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血小板裂解液差异蛋白在原发免疫性血小板减少症诊断中

的临床应用研究"
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"摘要#

!

目的
!

通过对原发免疫性血小板减少症"

!>[

$患者血小板裂解液差异蛋白的研究!了解其与
!>[

发

病的关系!为
!>[

的诊断建立一种简便快速(灵敏度高(特异性好的实验方法%方法
!

应用表面增强激光解吸电离

飞行时间质谱"

43":!#>bV#X4

$技术检测
.=

例
!>[

患者及
=)

例健康者血小板裂解液!获得血小板蛋白质谱图!筛

选出差异蛋白!结合人工神经网络"

/ZZ

$!建立
!>[

诊断模型%结果
!

质荷比"

8

'

S

$为
*-=5+$1

(

1.1%+,5

的蛋白

在
!>[

组中高表达!质荷比为
-*)%+)5

(

1%5=+*)

的蛋白低表达%诊断模型的灵敏度
5*+*T

!特异度
%)+.T

%

结论
!

基于血小板蛋白质谱建立的
/ZZ

模型可能对
!>[

的诊断具有一定的临床价值%

"关键词#

!

原发免疫性血小板减少症#

!

蛋白质组学#

!

表面增强激光解吸电离飞行时间质谱
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!!

原发免疫性血小板减少症$

!>[

&是一种常见的由抗血小

板膜抗体导致外周血小板破坏而引起的出血性疾病#

),,1

年

国际工作组$

!dU

&召集
!>[

专家在意大利举行会议#强调其

为免疫机制所介导*成人发病率为
$

"

),,,,

'

$

"

$,,,,

#临床

上以皮肤)黏膜及内脏出血较多见*在
!>[

发病过程中血小

板膜抗原性发生改变是疾病的根本所在#检测血小板表面的抗

原#寻找差异蛋白#可能更易了解疾病的本质特征*由于血小

板无细胞核#与其他有核细胞及血清相比蛋白成分简单#因此

检测血小板裂解液可以直接获得
!>[

的疾病特征#避免血清

中高丰度蛋白质的干扰*采用表面增强激光解吸电离飞行时

间质谱$

43":!#>bV#X4

&

#

蛋白质芯片技术检测
!>[

患者和健

康者血小板裂解液#在血小板蛋白质水平全景式比较指纹图

谱#寻找差异蛋白#作为
!>[

诊断的生物标志物#进一步完善

!>[

诊断模型*

$

!

资料与方法

$+$

!

一般资料
!

选取
),$$

年
$,

月至
),$)

年
$$

月本院血液

科收治的按
!dU),,5

年
!>[

诊断标准诊断为
!>[

的住院患

者#所有患者均为初诊+

$

,

*健康对照组均来自本院健康体检中

心*

!>[

组!

!>[

患者
.=

例#男
))

例#女
=)

例#年龄
$-

'

1%

岁#血小板$

)

'

*,

&

^$,

5

"

"

*健康对照组!健康体检者
=)

例#

男
),

例#女
))

例#年龄
$%

'

.-

岁#血小板$

$,,

'

*,,

&

^

$,

5

"

"

#组间年龄)性别差异无统计学意义$

B

#

,+,-

&*

$+/

!

仪器与试剂
!

前列环素应用液)乙腈)复方枸橼酸钠

$

/&:

&液)芥子酸$

4[/

&)三羟甲基氨基甲烷$

DCJ(#]&B

&缓冲

液)

*#

环乙胺
#B#

丙磺酸
*#

+$

*#

胆酰胺基丙基&二甲基铵基,

#$#

丙

磺酸盐$

&]/[4

&)磷酸盐缓冲液$

^$,

&)高效液相色谱液

$

]["&]

)

b

&等均购自美国
4J

7

8G

公司*蛋白质芯片时间质

谱分析仪$

[94

$

"

&

&)

/H

蛋白芯片由美国
&J

6

E@C

7

@K

公司

生产*

$+'

!

方法

$+'+$

!

样本采集与制备
!

