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应用ｉＴＲＡＱＭＲＭＲ语言策略筛选膀胱尿路上皮癌尿液差异蛋白

王琳瑶１，李常颖２，李建民２，李宏杰１　　０６３２１０河北 唐山，华北理工大学基础医学院，河北省慢性疾病重点实验
室１；３００２１１天津，天津医科大学第二医院天津市泌尿外科研究所肿瘤免疫室２

　　［摘要］　目的　构建膀胱尿路上皮癌（ｂｌａｄｄｅｒｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＢＵＣ）尿液差异蛋白数据集，筛
选核心差异蛋白并初步验证。方法　于２０１５年１月至２０１６年１１月在天津医科大学第二医院泌尿外
科住院病房，采集膀胱上皮癌患者术前尿液标本７８例，其中男性 ５５人，女性 ２３人，年龄（６８．９±６．６）
岁。同时收集５１例健康志愿者尿液标本用于对照组分析，其中男性 ３４人，女性 １７人，年龄（６０．６±
１１．０）岁。采用同位素相对标记和绝对定量技术（ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，
ｉＴＲＡＱ）对ＢＵＣ组混合尿液样本４例和对照组混合尿液样本２例，共６例尿液混合标本进行比较蛋白质
组学研究，找出两组间的尿液差异蛋白，选取差异倍数前２０的差异蛋白进行质谱多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）技术验证；应用Ｒ语言ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ包等进行差异蛋白的京都基因与基因组
百科全书（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析、应用Ｒ语言的ｏｒｇ．Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ包等
进行基因本体（Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析，初步选取有意义的差异蛋白，构建ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集。
应用Ｒ语言绘制蛋白间相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）图，筛选核心差异蛋白。用酶联免疫
吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）验证核心差异蛋白在尿液中的差异存在。
结果　通过分析得到１０１个ＢＵＣ尿液差异蛋白，其中３７个蛋白表达上调，６４个蛋白表达下调。ＭＲＭ
检测到１０个差异蛋白；ＫＥＧＧ分析显示差异蛋白显著富集在其他聚糖降解，补体和凝血级联这两个代
谢通路，包含１１个差异蛋白；ＧＯ分析显示差异蛋白主要参与细胞黏附分子结合、羧酸结合、有机酸结
合、糖胺聚糖结合、肽链内切酶激活等生物过程，涉及５４个差异蛋白；三者共同构成ＢＵＣ尿液差异蛋白
数据集，包括６９个蛋白。通过蛋白互作分析筛选出 ＡＰＯＥ和 ＡＰＯＡ４为核心差异蛋白。ＥＬＩＳＡ结果显
示：ＢＵＣ组和对照组的ＡＰＯＥ平均浓度分别为０．５５和０．３０ｐｇ／ｍＬ。ＢＵＣ组和对照组的ＡＰＯＡ４平均浓
度分别为３．３３和７．０１ｎｇ／ｍＬ。与对照组相比，ＢＵＣ组尿液中 ＡＰＯＥ和 ＡＰＯＡ４浓度均增高，差异有统
计显著性（Ｐ＜０．０５）。结论　应用 ｉＴＲＡＱＭＲＭＲ语言策略可以辅助构建 ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集，
并进一步筛选出核心差异蛋白，为ＢＵＣ的诊断及治疗提供新的靶点。
　　［关键词］　ｉＴＲＡＱ；ＭＲＭ；Ｒ语言；ＫＥＧＧ富集分析；ＧＯ富集分析；蛋白质相互作用
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ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＢＵＣｕｒｉｎａｒｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｓｅｔ，ａｎｄｆｕｒｔｈｅｒｓｃｒｅｅｎｏｕｔｔｈｅｃｏｒｅＤＥＰｓ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｎｅｗ
ｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＢＵＣ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ；ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ；

