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利用化学蛋白组学方法分析小鼠肝中氨甲蝶呤相互作用蛋白质
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　　摘要：目的　利用基于亲和色谱的化学蛋白组学方法分析小鼠肝组织匀浆液中与氨甲蝶呤相互作用蛋
白，探讨氨甲蝶呤的作用机制。方法　以键合氨甲蝶呤的琼脂糖凝胶作为亲和材料，从小鼠肝组织匀浆液中
亲和富集与氨甲蝶呤相互作用蛋白，采用含有吐温２０的缓冲液洗涤凝胶，去除凝胶表面非特异吸附蛋白，
采用高浓度盐洗脱凝胶亲和富集蛋白，对洗脱蛋白进行胰蛋白酶酶解，酶解产物进行 ＨＰＬＣ／ＭＳ分析和数
据库搜索。结果　对洗脱样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果表明键合氨甲蝶呤的琼脂糖凝胶可以富集小鼠肝
组织中与氨甲蝶呤相互作用蛋白。对洗脱样品酶解产物进行质谱分析鉴定了同型半胱氨酸水解酶等２３种
蛋白。结论　基于亲和色谱的化学蛋白组学方法是一种快速、有效的发现药物相互作用蛋白的方法。
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　　氨甲喋呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）是一种叶酸
拮抗剂，最初被用于恶性肿瘤治疗［１］，目前临床上

常用于急性白血病、尤其是急性淋巴细胞性白血病

的维持治疗［２－４］，对头颈部肿瘤、乳腺癌、肺癌及盆

腔肿瘤也有一定疗效。ＭＴＸ也可以作为抗炎和免
疫抑制剂用于其他非肿瘤疾病的治疗。ＭＴＸ于
２０世纪５０年代作为“改变病情抗类风湿药物”
（ｄｉｓｅａｓｅｍｏｄｉｆｙｉｎｇａｎｔｉｒｈｅｕｍａｔｉｃｄｒｕｇ，ＤＭＡＲＤ）
被用于类风湿关节炎治疗，目前是类风湿关节炎治

疗的一线药物。但有１／３类风湿关节炎患者对氨
甲喋呤治疗不敏感，而且骨髓抑制、肝细胞毒性等毒

性作用在一定程度限制了其应用［５－７］。ＭＴＸ也是
治疗中度至重度银屑病的一线药物，但同样存在患

者间反应性的差异和急性骨髓抑制、胃肠道反应及

肝细胞毒性等作用［８－９］。作为抗炎和免疫抑制剂，

ＭＴＸ也被用于溃疡性结肠炎、以及多肌炎、皮肌炎、
多发性肉芽肿等自身免疫性疾病的治疗和急性移植

物抗宿主疾病的预防性治疗［１０－１１］。ＭＴＸ治疗效果
明显，但对其作用机制仍不清楚。因此，研究 ＭＴＸ
细胞内作用靶点对于阐明其作用机制和毒性以及毒

理具有重要意义，可以帮助增加有效性，减少毒性，

实现个体化治疗。
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　　化学蛋白组学是利用化合物标记或富集细胞或
组织内与化合物有亲和作用的蛋白质组，再利用质

谱对被标记或富集的蛋白质进行鉴定。基于亲和色

谱的化学蛋白组学方法是通过固载小分子化合物的

亲和色谱法纯化与化合物特异结合的蛋白质，再通

过质谱对蛋白质进行分析和鉴定，其过程是将化合

物通过间隔臂固载于固相载体表面，再利用此基质

亲和富集细胞裂解液或组织匀浆液中相互作用的蛋

白，对得到的蛋白质进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离和质谱分析鉴定［１２］。上述化学

蛋白组学方法已用于信号转导通路中蛋白激酶抑制

剂的细胞内蛋白靶点分析和 ｃＡＭＰ，ｃＧＭＰ及磷脂
酰肌醇等第二信使分子的下游转导通路研

究［１３－１５］。本文利用化学蛋白组学的原理和方法，

以键合ＭＴＸ的琼脂糖凝胶为亲和材料，富集小鼠
肝组织内与其相互作用的蛋白，利用质谱对富集的

蛋白质组进行分析和鉴定，研究 ＭＴＸ细胞内相互
作用蛋白靶点，从而为进一步研究其作用机制和毒

理提供实验线索和依据。

１　材料与方法

１．１　试剂
ＭＴＸ琼脂糖凝胶、苯甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈ

ｙｌｓｕｌｆｏｎｇｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）、胰蛋白酶、尿素、二硫
苏糖醇、碘乙酸均购自于Ｓｉｇｍａ公司，其余试剂均
为分析纯或色谱纯。
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１．２　仪器
ＦＳ２型高速匀浆器购自北京科思佳公司，离心

