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摘  要  人工构建镉盐污染源,选用差速离心结合双向凝胶电泳 ( 2D-PAGE)法, 高效提取、分离和筛选牙鲆

(Para lichthy s olivaceus, PO )受镉盐胁迫后的肝脏全蛋白和差异蛋白质。实验结果表明: 选用直接裂解法提取

牙鲆肝 ( PO live r POL )全蛋白质且用 2D-PAGE分离, 可获得约 800个蛋白斑点,其中镉盐诱导了 11个差异蛋

白斑点。以相对离心力为 1000 @ g、12000 @ g和 100000 @ g的差速离心法,分别制备了 3种沉淀蛋白和 1种

胞浆蛋白, 称为 POL组分Ñ 、POL组分 Ò 、POL组分Ó 和 POL组分 Ô (胞浆蛋白 ), 蛋白斑点数目分别为 380、

550、500和 850个,总计 2280个, 明显高于直接裂解法。比较分析法发现,差速离心结合 2D-PAGE分离技术

可获得牙鲆肝脏受镉盐胁迫后表达的 54个差异蛋白质, 并适合于用肽质量指纹 ( peptide m ass fingerpr int,

PMF )图谱技术鉴定。本实验所建立的差速离心结合蛋白质组学技术可高效提取、分离和鉴定组织全蛋白或

差异蛋白, 并能有效地筛选出蛋白指示物。
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1 引  言

建立高效提取与分离动植物及微生物组织细胞中的全蛋白,且可鉴定蛋白质的方法, 是目前开展蛋

白质组学研究所面临的技术难题之一
[ 1, 2]
。双向凝胶电泳 ( 2D-PAGE )和双向液相色谱分离 ( 2D-LC )技

术是目前开展蛋白质组学研究的常用分离技术,但前者易受细胞组织内干扰物影响,例如核酸、多糖和

脂类物质
[ 3]
; 而后者在分离过程中,易丢失部分蛋白质, 难获取全蛋白

[ 4]
。目前, 组织细胞全蛋白的常

用破碎技术有丙酮沉淀法、裂解法、冻溶法和酶解法等
[ 1 ~ 4 ]
。针对生物材料来源不同,优化提取组织细

胞全蛋白和减少内外干扰物是开展蛋白质组学必须克服的难题。至今, 相关的研究已有大量且详细的

研究报道
[ 5, 6]

, 但尚未建立一套较为成熟、重复性高和广谱性好的细胞组织全蛋白质提取方法。环境蛋

白质组学是目前环境毒理学中最有挑战性和前瞻性的领域之一, 相关的研究仅仅处于起步阶段。环境

蛋白质组学能同时筛选与鉴定出由各类重金属和有机污染物,在单一和联合胁迫效应环境中所诱导的

多种蛋白指示物
[ 7, 8]

,为揭示复杂的毒理机理和评价危害性提供实验证据
[ 1, 2, 9 ]

。

本实验以牙鲆肝脏组织为材料, 选用差速离心和双向凝胶电泳非在线联用技术, 高效提取和优化分

离受镉盐胁迫前后的牙鲆肝脏全蛋白,为后续选用蛋白质组学技术筛选及鉴定监测镉污染程度及危害

性的蛋白质标志物提供可信度较高的结果。

2 实验部分

2. 1 仪器、试剂与材料

双向电泳仪 (北京六一仪器厂 ); REFLEX型 MALDI-TOF质谱仪 (德国 B ruker公司 ) ;各类冷冻离心

机 (贝克曼公司 )。载体两性电解质 ( Am ersham公司 ), pH 3~ 10;胰蛋白酶 ( P romega公司 ); 基质 A-氰-

4-羟肉桂酸 (美国 ICN生物医学公司 );碘乙酰胺 ( S igma公司 ) ;丙稀酰胺、甲叉丙稀酰胺等试剂均购自

上海生物工程技术有限公司; 匀浆缓冲液: 0. 25 mo l/L 蔗糖, 1 mmo l /L EDTA, 50 mmo l/L T ris-HC ,l

1 mmo l/L PM SF ( pH = 7. 4); 样品裂解液: 7 mo l/L 尿素, 4% CHAPS, 2 mo l/L 硫脲, 60 mmo l/L DTT,
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10 mmo l/L T ris, 1 mmo l/L EDTA, 1 mmo l/L PM SF, 0. 5% 载体两性电解质, 0. 0002% 溴酚兰。分装,

