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蛋白质组学在骨质疏松症中的应用
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摘要：蛋白质组学是继基因组学后提出的新兴学科。它以组织或细胞的全部蛋白质结构与功能为研

究对象。近年来蛋白质组学技术飞速发展并已得到广泛应用。蛋白质组学在成骨细胞代谢、破骨细

胞代谢以及骨质疏松症动物模型的研究中取得较大进展，从而在探讨骨质疏松症的发生机制，提供

其早期诊断标志物的筛选以及寻找其治疗药物靶标等方面发挥了重要作用。
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Abstract： Proteomics is a new emerging science after genomics． The research subjects of proteomics include
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人类基因组工作框架图的完成，标志着生命科

学的研究开始进入后基因组时代。研究的重心从作

为遗传信息的载体一基因，逐渐转向生理活动的执

行者一蛋白质。人们认识到，只有对蛋白质的数量、

结构、性质、相互关系以及其生物功能的全面了解，

才能阐明生命活动的规律，揭示生命现象的本质。

蛋白质组学这一新兴学科应运而生¨1。骨质疏松

症(0ste叩orosis，0P)是在世界范围内日益增长的重

大卫生健康问题，传统的研究方法难于在分子水平

探讨OP的发生与发展的机制。蛋白质组学的兴起

为OP的诊治研究提供了崭新的途径，可以帮助阐

明0P的发病机制、筛选特异性生物标志物、寻找药

物靶标以及进行治疗效果与预后的评价。因此，蛋

白质组学在OP的研究中越来越受到重视。
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1 蛋白质组与蛋白质组学的概念

1994年澳大利亚学者Wilkins与Williams旧。首

次提出了蛋白质组(proteome)的概念。这是由英文

蛋白质(protein)与基因组(genome)组合而成的新

的英文名词。自此之后，蛋白质组成为生命科学研

究的新领域。

蛋白质组是指一个细胞或组织基因组所表达的

全部蛋白质。蛋白质组学则为一衍生概念，是从整

体的角度分析细胞或组织的动态变化的蛋白质组成

成分、表达水平、翻译后修饰状态以及蛋白质之间相

互作用，揭示蛋白质功能与细胞生命活动的规律进

而了解疾病的发生与发展、细胞内信息加工和网络

整体的综合情况。

2蛋白质组学的研究内容

目前蛋白质组学的研究内容主要分为两部分，

一是表达蛋白质学，为“竭泽法”，即采用高通量的

蛋白质组研究技术分析生物体内尽可能多乃至接近

所有的蛋白质。如我国科学家团队于2002年率先
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组织实施的“人类肝脏蛋白质组计划”。这种蛋白

