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!摘"要" 目的!"探究小鼠颞叶癫痫慢性发作期蛋白质功能和信号通路的改变% 方法!!!$制备小鼠卡英酸颞叶

癫痫模型"行为学达到()*+,-分级 . 分判定为造模成功% #/ 0后"取对照组和实验组小鼠海马组织进行磷酸化蛋

白组学实验#!#$ 选取检出密度大于 !&

1的数据进行统计分析#!$$利用 23!2-,-3,456578$数据库&9:22!98545

:,*8*65;-0+)5<2-,-=),0 2-,5>-=$数据库和 ?@(AB2数据库对磷酸化蛋白组学数据进行统计分析#!.$结合文献

对组学结果进行分析% 结果!!!$质谱共检测出 !# 1'C 个蛋白质磷酸化位点"其中 !D' 个位点变化差异具有统计学

意义!!E&%&D$#!#$在蛋白质功能层面"磷酸化水平显著性变化的蛋白质的分子功能主要是结合!$'%DF$和催化

活性!$D%CF$" 这些蛋白质参与细胞交流!#&%/F$&初级代谢和含磷酸盐化合物代谢等生化过程#!$$在信号通路

层面"这些蛋白质参与 !& 条信号转导通路"包括谷氨酸能突触信号通路&()=信号通路&长时程增强信号通路等#

!.$在蛋白质相互作用层面"这些蛋白质形成以 2G+,! 和 H67$ 为核心"以 IGJ7-<#&IGJ7);$$ 和 @+)>! 为核心与以

?;,K!L$L.&I00$ 和I,M# 为核心的蛋白质相互作用网#!D$磷酸化蛋白组学数据显示"2G+,!&IGJ7-<#&IGJ7);$$&

@+)>!&?;4K,!L#L. 和 I,M# 等磷酸化水平在癫痫慢性发作期显著升高% 结论!磷酸化蛋白组学的结果从蛋白质功

能&信号通路和蛋白质相互作用 $ 个层面阐明了小鼠颞叶癫痫慢性发作期海马体蛋白质的变化"验证了磷酸化蛋

白组学研究的可靠性"并提示多巴胺功能和9+G$%! 钾通道功能可能与癫痫发生相关%

!关键词" 磷酸化蛋白组学#颞叶癫痫#癫痫发生
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""癫痫是一种严重影响人类健康的慢性神经系统

疾病"我国癫痫患病率为 &%CF"癫痫患者众多,!-

%

癫痫病发作时患者会出现抽搐&肌肉僵直等症状"并

常伴有意识消失"容易引起摔伤&车祸&溺水等意外

事故"发生突然意外死亡的风险比正常人群高 #&

倍,#-

% 如果癫痫发作得不到有效控制"还会引起发

作频率增加和神经元死亡"导致患者认知功能障碍%

另外"患者反复的癫痫发作&社会歧视&长期服药等

情况使其个人及家属承受着沉重的心理和社会负

担% 国内研究显示".$%DF的癫痫患者合并抑郁"

#/%DF的患者合并焦虑,$-

%

癫痫的危害极大"但癫痫的治疗效果仍不理想%

目前有 $& 余个抗癫痫药物上市"这些抗癫痫药物主

要通过增强抑制性离子通道活性,如
!

N氨基丁酸

!

!

N)>+,5KX48G+*)*+0" 2IZI$受体和 9SBU钾离子

通道-或抑制兴奋性离子通道的活性!如钠通道&钙

通道等$来降低神经元兴奋性"对癫痫症状进行控

制,.-

% #DF e.&F的患者在现有药物治疗下癫痫发

作仍得不到有效控制"转变为药物治疗无效的难治

性癫痫,D-

%

颞叶癫痫是难治型癫痫中最常见的一种"主要

由脑外伤&中风&感染&脑部肿瘤等原因引起% 颞叶

癫痫原发于脑颞叶"患者患病通常会经历创伤期&潜

伏期和慢性发作期 $ 个阶段% 创伤期是癫痫诱因发

生的时期"此后"患者通常经历 ! e# 年没有癫痫发

作的潜伏期"随后患者会经历反复发作的癫痫持续

状态"称之为慢性发作期"大部分患者处于该阶段%

一些新型抗癫痫药物"如醋酸艾司利卡西平!-=6+N

*)GK)_-;+,-)*-4)4-" :?V$能够控制颞叶癫痫患者癫

痫发作的比例仅为 #D%$F

,1-

% 颞叶癫痫治疗困难"

在颞叶癫痫慢性发作期找到新的治疗靶点"探究颞

叶癫痫的发病机制"对颞叶癫痫进行干预和治疗十

分迫切%

磷酸化蛋白组学是一种新兴的疾病研究策略"

