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摘  要 : 脑脊液 (CSF) 围绕并支持中枢神经系统 (CNS)，包括脑室和蛛网膜下腔，由于脑脊液与中枢神经系统

直接接触，所以其是寻找中枢神经系统疾病生物标记物的重要来源。国内外学者开展了大量 CSF 蛋白质组学的

研究工作，并取得了较大进展。文中综述了近年来 CSF 蛋白质组学技术及临床应用研究进展。 
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Abstract:  Cerebrospinal fluid surrounds and supports the central nervous system, including the ventricles and subarachnoid 
spaces. Cerebrospinal fluid should be an important source of biomarkers for central nervous system diseases because it is in 
direct contact with the central nervous system. Many studies are reported on cerebrospinal fluid proteomics, highlighting many 
recent progresses. Here, we review recent advances in proteomics technology and clinical application of cerebrospinal fluid. 
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蛋白质组学是从整体水平上研究细胞、组织、

器官或生物体的蛋白质组成及其变化的学科[1]。

蛋白质组学经历了概念提出、技术发展到成为生

命组学、精准医学研究中重要组成部分的过程[2]。

其在重大疾病发生发展的分子机制研究、生物标

志物发现及药物开发等多个领域都起着重要作

用。脑脊液 (Cerebrospinal fluid，CSF) 围绕并支

持中枢神经系统 (Central nervous system，CNS)，

包括脑室和蛛网膜下腔[3]。CSF 中约 80%的蛋白

来源于透过侧脑室脉络丛血脑屏障 (Blood brain 

barrier，BBB) 的血浆超滤液，其余来自 CNS 间

质液的引流[4-5]。由于 CSF 与 CNS 直接接触，因

此 CSF 是检测 CNS 系统疾病特征蛋白的理想生

物样本，是寻找 CNS 疾病潜在生物标记物的重要

来源[6-8]。 

1  CSF 蛋白质组分析技术 

人类 CSF 中的蛋白质浓度相对较低  (0.2– 

0.8 mg/mL)、成分复杂，存在高丰度蛋白对应肽

段信号较强、干扰低丰度蛋白肽段信号检测的现

象。通过蛋白质组学鉴定到的各蛋白浓度范围差

异较大，故 CSF 蛋白质组分析对蛋白质组学技术

提出了挑战。CSF 蛋白分析常用策略 (图 1) 有：

去除高丰度蛋白；对 CSF 蛋白/肽段进行预分离；

对 CSF 中某些组分的蛋白质进行富集；对 CSF

中特定组分的分析，如外泌体等。也可以通过结

合使用上述策略，来进一步提高分析能力。此外

还有针对 CSF 中自身抗体的检测方法，如免疫蛋

白质组分析和蛋白质芯片。 

1.1  去除高丰度蛋白  

将 CSF 中的高丰度蛋白去除，可以相对富集

中低丰度蛋白质。主要是基于免疫亲和的原理，

通过抗体去除白蛋白、免疫球蛋白及其他高丰度

蛋白质，目前市场上有很多商品化的高丰度蛋白

去除柱，可以单独使用，也可以与其他色谱柱串

联使用。如 Agilent 公司的 MARS-Hu14 和 GenWay

公司的 Seppro MIXED12 免疫亲和色谱柱，

MARS-Hu14 能够有效地去除 14 种高丰度蛋白 

(白蛋白、IgG、抗胰蛋白酶、IgA、转铁蛋白、触

珠蛋白、纤维蛋白原、α2-巨球蛋白、α1-酸性糖

蛋白、IgM、载脂蛋白 AI、载脂蛋白 AII、补体

C3 和转甲状腺素蛋白)，大大提高了对低丰度蛋 

 

 
 

图 1  脑脊液蛋白质组分析常用技术流程 

Fig. 1  Common technical procedures for proteome analysis of cerebrospinal fluid. 
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白的检测[9-10]。Seppro MIXED12 可以一次性去除

