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摘要 目的：探寻周围神经感觉和运动束损伤后不同时间点的蛋白变化，为周围神经再生研究提供标志

蛋白。方法：制备SD大鼠股神经运动束和隐神经（感觉束）在正常状态、Sunderland V损伤8 h和8 d时间

点模型；神经断端远侧5 mm样本取材，6种样本共18组；分离、提取、纯化及定量蛋白后，应用差异凝胶电

泳技术荧光标记蛋白质，凝胶图像扫描，选择差异表达＞1.5倍的蛋白点定义为高差异表达蛋白；用图像

分析软件BVA分析显示9块凝胶平均分离1586个蛋白点，胶上切割、酶切、点靶，质谱仪进行肽质量指纹

谱（PMF）分析鉴定，识别各组间的高差异表达蛋白质图谱。应用逆转录PCR（RT-PCR）技术分析验证蛋

白质组学研究的结果。结果：共有12个高差异表达蛋白点被确切鉴定：TPM1、Serpina10、NF-L、DRP-2、

CaBP1、Serpina3n、Peroxiredoxin-2、Gng7、HSP70、LDHB、Enolase2、PDIA3。其中，Serpina10、TPM1、

NF-L、DRP-2、CaBP1是隐神经正常状态、损伤8 h和8 d时间点时比较蛋白质组学高差异蛋白；Serpina10、

Serpina3n、Peroxiredoxin-2、Gng7、HSP70、LDHB、Enolase2、CaBP1、PDIA3是股神经运动束正常状态、损

伤8 h和8 d时间点时比较蛋白质组学的高差异蛋白。Serpina10 和CaBP1是隐神经和股神经运动束损伤

后多时间点比较蛋白质组学均出现的高差异表达的蛋白。蛋白质组学的结果与RT-PCR检测的mRNA

转录水平相一致。结论：周围神经感觉束、运动束损伤后不同时间的比较蛋白质组学表达存在明显差异，

Serpina10 和CaBP1作为高差异表达蛋白，可能为周围神经再生研究提供新的方法。
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Abstract Objective: To investigate the changes in proteins in peripheral nerve sensory and motor fascicles

at different time points after injury, and to provide markers for peripheral nerve regeneration research. Meth⁃
ods: SD rats were used to prepare normal femoral nerve sensory and saphenous nerve models, as well as 8 h

and 8 d post-injury of Sunderland V models. Tissue samples were collected from 5 mm distal ends of broken

nerve ends, with 18 groups of samples in total. After separation, extraction, purification, and quantification of

proteins, differential gel electrophoresis (DIGE) technology was used to fluorescently label proteins. Gel imag-

es were scanned, and high-differential protein spots were defined as those with a fold change greater than 1.5.

Image analysis software BVA was used to analyze the gel images and display an average of 1586 protein spots

separated on nine gels. Gel cuts, enzyme digestion, and point target were performed, and mass spectrometry

was used to analyze the peptide mass fingerprinting (PMF) profile of the identified proteins. The results of im-

age analysis were validated by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) technology. Re⁃
sults: A total of 12 protein spots were accurately identified: TPM1, Serpina10, NF-L, DRP-2, CaBP1, Serpi-

na3n, Peroxiredoxin-2, Gng7, HSP70, LDHB, Enolase2, and PDIA3. Among these, Serpina10, TPM1, NF-L,

DRP-2, CaBP1 were identified as high-differential proteins in SD rats with saphenous nerves at both the nor-

mal and injured time points; Serpina10, Serpina3n, Peroxiredoxin-2, Gng7, HSP70, LDHB, Enolase2, CaBP1,

and PDIA3 were identified as high-differential proteins in SD rats with femoral nerve motor fascicles at both

the normal and injured time points. Serpina10 and CaBP1 were identified as high-differential proteins in SD

rats with saphenous nerves and femoral nerve motor fascicles at multiple time points after injury. The pro-

teomic results were consistent with the mRNA transcription levels of these genes as determined by Rt-PCR.

