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６２个差异蛋白（２９个上调，３３个下调），进展期患者５０个差异蛋白（３０个上调，２０个下调）。两种蛋白质组学鉴定出的相同差
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剂重链Ｈ４（上调）。基因本体（Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）注释分析示共同的差异蛋白主要参与ＣＣＫＲ通路、纤溶酶原激活级联通路、

ｐ５３通路、趋化炎症因子调控通路等。结论：基于２ＤＥ与ｉＴＲＡＱ两种不同的蛋白质组学方法筛选出不同分期白癜风的共同差

异表达蛋白，为进一步研究白癜风的发生机制奠定了基础。
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　　白癜风是一种获得性自身免疫系统疾病，其特

征是真皮、表皮黑素细胞进行性破坏导致的原发

性、局限性或泛发性累及皮肤及黏膜部位白斑。白

癜风每年全球平均发病率为０．４％～２％
［１］，多在儿

童和青少年时期发病，性别倾向相同［２］。白癜风虽

然一般不危及生命，但会对患者的身心健康、学习、

工作及生活等多方面产生严重的影响。白癜风的

病因目前尚不清楚，但多认为是多因素导致，遗传

和环境因素都参与发病。在目前已知因素中，自身

免疫在白癜风的发生和发展中起关键作用，但蛋白

质组学特别是小分子和血清蛋白在白癜风发病中

的作用尚不清楚。白癜风因发病机制复杂、治疗困

难、病情反复，至今缺乏高效、特异的靶向治疗手

段，已经成为皮肤病学亟待解决的一个重要课题。

虽然功能基因组学和蛋白质组学技术在肿瘤

生物学标志物筛选的应用增加，但是研究人员对参

与免疫性皮肤病发生发展的基因和蛋白质模式却

知之甚少。近年来，自身免疫性皮肤病（包括红斑

狼疮、系统性硬化症等）中的蛋白质组学应用逐渐

增多。这些研究提示，细胞因子、趋化因子和凋亡

相关分子在自身免疫性疾病发病中发挥重要作用。

这些研究不仅为疾病的发病机制提出了更深入的

见解，而且发现了自身免疫性疾病具体的致病机制

的特定基因模式［３］。

本研究采用双向凝胶电泳（２ＤＥ）与核素标记

相对和绝对定量（ｉＴＲＡＱ）两种质谱技术筛选不同

分期白癜风的差异表达蛋白，筛选出与白癜风发

生、发展相关的血清蛋白标志物，进而为研究疾病

复发及预后，揭示疾病进展机制提供新的方向。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１６年１月至２０１８年６月

在中国医科大学附属第一医院与２０２０年１２月至

２０２１年２月在复旦大学附属中山医院皮肤科诊治

的３０例白癜风患者为研究对象。所有患者的临床

诊断和分期符合中国中西医结合学会皮肤性病专

业委员会色素病学组制定并更新的《白癜风诊疗共

识（２０１８版）》
［４］中的标准，根据其白癜风疾病活动

度评分（ＶＩＤＡ）、临床特征、同形反应（ＫＰ）、Ｗｏｏｄｓ

灯检查结果诊断。进展期判定参考ＶＩＤＡ评分：最

近６周内出现新皮损或原皮损扩大加４分；最近３

个月内出现新皮损或原皮损扩大加３分；最近６个

月内出现新皮损或原皮损扩大加２分；最近１年内

出现新皮损或原皮损扩大加１分；至少１年内稳定

为０分；至少１年内稳定且有自发色素再生减１分。

总分＞１分即为进展期，共１５例；稳定期１５例。

进展期男性７例、女性８例，年龄１７～４１岁，平

均（３１．２０±８．４７）岁；稳定期男性８例、女７例，年龄

１７～４８岁，平均（３８．９３±１４．００）岁；对照组为同期

健康志愿者，男性６例、女性９例，年龄１７～５０岁，

平均年龄（４１．６７±９．８６）岁。所有患者无其他自身

免疫系统疾病和肿瘤，均在取样前未接受药物治疗

１个月以上。所有参与研究的患者和健康志愿者签

署知情同意书。本研究经医院伦理委员会审核批

准（Ｂ２０２１１５１Ｒ２）。

１．２　去高丰度蛋白制备　清晨空腹取肘静脉血

５ｍＬ，４℃ 静置２ｈ，待自凝后，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，分离血清后－８０℃ 保存备用。吸取４００μＬ

