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摘  要 

目的：探讨血友病性关节病(HA)滑膜组织的蛋白质表达特征，并与骨关节炎(OA)和类风湿关节炎(RA)滑
膜组织进行比较，以筛选HA相关差异表达蛋白及潜在分子通路。方法：收集接受全膝关节置换术患者的

HA、OA和RA滑膜组织样本，每组各7例。采用数据独立采集(DIA)定量蛋白质组学技术进行蛋白质检测，

并通过MaxQuant、Andromeda及MSstats等工具完成蛋白鉴定、定量及差异表达分析。进一步对差异表

达蛋白进行GO功能注释、KEGG通路富集分析及蛋白质互作网络(PPI)分析。结果：本研究共定量鉴定出

80,931条肽段和6151种蛋白质。Venn分析显示，HA与OA及HA与RA比较中共有415种共同差异表达蛋

白。OTUD6B表现出显著差异表达，MMP3在HA组织中呈低表达趋势。GO分析显示，差异蛋白主要涉及

蛋白质运输、mRNA加工、RNA剪接、信号转导、金属离子结合及线粒体相关结构。KEGG和PPI分析提

示，PI3K-Akt信号通路、氧化磷酸化通路和代谢通路显著富集，其中氧化磷酸化通路在PPI网络中具有

密集互作关系。结论：HA滑膜组织具有区别于OA和RA的蛋白表达特征，其发生发展可能与铁沉积、氧

化应激、线粒体能量代谢异常、蛋白稳态失衡及细胞信号转导改变有关。 
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Abstract 
Objective: To investigate the proteomic characteristics of synovial tissues from patients with hemo-
philic arthropathy (HA) and compare them with those from patients with osteoarthritis (OA) and 
rheumatoid arthritis (RA), aiming to identify HA-related differentially expressed proteins and poten-
tial molecular pathways. Methods: Synovial tissue samples were collected from patients with end-
stage HA, OA and RA who underwent total knee arthroplasty, with seven samples included in each 
group. Data-independent acquisition (DIA)-based quantitative proteomics was performed to char-
acterize protein expression profiles. Protein identification, quantification and differential expres-
sion analysis were conducted using MaxQuant, the Andromeda search engine and MSstats. Gene On-
tology (GO) annotation, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment 
analysis and protein-protein interaction (PPI) network analysis were further performed to explore 
the biological functions of differentially expressed proteins. Results: A total of 80,931 peptides and 
6151 proteins were quantitatively identified. Venn analysis identified 415 common differentially 
expressed proteins in HA compared with both OA and RA. OTUD6B showed marked differential ex-
pression, while MMP3 displayed a relatively low expression trend in HA synovial tissues. GO analysis 
indicated that the differentially expressed proteins were mainly associated with protein transport, 
mRNA processing, RNA splicing, signal transduction, metal ion binding and mitochondrial components. 
KEGG and PPI analyses revealed significant enrichment of the PI3K-Akt signaling pathway, oxidative 
phosphorylation and metabolic pathways, with oxidative phosphorylation showing extensive inter-
actions in the PPI network. Conclusion: HA synovial tissues exhibit distinct proteomic features com-
pared with OA and RA tissues. The pathogenesis of HA may be associated with iron deposition, oxi-
dative stress, mitochondrial energy metabolism dysfunction, impaired protein homeostasis and al-
tered cellular signaling. 
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1. 引言 

血友病是一种遗传性 X 连锁凝血因子缺乏症，关节内出血是这类疾病最常见的临床表现，主要发生

于膝关节，约占所有出血病例的三分之二，最终导致关节功能障碍，即血友病性关节病(HA) [1]-[5]。HA
难以预防，凝血因子替代疗法仅能部分预防关节内出血，患者最终需接受高成本的关节置换手术[6]-[8]。
然而，HA 的具体发病机制至今尚未明确。 

HA 滑膜病理的分子机制可能是揭示其发病机制的关键所在[9]-[13]。随着人类基因组计划的启动，

组学技术在关节病分子机制研究领域取得了显著进展[14] [15]。过去二十年间，研究人员开始运用蛋白质

组学技术研究骨关节炎(OA)、类风湿关节炎(RA)及其他关节病患者的滑膜组织[16]-[18]。二维电泳结合

MALDI 质谱(2-DE + MALDI-MS)应用于 RA 滑膜细胞的蛋白质组分析，是最早关于滑膜蛋白质组学的研

究成果，该项目最终鉴定出 254 种蛋白质[19]-[22]。蛋白质组学技术分析了脊柱关节炎(SpA)、类风湿性

关节炎(RA)和 OA 患者滑膜细胞的差异表达蛋白质，发现髓系细胞标志物 MRP8 在 RA 患者中的表达水
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平显著高于 OA 患者，可作为自身免疫性关节炎炎症浸润的标志物[23]。Xiaotian 利用 OA 和强直性脊柱

