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前言
琢-核突触蛋白(琢-Synuclein)是一种表达在中枢神经系统

突触前及核周的可溶性蛋白质，在正常的生理状态下是由 140
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摘要 目的：明确 琢-核突触蛋白与帕金森病的病理生理相关性及其临床意义。方法：采用相色谱 -质谱联用(UPLC-MS)检测野生

型小鼠和基因突变型小鼠脑组织中内源性代谢性产物，通过 mzcloud法对小鼠脑组织中内源性代谢物质进行鉴定，将相应数据进

行主成分分析(PCA)和聚类分析，分析其相关差异表达代谢物，并构建通路图和互作网络图。结果：(1)基于 LC/MS法的代谢组分

析结果显示两组间差异代谢物以氨基酸类及磷脂类等为主，包括 茁-丙氨酰 -L-组氨酸、L-精氨酸、L-组氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙

氨酸、L-缬氨酸、L-天门冬氨酸、L-丙氨酸、磷脂酰胆碱等；(2)构建的代谢通路主要涉及酮体的合成和降解、牛磺酸和亚牛磺酸代

谢、丙氨酸，天冬氨酸和谷氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、组氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、缬氨酸，亮氨酸和异亮氨酸的生物合成、

甘油磷脂代谢等，从中发现 18个具有标志性的代谢成分。结论：琢-核突触蛋白基因突变后，酮体的合成和降解、牛磺酸和亚牛磺
酸代谢、丙氨酸，天冬氨酸和谷氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、组氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、缬氨酸，亮氨酸和异亮氨酸的生物合

成、甘油磷脂代谢等代谢通路发生了变化，涉及 茁-丙氨酰 -L-组氨酸、L-精氨酸、L-组氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸、L-缬氨酸、L-

天门冬氨酸、L-丙氨酸、磷脂酰胆碱等的生物学标志性代谢产物变化。
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Changes of Endogenous Metabolites in Brain Tissues of Mice with Alpha -
nuclear Synaptic Protein Gene Mutation*

To clarify the pathophysiological correlation between alpha-nuclear synaptic protein and Parkinson's

disease and its clinical significance. Chromatography - mass spectrometry (UPLC -ms) detection of wild type mice and

endogenous metabolic product of gene mutant mice brain tissue by mzcloud endogenous metabolic substances identified in brain tissue in

mice, the corresponding data of principal component analysis (PCA) and cluster analysis, analysis of the relevant differentially expressed

metabolites, and construct the circuit diagram and interaction network diagram. (1) the results of metabolism analysis based on

LC/MS method showed that the metabolites between the two groups were mainly amino acids and phospholipids, including

beta-alanyl-histidine, l-arginine, l-histidine, l-leucine, l-phenylalanine, l-valine, l-aspartic acid, l-alanine, phospholipid choline, etc. (2)

build the metabolic pathways of mainly relates to the synthesis and degradation of ketone body, taurine and the metabolism of taurine,

alanine, glutamic acid and aspartic acid metabolism, arginine and proline metabolism, histidine metabolism, phenylalanine metabolism,

valine, leucine and isoleucine biosynthesis, glycerol phospholipid metabolism, etc., find 18 landmark metabolic components.

after alpha nuclear synaptic protein gene mutations, ketone body of synthesis and degradation, taurine and the metabolism of taurine,

alanine, glutamic acid and aspartic acid metabolism, arginine and proline metabolism, histidine metabolism, phenylalanine metabolism,

valine, leucine and isoleucine biosynthesis and glycerol phospholipid metabolism in the changes of metabolic pathways, involved in beta

- propylene ammonia acyl - L - histidine, L - arginine, L - histidine, L leucine, L - phenylalanine, L - valine, L - aspartate, L - alanine,

phosphatidyl choline etc. Change the biological signature of metabolites.
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个氨基酸组成的天然的未折叠的蛋白质[1]。帕金森病(Parkinson

