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摘要 糖尿病肾病(diabetic kidney disease, DKD)是糖尿病的主要并发症之一, 严重威胁人类健康与生命. 截至目

前, DKD的致病机制尚未阐释清楚, 且临床常用诊断方法的灵敏性和准确性并不十分理想, 从而导致DKD确诊后

治疗方案的确定比一般性肾脏疾病更为棘手. 蛋白质作为生命活动的主要承担者与体现者, 直接参与和调控各种

生命过程. 从蛋白质组学水平开展DKD研究, 能够从整体、动态、互作网络等视角探究该疾病相关分子机制. 针
对不同生理病理条件下的DKD临床样本开展蛋白质组学研究, 可全面探查与DKD显著相关的关键蛋白质; 通过

对这些蛋白质进行深入分析和验证, 能够更直观地理解DKD发生发展的分子机制, 并获得DKD进程相关候选标

志物和后续疾病的潜在治疗靶点, 为DKD的早期诊断和治疗新方法的探究奠定基础. 近年来, 随着蛋白质组学技

术的不断发展, 在蛋白质分离、质谱鉴定、生物信息学分析等蛋白质组学核心技术基础上衍生出了许多新兴技

术, 进一步推动了蛋白质组学在疾病生物标志物筛选、致病分子机制揭示、药物作用蛋白质靶点等研究中的应

用. 本文基于蛋白质组学研究技术, 主要从DKD致病机制研究、早期诊断潜在生物标志物筛选、治疗靶点及效

果评估三个方面对蛋白质组学在DKD研究中的应用进展进行了系统性综述. 尽管蛋白质组学在DKD研究中取得

了长足的进步,但仍具有较大的发展空间,特别是现已识别的大量潜在DKD分子标志物的相关性分析、药物蛋白

质作用靶点临床验证与应用将是DKD未来研究的重点.
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糖尿病肾病(diabetic kidney disease, DKD)是糖尿

病主要的微血管并发症
[1],糖尿病能够引起慢性肾脏损

伤而导致肾小球病变, 多表现为肾小球系膜增生、基

底膜增厚及Kimmelstiel-Wilson(K-W)结节等症状
[2].

DKD易发病于中老年龄层, 是导致终末期肾衰竭的最

主要原因之一. 据国际糖尿病联盟(International Dia-

betes Federation, IDF)统计, 截至2019年底, 全球糖尿病

患者(20~79岁)数量已达到4.63亿, 其中1/4的患者来自

中国. 在我国, 糖尿病患病率已达11.6%, 糖尿病相关

慢性肾病患者占住院总人数的1.1%[3], 其中DKD的发

病率亦呈上升、年轻化趋势, 目前已成为导致终末期

肾脏病的第二位诱因, 仅次于肾小球肾炎. 我国属于糖
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尿病高发地区, 目前对于DKD的早期诊断能力相对较

差, 导致早期疾病患者部分漏诊, 确诊时已难以逆转.
同时, 由于DKD患者存在复杂的代谢紊乱, 一旦发展

到终末期肾脏病, 相对其他肾脏疾病, DKD的治疗更

加棘手且预后较差
[4]. 近年来, 随着全球人口老龄化进

程加速, DKD已成为危害人类健康的重大疾病. 因此,
及时防治对于缓解糖尿病肾病患病压力意义重大. 目

前, 已有大量国内外学者对DKD的发病病因、发病进

程及治疗过程的分子机制进行了深入研究, 为DKD疾
病的预防、诊断、治疗、预后奠定了良好的理论基础.

研究表明, 高血糖、高血压、高血脂及血液动力

学改变等致病因素均参与了DKD的发生、发展过程
[5].

目前普遍认为, DKD是由机体长期处于非健康状态而

诱发的并发症, 单从基因组学水平进行研究, 较难全面

阐释患者体内环境对疾病发展的动态调控过程, 因此

需要从新的角度进一步推进DKD的研究. 随着人类基

因组计划正式落下帷幕, 后基因组学正式登上生命科

学研究的舞台, 研究重心已从揭示生命所有遗传信息

转移至从分子整体水平上对生物学功能的深度系统解

读
[6]. 截至目前, 科研人员已基于转录组学、代谢组

学、蛋白质组学等策略与方法, 在整体水平上对DKD
进行了深入研究. 其中, 转录组学主要研究相关基因在

DKD患病不同阶段的转录水平、转录调控规律、基因

功能、基因参与的生命过程等, 以揭示特定生物学过

程和疾病相关的分子机制. 代谢组学通过定量描述

DKD条件下人体内源性代谢物质的整体情况和对内外

因素变化的应答规律,寻找糖尿病肾病早期诊断
[7]
、风

险预测
[8]
、预后判断

[9]
的生物标志物. 蛋白质组学则是

对DKD患者的组织细胞及血液、尿液和唾液
[10]

等体液

的蛋白质组进行全面深入的研究, 以表征DKD蛋白质

表达谱并筛选关键的DKD蛋白质生物标志物. 蛋白质

作为生命功能的主要承担者和执行者, 能够最直接地

反映生物性状, 蛋白质组多样性高、复杂度高、修饰

程度高, 有明显的组织、细胞特异性, 其表达水平、结

构、功能等会伴随相关调控而发生变化. 因此, 蛋白质

组学可以通过检测特定时间组织样品的蛋白质组表达

情况, 反映机体在病理状态下的蛋白质水平的动态变

化, 以整体、动态、互作网络的视角, 更加直观地阐述

DKD发病的分子机制, 加深人们对复杂疾病的理解, 并
为DKD的预防、诊断及治疗提供新思路.

在疾病蛋白质组学研究中, 主要应用蛋白质组学

技术方法研究患者各类样品在不同时期、不同生理状

态下蛋白质的差异表达, 全面表征疾病状态下蛋白质

各种理化性质, 包括表达水平、结构、分布、功能、

翻译后修饰(post-translational modifications, PTMs)等,
解析蛋白质之间、蛋白质与疾病的相互作用关系, 构

建疾病状态下的蛋白质分子网络. 在DKD研究中, 经

典的蛋白质组学研究路径通常先使用双向电泳(two-
dimensional electrophoresis, 2-DE)等分离技术将样品

中的蛋白质分离, 然后通过质谱(mass spectrometry,
MS)技术进行蛋白质鉴定及PTMs研究. 目前常见的质

谱技术有基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱(ma-
trix-assisted laser desorption/ionization time of flight
MS, MALDI-TOF MS)[11]、电喷雾离子化质谱(electro-
spray ionization MS, ESI-MS)[12]、液相色谱串联质谱

(liquid chromatography-tandem MS, LC-MS/MS)[13]、
表面增强激光解吸离子化飞行时间质谱(surface-en-
hanced laser desorption/ ionization time of flight MS,
SELDI-TOF MS)[14]、毛细管电泳-质谱(capillary elec-
trophoresis MS, CE-MS)[15]或混合检测手段. 随着蛋白

质组技术的不断发展, 二维荧光差异电泳(two-dimen-
sional difference gel electrophoresis, 2D-DIGE)、非标

记定量技术(label-free)、酶促的
18O标记定量技术、细

胞培养稳定同位素标记(stable isotope labeling by ami-
no acids in cell culture, SILAC)[16]、同位素编码亲和标

记(isotope coded affinity tag, ICAT)[17]、相对和绝对定

量的等量异位标签(isobaric tags for relative and abso-
lute quantitation, iTRAQ)[18]、数据非依赖性采集(data
independent acquisition, DIA)[19]、四维正交凝胶电泳

系统(four-dimensional orthogonal electrophoresis sys-
tem, 4-DES)[20]、广谱四维正交凝胶电泳系统(broad-
spectrum four-dimensional orthogonal electrophoresis
system, BS4-DES)[21]、离子淌度(ion mobility, IM)4D
蛋白质组学技术

[22~25]
等技术的出现, 进一步提高了

DKD生物标志物筛选和鉴定的效率及精确度, 完善了

DKD状态下对机体蛋白质组表达谱的表征, 为探究

DKD发病机制, 筛选早期诊断标志物和治疗靶点, 揭

示DKD复杂分子调控网络奠定了基础.

1 蛋白质组学研究技术

DKD蛋白质组学研究通常通过比较正常与DKD
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疾病状态蛋白质表达水平的差异, 预测与疾病密切相

关的蛋白质分子, 并验证其功能, 以确证与疾病相关

的靶标分子. DKD蛋白质组学研究的首要任务是构建

并完善研究体系, 其工作流程主要包括蛋白质样品的

分离、鉴定及定量等
[26]. 此外, 针对一些重要的生物

学问题进行功能蛋白质组学研究也是蛋白质组学研究

的重要内容之一. 但蛋白质组具有多态性、多样性、

时空表达特异性
[27], 数量庞大且结构复杂, 使得精确

表征蛋白质组表达谱成为DKD蛋白质组学研究的重

点和难点. 随着蛋白质组学不断发展, 以蛋白质分离技

术、生物质谱技术、蛋白质互作技术、生物信息技术

等为主的蛋白质组学技术体系
[28], 解决了精确表征蛋

白质组表达谱的困难, 为DKD研究体系的建立及完善

提供了技术支持, 为DKD功能蛋白质组学研究奠定了

良好的基础.

1.1 蛋白质分离技术

蛋白质分离是蛋白质组学研究的核心和基础
[29],

常见的蛋白质分离技术可以分为基于凝胶和非凝胶两

种手段(图1). 其中, 基于凝胶的技术有2-DE、2D-
DIGE、蓝绿温和非变性凝胶电泳(blue native polyacry-
lamide gel electrophoresis, BN-PAGE)、清澈温和非变

性凝胶电泳(clear native polyacrylamide gel electrophor-

esis, CN-PAGE)、高分辨CN-PAGE(high-resolution CN-
PAGE, hrCN-PAGE)、4-DES和BS4-DES等. 非凝胶方

式的分离技术有高效液相色谱(high performance liquid
chromatography, HPLC)、二维液相色谱(two dimen-
sional - liquid chromatography, 2D-LC)、CE等.

2-DE技术是基于凝胶分离蛋白质的核心技术. 利

用2-DE可在一张凝胶上实现成百上千种蛋白质的分

离, 具有高通量、高分辨率、可与MS联用的特点, 因

此该技术已被广泛应用于比较蛋白质组学研究. 然而

传统的2-DE技术也存在一定的局限性, 如重复性较

差、低丰度蛋白难以检测、复杂的样品处理过程容易

导致蛋白质的丢失等, 因此, 2D-DIGE技术应运而

生
[30]. 在2-DE的基础上, 2D-DIGE在蛋白质电泳分离

前需对不同蛋白质样品进行不同荧光标记, 然后即可

完成混合样品的一次性电泳分离, 该技术实现了不同

实验组蛋白质样品在同一块胶内的一次分离, 不仅避

免了2-DE重复性差的问题, 而且荧光内标的引入, 可

准确检测不同样品间蛋白质丰度差异
[31], 显著提高蛋

白质分离的精确度和灵敏度. 然而对于蛋白质复合体

分离表征来说, 以上技术并不适用, 这是由于其严苛

的变性条件容易引起蛋白质复合体亚基解离甚至变

性, 导致无法获得完整的蛋白质复合体. 相比之下, 非
变性电泳技术提供了一种更好的选择, 如BN-PAGE和

图 1 蛋白质组学分析流程图
Figure 1 Schematic workflow for proteomics analysis
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其衍生的CN-PAGE, hrCN-PAGE[32], 其技术要点是在

阴极缓冲液中引入外加负离子——考马斯亮蓝染料

(coomassie brilliant blue, CBB)或阴离子去污剂脱氧胆

酸钠(sodium deoxycholate, DOC), 使电泳过程中蛋白

质复合体的表面带上大量负电荷, 不仅可以防止蛋白

质复合体间的非特异性聚集, 而且可以增加疏水性蛋

白质的溶解性, 提高蛋白质复合体样品电泳效率; 同

时表面大量的负电荷可消除蛋白质复合体自身电荷差

异, 从而实现复合体在胶内的迁移率只由其分子量(体
积)决定(在一定范围内, 蛋白质分子量与体积成一定

的线性关系), 提高了电泳分辨率. 尽管BN-PAGE,
CN-PAGE和hrCN-PAGE技术已被广泛应用于膜蛋白

质复合体分离分析, 然而额外阴离子的引入对于电泳

的温和特性存在不可避免的影响, 不能完全适用于弱

相互作用蛋白质复合体. 基于此, 2-DE衍生出的4-
DES和BS4-DES技术, 在兼顾BN-PAGE和hrCN-PAGE
高分辨率和温和分离特性的同时, 突破了对稀释样品

