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摘要: 以甲基对硫磷 (MP)为有机磷农药污染源, 采用蛋白质组学技术分离及鉴定在甲基对硫磷胁迫下, 牙鲆

(Pa ra lichthy s oliva ceu s )脑组织表达的差异蛋白质,从中筛选出潜在的适合于监测甲基对硫磷污染程度的蛋白指

示物。实验结果表明: 在甲基对硫磷胁迫下, 牙鲆脑组织表达出 17个差异蛋白质, 经肽质量指纹 ( PM F)图谱技术

鉴定后, 发现其中部分差异蛋白质为热休克蛋白、细胞色素 P450和谷胱甘肽 S转移酶, 均是与受甲基对硫磷胁迫

有关的蛋白质。
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Abstract: The proteins from the brain tissue of the fishPa ra lich ty s o liva ceu s (PO ) were sepa

rated by the optim ized two dimens ional polyacrylam ide gel electrophoresis ( 2D PAGE ). Ap

proximate ly 650 protein spots in each ge lw ere detected from the brain sample when applying

200mg protein to a 2D PAGE gel in the pH range of 3. 0- 10. 0. The differential proteins from

the PO brain were separated and identified by proteom ic technolog ies and they were further se

lected as the potential protein markers to monitor the contam ination leve ls of methy l parath ion

(MP). Compared w ith the control group, 17 differentia l prote ins were obtained from the PO

bra in under the stress of MP at 3 mg /L. Among these spots, fourteen were up regulated and

three w ere down regulated. Then these differential proteins w ere further identified by peptide

m ass fingerprint (PMF) and database search. The results showed that heat shock protein 70,

glutath ione S trans ferase and cytochrome P450were significantly found in those differential pro

teins. T hese proteinsm ight have strong potential for monitoring the contam ination leve ls ofMP

and searching for the toxicologica lm echanism, asw ell as to evaluate the degree of risk of hu

man fatalities under the condition ofMP pollution. The results indicated that the application of

the multip le biomarkers has the advantages over that of the s ingle biom arker formonitoring the

levels ofMP contam ination in the flow ing seawater.

K ey words: proteom ics; two dim ensional electrophoresis; methyl parath ion; prote in marker;

Pa ra lich thy s o liva ceu s brain
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众所周知,农药在防治农作物病虫害过程中起

着极其重要的作用。至今已有 150~ 160种有机磷

农药成为商品化产品, 如甲基对硫磷和甲胺磷等。

通常, 农药使用量中只有 1% 左右到达目标害虫,而

99%的农药通过附在作物叶面上或通过降雨流入地

表水和地下水, 污染着环境
[ 1 ]
。如何科学合理地揭

示流动水体中含有的中、低和微毒量有机磷农药对

人类及水生动物的危害性, 如何连续监测流动水体

中农药产生的亚慢性
[ 2]
、慢性中毒

[ 3, 4 ]
的危害性一

直是目前国内外环境保护机构、环境污染生物监测

等领域所面临的亟待解决的挑战性问题之一。

目前有机磷农药的分析方法可分为化学法和生

物法。化学法可分为化学发光法
[ 5]
、色谱法

[ 6]
、质

谱法和毛细管电泳技术
[ 7]
等。多数分析技术均具

备快速而灵敏的特点,但需定期取样,且只能反映瞬

时的、局部的有机磷农药的污染状况,难以反映联合

毒物之间的复杂作用 (如协同、拮抗作用等 )所造成

的生态毒性效应
[ 8]

