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川崎病冠状动脉内皮细胞损伤的定量蛋白组学
研究与生物信息学分析
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［摘要］　目的　通过同位素标记相对与绝对定量（iTRAQ）蛋白质组学技术鉴定川崎病（KD）冠状动脉

内皮细胞损伤的蛋白标记物。方法　采用 KD 患儿血清培育的人冠状动脉内皮细胞（HCAECs）作为 KD 组，健

康儿童血清培育的 HCAECs 作为健康对照组。利用 iTRAQ 检测两组细胞蛋白质的表达情况；采用生物信息学手

段分析蛋白质数据；使用 Western blot 法进行蛋白标记物的验证。结果　本研究共鉴定出 518 个显著差异表达蛋

白（差异倍数的绝对值 >1.2 且 P<0.05）。GO 分析显示差异蛋白明显富集的生物过程有细胞过程、代谢过程、

生物调节等；细胞组分有细胞部分、细胞、细胞器等；分子功能有结合、催化活性、分子功能调节剂等。KEGG

分析显示明显富集的信号通路是核糖体、PI3K-Akt 信号通路、癌症中的转录失调等。根据 PPI 网络结果将关系

密集程度排在前 9 的蛋白标记物 PWP2、MCM4、MCM7、MCM5、MCM3、MCM2、SLD5、HDAC2、MCM6 筛

选出来作为 KD 冠状动脉内皮细胞损伤的蛋白标记物。Western blot 法验证 KD 组蛋白标记物 HDAC2、PWP2、

MCM2 表达水平低于健康对照组（P<0.05）。结论　KD 患儿血清显著改变了 HCAECs 的蛋白表达模式并影响与

心血管系统相关的信号通路，为 KD 的病理机制和治疗靶标提供了新的依据。
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Abstract: Objective    To study the biomarkers for human coronary artery endothelial cell (HCAEC) injury 
induced by Kawasaki disease (KD) using isobaric tags for relative and absolute quantitation (iTRAQ) proteomics. 
Methods    HCAECs cultured with the serum of children with KD were used as the KD group, and those cultured with 
the serum of healthy children was used as the healthy control group. The iTRAQ technique was used to measure the 
expression of proteins in two groups. The data on proteins were analyzed by bioinformatics. Western blot was used for 
the validation of protein markers. Results    A total of 518 significantly differentially expressed proteins were identified 
(with an absolute value of difference fold of >1.2, P<0.05). The gene ontology analysis showed that the differentially 
expressed proteins were significantly enriched in biological processes (including cellular processes, metabolic processes, 
and biological regulation), cellular components (including cell parts, cells, and organelles), and molecular functions 
(including binding, catalytic activity, and molecular function regulators). The KEGG analysis showed that the proteins 
were significantly enriched in the signaling pathways of ribosomes, PI3K-Akt signaling pathway, and transcriptional 
dysregulation in cancer. The PPI network showed that the top 9 protein markers in relation density were PWP2, MCM4, 
MCM7, MCM5, MCM3, MCM2, SLD5, HDAC2, and MCM6, which were selected as the protein markers for coronary 
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川崎病（Kawasaki disease, KD）是一种常见于