兼容性问题和对碱性蛋白质等电点(protein isoelectric
point, pI)分离范围较窄的局限

[33]. 以上两种技术的主

要特点是在传统2-DE变性电泳之前增加了两个维度

的非变性电泳方法, 包括第一维电泳(1st-DE)——非变

性薄层等电聚焦电泳(native-thin layer Isoelectric focus,
native tl-IEF)和第二维电泳(2nd-DE)——非变性凝胶电

泳(native-PAGE).其中, native tl-IEF可以在温和非变性

条件下实现样品的浓缩富集. 基于4-DES衍生的BS4-
DES第二维电泳采用温和酸性与碱性非变性凝胶电泳

(acidic-basic-native-PAGE)技术, 将蛋白质pI适用范围

扩展到~3.0至11.0, 可顺利实现碱性样品的电泳分离.
虽然操作步骤比传统2-DE复杂, 但以上两种技术在保

持2-DE优点的同时, 1st-/2nd-DE可最大限度地保证蛋白

质复合体或相互作用蛋白质的完整性, 有利于后续第

三、四维电泳(3rd-/4th-DE)进一步挖掘更多复杂蛋白质

相互作用的信息.
除凝胶技术外, 非凝胶方式的色谱技术为蛋白质

和多肽的分离及分析提供了新策略. 其原理主要利用

各种物质在固定相和流动相之间不同的分配系数, 使

其在相对运动的两相之间反复多次分配, 以不同的速

度移动, 从而获得分离物质
[34]. 常规的液相分离系统

有高效液相色谱HPLC, 2D-LC和CE等, 其优势在于可

以分离分子大小差异较大的蛋白质、低丰度蛋白质及

疏水性蛋白质, 易与质谱联用, 具有灵敏度高、分析速

度快、自动化程度高等特点
[35].

上述蛋白质分离技术的完善和成熟, 提高了蛋白

质组分离能力, 降低了分离操作对蛋白质分子结构的

影响, 为解决DKD患者样品蛋白质组中蛋白质种类繁

多、性质各异造成的分离困难问题提供了技术支持,
使系统地完成DKD蛋白质组的分离分析成为可能.

1.2 蛋白质鉴定技术

蛋白质分离后的鉴定工作可以确定样品中的蛋白

质种类, 是蛋白质组分析的关键步骤. 近年来, 生物质

谱技术已快速发展成为一种用于鉴定高通量生物大分

子的蛋白质组研究技术.质谱技术的基本原理是:待测

分子离子化后, 其在磁场或电场中的运动轨迹和速度

依据粒子质荷比(mass-to-charge ratio, m/z)的不同而变

化, 从而可以用来判断粒子的质量和特性
[36]. 随着技

术的进步, 离子化从需要将样品气化的“硬电离”方式

发展成为不会破坏分子完整性的“软电离”方式, 如ESI
和MALDI. 软电离方式能够保证生物大分子不会产生

过多的碎片离子, 大大简化了谱图的复杂性, 有利于后

续进一步分析. 按样品分子“软电离”离子化的方式不

同, 生物质谱主要可以分为ESI-MS和MALDI-MS两类

(图1).
ESI-MS是蛋白质鉴定的主要方法之一, 其特点是

易产生多电荷离子, 碎片离子较少, 其所形成的离子可

以直接用来确定蛋白质或多肽的分子量, 灵敏度较高,
并且多电荷离子的形成显著降低了m/z值, 使得ESI-
MS可以在较合适的m/z检测范围准确测定大分子量蛋

白质
[37]. MALDI-MS是目前另一种发展较为成熟的蛋

白质鉴定技术, 常配备飞行时间(time of flight, TOF)质
量分析器. 该技术无需对蛋白质样本进行复杂前处理,
通过基质辅助即可实现待测分子的离子化; 离子化过

程中产生的碎片离子较少, 可对蛋白质肽段分子进行

高通量快速扫描,产生蛋白质肽指纹图谱(peptide mass
fingerprint, PMF), 结合搜索引擎(如MASCOT)及特定

数据库(如SwissProt和NCBInr)即可完成蛋白质搜索匹

配与鉴定
[38]. 针对PMF匹配不成功或匹配特异性较低

的情况, 可以进一步结合MS/MS二级谱图进行联合检

索以实现蛋白质多维度精确分析与鉴定
[20,21]. 截至目

前, 基于MALDI-TOF/TOF MS的蛋白质鉴定策略已被

广泛应用于基础医学、动物学、植物学、微生物学等

诸多蛋白质组研究领域.
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除生物质谱鉴定技术外, 选择合适的蛋白质鉴定

策略也是蛋白质鉴定工作中的关键. 随着上述生物质

谱技术的快速发展, 蛋白质鉴定主要策略可以归纳为

以下几种: “自底而上”(bottom-up, BU)、“自中而

下”(middle-down, MD)及“自顶而下”(top-down, TD)策
略(图2)[39]. 所谓“bottom”一般指的是肽段, “top”指的

是完整蛋白质, “up”是指由肽段到蛋白质的推断过程,
“down”是指通过串联质谱技术将完整的蛋白质分子

碎裂的过程
[40]. 在BU策略中, 基于鸟枪法(shotgun)[41]

的蛋白质组多维色谱-生物质谱鉴定方法是最主要的

研究方法之一,其基本路线是:蛋白质混合物经过简单

分离甚至不经过分离就被特定的酶(通常为胰酶, tryp-
sin)酶解成肽段混合物, 肽段混合物经过色谱分析和离

子化后, 通过串联质谱进行鉴定, 再从鉴定的肽段中推

导可能的蛋白质. 其优势在于能在更短的时间内获得

大量的鉴定结果, 被广泛应用于蛋白质组学研究中.
但是该方法的缺陷在于数据量大, 数据分析的复杂性

和难度大, 以肽段为中心鉴定到的蛋白质序列覆盖率

很低不足20%[42], 且酶切过程会导致PTMs等重要信息

的缺失, 从而阻碍蛋白质的精确功能分析. 针对BU策
略蛋白质PTMs易丢这一缺点, MD策略应运而生,该技

术使用了与BU策略不同的生物酶(如丝氨酸蛋白酶

Glu-C、天冬氨酸蛋白酶Asp-N, 其中Glu-C可特异切

割天冬氨酸及谷氨酸残基的C末端肽键; Asp-N可特异

性水解天冬氨酸和半胱氨酸残基N端肽键), 可以尽可

能多地获得保留有PTMs的较长肽段, 以便后续质谱分

析能够更全面、准确地表征蛋白质精细结构. TD策略

则不需要进行蛋白质酶切处理, 在保持蛋白质结构完

整的基础上, 先对其进行分子轮廓扫描(如分子量), 然
后运用多种裂解技术

[43~46], 如碰撞诱导/活化裂解(col-
lision-induced/activated dissociation, CID/CAD)、电子

捕获裂解(electron capture dissociation, ECD)、电子转

移裂解(electron transfer dissociation, ETD), 对完整蛋

白质进行碎裂处理以获得丰富的碎片离子谱, 其序列

覆盖度可达到100%[47~49]. 基于TD分析策略可以获得

更多的PTMs位点, 但是其局限在于通量性、分析效率

及灵敏度仍有待提高, 并且较难全面表征分子量较大

的蛋白复合体精细结构. 综上所述, 不同蛋白质鉴定

策略各有优劣, 相互补充, 构成了目前蛋白质组研究

的主要鉴定策略体系
[39].

随着质谱技术的不断发展, 目前基于BU策略衍生

出了新型4D蛋白质组学技术, 打破了传统BU策略的

图 2 蛋白质组学分析鉴定策略
Figure 2 Proteomics strategies for protein identification
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局限, 极大提升了样品采集速度和灵敏度, 实现了蛋白

质组学更深度的覆盖. 4D蛋白质组学在基于保留时间

(retention time)、质荷比(m/z)、离子强度(ion intensity)
这三个维度对肽段离子进行定性和定量研究的基础

上, 增加了第四维度——离子淌度的分离(IM, 一种主

要根据分子自身形状和截面不同而进行分离的新兴技

术), 极大增强了质谱对于蛋白质组学的分析效能
[50].

Meier等人
[22]

成功将捕获离子淌度谱(trapped IM spec-
trometry, TIMS)与四极杆飞行时间质量分析器(quadru-
pole-TOF, Q-TOF)相整合, 形成了全新质量分析器

——timsTOF, 并结合同步积累连续碎裂(parallel accu-
mulation serial fragmentation, PASEF)扫描模式最终构

建了新型4D蛋白质组学分析技术. 其中, timsTOF能够

区分m/z差值较小的共洗脱肽段或同分异构肽段, 极大

提高质谱检测分辨率与灵敏度; PASEF技术能对低丰

度的母离子进行智能叠加选择裂解, 并且MS/MS二级

谱实际平均扫描速度可达120 Hz, 几乎可以实现100%
被分析离子的有效利用率, 极大提升了质谱对肽段序

列分析及PTMs表征的效能
[51,52]. 基于质谱检测分辨

率、灵敏度、扫描速度的大幅提升, 这种新型4D蛋白

质组学技术能在更少进样量的情况下实现更深层次的

蛋白质组学覆盖, 进一步提升了现有蛋白质组学研究

通量与效能
[24], 适用于临床DKD蛋白质组学的研究.

由于DKD的发生发展涉及纷繁复杂的蛋白质分

子种类与表达量的变化, 因此, 全面表征DKD蛋白质

组中的蛋白质分子信息是探究DKD分子机制的基础.
上述蛋白质鉴定技术的发展, 使得系统、精确地表征

DKD相关蛋白质的序列、PTMs等信息成为可能, 为

后续DKD蛋白质全面的定性定量研究、蛋白质相互

作用网络的构建奠定了基础.

1.3 蛋白质定量技术

定量分析蛋白质的动态变化, 是目前蛋白质组学

研究中解析蛋白质功能、揭示分子机制、寻找疾病生

物标志物和药物靶点的重要手段. 随着质谱技术的发

展, 蛋白质分析已从传统的凝胶定量分析发展到更为

精确的质谱定量分析.
基于生物质谱技术的蛋白质定量分析主要包括标

记定量和非标定量(图3)[53]. 标记定量主要是基于稳定

同位素标记, 其中, 常见的稳定同位素标记主要有酶催

化
18O标记、SILAC、ICAT、iTRAQ等[54]. 酶催化

18O

标记方法通过H2
18O, 在蛋白酶催化作用下将羧基端的

O替换为
18O, 使肽段质量数产生差异

[55]. 该法操作简

单, 适用于低丰度磷酸化肽段分析, 但受酶解过程影

响大, 18O原子掺入个数不确定, 准确度和精确性有待

提高. SILAC方法
[56]

通过使用轻型和重型同位素标记

必需氨基酸进行细胞培养, 获得细胞中蛋白质在不同

条件下表达的定量关系. 该方法标记效率高、误差

低、无放射性, 但仅适用于活体培养细胞, 成本较

高
[57]. ICAT标记法通过分别加入不同标记的ICAT试

剂标记蛋白质样品以定量不同细胞内蛋白质的表达量

变化
[58], 该方法适用于多种类型的样品, 但是局限性

在于仅适用于含有半胱氨酸的蛋白分析, 且数据检索

复杂. iTRAQ标记技术多见于多维液相色谱-串联质谱

联用蛋白质定量表征, 已成为蛋白质定性和定量研究

的重要方法之一
[59~63]. iTRAQ的优势在于对疏水性蛋

白质、强酸性蛋白质、强碱性蛋白质、低丰度蛋白质

均具有很好的兼容性. 该标记技术具有灵敏度高、重

复性好、可最大程度获得蛋白质组信息等特点, 可有

效地满足蛋白质组学定量研究的需求, 在疾病蛋白质

组学研究中得到了广泛的应用. 但是, 基于iTRAQ标
记的定量方法也存在一定缺陷, 如样品制备过程复

杂、试剂昂贵、数据分析较复杂等.
非标记定量策略通过比较LC-MS相同保留时间

信号峰面积或质谱峰强度, 分析不同来源样品蛋白质

的表达量变化
[57]. 肽段在质谱中被捕获检测的频率与

其在混合物中的丰度呈正相关, 因此对蛋白质质谱信

号强度的检测可以反映蛋白质在样品中的丰度情况.
非标记定量的计算方法按照定量原理的不同可以分为

信号强度法和谱图计数法两大类
[64]. 信号强度法根据

一级质谱相关的肽段峰强度、峰面积、液相色谱保留

时间等进行定量分析; 谱图计算法根据二级质谱相关

每个蛋白质鉴定到的肽段总次数、所鉴定肽段的离子

价位等信息进行定量分析. 相比于标记定量法, 非标记

定量检测的样品不需要进行标记、样品需求量少、耗

材费用低廉和数据分析便捷, 适用于大样本量的检测.
许多研究表明, 非标记定量法准确度与标记定量法相

似
[65], 因此被广泛应用在疾病蛋白质定量研究中.
由于在DKD发生发展过程中, 除了蛋白质种类发

生变化外, 患者的蛋白质组表达量的变化也提供了疾

病病情和预后信息, 因此上述定量蛋白质组技术的发

展, 有助于精确定量DKD相关差异蛋白质的表达量,
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使得不同DKD病程患者体内的蛋白质表达差异可以

被灵敏地捕捉, 从而尽可能帮助研究者获得敏感的、

特异性的疾病候选生物标记物, 有利于DKD早期诊断

和预后监测.

