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蛋白质组学技术筛选大鼠肝脏大部切除后肝再生相关差异表达蛋白

周东勋，谈冶雄，胡和平，王红阳，吴孟超
第二军医大学东方肝胆外科医院综合二科，上海２００４３８

［摘要］　目的：应用蛋白质组学技术观察大鼠肝脏大部分切除术后蛋白表达情况，筛选肝脏切除后肝再生相关的差异表达蛋

白。方法：大鼠随机分为肝大部切除组（ｎ＝３５）和假手术对照组（ｎ＝５）。肝大部切除组大鼠无菌条件下切除肝左外叶、左中

叶和中叶共约７０％肝脏；假手术组大鼠仅开腹，不行肝大部切除。肝大部切除术后不同时间点（２、１２、２４、３６、４８、７２、１６８ｈ）各

处死５只大鼠，取右叶肝组织，提取大鼠肝脏总蛋白，以假手术组为对照，进行二维电泳和质谱分析，筛选差异表达蛋白，并对

其中差异显著蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定。结果：电泳图谱显示肝脏７０％切除术后２ｈ差异表达蛋白点开始增多，３６ｈ达到

高峰；共筛选出７８个差异表达蛋白点，质谱技术鉴定出其中３５个有意义的蛋白点。３５个差异蛋白根据动态变化趋势可分为

５类：３类丰度上调蛋白和２类丰度下调蛋白（各自间上调或下调时间和幅度均有所差异）；这些蛋白主要涉及以下代谢途径：

氧化应激反应、急性期反应蛋白、脂类代谢蛋白、能量代谢的酶类、信号转导、神经递质降解等，部分蛋白功能未知。Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹鉴定证实其中的ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ蛋白在肝大部切除术后２ｈ开始上调，３６ｈ达高峰，４８ｈ后趋于正常水平。结论：多种信号和代

谢途径参与肝脏大部切除后的肝脏再生过程。
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　　肝脏再生是体内多基因参与、多步骤协同的复
杂过程，与许多肝脏疾病密切相关［１］。Ｃｉｍｉｃａ等［２］

应用基因组学方法发现，超过１００个瞬时基因参与

了肝脏切除术后的肝脏再生，但对与肝脏再生直接
相关的功能蛋白的研究仍很缺乏。以双向电泳、质
谱分析为主的蛋白质组学［３］技术为解决这一难题提
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供了很好的技术平台。本研究应用蛋白质组学相关
技术，动态观察肝脏部分切除术后的蛋白质表达谱
的变化，筛选肝脏切除术后与肝脏再生相关的差异
表达蛋白，为肝脏疾病的诊治提供新的方向和思路。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　超纯尿素、二硫苏糖醇
（ＤＴＴ）均购自 ＢｉｏＲａｄ公司；Ｔｒｉｓｂａｓｅ购自 Ａｍ
ｒｅｓｃｏ 公 司；载 体 两 性 电 解 质 （Ｐｈａｒｍａｌｙｔｅｓ

ｐＨ３～１０）、Ｐｌｕｓｏｎｅ２Ｄｃｌｅａｎｕｐ试剂盒、ＥｔｔａｎＴＭ

ＩＰＧｐｈｏｒ双向电泳专用等电聚焦电泳系统、ＥｔｔａｎＴＭ

ＤＡＬＴｓｉｘ垂直电泳仪、ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪均为

ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产品；琼脂糖购自上海
华舜生物公司；超速离心机为Ｂｅｃｋｍａｎ公司产品，

ＥＣＬ化学发光检测系统为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；抗

ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ一抗购自 Ａｂｃａｍ公司；ＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎａｓ
ｓａｙｋｉｔ（蛋白定量试剂盒）购自Ｐｉｅｒｃｅ公司；３Ｍ滤纸
购自 Ｗｈａｔｍａｎ公司；Ｘｆｉｌｍ为Ｋｏｄａｋ公司产品；硝
酸纤维素膜（ＮＣ膜）为Ｓ＆Ｓ公司产品；叠氮钠购自

Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　动物分组及处理　４０只雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠购自第二军医大学实验动物中心，体质量

２００～２５０ｇ，随机分为肝大部切除组（ｎ＝３５）和假手
术对照组（ｎ＝５）。肝大部切除组大鼠术前均禁食

１２ｈ，禁饮６ｈ，２％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注
射麻醉后，按 Ｈｉｇｇｉｎｓ等［４］方法，无菌条件下切除肝
的左外叶、左中叶和中叶共约７０％肝脏，术毕腹腔
给予生理盐水１ｍｌ。假手术对照组大鼠腹腔注射麻
醉后开腹，但不行肝大部切除术。肝大部切除组术
后不同时间点（２、１２、２４、３６、４８、７２、１６８ｈ）分别处死
大鼠，取右叶肝组织。假手术对照组大鼠处死后取
与其他各组相同部位的肝组织。

１．３　样品处理和蛋白的提取纯化　取各组右叶肝
组织样本，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，放入培养基冰浴，
加入组织裂解液（７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，质量
体积分数为４％的ＣＨＡＰＳ，４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅ，

４０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ），冰浴振荡３０ｍｉｎ，然后用超声波
细胞粉碎机处理，工作７ｓ，间隔１０ｓ，重复５次。冰
上静置６０ｍｉｎ，４００００×ｇ 超速离心６０ｍｉｎ，用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测定上清液中总蛋白浓度，吸出上清
液分装，－８０℃冻存备用。实验前使用Ｐｌｕｓｏｎｅ２Ｄ
ｃｌｅａｎｕｐ试剂盒进行蛋白提纯。

１．４　大部肝切除术后肝脏组织差异表达蛋白图谱
的建立

１．４．１　等电聚焦与ＳＤＳＰＡＧＥ　参照ＩＰＧｐｈｏｒ等电
聚焦系统程序指南进行双向电泳。１００μｇ蛋白与水
化液［８ ｍｏｌ／Ｌ 尿 素 ＋ 质 量 体 积 分 数 为 ４％ 的

ＣＨＡＰＳ＋１８ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ＋０．１５％ＩＰＧ缓冲液（ｐＨ
３～１０）＋痕量溴酚蓝］混合总体积３５０μｌ，加入再泡胀
盘，用ｐＨ３～１０、１８ｃｍ的非线性ＩＰＧ干胶条盖于其
上，加上覆盖油，水化过夜，水化完成后将胶条转移到

ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦仪的电极板上在２０℃进行聚焦电
泳。等电聚焦结束后，将ＩＰＧ干胶条分别放入含

ＤＴＴ平衡液中各平衡１５ｍｉｎ。将平衡好的ＩＰＧ胶条
移至１２％连续胶上，用１％琼脂糖封顶，在ＤＡＬＴｓｉｘ
电泳仪上电泳，开始以每块胶１５ｍＡ预跑３０ｍｉｎ，然
后以每块胶３０ｍＡ恒流电泳至溴酚蓝迁移距胶底１
～２ｃｍ处，结束电泳。

１．４．２　染色与图像分析　银染方法按照 Ａｍｅｒ
ｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司提供的Ｐｌｕｓｏｎｅ蛋白银染试
剂盒操作手册进行。应用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪获
取银染２Ｄ凝胶图像，所得图像借助图像分析软件

ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ对图像进行背景消减、斑点检
测、匹配、量化，获取差异蛋白斑点。