,难以实现连续监测有机磷农药

的污染程度和合理地评价不同种类的农药对水生动

物和人类所产生的危害性
[ 9]
。目前, 一些常用的生

物检测法如生物传感器
[ 10]
和酶分析法

[ 11]
等, 多侧

重于研究指示生物个体和种群数量的变化以及生物

的生理指标变化趋势,检测指标较单一。而蛋白质

组学技术应用于环境科学研究领域还处于起步阶

段,相关的研究报道不多。

本研究工作以甲基对硫磷为人工模拟有机磷污

染源, 以牙鲆脑组织为研究材料,利用蛋白质组学及

相关分析技术,高效分离及鉴定在甲基对硫磷胁迫

下牙鲆脑组织表达的差异蛋白质, 从中筛选出对监

测甲基对硫磷污染具有潜在价值的蛋白标记物,为

建立监测有机磷农药污染程度及危害性的生物分析

技术奠定良好的研究基础。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

双向电泳仪 (北京六一仪器厂 ); Reflex型基质

辅助激光解吸飞行时间质谱 (MALD I TOF MS)仪

(Bruker公司, 德国 ); 真空浓缩离心机 ( Labconco

公司, 美国 );各类高速、超速冷冻离心机 (贝克曼公

司,美国 );载体两性电解质 pH 3~ 10( Amersham,

瑞典 ); 胰蛋白酶 ( tryps in) # V5111 ( P romega公

司,美国 ); 基质 氰基 4羟基肉桂酸 ( 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 (T ris)等试剂,分析纯

(上海生工生物工程技术有限公司 )。

1. 2 实验材料与样品制备

实验所需的实验鱼牙鲆均购于厦门人工养殖

场, 实验室饲养一周, 实验前 72 h开始停止喂食。

随机选择牙鲆 6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甲基对硫磷 ( 3

mg /L)污染环境中,饲养 96 h。对照组牙鲆置于正

常海水中饲养。选用剪断脊椎处死方式处理牙鲆,

并迅速解剖, 获取脑组织, 用预冷的 0. 067 mol/L

( pH 7. 2)磷酸缓冲液直接冲洗, 用滤纸吸干多余液

体并保存在 - 80  低温冰箱内以备双向凝胶电泳

使用。整个取样过程应在 7m in内完成。

1. 3 试剂配制

样品裂解液: 7 mol/L尿素 + 40 g /L 3 [ ( 3胆

酰胺丙基 )二乙胺 ] 丙磺酸 (CHAPS) + 2mol/L硫

脲 + 60 mmol/L二硫苏糖醇 ( DTT ) + 10 mmol/L

T ris+ 1 mmol/L 乙二胺四乙酸 ( EDTA ) + 1

mmol/L苯甲基磺酰氟 ( PMSF ) + 0. 5% (体积分数 )

载体两性电解质 + 少量溴酚蓝, 于 - 20  保存

待用。

平衡液: 50mmol/L T risHC l+ 6mol/L尿素 +

30% (体积分数 )甘油 + 20 g /L十二烷基硫酸钠

( SDS) ( pH 8. 8),将该储备液于 - 20  保存。使用

前每 10mL平衡储备液加 100 mg DTT。

SDS分离胶缓冲液: 1. 5 mol/L T risHC l+ 4

g /L SDS的水溶液 ( pH 8. 8)。

等点聚焦胶条配方: 0. 55 g尿素 + 200 L双

蒸水 + 200 L 10% (体积分数 )乙基苯基聚乙二醇

(NP 40) + 133 L单体储备液 ( 291 g /L丙烯酰胺

+ 9 g /L甲叉丙烯酰胺 ),待完全溶解后,加入 25 L

载体两性电解质,混匀; 然后加入 100 g /L过硫酸铵

溶液和N, N, N !, N !四甲基乙二胺 (TEMED)各 0. 8

L,混匀后迅速灌入专用玻璃管, 形成胶柱 (直径

1. 5 mm, 长 15 cm ), 并立即在柱顶小心加入约 1

cm双蒸水隔绝空气。

SDS均一胶配方: 33 mL单体储备液 + 22. 5

mL SDS分离胶缓冲液 + 34. 5 mL双蒸水 + 250 L

100 g /L过硫酸铵溶液 + 50 L TEMED, 混匀后灌

成平板胶。

银染溶液及保存液:参见文献 [ 12]。

1. 4 牙鲆脑全蛋白的提取

取牙鲆脑组织 0 5 g, 加入 2 5 mL样品裂解

液, 于 4  溶解 12 h后, 在 4  , 130 000 r/m in条件

下离心 35 m in,取上清液,即为双向电泳的样品液。

1. 5 双向凝胶电泳分离条件

等电聚焦电泳 按 ∀等点聚焦胶条配方 #制成
柱状胶条。在上样之前, 先加 15 L的样品裂解液
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进行预电泳, 其过程按照以下步骤进行: 1) 200 V,

