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【摘要】　目的　采用数据非依赖型采集（DIA）蛋白质组学技术分析脓毒症性凝血病（SIC）的血浆

蛋白表达，筛选典型生物标志物并构建诊断模型。方法　前瞻性观察研究纳入重症医学科 46例成年

脓毒症患者，收集临床资料并按照SIC标准分为普通脓毒症组（26例）和SIC组（20例），采集血浆标本

进行蛋白组学检测并进行生信物信息学分析，应用LASSO、随机森林筛选差异表达蛋白（DEP），根据

筛选结果构建SIC诊断模型，并进行受试者工作特征（ROC）曲线分析。结果　基线资料显示，SIC患者

的凝血酶原时间较脓毒症组明显延长，血小板计数明显降低，D-二聚体、纤维蛋白降解产物、血乳酸、

SOFA评分和APACHE Ⅱ评分较脓毒症组患者明显升高 （P＜0.05）。DIA蛋白组学共鉴定出 2 637个

蛋白，以表达倍数＞1.5倍且P＜0.05为筛选标准，共筛选出 240个DEP，包括 81个上调DEP和 159个下

调DEP。亚细胞定位分析表明，DEP主要在细胞外和细胞核；GO注释显示，DEP在生物过程方面主要

参与细胞生理、生物调节和应激反应过程；分子功能方面主要参与生物分子互作和催化作用；结构域注

释显示DEP以免疫球蛋白V区为主，是特异识别和结合抗原的部分；KEGG富集分析显示，DEP主要富

集在自然杀伤细胞介导的细胞毒性反应、糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白合成通路、肿瘤坏死因子信号通路

和NF-κB信号通路。对 DEP 进行 LASSO 回归和随机森林，筛选出血管生成素、凝集素家族成员 10

两个变量，且以此构建的 SIC 诊断模型的 ROC 曲线下面积为 0.896，特异度为 0.731，灵敏度为 0.900。

结论　由血管生成素、凝集素家族成员10构建的诊断模型可准确诊断SIC。
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【Abstract】】　　Objective　This study used data-independent acquisition （DIA） proteomics to analyze 
plasma protein expression in sepsis-induced coagulopathy （SIC）, identify key biomarkers, and develop a 
diagnostic model.  Methods　This prospective study included 46 adult sepsis patients from the intensive 
care unit. Patients were categorized into a general sepsis group （n＝26） and an SIC group （n＝20） based 
on established SIC criteria. Plasma samples underwent proteomic and bioinformatics analyses to identify 
differentially expressed protein （DEP） using LASSO regression and Random Forest. A diagnostic model 
was constructed and assessed via receiver operating characteristic (ROC) curve analysis. Results　　 The 
baseline data revealed that SIC patients exhibited longer prothrombin times, lower platelet counts, and 
higher D-dimer, fibrin degradation products, blood lactate, SOFA scores, and APACHE Ⅱ scores compared 
with general sepsis patients （P＜0.05）. DIA proteomics identified 2 637 proteins, with 240 DEP meeting 
the criteria （fold change ＞1.5, P＜0.05）, including 81 upregulated and 159 downregulated DEP. 
Subcellular localization analysis revealed that DEPs were predominantly extracellular and nuclear. Gene 
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ontology （GO） annotation showed that DEP were mainly involved in cellular physiology, biological 
regulation, and stress response processes in biological processes. Domain annotation revealed a 
predominance of immunoglobulin V regions in DEP, which are crucial for antigen recognition and binding. 
KEGG enrichment analysis showed significant enrichment of DEP in pathways related to natural killer cell-
mediated cytotoxicity, glycosylphosphatidylinositol anchor biosynthesis, tumor necrosis factor signaling, 
and NF-κB signaling. LASSO regression identified angiogenin and C-type lectin domain family 10 member 
A as key DEP. The SIC diagnostic nomogram showed an area under the curve of 0.896, with 0.731 
specificity and 0.900 sensitivity. Conclusion　The nomogram incorporating angiogenin and C-type lectin 
domain family 10 member A provides an accurate tool for SIC diagnosis.

