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儿童表皮葡萄球菌脑膜炎脑脊液蛋白质组学的初步研究

彭镜１，尹飞１，张红媛２，段元冬１，甘娜１，吴丽文１

（１．中南大学湘雅医院儿科，湖南 长沙　４１０００８；　２．中南大学湘雅二医院，湖南 长沙　４１００１１）

　　［摘　要］　目的　细菌性脑膜炎是致残、致死率较高的儿童时期常见中枢神经系统感染性疾病，其预后与诊
断时间的早晚、是否及时治疗密切相关。而目前脑脊液（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）中细菌培养的阳性率较低，使其确
诊困难。该实验拟通过建立正常中国儿童ＣＳＦ蛋白质双向凝胶电泳图谱，筛选表皮葡萄球菌脑膜炎（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ，ＳｅＭ）特异性蛋白，为ＳｅＭ的早期诊断提供线索，同时也为进一步治疗提供靶参考。方法
收集ＳｅＭ患儿和同年龄正常儿童ＣＳＦ各４ｍＬ，固相ｐＨ梯度二维聚丙烯酰胺凝胶电泳（２ＤＥ）技术分离蛋白质，以
正常儿童ＣＳＦ的２ＤＥ凝胶为参考胶，将ＳｅＭ患儿ＣＳＦ的凝胶与之进行比较分析，寻找两组患儿 ＣＳＦ蛋白质谱的
异常变化斑点。结果　正常儿童ＣＳＦ分离获得蛋白质斑点４３８个，ＳｅＭ患儿 ＣＳＦ分离获得蛋白质斑点４２５个，其
中发现有２５个蛋白质点仅在正常ＣＳＦ表达，在ＳｅＭＣＳＦ中表达而在正常ＣＳＦ中无表达的蛋白质点为１２个；与正
常ＣＳＦ蛋白质点表达量比较，ＳｅＭ有６个蛋白质点表达量有２倍以上上调，而１９个蛋白质点表达量有２倍以上下
调。结论　 该实验成功建立了正常儿童和 ＳｅＭ患儿 ＣＳＦ蛋白质２ＤＥ图谱，通过凝胶图像分析和计算机信息处
理，发现了一些与ＳｅＭ相关的蛋白质差异位点。对这些差异位点的进一步分析和鉴定，可能有助于发现与ＳｅＭ相
关的疾病特异性蛋白，为早期诊断及寻找新的药物靶点提供了新的思路。
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ｐｒｏｖｉｄｅｂａｓｉｓｆｏｒｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＳｅＭ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｏｕｒｍＬＣＳＦｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｆｒｏｍ
ＳｅＭａｎｄｎｏｒｍａｌｃｈｉｌｄｒｅｎ．ＴｈｅｓｅｐａｒａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈｉｍｍｏｂｉｌｅｐＨｇｒａｄｉｅｎｔ（ＩＰＧ）２ＤＥｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓ
ｗｅｒｅｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙＣｏｏｍａｓｓｉｅＢｒｉｌｌｉａｎｔＢｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅｓｔａｉｎｅｄ２ＤＥｇｅｌｓｗｅｒｅｓｃａｎｎｅｄｏｎｔｈｅＩｍａｇｅｓｃａｎｎｅｒａｎｄｐｉｃｔｕｒｅｓ
ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈＬａｂｓｃａｎｓｏｆｔｗａｒｅ．ＴｈｅｉｍａｇｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈＰＤＱｕｅｓｔｓｏｆｔｗａｒｅａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｐｏｔｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＳｅＭａｎｄｎｏｒｍａｌｃｈｉｌｄｒｅｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｍｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｏｆｔｈｅ２ＤＥｇｅｌｓｗｅｒｅ４３８ａｎｄ
４２５ｉｎｔｈｅＳｅＭａｎｄｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｗｅｎｔｙｆｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｏｎｌｙｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎｎｏｒｍａｌＣＳＦａｎｄ１２ｓｐｏｔｓｏｎｌｙ
ｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎｔｈｅＳｅＭｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ６ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｓｈｏｗｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｔｈａｔｏｆ１９ｓｈｏｗｅｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎＳｅＭａｎｄｎｏｒｍａｌｃｈｉｌｄｒｅｎｔｈｒｏｕｇｈｐｒｏｔｅｏｍｉｃｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．ＢｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｓｅＣＳＦ２ＤＥ
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ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｓｐｏｔｓｗｉｌｌｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｆｉｎｄｏｕｔｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＳｅＭａｎｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅｂａｓｉｓｆｏｒｅａｒｌｙ
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　　自Ｖｉｅｕｓｓｅｕｘ１８０６年首次报道细菌性脑膜炎以
来，细菌性脑膜炎一直被认为是一种致死性疾病，随

