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摘   要：本研究旨在探究急性低氧对大鼠尿液蛋白质组造成的影响。在该项研究中，大鼠被

放置于模拟海拔 5 000 m 高原环境的低氧舱内 24 h。在低氧后 0、12、24 h 收集尿液样本，并

使用液相色谱-串联质谱技术  (LC-MS/MS) 对尿蛋白进行分析。与低氧 0 h 相比，低氧 12 h

组共鉴定到 144 个差异蛋白，低氧 24 h 组共鉴定到 129 个差异蛋白。功能分析显示，差异蛋

白参与了一系列与低氧应激有关的生物学通路，如抗氧化应激、糖酵解、补体和凝血级联反

应等。研究结果表明，尿液蛋白质组可以反映急性低氧刺激后的显著变化。这些发现可能提

供了一种判断机体缺氧状态的方法，有助于辅助检测缺氧状态。  
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Changes in the urine proteome in an acute hypoxic rat model 
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Abstract: The purpose of this study was to explore the effect of acute hypoxia on urine proteome in 

rats. In this study, rats were placed in a hypoxic chamber simulating a plateau environment at an altitude 

of 5 000 m for 24 hours. Urine samples were collected at 0, 12, and 24 h after hypoxia. Urinary proteins 

were profiled using liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). 

Compared with the control (before hypoxia), a total of 144 differentially expressed proteins were 

identified in the hypoxia 12 h group, and 129 differentially expressed proteins were identified in the 

hypoxia 24 h group. Functional annotation analysis revealed that these differentially expressed proteins 

were involved in a series of biological pathways related to hypoxic stress, such as anti-oxidative stress, 

glycolysis, complement and coagulation cascade. Our results suggest that the urinary proteome can 

reflect significant changes upon acute hypoxic stimulation. These findings may provide an approach to 

judge the hypoxia state of the body and help to assist the detection of hypoxia state. 

Keywords: proteomics; urine; hypoxia; animal model 
 
 
 
 
 

高原地区具有气温低、温差大和紫外线辐

射强等特点[1]，而低压低氧则是其 主要的特

征[2]。医学上的高原通常是指海拔 3 000 m 以

上的地区。随着海拔高度增加，大气氧分压逐

渐下降，人体血氧饱和度急剧下降，常出现低

氧症状[3]。 

全球有将近 1.4 亿人居住在海拔 2 500 m 以

上的高原地区，每年约有 4 000 万人来到高原

地区工作或者休闲旅游[4]。在中国有 6 000 万人

生活在广阔的高原地区[5]。正是因为特殊的地

理居住环境，也导致了高原人群具有一些特殊

的生理特点。与低海拔人群相比，其脑耗氧量

增大，呼吸系统的肺通气量和肺泡内氧分压增

高。此外，长期居住在低氧环境也会引起红细

胞过度增多和血细胞比容升高，这会导致血液

粘度增加和流速减慢，使得高原地区脑血管病

的发病率高于平原地区。另一方面，对于初次

进入高原的人群来说，低氧是高原对其 大的

挑战。不适应高原可能会导致一些高原疾病，

轻者恶心、头晕、失眠、心悸、呼吸急促，严重

的甚至会危及生命如高原肺水肿 (high altitude 

pulmonary edema, HAPE)、高原红细胞增多症 

(high altitude polycythemia, HAPC) 和高原脑水

肿 (high altitude cerebral edema, HACE) 等[6]。

我们希望能够动态监察高原人群的缺氧损伤进

展，准确判断机体高原缺氧程度，以便对患者

进行及时、精准的治疗。同时，更好地了解低

氧引起的细胞或器官功能的改变也为开发新

的生理病理候选物以揭示高原缺氧的潜在发

病机制并改进对缺氧相关疾病的治疗是重要

且必要的。 

疾病进程涉及不同的生物过程，在不同的

时间点表现出不同的病理生理状态，因此在不

同的阶段应该有不同的生物标志物。尿液作为
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一种理想的疾病生物标志物来源，由于没有稳

