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　 　 摘　 要：　 目的　 寻找帕金森病（ＰＤ）患者血清中差异表达的蛋白，探索 ＰＤ生物学标志物。方法　 选择在北
京医院临床确诊的 ＰＤ患者 ２４ 例，其中 １２ 例为仅有 ＰＤ 病史（Ｐ１ 组），另 １２ 例合并有高血压病、糖尿病基础疾病
（Ｐ２ 组）；筛选 ２４ 例年龄、性别匹配的体检者（对照组 Ｃ１ 和 Ｃ２ 组），采集血清标本去除高丰度蛋白后，应用非标记
定量蛋白组学技术检测各组血清中蛋白表达，采取双重对比将 Ｐ１ 组与 Ｃ１ 组、Ｐ２ 组与 Ｃ２ 组比较，分别筛查出差异
表达蛋白，再从中筛选出表达变化（上调或下调）一致的蛋白，确定为 ＰＤ差异表达蛋白，并用生物信息学方法分析
解释。结果　 各组对比后，共鉴定出 ４ 种差异表达的蛋白为 ＰＲＧ４、ＣＦＨＲ３、ＡＣＴＧ１、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ，其中 ＰＤ患者的血
清中 ＰＲＧ４、ＣＦＨＲ３ 表达上调，ＡＣＴＧ１、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ表达下调且存在一定的相互作用。结论　 应用非标记定量蛋白
组学筛选出了帕金森差异表达的蛋白，可能对帕金森病的诊断具有一定的意义。
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　 　 随着人口老龄化进程，帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＰＤ）的发病率也逐年升高，但临床上 ＰＤ 的诊
断往往受限于临床医生的经验，目前还没有能很好

诊断帕金森病的生物学标志物出现［１］。ＰＤ 的发病
机制尚未明确，可能与遗传、环境、年龄老化、异常蛋

白沉积、氧化应激、线粒体功能障碍等相关，而蛋白

质则是反映各个过程的最直接的物质。随着蛋白质

组学的发展，非标记的定量蛋白质组学技术广泛应

用于疾病研究，而血清差异蛋白的分析对疾病的生

物学标志物研究十分有意义［２］。

本研究采用基于液相色谱质谱联用仪的非标记

的定量蛋白质组学技术（ｌａｂｅｌｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｅｃｈ
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ｎｏｌｏｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｌｉｐｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ ／ ＭＳ）［３］，通过对比 ＰＤ患者和正
常对照者血清中蛋白质表达，寻找具有差异性的蛋

白质，探究它们在 ＰＤ发病机制中可能的作用，以期
找到可以作为 ＰＤ 生物学标志物的血清蛋白质，为
帕金森病更加准确地诊断和发病机制的进一步阐述

提供一个新的依据。

１　 材料与方法
１． １　 一般资料
１． １． １　 对象 　 选取在北京医院经英国 ＰＤ 脑

库诊断标准临床确诊为帕金森病的患者 ２４ 例，其中
１２ 例为仅有 ＰＤ病史（Ｐ１ 组），年龄 ５６ ～ ８３ 岁，平均
年龄 ６７． ８ 岁；另 １２ 例为 ＰＤ 仅合并有高血压病、糖
尿病基础疾病（Ｐ２ 组），年龄 ５９ ～ ７８ 岁，平均年龄
６９． ８ 岁。对照组选择来源于北京医院的年龄、性别
匹配的无 ＰＤ症状及病史的体检人员 ２４ 例，其中 １２
例为健康者（Ｃ１ 组），年龄 ５９ ～ ８０ 岁，平均年龄７０． ６
岁；１２ 例为非 ＰＤ但有高血压病、糖尿病基础疾病的
体检者（Ｃ２ 组），年龄 ５８ ～ ７８ 岁，平均年龄７０． ０岁。
每组男女各 ６ 例。本研究均征得本人或家属同意。
１． １． ２ 　 主要实验仪器及实验试剂 　 Ａｌｂｕｍｉｎ

