
! "

!"#$ !""#$%!&'

!

("!"

"

"!#$$!$%&'

%&'( )*+,-.%&/0'(1!"#$!%&$23456-.7

8%&)*/09%&'()*'(+,-""":

;<=> ?@A9%##".:BCBDEFGHBIJBKLMNOPQR

.FS3TU;<OVW)B/.012345678696:;<2=06>?@6>A7X

系统性老年性淀粉样变患者血清转甲状腺素蛋白出现
三种修饰基团减少
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转甲状腺素蛋白（0.4WI0:J.10TW，**+c` 是肝脏分

泌的一种具有转运甲状腺素、视黄醇的功能性蛋

白，是在老年性系统性淀粉样变（I1WTK1 IJI012TO

42JK/TL/ITI，<<Ac i!j 及家族型多发性神经性损害

（]42TKT4K 42JK/TL/0TO 8/KJW1\./840:J，6A-ci)P(j 等疾病

淀粉样变的前蛋白。通过分析 <<A 患者发生 **+

相关淀粉样变沉积组织特点iEj，发现淀粉样变主要

沉积于心脏组织i'PFj、中枢神经iRj、血管壁等，但是这

些组织细胞非均表达、分泌 **+ 蛋白iBP"j。大量研究

表明 <<A 患者组织器官沉积的淀粉样变的前蛋白

成分为 **+ 蛋白i!&P!)j，由于 **+ 为机体内存在的一

种生理蛋白，形成淀粉样变后可以沉积于人体的组

织器官导致器官损害及功能障碍。探究淀粉样变相

关蛋白的代谢修饰可能有助于解析 <<A 淀粉样变

形成的分子机制。前期本组利用基质飞行质谱技术

（@A37>P*?6P@<）建立直接分析血液中 **+ 蛋白

修饰的方法i!(P!Ej，并且最近有报道 -./01/21345 -6P

)7 技术分析蛋白等电点的变化i!'P!Fj，利用两项结合

可以分析 <<A 患者 **+ 蛋白的化学修饰类型，辅助

解析 <<A 患者形成淀粉样变的分子机制。

B lmnM\

!D! "#$%&' 收集 (& 位健康的志愿者以及

经临床影像和病理诊断为 <<A 的患者的血清。

!D) ()*+,-.+.-*++/0 根据操作指导，

应用 *?<9_AP!)&+6 全自动生化分析仪测定人血
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清总蛋白和白蛋白含量，用 !"#$%&'() *++ 来检测

血清 ,,-。

./0 !"#$ 首先，根据操作说明将高效聚焦层

析柱用于蛋白质分离。缓冲液以 +/1 23425" 的流速

平衡 .0+ 25"，之后手动将样本用注射器推入层析

柱内。在第一相中，蛋白与强阴离子交换剂交换，并

从 67 *89 到 :/+ 范围内进行连续洗脱。:+!:9 25"

后，67开始下降。以间隔 +/1个单位的 67值在 :*孔

深孔板中收集蛋白。应用高效反相梯度分离蛋白，

并在第二相将其分离。

./: %&'()*+ ,-- 将从层析柱中收集得

到的蛋白溶解在 1/+ !3 溶液中，然后转至硝酸纤维

素薄膜上，并用兔抗人 ,,- 抗体孵育 . ;。应用抗兔

第二抗体孵育结合后检测结果。

./9 *+,-./,;,0123456789:;

< 取 9 !3 血清，向其中加入 1++ !3 9+ 22<&,=,

缓冲液（67 */9> ?5@2A），0B "C 孵育 . ; 后检测。

./D => EF3CGHI,JK4LM/NOP%Q??R2%Q5SO@ #A

,,-!"3BCDE

T.BU

VOP%Q? RCHE),WEF3C分系

统，蛋白分离柱为XY7 C.*（18.#.++ 22，.8B !2），利

用 +8.Z 2%P;O"<5[ O[5\ O[%P<"5PQ5&% （?<&]%"P R）和

+/.Z 2%P;A"<5[ A[5\（?<&]%"P X）试剂按照仪器操作

说明仔细操作。质谱用仪器内标分子为^ 3%_[5"%%"`

%6;A&5"（3Y），C1*70Ba9JB ,bQc&bc&bF;%3%_（Ld7）

eL4f 99D/1BB.，（LG7）GLgf 99:/1D.9/ Tc&_.U GK5h

Q5"<6%P5\%X（c&_K5h），CDD7i9a.iJ1Dc&_c&bjA&R?

