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!"#$! 基因剔除致骨关节炎小鼠血清蛋白质组双向凝胶电泳分析

郝振明! 杨晓!" 应万涛$ 王杰$ 钱小红$ 黄翠芬!

!（军事医学科学院生物工程研究所发育和疾病遗传学研究室 北京 !%%%&!）

$（军事医学科学院国家生物医学分析中心 北京 !%%"2%）

摘 要 34+51 基因剔除导致小鼠骨关节炎。为了进一步深入研究 34+51 基因缺失导致骨关节炎形成的分子机

制，寻找骨关节炎发生早期的分子变化。用双向电泳技术结合肽质量指纹谱技术对 34+51 基因剔除小鼠和野生型

小鼠血清蛋白质组进行了初步分析。对其中 & 个表达差异蛋白质进行了鉴定，并探讨了所鉴定蛋白质与骨关节炎

发生的关系。为揭示 36781 介导的 5BC/!信号在骨骼发育中的重要作用提供了线索。

关键词 基因剔除，DE3F1，$/F7，GEC
中图分类号 H2! 文献标识码 3 文章编号 !%%%/1%4!（$%%$）%#/%#2$/%2

骨关节炎（IJK6(9LKML:K:J）又称退行性骨关节病，

是一种最常见的非炎性滑膜关节病。骨关节炎以退

行性关节软骨缺失伴随着关节软骨异常修复及软骨

下骨重建为特征［!］，它的发生与年龄密切相关，4%N
O 0%N的 42 岁以上的人均患有各种程度的关节炎。

骨关节炎的发展会导致关节僵硬、疼痛以至最后失

去功能。骨关节炎发现时关节已发生了几乎是不可

逆转的显著退变且至今尚无有效的治疗方法，因此

研究骨关节炎的致病机制对于该病的早期诊断、预

防及治疗具有重要的意义。

34+51 基因剔除导致关节软骨丧失了对 5BC/!
信号的反应，引起软骨细胞分化异常，结果产生与人

类骨 关 节 炎 相 似 的 退 行 性 病 变［$，1］。 为 了 研 究

34+51 基因剔除后血清中蛋白质表达谱的变化，我

们用双向电泳技术结合肽质量指纹谱技术对 34+51
基因剔除小鼠血清进行了初步分析，以期找出差异

表达的蛋白质并进行研究。这些蛋白质可能为骨关

节炎的诊断和治疗提供有益的线索。

" 材料和方法

"#" !"#$! 基因剔除小鼠血清的制备

取 $% O 10 日龄 34+51%9"P %9" 小鼠及其同窝野生

型对 照 小 鼠 各 !% 只，摘 其 眼 球 取 血，置 室 温 下

1%8:<，1 %%%LP8:< 离心 !%8:<，各取 !%%"Q 血清合并，

分装于灭菌的离心管中，R &%S冻存。

"#$ 小鼠血清中蛋白质浓度的定量

用 %T0N的 +9U) 溶液对小鼠血清做 2% 倍稀释，

用 G:6L@6 公司的 VU3/$%% 蛋白质分析试剂盒测定蛋

白质浓度。用酶联检测仪在 #0$ <8 和 41% <8 双波

长测定吸光值。两种基因型小鼠血清蛋白质各取

2%%"= 用于双向电泳。

"#! 小鼠血清的双向电泳

"#!#" 第 一 向 固 相 WX 梯 度 等 电 聚 焦：分 别 取

34+51Y P Y 、34+51%9"P %9" 基 因 型 小 鼠 血 清 !%T1"Q、

0T&"Q，含蛋白质总量均为 2%%"=，用 386LJM98 GM9L/
89@:9 V:(K6@M 公司的等电聚焦设备 ZGBWM(L，胶条 WX
范围为线性 1 O !%，!"@8，采用胶内泡涨方法，样品

