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尿液细胞外囊泡的高效亲和纯化捕获与蛋白质组学分析

张贵元１，２，３＃，　 詹　 震２＃，　 陶纬国４，　 张　 昊１，２∗

（１． 东南大学生物科学与医学工程学院， 江苏 南京 ２１００９６； ２． 逸微健华生物科技有限公司，江苏 南京 ２１００３２；
３． 南京紫金山分子医学技术研究院， 江苏 南京 ２１００３２； ４． 普渡大学生物化学系， 印第安纳州 西拉法叶 ４７９０７）

摘要：目前，液体活检因其创伤小、易获取且操作简便的优点，已成为癌症诊断中传统组织活检的替代方法。 尿液

来源的细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ＥＶｓ）已被确定为癌症生物标志物的重要来源。 ＥＶｓ 是由细胞分泌的磷

脂双分子层囊泡，内含蛋白质、ＤＮＡ 及 ＲＮＡ 等成分，且由于双层磷脂膜的保护，ＥＶｓ 内的蛋白质可免受体液中酶的

降解。 然而，在蛋白质组学分析中，低产率使得从生物体液中分离 ＥＶｓ 仍是一个挑战。 在本研究中，我们采用亲和

磁珠 ＥＶｌｅｎｔ 对尿液中的 ＥＶｓ 进行富集，ＥＶｌｅｎｔ 通过识别 ＥＶｓ 表面的特异性蛋白质实现高选择性富集。 首先使用

蛋白免疫印迹、纳米粒子追踪分析和透射电子显微镜对尿液中的 ＥＶｓ 进行综合表征，结果表明，ＥＶｌｅｎｔ 亲和磁珠成

功的从尿液中分离出了 ＥＶｓ，且富集效果优于传统的超速离心方法。 接下来，将此方法应用于 １５ 例健康志愿者和

１５ 例前列腺癌患者的尿液 ＥＶｓ 蛋白质组学分析，并筛选潜在的肿瘤标志物。 结果显示，健康对照组平均鉴定出

２ ０３９ 种蛋白质和 １４ ４９０ 条肽段，前列腺癌患者中分别鉴定出 １ ９８２ 种蛋白质和 １３ １００ 条肽段。 进一步分析发现，
９１ 种蛋白质属于 Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ 数据库中最常见的 １００ 种 ＥＶ 蛋白质。 与健康对照组相比，前列腺癌患者尿液 ＥＶｓ
中 ８８ 种蛋白质表达上调，９０ 种蛋白质下调。 ＫＥＧＧ 分析揭示 ４ 种蛋白质（尿激酶型纤溶酶原激活剂（ＰＬＡＵ）、血小

板衍生生长因子 Ａ（ＰＤＧＦＡ）、基质金属蛋白酶 ３ （ＭＭＰ３）和神经母细胞瘤 ＲＡＳ 病毒癌基因同源物（ＮＲＡＳ））在前

列腺癌通路中富集，这些蛋白质未来有希望作为前列腺癌的潜在生物标志物，可以为前列腺癌的早期诊断及预后

提供重要依据。
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－４００ ｎｍ ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ， ｗｉｔｈ ａ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ４􀆰 １×１０９ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ １􀆰 ８×１０９ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＵＣ． ＴＥＭ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ＥＶｓ ｈａｖｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｅｌｌｉｐｔｉｃａｌ ｏｒ ｃｕｐ⁃ｓｈａｐｅｄ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ． Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ＥＶ⁃
ｌｅｎｔ ｏｕｔｐｅｒｆｏｒｍｓ ＵＣ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｙ， ｄｅｌｉｖｅｒｉｎｇ ａ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ８７􀆰 ２％ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ３０􀆰 ３％ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＵＣ． Ｗｅ ｕｓｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｔｏ ａｎａ⁃
ｌｙｚｅ ｕｒｉｎａｒｙ ＥＶｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ １５ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ａｎｄ １５ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｕｓｉｎｇ
ＥＶｌｅｎｔ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒ． Ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ， ２ ０３９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ １４ ４９０ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，
ｗｈｉｌｅ １ ９８２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ １３ １００ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ９１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ ｄａｔａｂａｓｅ （Ｔｏｐ １００） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ， ８８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ９０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｐａ⁃
ｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ． Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｏｓｏｍｅｓ， ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅ， ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ， ｃｏｌｌａ⁃
ｇｅｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ． Ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ） ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｉｂｏ⁃
ｓｏｍｅｓ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ， ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｃａｓｃａｄｅｓ， ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃ⁃
ｅｒ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｍｉｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ， ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｏｄｉｕｍ ｒｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ， ｅｎｄｏ⁃
ｃｒｉｎｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ． Ｎｏｔａｂｌｙ， ｆｏｕｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｕｒｏｋｉｎａｓｅ （ＰＬＡＵ）， ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｓｕｂ⁃
ｕｎｉｔ Ａ （ＰＤＧＦＡ）， ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３ （ＭＭＰ３）， ａｎｄ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ＲＡＳ ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ
ｈｏｍｏｌｏｇ （ＮＲＡＳ） ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｈｗａｙ， ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎ⁃
ｔｉａｌ ａｓ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｉｓ
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ｓｔｕｄｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ＥＶｌｅｎｔ ａｓ ａ ｒｏｂｕｓｔ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＥＶｓ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｖａｌｕａｂｌｅ ｉｎｓｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｕｒｉｎａｒｙ ＥＶ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｏｓｔａｔｅ⁃ｃａｎｃｅｒ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ； ｕｒｉｎｅ； ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ； ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ， ＥＶｓ）是一类

