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血清和血清外泌体的蛋白质组分析及其在肝内胆管癌中的应用

杨凯歌，　 王薇薇，　 王　 彦∗，　 阎　 超∗

（上海交通大学药学院， 上海 ２００２４０）

摘要：外泌体是由各种类型细胞在正常或非正常生理情况下分泌释放至细胞外且携带多种生物活性分子的细胞外

囊泡，在细胞间通讯和免疫应答等生物过程中发挥着重要作用。 肝内胆管癌是一种胆道上皮恶性肿瘤，早期无明

显临床症状且生存率较低，目前常用的诊断手段包括依赖于影像设备的诊断方式和灵敏度及特异性较低的诊断标

志物等，这些手段的不足对发展新的特异性标志物提出了需求。 该文对血清中的外泌体进行了分离和表征，并采

用液相色谱⁃质谱技术针对健康组与肝内胆管癌患者组的血清样本和血清外泌体样本进行了无标记定量蛋白质组

学分析，分别从两种类型样本中鉴定并筛选到 ２７１ 和 ４３０ 种可信蛋白质。 基于血清样本和血清外泌体样本的可信

蛋白质定量表达值进行多维统计分析都能将健康组与肝内胆管癌患者组良好地区分开。 对血清样本中鉴定到的

蛋白质进行差异蛋白质筛选，肝内胆管癌患者组相对于健康组有 １５ 个上调和 ８ 个下调蛋白质；对血清外泌体样本

中鉴定到的蛋白质进行差异蛋白质筛选，肝内胆管癌患者组相对于健康组有 ３３ 个上调和 １８ 个下调蛋白质；基于

两种样本筛选到的差异蛋白质中仅有 ４ 个是重复的，且基于血清外泌体样本的 ５１ 个差异蛋白质中有 ３５ 个蛋白质

属于外泌体蛋白质数据库。 针对差异蛋白质进行生物学信息分析，与差异蛋白质相关的分子功能、生物过程和信

号通路主要涉及天然免疫反应、炎症反应和凝血等过程。 该研究为发现肝内胆管癌的潜在生物标志物和探究肝内

胆管癌的发生、发展和转移等过程提供了参考和借鉴价值。 此外，通过比较研究发现血清外泌体样本能够获得较

多的差异蛋白质和生物学信息，证明了外泌体作为组学分析样本的价值和应用潜力。
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ｃｏｖｅｒｙ． Ｕｎｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏ⁃
ｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｕｌｄ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｌｌ， ｗｈｉｃｈ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｏｔｈ ｈａｖｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ
ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ １５ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ８ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ， ｗｈｉｌｅ ３３ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ １８ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｎｄ ｏｎｌｙ ｆｏｕｒ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｅｓ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ３５ ｏｆ ｔｈｅ ５１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｓｅ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ， ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ａｎｄ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ
ｔｈｅｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｔｈｅ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎ⁃
ｓｅｓ， ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｄｉｓ⁃
ｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ， ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｈｅ⁃
ｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ， ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｍｏｒｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｂｉｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｍａｙ ｓｈｏｗ ｂｉｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ， ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｂａｓｅｄ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｉｏｒｉｔｙ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｈａｓ ｐｒｏｖｅｎ ｔｈｅ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ．
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＬＣ⁃ＭＳ）； ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉ⁃
ｎｏｍａ； ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｅｘｏｓｏｍｅ； ｓｅｒｕｍ

　 　 外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）是一种直径范围在 ５０～２００
ｎｍ 且具有双层脂质膜结构的细胞外囊泡。 由各种

类型细胞在正常或非正常生理情况下释放至细胞

外，并存在于血液、尿液、组织液和脑脊液等体液

中［１－３］。 外泌体携带多种生物活性物质，如核酸、蛋
白质和小分子代谢物等，并且能够通过外泌体把这

些生物活性物质由母细胞转移至靶细胞，以此在各

种正常和非正常生理状态下传递细胞间信息，即通

过传递遗传物质、转移受体、信号分子等方式影响其

他细胞［４，５］。 因此，外泌体在细胞间通讯［６，７］、免疫

应答［８－１０］、代谢途径［１１－１３］ 和肿瘤发生、发展及转

移［７，８，１４］等过程中都发挥着重要的作用。 目前，基于

外泌体广泛的生物学作用，将外泌体用于疾病的诊

断和治疗的研究与应用越来越多［１５］，如发现潜在生

物标志物［１６－１８］和用作药物传递载体［１７，１９］等。
　 　 胆管癌（ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＣＣＡ）是一种胆

道上皮恶性肿瘤，表现出胆管细胞分化的特征，占所

有原发性肝癌类型的 １０％ ～１５％，是第二大常见的原

发性肝癌。 ＣＣＡ 在解剖学上可分为肝内胆管癌

（ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｉＣＣＡ）、肝门周

围胆管癌 （ ｐｅｒｉｈｉｌａｒ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｐＣＣＡ）
和 远 端 胆 管 癌 （ ｄｉｓｔａｌ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ｄＣＣＡ） ［２０］。 由于大多数 ＣＣＡ 患者早期没有明显症

