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摘要：外泌体是一类可由各种细胞在生理和病理条件下释放的细胞外囊泡，其携带了多种生物活性分子，是疾病标

志物的良好载体。 目前，帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）的诊断主要依靠临床表现，缺乏客观的疾病诊断标

志物。 因此，新型外周血特异性标志物的开发将有助于 ＰＤ 的早期筛查与诊疗。 在本研究中，选取 ＰＤ 患者与正常

对照人群的血浆及血浆外泌体作为研究对象，采用基于串联质量标记（ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇ， ＴＭＴ）的液相色谱⁃串联

质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）技术对其进行定量蛋白质组学分析，在血浆和血浆外泌体样品中分别定量到 ７２４ 和 ６１１ 个蛋白

质。 采用基因集富集分析（ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＧＳＥＡ）对定量到的所有蛋白质进行生物学信息分析，以
了解蛋白质的基因本体论（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）、京都基因和基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集情况。 根据细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ）分析，ＰＤ 和正常对照组血浆样本中的

差异表达蛋白质主要定位于细胞核中，血浆外泌体的差异表达蛋白质主要定位于细胞质中。 与血浆差异表达蛋白

质相关的分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ）主要涉及 ＲＮＡ、ＤＮＡ 结合及补体结合等过程；而血浆外泌体差异表

达蛋白质的分子功能主要表现为抗氧化作用、氧化还原酶活性调节作用等。 由此可见，血浆外泌体中的差异表达

蛋白质富集到的分子功能更具有疾病特异性。 基于 ｜ ｌｏｇ２ 差异倍数（ＦＣ） ｜ ＞ ０􀆰 ２６ 和统计学意义（Ｐ⁃ｖａｌｕｅ， Ｐ） ＜
０􀆰 ０５，在 ＰＤ 血浆样本中共筛选出 １１ 个差异表达蛋白质，其中 ５ 个蛋白质表达上调，６ 个蛋白质表达下调；在血浆

外泌体样本中，共筛选出 １３ 个差异表达蛋白质，其中 ６ 个蛋白质表达上调，７ 个蛋白质表达下调。 本研究通过分析

血浆及血浆外泌体样本的蛋白质组学信息来探究 ＰＤ 的发病机制，并通过比较发现，外泌体样本能够获得更多的差

异表达蛋白质和生物学信息，为发现新型 ＰＤ 生物标志物和治疗靶点提供了新思路。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇ （ＴＭＴ）； ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ＰＤ）；
ｅｘｏｓｏｍｅｓ； ｐｌａｓｍａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）是最常

见的、能够引起老年人运动障碍的神经系统退行性

疾病，其病因尚不明确。 随着人口的老龄化，ＰＤ 在

全球出现增长的趋势，随之带来一系列的家庭、医学

及社会问题。 ＰＤ 主要病变在黑质致密带、迷走神

经背核、蓝斑等部位，其典型病理变化是 α⁃突触核

蛋白（α⁃ｓｙｎ）的聚集及尾状核、壳核中多巴胺含量

的减少［１］。 当 ＰＤ 患者出现临床症状时，黑质多巴

胺能神经元的凋亡比例至少为 ５０％ 以上，纹状体多

巴胺含量减少 ８０％ 以上［２］。 由此可见，ＰＤ 患者具

有临床症状与神经损伤的不平行性，神经损伤早于

临床症状的出现。 目前 ＰＤ 的临床诊断仍以症状诊

断为主，多数患者在确诊时已出现较为明显的运动

障碍。 因此，开发 ＰＤ 的早期诊断标志物对于开展

早期治疗、改善病人预后等具有重要意义。
　 　 外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）是一种直径为 ５０ ～ ２００ ｎｍ
且具有双层脂质膜结构的细胞外囊泡［２］。 外泌体

携带了大量来源细胞的蛋白质、核苷酸等生物分子，
在细胞间通讯和免疫反应等生物过程中发挥着重要

作用［３－６］。 外泌体参与多种神经系统生理过程（包
括物质转运、髓鞘形成和受损轴突的再生等），调节

各种信号功能，并与神经系统退行性疾病相关［７－９］。
血浆中存在多种细胞来源外泌体，其中包括神经源

性外泌体。 研究表明，血浆外泌体携带了能够反映

中枢神经系统病变的病理性生物分子［１０］。 目前，越
来越多的研究开始关注 ＰＤ 的外泌体生物标志物，
例如通过血浆外泌体的微小核糖核酸（ｍｉＲＮＡ）逆
转录定量聚合酶链反应（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）分析发现，与对

照组相比，ＰＤ 组外泌体中的 ｍｉＲ３３１⁃５ｐ 水平明显

升高，而 ｍｉＲ⁃５０５ 水平则明显降低；且 ｍｉＲ３３１⁃５ｐ
和 ｍｉＲ⁃５０５ 具有较好的 ＰＤ 诊断价值及预测能

力［１１］。 不仅如此，有研究表明，血浆外泌体的朊病

毒蛋白质水平上升与 ＰＤ 患者认知能力下降显著相

关（统计学意义（Ｐ⁃ｖａｌｕｅ， Ｐ） ＜０􀆰 ０５） ［１２］。 由此可

见，外泌体中可能承载了更多具有特异性的生物学

信息，是中枢神经系统疾病生物标志物的良好载体。
　 　 蛋白质组学技术是研究生物标志物的重要手

段［１３］，血浆和血浆外泌体中含有不同的蛋白质谱，
二者均具有作为蛋白质组学分析样本的潜力。 蛋白

质通常需要与其他蛋白质相互作用才能发挥生物功

能，因此蛋白质组学具有整体性。 基因组学发现了

一些与疾病相关的遗传突变，但多数疾病的发生可

能还与后期蛋白质的表达量、修饰及相互作用的改

变相关，因此蛋白质组学研究更有助于揭示这些疾

病的本质［１４，１５］。 已有研究表明，通过蛋白质组学技

术鉴定到的血浆差异表达蛋白质可以区分 ＰＤ 患者

与健康对照者（ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＨＣ） ［１４］，但关于血

浆外泌体的蛋白质组学研究仍较少。 因此，本研究

通过差速超速离心法分离 ＨＣ 和 ＰＤ 患者的血浆外

泌体，使用基于串联质量标记（ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇ，
ＴＭＴ）的液相色谱⁃串联质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）技术分别

