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［摘要］ 目的 利用蛋白质组学及相关技术研究大鼠减体积肝移植术后肝脏参与细胞骨架差异蛋白的表达变

化．方法 实验首先用改良法建立 Lewis—Wistar 大鼠减体积肝移植模型，然后在术后 1，3 和 7 d 获取移植术后肝

脏组织，最后应用蛋白组学技术与预先获取的供、受体原肝脏组织建立双向凝胶电泳图谱，再利用串联质谱

（MS-MS） 分析及数据库对胶上差异表达的蛋白质点进行鉴定．结果 本次实验中所有蛋白质点采用变化倍数大

于 10 倍为标准进行差异蛋白点的选择，结果总共发现了 72 个差异点，应用串联质谱分析和数据库等对差异质点

进行分析和鉴定，发现有 32 个蛋白的功能比较明确，其中有 3 个差异表达的蛋白在减体积移植术后肝脏参与细

胞骨架的过程，表达变化比较明显，差异蛋白质点总数占所有差异表达质点的 7%．结论 应用蛋白质组学的技

术研究大鼠减体积肝移植术后肝脏病理生理过程中细胞骨架差异蛋白的变化，对于进一步研究细胞骨架蛋白在肝

移植术后肝脏病理生理过程中的作用及作用机理有重要的意义．
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［Abstract］ Objective To analyze the changes of the expression of hepatic cytokeletal differential proteins by

proteomics after reduce-size liver transplantation （RSLT） in rats．Methods The graft specimens were procured by

1d， 3d and 7d following RSLT when the improved model of RSLT with Lewis-Wistar was finished. Then，the post-

operative liver tissues， normal donor and recipient liver tissues harvested at the beginning were performed two-di-

mensional electrophoresis （2-DE） for differential protein stains. At the last， these differential proteins stains were

analyzed and identified by MS-MS spectrometry and data bases analysis. Results In proteomics experiment， the

selection criterion of differential protein was at least 10 times changes for protein stains， and there were 72 differen-

tial protein stains selected. The thirty-two of which were relatively clear functional protein. There were 3 differential

protein taking part in pathway of cytokeletal process， expression of proteins in the total proteins ratio was 7 % .

Conclusions The expression variation of cytokeletal protein following RSLT in rat has been gained by proteomics. It

may play an important role and has significance in further studying the action and inherent mechanism of cytokeletal

protein within hepatic pathophysiological process after RSLT.
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表 1 大鼠减体积肝移植术后肝脏参与细胞骨架差异蛋白质点名称、功能和基因等分布表

Tab. 1 The name, function and gene distribution of the hepatic cytokeletal differential proteins after

