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摘
!

要"目的
!

采用蛋白质组学技术鉴定小鼠中脑部位与能量代谢相关的蛋白!探讨这些蛋白与神经性疾病的关系%

方法
!

提取小鼠中脑蛋白质!采用双向电泳分离!切取蛋白点进行基质辅助激光解吸'电离飞行时间质谱"

75T+Q,>1̀ 7*

$鉴

定%结果
!

双向电泳技术结合
75T+Q,>1̀ 7*

成功鉴定出
"=

个与能量代谢相关蛋白%结论
!

建立了小鼠中脑部位蛋白质的

鉴定方法!为探讨这类蛋白质在神经系统疾病中的作用奠定了基础%

关键词"中脑#

!

能量代谢相关蛋白#

!

蛋白质组学#

!

双向电泳#

!

基质辅助激光解吸'电离飞行时间质谱
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神经退行性疾病在老年人群中发病率较高#随着社会人口

的老龄化#其发病率呈逐年上升的趋势#因此#对老年退行性疾

病的研究具有非常重要的意义'神经退行性疾病的病因复杂#

线粒体功能障碍学说(氧化应激学说(蛋白质发生错误折叠聚

集(炎症(免疫功能缺陷(基因突变等已得到认可'其中线粒体

功能障碍是阿尔兹海默病$

5+

&的重要原因#相关蛋白(酶类的

异常会影响能量代谢#导致多种疾病的发生'线粒体损伤引起

的细胞凋亡也与其他多种神经退行性疾病有关#如亨廷顿病(

帕金森病$

)+

&(线粒体肌病等'因此研究能量代谢相关蛋白至

关重要#有利于从该类蛋白中发现药物治疗神经疾病的新靶点'

蛋白质组学技术能够从整体水平分析蛋白质的变化#是探索疾

病病因(发病机制(药物开发的有力工具'相关研究一直很活

跃#如王杉等)

!

*研究了黄连解毒汤对快速老化模型小鼠海马蛋

白表达的影响#李红杰等)

"

*做了诱导
)S!"

细胞损伤的蛋白质

组学研究工作#杨国锋等)

'

*开展了丁苯酞对缺氧致
)S!"

细胞

损伤保护作用的比较蛋白质研究'本实验采用蛋白质组学的方

法鉴定小鼠中脑内的多个能量代谢相关蛋白#为神经退行性疾

病药物开发提供可能的靶点#为神经病理学研究奠定了基础'
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材料与方法
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实验动物
!

雄性
S$<

小鼠#体质量
"'

!
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-

#购于维通利

华实验动物技术有限公司'所有小鼠均自由摄食和饮水#适应

!

周后进行实验#实验中所有操作均遵循北京市实验动物伦理

委员会的规定'
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仪 器 与 试 剂
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等 电 聚 焦 仪(

UDD.;
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垂直电泳槽(

Q3.
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扫描仪(

T.L*J.;&#(!

凝胶扫描软件及
Q3.

-

@7.:D@C&#(!

凝胶图像分析软件 $美国

6UR@./DEJ.C@

公司&%基质辅助激光解吸电离飞行时间串联

$

75T+Q,>1̀
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>1̀

&质谱仪$美国
5

BB

/2@GN2?:

H

:D@3:

公司&'

所有进口试剂均购于美国
*2

-

3.

和
)C?3@

-

.

公司%固相
B

R

梯

度干胶条$

!%J3

(线性(

B

R'

!

!(

&#

Q)6

缓冲液$

B

R'

!

!(

&均

购自
53@C:E.3)E.C3.J2.N2?D@JE

公司%其余试剂均为国产分

析纯'所有溶液均用
72//2m

水配制'
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双向电泳
!

S$<

小鼠断头取脑#冰上分离中脑#用非变性

裂解液提取中脑总蛋白#采用
NC.GI?CG

法定量蛋白浓度'按

照双向电泳操作指南将制得的蛋白样品进行分离#然后考马斯

亮蓝染色#脱色#采用
T.L*J.;&#(!

软件控制的
Q3.

-

@*J.;;@C

*

扫描仪扫描得到双向电泳图谱'

?#B
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质谱测定
!

