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基于蛋白质组学技术筛选唐氏妊娠母体血清蛋白标志物的研究
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　　［摘要］　目的　筛选唐氏（ＤＳ）妊娠母体血清蛋白标志物，初步验证其临床应用价值。方法　收
集确诊为ＤＳ妊娠的母体血清（ＤＳ组）和正常孕妇血清标本（对照组）各６例（均为１６孕周采集），经二
维凝胶电泳（２ＤＥ）获得２组血清蛋白电泳图像，比较２组间蛋白含量变化，选取差异显著的蛋白质点
进行生物质谱分析与鉴定，并采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法验证筛选获得的血清蛋白标志物在 ＤＳ妊娠母体血
清中的变化情况（ｎ＝１２）。结果　通过２ＤＥ图谱分析，共筛选出２９个表达显著差异的血清蛋白质点。
从中选取６个表达差异较大的蛋白质点，经生物质谱技术分析和ＮＣＢＩ数据库搜索与匹配，发现ＣＦＨＲ１
和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１等１０个蛋白质与其匹配的可能性较大（匹配分值 ＞６６分）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
ＣＦＨＲ１和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１在ＤＳ组的积分光密度值分别为（５６８７．０±７２７．８）和（１３３４５１．８±３２１１８．８），均
明显高于对照组水平［（１４１４．１±７１５．６）（Ｐ＜０．０１）和（３３０７３．９±１４３９０．４）（Ｐ＜０．０５）］。结论　
２ＤＥ和生物质谱分析是筛选蛋白质标志物的可靠方法，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果证实 ＣＦＨＲ１和 Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１的
异常变化可能与ＤＳ妊娠密切相关，有望成为ＤＳ早期产前筛查的母体血清蛋白新标志物。
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　　唐氏综合征（Ｄｏｗｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳ），即２１三体综
合征，是一种由染色体非整倍性异常所致的常见遗传

性疾病［１］，临床表现为智力低下，体格发育畸形，并伴

有多器官功能异常［２］。ＤＳ患儿一旦出生，即无有效治
疗方法，患者无自理生活能力，生活质量严重下降［３］，

给社会及家庭造成极大的负担。因此，探讨 ＤＳ早期
妊娠相关的母体血清新标志物，以提高产前筛查效能，

尽量减少该类患儿的出生，具有重要的社会意义。本

研究以蛋白组学技术和生物质谱分析为基础，在 ＤＳ
母体血清中筛选并鉴定了多个异常表达的蛋白质，进

而采用蛋白质印迹Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析法对其中的Ｃｏｍ
ｐｌｅｍｅｎｔｆａｃｔｏｒＨｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（ＣＦＨＲ１）和 Ｋｉｎｉｎｏ
ｇｅｎ１含量变化进行初步验证，以评估其作为 ＤＳ早期
筛查母体血清蛋白标志物的可行性。

１　资料与方法

１．１　标本收集
　　收集第三军医大学西南医院产前诊断中心的孕中
期进行产前筛查的孕妇血液标本（年龄为２０～３５岁），
室温静置待血液凝集后，离心（１００００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，分
离血清置于－８０℃保存备用。选取其中染色体检查
并经引产后病理解剖确诊为唐氏胎儿的１８例母体血
清标本为实验组（ＤＳ组），另外随机挑选１８例产后确
认为无唐氏综合征的正常孕妇血清作为对照组（Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组），２组的血清标本均取自第１６孕周。本研究由
第三军医大学西南医院伦理委员会审核同意，其中所

有采样患者均已签署知情同意书。

１．２　试剂与仪器
１．２．１　主要试剂　　碘乙酰胺（ＩＡＡ）、二硫苏糖醇
（ＤＴＴ）、硫脲（Ｔｈｉｏｕｒｅａ）、低熔点琼脂糖、超纯尿素
（Ｕｒｅａ）、溴酚蓝、考马斯亮蓝 Ｇ２５０、３［（３胆酰胺丙
基）二乙胺］１丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）、载体两性电解质
（Ｃａｒｒｉｅｒａｍｐｈｏｌｙｔｅ，ｐＨ３１０ＮＬ）、ＩＰＧ覆盖油、丽春红
染色液和彩色预染蛋白质分子量标准均购自碧云天公

司；甘油（Ｇｌｙｃｅｒｏｌ）、甘氨酸（Ｇｌｙｃｉｎｅ）、四甲基乙二胺
（ＴＥＭＥＤ）、过硫酸胺（ＡＰ）、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、