reduce-size liver transplantation(RSLT) in ras

自编号 蛋白名称 基因 功能 Accession No. 蛋白质 PI

29 白蛋白 Alb 细胞骨架蛋白 Gi|158138568 6.09

30 α-2u 微球蛋白 LOC259246 细胞骨架蛋白 Gi|204261 5.43

31 β- 肌动蛋白 Null 细胞骨架蛋白 Gi|4501885 5.29

32 纤维蛋白衍生多肽 β 连 Fgb 细胞骨架蛋白 Gi|158186678 7.9

肝移植是一种应用比较广泛、技术比较成熟的

器官移植手术[1]，但是，肝移植仍然存在很多的问

题需要我们去解决 [2-4]．蛋白质组学及其相关技术

已经应用到器官移植的临床和基础研究领域中，发

现了一些与临床相关的有意义的问题[5]．笔者应用

蛋白质组学的技术研究大鼠减体积肝移植术后肝脏

差异表达蛋白，进一步分析其中参与细胞骨架过程

的蛋白．

1 材料与方法

1.1 实验动物

在此次实验中 Lewis 和 Wistar 大鼠均购至北京

维通利华公司．术前及术后均饲养于昆明医科大学

动物实验中心的清洁级动物房中，自由进食和水．

动物实验的所有操作过程均严格参照 《实验动物和

操作管理规程》 进行．

1.2 模型构建及术后处理

实验模型采用改良法大鼠减体积肝移植模型，

供体是健康近交系的雌性 Lewis 大鼠，质量约为

200～230 g；受体是健康封闭群的 Wistar 雄性大

鼠，质量约为 220～250 g；供体肝脏在切取的过程

中即减掉左外侧叶、盘状叶和三角叶，供体比受体

大鼠质量轻约 20 g 左右 （受体体重大于供体）；移

植肝重 / 受体肝重≈50%，过程详见实验模型构建

的参考文献[6]．移植术后的大鼠自由进食和水，同

时口服抗免疫排斥用药 - 他克莫司胶囊 （FK506 药

品注册号为 BH20060123，药品分装批准文号为国

药准字 J20060047） ．

1.3 标本来源

实验标本主要有三大部分：供体肝脏组织标本

是在供体切取的过程中获取标本组织；受体肝脏组

织标本的获取是在受体肝脏驱血完成切除后获取标

本组织；移植术后肝脏组织标本是在肝移植术后 1

d，3 d 和 7 d 按照实验动物和操作管理规程处死移

植术后大鼠后获取的标本组织．所有的标本组织都

是随机获取相应部分的肝脏组织，标本约 1×0.5

cm 大小 3 块组织，获取后放入 -70℃冰箱内保

存．

1.4 蛋白质组学技术检测组织标本中差异蛋白表

达

实验试剂、设备准备好后，即可取出预先

-70℃冰箱内冻存的供体、受体和移植术后肝脏组

织标本，然后按照事先准备好的实验计划依次进行

组织标本蛋白质提取和定量，等点聚焦，胶条平衡

及 SDS-PAGE 电泳，凝胶染色，凝胶扫描和图像

分析．

图像分析采用 ImageMaster 5.0 软件，分别将 1

d、3 d 和 7 d 的移植术后肝脏组织标本的双向电泳

图谱与供体和受体肝脏组织的双向电泳图片进行比

较，以质点变化倍数大于 10 倍或小于 0.1 倍为标

准选择差异蛋白点用于质谱分析．然后通过网站和

数据库获得所有差异蛋白点的详细信息．最后按照

功能对所有差异蛋白进行功能分类和鉴定．

1.5 统计学分析

实验中采用 SPSS 软件包处理，统计学分析采

用总体率可信区估计， ＜0.05 为差异有统计学意

义．

2 结果

从每张双向电泳胶上可以检测到大约 1 000 个

左右的可能蛋白点，实验中选择差异蛋白质点的标

准是以变化倍数大于 10 倍或小于 0.1 倍为标准进

行选择，结果有 72 个差异点被发现．然后用

MS-MS 串联质谱分析和数据库鉴定，最终有 32 个

功能比较明确的蛋白质得到最终的鉴定，其中初步

鉴定到大鼠减体积肝移植术后肝脏参与细胞骨架的

差异蛋白质 （以人工蛋白质功能分类为标准） 主要

有 3 种，这些差异蛋白主要差异表达分布在术后第

3d 和 7d，差异表达的质点占所以差异点的 7%，

95%CI 为 5.6%～8.8%，见图 1 及表 1.