【Key words】　 Sepsis-induced Coagulopathy;　 Proteomics;　 Diagnostic Model;　 Nomogram;  
Angiogenin
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脓毒症是指宿主对感染的异常反应导致的致

死性器官功能障碍［1］。美国每年约 170万成人发生

脓毒症，约 60余万在院内死亡［2］。中国重症医学质

控中心报道，在重症医学科收治的成人脓毒症性休

克患者的在院死亡率超过 50％［3］。脓毒症时感染和

炎症因素极易导致血管内皮损伤，从而发生以血小

板减少、凝血紊乱和纤溶异常为特征的脓毒症性凝

血病（Sepsis-induced coagulopathy, SIC）［4］。据统计，

我国 67.9％的脓毒症患者可合并SIC，SIC易进展为

弥散性血管内凝血（DIC），导致 SIC 患者死亡率显

著升高［5-6］。为了实现 SIC患者的早期诊断，国际血

栓与止血学会（International Society on Thrombosis 

and Haemostasis，ISTH）专门发布了由序贯器官衰

竭评分（SOFA 评分）、INR 和血小板计数三个指标

组成的 SIC 诊断积分法［7］。SIC 诊断标准的最大优

点是纳入指标非常普及，临床易于执行，但也导致

SIC诊断标准的灵敏度和特异度不够理想［8］。因此，

寻找更加灵敏、准确的诊断标志物一直是 SIC 的研

究热点之一。

数据非依赖型采集（DIA）蛋白质组学能大规模

检测蛋白质，具有高定量准确性和高数据重现性，

已被广泛用于挖掘疾病机制、筛选早期诊断标志物

和发现治疗靶点的相关研究，但在 SIC 方面尚未见

报道［9］。因此，本研究拟采用 DIA 蛋白组学技术检

测 SIC 患者血浆中蛋白表达的变化，探讨 SIC 的发

病 机 制 并 筛 选 有 意 义 的 差 异 表 达 蛋 白

（Differentially expressed proteins，DEP），为早期精

准诊断SIC提供依据。

病例与方法

一、研究对象和分组

本研究属于前瞻性观察性研究，共纳入 2023年

11 月至 2024 年 5 月联勤保障部队第九〇八医院重

症医学科收治的 46例脓毒症患者。纳入标准：符合

脓毒症 3.0诊断标准［10］。排除标准为符合以下任意

一条：①年龄＜18 岁；②转入 ICU 不足 24 h 或转出

患者；③血液系统肿瘤患者；④既往肝病病史；⑤既

往遗传性凝血异常。根据是否满足中国SIC诊断标

准［11］，将 46例脓毒症患者分为普通脓毒症组（26例）

和SIC患者（20例）。本研究经联勤保障部队第九〇八

医院伦理委员会批准（伦理批号：908yyLL028），并

征得患者家属知情同意。

二、收集基础资料

收集患者的基础资料包括年龄、性别，入科 2 h

内的血常规（包括白细胞计数、中性粒细胞计数、淋

巴细胞计数、红细胞计数和血小板计数），血生化

（包括肝肾功能指标，具体为丙氨酸转氨酶、天冬氨

酸转氨酶、总胆红素和肌酐），C-反应蛋白，乳酸，常

规凝血指标（包括凝血酶原时间、活化部分凝血活

酶时间、凝血酶时间、纤维蛋白原、纤维蛋白原降解

产物和 D-二聚体），并计算入科时的急性生理与慢

性健康（Acute physiology and chronic health evalua‐

tion Ⅱ，APACHE Ⅱ）评分和 SOFA 评分。

三、蛋白提取与酶解

血浆复融离心后，加入适量裂解液提取蛋白，

采用BCA法进行蛋白定量。各样品分别取 20 µg蛋

白质加入适量缓冲液，沸水浴 5 min，进行 SDS-

PAGE电泳，考马斯亮蓝R-250染色。所有样品取适

量蛋白，混合成Pool样品，用于构建 spectral library，

并采用过滤辅助样品制备法酶解。酶解后样品肽

段进行高 pH 反相肽分离。肽段冻干后加入 40 μl 

0.1％甲酸溶液复溶，通过 280 nm处的吸光度（A）值

测定样品的肽段浓度。Pool 样品肽段和酶解肽段

中分别加入适量 iRT标准肽段，进行DIA质谱检测。

四、质谱分析

采用纳升流速 Evosep one系统（丹麦 Evosep公
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司产品）进行色谱分离，纳米级高效液相色谱分离