1.4 蛋白质相互作用分析技术

蛋白质间的相互作用是生命活动的基础, 生物体

的生理功能主要由细胞中的蛋白质控制和调节, 其中,
多数蛋白质是通过与配体结合或是作为蛋白质复合体

的一部分而参与细胞代谢. 因此, 深入理解蛋白质相互

作用, 对理解蛋白质功能、疾病与进化具有重要的

意义.
蛋白质相互作用技术根据其原理可分为基于生物

物理方法和基于生物化学方法两类. 基于生物物理学

方法进行的蛋白质相互作用研究包括: 荧光共振能量

转移技术(fluorescence resonance transfer, FRET)、表

面等离子体共振(surface plasmon resonance, SPR)、原

子作用力显微技术(atomic force microscopy, AFM)等,
以上技术主要用于监测和表征蛋白质复合物特定的生

化特征和理化性质
[66]. 基于生化方法的经典蛋白质互

作分析技术包括: 化学交联法(chemical cross-link-
ing)、免疫共沉淀(coimmunoprecipitation, co-IP)、噬

菌体展示技术(phage display approach)、融合蛋白亲

和色谱法(protein fusion affinity chromatography)、酵

母双杂交技术(yeast two-hybrid, Y2H)、串联亲和纯化

(tandem affinity purification, TAP)、酶联免疫吸附剂测

定(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)、蛋白

质微阵列(protein microarray). 其中, Y2H、TAP、蛋白

质微阵列、噬菌体展示是一类主要集中于筛选大量的

蛋白质间相互作用的高通量方法
[67]. 然而, 对于多种

内源性蛋白质, 上述技术的操作相对繁琐, 容易造成

蛋白质复合体亚基的解离甚至变性, 因此, 王晓东等

图 3 定量蛋白质组学分析策略
Figure 3 Proteomics strategies for protein quantification
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人
[33]

构建了4-DES和BS4-DES技术, 两项技术均包括

非变性电泳部分(Part I)和变性电泳部分(Part II), Part
I可实现温和分离和高分辨分离, BS4-DES在4-DES的
基础上扩大了对碱性蛋白质的适用性, 可使完整的蛋

白质复合体及相互作用蛋白质在Part I成功分离. Part
II则可以对蛋白质复合体或相互作用蛋白质的组成型

亚基进行详细地表征. 此外, 为了实现Part I和Part II部
分之间的衔接, 研究团队在4-DES和BS4-DES技术中

分别使用了碱-超声蛋白胶内萃取策略和氨水-超声蛋

白质胶内萃取策略. 实验证明, 以上两种技术适用于微

量样品的蛋白质复合体组学系统性研究, 可作为一种

简便、常规的技术用于疾病蛋白质组学的研究
[20,21].

尽管高通量实验方法已获得大量蛋白质相互作用

的数据, 但由于此实验方法原理、操作的差异, 结果存

在一定的假阳性及偏好性, 且数据并不全面等不足, 因
此, 作为实验方法的补充, 基于计算分析和相互作用模

型构建等方法逐渐发展起来, 如基因临近(gene neigh-
bor)法、基因簇(gene cluster)法、系统发育谱、网络

集成(network integration)、基于GO的关联法等. 实验

方法和计算方法的联合使用, 使得蛋白质间相互作用

的数据质量和数量有了进一步的提升. 同时, 海量的

数据通过收集整理形成了许多不同蛋白质相互作用检

索数据库, 如BioGRID数据库
[68]

、DIP数据库
[69]

、

MIPS数据库
[70]

、MINT数据库
[71]

等.
在DKD疾病发展过程中, 复杂的生物过程涉及多

种蛋白质间的相互作用和调控, 但是目前已有的候选

DKD标志物之间的相互作用关系却没有得到充分地

挖掘, 阻碍了DKD蛋白质分子调控网络的全面构建.
而上述蛋白质互作研究技术的不断发展与完善, 使得

研究人员可以通过实验和计算机模拟的方式, 在整体

互作水平上阐释DKD相关蛋白质之间的相互作用关

系, 有助于揭示DKD发生发展的分子机制.
综上所述, 蛋白质分离技术、蛋白质鉴定技术、

蛋白质定量技术、蛋白质互作分析技术的发展, 不断

完善了DKD蛋白质组学研究体系(表1), 为后续从蛋白

质组学水平研究DKD致病机制、早期诊断标志物、

治疗靶点及疗效评估等奠定了良好的技术基础.

2 蛋白质组学在糖尿病肾病中的应用

由糖尿病发展成为糖尿病肾病的过程涉及一系列

复杂的分子调控机制, 蛋白质在该过程中发挥着重要

作用. 研究者利用蛋白质组学各种研究方法, 系统地

分析了DKD患者生物样本(组织细胞, 尿液、血浆或

血清), 揭示了糖尿病肾病的部分发病机制, 并在DKD
的早期诊断和治疗中取得了一定的成果, 促进了人们

对该疾病发生发展、预测及缓解等过程的理解, 为全

面治疗DKD奠定了良好的理论与实验基础.

2.1 蛋白组学在DKD发病机制研究中的应用

了解DKD发生发展的内在机制, 对于研究者建立

新的诊断方法和开发新的治疗思路非常必要. 研究发

现, DKD的病因非常复杂, 多种机制参与了糖尿病肾

病的发展
[108], 蛋白质是细胞生理生态主要调控因子之

一. 利用蛋白质组学方法全面获取蛋白质定性和定量

信息将有助于揭示糖尿病并发症的发病机制. 目前,
从蛋白质组学水平解析DKD发病机制的普遍策略是

利用比较蛋白组学的方法, 建立正常样本与DKD样本

的差异蛋白表达谱, 以期获得DKD蛋白质标志物, 并

以筛选出的潜在蛋白质标志物为研究对象对其进行生

物学功能靶向研究.
DKD是复杂的糖尿病并发症, 长期暴露于高糖环

境(high-glucose, HG)的糖尿病患者蛋白质和信号通路

的异常表达, 易导致肾脏发生严重的形态学改变. 因此

研究高糖环境对疾病发展的影响是探索DKD发病机

制的基础. DKD的组织学特征是肾小球系膜细胞外基

质(extracellular matrix, ECM)蛋白的积累, 因此, 系膜

细胞可能在糖尿病肾病的发展中起重要作用. Li等
人

[109]
利用2-DE和MALDI-TOF MS技术确定了大鼠系

膜细胞在HG培养基中培养后, 其胞内蛋白表达模式发

生显著变化, 且HG能够抑制系膜细胞增殖. 研究表明,
部分差异蛋白质与泛素-蛋白酶体途径有关, 可以介导

胞质蛋白质的降解过程, 并参与调控细胞周期蛋白质.
在动物实验中, 蛋白酶体在两种糖尿病大鼠模型的肾

皮质中的表达均显著下降, 表明HG可能是通过引发蛋

白酶体下调, 使得调控细胞周期的相关蛋白表达升高,
导致糖尿病肾病系膜细胞G1期阻滞, 进一步引发了系

膜细胞病变. 除系膜细胞外, 交错的足细胞足突形成肾

小球狭缝隔膜是肾小球过滤屏障的重要组分, 但由于

足细胞无法分裂, 其病变损伤导致的足细胞数量减少

的不可逆性, 被认为是引发DKD的重要因素之一. 为

了探究HG是否是引起足细胞变化的主要因素, Schor-
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表 1 近年来蛋白质组学在DKD研究中的应用

Table 1 Recent applications of proteomics in DKD research

作者 年份 技术方法 研究内容 研究结果 研究意义 文献

DKD发病机制研究

Marikanty等人 2016 蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)

确定人体中与DKD相关的
尿蛋白(2型糖尿病患者:
n=10, 健康个体: n=10)

在患者尿蛋白质组中检测到了
53种主要参与补体和凝血途径

的差异蛋白质

补体和凝血通路在DKD
发展中具有重要作用

[72]

Fu等人 2016 蛋白质鉴定技术
(MALDI-TOF MS)

探究2型糖尿病患者中不同
程度肾脏损伤的尿肽生物标
志物(2型糖尿病患者: n=144)

在不同程度肾脏损伤的糖尿病
患者尿液中鉴定出了7个候选标

志物, 涉及多种小分子肽

DKD肾脏损伤是一种多因
素的进展性疾病, 涉及多种
不同细胞、分子和因子

[73]

Aluksanasuwan
等人

2017
生物信息学分析
(蛋白质组网络

分析)

探究高糖环境引起的犬
肾传代细胞蛋白质组互作网

络变化

高糖环境中培养的肾小管细胞
热激蛋白质表达升高, 活性氧
含量过剩, 过氧化氢酶水平降
低, 氧化修饰蛋白质水平升高,
胞内ATP水平升高, 跨上皮

Ca2+转运存在缺陷

高糖环境通过引发犬肾
传代细胞氧化应激反应,
诱导活性氧抗氧化稳态失
衡, 干扰能量平衡, 易促

进DKD发展

[74]

Clotet等人 2017 蛋白质定量技术
(SILAC)

探究雄性激素对人近端肾小
管上皮细胞蛋白质组的影响

双氢睾酮和雌二醇处理的近端
小管上皮细胞中检测到76种差
异蛋白质, 其中葡萄糖-6-磷酸
异构酶、葡萄糖-6-磷酸-N-乙酰
转移酶1、线粒体三功能蛋白质

α显著上调

男性性激素可以引起肾细
胞能量代谢紊乱和肾皮质
氧化应激反应增加, 加速

DKD发展

[56]

Krochmal等人 2017 蛋白质分离定量
技术(CE-MS)

探究蛋白水解酶与DKD患者
相关尿肽的关系(DKD患者:
n=121, 糖尿病患者: n=118)

比较DKD患者和糖尿病患者尿
肽谱, 检测到302种差异表达肽,
分析获得17种差异表达蛋白酶

DKD尿肽谱可以预测上游
蛋白酶水解以解析蛋白酶
在DKD中的作用机制

[75]

Guillen-Gomez
等人

2018 蛋白质分离定量
技术(LC-MS)

利用TMT技术对DKD病人尿
蛋白质组进行定性定量研究
(有DKD症状2型糖尿病患者:
n=9, 无DKD症状2型糖尿病

患者: n=11)

DKD患者和对照组患者尿蛋白
质组谱有166种差异蛋白质, 其
中炎症相关因子血管细胞黏附

分子1的表达显著升高

炎症反应与DKD发生发展
过程具有相关性

[76]

Rossi等人 2018

蛋白质定量技术
(非标记定量鸟枪
(shotgun)质谱

法)、生物信息学
分析

金属蛋白酶组织抑制剂
TIMP3缺失对小鼠DKD

的影响

肾脏蛋白质组学数据和血液代
谢谱表明, 与野生型小鼠相比,
TIMP3敲除小鼠的过氧体和线
粒体脂肪酸氧化酶发生了显著

变化

TIMP3缺失可能会诱导
DKD的发生

[77]

