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血清中含有丰富的蛋白质成分 , 这些蛋白质

成分在不同疾病状态下其丰度和结构发生不同的

变化。从血清中寻找各种疾病的分子标记物 ,对疾

病的早期诊断有一定的作用 , 已有研究表明一些

蛋白质与特定神经系统疾病密切相关 [1,2]。对未破

裂的动脉瘤患者进行早期诊断和有效治疗可大幅

降低患者死亡率 [3]。然而迄今为止 , 脑动脉瘤的病

因、病理仍不十分清楚。寻找颅内动脉瘤患者血清
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摘 要: 【目的】寻找颅内动脉瘤患者血清中表达差异的蛋白。【方法】采集 12 例血清蛋白样本 (颅内动

脉瘤患者 4 例、脑挫裂伤患者 4 例及正常成人本 4 例 )用不同的 CyDye 染料交叉标记后依次进行双向胶内差

异凝胶电泳 ( 2- D DIGE)、图像分析及基质辅助激光解析离子化飞行时间质谱 ( MALDI- TOF- MS)鉴定。【结

果】发现胶号为 1119 的蛋白质点 , 在颅内动脉瘤患者血清中比正常成人组表达升高 1.82 倍(P < 0.05), 而在

脑挫裂伤患者血清中与正常成人的表达差异没有统计学意义(P > 0.05)。该蛋白点经质谱鉴定为结合珠蛋白。

【结论】结合珠蛋白在颅内动脉瘤患者血清中表达升高 , 可能参与了颅内动脉瘤的形成及扩张。
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Abstract: 【Objective】 To search differentially expressed proteins in serum of patient with intracranial

aneurysm.【Methods】 12 Serum protein samples were recruited (4 cases of patients with intracranial aneurysm, 4

cases of patients with brain laceration and 4 cases of natural adults), cross- labeled with variant CyDye, and then

followed by two- dimensional differential in- gel electrophoresis (2- D DIGE), image analysis, and identified by

matrix- assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI- TOF- MS).【Results】Spot 1119

was found highly expressed as 1.82 folds in serum of patients with intracranial aneurysm compared with that of

normal adults(P < 0.05), while the differential expression of this protein between patients with brain laceration and

normal adults was of no significance(P > 0.05). The protein was identified as haptoglobin using mass spectrometry.

【Conclusion】 Haptoglobin is highly expressed in patients with intracranial aneurysm, and probably contribute to

formation and expansion of intracranial aneurysm.
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中蛋白质表达差异 , 可以更好理解颅内动脉瘤的

