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·２型糖尿病的外科治疗·

腹腔镜胃肠手术治疗２型糖尿病的
血清蛋白质组学初步研究

丁丹　陈丹磊　胡旭光　印慨　柯重伟　郑成竹

　　【摘要】　目的　探讨腹腔镜胃肠手术前后２型糖尿病患者血清蛋白质表达的差异。方法　收集２００８年
６月至２０１０年９月第二军医大学附属长海医院行腹腔镜胃肠手术治疗的１２例２型糖尿病患者的血清标
本，双向凝胶电泳分离２型糖尿病患者术前、术后１周及术后１个月的血清总蛋白，对手术前后差异表达明
显的蛋白点行质谱鉴定及生物信息学分析。结果　建立了稳定、重复性好的血清凝胶蛋白图谱。筛选出
２型糖尿病患者胃肠手术前后血清中差异表达明显的２０个蛋白点，并成功鉴定出８个蛋白点，其中术后表
达增高的有５个，分别是 ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１、Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ、Ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｓｅｒｏｔｒａｎｓ
ｆｅｒｒｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ和Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ；术后表达降低的有３个，分别是ＭＡＰ３Ｋ１２ｂｉｎｄｉｎｇｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ１、Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ和ＩｓｏｖａｌｅｒｙｌＣｏＡｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ。结论　２型糖尿病患者行腹腔镜胃肠手术后的血
清蛋白质与术前比较，存在着明显的差异。共成功鉴定出８个蛋白点。
　　【关键词】　糖尿病，２型；　胃肠手术；　腹腔镜检查；　蛋白质组学；　双向凝胶电泳
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　　糖尿病已经成为严重威胁人类健康甚至生命的
慢性疾病之一。有研究结果显示，胃肠手术能有效

减轻糖尿病患者的体质量，改善大部分患者的血糖

代谢紊乱，而且对体质量正常的糖尿病患者也有很

好的疗效［１－２］。本研究收集２００８年６月至２０１０年
９月在我科成功行腹腔镜胃肠手术治疗的１２例２型
糖尿病患者的血清标本，运用双向凝胶电泳和基质

　　ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３９７５２．２０１１．０３．０１８
　　作者单位：２００４３３上海，第二军医大学附属长海医院微创外科
　　通信作者：郑成竹，Ｅｍａｉｌ：ｆｒｅｄｚｈｅｎｇｚｚ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

辅助激光解析电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）
技术，分离并鉴定２型糖尿病患者术前、术后１周
及术后１个月血清标本中的蛋白点，旨在探讨腹腔
镜胃肠手术前后２型糖尿病患者血清蛋白质表达
的差异。

１　材料与方法
１．１　血清标本
　　收集我科行腹腔镜胃肠手术且治疗有效的１２例
２型糖尿病患者术前、术后１周及术后１个月的血
清标本。其中男９例，女３例；年龄２６～６４岁，平均
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年龄４１．３岁。体质指数为２６．７～３６．５ｋｇ／ｍ２，平均
３３．７ｋｇ／ｍ２。行腹腔镜下“Ｙ”型胃肠短路术３例，
行腹腔镜下改良简易型胃肠短路术９例。所有患者
的术前准备、术中操作及术后处理等按标准进行［３］。

１．２　主要试剂及仪器
　　ＰｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔＴＭ白蛋白／免疫球蛋白 Ｇ去除试剂
盒和ＰｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔＴＭ蛋白沉淀试剂盒均购自ＭＥＲＣＫ
公司。ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦仪、ＥｔｔａｎＤＡＬＴⅡ垂直平
板电泳系统、ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＴＭ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ软件、Ｉｍａｇ
ｅｓｃａｎｎｅｒ扫描仪等均为 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司
产品。ＲｅｆｌｅｘⅣ基质辅助激光解析电离飞行时间质
谱仪购自德国Ｂｒｕｋｅｒ公司。
１．３　蛋白样品制备
　　收集患者各时相点血清标本。得到的血清标本
先用ＰｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔＴＭ白蛋白／免疫球蛋白Ｇ去除试剂
盒去除其中的白蛋白／免疫球蛋白 Ｇ组分，再使用
ＰｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔＴＭ蛋白沉淀试剂盒进一步沉淀浓缩蛋
白及去除各种可能影响后续结果的缓冲液组分，所

有步骤均根据说明书操作。提纯浓缩的标本用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白浓度测定后，分装于 ＥＰ管中，
－８０℃保存备用。
１．４　双向凝胶电泳
　　选择２４ｃｍ、ｐＨ３～１０的 ＩＰＧ胶条，上样量为
８０μｇ，上样总体积为４５０μｌ。等电聚焦程序设置为
３０Ｖ６ｈ、６０Ｖ６ｈ、５００Ｖ１ｈ、１０００Ｖ１ｈ、８０００Ｖ
１０ｈ，总电压时间乘积约为８００００Ｖｈ。等电聚焦结
束后，胶条分别用 ＤＴＴ和 ＩＡＡ缓冲液平衡１５ｍｉｎ，
并用１２．５％ＳＤＳ凝胶行第二向电泳。
　　电泳结束后，将凝胶行银染显色，染色方法参照
文献［４］优化进行。每份蛋白样品重复电泳３次。
１．５　二维凝胶蛋白图谱的分析
　　利用 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＴＭ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ软件对凝胶图
像进行强度校正、蛋白点检测、点配对。分别将术后

１周、术后１个月的血清蛋白图谱与术前血清蛋白
图谱进行比较，每两组图谱中蛋白质的表达量相差

两倍及以上的点视为有差异的点。选取明显升高或

明显下降的蛋白点行ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定分析。
１．６　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析及数据库查询
　　选择凝胶上的差异表达蛋白点，依次进行切割、
脱色、还原、烷基化、胰酶酶解、萃取。脱盐后的样品

