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摘要：外泌体是肿瘤标志物的重要来源，血浆作为最常用的临床体液之一，其组成较为复杂且存在大量高丰度蛋白

质的干扰，如何有效地从血浆中分离外泌体是临床研究的重要挑战之一。 本研究将磷脂酰丝氨酸分子印迹聚合物

（ＰＳ⁃ＭＩＰ）用于血浆外泌体的富集，ＰＳ⁃ＭＩＰ 能够特异性识别外泌体质膜上的磷脂酰丝氨酸，从而实现外泌体的高

选择性富集。 该方法被用于 ３ 例健康志愿者和 ３ 例胰腺癌患者的血浆蛋白质组学分析和潜在肿瘤标志物的筛选，
在健康对照组中的血浆外泌体中鉴定到了 １ ０５２ 种蛋白质和 ４ ５４５ 条肽段，胰腺癌患者血浆外泌体中鉴定到了 ９７２
种蛋白质和 ４ ０９６ 条肽段。 将蛋白质组学鉴定到的外泌体蛋白质与包含所有细胞外囊泡分子信息的 Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ
数据库进行比较，结果表明 ８４％ 的 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的血浆外泌体蛋白质存在于该数据库；与只包含外泌体分子信息的

ＥｘｏＣａｒｔａ 数据库进行比较，发现 ＰＳ⁃ＭＩＰ 法鉴定出了 ＥｘｏＣａｒｔａ 数据库中 Ｔｏｐ １００ 外泌体蛋白质中的 ７７ 种。 与健

康对照组相比，胰腺癌患者血浆外泌体中表达量上调的蛋白质有 １１ 个，下调的蛋白质有 ２４ 个。 蛋白相互作用网

络（ＰＰＩ）分析显示，相关性较高的前 ３ 个蛋白质是补体因子 Ｄ（ＣＦＤ）、补体 Ｃ３（Ｃ３）和血管性血友病因子（ＶＷＦ），
在胰腺癌患者外泌体的蛋白质组学表达上调的蛋白质中，外泌体蛋白样糖基转移酶 ２（ＥＸＴＬ２）、α⁃２⁃巨球蛋白样 １
（Ａ２ＭＬ１）和人帕金森病蛋白 ７（ＰＡＲＫ７）的差异最为显著，这些蛋白质可能是胰腺癌诊断和预后评估的潜在生物标

志物，为胰腺癌的早期诊断和预后提供了重要的科学依据。
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　 第 ５ 期 程显惠，等：磷脂酰丝氨酸分子印迹聚合物对血浆外泌体的富集与蛋白质组学分析

　 　 外泌体是由细胞分泌的具有磷脂双分子层的细

胞外囊泡，直径范围为 ４０ ～ １６０ ｎｍ， １９８１ 年 Ｔｒａｍｓ
等人将源自质膜的囊泡统称为“ｅｘｏｓｏｍｅ”，曾被认

为是细胞分泌的废弃物［１］。 深入研究发现，外泌体

不仅介导细胞间的信息传递作用，而且在维持器官

稳态和疾病分子机制研究中发挥着重要作用［２］。
外泌体携带了源自母细胞的大量蛋白质、核酸、代谢

物和脂质等，与疾病发生发展有着密切的联系［３］，
由于受磷脂双分子层膜的保护，可免受蛋白酶的降

解，因此外泌体是生物标志物的重要来源［４］。
　 　 血液循环保证着机体新陈代谢的正常进行，不
同组织分泌的外泌体也会进入循环系统，因此，血浆

是肿瘤标志物筛选的重要来源之一［５］。 由于血浆

组成复杂，高丰度蛋白质含量极高，如何将外泌体进

行分离富集，仍具有较大的挑战性。 目前，超速离心

方法被认为是外泌体分离的“金标准” ［６］，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

和法等也被用于外泌体的分离［７］，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。 我们利用反相微乳液体系制备了磷脂酰丝氨

