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iTRAQ技术筛选差异蛋白S100A8在特

发性膜性肾病中的表达及意义
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摘 要:目的 应用同位素标记相对与绝对定量蛋白组学(isobarictagsforrelativeandabsolutequantification,iTRAQ)

技术鉴定和筛选特发性膜性肾病(idiopathicmembranousnephropathy,IMN)患者外周血中的差异蛋白,验证IMN患者

差异蛋白S100A8表达水平及其意义。方法 收集IMN组、非膜性肾病组(not-idiopathicmembranousnephropathy,

NIMN)和健康对照组的外周血标本,结合生物信息学分析获得差异表达蛋白。采用蛋白质免疫印迹(WesternBlot,

WB)及酶联免疫吸附方法(ELISA法)检测 S100A8蛋白在3组的表达,分析其表达与IMN的关系。结果 ①通过

iTRAQ方法并结合生物信息学分析筛选出S100A8作为目标蛋白;②S100A8在30例IMN患者中表达增高,与 NIMN
组差异有统计学意义(P<0.001);③ROC曲线显示S100A8蛋白对IMN有高诊断价值。结论 检测S100A8蛋白的

表达对诊断IMN具有一定价值,S100A8可能是IMN的候选生物标志物。
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ExpressionandsignificanceofdifferentialproteinS100A8screenedby
iTRAQinidiopathicmembranousnephropathy

HuangYushan1,2,HuangJuan2,LiSiyi2,WuYong2,TangFengying1,2

(1.ShantouUniversityMedicalCollege,Shantou515041,Guangdong,China;2.Department
ofNephrology,HuizhouMunicipalCentralHospital,Huizhou516001,Guangdong,China)

  Abstract: Objective Toidentifyandscreendifferentialproteinsinperipheralbloodofpatientswithidio-
pathicmembranousnephropathy(IMN)byisobarictagsforrelativeandabsolutequantification(iTRAQ),and
toverifytheexpressionandsignificanceofdifferentialproteinS100A8inpatientswithIMN. Methods Pe-
ripheralbloodsampleswerecollectedfrompatientsinidiopathicmembranousnephropathy(IMN)group,non-
idiopathicmembranousnephropathy(NIMN)groupandhealthycontrolgroup,anddifferentiallyexpressed
proteinswereobtainedbasedonbioinformaticsanalysis.WesternBlot(WB)andenzyme-linkedimmunosor-
bentassay(ELISA)wereusedtodetecttheexpressionofS100A8proteininthethreegroups,andtherelation-
shipbetweenitsexpressionandIMNwasanalyzed. Results ①S100A8wasscreenedoutasthetargetpro-
teinbyiTRAQcombinedwithbioinformaticsanalysis.②S100A8expressionincreasedin30patientsinIMN
group,andthedifferencewasstatisticallysignificantcomparedwiththatofNIMNgroup(P<0.001).③The
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ROCcurveshowedthatS100A8proteinhadhighdiagnosticvalueforIMN. Conclusion DetectionofS100A8
proteinexpressionhascertainvalueforthediagnosisofIMN,andS100A8maybeacandidatebiomarkerfor
IMN.
  Keywords: glomerulonephritis,membranous;isobarictagsforrelativeandabsolutequantification;pro-

teinS100A8;biomarkers

  特 发 性 膜 性 肾 病(idiopathicmembranousne-
phropathy,IMN)是一种免疫复合物介导的肾脏疾

病[1],由足细胞抗原自身抗体引起,包括磷脂酶A2受

体(phospholipaseA2receptor,PLA2R)和含有7A的

凝血酶反应蛋白1型结构域(thrombospondintype-1
domain-containing7A,THSD7A),临床多表现为肾病

综合征,早期诊断依赖肾活检病理。肾活检是有创检

查,有出血风险[2]。血清 PLA2R 抗体(anti-PLA2R)
是目前公认且可用于临床检验的IMN生物标志物[3],
但仅约51.6%~82.0%IMN患者PLA2R阳性[4],

