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摘   要：甲氨蝶呤是常见的免疫抑制剂，曾被大剂量用于治疗癌症，近年来其被小剂量用于

治疗类风湿性关节炎。文中尝试研究甲氨蝶呤对大鼠尿蛋白质组的影响。大鼠口服甲氨蝶呤

构造用药模型，再收集大鼠 10 h 内的尿液，并且采用液相色谱串联质谱  (liquid chromatography 
tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) 分析大鼠的尿蛋白。总共鉴定到 31 个差异蛋白，其中    
7 个蛋白与甲氨蝶呤药物作用和类风湿性关节炎症状有关。部分大鼠的生物学过程反映了甲

氨蝶呤对机体谷胱甘肽代谢以及对 JAK/STAT 信号通路的影响。结果显示，尿蛋白具有反映

甲氨蝶呤对大鼠机体影响的能力。对单个大鼠个体差异蛋白的分析体现出不同个体对该药物

的反应有较大差异。  

关键词：甲氨蝶呤；尿液；蛋白组学；类风湿性关节炎  
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Effect of methotrexate on the urinary proteome of rats 
DONG Xinwen#, HU Mingyue#, MENG Wenshu, GAO Youhe 
 
Gene Engineering Drug and Biotechnology Beijing Key Laboratory, College of Life Science, Beijing Normal 
University, Beijing 100875, China 

Abstract: Methotrexate (MTX) is a widely used immunosuppressive drug. Large-dose of MTX is used 
for the treatment of cancer while low-dose is used for the treatment of rheumatoid arthritis (RA). This 
study aimed to explore the effect of MTX on the urinary proteome of rats. MTX was given to rats orally 
to construct an MTX intragastric administration rat model. The urine of the rats were collected within  
10 hours after giving MTX, and the urine proteins of the rats were analyzed by liquid chromatography 
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). A total of 31 differential proteins were identified, of which   
7 proteins were related to the effect MTX and the symptom of RA. The biological processes of some rats 
reflected the effect of MTX on the body’s glutathione metabolism and the JAK/STAT signaling 
pathway, which indicated that urine proteins have the ability to reflect the effects of MTX on the body of 
rats. The spectrum of the differential proteins of each single rat showed that different individuals 
respond to the drug quite differently. 

Keywords: methotrexate; urine; proteomics; rheumatoid arthritis 

 
 

甲氨蝶呤 (methotrexate, MTX) 是常见的

免疫抑制剂。最初被大剂量用于治疗肿瘤；近

20 年来，小剂量甲氨蝶呤作为一种完全不同于

大剂量甲氨蝶呤的新疗法，成为抗风湿一线药

物。甲氨蝶呤在美国风湿病学会发表的《类风

湿性关节炎治疗指南 (2015)》中被视为抗风湿

的首选药物 (可单用或联用其他药物)[1]。甲氨

蝶呤成本较低、便于服用、副作用较少，因而在

类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 等
自身免疫病的治疗中大面积使用，已经成为治

疗类风湿关节炎的基石药物[2]。  
但目前为止，甲氨蝶呤的作用机制仍未十

分明确，目前公认的机制为以下几种：(1) 甲氨

蝶呤与叶酸途径相互作用，干扰 DNA 的合成，

抑制细胞增殖；(2) 影响细胞因子，抑制 T 细

胞和巨噬细胞中 TNF-α 合成等；(3) 增加 Treg

细胞从而抑制抗原提呈细胞的功能，降低致炎

因子的分泌，维持免疫内环境稳定的功能[1-3]。 

尿液是良好的生物标志物来源。相比血液，

尿液最显著的特点是没有稳态调节机制，因而

在早期 (早于病理变化发生) 就能反映机体变

化[4]。其次，尿液中的蛋白质可以非常灵敏地

反映机体的状态，有利于研究含量较小的成分

变化、寻找生物标志物、及时监测疾病[5]。那

么，从尿液蛋白质组的变化出发，是否有助于

我们研究甲氨蝶呤的作用机制及其用药后对机

体的影响呢？ 
目前暂无利用尿蛋白作为生物标志物研究

甲氨蝶呤的作用机理及影响的先例，因此，本

研究通过让大鼠口服甲氨蝶呤后检测尿蛋白组

变化，来评估甲氨蝶呤对于大鼠尿蛋白组的影

响，探究该药物对大鼠机体的影响。 

1  材料与方法  
1.1  材料  

甲氨蝶呤片 (上海上药信谊药厂有限公司
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生产)。 

1.2  实验动物 
6–7 周龄雄性 CD (SD) 大鼠 (226–250 g)  

