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[摘　 要] 　 目的　 预测血液中外泌体在动脉粥样硬化中的作用及机制ꎮ 方法　 招募 ５６ 个受试对象ꎬ分成两个比

较组:健康人群与动脉粥样硬化人群、高血压人群与高血压合并动脉粥样硬化人群ꎮ 用试剂盒提取受试者血液中

外泌体ꎬ利用蛋白质谱分析技术检测外泌体中蛋白表达ꎬ将蛋白表达谱的结果进行基因功能(ＧＯ)分析ꎮ 结果 　
ＧＯ 分析显示ꎬ在生物学过程中ꎬ两个比较组中都出现显著差异的有 ５ 个条目ꎬ分别是“固有免疫反应的正向调节”、
“免疫反应激活信号转导”、“固有免疫反应激活”、“固有免疫反应激活信号转导”和“固有免疫反应激活细胞表面

受体信号通路”ꎻ在分子功能类别中ꎬ两个比较组中有 ２ 个条目是重复出现的ꎬ分别是“抗原结合”和“酶结合”ꎻ在
两个组别比较中都出现差异蛋白有 ３ 个ꎬ分别是蛋白酶亚基 α６(ＰＳＭＡ６)、蛋白酶亚基 α７(ＰＳＭＡ７)和膜联蛋白 Ａ２ꎮ
结论　 固有免疫系统可能在动脉粥样硬化疾病发病中起重要作用ꎮ ＰＳＭＡ６、ＰＳＭＡ７ 和膜联蛋白 Ａ２ 有可能成为动

脉粥样硬化疾病防治的新的靶蛋白ꎮ
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　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是血管常见

病变ꎮ 近十年来ꎬＡｓ 及其并发症在中国人群中的发

生率逐年上升ꎬ继发于 Ａｓ 的心脑血管疾病是国人最

主要的死亡原因ꎮ 蛋白质谱分析通过大批量的蛋

白谱差异筛查ꎬ可有的放矢地选择相关蛋白进行验

证和机制研究ꎮ Ｖｉｉｒｉ 等[１] 利用蛋白质谱的方法检

测人粥样硬化组织内平滑肌中的蛋白ꎮ 他们发现

ＡＴＰ 合成亚基和乙酰脱氢酶 ２ 表达量有不同程度的

降低ꎮ 这两个指标和线粒体的功能相关ꎬＡｓ 可能会

导致线粒体功能紊乱ꎬ并且诱导内皮细胞凋亡ꎮ
Ｍｏｘｏｎ 等[２]利用质谱技术检测腹主动脉瘤处未堵塞

血管血栓分泌物的蛋白表达水平ꎬ发现凝血酶敏感

蛋白 １ 的表达降低ꎮ 凝血酶敏感蛋白 １ 是可以加速

凝血进程的ꎬ而在未堵塞血管的血栓中凝血酶敏感

蛋白降低提示此处血栓可能破裂的危险ꎮ
外泌体是一种直径为 ３０ ~ １００ ｎｍ 脂质双分子

层的圆形颗粒ꎮ ２０ 世纪 ８０ 年代ꎬＪｏｈｎｓｔｏｎｅ 等[３] 首

次发现未成熟的羊网织红细胞中的多囊泡体与红

细胞膜进行融合后释放了其中的小囊泡ꎮ 最初外

泌体被发现的时候被当作细胞的废物ꎮ 其后发现

外泌体可出现在脑脊液、乳汁、尿液和血液等生物

体液中ꎬ其中包含的物质有 ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ 和蛋白

质ꎮ 细胞间通过外泌体与微粒中包含的物质进行

物质交换、信息传递、肿瘤形成和转移以及免疫系

统促发炎症因子释放发挥免疫效应[４]ꎮ
大量的研究表明ꎬ不同细胞来源的外泌体和微

粒及其内含物质参与了炎性反应ꎮ 换言之ꎬ外泌体

与微粒有可能在 Ａｓ 的过程中起重要作用ꎮ Ａｈａｒｏｎ
等[５]发现单核细胞分泌的外泌体可以促使内皮细

胞凋亡和通过释放组织因子增加血液凝固性ꎮ 巨

噬细胞来源的外泌体和微泡可能通过提高细胞间

黏附分子 １ 和核因子 κＢ 来促使白细胞的边集与黏

附[６￣７]ꎮ 除了促炎作用外ꎬＧａｓｓｅｒ 等[８]发现中性粒细

胞分泌的微粒通过刺激生长转化因子促使炎症抑

制ꎬ这一过程是通过微泡表面抗炎蛋白质 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
来介导的ꎬＢ 淋巴细胞和单核细胞吞噬了这种来源

