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  摘 要:目的 应用同位素标记相对和绝对定量技术(iTRAQ)与纳升液相色谱-串联质谱(Nano
 

LC-MS/
MS)技术分析类风湿关节炎(RA)患者血清差异表达蛋白。方法 收集44例早期RA患者及50例健康体检者

血清标本,采用iTRAQ联合Nano
 

LC-MS/MS对差异表达蛋白进行筛选与生物信息学分析。结果 质谱鉴定

分析共鉴定差异表达蛋白113种,呈上调趋势的41种,呈下调趋势的72种。KEGG通路分析,发现差异表达

蛋白主要富集于补体和凝血级联反应、金黄色葡萄球菌感染等12条KEGG通路。通过STRING蛋白-蛋白相

互作用网络分析发现,AHSG、FN1等蛋白是蛋白-蛋白相互作用网络的关键节点,是研究RA机制的候选蛋白。
结论 通过iTRAQ和蛋白质组学技术成功得到了早期RA血清差异表达蛋白,为早期RA的诊断及其发病机

制分析提供了理论依据。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

differentially
 

expressed
 

proteins
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA)
 

by
 

isobaric
 

tags
 

for
 

relative
 

and
 

absolute
 

quantitation
 

technology
 

(iTRAQ)
 

connected
 

with
 

Nano
 

LC-MS/MS
 

technology.Methods Serum
 

differential
 

proteins
 

were
 

screened
 

and
 

analyzed
 

in
 

44
 

early
 

RA
 

patients
 

and
 

50
 

healthy
 

people
 

by
 

iTRAQ
 

combined
 

with
 

Nano
 

LC-MS/MS.Results A
 

total
 

of
 

113
 

differ-
entially

 

expressed
 

proteins
 

were
 

identified,41
 

types
 

were
 

up-regulated
 

and
 

72
 

types
 

were
 

down-regulated.
KEGG

 

pathway
 

analysis
 

were
 

performed
 

for
 

differentially
 

expressed
 

proteins,the
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

dif-
ferential

 

proteins
 

were
 

mainly
 

concentrated
 

in
 

KEGG
 

pathways
 

including
 

Staphylococcus
 

aurers
 

infection
 

by
 

supplementation
 

and
 

coagulation
 

cas
 

cade.STRING
 

analysis
 

showed
 

that
 

AHSG,FN1
 

and
 

some
 

other
 

proteins
 

were
 

the
 

key
 

nodes
 

of
 

PIP
 

network,and
 

they
 

were
 

candidate
 

proteins
 

for
 

studying
 

RA
 

mechanisms.Conclusion The
 

serum
 

differential
 

proteins
 

of
 

RA
 

have
 

been
 

obtained
 

successfully
 

by
 

iTRAQ
 

connected
 

with
 

proteomics
 

tech-
nology,which

 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

pathogenesis
 

of
 

RA.
Key

 

words:rheumatoid
 

arthritis; proteomics; isobaric
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for
 

relative
 

and
 

absolute
 

quantitation
 

tech-
nology

  类风湿关节炎(RA)是一种慢性全身性自身免疫

性疾病,以关节滑膜炎为特征。早诊断、早治疗对有

效预防关节破坏的进展,及时控制病情,并改善预后

具有重要意义[1-3]。本研究利用同位素标记相对和绝

对定量技术(iTRAQ)联合纳升液相色谱-串联质谱

(Nano
 

LC-MS/MS)技术,对早期RA患者血清中的
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蛋白质进行鉴定和相对定量分析,并用生物信息学工

具对生物学过程、细胞定位、分子功能、参与的信号通

路进行富集分析。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将浙江省立同德医院2017年8月

至2018年1月收治的44例早期RA患者作为病例

组,男17例,女27例;平均(56.97±16.57)岁;所有

患者均符合2010年欧洲抗风湿病联盟(EULAR)联
合美国风湿病学会(ACR)发布的RA诊断标准;病程

小于6个月,且未服用过抗风湿药物。选择同期浙江

省立同德医院50例体检健康者纳入对照组;男20
例,女30例;平均(51.26±13.06)岁;排除肝功能损

伤、肾功能损伤、自身免疫性疾病、肿瘤、感染及传染

病者,排除查体或血生化检查有异常者。本研究获得

浙江省立同德医院医学伦理管理委员会批准后进行。
1.2 仪器与试剂 液相色谱仪(岛津LC-20AD)、液
相 色 谱 仪 (Thermo

 

