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Abstract
AIM: To identify the serum protein biomarkers in infants 
with hepatitis syndrome resulted from congenital human 
cytomegalovirus (hCMV) infected using surface enhanced 
laser desorption/ionization-time of fl ight mass spectrometry 
(SELDI-TOF-MS).

METHODS: Serum samples were collected from 20 
hCMV infected hepatitis infants and 25 controls. Of the 25 
infants, 5 were infected with hCMV but without hepatitis, 
10 with hepatitis but no hCMV infection, and 10 were 
healthy infants. The proteomic expression in the serum 
was detected by WCX2 chips and SELDI-TOF-MS.

RESULTS: Fifteen protein peaks were distinctly di-
fferent among the four groups in the mass range of M r 
2 000-20 000. Of the 15 peaks, four at M r 4 349.8, M r 
5 808.7, M r 7 935.6 and M r 8 885.9 were signifi cantly di-
fferent between the congenital hCMV infected hepatitis 

infants and the controls. Five peaks were distinctly up-
regulated in the infants with hCMV infection (M r 3 266.8, 
M r 5 638.5, M r 5 909.1, M r 7 771.4 and M r 15 835.6) as 
compared with those in the infants without hCMV infec-
tion. In comparison with other infants, two proteins 
at M r 4 600.1 and M r 5 704.3, respectively, were up-
regulated in the infants with hMCV infection but no 
hepatitis. Four protein peaks were markedly different 
(M r 7 567.0, M r 13 744.8, M r 15 100.7 and M r 15 915.0) 
between the infants with hepatitis and other controls.

CONCLUSION: Some specifi c serum protein such as au-
gmenter of liver regeneration, prealbumin, and hap-
toglobin were closely related to liver function. Cytokines 
such as beta-defensin 31, 8, and macrophage-derived 
chemokine, and etc were involved in the hMCV infection 
and the pathogenesis hMCV-induced hepatitis in infants.

Key Words: Surface enhanced laser desorption/ion-
ization-time of flight mass spectrometry; Proteomics; 
Neonatal hepatitis syndrome; Congenital cytomega-
lovirus infection
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摘要
目的: 用表面增强激光解吸离子化飞行时间质谱
(SELDI-TOF-MS)技术研究人巨细胞病毒(hCMV)感染
致婴儿肝炎综合征患儿血清蛋白质谱的差异表达, 寻
找特异性蛋白标志物, 为研究hCMV感染引起婴儿肝
炎综合征的蛋白质组学发病机制奠定基础. 

方法: 实验组为hCMV感染所致的婴儿肝炎综合征患
儿20例; 对照组Ⅰ为感染hCMV但未发生婴儿肝炎者5
例; 对照组Ⅱ为hCMV感染阴性的婴儿肝炎10例; 对照
组Ⅲ为健康对照10例. 采集全血, 分离血清, 用SELDI-
TOF-MS技术和WCX2芯片检测各组蛋白质谱的表达. 

结果: hCMV感染引起的婴儿肝炎综合征组与其他对
照组比较, 血清中有4个蛋白质表达水平发生明显变
化, 分别为M r 4 349.8、M r 5 808.7、M r 7 935.6和M r 
8 885.9的蛋白峰. hCMV感染的两个组与未感染的对照
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组婴儿比较, 血清中共有5个蛋白质表达水平发生明显
变化, 分别为M r 3 266.8、M r 5 638.5、M r 5 909.1、M r 
7 771.4和M r 15 835.6的蛋白峰. hCMV感染但未发生婴
儿肝炎组与其他组婴儿比较, 血清中有2个蛋白质表达
水平发生明显变化, 分别为M r 4 600.1和M r 5 704.3的蛋
白峰. 两个婴儿肝炎组与肝功能正常的另两组婴儿比
较, 血清中有4个蛋白质表达水平发生明显变化, 分别
为M r 7 567.0、M r 13 744.8、M r 15 100.7和M r 15 915.0
的蛋白峰. 

