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 摘要C 目的o 基于 Ｌnｂｅ,BｆEｅｅ 非标全蛋白组学方法探讨糖皮质激素性骨质疏松 （ｇ,CｃcｃcEloｃcoｄBouｄCｃｅｄ cｓlｅc鄄
tcEcｓoｓ，ＧprＰ）的发病机制。 方法o将 y0 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雌性大鼠随机分为空白对照组和 ＧprＰ 组。 适应性饲养 y 周后，
ＧprＰ 组按 0A５ .ｇ ／ ｋｇ 体重于左右大腿内侧交替注射地塞米松，空白对照组注射等量的生理盐水，每周 0 次。 造模 ８ 周
末，取各组大鼠的胫骨进行病理切片，以确定造模成功。每组选取 2 个样本进行蛋白质组学检测，在质控后通过蛋白质
的定性定量分析筛选差异蛋白，并通过生物信息学手段针对差异蛋白进行聚类分析，利用基因本体论（ｇｅuｅ culc,cｇｙ，
Ｇr）、ＫＥＧＧ（Ｋｙclc ｅuｃｙｃ,ctｅｄon cｆ ｇｅuｅｓ nuｄ ｇｅuc.ｅｓ，ＫＥＧＧ）等功能富集分析手段，以阐明糖皮质激素（ｇ,CｃcｃcEloｃcoｄｓ，
Ｇ ｓ）诱发的 ＧprＰ 的潜在病理机制。 结果o与空白对照组比较，ＧprＰ 组大鼠骨小梁排列紊乱，分布不均且伴有断裂现
象，骨空腔间隙增加，具有显著差异，证明造模成功。 蛋白组学检测共鉴定 e) 个差异表达蛋白，其中 0- 个蛋白上调，
0) 个蛋白下调。 蛋白核磷蛋白 y（uCｃ,ｅctFcｓ.ou y，hＰjy）、脂肪细胞膜关联蛋白（nｄotcｃｙlｅ t,nｓ.n .ｅ.ｂEnuｅ nｓｓcｃonlｅｄ
tEclｅou，LＰjLＰ）、抗酒石酸酸性磷酸酶 ５（lnElEnlｅBEｅｓoｓlnul nｃoｄ tFcｓtFnlnｓｅ，L Ｐ５）、细胞色素 ｃ 氧化酶 iL（ｃｙlcｃFEc.ｅｃ
cｘoｄnｓｅ ｓCｂCuol iLy， rＸiLy）等蛋白表达具有显著差异。 ＫＥＧＧ 结果显示，差异表达蛋白富集在代谢相关通路、免疫炎
症相关通路及腺苷酸活化蛋白激酶（LjＰBnｃloｖnlｅｄ ｋounｓｅ，LjＰＫ）信号通路上。 结论ohＰjy、LＰjLＰ、 rＸiLy、L Ｐ５
等蛋白与 ＧprＰ 的发病机制密切相关，可作为 ＧprＰ 的潜在生物标志物。LjＰＫ 信号通路在 ＧprＰ 的发生发展中起重要
作用，为治疗 ＧprＰ 的潜在信号通路。
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糖皮质激素性骨质疏松Cpｌｕyｏyｏ201yｏ1rg19rｕyhr
ｏt0hｏｐｏ2ｏt1t(c)3-2是一种由长期或者大量使用糖皮
质激素Cpｌｕyｏyｏ201yｏ1rt(cvt0所导致的(以骨量减少
和骨微观结构退化为特征的一类继发性骨质疏松

症 Bgiei 流行病学研究表明(在使用 cvt 治疗风湿病
患者时( 发生骨量减少j 骨折及骨质疏松的概率在
Fou及以上( 即使将 cvt 的每日临床使用剂量控制
在 i．d ｍp 以下( 仍有 de．du的患者表现出骨量降低
和骨质疏松 ngaei 根据骨质疏松诊疗指南(专家建议
患者应该在接受糖皮质激素治疗的同时( 服用药物
来预防骨质疏松的发生 dei 目前美国 ElＡ 批准用于
治疗 c)3- 的药物仅有 a 种  iec唑来膦酸j阿仑膦酸
钠j特立帕肽和利塞膦酸钠0i cvt 具有良好的抗炎
作用(在临床治疗中应用广泛 Tei 如何有效预防和治
疗 cvt 的应用所引起的 c)3-(研制出疗效好j不良
反应低且价格低廉的治疗 c)3- 的药物( 成为了骨
质疏松研究的热点和难点问题i

药物的开发离不开对疾病发病机制的了解(研
究表明  sgFe(cvt 可直接或间接影响骨重塑过程(引
起骨形成和骨吸收失衡i一方面(cvt可直接引起核
因子  C 受体活化因子配体C2hyhｐ0ｏ2 5y01.50ｏ2 ｏ, 9ｕL
yｌh52 ,5y0ｏ2g C ｌ1p59r(AＮＡ;Ｌ0表达增多(使破骨细
胞数量增加(骨吸收加快i 另一方面(cvt 可直接加
速细胞凋亡(导致成骨细胞数量降低(骨形成减慢i
cvt 还可诱发肌肉萎缩( 影响钙的重吸收及降低激
素C如甲状旁腺激素0水平(使患者骨量减少(从而引
起骨折或骨质疏松i 本研究应用 Ｌ5ｂhｌg,2hh 非标全
蛋白组学对 cvt 所诱导的 c)3- 大鼠模型进行蛋白
定性鉴别和定量检测( 筛选造模前后具有表达差异
的蛋白 (并利用基因本体论 Cph9h ｏ90ｏｌｏpｙ(c30(
;ＥccC;ｙｏ0ｏ h9yｙyｌｏｐhr15 ｏ, ph9ht 59r ph9ｏｍht0等功
能富集分析手段( 以阐明 cvt 诱发的 c)3- 的潜在
病理机制( 为临床有效治疗 c)3- 药物的开发提供
理论依据i
１ 材料与方法

