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摘　要：长期以来，肾脏病的治疗进展一直十分缓慢，这是因为目前一些肾脏病在诊断分型上存在很

多缺陷，分型通常只能依靠细微的组织病理学差异，这使早期诊断、预后追踪以及疗效观察都十分困

难。如果能发现像肌钙蛋白一样特异的生物学标志物，将有助于提高肾脏病的诊疗水平。由于尿液与

泌尿系统之间存在着天然的联系，这使得尿液在反映泌尿系统功能方面具备“地理”优势。因此，

尿蛋白质组学的兴起和发展为肾脏病及其他泌尿系统疾病的研究开启了一扇新的大门。该文综述了尿蛋

白质组学技术的发展及其在各种泌尿系统疾病研究中的应用。
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Abstract: Renal diseases garner less interest as a potential area for therapeutic development because they are
often poorly characterized by subtle histopathologic changes on renal biopsy, and difficult to diagnose early,
follow progression, and determine response to therapy. A troponin-like marker of renal dysfunction would be
extremely helpful for the diagnostic and therapeutic development of renal diseases. As the output of urinary
system, urine has the inherent advantage to reflect its condition. It is predicted that urinary proteomics will play
an important role in clinical nephrology in the very near future. This article reviews the most promising techno-
logical approaches towards deciphering the urinary proteome and applications of the knowledge in clinical
nephrology.
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长期以来，肾脏病的治疗进展缓慢，这是因

为目前一些肾脏病在诊断分型方面存在很多缺陷，

分型通常只能依靠细微的组织病理学差异，这使其

早期诊断、预后追踪以及疗效观察都十分困难。如

果能发现像肌钙蛋白一样特异的生物学标志物，将

有助于提高肾脏病的诊疗水平[1]。由于尿液与泌尿

系统之间存在着天然的联系，使得尿液在反映泌尿

系统功能方面具有“地理”优势，被称为体外的

肾活检。相比血液分析它具有下列优势：尿液很容

易大量地、无创性地获得；成分简单，较之血浆

蛋白质组相对容易分析；常规的肘静脉取血距离病

灶较远，在这个遥远而复杂的地方寻找疾病标志物

就如同大海捞针，而尿液距离病灶近，对于某些泌

尿系疾病能更早反映变化。其实早在 17世纪，医
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生就已经知道尿液经振荡后产生泡沫这一现象能间

接提示患者罹患肾脏疾病，这一早期的临床实践已

经把尿蛋白与肾脏疾病联系在一起[2]。因此，很多

研究人员致力于从尿液中寻找肾脏疾病的生物学标

志物。随着能对蛋白质进行大规模分离鉴定并能对

海量信息进行分析处理的蛋白质组学技术方法的兴

起和发展，为肾脏病以及其他泌尿系统疾病的研究

开启了一扇新的大门。本文综述了尿蛋白质组学技

术的发展及其在各种泌尿系统疾病研究中的应用。

1　正常尿蛋白质组

在揭示病理状态下尿蛋白质组的变化之前，首

先需要建立尿蛋白质组的分析方法及正常尿蛋白

谱。Davis等[3]和 Spahr等[4]是尿蛋白质组研究的早

期开拓者，他们用LC-MS/MS方法分析了酶切后的
混合尿样，共鉴定出 124个蛋白。尽管这项研究没
有试图寻找某种疾病的标志物，但是它明确地指出

尿蛋白质组蕴藏着丰富的信息以及挖掘这些信息的

方法。Thongboonkerd 等[5]完成了第一张人尿蛋白

质组 2D图，包含 67种蛋白及它们的异型体。上述
研究鉴定出的蛋白大部分是尿液中的高丰度蛋白，

这对于寻找标志物的目标来说是远远不够的，这是

因为那些由病变组织漏出、分泌、裂解而释放出的

生物标志物很多都是低丰度蛋白，而尿液中存在的

高丰度蛋白会抑制低丰度蛋白的鉴定。针对这一问

题，Pieper 等[6]、Wang等[7]和 Castagna等[8]分别采

用免疫亲和去除高丰度蛋白、伴刀豆蛋白A富集N
型糖蛋白，以及联有配体库的小珠富集低丰度蛋白

的方法，对尿中的低丰度蛋白进行了有效地鉴定。

Adachi等[9]用高分辨率质谱LTQ-FT 和 LTQ-Orbitrap
鉴定出了 1 500个高可信度尿蛋白(或者碎片)，囊括
了绝大部分以往研究中鉴定到的蛋白，这项研究进

