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　　[摘要]　目的:基于非标记蛋白组学方法筛选冠状动脉(冠脉)严重钙化病变患者外周血浆中的特异性蛋白

质标志物。方法:采用数据非依赖采集质谱技术检测30例冠脉严重钙化病变患者与30例非钙化对照人群血浆,
生物信息学软件进一步分析差异表达蛋白质数据。结果:冠脉严重钙化病变患者与非钙化人群血浆相比较,共筛

选出表达量差异2倍以上的差异蛋白共28种(其中表达上调的蛋白20种,表达下调的蛋白8种),基因本体论

(GO)分析差异表达蛋白主要分布于细胞外区域、细胞外泌体和胞外细胞器部分;生物学过程主要涉及细胞过程、
肌动蛋白细胞骨架和应激反应、白细胞介导的免疫和细胞活化;而其分子功能与蛋白质结合、信号受体结合和肌

动蛋白结合相关。京都基因与基因组百科全书(KEGG)分析显示差异表达蛋白与补体和凝血级联、糖酵解/糖异

生作用、细胞凋亡、HIF-1和 Rap1信号通路相关。结论:冠脉严重钙化病变患者和非钙化人群的血浆蛋白质组学

存在显著差异,这些差异表达蛋白质有望成为冠脉严重钙化病变鉴别诊断的新型生物标志物。
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Abstract　Objective:Screeningofspecificplasmaproteinmarkersfrompatientswithseverecoronaryartery
calcificationsusinglabelfreequantitativeproteomics.Methods:Plasmaswereobtainedfrom30patientswithse-
verecoronaryarterycalcificationsand30non-calcificationpatientsandDIA massspectrometry-basedproteomics
wereusedtodetecttheproteinsinplasma.Bioinformaticsanalysistoolswereusedtoanalysisthedysregulated
proteomicsdata.Results:Atotalof28plasmaproteinsweredifferentiallyexpressedbetweenthecoronarycalcifi-
cationpatientsandcontrols,with20upregulatedand8downregulated.Geneontology(GO)analysisindicatedthat
differentiallyexpressedproteinsweremainlydistributedinextracellularregion,extracellularregionpart,andex-
tracellularorganelle.Biologicalprocesswasmainlyinvolvedincellularprocess,responsetostimulus,actincy-
toskeletonorganization,leukocytemediatedimmunityandcellactivation.Molecularfunctionwasprimarilyassoci-
atedwithproteinbinding,signalingreceptorbinding,andcytokinereceptorbinding.KyotoEncyclopediaofGenes
andGenomes(KEGG)analysisrevealedthatthesedifferentiallyexpressedproteinsweremainlyinvolvedincom-
plementandcoagulationcascadepathway,glycolysis/gluconeogenesis,Rap1signalingpathway,HIF-1signaling
pathway,andapoptosis.Conclusion:Thisstudydemonstratedthatsignificantdifferencesinplasmaproteomics
weredetectedbetweenpatientswithseverecoronaryarterycalcificationsandnon-calcificationcontrols.Thesedys-
regulatedproteinswouldbenovelbiomarkersfordifferentialdiagnosisofseverecoronaryarterycalcification.
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　　冠状动脉(冠脉)钙化是一种慢性、非炎症性和

退行性病变,与钙盐异常沉积在冠脉血管壁相

关[1]。冠脉钙化发病机制复杂,对其发病分子机制

和特异性信号通路尚缺乏系统深入研究。病理状

态下,由于疾病导致蛋白的表达水平发生变化,从
蛋白质组学(proteomics)角度来研究疾病的分子

机制具有重要意义。蛋白质组学通过比较正常和

异常个体间的蛋白质组之间的差异,在整体分子水

平寻找特异性的蛋白质分子,有助于设计药物的新

分子靶点或者为疾病的早期诊断提供特异标志

物[2]。数据非依赖型采集(dataindependentacqui-
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sion,DIA)是一种新型的质谱技术,属于非标记蛋