的外泌体之后可以从活化状态转变到抗炎表型ꎮ
外泌体内含有大量不同的蛋白质ꎬ其在 Ａｓ 中的作用

很可能取决于其所含的各种蛋白质综合作用的结

果ꎬ特别是协同作用的结果ꎮ 但血液中的外泌体在

Ａｓ 的进程中所起到的作用还未见报道ꎮ
我们采用蛋白质谱分析技术检测血液中外泌

体的蛋白谱ꎬ进行健康与 Ａｓ、高血压与高血压合并

Ａｓ 的双差异分析ꎬ以期找出在 Ａｓ 病程中出现表达

量明显改变的蛋白质ꎮ 而后利用基因功能分析

(ＧＯ)包括生物学过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬＢＰ)、细胞

包含物( ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬＣＣ)和分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＭＦ)分析ꎬ找出和这些生物学过程以及分

子功能密切相关的蛋白质ꎬ揭示外泌体及其包含的

蛋白质在 Ａｓ 进程中的作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料来源

　 　 ５７ 个人体血液样本ꎬ共分为两个类别:第一个

类别是健康人群与 Ａｓ 患者ꎻ第二个类别是高血压患

者与高血压合并 Ａｓ 患者ꎮ 所有受试者的血液均在

浦东新区公利医院检验科采集并检测血液中的常

规指标ꎮ 本研究在实验开始之前经过公利医院伦

理委员会批准ꎬ每份血液样本收集之前均告知受试

者ꎬ并签订了知情同意书ꎮ 高血压的诊断标准依据

«２００５ 年中国高血压治疗指南建议»ꎬ收缩压大于

１３９ ｍｍＨｇ 和 / 或舒张压大于 ８９ ｍｍＨｇ 为高血压ꎮ
高血压均是在本院心内科通过血压测量仪非同日 ３
次测量血压后确诊ꎮ 以局部动脉内膜中膜厚度( ｉｎ￣
ｔｉｍａ￣ｍｅｄｉａ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓꎬＩＭＴ)≥１.３ ｍｍ 为斑块认定标

准[９]ꎬＡｓ 程度参照华盛顿大学颈动脉 Ａｓ 斑块超声

分级标准分成 ３ 级[１０]:０ 级为无斑块ꎻ１ 级为单侧斑

块≤２ ｍｍꎻ２ 级为单侧斑块>２ ｍｍꎬ或双侧均有斑块

且其中至少一侧≤２ ｍｍꎻ３ 级为双侧斑块>２ ｍｍꎮ
纳入研究人员的具体信息见表 １ 和表 ２ꎮ
１.２　 血液中外泌体的提取

血液提出后ꎬ将其放入 ４ ｍＬ 离心管中ꎬ放置在

离心机中(超速离心机ꎬＯｐｔｉｍａ Ｌ￣１００ＸＰꎬＢｅｃｋｍａｎ
公司)ꎬ３０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ 以去除细胞和细胞碎

片ꎮ 将上清转移到高压灭菌过的 ４ ｍＬ 离心管中ꎬ加
入 ＥｘｏＱｕｉｃｋ Ｅｘｏｓｏｍｅ 预混液(ＰｕｒｅＥｘｏ􀳏 Ｅｘｏｓｏｍｅ Ｉ￣
ｓｏｌａｔｉｏｎꎬＰ１００ꎬ１０１Ｂｉｏ 公司)ꎬ用 Ｖｏｔｅｘ 将离心管中的

液体充分混匀ꎬ混匀后放入 ４℃的冰箱中过夜沉淀ꎮ
第二天早晨取出混匀液放入事先预冷的 ４℃离心机

中ꎬ１５００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎮ 离心后离心管底部有白色

沉淀ꎬ外泌体就结合在底部沉淀中ꎮ 弃上清ꎬ将遗

留于离心管的沉淀物 １５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ注
意不要摇晃沉淀的白色物质ꎮ 加入 ４００ μＬ 高压灭
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表 １. 健康人群与 Ａｓ 人群一般特征

Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ Ａｓ ｓｕｂｊｅｃｔｓ

项目 健康人群(ｎ＝ ４) Ａｓ １ 级(ｎ＝ ６) Ａｓ ２ 级(ｎ＝ ２) Ａｓ ３ 级(ｎ＝ ２)

