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正常与脑缺血大鼠的脑皮质蛋白质差异分析鉴定
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摘 要 U2=:5/ 大鼠随机分为正常组和模型组，采用改进的线栓法制备模型，在规定的时间点快速断头取脑，分离脑皮质组

织，提取蛋白质后双向电泳展示，以 X-5<,45=:,/ !F J(2:, +KZ$" 软件对 !MFJ 图谱进行差异表达分析，目标蛋白点用基质辅助激

光解析电离质谱测定肽质量指纹图进行鉴定。线粒体应激 >$ 蛋白前体、血小板活化因子乙酰基水解酶 X[!亚单位、8F\ 核糖

基化因子蛋白 K、电压依赖性阴离子选择通道蛋白 "、泛素 L 末端水解酶同工酶 ]"、突触结合蛋白等 "" 个蛋白在模型 #@ 组表

达上调，谷胱甘肽 EM转移酶 ’-,<5 "、谷胱甘肽 EM转移酶 \、L;MRC 超氧化物歧化酶、8?\ 合酶 F 链、W 蛋白!亚单位 "、微管蛋白

!链 "%、苹果酸脱氢酶等 "% 个蛋白在模型 #@ 组表达上调。胆绿素还原酶 [、细胞因子 8N 前体为模型组新出现点，腺苷酸激酶

同工酶 " 在模型组消失，?@2’/, 3’P2C 9,/’P235=, " 在模型组分为 ! 个点。以双向电泳技术得到分辨率较好的电泳图谱，并初步

鉴定脑缺血后差异表达蛋白，为深入研究缺血性脑损伤病理机制奠定了基础。
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脑血管病是导致人类死亡的三大疾病之一，也

是中老年人致残的主要原因，其中缺血性脑血管病

占 !"# $ %&#，且随着世界人口老龄化进程的加

快，其威胁及危害将会越来越严重，因此，对本病病

理机制和防治措施的研究受到了高度重视。

多年来，研究者们广泛研究了导致脑缺血性损

伤的病理生理机制，包括能量代谢障碍、兴奋性氨基

酸的神经毒性、钙超载、磷脂膜降解和脂类介导的毒

性作用、缺血性脑水肿。近年来随着分子生物学技

术的飞速发展和向神经学科的渗透，大量学者深入

到基因水平对脑缺血性损伤进行了深入的机理探

讨，认识到缺血后脑内多种基因表达异常，并影响相

关蛋白的合成，如脑缺血早期蛋白合成普遍受到抑

制，而即早基因和热休克蛋白表达增加。由于蛋白

质是生物细胞赖以生存的各种代谢和调控途径的主

要执行者，因此蛋白质不仅是多种致病因子对机体

作用最重要的靶分子，而且也成为大多数疾病干预

措施的靶标，乃至直接的药物，故随着人类基因组计

划的完成，蛋白质组学成为新世纪生命科学研究的

前沿［’］。双向电泳结合质谱分析作为蛋白质组研究

的基础性技术平台，得到生物医学界的充分关注［(］。

蛋白质组学可以比较不同样品之间蛋白质整体

表达水平，是揭示疾病分子机制、发现疾病标志蛋

白、寻找新的药物靶标的理想工具，也是生命科学进

入后基因组时代的标志之一。大脑中动脉是人类卒

中的多发部位，大脑皮质是脑缺血易损伤主要部位

之一，但迄今为止尚没有发现针对缺血脑皮质组织

进行蛋白质组研究的报道。

由于临床研究的局限性，动物实验成为研究脑

血管疾病的重要途径。在众多动物中，啮齿类动物

脑血管解剖和生理接近于人类，且来源充足、品系纯

化，在生态学和伦理学方面易为公众所接受而最适

合卒 中 研 究。大 脑 中 动 脉（)*++,- .-/-0/1, 1/2-/3，
456）是 人 类 卒 中 的 多 发 部 位，大 脑 中 动 脉 闭 塞

（)*++,- .-/-0/1, 1/2-/3 7..,89*7:，456;）模型被认为是

局灶性脑缺血的标准动物模型，目前，线栓法 456;
模型是研究缺血性脑血管病的常用模型，在科研中

广泛应用。

本实验利用双向电泳技术对正常和 456; 大鼠

病灶侧脑皮质蛋白质进行比较蛋白质组学研究，获

得了较满意的双向电泳图谱，并用专业分析软件包

对 (<=> 图谱进行了分析，差异蛋白质点经 46?=@<
A;B<4C 测定肽质量指纹图谱进行鉴定，为进一步研

究其病理机制提供了实验基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 设备：D:*E-/91, ’FG 低温高速离心机（德国