- 20 e 保存待用;双向电泳和银染方法中所需试剂均参考文献 [ 1, 10]。

实验所需的牙鲆均购于厦门人工养殖场。使用前, 牙鲆需在实验室驯养一周。实验前 72 h开始停

止喂食,防止饲料中微量重金属影响牙鲆的正常代谢。随机选择牙鲆 10只,并随机分为实验组和对照

组。实验组牙鲆置于人工模拟构建的 CdC l2 ( 10mg /L )的污染环境中,继续饲养 72 h。对照组牙鲆置于

在人工海水中继续饲养。实验前,选用剪断脊椎处死方式处理牙鲆,并迅速解剖,获取牙鲆肝脏,用预冷

的磷酸盐缓冲液直接冲洗,并保存在 - 80 e 以备使用。

2. 2 差速离心提取牙鲆肝脏蛋白质

取实验组 (受镉盐胁迫 ) 5条牙鲆的肝脏 ( POL)各 20 g, 混合后共 100 g。对照组的 POL取法同上。

加入等体积匀浆缓冲液, 在冰浴条件下研磨制成匀浆。随后,以 400 @ g的相对离心力离心 10m in,去除

未磨碎的组织和细胞, 收集上清液 Ñ , 备用。选用下列差速离心技术, 分步收集蛋白沉淀物, 并选用

2D-PAGE进行有效分离, 具体实验步骤 (始终维持在 4 e 环境下 ) : ( 1) 1000 @ g沉淀分离: 以 1000 @ g

的相对离心力离心上清液Ñ 10 m in, 收集沉淀蛋白和上清液 Ò 。该沉淀物主要是细胞核, 用匀浆缓冲液

洗涤两次,最后收集沉淀样品备用 ( - 20 e 保存,下同 ); ( 2) 12000 @ g沉淀的分离:以 12000 @ g的相对

离心力离心上清液 Ò 30 m in,收集沉淀蛋白和上清液 Ó。选用匀浆缓冲液洗涤该沉淀蛋白两次, 最后

收集沉淀样品备用; ( 3) 100000 @ g沉淀的分离: 以 100000 @ g的相对离心力离心上清液 Ó 30 m in, 收

集沉淀蛋白质和上清液Ô 。上清液Ô 中多数蛋白是胞浆蛋白,收集样品,冻干备用; ( 4) 上述所有收集

的蛋白组分分别充分溶解于裂解液中,并选用 100000 @ g的相对离心力离心蛋白样品 10 m in,分别收集

上清液,称为 POL蛋白组分Ñ ( 1000 @ g沉淀蛋白 )、POL蛋白组分 Ò ( 12000 @ g沉淀蛋白 )、POL蛋白组

分 Ó ( 100000 @ g沉淀蛋白 )和 POL蛋白组分 Ô (胞浆蛋白 ) ,并用于双向电泳分离。

2. 3 双向凝胶电泳分离条件

2. 3. 1 等电聚焦电泳  在上样之前, 参考文献 [ 10]先进行预电泳。预电泳结束后,换上样品液, 在用

B radford法测定样品液的总蛋白浓度后,以 150 Lg总蛋白上样,然后进行等电聚焦电泳。

2. 3. 2 凝胶电泳  按照 SDS均一胶的配方配置 11%胶浓度的凝胶。将平衡后的胶条转移到 SDS凝胶

上,并在胶条上覆盖一层含有溴酚兰的 0. 5%琼脂糖,在 140V的恒定电压下进行电泳。待溴酚兰前沿

到达凝胶底端时,停止电泳。

2. 4 银染、图像分析及蛋白鉴定
参照文献 [ 10]的银染方法进行蛋白质染色。染色后, 利用扫描仪对 SDS凝胶板进行透射扫描。选

用 Melanie 4 T ria l软件进行凝胶电泳图谱中的蛋白质总数和差异斑点分析与统计。用 REFLEX型

