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肾移植供受者年龄差对移植肾功能及蛋白质组的影响

中文摘要 ：

目 的 ： 肾源短缺是制 约全世界肾移植发展的重要原 因
，

活体肾移植可有效缓解肾源短

缺 。 为增加供肾来源 ，
选择高龄供者作 为 亲属 活体肾移植供体的 医疗 中 心逐渐增 多 。

但随着供者年龄的增长 ，
供 肾随之而 衰老 ，

功 能随之下降 ，
供者年龄及供受者年龄差

对肾移植预后影响愈发显著 ， 高龄供者活体供肾肾移植的远期疗 效仍有争议 ，
尤其 当

受者较为年轻时 。 将衰老器 官移植入年轻受者体 内 后 ，
机体 内环境是否影响新器 官 的

衰老进程 ，
供肾的衰老程度和受者体 内 内 环境的衰老程度对移植肾远期功能有何影响 。

本研究主要 目 的是通过对比供受者之 间 的 腎功能 ，
鉴定 腎移植供体及受体的血、 尿蛋

白 质组 ， 评估供腎的 衰老程度的 差 异与 受者 内 环境的 衰老程度的 相互作 用 ，
反映供受

者的年龄 因 素对肾移植的影响 。

方法 ： 选择移植术后 ３ 年 以上的符合筛选标准的老年供 肾 －年轻受 肾的 肾移植供受者

共 ２０ 对及年轻供肾 －老年受 肾的 肾移植供受者共 ６ 对
，
于解放军总 医 院进行检查及化

验并计算 ｅＧＦＲ
，
使 用 ＳＰＳＳ２２ 软件采 用配对 Ｔ 检验对比供受者的 ｅＧＦＲ 。 然后从两

组 中 各选取 ５ 对供受者
，
采 用 液相 色谱 －质谱联 用 （ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ ） 技术对 留取血清及尿

液样本进行蛋 白 质组学 定量研究 ，
通过 Ｍｏｓｃｏｔ 搜库软件进行蛋 白 鉴定

， 采 用 Ｗｉ ｌｃｏｘｏｎ

秩和检验分析差异蛋 白
，
通过 ＧｅｎｅＯｎｔｏ ｌｏｇｙ 数据库及 ＩＰＡＰａｔｈｗａｙ 数据库对鉴定得

到 的 差异蛋 白进行生物学功 能 、 通路和蛋 白 相互作 用分析 。

结果 ： １ ．２０ 名老年供者平均年龄为 ５７ 岁 ， 平均 ｅＧＦＲ 为 ６９ ．２７ｍｌ／ｍｉｎ
；２０ 名年轻受

者平均年龄为 ３ ３ 岁 ， 平均 ｅＧＦＲ 为 ７４ ．０７ｍｌ／ｍｉｎ
；６ 名年轻供者平均年龄为 ３ ８ 岁 ， 平

均 ｅＧＦＲ 为 ９７ ．６７ｍｌ／ｍｉｎ
；
６ 名老年受者平均年龄为 ６２ 岁

， 平均 ｅＧＦＲ 为 ６４ ．４６ｍｌ／ｍｉｎ 。

１
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在老年供者 －年轻受者组 中 ， 年轻受者腎功 能 与老年供者相近 （Ｐ
＝
０ ． ２２２ ）

，
而在年轻

供者 －老年受者组 中 ， 年轻供者肾功能优于老年受者 （Ｐ
＝

０ ． ０３６ ） 。 ２ ．在 ２ 组各 ５ 对供受

者的血样本 中
，
我们共鉴 定 出 了４９ ７ 个蛋 白 质 。 我们对老年供者 －年轻受者组及年轻

供者－老年受者组进行 了 组 内 对比 ，
发现老年供者 －年轻受者组 中 有 １ ７ 个差异蛋 白

，

均在老年供者 中升 高 ；
而年轻供者 －老年受者组 中 有 １ ２ 个差 异蛋 白

，
均在老年受者 中

升 高 。 差异蛋 白 均在老年个体的血清 中 升 高 ，
说明这些差异蛋 白 可能参与机体衰老的

分子调控过程 ，
如 ＳＬＣ３Ａ２ 等 。 差异蛋 白 主要参与 的共 同 生物学通路 包括 ．

？

ＡｃｕｔｅＰｈａｓｅ

ＲｅｓｐｏｎｓｅＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ，ＦＸＲ／ＲＸＲ Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ以及ＬＸＲ／ＲＸＲＡｃｔｉｖａｔｉｏｎ 。 两 组差异蛋 白

中
， 有 １ 个共 同 差异蛋 白 ： ＳＬＣ ３Ａ２

，
在老年供者及老年受者的血清样本 中 均升 高 。

ＳＬＣ３Ａ２ 主要参与 参与 细胞氨基酸代谢及整合素 的信号调 节 ， 推测 可能 与机体衰老过

程有关 。 ３ ．在 ２ 组各 ５ 对供受者的尿样本 中 ，
我们共鉴定 出 了９ ７５ 个蛋 白 质 。 其 中 ，

老年供者 －年轻受者组 中 有 １ ２ 个差异蛋 白
，

４ 个在老年供者 中表达升 高 ，
８ 个在年轻

受者 中 表达升 高 ；
而年轻供者 －老年受者组 中 有 ２８ 个差异蛋 白

， 其 中 １ ５ 个在老年受

者 中表达升 高 而 １ ３ 个表达降低 。 两组差异蛋 白 中 ， 参与 的共 同 生物学通路包括 ： Ａｃｕｔｅ

ＰｈａｓｅＲｅｓｐ
ｏｎｓｅＳ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉｎｇ ，Ａｔｈｅｒｏｓｃ ｌｅｒｏ ｓｉｓＳ ｉ

ｇ
ｎａｌ ｉｎｇ ，Ｃ ｌａｔｈｒｉｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄＥｎｄｏｃｙｔｏ ｓ ｉ ｓ

Ｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ，ＣｏａｇｕｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ
，ＦＸＲ／ＲＸＲＡｃｔｉｖａｔｉｏｎ

，ＬＸＲ／ＲＸＲＡｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄ

ＮｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅＲｏ ｌｅｏｆＴＨＯＰ １ｉｎＡｌｚｈｅｉｍｅｒ
＇

ｓＤｉｓｅａｓｅ 。 有２个共 同 差 异蛋 白 ：

ＳＥＲＰＩＮＡ １ 和 ＳＥＲＰＩＮＡ３
，
在年轻受者及老年受者的血样本 中 均升 高 。 ＳＥＲＰＩＮＡ 蛋

白 家族均 为胰蛋 白酶抑制 剂 ，
可 以作 用 于 包括丝氨酸蛋 白 酶在 内 的 多 种靶点 ， 推測 与

移植肾的生理性改 变有关 。

结论 ： １ ． 供受者年龄差 可 以影响移植肾功 能 ，
而 内 环境的 差异可能导致 了 移植肾衰

老速度的改 变 ；
２ ．年龄可影响血清蛋 白 质组成分 ，

差异蛋 白 与 炎症反应 、 脂质 代谢等

生物学过程有关 ， 其 中 ，
ＳＬＣ３Ａ２ 可能 同 内 环境衰老过程有 关 ；

３ ． 肾移植可影响尿蛋

白 质组成分 ，
差异蛋 白 与 能量代谢 、 免疫应答 、 动泳硬化 、 凝血等生物学功 能有关 ，

其 中 ＳＥＲＰＩＮＡ １ 和 ＳＥＲＰ ＩＮＡ３ 可能 同 内 环境与移植肾的 相互作 用 有关 。

【 关键词 】 蛋 白 质 组 、 年龄、 肾移植、 老年活体供者 、 衰老

２
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Ｏｂ
ｊ
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ｂｅｔｗｅｅｎ

ｒｅｃｉｐ ｉｅｎｔｓａｎｄｄｏｎｏｒｓｉ ｓ
ｐａｒｅｎｔ

－

ｃｈｉｌｄｒｅｎ ．Ｔｈｅｉｒｋｉｄｎｅｙ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄ

ｂｙ
ＳＰＳＳ２２ｓｏｆｔｗａｒｅｉｎ

ｐａｉｒＴ ｔｅｓｔ ．Ｔｈｅｎｗｅａｎａｌｙｚｅｄｔｈｅｓｅｒｕｍａｎｄｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｏｍｅｏｆ ５

ｐａｉｒｓｃａｓｅ ｓｉｎｔｗｏ
ｇｒｏｕｐ ｓｂｙＬＣ

－ＭＣ
ｐｒｏ

ｔｅｏｍｉｃｍａｓｓｓｐｅｃｔｎｉｍｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ．Ｔｈｅｄａｔａｗａｓ

ｓｅａｒｃｈｅｄａｇａｉｎｓｔｔｈｅｔａｒｇｅｔ
－ｄｅｃｏｙＲｅｆＳｅｑ

ｈｕｍａｎｄａｔａｂａｓｅ ．Ｗｉ ｌｃｏｘｏｎ－Ｍａｘｍ－Ｗｈｉｔｎｅｙ
ｔｅｓｔ

ｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｔｏｓｅ ｌｅｃｔｄａｔａｓｅｔｓ ．ＡｎｄｗｅｌａｎｄｅｄＧＯａｎｄＩＰＡｄａｔａｂａｓｅｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｂｙ

ｂ ｉｏ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａｎｄ
ｐａｔｈｗａｙ

ａｎａｌｙｓｉｓ ．

Ｒｅｓｕｌｔ ： １ ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅａｇｅｏｆ ｔｗｅｎｔｙ
ｏ ｌｄｄｏｎｏｒｓｉｓ５ ｙ

－

ｙｅｍ
＇

－ｏ ｌｄ
，
ａｎｄｔｈｅ ｉｒａｖｅｒａｇｅｅＧＦＲ

３
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ｉｓ６９ ．２７ｍｌ／ｍ ｉｎ ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅａｇｅｏｆｔｗｅｎｔｙｙｏｕｎｇｒｅｃ ｉｐ ｉｅｎｔｓｉ ｓ３ ３
－

ｙｅａｒ
－

ｏｌｄａｎｄｔｈｅ ｉｒ

ａｖｅｒａｇｅｅＧＦＲｉ ｓ７４ ． ０ ７ｍｌ／ｍｉｎ ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅａｇｅｏｆｓ ｉｘ
ｙｏｕｎｇｄｏｎｏｒｓｉｓ３ ８

－

ｙｅａｒ
－ｏ ｌｄ ．ａｎｄ

ｔｈｅ ｉｒａｖｅｒａｇｅｅＧＦＲｉｓ９７ ． ６９ｍｌ ／ｍｉｎ ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅａｇｅｏｆｓ ｉｘｏ ｌｄｒｅｃ ｉｐ ｉｅｎｔｓｉｓ６２
－

ｙｅａｒ
－

ｏ ｌｄ
，

ａｎｄｔｈｅ ｉｒａｖｅｒａｇｅｅＧＦＲｉ ｓ６４ ．４６ｍｌ／ｍｉｎ ．Ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｏ ｌｄｄｏｎｏｒｓａｎｄ
ｙｏｕｎｇ

ｒｅｃｉｐ ｉｅｎｔｓ

＇

ａｒｅｓ ｉｍｉ ｌａｒｗｈｉ ｌｅｙｏｕｎｇｄｏｎｏｒｓ
＇

ａｒｅｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｏ ｌｄｒｅｃ ｉｐ ｉｅｎｔｓ

＇

（ｐ
＝

０ ．２２２
，

ｐ
＝

０ ． ０３ ６
）

．２ ．Ｗｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ４９７
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｓｅｒｕｍ

ｐｒｏｔｅｏｍｅｏｆ１ ０ｃａｓｅｓｏｆ５
ｐａｉｒｓｉｎｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ ．Ｗｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｏｍｅｄａｔａｂｅｔｗｅｅｎｏ ｌｄｄｏｎｏｒｓａｎｄ

ｙｏｕｎｇ
ｒｅｃ ｉｐ ｉｅｎｔｓ

，ｙｏｉｍｇ

ｄｏｎｏｒｓａｎｄｏ ｌｄｒｅｃ ｉｐ ｉｅｎｔｓ ．Ｔｈｅｒｅａｒｅ１ ７ｄｉｓｔｉｎｃｔ
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ｇｒｏｕｐ
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ｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆ ｏｌｄｄｏｎｏｒｓ ．Ｔｈｅｒｅａｒｅ１ ２

ｄｉ ｓｔｉｎｃｔ
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－

ｏ ｌｄｒｅｃ ｉｐｉｅｎｔ
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ｇ
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ｐａｉｒ ｓｉｎｔｗｏ
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－
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ｏｆ ｏ ｌｄｄｏｎｏｒｓ

，
８ｄｉｓｔｉｎｃｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｌｏｗｌｙ
ｅｘｐｒｅ ｓ ｓｅｄ ．Ｔｈｅｒｅａｒｅ２ ８

ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｐｒｏ

ｔｅ ｉｎｓｉｎ
ｙｏｕｎｇｄｏｎｏｒ

－

ｏ ｌｄｒｅｃｉｐ ｉｅｎｔ
ｇｒｏｕｐａｎｄ１ ５ｏｆｔｈｅｓｅｄｉｓｔｉｎｃ ｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅ
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ｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｌｏｗｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ．Ｔｈｅｃｏｍｍｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆｄｉｓｔｉｎｃｔｐｒｏｔｅ ｉｎｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐａｒｅＡｃｕｔｅＰｈａｓｅ

ＲｅｓｐｏｎｓｅＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ，
Ａｔｈｅｒｏ ｓｃ ｌｅｒｏｓｉｓＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ，

Ｃ ｌａｔｈｒｉｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄＥｎｄｏｃｙｔｏｓ ｉ ｓＳ ｉｇｎａｌｉｎｇ ，

ＣｏａｇｕｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ
，ＦＸＲ／ＲＸＲＡｃｔｉｖａｔｉｏｎ

，ＬＸＲ／ＲＸＲＡｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄＮｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

Ｒｏ ｌｅｏｆＴＨＯＰ １ｉｎＡｌｚｈｅ ｉｍｅｒ
＇

ｓＤ ｉｓｅａｓｅ ．ＳＥＲＰＩＮＡ １ａｎｄＳＥＲＰ ＩＮＡ３ｅｘｉｓｔｉｎｂｏｔｈｔｗｏ

ｇｒｏｕｐ
ｉｎｔｈｅｍｅａｎｔｉｍｅ ．
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ｇｒａ

ｆｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｉｓ

ｍａｙ
ｂｅｃａｕｓｅｏｆ

ｇｒａｆｔａｇｉｎｇ
ｓｐｅｅｄｉｓｃｈａｎｇｉｎｇ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ｔｈｅｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌｍｉ ｌ ｉｅｕ ．

２ ．Ｔｈｅｓｅｒｕｍｐｒｏｔｅ ｉｎｓｏｆｏ ｌｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｓａｎｄｙｏｕｎｇｉｎｄ ｉｖｉｄｕａｌ ｓａｒｅｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ．Ｔｈｅｓｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｅｒｅ ｓｐｏｎｓｅ

，ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌ ｉ ｓｍｅｔｃ ．Ａｍｏｎｇ
ｔｈｅ

４
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ｄｉｓｔｉｎｃｔｐｒｏ
ｔｅ ｉｎｓ

，ＳＬＣ３Ａ２ｉ ｓｒｅ ｌａｔｅｄｔｏｉｎｔｅｒｎａｌｍｉ ｌ ｉｅｕｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｃｅ ｓｓ ．３ ．Ｒｅｎａｌ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｃａｎｃｈａｎｇｅｔｈｅｕｒｉｎｅ
ｐｒｏｔｅｏｍｅａｎｄｔｈｅ ｓｅｄｉ ｓｔｉｎｃｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｗｉｔｈｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏ
ｎｓｅ ，ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｓｍ

，ａｒｔｅｒｉｏ ｓｃ ｌｅｒｏ ｓ ｉｓｅｔｃ ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｓｅ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｓ

，

ＳＥＲＰＥＮＡ １ａｎｄＳＥＲＰＩＮＡ３ａｒｅａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｎａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．

［Ｋｅｙ
ｗｏｒｄｓ 】ｐｒｏｔｅｏｍｅ

，ａｇｉｎｇ ，
ｋｉｄｎｅｙ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
，
ｏ ｌｄｌ ｉｖｉｎｇ

ｄｏｎｏｒ．

５
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刖 Ｓ

肾源短缺是制约 肾移植的应用及技术发展的重要原因 ， 因此越来越多的终末期 肾

病患者采用亲属活体肾移植 。 亲属活体肾移植优点为组织相容性较高 ， 肾脏缺血时间

短 ， 并且避免了ＤＣＤ 供者循环障碍带来的肾脏损伤 ， 还可缩短患者透析时间 ［
１

］

， 因

而移植肾存活率较高 、 功能较好 ， 且排异风险较低ｐ ］

。 我国亲属肾移植的器官来源多

以父母作为供者供肾 ［
３

］

。 但父母作为供者往往年龄较大 ， 与受者年龄差较大 。 随着机

体的追按衰老 ， 肾脏功能会因原发性肾小球丢失而逐渐下降 ［
４

］

。 ３０ 岁 以后的健康个体

ＧＦＲ 每年下降大概 ｌｍｌ／ｍｉｎ
［
５

］

。 另外 ， 肾脏细胞的免疫抗原性却会随着年龄的増长而

增强 ［
６
］

。 因此 ， 选用年龄较大的供者进行活体肾移植术常会伴有 ＤＧＦ 、 急慢性排异反

应等并发症发生率增高的风险 ［
７

］

。 但是 ， 研究显示 ， 供者年龄并非影响移植肾预后的

独立危险因素 ［
８

］

。 年轻的终末期 肾病患者 ， 免疫系统 比老年患者相对更健康 ， 能对移

植肾免疫抗原产生更强烈 的免疫反应 ， 因此受者年龄及供受者年龄差也对肾移植远期

疗效有
一

定的影响 ［
９

，
１ Ｑ

］

。 器官衰老过程是机体 内环境与脏器互相作用 的结果 ， 肾脏的

衰老受到 内环境的调控 。 当老年供肾移入年轻受者体 内 时 ， 年轻的机体 内环境会如何

影响老年供肾原本的衰老进程 目前尚无研宄 。

Ｗｉｌｌ ｉａｍｓ 和 Ｗｉ ｌｋｉｎｓ 于 １ ９９４ 年提出 了蛋 白质组 （ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ） 的概念 ［
１ １

］

。 蛋 白质组

学通过对特定时间及环境下细胞或组织中所表达的全部蛋 白质 的数量 、 特性等变化进

行研宄 ， 反映整体的代谢变化及生理功能 ［ １２
］

。 基于质谱技术的蛋 白质组学实验方法具

有高通量 、 高灵敏度及高精度的优势 ， 可 以获得较全面的生物学信息 ， 对进
一

步研究

机体的生理 、 病理过程有重要帮助 。 差异蛋 白质组学通过对正常及病理状态下细胞或

组织中蛋 白表达值进行比较分析 ， 筛选差异蛋 白 ， 应用生物信息学统计分析其表达数

量 、 定位及功能等 ， 发现在不同的生理病理条件下所表达的差异蛋 白对生理功能的影

响 ， 探宄机体生理变化 、 疾病发病机制的线索 ， 或寻找特异性疾病标志物 ［
１ ３

］

。 蛋 白质

组学研宄中 ， 液相色谱由于变化多样且与质谱兼容性好而被广泛应用 ， 液相色谱 －质

谱联用 （ ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ ） 技术通过对蛋 白质复合物进行酶切 ， 得到多肽混合物 ， 经过反

相色谱柱 ， 分离成不 同的馏分 ， 并将不同的肽段馏分上样进行质谱分析 ， 获得肽段片

６
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段序列信息 ， 结合数据库检索鉴定蛋 白质 ， 对样本中全部的蛋 白质进行精确的定性和

定量 ［
１ ４

］

。 现在 ， 蛋 白质组学己经在寻找肾移植后急性排异反应的标志物及急性排异反

应的发病机制等多方面上得到广泛应用 ［
１ ５

－

１ ７
］

。

本研宄希望通过对肾移植供受者的临床肾功能及血 、 尿蛋 白质组的分析 ， 对处于

不同供 －受者年龄差的受体 内环境中的移植肾 ， 与处于原本内环境中 的肾脏进行对比 ，

探宄移植肾在不同 的 内环境中 的生理性改变 ， 为供受者年龄对移植肾功能的影响寻找

理论依据 。

７
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第
一部分 供受者年龄差对移植肾功能的影响

１ ． １ 研宄 目 的

供受者的年龄及供受者年龄差均影响移植肾的功能 。 除因供者年龄增长导致供肾

衰老外 ， 受者 内环境代谢也受到年龄因素的作用并随之而改变 ， 可对移植肾功能产生

重要影响 。 机体衰老是全身多个器官互相作用 的结果 ， 肾脏的衰老受到机体 内环境的

影响 。 将
一

个相对年轻或老年的肾脏移植入受者体 内后 ， 肾脏所处的 内环境发生 了改

变 。 与处于原 内环境的肾脏相 比 ， 新的 内环境如何调控影响移植肾的衰老进程 ， 目前

尚无研宄 。 本部分主要通过对在原本 内环境的肾脏 （供者原肾 ） 与在新的 内环境的肾

脏 （受者移植肾 ） 进行肾功能对比 ， 研究 内环境与移植肾之间 的年龄差距对肾脏功能

的影响 。

１ ．２ 研宄对象及方法

１ ．２ ． １ 患者及筛选标准

我们纳入了来 自 中 国人民解放军总医院 、 北京友谊医院及 中 国人民解放军 ３ ０９

医院共 ２６ 对符合筛选标准的活体亲属肾移植供受者 。 筛选标准为 ： １ 、 活体供肾 ， 受

者接受肾移植术术后三年 以上 ；
２ 、 供受者现均无严重的全身或泌尿系统疾病 ；

３ 、

受者未发生过临床急性排异反应 ；
４ 、 供受者年龄差＞ ２０ 岁 。 供受者关系为父母子女

关系 ， 分别为父母供肾 －子女受肾及子女供肾 －父母受肾 。 其中 ， 父母供肾 －子女受肾共

２０ 对 ， 子女供肾 －父母受肾共 ６ 对 。 我们根据供受者之间的亲属关系及供受者的平均

年龄将供受者分为四组 ： 老年供者 、 年轻受者 、 年轻供者 、 老年受者 。

除 １ 名受者服用西罗莫司 、 １ 名受者服用环孢素 Ａ 外 ， 其余 ２４ 名 肾移植受者均

接受泼尼松 、 吗替麦考酚酯及他克莫司 的三联免疫抑制方案 。 所有肾移植受者随访时

ＦＫ５０６ 及环孢素 Ａ 血药浓度均处于正常范围 内 ， 所有肾移植受者随访时均未发生过

临床排异反应 。

１ ．２ ．２ 检查项 目

８
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所有供 、 受者均在随访时于中 国人民解放军总医院测量体重 、 血压 、 肝肾功 、 电

解质 、 血糖 、 血常规 、 尿常规、 移植肾及泌尿系 Ｂ 超等检验或检查 以排除泌尿系感

染 、 泌尿系结石 、 泌尿系肿瘤 、 高血压 、 糖尿病 、 肝功能损伤等影响肾功能的全身或

泌尿系统疾病 ， 并 以 ＣＫＤ－ＥＰＩ 公式计算的估计肾小球滤过率 （ ｅｓｔｉｍａｔｅｇｌｏｍｅｒｕ ｌａｒ

ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ， ｅＧＦＲ ） 表示供受者肾功能 。 ＣＫＤ －ＥＰＩ 公式为 ：

女 ： （ Ｓｃｒ彡 ０ ． ７ｍｇ

／ｄｌ ） ：ｅＧＦＲ 

＝

１ ４４ｘ
（

Ｓｃｒ ／０ ． ７
）

－

０ ３２９
ｘ

（
０ ． ９９３

）

Ａｇｅ

；

女 ： （ Ｓｃｒ＞ ０ ． ７ｍｇ ／ｄｌ ） ：ｅＧＦＲ 

＝

１ ４４ｘ
（

Ｓｃｒ ／０ ． ７
）

－

１ ．２０９
ｘ

（
０ ． ９９３

）

Ａｇｅ
；

男 ： （ Ｓｃｒ彡 ０ ． ９ ｍｇ ／ｄｌ ） ｌ ｅＧＦＲ＾ Ｍ ｌ
ｘ ｐｃｒ ／Ｏ ．Ｗ

ＯＷ

Ｋ Ｏ ． ｇｇＳ
）

＾６

 ；

男 ： （ Ｓｃｒ＞ ０ ． ９ｍｇ ／ｄｌ ） ：ｅＧＦＲ ＝
１ ４ １ｘ

（
Ｓｃｒ ／０ ．９

）

－

１ ． ２０９

Ｋ
０ ． ９９３

）

Ａｇ
ｅ

；

１ ．２ ． ３ 统计学分析

应用 ＳＰＳ Ｓ２２ ． ０ 统计学软件进行分析 ， 采取配对 Ｔ 检验进行组 内 比较 ， 采取独

立样本 Ｔ 检验进行组间 比较 ， 当 Ｐ＜０ ． ０５ 时认为差异有统计学意义 。

１ ．３ 结果

患者临床数据见表 １ 。

表 １ 老年供者 －年轻受者组及年轻供者 －老年受者组临床数据

老年供者年轻受者老年受者年轻供者

年龄 （ ｙ ） ５ ６ ． ７９±６ ．０５ ３２ ． ８０±６ ． １ ６６２ ． ３ ３±６ ．４０ ３ ８ ． ００±６ ．９３

年龄差 （ ｙ ） ２３ ． ５２土２ ．８０ ２３ ． ５２±２ ． ８０２４ ．３ ３±３ ． ８ ８２４ ． ３ ３±３ ． ８８

术后时间 （ ｙ ） ４ ． ８４± １ ． ５７４ ． ８４± １ ． ５７ ７ ．３ ３±３ ．９３７ ．３ ３±３ ． ９３

体重 （ ｋｇ ） ６ ７ ．４２± １ １ ．４４ ５９ ．６３±９ ．０ １６ ８ ．６７± １ ６ ．２ ３６ ７ ．６７± １ ４ ．５０

白蛋 白 （ ｇ／Ｌ ） ４４ ． ８６±２ ．５ １４９ ． ０ １± ５ ．６６４６ ． ７２±７ ．３ ５５ １ ． ６２± ９ ． ９９

肌酐 （ ｕｍｏｌ／Ｌ
）９０ ．９４±２ １ ． ０４ １ ０２ ． １ ８士  １ ５ ．０４ １ ０ １ ． １ ５士２ ５ ．５ １６８ ． １ ８±６ ．９７

