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Abstract Objective To estimate the seroprevalence and risk factors for Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus
( KSHV) infection in the general population in Dunhuang，Gansu province． Methods We examined 1 000 sera
specimens using an ELISA-based assay that measured antibodies to one KSHV latent antigen ( OＲF73 ) and two
KSHV lytic proteins ( OＲF65 and OＲF K8. 1) ． Ｒesults Of the 1000 subjects，the seroprevalence of KSHV in the
general population was 19% and slightly higher in the male than that in the female ( 22. 9% vs 16. 6%，P =
0. 016) ． Statistical analysis showed that seroprevalence of KSHV had significant associations with syphilis ( P = 0．
004) and hepatitis C virus infection ( P = 0. 027) ，but it had no differences with the age，hepatitis B virus infec-
tion． Conclusion These results indicate that the infection rates of KSHV in Dunhuang，Gansu province are higher
than that in other areas in China． The infection of KSHV is significantly associated with the gender． Syphilis infec-
tion is the most important independent risk factor for KSHV infection in this area．
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基于蛋白质组学的胸腔积液蛋白标志物筛选与验证
李志斌，束 军，孟 静

摘要 目的 用蛋白质组学技术对比分析良、恶性胸腔积液
标本，寻找蛋白标志物为其鉴别诊断提供帮助和新线索。方
法 采用双向电泳分离、搜寻蛋白，基质辅助激光解吸飞行
时间质谱( MALDI-TOF-MS) 鉴定蛋白，ELISA 验证蛋白在良
恶性胸腔积液样本中具体含量。结果 恶性组胶图对比良
性组共显示明显差异蛋白点( 上调或下调≥2 倍) 43 个，上
调 9 个，下调 34 个; 对其中 7 个显著差异点( 上调或下调≥3
倍) 质谱鉴定明确了具体类型; 挑选显著差异点中免疫球蛋

白 λ( Igλ) 、结合珠蛋白( Hp) 进行 ELISA 验证，结果表明 Igλ
在良、恶性胸腔积液中含量差异无统计学意义，Hp含量组间
差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。进一步评估显示诊断标准
为胸腔积液中 Hp ＜ 389. 02 μg /L时，诊断恶性胸腔积液灵敏
度为 75. 00%，特异度为 52. 38%。结论 蛋白质组学技术
的应用对胸腔积液蛋白标志物搜寻具有较大帮助，本研究搜

寻到的标志物 Hp对于良、恶性胸腔积液鉴别诊断具有一定
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价值，值得进一步研究。
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胸腔积液是肺、胸膜疾病或其他多种全身疾病
的常见临床表现之一。根据病因的不同，胸腔积液
可分为恶性胸腔积液和良性胸腔积液。恶性胸腔积
液最常见病因为肺癌，尤以肺腺癌多见，良性胸腔积

液最常见病因为肺结核和肺部感染［1］。不同病因
导致的胸腔积液在治疗方案和预后上具有显著不

同，因此病因的鉴别诊断对胸腔积液的诊治具有重

要临床意义。但是，目前临床上对于两者的鉴别诊
断有一定困难，一旦出现漏诊和误诊后果严重。蛋
白质组学( proteomics) 是一门大规模、高通量、系统
化研究某一类型细胞、组织或体液中所有蛋白质组
成及其功能的新兴学科［2］。目前，蛋白质组学已在
研究生物体及其器官的蛋白质组成、发现蛋白质相
互作用网络及关系、探索疾病的发病机制与治疗途

·007· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 May; 52( 5)



径等领域取得了诸多成果［3 － 4］。将蛋白质组学应用
于胸腔积液研究，也具有可观的前景［5］。该研究利
用双向凝胶电泳技术对良、恶性胸腔积液样本中大
量蛋白质进行分离、相对定量，比较筛选出差异明显
的蛋白质，并进行质谱鉴定和初步的诊断价值验证，

试图寻找到价值较大的蛋白标志物，为良、恶性胸腔
积液的鉴别诊断提供帮助和新线索。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2015 年 10 月 ～ 2016 年 5 月，
安徽医科大学第四附属医院内科 41 例胸腔积液患
者的临床病例资料及胸腔积液标本。其中，良性组
21 例，包括男 17 例，女 4 例，年龄 24 ～ 96 ( 65. 62 ±
18. 13) 岁，其中肺部感染 9 例，肺结核 8 例，心力衰
竭 3 例，肝硬化 1 例; 恶性组 20 例，包括男 13 例，女
7 例，年龄 41 ～ 88( 60. 70 ± 15. 35) 岁，其中非小细胞
肺癌 18 例( 肺腺癌 13 例，肺鳞癌 2 例，类型不明确
3 例) ，小细胞肺癌 2 例。结核性胸腔积液诊断需符
合以下至少一项:① 痰涂片或胸腔积液中找到抗酸
杆菌;② 组织或胸膜活检发现抗酸杆菌; ③ 结核中
毒症状、结核菌素试验阳性、胸片提示结核活动病
灶，抗结核治疗有效; 其他良性病例诊断通过结合临