炎(AS)患者的滑膜组织样本进行比较研究，发现 RA 患者滑膜组织中 Ig-κ 轻链 C 区、PRDX4、SOD2、
TPI 和 TXNDC5 蛋白表达上调，这些蛋白与细胞分化、乙二醇代谢、免疫激活及内源性抗氧化反应相关

[24] [25]。这些发现对揭示滑膜在关节病发病机制中的作用具有重要意义。 
根据先前的研究，滑膜关节炎(HA)的发病机制与骨关节炎(OA)及类风湿关节炎(RA)具有某些共同特

征。我们采用数据独立采集(DIA)定量蛋白质组学技术获取了 HA 滑膜组织中的蛋白质表达谱，并将结果

与 OA 及 RA 滑膜组织进行了比较。这些数据揭示了一些此前未被发现的差异表达蛋白质，这些蛋白质

可能有助于识别参与 HA 发病机制的相关蛋白。 

2. 材料与方法 

2.1. 滑膜组织样本 

本研究共纳入份滑膜组织样本，样本来源于 2020 年 12 月至 2022 年 6 月期间接受全膝关节置换术的

终末期血友病 A (HA)、骨关节炎(OA)及类风湿关节炎(RA)患者。所有患者均由两名关节外科医生根据影

像学及临床资料确诊，且手术均由同一组外科医生完成。HA 患者的滑膜样本取自血友病 A 患者；血友

病 B 患者及 FVIII 抗体阳性血友病 A 患者均被排除在本研究之外。OA 患者符合 OARSI 标准；根据

ACR/EULAR 的 2010 年标准筛选 RA 样本。在所有滑膜样本中，每组各选取 7 份用于 DIA 蛋白质组学分

析。样本基线资料见表 1。 
 
Table 1. Baseline characteristics of the study cohort 
表 1. 样本基线资料 

指标 HA 组(n = 7) OA 组(n = 7) RA 组(n = 7) P 值 

年龄(岁) 41.6 ± 8.7 66.3 ± 7.9 58.4 ± 9.2 <0.001 

性别(男/女) 7/0 2/5 1/6 0.003 

BMI (kg/m2) 23.8 ± 2.9 25.7 ± 3.1 24.6 ± 2.7 0.418 

病程(年) 18.4 ± 6.3 9.7 ± 4.5 11.8 ± 5.2 0.012 

CRP (mg/L) 12.6 ± 5.8 4.3 ± 2.1 28.7 ± 10.5 <0.001 

ESR (mm/h) 24.5 ± 8.2 16.4 ± 6.7 51.2 ± 14.6 <0.001 

VAS 疼痛评分 6.8 ± 1.1 7.1 ± 0.9 6.9 ± 1.0 0.842 

WOMAC 评分 58.3 ± 9.4 61.5 ± 8.7 63.2 ± 10.1 0.634 

HSS 评分 51.7 ± 7.8 49.8 ± 8.5 47.9 ± 9.1 0.721 

糖皮质激素使用史[n (%)] 0 (0%) 1 (14.3%) 6(85.7%) <0.001 

DMARDs 使用史[n (%)] 0 (0%) 0 (0%) 7 (100%) <0.001 

NSAIDs 使用史[n (%)] 5 (71.4%) 6 (85.7%) 6 (85.7%) 0.732 

凝血因子 VIII 替代治疗史[n (%)] 7 (100%) — — — 

关节腔出血频率(次/年) 15.2 ± 4.6 — — — 

2.2. Nano-LC-MS/MS 检测流程 

本研究选取预先收集的 HA、OA 及 RA 滑膜组织样本进行蛋白质组学检测。首先对各组样本进行总

蛋白提取，并完成蛋白浓度测定、样本质量评估及酶解处理。随后，对酶解所得肽段进行高 pH 反相色谱

分离，并基于数据依赖采集模式构建 DDA 谱图库。在此基础上，采用数据非依赖采集模式进行 Nano-LC-
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MS/MS 定量检测，以获得不同滑膜样本中的蛋白表达信息。 

