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帕金森病患者脑脊液差异蛋白组学研究

徐荧蓉，汪思德，彭晷光

( 燕庆医辩大学附属第一医院神经内科重庆市神经病学重点实验室，重庆400016)

【摘瑟】茸的：通过比较 帕金森病(Par ki nson’s di se鹪e，PD)与头痛(正常对照组) 患者脑脊液礞囱质谱，筛选和鉴定与帕会森瘸

密切相关的疾病特异性蛋白( Di sease—speci f i c pmt ei ns，DSPs) ，探寻帕金森病诊断的生物标志物。方法：以固相pH梯度等电聚焦

( 1PG—l EF)为第一向，黎每乎板十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳( sDs—PAGE) 为第二向进行臆脊液蛋白质分离；图像分析软

{ 譬阳◇U嚣溺．O分橱魄 泳蚕谱寻我 纛意义的 差募蘩蠢点 ；运用醅矗 l 静10◇弘麓s质谱鉴定 ，分辑冀意 义。结果： 逶过毙较 泊金森癍
与头痛(难常对照组 )患者脑脊液蛋(马质谱发现3个有意义的差异鬣向质点：蛋内(质 )酪氨酸磷酸酶(Pmtei n— t yr08i ne phosphat ase

1B，PI ' P—l B)，载脂蛋白E(Apol i poprot ei n E)，泛素连接酶E3( E3 ubi qui t i n—pmt ei n l 培ase)。结 论：帕金森病 患者与头痛 (正常 对照

组) 患者腿脊渡蛋白表达存在差异，这些差异蛋匀有a}能是鞫金森痰的璐Ps，并纛#i 能成为阳诊簌的分子标志物。
【关键谰】帕金森病；脑脊液；蛋白藤缀攀；生物标志扬
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PD是多发于中老年入的神经系统变性疾病，病

因未明，氧化应激、线粒体机能障碍、兴奋襟性、神

经营养因子缺乏、免疫调节异常及细胞凋亡都是引

超pD的可麓原因瓣。其主要病理特征为黑质纹状体

系统多巴胺能神经元进行性变性缺失和kwy小体

的出现。目前尚无特异敏感的生化指标和影像学改

变可镶为涟臻确诊翔酶依据，现诊蓊主要依赖癍
史、临床症状及体征、对相应药物治疗的反应等。因
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此，深入探讨其病因对早期诊断及其治疗具有熏要

的临床意义。本课题组前期已对脑脊液蛋白质提取

方法作了比较，并初步分析了PD患者脑脊液蛋自的

双向凝胶电泳图谱，认为2D一熬GE技术可用于脑脊
液蛋白质分离，能反映蛋白质表达的嫠异郾】。因此，

本实验拟采用蛋白质组学的方法，通过对比PD与头

瘥f 正常 )对照组患者藏脊液的蛋自履表达谱，运用

爵像分析软件PDQuEST8+O分析电泳图谱，寻找与PD

密切相关的DSPs，探讨它们在PD发病机制中的作用，

寻找疾病早期诊断的生物标记物。
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1材料与方法

1．1材料

1．1．1试验 器材与仪器20例PD患 者和l O例头痛患者脑脊

液均来自重庆医科大学附属第一医院神经内科。PD均经临床

诊断( 排除脑血管疾病、神经系统感染和肿瘤等器质病变)；

头痛组排除脑血管疾病、神经系统感染和肿瘤等器质病变，将

其作为正常对照组。PD组患者平均年龄为59岁，其中男性12

例，女 性8例 ；头痛组 患者平均年 龄为53．2岁， 其中男性4例，

女性6例。所有患者行侧卧位腰椎穿刺，测颅内压无升高或降

低，椎管无阻寒。取无色清亮脑脊液4m1，分别取1ml 送生化及

常规检验，确定细胞数和蛋白量在正常范同内，剩余腩脊液

样品在4℃，2( x№离心10mi n，去除细胞及其它不溶杂质后
冻存 于一70℃【4】。

1．1．2主要试剂同相pH梯度(1PG)胶条( pH4～7，17cm) 、3一

[ ( 3—胆碱胺丙基E乙嘲弗予磺酸(cHAPS)、二硫另槠醇( D1’I ’)、
三羟甲基氨基甲烷、碘乙酰胺、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、