对两组样本的血浆和血浆外泌体进行定量蛋白质组

学分析，从整体水平上研究 ＰＤ 的蛋白质变化，探究

血浆及血浆外泌体样本在组学分析中的差异，筛选

新型 ＰＤ 外周血标志物；之后对定量到的蛋白质进

行基因集富集分析（ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＧＳＥＡ），分析定量蛋白质的富集通路及细胞定位等

情况，所获得的生物学信息有助于在蛋白质水平上

了解 ＰＤ 的病理过程及分子机制。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＥＡＳＹ⁃ｎＬＣ １２００ 液相色谱系统、ＰｅｐＭａｐ ＲＳＬＣ
Ｃ１８ 色谱柱（２５ ｃｍ×７５ μｍ， ２ μｍ）、Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕ⁃
ｓｉｏｎ Ｌｕｍｏｓ 融合荧光闪烁三合一质谱仪、ＳＰＤ１２０
真空离心蒸发浓缩器（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ 公司）； ｏｐｔｉｍａｌ⁃９０Ｋ 超速离心机、７０ Ｔｉ 转子

（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）； Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ ２０ 双透

射电镜（２００ ｋＶ，美国 ＦＥＩ 公司）；ＺｅｔａＶｉｅｗ ＰＭＸ １１０
纳米颗粒跟踪分析仪（德国 Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ 公司）。
　 　 １０ 标 ＴＭＴ 试剂、Ｐｉｅｒｃｅ Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ Ａｃｉｄ 蛋

白质试剂盒、色谱级乙腈和甲醇、Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质

浓度检测试剂盒、ＰｉｅｒｃｅＴＭ比色法定量检测试剂盒

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；高选择性

Ｔｏｐ１４ 高丰度蛋白损耗树脂（Ｃａｔ Ｎｏ． Ａ３６３７０，美国

Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； ２００ 目碳层铜网（北京中科

科仪股份有限公司）；色谱级甲酸 （德国 ＣＮＷ 公

司）； ０􀆰 ２２ μｍ 孔径过滤器、聚偏氟乙烯膜、化学发

光辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）底物（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司）； ＡＬＧ⁃２ 相互作用蛋白 Ｘ （Ａｌｉｘ，货号 ２１７１Ｓ）、
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钙网蛋白（Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，货号 １２２３８Ｔ）一抗均购于美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司；脂筏标记蛋白（Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１，
货号 ６１０８２０）购于美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；二抗

ＨＲＰ 标记山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ （货号 ４０５０⁃０５，美
国 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司）。
１．２　 血浆样本采集

　 　 本研究选取 ２０１９ 年 ９ 月至 ２０２０ 年 ７ 月就诊于

河北医科大学第二医院老年病科的 ９ 名 ＰＤ 患者及

９ 名 ＨＣ 为研究对象。 ＰＤ 患者的诊断均符合 ２０１６
版中国帕金森病诊断和拟诊标准，病程达 １ 年以上；
临床排除标准：（１）继发性帕金森综合征患者，（２）
帕金森叠加综合征患者，（３）有严重心、肝、肾、胃肠

道功能障碍者，（４）提供病史不详细者，（５）近 １ 个

月内有感染者，（６）患有免疫系统疾病者，（７）有慢

性感染性疾病者，（８）近 １ 个月内使用过消炎药、免
疫调节药者，（９）有恶性肿瘤病史者，（１０）近期有外

伤或头颅手术者。 样本采集前，ＨＣ 和 ＰＤ 患者均签

署了书面知情同意书，受试者资料如表 １ 所示。 本

研究已获河北医科大学第二医院机构伦理委员会批

准（批准文号：２０２２⁃Ｒ０３６）。
表 １　 受试者的人口统计学及临床特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｍｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒ ＨＣ （ｎ＝ ９） ＰＤ （ｎ＝ ９）
Ｇｅｎｄｅｒ （ｍａｌｅ ／ ｆｅｍａｌｅ） ５ ／ ４ ４ ／ ５
Ａｇｅ （ｙｅａｒ） ７０±１．９１ ６５±１．５６
ＢＭＩ ／ （ｋｇ ／ ｍ２） ２１±０．３０ ２０±０．５０
ＰＤ ｄｕｒａｔｉｏｎ （Ｙｅａｒ） － ６±０．８８
ＵＰＤＲＳ⁃Ⅲ ｓｃｏｒｅ ０ ２２±１．８９
Ｈｏｅｈｎ ａｎｄ Ｙａｈｒ ｓｃａｌｅ － ２．８６±０．２１
Ｕｎｍｅｄｉｃａｔｅｄ （Ｎ） ９ １
Ｌｅｖｏｄｏｐａ （Ｎ） － ３
ＤＡ （Ｎ） － ２
Ｌｅｖｏｄｏｐａ＋ＤＡ （Ｎ） － ２
Ｌｅｖｏｄｏｐａ＋ＤＡ＋ｏｔｈｅｒ － １
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （Ｎ）
　 ＨＣ： ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＰＤ： Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ＢＭＩ： ｂｏｄｙ
ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ； ＵＰＤＲＳ⁃Ⅲ： ｕｎｉｆｉｅｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｒａｔｉｎｇ
ｓｃａｌｅ Ⅲ⁃ｍｏｔｏｒ ｓｃｏｒｅｓ； Ｈｏｅｈｎ ａｎｄ Ｙａｈｒ ｓｃａｌｅ： ａ ｃｏｍｍｏｎｌｙ
ｕｓｅｄ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ ｈｏｗ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ； Ｎ： ｎｕｍｂｅｒ； －： ｕｎｉｎｖｏｌｖｅｄ； ＤＡ： ｄｏｐａｍｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔｓ．