年龄(岁) ５８.７５±１０.６２(７６~４７) ７０.００±１２.８２(８２~４９) ６２±２１(８３~４１) ８１±９(９０~７２)
男性(例) ３ １ ２ ２
吸烟(例) ２ １ １ ０
总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.４６±０.３２(４.９７~４.１５) ４.７８±０.５７(５.３６~３.８６) ４.６３±１.３８(６.０１~３.２５) ４.５±０.１４(４.６~４.３)
甘油三酯(ｍｍｏｌ / Ｌ) １±０.３１(１.４３~０.６３) １.１５±０.５５(２.２６~０.４３) １.２４±０.５６(１.７９~０.６８) １.２±０.３(１.４~０.９３)
高密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.２２±０.４２(１.９４~０.９１) １.３±０.４(２.０５~０.７８) ０.９６±０(０.９６~０.９６) １.１２±０.１(１.２~１.０２)
低密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.７６５±０.３(３.２７~２.５３) ２.９３±０.８９(３.７７~１.２７) １.９２±０(１.９２~１.９２) ２.７８±０.０２(２.７９~２.７６)

表 ２. 高血压合并 Ａｓ 人群的一般特征

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｓ

项目 高血压(ｎ＝ ８) 高血压合并 Ａｓ
１ 级(ｎ＝ １３)

高血压合并 Ａｓ
２ 级(ｎ＝ １６)

高血压合并 Ａｓ
３ 级(ｎ＝ ６)

年龄(岁) ７０.８±６.９(８０~６１) ７３.１±７.６５(６０~９０) ６９.３±１３.５(４７~８７) ７０.６±８.８(５６~８１)
男(例) ３ ６ ８ ４
吸烟(例) ２ ４ ２ ２
总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４.１±１.２(４.３~７.８) ４.４３±１.５(２.８２~７.８) ４.６０±０.９８(２.８３~６.１) ４.５±１.２(６.７~２.８３)
甘油三酯(ｍｍｏｌ / Ｌ) ２.１±１.９(２.３~０.７) １.３６±０.６(１.６~０.６４) １.５７±０.７２(３.０１~０.６３) １.７±０.７(２.９~０.６３)
高密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.２±０.５(２.６~０.６) １.１±０.２(１.４２~０.８５) １.１４±０.３９(２.１３~０.６２) １.１±０.２(１.５１~０.６)
低密度脂蛋白(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.９±０.７(３.３~１.１) ２.７±１.４７(６.６~１.１４) ２.７８±０.８５(４.３１~１.５７) ２.５±０.６６(３.３~１.５)

菌的双蒸水重悬稀释ꎬ利用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒检测外泌体浓度ꎬ然后将所分离的外泌体置于

－８０℃冰箱冷冻备用ꎮ
１.３　 血液中外泌体的鉴定

１.３.１　 透射电镜观察外泌体形态 　 　 将 １０ μＬ 外

泌体滴于铜网上ꎬ静置 ２ ｍｉｎꎬ用滤纸将铜网边缘的

液体擦掉ꎬ注意不能让铜网太干ꎮ 在铜网上面滴加

１０ μＬ 乙酸双氧铀ꎬ染色 １ ｍｉｎꎮ 利用透射电镜(Ｏｒ￣
ｅｇｏｎꎬＵＳＡ)进行观察ꎮ
１.３.２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＣＤ６３ 标记蛋白 　 　 将外

泌体放入 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ３０ μＬ ＲＩＰＡ 裂解

液ꎬ将离心管放置在冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎮ 按照蛋白质

定量方法进行定量ꎬ加入配制的电泳胶进行电泳ꎮ
电泳后进行牛奶封闭抗原 １ ｈꎬ敷上一抗 ＣＤ６３
(１ ∶ １０００ꎬＳａｎｔａ Ｃｒｕｚ ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＳａｎｔａ ＣｒｕｚꎬＣＡꎬ
ＵＳＡ)ꎬ ４℃ 过 夜ꎬ 第 二 天 洗 膜ꎮ 洗 完 后 敷 二 抗

(１ ∶ ２０００ꎬ Ｊａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ
Ｉｎｃ.ꎬＷｅｓｔ ＧｒｏｖｅꎬＰＡꎬ美国) １ ｈꎬ洗膜ꎬ之后加入

