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Abstract
Objective: Through differential proteomic analysis between nonunion bone tissue and normal bone tissue, we aim to identify 
significant differential proteins and provide a basis for the occurrence, development, and treatment of nonunione. Methods: Total 
protein was extracted from 3 cases of nonunion tissue and 3 cases of normal bone tissue. After quantification, an equal amount of 
protein was taken and subjected to reduction, alkylation, and enzymatic hydrolysis steps to become a peptide mixture, After peptide 
fragment mass spectrometry detection, mass spectrometry spectra are obtained.Finally,the qualitative or quantitative information of 
protein in the sample can be obtained by analyzing these mass spectra using relevant software. Results: A total of 6 samples were 
tested and quantitatively analyzed in this project, and 24182 peptide segments were identified, belonging to 4510 different proteins. 
A total of 515 significantly different proteins were screened out. Conclusion: There are significant differences in proteomics between 
nonunion bone tissue and normal bone tissue, and these differentially expressed proteins play an important role in nonunion.
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骨不连组织与正常骨组织差异蛋白质组学分析
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摘  要

目的：通过骨不连组织与正常骨组织差异蛋白质组学分析，寻找明显差异蛋白，为骨不连的发生、发展及治疗等提供依
据。方法：分别对3例骨不连骨组织及3例正常骨组织提取总蛋白，定量后取等量蛋白经还原、烷基化、酶解的步骤变为肽
段混合物，肽段样品的质谱检测得到质谱谱图，最后通过相关的软件解析这些质谱图就可以得到样品中蛋白质的定性或定
量信息。结果：本项目共对6个样品进行了检测和定量分析，共鉴定到24182条肽段，属于4510个不同的蛋白，共筛选出515
个显著差异蛋白。结论：在蛋白质组学方面骨不连组织与正常骨组织差异十分明显，这些差异蛋白质在骨不连中发挥重要
作用。
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1 引言

骨不连又称为骨折不愈合（Nonunion），是指骨折经

过治疗后，骨折愈合时间超过正常范围，且延长治疗后仍未

能实现骨性愈合。是骨折术后常见并发症之一，发生率约为

4.93%[1]。骨不连可造成肢体功能障碍，外观畸形等，目前

骨不连主要为手术治疗，但存在一些严重的并发症，如感染、

持续伤口渗液、皮肤感觉异常、持续疼痛和再次骨不连等，

导致其病残风险上升、生存质量下降，无论从身体、心里及

经济等方面给患者带来巨大影响。因此，对骨不连研究具有

重大意义，本研究首次从蛋白质组学方面对骨不连进行了分

析，并取得了较好的结果。

2 材料与方法

2.1 实验标本、主要试剂、仪器
标本自 2022 年 1 月至 2024 年 12 月收集于武汉科技大

学附属孝感市中心医院骨科，标

本获得后保存 -80 度冰箱保存。十二烷基硫酸钠、三

氟乙酸、三 (2- 羧乙基 ) 膦盐酸盐、氯乙酰胺 2、胰蛋白酶、

丙酮均购自 Sigma-Aldrich，干式恒温器、掌上离心机、恒

温混匀仪、手持匀浆仪购自杭州米欧，BCA 蛋白质定量检

测试剂盒购自生工生物，非接触式超声波细胞粉碎机，酶联
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免疫分析仪购自杭州奥盛，高效液相色谱仪购自 Agilent， 