丙烯酰胺（Ａｃｒｙｍｉｄｅ，３０％）、甲叉双丙烯酰胺（ＢＩＳ）、
三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）购自博士德公司；牛血清白
蛋白购自美国Ｓｉｇｍａ公司；考马斯亮蓝 Ｒ３５０和１３ｃｍ
（ｐＨ３～１０ＮＬ）非线性ＩＰＧ胶条购自ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公
司；兔 抗 ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔｆａｃｔｏｒＨｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １
（ＣＦＨＲ１）多克隆抗体 （ａｂ１０３１６２）和兔抗 Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１
单克隆抗体 （ａｂ１２４７３７）购自英国Ａｂｃａｍ公司。辣根
过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体 （Ａ０２０８）
购自碧云天公司。

１．２．２　主要仪器　　ＨｏｆｅｒＳＥ６００电泳系统 （ＥＡｍ
ｅｒｓｈａｍ，ＵＳＡ），ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦电泳仪 （ｍｅｒｓｈａｍ
ｐｈａｒｍａｃｉａｂｉｏｔｅｃｈ，ＵＳＡ），干胶仪 （ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ），扫
描仪 ＵＭａｘＰｏｗｅｒｌｏｏｋ２１００ＸＬ（ＥＡｍｅｒｓｈａｍ，ＵＳＡ），
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪 （ＡＢＩＣｏｍｐａｎｙ，ＵＳＡ），Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ电泳转膜仪及发光成像仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ），
ＢｉｏＴｅｋＥＬＸ８００光吸收酶联免疫检测仪（上海天呈科
技）。分析软件：图像分析软件 Ｉｍａｇｅｍａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ
４．０１（Ｂｉｏｒａｄ，ＵＳＡ）和 Ｉｍａｇｅｍａｓｔｅｒ５．０（ＧＥｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ，ＵＫ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ光密度分析软件 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）。
１．２．３　母体血清蛋白的准备与定量　　在对照组和
ＤＳ组中各选６例标本，分别从各标本中取血清２００μＬ，
混匀成１２００μＬ混合样本。而后从２组中各取４００μＬ
血清，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ（４℃），弃除上层脂类，
保留中间层稀释成备用样本。０．２２μｍ滤膜过滤后，
除去高丰度蛋白，以５Ｋ超滤管浓缩除盐。考马斯亮
蓝 Ｇ２５０蛋白浓度定量后，标本置－８０℃保存，备用。
１．３　方法
１．３．１　二维凝胶电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）　　参照相关文献［４－５］进行血清蛋白
２ＤＥ操作，以预处理的血清蛋白１２０μｇ上样，１３ｃｍ
（ｐＨ３～１０ＮＬ）非线性 ＩＰＧ胶条水化后，在 ３０Ｖ→
１２ｈ，５００Ｖ→１ｈ，１０００Ｖ→１ｈ，８０００Ｖ→６ｈ，５００Ｖ→
４ｈ条件下进行第一向等电聚焦电泳。而后速将 ＩＰＧ
胶条转移至平衡缓冲液 Ａ液（其中含０．２％的二硫苏
糖醇）和 Ｂ液（含３％的碘乙酰胺），分别平衡１５ｍｉｎ
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后进行第二向电泳，条件为：１５ｍＡ／胶电泳３０ｍｉｎ，接
着３０ｍＡ／胶继续电泳至溴酚蓝离胶下缘 ０．５ｃｍ为
止。２份混合样本均重复电泳３次以降低组内误差，
硝酸银染色凝胶胶片［６］，干后保存备用。

１．３．２　２ＤＥ的图像分析　　凝胶胶片经扫描和软件
处理后获得血清蛋白图像。以图像分析软件 Ｉｍ
ａｇｅｍａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ４．０１对Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＤＳ组的凝胶图
像分别进行信号强度检测，背景消减与匹配、校正，生

成平均凝胶图像，以ＬａｂｗｏｒｋｓＴＭＡｎａｌｙｓｉｓ软件扫描蛋白
点相应光密度值。２组间蛋白差异采用 ｔ检验进行分
析，以Ｐ＜０．０５且２组间蛋白量相差１．５倍以上视为
差异具有统计学意义。

１．３．３　生物质谱分析与蛋白鉴定　　切取２ＤＥ胶
片上的差异蛋白质点，经脱色、脱水、还原等处理后，与

基质液混合充分，取 ３μＬ混合液点样，自然风干。
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪对点样板进行分析处理，得到
相应蛋白的肽指纹质谱图，并通过蛋白序列数据库