一步揭示了尿蛋白质组拥有出人意料的复杂性，并

展示出它能够成为生物标志物丰富来源的巨大潜

力。另外，与上述主要是针对尿液中可溶性蛋白的

研究不同，Zhou等[10]和 Pisitkun等[11]研究了尿液在

超速离心后得到的含有 exosome的沉淀物(exosome
是由泌尿系上皮细胞分泌的一种胞膜包裹的小泡，

直径<80 nm)，共鉴定出 295个蛋白，其中至少有
19 个已知报道与肾脏病、高血压病相关。

研究者还注意到尿蛋白质组在个体间存在着明

显的差异，并且由于锻炼、饮食、生理节奏等因

素的影响，同一个体不同时间段的尿蛋白质组也会

发生改变。Khan和 Packer[12]采用乙腈沉淀，2DE

分离的方法观察了1名健康男性在同一天内3个不同
时间点，以及 6周内不同天数的相同时间段内尿蛋
白组的变化，结果表明，尿蛋白组会随时间发生变

化，其中晨尿较其他时间点而言包含更多的蛋白

点；不同天内所得尿蛋白组间较同一天内不同时间

点间差异更大。另外两项涉及更多受试者的研究也

得到了同样的结果，他们的结果还显示个体间较个

体内存在更明显的差异[13, 14]。由于个体间以及个体

内存在这种生物学变异，使早期小样本试验得到的

候选标志物必须经过大样本的验证，才能确定哪些

蛋白的变化真正是由疾病导致的，而并非生物学上

的变异造成的。

另外，在寻找肾脏疾病标志物的过程中常常需

要借助动物模型，比如寻找疾病早期标志物的研

究，临床上常常不易找到合适的早期患者(如慢性
肾病，患者就诊时常常处于疾病的晚期)；研究某
些不能直接通过人体试验实施的干预措施的效果

等。一些研究者分析了常用试验动物的尿蛋白质

组，Wait等[15]分析了正常WK大鼠的混合尿样，采
用 TCA/丙酮沉淀，2D-PAGE分离的方法，鉴定出
37个蛋白，发现雄性与雌性大鼠的尿蛋白质组有明
显不同，其中雄性以 α2u-globulinmultigene 家族为
主，而雌性则以补体成分为主。Thongboonkerd等[16]

分析了 5只正常 SD大鼠的非混合尿蛋白质组，5张
2D胶结果基本相同，得到 350个蛋白点，对其中
250进行鉴定，得到 111个蛋白(57种独立蛋白)，
包括转运体、转运调节子、分子伴侣、酶、骨架

蛋白、受体等许多以往未在尿液中鉴定出或者没有

预料到会出现在尿液里的蛋白。

还有研究者分析了尿蛋白是否可以在较长时间

内保持稳定，Schaub等[17]、Theodorescu等[18]、

O’Riordan等[19]的结果显示保存在 4℃ 3 d或者室温
4~6 h，尿蛋白质组不发生明显的变化，在-70℃可
以保存数月[10]乃至数年[2]，但是反复的冻融，会造

成某些蛋白的降解，如 IgG、α-1-抗胰蛋白[10, 17, 20]。

尽管这些报道认为尿蛋白质组较之血浆蛋白质组更

稳定，但还有一些其他的因素会影响到数据的质量

和可比性，收集、储存以及处理过程的不同，都

会造成样品间巨大的差异。因此，需要建立一个标

准化的处理流程。

2　疾病状态下的尿蛋白质组

2.1　肾移植
肾移植中一个最严重的问题就是急性排异反
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应，如果发现不及时就会带来致命的后果。目前诊