态调节机制的影响，可以敏感、及时地反映病

理变化[7]。我们实验室利用蛋白组学技术已经

在多种疾病动物模型中发现，病理变化出现之

前，尿液蛋白质就发生了变化[8]，这些结果表

明尿液蛋白质组可以富集到机体产生的早期变

化。再者尿液收集无创简单并可以连续收集，

从而能够实现疾病的动态监测。 

本研究首次利用尿液蛋白质组学研究急性

低氧对大鼠的影响，通过低氧舱模拟海拔 5 000 m

的高原低氧条件，对低氧后 0、12、24 h 的尿

液进行非标记定量蛋白组学分析，拟探究急性

低氧刺激 (即快速进入海拔 5 000 m 低氧环境) 

对大鼠尿液蛋白质组造成的影响，寻找与低氧

应激相关的尿蛋白变化。旨在为后续在尿液中

寻找低氧的早期特异性生物标志物进行初步

探索。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物及模型建立 
1.1.1  大鼠代谢笼的改造 

将大鼠放置在小鼠用规格的代谢笼中进

行尿液收集，代谢笼改用直径为 15 cm，网隙

为 1 cm 的筛网滤过食物残渣及粪便。 

1.1.2  低氧模型的建立 

无特定病原体(specific pathogen free, SPF)

级的雄性 Sprague-Dawley 大鼠  (170−190 g) 

5 只，购于北京维通利华实验动物技术有限公

司，所有动物在标准环境 (室温 (22±1) ℃，湿

度 65%–70%) 下饲养，动物实验通过北京师范

大学生命科学学院伦理委员会的审查和批准 

(编号：CLS-EAW-2020-034)。 

建立方法：实验大鼠放置于低氧舱内，模

拟海拔 5 000 m 高原环境饲养，低氧舱内氧气

浓度为 11.6%。本实验使用自身对照，常氧条

件下收集的尿液样本即为对照组，时间记为

T0。低氧 12 h 和 24 h 后收集的尿液样本是实验

组，时间分别记为 T1 和 T2。 

1.2  尿液的收集 
将大鼠每个个体均单独放置于大鼠改造代

谢笼中，在低氧条件下 0、12、24 h 后分别设

置 T0、T1、T2 取样时间点。在尿液收集期间，

提供饮水但不提供食物，避免污染尿液。 终

共计取样 15 份，尿液用 3 000×g 离心 30 min

后取上清并将上清液放入−80 ℃冰箱保存。 

1.3  尿液蛋白的提取和蛋白酶解 
取出 4 mL 尿样解冻，于 4 ℃、12 000×g

条件下离心 30 min，去除细胞碎片，取上清用

3 倍体积的乙醇沉淀过夜，然后 12 000×g 离心

30 min。将蛋白沉淀重悬于裂解液 (8 mol/L 尿

素，2 mol/L 硫脲，25 mmol/L 二硫苏糖醇和

50 mmol/L Tris)。用 Bradford 法测量蛋白浓度。

使用滤器辅助样品制备  (filter-aided sample 

preparation, FASP) 方法进行尿蛋白酶解[9]。将

尿蛋白加载到 10 kDa 超滤管 (PALL 公司) 的

滤膜上，用 UA 溶液 (8 mol/L 尿素、0.1 mol/L 

Tris-HCl (pH 8.5)) 和 25 mmol/L NH4HCO3 溶

液洗涤 2 次；加入 20 mmol/L 二硫苏糖醇 

(dithiothreitol, DTT, Sigma) 在 37 ℃中变性

1 h，再与 50 mmol/L 碘乙酰胺 (iodoacetamide, 

IAA, Sigma) 在黑暗中烷基化 30 min，用 UA

溶液和 NH4HCO3 溶液洗涤 2 次，以 1︰50 比

例加入胰酶 (Trypsin Gold, Promega)，37 ℃孵

育过夜。过夜后离心收集酶解后的滤液即为多

肽混合液。将多肽通过 HLB 柱 (Waters) 除盐

后用真空干燥仪进行抽干，置于−80 ℃保存。 

1.4  LC-MS/MS 串联质谱分析 
用 0.1%的甲酸溶液复溶肽段，使用二辛

可宁酸  (bicinchonininc acid, BCA) 试剂盒

对肽段浓度进行测定，将肽段浓度稀释至
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0.5 μg/μL。使用 1 μg 多肽样本通过 Thermo 

