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多囊卵巢综合征差异蛋白质组分析 

秦 芬，丘 彦，杨 曦，孟江萍 

(重庆医科大学附属第一医院辅助生殖中心，重庆 400016) 

【摘 要】筛选和鉴定与多囊卵巢综合征相关蛋白。方法：以固相pH梯度等电聚焦为第一向，垂直平板十二烷基磺酸钠聚丙烯 

酰胺凝胶电泳为第二向进行血清蛋白质分离；图像分析软件PDQuest 7．3分析电泳图谱寻找有意义的差异蛋白点，运用 

MALDI—TOF-MS质谱鉴定，分析其意义。结果：选取具有明显差异的3个蛋白点进行质谱鉴定，经数据库查询，2个蛋白点获得 

了有意义的结果分别为载脂蛋白A—I(Apolipoprotein A—I，ApoA—I)，热休克蛋白70(Heat shock protein，HSP70)。结论：多囊 

卵巢综合征患者与正常妇女的血清蛋白表达存在差异，这些差异蛋白有可能是多囊卯巢综合征特异相关性蛋白，并有可能成 

为多囊卵巢综合征诊断的分子标志物。 
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Proteomic analysis of serum frOm patients with polycystic ovary syndrome 
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【Abstract】Objective：To find out disease specific—proteins(DSPs)which are closely collelated with Polycystic ovary syndrome． 

Methods：proteins ext racted from senlm were run in immobilized pH gradient isoelectic focusing (IPG—IEF)at the first dimension．The 
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proteins pots in gels were visuali zed by silver staining protocol 

followed by gel scanning and analysised by Pdquest 7．3 software． 

The differentially displayed protein spot s were searched and 

identifiyed by MALDI—TOF—MS．spots associated with PCOS． 

亡、免疫应答、水解酶等相关基因上调 ，以及细胞粘附、转录 

因子、细胞周期调节相关基因下调可能与滋养细胞侵袭行为 

变化和自然流产有关。本实验将患者和对照组的各 10例总 

RNA分别等量混合，在实验设计上存在一定的不足。在后续 

的研究中，我们将对芯片结果进行进一步验证，对表达有明 

显差异的基因进行深入的功能研究，了解 EVTs异常侵袭和 

自然流产的复杂病理过程 ，为揭示 EVTs“有控制性侵袭”母 

体子宫内膜和自然流产的发生机制提供依据。 
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Results：Two DSPs were fbund and they were apolipoprotein A—I．Heat shock protein 70．Conclusion：There were different protein 

expressing in 2D—PAGE of Polycystic ovary syndrome and control group．These proteins may be DSPs of Polycystic ovary syndrome． 
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多囊卵巢综合征(Polycystic ovary syndrome，PCOS)是一 

