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在镉盐胁迫下用蛋白质组学技术筛选与
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摘要 　以蓝斑背肛海兔 (N otarcus leach ii cirrosus Stimp son, NLCS)的口腔神经节 (Buccal ganglion, BG)为研究

对象 , 按 BG形态对称性 , 解剖成亚 BG( sub2BG, SBG) , 并分为左 SBG和右 SBG, 简称为 LSBG和 RSBG. 用

双向凝胶电泳 (2D2PAGE)技术优化分离 LSBG和 RSBG全蛋白质 , 并采用蛋白质组学和数据库比对技术筛选

与鉴定差异蛋白质. 实验结果表明 , LSBG和 RSBG之间的差异蛋白质主要由活性多肽的前体蛋白或降解后

大片段多肽组成 , 它们对维持 BG的生理功能起着重要的作用. 在急性镉盐 (10μg/mL)胁迫下 , NLCS的 LS2
BG和 RSBG表达了由镉盐诱导的差异蛋白质 , 并采用蛋白质组学技术分别分离、筛选和鉴定 , 其主要的差

异蛋白质有下调的肌球蛋白、钙结合蛋白、上调的热休克蛋白和硫氧还蛋白. 这些蛋白质可能与 BG细胞抗

镉毒性有关 , 部分差异蛋白质适合于监测镉盐污染且开展毒理学研究的蛋白指示物.
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海兔 (A plysia)是海洋中常见的雌雄同体动物 [ 1, 2 ]
, 其中枢神经系统 (CNS)主要由口腔神经节 (Buc2

cal Ganglion, BG)、大脑神经节 (Cerebral Ganglion, CG)和腹部神经节 (Abdom inal Ganglion, AG)等组

成 [ 2 ] , 但 NLCS的 CNS却缺少 AG[ 3, 4 ] . 海兔 BG细胞直径位于 100～200μm之间 [ 5 ] , BG是如何行使其

控制口腔及其附属器官活动 ; 如何调控海兔的摄食活动和海兔之间的信息交流等一直是神经科学家关

注且亟待解决的问题之一. 海兔吸引素是一种由 58个氨基酸残基组成的水溶性多肽 [ 6 ]
, 主要来源于

海兔卵腺 ( Egg cordons) , 并作为海兔之间进行信息传递与交流的物质之一 [ 1, 6 ]
. 然而 , 识别和降解吸引

素的生理功能是否与海兔 BG有关尚不清楚. Hummon等 [ 7 ]发现海兔 BG中含有酸性多肽 (Acidic pep2
tide, AP)内切酶. 我们以 AP为探针结合 MALD I2TOF质谱分析技术发现海兔 CG中含有超微量 L2L或

L2K多肽内切酶 [ 8 ]
. 通过优化分离 NLCS的 BG全蛋白 , 并应用肽质量指纹 ( Pep tide mass fingerp rinting,

PMF)图谱和数据库比对技术鉴定了 96个蛋白质 [ 4 ] , 但多数蛋白质的生理功能至今尚不清楚. 本文在

前期研究基础上 , 将 NLCS的 BG进一步分为 LSBG和 RSBG, 并用蛋白质组学技术分离与鉴定 LSBG

和 RSBG之间差异蛋白质. 在模拟镉盐胁迫环境下 , 分离筛选和鉴定 LSBG和 ESBG分别受镉盐诱导前

后的差异蛋白质 , 为后续连续监测流动海水中镉盐污染程度及其危害性提供蛋白指示物.

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

REFLEX Ⅲ型 MALD I2TOF质谱仪 (德国 B ruker公司 ) ; 超速冷冻离心机 (Beckman公司 , 美国 ) ;

真空浓缩离心机 (Labconco) ; Investigator HT Database图像分析软件 ( Genom ic Solutions).

