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视网膜下液基质金属蛋白酶双向电泳分离酶谱鉴定分析
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摘 要 以增生性玻璃体视网膜病变患者视网膜下液为研究对象，结合单向明胶酶谱法和双向电泳分离技术创建

了基质金属蛋白酶双向电泳分离酶谱鉴定技术，该技术具有很高的分辨率和灵敏度，重复性好，能够提供蛋白质的

相关修饰信息。通过该技术初步发现在增生性玻璃体视网膜病变患者的视网膜下液中存在有 4 种基质金属蛋白

酶，其中 $ 种是由 & 或 4 种分子量相同但等电点不同的同分异构体蛋白质组成。
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在 增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变（ G2()=H-2:/=I-
I=/2(/=?(.:/>J，G’E）中由于眼内细胞移行、增生和转

化在视网膜前面、后面及玻璃体内形成一层增生的

细胞膜，其过程牵涉到胶原酶（K()):L-?:M-）对细胞外

基质（<;/2: B-))N):2 0:/2=;，<KO）中胶原（K()):L-?）的

降解和重塑［! P &］，因此对 G’E 患者视网膜下液中

（,N12-/=?:) H)N=Q，,E9）聚 集 的 基 质 金 属 蛋 白 酶

（O:/2=; 0-/:))(.2(/-=?:M-M，OOGM）种类和含量进行分

析有助于全面地了解病理发展过程。我们根据单向

明胶酶谱法（R-):/=? SJ0(L2:.>J）的基本原理结合双

向电 泳 分 离 技 术（6T(3Q=0-?M=(?:) -)-B/2(.>(2-M=M，$3
U<）创建了一种新型的双向电泳分离酶谱鉴定技

术，为 OOGM 研究提供了新方法，也初步展现了蛋白

质组学（G2(/-(0=BM）方法在 G’E 研究中的新应用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要实验仪器和软件：V-BW0:? X<37% Y 冷

冻超速离心机（美国 V-BW0:? 公司），ZGR.>(2 固相

.C 梯度等电聚焦仪，ON)/=6-0. ZZZ 恒温仪，G2(/-:? ZZ
[= K-)) 垂直电泳仪（美国 V=(E:Q 公司），G(T-2X((W ZZZ
扫描仪（美国 \0:; 公司），Z0:L-O:M/-2 $U <)=/- I&]%!
图像分析软件（瑞典 F0-2M>:0 G>:20:B=: V=(/-B> 公

司），FQ(1- G>(/(M>(. 5]% 图像扫描软件。

!"!"# 试剂、材料和样品：%]# 00 厚 !7 B0 长 .C &

^ !% X ZGR 预制干胶条、.C & ^ !% X ZGR 缓冲液和等

电聚 焦 覆 盖 液 购 自 F0-2M>:0 G>:20:B=: V=(/-B> 公

司，丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、尿素购自 F02-MB(
公司，U66（二硫苏糖醇）购自 G2(L-0: 公司，KCFG,

（&3［&3B>():0=Q(.2(.J)］3 Q=0-/>J):00(?=(3!3.2(.:?-MN)3
H-?:/-）、62=/(? [3!%%、62=M 碱、明胶、甘氨酸购自 ,=L0:
公司，其它试剂都为国产分析纯试剂。样品来源于

湘雅附二医院眼科，G’E 患者巩膜外放液手术中采

集约 %]# 0X ,E9，用红细胞计数器计数，选用每微升

,E9 中红细胞个数小于 4 的样品，共 " 例，其中 G’E
F 级 $ 例、K! 级 $ 例、K$ 级 $ 例、K& 级 $ 例、未知级

别 ! 例。

!"!"$ 溶液配方：

（!）样品裂解液：" 0()_X 尿素、4 ‘ KCFG,、4%
00()_X 62=M 碱和 5% 00()_X U66。

（$）样品水化液：" 0()_X 尿素、4 ‘ KCFG,、%]#
‘（3 _3）.C & ^ !% X ZGR 缓冲液、$% 00()_X U66 和

微量溴酚蓝。

（&）样品平衡液：#% 00()_X .C 7]7 62=M3CK)、5
0()_X 尿素、&% ‘（3 _3）甘油、$ ‘ ,U, 和微量溴酚

蓝。

（4）胶条琼脂糖固定液：%]# ‘ 琼脂糖和微量

溴酚蓝。

（#）,U,3GFR< 明胶凝胶：! 00 厚 $% B0 a $% B0
凝胶，分离胶浓度为 !%‘，成层胶浓度为 #‘，两者



均含 ! "#$ 明胶。

（%）&’&()*+, 电泳缓冲液：-. //01#$ 2345 碱、

!6- //01#$ 甘氨酸和 78!9 &’&。

（:）凝胶洗脱液：-8.9（! #!）243;0< =(!77。

（>）凝胶孵育液：.7 //01#$ ?@ >87 2435(@A1、!7
//01#$ ABA1-、- //01#$ C<（DEF）-、.7 //01#$ DBA1，临

