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急性脑出血瘀热病机单元的差异蛋白质组学研究

张$宁#!

$田$婷!

$于$明&

$李国春#

摘要$目的$明确急性脑出血瘀热病机单元的生物标志物及其病理生理机制" 方法$收集急性脑出血

患者
!6#

例#参照$瘀热病机证候量化诊断标准评分表%划分为瘀热病机组与非瘀热病机组并进行
#

%

#

配

对#两组各选取
:

例患者#采集每例患者的血浆样本#采用串联质谱标签法&

*,*

'进行定量蛋白质组检测#

取两组间蛋白质表达量
J#

!

&

倍且
K""

!

"7

的蛋白质为差异蛋白质" 应用创新途径分析&

)KL

'在线生物信

息学软件对差异蛋白质进行经典通路(上游调控因子(分子与细胞功能及蛋白质相互作用网络分析" 结果

每例患者共鉴定出
:$"

种蛋白质#其中
$

种蛋白质表达两组存在差异)
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(
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'L#
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软件识别出
6

种&

L#8A

(

L'*4#

(

'L#

(

'?::

(

'K

(

KM?N!

(

0'O

'#瘀热病机组与非瘀热病机组比较#

'?::

表达下调#其余
%

种蛋白表达上调#主要涉及
7

条经典信号

传导通路(

!

个上游调控因子(

7

种分子与细胞功能*生成了
#

个确信度较高的差异蛋白质生物学作用网络"

结论$差异蛋白质参与了
K)&9

复合物(

LRS

和
;M9

相关的细胞信号通路网络的调节#这些通路与炎症因

子及凝血指标密切有关或是其调节的上游通路"

关键词$急性脑出血* 瘀热病机单元* 生物标志物* 蛋白质组学
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$$脑出血指原发性非外伤性脑实质内出血!属于中

医学'中风(范畴) 脑出血发病率低于缺血性卒中!但

病死率高!急性期病死率更高*

#

+) 目前脑出血的损

伤机制分为原发性和继发性损伤两个阶段!前者指发

病后血肿对脑组织造成的机械性损伤!即白质神经元

和胶质细胞损害,颅内压的升高,占位效应,脑疝和血

流量下降&后者指损伤的级联反应!即血肿的生理反应

及释放的凝血酶引发的水肿和炎症*

!

+

) 传统中医学

的历代医家针对中风病机的论述!多从'风,火,痰,

瘀,虚(立论!国医大师周仲瑛教授结合传统中医理论

和临证经验!提出了急性期脑出血'瘀热阻窍(的病机

理论*

&

+

) '瘀热(是一个独立的复合病机单元!是由瘀

和热两种病理因素相互搏结!形成具有新的特质的复

合病理因素!在其致病过程中!不仅有瘀血和火热的共

同参与!而且瘀和热之间胶结和合!且有内在的因果转

化关系) '瘀热证( 则为复合病机单元'瘀热( 导致的

临床征象的综合病理状态及其表述!有别于单独的热

证和瘀证*

:

+

) 本研究利用串联质谱标签法筛选出脑

出血急性期瘀热病机的相关蛋白质!并采用生物信息

学方法和创新途径分析$

).P/.->SV K=SC^=V L.=2V

#

U>U

!

)KL

%在线分析软件研究其涉及的经典通路,分子

功能,上游调控因子和蛋白质相互作用网络!旨在阐明

脑出血急性期'瘀热(病机单元的病理生理学紊乱机

制!同时探究脑出血急性期'瘀热(病机单元可能的生

物标志物)

资料与方法

#

$诊断标准及中医辨证分型标准$急性脑出血

诊断标准参照
!"#"

年中华人民共和国卫生部发布的

-成人自发脑出血诊断标准.

*

7

+及中国中西医结合学

会神经科专业委员会
!""%

制定的'脑梗死和脑出血

中西医结合诊断标准$试行%(

*

%

+

) 中医辨证分型参照

'瘀热病机证候量化诊断标准评分表(!表中各项的最

高分相加
##"

分即诊断为瘀热*

6

+

)

!

