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慢性肾小球肾炎唾液蛋白质组无创伤分子诊断模型的研究
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　　摘　要：目的　探讨液态芯片结合基质辅助激光解析离子化飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术筛选慢性肾小球肾炎

（ＣＧＮ）患者的唾液蛋白质标记物并建立诊断模型，为ＣＧＮ临床诊断提供依据。方法　采集４３例ＣＧＮ患者和４５例健康体检者

的唾液标本，采用液态芯片（ＷＣＸ磁珠）制备唾液样品，并结合 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪对唾液标本进行蛋白质检测，筛选出２组

间特异性表达差异蛋白，并结合生物信息学方法建立诊断模型。结果　比较２组唾液蛋白质指纹图谱数据，共获得１１６个差异有

统计学意义的蛋白峰（犘＜０．０５），选择质荷比（ｍ／ｚ）为２４９９．１１、２１５９．０９、３６２２．３０Ｄａ的３个蛋白质峰用于构建最佳决策树模

型，该诊断模型测试组总准确率为８５．２３％（７５／８８），灵敏度为８３．７２％（３６／４３），特异度为８６．６７％（３９／４５）。结论　初步建立了

ＣＧＮ唾液蛋白质组诊断模型，为ＣＧＮ的早期诊断提供了新的方法和途径。
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　　慢性肾小球肾炎（ＣＧＮ）是临床常见病和多发病，以不同

程度蛋白尿、血尿、水肿和高血压，以及可能肾功能不全为其基

本临床表现，起病隐匿，病程迁延，患者可伴有不同程度的慢性

肾功能减退，最终发展为慢性肾衰竭［１］。患者年龄跨度较大，

早期诊断对疾病的早期预防和治疗有重要意义。

唾液中含有２３００多种蛋白质，利用唾液进行疾病诊断具

有无创、微量、易于收集和储存、操作简便快捷、易于被患者接

受等明显优势［２３］。本研究应用液态芯片结合基质辅助激光解

析离子化飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）联合蛋白芯片技术

检测慢性肾小球肾炎和健康者的唾液蛋白质指纹图谱，以筛选

出慢性肾小球肾炎早期诊断的特异性唾液蛋白质标记物。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１４年１０月至２０１５年２月在深圳大学第

一附属医院住院部肾内科初次住院经肾脏组织病理检查明确

诊断为慢性肾小球肾炎的４３例患者（患者组），诊断标准按《慢

性肾小球肾炎的疾病诊断标准》［４］，均经肾脏组织病理检查确

诊。男３０例，女１３例；４５例健康对照组为该院体检科体检健

康者，男２７例，女１８例。２组研究对象的性别、年龄等一般资

料比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　纳入及排除标准　纳入标准：符合慢性肾小球肾炎诊断

标准，无并发症，无肾功能不全。自愿参加且能够配合的受试

对象。排除标准：排除口腔局部及唾液腺的炎性、肿瘤及先天

性疾病；排除舍格伦综合征、囊性纤维化病；排除其他系统严重

并发疾病。

１．３　仪器与试剂　蛋白指纹图谱（液体芯片）试剂盒（ＷＣＸ磁

珠、ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ、ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ、Ｕ９裂解液）及 ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ（蛋白指纹图谱仪Ⅰ型），均为湖州赛尔迪生物医药科技有

限公司产品，试剂盒批号 Ｋ２０１５０５０１；ｄＨ２Ｏ（ＨＰＬＣ 级）、

ＣＨＣＡ为Ｓｉｇｍａ公司产品，唾液收集管（Ｓａｌｉｖｅｔｔｅ）由北京中创

先锋科技有限责任公司提供。
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１．４　方法　（１）唾液样品的收集及处理：取材前１ｄ晚上嘱患