用前添加 F 9 @-E-（! #!），滤纸过滤除去杂质后使

用。

（6）78-. 9凝胶考马斯亮蓝 G-.7 染色液和脱

色液：78-. " 考马斯亮蓝 G-.7 溶于 !77 /$ 溶液（甲

醇：水：冰乙酸 H I.：I.：!7，体积比）中，过滤后使用，

脱色液中甲醇：水：冰乙酸 H F7：%7：!7，体积比。

（!7）J4BKL04K 法蛋白质浓度测定液：78! " 考马

斯亮蓝 +-.7 溶于 .7 /$ 6. 9 乙醇，加入 !77 /$
>.9（" #!）磷酸，将溶液用水稀释到 ! $，过滤后使

用。准确配制 .7 "#$ 的标准牛血清清蛋白溶液，分

别取出 78-!$、78I!$、78%!$、78>!$、!!$ 补加水

至总体积为 !!$ 然后加于 . /$ 蛋白质浓度测定液

中，建立其在 .6. </ 处浓度(吸光度标准曲线［I］。

!"# 实验方法

!"#"! 视网膜下液的裂解及蛋白质浓度的测定：将

样品先 ! 777 4#/3< 离心 !7 /3<，吸取 -77!$ 离心液

加到 I77!$ 样品裂解液中，混合后在 -7 M室温下

放置 - N，再 I M -77 777 " 离心 ! N，弃沉淀，留取上

清液。取 !!$ 上清液加到 . /$ 蛋白质浓度测定液

中，.6. </ 比色，根据牛血清清蛋白浓度(吸光度标

准曲线计算出其蛋白质浓度大约为 : O !! "#$。

!"#"# 样品的水化及等电聚焦：取出 !> P/ ?@ F O
!7 线性 Q)+ 预制干胶条，按每根胶条蛋白质总上样

量为 ! /" 的要求吸取所需体积的裂解视网膜下液，

再补加样品水化液使总体积达到 F.7!$，混合后滴

加到等电聚焦槽中，再将胶条胶面朝下放入槽内并

使水化液均匀铺开，在胶条背面滴加 .77!$ 覆盖液

后进行等电聚焦，其时间程序是：5;R?(<(N01K 模式，

F7S !% N，.77S ! N，! 777S ! N，F .77S ! N，> 777S
% N。

!"#"$ 样品的平衡：等电聚焦后将胶条置于 !7 /$
样品平衡液中平衡 - 次，每次 !. /3<。

!"#"% &’&()*+,：将胶条放置在第二向明胶凝胶

顶端，用温热的琼脂糖固定液固定并排除气泡，I M
电泳，先 -7 /* 电泳 F7 /3<，然后再 I7 /* 电泳至溴

酚蓝到达凝胶底部。

!"#"& 凝胶的洗脱：电泳后将凝胶取出置于 -.7 /$
洗脱液中洗脱 - 次，每次 F7 /3<。

!"#"’ 凝胶的孵育：洗脱后将凝胶置于 .77 /$ 孵

育液中 F: M孵育 !% N。

!"#"( 凝胶的染色和脱色：孵育后将凝胶置于 -.7
/$ 考马斯亮蓝 G-.7 溶液中染色 F7 /3<，然后用脱

色液多次脱色直至蓝色背景下出现白色亮点为止。

!"#") 凝胶图像的扫描和软件分析：F77 K?3 透射扫

描凝胶，用 Q/B"RTB5;R4 -’ ,13;R 软件进行点识别、点

计数、背景消除和相对百分含量计算处理。

!"#"* 蛋白质相对分子量和等电点计算：测量各个

蛋白质斑点的相对迁移率，根据同样条件下标准蛋

白质迁移率(相对分子量曲线［I］计算各种蛋白质的

相对分子量（TU），根据 !> P/ ?@ F O !7 线性 Q)+
干胶条 ?@ 值线性分布的规律计算各种蛋白质的等

电点（?Q）。

# 结 果

#"! +,- . 级样品视网膜下液 /012 33+4 酶谱

结果

图 ! 是 )SG * 级 ! V 样 品 视 网 膜 下 液 -(’,