后的样品用 timsTOF质谱仪（德国布鲁克公司产品）

进行 DIA 质谱分析。DIA 数据采用 Spectronaut 软

件进行数据处理。搜库（UniProt）完成后，对结果进

行样本质控评价、定量分析和DEP筛选。DEP筛选

标准：以差异倍数（Fold change，FC）＞1.5、P＜0.05

作为显著上调的变化阈值，FC＜-1.5、P＜0.05为显

著下调的变化阈值。

五、生物信息学分析

对DEP进行亚细胞结构注释、结构域注释、GO

注释、KEGG通路富集分析。

六、统计学处理

所有临床数据采用 SPSS 27.0统计软件进行分

析。计数资料以构成比或频数表示，组间比较采用

χ2检验。计量资料以单样本S-W法进行正态分布检

验，符合正态分布的数据以均数±标准差（x±s）表示；

非正态分布的数据以中位数（四分位数） ［M（Q1，

Q3）］表示。满足正态分布且方差齐者组间比较采

用 t 检验；不满足者组间比较采用 Mann-Whitney U

检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。使用R包

“random Forest”进 行 随 机 森 林 。 对 DEP 使 用

CNSknowall 平台进行 LASSO 回归、受试者工作特

征（Receiver operating characteristic, ROC）曲线分

析、列线图和决策曲线分析的绘制。

结　　果

一、基线资料

如表 1所示，炎症指标中，SIC患者的白细胞计

数和中性粒细胞计数较脓毒症组上升。器官功能

方面，SIC 患者的肌酐水平增高，提示肾功能受损。

疾病危重程度的评估上，SIC 患者的血乳酸浓度、

SOFA 评分和 APACHE Ⅱ评分均高于脓毒症组，表

明病情更加严重。凝血功能方面，SIC 患者的凝血

酶原时间延长，血小板计数、纤维蛋白原水平显著

降低，而D-二聚体、纤维蛋白降解产物水平升高，提

示存在明显的凝血功能障碍。

二、差异表达蛋白的筛选

质谱检测结果以韦恩图显示共鉴定到 2 637个

重叠蛋白（图 1A），本项目所有样本及质量控制

（QC） 样本内蛋白的定量强度分布以抖动图形式展

表 1　脓毒症与脓毒症性凝血病（SIC）患者的基线资料

指标

年龄［岁，M（Q1, Q3）］

男性［例（％）］

WBC［×109/L，M（Q1, Q3）］

ALC（×109/L，x±s）

ANC［×109/L，M（Q1, Q3）］

RBC（×1012/L，x±s）

PLT（×109/L，x±s）

PT［s，M（Q1, Q3）］

APTT［s，M（Q1, Q3）］

TT［s，M（Q1, Q3）］

FIB（g/L，x±s）

纤维蛋白降解产物［μg/ml，M（Q1, Q3）］

D-二聚体［μg/ml，M（Q1, Q3）］

肌酐［μg/ml，M（Q1, Q3）］

丙氨酸转氨酶［U/L，M（Q1, Q3）］

天冬氨酸转氨酶［U/L，M（Q1, Q3）］

C反应蛋白［mg/L，M（Q1, Q3）］

乳酸［mmol/L，M（Q1, Q3）］

SOFA评分［M（Q1, Q3）］

APACHE Ⅱ评分（x±s）

脓毒症组（26例）

78.5（59.5, 87）

17（65.38）

7.20（5.78, 10.15）

0.88 ± 0.39

5.75（4.78, 8.35）

3.55 ± 0.88

205.30 ± 47.40

13.1（12.2, 14.2）

33.4（27.6, 38.5）

16.2（14.8, 16.8）

3.99 ± 0.90

3.39 （2.46, 4.08）

1.04 （0.825, 1.68）

70.35 （45.05, 95.30）

41.50 （26.23, 64.35）

38.3 （25.6, 55. 5）

53.8 （36.9, 114.7）

1.5 （1.3, 1.9）

5.00（3.75, 7.00）

18.69±4.60

SIC组（20例）

