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［摘要］　目的：通过比较帕金森病与特发性震颤、头痛患者脑脊液蛋白质谱，筛选和鉴定与帕金森病密切相关的疾病特异性

蛋白（ｄｉｓｅａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＤＳＰｓ），寻找帕金森病的生物学标志物。方法：以固相ｐＨ梯度等电聚焦（ＩＰＧＩＥＦ）为第一向，

垂直平板十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）为第二向进行脑脊液蛋白质分离；用图像分析软件ＰＤＱｕｅｓｔ８．０
分析电泳图谱，寻找有意义的差异蛋白点；运用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱鉴定，并对其中差异显著蛋白采用酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ）进行鉴定。结果：帕金森病与特发性震颤患者及头痛对照组患者脑脊液蛋白质谱的比较，发现３个有意义的差异蛋

白质点，其中载脂蛋白Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）差异显著。ＥＬＩＳＡ鉴定结果表明，与特发性震颤［（３．５９±１．０７）ｍｇ／Ｌ］、头

痛患者［（３．６７±０．７１）ｍｇ／Ｌ］相比，ＰＤ组患者脑脊液 ＡｐｏＥ水平［（２．４７±１．２７）ｍｇ／Ｌ］明显下调，差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）。结论：帕金森病患者与特发性震颤患者、头痛对照组患者脑脊液蛋白表达存在差异，这些差异蛋白可能是帕金森病的

ＤＳＰｓ，并有可能成为帕金森病诊断的分子标志物。
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是多发于中老年人的

神经系统变性疾病，病因迄今未明，目前认为是多种基因突

变相互作用和（或）基因突变与环境毒素共同作用的结果。

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引起ＰＤ的可能原因［１］。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

性坏死缺失和脑内出现Ｌｅｗｙ小体。特发性震颤（ｅｓｓｅｎｔｉａｌ

ｔｒｅｍｏｒ，ＥＴ）亦为中枢神经系统较常见、病因未明的运动障

碍性疾病，多见于４０岁以上的中老年人，人群患病率约为

４．１％～３９．２％［２］。主要表现为手或头部、甚至下肢和躯干

的震颤或不自主运动。ＰＤ与ＥＴ均与遗传因素有关，且两

者之间可能存在一定的相关性。ＰＤ患者存在多巴胺能与胆

碱能系统失衡，ＥＴ患者有多巴胺能与去甲肾上腺素能系统

的紊乱。临床上二者的震颤有类似之处，并均可通丘脑腹内

侧核手术消除震颤，提示二者是相关联的疾病［３］。这些特点

不利于二者的鉴别诊断。

　　本课题组前期对脑脊液蛋白质提取方法作了比较，并初

步分析了ＰＤ患者脑脊液蛋白的双向凝胶电泳图谱，认为

２ＤＰＡＧＥ技术可用于脑脊液蛋白质分离，能反映蛋白质表

达的差异［４５］。因此，本实验拟采用蛋白质组学的方法，通过

对比ＰＤ患者组与ＥＴ患者组、头痛对照组患者脑脊液的蛋

白质表达谱，运用图像分析软件ＰＤＱｕｅｓｔ８．０分析电泳图谱，

寻找与ＰＤ密切相关的疾病特异性蛋白（ｄｉｓｅａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏ

ｔｅｉｎｓ，ＤＳＰｓ），并运用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱鉴定并验证，再

探讨它们在ＰＤ发病机制中的作用，寻找疾病早期诊断及鉴

别诊断的生物标志物。

１　材料和方法

１．１　标本来源及一般资料　２０例ＰＤ患者、作为对照的８
例ＥＴ患者和１０例头痛患者脑脊液标本均来自重庆医科大

学附属第一医院神经内科。ＰＤ及ＥＴ患者均经临床确诊，

对照组头痛患者均为主诉头痛患者，均排除脑血管疾病、神

经系统感染和肿瘤等器质性病变。ＰＤ组患者平均年龄为

（５９±７）岁，其中男性１２例，女性８例；ＥＴ组患者平均年龄

为（６１±１４）岁，其中男性５例，女性３例；头痛组患者平均年

龄为（５３．２±５）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，椎管无阻塞。取无

色清亮脑脊液４ｍｌ，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围内，剩余脑脊液样品在 ４℃、

２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，去除细胞及其他不溶杂质后冻存于

－７０℃［６］。

１．２　主要试剂　牛血清白蛋白（ＢＳＡ）蛋白定量检测试剂盒

（ＢｉｏＴｅｋｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），固相ｐＨ梯度（ＩＰＧ）胶条（ｐＨ４～７，

