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类风湿关节炎患者滑膜成纤维细胞的差异蛋白质谱分析
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**摘*要! 目的*应用双向凝胶电泳#质谱法分析正常人及类风湿关节炎"+,-./01234 0+1,+3135$ 67#患者滑膜成纤维细
胞蛋白质组表达差异$探讨差异蛋白在类风湿关节炎发病中的作用& 方法*采用固相 89梯度"3//2:3;3<-4 89=+043->1$
?@A#双向凝胶电泳"1B2#43/->532>0;=-;-;-C1+28,2+-535$ &#DE#分离正常人及类风湿关节炎患者滑膜成纤维细胞总蛋白质$
银染显色$@DF.-51软件分析图像$比较两种细胞蛋白质组表达差异$对差异蛋白质点用基质辅助激光解析电离飞行时间
质谱进行鉴定$ 并用G-51-+> :;21验证部分表达差异蛋白质& 结果*!采用窄范围的 89% HI ?@A胶条进行 &#DE分析$
正常人及67患者滑膜细胞蛋白胶图上分别平均显示 ’$&%’)I 个点& 有 %J 个蛋白点在正常%67滑膜细胞间有 & 倍以上
的显著性量变& "分别在胶图上共选取 %" 个表达水平存在明显差异的蛋白质点进行质谱鉴定$鉴定出 &) 个在67患者
滑膜细胞中表达上调蛋白质& G-51-+> :;21验证E>2;05-#%7>>-K3> ?%L01,-853> D%MND&%@-+2K3+-42K3> &在67滑膜细胞中
表达显著升高& 结论*正常人及类风湿关节炎患者滑膜成纤维细胞表达蛋白质组存在差异& 这些差异蛋白可能参与类
风湿关节炎的发病&
**关键词! 滑膜成纤维细胞’蛋白质组’双向电泳’类风湿关节炎
**中图法分类号! 6)%!’6)J%O&’6$J)O&& 文献标识码! 7
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**类风湿关节炎"+,-./01234 0+1,+3135$67#是临床常
见风湿病$其主要病理特点是滑膜细胞增生$多种炎性
细胞浸润$血管翳形成以及软骨和骨组织的破坏$最终
导致关节畸形和功能丧失& 在 67的发病机制中$滑
膜组织的7"类巨噬细胞#%P型细胞"成纤维样滑膜

((!
第 )" 卷第 &期
&""’ 年 ! 月

* * 第*三*军*医*大*学*学*报
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细胞或滑膜成纤维细胞$5[>2_30;T3:+2:;0515$MW5#是67
关节损伤的最终效应细胞$参与关节炎症和关节破坏&
研究滑膜成纤维细胞表型改变的机制正在成为类风湿

关节炎的新热点& MW5在67的发生%发展中发挥着 \
细胞依赖途径所不可解释的重要作用& MW5在 67的
发病中主要参与以下环节(!$&) !!表现出转化细胞特
征$类肿瘤样异常增殖& "产生炎性介质%促炎症细胞
因子及抗炎症细胞因子调节炎症及免疫反应& $分泌
基质金属蛋白酶等参与基质降解以及骨破坏& %参与
血管生成& 但其机制尚未阐明&
**本研究利用高分辨双向电泳"1B2#43/->532>0;=-;
-;-C1+28,2+-535$ &#DE#对正常人及类风湿关节炎患者
MW5进行蛋白质分离$并对差异蛋白质进行鉴定及功
能分析$为探讨 MW5在类风湿关节炎发病中的作用提
供新的线索&

