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　　摘　要　目的　观察ＳＤ大鼠在脑外伤急性期的蛋白组学变化，探讨脑外伤后差异蛋白在生物学过程、分
子功能以及蛋白蛋白相互作用中所发挥的作用，为筛选脑外伤分子生物学标记物提供基础数据。方法　８周
龄雄性ＳＤ大鼠７５只，其中每次生物学重复２５只共计３次。建立自由落体脑外伤模型，每一次生物学验证设
立对照组和损伤组，损伤组又分为伤后１ｈ、６ｈ、２４ｈ、３ｄ组，每组５只。按各时间点处死大鼠分离伤侧皮质，提取
蛋白并通过胰酶消化成肽段后进行质谱ＬＣＭＳ／ＭＳ检测，通过对肽段信息搜库得到蛋白变化结果并进行生物
信息学分析，以上调１．２倍或下调０．８倍表达蛋白作为差异表达蛋白（Ｐ＜０．０５）。结果　在１ｈ、６ｈ、２４ｈ、３ｄ４个
时间点中，分别有８３、６６、１２７、１５５个蛋白发生差异变化，并参与多种生物学途径。结论　大鼠脑外伤后蛋白代
谢水平发生变化，可在其中筛选出脑外伤的特征性标志物。
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　　脑外伤的评价和治疗一直是法医学和临床医
学工作者关注的科学问题。近年来，脑外伤的发生

率逐年上升，对于脑外伤所引起的神经功能继发性

损害逐渐得到关注［１］。随着“精准医学”概念的提

出，脑外伤后法医学的“精准鉴定”以及临床治疗

中的准确判断和治疗成为关键点。科学技术的不

断发展和完善，使得蛋白质组学等高通量研究手段

的应用范围不断扩大，这也为脑外伤后神经功能损

害机制的研究提供了新的途径［２］。本文拟通过建

立大鼠脑外伤动物模型，观察脑外伤后损伤组织的

蛋白组学变化情况，分析外伤后神经功能异常的可

能机制，并为脑外伤后的蛋白生物标志物的筛选提

供基础数据。

１　材料和方法

１．１　动物及主要仪器
８周龄雄性 ＳＤ大鼠，体重３００～３５０ｇ，购于上

海斯莱克实验动物公司。复合型静电轨道阱回旋

共振液质联用仪（ＯｒｂｉｔｒａｐＥｌｉｔｅＬＣＭＳ／ＭＳ，Ｔｈｅｒ
ｍｏ，美国）；冷凝浓缩仪（Ｌａｂｃｏｎｃｏ，美国）；冷冻离
心机（ＣＬ２１Ｒ，Ｔｈｅｒｍｏ，美国）。
１．２　主要试剂

质谱测序级胰酶（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；氯乙酰
胺（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＴＭＴ定量标记试剂盒（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）。实验所用溶剂以及流动相均为
ＬＣＭＳ级。
１．３　方法
１．３．１　动物模型制备及样本采集　将每一次生物
学重复的２５只ＳＤ大鼠随机分成５组，包括损伤后
１ｈ、６ｈ、２４ｈ、３ｄ组以及对照组，每组５只。称重后
１０％水合氯醛（０．３５ｍｌ／１００ｇ）腹腔注射麻醉。立
体定位仪固定并用颅骨钻钻孔，通过自由落体打击

器建立脑外伤模型。伤后 １ｈ、６ｈ、２４ｈ、３ｄ断头取
脑，冰上分离伤侧皮质，－８０℃冻存备用。
１．３．２　蛋白提取以及胰酶消化　ＲＩＰＡ裂解液加
入蛋白酶抑制剂以及磷酸酶抑制剂后，每样本加入

２００μｌ裂解液冰上裂解 ３０ｍｉｎ涡旋破碎组织后，
１２０００ｇ，４℃离心１５ｍｉｎ取上清液。ＢＣＡ法测定蛋
白浓度，用裂解液将样本浓度调整为１μｇ／μｌ。每
个时间点的５个样本各取１５μｌ混合，加入４倍体