disease，PD)是一种常见的中枢神经系统退行性疾病，其确切的

病理生理机制仍未明确[2, 3]。近年来，相关研究显示 琢-核突触蛋
白基因(SNCA)突变可能会导致家族型帕金森病的发生，其产

生的毒性作用通过一系列反应最终会引起多巴胺神经元的

凋亡 [4，5]，提示 琢- 核突触蛋白可能与帕金森病的发生发展相
关[1，6-10]，但其确切的分子机制至今仍未完全揭示。

代谢组学是近年来继基因组学和蛋白组学之后发展的一

门新型学科，是从宏观的角度分析一个生物系统中相对分子质

量 1000以内的小分子物质，通过研究其内源性代谢产物的变

化，从活性、功能、表达等多个层面逆向推理机体内发生生物学

变化的特定分子[11-14]。因此，代谢组学可单次同时系统的挖掘生

物体内变化的生物分子或其相关的分子调控网络。中脑是帕金

森病中发生病理改变引起相关症状的关键部位[15，16]。因此，本研

究以代谢组为研究工具，通过比较野生型和转基因小鼠中脑组

织内的代谢产物的变化，寻找与这些产物相关的调控通路和生

物分子网络，旨在进一步明确 琢-核突触蛋白的生理功能和病
理意义，为临床上诊断和治疗 琢-核突触蛋白相关性疾病提供
新的参考依据。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

DIONEX Ultimate 3000超高效液相色谱仪，Thermo Q EX-

ACTIVE质谱仪，色谱柱：Thermo Syncronis C18( 1.7 滋m，2.1×
100 mm)，Milli-Q AdvantageA10型超纯水仪(美国 Millipore公

司)，KQ-250超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。甲醇，

乙腈，甲酸均为色谱级(Themo Fisher)，-80℃冰箱(Themo公司)

离心机(Sigma)、电子天平(METTLER TOLEDO)。醋酸纤维素钠

(购于国药集团)。

1.2 动物

Prnp-SNCA A53T雄性纯合转基因(TG)小鼠购自南京大学

模式动物研究所，首都医科大学实验动物中心按照 SPF级别饲

养，同时以相应月龄的通窝雄性野生型(WT)小鼠为对照。以上

动物均适应性饲养 1周后进行正式试验。每次实验前动物先在

超净台适应 1h。

1.3 方法

1.3.1 动物分组与给药 随机取 10只野生型小鼠以及 10只

转基因小鼠，分别为 A：WT组、B：TG组，均常规喂养，自由饮

水。取中脑组织用生理盐水清洗，滤纸擦干称重，置于 -80℃冰

箱保存备用。

1.3.2 样品采集和处理 采用甲醇：乙腈(1:1)有机溶剂沉淀

蛋白法，在中脑组织中加入 10倍甲醇匀浆 3 min，匀浆液取出

100 滋L加入甲醇：乙腈(1:1)有机溶剂沉淀蛋白，涡旋 30s，在

4℃条件下离心 15 min (13000 r·min-1)，取上清液直接进样分

析。

1.3.3 液相色谱 (UPLC) 条件 仪器名称：DIONEX Ultimate

3000超高效液相色谱仪,色谱柱：Thermo Syncronis C18 1.7 滋m，
2.1× 100 mm。液相条件：A：水(含 0.1%甲酸及 2 mmoL/L甲酸