Dionex
 

Ultimate
 

3000
 

RSLC
 

nano,二维)、质谱仪(Thermo
 

Scientific
 

Q
 

Exactive)、
冷冻离心机(湘仪,H2050R)、超声仪(新芝生物,LTD

 

JY96-ⅡN)、酶标仪(TECAN
 

SUNRISE)。血清高丰

度蛋白去除试剂盒(Sigma,批号:PROTBA-1KT)、丙
酮(Thermo

 

Fisher)、BCA
 

蛋白水平测定试剂盒(碧云

天生物,批号:P0010S)、iTRAQ
 

试剂盒(ABSciex,批
号:4381664);10K超滤管(Pall,批号:OD010C33)、三
乙胺-碳酸缓冲液(TEAB,Sigma,批号:T418)、胰酶

(Promega,批号:V5280)、甲酸(Fluka,批号:14265)、
乙腈(Thermo

 

Fisher,批号:A998-4)、甲酸铵(Sigma,
批号:516961)、放射免疫沉淀法(RIPA)强裂解液(碧
云天生物,批号:P0013B)、蛋白酶抑制剂(PMSF,凯
基生物,批号:KGP610)。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 取所有研究对象用于生化检验的

血清标本100
 

μL,-80
 

℃保存备用。
1.3.2 蛋白提取 按照血清高丰度蛋白去除试剂盒

说明书,去除血清中的高丰度蛋白后加入4倍体积丙

酮,-20
 

℃沉 淀 过 夜。将 沉 淀 得 到 的 蛋 白4
 

℃、
12

 

000
 

r/min离心20
 

min,去掉上清,晾干,-80
 

℃保

存备用。BCA法定量检测蛋白质水平。
1.3.3 蛋白酶解、标记 蛋白定量检测后取200

 

μg
蛋白溶液置于离心管中;按iTRAQ

 

试剂盒说明书操

作,得到100
 

μL酶解后的样品。分别用iTRAQ试剂

114、116进行标记后,混合,真空干燥。
1.3.4 液相分离 将标记后的多肽混匀上样,进行

第一维分析,根据峰型和时间共收取24个组分,用
50%三氟乙酸(TFA)酸化,真空干燥后,进行第二维

液 相 色 谱-串 联 质 谱 分 析。色 谱 柱 流 动 相 A:20
 

mmol/L甲酸胺,pH值为10。流动相B:20
 

mmol/L
甲酸胺,80%乙腈,pH 值为10。流速:200

 

μL/min。
紫外检测波长:214

 

nm/280
 

nm。
1.3.5 质谱鉴定 肽段用含2%乙腈、

 

0.1%甲酸样

品溶解液溶解,振荡涡旋,4
 

℃,13
 

500
 

r/min
 

离心20
 

min,取上清液转至上样管中,进行质谱鉴定,分离后

的肽段进行在线分析,并将质谱原始数据转化成 mfg
文件,利用AB

 

Sciex
 

的检索软件ProteinPilotTM
 

Soft-
ware4.5进行检索,比对鉴定。
1.3.6 生物信息学分析 将各组差异表达蛋白在

UniProt数据库中进行比对,并利用 UniProt数据库

中蛋白序列进行GO注释,对差异表达蛋白进行基于

GO的细胞定位、分子功能和生物学过程进行富集分

析。对差 异 表 达 蛋 白 进 行
 

KEGG(http:/
 

/www.
Kegg.jp/kegg/pathway.html)生物学通路富集分析。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计分析,呈正态分布的计量资料以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 质谱鉴定分析结果 本研究共鉴定到343种蛋

