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摘　要　目的：应用组织蛋白质组学方法寻找与成人非创伤性股骨头缺血性坏死相关的蛋白质。方法：分别于非创伤性股骨头缺

血性坏死患者和新鲜股骨颈骨折患者的股骨头中采集坏死骨组织样本与正常骨组织样本８份，采用四种不同的溶剂提取骨组织

中的总蛋白，应用多维液相色谱与串联质谱联用技术对组织蛋白进行分离鉴定和生物信息学分析。结果：坏死组织样本和正常组

织样本中鉴定二肽段以上的高可信度蛋白质数量分别为１２３３个和９９９个，假阳性率为０．９％。共鉴定１５４种３倍以上的差异蛋

白质。基因本体论蛋白功能分析和文献检索显示３４种蛋白质与股骨头缺血性坏死密切相关。Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹证实了ＯＮＦＨ患

者骨组织中ＧＰＣＲ２６和ＣｈＳＴ２表达量下调，与质谱结果一致。结论：非创伤性股骨头缺血性坏死存在复杂的病理生理学过程。研

究发现的３４个差异表达蛋白可能成为股骨头缺血性坏死早期临床诊断的候选生物学标志物。
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　　股骨头缺血性坏死（Ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌ
ｈｅａｄ，ＯＮＦＨ）是骨科领域中最常见的中青年髋关节疾
病［１］。尽管文献报道非创伤性 ＯＮＦＨ与多种因素密
切相关，但其确切的病因和发病机制仍不明确。近年

来多项研究结果发现，ＯＮＦＨ存在极高的遗传背景和

基金项目：浙江省医药卫生科学研究基金（２００７Ｂ２０７）温州市
科技计划项目（Ｙ２００８０００６）

基因多态性［１－３］，从而成为研究的热点。少数血清蛋

白质组学研究发现 ＯＮＦＨ与多种蛋白的高表达密切
相关［４－５］。然而，以往的血清蛋白质组学研究大多基

于双向凝胶电泳（２－ＤＥ）和基质辅助激光解析电离飞
行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ）技术，存在低通量、低
分子量检测和低丰度蛋白质的灵敏性不强等问题；此

外，血清蛋白质成分不稳定，极易受机体内外环境的
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背景干扰，实验重复性较差。研究发现，骨组织蛋白

质组学可以最大程度地避免上述缺点，全面揭示骨与

关节疾病的蛋白质组变化。但由于骨组织特殊的深

度矿化结构，传统的组织蛋白提取方法无法有效地从

骨组织中提取高纯度的蛋白质进行大规模鉴定。为

此，本实验借鉴目前最高效的蛋白提取方法［６］，采用

鸟枪法（Ｓｈｏｔｇｕｎ）和多维液相色谱与串联质谱联用
（ＭＤＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）的高通量蛋白质组技术，分析成人
非创伤性ＯＮＦＨ的蛋白质表达情况，获得了满意的结
果，现报告如下。

１　材料与方法
１．１　仪器与试剂　Ｅｔｔａｎ多维色谱 ｎａｎｏｆｌｏｗ／ｃａｐｉｌｌａｒｙ
层析系统、ＦｉｎｎｉｇａｎＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ质谱仪及 ＢｉｏＢａｓｉｃ
ＳＣＸ离子交换柱（０．３×３０ｍｍ）均购自美国热电公
司。Ｔｒａｐ柱（Ｄｉｏｎｅｘ／ＬＣＰａｃｋｉｎｇｓμ－ＰｒｅｃｏｌｕｍｎＣａｒ
ｔｒｉｄｇｅＰ／Ｎ １６０４５４Ｃ１８ＰｅｐＭａｐ１００，５μｍ，１００?，
３００μｍ×５ｍｍ）和 ＲＰＣ柱（Ｄｉｏｎｅｘ／ＬＣＰａｃｋｉｎｇｓＰ／Ｎ
１６０３２１１５０×０．０７５ｍｍ，Ｃ１８ＰｅｐＭａｐ，３μｍ，１００?）均
为美国 Ｄｉｏｎｅｘ公司产品。ＳｐｅｅｄｖａｃＬａｂｃｏｎｃｏＣｅｎ
ｔｒｉｖａｐＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ真空离心干燥系统购自美国
Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司。Ａｍｉｃｏｎｕｌｔｒａ－１５过滤离心管（ｕｌｔｒａｃｅｌ
－３超滤膜）购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。实验用水均经
过电阻率 １８．２ＭΩ．ｃｍ的 ＥＬＧＡＬａｂＷａｔｅｒ纯化系统
（ＨｉｇｈＷｙｃｏｍｂｅ，ＵＫ）纯化。