ｐｉｃｏＡ 和 ｐｉｃｏＢ 液各 １ ｍＬ 混匀敷在膜上显影ꎮ 显影

后利用灰度值分析其表达量差异ꎮ

１.４ 外泌体蛋白的质谱分析

１５ μＬ 的蛋白溶液与缓冲液预混合ꎬ放入 ９５℃
的金属浴中进行变性ꎮ 而后加入配好的 ４％ ~ １２％
双三聚丙烯酰胺梯度凝胶孔道中进行电泳分离ꎮ
凝胶用考马斯亮蓝染色ꎬ然后沿着染成蓝色的条带

切成 １ ｃｍ 大小的胶条ꎮ 将这些胶条用洗脱剂去除

染色ꎮ 然后将这些胶条在 ３７℃的温箱中放入 ４０ μＬ
的胰酶消化 １６~１８ ｈꎮ 使用连接到 ＡＳ￣１ ｎａｎｏＬＣ 系

统的自动取样器ꎬ取出 １０ μＬ 消化后的样品加入 ＭＳ
缓冲液(０.１％甲酸)ꎬ将混合液以 ２０ μＬ / ｍｉｎ 的速度

加到 Ｃ８ 捕集柱上ꎮ 使用 Ｍａｓｃｏｔ ２.２ 软件对数据库

进行检索ꎬ并对数据进行分析ꎮ 将蛋白质质谱的结

果代入 ＧＯ 分析(Ｏｍｉｃｓｂｅａｎꎬ金弗莱公司)以确定外

泌体中蛋白质在生物学过程、细胞包含物和分子功

能方面的变化ꎮ 最终选择两个组别:健康人群与 Ａｓ
３ 级患者、高血压患者与高血压合并 Ａｓ ３ 级患者的

ＧＯ 数据进行深度分析ꎮ
１.５　 数据分析

利用 ＳＴＡＴＡ １２.０ 软件分析数据差异ꎮ 组间差

异利用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ 进行分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计

学意义ꎮ
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２　 结　 果

２.１　 外泌体鉴定

　 　 从健康人群血液和患者血液中提取出外泌体ꎬ
利用透射电镜扫描铜板上的外泌体ꎬ可以看出ꎬ外
泌体为圆形ꎬ直径在 ３０~１００ ｎｍ 之间(图 １)ꎮ 提取

出外泌体并且将其裂解后ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证外泌

体中的特异性蛋白 ＣＤ６３ꎮ ＣＤ６３ 属于四次跨膜蛋

白ꎬ通常被用来选作外泌体的标志蛋白ꎮ 经过灰度

值差异分析后ꎬ四个组中两种蛋白表达均无明显差

异(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ 外泌体经过蛋白定量ꎬ健康人群

为 ６３７ μｇꎬＡｓ ３ 级患者为 ６９１ μｇꎬ高血压患者为 ６５２
μｇꎬ高血压合并 Ａｓ ３ 级患者为 ６７４ μｇꎬ组间没有明

显差异(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 １. 透射电镜观察血外泌体大小与形态　 　 Ａ 为健康人群血外泌体形态ꎬＢ 为 Ａｓ ３ 级患者血外泌体形态ꎬＣ 为高血压患者血外泌体形

态ꎬＤ 为高血压合并 Ａｓ ３ 级患者血外泌体形态ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｓｉｚｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｕｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图 ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测血外泌体 ＣＤ６３　 　 Ａ￣Ｄ 为健康人群、
Ａｓ 患者、高血压患者和高血压合并 Ａｓ ３ 级患者血外泌体 ＣＤ６３ 检

测ꎬＥ￣Ｈ 为相应内参 β￣ａｃｔｉｎ 检测ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ６３ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

２.２　 ＧＯ 分析和蛋白质￣蛋白质相互作用分析

２.２.１　 健康人群与 Ａｓ 患者　 　 这个组别中ꎬＧＯ 分

析找到了 １１０ 个变化明显的蛋白质ꎬ其中 ５８ 个蛋白

上调ꎬ５２ 个蛋白下调ꎮ 通过 ＧＯ 分析ꎬ发现了 １２１ 个

表达有明显差异的细胞包含物ꎬ前十位显著表达差

异的条目为胞外区、细胞外膜有界细胞器、胞外体、
细胞外的细胞器、胞囊、胞外区部分、膜小泡、囊泡、
胞外空间、细胞质ꎮ 同时发现了 ９２９ 个生物学过程

出现了明显的差异性表达ꎮ 其中“刺激反应” (Ｐ ＝
２.０１Ｅ￣１５)和“免疫系统过程”(Ｐ ＝ ８.８０Ｅ￣１５)两个起

始条目变化最显著ꎮ “刺激反应”参与的基因数目
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有 ７５ 个ꎬ“免疫系统过程”参与的基因数目有 ３７
个ꎮ 将这两个起始项目进入 ＧＯ 数据库进行深度分

