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感染性休克合并急性肾损伤的尿蛋白组学研究
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　　［摘要］　目的　基于蛋白组学鉴定感染性休克合并急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的早期
生物学标志物。方法　纳入２０２０年３月至２０２２年３月本院ＩＣＵ收治且诊断为感染性休克的１００例患
者，其中４２例合并ＡＫＩ（ＡＫＩ组），５８例未发生ＡＫＩ（ＮＡＫＩ组）。分别在患者感染性休克诊断后１２ｈ和
２４ｈ收集尿液，并使用超高效液相色谱四极杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ）进行代谢组学分析。通
过比较聚类分析识别与损伤程度相关的全局蛋白质组模式，并确定感染性休克合并 ＡＫＩ的早期生物标
志物。采用ＥＬＩＳＡ试剂盒分析尿液样品中中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）、几丁质酶样蛋白 ３（ｃｈｉｔｉｎａｓｅｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ３，Ｃｈｉｌ３）、Ｓ１００钙结合蛋白 Ａ８
（Ｓ１００ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＡ８，Ｓ１００Ａ８）和铜蓝蛋白（ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎ，ＣＰ）含量。通过绘制受试者操作
特征曲线（ＲＯＣ）量化生物标志物的性能。结果　与 ＮＡＫＩ组相比，ＡＫＩ组患者 ＳＣｒ、乳酸和全因死亡率
显著增加（Ｐ＜０．０５），ｅＧＦＲ显著降低（Ｐ＜０．００１）。代谢组学分析显示，ＡＫＩ患者中与细胞外基质和急性
期反应相关的蛋白质在感染性休克诊断后增加，与离子、氨基酸和代谢物排泄相关的蛋白质以及与线粒

体相关的蛋白质减少。全局蛋白质组模式分析显示，ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８和 ＣＰ为感染性休克合并
ＡＫＩ的早期生物学标志物。ＥＬＩＳＡ法验证结果显示，感染性休克合并 ＡＫＩ患者的 ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８
和ＣＰ显著高于ＮＡＫＩ患者（Ｐ＜０．０５）。相关性分析显示，ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８和ＣＰ表达与ＳＣｒ呈显著
正相关（ｒ＝０．２７６、０．３９１、０．７８９、０．７２１，均 Ｐ＜０．００１）。ＲＯＣ分析显示，标志物组合对感染性休克合并
ＡＫＩ具有较大诊断性能，在１２ｈ和２４ｈ的 ＡＵＣ分别为０．９０１和０．９５８。结论　基于蛋白组学鉴定的
ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８和ＣＰ可作为识别感染性休克合并ＡＫＩ的早期生物学标志物。
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　　感染性休克是一种由宿主对感染反应失调引起的
危及生命的多器官系统功能障碍疾病［１］。急性肾损

伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是感染性休克早期最常见
的合并疾病［２］。ＡＫＩ发生在 ５１％的感染性休克患者
中，导致死亡率增加高达 ４１％［３］。更重要的是，严重
ＡＫＩ构成了中度残疾事件的独立危险因素，并进一步
与感染性休克幸存者的功能结局较差相关［４］。尽管

目前针对感染性休克合并 ＡＫＩ的治疗有了更多的了
解，但 ＡＫＩ的诊断标准仍然基于血清肌酐（ｓｅｒｕｍ
ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｓｃｒ）水平的升高或尿量的减少［２］。然而，

Ｓｃｒ缺乏敏感性和特异性，并且与尿量水平相关的准确
性较低。此外，感染性休克合并 ＡＫＩ的病理生理学不
仅涉及促炎和抗炎反应的早期激活，还涉及代谢紊

乱［５］。因此，使用当前标准诊断感染性 ＡＫＩ是不够
的。进一步了解感染性休克合并 ＡＫＩ的早期代谢改
变具有重要的临床意义。代谢组学研究调查细胞和有

机体代谢的状态，提供宿主疾病的实时代谢分析［６］。

这种分析允许识别生物流体（例如尿液和血液）中生

物标志物变化的模式。本研究对患者尿液进行了非靶

向代谢分析，并比较了重症监护病房（ＩＣＵ）中患有和未
患有ＡＫＩ的感染性休克患者的差异。本研究的目的是
利用代谢组学方法来识别感染性休克患者ＡＫＩ的生物
标志物，这可能有助于诊断和识别相关代谢途径。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　本研究招募了 ２０２０年 ３月至 ２０２２年 ３月本院
ＩＣＵ收治且诊断为感染性休克的所有符合条件的患