它是蛋白组学的分支"基于蛋白分离&质谱和生物信

息学技术进行研究"能够从整体上观察细胞或组织

中蛋白质磷酸化修饰的状态% 蛋白质磷酸化是细胞

内最常见的蛋白质翻译后修饰"是真核细胞信号转

导的核心"参与调节几乎所有的生命活动"包括细胞

周期&发育与分化&新陈代谢以及细胞凋亡等% 蛋白

质磷酸化水平的变化会直接影响蛋白质的功能"例

如超极化激活的阳离子通道TSB! 是一类表达于神

经元上的蛋白质"能够控制神经元的电传输"其功能

变化能够直接影响神经元兴奋性% 有学者指出"激

活蛋白激酸 S!;G54-+, M+,)=-S" [9S$能够降低神

经元上TSB! 的表达"并使其介导的TSB电流!AJ$

激活曲线向超极化方向移动"导致神经元兴奋性异

常增加"而这与癫痫病理情况下TSB! 的变化一致"

同时"抑制[9S活性具有抗癫痫作用,C-

%

卡英酸诱导的癫痫模型小鼠能够很好地模拟人

类颞叶癫痫的发病过程"造模成功 $ e. 周时进入

慢性发作期% 利用磷酸化蛋白组学对卡英酸颞叶癫

痫模型小鼠慢性发作期蛋白质进行研究"将为颞叶

癫痫发病机制的研究和新靶点的发现提供新的思

路% 本研究旨在从蛋白质功能&信号通路和蛋白相

互作用 $ 个层面对小鼠颞叶癫痫慢性发作期海马体

蛋白质的变化进行讨论"并结合文献提出一些可能

的与癫痫发生相关的蛋白质%

BC材料与方法

B%B"实验药品与试剂

卡英酸粉末!)K!#&!!&$购自美国 IK*)>公司"

戊巴比妥钠粉末!V2Ŝ3(!$1/%&&$购自博睿泰科

生物科技!北京$有限公司"柠檬酸&三氟乙酸&甲

醇&氨水&@G+=&十二烷基硫酸钠!=50+X>050-*86=X6N

<)4-"?H?$&尿素&蛋白酶抑制剂!;G54-)=-+,J+K+45G"

)/'!)
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[A$&磷酸酶抑制剂!;J5=;J)4)=-+,J+K+45G"[[A$&核酸

酶&二硫苏糖醇!HVN0+4J+54JG-+456"H@@$均购自美国

?+7>)公司"胰酶购自美国 [G5>-7)公司"IfX)反相

填料购自美国 [J-,5>-,-a公司"反相 (-;G5?+6N[XG

S!/NIU填料购自德国HG%W)+=*J 2>KT公司"乙腈

!)*-45,+4G+6-"ISB$购自美国 @J-G>5̂+=J-G?*+-,4+<+*

公司"S!/ 反相柱购自美国 $W公司"TVZ柱购自美

国 Y)4-G=公司"@+3

#

填料购自日本 2V?*+-,*-公

司%

B%D"实验器材与仪器

电子天平购自上海越平科学仪器有限公司#温

控摇床购自北京北方同正生物技术发展有限公司#

真空旋转抽干仪购自美国@J-G>5̂+=J-G?*+-,4+<+*公

司#I9@I;XG+<+-G高效液相色谱仪购自美国 2:公

司#V@UN3GK+4G); :6+4-质谱仪购自美国@J-G>5̂+=J-G

?*+-,4+<+*公司%

B%E"小鼠卡英酸模型的建立

小鼠适应性饲养 # e$ 0 后"随机分组并称重"

实验组腹腔注射卡英酸!$& >7LM7$"对照组腹腔

注射相同体积生理盐水% 观察小鼠行为"按照

()*+,-分级标准对小鼠行为进行 ! eD 分的评分'

! 分'静卧不动## 分'不自主点头#$ 分'连续的身

体抽搐#. 分'身体不受控制地阵挛发作和L或跳跃

起#D 分'癫痫大发作% 小鼠癫痫发作达到 . 分即

为造模成功% 造模成功 ! J后"与对照组一同腹腔

注射戊巴比妥钠溶液!$& >7LM7$"确认动物未死

亡后单笼饲养% 在造模成功第 #/ 天取实验组和

对照组小鼠海马组织"进行磷酸化蛋白组学的

研究%

B%F"磷酸化蛋白组学实验步骤

B%F%B"海马组织的分离"小鼠断头后"迅速开颅取

出大脑"并将海马组织分离"低温冷冻数秒"取出后

置于g/& h低温保存%

B%F%D"蛋白质的提取"两只小鼠的海马组织合并

为一个样品"将样品在裂解液中裂解% 裂解液组成

为溶剂 @G+=!!&& >>56LV";TC%D$&&%!F!质量分

数$蛋白酶抑制剂&!F!质量分数$磷酸酶抑制剂&

!& >>56LVW7S6

#

&!F!质量分数$HBI酶和 !F!质

量分数$(BI酶"每个样品用量 /&&

"