"R?6R? "c&_c&_c&bF;%F;%M%QR&ARQk，（L e7）eLgf

.9B+/DBB:，（L e17）1 eLgf B*9/*:1D，（L G7）GLgf

.9D*/DD.* YM)。

./B FGCH) 采用 MFMM .0/+ 软件分析数据。

数据用 !"# 表示。两组间均数比较采用 ! 检验，"$

+/+9 为差异有统计学意义。

! !"

1/. IJKL MMR MN3OPQR 依据 MMR 临

床诊治指南，收集 MMR 患者 0+ 例，同时收集年龄与

性别相匹配的健康体检志愿者 0+名。发现 MMR患者

与健康志愿者在 0项指标中无显著性差异（"%+/+9）。

结果见表 .。

1/1 => FKG1' SF#A MMR TUVNWXYZ

[\ 6) ]^3!"_< 利用 FKG1' 分析系统，

分选各个等电点的蛋白质，两项电解质的 67 分别

为 67:/+ 及 67*/+。利用波长 1+* "2 直接检测蛋白

的相对强度，以每 +/167 为一个样品采集点，采集各

个 6)点的蛋白质。MMR患者结果在67*/.l67*/+、67

D/:1 范围、67 9/Di 范围及 67 :/:i 范围内存在高蛋

白丰度（图 .A，h，S，\）。同样分析方法分析健康志愿

者，结果在 67 */.l67 */+，67 D/9. 范围、67D/.* 范

围及 67 :/:i范围发现高丰度蛋白（图 .A，h，S，\）。

1/0 `ab#A MMR TUVN ,,- !"3 6) 为

分析各个 67 值范围内可存在 ,,- 蛋白，利用点免

疫印迹的方法鉴定 ,,-的存在，结果在 67 D/*G67 9/*

范围及 67 :/+G67 :/9 范围发现高丰度 ,,- 蛋白

（图 .）。
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A、h^67 梯度中总蛋白的色谱法。在色谱图中，( 轴代表柱内的保留时
间，b 轴（A.、A1）代表 67，b 轴（h.、h1）代表 RE（Ej 吸光度，1*+ "2）。
分析平台 FQ<P%<2%3Ah FKG1n 提供了二维分馏，在此分馏过程中，完

整的蛋白首先通过等电点（6)）与聚焦层析蛋白分离，然后在二维空
间中通过其疏水性质分离。从 1*+ "2的第一次分离中获得色谱吸收
的 67曲线，从 :*个组分中选取 .*个样品进行抗 ,,-抗体免疫印迹
鉴定。A、h、[^健康志愿者血清；\、%、m^ MMR患者血清。[，m^抗 ,,-抗体免疫
印迹（[;，mA）：,,-蛋白
# " $% #$%&'%(')*+ #,-!. &'( /00 )*+,-./*0

123456789

,12 " 34$%(*&%2$*5416 *7*89:1: %; :'$<( 5$%&'17: %; /00 5*&1'7&:

*7= 4'*8&49 >%8<7&''$: <:172 #$%&'%(')*+ #,-!.

样本
血清（MMR，健康志愿者）
液相色谱法

指标

年龄

性别

总蛋白g（kg3）

白蛋白g（kg3）

,,-g（2kg3）

MMR（#o0+）

D+89&*8i

.8.1&+809

D98B&.80D

018D&.8D*

10.89&i8B9

志愿者（$o0+）

9*8B&B89

.8+0&+80.

Di8*&.810

0.89&.8B9

1D98:&i8*1

: " )*;<=>?

?*+ " 381716*8 64*$*6&'$1:&16: %; 5*&1'7&:

赵莉逦，等8系统性老年性淀粉样变患者血清转甲状腺素蛋白出现三种修饰基团减少!

.

"

..