１C １ 实验仪器

Ｅ5tｙg9Ｌv Bioo 高效液相色谱仪 C美国 Ｔ h2ｍｏ

E1t h2 (y1h901,1y 公司0(32ｂ1025ｐ Eｕt1ｏ9 Ｌｕｍｏt 质谱仪
C美国 Ｔ h2ｍｏ E1t h2 (y1h901,1y 公司0( 涡旋混合仪
C美国 (y1ｌｏphj 公司0(干式金属浴C美国 (y1ｌｏphj 公
司0(ＨBTdoA离心机 C湖南湘仪仪器公司0( 水浴箱
C北京光合科技有限公司0(分析天平C上海越平科学
仪器有限公司0(多样品组织研磨仪C上海测博生物
科技有限公司0((v)ＥＮＴＺoegⅡ超声破碎仪C宁波新
芝生物科技有限公司0(离心浓缩仪C北京吉艾姆科
技有限公司0(ＶＥdeT 转移电泳槽 C上海天能科技有
限公司0i
１C ２ 实验试剂

多聚甲醛C上海麦克林试剂公司0(质谱级水C美
国 E1t h2 (y1h901,1y 公司0(质谱级乙腈C美国 E1t h2
(y1h901,1y 公司0(质谱级甲酸C美国 E1t h2 (y1h901,1y
公司0(分析级无水乙醇C北京化工有限公司0(分析
级冰乙酸C天津大茂化学试剂有限公司0(考马斯亮
蓝C北京 (ｏｌ52ｂ1ｏ 科技有限公司0(Ｎｕ-ＡcＥ chｌC美国
)9.102ｏph9 公司0(分子生物学级碳酸氢铵C北京 (1pL
ｍ5 公司0(分子生物学级氯化钠C上海生工生物工程
股份有限公司0( 分子生物学级脱氧胆酸钠 C北京
(1pｍ5 公司0(尿素C北京 (ｏｌ52ｂ1ｏ 科技有限公司0(二
硫苏糖醇Cr10 1ｏ0 2h10ｏｌ(lＴＴ0C上海 -2ｏｍhp5 公司0(
质谱级胰蛋白酶 C北京华利科技有限公司0(Bo ｋl5
,1ｌ0h2 柱C美国 -5ｌｌ vｏ2ｐｏ2501ｏ9 公司0(vBe 脱盐柱C自
制(填料粒径 n μｍ(孔径 Bdo 魡0i vBe反相色谱柱：
预柱为 i yｍ × Boo μｍ )l( 填料粒径 n μｍ( 孔径
Bio魡c自制0；分析柱为 Bd yｍ × Bdo μｍ )l(填料粒
径 B．F μｍ(孔径 Bio 魡c自制0i
１C ３ 动物饲养

(-E 级 (l 雌性大鼠 Bi 只( 体质量 iio～iao p(
购于北京大学医学部c实验动物科学部0 (ＹＸ;c京0
ioBsgooioei于 (-E级环境适应性饲养 B 周后(随机
分为空白对照组和 c)3-组(每组 T只i 两组大鼠均
以普通维持饲料喂养(自由饮水(每周称重i 控制环
境温度 Be～iF ℃(相对湿度 aou～soui 动物实验的
开展均经过中国医学科学院药用植物研究所实验动

物中心的批准c编号：(ＬＸl ioiBBoiFinB0(实验程序
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0h19 cＡ-ＭＡ-0(yｙ0ｏy 2ｏｍhy ｏj1r5th tｕｂｕ910 TＡB cv3ＸTＡB0 59r 0520250h 2ht1t0590 5y1r ｐ ｏtｐ 505th cＡv-d0 t ｏｗhr 5 t1pL
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严格按照中国有关实验动物使用和护理的法规

进行C
op y 造模方法

两组大鼠适应性饲养 r 周后ighＯt 组大鼠于左
右大腿内侧交替注射地塞米松注射液(２．c ｍ)  2)0i
每周注射 ２ 次i每次注射前称重i按照每 r００ ) 注射
０．r ｍｌ 的 ２．c ｍ) 0 ｍｌ 地塞米松注射液剂量进行肌内
注射-空白对照组大鼠按相同体积注射生理盐水C对
所有动物进行肌内注射 B 周后i 用 ２０e氨基甲酸乙
酯溶液麻醉i进行取材j处死等操作C 经过本课题组
前期验证nr０Frroi该造模方法可以建立均一j稳定的糖
皮质激素性骨质疏松模型i且具有良好的重复性-
op u 股骨与胫骨的取材

