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摘要　目的：应用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ蛋白质组学方法研究维脑康胶囊治疗大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的作用机制。方法：大鼠分
为正常对照组、模型对照组及维脑康胶囊组，取大鼠全血离心获得血清，进行酶解，应用ｎａｎｏＣｈｉｐ－ＥＳＩＩｏｎＴｒａｐ进行样本分析，
测定结果利用ＡｇｉｌｅｎｔＳｐｅｃｔｒａｌｍｉｌｌ、ｓｃａｆｆｏｌｄ及ＳＩＭＣＡＰ＋等软件进行蛋白鉴定、模式判别及蛋白相对定量分析。结果：最终比对
出正常对照组、模型对照组和维脑康胶囊组的总蛋白数分别为８３３个、７０１个和７９８个，与正常对照组相比，模型对照组分析出
的差异蛋白共１８个，其中上调的是１３个蛋白，下调的是５个蛋白，而在维脑康胶囊组中这些差异蛋白的表达均有所恢复，其功
能分别与神经元凋亡、神经元生长与分化、信号通路及转录调控等过程密切相关。结论：维脑康胶囊治疗局灶性脑缺血再灌注

的作用机制可能与这些差异蛋白有关，为维脑康胶囊作用的分子机制研究提供了新思路。
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　　脑血管病是导致人类死亡的三大疾病之一，在全
球范围内，每年使４６０万人死亡，中国也是脑卒中高发
地区，据估计居民现患脑血管病６００万，每年新发生脑
血管病１３０万人，死亡近１００万人，因此，如何有效治
疗脑血管病已成为目前关注的热点。中药制剂在治疗

脑血管病方面具有独特的优势，维脑康胶囊（ＷＮＫ）系
由人参、银杏叶等中药组成的中药复方，临床研究表

明，该药对血管性痴呆（ＶａＤ）患者有明显的改善作

用［１］。前期的实验研究表明 ＷＮＫ对化学损伤造成的
小鼠获得性、巩固性及再现性记忆障碍均有改善作

用［２］，可能通过下调过量的氨基酸释放而起到脑保护

作用［３］。但是，ＷＮＫ的作用机制、具体的作用靶点尚
不清楚。从蛋白质组学角度对中药的多环节、多靶点

调控作用进行研究，可从整体水平揭示中药单方、复方

的作用机制，阐明药物作用的物质基础。

本研究中，我们通过对正常、局灶性脑缺血再灌注
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模型大鼠及给予ＷＮＫ治疗大鼠进行血清蛋白质提取、
分离、鉴定及数据比对，从整体上研究经 ＷＮＫ治疗的
局灶性脑缺血再灌注模型大鼠特有蛋白质的表达情

况，可望从分子水平上探讨ＷＮＫ治疗局灶性脑缺血再
灌注的作用机制。

１　材料与方法
１１　仪器与试剂　仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ６３４０ＩｏｎＴｒａｐ（Ｃｈｉｐ
－ＥＳＩ源）；Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ｎａｎｏ－ＬＣ（Ｃｈｉｐ），Ａｇｉｌｅｎｔ
ｃｈｅｍｓｔａｉｏｎ色谱工作站（Ａｇｉｌｅｎｔ，ＵＳＡ）；ＭＥＴＴＬＥＲＴＯ
ＬＥＤＯＡＥ２４０电子分析天平；注射泵 ＫＤＳ１００ＣＥ购自
ＫＤＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；蛋白分析用 ＣｈｉｐＣ１８，１５０ｍｍ×
７５μｍ（Ａｇｉｌｅｎｔ，ＵＳＡ）。

试剂：三羟甲基氨基甲烷Ｔｒｉｓ购自ａｍｒｅｓｃｏ，ＴＣＥＰ、
胰蛋白酶Ｔｒｙｐｓｉｎ均购自Ｔｈｅｒｍｏ，碘代乙酰胺ＩＡＡ购自
ｓｉｇｍａ公司，乙腈、丙酮分别为 ｆｉｓｈｅｒ、ＪＴＢｒａｋｅｒ公司
产品，均为色谱纯，甲酸购自 ＪＴＢｒａｋｅｒ公司，为分析
纯，ＢＣＡ试剂盒购自百泰克公司，实验用水为娃哈哈纯
净水。