者。感染性休克的定义根据第三个国际共识定义

（Ｓｅｐｓｉｓ－３）［７］。脓毒症被确定为感染后序贯器官衰竭
评估评分≥２分的急性变化。当持续性低血压患者需
要血管升压药以维持平均动脉压≥６５ｍｍＨｇ，并且即
使进行了足够的容量复苏后，血清乳酸水平＞２ｍｍｏｌ／Ｌ，
则诊断为感染性休克。ＡＫＩ的诊断基于改善全球肾脏
病预后组织（ＫＤＩＧＯ）标准［３］，定义为４８ｈ内 Ｓｃｒ增加
≥２６．５ｍｏｌ／Ｌ，或Ｓｃｒ增加超过基线水平的１．５倍，或
６ｈ内尿量＜０．５ｍＬ／（ｋｇ·ｈ）。纳入标准包括年龄≥
１８岁、在 ＩＣＵ住院至少 ２４ｈ、临床资料完整的患者。
排除标准：①研究开始时已使用肾脏替代疗法；②有肾
移植史；③在 ＩＣＵ多日的继发感染患者；④怀孕和哺
乳期的妇女；⑤在进入 ＩＣＵ前至少１周接触过放射性
造影剂或肾毒性药物；⑥急性心脑血管事件、恶性肿
瘤、严重血液病患者；⑦其他导致淋巴细胞减少的合并
症，如恶性肿瘤、营养不良、ＨＩＶ感染、自身免疫性疾
病、免疫抑制剂、细胞毒剂等。从所有患者或其近亲处

获得参与研究的书面知情同意书。本研究经过本院伦

理委员会批准（２０２００６２）。
１．２　样品采集和制备
　　根据进入ＩＣＵ后４８ｈ内是否发生 ＡＫＩ将感染性
休克患者分为有 ＡＫＩ（ＡＫＩ组）和无 ＡＫＩ（ＮＡＫＩ组）。
为了检查不同代谢物的动态变化，在感染性休克诊断

后１２ｈ和２４ｈ收集尿液进行代谢组学分析。从患者
导尿管中抽取５～６ｍＬ尿液。在采集过程中采取严格
的无菌技术，通过两种方法留取标本：一种是严格外阴

消毒以后留取的中段尿标本，另一种是留置导尿管以后

留取的中段尿标本。然后立即在４℃下以２０００ｒ／ｍｉｎ
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的速度将整个样本离心２０ｍｉｎ。收集上清液并添加叠
氮化钠至１／１００（质量体积分数）以抑制细菌生长。然
后将混合物以每管１ｍＬ分配，并储存在－８０℃的冰箱
中以供分析。对于测定，尿液样本在４℃下解冻，每个
样本取１００μＬ与 ４００μＬ冷甲醇／乙腈（１∶１，体积分
数）混合，涡旋６０ｓ，然后置于 ２０℃ １ｈ，以去除蛋白
质。随后将样品在４℃下以１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，
将上清液冷冻干燥并在－８０℃下保存。为了检查该分
析平台的稳定性和可重复性，通过从每个样品中汇集

１０μＬ来制备质量控制样品。
１．３　超高效液相色谱四极杆飞行时间质谱分析
　　使用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０ＩｎｆｉｎｉｔｙＵＰＬＣ亲水相互作用色
谱（ＨＩＬＩＣ），在２５℃下以０．３ｍＬ／ｍｉｎ的流速分离样
品。流动相Ａ和Ｂ分别是０．１％甲酸水溶液和０．１％
甲酸乙腈溶液。梯度洗脱条件如下：０～１ｍｉｎ，９５％流
动相Ｂ；１～１４ｍｉｎ，流动相Ｂ从９５％线性变化到６５％；
１４～１６ｍｉｎ，流动相 Ｂ从 ６５％线性变化到 ４０％；１６～
１８ｍｉｎ，流动相Ｂ为４０％；１８～１８．１ｍｉｎ，流动相 Ｂ从
４０％线性变化到 ９５％；１８．１～２３ｍｉｎ，流动相 Ｂ为
９５％。在整个过程中将样品保存在４℃的自动进样器
中。在连续分析过程中使用随机序列以避免仪器信号