ＨＰＬＣ级乙腈（ＡＣＮ）购自韩国Ｂｕｒｄｉｃｋ＆Ｊａｃｋｓｏｎ
公司。盐酸胍和碳酸氢铵均购自于日本 ＦＬＵＫＡ公
司。蛋白酶抑制剂混合物购自德国罗氏公司。三羧

乙基磷（ＴＣＥＰ）、考马斯亮蓝 Ｇ－２５０和碘乙酰胺
（ＩＡＡ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司。测序级胰蛋白酶购自于
美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＥＣＬ超敏发光液购自美国Ｐｉｅｒｃｅ
公司。Ｉｓｏｆｏｒｍ １ｏｆＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓｕｌｆｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２
（ＣｈＳＴ２）抗体试剂盒购自瑞典 Ａｔｌａｓ公司，Ｐｒｏｂａｂｌｅ
Ｇ－ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ２６（ＧＰＣＲ２６）抗体购自英国
Ａｂｃａｍ公司。ＰＶＤＦ膜购自瑞典 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ
公司。

１．２　临床样本收集　于２００８年５月至２００８年１２月
住院手术的２３例合乎标准的非创伤性ＯＮＦＨ患者中
随机抽取８例纳入本项实验。纳入标准：所有由非创
伤性因素引起，术前影像学提示 ＡＲＣＯ１～３期［７］的

ＯＮＦＨ，并经术后病理证实的成人患者。剔除标准：外
伤因素引起、既往有髋关节手术史或合并全身代谢性

疾病如 Ｐａｇｅｔ病、骨质疏松症、肿瘤伴骨转移的患者。
８例中女３例，男５例；平均年龄４９岁；ＡＲＣＯ１期２
例，２期３例、３期３例。

根据术前影像学检查在股骨头坏死区域获取坏

死骨组织块（１０ｍｍ×１０ｍｍ×２ｍｍ），于新鲜股骨颈
骨折患者股骨头中获取相似大小的正常骨组织块作

为对照。样本采集均于术中即刻进行，并在术后经病

理组织学证实采样的准确性。所有骨组织样本立即

经液氮速冻，－８０℃保存备用。
１．３　组织蛋白提取　采用四步蛋白提取法分别提取
坏死骨和对照骨样本的组织蛋白：取２００ｍｇ骨组织
样本，用含蛋白酶抑制剂的 ＰＢＳ液（ｐＨ７．４）冲洗去
除杂质，４℃冰箱过夜。１．２ＭＨＣｌ脱矿，４℃冰箱培育
过夜，离心后取上清液为提取物１。剩余液加入含蛋白
酶抑制剂的１００ｍＭＴｒｉｓ，６Ｍ盐酸胍（ｐＨ７．４）４℃冰
箱培育７２ｈ。离心后取上清液为提取物２。剩余液再
加入ｐＨ７．４含蛋白酶抑制剂的１００ｍＭＴｒｉｓ，６Ｍ盐
酸胍，０．５Ｍ乙二胺四醋酸四钠，４℃冰箱培育７２ｈ。
离心后取上清液为提取物 ３。最后残余液加入 ６Ｍ
ＨＣｌ４℃冰箱过夜，离心后取上清液为提取物４。收
集所有提取物，由 ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ－１５离心过滤器收集
并浓缩。ＢＣＡ法蛋白定量。
１．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和胶内酶解　取４０μｇ样本ＳＤＳ－聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离蛋白质，将凝胶
用考马斯亮蓝Ｇ－２５０染色，室温下振摇脱色。将蛋白
质凝胶斑点切成１ｍｍ３小胶块，加入３０μＬ２００ｍｍｏｌ