尿素氮 （ｍｍｏｌ／Ｌ
） ５ ．９ ８土 １ ． ０２ ６ ． １ ０± １ ． ７ １ ６ ． ３ ８±３ ． ０２４ ． ７７± １ ． ０ ８

ｅＧＦＲ（ｍ ｌ／ｍｉｎ ）６９ ．２７± １ ４ ． １ ０７４ ．０ ７± １ ７ ．３ ６６４ ．４６士 １ ６ ． ６０９ ７ ． ６７± １ ５ ．４３

老年供者平均年龄为 ５６ ．７９ 岁 ， 与相应的年轻受者为父母－子女关系 ， 平均年龄差

距为 ２ ３ ． ５２ 岁 ， 年轻受者的平均年龄为 ３２ ． ８ ０ 岁 ， 该组平均肾移植术／供肾切取术后时

间为 ４ ． ８４ 年 。老年供者的平均 ｅＧＦＲ为 ６９ ．２７ｍｌ／ｍｉｎ ， 相 比相应的年轻受者的平均 ｅＧＦＲ

（ ７４ ． ０７ｍｌ／ｍｉｎ ） 略低 ， 但无统计学差异 （ Ｐ
＝

０ ．２２２ ） 。 入组的老年受者与年轻供者均为

９
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父母－子女关系 ， 平均年龄差距为 ２４ ． ３ ３ 岁 ， 老年受者平均年龄为 ６２ ． ３ ３ 岁 ， 相应的年

轻供者平均年龄为 ３ ８ ． ００ 岁 。 该组平均肾移植术 肾切取术后时间为 ７ ． ３ ３ 年 。 老年

受者的平均 ｅＧＦＲ为 ６４ ．４６ｍｌ／ｍｉｎ ， 显著低于相应的年轻供者的平均 ｅＧＦＲ （ ９７ ．６ ７ｍｌ／ｍｉｎ ）

（ Ｐ
＝

０ ． ００ ７ ） 〇

１ ．４ 讨论

衰老是
一

种 由 于实质细胞退化及修复异常导致的 内环境稳态进行性下降的生理

过程 ， 最终表现为器官功能性退化 ， 并受多器官间 的互相作用 的影响及调控 ［
１ ８

，
１９

］

。 肾

脏衰老的表现特征为肾小球滤过率下降 ， 但 由于老年个体的肌酐代谢随年龄增长而逐

渐下降 ， 因此虽然 ＧＦＲ 下降 ， 但血肌酐却可保持稳定水平 ［
２ （ ）

］

。 原发性肾小球毁损 、

肾单位丢失是肾脏衰老导致的 ＧＦＲ 下降的主要原因 ［
２ １

］

， 微观特点为局灶肾小球硬化 、

间质纤维化及肾小动脉 、微动脉粥样硬化 ［
２２

］

。 此外 ， 衰老会消耗器官修复能力的储备 ，

而供肾切取术 、 肾移植术围手术期的供体 、 受体的应激反应则会加速肾脏实质细胞修

复能力的消耗 ， 并影响移植肾的术后肾功能 ［
２３

］

。 因此 ， 供肾者的年龄导致的供肾衰老

性改变对移植物的远期功能及长期存活有重要影响 。 但器官衰老并非器官独 自 的生理

变化 ， 而是器官与机体 内环境互相作用 的结果 ［
２４

］

。 器官在机体不 同年龄时所处的 内环

境是变化的 ， 血流动力学 、 血液组分及细胞因子等均随衰老而改变 。 因而 ， 器官衰老

其实与机体 内环境的整体变化有密切关联 ［
２ ５

］

。 对于老年活体供肾而言 ， 受者的机体内

环境的代谢水平也是影响移植肾远期功能的重要因素 。

供者年龄是过去器官废用 的主要原因之
一

［
２６

］

， 但现在边缘供者 （ ＥＣＤ ， Ｅｘｐａｎｄｅｄ

ＣｒｉｔｅｒｉａＤｏｎｏｒｓ ， 指年龄＞ ６５ 岁 的供者或年龄＞ ５ ５ 岁伴有急性肾损伤、 休克或动脉性

高血压的供者 ） 供肾逐年增加 ［
２ ７

］

。 移植前供者肾活检提示的肾脏损伤并不能预测肾移

植术后效果 ［
２８

］

。 多项研究表明 ， 供者年龄并非移植肾功能衰竭的独立危险因素 ［
２９

，
３Ｇ

］

。

郭丰富等 ［
３ １

］报道的老年供肾术后 １ 、 ３ 年移植肾存活率分别为 ９ ７ ．８％和 ７ ７ ．８％ ， 血肌酐

为 １ ４８ ．４０ｕ ｍｏ ｌ ／Ｌ ， 与年轻供者对比均无显著差异 。 李金锋等 ［
３２

］对比 了６６ 例边缘供

者与标准供者移植术后短期与长期疗效 ， 两组受者术后 １ 年血肌酐、 ＤＧＦ 、 ＡＲ 、 并发

症发生率及人／肾存活率均无统计学差异 ， 供者年龄并非肾移植预后的独立危险因素 。

１ ０

—
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Ｇ ｉ ｌ ｌ 等 ［
３３

］研究表明 ， 来 自 ＞ ５ ５ 岁供者的移植肾 ， ３ 、 ５ 年存活率分别为 ８ ５ ％和 ７６％ ，

而来 自 ＜ ５ ５ 岁供者的移植肾则分别为 ８９ ％和 ８２ ％ ， 两组差异无统计学意义 。

一

篇对

３ １ 篇 文 献 的 系 统 回 顾 显 示 ， 老 年 供 肾 移 植 肾 ５ 年 生 存 率 低 于 年 轻 供 者

（ ７ ０％Ｖ Ｓ ． ８ ７％
，

Ｐ
＝
０ ． ２ １ ） ， 但差异并不显著 ［

３ ４
］

。 尽管老年活体供肾效果无法媲美年轻供

者 ， 但仍优于尸体供肾 。 Ｍ ｉ ｒｇａｍ 等 ［３ ５Ｈ人为 ６０ 岁活体供者的移植肾存活率同 ２０ 岁 尸

体供肾相近 。 因此有学者认为 ， 使用老年供者的供肾虽然会增加移植物远期存活的风

险 ， 但与继续透析并等待标准供肾者相 比 ， 这种风险是可以接受的 ［
３６

］

。

除供者年龄外 ， 受者年龄也被认为是影响移植肾功能的重要影响因素 ［
３ ７

］

， 而这种

影响可能 比供者年龄因素影响更大 。 老年受者机体免疫力差 ， 更容易接受免疫原性较

强的老年供肾 ［
３ ８

］

。 而年轻受者免疫系统较强 ， 更容易对移植肾发生免疫应答反应 ［
３９

，
４ （）

］

。

孝晨等 ［
４ １

］发现虽然移植肾术后 ｅＧＦＲ 水平与供者年龄负相关 ， 但移植肾代偿能力仅受

术前 ｅＧＦＲ 水平及受者年龄影响而非供者年龄 。 王振等 ［
１ （ ）

］统计 了３ ２ ７ 例活体肾移植受

者急性排斥反应 （ ＡＲ ） 发生情况 ， 老年供者并不增加移植后排异风险 ， 而供受者年龄

组合是 ＡＲ 风险的独立危险因素 。 Ｃｈａｎｇ 等 ［
４２

］报道 ， 决定肾移植半衰期 （ ５０％肾移植受

者出现器官衰竭的时间 ） 的因素是受者年龄而非供者年龄 。 Ｍａｓａｙｕｋ ｉ 等 也发现 ， 使

用 ＞ ５０ 岁 的供肾 ， 受者年龄是移植肾丢失风险的独立危险因素 （ １ ５ 年移植肾存活率

７ ５％ｖ ｓ ．４ １％ ） 。 Ｓｈ ｉ ｎ 等 ［
４３

］也报道 ， 对年轻受者而言 ， 老年供者移植肾 １ ０ 年存活率低

于年轻供者 （ ８ ３％ｖ ｓ ．６２％ ） ， 但供者年龄对老年受者影响较小 （ ５ 年移植肾存活率 ９ ２％

ｖ ｓ ．９０％ ） 。 Ｌｅ ｅ
［
４４

］等 以供受者年龄相差 ２０ 岁为分界 ， 发现供受者年龄差过大对 ５ 年血

肌酐水平及 ＡＲ 发生率有显著影响 ， 但移植肾存活率无显著差异 。

基础研宄方面 ， 李典耕 ［
４ ５

］及丁瑞 ［
２ ５

＝
４６

］发现 ， 将老年小 鼠 的 肾脏移植入年轻小 鼠

体 内后 ， 相 比老年小 鼠的原肾 ， 年轻小 鼠可使老年肾脏年轻化 ； 相反 ， 将年轻小 鼠的

肾脏移植入老年小 鼠体 内后 ， 年轻的 肾脏衰老加速 ； 同时 ， 新的 内环境可显著影响移

植肾的基因表达 ， 这些基因涉及能量代谢 、 细胞增殖分化等通路 。 此外 ， 有文献提出 ，

伴有局灶性肾小球硬化导致的慢性肾损伤的移植肾在移植入受者体 内后可逆转其肾

单位的损伤 ， 并保持较好的移植肾功能 ＫａｎａｓａＭ 等 ［
４ ５

１提出 肾脏的衰老过程可被

外界干涉延缓甚至逆转＠ １

。 方佳丽等 ［
４８

］发现老龄供肾在青年受者体内 ６ 个月 后病理

１ １
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学结构改善 ， 间质纤维化速度缓解 。 近年来 ， 对慢性排异反应的研宄表明 ， 其病理过

程与肾脏衰老相似 ， 或许对移植肾衰老进程有加速作用 ［
４９

，
５ （ ）

１

。 基于 以上研宂背景 ， 我

们提 出假设 ： 移植肾功能与受者年龄相关 ， 受者的 内环境可能影响移植肾的衰老 。 本

研宄通过对 比 肾移植供受者之间 的肾功能 ， 观察来 自 同
一

个体的两个肾脏在不同年龄

的 内环境中的功能情况 （ 即供者与受者间对比 ） ， 探寻不同年龄差的 内环境 －肾之间 的

相互作用影响 ， 探索供受者年龄差与远期肾功能的关系 。

活体供肾者将肾脏捐献给受者后 ， 原本处于同
一

内环境下的衰老表型相近的两枚

肾脏中 的
一

枚被移植入受者体 内 ， 受者与供者存在的年龄差距导致 了二者 内环境的不

同 ： 在老年供者 －年轻受者组中 ， 老年 内环境中 的老年肾脏被分为老年 内环境 －老年肾

脏 （老年供者 ） 及年轻 内环境－老年肾脏 （年轻受者 ） ， 受者移植肾相较 内环境年轻二

十岁 以上 ； 而在年轻供者 －老年受者组 中 ， 年轻 内环境 中的年轻肾脏被分为年轻 内环

境 －年轻肾脏 （年轻供者 ） 及老年 内环境 －年轻肾脏 （老年受者 ） ， 受者移植肾相较 内

环境老年二十岁 以上 。 数据显示 ： 在排除临床排异反应 、 肿瘤 、 结石 、 高血压 、 糖尿

病 、 肾病复发等疾病后 ， 年轻受者的移楦肾功能略好于相应的老年供者 ， 而年轻供者

的 肾功能则 明显优于相应的老年受者 。 肾移植术时的缺血－再灌注损伤及免疫抑制剂

的肾毒性会对移植肾造成
一

定的损伤 ， 因而无论如何移植肾功能都应相对原供肾要差 。

但本组数据的差异无法单用该因素的影响解释 ， 否则两组内移植肾与原肾之间 的功能

差距应相近 。 结合我们 的研宄设计及研宄背景 ， 我们认为供受者的年龄差也可影响移

植肾功能 ， 尤其是年轻的 内环境可对年老移植肾功能有
一

定的保护作用 ， 这种作用可

能是由于不同年龄的 内环境对老年 ／年轻的移植肾的影响不 同 ： 其中年轻的 内环境可

能对老年肾脏有保护作用 ， 而老年的 内环境可能加重年轻肾脏的功能损伤 ， 这种 内环

境对移植肾的作用可能是对移植肾的衰老的调控造成的 。

１ ．５ 小结

供受者年龄差可 以影响移植肾功能 ， 而 内环境的差异可能导致 了移植肾衰老速度

的改变 。

１ ２
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第二部分 利用 ＬＣ －ＭＳ／ＭＳ 鉴定肾移植供受者血清蛋 白质

组

２ ． １ 研宄 目 的

根据第
一

部分研究结果可 以得出 ， 机体 内环境衰老程度的变化会影响 肾脏功能 。

研究第二部分的 目 的为通过对供受者血清蛋 白质组分析 ， 筛查老年及年轻个体间 、 供

肾者及服用免疫抑制剂的受肾者之间的血清差异蛋 白 ， 并通过对差异蛋 白 的生物信息

学分析以估测个体内环境的异同 。

２ ．２ 研宄材料

２ ．２ ． １ 样本来源

从研宄第
一

部分所纳入患者中 ， 选择老年供者 －年轻受者组及年轻供者－老年受者

各 ５ 对 ， 抽取血液样本 ， 并留存尿液样本用于研究第三部分 ， 共 ２０ 份样本 。

供受者临床资料见表 ２

２ ‘２ ．２ 主要试剂

尿素 （美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司 ）

ＢＣＡ 蛋 白浓度测定试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ）

二硫苏糖醇 （ＤＴＴ ） （美 国 Ｃａｌｂ ｉｏｃｈｅｍ 公司 ）

吲哚乙酸 （ ＩＡＡ ）
（
美国 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司 ）

质谱级胰酶 （美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司 ）

超纯水 （美 国 Ｆ ｉｓｈｅｒＳｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司 ）

质谱级乙腈 （美国 Ｆｉ ｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司 ）

三氟乙酸 （ ＴＦＡ） （美国 ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司 ）

质谱级氨水 （天津科密欧公司 ）

串联质谱标签 （ ＴＭＴ ） 标记试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ）

Ｃ １ ８ 反相填料 （Ｄｒ．ＭａｉｓｃｈＧｍｂＨ 公司 ）

１ ３
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２ ．２ ． ３ 主要仪器

离心柱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ）

纳升级液相色谱串联高分辨质谱系统 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ）

Ｎａｎｏ
－ＨＰＬＣ 系统 （丹麦 Ｐｒｏｘｅｏｎ 公司 ）

Ｑ Ｅｘｅｃｔｉｖｅ 质谱仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ）

分析柱 （美国 Ｕｐｃｈｕｒｃｈ 公司 ）

超声破碎仪 （美国 Ｓｏｎｉｃｓ 公司 ）

Ｓｐｅｅｄｖａｃ 真空抽干仪 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司 ）

低温离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司 ）

紫外分光光度仪 （德 国 Ｂ ｅｃｋｍａｎ 公司 ）

＋

电泳仪 （北京六
一

仪器厂 ）

电泳槽 （美国 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ 公司 ）

２ ．２ ．４ 其他

ＰｒｏｔｅｏｍｅＤ ｉｓｃｏｖｅｒｅｒ２ ． ０软件 －插件包 （美国Ｔｈｅｒｍｏ公司 ）

１ ４
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２ ．３ 研宄方法

２ ． ３ ． １ 血清样品 的制备

１ ．取血浆 ５ｍｌ 室温 ５ ０００ｇ 离心 １ ５ 分钟 ， 取上清液为血清 。

２ ．取出去除血清 ２ 种最高丰度蛋 白 （ 白蛋 白及免疫球蛋 白 ＩｇＧ ） 的离心柱 （ Ｐ ｉｅｒｃｅ
ＴＭ

Ｔｏｐ
２Ａｂｕｎｄａｎｔ ＰｒｏｔｅｉｎＤｅｐｌｅｔｉｏｎＳｐ ｉｎＣｏ ｌｕｍｎｓ ， ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ） 平衡至室温 ；

３ ． 向离心柱 内加入 ５ｕｌ 血清 ， 拧紧盖子翻转摇晃 ７ 次使柱内琼脂糖小珠完全悬起 ；

４ ．将离心柱固定在翻转摇床上 ， 室温旋转 ３ ０ 分钟 ；

５ ．将离心柱坐入 １ ． ５ｍｌ 离心管中 ， 室温 １ ０００ｇ 力离心 ２ 分钟 ， 离心管 内得 ４００ｕｌ

液体 ；

６ ． 向离心管 内加入 ２０ｕｌ１Ｍ 碳酸氢铵 （ＮＨ４ＨＣ０３ ） ， 使溶液中碳酸氢铵的终浓

度达到 ５０ｍＭ ， ｐ
Ｈ 为 ８ ．５

；

７ ．将离心管在 ９５

°

Ｃ加热 ２ 分钟变性蛋 白 ， 然后冷却至室温 ；

８ ． 向离心管 中加入３ｕｇ
测序级胰酶 （ Ｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ

ＧｒａｄｅＭｏｄｉｆｉｅｄＴｒｙｐｓ ｉｎ ， Ｐｒｏｍｅｇａ ） ，

混匀后在 ３ ７

°

Ｃ孵育 ４ 小时消化蛋 白 ， 消化后所得肽样品可利用反相微柱进行分级分

离 。

２ ． ３ ．２ 利用髙 ｐＨ 反相微柱对消化后所得血清肽样品进行分级分离

１ ．用１ ００ｕｌ质谱级乙腈 （Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉ ｌｅ ， ＬＣ／ＭＳ
ｇｒａｄｅ ， Ｆ ｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ） 活化含３ｍｇ

Ｃ １ ８ 反相填料 （ ３ ｕｍ ， Ｄｒ ．Ｍａｉｓｃｈ ＧｍｂＨ ） 的反相微柱 ２ 次 ；

２ ．用 １ ００ ｕｌ 清洗缓冲液 （ １ ０ ｍＭ ＮＨ４ＨＣＯ ３ ，ｐＨ １ ０ ） 平衡反相微柱 ２ 次 ；

３ ．将肽样品上样至反相微柱上 ；

４ ．用 １ ００ｕｌ ．清洗缓冲液 （ １ ０ｍＭ ＮＨ４ＨＣ０ ３ ，ｐＨ１ ０ ） 清洗反相微柱 ２ 次 ；

５ ？用含６％ 、 ９ ％ 、 １ ２％ 、 １ ５ ％ 、 １ ８％ 、 ２ １ ％ 、 ２５ ％ 、 ３ ０％和３ ５ ％ 乙腈的ｐＨ为

１ ０ 的洗脱液缓冲液各 １ ００ｕｌ ， 按浓度梯度从低到高的顺序依次洗脱反相微柱 ， 洗脱液

分别洗脱至不 同 的 １ ． ５ｍｌ 离心管中 ；

６ ．将含６％ 、 １ ５ ％ 、 和２５ ％ 乙腈 ， 含９％ 、 １ ８ ％ 、 ３ ０ ％ 乙腈 ， 含１ ２％ 、 ２ １ ％和３ ５ ％

１ ７
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乙腈的洗脱液进行合并 ， 得 ３ 个部分真空抽千用于后续质谱检测 。

２ ． ３ ． ３ 胰酶消化后所得肽样品的质谱检测 ：

１ ．使用 ２０Ｐ ｉ 的上样缓冲液 （ ５％ 甲醇 ， ０ ． １％ 甲酸 ） 溶解消化后所得肽样品 ，

并取 ５ ｐ １ 混合液上样 ， 利用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 纳升级液相色谱串联高分辨质谱系统

（ ｎＬＣ －Ｅａｓｙ １ ０００ －

Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ－ＨＦ ） 采集数据 。

２ ．纳升液相上样柱规格如下 ： 内径 １ ００ 微米 、填料为 Ｄｒ ．Ｍａｉ ｓｃｈＧｍｂＨ 公司 的 Ｃ １ ８

填料 （颗粒直径为 ３ 微米 、 颗粒孔径为 １ ２０ 纳米 ） 、 填料柱床长度为 ２ 厘米 ； 纳升液

相分离柱规格如下 ： 内径 １ ５ ０ 微米 、 填料为 Ｄｒ ．ＭａｉｓｃｈＧｍｂＨ 公司 的 Ｃ １ ８ 填料 （颗粒

直径为 １ ． ９ 微米 、 颗粒孔径为 １ ２０ 纳米 ） 、 填料柱床长度为 １ ２ 厘米 。 流动相 Ａ 为 ０ ． １％

甲酸 ； 流动相 Ｂ 为 乙腈及 ０ ． １％ 甲酸 。 肽分离洗脱梯度如下 ： ０
－

６９ 分钟为 ５％－

３ １％流

动相 Ｂ ， ７０ － ７５ 分钟为 ９５％流动相 Ｂ 。

３ ．质谱数据以 ＤａｔａＤｅｐｅｎｄｅｎｔ Ａｃｑｕｉｓ ｉｔｉｏｎ 方式进行采集 ， Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ －ＨＦ 所用参数

如下 ：

一

级质谱分辨率为 １ ２ 万 ， 扫描范围为 ３ ００ －

１ ４００ｍ／ｚ ，ＡＧＣ 为 ３Ｅ＋６ ， 最大离子

注入时间为 ８０ 毫秒 ；
二级质谱根据

一

级质谱中肽片段的信号强度 由高 向低依次分离

碎裂 （ 以 Ｔｏｐ
２０ 模式 ） ，

二级质谱的分辨率为 １ ． ５ 万 ， 二级质谱母离子质量分离窗 口

为 ３ｍ／ｚ ，ＡＧＣ 为 ２Ｅ＋４ ， 离子最大注入时间为 ２０ｍｓ ， ＨＣＤ 相对碰撞能量为 ２ ７％ ，

数据采集时采用 １ ２ｓ 动态排除 。

２ ． ３ ．４ 质谱数据的搜库

所得质谱数据运用 ＰｒｏｔｅｏｍｅＤ ｉｓｃｏｖｅｒｅｒＶ２ ． ０ 软件提取谱图 ， 应用 Ｍａｓｃｏｔ２ ． ３ 搜

索 引 擎鉴定蛋 白质和肽段序列 。 在
“

Ｍａｓｃｏｔ

”

模板中对数据库搜索的各项参数进行设

定 ： 在
“

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ
”

中选取人蛋 白质序列数据库 ， 所用 的数据库为美国生物技

术信息 国家中心 （ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ ｆｏｒＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ， ＮＣＢ Ｉ ） 的人类蛋 白

质参考序列ＲｅｆＳｅｑ
数据库 ； 在

“

ＥｎｚｙｍｅＮａｍｅ

”

中选取Ｔｒｙｐｓｉｎ ； 在

“

ＭａｘｉｍｕｍＭｉｓｓｅｄ

Ｃ ｌｅａｖａｇｅ
”

中填入 ２（代表允许的最大漏切位点数为 ２ ）
； 在

“

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

”

中选 Ｄｅｆａｕｌｔ
；

在
“

Ｔａｘｏｎｏｍｙ

”

中选Ａｌｌｅｎｔｒｉｅｓ
； 在

“

ＰｒｅｃｕｒｓｏｒＭａｓｓＴｏ ｌｅｒａｎｃｅ
”

中填
２０

ｐｐｍ ； 在
“

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

Ｍａｓ ｓＴｏ ｌｅｒａｎｃｅ
”

中填５０ｍｍｕ
； 在

“

Ｕ ｓｅ ＡｖｅｒａｇｅＰｒｅｃｕｒｓｏｒＭａｓｓ
”

中选Ｆａｌ ｓｅ
； 在

“

Ｆｒｏｍ

ＱｕａｎＭｅｔｈｏｄ
”

中选Ｎｏｎｅ
； 在

“

ＳｈｏｗＡ ｌｌＭｏｄ ｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ

”

中选Ｆａｌｓｅ
； 在

“

Ｄｙｎａｍｉｃ

１ ８

—
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Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

