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&患者的血浆蛋白质谱差异'筛选
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潜在蛋白质生物标志物'为进一
步探索
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的发病机制提供思路*方法%采用回顾性研究的方法'选取于
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江省传染病防治院确诊的
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&蛋白质组学技术分析两组间血浆蛋白质谱'以
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组对
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组蛋白表达量变化倍数
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&通路分
析等生物信息学分析*结果%共筛选出
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个差异表达蛋白'其中有
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个在
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组上调'有
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个在
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组下调*
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分析显示'差异表达蛋白富集数目最多的生物学过程为细胞过程%
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代谢通路分析显示'差异表达蛋白共
富集到
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条代谢通路%错误发现率
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&'富集数目最多的通路为黏着斑通路%
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个蛋白&'此外
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信号
通路+胆固醇代谢通路+血小板激活通路+吞噬体通路和补体及凝血通路等与糖脂代谢和免疫相关的通路也发生了
变化*结论%本研究通过
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蛋白质组学方法筛选出了
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患者的差异表达蛋白'发现这些差异表达蛋
白参与了与细胞活动+糖脂代谢和免疫调节相关的信号通路'提示上述通路的变化可能与
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的发病密切
相关*
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&患病的重要危险因
素0
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*
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可使
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的患病风险增加
(*9

"

7*,

倍0

-28

1

'与此同时'糖尿病并发肺结核%
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&会
增加
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的治疗难度'更易出现不良治疗结局0
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因此'在
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患者中早期诊断
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'对于结核病的
防控及后续的治疗具有重要意义*然而'
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的诊
断方法仍有一定局限性'不利于疾病的早期诊
断0
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*为此'深入探索
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的发病机制'识别
特异性的生物分子用于

WHY

诊断尤为关键*蛋白
质组学在筛选生物标志物'探寻疾病的发病机制方
面得到了广泛应用0
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*与传统的双向凝胶电泳结合
质谱的方法相比'基于同位素标记的相对和绝对定
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&蛋白质组学技术具有一致率高'标记
过程简单+反应迅速等特点'并且在检测前排除血浆
中大量高丰度蛋白的遮蔽作用'具有较好的检测效
能0
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蛋白质组学技术'

比较
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和
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患者的血浆蛋白质表达差异'

筛选潜在蛋白生物标志物'为在
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患者中早期诊
断
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提供思路*

资料和方法
一+研究对象
采用回顾性研究的方法'选取

-)(7

年
(

月至
-)(,

年
(
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超高压纳升级液相色谱仪进行分离*

经液相色谱分离后的标记肽段采用
!CF'BC<

K

]L0'&1DL;&0

质谱仪进行检测'在正离子模式下采
集信号'一级扫描范围为

89)

"

(3));

"

A

*

五+统计学处理
将质谱数据导入到

WC&B@&;@$'0>&O@C@C(*4

软件中进行数据处理'采用
Q<0>&B-*8

软件进行搜
库'数据库为

"I'002WC&B

数据库*以
$Q2WHY

组对
$Q

组蛋白表达量变化倍数%

M&=%>?<1

R

@

'

]U

&

$

(*-

或
"

)*,8

且
!

"

)*)9

为标准'筛选差异表达蛋白*

采用
G"BL%'&(*-

软件对差异表达蛋白进行基因本
体%

X@1@!1B&=&

RJ

'

X!

&功能注释和京都基因与基
因组百科全书%

e

J

&B&:1>

J

>=&

K

@%'<&MX@1@0<1%

X@1&;@0

'

e:XX

&通路富集分析'采用火山图和层
次聚类热图对差异蛋白表达情况进行可视化'以错
误发现率%

M<=0@%'0>&O@C

J

C<B@

'

]$G

&

"

)*)9

为差异
有统计学意义*

采用
"W""-4*)

软件对数据进行统计分析'正
态分布的计量资料以#

%m#

$描述'组间差异的比较
采用两独立样本

&

检验(偏态分布的计量资料以

#

'

%

(

(

'

(

8

&$描述'组间差异的比较采用两独立样
本

Q<112_?'B1@

J

)

检验(计数资料以#构成比
%

`

&$描述'组间差异的比较采用
]'0?@C

精确概率
法'以

!

"

)*)9

为差异有统计学意义*

结
!!