白质组学方法。其技术优势在于高效测定样品中

低丰度蛋白分子,具有高覆盖率、高准确度和高重

复性特点[3]。
目前尚无利用蛋白质组学技术筛选冠脉严重

钙化患者血浆标记物文献发表,本研究旨在通过

DIA技术比较分析冠脉严重钙化病变患者与非钙

化病变患者人群血浆蛋白质谱,结合生物信息学分

析。寻找影响冠脉严重钙化的血浆特异性蛋白质

分子,为临床上早期诊断和治疗冠脉钙化病变提供

线索。
1　对象与方法

1.1　对象

前期收集30例于我院经冠脉造影判定为冠脉

血管严重钙化患者作为病例组,同期另外再收集

30例年龄、性别与病例组匹配的冠脉造影排除血

管钙化人群作为对照组。基于冠脉造影术明确冠

脉严重钙化血管病变的诊断参照美国造影协会诊

断标准[4]。
经患者知情同意后收集血液标本,本项目通过

研究者所在的机构伦理委员会批准(批准文号:
2021KY-068)。
1.2　血清样本的采集

所有入选人群静脉血液标本均清晨空腹采集,
全血采集后放置于肝素抗凝剂试管中,室温静止

30min,2000 ×g4℃离心10min,取血浆后,-
80℃液氮保存。
1.3　蛋白质提取和肽段酶解

每组提取适量样品,建立谱图库,所有样品按

照 APT内部SOP用胰蛋白酶(trypsin)进行溶液

内酶解。将蛋白溶液用二硫苏糖醇(DTT)和碘代

乙酰胺(IAA)进行还原烷基化之后,脱色酶切,肽
段脱盐冻干后用0.1%甲醛水溶液(FA)复溶。反

相高效液相色谱方法对低丰度蛋白肽段进行分级

分离,加入iRT 标准肽段,进行数据依赖性采集

(data-dependentacquisition,DDA)质谱检测。
1.4　质谱技术检测血清蛋白质

DDA测试运用美国赛默飞 HPLC 液相系统

EasynLC1000进行分离,每组样品自动上样到

MonoCapC18Trap柱(美国赛默飞世尔公司)后液

相色谱柱进行梯度分离,流速为300nL/min。液

相分离梯度如下:0~40min;B液线性梯度首先从

8%~30%,40~50min;其次30%~100%,50~
65min;最后线性梯度上升至100%并维持。DDA
质谱测试采用正离子,一级扫描范围为350~1500
m/z;质谱分辨率120000(200m/z),最大增益控

制(AGCtarget)为3e6,最大进样时间(Maximum
IT)为50ms。

DIA质谱检测模式同 DDA 方法。样品由 Q

Exactive质 谱 仪 (Thermo)分 析,分 析 时 长:50
min。MS2采用 DIA 数据采集模式,设置 30 个

DIA采集窗口,上机窗口采集参数如下:质谱分辨

率:30000(200m/z),最大增益控制(AGCtarget)
为3e6,最大进样时间(MaximumIT)为auto;高能

碰撞解离(HCD);碰撞能量归一化(Normalized
CollisionEnergy):30;光谱数据类型(spectraldata
type):剖面曲线(profile)。
1.5　质谱数据分析

DDA数据直接导入 Spectronaut软件(Spec-
tronautTM 14.4.200727.47784)构 建 谱 图 库

(spectrallibrary),数据库检索鉴定到的蛋白必须

符合过滤参数 Falsediscoveryrate(FDR)<1%。
DIA原始数据分析也采用Spectronaut软件(Spec-
tronautTM14.4.200727.47784)完成蛋白质的定