V% 裂解后进行

超声处理"按体积比! i!&比例加入!&F!质量分数$

?H?"振荡%

B%F%E"蛋白质浓度测定"用ZSI试剂盒测样品蛋

白质浓度"取等量蛋白质"' i!!蛋白质体积 iH@@

体积$分别加入 ! >56LVH@@"金属浴加热 D >+,"在

#& h下 !# &&& GL>+, 离心 !& >+, 去除不溶的细胞

碎片杂质%

B%F%F"蛋白质提纯"取超滤管"加 ! >V/ >56LV尿

素溶液!尿素j@G+=;T/%D$" 加入样品"在 #& h下

. #&& GL>+>离心 $& >+,并重复 ! 次% D >V/ >56L

V尿素加 D& >7AII!避光$配制成溶液"取 ! >V加

入离心后的溶液中"避光反应 $& >+,% 在 #& h下

. #&& GL>+,离心 $& >+,"加入 ! >V/ >56LV尿素溶

液"在 #& h下. #&& GL>+, 离心 $& >+, 洗涤"重复 !

次% 在 #& h下 . #&& GL>+,离心 $& >+,"加入 ! >V

. >56LV尿素溶液"在 #& h下 . #&& GL>+, 离心 $&

>+,洗涤"重复 ! 次% 在 #& h下 . #&& GL>+, 离心

$& >+,"加入 ! >V# >56LV尿素溶液"在 #& h下

. #&& GL>+,离心 $& >+,洗涤"重复 ! 次%

B%F%G"蛋白质的酶解"将超滤管下面的离心管换

成新的 !D >V离心管后"在超滤管中加入含有胰酶

的@G+=溶液!'&&

"

V! &&& >>56LV@G+=";T/%D j

!&&

"

V胰蛋白酶j!&

"

VS)S6

#

j样品$" 温控摇床

振荡过夜% 在 #& h下 . #&& GL>+, 离心 $& >+,"加

入 ! >V超纯水"在 #& h下 . #&& GL>+, 离心 $&

>+,%

B%F%H"脱盐"取TVZ柱"先用甲醇润湿"然后加入

洗涤液&%!F!质量分数$ @̂I平衡"平衡后加入样

品"再加入 &%!F @̂I洗涤% 最后用洗脱液,D&F

!质量分数$ISB"&%!F @̂I-洗脱样品"收集所得

溶液 !%D >V"用真空旋转抽干仪抽干% 用 &%!F@̂I

洗涤TVZ柱"进行下一个样品的加样% g#& h冻

存抽干后待用%

B%F%I"液相纯化"用超纯水配制 &%!F@̂I&'&F

ISB溶液"将试剂瓶放入超声波清洗器中&瓶盖微

松"超声 D >+,以排出气泡% 拆柱"检测是否有漏液

现象% 用 '&F I液!&%!F @̂I"溶剂ISB$ j!&F

Z液!&%!F @̂I$溶解酶解后得到的肽段"超声"

!# &&& GL>+, 离心 !& >+,% 装柱"加样品"用 I9@I

高效液相色谱仪进行亲水相互作用分离"得到 ## 个

组分"分别抽干% 将所得 ## 个组分用 &%!F @̂I溶

解"前 !& 个组分每 # 个合并为 ! 个样品"后 !# 个组

分全部合并"共得 1 个肽段样品%

B%F%J"磷酸化肽段富集"样品分别用上样液 !,!&

>V! >56LVSI"溶剂 D&FISB&#F@̂I-溶解"每个

样品 .&&

"

V% 取@+3

#

填料"按 !& >7@+3

#

i! >V甲

醇的比例配成混悬液"取 #&

"

V混悬液用真空旋转

抽干仪抽干"将@+3

#

填料用SI平衡"具体操作是在

@+3

#

填料中加入上样液 !"振荡&离心"吸去上清液%

向上述@+3

#

填料加入一个样品"旋转混合仪孵育 $&

>+,"离心"收集上清液"用真空旋转抽干仪抽干"保

)''!)孙智明"等"小鼠卡英酸颞叶癫痫慢性发作期的磷酸化蛋白组学研究



留用于下一次富集% 向上述@+3

#

填料加入 .&

"

V上

样液 !&旋转混合仪孵育 D >+,&离心&吸去上清液"

再加入 .&

"

V! >56LVSI&旋转 D >+,&离心&吸去上

清液% @+3

#

填料加入 .&

"

V洗涤液 ! D&FISB"

&%!F@̂I$"振荡&离心&吸去上清液"重复% 再加入

.&

"

V洗涤液!&%!F@̂I$" 振荡&离心&吸去上清

液"重复% @+3

#

填料加入 .&

"

V洗脱液,D&FISB"

/F!质量分数$氨水-"振荡&离心&收集上清液"再

加入 .&

"

V洗脱液!D&FISB"/F氨水$"振荡&离

心&收集上清液% 剩下的 @+3

#

填料用 #&&

"

V甲醇

洗涤"完成后用 !&&

"

V甲醇浸泡% 第 ! 次富集后

收集的未结合的组分用 TVZ柱脱盐"方法同前"收

集所得溶液"用真空旋转抽干仪抽干% 用 D&F

ISB和 #F @̂I将 SI的浓度由 ! >56LV稀释至

D& >>56LV得上样液 #% 以上样液 # 重复磷酸化肽

段的富集%

B%F%K"VSNW? 分析"抽干后的肽段混合物用 !&

"

