
第37卷 第3期
2025年3月

Vol. 37, No. 3
Mar., 2025

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

文章编号：1004-0374(2025)03-0321-08

DOI: 10.13376/j.cbls/2025033

收稿日期：2024-12-03；修回日期：2024-12-31
基金项目：科技创新2030—重大项目(2021ZD0201100)
*通信作者：E-mail: lfzhao2021@163.com (赵立芳)；
yanningcaimailbox@163.com (蔡燕宁)

面向体外诊断的体液蛋白质组学分析前因素研究进展 
李　玙1,2,3，应　超1,2,3，李奇萌4，赵立芳4*，蔡燕宁1,2,3,4*

(1 首都医科大学宣武医院神经生物学研究室，北京 100053；2 教育部神经变性病重点实验室，北京 100053；
3 国家老年疾病临床医学研究中心，北京 100053；4 首都医科大学宣武医院临床样本中心，北京 100053)

摘　要 ：在体外诊断领域，蛋白质组学研究对于生物标志物的发现、验证和确认至关重要。越来越多证据

表明，不同的样本处理和操作步骤会影响蛋白质的丰度和检测的可靠性。体外诊断中的大多数异常和错误

都发生在样本的分析前阶段，这些变量会对分析物的测定结果产生巨大影响。然而，目前关于分析前变量

对样品采集和储存后蛋白质的稳定性以及完整性的影响尚不完全清楚。本文系统综述了分析前变量对生物

体液蛋白质组学研究的影响，以期为蛋白质组学研究提供新的思路。

关键词：蛋白质组学；分析前因素；血液；脑脊液；尿液	
中图分类号：R331.5　　文献标志码：A

Advances in the analysis of pre-analytical factors for in vitro 
diagnostic-oriented proteomics of body fluids

LI Yu1,2,3, YING Chao1,2,3, LI Qi-Meng4, ZHAO Li-Fang4*, CAI Yan-Ning1,2,3,4*
 (1 Neurobiology Laboratory, Xuanwu Hospital, Capital Medical University, Beijing 100053, China; 2 Key Laboratory 
of Neurodegenerative Diseases, Ministry of Education, Beijing 100053, China; 3 National Clinical Research Center for 

Geriatric Diseases, Beijing 100053, China; 4 Clinical Sample Center, Xuanwu Hospital, Capital Medical University, 
Beijing 100053, China)

Abstract: In the domain of in vitro diagnostics, proteomics research plays a crucial role in the discovery, validation, 
and confirmation of biomarkers. Increasing evidence suggests that various sample handling and manipulation 
procedures significantly influence protein abundance and the reliability of assays. The majority of abnormalities and 
errors in in vitro diagnostics are observed during the pre-analytical phase of sample processing, and these variables 
can significantly influence the outcomes of the analyte assay. Nevertheless, the influence of pre-analytical variables 
on the stability and integrity of proteins following sample collection and storage remains inadequately 
comprehended. In this article, we systematically reviewed and analyzed the impact of pre-analytical variables on 
proteomics research of body fluids, aiming to provide new insights for proteomics research.
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蛋白质组学是检测特定细胞、组织、体液或生

物体中的蛋白质表达、结构、功能和相互作用的一

种分析技术 [1]。与基因组不同，蛋白质组是高度动

态的，可在生物信号、环境条件和外部刺激下发生

显著变化，由于蛋白质组中的变化反映了机体的病

理或生理过程，而通过蛋白质组学技术可以分析蛋

白质组成和丰度以确定疾病标志物或治疗机制，因

此蛋白质组学有望成为寻找诊断或治疗生物标志物

以及鉴定和表征基因组编码的蛋白质的首选工具
 [2, 3]。

值得注意的是，样本分析前的采集和处理程序的不

同可能导致生物标志物研究结果出现显著差异，因
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此，分析前因素的控制是目前蛋白质组学研究的关