树脂匀浆于２．０ｍＬ带滤柱离心管中，１２０００×犵离

心１０ｍｉｎ，去保存液。加入４００μＬ平衡液，１２０００×犵

离心１０ｍｉｎ以洗涤树脂，重复操作１次。缓慢滴加

８０μＬ血清样本于树脂上，吸附１０ｍｉｎ，１２０００×犵离

心１０ｍｉｎ；将收集到的样本再次滴加至树脂，吸附

１０ｍｉｎ，１２０００×犵离心１０ｍｉｎ，加入１００μＬ平衡液

洗涤树脂，１２０００×犵离心１０ｍｉｎ；合并滤液后加入

４倍体积丙酮，－２０℃静置过夜。将得到沉淀于４℃、

１２０００×犵离心２０ｍｉｎ，去上清，晾干，－８０℃保存

备用。

１．３　２ＤＥ

１．３．１　聚焦过程及凝胶图像分析　第１向等电聚

焦：上样总蛋白１２０μｇ；ＩＰＧ预制胶条（２４ｃｍ，ｐＨ

４～７；ＢｉｏＲａｄ 公司）；等电聚焦仪 （ＧＥ Ｅｔｔａｎ

ＩＰＧｐｈｏｒ３），程序为３００Ｖ３０ｍｉｎ、７００Ｖ３０ｍｉｎ、１

５００Ｖ９０ｍｉｎ、９０００Ｖ３ｈ、９０００Ｖ４ｈ，聚焦过程

总电压为５２ｋＶ／ｈ。同一样本重复聚焦３次。第２

向十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）

电泳：将胶条依次放入胶条平衡缓冲液Ⅰ、Ⅱ中，于

低速摇床摇１５ｍｉｎ，再转至３０％ＳＤＳＰＡＧＥ上；电
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泳程序为Ｓ１２Ｗ／胶４５ｍｉｎ、Ｓ２１７Ｗ／胶至溴酚蓝

到胶底，约４．５ｈ，溴酚蓝指示剂到达底部时停止电

泳并银染。

凝胶经扫描仪（ＵＭＡＸＰｏｗｅｒｌｏｏｋ１１００）扫描

后，用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄｐｌａｔｉｎｕｍ５．０转件（ＧＥ）分

析。组内同一样本３张胶图，对其进行背景消减、均

一化和匹配等分析。蛋白表达量的组间比较采用狋

检验，检验水准（α）为０．０５；两组间蛋白质表达量相

差２倍以上点为差异蛋白点。

１．３．２　质谱鉴定　切下目的差异蛋白点进行胶内

蛋白质酶解，将抽提所得的肽段用ｕｌｔｒａｆｌｅＸⅢＴＯＦ／

ＴＯＦ型质谱仪进行分析（Ｂｒｕｋｅｒ公司）。紫外线波长

为３５５ｎｍ，重复频率为２００ Ｈｚ，加速电压为

２００００Ｖ，最优相对分子质量分辨率为１５００。收集

相对分子质量７００～３２００处信号。胰酶自切峰为内

标校正质谱仪。所有实验样品的质谱图均以默认模

式获得。利用软件ｆｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ（ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎ）过滤

基线峰、识别信号峰；利用ＢｉｏＴｏｏｌｓ（ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎ）软

件搜索ＮＣＢＩｈｕｍａｎ数据库进行匹配，获取差异表达

蛋白信息，并在ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）数据库查询其分

子功能。

１．４　ｉＴＲＡＱ

１．４．１　蛋白标记及质谱分析　使用ＰｒｏｔｅｏＰｒｅｐ白

蛋白和ＩｇＧ去除试剂盒（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）去除

白蛋白，并使用ＢＣＡ蛋白质分析试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ公司）估计ＩｇＧ蛋白浓度。通过ｉＴＲＡＱ（ＡＢ