“

中除选取通常存在的Ａｃｅｔｙｌ
（
Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ｎ－

ｔｅｒｍ
）
、 ＤｅＳｔｒｅａｋ（ Ｃ ） 、 Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ

（
Ｍ

）
、 Ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ

（
Ｃ

）
； 肽段水平的假阳性鉴定要小于 １ ％ 。

２ ． ３ ． ５ 生物信息学分析

采用 Ｗｉ ｌｃｏｘｏｎ 秩和检验分析差异蛋 白 。 利用 ＤＡＶＩＤ 对分析得到的差异蛋 白列表

进行 ＧＯ 功能富集分析 ， 当 ｐ
－ｖａｌｕｅ 小于 ０ ．０５ 时即表示差异蛋 白在该 ＧＯ 条 目 中 出现

了 富集 。 ＧＯ 数据库 （ ＧｅｎｅＯｎｔｏ ｌｏｇｙ ） 是
一

个利用本体标准术语描述基因功能的综合

性数据库 ， 通过对蛋 白质 的细胞组分 （ ＣｅｌｌｕｌａｒＣｏｍｐｏｎｅｎｔ ） 、 生物过程 （ Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉｃａｌ

Ｐｒｏｃｅｓｓ ） 及分子功能 （Ｍｏ ｌｅｃｕｌａｒ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ） 的注释来描述基因及其相应蛋 白质 的生物

学属性及在细胞 内 的作用 。

采用 ＩＰＡ 数据库对差异蛋 白列表进行生物通路与相互作用 网络分析 ， 当 ｐ
－ｖａｌｕｅ

小于 ０ ． ０５ 时即表示差异蛋 白在该通路条 目 中 出现了 富集 。 ＩＰＡ 数据库 （ Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ

Ｐａｔｈｗａｙ 

Ａｎａｌｙｓ ｉ ｓ ） 是
一

款对生物学通路进行分析的软件 ， 由 Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ

Ｋｎｏｗｌｅｄ
ｇ
ｅＢａｓｅ

支持 ， 不仅可 以构筑蛋 白质 、 基因 的相互作用模型 ， 还可 以对基因组、 ＲＮＡ 、 基因芯

片 、 蛋 白质组或代谢组学进行数据分析 。 通过对蛋 白质所属的 ｐａｔｈｗａｙ 进行分析 ， 可

以掌握蛋 白质参与的信号转导过程和生物代谢途径 。 作为构成生命体的基本要素 ， 通

常情况下蛋 白质并不是以单体的形式发挥作用 ， 而是依赖于蛋 白 质之间 的协同作用或

形成蛋 白复合物来发挥作用 （ ｐｒｏｔｅｉｎ－

ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
，
ＰＰＩ ） ， 或形成蛋 白质复合物来

发挥作用完成生命体的新陈代谢活动 。

２ ．４ 结果

２ ．４ ． １ 差异蛋 白

在 ２ 组各 ５ 对供受者的血样本中 ， 我们共鉴定 出 了４９７ 个蛋 白质 。 我们对老年供

者－年轻受者组及年轻供者－老年受者组进行了组 内对比 ， 发现老年供者－年轻受者组中

有 １ ７ 个差异蛋 白 ， 且均在老年供者中升高 ， 分别是 ： ＭＥＧＦ８（表皮生长因子多重类

似域蛋 白 ８ ） 、 ＰＲＯＺ（维生素 Ｋ 依赖性糖蛋 白 Ｚ ） 、 ＡＰＯＣ２（载脂蛋 白 Ｃ２ ） 、 Ｆ １ ０（凝

血因子 １ ０ ） 、 ＡＰＯＣ４（载脂蛋 白 Ｃ４ ） 、 ＬＵＭ（基膜聚糖前体 ） 、 ＦＣＮ３（无花果酶 ３ ） 、

１ ９
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Ｃ Ｉ Ｓ（补体 １ 亚单位 Ｓ ） 、 Ｃ １Ｒ（补体 １ 亚单位 Ｒ ） 、 ＩＴＩＨ２（ 中 间 ａ－球蛋 白抑制 因子

Ｈ２ ） 、 ＨＧＦＡＣ（人肝细胞生长因子激活因子 ） 、 Ｂ２Ｍ（ ６ ２ 微球蛋 白 ） 、 ＦＧＡ（纤维蛋

白原 ａ 链 ） 、 ＦＧＧ（纤维蛋 白原 ｒ 链 ） 、 ＩＬ １ＲＡＰ（ 白介素 １ 受体辅助蛋 白 ） 、 ＬＴＢＰ １（转

化生长因子 ｐ
ｌ 结合蛋 白 １ ） 、 ＳＬＣ ３Ａ２（溶质载体家族 ３ 成员 ２ ） 。

年轻供者－老年受者组中有 １ ２ 个差异蛋 白均在老年受者中升高 ， 分别是 ： ＥＮＰＰ２

（核苷酸焦磷酸酶 ２ ） 、 ＰＬＸＤＣ２（祌经丛蛋 白结构域蛋 白 ２ ） 、 ＳＬＣ３Ａ２（溶质载体家

族 ３ 成员 ２ ） 、 ＡＰ０Ａ １（载脂蛋 白 Ａ ｌ ） 、 ＣＤ １ ０９ 、 ＣＬＥＣ３Ｂ（ Ｃ －型凝集素域家族 ３ 成员

Ｂ ） 、 Ｃ３（补体 ３ ） 、 ＩＴ ＩＨ １（ ａ－球蛋 白 中 间抑制因子 Ｈ Ｉ ） 、 ＧＰＬＤ １（糖基化磷脂酰肌醇

特异性磷脂酶 Ｄ ｌ ） 、 ＧＰ １ＢＡ（人血小板膜糖蛋 白 Ｉ ｂａ 多肽 ） 、 ＰＣＳＫ９（枯草溶菌素前

蛋 白转化酶 ９ ） 、 ＳＡＡ １（血清淀粉样蛋 白 Ａ １ ） 。

其中 ， ＳＬＣ３Ａ２ 蛋 白在 ２ 组差异蛋 白 中均有检出 ， 该蛋 白在老年供者及老年受者

的血蛋 白质组中均较相应的年轻个体表达升高 。血蛋 白质组 中差异蛋白见表 ３ 及表 ４ 。

２ ．４ ．２ 差异蛋 白功能分析

我们分析了差异蛋 白 的 ＧＯ 功能富集注释 。 其中 ， 老年供者－年轻受者组中 ， 血

蛋 白质组差异蛋 白 的细胞组分注释主要为细胞外区域 （ ＦＧＧ
，
Ｈ Ｏ

，
ＬＴＢＰ １

，
ＦＧＡ

，
ＦＣＮ３

，

ＬＵＭ
，
ＰＲＯＺ

，ＩＬ １ＲＡＰ
，

ＡＰＯＣ２
，ＩＴ ＩＨ２

，Ｃ １Ｒ
，Ｃ Ｉ Ｓ

，
ＨＧＦＡＣ

，Ｂ２Ｍ ） 、 细胞外分泌体

（ＭＥＧＦ８
，
ＦＧＧ

，
ＦＧＡ

，
ＬＵＭ

，
ＰＲＯＺ

，ＳＬＣ３Ａ２
，
ＡＰＯＣ２

，
ＩＴＩＨ２

，
Ｃ １Ｒ

，
Ｃ Ｉ Ｓ

，
Ｂ２Ｍ ） ．ＭＭ

外空间 （ ＦＧＧ
，
ＦＧＡ

，
ＬＵＭ

，
ＰＲＯＺ

， 
ＡＰＯＣ２

，
ＨＧＦＡＣ

，
Ｂ２Ｍ ） 、 血液微观粒子 （ ＦＧＧ

，
ＦＧＡ

，

ＦＣＮ３
，ＩＴＩＨ２

，Ｃ １Ｒ
，Ｃ Ｉ Ｓ ） 等 。 生理过程注释主要包括初始免疫反应 （ ＦＧＡ

，ＩＬ １ＲＡＰ
，

Ｃ ＩＲ
＾
Ｃ Ｉ Ｓ

，
Ｂ２Ｍ ） 、 凝血过程 （ ＦＧＧ

，
Ｆ １ ０

，
ＦＧＡ

，
ＰＲＯＺ ） 、 补体激活 （ ＦＣＮ３

，
Ｃ １Ｒ

，
Ｃ Ｉ Ｓ ） 、

蛋 白质水解 （ ＦＣＮ３
，
Ｃ １Ｒ

，
Ｃ １ Ｓ

，
ＨＧＦＡＣ ） 、 细胞外基质构建 （ ＦＧＧ

，
ＦＧＡ

，
ＬＵＭ ） 、 肽类

激素分泌的正性调节 （ ＦＧＧ
，
ＦＧＡ ） 等 。 分子功能注释主要为丝氨酸样肽链 内切酶的

活化 （ Ｆ １ ０
，
ＦＣＮ３

，
ＰＲＯＺ

，

Ｃ １Ｒ
，Ｃ Ｉ Ｓ

，
ＨＧＦＡＣ ） 及钙离子集合 （ＭＥＧＦ８

，Ｈ Ｏ
，ＬＴＢＰ １

，

ＰＲ０Ｚ
，
Ｃ １Ｒ

，
Ｃ Ｉ Ｓ ） 。 而在年轻供者 －老年受者组中 ， 血蛋 白质组差异蛋 白 的细胞组分注

释主要为细胞外分泌体 （ ＡＰＯＡ １
，

ＩＴＩＨ １
，ＳＡＡ １

，ＣＬＥＣ３Ｂ
，
Ｃ３

，ＰＬＸＤＣ２ ，ＳＬＣ３Ａ２
，

ＧＰＬＤ １
，

ＧＰ １ＢＡ ） 、 细胞外空间 （ＡＰＯＡ １
，
ＥＮＰＰ２

，
ＳＡＡ １

，
ＣＬＥＣ３Ｂ

，
Ｃ３

，
ＣＤ １ ０９

，
ＧＰＬＤ １

，

ＰＣ ＳＫ９ ） 、 细胞夕 卜区域 （ＡＰＯＡ １
，

ＩＴＩＨ １
，
ＳＡＡ １

，
ＣＬＥＣ ３Ｂ

，
Ｃ３ ） 、 血液微观粒子 （ ＡＰＯＡ １

，

２０

—
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ＩＴ ＩＨ １
，

Ｃ３ ） 等 。 生物过程注释主要包括肽链内切酶的负性调节 （ ＩＴ ＩＨ １
，
Ｃ３

，
ＣＤ １ ０９ ） 、

受体介导的 巨噬细胞 内 吞作用 （ ＡＰ０Ａ １
，
ＥＮＰＰ２

，ＳＡＡ １ ） 、 脂蛋 白代谢 （ ＡＰＯＡ １
，

ＰＣ ＳＫ９ ） 、 磷脂代谢 （ＡＰ０Ａ １
，
ＰＣＳＫ９ ） 、 胆固醇稳态 （ＡＰ０Ａ １

，
ＰＣＳＫ９ ） 、 胆固醇代谢

途径 （ＡＰ０Ａ １
，
ＰＣ ＳＫ９ ）等 。分子功能注释主要为载脂蛋 白受体结合 （ＡＰ０Ａ １

，
ＰＣＳＫ９ ）

及肽链 内切酶抑制物活化 （ Ｃ３
，
ＣＤ １ ０９ ） 等 。 血蛋 白质组差异蛋 白 ＧＯ 分析见图 １ 、 ２ 。

２ ．４ ． ３ 差异蛋 白通路分析

我们使用 了ＩＰＡ 通路数据库对差异蛋 白进行生物学通路与蛋 白相互作用分析 。 在

老年供者 －年轻受者组中 ， 血蛋 白质组差异蛋 白主要参与的生物学通路包括 ： 急性期

反应信号传导 、 肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活 、 胆汁酸受体／视黄酸受体激活 、 外源性凝

血酶原激活途径 、 内源性凝血酶原激活途径 、 组织因子在肿瘤 中 的作用 、 补体系统 、

凝血系统 、 甲状腺激素受体／视黄酸受体激活 、 ＴＨＯＰ １ 在阿尔兹海默病中 的神经保护

作用 、 动脉粥样硬化信号传导 、 白介素 －

１ ２ 在巨噬细胞中 的合成和信号转导 、 巨噬细

胞中
一

氧化氮和活性氧 自 由基的合成 、 网格蛋 白介导的细胞 内吞作用信号 、 ＣＤ １ 脂

类抗原的表达 、 抗原表达途径 、 淋巴细胞介导的细胞毒素 Ｔ 对靶细胞的杀伤作用等生

物学通路 。 而在年轻供者－老年受者组中 ， 血蛋 白质组差异蛋 白 主要参与的生物学通

路包括 ： 急性期反应信号传导 、 肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活 、 胆汁酸受体／视黄酸受体

激活 、 山梨醇降解 、 甘氨酸的生物合成 、 二磷酸腺苷－Ｄ －木糖和二磷酸腺苷－Ｄ －葡萄糖

醛酸酯的生物合成 、 脯氨酸降解 、 胆碱降解 、 异维 Ａ 酸酯的生物合成、 氨基乙磺酸

的生物合成 、 ３ 磷酸甘油 的跨膜穿梭 、 支链 ａ 酮酸脱氢酶复合体 、 苏氨酸降解、 丙酮

酸降解 、 Ｐ 丙氨酸降解 、 丙酮酸发酵为乳酸 、 ２ －酮戊二酸脱氢酶复合体、 ４ 氨基丁酸

降解 、 ２ 氨基 ３ 羧基粘康酸半醛降解为戊二酰辅酶 Ａ 、 苯乙胺降解等生物学通路 。 血

蛋 白质组差异蛋 白 ＩＰＡ 通路分析见图 ３ 、 ４ 。

２ １
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２ ．５ 讨论

课题主要研究 目 的为受者 内环境的衰老程度对移植肾功能的影响 。 我们将个体的

一

个肾脏置入相对老年或年轻的机体 内 ， 与处于原本机体 内 的另
一

个肾脏进行对 比 。

即检测在不 同 的衰老程度的 内环境中 的原本发育相 同 的两个肾脏之间 的功能差异 ， 并

探寻其功能差异的可能原因 。 由研究背景及研宄第
一

部分可得 ， 机体 内环境可能改变

移植肾肾脏的衰老速度 ， 年轻的 内环境延缓移植肾功能衰退 ， 而老年的 内环境加速移

植肾功能衰退 。 因此我们选择使用蛋 白质组学技术进行进
一

步研究 。 我们分别检测 了

供受者的血清蛋 白质组及尿液蛋 白质组并在供受者之间进行对 比 ， 筛选差异蛋 白 。 其

中 ， 入组患者的年龄差异可导致 内环境改变 ， 这种 内环境改变受到衰老的调节 ， 并可

引 起血浆蛋 白组的变化 ； 而尿蛋 白质组的差异则提示 了 肾脏的代谢变化 。 然后应用

ＧＯ 数据库对差异蛋 白 的生物学过程 、 分子功能及细胞定位进行分析 ， 并通过 ＩＰＡ 数

据库查阅差异蛋 白所处的生物学通路 。

３ ４
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首先 ， 我们分析了两组供受者的血蛋 白质组 ， 结果提示所有的差异蛋 白均在老年

个体中表达较高 ， 主要来源于老年供者及老年受者 。 我们推测这些差异蛋 白主要反映 、

了老年 内环境与年轻 内环境之间的差异 ， 而与是否接受肾移植术无关 。 因此 ， 这些差

异蛋 白 的特点的共同点应该 同机体的生理性衰老过程有关 。

我们在两组差异蛋 白列表中发现了
一

个共同蛋 白 ： ＳＬＣ３Ａ２ ， 又名 ＣＤ９ ８ｈｃ （ ＣＤ９８

ｈｅａｖｙ
ｃｈａｉｎ ） 。 该蛋 白可作为胱氨酸／谷氨酰胺交换二聚体 （ ＣＤ９８ ， 又名 ＸＣ 系统 ） 的

重链部分 ， 参与细胞氨基酸代谢及整合素的信号调节 。 ＣＤ９８ 分别 由 ＳＬＣ３Ａ２ 和作为

轻链的 ＳＬＣ ３Ａ １ １ 组成 ［
５ １

］

。 ＣＤ９８ 的轻链主要负责调节氨基酸的跨膜转运 ［
５２

］

， 且轻链

的表达依赖于重链的表达调控 ， 但重链的表达却不受轻链影响 作为胱氨酸／谷氨

酰胺交换二聚体 ， ＣＤ９８ 将胱氨酸转入细胞 内 ， 成为谷胱甘肽的合成原料 ， 因此 ＣＤ９８

的表达对细胞 内谷胱甘肽合成有显著影响 ｆ
５ １

』

。而谷胱甘肽是细胞 内主要的抗氧化物质 ，

可 以括抗线粒体产生的活性氧 （ ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃ ｉｅｓ
，
ＲＯ Ｓ ） 及类似 ＲＯ Ｓ 的亲电子

体 ［
５４

］

， 而 ＲＯＳ 攻击脂质及 ＤＮＡ 是细胞衰老的机制之
一

［
５ ５

］

。 除此之外 ， ＣＤ９８ 还可 以

通过其重链 （
ＳＬＣ３Ａ２

）传导整合素信号 ， 激活 Ｒａｃ
，
ＦＡＫ 及 Ａｋｔ ， 促进细胞增殖及迁移 ，

并且通过 Ａｋｔ 在整合素信号通路中 的磷酸化作用影响细胞凋亡 ［
５６

，
５ ７

］

。 ＣＤ９ ８ 的功能需

ＳＬＣ３Ａ２ 的结构域参与 ， 其细胞外域与 ＣＤ９８ 轻链互相作用转运氨基酸 ， 而细胞膜 内

及胞浆域则负责传导整合素信号 ［
５ ８

］

。 ＳＬＣ ３Ａ２ 同时是两组的差异蛋 白 ， 并均在老年个

体血清中表达较高 。 我们推测这种表达差异与机体 内环境衰老有关 ， 而 ＳＬＣ３Ａ２ 在机

体 内 的表达或许与体细胞衰老有密切关系 。

此外 ， 载脂蛋 白家族中 的数个蛋 白均在两组差异蛋 白 中被筛出 ： ＡＰ０Ａ １ 在老年

受者的血清中表达升高 ， 而 ＡＰ０Ｃ２ 及 ＡＰＯＣ４ 则在老年供者血清中表达升高 。 这三

个蛋 白均参与两组间的共同生物学通路 。 考虑到个体差异 ， 我们推测该家族蛋 白在老

年个体 内表达相对增高 ， 活性相对増强 。 载脂蛋 白 的主要生物学效应包括 ： 脂质 的结

合及转运 、 脂蛋 白结构稳定 、 脂蛋 白代谢调节 、 识别脂蛋 白受体等 。 载脂蛋 白 的表达

异常可导致血脂代谢的改变 ［
５９

］

。 该家族蛋 白在老年个体的血清中表达升高 ， 结合生物

学通路结果 ， 我们推测 ， 老年个体的血脂代谢水平较年轻个体有改变 ， 这种改变可能

也同机体年龄增长及 内环境衰老有关 。

３ ５
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我们对差异蛋 白进行 了生物信息学分析 。 其中 ， ＧＯ 分析提示 ， 老年供者 －年轻受

者组与年轻供者 －老年受者组中的差异蛋 白均主要位子细胞外环境 ， 或作为血液微观

粒子存在 ， 部分差异蛋 白来源于细胞外泌体 。 细胞组分注释提示这些差异蛋 白可能是

从细胞中释放出来 ， 进入细胞间液或血浆中 ， 参与器官之间 的信号调节 。 在生物学过

程注释中 ， 老年供者 －年轻受者组的血差异蛋 白参与 了凝血途径 、 初始免疫反应 、 补

体激活等生理学过程注释 ， 而年轻供者－老年受者组差异蛋 白 中高表达的注释主要与

脂质代谢及免疫反应相关 。 两组差异蛋 白 的分子功能均多作为结合蛋 白和激动蛋 白产

生生物学作用 。 结合两组结果 ， 我们认为年龄增长对血浆的凝血状态及脂蛋 白代谢有

重要影响 ， 另外机体免疫系统也会随衰老而改变 。

我们分析 了两组差异蛋 白所处的 ＩＰＡ 通路并找到 了三个共同通路 ： 急性反应期信

号 、 肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活和胆汁酸受体／视黄酸受体激活 。 尽管两组差异蛋 白 中

只有 １ 个共同差异蛋 白 ， 但同
一

生物学通路是由 多个蛋 白质组成的 ， 其本质是蛋 白质

的连锁反应 。 某
一

个生物学通路的组成蛋 白可能分别位于两组差异蛋 白之中 ， 但均可

在该通路中产生作用 。 因此虽然差异蛋 白各异 ， 但它们的生物学效能是相近的 。其中 ，

与急性反应期信号相关的差异蛋 白分别为老年供者 －年轻受者组中 的 Ｃ １Ｒ 、 ＩＴＩＨ２ 、 Ｃ １ Ｓ 、

ＦＧＡ、 ＩＬ １ＲＡＰ 、 ＦＧＧ 和年轻受者－老年供者组中的 ＡＰＯＡ １ 和 ＳＡＡ １ 。 急性反应期信

号通路始 自感染 、 炎症 、 组织损伤 、 恶性肿瘤增殖等刺激 ， 并激活巨噬细胞 、 纤维原

细胞及 内皮细胞释放细胞因子 ， 介导炎症反应 。 两组差异蛋 白均位于急性反应期信号

通路的末端 ， 多为效应因子 ， 主要涉及炎性反应中的血液浓缩调控 。 这提示我们老年

个体与年轻个体的血液浓缩调控有差异 。 与肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活相关的差异蛋

白分别为老年供者 －年轻受者组中 的 ＡＰＯＣ４ 、 ＡＰＯＣ２ 、 ＦＧＡ 、 ＩＬ １ ＲＡＰ 和年轻受者 －

老年供者组中 的 ＡＰ０Ａ １ 和 ＳＡＡ １ ， 与胆汁酸受体 ／视黄酸受体激活相关的差异蛋 白分

别为老年供者 －年轻受者组中的 ＡＰ０Ｃ４ 、 ＡＰＯＣ２ 、 ＦＧＡ 和年轻受者 －老年供者组中的

ＡＰＯＡ １ 和 ＳＡＡ １ 。 差异蛋 白在肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活途径涉及巨噬细胞及肝细胞

细胞膜 ＬＤＬ（低密度脂蛋 白 ） 的转运 ， 而在胆汁酸受体 ／视黄酸受体激活途径中的细

胞核 内胆固醇流失中起作用 。 视黄酸受体激活 、 肝 Ｘ 受体和胆汁酸受体是核受体家

族的重要成员 ， 这些核受体可 以通过传导信号对基因模板的翻译进行调节来调节相关

３６
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酶类 、转运蛋 白及信号通路的代谢 ， 主要对细胞糖代谢及脂质代谢影响较大 ［
６ （）

］

。其中 ，

ＦＸＲ 也参与胆汁酸合成 ， 解毒和转运 ， 而 ＬＸＲ 则对血糖调节起重要作用 ［
６ １

，
６２

］

。 此类

通路与糖尿病及其他代谢类疾病的发病机制相关 ［
６Ｑ

］

。 同时 ， 两组差异蛋 白 中的载脂蛋

白家族成员 （ＡＰ０Ａ １ 、 ＡＰ０Ｃ４ 、 ＡＰ０Ｃ２ ） 与该两个通路相关 ， 提示我们机体的衰老

进程可能与与全身或细胞的脂质代谢 、 脂质转运等生理学过程有关 ， 并进而影响机体

能量代谢 ， 此改变或许对器官衰老过程起促进作用 。 除此 以外 ， 在老年供者－年轻受

者组中 ， ＡＰ０Ｃ４ 及 ＡＰ０Ｃ２ 还在动脉粥样硬化信号 、 白介素 －

１ ２ 在巨噬细胞中 的合成

和信号转导 、 巨噬细胞中
一

氧化氮和活性氧 自 由基的合成 、 网格蛋 白介导的细胞内吞

作用信号等通路中起重要作用 ， 虽然该四个通路没有在年轻供者 －老年受者组中显著

表达 ， 但不能排除与样本误差及个体差异有关 ， 同时该血液蛋 白组分的改变与研宄第

三部分尿液差异蛋 白显著性表达的通路是否有关 ， 尚需进
一

步研究 。

２ ．６ 小结

年龄可影响血清蛋 白质组成分 ， 差异蛋 白与炎症反应 、 脂质代谢等生物学过程有

关 ， 其中 ， ＳＬＣ ３Ａ２ 可能同 内环境衰老过程有关 。

３ ７
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第三部分 利用 ＬＣ －ＭＳ ／ＭＳ 鉴定肾移植供受者尿液蛋 白质

