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　　摘　要：　目的　筛选继发性萎缩性鼻炎患者鼻黏膜组织的特异性差异表达蛋白（ＤＥＰｓ），探讨继发性萎缩性
鼻炎发生、发展的蛋白质水平分子机制。方法　定量分析继发性萎缩性鼻炎患者鼻黏膜组织与上颌窦囊肿患者正
常鼻黏膜组织的蛋白质表达谱，以差异蛋白表达倍数（ＦＣ）＞１．２或＜０．８３且Ｐ＜０．０５筛选ＤＥＰｓ，并对ＤＥＰｓ进一
步进行ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析。结果　共筛选出２９１个ＤＥＰｓ，其中５３个上调，２３８个下调；ＧＯ富集分析显示ＤＥＰｓ
主要参与内质网－高尔基体囊泡运输、核糖体的结构组成部分以及细胞质核糖体大亚基；ＫＥＧＧ富集分析显示
ＤＥＰｓ主要参与鞘糖脂生物合成以及蛋白质的运输、加工等通路。结论　通过４ＤＬａｂｅｌｆｒｅｅ技术筛选出了继发性
萎缩性鼻炎患者鼻黏膜组织的特异性ＤＥＰｓ，其中差异表达明显的蛋白质ＣＯＬ６Ａ６、ＭＰＰ１、ＧＯＬＧＡ４以及 ＳＬＣ３８Ａ１０
可能在继发性萎缩性鼻炎的发生和发展中起重要作用。
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　　继发性萎缩性鼻炎是发生在鼻甲术后或外伤、反
复感染或放射性损伤后鼻甲黏膜萎缩或缺失而导致

的一种鼻腔功能性疾病［１］，其中高达１０％的鼻甲手
术患者在术后可能由于下鼻甲的过度切除而发展成

为萎缩性鼻炎［２］。患者的临床表现异质性较大，通常

包括鼻腔解剖通畅但却有堵塞感的矛盾症状、鼻腔过

度通气感、鼻腔干燥甚至窒息感等［３４］，严重影响了患

者的生活质量。由于发病的具体分子生物学机制不

明，当前其外科治疗方法多通过缩小鼻腔容积以改善

形态学为主要目的，如鼻中隔黏骨膜瓣鼻孔缩小术、

·８２·
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带蒂颊肌瓣鼻腔黏骨膜下植入术以及下鼻道填充术

等［５８］，但这些手术方法会因为皮瓣或黏骨膜瓣不够

而达不到治疗效果，或因为瘢痕问题而产生其他并发

症，且无法恢复黏膜功能。为具体了解继发性萎缩性

鼻炎患者发病的分子生物学机制，本研究采用蛋白质

组学技术，对比分析３例继发性萎缩性鼻炎患者鼻
黏膜组织与３例上颌窦囊肿患者正常鼻黏膜组织的
特异性差异表达蛋白（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，ＤＥＰｓ），并通过基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）
和京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆ
ｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）进行通路富集分析，以确
定这些差异表达蛋白质参与的生物学过程及功能。

１　对象与方法

１．１　研究对象
选取２０２０年１—９月在上海交通大学医学院附

属第九人民医院耳鼻咽喉头颈外科住院的患者６例，
继发性萎缩性鼻炎和上颌窦囊肿患者各３例。３例
继发性萎缩性鼻炎患者，男２例，女１例；年龄２７～
４５岁，平均年龄（３５．７±７．４）岁。３例上颌窦囊肿患
者，男 ２例，女 １例；年龄 １８～３４岁，平均年龄
（２５．７±６．５）岁。继发性萎缩性鼻炎患者的鼻黏膜取
自钩突处，上颌窦囊肿患者的鼻黏膜组织取自上颌窦