抽取清晨空腹静脉血
)

'

*8"

#置

于枸橼酸抗凝管内#立即加入前列环素应用液$

4J

7

8G#/B2CJME

公司#美国&

)

'

*

#

"

#放平颠倒混匀#动作要轻柔*离心
$-

8JK

#用移液管将上层富血小板血浆$

[W[

&置于新试管内#加

)

'

*

#

"

前列环素应用液*混匀后#离心
),8JK

#弃上层血浆

$注意不要吸到贴壁的蛋白&#加入$

/&:

&液$

4J

7

8G#/B2CJME

公

司#美国&

,+-8"

#使血小板重悬*离心
),8JK

#弃上清#加入

,+$8"

去离子水*在
_%,

与
*1`

之间反复快速冻融
-

次#

离心
),8JK

*获得的上清液即为血小板裂解液#每
*,

#

"

分装

一管#每个样本分装
*

管#

_%,`

冰箱保存备用*所有操作均

在低温下进行#分装时不能吸入下层的细胞#发生溶血的样本

应舍弃*

-

.=*)

-

检验医学与临床
),$-

年
%

月第
$)

卷第
$.

期
!

"GQX@2&BJK

!

/H

7

H(D),$-

!

Y?B+$)

!

Z?+$.

"

基金项目!泸州医学院青年基金项目$

$),.-

&*

!!

作者简介!吴鹏强#男#主治医师#硕士#主要从事血液系统疾病方面的研究*

!

&

!

通讯作者#

3#8GJB

!

"c]"c

%

(JKG+M?8

*



$+'+/

!

上样及质谱检测
!

将血小板裂解液置于冰盒表面融化

后#取
-

#

"

裂解液)

-

#

"4[/

于新离心管$

,+)8"

&底#将血小

板裂解液与
4[/

混合后点样#每个点加
)

#

"

#晾干%待芯片表

面晾干后#点加
$

#

"

加能量吸收分子$

3/X

&#室温晾干约

$-8JK

#重复点加
$

#

"

#晾干后#每孔加入
),,

#

"

结合缓冲液#

室温振荡洗涤
*

次#每次
-8JK

#甩掉缓冲液#拍干后再加入

),,

#

"]["&

液#洗脱
)

次#快速倾去#拍干*晾干后点加
B

#

"4[/

#

$,8JK

后重复一次#晾干后即可上机测量*采用

[94

$

"

&

型蛋白质指纹图谱仪对结合蛋白质的金芯片进行检

测#

&J

6

E@C

7

@K[C?D@JK@EJ

6

软件自动采集质谱数据*

$+1

!

采集数据
!

用已知相对分子质量的标准蛋白质芯片
/BB#

JK#?K@

$

6

@

6

DJ2@?C

6

C?D@JK

&$塞弗吉公司#美国&将获得的蛋白质

分子量误差校正到小于
,+,$

#作好内标*根据
B

值小)均值差

异大)标准差小的原则#采用
9J?8GCL@CdJSGC2*+$

软件筛选

出差异蛋白*结合人工神经网络#以
*)

例
!>[

患者和
)$

例健

康者训练组建立诊断模型#诊断模型采用输入层含
-

个神经

元#隐含层含
-

个神经元和输出层含
$

个神经元*设定训练组

!>[

患者的输出值为
$

#健康者的输出值为
,

#以
,+-

为界*学

习率为
,+,$

#训练
$,,,

次#建立并储存
/ZZ

诊断模型*采

用验证组盲法检测诊断模型#进行模拟仿真计算#得出模型的

诊断效能*

/

!

结
!!

果

/+$

!

差异蛋白的筛选
!

通过
43":!#>bV#X4

质谱仪对结合

在蛋白质芯片上的血小板蛋白质进行检测#获得
.=

例
!>[

组

和
=)

例健康对照组的血小板裂解液指纹图谱*将
!>[

组与

健康对照组蛋白峰强度的均值
1

)标准差
'

)

B

值比较#其中有
=

个蛋白表达差异有统计学意义$

B

%

,+,$

&#质荷比分别为

*-=5+$1

)

-*)%+)5

)

1.1%+,5

)

1%5=+*)

#在
!>[

组高表达的蛋

白质为
*-=5+$1

)

1.1%+,5

#低表达的为
-*)%+)5

)

1%5=+*)

#在

蛋白质谱图上作标记#导出
=

个蛋白质的峰强度#并建立
!>[

的诊断模型
$

*见表
$

*

表
$

!