波动的干扰。使用电喷雾电离（ＥＳＩ）的正离子和负离
子模式来检测信号。使用 ＵＰＬＣ分离收集样品的成
分，并使用ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ５６００质谱仪（美国ＡＢＳＣＩＥＸ公
司）分析数据。ＨＩＬＩＣ色谱分离后ＥＳＩ的源条件如下：
离子源气体 １，６０ｐｓｉ；离子源气体 ２，６０ｐｓｉ；气帘，
３０ｐｓｉ；源温度，６００℃；离子喷雾电压浮动，５０００Ｖ
（＋）和－５０００Ｖ（－）。ＴＯＦＭＳ扫描 ｍ／ｚ范围为 ６０～
１０００Ｄａ，子离子扫描 ｍ／ｚ范围为 ２５～１０００Ｄａ，ＴＯＦ
ＭＳ扫描累积时间为０．２ｓ／谱，子离子扫描累积时间为
０．０５ｓ／谱。检出限按信噪比 ３／１计算。使用信息相
关采集（ＩＤＡ）来检测和识别ＭＳ／ＭＳ光谱，并使用高灵
敏度模型，其去簇电位为６０Ｖ（＋）和－６０Ｖ（－），碰撞
能量为（３５±１５）ｅＶ。
１．４　代谢组学数据分析
　　使用 ＰｒｏｔｅｏＷｉｚａｒｄ将原始超高效液相色谱四极
杆飞行时间质谱 （ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ）数据转换为
ｍｚＸＭＬ格式，然后使用 ＸＣＭＳ进行峰对齐、保留时间
校正和峰面积提取程序。使用 ＭａｘＱｕａｎｔＡｎｄｒｏｍｅｄａ
软件套件（版本１．６．３．４）和大多数默认参数进行蛋白
质鉴定和定量。从 ＵｎｉＰｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）下载的人标数据库（１７０３８个序列；仅审
查；２０２０年 ３月版）用于数据库搜索。对于全局蛋白
质组分析，应用以下参数：前体和片段的质量公差分别

为１０×１０６和 ２０×１０６；肽长度至少为 ７个氨基酸。蛋

白质和肽的错误发现率（ＦＤＲ）设定为１％。对于全局
蛋白 质 组 定 量，首 先 过 滤 ＭａｘＱｕａｎｔ输 出 结 果
（ｐｒｏｔｅｉｎＧｒｏｕｐｓ．ｔｘｔ）以排除那些“仅由站点识别”、“潜
在污染物”和“反向命中”，然后进行 ｌｏｇ２转换。在
Ｐｅｒｓｅｕｓ环境中使用默认参数（版本１．６．１．３）执行下游数
据分析，例如缺失值插补、层次聚类、主成分分析（ＰＣＡ）、
ｔ检验、相关性和火山图。使用 ＤＡＶＩＤＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ６．８（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／ｈｏｍｅ．ｊｓｐ）进
行基因本体论（ＧＯ）和京都基因和基因组百科全书
（ＫＥＧＧ）通路分析。对于蛋白质网络分析，ＳｔｒｉｎｇＡｐｐ
用于Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ环境（版本 ３．８．０）。交互得分设置为
０．９，即最高置信度截止值，以检索潜在的交互。在此
过程中启用“加载丰富数据”选项以检索ＳＴＲＩＮＧ网络
的功能丰富（最小显著性阈值ＦＤＲ为０．０５）。
１．５　ＥＬＩＳＡ实验
　　按ＥＬＩＳＡ试剂盒［赛默飞世尔科技（中国）有限公
司］说明书稀释标准品，加入抗体、显色剂、终止液，得

到吸光度值，并以标准品浓度为横坐标，以吸光度值为

纵坐标绘制标准曲线，计算尿液样品中中性粒细胞明

胶酶相关脂质运载蛋白（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）、几丁质酶样蛋白 ３（ｃｈｉｔｉｎａｓｅｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ３，Ｃｈｉｌ３）、Ｓ１００钙结合蛋白 Ａ８（Ｓ１００ｃａｌｃｉｕｍ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＡ８，Ｓ１００Ａ８）和铜蓝蛋白（ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎ，
ＣＰ）含量。
１．６　数据处理
　　连续变量数据以 珋ｘ±ｓ或中位数Ｍ（Ｐ２５～Ｐ７５）表示，
分类变量以例数（百分比）表示。配对 ｔ检验或 Ｍａｎｎ
Ｗｈｉｔｎｅｙ检验和卡方检验分别用于比较连续变量和分类
变量。通过 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性系数分析 ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、
Ｓ１００Ａ８和ＣＰ在ＡＫＩ和ＮＡＫＩ中的表达与ＳＣｒ的相关性。
通过绘制受试者操作特征曲线（ＲＯＣ），并计算ＲＯＣ曲
线下面积（ＡＵＣ）的值来量化模型性能。使用 ＳＰＳＳ
２０．０软件对临床和代谢组学数据进行统计学分析。

