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西维来司钠对脑缺血／再灌注大鼠全脑蛋白质组的影响 

胡 月，董 志 

(重庆医科大学生物化学与分子药理学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究西维来司钠(Sivelestat sodium hydrate，ONO一5046)对脑缺血，再灌注(Cerebralisehemia／reperfusion，CUR)大鼠 

全脑蛋白质表达的影响。方法：大鼠随机分为假手术组、CUR 组和 CI／R+ONO一5046组 (6 mg／kg)。采用四血管阻断法制备 

CI／R模型，缺血 15 rain，再灌注 24 h。提取脑组织总蛋白进行双向电泳 ，对差异蛋白点用 HPLC—Chip—MS／MS纳流液质联用技术 

进行序列分析，经 Spectrum Mill搜索 NCBInr数据库后鉴定蛋白质。结果：成功获得了分辨率和重复性好的大鼠脑组织蛋白 

2-DE图谱，经质谱鉴定最终获得了巨噬细胞炎性蛋白1-beta、白细胞弹性蛋白酶A、d 2一巨球蛋白、谷胱甘肽 s一转移酶 

omega一1、谷氨酸脱氢酶 一1、细胞色素c还原酶铁硫亚单位、硫氧还蛋白过氧化物酶 1等 19个差异蛋白点相关信息。结论：大 

鼠脑缺血后脑组织蛋白质表达存在明显差异，西维来司钠可通过调节有关蛋白质的表达，参与大鼠脑缺血神经元保护作用。 
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Effect of sivelestat sodium hydrate On proteomics in rats with global cerebral 

lschemia／repertusion 

日U Yue．et al 

【Key Laboratory ofBiochemistry and Molecular Pharmacology，ChongqingMedic02 University) 

【Abstract]Objective：To study the effect of Sivelestat sodium hydrate(ONO一5046)on brain proteomics in rats with cerebral isehemia／ 

reperfusion(CUR )．Methods：SD ratswere randomly dividedinto sham operated group，CI／R group andCI／R+ONO一5046group(6mg／kg)． 

CI／R was induced by four—vessel occlusion method，Wilh ischemia for 15 rain，and reperfusion 24 h．After 2一dimensional electrophoresis 

and PDQuest for gel image analysis，analysis，the MS／MS of the peptides from the differential proteins digested by tripsin were analyzed by 

HPLC——Chip——MS／MS and the original data were pre-processed by Spectrum Mill then searched in NCBInr database．Results：Well 

resolved，reproducible 2-DE profiles of rat brain proteome were obtained．Among the differential protein spots，19 were identified，Such 

as small inducible cytokine A4。Leukocyte elastase inhibitor A，Alpha一2一macroglobulin，Glutathione S-transferase omega一1，glutamate 

dehydrogenase—1．Thioredoxin peroxidase l，Cytoehrome b-c1 complex subunit Rieske and SO on．Conclusion：The cerebra[proteomics 

expreesion after CUR  has obvious difference，Sivelestat sodium hydrate may promote the survival of injured neurons in rats by virtue of up 

or down-regulating the expression levels of proteins concerned with cerebral ischemia injury． 
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西维 来 司钠 (Sivelestat sodium hydrate，ONO一 

5046)作为全球首个特异性中性粒细胞弹性蛋白酶 

抑制剂，在体内外研究表明 ONO一5046对缺血性神 

经元损伤均有明显的保护作用ll'2]。本文采用蛋白质 

组学研究技术一即常用的双向凝胶电泳技术(2一DE)嘲 

结合质谱，分析假手术、脑缺血再灌注和给予 ONO一 

5046后大鼠脑组织差异表达的蛋白，为进一步探讨 

作者介绍：胡 月(1984一)，女，硕士， 

研究方向：神经药理。 

通讯作者：董 志，男，教授，E—mail：zhidong073@hotmail．com。 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(编号：30572074)。 

ONO一5046脑保护机制提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验设备 

高速低温离心机(SIGMA公司)，超声波细胞粉碎机(宁 

波新芝生物科技股份有限公司)，紫外分光光度计(Therrno公 

司)，PROTEAN IEF Ce11等电聚焦电泳仪、PROTEAN一Ⅱ(R) 

xi Cell型垂直电泳槽 、GS一800校准型光密度仪 、PDQuest 

7．4．0分析软件 (美国 BIO—RAD公司)、HPLC—Chip—MS／MS 

(美国Agilent公司)，ION TRAP 6330(美国Agilent公司)。 
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1．2 实验 药物和试 剂 