状，被发现时已处于晚期，治愈性手术仅在 １０％ ～
１５％ 的病例中可行，且手术切除后的复发率超过

６０％。 因此，ＣＣＡ 总体疾病预后较差，所有患者的 ５
年生存率仅为 ５％ ～１５％ ［２１］。 当前 ＣＣＡ 的诊断主要

依靠影像技术，包括超声、计算机断层扫描（ＣＴ）、磁
共振成像（ＭＲＩ）以及先进的内镜胆道成像技术［２２］。
但是 ＣＣＡ 肿瘤类似物（脓肿、血管瘤和融合性肝纤

维化等）会对影像诊断造成较大的影响［２３］。 ＣＣＡ
最常用的血清诊断标志物是碳水化合物抗原 １９⁃９
（ＣＡ１９⁃９）和癌胚抗原（ＣＥＡ），同时也是术后监测的

有力工具。 但是，ＣＡ １９⁃９ 和 ＣＥＡ 的灵敏度及特异

性都较低［２２，２４，２５］。 因此，急需发展新的特异性生物

标志物用于 ＣＣＡ 的筛查和早期诊断，促进 ＣＣＡ 的

治疗。
　 　 血清和外泌体中都含有丰富的蛋白质，是良好

的基于蛋白质组学的潜在生物标志物发现样本之

一［２６］。 因此，本文选择正常志愿者和 ＣＣＡ 亚型中

的 ｉＣＣＡ 患者的血清样本，从中提取外泌体并进行

表征验证；然后基于液相色谱⁃质谱（ＬＣ⁃ＭＳ）的无标

记定量蛋白质组学技术，对两组样本的血清和血清

来源外泌体分别进行分析和统计处理，筛选出疾病

状态下差异表达的蛋白质，从蛋白质水平理解 ｉＣＣＡ
肿瘤发生、发展及转移等过程，为 ｉＣＣＡ 的早期诊断

和潜在生物标志物发现提供参考和借鉴。 此外，比
较血清和血清来源外泌体这两类样本获得的蛋白质

组信息，探究不同类型的样本在组学分析中的差异。

１　 实验部分

１．１　 血清样本的收集

　 　 本研究中所用健康志愿者对照组（ＨＣ）及 ｉＣＣＡ
患者血清样本均由第二军医大学附属东方肝胆医院

提供。 所有采集的 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 患者临床样本均与

提供者签署了书面知情同意书，并经伦理委员会批

准。 本实验共采集了 ６ 例 ＨＣ 血清样本和 ６ 例ｉＣＣＡ
患者血清样本。 采集的外周血样本在室温下静置 １
ｈ，然后以 ２ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液血清置于

－８０ ℃下保存直至使用。
１．２　 仪器、试剂与材料

　 　 ｎＬＣ１２００⁃Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｐｌｕｓ 纳升液相色谱⁃四极

杆轨道阱质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；
ＺｅｔａＶｉｅｗ 纳米颗粒跟踪分析仪 （ ＮＴＡ， Ｐａｒｔｉｃｌｅ
Ｍｅｔｒｉｘ，德国）；ＪＥＭ⁃２１００Ｆ 场发射透射电子显微镜

（ＴＥＭ， ＪＥＯＬ，日本）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７Ｒ 冷冻离心

机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；电泳仪、电泳槽、转膜槽、
Ｔａｎｏｎ １６００ 全自动凝胶图像分析系统和 Ｔａｎｏｎ
４６００ 全自动化学发光 ／荧光图像分析系统（Ｔａｎｏｎ，
中国）； ＦｉｖｅＥａｓｙＴＭ ｐＨ 计（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，瑞士）。
　 　 Ｕｍｉｂｉｏ 外泌体提取纯化试剂盒 （Ｃａｔ． Ｎｏ：
ＵＲ５２１３６， Ｕｍｉｂｉｏ，中国）； Ｒａｄｉｏ Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉ⁃
ｔａｔｉｏｎ Ａｓｓａｙ （ＲＩＰＡ）裂解液、１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 苯甲基

磺酰氟（ＰＭＳＦ）蛋白酶抑制剂、考马斯亮蓝 Ｇ２５０、
三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、甘氨酸、十二烷基硫酸钠

（ＳＤＳ）、ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）蛋白上

样缓冲液 （ ５ ×）、３０％ Ａｃｒ⁃Ｂｉｓ （ ２９ ∶ １） 制胶液、１ ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液 （ ｐＨ ８ ８ ）、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓 冲 液 （ ｐＨ ６ ８ ）、 四 甲 基 乙 二 胺

（ＴＥＭＥＤ）、ＢｅｙｏＣｏｌｏｒＴＭ彩色预染蛋白相对分子质
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量标准（１０～１７０ ｋＤ）、吐温⁃２０（Ｔｗｅｅｎ⁃２０）、ＣＤ９ 兔

单克隆抗体、ＣＤ６３ 兔单克隆抗体、ＣＤ８１ 兔单克隆

抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、化
学发光试剂盒、ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂盒均购自

上海碧云天生物技术有限公司；牛血清白蛋白

（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）购自北京伊诺凯科

技有限公司；磷钨酸负染色液（２％ ）购自上海泰坦

科技股份有限公司；分析纯丙酮、甲醇、乙醇、甲酸、
盐酸、氯化钠、氯化钾、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾购自

国药集团化学试剂有限公司；质谱级乙腈、甲酸购自

Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（美国）； ＬＣ⁃ＭＳ 级碳酸氢

铵、二硫苏糖醇（≥９８％）、碘乙酰胺（９８％）购自 Ｓｉｇ⁃
ｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ（美国）；测序级修饰胰蛋白酶购自 Ｐｒｏ⁃
ｍｅｇａ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（美国）。
　 　 聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜（Ｍｅｒｃｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；
０ ２２ μｍ 亲水针式滤器（Ａｎｐｅｌ，中国）； １０ ｋＤａ 超

滤管（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国）； Ｃ１８ 脱盐柱（ＧＬ Ｓｃｉｅｎｃｅ，
日本）。
１．３　 血清外泌体的分离