性定量分析。数据结果符合设定的过滤参数q截

值为0.01(相当于FDR<1%)。
1.6　差异蛋白生物学功能分析

通过基因本体(GeneOntology,GO)和京都基

因与基因组百 科 全 书 (thekyotoencyclopediaof
genesandgenomes,KEGG)分析差异表达蛋白质

的功能及参与的生物学过程。
1.7　统计学处理

实验数据采用 GraphPadPrism8统计学软件

(美国 GraphPad公司)处理,两组间比较采用独立

样本t检验。当两组之间蛋白表达差异倍数(Fold
change,FC)≥2.0倍或≤0.5倍,且P<0.05时,
视为差异表达蛋白。
2　结果

2.1　两组人群基本特征

冠脉严重钙化病变患者组平均年龄(68.37±
1.27)岁,合并高血压患者21例,血液平均低密度

脂蛋白(LDL)(2.09±0.17)mmol/L。非钙化对

照组人群平均年龄(68.90±1.15)岁,合并高血压

患者20例,血液平均LDL(2.08±0.15)mmol/L。
两组患者基线资料无统计学差异(P>0.05),见
表1。
2.2　两组人群血清蛋白质谱差异表达分析结果

通过DIA 质谱技术,本研究在30例冠脉严重

钙化病变患者和30例非钙化对照组患者人群共检

测到1018个血浆蛋白,依照蛋白表达FC≥2.0倍

或者≤0.5倍和P<0.05为筛选标准选择上调或

者下调的蛋白。最终共筛选出20个上调和8个下

调的血浆差异蛋白。为了直观显示不同差异蛋白

在两组之间的差异,差异表达蛋白火山图和热图见

图1和图2。28个差异蛋白的表达倍数及相关信

息见表2。
2.3　差异蛋白的生物信息学分析

针对上述28个显著性差异的蛋白 GO富集分
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析结果显示:差异蛋白在生物学过程方面主要涉及

细胞过程、肌动蛋白细胞骨架和应激反应;分子功

能主要与蛋白质结合、信号受体结合和肌动蛋白结

合相关;细胞组成主要分布于细胞外区域、细胞外

泌体和胞外细胞器,见图3。KEGG通路分析结果

显示:补体与凝血级联通路、糖酵解/糖原异生通

路、缺氧诱导因子1(HIF-1)信号通路、Rap1信号

通路、丙酮酸代谢以及凋亡等通路与冠脉严重钙化

病变的发生密切相关,见图4。

表1　两组人群基线资料比较

Table1　Generaldata ■X±S

参数 非钙化组(30例) 钙化组(30例) P 值

年龄/岁 68.90±1.15 68.37±1.27 0.76

男性/例(%) 25(83.33) 25(83.33) 1.00

BMI/(kg·m-2) 23.88±0.49 23.87±0.67 0.99

高血压病史/例(%) 20(66.67) 21(70.00) 1.00

糖尿病史/例(%) 1(3.33) 3(10.00) 0.61

吸烟史/例(%) 13(43.33) 9(30.00) 0.42

饮酒史/例(%) 11(36.67) 8(26.67) 0.58

收缩压/mmHg 132.60±3.67 137.70±3.68 0.33

舒张压/mmHg 77.60±2.33 79.43±2.06 0.56

空腹血糖/(mmol·L-1) 5.60±0.26 5.51±0.27 0.81

胆固醇/(mmol·L-1) 3.85±0.18 3.92±0.23 0.83

低密度脂蛋白/(mmol·L-1) 2.08±0.15 2.09±0.17 0.96

高密度脂蛋白/(mmol·L-1) 1.08±0.04 1.06±0.05 0.73

甘油三酯/(mmol·L-1) 1.24±0.11 1.35±0.10 0.51

肌酐/(μmol·L-1) 80.29±3.83 74.46±3.87 0.29

横坐标表示差异蛋白的差异倍数,纵坐标表示P 值,
黑色表示差异不显著的蛋白,红色表示上调蛋白,绿
色表示下调蛋白。
图1　冠脉严重钙化病变患者与非钙化组人群血浆差