Ｒｌａｎｇｕａｇｅ；ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ；ＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎｏｆＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｈ２０１５２０９１６４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＨｏｎｇｊｉｅ，Ｅｍａｉｌ：１９８０４０６８４７＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　膀胱尿路上皮癌（ｂｌａｄｄｅｒｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＢＵＣ）是膀胱癌中最常见的类型，具有高发病率、高复
发率和高病死率的临床特征，严重威胁着患者的健康

与生命。肿瘤标志物监测作为一种简便，无创，快捷的

检测手段，广泛应用于肿瘤筛查、诊断、预后评估、疗效

监测、复发预测等领域；而比较蛋白质组学研究被认为

是发现肿瘤标志物的有效手段［１］。近年来同位素标

记相对和绝对定量 （ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄ
ａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）技术由于其高通量高定
量精度的优点，被广泛应用于多种疾病的比较蛋白质

组学研究中［２］。本研究采用 ｉＴＲＡＱ技术对 ＢＵＣ患者
和对照组的尿液标本进行比较蛋白质组学研究，应用

质谱多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）
技术对部分差异蛋白进行验证，并使用 Ｒ语言进行生
物信息学分析，构建ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集。通过

蛋白互作网络分析进一步筛选出核心差异蛋白，用酶

联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）进行验证，为ＢＵＣ的诊断及治疗提供新的靶点。

１　资料与方法

１．１　标本来源
　　收集２０１５年１月至 ２０１６年 １１月于天津医科大
学第二医院泌尿外科住院病房采集 ＢＵＣ患者术前尿
液标本７８例，其中男性５５人，女性２３人，年龄（６８．９±
６．６）岁。取样前患者均未行膀胱镜检、手术、化疗、放
疗等有创检查及治疗，排除了肾脏感染、炎症等慢性疾

病，临床标本的使用均符合医学伦理要求。收集患者

临床资料包括年龄、性别、病理诊断等。同时收集

５１例门诊查体健康人群尿液标本作为对照组，对照组
无任何疾病征象或绝对无泌尿系统肿瘤病史及征象，
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其中男性３４人，女性１７人，年龄（６０．６±１１．０）岁。两
组性别年龄相匹配。

　　用洁净容器收集受检者晨起中段尿液 ２０ｍＬ，
１５００×ｇ离心 ５ｍｉｎ去掉尿液沉渣，尿液上清保存于
－８０℃冰箱。
１．２　ｉＴＲＡＱ技术联合质谱分析查找ＢＵＣ尿液差异蛋白
　　ＢＵＣ组每５例样本等体积（２０ｍＬ）混合，获得４例
ＢＵＣ组混合样本Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３和 Ｔ４；对照组尿液标本中
每５例样本随机等体积（２０ｍＬ）混合，获得 ２例对照
组混合样本 Ｎ１和 Ｎ２。尿液蛋白提取后，用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法进行蛋白定量；酶解后的肽段用 ＳｔｒａｔａＸ柱进行除
盐，真空抽干。用０．５ｍｏｌ／ＬＴＥＡＢ溶解肽段样品，并
加到对应 ＩＴＲＡＱ标签试剂中。不同样品肽段选用不
同的 ＩＴＲＡＱ标签；室温静置２ｈ。采用岛津 ＬＣ２０ＡＢ
液相系统进行肽段分离，结合色谱洗脱峰图合并样品