Conclusion: There are significant differences in protein expression between peripheral nerve sensory and
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motor fascicles at different time points after injury. Serpina10 and CaBP1, as high-difference marker proteins, were expected to provide

new methods for research on peripheral nerve injury and regeneration.

Keywords peripheral nerves; sensory fascicles; motor fascicles; regeneration; proteomics

周围神经离断损伤后近端趋化性地向远端生长，

运动和感觉神经也分别趋向同一类神经，可选择性地

长向各自的靶组织。由于临床还没有能术中应用的鉴

别神经功能束的方法，所以上述趋化性理论被广泛接

受，并由此提出小间隙吻合法[1]。在神经两断端间留出

间隙，套接神经，让神经有自然趋化性选择的空间，这

在一定程度上弥补了临床没有可用的神经功能束鉴别

方法的情况[2]。

周围神经损伤后，如果特定时限内再生的神经没有

到达远端的靶器官，那么获得功能性神经再支配的机

会将会降低。人类神经轴突再生速度每天不到1 mm，

对于周围神经高位损伤，需要几个月乃至更长时间才

能到达远端的靶器官[3]。早期的神经再支配对功能恢

复至关重要，临床应用基于趋化性理论的神经断端小

间隙缝合时，迫切需要一种能促进神经趋化性再生的

方法[4]。周围神经的感觉束与运动束在不同的损伤时

间点，有无蛋白质组成上的差异？能不能找到高差异

蛋白用以促进趋化性再生？目前国内外还没有应用比

较蛋白质组学进行筛选周围神经功能束不同时间点的

高差异蛋白的相关研究或报导[5]。本课题组应用比较

蛋白质组学研究感觉束与运动束在损伤后不同时间点

蛋白质组成上的差异，报道如下。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与材料

1.1.1 实验动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 60 只，鼠龄 8

周，体质量（200±10）g，黑龙江中医药大学实验动物中

心提供。术前、术后在标准条件下饲养，温度 22～

26 ℃，12 h间隔照明，自由饮水摄食。所有动物实验都

符合国际实验动物使用指导规范的章程，且得到黑龙

江中医药大学动物实验中心的批准。

1.1.2 主要试剂 Cy2、Cy3、Cy5荧光染料，蛋白定量

试剂盒，除杂质试剂盒，两性电解质，荧光定量PCR通

用试剂盒等，购于Amersham Bioscience公司。

1.1.3 主要仪器 Ultrospec 3300 Pro 分光光度仪，

Ettan IPGphor II 等电聚焦仪，Ettan DALT Six 电泳系

统，Typhoon 9400 系列多功能激光扫描成像系统，

Image Scanner 凝胶图像扫描仪，DeCyder 差异分析软

件，Ettan picker 斑点切胶仪，Ettan digester 酶切仪，

Ettan spotter 点样仪，Ettan MALDI-TOF 质谱仪等，均

购于GE-Healthcare-Biosciences公司。

1.2 方法

1.2.1 动物模型建立及样本采集 60 只 SD 大鼠，随

机分为 3组，每组 20只，3组同时取材。10%水合氯醛

