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应用表面加强激光解吸 -电离飞行时间质谱技术

筛选特发性肺纤维化的差异蛋白

魏路清 李学任 刘斌 彭守春

【摘要】 目的 筛查特发性肺纤维化（IPF）患者支气管肺泡灌洗液（BALF）和血清中的差异蛋白，以期发

现对诊断有价值的生物标志物。 方法 应用表面加强激光解吸 - 电离飞行时间质谱（SELDI-TOF-MS）技术对

34 例 IPF 患者（IPF 组）和 25例非吸烟健康者（对照组）血清和 BALF 进行检测获得蛋白质指纹图谱，用生物标

志物模式软件、生物标志物导向软件对测得的数据进行处理。 结果 BALF 中共检测出 247 个蛋白峰，与对照

组比较，IPF 组 13个蛋白质峰差异有统计学意义， 其中 7 个标志物峰强度显著增加， 质荷比分别为 2240.57、

3459.32、3501.78、4146.50、4516.51、4615.88、5651.26（均 P＜0.01）；6 个标志物峰强度显著下降，质荷比分别为

4989.91、5043.68、6968.76、11�687.70、11�782.10、14�733.30（均 P＜0.01）。血清中共检测出 142个蛋白峰，与对照

组比较，IPF 组 9 个蛋白质峰差异有统计学意义， 且 9 个标志物峰强度均显著增加， 质荷比分别为 3382.59、

3453.39、 4608.28、 5825.48、 8936.76、 9164.27、11�525.30、 11�689.40、 11�886.00（P＜0.05 或 P＜0.01）。 结论

SELDI-TOF-MS�技术用于 IPF 患者 BALF 和血清蛋白质谱分析可筛选出有意义的差异表达蛋白,�为进一步发

现对 IPF 诊断有价值的生物标志物提供了实验基础。
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【

Abstract

】

Objective To� screen� potential� proteins� in� bronchoalveolar� lavage� fluid� （BALF） and� serum�

samples� obtained� from� patients� with� idiopathic� pulmonary� fibrosis� （IPF）， for� the� purpose� of� discovering� candidate��

biomarkers.�Methods BALF�and�serum�samples� from�34�patients�diagnosed� IPF�（IPF�group） and�25�non-smoker�

healthy� controls� （control� group） were� collected.� Surface� enhanced� laser� desorption/ionization� time� of� flight� mass�

spectrometry� （SELDI-TOF-MS） was� used� to� obtain� protein� fingerprints� from�BALF� and� serum� samples.� Biomarker�

Wizard�and�Biomarker�Pattern�were�introduced�in�bioinformatics�analysis.�Results A�total�of�247�protein�peaks�were�

detected� in�BALF， and�13�peaks�with� statistical� difference� compared�with� control� group.�Among� 13� detected� protein�

peaks， 7�with�mass/charge�ratio�（M/Z） values�of�2240.57， 3459.32， 3501.78， 4146.50， 4516.51， 4615.88， 5651.26�

were���statistically���up-regulated��（all��P＜0.01）； and��6��peaks��with��M/Z��values��of��4989.91， 5043.68， 6968.76，

11�687.70， 11�782.10， 14�733.30�were�significantly�down-regulated�（all�P＜0.01）.� In�addition， 142�protein�peaks�

were�differentially�expressed�in�serum�samples， and�9�peaks�with�statistical�differences.�Among�them， 9�peaks�with�M/Z�

values� of� 3382.59， 3453.39， 4608.28， 5825.48， 8936.76， 9164.27， 11� 525.30， 11� 689.40� and� 11� 886.00� were�

significantly� up-regulated� （P＜0.05� or� P＜0.01）， compared� with� control� group.�Conclusions The� present� work�

demonstrated�that�SELDI-TOF-MS�technology�be�capable�of�detecting�differentially�expressed�protein�peaks� in�BALF�

and�serum�samples�from�IPF�patients.�Further�investigations�were�guaranteed�to�elucidate�their�potential�diagnostic�value�

in�clinical�practice.
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特发性肺纤维化（IPF）是一种原因不明的、局限