Ｒｅｍｏｖａｌ Ｃｏｌｕｍｎ和 ＩｇＧ Ｒｅｍｏｖａｌ Ｃｏｌｕｍｎ高丰度蛋白
去除试剂盒（德国 Ｍａｘｉ 公司）、色谱柱 Ｔｒａｐ ｃｏｌｕｍｎ
和 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｌｕｍｎ（ＲＰＣ １８ ）（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、
０． １％甲酸乙腈水溶液、丙酮、尿素、硫脲、（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司），超低温冰箱（－ ８０ ℃）、酶标仪、ＱＥｘａｃ
ｔｉｖｅ液相色谱质谱联用系统、ＥａｓｙｎＬＣ １０００ 纳升级
超高效液相色谱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｎｎｉｇａｎ公司）、Ｍａｘ
ｑｕａｎｔ 软件（ｖｅｒｓｉｏｎ １． ３． ０． ５）、Ｐｅｒｓｅｕｓ 软件（ｖｅｒｓｉｏｎ
１． ２． ０． １７）。

１． ２　 研究方法
１． ２． １　 血液收集　 红管采集外周静脉血，凝血

后以 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃离心 ５ ｍｉｎ 后，血清 ＥＰ 管分
装置于 － ８０ ℃冰箱保存待用，整个过程在取血 ６ ｈ
内完成，无反复冻融。

１． ２． ２　 蛋白质的裂解、纯化、定量和酶解　 每
组 １２ 例样本，每 ４ 份样本随机合并，作为一个生物
学重复，每组 ３ 个生物学重复（ａ、ｂ、ｃ）。分别应用
试剂盒去除血浆中高丰度蛋白质，并加入冰冷丙酮

后打散沉淀，离心纯化。以 ＢＣＡ蛋白定量法确定标
准曲线，根据标准曲线推导出检测蛋白的总量，并计

算相应浓度。取 ５０ μｌ 样品，以 ＦＡＳＰ 酶解法，先后
于 ＵＡ 缓冲液及 ＩＡＡ 缓冲液中混匀，离心，再加入
ＮＨ４ＨＣＯ３，离心，重复 ２ 次，后加入 Ｔｒｙｐｓｉｎ缓冲液

３７ ℃下振荡 １６ ～ １８ ｈ，离心后滤液以 ＯＤ２８０ 肽段定
量。

１． ２． ３ 　 酶解产物的 ＬＣＭＳ ／ ＭＳ 分析 　 按照定
量结果取 ２ μｇ酶解后产物进行 ＬＣＭＳ ／ ＭＳ分析。采
用纳升流速 ＨＰＬＣ液相系统 ＥＡＳＹｎＬＣ１０００ 进行分
离。酶解产物经毛细管高效液相色谱分离后用 Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ质谱仪进行质谱分析。
１． ２． ４　 非标记定量分析　 每个样品重复 ３ 次

质谱分析，原始文件导入 Ｍａｘｑｕａｎｔ 软件（版本号
１． ３． ０． ５）进行查库，进行非标记定量（ＬＦＱ）分析。
搜索使用的数据库为 ｈｕｍａｎ，Ｍａｘｑｕａｎｔ 所得的查库
文件使用 Ｐｅｒｓｅｕｓ 软件（版本号 １． ２． ０． １７）进行分
析。

１． ２． ５　 统计学分析　 两组之间各血清蛋白质
的平均丰度（ＬＦＱ的相对强度表示）的比较，在各样
本中均有检测到蛋白时，两组样本的蛋白 ＬＦＱ 强度
采用了双样本 ｔ 检验（Ｐｅｒｓｅｕｓ 软件内置），以 Ｐ ＜
０． ０５为差异有统计学意义；在各组中有标本未检测
到蛋白时，以差异表达倍数 ＞ ２ 或 ＜ ０． ５ 为有表达差
异，二者均考虑为两组之间的差异表达蛋白。

１． ２． ６　 生物信息学分析　 根据筛选的蛋白质
编号信息，使用 ＤＩＶＡＤ（２０２１ Ｕｐｄａｔｅ）进行 ＧＯ 分
析，ＫＥＧＧ 查询蛋白信号通路，ＳＴＲＩＮＧ（版本号
１０． ５）搜寻这蛋白质之间的相互作用。

