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摘要    急性高山病(AMS, 又称高原反应)严重威胁急进高原人群的生命安全与任务执行, 然而

目前缺乏有效的行前预测手段. 为实现出发前的无创风险预警, 本研究探索了基于平原期晨尿蛋

白质组的 AMS 易感者预测策略. 我们招募了 15 名健康志愿者, 在体能训练后前往高海拔地区登

山, 依据 Lake Louise 评分将其分为 AMS 组与非 AMS 组. 通过数据非依赖采集(DIA)蛋白质组学

分析, 发现两组人群尿蛋白质组构成存在显著差异, 且差异蛋白所涉功能通路与 AMS 病理生理

机制高度吻合. 基于此构建的预测模型(可采用双蛋白自参照或单蛋白方案)展现出优异的判别性

能, 曲线下面积(AUC)达 0.97. 研究同时明确, 体能训练虽提升了有氧能力, 但并未改变 AMS 易

感性. 前瞻性验证结果显示, 模型预测与受试者的实际高原适应状况高度一致. 本研究证实了基

于尿液蛋白质组的行前 AMS 预测策略具备高度可行性与准确性, 且独立于体能因素, 为开发低

成本、无创的现场筛查工具奠定了坚实基础.  
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我国每年有上亿人次因旅游、训练、工程与应急

任务短期进入高原. 由于多为―急进高原‖的暴露方式, 

急性高山病(acute mountain sickness, AMS, 又称高原

反应)发病风险显著. AMS 以头痛、恶心、食欲减退、

疲倦、眩晕和睡眠障碍为主要表现, 若救治不及时可

进展为高原肺水肿 (high altitude pulmonary edema, 

HAPE)或高原脑水肿 (high altitude cerebral edema, 

HACE), 而危及生命[1]
. 其触发因素为低压低氧, 而

上升高度、上升速度与个体易感性共同决定发病率与

严重程度[2]
. 由于高原地区医疗条件往往有限, 出现

明显 AMS 症状后往往需要十几小时甚至几天才能送

医, 不但经常出现救治不及时而导致的死亡, 还常常

拖累整个团队无法进行预定的任务 . 因此在出发前

识别高风险人群, 进而针对性地制定计划, 具有重要

的现实意义.  

从病理生理机制看, AMS 的发生并非单一路径

所致, 而是低压低氧诱发的多环节失衡在神经血管

单元层面的综合体现. 急性缺氧可引起脑血管扩张、

脑血流量增加与静脉回流短暂受限 , 进而导致离子
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与水通量失衡[3,4]
; 同时, 免疫—炎症轴被快速激活, 

HIF 驱动的代谢重编程与氧化应激升高, 促使内皮细

胞活化、选择素与黏附分子上调, 补体与凝血级联相

互放大 TNF/IL-1/IL-6 等促炎信号增强, 引发血脑屏

障早期且多为可逆的轻度通透性改变[5-7]
. 

与机制认识的进展相比, 面向实地应用的行前

识别的预警手段仍明显不足 . 当前几乎所有的研究

都需要被试者到达高原一段时间后检测, 例如 Lake 

Louise Acute Mountain Sickness Score (LLAS) 等症状

量表、脉搏血氧 、影像学与侵入性检测等. 即便不

考虑这些方法普遍存在的主观性强、精准度不足、实

施困难等问题[8,9]
, 因已处高原, AMS 患者已然需要

面临送医困难、团队任务被打断等问题. 目前尚无筛

查检测方案能够在出发前 (平原期 )可靠预测个体

AMS 风险[10]
. 既往虽有研究尝试在上高原前以外周

血 miRNA 如 miR-369-3p、miR-449b-3p、miR-136-3p

等构建预测特征 [11]
, 但缺乏独立前瞻性验证与场景

化转化, 核酸检测的繁琐性和需要专业 PCR 实验室

的高成本, 使其尚未形成可落地的方案. 基于民族和

基因的筛查也并不有效 : 研究显示久居平原地区的

汉族人对高原的适应性普遍强于久居高原的藏族人
[12]

.  

尿蛋白质检测[13]在 AMS 的行前预测上具备天然

的优势，相较于其它检测方法如血液分子检测，尿液

采集避免了静脉穿刺，更利于大规模初筛；与影像学

评估相比，其对设备与场地要求更低；与到达高原后

才出现变化的症状评分或部分生理监测指标相比较，

尿蛋白质组更适用于暴露前风险评估.此外尿液可自

行居家无创采集, 蛋白质检测可采用胶体金试纸、

ELISA 等方式, 非常方便现场检测. 尿蛋白质较少受

血中高丰度蛋白干扰; 既往跨疾病研究也显示, 尿蛋

白能够敏感呈现内皮功能受损、免疫/补体激活、氧

化应激及能量 /脂质代谢重编程等通路的协同波动 , 

与 AMS 的病理生理主轴高度吻合[14-16]
.  