积丙酮沉淀过夜。离心后用８Ｍ尿素将沉淀溶解，
进行还原烷基化反应以打开蛋白间的二硫键。按

质量比５０∶１比例加入１ｍｇ／ｍｌ胰酶消化过夜。
１．３．３　肽段的标记与除盐　对消化后的肽段进行
ＴＭＴ同位素标记，对照组用 ＴＭＴ１２６进行标记（５
只大鼠样本混合后分成４组与损伤组配对），损伤
组用ＴＭＴ１２７进行标记（１ｈ、６ｈ、２４ｈ、３ｄ），室温避
光反应２～３ｈ。将标记后的肽段通过除盐柱，除去
肽段溶液中的盐分，对肽段浓度定量后转入进样瓶

冷凝干燥，－２０℃保存待质谱检测。
１．３．４　酶解后的肽段样品质谱检测　根据肽段浓
度的定量结果溶于０．１％甲酸中，流动相Ａ是双蒸
水稀释的０．１％甲酸，流动相 Ｂ是８０％乙腈和０．
１％甲酸，上样量为 ６μｌ，液相分离条件为：０～
１０ｍｉｎ，６％Ｂ相；１０～１３０ｍｉｎ，６％ ～４４％Ｂ相；１３０
～１４０ｍｉｎ，９８％Ｂ相；１４０～１５０ｍｉｎ，６％Ｂ相。Ｘｃａｌ
ｉｂｕｒ在正电荷模式下自动采集数据一级的 ＭＳ谱
图，设置母离子扫描分辨率为 １２００００，采用 ＨＣＤ
碎裂方式对强度最高的１５个离子进行二级质谱分
析。通过对碎片信息的采集，得到多肽的二级谱

图，进行数据库搜库获得蛋白信息，肽段匹配的假

阳性率（ＦＲＤ＜１％），共进行３次生物学重复，对于
每个时间点，选取３次均鉴定到的蛋白作为最终结
果，以确保实验数据的准确性。

１．３．５　生物信息学分析与富集　通过 ＤＡＶＩＤ在
线数据库，对每个时间点所鉴定到的差异蛋白（损

伤组和对照组相比蛋白表达上调１．２倍或下调０．
８倍）进行生物学过程、细胞构成、分子功能以及代
谢通路的富集，分析外伤后的蛋白变化差异。

２　结果

２．１　脑外伤后蛋白表达变化
脑外伤发生后蛋白表达出现了变化，筛选出每

个时间点中上调１．２倍或下调０．８倍的蛋白（Ｐ＜
０．０５），且所进行的３次生物学重复均涵盖的蛋白
作为差异性蛋白。结果显示：脑外伤发生后在１ｈ、
６ｈ、２４ｈ、３ｄ分别有８３、６６、１２７、１５５个蛋白的表达
发生差异性表达。见图１。
２．２　脑外伤发生后差异蛋白ＧＯ生物信息学富集

根据所挑选出的差异蛋白，运用 ＤＡＶＩＤ在线
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数据库进行分析，对差异蛋白进行 ＧＯ富集，根据
生物过程、细胞构成、分子功能对差异蛋白进行分

类。在分子功能方面，差异蛋白主要发挥了结合、

分子结构的激活、接触反应的激活等作用。在生物

学过程中，大量差异表达蛋白与细胞过程、代谢过

程、细胞构成调节、生物合成有关。在细胞构成方

面差异蛋白来源于细胞膜、大分子复合体、细胞器

等结构。见图２。
２．３　脑外伤后不同时间点蛋白相互作用富集

根据实验中不同时间点差异蛋白的数量情况，

我们发现在２４ｈ以及３ｄ时，差异蛋白的数量显著
增加。因此，进一步分析差异蛋白的相互作用关

系。从分析结果可以看出，在脑外伤后２４ｈ，血清
白蛋白（Ａｌｂ）、囊泡结合膜蛋白３（Ｖａｍｐ３）可以作

为蛋白相互作用以及影响的中心物质；在外伤后

３ｄ，肌动蛋白２（Ａｃｔｂｌ２）、微管蛋白（Ｔｕｂａ１ｂ）等处
于相互作用的中心。见图３、图４。

图１　损伤后１ｈ、６ｈ、２４ｈ、３ｄ差异蛋白数量

图２　脑外伤后１ｈ、６ｈ、２４ｈ、３ｄ的ＧＯ富集分析
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图３　脑外伤后２４ｈ差异蛋白相互作用示意图

