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　　[摘要]　目的:基于蛋白组学观察尿道下裂患儿的差异蛋白特点,并分析相关蛋白ZEB1的表达。方法:收
集我院2018年6月—2019年12月泌尿外科44例尿道下裂患儿外周血标本,同时收集44例健康体检儿童血液

样本。取两组患儿血浆样本,提取总蛋白,进行二位凝胶电泳分离和图像分析,筛选出差异蛋白,利用质谱技术进

行鉴定,并运用 RT-PCR方法测定相关蛋白ZEB1mRNA的表达。结果:共筛选出44个差异表达蛋白,通过质谱

分析和数据库检索论证,其中上调32个蛋白,下调12个蛋白;上调前5的蛋白有转录因子 HES-1、膜联蛋白 A3、

E盒结合锌指蛋白1、锌指蛋白12和蓬乱蛋白,下调前5的蛋白则有锌转运蛋白10、肌球蛋白9、重组人碱性成纤

维细胞生长因子受体2、胰岛素样生长因子2及肌球蛋白12。GO功能分析显示,差异蛋白主要参与了碱基化合

物合成、细胞代谢、DNA转录、RNA 代谢等生物学过程。KEGG 通路分析表明这些蛋白主要集中在信号通路

Th17细胞、Jak-STAT信号通路、Wnt信号通路等。通过STRING数据库构建差异蛋白相互作网络分析发现,差
异蛋白ZEB1与STAT3、STAT6、CDH1、EB2、CDH2、CTBP1、SUMO1和 TP53BP1关系较为密切。尿道下裂患

儿血浆中ZEB1mRNA表达量为(1.04±0.14),显著高于健康对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论:
运用蛋白组学方法明确了尿道下裂患儿血清差异蛋白质的表达,ZEB1在尿道下裂发生过程中具有重要作用。
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Abstract　Objective:Toinvestigatecharacteristicsofdifferentialproteininchildrenwithhypospadiasbased
onproteomicsandanalyzerelatedproteinZEB1expression.Methods:FromJune2018toDecember2019,44chil-
drenwithhypospadiaswereselectedandtheperipheralbloodsampleswerecollected.Meanwhile,thebloodsam-
plesof44childrenwithhealthcheckwerealsoobtained.Theserumsamplesofchildrenintwogroupswereat-
tainedandthetotalproteinswereextracted.Twogelelectrophoresisseparationandimageanalysiswereusedto
selectdifferentialproteins.Then,massspectrometrywasemployedtoidentify,andRT-PCRmethodwasapplied
todeterminetheexpressionofrelatedproteinZEB1mRNA.Results:Forty-fourdifferentiallyexpressedproteins
werescreenedbymassspectrometryanddatabaseretrieval,which32proteinswereup-regulated,and12proteins
weredown-regulated.Thefirstfiveproteinswithup-regulationwerethetranscriptionfactorHES-1,membrane
proteinA3,zincfingerE-boxbindinghomeobox1,zincfingerprotein12andDVL.While,thefirstfiveproteins
withdown-regulationwerezinctransporters10,myosin9,humanrecombinantbasicfibroblastgrowthfactorre-
ceptor2,insulin-likegrowthfactor2andmyosin12.GOfunctionanalysisindicatedthatthedifferentialproteins
weremainlyinvolvedinthebiologicalprocessessuchasnucleobase-containingcompoundmetabolicprocess,cell
metabolism,DNA,RNAtranscriptionmetabolismprocess.KEGGpathwayanalysisshowedthattheseproteins
weremainlyconcentratedinthesignalpathTh17cells,Jak-STATsignalpathway,Wntsignalingpathways,etc.
ThedifferentialproteinnetworkbuiltbySTRINGdatabaseindicateddifferentialproteinZEB1hadcloserelation-
shipwithSTAT3,STAT6,CDH1,EB2,CDH2,CTBP1,SUMO1andTP53BP1.PlasmaZEB1mRNAexpres-
sioninchildrenwithhypospadiaswas(1.04±0.14),whichwassignificantlyhigherthanthatofhealthycontrols.
Thedifferenceallpresentedstatisticallysignificant(P<0.05).Conclusion:Theuseofproteomicsapproachhas
beenclearabouttheexpressionofdifferentialproteininhypospadiaschildren,andZEB1playsanimportantrolein
hypospadias.
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　　尿道下裂是指男性尿道开口位置异常,是小儿