MALD I-TOF质谱仪获得各蛋白的肽质量指纹图,采用反射模式、正离子谱测定。激光波长为 337 nm,质

谱信号单次扫描累加 200次, 用 BRUKER肽混合物作外标。选用常规 PMF和数据库比对技术直接鉴

 图 1 直接裂解法提取的牙鲆肝脏全蛋白双向电泳图

F ig. 1 Two-d im ensiona l po ly acry lam ide ge l e lectrophoresis

( 2D-PAGE ) map o fP aralich ty s olivaceus ( POL ) proteom e

ex tracted w ith d irect lysis

A. 实验组 ( experim en tal group) : 10 mg /L镉盐处理 ( treated w ith

10 mg /L C dC l2 ); B. 对照组 ( control group)。

定差异蛋白质
[ 11]
。数据库选择 MSDB,检索基本

条件参照文献 [ 10]。

3 结果与讨论

3. 1 直接裂解法 POL全蛋白分离

图 1是牙鲆受金属镉胁迫后, 采取直接裂解

法提取 POL全蛋白质的 2D-PAGE图谱。从图 1

可看出,实验组和对照组的蛋白质斑点分布趋势

基本一致,具有较好的重现性。

采用 Melanie 4 Tria l软件进行蛋白质斑点数

目统计与分析,对照组和实验组 2D-PAGE图谱中

的蛋白质斑点数目约为 800个,其中多数蛋白质

斑点的 pI范围集中在 4. 5 ~ 9. 0之间, 蛋白质亚
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基的分子量在 25~ 100 kD之间, 具有较高的分辨率, 适合于后续蛋白质鉴定。

通过比对分析,可获得 11个差异蛋白质斑点, 其中高表达蛋白 2个 ( A6和 A11) ; 上调蛋白 6个

(A 1、A4、A 7、A8、A9和 A10) ;下调蛋白 3个 (A2、A3和 A5)。这些差异蛋白斑点均与受镉盐诱导有关,

推测是牙鲆肝脏产生的应激蛋白质。

3. 2 优化建立差速离心法分离 POL全蛋白质技术

肝脏是动物代谢的重要场所之一, 具有各类复杂代谢途径和含有丰富的蛋白质。借鉴文献 [ 12],

选用 2D-PAGE分离法可获得约近千个鼠肝脏全蛋白斑点数的实验结果。

本实验选用直接裂解法提取 POL全蛋白,但只获取约 800个蛋白斑点的 2D-PAGE图谱。显然, 图

1中的全蛋白质斑点数偏少,不太适合进一步深入开展 POL蛋白质组学研究,尤其不适合研究镉盐毒理

学和筛选连续监测流动水体镉污染程度的蛋白指示物。在系列比对实验基础上, 建立了差速离心法高

效提取牙鲆肝脏全蛋白技术,具体实验步骤见图 2。图 2显示了选用差速离心法使牙鲆肝脏中不同沉

降系数的蛋白质得到粗分离,减少高丰度蛋白的干扰和提高低丰度蛋白富集的效果, 有助于开展牙鲆肝

脏全蛋白组学研究和筛选差异蛋白质。

图 2 差速离心法分离牙鲆肝全蛋白主要实验步骤示意图

F ig. 2 Experim enta lm ap o f proteom e ex trac tion by different centr ifugation in POL

