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过敏性鼻炎的鼻液蛋白质组学分析
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　　摘　要：目的　应用蛋白质组学技术筛选过敏性鼻炎（ＡＲ）患者鼻腔灌洗液中的蛋白标记物。方法　采集１０例 ＡＲ患者及

２０例健康对照者过敏原刺激前后的鼻腔灌洗液，用双向电泳检测其中的蛋白组成，筛选差异表达的蛋白进行质谱分析鉴定。结

果　共筛选出６种差异表达的蛋白，在过敏原刺激后，乳铁蛋白、载脂蛋白 Ａ１（ＡＰＯＡ１）及α１抗胰蛋白酶表达上调，ＰＬＵＮＣ蛋

白、结合珠蛋白、ＩｇＪ表达下调。结论　筛选出的６种蛋白可能成为ＡＲ的生物标记物。

关键词：过敏性鼻炎；　生物标记物；　蛋白质组学
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　　过敏性鼻炎（ＡＲ）又称变应性鼻炎，属鼻腔黏膜的变应性

疾病，是特应性个体鼻腔黏膜对吸入空气中的某些成分如花

粉、灰尘等高度敏感所致。ＡＲ在过敏性疾病中发病率最高，

经流行病学资料证实，保守估计全球有５亿人患有 ＡＲ，且近

十年来其发病率有明显增加趋势［１］。ＡＲ病因复杂，临床症状

多样，现有诊断方法缺乏特异性且具有创性，症状不典型或疾

病早期的患者往往被漏诊。而当诊断不明时，不能及时给予干

预及治疗使得鼻炎反复发作、甚至出现过敏性哮喘。因此探索

和完善ＡＲ实验室检测方法至关重要
［２］。本研究采用蛋白质

组学技术，通过对比分析１０例ＡＲ患者与２０例健康对照者受

过敏原刺激前后鼻液的蛋白构成，筛选与 ＡＲ相关的蛋白标

靶，以期发现可用于ＡＲ早期诊断的生物标记蛋白。

１　资料与方法

１．１　一般资料

１．１．１　研究对象及纳入标准　ＡＲ组：２０１２年１月至２０１３年

１２月在宁波市医疗中心李惠利医院耳鼻喉科门诊就诊的 ＡＲ

患者１０例，年龄１８～４２岁。诊断标准：（１）出现喷嚏、清水样

涕、鼻塞、鼻痒等２项以上（含２项）临床症状，且每天症状持续

或累计在１ｈ以上；（２）鼻黏膜苍白、水肿，鼻腔水样分泌物；

（３）皮肤点刺试验呈阳性；（４）血清特异性ＩｇＥ（ｓＩｇＥ）抗体阳

性［３］。１０例患者均经病史、皮肤点刺试验或血清ｓＩｇＥ检测确

认对户尘螨过敏。１０例患者受试前均于鼻部症状缓解期，近３

周内无呼吸道感染疾病及服用相关抗过敏性药物史。对照组：

来自于同期在宁波市医疗中心李惠利医院体检的２０例健康

者，年龄２０～３７岁。符合以下条件：（１）参与本研究测试前３

周无上呼吸道感染史及服用相关抗过敏性药物史。（２）无吸烟

史及职业性刺激性化学物暴露史。（３）无鼻部疾病和其他过敏

性疾病既往史、家族史。（４）经血清ｓＩｇＥ检测户尘螨特异性抗

体阴性。所有对象均在知情同意下，自愿参与本次研究。

１．１．２　样本采集　参考文献［４］的方法，将ＡＲ组与对照组分

别使用户尘螨进行鼻黏膜激发试验，即将吸有１６μＬ户尘螨抗

原提取液（含０．３７５％碳酸氢钠、０．５％氯化钠、０．４％酚）的滤

纸紧贴于双侧下鼻甲前端黏膜处持续１０ｍｉｎ或症状出现时。

分别在刺激前、刺激后用１５ｍＬ生理盐水对鼻腔进行缓慢灌

洗，收集灌洗液，离心后取其上清，于－８０℃冰箱保存。

１．２　仪器与试剂　ＩＰＧｈｏｒ等电聚焦仪、ＤＡＬＴＳＩＸＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳仪及ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪由 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司