与αＨＣＣＡ充分混合，加样至不锈钢点样板上，待其
自然风干后，置于ＲｅｆｌｅｘⅣ质谱仪上，按照文献［４］
方法操作、分析。在获得肽片段质量指纹图谱后，用

Ｍａｓｃｏｔ搜索引擎在 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据库进行查询。蛋
白质匹配分数＞５４分，并综合评估其分子量和等电
点的匹配程度后，确定蛋白名称。

２　结果
２．１　双向凝胶电泳结果
　　电泳后的各凝胶图谱可辨识１３００～２０００个蛋
白点，并显示出良好的重复性与稳定性。蛋白点的

平均匹配率达到７２．５％。
　　术后１周血清蛋白凝胶与术前比较，差异蛋白
点有６３个；术后１个月血清蛋白凝胶与术前比较，
差异蛋白点有７１个。术后１周及术后１个月与术
前比较，均显示出明显相同变化的蛋白点为２０个，
其中１３个蛋白点上调，７个蛋白点下降。
２．２　质谱结果及生物信息学分析
　　将这 ２０个蛋白点进行 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析，
共有８个蛋白点被成功鉴定（表１）。其中在术后血
清中表达升高的有５个，分别是 ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａ
ｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１、Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ、Ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｐｒｅｃｕｒ
ｓｏｒ、Ｓｅｒｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ和 Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａ
ｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ。在术后血清中表达降低的有３个，
分别是 ＭＡＰ３Ｋ１２ｂｉｎｄｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ１、Ｃｏｒｏ
ｎｉｎ１Ａ和 ＩｓｏｖａｌｅｒｙｌＣｏＡｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ。这些蛋白
点在二维凝胶图谱中的局部表现见图１。

３　讨论
　　近年来，欧美等西方国家大量的临床资料证实，
许多类型的手术具有治疗肥胖合并代谢紊乱综合征

的效果，特别是对血糖的控制效果甚佳，甚至可以治

愈糖尿病［１］。国内也有一些单位逐渐尝试利用胃

肠手术治疗糖尿病，取得了一定的效果。

　　有研究结果表明，胃肠道重建后，一些肠道激素
发生改变并产生了一些具有生物活性的肽以及其他

一些未被发现的物质，这些物质通过一系列的机制

影响糖代谢［５］。然而，现有的资料尚不能完整总结

出确切的机制。

　　本研究运用双向凝胶电泳和 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ
技术成功筛选并鉴定了８个在腹腔镜胃肠手术前后
患者血清中有显著性差异表达的蛋白点，其中在术

后血清中表达升高的有５个，分别是 ＲｈｏＧＤＰｄｉｓ
ｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１、Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ、Ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｓｅｒｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ和Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａ
ｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ；在术后血清中表达降低的有 ３个，
分别是ＭＡＰ３Ｋ１２ｂｉｎｄｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ１、Ｃｏｒｏ
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表１　２型糖尿病患者腹腔镜胃肠手术后血清中差异表达蛋白点的质谱鉴定结果

点号 数据库ＩＤ 蛋白质指纹匹配分数 序列覆盖率（％） 等电点／相对分子质量 蛋白名称

１ Ｐ５２５６５ ７２ ３０ ５．０３／２３１１９ ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１

２ Ｐ３５２３２ ７５ ５５ ５．５７／２９８４３ Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ

３ Ｐ０１００９ １３２ ４７ ５．３７／４６８７８ Ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

４ Ｐ０２７８７ ３２４ ５０ ６．８１／７９２８０ Ｓｅｒｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

５ Ｐ０２６７９ ８１ ２５ ５．３７／５２１０６ Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

６ Ｑ９ＮＳ７３ ５５ ３３ ６．５８／３９４９７ ＭＡＰ３Ｋ１２ｂｉｎｄｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ１

７ Ｐ３１１４６ １０３ ２６ ６．２５／５１５４７ Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ

８ Ｐ２６４４０ ５８ １２ ８．４５／４６８０３ ＩｓｏｖａｌｅｒｙｌＣｏＡｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

　　注：蛋白质指纹匹配分数＞５４分为差异有统计学意义

ａ：１号蛋白点（），ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１；ｂ：２号蛋白点（），Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ；ｃ：３号蛋白点（），Ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ；ｄ：４号蛋

白点（），Ｓｅｒｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ；ｅ：５号蛋白点（），Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ；ｆ：６号蛋白点（），ＭＡＰ３Ｋ１２ｂｉｎｄｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ

１；ｇ：７号蛋白点（），Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ；ｈ：８号蛋白点（），ＩｓｏｖａｌｅｒｙｌＣｏＡｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

图１　２型糖尿病患者腹腔镜胃肠手术前后血清中差异表达蛋白点在二维凝胶图谱中的局部表现

ｎｉｎ１Ａ和ＩｓｏｖａｌｅｒｙｌＣｏＡｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，这为我们进
一步的研究奠定了基础。

　　综上所述，利用蛋白质组学筛选２型糖尿病患
者手术前后血清差异表达蛋白点是有其可行性和可

能性的。ＲｈｏＧＤＰｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１、Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ
等手术前后表达发生明显改变的蛋白点的发现，为

进一步寻找胃肠外科手术治疗糖尿病的机制提供了

可能。我们将进一步利用免疫印迹、ＥＬＩＳＡ等方法
验证这些蛋白点在手术前后血清中的差异表达，并

研究它们是否在血糖代谢的分子网络中起了某些作

用以及这些蛋白点与２型糖尿病发生、发展的关系，
为寻找胃肠手术治疗糖尿病的机制，发现药物治疗

新靶点奠定基础。
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