切割双向电泳凝胶上的蛋白质点置于
U

B

,

B

@;G?CI

管进行胶内酶切#经过脱色(还原(烷基化(酶解等步骤

处理获得样品#将制备好的样品与基质
%

,

氰基
,=,

羟基肉桂酸

混匀点样#于质谱仪测定'通过一级质谱获得肽指纹图#对一

级质谱获得的高丰度肽段进行二级质谱分析#用
7.:J?D

软件
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进行肽段鉴定#选择
*K2::,)C?D

数据库进行搜索'
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结
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果
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双向电泳的凝胶谱图
!

通过优化实验条件#获得了小鼠

中脑的双向电泳图谱$见图
!

&#显示所鉴定蛋白的胶上分布#

小鼠 中 脑 蛋 白 的 等 电 点 多 数 在
=#(

!

%#(

之 间'

Q3,

.

-

@7.:D@C&#(!

软件对所获的
'

张图谱分析后#确认重复性良

好的蛋白点进行质谱分析'

@#@

!

质谱鉴定蛋白质
!

从电泳胶上切取蛋白点进行一级和二

级质谱鉴定#所得到的可信鉴定结果中#能量代谢相关蛋白
"=

个#见表
!

'

表
!

!!

蛋白质组学方法所鉴定的小鼠中脑内的能量代谢相关蛋白

序号 蛋白质名称 蛋白质
Q+

相对分子质量

$

Z!(

'

&

等电点 肽数目 蛋白质得分 置信区间$

P

&
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三磷酸腺苷合成酶
+

链
5>)$R !%#&& $#$" < '&< !((#((

"

三磷酸腺苷合成酶
%

亚基
m('"&$ $8#%' 8#"" $ !!& !((#((

'

三磷酸腺苷合成酶
G

亚基
m8+SW" !%#<8 $#$" < '<! !((#((

=

肌酸激酶
*"=&!" =<#'% %#'8 != "$& !((#((

$

肌酸激酶
N

型
m(===< ="#8% $#=( !! $"= !((#((

&

糖原磷酸化酶
m8U>(! 8<#%' &#&' !< $< 8<#(&

<

磷酸丙糖异构酶
)!<<$! "<#(= &#8( 8 &$' !((#((

%

磷酸甘油酸变位酶
! m8+NX! "%#8' &#&< < '8' !((#((

8

乳酸脱氢酶
N

亚基
)!&!"$ '&#%' $#<( % "'& !((#((

!(

+

,

烯醇酶
)"!$$( =<#'= &#<' $ %8 !((#((

!!

%

,

烯醇酶
)!<!%" =<#=& &#'< != =(= !((#((

!"

磷酸甘油醛脱氢酶
)!&%$% '&#(% %#== < !<8 !((#((

!'

果糖二磷酸醛缩酶
5 )($(&= '8#%( %#'! !& '<" !((#((

!=

果糖二磷酸醛缩酶
S )($(&' '8#<% &#&< "! $8& !((#((

!$

谷氨酰胺合成酶
)!$!($ ="#%$ &#&= 8 !%' !((#((

!&

磷酸烯醇丙酮酸羧基激酶
m%NR(= <!#'$ &#8" < &( 8%#="

!<

鸟苷酸合成酶
m'>RO< <<#=' &#"8 8 &$ 88#=$

!%

丙酮酸脱氢酶
U!

成分
+

亚基
m8+($! '8#"& &#=! % &( 8%#!8

!8

丙酮酸激酶同工酶
7!

"

7" )$"=%( $%#'% <#!% & ""< !((#((

"(

碳酸酐酶
" )((8"( "8#!' &#=8 < '$% !((#((

"!

载脂蛋白
5,

(

m((&"' '(#$< $#&= < %' 88#88

""

苹果酸脱氢酶
)!=!$" '&#&& &#!& < "&& !((#((

"'

谷氨酸脱氢酶
! )"&==' &!#&= %#($ != '%& !((#((

"=

二氢硫辛酸脱氢酶
1(%<=8 $=#<$ <#88 = !8< !((#((

!!

胶右侧!相对分子质量%胶上方!等电点'

图
!

!!

小鼠中脑的双向电泳图

A

!

