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摘  要: 激光显微切割 (Laser microdissection，LMD) 质谱 (Mass spectrometry，MS) 联用技术 (LMD/MS) 已

成功应用于肾活检组织甲醛固定石蜡包埋切片的蛋白质组学研究，提高了某些肾脏病的诊断水平，显示出较好

的临床应用前景。文中就 LMD/MS 蛋白质组学技术的原理、方法及该技术在肾淀粉样变性、膜增殖性肾小球

肾炎等肾脏疾病的发病机制及诊断分型的应用进展进行综述。 

关键词: 激光显微切割技术，甲醛固定石蜡包埋组织蛋白质组，肾淀粉样变性，膜增殖性肾小球肾炎 
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Abstract:  In recent years, laser microdissection followed by mass spectrometry (LMD/MS) has been successfully applied 

to the proteomic studies of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) renal tissues. This new technique improves the 

diagnosis of kidney diseases and has a better potential for future clinical application. The review focuses on the use of this 

methodology for exploring the mechanisms, diagnosis and classification of kidney diseases including renal amyloidosis and 

membrane proliferative glomerulonephritis. 

Keywords:  laser microdissection, FFPE proteomics, renal amyloidosis, membrane proliferative glomerulonephritis 

肾脏的蛋白质组学研究主要包括尿液和肾

组织蛋白质组，尿液中含有丰富的蛋白和肽段，

它们多为水溶性，比较稳定，总数可能在 100 000

以上，目前在不同研究中重复鉴定到的约占

40%[1]。尿液蛋白质组受很多生理因素影响有较

高的变异性，且蛋白浓度的动态范围较广，低

丰度蛋白鉴定困难。尿液中鉴定到的有意义的

蛋白或肾脏疾病标记物往往需要在肾组织中进

行 验 证 分 析 。 激 光 显 微 切 割 (Laser 

microdissection, LMD)技术依赖使用集成到标

准的显微镜中的低能量红外激光，能够从组织

切片中回收特定的细胞种群。近年来，有学者

采用 LMD 质谱(Mass spectrometry, MS)联用技

术  (LMD/MS) 分析肾组织切片蛋白质组表达

谱，提高了对肾淀粉样变、膜增殖性肾小球   

肾炎 (Membranoproliferative glomerulonephritis, 

MPGN) 等肾脏疾病发病机制的认识，改进了临

床诊断分型方法，本文对这方面的研究进展进

行综述。 

1  LMD/MS 技术介绍  

1.1  LMD 简介 

LMD 是上世纪 90 年代末发展起来的在显微

镜下分离、纯化单一类型细胞群或单个细胞的技

术，其基本原理是通过低能红外激光脉冲激活热

塑性乙烯乙酸乙酯膜，在微电脑控制的显微镜下

选择性地扫描目标样品边缘，激光脉冲的加热效

应使得相当于激光焦斑大小的区域发生局部的

熔化，熔化的薄膜流到组织切片上迅速冷却，与

靶细胞结合，膜移开时，切片中的组织区域被研

究者获取[2]。由于能够基于组织细胞的表型或功

能特征进行分离从而减少了组织异质性[3]；分离

过程温和，短促的热变不会损害组织结构，保持

了被分离样本的结构完整性。 