ONO一5046，由重庆医药工业研究院有限责任公司提供 

(纯度I>99．5％，批号：G030620)。pH3 10非线性(NL)17 cm 

固相化 pH梯度(IPG)预制胶条、20％(w／v)两性电解质(Am— 

pholyte)购 自美国 BIO—RAD公司。丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰 

胺、二硫苏糖醇(DTT)、3一[(3一胆酰胺丙基)一二乙胺 ]一丙磺 

酸 (CHAPS)、尿 素 (Urea)、N，N，N’，N’一四 甲基 乙二 胺 

(TEMED)、乙二氨四乙酸(EDTA)、三羟 甲基氨基甲烷(Tfis— 

base)、硝酸银(AgNO )、低熔点琼脂糖 、甘氨酸(Glycine)、 

DNase、RNase、蛋白酶抑制剂为 BB1分装。过硫酸胺(AP)、硫 

脲(Thiourea)、十二烷基硫酸钠(SDS)、碘乙酰胺，矿物油购自 

生工生物工程(上海)有限公司，其他化学试剂均为国产分析 

纯 。 

1．3 溶液 配制 

1．3．1 细胞裂解液 参照国外的文献报道 ，略作改进DI。 7 

mol／L尿素、2 mol／L硫脲、4％CHAPS、65 mmol／L DTT、1 mmo／／L 

EDTA、Tris 40 mmol／L，一20％保存。 

1．3．2 IPG胶条水化上样缓冲液 7 mol／L尿素、2 mol／L硫 

脲 、4％(w／v)CHAPS、65 mmol／L DTY、0．001％ 溴酚监 、0．2％ 

(w／v)Biolyte。 

1．3．3 IPG胶条平衡缓冲液母液 0．375 mol／L Tris—HCI(pH 

8．8)，6 mol／L尿素 、20％甘油 、2％SDS，一20％保存。 胶条平 

衡缓冲液 I：使用前在 1O ml胶条平衡缓冲液母液中加 0．2 g 

DTr。胶条平衡缓冲液 Ⅱ：使用前在 1O ml胶条平衡缓冲液母 

液中加 0．25 mg碘乙酰胺。 

1．3．4 SDS—PAGE电泳缓冲液 25 mmol／L Tris，192 mmol／L 

Glycine，0 1％(w／v)SDS，pH 8_3。 

1．4 方法 

1．4．1 动物模型及分组 SD大鼠(重庆医科大学实验动物 

中心提供 )随机分为假手术组、模型组(采用经典 Pulnel— 

li-Brierley四血管阻断法 建立大鼠脑缺血模型，缺血 15 rain， 

再灌注 24 h)和 ONO一5046组(于再灌注时经股静脉用微量 

输液泵以2 mg／(kg·h)，持续输注 3 h o 

1．4．2 蛋 白样品制备与定量 大 鼠再灌注 24 h断头取脑 ， 

用预冷超纯水洗去血迹 ，取左侧脑后 1／2精密称重，剪碎置 

玻璃匀浆器中，参考文献i6／，按 1／10加入细胞裂解液，并加入 

50×Cocktail蛋白酶抑制剂 (500 mol／L AEBSF，150 nm0l几 

Aprotinin，1 Ixmol／L E一64，0．5 mmol／L EDTA Naz和 1~mol／L 

Leupeptin)，4℃充分匀浆；混匀后置液氮中反复冻融 3次 ；冰 

浴下超声裂解 8 min(强度为最大强度的 3／4，裂解 15 s，间隔 

20 s)；加入 50~g／ml RNase，200 Ixg／ml DNase，4℃放置 30 rain； 

15 000 r，4℃离心 60 rain，收集上清夜 ，分装冻存于 一80％冰 

箱。Bradford法进行蛋白定量[71。 

1．4．3 第一向固相 pH等电点聚集电泳(IEF) 采用胶内上 

样法，30 g蛋白质样本溶解于 370 l水化上样缓冲液 ，加 

入 PROTEAN IEF Cell等电聚焦槽中，IPG干胶条胶面向下放 

人聚焦槽，主动水化 1 h后，表面覆盖矿物油，在 17℃条件 

下，胶条极限电流为50 IxA／根，按以下程序进行第一向等电 

聚焦 ：100 V，5 h；250 V，3 h；500 V，2 h；1 000 V，2 h：10 000 