0~5 岁儿童的全身中小血管炎症性疾病。在北美

KD 的发病率约为 25/10 万，亚洲儿童 KD 发病率

在全球范围内最高 [1]。据统计，大约 15%~25% 没

有接受治疗的 KD 患儿会出现冠状动脉病变，甚至

发展成严重的获得性心脏病 [2]。已有研究支持 KD

冠状动脉损伤的发生与冠状动脉内皮细胞损伤有

关 [3]，但 KD 冠状动脉内皮细胞损伤的机制目前尚

未明确。因此，研究 KD 冠状动脉内皮细胞损伤的

发病机制对 KD 的诊断和治疗具有重要意义。

蛋白质在许多疾病发生和发展的过程中担当

着重要的角色，常常被选作疾病的标记物来作为

疾病诊疗的靶点。目前在 KD 的蛋白质标记物的研

究中，主要报道包括 CRP、降钙素原、铁调素、

NT-proBNP 和 TNF-α、白介素、干扰素等 [4]。但在

KD 冠状动脉损伤的机制中还涉及着许多关键的蛋

白质，普通的检测方法很难发现这些蛋白质。同

位素标记相对与绝对定量（isobaric tag for relative 

and absolute quantitation, iTRAQ）是一种应用较多

的蛋白质组学技术，可以在同一时间内检测出高

通量的蛋白质表达情况。iTRAQ 在实践中有过很

多成功的案例，例如子痫前期、2 型糖尿病肾病、

结直肠癌、阿尔兹海默症等 [5-8]。近年来，利用蛋

白质组学研究 KD 发病机制也屡有报道 [9-11]，但尚

未有利用 iTRAQ 探索 KD 患儿血清对人冠状动脉

内 皮 细 胞（human coronary artery endothelial cells, 

HCAECs）蛋白表达影响的报道。

本研究将利用 iTRAQ 来检测 KD 患儿与健康

儿童血清孵育后的 HCAECs 蛋白表达的情况，结

合差异表达、GO 富集、KEGG 富集及 PPI 网络分

析等生物信息学手段，以寻找 KD 冠状动脉内皮细

胞损伤的蛋白标记物。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2018 年 8~12 月在深圳市儿童医院确诊

为 KD 的患儿 20 例纳入 KD 组，所有患儿的诊断

标准符合参考文献 [1]；另选取深圳市儿童医院儿童

保健科 20 例儿童为健康对照组。KD 组患儿中，

男 11 例，女 9 例，平均年龄 1.8±0.6 岁；健康对

照 组 中， 男 女 各 10 例， 平 均 年 龄 2.0±0.5 岁；

两组性别及平均年龄比较差异均无统计学意义

（P>0.05）。本研究经深圳市儿童医院伦理委员会

批准（201800601），并获得所有入组儿童监护人

的书面知情同意书。

1.2　血清样本的采集

根 据 2006 年 Japanese Circulation Society 联 合

工作组发布的指南 [12]，采用 SST 管采集 KD 患儿

和健康儿童的静脉血。KD 患儿采血时间为确诊

KD 后使用丙种球蛋白前；健康儿童采血时间为在

我院儿童保健科进行健康体检时。将采集的静脉

血标本以 1 000 r/min 离心 10 min，储存在 -80℃冰

箱中。

1.3　HCAECs 的培养和损伤模型的制备

HCAECs 从 ScienCell（美国 San Diego 公司）

获得，然后在富含生长因子、补充物和 10% 胎牛

血清的内皮细胞生长培养基中培养 7 d。收集培养

得到的 HCAECs，将细胞转入 6 孔板使每孔的细胞

数达到 4.5×105 个，使用相同的培养基并按组加

入 KD 患儿血清和健康儿童血清，使最终的血清浓

度达到 15%（体积比）。

1.4　iTRAQ 标记

细胞培养 24 h 后，用细胞裂解液处理每个样

本，通过蛋白质测定试剂盒（美国 Bio-Rad 公司）

endothelial injury in KD. Western blot showed that the KD group had significantly lower expression levels of the protein 
markers HDAC2, PWP2, and MCM2 than the healthy control group (P<0.05). Conclusions    The serum of children 
with KD significantly changes the protein expression pattern of HCAECs and affects the signaling pathways associated 
with the cardiovascular system, which provides a new basis for the pathophysiological mechanism and therapeutic 
targets of KD.                                                                                           [Chin J Contemp Pediatr, 2020, 22(7): 796-803]

Key words: Kawasaki disease; Isobaric tags for relative and absolute quantitation; Protein biomarker; Human 
coronary artery endothelial cell
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检测细胞裂解后样本的蛋白质总浓度。随后再提

取每个样品中 100 μg 蛋白质样品进行还原化、烷

基化、胰蛋白酶处理，然后加入 iTRAQ 试剂（美

国 SCIEX 公司）进行标记，操作根据 iTRAQ 试剂

说明书进行。每个样品分别用 iTRAQ 标签标记如

下：KD 组标记有 117 个同量异位标签；健康对照

组标记 119 个同量标记。然后通过 iTRAQ 的高效

液相色谱 - 串联质谱法（HPLC-MS/MS）分析每个

样本的蛋白质表达。

1.5　HPLC-MS/MS 分析

被 iTRAQ 标 记 的 蛋 白 质 依 次 通 过 由 0.1%

甲 酸（ 流 动 相 A） 至 80% 乙 腈 +0.1% 甲 酸（ 流

动 相 B） 形 成 的 线 性 梯 度 分 离 肽。 被 iTRAQ 标

记 的 蛋 白 质 的 HPLC-MS/MS 分 析 在 Q Exactive 

Hybrid Quadrupole-Orbitrap 质 谱 仪（Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA）上以信息依赖性模式进行，