Ｓｃｉｅｘ公司）ＬＣＭＳ／ＭＳ分析各组的总蛋白质。蛋

白质样品（１００μｇ）经还原、烷基化和胰蛋白酶水解，

进行ｉＴＲＡＱ标记。所有标记的肽合并，并在真空

离心机中蒸干。用 ＧｅｍｉｎｉＮＸ３ｕＣ１８１１０Ａ，

１５０ｍｍ×２．００ｍｍＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘ柱和 Ｇｅｍｉｎｉ３ｕ

Ｃ６Ｐｈｅｎｙｌ１１０Ａ，１００ｍｍ×２．０ｍｍ柱进行高效液

相色谱法（ＨＰＬＣ）分析前，首先用缓冲液（ＮＨ３·

Ｈ２Ｏ，ｐＨ１０）将ｉＴＲＡＱ标记的样品稀释至１００μＬ，

然后用Ｈ２Ｏ（流动相Ａ）和８０％乙腈（流动相Ｂ）进

行反相柱分离，流速为０．２ｍＬ／ｍｉｎ。使用溶剂梯

度系统：０～１５ｍｉｎ，５％～１０％Ｂ；１５～４８ｍｉｎ，

１５％～２５％Ｂ；４８～６０ｍｉｎ，２５％～３７％Ｂ；６０～

６５ｍｉｎ，３７％～９５％Ｂ；６５～７０ｍｉｎ，９５％Ｂ。在

２１４ｎｍ／２８０ｎｍ处光密度监测下洗脱，每５０ｓ收集

１次组分；总共１０个组分，合并后干燥。采用线性

梯度法分离多肽，用质谱分析仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公

司）在３５０～１８００犿／狕高分辨率模式下（＞３５０００）

获得质谱，每个循环从每个质谱中选择最多２０个前

体进行破碎，每个前体破碎的最短累计时间为

１２０ｍｓ、动态排除时间为１０ｓ。串联质谱以高灵敏

度模式（分辨率＞１７５０００）记录，并调整滚动碰撞能

和ｉＴＲＡＱ试剂碰撞能。

１．４．２　功能注释分析　差异表达蛋白质的相互作

用网络由ＲｅａｃｔｏｍｅＦＩＶｉｚ（一种细胞景观应用程序，

用于协助生物学家进行路径丰富和基于网络的数

据分析）自动构建。肽数据用ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔ软件５．０

及Ｐａｒａｇｏｎ蛋白质数据库搜索算法（ＡＢＳｃｉｅｘ公

司）进行分析。根据国际蛋白质指数人类序列数据

库３．８３版检索得到的ＬＣＭＳ／ＭＳ。分析半胱氨酸

与甲基硫代磺酸甲酯（ＭＭＴＳ）烷基化情况，胰蛋白

酶消化最多允许１次胰蛋白酶断裂，同时用集成工

具进行错误发现率（ＦＤＲ）分析。基于 ＧＯ，应用

ＰＡＮＴＨＥＲ软件对涉及生物过程、分子功能、细胞

成分和途径富集的差异表达蛋白质进行评价，并获

得相应的犘值。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计

分析，蛋白表达量以珔狓±狊表示，组间比较采用狋检

验，差异倍数大于１．５倍（上调、下调）且犘＜０．０５

为差异有统计学意义，视为差异表达蛋白。

２　结　果

２．１　２ＤＥ

２．１．１　电泳图像结果　取１２０μｇ蛋白上样，在ｐＨ

４～７的预制干胶条进行２ＤＥ，获得电泳图，

ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄｐｌａｔｉｎｕｍ５．０软件分析显示有３１

个蛋白点的表达丰度变化明显（犘＜０．０５）。

２．１．２　电泳质谱分析结果　结果（表１～表２）显

示：通过与对照组比较，在白癜风稳定期患者中得

出１０个差异蛋白，其中６个上调、４个下调；在白癜

风进展期患者中得出２５个差异蛋白，其中１１个上

调、１４个下调。
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表１　采用２犇犈筛选的白癜风稳定期的差异蛋白

　蛋白名称 蛋白序列 分值 等电点 相对分子质量 差异倍数比率

激肽原１ Ｐ０１０４２ １９１ ６．３４ ７２９９６ －１００００００

补体Ｃ１ｑ Ｐ０２７４６ ９２ ６．１２ ２６９３３ －１００００００

载脂蛋白Ｅ Ｐ０２６４９ ３１７ ５．６５ ３６２４６ －２．１１９１８

结合珠蛋白 Ｐ００７３８ ９７ ６．１３ ４５８６１ －１．５１２９１

转铁蛋白 Ｐ０２７８７ １１３ ６．８１ ７９２８０ １００００００

抗凝血酶Ⅲ Ｐ０１００８ ９９ ５．９８ ５３０２５ １００００００

间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ４ Ｑ１４６２４ ３０６ ６．５１ １０３５２１ ２．８６５４６

补体Ｃ４Ａ Ｐ０Ｃ０Ｌ４ ２２１ ６．６５ １９４２４７ ２．２６６４２

补体Ｃ３ Ｐ０１０２４ １７９ ６．０２ １８８５６９ ４．５８２７７

血清白蛋白 Ｐ０２７６８ １３６ ５．９２ ７１３１７ ３．２０３４５

表２　采用２犇犈筛选的白癜风进展期的差异蛋白

　蛋白名称 蛋白序列 分值 等电点 相对分子质量 差异倍数比率

铜蓝蛋白 Ｐ００４５０ ２３１ ５．４４ １２２９８３ －１００００００

玻连蛋白 Ｐ０４００４ ２０１ ５．５５ ５５０６９ －１００００００

激肽原１ Ｐ０１０４２ ３６０ ６．３４ ７２９９６ －１００００００

补体Ｃ３ Ｐ０１０２４ １３４ ６．０２ １８８５６９ －１００００００

补体Ｃ４Ｂ Ｐ０Ｃ０Ｌ５ １４２ ６．７３ １９４２１２ －１００００００

载脂蛋白Ｌ１ Ｏ１４７９１ １４８ ５．６ ４４００４ －１００００００

载脂蛋白ＡⅣ Ｐ０６７２７ １１０ ５．２８ ４５３７１ －１００００００

载脂蛋白ＡⅠ Ｐ０２６４７ ３６１ ５．５６ ３０７５９ －１００００００

补体Ｃ４Ａ Ｐ０Ｃ０Ｌ４ １２５ ６．６５ １９４２４７ －１００００００

过氧化还原酶６ Ｐ３００４１ ５５ ６．５４ ２５１３３ －１００００００

间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ４ Ｑ１４６２４ １９９ ６．５１ １０３５２１ －１１．９４１６

抗凝血酶Ⅲ Ｐ０１００８ ３０７ ６．３２ ５３０２５ －３．３０２９３

间α胰蛋白酶抑制剂重链 Ｑ１４６２４ ２３３ ６．５１ １０３５２１ －２．３３９２３

免疫球蛋白链Ｃ区 Ｐ０１８７１ １９３ ６．３５ ４９９６０ －２．０３５５

激肽原１ Ｐ０１０４２ ３００ ６．３４ ７２９９６ １００００００

补体Ｃ３ Ｐ０１０２４ ２９０ ６．０２ １８８５６９ ３．３１００３

间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ４ Ｑ１４６２４ ２７８ ６．５１ １０３５２１ ２．２４３５７

转铁蛋白 Ｐ０２７８７ １６４ ６．８１ ７９２８０ ２．０２１１２

补体因子Ⅰ Ｐ０５１５６ １８７ ７．７２ ６８０７１ ２．２０４４

载脂蛋白Ｌ１ Ｏ１４７９１ １４９ ５．６０ ４４００４ ２．０１０９２

抗凝血酶Ⅲ Ｐ０１００８ ２６６ ６．３２ ５３０２５ １．６４３８２

免疫球蛋白γ４链Ｃ区 Ｐ０１８６１ ７５ ７．１８ ３６４３１ １．６２０１１

补体Ｃ４Ａ Ｐ０Ｃ０Ｌ４ １８５ ６．６５ １９４２４７ １．５７９３９

α１Ｂ糖蛋白 Ｐ０４２１７ ２５６ ５．５８ ５４８０９ １．５９０３９

铜蓝蛋白 Ｐ００４５０ ４１３ ５．４４ １２２９８３ １．５９４５２

２．２　ｉＴＲＡＱ质谱分析结果　结果（表３～表４）显

示：通过与对照组比较，在稳定期患者中得出６２个差

异蛋白，其中２９个上调、３３个下调；在进展期患者中

得出５０个差异蛋白，其中３０个上调、２０个下调。
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表３　采用犻犜犚犃犙筛选的稳定期白癜风的差异蛋白

