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【摘要】目的 探讨同位素标记相对和绝对定量（iTRAQ）技术在颅内动脉瘤血浆差异表达蛋白（DEPs）检测中的应用价值。

方法 收集2019年1~12月收治的10例颅内破裂动脉瘤病人血浆10份，同时收集年龄、性别、吸烟史、饮酒史、高血压以及动脉瘤

位置等相匹配的10例颅内未破裂动脉瘤血浆10份作为对照组。采用 iTRAQ技术筛选血浆样本DEPs，应用生信分析方法GO分

析和KEGG通路富集分析，并与GEO数据库的数据集进行交叉验证。结果 经蛋白质组学分析鉴定出806个可定量蛋白，其中

DEPs共122个，表达上调59个，表达下调63个。GO和KEGG分析结果显示，动脉瘤破裂主要与炎症和免疫反应相关。DEPs相
互作用网络分析显示，白蛋白、血红蛋白β亚基、钙调蛋白1、转铁蛋白和载脂蛋白A1是网络核心蛋白。与GEO数据集交叉结果

显示，血浆样本SLMAP、IQGAP3、PTPRJ、PEBP1、S100P、BASP1和AOC3等表达水平与GEO数据集的动脉瘤组织基因表达水平

呈现相同变化趋势，而且破裂动脉瘤与未破裂动脉瘤之间具有统计学差异（P<0.05）。结论 本文结果初步筛选出与颅内动脉瘤

破裂相关的血浆DEPs，这些DEPs与炎症和免疫反应密切相关。这为研究颅内动脉瘤发病的分子机制和潜在的治疗靶点提供

了新的线索。
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Detection of plasma differentially expressed proteins of ruptured and unruptured intracranial aneurysms using iTRAQ-based
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【Abstract】 Objective To investigate the application value of isotope labeling relative and absolute quantitative (iTRAQ)
technique in detecting differential expression proteins (DEPs) in the plasma of patients with intracranial aneurysms. Methods Ten
samples of plasma were collected from 10 patients with ruptured intracranial aneurysm who were admitted to our hospital from January to
December 2019, and 10 samples of plasma from 10 patients with unruptured intracranial aneurysm were collected as the control group.
The DEPs of plasma samples were screened by iTRAQ technique, GO analysis and KEGG pathway enrichment analysis were used to
analyzed the DEPs which were cross-verified with GEO database data sets. Results A total of 806 quantifiable proteins was identified by
proteomic analysis, of which 122 were DEPs (59 up-regulated, 63 down-regulated). The results of GO and KEGG analyses showed that
aneurysm rupture was mainly related to inflammation and immune response. DEPs interaction network analysis showed that albumin,
hemoglobin subunit beta, calmodulin 1, transferrin and apolipoprotein A1 were the hub proteins of the network. The cross-over results
with GEO data set showed that the expression levels of SLMAP, IQGAP3, PTPRJ, PEBP1, S100P, BASP1 and AOC3 in plasma samples
presented the same change trend as those of aneurysm tissue gene expression in GEO data set. There was statistical difference between
ruptured aneurysms and unruptured aneurysms (P<0.05). Conclusions The plasma DEPs associated with ruptured intracranial
aneurysms were closely related to inflammation and immune response. Out results provide new clues for the study of the molecular
mechanism of intracranial aneurysm pathogenesis and potential therapeutic targets.
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iTRAQ技术在颅内动脉瘤病人血浆差异表达蛋白
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颅内动脉瘤破裂是导致蛛网膜下腔出血

（subarachnoid hemorrhage，SAH）的主要原因，致残

率、病死率高[1，2]。随着医学技术的进步，颅内未破裂

动脉瘤的检出率明显增高。目前，颅内未破裂动脉

瘤的治疗尚无统一意见，需要权衡动脉瘤破裂的风
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险和外科治疗的风险之间利弊。动脉瘤的发展变化