TT)5 酶谱图，由图可见在黑色背景下共有 > 个亮

点，其中最亮的一个点位于凝胶中部偏酸性端，分子

量大约为 I% W’，?Q 值大约为 I8-，另外 : 个亮点位

于凝胶上部中间略偏酸性端，分成两排平行排列，上

排 I 个点，分子量大约为 6> W’，下排 F 个点，分子量

大约为 6! W’，两排亮点 ?Q 值大约分别为 .8%、.8:、

.8>、.86。

图 ! )SG(* !V 样品的基质金属蛋白酶 -(’, 酶谱图

X3"Y! 2NR -(’, 3/B"R 0L TT)5 3< &GX 0L )SG(* !V 5B/?1R5
X40/ ;0? 1RL; ;0 43"N;：5?0; !V ，-V ，FV ，IV ，L40/ Z0;;0/ 1RL; ;0 43"N;：5?0;

.V ，%V ，:V ，;NR Z43"N;R5; 5?0; 3< ;NR /3KK1R 0L ;NR 3/B"R 35 5?0; > V

图 - 中左图是用 *K0ZR )N0;05N0? 软件对图 ! 进

行反相和灰度化处理后 : 个亮点的细节图谱，中间

图和 右 图 分 别 是 这 两 排 亮 点 经 过 Q/B"RTB5;R4 -’
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!"#$% 软件进行峰识别和峰高值测量处理后的图谱， 可见共有 & 个明显的蛋白质峰。

图 ’ 图 ( 中平行两排的 & 个亮点细节图（左），上排 ) 个点的峰高值图（中），下排 * 个点的峰高值图（右）

+#,-’ ./% 0%$1#"%0 #21,% 34 & 563$5 34 +#,-(（"%4$），$/% #21,% 34 ) 563$5 #7 $/% $36 839（2#00"%），

$/% #21,% 34 * 563$5 #7 $/% :3$$32 839（8#,/$）

经过 ;21,%<15$%8 ’= !"#$% 软件消除背景和进行

相对百分含量计算后，得出各个点的蛋白质表达量

（>3"?2%）、峰高值（6%1@ /%#,/$）、背景值（:1A@,83?70）

和相对百分含量（73821"#B1$#37 >3"?2%）的数据，见表

(。可见最亮的一个点（C D ）表达量占该样品中所有

<<E5 表达量的 CFG&H I，其它 & 个点的相对百分含

量和峰高值都比较接近。

!"! 其它 # 例样品视网膜下液 !$%& ’’() 酶谱结

果

表 ’ 中列出了其它 C 例样品的 ’J=! <<E5 酶谱

图结果（均未给出图谱），可见在 K 例 L 级样品中都

出现了 ( 个位于凝胶中上部中间略偏酸性端的亮

点，其分子量大约为 K’ @=，等电点大约为 HG*，而没

有出现分子量大约在 )K @=、F( @= 和 FC @= 的蛋白

质。在另外 ( 个 M 级样品中凝胶上部中间略偏酸

性端也发现了 K 个亮点，也是平行排列成两排，每排

* 个，分子量大约为 (NN @= 和 F* @=，等电点大约为

HGK O HGF。

表 * 图 * 中 # 个 ’’() 亮点的蛋白质表达量、峰高值、背景值和相对百分含量数据

+,-./ * +0/ 12.34/，5/,6 0/7809，-,:68;23<= ,<= <2;4,.7>,972< 12.34/ 2? # ’’() )529) 7< @78A*
P63$ 7?2:%8 Q3"?2% E%1@ /%#,/$ R1A@,83?70 S3821"#B1$#37 >3"?2%TI