!>[

组和健康对照组差异蛋白质的平均值)

!!!

标准差及
B

值比较

质荷比$

8

"

S

&

!>[

组$

1\'

& 健康对照组$

1\'

&

B

1%5=+*) $,+55\1+1) $%+..\.+,$

=+=1̂ $,

_1

1.1%+,5 %+-%\-+$* =+,,\$+%5

$+$.̂ $,

_.

*-=5+$1 1+=%\-+-- *+.*\*+==

$+$=̂ $,

_-

-*)%+*5 *+)=\$+51 -+..\)+.-

$+-,̂ $,

_-

!!

注!按质荷比的
B

值升序排列*

/+/

!

诊断模型的建立和效能评价
!

将训练组$包含
*)

例
!>[

患者)

)$

例健康者&的上述
=

个蛋白质峰强度输入
9[

神经网

络#建立
!>[

诊断模型*输入层有
=

个神经元#隐含层有
-

个

神经元#输出层有
$

个神经元*输出值越接近
$

#诊断
!>[

的

可能性越大#以
,+-

为界*此模型的学习率设为
,+,$

#学习次

数为
$,,,

次*用验证组$包括另
*)

例
!>[

和
)$

例健康者&

进行盲法测试#结果显示#

*)

例
!>[

样本有
=

例误判#

)$

例健

康者有
)

例误判*该模型诊断
!>[

的灵敏度
5*+*T

#特异度

%)+.T

#阳性预测值
%1+-T

#阴性预测值
%)+.T

*见表
)

*

表
)

!

诊断模型
$

效率分析%

%

&

分组
预测

!>[

组

$预测值
#

,+-

&

预测正常组

$预测值
$

,+-

&

合计

!>[

组
)% = *)

健康对照组
) $5 )$

合计
*, )* -*

/+'

!

差异蛋白的初步鉴定
!

根据获得差异蛋白质质荷比#在

4d!44[C?D

蛋白质数据库中查询相对应的蛋白质*网址为!

EDD

6

!""

R@Q+@A

6

G(

'

+?C

7

"

DG

7

J2@KD

"#查询结果如下!

8

"

S*-=*

的蛋白质对应为神经肽
d#*,

#

8

"

S1.%$

对应的为血小板第
=

因子#

8

"

S-*))

对应的为
)

#

防御素#

8

"

S1%5=

对应的为促性

腺释放素前体*

'

!

讨
!!

论

!>[

是最常见的出血性疾病之一#以皮肤黏膜)内脏出血

较常见*目前#

!>[

的发病机制不明#大多数研究表明免疫机

制在
!>[

的发病过程中起关键作用+

)

,

*血小板自身抗体导致

血小板破坏增加#也可抑制骨髓巨核细胞#使其数量减少)形态

变化)成熟障碍#导致血小板更新减少#无效血小板生成+

*

,

*有

报道称血小板自身抗体不仅破坏血小板#还可引起血小板功能

障碍*

近年来#蛋白质组学的研究越来越受到重视*蛋白质组是

指细胞)组织或器官的基因组所表达的全部蛋白质+

=

,

*作为生

命活动的执行者#蛋白质表达水平的高低与疾病发展)转归)药

物作用或毒素作用直接相关*疾病的发生引起蛋白质的改变#

研究蛋白质可为获得疾病的特征提供线索*

43":!#>bV#X4

技术结合蛋白组学最早用于恶性肿瘤生物标志物筛选#广泛应

用于卵巢癌)肝癌)乳腺癌等多种疾病#对筛选和鉴定肿瘤特异

性标志物提供有力工具#是研究蛋白质组学的理想平台+

-

,

*

&CG22?ML

等+

.

,应用该技术发现
!