开放术中必经通路处的钩突正常鼻黏膜组织。本研

究已通过医院伦理委员会的审批，所有参与者均签署

了知情同意书。手术中获取的鼻黏膜组织标本立即

用０．９％的生理盐水冲洗，以清除血液和骨碎片等杂
质，随后使用ＰＢＳ缓冲液进一步清洗。处理完成后，
标本用锡箔纸紧密包裹，装入塑料冻存管，并迅速转

移至－８０℃超低温冰箱中保存，以确保样本的稳定
性和后续实验的可靠性。

１．２　方法
１．２．１　鼻黏膜组织的蛋白质抽提　将鼻黏膜组织与
适量ＳＤＴ裂解液混合后，使用匀浆仪进行组织破碎
处理。破碎处理结束之后进行超声处理，并在沸水浴

中加热。以１４０００ｇ的离心力离心１５ｍｉｎ，取上清液
采用ＢＣＡ法测定蛋白质含量。
１．２．２　蛋白质样品的十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅ
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）　将２０μｇ蛋白质样品与
６Ｘ上样缓冲液混合后，置于沸水浴中加热５ｍｉｎ。加
热后采用１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳系统进行蛋白质
分离，结束后使用考马斯亮蓝染色液对凝胶中的蛋白

质条带进行染色处理。

１．２．３　蛋白质样品的超滤管内酶解（ｆｉｌｔｅｒａｉｄｅｄｓａｍ
ｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＦＡＳＰ）　采用过滤辅助样品制备技术
ＦＡＳＰ进行蛋白质酶解处理，并利用Ｃ１８柱对肽段进
行脱盐纯化，冻干后将样品溶解于４０μＬ含０．１％甲
酸的溶液中，以备后续分析，并通过ＯＤ２８０法进行肽
段定量分析。

１．２．４　样品的质谱分析　实验采用纳升级液相色
谱－质谱联用系统进行分析，其中液相分离部分使用
ＮａｎｏＥｌｕｔｅ系统，质谱分析使用ｔｉｍｓＴＯＦＰｒｏ质谱仪。
流动相包括由０．１％甲酸水溶液组成的Ａ相以及由
０．１％甲酸乙腈溶液构成的Ｂ相。液相梯度洗脱程序
设置为：在０～７５ｍｉｎ时，Ｂ相比例由２％线性升至
２２％；在７６～８０ｍｉｎ时，Ｂ相比例从２２％升至３７％；
在８１～８５ｍｉｎ时，Ｂ相比例快速提升至８０％；在最后
的８６～９０ｍｉｎ时，维持８０％ Ｂ相进行柱清洗。

质谱分析采用ＰＡＳＥＦ技术平台完成，整体检测
周期设定为９０ｍｉｎ，检测模式为正离子极性，母离子
覆盖１００～１７００ｍ／ｚ扫描区间，离子迁移率设定为
０．７５～１．４Ｖ·ｓ／ｃｍ２，离子采集时长与利用率分别保
持１００ｍｓ和１００％；在离子源条件方面，设定毛细管
电压１５００Ｖ，干燥气体流量３Ｌ／ｍｉｎ，气态环境温度
维持１８０℃。此外在 ＰＡＳＥＦ专项配置方面，每个分
析周期（１．１６ｓ）完成１０次ＭＳ／ＭＳ二级扫描，设置电
荷状态０～５的筛选范围，动态排除周期３０ｓ，碰撞能
量梯度２０～５９ｅＶ，并基于２５００触发阈值控制１０４目
标离子强度。

１．２．５　蛋白质的鉴定和定量　使用ＭａｘＱｕａｎｔ分析
平台对所有样本的质谱原始数据进行整合处理，执行

数据库检索，同时完成蛋白质的定性与定量分析。

１．２．６　鼻黏膜组织ＤＥＰｓ的筛选及其生物信息学分
析　本研究采用差异表达蛋白质筛选标准为：表达倍
数变化（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）＞１．２或＜０．８３，同时满足
显著性水平Ｐ＜０．０５。通过该标准对比分析继发性
萎缩性鼻炎患者与健康对照组鼻黏膜组织的蛋白质

表达谱，对获得的ＤＥＰｓ进行功能注释分析：利用ＤＡ
ＶＩＤ在线分析平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）进行
ＧＯ功能富集，从生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、
分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）和细胞组分（ｃｅｌｌｕ
ｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）３个层次进行功能分类；同时，基于
ＫＥＧＧ数据库开展ＤＥＰｓ的通路富集分析。
１．３　统计学方法

本研究使用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行数据分析。
对于继发性萎缩性鼻炎患者与健康对照组鼻黏膜组