造模第 B 周结束后i禁食 ２４ ｈi以 r ) 0 2) 剂量腹
腔注射 ２０e氨基甲酸乙酯溶液进行麻醉- 麻醉后沿
大鼠的腹白线剪开i暴露脏器i将大鼠的左侧j右侧
后肢完整分离i完全剥离肌肉组织后i得到的股骨j
胫骨均以 ０．ne无菌生理盐水冲洗i右侧股骨以锡纸
包裹i经液氮速冻后i保存于dB０ EＣ 冰箱i用于蛋白
组学检测l右侧胫骨置于 ４o多聚甲醛溶液中i用于
is 染色-
op  检测项目与方法

op  p o is 染色 采用苏木精d伊红染色法取胫骨
干骺端制作切片- 取右侧胫骨i以 ４C多聚甲醛固定
２４ ｈ 后i以梯度乙醇溶液脱水i二甲苯透明后i石蜡
包埋i制作 c oｍ 厚的石蜡切片i以苏木精d伊红溶
液进行常规 is 染色-
op  p . 总蛋白的提取 从dB０ ,冰箱取出右侧股
骨样本i剪碎后放置于研磨机液氮研磨至粉末状态-
取 c０ ｍ) 样品分别加入 c００ oｌ ２L裂解液(含 ０.cC脱
氧胆酸钠0和 c００ oｌ 含 B A 尿素的裂解缓冲液- 冰
上超声裂解 rc ｍｉｎ 后i４ ,ir２ ０００L) 离心 r０ ｍｉｎ-
取 ３０ oｌ 上清液i 用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝
胶 电 泳 (lｏvｉｕｍ vｏv;ｃｙｌ lｕｌｆａｔ; ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉv; );ｌ
;ｌ;ｃｔｒｏｐｈｏｒ;lｉliＳＤＳdtＡgs0法对蛋白进行定量-
op  p ３ 蛋白的酶解和肽段的脱盐 质量控制合格

后i经 r０ ｍA 的二硫苏糖醇(vｉｔｈｉｏｔｈｒ;ｉｔｏｌiＤＴＴ0还原
二硫键i碳酸氢铵体系烷基化后i按 r∶r００ 的比例加
入胰蛋白酶 i３７ ℃进行酶解过夜 - r４ ０００ L) 离
心 r０ ｍｉｎ 收集酶切后的肽段i经清洗置换后i取上
清液进行脱盐-酶解得到的肽段采用 ＣrB 柱脱盐i上
样后经 c０ C乙腈洗脱i 洗脱液于 cc０L)i４c ℃ir ｈ
进行抽干i于dB０ ℃冰箱保存待用-
op  p y 液相色谱d质谱分析 液相色谱系统为

sａlｙdｎＬＣ r２００i 流动相 Ａ 为含有 ０.rC甲酸的水溶
液i 流动相 Ｂ 为含有 ０.rC甲酸的 B０C乙腈溶液i进

样量为 c oｌi流速为 ６００ ｎｌ 0 ｍｉｎi梯度洗脱程序为 ０～
n０ ｍｉｎ rrC ～２nC Ｂln０ ～rrc ｍｉｎ ２nC ～４４C Ｂlrrc ～
rr６ ｍｉｎ ４４C ～r００C Ｂlrr６ ～r２０ ｍｉｎ r００C Ｂ- 采用
Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕlｉｏｎ Ｌｕｍｏl 质谱仪进行数据采集i离子源
为纳流电喷雾离子源i喷雾电压 ２ ２００ Ｖi离子传输
毛细管温度为 ３２０ ℃l 质谱数据在正离子模式下采
用数据相关采集模式 (vａｔａ dv;ｐ;ｎv;ｎｔ ａｃｑｕｉlｉｔｉｏｎ
ｍｏv;iＤＤＡ0方法进行采集i一级质谱使用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ
进行全扫描i扫描范围为 ｍ 0 ｚ：３c０～r cc０i扫描分辨
率为 r２０ ０００l二级质谱采集通过 ３２C的高能碰撞解
离(ｈｉ)ｈd;ｎ;ｒ)ｙ ｃｏｌｌｉlｉｏｎ vｉllｏｃｉａｔｉｏｎiiＣＤ0对母离子
进行碎裂i碎片离子在离子阱中进行检测i分辨率为
rc ０００-
op  p u 蛋白质的定性定量分析 将质谱数据输入

到 tｒｏｔ;ｏｍ; Ｄｉlｃｏｖ;ｒ;ｒ 软 件 (Ｖ;ｒlｉｏｎ ２.４iＴｈ;ｒｍｏ
Ｆｉlｈ;ｒ Ｓｃｉ;ｎｔｉｆｉｃiＵＳＡ0进行质谱谱图的筛选- 筛选条
件为母离子质量范围为 ３c０～r０ ０００ Ｄａi二级质谱图
中的最小峰数为 ri 信噪比 Ｓ 0 Ｎ 阈值为 r- 采用 tＤ
内嵌的 Ｓ;ｑｕ;lｔ软件进行搜索i并与第 r 步筛选后的
谱图对比进行定性分析- 蛋白定量值通过提取 ＴAＴ
报告离子的信号值进行重新计算i 其中肽段定量值
使用中位数值表示i 蛋白定量值为肽段定量值的累
加和-差异蛋白的筛选条件为差异倍数(ｆｏｌv ｃｈａｎ);i
ＦＣ0＞r.ciＰ＜０.０ci所得到的差异蛋白均经 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数
据库(ｈｔｔｐl： 0 0 ｗｗｗ.ｕｎｉｐｒｏｔ.ｏｒ)  0nr２o进行归一化处理-
op  p  生物信息学分析 基于质谱检测得到的 ｒａｗ
文件i通过 tｒｏｔ;ｏｍ; Ｄｉlｃｏｖ;ｒ;ｒ ２.４ 软件与 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数
据库比对分析i 基于搜库结果进行蛋白质的鉴定与
定量i同时进行肽段j蛋白和母离子质量容差分布分
析来评定质谱检测数据的质量i 并对鉴定蛋白进行
基本特征分析i对鉴定蛋白进行功能数据库注释i包
括 gＯ 富集分析和 Ｋsgg 富集分析- 进行蛋白质的
定量分析i 包括鉴定蛋白质总体差异的主成分分析
(ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎ;ｎｔ ａｎａｌｙlｉlitＣＡ0i 差异蛋白的筛
选及表达模式聚类分析- 最后针对筛选出来的差异
蛋白进行 gＯjＫsgg 富集分析和蛋白互作(ｐｒｏｔ;ｉｎF
ｐｒｏｔ;ｉｎ ｉｎｔ;ｒａｃｔｉｏｎitth0网络构建等-
op ７ 统计学处理