四甲基乙二胺均购 自Bi o—Rad公司；三氟乙酸、 尿素、硫脲、十

二烷基磺酸钠( sDs)、甘油均购自si gI I l a公司； 低熔点琼脂糖、

胰蛋白酶 、载体两性电解 质、I FF覆盖液 均购自Amer sham

Phar Tn卸i a公司；硝酸银、铁氰化钾购自I ：海生物工程公司；乙

腈(耵bake) 、碳酸氢铵(北京益利精细化学品有限公司) 、牛

血清白蛋白蛋白定量检测试剂盒( Bj ot eke cor porat i on) 、过硫

酸铵( 北京红星化工厂) 甘氨酸、( 北京鼎国生物制品公司)丙

酮( 重庆北碚化学试剂厂) 。

1．1．3仪器和分析软件第一向等电聚焦单元及组件、垂直

电泳系统( PR011EANⅡceU) 及组件、Pdquest 2D图像分析软

件、凝 胶／发光 图像分析 系统chemi D0c xRs均购自Bi o—Rad公

司；超纯水Mi l l i —Q( 美周密里博公司) 、分析天平Auwl 20D( 岛

津制作所) 、酶标仪Mu№kan spect mm amemo)、Fo瑚a控温

摇床420型( 111emo) 、pH计PB—10( s虮or i us) 、真空冻干机

( cHRl sT ALPHA)、质谱分析仪( 美国ABI公司V0yager DE—PR

0MALDI 一7TDF—MS)。

1．2实验方法

1．2．1脑脊液蛋白质定量及提取各取每组病人脑脊液

l ml ，按组混和均匀，制作BSA蛋白质浓度标准曲线及测定混

合后脑脊液蛋白质浓度( Br adfor d法) ，PD组为0．353以正常对
照组( 头痛组) 为o．428鲫．。采 用丙酮沉淀法嘲提取脑 脊液中的

蛋白质：据 所测的浓度每组取450̈ g蛋白质量( PD组1．27ml ，正

常对照组1．05m1) ，加入脑脊液4倍体积的一20℃丙酮混匀离心

沉淀，一20℃丙酮洗涤两次，冷冻抽干。

1．2．2双向电泳按Bi o—Rad公司双向电泳实验流程进行操

作．采用胶内上样法，450I l g蛋白质样品溶于350Ⅲ水化上样

缓冲液( 尿素7mol ，L，硫脲2mo儿cHAPS 4％，DTr65mmol ，L，

Bi o—Lyt eo．2％(w／v) ，溴酚蓝0．001％)，沿着聚焦盘中槽的边缘

至左而右线性加入样品。I PG干胶条(pH4～7，17cm)胶面朝下

置于聚焦盘 中样品溶液上，再覆 盖2～3l I l l 矿物油。胶 条被动水

化13h及等电 聚焦均在17℃自动进 行，总电压 时间积70 000Vh。

聚焦完成后将胶条分别在胶条平衡缓冲液I 和胶条平衡缓冲

液I I 中平衡15mi n。将平衡后的I PG胶条浸没在1×电泳缓冲液

中5s，转移至12％SDS—PAGE胶上端，O．5％低溶点琼脂糖封胶，

电流5mA／酽l 持续30mi n，换用30mA儋el 至 溴酚蓝到达凝胶下缘

约5mm时终止电泳。

1．2．3凝胶染色( 银染) 与图像分析参照Jun x．Ya胡的银染

方案进行染色。用I ma胛sc粕ner 扫描仪获取凝胶图像，再经

Pdquest8．0图形分析软件对2一DE图谱进行背景消减、斑点检

测、匹配、量化、获取差异蛋白斑点。

1．2．4质谱分析将差异点从胶上切下置于EP管中，进行脱

色、干燥、酶解进行蛋白质胶内消化，再加入基质和质谱靶点

样。制备好的样品用美国ABI 公司的Voyager DE—PROMAL—

DI—TOF厦订普仪 越￡j 厅哆 淅，得至0的 卮刚员 童彦摊彰 茹S普娄i E据在( hnp：／^nnn
pmspect or ． ucs￡edu) 进行数据库 搜索【4J。

2结果

2．1 PD组与头痛组患者脑脊 液蛋白质电泳图比较

本实验所得电泳图谱与本课题组之前所得相

比，具有叮重复性12．3J。用PDQuest 软件分析图谱，检

测到PD组为(374±12)个蛋白质点，头痛组为(411±

17) 个蛋白质点。PD与头痛组比较共发现10个差异

蛋白质点，PD组3个蛋白点量上调，7个蛋白点量下

降( 见图l ～4) 。

图1 PD患者脑脊液双向电泳图谱

图2头痛组( 正常对照组) 脑脊液双向电泳 图谱
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圈3阳缀与避维及歪警对藤缓跑较，煮ss叠l { 0是下调的