超滤管购自于Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＬＣ２０ＡＤ高效液相色谱仪
为ＳＨＩＭＡＤＺＵ产品，ＬＣＱ离子阱质谱仪为Ｔｈｅｒｍｏ
公司出品，反相液相色谱 Ｃ１８微柱（５μｍ，２００Ａ，
直径３００μｍ×５０ｍｍ）购自于依利特公司。
１．３　小鼠肝组织匀浆液样品制备

取小鼠肝 ３ｇ，剪碎，以 ＰＢＳ１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

（ｐＨ７．４）清洗３次去除组织含有的血液成分，加
３ｍｌＰＢＳ（含有 ＰＭＳＦ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）匀浆液，匀浆
５ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清备用。
１．４　匀浆样品与氨甲蝶呤琼脂糖凝胶相互作用分析

取０．１ｍｌ键合 ＭＴＸ的琼脂糖凝胶分别装入
２个离心管内，以 ＰＢＳ１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ７．４）进
行清洗。取５００μｌ肝组织匀浆液加入离心管内，与
凝胶于室温反应１ｈ，以１ｍｌ０．１％ ＰＢＳＴ（ＰＢＳ中
含有０．１％吐温２０）清洗凝胶去除凝胶表面非特异
吸附蛋白，共洗涤 １０次。收集最后一次洗脱液
（ＰＢＳＴ洗脱液）进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析。以 ＮａＣｌ
１ｍｏｌ·Ｌ－１洗脱结合于 ＭＴＸ琼脂糖凝胶表面的蛋
白，收集样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。
１．５　ＳＤＳＰＡＧＥ检测洗脱样品蛋白

对ＰＢＳＴ洗脱液，ＮａＣｌ１ｍｏｌ·Ｌ－１洗脱液中的
蛋白样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分析，采用银染法对凝
胶进行染色处理。

１．６　样品除盐
将亲和富集的蛋白样品溶液装入截留分子量

３０００ｕ的超滤离心管，以 １２０００×ｇ超滤浓缩
１５ｍｉｎ至溶液体积为０．２ｍｌ，再加入１ｍｌＴｒｉｓＨＣｌ
０．１５ｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ８．４），以上述条件超滤浓缩至
０．２ｍｌ，如此重复超滤浓缩３次进行溶液置换。
１．７　蛋白酶解

将洗脱的蛋白样品溶解于终浓度８ｍｏｌ·Ｌ－１尿
素中，加入二硫苏糖醇进行还原，５６℃反应４０ｍｉｎ，
再加入碘乙酸，室温反应 ４０ｍｉｎ。以 ＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ８．５）５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１稀释至尿素浓度为２ｍｏｌ·Ｌ－１

后加胰蛋白酶于３７℃酶解２４ｈ。
１．８　μＲＰＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ分析

μＲＰＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ分析条件如下所示。流
动相 Ａ为 ９８％水（含 ０．１％甲酸），流动相 Ｂ为
９８％乙腈（ＡＣＮ，含 ０．１％甲酸）。其分离梯度如
下：０ｍｉｎ，０％ Ｂ；１１０ｍｉｎ，４０％ Ｂ；１１０．１ｍｉｎ，
８０％Ｂ；１３０ｍｉｎ，８０％ Ｂ；流速，５．０μｌ·ｍｉｎ－１。上样
体积为１００μｌ，上样及除盐时间为４０ｍｉｎ。

ＬＣＱ仪器采用正离子模式，加热毛细管温度为

１５０℃，喷雾电压为３．０ｋＶ，ＭＳ／ＭＳ扫描碰撞能量
为 ３５％。总离子流色谱图质量范围为质荷比
（ｍ／ｚ）４００～２０００。ＭＳ／ＭＳ谱图采用数据依赖模
式，并且针对全扫描中前三个最高峰进行 ＭＳ／ＭＳ
扫描。ＭＳ／ＭＳ数据采用基于 ＳＥＱＵＳＴ算法的
ＢｉｏＷｏｒｋｓ（版本号３．１）软件检索。检索参数设置
如下：数据库，ｉｐｉＭｏｕｓｅⅤ蛋白质数据库；胰蛋白酶
完全酶切，允许最大两个漏切位点；母离子的质量容