（0.25 mL/0.1 kg）腹腔注射麻醉大鼠；解剖显微镜下，

双下肢互成 90°略带张力展开固定。无菌条件下取骼

腹股沟斜行切口，钝性分离暴露股神经。股神经运动

支（运动束）长约6 mm，直径约2 mm，恒定分为3束，用

显微镊子触碰有明显肌颤反应，在入肌处锐性剪断，得

到约 5 mm的股神经运动支。股神经在骼腹股沟处分

出隐神经（感觉束），隐神经刚分出时直径约 1 mm，向

远端走行逐渐变细，在髌骨下逐渐移行于皮下支配皮

肤，把髌骨下缘作为标志向远端游离，得到约 5 mm的

隐神经。在手术显微镜下，自主干分出处锐性剪断运

动支，在髌骨下锐性剪断隐神经，造成股神经运动支和

隐神经 Sunderland V损伤的动物模型（见图 1）。分别

于 Sunderland V损伤后 8 h和 8 d取材，取下的股神经

运动支和隐神经分别放置保存管中并做好标记，液氮

暂时保存，然后投入－80℃冰箱中保存备用。

1.2.2 蛋白筛选 神经组织解冻后，每个样本取约

300 mg 组织块。荧光差异凝胶电泳（differential gel

electrophoresis，DIGE）样品的纯化、定量：蛋白样品分别

A B C

D E F

G H I

注：（A-C）大鼠正常股神经运动支和隐神经显露和取材；

（D-F）大鼠股神经运动支和隐神经Sunderland V损伤8 h模型制

备和取材；（G-I）大鼠股神经运动支和隐神经Sunderland V损伤

8 d模型制备和取材。

图1 大鼠股神经Sunderland V损伤模型制备及取材

575



Neural Injury And Functional Reconstruction, October 2023, Vol.18, No.10

来自6种神经组织样本，其中每种神经组织样本都分3

组，每种样品进行3次重复，共计18组神经组织蛋白样

本，分别避光进行Cy2、Cy3、Cy5荧光标记。PH保持在

8.0～9.0，蛋白质与荧光染料比例为 50 µg∶400 pmoL。

Cy2显黄色，Cy3显红色，Cy5显蓝色荧光，每次同时进

行 6块凝胶电泳。第一向等电聚焦电泳和SDS-PAGE

电泳后，凝胶图像采集与分析，用Typhoon9400激光扫

描仪在荧光模式下进行Cy2、Cy3、Cy5成像扫描；所有

的成像在 1000 µm处行预扫描，Cy2、Cy3、Cy5标记的

成像分别由488 nm、532 nm、633 nm的激发波长收集，

终图像使用 100 µm的精度扫描。分析胶荧光差异凝

胶电泳，用BVA软件分析显示 9块凝胶平均分离 1586

个蛋白点，蛋白点匹配率约为82%，表达量上调或下调

＞1.5倍的蛋白定义为差异表达蛋白，共 160个。分析

胶上的差异蛋白点与考染的制备胶上的6个蛋白点进

行匹配后再切取蛋白点并进行质谱鉴定。应用肽混合

物的肽质量指纹谱（peptide mass fingerprinting，PMF）

分析结果，应用Mascot（http://www.matrixscience.com）

搜索引擎在NCBInr数据库进行检索。结果的可靠性

用肽段匹配率的得分值和匹配肽段在对应蛋白内序列

的覆盖率进行评价。

1.2.3 逆 转 录 PCR（reverse transcription-polymerase

chain reaction，RT-PCR）验证 采用实时定量 Rt-PCR

的方法，检测比较蛋白质组学和质谱分析鉴定出的股

神经感觉和运动束之间在不同时间点损伤的高差异蛋

白在mRNA转录水平的变化，验证蛋白质组学的鉴定

结果，高差异蛋白引物序列见表1。

1.3 统计学处理

采用SPSS 19.0软件处理数据。符合正态分布以

及方差齐性的计量资料以（x±s）表示，独立样本均数 t

