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  摘 要:目的 比较高脂血症性急性胰腺炎(HLAP)患者治疗前后血清蛋白谱的差异,筛选并分析差异表

达的蛋白质。方法 采用同位素标记相对和绝对定量(iTRAQ)技术结合液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)检

测20例HLAP患者治疗前后血清差异表达的蛋白质,对筛选的差异蛋白质进行基因本体(GO)功能富集分析

和京都基因与基因组百科全书(KEGG)通路富集分析,利用String数据库构建差异蛋白间的相互作用网络,从

中筛选出关系密切的蛋白质。结果 通过试验共鉴定出蛋白质367种,与 HLAP治疗前组比较,HLAP治疗

后组共获得显著差异蛋白37个,其中上调34个,下调3个。GO功能富集分析结果显示,差异表达蛋白具有9
种分子功能,14种细胞成分,主要参与24种生物过程,包括刺激应答、免疫反应、细胞过程、生物调节过程等。

KEGG通路富集分析结果显示,共富集到26条通路,参与的差异蛋白数量最多的通路为补体和凝血级联通路。
差异蛋白质-蛋白质相互作用网络分析发现,MASP1、MASP2、C8G、CLU、SPARC关系最为密切,并且主要富

集于补体和凝血级联通路。结论 血清中差异表达的蛋白质 MASP1、MASP2、C8G、CLU、SPARC可能是影

响HLAP治疗效果的关键靶向蛋白,HLAP的治疗效果可能与补体和凝血级联通路相关。
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  高脂血症性急性胰腺炎(HLAP)是急性胰腺炎

的第三大病因,仅次于胆石症和乙醇摄入。相关研究

显示,在急性胰腺炎中 HLAP发病率约占10%,随着

近年来人们生活习惯和饮食结构的改变,HLAP的发

病率呈增高的趋势,且趋于年轻化[1-2]。HLAP临床

表现不典型,易出现并发症,多有重症倾向,且容易复

发。HLAP发病机制复杂,可能与胰腺微循环障碍、
基因多态性、游离脂肪酸的细胞毒性作用、氧化应激、
钙超载、炎性介质-细胞因子损伤、细胞信号转导通路

等有关[3-4],但确切发病机制仍待进一步研究。
蛋白质组学技术在从蛋白质表达模式验证和推

测疾病机制方面发挥着重大作用,而定量蛋白质组学

就是把一个基因组表达的全部蛋白质或一个复杂的

混合体系中所有的蛋白质进行精确的定量和鉴定,找
到与疾病密切相关的差异蛋白,进而确定靶分子,为
临床诊断、发病机制、病理研究、药物筛选、新陈代谢

研究等提供理论依据[4-5]。同位素标记相对和绝对定

量(iTRAQ)与液相色谱串联质谱法(LC-MS/MS)技
术联用,可对复杂组分的蛋白样本进行分析研究。与

其他蛋白组学技术相比,iTRAQ-LC-MS/MS技术蛋

白定量检测具有灵敏度高、分析范围广、高通量检测

等优点,其准确性及应用价值已被多个研究证实,在
生命科学的各个领域已得到广泛应用[6-7]。

本研究采用iTRAQ-LC-MS/MS检测 HLAP患

者治疗前后血清蛋白质的差异表达情况,并利用生物

信息学方法进一步探索潜在的靶蛋白和病理生理机

制,以期为HLAP的临床治疗提供帮助。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年6月至2019年5月本

院收治的20例 HLAP患者作为研究对象。入选标

准:(1)符合中华医学会消化病学分会胰腺疾病学组

修订 的《中 国 急 性 胰 腺 炎 诊 治 指 南 (2019 年,沈
阳)》[5];(2)血清甘油三酯(TG)≥11.30

 

mmoL/L或

TG
 

5.65~11.30
 

mmol/L;(3)血清呈乳糜状。排除

标准:(1)伴有心血管疾病、机械性肠梗阻、消化性溃

疡并穿孔、胆管梗阻患者;(2)长期饮酒者;(3)其他原

因引起的急性胰腺炎等患者。本研究方案通过医院

伦理委员会的审批,所以有参与者在受试前均签署知

情同意书。

1.2 仪器与试剂 分光光度计(上海光谱仪器有限

公司)、离心机(珠海黑马医学仪器有限公司)、恒温箱

(上海一恒科学仪器有限公司)、液相色谱LC-20AD
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(一维,Shimadzu)、液相色谱 Dionex
 

Ultimate
 

3000
 

RSLCnano(二维,Thermo
 

Scientific)、质谱仪 Q
 

Ex-
active(Thermo

 

Scientific)、iTRAQ 试剂盒(iTRAQ
 

Reagent
 

8
 

plex
 

Buffer
 

Kit及iTRAQ
 

Reagent
 

Multi-
plex

 