3%~5%患者 THSD7A阳性[5]。因此,需寻找新的

可靠的生物标志物。同位素标记相对与绝对定量蛋白

组学(isobarictagsforrelativeandabsolutequantifi-
cation,iTRAQ)技术是一种定量蛋白质组学的经典方

法,具有敏感性高、重复性好的特点。本研究采用基于

iTRAQ技术的蛋白质组学方法进行比较蛋白质组学

分析寻找目标蛋白,对目标蛋白通过蛋白质免疫印迹

(WesternBlot,WB)及酶联免疫吸附方法(ELISA法)
进一步确认目标蛋白表达情况,以期发现IMN的候选

生物标志物。

1 材料与方法

1.1 病例收集 收集2021年1月至2021年8月惠

州市中心人民医院肾内科住院的初治肾病综合征患者

及我院体检中心健康体检者的外周血样本。分组:①
IMN组30例;②非特发性膜性肾病组(not-idiopathic
membranousnephropathy,NIMN)组30例,病理类型

为系膜增生性肾小球肾炎;③健康组30例。IMN组

和NIMN组患者均符合肾病综合征诊断标准:大量蛋

白尿(>3.5g/24h),低蛋白血症(<30g/L),高脂血

症和高度水肿。所有患者均未使用激素及免疫抑制剂

治疗。血清样品均为清晨空腹时采集,至少禁食8h,

3000r/min10min,收集上清液,分装后-80℃保存

备用。同时获取3组受检者的性别、年龄等一般信息,
血清肌酐、24h尿蛋白、甘油三酯等结果。本研究所

遵循的程序符合伦理学要求,并经本院伦理委员会批

准(伦理号:kyll2022022)。所有受试者均签署知情同

意书。

1.2 实验方法 首先对6例IMN患者(女4例,男2
例,平均年龄33.13岁)、6例NIMN患者(女4例,男

2例,平均年龄32.23岁)和4例年龄和性别匹配的健

康对照者进行基于iTRAQ 的蛋白质组分析,包括

iTRAQ肽标记、分类、质谱分析和数据库比较。其后

对30例IMN患者、30例NIMN患者和30名健康受

试者 的 外 周 血 用 WesternBlot及 ELISA 法 进 行

S100A8蛋白定量验证。

1.2.1 iTRAQ蛋白质组学分析 将每组等量的蛋白

质变 性(8 mmol/L 尿 素、4% 丙 磺 酸、30 mmol/L
HEPES、1 mmol/L PMSF、2 mmol/L EDTA、10
mmol/L二巯基苏糖醇),还原(二巯基苏糖醇),烷基

化(碘乙酰胺),消化(胰蛋白酶),并用iTRAQ试剂标

记,健康对照品iTRAQ113和114;IMN组iTRAQ
115、117、121;NIMN 组iTRAQ116、118、119。将

iTRAQ标记的肽混合,用2D液相色谱(HILIC/SCX
和保留相)分析,然后用 Q-exactive质谱仪(Ther-
mofisher)进 行 质 谱 分 析。用 ProteomeDiscoverer
1.3软件转化原始图谱文件为.mgf文件,将其提交