得到２０个组分，然后冷冻抽干。将抽干的肽段样品用
２％乙腈／０．１％甲酸复溶，２００００×ｇ离心１０ｍｉｎ后取
上清，进样至岛津 ＬＣ２０ＡＤ型纳升液相色谱仪中，样
品首先进入 ｔｒａｐ柱富集并除盐，随后进入 Ｃ１８柱
（７．５ｍｍ×１５０ｍｍ，３．６μｍ）进行分离；分离后的肽段
直接进入到ＥＳＩ串联质谱仪ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ５６００（ＳＣＩＥＸ，
Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）进行分析：一级质谱扫描累积
时间为２５０ｍｓ，扫描质量范围为３５０～１５００Ｄａ；从一
级质谱中选择强度超过１５０ｃｐ的前３０进行二级质谱
的扫描，累积时间为 １００ｍｓ，扫描质量范围为 ３５０～
１５００Ｄａ。利用蛋白质鉴定软件 Ｍａｓｃｏｔ２．３．０２对鉴
定出的肽段进行搜索，对比数据库为 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ（Ｈｏｍｏ
＿ｓａｐｉｅｅｎｓ，２０１６１１１５），以Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞１．２，且Ｐ＜０．０５
为筛选条件，最终筛选出两组间显著性差异的蛋白。

１．３　ＭＲＭ验证
　　差异倍数排名前 ２０的差异蛋白用于后续 ＭＲＭ
验证。尿液样品包括对照组（Ｎ）５例，ＢＵＣ组（Ｔ）
１０例。尿液蛋白提取后，经酶解、脱盐等处理，进样至
岛津ＬＣ２０ＡＤ型纳升液相色谱仪中，样品首先进入
ｔｒａｐ柱富集并除盐，随后进入Ｃ１８柱（７．５ｍｍ×１５０ｍｍ，
３．６μｍ）进行分离；分离后的肽段直接进入到 ＥＳＩ串
联质谱仪 ＱＴＲＡＰ５５０００（ＳＣＩＥＸ，Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，ＭＡ，
ＵＳＡ）进行分析；质谱仪的参数设置为离子源喷雾电压
２４００Ｖ，喷雾气为２３。以表达差异倍数大于１．５倍为
筛选条件，结合蛋白功能，选择１６个目标差异蛋白，进
行ＭＲＭ验证；利用Ｓｋｙｌｉｎｅ软件提取备选目标蛋白在
质谱扫描的原始信息进行定量信息分析，利用 ＭＳｓｔａｔｓ
工具包整合的线性混合模型进行目标蛋白在样品中的

相对定量，统计分析后给出蛋白在比较组的比值以及校

正Ｐ值（ａｄｊｕｓｔｅｄｐｖａｌｕｅ），在１．５倍差异且校正Ｐ＜０．０５

的条件下认为是显著差异蛋白。

１．４　基于Ｒ语言的生物信息学分析
　　应用 Ｒ语言（４．０版）的 ｇｇｐｌｏｔ２数据包构建火山
图来检测蛋白标准化是否合格；应用 Ｒ语言的 ｃｌｕｓｔｅｒ
ｐｒｏｆｉｌｅｒ数据包和 ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ数据包等进行京都基因与
基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）富集分析，提取前 １０个生物过程及包含的蛋
白；应用Ｒ语言的 ｏｒｇ．Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ包等，进行基因本体
（Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析，对差异蛋白进行功能注释，
选取具有统计学差异的前２０个生物过程及其所包含
的蛋白。

１．５　ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集的构建及核心差异蛋
白筛选

　　选取 ＭＲＭ验证的差异蛋白、ＫＥＧＧ富集分析及
ＧＯ分析结果中具有统计学差异的生物过程包含的蛋
白，共同构建 ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集。应用
ＳＴＲＩＮＧｄｂ对数据集中的差异蛋白进行相互作用
（ＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｔｅｉｎＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）分析，选择位于节点
数高的蛋白作为核心差异蛋白，用于后续研究。