( D
’ D
* D
) D
H D
K D
& D
C D

() )N&GNNN
C ’&CGNNN
C )’HGNNN
& (*CGNNN
F CH)GNNN
(N N*NGNNN
H N’NGNNN
HH’ &)CGNNN

((*GNNN
FCGNNN
(N*GNNN
F&GNNN
FCGNNN
((NGNNN
C’GNNN
(HHGNNN

(N *NNGNNN
H K(NGNNN
K FKNGNNN
) ’K)GNNN
K ()FGNNN
H ’)NGNNN
) *KHGNNN
(FH H(NGNNN

’G**F
(G*))
(G*KC
(G(HF
(GKNN
(GK’F
NGC()
CFG&)K

表 ! 其它 # 例样品的 !$%& ’’() 酶谱图结果

+,-./ ! +0/ !$%& ’’() ;/)3.9) 2? 90/ 290/; # ),45./)
P126"% P63$ Q3"?2% S3821"#B1$#37 >3"?2%TI E%1@ /%#,/$ <UT@= 6;

’ D 34 EQVJM

( D 34 EQVJL(

’ D 34 EQVJL(

( D 34 EQVJL’

’ D 34 EQVJL’

( D 34 EQVJL*

’ D 34 EQVJL*

EQV 5126"%，
A"155#4#A1$#37 ?7@7397

K 563$5 #7 $93 6181""%" "#7%5，%1A/
* 563$5，#7 $/% ?6J2#00"% 34 $/%
,%"

( 563$，#7 $/% 2#00"% 34 $/% ,%"

( 563$，#7 $/% 2#00"%J8#,/$ 34 $/%
,%"

’H，’CFGNNN ’NG(HN (’FGNNN FF，&NN HGK
’(，(&CGNNN (KGC&) (’’GNNN FF，&NN HG&
’N，N))GNNN (HGF&( ((CGNNN FF，&NN HGF
’(，&(FGNNN (&G*NK (’*GNNN F*，)NN HGK
(F，’)CGNNN (HG**& ((&GNNN F*，)NN HG&
(C，N’HGNNN ()G*K’ ((&GNNN F*，)NN HGC
C)，((HGNNN (NN (*HGNNN K)，NNN HG)
&F，HNCGNNN (NN (*(GNNN K(，)NN HG’
K)，*’&GNNN (NN (*NGNNN K)，&NN HG’
CH，&**GNNN (NN (*KGNNN KN，FNN HG*
CF，N’*GNNN (NN (*KGNNN K(，’NN HG)
&&，*&(GNNN (NN (*NGNNN K’，CNN HG’

))*，CF&GNNN (NN ()FGNNN )&，(NN )G*
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由表可见在此 ! 例 "#$ 样品中共发现了 % 种基