由脂质双分子膜包裹的膜性囊泡，内含多种蛋白质、
脂质及核酸。 胞外囊泡通过质膜的外向出芽或内体

膜的内向出芽从起源细胞释放，形成多泡体并在与

质膜融合时释放其内容物。 囊泡的释放促进细胞间

通讯，既可以通过与内容物接触，也可以通过质膜融

合或内吞作用进入“受体”细胞［１－４］。 最初，ＥＶｓ 的

释放被认为是细胞排除多余或无用的物质，然而后

续研究表明，ＥＶｓ 在细胞间通讯中扮演着重要角色，
参与正常生理过程及病理进展［５－７］。 根据分泌方式

或尺寸，ＥＶｓ 目前被分类为不同类型。 尽管使用了

不同的尺寸标准，膜囊泡范围通常为 ５０～１ ０００ ｎｍ，
而外泌体的直径则为 ３０ ～ １５０ ｎｍ［１，８］。 总体而言，
ＥＶｓ 包含从 ３０ 到 １ ０００ ｎｍ 不等的各种大小的囊

泡，且不同类型的囊泡在尺寸分布上存在重叠。
　 　 前列腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ， ＰＣａ）是发达国家

中最常见的癌症之一，并且是导致男性癌症相关死

亡的第二大原因。 然而，现有的 ＰＣａ 诊断手段仍不

够理想［９－１２］。 当前的筛查方法包括血清前列腺特异

性抗原（ｐｒｏｓｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ， ＰＳＡ）检测、直肠

指检（ｄｉｇｉｔａｌ ｒｅｃｔａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ， ＤＲＥ），对于怀疑

存在 ＰＣａ 的患者，通常建议使用磁共振成像或经直

肠超声进行评估。 然而，ＰＳＡ 检测的阳性预测值仅

为 ２５％ ～ ４０％，并且在 ＰＳＡ 血清水平介于 ４􀆰 ０ 到

１０􀆰 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 的男性中，约 ６５％ ～ ７０％ 最终被诊断为

前列腺癌阴性［１３］。 ＰＳＡ 检测和 ＤＲＥ 的特异性较

低，导致了大量不必要的前列腺活检。 因此，亟需更

快速、可靠的生物标志物以提升 ＰＣａ 诊断的准确

性。 鉴于前列腺与尿道的解剖位置紧密相连，尿液

中可检测到前列腺或其癌变分泌物，这使尿液成为

ＰＣａ 生物标志物液体活检的潜在来源，并在近年来

得到了广泛研究。
　 　 尿液由于蛋白质浓度较低、盐分存在以及蛋白

质表达的巨大动态范围，成为一种极具复杂性的液

体介质，使得基于蛋白质的生物标志物发现面临巨

大挑战［１４］。 尿液中的 ＥＶｓ 通过富集蛋白质，有效克

服了这些问题，同时减少了白蛋白和尿调节素等高

丰度蛋白质的干扰。 此外，ＥＶｓ 的分离过程还能显

著降低样品中的盐浓度。 尤其值得关注的是，ＥＶｓ
富含前列腺源性物质，能够从尿液中提取，且通常包

含外泌体、微泡、蛋白质聚集体和大蛋白质复合物等

颗粒［１５］。 因此，ＥＶｓ 在基于液体活检的 ＰＣａ 诊断

生物标志物的发现中展现出巨大的潜力。 目前，超
速离心（ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ， ＵＣ）方法被认为是外

泌体分离的“金标准”，但超速离心存在回收率和通

量较低、依赖昂贵的仪器等不足，其他方法如聚合物

沉淀法、尺寸排阻色谱法、免疫亲和等也被用于 ＥＶｓ
的分离，但这些方法仍在富集效率、灵敏度和分离通

量等方面存在较大的局限性［１６，１７］。 我们开发了一

种基于 ３ 种抗体的亲和磁珠系统 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ， ｎａｔｕｒａｌｌｙ， ａｎｄ ｔｏｔａｌ⁃
ｌｙ， ＥＶｌｅｎｔ），通过与 ＥＶｓ 表面的蛋白质相互作用，
实现了高效的 ＥＶｓ 亲和富集［１８］。 相比超速离心，该
方法不仅提高了富集效率，还因其具有磁性，可与自