１７ｃｍ，ＢｉｏＲａｄ），尿素、硫脲（Ｓｉｇｍａ），３［（３胆碱胺丙基）二

乙胺］丙磺酸、二硫苏糖醇（ＢｉｏＲａｄ），载体两性电解质、等电

聚焦（ＩＥＦ）覆盖液（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ），低相对分子质量

蛋白质标准（上海生化所），十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ，Ｓｉｇｍａ分

装），三羟甲基氨基甲烷、碘乙酰胺、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰
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胺、四甲基乙二胺（ＢｉｏＲａｄ），甘油（Ｓｉｇｍａ分装），过硫酸铵

（北京红星化工厂），甘氨酸（北京鼎国生物制品公司），低熔

点琼脂糖（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ），硝酸银、铁氰化钾（上海生

物工程公司），乙腈（Ｂａｋｅ公司），三氟乙酸（Ｓｉｇｍａ），碳酸氢铵

（北京益利精细化学品有限公司），胰蛋白酶（Ａｍｅｒｓｈａｍ

Ｐｈａｒｍａｃｉａ）。

１．３　仪器和分析软件　超纯水 ＭｉｌｌｉＱ（美国密里博公司），

分析天平ＡＵＷ１２０Ｄ（岛津制作所），酶标仪 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎｓｐｅｃ

ｔｒｕｍ（Ｔｈｅｒｍｏ）、Ｆｏｒｍａ控温摇床４２０型（Ｔｈｅｒｍｏ），ｐＨ 计

ＰＢ１０（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ），第一向等电聚焦单元及组件、垂直电泳系

统（ＰｒｏｔｅｉｎⅡＣｅｌｌ）及组件、ＰＤＱｕｅｓｔ２Ｄ图像分析软件、凝

胶／发光图像分析系统ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ（ＢｉｏＲａｄ），真空冻干

机（ＣＨＲＩＳＴＡＬＰＨＡ），质谱分析仪（美国ＡＢＩ公司Ｖｏｙａｇｅｒ

ＤＥＰＲＯＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）。

１．４　脑脊液蛋白质定量及提取　将每组患者脑脊液各取

１ｍｌ，按组混合均匀，制作ＢＳＡ蛋白质浓度标准曲线，测定

混合 后 脑 脊 液 蛋 白 质 浓 度 （Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法），ＰＤ 组 为

０．３５３ｇ／Ｌ，ＥＴ组为０．３７２ｇ／Ｌ，正常对照组（头痛组）为

０．４２８ｇ／Ｌ。采用丙酮沉淀法［７］提取脑脊液中的蛋白质：据所

测的浓度每组取４５０μｇ蛋白质（ＰＤ组１．２７ｍｌ、ＥＴ组１．２１

ｍｌ、正常对照组１．０５ｍｌ），加入脑脊液４倍体积的－２０℃丙

酮混匀离心沉淀，－２０℃丙酮洗涤两次，冷冻抽干。

１．５　筛选与帕金森病密切相关的疾病特异性蛋白（ＤＳＰｓ）

１．５．１　双向电泳　（１）第一向ＩＰＧＩＥＦ：按ＢｉｏＲａｄ公司双

向电泳实验流程进行操作，采用胶内上样法。胶条采用ＩＰＧ
干胶条（ｐＨ４～７，１７ｃｍ），分清正负极。胶条于１７℃被动水

化１３ｈ，经过１５０Ｖ１ｈ，２５０Ｖ１ｈ，５００Ｖ１ｈ，１０００Ｖ１ｈ，

最后在８０００Ｖ下等电聚焦。（２）平衡：聚焦好的胶条分别

在平衡缓冲液Ⅰ（６ｍｏｌ／Ｌ尿素、２％ＳＤＳ、０．３７５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌｐＨ８．８、２０％甘油、２％ ＤＴＴ）和平衡缓冲液Ⅱ（６ｍｏｌ／Ｌ
尿素、２％ＳＤＳ、０．３７５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８、２０％甘油、

