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早产儿脑白质损伤大鼠模型海马组织差异多肽谱分析

凤尔翠 1,2　蒋犁 2

（1. 东南大学生物科学与医学工程学院，江苏 南京　210018；
2. 东南大学附属中大医院儿科，江苏 南京　210009）

［摘要］　目的　观察早产儿脑白质损伤大鼠模型海马组织多肽谱差异表达，探索早产儿脑白质损伤机制。

方法　将 20 只新生 Sprague-Dawley 大鼠随机分为对照组和模型组（n=10）。模型组幼鼠在生后 2 d 行右侧颈总

动脉永久结扎术，术后缺氧 2 h；假手术组幼鼠分离右侧颈总动脉，但不行结扎和缺氧。采集两组大鼠脑组织标

本并分离海马组织，采用液相色谱串联质谱联合串联质谱标记法检测两组大鼠海马组织多肽谱，将两组中差异

表达多肽进行生物信息学分析，推断其在神经系统发育和功能中的作用。结果　共鉴定并量化 4 164 条多肽，

其中 262 条多肽存在差异表达（倍数变化绝对值≥ 2.5），164 条多肽表达上调，98 条多肽表达下调。前体蛋白

ELN、PCLO、MYO15a、MAP4 和 MAP1b 的差异表达多肽最多，可能在早产儿脑白质损伤的发病机制中具有重

要意义。早产儿脑白质损伤模型大鼠的海马区 CDK5 信号通路被激活。结论　MAP1b 等前体蛋白的差异表达多

肽可能是早产儿脑白质损伤过程中参与神经系统发育和功能的关键生物活性多肽，CDK5 信号通路激活可能与

早产儿脑白质损伤有关。                                                     ［中国当代儿科杂志，2019，21（11）：1116-1123］
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A differential peptidomics analysis of hippocampal tissue in a rat model of premature 
white matter injury
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Abstract: Objective    To observe differential peptidomics in the hippocampal tissue in a rat model of premature 
white matter injury, and to investigate the mechanism of premature white matter injury. Methods    Twenty neonatal 
Sprague-Dawley rats were randomly and equally divided into a control group and a model group. Rats in the model 
group underwent permanent ligation of the right common carotid artery 2 days after birth, followed by 2 hours of 
hypoxia. For rats in the control group, the right common carotid artery was isolated, but without ligation and hypoxia. 
Brain tissue samples were collected from the two groups, and hippocampal tissue was isolated. Liquid chromatography-
tandem mass spectrometry combined with tandem mass spectrometry was used for peptidomic profiling of hippocampal 
tissue, and the differentially expressed peptides between the two groups were subjected to bioinformatics analysis 
to assess their possible roles in neural development and function. Results    A total of 4164 peptides were identified 
and quantified, and 262 of them were differentially expressed (absolute fold change ≥2.5), including 164 upregulated 
peptides and 98 downregulated peptides. The numbers of differentially expressed peptides of the precursor proteins ELN, 
PCLO, MYO15a, MAP4, and MAP1b were the most, and may play significant roles in the pathogenesis of premature 
white matter injury. CDK5 signaling pathway in the hippocampus was activated in the rat model of premature white 
matter injury. Conclusions    The differentially expressed peptides related to precursor proteins such as MAP1b may be 
key bioactive peptides involved in neural development and function in premature white matter injury, and activation of 
the CDK5 signaling pathway may be associated with premature white matter injury.
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脑室周围白质软化症（periventricular leukoma-
lacia, PVL）是早产儿最严重的损伤，极早产儿