断的金标准仍是肾活检，但是对一些危重患者进行

肾活检存在着极大的风险，并且还要尽量避免进行

连续的肾活检，因此迫切需要一种无创的早期诊断

手段。Lapin[21]最早用 2-DE进行了这方面的尝试，
虽然发现了一些差异点，但是由于当时蛋白质鉴定

技术的限制，他们并没有对差异点进行鉴定。另

外，Argiles等[22]还用 2-DE分析了肾脏捐献者的尿
液，发现了几种与肾脏代偿性生长相关的蛋白。随

着现代蛋白质组技术的出现，研究水平得到了极大

的提高。有 3个独立的小组分别用 SELDI-TOF-MS
的方法比较了肾移植后急性排异反应患者与稳定患

者间的尿蛋白组[17, 19, 23, 24]。O’Riordan等[19]找到

相对分子质量为 4 756.3、25 665.7 和 19 018.8的蛋
白在两组间存在差异；Clarke等[23]认为相对分子质

量为 6 500、6 600、6 700、7 100和 13 400的蛋
白是潜在的标志物；而 Schaub等[17, 24]报道相对分子

质量为 5 270~5 550和 10 530~11 000的蛋白是差异
蛋白，后来 Schaub等[24]又鉴定出这些多肽峰为 β 2

微球蛋白及其酶解片断，并推测它们是由远端小管

炎症反应造成局部酸性增高、异位酶酶解作用的产

物，但并不能确定这些裂解产物是否是急性排斥反

应的特异性标志，在肾移植后其他原因引起的远端

小管损伤是否也会出现，如手术造成的缺血性急性

肾损伤、神经钙蛋白抑制剂相关性损伤、多瘤病毒

BK感染性肾病等。这3项类似的研究得到了完全不
同的结果，但这并不意外，因为他们使用了不同的

芯片表面，这使得他们的结果间不是相互矛盾的，

而是互相补充的；另外，不同免疫抑制疗法的使用

也会造成结果间的差异。

由于临床面临的实际问题是肾移植患者术后出

现发热、少尿等症状，以及一些早期实验室检查结

果的异常，不能帮助临床医生判断出患者究竟是发

生了急性排异反应，还是发生了免疫抑制剂中毒、

急性肾小管坏死、亦或是泌尿系感染等其他并发

症，从而不能迅速采取正确的干预措施。因此，试

验最好在病情稳定组、急性排异反应组之外，加设

免疫抑制剂中毒组、泌尿系感染组等难与急性排异

反应鉴别的并发症。Wittke等[25]较之前人的研究采

用了更完善的实验设计，他们用CE-MS的方法对19
名急性排斥反应者、10名术后感染者，以及 29名
未发生排异和感染者进行分析，并将所得结果在 26
名患者的小样本中进行了盲法测试，结果显示了较高

的准确性：对照组 8/10，感染组 3/7，排斥组 6/9。

但要将上述指标应用于临床诊断还需要大样本

的临床试验验证；另外对照组的细致设计也是非常

必要的，因为仅仅区分肾功能稳定的移植术后患者

还远远不够，临床表现难与急性排斥反应鉴别的其

他移植手术并发症，如急性肾小管坏死、泌尿系感

染、免疫抑制剂造成的肾毒性损害均应考虑在内。

2.2　肾小球疾病
寻找各种肾小球疾病的生物标记物正在成为蛋

白质组学在肾脏病领域中最富成果和最具临床价值

的应用之一。很多研究仅仅比较了某种肾小球疾病

患者与正常人尿液间的差别，这对于临床应用是远

远不够的，因为临床上更需要能对不同肾小球疾病

进行鉴别诊断的标志物，从而对后续治疗起到指导

意义。Mischak小组[26-30]一直致力于利用 CE-MS配
合生物信息的方法，构建一个尿液（和其他体液）

蛋白质组诊断模型用于各种可以进展为肾衰的小球

疾病的诊断和鉴别诊断。他们比较了微小病变

(n=16)、膜性肾病(n=18)、局灶节段性肾小球硬化
(n=10)与正常尿液(n=57)间的差别，找到 173个在
90%以上正常人尿液中出现的多肽，690个在 50%
以上正常人尿液中出现的多肽，用于构建正常组多

肽模式，为每种疾病分别构建了含 500个以上多肽
的模式，这一模型对疾病分类的准确性为：MCD/
FSGS 71.4%，MGN 92.9%[29]。他们还用相同的方

法分析了 2型糖尿病[27]和 IgA肾病[30]。

有趣的是人们发现很多在患者尿液里鉴定出来

的标志物是一些较大蛋白的酶解片断。最近的一项

研究表明，这可能是由于患者尿液中存在特殊的蛋

白酶能分解这些蛋白。他们分析了各种肾病综合征

患者的尿液，认为尿液中存在特异的蛋白酶能分解

白蛋白和 α1抗胰蛋白酶，产生大约 100个酶切片
断，这些片断表现为 2D胶上不同位置的点[31]。这

项研究为分析尿蛋白质组结果提供了新的思路。

2.3　肿瘤及其他泌尿系统疾病
实现癌症的早期诊断是医学研究中的重要目标

之一。尿蛋白质组学是一条极具吸引力的寻找泌尿

系统[32-34]以及某些系统性恶性肿瘤[35, 36]早期诊断标志

物的途径，旨在寻找比现有标志物以及细胞学检查

更特异更敏感的标志物。

其中发展最快的莫过于对膀胱癌的研究。膀胱

癌大多来源于上皮细胞，其中 90%以上为移行细胞
癌，鳞状细胞癌和腺癌则较少见，但恶性程度远较

移行细胞癌为高；非上皮来源的肿瘤，如横纹肌肉

瘤等则非常罕见。因此，移行细胞癌方面的研究较
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多，以往已经发现许多移行细胞癌潜在标志物，血