１．６　ＥＬＩＳＡ定量检测核心差异蛋白
　　尿液样品包括对照组 ３６例，ＢＵＣ组 ４８例。
ＥＬＩＳＡ检测按照试剂盒说明进行：将倍比稀释的标准
品各１００μＬ依次加入一排７孔板中，１孔只加样品稀
释液作为对照；尿液标本１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去除
细胞及沉渣，处理后的标本按１００μＬ每孔加入，每例
３个复孔；３７℃反应９０ｍｉｎ，甩干并洗板两次；生物素
抗体工作液按每孔１００μＬ依次加入，３７℃反应６０ｍｉｎ，
甩干并洗板３次；将准备好的ＡＢＣ工作液按每孔１００μＬ
依次加入，３７℃反应３０ｍｉｎ，甩干并洗板５次；每孔依
次加入的ＴＭＢ显色１００μＬ，３７℃避光反应１０ｍｉｎ；用
酶标仪在４５０ｎｍ测定Ｄ值，通过Ｄ（４５０）值计算出对
应的浓度。应用Ｒ语言的ｔ．ｔｅｓｔ函数进行两独立样本
ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　蛋白鉴定结果
　　在ｉＴＲＡＱ定量项目中共有８８２８条肽段和１９４９
个蛋白被鉴定到，差异蛋白为 １０１个，其中在 ＢＵＣ组
表达上调的蛋白３７个，表达下调的蛋白６４个。为了
全面展示被测蛋白的组间差异情况，绘制了显著差异

蛋白的火山图（图１），图中绿色点为显著上调蛋白，红
色点为显著下调蛋白，蓝色点为无显著变化蛋白。与

对照组相比，差异倍数排名前１０的显著上调和显著下
调的差异蛋白见（表１）。针对这２０个蛋白进行 ＭＲＭ
验证分析。

４８９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!

"

#

$

%

!
&
'
(
$
%
)
!
*
+
&
,
-

./'0-12

34)/-551'2 6-7/-+5-6

34)/-551'2 127/-+5-6

8' 51(21917+20 6199-/-27-

:# % #

&'(# 9'&6 7;+2(-

图１　显著差异蛋白火山图

表１　ＢＵＣ尿液差异蛋白（Ｔ／Ｎ）

ＵｎｉＰｒｏｔ
编号

蛋白名
浓度变

化倍数

ＵｎｉＰｒｏｔ
编号

蛋白名
浓度变

化倍数

Ｐ０１０２３ Ａ２ＭＧ ８．７６ Ｏ００７５４ ＭＡ２Ｂ１ ０．０５
Ｐ１５９２４ ＤＥＳＰ ２．２ Ｐ０１６０１ ＫＶＤ１６ ０．０５
Ｐ０２６４９ ＡＰＯＥ ２．１９ Ｏ００１８７ ＭＡＳＰ２ ０．０８
Ｐ０６７５３ ＴＰＭ３ ２．１８ Ｑ８ＩＶ０８ ＰＬＤ３ ０．１１
Ｐ０６７２７ ＡＰＯＡ４ １．８７ Ｐ１６２７８ ＧＬＢ１ ０．１５
Ｑ９６ＦＷ１ ＯＴＵＢ１ １．６７ Ｐ０８１９５ ４Ｆ２ ０．１８
Ｐ１７２１３ ＢＰＩ １．５９ Ｑ９ＮＲＸ４ ＰＨＰ１４ ０．２０
Ｑ８ＴＡＢ３ ＰＣＤ１９ １．５６ Ｐ４８０６１ ＳＤＦ１ ０．２１
Ｐ６２２６３ ＲＳ１４ １．５６ Ｑ５ＪＲＡ６ ＭＩＡ３ ０．２３
Ｑ９ＱＣ０７ ＰＯＫ１８ １．５５ Ｐ９８０９５ ＦＢＬＮ２ ０．３６

ＢＵＣ：膀胱尿路上皮癌；Ｔ：ＢＵＣ组；Ｎ：对照组

２．２　ＭＲＭ验证分析结果
　　为了验证ＩＴＲＡＱ的定量数据，选择表１中的差异
蛋白进行ＭＲＭ验证，在ｉＴＲＡＱ中检测得到的２０个差
异蛋白中，ＭＲＭ成功检测到１０个，见表２。表中分列
标记有蛋白名称、比较组别、浓度变化以及统计检验的