析ꎬ寻找起始条目的各个子条目ꎬ观察子条目在本

实验的数据库中是否出现差异性改变ꎬ从而构架出

层级模式图(图 ３)ꎮ 另外ꎬ利用蛋白质￣蛋白质相互

作用(ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬＰＰＩ)检索出与最终

子项目相关的蛋白质ꎮ 蛋白酶亚基 α７(ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ ｔｙｐｅ￣７ꎬＰＳＭＡ７)、蛋白酶亚基 α６(ｐｒｏ￣
ｔｅａｓｏｍｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ ｔｙｐｅ￣６ꎬＰＳＭＡ６)和膜联蛋白 Ａ２
(ａｎｎｅｘｉｎ ２ꎬＡＮＸＡ２)都与“固有免疫反应激活细胞

表面受体信号通路”和“刺激反应的负向反应”这两

个最终子条目相关ꎮ “免疫系统过程”的分析结果

见图 ４ꎮ ＧＯ 分析在分子功能的项目中提供了 １２５
个出现明显变化的分子功能条目ꎮ 其中分子功能

母条目“结合”下的子条目差异最显著ꎮ 母条目“结
合”有 ４ 个子项目ꎬ分别是“抗原结合” (Ｐ ＝ １.３５Ｅ￣
１７ꎬ参与的基因数目是 １７ 个)、“蛋白结合” ( Ｐ ＝
１.２４Ｅ￣１２ꎬ参与的基因数目是 ７３ 个)、“核酸结合”
(Ｐ ＝ ９.６０Ｅ￣０１ꎬ参与的基因数目是 １６ 个)、“酶结合”
(Ｐ ＝ １.０７Ｅ￣０５ꎬ参与的基因数目是 １８ 个ꎻ图 ５)ꎮ 最

终子条目有“钙依赖蛋白结合” (Ｐ ＝ １.３０Ｅ￣０２ꎬ参与

基因数目是 ２ 个)、 “多聚 ( Ａ) ＲＮＡ 结合” ( Ｐ ＝
９.４８Ｅ￣０６ꎬ参与基因数目是 １４ 个)ꎮ ＰＰＩ 搜索提供

的蛋 白 是 ＡＮＸＡ２ 和 膜 联 蛋 白 Ａ６ ( ａｎｎｅｘｉｎ ６ꎬ
ＡＮＸＡ６)ꎬ这两种蛋白和条目“钙依赖蛋白结合”有
很显著的相关性ꎮ 热休克同族蛋白(ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｃｏｇ￣
ｎａｔｅ ７１ ｋＤａ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＳＰＡ８)和 ＡＮＸＡ２ 与“多聚(Ａ)
ＲＮＡ 结合”有很显著的相关性ꎮ

图 ３. 起始条目“刺激反应”的树形层级分析

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ “ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ”
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图 ４. 起始条目“免疫系统过程”的树形层级分析

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ “ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓ”

图 ５. 起始条目“结合”树形层级分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒｅｅ ｏｆ “ｂｉｎｄｉｎｇ”

０７８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



２.２.２　 高血压患者与高血压合并 Ａｓ 患者　 　 在这
个组别中ꎬ有 ９０ 个蛋白质出现明显差异ꎮ 其中 ３５
个蛋白上调ꎬ５５ 个蛋白下调ꎮ ＧＯ 分析锁定了 １１９
个细胞包含物出现了明显的变化ꎻ９２７ 个生物学过
程有明显的变化趋势ꎮ 与健康人群和 Ａｓ 患者的比
较结果类似ꎬ“刺激反应” (Ｐ ＝ １.９３Ｅ￣１３)母条目变
化最显著ꎬ参与的基因数目是 ６２ 个ꎬ主要表现为其
下“免疫反应” (Ｐ ＝ ９.８１Ｅ￣１７)和“应激反应” (Ｐ ＝
１.２４Ｅ￣１８)两个大条目ꎬ分别有 ３０ 个和 ４７ 个基因产
物参与(图 ６)ꎮ 其中值得注意的是ꎬ“应激反应”的
一个子条目“凝血反应” (Ｐ ＝ ５.４９Ｅ￣０６ꎬ参与的基因
数目是 ９ 个)变化非常明显ꎮ 属于这个子条目的下
游条目“纤维蛋白凝块形成” (Ｐ ＝ ５.７３Ｅ￣０２ꎬ参与的
基因数目是 １ 个)和“内源性凝血途径”(Ｐ ＝ ４.２７Ｅ￣