红蛋白、NMP22、补体因子 H、细胞角蛋白 8和
18、肿瘤相关胰蛋白酶抑制剂、可溶性钙黏蛋白
E、前胸腺素 α、透明质酸酶等，其中一些已经用
于临床[32-34]。其他文献已对这方面进行了很好的综

述[10,  37]，本文不再详述。

Rogers等[38]运用神经网络的方法分析了SELDI-
MS得到的肾细胞癌患者与正常人以及其他泌尿系统
疾病患者的尿蛋白质组，学习集的特异性和灵敏性

达到 98%~100%，但在测试过程中他们发现分类的
准确性随时间下降，他们认为这也许是由于激光和

芯片的不稳定造成的。另外一项研究发现患者尿中

的激肽原水平增高，在肾切除后激肽原水平下降[4]。

先天性肾盂输尿管交界狭窄是一种常见的新生

儿疾病，临床医生需要不断监测利尿性肾图是否达

到了某个阈值来决定患儿是否需要接受矫正手术。

但在临床监测的拖延中，暂时的狭窄会造成肾单位

的减少，可能会因此引起后期的高血压、蛋白尿。

Decramer等[39]开发了一种新方法预测先天性肾盂输

尿管交界中度狭窄的新生儿(狭窄程度处于手术组和
非手术组之间，需要临床观察)是否需要接受手术
治疗。他们用 CE-MS分析了正常新生儿、非手术
组患儿以及手术组患儿的术前尿液，得到了一个 51
个多肽的模型对这 3组新生儿进行了准确的分类，
并用盲法验证了这个模型的准确性。然后他们用这

个模型对36个中度狭窄的患儿进行预测，预测结果
与 9个月后的实际临床结果进行比较，达到了 94%
的准确率。这一个结果说明尿蛋白质组不仅可以用

来诊断，而且可以准确地评估预后。

2.4　非泌尿系疾病
一些非泌尿系统疾病也能够使尿蛋白质组发生

改变，主要基于两种原因：疾病本身使得血浆中某

些蛋白成分增多，通过肾小球滤过而出现在尿中；

疾病本身会累及到肾脏(继发性肾病)。Kaise等[40]和

Weissinger等[41]用 CE-MS分析了骨髓移植后移植物
抗宿主疾病的尿蛋白质组，Zimmerli等[42]在尿中找

到了几个心血管疾病标志物[42]。研究者认为移植物

抗宿主疾病，心血管疾病会导致内皮系统的功能紊

乱(或者是内皮系统功能紊乱的结果)，内皮系统的
功能紊乱会改变肾脏的结构和(或)功能，从而影响
肾小球滤过和(或)小管功能，因此在尿中出现疾病
特异性蛋白。这些研究进一步拓宽了尿蛋白质组研

究的应用领域。

3　结论

肾脏疾病最早的临床观察就明确地揭示出尿蛋

白可以反映肾脏病变，时至今日蛋白质组技术的出

现极大提高了人们对尿蛋白成分的分析能力，为理

解肾脏疾病的发病机理、提高诊疗水平发挥着重要

的作用。首批在上百例样本中进行的研究已经清楚

地显示出它在无创性临床诊断中的价值[18, 39]，但仍

不能满足人们对这一发展了二十多年的技术的期

望。未来尿蛋白质组学的研究目标面临一个选择，

是继续花费几年，甚至十几年的时间彻底挖掘出完

整的尿蛋白质组，还是应该充分利用包含有价值信

息的亚蛋白质组来满足目前的临床需求。

几乎所有的研究都表明不存在“完美的标志物

(明确对应某种疾病的单一分子)”，研究者普遍认
为一组标志物更适合疾病的诊断检测和疗效观察。

这组标志物必须经过确定和排序，以及临床样品的

盲法验证。遵循这些简单的原则将会极大提高未来

蛋白质组研究的价值。另外，尿蛋白质组学的研究

也急需建立一个共同的平台来实现不同实验室间数

据的比较。
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