Ｐ值。这１０个差异蛋白入选 ＢＵＣ尿液差异蛋白数据
集，进行蛋白相互作用分析。

２．３　差异蛋白的ＫＥＧＧ富集分析
　　与ｉＴＲＡＱ和 ＭＲＭ着眼于蛋白的浓度变化不同，
富集分析旨在通过发掘出现基因富集的生物过程寻找

适宜的生物标志物。通过对差异蛋白进行 ＫＥＧＧ通
路分析发现了差异蛋白广泛参与的前１０个生物过程，
结果见图２，其中Ｐ＜０．０５的为差异蛋白显著富集的代

谢通路，通路名称为：其他聚糖降解，补体和凝血级联，

包含１１个蛋白，入选ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集，留待
进行蛋白相互作用分析。

表２　ＭＲＭ验证蛋白

蛋白名 组间比 浓度变化倍数 Ｐ
Ａ２ＭＧ Ｔ／Ｎ ４．９４１ ０．０３
ＡＰＯＥ Ｔ／Ｎ ２．６３２ ０．０１
ＡＰＯＡ４ Ｔ／Ｎ ２．１３９ ０．０１
ＦＢＬＮ２ Ｔ／Ｎ ０．２８７ ０．００
ＭＩＡ３ Ｔ／Ｎ ０．２２７ ０．００
ＳＤＦ１ Ｔ／Ｎ ０．２１６ ０．０２
４Ｆ２ Ｔ／Ｎ ０．１８１ ０．０２
ＰＨＰ１４ Ｔ／Ｎ ０．１７６ ０．００
ＰＬＤ３ Ｔ／Ｎ ０．１１３ ０．００
ＭＡＳＰ２ Ｔ／Ｎ ０．０６３ ０．０２

ＭＲＭ：质谱多反应监测

２．４　差异蛋白的ＧＯ功能注释
　　经ＧＯ分析发现差异蛋白主要参与细胞黏附分子
结合、羧酸结合、有机酸结合、糖胺聚糖结合、肽链内切

酶激活、腺苷酸环化酶的结合、氨基多糖结合细胞因

子、丝氨酸型肽链内切酶抑制剂激活通路等生物过程

详见图３。图中涉及的差异蛋白共５４个，入选ＢＵＣ尿
液差异蛋白数据集，留待进行蛋白相互作用分析。

２．５　ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集及核心差异蛋白
　　选取 ＭＲＭ验证中出现１０个差异蛋白、在 ＫＥＧＧ
富集分析结果中出现的 １１个差异蛋白和 ＧＯ分析中
出现的５４个差异蛋白，共同构建由６９个（６个重复蛋
白）差异蛋白构成的 ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集。将
６９个差异蛋白输入 ＳＴＲＩＮＧ数据库，进行蛋白相互作
用分析。结果（图 ４）所示：ＡＰＯＥ与 １０个蛋白有关
联，ＡＰＯＡ４与６个蛋白有关联，以上２蛋白为与其他
蛋白关联最多的蛋白，因此我们选择ＡＰＯＥ和 ＡＰＯＡ４
作为核心差异蛋白进行ＥＬＩＳＡ验证。
２．６　ＥＬＩＳＡ定量检测ＢＵＣ尿液核心差异蛋白
　　我们通过 ＥＬＩＳＡ对两组样本中核心差异蛋
白——— ＡＰＯＥ和ＡＰＯＡ４的含量进行了进一步验证分
析。与对照组相比，ＢＵＣ组尿液中 ＡＰＯＥ和 ＡＰＯＡ４
浓度均增高。经两独立样本ｔ检验，差异有显著性（Ｐ＜
０．０５，表３）。说明ＡＰＯＥ和ＡＰＯＡ４的浓度在ＢＵＣ病患
和健全人群的尿液中存在差异。

