
  

高脂血症患者血脂净化治疗的血清蛋白质组学研究
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摘要：为深入探索高脂血症患者单次血脂净化治疗后的生物学影响，本研究采用高效液相色谱-串联质谱（LC-

MS/MS）技术结合非数据依赖性采集方法，分别对血脂净化治疗前、治疗后 2 h的 8组样本进行血清蛋白质组学

分析，共发现 13个表达量上调和 7个表达量下调的蛋白；同时还对 1名患者血脂净化治疗前和治疗后 2 h、2天

以及 7天的蛋白表达量变化进行时间序列追踪，共筛选出 29个具有差异表达的蛋白。另外，分别对筛选出的差

异蛋白进行京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路分析。结果表明：在治疗前后蛋白质组学中发现的中性粒

细胞相关蛋白——中性粒细胞弹性蛋白酶（neutrophil elastase, ELANE）、髓过氧化物酶（myeloperoxidase, MPO）、

乳铁蛋白（lactotransferrin, LTF）和组织蛋白酶 G（cathepsin G, CTSG），以及在时间序列蛋白质组学研究中发现的

血小板相关蛋白——血小板第 4因子（platelet factor 4, PF4）和血小板碱性蛋白（pro-platelet basic protein, PPBP），

均与中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）通路相关；其中，中性粒细胞相关蛋白表达量均下调，血小板相关蛋白表达量

则呈先升高后下降的趋势。结果表明，高脂血症患者进行单次血脂净化治疗后，可能直接或间接影响生物体内

NETs通路，并可能缓解由此带来的炎症和血栓风险。
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Abstract: Hyperlipidemia is a chronic disease characterized by elevated cholesterol and triglyceride
levels in the blood, and has been identified as a common risk factor for many cardiovascular diseases,
such  as  atherosclerosis,  heart  disease,  stroke  and  obesity.  Blood,  an  easily  accessible  non-invasive
specimen that contains a variety of proteins, offers insights into pathological changes. Understanding
the protein expression changes in hyperlipidemia patients after lipoprotein apheresis is important for
identifying  proteins  related  to  hyperlipidemia,  which  is  crucial  for  preventing  or  mitigating  the
progression of  hyperlipidemia.  In this  study,  a  method of  high-performance liquid chromatography-
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mass  spectrometry  (LC-MS/MS)  combined  with  data-independent  acquisition  (DIA)  was  used  to
explore  the  effects  of  lipoprotein  apheresis  on  patients  with  hyperlipidemia.  Eight  paired  serum
samples were included, which were collected from eight patients prior to and 2 h after apheresis. To
ensure  the  reliability  and  sensitivity  of  proteomic  measurements,  the  sample  pretreatment  protocol
was optimized,  with acetone precipitation selected as  the optimal  method for  protein extraction and
purification,  thus  effectively  removing  interfering  substances.  Under  the  optimized  pretreatment
conditions,  a  total  of  13  up-regulated  and  7  down-regulated  proteins  (two-tailed  Student’s  t-test,
p<0.05 and |log2FC|>0.585) were identified by proteomic analysis. In addition, the time-series protein
expression  changes  in  a  single  patient  were  tracked  at  four  points  (before,  2  h,  2  days,  and
7 days after lipoprotein apheresis) using the same DIA LC-MS/MS approach. A total of 29 differentially
expressed  proteins  were  screened  out.  Gene  Ontology  (GO)  and  Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and
Genomes  (KEGG)  pathway  analysis  were  further  performed  on  these  proteins.  The  results  showed
that  neutrophils  associated  proteins-ELANE  (neutrophil  elastase),  MPO  (myeloperoxidase),  CTSG
(cathepsin G),  and LTF (lactotransferrin)  found in proteomics before and after  apheresis,  as  well  as
platelet  associated  proteins-PF4  (platelet  factor  4),  PPBP (pro-platelet  basic  protein)  found  in  time-
series proteomic analyses,  were all  associated with the neutrophil  extracellular trap network (NETs)
pathway.  Furthermore,  the  expression  levels  of  neutrophil  related  proteins  were  uniformly  down-
regulated,  whereas  those  of  platelet  related  proteins  exhibited  a  trend  of  first  increasing  and  then
decreasing.  In  conclusion,  these  results  suggested  that  lipoprotein  apheresis  in  patients  with
hyperlipidemia  may  directly  or  indirectly  affect  the  formation  of  NETs  pathways  in  the  body  and
alleviate  the  potential  risks  of  inflammation  and  thrombosis,  which  provides  a  valuable  theoretical
basis for preventing or mitigating the progression of hyperlipidemia. A major limitation of this study
is  the  relatively  small  sample  size,  therefore,  additional  validation  with  a  larger  cohort  of  clinical
samples will be required in future research to confirm these findings.
Key  words: hyperlipidemia； proteomics； liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry  (LC-
MS/MS)；time-series；serum

