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  摘 要:目的 探讨1型糖尿病(T1DM)患者与健康者血浆外泌体中蛋白质组学的差异。方法 收集

T1DM患者与健康者血浆各6例,用试剂盒分离外泌体,提取蛋白,TMT标记后,采用高效液相色谱-质谱联用

鉴定T1DM患者与健康者血浆外泌体中蛋白表达的差异,并进行生物信息学分析。结果 共检测到可定量蛋

白质948个,并确定其中37个在T1DM患者血浆外泌体中表达上调,122个表达下调。差异表达的蛋白质涉

及多个生物进程,集中于凝血与补体级联反应、胆固醇代谢及沙门氏菌感染等信号通路。结论 鉴定出159个

在T1DM患者血浆外泌体表达具有差异的蛋白质,为进一步阐明T1DM发病机制及治疗靶点筛选提供了新的

候选分子。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

difference
 

of
 

plasma
 

exosomal
 

proteome
 

between
 

type
 

1
 

diabetes
 

mellitus
 

(T1DM)
 

patients
 

and
 

healthy
 

subjects.Methods Blood
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

6
 

T1DM
 

pa-
tients

 

and
 

6
 

healthy
 

subjects.Exosomes
 

were
 

isolated
 

from
 

plasma
 

and
 

protein
 

was
 

extracted.Quantitative
 

a-
nalysis

 

to
 

identify
 

the
 

difference
 

in
 

plasma
 

exosomal
 

protein
 

expression
 

was
 

performed
 

by
 

LC-MS
 

and
 

the
 

re-
sults

 

were
 

analysed
 

with
 

various
 

bioinformatic
 

tools
 

to
 

determine
 

changes
 

in
 

activity
 

features,subcellular
 

lo-
calization

 

and
 

cellular
 

functions
 

of
 

the
 

identified
 

proteins.Results Totally
 

948
 

quantifiable
 

protein
 

molecules
 

were
 

obtained.Among
 

them
 

37
 

were
 

up-regulated
 

in
 

T1DM,and
 

122
 

were
 

down-regulated.The
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

were
 

involved
 

in
 

multiple
 

biological
 

processes
 

and
 

clusted
 

on
 

complement
 

and
 

coagulation
 

cascades,cholesterol
 

metabolism,and
 

salmonella
 

infection
 

signaling
 

pathways.Conclusion The
 

identified
 

exo-
some

 

proteins
 

that
 

are
 

differentially
 

expressed
 

in
 

T1DM
 

may
 

help
 

to
 

demonstrate
 

new
 

molecular
 

mechanisms
 

or
 

be
 

used
 

as
 

early
 

diagnosis
 

biomarkers
 

for
 

T1DM
 

disease.
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  糖尿病在我国已成为继肿瘤和心脑血管疾病的

第三大威胁人民身体健康的慢性非传染性疾病[1]。
其中1型糖尿病(T1DM),又被称为胰岛素依赖型糖

尿病,是由于机体胰腺中的β细胞被大量破坏,导致

胰岛素分泌严重不足而引起的一种代谢性疾病[2]。
T1DM起病急,患者容易发生酮症酸中毒[3],必须用

胰岛素治疗才能获得满意疗效,否则将危及生命。外

泌体是由细胞中内出芽形成的多囊泡内体与细胞膜

融合后向细胞外分泌的具有脂质双层膜的微小囊

泡[4],内含有多种生物大分子,如脂质、核酸和蛋白质

等。这些生物大分子能及时反映出患者疾病的动态

变化,生物大分子也是外泌体在细胞间进行信息交流

和物质交换的基础。外泌体的检测在各个领域有着

广泛的应用前景,例如:辅助用药及疗效监控等[5]。
近年来外泌体研究受到广泛关注,外泌体检测也有望

为T1DM患者的诊断提供新的生物学标志物和作为
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辅助治疗的工具[6]。本研究利用高效液相色谱-质谱

联用技术检测了T1DM 患者和健康者血浆外泌体中

的蛋白质,分析了两组人群间具有表达差异的蛋白

质,以及这些差异蛋白可能的生物学功能,旨在为后

续T1DM的发病机制研究,以及早期诊断或疗效监控

筛选出新的候选分子。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2018年6月15日至2018年12
月31日于深圳市坪山区人民医院住院的T1DM患者