动化设备结合，实现样品的高通量处理，为大规模临

床队列分析提供了强有力的工具。
　 　 在本研究中，我们使用 ＥＶｌｅｎｔ 对尿液来源的

ＥＶｓ 进行富集，并对前列腺癌患者样本进行了蛋白

质组学分析。 ＥＶｌｅｎｔ 通过表面修饰 ３ 种抗体

（ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１），能够特异性识别并结合 ＥＶｓ
表面蛋白质。 富集的 ＥＶｓ 通过免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ， ＷＢ）分析、透射电子显微镜（ＴＥＭ）和纳米

颗粒追踪分析（ＮＴＡ）验证了富集效率及其完整性。
随后，对前列腺癌患者和健康对照组的临床样本进

行了无标记定量蛋白质组学分析，并通过生物信息

学筛选出若干潜在的前列腺癌生物标志物，为液体

活检提供了一种新的诊断方法和手段。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ｎａｎｏ⁃Ｅａｓｙ １２００ 液相系统和 ＱＥ ＨＦ⁃Ｘ 质谱仪

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ， ＵＳＡ）；冷冻浓缩仪（Ｌａｂｃｏｎｃｏ，
ＵＳＡ）； ＺｅｔａＶｉｅｗ 纳米颗粒追踪分析仪 （ Ｐａｒｔｉｃｌｅ
Ｍｅｔｒｉｘ， Ｇｅｒｍａｎｙ ）， Ｔａｎｏｎ ５２００ 图 像 分 析 仪

（Ｔａｎｏｎ， Ｃｈｉｎａ），高速冷冻离心机 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）， ＨＩＴＡＣＨＩ ＨＴ⁃７８００ 透射电子显微镜
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　 第 ５ 期 张贵元，等：尿液细胞外囊泡的高效亲和纯化捕获与蛋白质组学分析

（Ｈｉｔａｃｈｉ， Ｊａｐａｎ）；旋转混合仪（海门市其林贝尔仪

器制造公司。
　 　 磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ， １×
ＰＢＳ）、水（质谱纯）、乙腈（ＡＣＮ）、甲醇购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ （ＵＳＡ）；脱氧胆酸钠、月桂酰肌氨酸钠、三
（２⁃羧乙基）膦、２⁃氯乙酰胺、三乙胺（ ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，
ＴＥＡ）、 三乙胺碳酸氢盐和 ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００、 ＰｒｏＣｌｉｎ
３００、聚偏二氟乙烯膜购自 Ｓｉｇｍａ（ＵＳＡ）；ＣＤ９ 抗体

购自 ＣＳＴ 公司，ＴＳＧ１０１ 和 Ｃａｌｎｅｘｉｎ 抗体购自 Ａｂ⁃
ｃａｍ 公司，ＨＳＰ７０ 抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，磷钨

酸购自国药集团化学试剂有限公司，胰蛋白酶和

Ｌｙｃ⁃Ｃ 酶购自南京逸微健华生物科技有限公司，
ＢＣＡ 蛋白测量试剂盒（Ｐ００１０）购自碧云天生物技术

有限公司，Ｔｒｉｓ 缓冲盐 Ｔｗｅｅｎ 洗涤缓冲液 （ Ｔｒｉｓ
Ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ Ｔｗｅｅｎ⁃２０ ，１×ＴＢＳＴ）、蔗糖和

牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）购自

Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司。 其他试剂为实验室常用试剂。
１．２　 样本采集

　 　 研究经江苏省人民医院医学伦理委员批准，批
准号为 ２０２１⁃ＳＲ⁃１６７。 参与者均在清晨空腹状态下

采集尿液。 尿液样本采集后，２ ５００ ｇ 离心两次，每
次 １０ ｍｉｎ（以去除细胞碎片和大的凋亡小体），离心

后上清液保存于－８０ ℃备用。
１．３　 ＥＶｌｅｎｔ 磁珠的制备

　 　 根据我们之前报道的方法制备 ＥＶｌｅｎｔ 磁

珠［１８］。 首先取 １０ ｍｇ 羧基磁珠，用包被液 （０． １
ｍｏｌ ／ Ｌ ２⁃吗啉乙磺酸）清洗 ３ 次。 之后，将磁珠与 ０􀆰 ５
ｍＬ １⁃（３⁃二甲基氨基丙基）⁃３⁃乙基碳二亚胺（１⁃（３⁃
ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ ）⁃３⁃ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ， ＥＤＣ，
１０ ｍｇ ／ ｍＬ）和 ０􀆰 ５ ｍＬ Ｎ⁃羟基丁二酰亚胺（Ｎ⁃ｈｙ⁃
ｄｒｏｘｙ ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ， ＮＨＳ， １０ ｍｇ ／ ｍＬ）溶液混合，
在搅拌器上充分混匀后，反应 ２ ｈ 以活化磁珠。 活