高脂血症是一种以血液中胆固醇和三酰甘

油水平升高为特征的慢性疾病。该疾病的发生

可能由多种因素引起，包括高脂肪食物摄入、遗

传缺陷及代谢紊乱 [1-2]。高脂血症已被确认为多

种心血管疾病的常见危险因素，例如动脉粥样硬

化、心脏病、脑卒中、肥胖和 2型糖尿病等 [3]。

随着人们生活水平的不断提高，膳食结构逐渐向

加工食品倾斜，高脂血症愈发成为威胁人类健康

的重大隐患，并呈现低龄化趋势。据最新统计数

据显示，全球每年约有 1 790万人死于心血管疾

病，其中高脂血症患者发生心血管疾病的风险约

为非高脂血症患者的 2倍 [4]。Wang等 [5]指出，我

国高脂血症的发病率高达 40%。此外，有研究 [6]

表明，高脂血症是一种由多个蛋白靶点共同介导

的疾病。因此，寻找与高脂血症相关的蛋白靶

点，对预防或缓解高脂血症进展具有重要作用。

蛋白质是生物体的核心组成成分，是基因密

码的效应者，是所有细胞功能的执行分子，同时

也是潜在的药物作用靶点 [7]。血液作为临床检

验中最重要的生物样本，具有易获取、无创的优

势，且其蛋白质组成非常丰富。近年来，基于血

液的蛋白质组学分析已成为疾病研究中检测失

调蛋白、了解病理机制和识别疾病生物标志物

的有力工具[7]。Jiang等[8]采用无标记定量方法鉴

定不同饮食模式下高脂血症患者血液中蛋白质

的表达量变化，并结合生物信息学分析方法对差

异蛋白进行深入解析，有效鉴定了与高脂饮食患

者相关的蛋白质。Wang等 [9]采用血浆蛋白质组

学技术，研究膳食中补充姜黄素对小鼠高脂血症

的预防作用及其潜在机制。

血脂净化技术是近年迅速发展起来的区别

于传统调脂治疗的一种微创、高效的治疗手

段。该技术通过体外血液循环分离患者血浆，去

除其中的有害脂质以及炎症因子等致病物质[10]。
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研究表明，单次血脂净化治疗可在 3.5～4 h内使

患者体内的胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白

（LDL）等脂质指标水平下降 50%～70%，该技术

有望发展成为未来临床广泛采用的调脂治疗手

段[11]。然而，当前针对血脂净化技术在高脂血症

患者中的治疗机制研究仍十分匮乏。

本研究采用高性能液相色谱-串联质谱（LC-
MS/MS）技 术 结 合 非 依 赖 性 数 据 采 集 （data-
independent acquisition，DIA）方法，对血脂净化治