5 只，购买自北京维通利华实验动物技术有限公

司。动物生活在标准养殖环境中 (室温(22±1) ℃，

湿度 65%–70%)，喂养过程采用标准实验动物

饮食。 

1.3  尿蛋白样品制备和 LC-MS/MS 分析 
1.3.1  尿蛋白收集  

大鼠在实验室预饲养一周。第 8 天收集一次

尿液作为空白对照。甲氨蝶呤片用研钵研磨至

粉碎，利用 0.9% NaCl 溶解制成 0.25 mg/mL 的

悬液。第 10 天进行一次灌胃，根据人体表面积

计算得到的人体等效剂量为 1.55 mg/kg[6]。灌胃

后 10 h 收集尿液。 
1.3.2  尿蛋白提取 

在 4 ℃以 12 000×g 将每份尿液样品离心 
40 min，并取上清于新离心试管。将预冷在−20 ℃
的 3 倍体积的无水乙醇加入试管并过夜沉淀蛋

白。4 ℃、12 000×g离心 30 min，弃掉上清液，

晾干沉淀，获得尿蛋白。加入适量蛋白裂解液

(成分含有 25 mmol/L 二硫苏糖醇，2 mol/L 硫

脲，8 mol/L 尿素及 50 mmol/L Tris) 将沉淀溶

解[7]，反复吹打，并置于涡旋混合器完全混匀。

4 ℃、12 000×g离心 30 min，将上清 (即尿蛋

白溶液) 置于新的离心管内。使用 Bradford 方

法测定蛋白质浓度。 
1.3.3  尿蛋白膜上酶切和多肽除盐 

用新配制的 UA 溶液  (8 mol/L 尿素，    
0.1 mol/L Tris-HCl，pH 8.5) 洗涤 2 次 10 kDa
滤膜，4 ℃、12 000×g离心 5 min，将蛋白加载

到 10 kDa 滤膜上，用 UA 溶液洗涤 2 次，再用

25 mol/L 的 NH4HCO3 溶液洗涤 2 次。接下来加

入 20 mmol/L DTT 于滤膜上并 37 ℃水浴 1 h，
加 50 mmol/L IAA 于室温下避光静置 45 min。

用胰蛋白酶 (酶与蛋白质比为 1︰50) 37 ℃过

夜消化后离心收集溶有肽段的溶液[8]。溶液通

过 HLB 柱 (Waters, Milford, MA) 脱盐，置于真

空干燥仪抽干[9]。  
1.3.4  LC-MS/MS 串联质谱分析 

向酶切后的肽段中加入 0.1%的甲酸酸化，

进 行 质 谱 分 析 并 收 集 数 据 。 所 用 仪 器 为

EASY-nLC 120 色谱系统 (Thermo Fisher Scientific, 
USA) 和 Orbitrap Fusion Lumos Tribrid 质谱仪 
(Thermo Fisher Scientific, USA)。 