组

３ ． １ 研究 目 的

通过对供受者尿液进行蛋 白 质组分析 ， 来反映肾脏在不同 内环境中的变化 。

３ ．２ 研宄材料

使用研宄第二部分纳入供受者的尿液样本 ， 取晨尿中段清洁尿液 ５ ０ｍ ｌ ， 冻入 ４

°

Ｃ

冰箱保存 。 患者资料见表 ２ 。 研究试剂 、 仪器及软件 同 ２ ．２ ．２ ＿２ ．２ ．４

３ ．３ 研宄方法

３ ．３ ． １ 尿蛋 白样品的制备

１ ．取 ５ ０ｍｌ 尿液室温 ５ ０００ｇ 离心 ４５ｍｉｎ ， 弃去沉淀 。

２ ．取 １ｍｌ 尿液上清加入 ２ｍｌ 超速离心管中 ， 室温 ２００
，
０００

ｇ 离心 ７５ 分钟 ， 弃去

上清 ；

３ ． 向离心管中加入 ５０ ｕｌ 悬浮缓冲液 （ ５ ０ｍＭ Ｔｒｉｓ
，２５ ０ｍＭ ｓｕｃｒｏｓｅ

， ｐＨ８ ． ５ ） ， 室温

放置 １ ５ 分钟 ， 之后加入 ２ ． ５ｕｌ１Ｍ 二硫苏糖醇 （ＤＴＴ ） ， 混匀 ６５

°

Ｃ加热 ３ ０ 分钟 ；

４ ． 向离心管中加入２００ｕｌ清洗缓冲液 （ １ ０ｍＭＴＥＡ
，

ｌ ＯＯｍＭ ＮａＣ ｌ
，ｐＨ７ ．４ ） ， ２００

，
０００

ｇ 离心 ３ ０ 分钟 ， 弃去上清 ；

５ ． 向弃去上清的离心管 内加入 ３ ０ｕｌ 消化缓冲液 （ ５ ０ｍＭＮＨ４ＨＣ０３ ，ｐＨ８ ． ５ ） ，

之后加入５ ００ｎｇ
测序级胰酶 （ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ＧｒａｄｅＭｏｄｉｆｉｅｄＴｒｙｐｓ ｉｎ ， Ｐｒｏｍｅｇａ ） ， 混勾后

在 ３ ７

°

Ｃ孵育 ４ 小时消化蛋 白 ；

６ ．所得肽样品用于后续的质谱分析 。

３ ． ３ ．２ 质谱检测及数据分析

同２ ．３ ．２ －２ ． ３ ． ５ 。

３ ８
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３ ．４ 结果

３ ．４ ． １ 差异蛋 白

在 ２ 组各 ５ 对供受者的尿样本中 ， 我们共鉴定出 了９７５ 个蛋 白质 。 我们对老年供

者－年轻受者组及年轻供者－老年受者组进行 了组 内对比 。 老年供者 －年轻受者组中有

１ ２ 个差异蛋 白 ， 其中 ８ 个在年轻受者中表达较高 ， 分别是 ： ＡＲＴ３（二磷酸腺苷核糖

基转移酶 ３ ） 、 ＣＡ４（碳酸酐酶 ４ ） 、 ＲＢＰ４（视黄醇结合蛋 白 ４ ） 、 ＢＣＡＭ（基底细胞黏

附分子 ） 、 ＰＲＤＸ６（过氧化物酶 ６ ） 、 ＬＤＨＢ（乳酸脱氢酶 Ｂ ） 、 ＳＥＲＰＩＮＡ３（丝氨酸蛋

白酶抑制剂 Ａ １ ） 和 ＳＥＲＰＩＮＡ １（丝氨酸蛋 白酶抑制剂 Ａ３ ） ；４ 个在老年供者中表达较

高 ， 分别是 ： ＶＰＳ４Ｂ（细胞液泡蛋 白质分选因子 ４Ｂ ） 、 ＶＴＡ １（囊泡运输体 １ ） 、 ＢＲＯＸ

（ Ｂｒｏ ｌ 包涵域蛋 白及三肽氨基耽酶 １ ） 、 ＴＰＰ １（三肽基肽酶 １ ） 。

年轻供者 －老年受者组中 ， 老年受者相 比年轻供者 ， １ ５ 个蛋 白高表达于老年受者

的尿液中 ， 分别是 ： Ａ０Ｃ １（阿米洛利敏感性胺氧化酶 ） 、 ＳＥＲＰＩＮＦ １（色素上皮细胞

衍生因子 ） 、 ＡＣＰＰＣ前列腺酸性磷酸酶 ） 、 ＳＥＲＰ ＩＮＡ １（ ａ ｌ 抗胰蛋 白酶 ） 、 Ｃ０Ｌ １ ８Ａ １

（ＸＶＩＩＩ 型胶原蛋 白 ａ ｌ 链 ） 、 ＡＧＴ（血管紧张肽原 ） 、 ＦＧＢ（纤维蛋 白 原 ｐ 链 ） 、 Ｃ３

（补体 ３ ） 、 ＳＥＲＰ ＩＮＡ３（ ａ ｌ 抗胰凝乳蛋 白酶 ） 、 ＡＰＣＳ（血清淀粉样蛋 白组分 Ｐ ） 、 ＬＢＰ

（脂多糖结合蛋 白 ） 、 ＨＲＧ（ 富组氨酸糖蛋 白 ） 、 Ｆ２（凝血素 ） 、 Ｃ９（补体 ９ ） 、 ＰＧＡ３

（ 胃 蛋 白酶 ３ ） 。 １ ３ 个蛋 白高表达于年轻供者的尿液中 ， 分别是 ： ＫＲＴ４ （角蛋 白 ４ ） 、

ＫＲＴ １ ３（ 角蛋 白 １ ３ ） 、 ＡＨＮＡＫ（桥粒结合蛋 白 ） 、 ＳＥＲＰＩＮＢ ３（丝氨酸蛋 白酶抑制剂

Ｂ３ ） 、 ＦＡＢＰ５（脂肪酸结合蛋 白 ５ ） 、 Ａ２ＭＬ １（ ａ ２ 巨球蛋 白样蛋 白 １ ） 、 ＳＢ ＳＮ（上池

蛋 白 ） 、 ＰＡＲＫ７（人帕金森病蛋 白 ７ ） 、 ＡＬＤＯＡ（果糖二磷酸醛缩酶 Ａ ） 、 ＣＳＴＢ（半

胱氨酸蛋 白酶抑制剂 Ｂ ） 、 ＡＮＸＡ １（膜联蛋 白 Ａ ｌ ） 、 ＣＲＹＭ（ 晶体蛋 白 ｐ ） 、 ＰＰｆｆｉ（肽

酰脯氨基顺反异构酶 Ｂ ） 。 供受者间总共 ２８ 个差异蛋 白 。 尿蛋 白质组中差异蛋 白见表

５ 及表 ６ 。

３ ．４ ．２ 差异蛋 白功能分析

我们对差异蛋 白进行 了ＧＯ 注释分析 。 其中 ， 老年供者－年轻受者组中 ， 尿蛋 白

质组的差异蛋 白 的细胞组分注释主要为细胞外分泌体 （ＡＲＴ３
，
ＲＢＰ４

，
ＬＤＨＢ

，
ＰＲＤＸ６

，

３ ９
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ＴＰＰ １
，
ＶＴＡ １

，ＶＰＳ４Ｂ ，
ＳＥＲＰ ＩＮＡ３

，ＢＲＯＸ ，
ＣＡ４

，ＢＣＡＭ ，ＳＥＲＰ ＩＮＡ １等 ） 、 细胞外环境

（ ＲＢＰ４
，ＰＲＤＸ６

，ＳＥＲＰＩＮＡ３
，ＳＥＲＰＩＮＡ １ ） 等 。 生理过程注释主要包括急性期反应

（ ＳＥＲＰＩＮＡ３
，

ＳＥＲＰＩＮＡ １ ） 、 ＥＳＣＲＴ ＩＩ Ｉ复合体解聚 （ＶＴＡ １
，

ＶＰＳ４Ｂ ） 、 病毒生命周期

（ＶＴＡ １
，
ＶＰＳ４Ｂ ）等 。 分子功能注释主要为蛋 白结合作用 （ＲＢＰ４

，
ＬＤＨＢ

，
ＰＲＤＸ６

，
ＴＰＰ １

，

ＶＴＡ １
，ＶＰＳ４Ｂ ，

ＳＥＲＰＩＮＡ３
，ＣＡ４ ，ＢＣＡＭ ，ＳＥＲＰＩＮＡ １ ） 及蛋 白质Ｃ端结合 （ＶＴＡ １

，

ＶＰＳ４Ｂ
，
ＢＣＡＭ ） 。 而在年轻供者－老年受者组 中 ， 尿蛋 白质组的差异蛋 白 的细胞组分

注释主要为细胞外分泌体 （ＡＬＤＯＡ
，Ｃ ９

，Ｃ３
，ＦＧＢ ，

ＡＧＴ
，ＳＢ ＳＮ

，
ＳＥＲＰＩＮＡ３

，ＰＧＡ３
，

ＨＲＧ
，ＳＥＲＰ ＩＮＡ １

，
ＬＢＰ

，
ＡＨＮＡＫ

，
Ｃ０Ｌ １ ８Ａ １

，
ＡＰＣ Ｓ

，
ＡＮＸＡ １

，ＫＲＴ １ ３
，
Ａ２ＭＬ １

，
ＰＡＲＫ７

，

ＡＣＰＰ
，
ＰＰ ＩＢ

，
ＳＥＲＰＩＮＦ １

，
Ｆ２

，
ＣＳＴＢ

，ＳＥＲＰ ＩＮＢ ３
，
Ａ０Ｃ １

，ＣＲＹＭ ，ＦＡＢＰ５ ） 、 细胞外空间

（ＡＬＤＯＡ
，
Ｃ０Ｌ １ ８Ａ １

，
ＡＰＣ Ｓ

，
Ｃ３

，ＡＮＸＡ １
，
Ａ２ＭＬ １

，
ＡＣＰＰ

，
ＳＥＲＰＩＮＦ １

，
ＦＧＢ

，
ＡＧＴ

，
Ｆ２

，

ＳＥＲＰＩＮＡ３
，Ｃ ＳＴＢ

，
ＳＥＲＰ ＩＮＡ １

，
ＬＢＰ

，
ＳＥＲＰ ＩＮＢ ３

，Ａ０Ｃ １ ） 、 细胞外 区域 （ ＡＬＤＯＡ
，

Ｃ０Ｌ １ ８Ａ １
，ＡＰＣＳ ，Ｃ ９

，Ｃ３
；ＡＮＸＡ １

，Ａ２ＭＬ １
，ＳＥＲＰＩＮＦ １

，ＦＧＢ ，ＡＧＴ，Ｆ２ ；ＳＥＲＰＩＮＡ３
，

ＨＲＧ
，ＳＥＲＰＩＮＡ １

，
ＬＢＰ ） 、 血液微观粒子 （ Ｃ ９

，
ＡＰＣＳ

，ＦＧＢ ，
Ｃ３

，ＡＧＴ，
Ｆ２

，ＳＥＲＰＩＮＡ３
，

ＨＲＧ ） 、 血小板
ａ
颗粒 内腔 （ＡＬＤＯＡ

，
ＦＧＢ

，ＳＥＲＰＩＮＡ３
，
ＨＲＧ

，ＳＥＲＰＩＮＡ １ ） 等 。 生物

过程注释主要包括肽链 内切酶的负性调节 （ ＳＥＲＰ ＩＮＦ １
，
Ｃ ３

，ＡＧＴ，
ＳＥＲＰＩＮＡ３

，ＣＳＴＢ
，

ＨＲＧ
，ＳＥＲＰＩＮＡ １

，
ＳＥＲＰＩＮＢ ３

，
Ａ２ＭＬ １ ） 、 急 性 期 反应 （ ＡＰＣＳ

，

Ｆ２
，

ＳＥＲＰ ＩＮＡ３
，

ＳＥＲＰＩＮＡ １
，

ＬＢＰ ） 、 血小板脱颗粒 （ＡＬＤＯＡ
，
ＦＧＢ

，
ＳＥＲＰ ＩＮＡ３

，
ＨＲＧ

，
ＳＥＲＰＩＮＡ ｌ ） 、 蛋

白质水解作用 的负调节 （ Ｆ２
，
ＣＳＴＢ

，ＳＥＲＰＩＮＢ ３ ） 、 凝血过程 （ ＦＧＢ
，
Ｆ２

，
ＨＲＧ ） 、 血管

生成的负调节血小板激活 （ ＳＥＲＰＩＮＦ １
，ＡＧＴ，ＨＲＧ ） 、 炎症应答反应 （ Ｃ ３

，ＡＮＸＡ １
，

ＳＥＲＰＩＮＡ３
，
ＰＡＲＫ７ ） 、 初始免疫应答 （ＡＰＣＳ

，
ＦＧＢ

，
ＡＮＸＡ １

，
ＬＢＰ ） 等 。 分子功能注释

主 要 为丝氨酸样 肽链 内 切 酶抑 制 剂激 活 （ ＳＥＲＰＩＮＦ １
，ＡＧＴ，ＳＥＲＰ ＩＮＡ３

，ＨＲＧ ，

ＳＥＲＰＩＮＡ １
，ＳＥＲＰＩＮＢ ３

，Ａ２ＭＬ １ ） 、 受体结合 （ ＦＧＢ
，Ｃ３

，Ｆ２ ，ＡＮＸＡ １
，ＨＲＧ ，ＬＢＰ，

ＰＡＲＫ７ ） 、 结构分子激活 （ ＣＯＬ １ ８Ａ １
，ＦＧＢ ，ＡＮＸＡ １

，ＫＲＴ １ ３
，ＫＲＴ４ ） 、 同

一

蛋 白结合

（ＡＬＤＯＡ
，
ＣＯＬ １ ８Ａ １

，
ＳＥＲＰＩＮＡ １

，
ＰＡＲＫ７

， 
ＡＣＰＰ ） 等 。 尿蛋 白质组差异蛋 白ＧＯ分析

见图 １ ０ 、 １ １ 。

３ ．４ ． ３ 差异蛋 白通路分析

４０



解放军医学院硕士学位论文

我们使用 了ＩＰＡ 通路数据库对差异蛋 白进行生物通路进行了分析 ， 在老年供者 －

年轻受者组中 ， 尿蛋 白质组差异蛋 白主要参与的生物学通路包括 ： 急性期反应信号传

导 、 肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活 、 胆汁酸受体／视黄酸受体激活 、 凝血系统 、 内源性凝

