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正常与慢性脑缺血大鼠海马比较蛋白质组学研究

张岗１，王发渭１，耿淼２，陈利平１

（解放军总医院　１．中医科；２．老年医学研究所，北京 １００８５３）

［摘要］　目的：通过研究正常大鼠和慢性脑缺血大鼠海马蛋白质表达的差异，探讨慢性脑缺血后脑损伤

的发病机制。方法：采用双侧颈总动脉结扎的方法建立慢性脑缺血模型，２０只大鼠随机分为模型组（ｎ＝１０）

和假手术组（ｎ＝１０），４周后对各组大鼠海马进行双向凝胶电泳分析，并通过质谱技术鉴定差异蛋白质。结

果：模型组与假手术组相比共有４种蛋白质上调，２种蛋白质下调，经质谱鉴定得到６种蛋白质的具体信息，

包括泛素羧基末端水解酶Ｌ１；动力蛋白１；雄激素受体辅助活化因子；ＡＴＰ合酶；ｒＣＧ５０５１３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ和

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅＡＵ０１６６９３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ｂ。结论：建立了分辨率较高且重复性较好的慢性脑缺血双向电泳

图谱，并发现了６种可能与脑缺血后神经损伤相关的蛋白质。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃｈｒｏｎｉｃｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ；　ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ；　ｒａｔｓ

　　缺血性脑血管病是指局部脑组织（包括神经细
胞、胶质细胞及联系纤维等）发生供血障碍而变性坏

死或一过性功能丧失。它占脑血管病的８０％左右，
是临床上的常见病、多发病［１］。目前学者们对脑缺

血后脑损害的机制做了广泛的研究，较为肯定的因

素有兴奋性氨基酸的毒性作用，胆碱能系统功能障

碍，自由基的损伤以及单胺类神经递质的功能失调

等［２４］。而对脑缺血后脑组织蛋白质表达改变的研

究则是近几年来刚刚兴起的热点。由于蛋白质是生

命功能的执行者，生命现象的体现者［５］，因此蛋白质

组学的发展为我们从分子生物学角度更深入地认识

疾病提供了强大的支持。本实验采用双向电泳和质

谱分析的方法研究慢性脑缺血模型大鼠海马蛋白质

表达的改变，进一步探讨脑缺血后脑损伤的机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ３０只，雌雄各半，体质量

（２００±２０）ｇ，解放军总医院实验动物中心提供，许
可证号ＳＣＸＫ２００６０００９。
１．２　试剂和仪器

ＩＰＧ预制胶条（ｐＨ３７１７ｃｍｎｏｎｌｉｎｅａｒ）、总蛋白
提取试剂盒、碘乙酰胺、甘氨酸、过硫酸铵、两性电解

质等试剂购于美国 ＢｉｏＲａｄ公司。ＰＲＯＴＥＡＮ ＩＥＦ
Ｃｅｌｌ电泳仪，ＰＲＯＴＥＡＮⅡｘｉＣｅｌｌ垂直电泳仪为美国
ＢｉｏＲａｄ公司产品，ＵｌｔｒａｆｌｅｘＴＯＦ／ＴＯＦ质谱仪为德国
Ｂｒｕｋｅｒ公司产品，ＪＹ９２２Ｄ超声细胞破碎机为宁波新
芝生物科技股份有限公司产品，ＳＵＮＲＩＳＥＢＡＳＩＣ酶
标仪为瑞士Ｔｅｃａｎ公司产品。
１．３　模型制作及分组

根据文献［６］采用双侧颈总动脉结扎（２ＶＯ）的
方法制备慢性脑缺血模型。大鼠用１０％的水合氯醛
（３０ｍｇ／１００ｇ）腹腔麻醉后颈部去毛，常规消毒，行
颈正中切口，分离皮下组织至气管，在气管旁找到双