15m in; 2)300 V, 30 m in; 3) 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, 进行电

泳: 1)400 V, 4 h; 2)600 V, 18 h。

胶条平衡 等点聚焦电泳完毕后,将胶条取出,

放入平衡液中, 平衡 15 m in后,将胶条转移至 SDS

凝胶上。

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳 (PAGE) 将凝胶液

灌入预先准备好的玻璃板中, 制成 200 mm % 200

mm % 0. 7mm的 SDS PAGE凝胶板。将平衡后的

胶条转移到 SDS凝胶上, 并在胶条上覆盖一层加有

溴酚蓝的 0 5% 琼脂糖, 在凝胶左上端加蛋白标志

物, 相对分子质量分别为 18 400, 25 000, 35 000,

45 000, 66 200, 116 000,在 140 V的恒定电压下进行

SD S凝胶电泳。待溴酚蓝前沿到达凝胶底端时,停

止电泳。

1. 6 银染和图像分析

参照文献 [ 12]采用银染法进行蛋白质染色。

染色后,利用图像扫描仪对 SDS PAGE凝胶板进行

透射扫描。选用 Melanie 4 Trial软件进行凝胶电泳

图谱中的差异斑点分析与统计。

图 1 牙鲆脑组织全蛋白双向电泳图

F ig. 1 2 DE maps of bra in proteins from Paralichthy s olivaceus

a. exper im enta l group ( treated w ith 3 mg /L M P); b. control g roup.

F or spots, see T able 1.

1. 7 差异蛋白质鉴定

选用常规肽质量指纹图谱 ( PMF )和数据库比

对技术直接鉴定差异蛋白质
[ 12]

, 检索条件为:物种

限定为 Anima,l PMF图谱中的肽片段的相对分子

质量为 600~ 3 000,其中胰蛋白酶自切峰和角蛋白

酶解峰等杂峰用 Rubbish peak killer软件去除。肽

片段的相对分子质量最大允许误差为 0. 5& ( ∋ 500

ppm),离子类型选择单同位素 [M + H]
+
,酶解漏切

位点 1 /2个,被选择的片段峰信号均应较强,为基线

宽度的 1倍以上。

2 结果与讨论

2. 1 双向电泳分离牙鲆脑组织的蛋白质组

图 1是在甲基对硫磷胁迫下, 牙鲆脑组织全蛋

白质组的双向凝胶电泳图谱。从图 1可以看出, 蛋

白质斑点主要集中在 pH 4 5~ 9 0, 多数蛋白质斑

点的相对分子质量在 25 000~ 100 000。经 M elanie

4 T rial软件对凝胶电泳图谱进行分析与统计, 图中

约有 650个蛋白质斑点,分辨率较高,适合于开展后

续的差异蛋白质的筛选与鉴定。

2. 2 差异蛋白质的筛选

选用蛋白质分析软件Me lanie 4 Trial对图 1 a,

b两张电泳图中的蛋白点进行分析比较, 由于蛋白

质斑点面积与蛋白质的量成正相关, 因此可以通过

蛋白质斑点面积大小的变化来鉴定该蛋白质是增加

还是减少。根据两图的蛋白质斑点面积差异共筛选

出 17个差异蛋白点。与对照组相比较,其中上调蛋

白质 14个,图中的蛋白质斑点号码分别是 2, 3, 4,

5, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17; 下调蛋白质 3个,

斑点号码分别是 1, 7, 10。

2. 3 差异蛋白质的鉴定

采用 PMF鉴定这些差异蛋白质
[ 12]