质金属蛋白酶，第 & 种分子量 %’ ()，*+!%,-，出现

在 ./# 0 级等 - 例样品中，’ 例 1 级样品中都没有

出现；第 - 种分子量 ’- ()，*+!2,3，出现在 ./# 1
级 ’ 例样品中，- 例 0 级样品中没有出现；第 3 种分

子量 !& ()，第 % 种分子量 !4 ()，这两种酶分子总是

同时出现，每次都平行排列成两排，每排 3 或 % 个亮

点，在同一排之内各个亮点之间分子量相同但等电

点不同，从 2,’ 到 2,!，相互差别约 5,& 个 *6 单位，

它出现在 - 例 0 级样品中，’ 例 1 级样品中都没有

出现。另外 1 级样品都只出现了 & 种基质金属蛋白

酶，而 0 级样品出现 - 或 3 种，没有发现能同时出现

% 种 77.8 的样品。

! 讨 论

单向明胶酶谱法能够测量明胶酶的分子量和含

量，不能测定等电点，使用该法有时还会在凝胶上形

成长长的从顶端一直拖延到酶分子电泳前沿的纵向

亮片，而不是理想的狭窄亮带，这是由于明胶酶活性

没有被完全抑制，酶分子一边纵向电泳迁移一边降

解所经区域明胶的缘故。我们创建的 -9): 77.8
酶谱法!不但能鉴定分子量、表达量和等电点，还能

从根本上避免不良亮片的出现，这是因为酶分子与

裂解液、平衡液及水化液中的尿素和;或 )<< 发生了

非共价和;或共价的反应，在第一向和第二向电泳时

失去了活性不能降解明胶，只是到了洗脱阶段用洗

脱液洗脱掉凝胶中的 ")" 和孵育阶段在孵育液中

添加 6-=- 重新氧化酶分子的二硫键之后，酶的活

性才又恢复起来，并在各自特定的 -9): 凝胶位置上

水解明胶形成亮点，这些亮点是被等电聚焦的圆点，

不带水平或垂直方向的拖迹；"具有非常高的分辨

率和灵敏度，具有很好的重复性和可比性，这是因为

裂解液和水化液中的 )<< 将二硫键拆开，舒展了整

个酶分子，160." 和高浓度尿素又使酶分子去折叠

和去团聚，这样在等电聚焦中酶就根据各自的等电

点在胶条中被第一次分离，平衡液帮助酶分子从胶

条转移到凝胶，在 ")"9.0>: 中酶又根据各自的分

子量被第二次分离，两次连续的分离使得即使在等

电点和;或分子量上只有细微差别（如 5,& 个 *6 单

位或几个 ()）也能够在 -9): 凝胶不同位置上被区

分开来，本文正是利用该法才发现了 77.8 分子的 3
或 % 种不同等电点形式，这是单向明胶酶谱法所不

能检测到的；#能够提供蛋白质不同修饰状态的信

息，蛋白质分子水平的修饰，如磷酸化、糖基化等往

往与某些重要功能的发挥有关［2，’］，研究翻译后修饰

或病理状态下修饰显得越来越重要，依靠 77.8 酶

联免疫（:?+"0）、免疫组织化学法在蛋白质表达水平

和 #<9.1# 法在 @#A0 水平［B］是难以发现这些不同

修饰状况的同分异构体的，而 -9): 法在发现差异方

面具有优势，若再结合蛋白质组学的质谱鉴定技术，

如采 用 基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱

（70?)+9<=$ 7"）进行修饰种类、位点和程度的鉴

定，则对这类研究的开展提供了一套较完备的技术

体系。总之，-9): 77.8 法由于具备上述优点，可以

推广应用到组织、细胞等样品的 77.8 检测上去，值

得一提的是在处理这些样品时必须在样品裂解液中

添加蛋白酶抑制剂（如 .CDEFG@DHCFG8IG*CJEFG KGIJLMND，
.7"$）以防止 77.8 被降解失活，还要添加核酸酶

以排除核酸对样品处理和等电聚焦的影响，蛋白质

进入胶条的总上样量也需要注意。

迄今发现的 77.8 家族包括 -5 种成员，其中

77.9- 和 77.9! 就是明胶酶 0 和 O，77.9& 就是胶

原酶9&，三者都能够降解明胶，根据赵云阁［4］对各成

员的分类和描述结合 ./# 样品的来源及 :P.0"F 专

家蛋白质分析系统提供的信息和计算工具，我们认

为第 & 种酶可能是 77.9&，它与原酶（*LJ977.9&）的

理论全序列等电点（’,2）和分子量（2- ()）有一定差

异，这也许是酶分子被化学基团（如磷酸基团）修饰

和;或去掉了前肽段的 77.9& 分子或进一步裂解的

超活性分子（"0977.9&）的缘故；第 - 种酶可能是

77.9-，它的相对分子量和等电点都与理论推算值

较为接近；第 3 种和第 % 种酶可能都是 77.9!，因为

它们总 是 同 时 出 现，表 现 形 式 相 似，分 子 量 相 差

B ()，可能是原酶的两种裂解活性形式。

77.8 是降解细胞外基质的酶，它们在正常玻

璃体和视网膜中极少表达，在 ./# 中由于视网膜色

素上皮细胞及其它类型的细胞在多种细胞因子的刺

激下发生移行，增殖和转化，77.8 才被大量地合成

和分泌，并在多种调控因子激活后降解细胞外基质，

完成创伤组织的重建和增生膜的形成，另一方面它

也暴露新抗原，加重免疫和炎性反应［& Q 3］。我们的

实验结果反映出在 ./#90 级阶段首先表达 77.9!，

还可能表达 77.9&，这两种酶基因先被启动，因为在

后阶段中没有再发现它们，所以估计在此阶段它们

的表达量就已达到了高峰，在 ./#91 级阶段只表达

77.9-，它的基因后启动并在后阶段达到表达量的

最高峰，这说明在 ./# 中 77.8 的表达在种类、时间

和数量上是有差异的。./# 的致病机理至今仍不清
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楚，它的病理过程在细胞水平虽然取得了一定程度

的共识，但是在蛋白质水平却了解程度有限，我们的

结论扩大了对其在蛋白质水平的了解，对进一步研

究会有帮助。

在建立了基质金属蛋白酶双向电泳酶谱鉴定技

术后，我们将扩大收集各个阶段的 !"# 组织样本，

利用质谱仪来鉴定蛋白质及其修饰状况，还将进一

步尝试用蛋白质组学的技术在蛋白质水平去研究
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