83（71, 84.5）

10（50.00）

15.00（9.63, 15.80）

0.91 ± 0.55

12.85（7.85, 14.95）

3.28 ± 0.97

98.15 ± 74.92

17.6（16.4, 18.7）

35.7（30.3, 46.9）

17.3（14.9, 19.6）

2.82 ± 0.92

6.63（4.09, 9.18）

2.63（1.45, 4.10）

101.40（74.15, 159.73）

48.01（14.70, 62.78）

47.4 （29.2, 67.1）

79.2 （44.5, 181.0）

2.3 （1.4, 3.1）

9.00（6.00, 11.00）

22.35±4.67

统计量

-0.189

1.104

-3.503

-0.227

-3.458

0.971

5.593

-5.420

-1.571

-1.497

4.331

-4.321

-4.144

-2.726

-0.244

-0.909

-0.997

-2.359

-4.037

-2.655

P值

 0.850

0.293

＜0.001

0.822

＜0.001

0.338

＜0.001

＜0.001

0.080

0.134

＜0.001

＜0.001

＜0.001

0.006

0.807

0.364

0.319

0.017

＜0.001

0.011

注　ALC：淋巴细胞绝对计数；ANC：中性粒细胞绝对计数；PT：凝血酶原时间；APTT：活化部分凝血活酶时间；TT：凝血酶时间；FIB：纤维

蛋白原；SOFA：序贯器官衰竭评分；APACHE Ⅱ：急性生理与慢性健康Ⅱ评分
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示如下（图 1B）。以 FC＞1.5、P＜0.05 为上调蛋白

变化阈值，FC＜-1.5、P＜0.05 为下调蛋白变化阈

值，共筛选出 240个DEP，其中上调蛋白 81个，下调

蛋白 159 个。以 FC 值和 P 值两个因素为标准绘制

火山图（图 1C），以热图形式采用层次聚类算法对

DEP进行聚类分析（图1D）。

三、生物信息学分析

对所有 DEP 进行亚细胞定位分析，结果显示

DEP主要在细胞外和细胞核（图 2A）。结构域注释

结果显示，差异蛋白结构域绝大多数聚集在免疫蛋

白的 V 区（图 2B）。GO 功能注释显示，在生物过程

方面 DEP 主要参与细胞生理、生物调节、应激反应

过程、免疫反应过程，在分子功能方面 DEP 主要参

与生物分子互作和催化作用；在细胞组成方面主要

分布在细胞外区域（图 2C）。KEGG 通路富集分析

结果显示，DEP主要富集在自然杀伤细胞介导的细

胞毒性、糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白生物合成通路、

肿瘤坏死信号通路和NF-κB信号通路（图2D）。

四、生物标志物筛选

为寻找有临床价值的诊断标志物，首先对

240个DEP进行初筛。排除无基因名称的免疫球蛋

白片段后，采用LASSO回归进行筛选，当Log（λ）为

-3.23 时共筛选出 11 个 DEP（图 3A），随机森林筛

选出 18 个 DEP（图 3B），两种方法重叠出 6 个 DEP

注　SIC：脓毒症性凝血病样本；QC：质控样本

图 1　蛋白的鉴定和质控及差异蛋白筛选与聚类分析　A　韦恩图显示脓毒症与SIC重叠蛋白；B　样本强度定量抖动分布图；C　火山图（红

色标注上调蛋白，蓝色标注下调蛋白，标示出差异最显著的前 10个蛋白）；D　聚类分析图（240个差异蛋白在脓毒症与SIC中分别聚为

两个独立的簇，表明差异蛋白在两组之间存在显著的表达模式差异）
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（图 3C）。对这 6个蛋白进行相关性分析（图 3D），将