ESAY-Nlc1200 液相系统进行分离，参数设定

如下，洗脱时间 90 min，洗脱梯度为  (流动相

A：0.1%甲酸；流动相 B：80%乙腈)。洗脱下

来的肽段通过 Orbitrap Fusion Lumos Tribird

质谱仪  (Thermo Fisher Scientific) 进行检

测 。 对 所 有样品用数据依赖型 采 集 模 式 

(data-independent acquisition, DDA) 进行质谱数

据采集，每个样本重复采集 3 次。 

1.5  数据分析 
将从液相 -质谱联用采集到的原始数据 

(RAW 文件)，导入 Proteome Discoverer (version 

2.1, Thermo Scientific) 和 MaxQuant (version 

1.6.17.0) 进行处理分析。通过 Xcalibur Qual 

Browser (version 3.0.63 ， Thermo Fisher 

Scientific) 检查基峰总体情况。原始数据由

MaxQuant 使用大部分的默认参数处理。所有

RAW 文件在 MaxQuant 中同一个窗口进行处

理，数据库搜索使用 Andromeda search engine 

(MaxQuant 中配置的搜索引擎)，数据库采用

UniProt Rattus norvegicus (Rat) sequence 
database (317, 2020; 8 137 sequences)。主搜索中

前体母离子的质量容许偏差设置在 0.000 45%

以下，碎片离子质量容许偏差设置在 0.002%以

下。消化酶设置为 trypsin/P， 大有 2 个错切

位点。 小的肽段至少包括 7 个残基。蛋白质

N 端乙酰化和蛋氨酸的氧化作为可变修饰，半

胱氨酸的脲甲基化 (半胱氨酸碘乙酰化) 作为

固定修饰。由于还原烷基化以后，二硫键被打

开，半胱氨酸会带上 carbamidomethyl 基团 

(+57 Da)，在搜库时，通常把 carbamidomethyl (C) 

选为固定修饰。对于没有修饰的肽段不设置

Andromeda 评分阈值，每一个鉴定到的修饰都

有一个评分，对应参数为 Andromeda score，

小设为 40。肽段和蛋白的错误发现率设置

为 1% (基于目标 -诱饵反相数据库 target- 

decoy reverse database)。选择无标记定量选项  

(label-free quantification, LFQ) ， 使 用 来 自

MaxQuant 的 MaxLFQ 算法。蛋白质 LFQ 强

度根据至少 2 个样本中识别到的多肽的相

对强度比值的中位数来进行计算，并根据样

本间的累积强度进行调整。定量使用共有和

独有的肽进行，包括那些经过乙酰化  (蛋白

质 N 端 ) 和氧化  (Met) 修饰的肽。蛋白强

度归一化需要 小肽段比为 1，并启用“Fast 

LFQ”。  

使用 Perseus version (version 1.6.14.0) 

对数据进行预处理，去除污染和鉴别肽段数

<1 的蛋白，取 LFQ intensity 的 log2 进行归一

化。缺失值或许是低于质谱检测的低丰度蛋

白造成的，也或许是随机缺失造成的，有研

究为了模拟低丰度 LFQ 值，用中值以下高斯

分布中的随机值代替缺失值，另外也有些研

究中的缺失值以 0 替换 [10-11]。本研究以 0 替

换缺失值。  

1.6  统计学分析 
每个样品均进行了 3 次技术重复，取 3 次

平均值用于统计学分析。将实验组  (低氧 T1

组、T2 组) 鉴定到的尿蛋白分别与对照组 (常

氧 T0 组) 鉴定到的尿蛋白进行对比，筛选差异

蛋白。筛选条件如下：组间变化倍数≥2 或≤

0.05，双尾非配对 t 检验的 P 值<0.01。 

1.7  随机分组分析 
将低氧 T1 组 (n=5) 和常氧 T0 组 (n=5) 