会引发一系列的分子事件，导致一些具有潜在的生

物标志物特征的物质释放到外周血。如果能够在外

周血找到与动脉瘤破裂相关的预警生物标记物，则

有助于动脉瘤临床治疗方案的选择。我们采用同位

素标记相对和绝对定量（isobaric tag for relative and
absolute quantitation，iTRAQ）技术检测颅内未破裂动

脉瘤和颅内破裂动脉瘤病人血浆蛋白的差异表达

谱，并采用生物信息学方法分析，为寻找出血浆潜在

的生物标志物提供依据。

1 材料与方法

1.1 血浆来源 收集2019年1~12月收治的10例颅内

破裂动脉瘤病人血浆10份，同时收集年龄、性别、吸

烟史、饮酒史、高血压以及动脉瘤位置等相匹配的10
例颅内未破裂动脉瘤血浆 10份作为对照组。两组

病人基线资料见表 1。本研究经我院伦理委员会批

准，所有入组病人均知情并签署同意书。

1.2 病例选择标准 纳入标准：DSA或CTA证实存在

颅内动脉瘤。排除标准：海绵状血管瘤；非颅内动脉

瘤因素（血管畸形等）造成的蛛网膜下腔出血；夹层

动脉瘤；恶性肿瘤、自身免疫性疾病等；外院已行手

术、介入治疗。

1.3 样本的采集与保存 入院2 h内采集静脉，4 ℃条

件下 3 000转/min离心 15 min，收集上层血浆分装

后-80 ℃保存备用，避免反复冻融。

1.4 标记前样品准备 使用ProteoMinerTM蛋白富集

试剂盒（美国Bio-Rad公司）去除血浆样本中高丰度

蛋白，胰蛋白酶消化后得到肽段，并采用 C18 Car⁃
tridges进行脱盐，肽段真空离心干燥后以40 μl 0.1%
甲酸溶液复溶。

1.5 iTRAQ标记和LC-MS/MS分析 利用 iTRAQ试剂

盒（美国AB SCIEX公司）标记肽。使用AKTA纯化

系统（美国GE Healthcare公司）通过SCX色谱分离标

记肽。干燥的肽混合物用缓冲液A（10 mM KH2PO4，

25% ACN，pH=3.0）重组和酸化，在 PolySULFOETH⁃
YL 4.6×100 mM柱上（5 μm，200 Å；美国 polyylc Inc
公司）上进行分级。洗脱过程中监测214 nm吸光度

值，每隔 1 min收集洗脱组分。真空离心冻干后用

C18 Cartridge脱盐。每份样品采用Easy nLC（上海赛

默飞世尔科技公司）进行分离，在用Q Exactive质谱

仪（上海赛默飞世尔科技公司）进行分析。

1.6 蛋白鉴定和定量 使用MASCOT引擎（Matrix Sci⁃
ence，London，UK；版本 2.2）嵌入到 Proteome Discov⁃
erer 1.4软件中对蛋白进行鉴定和定量。以表达倍

数（fold change，FC）变化>1.2倍（上调>1.2倍或下调<
0.83倍）且 P<0.05的筛选标准，得到差异表达蛋白

（differentially expressed proteins，DEPs）。
1.7 生物信息学分析 利用GO数据库（http://www.ge⁃
neontology.org/）对 DEPs 的反应通路进行注释和分

类，使用 OmicShare工具（https://www.omicshare.com/
tools）进行KEGG路径富集分析和GO分析。

从 GEO 数据库（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）下

载 动 脉 瘤 破 裂 的 基 因 芯 片 数 据 GSE13353 和

GSE54083，在GEO2R平台内对两组数据进行差异

基因分析，选取 log2 FC>1或<-1、P<0.05的基因为差

异表达基因。将GSE13353和GSE54083的差异表达

基因以及本研究血浆样本DEPs联合做韦恩图分析。

1.8 蛋白互作网络的构建 将筛选出的 DEPs导入

STRING在线数据库（http://string-db.org/）进行聚类

分析，引用Cytoscape软件version 3.8.2绘制蛋白质互

作网络图，找出网络核心关键蛋白。

2 结 果

2.1 GO分析及KEGG通路富集分析 经蛋白质组学

分析鉴定出806个可定量蛋白，其中DEPs共122个，

表达上调59个，表达下调63个。

DEPs进行BLAST2GO注释，按照生物过程、细

胞成分和分子功能类别进行分类：在生物学过程中，

大多数DEPs主要参与“细胞过程”、“生物调节过程”