　 　 血清预处理：将－８０ ℃冻存的血清样本解冻后

通过 ０ ２２ μｍ 滤膜过滤。 过滤后的血清样本于 ４
℃以 ３ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，去除样本中的细胞碎片；
将上清液转移至新的离心管中，于 ４ ℃以 １０ ０００ｇ
离心 １０ ｍｉｎ，进一步去除样本中的杂质和较大的细

胞外囊泡，取上清液。 然后将经过预处理的血清样

本分为两份，一份用于外泌体提取，一份用于血清蛋

白质组样本提取。
　 　 外泌体分离：将一份经过预处理的血清样本按

照血清样本、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，配制方法：８ ｇ 氯

化钠、０ ２ ｇ 氯化钾、１ ４４ ｇ 磷酸氢二钠、０ ２４ ｇ 磷

酸二氢钾、１ Ｌ 纯水，盐酸调 ｐＨ 至 ７ ４）、Ｂｌｏｏｄ Ｐｕ⁃
ｒｅＥｘｏ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（体积比为 １ ∶３ ∶１）混合，涡旋振荡混

匀 １ ｍｉｎ 后置于 ４ ℃静置 ２ ｈ。 静置后将上述混合

液于 ４ ℃以 １０ ０００ｇ 离心 ６０ ｍｉｎ，弃去上清液，并取

适量 ＰＢＳ 重悬沉淀，并将重悬液于 ４ ℃以 １２ ０００ｇ
离心 ２ ｍｉｎ，取上清液，重复 ２ ～ ３ 次，获得的上清液

为外泌体粗制剂。 将收获的外泌体粗制剂转移入

Ｅｘｏｓｏｍｅ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｆｉｌｔｅｒ 柱上室中，于 ４ ℃ 以

３ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，离心后收集柱管底液体，即为

纯化后的外泌体溶液，将其置于－８０ ℃下保存直至

使用。
　 　 取部分分离得到的血清外泌体，加入相同体积

的 ＲＩＰＡ 裂解液和 １％ （体积分数）的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制剂，混匀后置于冰上裂解 ６０ ｍｉｎ，
于 ４ ℃以 １０ ０００ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后取上清液，即为外

泌体蛋白质溶液。
１．４　 外泌体的表征

１．４．１　 纳米粒径分析

　 　 通过 ＮＴＡ 分析外泌体的粒径分布范围。 首先

在样品池中注入标准物质（粒径为 １００ ｎｍ）校准仪

器；用 ＰＢＳ 冲洗样品池后，将经 ＰＢＳ 适当稀释的外

泌体样品注入样品池以测量粒径，结果以每 ｍＬ 溶

液颗粒数累积值为纵坐标，粒径值（单位为 ｎｍ）为
横坐标，即 ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ （ｓｕｍ） ⁃ｄｉａｍｅｔｅｒ （ｎｍ）的
形式显示。
１．４．２　 蛋白质免疫印迹分析

　 　 采用蛋白质印迹法对血清外泌体的标志性蛋白

质进行检测，并用仅经预处理的血清样品作为对照。
简要步骤如下：ＨＣ 组和 ｉＣＣＡ 组的血清及血清外泌

体蛋白质溶液通过 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质浓度，分
别各取 １０ μｇ 蛋白质与上样缓冲液混合并在 １００ ℃
煮沸后，上样到 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶中，先在 ９０ Ｖ
电压下电泳 ３０ ｍｉｎ，然后在 １２０ Ｖ 电压下电泳约 ６０
ｍｉｎ。 将凝胶上的蛋白质转移到预先用甲醇活化好

的 ＰＶＤＦ 膜上（湿转法，恒流 ２００ ｍＡ， ９０ ｍｉｎ）。 转

膜结束后取出 ＰＶＤＦ 膜，用 ＴＢＳＴ（Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ⁃Ｔｗｅｅｎ
缓冲盐溶液，配制方法：３ ｇ Ｔｒｉｓ， ８ ８ ｇ 氯化钠，１ Ｌ
纯水，１ ｍＬ Ｔｗｅｅｎ⁃２０）配制的 ５％ （质量分数）ＢＳＡ
在室温、５０ ｒ ／ ｍｉｎ 下封闭 １ ｈ，封闭后将 ＰＶＤＦ 膜分

别与 ＣＤ９、ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 抗体在 ４ ℃下共孵育过

夜。 将一抗孵育过夜后的 ＰＶＤＦ 膜用 ＴＢＳＴ 溶液洗

涤 ３ 次，加入辣根过氧化物酶偶联的二抗，在室温、
５０ ｒ ／ ｍｉｎ 下孵育 ２ ｈ。 二抗孵育后的 ＰＶＤＦ 膜用

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后，加入显影液并通过自动化学发

光图像分析系统拍摄图像。
１．４．３　 透射电镜分析

　 　 将 １０ μＬ 血清外泌体溶液滴加在 ２００ 目高聚碳

膜铜网上，并静置 １０ ｍｉｎ 以充分吸附。 用滤纸吸去

多余的液体，滴加 １０ μＬ ２％ 磷钨酸进行 ２～３ ｍｉｎ 的

负染色。 用滤纸吸去多余的液体，在室温下干燥后

通过 ＴＥＭ 进行形貌观察。
１．５　 基于考马斯亮蓝染色的聚丙烯酰胺凝胶电泳

　 　 分别取 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 的血清样品和血清外泌体

蛋白质溶液样品中 １０ μｇ 蛋白质，并分别与上样缓

冲液混合后在 １００ ℃煮沸，上样到 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶中，先在 ９０ Ｖ 电压下电泳 ３０ ｍｉｎ，然后在 １２０