检验；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

通过比较蛋白质组学质谱鉴定及Rt-PCR验证，共有

12个高差异表达蛋白点被确切鉴定：TPM1、Serpina10、

NF-L、DRP-2、CaBP1、Serpina3n、Peroxiredoxin-2、Gng7、

HSP70、LDHB、Enolase2、PDIA3。 其 中 ，Serpina10、

TPM1、NF-L、DRP-2、CaBP1是股神经感觉束正常状态、

损伤 8 h 和 8 d 时间点比较蛋白质组学高差异蛋白；

Serpina10、Serpina3n、Peroxiredoxin-2、Gng7、HSP70、

LDHB、Enolase2、CaBP1、PDIA3是股神经运动束正常

状态、损伤 8 h和 8 d时间点比较蛋白质组学的高差异

蛋白；Serpina10 和CaBP1是股神经感觉束和运动束损

伤后多时间点都出现的高差异蛋白，见图2-4。

3 讨论
周围神经损伤的发病率高、治愈难度大、致残率

高，这在周围神经损伤程度最重的分型即Sunderland V

损伤表现最为明显。所以本实验采用了SD大鼠股神

经肌支（运动束）和隐神经（感觉束）的Sunderland V损

伤模型。通过制备SD大鼠正常状态、Sunderland V神

经损伤8 h及Sunderland V神经损伤8 d隐神经和股神

经运动束的模型，探寻周围神经感觉和运动束损伤后

不同时间点的蛋白变化，为周围神经再生研究寻找标

志蛋白[4]。

近年来，将神经特异蛋白免疫学方法用于周围神

经再生的研究成为热点，但研究模式都是应用混合神

经（如坐骨神经）进行周围神经损伤后蛋白质或量的变

化研究，如通过对大鼠钳夹损伤坐骨神经（混合束）后

的 5 d、10 d和 35 d的蛋白质组学分析，报告坐骨神经

基因名称

Serpina10

NF-L

DRP-2

Serpina3n

PRDX-2

TPM1

CaBP1

Gng7

HSP70

LDHB

Enolase2

PDIA3

正义链

5’-gggccagccagcaactctcc-3’

5’- cgaagagtggttcaagagc-3’

5’-tgagccggccagaggaggtc-3’

5’-aagccagggccccatcaggt-3’

5’-acgcgcacatcggaaagcct-3’

5’-agcacgcagtgggtgagcc-3’

5’-gcacaacctgctgggtcccg-3’

5’-tccccctccatgggccacag-3’

5’-gtccacagcgccggcaagat-3’

5’-gtggttcccctgcctcagcg-3’

5’-ctggcccaggagaacggctg-3’

5’-ggttctctggtcccggccct-3’

反义链

5’-tctctcccttggcccccagc-3’

5’-tgtctgcattctgcttgtcc-3’

5’-ccaggctggcagtgatgggc-3’

5’-agggctccagctctgtgcca-3’

5’-tcccagcacctcgcagccta-3’

5’-tggctgagcttcacactcggt-3’

5’-tgcgcatgcagttccccagg-3’

5’-ctgtcccctgccagtgcagc-3’

5’-cggtgtgatgcggttgccct-3’

5’-ccagggcaagctcatcagcca-3’

5’-gcaagcagggggtcacagca-3’

5’-agctgagcccgtgtcggaga-3’

表1 高差异蛋白引物序列
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注：Master No.是该差异蛋白在胶中

