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人表皮光老化相关蛋白的蛋白质组分析与鉴定 
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(重庆医科大学附属第一医院皮肤科 重庆医科大学分子医学与肿瘤研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：以老年人正常皮肤为研究对象，分析曝光部位及非曝光部位的表皮差异蛋白，筛选出表皮细胞中与皮肤光化相 

关的蛋白。方法：从分离所得的不同部位老年人表皮中提取蛋白质，并进行 2一DE分离，PDQUEST软件分析凝胶上差异蛋白点， 

进一步采用 MALDI—TOF质谱分析及数据库查询 ，鉴定差异表达蛋 白；并在蛋白质水平进行 Western—blotting验证差异候选蛋 

白。结果：通过分析比较两组表皮双向电泳图谱，确定了 15个差异蛋白点，经 MALDI-．-TOF分析及数据库查询，成功鉴定了其中 

5个差异表达蛋白，发现热休克蛋白 B1(Heat shock protein B1，HSPB1)、膜联蛋白 A2(AnnexinA2，ANXA2)、角蛋白80(Keraftn， 

typeⅡeytoskeletal 80，K2C80)、丝裂原激活的蛋白激酶 3(Mitogen-一activated protein kinase 3，MK03)在老年人曝光部位的表皮中 

高表达，而谷胱甘肽S转移酶A2(Glutathione S-transferase A2，GSTA2)在非曝光部位表皮中高表达。结论：老年人正常皮肤曝光 

部位和非曝光部位的表皮存在差异蛋白，经分析和鉴定的 5种蛋白质与皮肤的光老化有密切的关系，为进一步研究表皮细胞在 

光老化过程中的作用及分子机制奠定基础。 
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Analysis and identification of human epidermal proteins associated with 
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【Abstract]Objective：This study is to analyze the differential proteins expressed in the normal elderly exposed epidermis and the 

non—exposed epidermis．Methods：The proteins were extracted from the exposed and non一-exposed elderly separated epide rmis，and were 

submitted to two--dimensional gel eleetrophoresis．．Then their dectrophoretie patterns were analyzed by the PDQUEST software and 

identified by MALDI-一-TOF MS．The following steps were database query and probation using Western-blotting．Results：By comparison the 

two groups of two—dimensional electrophoresis patterns，15 differential protein spots were determined，in which 5 differential protein spots 

were successfully identified by MALDI-TOF analysis and database queries，and 4 proteins，Heat shock protein B 1(HSPB!)，Annexin A2 

(ANXA2)，Keratin，typeⅡcytoskeletal 80 (K2C80)，Mitogen—activated protein kinase 3(MK03)，were highly expressed in exposed 
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group while Glutathione S-transferase A2 (GSTA2)was highly 

expressed in non-exposed group．Conclusion：The changes in 

expression of 5 identified proteins may have a close relationship 

with photoaging，that helps revealing molecular mechanism of 

epidermal cells in photoaging． 
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现代医学不仅要防病治病，而且越来越重视衰老问题的 

研究。皮肤的衰老不仅影响皮肤的美观，而且带来各种皮肤 

疾患如各种皮肤良、恶性肿瘤等。 

皮肤老化包括以年龄为主引起的自然老化及紫外光照 

射为主导致的光老化。表皮是皮肤的最外层 ，作为皮肤的屏 

障，承受着各种物理性损伤及化学性刺激，抵御微生物的入 

侵，保护着营养物质、电解质、水分的丢失 ，老化的皮肤含水 

量降低，脱屑、色素沉着、基底细胞癌等各种皮肤肿瘤均是角 

质形成细胞受损的表现。Chouinard等l1l发现紫外线照射导致 

角质形成细胞结构的不稳定，中间丝的聚集 ，桥粒结构的断 

裂以及基底层中线粒体的肿大，并使细胞的分化 、增殖能力 

降低。本文将通过比较老年人曝光部位与非曝光部位皮肤表 

皮细胞在自然成长过程中的差异表达蛋白，筛选出表皮细胞 

中与皮肤光老化相关蛋白，为进一步研究皮肤光老化的分子 

机制奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 研究材料 2007年 1月至 2008年 12月期间收集来 