PVL 的发生率超过 50%[1-2]，目前，PVL 的致病机

制尚不清楚，尚缺乏明确的安全可靠的治疗方法。

虽然足月新生儿脑损伤治疗有亚低温、干细胞等

治疗方法 [3]，但目前尚无针对早产儿的有效治疗方

法。因此，为了寻找新的、安全有效的治疗方法，

深入了解早产儿脑白质损伤的机制是十分重要的。

肽组学是蛋白质组学的一个新兴分支，主要研究内

源性蛋白片段 [4]，它们由活化或酶降解等水解过程

产生 [5]，可以直接与细胞靶点相互作用，发挥功能。

在本研究中，我们采用串联质谱标记（TMT）结合

液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）对早产儿脑白质

损伤模型大鼠海马组织进行差异表达多肽谱分析，

以期探索脑发育过程中及早产儿脑白质损伤发病

机制中的关键生物活性肽和可能的作用机制。

1　材料与方法

1.1　动物选择和模型制备

孕 18~19 d 的 Sprague-Dawley 母鼠购自南京医

科大学实验动物中心，每只母鼠生育约 10~14 只

幼鼠，本研究从两窝幼鼠中共取 20 只幼鼠，随机

分为假手术组和模型组，每组 10 只。幼鼠和母鼠

同笼饲养，饲养环境和模型制备方法参照本课题

组前期研究 [6-7]：模型组幼鼠在生后 2 d 行右侧颈

总动脉永久结扎术，术后缺氧 2 h；假手术组幼鼠

分离右侧颈总动脉，但不行结扎和缺氧。另选取

幼鼠 1 只于结扎和缺氧处理后 12 d 灌注 4% 多聚

甲醛，取脑组织，在视神经交叉平面切片（10 μm），

行苏木精 - 伊红染色，光学显微镜下观察。本研

究经东南大学动物保护与伦理学会批准。

1.2　脑组织标本收集和储存

两组幼鼠在生后 5 d（造模后 3 d）时断头取

脑，行冠状切片，前囱 0~3.0 cm 部分被切割成海

马体、丘脑、杏仁核和下丘脑。按分组收集海马

组织汇集成 1 个标本池，用 0.9% 的盐水冲洗后置

于匀浆器中，滴加裂解缓冲液 [ 含 2 mol/L 硫脲、

7 mol/L 尿素、1% DTT（w/v）、1% 蛋白酶抑制剂

的混合物（v/v）]，于冰上行海马组织匀浆。在 4℃

条件下，以 3 263 r/min 离心 10 min，收集上清液。

然后加入 20% 乙腈（v/v），孵育 20 min，采用分

子截留量为 30 kDa 的 MWCO 过滤器，在 4℃条件

下，以 7 297 r/min 离心 30~45 min，收集流出液。

使用 BCA 蛋白质测定法测定上清液中的多肽 / 蛋

白质的浓度。

1.3　TMT 和 LC-MS/MS 分析

根 据 TMT 6-plex  试 剂 盒（Thermo Fisher 

Scientific, 美国）使用说明，进行多肽的 TMT 标记。

多肽的分析采用纳升级液相系统（Easy-nLC 1200，
美国 Thermo Fisher Scientific,  美国）分离，并联

合在线连接双压线性离子阱高分辨率组合型质谱

仪（LTQ-OrbitrapVelos mass spectrometer, Thermo 

Fisher Scientific, 美国）系统分析。假阳性率（FDR）

被定在两个蛋白质和肽水平≤ 1%（-logP ≥ 2）。

只有当多肽的峰在每个样本质谱峰图中至少出现 2

次，才被认为鉴定到。海马组织中多肽的相对定量

采用 PEAKS Q 模块中的 TMT 标记方法进行，使用

最大期望算法对每个样本分别进行特征数据库检

索。来自不同样本的相同肽的特征采用高性能的保

留时间比对算法进行可靠性比对 [8]，最后进行量化

分析。当倍数变化绝对值≥ 2.5 时，多肽的差异表

达被认为是有统计学意义的。

1.4　生物信息学分析

每个差异多肽的等电点（PI）/ 分子量（MW）

采用在线计算工具（http://web.expasy.org/compute_

pi/）获得。进行基因本体（GO）分析（http://

geneontology.org），以揭示多肽蛋白前体可能发

挥的作用，确定潜在的生理功能。分析过程由

P<0.01 和 FDR<0.01 共同决定是否具有统计学差

异。为了进一步探索差异表达多肽及其前体蛋

白的生物学意义，本研究采用 Ingenuity Pathway 

Analysis（IPA）软件7.1版（Mountain View，加拿大）[9]