在高分辨率模式（分辨率 >35 000）下和在 350~

1 800 m/z 的质量范围内获得蛋白质 MS 谱，每个谱

的最小累积时间为 100 ms。同时为了评估来自每

个 MS 谱的碎裂，每个循环最多选择 20 个前体作

为参考，每个前体最小累积时间是 120 ms，动态

排除耗费 10 s。

1.6　数据分析

利用 ProteinPilot 5.0 软件（美国 AB SCIEX 公

司）和 Paragon 蛋白质数据库搜索算法来分析肽

数据。先将 iTRAQ 系统获得的原始数据转换为

代表蛋白表达水平的峰值列表，再利用 UniProt

人 类 数 据 库（http://www.uniprot.org/proteomes/

UP000005640）搜索 MS/MS 谱来分析这些蛋白质

表达峰值列表的数据。

1.7　蛋白质的 GO 功能富集、KEGG 富集分析及

PPI 网络构建

利用 Cytoscape 插件 ClueGO 和 ReactomeFIViz

分析差异表达的蛋白质，以处理生物学过程的 GO

术 语 和 KEGG 途 径。 选 择 P<0.05 和 错 误 发 现 率

<0.01 作为 GO 和 KEGG 途径富集分析的阈值。最

后利用 Cytoscape 软件，通过与 STRING 蛋白互作

数据库比对，对差异表达蛋白进行网络互作分析，

以 PPI 网络的形式展现。

1.8　Western blot 验证蛋白标记物

将孵育后的 HCAECs 裂解，得到的蛋白转移

到聚偏二氟乙烯膜上，然后让膜与抗体一起孵育。

之后再用辣根过氧化物酶偶联的二抗和化学发光

检测抗体进行免疫印迹检测。检测中使用的抗体：

人抗大鼠组蛋白脱乙酰基酶 2（HDAC2）抗体、

人抗大鼠 PWP2 抗体、人抗大鼠微染色体维持蛋

白（MCM）2 抗体均购自美国 R&D System 公司。

Western blot 条带的灰度均使用 Image-Pro Plus 6.0

软件进行定量检测。

1.9　统计学分析

采用 R 语言 3.6.2 和 SPSS 13.0 统计软件对数

据进行统计学分析。计量资料以均数 ± 标准差表

示，两组间比较采用两样本 t 检验，P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　KD 导致 HCAECs 损伤的 iTRAQ 蛋白质组

学分析

iTRAQ 检测技术共检测到 6 893 个蛋白，其

中，有 5 686 个蛋白为两次重复实验共同检测到的

蛋白。显著差异蛋白的筛选标准为两次实验中至

少 1 次实验中蛋白质同时满足差异倍数（KD 组与

健康对照组蛋白表达水平的比值。对于小于 1 的

原始比值 X，会被重新定义为新比值 -1/X，比如

原始比值 0.5 被定义为新比值 -2）的绝对值 >1.2

和 P<0.05。依照上述原则，从被检测的蛋白组中

筛选出 518 个显著差异表达蛋白，其中表达上调

的差异蛋白有 218 种，下调的差异蛋白有 300 种。

将两次实验中至少 1 次实验满足差异倍数的绝对

值 >2 的差异蛋白绘制了表达聚类热图（图 1）来

显示差异蛋白的表达情况。

2.2　KD 导致 HCAECs 损伤的显著差异蛋白功能

分析

利用 GO 富集分析方法来分析差异蛋白表达的

分子功能、生物过程和细胞组分，通过 KEGG 富

集分析方法来分析这些差异蛋白所涉及的信号通

路。GO 富集分析通过将鉴定到的显著差异蛋白与

NR 数 据 库（NCBI RefSeq non-reduntant proteins）

比对，得到相应差异蛋白的 GO 生物功能。分析的

结果用条形图的形式表示差异表达蛋白生物学功

能的分布状态（图 2）。从图中可以看出 KD 患儿

血清孵育的 HCAECs 表达的差异蛋白明显富集的

生物过程有细胞过程、代谢过程、生物调节等；
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2.3　KD 诱导 HCAECs 损伤的显著差异蛋白的