１．３　 血浆外泌体的分离

　 　 本实验采用超速差速离心法分离血浆外泌

体［７，１６］，分离方法如下：将血浆在室温下以３ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎ，上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 孔径过滤器过滤，
滤液用 ７０ Ｔｉ 转子在 ４ ℃下以１２０ ０００ ｇ 离心 ３ ｈ，弃
去上清液，所得沉淀用磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ， ８ ｇ

ＮａＣｌ、０􀆰 ２ ｇ ＫＣｌ、１􀆰 ４４ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ３、０􀆰 ４４ ｇ ＫＨ２ＰＯ３、
１ Ｌ Ｈ２Ｏ， ｐＨ ７􀆰 ４）重悬后再以１２０ ０００ ｇ 离心 ２ ｈ，
沉淀用 ＰＢＳ 洗涤，最终得到血浆外泌体。
１．４　 血浆高丰度蛋白质去除

　 　 为了提高低丰度蛋白质的检出率，选用高选择

性 Ｔｏｐ１４ 高丰度蛋白质损耗树脂来去除血浆中丰

度最高的 １４ 种蛋白质［１４］。 使用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋

白质浓度后，向样本中加入 ４ 倍体积且已在－２０ ℃预

冷的丙酮，静置过夜；之后于 ４ ℃、１２ ０００ ｇ 下离心 １０
ｍｉｎ，收集沉淀，并在真空离心蒸发浓缩器中干燥。
１．５　 外泌体的表征

１．５．１　 透射电镜观察外泌体形态

　 　 使用透射电镜对外泌体的形态进行观察，用 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ
６􀆰 ８）缓冲液将样本稀释至质量浓度为 ０􀆰 １ μｇ ／ μＬ。
在无菌滤纸上滴 １ 滴醋酸铀、２ 滴无菌水，将碳网盖

在样本上静置 ２ ｍｉｎ，用滤纸吸取多余样本，并于室

温下晾干。 取 １０ μＬ 醋酸铀溶液负染 １ ｍｉｎ，用滤

纸吸取多余染剂并在无菌水中清洗 ３０ ｓ，最后将样

本放置于显微镜下进行观测拍照。
１．５．２　 蛋白免疫印迹分析检测外泌体标记蛋白质

　 　 取 １０ μｇ 已测定蛋白质浓度的样本，与 １％ 十二

烷基硫酸钠裂解液混合后进行蛋白免疫印迹分析。
在进行蛋白质样品电泳时，先在 １００ Ｖ 恒压下电泳

１５ ｍｉｎ，然后在 ２００ Ｖ 恒压下电泳 ４５ ｍｉｎ，随之结束

电泳。 将与十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳胶

大小相近的纤维素膜预先在甲醇中浸泡摇晃约 １０
ｍｉｎ，然后按照由上至下依次为滤纸、凝胶、纤维素

膜、滤纸的顺序放在转膜仪上，转膜条件设置为 １００
ｍＡ、１０ Ｖ 持续 １ ｈ。 转膜结束后，在室温条件下使

用 ＰＢＳ 配制的 ５％ （质量分数）脱脂奶粉来封闭纤

维素膜 １ ｈ；随后切下适当分子质量的样本条带，向
其中加入相应稀释比例的一抗，在 ４ ℃摇床中孵育

过夜；在室温下使用 ＰＢＳ 洗膜 ３ 次，每次洗涤 １０
ｍｉｎ，之后向其中加入与一抗种属相符的二抗，室温

下孵育 １ ｈ；再使用 ＰＢＳ 洗膜 ３ 次，每次洗涤 １０
ｍｉｎ，加入化学发光 ＨＲＰ 底物反应 ２ ｍｉｎ，在暗室进

行曝光，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白质表达量的变化

进行灰度分析和比较。 目的条带的分子质量：Ｃａｌ⁃
ｒｅｔｉｃｕｌｉｎ ５５ ｋＤａ， Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ ４８ ｋＤａ， Ａｌｉｘ ９６ ｋＤａ。
１．５．３　 纳米粒子跟踪分析（ＮＴＡ）检测外泌体样本

粒径

　 　 将外泌体样本用 ＰＢＳ 以 １ ∶１ ０００ （ｖ ／ ｖ）的比例

·６７０１·



　 第 １２ 期 赵　 媛，等：基于串联质量标记的帕金森病血浆及血浆外泌体定量蛋白质组学分析

进行稀释，使用配备了 ４０５ ｎｍ 激光的纳米颗粒跟

踪分析仪来测定外泌体的粒径和浓度，并记录纳米

粒子在 １ ｍｉｎ 内的运动轨迹；之后用 ＮＴＡ 软件

（ｖｅｒｓｉｏｎ ８􀆰 ０２􀆰 ２８）对所记录的视频进行分析，并提

供粒子尺寸分布和粒子浓度数值。
１．６　 样本前处理

　 　 在每个样品中均取 ４０ μｇ 蛋白质，并用 ８
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶液定容至 ６０ μＬ，再向其中加入

３ μＬ重组赖氨酰内切酶（Ｌｙｓ⁃Ｃ），并于 ３７ ℃下酶解

２ ｈ。 用 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ８􀆰 ５）将样品稀

释 ４ 倍，再向其中加入 ２ μＬ 胰蛋白酶（ ｔｒｙｐｓｉｎ），用
封口膜包住离心管，在 ３７ ℃温箱中酶解 ８ ～ １８ ｈ。
向样本溶液中加入三氟乙酸（ＴＦＡ）进行酸化（加入