和“代谢过程”等；DEPs的分子功能主要在“结合”功

能中集中；而在细胞成分中“细胞”和“细胞组分”具

有数量最多的DEPs。
KEGG通路富集分析结果表明，主要相关疾病

为传染性疾病和免疫疾病，也包括心血管疾病；主要

临床特征

年龄（岁）

性别（例，男/女）

合并高血压（例）

吸烟（例）

饮酒（例）

动脉瘤大小（mm）
动脉瘤位置（例）

颈内动脉

前交通动脉

大脑中动脉

后交通动脉

未破裂动脉瘤

57.50±6.69
4/6
9
4
2

6.19±3.11

1
3
4
2

破裂动脉瘤

57.50±6.13
4/6
9
4
2

4.31±2.30

1
3
4
2

表1 两组病人的基线资料
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富集的通路均与炎症免疫反应相关，主要相关通路

包括B细胞受体信号通路、T细胞受体信号通路等与

免疫及炎症级联反应显著相关的通路，以及MAPK
信号通路、PI3K-Akt信号通路等与在细胞凋亡中发

挥重要作用的通路。

2.2 蛋白相互作用网络 DEPs相互作用网络分析显

示，白蛋白（albumin，ALB）、血红蛋白β亚基（hemo⁃
globin subunit beta，HBB）、钙调蛋白1（calmodulin-1，
CALM1）、转铁蛋白（serotransferrin，TF）和载脂蛋白