泌尿外科常见的先天缺陷疾病;近年其发病率呈现

逐渐上升趋势,发病率约3%~8%[1]。研究表明,
尿道下裂是由多种因素共同导致的,胚胎在8~14
周尿道形成的关键时期,受到内源性或外源性因素

影响,雄激素基因表达异常,导致大量雌激素或孕

酮暴露,进而影响尿道的正常发育[2]。目前临床多

采取雌激素作为尿道下裂的早期筛查及诊断指标,
但由于其诊断敏感性及特异性欠佳,寻找其他新的

特异性标志物辅助尿道下裂早期筛查及诊断具有

重要意义[3]。随着蛋白质组学的深入研究,质谱、
肽鉴定和生物信息学分析等技术为高通量蛋白质

检测及生物功能效应分析提供了可能,也为疾病特

异性诊断开拓了新方法[4-5]。尿道下裂的具体发病

机制尚不明确,与尿道下裂发生相关的差异蛋白质

有哪些也不清楚。本研究尝试应用 TMT 技术联

合高通量LC-MS/MS分析筛选出差异化表达的蛋

白,并以 E 盒结合锌指蛋白1(zincfingerE-box
bindinghomeobox,ZEB1)为例进行分析[6],探讨其

尿道下裂发生、发展过程中的作用与价值。
1　资料与方法

1.1　临床资料

收集我院2018年6月—2019年12月泌尿外

科44例尿道下裂患儿外周血标本,同时收集44例

健康体检儿童血液样本。本研究经过医院伦理委

员会批准。
1.2　方法

1.2.1　血浆蛋白质提取及质量分析　抗凝后离心

取血浆上清液,收集蛋白样本,采用BCA试剂盒测

定总蛋 白 量,然 后 应 用 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 (SDS-
PAGE)进行电泳跑胶。同时,根据 ThermoScien-
tificPierceBCA试剂盒中标准蛋白质,并通过酶标

仪测定 OD值制作标准曲线。
1.2.2　TMT 标记定量蛋白质组学分析　采用

TMTTM(Tandem MassTagTM)技术,以多种同位

素标记多肽的氨基基团,通过高通量 LC-MS/MS
分析,结合质谱,识别鉴定峰形,比较各样品中蛋白

质相对含量的差异,从而筛选差异蛋白,然后对差

异表达基因进行生物信息学分析。
1.2.3　对差异蛋白进行 GO 功能富集和 KEGG
通路分析　通过检索数据库 GeneOntologyData-
base(http://www.geneontology.org.),对差异蛋

白进行 GO功能显著性富集分析,阐明血浆中差异

蛋白功能。同时还进行京都基因与基因组百科全

书(KEGG)通路分析,探究其在尿道下裂发病机制

中的作用。
1.2.4　差异蛋白互作网络分析　采用 STRING
数据库(http://string-db.org/)对差异蛋白进行分

子间的相互作用网络分析。每个网络节点表示一

个蛋白分子,连线则反映了蛋白之间的相互作用关

系,连线越宽代表得分越高,关联也就越大。
1.3　临床相关蛋白检测

qRT-PCR检测ZEB1mRNA水平。抽取外周

血后分离提取白细胞上清液,加入1mLTrizol至

上清液中混匀,提取总 RNA,测定浓度,并根据公

司设计引物,见表1。反应条件如下:94℃预变性

180s;94℃变性5s,560℃退火30s,72℃延伸30
s,40个循环;最后72℃延伸10min。采用2-ΔΔCT

计算 mRNA相对表达量。

表1　实时定量PCR引物序列

基因 引物序列

GAPDH
F:5′-TGGGTGTGAACCACGAGAA-3′
R:5′-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3′