０２ꎬ参与的基因数是 １ 个)ꎮ 凝血因子Ⅺ与内源性
凝血途径有明显的相关性ꎮ “免疫反应”的下游条
目包括了“免疫反应调节” (Ｐ ＝ ４.０３Ｅ￣１８ꎬ参与基因
数目是 ２５ 个)、“体液免疫反应”(Ｐ ＝ １.７３Ｅ￣１７ꎬ参与
基因数目是 １６ 个)、“器官组织特异性免疫反应”(Ｐ
＝ ２.１０Ｅ￣０３ꎬ参与基因数目是 ２ 个)、“固有免疫反
应”(Ｐ ＝ ２.２３Ｅ￣１６ꎬ参与基因数目是 ２５ 个)、“适应性
免疫反应”(Ｐ ＝ ４.７７Ｅ￣１４ꎬ参与基因数目是 １５ 个)ꎮ
最终子条目为“固有免疫反应激活细胞表面受体信
号通路”(Ｐ ＝ ２.４５Ｅ￣０３ꎬ参与基因数目是 ３ 个)ꎬ其相
关蛋白为 ＰＳＭＡ６ 和 ＰＳＭＡ７ꎮ 固有免疫(Ｐ ＝ ２.２３Ｅ￣
１６ꎬ参与基因数目是 ２５ 个)相关蛋白为 ＴＮＦＡＩＰ３￣相
互作用蛋白 ２(ＴＮＦＡＩＰ３￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬＴＮＩＰ２)、
ＰＳＭＡ６ 和 ＰＳＭＡ７ꎮ

图 ６. 高血压患者与高血压合并 Ａｓ 患者比较的起始条目“刺激反应”树形层级分析

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ “ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ” ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

１７８ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１６ 年第 ２４ 卷第 ９ 期



　 　 ＧＯ 分析给出了 １１６ 个出现明显变化的分子功

能ꎮ “结合”功能母条目变化最显著ꎬ所以对其进行

了深度分析ꎮ “结合”包括了 ６ 个子条目ꎬ其中“抗
原结合”(Ｐ ＝ ４.６５Ｅ￣１９)参与的基因数目是 １７ 个ꎻ
“有机环状化合物”的子条目“核酸结合”下的最终

子条目“ＲＮＡ 结合”(Ｐ ＝ ７.３１Ｅ￣０４)参与的基因数目

是 １４ 个ꎻ“蛋白结合”(Ｐ ＝ ３.８６Ｅ￣０７)参与的基因数

目是 ５４ 个ꎬ其子条目“酶结合”(Ｐ ＝ １.３０Ｅ￣０５)参与

的基因数目是 １６ 个ꎬ最终子条目有 ２ 个ꎬ分别是“蛋
白酶结合”(Ｐ ＝ １.８０Ｅ￣０７ꎬ参与的基因数目是 ６ 个)
和“蛋白磷酸酶结合” (Ｐ ＝ ２.６８Ｅ￣０３ꎬ参与的基因数

目是 ３ 个)ꎮ 硒蛋白 Ｐ ( ｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎ ＰꎬＳＥＥＰ１)和

ＡＮＸＡ２ 分别与这些条目相关(图 ７)ꎮ

图 ７. 高血压患者与高血压合并 Ａｓ 患者比较的起始条目“结合”树形层级分析

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ “ｂｉｎｄｉｎｇ” ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｔｈｅｒｏ￣
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

２.２.３　 两个比较组别中都出现的差异条目和蛋白

质　 　 在“刺激反应”的子条目中有 ５ 个条目在两

个组别的生物学过程比较中均出现ꎬ它们是“固有

免疫反应的正向调节”、“免疫反应激活信号转导”、
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“固有免疫反应激活”、“固有免疫反应激活信号转