１２　方法
１２１　动物血清样品的采集　前期采用线栓法建立
局灶性脑缺血再灌注大鼠模型，并给予中药ＷＮＫ进行
治疗，之后采集正常对照组、模型组及 ＷＮＫ组大鼠全
血，每组各１０只。每只大鼠采集２ｍＬ血液，４℃放置３０
ｍｉｎ后，自然凝固，离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）。取上清转
移至ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，离心（７５００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ），取上清作
为血清样品，放入－８０℃低温保存。血清应用Ｂｉｃｉｎｃｈｏ
ｎｉｎｉｃａｃｉｄＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙｓ（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度。
１２２　样品的处理　取 ５０μＬ血清与 ３倍体积 ５０
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液混合，涡旋 １ｍｉｎ，加入 ３倍体积
－２０℃预冷丙酮，涡旋１ｍｉｎ，４℃沉淀过夜，离心８０００
ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，４℃，取沉淀，使丙酮挥发完全，但不使
样品完全干燥，备用。

１２３　蛋白质酶解　混悬蛋白于 ５０ｍＭｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒ
ｐＨ８５中，浓度大约１～３ｍｇ／ｍＬ；活化Ｔｒｙｐｓｉｎ（５０ｍＭ
浓度，ｔｒｉｓ溶液）后，以蛋白含量与胰蛋白酶液比例为
２０∶１加入酶液，３７℃水浴３ｈ，每１小时涡旋１次，此为
第一次消解；加入１ｍＭＴＣＥＰ，３７℃水浴３０ｍｉｎ，放冷
至室温；进行烷基化，３μＬＩＡＡ溶液对应１０μｇ蛋白，
３７℃水浴２０ｍｉｎ（避光）；第二次消解，以蛋白含量与酶
液比例为３０∶１加入酶液，３７℃水浴过夜；终止反应，每
５０μＬ溶液加入 ２μＬ甲酸；离心，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃１５
ｍｉｎ，取上清液分析。
１２４　质谱及色谱条件　质谱条件：ＳｃａｎＭｏｄｅ：Ｕｌｔｒａ
Ｓｃａｎ；Ｓｏｕｒｃｅ：ＥＳＩ－Ｃｈｉｐ；阳离子模式；Ｃａｐｉｌｌａｒｙ：－

１９００Ｖ；Ｄｒｙｔｅｍｐ：３００ｏＣ；ＤｒｙＧａｓ：３０Ｌ／ｍｉｎ；Ｓｋｉｍｍｅｒ：
３０Ｖ；ＣａｐＥｘｉｔ：１００Ｖ；ＴｒａｐＤｒｉｖｅ：８００；ＳｍａｒｔＴａｒｇｅｔ：
５０００００；ＡｃｃｕＴｉｍｅ：２００ｍｓ；ＭＳ／ＭＳＦｒａｇＡｍｐ：ｌ０Ｖ；质
量范围：３００～２０００ｍ／ｚ，离子排除：５个前体离子；排除
时间３０ｓ。

色谱条件：Ｃｈｉｐ：１５０ｍｍ３００ＡＣ１８ｃｈｉｐｗ／１６０ｎＬ
ｔｒａｐｃｏｌｕｍｎ；进样量：０２μＬ；Ｐｕｍｐ１（ｎａｎｏｐｕｍｐ）流动
相：Ａ相为９７％水和３％乙腈溶液加甲酸至０１％，Ｂ
相为９０％乙腈和 １０％水加甲酸至 ０１％；流速：０３
μＬ／ｍｉｎ；线性梯度洗脱时间程序如下：起始 ３％ Ｂ
０－７０ｍｉｎ线性上升到４５％，７０－８５ｍｉｎ线性上升到
９０％，８５－９５０１ｍｉｎ线性上升到１００％，保持１５ｍｉｎ，
１１０－１１５ｍｉｎ下降至３％，持续１０ｍｉｎ；运行时间：１２５
ｍｉｎ。Ｐｕｍｐ２（Ｃａｐｉｌｌａｒｙｐｕｍｐ）流动相：Ａ相为０１％甲
酸水溶液，Ｂ相为９０％乙腈和１０％水加甲酸至０１％；
流速：３μＬ／ｍｉｎ；线性梯度洗脱时间程序如下：起始
０％Ｂ持续４ｍｉｎ；４－５ｍｉｎ线性上升到８０％，持续 ５
ｍｉｎ，１００１－８５ｍｉｎ维持 ８０％，流速为 ０μＬ／ｍｉｎ，第
８５０１－９５ｍｉｎ线性上升到１００％，流速恢复至３μＬ／
ｍｉｎ，９６ｍｉｎ降至０％；运行时间：１２５ｍｉｎ。
１２５　ＭＳ／ＭＳ数据搜索　应用 Ａｇｉｌｅｎｔｃｈｅｍｓｔａｉｏｎ色
谱工作站中ＤａｔａＡｎａｌｙｓｉｓ软件进行图谱分析；应用 Ｅｘ
ｃｅｌ２００７及ＳＰＳＳ１２０进行数据的统计学分析。