UltiMate 3000 纳升高效液相色谱购自 Thermo	Scienti	fic，

timsTOF	Pro质谱仪购自 Bruker	Daltonics，纳升 C18 捕集柱、

纳升 C18 分析柱购自 AUROR。

2.2 蛋白提取
实验时取出样品后加入裂解液，使用组织破碎仪来进

行组织破碎后孵育，蛋白变性后进行超声处理，离心样品后

取上清，采用丙酮沉淀法对上清液中的蛋白进行沉淀。蛋白

沉淀后复溶，采用 BCA 法测定蛋白浓度。完成还原和烷基

化加入胰蛋白酶，孵育振荡过夜进行酶切。第二天加入终让

酶切反应，离心样品取上清行脱盐，真空抽干后 -20℃冻存。

2.3 质谱检测
样品的质谱检测使用 UltiMate 3000 RS LCnano 纳升液

相（Thermo）串联 timsTOF	Pro 质谱仪 (Bruker), 质谱以 dia 

PASEF 模式进行数据采集，利用 timsControl 软件进行 dia 

PASEF 采集窗口的设置。

2.4 数据库检索
原 始 数 据 使 用 DIA-NN（DIA-NN-v1.8.1） 软 件 的

library-free	mode 进行分析。检索使用的数据库是从 Uniprot

下载的Human蛋白序列数据库检索参数主要采用默认设置，

蛋白质定量信息使用 MaxLFQ 算法进行归一化处理。 

2.5 数据分析
使用 DIA-NN 检索结果中“pg_matrix.ts	v”中的信息

用于蛋白质水平的定量分析。取至少在一个组中出现 50%

有效定量值的蛋白进行定量比较，通过 t- 检验的 P 值和

变化倍数确定显著变化的蛋白，蛋白的功能注释从 GO、

KEGG、EggNOG、Pfam、UniProt 中亚细胞定位等数据库

中提取，经费舍尔精确检验来判断是否在调控中被富集 , 使

用 STRING 数据库进行蛋白互作网络的分析。

3 结果

3.1 定量结果总览
本项目共对 6 个样品进行了检测和定量分析，共鉴定

到 24182 条肽段，属于 4510 个不同的蛋白。

3.2 差异表达分析

图 1 差异蛋白火山图

差异蛋白火山图通过对质谱原始数据进行数据库检索，

获得肽段的检测信号强度，进而计算相应蛋白的定量信息。

图中每个点表示一个定量到的蛋白质，横坐标表示不

同组间差异倍数（log2	FC），纵坐标表示该蛋白的差异显

著性，本项目共筛选出 515 个显著差异蛋白。

3.3 注释与富集分析
GO（Gene Ontology，基因本体论）注释与富集分析 ,GO

可分为 3 类，分别描述基因分子功能（MF）、所处细胞位

置（CC）、参与生物过程（BP）。注释与富集分析是将筛

选出的差异蛋加入进行注释后，将其注释到的条类型与背景

蛋的注释结果输入进行分析。

3.4 互作网络分析
STRING 数据库中含有来源广泛的蛋白互作信息，是

目前使用最广泛、信息最全面的蛋白互作网络分析工具。本

项目基于 STRING 数据库分析差异蛋白的蛋白互作网络，

如图 2 所示：

图 2 ZCGG/GBL Degree

ZCGG/GBL 每个节点为一个差异蛋白（GBL 表示骨不

连组织，ZCGG 表示正常骨组织），节点之间的连线表示两

个蛋白之间存在已知的或预测可能存在的蛋白相互作用，节

点颜色表示该蛋白的差异倍数，节点大小可以表示互作网络

中蛋白的连接度。本实验结果显示差异蛋白质之间绝大多数

存在密切关系及重要作用。

4 讨论

对骨不连已存在大量研究，在蛋白方面也存在不少，

但目前还没有从蛋白质组学方面进行过研究。蛋白质组

(proteome) 是在一定条件下由一个特定细胞或生物产生的所

有蛋白质 [2]，蛋白质组学从整体研究，因此更为全面，本研

究首次从差异蛋白质组学方面对骨不连研究，发现骨不连与

正常骨组织存在明显异常，共筛选出 515 个显著差异蛋白，

相比正常骨组织，其中破骨细胞刺激因子 1 、脂质运载蛋白
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2、胸腺素 04 在骨不连组织中的含量明显下降，而 RETN	、 