采用 ＳtＳＳ ２３.０ 软件进行统计学分析 - 采用
gｒａｐｈtａv tｒｉlｍ B.０ 进行数据结果可视化- 符合正态
分布的定量资料数据以均数±标准差(x軃±ｓ0表示- is
定量结果和单个蛋白定量表达组间比较采用单因素

方差分析- 以 Ｐ＜０.０c 为差异有统计学意义-
. 结果

.p o 病理组织学检测

病理组织学结果显示i与空白对照组比较ighＯt

３３BC C



opyr igiht (c) h 2) (0 0-2Be j nFo-ud rFeEleouctsdFCigiht.ucCh t,uC(

图 C 空白对照组与 pynt 组组间差异的 t)LAvs 分析
ed;．C t)LAvs eBecｙｓ2ｓ ｂｅoｗｅｅB ｓ-el ｇFuEd eBｄ pynt ｇFuEd

注 ：s 为 leFｋｅF，Ｂ 为 ＢLs，0 为 pynt 组 i×vn0，v 为空白对照组
i×vn0，Ｅ 为 pynt 组 ８ lＭ ＵFｅe，Ｆ 为空白对照组 ８ lＭ ＵFｅe
图 ３ 空白对照组与 pynt 组大鼠股骨总蛋白 LvLAtspＥ 图
ed;．３ LvLAtspＥ ｅcｅｃoFud-ｅFuｇFel uｆ ouoec dFuoｅ2B ｆFul ｆｅlEFｓ uｆ Feoｓ
ｂｅoｗｅｅB ｓ-el ｇFuEd eBｄ pynt ｇFuEd

注：与空白对照组相比，＊＊Ｐ＜gCg１
图 ２ 病理组织学检测中骨空腔间隙百分比柱状图（每组样本数＝ ）
ed;．２ ＢeF ｇFed- uｆ dｅFｃｅBoeｇｅ uｆ ｂuBｅ ｃeｖ2oｙ ｖucElｅ 2B -2ｓoudeo-ucuｇ2ｃec
ｄｅoｅｃo2uB（ｎ＝ ）

注：采用苏木精A伊红溶液染色，放大倍数为 ５ 倍（标尺＝i ll）
图 １ 大鼠右侧胫骨病理组织学检测 １ａ． 空白对照组 １ｂ． pynt 组
ed;．１ Ｈ2ｓoudeo-ucuｇ2ｃec ｄｅoｅｃo2uB uｆ o-ｅ F2ｇ-o o2ｂ2e uｆ Feoｓ １ａ． L-el
ｇFuEd １ｂ． pynt ｇFuEd

１ｂ

１ａ

组大鼠的骨小梁排列紊乱， 分布不均且伴有断裂现
象。同时，pynt组大鼠的骨空腔间隙数量增加，定量
分析结果显示，pynt 组与空白对照组之间的骨空腔
存在着显著差异（Ｐ＜gCg１），表明该方法造模成功。 见
图 １、图 i。

２． ２ LvLAtspＥ检测
LvLAtspＥ 电泳结果证实制备的各组股骨总蛋

白样品的平行性好， 蛋白条带清晰， 且未见蛋白降
解。 符合后续蛋白定量检测要求。 见图 h。
２． ３ 糖皮质激素性骨质疏松大鼠的生物信息学分析

２． ３． １ t)LAvs 分析 偏最小二乘法判别分析

（deFo2ec cｅeｓo ｓｑEeFｅｓ ｄ2ｓｃF2l2Beo2uB eBecｙｓ2ｓ，t)LAvs）
是一种用于判别分析的多变量统计方法。 在蛋白组

分析中，t)LAvs 分析可以进行样本间的比较，以找
出离群样品并判别相似性高的样品簇。 针对本次蛋
白组检测结果进行 t)LAvs 分析，结果显示，组内样
本相互聚集，组间样本相互分离，不同组间的蛋白表
达具有差异，后续分析可信。 见图 (。

２． ３． ２ pynt 大鼠和正常大鼠的差异表达蛋白 以

Ｆ0＞ １C５，Ｐ＜gC５为条件筛选差异表达蛋白。 与空白对
照组大鼠相比，pynt 模型组共筛选得到差异表达蛋
白 (７个， 其中上调表达蛋白 ig 个， 下调表达蛋白
i７个。 见表 １。

对筛选出的差异表达蛋白进行聚类分析， 从热
图中可看出，组内样本表达模式相似，组间样本表达
模式差异大，说明分组处理对结果有明显的影响，组
内样本重复好，得到的结果可信度高。火山图能够更