２　 结　 果
２． １　 ＰＤ组和对照组的血清蛋白质谱分析及鉴

定　 在去除高丰度蛋白后，各组样本进行质谱分析
及鉴定（见图 １），共发现了 １４４ 种蛋白质，各组比较
得到的有差异的蛋白质：Ｐ１ 组和 Ｃ１ 组间存在 ４５ 个
差异蛋白，记为蛋白集合Ⅰ；Ｐ２ 组和 Ｃ２ 组间存在
４７ 个差异蛋白，记为蛋白集合Ⅱ；Ｃ１ 组与 Ｃ２ 组间
存在 ２０ 个差异蛋白，记为蛋白集合Ⅲ；Ｐ１ 组与 Ｐ２
组间存在 ８０ 个差异蛋白，记为蛋白集合Ⅳ。综合分
析，得到蛋白集合Ⅰ与蛋白集合Ⅱ中共同包含的蛋
白有 ９ 个，记为蛋白集合Ⅴ（见表 １）；将在蛋白集合
Ⅴ中，除去包含在蛋白集合Ⅲ、蛋白集合Ⅳ范围内的
蛋白，且在 Ｐ１ 和 Ｐ２ 组中差异表达变化一致，即同时
上调或下调的蛋白，确定为 ＰＤ 患者与对照组在血
清中的有特异性差异表达的蛋白质（见图 ２），共 ４
个，分别是 ＰＲＧ４、ＣＦＨＲ３、ＡＣＴＧ１、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ 蛋
白，其中 ＰＤ 组有 ２ 个蛋白质上调，２ 个蛋白质下调
（见表 ２），而 ＰＲＧ４、ＣＦＨＲ３ 蛋白在对照组均表达
极少，ＡＣＴＧ１ 蛋白在 ＰＤ组中表达极少。
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注：Ｐ１ａ、Ｐ２ａ、Ｃ１ａ、Ｃ２ａ为各组 ３ 个生物学重复中的 １ 个。

图 １　 ４ 组上样所得质谱图

注：绿色标注部分为本研究关注的差异蛋白。

图 ２　 各组间差异蛋白集合示意图

表 １　 蛋白集合Ⅴ中各个蛋白质对应信息及表达差异

ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 蛋白名称 基因 分子量（ｋＤａ） 与各自对照组表达比较