Miura等人 2019 蛋白质分离技术
(2D-DIGE)

利用动物模型(Goto-Kakizaki
大鼠)探究DKD病理生理

机制

蛋白质组学分析表明2-氧戊二
酸脱氢酶升高、富马酸水合酶
降低, 引起富马酸积累, 导致了

小鼠肾脏的纤维化

肾脏细胞中参与三羧酸循
环的蛋白质表达变化造成
延胡索酸积累, 从而引发了

肾脏纤维化和DKD

[78]

Liljedahl等人 2019
蛋白质定量技术
(非标记定量鸟枪
(shotgun)质谱法)

研究胰高血糖素样肽1
受体激动作用对小鼠肾

蛋白质组的影响

蛋白质组学数据表明, 胰高血糖
素样肽1受体激动剂处理后的小
鼠肾脏中谷胱甘肽过氧化物酶3
和过氧化氢酶表达上调, Neuro-
plastin蛋白质和双功能谷氨酸

tRNA连接酶表达下调

胰高血糖素样肽1受体激动
作用可影响肾脏结构相关
蛋白质, 增加氧化应激相关

蛋白质的丰度

[79]

Smith等人 2020 蛋白质鉴定技术
(MALDI MSI)

通过人体肾脏组织蛋白质组
的变化区分DKD与高血压性
肾硬化(DKD患者: n=9, 高血

压肾硬化患者: n=9)

缺氧相关蛋白质和补体相关蛋
白质在晚期DKD患者肾脏纤维

化组织中表达升高

与组织缺氧和补体激活效
应机制具有正向诱导DKD

疾病发展的作用
[80]

Lee等人 2020 蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)

研究小鼠DKD相关的蛋白质
调节因子

在糖尿病肾脏小鼠蛋白质组中
发现了Nε-赖氨酸(羧甲基)诱导
的DKD相关蛋白质参与了肾脏
损伤、脂肪酸氧化激活, 证实线
粒体肉毒碱棕榈酰转移酶-2的

降低导致肾脏纤维化

Nε-赖氨酸(羧甲基)通过诱
导线粒体肉毒碱棕榈酰转
移酶-2表达下调以介导肾

脏纤维化和DKD

[81]
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(表1续1)

作者 年份 技术方法 研究内容 研究结果 研究意义 文献

DKD早期诊断研究

Zubiri等人 2015 蛋白质分离定量技
术(LC-MS)

探究尿外泌体是否能够
预测大鼠DKD的发生

与健康大鼠相比, DKD大鼠肾
组织和尿液外泌体中Regucalcin

蛋白质显著下调

DKD大鼠的尿外泌体
能够提供早期诊断DKD

的有用信息
[82]

Betz等人 2016 蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)

探究人体DKD的尿肽生物
标志物(验证组2型糖尿病

患者: n=642)

蛋白质组学分析发现DKD大鼠
尿蛋白质组中有297种上调表达
尿肽和15种下调表达尿肽, 其中
表皮生长因子/肌酐可作为评估
DKD的标志物, 并在2型糖尿病
患者肾功能检测中得到验证

低尿表皮生长因子与肌酐
比值能作为正常白蛋白尿
患者肾功能逐渐下降的生

物标志物

[83]

Al Hariri等人 2017 蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)

分析糖尿病大鼠肾脏的蛋白
质组丰度变化和PTMs的特

征

与对照组相比, 糖尿病肾病大鼠
肾脏中鉴定出233种差异蛋白

质, 其中线粒体功能障碍、氧化
磷酸化通路相关蛋白质发生显

著改变

糖尿病导致肾脏蛋白质氧
化、磷酸化和乙酰化显著
升高, 引起线粒体功能障
碍、氧化磷酸化和急性期

反应信号通路改变

[84]

Bringans等人 2017

蛋白质定量技术
(iTRAQ)、蛋白质
鉴定技术(multiple
reaction monitoring,

MRM)

DKD患者血浆样本中生物
标志物的筛选(发现组有
蛋白尿肾病患者: n=20, 验
证组2型糖尿病患者: n=572)

血浆蛋白质组分析得到载脂蛋
白质A4、补体因子H相关蛋白
质2、β-珠蛋白质、免疫球蛋白
质结合蛋白质3、α-1-微球蛋白
质/胰蛋白酶抑制剂前体与DKD
显著相关, 能够诊断蛋白尿、早
期肾损伤, 并对慢性肾病分期

蛋白质组学方法获得的
DKD早期诊断标志物组群

能够改善DKD诊断
[85]

Vitova等人 2017

蛋白质分离技术
(2-DE)

蛋白质鉴定技术
(MALDI-TOF MS)

筛选DKD患者尿液诊断生
物标志物(有微量白蛋白
尿患者: n=11, 无微量白

蛋白尿患者: n=14)

尿液蛋白质组分析和统计学分
析获得了多个早期诊断DKD的
生物标志物, 其中kininogen-1与

DKD的相关性最高

在尿液蛋白质组中发现了
新的DKD生物标志物,
其中激肽原片段与DKD

进展密切

[86]

Lindhardt等人 2017 蛋白质分离定量技
术(CE-MS)

评估CKD273早期预测
DKD的效果

(糖尿病患者: n=737)

CKD273分类器预测了随访期
间微量白蛋白尿的发展, 能够提

高对DKD的风险预测能力

CKD273是DKD微量白蛋
白尿的独立预测因子

[87]

Liao等人 2018 蛋白质定量技术
(iTRAQ)

验证触珠蛋白质早期诊断
DKD的能力(非糖尿病性白
蛋白尿患者: n=25, 无白蛋白
尿糖尿病患者: n=24, 有白蛋
白尿糖尿病患者: n=16, 健康

个体: n=35)

将触珠蛋白质/肌酐(HCR)
生物标志物与白蛋白肌酐
比值(ACR)结合, 可以显著
提高预测终末期肾病的预测

曲线下面积(AUC)值

触珠蛋白质能够作为比传
统DKD检测方法更灵敏的
生物标志物而应用于DKD

早期诊断中

[88]

Bellei等人 2018 蛋白质分离及鉴定
技术(2-DE、MS)

寻找与DKD发生发展相关的
早期生物标志物(2型糖尿病
患者: n=10, 健康个体: n=12,

药物滥用患者: n=87)

与健康对照组相比, 2型DKD患
者中检测到11种差异表达蛋白
质(8种上调, 3种下调). 与对照
组相比, 非甾体抗炎药和混合药
物滥用者的尿液中发现了21种

过度排泄的蛋白质

尿蛋白组学通过鉴别特征
性蛋白质模式, 可在早期对
肾脏疾病进行无创评估

[89]

Chen等人 2018 蛋白质鉴定技术
(MALDI-TOF MS)

采用C18-plate MALDI-TOF-
MS无创鉴别诊断和预测
DKD(有微量白蛋白尿糖尿
病患者: n=53, 无白蛋白尿糖
尿病患者: n=87, 非糖尿病性
白蛋白尿疾病患者: n=48, 健

康个体: n=50)

在蛋白尿患者的尿液中发现
了大量β2-微球蛋白质和Clara
细胞蛋白质, 这两种蛋白质在
区分健康个体和肾病患者方面
的联合敏感性和特异性分别

为77.3%和91.8%

使用C18-plate MALDI-TOF-
MS检测β2-微球蛋白质和
Clara细胞蛋白质能够快速

诊断DKD

[90]

Naguib和
Rashed 2018 蛋白质定量技术

(iTRAQ)

研究自噬机制与DKD发生发
展的关系(2型糖尿病肾病患
者: n=70, 健康个体: n=20)

在DKD患者血清蛋白质组中自
噬关键调节因子Beclin-1的水平
明显低于健康个体, 在单因素分
析中, Beclin-1的浓度与肾小球
滤过率、尿白蛋白与肌酐比

值、糖尿病持续时间有较强的
相关性

DKD患者存在自噬功能障
碍从而加剧了DKD发展

[91]
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(表1续2)

作者 年份 技术方法 研究内容 研究结果 研究意义 文献

Patel和Kalia 2019 蛋白质分离技术
(2-DE)

根据不同糖尿病病程和肾脏
受损情况构建低分子量蛋白

质表达谱(糖尿病患者:
n=390)

在糖尿病患者尿蛋白研究中发
现8种分子量为11、15、17、
23、34、38和46 kD蛋白质的
表达量随糖尿病持续时间
和肾脏损害严重程度的发展

而逐渐增加

不同病程的糖尿病患者
尿低分子量蛋白质表达
分析是早期诊断DKD

的有效手段

[92]

Peters等人 2019
蛋白质鉴定技术
(质谱多重反应监
测技术(MRM))

验证血浆生物标志物组群
——Promarker D预测糖尿病
肾脏功能下降的效果(2型糖

尿病患者: n=1551)

由载脂蛋白质、CD5抗原样、
胰岛素样生长因子结合蛋白质
3、年龄、血清HDL-胆固醇和
肾小球滤过率组成的Promarker
D模型在预测DKD发病方面表

现最佳

Promarker D将一组血浆生
物标志物与临床变量结合
起来, 能够准确预测2型糖
尿病患者的肾脏功能下降

[93]

Koziolek等人 2019
蛋白质分离技术
(2-DE, 2D-DIGE,

HPLC)

探究人DKD早期诊断标志物
(伴有微量白蛋白尿2型糖尿
病患者: n=60, 伴有大量白蛋
白尿2型糖尿病患者: n=60,
非糖尿病白蛋白尿患者:
n=32, 验证组糖尿病患者:

n=563)

非标记质谱定量分析证实了尿
液蛋白质组中E-钙黏蛋白质和
胰石蛋白质-1-α具有DKD诊断

价值(P<0.05)

尿E-钙黏蛋白质可以
作为DKD早期诊断和

预后标志物
[94]

Kaburagi等人 2019 蛋白质定量技术
(非标记定量)

识别与人DKD发生发展相关
的尿蛋白质(2型糖尿病患者:
n=122, DKD患者: n=81,健康

个体: n=24)

与健康对照组相比, DKD患者
尿液蛋白质组中有104种蛋白质
变化显著. 其中afamin、CD44
抗原和溶酶体相关膜糖蛋白质-
2的水平与尿白蛋白肌酐比值和
肾小球过滤率显著相关. 早期肾
功能下降的患者的尿afamin /肌

酐比率明显更高

尿蛋白质标志物可预测
DKD的进展

[95]

Colombo等人 2019 蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)

寻找早期诊断DKD的小型生
物标志物组群(糖尿病患者:
n=859, DKD患者: n=315)

CD27抗原、肾损伤分子-1和α-
1微球蛋白质与肾功能下降具有
强关联, 能够提高预测肾小球滤

过率的准确性

CD27抗原、肾损伤
分子-1能够有效预测

早期DKD进展
[96]

Colombo等人 2019 蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)

比较不同DKD诊断标志物的
预测效果(糖尿病患者血清样

本: n=657)

肾损伤分子-1和β2-微球蛋
白能够最为有效地预测肾

功能的下降

血清肾损伤分子-1、β2-微
球蛋白质独立预测DKD效
果与大型标志物组群相似

[97]

Lu等人 2019 蛋白质定量技术
(iTRAQ)

探究2型DKD与健康组的
差异蛋白质表达情况(有微
量白蛋白尿2型糖尿病患者:
n=82, 无微量白蛋白尿2
型糖尿病患者: n=82)

与对照组相比, 在有微量白
蛋白尿的2型DKD患者血浆

中鉴定出57种差异蛋白质(32种
上调, 25种下调), ROC分析显
示, 差异蛋白质中凝溶胶蛋白
质、受体型蛋白酪氨酸磷酸

酶、collectin-11和A激酶锚定蛋
白质-7是有效的诊断标志物

涉及多途径的蛋白质联合
诊断DKD更加准确

[98]

Brondani等人 2020
蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)、生

物信息分析

对不同阶段DKD患者尿肽进
行分类(DKD患者: n=60)

Proteasix软件预测48种蛋白酶
可能参与糖尿病患者尿液中60
种最重要肽的生成, 包括金属肽
酶、组织蛋白酶和钙蛋白酶

尿肽分类可以应用于DKD
风险分层与预后

[99]