后 ＴＦＡ 的体积分数为 ０􀆰 ５％），选用搭载了 Ｃ１８ 的

２００ μＬ 枪头脱盐柱进行脱盐，随后在 ３ ０００ ｇ 下离

心 １ ｍｉｎ，用 ２００ μＬ 乙腈（ＡＣＮ）、２００ μＬ ０􀆰 １％ ＴＦＡ
水溶液⁃ＡＣＮ（３ ∶７， ｖ ／ ｖ）润洗脱盐柱，再用 ２００ μＬ
０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液平衡脱盐柱；之后缓慢加入样品，
在 ３ ０００ ｇ 下离心 ２ ｍｉｎ，收集流出样品，用 ２００ μＬ
０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液进行脱盐；随后使用 ２００ μＬ ０􀆰 １％
ＴＦＡ 水溶液⁃ＡＣＮ（３ ∶７， ｖ ／ ｖ）对样品进行洗脱，收集

洗脱液。 对洗脱后的肽段样本进行液氮速冻处理，
之后 在 真 空 旋 转 干 燥 仪 中 完 全 干 燥。 用 １００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四乙基溴化铵（ＴＥＡＢ）对已干燥的肽段进

行复溶，测定肽段浓度，每个样品取等量的 ２０ μｇ 肽

段用于标记。 使用 １０ 标 ＴＭＴ 进行标记，然后加入

８ μＬ ５％ 羟胺（ＨＤＸ），混匀后于室温下放置 １５ ｍｉｎ
以终止反应。 将 １８ 个样本分成两批次进行分析，每
批次均设置一个含有等量各样本组分的内参。 使用

ＡＣＮ 和 ０􀆰 １％ 氨水配制梯度洗脱液（ＡＣＮ 的体积分

数依次为 １０％、 １２􀆰 ５％、 １５％、 １７􀆰 ５％、 ２０％、 ２２􀆰 ５％、
２５％ 和 ５０％），用 Ｃ１８ 脱盐柱对 ０􀆰 １％ 氨水溶解的

ＴＭＴ 标记肽段进行脱盐，再使用上述梯度洗脱液对

样本进行分级洗脱，并将使用 １０％ ＡＣＮ 及 ５０％ ＡＣＮ
洗脱液洗脱的样本混合。 最后将上述 ７ 个馏分进行

真空干燥，备用。
１．７　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析条件

１．７．１　 色谱条件

　 　 用 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液将 ＴＭＴ 标记的多肽样品

复溶，之后以 ８ μＬ ／ ｍｉｎ 的速率通过自动进样器进

入 Ｃ１８ 色谱柱（２ ｃｍ× ７５ μｍ， ３ μｍ）中，然后将

Ｃ１８ 柱切换到 ＰｅｐＭａｐ ＲＳＬＣ Ｃ１８ 柱。 流动相 Ａ 为

０􀆰 １％ 甲酸水溶液，流动相 Ｂ 为乙腈。 梯度洗脱程

序：０～１５ ｍｉｎ， ２％ Ｂ～２５％ Ｂ； １５～２５ ｍｉｎ， ２５％ Ｂ～
５０％ Ｂ； ２５ ～ ２８ ｍｉｎ， ５０％ Ｂ ～ ９８％ Ｂ。 流速 ３００
ｎＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ４０ ℃；进样量 １０ μＬ。
１．７．２　 质谱条件

　 　 离子化模式为正离子模式，扫描模式为全扫描

（ｍ／ ｚ ３００～ １ ５００），扫描频率为 １０ ０００ Ｄａ ／ ｓ，数据

采集模式为数据依赖型采集（ｄａｔａ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃ⁃
ｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＤＡ）。 一级质谱扫描范围为 ｍ／ ｚ ３５０～
１ ８００，分辨率为 １２０ ０００；选取一级质谱图中信号最

强的母离子进行二级裂解，二级扫描的分辨率为

５０ ０００，碎裂模式为高能碰撞解离（ＨＣＤ），归一化碰

撞能（ＮＣＥ）设置为 ３７％。
１．８　 质谱数据检索分析

　 　 利用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２􀆰 ２ 软件的 ＳＥ⁃
ＱＵＥＳＴ 搜索引擎功能对得到的质谱原始数据进行

检索，检索数据库为 ＵｎｉＰｒｏｔ 人源数据库 Ｈｕｍａｎ．
ｆａｓｔａ（２０１７ 年 １０ 月下载）。 检索参数如下：胰酶特

异性全酶切，允许两个漏切；固定修饰包括半胱氨酸

的烷基化、肽段 Ｎ 端或赖氨酸的 ＴＭＴ 修饰；可变修

饰为甲硫氨酸的氧化；母离子和碎片离子的质量误

差分别为 １×１０－５ Ｄａ 和 ０􀆰 ０２ Ｄａ；蛋白质和肽段谱图

鉴定的错误发现率（ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＦＤＲ）小
于 １％；对 ＭＳ ／ ＭＳ 扫描报告中不同离子通道的肽段

丰度进行标准化［１７］。 蛋白质鉴定要求每个蛋白质

组至少有一个唯一肽段，蛋白质定量采用 ＴＭＴ 报告

离子定量，并利用内参对不同 ＴＭＴ 实验之间的报告

离子强度进行归一化。
１．９　 数据分析及生物信息学分析

　 　 蛋白质组的所有统计分析均在 ＲＳｔｕｄｉｏ 环境

（ｖ１􀆰 ０􀆰 １４３）中使用 Ｒ（ｖ３􀆰 ６􀆰 ３）进行。 使用 ｌｏｇ２ 变

换后的双尾 ｔ 检验来分析差异表达蛋白质，Ｐ 采用

多重检验校正方法（ｂｅｎｊａｍｉｎｉａｎｄ Ｈｏｃｈｂｅｒｇ， ＢＨ）
进行调整［１８］。 在对热图进行可视化分析之前，根据

蛋白质的 Ｚ 评分（Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ）对蛋白质的表达水平进

行聚类分析。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 和差异倍数（ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ，
ＦＣ）＞１􀆰 ２ 为条件，筛选 ＨＣ 和 ＰＤ 组之间的差异表

达蛋白质。 通过韦恩图对鉴定到的血浆外泌体蛋白

质与 ＥｘｏＣａｒｔａ 外泌体数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｏ⁃
ｃａｒｔａ．ｏｒｇ）进行比较；使用 ＭＡＧｅＣＫＦｌｕｔｅ Ｒ 包中的

ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｚｅ 函数进行京都基因和基因组百

科全书（ＫＥＧＧ）通路和基因本体论（ＧＯ） 富集分

析，并使用 ＭＡＧｅＣＫＦｌｕｔｅ 中的函数对富集路径进

行可视化［１９］。
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２　 结果与讨论

２．１　 血浆外泌体的表征与鉴定

　 　 在透射电镜下可观察到外泌体典型的双侧凹陷

双层膜结构，呈圆形或椭圆形囊泡状，如图 １ａ 和 １ｂ
所示。 囊泡可单一分布也可聚集成群叠加分布，尺

图 １　 血浆外泌体表征
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　 ａ ａｎｄ ｂ． Ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ ＴＥＭ
（ｓｃａｌｅ ｂａｒ ５０ ｎｍ）； ｃ． ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｂｙ ＮＴＡ （ｎ＝ ９）； ｄ． ｅｘｏｓｏｍｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＮＴＡ （ｎ ＝
９）； ｅ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ．
ＮＳ： ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

寸约为 １００ ｎｍ，结构完整。 利用 ＮＴＡ 软件对外泌

体样本的粒径及含量进行分析，如图 １ｃ 所示，经过

１ ０００ 倍稀释后，ＨＣ 组与 ＰＤ 组的外泌体粒径分别

为 １０７􀆰 ９６±１􀆰 ５７ ｎｍ 和 １０３􀆰 ８０±２􀆰 ３５ ｎｍ，均在外泌

体的粒径范围之内，且两组外泌体粒径的差异无统

计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ３５）。 如图 １ｄ 所示，ＨＣ 组与 ＰＤ
组外泌体的颗粒含量分别为 ９􀆰 ２９ × １０９ 个 ／ ｍＬ 和
９􀆰 ５１×１０９ 个 ／ ｍＬ，两组外泌体含量的差异无统计学

意义（Ｐ＝ ０􀆰 １６）。 使用免疫印迹法检测外泌体标志

性蛋白质（即外泌体阳性蛋白质）Ａｌｉｘ、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 和

内质网标志性蛋白质 （即外泌体阴性蛋白质）

Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ的表达情况。 如图 １ｅ 所示，通过差速超

速离心法富集的人血浆外泌体中，Ａｌｉｘ、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１
呈高表达，而 Ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ 的表达量明显减少，甚至

消失。 此外，将鉴定到的外泌体蛋白质与 ＥｘｏＣａｒｔａ
外泌体数据库进行比对分析，大部分蛋白质均可在

外泌体数据库中检索到，如图 ２ 所示。 以上结果均

验证了该外泌体富集方法的可靠性，同时证明了所

获得的外泌体具有较高的纯度。

图 ２　 血浆外泌体蛋白质与 ＥｘｏＣａｒｔａ 外泌体数据库比对情况
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ａｎｄ ＥｘｏＣａｒｔａ ｅｘｏｓｏｍｅ ｄａｔａｂａｓｅ

２．２　 ＰＤ 患者与 ＨＣ 的血浆及血浆外泌体蛋白质质

谱分析

　 　 本研究通过 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术对 ＰＤ 患者和 ＨＣ
的血浆及血浆外泌体进行基于 ＴＭＴ 的定量蛋白质

组学分析，并比较了血浆和血浆外泌体两种样本的

蛋白质质谱图。 在血浆和血浆外泌体样本中分别鉴

定到 ７５９ 和 ６５０ 个蛋白质，定量到 ７２４ 和 ６１１ 个蛋

白质。 对定量到的蛋白质表达值进行标准化处理，
标准化前后的比值分布以箱线图表示。 如图 ３ 所

示，标准化后的数据更趋近于中心位置，样品间的强

度分布差异更小，有利于后续数据分析。
　 　 基于 ＰＤ 组与 ＨＣ 组经标准化处理后的蛋白质

丰度，做非配对 ｔ 检验，并对 ｔ 检验所得到的 Ｐ 进行

多重检验校正。 在血浆蛋白质的鉴定中，由于血浆

中存在大量高丰度蛋白质，导致血浆低丰度蛋白质

被掩盖，降低了质谱中可鉴定的蛋白质数量。 因此，
本研究采用高丰度蛋白损耗树脂来去除血浆中丰度

最高的 １４ 种蛋白质。 同时，在每批 ＴＭＴ 实验中均

设置了同质量的内参，以保证组间定量结果的可比

性。 以 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ＞０􀆰 ２６ 和 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选条件，在
ＰＤ 组与 ＨＣ 组血浆样本中共筛选到 １１ 个显著差异

表达蛋白质，其中 ５ 个蛋白质表达上调，６ 个蛋白质

表达下调；而在血浆外泌体样本中共筛选到 １３ 个显

著差异表达蛋白质，其中 ６ 个蛋白质表达上调，７ 个

蛋白质下调。 由此可见，血浆外泌体中可以筛选到

更多的差异表达蛋白质。 如表 ２ 所示，人血浆激肽
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图 ３　 定量到的（ａ， ｂ）血浆蛋白质和（ｃ， ｄ）血浆外泌体蛋白质
在标准化处理前后的比值分布

Ｆｉｇ． ３　 Ｒａｔｉｏ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ （ａ， ｂ） ｐｌａｓｍａ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ （ ｃ， ｄ） ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ

　

　 ａ ａｎｄ ｃ． ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｆｏｒｅ ｎｏｒ⁃
ｍａｌｉｚａｔｉｏｎ； ｂ ａｎｄ ｄ． ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆ⁃
ｔｅｒ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅ； ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｔｅ ｉｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｒａｔｉｏ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
ｌｏｇ２ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｂａｔｃｈｅｓ （ｂ１ ａｎｄ ｂ２） ． Ｍｉｘ： ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ．