１．５　质谱技术分析差异表达蛋白　选取胶上差异蛋
白质点用刀片沿斑点染色边缘切下蛋白点置于ＥＰ管
中。按Ｂｅｒｇｍａｎ方法进行蛋白质胶内消化，然后进行

ＥＳＩＭＳＭＳ质谱分析，借助互联网上的蛋白质数据库
检索程序 Ｍａｓｃｏｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｔｒｉｘｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ），
通过ＮＣＢＩｎｒ蛋白质序列数据库进行检索。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定差异表达蛋白　在所有筛
选的差异表达蛋白点中，ｓｐｏｔ１３６在肝脏再生过程
中重复性高、表达清晰，经查询证实其为蛋白质ｐｒｏ
ｈｉｂｉｔｉｎ，其在抑制细胞过度增生中有较大的价值。
因此，对其进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定。将制备好的样
品采用１５％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，按常规方法
在ＢｉｏＲａｄ电转移系统中将凝胶蛋白带转移到硝酸
纤维素膜上，用质量体积分数为５％脱脂奶粉在室
温封闭２ｈ，加入一抗４℃过夜，Ｔｒｉｓ缓冲盐Ｔｗｅｅｎ
２０（ＴＢＳＴ）洗１０ｍｉｎ共３次，然后加入羊抗鼠二抗
室温孵育１ｈ。反应结束ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ共３次，

ＥＣＬ试剂盒显影。

２　结　果

２．１　大鼠肝脏的分叶及肝脏切除术后剩余肝脏的
变化　ＳＤ大鼠肝脏分为右叶（右下叶和右上叶）、中
叶（右中叶和左中叶）、左侧叶、尾状叶（尾状前叶和
尾状后叶），各自占全肝质量比分别为２５％ （７％、

１８％），３３％ （２１％、１２％），３３％和９％ （５％、４％）。
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大鼠肝脏切除左叶及中叶后，残余右叶及尾叶等充
血、肿大，残余肝脏体积逐渐增大，由原来的薄片状
变为圆钝状，肝脏质量亦逐渐增加，以术后３ｄ增加
最快，至术后７ｄ接近术前水平。

２．２　肝切除术后差异表达蛋白图谱的建立　假手
术对照组及部分肝切除术后不同时间点（２、１２、２４、

３６、４８、７２、１６８ｈ）的提纯蛋白，在相同的实验条件和
参数设置的情况下，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，得到清
晰度高、蛋白点满意的蛋白表达图谱（图１），每个时
相的电泳图谱平均检测到（１０００±２０）个蛋白点。

２．３　肝切除术后差异表达蛋白的质谱分析及蛋白
分类　双向电泳图谱（图２）显示，与假手术组相比，
肝切除术后共筛选出７８个蛋白点在丰度上出现动
态变化（２倍或以上）。质谱技术鉴定出其中３５个
蛋白点，根据肝切除术后２ｈ的蛋白丰度变化，可大
致分为２１个上调（表１）和１４个下调蛋白点（表２）。

图１　肝脏大部切除后２４ｈ差异表达蛋白双向电泳图谱

Ｆｉｇ１　２ＤＥｍａｐｓｆｏｒｒａｔｌｉｖｅｒ

ｔｉｓｓｕｅｓ２４ｈａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ
ＴｈｅｆｌａｇｓｓｈｏｗｔｈｅｓｐｏｔｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＭＳ

图２　肝脏切除术后不同时间肝脏再生过程中部分差异表达蛋白点的放大图谱

Ｆｉｇ２　Ｔｙｐｉｃａｌｅｘａｍｐｌｅｓｏｆｔｅｍｐｏｒａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ
Ａ：Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｐｏｔ１３６（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ）；Ｂ：Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｐｏｔ１３４（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡⅠ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４

表１　部分肝切除术后２ｈ肝脏组织中表达上调的蛋白

Ｔａｂ１　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｕｒｉｎｇｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｔ２ｈａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ

ＳｐｏｔＮｏ． ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ ＭＷ／ｐＩ Ｐｅｐｔｉｄｅｃｏｕｎｔ Ｓｃｏｒｅ