Kit,AB
 

SCIEX公司生产)、胰酶(Promega)、三
乙基碳酸氢铵缓冲液 TEAB(Sigma)、TCEP(Sig-
ma)、MMTS(Sigma)、蛋白浓度检测试剂盒(Bradford
公司)。

1.3 方法

1.3.1 标本采集 于治疗前(入院时)、治疗后7
 

d分

别抽取患者空腹静脉血5
 

mL,静置1
 

h,3
 

000
 

r/min
离心10

 

min后取上清液,每份样品不少于1
 

mL,分装

后贮存于-80
 

℃超低温冰箱待检。

1.3.2 蛋白质提取、定量 首先,使用去高丰度蛋白

试剂盒去除血清标本中的高丰度蛋白,然后进行蛋白

质提取,并用Bradford法测定蛋白质水平,根据试剂

盒说明书进行操作。根据吸光度(A)值获得蛋白质的

质量浓度。

1.3.3 蛋白酶解、iTRAQ试剂标记 取200
 

μg蛋白

用胰酶消化至肽段水平,收集管底部共得到100
 

μL
酶解后的样品。从冰箱中取出8标的iTRAQ试剂

盒,平衡到室温,将iTRAQ试剂离心至管底;向每管

iTRAQ试剂中加入150
 

μL异丙醇,涡旋振荡,离心

至管底;取50
 

μL样品(100
 

μg酶解产物)转移到新的

离心管中。添加iTRAQ试剂到样品中,将治疗前和

治疗 后 HLAP 患 者 均 分 为:HLAP 治 疗 前 1 组

(iTRAQ
 

113)、HLAP治疗前2组(iTRAQ
 

115)、

HLAP治疗前3组(iTRAQ
 

117)、HLAP治疗后1组

(iTRAQ
 

114),HLAP治疗后2组(iTRAQ
 

116),

HLAP治疗后3组(iTRAQ
 

118)。因此,HLAP治疗

前组和HLAP治疗后组均有3组重复试验,以减少实

验误差。涡旋振荡,离心至管底,室温反应2
 

h;
 

加入

100
 

μL水终止反应。混合标记后的样品,涡旋振荡,
离心至管底;真空冷冻离心干燥,抽干后的样品冷冻

保存待用。

1.3.4 高pH 液相分级 流动相 A:H2O
 

(NH3
 

in
 

H2O,pH=10);流动相B:80%乙腈(ACN)(NH3
 

in
 

H2O,pH=10)。梯度洗脱条件:0~5
 

min,5%流动

相B;5~10
 

min,5%~10%流动相B;10~60
 

min,

10%~40%流动相B;60~65
 

min,40%~95%流动相

B;65~75
 

min,保持95%流动相B;75~85
 

min,由

95%~5%流动相B。真空冷冻离心干燥,抽干后的样

品冷冻保存待用。

1.3.5 纳升级反相色谱-质谱分析(nano-RPLC) 根

据紫外监测情况,将高pH 反相分离得到组分后,每
管样本用流动相A(2%ACN+0.1%FA)复溶。涡旋

振荡,12
 

000
 

r/min,4
 

℃离心20
 

min,吸取上清,采用

夹心上样,Loading
 

Pump流速3
 

μL/min,上样10
 

min,分离流速0.3
 

μL/min,分离时间为60
 

min。样

本经nano高效液相色谱分离后进行质谱分析,正离

子扫描模式。一级质谱分辨率70
 

000,扫 描 范 围

350~1
 

800质荷比(m/z);二级质谱分辨率17
 

500。

1.4 数据分析及生物信息学分析 质谱仪获取

RAW格式的原始质谱数据,利用Proteome
 

Discover-
er

 

1.4处理,将RAW 文件转换成 MGF格式的质谱

文件,将 MGF格式的质谱文件和蛋白检索库输入

ProteinPilotTM
 

Software
 

4.5进行质谱检索。设置蛋

白鉴定置信度为95%,即unused>1.3,且至少有一

个肽段和库中的肽段95%以上相匹配,同时进行蛋白

检索,设置假阳性率(FDR)<1%。差异表达蛋白质

筛选参数:(1)肽段数≥2;(2)选择重复性好的蛋白,
即变异系数(CV)<0.5;(3)P<0.05;(4)计算各组数

据比值的均值,选取差异倍数≥1.5为上调蛋白,差异

倍数≤0.67为下调蛋白。通过 Uniprot数据库筛选

相关 蛋 白 质,检 索 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

(KEGG)数据库,对鉴定到的蛋白质所涉及的生物通

路进行分类和富集分析。利用String数据库对差异

表达显著的蛋白质在线绘制蛋白质-蛋白质相互作用

(PPI)网络,分析蛋白质之间的相互作用。

1.5 统计学处理 采用SPSS18.0软件进行统计分

析,计量资料以x±s表示,两组比较采用t检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 质谱鉴定结果 在 UniProt蛋白质数据库中搜