果
一+基本信息
$Q2WHY

组和
$Q

组的年龄+性别分布+糖尿
病病程+空腹血糖及胰岛素使用情况差异均无统计
学意义*

$Q2WHY

组体质量指数明显低于
$Q

组'

口服降糖药者的比例明显低于
$Q

组'差异有统计
学意义%表

(

&*

二+

$Q2WHY

患者血浆差异表达蛋白鉴定
在两组研究对象中共检测到

+)-

个蛋白'筛选
出

$Q2WHY

组对
$Q

组的差异表达蛋白有
-79

个'

其中在
$Q2WHY

组中表达上调的蛋白有
(((

个'在
$Q2WHY

组中表达下调的蛋白有
(34

个*采用火
山图对差异蛋白的筛选结果进行可视化'见图

(

(采
用层次聚类热图对差异蛋白的表达量及样品的聚类
情况进行可视化%图

-

&'可见差异蛋白呈明显聚类
趋势'

$Q2WHY

组和
$Q

组的样品具有明显的分组
现象'说明各组内样品一致性较好*

在筛选出的
-79

个差异表达蛋白中'进一步列
出变化最为显著的前

-)

个蛋白'如表
-

所示'其中'

在
$Q2WHY

组患者血浆中表达上调和下调最明显
的蛋白分别是

U

反应蛋白和胸腺素
)

4

*

表
;

!

不同特征在
$Q2WHY

组和
$Q

组研究对象中的分布情况
!!!!!

特征
$Q2WHY

组%

(3

例&

$Q

组%

(3

例& 统计检验值
!

值
年龄0岁'

'

%

(

(

'

(

8

&1

9-*9)

%

48*-9

'

39*9)

&

93*9)

%

43*))

'

38*9)

&

)n(4-*9)) )*9,4

性别0例%构成比'

`

&1

a (*)))

!

男性
+

%

93*8

&

,

%

9)*)

&

!

女性
7

%

48*7

&

,

%

9)*)

&

体质量指数
--*83m8*)8 -7*94m8*7, &na4*-74

"

)*))(

糖尿病病程%年'

%m#

&

9*89m-*+4 7*83m8*)7 &na(*,,, )*)3+

空腹血糖0

;;&=

"

D

'

'

%

(

(

'

(

8

&1

7*+-

%

7*(-

'

((*-7

&

7*-4

%

3*94

'

()*8-

&

)n()4*))) )*833

使用胰岛素0例%构成比'

`

&1

a )*49,

!

是
+

%

93*8

&

(-

%

79*)

&

!

否
7

%

48*7

&

4

%

-9*)

&

口服降糖药0例%构成比'

`

&1

a )*))-

!

是
(

%

3*8

&

()

%

3-*9

&

!

否
(9

%

+8*7

&

3

%

87*9

&

注
$Q2WHY

!糖尿病并发肺结核(

$Q

!糖尿病(#

a

$表示采用
]'0?@C

精确概率法检验

)
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图
;

!

糖尿病并发肺结核患者与糖尿病患者差异
表达蛋白筛选结果火山图 注

$Q2WHY

!糖尿病并发肺结核(

$Q

!糖尿病
图

G

!

糖尿病并发肺结核患者与糖尿病患者差异
表达蛋白层次聚类热图

表
G

!

-)

个糖尿病并发肺结核患者与糖尿病患者显著差异表达蛋白
序号 基因

!!!!!

蛋白名称
]U

值
!

值 表达趋势
W)-74( 1@+ U

反应蛋白
9*-- )*)(+

&

W)$[#+ ZCC*

血清淀粉样蛋白
P- 8*,4 )*))7

&

W)-738 U@B+

*

(

酸性糖蛋白
( 8*)( )*)(-

&

j+3#V4 C5E=+,5

*

"

)

水解酶结构域蛋白
(4Y -*98

"

)*))(

&

j+ZW7, C515- PHW

结合盒式亚族
Y

成员
+ -*9( )*)89

&

j(8(-3 B!C+ "2

甲基化
29o2

腺苷磷酸化酶
-*-9 )*)-8

&

W)-37+ ]DD

纤维蛋白原
'

链
-*(9 )*)-+

&

W((--3 B54*

甘露糖结合凝集素
-*(- )*)(-

&

W)-379 ]D5

纤维蛋白原
)

链
-*)4 )*)8-

&

W)-79) 4@D+

富亮氨酸
*

2-

糖蛋白
( -*))

"

)*))(

&

j+W(]8 C5@C14 U&0B<C0

家族蛋白
PYGPUD )*44 )*)-(

'

j+SY#( +C@_5

)

2

K

<CO'1 )*48 )*))4

'

W(-,(4 C1!9+

*

2

辅肌动蛋白
( )*4-

"

)*))(

'

W-8-,4 ++?5

肽基
2

脯氨酰顺
2

反异构酶
Y )*4- )*)()

'

)

944
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续表
G

序号 基因
!!!!!

蛋白名称
]U

值
!