DKD治疗研究

Watanabe等人 2016 蛋白质定量技术
LC-MS/MS

探究在DKD小管损伤中起
作用的新的治疗靶点分子
(2型糖尿病患者: n=46)

2型糖尿病患者尿液蛋白质组
中胰岛素样生长因子结合蛋白
质-7表达上调, 与微量白蛋白

尿的发展有显著相关性

胰岛素样生长因子结合
蛋白质-7参与了DKD
中肾小管损伤, 可以
作为新的治疗靶点

[100]

Lindhardt等人 2016 蛋白质分离定量技
术(CE-MS)

测试螺内酯治疗DKD的效果
(2型糖尿病患者: n=3280)

CKD273能够在微量白蛋白尿
发生4年前预测DKD的发展, 以
实现对CKD273高风险患者的
预防性治疗, 能够提高延缓

DKD进展的能力

CKD273有助于评估DKD
进展风险和患者对螺内酯

治疗的反应
[101]
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dan等人
[110]

使用2-DE和MALDI-TOF-MS技术并结合

MASCOT搜索鉴定引擎研究了长期暴露于HG条件下

足细胞细胞系的蛋白质表达谱. 所鉴定的差异蛋白质

主要属于细胞骨架蛋白和特定的膜联蛋白, 在DKD患
者体内也证实了膜联蛋白在肾小球中的下调表达. 膜

联蛋白是参与细胞膜组织和转运的Ca2+结合蛋白和磷

脂结合蛋白, 且作为膜支架, 膜联蛋白还参与了特定足

细胞狭缝隔膜的构建. 因此, HG环境通过使膜联蛋白

表达下调, 影响了足细胞狭缝隔膜的构建, 破坏了肾小

球过滤屏障, 从而诱导DKD的发生发展. 此外, Aluksa-
nasuwan等人

[74]
对已获得的大量相关数据进行了蛋白

质组整合网络分析, 并使用HG处理的远端肾小管细胞

进行了多种靶向功能研究. 结果显示, HG环境会导致

细胞内蛋白质聚集积累, 诱导活性氧(reactive oxygen
species, ROS)积累, 导致抗氧化稳态失衡, 干扰能量平

衡, 造成远端肾小管细胞Ca2+吸收障碍, 从而最终导致

肾小管损伤和DKD发生发展. 该研究在整合蛋白质组

网络分析的靶向功能研究基础上, 证实了HG环境对远

端肾小管细胞的显著干扰作用, 有助于更好地理解

DKD的致病机制.
尽管高血糖环境是诱发糖尿病肾病的重要因素,

但是只有25%~40%的糖尿病患者会发展成DKD[111],
表明高血糖环境不是致病的唯一触发因素, DKD的发

生还涉及其他多种因素的相互作用, 包括氧化应激、

细胞因子激活、炎症等. 研究表明, DKD患者体内会

产生大量ROS, 从而攻击肾脏组织细胞
[112], 因此机体

(表1续3)

作者 年份 技术方法 研究内容 研究结果 研究意义 文献

Qi等人 2017 蛋白质定量技术
(LC-MS/MS)

探究未受DKD影响的长期
糖尿病患者体内的保护机制
(无DKD症状糖尿病患者:
n=7, 有DKD症状糖尿

病患者: n=11)

长期无DKD症状的糖尿病患者
体内糖酵解、山梨醇、甲基乙
二醛和线粒体途径相关酶表达
升高. 其中丙酮酸激酶M2的表
达和活性上调对糖尿病患者的

肾脏有保护作用

丙酮酸激酶M2能够改善线
粒体功能从而缓解高糖环
境引发的肾小球病变, 可以
作为治疗DKD的潜在靶点

[102]

Civantos等人 2017

蛋白质分离技术
(2D-DIGE)、蛋白
质鉴定技术(MAL-

DI-TOF MS)

利用GK小鼠探究药物西格
列汀在DKD疾病治疗中的作

用机制

糖尿病GK大鼠出现蛋白尿、肾
间质炎性浸润和纤维化症状, 西
格列汀治疗20周后改善. 对糖尿
病大鼠的蛋白质组学分析显示,
有39种蛋白质表达具有差异, 主
要与氧化应激和分解代谢有关

西格列汀通过调节肾脏的
抗氧化反应以延缓DKD疾

病的发展
[103]

Liljedahl等人 2017 蛋白质分离定量技
术(LC /MS)

研究胰岛素和利拉鲁肽
对糖尿病肾脏蛋白质组

的潜在影响

胰岛素和利拉鲁肽能使DKD小
鼠肾脏蛋白质组发生明显变化,
其中喋呤甲醇胺脱水酶-1、神
经前体细胞表达发育下调蛋白
质-8、外周血铁调素等蛋白质

的表达水平发生变化

胰岛素和胰高血糖素样肽1
受体激动剂——利拉鲁肽
会导致糖尿病肾脏形成不

同的蛋白质谱

[104]

Wu等人 2018 蛋白质定量技术
(iTRAQ)

探究组氨酸对DKD的治疗效
果和作用机制

定量蛋白质组学和生物信息学
分析显示, hispidulin调控的

Pim1抑制与Rab蛋白质-18、神
经母细胞瘤RAS病毒致癌蛋白
质、血清人帕金森病蛋白质和

线粒体分裂蛋白质-1相关

组氨酸能够通过调节多种
与原癌基因Pim1相互作用
的蛋白质, 诱导自噬调节机

制以抑制足细胞凋亡

[105]

Lindhardt等人 2018 蛋白质分离定量技
术(CE-MS)

预测白蛋白尿患者对螺内
酯治疗的反应(服用螺内酯
患者: n=57, 服用安慰剂

患者: n=54)

与安慰剂组相比, 螺内酯治疗能
够使患者尿白蛋白/肌酐数值降
低50%, CKD273值越高, 螺内酯
组的尿白蛋白/肌酐数值下降越

显著

CKD273评分能够预测
螺内酯治疗白蛋白尿

患者的效果
[106]

Tofte等人 2020 蛋白质分离定量技
术(CE-MS)

评估CKD273早期预测微量
白蛋白尿的效果, 并评估螺
内酯疗效(糖尿病患者:

n=1775)

216例CDK273高风险患者中
有61名(28%)发展为微量白

蛋白尿, 1559名低风险患者中
有139名(9%)发展为微量白

蛋白尿. 结果显示螺内酯无法
阻止DKD发展

CKD273高危评分与微量白
蛋白尿有显著相关性, 螺内
酯无法阻止高危患者发展

成为DKD

[107]
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对氧化应激的适应性能力与糖尿病患者的DKD发展

进程密切相关. Barati等人
[113]

利用MALDI-TOF MS技
术研究了db/db糖尿病鼠的肾小球蛋白表达谱, 鉴定的

差异蛋白质主要为抗氧化酶, 如过氧化物酶1(peroxi-
dase1, POD 1)和POD3, 谷胱甘肽过氧化物酶1(glu-
tathione peroxidase, GSH-Px 1)和超氧化物歧化酶1
(superoxide dismutase 1, SOD-1)等. 以上参与细胞氧

化还原调节和乙二醛酶系统的酶表达上调, 表明对氧

化应激的适应性反应与糖尿病肾病发生发展具有一定

的相关性, 证实小鼠体内对抗氧化应激机制在DKD的
发生发展中发挥了重要作用. 除氧化应激外, 细胞因子

的激活也促进了DKD发生发展. 细胞因子本质是一种

多肽, 能够对细胞炎症和免疫反应进行有效调节, 然而

对于糖尿病患者来说, 激活过量的细胞因子, 会增加诱

发DKD的概率, 例如转化生长因子-β(transforming
growth factor-β, TGF-β)是一种纤维化及炎症因子, 是
诱发DKD的重要因素, 因此探究TGF-β的诱导因素和

调节因子对探究DKD的发生具有重要意义. Cummins
等人

[114]
采用2D-LS-MS/MS方法, 结合非标记定量策

略成功检测了转基因OVE26 1型糖尿病小鼠和对照组

小鼠肾小管中蛋白质的表达差异, 并对其进行了生物

信息学分析. 结果表明, 在相关的功能群中, 存在TGF-
β信号转导、细胞连接、氧化应激和葡萄糖代谢等多

个调节蛋白质簇, 并证实了表达上调的生长因子受体

结合蛋白2(growth factor receptor-bound protein 2,
GRB2)相关接头蛋白质(GRB2-related adaptor protein,
GRAP)为TGF-β信号的新成分, 确定了诱发TGF-β引起

糖尿病肾病小管损伤的新介质. 除细胞因子的异常表

达外, 炎症也被证实与DKD关系密切
[115], 炎症分子通

过不同机制引发肾脏损伤, 从而介导DKD的发生发展.
Guillen-Gomez等人

[76]
使用串联质量标记(tandem mass

tag, TMT)对尿蛋白质组进行了分析, 重点研究了涉及

DKD病理生理学过程的关键蛋白质, 其中, 血管细胞

间黏附分子(vascular cell adhesion molecule-1,
VCAM-1)在尿蛋白组中异常表达. VCAM-1是肾脏病

理研究中的候选标志物, 其水平与糖尿病患者肾组织

中浸润性免疫细胞的数量有关. 研究表明, DKD发展

过程包括肾小球和肾小管间质区炎症, 同时伴有黏附

分子和趋化因子的表达, 从而导致巨噬细胞浸润肾组

织
[116]. VCAM-1黏附分子的过表达, 进一步证实了炎

症反应在DKD发生发展过程中的重要作用.

上述研究大都以体外研究、细胞研究或动物模型

中识别的生物标志物作为出发点, 此外, 关注肾脏不同

结构部位的蛋白质组变化特征也是DKD蛋白质组学

研究的重要内容. Smith等人
[80]

利用MALDI-MS成像

(MALDI-MS imaging, MALDI-MSI)新型分子影像技

术分析了DKD患者肾脏组织蛋白质组表达情况, 结果

显示, 在广泛硬化或纤维化的DKD组织区域内, 孕酮

受体膜组分1(progesterone receptor membrane compo-
nent 1, PGRMC1)和补体C3(complement C3, CO3)的信

号强度在DKD疾病后期显著增加. PGRMC1过表达常

由缺氧引起, 研究发现, 在纤维化严重区域PGRMC1表
达强度增加, 证实了DKD中存在组织缺氧, 从而介导

了肾小管间质损伤. CO3与补体激活相关, 虽然DKD
曾被认为是非免疫介导疾病, 但是越来越多的研究证

实补体激活是一种效应机制, 有助于DKD发展. 因此,
对DKD患者肾脏不同组织部位进行蛋白质组学分析,
有助于在组织水平发现DKD发展造成的损伤, 加深对

DKD病理的理解. 此外, 为了精确定位不同的肾脏损

伤相关标志物, 肾单位(肾小体、肾小管及肾小球)部
分的蛋白质组变化研究也获得了重点关注, 包括肾小

球部位的糖萼异常、细胞外基质沉积、足细胞损伤或

肾细胞纤维化, 或急性/慢性近端/远端肾小管功能障

碍. 通过分析肾单位不同类型细胞的蛋白质组, 可以

进一步明确不同结构损伤所产生的特异性生物标志

物, 为后续在尿液、血清等非侵入样品中检测到的

DKD相关标志物精确定位其肾脏来源, 并为DKD早期

诊断、疾病进展预测、药物靶点和药效评价奠定分子

基础. 目前, 通过大量实验已经证实, 参与DKD发病机

制相关的生物标志物肾脏定位如图4所示
[117].