着新的高效抗生素不断出现及现代医疗技术的日新

月异，其病死率有所下降，但其发病率、死亡率和致

残率仍较高［１］。细菌性脑膜炎的预后与诊断的早

晚、是否及时治疗密切相关。而目前脑脊液（ｃｅｒｅ
ｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）中细菌培养的阳性率较低，使其
确诊困难［２］。本研究拟采用双向凝胶电泳及生物信

息学技术开展ＣＳＦ蛋白质组学研究，通过对正常儿童
与表皮葡萄球菌脑膜炎（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ
ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ，ＳｅＭ）患儿ＣＳＦ蛋白质表达谱的比较分析，
寻找ＣＳＦ中差异表达蛋白质，以期发现 ＳｅＭ相关生
物学标志，即疾病特异性蛋白（ｄｉｓｅａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，ＤＳＰＳ），为其早期诊断和治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本和临床资料　　表皮葡萄球菌脑膜炎
患儿２例，ＣＳＦ培养表皮葡萄球菌阳性；同年龄儿童
２例（我院外科需要腰麻的手术儿童，所有患儿均无
神经系统受累表现）为正常对照。于４℃，２０００ｒ／
ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心后，储存于－８０℃冰箱。
１．１．２　试剂　　硫脲、二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，
ＤＴＴ）、碘乙酰胺（ＩＣＨ２ＣＯＮＨ２）、过硫酸胺（ＡＰＳ）、
尿素、三氯乙酸（ＴＣＡ）、ＴＰＣＫ处理的胰蛋白酶
（ＴＰＣＫＴｒｙｐｓｉｎ）、基质 α氰基 －４－羟基肉桂酸
（ＣＣＡ）、三氟乙酸（ＴＦＡ）均购于 Ｓｉｇｍａ化学药品公
司。固相 ｐＨ梯度干胶条（ＩＰＧｓｔｒｉｐｐＨ３－１０ＮＬ，２４
ｃｍ）、ＩＰＧ缓冲液（ｐＨ３１０ＮＬ）、覆盖液为瑞士 Ａｍｒｅ
ｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司产品。丙烯酰胺、甲叉双丙烯
酰胺、甘氨酸、三羟基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、ＥＤＴＡ
２Ｎａ、ＣＨＡＰＳ、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、ＴＥＭＥＤ来源于
美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司。考马斯亮蓝Ｇ２５０购自Ｆｌｕｋａ。
１．１．３　实验所需液体　　①裂解液：尿素（７ｍｏｌ／
Ｌ）、硫脲（２ｍｏｌ／Ｌ）、４％ＣＨＡＰＳ、１％ＤＴＴ、Ｔｒｉｓ（４０
ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＥＤＴＡ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、２％ＮＰ４０；②水化
液：尿素（８ｍｏｌ／Ｌ）、２％ＣＨＡＰＳ、痕量溴芬蓝、ＤＴＴ
（６５ｍｍｏｌ／Ｌ）；③平衡贮液：尿素（６ｍｏｌ／Ｌ）、Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ（ｐＨ８．８，１．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、９９％甘油、２％ＳＤＳ、痕量
溴芬蓝；④平衡液 Ａ：平衡贮液、１％ＤＴＴ；⑤平衡液
Ｂ：平衡贮液、２．５％碘乙酰胺；⑥３０％单体：３０％丙
烯酰胺、０．８％甲叉双丙烯酰胺；⑦１２．５％ＳＤＳＰＡＧＥ
分离胶：３０％单体、０．１％ＳＤＳ、ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．８，
１．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．５％ＡＰＳ、０．０３％ＴＥＭＥＤ；⑧电泳缓