相关系数绝对值大于 0.4 的蛋白剔除 1 个以避免出

现功能相似标志物，筛选出P03950（血管生成素）和

A0A024R9J3（凝集素家族成员10）。

五、诊断模型的构建

针对血管生成素和凝集素家族成员 10 蛋白构

建 SIC 诊断模型并绘制列线图（图 4A）。校准曲线

显示平均绝对误差 0.04（图 4B）。临床决策曲线分

析显示该预测模型的临床效益良好（图 4C）。该诊

断模型的 ROC 曲线下面积为（AUC）0.896，特异度

为0.731，灵敏度为0.900（图4D）。

讨　　论

本研究在国内外率先应用 DIA 蛋白组学筛选

SIC 患者早期诊断标志物。经生物信息学分析证

实，SIC患者的 240个DEP主要参与凝血异常、免疫

反应和炎症通路，由LASSO回归和随机森林分析发

现主要 DEP 为血管生成素和凝集素家族成员 10。

由其构建的 SIC 诊断模型的 AUC 为 0.896，灵敏度

为 0.900，特异度为 0.731。2024 年，Shen 等［12］报道

针对 22例脓毒症患者和 10名健康人进行蛋白组学

研究，经鉴定发现 174个DEP，其功能主要集中于炎

症反应、细胞外基质的代谢、细胞分泌物的分泌、细

胞的活化和免疫反应。应用该研究筛选出的骨桥

蛋白 1 诊断脓毒症的 AUC 为 0.878。2024 年 12 月，

Palmowski 等［13］报道 224 例存活和 139 例死亡的脓

毒症患者，经鉴定发现的 87种DEP功能主要集中于

血液凝固、免疫反应和补体激活有关。其使用随机

森林模型预测脓毒症 30 d 生存率的 AUC 为 0.75。

与同类研究相比，本研究针对脓毒症是否合并凝血

病分组，与死亡脓毒症、普通脓毒症和健康人的相

关数据分析可知，随着脓毒症的病情加重，凝血异

图 2　240个差异蛋白的生物信息学分析结果　A　亚细胞定位分析；B　结构域注释；C　GO功能注释；D　KEGG富集
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图 3　差异蛋白（DEP）的变量筛选过程　A　应用LASSO回归筛选变量（通过 λ对变量进行筛选，最终纳入 11个DEP）；B　应用随机森林模

型筛选变量（绿色表示重要变量，红色表示不重要变量，黄色为暂定变量，蓝色代表阴影属性的最小、平均和最大Z值，最终筛选出 18个

重要DEP）；C　韦恩图筛选LASSO和随机森林中共有的重要标志物；D　相关性分析（将相关系数绝对值大于 0.4的蛋白剔除 1个以避

免出现功能相似标志物）

图 4　脓毒症性凝血病（SIC）诊断模型的效能评价　A　SIC诊断列线图；B　校准曲线；C　临床决策曲线；D　受试者工作特征（ROC）曲线
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常和免疫紊乱明显加重。本研究得出的SIC诊断模