２．５％碘乙酰胺）中震荡平衡１５ｍｉｎ。（３）第二向垂直平板

ＳＤＳＰＡＧＥ：将平衡后ＩＰＧ胶条从样品水化盘中移出后浸没

在１×电泳缓冲液中数秒，转移至预先灌制好的１ｍｍ厚、２０

ｃｍ×２０ｃｍ、１２％ＳＤＳＰＡＧＥ胶上端，用０．５％低熔点琼脂糖

封胶，然后在ＢｉｏＲａｄＰｒｏｔｅｉｎⅡＣｅｌｌ电泳仪上进行第二向电

泳。参数设置：５ｍＡ／ｇｅｌ，３０ｍｉｎ；３０ｍＡ／ｇｅｌ，５ｈ至溴酚蓝

到达凝胶下缘约５ｍｍ时终止电泳。

１．５．２　凝胶染色　参照Ｙａｎ等［８］的银染方案进行染色。将

染色后的凝胶利用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ光学扫描仪，扫描并备份

凝胶图像，再经ＰＤＱｕｅｓｔ８．０图形分析软件对２ＤＥ图谱进

行背景消减、斑点检测、匹配、亮化、获取斑点位置坐标。进

行第一向等电点校正和第二向相对分子质量校正；选取ＥＴ
组凝胶图作为参考凝胶，ＰＤ组图谱与之进行配比，以蛋白质

表达水平上调或下调２００％为目标点，寻找差异表达蛋白质。

根据线性关系估计等电点（ｐＩ）值；根据标准蛋白相对分子质

量进行差异斑点的相对分子质量自动分析。

１．５．３　质谱分析　制备好的样品用美国 ＡＢＩ公司的 Ｖｏｙ

ａｇｅｒＤＥＰＲＯＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱仪进行分析。参数设置：线

性模式，正离子谱测定，Ｎ２激光源波长３３７ｎｍ，真空度８×

１０－８Ｔｏｒｒ（１Ｔｏｒｒ＝１３３．３Ｐａ），离子源加速电压为２０ｋＶ，脉

冲宽度为３ｎｓ，离子延迟时间１００ｎｓ，Ｇｉｒｄ７５％，ＧｕｉｄｅＷｉｒｅ

０．００３％，基质为ＣＨＣＡ，激光强度为８５０～１２００内部单位，

质谱信号单次扫描累加１００次。外标采用混合的 Ｍｉｘｔｕｒｅ２
标准液进行相邻校正。

１．５．４　数据库检索　得到的肽质量指纹谱数据在（ｈｔｔｐ：／／

ｐｒｏｓｐｅｃｔｏｒ．ｕｃｓｆ．ｅｄｕ）进检索。查询条件：ＭＳＦｉｔ检索，ＰＭＦ
中的肽段相对分子质量为８００～３０００，酶解片段不完全选择

为１个，肽段相对分子质量最大容许误差为±１。半胱氨酸

为脲甲基半胱氨酸（ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌＣｙｓ），被选择的片段峰

信号均应较强，为基线宽度的１倍以上。

１．６　ＥＬＩＳＡ法鉴定差异表达蛋白　ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美

国ＵｓｃｎｌｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，检测范围为１．５６～
１００ｍｇ／Ｌ。操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

１．７　统计学处理　用ＳＰＳＳ１５．０统计软件包进行统计分

析。多组间比较采用方差分析，进一步作两两比较采用

ＳＮＫｑ检验。检验水准为α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＤ组与ＥＴ组、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研究［４５］所得相比，

具有可重复性，脑脊液蛋白质点主要集中在ｐＨ４～７区域，

从左到右ｐＩ增加，纵向自上而下相对分子质量减少。对得

到的电泳图运用ＰＤＱｕｅｓｔ８．０软件分析，检测到的蛋白质斑

点数，ＰＤ组为３７４个蛋白质点，ＥＴ组为４１１个蛋白质点，头

痛组为３９８个蛋白质点。由软件自动选取差异大于２倍的

斑点。ＰＤ与ＥＴ组比较共发现１４个差异蛋白质点，ＰＤ组３
个蛋白点量上调，１１个蛋白点量下降。ＰＤ与头痛组比较共

发现１２个差异蛋白质点，ＰＤ组３个蛋白点量上调，９个蛋白

点量下降（图１）。ＰＤ 组与 ＥＴ 组及头痛对照组比较点

ｓｓｐ８１０７、ｓｓｐ４２０４、ｓｓｐ８１０２表达下调。

图１　各组患者脑脊液蛋白质电泳图

Ａ：ＰＤ；Ｂ：ＥＴ；Ｃ：头痛组；Ｄ：ｓｓｐ４２０４点在ＰＤ组、ＥＴ组、头痛组的表达
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２．２　差异表达蛋白质的肽质量指纹分析　经过对上述差异