键点。在常规实验室实践和临床试验中，样本的选

择、收集、处理和存储等分析前因素可能会影响蛋

白质稳定性，进而对分析物的测定产生巨大影响，

并可能影响结果的可重复性和检测的有效性。本文

将重点关注生物体液蛋白质组学研究相关的主要分

析前变量和考虑因素。

1　蛋白质组学概述

蛋白质是由氨基酸组成的多肽，经常被用作

筛选和检测各种人类疾病的重要生物标志物 [4]。蛋

白质组的概念最早由澳大利亚的 Marc Wilkins 和
Keith Williams 于 1994 年提出 [5]，它是指由一种生

物体的一个细胞或一个组织的基因组所表达的全部

蛋白质。每个物种都有自己独特的蛋白质组。与基

因组不同，蛋白质组的组成随着时间、环境以及整

个生物体的变化而不断变化。

蛋白质组学是以蛋白质组为研究对象，分析细

胞内动态变化的蛋白质组成成分、表达水平和修饰

状态，了解蛋白质之间的相互作用与联系，揭示蛋

白质功能与细胞生命活动规律的科学
 [1, 6]，其允许

在极小的样本量和极快的时间框架内同时分析数百

甚至数千种蛋白质 [7]。与转录组学和基因组学相比，

蛋白质组学研究有助于更深入地了解蛋白质水平编

码的动态调控层，如翻译后修饰、亚细胞定位、细

胞信号转导和蛋白质 - 蛋白质相互作用等
 [8, 9]。蛋白

质组学方法已被广泛应用于各种研究，如蛋白质丰

度的变化、可能发生的疾病、对治疗性措施的反应

以及对血浆蛋白质组的影响等，尤其是可以发现伴

随疾病、年龄或治疗性措施而产生的蛋白质丰度的

变化
[6]。蛋白质组学能够从最小体积的样本中以高

通量的方式定量数千种蛋白质。利用蛋白质组学，

多项研究致力于通过识别疾病模型、患者生物流体

以及死后脑组织中差异表达的蛋白质，将其作为潜

在生物标志物，以揭示疾病病理机制
 [10]。

2　蛋白质组学技术发展概况

随着实验技术的快速发展，蛋白质组学方法已

经从传统的低通量方法，如酶联免疫吸附试验

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)、蛋白

质免疫印迹 (western blot, WB)、凝胶电泳和基于色

谱的方法 ( 离子交换色谱法、尺寸排除色谱法及亲

和色谱法等 )，发展到高通量方法，如蛋白质微阵

列、蛋白质通路阵列和质谱分析 (mass spectrometry, 

MS) [11-14]。这些高通量蛋白质组学技术不仅缩短了

分析时间，还提高了蛋白质组覆盖的准确性和深度。

在过去的几十年中，MS 技术已被成功应用于蛋白

质组翻译后修饰、药物筛选、生物标志物发现、靶

标验证等研究，是所有涉及蛋白质的生物学研究的

支柱
 [15-19]。基于液相色谱质谱 (liquid chromatography 

mass spectrometry, LC-MS) 的蛋白质组学已被开发

为耗时且劳动密集型的基于凝胶的蛋白质组学和免

疫测定的替代方法，用于进行不同规模的蛋白质鉴

定和定量
 [20]。此外，研究人员近年开发了一种基

于超分子探针的方法，使用超分子探针修饰的膜同

时捕获和原位高通量分析外泌体。该技术可对低外

泌体含量的体液 ( 如尿液 ) 进行蛋白质组学分析，

为外泌体的分离和检测一体化提供了有效实用的方

法
 [21, 22]。随着生物信息学和现代多分析组学技术的

发展，蛋白质组学在揭示疾病发病分子机制、发现

新的生物标志物方面前景广阔，并可作为特定的诊

断检测、预后预测和治疗的靶标，进一步加强个性

化医疗。

复杂的蛋白质组学样本通常在不同的条件下获

得、存储和处理。这些分析前因素可能会影响测定

的蛋白质质量，进而影响相关统计分析和验证的结

果。因此，在复杂的蛋白质组学实验中，确定哪些

因素影响蛋白质的丰度，并确定受这些因素影响最

大的蛋白质种类是非常重要的。

3　血液蛋白质组学分析前因素 

血液是个体状态或表型的普遍反映，被认为可

反映整个人类蛋白质组，是临床研究的首选生物流

体，经常被用作生物材料来测量用于诊断及治疗等

目的的生物标志物
 [23-26]。通常所说的血液即全血，

包含血浆、红细胞、白细胞、血小板以及淋巴细胞等；

全血经抗凝处理后再离心沉淀，得到的不含细胞的

浅黄色半透明液体称为血浆；不经抗凝处理的血液

在一系列凝血因子作用下发生凝血级联反应后，上

层析出的清澈液体被称为血清。血浆蛋白质组学关

注的是全血中的可溶性蛋白质，这些蛋白质通常是

在全血样本离心后获得的。血清蛋白质组学关注的

是全血自发或诱导凝块形成并将其清除后剩余的部

分，这一过程与凝血和炎症途径的激活有关，可改

变样品中的蛋白质含量，这种改变包括去除大量高

丰度蛋白质 ( 如纤维蛋白原、活化或形成聚集体的

血小板 )，以及去除参与凝块形成的其他蛋白质
 [7]。

在临床指标的检测中，血生化、肿瘤标志物检测
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一般选用血清，而针对凝血因子的检测则需要选用