酸分子印迹聚合物（ＰＳ⁃ＭＩＰ） ［８］，通过与暴露在外泌

体膜外小叶中的 ＰＳ 相互作用，从而实现外泌体的

亲和富集。 与超速离心方法相比，该法具有较高的

富集效率，且该材料具有超顺磁性，可与自动化提取

仪偶联实现样品的高通量处理，为临床大队列样品

的分析提供了有力的手段。
　 　 胰腺癌被称为“癌症之王” ［９］，由于胰腺组织隐

匿在肝脏下沿，神经系统不发达，早期没有明显的症

状，其较高的死亡率和较短的病程给传统的化疗带

来了巨大挑战［１０］，基因组学研究仍然无法确定其早

期检测和治疗的靶点［１１］，糖类抗原 １９⁃９（ＣＡ １９⁃９）
是目前临床常用的胰腺癌诊断和预后标志物［１２］，但
由于其敏感性和特异性较低，难以实现早期的筛查。
蛋白质组作为基因组的重要补充和功能体现，能够

为胰腺癌的早期诊断、靶向治疗和预后监测提供更

好的标志物来源［１３］。
　 　 本研究中我们制备了 ＰＳ⁃ＭＩＰ 并将其应用于血

浆外泌体的富集和胰腺癌患者样本的蛋白质组学分

析。 ＰＳ⁃ＭＩＰ 表面具有 ＰＳ 印迹空腔，可以与外泌体

质膜上的 ＰＳ 特异性结合，所富集的外泌体经免疫

印迹、透射电子显微镜（ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＴＥＭ）、纳米粒子追踪分析（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ

ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＮＴＡ）和流式细胞术等分析以验

证其富集的效率和完整性；对胰腺癌患者和健康对

照者的临床样本进行了无标记的定量蛋白质组学分

析，对得到的结果进行生物信息学分析，筛选到了若

干潜在的胰腺癌生物标志物，为肿瘤的液体活检提

供了新的手段和方法。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｔａｌｏｓ Ｌ１２０Ｃ 透射电子显微镜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）； ＲＦ⁃６０００ 荧光分光光度计（日本岛津）；
ＣｅｎｔｒｉＶａｐ 真空离心浓缩仪 （ 美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ）；
Ｎａｎｏｓｉｇｈｔ ＮＳ３００ 纳米粒子跟踪分析仪（英国马尔

文帕纳科）； ｎａｎｏＥｌｕｔｅ ２ 纳升级超高效液相色谱

（德国 Ｂｒｕｋｅｒ Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ）； ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ ２ 捕集离

子淌度质谱（德国 Ｂｒｕｋｅｒ Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ）；高分辨率纳

米流式细胞仪（英国 Ａ５０ ｍｉｃｒｏ ｐｌｕｓ Ａｐｏｇｅｅ）；Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｑｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００ｍｉｎｉ （美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）。
　 　 ３⁃脲丙基三乙氧基硅烷 （ ＵＰＴＥＳ， ４０􀆰 ０％ ～
５０􀆰 ０％ ，甲醇溶液）、四乙氧基硅烷（ＴＥＯＳ，９８％ ）、
ＰＳ（９７％ ）、甲苯（分析级）、乙腈（色谱级）、甲酸（色
谱级）和 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶来自 Ｓｉｇｍａ 公司（美国密

苏里州圣路易斯市）；甲醇（色谱级）、乙醇（分析

级）、盐酸（分析级）和氨水（２８％）购自国药集团化

学试剂有限公司（上海）；四水氯化亚铁（９９％）和六

水氯化亚铁（９７％）购自阿拉丁工业公司（上海）； Ｎ⁃
十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ，分析级）和丙酮（分
析级） 购自 Ｊ＆ Ｋ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｌｔｄ． （上海）；透析膜

（３ ５００ Ｄａ）购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；磷酸缓冲液（ＰＢＳ）
购自普诺赛生命科技有限公司 （武汉）；ＲＩＰＡ 裂解

液购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（美国）；ＢＣＡ 蛋白

浓度检测试剂盒购自碧云天生物技术有限公司（上
海）；ＣＤ６３（兔源，１ ∶ ３ ０００， ａｂ１３４０４５）、ＴＳＧ１０１ 特

异性抗体（鼠源，１ ∶ ３ ０００， ａｂ８３）购自 Ａｂｃａｍ Ｐｌｃ
（美国）；ＣＤ９ 特异性抗体（兔源，１ ∶３ ０００，Ｄ３Ｈ４Ｐ ）
购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（美国）；化学发光