1.4  数据分析 
在 Mascot软件中用数据库检索质谱采集得

到的数据，利用 Scaffold 软件 (设定参数：多

肽 FDR 1%，蛋白水平 FDR 最大 1%，每个蛋

白包含两个以上特异肽段) 对检索后的文件定

量地找出各种蛋白质的数量。 

1.5  统计学分析 
实验组 (喂药后) 鉴定到的蛋白与对照组

(喂药前) 进行比较  (自身对照)。通过双尾非

配对 t 检验 P<0.05，以组间变化倍数≥1.20   
或≤0.83 为条件筛选出差异蛋白。同时要求上

调组每个样品的蛋白量都高于对照组最大值，下

调组每个样品的蛋白量都低于对照组最小值。 

1.6  Gene ontology 分析 
Gene ontology (GO) 数据库用于按照生物

学过程、细胞学组分及分子功能对筛选到的差

异蛋白归类，整理出显著改变的代谢通路。 

2  结果与分析 
2.1  动物行为学分析  

在本研究中，对动物进行了行为学观察和体

重测量。从行为学观察来看，灌胃前后动物对食

物和水分的摄取均无异常。在包括适应鼠房在内

的为期 4 周的实验过程中，大鼠体重均稳步上升，

生长状况正常，具体体重数据可见表 1。 
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表 1  五只大鼠在实验期间的体重变化 
Table 1  Changes of 5 rats’ weight during the 
experiment 
Time Rat1 Rat2 Rat3 Rat4 Rat5 
day 8  347 g 323 g 311 g 350 g 325 g 
day 15 381 g 358 g 328 g 398 g 348 g 
day 22 390 g 357 g 325 g 417 g 357 g 
day 29 436 g 391 g 339 g 455 g 394 g 

 
2.2  甲氨蝶呤灌胃后大鼠尿蛋白组学变化 

在甲氨蝶呤灌胃以后，对共 10 个尿液蛋白

样品 (包括实验组与对照组) 进行 LC-MS/MS 串

联质谱鉴定。总共鉴定到 631 个蛋白 (特异性多

肽≥2 个，蛋白水平 FDR<1%)，具体数据已提交国

家微生物科学数据中心 (编号：NMDCX0000141)。
10 个样品的蛋白质组进行聚类分析得到图 1。
甲氨蝶呤灌胃模型中共鉴定到 31 个差异蛋白，

其中 21 个上调，10 个下调，具体数据见表 2。
鉴定到的差异蛋白详细信息可见表 3。 

2.3  差异蛋白的功能注释 
在 DAVID 数据库中，对鉴定的 31 个差异

蛋白进行生物学过程、细胞成分和分子功能   
3 个方面的功能富集分析 (表 4，图 2)。这些差

异蛋白参与的生物学过程主要包含 (图 2A)： 
 

 
 
图 1  LC-MS/MS 鉴定的所有蛋白质的聚类分析 
Figure 1  Cluster analysis of all proteins identified by LC-MS/MS. M1–M5: experimental group; C1–C5: 
control group. 
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表 2  筛选出的差异蛋白 
Table 2  Differential proteins obtained by screening 
Accession  
number 