的号码；等电点及分子量是根据PMF得到

的蛋白质的理论值；Coverage是已配对多

肽与蛋白总序列的比值百分比；T-test是软

件应用的统计学方法；Av-Ratio是差异蛋

白在相对比的组中的升高或降低的比值。

图2 大鼠正常隐神经（G）、Sunderland

V损伤后8 h（8hG）、8 d（8DG）时间点的比

较蛋白质组学质谱鉴定出的高差异蛋白

在损伤后 5 d、10 d 和 35 d 时间点的全部蛋白表达模

式，证明周围神经再生过程是复杂短暂的分子变化过

程[6]，以及应用蛋白质组学观测大鼠坐骨神经切断后的

应激性神经瘤在伤后3 d、1周、2周和3周的蛋白变化，

分析蛋白质表达的成分改变、蛋白质的合成和离子通

道的再分布在应激性神经瘤的形成上的重要作用 [7]。

但至今还没有单一针对感觉束或运动束损伤后蛋白变

化的相关研究[8]。如何选择一种高通量筛选周围神经

感觉束与运动束的实验方法来进行研究，是应用神经

蛋白促进周围神经再生研究的焦点问题[9]。本实验通

过应用比较蛋白质组学的方法结合质谱及蛋白质数据

库，对周围神经（股神经）运动束与感觉束的蛋白进行

损伤后多时间点的对比分析，分别找出其特异性或高

差异性蛋白质，为临床周围神经运动和感觉束损伤后

再生研究提供新手段。

周围神经损伤后 Wallerian 变性过程蛋白变化明

显 [10,11]，针对时间点的不同寻找蛋白相应的变化，才能

找出促进周围神经损伤后修复的某种蛋白，进一步指

导周围神经再生的基础研究工作[12]。周围神经再生过

程中蛋白的变化是动态的，细化周围神经感觉束与运

动束损伤后的蛋白变化意义极大[13]。本实验在取材由

混合束细化为感觉束与运动束的同时，又细化了取材

时间，针对正常周围神经组织、损伤后8 h（即新鲜损伤

期）、损伤后8 d（即开始Wallerian变性期）进行取材，用

于蛋白质组学研究，突破了以往对周围神经混合束蛋

白含量及神经束单一时间点蛋白含量的研究模式，为

周围神经修复再生的机制研究提供了新的思路。

本实验通过取材 6种神经断端远侧 5 mm组织样

本，每种样品进行3次重复,共计18组神经组织蛋白样

本进行蛋白质组学研究，筛选出了 12 个差异超过 1.5

倍的蛋白，其中与周围神经感觉束损伤后再生有关的

高差异蛋白有Serpina10、TPM1、NF-L、DRP-2、CaBP1，

A1 A2 A3 B1 B2 B3

注：Master No.是该差异蛋白在胶中的

号码；等电点及分子量是根据 PMF 得到的

蛋白质的理论值；Coverage是已配对多肽与

蛋白总序列的比值百分比；T-test是软件应

用的统计学方法；Av-Ratio是差异蛋白在相

对比的组中的升高或降低的比值。

图 3 大鼠正常股神经运动束（Y）、

Sunderland V 损伤后 8 h（8HY）、8 d（8DY）

时间点的比较蛋白质组学质谱鉴定出的高

差异蛋白

注：（A1-A3）隐神经（G）；（B1-B3）股神经运动支（Y）。

图4 高差异蛋白在mRNA转录水平验证及比较
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与周围神经运动束损伤后再生有关的高差异蛋白有

Serpina10、Serpina3n、Peroxiredoxin-2、Gng7、HSP70、

LDHB、Enolase2、CaBP1、PDIA3，其 中 Serpina10 和

CaBP1是SD大鼠正常隐神经和股神经运动束在多时

间点损伤后均出现高差异表达的蛋白。本实验中，

Serpina 10在股神经运动束损伤后 8 d的远断端 5 mm

神经组织和正常运动束的比较蛋白质组学中的比值是

2.97倍，在隐神经损伤后8 h的远断端神经组织和正常

隐神经的比较蛋白质组学中的比值是 2.16 倍。

Serpina 10在组织坏死或组织损伤时可代偿增加，以对

抗各类细胞和细菌所释放过多的蛋白溶解酶，保护正

常组织细胞免受蛋白溶解酶的溶解损害，但是具体作

用机制还需要进一步研究[14-16]。本实验Serpina 10出现

变化可能与周围神经损伤后的炎性反应有关。在大鼠

隐神经损伤后8 d的远断端神经组织和损伤后8 h的比

较蛋白质组学中，CaBP1的比值是2.19倍；在大鼠股神

经运动束损伤 8 d后的远断端神经组织和正常股神经

运动束的比较蛋白质组学中，CaBP1 的比值是 2.43

倍。CaBP1是细胞骨架蛋白，可影响并调控肌动球蛋

白之间的相互作用。CaBP1存在于微管，并且与微管

结合蛋白的表达呈正相关[17-19]。不仅在周围神经感觉

束损伤后再生中有重要作用，而且在运动束损伤后再

生修复中也具有重要作用，非常值得继续研究 [20]。

Serpina10 和CaBP1在周围神经感觉束与运动束多时

间点 2倍左右的高差异比例，提示Serpina10 和CaBP1

是可用于周围神经运动束和感觉束鉴别的高差异蛋

白，为周围神经新鲜与陈旧性损伤后的修复过程提供

可标记的高差异蛋白，为周围神经损伤修复再生提供

新的研究切入点。

综上所述，周围神经感觉束、运动束不同时间损伤

在比较蛋白质组学表达存在明显差异，蛋白Serpina 10

和CaBP1在周围神经感觉束与运动束正常状态、新鲜

损伤和陈旧性损伤后均出现高差异动态变化，这些高

差异蛋白可能为周围神经再生研究提供新的方法。
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