质表达法研究大规模化、系统化，理论上符合蛋白质

组学研究的本质，实际操作中由于蛋白质的动态变

化，实现目标往往困难。二是差异蛋白质学，为“功

能法”，即研究不同时间与空间下细胞蛋白质组成

的变化，以发现有差异的蛋白质组学种类为主要目

标，其特点在于有更高的可行性，并且反映了蛋白质

的动态本质，因此具有广泛和明确的应用前景。另

外，近年来蛋白质组学的研究范围也在不断的完整

与补充，如修饰蛋白质学，定量蛋白质学等。

3蛋白质组学研究技术

蛋白质组学的研究技术主要包括蛋白质样品制

备、蛋白质分离技术、蛋白质鉴定技术以及生物信

息学。
‘

3．1蛋白质样品制备技术

蛋白质样品制备时蛋白质组学研究中最为关键

的一步，其直接影响到蛋白的产率、生物活性以及特

定目的蛋白质的结构的完整性。样品制备必须注意

简化样品的处理过程、防止蛋白的聚集与沉淀、保证

样品中核酸与干扰蛋白的清除等。目前尚无通用的

样品制备方法。新近出现的激光捕捉显微解剖法

(LcM)等新方法的应用为样品更精确，完备的制备

提供了条件。

3．2蛋白质分离技术

双相二维聚丙烯酰胺凝胶电泳(two—dimensional

p01yacrylamide gel electrophoresis，2一DE)是目前最常

用的蛋白质分离技术，也是目前对蛋白质组分辨效

率最高、重复性最好的分离技术。2一DE由0’Farreu

在1975年首先建立，其基本原理是：第一相根据不

同蛋白质带电荷量的特性，进行等电聚焦，蛋白质按

水平梯度迁涉，停留在各自的等电点。第二相根据

不同蛋白质分子质量大小的特性，沿垂直方向分离。

分离的蛋白质经不同的染色方法加以鉴定，形成双

向电泳图谱。2-DE具有的优势但仍然存在诸多缺

点，例如其重复性差，自动化程度低，对于分子量过

大、过小的以及低丰度的蛋白质与极酸极碱和难溶

的膜蛋白质等分离困难等。目前已发展出现的差异

凝胶电泳(difference gel electrophoresis，DIGE)与高

效液相色谱技术(HPLC)进一步完善了2一DE的不

足，使蛋白质的分辨谱更广。

3．3蛋白质鉴定技术

随着蛋白质组学的蓬勃发展，生物质谱技术

(ma8s spectrometry，MS)与之共同进步，其具有高灵

敏与高通量的特点，已经成为蛋白质鉴定的主流技

术。Ms鉴定蛋白质的基本原理是首先将样品分子

离子化，然后根据不同离子问的质荷比(m／z)来分

离蛋白质，并确定其相对分子质量。目前用于鉴定

蛋白质的主要MS有基质辅助激光解析飞行时间质

谱(matrix．assisted laser desorption ionization time of

fight mass spectrometr)r，MALDI—TOF／Ms)与电喷雾

电离质谱(eletron spray ionization mass spectrometry，

ESI／MS)‘引。

3．4 t生物信息学

生物信息学(bioinfomatics)是通过对生物学实‘

验数据的获取、加工、存储、检索以及分析进而获取

数据的生物学意义。生物信息学在蛋白质组学中的

应用，具体内容包括有2。DE胶图的图像分析、质谱

数据的处理与检索、蛋白质数据库的建立与目标蛋

白质的结构分析等H。。

4蛋白质组学在骨质疏松症中的应用

骨质疏松症(OP)是以骨量减少、骨微结构破

坏、骨强度下降、骨骼脆性增加而容易导致骨折为特

征的全身性骨骼疾病。据国际骨质疏松基金会

(10F)2008年统计，全球约有2亿0P患者，美国与

欧洲绝经后妇女30％患病¨1。OP对于个人健康、

家庭负担以及社会资源造成巨大的负担与损失，因

此研究0P的发病机制与治疗手段无疑具有重大的

实际意义。

0P的发生可源于成骨细胞数量和(或)活性的

降低，或者破骨细胞数量和(或)活性的升高。当出

现成骨细胞／破骨细胞功能失衡时，会发生骨量减

少，骨强度下降，结果造成0P的发生。蛋白质组学

的发展为研究OP以及成骨细胞破骨细胞等分子机

制提供了全新的思路。

4．1蛋白质组学与成骨细胞

人骨髓间充质干细胞((bone marrow stromaI

cells，BMSC。))是分化发育为成骨细胞的主要来

源¨。。BMsc。具有多分化潜能并有自我更新的能

力，而控制BMSc。定向诱导成骨细胞分化的分子机

制尚未完全明确。研究人员应用蛋白质组学技术在

此方面作了有益的尝试。

salasznyk等¨。运用二维液相色谱串联质谱法

(2D-Lc—Ms)进行人BMsC。及其分化诱导成骨细胞

的蛋白质组学研究。结果发现，755种差异表达的

蛋白质中有247种与158种分别为BMsc。与成骨

细胞所特有，而且这些蛋白验证后证实与钙调节的
万方数据



空垦量亟堕鳖苤查!!!!笙i旦箜!!鲞笙!塑 垦!也!Q!!!!￡!!塑!丛!!!!!!!!：!!!!!：堕!：!