病理改变 , 为将来进一步研究确定其可能的分子

标记物铺平道路。双向差异凝胶电泳 ( two-

dimensional difference in- gel electrophoresis, 2- D

DIGE)是近年发展起来的一种蛋白质组学新技术 ,

与以往传统双向电泳技术相比 , 其灵敏性和可重

复性大幅度提高 , 明显减少了所需的凝胶数[4]。本

研究采用 2- D DIGE 分析了颅内动脉瘤患者血

清 , 发现结合珠蛋白( haptoglobin, HP)在颅内动脉

瘤患者血清中表达升高。

1 材料和方法

1.1 试剂及仪器

PROT- BA Kit 购自美国 Sigma 公司 , 2 - D

Clean- up Kit 购自瑞典 GE Healthcare 公司 , EttanTM

2- D Quant Kit、Cye 染料、IPG 胶条、EttanTM DALT

6 电泳仪、Typhoon Imager 9400 成像仪、DeCyder

V6.0 软件、MALDI EVALUATION V2.0 软件、Deep

Purple 全蛋白染料、EttanTM全自动斑点处理工作

站 、EttanTMMALDI - TOF 质 谱 仪 均 购 自 瑞 典

Amershem Bioscience 公司。

1.2 实验分组及标本采集

分别收集颅内动脉瘤、脑挫裂伤患者和正常

成人各 4 例血清标本 , 颅内动脉瘤及脑挫裂伤患

者均系中山大学附属第一医院神经外科及香港中

文大学威尔斯亲王医院外科学系 2004 年 7 月至

2005 年 9 月收治的住院病人。其中 4 例脑动脉瘤

患者均为破裂性前交通动脉瘤 , 男性 3 例 , 女性 1

例 , 年龄 40～51 岁 , 平均年龄 45 岁 , 入院时 Hunt-

Hess 分级Ⅱ～Ⅲ级 , Fisher 分级Ⅱ～Ⅲ级 , 不伴有其

它疾病 ,后来的血管造影均未发现血管痉挛。在动

脉瘤破裂后第 7 天清晨采集血清样本。4 例脑挫

裂伤伴蛛网膜下腔出血患者,男性 3 例,女性 1 例,

年龄 41～50岁,平均 44岁,在伤后第 7 天采集血清

样本。4例正常成人,男性 3例,女性 1 例,年龄 40～

53岁,平均 45岁,作为正常对照组。所有病例均来

自 , 采集空腹静脉血 5 mL, 室温下放置 20 min,

3 000 ×g 4 ℃离心 10 min, 收上清液存放于- 80 ℃

冰箱保存备用。

1.3 样品蛋白的处理、纯化和 CyDye 染料标记

使用 PROT- BA Kit 和 2- D Clean- up Kit 试剂

盒去除血清样本中的白蛋白、球蛋白等高丰度蛋

白以及盐等杂质。蛋白重悬于由 30 mmol/L Tris、

7 mol/L Urea、2 mol/L Thiourea、40 mL/L CHAPS

组成的 pH 8.5 缓冲液中 , EttanTM 2- D Quant Kit 试

剂盒测定样本中蛋白浓度 , 内部标准样本即内标

由样品蛋白各取 4.17 μg 混合而成 , 总量为 50

μg。使用三种特殊的荧光染料 Cy2、Cy3、Cy5 以

50 μg 蛋白 : 200 pmol 荧光染料的比例进行标记

反应 (表 1) , 标记反应在冰浴、无光的条件下进行

30 min, 然后加入 20 mmol/L 赖氨酸 , 继续冰浴 10

min,终止标记反应。

1.4 双向差异凝胶电泳

标记好的样品蛋白上样到 PH3- 10 的 24 cm

非线性 IPG胶条 , 置入 EttanTM DALT 6 进行第一

向电泳 , 至 6 5000 Vh (伏特小时) 为止。按照

Amersham Ettan DIGE 实验操作指南 , 在第二向电

泳 SDS- PAGE 前 , 对 IPG 胶条依次用二硫苏糖醇

SDS 平衡液 (含二硫苏糖醇 10 g/L)、碘乙酰胺

SDS 平衡液 (含碘乙酰胺 25 g/L)进行平衡 , 各 15

min。用 EttanTM DALT 6 电泳仪进行第二向电泳 ,

将平衡好的 IPG 胶条放置于 125 g/L的聚丙稀酰

胺胶上端 , 采用恒定功率 , 首先每张胶 2.5 W,电

泳 40 min。然后 , 恒定功率每张胶 17 W下电泳 ,

至看到溴酚蓝移至胶外为止。

1.5 分析胶的成像及图像分析

上述用 CyDye 染色的凝胶为分析胶。用

Typhoon Imager 9400 成像仪对电泳后的胶板图像

表 1 CyDye 染料标记方法

Table 1 CyDye labeling scheme

Gel

1

2

3

4

5

6

7

8

Cy2

Internal standard (50)

Internal standard (50)

Internal standard (50)

Internal standard (50)

Internal standard (50)

Internal standard (50)

Preparative gel (500)

Preparative gel (500)

Cy3

A1 1) (50)

B1 2) (50)

C1 3) (50)

A2 1) (50)

B2 2) (50)

C2 3) (50)

Cy5

C3 3) (50)

A3 1) (50)

B3 2) (50)

C4 3) (50)

A4 1) (50)

B4 2) (50)

Internal standard was pooled by 4.17 μg of each sample; The

data in the brackets were mass of the samples dyed, whose unit was

μg. 1) A1, A2, A3, A4 were serum proteins of patients with brain

laceration; 2) B1, B2, B3, B4 were serum proteins of patients with

intracranial aneurysm; 3) C1, C2, C3, C4 were serum proteins of

normal adults
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扫描 , Cy2、Cy3 以及 Cy5 分别行 488 nm、532 nm、

633 nm 波长激光扫描 , DeCyder V6.0 软件处理后

其图像分别为蓝色、绿色及红色。所有 Cy2 图像设

为内标图像 , 蛋白质点数最多的胶设为参考胶 , 其

余的胶与之相匹配 ,匹配的点进入下一步分析。以

蛋白点体积为指标 , 点体积图像小于 1.0×e5 及大

于 1.0×e8(蛋白质点分别为太小及太大 )的蛋白质

点不纳入差异分析 , 用 DeCyder V6.0 分析软件行

DeCye 胶内差异分析 , 寻找差异表达的蛋白点 , 蛋

白点平均体积差异大于 1.5 倍 (表达差异上调 1.5

倍或下调 1.5 倍)。

1.6 制备胶 Deep Purple 蛋白染色

含有同等量各组样品蛋白的样品共 500 μg

加样到制备胶进行电泳 , 用 Deep Purple 全蛋白染

料染色。简述步骤如下 :首先 , 将胶放置于固定液

( 75 mL/L醋酸 , 100 mL/L甲醇)过夜 , 然后在双蒸

水漂洗后 , 放入 1 ∶200 Deep Purple 染色液 , 摇床

上染色 1 h, 最后在信号固定液( 7.5 mL/L冰醋酸)