床表现、影像学检查及疗效观察明确。恶性胸腔积
液诊断: 通过胸腔积液脱落细胞学检查或者组织病

理学检查明确。双向电泳时标本取自以上队列中两
例年龄相近的男性患者，恶性组为 69 岁肺腺癌患
者，良性组为 60 岁肺部感染患者。
1． 2 方法
1． 2． 1 标本收集 于患者入院首次行胸腔穿刺时，
留取胸腔积液标本 10 ml。标本收集后在 4 ℃条件
下2 500 r /min 离心 10 min，吸取上清液，分装上清
液于 1. 8 ml冻存管中，－ 80 ℃保存，保存期间避免
反复冻融，留待检测。
1． 2． 2 双向电泳前标本去高丰度蛋白预处理 标
本在未去除高丰度蛋白前，含大量高丰度蛋白，限制

了低丰度蛋白的检出，尽管低丰度蛋白含量低，但其

种类却十分丰富，并且提供了相当重要的信息。去
高丰度蛋白使用专用试剂盒( ProteoExtractTM Albu-
min / IgG Ｒemoval Kit，德国 Merck 公司) ，遵循说明
书进行操作。
1． 2． 3 双向电泳 标本取自 2 例年龄相近的男性
患者，恶性组为 69 岁肺腺癌患者，良性组为 60 岁肺

部感染患者。双向电泳第一向等电聚焦采用 pH 3
～ 10，长度 24 cm 的 IPG 胶条( 美国 GE Healthcare
公司) ，参数及程序设定为: 温度 20 ℃、最大电流设
定在 50 μA /胶条，聚焦程序 50 V ×8 h、100 V ×1 h、
200 V × 1 h、500 V × 1 h、1 000 V × 1 h、1 000 ～
10 000 V ×1 h、100 000 V × 12 h、500 V × 12 h。双
向电泳第二向采用 SDS-PAGE 电泳，参数设定为:
Ettan-DALT-Six 系统，水浴循环仪设定温度为 15
℃，电泳设置为 100 V × 45 min、200 V 电泳至溴酚
蓝前沿刚好跑出凝胶。电泳结束后染色使用硝酸银
染色法。
1． 2． 4 凝胶图像获取及差异蛋白点分析 应用
Image Scanner ( 美国 GE Healthcare 公司) 扫描仪进
行扫描( 灰度模式，光密度值为 300 dp) 获得图像，
使用 PDquest 8． 0 软件对图像进行分析，操作步骤为
凝胶蛋白点检测、图像背景处理、蛋白点灰度值标准
化、不同凝胶间蛋白点匹配。分别将良性胸水组和
恶性胸水组分析后的图片进行比较，进行差异蛋白

点筛选，胶点光密度倍数变化 ＞ 2 或 ＜ 0. 5 认为是差
异蛋白，满足要求的蛋白即被列出和统计，并将不同

比较组中表达量上调的蛋白点标注到对应的双向电

泳图谱上。
1． 2． 5 胶点蛋白酶解和质谱鉴定 选择上一步差
异点分析中差异非常显著的胶点，经过切胶、脱色、
干胶、酶切、肽段提取多个步骤，最后进行质谱鉴定，
所用仪器为 ABI5 800 串联飞行时间质谱仪。
1． 2． 6 候选标志物的 ELISA 验证 选取结合珠蛋
白( haptoglobin，Hp) 和免疫球蛋白 λ ( immunoglobu-
lin λ，Igλ) 这两个与免疫炎症及肿瘤过程密切相关、
在不同类型胸水中表达差异较大的蛋白，在 20 例恶
性标本和 21 例良性标本中使用 ELISA法进行验证。
标本首先于室温下重分解冻混匀，之后遵循试剂盒

说明书对胸腔积液中 Hp和 Igλ进行测定，最后使用
酶标仪在 450 nm 波长下读数，并根据吸光度( opti-
cal density value，OD) 值计算样品浓度。本实验所
用 ELISA试剂盒由安徽欣乐生物技术有限公司提
供，酶标仪为雷杜公司产品。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件对实验数
据进行相关统计学分析。采用 Kolmogorov-Smirnov
test以确定所得数据是否符合正态分布。所得数据
以珋x ± s表示，两样本均数比较使用 t 检验，P ＜ 0. 05
认为差异有统计学意义。采用受试者工作特征曲线
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( receiver operating characteristic curves，ＲOC) 用以分
析和评价试验所得数据。