ZEB1
F:5′-AGGAACTCACAGCTCCATTAC-3′
R:5′-AATGGCTCCTCTCCTGAGTT-3′

1.4　统计学方法

采用SPSS21.0对数据进行统计分析。符合

正态分布的计量资料结果均采用■x±s表示,组间

比较采用独立样本t检验,多组间比较则采用单因

素方差分析,两两比较采用 Tukey检验;计数资料

以例(%)表示,组间比较采用 χ2 检验。以 P<
0.05表示差异有统计学意义。
2　结果

2.1　蛋白质鉴定及差异蛋白表达

尿道 下 裂 患 儿 和 健 康 儿 童 血 浆 蛋 白 SDS-
PAGE电泳图谱如图1所示,蛋白样品条带丰富且

清晰,提示蛋白提取率及浓度符合蛋白质组学分

析。根据LC-MS/MS结果,计算分析同位素峰面

积,并在相关数据库中对血浆蛋白质进行鉴定和相

对定量分析,并获得628个蛋白,其中267个可定

量。设定两组蛋白定量分析的差异倍数 FC>2.0
为上调,<1：2则为下调,发现尿道下裂患儿和健

康儿童共有44个差异蛋白,其中上调32个蛋白,
下调12个蛋白;上调前5的蛋白有转录因子 HES-
1、膜联蛋白 A3、E盒结合锌指蛋白1、锌指蛋白12
和蓬乱蛋白,下调前5的蛋白则有锌转运蛋白10、
肌球蛋白9、重组人碱性成纤维细胞生长因子受体

2、胰岛素样生长因子2及肌球蛋白12,具体见表2。

图1　尿道下裂患儿和健康儿童血浆蛋白电泳图谱

表2　尿道下裂/健康儿童血浆中差异表达的蛋白质
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谱分析数据

编号 蛋白
差异倍数

(尿道下裂/健康儿童)

1 转录因子 HES-1(HES1) 4.64
2 膜联蛋白 A3(ANXA3) 3.27
3 锌指蛋白12(ZNF12) 2.57
4 蓬乱蛋白(DVL) 2.34
5 E盒结合锌指蛋白1(ZEB1) 1.87
6 锌转运蛋白ZIP10 0.57
7 肌球蛋白9 0.52

8
重组人碱性成纤维细胞生长因子

受体2(FGFR2) 0.48

9 胰岛素样生长因子2(IGF2) 0.45
10 肌球蛋白12 0.44

2.2　差异蛋白的GO功能富集和KEGG通路分析

对差异蛋白进行 GO功能富集,结合筛选条件

P<0.01,从生物学过程(biologicalprocess,BP)、
分子功能 (molecularfunction,MF)和细胞组分

(cellularcomponent,CC)三个方面进行分析,得到

生物过程相关条目197条、分子功能相关条目35
条,细胞组分相关条目20条,具体见表3(取各项前

10的条目)。差异蛋白功能主要富集在以碱基化

合物代谢负调节、细胞代谢正调节、DNA 转录正调

节和RNA代谢正调节等为主的生物过程,差异蛋

白可能主要通过碱基化合物、DNA、RNA 代谢过

程介导尿道下裂的发生。差异蛋白设计的 MF包

括结合DNA结合转录因子、结合糖皮质激素受体

及转录因子活性等。CC分析显示差异蛋白主要位

于细胞器、细胞核、核染色体等。
2.3　KEGG通路途径分析

将差异蛋白递至 DAVID 数据库进行 KEGG
通路途径分析,结果筛选出19信号通路,如图2所

示。这些蛋白集中在炎症性肠病、肿瘤信号通路、
Th17细胞分化、恶性肿瘤中的微小 RNA 及Jak-
STAT信号通路等。
2.4　差异蛋白相互作网络STRING分析