值 表达趋势

W)+()4 G9U*

烯醇化酶
'

)*8+ )*))8

'

j+-3,3 9@D9

神经颗粒素
)*8+ )*))(

'

W3-(9, 1C4B+

钙调蛋白
)*8+ )*))-

'

j9\533

H

C2B?+. [<1L0

激酶与微管相互作用蛋白
8 )*8+

"

)*))(

'

W87,)- !CD49*

转凝蛋白
- )*8, )*))-

'

W3-8-, !BZ5,Y

胸腺肽
)

4 )*87 )*))8

'

注
]U

!糖尿病并发肺结核组对糖尿病组蛋白表达量变化倍数(

&

表示在糖尿病并发肺结核组上调'

'

表示在糖尿病并发肺结核组下调

三+差异表达蛋白的功能注释
X!

分析从细胞组成+分子功能和生物过程等
8

个方面对蛋白质进行注释'进一步解释差异蛋白
的生物学功能*

X!

分析表明'

-79

个差异表达蛋白
分别富集了

(7,

条细胞组成术语+

73

条分子功能术
语和

,39

条生物过程术语%

]$G

"

)*)9

&'其中'富集
蛋白数目最多的前

()

条术语如表
8

所示*细胞组
成中富集差异蛋白数目最多的是细胞器%

,7*-7̀

'

-4)

"

-79

&'此外差异蛋白还定位于细胞内%

,8*-7̀

'

--+

"

-79

&+膜结合细胞器%

,8*-7̀

'

--+

"

-79

&+细胞
内组分%

,-*+(̀

'

--,

"

-79

&和细胞质%

,(*49̀

'

--4

"

-79

&等部位*分子功能中富集差异蛋白数目最
多的是结合%

+)*99̀

'

-4+

"

-79

&'此外差异蛋白还具
有蛋白结合%

+)*83̀

'

--9

"

-4+

&+负离子结合
%

-7*8(̀

'

3,

"

-4+

&+蛋白复合体结合%

-9*7)̀

'

34

"

-4+

&和同一蛋白结合%

-9*8)̀

'

38

"

-4+

&等功能*

生物过程中富集差异蛋白数目最多的是细胞过程
%

+-*))̀

'

-98

"

-79

&'此外差异表达蛋白还参与生物
调节%

,)*78̀

'

---

"

-79

&+生物过程调节%

7,*99̀

'

-(3

"

-79

&+刺激反应%

77*)+̀

'

-(-

"

-79

&和细胞过程
调节%

79*34̀

'

-),

"

-79

&等生物过程*

四+差异蛋白的代谢通路分析
为了深入探索差异蛋白参与的代谢通路'利用

e:XX

数据库对上述差异蛋白进行富集分析'结果
表明'

-79

个差异表达蛋白共富集到
43

条代谢通
路'其中有统计学意义的通路有

-3

条%

]$G

"

)*)9

&'如表
4

所示*差异表达蛋白富集数目最多的
通路为黏着斑通路%

--

个蛋白&*此外'差异蛋白还
参与

W#8e2PNB

信号通路%

(7

个蛋白&+血小板激活
通路%

(4

个蛋白&+吞噬体通路%

((

个蛋白&+胆固醇
代谢通路%

+

个蛋白&和补体及凝血通路%

,

个蛋白&

等与糖脂代谢和免疫相关的通路*

表
H

!

差异表达蛋白的
X!

分析
! !

序号
! !

功能名称 富集差异蛋白数量
细胞组成
!

X!

!

))48--3

细胞器
-4)

!

X!

!

)))93--

细胞内
--+

!

X!

!

))48--7

膜结合细胞器
--+

!

X!

!

))444-4

细胞内组分
--,

!

X!

!

)))9787

细胞质
--4

!

X!

!

)))9973

细胞外区
-(,

!

X!

!

))44444

细胞质组分
-(8

!

X!

!

))444-(

胞外区组分
-)9

!

X!

!

))48--+

胞内细胞器
-)-

!

X!

!

)))93(9

细胞外间隙
(+,

分子功能
!

X!

!

)))94,,

结合
-4+

!

X!

!

)))99(9

蛋白结合
--9

!

X!

!

))48(3,

负离子结合
3,

!

X!

!

))44,77

蛋白复合体结合
34

!

X!

!

))4-,)-

同一蛋白结合
38

!

X!

!

))83)+4

小分子结合
3-

!

X!

!

)))9()-

信号受体结合
3(

!

X!

!

))(+,++

酶结合
3(

!

X!

!

))+,77-

分子功能调节器
9+

!

X!

!

))+7837

碳水化合物衍生物结合
97

生物过程
!