异蛋白火山图

Figure1　Plasmadifferentialproteinvolcanomap

白色表示差异不显著的蛋白,红色表示上调蛋白,蓝
色表示下调蛋白。
图2　冠脉严重钙化病变患者与非钙化组人群血浆差

异蛋白聚类热图

Figure2　Clusteringheatmapofplasmadifferential
proteins

3　讨论

借助蛋白质组学技术筛选冠脉钙化患者血浆

中差异表达的蛋白质,有助于捕捉到一些直接与冠

脉钙化相关的生物分子,协助揭示疾病的发病机

制[5-6]。参照前期发表的文献[7-8],本研究蛋白质组

学检测人群的样本量各选30例,依据是小样本病

例中难以检测发现血浆低丰度蛋白质;而大样本量

检测费用也增加。本项目所选择的30×30例患者

血液基本能反映被检样本中蛋白质的全貌,进而发

现蛋白质的差异变化,为血管钙化疾病早期诊断和

预后估计提供了可能。
本研究采用 DIA 定量蛋白质组学质谱技术检

测冠脉严重钙化病变患者和非钙化对照人群血液

中蛋白质组的差异,共筛选出28个差异表达蛋白,
其中20个蛋白上调和8个蛋白下调。生物信息学

分析显示差异表达的蛋白分子功能主要与蛋白质

结合、信号受体结合和肌动蛋白结合相关;信号通

路主要与补体与凝血级联通路、糖酵解/糖原异生

通路等相关。
血管钙化既往被认为是一个不受调控的矿物

质代谢异常结果,近期研究发现,钙化病变是一种

多因素影响和主动调节过程,涉及多种生物学功能

及信号通路。血管钙化影响血管平滑肌细胞表型改

变,导致血管腔狭窄和硬化重塑[9-10]。因此血管钙化

相关的信号通路调控机制成为研究关注的重点。
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表2　冠脉严重钙化病变患者与非钙化组人群血浆中28种蛋白质的表达差异

Table2　Differencesintheexpressionof28proteinsinplasma

编号 蛋白质序列号 蛋白信息描述 基因名称 表达倍数 P 值

1 A0A2U8J8Y3 Igheavychainvariableregion IgH 5.201 0.017
2 A0A5C2GMF2 IGc998_light_IGKV4-1_IGKJ2 N/A 4.567 0.003
3 A0A5C2FZG2 IGLc1546_light_IGLV3-21_IGLJ3 N/A 4.147 0.007
4 P14618 PyruvatekinasePKM PKM 3.273 0.002
5 Q6ZVM5 cDNAFLJ42083fis,cloneTCERX2000613 N/A 3.175 0.001
6 A0A5C2GUI4 IGc1185_light_IGKV1-6_IGKJ1 N/A 2.567 0.029
7 P67936 Tropomyosinalpha-4chain TPM4 2.560 0.001
8 A0A024RDT4 Lymphocytecytosolicprotein1(L-plastin),isoformCRA_a LCP1 2.457 0.014
9 A0A5C2GK17 IGH +IGLc357_light_IGKV1D-39_IGKJ1 N/A 2.350 0.016