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）底物（ＥＣＬ）ＷＢ 显影液购自

Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（德国）；ＣＤ８１（兔源）特异性抗体、
ＨＲＰ⁃Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ 和 ＨＲＰ⁃Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ 二 抗 购 自

Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ（美国）。
１．２　 样本采集

　 　 研究经吉林大学第二医院医学伦理委员会批

准，批准号为 ＳＢ⁃２０２３⁃００８。 参与者均在清晨空腹
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色 谱 第 ４３ 卷

状态下采集全血，经抗凝血和离心处理后得到血浆

原始样本，于－８０ ℃冻存。 健康志愿者年龄在 １８ 岁

以上，无恶性肿瘤、免疫缺陷、自身免疫性疾病、肝炎

或人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染史。 血浆解冻后以

２ ５００ ｇ 的转速离心 １５ ｍｉｎ，去除细胞碎片，收集上

清液作为预处理的血浆样本。
１．３　 ＰＳ⁃ＭＩＰ 的制备

　 　 ＰＳ⁃ＭＩＰ 根据我们之前报道的方法［８］ 合成，简
述如下：首先将 ０􀆰 ０２０ ｍｏｌ ＣＴＡＢ 分散在 １００􀆰 ０ ｇ 干

燥的甲苯油相中，在氮气条件下，加入含 １􀆰 ７２４
ｍｍｏｌ ＦｅＣｌ２·４Ｈ２Ｏ 和 ３􀆰 ４４８ ｍｍｏｌ ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ
的 ９􀆰 ４４ ｍＬ 水溶液，剧烈搅拌 １ ｈ，缓慢加入 １ ｍＬ
氨水（２８％ 水溶液），整个体系立即变黑，表明形成

了 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米复合材料；然后加入 ２０ μｍｏｌ ＰＳ 作

为模板分子，充分搅拌 ２０ ｍｉｎ，滴加 ６０ μｍｏｌ 的

ＵＰＴＥＳ 和 ＴＥＯＳ 混合物（物质的量比为 ０􀆰 ５ ∶９􀆰 ５），
并在室温氮气环境下机械搅拌 ６ ｈ。 再加入 ２０ ｍＬ
丙酮使乳液破裂，将 １􀆰 ５ ｍＬ 盐酸（３７􀆰 ２％）与 １５０
ｍＬ 甲醇混合，形成甲醇酸溶液作为萃取溶剂，使用

透析膜（截留分子质量为 ３􀆰 ５ ｋＤａ）进行索氏提取

２４ ｈ，去除表面活性剂和印迹模板，最后在 ６０ ℃真

空条件下干燥，即得到 ＰＳ 分子印迹聚合物。
１．４　 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集血浆外泌体

　 　 将 ５ ｍｇ ＰＳ⁃ＭＩＰ 置于 ０􀆰 ５ ｍＬ ＰＢＳ 中超声 ２０
ｍｉｎ，然后加入预处理的血浆，在 ４ ℃冷藏室旋转振

荡器上培养 ３０ ｍｉｎ，磁吸收集富集了外泌体的 ＰＳ⁃
ＭＩＰ，加入 ５００ μＬ ＰＢＳ 轻微振荡洗涤 ３ 次，并弃去

废液，加入 ２００ μＬ ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氨水溶液，剧烈振荡

１０ ｍｉｎ，洗脱 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的外泌体，最后磁吸收集

ＰＳ⁃ＭＩＰ 以备再次使用，收集的外泌体洗脱液经冷冻

干燥后保存在－８０ ℃。
１．５　 免疫印迹分析

　 　 首先，将 ５ ｍｇ ＰＳ⁃ＭＩＰ 加入 ５ μＬ 血浆中，富集

得到外泌体，然后将 ＲＩＰＡ 裂解液加入该外泌体中，
冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，使用 ＢＣＡ 试剂盒（Ｐ００１０Ｓ， Ｂｅｙ⁃
ｏｔｉｍｅ）测定裂解后的混合溶液蛋白质浓度，控制蛋