图４　脑外伤后３ｄ差异蛋白相互作用示意图
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３　讨论

随着蛋白组学、代谢组学等高通量研究手段相

继被引入到医学研究当中，实现了医学与生物学的

交互和融合，有利于从分子水平阐述疾病和损伤的

发生发展过程。高通量所产生的大数据结合生物

信息学的分析可以更快速全面的分析研究疾病产

生的机制。通过蛋白组学的策略和方法，研究脑外

伤后的蛋白变化水平，可以更全面、更完整的了解

脑外伤发生后蛋白代谢的情况，得到全面的物质变

化信息［３］；同时运用生物信息学的分析方法，可以

更直观地看出蛋白调控差异。

本文通过定量蛋白组学的研究方法，对损伤组

织以及非损伤的对照组织进行了相对定量比较。

根据ＴＭＴ１２６与 ＴＭＴ１２７的分子量相同，但质荷
比不同的特性，因而可以通过肽段二级碎裂谱图进

行相对定量，从而反映出不同损伤时间点的蛋白表

达情况。

本实验的生物信息学分析结果显示，各个时间

点中，差异蛋白参与了多方面的调控。从差异蛋白

的分子构成上来看，较多的蛋白来源于细胞器。细

胞发生损伤后，可以通过囊泡等途径进行降解，细

胞器破裂［４］，蛋白释放。因此，在实验的分析结果

中可以明确地看出差异蛋白的来源与分布，为今后

外伤后亚细胞结构的研究以及功能性蛋白在亚细

胞结构上的定位提供基础。同时从生物学过程以

及分子功能方面来看，参与结合功能的蛋白以及代

谢相关途径所富集到的差异蛋白较为明显，说明外

伤后，脂类代谢，能量合成与供应等生物学过程发

生显著变化，并可能成为脑外伤后继发性神经损害

的机制之一［５６］。差异蛋白在结合方面的分子功

能包括离子结合、氧结合等，这类结合更多地表现

为非共价结合，通过这种结合方式可以调节体内代

谢过程［７］。

对与差异蛋白的相互作用，在 ２４ｈ和 ３ｄ中，
Ｖａｍｐ３以及 Ａｃｔｂｌ２等与多种差异蛋白可以发生相
互作用。对于膜突触结合蛋白１（Ｓｙｔ１）来说，当与
钙离子结合后，可同时促进神经传递，并使质膜以

及１ＳＮＡＲＥ形成复合体产生分子功能［８］。通过对

脑外伤后所表达的差异蛋白进行互作分析，可以进

一步深入分析代谢通路间的作用联系［９１０］，同时可

能成为损伤后标志物研究的新途径。

司法鉴定与临床治疗虽为两个方向，却是相互

补充、不可分离的两个整体。不同的损伤程度、甚

至损伤引起的死亡，其相关的标志物可能成为鉴定

推断的可靠依据，而对相关标志物的调节，可能成

为临床治疗的新靶点、新依据［１１１２］。本阶段实验

通过质谱、生物信息学等高通量方式对脑外伤后的

物质变化进行初步研究，为今后脑外伤生物标记物

的研究提供基础数据，同时也有助于对外伤后的蛋

白相互作用的确切机制进行更深入的发掘。
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大学生创业就业的能力和水平，直接反映了学

校人才培养的质量，因此加强创新创业教育，提高

就业能力和就业质量。跨专业跨学科协同科技创

新和创业，跨专业择业和就业，实行弹性学制，允许

学生休学创业。

３　总结与展望

总之，一个合理、先进、完善的法医学卓越人才

培养体系的建立将对顶尖端法医专业人才培养、发

展、创新，处理复杂的社会实际问题具有积极的指

导作用；同时，将对以后惩恶扬善，避免冤假错案，

社会的公平、公正的处理实际问题起到正能量作

用；最终也将对我国法医学学科的快速健康的发展

起到积极的推动作用。因此，探讨高水平应用型法

医人才的培养具有重要社会价值和深远的历史意

义。
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