化后，再用包被液清洗 ３ 次。 接着，将适量的抗

ＣＤ９、ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 抗体加入到 １ ｍＬ 含 １０ ｍｇ 重

悬磁珠的溶液中，在室温下混匀反应 ６ ｈ 进行抗体

偶联。 偶联完成后，用封闭液（１×ＰＢＳ， 含 １％ ＢＳＡ
和 ２．５％ 蔗糖）对磁珠清洗 ３ 次，然后加入 １ ｍＬ 封

闭液，在室温下搅拌 １２ ｈ 进行封闭处理。 最后，通
过磁分离去除封闭液，加入 １ ｍＬ 磁珠保存液（１×
ＴＢＳＴ 和 １％ ＰｒｏＣｌｉｎ ３００ ），得到 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的功能

化 ＥＶｌｅｎｔ 磁珠。
１．４　 ＥＶｌｅｎｔ 富集尿液细胞外囊泡

　 　 取 １ ｍＬ 尿液样本，加入 ２０ μＬ ＥＶｌｅｎｔ 磁珠，室

温孵育 １ ｈ，用磁力分离器去除上清液，用 １ ｍＬ 上

样缓冲液 （ ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００） 洗涤一次，用 １ ｍＬ
ＰＢＳ 溶液洗涤两次，最后用 ２００ μＬ 洗脱缓冲液

（１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＥＡ 溶液）洗脱 ＥＶｌｅｎｔ 磁珠两次，得
到 ＥＶｓ，收集的 ＥＶｓ 洗脱液经冷冻干燥后保存在

－８０ ℃。
１．５　 ＷＢ 分析

　 　 采用十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）检测尿液中 ＥＶｓ 的存在。 将上述的

ＥＶｓ 冻干品用 ４０ μＬ ＰＴＳ 裂解液涡旋混匀充分后，
在 ９５ ℃水浴锅中煮 １０ ｍｉｎ，冷却后离心，取 ２０ μＬ
进行蛋白质 ＷＢ 分析。 一抗采用常见的 ＥＶｓ 蛋白

质（ＣＤ９、ＴＳＧ１０１、ＨＳＰ７、Ｃａｌｎｅｘｉｎ）来验证，二抗采

用辣根过氧化物酶连接的相应抗体，通过化学发光

增强试剂盒和 Ｔａｎｏｎ ５２００ 图像分析仪进行 ＷＢ
分析。
１．６　 ＴＥＭ 检测

　 　 将 １０ μＬ 的 ＥＶｓ 溶液滴入 ２００ 目镀碳铜网中，
自然干燥后，将样品与 ２％ 磷钨酸溶液（ｐＨ ＝ ７􀆰 ０）在
室温下孵育 ２ ～ ３ ｍｉｎ 以进行阴性染色。 之后对

ＥＶｓ 进行了透射电子显微镜成像。
１．７　 ＮＴＡ 分析

　 　 通过 ＮＴＡ 技术测定胞外囊泡粒径分布。 首先

将从 １ ｍＬ 尿液样本中富集到的胞外囊泡洗脱液用

ＰＢＳ 稀释至 １０ ｍＬ。 然后，每次 ＮＴＡ 分析使用 １
ｍＬ 胞外囊泡 ＰＢＳ 溶液。 采用 ＺｅｔａＶｉｅｗ 纳米颗粒

追踪分析仪进行测定，用 １００ ｎｍ 聚苯乙烯颗粒用

纯水稀释 ２５ 万倍进行校准。 仪器最小亮度设置为

２０，灵敏度设置为 ７０，快门设置为 １００。
１．８　 蛋白质组学分析

　 　 样品前处理 　 将冻干的 ＥＶｓ 用裂解液进行处

理，得到蛋白质裂解物。 使用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白

质浓度，按照酶与蛋白质质量比 １ ∶１００ 加入 Ｌｙｓ⁃Ｃ
酶，３７ ℃酶解 ３ ｈ。 随后，按照 １ ∶５０ 的质量比加入

胰蛋白酶，３７ ℃继续酶解 １６ ｈ。 酶解后，通过 Ｃ１８
柱进行脱盐处理，样品随后用于液相色谱⁃质谱

分析。
　 　 色谱条件 　 Ｃ１８ 色谱柱（２０ ｃｍ×７５ μｍ， ２􀆰 ２
μｍ； Ｍｉｃｈｒｏｍ Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅｓ）；柱温为 ４０ ℃；流动