１１４ ｇｉ｜３７１９４７０１ Ｔｕｂｕｌｉｎｃｏｆａｃｔｏｒａ １２７３５．７／５．４３ ２ ５３
１１５ ｇｉ｜１１３６１２ ＦｒｕｃｔｏｓｅｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅＢ ３９５９３．２／８．６６ ３ １１８
１２３ ｇｉ｜５６２００ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ６１３８９．３／８．０５ ７ １０１
１２５ ｇｉ｜６０６８８５２１ Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｕｃｌｕｍｐｒｏｔｅｉｎ ２８５５６．９／６．２３ ４ ２３９
１２９ ｇｉ｜４６４８５４２９ ｇｌｙｏｘｙｌａｓｅ１ ２０８０６．３／５．１２ ４ ８７
１３６ ｇｉ｜１３９３７３５３ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ ２９８０１．９／５．５７ １６ ４９０
１３９ ｇｉ｜１６７５７９８０ ｏｒｏｓｏｍｕｃｏｉｄ１ ２３５６０．１／５．６４ ２ ６７
１４１ ｇｉ｜５０９２６８３１ Ｆｒｕｃｔｏｓｅ１，６ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１ ３９５８４．１／５．５４ ６ １５８
１４２ ｇｉ｜２１１７７４４ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＹａｓｕｂｕｎｉｔ １５２７９．４／９．２１ ２ ７９
１４４ ｇｉ｜３４８１１３４４ ＣｈａｉｎＡ，ＣａｔｅｃｈｏｌＯＭｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ２４７３１．４／５．１１ ５ １８８
１４８ ｇｉ｜２０３０３３ Ｆ１ＡＴＰａｓｅｂｅｔａｓｕｂｕｎｉｔ ３８７４７．１／５．０７ ２ １０３
１４９ ｇｉ｜１３９２８７４０ ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ ３３３６８．４／５．２７ ４ １９７
１５０ ｇｉ｜２０２５４９ ｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ５′ｍｏｎｏｄｅｉｏｄｉｎａｓｅ ５４０３３．２／４．８７ １１ ３４８
１５１ ｇｉ｜２０３７３４ ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ８ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ５２６７７．６／５．４９ ２０ ５１１
１５４ ｇｉ｜５０９２６８３３ Ｅｎｏ１ｐｒｏｔｅｉｎ ４７０９８．２／６．１６ ４ １１７
１５７ ｇｉ｜６７４６４１３９ ＣｈａｉｎＣ，ＡｒｇｉｎａｓｅⅠＡｏｈＣｏｍｐｌｅｘ ３３７８３．７／６．１ ５ ９０
１６７ ｇｉ｜５６３８５ ＨＳＰ７０ｐｓ１ ７０８８４．２／５．４３ ４ ９２
１６９ ｇｉ｜５１２５９４６６ Ｅｅｆ１ｄｐｒｏｔｅｉｎ ７２０８３．２／６．１１ ７ １７６
１７６ ｇｉ｜５９８６２０９６ ＴＧＦβｉｎｄｕｃｉｂｌｅｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅ３ ４１４１５．２／５．９８ ４ ５６
１７９ ｇｉ｜８３９４４３２ ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ２ ２１７７０．１／５．３４ １０ ４０２
１８０ ｇｉ｜２６３２１１５ Ｐｒｘ３Ａ ２４３６２．６／９．５７ ３ ４２
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表２　部分肝切除术后２ｈ肝脏组织中表达下调的蛋白

Ｔａｂ２　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｕｒｉｎｇｌｉｖｅｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｉｓｓｕｅａｔ２ｈａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ

ＳｐｏｔＮｏ． ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ． Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ ＭＷ／ｐＩ Ｐｅｐｔｉｄｅｃｏｕｎｔ Ｓｃｏｒｅ