（ＮＣＢＩ，美国生物技术信息中心）进行蛋白搜索与匹
配，匹配得分值≥６６分视为该蛋白质序列同数据库中
某条蛋白序列的匹配可能性较大，具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　从对照组和ＤＳ组中各取
１２例标本，依次经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜、封闭后，
以兔抗ＣＦＨＲ１多克隆抗体（ａｂ１０３１６２，１∶１０００）和兔抗
Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１单克隆抗体（ａｂ１２４７３７，１∶１００００）为一抗，
以辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体
（Ａ０２０８）为二抗，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带用发光成像仪扫描
获得蛋白带积分光密度值，对已鉴定的 ＣＦＨＲ１和
Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１蛋白水平变化进行比较和验证。
１．４　统计学分析
　　实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０
（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）进行统计分析，
２组间比较采用非配对 ｔ检验，多组间显著性检验用
单因素方差分析 （ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。

２　结果

２．１　血清蛋白２ＤＥ图谱分析
　　由对照组和 ＤＳ组３次２ＤＥ图谱所产生的平均
凝胶图像结果（图１）显示，２组蛋白质图谱类似，斑点
清晰可见，对照组的蛋白质点数为６１２～７５４之间，ＤＳ
组蛋白点约为６４８～７３１之间。２组蛋白质点主要集
中在相对分子质量（３５～８５）×１０３、ｐＩ４．５～７．５区域，
蛋白质斑点分布比较集中，提示大部分血清蛋白质的

相对分子质量和 ｐＨ都分布在弱酸弱碱性范围内，极
碱性、极酸性和相对分子质量过大或较小的蛋白质均

较少。将２组２ＤＥ图像中的蛋白质点进行组内统计
和组间比较，共筛选出２９个表达有显著差异的血清蛋
白，其强度灰度值见表１。
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对照组（Ａ）和 ＤＳ组（Ｂ）蛋白总上样量均为１００μｇ，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳凝胶浓度为１２．５％；红色箭头和数字分别标示
ＣＦＨＲ１和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１两蛋白质点在２ＤＥ电泳图谱上的
位置