冲液：甘氨酸（１９２ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．３，
２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．１％ＳＤＳ；⑨琼脂糖封闭液：０．５％琼
脂糖、电泳缓冲液、痕量溴芬蓝；⑩考马斯亮蓝染色
液：磷酸、无水甲醇、０．１２％考马斯亮蓝、１０％硫酸
胺；瑏瑡脱色工作液：ＮＨ４ＣＯ３（２００ｍｍｏｌ／Ｌ）、１００％
ＡＣＮ乙氰 等体积混合；瑏瑢酶解缓冲液：２００μＬ
ＮＨ４ＣＯ３（２００ｍｍｏｌ／Ｌ）、９０μＬ１００％乙氰、７１０μＬ
ＤＤＨ２Ｏ；瑏瑣萃取工作液：１００％乙氰、５％三氟乙酸等
体积混合；瑏瑤ＣＣＡ基质工作液 Ｌ：１％ＣＣＡ、５％ＴＦＡ
２０μＬ、１００％ＣＡＮ５００μＬ、ＤＤＨ２Ｏ４８０μＬ。
１．１．４　仪器　　ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦仪、ＥｔｔａｎＤＡＬＴ
Ⅱ垂直电泳槽、Ｉｍａｇｅｓｃａｎｎｅｒ扫描仪、Ｌａｂｓｃａｎ扫描
控制和分析前处理软件均为瑞士 ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ公司产品；ＰｏｗｅｒＰＡＣ３０００电泳仪、ＰＤＱｕｅｓｔ
７．０凝胶图像分析软件为美国 ＢｉｏＲａｄ公司产品；
ＳａＶａｎｔ冷冻浓缩机购自美国；ＳｔａｔＦａｘ２１００酶标仪
购自广州倍肯公司；低温离心机系 Ｂｅｃｋｍａｎ公司
产；ＶｏｙａｇｅｒＤＥＴＭ ＳＴＲＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪为
ＡＢＩ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　ＣＳＦ样品制备　　①蛋白提取：分别取ＳｅＭ
（２例患儿ＣＳＦ混合）和正常儿童的ＣＳＦ（２例混合）
于１．５ｍＬＥＰ管中，８０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１０ｍｉｎ，
取上清。加入 ＴＣＡ，使其最终浓度为１０％，充分混
匀，冰上放置１ｈ。然后１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１０
ｍｉｎ，弃上清。沉淀用乙醚：乙醇混合液（１∶１，ｖ／ｖ）
洗两次，充分干燥。②蛋白定量：２ＤＱｕａｎｔＫｉｔ测蛋
白质浓度，余样品－８０℃保存。
１．２．２　双向凝胶电泳　　分别取总蛋白质
１０００μｇ与水化液充分混合，使总体积达到４５０μＬ，
在ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦仪上进行等电聚焦，总电压时间
积为 ７４６９０Ｖｈ（３０Ｖ水化 １３ｈ后，依次经 １００Ｖ
３０ｍｉｎ，５００Ｖ３０ｍｉｎ，１０００Ｖ１ｈ，５０００ｖ１ｈ，最后稳
定在８０００Ｖ下进行等电聚焦８．５ｈ）。然后取出ＩＰＧ
胶条分别在平衡液Ａ、平衡液Ｂ中平衡１５ｍｉｎ后移
至０．７５ｍｍ厚的凝胶上端，排尽气泡后，用琼脂糖封
固，进行第二向垂直ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。电泳条件为每
胶２．５Ｗ恒流电泳３０ｍｉｎ后，改用每胶１１Ｗ恒流电泳
至溴酚蓝离胶底缘约１ｍｍ处停止电泳。
１．２．３　考马斯亮蓝染色　　将凝胶转入染色盘中
倒入考染液，振荡染色过夜，约１２ｈ。染色结束后以
２０％乙醇双蒸水洗涤脱色一次，再以双蒸水洗涤两
次至背景清晰。