２　结果

２．１　参与者的临床特征
　　在１００名患者中，４２例感染性休克合并 ＡＫＩ（ＡＫＩ
组），５８例没有ＡＫＩ（ＮＡＫＩ组）。在感染性休克诊断后
１２ｈ，两组患者均收集尿液样本（分别为 ＡＫＩ１和
ＮＡＫＩ１）；而感染性休克诊断后２４ｈ，ＡＫＩ和ＮＡＫＩ组中
分别收集 ３２例和 ４８例患者尿液样本（分别为 ＡＫＩ２
和ＮＡＫＩ２）。由于两组在１２ｈ和２４ｈ收集的尿液蛋白
质组学特征相似，因此在２４ｈ时两组减少１０例患者进
行分析。入组患者的人口统计学和临床特征见表 １。
与ＮＡＫＩ组相比，ＡＫＩ组患者入组时ＳＣｒ、乳酸和全因死
亡率显著增加（Ｐ＜０．０５），ｅＧＦＲ显著降低（Ｐ＜０．００１）。
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表１　感染性休克患者的人口统计学和特征［珋ｘ±ｓ，例，Ｍ（Ｐ２５～Ｐ７５）］
ＡＫＩ组 ＮＡＫＩ组

指标 Ｐ值ａ
ＡＫＩ１（ｎ＝４２） ＡＫＩ２（ｎ＝３２） ＮＡＫＩ１（ｎ＝５８） ＮＡＫＩ２（ｎ＝４８）

年龄／岁 ６８．８±１６．１ ６８．５±１５．８ ６８．３±１５．５ ６８．６±１５．７ ０．７８８
男性 ２７ ２４ ３６ ３２ ０．６５９
合并症

　高血压 ２２ １８ ３４ ３１ ０．８３３
　糖尿病 ２２ ２０ ２６ ２３ ０．１０９
　肝病 ９ ８ ７ ６ ０．１２１
　左心衰竭 ６ ６ ８ ６ ０．６３８
　冠状动脉疾病 ４ ４ ８ ７ ０．２１９
　贫血 ３０ ２８ ４２ ３６ ０．６８２
　卒中 ７ ６ １３ １１ ０．２９９
实验室结果

　入组时ＳＣｒ／μｍｏｌ·Ｌ－１ １１０．０±５８．７　 ８２．９±３７．３ ３４．３±１４．０ ３３．１±１２．０ ＜０．００１
　入组时ｅＧＦＲ／ｍＬ·ｍｉｎ－１·１．７３ｍ－２ ８１．７１±２６．０２ ８０．１３±２５．３４ １００．１１±２７．６６ ９９．４２±２７．１１ ＜０．００１
　入组时乳酸／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ３．２５（２．１７～５．５８） ３．１０（２．０２～５．６３） ２．６３（２．１０～３．９６） ２．６０（２．０４～３．８８） ０．０４４
全因死亡数 ２９ ２６ １２ １０ ＜０．００１

ａ：为ＡＫＩ１与ＮＡＫＩ１组相比

２．２　感染性休克合并ＡＫＩ的代谢组学分析
　　为了表征感染性休克合并 ＡＫＩ的分子变化，对患
者的尿液进行定量无标记蛋白质组学分析，并鉴定了

超过３５００种蛋白质。使用欧几里得距离的层次聚
类，发现ＮＡＫＩ和ＡＫＩ肾脏之间有明显的分离（图１Ａ）。
在主成分分析中，ＮＡＫＩ和 ＡＫＩ样本可以清楚地区分。

相比之下，ＮＡＫＩ１和 ＮＡＫＩ２肾的蛋白质组学特征相似
（图１Ｂ）。基因本体术语富集分析显示，ＡＫＩ患者中与
细胞外基质和急性期反应相关的蛋白质在感染性休克

诊断后增加，与影响组织中炎症、纤维化反应和细胞内

反应机制一致；相反，与离子、氨基酸和代谢物排泄相关

的蛋白质以及与线粒体相关的蛋白质减少（图１Ｃ）。
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Ａ：热图　示两组尿液中发现的蛋白质的表达模式；ＬＦＱ：非标记定量强度；Ｂ：主成分分析　ＮＡＫＩ组和 ＡＫＩ组尿液中的蛋
白质组学特征；Ｃ、Ｄ：ＮＡＫＩ组和ＡＫＩ组尿液中蛋白质增加和减少的基因本体术语富集分析（Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，ＦＤＲ＝０．０２）