图１　２组母体血清总蛋白２ＤＥ电泳结果（ｎ＝６）

表１　差异蛋白质点的灰度值比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

蛋白质点编号 对照组 ＤＳ组

１３５８ ０．００６０±０．００１０ ０．０２３７±０．００３４

１５６５ ０．０２６５±０．０００３ ０．０６６２±０．００３１

１８６４ ０．０３５４±０．００２５ ０．１２０３±０．０１３６

１７７３ ０．０９９７±０．０２９４ ０．３３７３±０．０１９５

１７２４ ０．０５５３±０．００８４ ０．１７７７０．０２９３

８２８ ０．０３１８±０．０００１ ０．０６４８±０．００５０

１９５５ ０．１１９１±０．０４８０ ０．０２７４±０．００２５

８３０ ０．０６１３±０．００９２ ０．０３０１±０．０００４

２１９９ ０．００７３±０．００３０ ０．０２７２±０．００５５

８２７ ０．００７９±０．００３９ ０．０２８４±０．００６８

６３８ ０．０２１４±０．００３４ ０．０１０１±０．０００２

９６７ ０．０２３９±０．００３６ ０．０４７１±０．００３１

１７７０ ０．０５９３±０．０１７５ ０．１４９３±０．０１４０

１５２７ ０．０５２８±０．００２８ ０．０９７４±０．００８１

１０１３ ０．０７３５±０．００７５ ０．０３５５±０．００３９

１４３８ ０．０３２９±０．００３１ ０．０５８８±０．００１５

１０７３ ０．０３９４±０．００６３ ０．０１９８±０．０００７

８５０ ０．０４６４±０．００４１ ０．０２３４±０．００３９

７４９ ０．０５４６±０．００３９ ０．０２１０±０．０１１０

１７１３ ０．２６１９±０．０４７６ ０．６１０８±０．１３９３

８７２ ０．００８６±０．００１４ ０．０２５３±０．００３８

２２７０ ０．０４９１±０．００１４ ０．０７２５±０．００３４

１７５１ ０．０３４５±０．００２３ ０．０２１１±０．００２５

１７０５ ０．２９７４±０．０８３７ ０．５９２７±０．０２７１

１２３４ ０．００４８±０．００１２ ０．０１２５±０．００２９

１７７７ ０．０９９５±０．０００５ ０．１７４５±０．０３１０

１１９２ ０．０５６８±０．００６０ ０．０３５９±０．００２６

２３２９ ０．３５４４±０．００９２ ０．２４７３±０．０１６７

２０３７ ０．１２５９±０．０１４４ ０．２０１３±０．０１８７
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２．２　生物质谱分析与差异蛋白质鉴定
　　从已筛选出的蛋白质中选取表达差异最大的６个
蛋白质点，经质谱分析技术获得其肽指纹图谱（ＰＭＦ）
（以１３５８号的ＰＭＦ为例，见图２），并将质谱分析信息
输入Ｍａｓｃｏｔ数据库进行分析与比对，经 ＮＣＢＩ数据库
搜索匹配蛋白及匹配分值。结果显示，差异蛋白质点

与１０个蛋白的匹配得分值均 ＞６６分，这些匹配蛋白
分别为ＣＦＨＲ１、Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１、β２糖蛋白Ⅰ Ａ链、β２糖
蛋白Ⅰ 前体、ｄＧＴＰ酶、人补体因子 Ｃ３ｃＢ链、人补体
因子Ｃ３ｂＢ链、人补体因子 Ｃ前体、丝氨酸蛋白酶功
能区因子ＢＡ链和人载脂蛋白ＡＩＡ链，其中１３５８和
１５６５号分别与ＣＦＨＲ１和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１蛋白匹配。
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图２　１３５８号ＣＦＨＲ１的肽指纹图谱

２．３　ＣＦＨＲ１和 Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果分析
与验证

　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法对已鉴定的 ＣＦＨＲ１和
Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１２种蛋白在对照组和 ＤＳ组的母体血清中
的表达差异进行分析，２种蛋白表达情况如图３所示。
２组血清标本在 ＣＦＨＲ１和 Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１蛋白相应相对
分子质量处均有条带，提示２种蛋白在正常妊娠和ＤＳ
妊娠母体血清中均有表达，但 ＤＳ组的蛋白条带明显
强于对照组。以 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ胶片蛋白条带扫描的光
密度值代表蛋白的相对水平，结果显示，ＣＦＨＲ１和
Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１光密度值在２组中呈正态分布，ＤＳ组 ＣＦ
ＨＲ１的光密度值＝５６８７．０±７２７．８，显著大于对照组
的（１４１４．１±７１５．６）（Ｐ＜０．０１），Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１在 ＤＳ
组的光密度值＝１３３４５１．８±３２１１８．８，也显著大于对
照组的（３３０７３．９±１４３９０．４）（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析结果与２ＤＥ图谱分析结果一致，提示ＣＦＨＲ１
和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１与唐氏妊娠密切相关，有望作为 ＤＳ早
期产前筛查的母体血清标志物。
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Ａ：ＣＦＨＲ１；Ｂ：Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１　１、２：对照组；３、４：ＤＳ组；以丽