和泡涨液（尿素 "8()PQ，UX3GD $N，痕量溴酚蓝）共

12%"Q。其 中 各 加 还 原 剂 F55 至 $% 88()PQ，ZGB
A-[[6L 至 %T2N。等电聚焦条件如表 !。

表 " %&’()*+ 等电聚焦系统中固相干胶条 %,- 参数

./012 " %,- (/+/3242+5 *6 733*071782 9+:54+7(
78 %&’()*+ %,- 5:5423

DK6W ’()K9=6（’）
’()K/M(-LJ
（’M）

DK6W \-L9K:(<
（M）

BL9\:6<K K.W6

]6M.\L9K:(< % % 4 DK6W/</M()\
]6M.\L9K:(< 1% !"% 4 DK6W/</M()\

! 2%% 2%% ! DK6W/</M()\
$ !%%% !%%% ! DK6W/</M()\
# "%%% 1$%%% # DK6W/</M()\



!"#"$ 平衡：将等电聚焦后的 !"# 胶条放入平衡液

（$%&’()*+ ,-./ 0%11&’+，尿 素 1%&1&2，甘 油 1’+，

343 0%52，痕量溴酚蓝）$0’+ 中，于摇床上振荡 5 6
$& ’.7。其中，第一种平衡液中含 4,, 50 ’’()*+，而

第二种平衡液内由 $00 ’’()*+ 碘乙酰胺取代。

!"#"# 第二向垂直 3438"9#:：用 ;.(8<=> 公司的

"-(?@.7 !! A. B@)) 垂 直 电 泳 仪 进 行 电 泳。根 据 !"#
B(7C@-/.(7 D.? 的体积，配制大小为 500’’ 6 500’’ 6
$’’，$5%&E的均匀胶。将平衡后的 !"# 胶条移至

凝胶的上方，用 0%&E 的琼脂糖*电泳缓冲液封闭。

电泳 缓 冲 液 为 ,-./8#)FB.7@8343 系 统（&00’+，& 6 ，

G%&2 ,-./，5%&2 343，1H2 #)F/.7@）。在 $I J $&K时，以

每一胶条 50’9 恒流 I0’.7，再加大至每块胶 10’9
恒流至溴酚蓝前沿到玻璃板下缘为止。按常规考马

斯亮蓝染色方法固定、染色、脱色。

取几次电泳中重复性最好的胶进行分析。

!"% 双向电泳结果的处理

用 9’@-/L=’ "L=-’=B.= ;.(?@BL 公司的图像分析

软件 !’=2@M=/?@- 54 :).?@ 1%$0 分析电泳结果。

!"& 差异蛋白质从 ’()* 胶中的酶切和提取

选取 54 胶上存在明显差异的蛋白质斑点，用

刀片沿斑点染色边缘切下蛋白质点置于样品管中，

用含 &0E乙腈和 5&’’()*+ 碳酸氢铵溶液脱色，胶片

真空离心干燥。罗氏公司的胰蛋白酶（,-FN/.7，’(>.8
O.@>、/@PQ@7B.72 2-=>@）用 5&’’()*+ 碳酸氢铵溶液配

成 0%0$2*+ 溶液，加 R J $0!+ 于各样品管中，1GK保

温 50L。加入 &E三氟乙酸溶液 $50!+ 于 I0K保温

$L，吸出上清，加入 5%&E ,S9，&0E9TU 溶液 $50!+

于 10K保温 $L，合并上清液冰冻干燥［I］。

!"+ 差异蛋白质的肽质量指纹谱（’,-./0, 1233 4/56
7,8-8/5./57，’9:）分析

冻干后用 $0!+ 0%&E三氟乙酸溶解的肽混合物

或脱盐 后 的 提 取 液，用 ;-QV@- 公 司 的 质 谱 仪 <:8
S+:W !!! 基 质 辅 助 激 光 解 吸*电 离 飞 行 时 间 质 谱

（M=?-.A =//./?@> )=/@- >@/(-N?.(7*.(7.X=?.(7 ?.’@ (O O).2L?
’=// /N@B?-(’@?-F，M9+4!8,YS8M3）进行分析。取 $!+
点靶，另取 $!+"8腈基8I8羟基肉桂酸溶于 0%$E三氟

乙酸*&0E乙腈的饱和溶液作基质，室温干燥。质谱

仪采用激光波长 11G7’，反射检测。

!"; 数据库检索初步鉴定蛋白质

数据库检索程序根据输入的蛋白质等电点、分

子量范围及肽指纹谱数据和其它一些参数在数据库

中寻找与这些参数相匹配的蛋白质。互联网上的蛋

白质 数 据 库 检 索 程 序 有：:A"93F M()@BQ)=- ;.()(2F
3@-C@- 网站提供的 "@N?!>@7?（L??N：**ZZZ% @AN=/F [ BL*
?(()/*N@N?.>@7? [ L?’)），\T3S M=// 3N@B?-(’@?-F S=B.).?F
网站提供的 M38S.?（L??N：**N-(/N@B?(- [ QB/O [ @>Q*L?’8
)QB/O1 [0*’/O.? [ L?’）。