上述DKD蛋白组学研究通常侧重肾脏组织的研

究, 把肾脏的病变作为糖尿病肾病的驱动因素, 但是随

着蛋白质组学研究的进一步深入, 非肾脏因素的致病

机制逐渐引起研究人员的关注. Clotet等人
[56]

发现, 男
性比女性更易患肾脏疾病, 考虑到雄性激素对肾脏内

多种细胞都有负面影响, 于是推测双氢睾酮(dihydro-
testosterone, DHT)能够通过诱导蛋白质组的改变而影

响肾小管细胞的生物学特性. 研究人员通过使用SI-
LAC技术, 分别精确量化了DHT和17β-雌二醇(17β-es-
tradiol, 17β-EST)处理的人类近端小管上皮细胞

(proximal tubular epithelial cells, PTEC), 分析显示, 与
能量代谢相关的蛋白质在DHT组中显著富集, 说明男
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性性激素刺激引起肾细胞能量代谢紊乱, 进一步导致

肾皮质氧化应激反应的增加, 表明性激素可能在病变

肾脏的结构和功能变化的发展中起着至关重要的作

用. 除性激素以外, Niewczas等人
[118]

发现, 非肾脏来源

的肾脏风险炎症信号(kidney risk inflammatory signal,
KRIS)与DKD的发生发展密切相关. 该研究利用慢速

率修饰的蛋白质适体扫描(slow-off rate modified apta-
mer scan, SOMAscan)技术, 在1型和2型糖尿病患者中

鉴定出一组包含17种循环炎症蛋白质的KRIS, 它们能

够加速DKD发展为终末期肾病. KRIS成员复杂性高,
富含肿瘤坏死因子受体家族(tumor necrosis factor-re-
ceptor superfamily, TNF-RSF)成员, 其中TNF-R1和
TNF-R2曾被认为是导致糖尿病终末期肾病进行性肾

衰的预测因子, 能够介导与肾脏疾病相关的各种炎症

和免疫调节反应. 该研究表明, 在糖尿病肾病中, KRIS
蛋白质浓度增加的原因是是生产过剩, 并不是肾脏功

能失调, 说明KRIS蛋白质并非起源于肾脏, 且与糖尿

病无关,实际上白细胞才是KRIS蛋白质的非肾脏来源.
上述研究表明, 先天和后天免疫反应均参与了DKD的
发展, 在DKD发展中存在涉及全身炎症的其他过程,
拓展了人们对循环炎症蛋白质促进DKD发展的理解,
并揭示了KRIS作为未来药物靶点的可行性.

随着研究技术的不断发展, 越来越多的DKD致病

相关生物标志物被识别, 每个生物标志物均有证据表

明与肾功能下降相关或参与了其他DKD相关表型的

发生. 尽管它们反映了特定的途径或生物过程, 但实际

上, 涉及不同代谢途径的生物标记物之间存在很强的

相关性. 因此, 挖掘候选标志物之间的关联, 对于深刻

地理解DKD涉及的各种病理生理途径之间的关联, 进

一步探究DKD复杂的致病机制具有重要意义. Looker
等人

[119]
多重比对分析了与DKD相关的207个生物标

志物. 结果显示, 共有30个生物标记物与肾功能下降显

著相关, 并且相关的生物标记物关联指标显示, 参与不

同通路的生物标记物之间存在高度相关性.
综上, 利用蛋白质组学方法, 从HG因素、肾脏病

变因素、非肾脏致病因素等不同角度探究DKD多种

致病因素, 可以更全面地阐明DKD病因和致病机制的

复杂性, 为后续DKD诊断和治疗奠定良好的基础.

2.2 蛋白组学在DKD早期诊断研究中的应用

DKD存在复杂的代谢紊乱情况, 一旦发展到终末

期肾脏病, 往往比其他肾脏疾病的治疗更为棘手, 因此

DKD的早期诊断十分必要. 目前, 肾脏疾病的常用诊

断方法为肾组织活检(renal biopsies)[120]、尿白蛋白排

泄率检测(urinary albumin excretion rate, UAER)[121]、
肾小球过滤率检测(glomerular filtration rate, GFR)[122],

图 4 DKD致病分子机制的蛋白质组学研究进展
Figure 4 Recent advances in proteomics studies on the pathogenic molecular mechanism of DKD
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但这些诊断方法的灵敏度和准确性有待进一步加强.
许多研究显示, 在DKD出现明显病理变化之前, 患者

的整体蛋白质组已发生一定的变化
[123~127], 因此蛋白

质生物标志物的筛选与发现对DKD早期诊断具有重

要意义(图4). 尿液和血液样品的获取方便安全且无痛

无创, 已被普遍用于临床生物标志物筛选. 目前DKD
蛋白质组研究也主要从患者尿液、血清等非侵袭性样

品中筛选鉴定蛋白生物标志物, 以期实现DKD的早期

诊断.
(1) DKD尿蛋白质组生物标志物研究.在与肾脏相

关的疾病中, 尿液是肾脏相关生物标志物的一个潜在

来源. 尿蛋白质组学研究是探索肾功能异常相关变化

的重要途径. 尿蛋白由血浆和肾脏蛋白的混合物组成,
其中约30%为血浆蛋白 , 其余70%均在肾脏中产

生
[128,129]. 由于正常的尿蛋白通常反映正常的肾小管

生理学特征, 因此通过检测尿蛋白排泄变化, 可揭示

肾小管和肾小球等肾脏组织对生理刺激的反应.
在DKD研究中, 建立完整的尿蛋白质组数据库是

开展疾病尿蛋白质组研究的基础. 已有研究者尝试在

各种临床环境下定义尿蛋白质组
[130~133], 通过各种蛋

白质组学方法, 鉴定了大约800种蛋白质, 为从尿蛋白

组中发现生物标志物奠定了候选分子基础. 在一项使

用健康人开展的尿液研究中, Adachi等人
[134]

在健康人

的尿液中发现了1543多种蛋白质(或肽段), 并建立了

尿液蛋白质组数据库, 完善了健康个体的尿液蛋白质

组信息.
不同年龄人群之间身体机能存在差异, 研究年龄

对尿液蛋白质组的影响是筛选发现相关生物标志物需

要综合考虑的因素之一. Zürbig等人
[135]

使用CE-MS方
法先对不同年龄段健康人的低分子量尿蛋白组进行了

分析, 一共检测到5000多种尿肽, 其中有325种相对丰

度的变化与年龄相关. 这些变化大部分与青春期前后

的肾脏发育有关, 有49种多肽与成年人的衰老有关.
靶向分析结果显示, DKD患者的尿液与老年人的尿液

相似, 证实了生物标志物与衰老和肾病的相关性. 此

外, 在健康的研究对象中, 在部分测试者尿液中发现

了与衰老相关的肽排泄模式, 推测这些人可能有更高

的DKD患病风险. 以上研究表明, DKD与肾脏的衰老

可能有共同的机制, 进一步说明在寻找DKD的生物标

志物时, 必须考虑到衰老与肾脏疾病的相关性, 选择能

够排除年龄影响的候选生物标志物.

至今为止, 已有众多研究在尿蛋白组中鉴定出可

用于早期诊断并预测DKD进展的候选生物标志物, 主

要包括反映肾小球损伤、足细胞损伤、肾小管损伤、

氧化应激、炎症和肾内肾素血管紧张素系统(intrare-
nal renin-angiotensin system, RAS)激活等引起的肾脏

损伤的生物标志物, 如与肾小球损伤相关的转铁蛋白

(transferrin)[136]、Ⅳ型胶原蛋白(collagen IV)[137], 与足

细胞损伤相关的足糖萼蛋白 ( p o d o c a l y x i n ,
PODXL)[138]、Wilms Tumor-1因子

[139], 与氧化应激相

关的8-氧-7,8-二氢-2′-脱氧鸟苷(8-oxo-7,8-dihydro-2′-
deoxyguanosine, 8-oxodG)[140], 与炎症相关的肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)[141],与RAS激活

相关的血管紧张素原(angiotensinogen, AGT)[142,143]等.
随着候选标志物的不断增加, 其在早期诊断中的影响

与效果也得到了更深入的分析和验证. Liao等人
[88]

使

用iTRAQ技术识别了潜在的尿液生物标志物, 并用

ELISA进行了验证, 结果显示, 触珠蛋白(haptoglobin,
HPT)作为含量差异显著的生物标志物能够区分健康

个体和DKD患者. 因此研究人员将HPT作为一种候选

生物标志物, 在台湾地区的DKD患者中评估了触珠蛋

白/肌酐(HPT/ctratinine, HCR)预测终末期肾病的能力,
数据表明, HCR可能是比尿白蛋白/肌酐比(urine albu-
min-to-creatinine ratio, UACR)更加敏感的预测DKD进
展的临床评价指标. 截至目前, HPT已被确定为多种肾

脏损伤的潜在重要标志物, 其浓度升高可能是肾小管

损伤或者氧化应激的结果, 而该研究进一步在临床上

验证了HPT作为DKD早期诊断标志物的潜力.
除临床验证外, 应用生物信息学等手段对已有

DKD候选生物标志物进行分析也是深入挖掘其潜在

应用价值的重要手段. Brondani等人
[99]

基于LC-MS/
MS和随机森林(random forest, RF)算法对2型糖尿病

不同阶段DKD患者的尿肽谱进行了区分. 该研究收集

并检测了具不同病情的2型糖尿病患者的尿液, 使用生

物信息学方法, 先对DKD环境中的重要肽进行排序,
然后通过解析尿多肽序列来预测与DKD相关的蛋白

水解特征, 探究DKD中炎症和补体系统的差异调节机

制. 分析显示, 患者尿肽谱随DKD严重程度的不同而

出现不同的变化, 提示其在DKD风险分层评估中具有

潜在应用价值, 也充分证明利用生物信息学手段分析

尿肽谱信息, 有助于在分子水平上更好地理解DKD,
并进一步准确挖掘特定的DKD治疗靶点. 此外, 为了
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更早地预测DKD的发生并防止其进一步恶化, 深入探

究糖尿病患者尿蛋白质组的变化特征是及时掌握糖尿

病患者肾脏损伤情况的有效策略. Patel和Kalia[92]根据

糖尿病病程和肾脏损伤的严重程度, 利用分组策略对

样本的尿蛋白组进行2-DE分析, 构建了一个分子量

(molecular weight, MW)<50 kD的低MW(low MW,
LMW)蛋白质组图谱. 在2-DE图谱中, 研究人员筛选

了8种糖尿病患者特有的LMW蛋白质, 利用这些蛋白

质, 在血清肌酐(serum creatinine, Scr)、估计肾小球滤

过率(estimated glomerular filtration rate, eGFR)、微量

白蛋白尿(microalbuminuria, MAU)还处于正常阶段时,
就可以准确预测DKD早期的肾脏改变. 该研究首次基

于糖尿病病程研究了蛋白质的不同表达谱, 并结合糖

尿病病程不同时间点及肾脏损伤程度构建了多种尿

LMWPs表达谱, 结果清晰地表明, 不同病程患者的尿

蛋白质表达谱具有各自的特征, 具有应用于DKD早期

诊断及易感患者预测的潜在价值. 因此, 上述研究进一

步表明, 针对DKD样品开展全面、深入的蛋白质组学

分析具有重要且实际的意义.
近年来随着分离技术的不断发展, 除直接分析尿

液蛋白质组外, 尿液外泌体(exosome)因其能够携带重

要的细胞信号分子, 与疾病的发生进程密切相关, 因而

对尿液外泌体进行准确评估已逐渐发展成为一种新的

DKD无创诊断和监测的手段. Zubiri等人
[82]

通过LC-
MS技术表征了人尿外泌体中的蛋白质, 发现在DKD
组和健康对照组中的蛋白质组有明显不同程度的表

达. 此外, 该研究对早期DKD大鼠肾脏组织蛋白质进

行了鉴定分析, 发现钙调蛋白质(calmodulin, CaM)和
衰老标记蛋白质(senescence marker protein, SMP)较健

康对照组显著下调. 为了评估尿液外泌体是否能反映

发生在组织水平的变化, 研究人员收集了大鼠尿液样

中的外泌体, 研究发现, 外泌体蛋白质组与肾脏组织

蛋白质组存在相同的变化趋势. 这些发现在人类样本

的初步研究中得到了进一步证实, 即健康供者的肾脏

组织和尿外泌体中均可检测到CaM, 但在DKD患者肾

脏疾病组织中CaM明显减少, 同时CaM在尿外泌体中

无法被成功检测, 表明从尿液中分离得到的尿外泌体

可以作为筛选DKD早期诊断生物标志物的潜在分

子库.
(2) DKD血清蛋白质组生物标志物研究.大量研究

表明, 血清蛋白质水平可有效反映人体的生理或病理

状态, 可用于疾病的诊断和预后
[144,145]. 尽管血清蛋白

质组学在筛选鉴定诊断生物标志物方面有一定的优

势, 但目前只有少数研究涉及糖尿病肾病的血清蛋白

质组学生物标志物探究.
相比于尿蛋白质组, 除肾脏损伤类标志物外, 血清

蛋白质组中通常能发现肾脏保护类的DKD生物标志

物. Kim等人
[146]