春红染色的蛋白条带作为评估各组总蛋白上样量均一性

标准

图３　对照组和ＤＳ组母体血清ＣＦＨＲ１和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１含量

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

３　讨论

　　ＤＳ是一种常染色体异常性遗传病，其产前诊断主
要通过羊膜穿刺、绒毛取材术，结合分子遗传学方法予

以确诊，结果虽然准确，但在推广应用上存在着诸多弊

端［７］：由于我国地广人多，孕妇数量大，加上 ＤＳ产前
确诊方法相对较复杂，难以向所有孕妇全面推广；同时

羊膜穿刺、绒毛取材等技术存在１％左右的致流产风
险［８］，也不宜在妊娠妇女内全面展开。因此，当前围

产医学研究焦点主要集中在妊娠早期的无创产前筛

查。ＤＳ中多余的那条２１号染色体可能诱导妊娠期唐
氏胎儿体内部分蛋白表达水平的显著变化，差异表达

蛋白有可能通过胎盘屏障与母体血液发生物质交换，

进而导致母体血清中的部分蛋白含量呈现异常改变，

后者可能成为唐氏筛查的标志蛋白。利用母体血清蛋

白标志物进行 ＤＳ产前筛查属于无创性检测，对母体
和胎儿均无损伤，孕妇的可接受度高，标本易得，方法

简便。因此，利用母体血浆或血清进行 ＤＳ早期产前
筛查越来越受到重视。目前，ＤＳ产前筛查通常采用母
体血清蛋白标志物结合超声胎儿颈项透明层厚度

（ＮＴ）以及孕周、孕龄、孕妇体质量等多种因素进行综
合分析，评估ＤＳ妊娠的风险，对于筛查出的 ＤＳ妊娠
高风险孕妇，再穿刺取材进行分子生物学或遗传学的

确诊［９－１０］。尽管该方法的检测率可达到８０％～９０％，
但同时伴随着５％的假阳性率，这意味着初筛结果中
呈现假阳性的正常孕妇可能需要接受羊膜穿刺或绒膜

取样等侵入性诊断措施，进而导致一定的流产风

险［８］，可见，临床上需要探索更为特异的 ＤＳ产前检测
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手段。

　　当前，利用母体血浆胎儿游离ＤＮＡ或者母体血液
中游离的胎儿细胞进行ＤＳ的非侵袭性产前诊断（ｎｏｎ
ｉｎｖａｓｉｖｅｐｒｅｎａｔａｌｔｅｓｔｉｎｇ，ＮＩＰＴ）技术获得了较大的发
展，并在该遗传病的产前诊断方面展现了极好的筛查

性能［１１－１２］。ＮＩＰＴ主要采用整体基因组或目的基因组
测序、多通路平行鸟枪法测序分析、母子间单核苷酸多

态性差异评估等方法［１１，１３］，在唐氏产前诊断方面的敏

感性和特异性分别高达１００％和９９．７％［１１］，并显著降

低了侵入性诊断手段的应用及其所导致的正常妊娠妇

女的流产概率［１２］，提示ＮＩＰＴ是一种非常有效的ＤＳ产
前筛查手段。不过该检测方法费用较高，耗时较长，不

适合在发展中国家的广大人群中普遍推广，而利用母

体血清特异性生物标志物进行普遍的 ＤＳ产前筛查是
目前较为经济且可行的方法。然而，现在临床上应用

于唐氏筛查的母体血清标志物，包括甲胎蛋白（ＡＦＰ）、
人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ）及游离雌三醇（ｕＥ３）等，
都是在各自独立的实验研究中发现的［１４－１５］，并非 ＤＳ
的特异性生化指标，其中单一标志物检测的假阳性和

假阴性率均较高，结果可比性差。因此，探索从母体血

清蛋白质整体水平筛选更为敏感、特异的 ＤＳ妊娠相
关蛋白标志物尤为重要。

　　近年来，国内外研究者先后报道了多种 ＤＳ妊娠
相关的母体血清潜在特异性蛋白质，其中包括补体因

子Ｃ、血浆铜蓝蛋白［１６］、锌指蛋白４８５、丛生蛋白［１７］、

血浆Ｃ１蛋白酶抑制因子、血清淀粉样物质 Ｐ［１８］等，与
同样胎龄孕妇血清中的相应蛋白比较，其水平均发生

显著变化，这为新型 ＤＳ妊娠相关的母体血清特异性
蛋白标志物的探讨及后续的研究工作提供了思路。

　　本研究在前期工作基础上，利用二维凝胶电泳技
术筛选ＤＳ妊娠和正常妊娠母体血清间的差异表达蛋
白，共获得２９个具有显著表达差异的蛋白质。采用生
物质谱分析对表达差异最显著的蛋白质进行鉴定，通

过 ＮＣＢＩ数据库搜索发现这些蛋白质点分别与 ＣＦ
ＨＲ１、Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１、β２糖蛋白Ⅰ Ａ链、β２糖蛋白Ⅰ 前
体、ｄＧＴＰ酶、人补体因子Ｃ３ｃＢ链、人补体因子Ｃ３ｂＢ
链、人补体因子Ｃ前体、丝氨酸蛋白酶功能区因子ＢＡ
链和人载脂蛋白ＡＩＡ链的匹配得分较高（＞６６分）。
同时，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析技术在独立的对照组和
ＤＳ组中对其中的 ＣＦＨＲ１和 Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１蛋白表达水
平进行了验证。结果发现，与正常孕妇相比，ＤＳ母体

血清中这２种蛋白的含量均显著升高，提示ＣＦＨＲ１和
Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１的表达水平与ＤＳ妊娠密切相关。
　　目前，ＣＦＨＲ１和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１对应的抗体已经商品
化，容易获得，故本研究选择性地对这２种蛋白进行了
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，其他数种蛋白质在下一步研究中我
们将逐一验证。现有研究表明，ＣＦＨＲ１是补体因子 Ｈ
（ＣＦＨ）家族成员，在血浆中以糖基化形式与高密度脂
蛋白 （ＨＤＬ）结合，并参与补体活化及补体介导的免疫
反应等生物学过程［１７，１９］。由于其羧基末端的保守性，