空白对照组 p)nt 组
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５ｂ５ａ

表 C opyr 组大鼠与空白对照组大鼠的差异表达蛋白
ightC (cr)  2 0g-) hB-eBBj opyr n0 Fu gjd )Egl n0 Fu

序号 蛋白登记号 蛋白名称

CoＯp
相对表

达量

空白对照

组相对表

达量

CoＯp
组 y空白
对照组

调控

类型

r Ａ０Ａ０C２i６C２ ＡpgＡp ０．ht６ ０．０６２ (．２２t cｐ

２ pr２t)h Ｎpgr ２．６(h ０．h(４ ４．h３( cｐ

３  hＶ20６ 0ＮＡ-B２ r．３(０ ０．４h０ ３．０)) cｐ

４ Ａ０Ａ０C２i６e６ ＡＣph t．)０６ ２．h３t ３．０tt cｐ

h j２0ett npＴ ２．rh６ ０．t４４ ２．)(６ cｐ

６ p３h２)０ ppＡＴ ０．h３２ ０．r)h ２．)t６ cｐ

t n３eeＣr ＴFＮnＣh r．h２t ０．６２４ ２．４４) cｐ

)  ４  Ｖ０ 2-pr ０．３０( ０．r２６ ２．４４３ cｐ

( utuＮC０ p0ＴＮ３ ０．３t４ ０．rhh ２．４r３ cｐ

r０ p２((th 2ＴＡ４d ２．３３) ０．(t( ２．３(０ cｐ

rr  ６４rE) Bdnr ０．rt( ０．０t( ２．２h) cｐ

r２ p０hh４h 0Ａj２Ａ h．(３) ２．６６r ２．２３r cｐ

r３ C３Ｖ)2r oＴCＡg ０．６４６ ０．３０( ２．０)( cｐ

r４ C３Ｖ６４t pnFi ０．r０h ０．０h４ r．(６( cｐ

rh p４(０)) oＴCjr ０．４t３ ０．２hh r．)h３ cｐ

r６ n４ＡtEr ＡＣＡＮ r６．)０２ (．r６０ r．)３４ cｐ

rt Ａ０Ａ０C２Ｊeo２ Bp0- r．４２h ０．t() r．t)６ cｐ

r)  rpjＪr gＣgt ２６．２４) rh．６rr r．６)r cｐ

r( p０２６)０ Ａ2j rr．t(３ t．４r６ r．h(０ cｐ

２０ ph０４th -Ｔr３ ０．r(２ ０．r２) r．h０６ cｐ

２r p４３r３) drl０ ０．r)０ ０．２t０ ０．６６６ nｏsｎ

２２ p２r)r) ＣpＡ３ ０．t２t r．r(６ ０．６０) nｏsｎ

２３  hc２-t uipjh ０．２４４ ０．４rh ０．h)( nｏsｎ

２４ Ａ０Ａ０C２i) r ＡpＯＣ３ ０．t() r．３(( ０．htr nｏsｎ

序号 蛋白登记号 蛋白名称

CoＯp
相对表

达量

空白对照

组相对表

达量

CoＯp
组 y空白
对照组

调控

类型

２h  ４ig６６ Ｃgpir t．０r６ r２．６４４ ０．hhh nｏsｎ

２６  (２０2２ ＡnＡ ２．２３r ４．２２r ０．h２( nｏsｎ

２t n３ee0３ ＣＴ-- ３．３(３ ６．４３r ０．h２) nｏsｎ

２) ur2 ４) dgＮpｌ r．６４h ３．rtt ０．hr) nｏsｎ

２( ＡrＡh2２ pCgr r４．)０r ２)．t０r ０．hr６ nｏsｎ

３０  ６.Ｎr( n-ＴEi ０．２(t ０．６３３ ０．４t０ nｏsｎ

３r pr()０４ 0p2pr r．ttr ３．(ht ０．４４) nｏsｎ

３２ n４Ａ４Ｊ０ -cpＴr６d ０．rh４ ０．３h( ０．４３r nｏsｎ

３３ C３Ｖ６(( -B0poＮjr０ ０．２r( ０．h０( ０．４３０ nｏsｎ

３４  (Ｊd2４ njＮｌ ０．r６) ０．４０２ ０．４r( nｏsｎ

３h Ａ０Ａ０C２Ｊeh２ dＮ0Ｎpc r．r() ２．(２( ０．４０( nｏsｎ

３６ n３eeＴ( ＣＯ2r４Ａr ２．２６r h．tt３ ０．３(２ nｏsｎ

３t  (Bpdr ＡrjC r．４０２ ３．(４０ ０．３h６ nｏsｎ

３) pr６２(０ ＣB-rn t．２２３ ２２．r４t ０．３２６ nｏsｎ

３(  hgtＶ３ Ｔd0Ａp３ r．)tr ６．３２( ０．２(６ nｏsｎ

４０ n４Ａ(p( ddＡＴ2 ０．r３４ ０．４t３ ０．２)３ nｏsｎ

４r n４Ａ３n２ -gEnr ０．rht ０．６２r ０．２h３ nｏsｎ