疗前、后，以及单次血脂净化后 7天内不同时间

点的血清进行蛋白质组学分析，旨在探究高脂血

症患者血脂净化治疗后血清中蛋白表达量的变

化及可能涉及的生物学功能，从而为后续相关研

究奠定基础。此外，本研究还将对血清样本的前

处理方法进行优化，以获得更好的鉴定结果。

 1    实验部分

 1.1    主要仪器与装置

Eclipse Orbitrap质谱仪、Vanquish Neo高效

液相色谱仪：美国 Thermo Fisher Scientific公司产

品，配有电喷雾离子源（ESI）及 Xcalibur数据处

理系统；Centrifuge 5804R高速冷冻离心机：德国

Eppendorf 公司产品；Auto R1-Plus冷冻离心浓缩

仪：北京吉艾姆科技有限公司产品；MonoSpin C18
除盐小柱：日本 GL Science公司产品。

 1.2    材料与试剂

血脂净化治疗前（8例）、血脂净化治疗后

2 h（8例）、血脂净化后 2天（1例）以及血脂净化

后 1周（1例）的血清：由宁波大学附属第一医院

提供，获宁波大学附属第一医院伦理委员会批准

（伦理号：304A号）和所有供试者的知情同意。

二硫苏糖醇 （纯度＞99%）、碘乙酰胺 （纯

度≥99%）、碳酸氢铵 （纯度＞99%）、尿素 （纯

度≥99%）：美国 Sigma公司产品；胰蛋白酶（测

序级）：美国 Promega公司产品；LC-MS级甲醇、

三氟乙酸（TFA）、甲酸（FA）和乙腈（ACN）、BCA
蛋白定量试剂盒、肽段定量试剂盒：美国 Thermo
Fisher Scientific公司产品；屈臣氏蒸馏水：广州长

江和记有限公司旗下屈臣氏产品；丙酮（HPLC
级，纯度≥99%）：中国南京化学试剂股份有限公

司产品。

 1.3    临床样本收集

分别采集患者的新鲜静脉血样本于真空

采血管内，静置 3 h后，在 4 ℃ 条件下，将血样以

1 500 r/min离心 10 min，取上清液（即血清）于新

离心管中，并根据实验需要对其进行分装，防止

反复冻融影响血清样本质量，保存于−80 ℃ 冰箱

中，备用。

 1.4    蛋白酶切

取 100 µg经 BCA蛋白检测试剂盒定量的

血清蛋白于 1.5 mL离心管中，加入 9倍体积的

8 mol/L尿素溶液（溶解于 0.1 mol/L碳酸氢铵溶

液中）对蛋白进行变性处理，用枪头吹匀后，分别

加入 0.1 mol/L碳酸氢铵溶液将尿素浓度稀释至

1.0 mol/L以下；随后加入 1.0 mol/L DTT溶液使其

终浓度为 10 mmol/L，于 37 ℃ 孵育 45 min；然后

加入 1.0 mol/L IAA溶液使其终浓度为 20 mmol/L，
并置于室温避光孵育 30 min；接着再次加入与前

次等量的 1.0 mol/L DTT溶液，室温孵育 10 min，
以去除过量的 IAA；随即加入 6倍体积经−20 ℃
预冷的丙酮，并置于−20 ℃ 冰箱中过夜沉淀；于

4 ℃ 下以 6 236 r/min离心 10 min，弃去上清液，

然后加入 300 µL丙酮，超声使沉淀分散均匀，再

按照相同的条件离心，移去上清液；重复 2次后，

置于通风处干燥。向干燥后的蛋白中加入 100 μL
50 mmol/L碳酸氢铵溶液溶解，按照蛋白:胰蛋白

酶=50:1（w/w）加入胰蛋白酶，于 37 ℃ 反应 12 h；
再按蛋白 :胰蛋白酶=100:1（w/w）补充胰蛋白酶，

继续于 37 ℃ 孵育 6 h。酶解结束后，加入 10%TFA
溶液调至 pH 2～3，以终止反应。酶解后的肽段经

Monospin C18小柱除盐后，采用低温真空离心浓

缩仪干燥，并将其保存于−80 ℃ 冰箱中，备用。

 1.5    液相色谱-质谱分析

将除盐后的肽段粉末溶解于 0.1%FA水溶液

中，配制成 250 mg/L肽段溶液，单次进样体积为

1 μL，每份样品进行 3次技术重复。

 1.5.1    色谱条件　C18 捕获柱（75 μm×2 cm，3 μm，

100 Å）；C18 分析柱（75 μm×25 cm，2 μm，100 Å）；

流动相 A 为 0.1%FA溶液，B为 0.1% FA-80%ACN
溶液；流速 300 nL/min；梯度洗脱程序：0～1 min
（2.5%～7%B），1～76 min（7%～23% B），76～96 min
（23%～32%B），96～114 min（32%～90%B），114～
120 min（90%B）；柱温箱温度设为 50 ℃。

 1.5.2    质谱条件　质谱参数参照本课题组先前

报道 [12]： ESI源电压 2.0  kV；离子传输管温度

320 ℃；采取 DIA模式，循环时间 1.5 s；一级质量

扫描范围 m/z  350～1  500，分辨率 120  000（m/z
200），自动增益设为 1×106，采集时设置可变隔离
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窗口，隔离窗口内所有离子皆被高能碰撞解离方