进行分析。根据上传数据给出相关的经典信号通

路，同时给出 P 值，P 值是用右侧 Fisher 确切概

率法计算出来的，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　模型组大鼠大脑病理特点

光学显微镜下观察提示右侧脑室较对侧明显

增大，脑室形状不规则（图 1）；白质区着色较浅，

脑室周围胼胝体及内囊组织减少，胼胝体变薄，

层次混乱，可见水肿、细胞周围间隙增宽，部分
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神经细胞变性、坏死，部分可见内囊部位空腔形成；

皮质部位亦有病变，但大脑皮层细胞结构相对完

整，布局有序，分层欠清，可见水肿的神经元和

核固缩细胞。提示建模成功。

表 1　假手术组和模型组大鼠海马组织中差异表达多肽

蛋白名 多肽 倍数

PCLO KAQPKGSPKPETKPVPKGS + ∞

MYO15a QAAAGLKP + ∞

MYO15a APGSVAKSPKIPSKPVAAPIL + ∞

MAP1b KPSAASPKPGALKESSDKVSR-
VASPKKK

+ ∞

F1M3G7 GEVDLLS + ∞

F1M547 GSRASAAK + ∞

MAP4 PAVLHPK 21.7390638

D3ZJY0 ARVAAAAAAAT 18.04071685

F1M5W3 LTKPPST 17.13868101

A0A096MJU2 RKLAASEKPQKRLH 14.43257348

LRC4B GPGGGGPGGGGGAGG 10.82443011

F1M4M7 VSGSPTAL 10.31327646

A0A0G2KA46 ARRVAAGVAVVAR 9.922394266

D3Z9I5 KTVPGT 9.922394266

MILK1 VVVAAE 9.516478137

D4A362 HAVPL -32.48207956

A0A0G2K296 YAPLKSSLPILNKVN -19.95486116

D3ZRB5 ITKAH -17.84851471

LZTS2 HLPSHGPGRGPLPGPARGV -13.30324078

D3ZMR4 KAASKTRAPR -12.19463738

D4A1Q2 GLKESPPQ -12.19463738

PCLO EKPVPEKETASIEKT -11.14146415

LRC4B SPPLRAGGGGVAVTSAAGGGSP -11.08603398

A0A0G2JYC6 SSTVSA -9.977430582

A0A096MKC0 DRAGT -9.977430582

F7EMB9 WATRAPN -9.977430582

Q6P3V9 NVSKLNI -9.977430582

A0A0G2KAN1 NPGANGLTGAKGAT -8.868827184

MAP4 HEPQKSGPGPSQPSTVS -8.813397014

图 1　脑组织病理变化（苏木精 - 伊红染色，×20）　　

光学显微镜下观察提示右侧脑室较对侧明显增大，脑室形状不

规则。

2.2　两组大鼠海马组织中差异表达多肽的鉴定

本研究中共鉴定并量化 4 164 条多肽，其中

262 条多肽在两组大鼠海马组织中有差异表达（倍

数变化绝对值≥ 2.5），164 条多肽表达上调，98

条多肽表达下调。部分差异表达多肽见表 1。

2.3　差异表达多肽的 PI 和 MW 分布

通过对海马组织中发现的 262 条差异表达

多肽进行分析，结果发现 MW 和 PI 分布范围较