侧颈总动脉并结扎。假手术组仅分离双侧颈总动脉

不结扎。术后２组大鼠常规饮食饮水。去除死亡大
鼠共有２０只入选本次实验，随机分为模型组和假手
术组，每组各１０只。
１．４　组织取材

４周后断头处死大鼠，冰面上迅速取脑，分离出
海马后液氮保存备用。

１．５　蛋白质提取及定量
从液氮中取出海马，加入蛋白质提取裂解液后

在液氮中反复融冻３次，手工匀浆器匀浆，细胞超声
破碎机破碎，低温离心（１６０００ｒ／ｍｉｎ，１０℃，６０
ｍｉｎ）后取上清，蛋白质定量采用考马斯亮蓝法测定。
１．６　双向凝胶电泳

参考 ＢｉｏＲａｄ双向电泳指南进行，取样品约 １
ｍｇ，按比例加入水化上样缓冲液，使用１７ｃｍＩＰＧ胶
条进行一向等点聚焦，聚焦结束后，胶条经过２次平
衡，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，等电聚焦参数见表１。

表１　等电聚焦参数
Ｔａｂ．１　ＩＥＦｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

步骤 电压／Ｖ 模式 时间／ｈ 作用

水化 ５０ — １２～１６ 主动水化

Ｓ１ ２５０ 线性 ０．５ 除盐

Ｓ２ １０００ 快速 １ 除盐

Ｓ３ １００００ 线性 ５ 升压

Ｓ４ １００００ 快速 ６ 聚焦

Ｓ５ ５００ 快速 任意 保持

１．７　考马斯亮蓝染色
双向电泳结束后，凝胶用 ＭｉｌｌｉＱ水漂洗 ３次，

Ｂｉｏｃｏｏｍａｓｓｉｅｓｔａｉｎ染色２ｈ。
１．８　图像分析及质谱鉴定

Ｕｍａｘ扫描仪扫描凝胶，图像经 Ｐｈｏｎｅｔｉｘ２Ｄ
Ｖ２００３．０２软件分析，找到模型组与假手术组之间的
差异蛋白质点（差异点满足条件 Ｐ＜０．０５，差异倍数
在３倍以上），切下差异蛋白质点，ＵｌｔｒａｆｌｅｘＴＯＦ／ＴＯＦ
质谱仪进行各蛋白质点的质谱检测，得到的数据经

Ｍｏｒｅｒｚ，ＰｅａｋＥｒａｚｏｒ等软件分析校正后生成肽质量指
纹谱，在ＮＣＢＩｉｎｒ数据库中搜索比对得到差异蛋白
质具体信息。

１．９　统计学处理
应用Ｐｈｏｒｅｔｉｘ２ＤＶ２００３．０２自带软件对蛋白质

灰度值进行ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　神经功能损伤的情况
各组大鼠于造模后约２ｈ逐渐苏醒，模型组大
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鼠精神萎靡，活动减少，饮食减少，生活能力降低，部

分大鼠肢体活动障碍，上述症状随着造模后时间的

延长而逐渐缓解，假手术组大鼠造模后未出现不良

反应。

２．２　双向电泳结果
本次试验所得到的双向凝胶电泳图见图１，共找

到６个差异蛋白质点（Ｐ＜０．０５），模型组与假手术组
相比，４个蛋白质表达上调，２个蛋白质表达下调。

图１　各组大鼠双相电泳图谱。Ａ：模型组；Ｂ：假手术组。数字所示为６个差异蛋白质点。
Ｆｉｇ．１　Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｏｌｙａｃｒｙａｌｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ａ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ．Ｓｉｘｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓａｒｅｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈｄｏｔｓ．

２．３　差异蛋白质质谱鉴定结果
经质谱鉴定，数据库搜索比对，共得到６种蛋白

质信息，包括泛素羧基末端水解酶 Ｌ１（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｃａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅＬ１，ＵＣＨＬ１）；动力蛋白１
（Ｄｙｎａｍｉｎ１）；雄激素受体辅助活化因子（ＴＭＦｒｅｇｕ

ｌａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅ，ｐａｒｔｉａｌ）；ＡＴＰ合酶（ＡＴＰ
ｓｙｎｔｈａｓｅ）；ｒＣＧ５０５１３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ（未知蛋白）和
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅＡＵ０１６６９３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ｂ（未知
蛋白）。各差异蛋白质的具体信息见表２。部分差
异蛋白质肽质量指纹图谱见图２。

表２　差异蛋白质点
Ｔａｂ．２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓ

Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｎｕｍｂｅｒｓ
　　　　　　　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｇｉ｜ｎｕｍｂｅｒｓ Ｍａｓｓ／Ｄ Ｓｃｏｒｅ／ｍａｔｃｈ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ

ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

５９ ＵｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅＬ１ Ｇｉ｜１４９０３５３３４ ２４６７８ １２３／９ ↑

４９８ Ｄｙｎａｍｉｎ１ Ｇｉ｜１９０３５８９１８ ９７５７６ １２２／２１ ↑

１３１ ＴＭＦｒｅｇｕｌａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅ，ｐａｒｔｉａｌ Ｇｉ｜２９３３４７６９１ １９８９４ ７０／７ ↑

１９２ ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ Ｇｉ｜１４９０２９４８３ ５４６３２ １５２／２３ ↓

１０１ ｒＣＧ５０５１３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ Ｇｉ｜１４９０３２１０３ ３５９７７ ７０／７ ↓

２１５ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅＡＵ０１６６９３ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡｂ Ｇｉ｜２６３３２８９９ １０６５８０ ７４／１４ ↑
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　　　　　　　　　　图２　５９号和４９８号蛋白质点肽质量指纹图谱。Ａ：５９号；Ｂ：４９８号。
　　　　　　　　　Ｆｉｇ．２　Ｐｅｐｔｉｄｅｍａｓｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｆｏｒｓｐｏｔ５９ａｎｄ４９８．Ａ：Ｓｐｏｔ５９；Ｂ：Ｓｐｏｔ４９８．

３　讨　　论

在目前的脑缺血模型中，２ＶＯ具有方法简单，
效果确切等优点，是公认的脑缺血造模方法之一。

２ＶＯ由ｄｅｌｕＴｏｒｒｅ于１９９２年首次提出［７］。２ＶＯ后
大鼠前循环供血减少，后循环的血液经过交通动脉

进入前循环，并没有导致任何一个脑区的血流灌注

完全停止，接近慢性脑低灌注的发病机制［８］。范文

辉等［９］报道：２ＶＯ术后２个月大鼠皮层和海马部分
神经元固缩，异染色质增多，核仁变小或消失，胞浆

致密，散在灶性神经纤维及髓鞘溃变，突触小泡减

少，突触后膜肿胀。同时有学者采用激光多普勒血

流检测仪测定２ＶＯ后大鼠的脑血流，发现术后脑
血流减少，以术后１～２周下降最明显，至１６周仍明
显低于对照组［１０］。这种全脑低灌注可造成弥漫性

的脑损伤，引起神经细胞轴突缺如，海马椎体细胞密

度减低［１１］。因此本实验采用２ＶＯ制备大鼠慢性脑
缺血模型。

慢性脑缺血是一个动态演变的过程，在这一过

程中会产生一系列分子生物学改变，而蛋白质则是

这一系列改变的最终执行者。本实验采用双向电泳

和质谱分析的方法研究慢性脑缺血模型大鼠海马蛋

白质的表达，最终得到６个差异蛋白点，经质谱鉴定
得到６种蛋白质的明确信息，其中模型组与假手术
组相比表达升高的有ＵＣＨＬ１，Ｄｙｎａｍｉｎ１，ＴＭＦｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅ，ｐａｒｔｉａｌ和 ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅ

ｑｕｅｎｃｅＡＵ０１６６９３ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ｂ，表达降低的有ＡＴＰ
ｓｙｎｔｈａｓｅ和ｒＣＧ５０５１３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ。

