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儿童原发性肾病综合征尿蛋白质组样品
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　　［摘　要］　目的　优化儿童原发性肾病综合征尿蛋白质组样品的预处理方法。方法　取原发性肾病综合征
儿童尿液，采用称量、ＳＤＳＰＡＧＥ及双向电泳（２ＤＥ）等方法比较不同 ｐＨ、冷丙酮沉淀不同时间等条件下所得到的
蛋白质，优化蛋白提取的条件。结果　ｐＨ２．７条件下所得到的蛋白种类最多；冷丙酮沉淀０．５ｈ获得的蛋白量明
显少于１ｈ及２ｈ的蛋白量（Ｐ＜０．０５），而冷丙酮沉淀１ｈ和２ｈ获得的蛋白量没有显著性差异。ｐＨ２．７条件下冷
丙酮沉淀１ｈ为样品预处理的最佳条件，可获得满意的２ＤＥ分离效果。结论　 ｐＨ２．７条件下，冷丙酮沉淀１ｈ为
尿蛋白质组样品预处理的最佳条件。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（２）：１５７－１６０］
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　　尿液是含有大量标志物的体液之一，多种肾脏
疾病会出现蛋白尿，对尿蛋白的定性及定量分析已

用于研究肾脏生理及各种疾病，对尿蛋白的鉴定有

助于进一步加深对肾脏疾病的理解。原发性肾病综

合征 （ｐｒｉｍａｒｙｎｅｐｈｒｏｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＮＳ）是最为常见
的小儿肾脏疾病之一，大量蛋白尿为其主要的病理

生理基础和临床表现，应用蛋白组学方法对 ＰＮＳ患
儿尿中蛋白的检测可能对本病的分型、治疗及预后

有一定启示。由于尿液成分的复杂性，目前国内外

研究者对于尿液蛋白质标本的制备尚无统一的方

法，而选择有效的标本预处理方法是开展蛋白质组

学研究的前提，样品的制备对蛋白质组学等有着重

要影响。本研究以儿童 ＰＮＳ患者的蛋白尿为研究
对象，比较不同 ｐＨ、冷丙酮沉淀不同时间等条件下
所得到的蛋白质质量和种类，优化尿蛋白提取的条

件，获得了满意的结果。

·７５１·



第１３卷第２期
２０１１年２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．２
Ｆｅｂ．２０１１

１　材料与方法

１．１　主要仪器
Ｂｅｃｋｍａｎ公司的高速低温离心机，北京赛多利

斯股份公司产 ＵＢ系列 ｐＨ计，瑞江牌系列离心机
ＲＪＴＧＬ１６Ｃ，－２０℃ 冰箱，７５２紫外光栅分光光度
计，ＢｉｏｒａｄＰＲＯＴＥＡＮＩＥＦＣｅｌｌ电泳仪，北京市六一
仪器厂 ＤＹＹ８Ｃ型电泳仪，ＢＩＮＴＡ２０２０Ｄ扫描仪。
１．２　主要试剂

ＩＰＧ胶条（ｐＨ３～１０，线性，７ｃｍ），ＣＨＡＰＳ，Ｂｉｏ
Ｌｙｔｅ（３／１０）Ａｍｐｈｏｌｙｔｅ，尿素，碘乙酰胺，低熔点琼脂
糖，十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ），甲叉双丙烯酰胺，丙烯
酰胺，考马斯亮蓝 Ｇ２５０及 Ｒ２５０，蔗糖，二硫苏糖醇
（ＤＴＴ），ＴＥＭＥＤ，磷酸等购自 Ｂｉｏｒａｄ公司。
１．３　溶液配制