血浆。

血浆和血清蛋白质组学是蛋白质组学研究的一

个重要分支，通过检测选定的目标人群血浆或血清

表达的全部蛋白质，并寻找差异蛋白，鉴定疾病相

关蛋白，这将为研究重大疾病病理生理学机制、早

期诊断特异性标志物、药物作用靶点等开辟新的途

径
 [27]。尽管潜力无限，血浆和血清蛋白质组学在临

床和研究中的应用却非常有限，而且对于如何收集

和制备用于蛋白质组学分析的样品没有严格的指导

方针
 [28]。因此，在进行基于蛋白质组学的研究之前，

应该考虑和确定一些分析前变量。

3.1　患者准备

患者准备在血液蛋白质组学研究中起着至关重

要的作用，特别是在生物标志物的探索和诊断应用

方面，因此需要对其进行准确的概述和规范。患者

准备过程中与蛋白质组学检测结果密切相关的影响

因素主要包括：(Ⅰ) 年龄、性别和种族；(Ⅱ) 昼夜节律，

其在很大程度上决定了某些分析物的浓度，如通

常需在早上 7~9 点采集禁食患者血液；(Ⅲ) 可能最

终干扰蛋白质代谢的药物的摄入；(Ⅳ)饮食习惯；(Ⅴ)
个体内部和个体间的特定生物学变异；(Ⅵ) 体育锻

炼，特别是抽血前 3 d 的体力活动
 [29]。遗憾的是，

目前很少有研究深入探讨患者准备对血液蛋白质组

学的影响。

3.2　血液采集

3.2.1　采集程序

血液采集时应考虑的方面包括血液采集的类型

( 如静脉穿刺、动脉穿刺、皮肤穿刺 )、采集的位置

及准备、患者体位、止血带部位等。对于静脉穿刺，

首选的采集部位是肘正中静脉，因为通常很容易找

到并获取血液。采集部位的准备包括用酒精或碘伏

擦拭以进行适当清洁。但值得注意的是，残留的酒

精与血液样本混合会导致溶血，并可能虚假地增加

和干扰某些分析物的水平，因此需要等酒精蒸发后

再进行采血。采集时患者的体位 (站立、卧位或坐位 )
以及患者处于该体位的时间会影响血液循环，进而

影响检测结果，如从站立位改为卧位会导致血浆中

的总蛋白水平降低，因此血液采集前应指导患者选

择正确的体位。此外，静脉闭塞时间超过 30 s 会影

响样本分析，止血带应在静脉穿刺部位上方 3~4 cm
处，当血液开始流入导管时应将其取下。长时间使

用止血带可能引起静脉闭塞，导致穿刺部位血液集

中，最终导致多种化学分析物增加
 [27, 30]。

3.2.2　血液采集管类型 
目前可用的血液采集管种类较多，其内壁含有

不同的添加剂，包括柠檬酸钠、肝素钠 / 锂或乙二

胺四乙酸 (EDTA) 等 ( 表 1)。其中，柠檬酸钠和

EDTA 通过与血液中的 Ca2+ 形成稳定的螯合物，从

而起到抗凝作用，而肝素主要通过与抗凝血酶因子

结合，提高抗凝血酶因子的活性，增强对凝血因子

的抑制作用，从而抑制凝血酶形成并发挥抗凝作用。

采集管添加剂可能会对蛋白质组学研究产生影响，

在一项使用全自动免疫测定法测量不同样本处理程

序后血浆 β 淀粉样蛋白 (Aβ) 水平的研究中发现，

对于除 Aβ42 和 Aβ40 外的所有血浆生物标志物，

EDTA、肝素锂和柠檬酸钠管的分析物水平基本相

当；与 EDTA 管相比，使用肝素锂管时，Aβ42 和

Aβ40 的中位恢复信号分别增加了 10% 和 9% ；使

用柠檬酸钠管时，Aβ42 和 Aβ40 的中位回收信号分

别下降了 6% 和 4% ；此外，与 EDTA 和肝素锂管

相比，柠檬酸钠管的 GFAP 和 NFL 呈下降趋势
 [31]。

在临床及科研实践中，建议依据检测目的选用不

同的血液采集管，这些采集管不可互换，在一项研

究中只能使用一种类型的采集管
 [27]。

3.3　血液处理

3.3.1　处理时间及温度

由于血细胞代谢和细胞内化合物的逐渐释放，

表1  常见血液收集管及其用途

编号 颜色 添加剂 用途

1	 红色 无添加剂 主要用于血清生化、电解质、甲状腺功能、肿瘤标志物、血清免疫学检测

2	 橘红色 促凝剂 主要用于急诊生化检测

3	 黄色 惰性分离胶及促凝剂 主要用于血清生化、电解质、药物、艾滋病、甲状腺功能、肿瘤标志物、血清免疫学检测

4	 绿色 肝素 主要用于红细胞脆性试验、红细胞压积测定、血液流变学检测、TORCH筛查

5	 紫色 EDTA 主要用于血常规检查及血氨、糖化血红蛋白检测

6 蓝色 柠檬酸钠 主要用于纤溶系统和凝血功能检测，如凝血酶原时间、血小板功能、纤维蛋白等

7 黑色 枸橼酸钠 主要用于血沉检测

8	 灰色 草酸钾/氟化钠 主要用于血糖检测
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全血长期暴露于室温是分析前阶段影响蛋白质稳定