于肺部的、慢性、进行性纤维化间质性肺炎的一种

特殊形式，主要发生于老年人，组织学或影像学表

现为常见型间质性肺炎（UIP）

［

1

］

。2011年 IPF 诊治循

证指南强调胸部薄层 CT（HRCT）是诊断 IPF 的最主

要依据， 但 HRCT 显示的 UIP 样表现主要是蜂窝

肺， 而蜂窝肺又是许多不同原因间质性肺疾病

（ILD）晚期的共同改变，因此临床上迫切需要找到
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早期诊断 IPF 的特异性生物标志物

［

2

］

。 经气管镜获

取的支气管肺泡灌洗液（BALF）能够提供支气管和

肺泡中的细胞及可溶性成分，可以为发生在肺泡水

平的免疫学、炎症、感染等过程以及肺部疾病的诊

断提供重要信息

［

3

］

。 目前，表面加强激光解吸 - 电离

飞行时间质谱（SELDI-TOF-MS）技术已经广泛应用

于多种疾病的生物标志物的研究

［

4-6

］

。 因此，本研究

中采用 SELDI-TOF-MS 技术筛选 IPF 患者 BALF

和血清中的差异蛋白， 为进一步发现对 IPF 诊断有

价值的生物标志物提供线索。

1 对象与方法

1.1 对象：选择本院呼吸科 2008 年 1 月至 2010 年

12 月诊治的 IPF 患者作为研究对象，最初纳入的患

者按照中华医学会呼吸病学分会、美国欧洲呼吸协

会关于 IPF 诊断和治疗指南

［

7-8

］

的诊断标准入选，以

后再对照 2011 年由美国胸科学会、欧洲呼吸学会、

日本呼吸学会和拉丁美洲胸科学会共同制定的 IPF

诊治指南

［

1

］

，将不符合新指南标准的患者剔除，其中

有 3 例经开胸肺活检诊断， 并排除慢性过敏性肺

炎、石棉肺、血管炎、结缔组织病、嗜酸粒细胞性肺

炎、药物等因素所致的 ILD。 对照组入选标准：①胸

部影像学正常的咳嗽或胸闷患者，为筛查支气管疾

病而行气管镜检查、检查未见明显异常，而且 BALF

细胞学常规检查无嗜酸粒细胞升高者；②因其他原

因志愿行气管镜检查、检查结果正常且无心肺疾病

者；③非吸烟者。最终 IPF 组 34例，其中男性 28 例，

女性 6 例；年龄 48～78 岁，平均（65.63±8.90）岁；

对照组 25 例， 其中男性 15 例， 女性 10 例； 年龄

22～74�岁，平均（46.00±19.10）岁。

本研究符合医学伦理学标准，经过医院伦理委

员会批准，所有研究对象签署了支气管镜检查知情

同意书。

1.2 实验仪器与试剂： 生物标志物模式分析软件

（BPS 软件）、SELDI-TOF-MS 仪、CM10 蛋白捕获芯

片、奥林巴斯 CV260电子纤维支气管镜、BALF 收集

瓶、离心机、冰柜。 实验所用试剂购自美国 Sigma 公

司；考马斯亮蓝 G-250�蛋白测定试剂盒购自上海宝

曼生物科技有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 血清的收集和处理：抽取全血，未抗凝离心

提取血清 5�ml，-80�℃冻存备用。 实验前取血清样

品，4�℃溶解，离心 2�min，取血清 10�滋l，用 2 倍体积

U9 缓冲液稀释，冰浴振荡 30�min，30�滋l 变性后样品

加入 370�滋l 相应的结合缓冲液（血清的总稀释倍数