V，6．5 h；总 Vh为 60000。 

1I4．4 第二向垂直平板十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶 

电泳(SDS—PAGE) 第一向聚焦完成后在平衡缓 冲液 I中 

振荡平衡 15 min，再于平衡缓冲液Ⅱ中振荡平衡 15 min。将 

胶条移至铺好 的20 Sill X 20 cm，1．5 mm厚 的 12％SDS均匀 

胶上端，酸性端加人中分子量蛋白质标准，0．8％低溶点琼脂 

糖封胶，电流 10mA／gel持续 1 h换用 30mA／gel直至溴酚蓝 

到达距凝胶下缘 1 cm处终止电泳。 

1．4．5 凝胶染色 银染程序按郭尧君的方法㈣，略作改进进 

行。固定 2 h(甲醇 150 ml，冰醋酸 3O ml，甲醛 0．15 ml，加超纯 

水使容积达 300 mJ)，敏化2 rain(硫代硫酸钠 1．177 g，甲醛 

l5 l，加超纯水使容积达 300 m1)，超纯水漂洗 3×5 min，银 

染 25 min(AgNO 0．6 g，甲醛 600 Ixl，加超纯水使容积达 300 

m1)，漂洗 3×1 min，显色 0～8 min(NazCO3 18 g，甲醛 480 

l，加超纯水使容积达300 m1)，终止 10 min(甲醇 150 ml，冰 

醋酸3O ml，加超纯水使容积达 300 m1)。 

1．4．6 图像分析 每组样品常规进行 3次二维电泳 ，染色后 

的胶用 GS一800校准型光密度仪扫描 ，PDQuest 7．4．0软件进 

行图像分析，得到各个点的等电点、分子量、相对含量等信息 

并用CORBETT等的方法计算斑点位置的重复性。以假手术 

组胶作为参考胶 ，其他胶与之进行匹配，上调或下调 200％者 

被定为差异点。 

1．4．7 差异蛋白质鉴定 差异表达的蛋白点经切胶、脱色、 

酶解、萃取得到多肽，真空冷冻干燥后 ，HPLC～Chip—MS／MS 

分析 ，条件 为 ：①纳流泵 ：流速 ，0．3 Ixl／min，流动相 ，A为 

99．9％水 +0．1％甲酸；B为 99．9％的乙腈 +O．1％甲酸；梯度洗 

脱。②毛细管泵：流速，4 IxVmin；流动相，99％水 +1％乙腈。③ 

进样量 ：8 l。④质谱采集参数：CapV，1 800；Ion Source 

Tvpe，ChipESI；Dry Temp(set)，325℃；DryGas(set)，6．00 L／min； 

HV Capillary，-2050 V；Scan Be西n，300 m／z；Scan End，1 600 

m／z。质谱数据用 Spectrum Mill MS Proteomics Workbench(Rev 

A．O3．03．083．SR3)自动分析后 ，搜索 NCBInr数据库进行 

鉴定 。检索物种 选择 RATI’US NORVEGICUS，消化 酶选 

Trypsin，仪器选择 Agilent ESI ion trap，最大允许漏切点设为 

2，母离子质量误差为 ±2．5 D，子离子质量误差为 ±0．7 D。 

2 结 果 

2．1 蛋 白质 定量 

Bradford法测得蛋 白标准 曲线的线性方程为 v=0．009 

8x+0．266 6，相关系数 R2=O．785 7；在 595 Bin处测定各组样品 

的的吸光度 ，代入方程求出蛋白浓度分别为空 白组 ：7．30 

Ixg／Ixl；模型组：7．17 Ixg／pJ；ONO一5046组：6．95 Ixg／Ixl。 

2．2 双向凝胶电泳图谱的活动及图谱分析 

分别取等量的假手术组 、模型组和 ONO一5046组大鼠 

全脑蛋白质进行双向电泳，每组样品跑 3块胶 ，得到极其相 

似 的蛋 白质分布图 ，用 PDQuest 7．4．0软件进行图像分析， 

可分辨出 1 000个左右的蛋白质点(见图 1)。每组选取 1块 

胶作为参考胶进行3块胶问的蛋白质匹配分析，平均匹配率 

分别为 84．4％，81．7％和82．6％。然后，选取假手术组凝胶作 