将差异蛋白导入STRING数据库,选择homo
sapiens生成蛋白质PPI网络图(图3),其中ZEB1、
STAT3、STAT6、CDH1、EB2、CDH2、CTBP1、SU-
MO1和 TP53BP1关系较为密切,均为关键蛋白。
2.5　尿道下裂患儿及健康体检儿童血样中ZEB1
蛋白及 mRNA表达

如表4 和图 4 所示,尿道 下 裂 患 儿 血 样 中

ZEB1蛋白及 mRNA 水平分别为(0.64±0.13)和
(1.04±0.14),显著高于健康对照组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。
3　讨论

尿道下裂作为泌尿系统先天性畸形疾病之一,

在男性中发病率逐年上升,其具体的发病机制并未

完全明确。既往研究表明,胚胎期睾酮合成途径异

常是导致尿道下裂发生的主要原因[7],相关蛋白差

异化表达是否影响了睾酮合成及性发育过程未见

报道。本研究对先天性尿道下裂患儿血液样本进

行了蛋白质组学分析,筛选功能相关蛋白,通过

GO功能富集、KEGG通路及差异蛋白互作网络的

构建分析了差异蛋白在尿道下裂中的作用及可能

的致病机制。
本研究通过 TMT 标记定量蛋白组学分析了

尿道下裂患儿血清中蛋白质表达谱的变化,共获得

44个差异蛋白,其中上调32个蛋白,下调12个蛋

白;上调前5的蛋白有转录因子 HES-1、膜联蛋白

A3、E盒结合锌指蛋白1、锌指蛋白12和蓬乱蛋

白,下调前5的蛋白则有锌转运蛋白10、肌球蛋白

9、重组人碱性成纤维细胞生长因子受体2、胰岛素

样生长因子2及肌球蛋白12。其中既往研究对转

录因子 HES-1、膜联蛋白 A3进行过相关 GO 功

能、KEGG通路分析,而E盒结合锌指蛋白1相关

GO功能、KEGG通路作用尚未见定论。
E盒结合锌指蛋白1(ZEB1)作为细胞核转录

的重要因子,位于10号染色体,参与了胚胎形成并

与性发育密切相关,在细胞凋亡、肿瘤的发生发展

中发挥了重要作用[8]。国外学者证实,尿道下裂组

织中ZEB1明显高表达,且与尿道下裂严重程度有

一定关系[9-10]。本研究通过蛋白组学技术发现尿

道下裂患儿血浆中差异蛋白包括了ZEB1,这表明

ZEB1不仅在尿道下裂包皮组织中表达有差异,在
血液中也存在差异。ZEB1蛋白可与 E-钙粘蛋白

启动子结合抑制 E-钙粘蛋白的转录和翻译,调节

转录因子活性,导致尿道上皮细胞黏附减弱,这些

都可能诱导尿道下裂的发生[11]。我们通过生物信

息分析发现,尿道下裂中差异蛋白ZEB1可抑制碱

基化合物代谢和 RNA 聚合酶Ⅱ介导的逆转录,激
活细胞凋亡代谢、高分子复合物形成等过程,同时

在分子功能方面能调节转录因子活性,与 DNA 结

合转录因子、糖皮质激素受体等绑定启动相关受体

表达[12],通过肿瘤信号通路、Th17细胞分化、Jak-
STAT信号通路及 Wnt信号通路等介导尿道等生

殖系统组织发育异常[13-15]。钟晓峰等[16]在膀胱尿

路上皮 癌 组 织 中 发 现 ZEB 表 达 上 调,ZEB1 和

ZEB2的高表达导致机体免疫功能紊乱,Th17/
Treg细胞分化失衡,从而诱导肿瘤细胞上皮-间质

的转化,尿路上皮组织发生癌变。此外,周阳等[6]