自重庆医科大学附属第一医院皮肤科、骨外科 、整形外科、泌 

尿外科手术切除的老年人的正常皮肤标本，年龄 >65岁，曝 

光部位(面部、手背部)及非曝光部位(臀部 、会 阴部 )各 34 

例，液氮保存。 

1．1．2 主要试剂和仪器 试剂 30％聚丙烯酰胺溶液、两性电 

解质(40％Bio—Lyte)、尿素 、甘氨酸(Glycine)、17 em pH 3～10 

固相 pH梯度(Immobiline pH gradient，IPG)胶条 、3-『3一(胆 

酰胺基丙基)二甲氨基]丙磺酸盐 (3一【(3-cholamidopropy1) 

dimethylamonio]一1-propane sulphonate，CHARPS)、二硫苏糖 

醇(Dithiothreitol，DTY)、甲叉双丙烯酰胺均购 自Bio—Rad公 

司。Dispase lI、蛋白酶抑制剂、蛋白浓度测定试剂盒均购 自 

Roche公司，胰酶、乙腈、三氟乙酸购自生工公司，ECL显色试 

剂盒购 自碧云天公司 ，anti—HSPB1，anti—ANXA2，anti—actin， 

羊 anti—rabbitIgG购自博奥森公司。 

仪器 超速低温冷冻离心机为 日本 日立公司产品、一向 

等电聚焦仪Ettan IPGphorm购自通用公司，二向DYY一12型 

垂直电泳仪为北京六一仪器厂产品，GS800密度扫描仪 、 

PDQUEST 7．4图像分析软件均购 自美国Bio—Rad公司。 

1．2 方法 

1．2．1 表皮和真皮的分离，蛋白质的提取及蛋白浓度测定 

取液氮保存的皮肤标本，37~C水浴 30 min快速复温，尽量剪 

去脂肪组织，PBS洗 3次后将皮肤剪成 5 mm X 5 rain大小皮 

片，按 1：4体积置人0．125％的Dispase lI中37~C消化 1 h，分 

离表皮。将分离好的表皮用去离子水洗3次后切成肉蓉状，加 

1 m1裂解液冰上匀浆 1 h至溶液成半透明。4℃离心(12 000 

g，45 min)，吸取上清液 ，采用 Bradford法测定蛋 白浓度 ， 

一 80℃保存。 

1．2．2 双向凝胶电泳 

1．2．2．1 等电聚焦 取 一20~C保存的IPG预制胶条，室温放 

置 10 min后线性加入 350 l样品，矿物油覆盖。被动水化 

12～16 h，聚焦 ：除盐 250 V 30 min；l 000 V 1 h，升压 10 000 

V 5 h，聚焦 10 000 V，总电压时间为 60 000(V·h)。 

1．2．2．2 SDS—PAGE 聚焦好的 IPG胶条置平衡液中于摇床 

上平衡好后进行第二向垂直电泳。12％胶浓度，5 mA，gel电泳 

1 h，30 mA／gel电泳 6 h，至溴酚蓝线接近凝胶底线。 

1．2．2．3 染色 凝胶于固定液中固定过夜，经水洗、敏化 、水 

洗后 ，银染 30 rain，去离子水洗 3次，每次 5 min，显色至蛋白 

点清晰后立即终止。1％的醋酸溶液4℃保存。 

1．2．2．4 图像分析 染色后凝胶 由GS800扫描图像，分离所 

得蛋白质点由PDQUEST软件进行分析。 

1．2．3 差异候选蛋白的MALDI—TOF鉴定 

1．2．3．1 胶内原位酶切及质谱分析 方法参照文献【21：切取 

凝胶上的差异蛋白点，水洗后用 50 LLl 30 mmol／L K3Fe(CN) 