织的比较，采用独立样本ｔ检验评估组间差异。质谱
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数据分析中，将ＦＣ＞１．２或＜０．８３且显著性水平Ｐ＜
０．０５作为ＤＥＰｓ的筛选阈值。在功能富集分析中，采
用Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法对 ＧＯ功能注释和 ＫＥＧＧ通路
分析结果进行统计学评估，显著性水平设定为 Ｐ＜
０．０５。

２　结果

２．１　继发性萎缩性鼻炎特异性ＤＥＰｓ
两组样本的主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａ

ｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）如图１所示。根据上述筛选标准，继

发性萎缩性鼻炎患者鼻黏膜组织与上颌窦囊肿患者

的正常鼻黏膜组织比较共筛选出ＤＥＰｓ２９１个：上调
的ＤＥＰｓ有５３个，其中上调明显的ＤＥＰｓ有２个，分
别是ＶＩ型胶原蛋白 ａｌｐｈａ６链（ＣＯＬ６Ａ６，上调倍数
为８．６９倍）、膜相关鸟苷酸激酶 ｐ５５支架蛋白 １
（ＭＰＰ１，上调倍数为 ５．５８倍）；下调的 ＤＥＰｓ有
２３８个，其中下调明显的 ＤＥＰｓ有２个，分别是高尔
基体蛋白Ａ４（ＧＯＬＧＡ４，下调幅度为８７．７％）、溶质
载体家族蛋白３８成员Ａ１０（ＳＬＣ３８Ａ１０，下调幅度为
８６．６％）。详见表１，图２。

表１　两组样本的鼻黏膜相比差异变化前１０位的上调或下调的蛋白质

变化趋势 蛋白名称 蛋白注释 差异表达倍数 ｔ Ｐ
上调 ＣＯＬ６Ａ６ ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＶＩａｌｐｈａ６ｃｈａｉｎ ８．６９８ ３．２９０ ０．０３０

ＭＰＰ１ ＭＡＧＵＫｐ５５ｓｃａｆｆｏｌｄｐｒｏｔｅｉｎ１ ５．５８３ ５．１５３ ０．００６
ＤＤＸ５８ ＤＥＡＤｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎｓ ４．５３３ ３．３２２ ０．０２９
ＬＳＡＭＰ ｌｉｍｂｉｃｓｙｓｔｅｍａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ ４．４０３ ２．８０１ ０．０４８
ＭＥＬＴＦ ｍｅｌａｎｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ４．３７３ ３．０３５ ０．０３８
ＣＹＰ２Ｓ１ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０ｆａｍｉｌｙ２ｓｕｂｆａｍｉｌｙＳｍｅｍｂｅｒ ３．５４０ ３．７８６ ０．０１９
ＦＭＯ１ ｆｌａｖｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｍｅｔｈｙｌａｎｉｌｉｎｅｍｏｎｏｘｙｇｅｎａｓｅ１ ３．４９５ ２．７８３ ０．０４９
ＳＥＰＴＩＮ４ ｓｅｐｔｉｎ４ ３．３６０ ６．６７９ ０．００２
ＤＣＬＫ１ ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１ ３．０８５ ３．９７１ ０．０１６
ＪＡＭ２ ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ２ ２．８４９ ３．４１３ ０．０２６

下调 ＧＯＬＧＡ４ ｇｏｌｇｉｎＡ４ ０．１２３ －３．４４３ ０．０２６
ＳＬＣ３８Ａ１０ ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３８ｍｅｍｂｅｒ１０ ０．１３４ －３．３７１ ０．０２８
ＴＳＰＡＮ６ ｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎ６ ０．１７１ －４．０９１ ０．０１４
ＣＯＧ１ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃｇｏｌｇｉｃｏｍｐｌｅｘ１ ０．１８７ －３．１７１ ０．０３３
ＤＰＰ７ ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ７ ０．１９６ －２．９６４ ０．０４１
ＴＲＩＰ１１ ｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｏｒ１１ ０．２０７ －３．３４４ ０．０２８
ＨＳＤ１７Ｂ２ ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ１７ｂｅｔａｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ２ ０．２０７ －４．３６７ ０．０１１
ＲＡＢ３ＧＡＰ１ ＲＡＢ３ＧＴＰａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔ１ ０．２２０ －４．１２８ ０．０１４
ＣＯＧ３ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃｇｏｌｇｉｃｏｍｐｌｅｘ３ ０．２２９ －６．６７５ ０．００２
ＲＰＬ３２ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ３２ ０．２３２ －５．５２０ ０．００５