基于上述认识, 本文将研究窗口前移至上高原

前的平原阶段: 在未暴露于高原缺氧之前采集晨尿, 

采用数据非依赖采集 (data independent acquisition, 

DIA)尿蛋白质组系统比较 AMS 易感者与不易感者的

分子差异, 并提出无需外源参比物质的自参照策略

去除个体差异与批次效应 . 我们旨在筛选可预测

AMS 易感者的尿蛋白标志物, 构建适用于行前筛查

的无创方案, 在上高原前就可以预测其 AMS 易感性, 

为高原任务人群的风险分层与资源配置提供新的决

策工具.  

1 材料与方法 

1.1 一般材料 

纳入长期居住平原地区的健康受试者 15 名, 既

往无高原暴露史; 入组时无慢性呼吸系统或心血管

疾病及活动性感染. 登高前统一进行为期 1 个月的动

感单车有氧体能训练.训练期间未对受试者实施统一

饮食控制，也未要求改变其原有日常生活方式；受试

者在维持正常饮食与作息的基础上完成规定的有氧

训练，一个月的训练期内按 5-7 天间隔采集晨尿 2-3

次/人且采集避开女性经期; 样本于采集当日, 立刻

4 ℃、3000×g离心 30 min去除尿沉渣, - 80 ℃保存, 避

免反复冻融. 所有受试者和样本均进行匿名化, 仅以

标号识别.  

1.2 体能评估 

为评估训练对有氧效率的影响 , 我们采用固定

功率稳态心率作为客观指标 . 测试分别安排在训练

开始前一周内(第 0 周)与训练结束后 72 h 内(第 4 周

末)各进行一次. 成人 100 W、60 W; 热身 5 min 后维

持 6–8 min 稳态, 踏频 80–95 rpm; 记录稳态末 3–5 

min 的平均心率作为结果. 心率由腕式运动手环连续

采集. 若稳态末出现明显心率漂移或数据缺失, 则剔

除并在同等条件下重测 . 所有测试使用同一型号动

感单车并保持同一佩戴位置, 以确保前后可比性.  

1.3 高海拔 AMS 状态评估 

受试者乘车于 4小时内从海拔 500 m快速上升至

3200 m, 休息一夜后, 次日负重徒步爬升 6~8 h, 至

约海拔 4300 m, 到达后 12-24 h 依据 The 2018 Lake 

Louise Acute Mountain Sickness Score 自评[17]
, 以―头

痛≥1 分且总分≥3 分‖为 AMS 易感者判定标准, 据此

将受试者分为 AMS 组与 NAMS 组.  

1.4 尿液样本处理与蛋白提取 

取 4 mL 尿样完全解冻后, 4 ℃、12 000×g 离心

30 min 去除细胞碎片; 取上清加入 3 倍体积乙醇混匀, 

4℃过夜沉淀; 再 12 000×g 离心 30 min 弃上清. 沉淀

以裂解液(8 mol/L 尿素、2 mol/L 硫脲、25 mmol/L 

DTT、50 mmol/L Tris)重悬并 Bradford 定量. 将样品

加载至 10 kDa 超滤膜, 依次以 UA 缓冲(8 mol/L 尿

素 、 0.1 mol/L Tris-HCl, pH 8.5) 和 25 mmol/L 

NH₄HCO₃洗涤; 加入 20 mmol/L DTT, 37 ℃变性 1 h; 
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50 mmol/L IAA 避光烷基化 30 min; 再以 UA 与

NH₄HCO₃各洗涤两次 . 加入质谱级胰蛋白酶 (12.5 

ng/μL), 37 ℃消化 18 h; C18 小柱脱盐, 真空干燥, 

-80 ℃保存.  

1.5 LC-MS/MS(DIA) 

肽段重溶于 0.1%甲酸水(A 相), 经 Vanquish Neo 

UHPLC 联用 Orbitrap Astral 质谱进行采集; 上样体积

0.4 μL; 分析柱 AUR3-5075C18(5 cm × 75 μm i.d, 1.7 

μm IonOpticks). 采用 8 min 梯度: B 相 4%起始, 6.6 

min 升至 45%, 0.2 min 至 99%, 维持 1.2 min; 流速 2 

400 nL/min, 柱温 55 ℃; ESI 正离子 2 kV. DIA 采集: 

MS1 m/z 380–980, 分辨率 240 000, Normalized AGC 

500%, 最大注入时间 5 ms; MS2 采用静态隔离窗口, 

Normalized AGC 400%, 最大注入时间 3 ms, HCD 碰

撞能 36%.  