12 种高丰度蛋白，去除效率可以达到 95%– 

99.5%[11-12]。尽管去除高丰度蛋白之后，可以提高

质谱检测的深度，但去除高丰度蛋白的同时，会

一并带走那些与高丰度蛋白相互结合或者作用的

蛋白，无法反映全部的蛋白质表达分布，同时增

加的步骤也会引入人为操作差异[13]。 

1.2  预分离与富集 

CSF 样本可通过聚丙烯酰胺凝胶电泳或离子

交换等多种色谱进行蛋白质水平的预分离，或者

酶切为肽段后通过色谱分离。Schutzer 等通过去

除高丰度蛋白，然后进行强阳离子交换分级，在

正常脑脊液中检测到共 2 630 种蛋白质 [14]。

Begcevic 等首先对样品进行强阳离子交换色谱

分级，然后进行 LC-MS/MS 分析，共在 CSF 中鉴

定出 2 615 种蛋白质[15]。为了鉴定到更多的低丰

度蛋白质，可对一些特定的 CSF 蛋白进行富集，

如使用酰肼法富集 N-连接糖蛋白。Wang 等通过

凝集素亲和层析富集糖蛋白，共鉴定了 CSF 中的

795 种蛋白[16]。Guldbrandse 等使用 3 种富集策略

结合 Orbitrap LC-MS/MS 绘制人 CSF 蛋白质组。

SDS-PAGE 和混合模式反相-阴离子交换，用于绘

制 CSF 总蛋白质组和基于酰肼的糖肽捕获用于绘

制糖肽蛋白质组，该研究鉴定了 3 081 种蛋白质

组和 28 811 个肽序列，其中 520 个被鉴定为来自

糖肽富集策略的糖蛋白，包括 1 121 个糖肽及其

糖基化位点[17]。多种分离方式结合使用，可大大

提高 CSF 蛋白的鉴定数目。但是随着分离组分的

增多，质谱检测总时间也会增加，质谱机时的延

长可能会影响大量样本的鉴定分析。 

1.3  特定肽段靶向检测技术 

通过高通量蛋白质组技术发现的具有潜在临

床价值的 CSF 差异蛋白，需要进一步验证。传统

验证方法是基于 ELISA 和 Western blotting 的验证

方法，但该方法需要特定的抗体，实验成本高并

且周期长。选择反应监测(Selected reaction monitoring，

SRM)，是一种基于质谱的定量技术，可以用于验

证发现的差异蛋白。SRM 可特异地检测定量目标

蛋白特有肽段，具有特异性好、通量高、不依赖

抗体的优点。Jia 等报道了一个高特异性和灵敏度

的 SRM测定方法，其多重 SRM分析同时检测 CSF

中的 26 种蛋白质[18]。通过 SRM 方法来开发和验

证 CSF 中的生物标记物，可监测与神经退行性疾

病相关的目标蛋白。此外，平行反应监测(Parallel 

reaction monitoring, PRM) 和 多 重 反 应 检 测

(Multiple reaction monitoring, MRM)也常用于靶

向验证发现的 CSF 差异蛋白[19-20]。 

1.4  基于自身抗体的分析 

许多自身免疫病患者 CSF 中还会存在自身抗

体，由于抗原-抗体免疫反应的检测灵敏度可达到

1 ng/L 以下，检测自身抗体也是发现疾病标志物

的重要手段之一。为了提高分析的通量，蛋白芯

片是检测自身抗体水平的常用方式，具有简单方

便、检测速度快和需要样本量小的优点。马占云

等探讨了结核分枝杆菌蛋白芯片检测 CSF 中结核

抗体诊断结核性脑膜炎的应用价值，应用结核蛋

白芯片检测 30 例临床诊断结核性脑膜炎患者

CSF 样本及血清样本，30 例非结核性脑膜炎患者

CSF 样本，实验结果证明应用结核蛋白芯片检测

CSF 中特异性结核抗体可能成为诊断结核性脑膜

炎的重要辅助检查方法[21]。吕萍等利用蛋白芯片

技术检测 25 例神经梅毒患者和 21 例未累及神经

系统的梅毒患者 CSF 中的差异蛋白，ELISA 验证

差异蛋白的表达，蛋白芯片分析发现相较于未累

及神经系统的梅毒组，神经梅毒组脑脊液有 41 种

蛋白显著升高，CSF 中尿激酶型纤溶酶原激活物

(uPA)可能可作为神经梅毒新的诊断指标[22]。  

1.5  基于 CSF 组分的分析 

多种细胞类型可释放外泌体，其内容物含有

蛋白质和 RNA，CSF 外泌体可作为 CNS 疾病生
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物标志物的重要来源[23]。通过超滤或超速离心的