①水化上样缓冲液：加样时现配，最终浓度分别
为 ７ｍｏｌ／Ｌ，尿素；４０ｇ／ＬＣＨＡＰＳ；２ｇ／ＬＢｉｏＬｙｔｅ；
６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ；０．０１ｇ／Ｌ痕量溴酚蓝。②胶条平
衡缓冲液母液：１．５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．８ＴｒｉｓＨＣ１；６ｍｏｌ／Ｌ，
尿素；２０ｇ／ＬＳＤＳ；２００ｍＬ／Ｌ甘油，分装后－２０℃ 保
存。③胶条平衡缓冲液Ｉ：使用前胶条平衡缓冲液母
液 ２．５ｍＬ加 ＤＴＴ０．０５ｇ；胶条平衡缓冲液 Ⅱ：使用
前胶条平衡缓冲液母液 ２．５ｍＬ加碘乙酰胺
０．０６２ｇ。④３０ｍＬ／Ｌ聚丙烯酰胺贮液：３００ｇ／Ｌ丙
烯酰胺，８０ｇ／Ｌ甲叉双丙烯酰胺，滤纸过滤后，棕色
瓶 ４℃ 冰箱保存。⑤考马斯亮兰染色液：０．００１ｇ／Ｌ
考马斯亮兰 Ｒ２５０，４５％（体积）乙酸，１０％（体积）
甲醇。

１．４　收集标本
符合中华医学会儿科学分会肾脏病学组 ２００１

年制定的肾病综合征的诊断标准［１］，北京大学首都

儿科研究所教学医院肾脏病房收治的肾病综合征儿

童共５１例，临床及实验室检查除外继发性肾病综合
征，尿蛋白定性 （＋＋＋）～（＋＋＋＋）。收集晨
起清洁中段尿１００～２００ｍＬ。
１．５　方法
１．５．１　调节尿液 ｐＨ　　１１例患儿的尿液分别平
均分为 ３份，分别调节ｐＨ至２．７［２］，１０．０［３］及不调
ｐＨ（６．５左右），立即 ４℃，５０００Ｇ离心１０ｍｉｎ，取上
清。按 １∶１体积缓慢加入预冷（－２０℃过夜）的丙
酮，置 －２０℃ 冰箱 １ｈ沉淀浓缩蛋白，于 ４℃，
１２０００Ｇ离心 ３０ｍｉｎ，弃去上清，沉淀得到的蛋白
称重，并分别用 ０．２５ｍｏｌ／Ｌ的蔗糖溶液悬浮［４５］，分

装。用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［６］测蛋白浓度后，取相等的蛋白

质上样行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。
１．５．２　丙酮沉淀不同时间　　３０例患儿尿液分别
平均分成３份，均调节 ｐＨ至 ２．７，立即 ４℃，５０００Ｇ
离心１０ｍｉｎ，取上清。按 １∶１体积缓慢加入预冷
（－２０℃ 过夜）的丙酮，置 －２０℃ 冰箱，每个患儿 ３
份尿液丙酮沉淀时间分别为 ０．５ｈ、１ｈ及 ２ｈ，于
４℃，１２０００Ｇ离心３０ｍｉｎ，弃去上清，比较得到的蛋
白量。

１．５．３　双向电泳标本处理　　１０例患儿尿液，调
节ｐＨ至２．７，立即 ４℃，５０００Ｇ离心 １０ｍｉｎ，取上
清。按 １∶１体积缓慢加入预冷（－２０℃过夜）的丙
酮，置 －２０℃冰箱 １ｈ沉淀浓缩蛋白质，于 ４℃，
１２０００Ｇ离心３０ｍｉｎ，弃去上清，沉淀用０．２５ｍｏｌ／Ｌ
蔗糖重新悬浮，分装后 －２０℃ 保存备用。Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测蛋白浓度。

１．６　双向电泳、染色及图像分析
１．６．１　双向电泳　　双向电泳主要按照 ＩＰＧ胶条
操作手册进行，ＩＰＧ干胶条水化和聚焦在 ２０℃ 连续
进行。采用不同蛋白上样量，分别为１００μｇ、１８０μｇ
及３６０μｇ，总体积均为１５０μＬ，连续加入聚焦盘的
槽中，轻轻地将 ＩＰＧ胶条胶面向下置于聚焦盘中样
品溶液上，使胶条正极对着聚焦盘正极，并避免产生

气泡。其中水化在５０Ｖ低电压进行１２ｈ，然后等电
聚焦，条件为２５０Ｖ线性除盐，３０ｍｉｎ；５００Ｖ快速除
盐，３０ｍｉｎ；４０００Ｖ线性升压，３ｈ；４０００Ｖ快速聚焦，
２００００Ｖｈ；最后５００Ｖ快速保持，３ｈ。