·Ｌ－１ＩＡＡ储液烷基化，室温避光反应１ｈ。加入５０

μＬＣＡＮ并在Ｓｐｅｅｄｖａｃ真空离心干燥系统加热干燥。
加入２μＬ测序级胰蛋白酶室温静置１５ｍｉｎ，３７℃温
育过夜。再加入５０μＬ蛋白提取液（５０％ＡＣＮ，５％甲
酸）超声波振荡 １０ｍｉｎ，离心后收集并保存上清液。
重复上述操作３次，取上清液以Ｓｐｅｅｄｖａｃ浓缩干燥后
－２０℃保存。
１．５　质谱分析　质谱分析前重悬样本在含０．１％甲

酸的３０μＬ水中，１５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ。用二

维液相色谱串联质谱（２Ｄ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）技术实现多肽
的分离和鉴定。在２Ｄ－ＬＣ的离线设置中，样本被吸
附在 ＳＣＸ离子交换柱，用逐步增加的盐浓度梯度
（１０，５０，１００ａｎｄ５００ｍＭｏｆＮＨ４Ｃｌ）依次洗脱到 ｔｒａｐ
柱上并进一步在 ＲＰＣ柱上分离。分离所得的肽段转
入ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ质谱仪进行蛋白质分析鉴定。在
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ＬＴＱ对ｍ／ｚ４００的离子富集到１×１０６个的目标数后，

Ｏｒｂｉｔｒａｐ质量分析器在分辨率６００００的条件下进行
全扫描（ｍ／ｚ３００－２０００）。挑选５个最高峰值的离子
打碎扫描，离子碎片由 Ｏｒｂｉｔｒａｐ质量分析器在分辨率
为１５０００（ｍ／ｚ４００）的条件下记录。
１．６　生物信息学处理　用ＸｃａｌｉｂｕｒＱｕａｌＢｒｏｗｓｅｒ２．０
软件（ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ，Ｂｒｅｍｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）计算肽段的
峰值目录。将所得的串联质谱数用 ＢｉｏＷｏｒｋｓ３．２软
件组套（ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ，Ｉｎｃ．，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡＵＳＡ）中
的 ＴｕｒｂｏＳＥＱＵＥＳＴ软件在人类 ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＰｒｏｔｅｉｎ
Ｉｎｄｅｘ蛋白质数据库（ｉｐｉ．ＨＵＭＡＮ．ｖ３．３４．ｆａｓｔａ）（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ＩＰＩ／ＩＰＩｈｕｍａｎ．ｈｔｍｌ）中查询蛋白
质种类。ＴｕｒｂｏＳＥＱＵＥＳＴ软件的参数中设置 “Ｆｒａｇ
ｍｅｎｔＭａｓｓＴｏｌｅｒａｎｃｅ”设置为“１Ｄａ”；“Ｘｃｏｒｒ”最小值在
设置为“１．５”、“２．０”和“２．５”时分别被认为单电荷肽
段、双电荷肽段和三电荷肽段，设置“ΔＣｎ”临界值为
“０．１”。在“ＭａｓｃｏｔＳｅａｒｃｈ”中选择“Ｄｅｃｏｙ随机序列
数据库”以计算检测的假阳性率。

ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ鉴定所得的 ＲＡＷ格式文件通过
Ｔｒａｎｓ－ＰｒｏｔｅｏｍｉｃＰｉｐｅｌｉｎｅ（ＴＰＰ）网络界面工具转换为
ｍｚＸＭＬ格式。ＴｕｒｂｏＳＥＱＵＥＳＴ查询结果的 ＳＲＦ文件
用Ｂｉｏｗｏｒｋｓ软件转换为ＤＴＡ和ＯＵＴ格式。坏死骨组
织样本和正常对照样本的ＭＳ／ＭＳ数据用ＴＰＰ软件包
中的ＰｅｐｔｉｄｅＰｒｏｐｈｅｔ和ＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｐｈｅｔ软件进行分析。
１．７　Ｓｐｅｃｔｒａｌｃｏｕｎｔｉｎｇ和基因本体论分析　总和坏死
组织样本和正常组织样本的质谱数，并用已鉴定蛋白

质的质谱数作为标准对照，ｓｐｅｃｔｒａｌｃｏｕｎｔｉｎｇ计算坏死
组和对照组样本之间的比值。用 ＧｏＭｉｎｅｒ软件挖掘
实验数据的生物学意义，用等级化结构化的词汇表