法碎裂，归一化碰撞能为 30%；MS/MS分辨率和

自动增益分别设定为 30 000和标准，动态排除时

间 30 s，最大进样时间设为 AUTO。

 1.6    数据库检索

所得数据采用开源软件 DIA-NN （Version
1.8.1）进行数据库搜索，具体参数设置如下：实验

所用的人类蛋白库自 Uniprot下载（2022年版本，

共计 20 381蛋白）；多肽长度 7～45；前体离子电

荷数 2～7；母离子 m/z 100～1 800；碎片离子 m/z
200～2 000；一级质量容差设为 10−5；MS/MS质

量容差设为 2.0×10−5；蛋白酶为胰蛋白酶，最大漏

切位点为 2。固定修饰为半胱氨酸的氨基甲基

化（C，+57.012 5），动态修饰为蛋氨酸的氧化（M，

+15.995），N端乙酰化；肽段水平和蛋白质水平

的假发现率（FDR）阈值均设置为 1%。同时，开

启Match Between Run（MBR）功能。

 1.7    数据分析和功能分析

利用 Excel对 DIA-NN搜库结果进行归一化

处理，选取同一样本 3次技术重复的变异系数

（coefficient of variation，CV）＜20%的蛋白进行蛋

白差异表达分析。采用双样本方差齐性 F检验

对 2组数据进行验证，结果显示，2组方差无显

著差异（F=0.928, df=468, p=0.417），符合方差齐

性假设，因此采用等方差假设的双尾独立样本

Student’s t 检验进行组间比较，并将显著性阈值

设为 p＜0.05。差异蛋白定义为血脂净化后 /净
化前蛋白表达量变化倍数＞1.5，且未经校正的

p-value＜0.05。质控的皮尔逊相关系数（Pearson’
s correlation coefficient，PCC）分析，以及对所选取

的差异蛋白进行基因本体（Gene ontology，GO）与

京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia
of  genes  and  genomes，KEGG）富集使用 R语言

（v4.4.2）的 corrplot、ggplot2函数包进行分析及可

视化 ，蛋白质 -蛋白质相互作用分析 （protein-
protein interaction analysis）通过 String平台（https://
cn.string-db.org）进行分析和可视化 [13]，并设定最