H-22*.I 公司），J-.K)1: ?!<%& 低温超速离心机（德国

J-.K)1: 公司），DL<("&’M5 紫外分光光度计（日本

CI*)1+N8 公司），@MOPI7/ 电泳单元（瑞典 MI1/)1.*1
J*72-.I 公司），MG;A>@Q<!!R@ 5-,,（J*7<G1+ 公司），

@)1S- 9.1::-/（ 瑞 典 MI1/)1.*1 J*72-.I 公 司 ），

@)1S-4192-/ (=T E UV&’ 分 析 软 件（瑞 典 MI1/)1.*1
J*72-.I 公司），46?=@<A;B<4C 质谱仪（德国 J/8K-/
公司）。

!"!"# 试剂和材料：PHU<’& 非线性（Q?）’%.) @MO
预制胶条、@MO J8WW-/、低分子质量蛋白质标准均购

自 6)-/9I1) MI1/)1.*1 J*72-.I 公司，丙烯酰胺、甲叉

双丙烯酰胺、二硫苏糖醇（=AA）、过硫酸铵（6MC）、甘

氨酸、苯甲基磺酸氟（M4CB）由 C*S)1 公司分装，尿

素、U<［（U<胆酰胺丙基）<二乙胺］<丙磺酸（5H6MC）、

十二烷基硫酸钠（C=C）、Q，Q，QX，QX<四甲基乙二胺

（A>4>=）为 64G>C5; 公 司 分 装，乙 二 氨 四 乙 酸

（>=A6）J-0-7 公司分装，57))199*- J/*,,*1:2 J,8- G<
("&、A/*9<019- 为 DCJ 公司分装，碘乙酰胺购自 B,8K1
公司，硫脲及其他化学试剂均为国产分析纯。

!"!"$ 溶液配制：

（’）样品裂解液：!)7,Y? 尿素、()7,Y? 硫脲、Z#
5H6MC、’&))7,Y? =AA、’))7,Y? >=A6、’))7,Y?
M4CB、Z&))7,Y? A/*9<019-，[ (&\保存。

（(）@MO 干胶条再水化液：%)7,Y? 尿素、(#（! Y
"）5H6MC、少 量 溴 酚 蓝、(# @MO J8WW-/、(&))7,Y?
=AA（用前加）。