释放酶（ＫＬＫＢ１）、胞外 ５′⁃核苷酸酶（ＮＴ５Ｅ）、α⁃Ｎ⁃
乙酰葡糖胺糖苷酶（ＮＡＧＬＵ）、人前列腺转谷氨酰胺

酶（ＴＧＭ４）、凝血因子Ⅷ （Ｆ８）、三磷酸腺苷酶蛋白

酶体 ２６Ｓ 亚基 ４ （ＰＳＭＣ４）、脂多糖结合蛋白受体

（ＣＤ１４）、 碳酸酐酶 Ⅳ （ ＣＡ４）、 分泌型磷蛋白 ２
（ＳＰＰ２）、脂多糖结合蛋白（ＬＢＰ）均可在外泌体蛋白

质数据库中检索到。 如图 ４ 所示，与血浆蛋白质分

布相比，ＰＤ 组与 ＨＣ 组血浆外泌体样本的蛋白质分

布差异度更大。 因此，对血浆外泌体样本进行高通

量质谱分析有助于发现与疾病相关的新蛋白质。
　 　 据文献［２０－２２］报道，ＮＡＧＬＵ、ＮＴ５Ｅ 等蛋白质

的差异表达不仅会增加 ＰＤ 的患病风险，还会参与

图 ４　 ＰＤ 组与 ＨＣ 组（ａ）血浆及（ｂ）血浆外泌体差异
表达蛋白质分布图

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ （ａ） ｐｌａｓｍａ ａｎｄ
（ｂ） ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＤ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ

　

Ｐ： Ｐ⁃ｖａｌｕｅ； ＦＣ： ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ．

ＰＤ 的病理过程，因此这些蛋白质具有成为新型 ＰＤ
标志物的潜力。 ＮＴ５Ｅ 是参与调节细胞稳态、应激

反应、损伤和疾病等过程的重要水解酶，其可催化磷

酸腺苷（ＡＭＰ）形成胞外腺苷［２２－２４］。 在 ＰＤ 小鼠脑

组织模型中，ＮＴ５Ｅ 上调并激活腺苷 ２Ａ（Ａ２Ａ）受体

相关的腺苷通路；敲除 ＮＴ５Ｅ 能够抑制 ＰＤ 模型中

Ａ２Ａ 受体的激活和上调，并发挥保护多巴胺能神经

元和减轻小鼠运动障碍的作用。 进一步研究发现，
ＮＴ５Ｅ 可促进 ＰＤ 小胶质细胞的激活和炎症因子的

释放［２０］。 ＮＡＧＬＵ 是一种降解硫酸肝素糖胺聚糖

（ＧＡＧｓ）所需的溶酶体酶［２５，２６］，从遗传学角度来看，
ＮＡＧＬＵ 的多态性（ｒｓ２０７１０４６）与 ＰＤ 的风险增加有

关 。 Ｗｉｎｄｅｒ ⁃ Ｒｈｏｄｅｓ 等［２７］ 对 ９２６ 名 ＰＤ 患 者 和
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表 ２　 ＰＤ 组与 ＨＣ 组血浆和血浆外泌体中的差异表达蛋白质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＰＤ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ

Ｐｌａｓｍａ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ∗ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｇ２ ＦＣ （ＰＤ ／ ＨＣ） Ｐ

Ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｇ２ ＦＣ （ＰＤ ／ ＨＣ） Ｐ

Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ｒ９ ＩＧＫＶ２Ｄ⁃２４ －０．３４ ０．０４１ Ａ０Ａ０Ａ０ＭＴ８９ ＩＧＫＪ１ ０．６３ ０．０３２
Ａ０Ａ０Ｇ２ＪＬ５６ ＨＬＡ⁃Ａ ０．２９ ０．００６ Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ１Ｘ５ ＩＧＨＶ３⁃７４ ０．３５ ０．０３８
Ａ６ＮＪＺ７ ＲＩＭＢＰ３Ｃ ０．７０ ０．０４４ Ｈ０ＹＡＣ１ ＫＬＫＢ１ ０．４７ ０．０２５
Ｋ７ＥＳ７０ ＭＦＡＰ４ ０．３８ ０．０４５ Ｐ００４５１ Ｆ８ ０．５１ ０．０４９
Ｏ１５３３５ ＣＨＡＤ －０．３０ ０．００９ Ｐ０１７１５ ＩＧＬＶ３⁃１ －０．７３ ０．００８
Ｐ０３９７３ ＳＬＰＩ －０．４９ ０．０２４ Ｐ０８５７１ ＣＤ１４ ０．２７ ０．０１２
Ｐ０８５１４ ＩＴＧＡ２Ｂ ０．３７ ０．０３３ Ｐ１８４２８ ＬＢＰ ０．４９ ０．０３２
Ｐ１４７８０ ＭＭＰ９ －０．３４ ０．００９ Ｐ２１５８９ ＮＴ５Ｅ ０．３６ ０．０３５
Ｐ２００２３ ＣＲ２ －０．３４ ０．０２２ Ｐ２２７４８ ＣＡ４ ０．４５ ０．０２１
Ｐ５８３３５⁃４ ＡＮＴＸＲ２ －０．２９ ０．０１６ Ｐ４３６８６ ＰＳＭＣ４ ０．３０ ０．０３４
Ｑ６ＫＢ６６⁃３ ＫＲＴ８０ ０．３６ ０．０２３ Ｐ４９２２１ ＴＧＭ４ ０．４４ ０．０２１