1.6 谱图检索与定量 

原始 DIA 数据采用 Spectronaut 18(Biognosys, 

BGS Factory Settings, 默认参数)解析. 序列数据库为

UniProt Homo sapiens(2022 版, 20610 entries); 酶切 

Trypsin(Specific); 固定修饰 Carbamidomethyl[C]; 可

变修饰 Oxidation[M]、Acetylation[Protein N-term]. 采

用动态 iRT 进行保留时间预测与校准, 提取窗口由软

件依据质量与保留时间校准动态确定. FDR(Q-value)

阈值: precursor 1%、protein 1%; Decoy 为 mutated. 采

用Local normalization; 以通过 1% q值的肽段/片段离

子峰面积汇总至 protein(major) group 进行无标记定

量.  

1.7 数据预处理与差异筛选 

在去除污染库蛋白基础上进行缺失处理. 样本

按分组分别统计, 组内缺失>50%者按 0 处理(视为极

低丰度/缺失), ≤50%者以整个数据矩阵中的最小值填

补; 当两组均>50%缺失时剔除该蛋白. 组间比较以

FC>1.5 且 P<0.05 为差异初筛标准.  

1.8 生物信息学分析 

以差异蛋白对应的基因作为输入集, 并以本研

究中定量到的全部蛋白对应基因为背景集 , 采用

clusterProfiler R包进行GO与KEGG通路富集分析[18]
, 

结果以 P 值可视化呈现.  

1.9 蛋白对构建 

考虑尿蛋白缺乏稳定外源内参, 且样本稀释度

波动明显，采用自参照的配对比值策略[19]
: 从差异蛋

白按 q值(BH-FDR)排序选取Top50为候选, 在样本内

两两配对, 并计算每一对蛋白的对数差值: 

                      (1) 

对每一对蛋白的在 AMS 组与 NAMS 组间进行

组间比较,先行 Shapiro‐Wilk 正态性检验, 不满足正

态时采用 Mann-Whitney U 检验并获得 P 值.  

1.10 Western blot 与定量 

采用 BCA 试剂盒定量, 确保各泳道统一上样量

为 10 µg. 蛋白经 SDS-PAGE 分离并转膜至 PVDF 膜, 

使用 5%脱脂奶(TBST 配制)室温封闭 2 h. 膜于 4 ℃

加入一抗孵育过夜, 次日于室温加入相应二抗孵育 1 

h. 条带信号采用增强化学发光显影并记录 . 使用

ImageJ 测量条带灰度值并扣除背景.  

1.11 独立前瞻性验证实验 

    为评估所建模型在真实行前筛查场景中的可用

性，本研究在发现队列之外，另行纳入 5 例前瞻性未

知状态受试者作为独立验证样本.该部分受试者在样

本检测与模型判别时均未参与差异蛋白筛选、候选蛋

白排序、蛋白对构建及判定阈值设定，其 AMS 结局

在登高暴露完成前对分析人员保持未知.其中 1 例用

于验证蛋白对自参照判别组合的前瞻性，4 例用于

MSLN 单指标方案的前瞻性验证. 

1.12 统计学方法 

连续变量正态性以 Shapiro-Wilk 检验评估; 两组

比较采用 Mann-Whitney U 检验, 均为双侧. 显著性

阈值为 q<0.05(校正后)或 P<0.05. 计算与可视化在

R(3.5)以及 Graphpad Prism 10.1.2 完成.  

2 结果与分析 

2.1 受试者、训练执行与研究时间线 

本研究共纳入长期居住平原的健康受试者 15 名, 

其中包含儿童 2 名和成人 13 名, 基线特征见 表 1, 

两组在年龄、身高、体重和 BMI 上均无统计学差异. 

为提升有氧耐力 , 登高前统一实施一个月的动感单

车中等强度训练: 以最大心率 60%–70%控强度, 每

次 30–45min、每周 4–5 次; 为避免过度疲劳, 不安排

高强度冲刺, 仅在个别日加入少量 1:1 短间歇. 训练

期间的心率由腕式运动手环连续记录 . 训练效果采

用固定功率稳态心率评估(图 1B)成人在 100 W 下训

练后心率显著下降, P = 1.2×10
-7

; 两名儿童在 60 W

下分别下降 8与 11 bpm. 这表明训练有效提升了有氧

运动体能水平. 训练期按 5–7 天间隔采集晨尿, 每人

2–3 次, 共获得出发前样本 44 份.  
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训练结束后, 受试者由广东省前往四川省四姑

娘山地区进行登高暴露; 抵达 4300 m 大本营 12–24 

h 内完成 2018 版 LLAS 评估. 以―头痛为必选症状且

总分≥3‖判定 AMS, 据此分 AMS 组 8 例与 NAMS 组

（非 AMS 组）7 例用于后续分析. 总体研究流程见 

图 1A.  