2.3. 蛋白质鉴定与定量分析 

质谱采集获得的 DDA 原始数据使用 MaxQuant 软件进行处理，并通过其内置的 Andromeda 搜索引

擎完成肽段及蛋白质鉴定。鉴定结果进一步用于建立后续 DIA 分析所需的参考谱库。DIA 数据分析过程

中，首先利用 iRT 标准肽对保留时间进行校正，随后采用靶标–诱饵策略控制鉴定质量，并将错误发现

率控制在 1%以内，以保证蛋白定量结果的可靠性和统计学可信度。 

2.4. 生物信息学分析 

为进一步解析差异蛋白的潜在生物学意义，本研究对已鉴定蛋白及筛选出的差异表达蛋白开展功能

注释和富集分析。基于 MaxQuant 鉴定结果和 DIA 定量数据，利用 R 语言构建分析流程，对差异蛋白进

行 GO 功能注释、KEGG 通路富集分析及蛋白质互作网络分析。GO 富集结果从生物过程、细胞组成和分

子功能三个层面进行展示，以反映差异蛋白参与的主要功能类别。KEGG 分析用于识别差异蛋白可能涉

及的关键生物通路。进一步结合各比较组的差异蛋白筛选结果，对显著富集的功能条目、相关通路及蛋

白互作关系进行综合分析 PPI，从而揭示 HA 滑膜组织相较于 OA 和 RA 滑膜组织的蛋白质表达特征及其

潜在分子机制。 

3. 结果 

3.1. 蛋白质组学基础数据：滑膜组织中 HA、OA 和 RA 的鉴定数据 

在本项目中，筛选出两组间存在差异表达的蛋白质。在 HA 与 OA 比较中，HA 组共有 126 种蛋白质

表达升高，815 种蛋白质表达降低；在 HA 与 RA 比较中，HA 组上调蛋白为 196 种，下调蛋白为 997 种；

在 RA 与 OA 比较中，RA 组上调蛋白 350 种，下调蛋白 328 种(图 1(A))。通过维恩图分析发现，HA 组

同时存在与 OA 组和 RA 组均不同的 415 种差异表达蛋白质(图 1(B))。基于基础鉴定数据，确定了三组滑

膜组织样本中差异表达蛋白质(DEPs)的数量。MMP3 则在差异表达蛋白中表现出较高的表达稳定性。值

得注意的是，MMP3 在 HA 组织中的低表达现象与既往部分研究推测并不完全一致，提示其在 HA 病理

过程中的作用可能需要进一步重新评估。 
 

 
Figure 1. Basic identification information 
图 1. 基本识别信息 
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3.2. 生物信息学分析结果 

为进一步阐明 HA 滑膜组织差异蛋白的功能特征，本研究分别以 OA 和 RA 作为参照组，对 HA 相

关差异表达蛋白及其富集通路进行了系统分析。进一步筛选两组比较中共同出现的显著差异蛋白及富集

通路，取交集结果(HA vs OA) ∩ (HA vs RA)的生物信息学结果见图 2~4。 
 

 
Figure 2. GO analysis of differentially expressed proteins shared in (HA vs OA) ∩ (HA vs RA) 
图 2. (HA vs OA ) ∩ (HA vs RA)中差异表达蛋白的 GO 分析结果 

3.2.1. GO 分析结果 
通过条形图展示的 GO 分析结果揭示了差异表达蛋白质(DEPs)所涉及的主要生物过程(BP)、细胞组

分(CC)和分子功能(MF) (图 2)。在(HA vs OA ∩ HA vs RA)的比较中，其分子功能包括核糖体结构组分、

连接酶活性及异构酶活性(图 2 中的 MF)。总体而言，GO 分析揭示了 DEPs 所涉及的主要 BP、CC 和 MF，
结合滑膜组织中铁过载的特征，这些差异表达蛋白可能成为研究滑膜关节炎发病机制的潜在靶点。 