2 结果

2． 1 双向凝胶电泳结果 经双向电泳、硝酸银染
色、扫描仪灰度模式扫描，所得电泳图片如图 1 所
示。

图 1 双向凝胶电泳图

A: 良性组双向凝胶电泳图; B: 恶性组双向凝胶电泳图

2． 2 良、恶性凝胶图谱差异点分析结果 双向电泳
凝胶图像经软件及人工比对，恶性组与良性组相比

较，共显示表达差异明显的蛋白点( 表达上调或者

下调≥2 倍的蛋白点) 43 个，其中上调 2 倍及以上的
蛋白点 9 个，下调 2 倍及以上的蛋白点 34 个，如图 2
所示。
2． 3 质谱鉴定结果 在 43 个差异蛋白点中，选择
7 个差异非常显著的点进行质谱鉴定( 选择标准:①
3 倍以上或者 3 倍以下上调或者下调的点; ② 在条
件①的基础上结合凝胶图谱比对胶点的深浅和大
小;③ 避免选择位于凝胶极边缘的胶点，防止因蛋
白分离不佳对质谱鉴定造成影响) 。经质谱鉴定所
获得的 7 个蛋白的具体信息见表 1。
2． 4 ELISA验证结果 经 ELISA验证，Igλ在良性
组与恶性组间含量差异无统计学意义，Hp在两组间
含量差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，如表 2 所示。

对于在良性组与恶性组间含量差异有显著性的 Hp
的临床价值进行初步探讨，绘制 ＲOC 曲线( 图 3 ) ，
并得出灵敏度和特异度。选取约登指数为 0. 27，胸
腔积液中 Hp ＜ 389. 02 μg /L 为临界点判断胸腔积
液为恶性，此时的灵敏度为 75. 00%，特异度为
52. 38%。

图 2 差异蛋白点标注与胶点局部放大图

A: 良性组双向凝胶电泳图及下调差异点标注; B: 恶性组双向凝

胶电泳图及上调差异点标注

图 3 恶性胸腔积液 Hp ＲOC曲线

表 1 质谱鉴定 7 个蛋白具体信息

差异点编号 差异点蛋白名称 蛋白分子量 蛋白等电点 上调或下调

7102 免疫球蛋白 λ 11 500 6． 02 ↑
6403 异构核 L核糖核蛋白 64 720 8． 46 ↑
6404 免疫球蛋白 alpha-1 38 486 6． 08 ↑
6301 血红素结合蛋白 52 385 6． 55 ↑
6008 角蛋白 66 170 8． 15 ↓
5107 结合珠蛋白 45 861 6． 13 ↓
5105 结合珠相关蛋白 39 518 6． 63 ↓
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表 2 胸腔积液中 Igλ和 Hp浓度( 珋x ± s)

项目 良性组( n = 21) 恶性组( n = 20) P值 t值
免疫球蛋白 λ( U /L) 413． 12 ± 99． 92 448． 01 ± 103． 10 0． 28 － 1． 10
结合珠蛋白( μg /L) 386． 85 ± 51． 58 344． 93 ± 67． 51 ＜ 0． 05 2． 24

3 讨论

对于双向电泳的结果而言，通过良、恶性胸腔积
液凝胶图谱的软件及人工比对分析，共显示 43 个表
达差异明显的蛋白点，且恶性胸腔积液相对良性而

言下调蛋白的数量多于上调蛋白的数量( 下调 34
个，上调 9 个) 。结合图 2 分析显示，下调蛋白较为
平均的在等电点 3 ～ 10、分子量 14 ～ 116 ku 的区域
内，而上调蛋白则较为集中的分布在等电点 5 ～ 8、
分子量 45 ～ 116 ku 的区域内。这些信息提示了恶
性胸腔积液中上调蛋白在分子量、等电点两个维度
上具有分布比较集中的特点，缩小了搜寻上调蛋白

的范围，为进一步研究提供了新的线索。在接下来
的实验中，若重点放在搜寻更多上调蛋白的方向上，

则双向电泳第一向等电聚焦可采用和本次相同长度

( 24 cm) ，pH 4 ～ 7( 本次 pH 3 ～ 10) 的 IPG 胶条，在
凝胶面积相同的情况下，提高了分辨率，增大了搜寻

到更多上调差异蛋白的可能性。
在质谱鉴定的 7 个显著差异蛋白中，Igλ、Hp 这

两个蛋白与肿瘤关系密切。相关文献［6 － 8］报道，这

两个蛋白与多种类型的消化道肿瘤密切相关，但是

在呼吸系统肿瘤，特别是在胸腔积液中的相关研究

却少见。采用 ELISA 法进一步验证表明，Hp 对于
恶性胸腔积液的诊断具有更高的价值。相关文
献［9］报道显示，Hp 由两个氨基酸序列不同的 α 链
和 β链组成的，不同表型的触珠蛋白 β 链相同而 α
链不同，因此可以根据 α 链的不同分为多个亚型。
Hp的不同亚型在疾病中所起到的作用也不完全相
同，例如在呼吸系统疾病中，不同的亚型在小细胞肺