广，但 MW 为 1 300 Da 以下分布较多（图 2A），

PI 为 5~ 和 8~ 分布最多（图 2B）。PI 与 MW 的

关系如图 2C。大部分差异表达多肽的 MW 低于

2 000 Da。

2.4　差异表达多肽的裂解位点模式

本研究对两组幼鼠海马组织 262 条差异表达

多肽的N端和C端裂解位点进行生物信息学分析。

赖氨酸（K）、甘氨酸（G）、苏氨酸（T）、亮氨

酸（L）为起始断裂位点的 4 个主要氨基酸（N 端

氨基酸，图 2D），而终端断裂位点的 4 个主要氨

基酸（C端氨基酸，图2E）为脯氨酸（P）、L、T、K。

2.5　差异表达多肽前体蛋白的 GO 分析与通路分析

为确定差异表达多肽及其前体蛋白的潜在作

用，本研究进行了 GO 和通路分析。图 3 中列出了

最常见的生物过程（图 3A）、细胞成分（图 3B）

和分子功能（图 3C）类别，它们各自涉及到多个

方面。涉及神经系统发育和功能的生物过程有细

胞过程、代谢过程和生物发生等；细胞成分有细

胞部分、细胞器和大分子复合物等；分子功能有

绑定、催化活性和结构分子活性等。

右 左
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图 3　差异表达多肽及其前体蛋白 GO 分析　　A：生物过程类别的GO分析；B：细胞成分类别的GO分析；C：

分子功能类别的 GO 分析。

图 2　假手术组和模型组大鼠海马组织中差异表达多肽的特征　　A：差异表达多肽分子量分布；B：差异表达多

肽等电点分布；C：差异表达多肽分子量与等电点的散点图分布；D：差异表达多肽（N 端氨基酸）的裂解位点分布；E：差

异表达多肽（C端氨基酸）的裂解位点分布；[A] 丙氨酸；[C] 半胱氨酸；[D] 天冬氨酸；[E] 谷氨酸；[F] 苯丙氨酸；[G] 甘氨酸；[H] 

组氨酸；[I] 异亮氨酸；[K] 赖氨酸；[L] 亮氨酸；[M] 甲硫氨酸；[N] 天冬酰胺；[P] 脯氨酸；[Q] 谷氨酰胺；[R] 精氨酸；[S] 丝氨

酸；[T] 苏氨酸；[V] 缬氨酸；[W] 色氨酸；[Y] 酪氨酸。
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将两组海马组织中差异表达多肽的前体蛋白

与标准通路进行比对，图 4 是将具有统计学意义

的前体蛋白参与的经典信号通路绘制成条形图，

结果提示 CDK5 信号通路和肝纤维化 / 肝星状细

胞活化通路差异有统计学意义（P 值负对数值

>2）。结合文献分析 [10-11]，CDK5 信号通路与神经

系统发育和功能关系密切，提示该通路在模型组

海马组织中被激活。

图 5　差异表达多肽的前体蛋白分析

图 4　差异表达多肽及其前体蛋白的经典信号通路分析　　P 值负对数值 >2，表示差异有统计学意义。

2.6　早产儿脑白质损伤中影响神经系统发育和功

能的关键生物活性肽

差异表达多肽存在于蛋白质功能结构域内是

其发挥生物学功能的前提，这些差异表达多肽相

应的前体蛋白多数与神经系统发育和功能相关，

将之与对应前体蛋白的生物活性功能结构域相匹

配，位于前体蛋白结构域内的差异表达多肽在图

5 中列出，其中 ELN、PCLO、MAP4、MYO15a 和

MAP1b 含有差异表达多肽的条数最多；表 2 中列

出了上述 5 种在调节中变化最多蛋白的多肽氨基

酸序列，包括蛋白名称、氨基酸序列、肽段位置。
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表 2　早产儿脑白质损伤模型大鼠海马组织中与神经系统发育和功能相关的差异表达多肽及其前体蛋白