C1 C2 C3 C4 C5 M1 M2 M3 M4 M5 Fold 
change 

P-value 

GSTA4_RAT 0.00  0.00  0.00  0.00  0.00  0.99  4.54  0.00  1.00  3.02  ∞ 0.05  

AL9A1_RAT 1.04  0.00  0.00  0.97  0.00  3.98  5.44  0.00  2.00  4.03  7.68  0.03  

SAHH_RAT 1.04  0.00  0.00  0.97  1.07  2.98  7.26  2.86  3.00  5.03  6.85  0.00  

PRDX2_RAT 0.00  0.00  0.98  0.00  1.07  1.99  1.81  1.90  1.00  1.01  3.76  0.01  

CNDP1_RAT 0.00  0.00  1.96  1.94  1.07  3.98  4.54  0.95  3.00  4.03  3.32  0.02  

LIFR_RAT 2.09  1.11  1.96  1.94  1.07  5.97  6.35  0.95  7.00  6.04  3.22  0.01  

CK054_RAT 3.13  2.21  0.98  2.90  1.07  4.97  8.17  3.81  5.00  8.05  2.91  0.00  

PGFRA_RAT 1.04  1.11  0.00  0.97  1.07  1.99  0.91  1.90  4.00  3.02  2.82  0.03  

INHBC_RAT 2.09  1.11  0.98  0.97  0.00  2.98  1.81  1.90  4.00  3.02  2.67  0.01  

CLIC4_RAT 3.13  2.21  1.96  3.88  2.15  2.98  9.07  3.81  6.00  12.08  2.55  0.04  

ACTN4_RAT 2.09  1.11  1.96  1.94  1.07  3.98  7.26  1.90  3.00  4.03  2.47  0.03  

DOPD_RAT 3.13  3.32  0.98  1.94  0.00  4.97  7.26  2.86  3.00  4.03  2.36  0.04  

DHSO_RAT 1.04  1.10  0.98  1.94  0.00  0.99  2.72  1.90  2.00  3.02  2.10  0.04  

KHK_RAT 2.09  1.11  0.98  0.97  2.15  2.98  1.81  1.90  3.00  5.03  2.02  0.05  

SBP1_RAT 3.13  1.11  3.91  2.91  2.15  4.97  6.35  6.66  3.00  4.03  1.89  0.02  

G6PI_RAT 2.09  2.21  0.98  2.91  2.15  2.98  5.44  1.90  4.00  5.03  1.87  0.04  

CNDP2_RAT 5.22  4.42  3.91  8.72  8.58  8.95  18.15  6.66  11.00  12.08  1.84  0.05  

AADAT_RAT 5.22  3.32  3.91  9.69  7.51  7.96  12.70  5.71  14.00  12.08  1.77  0.05  

PDIA1_RAT 3.13  2.21  1.96  1.94  1.07  3.98  2.72  1.90  4.00  4.03  1.61  0.05  

ACTC_RAT  17.74  14.38  17.61  24.23  18.23  19.90  37.20  20.00  27.00  30.19  1.46  0.05  

ACTB_RAT  30.27  25.44  23.47  32.95  24.67  31.84  49.90  27.61  38.01  46.29  1.42  0.04  

APOE_RAT 25.05  19.91  19.56  26.17  22.53  18.90  17.24  19.04  21.00  13.08  0.79  0.03  

UP1_RAT 140.90  159.25  109.54  141.50  133.00  104.47  83.47  99.02  134.02  102.65  0.77  0.02  

QSOX1_RAT 30.27  17.70  25.43  21.32  25.74  18.90  21.78  17.14  16.00  18.11  0.76  0.04  

PRS7_RAT 5.22  5.53  4.89  5.82  4.29  2.98  3.63  3.81  3.00  5.03  0.72  0.01  

TFF1_RAT 11.48  12.17  7.82  10.66  9.65  7.96  4.54  8.57  9.00  4.03  0.66  0.03  

K1C19_RAT 2.09  4.42  2.93  1.94  3.22  1.99  1.81  1.90  0.00  2.01  0.53  0.05  

TNR1B_RAT 2.09  2.21  1.96  1.94  1.07  0.99  0.91  1.90  1.00  0.00  0.52  0.04  

RNAS4_RAT 2.09  5.53  6.85  3.88  3.22  0.00  1.81  1.90  4.00  1.01  0.40  0.04  

Q9QZR8 2.09  2.21  0.98  0.97  1.07  0.99  0.91  0.95  0.00  0.00  0.39 0.04 

RENR_RAT 2.09  3.32  2.93  1.94  3.22  0.99  0.00  1.90  2.00  0.00  0.36 0.01 

M1–M5: experimental group; C1–C5: control group. 
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表 3  口服甲氨蝶呤大鼠模型鉴定到的尿液差异蛋白 
Table 3  The differential proteins identified from the methotrexate intragastric administration rat model 
Accession Protein names Trend Fold change P-value 
GSTA4_RAT Glutathione S-transferase alpha-4  ↑ ∞ 4.82E-02 
AL9A1_RAT 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase ↑ 7.68  2.52E-02 