相 Ａ 相为 ０．１％ 甲酸水溶液，Ｂ 相为 ８０％ 乙腈水溶液

（含 ０．１％ 甲酸），梯度程序如下：０ ～ １ ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～
１０％ Ｂ；１～５２ ｍｉｎ，１０％ Ｂ～ ３２％ Ｂ；５２ ～ ５３ ｍｉｎ ３２％ Ｂ
～９５％ Ｂ；５３～ ６０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ。 流速为 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ。
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上样体积为 １ μＬ。
　 　 质谱条件　 离子源温度为 ３２０ ℃；正离子扫描

模式；喷雾电压为 ２．１ ｋＶ；漏斗 ＲＦ（Ｒａｄｉｏ Ｆｒｅｑｕｅｎ⁃
ｃｙ）水平为 ４０。 碰撞能量为 ２７。 使用数据非依赖性

采集（ｄａｔａ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ，ＤＩＡ）模式进行

扫描，扫描范围 ｍ／ ｚ ４００ ～ １２００，分辨率为 １２０ ０００，
隔离窗口为 ｍ／ ｚ １６，采集的数据通过 Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ
１８ 软件进行检索。 将酶设置为胰蛋白酶 ／ Ｐ，最多漏

切 ２ 个位点。 选择氨基甲酰甲基化（＋５７􀆰 ０２１ ４ Ｄａ）
作为固定修饰，选择甲硫氨酸氧化（ ＋１５􀆰 ９９４ ９ Ｄａ）
和肽段 Ｎ 端乙酰化（ ＋４２􀆰 ０１１ Ｄａ）作为可变修饰。
肽段和蛋白质分别设定了 １％ 的错误发现率作为临

界值。
１．９　 统计分析

　 　 利用 Ｐｅｒｓｅｕｓ 软件对检索数据进行差异表达分

析，所有蛋白质丰度都使用二进制对数进行转换，并
将样本分为健康志愿者和前列腺癌患者两组。 所有

样本中丰度频率高于 ５０％ 的蛋白质被认为是有效

值。 利用正态分布填补缺失值后对每个样品的丰度

进行中位数归一化。 然后对两组数据进行 Ｔ 检验

（ｐ ＜ ０􀆰 ０５），最后， ｜ ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ｜ ＞１ 为差异

蛋 白 质。 所 有 图 片 均 使 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ

图 １　 ＥＶｌｅｎｔ 富集尿液中的 ＥＶｓ 用于蛋白质组学研究
Ｆｉｇ． １　 ＥＶｌｅｎｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ （ＥＶｓ） ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

（ｖ８􀆰 ０）、Ｏｒｉｇｉｎ２０２２ （ｖ９􀆰 ９）和 Ｒ（４􀆰 ２􀆰 ３）绘制。

２　 结果与讨论

　 　 ＥＶｓ 表面携带多种标志性蛋白质，如 ＣＤ９、
ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 等，这些蛋白质已被广泛用作 ＥＶｓ
的生物标志物。 尽管 ＵＣ 是分离 ＥＶｓ 的常用方法，
但其操作时间较长、回收率低，且往往伴随大量杂

质。 ＥＶｌｅｎｔ 亲和磁珠通过抗原抗体相互作用来识

别 ＥＶｓ 表面的特异性蛋白质（ＣＤ９ ／ ＣＤ６３ ／ ＣＤ８１），
能够快速、高效地从复杂的体液中分离出完整的

ＥＶｓ。 图 １ 展示了本研究的总体流程。 首先，我们评

估了 ＥＶｌｅｎｔ 在细胞外囊泡富集中的效率，随后针对

前列腺癌患者尿液中的 ＥＶｓ 进行 ＬＣ⁃ＭＳ 蛋白质组学

分析，以筛选出潜在的前列腺癌相关蛋白质标志物。
２．１　 ＥＶｌｅｎｔ 富集细胞外囊泡的表征

　 　 蛋白质免疫印迹法是用于 ＥＶｓ 定性检测的常

规手段，其中最常用的标志蛋白质包括 ＣＤ８１、
ＣＤ６３、ＣＤ９ 和 ＴＳＧ１０１，它们在 ＥＶｓ 的形成与分泌

过程中发挥关键作用。 为验证 ＥＶｌｅｎｔ 方法的分离

效率，我们从 １ ｍＬ 尿液中提取 ＥＶｓ，并以传统 ＵＣ
方法作为对照，比较 ＥＶｓ 标志蛋白质 ＣＤ９、ＴＳＧ１０１
和 ＨＳＰ７０ 的表达水平。 结果显示（图 ２ａ）， ＥＶｌｅｎｔ
分离的样品中，ＣＤ９、ＴＳＧ１０１ 和 ＨＳＰ７０ 的条带显著

