"">+ F@7O

补体
2).

亚组分样蛋白
a*'bAL (H>) "H"(*L 2)MB

载脂蛋白
W?)"" A"!))! (HLI "H")") QAOW

Q7WA

蛋白
A"(+P" IHLI "H")IP Q7WA

凝血因子
,

A""+!L !HI" "H"(*> Q̀)(

维生素
d

依赖的蛋白
2 A"!"+" >H!! "H"((* AMO2

凝血因子
-

A)((>* PHL+ "H")L) Q̀>

EDG

!

差异蛋白与糖蛋白的功能富集分析及比较

为了深入了解鉴定到的差异蛋白与差异糖

蛋白所属的细胞组分&对应的分子功能和参与

的生 物 学 过程"本 实 验 使 用
NQ#YN

软 件

!

3;;

9

6

)

#

T0̂4TH/:41:.1H

K

$̂

'$对鉴定到的差异

蛋白与差异糖蛋白进行基因本体功能富集分析

)(I

第
!

期
!!

胡丹阳等)基于液相色谱
?

质谱的血清糖蛋白质组定量分析



!

K

5/5$/;$%$

K=

"

ZO

$"结果示于图
(

%

从图
(

可见"差异蛋白质主要集中在血微

粒&细胞外区域&胞外外泌体&细胞外间隙等

区域#差异糖蛋白质主要集中于血微粒&细胞

外区域&血小板&胞外外泌体等区域%在分子

功能富集分析中"差异蛋白质行使的分子功

能包括丝氨酸型肽链内切酶活性&丝氨酸型

肽链内切酶抑制剂活性&肽链内切酶抑制剂

活性&肝素结合等#差异糖蛋白的分子功能包

括丝氨酸型肽链内切酶活性&肝素结合&丝氨

酸型肽链内切酶抑制剂活性&免疫球蛋白
Q

结合等%差异蛋白参与的主要生物学过程包

括补体激活!经典途径$&血小板解聚&补体激

活的调节&补体激活等#差异糖蛋白参与的生

物进程有血小板解聚&凝血!内在途经$&受体

介导内吞作用&凝血等%

比较差异蛋白质与差异糖蛋白质功能富集

结果"发现二者细胞定位接近#在分子功能上"

差异蛋白质中丝氨酸型肽链内切酶活性&丝氨

酸型肽链内切酶抑制剂活性所占比例与差异糖

蛋白中相应比例相差较大#生物过程中"差异蛋

白参与的生物过程较多"且分布相对均匀"差异

糖蛋白中血小板解聚以及凝血相关过程所占比

例较大%

图
E

!

差异蛋白#

.

%

;

%

8

$与差异糖蛋白#

)

%

5

%

2

$的
XI

分析图

L+

:

ME

!

XI.-./

0

1+1*2)+22575-3+.//

0

5?

=

75115)

=

7*35+-1

#

.

%

;

%

8

$

.-)

)+22575-3+.//

0

5?

=

75115)

:

/

0

8*

=

7*35+-1

#

)

%

5

%

2

$

F

!

结论

为揭示糖尿病发病过程中糖蛋白的变化"

本研究根据糖尿病的特点以及分析要求"从样

品选择&糖肽富集方法&

B2?78

'

78

分析和数

据处理等方面进行了探讨%选择血清作为研究

对象"并选用稳定性好的
<4:.$?B2?78

'

78

方

法进行
%0C5%?1.55

检测"建立了基于所有肽段与

bY2?FYBY2

富集后肽段双重定量的方法以确

定蛋白质糖基化的差异%结果表明"实验得到

P>

个蛋白水平的差异蛋白"鉴定得到
(!

种糖

基化水平的显著差异糖蛋白"该实验可为复杂

体系样品分析&差异蛋白质的定性定量分析提

供可靠准确的方法"同时为糖尿病的研究提供

详实的数据参考%
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