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摘 要: 应用双向聚丙烯酰胺凝胶电泳技术及图像分析技术寻找缢蛏在低盐环境压力下血淋巴内 40 kD 以

下小分子蛋白质组差异,制成肽质指纹图谱, MALDI- TOF- MS 测序, 通过数据库检索快速鉴定蛋白质或多

肽。研究结果表明:低盐压力下,缢蛏血淋巴内有多种蛋白质发生变化, 共鉴定出包括磷脂酶 A2 ( Phospho-

lipase A2)、锌指蛋白 ( Zinc Finger Protein)等 6 种蛋白或多肽, 其功能涉及营养、基因表达及蛋白合成调控等方

面,说明其血淋巴在缢蛏的防御体系中具有关键性作用。
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Abstract: The differences of the whole protein( under 40 kD) expression profiles in Sinonovacula con-

stricta hemolymph after sho-t term treatment of low salinity are detected using two-dimensional electro-

phoresis and image analysis software, The peptide mass map is obtained with MALDI- TOF- MS, A novel

protein or polypeptide is identified by database retrieval Several proteins or polypeptides in S constricta

hemolymph change under low salinity stress, including Phospholipase A2, Zinc finger protein and so on,

which are of multiple funct ions such as nutrition, regulatory gene expression and protein synthesis, and so

on It s obvious that hemolymph is critical in S constricta defense mechanism
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缢蛏( Sinonovacula constricta Lamarck)属软体

动物门、瓣鳃纲、真瓣鳃目、海螂亚目,是我国沿海

重要的经济养殖贝类, 主要生活在盐度变化较大

的内湾或河口附近( 1 005~ 1 020)
[ 1]
。迄今为止

有许多研究曾报道过在盐度等环境压力下生物体

内差异蛋白的表达
[ 2-3]

,但在环境压力下有关双壳

贝类血淋巴差异蛋白表达的研究则很少发现, 尤

其是对缢蛏血淋巴的相关研究尚未见报道。近年
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来蛋白质组技术的发展为在蛋白质水平分析多种

