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摘 　要 　比较丙酮 /TCA沉淀法和直接裂解法 ,优化提取与分离褐云玛瑙螺 (A chatina fu lica, AF)肝脏全蛋

白。采用丙酮 /TCA沉淀法 ,可获得约 600个蛋白质斑点。用 0. 5 mg/L CdCl2 溶液浸泡后的去梗小白菜喂养

AF,并作为镉盐诱导 AF肝脏表达应激蛋白质的实验材料。采用蛋白质组学技术筛选出由镉盐诱导 AF肝脏

表达的 14个差异蛋白质斑点 ,并用肽质量指纹图谱技术 (pep tide mass fingerp rinting, PMF)和数据库比对法初

步鉴定出 7种差异蛋白质 ,其中部分为热激蛋白 ( heat shock p rotein)、甲基转移酶 (Methyltransferase)、三磷酸

腺苷结合盒子转运体 (ABC transporter)、钼酸盐转运子亚基 (molybdate transporter subunit)和磷酸甘油酸变位

酶 (phosphoglycerate mutase)。差异蛋白质均参与镉盐代谢 ,并适合作为监测土壤或食物中镉污染程度及危害

性的指示蛋白质。
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1　引　言

金属镉是重要的化学工业原料 ,可通过空气、水源、食物、果蔬等途径直接侵袭人体且长期积累 ,产

生镉中毒现象 [ 1 ]。近几十年来 ,科学家已对金属镉产生的危害性和毒理学进行了大量的研究 [ 1～4 ]。由

于金属镉易直接络合或插入动植物及微生物细胞内的许多蛋白质 ,并使之丧失生物学功能 ,毒性机理与

途径十分复杂 [ 2～4 ]。关于镉盐毒理学途径与机理的研究 ,尤其是镉代谢途径的研究 ,是环境科学、重金

属毒理学和生物医学研究的热点课题 [ 5～7 ]。

在动物器官中 ,最易受镉盐污染的是肝脏和肾脏 [ 8 ]。据报道 ,老鼠受金属镉污染后 ,其肝脏内的镉

含量高于肾脏 3倍 [ 9 ]。在镉盐胁迫下 ,动物肝脏中的金属硫蛋白 (metallothionein, MT)表达量异常增

加 [ 10, 11 ]
,并可作为生物监测的标志物之一 [ 12 ]。牙鲆 ( Pa ra lich thys olivaceus, PO )受金属镉 (10 mg/L )胁

迫后 ,其脑组织表达了 24种差异蛋白质 ,其中转铁蛋白表达量与污染源中的镉含量的增加成负对应线

性关系 ,认为转铁蛋白表达递减率可作为监测环境中金属镉污染程度的生物标志物 [ 5 ]。文献 [ 13 ]报道

了采用蛋白质组学技术筛选与鉴定了中华绒螯蟹 ( E richeir sinensis, ES)受金属镉急性和慢性污染后 ,蟹

前腮分别表达 6和 31种应激蛋白质。蛋白质组学技术是筛选与鉴定动物器官受有毒金属污染前后所

表达的应激蛋白质的最佳分析技术之一 ,所获得的实验结果能更加科学地揭示金属镉在体内呈现的复

杂代谢过程与途径。

褐云玛瑙螺 (A cha tina fu lica , AF)隶属于软体动物门 (Mollusea)腹足纲 ( Gascropcla)肺螺目 ( Fulmo2
nata)柄眼亚目 ( Stylom matopnooa) 玛瑙螺科 (Achatinidae)。由于 AF食性杂而量多 ,不善于长途迁移 ,

其器官内的重金属含量与分布能较为客观地反映出 AF居住区域内的重金属污染程度。因而采用蛋白

质组学技术筛选与鉴定 AF受金属镉污染前后的肝脏差异蛋白质 ,不仅适合于作为监测金属镉污染程

度的生物标志物 ,同时也较为科学地反映出某区域内金属镉污染程度及危害性 ,并能从蛋白质途径揭示

金属镉毒理学机理。本实验以 AF为研究材料 ,采用蛋白质组学技术筛选与鉴定 AF受金属污染前后的

差异蛋白质 ,其研究在监测土壤镉毒性和食品安全领域具有重要的科学意义和潜在的应用价值。
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2　实验方法