$纳入,排除及剔除标准$纳入标准#年龄
:" c

5"

岁患者&符合西医脑出血急期诊断标准&住院和急

诊观察室患者!发病
:5 C

以内入院者&愿意且能够按

照方案的要求及时调查!并签署知情同意书者) 排除

标准#原发性蛛网膜下腔出血及由血液病,肿瘤或外伤

引起的颅内出血&出血性中风非急性期患者&合并有

心,肝,肾,造血系统和内分泌系统等严重原发性疾病

患者&法律规定的残疾$盲,聋,哑,智力障碍,肢体残

疾%不能配合检查的患者&怀疑或确有酒精,药物滥用

病史者&内科疾病所至的昏迷$如低血糖,糖尿病,药

物中毒等%) 剔除标准#入院后
!: C

内死亡者&未观察

至
!#

天出院的患者)

&

$一般资料$收集
!"#&

年
##

月 "

!"#7

年

7

月在江苏省中医院脑外科,镇江市江滨医院神经内

科就诊的急性脑出血患者
!6#

例!采用瘀热病机组和

非瘀热病机组配对设计的方法!根据性别,年龄,病程,

出血部位进行
#

%

#

配对) 其中瘀热病机组选取
:

例!

男性
!

例!女性
!

例!平均年龄$

%&

!

7

&

7

!

7

%岁&非瘀

热病机组选取
:

例!男性
!

例!女性
!

例!平均年龄

$

%&

!

7

&

:

!

#

%岁) 本研究获得南京中医药大学附属医

院伦理委员会审批$

413 !"#:4O

#

"&6

"

"!

%)

:

$观察指标及方法$急性脑出血患者均于入院

次日上午
6

#

""

时空腹静脉抽血约
! <O

于
;?*L

抗

凝管中!

! C

内进行处理#

:

'静置
%" <>.

后!

# """ @ I<>.

离心
#" <>.

!之后将血浆分装于
;]/@

#

G1@T

离心管中$

%" !OI

管%!放入"

5"

'冰箱冻存)

:

!

#

$去除外周血中高丰度蛋白$按照多重亲和

去除色谱柱
Q-<=. #:

操作程序!去除高丰度的蛋

白!将收集到的馏分用旋转浓缩器浓缩后!采用

8@=.GT1@G

法测定蛋白含量!取
"

!

7 !PI!O

蛋白上样!

行
X?X

#

KLA;

!检测样品中高丰度蛋白的去除情况)

:

!

!

$蛋白质酶解$在各组样本中逐步加入溶解

缓冲液,变性剂和还原剂!混匀!

%"

'孵
# C

&加入半胱

氨酸封闭剂!室温孵育
#" <>.

&加入胰蛋白酶!

&6

'

酶解
#! c#% C

)

:

!

&

$

*,*

标记蛋白质$选取
# !P

血浆样品中加

入二硫苏糖醇$

?**

%至终浓度
#" <<12IO

!

%"

'水浴

# C

) 取出后!加入碘代乙酰胺 $

)L,

% 至终浓度
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77 <<12IO

!在
&6

'室温中暗室静置
# C

) 胰蛋白酶肽

脱盐,真空干燥!每个血浆样品选取
#"" !P

进行
*,*

标记) 肽段使用同位素标记基于总肽量进行
#

%

#

混合)

:

!

:

$

X'N

分馏分离蛋白质$将肽段混合物悬浮

在溶液$

#" <<12IO

甲酸铵,

7d

乙腈!

]Q !

!

6

%中使

用
W2S>,=S/ &"""

高效液相色谱系统进行强阳离子交

换) 采用
!

种缓冲系统进行分离!缓冲液
L

和
8

的制

备如下#缓冲液
L

!

7 <<12IO

甲酸铵,

7d

乙腈$

]Q

!

!

6

%&缓冲液
8

!

5"" <<12IO

甲酸铵,

7d

乙腈$

]Q

!

!

6

%) 进行
&& <>.

线性梯度洗脱程序#

"d

(

&"d 8

液
!# <>.

&

&"d

(

7%d 8

液
6 <>.

&

7%d

(

#""d 8

液
# <>.

&

#""d 8

液
& <>.

&

#""d

(

"d8

液
# <>.

)

共收集和冻干
!"

个馏分)

:

!

7

$质谱分析$利用与
O*_

#

H@Y>S@=]

质谱仪

偶联的纳米超高效液相色谱仪对样本进行质谱分析)

肽的反相分离!采用
!