 

 

图 1 研究流程及有氧训练效果. A: 总体研究流程示意图; B:有氧训练效果图, 展示固定外部功率下训练前后稳态心率的

变化, 纵坐标为稳态心率(bpm), 横坐标为训练前后; 成人在 100 W 负荷下测量, 儿童在 60 W 负荷下测量.  

Figure 1 Study workflow and aerobic training effects. A: Overview of the study design; B: Changes in steady-state heart rate be-

fore and after aerobic training at fixed workloads. Adults were measured at 100 W power output and children at 60 W. Heart rate 

(bpm) is shown on the y-axis, and pre- and post-training measurements on the x-axis. 

 

表 1  15 名受试者的基线特征 

Table 1  Baseline characteristics of 15 subjects 

 AMS(n=8) NAMS(n=7) P-value 

性别    

    男性 5 4  

    女性 3 3  

儿童(<18 岁) 1 1  

成人(≥18 岁) 7 6  

年龄(年)    

    均值 26.5 29.43 0.595 

    中位数[最小值、最大值] 26.00[8, 37] 32.00[9,42]  

身高(cm)    

    均值 162.38 170.29 0.274 

    中位数[最小值、最大值] 163.50[138,178] 175.00[156,193]  

体重(kg)    

    均值 57.63 63.57 0.515 

    中位数[最小值、最大值] 
53.50[42.5,87.5] 70.00[36,90]  

BMI    

    均值 21.66 21.79 0.935 
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    中位数[最小值、最大值] 20.45[18.7,27.5] 22.90[17.0,24.21]  

LLAS    

    均值 5.38 1.43 0.00026 

    中位数[最小值、最大值] 5[4, 9] 1[1, 2]  

 

2.2 AMS 组 vs NAMS 组差异蛋白谱与全局分型稳

健性 

为确保组间比较建立在可比的检测深度之上 , 

我们首先评估各样本的鉴定量. 图 2A 显示, 两组的

蛋白条目数分布相对集中, AMS 组中位数为 5325(范

围 3945–5931), NAMS 组 中 位 数 为 4863( 范 围

3841–5519). 在同批次上机且上样量一致的条件下 , 

AMS 组的鉴定量略高. 为进一步判断是否存在丰度

结构差异, 我们计算每个样本 Top 10%丰度占比并比

较组间分布 (图  2B). NAMS 组整体分布显著右移

（P=0.00388）, 提示其信号更集中于少数高丰度蛋

白; 在相同上样量下, 这将降低对中低丰度蛋白的覆

盖度, 从而解释其鉴定条目数略少.  

采用 direct-DIA 流程并在肽段与蛋白层面均设

定 1% FDR 后, 累计共鉴定 6719 个蛋白. 以|FC|>1.5

且 P<0.05(AMS vs NAMS)为阈值, 筛得差异蛋白 713

个, 其中上调 540 个、下调 173 个(图 2C). 对差异蛋

白进行双向层次聚类(图 2D)后, 在无监督条件下样

本按分组自然聚集. 进一步对全量表达矩阵实施偏

最小二乘判别分析(Partial Least Squares Discriminant 

Analysis, PLS-DA)(图 2E), 两组合在得分空间内清

晰分离, 提示整体蛋白质组组成存在系统性差异.  

为评估体能训练过程对分组判别的影响 , 我们

将同一受试者在不同运动阶段获得的尿样纳入同一

PLS-DA 模型(图 2F). 同一人的多次采样稳定落在其

所属组团范围 , 未见随训练进程向对方组团迁移的

趋势, 说明尿蛋白质组组成与有氧体能训练无关. 进

一步地, AMS 组与 NAMS 组各包含 1 名儿童个体(图 

2G), 其在模型中的位置与对应组团一致 , 提示儿童

与成人在此方面无异. 
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图 2  AMS 组与 NAMS 组尿蛋白的检测深度、丰度分布与分型. A: 各样本的蛋白质鉴定数量图, 横坐标为每个样本鉴定

到的蛋白质条目数, 在肽段和蛋白质层面均将假阳性发现率控制在 1%; B: 尿蛋白质组丰度结构的组间分布图, 横轴为

Top 10%丰度占比, 纵轴为概率密度, 并叠加直方图与密度曲线; C: AMS vs NAMS差异蛋白质分析火山图; D: 差异蛋白质

的无监督双向层次聚类热图; E: PLS-DA 降维图; F: 在(E)的 PLS-DA 模型中标注同一受试者随运动进展的不同时间点样本, 

箭头为时间顺序; G: 在(E)的 PLS-DA 模型中标注儿童个体样本 

Figure 2  Detection depth, abundance distribution, and classification of urinary proteins in AMS and NAMS groups. A: Number 

of proteins identified per sample. The x-axis represents the number of protein entries identified in each sample, with false discov-

ery rate controlled at 1% at both peptide and protein levels; B: Group-wise distribution of urinary proteome abundance structure. 