共 10 个样本随机分成两组，在总计 126 次随机

组合中，按照相同的筛选条件计算所有随机次

数的平均差异蛋白数目。 

1.8  生物信息学分析 
使用悟空平台  (https://www.omicsolution. 

org/wkomic/main/) 进 行 非 监 督 聚 类 分 析 
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(hierarchical cluster analysis, HCA)[12] ，使用

DAVID 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) 以大鼠基

因组作为基因群体背景，对 T1 与 T2 时刻鉴定

到的差异蛋白进行生物学过程、细胞定位和分

子功能 3 个方面的富集分析[13]。在基于公开数

据库  (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) 的报道

研究中搜索了差异蛋白的功能。 

2  结果与分析 

2.1  低氧模型尿蛋白组变化 
在低氧模型中，选取 5 只大鼠的 T0、T1、

T2 时刻的尿液蛋白，进行非标记 LC-MS/MS 质

谱鉴定。该模型共鉴定到 1 162 个蛋白 (≥2 个

特异性的多肽，蛋白水平 FDR<1%)，将其进行

非监督聚类分析，图 1 展示了具体的样本非监

督聚类结果。该结果显示，T0 和 T1、T2 区别

十分显著，可以很明显地区分常氧组 (T0) 和

低氧组 (T1、T2) 样品，说明低氧对大鼠机体

造成的影响是极大的。 

采用自身对照的方法，将 T1、T2 的尿蛋

白分别与 T0 进行比较，筛选标准，组间变化

倍数≥2 或≤0.5，P<0.01，高丰度组的平均蛋

白谱图数≥3，且高丰度组每个样品的蛋白谱图

都高于低丰度组。相对于 T0 时刻，T1 时刻鉴

定到 144 个差异蛋白，其中 88 个上调，56 个

下调；在 T2 时刻鉴定到 129 个差异蛋白，其

中 73 个上调，56 个下调。不同时间点鉴定到

的差异蛋白的详细信息已提交国家微生物科

学数据中心 (编号：NMDCX0000142)。此外，

在 T1 时刻鉴定到的差异蛋白中有 67 个是从无

到有变化的蛋白，53 个是从有到无变化的蛋

白；T2 时刻鉴定到差异蛋白中 65 个是从无到

有变化的蛋白；49 个是从有到无变化的蛋白。

这些从无到有或从有到无变化的差异蛋白占

总差异蛋白 85%以上。 

2.2  尿液样本随机分组的结果 
鉴于样本中鉴定出的蛋白质组学特征数量

高于样本数量，两组之间的差异可能是随机产生

的。开发了随机分组统计分析策略以确认这些差

异蛋白是否由低氧引起。将低氧 T1 组 (n=5) 和

常氧 T0 组 (n=5) 共 10 个样本随机分成两组，

在总计 126 次随机组合中，按照相同的筛选条件

计算所有随机次数的平均差异蛋白数目为 5 (详

见已提交国家微生物科学数据中心  (编号：

NMDCX0000142))。这些结果表明只能随机生成

5 个差异蛋白，进一步表明 96.5%的差异蛋白是

可靠的。将 T2 组和 T0 组的尿液样本随机分成

两组，同上操作，随机可能筛选到的平均差异蛋

白数目为 6 (详见已提交国家微生物科学数据中

心 (编号：NMDCX0000142))。说明随机生成的

差异蛋白为 6 个，这进一步表明 95.3%的差异蛋

白是可靠的。由此说明，本研究中发现的这些差

异蛋白是由于低氧导致的，而不是随机差异。 

2.3  差异蛋白的功能注释 
使用 DAVID 数据库对 T1 时刻鉴定到的

总计 144 个差异蛋白从生物学过程、细胞成

分和分子功能 3 个方面进行功能富集分析  

(图 2)。生物学过程中  (图 2A)，这些差异蛋

白倾向于参与谷胱甘肽代谢、内肽酶活性负

调控、血管生成、细胞氧化解毒、糖酵解等。

在细胞成分中  (图 2B)，大多数的差异蛋白

来源于细胞外的外泌体和细胞外空间。在分

子功能中  (图 2C)，这些差异蛋白倾向于钙

粘蛋白结合参与细胞间粘附、钙离子结合、

蛋白结合和谷胱甘肽转移酶活性等功能。为

了鉴定差异蛋白参与的主要代谢通路，进行

了 京 都 基 因 及 基 因 组 百 科 全 书  (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genome, KEGG)
通路富集分析。结果显示，共有 9 个代谢通