忍度为２ｕ；碎片离子的质量容忍度为１ｕ。

２　结果

２．１　亲和富集蛋白样品分析
亲和富集蛋白样品的ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果如图

１所示，可以看出ＰＢＳＴ洗脱样品中几乎不含有蛋白
（泳道２），ＮａＣｌ１ｍｏｌ·Ｌ－１洗脱样品蛋白含量明显高
于ＰＢＳＴ洗脱样品（泳道１），说明ＮａＣｌ１ｍｏｌ·Ｌ－１可
以使保留于ＭＴＸ琼脂糖凝胶上的蛋白解离被洗脱。

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｌｕｅｎｔｓｆｒｏｍｍｅｔｈｏｔｒｅｘ
ａｔｅａｒｇａｒｏｓｅａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｗｉｔｈ
ｔｈｅａｒｇａｒｏｓｅｂｅａｄｓ．Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ１：ＮａＣｌ１ｍｏｌ·Ｌ－１
ｅｌｕｅｎｔ；ｌａｎｅ２：ＰＢＳＴｅｌｕｅｎｔ．

２．２　亲和富集蛋白μＲＰＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ分析
将亲和收集得到的蛋白样品进行超滤浓缩和溶

液置换后以胰蛋白酶酶解蛋白样品，酶解产物进行

μＲＰＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ分析，结果如图２所示。通过
检索数据库鉴定样品中蛋白种类如表１所示。在鉴
定得到的蛋白质中经过 ２个肽段鉴定的蛋白为
９个，其余蛋白为１个肽段鉴定。对得到的蛋白初
步分类包括：代谢相关酶类（其中与一碳单位和叶

酸代谢有关的有甲酰四氢叶酸脱氢酶、蛋氨酸合成

酶、Ｓ腺苷同型半胱氨酸水解酶）、细胞骨架相关蛋
白、肿瘤相关蛋白、与基因转录、翻译相关蛋白及其

他功能蛋白等。
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Ｆｉｇ．２　μＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒｙｐｓｉｎｄｉｇｅｓｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｅｌｕｔｅｄｂｙＮａＣｌ．

Ｔａｂ．１　ＰｒｏｔｅｉｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙμＨＰＬＣＥＳＩＭＳ／ＭＳ
ａｎａｌｙｓｉｓ

№ Ｐｒｏｔｅｉｎ

１ ｆｏｒｍｙｌｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
２ ｐｕｔ．ｂｅｔａａｃｔｉｎ（ａａ２７－３７５）

３ ＡＰＥＨ＿ＭＯＵＳＥ Ａｃｙｌａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｅｎ
ｚｙｍｅ（ＡＡＲＥ）

４ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１０（ＩＰ１０）ｒｅｃｅｐｔｏｒ
５ ｂｅｔａｉｎｅｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
６ Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ
７ ｋｅｒａｔｉｎ６ａｌｐｈａ
８ ｓｉｍｉｌａｒｔｏｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ３０
９ Ａｐｅｈｐｒｏｔｅｉｎ
１０ Ｎｓｅｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ
１１ ｋｅｒａｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ２，ｂａｓｉｃ，ｇｅｎｅ１７
１２ ｋｅｒａｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ２，ｂａｓｉｃ，ｇｅｎｅ１
１３ ａｒｇｉｎａｓｅ１，ｌｉｖｅｒ
１４ ｓｉｍｉｌａｒｔｏＡｈｃｙｐｒｏｔｅｉｎ

１５ ｖａｌｏｓｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ；ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｅｎｄｏｐｌａｓ
ｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍＡＴＰａｓｅ

１６ ｓｉｍｉｌａｒｔｏｃａｒｂａｍｏｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ

１７ ｓｉｍｉｌａｒｔｏｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｎｇ）

１８ ｔｒｙｐｓｉｎｏｇｅｎ９
１９ ｔｒｙｐｓｉｎ３
２０ Ｎｓａｐ１ｌｐｅｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
２１ ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ８
２２ Ｔｕｂｂ２ｐｒｏｔｅｉｎ
２３ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２