铵)，D：乙腈；梯度洗脱，分析时间 0-35 min，进样量 10 滋L，流速
0.3 mL/min。流动相梯度见表 1。

1.4 质谱(MS/MS2)条件

仪器名称：Thermo Q EXACTIVE,离子源：ESI(-)；监测模

式：一级全扫描 (Full scan)，二级数据依赖性扫描 (Full

MS/dd-MS2)；离子源参数：ESI(-)：喷雾电压：2800 V；蒸发温度：

350℃；化合物参数：一级全扫描(Full scan)：分辨率：70000；二

级数据依赖性扫描(Full MS/dd-MS2)：分辨率：35000。

1.5 质量控制

选择 1:1的混合溶液的乙腈 /甲醇进行除蛋白，以确保尽

可能多的代谢产物都溶解。取各组混合样品，除杂，离心，取上

清 200 滋L，进样，每 5针，平行进一针作为质量控制,以考察仪

器的稳定性，重复性及样品的稳定性。

1.6 数据处理及分析

数据采用 mzcloud对小鼠中脑组织内源性代谢物质进行

鉴定，利用分子式和分子量确定内源性物质，同时在 Trace

Finder软件进行自建内源性物质，Metlin , HMDB及 KEGG数

据库中进行检索和确认。采用 Metaboanalyst 4.0进行主成分分

析(PCA)和偏最小二乘判别分析(PLSDA)及正交偏最小二乘判

别分析(Analysis OPLS-DA)和拓扑分析，使用 R统计软件包进

行分析 R× 64 3.2.4 进行高通量代谢通路分析。最后用 Cy-

toscape及 metsape和 MCODE插件绘制内源性物质网络图模

块化分析。

2 结果

2.1 两组样本UPLC-MS数据模式的 PLS-DA和OPLS-DA识别

采用 PLS-DA和 Orthogonal PLS-DA分析方法将WT组和

TG组中脑组织代谢组学数据进行分析，结果见图 1。由图 1可

知，两组样本之间的样本点相分离，且同一组内各样本点在一

定范围内聚集较好，提示两组之间的代谢产物和代谢特征具有

明显的差异。

2.2 中脑组织样品中的差异代谢物

采用上述方法得到一个 20样本× 495变量的数据矩阵。

在 PLS-DA模型中，提取 VIP值最大的前 66个变量(VIP值大

于 1.0)，这 66个变量的载荷矩阵图距原点比较大的距离。对这

66个变量进行手动积分及非参数检验，通过对目标变量进行

手动积分，并综合 VIP值、非参数检验和 ROC曲线的精密度

(>0.5)来筛选差异代谢物，确定 42个变量为代谢标志物。结果

见表 2、表 3。其中，表 2为上调差异代谢物，表 3为下调差异代

谢物。

2.3 中脑组织中差异代谢物的代谢通路分析

将选择代谢通路影响值的临界设置为 0.10，高于这个值，

认为与潜在的靶标路径关系密切。结果显示，酮体的合成和降

Time(min) A(%) D(%)

0 95 5

1.00 95 5

16 5 100

16.01 5 100

18 95 5

表 1梯度条件

Table 1 Gradient Conditions
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图 1 WT组和 TG组小鼠中脑组织样本 PCA和聚类分析

注：(A)小鼠中脑组织 PLS-DA得分图; (B)小鼠中脑组织 PLS-DA-3D得分图; (C)小鼠中脑组织 OPLS-DA得分图; (D) PLS-DA鉴定的中脑组织

内源性变量的重要特征，右边的染色框表示WT组和 TG组中相应代谢物的相对浓度; (E)对WT组和 TG组进行聚类分析

Fig.1 PCA and cluster analysis of midbrain tissue samples from WT and TG group

Note: (A) PLS-DA Score Map of Mouse Midbrain Tissue; (B) PLS-DA-3D Score Map of Mouse Midbrain Tissue; (C) OPLS-DA Score Map of Mouse

Midbrain Tissue; (D) Significant Characteristics of Endogenous Variables in Midbrain Tissue Identified by PLS-DA. The right dye box indicates the

relative concentration of corresponding metabolites in WT and TG groups; (E) Aggregation of WT and TG groups.

解、牛磺酸和亚牛磺酸代谢、丙氨酸，天冬氨酸和谷氨酸代谢、

精氨酸和脯氨酸代谢、组氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、缬氨酸，亮

氨酸和异亮氨酸的生物合成、甘油磷脂代谢影响值大于 0.10，

提示PLS-DA所筛选出的差异代谢物与这几个代谢途径有密切

的相关性，进一步说明 琢-核突触蛋白基因突变后引起的小鼠
的病生理变化与这些代谢途径有密切的关系(表 4、图 2)。
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表 2上调的潜在生物标志物的相对含量

Table 2 Relative content of up-regulated potential biomarkers

Metabolites WT TG Fold

N-beta-Alanyl-L-histidine 0.33± 0.46 4.60± 5.54** 12.90↑

L-Arginine 0.41± 0.82 1.12± 1.02** 2.54↑

Taurine 1.16± 0.32 2.76± 0.51** 2.24↑

4-Hydroxyproline 0.86± 0.56 2.31± 1.40** 2.48↑

PG(16:0/18:1(9Z)) 1.33± 0.34 10.27± 2.99** 6.80↑

5-Amino-2-oxopentanoate 0.86± 0.56 2.31± 1.40** 2.48↑

7,10,13,16-Docosatetraenoic acid 0.98± 0.54 2.35± 1.05** 2.33↑

4-D-Hydroxysphinganine 2.82± 0.66 6.43± 0.96** 2.22↑

D-Sorbitol 0.18± 0.38 2.43± 9.04** 12.89↑

LysoPC(16:0) 1.92± 0.42 5.04± 0.79** 2.50↑

LysoPC(18:0) 1.28± 0.43 2.47± 0.61** 1.85↑

LysoPC(18:3(6Z,9Z,12Z)) 1.45± 0.44 3.15± 0.56** 2.07↑

LysoPC(20:4(8Z,11Z,14Z,17Z)) 3.90± 0.42 8.47± 0.63** 2.08↑

PC(14:0/22:5(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z)) 0.31± 0.79 1.32± 2.26** 3.92↑