利用ESI-Q-TOF MS/MS技术筛选发现

了与对照组样品相比, 在DKD发展阶段明显上调和下

调的蛋白质. 其中, 细胞外谷胱甘肽过氧化物酶(extra-
cellular glutathione peroxidase, eGPx)和载脂蛋白E
(apolipoprotein E, ApoE)是DKD的早期和进展阶段重

要的下调蛋白. eGPx作为一种抗氧化酶, 主要来源于

肾脏近端小管
[147], 血浆中的eGPx活性主要来源于肾

小管上皮. 在肾脏疾病的演变过程中, 血浆和红细胞

eGPx活性均发生变化
[148], 且eGPx的浓度主要取决于

肾功能. ApoE和相关的脂质异常在DKD和免疫球蛋

白肾病的发展中起重要作用
[149], ApoE能够调节系膜

细胞增殖和基质扩张, 起到保护肾脏的作用. 该研究

提示, eGPx和ApoE作为肾脏保护因子, 其表达水平的

下降可作为DKD早期筛查的预警信号 . Naguib和
Rashed[91]认为, 自噬是维持细胞存活和稳态的主要细

胞清除机制, 在糖尿病和DKD的发展中发挥了重要作

用. 为了探究DKD患者血清自噬关键调节因子Beclin-
1的表达水平, 研究纳入了肾小球滤过率程度不同的2
型糖尿病合并DKD患者和健康受试者为研究对象, 结

果表明, DKD患者血清Beclin-1表达水平显著降低, 并
且与DKD分期和尿白蛋白程度有关. 实际上, 糖尿病

能够引起肾脏损伤, 而自噬对清除损伤非常重要, 血

清Beclin-1浓度的降低说明DKD患者可能存在自噬功

能障碍, 且自噬损伤程度与DKD严重程度相关. 除上

述研究外, 在DKD血清蛋白质组研究中还发现, 部分

肾损伤、炎症和氧化应激相关分子 , 如尿酸(uric
acid)[150]、TGF-β1[151]、肾损伤因子-1(kidney injury
molecule-1, KIM-1)[152]、成纤维生长因子23(fibroblast
growth factor23, FGF23)[153]等也是潜在的DKD候选生

物标志物, 但是由于血清蛋白质组对于DKD肾脏相关

因子的特异性不如尿蛋白质组, 所以其敏感性和特异

性有待进一步研究.
相较于尿液蛋白质组, 血清蛋白质组与肾脏组织

蛋白质组的关联性较弱, 但是血清中包含着除肾脏外

多种血管组织的信息, 使得研究者可以通过血清蛋白
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质组获取同时能够预测糖尿病患者血管并发症和肾脏

并发症的生物标志物, 利于糖尿病并发症的早期诊断.
血清可溶性晚期糖基化终产物受体(soluble receptor
for advanced glycation end products, sRAGE)可反映晚

期糖基化终产物(advanced GE products, AGEs)的活性,
被认为是糖尿病高血糖与血管并发症之间的潜在联系

机制分子. Kerkeni等人
[154]

在研究中纳入健康对照者,
将糖尿病患者分为两个亚组: 糖尿病视网膜病变患者

和DKD患者. 采用ELISA测定AGEs、sRAGE和戊糖

苷水平的波动. 结果显示, 与对照组相比, 糖尿病视网

膜病变和DKD患者的AGEs、sRAGE和戊糖苷水平显

著升高, 并证实2型糖尿病患者的AGEs、sRAGE和戊

糖苷水平与微血管并发症呈正相关, 表明三种物质可

能是2型糖尿病患者微血管并发症的生物标志物 .
Bjornstad等人

[155]
为了更好地预测1型糖尿病的冠状动

脉钙化(coronary artery calcification, CAC)和DKD并发

症, 在12年间持续评估了血清尿调素(serum uromodu-
lin, SUMOD)与CAC和DKD进展的关系. SUMOD是一

种与抗炎症和肾脏保护相关的生物标志物, CAC则是

动脉粥样硬化的重要标志. 研究人员借助全基因组相

关研究发现, SUMOD基因的突变会诱发肾小管病变,
并进一步导致糖尿病患者肾功能下降从而引发DKD,
也间接证明SUMOD具有潜在的肾脏保护作用

[156]. 在

12年的长期随访中, 研究人员发现, SUMOD浓度升高

可以降低CAC和DKD进展的概率, 而低SUMOD浓度

与血压调节异常及肾小球过滤受损有关, 三者关系密

切. 研究结果提示, 在临床实践中对于SUMOD的评估

有助于CAC和DKD的风险分层, 并且低SUMOD浓度

DKD患者应该更积极地控制血管危险因素以防止动

脉硬化发生. 此外, 在未来的研究中, 研究者需更深入

探究SUMOD浓度和DKD与CAC发病机制的关系, 进

一步将SUMOD浓度变化和CAC、DKD的治疗策略联

系起来.
(3) 多代谢途径的多种蛋白质联合诊断DKD研究.

尽管DKD的蛋白质标志物研究已经取得了较多的进

展, 但以单一代谢途径的一种或多种蛋白质为诊断依

据, 往往呈现出特异性和敏感性不稳定状态, 大大限

制了其早期诊断能力. 据此, 有研究者认为, 将涉及多

个代谢途径的蛋白质整合起来以共同诊断DKD是更

为有效的早期诊断策略.
Lu等人

[98]
首次将蛋白质组学iTRAQ技术用于2型

早期DKD血浆蛋白质的鉴别与定量. 通过蛋白质功能

分析发现, 差异表达蛋白质中的离子结合蛋白、酶调

节活性蛋白、结构蛋白、蛋白酶占比较大, 影响了免

疫反应、抗逆应激、物质转运、信号转导等多种生

物学过程(图5). 此外, 基于ROC分析, 利用Western
blotting技术证实了凝溶胶蛋白(gelsolin)、胶原凝集

素11(collectin-11)、蛋白酪氨酸磷酸酶受体J(tyrosine
phosphatase receptor type J, PTPRJ)和蛋白激酶A锚定

蛋白质7(a-kinase anchoring protein 7, AKAP-7)可以

作为2型DKD的候选生物标志物. 上述蛋白质分别涉

及抗炎症反应、补体激活途径、细胞迁移途径、肿

瘤信号通路等生物学过程. 基于ROC分析表明, 虽然

单个蛋白质也能作为DKD标志物, 但是将这几种蛋白

结合在一起综合诊断DKD时, 表现出最好的诊断效

果. 因此, 在一定程度上说明将涉及多途径的蛋白质

组合起来用以共同诊断DKD, 比以单个蛋白质为依据

诊断疾病更为准确可靠. 基于整合多蛋白质联合诊断

DKD的思路, CKD273分类模型在DKD早期诊断中显

示出了良好的敏感性和特异性. Good等人
[157]

最早提

出了CKD273分类模型, 通过CE-MS技术对230名慢

性肾病患者和379名健康受试者进行了对比分析, 发

现尿液中有273条多肽在患者和健康者之间存在显著

差异, 并涉及多条代谢途径, 研究者将273条多肽结合

为一个分类模型, 并在独立测试组中进行验证, 结果

表明, CKD273的敏感性为85.5%, 特异性为100%, 能
有效区分慢性肾病患者与健康人, 提示CKD273在肾

脏类疾病(包括DKD)的早期诊断和预后以及疗效评

估中可能有重要价值 . 据此 , Zürb ig等人
[ 1 5 8 ]

将

CKD273模型应用于正常蛋白尿患者, 经过长期随访,
发现CKD273模型能比微量白蛋白尿方法提早1.5年
发现DKD. Argilés等人

[159]
和Lindhardt等人

[87]
发现,

CKD273能够独立地预测微量白蛋白尿的发生, 可早

期发现DKD高风险患者. Tofte等人
[107]

在5年内登记

随访 1 7 7 5名来自欧洲的 2型糖尿病患者 , 通过

CKD273尿蛋白组学分类器评分, 其中88%呈低风险

尿蛋白质组学模式, 12%呈高风险模式; 在随访过程

中, 低危参与者中有9%进展为微量白蛋白尿, 高危参

与者中有28%进展为微量白蛋白尿, 验证了CKD273
高危评分与DKD早期症状的风险增加相关. 上述研

究均证实了CKD273模型在DKD早期诊断和疾病进

展预测领域的优越性.
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2.3 蛋白质组学在DKD治疗研究中的应用

DKD疾病治疗的研究旨在通过识别并抑制有害

途径来阻止DKD疾病的发生和发展. 目前研究工作主

要集中在识别DKD的易感性因素, 并阐明内质网应

激、线粒体活性氧生成、蛋白激酶C激活、血管紧张

素Ⅱ及内皮素-1信号通路的增加, 多醇糖酵解通路的

诱导以及晚期糖基化终产物的形成等途径
[160~164].

除通过抑制有害途径来治疗DKD外, 还可通过探

究未发展成为DKD的糖尿病患者来研究潜在保护因

素, 以期获得能够缓解DKD发展的治疗靶点(图5). Qi
等人

[102]
为了确定未受DKD影响的长期糖尿病患者的

保护机制, 对DKD和病程极长(≥50岁)的无DKD糖尿

病患者的肾脏组织进行了蛋白质组分析, 详细评估了

未受DKD影响的糖尿病患者肾小球的差异蛋白质组

特征. 与DKD患者对比, 无DKD糖尿病患者上调蛋白

质信号中有7种蛋白质参与了细胞内葡萄糖代谢, 其中

糖酵解酶——丙酮酸激酶M2(pyruvate kinase M2,
PKM2)表达活性具有上调趋势. 通过动物试验和药理

实验验证, 激活PKM2能够改善线粒体功能障碍. 而线

粒体功能障碍被认为是HG引起的多种血管组织细胞

功能障碍和病变的主要原因. 在干预研究中, 研究人员

发现, 使用选择性激活剂TEPP-46(6-((3-Aminophenyl)
methyl)-4-methyl-2-methylsulfinylthieno[3,4]pyrrolo
[1,3-d]pyridazin-5-one)激活PKM2时, 可恢复HG培养

条件下引起的线粒体呼吸减弱和糖酵解抑制. 此外,
使用TEPP-46治疗的糖尿病小鼠与未治疗的糖尿病小

鼠相比, 治疗组小鼠蛋白尿减少, 组织学改善, 足细胞

数量增加. 综上, 该研究表明, PKM2激活可以保护胰

岛素缺陷糖尿病小鼠, 避免HG引发的肾小球病变, 从

而证明PKM2可以作为治疗DKD的潜在靶点. 为了进

一步在人体内验证这一发现, Gordin等人
[165]

研究了1
型糖尿病和2型糖尿病患者血浆蛋白质组和代谢组的

变化, 发现糖酵解酶——PKM1、PKM2、烯醇化酶1
(enolase, ENO1)和线粒体酶在未发展为肾脏疾病的糖

尿病患者体内表达上调, 同时相应的有毒代谢物表达

下调, 表明在糖尿病患者体内, 肾小球中糖酵解和线

粒体酶系的升高与肾脏功能的维持有关. 糖酵解酶的

上调和葡萄糖代谢中有毒物质的下调, 反映了肾脏中

的代谢循环途径发生变化, 一定程度上证实了糖酵解

图 5 蛋白质组学在DKD早期诊断和治疗中的应用
Figure 5 Applications of proteomics in early diagnosis and therapy of DKD
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酶可以作为糖尿病患者肾脏内源性保护因子的生物标

志物及潜在治疗靶点.
DKD的蛋白质组学研究除了能够帮助探究该疾

病的治疗靶点, 还可以为新型药物作用机制的揭示提

供必要的分子信息. 对药物使用期间蛋白质组变化的

全面系统的表征将有助于深入了解药物作用分子机制

(图5). Gong等人
[166]