路被显著富集，其中包括谷胱甘肽代谢、氮

代谢和碳代谢等  (图 2D)。  
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图 1  低氧组与常氧组整体尿液蛋白质组的非监督聚类分析 
Figure 1  Hierarchical cluster analysis of all proteins in hypoxic and normoxic groups.  
 
 

同上，使用 DAVID 数据库对 T2 时刻鉴定

到的总计 129 个差异蛋白从生物学过程、细胞

成分和分子功能 3 个方面进行功能富集分析 

(图 3)。生物学过程中 (图 3A)，这些差异蛋白

倾向于参与内肽酶活性负调控、细胞粘附、血小

板聚集、血液凝固等。在细胞成分中 (图 3B)，

大多数的差异蛋白来源于细胞外的外泌体和细

胞外空间。在分子功能中 (图 3C)，这些差异蛋

白倾向于钙粘蛋白结合参与细胞间粘附、胶原

蛋白结合、碳酸盐脱水酶的活性等功能。为了

鉴定差异蛋白参与的主要代谢通路，进行了

KEGG 通路富集分析。结果显示，共有 3 个代 
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图 2  T1 时刻差异蛋白的功能注释 
Figure 2  Functional analysis of differential proteins at T1. (A) Biological process. (B) Cellular component. 
(C) Molecular function. (D) Pathways. 
 

谢通路被显著富集，其中包括氮代谢、血

小板激活、肌动蛋白细胞骨架的调节 (图 3D)。 

对上述基于 DAVID 和 KEGG 数据库的富

集结果检索相关资料后发现某些生物学过程

和代谢通路与低氧有关。(1) 抗氧化应激。据

报道，低压缺氧引起的氧化剂会调节两个主要

的抗氧化蛋白家族的活性，即过氧化物酶和硫

氧还蛋白[14]。其中硫氧还蛋白超家族的成员具

有 硫 氧 还 蛋 白 折 叠 和 共 有 活 性 位 点 序 列 

(CxxC)，并在氧化还原调节、氧化应激防御、

含二硫键蛋白的重折叠和转录因子的调节中

发挥作用[15]。(2) 糖酵解。随着高海拔地区 O2

水平的降低，ATP 的生成从线粒体中依赖氧的

氧化磷酸化过程会转变为细胞质中不依赖氧

的糖酵解过程[16]。(3) 补体和凝血级联反应。

有研究发现，高原地区人口的凝血相关蛋白的

血浆水平高于平原地区人口 [17]。 (4) 血管生

成。低氧会引起低氧诱导因子累积增加，从而

诱导血管内皮生长因子表达升高，血管生成增

强 [18]。(5) 肾素-血管紧张素系统。有研究表

明，肾素-血管紧张素系统的激活与肾脏慢性

缺氧有关 [19]。  

与此同时，我们将两个时刻分别富集到的

生物学过程比较后发现，低氧 12 h 后主要表现

为物质代谢发生改变，如谷胱甘肽代谢、糖酵

解等。而低氧 24 h 后机体从物质代谢变化趋向

转为器质性变化，如血管生成、凝血等。 

3  讨论 

本研究建立了急性低氧大鼠模型，通过

对尿液进行非标记 LC-MS/MS 质谱鉴定，探

究海拔 5 000 m 的低氧条件对大鼠尿液蛋白

质组造成的影响，了解适应低氧的过程中机

体的变化，进而为寻找低氧的生物标志物奠

定基础，为寻找治疗低氧血症相关疾病的药

物干预靶点提供线索。结果显示，低氧 12 h 
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图 3  T2 时刻差异蛋白的功能注释 
Figure 3  Functional analysis of differential proteins at T2. (A) Biological process. (B) Cellular component. 
(C) Molecular function. (D) Pathways. 
 