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1.2  样本处理技术 

LMD 分离捕获的样本包括石蜡包埋组织、

新鲜冰冻组织、细胞涂片等。冰冻组织被认为是

显微切割的最佳材料，冰冻切片制备程序较简

单，取材后立即固定，标准较统一，切片制备

过程中室间误差较小；但冰冻切片组织中的细胞

有时被破坏，使得靶细胞群的识别变得困难，此

外样品储存条件及费用较高。Xu 等于 2005 年首

次在大鼠 5/6 肾切除模型中应用 LMD 技术分离

冰冻肾组织中的肾小球标本，研究者获取了 50

个 肾 小 球 ， 基 质 辅 助 激 光 解 析 电 离 质 谱

(MALDI-MS)分析发现硬化和非硬化肾小球的

蛋白质组表达谱有显著差异[4]。 

甲 醛 固 定 石 蜡 包 埋 组 织  (Formalin-fixed 

paraffin-embedded, FFPE) 是临床广泛采用的组

织标本保存方法，FFPE 组织保留有大量提示疾

病诊断和预后的生物学信息，适用于临床回顾性

研究。但组织固定液、固定前的保存方法、固

定流程及组织保存条件等因素都可能影响蛋白

质组学实验结果。甲醛固定使组织中蛋白、RNA

及 DNA 形成交联，目前各个实验室采用不同组

分的缓冲液提取 FFPE 交联组织中的蛋白，也可

采用商品化的 FFPE 组织蛋白提取剂如“Liquid 

tissue MS 试剂” (Expressive pathology Inc)，

“Qproteome 试 剂 ”(Qiagen)等 ， 这 些 试 剂 分析

FFPE 组织的蛋白质组表达谱与新鲜冰冻组织的

结果相似[5]，FFPE 组织已被广泛用于疾病生物

标记物发现阶段的蛋白质组学研究[6]。 

1.3  肾活检组织质谱分析 

随着蛋白质组学技术的进展，特别是液质

联用技术的改进，质谱仪灵敏度的不断提高，

使得 LMD/MS 技术高通量分析肾活检 FFPE 组织

中复杂蛋白成为可能，这项技术应用于探索某些

肾脏疾病发病机制、病理生理改变及诊断标志物

的研究，已取得一定进展[7]。目前肾活检 FFPE

样本 LMD/MS 分析的主要步骤包括：切取 6 μm

或 10 μm 肾组织，脱蜡后 HE 或其他特殊染色以

确定肾小球或肾组织病变部位；分离 4–6 个肾

小球 (相当于 10 μm 切片取 60 000 μm2 或 6 μm

切片取 100 000 μm2 目标肾组织)，每例取样 2–4 次；

将肾小球或目标肾组织收集到含缓冲液的试管

中，充分涡旋振荡并水浴孵育 60 min，40 kHz

超声波处理 30 min 后，二硫苏糖醇还原及碘乙

酰胺烷基化；提取的蛋白 37 ℃下胰蛋白酶酶解

后液相色谱 (Liquid chromatography, LC) 分离

及串连质谱分析(LC-MS/MS)[8-9]；蛋白质搜索软

件对所选的谱图进行数据库检索，鉴定到的多

肽及蛋白质进一步由 Scaffold 等软件完成可信

度验证[10]；并可应用谱图数，基于同位素等量

标签的相对和绝对定量方法 (Isobaric tags for 

relative and absolute quantitation，iTRAQ)及基于

多反应监测技术的靶向蛋白质组学技术进行定

量蛋白质组学分析[11]。随着新一代质谱仪，如

LTQ Orbitrap Velos，Triple TOF 5600 等的应用，

使精确蛋白质组学[12] (即一、二级质谱均采用高

分辨方式进行数据采集) 分析成为可能。使质谱

数据质量明显提高，结果的可信度明显增加，

可高通量地对每个样品组织进行精确差异蛋白

质组研究。 

LMD/MS 可对肾脏不同功能解剖区域，如肾

小球、肾小管及间质，进行蛋白质组学分析。对

一些发病率低、发病机制不清的肾脏疾病，以及

某些常规病理学方法诊断困难的疾病，这项技术

可发现病变部位的关键蛋白成分，从而提高了对 
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疾病发病机理的认识，诊断水平有所提高。 