等电聚焦后ＩＰＧ胶条放人平衡母液２．５ｍＬ中，
于水平摇床上缓慢振荡２０ｍｉｎ×２。其中，第一种平
衡液中含ＤＴＴ０．０５ｇ，而第二种平衡液内由０．０６２ｇ
碘乙酰胺取代，然后在 １５％ 的 ＳＤＳＰＡＧＥ进行第
二向电泳。电泳条件，开始 ７０Ｖ／ｇｅｌ，待样品进入
ＳＤＳ胶浓缩成一条线，约 ２０ｍｉｎ改为 １２０Ｖ／ｇｅｌ，至
溴酚兰接近凝胶底部时停止电泳。

１．６．２　凝胶染色及图像分析　　电泳结束后，取下
凝胶，切角做标记，进行考马斯亮兰 Ｒ２５０染色，染
色 ３０ｍｉｎ停止，加入脱色液脱色，更换脱色液数次
至凝胶清晰。ＢＩＮＴＡ２０２０Ｄ扫描仪摄像。用 Ｉｍ
ａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ５．０软件分析双向电泳图像。
每个样品重复 ２次。
１．７　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１１．５软件处理，数据以均数 ±标准
差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析比较不同 ｐＨ
条件下获得蛋白量；采用一般线性模型的重复测量

的分析方法比较丙酮沉淀不同时间得到的蛋白量，

两组间比较采用 ＬＳＤ检验方法。Ｐ＜０．０５为差异
·８５１·
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有统计学意义。

２　结果

２．１　不同 ｐＨ条件下获得蛋白量
本研究发现不同 ｐＨ对沉淀得到的蛋白量没有

影响，见表１。图１为不同 ｐＨ条件下获得蛋白的
ＳＤＳＰＡＧＥ（１２％）电泳图谱。结果显示 ｐＨ调至
２．７得到的蛋白条带明显多于不调 ｐＨ及 ｐＨ１０．０
得到的蛋白条带，在小分子条带尤其明显。

! " # $ % & ' ( )
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　　图１　ＰＮＳ儿童尿蛋白在不同 ｐＨ条件下获得蛋白的
ＳＤＳＰＡＧＥ（１２％）电泳图谱　１、４、７分别是３个患儿 ｐＨ２．７条
件下获得的蛋白，２、５、８分别是不调 ｐＨ（６．５左右）获得的蛋白，３、６、９

分别是调节 ｐＨ至１０．０获得的蛋白。每个样品上样量约１５μｇ。

２．２　不同丙酮沉淀时间得到的蛋白量
不同丙酮沉淀时间得到的蛋白量有显著差异，

沉淀０．５ｈ得到的蛋白量明显少于１ｈ和２ｈ组；而
沉淀１ｈ和２ｈ两组间差异无统计学意义。见表２。
２．３　双向电泳结果

以蛋白１８０μｇ（总体积１５０μＬ左右）为上样量
时，可获得比较满意的凝胶图谱。通过 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ
２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ５．０软件检测，蛋白点７２～１００个／胶，
蛋白点多在等电点４～８范围内。不同上样量时双
向电泳结果见图 ２。

表１　不同ｐＨ条件下得到蛋白量的比较　（ｘ±ｓ）

ｐＨ ｎ 蛋白量（ｇ）

２．７ １１ ０．４３±０．１８
６．５ １１ ０．４３±０．１８
１０．０ １１ ０．４３±０．１７
Ｆ值 ０．００１
Ｐ值 ０．９９９

表２　丙酮沉淀不同时间得到的蛋白量的比较　（ｘ±ｓ）

时间 ｎ 蛋白量（ｇ）

０．５ｈ ３０ ０．２６±０．１４
１ｈ ３０ ０．３４±０．１８ａ

２ｈ ３０ ０．３５±０．１７ａ

Ｆ值 ４８．６９３
Ｐ值 ＜０．０１

　　ａ：与０．５ｈ组比较，Ｐ＜０．０１

!" !" !"# $ % & ' ( ) *+ , - % & ' ( ) *+ , - % & ' ( ) *+

　　图２　不同上样量时双向电泳图谱　Ａ，Ｂ，Ｃ图分别为蛋白上样量为１００μｇ、１８０μｇ及３６０μｇ。可见图Ａ的蛋白点明显少
于后二者，图Ｃ的蛋白点有明显的纵向拖尾，而图Ｂ的蛋白点比较多而且拖尾不明显。拖尾示上样量过大。