可见，而 ＵＣ 组的条带相对较弱。 此外，无论是 ＥＶ⁃
ｌｅｎｔ 还是 ＵＣ 方法，均未检测到 Ｃａｌｎｅｘｉｎ 的条带。
这表明，ＥＶｌｅｎｔ 富集方法在效果上明显优于 ＵＣ。
ＮＴＡ 结果证明分离的 ＥＶｓ 大部分位于 ５０ ～ ４００ ｎｍ
范围内，ＥＶｌｅｎｔ 和 ＵＣ 分离的 ＥＶｓ 含量分别为 ４􀆰 １×
１０９ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ 和 １􀆰 ８×１０９ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ（图 ２ｂ）。
从 ＴＥＭ 可以看出（图 ２ｃ、２ｄ）， ＥＶｓ 呈椭圆形或杯

状囊泡结构。
　 　 为更好地了解 ＥＶｌｅｎｔ 的性能，对该亲和磁珠的

回收率进行了评估。 将使用 ＵＣ 方法获得的纯 ＥＶｓ
作为起始浓度（溶解在 ＰＢＳ 中），分别利用 ＥＶｌｅｎｔ
亲和磁珠和 ＵＣ 方法对 ＰＢＳ 中的 ＥＶｓ 标准品进行

捕获，捕获后进行蛋白免疫印迹分析。 从图 ３ａ 中可

以看出，ＥＶｓ 标准品的 ＣＤ９ 条带最深，ＵＣ 方法 ＣＤ９
条带最弱。 为了更清楚地比较回收率的高低，分别

对它们的强度值进行统计，以 ＥＶｓ 标准品的强度值

作为 １ 进行归一化处理。 从图 ３ｂ 中可以看出，ＥＶ⁃
ｌｅｎｔ 和 ＵＣ 方法的回收率分别是 ８７􀆰 ２％ 和 ３０􀆰 ３％。
结果表明，ＥＶｌｅｎｔ 亲和磁珠对 ＥＶｓ 具有良好的回收

率，其对 ＥＶｓ 的回收效果远远高于 ＵＣ 方法。
２．２　 尿液细胞外囊泡的蛋白质组学分析

　 　 为研究前列腺癌患者与健康志愿者之间 ＥＶｓ
蛋白质组的差异，我们采用了非标记定量的方法。
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图 ２　 ＥＶｌｅｎｔ 所富集 ＥＶｓ 的相关表征
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＶｌｅｎｔ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＥＶｓ

　 ａ． ＥＶｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ （ＷＢ） ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＴＳＧ１０１， ＣＤ９ ａｎｄ ＨＳＰ７０； ｂ． ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ （ＮＴＡ） ｏｆ ＥＶｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｕｒｉｎｅ ｂｙ ＥＶｌｅｎｔ； ｃ， ｄ． ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＴＥＭ） ｏｆ ＥＶｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｕｒｉｎｅ ｂｙ ＥＶ⁃
ｌｅｎｔ．

图 ３　 不同方法富集 ＥＶｓ 的回收率（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ＥＶｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ

ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ （ｎ＝３）
　 ａ． ＷＢ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｉｎｇ ＥＶｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ； ｂ．
ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ．

此外，将人工合成肽（ ｉＲＴ）加标到每个样品中并用

作内标，以减少运行间差异并辅助肽段定量，在质谱

运行中具有较好的一致性。 原始数据已上传至科学

数据银行，对应的数据 ＣＳＴＲ 编号为 １２５３．１１． ｓｃｉ⁃

ｅｎｃｅｄｂ．ｓｅｐｕ．００００３（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｓｔｒ． ｃｎ ／ ３１２５３．１１． ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅｄｂ．ｓｅｐｕ．００００３）。 分析了 １５ 名前列腺癌患者

（将 ５ 个样本混合为 １ 个，共获得 ３ 个样本：ＰＣ１、
ＰＣ２、ＰＣ３）和 １５ 名健康志愿者（同样将 ５ 个样本混

合为 １ 个，共获得 ３ 个样本：Ｃｏｎｔｒｏｌ １、Ｃｏｎｔｒｏｌ ２、
Ｃｏｎｔｒｏｌ ３）尿液中的 ＥＶｓ。 结果显示（图 ４ａ），健康

志愿者组（Ｃｏｎｔｒｏｌ １ ～ Ｃｏｎｔｒｏｌ ３）尿液中的 ＥＶｓ 平

均鉴定出 ２ ０３９ 种蛋白质和 １４ ４９０ 条肽段，而前列

腺癌患者组（ＰＣ１ ～ ＰＣ３）中平均鉴定出 １ ９８２ 种蛋

白质和 １３ １００ 条肽段（具体见附表 Ｓ１ 和附表 Ｓ２，
ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ），二者 ＥＶｓ 中蛋白质和肽

段的鉴定数量相近。
　 　 将健康志愿者和前列腺癌患者鉴定到的尿液

ＥＶ 蛋白质取并集，一共鉴定到了 ２ ２１４ 个蛋白质，
通过将鉴定到的 ＥＶ 蛋白质与 Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ 数据库