方式可提取 CSF 中外泌体，利用纳米颗粒跟踪分

析、电子显微镜和免疫印迹等相关技术手段进行

表征[24]。Street 等在人体 CSF 中鉴定了外泌体蛋

白质组，提示 CSF 外泌体蛋白质组可作为阿尔茨

海默病(Alzheimer disease, AD)等 CNS 疾病生物

标志物的潜在新储库[25]。 

2  CSF 蛋白质组学在疾病研究中的应用 

蛋白质组学在疾病的早期诊断、进程监测、分

子分型、疗效监测、预后判断和分子机制中具有重

要意义。精确诊断依赖于能够对疾病病理过程具有

较高灵敏度及特异性的生物标志物[26-27]。疾病相关

的生物标志物可以提供关于疾病的原因、致病因素

的可能效果和对患者治疗的提示。风险指标和诊断

生物标志物将为在疾病感染情况及其治疗所需药

物的剂量之间取得药效和最小副作用的平衡提供

依据。预测性生物标志物将提供对特定治疗类型最

佳疗效的评估依据。预后标志物可以在接受或未接

受治疗的情况下预测疾病的进展。治疗性生物标志

物可以将患者同药物疗效相关联[28]。 

2.1  CSF 用于疾病诊断标志物的发现 

Pei 等筛选了格林 - 巴利综合征 (Guillain- 

Barré syndrome，GBS) 患者 CSF 样本中差异表 

达的蛋白质，招募了 50 名 GBS 患者 (实验组) 和 

50 名脑膜炎患者 (对照组) 来比较 CSF 中的蛋白

质表达。最终通过 ELISA 验证表达水平，并通过

接受者操作特征曲线分析其在 GBS 诊断中的准

确性、灵敏度和特异性，鉴定了 3 种差异表达的

蛋白质，包括上调的 Haptoglobin (HP) 和热休克

蛋 70 (Heat shock protein 70，Hsp70)，以及下调

的半胱氨酸蛋白酶抑制剂 C (Cystatin C)，为早期

GBS 诊断提供了重要的生物标志物[29]。Zou 等研

究了 CSF 中继发性癫痫的生物标志物。通过 LiCl-

毛果芸香碱建立慢性癫痫大鼠模型，非标记蛋白

质组学技术分析大鼠 CSF 样本，ELISA 和 Western 

blotting 确认蛋白质的差异表达。使用 ELISA 测

定在脑膜炎急性期后的患者 CSF 相应蛋白的水

平，并在对脑炎后症状性癫痫患者进行 2 年随访比

较。结果表明 CSF 中的 KNG 蛋白可作为预测脑

炎患者癫痫发生的潜在生物标志物[30]。 

2.2  CSF 用于疾病进程与严重程度标志物的

发现 

Sathe 等通过对患者 CSF 样本结合高分辨率

质谱和串联质量标签(Tandem mass tags, TMT)技

术进行分析，鉴定 AD 的潜在生物标志物。并使

用 PRM 技术在各个 CSF 样品上分别验证这些标

志物。在 CSF 中鉴定出共 2 327 种蛋白质，其中

139 种在 AD 患者的 CSF 中被观察到显著改变，

AD 中改变的蛋白质包括许多已知的 AD 标记，例

如 MAPT、NPTX2、VGF、GFAP 和 NCAM1，以

及新的生物标记，例如 PKM 和 YWHAG。发现

在 AD 患者的 CSF 中发生改变的蛋白质具有监测

疾病进展和治疗反应的潜在价值，有待在后续研

究中得到验证，以期用于 AD 的进程监测[19]。 

2.3  CSF 用于疾病分子分型标志物的发现 

刘丹等将 GBS分为经典急性炎性脱髓鞘性多

神经根性神经病型 (Acute inflammatory demyelinative 

polyradiculoneuropathy，AIDP) 与急性轴索性运

动神经病型 (Aacute motor axonal neuropathy，

AMAN)，并寻找 GBS 不同亚型患者潜在的差异

蛋白。实验分为 3 组：AIDP 组、AMAN 组和对

照组。应用差异凝胶双向电泳结合质谱技术，通

过蛋白质组学研究方法对 GBS 患者不同亚型的

CSF 进行整体蛋白质水平分析。最终发现 AIDP 

型 GBS 患者 CSF 中存在 4 种表达差异蛋白质，

上调蛋白为 APOD，下调蛋白为 APOE、Cathepsin

和 PEDF。AMAN 型 GBS 患者 CSF 中存在 8 种

表达差异蛋白质，上调蛋白为 HP、APP 和 APOD，

下调蛋白为 FAD、APO E、TGAB、Cathepsin 和

PEDF。该研究发现 APP 在 AMAN 组 CSF 中上调，

表明 APP 可能与 AMAN 型 GBS 的发生有关[31]。 
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目前 CSF 蛋白质组分析已经不再以提高蛋白