ＭＳ／ＭＳ数据分析应用的是 ＡｇｉｌｅｎｔＳｐｅｃｔｒｕｍＭｉｌｌ
软件。参数设置：Ｄａｔａｂａｓｅ：Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ；Ｓｐｅｃｉｅｓ：Ｒａｔｔｕｓ
ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ；Ｄｉｇｅｓｔ：Ｔｒｙｐｓｉｎ；ＭａｘｉｍｕｍＭｉｓｓｅｄｃｌｅａｖａｇｅｓ：
２；ＦｉｘｅｄＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ（Ｃ）；Ｐｒｅｃｕｒ
ｓｏｒｍａｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅ：＋／－２５Ｄａ；Ｐｒｏｄｕｃｔｍａｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅ：
＋／－０７；ＦｉｌｔｅｒｐｅｐｔｉｄｅｓｂｙＳｃｏｒｅ＞６，ＳＰＩ（ｓｃｏｒｅｄｐｅａｋ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）＞５０％；Ｆｉｌｔｅｒｂｙｐｒｏｔｅｉｎｓｃｏｒｅ＞１１。
１２６　蛋白相对定量和功能聚类　应用 ｓｃａｆｆｏｌｄ３０
软件进行蛋白数据处理、相对定量、蛋白定位和功能的

聚类分析。肽段的鉴定要求其可能性在９５％以上视
为可信，而蛋白的鉴定要求其可能性在９９％以上，同
时匹配上的肽段必须有２个以上，假阳性率＜００１％。
相对定量的方法是采用累计谱图计数的方法，即用鉴

定的ＭＳ／ＭＳ谱图总数来评价一个特定蛋白的丰度，对
不同分组中的这个蛋白所检测到的 ＭＳ／ＭＳ谱图总数
进行归一化后，再进行相对丰度的比较。在 ｓｃａｆｆｏｌｄ软
件中支持多组数据同时处理与统计学计算，本课题分

为正常对照组、模型组和ＷＮＫ组，共３组，因此统计学
方法用的是适用于多组比较的 ＡＮＯＶＡＴｅｓｔ方法，Ｐ＜
００５。在上述参数设置及数据分析方法的前提下，再
应用ｓｃａｆｆｏｌｄ３０软件中ＧＯ注释的功能进行蛋白质功
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能聚类分析。

２　结果
２１　大鼠血清整体蛋白的发现　通过应用非标记液
相色谱／质谱联用技术进行ＷＮＫ治疗局灶性脑缺血再
灌注大鼠作用机制的血清蛋白组研究，分别设立为正

常对照组、模型组和 ＷＮＫ组，结合 ＳｐｅｃｔｒｕｍＭｉｌｌ和
ｓｃａｆｆｏｌｄ软件的搜索比对和分析，最终比对出正常、模
型和 ＷＮＫ组的总蛋白数分别为 ８３３个，７０１个，７９８
个。

图１　大鼠血清蛋白组三维ＰＣＡ图
Ｎ：正常对照组；Ｍ：模型组；Ｔ：ＷＮＫ组

图２　大鼠血清蛋白组ＯＰＬＳ－ＤＡ图
Ｎ：正常对照组（上圈）；Ｍ：模型组（左圈）；

Ｔ：ＷＮＫ组（右圈）

２２　大鼠血清蛋白组主成分和偏最小二乘法分析　
应用ＳＩＭＣＡＰ＋１２０软件进行蛋白组数据的模式判别
和预测，针对不同的分组进行区别。研究中利用最终

搜索出的蛋白进行比较，以获得的正常对照组特异性

蛋白为参照，对３组来源样品进行了 ＰＣＡ和 ＯＰＬＳ－
ＤＡ分析，将上述各组进行分类，各组聚类较好。如图，
在ＰＣＡ图和ＯＰＬＳ－ＤＡ图中，结果可看出３组样品呈
现三角形分布，且各自聚类较显著，彼此之间能够得到