·４９１１·



　 第 １１ 期 杨凯歌，等：血清和血清外泌体的蛋白质组分析及其在肝内胆管癌中的应用

Ｖ 电压下电泳约 ６０ ｍｉｎ。 电泳结束后，将 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶置于考马斯亮蓝染色液中染色并脱色

后，拍摄图像。
１．６　 蛋白质组样品处理

　 　 分别取每个 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 的血清样品和血清外

泌体蛋白质溶液样品中 ５０ μｇ 蛋白质，加入 ６ 倍体

积的蛋白沉淀剂（乙醇⁃丙酮⁃甲酸，５０ ∶５０ ∶０ １，ｖ ／ ｖ ／
ｖ），在－２０ ℃下过夜。 过夜后溶液于 ４ ℃以 １０ ０００ｇ
离心 ６０ ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀用 ９０％ （ｖ ／ ｖ）丙酮水

溶液清洗 ２ 遍，于室温晾干 １０ ｍｉｎ，将沉淀溶解于

２００ μＬ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵水溶液中。 然后在蛋

白质溶液中加入 ２ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 二硫苏糖醇溶液，于
３７ ℃孵育还原 １ ｈ；加入 １０ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 碘乙酰胺溶

液，于室温避光烷基化 ４０ ｍｉｎ。 将上述液体转移至

１０ ｋＤａ 超滤管中，于 ４ ℃以 １０ ０００ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ，
弃去滤液，加入 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵，于 ４ ℃ 以

１０ ０００ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ，弃去滤液，重复 ３ 次，然后按

酶和蛋白 １ ∶２５（质量比）加入胰蛋白酶，于 ３７ ℃酶

解过夜。 酶解后，于 ４ ℃以 １０ ０００ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ，收
集滤液。 上述滤液经 Ｃ１８ 脱盐柱脱盐后干燥，用 １０
μＬ ０ １％ 甲酸水溶液复溶多肽后进行质谱分析。
１．７　 基于 ＬＣ⁃ＭＳ 的蛋白质组分析

　 　 多肽样品通过配备有电喷雾电离（ＥＳＩ）纳米喷

雾源的 ｎＬＣ１２００⁃Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｐｌｕｓ 仪的自动进样器

进入 Ｃ１８ 柱中（５０ ｃｍ×７５ μｍ， ３ μｍ）。 流动相 Ａ
相是 ０ １％ 甲酸水溶液；流动相 Ｂ 相是 ０ １％ 甲酸⁃
８０％ 乙腈⁃２０％ 水溶液。 总流速是 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ，梯度

如下：０ ～ ２ ｍｉｎ， ２％ Ｂ ～ ６％ Ｂ； ２ ～ ９５ ｍｉｎ， ６％ Ｂ ～
２０％ Ｂ； ９５ ～ １０７ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ ～ ３２％ Ｂ； １０７ ～ １０８
ｍｉｎ， ３２％ Ｂ ～ １００％ Ｂ； １０８ ～ １１０ ｍｉｎ， １００％ Ｂ。 扫

描模式是正模式，离子源喷雾电压设置为 １ ８ ｋＶ，
毛细管温度设置为 ２７５ ℃。 质谱一级扫描质量数范

围为 ｍ／ ｚ ３５０～１ ８００，分辨率为 ７０ ０００；自动增益目

标值（ＡＧＣ）为 ３×１０６，最大离子注入时间（ＭＩＴ）为
５０ ｍｓ。 二级扫描 （ ｄｄ⁃ＭＳ２ ／ ｄｄ⁃ＳＩＭ） 的分辨率为

１７ ５００， ＡＧＣ 为 １×１０５， ＭＩＴ 为 ４５ ｍｓ。 选取丰度前

２０ 的肽段进行二级裂解，碎裂模式为高能碰撞解离

（ＨＣＤ），碰撞能（ＮＣＥ）设置为 ２８，离子排除是排除

电荷为 １、７、８ 和大于 ８ 的离子，动态排除时间设为

３０ ｓ。 使用软件 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２ ５ （Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）对原始 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 数据文件

进行分析，并根据 Ｕｎｉｐｒｏｔ 人类数据库搜索谱图

（ｓｅｑｕｅｎｃｅ ２０１４８， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ）。
数据库搜索参数设置为固定修饰为氨基甲酰甲基

（Ｃ），可变修饰为氧化（Ｍ）、脱酰胺（Ｎ， Ｑ）和乙酰

化（Ｎ⁃末端）；初始前体离子和碎片离子的质量容差

分别为 １×１０－５ Ｄａ 和 ０ ０２ Ｄａ。 最多允许 ２ 个胰蛋

白酶漏切位点。 肽鉴定的过滤设置为至少检测到 ２
个特征肽段且假阳率（ＦＤＲ）小于 １％。
１．８　 蛋白质组数据分析

　 　 对 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 的血清样品中鉴定到的蛋白质

以及 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 的血清外泌体样品中鉴定到的蛋

白质分别进行相对定量比较。 对于数据库检索得到

的原始数据，保留 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 组中表达率均≥５０％
的蛋白质的表达值（或一组表达率为 ０，另一组表达