低交互评分标准为高置信度（0.700）。

 2    结果与讨论

 2.1    丙酮沉淀对蛋白鉴定结果的影响分析

为探究血脂净化前后高脂血症患者血清中

蛋白的变化情况，本研究共纳入 8例医学上具有

高脂血症患者的血清，采用高效液相色谱-质谱

联用技术对其进行分析鉴定。同时，为探究血脂

净化后短期内患者体内的蛋白变化情况，本研究

选取其中 1名血脂净化患者进行追踪，并分别采

集其净化后 2 h、2天以及 7天的血清样品。本

研究对收集到的血清样本进行蛋白变性、还原

烷基化处理，再采用胰蛋白酶将其酶解成多肽，

所得产物经纳升液相色谱-质谱（nano-LC-MS/MS）
检测，随后使用 DIA-NN软件进行蛋白质搜库，

并对结果进行差异蛋白筛选和生物信息学分析，

其流程示于图 1。
高脂血症患者血液中含有的大量脂肪极易

对后续分析造成干扰，因此，样本前处理方案优

化直接关系到实验结果的准确性和重复性。据

文献 [14-16]报道，丙酮沉淀法可将蛋白质沉降，从

而达到蛋白质纯化的目的。为尽可能检测到更

多种类的蛋白质，本研究每组实验设置 3个生物

学重复，分析对比未用丙酮沉淀和利用丙酮沉淀

法能鉴定到的蛋白质数量及蛋白质种类，结果示

于图 2a。可见，未经丙酮沉淀法处理的 3次生物

学重复，仅能鉴定且定量的蛋白质总数为 305；
经丙酮沉淀后，可鉴定并定量的蛋白质总数为

325，相较于前者增加了 20种，提升幅度达 6.6%。

此外，考虑到丙酮沉淀可能造成蛋白质种类的丢

失，本研究将两者鉴定到的蛋白质种类进行对

比，结果示于图 2b。可见，两者共同鉴定到 301
种重复蛋白，占未经丙酮处理蛋白质总数的 98.7%，

表明采用丙酮沉淀法处理血清蛋白不仅能提高

蛋白质鉴定总数，且不会丢失原本可以鉴定到的

蛋白质。基于此，后续实验将采用丙酮沉淀法进

行血清样本的前处理。

 2.2    血脂净化治疗前后的血清蛋白质组学分析

为监测分析检测过程中质谱仪的稳定性

及所获数据的可靠性，本研究各取 10 μL血清样

本混合，将经酶解后所得的肽段作为质控样品，

每 12次进样添加 1个质控。在数据采集期间，

6个质控样品鉴定到的蛋白质数量为 339±11，示
于图 3a；且皮尔逊相关系数（Pearson’s correlation
coefficient，PCC）值均超过 0.99，示于图 3b。表明

本研究的质谱数据具有较高的重复性和可靠性。

本研究共纳入 8例血脂净化治疗前和 8例

血脂净化治疗后 2 h的血清，对每例血清进行

3次技术重复，成功鉴定且定量的蛋白质共有

493种。以血脂净化前（prior apheresis）的 8例血

清作为控制组，血脂净化后（post-apheresis）2 h采
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集的 8例血清作为实验组，以实验组与控制组鉴

定蛋白表达量倍数变化＞1.5或＜0.67、且 p＜
0.05为阈值，对所鉴定的蛋白质进行差异分析，

共筛选出 13个上调蛋白和 7个下调蛋白，示于

图 4a。
为探究差异表达蛋白的生物学功能，本研究

对上调和下调蛋白进行 GO富集分析和 KEGG
通路分析，两者 FDR值均小于 0.05。 GO分析包

括生物学过程（biological process，BP）、分子功能

（molecular  function， MF）和 细 胞 组 分 （cellular
component，CC）3个部分，示于图 4b。在生物学

过程中，差异蛋白在炎症免疫反应相关的酵母应

答反应过程显著富集，已有文献 [16]报道，该过程

与炎症免疫反应密切相关；从细胞组分角度分

析，差异蛋白显著富集于分泌颗粒、细胞外区

域、细胞外空间、细胞表面、胞外酶外泌体、嗜

天青颗粒腔体和吞噬泡腔等区域；在分子功能层

面，差异蛋白显著富集于肝素结合及肽酶活性。

此外，KEGG通路分析结果显示，差异蛋白主要

显著富集于中性粒细胞胞外诱捕网形成（NETs）
和 RAP1信号通路，示于图 4c。有趣的是，通过

对 GO和 KEGG显著富集通路中差异蛋白进行

深度分析，发现中性粒细胞弹性蛋白酶（neutrophil
elastase，ELANE）、髓过氧化物酶（myeloperoxidase，
MPO）、乳铁蛋白（lactotransferrin，LTF）和组织蛋

白酶 G（cathepsin G，CTSG）4种蛋白质可参与调

控多种生物学功能。同时，这 4种蛋白质在血脂

净化后均呈现下调趋势，且均为中性粒细胞介导

免疫调节的核心参与者 [17-18]。为进一步探究差

异表达蛋白间的相互作用关系，本研究对差异蛋

白进行蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络分析，

将交互得分阈值设为 0.7，分析结果提示，ELANE、
MPO、CTSG及 LTF蛋白间可能存在紧密的相

互作用关系，示于图 4d。
NETs在生物体先天免疫反应中扮演着至关

重要的角色，其是由中性粒细胞自身 DNA和中

性粒细胞颗粒中所含抗菌蛋白质构成的网状结

构。颗粒蛋白包括 CTSG、MPO、ELANE，以及

来自特定（次级）颗粒和三级颗粒的蛋白质，如

LTF[17]。这些胞外结构可捕获病原微生物，阻止

其扩散，并在局部形成高浓度抗菌剂，有效分解

毒力因子并灭杀微生物，但同时也极易引发炎

症 [18]。 因 此 ， 中 性 粒 细 胞 胞 外 诱 捕 网 形 成

（NETosis）首先需要激活中性粒细胞受体，其激
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活途径主要有 2种：一种称为自杀性 NETosis或
者 NOX依赖型 NETosis，其为烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸（NADPH）氧化酶（NOX）依赖性激活途