载体两性电解质 (Amersham 公司 ) , pH = 5～8; 胰蛋白酶购自 Promega公司 ; α2氰 242羟肉桂酸

(HCCA)购自美国 ICN生物医学公司 ; SDS分子量标准购自 Fermentas公司 ; 二硫苏糖醇 (DTT)、超纯
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尿素 ( urea)、过硫酸铵 (APS)、硫脲、诺乃洗涤剂 (Nonidet P240, NP240)、3 [ (32胆酰胺丙基 ) 2二乙胺 ] 2
丙璜酸 (CHAPS)均购置于上海生工集团.

1. 2　海兔亚口腔神经节分离

NLCS捕获于厦门市内海浅滩区域. 每只 NLCS净重在 80～200 g之间 , 采集后置于 14 ℃海水培养

箱内 , 人工养殖数天. 取 30只 NLCS置于 14 ℃海水中 , 按每只 NLCS体重注入等体积的氯化镁溶液

(28 mmol/L)于体内. 待 NLCS组织软化后 , 迅速在解剖镜下分离 BG, 并用蒸馏水清除 BG表面盐分和

杂质. 参考 BG对称性形态结构 , 选用微型手术刀对 BG进行对称性解剖 , 并分为亚左 BG和亚右 BG,

称为 LSBG和 RSBG.

1. 3　海兔亚口腔神经节全蛋白制备

将 LSBG和 RSBG分别收集于 015 mL的离心管中 , 置于 4 ℃冰浴中 , 加入 300μL裂解液 [ 8 mol/L

尿素、40 mmol/L Tris、2 mol/L 硫脲、质量分数为 4%的 CHAPS、10 mmol/L DTT和 1 mmol/L EDTA

(pH≈ 714) ] , 采用超声破碎技术振荡破碎 8～10 m in, 收集破碎液置于 4 ℃冰箱中 24 h以上 , 或确保

海兔 BG已最大量地释放细胞内含物. 将 BG内含物置于冷冻离心机内 , 以 100000 r/m in速度超速离

心 20 m in, 去除离心液上层的大量脂类化合物 , 分离提取离心液中间层的透明澄清蛋白质样品 , 即为

LSBG和 RSBG的全蛋白提取液 , 供 2D2PAGE分离. LSBG和 RSBG蛋白质含量测定按常规的考马斯亮

蓝法分析 , 标准蛋白质选择纯度为 99%的牛血清白蛋白.

1. 4　急性镉盐胁迫条件下海兔亚口腔神经节制备

挑选 40只体重为 160～200 g的海兔 , 随机分成对照组和实验组 , 在无污染海水小池中饲养 2 d.

人工配置 10μg/mL 的氯化镉作为污染源 , 构成镉盐胁迫环境且用于养殖海兔. 养殖时间控制在

24～26 h内 , 随后立即分离 LSBG和 RSBG, 收集且置于 - 70 ℃冻存备用. 按 1. 3节方法制备海兔亚口

腔神经节全蛋白 , 海水中的氯化镉浓度用电感藕合等离子体质谱法进行监测和控制.

1. 5　口腔神经节组织切片与染色

按常规组织切片技术制备海兔 BG组织切片 , 然后进行脱蜡和苏木精染液染色 , 置于显微镜 (400

放大倍数 )下观察和拍摄.

1. 6　双向凝胶电泳

参考文献 [ 3, 9 ]的 2D2PAGE技术 , 优化分离海兔 LSBG和 RSBG全蛋白质 , 并用银染法进行蛋白

质斑点染色. 用图像扫描仪对已染色后的全蛋白质分离胶板进行透射扫描. 全蛋白质斑点图谱用

Investigator HT Database软件进行图像分析 , 筛选差异蛋白质.

1. 7　蛋白质的原位酶解与分析

采用自制取样器 , 直接从分离胶上获取蛋白质斑点样品 , 并保存在 015 mL离心管中 , 进行酶解.

酶解和肽段提取的过程参照 Zhuo等 [ 10 ]的方法进行.

1. 8　质谱分析

将蛋白质酶解样品与 HCCA基质 (HCCA溶于 40%乙腈 , 011% TFA溶液至过饱和 )以 1∶1的体积

比混合 , 取 1μL混合液点滴在不锈钢 MALD I2TOF质谱点样板上 , 置于空气中自然风干后进行质谱分

析. 质谱分析条件 : 高分辨率反射模式 , 离子源加速电压 1为 20 kV , 加速电压 2为 18185 kV , 质谱信

号单次扫描累加 10次 , 测定正离子谱. 采用外标法 (AP分子量 2961000)标定多肽质谱峰峰位.