89材料与方法

!O!*滑膜细胞的培养
**人关节滑膜组织取自 $ 例在本院及新桥医院关节外科行
关节置换术的67患者及 I 例正常人外伤后行滑膜切除术者$
67患者临床诊断均符合美国风湿病学会标准()) & 参照文献
(%)的方法进行滑膜细胞的原代培养!术中取出滑膜组织$立即
于无菌条件下剪碎$"O&$a胰蛋白酶 )I e消化 & , 后$离心收
集细胞$加入含有 &"a胎牛血清"A3:C2公司# D̂ Ê 培养液$
置于 )I e%$aLN&孵箱中令其贴壁生长$细胞生长至 ’$a满
时$胰蛋白酶消化进行 !f&传代& 本实验中采用 ) H$ 代滑膜成
纤维细胞& A3-/50染色鉴定滑膜成纤维细胞形态&
!O&*方法
!O&O!*细胞总蛋白质的制备($)**取 ) H$ 代培养滑膜细胞$
@PM液洗涤细胞 ) 次后$加入细胞裂解液"尿素 I /2;gS$硫脲
& /2;gS$L97@M %a$D\\($ //2;gS$P32#S[1-"O&a#$&" """
+g/3>$% e离心 ! ,$取上清$用P+04T2+4方法测定蛋白含量$并
分装于b’" e冻存备用& 其中尿素%L97@M% D\\%P32#S[1-及
蛋白定量试剂盒均为P32#604公司产品$硫脲购自 M3=/0公司$
所有溶液均用 3̂;;3F水配制&
!O&O&*双向电泳**采用窄范围的 89% HI ?@A胶条"!I C/$
P32#604公司#进行 &#DE分析& 按 P32#604 双向电泳指南进
行& %"" &=蛋白样品加入水化样品缓冲液中溶胀后置于 @+2#
1-3> ?EWL-;;等电聚集电泳仪"P32#604 公司#进行等电聚焦&
程序设置如下! &$" d%线性%)" /3>$! """ d%快速%! ,$
!" """ d%线性%$ ,$!" """ d%快速%(" """ d,$$"" d%快速%任
意时间保持& 等电聚焦电泳后?@A胶条经平衡转移至 ! //厚
的 !&aMDM 聚丙烯酰胺凝胶"P32#604 公司#上端进行第 & 向
MDM#@7AE电泳&
!O&O)*银染**按文献(()进行$过程!凝胶水洗 $ /3> 后$置
于固定液中"每块胶均按 &$" /;计算$!"" /;甲醇$&$ /;乙酸$
!&$ /;̂ 3;;3F水#固定过夜’致敏液"I$ /;甲醇$!" /;$a硫代
硫酸钠$!I =乙酸钠$!($ /;̂ 3;;3F水#敏化 )" /3>’水洗胶
$ /3> h) 次’银染液"&$ /;&O$a硝酸银$&&$ /;̂ 3;;3F水#银

染 &" /3>’水洗胶 ! /3> h& 次’显色液"(O&$ =碳酸钠$!"" &;
)(a甲醛溶液$&$" /;̂ 3;;3F水#显影至背景出现’终止液
"!i%(a ED\7溶液#终止 !" /3>’水洗胶 $ /3> h) 次后进行凝
胶扫描&
!O&O%*凝胶图像采集与分析**凝胶通过 AM’"" L0;3:+01-4
D->5312/-1-+扫描仪"P32#604公司#以及 F.0>131[N>-%O$O" 扫
描软件"P32#604公司#进行扫描获取图像$数字化图像文件运
用@DF.-51IO) 分析软件"P32#604 公司#对图像进行分析$图
像分析过程包括蛋白点的检测%量化%背景消减和点的匹配$进
行强度校正%点检测%背景消减%匹配%!D校正%建立平均凝胶
分析等&
!O&O$*质谱鉴定**切割蛋白质点置于E88->42+T管中$经洗
涤%脱色及进行胶内蛋白质酶解后$将从蛋白质差异点抽提所
得的肽段通过 7.12T;-K质谱议进行分析$获取蛋白样品的肽质
量指纹图(基质辅助激光解析电离飞行时间质谱"/01+3K#05535#
1-4 S05-+4-52+8132> 32>3<0132>#13/-#2T#T;3=,1/05558-C1+2/-1+[$
7̂LD?#\NW#̂M#由北京华大蛋白质组研发中心完成)$最后应
用 0̂5C21软件在人类蛋白质公共数据库"ULP?%MG?MM#@6N\#
中搜寻$获得蛋白质的相关信息&
!O&O(*G-51-+> :;21验证差异蛋白**采用 G-51-+> :;21检测
了E>2;05-#%7>>-K3> ?%L01,-853> D%MND&%@-+2K3+-42K3>& $个蛋
白质在正常人及 67患者滑膜成纤维细胞中的表达差异& 将
&" &=滑膜总蛋白加入 & hMDM 上样缓冲液""O! /2;gS\+35
89(O’$ "O& //2;gSD\\$%a MDM$&"a甘油$"O&a溴酚蓝#$
!"" e 变性 $ /3>$上样$!&" dMDM#@7AE电泳 & ,$! /7gC/&

胶面积电转 )" /3>& 含 $a脱脂奶粉的\PM\室温封闭 ! ,$分
别加入一抗 "羊抗 E>2;05-#$兔抗 7>>-K3> ?$L01,-853> D$
MND&$@-+2K3+-42K3> &均为 M0>10L+.<产品#$% e振荡孵育膜过
夜& \PM\洗膜 !" /3> h) 次& 加入 96@标记的二抗$室温
! ,& \PM\洗膜 !" /3> h) 次& L,-/342CV6M凝胶成像分析仪
"P32#604公司$美国# 化学发光检测$扫描%保存%分析图像&