PPI 网络

通 过 比 对 STRING 蛋 白 互 作 数 据 库 和

Cytoscape 软件构建 PPI 网络，对差异表达蛋白进

行生物网络相互作用分析。结果将关系密集程度

（PPI 网络中与某差异蛋白相互连接的蛋白数量越

多，该差异蛋白关系密集程度越大，说明该蛋白

处在调控过程中的关键位置）排在前 9 的差异蛋白

PWP2、MCM4、MCM7、MCM5、MCM3、MCM2、

SLD5、HDAC2、MCM6 挑 选 出 来， 单 独 绘 制 了

PPI 网络图（图 4）。以上 9 个蛋白标记物的表达

信息及关系密集程度见表 1。

2.4　KD 诱 导 HCAECs 损 伤 的 蛋 白 标 记 物 的

Western blot 验证

为了验证 HCAECs 损伤的蛋白标记物，我们

选择了密集程度排名靠前的 PWP2、HDAC2，以及

MCM 家族的 MCM2 进行 Western blot 检测。如图 5

所示，KD 组与健康对照组比较，经过筛选得到的

蛋 白 标 记 物 HDAC2（t=-3.92，P<0.05）、PWP2

（t=-3.78，P<0.05）、MCM2（t=-4.05，P<0.05）

表达均下调，并且与本次实验中 iTRAQ 检测的结

果相符合。

图 1　差异蛋白的表达聚类热图　　纵轴代表差异蛋白的名称（共 76 个差异蛋白，差异倍数的绝对值均 >2），右下

角图例中不同颜色对应为 log2（KD 组 / 健康对照组的原始比值）的计算值。红色代表显著上调的差异蛋白，颜色越深代表上

调的幅度越大；蓝色代表显著下调的差异蛋白，颜色越深代表下调的幅度越大。

细胞组分有细胞部分、细胞、细胞器等；分子功

能有结合、催化活性、分子功能调节剂等。KEGG

富集分析以 P<0.05 的标准绘制差异蛋白显著富集

的信号通路路径图（图 3），从图中可以观察到明

显富集的信号通路是核糖体、PI3K-Akt 信号通路、

癌症中的转录失调等。
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图 2　差异蛋白 GO 功能分类统计图
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表 1　KD 冠状动脉内皮细胞损伤的蛋白标记物

蛋白名 表达 差异倍数 P 值 关系密集程度

PWP2 下调 1.221|1.161 0.016|0.005 8.366

MCM4 下调 1.235|1.245 0.001|0.001 8.178

MCM7 下调 1.287|1.355 0.001|0.001 8.178

MCM5 下调 1.325|1.277 0.001|0.001 8.178

MCM3 下调 1.256|1.248 0.001|0.001 8.178

MCM2 下调 1.245|1.261 0.001|0.001 8.178

SLD5 下调 1.319|1.414 0.329|0.024 7.957

HDAC2 下调 1.145|1.229 0.249|0.019 7.957

MCM6 下调 1.297|1.330 0.001|0.001 7.957

注：表中差异倍数与 P 值中竖线前后的值为两次重复实验的
数据，至少 1 次实验中差异倍数 >1.2 和 P<0.05 同时满足考虑为
差异蛋白。差异蛋白关系密集程度由 PPI 网络图中圆圈大小表示。

图 3　差异蛋白 KEGG 信号通路分类统计图

图 4　差异蛋白 PPI 网络图　　图中圆圈代表关系密集程度排在前 9 位的蛋白质 PWP2、MCM4、MCM7、MCM5、

MCM3、MCM2、SLD5、HDAC2、MCM6 及其共表达的蛋白。蓝色代表蛋白表达下调，圆的直径大小表示关系密集程度。

图 5　Western blot 检测蛋白标记物在冠状动脉内皮细

胞损伤 KD 患儿中的表达变化　　上图为电泳条带图；下图为

统计图（n=4），a 示与健康对照组比较，P<0.05。
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3　讨论

