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摘要 :采用改良的 TCA /丙酮法直接提取牙鲆肝脏蛋白质组 ,并采用双向凝胶电泳技术予以分离 .实验结果表明 :经氯化

镉诱导后 ,牙鲆肝表达出 16个差异蛋白质 (斑点 ) ,其中 4个斑点上调 , 2个斑点下调 , 6个斑点消失 ,新增 4个斑点 ;并且

蛋白质斑点在凝胶上的分布表现出较高的重复性 .一旦这些差异蛋白质点在双向凝胶电泳图谱上实现标准指纹化后 ,其

图谱中的差异蛋白斑点分布规律可用于监测与评价流动水体中镉污染程度及危害性.
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　　重金属污染是目前流动水体中最主要的污染源之

一 [ 123 ] .重金属具有很强的细胞毒性和致癌性 ,并且这

种危害性可随着水体流动而迅速蔓延.在体内 ,由于镉

盐的代谢速率极慢 ,因而它对人类及动物所造成的危

害程度要比其它重金属更为严重 [ 425 ] .监测流动水体中

各类重金属的污染程度、危害性和迁移规律一直是环

境科学研究领域中最具挑战性的难题之一.目前监测

水体重金属污染程度的分析方法有分光光度法、原子

吸收法和电感藕合等离子体质谱法等 [ 6 ]
.这些分析技

术具有快速且高灵敏度等优势 ,但在连续监测数天或

数星期内 ,流动水体的污染源形成速率和变化规律方

面却表现出劣势.现有的生物监测技术侧重于研究各

类生物有机体对重金属的富集量和表达单一蛋白质指

示物的规律 [ 125 ] .牙鲆 ( Pa ra lich thys olivaceus)是监测环

境污染常用的生物标志物之一 [ 728 ]
.牙鲆属于海洋底栖

生物 ,生活在底质沉积物上 ,迁移能力弱 ,因而牙鲆受

污染程度能较为真实地反映该区域内海洋的污染状

况.本文选用双向凝胶电泳技术 ,优化分离受氯化镉污

染前后牙鲆肝蛋白质组 ,构建差异蛋白质组的电泳图

谱 ,其技术可为今后连续监测流动水体中各类重金属

污染程度及危害性提供可行性分析技术.

1　材料与方法

1. 1　实验前牙鲆养殖

实验用牙鲆购于福建省东山养殖场.在实验室驯

养一周以上 ,取正常牙鲆为实验对象 ,实验前 72 h停

止喂食 ,避免饲料中的重金属组分产生干扰 ,影响测定

结果的可靠性.

1. 2　试　剂

pH 5～8的载体两性电解质 Ampholine (Amer2
sham B ioscience) ;二硫苏糖醇 (DTT)、3 [ (32胆酰胺丙
基 ) 2二乙胺 ] 2丙璜酸 (CHAPS) (Am resco公司 ) ;丙烯

酰胺、甲叉双丙烯酰胺、尿素、硫脲、Tris、甘氨酸、硝酸

银、三氯乙酸 ( TCA )、乙二胺四乙酸 ( EDTA ) (上海生

工生物工程公司 ) ; SDS分子量标准 ( Fermentas公司 ).

1. 3　实验方法

1. 3. 1　牙鲆肝脏样品处理

正常牙鲆随机分为对照组和实验组.停止喂食 3 d

后 ,实验组加 CdCl2诱导 , Cd2 +终浓度为 10 - 6 mg/L,诱

导时间为 24 h.诱导后的牙鲆被迅速解剖 ,剥离肝组

织 ,并用预冷的生理盐水洗净.分别称取对照组和实验

组牙鲆肝 0. 1 g,剪碎后加 2 mL预冷的有机提取液

(10% TCA /丙酮 ) ,在冰浴条件下匀浆 ;匀浆液置于 -

20 ℃条件下过夜 ,充分沉淀蛋白质 ;随后 ,匀浆液在

12 000 r/m in下 ,离心 10 m in,弃上清 ,收集蛋白质沉

淀 ;加 500μL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, 0. 5% Ampholine, 0. 0 002%溴酚蓝 )溶解蛋白

质沉淀 ,超声震荡以促进溶解 ;再次以 12 000 r/m in离

心 15 m in,收集上清液 ,冷冻保存 ( - 80 ℃)待用.蛋白

浓度采用 B radford法测定.
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1. 3. 2　双向凝胶电泳条件