白质浓度为 １􀆰 ５～２ μｇ ／ μＬ，样品量为 ２０ μＬ，用于蛋

白质免疫印迹分析。 外泌体标记蛋白 ＣＤ９、ＣＤ６３、
ＴＳＧ１０１ 和 ＣＤ８１（１ ∶１ ０００， ｓｃ⁃１６６０２９， Ｓａｎｔａ）被用

作一抗，并用 ＨＲＰ 连接的相应二抗（ｓｃ⁃２３５７， Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）进行信号放大，使用 Ｌｕｍｉｎａｔａ
Ｗｅｓｔｅｒｎ 化学发光 ＨＲＰ 底物（Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）和

Ｉｍａｇｅ Ｑｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００ｍｉｎｉ（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）记录

Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹信号。
１．６　 透射电子显微镜检测

　 　 将 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的外泌体重新分散在 １０ μＬ
ＰＢＳ 中，将外泌体液滴点在涂有碳膜的铜网上，并
在室温下湿润 １ ｍｉｎ，用滤纸吸去边缘多余的液体

后，加入 ５ μＬ ２％ 磷钨酸（ｐＨ 值 ６􀆰 ５ ～ ７􀆰 ０），对铜网

进行负染色 １ ｍｉｎ，用蒸馏水清洗铜网并在黑暗环

境中风干，最后在 １２０ ｋＶ 的加速电压下使用透射电

子显微镜对涂有外泌体的铜栅进行检测。
１．７　 纳米粒子追踪分析

　 　 外泌体粒径和密度分布分析采用纳米粒子跟踪

分析仪进行，该仪器配备了激光光源和高灵敏度摄

像机，实验设置严格控制如下：摄像头级别为 １５，温
度设置为 ２５􀆰 ０ ℃，黏度调整为 ０􀆰 ８６ ｃＰ，每秒帧数设

置为 ２５，测量时间为 ６０ ｓ，检测阈值为 ８，在分析之

前，用 ＰＢＳ 适当稀释样品，以确保最佳测量浓度，使
用 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ ＮＴＡ ３􀆰 ４ 版软件对获取的数据进行细

致分析。
１．８　 蛋白质组学分析

　 　 将富集的外泌体进行裂解得到蛋白质组分，用
ＢＣＡ 试剂盒测定浓度后，按照蛋白质与胰蛋白酶的

质量比为 ５０ ∶１ 在 ３７ ℃酶解 １６ ｈ，经过 Ｃ１８ 固相萃

取柱纯化后，进行液相色谱⁃串联质谱分析。 采用

ＲｅｐｒｏＳｉｌ⁃Ｐｕｒ Ｃ１８⁃ＡＱ 液相色谱柱 （ １００ μｍ × ３０
ｃｍ， １􀆰 ９ μｍ），柱温设定为 ５５ ℃，流动相 Ａ 和 Ｂ 分

别为含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸的水和含 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸

的 ８０％ （ｖ ／ ｖ）乙腈水溶液，梯度时间是 ７５ ｍｉｎ，流速

为 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ，质谱数据采集采用数据依赖扫描

（ＤＤＡ）程序，在同步累积连续碎裂（ＰＡＳＥＦ）模式下

进行，共进行 ４ 次 ＰＡＳＥＦ ＭＳ ／ ＭＳ 扫描，采集的数据

通过 ＭＳＦｒａｇｇｅｒ 进行数据库检索［１４］。

２　 结果与讨论

　 　 外泌体表面存在大量的 ＰＳ，虽然可以利用 ＰＳ
结合蛋白质（如 Ｔｉｍ４ 蛋白［１５］ 等）来分离外泌体，但
配体蛋白质价格昂贵且储存耐久性较差，ＰＳ⁃ＭＩＰ 作

为化学合成的人工抗体，具有成本低和稳定性好的

特点。 ＰＳ⁃ＭＩＰ 基于亲和力识别外泌体质膜外叶的

ＰＳ，可从复杂体液中快速分离完整的外泌体。 本研

究总体流程如图 １ 所示，首先进行 ＰＳ⁃ＭＩＰ 外泌体

富集效率的评价，然后对胰腺癌患者血浆外泌体进

行高通量的 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 蛋白质组学研究，以筛选胰

腺癌的潜在蛋白质标志物。
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２．１　 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集外泌体的表征