(T1DM组)与健康体检者(对照组)纳入研究,纳入研

究者知情同意后,采静脉血(10
 

mL)置于血液收集管

中(含EDTA),2
 

h内分离静脉血血浆,冷冻离心机调

至4
 

℃,4
 

000
 

r/min,离心15
 

min,离心后取上层血浆

于-80
 

℃保存。筛选出无传染性病毒感染和既往病

史的患者血液标本。共收集到T1DM 患者血浆标本

6例,健康者血浆标本6例。
1.2 仪器与试剂 外泌体分离试剂盒购于IZON公

司;BCA试剂盒、TMT试剂盒购于Thermofisher公

司;蛋白酶抑制剂购于 Calbiochem 公司;碘代乙酰

胺、二硫苏糖醇、尿素和三乙基碳酸氢铵购于Sigma
公司;胰 酶 购 于 Promega公 司;乙 腈 购 于 Fisher

 

Chemical公司;Strata
 

X
 

C18固相萃取小柱购于Phe-
nomenex公司;液相色谱柱 Agilent

 

300
 

Extend
 

C18
购于Agilent公司。
1.3 方法

1.3.1 血浆外泌体蛋白提取 血浆标本从-80
 

℃取

出,于4
 

℃,12
 

000×g,离心15
 

min,上清液转移至新

的离心管,0.22
 

μmol/L微孔滤膜过滤后,按试剂盒

说明书分离外泌体。然后加入终浓度为8
 

mol/L的

尿素以及蛋白酶抑制剂超声裂解,利用BCA试剂盒

进行蛋白浓度测定。
1.3.2 蛋白标本制备 将二硫苏糖醇加入制得的蛋

白溶液中,使终浓度为5
 

mmol/L后,放置于56
 

℃还

原30
 

min。加入碘代乙酰胺使其终浓度为11
 

mmol/
L,于室温避光孵育15

 

min。随后稀释标本的尿素浓

度至低于2
 

mol/L。以胰酶和蛋白1∶50的质量比例

加入胰酶后,放置于37
 

℃酶解过夜。过夜后,以胰酶

和蛋白1∶100的质量比例加入胰酶,于室温继续酶

解4
 

h。将酶解后的肽段使用Strata
 

X
 

C18除盐后进

行真空冷冻干燥。将肽段使用0.5
 

mol/L三乙基碳

酸氢铵溶解,使用 TMT试剂盒,按照说明书标记肽

段。使用高pH 反向高效液相色谱的方法分级标记

后的肽段,色谱柱为5
 

μm 粒径,4.6
 

mm
 

内径,250
 

mm长的Agilent
 

300
 

Extend
 

C18。肽段分级梯度设

置为8%~32%乙腈、pH设置为9,60
 

min分离60个

组分,随后将60个组分合并为9个,合并后的组分进

行真空冷冻干燥,进行后续操作。
1.3.3 高效液相色谱-质谱联用分析 使用EASY-
nLC

 

1200超高效液相系统分离经过液相色谱流动相

A相溶解后的肽段。流动相A含0.1%甲酸和2%乙

腈的水溶液;流动相B含0.1%甲酸和90%乙腈的水

溶液。液相梯度设置为0~60
 

min,10%~22%B;
60~82

 

min,22%~35%B;82~86
 

min,35%~80%
B;86~90

 

min,80%B,流速维持在400
 

nL/min。使

用超高效液相系统分离肽段,后注入NSI离子源中电

离进行Orbitrap
 

Fusion
 

Lumos质谱分析。设置离子

源电压为2.0
 

kV,检测分析肽段母离子及其二级碎片

都使用高分辨的 Orbitrap。设置一级质谱扫描范围

为350~1
 

550
 

m/z,设置扫描分辨率为60
 

000;固定

二级质谱扫描范围起点为100
 

m/z,设置二级扫描分

辨率为30
 

000。在一级扫描后选择信号强度最高的

前10肽段母离子依次进入HCD碰撞池,进行能量碎

裂。依次进行二级质谱分析。设置自动增益控制

(AGC)为5E4,设置信号阈值为5E4,设置最大注入

时间为70
 

ms,设置串联质谱扫描的动态排除时间为

30
 

s,避免母离子的重复扫描从而提高质谱有效利

用率。
1.3.4 数据库搜索 二级质谱数据使用 Maxquant
(v1.5.2.8)进行检索。检索参数设置为数据库:Hu-
man_SwissProt_1808(II0387条序列),添加反库以计