V的 !F!质量分数$的甲酸溶解"吸取 D

"

V在液

相色谱仪上进行反相柱分离% 首先样品结合在 !&&

"

>k#& >>的预柱上"预柱是自己制作的灌有反相

IfX)填料!D

"

>"#&& k!&

g!&

>$% 然后样品在 !&&

"

>k!& *>的分离柱上被分离"分离株也是自己制

作的装有反相 (-;G5?+6N[XGS!/NIU填料 !$

"

>"

!#& k!&

g!&

>$% 分离梯度为 DF e$&F含 &%!F

!质量分数$甲酸的乙腈"!&& >+, 线性梯度% 样品

从纳升电喷雾离子源中喷出并离子化后"由 V@UN

3GK+4G); OV质谱仪采集数据%

B%F%BL"数据分析"质谱中采集到的数据统一用

W)aUX),4!版本!%$%&%D$进行分析% 检索所用数据

库为 A[A蛋白数据库!版本 $%/C$和 Q,+;G549Z的

小鼠蛋白序列库!版本 #&!#l&C"$C $#C 个蛋白序

列$%

B%G"生物信息学检索

B%G%B"23!2-,-3,456578$数据库检索"23数据

库由基因本体联合会!2-,-3,5456578S5,=5G4+X>$

建立"旨在建立一个适用于各种物种"对基因和蛋白

质功能进行限定和描述"并能随着研究不断深入而

更新的语言词汇标准% 23提供了三层结构的系统

定义方式"用于描述基因产物的功能"即分子功能&

生化过程和细胞组件% 23数据库能够对输入的蛋

白质从这 $ 个方面进行蛋白聚类"网址为 J44;'LL

bbb%7-,-5,456578%5G7L%

B%G%D"9:22数据库检索"9:22!98545:,*8*65N

;-0+)5<2-,-=),0 2-,5>-=$数据库由日本京都大学

生物信息学中心建立"能够把从已经完整测序的基

因组中得到的基因目录与更高级别的细胞&物种和

生态系统水平的系统功能关联起来"是一个生物系

统的计算机模拟% 本研究主要应用 9:22[I@TN

YId数据库"对蛋白质参与的信号转导通路进行预

测"网址为 J44;='LLbbb%M-77%P;L%

B%G%E"?@(AB2数据库"?@(AB2数据库是一个搜

寻已知蛋白质之间和预测蛋白质之间相互作用的系

统"这种相互作用包括蛋白质间直接的物理相互作

用和间接的功能相关性% 该数据库通过特有的打分

框架"能够以图形的形式展现蛋白质相互作用网络"

网址为 J44;='LL=4G+,7N0K%5G7L%

DC结果

D%B"磷酸化蛋白组学定量分析

出于质谱检测精度的考虑"选取检出密度

!H-,=+48$大于 !&

1的数据进行统计分析"质谱检测

出 $ .$D 个蛋白质"共 !# 1'C 个磷酸化位点发生了

变化"其中 !D' 个位点磷酸化水平改变 D&F以上"

且差异具有统计学意义!!E&%&D"表 !$%

表 BC磷酸化蛋白组学检测数据汇总

7.0/,BC?X>>)G85<;J5=;J5;G54-5>+*0)4)

A4->= [J5=;J5=+4-[J5=;J5;G54-+, Q;NG-7X6)4-0 ;J5=;J5=+4- Q;NG-7X6)4-0 ;J5=;J5;G54-+, H5b,NG-7X6)4-0 ;J5=;J5=+4-

H5b,NG-7X6)4-0

;J5=;J5;G54-+,

@54)6 !# 1'C $ .$D . D'C # &/. $ D$! ! C'!

!E&%&D !D' !.C !!/ !!# .! .&

""" m.%

D%D"蛋白功能注释统计

利用23数据库能够对蛋白质功能进行生物信

息学分析% 对表达量显著变化的 !D' 个位点进行

23数据库检索的结果如图 ! 所示%

$'%DF的蛋白质功能与结合相关"这类蛋白主

要参与分子与分子之间的特异性结合% $D%CF的蛋

白质功能与催化活性相关"这类蛋白质能够催化细

胞内的生化反应% #&%/F的蛋白质参与细胞交流"