3.2.2. KEGG 通路分析 
在三组 KEGG 分析中，排名前三的显著 KEGG 通路分别为 PI3K-Akt 信号通路、氧化磷酸化通路及

代谢通路(图 3)。这些富集的 KEGG 通路主要涉及 mRNA 监控通路、ECM-受体相互作用、氧化磷酸化、

黏着斑形成、蛋白质降解及吸收过程。值得注意的是，PI3K-Akt 信号通路在三组比较中均显著富集，提

示其可能在铁过载诱导的滑膜炎症与细胞代谢重编程中发挥核心调控作用；而氧化磷酸化与 TCA 循环的

异常则进一步佐证线粒体功能障碍是滑膜细胞能量代谢紊乱的关键环节。 

3.2.3. PPI 网络分析 
为进一步解析差异蛋白之间的相互作用关系，本研究构建了差异表达蛋白与 KEGG 通路相关的 PPI

网络(图 4)。氧化磷酸化通路均表现出最为密集的互作关系，并与多条相关通路形成复杂联系。该通路及

其相关相互作用在整体 PPI 网络中占据较大比例，提示线粒体能量代谢异常可能是 HA 滑膜组织区别于

OA 和 RA 的重要分子改变之一。 
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Figure 3. KEGG pathway analysis of differentially expressed proteins shared in (HA vs OA) 
∩ (HA vs RA) 
图 3. (HA vs OA) ∩ (HA vs RA)中差异表达蛋白的 KEGG 分析结果 

 

 
Figure 4. PPI network analysis of differentially expressed proteins shared in 
(HA vs OA) ∩ (HA vs RA) 
图 4. (HA vs OA) ∩ (HA vs RA)中差异表达蛋白的 PPI 分析结果 

4. 讨论 

血友病性关节病(HA)是血友病患者常见的致残性并发症，其发生与反复关节腔出血、滑膜铁沉积、

慢性滑膜炎及软骨破坏密切相关[25]-[29]。交集共产生 415 种差异蛋白，可能代表 HA 滑膜组织相对特异
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的分子改变，提示 HA 并非单纯的退行性病变或炎症性关节炎，而具有独立的病理分子基础。 
在差异蛋白中，OTUD6B 表现出显著表达差异，提示其可能参与 HA 滑膜病变过程[30]-[32]。MMP3

在 HA 组织中呈低表达趋势，与既往部分关于其促进软骨基质降解的推测并不完全一致，说明 HA 中的

关节破坏可能并不主要依赖 MMP3 介导，而可能与铁过载、氧化应激、线粒体功能异常及慢性炎症微环

境共同作用有关[33]-[36]。另一方面，MMP3 低表达也可能提示 HA 疾病不同阶段存在动态变化。在疾病

早期或急性出血阶段，MMP3 可能短暂升高以参与组织重塑；而在长期慢性病程中，随着滑膜纤维化、

组织结构破坏及细胞功能衰竭，其表达可能逐渐下降。此外，不同研究之间样本来源、疾病分期、检测

方法及患者治疗背景的差异，也可能导致 MMP3 表达结果不一致。因此，未来仍需结合更大样本量及多

时间点动态研究，进一步明确 MMP3 在 HA 发生发展中的具体作用及其与铁代谢异常之间的关系。 
GO 分析显示，HA 相关差异蛋白主要涉及蛋白质运输、mRNA 加工、RNA 剪接、中性粒细胞脱颗

粒、信号转导等过程，并主要定位于细胞膜、细胞质、线粒体基质、线粒体内膜及剪接体复合物等结构。

分子功能方面，蛋白质结合、RNA 结合和金属离子结合显著富集。结合 HA 反复出血后铁沉积的特点，

金属离子结合相关蛋白可能与铁代谢紊乱、氧化应激增强及滑膜细胞异常活化有关。KEGG 和 PPI 分析

进一步提示，PI3K-Akt 信号通路、氧化磷酸化通路和代谢通路在 HA 相关差异蛋白中显著富集。其中，

氧化磷酸化在各比较组 PPI 网络中均表现出密集互作关系，提示线粒体能量代谢异常可能是 HA 区别于

OA 和 RA 的重要分子改变。反复出血导致的铁过载可诱导活性氧生成，损伤线粒体功能，并进一步促进

滑膜炎症和软骨破坏。 
本研究具有一定局限性。本研究样本量相对有限，受限于临床实践样本采集集中与疾病终末期，且

主要基于生物信息学分析，后续仍需扩大样本量和横断面设计，并通过免疫组化、Western blot、qPCR 及

功能实验进一步验证 OTUD6B、MMP3 及氧化磷酸化相关蛋白在 HA 中的作用。 

5. 结论 

综上所述，本研究基于 DIA 定量蛋白质组学技术，系统比较了 HA、OA 及 RA 滑膜组织的蛋白表达

谱差异，发现 HA 存在相对独特的分子表达特征。研究结果提示，HA 的发生发展不仅与传统炎症反应有

关，更可能涉及铁沉积诱导的氧化应激、线粒体能量代谢障碍、蛋白稳态失衡及异常信号转导等多种病

理机制共同参与。上述发现不仅加深了对 HA 分子机制的认识，也为 HA 潜在生物标志物筛选及靶向治

疗研究提供了新的理论依据和研究方向。 
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