１．２．４　图像分析　　通过 Ｉｍａｇｅｓｃａｎｎｅｒ扫描仪以
及ＬａｂＳｃａｎ扫描软件对凝胶进行扫描获取图像，借
·１８２·
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助图像分析软件 ＰＤＱｕｅｓｔ７．０进行详细分析，比较
蛋白质斑点差异。以正常患儿 ＣＳＦ的２ＤＥ凝胶为
参考胶，将ＳｅＭ患儿ＣＳＦ的凝胶与之进行比较。根
据斑点的位置、大小、形状等参数，软件自动将不同

图谱中的相同蛋白质点匹配。不能匹配的蛋白质斑

点视为差异点。

１．２．５　质谱分析　　切割选定蛋白质点置于
１．５ｍＬ的 Ｅｐ管中，双蒸水振动洗涤３次。每点加
脱色工作液５０μＬ水浴３７℃共３０ｍｉｎ脱色，１００％
ＡＣＮ乙氰脱水两次，冷冻抽干仪抽干５０ｍｉｎ至胶块
完全脱水。每点加酶解工作液并冰上吸胀 ６０ｍｉｎ
后加酶解缓冲液３７℃酶解过夜。

取上清，将上清液收集于０．５ｍＬＥｐ管中。每
胶点加萃取工作液水浴３７℃共６０ｍｉｎ，冷冻抽干仪
浓缩至总体积２～５μＬ后点板。
１．２．６　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ肽质量指纹图搜集和分析
　　将样品放入质谱仪中，采用反射模式，正离子谱
测定，使用基质峰和胰蛋白酶自动降解离子峰作为

内对照进行标准校正。采用 Ｄａｔａｅｘｐｌｏｒｅｒ软件分
析。通过 ＭａｓｃｏｔＤｉｓｔｉｌｌｅｒ软件扫描质谱峰的高度和
坐标值，输入 Ｍａｓｃｏｔ数据库中搜索（ｗｗｗ．ｍａｔｒｉｘ

ｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ）。当未知蛋白与数据库中已知蛋白的
匹配分数达到或超过６４分时，说明二者间氨基酸序
列同源性比较高，在统计学上有意义（Ｐ＜０．０５），一
般认为它们属同一种蛋白。

２　结果

２．１　２ＤＱｕａｎｔＫｉｔ测蛋白质浓度
根据所测ＯＤ值，得到线性方程ｙ＝－０．００３３ｘ＋

０．４１７９，相关系数ｒ＝０．９９５７。据此方程，测得处理好
的ＳｅＭＣＳＦ蛋白浓度为１０．９５μｇ／μＬ，正常ＣＳＦ蛋白
浓度为７．１５μｇ／μＬ。
２．２　ＳｅＭ患儿ＣＳＦ图谱与正常儿童ＣＳＦ图谱比较

正常儿童与ＳｅＭ患儿ＣＳＦ２ＤＥ图谱见图１、图
２。选择图１作为参考胶，将图２与其进行匹配。结
果测得图１有蛋白质斑点４３８个，图２有蛋白质斑
点４２５个。有２５个蛋白质点仅在正常 ＣＳＦ中表达
（图３），有１２个蛋白质点仅在 ＳｅＭＣＳＦ中表达（图
４）；与正常 ＣＳＦ蛋白质点表达量比较，ＳｅＭＣＳＦ有
１９个蛋白质点表达量有２倍以上下调（图５），而６
个蛋白质点有２倍以上上调（图６）。