MASCOT2.3.0服务器检索,通过 MASCOT服务器

上形成的搜库文件,根据FDR<0.01标准对数据进行

筛选,完成蛋白质鉴定和定量,得到差异蛋白。对差异

蛋白进行生物信息学分析。

1.2.2 WesternBlot(WB)法验证目标蛋白 选取目

标蛋白S100A8进一步验证。对30例IMN患者、30
例NIMN患者和30名健康受试者的外周血用 WB法

检测3组S100A8蛋白表达量。取受试者样本,蛋白

质裂解液提取外周血蛋白质,BCA法测得蛋白质浓

度,分别于对应孔中加入40μg蛋白质,在10.0%
Tris-HClSDS/PAGE凝胶上还原分离,将分离后的

蛋白质转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上,使用封闭

液对转印膜封闭处理后,用S100A8单克隆抗体等进

行一级抗体封阻和探测,在4℃下过夜,根据制造商方

案,加入二级抗体,通过增强型化学发光检测,与β-肌
动蛋白的内部对照相比较,通过测量相应带的光密度

(OD)来量化S100A8蛋白的相对水平。数据报告为

相对强度单位。蛋白条带经ImagJ软件定量分析。

1.2.3 酶联免疫吸附试验(ELISA试验)定量检测目

标蛋 白 双 抗 体 夹 心 法 对3组 外 周 血 标 本 进 行

S100A8蛋白定量检测。用人S100A8ELISA试剂盒

(美国SAB公司),按说明书进行标准品制备、酶标包

被板加样、温育、洗板、加酶等操作后用酶标仪450nm
波长依序测量各孔的吸光度(OD值),根据标准品浓
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度计算出S100A8蛋白浓度。

1.3 统计学方法 上调蛋白丰度改变倍数>1.5倍,
下调蛋白丰度改变倍数<0.3倍,P<0.05的蛋白被

视为差异蛋白。根据蛋白质丰度水平差异,IMN组与

NIMN组之间采用t检验进行差异显著性评估。采用

SPSS25.0和GraphpadPrism8.0软件进行统计分

析。计量资料进行正态分布检验,符合正态分布的数

据采用(췍x±s)表示,3组间比较用单因素方差分析;不
符合正态分布的数据采用M(P25~P75)表示,3组间

比较用Kruskal-WallisH检验;计数资料采用构成比

表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 3组基本资料对比结果 3组在年龄、性别构成

比、血压、体重指数(BMI),差异无统计学意义(P >
0.05)。IMN组和NIMN组的24h尿蛋白定量、血清

肌酐、尿酸、总胆固醇、甘油三酯高于健康对照组(P
<0.05),血清白蛋白低于健康对照组(P <0.05)。
见表1。

表1 3组基本资料对比结果

指标 IMN组(n=30) NIMN组(n=30) 健康对照组(n=30) F/χ2 P

年龄/岁 47.77±11.02 42.00±12.99 42.83±14.73 1.724 0.184
男/例 20 12 14 4.625 0.099
收缩压/kPa 18.20±2.12 17.40±1.97 17.28±2.35 1.623 0.203
舒张压/kPa 11.63±1.46 11.31±1.43 11.42±1.15 0.433 0.650
体重指数/(kg·m-2) 25.84±4.17 24.47±3.68 24.03±3.28 1.924 0.152
24h尿蛋白/(mg·24h-1) 5202.43±3290.46 2236.17±2249.08 54.57±33.85 37.823 <0.001
肌酐/(μmol·L-1) 76.36±31.43 90.66±40.53 64.67±17.73 5.181 0.007
血清白蛋白/(g·L-1) 26.27±7.21 36.06±7.88 45.66±2.66 69.901 <0.001
尿素氮/(mmol·L-1) 5.12±1.97 5.79±2.41 4.82±1.42 1.862 0.161
尿酸/(mmol·L-1) 432.58±110.66 409.76±145.16 318.77±109.42 7.205 0.001
总胆固醇/(mmol·L-1) 7.32±2.30 5.86±2.81 4.41±0.69 13.984 <0.001
甘油三酯/(mmol·L-1) 3.27±2.69 1.73±1.14 1.10±0.49 12.883 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.2 蛋白质组鉴定结果

2.2.1 蛋白质差异性变化 通过iTRAQ分析鉴定

IMN患者和NIMN组之间血清差异表达蛋白,共鉴定

到总蛋白数量为938个,通过蛋白质定量分析,与

NIMN组相比,IMN组的8个蛋白质显示出表达上

调,6个蛋白质显示出表达下调,差异蛋白信息,见表

2。

表2 差异表达蛋白

编

号
蛋白编码 名称

IMN组与NIMN
组蛋白定量比值

P 值(IMN
对比 NIMN)