结论: 一些特定的血清蛋白质分子如肝再生增强因
子、前白蛋白和结合珠蛋白是与肝功能密切相关的因
子; 细胞因子β-防御素31, β-防御素8和巨细胞源性趋
化因子等, 可能与hCMV感染、感染后发病及感染后
保护相关. 
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0  引言

婴儿肝炎综合征(infant hepatitis syndrome, 简称婴肝)
指1岁以内婴儿未明病因引起的以肝功能损害及病理

性肝脏体征为主要表现的临床征候群, 可伴有黄疸(直
接胆红素升高)或无黄疸; 是一组多病因, 主要是病毒

感染引起的一种综合征[1]. 其中hCMV感染为病毒感染

的首位病因, 但其导致婴肝的确切致病机制仍然不明, 
许多临床病例显示hCMV感染阳性的小儿并无婴肝

的症状表现, 因此需要用新的研究手段和方法去探讨

hCMV感染与婴肝之间的确切关系. 蛋白组学研究近

年取得长足的进展, 尤其是表面增强激光解吸离子化

飞行时间质谱技术(SELDI-TOF- MS)的出现为全世界

寻找多种疾病的标志物提供了新的技术平台, 同时也

为研究许多疾病的致病机制提供了新的手段. 本研究

采用SELDI技术和WCX2芯片对hCMV引起的婴肝患

儿与三组对照组婴儿的血清标本进行检测, 寻找各组

间蛋白表达谱的差异, 从而为从血清蛋白质组水平研

究hCMV引起婴肝的发病机制、治疗和预后监控奠定

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验组: 2004-11/2005-7住院的hCMV感染

引起的婴肝20例, 男10例, 女10例, 年龄1-8 mo(平均

2.5 mo). 对照组Ⅰ为感染hCMV但未发生婴肝5例; 对
照组Ⅱ为hCMV感染阴性的婴肝10例; 对照组Ⅲ为健

康对照10例. 肝功能检测用Dade Behring公司的自动生

化分析仪检测ALT、AST、总胆红素、直接胆红素、

间接胆红素、总蛋白、白蛋白、球蛋白、总胆汁酸

等. 肝炎全套检测使用相应试剂盒. 尿CMV基因定量

检测使用hCMV核酸扩增(PCR)荧光检测试剂盒(深圳

市匹基生物工程股份有限公司), 严格按照操作说明书

进行.   
1.2 方法 采集全血1-2 mL, 立即放入4℃, 静置4 h, 
4℃ 4 000 r/min离心30 min, 每管20 μL分装后置

-86℃冰箱保存备用. 使用前取出血清样品, 冰上融化

后, 4℃10 000 g离心10 min, 除去血清中的不溶物. 
在标记好的1.5 mL Ep管中依次加入20 μL U9缓冲液

(9 mol/L urea, 20 g/L CHAPS, 50 mmol/L Tris-HCl,  
pH9.0, 10 g/L DTT)和10 μL血清样品, 将样品混匀后

500 r/min冰浴振荡30 min. 然后向30 μL稀释样品中

加入360 μL醋酸钠缓冲液(50 mmol/L, pH4.0), 迅速混

匀后加样. 将WCX2芯片安装于加样器(bioprocessor)
内, 每加样孔加入醋酸钠缓冲液200 μL, 室温500 r/min
振荡5 min, 弃去缓冲液, 重复上述操作1次. 每孔加入

稀释后的血清样品100 μL, 室温500 r/min振荡孵育

1 h. 甩去液体, 每孔加入醋酸钠缓冲液200 μL, 室温振

荡5 min, 洗去未结合样品. 弃去缓冲液后, 重复上述操

作1次. 每孔加入HPLC水200 μL, 立刻弃去. 卸下加样

器, 待芯片表面自然晾干后, 每点各加饱和SPA 0.5 μL, 
待芯片表面风干后, 重复1次. 采用PBSⅡc型蛋白芯片

阅读仪读取芯片信息, 仪器用标准多肽校正, 系统的质

量偏差为0.1%. 芯片阅读仪参数设置如下: 激光强度

180, 检测灵敏度8, 优化范围M r 2 000-20 000, 最高相

对分子质量M r 50 000, 芯片上的每个点采集130次. 用
Ciphergen ProteinChip 3.1.1软件自动采集数据. 结果用

Biomarker Wizard软件将2 000-20 000的质荷比峰首先

用信噪比(S/N)大于5和大于2各过滤1次. 筛出的质荷

比峰在10%以上的样品中同时存在, 且同一质荷比峰

在不同样品中的偏差小于0.3%, 以去除原始数据中的

噪音. 分析hCMV引起的婴肝组与各对照组婴儿的血

清蛋白质谱的差异. 