者临睡前清水漱口３次（漱口后不再进任何食物和药物），第２

天清晨起床漱口后空腹取材，前５ｍｉｎ唾液自然吞下，然后将

无菌唾液管棉球含于口里，约１０～２０ｍｉｎ，再将棉球吐回５０

ｍＬ经过预冷的具塞离心管内，每个标本采集唾液２～３ｍＬ，

并置于冰上低温保存，２ｈ内３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃低温离心１０

ｍｉｎ，取上清液分装后于－８０℃保存备用。实验时取出标本，

常温解冻。（２）纳米磁珠活化、上样和洗脱：取 ＷＣＸ磁珠５０

μＬ加入２００μＬＰＣＲＴｕｂｅ，在ＰＣＲＴｕｂｅ磁珠上孵育１ｍｉｎ，

去上清液，再加入１００μＬＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ，洗脱５ｍｉｎ，并重复１

次；每个标本取５μＬ加１０μＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ混合孵育３０ｍｉｎ

后，加入１８５μＬＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ稀释。向含有活化磁珠的ＰＣＲ

Ｔｕｂｅ加入１００μＬ处理好的唾液样品，室温孵育３０ｍｉｎ，置于

ＰＣＲＴｕｂｅ磁珠上孵育１ｍｉｎ，去上清液，加入１００μＬ Ｗａｓｈ

Ｂｕｆｆｅｒ，洗脱５ｍｉｎ，磁珠上孵育１ｍｉｎ，去上清液，重复上述步

骤１次；每个 ＰＣＲＴｕｂｅ加入１０μＬＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，洗脱５

ｍｉｎ，放置于ＰＣＲＴｕｂｅ磁珠上孵育１ｍｉｎ，取５μＬ上清液移至

另一个ＰＣＲＴｕｂｅ中，加入５μＬＣＨＣＡ饱和溶液混匀，取２μＬ

混合溶液加样到Ａｕ芯片上，风干后上机读取芯片，收集数据。

１．５　数据收集　设定检样激光强度为１９０，灵敏度为５，收集

数据质荷比范围是２０００～２５０００ｍ／ｚ，信号４０～６０，平均每点

收集２０次，收集总点数为１００次。实验前用Ａｌｌｉｎｏｎｅ多肽标

准芯片校正仪器，激光离子流为０．５。

１．６　统计学处理　所有原始数据先用ＰｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐＳｏｆｔｗａｒｅ

３．２．１做总离子强度及相对分子质量校正，使其达到均一。对

位于２０００～２５００００Ｍ／Ｚ峰值，用ＢｉｏｍａｒｋｅｒＷｉｚａｒｄ３．０软件

过滤噪音。设置初始的噪音过滤值为５，２次信噪比为２，以

１０％为最小阈值进行聚类，经上述数据预处理后，采用狋检验

比较２组唾液蛋白质质谱数据（由ＢｉｏｍａｒｋｅｒＷｉｚａｒｄ３．０软件

完成），找出２组之间表达差异有统计学意义的蛋白质峰。使

用ＢｉｏｍａｋｅｒＰａｔｔｅｒｎＳｏｆｔｗａｒｅ５．０．２决策树算法计算出多个变

量（ｍ／ｚ蛋白质质谱峰）变化对２样本的分类价值，确定最佳的

筛选模型，即诊断模型。

２　结　　果

２．１　唾液蛋白质谱分析　对所有标本检测质谱图进行分析比

较，２个组共得到蛋白质峰为４１４个，其中１１６个蛋白峰差异

有统计学意义（犘＜０．０５），其中４４个蛋白质峰在患者组表达

下调，７２个蛋白质峰表达上调。见图１、表１。

表１　　２组研究对象的唾液蛋白质峰强度比较（狓±狊）

Ｍ／Ｚ 患者组 健康对照组 犘 上调／下调

２１１６．１８１ １４．３６±１５．５５ ３８．８９±３９．３２ ０．０００４ 下调

２１５９．０９７ １４．４５±９．４５ ２．９８±３．８２ ０ 上调

２３４３．３８２ ４．２９±４．９９ ０．６６±３．５６ ０．０００１ 上调

２４９９．１１２ ８．９６±１２．６８ ３８．２６±２７．１４ ０ 下调

２６１１．１２３ ４．５４±６．１７ １．４４±２．２７ ０．００２７ 上调

２７０８．７４６ ７．１３±７．２６ １６．６１±１６．４９ ０．００６３ 下调

３２３０．１８７ ３．９９±４．３９ １．１８±３．００ ０．００１４ 上调

３４９４．７３７ ８．７６±１０．５２ ４．３０±３．２４ ０．０１９２ 上调

３５１５．６４２ ５．６０±５．５５ ２．５８±３．１８ ０．００１５ 上调

３６２２．３０２ ６．９３±７．２７ ２．６４±２．９７ ０．０００５ 上调

续表１　　２组研究对象的唾液蛋白质峰强度比较（狓±狊）

Ｍ／Ｚ 患者组 健康对照组 犘 上调／下调

３７７６．９９９ ７．６９±１０．１６ １６．７４±１４．７９ ０ 下调

３９３１．９６２ ４．７３±３．６３ ２．３１±２．０８ ０．０００２ 上调

４０２７．４８６ ６．６９±９．２３ ２．９８±２．０７ ０．００６８ 上调

６６０１．７７６ １．５０±２．５９ ６．０２±３．５３ ０ 下调

７１０１．９０５ ０．５７±１．１８ ５．９９±５．１３ ０ 下调

图１　　代表性蛋白指纹图谱

２．２　诊断模型建立　经ＢｉｏｍａｒｋｅｒＰａｔｔｅｒｎＳｏｆｔｗａｒｅ５．０．２软件分

析，从差异蛋白质峰中选出ｍ／ｚ为２４９９．１１、２１５９．０９、３６２２．３０Ｄａ

的３个蛋白质峰构建决策树分类诊断模型。其中ｍ／ｚ为２１５９．０９

Ｄａ和３６２２．３０Ｄａ在患者组中表达量明显上调，２４９９．１１Ｄａ明显

下调。当２４９９．１１ｍ／ｚ≤１７．２２７且２１５９．０９ｍ／ｚ≤５．６１６、３６２２．３０

ｍ／ｚ≤９．２１２或２４９９．１１ｍ／ｚ＞１７．２２７且２１５９．０９ｍ／ｚ≤１６．４４７时，

该模型诊断为ＣＧＮ，当２４９９．１１ｍ／ｚ≤１７．２２７且２１５９．０９ｍ／ｚ＞

５．６１６或者２４９９．１１ｍ／ｚ≤１７．２２７且２１５９．０９ｍ／ｚ≤５．６１６、

３６２２．３０ｍ／ｚ＞９．２１２或者２４９９．１１ｍ／ｚ＞１７．２２７且２１５９．０９

ｍ／ｚ＞１６．４４７时，则判为正常。见图２。

２．３　受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线　该模型分５个终结点，结

果显示，４３例ＣＧＮ患者有３６例被准确判断为ＣＧＮ，４５例健

康对照者有３９例被准确检出为非慢性肾小球肾炎。该诊断模

型的准确率为８５．２３％（７５／８８），灵敏度为８３．７２％（３６／４３），特

异度为８６．６７％（３９／４５），计算该模型的 ＲＯＣ曲线下面积为

０．９８５，提示该模型具有较好的诊断价值。见图３。
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图２　　患者组与健康对照组诊断模型