种缓冲系统进行分离!缓冲液
L

和
8

的制备如下#缓冲液
L

!

!d

乙腈!

"

!

7d

乙酸&缓

冲液
8

!

5"d

乙腈!

"

!

7d

乙酸) 进行
#$&

分钟的线性

梯度洗脱程序#

:d c$d 8

液
& <>.

&

$d c &&d 8

液
#6" <>.

&

&&d c7"d 8

液
#" <>.

&

7"d c#""d

8

液
# <>.

&

#""d 8

液
5 <>.

&

#""d c :d 8

液

# <>.

)

,X

全扫描后!选择
5

个最强母离子进行二级

质谱碰撞诱导解离$标准化碰撞能量为
&7d

%!然后选

择能量最大的离子进行高能量的碰撞诱导解离)

:

!

%

$统计学处理与生物信息学分析$在计算蛋

白质的表达量时!所有样本均需要和每组的参比值进

行比较来获得蛋白质的相对表达量) 差异蛋白质的比

较采用配对
S

检验!取两组间蛋白质表达量
J#

!

&

倍

且
K""

!

"7

的蛋白质为差异蛋白!

XKXX !!

!

"

统计

软件用于统计学分析) 利用
)KL

$

).P/.->V XVU

#

S/<U

!

^^^3>.P/.->S V 3B1<

%生物信息学软件对差异

表达蛋白进行经典通路,相互作用网络,上游调控子以

及分子与细胞功能分析) 经典通路分析按相关性#

21P

$

K

值%排序!

K

值的计算采用右尾
e>UC/@

)

U

确切概率

法!柱图越高者说明相关性越好!此外用
Z

#

UB1@/

值表

示经典通路的状态!

Z

#

UB1@/ J "

代表经典通路被激

活!

Z

#

UB1@/ f"

表示经典通路被抑制&调控网络分析

以聚类相关性得分$

UB1@/

%代表差异蛋白与生物学网

络的相关性!

UB1@/#!"

为可信度较高&上游调控子分

析以
Z

#

UB1@/#!

为预测调控因子被激活!以
Z

#

UB1@/

"

"

!

为预测调控因子被抑制)

结$$果

#

$两组比较的差异蛋白质及功能定位$表
#

%

从鉴定出的
:$"

种蛋白中得到
$

种差异表达蛋白质#

L#8A

,

L'*4#

,

'L#

,

'?::

,

'K

,

KM?N!

,

0'O

,

)PA Q

BC=>.

,

)AQ0&

"

6

!

)KL

软件识别出
6

种#

L#8A

,

L'*4#

,

'L#

,

'?::

,

'K

,

KM?N!

,

0'O

) 瘀热病机组

与非瘀热病机组比较!

'?::

表达下调!其余
%

种蛋白

表达上调!尽管其下调倍数未达"

#

!

&

!但其两组表达丰

度比较差异有统计学意义$

K f "

!

"7

%!故仍列于表
#

中&

&

种在细胞质!

!

种在细胞膜!

!

种在细胞外!

&

种定位不详&

7

种为酶类!

#

种为转录调节因子!

#

种为

其他类型)

#

种为急性反应期相关蛋白$

'K

%!

!

种为细

胞运动,细胞骨架相关蛋白$

L'*4#

和
0'O

%!

#

种为脂

肪代谢相关蛋白$

L#8A

%!

!

种为生物活性相关蛋白

$

'L#

和
KM?N!

%!

#

种为细胞黏附和迁移相关蛋白

$

'?::

%)

!

$两组比较的差异蛋白质
*HK

经典通路分析

$图
#

!表
!

%$涉及
!&

条经典信号通路 $#

21P K J

#

!

&

%) 显著性相关的前五条经典通路依次是#白细胞

外渗的信号通路$

'?::

,

0'O

和
L'*4#

%,蛋白酶细

表
#

$两组比较的差异蛋白质及功能定位
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蛋白质
)?