这类生化过程指细胞和它周围的环境产生的相互作

用%

)&&#)
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D%E"蛋白质参与信号通路统计

信号转导通路对细胞的生命活动有极其重要的

调控作用"当外界环境发生变化时"各种信号转导分

子相互作用"对信息进行转换和传递"细胞再通过这

些信号转导通路对外界刺激做出反应% 利用 9:22

数据库能够对系列蛋白参与的信号转导通路进行统

计和分析% 对表达量显著变化的 !D' 个位点进行

9:22数据库检索和匹配"发现磷酸化水平显著变

化的蛋白质参与的信号转导通路共 !& 条!表 #$%

D%F"蛋白质相互作用统计

通过检索 ?@(AB2数据库能够对蛋白N蛋白!基

因N基因$相互作用做出分析% 对磷酸化水平显著变

化的 !D' 个位点进行 ?@(AB2数据库检索"可以明

显观察到以2G+,! 和 H67$ 为核心"以 IGJ7-<#&IGJN

7);$$ 和 @+)>! 为核心与以 ?;,K!L$L.&I00$ 和

I,M# 为核心的蛋白质相互作用网!图 #$%

对其中的关键蛋白质等进行定量统计"结果如

图 $ 所示"2G+,!&IGJ7-<#&IGJ7);$$&@+)>!&?;4K,!L

#L. 和I,M# 等基因!蛋白质$磷酸化水平在癫痫慢

性发作期显著升高%

表 DC信号转导通路汇总

7.0/,DC?X>>)G85<=+7,)6+,7;)4Jb)8=+,\56\-0 +, -;+6-;457-,=+=

?+7,)6+,7;)4Jb)8= BX>K-G5<7-,-= [-G*-,4)7-LF !\)6X- Z-,P)>+,+

26X4)>)4-G7+*=8,);=- C .%C E&%&&! &%&$

()==+7,)6+,7;)4Jb)8 / D%. E&%&&! &%!!

I<G+*), 4G8;),5=5>+)=+= . #%C E&%&&! &%&/

S5*)+,-)00+*4+5, . #%C E&%&&! &%!C

S+G*)0+), -,4G)+,>-,4 D $%. E&%&&! &%!D

I>854G5;J+*6)4-G)6=*6-G5=+=!IV?$ . #%C E&%&&! &%!$

V5,7N4-G>;54-,4+)4+5, . #%C E&%&&! &%#!

:,05*845=+= C .%C E&%&&! &%#1

2); PX,*4+5, . #%C E&%&&! &%$!

B+*54+,-)00+*4+5, $ # E&%&&! &%$D

I" K+5657+*)6)0J-=+5,# Z" K+5657+*)6G-7X6)4+5,# S" *-66X6)G;G5*-==# H"

*-66X6)G*5>;5,-,45G7),+_)4+5, 5GK+57-,-=+=# :" 0-\-65;>-,4)6;G5*-==#

"̂ +>>X,-=8=4->;G5*-==# 2" 65*)6+_)4+5,# T" 65*5>54+5,# A" >-4)K56+*

;G5*-==# ]" G-;G50X*4+5,# 9" >X64+*-66X6)G5G7),+=>)6;G5*-==# V" G-N

=;5,=-45=4+>X6X=# W" K+,0+,7# B" *)4)684+*)*4+\+48# 3" G-*-;45G)*4+\+N

48# [" =+7,)64G),=0X*-G)*4+\+48# U" =4GX*4XG)6>56-*X6-)*4+\+48# ("

4G),=6)4+5, G-7X6)45G)*4+\+48# ?" 4G),=;5G4-G)*4+\+48%

图 BC23数据库功能注释统计

M#N2&,BC?X>>)G85<<X,*4+5,=5<;J5=;J5G86)4-0 ;G54-+,=

K8>)4*J+,7230)4)K)=-

"

EC讨论

E%B"磷酸化蛋白功能注释分析

$'%DF的蛋白质功能与结合相关"文献检索的

结果显示"其中的部分蛋白质和颞叶癫痫的发病机

制密切相关"如S4,,)# 编码的连环蛋白
#

#!*)4-,+,

)6;J)N#$能够连接钙黏着蛋白黏附受体和细胞骨

架"对细胞黏附和分化具有调控作用,/-

"同时对突

触可塑性产生影响,'-

"在发育过程中对小脑和海马

体的分层进行调控,!&-

% 由 Y,4L

$

N*)4-,+, 介导的信

号通路能够对神经发生产生重要的影响"从而在海

马体神经环路重塑中发挥重要作用"最终导致颞叶

癫痫的反复发作% 同时"纠正这条信号通路能够发

挥神经保护的作用,!!-

% S)6K# 编码的钙结合蛋白

!*)6G-4+,+,$表达于
!

N氨基丁酸!

!

N)>+,5KX48G+*)*+0"

2IZI$能中间神经元"这类神经元在海马体抑制性

神经网络中发挥重要作用% 在海马硬化的癫痫模型

中"表达钙结合蛋白的中间神经元数量下降"导致对

锥体细胞的抑制能力下降"最终导致癫痫的反复发

作,!#-

% 其他一些基因!蛋白质$如 W4);!K&@+)>!&

)!&#)孙智明"等"小鼠卡英酸颞叶癫痫慢性发作期的磷酸化蛋白组学研究



W85')等多种蛋白质均与细胞骨架或树突棘的生长

相关% 这些蛋白磷酸化水平的变化提示在颞叶癫痫

慢性期"神经元的结构变化可能具有重要的研究

价值%

$D%CF的蛋白质功能与催化活性!*)4)684+*)*N

4+\+48$相关"如IGJ7-<#&@+)>!&W85')&H5*M'&S0*.#-;.