４２ Ａ０Ａ０C２i(er gEjpd ０．３６２ r．hhr ０．２３３ nｏsｎ

４３ jhnBF４ ＶＡ-p ０．r(０ ０．)６２ ０．２２r nｏsｎ

４４  ６２６３６ 0dBj ０．t２r ３．３０h ０．２r) nｏsｎ

４h Ａ０Ａ０C２i)i３ -B0poＮnr ０．０)t ０．４４４ ０．r(t nｏsｎ

４６ ur2 Ｎ３ 0ＴＮ４ ０．２４r r．)rh ０．r３３ nｏsｎ

４t pr０th( ＣＯF６Ａr ０．２(０ ２．２６３ ０．r２) nｏsｎ

图 , 空白对照组与 CoＯp 组大
鼠差异表达蛋白图 ,gt 聚类分
析热图 ,ht火山图
L.nt, nｉAAvｒvｎｔｉａｌｌ; vｘｐｒvｓｓvｄ
ｐｒｏｔvｉｎ ｂvｔsvvｎ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
CoＯp ｇｒｏｕｐ ,gt Ｃｌｕｓｔvｒ ｈvａｔ
ｍａｐ ,ht Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ

加直观地展示蛋白的上调和下调， 横坐标绝对值越
大，说明该蛋白在两组之间的差异越大；纵坐标值越
大，说明该蛋白在两组间的表达差异越显著，结果越
可靠。 结果显示， 蛋白核磷蛋白 r（ｎｕｃｌvｏｐｈｏｓｍｉｎ，
Ｎpgr）、 脂肪细胞膜关联蛋白 （ａｄｉｐｏｃ;ｔv ｐｌａｓｍａ
ｍvｍｂｒａｎv ａｓｓｏｃｉａｔvｄ ｐｒｏｔvｉｎ，ＡpgＡp）、抗酒石酸酸性
磷酸酶 h（ｔａｒｔｒａｔvlｒvｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓv，ＡＣph）、
细胞色素 ｃ 氧化酶 ６Ａr（ｃ;ｔｏｃｈｒｏｍvｃ ｏｘｉｄａｓv ｓｕｂｕｎｉｔ

６Ａr，ＣＯF６Ａr）等蛋白在两组之间差异表达显著，其
在 CoＯp 发病机制中的作用值得深入探讨。 见图 h、
图 ６。
２t ３t ３ 差异表达蛋白的 CＯ 分析 CＯ 功能富集分
析可以对差异蛋白的生物学功能进行富集， 从而了
解差异蛋白与哪些生物学功能显著相关。CＯ 分析包
括分子功能（ｍｏｌvｃｕｌａｒ Aｕｎｃｔｉｏｎ，gu）、细胞组分（ｃvｌ鄄
ｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎvｎｔ，ＣＣ） 和生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃvｓｓ，
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注C与空白对照组相比oppyr０．０i
图 C 空白对照组与 opＯy 组大鼠单个差异表达蛋白定量图 r每组样本数g３h
t(c)C  ｉ2ｒａｍ ｏ0 -ｉｎ2ｌB eｕａｎｔｉｔａｔｉjB nｉ00BｒBｎｔｉａｌｌF BuｐｒB--Bn ｐｒｏｔBｉｎ dBｔEBBｎ -ｈａｍ 2ｒｏｕｐ ａｎn opＯy
2ｒｏｕｐleg３c

图 r 差异表达蛋白 oＯ 富集分析
ro) 生物过程 rn) 分子功能 ri) 细胞
组成

t(c)r oＯ BｎｒｉcｈｍBｎｔ ａｎａｌF-ｉ- ｏ0 nｉ00Bｒs
BｎｔｉａｌｌF BuｐｒB--Bn ｐｒｏｔBｉｎ ro) Cｉｏｌｏ2ｉcａｌ
ｐｒｏcB-- rn).ｏｌBcｕｌａｒ 0ｕｎcｔｉｏｎ ri) ＣBｌs
ｌｕｌａｒ cｏｍｐｏｎBｎｔ

, ,L

,t

Cycd 结果显示o差异表达蛋白与核酸的代谢过程密
切相关o 包括核糖核苷酸. 嘌呤核苷酸和磷酸核糖
等d 此外还与能量代谢有关d 见图 Ad

l g) h 差异表达蛋白的 tvoo
分析 tvoo 数据库可以对差异
蛋白富集的通路进行分析d 结果
显示o 差异表达蛋白更多地富集
在代谢相关的通路上o 包括氨基
酸合成.嘌呤代谢及其他代谢等d
同时o 差异表达蛋白也富集在免
疫相关的通路上o如血小板激活o
白细胞迁移途径等o证明 opＯy 的
发生也与免疫炎症有关d 此外o有
小部分差异表达蛋白富集在神经

相关的通路上o如帕金森病.神经
退行性疾病等o 为骨质疏松与神
经性疾病的共病的治疗提供了一

定的参考d 值得注意的是oopＯy
组中显著上调的 Ｎy.i.磷酸核糖
焦磷酸酶rｐｈｏ-ｐｈｏｒｉdｏ-Fｌ ｐFｒｏｐｈｏ
-ｐｈａｔB ａｍｉnｏｔｒａｎ-0Bｒａ-BoyyＡＴc 等
蛋白富集在 Ａ.yt 信号通路上d
见图 ;d