蛋白质符号 中文名称 功能 表达倍数 位置 类型

# 0$Q+?5 L#8A "

#

#8

糖蛋白 免疫球蛋白
#

*

%:$

细胞外 其他

! L"L"!:M%$: L'*4#

辅肌动蛋白
"#

多种细胞中多功能的肌动蛋白结合蛋白
#

*

56%

细胞质 转录调控因子

& 0$Q+;& 'L#

碳酸酐酶
#

催化二氧化碳的可逆水合!参与呼吸,钙化,酸碱平衡,骨吸

收,脑脊液和胃酸的形成等多种功能
#

*

&&:

细胞质 酶

: Q"['0$ '?:: '?::

分子
细胞表面糖蛋白!参与细胞与细胞间的相互作用!细胞的黏

附和迁移!包括淋巴细胞激活!造血和肿瘤转移
"

#

*

#:$

细胞膜 酶

7 L7KO!6 'K

铜蓝蛋白
一种金属蛋白酶!铜结合蛋白!转铁蛋白) 基因突变会导致

铁的积累和组织损伤!并与糖尿病和神经系统异常有关
#

*

&$"

细胞外 酶

% 8:?e6" KM?N!

过氧化物酶
!

过氧化物酶!具有抗氧化保护作用!并可促进
'?5

g

*

细胞

的抗病毒活性!也有稳定血红蛋白作用
#

*

7::

细胞质 酶

6 L"L"!:_Z4: 0'O

纽蛋白 细胞骨架相关蛋白!基因缺陷会导致扩张型心肌病等
#

*

&&7

细胞膜 酶



"!"($$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

(-./ !"#$

!

0123 &$

!

41

!

%

图
#

$两组比较的差异蛋白质涉及的经典通路

表
!

$两组比较的差异蛋白质
*HK

经典通路分析

经典通路 "

21P

$

K

值%

M=S>1

分子

白细胞外渗的信号
:

*

7! "

*

"#7! '?::

!

0'O

!

L'*4#

蛋白酶细胞力学调控
&

*

5 "

*

"&7# 0'O

!

L'*4#

上皮细胞黏附连接重构
&

*

%7 "

*

"!$: 0'O

!

L'*4#

血管内皮生长因子信号
&

*

&$ "

*

"!#6 0'O

!

L'*4#

K=`>22>.

信号
&

*

& "

*

"#$5 0'O

!

L'*4#

胞力学调控通路$

0'O

和
L'*4#

%,上皮细胞黏附连

接重构通路$

0'O

和
L'*4#

%,血管内皮生长因子信

号通路$

0'O

和
L'*4#

%,

K=`>22>.

信号通路$

0'O

和

L'*4#

%)

&

$两组比较的差异蛋白质上游因子$表
&

和图

!

%$

)KL

分析获得
!

个上游调控因子#

*K7&

,毛喉素

$

T1@UR12>.

%) 上游调控因子之间以及与差异蛋白质

之间存在相互作用!

L'*4#

,

'?::

,

'K

,

KM?N!

,

0'O

受
*K7&

调控!

L'*4#

,

'?::

,

KM?N!

,

0'O

受

T1@UR12>.

调控)

表
&

$两组比较的差异蛋白质上游因子

上游因子 分子类型
LBS>\=S>1.

Z

#

UB1@/

K

#

\=2-/ 1T

1\/@2=]

$ +

#"

"

7

%

目标分子

*K7&

转录调节因子
#

*

&:! #

*

:$

L'*4#

,

'?::

,

'K

,

KM?N!

,

0'O

毛喉素 化学毒素 "

#

*

"%6 !

*

"6

L'*4#

,

'?::

,

KM?N!

,

0'O

:

$两组比较的差异蛋白质
*1]

分子与细胞功能

分析$表
:

%$

)KL

在线分析软件的
*1] ?>U/=U/U

=.G e-.BS>1.

分析显示!

*1]

分子与细胞功能主要涉

及到细胞形态,细胞间的信号和相互作用,细胞组装与

组织,细胞功能与维护,糖代谢等)

7

$两组比较的差异蛋白质生物学作用网络$表

7

,图
&

%$

)KL

软件生成了
#

个确信度较高的蛋白质生

图
!

$两组比较的差异蛋白质上游因子

表
:

$两组比较的差异蛋白质
*1]

分子与细胞功能分析

分子与细胞功能
K

值范围$ +

#"

"

7

%

分子数

细胞形态
!

*

66

+

#"

"

!

"

#

*

&%

+

#"

"

7

7

细胞间的信号和相互作用
!