血酶原激活途径 、 外源性凝血酶原激活途径 、 补体系统 、 肝纤维化 ／肝星状细胞激活 、

ＴＨ０Ｐ １ 在阿尔兹海默病中 的神经保护作用 、 组织因子在肿瘤中 的作用 、 哺乳类动物

蔗糖降解途径 Ｖ 、 动脉粥样硬化信号传导 、 ｐ７０Ｓ６Ｋ 激酶信号 、 ＮＡＤ 的磷酸化和脱磷

酸化 、 鸟嘌呤核苷酸降解途径 ３ 、 尿酸盐的生物合成／肌苷 ５
＇

磷酸的降解 、 戊二酰辅

酶 Ａ 的降解 、 帕金森病的信号传导 、 腺苷核苷酸降解途径 ２ 、 组胺降解 、 嘌呤核苷酸

的需氧降解途径 ＩＩ 、 网格蛋 白介导的细胞 内吞作用信号 、 真核生物的色氨酸降解途径

ＩＩＩ 、 ＮＡＤ 补救途径 ＩＩ 、 糖酵解 、 糖异生 、 细菌脂多糖 ／ 白介素 －

１ 介导的视黄酸受体作
＇

用抑制及肌动蛋 白细胞骨架信号转导等生物学通路 。 而在年轻供者 －老年受者组中 ，

尿蛋 白质组差异蛋 白主要参与的生物学通路包括 ： 急性期反应信号传导 、 肝 Ｘ 受体／

视黄酸受体激活 、 胆汁酸受体 ／视黄酸受体激活 、 ＴＨ０Ｐ １ 在阿尔兹海默病 中 的神经保

护作用 、 动脉粥样硬化信号传导 、 白介素－

１ ２ 在巨噬细胞中 的合成和信号转导 、 丙酮

酸发酵为乳酸、 巨噬细胞中
一

氧化氮和活性氧 自 由基的合成 、 网格蛋 白介导的细胞 内

吞作用信号 、 谷胱甘肽的氧化还原反应 、 凝血系统 、 三酰甘油 降解 、 硫酸乙酰肝素的

生物合成等 。 共六个通路同时在两组差异蛋 白 中共同表达 ： 急性期反应信号 ， 动脉粥

样硬化信号转导 ， 网格蛋 白介导的细胞 内吞作用信号 ， 凝血系统 ， 肝 Ｘ 受体／视黄酸

受体激活 、 胆汁酸受体／视黄酸受体激活及 ＴＨ０Ｐ １ 在阿尔兹海默病中 的神经保护作用 。

尿蛋 白质组差异蛋 白 ＩＰＡ 通路分析见图 １ ２ 、 １ ３ 。

４ １



Ｍ

寸

Ｌ

２

ｖ

ｓ


９

－

ｌ
ｌ

！

ｘ

ｏ
ｐ

ａ
Ｉ

Ｉ


寸

Ｓ

３


＾


ｌ


寸
０
０

￡


１


９

ｘ
Ｄ

＞
ｌ

ｄ



泛
９
－

卜

寸

ｌ

Ａ
ｉ

ｎ
Ｈ

９

ｘ

§
ｄ

Ｘ



Ｍ

ｄ

ｎ

－

３
－

ｏ

ｍ

１
１

０

１
３

３


ｌ
ａ


寸
ｏ
ｔ

＾

－

－

ｓ
ｓ

ｏ

ｓ

ｄ


Ｉ



２
ｖ
ｕ

ａ


９

２
£

寸
－

£

■
ｎ

Ｈ

Ｉ

Ａ
Ｉ

Ｖ
３
Ｂ

ｓ


々

ｕ
ｌ

－

ｓ
ｄ

ｇ
－

ｐ
－

ｑ
－

ｌ

ｏ
ｕ

＂

＾

０

５

ｓ


９

－

＾

－

ｚ

ｚ
ｏ

ｄ


Ｍ
ｖ

ｓ
ｎ
Ｈ

—

寸

ｌ
ａ

ｓ


寸
ｄ

８
＞
ｌ


Ｎ

－

ｅ

？
－

Ｌ



Ｍ

ｓ


寸


ｉ
ｊ

ｐ
－

ｌ

Ｊ
Ｊ

Ｂ
Ｕ

ｉ

ｓ


Ｓ

９
－

Ｌ


８


寸

ｓ
ｄ


Ｉ


寸

Ｖ
３


６

１
寸

Ｖ
Ｉ

Ａ
Ｉ

ｉ


３
Ｖ
°

２

ＣＬ

ｎ


ｅ

—
３
Ｊ

ｓ

ｉ

＞，

ｓ

ｏ
ｑ
ｊ

Ｊ
－

ｏ．

ａ

ｖ
－

ｏ

ｏ

３


ｉ

ｒ
ｓ

ｏｏ

ｏ
ｌｎ

ｅ
ｌ

ａ

Ｉ



ｐ
ｙ

ｖ


０
８

Ｐ
６
０

寸

６
１

Ｖ

Ｓ

Ｄ
Ｈ


２
Ｖ
Ｎ

—

ａ


１


ａ
ｓ

ｓ
ｄ
ａ

ｄ
＇

／

｛

ｐ
！

Ｄ．

ａ

ｄ
！

Ｊ

ｌ



寅
１

９


１

０
．

９


ｅ

ｃ
寸


ｌ

ｏ

Ｍ

Ｉ
Ｈ

—

ｌ

ｄ

ｄ

ｌ



Ｅ
ｌ


Ｑ

ｒ
－

Ｌ

ｍ
ｓ，

＝

ｌ

Ｑ

ｘ
〇
ｙ
ｍ

１

２
ｄ

ａｏ

．Ｅ
ｕ

ｌ

８
－

ｌ
５
ｐ

ｌ

ｏ
ｙ
ＣＱ

９
卜

寸
９

寸


ｓ

ｓ
－

卜

ＣＮ
Ｃ

Ａ
Ｖ

Ｍ
ｂ




Ｎ
ｉ


ｘ
ｏ
ｙ

ｇ

ｓｏ

ｏｏ

＾

ｓ
ｔ

＾
－

ｖ

ｓ
ｎ

Ｈ

ｘ

ｓ
ａ

ｉ

Ｑ

Ｓ
Ｏ
Ｉ

Ｏ

Ｅ
Ｏ
ｑ


ｌ

ｖ
ｌ
＞
ｕ

ｓ
０
Ｊ

ｄ
－

ｓ
ｊ

Ｅ

ｕ

０
Ｓ

Ｓ

Ｂ
－

ｓ
ｕ

ｒ
０
ｓ

ｕ
！

￡
ｐ

ｎ ．

Ｊ

Ｅ
１

０
ｎ

３
Ｂ

＞

６
Ｚ
．

８

Ｓ


９
８

．

１０

６
／
，

ｄ

Ｍ
６

ｃｙ

！

^


Ｉ



Ｖ
Ｉ
Ａ


ｌ

？
１

９
ｒｎ
ｌ

（Ｎ

—
Ｈ

１

Ｖ
１

Ａ２

ｌ

ｌ

ａ

ｆｆｉ

寸


ｕ
ｌ

－

Ｏ
Ｊ

ｄ


Ｐ

Ｉ
Ｓ

Ｓ

Ｂ
—

Ｓ
Ｕ
－

Ｊ

Ｏ
Ｓ

ｌ

－ ＝

￡

￡
ｄ


Ｊ

－

０

３
Ｂ

Ａ



Ｓ
ｅ

６
寸


Ｐ

５

－

ｅ

ｇ

ｓ



ｍ

ｓ
ｄ

＞



Ｓ
Ｓ

Ｓ

９
８

－

—
Ｈ


ｉ
ｄ

Ａ

＾

｝

５
０
ｄ

ｃ



．



？


０
Ｏ
Ｊ

－ －

ｕ

ｆ
ｌ

－

ｓ

ｑ

ｓ
ｎ
２

（
ｌ

ｓ
－

ｕ

ｆ
ｌ

）

３

ｕ

ｍ
ｚ

ａ
ｌ

ｌ

５

２

－

－

０

－

￣

Ｊ

Ｐ


？



？


３

ｓ

ｉ


Ｊ

３

ｑ

ｓ
ｎ
ｚ

Ｉ

°

￣

ｓ

ｓ

３
Ｊ

ｄ

ｘ
ｕ

．


Ｕ

０
１

Ｓ

Ｓ

８
３

Ｖ

＾

Ｊ
Ｊ

Ｕ
Ｗ

３
－

Ｏ

Ｅ

－

３

０
－ －

．

顿
ｎｆｅ

挪
寇

蚂
祖

＿

唪
琮
＃
制
？
杜

－

椰

筚
掛
彻
５

蝌

ｓ


￥

ｓ


０

Ｂ

ｓ

ｓ
ｍ


ｊ



￡

寸

２

ｖ

ｕ

ｍ
ｏ

ｑ


Ｊ

Ｏ
Ｓ

Ｊ

ｎ

ｓ
Ｊ

ｄ

｜



Ｅ
．

Ｉ

Ｏ
Ｊ

Ｏ
－

一


ｌ

ｕ
－

Ｏ
Ｊ

ｄ

－

ｌ

ｕ
ｌ

Ｉ

ｎ

ｑ
ｏ
－

Ｏ
Ｊ

Ｕ
Ｂ

Ｅ
－

ｍ
ｌ

ｄ
ｌ

Ｂ


６
－

１

－

ｌ

ｓ


９

Ａ
Ａ
＾

ｃ
ｆｆｌ



ｎ
ｌ
／

Ｍ
＾

ｖ

－

－

ｚ

ｚ
寸
卜

，

．



＊



２
ｎ

Ｈ

９

Ａ

？
Ｉ

ＳＭ

Ｕ

Ｍ
Ｏ
°

－

ｕ
ｕ
ａ

－

Ｃ

Ｈ
Ｕ
ｉ

＾

Ｏ
Ｊ

ｄ

＾

ｕ
ｌ

ｐ

ｕ
ｊ

ｑ
－

Ｐ

Ｐ
Ｈ

－

－

Ｊ


ｅ

ｓ
－

６
－

９


６
９
寸

ｓ
ｂ


Ｉ


ｌ

００

１０

／

＾
寸

ｖ

ｉ

ｓ
ａ

ｖ
ｄ

」



－


ｍ

Ｕ

Ｍ
Ｏ
Ｑ

１

＆
３

Ｓ


＾
＾

５


ｇ

９


８

０
ｓ

６
ｚ
：

Ｃ

Ｉ

ｚ

Ｖ
Ｉ

Ａ
ｌ

ｎ
Ｈ


ｓ
ｄ

ｓ

８

５
Ｃ

Ｒ
Ｉ

３
Ｓ

Ｕ

Ｍ
Ｏ

Ｑ

＾

Ｖ
Ｍ
Ｈ

Ｖ

Ｓ
Ｓ

＾

－

ｄ

ｐ
－

ｓ
ｕ

ｏ
ｓ

ｓ
－

ｕ

ｏ
＾

ｐ

ｉ
ｉ

ａ
Ｊ

Ｊ
ｉ

ｐ

ｌ

ｓ

－

ｑ
ｏ
Ｊ

ｇ
２

ｅ
卜

６
８

ｓ


８

．

Ｓ


９
９

９
６

０
ａ

Ｉ

ｚ

ｙ

Ｖ
Ｎ
Ｈ

Ｖ


寸

＾

笑
寸
卜

５

ｖ

ｓ
ｎ
Ｈ


＿
Ｈ

Ｖ
ｚ

ｌ

ｌ

ａ


ｅ


１

１
－

ｓ

ｏ
－

。

一

民
－

＝

１


卜

３

寸
６

寸


Ｊ

寸


９

寸
９
￡


Ｉ


ｄ


！

－

一

岂


ｍ

ｓ
－

寸


１

－

＜

ｉ

，



＿



Ｎ
Ｖ

ｌ

ａ


寸


１

襄
３

Ｈ

－

－

－

１

－

Ｇ

ｇ


Ｓ

Ｓ

Ｓ
Ｃ
Ｉ

寸

Ｓ


Ｉ


寸

一

乏


寸
－

６

６
－

£

£

Ｊ

Ａ
Ｉ

ｎ
Ｈ

＾

ｓ

ｓ
ａ
寸
°

Ｊ

ｑ
Ｍ

ｌ

３

Ｍ


Ｉ

ｓ
ｏ
ｄ

ｕ


？



？


０
Ｏ
Ｊ

－ －

ｕ

ｎ
）

－

ｓ

ｑ

Ｅ
ｎ
ｚ

０
Ｏ
Ｊ

－ －

ｕ

ｎ
）

３

ｕ

ｍ
ｚ

＾

Ｅ
Ｂ

Ｚ

Ｅ
－

Ｏ
Ｊ

ｄ


Ｊ
－

°

ｕ

ｐ



９
ｌ
ｌ

５

ｕ


．

ｓ

ｑ

Ｅ
ｎ
ｚ

５

２
ｓ

ｓ
．

ｌ

ｄ

ｘ

３


？



？


Ｕ

０
１

Ｓ
Ｓ

８
°

Ｖ

－

＂

Ｊ

Ｕ

３

■



ｎ
°

公
Ｉ

Ｏ

Ｅ


３
Ｉ

３

０
Ｗ
Ｉ

＿
吡
刻
一
Ｉ

遐
＇ｍ

蹦

皞
Ｉ
Ｉ

郫
制
扮
御

－

輞
筚
馏
Ｉ

９

懈

」



」

、



」



Ｍ

ｌ

ａ

ｎ


ｕ
ｆ

ｓ

ｄ
ｏ

ｉ
Ｂ
－

丨

－

－

Ｖ


９
ｐ

９
ｔ

７


卜

－

＂°

６

０
０
Ｉ

０

ｄ




３

寸
ｓ

ｅ
－

６
８
１

ｖ

ｓ
ｎ

Ｈ

１

Ｖ
１

Ｖ


Ｖ
Ｍ
ｌ

ｄ
＾

ｓ
ｌ

^

ｍ


ｅ

ｄ

ｎ


ｕ
ｉ

ｓ

ｄ

ｘ
Ｊ
Ｊ

Ｏ

Ｅ
Ｘ
ｌ

ｐ
ｎ

ｉ
－

－

ｍ
ｌ

ｄ
ｌ

ｖ


ｏ

ｓ
ｚ
，

寸


￡

ｅ
．

ｓ


Ｕ
Ｏ
Ｉ

Ｏ

ｄ




０
８

０

６

ｓ
０

^

ｖ

ｓ
ｎ

Ｈ

Ｉ
°

ｖ

ｖ


ｖ
ｚ

ｌ

ｃ

ｍ
Ｂ
Ｓ

ｚ

ｄ

ｎ


ｕ
ｌ

ｍ

ｐ

Ｈ

ｉ
＾

ｐ
ｌ

ｐ
－

ｐ
ｐ

－

Ｂ

Ｐ
－

－

ｌ

° °

２

汔


ｌ

－

ｇ



ｓ

ｕ
ｏ

ｄ


Ｉ

ｆｆｌ

Ｈ

ｍ

° °

－

＾

卜
－

６
^

ｖ

ｉ
Ｈ

８

Ｈ

３

＾

ｓ

ｓ

ｉ

ｓ

ｓ
ｍ



ｓ

Ｑ．

ｎ



ｕ

ｌ
ｂ
Ｊ

Ｉ
－

Ｂ
ｌ
ｌ

ｄ
ｌ

ｖ


９

Ｐ
９
１

７


卜


ｒ
ｓ


６
０
０


ｓ
ｄ


＾


－

（Ｎ

Ｋ
Ｃ

９
１

６
８
１

ｖ

ｓ
ｎ
Ｈ

ｉ

ｖ
ｉ

ｖ


ｖ
ｚ
ｌ

ｃ

ｍ
ＣＪ

ｓ

ｎ．

ｎ



ｌ
ｌ

ｄ
ｓ

ｏ
ｌ
ｌ

ｄ


Ｐ

Ｏ
Ｂ


ａ

ｉ
ｄ


９
ｅ

ｓ
寸


寸
ｓ

＿

９


６
０
ｅ

ｓ
Ｉ

ｄ

ｚ
ｖ

２
ｎ
Ｈ

—

ｄ

ｖ
ｄ
ｄ


ｄ
ｄ

ｕ
ｖ



综

Ｓ
Ｉ

Ｉ

Ｚ
．

６
Ｉ

Ｑ－

ｎ


Ｊ

ｌ

ｌ
．

ｉ

ｌ

＆

ｌ
＿

ＳＤ
！

ｄ

ｔＮ
ｌ

ｓ
寸


卜
６

Ｓ


Ｓ

Ｓ

６
９

Ｓ


—

ｚ

ｌ

ｉ


寸
￡

６

沒
６
｛
：

ｖ

ｉ
Ｈ

ｄ

ａ

ｓ

－

Ｏ
Ｓ
Ｊ

＝

°

ａ
ｌ

ｄ

ｚ

－

Ｗ

Ｃ
－

Ｐ

５


８

￡

２
卜
８


８

９


９

５

爹
一


＾


ｖ
ｌ

Ａ
Ｉ

ｎ
Ｈ

－

ｕ

ｏ
ｖ


－

ｕ
ｏ
＜


一

靈


６
０

寸
寸

ｆ
ｏ

ａ



ｓ

ｌ

Ｉ
ｓ

ｌ
ｓ
Ｉ

－

－

Ｏ
Ｊ

ｄ
－

ｌ

ｎ



ｍ
ｅ

ｚ


３

寸
．

６


寸
８

Ｓ

２


Ｎ
Ｖ
Ｉ

Ａ
Ｉ

ｎ

Ｈ
—

９

Ｅ



￡
Ｃ
Ｉ

ｄ


０


客

５

Ｎ

Ｉ

Ｑ


ｕ

—

ｂ
ｏ

－

ｎ

ｓ


３

Ｉ

Ｍ
Ｐ
９
Ｊ


９

Ｕ

Ｉ
９

＞
Ｉ


Ｓ
Ｌ

Ｌ

￡

￡


０

０
．

＾


ｔ
７

６
° °

－

ｂ


Ｉ



Ｓ
Ｏ

Ｓ
０

寸

ｖ

２
ｎ

Ｈ

Ｉ

Ａ
Ｉ

Ａ

Ｓ
Ｍ
Ｖ

目
Ｏ

Ｑ


Ｉ

Ｖ

Ｉ
Ｖ


寸
１

卜
８

￡


Ｌ

９


￡

８

０

寸
Ｏ

ｄ


Ｉ


１

Ｖ
Ｘ

Ｎ
Ｖ



５
－

ｓ

^

２
ｎ

Ｈ


１

Ｖ
Ｘ
Ｍ
Ｖ

５
＞

Ｏ

Ｑ



ｍ
．

ｓ．

ｉ
ｕ


６

－

Ｉ

Ｉ


一


９

－

９


０
８

０

Ｗ
＞

ｄ


Ｉ


２


ｍ
Ｈ
Ｗ

Ｕ

－

ｆ

ｓ

ｍ

ｖ
ｓ

ｎ
Ｈ

８

Ｘ
Ａ
°

—

ａ



ｖ


ｉ
ｌ

ｏ

ｌ
－

ｄ

Ｊ
ｄ

＇ －

ｌ
ｄ



２


的

卜
〇

寸

ｓ


Ｉ

ｚ

＜


Ｖ
０

３
Ｖ


々

ｉ
６
ｚ

ｘ
－

■
Ｈ

ｖ
ｏ
ａ
ｉ

ｖ

ｃ

ｌ

ａ


１

－

ｒ

ａ


ｉ
ｕ
－

ｓ
ｓ

ｐ


ｐ

ｐ

ｓ
！

屋
／

ｉ
ｄ


１

６
ｓ

－

ｓ


Ｚ
．

６

寸
６
６
ａ

１

２
Ｖ


ｓ

＾

ｙ
ｊ


ｇ

ｏ

ｓ

ｓ
一

Ｉ

Ｍ
ｆ
ｌ

Ｈ

卜

Ｍ
＾

ｖ
ｄ

Ｉ

Ｑ


Ｊ

ｏ

ｉ
ｏ

ａ
ｌ

ｄ

一



Ｕ
Ｕ
Ｏ
Ｊ

Ｏ
Ｓ
！

ｕ
！

Ｓ

Ｂ
ｑ

ｓ
ｄ
ｎ
ｓ


０
々

Ｓ
９

－

９


８

ｄ

Ｍ
ｐ

９

ｂ


Ｉ

ｚ

泛

泛

Ｖ
Ｊ

Ａ
Ｉ

ｎ

Ｈ

Ｍ
Ｓ

Ｇ
^

＾

￥

ｓ
０
０

ｓ

ｓ
，

ｍ





＾



ｚ

ｄ
３

ｉ
ｏ
ｊ

ｄ
ｏ
ｊ

ｄ

ａ
ｌ

ｄ

ｖ


ｉ

ｄ
ａ

ｄ


９
卜

６
１



寸


３

々

°°

Ｇ
ｆ
Ｑ

ｏ

ｄ




ｍ

ｖ
ｏ
ｄ


８

６
＾

２

卜

－

１

１

■



．



ｖ

ｓ
ｎ
Ｈ

ｃ

ｖ
ｄ

ｓ

ａ

ｎ


６

ｕ

ｌ

ｇ
ｃ

０

ｄ

ｍ

ｓ

ｓ

３

Ｅ
－

ｃ

ｌ

ｕ
Ｉ

０
０

ｅ

－

ｅ

９


￡
：

寸
－

８

寸
卜

ｓ
ｄ


Ｎ
Ｖ

２
ｎ
Ｈ

６

０
ｕ

６

３


１

１

－

０

３

Ｎ
Ｌ

ａ

ｎ



ｕ
ｌ

ｑ

ｕ
ｉ

ｓ
－

Ｏ
Ｊ

ｄ


９

Ｓ
０
Ｚ
，



ｓ
－

寸


ｐ
ｏ

ｏ

ｄ





２


ｍ

ｓ
ｅ

ｏ
＾

寸

ｖ

ｉ
Ｈ

ａ

ｉ
ｌ

ｄ

ｎ


ｕ

－

ｓ

ｓ

Ｊ

ｄ

ｓ
－

Ｍ

ｌ
ｌ

－

Ｊ
－

３

ｕ
ｆ

ｐ
－

－

Ｈ


８

卜

们

６
们



ｓ
－

＾


９

６
１


寸
Ｏ

ｄ

ｚ

ｖ
ｓ

ｎ
Ｈ

｛

Ｊ
Ｈ

Ｈ



Ｓ
Ｈ


６

８


寸

ｓ
ｅ


寸

ｃ

ｉ

３

ｕ
ｓ

１

２
ｄ

Ｍ

－ ｓ

ｐ
ｓ

ｑ
－

３

ｐ
ｌ

｝

Ｊ
Ｕ

Ｉ
－

ｏ

ｄ
ｏ

ｄ

ｎ

－

￡

－

－

－

８

Ｚ
；

寸
８
Ｉ

ｄ


Ｎ
ｖ

ｓ
ｎ
Ｈ

ｄ

ｆｆｌ
ｌ


１

５


６

寸

ｓ

ｓ
ｌ

ｅ

Ｋ

° －

ｎ


Ｉ

ｓ
ｕ
ｏ

ｄ

ｕ
ｌ

ｓ
－

ｃ
ｉ

－

ｏ
－

ｉ


１
３

ｓ


卜

８

ｅ

ｓ



５


Ｃ

寸
卜

ｓ
ｄ




ｓ
ｕ

ｄ

ｖ


ｅ

－

ｓ

３

—
Ｈ

ｄ

Ｗ
Ｖ
Ｓ

－



Ｍ


^

ｄ

ｎ


Ｕ
Ｉ

Ｓ

ｄ

ｂ

ｓ

Ｅ
Ｘ
Ｌ

Ｐ
Ｕ

§
－

－

ｍ
ｔ

－

ｖ


ｏ

ｓ
ｚ

＾

－

－

１

１


〇


Ｉ


〇

ｄ




０

８

０

６

Ｓ
０

Ｗ

■



Ｖ
ｌ

Ａ
Ｉ

ｆ
ｉ

Ｈ

１
３

Ｖ
Ｖ


Ｖ
Ｎ
Ｌ

Ｉ
３
Ｓ

ａ

ｎ



Ｇ
ｌ

Ｉ
－

ｄ

ｕ
ｌ

ｏ
ｕ

° °

－

卜
－

ｓ
－

９


寸

ｓ
ｌ

ｏ

ｄ

ｚ

ｖ

ｗ
ｎ
Ｈ

ｓ
°

Ｇ


Ｓ

Ａ
９
Ｓ

６
Ｍ

－

１

ｄ

ｎ


ｕ

－

ｌ

ｐ
－

ａ

ｑ


ｕ

－

ｏ
ｕ
ｉ

Ｊ

ｑ
Ｅ

°°

ｓ
－

寸

００

－

９

Ｓ
＊

Ｊ

ｚ

ｖ
ｓ

ｎ

Ｈ

８

８

Ｅ


８

Ｍ

－

寸
９
０

６

０

￡

Ｋ

ｄ

ｎ



ｓ
ｇ
ｏ

ｕ

ｌ
Ｂ
Ｏ
－

ｕ

ｖ


寸
－

－

卜

们


６
Ｉ

０
Ｉ

０

ｄ



Ｈ

°

ｖ


／
．

ｓ

ｐ

ｐ


寸

ｖ

ｓ
ｎ
Ｈ

１

０
Ｍ
Ｖ

ｄ

ｎ


ｕ

５

ｌ

ｐ

（
Ｉ

Ｉ

Ｉ

Ａ
Ｘ
）

名
－

Ｂ


Ｕ
３

ｇ
－

１

０

３


９

９

卜

￡

－

３
－

０
９

０

６

￡




Ｉ



ｖ
－

１

０
３



Ｓ
－

Ｉ

９

０
Ｉ

【

ｖ
ｓ

ｎ

Ｈ

Ｉ

Ｖ
Ｉ

Ｏ
Ｄ



９

寸

ｌ
ｏ
ｏ

＾


？

＼

＼


＼


＃


＼

Ｖ
＼



：

＼


ｔ


ｚ


＼


＼


＼


＼


＼


＼


＼

＼


＼


＼


＼


＼


，


＼


＼


％


＼


＼

＼


＼


＼


＼


＼


＼

＼

＼

＼

＼

＼

－


－


－


－


＿


－

－

－

－

－

－

■

■


■

■

■

：
■
■
■

■

ｕ

ｏ
ｌ

ｐ
ｕ

ｎ

ｔ ：

ｅ
ｌ

ｎ
ｏ

ａ
ｌ

ｏ
ｌ

Ａ

「

ｌ

ｕ

ｅ

ｕ

ｏ

ｄ

Ｅ
Ｏ
Ｏ


Ｊ

ｅ
ｌ

ｎ
＝

８

３


■

ｓ

ｓ
ｅ

ｕ

ｏ
ｊ

ｄ

ｌ

ｅ

ｏ
ｌ

ｏ ｌ

ｏ
ｌ

ｏ

ｍ

—



Ａｄ

Ａ
Ｊ

０

６

３
ｅ

ｏ

■

ｕ

ｏ
！

ｐ
ｕ

ａ
Ｊ

ｅ
ｌ

ｎ
（Ｊ

９

ｏ

２

ｃ

９

ｕ
ｏ

ｄ

Ｅ
０

３


Ｊ

ｅ
ｌ

ｎ
ｌ

ｌ

ａ

ｏ

ｓ
ａ
ｏ

Ｏ
Ｊ

ｄ

Ｉ

ｓ

ｏ

ｏ

ｏ

ｍ

ｓ
＾

ｓ

ｓ

ｓ

ｓ
^



Ａ
寸

＼
％

Ａ：

％

＼


＼

＼

＃

ｖ

＞

＼

＼

＞
＼


＃


＼


．



Ｖ

Ａ
Ａ
Ｉ

Ｐ

％

＼
＼


：

＼
＼
＼
＼


＼
＼

＼

＼

；

－


－


－


－


－


－


－


－


－


－


－


－


＿


－


－


－


＿


－







－

－

－

－

－

－

－

－



■
■
■
■

■

■
■
■


■

■
■
■
■

■
■
■

■

■


：

：

Ｊ
＿

Ｊ
Ｊ
＿

Ｊ

ｕ

ｏ

ｌ
Ｊ

ｅ

ｉ

ｉ

Ｂ


１
■



■

■


■


Ｈ
＿

＿


■

ｌ

ｕ

ｉ
ｄ

ｉ

ｉ

Ｈ



■


■


■


－

ｏ
ｌ

．

ｄ ）ｏ

Ｓ

ｓ

８
０
」

ｄ

ｌ

ｅ
３
！

６

０

ｏ

ｍ

—



Ｉ



■

ｌ

ｅ

Ａ
Ｊ

０

６
３
１

ｅ

。



^

－

Ｓ
ｉ

－

－

０

３

ｕ

ｏ
！

ｐ
ｕ

５
Ｊ

Ｅ
Ｉ

ｎ
３

３

ｏ

２

ｃ

９

ｕ

ｏ

ｄ
Ｌ

Ｕ

０
３


Ｊ

Ｂ
Ｉ

ｎ
ｌ

ｌ

９

ｏ

Ｓ
Ｓ

Ｓ
Ｏ
Ｊ

ｄ

ｌ

ｓ
！

６

０

ｏ
！

ＣＤ



解放军医学院硕士学位论文

■
ｐｏ

ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｅ  ｚ
－

ｓ ｃ ｏ ｒ ｅ ｚ

－

ｓ ｃ ｏ ｒ ｅ 
＝

 ０■ ｎ ｅ
ｇ ａ ｔ ｉｖ ｅ  ｚ

－

ｓ ｃｏｒ ｅｎｏ  ａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｌｙ  ｐ ａ ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ  ａｖ ａ ｉ ｌ ａｂ ｆ ｅ Ｒ ａ ｔ ｉ ｏ

－

ｌ ｏｇ （ ｐ
－

ｖ ａ ｌｕ ｅ
）

０ ． ０ ０ ． ５ １ ． ０ １ ．５ ２ ．０ ２ ． ５ ３ ． ０ ３ ． ５ ４ ．０

Ａ ｃ ｕ ｔ ｅ  Ｐｈ ａ ｓ ｅ  Ｒ ｅ ｓ
ｐ
ｏｎ ｓｅ Ｓ ｉ ｇ

ｎ ａ ｌ ｉｎｇ

Ｉ 
Ｊ ｅ ｕｒｏｐ ｒｏ ｌ ｅ ｃ ｌ ｉ ｖ ｅ  Ｒ ｏ ｌ ｅ ｏ Ｆ  ＴＨＯＰ １  ｉｎ Ａ ｌ ｚｈ ｅ ｉｍ ｅ ｒ

＇

ｓ Ｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ

Ｌ ＸＲ ／Ｒ Ｘ Ｒ Ａｃ Ｈｖ ａ ｔ ｉｏｎ

ＦＸ Ｒ
ｙ
Ｒ Ｘ Ｒ Ａｃ ｔ ｉｖ ａ ｔ ｉ ｏｎ

Ａ ｔ ｈ ｅ ｒｏ ｓ ｃ ｌｅ ｒ ｏ ｓ ｉ ｓ  Ｓ ｉ ｇ
ｎ ａ ｌ ｉｎｇ

Ｉ Ｌ
－

１２ Ｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉ ｎ ｇ 
ａｎｄ Ｐ ｒ ｏｄｕ ｃ ｔ

ｉ ｏ ｎ  ｉｎ Ｍ ａ ｃ ｒｏｐｈ ａｇ ｅ ｓ

Ｐｙ ｒ ｕｖ ａ ｌ ｅ Ｆ ｅ ｒｍ ｅｎ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ  ｌｏ  Ｌ ａｃ ｔ ａ ｔ ｅ

Ｐｒ ｏｄｕｃ ｌ ｉｏｎ ｏ ｆ  Ｉ 
ｌ

ｉ ｈ  ｉｃ Ｏ ｘ ｉ ｄ ｅ  ａｎｄ Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ Ｏ ｘ ｙｇ ｅｎ  Ｓｐ ｅ ｃ ｉ ｅ ｓ  ｉ ｎ Ｍ ａｃ ｒ ｏｐｈ ａ
ｇ
ｅ ｓ

Ｃ ｌ ａ （ｈ ｒ ｉｎ
－

ｍｅｄ ｉ ａ ｔ ｅｄ Ｅｎｄｏ ｃｙ ｔｏ ｓ ｉ ｓ Ｓ ｉ ｇｎ ａ ｌ
ｉ ｎ
ｇ

Ｇ ｌ ｕ ｔ ａ ｔｈ ｉｏｎ ｅ  Ｒ ｅｄｏ ｘ Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ｓ  Ｉ

Ｃ ｏ ａｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ  Ｓｙ ｓ ｔ ｅｍ

Ｔ ｒ ｉ ａｃ ｙ
ｌｇ ｌ

ｙ ｃ ｅ ｒｏ ｌ Ｄ ｅｇ ｒ ａｄ ａ ｔ ｉ ｏｎ

Ｈ ｅ ｐ ａ ｒ ａｎ Ｓｕ ｌ ｆａ ｔ ｅ Ｂ ｉｏｓ
ｙ
ｎ ｔｈｅｓ ｉ ｓ

 （
Ｌ ａ ｔ ｅ Ｓｔ ａｇｅ ｓ

）

Ｈ ｅ ｐ ａ ｒ ａｎ Ｓｕ ｌ ｆａ ｔ ｅ Ｂ ｉｏｓｙｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓ

０ ． ００ ０ ０５ ０ ． １ ０ ０ ． １ ５ ０ ． ２０ ０ ． ２５

Ｒ ａ ｔ ｉｏ

？ ２０ ００ －

２０ １ ７ Ｑ Ｉ
ＡＧ Ｅ Ｎ ． Ａ ｌ ｌ  ｒ ｉ ｇ ｈ ｔｓ  ｒ ｅ ｓ ｅ ｒｖｅ ｄ

图 １ ２ 老年供者－年轻受者组尿蛋 白质组差异蛋 白通路分析

４ ８



解放军医学院硕士学位论文

＿
ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｅ  ｚ

－

ｓ ｃ ｏ ｒ ｅ ｚ
－

ｓｃｏ ｒ ｅ 
＝

 ０Ｉ ｎｅｇａ ｔ ｉｖ ｅ  ｚ
－

ｓｃｏｒ ｅｎｏ  ａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ｐ ａ ｔ ｔ ｅｒｎ  ａ ｖ ａ ｉ ｌ ａｂ ｌ ｅ Ｒ ａ ｔ ｉｏ

－

ｌｏｇ （ ｐ
－

ｖ ａ ｌｕｅ
）

０ １２ ３４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ０ １ １ １２ １ ３ １ ４ １ ５ １ ６

Ａ ｃ ｕ ｔ ｅ Ｐｈ ａｓ ｅ  Ｒ ｅ ｓ ｐ ｏｎ ｓ ｅ  Ｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉ ｎｇ

Ｌ Ｘ Ｒ
／
Ｒ Ｘ Ｒ Ａ ｃ ｔ ｉｖ ａ ｔ ｉｏｎ

Ｆ ＸＲ
／
Ｒ Ｘ Ｒ Ａｃ ｔ ｉｖ ａ ｔ ｉｏｎ

Ｃ ｏ ａｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ Ｓｙ ｓ ｌ ｅｍ

Ｉ ｎ ｔ ｒ ｉｎ ｓ ｉｃ Ｐ ｒ ｏ ｔｈｒ ｏｍｂ ｉ ｎ Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ａ ｔ ｉ ｏｎ  Ｐ ｄ ｌｈｗ ａｙ

Ｅ ｉ ｌ ｒ ｉｎｓ ｉ ｃ  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｈ ｒｏｍｂ ｉ ｎ Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ａ ｔ ｉｏｎ  Ｐ ａ ｔｈｗ ａ ｙ

Ｃ ｏｍｐ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ  Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅｍ

Ｈ ｅｐ ａ ｔ ｉ ｃ  Ｆ ｉｂｒｏ ｓ ｉ ｓ
 ／ 

Ｈ ｅｐ ａ ｔ ｉ ｃ Ｓ ｔ ｅ ｌ ｌ ａ ｔ ｅ Ｃ ｅｌ Ａ ｃ ｔ ｉｖ ａ ｔ ｉ ｏｎ

Ｉ 
ｌ ｅｕ ｒ ｏｐ ｒｏ ｔ ｅｃ ｔ ｉ ｖ ｅ  Ｒ ｏ ｌ ｅ ｏ ｆ  ＴＨＯＰ １  ｉｎ Ａ ｌ ｚｈ ｅ ｉｍ ｅ ｒ

＇

ｓ Ｄ ｉ ｓｅ ａ ｓ ｅ

Ｒ ｏ ｌｅ ｏ ｆ Ｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ Ｆ ａｃ ｌｏ ｒ  ｉｎ Ｃ ａｎｃ ｅ ｒ