导”和“固有免疫反应激活细胞表面受体信号通

路”ꎮ 两个组别的分子功能差异中ꎬ“结合”包含了

两个均有显著差异的子条目ꎬ它们是“抗原结合”和
“酶结合”ꎮ ＰＳＭＡ６、ＰＳＭＡ７ 和 ＡＮＸＡ２ 也重复出现

在两个比较的差异中ꎮ

３　 讨　 论

Ａｓ 是一种慢性炎症性疾病ꎮ 血液中运载的炎

症因子和炎性细胞共同促进了 Ａｓ 的进程ꎮ 蛋白组

学结合 ＧＯ 分析可以在某一层面揭示 Ａｓ 的发病原

因与过程ꎮ 粥样硬化的血管壁、患者的血浆和粥样

斑块中的平滑肌都曾被选择作为蛋白组学的研究

对象ꎮ 现有文献表明 Ａｓ 的发病发展与炎症免疫系

统密切相关ꎮ 这些研究集中在蛋白的表达差异上ꎬ
忽视了蛋白质之间的协调作用和相互影响ꎬ缺乏关

于生物学过程、细胞包含物和分子功能的分析研究ꎮ
本课题采用 Ａｓ 患者血中的外泌体进行蛋白质

谱学检验和 ＧＯ 分析ꎮ 近几年来ꎬ外泌体越来越多

的为人们所熟知ꎮ 外泌体在细胞间通讯中承担着

重要的作用ꎮ 粥样斑块中包含着大量来源于淋巴

细胞的微泡[１１]ꎮ Ａｈａｒｏｎ 等[５] 发现单核细胞来源的

外泌体可以通过组织因子途径诱导内皮细胞凋亡

和增加血液凝固性ꎮ Ｌｉｕ 等[４] 发现巨噬细胞来源的

外泌体可以通过细胞间黏附分子 １ 和核相关因子诱

导淋巴细胞间的黏附ꎮ Ｚａｋｈａｒｏｖａ 等[１２] 发现 ＣＤ４＋Ｔ
分泌的微泡可以通过神经酰胺受体加速胆固醇在

单核细胞里的堆积ꎮ 另一方面ꎬＨｅｒｇｅｎｒｅｉｄｅｒ 等[１３]

发现层流血诱导的血流应切力可以使内皮细胞高

表达 ＫＬＦ２ꎬ有助于延缓粥样斑块形成ꎮ Ｇｉｄｌｏｆ 等[１４]