*

5"

+

#"

"

!

"

#

*

&%

+

#"

"

7

7

细胞组装与组织
!

*

#&

+

#"

"

!

"

#

*

$#

+

#"

"

7

&

细胞功能与维护
!

*

#%

+

#"

"

!

"

#

*

$#

+

#"

"

7

:

糖代谢
#

*

#%

+

#"

"

!

"

!

*

"$

+

#"

"

7

&

表
7

$两组比较的差异蛋白质生物学作用网络

分子网络 分数 聚焦蛋白 疾病与功能

L#8A

!

L8''%

!

LBS>.

#

LBS.

#

KSR!

#

K`.

#

0B2

!

L'*4#

!

LRS

!

L2]C= =BS>.

!

'L#

!

'?::

!

'?

#

94#L

!

'K

!

;KH

!

;M9

!

;M9#I!

!

e/@@>S>.

!

eN4

!

AM,7

!

QLX#

!

QLX&

!

4MLK

!

K&5

,LK9

!

K?QN

!

K)&9

$

B1<]2/`

%!

KO'O#

!

KM?N!

!

K*96

!

K*K:L!

!

ML0;M#

!

X#KM#

!

X#KM&

!

X[4,

!

*;L?

!

*N9

!

0'O

!

"

#

LBS>.>.

#

;a@>.

#

eL9

#

K=`>22>.

#

*=2>.

#

0>.B-

#

2>.

!

"

#

LBS>.>.

#

;a@>.

#

K=`>22>.

#

*=2>.

#

0>.B-2>.

!" 6

细胞运动

糖代谢

药物代谢

物学作用网络!其网络得分为
!"

分!主要与细胞运动,

糖代谢和药物代谢有关&分子网络中包含了
6

个差异

蛋白!红色和绿色分别表示蛋白质表达上调和下调)

在图
&

中!差异蛋白质有
%

个表达上调和
#

个表达下
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"!")$$"

图
&

$两组比较的差异蛋白质生物学分子作用网络

调的蛋白!这些蛋白质参与了
K)&9

复合物,

LRS

和

;M9

相关的细胞信号通路网络的调节!其中
'?::

,

0'O

,

L'*4#

,

KM?N!

与其他蛋白的相互关系最

密切)

讨$$论

国医大师周仲瑛教授认为!瘀热阻窍是脑出血急

性期的中心病理环节) 血分瘀热!搏结不解!则热愈

炽,瘀益甚!气机愈壅!进而化火,生风,成痰$水%!表

明瘀热为致病之本!风,火,痰$水%为发病之标!其皆

因瘀热病机而起) '瘀热(作为一个复合病机单元!既

有外在的宏观识别指征!也应该有其微观的生物学基

础) 关于前者的宏观征候测量指标!已经建立了测量

量表*

:

+

!本研究旨在探讨其微观生物学基础!利用差

异蛋白质组学技术和
)KL

在线生物信息学分析软件!

发现了脑出血急性期瘀热病机单元相关的
6

种差异蛋

白质) 这些血浆蛋白质在浓度以及种类上存在明显的

表达差异!说明了瘀热病机及其相应证具有一定的微

观病理生理学特征) 这些潜在的蛋白标志物在其功能

上主要涉及急性期反应,脂肪代谢,血液与凝血系统激

活,细胞运动的相关分子功能的紊乱&差异蛋白主要涉

及五条经典通路#白细胞外渗的信号通路 $

'?::

,

0'O

和
L'*4#

%,蛋白酶细胞力学调控通路$

0'O

和

L'*4#

%,上皮细胞黏附连接重构通路 $

0'O

和

L'*4#

%,血管内皮生长因子信号通路 $

0'O

和

L'*4#

%,

K=`>22>.

信号通路$

0'O

和
L'*4#

%&差异

蛋白质生物学作用网络显示其参与了
K)&9

复合物,

LRS

和
;M9

相关的细胞信号通路网络的调节) 综合

分析表明多种蛋白及通路参与了急性脑出血瘀热证的

形成!反映了急性脑出血瘀热病机单元与严重的炎症

反应,组织损伤和凝血功能紊乱密切相关!这在某种程

度上证实了'瘀热(的病理生理基础与炎症反应和凝

血功能紊乱有关)

本研究采用差异血浆蛋白质组学方法研究'瘀

热(病机单元的生物标志物!是因为脑出血急性期血

管破裂和组织损伤!破坏了血脑屏障!致使相关病理产

物进入血液) 脑出血急性期表现为两个阶段的损伤!