索,共鉴定出蛋白质367种。以差异倍数大于1.50
或小于0.67且经统计检验P<0.05为蛋白质差异表

达上调或下调的标准。HLAP治疗后组与治疗前组

比较 共 获 得 差 异 蛋 白 质 37 个,其 中 上 调 34 个

(MASP2、CLU、SPP2、RBP4、C1QC、SERPINA4、

CPN2、ALDOB、HGFAC、IGKV1-6、C8G、IGHV3-9、

APMAP、IGKV6D-21、SPARC、IGKLC、IGLV1-47、

IGHV1-2、MST1、IGKV3-20、GPX3、IGHV1-18、

SELENOP、GP1BA、HSPA5、IGLV2-18、SELL、

IGLV8-61、SHBG、IGHV3-72、KRT10、MASP1、AN-
PEP、IGKV3-15),下 调 3 个 (SSC5D、IGLV4-69、

SAA1)。见图1。

2.2 生物信息学分析结果 对差异表达蛋白进行基

因本体(GO)分析,显著差异蛋白质参与24个生物过

程,主要涉及刺激应答、生物调节、免疫系统过程、细
胞过程、定位、代谢过程等。根据分子功能注释,差异

蛋白涉及9种分子功能,主要包括结合活性、催化活

性、分子功能调节、分子转导活性等。根据细胞成分
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分析,差异蛋白涉及14种细胞组分,主要有胞外区、 细胞成分、细胞器、细胞膜等。见图2。
 

  注:A为367个蛋白质的火山图谱,绿点代表显著下调的蛋白质,红点代表显著上调的蛋白质,黑点代表表达水平差异无统计学意义(Not
 

sig)

的蛋白质;B为37个差异蛋白质的热图,绿框表示显著下调的蛋白质,红框表示显著上调的蛋白质。

图1  差异表达蛋白质鉴定

图2  差异蛋白GO功能分类图

2.3 KEGG通路富集分析 将所有的差异蛋白进行

KEGG分析,结果显示共有26条通路被富集,富集程

度由高到低依次为补体与凝血级联反应通路、金黄色

葡萄球菌感染通路、朊蛋白病、代谢途径通路。见表

1、图3。

表1  差异蛋白参与的信号通路(富集蛋白数,前4位)

通路名称 通路编号 蛋白数 差异蛋白

补体和凝血级联通路 hsa04610 5 MASP2、CLU、C1qC、MASP1、C8G

金黄色葡萄球菌感染 hsa05150 4 MASP2、KRT10、C1qC、MASP1

朊病毒病 hsa05020 3 C1qC、C8G、HSPA5

代谢途径 hsa01100 3 ANPEP、ALDOB、GPX3

2.4 PPI分析结果 将37个显著差异蛋白质新建蛋

白集,利用String数据库绘制差异蛋白质PPI网络

图。其中String可识别的差异蛋白为13个,筛选出

相互作用程度最高的前5个蛋白质,分别为 MASP1、

·212· 国际检验医学杂志2025年1月第46卷第2期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2025,Vol.46,No.2



MASP2、C8G、CLU、SPARC。见图4。

图3  差异蛋白质通路富集分析

图4  差异蛋白质PPI网络图

3 讨  论

  近年来 HLAP的发病率不断增加,发病年龄较

小,多有重症倾向,且容易复发。许多研究都集中在

预防和有效阻断 HLAP及其诊断和治疗上,但其发

病机制仍未明确。研究 HLAP发生发展的确切信号

转导通路,开发合适且经济有效的治疗方法,有望提

高其临床治疗效果。本研究采用iTRAQ技术结合

LC-MS/MS定量检测HLAP患者治疗前后血清蛋白

质的差异表达情况,共筛选出显著性差异的蛋白质37
个,其中显著上调34个,显著下调3个。这些差异表

达的蛋白质主要涉及24种生物过程,9种分子功能,

14种细胞成分。生物过程涉及刺激应答、生物调节、
系统免疫程序等。分子功能主要有结合、催化活性、
分子功能调节剂等。细胞成分涉及细胞外区、细胞外

部分、细胞部分等。
显著差异蛋白 KEGG通路富集分析结果显示:

共富集到26条通路,参与的差异蛋白数量最多的通

路为补体和凝血级联通路。通过String数据库构建

PPI网络图,笔者发现这些差异蛋白位于多条信号通

路的节点上,这些节点上的差异蛋白与所鉴定到的信

号通路基本一致。筛选出来相互作用程度最高的前5
个蛋 白 质,分 别 为 C8G、MASP1、MASP2、CLU、

SPARC,其中C8G、MASP1、MASP2、CLU富集在补

体和凝血级联信号通路上。
一直以来,补体系统被认为是AP的发病机制和

疾病进展中的局部和全身炎症的效应者。胰腺蛋白

酶可以激活补体系统的关键效应因子,进而驱动局部

和全身炎症反应。异常激活补体和凝血级联通路可

能导 致 HLAP 患 者 出 现 危 及 生 命 的 全 身 炎 症 反

应[8-9]。补体C8γ(C8G)是5种补体成分(C5b、C6、

C7、C8、C9)之一C8的一个亚基,它们聚集在病原生

物表面形成具有溶细胞活性的大分子复合物,称为膜

攻击复合物[10]。C8G的独特之处在于,它属于小的

分泌蛋白家族的脂钙蛋白家族,具有与小的疏水性配

体结合的能力[11]。C8G是补体系统中唯一的脂质运

输蛋白类物质,是形成膜攻击复合物的重要物质,可
增加膜攻击复合物溶解细胞的能力,在免疫防御反应

中起着重要的作用。C8G的上调可能有助于 HLAP
患者血脂的代谢,调动机体的免疫防御机制,改善病

情进展。
随着急性胰腺炎病程的进展,机体可出现凝血功

能的变化,以及一系列补体的激活和变化,其转归与

机体的免疫状态密切相关[12]。补体系统是固有免疫

的重要组成部分,是机体免疫防御的第一道防线。

MASP1、MASP2属于 MASP家族,与补体C1s具有

共同的结构域,同属丝氨酸蛋白酶亚家族,在血清中

以酶原存在。MASP1、MASP2是参与激活补体的凝

集素途径的关键因子,该蛋白酶激活后可裂解C4和

C2生成C3转化酶C4b2b,活化的 MASP1还直接裂

解C3,从而激活补体第三途径即凝集素途径来清除

病原 体,抵 御 机 体 感 染[13]。故 推 测 MASP1 和

MASP2可能通过凝集素途径参与 HLAP的发生发

展过程,清除HLAP发病后经胆道、肠道等多种途径

进入血液的细菌,发挥抗感染、免疫调节等生理功能。
富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白(SPARC)也被称

为骨连接素和基底膜蛋白40,是一种具有多种功能的

细胞外基质糖蛋白,在脂肪、肝脏、肌肉和胰腺组织中

表达。SPARC由内皮细胞、成纤维细胞、周细胞、星
形胶质细胞和巨噬细胞分泌,可介导细胞-基质之间的

相互作用,产生多种生物学效应,如影响细胞黏附和

迁移力,改变细胞形态和通透性,调节细胞周期和细

胞增殖等。对SPARC敲除小鼠模型的研究表明,

SPARC可减轻AP的严重程度,显著降低胰腺坏死、
凋亡、免疫细胞浸润水平,慢性刺激后纤维化减少[14]。
此外,有研究表明,TG是血清SPARC的独立影响因

素,2型糖尿病合并血脂异常患者SPARC水平升高,

SPARC可能参与了胰岛素信号通路的调节,能促进
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胰岛素的分泌,说明血清SPARC水平的改变与胰岛

素抵抗、糖脂代谢紊乱有关[15-16]。本研究结果发现,

HLAP治疗后血清SPARC显著上调,且与CLU有

显著相关,提示SPARC-CLU相关信号通路可能参与

了HLAP患者血脂的代谢。因此,SPARC可能成为

未来治疗干预HLAP疾病进展新的靶蛋白。

CLU即簇集蛋白,是一种多功能糖蛋白复合体,
主要参与生殖、补体调节、脂质运输、组织修复及细胞

凋亡等。XIE等[17]研究显示,AP大鼠模型随病情的

发展,CLU在胰腺炎症区域的腺泡细胞胞质内表达

明显升高。SAVKOVIC等[18]报道,CLU基因缺失的

大鼠较容易出现急性坏死性胰腺炎,细胞凋亡率显著

增加,炎症细胞渗出明显增多。由此推测,上调CLU
表达水平有利于调节 HLAP患者胰腺细胞的凋亡,
减少炎症介质的产生,有助于胰腺细胞的修复和再

生,起到阻止病情进展的作用。这将为提高 HLAP
的治疗效果提供一条新的治疗途径。

本研究使用GO和KEGG数据库来分析预测差

异表达的蛋白质,结果发现差异表达蛋白主要参与刺

激应答、免疫反应、细胞过程、生物调节过程等生物过

程,另外,通过String数据库筛选了 C8G、MASP1、

MASP2、CLU、SPARC等5个关系最密切的蛋白质。
这些差异蛋白质可能为 HLAP寻找新的治疗途径提

供线索,未来还需要在体内和体外进行进一步的研究

来验证其靶点和富集的信号通路。
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