PC(14:1(9Z)/20:0) 5.27± 0.16 6.87± 0.30* 1.27↑

PC(16:1(9Z)/22:5

(7Z,10Z,13Z,16Z,19Z))
2.72± 0.37 4.87± 0.59** 1.73↑

PC(18:0/20:4(8Z,11Z,14Z,17Z)) 5.34± 0.28 8.27± 0.42** 1.51↑

PC(18:1(9Z)/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)) 1.52± 0.21 2.81± 0.58** 1.80↑

PC(18:3(6Z,9Z,12Z)/16:0) 3.83± 0.57 9.40± 0.74** 2.35↑

PC(20:3(5Z,8Z,11Z)/20:3

(5Z,8Z,11Z))
1.36± 0.34 12.18± 4.40** 8.60↑

PG(16:1(9Z)/18:0) 1.33± 0.34 10.27± 2.99** 6.80↑

PG(18:0/16:1(9Z)) 1.33± 0.34 10.27± 2.99** 6.80↑

PG(18:1(11Z)/18:1(11Z)) 0.57± 0.25 2.40± 2.72** 4.08↑

SM(d18:0/18:1(11Z)) 7.88± 0.39 10.55± 0.32* 1.32↑

注：与WT组相比 *P<0.05，**P<0.01；比率 =TG组 /WT组。

Note: Compared with WT group * P < 0.05, ** P < 0.01; ratio = TG group / WT grou.

3 讨论

琢-核突触蛋白(琢-Synuclein)是一种表达在中枢神经系统
突触前及核周，在正常生理状态下以天然未折叠的可溶性蛋白

质形式存在[17]。既往研究报道 琢-核突触蛋白基因突变可能会
导致家族型帕金森病(Parkinson disease，PD)的发生，主要是由

于其产生的毒性作用通过一系列反应最终会引起多巴胺神经

元的凋亡[18-20]，进而引起帕金森疾病的发生。但是鉴于机体生物

分子网络之间关系复杂性，琢-核突触蛋白的变异会引起生物体
内多个生物靶点以及这些靶点相关联的组织器官的功能变化。

因此，明确 琢-核突触蛋白相关靶点所构成的生物分子网络有
助于我们全面解析其在生物体内的生理功能，为我们提供利用

该分子靶点构建机制明确的病理模型或开发针对该靶点治疗

的有效药物。

代谢组学是近几年继基因组学和蛋白组学之后发展起来

的对生物机体内源性小分子物质及其动态变化规律的进行检

测分析的一门新兴技术。其主要是研究特定的生物体受到干预

之后产生的内源性代谢产物变化，并对代谢循环情况的关键化

合物进行定性和定量分析，进而明确该生物系统中所有组成成

分的构成及其在特定条件下之间的相互关系[13，14]。目前常用的

分离分析技术手段包括液相联用、质谱气相色谱、核磁共振技

术及质谱联用液相色谱。本研究利用液质联用技术，以中脑组

织为研究对象，对 琢-核突触蛋白基因突变的模式动物小鼠的
内源性代谢产物进行了检测，采用主成分、聚类分析等化学计

量学方法进行了深入挖掘。

研究结果显示 琢-核突触蛋白基因突变后，酮体的合成和
降解、牛磺酸和亚牛磺酸代谢、丙氨酸，天冬氨酸和谷氨酸代

谢、精氨酸和脯氨酸代谢、组氨酸代谢、苯丙氨酸代谢、缬氨酸，

亮氨酸和异亮氨酸的生物合成、甘油磷脂代谢等代谢通路受到

了显著影响，其中涉及 茁-丙氨酰 -L-组氨酸、L-精氨酸、L-组
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Metabolites WT TG Fold