提供；ＰＤｑｕｅｓｔ８．０分析软件由 ＢｉｏＲａｄ公司提供；ＡＢＩ５８００

ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ串联质谱仪。蛋白定量试剂盒（２ＤＱｕａｎｔ

ｋｉｔ），尿素、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、ＩＰＧ干胶条（２４ｃｍ，ｐＨ３～１０）

购自 ＧＥ公司，三氯乙酸（ＴＣＡ）、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、硝酸

银均购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司，其他试剂均为国产分析纯。

１．３　方法

１．３．１　样本的制备　取待测鼻腔灌洗液１０ｍＬ，加入１ｍＬ

ＴＣＡ（终浓度１０％），振荡混匀后于４℃静置３０ｍｉｎ后离心

（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），去除上清液，向沉淀中加入１ｍＬ丙酮

（－２０℃预冷），剧烈振荡混匀后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，此

步重复１次以保证ＴＣＡ完全除去，最后将离心管在室温放置

６０ｍｉｎ，沉淀干燥后溶解于 ＵＫ 溶液［９．５ ｍｏｌ／Ｌ 尿素，５

ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸钾，１．２５％ ＳＤＳ，０．５％ ＤＴＴ，２％两性载体电解
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质（ｐＨ３～１０），６％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００］中，利用蛋白定量试剂盒（２

ＤＱｕａｎｔｋｉｔ）调整蛋白浓度为１０μｇ／μＬ。

１．３．２　向凝胶电泳　取２００μｇ蛋白样品，与一定量的样品水

化液充分混合，使得总体积为４５０μＬ。在聚焦槽中缓慢加入

蛋白样品，将ＩＰＧ胶条置在聚焦槽中，在每根胶条的支持膜面

缓慢加上２ｍＬ覆盖油，准备完毕后开始按如下参数设置等电

聚焦程序。等电聚焦参数：温度２０℃、最大电流为每片胶条

５０μＡ。等电聚焦程序：５０Ｖ×１２ｈ（ｓｔｅｐ）、５００Ｖ×１ｈ（ｓｔｅｐ）、

１０００Ｖ×１ｈ（ｓｔｅｐ）、１０００～１００００Ｖ（ｇｒａｄｉｅｎｔ）×１ｈ、１００００

Ｖ×１０ｈ（ｓｔｅｐ）。胶条平衡及ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）电

泳：等电聚焦结束后，将胶条放入含１０ｍＬ平衡缓冲液的平衡

管中，室温缓慢水平摇晃平衡１５ｍｉｎ，将胶条放到第二向ＳＤＳ

ＰＡＧＥ胶上表面，并充分接触。待琼脂糖完全凝固后，将凝胶

转移至电泳槽中按如下参数进行电泳。电泳设置为１００Ｖ，４５

ｍｉｎ；２００Ｖ电泳至溴酚蓝指示剂到凝胶底部。

１．３．３　图像采集与分析　将凝胶采用银染进行染色，染色后

的凝胶应用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪进行扫描，扫描模式为灰度

模式，光密度值为３００ｄｐｉ。使用ＰＤｑｕｅｓｔ８．０分析软件对图像

进行分析，主要操作包括凝胶蛋白点检测、图像背景扣除、蛋白

点灰度值标准化、不同凝胶间蛋白点匹配。选取蛋白斑点表达

差异大于１．５倍且２组间蛋白差异表达率经χ
２ 检验犘＜０．０５

的斑点作为差异表达蛋白。

１．３．４　质谱鉴定　将选取的差异蛋白点的凝胶送往上海博苑

生命科技有限公司使用 ＡＢＩ５８００ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ串联质

谱仪进行质谱鉴定。质谱结果进入ＵｎｉＰｒｏｔ或ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据

库进行检索。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，对分

类变量进行χ
２ 检验，对连续性变量进行狋检验，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般资料比较　ＡＲ组与对照组一般情况比较（见表１），