Ｓｕｃ ｒ ｏ ｓ ｅ Ｄ ｅｇｒ ａｄ ａ ｔ ｉｏｎ Ｖ
 （
Ｍ ａｍｍ ａ ｌ ｉ ｉｎ

）

Ａ ｌ ｈｗｏ ｓｄ ｅｒｏ ｓ ｉ ｓ Ｓ ｉ

ｇｎ ａ ｌ
ｉ ｎｇ

ｐ７ ０Ｓ＾Ｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇ

Ｉ
ＩＡＤ 

Ｐｈｏ ｓｐｈ ｏｒｙ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ  ａｎｄ Ｄｅｐｈｏ ｓｐｈｏｒ
ｙ

ｌ ａ ｔ ｉｏｎ

Ｇｕ ａｎｏ ｓ ｉｎｅ  Ｉ 
ｌｕｄｅｏ ｔ ｉｄｅ ｓ Ｄ ｅ ｇｒ ａ ｄ ａ ｔ ｉ ｏｎ  Ｉ ＩＩ

Ｕｒ ３ ｔ ｅ  Ｂ ｉｏ ｓ ｙ ｎ ｔｈ ｅｓ ｉ ｓ
／
Ｉｎｏ ｓ ｉｎ ｅ  ５

＇

－

ｐｈｏ ｓｐｈ ａ ｔ ｅ Ｄｅｇ
ｒ ａｄ ａ ｔ ｉｏｎ

Ｇ ｌ ｕ ｌ ａｒ
／

ｌ

－

Ｃ ｏ Ａ Ｄ ｅ ｇ ｒ ａｄ ａ ｔ ｉ ｏｎ

Ｐ ａ ｒ ｋ ｉｎｓｏｎ
＇

ｓ Ｓ ｉ ｇｎ ａ ｌ
ｉｎｇ

Ａ ｄ ｅｎｏｓ ｉｎｅ  Ｉ  ｌ ｕｄ ｅｏ ｌ ｉ ｄｅ ｓ Ｄ ｅ ｇ ｒ ａｄ ａ ｔ ｉ ｏｎ  Ｉ Ｉ

Ｈ ｉ ｓ ｔ ａ ｉｒｗＴｅ Ｄｅ
ｇ

ｒ ａｄ ａ ｔ ｉｏｎ

Ｐｕｒ ｉｎｅ  ｔ ｈ ｊｄｅｏ ｔ ｉ ｄｅ ｓ Ｄ ｅｇ ｒ ａｄ ａ ｔ ｉ ｏｎ  ＩＩ
 （
Ａ ｅｒｏｂ ｉｃ

）

Ｃ ｌ ａ ｔ ｈ ｒ ｉｎ
－

ｍ ｅｄ ｉ ａ ｔ ｅｄ Ｅｎｄｏ ｃ ｙ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ  Ｓ ｉｇ
ｎ ａ ｌ ｉ ｎｇ

Ｔ ｒ
ｙ ｐ ｌ ｏｐｈ ａｎ Ｄ ｅ ｇ

ｒ ａ ｄ ａ ｔ ｉｏｎ  Ｉ Ｉ Ｉ
 （
Ｅｕｋ ａｒｙｏ ｔ ｉｃ ）

Ｉ
Ｉ ＡＯ Ｓ ａ ｌ

ｖ ａｇ ｅ Ｐ ａ ｔｈｗ ａｙ 
Ｉ Ｉ

任ｙ ｃｏ ｌ ｙ ｓｂ  Ｉ

Ｇ ｌｕｃｏｎ ｅｏｇｅｎ ｅｓ ｉ ｓ  Ｉ

ＬＰＳ
／
１Ｌ

－

１ Ｍｅ ｄ ｉ ａ ｔ ｅｄ  Ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ  Ｒ Ｘ Ｒ Ｆｕｎｃ ｌ ｉｏｎ

Ａ ｃ ｌ ｉｎ Ｃ ｙ ｌｏ＾ ｅ ｌ ｅ ｔｏｎ Ｓ ｉｇｎ ａ ｌ
ｉ ｎｇ

０ ００ ００ ０２５０ ．０５００ ． ０７５０ １ ０００ ． １ ２５０ ． １ ５００ ． １ ７５０ ２０００ ２２

Ｒ ａ ｔ ｉ ｏ

０  ２０００ －２０ １ ７ Ｑ Ｉ
ＡＧ Ｅ Ｎ ． Ａ ｌ

ｌ  ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｓ  ｒ ｅ ｓ ｅ ｒｖ ｅ ｄ

图 １ ３ 年轻供者－老年受者组尿蛋 白质组差异蛋 白通路分析

４９



解放军医学院硕士学位论文

ＵＴＭ ＣＯＭ Ｍ ！《■

／＼－

１
＾０

你

＾一一」
Ｍ ｉ

＇

Ｐ ． Ｉ ｒ ｃ＾ ｐ ｆ ｉ ｌ

ｒ ｗ
ｊ
ｒｒ ｆ

？ ｒ ｃ ＊ｗ
＜

ｉ ？ ＊ ＞ｔ ：

？ ？ ｖ
．
＊ ｉ ｃ

 ｐ ｉ ， ｘ ；
！ ？ ｒ ？ ？ ？

－

ｒｖ３ ？
 （
Ｕｍ ｍ ？？ ！  ｓ  ｎ ｊ ｏｓ ｏｃｍ ｎ

－ 〇 Ｌ ＾３ ＾ 
＇ ？ ｗ ＞ｔａ ＜ｕ ： ｕ ？ ａ ｉ ？ Ｋ

；
？ ？ ？ ■ ＊ ？

■ Ｖ＞ ＞
ｕ ｔ ＳＭ ｋ

－

ｌ ｒ ？ ｌ
Ｖ＾ ＩＵ－

Ｉ

Ｏｘ ｔＡｘ ｘ ＴＵＫ  Ｍ ｒ ｉ Ｔ ，
Ｔ

ｃ— ｌ ｒ ｊ ｂｖ ｎ

？
Ｊ＾５？ ？

＊
？

：



〇 ＞ ？ ？＊ ？
 ＾ ？

｜ｍ ｙ？ ＞
 ？ ｉ ｏ ^

ｕ－二＾ —— ｉ＠
ｏ＾ｒ ｔｗ

，
？ ｒ，
《 ｒ ？

－

ｉｎｍ ｙ
ｔａ



：
（ ■

 

＊
— ，
 ＊？？＜ Ｕ ｔ

ｆ

－

ｒ ｎ Ｔ ＊ｗ ｒ

油 ＭＵＭ
＇

ＭＶ Ｉ ｔＭ ｔｕ ｎ ｒ一

，

：

－
５

％
—^

— ａ ｌ ｐｕ
ｌ

ｉ 邊 ｊ ＞ ａｎ ？ ＾ ｘ
＞

＜ ｊ＾ ？
ｉ？ ｓ ＿ ａ ？

^

ｓ ｒ
｜
ｄ
Ｖ
ｋ ｃ ４Ｍ？ｎ ＾ ｒ

＞
ｎ

－

ｓ

ｆ
ａ ｒ

＜ ＜
ｒ

Ｒ ３Ｃ 二

Ｍ ＜Ｍ ＜ ｒ
＊

； 
１ＵＣ ｒ

？＊ｗ ＞ｎ
１

， ，／
’

？ ■
．一 ＪＸ ｆＯｔｖｎＭＪ ｔ

ｇＳｉｒｈｉｆｃ ａ ｘ ｉ ｐｄ ｃｃ＾Ｍ ｊ
Ａｘ

Ｈｎ ｎ ４ ｔ ＞ ｒａｋｎ

ｉ４
：？？ ： １ Ｔ ｉｗ ｉ ｒ ： 丨

（

＇
ｉＨｆｒ ？

？ｄ ｉ 气 ｔ＊ ＂

＊＊ｗ ｂｕｗ ｈｍｗ

ＴＴ
—＾ 

－

？ｉｕ＾ ？ｕａ １＿＿ｎ ｆ
？８ ａ ．

－

－

一 ＇

 ／
， ，

Ｉ １

１Ｍ ＇

＼ ／
ｉ ｌ

ｌ

？ ＜ ？ ＞ ｉａ ｉ－
ｉ

二Ｔ＾Ｔｄ
’ ｒ ｎ ． ？ ｕ ？ ？ ．

ｉ

＾
＊ＴＢ ． ？

Ｖ？ ＞

＜ＷＭ？＾ Ｔ＾ ｒ ｒ ｒ＇ ｔ ｎ ．＜
：
？ ｖ？ ？

■

＊＊？ ？

■

 ？ ？

＜

Ｖ
＾Ｔ 

＞ ｒ？＊ ｒ ？ 〇ｒＭａ Ｍ

ｔｖ 丨
《ｖ＊ ｏ ， ？ ｉＷ Ｖ？？ ｉ

ｙ
Ｍｒ

－

？？？ － ？
，
ｍｃＡｒ？

ＭＭ ｗ ｅ ｎ
－

ｍ ｏ 二▲

＞ ｐ
＊
？

  ｒ ｙ ＊

 ｒ ｒ ｆ
＇

－

？

■

ｉ
ｐ ？

￣

ｒ ｉ ．  ？ Ｊ
＇

ｉ ．

－

－

 ｆ

ｔ－ ｉ

 ＾ｊｒｉ ｗ
ｓ

ｔ ｉ ｔｗ ｕ ｒ

 Ｌ＾ ２ｄ
￣







Ｈ＞ｅ ｒ ｉ

＾
ｎ ｒＭＭ ：

 Ｊ

ｔ？４

ｉ ＼


ｋ
－

Ｖ ？ ？
＾

ｊ

Ｈ ｔ －

６ｆ ？ Ｍ ｃｒ ｉ ［

ｉｗ


ＶＯＭＫＵ？


：—— 丄 丄ｚ



ｉ
ｒＫＴＷＭ－

Ｊ

－

 Ｓ

＾
Ｋ ｋ ｒ ａ ｒ ｌ＊？＊  － １

４Ｐ ３ Ｔ ／？ｍｒ

＂

？
ｒｒ

？＊
－

产 ＂


＊ ＊＊

^

ｓ ｏ ｒ ｔ ． ｃｊｕ 合 ，

￡ ｒ ？ｖ ｒ ． ＾ ｆ
ｉｖ？ Ｊ ？ ＞ｆ＾Ｃ ｔ

Ｕ ＣＴ  １ ２ ＣＴ
＜

ｔ

ｓ Ｕ Ｃ＾ｎ ｂ

 （

＊ ｖ ｉ Ａ ｉ
ｒ ？  ｆＪｉ ｆ ． ：ｎ ＊ ４ｒｒ ｐ ｉ ｒ

 Ｔ 
ｋ ＫＫＭ ｎ ｌ Ｋ ｕ ｓ ＪＵｖ ｒ ． ｊｕ ｖＡ ＾ ｒ

－ Ｕ  ｊ Ｓ ｘ ｎ ｖ Ｉ ｂＶ ｊ ｂ
＇ ｍｍ ？

＜Ｒ ｒＭＭ 
ｒ
＾ ４ 

ｎ ｒ  ％ ｒ ＃ ｎ ｒ ｅ ｒ ｒ ｎ ｔ
－

｜

ｉ ｖ ＂ ＃＊ｍ ａ ？
ｖｊｗ Ｉ ＊ ３

＾
１

－ Ｊ ｉｍ ■ ？
 ｒ Ａ Ｍ ＾ ｃ ｃ ＾ ａ ｖ ｔ ｉ ｆｃ Ｕ Ｋ

图 １ ４ Ａ ｔｈｅｒｏ ｓｃ ｌ ｅ ｒｏ ｓ ｉ ｓＳ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｉ ｎｇ

通路

５０



ｎ
ｘ
ｌ

ｒｓ

ｃ

ｃ
ｌ

ｉ ｒ
ｉ

ｆ

ｒ

ｓ
ｖ

ａ

Ｂ

？



ｉ

＾
Ｍ
．^

＼

＾
．



５

ｌ
ａ

＾

ｐ

ｙ

ｙ^

ｎ

１

３



Ｌ

ＰＰ

－^

ｖ
ｉ

ｒ
＾

ｒ ｉ

ｆ

＊

－

ｒ


Ｔ
ｖ

？

成

％１

，

令

ｐ

ｔ ｓ ｌ

ｉ


Ｔ

Ｊ．



Ｉ



＾


－

Ｖ


，

％

Ｓ

Ｉ


＞


Ｋ

ｙ
ｒ

／Ｋ：

—

—

ｃ
ｕ

＾
ｃ


ｙ

＜ ｒ

＞ ５



ｒ
－

５

％



各

ｌ

＾

ｚ
ｖ
ｖ

ｘ

＇

－

ｒ
Ｌ
＇

ｌ

ｒ
ｒ
＾

？
＇

ｓ

二
Ｄ

ａ

ｖ
ｃ

ｍ

５
Ｓ




－


／

ｓ


／

幻

Ｔ

ｖ
ｓ
ｌ

Ｉ
Ｓ
ｉ

＾

＾
＾

＊

－

广
－

－

，
，

＞ ＞

｜ ，

！

专
．

．

＾


ｉ

ｉ

ｒ
：


（


Ｉ
ｔ

：



！


、

ｆ

ｆ


ｎｇ

」

＼

二

曹
＞

馬

ｗ

＾

＾

＾
ｆｃ


Ｋ


：

％



Ｊ

—


ｌ

ｌ＞

！

ｒ

ｎａｌ ｉ

文


ｋ



￥


ｎ
＞ｒ

ｆ

^

ｓ ｉｇ

ｍ



Ｉ

ｋ

ｉ

Ｔ
ｆ



—


Ｋ


＾


ｉ

学



Ｊ

—


／


＼

Ｊ

； ｌ

！
ｆ

＊

．



Ｐ＿

Ｆ

Ｅ
，

：

ｉ

！

■

！
★

－

ＬＬ

＼

ｃｙｔ

ｉ


．

／ｌ

ｆ
＇


／


Ｔ
Ｖ

Ｏ
Ｉ

ＶＪ

Ｉ

５ １

纖

１Ｃ
－



Ｌ

ｂ
－

？
，
：

；

Ｔ
－

：



ｊ Ｅ

学


－

ｉ

ｒ
ｒ
－

Ｆ
Ｓ



－

．

ｅｄ

医

ａｔ

Ｅ
ｊ



Ｔ

Ｊ
ｆ
－

ｌ

ｘ


今


Ｊ

ｌ

ｎ

ｏ

ｌ
ｌ

Ｉ Ｉ

ｉ

ｖ

ｙ
ｃ

ｋ
ｌ

Ｇ



ｒ
＾

ｒ

＿

▼


２
－

１

－

１

２

ｅ ｄ

放

ｒｎ

？



｜

ｌ

＼
＼

＾



ｙ

／


＾

２
Ｘ
．

＾

ｈｒ

＇

－

？
？

－


＿

」

ｓ

＾

ｐ
！

Ｍ
ｌ

ｙ


；

；

｜

｜

｜

５

３
＜

；

，

，

＾

ｆ



Ｉ

、


＼




？



』

ａ


ｆ



ｆ －

Ｆ

ｉ
－

．

Ａ



ｏ

＾


ｊ


ｉ

ｍ
Ｊ

Ｒ
ｆ

ｒ

ｓ


／

Ｖ

Ｉ
、

＼

、

，

ｖ
－

ｌ

ｑ

ｙ

１ ５

ｆ

、

ｚ

ｄ
＾

ｉ

Ｍ



图

一

ｘ

？

ｉｒ
ｐ

ｎ
＞

／
＞

．


＜

ｙ

Ｍ
ｓ
ｉ
ｉ

ｍ
ｆ

ｎ


Ｖ


Ｊ

Ｓ

ｒ



？

２
，

．

ｓ
ｒ



^

Ｖ

８

Ｋ
－

－

Ｃ
Ｖ

＾

７
－

：


？

？

？

＊
！

？

＞

￡



解放军 医学院硕士学位论文

ｆ
Ｅ Ｃ Ｅ２

／／Ｐ
Ｌ Ｇ Ｎ ＴＳ



， Ａ Ｐ＾
ｒｒｒｒ＿

 梁Ｔ
０８

＝＝ ？＿＿ｙ＼
＼＾

１ＧＮ Ｒｍ

ｉ Ａ２ ３ ｉ ａ７
—？

Ｎ＾ａ ｌ＇＾￣Ｆｅ＾ ｌ ， ｎ

ｄ
ｙ
ｓ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ＼

ｉ ＦＮ ｙ ＼

Ｃｙ ｔｏ ｐ ｌ ａ ｓｍ Ｖ
、 ＊

＼  ￣
ｙ Ｉ ＶＬａ

■ ＇

 ；ｍ

Ｇ ｎＲ ｈ

…上—＿千
Ｖｌ／Ａ ＴＨ０ Ｐ １  ｌｏｃａ ｉｚ ｅｄ  ｔ ｏ

ｎｅ ｕ ｒｏ ｆ ｉ ｂ ｒ ｉ
ｌ

ｌ ａ ｒ
ｙ 

ｔ ａ ｎ
ｇ

ｌ ｅ ｓ

Ｄ ｅ ｃ ｒｅａｓｅｄ ＭＨＣ  ｃ ｌａ ｓｓ 卜ｍｅｄ ｉ ａ ｔ ｅｄ

，
、

－

．

＞
； ｅ

ｐ
ｉ

ｔ ｏ ｐｅ  ｐ ｒｅ ｓｅｎ ｔ ａ ｔ ｉｏｎ

ＴＨＯＰ １ＴＡＵ

^

？／Ｔ）

Ｎ ｕｃ ｌ ｅ ｕ ｓ

ＴＨ ０Ｐ １

Ｃ ２００ ０ ２０ １ ７ Ｑ ＩＡＧ￡Ｎ  Ａ ｌ  ｒ

ｇ
ｈ？  ｒｅ ｓｅ ｒｖ ｅｄ

图１ ６ Ｎ ｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃ ｔ ｉｖｅＲｏ ｌ ｅｏ ｆ ＴＨＯＰ １ ｉｎ Ａ ｌｚｈｅ ｉｍ ｅ ｒ

＇

ｓＤ ｉ ｓｅａｓ ｅ通路

５ ２



解放军医学院硕士学位论文

ＢＣＡＭ

ＧＡ Ｌ ＭＴ ７

Ｉ ｆ＼Ｑ

ｒ／＼ｉ ，
 ＼ ，

，

＼ ．／ｉ
ＣＡＡ

Ｃ ２０ ＜？ ２０ １
７ Ｑ ｜ＡＧＥＮ  Ａ ｌ

ｌ ｆ
ｉ ｇ
ｈ ｔ ｓ ｒｅｓ？ ｒ ｖｅ ＜ ｌ

图 １ ７ 老年供者－年轻受者组尿蛋 白质组差异蛋 白互相作用 网络

＾
馨 Ｂ３

－ 

一

ａ ２ＯＢ －

２０ １ ７
 Ｃ ｌＡＧＣＮ ＡＪ ｉ

ｙｕ ｓ （ ｃｓ ｉ ｒ ｖ ｃｄ

图 １ ８ 年轻供者－老年受者组尿蛋 白质组差异蛋 白互相作用 网络

５ ３



解放军医学院硕士学位论文

３ ．５ 讨论

尿液中蛋 白质组成可反映泌尿系统或全身性疾病的特点 ， 由于尿液的获取具有简

便 、 无创等优势 ， 因而是除血浆外最常用于临床研究研究的体液之
一

， 尿蛋 白质组学

的研究也逐渐受到重视 ［
６３

］

。 在研究第
一

、 二部分的基础上 ， 我们采用 了类似的方法对

供受者的尿液进行蛋白质组分析 ， 通过筛查差异蛋 白并同血蛋 白质组差异蛋 白做对比 ，

探索机体内环境的衰老对肾脏的影响 。

尿蛋 白质组差异蛋 白 中 ， ＳＥＲＰＩＮＡ １ 和 ＳＥＲＰ ＩＮＡ３ 同时存在于两组差异蛋 白 中 ，

且均在年轻受者及老年受者尿液中表达较高 ， 说明这两个蛋 白可能与接受肾移植有关

联 ， 而同机体内环境衰老关系较小 。 ＳＥＲＰＩＮＡ １ 、 ＳＥＲＰＩＮＡ３ 及其家族内 的其他蛋白

（如 ＳＥＲＰＩＮＡ４ 等 ） 在肾移植术后急性排异反应的患者体液内表达异常升高的现象

在 国 内 外均有报道 ， 并被认为可作为
一

种监测 急性排斥反应 的标记物 ［
１ ７ ，

ＳＥＲＰ ＩＮＡ 家族蛋 白是
一

类胰蛋 白酶抑制剂 ， 主要作用于包括丝氨酸蛋白酶在内 的多

种靶点 ［
７Ｇ

］

。 ＳＥＲＰＩＮＡ １ ， 中文名 ｔｉ ｌ 抗胰蛋 白酶 ， 可作为蛋 白酶抑制剂作用于包括丝

氨酸蛋 白酶在内 的多种靶点 ， 现已证实与多种癌症的发生机制有关 ［
７ １

］

。 Ｚｉｅｇｌｅｒ 等 ［
７２

］

的研宄发现 ， ＳＥＲＰＩＮＡ １ 在血浆中的含量与急性排异反应有显著相关 ；
？紐＆皿 等 ［

１ ７
］

也发现发生急性排异反应的患者尿液中 ＳＥＲＰＩＮＡ １ 含量显著高于未发生急性排异反

应的肾移植患者 。 因此有学者认为 ， ＳＥＲＰＩＮＡ １ 可能通过抑制组织蛋白酶 Ｇ （

—

种与

排异反应有关的粒细胞蛋 白酶 ｆ
７４

］

） 来反应急性排异反应的发生发展的程度 ［
６５

，
６６

］

。

ＳＥＲＰＩＮＡ３ ， 又称 ａ１ 抗胰凝乳蛋白酶 ， 也是
一

种丝氨酸蛋 白酶抑制剂 ， 也已证实与

机体免疫系统对移植物的排异反应有关 ， 可抑制糜蛋 白酶及组织蛋 白 Ｇ酶的活性 ［
７３

］

，

并与包括凝血 、 补体、 凋亡 、 创伤修复、 胚胎发育等多种生理学过程有关 但是 ，

我们纳入的患者中均无明显急性排异反应发生 ， 但这两种蛋 白均在肾移植受者尿中表

达増加 ， 此现象的意义尚待进
一

步研究证明 。 贾雄飞等 ［
７ ５

］等对发生急性排异反应的肾

移植受者行尿蛋 白质组检测时发现 ， 急性排异反应受者尿液中 ， ＳＥＲＰＩＮＡ３ 前体含量

明显升髙 ， 应用免疫抑制剂则可使其含量逐渐减低 ， 其机制可能为机体为控制 ＣＤ ８

＋

Ｔ 细胞的过度活化而增加 了ＳＥＲＰＩＮＡ３ 的合成及释放 。 ０阳 （＾（１〇１１ 等 ［
６４

］分析了部分急

５４
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性排异受者及稳定受者的肾组织活检后发现 ，
二者肾组织中总 ＳＥＲＰ ＩＮＡ３ 含量无显

著差异 ， 推测 ＳＥＲＰＩＮＡ３ 在尿液的升高可能是其与靶蛋 白酶之间相互作用 的结果 ，

提示其靶向蛋 白酶在急性排异反应受者体内活性升高 ； 而 Ｚ ｉｅｇｌｅｒ 等 ［
７２

］对发生急性排

异反应的肾移植患者治疗前后的血浆组分研究发现 ： ＳＥＲＰ ＩＮＡ３ 的 Ｃ 端片段对监测排

异反应的发生有 １ ００％的敏感性及 ９４％的特异性 。 尽管本研究中我们所纳入的肾移植

受者 的移植 肾 功 能均在 正 常范 围 内 ， 未 ．发生 临 床排异反应 ， 但 ＳＥＲＰＩＮＡ３ 及

ＳＥＲＰＩＮＡ １ 均在受者尿液中含量较供者高 。 由于供者不可能发生排异反应 ， 因此这种

蛋 白 质含量差异提示相关靶向 蛋 白活性在移植肾功能正常的受者体 内与健康肾脏相

异 ， 可能是肾移植受者排异反应发生的潜在的病理学基础 。

我们采用 同样的方法对两组尿蛋 白质组差异蛋 白进行了ＧＯ分析及 ＩＰＡ通路分析 。

首先 ， 在尿蛋 白质组差异蛋 白 的 ＧＯ 注释中 ， 两组差异蛋 白 的细胞定位注释均包括细

胞外泌体 、 细胞外空间及血小板相关位置 ， 提示差异蛋 白主要定位于细胞外环境 。 尿

液中 ， 细胞外环境的蛋 白主要源于肾单位滤过的血浆分泌蛋 白 ， 表达相对稳定 ； 而若

尿蛋 白来定位于细胞内 ， 则多源于肾 、 尿道 、 膀胱组织表皮脱落细胞或衰老或者损伤

导致的蛋 白质外释放 ， 这些蛋 白相对而言表达较为不稳定 ［
７＼ 生理过程注释中 ， 老年

供者 －年轻受者组差异蛋 白主要参与 ＥＳＣＲＴＩＩＩ 复合体解聚 、 多泡体的组装 、 急性期

反应 、 核 内体转运等生理学过程 ， 而年轻供者 －老年受者组差异蛋 白主要参与肽链 内

切酶激活的负性调节 、 急性期反应 、 血小板解聚 、 纤维蛋 白酶溶解及其他
一

些有关凝

血 、 免疫和蛋 白质水解的生理学过程 。 最后 ， 两组差异蛋 白 的高表达分子功能注释主

要为蛋 白结合 。 同血蛋 白质组结果相比 ， 尿蛋 白质组差异蛋 白与血蛋 白质组差异蛋 白

的功能及属性非常接近 ： 例如 ， 尿蛋 白质组差异蛋 白与血蛋 白质组差异蛋 白 多为细胞

外蛋 白 ， 多起结合作用 ， 且多与凝血及免疫等生物学过程有关 。 这
一

现象提示 ， 尿蛋

白质组差异蛋 白 中可能有
一

部分蛋 白是由于其相关通路在血液中被激活 ， 因而表达较

高 ， 并经肾脏滤过后高表达于尿蛋 白质组 。

ＩＰＡ 通路分析则也提示尿蛋 白质组差异蛋 白可能与血蛋 白 质组差异蛋 白关系密

切 。 共七个通路同时在两组差异蛋 白 中共同表达 ： 急性期反应信号 、 动脉粥样硬化信

号转导 、 网格蛋 白介导的细胞内吞作用信号 、 凝血系统 、 肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活 、