２ g ５ 差异表达蛋白的互作分析 yyp 的构建能
够更加清晰地了解蛋白之间的相互作用方式o 以揭
示 opＯy潜在的发病机制d通过 Ｓｔｒｉｎ2数据库分析及

空白对照组 oＬＯy 组 空白对照组 oＬＯy 组

空白对照组 oＬＯy 组 空白对照组 oＬＯy 组
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图 C 差异表达蛋白互作网络分析

opyrC iig ａｎａｌhtｉt ｏ( cｉ(()ｒ)ｎｔｉａｌｌh ) ｐｒ)tt)c ｐｒｏｔ)ｉｎ

图 2 差异蛋白 0-22 富集分析 20r ＴＯiBe 条
形图 2ir ＴＯiBe 气泡图 2jr 上调下调的差异蛋
白数目

opyr2 0-22 )ｎｒｉnｈｍ)ｎｔ ａｎａｌhtｉt ｏ( F-it 20r oａｒ
uｒａｐｈ ｏ( ＴＯiBe F-it 2ir oｕddｌ) iｌｏｔ ｏ( ＴＯiBe
F-it 2jr Ｎｕｍd)ｒ ｏ( ｕｐrｒ)uｕｌａｔ)c ａｎc cｏEｎ ｒ)uｕl
ｌａｔ)c F-it

ecet

er

Ｃhｔｏtnａｐ) ３．s．２ 软件的可视化 结果显示 血清白蛋
白Ct)ｒｕｍ ａｌdｕｍｉｎ Ａ.o,L谷氨酰脯氨酰 ｔAＮＡ 合成
酶 Cuｌｕｔａｍhｌ ｐｒｏｌhｌ ｔAＮＡ thｎｔｈ)ｔａt) -iAveL 整联蛋
白 d; Cｉｎｔ)uｒｉｎ ａｌｐｈａ ; gＴ2Ａ;eLiB 整合素蛋白
CβBrｉｎｔ)uｒｉｎ gＴ2βBeL 磷酸葡萄糖突变酶Cｐｈｏtｐｈｏl
uｌｕnｏｍｕｔａt) i2;Be 等靶蛋白具有较高
的 F)uｒ)) 值 提示其可能在 2gＯi 发病
过程中具有重要的作用。 见图 ９。
３ 讨论

本研究旨在通过 .ａd)ｌr(ｒ)) 非标全
蛋白组学手段探讨糖皮质激素性骨质疏

松的发病机制 并发现了一些在 2gＯi
发病过程中起调控作用的关键蛋白。
３． １ 2gＯi模型的可信性

Ｈ- 染色结果显示 2gＯi 组大鼠骨
小梁排列紊乱 分布不均且伴有断裂现
象 且两组之间的骨空腔存在显著的定
量差异 直接印证了 2gＯi 模型的可信
度。 而与之相应的 在蛋白定量结果中 
破骨细胞标志性因子 ＡＣie 的显著上
调 侧面印证了骨质疏松模型的可信度。
ＡＣie 又名 ＴAＡＣi 是一种标志性的破

骨细胞形成因子 其过表达容易造成骨吸收加剧 破
骨细胞活性增强 使得骨形成和骨吸收失衡 从而造
成骨质疏松 ［B３］。 本研究 ＡＣie 的 ｌｏu２ＦＣ 值在 B．e 以
上 证明破骨细胞标志物 ＡＣie 在 2gＯi 组和空白对
照组间的表达差异显著。 以上结果皆表明 2gＯi 模
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型建立成功C该蛋白定量结果准确o可信p
yr i 显著上调与下调的蛋白表达

yr gh t Ａ(cＡ( 蛋白 相较于正常大鼠C) Ｏ( 组大
鼠 Ａ(cＡ( 蛋白表达上调最为显著 2ｌｏ0２-Ｃ2３0p
Ａ(cＡ( 是一种糖基0型跨膜蛋白C主要分布在脂肪
细胞的质膜和内质网中C 与脂肪细胞生成和分化密
切相关 B４eBiji 目前C针对 Ａ(cＡ( 的研究主要集中于
其在各种癌症发生和发展过程中的作用C 包括宫颈
癌o前列腺癌o结肠癌等i 研究表明CＡ(cＡ( 可通过
参与脂质转运过程C提高癌细胞的迁移能力  BieB６ji
Ａ(cＡ( 与脂质的形成关系密切C研究表明C采用基
因敲除手段敲除 Ａ(cＡ( 基因后C 小鼠的肥胖表型
明显改善C具体体现为其对胰岛素敏感性增强o呼吸
交换频率增加o 炎症相关基因表达下降及脂肪细胞
减少 Bnji 此外CＡ(cＡ( 在人类及肥胖大鼠模型中的
表达显著上升C抑制 Ａ(cＡ( 在 ３Ｔ３egB 细胞中的表
达会抑制细胞分化成脂肪细胞CＡ(cＡ( 的表达受过
氧化物酶体增殖物激活受体  2ｐFｒｏoｉuｏｍF ｐｒｏｌｉdFｒａr
ｔｏｒ ａEｔｉlａｔFt ｒFEFｐｔｏｒ  C((Ａs 0调控 BCji 值得注意的
是C在笔者此前的研究中C((Ａs 在 ) Ｏ( 大鼠模型
中的表达显著升高  B０jC提示糖皮质激素可能是通过
提高 ((Ａs 的表达C诱导 Ａ(cＡ( 过表达C造成体
内的骨脂代谢紊乱C从而引发 ) Ｏ(i
yh gh g ＣＯ.６ＡB蛋白 在所有定量蛋白中CＣＯ.６ＡB
蛋白下调最为显著i ＣＯ.６ＡB 蛋白是线粒体电子传
输中的末端氧化酶细胞色素 E 氧化酶的核编码多肽
链之一C 与线粒体功能和氧化应激密切相关  B,ji
ＣＯ.６ＡB 对活性氧损伤具有保护作用  ２０jC编码该蛋
白的突变会导致腓骨肌萎缩 ２Bji 此外CＣＯ.６ＡB 是一
种重要的抗凋亡因子C 在溶酶体介导的细胞自噬途
径中发挥关键作用i研究表明C药物吉非替尼的肝毒
性机制是通过诱导 ＣＯ.６ＡB 降解C 从而破坏线粒体
呼吸链复合物的功能C激活细胞凋亡C进而导致肝损
伤 ２２ji 本实验中C) Ｏ(组大鼠中 ＣＯ.６ＡB 蛋白表达
的显著下调i 据此C笔者推测 )Ｃu 可能是经由自噬
途径诱导 ＣＯ.６ＡB 降解C从而引发骨细胞凋亡i笔者
之前的实验中采用网络药理学结合实时荧光定量技