“基因本体论”（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和相关的数据库
在对蛋白质表达谱进行功能注释的基础上给出蛋白

质功能的分布，同时给出感兴趣功能分类的统计学

信息。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹　坏死组织样本和正常组织
样本中提取的所有蛋白质均在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶上分
离并转移到ＰＶＤＦ膜上。将膜移至２５ｍＬ含５％脱脂
奶的 ＴＢＳＴ缓冲液中封闭，室温摇匀加入 ＣｈＳＴ２和
ＧＰＣＲ２６一抗４℃培育过夜。再用 ＴＢＳＴ缓冲液室温
下洗涤３次，加入１∶１５００的辣根过氧化物酶标记的
二抗于室温培育１ｈ。ＥＣＬ超敏发光液显色并与内参
照β－ａｃｔｉｎ的蛋白表达水平比较。

２　结　果
经ＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｐｈｅｔ软件鉴定，坏死组织样本和正

常组织样本中二肽段以上的高可信度蛋白质数分别

为１２３３个和９９９个（见表１），假阳性率为０．９％。应
用ｓｐｅｃｔｒａｌｃｏｕｎｔｉｎｇ共鉴定差异表达蛋白质共１８９个，
其中在坏死组中相对于对照组表达量上调３倍以上
的蛋白点１０４个，下调３倍以上５０个。生物信息学
分析发现这些差异表达蛋白属分泌蛋白，大多数为机

体组织和细胞分泌、脱落到血液中的功能蛋白质。按

照与ＯＮＦＨ相关的生理和病理功能并结合相关文献，
发现其中３４种蛋白质与ＯＮＦＨ密切相关（表２）。这
些蛋白质按ＧＯ功能可分为８类：与调控细胞凋亡有
关，如 ＩＬ１ＢＩｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｂｅｔａｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｉｓｏｆｏｒｍ３ｏｆ
Ｂｃｌ２／ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＥ１Ｂ１９ｋＤａｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ等；与细胞信号传导通路有关，如 Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ４０９、ＰｒｏｂａｂｌｅＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ２６、Ｉｓｏ
ｆｏｒｍＧａｍｍａＢｏｆＦｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｉｓｏ
ｆｏｒｍ２ｏｆＰＸｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＳＮＸ２９等；与细
胞粘附有关，如 Ｈｅｍｉｃｅｎｔｉｎ１，Ｃｏｎｔａｃｔｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｌｉｋｅ５ｉｓｏｆｏｒｍ１、Ｓｕｓｈｉｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ５
等；与细胞骨架形成有关，如 Ｌｕｍｉｃａｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｃｈｏｎ
ｄｒｏａｄｈｅｒｉｎ、Ｋｅｒａｔｉｎ，ｔｙｐｅＩＩｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ８、Ｃｏｌｌａｇｅｎａｌ
ｐｈａ１（Ｉ）ｃｈａｉｎ等；与骨骼发育有关，如ＡｎｎｅｘｉｎＡ２ｉｓｏ
ｆｏｒｍ１、Ｐｒｏｌａｒｇｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｉｓｏｆｏｒｍ１ｏｆＰｅｒｉｏｓｔｉｎｐｒｅｃｕｒ
ｓｏｒ、Ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒ等；与糖脂代谢有关，
如 Ｉｓｏｆｏｒｍ７ｏｆＴｉｔｉｎ、Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ、ＰｒｏｐｉｏｎｙｌＣｏｅｎｚｙｍｅＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ａｌｐｈａｐｏｌ
ｙｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｉｓｏｆｏｒｍ１ｏｆＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓｕｌｆｏｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ２、ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡＩｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｔｒｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ１等；与血液凝聚有关，如Ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１、