（U） C=C 平 衡 缓 冲 液："& ))7,Y? A/*9<H5,
（PH%V%）、F)7,Y? 尿素、U&#甘油、(# C=C、少量溴酚

蓝，[ (&\保存。平衡液工作液 1：使用前 ’& )? 平

衡缓冲液加 ’&&)S =AA。平衡液工作液 0：使用前 ’&
)? 平衡缓冲液加 ("&)S 碘乙酰胺。

（Z）’U#C=C<M6O> 配制：参照文献［U］。

（"）凝胶脱色液：’&&))7,Y? QHZH5;U 溶液 ] 乙

腈（’ ]’）。

（F）酶 解 缓 冲 液：’&))7,Y? 515,( ] "&))7,Y?
QHZH5;U（’ ]’）。

（!）胰蛋白酶酶解液：Z"? 胰蛋白酶加 ^F"? 酶

解缓冲液。

!"# 方法

!"#"! 动物模型及分组：健康成年雄性 _*921/ 大鼠

"U^赵晓峰等：正常与脑缺血大鼠的脑皮质蛋白质差异分析鉴定



（!级），体重 !"# $ %##&，购自中国医学科学院实验

动物研究中心，随机分为正常组、模型 ’( 组，每组各

) 只。参照 *+,&-［.］等报道的方法，采用颈内动脉插

入线栓法建立 /012 模型，大鼠术后清醒后参照

34546［"］神经缺陷评分标准进行神经功能缺陷评分，

其评分达 % 分者视为造模成功，正常组和模型组分

别在预定时间快速断头处死，冰上剥离缺血侧大脑

皮质，切去额极，预冷生理盐水冲洗脑组织中的血

液，每组各取 7 只大鼠缺血侧脑组织，7#8福尔马林

固定，常规脱水，浸蜡，包埋，切片，9: 染色，光镜下

观察皮质形态学改变，其余称重后液氮速冻，;
)#<保存备用。

!"#"# 蛋白质样品准备：标本混合液氮用研钵研磨

成白色粉末，加入预冷的玻璃匀浆器中，按 7 = %>" 比

例加入样品裂解液在冰浴中匀浆，匀浆液于 .<，

7! ###&离心 7#?@,；吸取上清液 .<，7"# ###& 离心

’#?@,，避开上 层 漂 浮 的 脂 质 层，吸 取 上 清 液 .<
.# ###&再次离心 ."?@,，取离心上清，; )#<保存备

用。蛋白质定量采用 AB-CD+BC 法［’］。

!"#"$ 蛋白质双向电泳分离：第一向等电聚焦电泳

（@E+F5GFHB@F D+FF4E@,&，I:J）采用固相化 7)F? IKL 预制

干胶条（M9% $ 7#，非线性，N*），再水化同时上样，上

样量 7>"?&。主要参考 IKL(+BO/等电聚焦系统操作

指南进行。

剥开 IKL 胶条保护膜后，将 IKL 胶条胶面朝下

放置于预先加好样品液的聚焦槽凹槽中，小心赶走

IKL 胶条下面的气泡，I??+P@5@,G QBRSHB@M 覆盖油覆

盖后放于等电聚焦仪上，%#T 低电压泡胀 7!( 后进

行等电聚焦电泳［U］。参数设置如表 7。

表 ! 等电聚焦电泳参数设置

%&’() ! *+, -&.&/)0).1

SHGME T+5H-&GVT T+5H-&GVT ! V( OG?MGB-H4BGV<

7 !## "## 7 !#

! "## 7### 7 !#

% 7### "### 7 !#

. "### )### ) !#

I:J后，IKL 胶条从电泳槽中取出，分别在 SQS
平衡液 - 和 SQS 平衡液 P 中平衡 7"?@,，然后用滤纸

吸掉胶条上多余的平衡液，转入预先灌制好的 SQSW
K1L: 胶上，在 AI2WX1Q KX2O:INW 0:** 上进行第

二向电泳，参数设置为：恒流 !#?1，.#?@,；%#?1，

.(，待溴酚蓝前沿至阳极约 "?? 时停止电泳。参照

文献［)］进行考马斯亮蓝染色。

!"#"2 凝胶图像分析：用 I?-&G SF-,,GB 将染色后的

!WQ: 凝胶投射扫描至 Q:** 商用电脑工作站中，光