$ 结 果

$"! 小鼠血清双向电泳结果及图像分析

图 $ 为小鼠血清蛋白质经双向凝胶电泳、考马

斯亮蓝染色的图谱，图 $9 为 !"#$1 ] * ] 小鼠血清的

双向电泳图，图 $; 为 !"#$1%&R* %&R突变小鼠血清的双

向电泳图。胶均为 $R 6 $RB’ "9#: 胶，两块胶在同

一电泳槽中同时电泳。电泳结果用 !’=2@M=/?@- 54

图 $ !"#$1] * ] 野生型对照小鼠（9）及 !"#$1%&R%&R突变型小鼠（;）血清双向电泳图谱（考马斯亮蓝染色）

S.2[$ 584 2@) ’=N (O /@-Q’ N-(?@.7/ O-(’ !"#$1] * ] Z.)> ?FN@ ’.B@（9）=7> !"#$1%&R* %&R’Q?=?.(7 ?FN@ ’.B@（;）[（T;; /?=.7@>）
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!"#$% &’() 双向电泳图像分析软件分析，部分差异点

以数字在图中标出。表 * 为 + 个差异蛋白质的分析

结果。

!"! 差异蛋白质的肽质量指纹谱分析

表 & 列出了 + 个蛋白质肽指纹谱峰值的数据，

黑体示含量极高的峰值，斜体为胰蛋白酶自消化的

峰值。

进行数据库检索，必须确认一些重要的参数，比

如分子量、等电点、消化所用酶、蛋白质的来源、肽质

量精确度范围、最低匹配肽段数目、允许酶有多少误

切等。总之，已知条件越多越精确结果就越准确。

数据库检索各参数的设置见表 ,。

表 - 为 *./( 蛋白质的检索结果，它为鼠 00 型胶

原前体的短异构体，其余 1 个从略。检索结果总结

见表 1，表中列出了蛋白质的等电点、分子量和鉴定

结果等重要数据。

# 讨 论

!"#$& 基因剔除小鼠在半年后表现出明显的骨

关节炎症状［&］。为了寻找与骨关节炎发生相关的早

期血清蛋白质变化，我们选择了年龄不超过一个半

月的年轻小鼠作为研究对象。为了最大程度地减少

个体差异对结果的影响，除了选用同窝野生型小鼠

作为对照，还将相同基因型的 () 只小鼠的血清混合

后用于双向电泳分析。这在很大程度上削弱了个体

差异，并使共同的差异得以放大，使得结果更为可

靠。

蛋白质经胰蛋白酶消化后，会产生许多大小不

同的肽段，对由这些肽段形成的峰值数据的选择关

系到能否检索到正确的蛋白质。我们基于下面两条

原则选择峰值数据：一是去掉胰蛋白酶自消化产生

的峰 值 数 据，包 括：()*)、()*(、(,&,、(,+-、*(1&、

表 ! $ 个差异蛋白质的分析结果

%&’() ! *+&(,-.- /0 -)1)+ 23/4).+-

234$%#5 678"%
987:& ; < ; 987:&%=><%=>

?%"7$#@%"A 8766 B ()) CD<E. F0 ?%"7$#@%"A 8766 B ()) CD<E. F0

234$%#5 8766 37$#4
（%=><%=>< ; < ; ）

*./( ,,’>*& *’&( +’> (1’)&G *’>G, +’+1 )’&-+>&

*./* &&’)&& ,(’**( +’)+ )

*./& >>’++ -(’*>G 1’,( ((’+*+ -(’>)> 1’&, )’(&*()-

*./, (-1’))1 ,+’&1 1’++ >-’-+> ,+’11 1’+( )’-,>--1

*./- (’)+, 11’-,+ 1’>1 )

*./1 )’(+* -,’1*G ,’+G -)’,+G --’,)G ,’+& *G&’,>*1

*./+ (GG’-(> (’&*G >’(G +*’,G> (’&G( >’(* )’&1&&11

注：质量差异比（%=><%=>< ; < ; ）：!#"$&%&>< %&>小鼠血清中某蛋白质占总蛋白质的相对量除以 !#"$& ; < ; 小鼠血清中对应蛋白质占总蛋白质的相