鉴定数量为主要研究目的，而更多以研究疾病的

分型和病理生理机制为目标。本课题组收集了兰

州军区兰州总医院神经内科部分需要进行腰椎穿

刺 CSF 临床检查的 100 余例患者经常规临床检查

后的剩余 CSF 样品 (研究方案经兰州军区兰州总

医院伦理委员会审查批准)，通过非标记定量蛋白

质组学技术，结合 LC-MS/MS 检测，无需除高丰

度蛋白操作，最终能鉴定到 400 余个 CSF 蛋白。

该工作流程可在一天内快速完成，鉴定并定量了

载脂蛋白家族、炎性标志物如 C 反应蛋白和一些

FDA 批准的生物标志物。 

2.4  CSF 用于疾病疗效监测标志物的发现 

Gong 等利用非标记方法对淋巴结外鼻型自

然杀伤-T 细胞淋巴瘤 (Extranodal natural killer 

cell/T-cell lymphoma of nasal-type，NKTCL) 伴筛

窦转移患者 CSF 样本进行蛋白质组学比较分析。

在阿糖胞苷化疗后的 NKTCL 伴筛窦转移患者

CSF 中观察到 IGFBP2、SERP1NC1、AMBP 和

GPX3 显著降低，以及 CPE 水平显著增加。

IGFBP2、SERP1NC1、AMBP、GPX3 和 CPE 一

起或单独有可能成为 NKTCL 伴筛窦转移患者对

化疗药物疗效的预测指标[32]。 

2.5  CSF 用于疾病临床预后标志物的发现 

Bereman 等研究了肌萎缩侧索硬化(Amyotrophic 

lateral sclerosis，ALS) 患者的诊断和预后价值的生物

标志物，利用纳流液相色谱串联高分辨率质谱进行

分析。在 ALS (n=33) 和健康对照 (n=30) 的个体之

间找到 118 个差异蛋白。参与补体激活、急性期反

应和类视黄醇信号传导途径的蛋白在 ALS 患者的

CSF 中显著富集。几丁质酶-3、α-1-抗胰凝乳蛋白酶

和补体因子Ⅰ三种蛋白质组的预后模型可以解释

ALS 功能评分量表评分中 49%的差异[33]。 

2.6  CSF 用于疾病分子机制研究 

Avsar 等研究了多发性硬化症 (Multiple sclerosis，

MS) 不同亚型潜在的分子机制。选择临床孤立综

合征、复发缓解型 MS 和进展型 MS 患者的 CSF

样本 (n=179)，通过蛋白质组学和生物信息学方

法研究不同 MS 临床亚型中的发病相关分子通

路。与对照组比较，疾病组中 151 种蛋白在各 MS

亚型中差异表达。结果表明尽管所有 MS 都有共

同的生物学途径，但也有不同的临床亚型特异性

和病理生理学途径[34]。Mu 等研究了结核性脑膜

炎 (Tuberculous meningitis，TBM) 的发病机制，

通过定量蛋白质组学鉴定 TBM 患者 (n=12) 和健

康对照 (n=12) CSF 样本中的差异蛋白质，发现了

4 种同脂质代谢相关的差异蛋白，ELISA 验证结

果显示 TBM 患者 CSF 中 APOB 水平显著增加，

表明 CSF 脂质代谢失调，为深入了解 TBM 的发

病机制提供实验证据[35]。 

3  展望 

由于 CSF 是 CNS 疾病诊断检验中常用到的

临床样本，对于 CSF 的高通量分析是未来精准医

学重要的检测项目之一[36]。CSF 蛋白质组分析更

多的是以发现疾病标志物为目的，包括发现可用

于疾病早期诊断、进程监测、分子分型、疗效监

测、预后判断和分子机制等精准医学范畴的检测

指标。但目前被批准用于临床的 CSF 生物标志物

较少。当前 CSF 蛋白质组分析所面临的困难主要

是：1) 高质量的 CSF 临床样本较少，缺乏标准化

的 CSF 收集程序，样品处理不当，而高质量的临

床样本是通过蛋白质组学技术寻找生物标志物的

关键。2) 后期验证需要大量时间，大规模蛋白质

组学分析往往可以找到多个差异蛋白质，但是在

大量临床样本中进行后期验证需要大量的时间与

成本[37-38]。3) 去除高丰度蛋白对特定研究是否有

帮助需要进行实验确定[39]。随着蛋白质组学分析

技术的快速发展，质谱检测的灵敏度和分析通量

大幅提高，使得在大样本量人群中分析中低丰度

蛋白质的动态变化趋势成为可能，这些新方法还
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将加速生物标志物的发现，并为神经退行性疾病

和其他与脑相关的疾病提供新的治疗方法 [40]。

CSF 蛋白质组学分析为人们的健康状态提供了丰

富的信息，其在临床诊断中的大规模使用可以为

临床医生对不同患者制定具有针对性的治疗方案

提供更多实验依据，同时患者的 CSF 蛋白质特征

谱可以显示当前的疾病风险以及生活方式变化或

药物干预的效果。人群大数据的积累和生物信息

学整合分析，使得 CSF 蛋白质组分析为实现精准

医疗和个体化诊疗提供了有力的工具。开发新的

CSF 蛋白质预处理技术及后期验证策略，选择对

外泌体等 CSF 组分进行分析，发展高通量的特定

肽段靶向检测或抗体芯片技术，把 CSF 蛋白质组

学作为在神经生物学疾病精确疗法中的一部分，

建立反映患者健康状态的 CSF 蛋白质组学大数据

资源数据库，将成为 CSF 的部分研究方向。 
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