学分辨率为 .##CM@，存贮为 H@D 文件，以 I?-&G /-EHGB
!Q :5@HG Y%>#7 E+DHZ-BG 进行图像分析。使用点检测

向导，通过调节灵敏度、算子（+MGB-H+B）、背景因子等

参数大小，确定最佳检测结果，自动检测完成后，仍

有一些点未被识别出，还有一些点是假点，还有因距

离过近而将多个点误认为一个点的情况，需要进行

手工编辑，如增加斑点、删除斑点、提高峰值、边缘增

长、分割斑点等。为消除误差，将同组的三张 !WQ:
凝胶拟合成一张平均胶，然后进行组间比较。以正

常组 !WQ: 凝胶为参考胶，模型组与之匹配，寻找差

异蛋白点。参照文献［[］，蛋白质表达水平上升或下

降 !##8的点选择为目标点，进行鉴定。

!"#"3 蛋白质的胶内酶解：蛋白质的胶内酶解参照

JGB,-,CG6 \ 等［7#］的方法并加以改进，将差异显示蛋

白质斑点，分别从凝胶上切割下来，切成微小碎块，

置于 :K 管中，加入 "#"* 新鲜配制的凝胶脱色液，振

摇脱色至凝胶粒无色，小心吸出脱色液，然后胶粒置

于低温真空干燥泵中抽干，加入 " $ 7#"* 胰蛋白酶

酶解液，混匀后加入 7#"* 不含酶的酶解缓冲液，.<
放置 %#?@,，%U< 水 浴 7!(，再 加 入 "8 三 氟 乙 酸

（OJ1）""*，%U<水浴 7(，离心，吸取上清液至新管

中。再分别加 ""* "8OJ1、乙腈（7 =7）混合液和 ""*
乙腈，吸 取 上 清 液 至 一 新 管 中，真 空 干 燥 后 用

/1*QIWO2JW/S 测定肽质量指纹图谱。

!"#"4 /1*QIWO2JW/S：

样品制备与脱盐：使用 ]IK OIKO/07) 移液器吸

嘴脱盐同时进行样品制备，操作如下：首先用 "#8
的乙腈湿润吸嘴，然后用 #>78 的 OJ1 水溶液平衡

! 次，将萃取后冻干的样品用 !#"* #>78 OJ1 水溶

液溶解，用吸嘴反复在样品液中吸进压出，进行多次

循环操作，然后用 #>78 OJ1 水溶液洗涤 ! 次，另取

一干静的小 :K 管吸入 ""* 0901 饱和基质溶液，再

将带有样品的吸嘴在其中反复洗脱，取 !"* 点于点

样板上，置空气中自然风干。肽段样品用 /1*QIW
O2JW/S 检测，质谱检测是在正离子反射模式中进行

的，N! 激光源，波长 %%U,?，飞行管长 %?，加速电压

!#^T，反射电压 !%^T，基质为 0901，质谱使用基质

峰和胰酶自动降解离子峰作为内部标准校正。获得

的混合物肽片段质量指纹图谱通过 I,HGB,GH（(HHM：VV
ZZZ_ ?-HB@‘ EF@G,FG_ F+?）在 SZ@EEWMB+H 数据库搜索进

行蛋白鉴定，使用的检索软件为 /-EF+H 公司提供的

免费肽质量指纹图谱检索软件。

’%[ "#$%&’& ()*+%,- ). /$)!&0#%)-)12 生物工程学报 !##"，T+5>!7，N+>’



! 结果

!"# 光镜下形态学改变

本试验中应用 !"#$ 鼠进行研究，造模后进行

神经功能缺损评分，评分达 % 分者视为模型成功，进

入下一阶段，&’ 染色，光镜下观察缺血侧大脑皮质

组织形态学。模型 () 组可见神经水肿，血管周围炎

性细胞浸润，胶质细胞增生，嗜神经现象，见图 *。

图 * 正常组和模型组大鼠脑皮质组织 &’ 染色图

+,-. * &’/012,345 ,62-4 78 921 :494;92< :7914= ,3 37962< :73197< 235 !"#$ -97>?
2：&’ @ *AA（B"）；;：&’ @ CAA（B"）；:：&’ @ *AA（!"#$）；5：&’ @ CAA（!"#$）.