等能够对 (J52@[)=-家族蛋白进行调控"对树突

棘的形成产生影响% (+>=! 编码的突触膜外泌调

节蛋白 ! !G-7X6)4+,7=8,);4+*>->KG),--a5*845=+=

;G54-+, !$对神经递质的释放有重要的调节作用"

S,4,);! 编码的接触蛋白相关蛋白 ! !*5,4)*4+,N

)==5*+)4-0 ;G54-+, !$在轴突和有髓鞘的胶质细胞间

投射发挥重要作用"这些基因!蛋白质$的检出表

明"在颞叶癫痫慢性期突触的微小结构发生改变"

这种变化伴随的多种蛋白与颞叶癫痫的关联值得

探究%

图 DC?@(AB2数据库磷酸化蛋白相互作用网"

M#N2&,DC?X>>)G85<;G54-+,N;G54-+, +,4-G)*4+5,=K8=-)G*J+,7?@(AB20)4)K)=-

"

"

!E&%&D" n!E&%&!%

图 EC蛋白磷酸化水平变化统计

M#N2&,ECSJ),7-=5<;J5=;J5G86)4+5, 6-\-65<;G54-+,=

+,\56\-0 +, -;+6-;457-,-=+=

"

""#&%/F的蛋白质参与细胞交流"如 ?8,P! 编码

的突触小泡磷酸酶 !!=8,);45P),+,N!$是一种聚磷酸

肌醇磷酸酶"与突触小泡功能密切相关"突触小泡是

神经元信息传递的重要方式"研究发现,!$-

"?8,P! 的

;%IG7#D/26,位点突变和 ;%IG7!$1

"

突变分别与早

发性帕金森病和 4)X 异常的难治性癫痫相关% 同

时"与 ?8,P! 结合的两种蛋白 -,05;J+6+, 和 )>N

;J+;J8=+,的基因敲除小鼠也表现出严重的癫痫发

作,!. g!D-

% 突触小泡功能相关的蛋白质与颞叶癫痫

的关联仍需进一步研究% !1%'F的蛋白质参与代谢

过程"这类生化过程指细胞内发生的生化反应以及

HBI修复等"如26X6编码的谷氨酰胺合成酶可以将

谷氨酸和氨合成为谷氨酰胺"从而代谢谷氨酸% 谷

氨酸是脑内重要的兴奋性神经递质"在癫痫中"大量

)#&#)
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反应性星形胶质细胞增生"这类星形胶质细胞中的

谷氨酰胺合成酶表达异常"使其对谷氨酸的代谢能

力明显减弱"使胞外谷氨酸浓度异常升高"从而导致

癫痫的反复发作,!1-

% 另外"谷氨酰胺合成酶功能缺

失的患者也会表现出癫痫发作,!C-

% 谷氨酸等神经

递质的代谢会对神经元功能产生重要影响"相关蛋

白质的功能与颞叶癫痫的关系不失为一个很好的研

究方向%

总之"突触的微小结构改变和神经元细胞骨架

的改变是重要的病理变化"阐明相关蛋白的功能变

化可能会揭示颞叶癫痫的发病机制% 同时"神经元

相互之间的信息传递异常和神经递质的代谢异常也

会与颞叶癫痫的发病产生关联%

E%D"癫痫相关信号通路分析

文献检索的结果显示"磷酸化蛋白组学提示的

相关 !& 条信号通路可能与癫痫的发病机制密切相

关"*26X4)>)4-G7+*=8,);=-+信号通路能够调节谷氨

酸能突触"这类突触可以调控兴奋性神经递质谷氨

酸的释放"在大鼠癫痫模型中"海马体谷氨酸释放过

量"引起神经元兴奋性异常增加"最终导致癫痫的反

复发作,!/ g#&-

% 26X6是+26X4)>)4-G7+*=8,);=-+信号

通路重要的组成成分"与谷氨酸的代谢直接相关"它

的磷酸化水平会直接影响谷氨酸能突触的功能% 同

时可以观察到+26X4)>)4-G7+*=8,);=-+信号通路中

2M); 编码的突触后蛋白 ! ;5=4=8,);4+*=*)<<560$和

BWHI(磷酸化水平发生显著变化"这两种蛋白质

与突触可塑性相关的改变在癫痫中发挥重要作用%

由2+GM 编码的 9+G$%# 钾通道是另一种在+26X4)N

>)4-G7+*=8,);=-+信号通路中磷酸化水平发生显著

性变化的蛋白质"它可以被 2IZI

Z

受体激活"对神

经元兴奋性进行调控,#!-

%

()=N2(̂! !()=N7X),+,-,X*6-54+0-NG-6-)=+,7<)*N

45G!$ 是 ()=信号通路重要的组成部分"能够调节

突触可塑性并可能参与神经元兴奋性的调节% ()=N

2(̂! 缺失的小鼠神经元兴奋性更高"且小鼠癫痫

易感性更高,##-

% 同时 ()=N2(̂! 还可以和 BWHI

受体B(#Z亚基相结合"通过 ()=N:(9信号通路对

神经元可塑性进行调节% 在颞叶癫痫患者和大鼠匹

罗卡品癫痫模型中均能检测到 ()=N2(̂! 的表达含

量降低,#$-

% 磷酸化蛋白组学结果显示"在()=信号

通路中"B̂ ! 和 ()=2I[磷酸化水平显著变化"它

们与()=N2(̂ 都是()=信号通路重要的调控蛋白"

但调控作用相反% @+)>! 是 ()=信号通路中磷酸化

水平显著性改变的基因!蛋白质$之一"它编码的

@N68>;J5>)+,\)=+5, ),0 >-4)=4)=+=N+,0X*+,7;G54-+, !