算随机匹配造成的假阳性率(FDR),并且在数据库中

加入了常见的污染库,用于消除鉴定结果中污染蛋白

的影响;设置酶切方式为Trypsin/P;设置漏切位点数

为2;设置肽段最小长度为7个氨基酸残基;设置肽段

最大修饰数为5;设置First
 

search和 Main
 

search的

一级母离子质量误差容忍度分别为20
 

ppm 和5
 

ppm,二级碎片离子的质量误差容忍度为相对分子质

量0.02×103。设置半胱氨酸烷基为固定修饰,可变

修饰为甲硫氨酸的氧化,蛋白N端的乙酰化,脱酰胺

化(NQ)。设置定量方法为TMT-10plex,蛋白鉴定、
肽段谱图匹配(PSM)鉴定的FDR都为1%。
1.3.5 蛋白差异表达分析 选择质谱分析中获得的

可定量蛋白进行多次全蛋白定量重复实验。计算

T1DM组和对照组平均值的比值,该比值作为两组最

终的差异表达量,计算两组该蛋白水平比较的P 值。
1.3.6 生物信息学分析 分别使用InterProScan、
KAAS、KEGG

 

Mapper、Wolfpsort、Perl
 

module、
Blast、R

 

package
 

networkD3等软件对差异蛋白进行

蛋白注释、功能分类、功能富集分析、聚类分析及蛋白

相互作用分析。
1.4 统计学处理 每组各个标本的相对定量值以2
为底数取对数值(以使得数据符合正态分布),然后用

双样本双尾t检验方法计算P 值。当P<0.05时,差
异表达量大于1.2为显著上调,小于1/1.2为显著

下调。
2 结  果

2.1 T1DM外泌体差异表达蛋白 经质谱分析和蛋

白理论数据搜库后,得到有效谱图数为41
 

569。通过
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谱图解析共鉴定到9
 

779条特异性肽段,共得到1
 

146
个蛋白,其中948个可用于定量。经多次重复实验得

到每个标本的定量值后,发现T1DM组相对于对照组

表达上调的蛋白数为37,下调的为122,见图1。

图1  血浆外泌体差异表达蛋白定量火山图

2.2 差异表达蛋白的功能分类 对差异表达进行功

能分类后,发现这些差异表达的蛋白质主要集中于单

一生物进程、生物调控、细胞进程及应激反应等生物

进程;细胞器、细胞、细胞外区域等细胞组成;分子间

相互捆绑及应激等分子功能,见图2。并且在亚细胞

结构定位也主要集中于细胞外基质、细胞质和细胞

核,见图3。差异表达蛋白在COG/KOG功能分类中

的分布集中于细胞骨架、翻译后修饰及信号转导等,
见图4。

图2  差异表达蛋白在GO二级分类中统计分布图

图3  差异表达蛋白的亚细胞结构定位分布图
 

图4  差异表达蛋白的COG/KOG功能分类分布图

2.3 差异表达蛋白KEGG通路分析 通过2.2鉴定

出的全体蛋白及筛选出的差异表达蛋白,将差异蛋白

进行KEGG通路的富集分析,见图5。差异蛋白主要

集中于凝血与补体级联反应、胆固醇代谢及沙门氏菌

感染等信号通路。

  注:圆圈大小代表富集程度。

图5  差异表达蛋白在KEGG通路中富集分布气泡图

3 讨  论

  研究发现包括细胞质蛋白、膜蛋白、高尔基体相

关蛋白和内质网相关蛋白在内的超过4
 

600种蛋白质

与外泌体有关[7-8]。外泌体中最常被鉴定的蛋白质有

膜转运蛋白、融合蛋白、热休克蛋白、四跨膜蛋白超家

族成员tetraspanins,多泡体生物合成相关蛋白、细胞

骨架蛋白等[9-10],同时外泌体中也存在着与代谢相关

的酶类、信号转导蛋白、载体蛋白和组织相容性抗

原[11]。近年来越来越多的研究发现,外泌体中的蛋白

能够作为生物靶点[12],并且检测蛋白表达也可以反映

疾病进程[13]。对血浆外泌体蛋白质的分析为T1DM
的组织学研究提供补充,也为临床筛选出T1DM用于

诊断、预后及分型的分子靶点做出了贡献。
近年来,高效液相色谱-质谱联用这一技术的使用

让定量蛋白质组学取得了长足进步,也加速了科学家

对于外泌体的了解,更为筛选外泌体来源的分子靶点
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提供了新的方向。本研究一共鉴定到1
 