性的一个主要风险。显然，样品的收集、处理和分

析之间的时间间隔应该尽可能缩短，以获得高质量

的样品并保持成分的完整性。理想情况下，血液应

该在采集后立即分离成细胞和液体成分，这对于采

血后的血浆制备、细胞因子分析尤为重要。一般而

言，离心后应小心吸取血浆上清液，不要直接接触

血沉棕黄层，以免被血细胞污染；不建议在处理前

将样品冰运或将全血储存在冰箱中，因为这可能会

产生凝血因子
 [32]。大量研究表明，离心前全血储存

的时间越长，温度越高，血浆蛋白水平越高 [33]。每

种蛋白质的净变化可能是由蛋白质降解与血细胞和

血小板的蛋白质渗漏之间的动态平衡引起的，显著

上调的蛋白质可能是在血液长期储存期间从血细胞

中释放到血浆中的
 [34]。大多数研究认为，血浆应在

采集后 2 h 内与血细胞分离。Kamlage 等 [35] 也证明

了血液处理时间 ( 即从血液收集、离心到冷冻的时

间以及从解冻样品到分析的时间 ) 应尽可能缩短，

最好在 2 h 以内。但是，与上述不同的是，Hassis
等

[36] 却发现在不添加蛋白酶抑制剂的情况下，处

理前后的血浆蛋白在室温下可稳定数小时。

温度是蛋白质处理过程中的另一变量。处理过

程的温度会影响样品的质量，因为蛋白质稳定性和

酶活性与温度有关：降解过程，特别是酶降解过程，

在低温下会显著减少，因此在样品处理过程中保持

低温可以减少蛋白质降解。研究发现，血液样品在

处理前 4 ℃ 储存 24 h 对血浆样品中蛋白质的完整

性没有显著影响
 [37]。全血和 EDTA 血浆可以在 4 °C

储存 24 h，而在常温下应限制在 2 h 内 [31]。

3.3.2　离心步骤

一般建议采集血液样本后，应在 15~24 °C 以

2 500 g 离心 10 min [27]。此外，研究发现，在相同

的实验条件 ( 时间和温度 ) 下，单次离心与双次离

心血浆的相对蛋白质丰度没有显示出显著差异 [36]。

3.4　血液储存及反复冻融

快速冷冻结合缓慢解冻可能对许多血浆蛋白产

生严重损伤，这种损伤主要归因于重结晶过程。因

此，Bernini 等 [37] 在 2011 年制定的用于蛋白质组学

研究的分析前处理标准操作程序 (standard operating 
procedure, SOP) 中明确强调，应避免分析冻融标本。

但是，也有证据表明，冻融循环对血浆蛋白质谱的

影响微乎其微
 [36]。Mateos 等 [38] 也认为，至少在受

控解冻时间不超过 1 h 的情况下，使用多达 3 次冻

融循环的血浆样本可能对临床蛋白质组学研究来说

是潜在可接受的。但对于不稳定的标志物的研究，

建议立即分析，或迅速 -80 °C 冷冻，或将原始样品

分成单独的等分试样 -80 °C 储存，以避免重复冻融

和交叉污染。

3.5　溶血

溶血是指红细胞破裂或被破坏，导致血红蛋

白和其他细胞内容物释放到周围环境中。体外溶血

是现代临床实验室中不良样本产生的主要原因，因

为溶血与样本中的溶血红细胞含量有关，它改变了

人血清的蛋白质组成
 [29]。许多潜在因素会造成体

外溶血，如静脉穿刺困难、采血装置使用不当、采

血技术不熟练，以及静脉穿刺后样本处理不当 ( 如
血液管混合不充分或过度 ) 等。血液采集后造成体

外溶血的其他原因还包括不适当的运输方式 ( 长时

间运输、暴露于不适当的环境条件、对样本的物理

创伤 )、分离样本时不适当的离心条件 ( 如离心力

过大 ) 或样本的延迟离心等
 [39]。发生溶血后，样品

中多种生理成分如血红蛋白、胆红素、磷脂等明显

增加，这些成分可能会影响溶血样品的检测，导致

检测数据不准确。在实际样品中，不可能保持溶血

水平的恒定，因此溶血样品一般不建议应用于蛋白

质组学分析
[40]。 

4　脑脊液蛋白质组学分析前因素 

脑脊液 (cerebrospinal fluid, CSF) 是由脉络丛产

生的一种无色透明的液体，包围并支持着整个脑和

脊髓，保护大脑免受冲击，以及避免与头骨接触造

成损害
 [41]。除了保护大脑，CSF 还通过调节电解质

浓度和运输神经递质和激素来维持中枢神经系统

(central nervous system, CNS) 稳态 [42-44]。与其他生

物体液相比，CSF 能更准确地反映脑和脊髓的疾病

相关病理：CSF 分析，特别是 CSF 蛋白质组学研究，

已成为许多 CNS 疾病的诊断工具，并广泛应用于

神经退行性疾病的生物标志物研究
 [10, 45-51]。

CSF 与神经系统疾病的病变部位密切接触，相

对容易取样，是寻找分子生物标志物的重要材料来

源。然而，CSF 的蛋白质组学分析一直具有挑战性：

由于蛋白质浓度低，蛋白质丰度动态范围大，导致

定量精度低、通量小，蛋白质组研究深度有限
 [52]。

为了获得可靠的结果并降低检测错误风险，正确处

理样品并控制分析前因素对蛋白质组研究非常重

要。因此，CSF 蛋白质组学研究的重要注意事项为

样本的正确采集和储存，以最大限度地减少血液污

染，并最大限度地提高蛋白质的稳定性
 [34]。
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4.1　患者准备