:9结果

&O!*正常人及 67患者滑膜成纤维细胞蛋白质组图
谱差异

**采用 89% HI US?@A胶条进行第一向等电聚焦和第二向
!&a的 MDM#@7AE$在相同条件"即每块胶上样量均为 %"" &=%
?@A胶及 MDM#聚丙烯酰胺凝胶所用试剂均为同一批次%使用同
一电泳仪在相同参数下电泳%显色条件和程序一致#下$& 种细
胞总蛋白各成功制备了聚焦良好%显色清晰的 &#DE胶 ) 块&
数字化图像经@DF.-51IO) 软件分析显示!二者蛋白质点的总
体分布模式非常相似$正常人及 67患者滑膜细胞蛋白胶图上
分别平均显示 ’$&%’)I 个点& 两组胶蛋白点与参考胶的平均
匹配百分率分别为 J"a和 ’’a& 两组电泳图谱的相关系数为
"O’"$& 有 %J 个蛋白点在正常%67滑膜细胞间有 & 倍以上的
显著性量变& 结合肉眼观察选取了 %" 个表达差异点进行质谱
鉴定& 两种细胞 89% HI 范围蛋白质的 &#DE银染图谱见图 !%
&& 图 ) 是@DF.-51软件分析的 7̂M\E6胶$包含了两组细胞 &#
DE银染图谱"89% HI#的全部信息$成功鉴定的蛋白质点如图
) 所示&
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图 89正常滑膜细胞 :;!<银染图谱"*=> ?@#
图 :9A4滑膜细胞 :;!<银染图谱"*=> ?@#

图 B9滑膜细胞蛋白质双向电泳;C(/’$%胶图谱"*=> ?@#

&O&*差异蛋白质的 7̂SD?#\NW质谱鉴定及数据库检索
**分别选择%切取 &#DE胶图上与正常人比较在 67滑膜成
纤维细胞中高表达的 %" 个差异蛋白点进行了质谱鉴定$经
ULP?数据库分析$共成功鉴定 &) 个蛋白质$这 &) 个蛋白质的
名称及相关信息见表 !&

&O)*G-51-+> :;21验证差异蛋白
**采用G-51-+> :;21检测了E>2;05-#%7>>-K3> ?%L01,-853> D%

MND&%@-+2K3+-42K3> & 在正常人及 67患者滑膜成纤维细胞中
的表达差异"图 %#& 用 F.0>131[2>-%O$O" 软件分析$A7@D9
在各组条带的积分光密度"?ND#一致$反映了总蛋白上样量一
致& $个差异蛋白在67滑膜细胞中的表达均显著升高$该结
果与蛋白质组的检测结果一致$说明双向电泳检测结果的可靠
性&

表 89正常人及A4患者滑膜细胞差异表达蛋白质信息

蛋白质简称 蛋白质名称
ULP?数据
库编号

最高
分值

序列覆
盖率"a#

匹配
肽段

等电点
理论分
子质量

能量代谢

EUN7 E>2;05-0 =3j%$")$I! (( && (g!( IO"! %I %’!
\@?M \+325-8,258,01-?52/-+05- =3j!I)’J’!$ !%I %$ !"g!’ (O%$ &( J!"
SD9P L,03> P$ 9./0> 9-0+1S#S0C101-D-,[4+2=->05-9L,03> =3j!)I’(’%’ I% !J (g!% $OI& )( I(J
蛋白质转录%合成
L7\D L,03> 9$ L01,-853> D71@, IO$ =3j$’&&"J! J% $) !"g)" $O)! &( %$I
@7&’P 8+21-052/-0C13_012+@7&’ :-10C,03> =3j%’I)%IJ) !&J %% !&g)" $O%% &I $!$
6@S@" 63:252/0;8+21-3> @" =3j!&($%$’) !&( %I !!g)! $O%& )% %&%
MMP 63:2>.C;-28+21-3> S0 =3j))I%$I !"( )( !&g)$ ’O%I %" (’)
信号转导

AD?6 6,2AD@43552C30132> 3>,3:312+"AD?# 0;8,0 =3jI(I’""(J II &J ’g!’ $O"& &) &$"
\L\@ \./2+8+21-3>$ 1+0>5;0132>0;;[#C2>1+2;;-4 ! =3j!$&!%(!" II )(a (g!( %O’% !J I$J
\L\@ \./2+8+21-3>$ 1+0>5;0132>0;;[#C2>1+2;;-4 ! =3j!$&!%(!" ’! %! ’g)$ %O’% !J I$J
细胞结构