　蛋白序列 蛋白名称 基因名称 相对分子质量 等电点 覆盖率 差异倍数

Ｐ０５１５４ 丝氨酸蛋白酶抑制因子 ＳＥＲＰＩＮＡ５ ４５６７４．１４ ９．３０ ７ １０．０７

Ｂ９ＤＩ８２ 磷脂酰磷脂酶Ｃ片段 ＰＬＣＨ２ １３４７７８．１０ ７．６４ １ ５．６０

Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ２Ｂ７ 免疫球蛋白重链３～３０片段 ＩＧＨＶ３３０ １２９４６．６３ ９．１０ ３９ ５．２９

Ｐ０１８７６ 免疫球蛋白α１链Ｃ区 ＩＧＨＡ１ ３７６５４．２３ ６．０８ １９１ ４．２０

Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ｋ９ 免疫球蛋白λ２链Ｃ区片段 ＩＧＬＣ２ １１２３６．３８ ６．９１ ８４ ３．４０

Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＨ３１ 免疫球蛋白重链１～１８片段 ＩＧＨＶ１１８ １２８２０．２９ ８．９８ ２０ ２．８６

Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ｋ４ 绒毛膜促性腺激素片段 ＩＧＬＶ３１０ １２６２８．８９ ４．７２ １７ ２．３７

Ｑ１５４８５ 纤维蛋白胶凝素２ ＦＣＮ２ ３４０００．７６ ６．３１ ９ ２．５９

Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ１Ｖ０ 免疫球蛋白重链３～１５片段 ＩＧＨＶ３１５ １２９２５．６４ ８．８４ ２０ １．９８

Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＨ６７ 免疫球蛋白轻链１～８片段 ＩＧＫＶ１８ １２５３７．１８ ９．２１ １８ １．８３

Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ｎ７ 免疫球蛋白α２链Ｃ区 ＩＧＨＡ２ ３６５９０．９５ ５．８６ ７２ １．８１

Ｄ６ＲＦ３５ 维生素Ｄ结合蛋白 ＧＣ ５３０２０．０２ ５．３８ ８１ １．８１

Ｑ０８３８０ 半乳糖凝集素３结合蛋白 ＬＧＡＬＳ３ＢＰ ６５３３０．２５ ５．１３ １０ １．９０

Ｑ０４７５６ 肝细胞生长因子激活因子 ＨＧＦＡＣ ７０６８１．１１ ６．９９ １４ １．８２

Ｐ０３９５１ 凝血因子Ⅺ Ｆ１１ ７０１０８．４０ ８．４７ ８ １．７５

Ｐ８１６０５ 皮离蛋白 ＤＣＤ １１２８３．７４ ６．０９ １ １．５１

Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ２３１ 免疫球蛋白λ样多肽５ ＩＧＬＬ５ ２３１５０．０６ ９．０８ ６３ １．５９

Ｐ００７３４ 凝血酶原 Ｆ２ ７００３６．１２ ５．６４ ６９ １．５５

Ｑ７１ＤＩ３ 组蛋白 ＨＩＳＴ２Ｈ３Ａ １５３８７．８４ １１．２７ ３ １．５４

Ａ０Ａ０Ｇ２ＪＮ０６ 免疫球蛋白γ２链Ｃ区片段 ＩＧＨＧ２ ３５９００．２３ ７．６６ １４２ １．５１

Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＨ３８ 免疫球蛋白重链５～５１片段 ＩＧＨＶ５５１ １２６７４．４１ ８．４５ ２５ １．５７

Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ１Ｕ２ 免疫球蛋白轻链λ７～４３片段 ＩＧＬＶ７４３ １２４５０．８８ ６．５２ ５ １．５７

Ｐ００７４７ 纤溶酶原 ＰＬＧ ９０５６８．０９ ７．０４ ９４ １．５１

Ｐ０２７６６ 转甲状腺素 ＴＴＲ １５８８６．８３ ５．５２ ２３ １．５８

Ｐ０４１９６ 富含组氨酸糖蛋白 ＨＲＧ ５９５７７．６３ ７．０９ ２４ １．５８

Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＨ６８ 免疫球蛋白κ链２～２４片段 ＩＧＫＶ２２４ １３０７８．８７ ８．７４ ２０ １．６３