图 D 正常组大鼠脑皮质蛋白质 D/E’ 图谱，

考马斯亮蓝染色，?&%/*A，BF，*G:6HIJ 胶条

+,-. D KL?,:2< "776200,4 ;9,<<,231 ;<>4 M/DNA 012,345
D/E’ ,62-4 78 921 :494;92< :7914= ?9714,30 ,3 B7962<

"73197< -97>?（?&%/*A，BF，*G:6HIJ -4<）

!"! 模型组和正常组大鼠脑皮质蛋白质组双向电

泳（!$%）图谱

我们采用相同上样量的正常与局灶性脑缺血模

型大鼠（()）缺血侧脑皮质蛋白质进行双向电泳，第

一向采用固相化 ?& 梯度胶（?&% O *ABF，*G:6）进行

等电聚焦，第二向采用 *%PQEQ/I#J’ 进行电泳，胶

条再 水 化 同 时 上 样，取 得 了 较 满 意 的 电 泳 图 谱，

"776200,4 R9,<<,231 R<>4 染色，H62-4 Q:23349 扫描后，

用 H62-4 !20149 DE ’<,14 S%TA* 分析软件可以检测到

UAA 个左右蛋白质斑点，且重复性较好，见图 D、%。

由于脑组织中富含脂类，对蛋白质的提取、溶解及

DE’ 都会有极大的影响，我们采用低温超速离心方

法，取得了良好去脂效果。而不同实验对样品制备

方法有不同要求，本实验采用组织混合液氮研磨成

粉末，加入样品裂解液匀浆，样品裂解液中加入硫

脲，明显提高了蛋白质的溶解度，在 HIJ E9L Q19,? 泡

胀时加 %AV 低电压泡胀 *D)，有效提高了 DE’ 图谱

质量。但是在碱性端仍有部分蛋白质没有得到很好

的分离，可能是脑组织含有较多的碱性蛋白质所致。

图 % !"#$ 模型组大鼠脑皮质蛋白质 D/E’ 图谱

（考马斯亮蓝染色，?&% O *A，BF，*G:6HIJ 胶条）

+,-. % KL?,:2< "776200,4 ;9,<<,231 ;<>4 M/DNA 012,345
D/E’ ,62-4 78 921 :494;92< :7914= ?9714,30 ,3 !"#$

-97>?（?&% O *A，BF，*G:6HIJ -4<）

!"& 差异表达蛋白

应用双向电泳图谱专业分析软件 H62-4!20149
DE ’<,14 S %TA* 0781W294 对两组大鼠脑皮质蛋白质双

向电泳图谱进行了比较分析，和正常组比较，!"#$
模型组有 CX 个蛋白质斑点有表达量上的差异，并有

% 个蛋白质斑点消失，新出现 N 个蛋白质斑点，差异

点广泛分布于 DE’ 图谱上，局部显示图见图 C。

U%X赵晓峰等：正常与脑缺血大鼠的脑皮质蛋白质差异分析鉴定



我们对差异显示蛋白质斑点用 !"#$%&’ 进行胶

内酶切，()*+,-./0-(1 测定肽质量指纹谱，2223
45!"&6%7&8’783 794 网站上，利用 ()1:/. 软件检索

12&%%$"9! 蛋白质数据库进行了鉴定，共鉴定出 ;< 个

蛋白质，其中模型组消失的 ; 个斑点鉴定出 = 个，新

出现的 > 个斑点鉴定出 ? 个，鉴定蛋白的序列覆盖

率为 =@A B C;A，和文献报道的基本一致［==］。鉴定

蛋白亚细胞定位包括线粒体、细胞质、细胞核、细胞

膜、突触等，涉及多种蛋白种类，如代谢酶类、信号蛋

白、抗氧化蛋白、热休克蛋白及分子伴侣、泛素及蛋

白酶体蛋白、胶质相关蛋白、神经元特异蛋白、神经

再生修复相关蛋白等。其中线粒体应激 D< 蛋白前

体、血小板活化因子乙酰基水解酶 ,E!亚单位、)+F
核糖基化因子蛋白 ;、电压依赖性阴离子选择通道

蛋白 =、泛素 : 末端水解酶同工酶 *=、突触结合蛋白

等 == 个蛋白在模型组表达上调，谷胱甘肽 1-转移酶

948G5 =、谷胱甘肽 1-转移酶 F、:H-I’ 超氧化物歧化

酶、).F 合酶 + 链、J 蛋白!亚单位 =、微管蛋白!
链 =>、苹果酸脱氢酶等 => 个蛋白在模型组表达上

调。鉴定蛋白相关信息见表 ?。

图 )= 中点 K@L<F@ 为泛素 : 末端水解酶 *=，在

正常组表达量较低，模型组明显升高，点 F=@?;M 为

线粒体 N)+O-泛醌氧化还原酶 ?MP+ 亚单位，在模

型组表达上调，F<?C<< 为阻凝蛋白轻链，在模型组

表达上调，F;>D<M 为硫氧还蛋白过氧化物酶，在模

型组分为 ? 个点，图 E= 中 N 代表模型组新出现点，

未鉴定出。图 E? 中箭头所指点为模型组新出现

点，正常组不表达，未成功鉴定，图 ); 中所圈定 ? 个

点只在正常组表达，模型组未表达，未成功鉴定，图

)M 中 K@?;+? 为胆绿素还原酶 E，只在正常组表达。

图 EM 中三角箭头所指点在模型组表达上调，也未

成功鉴定出。

参与糖酵解和三羧酸循环中的关键酶 ; 磷酸甘

油 醛 脱 氢 酶 （ GQ#78"5QR8S#R8-;-$S9%$S5!8
R8S#R"9G8’5%8），腺苷酸激酶同功酶（5R8’#Q5!8 P&’5%8
&%9T#48 =），磷酸丙糖异构酶，苹果酸脱氢酶等表达

改变，表明脑缺血后能量代谢发生障碍。

脑缺血缺氧可导致不同程度的脑功能障碍，其

发生机理与脂质过氧化损伤有关［=?］。脑缺血性损

伤后，脂质过氧化损伤，大量自由基产生，氧化损伤

蛋白、脂质、+N)、LN)，导致细胞坏死，还可间接导

致细胞凋亡的发生［=;］。本研究中观察到 :H-I’ 1/+
在 (:)/ 组表达下调，和 N9UH9 N9%S&!5 的观察一致。

谷胱甘肽 1 转移酶 F、谷胱甘肽 1 转移酶 948G5 = 在

(:)/ 组表达下调，提示脑缺血后清除氧自由基能

力发生改变，硫氧还蛋白过氧化物酶 =（.S&9"8R96&’
$8"96&R5%8 =）和细胞氧化还原反应的调节有关，通过

硫氧还蛋白系统产生的能量还原过氧化物、超氧化

物，除了在清除自由基方面有重要作用外，还通过调

节细胞间 O?/? 浓度参与生长因子和肿瘤坏死因子

5Q$S5 的信号调节机制，本研究发现硫氧还蛋白过氧

化物酶在模型组分为 ? 个点，其生物学意义值得进

一步研究。

O1FD< 是体内很好的人们已经认识到的内源性

抗氧化物，它对抗自由基，具有某些外源性抗氧化物

所不具有的进入氧化应激发生部位的优点，因而在

抗损伤方面更有效［=M］。线粒体应激 D< 蛋白前体属

热休克蛋白 D< 家族，模型组表达上调，提示缺血后

氧化应激反应增强。

图 M 差异表达蛋白局部显示图

0&G3 M F5"!&5Q ?-+V &45G8% 9W "5! 78"8U"5Q 79"!86 $"9!8&’% &’ (:)/ 5’R N: G"9H$，

%S92&’G R&WW8"8’78% &’ !S8 $"9!8&’ 86$"8%%&9’ Q8X8Q 549’G !S84
0&GH"8 ) 5’R E "8$"8%8’! !S8 N: G"9H$ 5’R !S8 (:)/ G"9H$ "8%$87!&X8Q#3