　 　 蛋白质免疫印迹是外泌体定性检测的常规手

段，ＣＤ８１、ＣＤ６３、ＣＤ９ 和 ＴＳＧ１０１ 是最常用的 ４ 种

外泌体标志蛋白，它们参与外泌体的形成和分泌过

程。 为了评估血浆样本的用量对外泌体富集效果的

影响，用 ５ ｍｇ ＰＳ⁃ＭＩＰ 与不同体积的血浆（５、１０、
２０、５０、１００ μＬ）振荡孵育 ３０ ｍｉｎ，并检测外泌体标

记蛋白 ＴＳＧ１０１、ＣＤ８１、ＣＤ６３、ＣＤ９ 的荧光信号。 结

果表明，仅用 ５ μＬ 血浆即可检测到外泌体标志蛋白

的信号（图 ２ａ），考虑到血浆中含有的高丰度蛋白质

与代谢物等杂质会抑制 ＰＳ⁃ＭＩＰ 与外泌体的吸附，
因此采用可获得免疫荧光信号且受干扰最小的 ５
μＬ 血浆进行外泌体的富集。
　 　 ＴＥＭ 结果如图 ２ｂ 显示，ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的血浆外

泌体，其大小在 ３０ ～ １００ ｎｍ 范围内，呈椭圆形或杯

状囊泡结构。 ＮＴＡ 结果如图 ２ｃ 显示，ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集

的外泌体的水合粒径分布较窄，数据以平均值±标
准差表示（ｐ＞０􀆰 ０５），血浆中外泌体的平均粒径为

（８１􀆰 ５±７􀆰 ３） ｎｍ， ９０％ 的颗粒数的尺寸值为（１４２􀆰 ４
± ２１􀆰 ６） ｎｍ，并测得血浆外泌体含量为（ ２ 􀆰 ６６ ±

图 １　 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集血浆中的外泌体用于蛋白质组学研究
Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒ （ＰＳ⁃ＭＩＰ） ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ

ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ２　 ＰＳ⁃ＭＩＰ 所富集外泌体的相关表征
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＳ⁃ＭＩＰ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　 ａ． Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＣＤ８１， ＣＤ６３， ＣＤ９ ａｎｄ ＴＳＧ１０１． ｂ．
Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ． ｃ． Ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＮＴＡ） ． ｄ． ｍｕｌｔｉ⁃ａｎｇｌｅ ｌａｓｅｒ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ （ＭＡＬＳ） ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ． ｅ． ｎａｎｏ⁃ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ． ｆ． ｎａｎｏ⁃ｆｌｏｗ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ （４８８Ｇｒｎ⁃ＭＡＬＳ） ．
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０􀆰 １１）×１０７ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ。 高分辨率纳米流式细胞

仪结果如图 ２ｄ 和图 ２ｆ 所示，ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的外泌体

的水合粒径分布主要集中在 ８０～１８０ ｎｍ 范围内，且
多角度激光散射（ＭＡＬＳ） 强度分布较为集中 （图

２ｄ），纳米流式细胞术结果中 ７５．４％ 的 ＭＡＬＳ 信号

来自 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的外泌体（图 ２ｅ），这表明 ＰＳ⁃
ＭＩＰ 富集的外泌体纯度很高，可以排除与外泌体大