6／100 mmol／L硫代硫酸钠脱色。经吸胀、脱水、冷冻真空干燥 

后，每个蛋白质点中加胰酶工作液20 Ixl，4。c冰浴中吸胀 1 h。 

弃去多余的酶工作液并加覆盖液，37℃水浴中酶解过夜。萃 

取 2次，用 ZipTipC18枪头纯化后送交质谱室。 

1．2．3．2 数据库查询 用蛋白质数据库 MASCOT Peptide 

Mass Fingerprint进行查询。查询条件 ：Database：SWISSPORT； 

Toxonpmy：Homo sapiens(human)；Enzyme：Trypsin；Fixed mod- 

ifieations：Carbamidomethyl(C)；Variable modifications：Oxida— 

tion(M)；Peptide Tolerance：1．2Da。 

1．2．4 蛋 白质水平的验证 蛋 白质免疫印迹技术 (West— 

ern—blotting)验证差异候选蛋白。将两组表皮蛋白样品取等 

量加入上样孔，以 B—aetin作为内参，经电泳、转膜 、抗原抗 

体结合反应、发光等步骤验证 HSPB1、ANXA2的表达。 

1．3 统计学分析 

使用 SPSS 16．0统计分析软件 ，两组 比较采用 t检验。 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 2组表皮蛋白质 2一DE分离结果 

经计算机分析后，2组双向电泳图谱重复率高，重复性 

分别达到 84．5％(曝光组)和 83．4％(非曝光组)。如图 1、图2 

所 示 ，蛋 白质 斑 点分 子 量 在 10～100 kD，pI3—10，经 

PDQUEST 7．4软件分析后，曝光组表皮蛋白质点数为 365± 

17，非曝光组表皮蛋白质点数为 359±15，比较两组图谱共 

确定差异点 15个，其中 9个蛋白点在曝光组中高表达，6个 

蛋白点在非曝光组中高表达。取其中差异明显的 10个点进 

行质谱分析。 

2．2 MALDI—TOFAVIS分析及数据库查询 

见图 1 
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种成分，引起细胞的凋亡、皮肤肿瘤的产生。有较多研究资料 

表明，GST(Glutathione S-transferase)可以抑制皮肤炎性反应、 

减少多种皮肤肿瘤的产生。在氧化应激和衰老相关的病理条 

件下，谷胱甘肽转移酶通过降低脂质过氧化过程中4一羟基 

烃烯醛的生成抑制细胞的凋亡I7．81。UVB照射在导致角质形成 

细胞产生大量的活性氧及 自由基的同时，谷胱甘肽过氧化物 

酶、血红素加氧酶，GST等抗氧化物的 mRNA表达增加 ，GS— 

TA1—2mRNA在未分化的角质形成细胞中更为显著 。总之， 

GSTA2表达的降低与以紫外线为主的光老化的关系有待进 

一 步研究。 

目前关于K2C80的报道罕见。表皮细胞不同的分化阶 

段表达不同的角蛋白I1U，n】，可以作为KC细胞分化的标志。 

Sano等『】21用低剂量紫外线照射小鼠，发现角蛋白K6、K16在 

长期的紫外线照射中呈持续高表达，使角蛋 白的组成及超微 

结构发生变化 ，可能参与了皮肤皱纹的形成，与皮肤的光老 

化有关。这一研究充分表明紫外线照射可以起角蛋白组成的 

变化 。我们检 测到 的 K2C80又称 角蛋 白 Kb20、K80或 

KRT80，极有可能与皮肤在长期的以紫外线照射为主要刺激 

因素的外界环境或与自然老化的相互作用而导致基因的激 

活、蛋白的特异性表达有关，有待进一步证实。 

本文检测 出来的 4种 表皮差异蛋 白 HSPB1、GSTA2、 

MAPK、Annexin lI，据文献报道均通过各种途径维持细胞的 

正常功能，抑制炎症反应及细胞的凋亡 ，与皮肤光老化有着 

直接或间接的关系。K2C80作为本研究新检测出来的差异表 

达蛋白，可能在光老化过程中起重要作用。这5种蛋白均有 

可能成为皮肤老化的关键蛋白，但其在多大程度上参与了皮 

肤光老化过程仍需进一步研究。本课题首次建立了人表皮组 

织的双向电泳技术，获得了清晰、重复性高的双向电泳图谱， 

并鉴定出了 5种可能成为皮肤光老化的标志性蛋白，从蛋白 

质整体水平上探讨了表皮光老化的分子机制，为寻找与皮肤 

光老化相关的特异性生物效应指标提供了线索，为指导皮肤 

美容奠定了基础。 
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