7UV! 7>>-K3> ? =3j%$"&!"! !J’ %$ !%g!J (O$I )’ J!’
SEA! A0;-C13>#! =3j%&$%&JII J( %I Ig&$ $O)% !% ’(’
SEA) ;0/3>3>#:3>43>=8+21-3>"A0;-C13>#)# =3j!!&$"($ ($ $& %g!! IO") !% &!’
Ŝ U7 S0/3> 7gL$ 352T2+/! 8+-C.+52+ =3j$%")$"$J II &I !)g$( (O$I I% )’"
Û 9̂L#7 >2>/.5C;-/[253> ,-0_[C,03>#7 =3j!’J")" II && !&g&’ IO$$ ’& )&&

L67P@& U/+M2;.132> M1+.C1.+-NT9./0> L-;;.;0+6-13>23C7C34 P3>4#
3>=@+21-3>#\[8-?3$ && M1+.C1.+-5 =3j%)’J&$$ I% (& Ig!J $O&) !$ I)I
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!!正常对照组’ &! 67

图 >9D$/’$%&2)+’验证差异蛋白在正常和A4滑膜细胞中的表达

B9讨论

**由于67发病的复杂性及异质性$目前尚无根治
的方法& 67病情进展很快$在出现症状后 & 年内$
$"a HJ"a的患者有关节受损的放射学改变’另外$目
前临床使用的 !J’I 年美国风湿病学会"7L6#分类标
准主要适用于典型病例$对于早期患者敏感性及特异
性均较差& 因此67发病机制的研究及寻找早期诊断
标志一直是基础及临床研究的热点&
**本研究表明$&) 个蛋白在 67滑膜成纤维细胞中
表达明显变化& 这些蛋白涵盖结构蛋白%信号转导相
关蛋白%信号分子%细胞代谢相关蛋白质等& 我们推测
部分分子可能与滑膜成纤维细胞在关节炎中的行为特

征相关$这些蛋白在滑膜成纤维细胞的增殖$炎症调控
等方面可能发挥着重要的作用&
**急慢性炎症过程中机体发生氧化应激产生的活性
氧与软骨基质的降解有着密切的关系(I) & 67滑膜成
纤维细胞和单核细胞的硫氧还原蛋白的免疫定位也揭

示了氧化应激诱导的促炎症途径的存在(’) & 已有文
献报道 MND及 @DV$ 在骨关节炎"251-20+1,+3135$ N7#
滑膜成纤维细胞中的活性及表达增加$并且在 \UW%
?S#! 刺激后其表达上调更明显(J$!") & 本研究亦显示$
MND& 和 @-+2K3+-42K3> & 在67滑膜成纤维细胞中表达
增加$提示二者的表达上调可能是机体对滑膜炎症的
一种保护反应$旨在清除细胞内多余的活性氧分子$增
强细胞抗氧化能力而调控炎症程度&
**糖皮质激素用于治疗 67已有几十年的历史$其
抗炎机制之一是诱导了可抑制磷脂酶 7& 活性的蛋白
的表达$7>>-K3> ?是其中之一& 许多实验证明了 7>#
>-K3> ?在关节炎中的抗炎特性(!!$!&) !! 7>>-K3> ?在
人外周血白细胞和滑膜组织表达& "67滑膜成纤维
细胞表面有 7>>-K3> ?的结合位点& $外源性给予
7>>-K3> ?可明显抑制实验动物的关节炎症$而内源性
7>>-K3> ?可下调促炎症细胞因子 ?S#!’%?S#(%\UW##

等的表达而发挥其抗炎作用& 因此$7>>-K3> ?在关节
炎滑膜成纤维细胞中的高表达可能是机体的一种防御

机制$利用7>>-K3> ?类似物或诱导非激素途径的内源
性7>>-K3> ?的高表达可能成为关节炎症新的治疗靶
点&
**金属蛋白酶及组织蛋白酶导致细胞外基质的降解
在软骨破坏中起着重要的作用& 实验已证实(!)) $在
67%N7滑液中以及滑膜衬里层有组织蛋白酶 D的存
在$在血管翳周围该酶的表达在 67中高于 N7$其参
与基质降解的作用可能性极大& 本实验结果与报道一
致& 其具体的作用机制有待于进一步研究&
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