蛋白能够调控 (J5样蛋白"激活 (IS!&SHS.# 和

(T3I等(J52@[)=-家族蛋白"对细胞黏附和细胞

迁移进行调控% 另外"@+)>! 还能够连接胞外信号

和细胞骨架活动%

*V5,7N4-G>;54-,4+)4+5, + ! V@[$ 信号通路 对

IW[I受体&BWHI受体&>26X受体等谷氨酸受体进

行调控"BWHI受体依赖的癫痫发生往往伴随着

V@[的发生,#.-

% 腹腔注射匹罗卡品能够诱导 =*J)<N

<-G*566)4-G)6NSI! 间突触的 V@[产生"从而导致癫

痫,#D-

% 在 V@[信号通路中 BWHI(和 [VS! ;J5=N

;J56+;)=-S$的磷酸化水平发生显著性变化% 在小

鼠匹罗卡品癫痫模型中"小鼠海马体中间神经元

[VS含量降低"[VS的功能可能与癫痫持续状态的

维持相关,#1-

% 同时有学者发现"[VS

$

! 的缺失与

早发性癫痫的产生有关,#C-

%

以上信号通路和相关蛋白的检出说明磷酸化蛋

白组学应用于颞叶癫痫研究具有一定的可靠性%

E%E"蛋白质相互作用网络分析

对蛋白N蛋白相互作用网络的核心蛋白进行进

一步的文献检索的结果显示"2G+,! 编码 BWHI(!

!BN>-4J86NHN)=;)G4)4-G-*-;45G=XKX,+4B(!$蛋白"是

一类离子型谷氨酸受体"与兴奋性谷氨酸能突触可

塑性密切相关% 日本横滨市立大学研究员利用第二

代测序的方法"在智力障碍和早发性癫痫脑病患者

中检测到2G+,! 基因的突变"突变位于 ;G-NW! J-6+a

!HDD#:$&W$ 转膜结构域!W1.!A和B1D&9$ 和W.

转膜结构域!2/!D($"证明 2G+,! 可能是早发性癫

痫的相关基因之一,#/-

% 有学者发现"内分子层颗粒

细胞树突中 BWHI(#ILZ表达含量在卡英酸造成

脑损 伤 后 显 著 升 高" 且 早 于 苔 藓 纤 维 出 芽

!Ŵ =$

,#'-

% 苔藓纤维出芽是颞叶癫痫重要的病理

变化之一% 正常生理状态下"海马体齿状回!0-,4)4-

78GX="H2$颗粒细胞轴突只向门区和 SI$ 区神经元

进行投射"但在卡英酸造成脑损伤后或在癫痫病理

状态下"颗粒细胞轴突向内分子层和上颗粒层进行

投射"形成大量新突触连接"且主要是兴奋性投射"