取 0. 55 g尿素 + 200μL双蒸水 + 200μL 10%NP

- 40 + 133μL单体储液 ( T = 30% , C = 3% ) ,待完全

溶解后 ,取 665μL加 35μL载体两性电解质 (pH 5～

8) ,混匀.加 AP和 TEMED各 0. 8μL,混匀后迅速灌

制凝胶柱 (直径 1. 5 mm,长 13 cm ).每根加 20μL裂

解液覆盖 ,再加满阴极缓冲液 ,阴极电泳缓冲液为 0. 02

mol/L氢氧化钠溶液 ,阳极电泳缓冲液为 0. 01 mol/L

磷酸溶液.以 200 V, 15 m in; 300 V, 30 m in; 400 V, 60

m in进行预电泳.预电泳结束后 ,每根柱上样 40μL,再

加 20μL覆盖液 (裂解液稀释一倍使用 )覆盖胶条 ;以

600 V开始电泳 ,电泳时间为 18 h.等电聚焦电泳结束

后 ,以注射器注水吹出凝胶条 ,双蒸水清洗 2遍 ,每根

胶条浸于 4 mL平衡液 ( 6 mol/L尿素 , 30%甘油 , 50

mmol/L Tris2HCL, 2% SDS, 0. 0 002%溴酚蓝 , pH 8. 8,

使用前加 DTT至 10 mg/mL ) ,摇床震荡平衡 20 m in.

平衡后 ,双蒸水冲洗去除残留平衡液 ,并转移至第二向

SDS2PAGE凝胶 ( T = 12% )顶端 ,以 1%琼脂糖封顶 ,

进行第二向 SDS凝胶电泳.以每块胶 30 mA衡流电

泳 ,电泳结束后凝胶采用 B lum法 [ 9 ]银染.

2　结果与讨论

2. 1　正常牙鲆肝脏蛋白质组的双向电泳

采用有机溶剂提取动物肝脏蛋白质组的方法已较

为广泛地应用于蛋白组学研究 [ 10 ]
.建立在现有有机

溶剂法的基础上 ,作者进行了大量的优化工作 ,摸索出

适合于牙鲆肝蛋白组的萃取方法 ,有效地提高了蛋白

质得率 (B radford法测定浓度可达到 10 mg/mL ) ,并明

显改善了干扰物的影响 ,使凝胶层析板上的横向和纵

向条纹明显减少 ,提高了蛋白质斑点的分辨率.

图 1　正常牙鲆肝脏蛋白组的双向凝胶电泳图谱

Fig. 1　22DE map of p roteome of the liver in Paralichtys oliva2
ceus of control

图 1是正常牙鲆肝双向凝胶电泳的蛋白质组图谱

(pH 5～8, T = 12% ,银染 ).选用 Melanie 4软件分析 ,

每张凝胶电泳图谱显示出大约 900个蛋白质斑点数 ,

其中较明显的斑点数目约为 500个左右 ,适合于蛋白

质鉴定的斑点数目约为 300个左右 ,具有较高的重复

性和稳定性特征.图 1中的蛋白质斑点主要分布在 pH

5. 5～7. 5之间 ,分子量范围在 22～116 ku之间.

2. 2　经氯化镉诱导后 ,牙鲆肝脏蛋白质组的

双向电泳

　　有毒重金属均能使各种鱼类产生中毒症状 ,相关

的研究已有详细报道 ,并发现了一些适合于监测流动

海水中重金属污染程度的标记蛋白质 [ 11212 ] .氯化镉是

一种毒性较强的无机盐 ,在动物体内不仅代谢速率极

慢 ,而且反应较为强烈.图 2是经 10. 0 mg/L氯化镉诱

导后 ,牙鲆肝蛋白质组的双向凝胶电泳图谱. 通过

Melanie 4软件分析和与图 1结果比对后 ,作者发现图

2的蛋白组分布趋势和蛋白质斑点数目与图 1相似 ,

但略有差别.这一现象说明了 ,经改良后的牙鲆肝蛋白

质组提取与分离技术较为成熟 ,可获得较高的重复性 ,

同时两者的差别之处很可能是由氯化镉诱导后产生的

差异蛋白质.图 2中多数蛋白质斑点主要分布在等电

点 pH值为 5. 5～7. 7之间 ,分子量范围涵盖于 10～

116 ku之间 ,属于常见蛋白质组的分子量范围.