率≥５０％），并用同组样品的平均值填充缺失值，获
得可信蛋白表达值。 对可信蛋白表达值进行中位数

归一化和 ｌｏｇ２ 对数转换，获得可信蛋白质表达值标

准化数据，并用可信蛋白表达值标准化前后数据

（可信蛋白标准化前的表达值以 ｌｏｇ２ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ 形式

展示）绘制箱线图。 并根据可信蛋白质表达值标准

化数据进行多维统计分析，通过无监督的主成分分

析（ＰＣＡ） 和有监督的正交偏最小二乘判别分析

（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）观察基于血清或血清外泌体的无标记

定量蛋白质组能否区分 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ。
　 　 对可信蛋白表达值的中位数归一化数据使用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件通过ｍｏｄｅｒａｔｅ ｔ⁃ｓｔａｔｉｓｔｉｃ 计

算 Ｐ 值， 并基于 Ｐ 值 ＜ ０ ０５ 和差异倍数 （ ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ， ＦＣ）值＜０ ５ （下调）或＞２ （上调）筛选出

ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 组之间差异表达的蛋白质。 通过韦恩

图比较鉴定到的血清外泌体蛋白质和 ＥｘｏＣａｒｔａ 外

泌体蛋白质库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｘｏｃａｒｔａ．ｏｒｇ）；比较基

于血清外泌体样品筛选得到的 ｉＣＣＡ 组相对 ＨＣ 组

的差异蛋白质和 ＥｘｏＣａｒｔａ 外泌体蛋白质库；比较

基于血清样品和基于血清外泌体样品筛选得到的

ｉＣＣＡ 组相对 ＨＣ 组的差异蛋白质。 最后，基于免费

的在线数据库分析差异表达蛋白质的生物学信息，
包括基因本体论（ＧＯ）富集分析（根据－ ｌｏｇ１０ ＦＤＲ
排序，展示每个类别的 ｔｏｐ１０， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．
ｏｒｇ ／ ）和京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）通路

分析（根据－ｌｏｇ１０ Ｐ⁃ｖａｌｕｅ 排序，展示 ｔｏｐ１５； ｈｔｔｐ： ／ ／
ｋｏｂａｓ．ｃｂｉ． ｐｋｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ｋｏｂａｓ３ ／ ｇｅｎｅｌｉｓｔ ／ ），并根据

获得的生物学信息，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 和 Ｏｒｉ⁃
ｇｉｎ ２０１９ｂ 软件绘制条形图和气泡图。
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２　 结果与讨论

２．１　 血清外泌体的表征

　 　 为了验证通过外泌体提取纯化试剂盒能够从血

清中成功提取获得外泌体，对分离提取的血清外泌

体分别进行纳米粒径分布分析、标志性蛋白免疫印

迹分析和透射电镜分析，结果见图 １。 从图 １ａ 和 １ｂ
的外泌体粒径分布结果可知，ＨＣ 血清中提取的外

泌体粒径的 Ｘ１０、Ｘ５０和 Ｘ９０（颗粒从小到大排列，分别

包含前 １０％、５０％ 和 ９０％ 颗粒数时的粒径值）分别为

７８ ４、１４１ ９ 和 ２２１ ０ ｎｍ，峰值在 １６４ ９ ｎｍ； ｉＣＣＡ
血清中提取的外泌体粒径的 Ｘ１０、Ｘ５０和 Ｘ９０分别为

８０ ８、１４６ ４ 和 ２３８ ４ ｎｍ，峰值在 １７１ ０ ｎｍ，基本都

符合定义中外泌体的粒径分布范围［１，２］。

图 １　 血清外泌体的表征
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　 ａ． ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＨＣ） ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＮＴＡ） ． ｂ． ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｉｎｔｒａｈｅ⁃
ｐａｔｉｃ ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ （ ｉＣＣＡ） ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ＮＴＡ． ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＤ８１， ＣＤ６３ ａｎｄ ＣＤ９ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ （ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ） ． ｄ． ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ＨＣ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ． ｅ． ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｉＣＣＡ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ．
　 Ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ： ｖｅｓｉｃｌｅ．

　 　 然后，采用蛋白质印迹法验证分离提取的血清

外泌体样品中外泌体标志性蛋白 ＣＤ９、ＣＤ６３ 和

ＣＤ８１ 的存在，同时以仅经预处理的血清样品作为

对照，如图 １ｃ 所示，在从 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 血清提取的外

泌体样品中（图 １ｃ 中 ＨＣ Ｅｘｏ 和 ｉＣＣＡ Ｅｘｏ 泳道），
都能够检测到标志性蛋白 ＣＤ９、ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 的存

在；而对于 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 的血清样品（图 １ｃ 中 ＨＣ
Ｓｅｒｕｍ 和 ｉＣＣＡ Ｓｅｒｕｍ 泳道），仅能观察到微弱的条

带甚至没有条带，表明尽管血清中存在外泌体，但是

由于外泌体的浓度较低，因此无法通过蛋白质印迹

法检测到外泌体标志性蛋白。 同时，外泌体样品中

标志性蛋白质的高含量也进一步证明了血清中的外

泌体获得了富集和分离。
　 　 最后，对 ＨＣ 和 ｉＣＣＡ 血清中提取的外泌体样

品进行了 ＴＥＭ 分析，如图 １ｄ 和 １ｅ 所示，能够观察

到直径在 １００ ｎｍ 左右且具有经典的茶托样结构的

囊泡（图 １ｄ 和 １ｅ 中箭头所指），符合外泌体的形貌

特征［１，２７］。 但是，同样能够观察到许多不具备外泌

体经典结构的圆形物质（直径范围在 ５０～２００ ｎｍ 左

右），这些物质可能是由于过度负染色而无法在透

射电镜下呈现出经典结构的外泌体，也可能是一些

与外泌体共分离的杂质，如与外泌体粒径范围有重
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叠的极低密度脂蛋白（ＶＬＤＬ， ３０ ～ ８０ ｎｍ， ０ ９３０ ～
１ ００６ ｇ ／ ｃｍ３ ） 和乳糜微粒 （ＣＭ， ７５ ～ １ ２００ ｎｍ，
＜０ ９３０ ｇ ／ ｃｍ３）等［２８］。 我们知道，获取纯净的外泌