1. 9　数据库检索与蛋白质鉴定

参考 Zhu等 [ 11 ]和 Zhou等 [ 12 ]的方法进行蛋白质鉴定. 在 MASCOT检索网站 ( http: / /www. matrix2
science. com)进行检索 , 利用 SW ISS2PORT, MSDB和 NCB I等 3个数据库对混合物肽段质量数据进行

检索和蛋白质鉴定.

2　结果与讨论

2. 1　海兔口腔神经节显微图

图 1 (A)为 NLCS口腔神经节的显微图谱. 可以看出 , BG具有对称的形态结构 , 根据图示的对称
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解剖线进一步分解为 LSBG和 RSBG. 图 1 (B )为在镉盐胁迫下 , NLCS口腔神经节的显微图. 可以看

出 , 海兔受镉盐胁迫后 , LSBG中心区域含有相对较大面积的斑点聚合体 , 说明了 LSBG组织受急性镉

盐损伤后 , 造成斑点聚合体现象. 从比较正常的 BG显微形态图 [图 1 (A) ]可发现 , 图 1 (B )中的 RSBG

组织显微形态图与图 1 (A)中的 RSBG极为相似 , 均未受到急性镉盐的创伤. 为了证实这一实验现象 ,

选用铅盐 (10μg/mL)作为急性污染源 , 其污染 NLCS时间长达 24 h, 所观察到的实验现象与图 1极为

相似. 由此看来 , 海兔 BG可进一步分为亚 BG, 其中 LSBG和 RSBG可能执行不同的生理功能 ; LSBG

易受各类重金属污染物的侵袭 , 并造成器官组织受创伤现象 , 而 RSBG却具有天然的抗重金属创伤的

屏障 , 因此可认为 RSBG和 LSBG之间存在细胞结构上的差异性.

F ig. 1　M oda l m icrography of sub2bucca l ganglion in A plysia under the stress of cadm ium chlor ide

(A) Normal buccal ganglion; (B) the buccal ganglion under the stress of cadm ium chloridde at 10μg/mL.

2. 2　RSBG和 L SBG之间的差异蛋白

分别制备 RSBG和 LSBG全蛋白样品 , 其 2D2PAGE图谱如图 2所示. 经过 Investigator HT Database

软件统计图 2 (A )和 (B )中均含有约 300个蛋白质斑点 , 其中蛋白质斑点和亚基分子量的分布规律较

为相似 , 说明在 RSBG和 LSBG之间的多数蛋白均是同类蛋白质 , 并同步执行着许多相似的生理功能.

参考图 2结果 , 并与前期有关 NLCS的 BG全蛋白的 2D2PAGE图谱相比可见 , 其蛋白质分布规律也存

在着较高的相似性 [ 4 ]
. 经统计分析发现 , RSBG和 LSBG之间存在着 15个差异蛋白质斑点 , 其中 LSBG

有 9个差异点 , RSBG有 6个差异点. 选用 PMF技术分别对这 15个蛋白质差异点进行逐一鉴定 , 获得

9张较为理想的 PMF谱图 , 鉴定成功率约为 60%以上 ; 部分蛋白质斑点匹配率不是很高 , 主要是一些

糖蛋白、膜蛋白、假定蛋白和酶类.

F ig. 2　2D 2PAGE map of sub2bucca l ganglion proteom e in NLCS

(A) LSBG; (B) RSBG.