图１　感染性休克合并ＡＫＩ的代谢组学分析
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２．３　比较聚类分析识别与 ＡＫＩ损伤程度相关的全局
蛋白质组模式

　　进行层次聚类分析，将全局蛋白质组学变化定义
为６个主要簇，每个簇具有超过１０种蛋白质。３个簇
（簇１、２、３）的蛋白质模式随着损伤程度的增加而增加
（蛋白质表达 ＮＡＫＩ１＜ＮＡＫＩ２＜ＡＫＩ１＜ＡＫＩ２）。这些簇
在补体、细胞外基质生成和趋化性等几个不同的过程

中显著富集（图 ２Ａ、Ｂ），表明这些蛋白质的诱导可能
与ＡＫＩ有关。在分析中发现一类重要的蛋白质是溶
质载体（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒ，ＳＬＣ）蛋白，它们调节离子运输、
废物清除和许多其他基本生理功能。然而，它们在感

染性休克损伤中的作用尚未得到很好的研究。在全局

蛋白质组学研究中，鉴定了 ７２个 ＳＬＣ蛋白，大多数
ＳＬＣ蛋白在感染性休克损伤时没有显示出显著差异，
即使改变，倍数差异也很小（图 ２Ｃ）。ＳＬＣ蛋白和／或

其磷酸化形式的显著变化如图２Ｄ所示。这些结果表
明，在感染性休克合并 ＡＫＩ诱导后，肾脏中离子和小
分子的稳态发生了广泛的改变。

２．４　感染性休克合并ＡＫＩ的早期生物学标志物
　　检查与感染性休克合并 ＡＫＩ的早期相关的特征
蛋白。分别在第１２小时或第２４小时对感染性休克合
并ＡＫＩ和感染性休克 ＮＡＫＩ进行了成对比较，以突出
显著的标记蛋白（图 ３Ａ、Ｂ）。在这些数据中，与感染
性休克ＮＡＫＩ患者相比，感染性休克合并 ＡＫＩ患者的
ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８和 ＣＰ均显著增加（Ｐ＜０．０５，图
３Ｃ～Ｆ）。此外，通过ＥＬＩＳＡ法验证了感染性休克合并
ＡＫＩ患者的 ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８和 ＣＰ显著高于
ＮＡＫＩ（Ｐ＜０．０５，表 ２）。相关性分析显示，ＮＧＡＬ、
Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８和 ＣＰ表达与 ＳＣｒ呈显著正相关（ｒ＝
０．２７６、０．３９１、０．７８９、０．７２１，均Ｐ＜０．００１），见图４。
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Ａ：层次聚类分析　将全局蛋白质组学变化定义为６个主要簇；Ｂ：每个聚类中的基因本体术语富集分析（Ｆｉｓｈｅｒ精确
检验，ＦＤＲ＜０．０２）　１～６：分别表示簇１～簇６；Ｃ：使用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件中的ＳｔｒｉｎｇＡｐｐ对７２种已识别的ＳＬＣ蛋白构建
蛋白质网络和功能富集簇　浅蓝色为非差异（ＦＣ＜１．５）蛋白质；青色为显著差异的蛋白质；粉红色和红色为差异磷蛋
白；基于富集数据（Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中的嵌入功能）对蛋白质簇进行注释，４组中代表性ＳＬＣ蛋白谱，红线为磷酸盐强度，黑
色为未修饰形式；Ｄ：热图　示ＡＮＯＶＡ显著差异（Ｐ＜０．０５）的蛋白质和磷酸位点