较好的区分。

２３　检出蛋白功能总结　本研究应用 ｓｃａｆｆｏｌｄ３０中
ＧＯ注释的功能，针对检测到的蛋白进行了蛋白功能和
蛋白定位的聚类分析。如下图，检测到的蛋白所涉及

的生物学过程包括：应激反应、多细胞生物过程、代谢

过程、定位、免疫系统过程、生物调控反应、发育过程、

细胞过程等一系列生物学过程。而蛋白的定位大部分

分布于细胞膜、线粒体、细胞器膜、胞质、细胞骨架、细

胞内细胞器及细胞外区域等。而如图４，检测到的蛋
白功能主要涉及分子功能、结合功能、分子信号转导活

性、酶调控活性及催化活性等。

图３　大鼠血清检出蛋白所涉及的生物学过程

图４　大鼠血清蛋白组检出蛋白的功能分类

图５　经定量比较后的差异蛋白

２４　差异蛋白及其功能分析　对于所检测出的蛋白
利用累积计数的方式，并应用Ｓｃａｆｆｏｌｄ软件进行了蛋白
相对量的比较，蛋白改变在２倍以上视为差异蛋白（图
５）。分析出的差异蛋白共１８个（表１、２），其中与正常
对照组比较，模型组中上调的是１３个蛋白，下调的是５
个蛋白，而在 ＷＮＫ组中这些差异蛋白的表达有所恢
复，说明药物可能通过调控这些蛋白而起到了一定的

治疗作用。同时这些差异蛋白其功能特性分别与神经

元凋亡、神经元生长与分化、信号通路及转录调控等过

程密切相关。
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表１　大鼠血清中发现的１８种主要差异蛋白

序号 ＩＤ 分子量 等电点 种属 数据库 分值 蛋白名称

１ Ｑ９９ＰＪ２ ６１６０５４ ７２６ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １０２ Ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅｍｏｔｉｆ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ８
２ Ｐ２９６２１ ４６７６６３ ７６９ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ２２５２ ＳｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＡ３Ｃ
３ Ａ２ＣＥ４４ ９０３７６９ ７７５ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １９１６ ＺｉｎｃｆｉｎｇｅｒＸ－ｌｉｎｋｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
４ Ｑ９２１Ｉ１ ７６７２４３ ６９４ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ２８９２ Ｓｅｒｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ
５ Ｑ９９２４６ ２４０１３９８ ６４５ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ２６３７ Ｖｏｌｔａｇｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＬ－ｔｙｐｅｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ－１Ｄ
６ Ｑ９Ｄ９Ｉ４ ４５８２５３ ６４７ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ８４ ＴＢＣ１ｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ２０
７ Ｑ８０ＹＲ４ ９９１９２６ ８７ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １３６１ Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ５９８
８ Ｑ６ＤＩＤ５ ７６０６９５ ８７５ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ９２３ ＰＷＷＰｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＭＵＭ１
９ Ｑ８ＢＧＴ６ ９４０９１８ ６２６ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １８８１ ＭＩＣＡＬ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１
１０ Ｑ８ＢＫＣ８ ９１５１５６ ５９１ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １３４ Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４－ｋｉｎａｓｅｂｅｔａ
１１ Ｐ１１０８７ １３８０３３１ ５６５ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ３１６ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ－１（Ｉ）ｃｈａｉｎ
１２ Ｐ２５４４６ ３７４１８１ ８４２ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １５３４ Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ６
１３ Ｐ２６６１８ １２２６８４ ５０３ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １７３２ Ａｌｐｈａ－ｔｙｐｅｐｌａｔｅｌｅｔ－ｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ
１４ Ｑ２ＴＰＡ８ ５４２０８７ ６３１ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １１５４ Ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ２
１５ Ｑ４ＶＡＣ９ １４８５７２８ ５５ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ２３７４ Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｆａｍｉｌｙＧｍｅｍｂｅｒ３
１６ Ｐ９７７９２ ３９９４７８ ６５４ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ８５２ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓａｎｄａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒｈｏｍｏｌｏｇ
１７ Ｑ８ＢＳＩ６ ６５７５１９ ５３ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １０５６ Ｒ３Ｈａｎｄｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１
１８ Ｑ８ＶＥＧ６ ６３０２３７ ６１ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ １４６３ ＣＣＲ４－ＮＯＴｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔ６－ｌｉｋｅ