５ ５
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胆汁酸受体／视黄酸受体激活及 ＴＨ０Ｐ １ 在阿尔兹海默病 中 的神经保护作用 。 其中有三

个通路也在血蛋 白质组分析中有 出现 ， 但尿差异蛋 白 ＩＰＡ 分析中 的显著通路均与差异

蛋 白 ＳＥＲＰＩＮＡ １ 及 ＳＥＲＰＩＮＡ３ 有关 。 结合上述分析 ， 我们认为尿差异蛋 白所激活的

通路可能 同 肾移植有关联 ， 而于机体的整体衰老进程的关系 尚 需进
一

步明确 。 除

ＳＥＲＰＩＮＡ １ 及 ＳＥＲＰ ＩＮＡ３ 外 ， 急性期反应信号涉及的蛋 白包括老年供者 －年轻受者组

的尿差异蛋 白 中的 ＲＢＰ４ ， 以及年轻供者－老年受者组中 的 Ｃ ３
，
ＡＰＣＳ

，
Ｃ ９

，ＳＥＲＰＩＮＦ １
，

ＦＧＢ
，
ＬＢＰ

，
ＨＲＧ

，
Ｆ２

，
ＡＧＴ 等蛋 白 。 该通路的表达两组中最为显著 。 正常情况下 ， 受者

将移植器官视为外物并产生特异性免疫反应杀伤移植器官的细胞 。 但使用免疫抑制剂

后 ， 受者的免疫系统受抑制 ， 无法产生正常的免疫应答 ， 因此对移植器官产生了 免疫

耐受 。 结合临床 ， 我们认为该通路相关蛋 白 的显著升髙与移植肾在受者体 内 的生理学

改变有关 ， 可能反映 了受者免疫系统与移植肾的相互作用 。 但我们所选择的患者均未

发生临床排异反应 ， 受者仍处于免疫抑制状态 。 因此该通路相关蛋 白在该类患者尿液

中升高的意义仍需进
一

步研宂 。 肝 Ｘ 受体／视黄酸受体激活及胆汁酸受体／视黄酸受体

激活涉及的蛋 白包括 ＲＢＰ４
，Ｃ３

，Ｃ ９
，ＳＥＲＰ ＩＮＦ １

，ＳＥＲＰＩＮＡ １
，ＬＢＰ，

ＡＧＴ 等 。 以上三个

通路的生理学作用 己在研宄第二部分有所描述 。 动脉粥样硬化信号转导包括血浆 内动

脉硬化相关蛋 白升髙 、 单核细胞在 内皮细胞上粘附并产生 Ｐ／Ｅ 选择素 、 单核细胞趋化

蛋 白 （ＭＣＰ －

１ ） 介导单核细胞穿过内皮细胞进入血管 内膜 、 巨噬细胞通过清道夫受体

摄取氧化 ＬＤＬ 导致脂质堆积及泡沫细胞生成 以及泡沫细胞分泌基质金属蛋 白酶

（ＭＭＰ ） 等炎性因子放大局部炎症反应等步骤 ， 涉及到两组差异蛋 白 中 的 ＲＢＰ４ 、

ＳＥＲＰＩＮＡ １ 及 Ｃ０Ｌ １ ８Ａ １ 。 该通路在尿差异蛋 白 中 的显著表达可能与移植肾术后动脉

硬化有关 。 移植物动脉硬化是慢性排异反应的病理学特征之
一

［
７ ７

］

， 移植肾 内 小动脉血

管平滑肌细胞因反复的免疫损伤而过度增生并分泌细胞外基质 ， 导致血管 内膜增厚并

狭窄 ， 最终移植肾缺血 、 萎缩 ， 而丧失功能 ［
７ ８

］

。 差异蛋 白 ＳＥＲＰ ＩＮＡ １ 、 ＳＥＲＰＩＮＦ２ 及

ＲＢＰ４ 在网格蛋 白介导的细胞 内吞作用信号通路中位于细胞膜外 ， 通过结合细胞膜的

低密度脂蛋 白受体及蛋 白酶激活受体 ， 激活下游 ＡＰ２ 信号 ， 刺激网格蛋 白 的组装及

对蛋 白质 、 脂质 的运输 ［
７９

］

。 同时 ， 凝血系统也是尿蛋 白质组差异蛋 白表达异常显著的

通路 。 以上五个通路的生理学作用与脂质代谢 、 脂质转运及动脉硬化等相关 ， 因此我

５ ６
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们猜测 以上五个通路的相关差异蛋 白可能与移植肾在机体 内 的微观改变有关 ， 或许涉

及到移植肾小动脉硬化的发病机制 ， 并可能进
一

步导致移植肾功能改变 ， 但仍需进
一

步研究 以证实其作用机制 。 ＴＨ０Ｐ １ 在阿尔兹海默病中的神经保护通路的相关差异蛋

白为血管紧张素ＡＧＴ 、 ＴＰＰ １及ＳＥＲＰＩＮＡ １ 。 ＴＨ０Ｐ １ ， 英文名为ｔｈｉｍｅｔ ｏ ｌ ｉｇｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ，

在神经肽含量较高的组织如大脑 、 垂体中表达较高 ， 可抑制缓激肽介导的血管生成作

用 ［
８ （ ）

］

。 ＩＰＡ 通路图显示 ， ＴＨ０Ｐ １ 可刺激血管紧张素及丝氨酸蛋 白酶的作用 。 该通路

相关蛋 白 的表达差异对肾移植患者的生理学意义尚需进
一

步探讨 。

需要指 出 的是 ， 我们收集的标本均来 自无临床排异反应的肾移植受者及相应供者 ，

因此无法说明尿蛋 白质组差异蛋 白及相应表达异常的通路与急慢性排异反应有关 。 但

是 ， 通过蛋 白质组差异可以得出 ， 即使是未发生临床排异反应的移植肾 ， 其在 内环境

内 的生理状态也与正常肾脏相异 ， 这种生理状态的差异是否与排异反应相关仍需进
一

步实验 。

最后 ， 我们需要说明课题的局限所在 ： 首先 ， 临床结论来源样本较小 ， 需要在大

样本中得到进
一

步证实 。 同时 ， 血 、 尿蛋 白质组由于样本量较少 ， 且未找到血 、 尿蛋

白质组间 的相 同差异蛋 白及密切关联 。 而且我们没有在尿蛋 白质组中找到与样本年龄

相关的两组共同差异蛋 白 ， 无法提供有力的证据来阐述 内环境对与肾脏衰老过程的影

响 。 我们使用 的供受者移植术后时间较短 ， 内环境与肾脏之间的年龄差距对移植肾的

影响 尚不明显 ， 而且供受者之间 的年龄差距还有扩大的空间 ， 进
一

步研究需要较大的

供受者年龄差异及较长的术后时间来增加 内环境与移植肾之间 的相互影响 。

３ ．６ 小结

肾移植可影响尿蛋 白 质组成分 ， 差异蛋 白与能量代谢 、 免疫应答 、 动脉硬化 、 凝

血等生物学功能有关 ， 其中 ＳＥＲＰ ＩＮＡ １ 和 ＳＥＲＰＩＮＡ３ 可能同 内环境与移植肾的相互

作用有关 。

５ ７
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结 论

１ ． 供受者年龄差可 以影响移植肾功能 ， 而 内环境的差异可能导致 了移植肾衰老

速度的改变 ；

２ ．年龄可影响血清蛋 白质组成分 ， 差异蛋 白与炎症反应 、 脂质代谢等生物学过程

有关 ， 其 中 ， ＳＬＣ ３Ａ２ 可能同 内环境衰老过程有关 ；

３ ． 肾移植可影响尿蛋 白质组成分 ， 差异蛋 白 与能量代谢 、 免疫应答 、 动脉硬化 、

凝血等生物学功能有关 ， 其中 ＳＥＲＰＩＮＡ １ 和 ＳＥＲＰＩＮＡ３ 可能同 内环境与移植肾的相

互作用有关 。

５ ８
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Ｍ．Ｋａｌ

－ｖａｎＧＪＡ
，
ｖａｎｄｅＷｅｔｅｒｉｎｇ

Ｊ
，
Ｉ
ｊ
ｚｅｒｍａｎｓＪＮ

，Ｗｅ ｉｍａｒＷ
５
ＲｏｏｄｎａｔＪＩ ．

Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｄｏｎｏｒａｇｅｉｎｄｅｃｅａｓｅｄａｎｄｌ ｉｖｉｎｇｄｏｎｏｒｋｉｄｎｅｙ

６ １
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ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ．ＴｒａｎｓｐｌＩｎｔ ．２０ １ ２ ． ２５
（
１ １

）
：１ １ ５ ０ －

７ ．

［
３６

］ＰａｈｗａＭ
５ＣｈａｗｌａＡ

，ＤａｒＴＩ
５ｅｔａｌ ．Ｌ ｉｖｅｄｏｎｏｒｋｉｄｎｅｙｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎＩｎｄｉａ ：

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ ｄｏｎｏｒａｎｄｒｅｃ ｉｐｉｅｎｔａｇｅｏｎ
ｇｒａｆｔｓｕｒｖｉｖａｌ ．ＲｅｎＦａｉｌ ．２０ １ ４ ．３ ６

（
２

）
：２２２

－４ ，

［
３ ７

］ＮｏｐｐａｋｕｎＫ
？ＣｏｓｉｏＦＧ

，
ＤｅａｎＰＧ

，
ＴａｌｅｒＳＪ

５
ＷａｕｔｅｒｓＲ

，ＧｒａｎｄｅＪＰ．Ｌｉｖｉｎｇ
ｄｏｎｏｒ

ａｇｅａｎｄｋｉｄｎｅｙ

ｔｒａｎｓｐ ｌａｎｔｏｕｔｃｏｍｅｓ ． ＡｍＪＴｒａｎｓｐｌａｎｔ２０ １ １ ．１ １
（
６
）

：１ ２７９
－

８６ ．

［
３ ８

］Ｓ ｌｅｇ
ｔｅｎｈｏｒｓｔＢＲ

，
ＤｏｒＦＪ

，
ＥｌｋｈａｌＡ

，
ｅｔａｌ ．Ｍｅｃｈａｎｉ ｓｍｓａｎｄｃｏｎｓｅ

ｑ
ｕｅｎｃｅｓｏｆｉｎ

ｊ
ｕｒｙ

ａｎｄｒｅｐａ
ｉｒｉｎｏ ｌｄｅｒｏｒｇａｎｔｒｍｘｓｐ ｌａｎｔｓ ．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ．２０ １ ４ ．９７

（
１ １

）
：１ ０９ １

－９ ．

［
３ ９

］Ｇｈｅｉｔｈ０
？Ａｌ

－Ｏｔａｉｂ ｉＴ
，Ｈａｌ ｉｍＭＡ

？ｅｔａｌ ．ＥａｒｌｙＶｅｒｓｕｓＬａｔｅＡｃｕｔｅ

Ａｎｔｉｂｏｄｙ
－ＭｅｄｉａｔｅｄＲｅ

ｊ
ｅｃｔｉｏｎＡｍｏｎｇＲｅｎａｌＴｒａｎｓｐ ｌａｎｔＲｅｃ ｉｐｉｅｎｔｓｉｎＴｅｒｍｓｏｆ

ＲｅｓｐｏｎｓｅｔｏＲｉｔｕｘｉｍａｂＴｈｅｒａｐｙ ：ＡＳ ｉｎｇｌｅＣｅｎｔｅｒＥｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ．Ｅｘｐ
Ｃ ｌｉｎＴｒａｎｓｐｌａｎｔ ．

２０ １ ７ ．１ ５
（
Ｓｕｐｐ ｌ１

）
：１ ５ ０

－

１ ５ ５ ．

［
４０

］ＷａｎｇＺ ？ＹａｎｇＨ ，Ｓ ｉＳ
，ｅｔａｌ ．Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｓｏｆｎｕｃ ｌｅｏｔｉｄｅｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴ

ｃｅｌｌｓｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ２ａｎｄ４ａｎｄｔｈｅｒｉ ｓｋｏｆａｃｕｔｅｒｅ
ｊ
ｅｃｔｉｏｎｆｏｌ ｌｏｗｉｎｇｋｉｄｎｅｙ

ｔｒａｎｓｐ ｌａｎｔａｔｉｏｎ ．ＷｏｒｌｄＪＵｒｏｌ ．２０ １ ８ ．３６
（
１
）

：１ １ １
－

１ １ ６ ．

［
４ １

］
孝晨

５ 傅茜 ，
刘龙山等 ． 不 同性别 、 年龄活体供肾代偿能力的 比较 ． 肾脏病与透

析肾移植杂志 ． ２０ １ ２ ．２ １
（
０ １

）
：１ ４ －

１ ８＋５２ ．

［
４２

］ＣｈａｎｇＰ，Ｇｉ ｌ ｌＪ
５ＤｏｎｇＪ ｓｅｔａｌ ．Ｌ ｉｖｉｎｇｄｏｎｏｒａｇｅａｎｄｋｉｄｎｅｙａｌｌｏｇ

ｒａｆｔｈａｌｆ
－

ｌ ｉｆｅ ：

ｉｍｐｌ ｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｌｉｖｉｎｇｄｏｎｏｒｐａｉｒｅｄｅｘｃｈａｎｇｅｐｒｏｇｒａｍｓ ．ＣｌｉｎＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏ ｌ ．

２０ １ ２ ．７
（
５
）

：８３ ５
－４ １ ．

［
４３

］ＳｈｉｎＭ
，
ＰａｒｋＪＢ

，
ＫｗｏｎＣＨ

，ＪｏｈＪＷ
，ＬｅｅＳＫ

？
ＫｉｍＳ Ｊ ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆ

ｄｏｎｏｒ－ｒｅｃ ｉｐｉｅｎｔａｇｅｇｒａｄｉｅｎｔａｓａ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｏｆ

ｇｒａｆｔ ｏｕｔｃｏｍｅｉｎｌｉｖｉｎｇ
ｄｏｎｏｒ

ｋｉｄｎｅｙ

ｔｒａｎｓｐ ｌａｎｔａｔｉｏｎ ．ＷｏｒｌｄＪＳｕｒｇ ．２０ １ ３ ．３ ７
（
７

）
：１ ７ １ ８

－２６ ．

［
４４

］ＬｅｅＹＪ
，ＣｈａｎｇＪＨ

，Ｃｈｏ ｉＨＮ
，ｅｔａｌ ．Ｄｏｎｏｒ－ｒｅｃｉｐ ｉ ｅｎｔａｇｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｇｒａｆｔ

ｓｕｒｖｉｖａｌｉｎ ｌｉｖｉｎ
ｇｄｏｎｏｒｋｉｄｎｅｙ

ｔｒａｎｓ
ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｔｒａｎｓｐ

ｌａｎｔＰｒｏｃ ．２０ １ ２ ．４４
（
１
）

：

２７０
－２ ．

［
４５

］
李典耕 ． 青一老年大 鼠 肾脏交互移植模型的构建及机体 内环境衰老关键因子

的研究 ．

（
０２

） ，
２０ １ ６ ．

６２
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［
４６

］Ｄ ｉｎｇＲ ？ＣｈｅｎＸ ，ＷｕＤ
？ｅｔａｌ ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｇｉｎｇｏｎＫｉｄｎｅｙＧｒａｆｔＦｕｎｃｔｉｏｎ

，

ＯｘｉｄａｔｉｖｅＳｔｒｅｓ ｓａｎｄＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＫｉｄｎｅｙＴｒａｎｓｐ ｌａｎｔａｔｉｏｎ ．ＰＬｏ ＳＯｎｅ ．

２０ １ ３ ．８
（
６
）

：ｅ６５６ １ ３ ．

［
４７

］ＫａｒａｔｚａｓＴ
５Ｂｏｋｏ ｓＪ

，
ＫａｔｓａｒｇｙｒｉｓＡ ，

ｅｔａｌ ．Ａｄｖａｎｃｅｄｄｏｎｏｒａｇｅａｌｏｎｅｉ ｓｎｏｔａｒｉ ｓｋ

ｆａｃｔｏｒｆｏｒｇｒａｆｔｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｋｉｄｎｅｙｔｒａｎｓｐ ｌａｎｔａｔｉｏｎ ．Ｔｒａｎｓｐ ｌａｎｔＰｒｏｃ ．２０ １ １ ．４３
（
５
）

：

１ ５ ３ ７
－４ ３ ．

［
４８

］ 方佳丽 ， 陈正 ５ 马俊杰等 ． 老龄供肾在青年受者体 内 的病理学改变 ． 器官移植 ．

２０ １ ５ ．６
（
０５

）
：３ ３ ５

－

３ ３ ９ ．

［
４９

］Ｊｏｏ ｓｔｅｎＳＡ．ｖａｎＫｏｏｔｅｎＣ
，
Ｓ ｉ

ｊｐｋｅｎｓＹＷ
，
ｄｅＦ ｉ

ｊ
ｔｅｒＪＷ

，
ＰａｕｌＬＣ ．Ｔｈｅ

ｐａ
ｔｈｏｂｉｏ ｌｏｇｙ

ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃａｌ ｌｏｇｒａｆｔｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ：ｉｍｍｕｎｅ －ｍｅｄｉａｔｅｄｄａｍａｇｅａｎｄａｃｃｅ ｌｅｒａｔｅｄａｇｉｎｇ ．

Ｋｉｄｎｅｙ
Ｉｎｔ ．２００４ ．６５

（
５
）

：１ ５ ５ ６ －

９ ．

［
５０

］ＦｅｒｌｉｃｏｔＳ
，
ＤｕｒｒｂａｃｈＡ

，ＢａＮ
，
Ｄｅ ｓｖａｕｘＤ

，

Ｂ ｅｄｏｓｓａＰ
５Ｐａｒａｄｉ ｓＶ．Ｔｈｅｒｏ ｌｅｏｆ

ｒｅｐ ｌｉｃａｔｉｖｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｃｈｒｏｎｉｃａｌ ｌｏｇｒａｆｔｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ．ＨｕｍＰａｔｈｏ ｌ ．２００ ３ ．３４
（
９

）
：

９２４ －

８ ．

［
５ １

］ＤａｉＺ
，
ＨｕａｎｇＹ，ＳａｄｅｅＷ？Ｂ ｌｏｗｅｒＰ．Ｃｈｅｍｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓ ｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ

ｃｙｔｏｔｏｘ ｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂ ｌｅｔｏｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅａｎｄ

ｃｙｓｔｉｎｅ／
ｇ

ｌｕｔａｍａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｓｙｓｔｅｍｘｃ －

．ＪＭｅｄＣｈｅｍ ．２００７ ．５０
（
８
）

：１ ８９６ －９０６ ．

［
５２

］Ｈｕａｎｇ
Ｙ

，ＤａｉＺ
？
ＢａｒｂａｃｉｏｒｕＣ

，ＳａｄｅｅＷ．Ｃｙｓｔｉｎｅ －

ｇｌｕｔａｍａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＳＬＣ ７Ａ １ １

ｉｎｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｏｓｅｎｓ ｉｔｉｖ ｉｔｙａｎｄｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ ．２００５ ．６ ５
（
１ ６

）
：

７４４６ －５４ ．

［
５３

］ＣａｎｔｏｒＪＭ
，
Ｇｉｎｓｂｅｒｇ

ＭＨ ．ＣＤ９８ａｔｔｈｅｃｒｏｓ ｓｒｏａｄｓｏｆ ａｄａｐｔｉｖｅｉｍｍｕｎｉｔｙ
ａｎｄｃａｎｃｅｒ．

ＪＣｅｌ ｌＳｃ ｉ ．２０ １ ２ ．１ ２５
（
Ｐｔ６

）
：１ ３ ７ ３

－

８２ ．

［
５４

］ＧｉｒａｕｄｉＰＪ
５Ｂｅ ｌ ｌａｒｏｓａＣ

５Ｃｏｄａ
－ＺａｂｅｔｔａＣＤ

，ＰｅｒｕｚｚｏＰ，Ｔｉｒｉｂｅ ｌｌｉＣ ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｙｓｔｉｎｅ
－

ｇｌｕｔａｍａｔｅｅｘｃｈａｎｇｅｒｓｙｓｔｅｍＸｃ
（

－

）
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＳＨ－ＳＹ５Ｙ

ｃｅ ｌ ｌｓｂｙ
ｕｎｃｏｎ

ｊ
ｕｇａｔｅｄｂｉｌ ｉｒｕｂｉｎ ．ＰＬｏ ＳＯｎｅ ．２０ １ １ ．６

（
１ ２

）
：ｅ２９０７ ８ ．

［
５ ５

］ 李典耕 ，
孙雪峰 ， 陈香美 ． 肾脏衰老机制 的探讨 ． 中华老年多器官疾病杂志 ．

２０ １ ６ ．１ ５
（
４

）
：３ ０２ －

３ ０６ ．

６３
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［
５６

］Ｐｏｅｔｔｌ ｅｒＭ
？
ＵｎｓｅｌｄＭ

５
Ｂｒａｅｍｓｗｉｇ

Ｋ
？
Ｈａｉ ｔｅｌＡ

，
Ｚｉｅｌ ｉｎｓｋｉＣＣ

，
ＰｒａｇｅｒＧＷ．ＣＤ９８ｈｃ

（
ＳＬＣ ３Ａ２

）
ｄｒｉｖｅ ｓｉｎｔｅｇｒｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｎａｌｃａｎｃｅｒｃｅ ｌ ｌｂｅｈａｖ ｉｏｒ．Ｍｏ ｌＣａｎｃｅｒ．２０ １ ３ ．

１ ２ ：１ ６９ ．

［
５７

］ＦｅｒａｌＣＣ
，
Ｎ ｉ ｓｈｉｙａ Ｎ

，
ＦｅｎｃｚｉｋＣＡ

，
ＳｔｕｈｌｍａｎｎＨ

，
Ｓ ｌｅｐ＾ｋＧｉｎｓｂｅｒｇ

ＭＨ ．ＣＤ９８ｈｃ

（
ＳＬＣ ３Ａ２

）
ｍｅｄｉａｔｅ ｓｉｎｔｅｇｒｉｎｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃ ｉＵ Ｓ Ａ ．２００５ ．１ ０２

（
２

）
：

３ ５ ５
－

６０ ．

［
５ ８

］ＦｅｎｃｚｉｋＣＡ
，ＺｅｎｔＲ

，Ｄｅ ｌ ｌｏｓＭ
９ｅｔａｌ ．Ｄ ｉｓｔｉｎｃｔｄｏｍａｉｎｓｏｆＣＤ９８ｈｃｒｅｇｘｉｌａｔｅ

ｉｎｔｅｇｒｉｎｓａｎｄａｍｉｎｏａｃ ｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔ ．ＪＢ ｉｏ ｌＣｈｅｍ．２００ １ ．２ ７６
（
１ ２

）
：８ ７４６

－

５２ ．

［
５９

］
田卫东 ， 庞广杰 ， 李俊 ， 姜雪婷 ，

薛歆
，
张静 ． 载脂蛋 白基因 多态性与冠心病 易

感性的研究进展 ． 中 国循证心血管医学杂志 ． ２０ １ ４ ．６
（
０ ３

）
：３ ７２ －

３ ７４ ．

［
６０

］Ｄ ｉｎ
ｇ
Ｌ

，
ＰａｎｇＳ ，ＳｕｎＹ

？ＴｉａｎＹ
５
ＹｕＬ

５
ＤａｎｇＮ ．ＣｏｏｒｄｉｎａｔｅｄＡｃｔｉｏｎｓｏｆＦＸＲａｎｄ

ＬＸＲｉｎＭｅｔａｂｏ ｌｉ ｓｍ ：ＦｒｏｍＰａｔｈｏｇｅｎｅ ｓ ｉｓｔｏＰｈａｒｍａｃｏ ｌｏｇｉｃａｌＴａｒｇｅｔｓｆｏｒＴｙｐｅ２

Ｄ ｉａｂｅｔｅｓ ．ＩｎｔＪＥｎｄｏｃｒｉｎｏ ｌ ．２０ １ ４ ．２０ １ ４ ：７５ １ ８ ５ ９ ．
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文 献 综 述