ＡＲ组血清总ｓＩｇＥ率高于对照组，且差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

表１　　ＡＲ组及对照组一般资料比较

项目 对照组 ＡＲ组 犘

狀 ２０ １０ －

性别比（男／女，狀） ８／１２ ４／６ ＞０．０５

年龄（岁） ３０．５０±７．６８ ２９．８５±５．１８ ＞０．０５

体质量指数（ｋｇ／ｍ２） ２２．５０±２．８０ ２２．８０±３．０４ ＞０．０５

户尘螨皮肤点刺试验阳性例数（狀） ０ １０ －

基础鼻症状总评分 ０．６８±１．０３ ０ －

血清总ｓＩｇＥ率［狀（％）］ ６（３０） １０（１００） ＜０．０５

　　：基础鼻症状总评分：流涕、喷嚏、鼻塞、鼻痒，分别按０（无症状）、

１、２、３（严重）分进行评分后计算总得分。－：无数据。

２．２　双向凝胶电泳图像分析结果　 经双向凝胶电泳分析，

ＡＲ组与对照组均可得到较为理想的蛋白质表达谱。用

ＰＤｑｕｅｓｔ８．０分析软件筛选出８个差异蛋白点。因部分蛋白点

丰度值较低，或不易于分离，最终选取６个蛋白质进行质谱分

析（见图１）。

２．３　质谱分析结果　经ＡＢＩ５８００ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ串联质

谱仪成功鉴定６个差异蛋白，ＡＲ组患者经户尘螨抗原刺激发

生ＡＲ后，乳铁蛋白、ＡＰＯＡ１、α１抗胰蛋白酶等３种蛋白表达

上调［上调率分别为９０％（９／１０）、１００％（１０／１０）、８０％（８／

１０）］，ＰＬＵＮＣ蛋白、结合珠蛋白、ＩｇＪ等３种蛋白表达下调［下

调率分别为８０％（８／１０）、９０％（９／１０）、８０％（８／１０）］，而在对照

组中表达无明显改变。

　　ａ：鼻黏膜激发试验前；ｂ：鼻黏膜激发试验后；１：乳铁蛋白；２：α１抗

胰蛋白酶；３：ＩｇＪ；４：腭、肺及鼻咽上皮克隆（ＰＬＵＮＣ）蛋白；５：载脂蛋白

Ａ１（ＡＰＯＡ１）；６：结合珠蛋白。

图１　　ＡＲ患者鼻黏膜激发试验前后鼻腔灌洗液

双向凝胶电泳图

３　讨　　论

ＡＲ的典型临床表现为喷嚏、鼻塞、鼻痒、流清水样涕，可

伴有眼部发痒、结膜充血等症状，其病因复杂，诊断和治疗均比

较困难，并且是过敏性哮喘的高危因素，常发生在过敏性哮喘

发病前期或发病初期［１］。当诊断不明时，往往治疗不及时且反

复发作、甚至发生过敏性哮喘。临床上采用病史结合诊断性试

验（包括皮肤过敏原点刺试验及放射性过敏原吸附试验检测血

清ｓＩｇＥ抗体）来诊断ＡＲ
［３］。但临床上出现喷嚏、流涕等症状

常不能与病毒感染很好地区分，且上述２种实验方法均存在一

定的局限性，如皮肤反应试验有潜在风险，并且测试结果的解

释较复杂，需要受过训练的专职人员进行。血清ｓＩｇＥ抗体检

测相对灵敏度低，检测费用高，难于大范围推广。因此，寻找一

种方便、快速、经济、特异度高的 ＡＲ早期诊断方法显得尤为

重要。

蛋白质组学技术是继基因组后的一种高通量的研究方法，

近年来广泛应用于人类疾病研究，运用蛋白质组学技术研究

ＡＲ患者鼻液中分泌蛋白组成，不仅能找出鼻液中蛋白的差异

表达并能将其分离鉴定，本研究应用蛋白质组学技术分析１０

例ＡＲ患者发病前后鼻腔灌洗液蛋白质成分的变化，筛选出６

种差异蛋白，通过与对照组的比较，初步确认为 ＡＲ的相关

蛋白。