表１　四种不同溶剂提取所得的骨组织蛋白量、

肽段数及二肽段以上蛋白数

蛋白提取物
蛋白质量／骨组
织质量（ｍｇ·ｇ－１）肽段数 蛋白数１）

ＯＮＦＨ组

提取物１ ３．０１ １６６４ ７０８
提取物２ ２．８８ １２４６ ３１４
提取物３ ０．４４ ６４２ ２３２
提取物４ １．３５ ７３３ １８３

对照组

提取物１ １．６３ ２３０８ ８１１
提取物２ ２．０４ ４５８ １７４
提取物３ ０．２３ ３１０ ７２
提取物４ １．９２ ２１６ ３２

　注　１）Ｘｃｏｒｒ在单、双、三电荷肽段最小值设置为１．５、２．０
和２．５，ΔＣｎ为０．１；假阳性率小于５％，二肽段以上的蛋白质
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Ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、ＡｎｔｉｔｈｒｏｍｂｉｎＩＩＩｖａｒｉａｎｔ
等；与血管生成有关，如 Ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｄｅｒｉｖｅｄ
ｆａｃｔｏｒｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、Ｎｅｕｒｏｐｉｌｉｎ１等。此外，本项研究中
ＧＰＣＲ２６和 ＣｈＳＴ２在坏死组表达量明显降低。Ｗｅｓｔ

ｅｒｎ印迹检测结果也显示，相对于正常组骨组织，ＯＮ
ＦＨ患者骨组织中 ＧＰＣＲ２６和 ＣｈＳＴ２表达量下调，与
质谱分析结果一致，进一步证实了本研究质谱数据的

准确性。

表２　与非创伤性股骨头缺血性坏死高度相关的差异表达蛋白质

ＩＰＩ代码 差异表达蛋白质 所属基因

表达上调的差异表达蛋白质

ＩＰＩ０００４５３３７ Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒ１３Ｃ ＴＮＦＲＳＦ１３Ｃ
ＩＰＩ００７５９５４２ Ｉｓｏｆｏｒｍ８ｏｆＴｉｔｉｎ ＴＴＮ
ＩＰＩ００３０７２２３ ＩＬ１ＢＩｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｂｅｔａｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＩＬ１Ｂ
ＩＰＩ００１０７４３３ Ｉｓｏｆｏｒｍ３ｏｆＢｃｌ２／ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＥ１Ｂ１９ｋＤａｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ ＢＮＩＰＬ
ＩＰＩ０００２１８９１ ＩｓｏｆｏｒｍＧａｍｍａＢｏｆＦｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＦＧＧ
ＩＰＩ００１６６５０４ Ｉｓｏｆｏｒｍ２ｏｆＰＸｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＳＮＸ２９ ＬＯＣ９２０１７
ＩＰＩ００２９２３００ Ｃｏｎｔａｃｔｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅ５ｉｓｏｆｏｒｍ１ ＣＮＴＮＡＰ５
ＩＰＩ００２９７２２４ Ｓｕｓｈｉｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ５ ＳＵＳＤ５
ＩＰＩ００５５４６４８ Ｋｅｒａｔｉｎ，ｔｙｐｅＩＩｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ８ ＫＲＴ８
ＩＰＩ００４１８１６９ ＡｎｎｅｘｉｎＡ２ｉｓｏｆｏｒｍ１ ＡＮＸＡ２
ＩＰＩ０００２０９８７ Ｐｒｏｌａｒｇｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＰＲＥＬＰ
ＩＰＩ００１７９３５７ Ｉｓｏｆｏｒｍ７ｏｆＴｉｔｉｎ ＴＴＮ
ＩＰＩ００２１９０１８ Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ＧＡＰＤＨ
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３　讨　论
３．１　骨组织蛋白的提取　近年来对ＯＮＦＨ的蛋白质
组学研究大多都基于动物实验或血清学研究，主要原

因在于骨组织存在特殊的矿化结构。由于骨组织蛋

白被严密包裹于大量无机成分中，有效完整地提取骨

组织的蛋白质显得十分困难；传统的研磨等物理方法

容易破坏蛋白质结构造成实验数据丢失，因此，骨组

织蛋白的有效提取已成为 ＯＮＦＨ蛋白质组学研究的

瓶颈。Ｊｉａｎｇ等［６］利用四种不同的溶剂提取骨组织蛋

白质的方法在狗的颅骨组织中鉴定了二肽段以上的

高可信度蛋白质８１６个。迄今为止还没有人体骨组
织蛋白质组分离鉴定的相关报道。我们的研究首次
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在ＯＮＦＨ的坏死组织样本和正常组织样本中分别鉴
定了１２３３和９９９个蛋白质，远远高于上述报道；其中
假阳性率仅０．９％，具有良好的重复性和可信度。两
项研究中蛋白质数量的差异可能是由不同物种之间