2. 1　仪器和试剂

REFLEX Ⅲ型 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪 (德国 B ruker公司 ) ; DYCZ226型多用途电

泳仪 (北京六一仪器厂 ) ;真空旋转蒸发仪 (Labconco公司 )。

载体两性电解质 pH 3～10和 pH 5～8 (Amersham公司 ) ; #V5111胰蛋白酶 ( Tryp sin, Promega公

司 ) ;基质α2氰 242羟肉桂酸 (HCCA,美国 ICN生物医学公司 ) ;碘乙酰胺、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、三羟

甲基氨基甲烷 ( Tris)等均为分析纯 (上海生工生物工程技术有限公司 )。实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　样品制备

2. 2. 1　褐云玛瑙螺的饲养 　在实验室内驯养一周的 AF停止喂食 72 h后 ,随机分为对照组和实验组。

实验组选用 0. 5 mg/L CdCl2 浸泡去梗小白菜叶 ,浸泡时间为 2 h, 随后喂食实验组 AF,对 AF进行急性

中毒处理。选用未经 CdCl2 浸泡的去梗小白菜叶喂食对照组 AF。喂食 2 d后 ,迅速解剖 AF,取肝脏组

织 ,在 - 80 ℃保存备用。

2. 2. 2　实验肝脏组织的提取 　分别称取对照组和实验组的 AF肝脏组织 40 mg,置于 2 mL离心管中 ;

加入 2. 0 mL 10%丙酮 2TCA溶液沉淀 4 h,在 4 ℃下 ,以 12000 r/m in离心 10 m in,收集沉淀。用 - 20 ℃

冷丙酮清洗沉淀 3～4次 ,去除 TCA。已收集的 AF肝脏样品置于 4 ℃冰箱内风干 ,按体积比 1∶8加入裂

解液 ( 7 mol/L 尿素 ; 4% CHAPS; 2 mol/L 硫脲 ; 60 mmol/L DTT; 10 mmol/L Tris; 1 mmol/L EDTA;