Y;@ !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 ?<<>，Z9Q[?=，N9[C



表 ! 模型组和正常组差异表达蛋白

"#$%& ! ’())&*&+,(#%%- &./*&00&1 /*2,&(+0 $&,3&&+ 4567 8*29/ #+1 ,:& ;5

!"#$
%&’(

)**+,,
-&’.+/

)../ (
-0’+

1+-+
-0’+ 2/#$+3- -0’+ 4/ "5

4)67589:;84! "+"$3<+

40$*=3-> 9#$0? !+@&+-*+
*#A+/0>+

B"8/+>&?0$+< 3- 4C): /0$,

DE 2FGHIE 1JHK8J)9 D,"0L !$/+,,8HM "/#$+3-，’3$#*=#-</30?［2/+*&/,#/］ HNGFN OPI L EL IK

DI QONIIG 164R8J)9 1’S. 1?30 ’0$&/0$3#- S0*$#/! EOHOK KPI O EL NH

DN QOEIMO 2)ER84:B!T 20S0=E.I 2?0$+?+$80*$3A0$3-> S0*$#/ 0*+$U?=U</#?0,+ 5R .+$0
,&.&-3$ IKOFH OPI K EG IM

DF 2LJM2L BC6E8J)9 B*=?E B.3@&3$3- *0/.#VU?8$+/’3-0? =U</#?0,+ 3,#WU’+ 6E IFGII KPEF G IM OM

DK 2MIOMM 46TE8J)9 4U?E 4U#,3- ?3>=$ *=03- E，,X+?+$0? ’&,*?+ 3,#S#/’ EFMHE EEPHK L IF KN

DO 2OMHEE )C9R8J)9 )*$. R+$080*$3- FEHEM KPIL G IE IO

DH QGJK6H ;1;T8J)9 ;>SEF ;3./#.?0,$ >/#Y$= S0*$#/8EF IHHMI EMPMO K EN NF

DG 2NHLLO )J6N8J)9 )J7N )728/3.#,U?0$3#- S0*$#/8?3X+ "/#$+3- N IMOEF HPN O EG FK

DL QLZI6M 2:JE8J)9 [<0*E [#?$0>+8<+"+-<+-$ 0-3#- 8,+?+*$3A+ *=0--+?
"/#$+3- E NMOMO GPO G IE IL

DEM 2IEHMH !\9E8J)9 !U$E !U-0"$#$0>’3-8E FHHOF GPF H EG EL

DEE 2ELONH 92)8J)9 2?0$ 93,,&+8$U"+ "?0,’3-#>+- 0*$3A0$#/［2/+*&/,#/］ OIGOI GPKK O EN IM

7#Y-8/+>&?0$+< 3- 4C): /0$,

7E 2MFOLE 9RRE8J)9 %#-+ 9&.&?3- .+$0 *=03- FLLNE FPHL EN NK IH

7I 2NFMOH 2!RF8J)9 2,’.F 2/#$+0,#’+ ,&.&-3$ .+$0 $U"+ F［2/+*&/,#/］ IKGLE OPG K EG IG

7N 2NENLL )92Q8J)9 )$"K= )92 ,U-$=0,+ 7 *=03-，’3$#*=#-</30? EGOHH OPO K EG NE

7F 2EFEKI 47DC84:B!T 4<=E 40?0$+ <+=U</#>+-0,+，*U$#"?0,’3* NOFLF OPK G EO IO

7K QLZNNL 19:E8J)9 1,$#E 1?&$0$=3#-+ !8$/0-,S+/0,+ #’+>0 E IHOKE OPIK EE NN FK

7O 2IKEEN 241E8J)9 2>0’E 2=#,"=#>?U*+/0$+ ’&$0,+ E IGFLH OPIE G FM FG

7H 2ONMEG D!HC8J)9 D,*HM D+0$ ,=#*X *#>-0$+ HE X70 "/#$+3- HMGIH KPNH EE II II

7G 2MFLMO 1928J)9 1,$"E 1?&$0$=3#-+ !8$/0-,S+/0,+ 2 INILN HPNM O IE FN