骨组织结构的不同所致。我们在比较两项研究实验

数据时也发现骨组织蛋白成分及蛋白含量均存在一

定的差别，说明不同的生物链等级和负重方式可能导

致骨生长发育和结构特点的明显变化。

３．２　与股骨头坏死高度相关的部分差异表达蛋白　
过去的动物实验证实，ＯＮＦＨ与脂肪代谢异常显著相
关。Ｍｏｔｏｍｕｒａ等［８］在尸体活检中也发现 ＯＮＦＨ患者

的股骨头骨髓脂肪细胞明显增大、增多，这与我们在

提取股骨头骨组织蛋白时见到大量淡黄油腻的脂肪

样物质相吻合。我们的研究结果发现，ＯＮＦＨ骨组织
中存在 ＰｒｏｐｉｏｎｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ的高表达。Ｐｒｏｐｉｏ
ｎｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ是一种生物素依赖性的线粒体
酶，在脂肪酸代谢中起关键作用，但在 ＯＮＦＨ中的生
物学地位尚未明确。ＰｒｏｐｉｏｎｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ的高
表达也进一步提示了在 ＯＮＦＨ的发病过程中有异常
的脂肪代谢参与。

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓｕｌｆｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ家族是由 ＣｈＳＴ基因
表达的高尔基相关硫转移酶，在骨髓、血管内皮细胞

以及发育中的非骨化软骨中高度表达。ＣｈＳＴ３可催
化软骨素６位Ｎ－乙酰氨基半乳糖发生磺基化产生硫
酸软骨素，而后者又是构成软骨的主要成分，具有调

节软骨细胞生长、发育，修复损伤软骨等作用。ＣｈＳＴ３
缺乏可以引起 Ｏｍａｎｉ型脊椎骨骺发育不良和骨发育

不良［９－１０］。最近 Ｈｅｒｍａｎｎｓ等［１１］报道了 ６例由于

ＣｈＳＴ３缺乏导致的先天性关节脱位患儿。而同属
ＣｈＳＴ家族的ＣｈＳＴ２被认为在血管内皮细胞迁移过程
中起调控作用。在本实验中 ＯＮＦＨ的 ＣｈＳＴ２表达水
平降低，我们推测早期ＯＮＦＨ由于ＣｈＳＴ２下调导致抑
制血管内皮细胞迁移、增殖，血管新生作用减少，同时

由于股骨头特殊的局部血液供应特点，最终诱导坏死

发生。

ＡｎｎｅｘｉｎＡ２是Ａｎｎｅｘｉｎｓ超家族中 Ａ亚家族的重
要成员，与人类许多疾病的发生发展相关，尤其在肿

瘤、心血管疾病中起重要作用。而 ＡｎｎｅｘｉｎＡ２与骨

细胞代谢和ＯＮＦＨ的关系已被阐明。Ｔａｋａｈａｓｈｉ等［１２］

在研究中发现在缺乏１，２５（ＯＨ）２维生素 Ｄ３的骨髓
环境中，ＡｎｎｅｘｉｎＡ２增加破骨细胞样的多核细胞数量

并促进了骨的溶解。Ｂａｌｄｗｉｎ等［１３］在镰状细胞病合

并ＯＮＦＨ的病例中发现了 ＡｎｎｅｘｉｎＡ２基因多态性与
镰状细胞病导致的 ＯＮＦＨ有密切的关系。我们发现
ＯＮＦＨ中ＡｎｎｅｘｉｎＡ２表达上调，进一步证实了Ａｎｎｅｘ
ｉｎＡ２在ＯＮＦＨ自然病史中的作用，但 ＡｎｎｅｘｉｎＡ２具
体生物学机制还不清楚，我们推测 ＡｎｎｅｘｉｎＡ２可能
继发于多种致病因素从而增强破骨细胞活性，增加股