体目前还非常困难［２９］，所以尽管该外泌体分离方法

会引入一些杂质，但是纳米粒径分布分析、标志性蛋

白免疫印迹分析和透射电镜分析的结果都表明血清

外泌体得到了较好的富集分离，所获得的血清外泌

体可以用于后续的蛋白质组学分析［３０］。

图 ２　 血清外泌体的蛋白质组分析
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　 ａ． ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｎｄ
ｓｅｒｕｍ （ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ） ． ｂ． Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂｙ ＬＣ⁃ＭＳ ａｎｄ ＥｘｏＣａｒｔａ ｄａｔａｂａｓｅ．

２．２　 血清外泌体的分离效果评价

　 　 首先采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 对提取的外泌体中的蛋

白质进行初步的分析，同时以血清蛋白质作为对照，
结果如图 ２ａ 所示。 从 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 图像中可以观察

到，血清外泌体的蛋白质轮廓与血清蛋白质有较大

的区别，特别是一些血清中高丰度的蛋白质在外泌

体中有明显的减少或者消失，如 ６６ ｋＤａ 的白蛋白

（ａｌｂｕｍｉｎ）。 但是，血清和血清外泌体泳道上的条

带也有一些相似点，即一些杂质如免疫球蛋白未能

有效除去，因此在外泌体中也可以观察到免疫球蛋

白 ＩｇＧ 的重链（约 ５０ ｋＤａ）和轻链（约 ２５ ｋＤａ）的条

带（可能是由于免疫球蛋白与外泌体膜表面的蛋白

质等分子发生相互作用而导致的共分离［３１］ ）。 此

外，外泌体中出现了一些血清中没有的蛋白质条带，

这些可能来源于外泌体内含的蛋白质相对含量的提

高，这有利于后续的质谱分析。
　 　 进一步利用 ＬＣ⁃ＭＳ 对外泌体中的蛋白质组进

行分析，在 １２ 个外泌体样品中共鉴定到了 ５４７ 种蛋

白质，其中有 ３４１ 种蛋白质归属于外泌体蛋白质数

据库 ＥｘｏＣａｒｔａ，如图 ２ｂ 所示。 超过 ６０％ 的鉴定蛋

白质归属于外泌体蛋白质数据库也进一步证明了外

泌体的成功富集以及在蛋白质组学中的应用价值。
２．３　 血清蛋白质组和血清外泌体蛋白质组在肝内

胆管癌中的应用

　 　 通过 ＬＣ⁃ＭＳ 对 ＨＣ 与 ｉＣＣＡ 组的血清和血清外

泌体的蛋白质组分别进行无标记定量分析，并将其

应用于 ｉＣＣＡ 的诊断、潜在标志物筛选和生物信息

分析，同时比较血清和血清外泌体两种类型的样本

在基于蛋白质组的 ｉＣＣＡ 研究中的差异。
　 　 血清和血清外泌体中分别鉴定到 ３１７ 和 ５４７ 种

蛋白质，经过筛选后分别获得 ２７１ 和 ４３０ 种可信蛋

白质。 对可信蛋白质的定量表达值数据进行标准化

处理，并通过箱线图展示标准化前后的数据，如图 ３
所示。 标准化数据（图 ３ｂ）较标准化前数据（图 ３ａ）
趋于中心位置，表明标准化处理可减少强度分布之

间的差异并确保样品之间的可比性，使得标准化数

据有着更好的质量，更加有利于统计学分析。
　 　 利用标准化蛋白质定量表达值数据对 ＨＣ 与

ｉＣＣＡ 组进行多维统计分析，血清和血清外泌体样本

的 ＰＣＡ 得分图（见图 ４ａ、４ｂ）和 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图

（见图 ４ｃ、４ｄ）都显示出 ＨＣ 与 ｉＣＣＡ 组能够得到良

好的区分。 同时，由 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型参数（见表 １）可
知，Ｒ２Ｙ（ｃｕｍ）和 Ｑ２（ｃｕｍ）均大于 ０ ９，表明两种类

型样本的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型拟合的良好性。 也说明本

方法提取的血清外泌体的定量蛋白质组能够较好地

区分 ＨＣ 与 ｉＣＣＡ 组以及预测未知样本的归属，在
ｉＣＣＡ 诊断应用中拥有潜在优势。
　 　 分别从血清和血清外泌体两组样本中筛选 ＨＣ
与 ｉＣＣＡ 组的差异表达蛋白质。 根据 ＦＣ 值和 Ｐ 值

两个参数进行差异蛋白质筛选，在血清样本中（见
图 ５ａ）， ｉＣＣＡ 组相对于 ＨＣ 组有 １５ 个上调和 ８ 个

下调的蛋白质（见表 ２）；在血清外泌体样本中（见图

５ｂ）， ｉＣＣＡ 组相对于 ＨＣ 组有 ３３ 个上调和 １８ 个下

调的蛋白质（见表 ２），并且在基于血清外泌体筛选

到的 ５１ 个差异蛋白质中，有 ３５ 个蛋白质归属于外

泌体蛋白质数据库（见图 ５ｃ）。 同时，基于血清外泌

体筛选到的５１个差异蛋白质中，ＩＧＨＡ２、ＩＧＨＧ４和
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图 ３　 可信蛋白质定量表达值数据标准化处理（ａ）前、
（ｂ）后的箱线图