第一阶段是血管破裂后血液释放入脑实质引起的机械

性损害&急性期反应立即导致神经内分泌压力轴的变

化!儿茶酚氨等激素水平分泌增加!接着会引发血肿病

理生理的炎症和水肿反应!导致更为严重的第二次损

伤!即
# C

内出现来自血流和受损的神经所释放的大量

谷氨酸及其氧化产物!引发临近细胞的坏死!同时!

! C

内止血反应!释放过量的凝血酶!引发炎症因子瀑布!

再次导致谷氨酸释放和内皮细胞损伤!最终触发凝血

酶,基质金属蛋白酶#

!

,基质金属蛋白酶#

$

,血凝块降

解产物和细胞毒性介导的血脑屏障的破坏!致使各种

凝血相关产物及炎症因子释放入血*

5

!

$

+

) 血脑屏障的

破坏使得外周血和脑细胞之间的连通性加大!因此!脑

内环境可受到外周血液中大分子等物质的影响!外周

血也间接地反映着脑内环境的变化) 因而在发生脑出

血后!外周血中的蛋白质变化一定程度上表达了脑出
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%

血急性期引起的病理反应) 白细胞是主要的炎症反应

细胞!其炎症介质包括有细胞间黏附因子*

#"

+

!本研究

所得的血浆差异蛋白涉及到白细胞外渗的信号通路,

上皮细胞黏附连接重构通路!前者是一个炎性信号通

路!后面与白细胞运动和黏附相关&同时还涉及到血管

内皮生长因子信号通路,

K=`>22>.

信号通路!前者是心

脑血管疾病的重要通路!后者细胞黏附到细胞外基质

启动信号) 表明'瘀热(病机与炎症免疫和凝血密切

作用) 作为仅有的两个上游调控因子
*K7&

,毛喉素!

为脑出血药物靶标发现指明了新的方向)

尽管脑出血急性期二次损伤中涉及炎症反应相

关的细胞因子!有
)O

#

#Y

,

)O

#

%

,

*4e

#

"

!而通过一些大

规模的分析蛋白质组学方法!又得到了与发病机制

相关的新型生物学标志物!如基质金属蛋白酶#

$

,

X#""

钙 结 合 蛋 白 $

X#""8

%, 热 休 克 蛋 白
6"

$

QXK6"

%等*

6

+

!以上蛋白似乎在本次研究都未直接

发现) 本研究发现的差异蛋白质参与了
K)&9

复合

物,

LRS

和
;M9

相关的细胞信号通路网络的调节!

这些通路与炎症因子密切相关或是其调节的上游通

路)

L#8A

为免疫球蛋白&

'?::

为一种未归类黏

附分子!介导淋巴细胞与细胞外基质的黏附&

L'*4#

,

0'O

由整合素激活!其上调与炎性细胞迁

移有关&

'L#

会激活小胶质细胞!并损伤神经元) 本

研究差异蛋白的发现是基于疾病亚型比较得到!而

非与正常人群比较!推测这些标志物可能不会反映

疾病的共性特征!而是反映了疾病亚型$瘀热证%的

差异!本研究的发现说明了急性脑出血瘀热病机亚

型组的生物标志物有别于非瘀热组脑出血患者!当

然其结果还有待于大样本进一步确认) 以上发现将

为脑出血急性期个体化防治提供依据) 总之!本课

题采用的'病例 "病例对照研究(的匹配设计和纳

入,排除标准!尽可能控制了感染,严重的全身性疾病

等可以引起外周血变化的其他因素!发现了瘀热病机

组和非瘀热病机组具有两种不同的蛋白质表达模式!

这在一定程度上反应了瘀热和非瘀热两种病机证候分

类存在差别!可以推测瘀热病机在急性期涉及较多的

炎症与凝血相关分子!并表现为更为严重的凝血和炎

症紊乱状态) 这为脑出血急性期'瘀热(证型客观化

和标准化提供了新的潜在生物标志物!也为中医病机

证候诊断现代化的实现进行有益的探索)
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