３　讨论

尿液中的蛋白质浓度低，且盐浓度高，不适合直

接用于双向凝胶电泳，尿液蛋白质的处理方法直接

影响到电泳结果。正常小儿尿液ｐＨ６．５左右，但不
同蛋白质的等电点不同，故不同 ｐＨ时沉淀得到的

蛋白质可能也不同。为了了解 ｐＨ调节对尿液样品
有无影响，本研究取等量尿液分为 ３组，一组不调
ｐＨ（６．５左右），另外 ２组分别调节尿液 ｐＨ值至
２．７和１０．０。均采用相同量的丙酮并沉淀相同时间
获得蛋白质，然后分别取等量的蛋白进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，发现 ｐＨ２．７时得到的蛋白在 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶上见到更多的条带，尤其是小分子量的
·９５１·
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蛋白。考虑低分子量蛋白在酸性条件下易发生变性

沉淀，故调节尿液 ｐＨ至２．７时能得到更多种类的
蛋白，且ｐＨ２．７时可抑制尿液中细菌生长及蛋白降
解［２］。

由于蛋白质理化性质的不同，用一种蛋白分离

方法鉴定所有的蛋白成分似乎不太可能。选择丙酮

沉淀的原因是在低温下丙酮能保持蛋白的活性；丙

酮密度低，与沉淀物质的密度差大，便于离心分离；

丙酮为挥发性有机溶剂，易蒸发除去，不会残留在样

品中，对后续电泳影响小。而盐析虽然能保持蛋白

活性，但是加入了电解质，会影响等电聚焦。

关于丙酮沉淀蛋白的时间，各个文献采用的时

间不一，从沉淀 １０ｍｉｎ到过夜不等，本研究通过比
较分别沉淀０．５ｈ、１ｈ及２ｈ所获得的蛋白量，发现
沉淀０．５ｈ比沉淀１ｈ和２ｈ得到蛋白量少，而丙酮
沉淀 １ｈ和 ２ｈ得到的蛋白量没有显著性差异。说
明冷丙酮沉淀尿蛋白 １ｈ为合适的时间，可得到尽
可能多的蛋白量，而进一步延长沉淀时间也未能增

加沉淀的蛋白量。白蛋白是尿液中蛋白质的主要成

分，尿液中高浓度白蛋白可能会掩盖某些低丰度蛋

白质成份，但在去除白蛋白的同时，往往也会除去标

本中一些有价值的蛋白成份。在本实验中未预先去

除尿液中的白蛋白以防止有意义蛋白质分子的丢

失。进一步研究可预先去除白蛋白了解蛋白质谱有

无明显改变。

冷丙酮沉淀浓缩蛋白后，用 ２５０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖
悬浮沉淀的蛋白，这样上样蛋白都是可溶性蛋白，然

后检测蛋白浓度，保证上样量的准确性。为了检验

尿蛋白处理结果，考虑经济、方便原则初步采用了

７ｃｍ干胶条行双向电泳。为了选取合适的上样量，
分别选用了 １００μｇ、１８０μｇ、３６０μｇ为上样量，发现
以 １８０μｇ为上样量，可获得背景清晰、蛋白质分辨
比较清楚的图谱。结果分析得到７２～１００个蛋白

点／胶，部分文献［４，７］采用 ｐＨ３～１０、１８ｃｍ干胶条
电泳得到约 ４００个蛋白点／胶，考虑与考马斯亮兰
染色的敏感度低于银染有关。

因此，本研究讨论了尿液蛋白质的相关处理方

法，采用了 ｐＨ２．７条件下，冷丙酮沉淀 １ｈ为尿蛋
白质组样品预处理的最佳条件，能得到尽可能多的

尿蛋白，其重复性好，经济，操作较为简便，为进一步

开展疾病的尿液蛋白质组学研究提供了实验依据。
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