表３　各组尿液中ＡＰＯＥ和ＡＰＯＡ４浓度

组别 ｎ ＡＰＯＥ（ｐｇ／ｍＬ） ＡＰＯＡ４（ｎｇ／ｍＬ）
对照组 ３６ ０．３０±０．１０ ３．３３±１．２０
ＢＵＣ组 ４８ ０．５５±０．１２ａ ７．０１±１．７１ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
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图２　差异蛋白的ＫＥＧＧ富集分析　（ＫＥＧＧ：京都基因与基因组百科全书）

图３　差异蛋白的ＧＯ功能注释　（ＧＯ：基因本体论）

３　讨论

　　本研究采用 ＩＴＲＡＱＭＲＭＲ语言策略，构建了由
６９个差异蛋白构成的 ＢＵＣ尿液差异蛋白数据集，通
过ＰＰＩ分析得到ＡＰＯＥ以及 ＡＰＯＡ４这两个核心差异
蛋白，并采用 ＥＬＩＳＡ验证了 ＡＰＯＥ和 ＡＰＯＡ４均在

ＢＵＣ组尿液中浓度显著增高。
　　ＭＲＭ技术是一种基于已知信息或假定信息进行
质谱信号采集的技术，具有灵敏度高、重现性好、准确

率高和通量高等优点。对于ｉＴＲＡＱ获得的大量结果，
用ＭＲＭ进行验证，更能满足蛋白质组学的研究需求。
Ｒ语言的ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ，ｏｒｇ．Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ，ｓｔｒｉｎｇｄｂ等相关生
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图４　蛋白质交互作用图

物信息分析包可以对 ｉＴＲＡＱ结果进行差异蛋白富集
分析、ＫＥＧＧ通路分析、ＧＯ分析、蛋白间相互作用分析
等。ＩＴＲＡＱＭＲＭＲ语言三者结合有效的筛选出 ＢＵＣ
尿液差异蛋白。

　　本研究对差异蛋白进行 ＫＥＧＧ通路分析发现
ＢＵＣ差异蛋白显著富集于其他聚糖降解，补体和凝血
级联；ＧＯ分析发现差异蛋白主要参与细胞黏附分子
结合、羧酸结合、有机酸结合、糖胺聚糖结合、肽链内切

酶激活、腺苷酸环化酶的结合、氨基多糖结合细胞因

子、丝氨酸型肽链内切酶抑制剂激活通路等生物过程。

　　富集分析中提示的生物通路与癌症的直接或间接
关系尚不明确。但若干通路与癌症的发生、发展过程

存在的潜在联系可见于在现存文献。例如 ＬＩ等［３］报

道在关于胆管癌生物标志物的研究中，补体与凝血过

程同样出现在 ｐａｔｈｗａｙ分析的结果中。ＣＡＲＡＹＯＮ
等［４］在对甲状腺癌的研究中提示腺苷酸环化酶的结

合功能与甲状腺癌分型可能存在关联。ＭＵＲＡＭＡＴＳＵ
等［５］指出在多种恶性肿瘤患者的血清、血浆中，都能

观察到氨基多糖结合细胞因子的增加。ＳＡＮＤＲＡ等［６］

在关于恶性胰岛素肿瘤的生物标志物研究中发现丝氨

酸型肽链内切酶抑制剂激活通路出现富集等等。

　　ＡＰＯＥ基因涉及多种生物过程，其中最主要的功
能是参与脂质、胆固醇的代谢和转运［７］。过往的研究

发现其与阿尔兹海默症、心血管疾病、脑部炎症、精神

分裂症［７－９］等多种疾患存在关联。已有研究发现胃

癌、非小细胞肺癌、直肠癌等癌症，都与 ＡＰＯＥ基因表
达存在关联［１０－１２］。ＡＰＯＥ作为 ＢＵＣ的尿液差异表达
蛋白被检测到的原因，可能源自其对非特异性免疫的