2  LMD/MS 在肾脏疾病诊断中的应用研

究进展 

2.1  淀粉样变性分型诊断  

淀粉样变性病是一组由不同种类的淀粉样

物质在细胞外沉积导致组织器官功能进行性损

害的疾病，肾脏为最常受累的器官之一[13]。淀粉

样变的肾脏病理典型表现为光镜下受累区域呈

无细胞性增宽，HE 染色可见均一、粉染、不嗜

银的物质沉积，刚果红染色阳性，偏光显微镜下

呈苹果绿双折光现象。免疫病理染色见单克隆免

疫球蛋白(Ig)和/或轻链沉积，其中轻链以 λ 链更

为常见。电镜下可见直径 8–12 nm 的无分支、结

构紊乱、无序排列的纤维在肾小球内沉积。确诊

淀粉样变性病必须证实组织中有淀粉样变蛋白

沉积，其中刚果红染色阳性及电镜见到特征性淀

粉样纤维是主要的诊断依据[14]。 

以往认为淀粉样变分为两种类型：Ig 轻链型

淀粉样变 (AL 型，由 Ig 轻链沉积造成) 和 AA 

型淀粉样变 (由急性期血清淀粉样蛋白 A 沉积

造成)。目前认为淀粉样变蛋白有 25 种以上，包

括血浆蛋白如载脂蛋白Ⅰ、Ⅱ和Ⅳ，凝溶胶蛋白 

(Gelsolin) 等[15]，准确的诊断和分型对淀粉样变

的治疗和预后分析有非常重要的作用[16]。光镜、

免疫病理方法可诊断大部分 AL 型和 AA 型，但

对于其他类型的淀粉样变则难以鉴别。LMD/MS

方法可直接鉴定出淀粉样物质成分，而不是像传

统的免疫组化等检查需要在肾活检标本上逐一

进行淀粉样蛋白的检测。 

Sethi 等应用 LMD/MS 对 2008–2010 年 127

例肾活检诊为淀粉样变的患者刚果红染色阳性

的 FFPE 肾小球组织进行分析，结果显示淀粉样

沉淀物中含有 Ig 轻链和重链、急性期血清淀粉

样蛋白 A、白细胞源性趋化因子-2 (Leukocyte 

Cell Derived Chemotaxin-2, LECT-2)、纤维蛋白

原-α 链、转甲状腺素蛋白、载脂蛋白 A-I 和 A-IV、

凝溶胶蛋白和 β-2 微球蛋白。研究者认为如质谱

结 果 中 有 一 种 淀 粉 样 蛋 白 与 载 脂 蛋 白

E(Apolipoprotein E, ApoE) 及血清淀粉样 P 成分

(Serum amyloid P component, SAP) 同时存在，则

可诊断淀粉样变由此种淀粉样物质造成[17]。例

如，两例淀粉样变患者的肾组织质谱结果中分别

有高谱图数的 LECT2 和纤维蛋白原 α 与 Apo E

及 SAP 同时出现，则两位患者分别为 LECT2 和

纤维蛋白原 α 型淀粉样变。研究者推荐对刚果红

染色及电镜诊断的淀粉样变性患者，免疫荧光轻

链或轻链/重链均阳性则可诊为 AL 或 AL/AH 型

淀粉样变；免疫荧光结果不确切或阴性的病例，

则可用免疫组化或 LMD/MS 蛋白质组学方法进

行分型，而蛋白质组学方法是目前淀粉样变性最

好的分型方法，该方法用于确定淀粉样变类型的

敏感性和特异性可达到 90%以上[18]。 

2.2  淀粉样变性、纤维样肾小球病和免疫触须

样肾小球病的鉴别诊断 

纤 维 样 肾 小 球 病  (Fibrillary 

glomerulonephritis, FGN) 和免疫触须样肾小球

病 (Immunotactoid glomerulopathy, ITG) 指肾小

球内存在类淀粉样纤维物质或中空的微管状纤

维沉积，而刚果红染色阴性的一组少见的肾小球

疾病，其诊断主要依靠电镜。FGN 于电镜下见肾

小球系膜区及上皮下无分支的、无序排列的纤维

状结构沉积，直径 16–24 nm；光镜下常表现为系

膜结节状硬化或 MPGN；免疫荧光约 94%病例可
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见 IgG 沉积，其中以 IgG4 沉积为主，80%可见 κ