!"# !" $%$ #$%&'()*+,-./01

23 利用 $%$ 荧光试剂为一种可以检测淀粉样

变成分含量的一种特异性试剂，可以分析被检测部

分淀粉样变成分的浓度，结果见表 !，&&' 患者

()*"#+,()*"*+ 范围内，淀粉样变成分显著高于对

照组。

!"- !" .'/012$3$2.& (4 $$4 56178

9: 对上述各个部分的 $$4 均进行质谱分析，

$$4 蛋白发生的修饰类型结果见表 5 及图 !。对于

利用质谱技术解析 $$4 蛋白发生化学修饰类型及

发生位点，其标记结果见图 5。

$$4 修饰

脲甲基化（67897:;<=:>?%@A）

甲基（.>?%@A）

磷酸泛酰巯基乙胺

（B%=C(%=(7D?>?%>;D>）

脲甲基化

脱水

磷酸泛酰巯基乙胺

磷酰基

羟基

$$4 修饰

脲甲基化

甲基

磷酸泛酰巯基乙胺

磷酰基（B%=C(%=8@A）

羟基（)@<8=E@A）

葡萄糖胺（32FAGH7G）

脱水（0>%@<87?;=D）

脲甲基化

脱水

磷酸泛酰巯基乙胺

磷酰基

羟基

葡萄糖胺

()

*"-I

#"#J

()

*"#!

#"#J

&&' 健康对照组

! ! "# ""#$%& $%'()*+,

"&' ( ")* +*,-. ""/ .012324&5206 26 *&4) $% 3,&45206

- 7 "./0123$4& $%'(56*789:

"&' 7 ")* 38-0,*+4*64* 265*6+259 03 +*,-. &.98021 30,.&5206 26

*&4) $% 3,&45206

&&' 健康志愿者
! "

() 荧光强度 () 荧光强度

*"#! *K*"-K!JI"K-! *"-I 5JL"-*!L5"*5 I*"!#K +"++

M

-"*J !J*"LK!KI"LJ+ *"IL 55+"5+!K!"IK+ 2+"!!L +"L!+

#"#J 5#-"#5!K+"-L5 #"#J 5#J"KK!K*"#LL

! I-"**L 2I"+I#

" !!+"++

M

!!+"5I-

M 显著的统计学差异

7、9、G、<：健康志愿者；>，N，O，%：&&' 患者；7，>：() L"I 范围，9：()*"-I 范围，N：()*"#! 范围，G：()*"IL 范围，O：()-"*J 范围，<，%：()#"#J 范围

; 7 ::;<=>?@AB=* ""/+,CD

<2= 7 >1*652324&5206 03 5)* ""/ .012324&5206 26 5)0+* 4088*45*1 3,&45206 26 ::; $&52*65+ &61 %*&85)9 ?08-65**,+

健康志愿者 $$4 阳性液分离的选择 &&' 患者 $$4 阳性液分离的选择

健康志愿者

()L"I

健康志愿者

()*"-I

健康志愿者

()*"IL

健康志愿者

()#"#J

&&'

()L"I

&&'

()*"#!

&&'

()-"*J

&&'

()#"#J
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!，"：##! 患者；$，%：健康志愿者；&：从 ##& 患者获取的 '( )*+, 范