SAHH_RAT Adenosylhomocysteinase  ↑ 6.85  3.79E-03 
PRDX2_RAT Peroxiredoxin-2  ↑ 3.76  9.71E-03 
CNDP1_RAT Beta-ala-his dipeptidase  ↑ 3.32  1.74E-02 
LIFR_RAT Leukemia inhibitory factor receptor  ↑ 3.22  1.16E-02 
CK054_RAT Ester hydrolase C11orf54 homolog  ↑ 2.91  4.17E-03 
PGFRA_RAT Platelet-derived growth factor receptor alpha ↑ 2.82  2.78E-02 
INHBC_RAT Inhibin beta C chain  ↑ 2.67  1.12E-02 
CLIC4_RAT Chloride intracellular channel protein 4 ↑ 2.55  4.42E-02 
ACTN4_RAT Alpha-actinin-4  ↑ 2.47  3.14E-02 
DOPD_RAT D-dopachrome decarboxylase ↑ 2.36  3.75E-02 
DHSO_RAT Sorbitol dehydrogenase (SDH)  ↑ 2.10  4.46E-02 
KHK_RAT Ketohexokinase ↑ 2.02  4.82E-02 
SBP1_RAT Methanethiol oxidase (MTO) ↑ 1.89  2.26E-02 
G6PI_RAT Glucose-6-phosphate isomerase (GPI) ↑ 1.87  3.67E-02 
CNDP2_RAT Cytosolic non-specific dipeptidase ↑ 1.84  4.50E-02 
AADAT_RAT Kynurenine/alpha-aminoadipate aminotransferase, mitochondrial ↑ 1.77  4.86E-02 
PDIA1_RAT Protein disulfide-isomerase (PDI) ↑ 1.61  4.87E-02 
ACTC_RAT (+1) Actin, alpha cardiac muscle 1  ↑ 1.46  4.94E-02 
ACTB_RAT (+1) Actin, cytoplasmic 1 ↑ 1.42  3.79E-02 
APOE_RAT Apolipoprotein E (Apo-E) ↓ 0.79  3.45E-02 
UP1_RAT Urinary protein 1 (UP-1) ↓ 0.77  2.35E-02 
QSOX1_RAT Sulfhydryl oxidase 1  ↓ 0.76  4.13E-02 
PRS7_RAT 26S proteasome regulatory subunit 7  ↓ 0.72  1.29E-02 
TFF1_RAT Trefoil factor 1  ↓ 0.66  2.60E-02 
K1C19_RAT Keratin, type Ⅰ cytoskeletal 19 ↓ 0.53  4.86E-02 
TNR1B_RAT Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B  ↓ 0.52  3.93E-02 
RNAS4_RAT Ribonuclease 4  ↓ 0.40  4.35E-02 
Q9QZR8 PDZ domain-containing protein 2  ↓ 0.39  4.04E-02 
RENR_RAT Renin receptor ↓ 0.36  1.11E-02 

 
对固定压力的反应、凋亡过程的调控、锌离子

反应、细胞氧化还原稳态、血小板活化的负调

控、心脏肌原纤维组装、膜蛋白胞外域蛋白水

解的正调控、神经元凋亡过程的负调控以及肽

的分解代谢。细胞学成分显示 (图 2B)，大部分

差异蛋白来源于细胞质、细胞外空间及外泌体。

分子功能分析的结果为 (图 2C)，这些差异蛋白

可能会有结合 NAD、蛋白质同二聚化和金属二

肽酶的活性。 

3  讨论 
3.1  差异蛋白的功能注释 

甲氨蝶呤是用于治疗类风湿性关节炎的基

石药物，其对该疾病的治疗作用能在极大程度 
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图 2  口服甲氨蝶呤大鼠模型中差异蛋白的功能注释   A：生物学过程；B：细胞成分；C：分子功能 
Figure 2  Functional analysis of differential proteins identified from the methotrexate intragastric 
administration rat model. (A) Biological process. (B) Cellular component. (C) Molecular function. 
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表 4  口服甲氨蝶呤大鼠模型中差异蛋白参与的生物学过程 
Table 4  Biological processes of differential proteins identified from the methotrexate intragastric 
administration rat model 
Biological process P-value Count Uniprot ID 
Response to immobilization stress 0.002 3 Q6P6V0, Q63467, P60711 
Regulation of apoptotic process 0.003 4 P35704, Q9WUK5, Q9QXQ0, Q80WY6 
Response to zinc ion 0.003 3 P02650, Q02974, P14942 
Cell redox homeostasis 0.005 3 P04785, P35704, Q6IUU3 
Negative regulation of platelet activation 0.011 2 P02650, P20786 
Cardiac myofibril assembly 0.017 2 P68035, P20786 
Positive regulation of membrane protein ectodomain proteolysis 0.024 2 P02650, Q80WY6 
Negative regulation of neuron apoptotic process 0.026 3 P02650, P35704, Q6P6V0 
Peptide catabolic process 0.036 2 Q6Q0N1, Q66HG3 