IMN患者下调蛋白

1 gi|119601423 hCG2028724 2.9448 0.001448288
2 gi|119395709 凝血因子췍A链前体(coagulationfactor췍achainprecursor) 2.8048 0.003035808
3 gi|114155144 原肌球蛋白α-3链亚型(tropomyosinalpha-3chainisoform4) 2.6676 0.006760135
4 gi|1374792 硒结合蛋白(selenium-bindingprotein) 2.6174 0.017402322
5 gi|119613093 WD重复结构域1,CRA-b亚型(WDrepeatdomain1,isoformCRA_b) 2.4331 0.033175363
6 gi|4885375 组蛋白 H1.2(histoneH1.2) 2.6862 0.016186
IMN患者上调蛋白

7 gi|9966777 抵抗素(resistin) 0.4208 0.020804164
8 gi|21614544 S100A8蛋白(proteinS100A8) 0.4214 0.021410031
9 gi|1065033 链接蛋白A(chainA) 0.4249 0.02487904
10 gi|2627129 聚泛素(polyubiquitin) 0.4377 0.037749551
11 gi|119606836 GDP解离抑制剂2,CRA-a亚型(GDPdissociationinhibitor2,isoformCRA_a) 0.4378 0.037871091
12 gi|4504025 谷胱甘肽氧还蛋白-1(glutaredoxin-1) 0.4432 0.04324409
13 gi|221045102 未命名蛋白产物(unnamedproteinproduct) 0.4439 0.043924953
14 gi|4503303 中性粒细胞防御素4前蛋白(neutrophildefensin4preproprotein) 0.4441 0.044093614
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2.2.2 生物信息学分析 对筛选的14个差异表达蛋