抑制作用［１３－１４］。提示 ＢＵＣ的发生、发展过程中可能
存在ＡＰＯＥ引导的非特异性免疫抑制的发生。
　　ＡＰＯＡ４编码构成淋巴细胞和血浆中乳糜微粒的
主要成分［１５］。现存的研究结果提示其与糖尿病肾病、

阿尔兹海默症［１６－１７］等疾病存在关联。此外，ＡＰＯＡ４
曾同样作为 ＢＵＣ的生物标志物，在 ＳＯＵＫＵＰ等［１８］的

研究中被发现，这与本次研究的成果相呼应。

　　受研究条件局限，本次研究的样本来源较为单一，
所有标本收集自天津医科大学第二医院泌尿外科住院

部。这使得本次研究的观察范围局限于居住于华北地
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区的东亚细亚人种的中老年住院病患。因 ｉＴＲＡＱ检
测费用较高，用于 ｉＴＲＡＱ的样本量较小，为此我们采
用混合样本的方法减小组内样本间的差异，并在后续

ＭＲＭ验证及 ＥＬＩＳＡ验证过程中逐渐增大样本量，取
得了可信的结果。本研究结果提示 ＡＰＯＥ和 ＡＰＯＡ４
具有ＢＵＣ诊断的潜在价值，在今后的研究中，我们将
会尝试扩大样本量和样本来源，增加样本的年龄、人

种、居住地等特征的异质性，使其更具代表性；或通过

综述性研究，对同类小样本研究结果进行总结归纳，得

出更可靠的结论。
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ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｔｒａｎｓｆｅｒｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ
［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１８，９（４）：４３４．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｓ４１４１９０１８０４６５５．

［１４］ ＴＡＶＡＺＯＩＥＭ Ｆ，ＰＯＬＬＡＣＫＩ，ＴＡＮＱＵＥＣＯＲ，ｅｔａｌ．
ＬＸＲ／ＡｐｏＥａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒｅｓｔｒｉｃｔｓｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１８，１７２（４）：８２５－８４０．ｅ１８．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１７．１２．０２６．

［１５］ＬＡＭＩＮＡＣ，ＦＲＩＥＤＥＬＳ，ＣＯＡＳＳＩＮＳ，ｅｔａｌ．Ａｇｅｎｏｍｅ
ｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｎａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡＩＶｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＨｕｍＭｏｌＧｅｎｅｔ，２０１６，２５（１６）：３６３５－

３６４６．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｈｍｇ／ｄｄｗ２１１．
［１６］ＣＨＥＮＧＣＷ，ＣＨＡＮＧＣＣ，ＣＨＥＮＨＷ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍ

ＡｐｏＡ４ｌｅｖｅｌｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ
ｉｎＴ２ＤＭ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１８，４８（６）：ｅ１２９３７．
ＤＯＩ：１０．１１１１／ｅｃｉ．１２９３７．

［１７］ＬＩＮＱ，ＣＡＯＹＰ，ＧＡＯＪ．Ｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ
ＡＰＯＡ１ＡＰＯＣ３ＡＰＯＡ４ｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｉｓｋ
ｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＤｒｕｇＤｅｓＤｅｖｅｌＴｈｅｒ，２０１５，
９：５４２１－５４３１．ＤＯＩ：１０．２１４７／ＤＤＤＴ．Ｓ８９２７９．

［１８］ＳＯＵＫＵＰＶ，ＣＡＰＯＵＮＯ，ＰＥＳＬＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ｏｆｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ，ＣＤ１４７，ＡＰＯＡ４ａｎｄＤＪ１ｉｎｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｕｒｉｎａｒｙｂｌａｄｄｅｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｍａ，
２０１９，６６（６）：１０１９－１０２３．ＤＯＩ：１０．４１４９／ｎｅｏ＿２０１９＿
１９０１２４Ｎ７４．

（收稿：２０２０１１２３；修回：２０２１０１２１）

（编辑　张艺霖）
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