图３　　ＲＯＣ曲线图

３　讨　　论

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ是近年来发展的用于生物分子研究领

域的新技术，它具有高灵敏度、快速、准确等特点，已成功应用

于蛋白质、ＤＮＡ／ＲＮＡ、多糖等生物大分子的检测，并获得

２００２年的诺贝尔化学奖
［５６］。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的基本原理是

使用预先设定强度的激光照射检测标本与基质所形成的共同

结晶体，基质吸收激光中的能量，传递给检测标本，使标本获得

高能量并瞬间汽化，同时基质将质子转移至标本，使标本分子

发生电离，电离的标本在电场作用下高速进入飞行时间质量分

析器，标本分子则因到达检测器的飞行时间不同而被检测，即

通过测定离子的质量电荷之比（ｍ／ｚ）测得蛋白质和多肽的相

对分子质量，并按大小排列，形成独特的蛋白质指纹图谱，通过

软件将之与数据库中的蛋白质指纹图谱进行比较鉴定其差异

性［７８］。运用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术检测蛋白质组表达图谱，

筛选最佳诊断效果的蛋白质峰进行组合，并构建分子诊断模

型，该技术方法并不局限于最佳诊断组合中所列出的几个蛋白

质，而是着眼于表达差异具有统计学意义的全部蛋白峰［９］。

近年来，随着现代科学及生物化学的微量检测分析技术的

发展创新，唾液作为一种临床容易采集而且操作过程完全没有

创伤性的体液逐渐进入了人们研究的视角，具有无法估计的科

研潜力及临床应用前景［１０１１］。与血清标本比较，唾液标本的

采集更安全，无创采集，患者无痛苦，易接受，且无血源性疾病

传播的风险；与尿液标本比较，唾液标本具有可实时采样、更方

便的优点。此外，唾液检测需要的样本量小、成本低、易于储存

和运输［１２１３］。最重要的是，唾液标本成分与血液、尿液等体液

成分具有极高的相似性，对疾病诊断具有极强的灵敏度和特

异度。

本研究运用液态芯片结合 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术检测

ＣＧＮ患者与健康对照者的唾液蛋白质表达谱，共得到蛋白质

峰４１４个，其中１１６个蛋白峰差异有统计学意义（犘＜０．０５），４４

个蛋白质峰在患者组表达下调，７２个蛋白质峰表达上调。选

择ｍ／ｚ为２４９９．１１、２１５９．０９、３６２２．３０Ｄａ的３个蛋白质峰构

建决策树分类诊断模型，结果表明，该诊断模型的准确率为

８５．２３％（７５／８８），灵敏度为８３．７２％（３６／４３），特异度为８６．６７％

（３９／４５），计算该模型的ＲＯＣ曲线下面积为０．９８５，提示该模型

具有较好的诊断价值。该方法与传统的疾病生物标志物相关的

检测方法比较，具有无创伤性、操作简便、快捷、灵敏度及特异度

高等特点，其筛选出的生物标志物对于疾病准确快速诊断、预后

判断均具有重要的临床意义，值得进一步深入探究。
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即白色念珠菌、光滑念珠菌、近平滑念珠菌、热带念珠菌［１０］。

本研究数据表明念珠菌血症最常见的念珠菌为白色念珠菌，为

１６株（３０．１９％），其次为热带念珠菌１２株（２２．６４％），新生隐

球菌１２株（２２．６４％），近平滑念珠菌８株（１５．０９％），光滑念珠

菌４株（７．５５％），仅有１株（１．８９％）为酿酒酵母菌。有研究报

道４０％念珠菌血症病例病原菌是白色念珠菌，其后依次是近

平滑念珠菌（２３％），光滑念珠菌（１５％），热带念珠菌（９％），其

他念珠菌（１３％）。本研究与相关报道相似。新生隐球菌则与

研究期间隐球菌感染病例相关，提示隐球菌感染可采集血培养

用于辅助诊断。本研究非白色念珠菌３７株（６９．８１％），提示血

流感染中非白色念珠菌需引起重视。近年来，非白色念珠菌引

起的念珠菌血症逐渐增加，部分原因是由于唑类抗真菌药物的

大量用于预防性或经验性治疗［８］。因此，应严格规范氟康唑的

使用，以避免大量耐药菌的产生及菌种转变。

ＴＴＰ是指从血培养瓶装载入全自动血培养仪开始，至血

培养仪出现阳性报警信号的时间，与标本的初始菌量有关，同

时与菌种也有相关性。本研究发现热带念珠菌的ＴＴＰ最短，

而新生隐球菌的 ＴＴＰ最长，白色念珠菌与近平滑念珠菌的

ＴＴＰ介于中间。光滑念珠菌的ＴＴＰ由于只有４个数据而未

显示统计学差异。热带念珠菌的ＴＴＰ在２４ｈ内，其他的均超

过３６ｈ。提示念珠菌血症ＴＴＰ通常较长，若临床遇到血培养

瓶需氧瓶单瓶阳性且ＴＴＰ大于３６ｈ，考虑念珠菌感染的可能，

原因可能由于念珠菌生长缓慢，抑或是念珠菌感染时血流中菌

量较低。

念珠菌血症患者最常见于血液内科，其次是肝胆外科与神

经外科。可能与患者免疫功能受损有关，同时与外科患者置管

等操作有关。本研究对念珠菌血症患者其他部位培养结果进

行收集，发现其中１８株标本出现了其他部位培养出与血培养

相同的念珠菌。最常见的是尿液，提示泌尿系感染可能是念珠

菌血症的重要来源。同时导管与引流液引起的念珠菌血症也

不容忽视。

氟康唑与两性霉素Ｂ在世界上应用广泛，然而由于两性

霉素Ｂ的不良反应较大而使其在临床使用受限制。相比之

下，唑类抗真菌药安全许多，但是念珠菌对唑类抗真菌药物的

耐药性日益显现，耐药株或非敏感株已经有报道在流行［１１］。

本研究分离的念珠菌对氟康唑均敏感，未出现耐药菌株。１９９７

年美国真菌血症每例医保患者平均医疗费用是３４１２３美元，

个人保险患者费用为４４５３６美元。真菌血症最主要的费用增

加来自于住院时间延长，随着更加昂贵与安全有效抗真菌治疗

的应用，未来的费用会发生变化［１］。与其他念珠菌比较，氟康

唑的预防性治疗导致了热带念珠菌与白色念珠菌所致感染的

比例升高，对克柔念珠菌与光滑念珠菌的相对增加也有重要作

用。近年来，念珠菌血症流行病学中念珠菌种类分布发生了重

大的转变，氟康唑在其中扮演了重要的角色［２］。
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