2. 3　在镉盐胁迫下亚口腔神经节的差异蛋白质

图 1结果已显示 , 流动海水中的镉盐能够胁迫 NLCS, 并使亚 BG组织发生病变 , 最后由急性重金

属中毒而引发死亡 (48～54 h). 针对这一实验现象 , 选用 10μg/mL镉盐作为污染源 , 镉盐暴露时间为

24 h. 用蛋白质组学技术分离、筛选和鉴定在镉盐胁迫 (暴露 )前后 , NLCS口腔亚神经节的差异蛋白

质. 图 3为 NLCS受镉盐胁迫 (暴露 )前后 , 其 LSBG全蛋白质的 2D2PAGE图谱. 经过 Investigator HT

Database软件统计 , 在图 3 (A )和 (B )中均含有约 300个的蛋白质斑点. 虽然两图中所显示的斑点和蛋

白质亚基分子量分布规律较为相似 , 但还是存在着一定的差异蛋白. 这说明了 NLCS受镉盐胁迫 (暴

露 )前后 , 它的 LSBG组织或细胞结构不仅受损 , 而且还表达了由镉盐诱导的应激 (差异 )蛋白质.

用蛋白质组分析软件对图 3 (A)和 (B)进行分析发现 , 经镉盐诱导后 , LSBG和 LSBGCd共产生了 25

个差异蛋白质 , 其中包括 9个下调蛋白和 16个上调蛋白. 采用 PMF技术鉴定这些差异蛋白质 , 获得了
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F ig. 3　2D 2PAGE maps of sub2bucca l ganglion proteom e( L SBG) in NLCS under the stress cond ition of

cadm ium chlor idde a t 10μg /mL

(A) LSBG; (B) LSBGcd in the stress of cadm ium chloridde.

19个鉴定结果 , 鉴定成功率为 76%.

从已检索的结果可获悉 , LSBGCd 15蛋白斑点匹配率较高 , 检索分值为 80, 超过高匹配率 76的分

值限度 , 鉴定为硫氧还原蛋白质 ( Thioredoxins). 将其它一些匹配率较高 (60分值以上 )的蛋白质鉴定

为假定蛋白 ( Hypothetical p rotein XCC4211, LSBG8 )、1, 52二磷酸核酮糖 2羧化酶 /加氧酶的亚基

(R ibulose21, 52bisphosphate carboxylase /oxygenase large subunit, LSBG9)、类似 KIAA0614蛋白 ( Sim ilar to

KIAA0614 p rotein, partial, LSBGCd 1 )、甲羧基四氢叶酸水解酶 ( Formylte2trahydrofolate hydrolase,

LSBGCd 3)、未知蛋白 (Unknown p rotein, LSBGCd 6)、含氮还原酶 (Azoreductase, LSBGCd 8)等. 这些蛋白

质来源于 LSBG和 LSBGCd之间的差异蛋白质 , 推测均为镉盐诱导的结果 , 是 NLCS在抗镉盐毒性过程

中产生的应激蛋白质 , 显示出上调或下调现象 , 也可能存在研究 NLCS中枢神经系统毒理学和监测流

动海水中镉盐污染程度及危害性的蛋白标志物. 为提高蛋白鉴定的可信度 , 对全球各大文献信息库与

数据库进行检索和比对发现 , 在这 19个差异蛋白质点中 , 已有 2个蛋白质参与由镉盐诱导神经致毒途

径的报道 [ 13, 14 ]
. 采用 LOCtree数据库对这 2种差异蛋白质进行亚细胞定位 , 结果见表 1.

Table 1　D ifferen tia l prote in s loca ted w ith LOC tree da taba se( Cd pollution) in tissue cell

Spot Descrip tion Previous reports(Cd response) Reference Subcellular localization

BGLCd14 Heat shock p rotein Heat shock p rotein [ 13 ] Cytop lasm ic

BGLCd15 Thiol2disulfide isomerase and thioredoxins Thioredoxins [ 14 ] Nuclear

　　热休克蛋白 (H sp)的主要生理功能是辅助蛋白质折叠、去折叠、维持细胞蛋白质结构稳定性及防

止蛋白的变性. 昆虫 Aedes a lbopictus C6 /36细胞系细胞对 Cd的吸收、防御机制及细胞启动防御机制主

要表现为诱导热激蛋白表达 [ 15 ]
, 从而抵抗蛋白质变性或凝集.