中包含的所有细胞外囊泡分子信息进行比较，结果

显示 ８４％ 的尿液 ＥＶ 蛋白质在该数据库中得到了确

认（图 ４ｂ）。 此外，在Ｔｏｐ １００ ＥＶ蛋白质中，我们鉴

定到 ９１ 种（图 ４ｃ）。这些结果表明，ＥＶｌｅｎｔ 对尿液

ＥＶ 富集表现出高选择性，为后续肿瘤标志物筛选的

特异性提供了保障。
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图 ４　 健康志愿者（Ｃｏｎｔｒｏｌ １～Ｃｏｎｔｒｏｌ ３）与前列腺癌患者（ＰＣ１～ＰＣ３）的尿液细胞外囊泡蛋白质组学分析
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

（Ｃｏｎｔｒｏｌ １－Ｃｏｎｔｒｏｌ ３） ａｎｄ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ （ＰＣ １－ＰＣ ３）
　 ａ． ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｂ． ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＥＶｌｅｎｔ ａｎｄ Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ ｄａｔａｂａｓｅｓ； ｃ． ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｔｏｐ １００ ｉｎ
ＥＶｌｅｎｔ ａｎｄ Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ ｄａｔａｂａｓｅｓ．

２．３　 前列腺癌患者与健康志愿者尿液 ＥＶｓ 差异表

达分析

　 　 已经报道了很多种前列腺癌相关的潜在生物标

志物，例如上皮细胞黏附分子（ＥＰＣＡＭ） ［１９］。 ＥＰ⁃
ＣＡＭ 是一种跨膜糖蛋白，在快速增殖的癌症中高度

表达，在预防细胞间黏附、细胞信号传导、迁移、增殖

和分化中起重要作用。 在 ６ 个样本的质谱鉴定结果

中，我们发现了相似的趋势，即前列腺癌患者中的

ＥＰＣＡＭ 蛋白质表达量增加（具体见附表 Ｓ１）。 为

了筛选出前列腺癌中更可信的潜在生物标志物，我
们对两组数据进行了生物信息学分析。 前列腺癌患

者和健康志愿者的尿液 ＥＶｓ 中具有明显丰度差异，
蛋白质火山图分析如图 ５ａ 所示，一共筛选到了 １７８
个差异蛋白，其中 ８８ 个蛋白质的表达量上调，有 ９０
个蛋白质表达量下调（ ｜ ｌｏｇ２ （Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ｜ ＞１， ｐ
＜０􀆰 ０５）（具体见附表 Ｓ３）。 在上调蛋白质中，至少

有 １１ 个蛋白质曾被报道与前列腺癌生物学特性相

关，这 １１ 个蛋白质为聚糖结合蛋白（ＳＤＣＢＰ）、醛酮

还 原 酶 １Ｂ１０ （ ＡＫＲ１Ｂ１０ ）、 Ｃｏｐｉｎｅ ３ 蛋 白

（ＣＰＮＥ３）、趋化因子配体 １４（ＣＸＣＬ１４）、尿激酶型

纤溶酶原激活剂（ＰＬＡＵ）、神经母细胞瘤 ＲＡＳ 病毒

致癌基因同系物（ＮＲＡＳ）、α１⁃微球蛋白 ／比库宁前

体（ＡＭＢＰ）、血小板衍生生长因子 Ａ （ＰＤＧＦＡ）、
ＡＴＰ 酶 Ｎａ＋ ／ Ｋ＋转运亚基 β１（ＡＴＰ１Ｂ１）、基质金属

蛋白酶 ３（ＭＭＰ３）以及基质金属蛋白酶 ７（ＭＭＰ７）
等。 通过 ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 归一化之后，得到的热图则进一