的研究也发现,尿道下裂患儿包皮组织中ZEB1表

达也明显上调,且与尿道下裂严重程度正相关,尿
道下裂畸形的主要病理因素是上皮细胞黏附融合

异常,这可能是因为ZEB1诱导尿道上皮细胞发生

间质转化。
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表3　差异蛋白的GO功能富集

GO-编号 说明 基因集计数 P
生物学过程

　GO:0051173 正性调节氮化合物代谢过程 11of2946 <0.001
　GO:0045934 含碱基的负调控复合代谢过程 9of1424 <0.001
　GO:0031325 正调控的细胞代谢过程 11of3060 <0.001
　GO:0010604 正调控的高分子代谢进程 11of3081 <0.001
　GO:0000122 受 RNA聚合酶Ⅱ引导的负性调控转录 8of809 <0.001
　GO:0051094 正性调节的发育过程 8of1286 <0.001
　GO:0051253 负调控的 RNA代谢过程 8of1303 <0.001
　GO:0048523 负调控的细胞学进程 11of4454 <0.001
　GO:0048593 DNA为模板的正调控转录 8of1435 <0.001
　GO:0051254 正性调控的 RNA代谢进程 8of1596 <0.001
分子功能

　GO:0140297 DNA结合转录因子结合 6of327 <0.001
　GO:0008134 转录因子结合 7of610 <0.001
　GO:0035259 糖皮质激素受体结合 3of13 <0.001
　GO:0043565 序列特异性 DNA结合 7of1047 <0.001
　GO:0140110 转录子活性 8of2069 <0.001
　GO:0019902 磷酸酶结合 4of168 <0.001
　GO:0000978 RNA聚合酶Ⅱ近端启动子序列特异性 DNA结合 5of457 <0.001
　GO:0005515 蛋白质结合 11of6605 <0.001
　GO:0061629 RNA聚合酶Ⅱ-特异性 DNA结合体转录因子结合 4of257 0.00012
　GO:0042802 同源蛋白质结合 7of1754 0.00013
细胞组份

　GO:0070013 细胞内细胞器腔 10of5162 0.00032
　GO:0044454 核染色体 5of480 0.00032
　GO:0044427 染色体 6of819 0.00032
　GO:0016342 连环蛋白复合物 2of8 0.00032
　GO:0000785 染色质 5of489 0.00032
　GO:0031981 细胞核 9of4030 0.00036
　GO:0005667 转录因子复合物 4of326 0.00036
　GO:0000790 核染色质 4of333 0.00036
　GO:0005654 核浆 8of3446 0.00098
　GO:0044446 细胞内细胞器部分 11of8882 0.00170

图2　差异表达蛋白的KEGG注释 图3　差异表达蛋白的相互作网络STRING分析
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图4　儿童血样中ZREB1蛋白表达

表4　尿道下裂患儿及健康体检儿童血样中ZEB1蛋

白及 mRNA表达 ■x±s

组别 ZEB1蛋白灰度比值 ZEB1mRNA
健康对照组 0.31±0.12 0.65±0.08
尿道下裂组 0.64±0.13 1.04±0.14
t -12.563 -16.286
P <0.001 <0.001

同时,本文还应用STRING 数据库构建了差

异蛋 白 相 互 作 网 络 分 析 图,差 异 蛋 白 ZEB1 与

STAT3、STAT6、CDH1、EB2、CDH2、CTBP1、SU-
MO1和 TP53BP1关系较为密切。ZEB1可通过

Jak-STAT信号通路参与调节STAT3、STAT6活

性,进而在尿道下裂的发生发展中介导 DNA 转

录、细胞代谢和程序性进展等过程[13-14]。研究还

通过RT-PCR探究了尿道下裂患儿与健康对照儿

童血样中ZEB1表达情况,证实尿道下裂患儿血样

中ZEB1mRNA 水平明显升高,与蛋白组学分析

差异蛋白结果一致。
综上所述,本研究通过蛋白组学及生物信息学

分析探究了尿道下裂患儿差异蛋白的表达,并进一

步通过RT-PCR验证了ZEB1表达上调,其在尿道

下裂中参与了DNA转录、细胞代谢等过程发挥了

重要作用,其他差异蛋白及具体机制后续仍需深入

探讨。
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