型效能也明显优于同类研究。

血管生成素是核糖核酸酶超家族成员，由123个

氨基酸组成，循环浓度约 400 ng/ml，因其能促进血

管生成而得名，目前发现血管生成素具有较强的抗

炎活性［14］。血管生成素能抑制成纤维细胞生成

TNF-α，进而降低 NF-κB、IL-6、IL-8 和 TNF-α 受体

等表达水平，从而发挥抗炎作用［15］。作为原始的核

糖核酸酶，血管生成素还具有促进凝血因子活化的

作用［16］。此外，血管生成素能够在微摩尔浓度下对

白色念珠菌、肺炎链球菌和结核分枝杆菌产生杀菌

效应。凝集素家族成员 10是整合素家族成员，主要

在肝脏、肾上腺、胸腺、脊髓和肾脏中表达，可在免

疫反应和炎症过程中发挥关键作用［17］。凝集素家

族成员 10是一种模式识别受体，能够通过病原体相

关分子模式（Pathogen-associated molecular patterns，

PAMP）和损伤相关分子模式（Damage-associated 

molecular patterns，DAMP），促进免疫细胞的激活，

从而增强宿主对感染的反应。与健康对照者相比，

脓毒症患者的血浆 Collectin-10 可显著升高［18］。在

新冠病毒感染患者中，凝集素家族成员 10被报道能

促进组织因子的表达和凝血酶原的活化，调节血小

板功能［19］。此外，肝衰竭患者血浆Collectin-10水平

也会显著升高，且升高者发生门静脉血栓的风险也

更高［20］。本研究筛选出的主要 DEP 血管生成素和

凝集素家族成员 10 主要集中在凝血异常和免疫紊

乱的病理生理过程，这也说明 SIC 的主要病理生理

机制是炎症与凝血障碍的交互作用。

 本研究的不足之处主要有以下几点：第一，所

筛选标志物均基于质谱方法测定，还需经过酶联免

疫吸附法等多种实验方法验证结果及参考值范围。

第二，本模型主要基于单中心研究数据，还未经过

外部验证。第三，本研究的样本量相对偏小。

综上所述，本研究基于DIA蛋白组学筛选典型

DEP，构建使用凝集素家族成员 10和血管生成素组

建的SIC诊断模型是全新高效的SIC诊断工具。
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2025 年本刊可直接用英文缩写的常用词汇

血红蛋白　HGB

红细胞计数　RBC

白细胞计数　WBC

血小板计数　PLT

中性粒细胞绝对计数　ANC

丙氨酸转氨酶　ALT

天冬氨酸转氨酶　AST

谷氨酰转移酶　GGT

碱性磷酸酶　ALP

乳酸脱氢酶　LDH

凝血酶原时间　PT

部分激活的凝血活酶时间　APTT

红细胞生成素　EPO

血小板生成素　TPO

乙型肝炎病毒　HBV

丙型肝炎病毒　HCV

人类免疫缺陷病毒　HIV

核因子-κB　NF-κB

辅助性T淋巴细胞　Th细胞

调节性T淋巴细胞　Treg细胞

细胞毒性T淋巴细胞　CTL细胞

自然杀伤细胞　NK细胞

白细胞介素　IL

嵌合抗原受体T细胞　CAR-T细胞

肿瘤坏死因子　TNF

干细胞生长因子　SCF

粒细胞集落刺激因子　G-CSF

粒-巨噬细胞集落刺激因子　GM-CSF

巨噬细胞集落刺激因子　M-CSF

粒-巨噬细胞集落形成单位　CFU-GM

弥散性血管内凝血　DIC

实时荧光定量PCR　RQ-PCR

磁共振成像　MRI

正电子发射断层扫描　PET

荧光原位杂交　FISH

 （1,3）-β-D葡聚糖检测　G试验

半乳甘露聚糖检测　GM试验

酶联免疫吸附实验　ELISA

噻唑蓝实验　MTT实验

磷酸盐缓冲液　PBS

胎牛血清　FBS

乙二胺四乙酸　EDTA

二甲基亚砜　DMSO

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

SDS-PAGE

美国国家综合癌症网络　NCCN

国际预后积分系统　IPSS

国际预后指数　IPI

异基因造血干细胞移植　allo-HSCT

自体造血干细胞移植　auto-HSCT

移植物抗宿主病　GVHD

人类白细胞抗原　HLA

受试者工作特征曲线　ROC曲线

常见不良反应事件评价标准　CTCAE
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