The x-axis shows the proportion of the top 10% abundant proteins, the y-axis represents probability density, with overlaid histo-

gram and kernel density curves; C: Volcano plot showing differentially expressed proteins between AMS and NAMS groups; D: 

Unsupervised bidirectional hierarchical clustering heatmap of differential proteins; E: PLS-DA score plot; F: PLS-DA plot anno-

tated with samples from the same participants at different time points during training; arrows indicate temporal progression; G: 

PLS-DA plot highlighting samples from child participants.

2.3 差异蛋白的生物学功能 

对差异蛋白进行富集分析. GO 结果(图 3A)显示: 

在生物学过程(BP)层面, 富集主要落在小分子有机酸

与脂质的分解/代谢, 如羧酸分解代谢、有机酸分解代

谢、脂质代谢及小分子代谢等, 指向能量供给与膜脂

重塑的整体差异; 在分子功能(MF)层面, 氧化还原酶

活性与水解酶活性占主导 , 并出现脂质结合以及依

赖 NAD/NADP 的视黄醇脱氢酶活性, 提示氧化还原

稳态及维生素 A/视黄醇转换的潜在调控; 在细胞组

分(CC)层面, 信号主要定位于内质网腔、细胞器腔、

溶酶体/溶酶体样液泡与线粒体等内膜与能量代谢相

关区室, 提示蛋白变化集中发生在承担蛋白折叠/分

泌、囊泡转运与氧化代谢的细胞器网络内.  

KEGG 结果(图 3B)可概括为两个相互耦合的功

能模块. 其一是代谢与氧化还原模块, 代谢通路、碳

代谢构成代谢骨架, PPAR 信号、视黄醇代谢与鞘脂代

谢指向脂肪酸氧化及膜脂信号的差异 , 过氧化物酶

体提示脂质 β-氧化与活性氧清除过程的参与. 其二

是先天免疫与囊泡模块: 溶酶体、吞噬体指向内吞降

解与抗原加工差异, 而 NOD-like 受体、胞质 DNA 感

知、NF-κB信号提示模式识别与炎性转录程序的放大, 

中性粒细胞胞外陷阱形成提示粒细胞效应臂可能被

激活. 与此同时, 核-胞质转运、嗅觉转导及利什曼病

等条目多见于先天免疫与应激背景下的伴随富集.  

AMS 组相较 NAMS 组呈现脂质与小分子代谢重

编程、氧化还原调控、先天免疫与囊泡通路并行的富

集格局. 这一图景与高海拔缺氧情境下能量代谢、炎

症反应耦合的生理背景相吻合 , 并为后续标志物筛

选与蛋白对模型的构建提供了功能学依据.  

 
图 3  AMS 组与 NAMS 组差异蛋白的功能富集分析. A: 差异蛋白的 GO 富集, 显示生物学过程(BP)、分子功能(MF)与细

胞组分(CC)的代表性条目, 及其-log10(P-value); B: 差异蛋白的 KEGG 通路富集, 展示显著通路及其-log10(P-value) 

Figure 3  Functional enrichment analysis of differentially expressed proteins between the AMS and NAMS groups. A: Gene 
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Ontology(GO) enrichment of the differentially expressed proteins, highlighting representative terms from the Biological Pro-

cess(BP), Molecular Function(MF), and Cellular Component(CC) ontologies together with their −log10(P-value); B: Kyoto En-

cyclopedia of Genes and Genomes(KEGG) pathway enrichment of the differential proteins, showing significant  pathways and 

their −log10(P-value)

2.4 蛋白对自参照判别组合的构建与评估 

鉴于尿液缺乏稳定外参且稀释度波动明显, 我

们采用蛋白对自参照策略在候选差异蛋白中两两配

对, 计算同一样本内的配对蛋白的对数差值作为判

别指标，不考虑功能相关性. 这种自参照的配对比值

策略在无稳定内参的情境中可得到稳健结果 [19]。

Shapiro-Wilk 检验提示多数不服从正态分布, 因此

组间比较采用 Mann-Whitney U 检验. 将所有可配对

组合逐一检验, 并以 P 值绘制显著性热图(图 4A), 

可见多个显著簇, 其中以 Mesothelin(MSLN)为一端

的配对最为集中.  