Ｐ０１０３１ 补体Ｃ５ Ｃ５ １８８３０３．００ ６．１１ ６６ １．５７

Ｐ１４７８０ 基质金属蛋白酶９ ＭＭＰ９ ７８４５７．３２ ５．６９ ６ １．５８

Ｐ６９９０５ 血红蛋白α亚单位 ＨＢＡ１ １５２５７．３６ ８．７２ ２４ １．５４

Ｑ９Ｐ１２７ 亮氨酸拉链蛋白４ ＬＵＺＰ４ ３５９３６．４２ ９．４７ ２ －４．０９

Ｏ７５６３６ 纤维蛋白胶凝素３ ＦＣＮ３ ３２９０２．６１ ６．２０ １５ －３．３４

Ｐ６９８９１ 血红蛋白亚单位γ１ ＨＢＧ１ １６１４０．２７ ６．６４ １４ －３．１０

Ｐ０２７６３ α１酸性糖蛋白１ ＯＲＭ１ ２３５１１．２７ ４．９３ ５７ －２．９８

Ｐ０２７４８ 补体Ｃ９ Ｃ９ ６３１７２．７３ ５．４３ ３２ －２．７０

Ｐ０７９９６ 血小板反应素１ ＴＨＢＳ１ １２９３８１．４０ ４．７１ ３７ －２．５０

Ｐ１９６５２ α１酸性糖蛋白２ ＯＲＭ２ ２３６０２．３５ ５．０３ ３３ －２．３４

Ｐ２０７４２ ＰＺＰ结构域 ＰＺＰ １６３８６１．００ ５．９７ １１９ －２．３４

Ｐ１８４２８ 脂多糖结合蛋白 ＬＢＰ ５３３８２．９７ ６．２３ ９ －２．２０

Ｐ０ＤＪＩ８ 血清淀粉样蛋白Ａ１ ＳＡＡ１ １３５３１．８６ ６．２８ ６ －２．１９

Ｑ１３２０１ 多聚蛋白１ ＭＭＲＮ１ １３８１０８．６０ ８．１５ ５ －１．９３

Ｐ２７１６９ 对氧磷脂酶１ ＰＯＮ１ ３９７３０．８１ ５．０８ ４０ －１．８２

Ｐ０２７５０ 富含亮氨酸的α２糖蛋白 ＬＲＧ１ ３８１７７．４４ ６．４５ １５ －１．８０

Ｐ０２７４１ Ｃ反应蛋白 ＣＲＰ ２５０３８．２６ ５．４５ ３ －１．７２

Ｐ０Ｃ０Ｌ４ 补体Ｃ４Ａ Ｃ４Ａ １９２７８３．２０ ６．６６ ２１９ －１．６６

Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ｋ３ 免疫球蛋白λ链２～１１区 ＩＧＬＶ２１１ １２６４３．８８ ６．６９ ５ －１．６４

Ｐ２３１４２ 纤维蛋白１ ＦＢＬＮ１ ７７２１３．４７ ５．０７ １６ －１．５８

Ａ０Ａ０Ａ６ＹＹＧ９ 肌动蛋白相关蛋白 ＡＲＰＣ４ＴＴＬＬ３ ７１７１８．３９ ５．５９ ２ －１．５７

Ｑ１４６２４ α胰蛋白酶抑制剂重链４ ＩＴＩＨ４ １０３３５６．２０ ６．５１ １１０ －１．５７

Ｐ０１０１１ α１抗糜蛋白酶 ＳＥＲＰＩＮＡ３ ４７６５０．３１ ５．３３ ８６ －１．５３

Ｑ１６６１０ 细胞外基质蛋白１ ＥＣＭ１ ６０６７３．４６ ６．２５ １２ －１．５３

Ｐ０４２７５ 血管性血友病因子 ＶＷＦ ３０９２６２．００ ５．２９ ２７ －１．５３
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续表

　蛋白序列 蛋白名称 基因名称 相对分子质量 等电点 覆盖率 差异倍数

Ｐ０６６８１ 补体Ｃ２ Ｃ２ ８３２６６．９５ ７．２３ ３０ －１．５２

Ｐ２５３１１ 锌α２糖蛋白 ＡＺＧＰ１ ３４２５８．３０ ５．７１ ３５ －１．５２

Ｅ７ＥＳ１９ 凝血酶敏感蛋白４ ＴＨＢＳ４ ９６００４．９１ ４．３９ ４ －１．５０

Ｖ９ＧＹＭ３ 载脂蛋白Ａ２ ＡＰＯＡ２ １４９１４．１０ ８．４３ ５２ －１．５０

Ｐ０２６４７ 载脂蛋白Ａ１ ＡＰＯＡ１ ３０７７７．４４ ５．５６ ２２８ －１．５０

Ｐ５５０５８ 磷脂转移 ＰＬＴＰ ５４７３８．８０ ６．５３ １０ －１．５０

Ｐ０１００９ α１抗胰蛋白酶 ＳＥＲＰＩＮＡ１ ４６７３５．９８ ５．３７ ２４０ －１．５０

Ａ０Ａ０８７ＷＸＩ２ 免疫球蛋白Ｆｃ结合蛋白 ＦＣＧＢＰ ４４５２０７．００ ５．１６ １０ －１．５０

Ｐ０７３３９ 组织蛋白酶Ｄ ＣＴＳＤ ４４５５１．７２ ６．１０ ２ －１．５０

Ｑ０６０３３ 间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ３ ＩＴＩＨ３ ９９８４８．０２ ５．４９ ２４ －１．５０

Ｐ１９８２３ 间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ２ ＩＴＩＨ２ １０６４６２．２０ ６．４０ ９０ －１．５０