Ｆｉｇ． ３　 Ｂｏｘｐｌｏｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｏｆ
ｃｒｅｄｉｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ａ） ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ （ｂ） ａｆｔｅｒ
ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ
　 ＩＱＲ： ｉｎｔｅｒｑｕａｒｔｉｌｅ ｒａｎｇｅ．

　

表 １　 基于血清和血清外泌体标准化定量蛋白质组的
ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｍｏｄｅｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ
ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　

Ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅ Ａ Ｒ２Ｘ（ｃｕｍ） Ｒ２Ｙ（ｃｕｍ） Ｑ２（ｃｕｍ）
Ｓｅｒｕｍ １Ｐ＋１Ｏ ０．５０９ ０．９９９ ０．９６９
Ｅｘｏｓｏｍｅ １Ｐ＋１Ｏ ０．５４７ ０．９９９ ０．９８４
　 Ａ： ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ； Ｐ： ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； Ｏ：
ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； Ｒ２Ｘ（ｃｕｍ） ａｎｄ Ｒ２Ｙ（ｃｕｍ）： ｃｕｍｕｌａ⁃
ｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌｅｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｘ ａｎｄ Ｙ ｍａｔｒｉｘ； Ｑ２ （ ｃｕｍ）：
ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｙ ｍａｔｒｉｘ．

ＰＩＧＲ 等蛋白质（都归属于外泌体蛋白质数据库）也
已被相关文献［３２］报道在健康志愿者和 ＣＣＡ 患者的

细胞外囊泡（基于超速离心法从血清中分离）中差

异表达，受试者工作特征曲线（ＲＯＣ 曲线）的曲线下

面积（ＡＵＣ）分别为 ０ ８２４、０ ８１８ 和 ０ ８４４，作为生

物标志物能够表现出良好的诊断能力。
　 　 此外，基于血清筛选到的 ２３ 个差异蛋白质和基

于血清外泌体筛选到的 ５１ 个差异蛋白质中，仅有 ４
个蛋白质是重复的（见图 ５ｄ），表明了每种样本在潜

在标志物发现过程中的独特性。同时，基于血清外

图 ４　 基于标准化定量蛋白质组的多维统计分析
Ｆｉｇ． ４　 Ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ
　 ａ． ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｏｒ⁃
ｍａｌｉｚｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｓｅｒｕｍ； Ｒ２Ｘ［１］
＝ ０ ２４， Ｒ２Ｘ［２］ ＝ ０ １７． ｂ． ＰＣＡ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｑｕａｎｔｉ⁃
ｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ； Ｒ２Ｘ［１］ ＝
０ ２６， Ｒ２Ｘ［ ２］ ＝ ０ １７． ｃ． ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ⁃ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓ⁃
ｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｑｕａｎ⁃
ｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｓｅｒｕｍ； Ｒ２Ｘ［１］ ＝ ０ ４０， Ｒ２Ｘｏ

［１］ ＝ ０ １１． ｄ． ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ； Ｒ２Ｘ［ １］ ＝ ０ ４５，
Ｒ２Ｘｏ［１］ ＝ ０ １０． Ｅｌｌｉｐｓｅ： Ｈｏｔｅｌｌｉｎｇ’ｓ Ｔ２ （９５％ ） ．
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表 ２　 基于血清和血清外泌体样本的 ＨＣ 与 ｉＣＣＡ 组的差异蛋白质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｇｒｏｕｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｓｅｒｕｍ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ ＦＣ（ ｉＣＣＡ ／ ＨＣ） Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ｅｘｏｓｏｍｅ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ ＦＣ（ ｉＣＣＡ ／ ＨＣ） Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ｐ００４５０ ＣＰ ２．２４２９ ０．００５３ Ｐ０４２７５ ＶＷＦ ２．１４６０ ０．０３８３
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Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ｓ６ ＩＧＫＶ２Ｄ⁃３０ ０．００００ ０．０２８８ Ｐ０２７５０ ＬＲＧ１ ２．４２３４ ０．００１６
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Ｐ２２１０５ ＴＮＸＢ ０．３１４２ ０．０００９
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Ｑ１３９３９ ＣＣＩＮ ０．３１０１ ０．００９３
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图 ５　 基于血清和血清外泌体样本的 ＨＣ 与 ｉＣＣＡ 组的
差异蛋白质筛选

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｇｒｏｕｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ
ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ

　

　 ａ． ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ
ｇｒｏｕｐｓ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ． ｂ． ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｇｒｏｕｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘ⁃
ｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ． ｃ． Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｇｒｏｕｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘ⁃
ｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ＥｘｏＣａｒｔａ ｄａｔａｂａｓｅ． ｄ． Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＣ ａｎｄ ｉＣＣＡ ｇｒｏｕｐｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ．

泌体筛选获得的差异蛋白质数目多于血清，说明外

泌体作为一种新的潜在生物标志物发现的样本模

式，有可能获得更多的生物学信息，对解释疾病机制

更具备参考价值。
　 　 最后，对筛选获得的差异蛋白质进行生物信息

分析，包括 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路分析，如图 ６ 所

示。 这些蛋白质富集到的分子功能、生物过程和信

号通路主要涉及天然免疫反应、炎症反应和凝血等，

如基于两种类型样本差异蛋白质富集到的共同生物

过程———血小板脱粒（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ）；基
于血清样本差异蛋白质独特富集到的 ＮＦ⁃κＢ 信号