146个蛋白

质,其中948个蛋白质包含定量信息。本课题组发

现,相较于对照组,T1DM患者血浆外泌体中有37个

蛋白表达发生上调,122个蛋白表达发生下调。
首先,本课题组对差异表达蛋白进行了功能分

类,发现这些差异表达的蛋白质广泛参与了各个生物

进程,并且定位于多个亚细胞结构中。另外,这些蛋

白在细胞内发挥着不同的功能,参与到各种分子信号

通路中。为检测差异表达蛋白在某些功能类型上富

集趋势的显著性,本课题组对这些差异表达蛋白进行

KEGG通路富集分析。KEGG途径包括代谢、遗传信

息处理、环境信息处理、细胞过程、人类疾病、药物开

发等,是探索已知分子间相互作用的桥梁[14]。研究发

现,差异蛋白主要集中于凝血与补体级联反应、胆固

醇代谢及沙门氏菌感染等信号通路。这与T1DM 发

病机制方面的研究相符合。目前,关于T1DM发病机

制的研究主要集中于自身免疫系统缺陷、遗传因素及

病毒感染等[15]。
4 结  论

  本研究为进一步阐明T1DM 发病机制提供了参

考方向,并为T1DM的早期诊断提供了一些新的候选

分子。

参考文献

[1] 中国疾病预防控制中心.1996-2000年国家糖尿病防治

规划纲要[J].中国慢性病预防与控制,1996,2(2):49-50.
[2] American

 

Diabetes
 

Association.Report
 

of
 

the
 

expert
 

com-
mittee

 

on
 

the
 

diagnosis
 

and
 

classification
 

of
 

diabetes
 

mel-
litus[J].Diabetes

 

Care,2003,26(Suppl
 

1):S5-S20.
[3] KROMPA

 

K,BARKA
 

I,MALARD
 

S,et
 

al.Ketosis
 

prone
 

diabetes
 

presenting
 

as
 

fulminant
 

type
 

1
 

diabetes
[J].Pan

 

Afr
 

Med
 

J,2018,31(1):38.
[4] RAPOSO

 

G,STOORVOGEL
 

W.Extracellular
 

vesicles:

exosomes,microvesicles,and
 

friends[J].J
 

Cell
 

Biol,

2013,200(4):373-383.
[5] HESSVIK

 

N
 

P,LLORENTE
 

A.Current
 

knowledge
 

on
 

exosome
 

biogenesis
 

and
 

release[J].Cell
 

Mol
 

Life
 

Sci,

2018,75(2):193-208.
[6] GARCIA-CONTRERAS

 

M,BROOKS
 

R
 

W,BOCCUZZI
 

L,et
 

al.Exosomes
 

as
 

biomarkers
 

and
 

therapeutic
 

tools
 

for
 

type
 

1
 

diabetes
 

mellitus[J].Eur
 

Rev
 

Med
 

Pharmacol
 

Sci,

2017,21(12):2940-2956.
[7] BANG

 

C,THUM
 

T.Exosomes:new
 

players
 

in
 

cell-cell
 

communication[J].Int
 

J
 

Biochem
 

Cell
 

Biol,2012,44(11):

2060-2064.
[8] MATHIVANAN

 

S,JI
 

H,SIMPSON
 

R
 

J.Exosomes:ex-
tracellular

 

organelles
 

important
 

in
 

intercellular
 

communi-
cation[J].J

 

Proteomics,2010,73(10):1907-1920.
[9] CONDE-VANCELLS

 

J,RODRIGUEZ-SUAREZ
 

E,EM-
BADE

 

N,et
 

al.Characterization
 

and
 

comprehensive
 

pro-
teome

 

profiling
 

of
 

exosomes
 

secreted
 

by
 

hepatocytes[J].J
 

Proteome
 

Res,2008,7(12):5157-5166.
[10]SUBRA

 