　　图１　正常儿童ＣＳＦ双向电泳图
谱共分离获得蛋白质斑点４３８个

　　图２　ＳｅＭ 患儿 ＣＳＦ双向电泳
图谱共分离获得蛋白质斑点４２５个

　　图３　箭头所示为在正常ＣＳＦ中
表达而ＳｅＭＣＳＦ中无表达的蛋白质点

　　图４　箭头所示为ＳｅＭＣＳＦ中表
达而正常ＣＳＦ中无表达的蛋白质点

　　图５　箭头所示为ＳｅＭＣＳＦ较正
常ＣＳＦ有２倍以上下调的蛋白质点

　　图６　箭头所示为ＳｅＭＣＳＦ较正
常ＣＳＦ有２倍以上上调的蛋白质点

２．３　正常ＣＳＦ与ＳｅＭ ＣＳＦ差异蛋白质点
通过ＰＤＱｕｅｓｔＶ７．０２Ｄ分析软件对两张图谱进

行比较发现有２５个蛋白质点在 ＳｅＭＣＳＦ中表达缺

失，有１２个蛋白质点在 ＳｅＭＣＳＦ中新表达，其等电
点（ＰＩ）及分子量（Ｍｗ）信息（表１，２）；有２５个蛋白
质点在正常 ＣＳＦ与 ＳｅＭＣＳＦ中表达量有两倍以上

·２８２·
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差异，其ＰＩ及Ｍｗ信息（表３）。

表１　正常ＣＳＦ中表达而ＳｅＭ ＣＳＦ中无表达的蛋白质点

编号 等电点 分子量

Ｎ１ ４．３９ １１３００
Ｎ２ ４．６３ １５６００
Ｎ３ ４．５５ １５６００
Ｎ４ ４．１６ １９６００
Ｎ５ ４．５２ ６７５００
Ｎ６ ４．６ ６５７００
Ｎ７ ４．６４ ６５１００
Ｎ８ ４．６８ ６４６００
Ｎ９ ４．６ ６０６００
Ｎ１０ ５．４３ ４００９８
Ｎ１１ ４．６５ ５８６００
Ｎ１２ ４．７ ５８６００
Ｎ１３ ６．７１ ７１７００
Ｎ１４ ６．２ ６２２００
Ｎ１５ ６．１２ ６２０００
Ｎ１６ ６．０６ ６２５００
Ｎ１７ ５．４６ ５２７００
Ｎ１８ ５．３１ ５９７００
Ｎ１９ ５．４７ ４４７００
Ｎ２０ ５．８６ ２８８００
Ｎ２１ ５．８１ ２０６００
Ｎ２２ ６．０７ ２０３００
Ｎ２３ ６．５１ ２０３００
Ｎ２４ ５．６３ １７５００
Ｎ２５ ６．０３ ３２７００

表２　ＳｅＭ ＣＳＦ中表达而正常ＣＳＦ中无表达的蛋白质点

编号 等电点 分子量

Ｓｅ１ ５．５３ ５７４０３
Ｓｅ２ ５．２０ １２６００
Ｓｅ３ ５．１８ １２６００
Ｓｅ４ ５．６３ １２７００
Ｓｅ５ ５．８５ １０９００
Ｓｅ６ ５．１９ ２３３００
Ｓｅ７ ５．６３ １２７００
Ｓｅ８ ５．６３ ２２９００
Ｓｅ９ ５．９７ ２２８００
Ｓｅ１０ ５．６３ ３１１００
Ｓｅ１１ ５．６７ ３８７００
Ｓｅ１２ ５．５５ ４１６００

２．４　部分差异蛋白质点的质谱鉴定结果
从差异蛋白质斑点中筛选出分辨清楚、差异明

显的蛋白质斑点，切取后进行 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分
析，获得肽质量指纹图谱，进入数据库搜索，获取蛋