分子机理提供了便利, 已广泛用于生物医学及制

药领域,也用于生态学问题分析。本试验以缢蛏

血淋巴内小分子蛋白质为研究对象, 着重探查其

在低盐生态压力下的差异蛋白表达, 并进行初步

鉴定,从而推测缢蛏血淋巴的抗性机制,为这些蛋

白的进一步纯化、鉴定和克隆提供基础资料。

1 材料与方法

1 1 材料

本研究所用缢蛏均购自厦门市营平农贸市

场,采自福建省龙海市蛏埕。湿重约 15 g, 体长

5~ 6 cm,长宽比约 3 1。

1 2 方法

1 2 1 低盐度处理方法 将灭菌海水用蒸馏水

按比例稀释, 制成盐度为 3 35%、2 7%、2 1%、

1 4%、0 8%及 0 2%的试验梯度。将暂养 1 h的

缢蛏随机分组, 每组 15 只, 处理时间分别为 0,

0 5, 1, 2, 4, 7 h, 室温。3 35%为试验期间海水盐

度,设为对照组。

1 2 2 血淋巴样品制备 横割缢蛏闭壳肌, 用

2 mL玻璃注射器和 9号针头从闭壳肌内抽取血淋

巴,将血淋巴置于 1 mL无菌 EP管内, 4 静置3~

4 h, 4 离心 15 min( 4 000 r min) , 取上清分装后

- 20 贮存备用。

1 2 3 双向电泳试验体系 第一向等电聚焦电

泳采用管状电泳形式, IEF 玻璃管尺寸为 11cm

0 3 cm。聚焦电泳完毕后, IEF胶条用平衡缓冲液

平衡20 min。第二向采用 Schagger
[ 4]
等的小分子

电泳系统, 凝胶尺寸为 13 5 cm 12 5 cm, 胶厚

0 05 cm。电泳结束后, 凝胶固定 20 min,经染色、

脱色后在 Ben Q 6678- 9BM 扫描仪中成像, 所用

软件为Photoshop 5 0。

1 2 4 图像及质谱分析 用 Investigator HT Ana-

lyzer Version 2 02 图像分析软件进行差异检测。

差异点 PMF 样品制备后利用 ProFlex III MALDI-

TOF 质谱仪进行质谱检测
[ 5]
。

1 2 5 数据库搜索 肽指纹图谱匹配使用 Pep-

tident ( www expasy org tools peptident pI ) 参数设

置,分别为物种来源 后生动物 (Metazoa) ; Mw

表观分子量 30% ; PI 不设限制; 酶 胰酶

( trypsin) ;允许忽略的酶切位点 1~ 2;修饰类型

碘乙酰化。

2 结果与分析

试验期间各组缢蛏生活状态无明显差异。取

其血淋巴进行双向电泳分析, 每组重复 3次。在

其海水盐度为 0 8% , 0 5 h的处理中出现最大可

见差异点(图 1) , 40 kD以下蛋白数明显减少, 匹

配率为 69 44%。各明显变化点的局部解剖图

(图 2)显示, S6由对照胶上的 2点变为 1点, 大部

分差异点的浓度都有所上升。其肽指纹图谱及数

据库鉴定结果见表 1。

图 1 低盐短期处理 (0 8%, 0 5 h)缢蛏血淋巴双向

电泳图谱

Fig 1 2- DE maps of S constricta hemolymph un-

der low salinity of 0 8%, 0 5 h

图 2 低盐短期处理(0 8%, 0 5 h)各差异点的局部变化图

Fig 2 Local images of various differential proteins under low salinity of 0 8%, 0 5 h
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表 1 低盐处理下缢蛏血淋巴 2- DE图谱差异点鉴定结果

Table 1 Identification results of hemolymph 2- DE maps

点
Spot

表观分子量
Apparent

Mw

序号
No

分值
Accession score

蛋白名称
Description

物种来源
Source of species

理论分子量
Theoret ical

Mw

理论等电点
Theoret ical

PI

S1 14 800 P48650 0 50 Phospholipase A2 Echis Carinats 13 818 81 8 35

S2 11 480 Q02029 0 42 Hunchback protein Euscelisplebejus

( Fragment)

S3 7 620 P01030 0 50 C4A Anaphylatoxin Bos taurus 8 708 12 10 09

S4 14 500 P17437 0 42 Xp2- XENLA Splice Xenopus laevis 13 499 71 8 19

isoform2 of Skin

secretory ProteinXP2

precursor

S5 15 000 P00993 0 43 IBP- CarcrCheloniana Caretta caretta 11 915 66 8 67

S7 22 400 P18720 0 38 Zinc finger protein Xenopus laevis

3 讨 论

已有越来越多的证据表明蛋白质的合成和分

解是机体抵抗环境压力的一种对策, 无脊椎动物

可以通过调节其血淋巴自由氨基酸及其它因子的

浓度来维持血淋巴渗透压稳定。盐度调节实际上

是渗透压调节。

缢蛏受低盐短期处理后, 显示出了至少 9种

差异蛋白, 经质谱分析及数据库搜索鉴定出其中

6种。其功能多集中在免疫细胞活化、抗炎症反

应、肌肉损伤、维持细胞内稳态、离子通道、蛋白水

解、信号转导及活化以及调控蛋白质结构与功能、

调控基因表达等方面。例如 Phospholipase A2( S-

1)具有抗炎症反应、肌肉坏死、肌肉损伤及离子通

道阻断作用
[6]

; C4A Anaphylatoxin ( S - 3) 与 C5a、

C3a构成的超家族可以参与大量急、慢性炎症反

应的病理过程
[ 8]

; 尤其 Zinc Finger Protein( S7) , 是

一种典型的 DNA- binding protein。它是真核生物

基因组中最丰富的蛋白质之一,通过与 DNA 结合

可以调节真核生物的基因表达,其功能包括: DNA

的识别, RNA的包装,转录活化, 细胞程序性死亡

的调节,蛋白质的折叠与装配,与脂质的结合等调

控
[ 10]
。实验组中该蛋白的浓度呈同步下降趋势。

它的发现提示我们, 即使是在短期的环境压力下,

也可能影响到缢蛏的 DNA表达,从而使生物有可

能在基因水平上产生更精确的调控机制。

多种文献都显示出 Na
+

K
+

ATPase是抗盐

度压力及维持酸碱平衡的关键因子, 但本次研究

检测的差异蛋白中未鉴定出该酶。可能存在以下

几种原因: 缢蛏血淋巴中不存在 Na
+

K
+

AT-

Pase;其含量较低, 超出了双向电泳的检测限度,

胶面上无法显示; 血淋巴中的 Na
+

K
+

ATPase

在低盐度压力下,没有发生明显的浓度变动。

总之, 缢蛏能以蛋白质作为一种有效的短期

适应的工具,同时合成的 DNA- binding proteins作

为调控蛋白,又为DNA水平的长期适应作好了准

备。在低盐压力下, 血淋巴内多种具有重要生理

功能的蛋白质或多肽均发生变化, 提示盐度可能

成为缢蛏生长存活及地理分布的一个限制因子。

蛋白质组技术为我们提供了一个可靠的工

具,可以对组织、体液中的蛋白质进行快速、灵敏、

高通量的监测和鉴定。今后可以应用该技术对缢

蛏作各种比较蛋白质组学及亚蛋白质组学的深入

研究。
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