白,以差异倍数大于1.30或小于0.77,P<0.05为差

异表达蛋白。共检测差异表达蛋白113种,包含呈上

调趋势的蛋白41种和呈下调趋势的蛋白72种,差异

倍数较大的20种蛋白见表1。
表1  差异倍数较大的20种呈上调或下调趋势的蛋白

蛋白 蛋白ID 差异倍数(倍) P

上调

 CRP P02741 16.50
 

0.02
 

 SAA1 P0DJI8 5.02
 

<0.001
 

 IGHG1 P01857 4.00
 

0.03
 

 PZP P20742 3.48
 

0.01
 

 FGG P02679 3.39
 

<0.001
  

 S100A9 P06702 3.18
 

<0.001
  

 TAGLN2 P37802 3.12
 

0.01
 

 SAA2 P0DJI9 3.11
 

<0.001
  

 LRG1 P02750 2.75
 

0.01
 

 ARHGDIB P52566 2.71
 

0.03
 

下调

 AHSG P02765 0.29
 

<0.001
  

 APOC1 P02654 0.32
 

<0.001
  

 IGHD P01880 0.43
 

<0.001
  

 GC P02774 0.47
 

0.01
 

 ARAP1 Q96P48 0.48
 

<0.001
  

 ITIH2 P19823 0.49
 

<0.001
  

 GSN P06396 0.49
 

<0.001
  

 C5 P01031 0.50
 

0.01
 

 CLU P10909 0.50
 

<0.001
  

 FCN3 O75636 0.50
 

<0.001
 

2.2 GO富集分析 通过GO富集分析,筛选出差异

表达蛋白主要的细胞定位、分子功能及参与的生物学

过程。这些差异表达蛋白主要定位在血液微粒、胞质

囊泡腔、囊腔等结构,见图1。这些差异表达蛋白的分

·7291·国际检验医学杂志2020年8月第41卷第16期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,August
 

2020,Vol.41,No.16



子功能主要包括肝素结合、肽酶活性调节、糖胺聚糖

结合等,见图2。这些差异表达蛋白主要参与蛋白质

活化级联反应、急性炎性反应、凝血调节等生物学过

程,见图3。

  注:1为血液微粒;2为胞质囊泡腔;3为囊腔;4为分泌颗粒腔;5
为血小板α颗粒;6为脂蛋白颗粒;7为蛋白质-脂蛋白复合物;8为细胞

外基质;9为内质网内腔;10为内吞小泡。

图1  差异表达蛋白细胞定位分析

  注:1为肝素结合;2为肽酶活性调节;3为糖胺聚糖结合;4为肽酶

活性抑制;5为硫化合物结合;6为内肽酶活性调节;7为酶活性抑制;8
为丝氨酸型内肽酶活性;9为细胞黏附分子结合;10为内肽酶活化。

图2  差异表达蛋白分子功能分析

2.3 KEGG通路分析 将差异表达蛋白进行KEGG
通路分析,发现这些蛋白主要富集于补体和凝血级联

反应、金黄色葡萄球菌感染等12条
 

KEGG
 

通路,见
表2。
2.4 STRING蛋白-蛋白相互作用网络分析 通过

STRING蛋白-蛋白相互作用网络分析发现,一些差

异表达蛋白和其他差异表达蛋白间存在广泛的相互

作用,即在蛋白-蛋白相互作用网络中起到关键作用,
在差异表达蛋白中具有关键作用的蛋白有 AHSG、
FN1、ITIH3、PLG、PROS1、SERPINC1、F2、FGG、
CLU、SEPP1等,在网络中与多个差异表达蛋白发生

相互作用,是网络的关键节点,是研究RA机制的候

选蛋白。

  注:1为蛋白质活化级联反应;2为急性炎性反应;3为凝血调节;4
为创伤愈合调控;5为体液免疫应答;6为蛋白质加工;7为纤溶调节;8
为补体激活;9为细胞外结构排列;10为细胞与底物黏附的调节。