１０５ ｇｉ｜５７０２９ Ｈ＋ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ ２５６３９．４／７．０３ ２ ９１
１０６ ｇｉ｜２０７０１２ Ｃｕ，Ｚｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ １５６９９．７／５．８８ ３ １９４
１０７ ｇｉ｜５５９２６１４５ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｎｏｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｅｌｌｓ２ １７２７１．９／６．９２ ３ １５０
１１６ ｇｉ｜１６７５８３４８ ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６ ２４８０３／５．６４ ２ ６２
１２１ ｇｉ｜９２５２８ ＮＡＤＨ２ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２６５１１．４／６ ８ ２１９
１２８ ｇｉ｜１６９２３９５８ ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ１ ２２０９５．３／８．２７ ９ ３２８
１３０ ｇｉ｜３４８４９６１３ ＧＰｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ １６４７８．４／６．７３ ４ ７１
１３２ ｇｉ｜３３０８６６３２ ｂａ１６５１ １６３８５４．４／５．４９ ３ ９３
１３４ ｇｉ｜２１４５１４７ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡⅠ ２９８９９．１／５．５１ ６ １１３
１５８ ｇｉ｜６２６４７２８０ ３ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｂｕｔｙｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ３５２７９．６／８．７３ ４ ９０
１６１ ｇｉ｜５６０９０５５０ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｏｍｅｇａ１ ２７６６５／６．５４ ４ １２９
１６３ ｇｉ｜５６７８９７２６ ａｌｐｈａＥＴＦ ３４９２９．５／８．６２ ８ ２６４
１６５ ｇｉ｜３８５１１６０ ｃｐ４３１ １０４４８７．３／５．６３ ５ ４８
１６６ ｇｉ｜５３７３３４６９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＬＯＣ５００４４２ ８００２２．９／５．６３ ５ ４６

　　根据肝切除术后不同时间点的蛋白水平变化趋
势大致可分为５类（图３）：其中３类（各有９、４、８个
蛋白点）为丰度上调蛋白，上调的时间和幅度各有不
同；２类（各有１０、４个蛋白点）为丰度下调蛋白，下
调的时间和幅度各不相同。这些蛋白依其功能又可
分为６类：清除自由基蛋白（ｎ＝９）、急性期反应蛋白
（ｎ＝２）、脂类与能量代谢的酶类（ｎ＝９）、蛋白质与细
胞增生相关蛋白（ｎ＝９）、神经递质代谢相关蛋白
（ｎ＝２）及部分功能未知蛋白（ｎ＝４）。各种差异表达

蛋白具体名称、变化趋势及功能见表３。

２．４　差异表达蛋白ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴
定结果　在所有筛选的差异表达蛋白点中，ｓｐｏｔ１３６
在肝脏再生过程中重复性高、表达清晰，通过数据库
查询此蛋白点为蛋白质ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ，其在抑制细胞过
度增生中有较大的价值。因此，对其进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹检测。结果证实ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ蛋白在２ｈ开始上
调，３６ｈ达到高峰，４８ｈ后趋于正常水平（图４），与
蛋白质组学分析结果一致。

图３　肝切除术后不同时间点的蛋白水平变化趋势

Ｆｉｇ３　Ｔｈｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｈｏｗｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈａｎｇｅｓａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ（ＰＨ）

Ａ：Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒＰＨａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ２４ｈ；Ｂ：Ｓｔｒｏｎｇｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒＰＨａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ１２ｈ；Ｃ：Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒ
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表３　部分肝切除术后差异表达蛋白的功能和分类

Ｔａｂ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｒｏｕｐｉｎｇｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ（ＰＨ）

Ｃｈａｎｇｅ Ｎ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ Ｐｒｏｔｅｉｎｓｎａｍｅ

Ａ １ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ

２ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ＣｈａｉｎＡＣａｔｅｃｈｏｌＯＭｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ５′ｍｏｎｏｄｅｉｏｄｉｎａｓｅ

３ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ，ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｕｃｌｕｍｐｒｏｔｅｉｎ，ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ８ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

３ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｇｌｙｏｘｙｌａｓｅ１，ｇｌｙｏｘｙｌａｓｅ２，ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＹａｓｕｂｕｎｉｔ

Ｂ ２ Ｓｔｒｅｓｓｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｒｏｓｏｍｕｃｏｉｄ，ＨＳＰ７０ｐｓ１

１ Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ ＴＧＦβｉｎｄｕｃｉｂｌｅｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈｒｅｓｐｏｎｓｅ３

１ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＣｈａｉｎＣ，ＡｒｇｉｎａｓｅⅠＡｏｈＣｏｍｐｌｅｘ

Ｃ １ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｇｕｃａｌｃｉｎ

３ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ｆｒｕｃｔｏｓｅ１，６ｂｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１，Ｆ１ＡＴＰａｓｅｂｅｔａｓｕｂｕｎｉｔ，ＦｒｕｃｔｏｓｅｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅＢ

４ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ Ｅｅｆ１ｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｔｕｂｕｌｉｎｃｏｆａｃｔｏｒａ，Ｐｒｘ３Ａ，Ｅｎｏ１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｄ ４ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ｈ＋ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ，Ｃｕ，Ｚｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６，ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ１

１ Ｕｎｋｎｏｗｎ ｂａ１６５１

１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｌｐｈａＥＴＦ

４ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｎｏｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｅｌｌｓ２，ＡＰＯＡ１，ＮＡＤＨ２ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，３ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｂｕｔｙｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

Ｅ ２ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｏｍｅｇａ１，ＧＰｘ１

２ Ｕｎｋｎｏｗｎ ｃｐ４３１，ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＬＯＣ５００４４２

Ａ：Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒＰＨａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ２４ｈ；Ｂ：Ｓｔｒｏｎｇｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒＰＨａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ１２ｈ；Ｃ：Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒ

ＰＨａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ３６ｈ；Ｄ：Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒＰＨ，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｒｅａｆｔｅｒ，ａｎｄｐｅａｋｅｄａｔ３６ｈ；Ｅ：Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｔ２ｈａｆｔｅｒＰＨａｎｄ

ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｆｒｏｍ３６ｈ

图４　差异表达蛋白ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ的

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定结果

Ｆｉｇ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：Ｓｈａｍｃｏｎｔｒｏｌ；２６：２，２４，３６，４８，７２ｈａｆｔｅｒｐａｒｔｉａｌｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨　论

　　肝脏在手术等重大创伤后有很强的再生能力。

Ｈｉｇｇｉｎｓ等［４］发现切除大鼠肝左侧叶和中间叶后，剩
下的右肝叶会增大直至恢复原肝的质量，而一旦恢
复原肝的质量，再生过程便会停止。该手术简单易
行，动物术后存活率高、并发症少，是目前研究肝脏
切除后再生的理想动物模型。蛋白质组学［５］通过寻

找和筛选样本之间的差异蛋白质谱，可揭示细胞生
理和病理状态的进程与本质，以及细胞调控机制，同
时可以获得对某些关键蛋白的定性和功能分析。因
此，本研究采用上述方法建立肝脏切除模型，术后应
用蛋白质组学技术动态观察肝脏再生过程中的差异

表达蛋白。

　　研究结果表明，总体水平上７０％肝切除术后２ｈ
差异表达蛋白点开始增多，３６ｈ达到高峰，然后逐渐
呈降低趋势，与Ｆｕｌｏｐ等［６］研究结果一致，提示术后

２ｈ可能是肝脏再生的启动过程。因此，本研究将质
谱技术鉴定出的３５个差异表达蛋白，根据术后２ｈ
的丰度变化粗略分为上调蛋白和下调蛋白。下调蛋
白中以参与清除自由基为主，其中以ＧＰｘ１为代表。

ＥｓｐｉｎｏｌａＫｌｅｉｎ等［７］发现，ＧＰｘ１蛋白能维持细胞内
稳定的 Ｏ２



或 Ｈ２Ｏ２水平，防止两者过度聚集导致
细胞的破坏。本研究中 ＧＰｘ１蛋白最初在２ｈ出现
下调，３６ｈ后逐渐上调。这可能是由于机体应激早
期部分细胞器功能受损，抑制其表达，随着组织损伤
后产生大量Ｏ２