1 mmol/L PMSF; 0. 5% CA) ,在 4 ℃下放置 2～4 h,待沉淀绝大部分溶解后 ,收集样品置于 - 80 ℃冰箱

内 ,保存备用。

2. 3　双向凝胶电泳

将 0. 825 g尿素、300μL蒸馏水、300μL 10% NP240和 200μL单体储液混匀 ,待完全溶解后 ,取

35μL载体两性电解质 (pH 5～8) ,混匀 ;加 10%过硫酸铵溶液和四甲基乙二胺各 0. 8μL,混匀后用 6#

长针头迅速注入专用玻璃管 ,形成胶柱 (直径 1. 5 mm,长 14. 5 cm ) ,并立即在柱顶小心加入长约 1 cm

的水隔绝空气。制备好的胶柱应在 12 h内使用。在上样前 ,先加 15μL样品裂解液进行预电泳 ,其过

程按照以下步骤进行 : 200 V , 15 m in; 300 V , 30 m in; 400 V, 60 m in。预电泳结束后 ,将柱中的裂解液抽

出 ,换上样品液 ,每管上样量为 80μg,进行电泳 : 400 V, 4 h; 600 V , 18 h
[ 6 ]。

聚焦结束后 ,将胶条取出 ,放入 4 mL平衡液中 ,平衡 15 m in后 ,将胶条转移至 SDS凝胶上 ,并在胶

条上覆盖一层加有溴酚兰的 1. 0%琼脂糖 ,在 25 mA的恒定电流下进行 SDS凝胶电泳 ,当前沿指示剂距

离底端 1 cm时停止电泳 [ 14 ]。

2. 4　全蛋白质染色与图像分析

参考文献 [ 5 ]的方法 ,对 2D2PAGE凝胶中的蛋白质进行银染。2D2PAGE凝胶层析板中的蛋白质斑

点采用 GDS 8000pc凝胶成像分析系统进行扫描 ,所获得图谱和蛋白质斑点数目均由 Melanie 4. 0双向

电泳图谱分析软件分析与统计。

2. 5　蛋白质的原位酶解

用干净的解剖刀将感兴趣的蛋白质点从胶上切下 ,保存在 0. 5 mL离心管中 ,进行酶解。将肽段提

取液置于旋转蒸发器内干燥 ,加入 2. 5μL 0. 5% (V /V ) TFA溶液溶解肽段 ,采用文献 [ 15, 16 ]的方法 ,以

MALD I2 TOF质谱分析进行多肽质量指纹图谱的分析与比较。

3　结果与讨论

3. 1　优化褐云玛瑙螺肝组织蛋白质组的分离

优化样品提取 ,其目的是为了提高获取全蛋白质的效果 ,这是开展蛋白质组学研究的关键步骤。分

别选用了丙酮 /TCA沉淀法和直接裂解法提取 AF肝脏全蛋白质 ,并进行了比较分析。实验结果表明 :

全蛋白质经双向聚丙烯酰胺凝胶电泳 (2D2PAGE)分离后 ,选用丙酮 /TCA沉淀法制备的 AF肝脏全蛋白

质 ,其全蛋白质斑点均有较高的分辨率 ,分布趋势较为均匀 ,即无论酸性蛋白或碱性蛋白、高丰度蛋白或
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低丰度蛋白都得到较好的分离 ,重复性也较好 ,但蛋白质总斑点数目略少些。实验进一步表明 ,虽然采

用直接裂解法制备 AF肝脏全蛋白质的斑点数目相对较多 ,但斑点分布不均匀 ,不易区分 ,直接影响到

后续的蛋白质鉴定。本实验采用丙酮 /TCA沉淀法较适合于开展 AF肝脏蛋白质组学研究。经比较分

析 ,选择 pH 5. 0～8. 0范围的载体两性电解质是 AF肝脏全蛋白质最佳等电点分离区域 ,它不仅能有效

分离 AF全蛋白质 ,而且也适合于开展 AF肝脏蛋白质组学研究。

3. 2　AF肝脏全蛋白质电泳图谱

图 1是 AF肝脏全蛋白质的 2D2PAGE图谱。从图 1可见 , 蛋白质斑点较均匀地分散在凝胶层析板

pH 5. 0～8. 0范围内 ,这意味着采用丙酮 /TCA沉淀提取法能有效地提取 AF肝脏中弱酸性、弱碱性和中

性蛋白质 ,并展现出较高的分辨率。这一现象不同于蓝斑背肛海兔 (N otarcus leach ii cirrosus S tim pson,

NLCS)口腔神经节 [ 17 ]、O脑组织 [ 18 ]和鲤鱼 (D anio rerio, DR)脑组织的全蛋白质 [ 14 ]分布规律。此外 ,图

1中绝大多数蛋白质分子量位于 20～90 kDa之间。采用 Melanie 4. 0双向凝胶电泳图谱分析软件统计

图 1中蛋白质斑点数目约为 600个。

　图 1　褐云玛瑙螺肝脏双向凝胶电泳图谱 (对照组 , pH

5. 0～8. 0)

Fig. 1　Two2dimensional electrophoresis map of comp lete

p roteins from liver of A chatina fulica (AF) ( control samp le,

pH 5. 0～8. 0)

　图 2　经 0. 5 mg/L CdCl2 诱导后 ,褐云玛瑙螺肝脏全蛋

白的双向凝胶电泳图谱 (实验组 , pH 5. 0～8. 0)

Fig. 2　2D2PAGE map of comp lete p roteins from liver of

AF exposed to 0. 5 mg/L CdCl2 ( experimental samp le, pH

5. 0～8. 0)