白的基本信息，寻找疾病特异性蛋白。共选出５个
差异比较明显的蛋白质点进行分析，获得了５张肽
质量指纹图谱。软件识别其有效肽片断峰后查询数

据库，搜索后匹配到蛋白质的点有５个，其基本信息
（表４）。

　　表３　ＳｅＭ ＣＳＦ中表达量与正常ＣＳＦ有２倍以上差异
的蛋白质点

编号 等电点 分子量 表达量

１３ ５．３３ ４１８００ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
１４ ５．２１ ４２０００ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
１５ ６．０６ ２５７２７ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
１６ ５．１８ ４４０００ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
１７ ５．１９ ５１７００ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
１８ ５．１４ ５４７００ Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
２６ ９．５６ １０３００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
２７ ９．３５ １１４００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
２８ ７．４ ２３４００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
２９ ７．０３ ２３６００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３０ ６．４５ ２３６００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３１ ７．１５ ２７５２３ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３２ ６．３２ ２８６００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３３ ６．２１ ２９０００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３４ ５．７８ ２６７００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３５ ５．２８ ２０７００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３６ ５．９８ ３５０００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３７ ５．９１ ３２５００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３８ ５．５７ ３５１００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
３９ ５．８１ ３６２４２ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
４０ ６．６７ ５３４００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
４１ ６．３９ ５４９００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
４２ ５．９５ ５４８００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
４３ ５．２９ ６２２００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
４４ ５．５４ ３８４００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
４５ ５．３８ ２６５００ Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ

　　表４　正常ＣＳＦ与ＳｅＭＣＳＦ图谱部分差异蛋白质点的
鉴定结果

编号 名称 等电点 分子量匹配分数（％）
Ｓｅ１ ｈｉｇｈａｆｆｉｎｉｔｙｇｌｕｔａｍａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ５．５３ ５７４０３ （２３）
Ｎ１０ ａｌｐｈａ２ＨＳｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ５．４３ ４００９８ （３５）
３１ Ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ６ ７．１５ ２７５２３ （６５）
３９ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ ５．８１ ３６２４２ （２２）
１５ ＨＰｐｒｏｔｅｉｎ ６．０６ ２５７２７ （４０）

３　讨论

近年细菌性脑膜炎的主要致病菌为流感嗜血杆

菌、肺炎链球菌和脑膜炎奈瑟球菌［３］。而表皮葡萄

球菌脑膜炎在颅脑手术后脑膜炎中占有较高的比

例，为医院感染的重要病原菌。早期诊断和恰当干

预是降低本病死亡率和后遗症发生率的关键。但由

于应用传统的脑脊液涂片查找细菌和细菌培养阳性

率不高，且大多数患儿在诊断表皮葡萄球菌之前已

用过抗生素，造成病原学诊断的困难。故寻找疾病

特异性蛋白对于提高早期诊断率，改善预后具有十

分重要的临床意义。蛋白质组学是一门研究细胞内

全部蛋白质的组成及其活动规律的新兴学科。高通

量、大规模的蛋白质组学技术应用于生物学及医学

·３８２·
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领域已取得了许多令人瞩目的进展［４～７］。其在中枢

神经系统疾病方面的应用也在逐步的完善。

ＣＳＦ存在于脑室及蛛网膜下腔内，循环流动于脑
和脊髓表面，中枢神经系统疾病能够显著影响ＣＳＦ中
蛋白质的浓度以及蛋白质存在的模式［８］。正常情况

下，ＣＳＦ的蛋白质浓度仅为血浆的１／１００～４００，使得
其更适合蛋白质组学技术的应用。且临床标本较易

获得，因此ＣＳＦ成为寻找中枢神经系统疾病生物标志
物的首选。因为细菌性脑膜炎的致病菌包括多种，而

临床上ＣＳＦ细菌培养的阳性率较低，寻找相同致病菌
引起的病例比较困难，所以本实验仅取２例由ＣＳＦ培
养表皮葡萄球菌阳性的患者进行实验研究。

实验利用固相 ｐＨ梯度２ＤＥ技术，成功建立了
正常儿童、ＳｅＭ患儿ＣＳＦ的２ＤＥ表达图谱，并对其进
行分析，发现两者之间存在点分布、点数以及点表达

量的不同，说明正常儿童ＣＳＦ与ＳｅＭ患儿ＣＳＦ蛋白
质谱存在蛋白量与质的差别。要获得具有高分辨率

又重复性好的２ＤＥ凝胶图谱，样品的制备是关键。
ＣＳＦ中盐浓度高（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ）而蛋白浓度低（大约为
２００～７００μｇ／Ｌ），高盐使等电聚焦时的电流增加而大
大影响２ＤＥ的结果。因此，在 ＣＳＦ做２ＤＥ之前必
须除盐及浓缩蛋白。我们选用了三氯乙酸（ＴＣＡ）沉
淀后真空抽干提纯法，结果表明可以有效的达到除盐