7L 2MIOGG 4R28J)9 4." 4U+?3- .0,3* "/#$+3- ! EFEGF EEPHK G NG KE

7EM 2MHONI !:7C8J)9 !#<E !&"+/#V3<+ <3,’&$0,+［C&8Z-］ EKHHE KPGL L NI FH

7EE 2OMLME 2!)O8J)9 2’,0O 2/#$+0,#’+ ,&.&-3$ 0?"=0 $U"+ O IHNGI OPNF EE IH NN

7EI 2FGKMM 925!8J)9 9"3E 9/3#,+"=#,"=0$+ 3,#’+/0,+ IHIGK OPG H EK NH

7EN 2FLFNI :72R8J)9 2<=. 2U/&A0$+ <+=U</#>+-0,+ TE *#’"#-+-$ .+$0
,&.&-3$，’3$#*=#-</30? "/+*&/,#/ NGGIN KPLF EF NE FK

7EF 2ELINF %BD48J)9 %<&SAI %)7D8&.3@&3-#-+ #V3<#/+<&*$0,+ IF X70
,&.&-3$，’3$#*=#-</30? "/+*&/,#/ IOKEE OPMM K EH IL

7EK 2KFNEE 1RRE8J)9 1-.E 1&0-3-+ -&*?+#$3<+8.3-<3-> "/#$+3- 1（5）]1（!）]1
（9）.+$0 ,&.&-3$ E NHNKN KPOM EI NI FF

TV"/+,,+< #-?U 3- %C /0$,

:E 2NLMOL ^)7E8J)9 )XE )<+-U?0$+ X3-0,+ 3,#+-WU’+ E IEKGG HPHE K G IF

TV"/+,,+< #-?U 3- 4C): /0$,

%E QLIN7I QLIN7I R?A/. .3?3A+/<3- /+<&*$0,+ R（S?0A3- /+<&*$0,+（%)72D）） IIMGM OPIL L IO ON

%I 2KMINM !\MF8J)9 C*?F !’0?? 3-<&*3.?+ *U$#X3-+ )F［2/+*&/,#/］ EMINF

7+A3<+< 3-$# I "#3-$, 3- 4C): /0$,

_E 2NKHMF 27_I8J)9 2/<VI 2+/#V3/+<#V3- I IELFE KPNM K EG NK

大量证据表明，缺血后急性炎性反应促进了继

发性脑损害的进展［EK］。!’0?? 3-<&*3.?+ *U$#X3-+ )F
为巨噬细胞炎性蛋白 E8.+$0，仅在模型组表达，说明

炎性反应是脑缺血性损伤机制之一。胆绿素还原酶

R 催化血红素降解过程中产生的胆绿素还原成胆红

素，在血红素降解的全过程中具有重要作用，其在脑

缺血性损伤中的作用有待于进一步研究。

在急性缺血性脑血管病的发病过程中，血小板

功能亢进是一极其重要的因素［EO］。血小板活化的

分子基础是胞内骨架蛋白的变化，其中肌球蛋白轻

链激酶（46C^）磷酸化肌球蛋白轻链，促使肌球蛋白

与肌 动 蛋 白 结 合 在 血 小 板 活 化 过 程 中 起 重 要 作

LNL赵晓峰等：正常与脑缺血大鼠的脑皮质蛋白质差异分析鉴定



用［!"］。本研究发现肌球蛋白轻链 ! 和肌动蛋白!在

#$%&组表达上调，推测可能和血小板的早期活化

有关。

突触结合蛋白 ! 在模型组表达上调，有可能影

响囊泡膜与质膜的融合和泡裂外排，从而影响递质

释放，在信号转导方面出现功能异常，影响进一步的

神经功能。’ 蛋白及其相关的受体和效应蛋白对维

持正常的中枢神经系统功能有显著作用。本试验中

发现 ’ 蛋白!! 在 #$%& 组表达下调。而生长因子

作为内源性信号蛋白对细胞的增殖、分化及功能具

有强烈的调节作用。它们与细胞表面高亲和性受体

结合后，启动了多种信号转导过程，最终诱发新基因

表达和蛋白质合成。无论在体外还是在体内，生长

因子都被证实有神经保护作用。成纤维细胞生长因

子 !(、神经胶质成熟因子!在 #$%& 组表达上调，可

能在脑缺血后发挥了保护作用。

缺血性损伤时神经微丝和微管破坏，引起细胞

骨架崩解，引发细胞坏死或凋亡样损害。)*+,* -
等［!.］以原位杂交和 /*01230+ 45*116+7 观察自发性高