#

防御素是精神分裂症易感性

标志物*

W?BBGK2

+

1

,应用
43":!#>bV#X4

技术检测非霍奇金

淋巴瘤不同亚型#获得
*

个有意义的差异蛋白质#经免疫组化

鉴定其中有两个蛋白质分别为组蛋白
]=

和
])9

#具有促进细

胞增殖的作用#可以将套细胞淋巴瘤与小淋巴细胞淋巴瘤)边

缘区淋巴瘤区分开*

>H8QBJK

+

%

,对镰状红细胞贫血的血浆蛋

白质进行研究#质荷比为
)%+$̂ $,

*

)

$$+1̂ $,

* 为显著差异蛋

白质#经免疫测定法证实分别为载脂蛋白
/$

)血清淀粉样蛋白

/

#因此#临床上可以通过检测这
)

个蛋白质来预测患者的急

性疼痛发作期*

本实验采用
43":!#>bV#X4

技术直接对血小板裂解液进

行研究#采用差异蛋白组学方法#获得
=

个差异蛋白*

8

"

S

*-=*

的蛋白质对应为神经肽
d#*,

#脑垂体腺苷环化酶激活肽

$

[/&/[

&和血管活性肠通过肽负调控使巨核细胞和血小板生

成受损+

5#$,

,

*

8

"

S1.%$

对应的为血小板第
=

因子#

[jD(MEL@

等+

$$

,认为在心肺旁路术后第
.

天易产生抗血小板因子
=

"肝素

复合物
!

7

U

抗体#这些抗体是有免疫介导的药物不良反应#肝

素介导的血小板减少症*

8

"

S-*))

对应的为
)

#

防御素#

UGCMkG

等+

$)

,采用蛋白质点阵法发现
$,

个生物标志物#通过多

变量逻辑回归分析#其中
)

#

防御素
)

和白细胞介素
#=

受体$

!"#

=W

&可以作为急性缺血性脑卒中恶化的独立的危险因素*

8

"

S

1%5=

对应的为促性腺释放素前体*

[GSGJD?H

等+

$*

,认为促性

腺释放激素和神经肽受体在乳腺癌中表达提示预后不良*

本研究的优点在于能够从小样本量中同时检测大量的蛋

白质#从蛋白质的整体水平研究机体的复杂变化#是其他检测

技术不能替代的*这个诊断模型的诊断效能高#比单一的蛋白

质峰更具说服力#灵敏度和特异度均比传统的单一诊断方法较

理想#为
!>[

的诊断提供了另一种参考*缺点主要是实验样

本量较小#诊断模型还需要扩大样本量进一步验证*虽然尽量

做到操作均衡#但是研究中仍然存在许多不可控因素#样本中

血小板计数较少#尽可能多的从中提取血小板单一成分的技术

还有待进一步提高*对于
43":!#>bV#X4

技术来说#每个质

荷比对应的可能是很多相对分子质量相近的多肽#不能明确
&

末端)

Z

末端的序列#无法鉴定蛋白的结构)功能和生物学特

性#下一步的工作将筛选出的差异蛋白质提纯#

[&W

基因检
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测#鉴定蛋白质结构及功能研究*将诊断模型中的蛋白质纯化

后制备成探针或试剂盒#可以临床推广应用*
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康复提供依据#并根据检查结果采用个性化的指导和干预措

施#能够明显改善患者的心绞痛状态#提高患者的术后生活质

量*在
3&U

监测基础上能够了解患者的生理状态#对患者病

情严重程度进行判断和评估#并根据患者的生理状态制定合理

的护理和干预策略*在考虑生物因素的基础上#充分考虑社会

因素和心理因素的影响#制定相应的干预策略#改善患者心理

状态#加强患者的社会支持环境#使患者在生理护理基础上得

到家属和社会的有效支持#不仅能够改善患者的生存环境和状

态#使患者获得精神上的鼓励和安慰#消除恐惧和紧张情绪#也

可使患者得到长期)有效的照顾#有利于患者的康复+

%#5

,

*通过

术后个性化护理)康复运动)心理干预促进患者缺血心肌侧支

循环的建立#改善患者冠状动脉的储备能力#增强心功能#患者

生存质量的提高可显著增强患者信心#进一步积极治疗#促进

身体和精神的恢复+

$,

,

*

综上所述#

/&4

介入术后根据不同
3&U

结果对患者进行

干预具有较好的临床疗效#能够明显改善患者心绞痛状况#提

高患者生活质量及满意度#值得临床推广应用*
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