分泌型卷曲相关蛋白 4、透明质酸和蛋白聚糖连接蛋白 1 含

量明显增多。

破骨细胞刺激因子 1（OSTF1）具有促破骨活性。骨折

修复后期，破骨细胞在成骨细胞协同下，清除过度骨痂、重

塑骨骼以适应力学需求 [3]；早期炎症中，破骨细胞可能释放

生长因子促血管生成，还能吸收坏死骨为新生骨腾空间。病

理状态下，破骨细胞活性失衡（如过度激活）会致骨吸收过

度，延缓愈合 [4]。OSTF1	可调控破骨细胞分化与激活，促

进其前体分化成熟以增强骨吸收能力，参与破骨细胞融合并

影响效率，还通过与成骨细胞、免疫细胞等相互作用，间接

影响骨修复微环境 [5]。

脂质运载蛋白 2（LCN2）通过结合巨藻蛋白和 24p3R 

受体，调控炎症反应与免疫细胞活性。骨折早期，它调节

炎症因子释放、清除坏死组织，平衡中性粒细胞和巨噬细胞

活性，控制炎症强度与时长，为骨痂形成创造适宜环境 [6]。

LCN2 作为运铁蛋白，介导铁离子转运，影响细胞代谢，调

节成骨细胞能量代谢和活性，还与骨形态发生蛋白协同加速

骨基质矿化和新骨形成 [7]。其水平升高可降低破骨细胞活性，

减少骨吸收，维持骨重建平衡。此外，老年 2 型糖尿病患者

中 LCN2 水平降低与骨质疏松相关，高血糖可能通过抑制其

表达影响成骨细胞功能，延缓骨折愈合，故 LCN2 可能是糖

尿病相关骨折的潜在治疗靶标 [8]。

胸腺素 β4（TMSB4X，即胸腺素 04）可加速成骨细

胞迁移至骨折部位，促进骨痂形成。它可能通过调节细胞骨

架增强骨形态发生蛋白（BMP）信号通路效应，助力骨折

愈合 [9]。其能为骨再生提供营养支持，满足骨折愈合对血供

的需求。且具抗炎特性，可减少局部炎症，抑制纤维化过度，

避免瘢痕干扰骨再生 [10]。同时可能与活性维生素 D3、白蛋

白协同，优化骨代谢环境 [11]。作为多功能蛋白，TMSB4X 

在细胞迁移、抗炎和组织修复中起核心作用，骨折愈合机制

涉成骨调控、抗炎及血管生成。本研究显示其在骨不连组织

中含量明显下降，印证其对骨折愈合的重要性。

抵抗素（RETN）由脂肪细胞和免疫细胞产生，属分泌

型多肽激素蛋白，参与脂质代谢调节等，对骨折愈合等有多

重影响。其水平上升会促进巨噬细胞浸润加剧关节损害，激

活	NF-κB 等炎症通路，影响骨折早期炎症微环境，加速关

节炎进展与关节骨质破坏。同时，RETN	可能与糖尿病等相

关，间接干扰胰岛素信号途径，影响骨重建及成骨、破骨细

胞功能。SFRP4	是 Wnt 信号通路拮抗剂，而该通路对骨骼

系统发育至关重要。SFRP4	会抑制内膜吸收，干扰软骨内

骨化，减少骨形成，引发骨质疏松等，使皮质骨变薄、脆性

骨折增多，还可能影响成骨细胞分化和结痂形成，导致骨折

愈合推迟，其表达或功能异常还会影响局部血供及骨重塑，

造成骨不愈合。HAPLN1 在骨折修复中作用关键，能促进

骨再生，早期通过稳定 HA - 蛋白聚糖复合物助力软骨基质

形成，其表达不足会影响骨痂形成和矿化。它还能改善骨修

复微环境，调节	ECM	稳定性以影响淋巴管功能，且可能通

过调控细胞外基质影响炎症反应和血管生成，外源性补充或

加速复杂骨折愈合。

5 总结

综合以上，骨不连组织与正常骨组织在蛋白质组学上

有明显差异，其中破骨细胞刺激因子 1 、脂质运载蛋白 2、

胸腺素 04 在骨不连组织中的含量明显下降，以及 RETN	、

分泌型卷曲相关蛋白 4、透明质酸和蛋白聚糖连接蛋白 1 含

量明显增多，与骨不连发生存在密切关系，本研究结果对骨

不连的诊断和治疗有一定的促进作用。
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