27第 3 期 刘 静，等．大鼠减体积肝移植术后肝脏细胞骨架差异蛋白的表达变化



3 讨论

蛋白质组学技术是基础和医学器官移植有关蛋

白质中的一个非常重要的方法[7]．通过蛋白质组学

及相关技术的应用，我们得到了大鼠减体积肝移植

术后肝脏参与细胞骨架过程的差异蛋白质主要有白

蛋白、α2u- 微球蛋白、β- 肌动蛋白和纤维蛋白

衍生多肽 β 连等．白蛋白具有维持血浆胶体渗透

压，物质运输和氧化提供能量等功能[8]．大鼠减体

积肝移植术后第 3 天的表达显著下降，可能是因为

术后第 3 天肝脏的再生最明显，需要的物质的能量

较多，导致了白蛋白的明显减少．

α2u- 微球蛋白是一种可以在一定程度上反应

肝脏一定的蛋白质合成功能的特殊蛋白质，它是由

成年雄性大鼠肝脏细胞合成并分泌入血并通过尿液

排出的蛋白质[9，10]．而雌性大鼠的肝脏和雄性大鼠

的其它脏器并不合成此蛋白．本次实验中检测到术

后雌性移植肝脏中有低度的 α2u- 微球蛋白表达，

但是与受体正常雄性肝脏相比较低，但是这已经说

明了受体骨髓干细胞在移植供体肝脏内跨细胞分化

成有功能的肝细胞，说明了受体因素参与了移植供

体肝脏的再生过程，具体的机制有待进一步的研究.

肌动蛋白家族[11]是一类高度保守的细胞骨架蛋

白，它几乎在所有真核细胞中承担最基本细胞功

能．在脊椎动物中，有 6 种肌动蛋白亚型，分别

由不同的基因编码 [12]．肌动蛋白在生物体内广泛

分布并且对于维持细胞的功能以及存活都是必不

可少的[13，14]．肌动蛋白使机体各种细胞之所以能够

具有分化、迁移、具有收缩力以及维持正常的形态

的功能[15]．在本次实验的术后第 3 天的移植肝脏组

织中发现了高度表达的肌动蛋白，这时候也是移植

肝脏组织细胞生长最快的时候，肌动蛋白的高表达

更加有利于肝细胞的分化、迁移等作用，更加有利

图 1 质谱分析鉴定出的差异蛋白点人工功能分类图

Fig. 1 The function classification of the differential

proteins identified by MS-MS spectrometry

于维持肝细胞的形态功能．

纤维蛋白衍生多肽 β 链是一种由纤维蛋白 β

链及其 N 末端所连接的 28 个氨基酸残基所构成，

它具有蛋白衍生物促进及加重炎症反应的作用，

在体外的实验中观察到了它可以使白细胞趋化和

聚集的作用 [16，17]．纤维蛋白衍生物 β 链的 N 末端

一方面可以与血管内膜上皮细胞表面的钙粘蛋白

（Cadherin） 相结合[18]，而 α 链的 N 末端则可以与

CD11c 相互作用，因此，由 α、β 链构成的纤维

蛋白衍生物 E1 成为了连接上皮细胞与炎症细胞的

桥梁．另一方面，纤维蛋白衍生物 β 链的 N 末端

能够与钙粘蛋白结合点 （Bβ15-24） 特异性结合

的肽链，阻断上皮细胞与炎症细胞之间的联系，

在体外实验中能够观察到它能够减少白细胞的聚

集，在体内观察中，则可以减少心肌细胞的缺血 -

再灌注损伤并且减小梗死灶的面积[18]．纤维蛋白衍

生多肽 Bβ15-24 除了能够通过竞争性的与纤维蛋

白 E1 配体结合和降低局部微环境内的 TNF-α 从

而发挥其减轻炎症反应的作用．纤维蛋白衍生物

Bβ15-24 还 可 以 降 低 局 部 组 织 微 环 境 中 的

TNF-α 的水平，从而减轻局部组织缺血再灌注损

伤后的炎症反应程度[18]．笔者在本次实验的大鼠减

体积肝移植术后第 7 天的移植肝脏组织中检测到 2

个差异表达的点，它的表达增强一方面说明了肝

脏组织抗缺血再灌注损伤的能力增强，移植肝脏

组织对抗损伤的能力逐渐得到提高；另一方面反

映了肝脏的再生仍然在继续之中，通过对抗组织

细胞的损伤作用而达到维护组织细胞的再生作

用．但是，这些机理需要作进一步的实验研究．
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