2  结果

2.1 实验室检查结果 实验组20例转氨酶均升高, 其中

有16例同时有胆红素升高, 且以直接胆红素升高为主, 
临床表现为黄疸及肝大, 符合黄疸型婴肝; 另外4例胆

红素正常, 且无黄疸表现, 为非黄疸型婴肝. 对照组Ⅱ

中10例转氨酶均高于正常值. 对照组Ⅰ, Ⅲ各例肝功能

各项指标均在正常范围内. 肝炎全套检测结果显示: 实
验组及各对照组肝炎全套检测结果均为阴性, 排除了

其他肝炎病毒感染的可能. 尿CMV基因定量检测实验
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500-500 000之间的蛋白或多肽, 而且所需样本体积小

(0.5-400 μL). 由于其具有高分辨力, 应用简便, 敏感性

高得到越来越广泛的应用[6-10]. 目前SELDI蛋白质芯片

技术主要用于检测血清中的肿瘤蛋白质标志物, 已经

发现了膀胱癌[11,12], 卵巢癌[13,14], 前列腺癌[15,16], 乳腺

癌[17,18]以及其他癌症特异的标志分子. 有研究小组[19]用

SELDI技术研究艾滋病与正常人血清时发现并确定了

一种相关蛋白——防御素1, 2, 3, 从而为艾滋病的研究

与治疗提供了一定的基础. 婴肝病因复杂, 其中病毒感

染是其主要病因之一. hCMV感染则是首位的病毒学

组及对照组Ⅰ的基因定量均为阳性(2.0×107-1.17×109 
copy/L). 对照组Ⅱ, Ⅲ基因定量结果均为阴性.
2.2 质谱分析结果  用Ciphergen Biomarker Wizard
软件对各组样品进行质谱分析, 在相对分子质量M r 

2 000-20 000范围内, 寻找各组之间的差异蛋白. 其中

hCMV引起的婴儿肝炎综合征组与三个对照组比较, 
相对分子质量为M r 4 349.8、M r 8 885.9的蛋白峰表达

明显下调, 分子质量为M r 5 808.7、M r 7 935.6的蛋白

峰表达明显上调(表1, 图1A). hCMV感染的两个组与

未感染的对照组比较, 相对分子质量为M r 3 266.8、M r 
5 638.5、M r 5 909.1、M r 7 771.4及M r 15 835.6的蛋白

峰表达均明显上调(表1). hCMV感染但未发生婴肝组

与其他组比较, 相对分子质量为M r 4 600.1、M r 5 704.3
的蛋白峰明显上调(表1). 两个婴肝组与肝功能正常的

两组比较, 相对分子质量为M r 7 567.0、M r 15 100.7的
蛋白峰明显上调, 且hCMV感染导致的婴肝组较hCMV
感染阴性的婴肝组上调更明显. 相对分子质量为M r 
13 744.8、M r 15 915.0的蛋白峰明显下调(表1, 图1B). 

3  讨论

蛋白质组(proteome)是对应于一个基因组的所有蛋白

质构成的整体. 蛋白质组学(proteomics)以蛋白质组为

研究对象, 从整体的角度, 分析细胞内外动态变化的

蛋白质组成与活动规律[2-5]. SELDI结合蛋白质芯片能

对原始样品进行高通量检测, 检测相对分子质量在M r 

图 1 hCMV引起的婴儿肝炎综合征组血清蛋白表达谱．A: 相对分子质量为M r 7 935.6的蛋白峰在hCMV引起的婴肝中表达明显上调; B: 相对分子质

量为M r 15 100.7的蛋白峰在hCMV婴肝组表达上调较hCMV感染阴性的婴肝组更明显.

表 1 hCMV引起的婴儿肝炎综合征蛋白峰的表达

蛋白峰分子质量 (M r)      实验组      对照组Ⅰ      对照组Ⅱ     对照组Ⅲ

  4 349.8                             0              ↑                 ↑                 ↑

  5 808.7                            ↑              0                   0                  0
  7 935.6                            ↑              0                   0                  0
  8 885.9                             0              ↑                 ↑                 ↑
  3 266.8                            ↑             ↑                  0                   0
  5 638.5                            ↑             ↑                  0                   0
  5 909.1                            ↑             ↑                  0                   0
  7 771.4                            ↑             ↑                  0                   0
15 835.6                            ↑             ↑                  0                   0
  4 600.1                             0              ↑                  0                   0
  5 704.3                             0              ↑                  0                   0
  7 567.0                         ↑↑              0                 ↑                   0
13 744.8                             0              ↑                  0                  ↑    
15 100.7                         ↑↑              0                 ↑                   0
15 915.0                             0              ↑                  0                  ↑

↑↑明显上调; ↑上调; 0无蛋白峰.
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病因. hCMV是宫内病毒感染最常见的原因. 母亲孕期