表２　大鼠血清中发现的１８种主要差异蛋白的功能

序号 蛋白名称 功能

１ Ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅｍｏｔｉｆ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ８ 蛋白结合酶

２ ＳｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＡ３Ｃ 丝氨酸型蛋白内切酶抑制剂

３ ＺｉｎｃｆｉｎｇｅｒＸ－ｌｉｎｋｅｄｐｒｏｔｅｉｎ 正向调节核酸结合转录因子活性

４ Ｓｅｒｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ 细胞内铁离子转运，调节铁离子平衡

５ Ｖｏｌｔａｇｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＬ－ｔｙｐｅｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ－１Ｄ Ｇ蛋白信号转导，离子转运
６ ＴＢＣ１ｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ２０ 细胞膜ＲａｂＧＴＰ酶活性调节
７ Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ５９８ 结合金属离子蛋白

８ ＰＷＷＰｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＭＵＭ１ ＤＮＡ修复
９ ＭＩＣＡＬ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１ 细胞骨架

１０ Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４－ｋｉｎａｓｅｂｅｔａ 高尔基体组成，核苷酸结合转移酶活性

１１ Ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ－１（Ｉ）ｃｈａｉｎ 成骨细胞分化，胶原蛋白合成，蛋白传输相关

１２ Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ６ 肿瘤坏死因子，激活Ｔ细胞凋亡
１３ Ａｌｐｈａ－ｔｙｐｅｐｌａｔｅｌｅｔ－ｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ 血小板生长因子，正向调节成纤维细胞增值

１４ Ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ２ 代谢过程相关

１５ Ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｆａｍｉｌｙＧｍｅｍｂｅｒ３ Ｒｈｏ蛋白信号转导调控
１６ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓａｎｄａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒｈｏｍｏｌｏｇ 反相调节心肌细胞增值

１７ Ｒ３Ｈａｎｄｃｏｉｌｅｄ－ｃｏｉｌｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ 核酸结合受体活性相关

１８ ＣＣＲ４－ＮＯＴｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔ６－ｌｉｋｅ ｍＲＮＡ过程

３　讨论
本文应用液质联用的蛋白质组学方法，在对ＷＮＫ

治疗大鼠局灶性脑缺血再灌注的作用机制进行初步研

究中，发现多种蛋白发生了明显的变化，包括神经元凋

亡相关蛋白、神经元生长与分化调控蛋白、炎症相关蛋

白等。

丝氨酸蛋白酶（ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｓ）是一个蛋白超家
族，主要通过切割蛋白序列中精氨酸位点来发挥蛋白

水解活性，目前研究的这类蛋白主要与凝血和溶栓功

能有关［４］。除了在血液系统中存在，还有定位在中枢

神经系统中的丝氨酸蛋白酶，现在研究较多的就是纤

溶酶原激活剂（ｔ－ＰＡ），尿激酶型纤溶酶原激活剂（ｕ
－ＰＡ）及凝血酶（ｔｈｒｏｍｂｉｎ）。它们在保持中枢神经系
统内稳态的过程中起着关键作用。在生物系统中，丝

氨酸蛋白酶的活性依赖于与其抑制剂的动态平衡，这

些抑制剂充当着目标蛋白酶的假底物，与其催化位点

形成紧密结合，通过减缓细胞外蛋白水解，来改变细胞

外基质蛋白水解的过程，包括神经元迁移、成熟的突触

连接的形成等［５］。神经元性丝氨酸蛋白酶抑制剂

（ｎｅｕｒｏｓｅｒｐｉｎ）在建立正常神经元连接体系中起着重要
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的作用，它能够促进轴突和树突的生长［６］。在脑缺血

发生后，体内ｎｅｕｒｏｓｅｒｐｉｎ表达量上调可对大脑神经元
及缺血损伤区形成保护作用。ｎｅｕｒｏｓｅｒｐｉｎ表达缺失的
局灶性脑缺血中风模型大鼠脑梗死面积及脑损伤程度