小相似的蛋白质聚集颗粒等杂质的干扰，粒径数据

均是通过与标准微珠（４８８Ｇｒｎ⁃ＭＡＬＳ）的纳米流式

结果（如图 ２ｆ ）比较得出。 ＴＥＭ 和 ＮＴＡ 结果证明

ＰＳ⁃ＭＩＰ 成功分离了外泌体，且符合外泌体的形貌和

粒径分布特征。
２．２　 血浆外泌体的蛋白质组学分析

　 　 为研究胰腺癌患者与健康志愿者组间外泌体蛋

白质组的差异，我们采用非标记定量的方法分析了

３ 名胰腺癌患者和 ３ 名健康志愿者血浆中的外泌

体。 结果图 ３ａ 所示，３ 例健康志愿者（Ｎ１ ～ Ｎ３）血

浆外泌体中平均鉴定出 １ ０５２ 种蛋白质和 ４ ５４５ 条

肽段，３ 例胰腺癌患者（Ｃ１ ～Ｃ３）血浆外泌体中平均

鉴定出 ９７２ 种蛋白质和 ４ ０９６ 条肽段，患者血浆外

泌体样本中鉴定出的蛋白质和肽的数量和健康志愿

者差别不大。 进一步定量分析发现胰腺癌患者和健

康志愿者血浆外泌体的组内样本的皮尔逊相关系数

分别高于 ０􀆰 ９９０ 和 ０􀆰 ９８０，而组间样本的皮尔逊相

关系数则低于 ０􀆰 ９４０，表明质谱结果中组内样本蛋

白质表达差异较小，而组间样本蛋白质表达差异较

大（图 ３ｂ）。
　 　 将蛋白质组学鉴定到的外泌体蛋白质与包含所

有细胞外囊泡分子信息的 Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ 数据库进行

比较，结果表明 ８４％ 的 ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的血浆外泌体

蛋白存在于该数据库中；与只包含外泌体分子信息

的 ＥｘｏＣａｒｔａ 数据库进行比较，发现 ＰＳ⁃ＭＩＰ 法鉴定

出了 ＥｘｏＣａｒｔａ 数据库中 Ｔｏｐ １００ 外泌体蛋白质中

的 ７７ 种（图 ４ａ）。 对鉴定出的蛋白质进行了细胞成

分的基因本体（ＧＯ）分析，结果表明鉴定出的蛋白

质主要来自外泌体（图 ４ｂ）。 上述结果表明了 ＰＳ⁃
ＭＩＰ 对血浆外泌体富集的高选择性，为后面肿瘤标

志物筛选的特异性提供了保障。
２．３　 胰腺癌患者与健康志愿者血浆外泌体差异表

达分析

　 　 胰腺癌患者和健康志愿者的血浆外泌体中具有

明显丰度差异的蛋白质火山图分析如图 ５ａ 所示，结

图 ３　 胰腺癌患者（Ｃ１～Ｃ３）与健康志愿者（Ｎ１～Ｎ３）的血浆外泌体蛋白质组学分析
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ （Ｃ１－Ｃ３） ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ （Ｎ１－Ｎ３）

ａ． ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ； ｂ． Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ．

图 ４　 （ａ）ＰＳ⁃ＭＩＰ 富集的血浆外泌体的蛋白质与 Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ 数据库和 ＥｘｏＣａｒｔａ 数据库的比较及其（ｂ）细胞组分的 ＧＯ 分析
Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｗｉｔｈ ＰＳ⁃ＭＩＰ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｖｅｓｉｃｌｅｐｅｄｉａ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ

ＥｘｏＣａｒｔａ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ （ｂ） ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
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图 ５　 胰腺癌患者与健康志愿者血浆外泌体差异表达蛋白质分析
Ｆｉｇ． ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ
　 ａ． ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｜ ｌｏｇ２ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜ ＞ １， Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｂ． ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ； ｃ．
ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｏｗｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

果表明胰腺癌患者血浆外泌体中有 １１ 个蛋白质表达

量上调，有 ２４ 个蛋白质表达量下调，这些具有显著性

差异的 ３５ 个蛋白质需要进行系统的生物信息分析，
且表达量上调的 １１ 个蛋白质中的原肌球蛋白 ４（ｔｒｏ⁃
ｐｏｍｙｏｓｉｎ，ＴＰＭ４）、造血细胞特异性 Ｌｙｎ 底物（ｈｅｍ⁃
ａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｃｅｌｌ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｌｙｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ，ＨＣＬＳ）、α⁃２⁃
巨 球 蛋 白 样 蛋 白 （ α⁃２⁃ｍａｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｌｉｋｅ １，
Ａ２ＭＬ１）、帕金森病相关蛋白 ７（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ７，ＰＡＲＫ７）、酰基辅酶 １ 胆固醇酰