 
上体现甲氨蝶呤对免疫系统的影响。与类风湿

性关节炎病理相关的差异蛋白可以表明甲氨蝶

呤在治疗类风湿性关节炎中的有效性，也可以

认为是该药物作用于免疫系统产生的结果。因

此我们同时比较了差异蛋白与甲氨蝶呤及类风

湿性关节炎的关系来探究尿蛋白组对药物作用

的反映情况，发现在鉴定到的差异蛋白中，有

7 个曾被报道与疾病类风湿性关节炎和药物甲

氨蝶呤有关。 
首先是 4 个上调蛋白。过氧化物还原酶

(peroxiredoxin-2, Prx-2) 是一种重要的抗氧化

酶，类风湿性关节炎患者淋巴细胞内 Prx-2 蛋

白水平增加，且水平与炎症程度相关[10-12]。Prx-2
可能有激活炎症细胞的作用。白血病抑制因子

受体 (leukemia inhibitory factor receptor, LIF-R)
其配体——白血病抑制因子是一种炎性细胞因

子，被报道存在于类风湿性关节炎患者关节的软

骨和滑膜[13]。血小板衍生生长因子受体 (platelet- 
derived growth factor receptorα, PDGFR-α) 磷
酸化后变为激活态，其阳性细胞在类风湿性关

节炎患者的滑膜中积累 [14]。山梨糖醇脱氢酶

(sorbitol dehydrogenase, SDH) 的作用曾被报道

受到甲氨蝶呤的抑制[15]，类风湿性关节炎患者血

清中山梨糖醇脱氢酶含量上升 [16]。犬尿氨酸/  

α-氨基己二酸转氨酶 (kynurenine/α-aminoadipate 
aminotransferase, KAT/AadAT)，这两种酶都具

有犬尿氨酸转氨酶活性，可以将犬尿氨酸转变

为犬尿酸，犬尿氨酸是色氨酸中间代谢产物，

在炎症性关节炎和相关疾病中，犬尿氨酸可防

止疾病的发展[17-19]。 
另外，还有 3 个下调的蛋白与甲氨蝶呤和类

风湿性关节炎相关。载脂蛋白 E (apolipoprotein E, 
Apo-E) 参与免疫反应和炎症的调节，类风湿性

关节炎患者的血浆 Apo-E 水平显著升高[20]，其

可能以固定形式存在于滑膜中，与局部组织结

合或以颗粒物形式存在于滑膜悬浮液中，随后

可能导致补体沉积 [21]。肿瘤坏死因子受体超  
家族成员 1B (tumor necrosis factor receptor 
superfamily member 1B, TNF-R2) 也下调，作为

一种重要的促炎细胞因子，其在类风湿性关节

炎的发生发展中起着关键作用，50%的 RA 患者

血清和滑液中的 TNF-α 水平升高，曾有研究报

道 TNF-α 和其受体 TNF-R1 和 TNF-R2 参与了

导致 CIA 大鼠全身或局部关节病理损伤的过 
程[22]。第 3 种为肾素受体 (renin receptor)，类

风湿关节炎患者的滑膜肾素浓度较正常人高，

血清肾素浓度较正常人低[23-24]。 
需要说明是，尿液蛋白质组中蛋白含量的
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变化与体内蛋白的含量变化没有相关性。据报

道，类风湿性关节炎患者细胞内上述 4 种蛋白

质含量较正常人上调，但大鼠服用治疗类风湿

性关节炎药物甲氨蝶呤后，4 种蛋白质在尿液

中的变化也显示为上调，3 种下调蛋白则与类

风湿性关节炎患者体内蛋白变化相对应，这是

正常的结果。机体内的变化较为复杂，尿液蛋

白组变化与机体的关系不是单一的，关于这层

关系可以有很多假设，例如某个蛋白在体内的

消耗增多或生产减少，则在尿液中体现为下调；

而某个蛋白消耗减少或生产增多，在尿液中表

现为上调。我们无法建立一个确定的关系。在

此基础上，我们只能通过筛选出变化的蛋白来

体现机体内的变化，探究受到药物影响的通路，

并不能找出其与体内蛋白变化的对应关系。 

3.2  单个大鼠差异蛋白的功能注释 
从研究结果来看，实验组与对照组的蛋白

质聚类分析显示实验组的聚类不明显 (图 1)，
我们推测这是因为甲氨蝶呤作为一种调节机体

免疫系统的免疫抑制剂，相比于一般药物作用

不够明显。且不同个体的免疫系统存在差异，因

此使用甲氨蝶呤后不同个体的反应也有所不同。 
基于此，我们将 5 只大鼠用药后与用药前分

别进行比较，筛选标准：组间变化倍数 FC≤0.5
或≥2。1–5 号大鼠分别鉴定到 206、221、162、
135 和 184 个差异蛋白。利用 DAVID 数据库分