使用iTRAQ技术比较研究了非糖

尿病大鼠、糖尿病大鼠和经三亚乙基四胺(triethylene-
tetramine, TETA)处理的糖尿病大鼠肾脏的蛋白质组.
结果表明, 经TETA治疗后, D-氨基酸氧化酶-1(D-ami-
no acid oxidase 1, DAO1)、环氧化物水解酶-1(epoxide
hydrolases-1, EH1)、水通道蛋白(aquaporin 1, AQP1)
及大量线粒体蛋白水平恢复正常, 蛋白尿随之改善, 说
明TETA能够通过调节与肾小管间质功能、足细胞结

构和线粒体凋亡相关的蛋白表达, 从而缓解DKD引发

的肾脏损伤, 该研究阐释了TETA作为治疗药物的分子

机制. 在我国, 中药在DKD疾病治疗中取得了较好的

效果, 但由于其成分和作用靶点复杂, 因此, 其治疗机

制仍不清楚. 利用蛋白组学方法, 分析中药等复方药剂

成分对治疗靶点蛋白的作用效果, 有助于进一步理解

复方中药的分子治疗机制, 促进DKD治疗药物的发展.
Wang等人

[167]
通过蛋白质组学研究发现, 应用中药提

取物白藜芦醇(resveratrol, RSV)可使HG诱导的人肾近

端小管上皮细胞氧化应激状态得到明显改善. 值得注

意的是, RSV能使细胞中沉默信息调节蛋白1(silent in-
formation regulator protein type 1, SIRT1)的活性水平升

高. SIRT1是一类组蛋白去乙酰化酶, 参与细胞凋亡、

炎症反应、氧化应激、能量代谢等生物学过程, 在代

谢类疾病中有重要功能, SIRT1通过调节这些内源途

径参与DKD的发生, 能够发挥保护肾脏的作用. 但是

RSV不能改善沉默SIRT1引发的氧化应激, 表明RSV
通过增加SIRT1去乙酰化酶活性来调节SIRT1/叉头框

蛋白O3a(fork head box protein O3a, FOXO3a)途径, 从
而改善肾小管氧化应激损伤. 此外, 除了阐释药物作用

机制, 探究DKD靶向治疗新方法也是DKD蛋白质组学

研究的重要任务之一. Wu等人
[105]

在最近的一项研究

中揭示了组氨酸在HG诱导的足细胞损伤中潜在的自

噬调节机制, 该研究利用定量蛋白质组学和生物信息

学分析技术, 发现组氨酸通过调节多种与原癌基因

Pim1相互作用的蛋白质, 参与了Pim1-p21-mTOR信号

通路的调节, 发挥了自噬激活剂和凋亡抑制剂的作用,

从而抑制了HG的诱导小鼠足细胞损伤和凋亡. 这一发

现表明, 组氨酸能够诱导自噬机制以抑制HG诱导的足

细胞凋亡, 提示诱导自噬可能成为DKD治疗的一种新

方法, 为DKD靶向治疗提供了新思路.
评价药物治疗效果是疾病治疗研究中的重要内

容, 由于不同个体的患者对药物的反应存在很大差

异, 因此获取关于个体对药物反应的信息, 确定容易

发生副作用的患者 , 对于药物评价来说至关重

要
[168,169]. 在DKD研究中, 蛋白质组学方法为药效评

价提供了新的思路, 能够更直接有效地评价药物治疗

效果, 对于预警药物治疗中可能出现的特殊副作用具

有一定意义. Lindhardt等人
[101]

使用CKD273对3280例
伴有正常白蛋白尿的2型糖尿病患者进行风险分类,
并测试了螺内酯治疗在早期干预高危患者发展为

DKD的能力. 结果表明, CKD273有助于判断疾病进

展的风险并能够对螺内酯治疗进行分层. 但是DKD
患者对螺内酯治疗反应相差较大, 因此该团队在另一

研究
[106]

中继续探究了CKD273能否预测白蛋白尿对

螺内酯治疗的反应. 结果显示, CKD273评分值的降低

与螺内酯治疗后UACR(urine albumin-to-creatinine ra-
tio)的大幅度降低相关, 说明CKD273可用于预测螺内

酯治疗促使白蛋白表达水平的下降. 因此, 在药效评

价中研究蛋白质组学的变化来评估药物的反应, 能够

帮助研究人员对药物机制有更深入的了解. 在一项随

机双盲交叉试验中, 研究者观察了DKD用不同剂量坎

地沙坦治疗后尿肽的变化, 发现大量蛋白尿患者治疗

后显著改善
[170]. 在另一研究中

[171], 研究者用坎地沙

坦治疗2型糖尿病, 随访2年后发现, 坎地沙坦给药组

CKD273评分有显著变化, 而安慰剂组无变化. 然而在

这一研究中, 蛋白质组的变化仅在随访2年后才被检

测到. 目前尚不清楚干预治疗后最初几周患者蛋白质

组是否已经出现变化. 对此, 有研究者观察到在橄榄

油短期饮食干预后尿蛋白组确实发生了一定的变

化
[172], 表明蛋白质组学研究确实可以作为一种DKD

治疗监测的有效手段.

3 总结与展望

蛋白质组学作为后基因时代的重要组成部分, 已

被广泛应用在DKD的发病机制、诊断、治疗等方面.
在DKD发病机制研究中, 相关报道利用蛋白质组学的
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方法从高血糖环境诱导、肾脏因素诱导、非肾脏因

素诱导等方面探究其发病机制. 在DKD诊断研究中,
研究者遵照无创诊断的原则, 利用尿蛋白质组和血清

蛋白质组探究了DKD早期诊断的生物标志物 . 在

DKD治疗研究中, 研究者们使用蛋白质组学手段研究

了DKD的治疗靶点、药物作用机制, 并在蛋白质组学

水平对治疗效果进行评价. 显然, 蛋白质组学以其研

究的高通量、整体性、全面性的优势及其易于多学

科结合的特点, 为糖尿病肾病分子水平研究提供了新

的视角.
蛋白质组学作为研究疾病分子机制的理想工具,

截至目前已经取得众多研究进展, 但是其仍面临诸多

挑战. 在DKD肾脏组织蛋白质组、血浆蛋白质组、尿

液蛋白质组中均存在蛋白质组动态范围宽泛(7~12个
数量级)、PTMs复杂多样、实验数据重现性不足而导

致较高的错误率等问题, 限制了蛋白质组学技术在

DKD蛋白质组的分离、鉴定和定量分析中的应用. 此

外, DKD生物样品来源多样, 包括肾脏组织、血液、

尿液等, 但目前对于不同样品的处理和保存方法缺乏

统一标准, 使蛋白质组研究质量和准确性受到影响.
尽管许多研究表明多种候选的生物标志物与DKD有
显著的相关性, 具有一定潜在应用价值, 但在一个或一

组生物标志物用于临床实践之前, 需要对其进行广泛

的验证, 以评估其在诊断、治疗过程中的效果和副作

用. 然而DKD候选蛋白质生物标志物的临床应用少有

提及, 一定程度上反应出基于蛋白质组学筛选的生物

标志物从发现到临床的转化仍有一段艰难的路程需要

行进, 且由于受到样本量小、结果异质性大和缺乏综

合验证研究的限制, 多数DKD生物标志物仍未被识别,
因此难以开展生物标志物验证和临床评价的系统性

工作.
针对上述问题, DKD蛋白质组学研究工作可从以

下3个方面进行深入探究. (ⅰ) 全面识别DKD相关生

物标志物是DKD蛋白质组学研究发展的基础. 这依赖

蛋白质研究技术的发展和DKD生物样品处理方法的

进一步优化, 从而建立更加可靠和完善的蛋白质组研

究体系, 使得后续的研究成果具有较高的可信度和准

确度. 技术的发展, 如4D蛋白质组学、质谱成像等技

术的出现, 大大提升了临床生物标志物检测、鉴别、

验证能力. 其中, 质谱成像技术已被证实是筛选发现

肾脏组织生物标志物的新兴理想工具. 在生物样品处

理方面, 虽然目前没有统一标准, 但在肾脏组织蛋白

质提取中, 应针对不同肾脏部位或不同类型的纯系肾

脏细胞选取合适的提取方法: 在血液样品的处理中,
由于血浆蛋白质组复杂、丰度差异大、酶解片段多,
应注意高丰度蛋白质的去除、血浆蛋白质的分级和低

丰度蛋白质的富集;在尿液样品制备中,由于尿液含盐

量高, 蛋白质含量较低, 不同蛋白质丰度差异大, 处理

过程应注意除盐、除高丰度蛋白质、浓缩富集低丰度

蛋白质. (ⅱ) 在充分识别DKD相关生物标志物的基础

上, 深入挖掘已识别DKD生物标志物的潜在相关性和

价值将是未来研究的重点. 随着蛋白质组学研究技术

的不断进步, 利用生物信息学和系统生物学方法, 大

尺度、高通量评估众多生物标志物错综复杂的互作关

系, 以明确其在临床的应用价值, 将是DKD蛋白质组

学研究的有效策略. 与专注于受糖尿病影响单个蛋白

或通路的还原论策略截然相反, 该研究策略的目标是

整合所有相互联系的蛋白质和代谢物, 并基于内源性

分子功能组学, 为DKD疾病研究提供全新的视角. (ⅲ)
在实现DKD生物标志物的全面识别和相关信息的深

度挖掘后, 临床验证和临床应用将分别成为DKD蛋白

质组学研究的核心环节和重要目标. 基于完善的基础

研究积累, 对大量患者进行长期监测、随访和记录,
所获得的临床数据对DKD疾病蛋白质组学研究来说

将具有重要意义.
综上所述, 蛋白质组学技术为高效、快速、准确

地筛选潜在生物标志物提供了有力手段. 尽管DKD蛋
白质组学研究所获得的生物标志物潜在价值尚未被充

分挖掘, 但蛋白质组的变化一定程度上反映了有关疾

病进展状态. 实践证明, 基于蛋白质组学水平的研究,
为深度解析DKD致病机制提供了新的视角, 有助于从

蛋白质角度阐述DKD致病分子机制, 筛选发现有效的

治疗靶点以及推进DKD的早期诊断与治疗. 目前DKD
蛋白质组学研究所存在的局限也说明, 蛋白质组学仅

是疾病研究中的一个方面. 可以预见, 同时整合基因

组、转录组、蛋白质组、代谢组等复杂数据集对疾病

开展系统性研究, 将更加全面、深刻地阐释DKD发生

发展所涉及的生物学过程, 实现从整体的视角更为系

统地认识DKD这一复杂糖尿病并发症的病理生理机

制, 推动DKD精准靶向干预与治疗.
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Proteomics: recent advances in the analysis of diabetic kidney disease

HE ShuHang, CHEN LuLu, QIN Liang, DAI XiaoYan, QIU KaiDi,
CHEN DiFan & WANG XiaoDong

Centre for Imaging & Systems Biology, College of Life and Environmental Sciences, Minzu University of China, Beijing 100081, China

Diabetic kidney disease (DKD) is one of the major complications of diabetes, which has been an increasingly serious threat to human
health. Despite the enormous progress that has been made in the studies of DKD pathological mechanism, there is still a lack of
clinical analysis methods suitable for the accurate diagnosis of DKD, which makes it difficult for doctors to decide the treatment plan
for DKD compared to other general kidney diseases. Proteins play critical roles in various life processes, therefore proteomics
analysis is very important for disease early diagnosis, accurate prognosis, and monitoring of disease progression. The proteomics
studies of DKD can explore the molecular mechanisms associated with proteins from the perspectives of global, dynamic, and
interaction networks. Many studies were performed on clinical specimens under different physiological and pathological conditions to
screen proteins that are closely related to DKD. The comprehensive characterization of these proteins will help us to find potential
biomarkers and understand more intuitively the occurrence and progression of DKD. With the development of proteomics, new
emerging technologies have been drawing more and more attention due to their powerful analytical capabilities. The wide use of these
techniques has further promoted the application of proteomics in the screening of disease biomarkers, the revelation of pathogenic
molecular mechanisms, and the evaluation of protein-drug interactive targets. This review provides an overview of proteomics
technologies, describes the applications of proteomics in DKD research, and highlights the studies of DKD pathogenesis, the
screening of protein biomarkers for early diagnosis, and the evaluation of therapeutic targets and efficacy. Although great progress has
been made in the proteomics study of DKD, the correlation analysis of potential biomarkers and the clinical verification of drug
targets will still be the focus of DKD research.
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