上颌窦囊肿患者的正常鼻黏膜 继发性萎缩性鼻炎患者的鼻黏膜
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图１　两组样本的ＰＣＡ结果　注：ＰＣＡ（主成分分析）。
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图２　两组样本的ＤＥＰｓ火山图　注：ＤＥＰｓ（差异表达蛋白）。
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２．２　ＤＥＰｓ的ＧＯ富集分析
ＧＯ富集分析结果（图３）显示：继发性萎缩性鼻

炎特异性的ＤＥＰｓ在 ＢＰ层面主要涉及内质网 －高
尔基体囊泡运输、病毒转录以及外源性肽类抗原通

过ＭＨＣⅡ类途径的呈递和加工；在 ＭＦ层面主要涉
及核糖体的结构组成部分、肽的二硫键氧化还原酶

活性以及蛋白质二硫键异构酶活性；在 ＣＣ层面主
要涉及细胞质核糖体大亚基以及 ＣＯＰⅠ／Ⅱ囊泡
外衣。

２．３　ＤＥＰｓ的ＫＥＧＧ富集分析
ＫＥＧＧ富集分析结果（图４）显示：继发性萎缩

性鼻炎特异性 ＤＥＰｓ主要参与鞘糖脂生物合成、蛋
白质运输以及内质网中蛋白质加工等通路。

３　讨论

继发性萎缩性鼻炎的发病率近年来随着鼻甲切

除术的流行而越来越高，虽然该病症在病理学层面

未达到致死性标准，但其顽固的临床症状与治疗应

答率低下，导致患者长期处于躯体功能受损与心理

健康受损的共病状态，这种多维度的健康损耗显著

削弱了个体的职业功能表现及社会活动参与

度［９１０］。本研究通过蛋白质组学测序技术发现了

２９１个与继发性萎缩性鼻炎密切相关的特异性差异
蛋白，并对其进行了 ＧＯ及 ＫＥＧＧ富集分析。其中
差异表达明显的蛋白质可能在继发性萎缩性鼻炎的

发生及发展中起到重要作用。

ＣＯＬ６Ａ６基因位于人类３号染色体长臂的ｑ２２．１
位点，编码Ⅵ型胶原蛋白家族的重要成员。该蛋白
主要表达于上皮细胞的基底膜中，是细胞外基质的

关键组成部分，不仅为组织提供结构支持，还通过介

导细胞与纤连蛋白的相互作用参与细胞信号传导和

微环境调控［１１］。研究表明，ＣＯＬ６Ａ６在多种生物学
过程中发挥重要作用，包括抑制细胞凋亡、缓解氧化

应激以及促进炎症细胞的浸润等［１２］。Ｍａ等［１３］的研

究发现肺腺癌组织中，ＣＯＬ６Ａ６的表达与多种免疫
细胞（如 Ｂ细胞、Ｔ细胞、中性粒细胞及树突状细
胞）的浸润呈正相关，提示其在肿瘤微环境中的免

疫调节作用。这一发现与本研究观察到的继发性萎

缩性鼻炎患者鼻黏膜中ＣＯＬ６Ａ６蛋白表达显著上调
的现象相吻合，进一步支持了 ＣＯＬ６Ａ６在炎症相关
疾病中的潜在作用。基于这些证据，推测 ＣＯＬ６Ａ６
可能是通过调控局部免疫细胞浸润和炎症反应，成

为导致患者鼻黏膜炎症的重要分子机制之一，未来

研究可进一步探讨ＣＯＬ６Ａ６在继发性萎缩性鼻炎中
的具体作用机制及其作为潜在治疗靶点的可能性。
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图３　两组样本的ＧＯ富集分析　注：ＧＯ（基因本体）。
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图４　两组样本的 ＫＥＧＧ富集分析　注：ＫＥＧＧ（京都基因与
基因组百科全书）。
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　　ＭＰＰ１蛋白作为膜相关鸟苷酸激酶家族的核心
成员，其结构特征包含 ＰＤＺ结构域、ＳＨ３基序和鸟
苷酸激酶结构域，这些结构域共同参与细胞内的信