别进行差异蛋白功能富集分析，并对 5 只大鼠

差异蛋白的生物学过程作韦恩图 (图 3)，韦恩

图的具体数据已提交国家微生物科学数据中心 
(编号：NMDCX0000141)。5 只大鼠共有 8 个共 

 

 
 
图 3  口服甲氨蝶呤大鼠模型中 5 只大鼠差异蛋白的生物学过程分析韦恩图 
Figure 3  Venn diagram of the biological processes of differential proteins in five rats identified from the 
methotrexate intragastric administration rat model. 
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同的生物学过程，分别是缺氧反应、神经元凋

亡过程的负调控、肌动蛋白细胞骨架重组、氧

化还原过程、对糖皮质激素的反应、对有机物

的响应、衰老以及对雌二醇的反应。 
根据单个大鼠差异蛋白的生物学过程分析

及集合结果 (图 3、附表 2 已提交国家微生物科

学数据中心 (编号：NMDCX0000141))，5 只大

鼠的免疫系统对药物产生的反应有较大差异： 
1 号大鼠反应较强，有先天免疫反应、细胞对

白细胞介素-6 的反应、炎症反应的正调控、对

细胞因子的反应以及参与炎症反应的白细胞迁

移共 5 个与免疫相关的生物学过程；2 号大鼠反

应较弱，未显示与免疫相关的生物学过程；    
3 号大鼠特异的免疫相关生物过程包括炎症反

应的负调控以及生发中心 B 细胞分化；4 号大

鼠特异的免疫相关生物学过程包括 γ-干扰素的

负调控与细胞对白细胞介素 1 的反应；5 号大

鼠特异的免疫相关生物过程包括 T 细胞增殖的

正调控。1 号大鼠和 5 号大鼠的生物学过程还

共同包括白细胞介素 8 分泌的负调控。 
1、2、3、5 号大鼠的生物学过程均包括谷

胱甘肽的代谢过程，这与以往研究中甲氨蝶呤

在叶酸途径的相关作用会干扰谷胱甘肽代谢从

而导致单核细胞募集改变的报道是相符合的[3]。

近些年研究中，甲氨蝶呤在功能筛选中被鉴定

为 JAK/STAT 抑制剂，而 JAK/STAT 通路在免

疫系统调节和炎症细胞因子上游和下游信号传

递中发挥重要作用。例如，炎症促进细胞因子

γ 干扰素、白细胞介素 6 和白细胞介素 10 等直

接由 JAK 和 JAK 相关受体发出信号[25-27]。受此

启发，许多针对该通路的治疗类风湿性关节炎药

物研发也被开发出来。在我们的结果中，4 号大

鼠的相关生物学过程中也出现了 JAK/STAT 级联

的负调控，同样反映出了甲氨蝶呤的这一作用。

以上结果体现出尿液蛋白质组能很好地反映甲

氨蝶呤治疗对机体的影响。因此，在未来的研

究中，应关注甲氨蝶呤治疗引起的尿液蛋白质

组的变化以及其提供的与药物作用机制相关的

更多线索。 
在倡导精准医疗的当下，未来研究也需要

注意到甲氨蝶呤作为免疫抑制剂的时候可能会

使不同患者产生不同的反应，进一步的研究可

以从甲氨蝶呤对不同患者作用后产生的不同反

应方向展开。对该方向的研究有助于更好地鉴

别不同类型的病人并为其提供更好的用药方

案。尿液蛋白质标志物可反映不同人群的差异，

在未来的研究中可以考虑将尿液蛋白质标志物

作为区分的工具。 
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