X!

!

)))++,7

细胞过程
-98

!

X!

!

))39))7

生物调节
---

!

X!

!

))9)7,+

生物过程调节
-(3

!

X!

!

))9),+3

刺激反应
-(-

!

X!

!

))9)7+4

细胞过程调节
-),

!

X!

!

))9((7+

定位
(,-

!

X!

!

))9(7(3

细胞刺激反应
(37

!

X!

!

))8-9)(

多细胞生物过程
(3)

!

X!

!

))9(-84

建立定位
(94

!

X!

!

)))3,()

转运
(98

)
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表
I

!

差异表达蛋白的
e:XX

通路分析
序号

!!!

通路名称 富集差异蛋白数量
?0<)49()

黏着斑通路
--

?0<)4(9( W#8e2PNB

信号通路
(7

?0<)4,()

肌动蛋白细胞骨架调节通路
(9

?0<)43((

血小板激活通路
(4

?0<)4)(9 G<

K

(

信号通路
(-

?0<)49(- :UQ

受体交互作用
((

?0<)(-))

碳代谢通路
((

?0<)49(4

细胞黏着分子通路
((

?0<)4(49

吞噬体通路
((

?0<)))()

糖酵解"糖异生通路
()

?0<)9(43

阿米巴通路
()

?0<)498)

紧密连接通路
()

?0<)4+7+

胆固醇代谢通路
+

?0<)9())

上皮细胞细菌侵入通路
+

?0<)9(8-

沙门菌感染通路
+

?0<)437)

白细胞跨内皮迁移通路
+

?0<)9(8)

致病性大肠杆菌感染通路
,

?0<)94(-

右心室心率失常心肌病通路
,

?0<)43()

补体及凝血通路
,

?0<)94()

肥厚性心机病通路
,

?0<)94(4

扩张性心肌病通路
,

?0<)9(8(

志贺菌通路
7

?0<)49-)

黏着连接通路
7

?0<)(-8)

氨基酸生物合成通路
7

?0<)9)-)

朊病毒通路
3

?0<)9(44

疟疾通路
3

讨
!!

论
$Q2WHY

的发病机制较为复杂'除感染结核分
枝杆菌%

B

3

&(#/&.$%*">."#$%&"'()*)

'

QHY

&外'还与
免疫+遗传和代谢等多种因素有关0

(-2(4

1

'因此'有必
要采用系统生物学方法进行研究*

5?<1

R

等0

(9

1比
较了

$Q2WHY

和
WHY

患者的血浆蛋白质表达差
异'证实蛋白质组学在探索

$Q2WHY

机制方面具有
广泛的应用潜力(然而'该研究的设计与本研究正好
相反'且选用方法的检测能力较低*为此'笔者采用
'HGPj

蛋白质组学方法'对
$Q2WHY

和
$Q

患者
的血浆进行研究'共筛选出

-79

个差异表达的蛋白'

为后续探讨
$Q2WHY

发病机制及早期诊断
WHY

提

供依据*

年龄+性别及糖尿病病程与
$Q2WHY

的发病密
切相关0

(3

1

'因此'在人群招募时笔者对上述因素进
行匹配'排除了混杂因素对结果的影响*两组患者
在降糖药使用方面存在差异'可能是由于单纯使用
胰岛素的

$Q

患者血糖控制较差'易成为
$Q2WHY

患者0

(7

1

'但两组患者的空腹血糖水平相似'说明两
组患者是具有可比性的*此外'笔者还发现

$Q2WHY

组患者的体质量指数低于
$Q

组'推测原因是
WHY

作为一种消耗性疾病'易造成患者营养不良'从而引
起能量的明显缺乏0

(,

1

*

在笔者筛选出的显著差异表达蛋白中'急性期
蛋白如

U

反应蛋白+血清淀粉样蛋白
P-

+

*

(

酸性糖
蛋白

(

+纤维蛋白原和甘露糖结合凝集素等在
$Q2WHY

组表达明显上调'该类蛋白通常无明显的
组织特异性'在机体发生感染和炎症时呈上升趋势*

富亮氨酸
*

2-

糖蛋白
(

可通过调节体内转化生长因
子

)

通路参与炎症过程'

X<C<

J

2Y<

E

L@C&

等0

(+

1发现
WHY

患者血浆中富亮氨酸
*

2-

糖蛋白
(

表达水平明
显高于健康对照组'提示该蛋白可能在

WHY

发生发
展中起重要作用*本研究发现'

$Q2WHY

患者血浆
内上述参与炎症过程的蛋白均明显增高'说明与
$Q

患者相比'

$Q2WHY

患者体内的炎症状态明显
加重*胸腺肽

)