种多因素，全身性疾病。近年研究认为PCOS的排卵障碍、高 

雄激素血症、胰岛素抵抗等表现与相应基因表达改变密切相 

关_l_。PCOS基因组学 目前集中于基因表达改变与各种临床改 

变的关联性研究，这些研究发现了一系列表达改变的基因， 

如控制甾体激素合成的基因表达普遍上调，免疫应答基因和 

调控卵泡调亡的基因表达也发生了改变，但各种基因表达改 

变的整体效应尚不清楚，也没有找到特异的生物学诊断标 

记[21。蛋白质组学的相关技术可以从整体上，蛋白水平上研究 

多囊卵巢综合征发病机制。本研究采用蛋白质组学技术比较 

PCOS和正常妇女的血清蛋白质的差异，联系差异蛋白质的 

功能，寻找特异的诊断学分子标记，对进一步研究生育调控 

机制有重要的理论意义和临床实用价值。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

(1)血清 ：2007年 5月 ～2009年 8月重庆医科大学附属 

第一医院辅助生殖中心门诊不孕患者。(2)试剂：17 am固相 

PH梯度(IPG)胶条(PH4—7)两性电解质 PH4—6，5-7，碘乙酰 

铵，尿素，四甲基乙二胺，丙烯酰胺，甲叉双丙烯酰，甘氨酸， 

甘油 ，硫脲 ，二硫苏糖醇(DTF)，三羟甲基氨基甲烷 ，十二烷 

基硫酸钠 (SDS)，Aurum Serum Protein Mini Kit均购 自美国 

Bio—Rad公司；牛血清白蛋白，硫代硫酸钠、碳酸钠 、甲醛、硝 

酸银、乙醇、冰醋酸、醋酸钠等均为国产分析纯市售产品。等 

电聚焦仪(PROTEAN IEF Cel1)及附件，垂直电泳系统(PRO— 

TEAN II XI Cel1)及附件均为美国 Bio—Rad公司产品。 

1．2 研 究方法 

1．2．1 血清的保存及蛋 白质前处理和定量 将不抗凝血 

4℃下4 000 r／min离心 15 min，上清液在4℃下 2 400 r／min离 

心5 min[ 】后，置于 一80 ℃保存备用。按照 Au兀】m Serum Pro— 

tein Mini Kit操作说明书进行蛋白质的纯化 ，去除白蛋白和 

lgG；加 4倍蛋白液体积的 一20℃丙酮，一2O℃过夜，12 000 g 

4 离心 60 min；用 200 I*1水化上样缓冲液重悬溶解蛋白质。 

Bradford法定量，分装 ，一8O℃保存备用。 

1．2．2 双向凝胶电泳 

1．2．2．1 电泳样品的制备 取300 g血清蛋白质样品，加入 

含适当浓度尿素，硫脲，CHAPS的上样缓冲液至溶液总体积 

为400ILl。 

I．2．2．2 等电聚焦 被动水化 14 h，150 V 1 h，250 V 1 h， 

1 000V 1 h，10000V4h，聚焦到 60000Vh。 

1．2．2．3 SDS—PAGE 12％的胶浓度 ，10 mA／gel电泳 30 min， 

改变电泳电流，继续电泳至溴酚蓝距底边 1 am时结束电泳。 

1．2．3 2-DE所得凝胶 按参考文献p避行硝酸银染色方案。 

1．2．4 图像扫描与软件分析 凝胶染色后，用 GS一800高精 

度扫描仪透射扫描，利用PDQuest 7．3．0软件进行图像分析。 

比较PCOS患者与正常妇女的2-DE图谱，寻找差异蛋白质 

点。蛋白的相对表达量用扫描积分光密度值来表示，2组间 

量升高或者降低3倍者被定义为差异点。 

1．2．5 差异表达蛋 白MALDI--TOF质谱分析 将差异点从 

胶上切下置于 EP管中，进行脱色、干燥 、酶解进行蛋白质胶 

内消化，再加入基质和质谱靶点样。制备好的样品用美国 

ABI公司的 Voyager DE—PROMA卜 DI—TOF质谱仪进行分 

析。 

1．2．6 数据库检索 使用国际互联网Matrix Science公司提 

供的程序进行数据库查询(Mascot：Peptide Mass Fingerprint， 

http：／／www．matrixscienee．corn)。查询条件为：database(NCBInr)； 

Type of search(Peptide Mass Fingerprint)：Mass values(monoiso— 

topic)；Peptide Mass tolerane(±100ppm)；enzyme(Try—psin)； 

Peptide Charge State(1+)；Max Missed Cleavages(1)；Fixed 

modifieation(Carbamidomethyl C)。寻找与之匹配的相关蛋白 

质，同时查询其功能。 

2 结 果 

2．1 多囊卵巢综合征和正常妇女的血清2一DE图谱 

见图 1、2。 

2．2 血清2-DE图谱的建立 

通过上述方法能够得到较好的 PCOS和正常妇女的 

2-DE图谱，每一标本的3张2-DE图谱平均蛋白质点数360 

个。 

2．3 多囊卵巢综合征和正常妇女的血清蛋白质组的表达差 

异 

比较多囊卵巢综合征和正常妇女的血清2-DE图谱，并 

用PDQuest 7．3软件进行分析，按3倍的表达量计算，发现有 

差异表达的蛋白质有 14个，11个在多囊卵巢综合征中高表 

达，3个在多囊卵巢综合征中低表达。 

2_4 差异候选蛋白MALDI--TOF质谱鉴定 

经过对上述差异点行质谱分析得到比较满意的肽质量 

指纹图并对其进行数据库检索最终鉴别出2个蛋白点，即点 

l2、14，此 2个点分别为载脂蛋白A—I(Apolipoprotein A—I， 

ApoA—I)，热休克蛋白70(Heat shock protein，HSPT0)。此2个 