表４　采用犻犜犚犃犙筛选的白癜风进展期的差异蛋白

　蛋白序列 　 蛋白类型 基因名称 相对分子质量 等电点 覆盖率 差异倍数

Ａ０Ａ０２４Ｒ６Ｉ７ α１抗胰蛋白酶 ＳＥＲＰＩＮＡ１ ４６７０７．９３ ５．３７ ２３０ ３６．８０

Ｐ０５１５４ 血浆丝氨酸蛋白酶抑制剂 ＳＥＲＰＩＮＡ５ ４５６７４．１４ ９．３０ ７ １８．９８

Ｐ０１８７６ 免疫球蛋白α１链Ｃ区 ＩＧＨＡ１ ３７６５４．２３ ６．０８ １９１ ６．９４

Ｑ１５４８５ 纤维蛋白胶凝素２ ＦＣＮ２ ３４０００．７６ ６．３１ ９ ３．９２

Ｐ０８７７９ 角蛋白１６ ＫＲＴ１６ ５１２６７．２５ ４．９８ ９ ３．９１

Ｐ００７３９ 结合珠蛋白 ＨＰＲ ３９０２９．１１ ６．６３ １００ ２．９６

Ｐ０Ｃ０Ｌ５ 补体Ｃ４Ｂ Ｃ４Ｂ １９２７４９．２０ ６．８９ ２２０ ２．９６

Ｑ０４７５６ 肝细胞生长因子激活剂 ＨＧＦＡＣ ７０６８１．１１ ６．９９ １４ ２．８５

Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ２３１ 免疫球蛋白λ样多肽５ ＩＧＬＬ５ ２３１５０．０６ ９．０８ ６３ ２．８５

Ｋ７ＥＲ７４ 载脂蛋白Ｃ４Ｃ２ ＡＰＯＣ４ＡＰＯＣ２ ２００４９．０７ ６．３６ ２１ ２．８０

Ｆ５Ｈ７Ｇ１ 补体Ｃ８β链 Ｃ８Ｂ ６１２３０．５２ ７．８６ ９ ２．７８

Ｂ０ＹＩＷ２ 载脂蛋白Ｃ３ ＡＰＯＣ３ １２８１５．４３ ７．９０ ３６ ２．７３

Ｐ０１０３１ 补体Ｃ５ Ｃ５ １８８３０３．００ ６．１１ ６６ ２．６８

Ｐ４３６５２ 糖蛋白ＡＦＭ ＡＦＭ ６９０６８．４１ ５．６４ ４６ ２．６６

Ｐ０６３９６ 凝溶胶蛋白 ＧＳＮ ８５６９６．４７ ５．９０ ５３ ２．６６

Ｐ８０１０８ 磷脂酰肌醇聚糖特异性磷脂酶Ｄ ＧＰＬＤ１ ９２３３５．３５ ５．９１ １７ ２．６２

Ｐ０４１１４ 载脂蛋白Ｂ ＡＰＯＢ ５１５５９８．３０ ６．５８ ５５０ ２．４６

Ｐ０８６９７ α２抗血浆蛋白 ＳＥＲＰＩＮＦ２ ５４５６５．１１ ５．８７ ２９ ２．４４

Ｐ１０９０９ 簇蛋白 ＣＬＵ ５２４９４．０１ ５．８９ ６３ ２．４３

Ｐ００７４２ 凝血因子Ⅹ Ｆ１０ ５４７３１．１４ ５．６８ １３ ２．４０

Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＨ４１ 免疫球蛋白重链４～６１片段 ＩＧＨＶ４６１ １３０６５．７５ ９．３６ ３５ ２．３６

Ｐ０４２５９ 角蛋白６Ｂ ＫＲＴ６Ｂ ６００６６．２５ ８．０９ １０ １．９８

Ｑ１２８０５
包含表皮生长因子的ｆｉｂｕｌｉｎ类细
胞外基质蛋白１

ＥＦＥＭＰ１ ５４６４０．１０ ４．９５ ５ １．９６

Ｐ０２７６５ α２ＨＳ糖蛋白 ＡＨＳＧ ３９３２４．２４ ５．４３ ７２ １．７３

Ｐ０１０１１ α１抗胰凝乳蛋白酶 ＳＥＲＰＩＮＡ３ ４７６５０．３１ ５．３３ ８６ １．７２

Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ｋ４ 免疫球蛋白λ链３～１０片段区 ＩＧＬＶ３１０ １２６２８．８９ ４．７２ １７ １．６８

Ｐ１４７８０ 基质金属蛋白酶９ ＭＭＰ９ ７８４５７．３２ ５．６９ ６ １．６６

Ｐ０１０１９ 血管紧缩素 ＡＧＴ ５３１５３．５７ ５．８７ ３２ １．６２

Ｐ１９８２７ 间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ１ ＩＴＩＨ１ １０１３８７．９０ ６．３１ ８７ １．６２

Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＨ６８ 免疫球蛋白κ链２～２４区 ＩＧＫＶ２２４ １３０７８．８７ ８．７４ ２０ １．５９

Ｐ０２６４７ 载脂蛋白Ａ１ ＡＰＯＡ１ ３０７７７．４４ ５．５６ ２２８ １．５６

Ｐ０５１６０ 凝血因子ⅩⅢＢ链 Ｆ１３Ｂ ７５５０９．９２ ６．０１ ３１ １．５３

Ｑ１４０１９ 毛状样蛋白１ ＣＯＴＬ１ １５９４４．７９ ５．５４ １ －１２．６３

Ｐ０１５９１ 免疫球蛋白Ｊ链 ＪＣＨＡＩＮ １８０９８．４０ ５．１２ １５ －５．０２

Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ１Ｘ５ 免疫球蛋白重链３～７４区 ＩＧＨＶ３７４ １２８３９．４７ ８．９１ １０４ －４．０７