老年活体供肾风险及移植肾疗效综述

摘要 ： 老年活体供肾肾移植是治疗尿毒症的方法之
一

， 但肾功能随供者年龄增长而下

降 ， 因此老年活体供肾者及受者术后并发症风险高 ， 疗效仍有争议 。 本文对老年活体

供肾肾移植的相关报道进行综述 。

关键词 ： 老年供者 ； 肾移植 ； 活体供者
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；
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ｄｏｎｏｒ

肾移植作为终末期肾病的治疗方法可有效提高患者的生活质量和生存率
［

１
］

。 但肾

源短缺限制 了 肾移植的发展和应用 。 活体供肾肾移植的开展有助于缓解肾源短缺 ， 其

占 比逐年上升
［
２
］

。 活体供肾组织相容性高 、 缺血时间短 ， 受者透析时间短 ， 避免了供

者脑死亡带来的 肾脏损伤 ， 有排斥率低 、 器官存活时间长等优点
［ｍ ］

。 而且受者术前

有充分的治疗时间 ， 纠正血电解质紊乱 ， 改善贫血等全身状况
［ ６ ］

。 因此活体供肾效果

优于尸体供肾
ｍ

。 我国活体供者为受者亲属 ， 以父母为主
［
ｓ

’
９

］

。 但父母作为供者 ， 年

龄对供受者均是重要的影响因素 。 老年活体供肾切取术围手术期及远期并发症风险较

高
［ １ ° ］

； 而受者出现移植肾功能延迟恢复 （ ＤＧＦ ） 、 急性排斥反应 （ ＡＲ ） 等并发症风险也

较高
［ １ １

’

１ ２ ］

。 因此老年活体供肾的疗效仍有争议 。 本文就老年活体供肾肾移植的疗效进
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行综述 。

Ｉ ． 老年供者的选择

肾功 能 随年龄增长而逐渐下 降 ， ３０ 岁 以 上 的 健康个体每年 ＧＦＲ 下 降大概

ｌｍｌ ／ｍ ｉ ｎ
［ １ ３ ］

， 这同老年肾脏肾小球硬化 、 功能肾单位减少及肾间质纤维化等微观结构

改变有关
［ １ ４ ］

， 肾动脉硬化及心脏输出量的降低减少 了 肾血流量 ， 也促进肾脏衰老
［

１ ５ ＇ １ ６
］

。

除 下降外 ， 肾小管重吸收及转运功能均 同年龄呈负相关
［

１ ７ ］

。 同时 ， 老年人易并发

糖尿病 、 高血压 、 血脂异常等多种 以肾脏为攻击靶器官的全身疾病 ， 加速肾功能衰退

［ １ ８ ］

。 另外 ， 肾脏的免疫原性随年龄而增强 ， 可吸引更多的炎细胞聚集
［ １ ９％

， 老年器官

移植早期免疫反应更强烈
［ ２２ ］

， 导致了老年肾脏抗损伤能力差 ， 修复损伤能力弱 ， 肾脏

储备能力减少
［
２ ３

］

。

目 前国 内 外指南未规定活体供者的年龄上限
％２６ ］

， 单纯的高龄并非肾脏捐献的绝

对禁忌
［ ２ ５ ＇ ２ ７

］

。 但应对＞ ６５ 岁 的供者充分告知相关风险 ， 完善包括肾功能 、 高血压 、

糖尿病 、 心血管系统等的术前评估
［
２４

］

。 尽管年龄并非影响移植肾预后的独立危险因素 ，

但与年龄相关的长期高血压及 ＧＦＲ 降低却对移植肾预后有显著影响
［ ２８ ］

。 因此对老年供

者的筛选应更关注其肾功能及合并症情况而非供者年龄
［
２９

］

。

目 前多 以 ＧＦＲ 的测定评估肾功能 。 我国指南推荐活体供者 ＧＦＲ＞ ８０ｎｉ ｌ ／ ｉｎ ｉｎ／ ｌ ．７ ３ｍ

２ ［ ２４ ］

。 虽然供者 ＧＦＲ 对移植肾功能有重要影响
［
３ （Ｈ ３２

］

， 但只要符合供肾要求 ， 较低的术

前 ＧＦＲ 并不会对受者中远期肾功能有不利影响
［
３３

］

。 评估供者肾功能需考虑到年龄对

ＧＦＲ 的影响 ， 老年供者的低代谢水平会影响我们对老年肾脏代偿能力的计算
［３４ ］

。 英国

移植协会依据供者年龄分别制定了ＧＦＲ 的要求标准 ， 例如对于 ８ ０ 岁 的供者 ， ＧＦＲ 仅

需＞ ５０ｍ ｌ ／ｍ ｉ ｎ／ １ ． ７ ３ｍ
２

即可
［２ ５ ］

。 因此 ， 术前肾功能评估应 以 ＧＦＲ 为主 ， 综合血肌酐 （血

肌酐 ） 、 肌酐清除率 、 静脉尿路造影等检查综合判断 ， 单
一

指标异常不应轻易否认供

者资格
％３ ６ ］

。 肾功能正常的老年供者对肾移植预后并无显著影响
［
３ ７

］

。 目前对 ６０ 岁 以

上的供者尚无合适可推荐的 截断值
［３８ ］

。

高血压会导致肾脏慢性损伤 。 我国
一

项流行病调查发现 ， 高血压发病率为 ２９ ．６％ ，

而＞ ６０ 岁 的个体高血压发病率为 ５８ ．２％ ， 其中仅有 ５２ ． １％的患者知道 自 己患有高血压 ，

Ｉ Ｉ ．７％的患者得到 了有效的控制
［
３ ９

］

。 因此 ， 老年供者术前筛查高血压十分必要 。 但得

６８
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到控制的轻中度高血压只是肾脏捐献的相对禁忌
［
２４

］

。

２ 老年供者供肾切取术后并发症

老年供肾切取术由 Ｈ ｓ ｕ 等
［４ ° ］

于 ２ ００２ 年首次报道并取得了较好的疗效 。 文献报道

供肾切除术后 ９ ０ 天死亡率约为 ０ ．０ ３ １％ ， 老年供者略高 （ ０ ．０６６％ ） ， 但并无显著差异
［４ １

］

。

罗用文等
［ ４ ２ ］

报道了４４ 例后腹腔镜老年活体供肾切取术 ， 术后并发症发生率及术后 ６

个月 血肌酐与 同期 中青年供者组相 比差异不显著 ， 与其他学者报道相近
［
４ ３ ４ ６

］

。 符合供

肾条件的供者围手术期死亡率并不会因为年龄而改变 。

供肾切取术后 ， 余肾血流量及 ＧＦＲ 迅速升高 ， 可恢复至术前总 ＧＦＲ 的 ７ ０％
［ １？

， 同

时 由于肾单位过度肥大使肾体积增大 ３ ０
°，

７
］

。 供者肾功能代偿率与年龄有显著关系
［
４ ８ ］

。

有研究显示＜ ５ ０ 岁 和 ＞ ５ ０ 岁 的供者术后 １ 个月 肾功能代偿率分别为 １ ２ ． １ ４％和 ２ ６ ．８２％ ，

但血肌酐水平相近 。 郭丰富等
［
５° ］

对比 了４５ 例 ＞ ５ ０ 岁供者的活体供肾移植与 同期 ＜

５ ０ 岁供者的术后 １ 年肾功能无显著差异 。 Ｄｏ ｌ ｓ 等
［
５ １

］

统计了５６９ 名活体供者术后肾功

能 ， 尽管老年供者术后 ｅＧＦＲ 低于年轻供者 ， 但二组 ｅＧＦＲ 下降比例均接近 ３ ５％ 。 但是 ，

老年供者术后易 出现蛋 白尿
［３６ ］

。 文献报道 了５ ７ ３ 名平均年龄为 ６ １ ．５ 岁 的活体供者 １ ４

年后 出现微量蛋 白尿的 比率约为 ２ １％
［
５２

］

。 ＧＦＲ 的下降及蛋 白尿的 出现使老年供者终末

期肾病的发病率依然稍高于健康人群
［
５ ３

’
５ ４ ］

。 尽管如此 ， 年轻供者预期寿命长 ， 若术后

并发糖尿病等相关疾病 ， 有足够的时间最终进展为终末期肾病 ， 风险高于老年供者
［５ ５ ］

。

但老年供者预期寿命较短 ， 即使术前因为糖耐量异常等原因 肾脏受损 ， 也常因为其他

原因死亡而未进展到终末期肾病

肾功能下降会增加心血管疾病的发病风险 ， 而老年供者术前合并糖耐量异常及高

血压可能性大 ， 因此术后 出现心血管并发症的风险也高于年轻供者
［ ３６

， ５ ６ ］

。 供肾切取后 ，

供者平均动脉压升高约 ５ １１１１１１１＾／年
［
５ ７

］

。 但 由于术前的严格筛查 ， 肾移植供者身体往往

较平均人群健康 ， 预期寿命也接近甚至高于平均人群
［
３

＇
４ １

’

５８ ］

。 因此对符合供肾标准的

供者 ， 肾脏捐献并不会增加心血管疾病的发生风险 ， 甚至有数据显示 ， 肾移植供者的

心血管疾病风险低于平均人群 （ ２ ．８％ｖ ｓ ．４ ． １％ ）
Ｗ ｌ

＇
５９ ］

。 而
一

项对 ５５ 岁 以上活体供者的

健康调查也没有发现捐肾与心血管疾病发生率有关
［ ６ ° ］

。 了叩〇也
［
６ １ ］

等对活体供者进行 了

７ 年的随访发现老年供者及年轻供者间的心血管发病风险无显著区别 。

６ ９
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３ 老年供肾移植肾疗效

老年供肾移植肾预后 良好 ， 并不较年轻供者差
［
Ｓ

’
１ ２ｍ ］

。 郭丰富等
＠ ］

报道的老

年供肾术后 １ 、 ３ 年移植肾存活率分别为 ９ ７ ．８％和 ７ ７ ．８％ ， 血肌酐为 １ ４８ ．４０ｌｘ ｍｏ ｌ ／Ｌ ，

与年轻供者对比均无显著差异 。 李金锋等
［ ６８ ］

对比了６６ 例边缘供者与标准供者移植术

后短期与长期疗效 ， 两组受者术后 １ 年血肌酐 、 ＤＧＦ 、 ＡＲ 、 并发症发生率及人／肾存活

率均无统计学差异 ， 供者年龄并非肾移植预后 的独立危险因素 。 Ｇ ｉ ｌ ｌ 等
［ ６９ ］

研宄表明 ，

接受 ＞ ５ ５ 岁供肾后 ３ 、 ５ 年存活率分别为 ８ ５ ％和 ７ ６ ％ ， 而接受 ＜ ５ ５ 岁供者分别为 ８９ ％

和 ８ ２％ ， 两组差异无统计学意义 。

一

篇对 ３ １ 篇文献的系统回顾显示 ， 老年供肾移植

肾 ５ 年生存率低于年轻供者 （ ７ ０％ｖ ｓ ． ８ ７％
，
Ｐ
＝
０ ． ２ １ ） ， 但差异并不显著

［
７ °

］

。 印度
一

项活

体肾移植分析显示 ， 尽管老年供肾移植肾功能较年轻供肾差 ， 但急性排异反应风险 （ ＡＲ ）

无统计学差异
？

。 贾保祥等
［
ｓ ］

报道父母为供者时 ， 父母供肾移植肾功能劣于子女供肾 ，

但供者年龄并不影响术后移植肾功能及移植肾功能延迟恢复 （ ＤＧＦ ） 或 ＡＲ 发生率 。 方
＇

佳丽等
［ ７ ２ ］

发现老龄供肾在青年受者体 内 ６ 个月 后病理学结构改善 ， 间质纤维化速度缓

解 ， 为老年供肾应用 的安全性提供 了病理学的支持 。

但相 关报道 不 全支 持类 似结论 。 使 用 ＞ ６０ 岁 供者供 肾会加 重 ＤＧＦ 风 险

（ ６ ． ８％ｖ ｓ ． ２ ． ５％ ）
［ ７３ ］

。 陈国栋等
［
７４ ］

报道 ， 老年供肾组术后移植肾血肌酐水平高于年轻

供肾组 ， 而且受者发生急慢性排斥反应的几率较高 ， 但 ＤＧＦ 发生率相近 。 Ｇａ ｌ ｅａｎｏ 等

［
７ ５ ］

分别调查 了供者年龄＜ ５ ０ 岁 、 ５０
－

７ ０ 岁及＞ ７０ 岁 的移植肾 ５ 年生存率 （ ８ １％ 、 ７４％ 、

７０％ ） ， 尽管老年活体供者可获得 良好的移植肾存活率 ， 但术后肌酐水平显著劣于年轻

供者 。 研究显示供者年龄＞ ５ ０ 岁 患者 ２ 、 ６ 周排斥反应发生率分别为 １ ３ ．０％和 １ ９ ．５％ ，

显著高于＜ ５０ 岁供者组 Ｃ ２ ．８％和 ８ ．５％ ）ＡＲ 后肾功能的降低程度与 ＡＲ 前的肾功

能相关 ， 这取决于供者的年龄及供肾之前肾脏受到的损伤
［ ７６ ］

。 因此老年供肾对 ＡＲ 的

承受能力弱于年轻供肾 ， ＡＲ 导致的移植肾丢失率较高
［
１ ９

］

。

一

项对 １ ０６ ３ 名活体肾移植

受者的调查发现 ， 年龄对移植肾存活率有显著影响 ， 尤其是供者年龄＞ ４０ 岁 时 ；
＞

７ ０ 岁 的供者移植肾丢失风险高于 ５ ０
－

５９ 岁 的供者 ， 但接近 ５ ０
－

５９ 岁 的尸体供者
［
７ ７ ］

。

尽管老年活体供肾效果无法媲美年轻供者 ， 但仍优于尸体供肾 。 Ｍ ｉ ｒｇａｍ 等
％
认为 ６０

岁活体供者的移植肾存活率同 ２ ０ 岁尸体供肾相近 。

７０

—
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供者年龄对移植肾慢性排斥反应的作用也存有争议 。 严群等
［
６ ３ ］

的动物实验提示供

鼠年龄越大 ， 移植肾中淋巴细胞浸润及间质纤维化越严重 。 但 Ｓ ｃｈｗａｒ ｚ

ｐ８ ］

等对比 了７０

名发生慢性移植物肾病及 １ ２０ 名未发生慢性移植物肾病的患者 ， 两组患者的供者年龄

无明显差异 。 近年来 ， 对慢性排斥反应的研宄表明 ， 其病理过程与肾脏衰老相似 ， 或

许对移植肾衰老进程有加速作用
［
７９ ＇ｗ

。

受者年龄对移植肾也有显著影响
［
７ ３ ］

， 而这种影响可能比供者年龄因素影响更大 。

老年受者机体免疫力差 ， 更容易接受免疫原性较强的老年供肾
［ ８ １ ］

。 而年轻受者免疫系

统较强 ， 更容易发生免疫应答
［
８２ ’

８ ３
］

。 孝晨等
［
３ ４ ］

发现虽然移植肾术后 ｅＧＦＲ 水平与供者

年龄负相关 ， 但移植肾代偿能力仅受术前 ｅＧＦＲ 水平及受者年龄影响而非供者年龄 。

王振等
［ ８ ４ ］

统计了３ ２ ７ 例活体肾移植受者 ＡＲ 发生情况 ， 老年供者并不增加移植后排斥

风险 ， 而供受者年龄组合是 ＡＲ 风险的独立危险因素 。 Ｃｈａｎｇ 等
［
８５

］

报道 ， 决定肾移植

半衰期 （ ５ ０％肾移植受者出现器官衰竭的时间 ） 的是受者年龄而非供者年龄 。 Ｍａｓａｙｕｋ ｉ

等
［８ ６ ］

也发现 ， 使用 ＞ ５ ０ 岁 的供肾 ， 受者年龄是移植肾丢失风险的独立危险因素 （ １ ５

年移植肾存活率 ７ ５％ｖ ｓ ．４ １ ％ ） 。 Ｓｈ ｉ ｎ 等
［ ８ ７ ］

也报道 ， 对年轻受者而言 ， 老年供者移植

肾 １ ０ 年存活率低于年轻供者 （ ８ ３％ｖ ｓ ．６２％ ） ， 但供者年龄对老年受者影响较小 （ ５

年移植肾存活率 ９ ２％ｖ ｓ ．９０％ ） 。 Ｌｅ ｅ
［
８８

］

等 以供受者年龄相差 ２０ 岁为分界 ， 发现供受

者年龄差过大对 ５ 年血肌酐水平及 ＡＲ 发生率有显著影响 ， 但移植肾存活率无显著差

异 。 因此 ， 美国及欧洲的医生更倾向于将老年活体供肾应用于老年受者 （ ｏ ｌ ｄ ｆｏｒ
－

ｏ ｌ ｄ ）

［８９ ］

。 如果 １ 名年轻尿毒症患者有数名潜在供者 ， 那年轻供者是最好的选择 ， 应用年龄

匹配策略有助于获得更好的移植肾预后
［
５６

］

， 但如果患者没有更好的选择 ， 老年活体供

肾也可以提供非常好的疗效
［
７ ７

］

。 尤其是对于老年尿毒症患者而言 ， 使用 １ 个老年供者

的供肾远优于等待 １ 个标准尸体供者
［
９°

］

。 老年活体供肾的应用和扩大可有效缓解肾源

短缺 ， 减少透析时间 ， 而减少尿毒症患者肾移植等待时间 已经证实对患者生存和移植

肾生存率有非常重要的正面影响
［９ １

］

。

４ 结语

活体肾脏移植中 ， 保护供者是首要原则 。 老年个体容易并发多种疾病 ， 对供者的

筛查和选择需要谨慎仔细 ， 尽最大可能避免对供者的额外损伤 。 但对符合条件的老年

７ １
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活体供者而言 ， 肾脏捐献
一

方面并不会增加供者的远期风险 ， 另
一

方面也可 以获得 良

好的 肾移植疗效 。 如果能应用年龄匹配策略 ， 减少供受者之间 的年龄差距 ， 则可充分

利用现有肾源 ， 为尿毒症患者提供更好的治疗效果 。

７２
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ｆｔｏｕｔｃｏｍｅｉｎｌ ｉｖｉｎｇ
ｄｏｎｏｒ

ｋｉｄｎｅｙ 

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ．ＷｏｒｌｄＪＳｕｘｇ ．２０ １ ３ ．３ ７
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７
）

：１ ７ １ ８ －２６ ．

［
８ ８

］ＬｅｅＹＪ
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，
ｅｔａｌ ．Ｄｏｎｏｒ

－

ｒｅｃ ｉｐｉｅｎｔａｇｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｇｒａｆｔ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎｌ ｉｖｉｎｇｄｏｎｏｒｋｉｄｎｅｙｔｒａｎｓｐ ｌａｎｔａｔｉｏｎ ．ＴｒａｎｓｐｌａｎｔＰｒｏｃ ．２０ １ ２ ．４４
（

１
）

：

２７０ －２ ．

［
８９

］ＢｏｚｋｕｒｔＢ
，Ｋｉ ｌ ｌ？

Ｍ ．ＭａｒｇｉｎａｌＤｏｎｏｒｓｉｎＲｅｎａｌＴｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ．ＴｒａｎｓｐｌａｎｔＰｒｏｃ ．

２０ １ ５ ． ４７
（
５
）

：１２７３ －

８ １ ．

［
９０

］Ｋｎｏ ｌ ｌＧＡ ．Ｋｉｄｎｅｙ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎ ｔｈｅｏ ｌｄｅｒａｄｕｌｔ ．ＡｍＪ Ｋｉｄｎｅｙ
Ｄ ｉｓ ．２０ １ ３ ．６ １

（
５
）

：
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７９０
－７ ．

［
９ １

］ 刘凌霄 ， 余少杰 ， 彭龙开等 ． 婴幼儿脑死亡后供者器官捐献供肾成人双肾移植

２３ 例 ． 中华器官移植杂志 ． ２０ １ ５ ．３ ６
（
１ １

）
：６４６ －

６ ５ １ ．

８ １



解放军医学院硕士学位论文

攻读学位期 间发表论文

［
１
］
王昕凝 ， 罗光达等 ． 机器人辅助腹腔镜肾部分切除术 ：单

一

术者９９例经验总结 ． 中

国微创外科杂志 ？２０ １ ７ ．１ ７
（
０３

）
：２０６ －２０ ８＋２２７ ．

Ｐ ］
王昕凝 ，

孙雪峰等 肾移植术后供受者尿蛋 白质组差异蛋 白 分析 ． 解放军医学院

学报． ２０ １ ８ ．３ ９
（
０３

）
：２３ ９ －２４２ ．

［
３

］
王昕凝 ，

董隽 ． 机器人辅助腹腔镜技术在肾移植手术中的应用进展 ． 微创泌 －尿外

科杂志 ． ２０ １ ８ ． ７
（
２

）
： １ ２ ７

－

１ ３ ０

［
４

］
王昕凝 ，

祖强等 ． 机器人肾脏切取 ， 离体肾肿瘤切除及机器人 自体肾移植术治疗

复杂肾肿瘤附 １例报道并文献复习 ． 微创泌尿外科杂志 ． ２０ １ ８ ． ７
（
３
）

： １
－５

［
５

］
王昕凝 ， 董隽 ． 老年活体供肾风险及移植肾疗效综述 ． 解放军医学院学报 ． 已录

用

［
６

］
王昕凝 ，

祖强等 ． 微创手术在肾部分切除术中 的应用 （单
一

术者经验介绍 ） ． 中 国

微创外科杂志 ． 修回

［
７

］
王昕凝 ， 祖强等 ．机器人辅助腹腔镜肾移植术 １例报道并文献复习 ． 微创泌尿外科

杂志 ． 在审

８２
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致谢

转眼间 ， 我已经在解放军总医院学习 了三年 ， 并即将要毕业 。 从小到大 ， 每
一

次

的毕业都让我格外留恋 ， 要离开这个可 以 曾经当做家的地方 ， 要告别那些亲如兄弟姐

妹的好友 。 这个操场 ， 我跑过 ； 这层食堂 ， 我来过 ； 这个镜子 ， 我扶过 ； 这把针持 ，

我握过 。 想
一

想我这三年的学习生涯 ， 充满 了我身边的老师和 同伴们 。 有的教过我手

术技巧 ， 有的陪我跑过马路 ， 还有的和我
一

起熬夜赶过论文 。 我要说
一

句 ： 谢谢 。

感谢我的导师董隽老师 。 研二的时候董老师在海南工作 ， 然而仍然远程指导我撰

写我的第
一

篇科研论文 。 从文章的要义 ， 到每
一

个字的精炼 ， 都会得到董老师电话里

细致的指点 。 董老师回京后 ， 我第
一

次尝试腹腔镜手术 ， 是董老师亲 自打的 Ｔｒｏｃａｒ 。

遇到特殊病例的时候 ， 董老师总是主动给我提供机会去学习 。 在门诊的时候 ， 董老师

曾 多次对我说 ：

“

我们要尽可能的帮助能帮到的患者 。

”

我非常感谢董老师对我的教导 ，

老师的恩情是我最珍贵的记忆 。

感谢蔡叔叔对我生活和学习上的照顾 。 感谢肾 内科孙雪峰主任对我的课题莫大的

引 导和支持 。

感谢科室张旭主任 、 卢锦 山主任 、 祖强主任 、 黄双老师 、 张磊老师 、 祝强老师 、

胡智飞护士长 、 丁华护士长 、 刘圣圳师兄 、 罗光达师兄 、 巫胜攀师兄 、 周启玮师兄 、

彭程 、 赵健 、 陈超 、 聂文远等各位老师及同 门们对我的成长予 以的指导和帮助 。 感谢

曾轮转的科室的宋青主任 、 刘辉老师 、 赵妍老师 、 王黎老师 、 马冰主任 、 黄晓天老师 、

姜凯主任 、 罗英主任 、 王勋老师 、 马晓辉主任 、 齐玮老师 、 李捷主任 、 王彬老师 、 梁

涛老师 、 姜向 明老师等对我的指导和教学 。 感谢国家蛋 白质 中心的黄银老师在科研上

对我的帮助 。 感谢解放军 ３ ０９ 医院的钱叶勇主任及北京友谊医院的 田野主任对我课题

的帮助 。

感谢我的舍友王博和张少甫对我生活上的关怀和照顾 。

感谢我的好朋友们 ： 廖松 、 张庆奎 、 董李 、 朱军永 、 张淼 、 鲁长风 、 孙志佳 、 苏

星、 刘倩 、 邝衍绅 、 宋浩等 ， 感谢你们与我三年的友谊 。

感谢我的父母
一

直 以来对我的关爱 。

８ ３


