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简介

特发性肾病综合征(INS)因肾小球过滤器功能障碍引起，是儿童最常见

的肾小球疾病。尽管取得了一些进展，但INS的发病机理仍然未知并且

治疗方法局限于总体免疫调节。目前已有该病的多种诊断和治疗方法；

然而，由于对INS的发病机制缺乏了解，因此这些方法的疗效较差并且

存在副作用。在这篇应用纪要中，我们介绍了一种复合组学方法，用

以揭示参与INS发病机理并可能具有诊断和治疗意义的新的分子因素。

 

 

沃特世提供的解决方案

ACQUITY UPLC® 系统

nanoACQUITY UPLC® 系统

SYNAPT® G2 质谱仪

Oasis® HLB 萃取柱芯

ProteinLynx GlobalSERVER™

Markerlynx™ XS 

TransOmics™ 平台和信息学软件

MSE/HDMSE

TriWave® 技术
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应用收益

这是一种用来分析特发性肾病综合征

(INS)患者尿液的无标记型复合组学方

法，可在一项试验中同时得出定性和

定量信息。这样有可能开发出适用于

INS患者的诊断和治疗解决方案。

 

图1. 肾脏切片，着重显示一个肾单位。存在功能障碍的肾小球是INS的发病部位
(由Wellcome Images友情提供)。
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试验

样品制备

对于拟用于肽分析而定期采集的尿样按照之前文章1所述进行配制以用于LC/MS分析。样品在

进行还原和烷基化之前先使用1% RapiGest™ SF进行处理。小份样品使用抗HAS树脂进行孵育，

然后再用Vivaspin 5000 MWCO过滤器进行离心。接着用水进行一系列冲洗，以确保回收充分。

由此得到的上清液使用胰蛋白酶酶解过夜，如图2所示。代谢物分析样品使用Oasis HLB固相萃

取柱进行纯化，使用水/甲醇(90/10)进行冲洗，然后再使用甲醇洗脱分析物。由此得到的残

渣在200 µL流动相内进行复溶并涡旋混合，然后进行LC/MS分析。

LC/MS分析条件

LC/MS用于多肽的定性和非标记定量分析。在300 nL/min的流速下，从5%到40%乙腈(含0.1%甲酸)

的90分钟提度以及采用nano ACQUITY UPLC系统和BEH 1.7 �m C18 75 �m x 20 cm纳升级LC色谱柱进行。

代谢物鉴定的LC/MS试验采用ACQUITY UPLC系统(500 �L/min流速)从0%到50%乙腈(含0.1%甲酸)提

度洗脱10分钟，色谱柱为BEH 1.7 µm C18反相2.1 x 10 cm LC柱。

数据采集通过复合型IM-oa ToF SYNAPT G2质谱仪在非数据依赖(DIA)模式下进行采集。离子倘度

(IM)与两种采集方案联合使用，如图3所示。

生物信息技术

LC/MS肽数据使用ProteinLynx GlobalSERVER进行处理和搜索。正态化的非标记型定量分析通过使用

TransOmics软件而实现。由此获得的代谢物组学数据使用MassLynx®软件进行处理并使用EZInfo进

行多元统计分析。

图2. 尿蛋白分析实验设计图。 图3.非数据依赖的高清晰质谱分析(IM-DIA-MS/HDMSE)工作流程。  
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结果与讨论

我们分析了纯化后的少量尿液，进行定性、定量分析并研究对照受试者和经过预先治疗的受试

者之间在蛋白质组学和代谢组学方面的差异。

主成分分析(PCA)显示了对照样品组和经预先治疗患者样本组之间存在的明显变化，如图4所示。

蛋白质和代谢物数据集均观察到类似的分布模式。

 

图4. 通过对预先治疗患者组(红色)
和对照组(黑色)进行OPLS-DA分析而
得到的得分图表。

我们对蛋白质组学数据进行了校准、正态化处理和定量分析。已鉴定的较大比

例蛋白质均被糖基化，超过总量80%的蛋白质得以鉴定并呈现出显著的量的变化。

图5着重显示出两个样品组之间存在两倍以上变化的蛋白质。肽水平的变化可使

用三维剪辑图像进行直观显示。图5显示出其中一种目标肽的电荷状态特征。
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代谢物组学工作流程得出的结果见图6。使用代谢物对比载荷图，可在极限水平下较好的鉴定

代谢物(蓝色阴影表示)。其中也显示出可引起最显著差异的化合物示例。

图7给出一种常见途径，以谷氨酸盐受体[NMDA]亚基为例说明。NMDA属于谷氨酸盐门控离子通

道蛋白家族并作用于神经元系统途径。谷氨酸盐也位于相同的途径内。突触后Ca(2+)被认为可

通过NMDA受体而增加，从而激活包括Erk/MAP激酶和cAMP调节途径在内的几种信号传导分子。

图5. 对包含至少三种已鉴定肽并且两种以上
肽存在显著变化的受调控蛋白进行分级簇状
分析。高亮显示区代表前列腺素以及
TMLLQPAGSLGSYSYR肽的相关三维剪辑图像。
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图6. 通过在阳离子模式下对预先治疗患者组和对照受试者组进行OPLS-DA分析而得出的代谢物载荷图。
引起最大变异的代谢物在蓝色阴影区内用所提供的示例进行表示。

图7. 神经元系统途径，特别强调说明谷氨酸盐[NMDA]受体亚基和谷氨酸盐对突触后细胞下游传输的作用。
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结论

■     鉴定了80%的蛋白质，其中30%的蛋白质发生了2倍以

   上的变化，且ANOVA(p)值≤0.05。

■     大多数已鉴定的蛋白质均被糖基化，其中多种蛋白质

   的相对丰度出现变化。

■     PCA分析表明蛋白质和代谢物数据均是有价值的。

■     多种化合物导致代谢物分析出现差异。

■     神经元系统途径内使用谷氨酸盐和NMDA，可从代谢物

   和蛋白质分析中得出补充性信息。

■     一种无标记型复合组学方法现已应用于分析INS患者的

   尿液(HDMSE
)，可在一项试验中同时得出定性和定量信息。
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