后共鉴定到 144 个差异蛋白，低氧 24 h 后共

鉴定到 129 个差异蛋白，其中 104 个为两个

时刻共有差异蛋白，这说明机体暴露于低氧

环境后发生急性高原反应，导致生理机能发

生变化。随后，随着暴露时间的延长，机体

通过调动一系列代偿性低氧调节反应，如肺

通气量增加 [20]、红细胞和血红蛋白增加 [21]、

能量代谢方式改变 [22]等，改善机体氧的供应

和利用，恢复稳态以适应高原缺氧环境，这

种过程称为高原习服。  

此外，在这些差异蛋白中大部分是从无到

有或从有到无的变化，在我们以往做过的研究

中，如高血脂、肿瘤注射[23]、肺纤维化[24]、阿

尔茨海默病[25]等，没有一类病理生理变化能够

对尿蛋白产生如此大的影响，这表明低氧对机

体所产生的影响在尿液蛋白质组中的变化是十

分显著的，也体现了尿液的敏感性。 

我们对每条代谢通路富集到的蛋白做进一

步分析也得到了治疗低氧血症的药物干预线

索。我们发现有些蛋白被多次富集出现在代谢

通路中，其中以谷胱甘肽相关蛋白 为显著。

谷胱甘肽转移酶和羟酰基谷胱甘肽水解酶多次

被富集出现在不同的代谢通路中，包括谷胱甘

肽代谢、细胞色素 P450 对外源性物质的代谢、

化学致癌作用。 

有研究发现，大鼠在 9 000 m 海拔的环境

条件下 24 h 后与对照组相比，缺氧会显著加剧

氧化型谷胱甘肽  (glutathiol, GSSG) 的表达水

平，并抑制谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 表达[26]。

缺氧诱导因子 1 (hypoxia inducible factor-1, 

HIF-1) 作为细胞对缺氧反应的中心调节因子，

诱导许多缺氧适应反应。有学者认为，细胞内

的 GSSG/GSH 比率的变化可能在缺氧期间调节

HIF-1 的诱导[27]。谷胱甘肽转移酶 (glutathione 
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S-transferase, GST) 是重要的解毒酶，可催化谷

胱甘肽与多种有毒氧化剂的结合。有研究表明，

谷胱甘肽 S-转移酶 P1 (glutathione S-transferase 

P1, GSTP1) 在细胞对氧化应激的反应中起决

定作用，并保护肿瘤细胞免受各种细胞毒剂，

如 H2O2、紫外线、顺铂和三氧化二砷引起的细

胞凋亡[28]。此外，也有证据表明 GST 在调节氧

化应激期间血管内皮细胞的细胞反应和信号通

路中发挥作用[29-30]。 

因此，我们猜测人为干预谷胱甘肽相关蛋

白能够对低氧血症起到改善作用。目前这项猜

测也在相应的文献中得到证实，有研究证明补

充外源性 GSSG 能够减少缺氧对离体大鼠心肌

细胞的负面影响，延长细胞耐受缺氧的时间，

维持心肌细胞的收缩功能[31]。此外，也有研究

证明了重组 GSTP1蛋白在抑制炎症损伤方面的

治疗潜力。通过补充重组 GSTP1 蛋白可有效抑

制与急性炎症相关的细胞因子和酶的产生，表

明外源性补充重组 GST 对细胞抗氧化和炎症反

应有积极影响。这些发现可能为治疗全身性和

局部炎症综合征提供一种新的策略[32]。由此说

明尿液可以应用于寻找药物靶标的相关研究以

此来指导用药。 

4  结论 

我们的研究结果表明，尿液蛋白质组可以

反映急性低氧刺激后的显著变化。这些发现可

能提供一种判断机体高原缺氧程度的方法，有

助于检测或辅助检测缺氧状态，方便无创，容

易为病人接受，更便于动态监察高原人群的缺

氧损伤进展。 
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