图２　比较聚类分析识别与损伤程度相关的全局蛋白质组模式

７８１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）
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Ａ、Ｂ：成对比较火山图确定感染性休克合并ＡＫＩ后第１２小时或第２４小时与感染性休克 ＮＡＫＩ之间的差异变化
蛋白　上调和下调１．５倍的蛋白质分别以红色／紫色和蓝色表示；Ｃ～Ｆ：分别为Ｃｈｉｌ３、ＮＧＡＬ、Ｓ１００Ａ８和 ＣＰ的蛋
白质丰度图　ａ：Ｐ＜０．０５，与对应ＮＡＫＩ组比较

图３　感染性休克合并ＡＫＩ的早期生物学标志物的动力学变化

表２　ＥＬＩＳＡ分析ＮＧＡＬ、Ｃｈｉｌ３、Ｓ１００Ａ８和ＣＰ在ＡＫＩ和ＮＡＫＩ中的表达结果（ｎｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＮＧＡＬ Ｃｈｉｌ３ Ｓ１００Ａ８ ＣＰ

ＮＡＫＩ１ ５８ １．５７±０．１３ ２．０１±０．２２ ０．６８±０．０５ ２．６５±０．１８

ＮＡＫＩ２ ４８ １．４４±０．１１ ２．０６±０．２０ ０．７０±０．０４ ２．８９±０．１５

ＡＫＩ１ ４２ ２．５６±０．１６ ４．２６±０．３０ １．８８±０．１７ ５．２９±０．２２

ＡＫＩ２ ３２ ２．８８±０．２０ ６．８４±０．３３ ２．３７±０．１９ ７．４２±０．２８

Ｐ值 ０．０１３ ０．００２ ０．０１８ ０．０２４
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图４　ＮＧＡＬ（Ａ）、Ｃｈｉｌ３（Ｂ）、Ｓ１００Ａ８（Ｃ）和ＣＰ（Ｄ）的表达与ＳＣｒ的相关性分析

２．５　生物标志物的鉴定
　　基于４种单一和组合生物标志物在１２ｈ和２４ｈ
的ＲＯＣ分析结果见表３、图５。标志物组合在诊断感

染性休克合并ＡＫＩ具有较大诊断性能，在１２ｈ和２４ｈ
的ＡＵＣ分别为０．９０１和０．９５８。

８８１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表３　单一和组合生物标志物诊断感染性休克合并ＡＫＩ的
性能比较

标志物 敏感度 特异度 ＡＵＣ（９５％ＣＩ）

ＡＫＩ１ｖｓＮＡＫＩ１

　ＮＧＡＬ ５９．３％ ８６．７％ ０．７２３（０．５８６～０．８６１）

　Ｃｈｉｌ３ ８０．０％ ７０．４％ ０．７３２（０．５９８～０．８６６）

　Ｓ１００Ａ８ ５５．６％ ８０．０％ ０．６７３（０．５２９～０．８１７）

　ＣＰ ５９．３％ ７６．７％ ０．６９４（０．５５５～０．８３２）

　组合 ８１．５％ ９０．０％ ０．９０１（０．８２９～０．９８０）

ＡＫＩ２ｖｓＮＡＫＩ２

　ＮＧＡＬ ７５．０％ ７３．７％ ０．７１４（０．５２８～０．９００）

　Ｃｈｉｌ３ ７７．４％ ７６．７％ ０．７２４（０．５５５～０．８９２）

　Ｓ１００Ａ８ ６２．３％ ８６．０％ ０．７６０（０．５８８～０．９３２）

　ＣＰ ６３．５％ ７８．４％ ０．７７６（０．６０３～０．９５０）

　组合 ９３．８％ ８９．５％ ０．９５８（０．９２４～１．０００）
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图５　感染性休克合并ＡＫＩ患者１２ｈ（Ａ）和２４ｈ（Ｂ）联合
标志物诊断性能的ＲＯＣ分析

３　讨论

３．１　蛋白质组学在识别潜在的感染性休克合并 ＡＫＩ
标志物中的应用

　　感染性休克合并 ＡＫＩ可以在没有明显的低灌注

迹象或没有血流动力学不稳定的临床迹象的情况下发

生［８］。因此，迫切需要早期生物标志物来及时诊断和

预测损伤严重程度。感染性休克通常与多器官损伤相

关，而源自血浆和尿液的传统感染性休克标志物（例

如肌酐、尿液浓缩能力）易受非肾脏因素的干扰，因此

敏感性和特异性不高［９］。近年来，蛋白质组学在肾脏

疾病的研究中有广阔的前景；不但可能发现不同肾脏

疾病的早期信号和生物标志物，而且也可能对不同肾

脏疾病的预后判定起指导性的作用［５－６］。在本实验

中，使用ＵＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ研究感染性休克合并ＡＫＩ患
者尿液中代谢物的变化，以识别潜在的代谢组学生物