目前,常用于动物肝脏全蛋白质提取技术且适合于开展蛋白质组学研究方法有 TCA /丙酮酸沉淀

法、缓冲液法、裂解法及 /鸟枪0蛋白质组分析法 [ 13, 14]
等。但这些方法获取肝脏全蛋白种类大都低于

1500种,明显少于本实验建立的差速离心提取技术。

3. 3 在镉盐胁迫下,牙鲆肝脏组分Ñ的差异蛋白

图 3是在镉盐胁迫下, 牙鲆肝脏组分Ñ全蛋白和差异蛋白图谱。采用 Melan ie 4 Trial软件对图解中

的蛋白质斑点数目进行统计与分析, 可在亚细胞组分 Ñ中获得约 380个蛋白质斑点。比较图 3A (实验

组 )和图 3B (对照组 ) ,可获得 11个差异蛋白斑点。其中 A 1、A2、A3、A4、A 6、A7和 A8为上调蛋白, 而

A5、A9、A10和 A11为下调蛋白。

3. 4 在镉盐胁迫下,牙鲆肝脏组分 Ò 的差异蛋白

图 4是在镉盐胁迫下, 牙鲆肝脏组分 Ò 全蛋白和差异蛋白的 2D-PAGE图谱。经统计与分析后, 发

现亚细胞组分 Ò 中获得约 550个蛋白斑点。

比较图 4A (实验组 )和图 4B(对照组 )蛋白斑点分布和差异特性,可获得 13个差异蛋白斑点,其中
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的 A1和 A4斑点为上调蛋白; A2、A3、A6、A7、A8、A9、A11和 A12斑点为下调蛋白; A5、A10和 A 13为高

表达蛋白 ( high expression proteins)。

 图 3 在镉盐胁迫下, 牙鲆肝脏组分 Ñ 全蛋白的 2D-

PAGE图谱

F ig. 3 2D-PAGEm ap o f pro teom e in com ponent Ñ of POL

under stress o f cadm ium ch lo ride

A. 实验组 ( experim ental group) : 10 mg /L 镉盐处理 ( treated

w ith 10m g /L CdC l2 ) ; B. 对照组 ( con trol group )。

 图 4 在镉盐胁迫下, 牙鲆肝脏组分 Ò 全蛋白的 2D-

PAGE图谱

F ig. 4 2D-PAGEm ap of proteome in componentÒ o f POL

unde r stress of cadm ium chlor ide

A. 实验组 ( experim en tal group ) : 10 m g /L 镉盐处理 ( treated

w ith 10 m g/L CdC l2 ); B. 对照组 ( contro l group)。

3. 5 在镉盐胁迫下,牙鲆肝脏组分Ó 的差异蛋白
图 5是在镉盐胁迫下, 牙鲆肝脏组分 Ó的全蛋白和差异蛋白质的 2D-PAGE图谱。经分析与统计,

可获悉图 5显示出约 500个蛋白斑点。比对图 5A和图 5B结果,可进一步获悉两图之间约有 14个差异

蛋白斑点。其中的 A10、A11和 A14斑点为上调蛋白; A1、A2、A3、A4、A5、A6、A7、A8、A9、A12和 A13斑

点为下调蛋白。

3. 6 在镉盐胁迫下,牙鲆肝脏组分Ô 的差异蛋白

通常认为,细胞破碎液经 100000 @ g的相对离心力离心后所获得的蛋白上清液视为细胞的胞浆蛋

白。根据 3. 2节所描述的实验步骤和离心率可获悉, 牙鲆肝脏组分 Ô 属于胞浆蛋白质。在镉盐胁迫
下,所获得牙鲆肝脏组分Ô 的差异蛋白质,视为金属镉胁迫牙鲆肝脏表达的差异胞浆蛋白。从图 6中可