综合显著性与稳健性, 我们选取四个代表性蛋

白 对 进 行 展 示 : Immunoglobulin lambda variable 

1-40(IGLV1-40)–MSLN、RNA-binding motif protein 

39(RBM39)–MSLN、Leukocyte immunoglobulin-like 

receptor subfamily A member 2(LILRA2)–MSLN, 以

及 MSLN–ADAMTS-like protein 5(ADAMTSL5). 任

取两对联合绘制二维散点, AMS 组与 NAMS 组在二

维平面上分离良好(图 4B–D). 我们在此基础上纳入

1 例前瞻性未知样本 , 其在图  4B 和图  4C 中与

NAMS 簇高度重叠; 在图 4D 中落点位于两簇边缘、

视觉分离度略低, 但该样本在相应单对∆的秩次与预

置阈值判别中均归入 NAMS 组. 按照这一判别结果, 

我们为其制定了个体化登高策略 , 即可承受快速海

拔上升而无显著 AMS 症状. 该受试者随后在 20 小时

内从海拔 3200 m 登顶海拔 5025 m 的四姑娘山大峰, 

其LLAS评分归于NAMS组, 提示本判别方案具备前

瞻性可用性.  

进一步以单个蛋白对的值绘制 ROC 曲线(图 

4E–H), 四对均表现出较高判别力 : LILRA2–MSLN

的 AUC 为 0.965, MSLN–ADAMTSL5 为 0.960, 

RBM39–MSLN 为 0.950, IGLV1-40–MSLN 为 0.971. 

上述结果表明 , 基于蛋白对的自参照在单对水平已

具有充分区分度; 而任意两对联合使用能进一步拉

大 AMS 与 NAMS 的组间距离, 并能在前瞻情境下对

未知个体给出稳定、可操作的判别, 为形成由少量指

标构成的简洁检测组合、判别方案提供了实证依据.  
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图 4  蛋白对∆的显著性热图、二维散点图与 ROC 评估.A:在候选差异蛋白中进行两两配对, 计算同一样本内各蛋白对的

对数差值,并以 Mann-Whitney U 检验比较组间差异, 以 P 值绘制显著性热图，用于展示各蛋白对 Δ 值的组间区分能力;

 B~D:IGLV1-40–MSLN、RBM39–MSLN、LILRA2–MSLN、MSLN–ADAMTSL5 四对蛋白对, 任取两对作为二维坐标(Δ

₁, Δ₂)的散点图, 并引入 1 例未知样本; E~H: 基于(B-D)蛋白对的单个配对∆值绘制 ROC 曲线.  

Figure 4  Significance heatmap, two-dimensional scatter plots, and ROC evaluation of pairwise protein Δ values. A: All possible 
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pairs were generated from the candidate differentially expressed proteins. For each protein pair, a within -sample log-transformed 

abundance difference Δ was calculated, and group differences in Δ were compared between AMS and NAMS using the 

Mann–Whitney U test. A heatmap of statistical significance based on the P-value is shown; B~D: For four selected protein pairs 

(IGLV1-40–MSLN, RBM39–MSLN, LILRA2–MSLN, and MSLN–ADAMTSL5), any two pairs were used as orthogonal coor-

dinates (Δ₁, Δ₂) to construct two-dimensional scatter plots, into which one additional sample with unknown status was projected; 

E~H: Receiver operating characteristic (ROC) curves based on the single Δ value of each protein pair shown in panels (B~D)  

2.5 MSLN 单指标的可行性评估 

为兼顾检测成本与现场可操作性, 我们进一步

评估单指标方案. 鉴于在蛋白对分析中 MSLN 多次

入选且方向一致 , 遂将其作为验证靶标 . Western 

blot(图 5A、5B)显示, 在控制上样量均为 10 μg 蛋白

质时, AMS 组的 MSLN 表达整体高于 NAMS 组, 仅

以 MSLN即可在定量层面区分两组. 随后纳入 4个前

瞻性未知样本, 按预设的 MSLN 判定阈值进行分类, 

其定位都与与 NAMS 簇一致, 并被判定为 NAMS 组; 

后续随访结果亦证实其为高反不易感者.  

为量化单指标的判别效能, 我们绘制了 MSLN

的 ROC 曲线(图 5C), 得到 AUC=0.969, 与上述自对

照方案的判别效能近似, 提示 MSLN 单独即可提供

较高的区分度. MSLN 作为单指标具有良好的可转化

潜力, 检测流程简洁、阈值明确、判读直观、结果准

确, 体现出稳定可靠的判别表现.  

 

图 5  MSLN 蛋白的 WB 验证, 定量分析及 ROC 评估. A: AMS 组与 NAMS 组及 4 个前瞻性未知样本尿样中 MSLN 的

Western blot 结果; B: 对(A)中 MSLN 条带进行灰度值定量分析; C: 依据(B)的 MSLN 定量结果绘制 ROC 曲线, 用于评估

MSLN 单指标区分 AMS 组与 NAMS 组的判别效能 

Figure 5  Western blot validation, quantitative analysis, and ROC evaluation of urinary MSLN. A: Western blot of MSLN in 

urine samples from the AMS group, the NAMS group, and four prospectively collected samples with unknown status;  B: Densi-

tometric quantification of the MSLN bands shown in (A); C: Receiver operating characteristic (ROC) curve based on the quant i-

tative MSLN values in (B), evaluating the performance of MSLN as a single marker for discriminating AMS from NAMS
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3 讨论 

本研究显示, 平原期晨尿蛋白质组已能区分随

后发生急性高山病易感者(AMS)与急性高山病不易

感者(NAMS), 把风险识别的时间窗从到达高原后

前移到出发前, 为行前分子分型提供了直接方案. 