血压大鼠短暂性局部缺血 82 后细胞骨架蛋白 95:29;
1<4<56+ 和 4319;9=16+ >?/% 的变化，结果发现 @ 周后

95:29;A<4<56+ >?/% 在皮层减少，4319;9=16+ >?/% 在

顶叶 皮 层 表 达 增 加，推 测 缺 血 诱 导 的 4319;9=16+
>?/% 表达增加可能反应了缺血区微丝合成，是缺

血区突触联系受损的代偿。我们观察到，4319;9=16+
在 #$%& 组表达上调，微管蛋白!!B 在 #$%& 组表

达下调，可能反应了缺血区神经微丝和微管合成障

碍，细胞结构遭到破坏。磷脂碱性蛋白 C 在 #$%&
组表达下调，提示当脑组织缺血性损害时，不仅累及

大脑灰质使神经元损害，同时，脑白质髓鞘脱失可能

也较为严重。

泛素通路又称为泛素系统或泛素蛋白酶体通

路，除泛素外，还包括 ( 种酶家族：泛素活化酶、泛素

结合酶、泛素蛋白连接酶及去泛素酶，它们均以多种

异构体形式存在，是新发现的另一蛋白质降解通

路［!D］，也是体内重要的细胞调控体系［@E］。F< 等人

的研究表明在短暂性脑缺血后 ( 2，泛素化修饰蛋白

质在海马神经元中持续增加，并且可能导致了神经

元的缺血性坏死［@!］。而 G$F;H! 是去泛素酶中的泛

素 $ 末端水解酶，是一种硫基蛋白酶，识别和水解

结合在泛素 $ 末端甘氨酸残基的短肽及聚泛素链，

使泛素游离或成为可重复利用的泛素。本研究发现

G$F;H! 在 #$%& 组表达高于正常对照组，其调控机

制有待于进一步研究。

蛋白酶体是细胞内主要的非溶酶体性质的苏氨

酸蛋白酶，涉及到许多细胞过程，如清除异常蛋白

质，包括错误折叠蛋白、变性蛋白、受损伤蛋白及部

分正常蛋白。$2*+,0*769++6 / 等［@@］最近发现，蛋白

酶体!B 亚单位过表达可以增加蛋白酶体的组装，改

善氧化应激反应。本研究发现蛋白酶体!( 亚单位

前体和蛋白酶体"亚单位 I 在 #$%& 组下调。

线粒体渗透性转运小孔（:30>3946561J 109+K616*+
:*03，LAL）在细胞坏死和细胞凋亡中发挥作用，它是

由电压依赖性阴离子通道复合体构成的，氧化应激

条件下，细胞内 $9@ M 浓度升高，细胞能量负荷减少，

孔道开放，允许低分子量的溶质跨膜进入膜内。线

粒体渗透性转运小孔开放可能是细胞缺血性坏死或

凋亡病理机制中的重要因素之一，和凋亡诱导因子、

细胞色素 $、及 N%O 的释放有关，可能启动了细胞

凋亡［@8］。LAL 抑制剂可以减轻谷氨酸盐介导的线粒

体膜去激化和细胞死亡［@(］，在缺血性脑损伤中具有

保护 作 用［@B］。 电 压 依 赖 性 阴 离 子 通 道 蛋 白 !
（P*51973;,3:3+,3+1 %+6*+ $29++35 ! ）是 LAL 的组成成

分，也是 LAL 抑制剂的靶蛋白之一［@I］。本研究发现，

电压依赖性阴离子通道蛋白 ! 在 #$%& 组表达上

调，可能和缺血后细胞凋亡的启动有关。组织型纤

溶酶原激活剂（1;L%）在纤溶系统活化中起启动作

用。关于 1;L% 在神经系统中所起的作用与它的蛋

白酶活性之间的关系，有许多不同的看法，有学者认

为 1;L% 可导致神经细胞死亡，但直接向脑内灌注 1;
L% 并不会引起神经元的死亡［@"］，有的学者甚至认

为体内和体外无蛋白酶水解活性的 1;L% 对锌离子

引起的神经元损伤有保护作用［@.］。 1;L% 对神经元

作用的确切机制，有许多未明之处。本研究中发现

#$%&组组织型纤溶酶原激活物前体表达上调，可

能是脑缺血后纤溶活性降低，内源性纤溶酶原消耗

过多引起的应激反应。

%QL;核 糖 基 化，属 蛋 白 质 翻 译 后 修 饰。

)919J9>9 A 等［@D］报道沙土鼠短暂性前脑缺血后诱导

了 %QL 核糖基化因子样基因 %?R(H 的表达，%QL 核

糖基化因子样基因生理作用尚不清楚，可能参与了

内质网和高尔基体间的囊泡转运，属小 ’AL9K3 超家

族。我们发现 %QL;核糖基化因子样蛋白 8 在 #$%&
组表达上调，其在脑缺血性损伤中的作用及机制值

得进一步研究。
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