径，可通过激活蛋白激酶 C（PKC）和 NOX的活

性 ，诱导活性氧 （ROS）生成 ，进而进一步激活

MPO、ELANE等中性粒蛋白形成 NETs；另一种

称为活性NETosis，涉及微生物、活化血小板（PLTs）
或补体蛋白通过中性粒细胞表面受体刺激释放

NETs[17-21]，其中，氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）可
通 过 ROS依 赖 途 径 ， 经 TLR4和 TLR6诱 导

NETs形成[17]。高脂血症患者普遍存在脂质代谢

异常，Deng等[22]发现，脂质代谢异常可引发脂毒

性，进而导致氧化应激反应，使机体内 ROS水平

显著升高，促使细胞内 LDL氧化生成 ox-LDL。
Chen等 [18]报道，ox-LDL可被中性粒细胞表面的

Toll样受体识别，并由此激发自杀性 NETosis。
因此可推测，高脂血症患者体内长期存在的脂质

代谢异常可能通过升高 ox-LDL水平而诱发体内

自杀性 NETosis，从而使 MPO、ELANE、CTSG等

中性粒细胞相关蛋白质增加，以进攻病原体、启

动人体免疫防护，但长期的脂质代谢异常可能导

致 NETs失调，进而引发免疫炎症。

本研究发现，在血脂净化后，中性粒蛋白

（MPO、ELANE、CTSG和 LTF）的质谱检测信号

强度均呈下降趋势。考虑到不同患者间可能存

在的个体差异，进一步比较每位患者血脂净化前

后的目标蛋白强度 ，示于图 5。可见 ，MPO、

CTSG和 LTF蛋白质在 8名患者中的相对含量

相差不大；而 ELANE蛋白质含量高于其他 3种；

上述 4种蛋白质在血脂净化后均呈现明显的下

降趋势，可能与 NETosis过程的减弱或清除加

速有关。上述结果表明，高脂血症患者经血脂

净化治疗后，可能直接或间接抑制了由 NETs失
调引发的炎症反应，从而使机体炎症得到缓解。

然而，这一假设仍需大样本量的临床研究加以

验证。

 2.3    血脂净化治疗时间序列的血清蛋白质组学

分析

为进一步探究单次血脂净化治疗后不同阶

段患者血清中的蛋白质变化情况，在征得患者同

意后，选取其中 1名患者进行为期 7天的追踪，

具体时间点为治疗前、治疗后 2 h、治疗后 2天

和治疗后 7天。本研究对以上时间点的血清蛋

白进行两两组合对比分析，共筛选出 29种差异

表达蛋白。GO分析发现，在生物过程中，差异

蛋白显著富集于血小板激活、血小板凝聚、血液

凝固以及凝血溶解过程，示于图 6a；在细胞成分

中显著富集于纤维蛋白原复合物、血微颗粒以

及血小板 α颗粒腔。上述发现均提示血小板活

动以及凝血功能的改变。此外，在生物过程层

面，差异蛋白主要富集于中性粒细胞趋化、细胞

成分分类中的三级颗粒腔室、细胞外外泌体，以

及分子功能分类中的丝氨酸型肽酶及其内肽酶

活性、趋化因子活性、特异性受体 CXCR结合等

通路，这些通路均指向免疫与炎症反应，且与中

性粒细胞蛋白密切相关。总而言之，时间序列样

本中筛选得到的差异蛋白主要与血小板相关反

应及中性粒细胞介导的免疫与炎症反应相关。

值得一提的是，本研究在对时间序列差异蛋

白进行 KEGG通路分析时，NETs再次出现，进一

步证实了上文中血脂净化前后差异蛋白分析的

可靠性，示于图 6b。而血小板相关蛋白质、中性

粒细胞相关蛋白质的富集，以及 NETs通路的发

现，也揭示了 NETs形成的另一机制——由活化

血小板介导的中性粒细胞胞外陷阱形成，即活

性 NETosis。
随后，本研究对筛选出的时间序列中差异蛋

白进行 PPI网络分析，将最低交互得分阈值设为

0.7，结果示于图 6c。Craestia等 [21]发现，受激血

小板可释放血小板第 4因子（platelet factor 4，PF4），
进而刺激中性粒细胞形成 NETs。因此，PF4蛋

白以及在 PPI网络中与其密切关联的血小板碱

性蛋白（pro-platelet basic protein，PPBP）和血小板