A1（apolipoprotein A1，APOA1）是网络核心蛋白。

2.3 与GEO数据集交叉结果 GSE13353数据集与本

研究的共同差异蛋白有14个，GSE54083数据集与本

研究的共同差异蛋白有 3 个；其中 2 个蛋白在

GSE13353、GSE54083数据集和本研究样本中均存

在交叉。

2.4 共 同 DEPs 的 情 况 本 研 究 样 本 SLMAP、
IQGAP3、PTPRJ、PEBP1、S100P、BASP1和AOC3等表

达水平与GSE13353数据集的动脉瘤组织基因表达

水平呈现相同变化趋势，而且破裂动脉瘤与未破裂

动脉瘤之间具有统计学差异（P<0.05；图1）。
3 讨 论

生物标志物有助于了解颅内动脉瘤生长与破裂

的分子机制，从而开发新的治疗方法，并预测临床结

果。既往研究都是在基因组学[3]和转录组学[4]水平进

行分析，但蛋白的翻译和修饰也会影响其表达和功

能，因此蛋白质组水平的研究能直接反映颅内动脉

瘤破裂的病理变化。颅内动脉瘤壁的病理改变会导

致一些具有潜在的生物标志物特征的物质释放到外

周血。血液作为疾病微环境在疾病大环境中的反

馈，是最容易获取并且方便检测变化的，也是更具有

无创诊疗应用价值的。如果在外周血中能寻找到辅

助预警颅内动脉瘤破裂的生物标志物，则能够有助

于对颅内未破裂动脉瘤治疗方案的选择提供个体化

诊疗的参考依据。

我们的研究以病人血浆为颅内动脉瘤潜在生物

标记物的来源，采用 iTRAQ技术与 LC-MS/MS联合

的蛋白质组学分析方法，识别和量化蛋白，分析颅内

破裂动脉瘤与颅内未破裂动脉瘤的DEPs。首先，通

过GO富集分析和KEGG通路富集分析关键蛋白与

关键功能，同时运用GEO数据库的基因芯片信息，

验证得到的DEPs的动脉瘤组织基因表达水平；再通

过 iTRAQ蛋白质组学分析与生物信息学交叉联合，

试图寻找潜在的生物标志物。我们确定DEPs共122

个，上调59个，下调63个；功能富集分析发现，DEPs
参与血管生成与血管通透性调节、血管损伤以及损

伤后的血小板脱粒、脂质的代谢等与动脉瘤形成发

展密切相关的反应。颅内动脉瘤的特征是血流动力

学引发的血管内皮功能障碍，使平滑肌细胞转化为

促炎表型，血管壁局灶性恶化，粘液物质在内膜和中

层沉积，内弹力板断裂导致动脉壁弹力变弱[5]。动脉

壁细胞丢失、泡沫化最终导致动脉瘤破裂[6]。研究证

实切应力诱导一氧化氮的产生、平滑肌细胞的表型

改变和凋亡、炎症和遗传等因素，都参与动脉瘤的形

成和破裂[6]。

本文结果显示APOA1是蛋白质互作网络的核

心蛋白。APOA1是高密度脂蛋白的主要载脂蛋白，

能够诱导清除血管壁细胞内积聚的脂质，从而启动

反向胆固醇运输途径。有免疫组化染色研究表明，

APOA1与动脉瘤破裂的临床危险因素呈负相关，这

可能和APOA1通过抗动脉粥样硬化、抗炎和抗氧化

功能在动脉瘤壁变性中发挥保护作用有关[7]。我们

发现颅内未破裂动脉瘤病人血浆APOA1表达与颅

内破裂动脉瘤病人相比显著上升。

ALB是一种急性相反应物，可以预防或恢复由

图 1 iTRAQ技术检测颅内动脉瘤病人血浆差异表达蛋白

与GEO数据库颅内动脉瘤组织基因表达交叉分析

RIA. 颅内破裂动脉瘤；UIA. 颅内未破裂动脉瘤
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溶血性磷脂酰胆碱诱导的内皮细胞凋亡等血管功能

障碍，同时可以结合游离脂肪酸，阻断病理性脂质过

氧化反应[8]。因此，颅内未破裂动脉瘤病人血浆ALB
升高可能对动脉瘤具有保护作用。巨噬细胞中铁蛋

白的增加对细胞铁代谢起作用，也对炎症反应起作

用[9]。而铁缺乏在的炎症性疾病中很常见，是影响发

病率和病死率的独立危险因素，其中铁缺乏即可由

TF的饱和度来定义[10]。我们推断TF在颅内破裂动

脉瘤病人血浆中表达下调可能与炎症相关。PTPRJ
蛋白在血管生成中显示出重要作用，其过表达会使

细胞间黏附分子和血管细胞间黏附分子的mRNA水

平显著升高，表明PTPRJ基因在内皮细胞中具有促

炎、促凋亡作用 [11]。我们发现 PTPRJ在颅内破裂动

脉瘤病人血浆中表达升高。此外，有研究发现基质

金属蛋白酶-9在颅内破裂动脉瘤组织和病人血清

中表达升高，ORM1在颅内未破裂动脉瘤组织中也

存在表达升高的现象[12]。

综上所述，我们运用 iTRAQ与 LC-MS/MS联合

的蛋白质组学分析方法，成功筛选出与颅内动脉瘤

破裂风险相关的血浆候选生物标志物。从本质上

讲，颅内动脉瘤的破裂主要与炎症反应、细胞凋亡等

相关，多种机制共同作用导致不良结局。我们蛋白

质互作用网络分析筛选出介导颅内动脉瘤破裂的关

键蛋白，同时通过功能分析发现DEPs与炎症和免疫

反应密切相关。这为了解颅内动脉瘤发病的分子机

制和潜在的治疗靶点提供了新的线索。当然，这些

蛋白质在颅内动脉瘤发生发展过程中的真正作用尚

不清楚，还需要更多的实验验证。
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