通路（ＮＦ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）；以及基于血

清外泌体样本差异蛋白质独特富集到的中性粒细胞

脱粒（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ）生物过程及补体和

凝血级联（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｃａｓｃａｄｅｓ）
信号通路。
　 　 在肿瘤微环境中，血小板脱粒过程能增强血小

板活化和聚集形成的能力，促使癌栓形成，帮助肿瘤

细胞逃脱免疫攻击及其转移行为；同时，血小板释放

的颗粒中的促血管生成因子还可促进肿瘤血管的生

成，为肿瘤的发生、发展和转移提供生存环境［３３，３４］。
　 　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路在癌症中具有双重作用，激活

ＮＦ⁃κＢ 信号通路一方面可以通过提高细胞毒性免

疫细胞对癌细胞的活性以靶向消除转化的细胞等方

式发挥免疫防御作用；另一方面则能够在多种类型

的癌症中通过控制上皮间质转化或通过血管内皮生

长因子及其受体上调控制肿瘤血管形成等过程以促

进肿瘤进展［３５］。 如在 ｉＣＣＡ 中，ＮＦ⁃κＢ 信号通路的

活化能够上调 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 等周期促进蛋白活化或抑

制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白的活化从而促进肿

瘤细胞增殖［３６］。
　 　 中性粒细胞的功能高度依赖于其细胞质颗粒的

组成，这些颗粒在中性粒细胞活化后能够释放至细

胞外，即中性粒细胞脱粒过程，而颗粒中的许多活性

物质已被研究证明与肿瘤的发展有关，如中性粒细

胞中预先储存的 ＭＭＰ⁃９ 能够通过脱颗粒作用释放

至肿瘤微环境中从而高度诱导血管生成，促进肿瘤

进展［３７］。
　 　 补体和凝血级联信号通路在免疫反应和凝血过

程中起着重要作用。 同时，补体系统的激活也会增

强肿瘤的恶性生物学行为，如促肿瘤炎症、Ｃ３ＡＲ 介

导的肿瘤生长和上皮间质转化、Ｃ７ 和 Ｃ１Ｑ 介导的

肿瘤组织沉积以及 Ｃ１Ｑ 介导的血管形成等。 此外，
肿瘤细胞可以通过 ＳＥＲＰＩＮＥ１ 和 ＭＥＴ 癌基因的表

达与凝血系统相互作用，并导致 ＳＥＲＰＩＮＥ１ 显著上

调，而 ＳＥＲＰＩＮＥ１ 则可以通过 Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 等途径引起肿瘤的耐药性［３８］。 上述

结果表明，在 ｉＣＣＡ 患者中发现的差异表达蛋白质

与ｉＣＣＡ患者的肿瘤发生、发展和转移等过程密切相

关，因此差异蛋白质富集到的生物过程和信号通路

对探究疾病的发病机制和开发新的治疗方法能够起
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图 ６　 基于血清和血清外泌体样本的 ＨＣ 与 ｉＣＣＡ 组间差异蛋白质的生物信息分析
Ｆｉｇ． ６　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＨＣ ａｎｄ

ｉＣＣＡ ｇｒｏｕｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｓａｍｐｌｅｓ
　 ａ． Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ； ｂ． ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ； ｃ． Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ） ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒ⁃
ｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ； ｄ． ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ．

到借鉴作用。
　 　 此外，由图 ６ 可知，在研究的两种类型样本中，
由于基于血清样本筛选出的差异蛋白质数量较少，
因此富集到的生物过程、分子功能和细胞成分的信

息也较少（不足 １０ 条，已列出获得的所有条目），且
信号通路与癌症的相关性也较基于血清外泌体差异

蛋白质富集的信号通路与癌症的相关性略低。 这是

因为外泌体在形成过程中，通过两次质膜内陷以及

与内质网、反高尔基网和线粒体等细胞内膜系统产

生的早期分选内体融合等过程与细胞进行物质交

换，从而携带母细胞信息，并通过胞吐过程释放至胞

外。 在癌症进展过程中，肿瘤细胞分泌的外泌体可

·１０２１·
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通过其内容物质影响肿瘤形成、生长和转移以及对

治疗的抗性等，如乳腺癌细胞源性外泌体内含的

ｍｉＲ⁃１０５ 可通过抑制 ＺＯ⁃１ 表达而损害血管完整性

和增强血管通透性导致肿瘤转移［１］。 因此，相比于

无关信息较多的血清样本（当蛋白质量一致时），分
析特异性更强的外泌体样本内含的生物活性物质组

成（核酸、蛋白质和代谢产物等）可以直观地反映出

机体和疾病的不同状态，获取与疾病相关性更嘉的

生物学信息，能更有力地解释疾病的发病机制等过

程，进一步表明了基于外泌体诊断的特异性和敏感

性以及外泌体作为组学分析样本时的优越性，证明

了外泌体的应用价值。

３　 结论

　 　 本文通过从血清中分离外泌体并对其进行表

征，分别对血清和血清外泌体的蛋白质组进行分析，
并将其应用于肝内胆管癌的诊断、潜在标志物发现

和探究疾病发生、发展和转移等机制的研究。 通过

分析获得的无标记定量蛋白质组对健康组和肝内胆

管癌患者组进行多维统计分析、差异蛋白质筛选和

差异蛋白质生物信息分析，对肝内胆管癌的疾病机

制有了进一步的了解。 同时，与血清蛋白质组分析

相比，血清外泌体蛋白质组分析能够获得更多差异

蛋白质和生物学信息；虽然两者获得的信息有所差

异，但是也证明了外泌体作为组学分析样本的价值

及在诊断领域应用的潜力。
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