临床上一般通过腰椎穿刺、枕下穿刺或通过脑

室外引流直接从侧脑室收集 CSF，最常见的收集方

法是腰椎穿刺。在进行腰椎穿刺前，必须检查适应

证和禁忌证，并得到患者同意。急性或慢性脑膜炎、

脑炎、肌炎、神经根炎和 ( 多 ) 神经炎构成了腰椎

穿刺的核心适应证，此外，怀疑中枢神经系统感染

或蛛网膜下腔出血是腰椎穿刺的紧急适应证
 [46, 53]。

腰椎穿刺禁忌证包括颅内压增高、出血倾向、败血

症、脊柱异常、穿刺部位炎症及妊娠等。 
4.2　CSF采集

腰椎穿刺采集CSF时，患者一般采取固定体位：

即侧躺，腿在膝关节处弯曲，臂在手肘关节处弯曲，

并向胸部靠拢。成年人的腰椎穿刺应在腰椎的第 3
和第 4 或第 4 和第 5 椎间隙之间进行

 [54]。穿刺针的

选择取决于解剖条件和采集人员的经验。如果可能，

应使用无创穿刺针，以减少穿刺后综合征。老年或

肥胖患者首选锋利的针头，必要时也适用于可能出

现穿刺困难的情况。为了避免重复腰椎穿刺，应采

集足够量的 CSF ( 至少 10 mL)。同时，采集的 CSF
样本应立即送往专业实验室，以便在 2 h 内进行紧

急和基本 CSF 分析。收集和储存 CSF 的容器也会

影响结果，倾向于形成聚集体的蛋白质，如 Aβ1-
42，特别容易被某些采集管材料 ( 如玻璃或聚苯乙

烯 ) 吸收，导致 AD 诊断中的假阳性结果，因此建

议使用聚丙烯管，或使用硅化玻璃制成的无菌管，

但这些材料可能会引起单核细胞的黏附增加
 [53, 55]。

4.3　CSF处理与储存

在一项关于分析前因素对 CSF 蛋白质组稳定

性影响的研究中，Rosenling 等 [56] 评估了 CSF 采集

后延迟储存、冻融次数、胰蛋白酶消化后 4 °C 储存

这三个参数对 CSF 蛋白质组的影响。研究发现，采

集 CSF 后将其置于室温下会导致蛋白质组发生变

化，并且这些变化在采样后的 30 min 内最为明显；

同时，反复冻融可引起甲状腺素转位肽水平的变化；

此外，在自动进样器中 4 °C 保存的胰蛋白酶消化样

品中，前列腺素 D 合成酶和血清转铁蛋白的肽峰面

积时间依赖性降低。与以上结果类似，Huang 等
[34]