对量。

表 # $ 个蛋白质肽指纹谱峰值数据

%&’() # 567 2)&8- 9&4& /0 -)1)+ 23/4).+-

234$%#5 678F"% 2CH F%7E6

*./( ::$";$< =>="<!; ;;?;"<;; ;>>@":<# ;@!=":@# (>*)’)*- *()G’**) *(*1’(1G *>*,’,)G

*./* =;:"$?> (**(’+)> (*->’+,1 ;>>$";:: ;>$!":># ;>:<":?# ;@?!"$:= (+&+’)-, (>*,’))) ;:=@"!>; !?;?";?:

*./&
())1’1,) ()&(’+)& ;;;;"$>: ((1-’1,- ((+-’+-) ((+G’+-1 ;!#>":>= ;!#=":#$ ;!$$"::= (&11’>(( ;>!$"=>! (1+&’)1( (+)>’>*,

;==>"!!!
*./, =$#"<== ()*)’1>) ;?#;"<:; ()>G’+-( ;;;;"$@@ ((1-’++) ((+G’++, (*(1’+>1 ;!#=":#< (*++’>1) (&*)’+-+ (&11’>)1 (,&1’>1+

(,-1’>,, (,G1’G*) ;<$#"?>: (+)>’G,, (+>>’(&> (GG-’*)G !;?$"#>> *(&)’&&1 *&>1’,(+ *,),’,G*

*./- ()&>’+(( (),(’+-& ((--’+)( ;;$!"$;: ((>,’+), ((>>’+>- (*),’+,+ (*>&’+1, (&*-’+G- (&,(’+G, (&-+’+++ (,+G’G,1 ;@>>"=:$

(+1+’,&, (>)+’()1 (>*&’(1, (>G1’*)) (G()’&)& ;=:=";$< !??<"!!> *+*(’111

*./1 ()**’1(> ()11’&*> ()>*’&(G ()G)’+&* ()G>’+-) ;!?@"$?: ;!$>"$:@ (&,&’+,+ (&+&’+++ (&>>’>-G (,+(’>&, ;<@;"=>$ ;<$;"=$$

(+)>’>,1 (>)G’G)* (GG-’(-G *(*>’&>, !@;$">>>

*./+ G)1’&+* G**’(,1 ;!$>":@@ ;@;;":#= ;@!=":<? ;@$;":=: ;:!?"?;> (>,*’),, *>-(’1+- *>1&’1*)
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表 ! 用于检索蛋白质库的各蛋白质参数

"#$%& ! ’#(#)&*&(+ ,- .(,*&/0 1#*#$#+& +&#(23/04

!"#"$%&%#’ ()*+ ()*( ()*, ()*- ()*. ()*/ ()*0

!#12#"$ 3’%4 !%5&64%7&

!6 #"72% /8. 9 :8. .80 9 080 .8( 9 08( .8/ 9 08/ .8/ 9 08/ ,80 9 .80 /8; 9 :8;

!#1&%<7 $"’’ #"72%（=)） +(8/ 9 +.8- (0 9 ,, ,(8- 9 ,;8/ ,(8- 9 ,;8/ />8, 9 0,80 ,08: 9 -/8( +(8/ 9 +.8-

?5%@<%’ ’%"#@A%4 BC? BC?DCEC?

)<2%’& C’%4 F#G5’<7

!%5&<4% $"’’ "@@3#"@G（=)） >8. >8. >8. >8. >8. >8. +

H3$I%# 1J 5%5&<4%’ #%K<#%4 J1# $"&@A - - - - - - -

H3$I%# 1J 5%5&<4%’ 3’%4 <7 ’%"#@A + + ( > ( ( (

表 5 6789 蛋白质的检索结果

"#$%& 5 7#*#$#+& +&#(23/04 (&+:%*+ ,- +.,* 6789

C’%# $"’’ B"&@A<72 $"’’ B"’’L) M BD !1’<&<17 !%5&<4%

;-;8/(+ ;-;8.+ N >8++>: > +>/0 N +>00 O!!O!PO!?OQ

+--.8:/, +--.80-( N >8+(+( > +,+, N +,(. REE6SO?H)PTBU

(+/,8(. (+/,8>;- N >8+..: + :>: N :,( PO!!ORHOH!O!RO! !O!ROQ)O!Q

(:(-8->; (:(-8/(, >8(+,; + - N (; EOR!S?EPEEFEE6R RPEUDSOS)RU

表 ; 检索结果总结

"#$%& ; *3& +:) ,- 1#*#$#+& +&#(23/04 (&+:%*+

!#1&%<7 ’"$5V% 56 BWL) )"&"I"’% ’%"#@A<72 #%’3V&’