Ｐ５４８０２ ＮＡＧＬＵ ０．３７ ０．０１７
Ｑ１３１０３ ＳＰＰ２ ０．３１ ０．０４３

　 ∗ Ｕｎｉｐｒｏｔ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ； ＩＧＫＶ２Ｄ⁃２４： ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｋａｐｐａ ｖａｒｉａｂｌｅ ２Ｄ⁃２４ （ｎｏｎ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ， ｆｒａｇｍｅｎｔ）； ＨＬＡ⁃Ａ： ＨＬＡ ｃｌａｓｓ Ⅰ ｈｉｓｔｏ⁃
ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｔｉｇｅｎ； ＲＩＭＢＰ３Ｃ： Ｒａｂ３ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３Ｃ； ＭＦＡＰ４： ｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ４； ＣＨＡＤ： ｃｈｏｎｄｒｏａｄｈｅｒｉｎ；
ＳＬＰＩ： ａｎｔｉｌｅｕｋｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ； ＩＴＧＡ２Ｂ： ｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｌｐｈａ⁃Ⅱ ｂ； ＭＭＰ９： ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃９； ＣＲ２： ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２；
ＡＮＴＸＲ２： ｉｓｏｆｏｒｍ ４ ｏｆ ａｎｔｈｒａｘ ｔｏｘｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２； ＫＲＴ８０： ｉｓｏｆｏｒｍ ３ ｏｆ Ｋｅｒａｔｉｎ， ｔｙｐｅ Ⅱ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ８０； ＩＧＫＪ１： ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｋａｐｐａ
ｊｏｉｎｉｎｇ １； ＩＧＨＶ３⁃７４： ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｈｅａｖｙ ｖａｒｉａｂｌｅ ３⁃７４； ＫＬＫＢ１： ｐｌａｓｍａ ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ （ ｆｒａｇｍｅｎｔ）； Ｆ８： ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ⅷ； ＩＧＬＶ３⁃１：
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｌａｍｂｄａ ｖａｒｉａｂｌｅ ３⁃１； ＣＤ１４： ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ １４； ＬＢＰ： ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ； ＮＴ５Ｅ： ５′⁃
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄａｓｅ； ＣＡ４： ｃａｒｂｏｎｉｃ ａｎｈｙｄｒａｓｅ ４； ＰＳＭＣ４： ２６Ｓ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ ６Ｂ； ＴＧＭ４： ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｇａｍｍａ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ４； ＮＡＧＬＵ： α⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ； ＳＰＰ２： ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ ２．

２ ３０８ 名对照者进行了研究，发现 Ｃ 等位基因纯合

度的比值比为 １􀆰 ３２。 除此之外，Ｈａｍａｎｏ 等［２１］发现

ⅢＢ 型黏多糖贮积病（ＭＰＳⅢＢ）患者的脑部区域内

存在大量磷酸化的 α⁃ｓｙｎ，从病理角度说明 ＮＡＧＬＵ
可能与 α⁃ｓｙｎ 的生成、代谢及聚集密切相关。 ＬＢＰ
是一种在肝脏中产生并可进入血液循环的糖蛋白，
它可以促进巨噬细胞与脂多糖的结合，导致炎症细

胞因子分泌增加［２８］。 已有研究表明，血浆中的 ＬＢＰ
水平可以反映 ＰＤ 患者的患病风险、运动症状严重

程度及疾病进展［２９］。
２．３　 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 通路富集分析

　 　 本研究以蛋白质表达差异大小为基础排序，采
用基因集富集分析 ＧＳＥＡ 对定量到的所有差异表

达蛋白质进行功能富集分析［３０］。 ＧＳＥＡ 有助于了

解所有差异基因的总体变化趋势，可以避免一些变

化微弱却具有效力的蛋白质被过滤掉，发现更多与

疾病相关的生物学通路。 本研究对血浆和血浆外泌

体样本均进行了基于 ＧＳＥＡ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析。
在 ＧＯ 分析中，依据 Ｐ＜０􀆰 ０５ 将基因本体论⁃生物学

过程（ＧＯ⁃ＢＰ）、基因本体论⁃细胞组分（ＧＯ⁃ＣＣ）、基
因本体论⁃细胞功能（ＧＯ⁃ＭＦ）中的前 １０ 名富集功

能通路进行展示，结果如图 ５ 所示。 依据 ＧＯ⁃ＣＣ 分

析，血浆富集蛋白质主要定位于细胞核，而血浆外泌

体富集蛋白质主要定位于细胞质中。 由于外泌体成

分主要为各种细胞外分泌的产物，其内含有大量细

胞浆内物质，这与 ＧＯ 分析中的细胞组成结果一致。
ＧＯ⁃ＭＦ 分析显示，血浆差异表达蛋白质的分子功能

主要富集为 ＲＮＡ、ＤＮＡ 结合及补体结合等，而血浆

外泌体差异表达蛋白质的分子功能主要富集为抗氧

化作用和氧化还原酶活性等。 由此可见，外泌体差

异表达蛋白质富集到的分子功能更具有疾病特异

性。 研究表明，氧化应激损伤在 ＰＤ 中可起到重要

作用。 多巴胺能神经元有巨大、无髓鞘的轴突并可

产生超过 １００ 万的突触，其对能量的需求较其他神

经元更多。 ＰＤ 中多巴胺能神经元的能量平衡被打

破后，会导致其需氧量增加，而这种能量的不平衡又

进一步加重了氧化应激损伤，致使黑质纹状体内大

量多巴胺能神经元的死亡丢失［３１，３２］。
　 　 最后，对不同样本差异表达蛋白质的 ＫＥＧＧ 富

集通路进行分析（图 ６）。 血浆样品富集通路有溶酶

体途 径 （ ｌｙｓｏｓｏｍｅ ）、 细 胞 老 化 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓ⁃
ｃｅｎｃｅ）及内质网反应（ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏ⁃
ｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ）等，而血浆外泌体样本差异表达

蛋白质主要富集为细胞因子途径 （ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ） 和细胞因子受体间相互作用

（ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）等。 溶酶
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图 ５　 ＰＤ 组与 ＨＣ 组（ａ）血浆和（ｂ）血浆外泌体样本的差异表达蛋白质 ＧＯ 分析
Ｆｉｇ． ５　 Ｇｅｎｅ ｏｎｃｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ （ａ） ｐｌａｓｍａ ａｎｄ

（ｂ） ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ＰＤ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ
　

ＢＰ： ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ； ＣＣ： ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； ＭＦ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．