4

是由胸腺组织分泌的具有生理活
性的多肽'

e<1

R

等0

-)

1发现
WHY

患者肺部肉芽肿组
织内胸腺肽

)

4

高表达'且该蛋白与低氧诱导因子
(

*

和血管内皮生长因子介导的炎症和血管再生有
关*笔者研究发现'

$Q2WHY

患者血浆中胸腺肽
)

4

下调'可能与其被募集到肺部组织内有关*此外'笔
者还发现钙调蛋白+

*

2

辅肌动蛋白
(

和
)

2

K

<CO'1

等
与细胞自噬和结构变化有关的蛋白发生改变'这与
QHY

感染机体后引起细胞介导的免疫反应过程相
适应*除上述蛋白外'笔者还发现了

*

"

)

水解酶结
构域蛋白

(4Y

+

PHW

结合盒式亚族
Y

成员
+

+神经颗
粒素和转凝蛋白

-

等差异蛋白*既往研究表明'这
些蛋白与神经系统疾病和多种癌症相关0

-(2-4

1

'但对
于其与

$Q2WHY

的关系仍需进一步研究*

本研究通过
X!

分析对差异蛋白进行功能注
释'发现细胞器的差异蛋白富集度最高*细胞器可
合成并分泌多种蛋白质'参与多项细胞功能*在细
胞内的众多细胞器中'溶酶体与细胞自噬+机体免疫
防御和病原体清除密切相关'可通过与吞噬小体结
合形成吞噬溶酶体'进一步杀死和降解病原体*

QHY

在侵袭巨噬细胞后'可抑制细胞内吞噬小体

)

744

)
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成熟或干扰吞噬溶酶体的形成'进而达到抑制细胞
自噬'促进

QHY

在胞内存活的作用0

-9

1

*此外'笔者
发现差异蛋白的分子功能与其参与的生物学过程相
适应'主要通过结合的方式'参与包括细胞过程+生
物调节+生物过程调节和刺激反应在内的多种生物
学过程'提示上述生物学过程可能在

$Q2WHY

发展
过程中起着重要作用*

本研究对差异蛋白进行
e:XX

代谢通路分析
后发现'黏着斑信号通路富集到的蛋白数目最多'提
示该通路可能与

$Q2WHY

发病密切相关*

QHY

感
染机体后主要引起细胞免疫'黏着斑作为细胞与细
胞外基质连接的主要方式'在维持细胞运动张力+促
进细胞增殖和细胞生存信号传递方面发挥重要作
用0

-3

1

*既往研究表明'

$Q

和
WHY

患者体内差异
表达分子均富集到了黏着斑通路'提示该通路可能
与

$Q

和
WHY

的发病相关0

-72-,

1

*与此同时'笔者发
现差异表达蛋白还参与了

W#8e2PNB

信号通路+血
小板激活通路+胆固醇代谢通路+吞噬体通路+补体
及凝血通路等与糖脂代谢和免疫调节相关的信号通
路*

W#8e2PNB

信号通路是黏着斑通路的下游通路
之一'在葡萄糖转运+调节蛋白质和脂肪代谢等方面
发挥重要作用0

-+

1

*彭文光等0

8)

1发现'活动性结核
病患者外周血

H

淋巴细胞和
HC@

R

细胞的
W#8e2

PNB2;H!G

通路各分子表达下调'提示该通路处于
相对抑制状态*由此可见'加强对

W#8e2PNB

信号
通路内相关蛋白的研究可能有助于进一步揭示
$Q2WHY

的发病机制*众所周知'血小板在炎症及
免疫功能调节过程中发挥重要作用*

6L

等0

8(

1发
现'

$Q2WHY

患者的平均血小板体积高于
WHY

患
者'但低于

$Q

患者'提示血小板的形态变化可能
与

$Q2WHY

的发生有关*此外'

$Q

患者免疫抑制
和血脂代谢异常等状态'增强了机体对

QHY

的易
感性'进一步促进

$Q2WHY

的发生发展0

8-

1

*

综上所述'本研究从蛋白质组学的角度初步比
较了

$Q

和
$Q2WHY

患者血浆蛋白质表达的差异'

筛选出了可能与
$Q2WHY

发病密切相关的蛋白'进
一步发现

$Q2WHY

患者体内与细胞活动+糖脂代谢
和免疫调节相关的信号通路发生了显著变化*下一
步'作者将结合本研究鉴定到的蛋白和代谢通路继
续研究'深入发掘

$Q2WHY

的发病机制'以期寻找
特异性的蛋白标志物'实现对

$Q2WHY

的早期识别
和诊断*
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