骨头骨质破坏，最终导致股骨头塌陷。而 ＡｎｎｅｘｉｎＡ２
是否可作为预测股骨头塌陷的生物学指标还有待于

进一步研究。

Ｃｈｏｎｄｒｏａｄｈｅｒｉｎ是软骨细胞的主要成分蛋白之
一，一般只能从软骨组织中分离得到。但最近有学者

通过免疫学方法在骨基质中也检测到 Ｃｈｏｎｄｒｏａｄｈｅｒ

ｉｎ，并已于去矿化骨组织中提取得到［１４］。Ｍｉｚｕｎｏ

等［１５］发现Ｃｈｏｎｄｒｏａｄｈｅｒｉｎ还与胶原蛋白的代谢有关，

它通过其特有的１０个富含亮氨酸重复序列与骨组织
中的胶原纤维结合。Ｌｕｍｉｃａｎ是富含亮氨酸低分子蛋
白多糖，最初发现于角膜。但近来发现 Ｌｕｍｉｃａｎ基因
在骨细胞外基质及成熟成骨细胞中也有表达，它与细

胞因子和胶原蛋白结合，组织胶原空间［１６－１７］。ＯＮＦＨ

中两者表达量降低，与Ⅰ、Ⅱ型胶原结合减少并从而
可能影响胶原蛋白代谢，导致细胞外基质中胶原纤维

空间结构变化，骨与软骨组织形态异常而引起股骨头

坏死。

Ⅱ型胶原基因（ＣＯＬ２Ａ１）被发现为遗传性 ＯＮＦＨ

的致病基因［１］，而我们在所有样本中并未发现Ⅱ型胶

原蛋白表达，这可能与以Ⅱ型胶原为主要基质成分的
软骨成份在取样时被完全剔除有关。我们在坏死骨

组织中发现ＣＯＬ１Ａ１合成减少，而在对照组 ＣＯＬ１Ａ１
和ＣＯＬ１Ａ２的表达水平明显增高，结果表明参与骨空
间结构的Ⅰ型胶原基因在 ＯＮＦＨ发病过程中可能与
Ｃｈｏｎｄｒｏａｄｈｅｒｉｎ和Ｌｕｍｉｃａｎ起协同作用。
３．３　本项研究的局限性和意义　尽管本项研究成功
地鉴定了数十个与 ＯＮＦＨ的生物学功能高度相关的
差异表达蛋白，但是实验过程仍存在着一定的局限

性，如样本含量较少、部分差异表达蛋白质临床意义

不大等。研究发现，３４个差异蛋白点大部分属于分
泌蛋白，在细胞质核糖体上合成后被分泌到外周血和

组织间液，因此这些蛋白质极有可能作为ＯＮＦＨ早期
诊断的生物学标志物，该方法也为组织蛋白质组学在

骨与关节疾病中的进一步应用奠定了基础。
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内部一致性信度指量表各个项目间相关的程度，

这些项目应该反映同一独立概念的不同侧面。用

Ｃｒｏｎｂａｃｈ’ｓα系数测量，α系数表示问卷调查结果总
变异中由不同被试者导致的比例占多少，Ｃｒｏｎｂａｃｈ’ｓ

α系数值介于０与１之间，α值越大表示问卷项目间
相关性越好，内部一致性可信度越高。一般而言，α
大于０．８表示内部一致性极好，在０．６～０．８表示较
好，而低于０．６表示内部一致性较差［２］。研究结果表

明，辨病分量表、整体指标分量表以及各四种中医证

型因子的内部一致性信都较好，然而作为辨病分量表

因子的体征试验因子和上肢运动感觉因子的 Ｃｒｏｎ
ｂａｃｈ’ｓα系数小于０．６，进一步研究可考虑增加这两项
因子相应的条目数并扩大样本量来测评。

若删除相应条目后该条目所在因子或分量表的

Ｃｒｏｎｂａｃｈ’ｓα系数有较大增加，则说明该条目的存在
有降低其内部一致性的作用，可考虑删除。本次研究证

明，“压项试验”“颈椎侧屈检查”“上肢肌力”“上肢感觉”

“上肢麻木”“遇寒痛剧，得温痛减”“舌有瘀点”“耳鸣”

“素体虚弱”及“睡眠差”这些条目删除后其所在因子或

分量表的Ｃｒｏｎｂａｃｈ’ｓα系数有所增加，但增幅较小，因
此暂不考虑删除，有待扩大样本进一步研究。
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