及浓缩蛋白的目的。另外，ＣＳＦ中含有丰富的白蛋白
及免疫球蛋白，其对ＣＳＦ中某些低丰度蛋白的掩盖也
是进行ＣＳＦ蛋白质组学研究必须考虑的问题。但在
去除高丰度蛋白的同时常常也会去除掉标本中的某

些有价值的蛋白成分。因此，在我们的实验中没有预

先去除ＣＳＦ中高丰度的白蛋白及免疫球蛋白，结果表
明对差异蛋白质点的分析影响不大。但是固相 ｐＨ
梯度２ＤＥ技术作为蛋白质组学研究的主要方法之
一，也存在一些的局限性：如有些蛋白质是非水溶性

的（脂蛋白、膜蛋白），这些蛋白很难被分离出来，此外

有些低丰度蛋白质尚无满意的方法分离出来等。

目前，对ＣＳＦ蛋白质组的研究已初具规模，但对
细菌性脑膜炎ＣＳＦ的蛋白质组学研究国内外尚未见
报道。本实验首次建立了 ＳｅＭ患儿 ＣＳＦ的２ＤＥ表
达图谱，并比较了其与正常 ＣＳＦ２ＤＥ表达图谱的差
别，发现有２５个蛋白质点仅在正常ＣＳＦ表达，在ＳｅＭ
ＣＳＦ中表达而在正常ＣＳＦ中无表达的蛋白质点为１２
个；另外，与正常ＣＳＦ蛋白质点表达量比较，ＳｅＭＣＳＦ
有６个蛋白质点表达量有２倍以上上调，１９个蛋白质
点表达量有２倍以上下调。说明 ＳｅＭＣＳＦ与正常
ＣＳＦ蛋白质不仅存在量的差别，还有质的不同，进一
步分析和鉴定这些“全或无”的蛋白质分子，可能有助

于发现与ＳｅＭ相关的疾病特异性蛋白，为早期诊断
及寻找新的药物靶点提供了新的思路。

从所有差异蛋白质点中选取了５个差异比较明
显的蛋白质斑进行质谱分析，结果显示高亲和力的

谷氨酸转移酶和 α２ＨＳ糖蛋白仅在 ＳｅＭＣＳＦ中表
达，ＨＰ蛋白在 ＳｅＭＣＳＦ中表达量上调，载脂蛋白 Ｅ
和激肽释放酶６在 ＳｅＭＣＳＦ中表达量下调。可能
成为ＳｅＭ的特异性蛋白质分子。

综上所述，本实验利用蛋白质组学技术，成功建立

了ＳｅＭ患儿和正常儿童ＣＳＦ全蛋白２ＤＥ图谱，通过
凝胶图像分析和计算机信息处理，发现了一些与ＳｅＭ
相关的蛋白质差异位点。在后续的实验中，通过对这

些差异蛋白位点的鉴定及功能的进一步研究，有望筛

选出ＳｅＭ的ＣＳＦ蛋白质分子标志物，并为深入研究
化脑的发生机制提供依据，而这些蛋白质分子标志物

还有可能成为早期诊断的依据及治疗的药物靶标。

［参　考　文　献］

［１］　ＡｎｄｅｒｓｏｎＶ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＰ，ＧｒｉｍｗｏｏｄＫ，ＮｏｌａｎＴ．Ｃｏｇｎｉｔｉｖｅａｎｄ
ｅｘｅｃｕｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎ１２ｙｅａｒｓａｆｔｅｒｃｈｉｌｄｈｏｏｄｂａｃｔｅｒｉａｌｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ：
ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｕｔｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄａｇｅｏｆｏｎｓｅｔ［Ｊ］．ＪＰｅ
ｄｉａｔｒＰｓｙｃｈｏｌ，２００４，２９（２）：６７８１．