也发现，CSF 中的 cathepsin H、ENTPD5 和 WWP2
的水平在延迟处理 ( 小于 6 h) 时也发生了变化。但

是也有研究发现，离心后的人 CSF 蛋白质组在室温

下可稳定长达 2 h [57]。这些结果总体表明，CSF 样

本采集后应立即离心，快速冷冻，于 -80 °C 保存，

并尽可能避免反复冻融。

5　尿液蛋白质组学分析前因素

尿液是一种容易获得和低成本的非侵入性样

本，可以频繁和无创地大量收集 [58]，是反映身体早

期变化的敏感疾病标志物的来源。由于体内平衡机

制的控制，血液中的早期微小变化被消除，而尿液

收集来自全身的废物，成分比血液更丰富，被认为

是更好的生物标志物来源
 [59]。尿液不仅可以用于疾

病诊断和预后，并且可用于长期监测疾病进展和治

疗反应。

已有蛋白质组学研究利用尿液及其亚组分来鉴

定疾病生物标志物
[60]，这种快速发展的新方法被命

名为“尿组学” [61]。作为一种改良的血浆超滤液，

尿液蛋白质浓度仅为血浆的 1/1 000 ；但与血浆蛋白

相比，尿蛋白和肽的复杂性较低，稳定性较高 [62, 63]。

尿液不仅含有肾脏和尿路蛋白，还含有来自远端器

官 ( 包括大脑 ) 的过滤血浆蛋白，尿蛋白分析有望

为泌尿生殖系统和非肾脏疾病提供诊断和预后指

标
 [64, 65]。尿蛋白质组学可以通过鉴定差异表达的蛋

白质，在总或分级尿液中提供与疾病发展相关的线

索 [66]。然而，目前处理和储存尿液样本的方法尚未

有系统标准，无法为推进尿液生物标志物研究提供

最佳条件 [67]。尿液蛋白质组学分析前因素包括采集

方法、短期和长期储存温度和持续时间、加工技术

和试剂使用，了解每个阶段对生物标志物研究的影

响，有望为该领域未来的高质量研究提供信息，并

批判性地审查该领域的其他研究。

5.1　患者准备

影响患者尿液蛋白质组学分析结果的因素如

下：(Ⅰ) 过去 3 d 内是否剧烈运动；(Ⅱ) 过去一周内

是否有药物使用史；(Ⅲ) 长期吸烟和酗酒史；(Ⅳ)
泌尿系统疾病史；(Ⅴ) 代谢异常史；(Ⅵ) 可能影响

检查结果的任何其他疾病史
 [68]。

5.2　尿液采集  
大多数尿液生物标志物研究会规定尿液采集的

时间和方法。通常情况下，一般建议避免第一次晨

尿样本，虽然第一次晨尿样本由于其浓缩性质而被

认为提供了最丰富的尿液特征，但这些样本对于测

量尿液生物标志物并不理想，因为它们容易受到细

菌和上皮细胞污染。女性尿液样本尤其如此：女性

首次排尿尿液与中段尿液样本的比较表明蛋白质的

比例存在显著差异。因此，第二次晨尿或随机中段

尿样更适合研究蛋白质生物标志物。尿液采集建议