看出牙鲆肝脏组分Ô 含有约 850个蛋白斑点,其胞浆蛋白质种类明显高于其它牙鲆肝脏组分的蛋白质

种类,说明了牙鲆肝脏含有丰富的胞浆蛋白质。比较图 6A和图 6B中的差异蛋白斑点分布情况和规律

可获悉, 在镉盐胁迫下, 牙鲆肝脏表达了 16种差异蛋白, 其差异蛋白总数目多于其它 POL组分。其中

高表达的蛋白质为 A1、A2、A4和 A9; 上调蛋白为 A5、A6、A7、A10、A 11和 A14; 下调蛋白为 A3、A8、

A12、A13、A 15和 A16。

 图 5 在镉盐胁迫下, 牙鲆肝脏组分 Ó 全蛋白的 2D-

PAGE图谱

F ig. 5 2D-PAGEm ap o f pro teom e in com ponent Ó of POL

under stress o f cadm ium ch lo ride

A. 实验组 ( experim ental group) : 10 mg /L 镉盐处理 ( treated

w ith 10m g /L CdC l2 ) ; B. 对照组 ( con trol group )。

 图 6 在镉盐胁迫下,牙鲆肝脏组Ô 全蛋白的 2D-PAGE

图谱

F ig. 6 2D-PAGE map o f pro teom e in component Ô of

POL under stress of cadm ium chloride

A. 实验组 ( experim en tal group ) : 10 m g /L 镉盐处理 ( treated

w ith 10 m g/L CdC l2 ); B. 对照组 ( contro l group)。

进一步选用肽质量指纹 ( PM F)图谱和数据库比对技术对上述 54个差异蛋白进行鉴定。结果发现,

有 3种同类差异蛋白,即共有 51个不同的差异蛋白。在鉴定结果中发现了一些文献 [ 15, 16]中已报道

的与镉盐胁迫有关的蛋白 (见表 1)。

1022  分 析 化 学 第 37卷



表 1 牙鲆肝脏中表达的与镉盐胁迫有关的差异蛋白的质谱鉴定
Table 1 M S identification of d ifferentia l pro te ins in POL concerned w ith stress of cadm ium chlor ide

蛋白点
Spot

输入号
Access.

分数
Score

覆盖率
SC (% )

物种
Taxonom y

分子量 /等电点
M r /p I

蛋白描述
Descript ion

Fig. 3-A6 Q80YQ4_MOUSE 66 25 小鼠 M ou se 65552 /5. 66
锌指蛋白 238

Z inc finger p rotein 238

Fig. 3-A7 ZN500_HUMAN 60 27 人类 Hum an 54553 /6. 84
锌指蛋白 500

Z inc finger p rotein 500

F ig. 4- A4 Q9DD57_CH IRA 133 30
银鱼

Ocellated icef ish
50174 /4. 74

B-微管蛋白
B-Tubu lin

Fig. 4-A7 Q178T8_AEDAE 60 23
蚊子

Yellow fever m osqu ito
58699 /8. 55

细胞色素 P450
Cytochrom e P450

Fig. 4-A8 Q90ZF4_FUNHE 82 21 锵鱼 K illifish 68752 /5. 43
V型 ATP酶亚基 A
V-ATPase subun itA

Fig. 6-A1 Q5 I0T0_XENTR 57 19
热带爪蛙

W estern claw ed frog
57845 /6. 35 过氧化氢酶 Catalase

Fig. 6-A6 Q6P3L3_BRARE 63 15% 斑马鱼 Dan io rerio 72117 /5. 04
70 kD热休克蛋白 5

H eat shock 70 kD protein 5

Fig. 6-A7 JC1246 74 17% 果蝇 Fru it fly 42072 /5. 29 肌动蛋白 Actin

  总结图 3~ 6中所显示的蛋白斑点数目可获悉,选用差速离心法分离牙鲆肝脏的全蛋白种类约

2280个,明显高于直接裂解法 ( 800个蛋白斑点 )的结果。虽然选用不同离心力分离 POL亚细胞蛋白组

分之间含有同一类蛋白, 但只发现存在少量同类蛋白质,说明了选用差速离心法所获取的 POL全蛋白

中只含有少量的同类蛋白质,推测所获得的蛋白种类应高于 2000种,适合于开展 POL蛋白质组学研究。

在镉盐胁迫下,同样也获取 54种差异蛋白,其中只有 3种同类差异蛋白,即镉盐胁迫牙鲆肝脏表达了 51种

差异蛋白,这也适合于筛选潜在的可用于研究金属镉毒理学和监测流动水体重金属污染的蛋白质指示

物。显然,差速离心结合双向电泳技术显著提高了牙鲆肝全蛋白的分离效率和差异蛋白的检出率。

由于动物组织、细胞及卵等中蛋白质种类间存在丰度差异
[ 17 ]