达到 40倍）混匀，上机。

1.3.2 BALF 的收集和处理：按照 2002 年 BALF 细

胞学检测技术规范（草案）

［

9

］

及 Leroy 等

［

10

］

的方法收

集 BALF，经离心去细胞沉着过滤后，再离心，考马

斯亮蓝法测定上清中蛋白质浓度，调整最终浓度为

1�g/L，为了防止蛋白溶解，在上清液中加入蛋白酶

抑制剂后 -86�℃冰箱保存。 在检测前取 BALF 样品

溶解，每个芯片点需要 BALF�40�滋l，用 1 倍体积的

U9缓冲液稀释，将样品充分混匀，冰浴振荡 30�min，

80�滋l 变性后样品加入 120�滋l 相应的结合缓冲液

（BALF 总稀释倍数达到 5倍）混匀，上机。

1.3.3 芯片处理及上机检测：取出 CM10 芯片，标记

后将芯片装入生物芯片处理器；每孔加入 200�滋l 结

合缓冲液，离心振荡，甩掉缓冲液（重复操作 1 次）；

上样，在芯片处理器每孔中加入 100�滋l 处理好的样

品，离心振荡；每孔加入 200�滋l 结合缓冲液，离心振

荡，甩去孔中液体，再次加入结合缓冲液 200�滋l（重

复操作 1 次）； 每孔加入 200�滋l 高效液相色谱法

（HPLC）用水，甩干，晾干后，在每个加样孔上加芥

子酸 0.5�滋l（重复操作 1 次）；晾干，即可上机测定。

1.4 统计学处理： 采用蛋白质芯片阅读仪Ⅱ-�C�型

（美国 Ciphergen�公司）读取芯片信息， 构建指纹图

谱，输入生物标志物导向软件和 BPS 软件对获得的

蛋白质质谱进行统计学分析。 数据以中位数（四分

位数）〔M（Q

L

，Q

U

）〕表示，采用 Mann-Whitney�U 检

验。 应用 SPSS�13.0 软件计算参与建模的差异蛋白

的敏感度、特异度、正确率，用 χ

2

�检验比较不同诊

断模型上述指标的差异。 用受试者工作特征曲线

（ROC 曲线）下面积（AUC）评价诊断模型的正确

性。 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 BALF 中 SELDI-TOF-MS 结果（表 1）： CM10

芯片在质荷比 1000～50�000 共检测出 247 个蛋白

峰。 与对照组相比，IPF 组 BALF 中有 13 个蛋白质

峰差异有统计学意义，其中有 7 个标志物峰强度显

著增加（均 P＜0.01），其质荷 比 分 别为 2240.57、

3459.32、 3501.78、 4146.50、 4516.51、 4615.88、

5651.26； 而 6 个标志物峰强度显著下降（均 P＜

0.01），其质荷比分别为 4989.91、 5043.68、 6968.76、

11�687.70、 11�782.10、 14�733.30。 以上述 13个差异

蛋白建立诊断分类树， 结果发现质荷比 3459.32、

4516.51、4989.91、14� 733.30 组合的 AUC 最高，为

0.949（图 1），经验证其敏感度为 91.2%（31/34），特

异度为 92.0%（23/25），正确率为 89.8%（44/49）。
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2.2 血清中 SELDI-TOF-MS 结果（表 2）：CM10 芯