信号转导以及细胞黏附等功能有关。Foster等¨。应

用MS方法鉴定比较发现人BMsc。定向成骨细胞分

化前后的463个差异蛋白，其中包括已知的人

BMSC。细胞表面抗原、膜蛋白以及细胞黏附分子

等。在成骨细胞分化过程中，21种蛋白表达下降2

倍，83种蛋白表达增高3倍，其中碱性磷酸酶与蛋

白多糖核心蛋白的表达增加得到进一步验证。刘元

林等‘9 o从人骨髓细胞分离BMSC。，采用定向成骨细

胞分化诱导培养体系诱导BMsc。定向成骨细胞分

化，利用2．DE找到38个差异蛋白点，运用MALDI—

TOF／MS并结合肽质量指纹谱(PMF)成功鉴定出23

个差异蛋白，发现其中主要是微管蛋白和骨架蛋白。

作者还围绕其中的热休克蛋白27以及KIAA0120

作了深入的探讨。zhang等‘1叫利用2一DE电泳与

MALDI—TOF／Ms质谱技术鉴定出人Msc定向分化

为成骨细胞后的差异蛋白52个，其功能涉及代谢、

信号转导、核酸复制、蛋白降解以及蛋白折叠等。周

颖等¨u运用2D．DIGE与MALDI—TOF／MS技术分析

BMsc。定向成骨分化过程中的蛋白质变化，结果鉴

定到23个差异蛋白质点，其功能涉及到细胞骨架形

成、细胞能量代谢与氧化应激等。这些应用蛋白质

组学新兴的实验技术探索BMsc。c定向诱导成骨分

化蛋白表达的差异，阐述BMSC。分化与更新过程中

相关蛋白质的数量与修饰的变化，期望发现

BMSC。C诱导成骨分化过程的关键调控蛋白。这些

关键因子与信息有可能成为骨分化研究中的特异标

志物，可以帮助更深入地了解BMsc。定向分化的分

子机制，为OP的诊治提供更多的思路与途径。

研究人员还发现一些细胞因子能够调节成骨细

胞的生成、成熟和活性。Kratchmarova等。12 o在含有

精氨酸的介质中用表皮生长因子(EGF)和血小板源

性生长因子(PDGF)培养人Msc，运用同位素标记

的定量质谱分析，直接比较了由EGF与PDGF调节

的整个成骨细胞的信号网络，并证实两种细胞因子

分别作用于磷脂酰肌醇一3一激酶(P13K)途径中的不

同位点实现其调控功能的。这一研究为成骨细胞在

OP的发病机制上以及提供0P治疗靶点上提供了

有益的实验基础。

4．2蛋白质组学与破骨细胞

破骨细胞是人单核细胞／巨噬细胞家族的成员

之一，它直接参与骨吸收，目前被认为是能够吸收骨

组织的唯一细胞，直接参与骨吸收。研究破骨细胞

蛋白质组以及分泌蛋白质组可以为理解破骨细胞增

值与分化的分子机制提供额外信息。czupalla等¨3。
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利用2一DE结合MS方法，并在mRNA水平上比较表