癌、肺结核中的表达程度各不相同，甚至不同亚型的
含量变化直接影响到疾病的预后［9 － 11］。因此，明确
Hp在不同种类胸腔积液中表达的亚型，不同亚型在
疾病中发挥的作用，将不同亚型分开加以研究，在此

基础上建立更好的诊断模型，其灵敏度和特异度都

会有所提升。更值得关注的是，Hp不仅参与了急性
炎症反应，并且在肿瘤微环境中参与了和巨噬细胞、
肿瘤细胞的相互作用［12］，还在瘤体胞外间质的降

解、肿瘤细胞迁移过程中起到一定作用［13］。但是，

当前已有研究［9 － 13］更多关注的是血浆和组织中的

Hp，而对胸腔积液中 Hp的研究较少，因此对于胸腔
积液中 Hp的进一步研究具有较为重要的意义和前
景。
总之，本次研究使用蛋白质组学经典的双向电

泳技术对良、恶性胸腔积液进行了蛋白标志物搜寻，
获得了大量差异蛋白信息，结合质谱鉴定和 ELISA
进一步验证，找到了对于恶性胸腔积液的诊断具有

一定价值与应用前景的 Hp。研究所获结果提示，基
于蛋白质组学方法搜寻差异蛋白具有较高效率，结

合其他方法进一步验证差异蛋白，能筛选出比较可

靠的蛋白标志物。
在本次研究中，也存在一些问题需要改进。在

蛋白的分离、鉴定和定量环节，本次采用的双向电泳
技术虽然作为一项经典技术应用多年，但也存在一

些局限性。双向电泳实验操作过程难以自动化，工
作量较大，因此本次研究未能在更多样本中对更多

数量的蛋白进行分离和鉴定。而且，电泳之后需要
进行染色处理，不同蛋白质与染料的结合有所差异，

可能使蛋白相对定量的结果出现一定的误差。在今
后的研究中，使用更为先进的蛋白质组学技术，如自

动化程度更高的液相色谱串联质谱技术，将会分离

并鉴定出更多蛋白。对于蛋白定量而言，如果采用
同位素标记相对和绝对定量( iTＲAQ) 技术，可减小
蛋白定量的误差，使得数据更为准确和可信。在差
异蛋白的验证环节，使用 ELISA 法和其他验证方法
( 如 Western blot法) 共同验证，并扩大良、恶性胸腔
积液组的样本含量，可找到更为可靠的蛋白标志物。
随着蛋白质组学技术的不断改进与在胸腔积液领域

更深入的应用，将对蛋白标志物的搜寻提供越来越

多的便利，并对良、恶性胸腔积液的鉴别诊断提供越
来越大的帮助。
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Proteomic techniques based protein biomarkers
searching and validation in pleural effusion

Li Zhibin，Shu Jun，Meng Jing
( Dept of Ｒespiratory Medicine，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective Through analyzing benign and malignant pleural effusion samples by proteomic techniques，
finding protein biomarkers to provide help and new clues for effusion differential diagnosis． Methods Two-dimen-
sional electrophoresis( 2-DE) and matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry( MAL-
DI-TOF-MS) were used to search and identify protein biomarkers，enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA)
was to validate the biomarkers． Ｒesults By comparing malignant group with benign group，43 significantly different
protein spots( Up or down regulated≥2 times) were found． Including 9 up regulated spots and 34 down regulated
spots． And 7 spots were identified( Up or down regulated≥3 times) by MALDI-TOF-MS and validated 2 spots im-
munoglobulin λ( Igλ) and haptoglobin( Hp) by ELISA． The results showed that Igλ showed no statistical signifi-
cance between two groups，while Hp showed the statistical significance( P ＜ 0. 05) ． The diagnostic sensitivity and
specificity of Hp in malignant pleural effusion were 75. 00% and 52. 38% at diagnostic cut-off point of 389. 02 μg /
L． Conclusion The application of proteomics technology has a great help with protein biomarkers searching in
pleural effusion． HP has a certain value for the differential diagnosis of benign and malignant pleural effusionand
and worthy of further study．
Key words immunoglobulin λ; haptoglobin; proteomics; pleural effusion; diagnosis

·407· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 May; 52( 5)