体是自噬途径的最终作用场所，负责错误折叠蛋白

质及受损细胞器的清除。 因此，溶酶体介导的自噬

在 ＰＤ 病理过程中，尤其是维持黑质神经元功能中

发挥重要作用［３３］。 研究表明，野生型 α⁃ｓｙｎ 可通过

分子伴侣介导在热激蛋白 ７０（Ｈｓｃ７０）的协助下转运

至溶酶体并被降解，而构象发生变化的病理性α⁃ｓｙｎ

不能被降解，这是因为病理性 α⁃ｓｙｎ 与溶酶体膜上

的特异性受体有特别高的亲和力，该类受体对自噬

途径具有调控作用。 病理性 α⁃ｓｙｎ 与受体结合后可

阻断溶酶体摄入 α⁃ｓｙｎ，并抑制其和其他底物的降

解，造成胞内蛋白质的异常聚集［３４，３５］。 此外，溶酶

体三磷酸腺苷酶（ＡＴＰａｓｅ， ＡＴＰｌ３Ａ２）的突变也是
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图 ６　 ＰＤ 组与 ＨＣ 组（ａ）血浆样本与（ｂ）血浆外泌体样本的 ＫＥＧＧ 通路分析
Ｆｉｇ． ６　 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ （ＫＥＧＧ） ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ （ａ） ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ

（ｂ） ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ＰＤ ａｎｄ ＨＣ ｇｒｏｕｐｓ

引起 ＰＡＲＫ９ 相关帕金森病的主要原因。 ＡＴＰｌ３Ａ２
是编码溶酶体膜蛋白质的主要基因，其突变可导致

ＰＤ 病人的自噬功能受损及 α⁃ｓｙｎ 在黑质纹状体中

的聚集［３６］。
　 　 与包含较多无关信息的血浆样本相比，对特异

性更强的血浆外泌体样本进行分析可以更加直观地

反映出机体和疾病的不同状态。 分析其原因可能是

外泌体通过内吞途径起源于核内体，而核内体早期

起源于内质网、高尔基体和线粒体等细胞内膜系统，
外泌体通过两次质膜内陷从晚期核内体中分离出

来，因此其携带了大量的母细胞信息，并通过融合、
受体相互作用或内吞作用等释放至胞外［２］。 在 ＰＤ
进展过程中，外泌体不仅可以向远处播散 α⁃ｓｙｎ，而
且会通过分泌其他生物分子（如炎症因子等）直接

或间接地干扰邻近神经元或胶质细胞的病理、生理

过程。 因此，外泌体内含有更多与 ＰＤ 相关的生物

活性分子，对其进行高通量组学分析更有利于发现

与疾病相关的蛋白质、病理机制以及新型疾病标

志物。
　 　 然而本研究也存在一定的局限性。 首先样本量

较少，尽管发现了一些新型的、与 ＰＤ 相关的血浆及

血浆外泌体蛋白质，但缺乏大样本量的验证，不能很

好地评价其对 ＰＤ 的诊断价值；其次，ＰＤ 为中枢神

经系统的退行性疾病，由于血脑屏障的存在，本研究

中发现的差异表达蛋白质并不能完全反应 ＰＤ 脑组

织中的蛋白质表达差异，需要进一步在动物及细胞

模型中进行功能验证；最后，尽管本研究发现血浆外

泌体蛋白质富集通路或富集蛋白质功能较血浆蛋白

质更具有疾病特异性，但与中枢神经系统来源外泌

体相比，其特异性仍偏低，之后可以对中枢神经系统

来源外泌体进行高通量质谱分析，以获取更多与疾

病相关性更强的生物学信息。

３　 结论

　 　 本研究基于 ＴＭＴ 的定量蛋白质组学技术对

ＰＤ 患者和 ＨＣ 的血浆及血浆外泌体样本进行差异

表达蛋白质筛选和 ＧＳＥＡ 生物学信息分析，研究结

果将有助于进一步了解 ＰＤ 的疾病机制。 尽管血浆

蛋白质和血浆外泌体蛋白质均在 ＰＤ 中出现了明显

的差异表达，但与血浆样本蛋白质组分析相比，血浆

外泌体蛋白质组学分析可以获得更多有价值的差异

表达蛋白质及生物学信息。 因此，本研究不仅证实

了外泌体是作为新型 ＰＤ 标志物及诊疗靶点的良好

研究载体，也论证了蛋白质组学技术在疾病标志物

研发中的重要作用。
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《色谱》 “教学研究”栏目设立通知

尊敬的作者：

　 　 为了推动仪器分析教学研究的深入发展，我刊决定开辟“教学研究”栏目。 该栏目旨在为从事

仪器分析教学的专家学者提供一个交流和分享教学经验、研究成果和心得体会的平台。
　 　 仪器分析作为一门重要的学科，在培养高素质人才、推动科技创新和促进经济发展等方面具有

重要作用。 然而，随着科技的快速发展和人才培养要求的不断提高，仪器分析教学面临着诸多挑

战。 因此，本刊希望通过开设“教学研究”栏目，激发相关专业教师、学者在教研方面的投稿热情，
为推动仪器分析教学的发展提供有益的参考。
　 　 该栏目主要涵盖以下内容： 仪器分析的新发展及相关介绍， 以色谱为主的仪器分析教学中具

体问题的经验交流、教学实验的设计与改进，实验室的管理，将思政融于仪器分析课程的探索及实

例等。
　 　 欢迎各位老师积极投稿本栏目，分享您的经验和见解。 稿件应具有原创性、实用性、科学性和

可读性，字数一般不超过 １００００ 字。
　 　 感谢您对“教学研究”栏目的关注和支持！ 我们期待着您的来稿！
　 　 投稿方式： 登录本刊网站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）在线投稿，或直接登录投稿系统

投稿，投稿系统入口网址如下： ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｃ０３．ｍａｎｕｓｃｒｉｐｔｃｅｎｔｒａｌ．ｃｏｍ ／ ｃｊｃｈｒｏｍ。

《色谱》编辑部
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