３　讨论

利用以键合化合物为配基的亲和材料富集相互

作用蛋白是研究化合物细胞内蛋白靶点的常用方

法，基于亲和富集的化学蛋白组学方法即利用亲和

材料首先富集捕获与配基相互作用的蛋白，再利用

高通量质谱分析方法对蛋白质进行鉴定。亲和富集

蛋白的第一步就是准备亲和色谱材料，琼脂糖凝胶

是一种常用的凝胶层析介质，具有亲水性、大孔性、

非特异性吸附少等优点，在分离生物大分子和基因

工程产品下游工艺等领域具有广泛的用途。本文采

用的亲和介质材料是键合 ＭＴＸ的琼脂糖凝胶，通
过化学键合方法使 ＭＴＸ固载于凝胶表面，并在药
物分子与凝胶表面引入了适当长度间隔臂，从而减

少可能存在的空间位阻效应对药物配基与靶蛋白相

互作用的影响。

针对鉴定的蛋白，与 ＭＴＸ治疗类风湿关节炎
的作用机制可能相关、值得进一步关注和研究的蛋

白包括：Ｓ腺苷同型半胱氨酸水解酶（Ｓａｄｅｎｏｓｙｌ
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＳＡＨＨ）、蛋氨酸合成酶
（ｂｅｔａｉｎｅｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）、干扰
素诱导蛋白 １０受体（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ
１０）等。ＳＡＨＨ是细胞内广泛存在的一种酶，它催
化 Ｓ腺苷同型半胱氨酸（Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｈｏｍｏｃｙｓ
ｔｅｉｎｅ，ＡｄｏＨｃｙ）水解生成腺苷和同型半胱氨酸，直
接影响细胞内ＡｄｏＨｃｙ、腺苷和同型半胱氨酸水平。
有文献报道类风湿关节炎患者使用 ＭＴＸ后血液同
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型半胱氨酸水平升高［１６－１８］，提示 ＭＴＸ可能与
ＡｄｏＨｃｙ水解酶相互作用，影响体内同型半胱氨酸
水平。关于ＭＴＸ治疗类风湿关节炎的一个机制是
通过增加体内腺苷含量介导的，如使用 ＭＴＸ处理
成纤维细胞和上皮细胞可以使细胞外腺苷水平增

加［１９］。目前研究认为ＭＴＸ影响腺苷代谢的分子机
制为 ＭＴＸ抑制 ５氨基咪唑４甲酰胺核苷酸
（５ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，
ＡＩＣＡＲ）转甲酰酶，使细胞内 ＡＩＣＡＲ水平升高，进
而抑制ＡＭＰ脱氨酶和腺苷脱氨酶，从而促进 ＡＭＰ
转化生成腺苷［２０］。本文结果提示 ＭＴＸ可能与
ＳＡＨＨ相互作用，直接影响细胞内腺苷水平。
ＡｄｏＨｃｙ是依赖Ｓ腺苷甲硫氨酸的转甲基酶的强效
抑制剂［２１］，ＳＡＨＨ已被选择作为多种新药研发的重
要靶点，如免疫抑制剂、抗病毒药、防治动脉粥样硬

化和阿尔茨海默病药物。目前还没有报道 ＭＴＸ与
ＳＡＨＨ相互作用。所以，本实验结果为进一步研究
ＭＴＸ治疗类风湿关节炎的分子机制及了解 ＳＡＨＨ
的功能提供了新的实验线索。

蛋氨酸合成酶催化同型半胱氨酸甲基化生成蛋

氨酸，由甲基四氢叶酸提供甲基。使用大剂量 ＭＴＸ
化疗治疗原发性中枢神经系统淋巴瘤时，中枢神经

系统白质的改变是化疗的典型副作用。而 Ｓ腺苷
蛋氨酸是形成中枢神经髓鞘的必需物质，所以可以

推论 ＭＴＸ与 ＡｄｏＨｃｙ水解酶和蛋氨酸合成酶相互
作用，继而影响蛋氨酸代谢可能是其诱发中枢神经

系统白质改变的一个机制。

干扰素诱导蛋白１０受体是由７个跨膜亚单位
组成的膜结合分子，属于 Ｇ蛋白偶联受体超家族。
干扰素诱导蛋白１０与受体相互作用，通过一系列
信号转导途径介导免疫细胞的迁移、活化，参与多种

疾病包括类风湿性关节炎的发生。ＭＴＸ从２０世纪
５０年代开始被试用治疗类风湿关节炎，取得良好疗
效。到目前ＭＴＸ已经被作为治疗类风湿关节炎的
首选，然而它的作用机制还不是很明确。本实验结

果提示，干扰素诱导蛋白１０受体很可能是 ＭＴＸ治
疗类风湿关节炎的一个新的蛋白靶点。综上所述，

本文利用化学蛋白组学的原理和方法，以键合 ＭＴＸ
的琼脂糖凝胶为亲和材料，利用液相色谱与质谱联

用鉴定了小鼠肝组织内与 ＭＴＸ相互作用的潜在蛋
白靶点，为进一步研究 ＭＴＸ作用机制和毒理提供
了实验线索和依据。
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