ＡＲ是患者接触变应原后主要由ＩｇＥ介导的，并有多种免

疫活性细胞如肥大细胞、嗜碱性粒细胞、嗜酸性粒细胞、淋巴细

胞和细胞因子参与的鼻黏膜非感染性炎性疾病，常有黏膜上皮

细胞变性、杯状细胞增多、炎性细胞浸润、血管通透性增加、分

泌亢进等改变。ＡＲ患者鼻液中的细胞因子、免疫因子其种类

和数量在发病前后会有明显改变［５］。乳铁蛋白在人类呼吸道

黏膜下腺体及其分泌物中广泛存在，同时也存在于中性粒细胞

颗粒中［６］，具有参与铁的转运、促进细胞生长、广谱抗菌、抗氧

化、抗炎、调节免疫系统等多种生物学功能［７８］。本研究发现，

ＡＲ患者在接受过敏原刺激后在其鼻腔液中乳铁蛋白表达明

显上调，而另有文献报道在ＡＲ患者血液中乳铁蛋白水平却较

健康人低［４］。这一发现说明乳铁蛋白参与鼻黏膜的过敏性炎

性反应，起到防御作用，可考虑将其列为 ＡＲ的新型生物标

志物。

ＰＬＵＮＣ家族蛋白是另一类呼吸道特殊的分泌蛋白，是一

种新型的呼吸道防御分子，已有研究发现其具有抵抗细菌、类

·８２０３· 国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２２



原体、病毒作用［９１０］。Ｇｈａｆｏｕｒｉ等
［６］发现吸烟患者鼻腔灌洗液

中ＰＬＵＮＣ蛋白水平较非吸烟者低。Ｌｉｎｄａｈｌ等
［１１］发现在职

业性刺激性化学物接触者，鼻分泌物中ＰＬＵＮＣ水平较健康人

低。本研究中，有８例ＡＲ患者在过敏原刺激后ＰＬＵＮＣ蛋白

表达下调（下调率８０％），这与Ｇｈａｆｏｕｒｉ等
［１２］的研究结果较一

致，具体机制有待进一步研究。ＡＰＯＡ１主要存在于血浆及乳

糜微粒中，参与脂代谢及信号传导作用，有研究发现 ＡＰＯＡ１

具有抑制ＩＬ１、ＩＬ８等因子抑制中性粒细胞功能的作用
［１３］，亦

有研究显示在学龄儿童体内 ＡＰＯＡ１水平升高与过敏性哮喘

关系密切［１４］。本研究发现，在接受变应原刺激后，ＡＲ患者鼻

液中ＡＰＯＡ１表达升高，说明 ＡＲ患者发病时血管通透性升

高，但ＡＰＯＡ１在ＡＲ中的作用尚不明确。

α抗胰蛋白酶是具有蛋白酶抑制作用的一种急性时相反

应蛋白，它不仅作用于胰蛋白酶，同时也作用于糜蛋白酶、尿激

酶、胶原酶、弹性蛋白酶、纤溶酶和凝血酶等，与这些酶结合，抑

制其活性，从而增加细胞生物膜稳定性，起到抗炎、防御作用。

本研究发现，在ＡＲ患者接受过敏原刺激后，其鼻腔灌洗液中

α抗胰蛋白酶表达上调，说明α抗胰蛋白酶在 ＡＲ患者鼻黏膜

中具有保护上皮细胞、减少黏膜损伤作用，是 ＡＲ急性发病的

一种自我防御、修复作用。

结合珠蛋白是肝脏合成的一种糖蛋白，分布在血清中，与

游离血红蛋白结合成稳定的复合物，被单核巨噬细胞系统吞

噬、降解，从而减少游离血红蛋白。结合珠蛋白同时又是一种

急性期时相反应蛋白。当机体处于应激状态时，血液中的结合

珠蛋白明显增多。本研究中，在受过敏原刺激后的ＡＲ患者鼻

液中，结合珠蛋白表达明显上调，但其具体机制及生物学功能

尚不明确，推测可能与急性反应及血管通透性增加有关。

本研究采用蛋白质组学技术方法筛选出 ＡＲ患者在受过

敏原刺激后鼻腔灌洗液的差异表达蛋白，初步探索了ＡＲ的生

物标记物，以期能为开发特异度高、快捷、经济的ＡＲ早期诊断

方法提供依据。
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