随着 ｎｅｕｒｏｓｅｒｐｉｎ的缺失越来越严重，ｔ－ＰＡ活性不断
增加，能够引起神经元兴奋性中毒，血脑屏障的破坏，

同时诱导小神经胶质细胞活性不断增强，它们又共同

促进了前炎症反应的发生和加重；小神经胶质细胞通

过对过氧化物、一氧化氮、ＴＮＦ－α、谷氨酸盐及金属蛋
白酶的释放实现神经毒作用和血脑屏障的破坏，而ｔ－
ＰＡ又进一步促进了这些毒性作用的发生［７］。老年性

痴呆（ＡＤ）患者脑内Ａβ的异常沉积是神经元变性、丢
失的重要原因。Ａβ在凝集过程中可通过激活小胶质
细胞和补体，释放细胞因子和自由基等，诱发炎症反

应，促使 ｔａｕ蛋白异常磷酸化，导致神经元凋亡和坏
死［８］，而有研究表明ｎｅｕｒｏｓｅｒｐｉｎ通过与Ａβ相互作用，
形成复合体，从而使Ａβ变成非毒性的低聚物，因而实
现了神经元保护作用［９］。

同源的 Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ
（ＴＮＦＲＳＦ）成员与ＴＮＦ超家族结合可介导多种生物学
功能。大部分 ＴＮＦＲＳＦ成员及其 ＴＮＦＳＦ配基在大脑
或神经系统的不同生理阶段都有表达［１０］。其在大脑

中的表达是否保持平衡状态对于多种神经功能是非常

重要的，包括促进神经生长、分化、神经支配、促进感受

性及树突形成等［１１－１２］。一旦 ＴＮＦＳＦ／ＴＮＦＲＳＦ的功能
或表达发生异常，在免疫反应缺失情况下，就会改变大

脑的发展、功能及行为，表现为异常［１３］。神经元、神经

胶质细胞和少突胶质细胞的 ＴＮＦＳＦ／ＴＮＦＲＳＦ表达有
所改变就会诱导细胞成熟、细胞寿命、形态学和功能发

生变化，从而导致神经系统功能的改变［１４］。伴随着神

经系统功能的改变，炎症过程如神经炎性和免疫抑制

又会进一步促使 ＴＮＦＳＦ／ＴＮＦＲＳＦ的表达上调，活性改
变［１５］。

ＺｉｎｃｆｉｎｇｅｒＸ－ｌｉｎｋｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ＺＦＸ）是具有高度保
守序列的锌指转录因子，ＺＦＸ整个蛋白都编码在 Ｘ染
色体上，包括酸性转录激活区，核定位序列及具有锌指

结构的ＤＮＡ结合区域［１６］。它是胚胎期和成熟期造血

干细胞自我更新的转录调控因子，调控人类胚胎干细

胞自我更新和分化达到一个平衡状态［１６］，有研究报道

它与人类的神经胶质瘤、喉鳞状细胞癌、前列腺癌及胃

癌疾病过程中的细胞凋亡、细胞增殖及细胞周期有密

切的关系，它可以影响 ＡＫＴ的激活［１７－１８］。在胃癌细

胞系中他的表达明显增加，进行基因敲除后可诱导细

胞凋亡，增加Ｂａｘ的表达，同时降低Ｂｃｌ－２的表达；阻

止细胞周期的进行，抑制细胞增殖，其机理是通过下调

ＥＲＫ－ＭＡＰＫ通路来实现的［１９］。

本研究中，大鼠局灶性脑缺血再灌注模型组血清

的蛋白表达轮廓与正常对照组相比，鉴定出 Ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅ
ｍｏｔｉｆ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ８、Ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、
Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ等差
异蛋白，而给予ＷＮＫ治疗后，这些差异蛋白呈现与模
型组相反的变化趋势，其表达情况与正常对照组较为

接近。同时这些差异蛋白的功能特性分别与神经元凋

亡、神经元生长与分化、信号通路及转录调控等过程密

切相关，这与局灶性脑缺血再灌注发生、发展所涉及的

病理过程相吻合，也与前期研究结果显示的 ＷＮＫ具
有改善认知、脑保护等药理作用的实验结果较吻合。

因此，这些差异蛋白可能是 ＷＮＫ治疗大鼠局灶性脑
缺血再灌注作用的分子机制。本研究为我们今后进行

深入研究提供了更多的信息和可能性，奠定了良好的

工作基础。
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