片在质荷比 1000～50�000 共检测出 142 个蛋白峰。

与对照组相比，IPF 组血清中有 9 个蛋白质峰差异

有统计学意义， 且 9 个标志物峰强度均显著增加

（P＜0.05 或 P＜0.01）， 其质荷比分别为3382.59、

3453.39、 4608.28、 5825.48、 8936.76、 9164.27、

11�525.30、11�689.40、11�886.00。 以上述 9个差异蛋

白建立诊断分类树， 发现质荷比 3453.39、5825.48、

11�886.00组合的 AUC 最高，为 0.913（图 1），其敏感

度为 94.7%（18/19），特异度为 84.6%（11/13），正确

率为 90.6%（29/32）。

2.3 诊断分类树的比较：比较血清与 BALF 诊断分

类树发现，二者的敏感度、特异度、正确率无明显

差异。

3 讨 论

目前 IPF 诊断主要依据临床、病理、影像学等资

料，一经诊断，多数是中晚期，预后差，尽管研究发

现某些细胞因子、肺表面活性蛋白 A（SP-A）、Ⅱ型

肺泡表面抗原等与 IPF 有关

［

2

，

11

］

，但尚缺乏特异度、

敏感度高的早期诊断标志物。

血清中蛋白含量丰富，部分蛋白能够体现疾病

的全身反应。 而肺泡上皮细胞分泌的部分物质可在

血清中找到，这些蛋白的变化同样能够体现肺部疾

病的全身反应

［

12

］

。 IPF 血清蛋白质组学研究集中于

细胞因子的表达， 近年来研究发现 SP-A、SP-D 及

趋化因子配体 18（CCL18）变化与疾病预后有关，乳

酸脱氢酶（LDH）、白细胞介素 -6 能反映 IPF 治疗效

果

［

5

］

。这些研究表明部分细胞因子水平的变化与 IPF

的发生、治疗、预后相关，但是单个细胞因子对于疾

病诊断的特异度和敏感度并不高。

肺细胞灌洗是反映肺泡表面上皮细胞分泌功

能最常用、准确性高、相对无创的方法。 BALF 成分

的变化一直是 IPF 研究的重点。经过多年努力，2000

年人类 BALF 蛋白质库初步建立

［

13

］

。之后，国内外一

些学者采用二维凝胶电泳技术对 IPF 开展部分研

究。 冼慧仪等

［

14

］

应用二维凝胶电泳联合质谱技术、

生物信息学发现了特发性间质性肺炎（IIP）热休克

表

1 对照组与 IPF组 BALF中差异蛋白峰强度比较〔M（Q

L

，Q

U

）〕

注：IPF：特发性肺纤维化，BALF：支气管肺泡灌洗液

组别

例

数

不同质荷比差异蛋白峰强度

对照组 25

IPF组 34

P值

表达变化

组别

例

数

不同质荷比差异蛋白峰强度

对照组 25

IPF组 34

P值

表达变化

2240.57 3459.32 3501.78 4146.50 4516.51 4615.88 4989.91

1.22（0.51，3.42）1.39（0.34， 2.73） 1.48（0.88， 2.60） 1.05（0.40，4.28） 0.01（-0.29，0.49） 0.01（-0.49，0.24） 6.01（2.74，14.80）

2.86（2.10，4.96）6.70（3.32，12.79） 5.48（1.39，10.82） 4.89（2.40，9.44） 0.43（-0.05，1.41） 0.42（0.05，0.95） 2.05（0.64， 4.34）

0.0045 0.0007 0.0066 0.0076 0.0087 0.0023 0.0009

上调 上调 上调 上调 上调 上调 下调

5043.68 5651.26 6968.76 11�687.70 11�782.10 14�733.30

1.57（0.12，3.69） 0.18（-0.24，0.58） 0.65（0.17，1.50） 0.61（0.32，1.17） 0.83（0.43，1.86） 0.48（0.24，0.90）

-0.12（-0.37，0.70） 0.89（0.20，1.73） 0.14（-0.12，0.58） 0.31（0.18，0.67） 0.41（0.16，0.79） 0.14（0.03，0.25）

0.0012 0.0011 0.0073 0.0050 0.0041 0.0000

下调 上调 下调 下调 下调 下调

表

2 对照组与 IPF组血清中差异蛋白峰强度比较〔M（Q

L

，Q

U

）〕

注：IPF：特发性肺纤维化

组别 例数

不同质荷比差异蛋白峰强度

对照组 25

IPF组 34

P值

表达变化

4608.28 9164.27 11�525.30 11�689.40 11�886.00

0.14（-0.17， 0.41） 0.36（0.29，1.40） 0.29（0.07，0.50） 0.61（0.44，1.03） 0.07（0.02，0.35）