采集清洁中段尿液于无菌标本杯中，并记录采集
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时间 [69]。

5.3　尿液处理与储存

通常，尿液样本采集后应立即处理。如果无法

做到这一点，应将样品在 4 °C 下短期储存 ( 少于

24 h) 并记录保存时间，尽量减少室温下的储存。长

期储存是另一个重要的考虑因素，与 -20 °C 储存相

比，-80 °C 储存的尿液样品中蛋白质的稳定性显著

提升。此外，在储存之前，应将样品低速离心，收

集上清液并将其等分，于 -80 °C 冷冻，并记录冷冻

时间
 [69, 70]。但是，有报道指出，在离心过程中，显

示聚集和沉淀趋势的蛋白质可能会被去除，特别是

在尿液蛋白质含量显著升高的患者中，除去的沉淀

物中可能存在标志物蛋白或潜在疾病标志物蛋白，

因此为了进行可靠的分析，此类研究应使用未离心

和充分混合的全尿液样品
 [58]。

5.4　尿液添加剂

对于蛋白质组学研究，一般不建议使用蛋白酶

抑制剂或添加防腐剂以防止细菌过度生长，但目前

还存在争议。由于尿液中的蛋白酶相对缺乏，因此

尿液样本不需要蛋白酶抑制剂。研究表明，蛋白酶

抑制剂对储存的尿液样本中的蛋白质类型或含量没

有显著影响
 [69]。其他防止细菌过度生长的试剂，如

叠氮化钠和硼酸，虽然不建议使用，但应根据目的

生物标志物的作用机制仔细斟酌 [65]。

6　小结

本文主要总结了以血液、CSF 及尿液为代表的

体液蛋白质组学研究的分析前因素。除此之外，唾

液及泪液等其他体液蛋白质组学也不断发展，从唾

液和泪液样本中提取独特生物标志物已成为诊断病

情和监测疾病进展的一种手段
[71,72]。

选择最合适的样品进行蛋白质组学研究是非常

必要的，而在确定样品类型时，还必须考虑目标化

合物的稳定性。大量研究表明，样品的稳定性受到

分析前变量的影响，如样品采集、处理和储存程序。

在临床蛋白质组学研究中，分析前因素对化合物稳

定性和完整性的影响至关重要。减少检测过程中不

确定性的主要方法之一是引入 SOP，这可以有效地

减少可能危害样本质量和检测可靠性的随机错误。

此外，标准化操作可以比较实验室之间的数据，有

助于确认和改进检测方法。特别值得注意的是，在

临床及实验室操作中，不仅要关注分析前因素，更

要注重分析及分析后阶段。因此，研究设计、实验

操作和数据分析每个阶段都很重要，这将促进以蛋

白质为基础的生物标志物研究不断向前发展。
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