,现有的全蛋白提取与分离技术不易

通过单一的 2D-PAGE方法同时显示高低丰度不同的蛋白质。而本实验所建立的差速离心技术结合蛋

白质组学技术,不仅降低蛋白之间产生沉淀现象,而且还使许多低丰度蛋白得以富集和鉴定, 从中获取

更多的蛋白种类。在蛋白的分离效率上明显高于现有的全蛋白提取与分离技术,如直接裂解法,适合开

展蛋白质组学研究和筛选与鉴定差异蛋白质组学。前人研究已发现, 热激蛋白质 70S (HSP70)和过氧

化氢酶均可作为监测金属镉污染或氧化损伤的指示蛋白
[ 15, 16]

。从表 1所鉴定的差异蛋白质种类中也

含有这两种蛋白。此外, V型 ATP酶和细胞骨架相关蛋白 (例如: B ete微管蛋白和 actin)等均与镉代谢

和受镉抑制表达有关。这说明,选用蛋白质组学及相关分析技术可筛选并鉴定许多潜在的适合作为蛋

白质指示物且可用于开展镉毒理学机理、污染程度的关键指示蛋白质
[ 18 ~ 20]

。
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D ifferential Proteins of L iver Revealed w ith a Combined Technology of

both D ifferentialCentrifugation and Proteom ics in Paralichthys

O livaceus Under Stress of Cadm ium Salt

NA H ong-Kun1, HUANG Q ing-Yu1, HUANG H e-Q ing* 1, 2, 3

1 (D epartm ent of B iochem istry and B io technology, S chool of L if e S ciences, X iam en University, X iam en 361005)
2 ( S tate K ey Laboratory of Marine Envirom ental S cience, X iam en 361005)

3 (The K ey Laboratory of Chem ical B iology of Fujian Province and State K ey Laboratory of Phy sical Chem istry of So lid

Surface Collage of Chem istry& Chem ical Eng ineering, X iam en University, X iam en 361005)

Abstract Both tota l pro teome and d ifferent ia l prote insw ere effectively ex tracted, separated and selected by a

comb ined approach of both differential cen trifugation and 2D-PAGE in liver of Paralichty s olivaceus ( POL )

under the stress of cadm ium chloride as an art ific ia l po llution source. Approx im ately 800 spo ts for ex tract ion o f

w ho le pro te in separated w ith 2D-PAGE were obta ined by direct lysis in the POL. In addition, approx im ately

11 d ifferen tial prote ins in POL were also obta ined under the stress of cadm ium ch loride. The d ifferent ia l

centrifugalw ere used to prepare three sed imenta tion and a plasmo lysis proteins, ca lled POL component Ñ ,

POL component Ò , POL componen t Ó , and POL component Ô ( plasmo lysis pro te in) , respect ively. Tota l

pro tein spots for each gelw ere calcu lated to have 380, 550, 500, and 850, respectively, approx imate ly 2280

spots in sum, wh ile to tal spots are much h igher than those by d irect lysis approach. U sing the comparison

method, approx imately 54 differential pro te ins in POL were obtained by a comb ined techno logy of both d iffer-

entia l and tw o d imensional po lyacy lam inde ge l e lectrophoresis( 2D-PAGE ) methods under the stress o f cadm-i

um ch loride. In add ition, these d ifferent ial prote ins can be further ident ified by peptide mass fingerprin t

( PM F). H ere, these comb ined techn iques can be e ffect ively used to ex trac,t separate and identify the whole

pro teins and the differential pro te ins inc lud ing pro te inm arkers in the b io log ica l tissue.

Keywords Paralichthy s olivaceus liver, proteom ics, differentia l centrifugation, cadm ium contam ination,

pro teinm arker.
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