尿蛋白质组质谱检测可非常准确地做到区分, 本研

究也给出了双蛋白甚至单蛋白(MSLN)的检测方案, 

可采用 Western blot、ELISA 等方式进行筛查, 成本

低、速度快, 在未来甚至可望做成胶体金试纸而实

现居家自测. 需要澄清的是，本研究筛选出的标志

物与 AMS 发生之间有显著的关联性，其机制联系

尚待后续研究揭示，但这并不影响本文发现的标志

物用于对急进高原人群的分层与行程规划决策。 

本研究在训练期间未对受试者实施统一饮食

控制，而是允许其维持日常饮食和生活方式，仅额

外增加规定的有氧训练.这样的设计希望使研究场

景更接近普通人群前往高原前的真实生活状态，从

而评估该预测策略在实际应用中的可行性. 即便在

未统一饮食的条件下，AMS 组与 NAMS 组之间仍

观察到较为明显的尿蛋白质组差异，提示该方法在

很大程度上可以规避个体差异，鲁棒性较高，有利

于广泛应用. 

与传统依赖抵达后症状评分或血气及血流动

力学指标的做法相比[20]
, 这一路径为高原行动提供

了全新的应用范式. 对军事行动和高海拔紧急救援

等节奏刚性强、时间窗口短、后撤代价高的场景, 可

在平原时期就筛选出一批 AMS 不易感个体, 有突

发紧急任务时, 这些人可以作为先锋队, 以单日上

升 1000~2000 m甚至更高的快速节奏登高执行任务. 

而对于 AMS 易感个体, 则可以作为第二梯队缓慢

上升, 并配置更多的预防用药和备用给氧等支持措

施 . Wilderness Medical Society 最新指南 [21]以及

CDC《Yellow Book 2025》高原旅行章[10]的推荐: 当

行程进入约 2700–3000 m 以上的海拔带时, 应避免

在一天内直接大幅提高睡眠海拔; 其后应将睡眠海

拔的日上升幅度控制在≤500 m, 并每 3–4 天安排 1

天不再上升的休息日, 这样缓慢的上升方案下几乎

所有人均不会出现 AMS. 这种分层方案可以在行

前即平衡任务紧急度和人力资源供给, 大大减少因

为突发 AMS 而导致的意外损失. 同样的思路亦适

用于普通旅行与工程施工人群, 所谓易感并不等同

于不能前往, 只是需要更缓和地进行渐进登高, 例

如避免乘飞机直接飞抵高高原机场, 在路线设计上

尽可能考虑快速就医的可能性等; 而不易感者则可

利用更短的时间急速上升而完成任务. 这可以改善

普通民众的旅游体验, 减少意外, 促进高原地区经

济的发展.  

本研究中纳入了 8~10 岁儿童, 其尿蛋白质组

分组情况与成人相同 , 这与国际高山医学协会

(ISMM)2001 年国际专家共识及其后 UIAA 2008 更

新文件中―儿童与成人在AMS易感性和病理表现方

面无差异‖的结论相符合[22]
. 由于儿童发生 AMS 之

后对医疗资源的需求更为迫切, 父母对其更加担心, 

因而行前 AMS 易感性筛查更能显示其在旅行方案

决策中的意义.  

值得强调的是, 尿液并非仅反映泌尿系统状态, 

它可以折射全身免疫与代谢活动的截面 [23]
; 既往

尿蛋白组学研究亦提示, 在缺氧或炎症情境中, 尿

蛋白谱能够提前呈现风险信号 [13,24,25]
. 我们的结果

与这一认识一致, 在检测深度可比的前提下, AMS

组与 NAMS 组的蛋白质组构型存在稳定而可重复

的差异[26]
. 从整体特征看, 两组在丰度结构上并不

完全相同. NAMS 组的 Top 10%丰度占比整体右移, 

提示信号更集中于少数高丰度蛋白; 相对地, AMS

组的丰度更铺开, 中低丰度层出现更广泛信号. 这

样的定量分布差异为后续比值化策略提供了依据 , 

也提示两类个体在平原期已处于不同的分子稳态
[27]

. 在此基础上, 我们通过功能富集分析进一步加

深了对差异蛋白生物学功能的整体认识 . 一方面, 

胞质 DNA 感知通路、NOD-like 受体及囊泡/溶酶体

加工相关条目提示先天免疫警觉处于较易被激活

的状态, 这与既往研究中缺氧条件下 mtDNA 外泄

激活 cGAS–STING 以及高原模型中 NOD-like 受体

介导炎症损伤的观察相一致 [28]
. 另一方面, PPAR

与脂质氧化轴同步富集, 指向代偿性抗炎节能制动
[29,30]