图3  差异表达蛋白主要参与物生物学过程分析

表2  差异表达蛋白KEGG通路分析

KEGG
 

通路 P 蛋白数量(种) 差异表达蛋白

补体和凝血级联反应 1.78E-22 15
C1R、C1S、C5、C7、C9、CLU、F2、F11、F12、CFH、

PLG、VWF、KNG1、SERPINC1、FGA

金黄色葡萄球菌感染 3.04E-06 5 C1R、C1S、C5、CFH、PLG

疟疾 2.75E-05 5 HBA1、HBA2、HBB、THBS1、VCAM1

百日咳 2.29E-04 4 C1R、C1S、C4BPB、C5

胆固醇代谢 4.81E-04 4 APOC1、APOE、APOH、LCAT

黏着斑 9.07E-04 4 VWF、FN1、FLNA、THBS1

系统性红斑狼疮 2.89E-03 5 C1R、C1S、C5、C7、C9

ECM-受体相互作用 1.06E-02 4 FN1、THBS1、VTN、VWF

癌症与蛋白多糖 1.60E-02 3 FN1、FLNA、THBS1

肌动蛋白细胞骨架的调节 2.05E-02 4 FN1、F2、GSN、PFN1

生物素代谢 2.20E-02 1 BTD

白细胞经内皮细胞迁移 4.97E-02 2 CDH5、VCAM1

3 讨  论

  RA是一种自身免疫性疾病,其发病机制至今尚

未明确。目前,临床上诊断RA主要依靠免疫学检查

及影像学资料,然而疾病的发生往往先是功能和分子

标志物的变化,继而是形态学的改变。RA发病较隐

匿,早期的临床表现大多不典型,容易造成误诊、漏
诊,RA患者首次就诊时往往就已存在关节损伤,甚至

累及多器官[1-3]。因此,寻找能反映早期 RA疾病活

动情况的分子标志物,在患者出现关节功能异常之

前,监测RA的发展情况具有重要的临床意义。
蛋白质组学可以从细胞水平及整体水平来研究

蛋白质的组成、定位、表达水平、修饰及其动态变化规

律等,揭 示 蛋 白 质 功 能 与 细 胞 的 活 动 规 律[4-5]。
iTRAQ联合质谱的定量蛋白质组学技术具有高灵敏

度、标记效率高、高分辨率、样品兼容性好、重复性好等

独特优势[6-7],已广泛地应用于肿瘤[8-9]、阿尔兹海默

病[10]、骨性关节炎[11-12]等多种疾病中。
本研究应用iTRAQ联合Nano

 

LC-MS/MS技术
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筛选出早期RA患者与对照者之间具有明显差异的

蛋白113种,利用GO富集分析了这些差异表达蛋白

主要的细胞定位、分子功能及参与的生物学过程、主
要信号通路,并通过 KEGG通路注释进一步提取到

与差异表达蛋白相关的12条KEGG通路,这些结果

表明凝血纤溶系统、免疫系统、脂质代谢、细胞骨架重

建与早期RA的发病机制密切相关。凝血纤溶系统

异常是RA的特异性表现之一,RA患者体内存在凝

血系统及抗凝系统的失衡,并由此引发其他系统相关

疾病[13-14]。GO富集分析结果发现在凝血调节、纤溶

调节生 物 学 过 程 中 有 28 种 差 异 表 达 蛋 白 参 与。
KEGG通路分析结果发现,补体和凝血级联反应信号

通路的差异最大,有15种差异表达蛋白参与这一通

路,其中补体相关的差异表达蛋白也参与了金黄色葡

萄球菌感染、系统性红斑狼疮等通路。由此可见,凝
血纤溶系统的异常与免疫系统的异常密切相关。RA

 

患者多伴有血管炎性反应,这与免疫复合物沉积、纤
溶系统亢进、微循环障碍有关[15-16]。临床工作中在检

测炎症因子同时,也可以通过检测患者的凝血纤溶指标

来监测疾病的发展情况。KEGG通路分析结果表明早

期RA差异表达蛋白APOC1、APOE、APOH、LCAT
与胆固醇代谢相关,这也证实了RA患者疾病的炎性

反应与心血管疾病风险相关,RA疾病活动度升高有

可能增加冠状动脉疾病的发生风险[17-18]。因此,可以

通过检测 APOC1、APOE、APOH、LCAT等与胆固

醇代谢相关的指标反映疾病的相关情况,改善患者的

胆固醇代谢可以缓解RA疾病的发展,预防动脉硬化

的发生。
本研究通过STRING蛋白-蛋白相互作用网络分

析发现,AHSG、FN1等蛋白是RA发病机制的关键

节点。AHSG具有调理作用,可促进细胞内吞,与钙

离子和钡离子亲和力高,是具有影响骨矿化作用的蛋

白。研究表明AHSG可能在骨与软骨的发育中起重

要作用[19-20]。此外,AHSG与炎症因子的调控有关。
BRYLKA等[21]研究发现,AHSG减少可以引起机体

炎性反应,导致软骨病变。FN1在成骨细胞的代谢中

发挥着重要的作用,是成骨细胞在成骨过程中不可或

缺的蛋白[12,22]。本研究发现,黏着斑、ECM-受体相互

作用、癌症与蛋白多糖、肌动蛋白细胞骨架的调节等多

条信号通路与RA的发生、发展均存在密切关系。因

此,血清中AHSG和FN1蛋白可作为早期诊断RA的

候选生物标志物。
iTRAQ联合 Nano

 

LC-MS/MS技术通过比较、
分析疾病个体的差异表达蛋白,寻找疾病特异性的蛋

白质,为疾病的早期诊断与预后提供可能的新型标志

物,对疾病的预防、诊断、预后判断和疗效监测具有积

极作用,为设计新药物的分子靶点提供实验数据。
4 结  论

  本研究从差异表达蛋白质组学的角度出发,通过

iTRAQ结合Nano
 

LC-MS/MS技术成功得到了早期

RA血清差异表达蛋白,并对差异表达蛋白进行生物

信息学分析,为研究RA的发病机制提供了实验室数

据,也为RA的诊断和治疗提供了新思路,为寻找新

的监测疾病疗效的实验室指标提供了线索。
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