圈4 PD组与ET组及正常对照组比较。点s8p4204是下调的

鎏5阳缝与ET缰及趸囊对照组毙较。悫8sp8l 孵是下调的

2．2差异表达蛋白质的肽质量指纹分析

经过对上述差异点行屡谱分析零譬到跑较满意

的肽质量指纹图并对其进行数据库检索最终鉴别

出3个蛋囱，即点ssp3110、ssp4204、8sp8107，此3个点

在阳组均是下调的。结果见表l 。

3讨论

本试验通避对翔患者与头瘸患者( 正常对照缰)

的2～DE图谱进行比较，利用Pdquest 8．o图像分析软件

对2一DE图谱上的蛋白点群进行了图像分析，同时结

合实际图谱及实验条件的变化，发现3个有意义的差

异点。进一步对其进行胶内酶切和质谱分析，结果

是瑕白顺潞氨酸磷酸酶( Pr ot ei n—t yr osi ne phosphat ase

18，双pl B) 、载脂蛋白E(A耐i popr o埯i n E) 、泛素

连接酶E3( E3 ubi qui t i n呻∞t ei n l i gase) ，这些蛋岛主

要涉及了氧化应激、神经营养和修复、蟹白降解等，

与PD关系密切。

魏P—13楚鬣囊蘸氨酸磷酸酶家族中的一员，通

过与其家族中其他成员及鬣白酪氨酸激酶联合作

用。调节蛋白的酪氨酸磷酸化水平，进而调节细胞

功能，如细胞分裂愚赣，缨臆增殪，分化，薪陈钱谢，

细胞骨架结构，神经发育和免疫应答c7】。P仰一1 B的表

达和活性在体内受多种因素调节。H20：和谷胱甘肽

表l 用斟S一秘r l ' 软体在数据痒审缱索的有意义的鬻自质

就是其中_之一，可抑制辨Kl B的活性嘲。目前，还没
有用P—l B与PD的相关报道。我们知道氧化应激、线

粒体机能障碍、兴奋毒性、神经营养因子缺乏、免疫

调节异常及细胞凋亡都是孳| 趁胁的可麓原因，丽

盯P—l B能调节神经发育和免疫应答，与多种生长因

子有相互作用。所以我们推测胛肌l B可能与PD相

关，僵其生理作用复杂，不髓单独掾为跨的DS瓤，结
合其它DSPs可能有一定价值。

Apo—E是中枢神经系统最主要的载脂蛋自。正

常大鼠穰入脑内，Apo一嚣除作为配体与珀L受体结
合，还有其他重要的生理功能，如调节细胞生长和

分化，组织修复和免疫调节。中枢神经系统损伤之

后，Apo—E作为脂质载体参与脂质代谢，调控胆髑醇

的动员和再分配，参与神经细胞膜的修复、再生秘

维持【研。本实验结果显示PD组与对照组比较Apo—E

下调，我们认为这可能提示pD患者神经细胞变性后

的修复和再生因Apo—E下调而发生障碍。所以，

A溯一E有可能是pD密切相关的DSPs。

泛素一蛋 囱酶体系统(Ubi qui l i n_pr ot easome sys—

t ernl ，uPs) 是生物体内蛋囱质选择性降解的重要途

径之一，可清除细胞中突变、损伤和异常折叠的蛋

自质，起蓟维持缨施内外环境稳定的络用阎。泛素缝

合系统包括一系列酶，泛素结合酶E3就是其中之一。

无论泛素蛋白酶体系统中哪一步出现功能异常均

可导致u跨功熊鳇异常，从而影喃细胞生理特性，使

蛋离异常聚集或异常降解，赢至细胞死亡。本实验结

果姓示，与对照组比较，PD组脑脊液泛素连接酶E3下

调。这可能提示PD患者uPs功能被抑制或受损，异

常蛋自聚集并易于沉淀，致使多翌胺魏神经元中形

成Lewv小体或神经元变性缺失。所以我们认为泛素
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结合酶E3参与了PD发病枧翩，有望残为PD诊断的生

物标志物。

本试验采用双向凝胶电泳结合质谱分析对帕

金森癍缰纛正常对照缝进行了蛋盎缝学研究。试验

结果显示：两组中的个别猿白质点表达有差异。这

种差异可为探索PD病因和发病机制提供分子生物

学依据，这些差异蛋白获痊煮可麓成为阳分子诊断
标志物。
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定预防和治疗作用，其预置性保护作用，可能对老

年痴呆高危人群有一级及二级预防作用。
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