发现血小板来源的外泌体通过 ｍｉＲ￣３２０ 抑制内皮细

胞产生细胞间黏附分子 １ 从而抑制炎症反应ꎮ 然

而ꎬＡｓ 患者血液中的外泌体还没有被研究过ꎮ 通过

对血液中外泌体的研究可能会给 Ａｓ 的形成与发展

带来新的观点ꎮ
我们利用 ＧＯ 分析检索到 Ａｓ 患者明显改变的

外泌体蛋白功能条目ꎮ 这些条目分布于生物学过

程、细胞包含物和分子功能中ꎮ 我们挑选出层级较

高的条目作为母条目ꎬ其它检索出来的条目作为子

条目ꎮ 而后将这些条目组成树形图用来解析在 Ａｓ
发生和发展的过程中发生的生物学过程和分子功

能的变化ꎮ 随后利用 ＰＰＩ 检索出和这些最终子条目

相关的蛋白质ꎬ这些蛋白很有可能在 Ａｓ 的发生和进

展中起重要的作用ꎮ

通过分析健康人群与 Ａｓ、高血压合并 Ａｓ 与单

纯高血压两种比较的共同差异ꎬ寻找可能参与 Ａｓ 的
外泌体蛋白ꎮ 我们发现“固有免疫”和“免疫反应的

信号转导”在两种比较中均出现显著差异ꎬ提示固

有免疫系统在外泌体影响 Ａｓ 中起重要作用ꎮ 巨噬

细胞和单核细胞是固有免疫系统的重要成员ꎬ它们

堆积在 Ａｓ 的病变血管壁中ꎮ Ｅｒｂａｙ 等[１５] 发现巨噬

细胞暴露于与 Ａｓ 相关的脂类信号分子时ꎬ发生内质

网应激反应ꎮ 单核细胞的外泌体可以通过组织因

子诱导内皮细胞凋亡和血液凝固[５]ꎮ 巨噬细胞分

泌的微泡可通过增加细胞间黏附分子 １ 以及核因子

κＢ 诱导细胞黏附ꎮ 所以ꎬ固有免疫系统中的巨噬细

胞和单核细胞可以通过外泌体的方式影响 Ａｓ 的发

展与进程ꎮ
血液凝固性改变在 Ａｓ 的发生和斑块脱落中起

重要作用ꎬ多处发现可改变血液凝固性的外泌体蛋

白ꎮ Ｆａｌａｔｉ 等[１６]发现单核细胞释放的微泡含有高丰

度的组织因子ꎬ可激活血液凝固途径ꎮ Ａ１￣Ｎｅｄａｗｉ
等[１７]发现肥大细胞分泌的外泌体增加血液中凝固

成分的溶解度ꎬ增加了斑块的不稳定性ꎮ
在 ＰＰＩ 的分析中ꎬ我们发现很多不同的功能子

条目 都 会 连 接 到 相 同 的 几 个 蛋 白 质: ＰＳＭＡ６、
ＰＳＭＡ７ 和 ＡＮＸＡ２ꎬ这几个蛋白可能在 Ａｓ 形成过程

中起重要作用ꎮ ＰＳＭＡ７ 是一种水解蛋白酶复合物ꎬ
其可以在微碱性或中性的条件下发挥 ＡＴＰ 依赖的

水解蛋白酶活性ꎮ 这种水解蛋白酶的活性在很多

方面起到了关键效应ꎬ如细胞增殖或细胞周期调

控、细胞分化和凋亡等ꎮ 这个蛋白酶还可以抑制缺

氧诱导因子 １α(ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ￣１αꎬＨＩＦ￣１α)
的转录激活功能ꎮ 在粥样斑块中ꎬＨＩＦ￣１α 与 Ａｓ 炎

症表型以及血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)的表达相关ꎮ 结合我们的结果

分析ꎬ血外泌体的 ＰＳＭＡ７ 表达上调意味着抑制了

ＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ抑制损伤的内皮细胞修复

与更新ꎬ促进 Ａｓ 的发生发展ꎮ ＰＳＭＡ６ 也是一种具

有多重水解活性的蛋白酶体复合物ꎬ它具有一个高

度有序的环形 ２０ ｓ 结构ꎮ 全基因组关联分析显示

ＰＳＭＡ６ 的高表达是心肌梗死的遗传危险因素[１８]ꎮ
但 ＰＳＭＡ６ 与 Ａｓ 的关系尚待阐明ꎮ ＡＮＸＡ２ 是钙离

子依赖的膜结合蛋白ꎬ此种蛋白对于钙离子的亲和

力可以被阴离子磷脂促进ꎮ 它通过结合两个钙离

子抑制前蛋白转化酶枯草溶菌素 ９(ｐｒｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎ￣
ｖｅｒｔａｓｅ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ / ｋｅｘｉｎ ｔｙｐｅ ９ꎬＰＣＳＫ９)促进低密度脂

蛋白受体( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＬＤＬＲ)增
加ꎬ因为 ＰＣＳＫ９ 可以和 ＬＤＬＲ 互相结合以降低
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ＬＤＬＲ 的表达水平ꎮ 在我们的实验结果中ꎬＡｓ 患者

血外泌体内的 ＡＮＸＡ２ 下调ꎬ可能意味着 ＰＣＳＫ９ 的

上调以及与 ＬＤＬＲ 结合的升高ꎬ导致肝细胞中 ＬＤＬＲ
表达量降低ꎬ使血中 ＬＤＬ 含量进一步升高ꎬ促进 Ａｓ
的发展ꎮ 综合以上的文献和我们的结果推断ꎬ在 Ａｓ
的进程中可能有两种通路发挥作用:一个是 ＰＳＭＡ７
升高通过抑制 ＨＩＦ￣１α 和 ＶＥＧＦꎬ抑制血管细胞更新

与修复ꎻ另一个是 ＡＮＸＡ２ 降低ꎬ导致血液中 ＬＤＬ 的

上升促进 Ａｓ 的发生发展ꎮ
我们首次分析了 Ａｓ 患者血中的外泌体蛋白质

谱ꎬ利用 ＧＯ 分析描绘出层级树形图来解释ꎬ在 Ａｓ
的发病中有哪些生物学功能和分子功能出现了显

著性的差异ꎬ探讨外泌体在 Ａｓ 发病与进展中的作

用ꎮ 发现外泌体中的参与固有免疫和凝血的蛋白

可能在 Ａｓ 的发病和进展中起到了促进的作用ꎬ外泌

体中的 ＰＳＭＡ７、ＰＳＭＡ６ 和 ＡＮＸＡ２ 可能成为 Ａｓ 的

新标志ꎮ
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