0.96（0.54，17.56） 1.54（0.89，6.66） 1.15（0.25，3.72） 1.56（0.73，7.67） 0.37（0.19，1.24）

0.0197 0.0052 0.0125 0.0040 0.0017

上调 上调 上调 上调 上调

3382.59 3453.39

2.59（1.43，4.23） 1.59（0.89，2.78）

4.29（3.10，6.48） 3.59（1.82，5.91）

5825.48 8936.76

1.52（-0.03，1.95） 3.66（2.72， 6.63）

2.86（0.82，6.03） 6.47（4.55，10.58）

0.0197 0.0220

上调 上调

0.0140 0.0449

上调 上调

1
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注：IPF：特发性肺纤维化，BALF：支气管肺泡灌洗液，

ROC曲线：受试者工作特征曲线

图 1 IPF患者 BALF和血清诊断分类树的 ROC曲线
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蛋白 70、 膜联蛋白Ⅱ和触珠蛋白等的表达差异。

2010 年 Kim 等

［

15

］

发现 16 个差异蛋白点，表明许多

炎症、抗炎蛋白可能与 IPF 的发病机制有关。但他们

采用的技术都是二维凝胶电泳技术，发现的蛋白质

绝大多数是高丰度蛋白，由于技术的限制，现有的

方法对低丰度蛋白不敏感， 尚没有发现对 IPF 诊断

意义较大的单个蛋白或蛋白质组。

SELDI-TOF-MS 技术较其他蛋白质组学技术

的优势体现在实验所需样品用量少，获得的图谱较

单一，对低丰度蛋白分子检测敏感度高、重复性好，

集蛋白质分离、纯化、鉴定、检测和数据分析为一

体。有利于对 IPF 患者低丰度蛋白的筛查，弥补了二

维凝胶电泳技术的不足，可发现更多的差异蛋白。

本研究发现， 与对照组相比，IPF 组患者 BALF

中 7 个标志物峰强度显著增加，6 个标志物峰强度

显著下降， 以质荷比3459.32、 4516.51、 4989.91、

14�733.30 建立诊断分类树，敏感度为 91.2%，特异

度为 92.0%，AUC 为 0.949；而血清中 9 个标志物峰

强度均显著增加，以质荷比 3453.39、 5825.48、

11�886.00 建立诊断分类树，敏感度为 94.7%，特异

度为 84.6%，AUC 为 0.913。 与以往研究相比，本研

究中检测蛋白质丰度范围为 1000～50�000，优化蛋

白丰度检测范围为 2000～15�000，集中于低丰度蛋

白质筛查，通过统计学分析后由部分差异蛋白初步

构建的分类树特异度和敏感度均很高，有深入研究

的价值。 本实验发现，IPF 患者 BALF 中存在的质荷

比 4615.88、3459.32 上调， 血清中质荷比 4608.28、

3453.39 也上调，这一结果引起我们的思考：血清和

BALF 中是否存在同源性差异蛋白？ 这种差异蛋白

如果得到鉴定、并在血清和 BALF 中共同存在，就有

可能获得对 IPF 诊断有价值的生物标志物， 而且只

需要进行血清学检查就可以明确，标本来源容易获

得， 如果把这一指标用于影像学表现为间质性改

变，并非 IPF 典型表现患者的筛查，就可能为 IPF 的

早期诊断提供有价值的指标。

综上，本研究中利用 SELDI-TOF-MS 技术筛选

出了 IPF 的 BALF 和血清中差异蛋白， 部分差异蛋

白建立 IPF 诊断分类树验证后发现其特异度和敏感

度很高，值得进行更深入的研究。 但由于样本数的

限制、以及尚未进行进一步鉴定，目前还不能得出

对临床诊断有价值的结论， 但为进一步发现对 IPF

诊断有价值的生物标志物提供了实验基础。
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