链沉积[19-20]。ITG 确诊主要依电镜下系膜区和/或

肾小球基底膜内见无分支、成束或平行排列，直

径 30–50 nm 的中空微管状物沉积[21]；光镜也以系

膜结节状硬化或 MPGN 为常见；免疫荧光有 IgG、

IgM、IgA、C3 及 κ、λ 链沉积。FGN 和 ITG 的病

因及发病机制不清，免疫电镜证实 FGN 纤维丝有

IgG、C3 和 P 物质共沉积；有研究提示 ITG 可能

是获得性上皮细胞功能缺陷导致的免疫球蛋白清

除障碍，从而引发肾小球内特殊蛋白沉积[22-23]。 

有学者分别对淀粉样变、FGN、ITG 及冷球

蛋白血症患者肾活检 FFPE 组织行 LMD/MS 分

析，并用移植肾供者标本为正常对照[24]。结果

显示，淀粉样变中，ApoE 呈高谱图数，SAP、

Ig 恒定区呈中到高谱图数，ApoE 与 Ig 恒定区

比例大于 1；而 FGN 中缺乏 SAP，ApoE 呈中或

低谱图数，与 Ig 恒定区的比例为 1∶1；在 ITG

组织中，ApoE 呈低谱图数，Ig 恒定区呈高谱图

数，两者之比为 1∶3。作者认为，这些特殊蛋

白沉积需要 ApoE 的参与，ApoE 的量决定了蛋

白沉积的方式。ApoE 与淀粉样蛋白比值越高，

越易形成细的纤维样蛋白沉积；随着比值的降

低，FGN 和 ITG 形成了较粗的纤维和管状蛋白

沉积。LMD/MS 技术在这 3 种肾小球疾病鉴别

诊断方面的结果还需扩大样本量进一步证实。 

2.3  膜增殖性肾小球肾炎 

MPGN 是一种治疗效果不好，预后较差的肾

小球疾病。病理表现为系膜细胞和基质增多及肾

小球毛细血管壁增厚。根据电镜下电子致密物的

沉积部位，将 MPGN 分为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ型。随着

对补体在 MPGN 发病机制中认识的不断深入，

根据免疫荧光结果，将该病分为免疫复合物相关

和非免疫复合物相关 MPGN，后者又称为 C3 肾

小球肾病 (C3 glomerulopathy，C3GP)。C3GP 患

者免疫荧光下 C3 阳性而 Ig 阴性[25]，又可分为电

子致密物沉积病 (Dense Deposit Disease，DDD) 

和 C3 肾 小 球 肾 炎  (C3 glomerulonephritis ，

C3GN)，两者区别在于电镜下嗜锇性致密物沉积

部位不同[26]。由于对其致密物的成分及致病机制

不清楚，因而治疗棘手。 

Sethi 等[8-9]对 C3GN 和 DDD 患者肾活检

FFPE 组织行 LMD/MS 分析，发现 C3GN 和 DDD

肾组织中均有补体替代途径和终末激活产物，其

中 C3 和 C9 的谱图数明显增高，而 Ig 及经典补

体激活成分如 C1、C2 或 C4 无明显沉积，证实

了 C3GP 中补体替代途径的异常[26]。此外，

LMD/MS 分析还发现 DDD 和 C3GN 患者肾小球

中有可溶性膜攻击复合物  (Soluble membrane 

attack complex) 的 表 达 ， 为 C5a 抑 制 剂

eculizumab 治疗 C3GP 提供了依据[27]。 

3  展望 

LMD/MS 技术在淀粉样变及 MPGN 等肾脏

疾病临床研究中已有一些重要发现，显示出较好

的临床应用前景。目前 LMD/MS 技术还存在某

些缺陷，如获取的样本量少、样品处理过程中易

出现污染，FFPE 组织蛋白提取不完全及蛋白提

取中的副产物会影响 LC-MS/MS 分析结果[11]。

未来需要在更好的 FFPE 组织蛋白提取方法及多

中心研究的基础上，建立标准化的 FFPE 样本处

理程序。应用更灵敏的仪器及更精确的定量方 

法[5]，可进一步提高蛋白质组数据质量及检测的

可重复性。 

总之，LMD/MS 技术利用肾活检 FFPE 组织
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进行靶目标蛋白的显微切割，可以提供病变部位

蛋白质组学信息，从而为某些发病机制不清、诊

断困难的肾脏病提供一个新的辅助检查手段[28]。

随着质谱分析和生物信息学技术的进步，蛋白鉴

定的敏感性和准确性不断提高，LMD/MS 技术与

其他免疫学诊断方法 (如蛋白印迹、免疫组化等) 

相结合，在探索肾脏病的发病机制、寻找新的生

物标志物、辅助诊断及指导治疗等方面将发挥越

来越大的作用。 
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