10 A0A5C2FZ57 IGLc2179_light_IGKV4-1_IGKJ1 N/A 2.321 0.027
11 A0A5C2G5C2 IGHc189_heavy__IGHV3-33_IGHD6-19_IGHJ5 N/A 2.137 0.025
12 A0A024RAG6 ComplementC1qsubcomponentsubunitA ADIC 2.114 0.007
13 B4DMC3 cDNAFLJ60302,highlysimilartoNeurocancoreprotein N/A 2.098 0.001
14 A0A5C2FYH6 IGLc2011_light_IGKV1D-33_IGKJ4 N/A 2.081 0.018
15 A0A5C2GUT1 IGc1271_heavy_IGHV3-33_IGHD1-1_IGHJ4 N/A 2.076 0.047
16 Q7Z351 UncharacterizedproteinDKFZp686N02209 DKFZp686N02209 2.079 0.016
17 A0A5C2GNX4 IGc870_heavy_IGHV3-66_IGHD3-16_IGHJ1 N/A 2.073 0.005
18 A0A5C2GVS9 IGc657_heavy_IGHV3-7_IGHD5-12_IGHJ4 N/A 2.059 0.024
19 A0A5C2G1H9 IGLc2982_light_IGKV4-1_IGKJ1 N/A 2.047 0.041
20 A0A024R6Q0 HCG2029544,isoformCRA_a hCG_2029544 2.000 0.025
21 P07737 Profilin-1 PFN1 0.483 0.002
22 A0A5C2GIJ0 IGc818_light_IGKV1D-33_IGKJ4 N/A 0.460 0.001
23 A0A5C2FY46 IGLc1564_light_IGKV4-1_IGKJ4 N/A 0.436 0.012
24 A0A5C2GIW4 IGH +IGLc645_heavy_IGHV3-23_IGHD2-21_IGHJ4 N/A 0.384 0.029
25 A0A3B3IRV3 MalignantT-cell-amplifiedsequence MCTS2P 0.316 0.004
26 A0A5C2GDY8 IGH +IGLc247_heavy_IGHV3-48_IGHD3-9_IGHJ6 N/A 0.287 0.041
27 A0A5C2GRG0 IGc1788_heavy_IGHV1-46_IGHD5-18_IGHJ3 N/A 0.254 0.012
28 A0A5C2G173 IGLc2300_light_IGKV1D-13_IGKJ4 N/A 0.226 0.002

　　N/A=notavaible(未提供)。

图3　冠脉严重钙化病变患者与非钙化组人群血浆差

异蛋白GO富集分析结果

Figure3　ResultsofGOenrichmentanalysisofplasma
differentialproteins

图4　冠脉严重钙化病变患者与非钙化组人群血浆差

异蛋白KEGG分析结果

Figure4　AnalysisofplasmadifferentialproteinKEGG
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本研究显示冠脉严重钙化病变患者血浆差异

表达的蛋白质主要参与补体凝血级联反应信号通

路。补体系统作为固有免疫的重要组成部分,在血

管钙化病理生理学过程中占有重要角色[11]。补体

活化大致可分为3种途径,即经典途径、替代途径

和凝集素途径。上述3条补体活化途径在 C3汇

合,随后导致 C5裂解为 C5a和 C5b两个片段,最
终形成C5b-9补体复合物[12]。早期流行病学研究

显示血液中补体蛋白C3或者C3a含量增高是血管

钙化独立危险因素[13-14]。近期文献也报道作为经

典途径起始成分补体 C1q通过促进血管平滑肌细

胞增殖和活性氧(ROS)产生影响血管狭窄和血管

僵硬程度发生[15-16]。
本蛋白质组学研究也显示糖酵解/糖原异生通

路参与了冠脉钙化病变的发生。既往研究显示人

的主动脉平滑肌细胞中,线粒体氧化磷酸化和糖酵

解产生的 ATP分别占29.89%和70.11%[17]。有

文献报道糖酵解促进血管钙化的机制与糖酵解介

导血管平滑肌细胞线粒体受损和平滑肌细胞增殖

有关[18-19]。同时,本次研究 KEGG 信号通路分析

也显示 HIF-1信号通路与血管钙化相关,其机制与

低氧诱导因子(HIF-1α)促进平滑肌细胞成骨样分

化、调节糖代谢及炎症反应等机制相关[20]。
目前冠脉钙化确切的发病机制仍不清楚,相比

传统的DDA定量分析,本研究采用的 DIA技术可

以为冠脉钙化机制研究提供一种有效平台,其数据

结果具有超高定量准确度和重现性及稳定性[21]。
该研究不足之处在于尽管入院时尽量匹配患者入

院基线资料如年龄、性别、血脂和血糖水平等。但

并不能排除患者合并用药等潜在的混杂因素影响

血清蛋白质组学标记物对冠脉钙化疾病的评估。
综上所述,本研究通过 DIA 蛋白质组学结合

生物信息学方法,初步筛选出冠脉严重钙化病变患

者候选血浆生物标志物。今后还需在更大的样本

中对这些差异表达的蛋白质分子进行验证,以评价

它们在血管钙化疾病鉴别诊断中的稳定性和准

确性。
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长链非编码RNA牛磺酸上调基因1与
冠状动脉支架内再狭窄的相关性∗