基转移酶 （ ａｃｙｌ⁃ＣｏＡ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＣＡＴ１）、黏附调节分子 １（ａｄｈｅｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｍｏｌｅ⁃
ｃｕｌｅ １，ＡＤＲＭ１）和血清淀粉样蛋白 Ａ４ （ｓｅｒｕｍ ａｍｙ⁃
ｌｏｉｄ Ａ４，ＳＡＡ４）曾被报道与胰腺癌生物学特性相关。
本研究对胰腺癌患者血浆外泌体中的高表达和低表

达蛋白质进行了 ＧＯ 分析（图 ５ｂ），结果表明，与健康

志愿者相比，胰腺癌患者血浆外泌体中高表达的是代

谢过程和生物过程的正向调节相关蛋白质，而低表达

最显著的是免疫系统过程相关蛋白质，其次是刺激响

应、多细胞生物过程、生物调节、生物种间相互作用的

生物过程相关蛋白质。
　 　 进一步探讨胰腺癌患者血浆外泌体生物标志

物，发现外泌体蛋白样糖基转移酶 ２（ｅｘｏｓｔｏｓｉｎ ｌｉｋｅ
ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ２，ＥＸＴＬ２）、造血细胞特异性

Ｌｙｎ 底物 １ （ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｃｅｌｌ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｌｙｎ ｓｕｂ⁃
ｓｔｒａｔｅ １，ＨＣＬＳ１）、Ａ２ＭＬ１、动力蛋白轻链路障型 １
（ｄｙｎｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ｒｏａｄｂｌｏｃｋ⁃ｔｙｐｅ １，ＤＹＮＬＲＢ１）、
ＰＡＲＫ７、磷酸化酶激酶 １（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ ｋｉｎａｓｅ １，
ＣＡＬＭ１）、ＡＣＡＴ１、ＡＤＲＭ１、细胞质核糖体生物发生

因子 １ （ ｔｒｅａｃｌｅ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ １，
ＴＣＯＦ１）和 ＳＡＡ４ 在胰腺癌患者血浆外泌体的蛋白

质组学结果中表达上调，其中 ＥＸＴＬ２、Ａ２ＭＬ１ 和

ＰＡＲＫ７ 的过度表达最为显著。 ＥＸＴＬ２ 是硫酸肝素

生物合成过程中的一个重要糖基转移酶，它负责在

新生硫酸肝素链上交替添加 β⁃１⁃４ 连接的葡萄糖醛

酸（ＧｌｃＡ）和 α⁃１⁃４ 连接的 Ｎ⁃乙酰葡糖胺（ＧｌｃＮＡｃ）
单元，而硫酸肝酯又在细胞相互作用、信号传导和发

育中发挥着关键作用，ＥＸＴＬ２ 参与肿瘤细胞生长、
迁移、侵袭调控、预后恶化以及胚胎发育和骨骼形成

等生理过程，ＥＸＴＬ２ 的异常表达与多种肿瘤的发生

和发展相关，包括乳腺癌、结直肠癌、肝癌和胃癌

等［１６］。 Ａ２ＭＬ１ 基因可预测肺癌的预后，其表达与

ＴＲＩＭ５８ ／ ｃｇ２６１５７３８５ 甲基化相关［１７］， Ａ２ＭＬ１ 也可

作为胰腺癌治疗、诊断和预后的潜在新生物标志

物［１８］。 ＰＡＲＫ７（ＤＪ⁃１）通过激活 ＳＲＣ ／细胞外信号

调节激酶（ＥＲＫ） ／ ｕＰＡ 促进胰腺癌细胞的侵袭和转

移［１９］，当 ＰＡＲＫ７ 与转录因子 ＴＦＩＩ⁃Ｉ 协同作用时，应
对各种损伤并维持胰腺 β 细胞的功能［２０］。 ＴＰＭ４
基因的高表达与胰腺癌患者肿瘤浸润免疫细胞正相