. 二者相互牵制, 可概括为―敏感而受抑‖的基

线设定点: AMS 组个体在模式识别与吞噬加工节更

易被轻度刺激放大, 而 NAMS 组的基线较低且制

动有效, 因此外周炎症表型相对温和. 这一推断与

高山医学领域的临床经验相一致, 例如当处于感冒

等上呼吸道感染状态时不宜登山, 因为较高的炎症

基础会放大登高诱发的应激反应[31,32]
. 基于此可推
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论: 登高后 12–24 小时内, AMS 个体炎症相关转录

及蛋白反应的幅度与持续时间应显著高于 NAMS

组个体. 这一推论与目前的研究资料相符[33,34]
.  

需要厘清的是, 体能改善与 AMS 属于两个不

同层面的问题. 本研究显示体能训练并不能改变

AMS 易感性. 这一结果并不否认体能提升的实践

意义. 更好的有氧供能能力和疲劳耐受性, 有助于

完成既定行程并减轻主观不适[35]
. 尤其在高海拔登

山运动中, 往往需要在天黑前到达指定位置, 否则

将面临致命危险. 更充沛的体能可以更游刃有余地

应对路程中的突发意外状况, 也可背负更多物资以

完成相应的任务或保障安全. 相对地, 临近出发前

进行高强度训练可能诱发骨骼肌微损伤并抬高系

统性炎症水平[36]
, 以我们上述―炎症水平与 AMS 的

关联‖理论, 这不利于早期高原适应, 这一点与高

山运动和野外作业人群中既往实践及研究证据所

支持的登高前―避免大强度力量训练‖的策略相一

致[37]
.  

当然, 本研究仍存在若干局限. 首先, 样本量

及纳入中心数目有限; 发现阶段主要基于 LC–MS 

DIA 平台, 尽管 MSLN 已通过 WB 得到初步支持, 

仍需在 ELISA、LFA、电化学等免疫学检测体系中

开展方法学比对和批间校准 , 并进一步明确采样

SOP 与质控材料, 以尽可能降低不同应用场景之间

的系统性差异. 在此基础上, 推进小型化检测平台

的工艺放大、耐温稳定性及现场可用性评估, 力求

形成覆盖行前风险预测、到达后复核以及任务期监

测的成体系解决方案. 其次，本研究所依据的高原

暴露模式为登山过程中的快速登高，兼具急性低压

低氧暴露与较高体力活动负荷，因此其对乘机快速

进入高原等不同的暴露方式待在相应人群中进一

步验证. 

综上所述, 我们的研究为登高前的个体化风险

分层提供了一条可行且具有扩展潜力的技术路径; 

―少指标—比值化—自参照‖的判别策略与尿液这一

样本类型高度契合, 也便于后续工程化实现与推广

应用. 通过将风险识别前移至出发前阶段 , 即―行

前先把一件事做到位‖, 有望减少到达高海拔后的

被动处置和资源浪费. 我们期望该方法今后能够在

部队、高海拔救援以及大众登山与高原旅行等场景

中获得应用, 并发挥切实的实践价值.  
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Acute mountain sickness (AMS), also known as high-altitude illness, poses a serious threat to the life safety and 

task performance of individuals who rapidly ascend to high altitude, yet effective pre-ascent prediction tools 

remain lacking. To achieve noninvasive risk warning before departure, we explored a urinary proteomics-based 

strategy for predicting AMS susceptibility using morning urine collected during the lowland baseline period. 

We enrolled 15 healthy volunteers who underwent physical training and then traveled to a high-altitude region 

for mountaineering; according to the Lake Louise Score, they were classified into AMS and non-AMS groups. 

Data-independent acquisition (DIA)–based urinary proteomics revealed significant differences in urinary pro-

teome composition between the two groups, and the functional pathways involving the differentially expressed 

proteins were highly consistent with the known pathophysiological mechanisms of AMS. On this basis, we 

constructed prediction models using either a two-protein self-referenced panel or a single-protein scheme, both 

of which showed excellent discriminative performance, with an area under the curve (AUC) of 0.97. The study 

also demonstrated that although physical training improved aerobic capacity, it did not alter susceptibility to 

AMS. Prospective validation showed a high concordance between model predictions and the actual 

high-altitude adaptation status of the participants. Together, these findings confirm that a pre-ascent AMS pre-

diction strategy based on the urinary proteome is highly feasible and accurate and is independent of physical 

fitness, thereby laying a solid foundation for the development of low-cost, noninvasive, point-of-care screening 

tools. 

 

acute mountain sickness, urinary proteomics, early prediction, DIA
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