硫氧还蛋白质 ( Thioredoxin, Trx)与硫氧还蛋白还原酶 ( Thioredoxin reductase, TrxR )和 NADPH一

起构成硫氧还蛋白系统 ( Trx系统 ) , 并在调节细胞内氧化还原平衡中发挥重要作用 [ 16 ]
. Trx不仅可激

活氧化还原酶的活性 , 而且可发挥活性氧 (ROS)的清除剂作用. Trx通过巯基氧化还原调节 NFΚB
[ 17 ]

和丝裂原活化激酶 (MAPK)的活性 , 并影响细胞内的分子通道. 不同金属离子对 Hela细胞中 Trx的氧

化作用表明镉盐对 Trx的作用尤其明显 ; 随着镉盐浓度的增加 , Trx的氧化还原作用速率明显下降 [ 18 ]
.

表明 Trx对镉盐浓度呈正对应的关系 , 可认为 NLCS的 BG中 Trx蛋白质表达量与流动海水中的镉盐污

染程度存在对应关系 , 从而推测 Trx蛋白质可作为监测流动海水镉盐污染程度的蛋白质标记物之一.

图 4为 NLCS受镉盐胁迫 (暴露 )前后 , RSBG[图 4 (A) ]和 RSBGCd [图 4 (B) ]全蛋白质的 2D2PAGE

图谱. 经过 Investigator HT Database软件统计发现 , 图 4 (A)和 (B)中含有约 300个蛋白质斑点 , 其中斑

点和蛋白质亚基分子量分布规律较为相似 , 但还是存在着一定量的差异蛋白. 说明 NLCS受镉盐胁迫

(暴露 )前后 , 其 RSBG组织或细胞结构可能发生了轻微损伤 , 并表达了由镉盐诱导的应激 (差异 )蛋白

质.

对图 4进行剖析同样可以发现 , NLCS经急性镉盐诱导前后 , NLCS的 RSBG共产生 21个差异蛋白

质 , 其中有 8个下调蛋白 , 13个上调蛋白. 采用 PMF技术对 21个差异蛋白质进行鉴定 , 共获得 15张
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F ig. 4　2D 2PAGE maps of bucca l sub2ganglion( RSBG) proteom e in NLCS under the stress

cond ition of cadm ium chlor idde a t 10μg /mL

(A) RSBG; (B) RSBGcd in the stress of cadm ium chloridde.

PMF谱图 , 差异蛋白质鉴定成功率为 7114%.

从检索结果中可以获悉 , 差异蛋白 RSBG1的蛋白点匹配率较高 , 分值为 102, 超过高匹配率 76的

分值限度 , 鉴定为肌球蛋白 ( Tropomyosin). 其它一些匹配率较高 (60分值以上 )的蛋白质为尚未命名

蛋白 (Unnamed p rotein p roduct, RSBG7)、类似 KIAA0614蛋白 ( Sim ilar to KIAA0614 p rotein, RSBGCd 6)、

甲羧基四氢叶酸水解酶 ( Formyltetrahydrofolate hydrolase, RSBGCd 3)、未知蛋白 (Unknown p rotein, RSB2
GCd 4)、含氮还原酶 (Azoreductase, RSBGCd 11)、类似人血清白蛋白 ( Sim ilar to human album in, RSBGCd

8)和 PRO蛋白 ( PRO2619, RSBGCd 9). 在这 15个差异蛋白质中 , RSBG有些上调和下调蛋白与 LSBG

相同 , 其中有 3个下调蛋白 , 即虾红素类型金属蛋白酶 (A stacin2type metallop rotease, LSBG2, RSBG2)、

假定蛋白 (Hypothetical p rotein, LSBG4, RSBG4)、GTP结合蛋白 ( Predicted GTP2binding p rotein, LSBG5,

RSBG5) ; 而共同发生上调的蛋白有 5个 , 其中为假定蛋白 (Hypothetical p rotein DDB0219224, LSBGCd

2, RSBGCd 2)、类似 KIAA0614蛋白 ( Sim ilar to KIAA0614 p rotein, LSBGCd 1, RSBGCd 6)、甲羧基四氢叶