步更直观表现出这些全蛋白在病人组和对照组的表

达差异性（图 ５ｂ， ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 随后，对这 ８８ 个上调

蛋白质进行了 ＧＯ 分析，结果如图 ４ｃ 所示，分类显

示，这 ８８ 个上调的全蛋白中的大部分属于细胞外泌

体、细胞外间隙、细胞外区域等，并且与蛋白结合作

用相关。
　 　 为了进一步研究前列腺癌尿液 ＥＶｓ 的生物标

志物，我们对 ８８ 种蛋白质进行了 ＫＥＧＧ 通路分析。
结果显示（图 ６），这些蛋白质与前列腺癌、蛋白质消

化吸收、补体和凝血级联以及癌症中的转录失调等

通路相关。 在前列腺癌通路中，我们富集了 ４ 种蛋

白质：ＰＬＡＵ、ＰＤＧＦＡ、ＭＭＰ３ 和 ＮＲＡＳ。 我们重点

对这 ４ 种蛋白质进行了深入研究。
　 　 ＰＬＡＵ 在癌症进展中发挥着重要作用。 它通过

蛋白质水解系统、细胞内信号传导和趋化因子的激

活，促进细胞增殖、运动、黏附等多种生物学活动［２０］。
研究显示，ＰＬＡＵ 的高表达与胰腺导管腺癌的侵袭

性增强、基质评分升高及免疫抑制密切相关［２１］。 此

外，ＰＬＡＵ 还能够通过 Ｓｒｃ ／ ＥＲＫ 信号通路促进结直

肠癌细胞的迁移、浸润和增殖［２２］。 近期，Ｎａｓｓｉｒ
等［２３］的研究表明，前列腺癌患者的 ＰＬＡＵ 水平显著

高于良性前列腺增生患者（ｐ＜０􀆰 ００１），且在受试者

工作特征曲线分析中显示出较高的曲线下面积。
　 　 ＰＤＧＦＡ 的高水平不仅与前列腺癌的发生、进
展及骨生物学变化密切相关，长期以来还被认为与

预后不良和转移密切相关。 ＰＤＧＦＡ 促进细胞增殖

和迁移，并被认为是前列腺癌进展中的成骨相关基

因［２４，２５］。 在癌变的前列腺组织中 ＰＤＧＦＡ 蛋白上

调，能够刺激多种类型的细胞生长、存活和迁移，并
通过旁分泌和自分泌途径加速前列腺癌的发生与进

展。 此外，Ｇａｂｒｉｅｌ 等［２６］的研究显示，与无病组织相

比，ＰＤＧＦＡ 在前列腺肿瘤及癌旁完整组织中的表

达显著升高，提示其可能在区域性前列腺癌的发展

中起作用。
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图 ５　 前列腺癌患者与健康志愿者尿液 ＥＶｓ 差异表达蛋白质分析
Ｆｉｇ． ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ＥＶｓ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

　 ａ． Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ ｜ ｌｏｇ２ （Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ｜ ＞１， ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ｂ． ｈｅａｔ ｍａｐ； ｃ． Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｏｆ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

　 　 基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）是一类由基质细胞和

肿瘤细胞分泌的蛋白酶家族，其在多种癌症中均呈

现升高趋势，并与患者的生存率负相关［２７］。 已有研

究表明，ＭＭＰ１、３、７ 和 ９ 在前列腺癌骨转移过程中
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图 ６　 尿液 ＥＶｓ 中上调蛋白质的 ＫＥＧＧ 分析
Ｆｉｇ． ６　 Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ＥＶｓ

发挥重要作用，其中 ＭＭＰ３ 的多态性与前列腺癌风

险增加相关，特别是在骨转移患者中，ＭＭＰ３ 水平显

著升高［２８］。 Ｆｒｉｅｌｉｎｇ 等［２９］的研究进一步证实，前列

腺癌细胞来源的 ＭＭＰ３ 控制内源性细胞增殖和外

源性血管生成，选择性抑制 ＭＭＰ３ 或靶向 ＭＭＰ 的

代谢产物，可能成为治疗前列腺癌骨转移的新策略。
ＮＲＡＳ 基因属于 ＲＡＳ 致癌基因家族，是肿瘤发生中

的关键基因之一，在细胞分裂、分化及凋亡过程中发

挥重要调控作用。 致病性突变导致 ＮＲＡＳ 基因编

码的 ＮＲＡＳ 蛋白持续活化，进而引发细胞的异常增

殖，最终形成肿瘤［３０］。 Ｍｅｎｇ 等［３１］ 通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 评

估了前列腺癌组织中 ＮＲＡＳ 的表达情况，结果显

示，与正常组织相比，ＮＲＡＳ 在肿瘤组织中的表达显

著上调。 进一步的研究表明，ＮＲＡＳ 表达的增加与

部分患者的激素难治性前列腺癌相关，且 ＮＲＡＳ 在

细胞膜上的表达增加与较短的复发时间（ｐ ＝ ０􀆰 ０１）
及较低的疾病特异性生存期（ｐ ＝ ０􀆰 ００８）相关。 此

外，ＮＲＡＳ 膜表达增加的患者在复发时 ＰＳＡ 水平较

低［３２］。

３　 结论

　 　 本研究首次应用 ＥＶｌｅｎｔ 亲和磁珠对尿液样本

中的 ＥＶｓ 进行富集和多种表征，开发了一种高效的

尿液 ＥＶｓ 富集策略。 通过该策略，对前列腺癌患者

尿液中的 ＥＶｓ 进行了富集和蛋白质组学分析，筛选

出 ８８ 种上调蛋白质和 ９０ 种下调蛋白质。 随后，对
上调蛋白质进行了 ＫＥＧＧ 通路分析，鉴定出与前列

腺癌相关的 ４ 种潜在生物标志物：ＰＬＡＵ、ＰＤＧＦＡ、

ＭＭＰ３ 和 ＮＲＡＳ。 这些蛋白质可能在前列腺癌的诊

断和预后评估中具有重要的临床应用价值，为基于

ＥＶｓ 的肿瘤液体活检提供了重要的科学依据。
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