中漂洗 20 min 以上。Typhoon Imager 9400 成像仪

成像 ,使用 532 nm激光扫描。

1.7 MALDI- TOF- MS 质谱分析

分析胶上差异表达的蛋白质点与制备胶相匹

配 , 在制备胶上找到相应位置的蛋白点 , 用 EttanTM

全自动斑点处理工作站进行切点、脱色除盐、干

燥、酶解、萃取等步骤处理后样品放入 EttanTM

MALDI- TOF 质谱仪 , 设定参数进行质谱分析 , 获

得肽指纹图谱。以差异点的肽指纹图谱为检索目

标 , 用 MALDI EVALUATION V2.0 软件检索美国

国 家 生 物 技 术 信 息 中 心 ( national center for

biotechnology information, NCBI) 非冗余 ( nr) 的哺

乳动物数据库及 Swiss- Prot 数据库。

1.8 统计分析

用 DeCyder v 6.0 软件中的胶内差异分析

( differential in- gel analysis, DIA)及生物学差异分

析( biological variation analysis, BVA)软件进行统计

分析。多组间比较用单因素方差分析 ( one- way

ANOVA) , 然后两组间比较使用 Student’s- t 检验,

所有统计分析均由软件自动完成 , 检验水准 !=
0.05。

2 结 果

2.1 分析胶成像

经过双向差异电泳 ,在所有 pH3- 10 的梯度胶

条上均得到了清晰的蛋白质表达谱 , 经 DeCyder

软件处理 , 不同染料标记的样本呈现不同颜色的

图谱 , 选取其中一张进行分析 , 它由 3 张不同颜色

的图谱融合而成 , 其中蓝色图谱代表内标 , 由 Cy2

标记 ;绿色图谱代表正常成人的血清蛋白 , 由 Cy3

标记 ;红色图谱代表颅内动脉瘤患者的血清蛋白 ,

由 Cy5 标记(图 1)。

2.2 图像分析

使用 DeCyder 软件分析 , 在每块胶图上可以

发现数以千计的蛋白质点。脑动脉瘤患者与正常

成人血清中差异点 21 个 , 脑挫裂伤患者与正常成

人血清中差异点 19 个 , 脑动脉瘤患者与脑挫裂伤

患者差异点 10 个 , 各组间差异点有部分交叉 , 共

有 38 个点差异表达 1.5 倍以上( P < 0.05) (图 2)。

其中 , 胶号为 1119 的蛋白质点 , 在 3 个实验组间

进行 ANOVA 分析 , P =0.023 < 0.05; 在颅内动脉

瘤患者血清中比正常成人组高表达 1.82 倍 , P =

0.0073 < 0.05; 而脑挫裂伤组与正常成人组比较 ,

P =0.18 > 0.05,其 2- D、3- D图像可以清楚的看出

该点在各组中的表达差异(图 3)。

2.3 质谱分析

胶号为 1119 的蛋白质 , 经 EttanTM MALDI-

TOF 质谱仪分析后获得其肽指纹图谱 (图 4) , 其

肽段输入 NCBInr 数据库检索 , 鉴定为 HP, 评分为

100。在该数据库检索评分大于 64,则表明目的蛋

白与标定蛋白为同一种蛋白或高度同源 ( P <

0.05)。

图 1 3 号胶双向差异凝胶电泳 ( 2- D DIGE)图像

Fig.1 Representative 2- D DIGE of gel 3

A: merged image; It contained three images: B: Cy2 image

(internal standard), C: Cy3 image (normal adult), D: Cy5 image

(intracranial aneurysm)