白进行蛋白质互作(PPI)网络分析。本研究发现这些

差异蛋白涉及细胞分裂、细胞分化、细胞浆移动、细胞

凋亡、细胞存活、DNA甲基化、活性氧生成、细胞增殖

等生物进程。图1、图2显示了与这些蛋白质相关的9
个生物过程及各差异蛋白之间的相互关系。结果表

明,目标蛋白S100A8生物学功能主要集中在细胞增

殖、细胞分化及细胞凋亡过程。

图1 IMN患者差异表达蛋白质

相关的9个生物过程

注:PathwayStudio6.0对13种差异表达蛋白(14种差异表达

蛋白,不包括未命名蛋白产物)及其调控的细胞过程进行了注

释。图中圆点表示差异表达蛋白质,正方形表示 KEGG 条目,

颜色表示富集程度即P 值大小。

图2 蛋白质互作(PPI)网络分析

2.3 S100A8蛋白的 WesternBlot法验证 从14种

不同水平的蛋白质中选择了S100A8蛋白质进一步研

究,这种蛋白质以前没有被报道为IMN的生物标志

物,并且可以通过 WB法检测。然后对S100A8的 WB
数据进行了统计分析。结果示S100A8在IMN组和

NIMN组有表达差异,条带灰度(P<0.05)。见图3、
图4。

2.4 ELISA检测结果 IMN组S100A8蛋白水平为

(124.64±35.5)ng/mL,高于 NIMN 组[(80.69±

20.98)ng/mL]和健康对照组[(47.73±9.58)ng/

mL],差异有统计学意义(P <0.001),见图5。ROC
曲线分析显示S100A8蛋白cut-off值为80.16ng/

mL,其对于诊断IMN的敏感性为93.30%,特异性为

75.00%,曲线下面积(areaunderthecurve,AUC)为

0.911,95%可信区间为0.844~0.978。S100A8蛋白

可以很好地对IMN组与非IMN组和健康对照组进行

区分。见图6。

注:3例正常对照组为N1~N3,3例IMN患

者为C4~C6,NIMN患者为E7~E9;检测

β-肌动蛋白作为每个样本的内部对照。

图3 S100A8WesternBlot检测条带

注:*P<0.05。

图4 S100A8WesternBlot灰度分析

注:图中的点表示样本S100A8蛋白水平;***P<0.001。

图5 3组S100A8蛋白水平对比结果

图6 S100A8蛋白水平ROC曲线
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3 讨论

膜性肾病是非糖尿病成年人中最常见的原发性肾

小球疾病[6]。约30%的 MN膜性肾病患者在长期随

访中进展为终末期肾病(ESRD),因此在诊断时预测对

特定治疗方案的反应或 MN膜性肾病的最终结果和预

后可能有助于精准治疗[7]。iTRAQ 技术是一种可同

时对4种或8种样品进行相对和绝对定量研究的定量

蛋白质组学方法[8],已被用于鉴定敏感和特异的疾病

状态预后标志物,在肾脏疾病领域应用广泛[9]。
本研究采用iTRAQ技术研究IMN、NIMN患者

和健康者之间的差异表达蛋白,发现S100A8蛋白在

IMN患者组表达明显升高。通过 WesternBlot和

ELISA进一步证实S100A8蛋白是IMN患者的高表

达蛋白。S100A8蛋白来自S100蛋白家族,是晚期糖

基化终产物受体(receptorforadvancedglycationend
products,RAGE)的配体,晚期糖基化终末产物(ad-
vancedglycationendproducts,AGEs)是蛋白质和脂

质的非酶糖基化和氧化的产物,糖尿病肾病是证明

AGEs在肾脏疾病中致病作用的经典模型[10]。最近研

究表明[11],AGEs会在非糖尿病肾病尿毒症患者体内

积累。在慢性肾脏病(chronickidneydisease,CKD)患
者中,由于产量增加和肾排泄受损,AGEs水平显著增

加[12]。AGEs通过交联结构蛋白或与 RAGE相互作

用启动多个细胞内信号通路,激活核因子κ-B(NF-
kB)[13],增加氧化应激,从而导致CKD[14]。因此,抑制

AGEs/RAGE/NF-κB通路,对预防CKD具有重要意

义。本研究发现S100A8蛋白在IMN组及 NIMN组

均升 高,表 明 S100A8 蛋 白 参 与 CKD 进 程,推 测

AGEs/RAGE/NF-κB通路激活所致,确切机制需要后

续研究探索。IMN患者的S100A8蛋白生物学功能主

要集中在细胞增殖、细胞分化及细胞凋亡过程,推测

S100A8蛋白引起IMN的机制与机体的细胞分化、异
常增殖及凋亡等相关。而S100A8蛋白在IMN组升

高更明显,ROC曲线分析显示S100A8蛋白可以很好

地对IMN组与非IMN 组和健康对照组进行区分,表
明S100A8表达在肾脏病不同病理类型中存在差异。
有研究表明,S100A8蛋白参与免疫介导炎症反应,与
炎症 严 重 程 度 相 关[15],提 示IMN 的 免 疫 损 伤 较

NIMN严重。通过检测外周血S100A8的表达有助于

诊断IMN,S100A8可能是IMN的候选生物标志物,
这需要进一步探索研究。

本研究有几个局限性。首先S100A8浓度并不仅

在IMN患者升高[16-19],S100A8的升高能否特异性反

映IMN情况仍有待进一步研究。其次,本研究为单中

心研究,纳入病例数较少,未设置继发性膜性肾病组对

照,需要更多标本量行前瞻性研究来验证研究结果。

为了进一步研究S100A8在IMN的可能机制,必须招

募更多的IMN患者来分析S100A8是否可能是IMN
的生物标志物。

总之,本研究表明IMN患者外周血S100A8蛋白

水平升高。S100A8蛋白有成为新的诊断与监测IMN
患者的生物标志物的潜力,可能是IMN的候选生物标

志物。
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