使海马神经环路中兴奋性信号被放大"最终导致癫

痫的反复发作,$&-

% BWHI#ILZ在癫痫中表达含量

升高"且这种变化早于苔藓纤维出芽"这就意味着

BWHI(#ILZ的含量变化可能可以作为颞叶癫痫疾

病发展进程的一个观测指标% 由蛋白质相互作用网

可以看到!图 #$"2G+,! 和 2G+,#I相互作用显著%

组学数据显示"2G+,! 和 2G+,#I的磷酸化水平在癫

痫中显著性升高!图 $$"即其编码的 BWHI(! 和

BWHI(#I磷酸化水平在癫痫中显著性升高% 磷酸

)$&#)孙智明"等"小鼠卡英酸颞叶癫痫慢性发作期的磷酸化蛋白组学研究



化蛋白组学的数据确认了BWHI(#I蛋白功能在癫

痫中增强"同时验证了磷酸化蛋白组学检测癫痫病

理变化的可靠性%

IGJ7-<# 编码的 (J57X),+,-,X*6-54+0--aN

*J),7-<)*45G# 蛋白能够激活 (J52@[)=-"(J52@N

[)=-家族包括 (J5!ILZLS$&()*!!L#L$$&S0*.#&

(,0&(J5H&(J5Z@Z和(J5T"在细胞迁移中发挥重

要作用% 2G6<! 编码的 (J52@[)=-)*4+\)4+,7;G54-+,

$D 能够调控 (J52@[)=-蛋白的 2@[和 2H[的相

互转化"并参与 ?(S依赖的来自于细胞表面黏附分

子的信号转导"促进神经突起生长"调节轴突生长&

引导和自发收缩"对细胞迁移产生影响,$!-

% IGJN

7-<#&IGJ7);$$ 和 @+)>! 基因 !蛋白质$都涉及到

(J52@[)=-的调控% (J52@[)=-家族蛋白的 $ 个

成员S0*.#&()*和 (J5I被广泛研究"它们在细胞

极化&囊泡装配&细胞周期和细胞转录中发挥重要作

用% 在中枢神经系统中"树突上树突棘的形成与这

些蛋白质密切相关% 当钙离子通过 BWHI受体进

入胞内后"钙离子与钙调蛋白相结合"激活 S)W9

%

"增加()*!LS0*.# 活性并降低 (J5I活性"促进

树突生长和分支,$#-

% 在苔藓纤维出芽过程中"伴随

着大量新突触的形成"这就可能导致(J52@[)=-相

关蛋白的功能增强% 而磷酸化蛋白组学的数据也验

证了这一点% 另外"新突触的形成必然伴随着细胞

骨架的改变"磷酸化蛋白组学的数据!图 $$能够观

察到以 ?;,K!L$L. 和I,M# 基因!蛋白质$为核心的

细胞骨架相关蛋白磷酸化水平显著升高%

?;,K!L$L. 编码的蛋白质是血影蛋白的组成成

分"I,M# 则编码锚定蛋白% I00$ 编码的内收蛋白

!)00X*+,N6+M-;G54-+, C&$是一种膜N细胞骨架相关蛋

白"与肌动蛋白和血影蛋白复合体相结合"通过钙调

蛋白影响细胞骨架蛋白的稳定性"这几种蛋白质均

与细胞骨架密切相关% 磷酸化蛋白组学数据显示"

这些基因!蛋白质$磷酸化水平显著性升高!图 $$"

表明在癫痫慢性发作期细胞骨架活性增强%

以上的结果共同说明了磷酸化蛋白组学检测颞

叶癫痫病理变化的可靠性%

E%F"可能的抗癫痫研究方向

9:22信号通路统计结果显示" *S5*)+,-)0N

0+*4+5,+ 信号通路在癫痫中磷酸化水平显著变化"

这暗示学者们这条信号通路可能参与癫痫的分子生

物学变化"它的核心是多巴胺和多巴胺能突触"长时

程的可卡因摄入会对多巴胺受体功能产生影响%

*S5*)+,-)00+*4+5,+信号通路磷酸化水平的变化是

否意味着多巴胺受体功能的变化"多巴胺突触是否

参与癫痫的发生和发展"有文献报道,$$-

"颞叶癫痫

患者新皮层多巴胺功能异常"但是多巴胺在海马体

中的功能以及与颞叶癫痫的发病机制相关性尚不明

确"这就为癫痫的研究提供一些参考"即多巴胺体系

功能异常是否与癫痫存在联系%

*S+G*)0+), -,4G)+,>-,4+信号通路的改变涉及到

BWHI受体的变化以及由9*,P$ 编码的2蛋白激活

的内向整流钾电流 9+G$%! 的磷酸化水平的变化%

9+G$%! 可以被多种2蛋白偶联受体激活"包括多巴

胺H# 受体&2IZI

Z

受体等"突触后膜的2IZI

Z

受体

可以激活 9+G$%!"从而降低神经元兴奋性,$.-

%

9+G$%! 能够对神经元兴奋性进行调控"那么它就可

能参与到颞叶癫痫的发生发展中% 9+G$%! 钾通道与

颞叶癫痫是否存在联系"这也可能成为癫痫研究的

方向之一%

*I>854G5;J+*6)4-G)6=*6-G5=+=!IV?$+信号通路

的改变涉及由B-<J编码的神经纤维细丝!,-XG5<+6)N

>-,4J-)\8;568;-;4+0-$蛋白磷酸化的改变"而这个

蛋白质则与轴突功能密切相关% :,05*845=+=信号通

路的改变涉及由 I=);! 编码的 I(̂ 2@[)=-N)*4+\)N

4+,7;G54-+, ! 蛋白磷酸化的改变"这个蛋白质则与

细胞生长和细胞骨架重塑相关% 这些信号通路中涉

及的蛋白质均有可能成为颞叶癫痫的研究对象%

综上所述"在癫痫的疾病发展过程中"大量蛋白

质参与其中"磷酸化蛋白组学能够从宏观角度解释

疾病发展过程"将疾病与蛋白质功能相关联"这就为

疾病相关蛋白的筛选提供了一种选择% 通过磷酸化

蛋白组学对颞叶癫痫模型小鼠进行检测"观察到一

系列癫痫相关的信号通路和蛋白质的磷酸化水平显

著性变化"经过深入的探讨"验证了磷酸化蛋白组学

对颞叶癫痫发病机制研究的可靠性"同时提出多巴

胺功能和9+G$%! 钾通道功能可能成为颞叶癫痫治

疗的研究方向%
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