关，功能富集分析表明，它可能参与细胞黏附并促进

肿瘤细胞迁移［２１］。 ＨＣＬＳ 基因的表达在慢性淋巴

细胞白血病（ＣＬＬ）的淋巴细胞迁移和归巢调控中起

着核心作用，并影响着组织的侵袭和浸润［２２］，是胰

腺癌患者重要的预后生物标志物［２３］。 胆固醇酯

（ＣＥ）在人胰腺癌标本和细胞系中异常积累是由

ＡＣＡＴ⁃１ 所介导［２４］，在胰腺癌和前列腺癌中，ＡＣＡＴ⁃
１ 介导的 ＣＥ 积累与患者存活率低呈正相关［２５］。
ＡＤＲＭ１ 作为胰腺癌淋巴转移相关基因，在高度淋

巴转移的人类胰腺癌细胞系 ＢｘＰＣ⁃３⁃ＬＮ 中上

调［２６］。 ＳＡＡ４ 是检测和监测胰腺癌进展性生长的候

选生物标志物［２７］。 ＤＹＮＬＲＢ１ 蛋白被认为是特定载

·５４５·
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体所需的辅助亚基，对一般的动力蛋白介导的运输

和感觉神经元的存活至关重要［２８］，它可能在人类神

经退行性疾病的病因学和肿瘤发展中扮演重要角

色［２９］。 ＣＡＬＭ１ 在大多数的癌症（包括胰腺癌）中高

表达，ＣＡＬＭ１ 的表达还具有很高的诊断和预后潜

力，可作为研究胰腺癌临床预后的候选标志物［３０］，
ＣＡＬＭ１ 表达的升高有助于激活癌症相关通路，如
ＷＮＴ 和 ＭＡＰＫ 通路，其表达在多种癌症中受 ＤＮＡ
甲基化调控，与巨噬细胞和中性粒细胞的浸润水平

呈显著正相关［３１］。 ＴＣＯＦ１ 在核糖体生物发生、
ＤＮＡ 损伤应答（ＤＤＲ）、有丝分裂调控和端粒完整

性等多个过程中发挥着关键作用，ＴＣＯＦ１ 可能会影

响 ＡＴＰａｓｅ 活性、微管结合、微管蛋白结合和 ＤＮＡ
催化活性，并通过调控“细胞周期”和“细胞衰老”途
径参与肿瘤发生过程［３２］，肿瘤组织的 ＴＣＯＦ１ 表达

水平高于正常组织，可影响癌症的预后，并与免疫细

胞浸润相关［３３］。
　 　 综上，胰腺癌患者样本中 １１ 个上调的差异表达

蛋白质与肿瘤的发生发展密切相关，其中 ＥＸＴＬ２、
Ａ２ＭＬ１ 和 ＰＡＲＫ７ 的异常表达最为显著，这些蛋白

质为胰腺癌的诊断和治疗预后提供了重要的参考价

值，也表明所开发的磷脂分子印迹材料在血浆外泌

体蛋白质组领域具有潜在的应用价值，可为临床诊

断和治疗提供更好的分子工具与解决方案。

３　 结论

　 　 本研究将 ＰＳ⁃ＭＩＰ 用于血浆样本的外泌体富集

和多种表征，外泌体标志蛋白 ＣＤ９、 ＴＳＧ１０１ 和

ＣＤ８１ 的免疫印迹分析表明了富集的效率和特异

性，ＴＥＭ 和 ＮＴＡ 的形貌和粒径分布显示富集的外

泌体具有完整性。 将其应用于胰腺癌患者血浆外泌

体的富集和蛋白质组分析，筛选到表达上调的蛋白

质 １１ 个和下调的蛋白质 ２４ 个，通过 ＰＰＩ 网络分析，
连接度相对较高的前 ３ 个基因是补体因子 Ｄ 基因

（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ Ｄ，ＣＦＤ）、补体 Ｃ３ 基因（ｃｏｍ⁃
ｐｌｅｍｅｎｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ３，Ｃ３）、血管性血友病因子基

因（ｖｏｎ ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，ＶＷＦ）；在胰腺癌患者外

泌体的蛋白质组学表达上调的蛋白质中，ＥＸＴＬ２ 和

Ａ２ＭＬ１、ＰＡＲＫ７ 的过度表达最为显著，这些蛋白质

可能是胰腺癌诊断和预后评估的生物标志物，为基

于外泌体的肿瘤液体活检提供了重要的科学参考。
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