图 2是经 0. 5 mg/L CdCl2 诱导后 , AF肝脏全蛋白的 2D2PAGE图谱 (实验组 , pH 5. 0～8. 0)。采用

Melanie 4. 0双向凝胶电泳图谱分析软件统计图 2中蛋白质斑点数目约为 600个。比较图 1与图 2可

见 ,虽然 AF已经受到镉盐急性创伤 ,但其肝脏全蛋白质斑点数目分布规律和分子量大小与图 1显示的

结果很相似 ,只存在着少量差异蛋白质斑点。如图 1标识号码为 10～13和图 2标识号码为 1～9及 14的

蛋白质斑点。推测这些差异蛋白质斑点与 AF肝脏受急性镉盐中毒创伤后所反映的应激蛋白质有关。

3. 3　比较与分析差异蛋白质斑点变化趋势

采用 Melanie 4. 0双向凝胶电泳图谱分析软件比较图 1和图 2的差异蛋白质斑点可发现 ,对照组和

实验组之间至少存在 14个差异蛋白质。图 3是 AF经镉盐诱导前后 ,其肝脏表达的差异蛋白质斑点局

部放大图 ,其中有 3个斑点 (3、4和 5)显示出上调现象 , 2个斑点 ( 11和 12)显示出下调现象 , 7个斑点

(1、2、6、7、8、9和 14)显示出增加现象 , 2个斑点 (10和 13)显示出缺失现象。

3. 4　差异蛋白质鉴定

采用 PMF和 MASCOT网站提供的检索工具 ,对图 3所显示的差异蛋白质进行逐一鉴定与分析。检

索基本条件 [ 5 ]为 : PMF图谱中的肽片段质量为 600～3000 Da之间 ,肽片段分子质量最大允许误差为

±0. 2 Da,离子类型选择单同位素分子量 [M + H ]
+

,酶解的漏切位点为 1 /2个。对 14个差异蛋白质

斑点进行鉴定 ,其检索与比对结果见表 1。其中 7个蛋白质斑点获得有意义检索结果 ,得分均 > 50分 ,

具有一定的可信度。
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图 3　AF经镉盐诱导前后 ,其肝脏表达的差异蛋白质斑点局部放大图

Fig. 3　D ifferential p rotein spots of liver both AF and AF induced with CdCl2

A. 对照组 ( control group) ; B. 0. 5 mg/L镉盐处理的实验组 ( experimental samp le with 0. 5 mg/L CdCl2 )。

表 1中的 7个差异蛋白质经 PMF技术鉴定后 ,初步认定为热激蛋白 ( heat shock p rotein, HSP)、甲

基转移酶 (methyltransferase)、三磷酸腺苷结合子转运体 (ABC transporter)、钼酸盐转运子亚基 (molyb2
date transporter subunit)、磷酸甘油酸变位酶 (phosphoglycerate mutase)等。HSP是细胞在高温、重金属离

子或疾病等应激原胁迫下所生成的一组蛋白质 ,是环境中的胁迫因子促使特定基因表达的产物 ,它在生

物体内分发挥着重要功能 ,能提高细胞的耐热性 ,发挥分子伴侣的作用。在有胁迫因子存在的环境中 ,

生物体内的 HSP都能被诱导合成 ,以保护细胞免受损伤。HSP已成为生物在污染环境中重要的防御机

制 ,并成为镉盐污染生物监测的首选蛋白标志物之一 [ 5 ]。目前 ,尚未有报道显示甲基转移酶与镉盐胁

迫有关 ,推测其有作为监测镉盐污染新颖蛋白质标志物的可能。三磷酸腺苷结合子转运体是一组跨膜

蛋白 ,它能与 ATP结合在胞膜和内质网上的过氧化物酶体和线粒体上 ,并起着介导氨基酸、脂质、脂多

糖、多肽等作用。磷酸甘油酸变位酶有催化 32磷酸甘油酸重排生成 22磷酸甘油酸的作用 ,是糖酵解的

经典途径。在镉盐诱导下 , AF肝脏细胞中出现了磷酸甘油酸变位酶下调现象 ,这说明了镉盐可能使 AF

肝细胞中糖酵解途径受阻。

表 1　镉盐诱导前后 AF肝脏表达的差异蛋白质鉴定结果
Table 1　D ifferential p rotein identification from livers both AF and AF induced with CdCl2

斑点编号
Spot No.