点行质谱分析，得到比较满意的肽质量指纹图。对其进行数

据库检索，最终鉴别出３个蛋白（表１）。ｓｓｐ８１０７：遍在蛋白

质连接酶Ｅ３；ｓｓｐ４２０４：载脂蛋白Ｅ；ｓｓｐ８１０２：ＮＡＤＨ泛醌氧

化还原酶ＡＳＨＩ亚单位。

表１　用 ＭＳＦｉｔ软件在数据库中搜索的有意义的蛋白质

序号 代码 蛋白名称 ＭＯＷＳＥ
分值

＃／２０（％）
匹配肽段

覆盖率
（％）

蛋白相对
分子质量／ｐＩ

１ Ｑ９６ＥＱ８ 遍在蛋白质连接酶Ｅ３ ９３０６ ８（４０） ３５．８ ２６４５５／６．７
２ Ｐ０２６４９ 载脂蛋白Ｅ １．５６×１０６ １３（６５） ３８．８ ３６１５４／５．６
３ Ｏ９５１６９ ＮＡＤＨ泛醌氧化还原酶 ４９７８ ９（４５） ４５．７ ２１７６６／６．３

２．３　差异表达蛋白 ＡｐｏＥ的ＥＬＩＳＡ鉴定结果　在所有差

异表达蛋白质点中，点ｓｓｐ４２０４（ＡｐｏＥ）差异显著，重复性高，

表达清晰。ＡｐｏＥ在中枢神经系统损伤的修复过程中有重

要作用，可能是ＰＤ的ＤＳＰｓ，因此对其进行ＥＬＩＳＡ法鉴定。

结果证实，ＰＤ组脑脊液ＡｐｏＥ水平［（２．４７±１．２７）ｍｇ／Ｌ］较

ＥＴ组［（３．５９±１．０７）ｍｇ／Ｌ］及头痛对照组［（３．６７±０．７１）

ｍｇ／Ｌ］低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　本研究采用蛋白质组学的方法，通过对比ＰＤ组与ＥＴ
组、头痛对照组的蛋白质图谱，寻找差异表达蛋白，探寻ＰＤ的

ＤＳＰｓ。结果表明，ＰＤ组脑脊液蛋白质图谱与ＥＴ组、头痛对照

组脑脊液蛋白质图谱之间存在差异。我们鉴定出３个差异蛋

白，分别为遍在蛋白质连接酶Ｅ３（Ｅ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅ）、

载脂蛋白Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）和 ＮＡＤＨ泛醌氧化还

原酶 ＡＳＨＩ亚单位（ＮＡＤＨｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅＡＳＨＩ

ｓｕｂｕｎｉｔ），三者在ＰＤ组均下调。这些蛋白主要涉及蛋白降解、

神经营养和修复、氧化应激等，与ＰＤ关系密切，有可能是ＰＤ
的ＤＳＰｓ，并有可能成为ＰＤ诊断的分子标志物。在所鉴定出

的３个蛋白中 ＡｐｏＥ差异显著，重复性高，表达清晰。采用

ＥＬＩＳＡ法对ＰＤ组、ＥＴ组、头痛对照组脑脊液中ＡｐｏＥ进行定

性和半定量，结果证实，ＰＤ组脑脊液ＡｐｏＥ水平较ＥＴ组及头

痛对照组低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

　　ＡｐｏＥ是脂蛋白的一种，在人体内主要在肝脏和大脑中

合成。ＡｐｏＥ是中枢神经系统最主要的载脂蛋白，由神经胶

质细胞、小吞噬细胞和神经元合成；在周围神经系统由施旺

细胞、神经节卫星细胞和巨噬细胞合成。正常大鼠和人脑

内，ＡｐｏＥ除作为配体与ＬＤＬ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，ＡｐｏＥ作为脂质载体参与脂质代谢，

调控胆固醇的动员和再分配，参与神经细胞膜的修复、再生

和维持［９］。本研究发现ＰＤ组患者中枢神经系统 ＡｐｏＥ与

ＥＴ组、头痛对照组比较减少，这与Ｚｈａｎｇ等［１０］的结果一致。

结果提示，ＡｐｏＥ与ＰＤ关系密切，可能参与了ＰＤ的发病机

制。我们认为ＡｐｏＥ的减少将使不明原因所致的黑质多巴

胺神经元变性后的修复和再生发生障碍，当多巴胺神经元变

性缺失达一定量时，即出现ＰＤ的临床症状，因ＡｐｏＥ水平降

低的情况未逆转，多巴胺神经元渐进性变性缺失致ＰＤ病情

渐进性发展。当然，导致ＰＤ脑脊液ＡｐｏＥ水平降低的原因，

目前未知。目前有研究［１１］报道 ＡｐｏＥε２等位基因与散发

ＰＤ有关，可能是ＰＤ的易感基因，是否ＡｐｏＥε２等位基因导

致ＡｐｏＥ水平降低，使携带 ＡｐｏＥε２等位基因者易患帕金

森病，尚须进一步探讨。
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