A B

C D
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图 2 差异表达的蛋白点图像

Fig.2 Image of differentially expressed proteins

The differentially expressed protein spots were appointed out

with red line and according master numbers

3 讨 论

使用双向电泳技术已经发现了许多蛋白的表

达差异与特定中枢神经系统疾病相关 , 例如克-雅

氏病可能与载脂蛋白 E 的表达差异有关[1],β- 2 微

球蛋白、视黄醇结合蛋白、甲状腺素转运蛋白可能

与老年痴呆有关[2]。传统的双向电泳技术灵敏度较

差 , 难以检测低丰度蛋白质 , 虽然银染法灵敏度较

高 , 但是无法与后续的质谱很好匹配。同时 , 由于

每块胶只能分离一个样本 , 因而受人为操作的影

响导致胶间的差异较大 , 实验室间可重复性也较

差。近年来 , 2- D DIGE 的出现可以较好地解决这

些问题。该技术使用了一组特殊的 CyDye DIGE

荧光染料( Cy2、Cy3、Cy5) ,对低丰度蛋白的探测灵

敏度大幅度提高 , 并且可以在一块胶上同时分离

3 种不同染料标记的蛋白。从所有实验样本中取

等量样本混合 , 为各胶建立一个共同的内部标准

样本即内标。通过两个步骤的分析 :①同一块凝胶

内样品图像与内标图像的比较 ; ②不同凝胶的内

标图像间的比较。可以去除胶间的差异 ,得到样品

间蛋白表达的实际差异 , 极大降低操作者之间的

偏差[5],大幅减少了假阴性及假阳性。

本实验中设置了脑挫裂伤组,是为了除去蛛网

膜下腔出血、应激反应等因素引起的蛋白表达差异

的影响 , 与正常对照组相比 , 在脑挫裂伤组及颅内

动脉瘤组中均有相似表达差异的蛋白点不被纳入

质谱分析。通过 2- D DIGE、图像分析及 MALDI-

TOF- MS 鉴定 ,发现 HP 在颅内动脉瘤患者血清中

高表达,而在脑挫裂伤患者中其表达差异没有统计

学意义。从其质谱图,可以看到,背景信号较低,蛋

白鉴定的期望值、序列覆盖率较好。HP 是炎症敏感

性 血 浆 蛋 白 ( inflammation – sensitive plasma

protein, ISPs) , 具有多种生物活性 , 如抗氧化、抗

菌及促进胆固醇结晶的潜在作用[6], 其表达量与炎

症反应密切相关。有研究显示 HP 基因表达的改变

可以直接影响到动脉壁的退行性变,与正常对照组

相比 , 动脉瘤患者 HP α1 等位基因转录增强 [7], 也

有研究报告颅内动脉瘤患者 HP 等位基因没有异

常[8]。Engstrom等 [9]对 6 075个“健康人”的追踪研究

中发现,这些人中发生致命性腹主动脉瘤者与未发

病者相比,发病前平均 19 年即表现出,血浆中包括

HP 在内的 ISPs 的持续显著升高[9]。在动物腹主动

脉瘤模型实验研究中发现[10],通过提高基质金属蛋

图 3 1119 点在各组血清蛋白中的差异表达

Fig 3 Differential expression of spot 1119 between each

groups

The spot circled with red line represented protein. A: spot map

of normal adult; B: spot map of patient with brain laceration; C: spot

map of patient with intracranial aneurysm, D: 3- D view of normal

adult; E: 3- D view of patient with brain laceration; F: 3- D view of

patient with aneurysm

图 4 蛋白点 1119 的质谱图

Fig. 4 Mass spectra of spot 1119

Spot 1119 was identified as haptoglobin by MALDI -

TOF- MS . The expectation was 7.5e- 05, coverage was 25%,

pI =6.13, Mr =38941

A B C

D E F
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[1]

[2]

[3]

[4]

白酶 (matrix metallo-proteinase, MMPs)抑制因子的

表达 , 可以抑制动脉瘤壁退行性变 , 防止动脉瘤

的进一步扩张 , 提示 MMPs 可能是动脉瘤形成及

扩张的最终决定因子。炎症可以通过激活 MMPs,

引起动脉壁的蛋白水解[11],促进动脉瘤的形成及扩

张。另外,在 Heliovaara等[12]的研究中,通过检测 21

个‘正常成人’结合珠蛋白水平发现,该蛋白与血中

总胆固醇水平、体重指数、肥胖率及脂质氧化代谢

异常呈正相关。脂质过多沉积是动脉粥样硬化的最

重要原因之一 [13]。动脉粥样硬化使得血管弹性减

退 , 在动脉壁的退行性改变中发挥重要作用 [14], 可

能也是颅内动脉瘤形成的重要分子机制之一[15]。目

前的文献说明 HP 的表达水平与动脉瘤的形成、扩

张存在相关性,可能通过炎症反应及脂质沉积参与

了动脉瘤的形成及扩张。

本实验 , 通过 2- D DIGE, 我们分析了颅内动

脉瘤患者、脑挫裂伤患者及正常成人血清中的蛋

白表达谱 , 发现 HP 只在颅内动脉瘤患者与正常

成人间有表达差异。该蛋白可能通过不同的机制

参与了动脉瘤的形成及扩张 , 其在颅内动脉瘤患

者血清中表达升高的特点值得使用其它分子生物

学方法进行大样本进一步研究 , 尤其重要的是 , 虽

然收集未破裂动脉瘤患者血清样本十分困难 , 但

是如果能尽可能将该类患者血清样本纳入进一步

研究中,将使结果更加可靠。
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