C,GRAND
 

D,LAULAGNIER
 

K,et
 

al.Exo-
somes

 

account
 

for
 

vesicle-mediated
 

transcellular
 

trans-
port

 

of
 

activatable
 

phospholipases
 

and
 

prostaglandins
[J].J

 

Lipid
 

Res,2010,51(8):2105-2120.
[11]BEACH

 

A,ZHANG
 

H
 

G,RATAJCZAK
 

M
 

Z,et
 

al.Exo-
somes:an

 

overview
 

of
 

biogenesis,composition
 

and
 

role
 

in
 

ovarian
 

cancer[J].J
 

Ovarian
 

Res,2014,7(1):14.
[12]KAWAKAMI

 

K,FUJITA
 

Y,KATO
 

T,et
 

al.Integrin
 

β4
 

and
 

vinculin
 

contained
 

in
 

exosomes
 

are
 

potential
 

markers
 

for
 

progression
 

of
 

prostate
 

cancer
 

associated
 

with
 

taxane-
resistance[J].Int

 

J
 

Oncol,2015,47(1):384-390.
[13]BEI

 

Y,YU
 

P,CRETOIU
 

D,et
 

al.Exosomes-based
 

bio-
markers

 

for
 

the
 

prognosis
 

of
 

cardiovascular
 

diseases[J].
Adv

 

Exp
 

Med
 

Biol,2017,998(1):71-88.
[14]MANYAM

 

G,BIRERDINC
 

A,BARANOVA
 

A.KPP:

KEGG
 

pathway
 

painter[J].BMC
 

Syst
 

Biol,2015,9(Sup-
pl

 

2):S3.
[15]PYRLIS

 

F,BROWN
 

F,EKINCI
 

E.Recent
 

advances
 

in
 

management
 

of
 

type
 

1
 

diabetes[J].Aust
 

J
 

Rural
 

Health,

2019,48(5):256-261.

(收稿日期:2019-07-24 修回日期:2019-10-25)

(上接第587页)
[17]卢姣云,张清媛.CDK4/6抑制剂在抗肿瘤免疫中的研究

进展[J].肿瘤学杂志,2019,14(3):1-5.
[18]BI

 

L,ZHOU
 

B,LI
 

H,et
 

al.A
 

novel
 

miR-375-HOXB3-
CDCA3/DNMT3B

 

regulatory
 

circuitry
 

contributes
 

to
 

leu-
kemogenesis

 

in
 

acute
 

myeloid
 

leukemia[J].BMC
 

cancer,

2018,18(1):182-189.
[19]GREEN

 

D
 

S,HUSAIN
 

S
 

R,JOHNSON
 

C
 

L,et
 

al.Com-
bination

 

immunotherapy
 

with
 

IL-4
 

pseudomonas
 

exotoxin
 

and
 

IFN-α
 

and
 

IFN-γ
 

mediate
 

antitumor
 

effects
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

human
 

ovarian
 

cancer[J].Im-
munotherapy,2019,11(6):483-496.

[20]SHI
 

P,ZHANG
 

S,ZHU
 

L,et
 

al.The
 

third-generation
 

EGFR
 

inhibitor,osimertinib,promotes
 

c-FLIP
 

degrada-
tion,enhancing

 

apoptosis
 

including
 

TRAIL-induced
 

apop-
tosis

 

in
 

NSCLC
 

cells
 

with
 

activating
 

EGFR
 

mutations
[J].Transl

 

Oncol,2019,12(5):705-713.
[21]杨宣琴,王晓娟,步鹏,等.食管鳞状细胞癌中异黏蛋白和

细胞周期蛋白D1的表达及其临床意义[J].肿瘤研究与

临床,2017,29(1):20-22.
[22]YU

 

J,LI
 

S,QI
 

J,et
 

al.Cleavage
 

of
 

GSDME
 

by
 

caspase-3
 

determines
 

lobaplatin-induced
 

pyroptosis
 

in
 

colon
 

cancer
 

cells[J].Cell
 

Death
 

Dis,2019,10(3):193-199.

(收稿日期:2019-07-22 修回日期:2019-10-26)

·195·国际检验医学杂志2020年3月第41卷第5期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,March
 

2020,Vol.41,No.5