泛素蛋白酶通路（ＵＰＳ）是体内重要的防御机
制，可对抗神经毒性蛋白的聚集，在细胞分裂中的信

号转导、转录子调控、ＤＮＡ修复、应激以及细胞凋亡
中起重要作用［１２］。ＵＰＳ通路主要通过泛素化酶和
去泛素化酶对目标蛋白实现精确调控［１３］。而 ＵＣＨ
Ｌ１即属于去泛素化酶家族，最初的研究认为 ＵＣＨ
Ｌ１只具有单纯的泛素水解酶的活性，可水解泛素与
错误折叠蛋白的结合体，形成泛素单体。近年来研

究［１４］证实：ＵＣＨＬ１还具有泛素连接酶的作用。
ＵＣＨＬ１二聚体在不依赖ＡＴＰ的条件下即可将泛素
与底物连接，同时ＵＣＨＬ１还可以稳定泛素单体，维
持泛素的正常浓度。目前许多研究［１５１６］证实：ＵＣＨ
Ｌ１的功能紊乱与神经退行性变的发生密切相关。
ＵＣＨＬ１结构中的甲硫氨酸和半胱氨酸常常是氧化
应激的攻击目标。有报道阿尔茨海默病（ＡＤ）和帕
金森病（ＰＤ）患者脑内被氧化修饰的 ＵＣＨＬ１明显
高于正常人［１４］。Ｇｏｎｇ等［１７］亦报道增加 ＡＤ模型大
鼠脑内ＵＣＨＬ１可提高其学习记忆能力，说明 ＵＣＨ
Ｌ１在维持神经系统正常功能中起重要作用。同时
在背根神经节细胞质膜中 ＵＣＨＬ１可与磷脂酸结
合，从而保护背根神经节细胞，防止其发生脂质过氧

化［１８］。而在慢性脑缺血的发病过程中，氧化应激和

脂质过氧化是神经细胞受损的重要机制。本实验

ＵＣＨＬ１在模型组高表达，一方面可水解多聚泛素，
维持泛素的浓度，增强 ＵＰＳ途径清除错误蛋白的能
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力；另一方面也可减轻脑缺血后脑内的氧化应激，提

高神经细胞抗脂质过氧化的能力，从而起到代偿性

的保护作用。

动力蛋白发现于１９６３年，主要存在于真核细胞
内以及鞭毛和纤毛中［１９］；由 ４个结构域组成：ＧＴＰ
结构域、普列克底物蛋白同源域、ＧＴＰ效应功能结构
域和Ｃ末端脯氨酸和精氨酸富集域［２０］；在 Ｄｙｎａｍｉｎ
的３种亚型中，Ｄｙｎａｍｉｎ１在神经细胞中表达最高，
作为一种大的 ＧＴＰａｓｅ，Ｄｙｎａｍｉｎ１在网格蛋白介导
的细胞内吞过程中起非常重要的作用。它可以截断

突触小泡，使其进入细胞膜，并最终进入突触小泡循

环池中以再利用。Ｄｙｎａｍｉｎ１对于突触的功能有重
要意义，在缺乏Ｄｙｎａｍｉｎ１的果蝇中，由于没有有效
的突触小泡循环，使得突触不能正常释放各种神经

递质［２１］。此外Ｄｙｎａｍｉｎ１还与线粒体的分裂增殖及
细胞凋亡有关［２２］，可能参与了神经退行性变的发病

过程。有报道ＡＤ的发生与动力蛋白功能减弱，Ａβ
和ｔａｕ蛋白运输出现障碍继而形成聚集体有关［２３］。

在ＡＤ的发病过程中，Ａβ可诱导海马神经细胞中的
Ｄｙｎａｍｉｎ１和ｔａｕ蛋白裂解，引起 Ｄｙｎａｍｉｎ１水平下
降，有毒性的ｔａｕ蛋白片段增多，从而影响突触小泡
的循环和神经系统功能的完整性［２４］。在本实验中，