特定序列代码
Access.

分子质量
Mass(M r)

分数标准
Score

描述
Descrip tion

1 gi | 88854346 16045 70 Heat shock p rotein

2 gi | 145645623 25258 53 Methyltransferase type 12

6 gi | 86356147 56392 50 Probable sugar adenosinetriphosphate (ATP) binding cassette (ABC) trans2
porter ATP2binding p rotein

9 gi | 119575505 44313 64 Serp in pep tidase inhibitor CladeB ( ovalbum in) , member 6, isoform clinical
research associate (CRA)

10 gi | 45358079 32111 83 Molybdate transporter

11 gi | 118734691 28189 63 ABC transporter related

12 gi | 89099459 23047 66 Phosphoglycerate mutase

　

　　根据各差异蛋白质的生理功能与作用 ,可归纳为保护作用 (热激蛋白的上调 )、解毒、修复 (丝氨酸

相关酶调整 )和损伤 (磷酸甘油酸变位酶的下调 ,钼酸盐转运子的缺失 )等应激作用 ,其毒理学机理复

杂。正因如此 ,这些差异蛋白质不仅可作为镉盐污染的生物监测物 [ 17, 18 ] ,而且还为揭示镉盐毒理机制

提供新途径。其研究在生物监测食物链和土壤中镉污染程度及危害性方面具有重要意义。
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Selection and Identif ica tion of D ifferentia l Prote ins of L iver with Proteom ics

Techn iques in A cha tina F u lica Under Induction of Cadm ium

CHEN Hai2B in1 , HUANG L in1 , HUANG Q ing2Yu1 , L ING Xue2Ping1, 3 ,

ZHU Feng1 , HUANG He2Q ing3 1, 2, 3

(1
D epartm ent of B iochem istry and B iotechnology, School of L ife Sciences; 2 S tate Key L abora tory of M arine Environm enta l

Science, College of O ceanography and Environm ental Science, 3 The Key Lab. of Chem ica l B iology of Fujian P rovince,

College of Chem istry & Chem ica l Eng ineering, X iam en U niversity, X iam en 361005)

Abstract　 In comparison with direct lysis, the p recip itation analysis of acetone / trichloroacetic acid was

selected to op tim ize and separate whole p roteins from the liver tissue of Achatina fulica (AF). By thismethod,

app roximately 600 p rotein spots in gel were obtained. U sing a cabbage exposed by 0. 05 mg/L CdCl2 as AF

food, the liver was selected to reveal the stress p roteins in the AF exposed to acute cadm ium toxicity. Fourteen

of differential p rotein spots in AF liver were obtained by p roteom ics, and then seven of these spots were further

identified by both pep tide mass fingerp rint( PMF) and database search, which indicated that these p roteins in

part were identified to be heat shock p rotein, methyltransferase, adenosine triphosphate binding cassette

(ABC) transporter, molybdate transporter subunit, and phosphoglycerate mutase. The results suggest that

these significant p roteins can be connected with metabolism pathway of cadm ium, and with biomarkers for

monitoring the contam ination level of the cadm ium and evaluating the crisis level both food and soil.

Keywords　Cadm ium, differential p roteins, p roteom ics, contam ination monitoring, liver
(Received 12 August 2008; accep ted 6 January 2009)

508第 6期 陈海滨等 :蛋白质组学技术筛选与鉴定镉诱导下褐云玛瑙螺肝脏的差异蛋白质 　　