该蛋白呈现与ＣＦＨ相似的表面结合活性，但它不具有
ＣＦＨ的补体调节活性，可能与其缺乏氨基末端的补体
调节区域有关［２０］。有研究显示，ＤＳ母体血清中 ＣＦ
ＨＲ１含量明显高于正常怀孕组［１７］，同时在唐氏怀孕的

早期及中期，母体血清中 ＣＦＨ水平也显著升高［１６］，该

结果与本研究一致，提示 ＣＦＨ系统可能与 ＤＳ的发病
有关［１７，１９］。Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１是巯基蛋白酶的抑制剂，属于
激肽释放酶激肽系统家族，在凝血、炎症反应及氧化
应激等方面中发挥着重要作用［２１］，并参与着脓毒症、

溃疡性结肠炎、阿尔茨海默病等多种病理过程。

Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１具有诱导细胞凋亡的潜能，这依赖于内源
性活性氧簇的产生，且与脂质过氧化反应有关［２２］。前

期研究也发现，ＤＳ母体血清中 Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１含量与正
常孕妇相比显著升高。因此，现有研究均提示：ＣＦＨＲ１
和Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎ１可能参与了 ＤＳ发生和发展，有可能作
为潜在的ＤＳ妊娠母体血清蛋白标志物。
　　ＤＳ属于常染色体异常性遗传病，其发病率在
１／６００～１／８００之间，ＤＳ妊娠母体血清标本获得比较
困难。鉴于本研究标本例数有限，所得结果需要增加

临床样本量和采用其他实验方法予以进一步证实。
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［１７］ＹｕＢ，ＺｈａｎｇＢ，ＷａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｏｍｉｃ

ｂａｓｅｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒＤｏｗｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｉｎｍａｔｅｒｎａｌｓｅｒｕｍ［Ｊ］．ＥｘｐＢｉｏｌＭｅｄ（Ｍａｙｗｏｏｄ），２０１２，

２３７（５）：５３０－５３９．

［１８］ＨｅｙｗｏｏｄＷ，ＭｉｌｌｓＫ，ＷａｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｅｗ

ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒＤｏｗｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎｍａｔｅｒｎａｌｐｌａｓｍａ［Ｊ］．Ｊ

Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１２，７５（９）：２６２１－２６２８．

［１９］ＫｏｌｌａＶ，ＪｅｎｏＰ，ＭｏｅｓＳ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｍａｔｅｒｎａｌｐｌａｓｍａｉｎＤｏｗｎｓｙｎｄｒｏｍｅｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓｕ

ｓｉｎｇｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｇｉｎｇｒｅａｇｅｎｔ（ｉＴＲＡＱ）［Ｊ］．ＪＢｉｏｍｅｄＢｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌ，２０１０，２０１０：９５２０４７．

［２０］ＨｅｌｌｗａｇｅＪ，ＪｏｋｉｒａｎｔａＴＳ，ＫｏｉｓｔｉｎｅｎＶ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｆａｃｔｏｒＨｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＦＨＲ３

ａｎｄＦＨＲ４：ｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅＣ３ｄｒｅｇｉｏｎｏｆＣ３ｂａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ

ａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙｈｅｐａｒｉｎ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，１９９９，４６２（３）：

３４５－３５２．

［２１］ＬａｌｍａｎａｃｈＧ，ＮａｕｄｉｎＣ，ＬｅｃａｉｌｌｅＦ，ｅｔａｌ．Ｋｉｎｉｎｏｇｅｎｓ：

Ｍｏｒｅｔｈａｎｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄｋｉｎｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ

［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２０１０，９２（１１）：１５６８－１５７９．

［２２］ＳｕｎＤ，ＭｃＣｒａｅＫＲ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ｃｌｅａｖｅｄｈｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｋｉｎｉｎｏｇｅｎ（ＨＫａ）ｉｓｍａｔｒｉｘ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｒｅｑｕｉｒｅｓｔｈｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００６，１０７（１２）：４７１４－４７２０．
（收稿：２０１４０９１７；修回：２０１４１１２６）

（编辑　邓强庭）
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