原发性hCMV感染或再感染可将病毒传播给胎儿, 而
导致胎儿先天性hCMV感染. 10%先天性hCMV感染的

婴儿将出现严重的临床表现, 常见的有肝脾肿大、黄

疸、小头畸形、体质量低下、紫癜、先天畸形等[20,21], 
但其导致婴肝的确切致病机制仍然不明. 有报道在母

亲原发感染期间, 白细胞携带病毒到达微脉管上皮

细胞[22-24], 微脉管上皮细胞与锚在母体微动脉绒毛上

的细胞滋养层直接相联, 被感染的滋养层细胞将继而

感染绒毛核心下的组织, 包括成纤维细胞和胎儿内皮

细胞, 这样病毒就感染了胎儿. 原发感染时的另外一种

传播机制可能是感染了的母体白细胞通过破坏合体滋

养层而感染绒毛层的基质[25]. 同时, 合体滋养层细胞可

以直接被病毒感染[26]. 另外病毒感染机体后可抑制机

体的免疫功能, 特别是细胞介导的免疫反应, 如巨噬细

胞及CD14+单核细胞等均参与机体对hCMV的免疫应

答反应[26]. 尽管近年来对hCMV的研究颇多, 但对于其

导致婴儿肝脏损伤的机制仍不十分明确, 因此在本实

验中我们采用SELDI-TOF-MS技术, 意图从蛋白质水

平发现与hCMV感染及致病有关的蛋白标志物, 进而

揭示hCMV感染引起婴儿肝炎综合征的致病机制.
我们首先进行了肝炎全套检测, 排除了其他肝炎

病毒感染的可能. 然后对各组婴儿进行尿CMV基因定

量检测, 结合肝功能检测结果及临床表现(如黄疸、

肝脾肿大等)将所有标本分为4个组, 检测各组之间血

清中蛋白表达谱的差异. 我们根据发现的差异蛋白

的分子质量及等电点(WCX2芯片捕获的蛋白质PI>4)
在Swiss蛋白数据库中检索(http://us.expasy.org/tools/
tagident.html), 得到一些趋化因子和细胞因子, 在等

点电和分子质量上与我们得到的蛋白差异峰非常接

近. 结合结果分析, 我们发现在hCMV引起的婴儿肝炎

综合征组与3个对照组之间存在4个蛋白差异峰, 则这

4种蛋白是与hCMV感染并且导致婴肝的发病密切相

关的. 在数据库中检索到相对分子质量为M r 5 808.7和
M r 7 935.6的蛋白峰分别与β-防御素8和巨噬细胞源性

趋化因子(MDC)[27,28]两种蛋白非常接近; 将hCMV感

染的两个组与无hCMV感染的两个组血清蛋白表达谱

比较, 发现有5个蛋白峰在hCMV感染组是增高的, 提
示这5个蛋白峰与hCMV感染相关. 其中M r 7 771.4和
M r 15 835.6的蛋白峰分别与血小板因子4(CXCL4)和白

细胞介素-25(IL-25)非常接近; 将hCMV感染但未发生

婴肝的婴儿与其他组婴儿血清蛋白质表达谱比较, 发
现有2个蛋白峰表达明显上调, 则这2种分子质量的蛋

白质的作用可能是保护感染后的机体, 使之有效对抗

病毒对机体的侵害, 是一种对机体具有保护性的细胞

因子. 其中M r 5 704.3的蛋白峰能够在Swiss数据库中

检索到与β-防御素31非常接近; 将肝功能异常的两个

组与肝功能正常组比较发现4个蛋白峰表达有明显差

异, 则这4种蛋白是与肝脏损伤修复有关的蛋白质. 其
中相对分子质量为M r 7 567.0和M r 15 100.7的两种蛋

白峰在hCMV感染引起的婴肝组增高较非hCMV感染

的婴肝组更高. 在数据库中检索到M r 15 100.7的蛋白

峰与人肝再生增强因子(hALR)[29,30]非常接近, 该细胞

因子恰是与肝脏的损伤后再生密切相关的, 从而提示

了hCMV感染对婴儿肝脏的损伤较其他损伤更为严重. 
另外两种蛋白峰相对应的前白蛋白、结合珠蛋白等也

是反映肝脏功能的蛋白, 其在肝脏损伤时的变化均与

我们的实验结果一致.
总之, 我们在实验中发现的这些与hCMV感染及感

染后婴儿肝炎综合征的发病与否相关的血清蛋白因子, 
以及根据这些因子的分子质量对照已知的细胞因子

数据库分析可能参与hCMV感染及感染致婴肝的相关

细胞因子, 将有助于我们从血清蛋白质组水平上探讨

hCMV引起的婴肝的发病机制, 如巨噬细胞源性趋化因

子, 白细胞介素-25等可能是参与机体免疫反应的白细

胞在机体对hCMV感染后的免疫应答过程中产生的. 本
结果仍需要更进一步的分析及实验来验证, 为揭示巨

细胞病毒导致婴肝的机制提供蛋白质组学的分子基础. 
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