蛋白名 氨基酸序列 倍数 位置

ELN LHPAQPGGVPGAVPGGVPGGL -6.337516 22~42

ELN KYGAAGGLVP -2.533951 363~372

ELN GGGIP 2.5257004 327~331

ELN TPAAAAAAAAAKAAAK 3.0067861 543~558

ELN YPGGVLPGTGARFPGVGVLPGVPTGTGVKAKVPGGGG 3.1571254 201~237

ELN YGAAGLGGVLGAR 3.6081434 797~809

ELN GTGVGSQAAVAAAKAA 3.7627781 296~311

ELN GGGGIPGGEGAIPGIGGITGAGTP 3.9388898 326~349

ELN GVPGFGAGAVPGSLA 4.8559596 660~674

ELN VPGGVAGGAP 4.9611971 714~723

ELN GIGGP 8.1262226 414~418

PCLO EKPVPEKETASIEKT -11.14146 1 119~1 133

PCLO MAKVP -7.261352 3 607~3 611

PCLO KILPGE -6.65162 4 482~4 487

PCLO NVPSPTSPL -3.695345 2 502~2 510

PCLO GTQVKGKK 2.7061075 1 102~1 109

PCLO TKIIEDD 3.1571254 2 865~2 871

PCLO KPLSKVSSVAVQTVA 3.1571254 3 453~3 467

PCLO SSQQPGPKNL 3.6081434 321~330

PCLO KAQPKGSPKPETKPVPKGS + ∞ 808~826

MAP4 HEPQKSGPGPSQPSTVS -8.813397 770~786

MAP4 GDGKSRK 2.7061075 996~1 002

MAP4 APTAVVSQ 2.8163564 185~192

MAP4 KTTSA 3.6306943 1 912~1 916

MAP4 SPQDPIQGAGF 4.5101792 1 263~1 273

MAP4 ALRPGPKTTPTISK 5.4122151 1 846~1 859

MAP4 PAVLHPK 21.739064 853~859

MYO15a KTEATK -4.064879 1 306~1 311

MYO15a HLKIKTC 2.7061075 3 262~3 189

MYO15a NAKTVRN 6.3142509 1 344~1 350

MYO15a APGSVAKSPKIPSKPVAAPIL + ∞ 2 482~2 502

MYO15a QAAAGLKP + ∞ 1 979~1 986

MAP1b RLMITDA -3.880112 125~131

MAP1b KSATPV -3.048659 1 521~1 526

MAP1b KTATACPGT 3.6081434 2 324~2 332

MAP1b KPSAASPKPGALKESSDKVSRVASPKKK + ∞ 2 257~2 284

3　讨论

该研究中我们鉴定并量化 4 164 条多肽，其中

262 条多肽存在差异表达；164 条多肽上调，98 条

多肽下调。蛋白质组学是通过蛋白质降解形成的，

而稳定的裂解产物是通过限制性的蛋白水解生成

的 [12]。不同的裂解事件反映蛋白酶的特异性，不

同的裂解位点可能代表不同的蛋白酶活性。图 2D

和 2E 分析了差异表达多肽的所有裂解位点。20 个

氨基酸 ( 裂解位点 ) 之间的差异明显，值得深入探

讨蛋白酶功能的变化。

研究结果提示 CDK5 信号通路在模型组海马

组织中被激活，早产儿脑白质损伤可能与 CDK5

信号通路有关，这可能是差异表达多肽及其前体

蛋白介导神经系统发育和功能失调的途径，具体

作用机制有待进一步研究。现有文献表明 CDK5
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除了维持神经元的结构外，还可能在突触可塑性、