Ｑ９Ｐ１２７ 亮氨酸拉链蛋白４ ＬＵＺＰ４ ３５９３６．４２ ９．４７ ２ －３．９６

Ｏ４３８６６ ＣＤ５抗原样蛋白 ＣＤ５Ｌ ３８０８７．４５ ５．２８ １８ －２．９６
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续表

　蛋白序列 　 蛋白类型 基因名称 相对分子量 等电点 覆盖率 差异倍数

Ｑ９２８２０ γ谷氨酰水解酶 ＧＧＨ ３５９６３．９５ ６．６６ ４ －２．５５

Ａ０Ａ０８７ＷＵＳ７ 免疫球蛋白δ链Ｃ区 ＩＧＨＤ ４２３５２．３５ ８．３８ １６ －２．５５

Ｐ０５１０９ 钙结合蛋白Ｓ１００Ａ８ Ｓ１００Ａ８ １０８３４．３８ ６．５１ ６ －２．３９

Ｐ０２７５０ 富含亮氨酸的α２糖蛋白 ＬＲＧ１ ３８１７７．４４ ６．４５ １５ －２．３６

Ｑ８ＩＶＦ４ 动力蛋白重链１０ ＤＮＡＨ１０ ５１４８３４．７０ ５．６４ ３ －２．０３

Ｐ０７３３９ 组织蛋白酶Ｄ ＣＴＳＤ ４４５５１．７２ ６．１０ ２ －２．０２

Ｐ０６７０２ 钙结合蛋白Ｓ１００Ａ９ Ｓ１００Ａ９ １３２４１．８５ ５．７１ ４ －２．００

Ａ０Ａ０Ｇ２ＪＰＤ４ 免疫球蛋白γ４链Ｃ区 ＩＧＨＧ４ ３５９４０．１４ ７．１８ １７５ －２．００

Ｑ０６０３３ 间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ３ ＩＴＩＨ３ ９９８４８．０２ ５．４９ ２４ －１．９５

Ｐ０７９９６ 凝血酶敏感蛋白１ ＴＨＢＳ１ １２９３８１．４０ ４．７１ ３７ －１．９５

Ｐ００７３８ 结合珠蛋白 ＨＰ ４５２０４．７８ ６．１３ ２３５ －１．８４

Ｐ０２７７６ 血小板因子４ ＰＦ４ １０８４４．８３ ８．９３ ２ －１．８０

Ｐ０ＤＪＩ８ 血清淀粉样蛋白Ａ１ ＳＡＡ１ １３５３１．８６ ６．２８ ６ －１．７０

Ｐ３５５２７ 角蛋白９ ＫＲＴ９ ６２０６３．６２ ５．１４ １３ －１．６１

Ｐ２０７４２ ＰＺＰ结构域 ＰＺＰ １６３８６１．００ ５．９７ １１９ －１．５３

Ｐ０２７４８ Ｃ９补体Ｃ９ Ｃ９ ６３１７２．７３ ５．４３ ３２ －１．５２

２．３　２ＤＥ和ｉＴＲＡＱ蛋白组学差异蛋白对比　两

种方法鉴定出稳定期患者２个重合的差异蛋白，分

别为间α胰蛋白酶抑制剂重链 Ｈ４、补体Ｃ４Ａ，表

达均上调，其中间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ４差异

倍数比率上调为主。鉴定出进展期患者３个重合的

差异蛋白，分别为补体Ｃ４Ｂ、载脂蛋白 ＡⅠ（下

调），间α胰蛋白酶抑制剂重链Ｈ４的差异倍数比率

下调为主（下调）。

２．４　生物信息学分析　利用ＧＯ注释富集分析两

种蛋白组学技术筛选的白癜风不同分期差异蛋白，

显示进展期和稳定期差异蛋白存在于各种生物过

程，如生物代谢、细胞凋亡、免疫共刺激、生物黏附、

生物调控等。进一步用ＰＡＮＴＨＥＲ软件分析这些

蛋白在白癜风不同分期中的富集通路，结果（图１）

显示：进展期差异蛋白主要富集于ＣＣＫＲ通路、纤

溶酶原激活级联通路、ｐ５３通路、趋化炎症因子调控

通路及ＤＮＡ复制；稳定期差异蛋白参与促性腺激

素释放激素受体调节通路、ＦＡＳ信号通路、血管紧

张素Ⅱ刺激信号通路等。

图１　白癜风稳定期（犃）与进展期（犅）差异蛋白富集通路

３　讨　论

白癜风是一种黑素细胞被破坏所致色素脱失性

免疫功能失衡性皮肤病，其发病机制尚不明确，多种

致病学说共存，主要涉及遗传、自身免疫、氧化应激、

细胞毒作用、黑素细胞结构及功能缺陷、神经介质、微

环境紊乱等。因此，寻找新的血清蛋白质标志物有利

于白癜风不同分期的病理机制研究。

本研究采用两种蛋白质组学技术对白癜风不

同分期患者的血清进行差异蛋白筛选，发现与正常

对照组相比，稳定期患者血清中丝氨酸蛋白酶抑制

因子（ＳＥＲＰＩＮＡ５）表达明显上调，而亮氨酸拉链蛋

白４（ＬＵＺＰ４）、补体 Ｃ９表达明显下调。其中，

ＳＥＲＰＩＮＡ５是活化蛋白Ｃ的抑制因子，其可以独立

作为纤溶酶原激活剂尿激酶的抑制剂参与宿主防

御及 肿 瘤 抑 制、细 胞 凋 亡 等 过 程［５］。通 过

ＰＡＮＴＨＥＲ软件分析得出纤溶酶原激活级联通路

参与白癜风稳定期发生，而激活的通路中可能有筛

１３９　中国临床医学　２０２１年１２月　第２８卷　第６期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０２１，Ｖｏｌ．２８，Ｎｏ．６