号传导网络和蛋白质相互作用网络［１４］。该蛋白通

过与细胞膜上的筏蛋白特异性结合，在维持细胞膜

稳定性和调控细胞极性方面发挥关键作用［１５］。具

体而言，ＭＰＰ１蛋白通过调控中性粒细胞的极化过
程，直接影响其趋化移动能力和炎症反应强度［１６］。

在继发性萎缩性鼻炎患者的鼻黏膜组织中，ＭＰＰ１
蛋白的表达水平显著上调，这一现象可能与中性粒

细胞的异常活化以及上皮细胞连接蛋白的表达改变

密切相关。这种表达改变可能导致炎症反应的持续

存在和黏膜屏障功能的损伤。从分子机制来看，

ＭＰＰ１蛋白可能通过调节细胞间连接复合物的稳定
性，影响上皮细胞的紧密连接和粘附连接，从而改变

黏膜屏障的通透性。同时，ＭＰＰ１蛋白与中性粒细
胞表面受体的相互作用可能调控其活化状态，影响

炎症因子的释放和免疫细胞的浸润。这些发现不仅

为深入理解继发性萎缩性鼻炎的发病机制提供了新

的分子视角，而且为开发基于 ＭＰＰ１蛋白调控的靶
向治疗策略奠定了理论基础，具有潜在的临床应用

价值。

ＧＯＬＧＡ４作为高尔基体中的一种 ｇｏｌｇｉｎ蛋白，
其核心功能在于维持高尔基体的结构和功能完整

性，通过促进囊泡运输，直接参与蛋白质的生产、加

工和运输过程［１７１８］。尤其在黏膜上皮细胞等分泌

性细胞中，ＧＯＬＧＡ４的正常表达对于确保蛋白质分
泌的顺利进行具有不可替代的作用，一旦其表达异

常，将导致细胞蛋白质分泌受到抑制，进而影响组织

的正常功能；而 ＳＬＣ３８Ａ１０作为溶质载体蛋白家族
的一员［１９］，主要分布在内质网和高尔基体中，其功

能集中在将氨基酸运输到细胞内，为细胞提供必要

的营养支持，帮助维持氨基酸代谢的平衡，确保细胞

的正常生理活动［２０］。因为氨基酸运输关系到蛋白

质生产和细胞信号传递，如果 ＳＬＣ３８Ａ１０出现异常，
会直接影响细胞的代谢能力和蛋白质合成。本研究

发现，继发性萎缩性鼻炎患者的鼻黏膜组织中ＧＯＬ
ＧＡ４和ＳＬＣ３８Ａ１０蛋白含量明显减少，说明这两种
蛋白可能参与疾病发展。具体来看 ＧＯＬＧＡ４减少
会导致高尔基体结构异常，影响黏膜细胞的蛋白质

生产和分泌功能，最终破坏黏膜屏障的修复能力；

ＳＬＣ３８Ａ１０减少会阻碍氨基酸运输，导致蛋白质合
成不足，使黏膜细胞无法正常工作。这些变化共同

造成鼻腔黏膜防御能力下降、炎症加重，加快疾病恶

化。接下来需要研究这两个蛋白在疾病中的具体作

用，探索它们能否作为治疗靶点，为诊断和治疗该疾

病提供新方法。

综上所述，本文利用蛋白质组学测序技术筛选

出了继发性萎缩性鼻炎特异性的 ＤＥＰｓ，并采用 ＧＯ
及ＫＥＧＧ富集分析的方法进一步分析其富集的ＢＰ、
ＭＦ、ＣＣ以及相关通路。结果表明 ＣＯＬ６Ａ６、ＭＰＰ１、
ＧＯＬＧＡ４以及ＳＬＣ３８Ａ１０可能在继发性萎缩性鼻炎
的发生、发展中起到重要作用，这有助于揭示继发性

萎缩性鼻炎发病的分子生物学机制，为进一步研究

提供参考。
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