［２］　ＦｕｇｌｓａｎｇＤａｍｇａａｒｄＤ，ＰｅｄｅｒｓｅｎＧ，ＳｃｈｎｈｅｙｄｅｒＨＣ．Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｂｌｏｏｄｃｕｌｔｕｒｅｓａｎｄｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｉｎｃａｓｅｓｗｉｔｈ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅｏｆｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ［Ｊ］．ＳｃａｎｄＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，
２００８，４０（３）：２２９２３３．

［３］　ＴｈｅｏｄｏｒｉｄｏｕＭＮ，ＶａｓｉｌｏｐｏｕｌｏｕＶＡ，ＡｔｓａｌｉＥＥ，ＰａｎｇａｌｉｓＡＭ，
ＭｏｓｔｒｏｕＧＪ，ＳｙｒｉｏｐｏｕｌｏｕＶＰ，ｅｔａｌ．Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｒｅｇｉｓｔｒｙｏｆｈｏｓｐｉｔａｌ
ｉｚｅｄｃａｓｅｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎ：ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌｐａｔｔｅｒｎｓｏｆａｃｕｔｅｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔａ３２ｙｅａｒｐｅｒｉｏｄ［Ｊ］．ＢＭＣＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，
２００７，７：１０１．

［４］　ＰａｔｉｌＳＴ，ＨｉｇｇｓＲＥ，ＢｒａｎｄｔＪＴ，ＫｎｉｅｒｍａｎＭＤ，ＧｅｌｆａｎｏｖａＶ，
ＢｕｔｌｅｒＪＰ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒｓｏｆ
ｃｅｎｔｒａｌｌｙａｃｔｉｖｅｄｒｕｇｓｉｎｈｕｍａｎｓ：ａｐｉｌｏｔｓｔｕｄｙｉｎａｎｏｖｅｌｃｌｉｎｉｃａｌ
ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，２００７，６（３）：９５５９６６．

［５］　ＰａｎＳ，ＺｈｕＤ，ＱｕｉｎｎＪＦ，Ｐｅｓｋｉｎｄ，ＭｏｎｔｉｎｅＴＪ，ＬｉｎＢ，ｅｔａｌ．Ａ
ｃｏｍｂｉｎｅｄｄａｔａｓｅｔｏｆｈｕｍａｎｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００７，７（３）：４６９４７３．

［６］　ＣｏｎｔｉＡ，ＳａｎｃｈｅｚＲｕｉｚＹ，ＢａｃｈｉＡ，ＢｅｒｅｔｔａＬ，ＧｒａｎｄｉＥ，Ｂｅｌ
ｔｒａｍｏＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｅｓｔｕｄｙｏｆｈｕｍａｎｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｆｏｌ
ｌｏｗｉｎｇｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｄｉｃａｔｅｓｆｉｂｒｉｎ（ｏｇｅｎ）ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓａｓｔｒａｕｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｔｒａｕｍａ，２００４，
２１（７）：８５４８６３．

［７］　ＦｏｎｔｅｈＡＮ，ＨａｒｒｉｎｇｔｏｎＲＪ，ＨｕｈｍｅｒＡＦ，ＢｉｒｉｎｇｅｒＲＧ，Ｒｉｇｇｉｎｓ
ＪＮ，ＨａｒｒｉｎｇｔｏｎＭＧ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｓｅａｓｅｍａｒｋｅｒｓｉｎｈｕｍａｎ
ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｕｓｉｎｇｌｉｐｉｄｏｍｉｃａｎｄｐｒｏｔｅｏｍｉｃｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．Ｄｉｓ
Ｍａｒｋｅｒｓ，２００６，２２（１２）：３９６４．

［８］　ＰａｎＳ，ＺｈｕＤ，ＱｕｉｎｎＪＦ，Ｐｅｓｋｉｎｄ，ＭｏｎｔｉｎｅＴＪ，ＬｉｎＢ，ｅｔａｌ．Ａ
ｃｏｍｂｉｎｅｄｄａｔａｓｅｔｏｆｈｕｍａｎｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００７，７（３）：４６９４７３．

（本文编辑：吉耕中）

·４８２·