高小燕1,2　张韶辉2　魏广和2

∗基金项目:山东省医药卫生科技发展计划项目(No:2019WS367)
1济宁医学院临床医学院(山东济宁,272000)
2济宁医学院附属医院心内科
通信作者:魏广和,E-mail:weiguang2018@163.com

　　[摘要]　目的:探讨长链非编码RNA(LncRNA)牛磺酸上调基因1(TUG1)在冠状动脉(冠脉)支架内再狭窄

(ISR)患者外周血中的表达水平,研究 TUG1对支架内再狭窄的诊断价值。方法:选取2019年5月—2021年6
月于济宁医学院附属医院心内科住院且既往置入过冠脉支架的患者,入院复查冠脉造影评估冠脉支架是否狭窄,
根据冠脉造影结果分为支架内再狭窄(ISR)组(26例)和支架内非狭窄(N-ISR)组(26例)。首先收集患者外周

血,用单核细胞分离液提取单核细胞,从上述细胞中提取 RNA,然后采用实时荧光定量聚合酶链式反应(qRT-
PCR)法检测LncRNATUG1表达水平;采用多因素logistic回归分析研究ISR患者的独立危险因素,采用受试者

工作特征曲线(ROC曲线)来评估TUG1对ISR的诊断价值。结果:ISR组TUG1表达量高于 N-ISR组[(0.1982
±0.2276)∶(0.0704±0.0869),P<0.05],差异有统计学意义。多因素logistic回归分析表明,TUG1为ISR的

独立危险因素(OR=1.934,95%CI1.017~3.677,P=0.044)。TUG1的 ROC曲线下面积为0.703,灵敏度为

65.4%,特异度为73.1%。结论:ISR组患者 TUG1的表达水平增高。高表达的 TUG1是ISR的独立危险因素,

TUG1可能是预测经皮冠脉介入治疗术后发生ISR的新型生物标志物。
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Correlationbetweenlongnon-codingRNAtaurineup-regulated
gene1andcoronaryin-stentrestenosis
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheexpressionleveloflongnon-codingRNA(lncRNA)taurineup-regula-
tedgene1(TUG1)inperipheralbloodofpatientswithcoronaryin-stentrestenosis(ISR),andtostudythediag-
nosticvalueofTUG1forin-stentrestenosis.Methods:PatientswhowerehospitalizedintheDepartmentofCardi-
ology,AffiliatedHospitalofJiningMedicalUniversityfrom May2019toJune2021andhadpreviouslyreceived
coronarystentimplantation,wereselected.Atthesametime,coronaryangiographywasreexaminedatthisad-
missiontoassesswhetherthecoronarystentwasstenosed.Thepatientsweredividedintoin-stentrestenosis(ISR)

group(n=26)andin-stentnon-stenosis(N-ISR)group(n=26)accordingtotheresultsofcoronaryangiography.
First,peripheralbloodwascollectedfrompatients,monocyteswereextractedwithmonocyteisolationsolution,

RNAwasextractedfromtheabovecells,andthenlncRNATUG1expressionlevelsweredetectedbyreal-timepol-
ymerasechainreaction(qRT-PCR).Multivariatelogisticregressionanalysiswasusedtostudytheindependent
riskfactorsofISRpatients,andreceiveroperatingcharacteristiccurve(ROCcurve)wasusedtoassessthediag-
nosticvalueofTUG1forISR.Results:TheexpressionofTUG1intheISRgroupwashigherthanthatintheN-
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