Ｑ９２９５４

Ｑ０２９８５

Ｐ６３２６１

Ｑ５ＱＮＷ６

Ｐ０１５９１

Ｐ０８６９７

Ｐ０２６４９

Ｐ０５４５２

Ｐ０４０７０

蛋白聚糖 ４

补体 Ｈ因子相关蛋白 ３

肌动蛋白

组蛋白 Ｈ２Ｂ家族成员 ＦＢ亚型

免疫球蛋白 Ｊ多肽

丝氨酸蛋白酶抑制剂家族成员 ２

载脂蛋白 Ｅ

纤溶酶原结合蛋白

维生素 Ｋ依赖性蛋白 Ｃ

ＰＲＧ４

ＣＦＨＲ３

ＡＣＴＧ１

ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ

ＪＣＨＡＩＮ

ＳＥＲＰＩＮＦ２

ＡＰＯＥ

ＣＬＥＣ３Ｂ

ＰＲＯＣ

１５０． ９８４

３７． ２９９

４１． ７６６

１４． ８３２

１８． ０８７

５４． ５３１

３６． １３２

２２． ５２２

５２． ０３７

均上调

均上调

均下调

均下调

上下调不一致

上下调不一致

上下调不一致

上下调不一致

上下调不一致

表 ２　 差异表达的蛋白质在各组表达情况

　 　 注：上述数据为相对定量检测值（ＬＦＱ的相对强度），仅有相对意义；０ 表
示蛋白表达极少未检测出；表格中绿色部分为个检测值相对 ５ × １０７ 的比例；

△：Ｐ组与 Ｃ组的配对样本 ｔ检验（Ｐ ＝０． ０３７，ｔ ＝ －１７． １８２）。

　 　 ２． ２　 差异蛋白质生物信息学分析 　 将上述所

有发现的蛋白Ⅴ的编码基因使用 ＤＩＶＡＤ（２０２１ Ｕｐ

ｄａｔｅ）分析，进行 ＧＯ 细胞成分分类和分子功能注释

可知，ＣＦＨＲ３ 主要存在于细胞外，是补体调控蛋白

（ＣＣＰ）模块（或 ＳＣＲ、寿司结构域）中的蛋白；ＰＲＧ４

是分泌到细胞周围的蛋白质，具有信号序列；

ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ 是核小体的组成成分，分布于细胞核、细

胞质、胞外体中，在转录调控、ＤＮＡ 修复、ＤＮＡ 复制

和染色体稳定性中发挥重要作用；而 ＡＣＴＧ１ 分布广

泛，主要分子功能是参与构成细胞骨架、与其他蛋白

和 ＡＴＰ 结合、与泛素蛋白连接酶结合。通过 ＧＯ 生

物过程分类分析及 ＫＥＧＧ 查询蛋白信号通路可知，

ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ与 ＡＣＴＧ１ 共同参与了中性粒细胞胞外

诱捕网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）的形成过

程。使用 ＳＴＲＩＮＧ（版本号 １０． ５）搜寻这几种蛋白质

之间的相互作用（见图 ３），可知 ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ 与

ＡＣＴＧ１ 存在一定的相互作用关系的证据。

　 　 注：圆圈代表蛋白质，其三维结构已知或已被预测；直线代表存

在相互作用关系的证据。

　 　 图 ３　 ＳＴＲＩＮＧ数据库中蛋白集合Ⅴ中蛋白相互作用

　 　 ３　 讨　 论

由于 ＰＤ的发病机制尚未明确，而 α突触核蛋白

的发现，让越来越多的关注点投向了关于 ＰＤ蛋白标
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志物的研究［３］。Ｔｈｉｂａｕｄ 等［４］首先应用结肠组织活