图 2　经 CdCl2诱导后 ,牙鲆肝脏蛋白质组的双向电泳图谱

Fig. 2　22DE map of p roteome of the liver in Paralichtys oliva2

ceus with CdCl2 induction

2. 3　差异蛋白质组

选用 2D2PAGE的分析软件 (Melanie 4)比对图 1

和图 2结果 ,发现有 16个差异蛋白质斑点.标定在图
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2上 ,即可获得图 3结果.图 3是建立在图 1和图 2比

对的基础上 ,经标定后的差异蛋白质斑点的电泳图谱 ,

其差异点的产生与提取和分离条件无关 ,而是镉诱导

后蛋白质迁移、增加或消失的结果. 16个差异蛋白质

斑点的具体变化情况为 : 4个斑点上调 (图 3标号为 6,

9, 10和 13) ; 2个斑点下调 (图 3标号为 2和 8) ; 6个

斑点消失 (图 3标号为 1, 3, 4, 5, 11和 12) ; 4个斑

点增加 (图 3标号为 7, 14, 16和 17).参考图 3结果 ,

选择 6个较为典型的蛋白质斑点 ,并进行放大处理 ,获

得图 4结果.其中 , A为正常牙鲆肝表达的蛋白质斑点

图谱 ; B为经镉盐诱导后 ,牙鲆肝表达的蛋白质斑点图

谱.比对图 4结果 ,作者发现牙鲆在镉盐诱导下 ,其肝

脏的生理生化特性发生明显变化 ,并表达差异的蛋白

质组 ,引起蛋白质代谢系统发生紊乱 ,致使牙鲆产生中

毒症状.

目前对镉盐引起动物中毒的机理尚未很清楚 ,其

主要原因在于镉代谢途径的复杂性. 16个蛋白质斑点

的差异说明了镉离子能与体内许多蛋白质、多肽和多

糖等生物大分子结合 ,尤其能强烈地络合于各种金属

蛋白质 ,阻断蛋白质正常代谢途径 ,导致机体出现镉中

毒现象 ,并使镉离子在体内的代谢速率明显慢于其他

重金属离子.

3　小　结

由于动物组织尤其是肝脏的高度异质性.对牙鲆

肝脏而言 ,采用一般的裂解液直接提取法所获得的蛋

白质样品 ,虽然总蛋白回收率较高 ,但含有许多杂质 ,

无法获得理想的 2D2PAGE图谱 ,影响开展蛋白质组学

研究.本文所述的改良的 TCA /丙酮直接提取法所获

取牙鲆肝蛋白质组 ,不仅化学和生物干扰物组分少 ,而

且蛋白回收率高 , 2D2PAGE电泳结果证明其横向与纵

向条纹明显减少 ,能大幅度提高蛋白质的鉴定率和分

辨率.

在受镉污染后 ,牙鲆肝脏组织表现 16个差异蛋白

质斑点 ,并有质和量的变化趋势.这种趋势是否能以整

体差异蛋白质组作为监测流动水体中镉污染程度的指

示物还有待于进一步研究 ,但毫无疑问比目前采用单

一的差异蛋白质作为标志物更为可靠.

完善的蛋白质标志物组和获取具有高度重复性的

双向凝胶电泳图谱将有助于为今后实施蛋白质组图谱

标准化提供可行性技术 ,只要获取蛋白质双向凝胶电

泳标准图谱就可直接评价流动水体中各类污染源的污

染程度及其对海洋动物的危害性 ,简化现有蛋白质组

技术监测流动水体污染程度过程中所需的复杂分析步

骤和节省购置大型分析设备 (质谱仪 )的昂贵费用.
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D ifferentia l Proteome of L iver in Pa ra lich thys olivaceus Induced with
Cadm ium Revealed by Two2dimensional Gel Electrophoresis

HU AN G Q ing2yu, ZHU Jin2yong, CH EN Ying2ying,

C H EN D ong2sh i, HU AN G H e2q ing
3

(D epartm en t of B iochem istry and B io techno logy, Schoo l of L ife Sciences, X iam en U n iversity, X iam en 361005, C h ina)

Abstract: The liver p ro teom e in Paralichthys olivaceus ( PO ) w as directly extracted by a m odified TCA / acetone m ethod, and separated by

tw o2d im ensional gel electropho resis (22D E). T he resu lts show ed that the liver of PO exp ressed 16 differen tial p ro teins (p ro tein spo ts) after

cadm ium ch lo ride inducem en t, 4 spo ts of w h ich w ere up2regu lated, 2 dow n2regu lated, 6 rep ressed and 2 induced. In addition, w e found

that these d ifferen tial spo ts and their o rien tation show ed repeated resu lts in the 22D E gel. O nce these spo ts of differen tial p ro teins in the 2D 2
PAG E gelw ere located by standard fingerp rin t techn ique, the d istribu tion regu lation of these spo ts in gelm ap cou ld be d irectly used to m on i2
to r as w ell as evaluate the con tam ination level of cadm ium and its critical level in halob ios.

Key words: cadm ium con tam ination; p ro teom e; 22D E; Paralichthys olivaceus; con tam ination m on ito r