Ｄｙｎａｍｉｎ１在模型组中高表达，其原因可能是脑缺血
导致突触损伤，正常的功能遭到破坏，诱发机体的保

护性反应所致，但其调控机制还需进一步研究。

雄激素是体内重要的类固醇激素，主要包括睾

酮和二氢睾酮，它们与雄激素受体结合后在转录水

平激活靶基因的表达，从而具有广泛的生理功能，包

括促进生殖，维持体内激素水平，刺激蛋白质合成

等［２５］。目前大量研究已证实雄激素对脑缺血后的

脑损伤具有保护作用，Ｒａｍｓｄｅｎ等［２６］在红藻氨酸诱

导的大鼠惊厥模型中发现，去势组大鼠神经死亡明

显多于正常组，补充外源性雄激素后可明显减少神

经元死亡数目。雄激素对神经细胞的保护机制可能

与该激素调节诱导性一氧化氮合酶的分泌，抑制细

胞凋亡，促进胶质细胞分泌神经生长因子有关［２７２９］。

本次试验雄激素受体辅助活化因子在模型组中表达

增高，与Ｋｅｒｒ和 Ｔａｂｏｒｉ等［３０３１］报道一致。在脑缺血

后该蛋白的上调可促进雄激素受体的表达，增强雄

激素的生物学效应，提高其神经细胞的保护作用，减

轻脑缺血后神经细胞的损伤。

ＡＴＰ合酶是氧化磷酸化复合体Ⅴ的重要组成部
分。它由位于膜外的Ｆ１结构域和膜内的Ｆ０结构域

组成，在Ｆ１和Ｆ０之间有中央柄连接
［３２］。在细胞氧

化磷酸化的过程中，线粒体通过氧化底物产生的跨

膜质子动力势使ＡＴＰ合酶 Ｆ０结构域中的 ｃ亚基旋
转，并使中央柄与之同时转动，产生的传矩力使 Ｆ１
催化结构域的构象发生改变，催化 ＡＤＰ和 Ｐｉ生成
并释放ＡＴＰ［３３］。线粒体 ＡＴＰ合酶在细胞能量代谢
中具有重要作用，其功能改变与许多神经退行性变

的发生相关。有报道ＡＤ神经纤维缠绕中有ＡＴＰ合
酶α链的聚集，同时线粒体氧化磷酸化复合体Ⅴ表
达下降；说明ＡＴＰ合酶功能失调可能参与了 ＡＤ的
发生［３４］。在慢性脑缺血的发病过程中，缺血缺氧可

引起脑组织产生大量有毒性的 ＮＯ，使 ＡＴＰ合酶硝
基化，引起其功能受损，并可诱导自由基的产生，最

终导致神经细胞死亡［３４］。本实验模型组中 ＡＴＰ合
酶的表达明显低于假手术组，与以往报道［３５３６］一致，

提示能量代谢障碍是脑缺血后神经功能受损的重要

机制之一。

未知蛋白包括 ｒＣＧ５０５１３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ和 ｅｘ
ｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅＡＵ０１６６９３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ｂ。其中
ｒＣＧ５０５１３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ在假手术组中高表达，ｅｘ
ｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅＡＵ０１６６９３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ｂ在模型
组中高表达，但其功能均不明确，国内外未见有关报

道，与脑缺血损伤的关系还需进一步研究。

总之，脑缺血是一个复杂的病理生理过程，其发

病过程中会出现一系列神经毒性和神经保护相互影

响和关联的反应。目前多认为脑缺血后脑功能的损

害与脑内神经递质及各种酶类的活性改变和神经元

细胞凋亡相关。本实验应用了蛋白质组学的技术研

究了慢性脑缺血大鼠海马蛋白表达的改变，共得到

了６种差异蛋白质，这些蛋白质的功能涉及能量代
谢、蛋白质降解、激素代谢以及突触囊泡循环、细胞

凋亡等多个病理生理过程，提示脑缺血后神经系统

功能损害可能与上述蛋白质功能改变有关。本实验

所鉴定的蛋白质有助于进一步认识脑缺血损伤的机

制，同时也为临床诊断和治疗提供了新的依据和

思路。
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