检发现，在 ２９ 例 ＰＤ患者中有 ２１ 例有磷酸化的 α突

触核蛋白沉积，而 １０ 例正常对照中都没有发现该蛋

白；另外也有在大腿皮肤活检中发现，ＰＤ 患者的 α

突触核蛋白沉积量明显增高［５］；也有在 ＰＤ患者的唾

液中发现 α突触核蛋白水平显著降低，寡聚 α 突触

核蛋白占总 α突触核蛋白的比例显著增加［６］。此

外，在脑脊液中检测到的 α 突触核蛋白、ＤＪ１ 蛋白、

ｔａｕ蛋白和 Ａβ４２ 等在 ＰＤ的诊断和鉴别方面也有一

定的意义［７，８］。也有研究称 ＰＤ 患者血清中的 α 突

触核蛋白、ＤＪ１ 蛋白表达与正常人群有差异［９，１０］，不

过由于外周血的 α 突触核蛋白、ＤＪ１ 蛋白主要分布

在细胞中，血清中含量少，使得检测精确度相对较

低［７］。至今我们还没有一个公认的生物学标志物来

诊断 ＰＤ［１］，所以各种关于 ＰＤ 生物学标志物的研究

和尝试，都是十分有意义的。

本研究采用了非标记的定量蛋白质组学技术

（ＬＣＭＳ ／ ＭＳ），采用的最新一代的 ｏｒｂｉｔｒａｐ 质谱（Ｑ

ｅｘａｃｉｔｖｅ）采集 ＬＣＭＳＭＳ 数据，Ｑｅｘａｃｔｉｖｅ 能够达到定

量和定性的完美结合，基于蛋白肽段的质谱来获取

信息。该方法具有耗费低、可重复性好，样本处理程

序少、样品量需求少等优点［１１］。另外，本研究中采

取了双重对比筛出更具有统计学意义的蛋白，即通

过科学的分组，将 Ｐ１ 组与 Ｃ１ 组、Ｐ２ 组与 Ｃ２ 组分别

比较，分别筛查出差异表达蛋白，再从中选择出共同

存在且调节变化一致的蛋白，即 ＰＲＧ４、ＣＦＨＲ３、

ＡＣＴＧ１、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ。这就相当于重复了两次实验，

找出了具有共同特点的蛋白质，这不仅缩小了蛋白

质筛选范围，还验证了实验的重复性。

其中，ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ 是组蛋白 Ｈ２Ｂ 家族成员之

一，与组蛋白 Ｈ２Ｂ、Ｈ３ 和 Ｈ４ 一起构成核小体八聚

体。ＤＮＡ可通过组蛋白的一组复杂的翻译后修饰和

核小体重构而调节［１２］，而常见的组蛋白修饰有磷酸

化、乙酰化、甲基化、泛素化、糖基化、碳基化等，进而

影响染色体的结构与功能。ＡＣＴＧ１ 是一种与泛素蛋

白连接酶结合的蛋白，泛素蛋白酶体系统是生物体

内选择性降解蛋白质的重要途径之一，在 ＰＤ可能的

发病机制中，该系统出现障碍可能造成细胞内异常

折叠蛋白降解障碍，从而造成 α突触核蛋白沉积，引

起神经细胞凋亡［１３］。另外也有研究表明下调 ＰＤ 大

鼠模型的 ＡＣＴＧ１ 表达可以减少细胞凋亡，并认为

ＡＣＴＧ１ 可能是缓解 ＰＤ进展的治疗靶点［１４］。本研究

中发现 ＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＦ 和 ＡＣＴＧ１ 在 ＰＤ 组的血清中表

达相对正常对照组明显减少，且它们共同参与了

ＮＥＴｓ的形成，而在蛋白功能方面均涉及了泛素化过

程，故可以猜测这两种蛋白可能对 ＰＤ的发病起到保

护作用。

另外，ＰＲＧ４ 是一种蛋白聚糖，有研究证明其在

关节连接中起到边界润滑的作用，可以通过控制附

着依赖的滑膜生长和抑制滑膜细胞对软骨表面的黏

附，防止蛋白从滑膜液沉积到软骨上［１５］，也有发现

其在干眼症中起到了免疫调节特性［１６］。目前尚无

ＰＲＧ４ 与帕金森病有关联的报道，暂无法解释其在

ＰＤ患者的血清中表达增加的意义。ＣＦＨＲ３ 是补体

Ｈ因子相关蛋白 ３，它是产生于肝脏，分泌在血液中

的一种新型的补体调节因子，可能参与补体调节过

程［１７］，还与补体 Ｈ 因子存在一种竞争性结合 Ｃ３ 的

关系。有研究称 ＣＦＨＲ３ 的缺失对老年黄斑变性有

保护作用［１８］。还有研究表明，ＰＤ 患者的黄斑厚度

普遍变薄，体积变小［１９，２０］，而使用左旋多巴治疗的患

者可以延缓老年性黄斑变性的发病［２１］，从这个角度

来看，ＣＦＨＲ３ 可能参与老年黄斑变性和帕金森病的

发病，虽然目前 ＰＤ的免疫机制尚未明确，但补体 Ｃ３

可以参与免疫应答的各个环节，而 ＣＦＨＲ３ 与其有

直接的关系，本研究中也发现 ＣＦＨＲ３ 在两组 ＰＤ 患

者血清表达明显高于对照组，可以推测 ＣＦＨＲ３ 可

能作为一种因子参与 ＰＤ的发生及发展过程。

另外，虽然有许多研究表明 ＡＰＯＥ 与帕金森病

有密切关系，特别是与帕金森病伴认知障碍相

关［２２，２３］。但在本研究中单个 ＰＤ 组和对照组对比

中，ＡＰＯＥ 的确是差异蛋白，但其在不同 ＰＤ 组表达

上下调不一致，故本研究不考虑 ＡＰＯＥ 为最终的差

异蛋白质。本研究未对参与测试人员进行表型的进

一步亚组分析，且样本相对较小，都造成了一定的局

限。

综上所述，血液标本与组织活检、脑脊液等样本

相比，收集更加方便、创伤小、患者容易配合，更加使

用于临床研究。本研究选择血液标本，通过去除高
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丰度蛋白，检测低丰度蛋白，用以筛查可能的 ＰＤ 生

物学标志物。本研究结果证明了用非标记定量蛋白

质组学技术探寻 ＰＤ 生物学标志物是可行的。后续

的研究可扩大样本量，检测这 ４ 个 ＰＤ差异蛋白在其

他的 ＰＤ患者和正常人血清中的表达情况，找到可以

作为 ＰＤ生物学标志物的血清蛋白质，为 ＰＤ 的早期

发现或实验室诊断提供基础。

　 　 伦理学声明：本研究方案经由北京医院伦理委
员会审批（批号：２０１８ＢＪＹＹＥＣ０３４０２），在中国临床
试验注册中心注册（注册号：ＣｈｉＣＴＲ１８０００１６９４９），患
者均签署知情同意书（或符合实验室动物管理与使

用准则）。

利益冲突声明：所有作者均声明不存在利益冲突。

作者贡献声明：龙云飞负责设计论文框架、起草

论文；肖飞负责实验操作、研究过程的实施；李淑华

负责数据收集、统计学分析、绘制图表；苏闻、陈海波

负责拟定写作思路、论文修改并最后定稿。
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