因子 4变体（platelet factor 4 variant，PF4V1）蛋白

成为本研究关注的焦点。PPBP和 PF4蛋白在血

清中的相对表达量随时间变化均呈现先升高后

降低的趋势，且两者趋势高度一致，表明这 2种

蛋白间可能存在相关性；虽然 PF4V1蛋白相对

含量的变化趋势在治疗后 2天内与 PPBP和

PF4略有差异，但在治疗 7天后则基本一致，表

明 PPBP、PF4和 PF4V1极有可能以协同作用方

式影响人体患高脂血症的概率，示于图 6d。
PPBP与 PF4均为血小板 α颗粒释放蛋白

质，其表达量减少可能产生以下两方面影响：其

一，作为活性 NETosis的重要触发因子，PF4与

PPBP表达量的减少可能从源头上抑制 NETs形
成，进而降低 NETs通路被过度触发而导致慢性

炎症形成的可能性；其二，本研究中，该例患者的
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数据分析提示，其体内致栓微环境可能发生了改

变。Mosso-pani等 [23-24]指出，当血小板因子激活

中性粒细胞释放 MPO等蛋白质后，血小板与中

性粒细胞通过 P-选择素与中性粒细胞表面的

P-选择素粒细胞配体（PSGL）-1结合，形成血小板-
中性粒细胞复合物（platelet-neutrophil aggregates，
PNAs），该复合物不仅增强了中性粒细胞功能，

同时构成了致栓微环境，驱动病理学血栓的形

成。伴有心肌梗死的血栓患者主要由血小板活

化、中性粒细胞及邻近血小板的 NETs导致，而

高脂血症患者是血栓等心血管疾病的高发人

群。因此，血脂净化治疗后，病人体内 PF4等血

小板相关蛋白质的减少，可能预示着其发生血栓

的风险降低。

 2.4    研究局限性与展望

本研究所提出的 NETs抑制假设主要基于差

异蛋白的生物信息学关联，缺乏直接有力的实验

验证。在未来研究中，将从以下几方面开展验证

工作：1）采用免疫印迹法（western blot）、酶联免

疫吸附（ELISA）等实验技术，验证本研究发现的

差异蛋白在血脂净化治疗前后的表达量是否发

生显著变化；2）检测经典炎症因子和血栓标志

物，以验证血脂净化技术是否能够缓解炎症、降

低血栓风险，进而验证本研究提出的假设的可靠

性；3）鉴于时间序列样本的采集难度较高，本研

究仅基于单个患者进行时间序列分析，其结果虽

然揭示了个体内的动态变化，但普适性受到限

制。目前，本课题组已在搜集更多时间序列样

本，可为后续深入研究提供数据支撑。

 3    结论
本研究采用 LC-MS/MS技术结合 DIA采集

方法，对高脂血症患者单次血脂净化治疗前后的

血清蛋白进行检测。分析发现，中性粒细胞相关

蛋白 ELANE、MPO、CTSG和 LTF在血脂净化

治疗后的表达量均呈下调趋势；生物信息学分析

表明，这 4种蛋白均在 NETs通路中显著富集，

由此推测单次血脂净化治疗在降低低密度脂蛋

白的同时，可能缓解了中性粒细胞相关蛋白质参

与 NETs所引发的炎症反应。同时，本研究选取

其中 1名患者血脂净化治疗后 2  h、 2天以及

7天血清中的蛋白质进行深度分析，共筛选出

29种差异表达蛋白。其中，PF4和 PPBP在治疗

7天后的表达量显著下降，且两者变化趋势高度

一致。生物信息学分析结果显示，PF4和 PPBP
均由血小板 α颗粒释放，且可启动 NETs通路；

同时 ，血小板与中性粒细胞可共同作用形成

PNAs，进而构建致栓微环境。因此，上述 2种蛋

白质的表达下调可能预示血脂净化技术不仅能

缓解 NETs介导的免疫炎症反应，同时可降低高

脂血症患者的血栓发生风险，为阐释该治疗手段

的长期调控提供了初步线索。此外，本研究纳入

的时间序列样本数量有限，且缺乏验证性实验，

后续将收集更大数量及多中心样本，以验证本文

中的发现。
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