() N + :8+/ +,+0-.8;; ?A1#& <’1J1#$ 1J @1VV"2%7 "V5A"+（66）@A"<7 5#%@3#’1#［@17&"<7’：@A174#1@"V@<7］

() N ( .80( ++//0-8+; P<7@3V<7

() N , /8-: (0>/-(8(+
H3@V%"# #%@%5&1# @1*U%5#%’’1# +（7*@1#+）（7*@1#），（#%&<71<4 X #%@%5&1# <7&%#"@&<72

5#1&%<7 +,）（#<5+,）

() N - 08>, (:,,;8>> DA"<7(："V5A"*(*$"@#12V1I3V<7 ,. =) ’3I37<&

() N . .8// -(.:+08.> )G’&#15A<7

() N / 37=71Y7 37=71Y7 ?G7%*+I（J#"2$%7&）

() N 0 08;0 +.++(8(>
+,4"G’ %$I#G1 V<Z%# @)HR，#<=%7 J3VV*V%72&A %7#<@A%4 V<I#"#G，@V17%：(.+>>->5>.，

J3VV <7’%#& ’%K3%7@%8 [II*I+

注：以上均为匹配 - 个肽段的鉴定结果

(+:.、(+;-、((0,、((:; 和 (,:-。如果不去除这些峰

值数据，会使检索结果产生很大的偏差，其影响在酶

消化的蛋白质量较少时尤为显著。二是所选峰值数

据应尽量多地包含那些蛋白质含量相对较高的肽

段，当蛋白质样品纯度不高或稍有降解时这点就显

得尤其重要。

通过检索，我们初步鉴定了 0 个表达有差异的

蛋白质，分别是!型胶原前体短的异构体、P6HDC*
E6H、核受体共抑制因子 +、"*(*巨球蛋白亚基、4G’&#1*

5A<7、?\HT*+] 片 段、[]]*]+。 其 中 存 在 于

!"#$,%&:L %&:小鼠血清中的!型胶原前体比 !"#$,^ L ^

小鼠中少近 , 倍。已知!型胶原是在软骨细胞外基

质中特异表达的蛋白质，血清中!型胶原前体是指

示软骨修复的标记分子之一［.］，它的减少会使软骨

的 修 复 作 用 不 能 顺 利 完 成，这 可 能 是 造 成

!"#$,%&:L %&:小鼠退行性软骨丧失的原因之一。P6H*
DCE6H 是一个与细胞粘附作用有关的蛋白质，细胞

在高粘附基质条件下培养可以诱导 P<7@3V<7 基因的

..-- 期 郝振明等：!"#$, 基因剔除致骨关节炎小鼠血清蛋白质组双向凝胶电泳分析



表达，骨关节炎表现为关节基质成分的减少［!］，而生

长激素可以上调 "#$%&’#$ 基因的表达［(］，"#$%&’#$ 基

因表达下降与 !"#$)%&*+ %&* 小鼠生长迟缓是一致的。

核受体共抑制因子 ,（-./01,）通过促进染色体浓

缩来介导一些核受体的转录抑制活性，从而阻止转

录的进行［*］。-./01, 在 !"#$)%&*+ %&*小鼠中减少了 (
倍以上，推测可能与软骨细胞异常分化密切相关。

23-4.,5 蛋白是 6777 年刚发现的一个蛋白质，广泛

存在于骨骼肌、平滑肌和心肌中。可能参与肌核

（89:$&%’;#）在肌管中的迁移［<］。 !"#$)%&*+ %&* 小鼠中

这一蛋白质浓度比野生型小鼠高出近 )77 倍。这些

分子在骨关节炎发生中的作用以及是否可能用作骨

关节炎的早期诊断指标尚有待于进一步的研究。
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