讨
!!

论

本研究通过优化实验条件#获得了小鼠中脑的双向电泳图

谱#结合飞行时间质谱和生物信息学方法一次鉴定了小鼠中脑

内
"=

种能量代谢相关蛋白#证明了蛋白质组学技术检测这类

蛋白的可行性#为研究神经系统疾病的靶点蛋白奠定基础'

本文鉴定了线粒体三磷酸腺苷合成酶的不同亚型#已有研

究报道#三磷酸腺苷合成酶在老化模型小鼠海马中表达明显下

调#提示其脑中存在能量代谢障碍)

!

*

'给予黄连解毒汤后该酶

表达明显上调#推测可能是黄连解毒汤使三磷酸腺苷合成酶的

氧化减少#活性恢复#减少了脑中能量代谢的异常改变'本研

究鉴定的蛋白质中有几种属于糖酵解酶#有研究表明诱导

)S!"

细胞损伤时#果糖二磷酸醛缩酶和肌酸激酶的表达均下

调#提示这些蛋白可能对神经性疾病的早期诊断和靶向治疗具

有重要作用)

"

*

'黄连解毒汤对快速老化模型小鼠灌胃治疗

后)

!

*

#海马中醛缩酶和谷氨酰胺合成酶的表达下调#表明能量

代谢相关酶与神经系统老化有重要关系'文献)
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马受
&,

羟多巴胺$

&,1R+5

&损伤后磷酸丙糖异构酶上调#重度

磷酸丙糖异构酶缺陷可导致神经退行性病变)

$

*

'有研究表明#

+X,!

敲除的细胞#产生的活性氧$

41*

&增多#可以加速
&,1R,

+5

介导的细胞凋亡#糖原磷酸化酶的转录水平上调#使得
+X,

!

缺陷的细胞更容易受到氧化应激)

&

*

'对鱼藤酮
)+

模型中磷

酸甘油醛脱氢酶的活性抑制和蛋白表达研究显示#鱼藤酮诱导

)S!"

细胞死亡时#磷酸甘油醛脱氢酶过表达#且观察到黑质多

巴胺神经元路易小体#而磷酸甘油醛脱氢酶的活性降低#诱发

)+

#提示磷酸甘油醛脱氢酶可能是神经保护和治疗策略的新

靶标)

<

*

'

与氨基酸代谢相关的蛋白质鸟苷酸合成酶(谷氨酰胺合成

酶和
$

种氨基酸脱氢酶得到了鉴定'其中谷氨酰胺合成酶是

一种控制氮代谢的酶#可以使神经兴奋性毒性物质谷氨酸和氨

离子转换成谷氨酰胺#其失活会导致氨毒性增强#且氨也是导

致
5+

的原因之一)

%

*

'氨基酸脱氢酶通常调节氨基酸代谢和

糖代谢#在细胞的多种生理活动中起重要作用'丙酮酸脱氢酶

与线粒体能量代谢相关#是糖有氧氧化的关键酶#其活性下调

可引起糖代谢障碍)

8

*

'

载脂蛋白
5,

(

的综述表明#神经退行性疾病血清和脑脊

液中载脂蛋白
5,

(

的表达下调#载脂蛋白
5,

(

在胆固醇转运

和炎症调控中起着重要作用)

!(

*

'氧化还原蛋白质组学研究表

明载脂蛋白
5,

(

容易氧化改性#载脂蛋白
5,

(

的氧化导致肿

瘤坏死因子
,

%

$

>0̀,

%

&外围水平升高#它可以穿越血脑屏障#

信号级联放大#促进神经元死亡'提示载脂蛋白
5,

(

是一种

很有前途的早期诊断用标记物#可用作神经变性疾病治疗策略

的靶标'

本研究运用蛋白质组学技术一次鉴定的这些蛋白在糖代

谢(氨基酸代谢或者脂质代谢中起着重要的作用#且与神经退

行性疾病有密切关系#提示这些蛋白的异常表达可能与脑内的

病理变化相关'进一步的研究可以通过调控这些蛋白的表达

使脑内的能量代谢障碍及氨基酸代谢紊乱等得以改善#为治疗

神经系统疾病提供一条新途径'
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