选出的差异表达蛋白共同参与。另外，角蛋白骨架

蛋白通常在鳞状上皮组织中表达增多，本研究筛选

出较多差异表达的不同序列号角蛋白，比如ＫＲＴ６、

ＫＲＴ９，特别是进展期白癜风角蛋白Ⅰ型骨架蛋白

１６（ＫＲＴ１６）明显上调。而ＫＲＴ１６在银屑病、先天

性厚甲中被依次报道，主要参与维持皮肤屏障功能

和先天免疫相关基因表达，特别是表皮损伤相关的

分子模式［６］。但认为角蛋白可能是实验过程中的混

杂蛋白，暂排除不予考虑其为差异蛋白，而角蛋白

是否为白癜风角质形成细胞受损导致输注黑色素

细胞障碍，仍需进一步验证。

与白癫风稳定期差异蛋白不同，进展期白癜风

差异蛋白除了ＳＥＲＰＩＮＡ５、ＬＵＺＰ４外，丝氨酸蛋白

酶家族中ＳＥＲＰＩＮＡ１（即α１抗胰蛋白酶）表达亦上

调。ＳＥＲＰＩＮＡ１是血液循环系统中最丰富的丝氨

酸蛋白酶抑制剂，其主要作用为监测肝脏或肺脏组

织中蛋白酶的平衡，但在不同疾病中发挥的抗炎和

免疫调节作用不同。成人慢性阻塞性肺病患者血

液中ＳＥＲＰＩＮＡ１降低
［７］，而本研究显示其在白癜风

进展期患者中表达明显上调，说明该蛋白在白癜风

患者血清中表达上调可能通过触发急性期反应，并

改变血液循环中的急性期蛋白质的合成和糖基化，

发挥抗淋巴细胞、中性粒细胞、单核细胞的抗炎

活性。

对差异蛋白通过ＧＯ富集软件进行白癜风相关

通路排序，其中ＣＣＫＲ信号通路被首次发现参与白

癜风进程。ＣＣＫＲ通路主要为ＡＰＯ脂代谢通路，

为脂肪代谢时分泌因子通过脑迷走神经传递信号

的热门研究机制［８］。不同分期白癜风患者血清中筛

选出的差异载脂蛋白不同，在稳定期主要为载脂蛋

白 Ｅ（ＡＰＯＥ），在进展期主要为载脂蛋白 Ｌ１

（ＡＰＯＬ１）、载脂蛋白 Ａ（ＡＰＯＡ），而 ＡＰＯＡ 和

ＡＰＯＥ分别为高密度脂蛋白（ＨＤＬ）的主要和次要

成分。脂代谢异常可诱导循环中及系统性炎症反

应。近年研究［９］发现，血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）和氧

化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）可诱导树突细胞（ＤＣｓ）

免疫成熟和炎症反应。最新研究［１０］发现，在白癜风

病变皮肤中，ＤＣｓ及其相关促炎细胞因子增加。本

研究通路富集分析发现，稳定期患者中与脂质代谢

相关的差异蛋白参与ＡｎｇⅡ通路，但ＡｎｇⅡ是否诱

导白癜风患者病变皮肤中ＤＣｓ及促炎因子发生聚

集，从而发生免疫炎症反应，有待进一步验证。另

外，本研究发现，基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）亦发生

明显变化。最新研究［１１］发现，对白癜风患者进行紫

外线光疗后，ｐ５３ＴＲＰＭ１／ｍｉＲ２１１ＭＭＰ９轴激活。

而ｐ５３通路参与细胞凋亡、细胞迁移及黏附。本研

究发现白癜风不同分期中ＭＭＰ９表达上调，且参与

ｐ５３通路，进一步说明ＭＭＰ９可能通过ｐ５３通路介

导的黑素细胞迁移。稳定期白癜风差异蛋白富集

通路还包括ＦＡＳ信号通路。而最新研究
［１２］同样发

现，ＦＡＳ介导的途径参与小鼠白癜风模型中细胞毒

性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）依赖和诱导的人黑素细胞凋

亡；有研究表明在白癜风患者病变皮肤中肿瘤坏死

因子α（ＴＮＦα）和干扰素γ（ＩＦＮγ）表达水平升高，

可以协同抑制ＦＡＳ介导的凋亡。本研究筛选出的

白癜风稳定期差异蛋白可能参与诱导黑色素细胞

凋亡，与该作用机制相关的血清标志物有望成成为

白癜风早期诊断和预后的有效指标。

本研究借助２ＤＥ与ｉＴＲＡＱ两种蛋白质组学

技术筛选白癜风不同分期的差异蛋白，发现

ＳＥＲＰＩＮＡ５等可能作为白癜风的潜在生物学标志

物。富集通路分析发现，除了经典ｐ５３通路外，差异

蛋白还富集于诱导细胞凋亡的Ｆａｓ通路及参与脂质

代谢的ＣＣＫＲ信号通路。本研究说明，应用蛋白组

学能筛选出新的血清标志物及作用通路，对不同分

期白癜风的病理机制研究提供新的敏感指标，然而

筛选出的部分差异蛋白的差异率不一致，需要进一

步深入研究，以便为白癜风患者提供有效的评估指

标及预后预测指标。
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