或 Ｈ２Ｏ２，又刺激其表达，当Ｏ２



或

Ｈ２Ｏ２恢复到正常水平后，其表达也趋向稳定。

ＡｐｏＡⅠ是高密度脂蛋白（ＨＤＬ）的主要结构蛋白，
在２ｈ前下调，２ｈ后逐渐上调。这可能由于肝脏再
生需要大量能量，ａｐｏＡⅠ逆向转移脂类进入细胞，
可以为肝细胞的有丝分裂提供能量支持［８］。二者下
调趋势的差异可能与不同的细胞器受刺激后恢复时

间不同以及产能者优先的机制有关。

　　上调蛋白中以能量代谢和急性期反应蛋白为
主，其中代表性的蛋白是ｏｒｏｓｏｍｕｃｏｉｄ。Ｌｉｎｇ等［９］

研究发现，肝脏炎症时其表达能增加５～５０倍，主要
满足受损伤后机体对能量的需求。ＮＡＤＨ 脱氢酶
的上调表明肝大部切除后再生过程中肝线粒体氧化
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磷酸化功能发生了明显的变化，且ＮＡＤＨ呼吸链的
功能增强要比琥珀酸呼吸链更明显，这对能量供应
具有重要意义。Ｅｅｆ１ｄ、Ｐｒｘ３Ａ等蛋白涉及到微管蛋
白装配、内质网蛋白、核糖体、ｍＲＮＡ 的翻译等过
程，它们的动态变化证实细胞生长不同阶段的各细
胞器均参与了肝脏再生过程中的细胞增生。

　　在所有筛选的差异表达蛋白点中，ｓｐｏｔ１３６在
肝脏再生过程中重复性高、表达清晰，通过数据库查
询此蛋白点为蛋白质ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ。Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ（ＰＨＢ）
属于ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ家族，相对分子质量为３００００～
３２０００，广泛分布于不同组织的线粒体、细胞核、细
胞膜上，在棕色脂肪、心脏、肝脏以及发育的肾小管
和神经元高度表达，在肺、外分泌胰腺低表达。位于
线粒体内膜的ＰＨＢ主要是维持线粒体呼吸酶的稳
定性，细 胞 核 的 ＰＨＢ 功 能 仍 有 一 定 的 争 议。

Ｍａｎｊｅｓｈｗａｒ等［１０］研究发现ＰＨＢ能抑制细胞增生，
阻止细胞从Ｇ１期进入Ｓ期，可作为肿瘤抑制蛋白；

Ｈｅ等［１１］研究发现ＰＨＢ还可作为乳腺癌的一种新
的治疗靶标；Ｆｅｌｌｅｎｂｅｒｇ等［１２］在骨肉瘤细胞研究中

发现，其在骨肉瘤细胞凋亡过程中也起到一定作用。

ＰＨＢ还可以作为细胞膜上的受体与沙门菌的荚膜
多糖结合，导致人体类伤寒发热反应。这些结果提
示，ＰＨＢ可作为一个重要靶标调节炎症反应，可成
为治疗炎症性肠病的一种手段。本研究发现肝大部
切除术后２ｈ，ＰＨＢ出现升高，这可能由于肝切除后
早期出现较强炎症反应且线粒体功能旺盛导致其早

期高表达，在３６ｈ达到高峰，但之后，肝脏再生能力
减弱，其表达水平也随之恢复正常水平。

　　综上所述，本研究应用蛋白质组学方法鉴定出

３５个在肝脏再生过程中有意义的差异表达蛋白，这
些蛋白主要涉及以下代谢途径：氧化应激反应、急性
期反应蛋白、脂类代谢蛋白、能量代谢的酶类，信号
转导、神经递质降解等，部分蛋白功能未知；再次证
实多种信号和代谢途径参与肝脏大部切除后的肝脏

再生过程。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学东方肝胆外
科医院信号转导实验室徐小辉、孙政勤、李瑾、洪毅、
杨朝旭、唐庆贺以及黄丹丹等的无私指导和帮助，在
此一并表示感谢！）
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