神经递质释放、神经元迁移和神经突生长的调控

中发挥重要作用。抑制 CDK5 在神经损伤或神经

退行性疾病中存在神经保护作用。Hawasli 等 [10] 认

为 CDK5 通过直接与 NR2b 及其 Calpain 蛋白酶相

互作用促进 NR2b 的降解，从而控制突触可塑性和

学习，Mushtaq 等 [11] 认为 CDK5 药物抑制剂具有

神经保护作用，可以治疗人类神经退行性疾病，

如阿尔茨海默症、肌萎缩侧索硬化症和与脑卒中

相关的神经元损失。

在本研究中共有 11 个内源性差异表达多肽

映射到 ELN 蛋白的功能域。威廉斯综合征是一种

神经遗传疾病，由 7q11.23 缺失 1.5 Mb 引起，该

区域覆盖 20 个基因，目前发现的最短的缺失仅仅

涉及两个基因：ELN 和 LIMK1。儿童威廉斯综合

征存在认知能力下降相关的临床症状，ELN 基因

缺失不仅可能导致心脏发育畸形，还可能导致认

知能力下降。从另一个角度来看，也许心脏和大

脑存在共同的发育遗传学机制。本研究结果提示

ELN蛋白可能与认知病理学有关，值得重新认识。

另外，无论这些多肽是来自 ELN 降解还是新合成

的小分子物质，其在 PVL 中的差异表达的丰度可

能反映了 ELN 在神经系统发育中的表达和功能的

变化，因此可能是 PVL 的生物活性肽。

本研究中共有 9 个内源性差异表达多肽映射

到 PCLO 蛋白的功能域。人类 PCLO 基因定位于

7q11.23-q21.3，这是 7 号染色体的一个区域，被认

为是孤独症谱系障碍和威廉姆斯综合征的联系位

点，提示 PCLO 基因表达的改变可能会导致发育障

碍和智力迟钝。Ibi 等 [13] 发现 Piccolo 蛋白在小鼠

海马 CA1 区突触可塑性和海马依赖性学习中起关

键作用，在应激条件下调控海马区谷氨酸细胞外浓

度。Ho Kim 等 [14] 将阿尔茨海默症患者死亡后脑组

织海马 CA4 区、齿状回亚区与对照组脑组织进行

蛋白组学质谱分析，结合无标签定量鉴别差异表达

蛋白，确定 PCLO 为阿尔茨海默症的生物标志物。

本研究中分别有 7 个和 4 个内源性差异表

达多肽映射到 MAP4 和 MAP1b 蛋白的功能域。

MAP4 与细胞分裂过程相关，可促进微管组装，它

的磷酸化影响微管性能和细胞周期的进展。MAP1

家族成员存在于神经细胞的轴突和树突中，它主

要在脑发育早期表达，在微管动力学调节中发挥

重要作用，对神经突的生长和延伸至关重要 [15]，

MAP1b 敲除可导致神经元轴突缺陷 [16]。MAP1b

以细胞自主的方式介导细胞伸长和极化的突起活

动，这是神经细胞的内侧位移和微管相关依赖的

基础 [17]，MAP1b 在神经突和轴突扩展过程中直

接调控 EBs 功能和 MT 动力学变化 [18]，在神经突

分支点处，其磷酸化和亚细胞数量均受到精细调

控，共同参与轴突再生 [19]，在侧支形成的早期，

NGF 调控 MAP1b 在轴突丝足中的磷酸化 [20]。最近

发现 MAP1b 还参与少突胶质细胞髓鞘化 [21]，而且

MAP1b 及其磷酸化对皮质神经元间突触的形成具

有重要意义 [22]。MAP1b 1~126 过表达导致神经突

延长和神经元死亡，提示该片段可能参与神经元

变性和异常萌发 [23]。在本研究中，MAP1b 125~131

的肽段“RLMITDA”在模型组中降低，是否存在

一种自我保护机制来减少神经元死亡和抑制神经

突延长？这值得进一步研究。

本研究中 5 个差异性表达的内源性多肽被映

射到 MYO15a 蛋白功能域。MYO15a 的复合杂合突

变与非综合征性听力损失相关，Motavaf 等 [24] 在先

天性感音神经性听力损失患者 MYO15a 基因中发

现了一种新的纯合供体剪接位点突变。这可能与

许多 PVL 患者常常出现学习障碍和听力问题等终

生残疾有关 [25]。

综上所述，本研究首先提供了早产儿脑白质

损伤模型大鼠海马组织多肽发生差异表达的概况，

现有很多文献讨论这些多肽相关前体蛋白与大脑

功能之间的关系，尤其是 MAP1b 与大脑发育和功

能的关系，如神经突伸长、神经突延长、神经元

迁移、神经元分化、髓鞘化少突胶质细胞、突触

发生、工作记忆等。这些多肽可能是早产儿脑白

质损伤过程中参与神经系统发育和功能的关键生

物活性多肽，它们在早产儿脑白质损伤致病机制

中的重要生物学功能及其分子机制尚有待进一步

研究。同时本研究提示早产儿脑白质损伤过程中

海马区 CDK5 信号通路被激活，CDK5 抑制在神经

发育和功能中的保护机制值得进一步研究。
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