酸水解酶 ( Formyltetrahydrofolate hydrolase, LSBGCd 3, RSBGCd 3)、未知蛋白 (Unknown p rotein, LSBGCd 6,

RSBGCd 4)和含氮还原酶 (Azoreductase, LSBGCd 8, RSBGCd 11) , 这些蛋白可能属于 BG中结构特性相对

稳定的功能蛋白质. 为提高鉴定差异蛋白的可信度 , 对这 15个差异蛋白进行文献检索比对发现 , 仅有

肌球蛋白 ( Tropomyosin, RSBG 1)与钙结合蛋白 (分子量为 16000的 Calcium2binding p rotein, RSBG 3)可

作为镉盐致毒机理研究的蛋白指示物 [ 18, 19 ] . 把已鉴定的差异蛋白质经 LOCtree软件归类后发现 , 这些

蛋白质均属于细胞质蛋白质 , 说明了镉盐在 RSBG组织细胞中也能产生毒害作用 , 其发生场所主要是

细胞质.

本文结果表明 , BG受镉盐污染后 , 海兔的 RSBG和 LSBG表现出差异蛋白质 (例如 : 硫氧化还原

蛋白、热休克蛋白、肌球蛋白以及钙结合蛋白 ) , 从某种程度上解释了镉盐的神经致毒途径. 将部分差

异蛋白质用于环境污染监测 , 可拓展环境污染生物监测新技术领域中蛋白质标记物的应用 ; 另外 , 重

金属铜盐、镉盐和锌盐均能引起肝脏或肾脏中金属硫蛋白的高表达 [ 20 ] , 但这一现象尚未在海兔 BG中

发现. 可见 , 蛋白质组学技术是筛选与鉴定中枢神经系统中重要蛋白质的有效手段之一 [ 21, 22 ] .
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D ifferen tia l Prote in s of Sub2bucca l Ganglion s Selected and

Iden tif ied w ith Proteom ic Techn iques in A plysia Under

the Stress Cond ition of Cadm ium Chlor ide

HUANG L in1, 2 , CHEN Dong2Shi1 , YAN L i1 , FANG Cai2W ang1, 3 , HUANG He2Q ing1, 2, 33

(11D epartm ent of B iochem istry and B iotechnology, School of L ife Sciences,

21 S tate Key Laboratory of M arine Environm ental Science, College of O ceangraphy and Environm enta l Science,

31D epartm en t of Chem ical B iology, College of Chem istry & Chem ical Engineering, X iam en U niversity, X iam en 361005, Ch ina)

Abstract　The buccal ganglion (BG) was symmetrically divided into two sub2BG ( SBG) in A plysia (N otarcus

leach ii cirrosus Stimp son, NLCS) with reference to its ganglion shape, called left SBG(LSBG) and right SBG

(RSBG). The whole p roteins both LSBG and RSBG were op timally separated via two2dimensional polyacry2
lam ide gel electrophoresis(2D2PAGE) , respectively. The differential p roteinswere further selected and identi2
fied by p roteom ic and comparison database techniques. The experimental results indicate that these differential

p roteins between LSBG and RSBG are identified to be the p recursor p roteins or the large segments of active

pep tides, which both p roteins may p lay the important role in maintaining the physiological function of BG.

Both LSBG and RSBG in NLCS can exp ress the differential p roteins induced with the cadm ium under the stress

of actual cadm ium chloride at 10μg/mL. However, these p roteins were effectively separated, selected and

identified with p roteom ic techniques, indicating that these p roteins were considered to be the down2regulated

p roteins such as ropomyosin and Mw = 16000 calcium 2binding, and the up2regulated p roteins such as heat

shock p rotein and thioredoxin. W e suggest that these p roteins be tightly connected with m ithridatism of

cadm ium in BG cells and , as p rotein markers in part, be suit for monitoring pollution level of cadm ium and

develop ing the research focused on toxicology.

Keywords　A plysia; Sub2baccual ganglion; Proteom ics; Cadm ium chloride; Protein marker
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