L-Alanine 6.34± 0.30 4.54± 0.20* 0.75↓

L-Aspartic acid 2.89± 0.15 1.82± 0.16** 0.67↓

L-Histidine 3.54± 0.30 1.81± 0.15** 0.55↓

L-Leucine 9.80± 0.35 5.92± 0.14** 0.64↓

L-Phenylalanine 6.85± 0.37 3.42± 0.19** 0.55↓

L-Valine 1.05± 0.33 0.48± 0.18** 0.51↓

Cytosine 2.54± 0.38 0.92± 0.33** 0.43↓

Allopurinol 6.08± 0.19 4.75± 0.14* 0.80↓

Hypoxanthine 6.08± 0.19 4.75± 0.14* 0.80↓

Succinic acid 3.01± 0.40 1.38± 0.47** 0.54↓

Creatinine 4.10± 0.31 2.42± 0.36** 0.66↓

Methylmalonic acid 3.01± 0.40 1.38± 0.47** 0.54↓

Malic acid 5.99± 0.37 4.00± 0.16* 0.70↓

Acetoacetic acid 3.01± 0.41 1.38± 0.47** 0.54↓

3-Hydroxy-3-methyl-2-oxobu-

tanoate
4.39± 0.31 2.73± 0.37* 0.68↓

PC(14:0/22:0) 3.06± 0.33 0.08± 0.28** 0.12↓

表 3下调的潜在生物标志物的相对含量

Table 3 Relative content of down-regulated potential biomarkers

Metabolic Pathway Total metabolites
Number of related

metabolites
Related metabolites Effect

Synthesis and de-seission of ketones 6 1 Acetyl acid 0.7

Taurineand ubourant metabolism 20 2 L-Alanine, taurine 0.4

Aspartain, temporinine and

glutamate metabolism
24 4

N-acetyl-L-winterine, L-tianmen

winterine, L-alanine, amber acid
0.3

Argine and proline metabolism 77 5
Creatine, L-arginine, L-winterine,

hydroxyproline, 5-amino-2-oxyric acid
0.2

Hetine metabolism 44 3
L-hetine,carnosine,L-tianmenwinterine

0.1

Phenylalaine Metabolism 45 2 L-phenylanine, succinic acid 0.1

Biosynthesis of proline, leucine and

isolunine
27 3

3-Hydroxy-3-methyl-2-oxybutyric acid,

L-leucine, L-proline
0.1

Glycerin phospholipid metabolism 39 2
LysoPC(18:1(9Z))、phospholipid

metabolism
0.1

表 4构建的分析通路(Impact >0.10)

Table 4 Constructed analytical pathway (Impact >0.10)

氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸、L-缬氨酸、L-天门冬氨酸、L-丙

氨酸、磷脂酰胆碱等标志性代谢产物的生物学变化。转基因小

鼠的中脑组织中多种磷脂酰胆碱及溶血性磷脂酰胆碱均有明

显升高。结合 琢-synuclein在中枢神经系统中脂质转运过程中
起到的重要作用[21，22]，磷脂酰胆碱及溶血性磷脂酰胆碱的升高

可能与脂质转运障碍有关，从而影响神经元的正常功能。脂肪

酸氧化异常也同样出现在一些其他的神经精神疾病中，而在帕

金森病患者的尿液样本中则同样存在脂肪酸 茁氧化及氨基酸
代谢异常[23]。一项纳入 575例人血液样本及 383例人脑脊液样

本的代谢组学研究显示中和长链脂肪酸的代谢变化与帕金森

病进展相关[24]。此外，帕金森病中常并发的认知障碍也与脂肪

酸氧化异常有关[25]。有学者总结了帕金森病相关的代谢组学研

究，发现脂肪酸以及氨基酸代谢异常为帕金森病代谢变化的主

要特征[26]。一项针对北印度帕金森病患者的代谢组学研究报道

显示有一定神经毒性的支链氨基酸含量有所上升[27]。

在血浆中，除了脂类代谢，尚有糖和氨基酸代谢异常，以及

胆汁酸的生物合成异常[28]。而一项关于脑脊液的帕金森病研究

则同样提示帕金森病的发病机制与脂肪酸代谢以及能量代谢
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图 2重要内源性物质对代谢通路影响的贡献率

Fig. 2 The contribution rate of important endogenous substances to

metabolic pathways

有关。在另一项基于基因突变的 PARK2模型中也得出了类似

的结果，脂肪酸亦有所增加[29]。最近的一项研究表明，在 ohda

诱发的帕金森模型中，饱和脂肪酸有所增加[30]。此外，多种氨基

酸含量均有所减少，说明转基因小鼠模型中亦存在一定程度的

氨基酸代谢障碍，很多较为基本的生物学过程可能会从根本上

受到影响。

总之，本研究结果提示在转基因小鼠的中，脑组织中存在

如氨基酸和脂质等的代谢异常，并可从根本上影响各种生物过

程，且帕金森为全身性疾病，相关的代谢障碍也可出现于身体

的其他部位。本研究首次明确了小鼠 琢-核突触蛋白基因突变
对于中脑组织代谢的影响，对于进一步明确帕金森病的病理机

制具有一定的参考意义。
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