围，-：从健康志愿者获取的 '( )*./ 范围，"，%：'( +*+0 范围

! ! ""#"#$%&'()*+,-.,

$%& ! '())*+%,%-& ./0)%.*1 23+(.3(+0 45 3/0 )46%5%06 &+4(7 %-

""8 *)%-4 *.%6 2%302

9 /0

112 蛋白的野生型3451126及发生基因突变的

突变型（78112）均可发生淀粉样变沉积，突变型

112 形成淀粉样变沉积发生于 9&: 患者，并且在杂

合子 9!: 患者中约 .;<沉积的淀粉样变为 48112，

说明野生型 112 也能够形成淀粉样变沉积=/;>。

最近有学者利用 :98,% 系统分选蛋白，而淀粉

样变蛋白研究的难点是在分析过程中不能改变相

关蛋白分子结构，根据我们掌握的文献，利用 :98,%

分析淀粉样变蛋白尚未见报道=?@8?0>，本论文依据蛋

白 'A 的分选系统收集 ##& 患者及健康志愿者血

清，确实发现在 '( @*?B'( @CD 范围、'( )*@B'( .*@

范围以及 '( +*DB'( +*) 范围存在高丰度蛋白，这

些蛋白是否存在 112 蛋白有待于进一步鉴定。

为进一步鉴定 112 蛋白存在的范围，采用抗人

112 抗体，点免疫印迹的方法鉴定 112 蛋白存在的

部分，结果在 '(@*DB'(@*? 范围，##& 患者与志愿者

人群均存在大量 112 蛋白。在 '( )*@B'( .*@ 范围

及 '( +*DB'( +*) 范围中，##& 患者与健康志愿者存

在高丰度的 'A 发生改变，##& 患者在'()*+, 范围

明显增高，并且化学修饰类型发生改变，定量分析

淀粉样变沉积成分定量也发现明显高于健康志愿

者。##& 患者 112 与健康志愿者的 112 蛋白为 48

112，即两组 112 蛋白质的氨基酸顺序、类型没有

改变，两组 112 蛋白的 'A 应当相同，造成已经 'A 能

够分选 112 蛋白的理论基础是 112 蛋白发生化学

修饰，实验结果也显示 112 蛋白存在于不同的 '(

范围之内，说明 112 蛋白在人机体内能够发生化学

修饰，以前也有报道 112 蛋白存在 , 个不同的 'A，

支持本实验结果。

总结上述实验发现 ##& 患者及健康志愿者血

清 112 蛋白均存在化学修饰，但是 ##& 患者 112

蛋白在 'A )*+, 范围发生修饰的类型与健康志愿者

不同，且淀粉样变成分含量显著高于对照组，提示

机体代谢过程中 112 蛋白可发生化学修饰，其修饰

类型与淀粉样变形成的相关性有待进一步研究。

（致谢感谢王卓伟在E:F"8G#HG#技术上的帮助）
1234:

=?> 段红茹*研究转甲状腺素蛋白化学修饰在老年性淀粉样变形成机

制中的作用=%>* 天津医科大学临床医学I临床检验诊断学J ,D?K

=,> LMN7MNOP "J 2QNRSNT "J #RUMVVMTW GJ NO XVC 1YXTZOU[YNOMT5XZZQRMXON\
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糖肾康胶囊成型辅料的选择与工艺研究
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糖肾康胶囊处方来源于临床经验方，由淫羊

藿、黄连、黄芪、知母、益母草和丹参等七味药材组

成，用于治疗糖尿病肾病，疗效显著!I$。原有糖肾康

干燥浸膏粉吸湿性大，流动性差，难以满足生产的

要求，宜制粒后再装胶囊。文章以成型率、细粉率和

吸湿百分率为指标，筛选不同的辅料及配比，并进

一步对制粒后的颗粒的成型率、细粉率、颗粒硬度、

流动性和临界相对湿度进行评价!\;K$。
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IRI "#$%& +e\EK;W 电子天平（万分之一，

)&334&0;X-4&'-）；.2;IFE 摇摆制粒机（常州爱斯特

干燥设备有限公司）；IEI;+ 型数显式电热恒温烘

箱（上海阳光仪器有限公司）；a/;EIW（d）恒温恒湿

试验箱（重庆市永生实验仪器厂）；药典筛（浙江上

虞市五星冲压筛具厂）。糖肾康干燥浸膏粉（自制）

批号：\EI_E#\`；各辅料均符合药用标准；其它试剂

均为化学纯。
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IR\RI 评价指标

IR\RIRI 颗粒的成型率和细粉率测定：取样品颗粒

#E 6，称定重量，依次通过 \E 目筛、̀E 目筛及 F` 目

筛。过筛时，将筛保持水平状态，左右往返轻轻筛动

` <7,。以能通过 \E 目筛，但不能通过 `E 目筛的颗

粒为合格颗粒；以能通过 F` 目筛的粉末为细粉。分

别精密称定合格颗粒和细粉重量，按公式 I 和公式

\ 计算成型率（n）和细粉率（n）。

成型率（n）o合格颗粒重量
处方样品重量

.IEEn （公式 I）

细粉率（n）o 细粉重量
处方样品重量

.IEEn （公式 \）

IR\RIR\ 颗粒的吸湿百分率测定：预先将底部盛有

氯化钠过饱和溶液的玻璃干燥器在室温放置 \K 9，

使其达到平衡，此时干燥器内的相对湿度为 l`n。

在己干燥恒重的称量瓶底部放入约 I 6 的样品，精
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