达的特定基因谱以及差异表达的蛋白质谱，发现两

大类蛋白质，第一类蛋白质差异表达可以由微阵列

的结果证实，第二类蛋白质的表达可用蛋白质组学

方法分析，却不能在mRNA水平上证实，作者认为

这类破骨细胞中被基因编码的差异蛋白是经历了翻

译后修饰的缘故，该修饰的变化可直接决定蛋白质

的结构，进而改变其活性与功能。Kubota等¨4。通过

2．DE联合MALDI／Ms方法分析了破骨细胞的分泌

蛋白质组，同时采用同位素编码的亲和标签结合液

相色谱．质谱定量分析(Lc—Ms／Ms)，发现破骨细胞

差异表达的蛋白质，涉及到组织蛋白酶、骨桥蛋白、

豆荚蛋白以及炎症蛋白等。作者还认为两种蛋白质

组学分析方法各有优势，可以互补，共同有助于阐明

骨吸收与骨形成的分子机制，可能为OP的治疗提

供潜在的治疗靶标。

4．3 蛋白质组学在骨质疏松症动物模型中的应用

4．3．1 在绝经后骨质疏松症动物模型中的应用

绝经后骨质疏松症的动物模型于1969年首先

由saville运用大鼠建立，后经反复证实。目前双侧

卵巢切除的雌鼠骨质疏松模型已经成为标准化的公

认的绝经后骨质疏松经典的病理模型¨“。Fan

等H钊建造去卵巢大鼠雌激素缺乏导致的原发性0P

模型，并应用中药(生脉成骨胶囊，主要成分为木豆

叶)干预，运用2．DE、MALDI／MS以及大鼠蛋白质数

据库成功鉴定出3个差异蛋白质，分别为硫氧还蛋

白过氧化酶1、阻凝蛋白轻链肽2与泛素化酶E2一

17KD，初步认为此三个蛋白在绝经后骨质疏松的发

病以及中药治疗过程中发挥着重要调控作用。苏友

新等Ⅲ一从股骨皮质骨蛋白质差异表达角度探讨去

卵巢大鼠骨质疏松症发生机制以及中药强骨宝1号

方干预的内在机制。作者应用蛋白质组学方法，发

现去卵巢骨质疏松症造模可使股骨皮质骨烯醇化

酶、ATP合成酶、乙酰辅酶A还原酶与肌钙蛋白表

达上调，乳铁蛋白轻链、膜联蛋白表达下调。同时发

现，强骨宝1号干预可使乳铁蛋白轻链、丙酮酸激酶

同工酶、冠蛋白表达上调，烯醇化酶、ATP合成酶、肌

钙蛋白、肌酸激酶同工酶、肌球蛋白、磷酸甘油酸变

味酶表达下调。作者认为上述差异蛋白的改变与去

卵巢大鼠骨质疏松症发病以及强骨宝干预可能

有关。

4．3．2继发性骨质疏松症动物模型中的应用

糖皮质激素诱发的骨质疏松是最为常见的继发

性骨质疏松症的其中之一。糖皮质激素可通过多种

万方数据
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机制导致OP的发生与发展。超生理剂量的糖皮质

激素可直接抑制成骨细胞的增殖与分化，还影响成

骨细胞的功能，使得骨形成减少。同时糖皮质激素

可直接刺激破骨细胞，可引起机体的钙磷代谢和甲

状旁腺素代谢的变化，促进骨吸收。最终导致骨代

谢处于骨吸收大于骨形成的负平衡状态，诱发OP

的发生。1“。糖皮质激素诱导骨质疏松模型的建立

对于临床防治长期大量应用糖皮质激素诱发的骨质

疏松具有重要的实际意义。刘建仁等¨纠建立大鼠

的激素性骨坏死模型，分别制备激素性骨坏死组、中

药(生脉成骨胶囊)治疗组与空白对照组大鼠股骨

与肱骨骨组织的总蛋白，进行2一DE与MALDI．TOF／

Ms分析，鉴定出3个差异蛋白，分别为阻凝蛋白重

链ⅡB、磷脂谷胱甘肽过氧化酶与泛素化酶E2-

17KD。结果初步认为这三种蛋白在激素性骨坏死

的发病以及中药(生脉成骨胶囊)的治疗过程中发

挥着重要作用。该研究为揭示激素性骨坏死的发病

机理与中药的干预机制提供了全新的实验证据。

综上所述，随着蛋白质组学技术以及蛋白质相

互作用网络通路旧叫的发展与成熟，以及在OP研究

中的广泛应用，将有利于更深入、全面了解0P的发

生与发展机制，有助于发现OP的生物标志物与提

供更有效的药物靶点，势必开创OP诊治的新时代。

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]
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