本研究探讨了在 KD 冠状动脉内皮细胞损伤

中差异表达的蛋白及其生物学作用，得到了 KD 冠

状动脉损伤的蛋白标记物。结果显示细胞过程、

代谢过程、生物调节等细胞活动在 GO 生物过程中

显著富集，提示这些生物过程可能参与了 KD 冠状

动脉内皮细胞损伤的调控。

Maruotti 等 [13] 研究报道内皮细胞增殖会促进

KD 血管生成，从而代偿组织或器官缺血和代谢增

加。Dai 等 [14] 的研究证明通过增加内皮细胞增殖

能力以促进 HCAECs 对 KD 血管损伤的修复作用，

所以内皮细胞增殖具有保护 KD 冠状动脉内皮细胞

免受损伤的作用。Krüger-Genge 等 [15] 描述了血管

内皮细胞还可分泌细胞因子调控炎症细胞和血小

板的黏附和聚集，所以细胞黏附和聚集也可用于

评价 KD 内皮损伤。差异蛋白在核糖体、PI3K-Akt

信号通路、癌症中的转录失调等信号通路中显著

富集，这些信号通路可能在 KD 冠状动脉损伤中发

挥重要的作用。Shibata 等 [16] 发现当血管生成素释

放减少时，细胞内核糖体也会减少，从而抑制血

管内皮细胞的增殖。所以可推测核糖体的减少会

抑制 KD 冠状动脉内皮细胞增殖，加重 KD 冠状动

脉内皮细胞损伤。

有研究证实 PI3K-Akt 信号通路激活后可以

减轻 TNF-α 诱导的人脐动脉内皮细胞损伤和炎症

反应，本课题组前期研究也发现通过增强 KD 中

PI3K/Akt/eNOS 信号通路可以减轻 TNF-α 对内皮祖

细胞增殖的抑制作用 [17-18]，故我们认为 PI3K-Akt

信号通路的激活对 KD 冠状动脉内皮细胞损伤具有

保护作用。血管内皮生长因子（VEGF）有着促进

血管生成和血管修复的作用，如果其基因转录过

程失调，可能最终影响其在 KD 冠状动脉内皮细胞

中的表达 [19-20]。

本研究结果显示 PWP2 表达是下调的，已有

的研究表明，PWP2 的主要功能是促进核糖体的合

成和加工 [21]。PWP2 表达下调意味着核糖体的合成

和加工减少，这种改变可能促使冠状动脉内皮细

胞增殖受到抑制，从而加重 KD 冠状动脉内皮细胞

损伤。

HDAC2 是一种组蛋白去乙酰化酶，主要的生

物学功能就是调控组蛋白的去乙酰化过程。本研

究显示 HDAC2 在 KD 冠状动脉内皮细胞中表达为

下调，关于这点或许有多角度的解释。Qu 等 [22] 认

为 HDAC2 下调具有促进炎症作用，Tsukahara 等 [23]

也报道 HDAC2 表达减少会导致 IL-6 和 IL-8 的释

放增加。所以我们推测 HDAC2 下调会促进炎症介

质的释放，加重 KD 冠状动脉内皮细胞的损害。另

一方面，在血管生成的调节过程中，HDAC2 可以

被转录因子募集到 VEGF 的启动子上，启动去乙

酰化，抑制 VEGF 转录过程 [24-25]。这提示 HDAC2

下调可能会削弱对 VEGF 转录过程的抑制作用，

促使血管生成和修复。另外，Wu 等 [26] 研究显示

HDAC2 敲除可改善 PI3K-Akt 信号通路磷酸化水平，

从而保护冠状动脉内皮细胞。

DNA 复制是伴随着细胞增殖的关键步骤。

MCM 是一种 DNA 复制解旋酶，在人体内维持着遗

传物质的稳定性。Masai 等 [27] 论证通过激活 MCM

可能有助于 DNA 复制中高水平复制起始位点的选

择。所以 MCM 的表达下调可能导致冠状动脉内皮

细胞增殖时 DNA 复制水平受限，导致冠状动脉内

皮细胞增殖功能受损。有研究发现 SLD5 具有激活

MCM 成员及复合物的功能，可促使 DNA 双链解旋，

开始复制过程 [28-29]。所以 SLD5 下调可加重 KD 冠

状动脉内皮细胞损伤的作用。Noseda 等 [30] 研究

证明在血管内皮细胞和成纤维细胞中，MCM2 和

MCM6 下调介导 Notch 信号通路促使细胞周期停滞，

从而限制内皮细胞增殖。

综上所述，本研究利用 iTRAQ 蛋白质组学技

术验证了 KD 患儿血清对 HCAECs 蛋白质表达的

影 响， 并 分 析 PWP2、MCM4、MCM7、MCM5、

MCM3、MCM2、SLD5、HDAC2、MCM6 作为蛋白

标记物的根据，以及它们可能在 KD 冠状动脉内皮

细胞损伤中的作用。在未来的研究中，我们将继

续验证这些生物标记物与 KD 冠状动脉损伤的关联

和分子调控机制。由于本研究采用的样本来源有

局限，研究结果的普遍性须在更大范围的实验中

加以验证。
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