标志物。全局蛋白质组数据与之前在许多已知 ＡＫＩ
标志物（如 ＮＧＡＬ）背景下的尿液发现大体一致［１０］。

此外，验证了几种新的和／或研究较少的感染性休克合
并ＡＫＩ标记蛋白，包括 Ｓ１００Ａ８、Ｃｈｉｌ３和 ＣＰ。全局蛋
白质组分析显示，在感染性休克早期阶段，与细胞外基

质和急性期反应相关的蛋白质和与跨膜受体蛋白激酶

活性相关的蛋白质增加，与离子、氨基酸和代谢物排泄

相关的蛋白质以及与线粒体相关的蛋白质减少。这些

变化与组织中的炎症和纤维化反应一致。

３．２　蛋白质组学鉴定的生物标志物诊断感染性休克
合并ＡＫＩ的性能

　　ＮＧＡＬ是一种经过验证的肾损伤预测因子。在缺
血性、脓毒性或移植后 ＡＫＩ下，尿液中 ＮＧＡＬ水平迅
速增加［１１］。本研究中，感染性休克合并ＡＫＩ患者的尿
液ＮＧＡＬ水平较感染性休克 ＮＡＫＩ患者显著增加，表
明ＡＫＩ患者的肾脏出现了明确的损伤。ＣＰ是一种含
铜的亚铁氧化物酶，可将 Ｆｅ２＋氧化为其无毒的 Ｆｅ３＋形
式。它的表达在衰老小鼠或消耗高热量饮食的小鼠中

显示增加［１２］，表明这些小鼠中氧化损伤量的增加，需

要增强其抗氧化活性。尿ＣＰ水平被认为是镰状细胞
病患者合并慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）
的生物标志物［１３］。本研究中，感染性休克合并ＡＫＩ患
者的尿液ＣＰ水平较感染性休克ＮＡＫＩ患者显著增加，
表明脓毒症后肾脏的氧化应激增加。Ｓ１００Ａ８通过与
ＴＬＲ４结合介导促炎反应损伤相关的分子模式（ｄａｍａｇｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，ＤＡＭＰ）［１４］，先前研究表明
Ｓ１００Ａ８尿液水平增加与感染性休克有关［１５］。在蛋白

质组分析中，Ｓ１００Ａ８在两个时间点均显著增加，表明
在感染性休克损伤后肾脏中活性钙卫蛋白的形成逐渐

增加［１６］。Ｃｈｉｌ３是哺乳动物几丁质酶家族的成员，尽
管它由巨噬细胞和中性粒细胞高度分泌，但缺乏几丁

质酶活性［１７］。Ｃｈｉｌ３被证明是多种疾病模型（如哮喘

９８１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）



和肺纤维化）中炎症和抗菌反应的介质，并参与组织

重塑和伤口愈合［１８－１９］。在之前的肾脏疾病模型研究

中，一项尿蛋白质组学研究表明，几丁质酶样蛋白可能

是脓毒症ＡＫＩ的候选生物标志物［２０］。最近，已证明临

床 ＡＫＩ患者的尿液中几丁质酶样蛋白大量增加［２１］。

另一项研究表明，在小鼠腹腔注射ＬＰＳ后６ｈ和２４ｈ，
肾脏Ｃｈｉｌ３上调［２２］。总之，本研究概括了之前描述的

与脓毒症相关的调节蛋白，并为未来的脓毒症诊断和

治疗研究提供了有价值的候选靶点资源。

　　本研究采用非靶向代谢组学初步评估了患有和未
患有ＡＫＩ的感染性休克个体代谢物和代谢途径的代
谢变化，确定了１２ｈ和２４ｈ发生变化的４种潜在标志
物。对于这些患者，标志物组合作为诊断标志物比单

个标志物更有效。本研究结果为探索感染性休克合并

ＡＫＩ患者的潜在生物标志物和病理机制提供了可行的
方法。然而，本结果仅对用尿蛋白组学方法探讨感染

性休克合并 ＡＫＩ的早期生物学标志物的识别提供了
新的思路，未来还需要通过大样本前瞻性研究来验证

这些标志物的诊断效能。
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