术对大鼠骨中的靶基因进行了检测C值得注意的是C
一些与自噬和细胞凋亡相关靶基因如细胞周期素

LB2EAEｌｉｎ LBCＣＣＮLB0和 hsＣ 等的表达在 ) Ｏ( 组
和空白对照组大鼠间具有显著差异  B０ji 故而推断C
)Ｃu 会引发细胞自噬C激活细胞凋亡C从而导致骨质
疏松的发生i
yh y 生物信息学分析

v;)) 富集分析显示C 差异表达蛋白多集中于
代谢相关通路上C 包括 ;(shoＡＣ(ioＣＯ.６ＡBo Ｔr

)βB 等C侧面说明了 )Ｃu 可以通过引发机体代谢紊
乱从而诱发 ) Ｏ(i 另外CＡc(v信号通路值得关注i
Ａc(v 信号通路可调节细胞内 ＡＴ( 供应C通过影响
细胞对葡萄糖的摄取和脂肪酸的氧化来调控糖脂代

谢C 是目前研发新型抗0型糖尿病药物的有效药理
学靶点 ２３ji而在本实验结果中C共 ２个差异表达蛋白
富集于 Ａc(v信号通路上i 其中 Ｎ(cB 的差异表达
倍数高C 且在后续的 (( 分析中 LF0ｒFF 值也较高C
提示其关键作用i Ｎ(cB 是一种丰富的核仁蛋白C与
细胞内核糖体的成熟与转运o 中间体的合成密切相
关i Ｎ(cB 基因突变是急性髓细胞性白血病中一种
重要的基因突变C 临床上可作为诊断急性髓细胞性
白血病的重要指标之一C 也是治疗其他血液疾病中
的重要靶点 ２４e２iji 目前CＮ(cB 蛋白在骨代谢过程中
的研究较少C但有文献报导称CＮ(cB 基因的敲除会
引起核转录因子2ｎｕEｌFａｒ dａEｔｏｒ κＢCＮ-eκＢ0转录的
水平降低C且 Ｎ(cB 能够参与肿瘤坏死因子 α2ｔｕｍｏｒ
ｎFEｒｏuｉu dａEｔｏｒ eαCＴＮ- eα0等炎症因子的表达过
程 ２６ji 由于 Ｎ-eκＢ 与 ＴＮ-eα 炎症的发生发展密切
相关C且能够参与破骨细胞的增殖分化过程C从而引
起骨吸收加速C所以CＡc(v 信号通路中 Ｎ(cB 蛋白
表达的上调可增加 Ｎ-eκＢ 与 ＴＮ-eα 的表达C 从而
加速骨吸收C引发骨代谢失衡i

(( 结果显示 ＡgＢoＮ(cB 和  Ｔ)βB 等靶蛋白
LF0ｒFF 值较高C提起其关键作用i 其中 ＡgＢ 的 LFr
0ｒFF值最高i ＡgＢ 是人体血浆中含量最丰富的白蛋
白C其可以作为运输载体直接与脂肪酸o金属离子等
化合物结合C发挥抗炎o抗血栓等作用 ２nji ＡgＢ 可促
进成骨细胞增殖分化i 研究表明C当骨外损伤时C伤
口处 ＡgＢ 的局部浓度显著增加C 骨骼愈合速率与
ＡgＢ 的局部浓度成正比  ２Cji 临床研究发现C低 ＡgＢ
可增加患者骨折的风险及增加骨质疏松性椎体骨折

的术后死亡率 ２,e３０ji
yh ４ 总结

为了探讨糖皮质激素性骨质疏松的发病机制C
本研究通过 gａｂFｌedｒFF 非标全蛋白组学的研究手
段C 对地塞米松造模前后 hL 大鼠的骨蛋白表达进
行了定量比较C 在 ４n 个具有差异表达的靶蛋白中C
造模后 Ａ(cＡ(蛋白上调最为显著CＣＯ.６ＡB 蛋白下
调最为显著i Ａc(v 信号通路有望作为潜在的信号
通路揭示 ) Ｏ( 的发病机制C该信号通路上的 Ｎ(cB
在 ) Ｏ(大鼠中表达显著升高C提示其可能为 Ａc(v
信号通路中介导 ) Ｏ(发生的关键靶蛋白i (( 分析
中C靶蛋白 ＡgＢ 的 LF0ｒFF 值最高C提示其与其他差
异表达蛋白关系密切C 且有望作为潜在的 ) Ｏ( 治
疗靶点i
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