, 通过 M a

trix science网站提供的MASCOT软件查询与之相

匹配的蛋白质结果见表 1。表 1中, spot为蛋白质

斑点号, Access为蛋白质在检索数据库中的输入

号, Score为鉴定蛋白质的检索匹配分数, S. C为肽

段覆盖率, Taxonomy为物种,M r和 pI分别为该蛋

白质的相对分子质量和等电点, Description为对所

鉴定的蛋白质种类的描述。
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表 1 差异蛋白质的质谱鉴定结果

Tab le 1 MS iden tif ication of differen tial protein s

Spot Access Score S. C/% T axonomy M r pI Description

1 AAH 80655 41 16 homo sapiens 48402 9. 54 BC080655 N ID

2 Q8MW P5_OSTED 73 20 native oyster 66479 5. 48 cytop lasm ic heat shock protein 70 ( fragment)

3 Q53HM1_HUMAN 43 14 hum an 61562 6. 93 urid ine cytidine kinase

4 A22631 73 22 ra t 58222 8. 81 cytochrome P450 3A1

5 Q2 I188_ICTPU 41 21 channe l catfish 33313 6. 01 enolase 1 alpha ( fragm ent)

6 AAH 36569 62 19 homo sapiens 71357 5. 81 contac tin 1

7 Q5QEJ3_RANP I 34 26 northern leopard frog 31736 8. 20 DAZ l ike protein

8 O15985_PATYE 44 14 e zo g iant scallop 37672 5. 25 tropon in T

9 Q9M ZB0_SHEEP 73 33 sheep 26226 6. 64 a lpha tubu lin 1 ( fragm ent)

10 S06570 74 54 Afr ican c lawed frog 20257 9. 11 finger protein ( clone X lcGF42 1 )

11 Q2 K IV8_BOV IN 51 30 bov ine 27174 6. 83 sim ilar to g luta th ione S transferase

12 CBS_HUM AN 68 25 hum an 61044 6. 22 cystathion ine beta synthase (EC 4. 2. 1. 22) ( ser ine sulfhydrase)

13 Q9 IA83_PAROL 81 21 Japanese flounder 76579 6. 06 transferr in

14 Q8TDF3_HUM AN 75 25 hum an 47496 8. 48 43 000 acety lcholine receptor assoc iated prote in

15 Q4RQ87_T ETNG 36 22 g reen puffer 56045 6. 90 chromosom e 17 SCAF15006

16 Q7TST7_MOUSE 52 20 m ouse 46798 4. 69 prote in k inase C zeta 2

17 Q80 WW 4_M OUSE 44 23 m ouse 39087 5. 90 serp inb9c prote in

T he ∀ Spot# represents the m arked numbers of prote ins, the ∀ Access# represents the access num bers of prote ins in database, the

∀ Score# represents the protein m atching scores of database search, the ∀ SC# represents the sequence cov erage of proteins, the ∀M r#

represents the relative molecularm ass of prote ins, the ∀ pI# represents the isoe lectric point of proteins, and the ∀ De scription# repre

sents the descr iptions of identified prote ins.

在牙鲆脑组织中 17个差异蛋白质的检索结果

中发现了 6种与甲基对硫磷毒害作用相关的蛋白

质,且蛋白质的匹配率较为理想 (匹配分数 > 50),

其他检索结果或是匹配分数太低或是尚未检索到这

些蛋白质与甲基对硫磷相关的研究报道。这 6种蛋

白质的主要生理功能如下。

图 1中蛋白质斑点 2的检索结果为 cytoplas

m ic热休克蛋白 ( HSP ) 70, 即 HSP70。在甲基对硫

磷胁迫下, 其在牙鲆脑组织内的表达量明显升高。

HSP是生物在污染环境中重要的防御机制, 并成为

污染环境首选的蛋白标志物之一。 Varo等
[ 13]
通过

二级食物链研究发现, 含有有机磷的饵料丰年虫能

使伊比利亚秘鳉的 HSP70表达量明显增加, 从而提

出 HSP70可以作为有机磷胁迫下鱼体内的蛋白标

记物的观点。

谷胱甘肽 S转移酶 ( GST, 图 1中蛋白质斑点

11)和 H SP70类似, 随着环境中甲基对硫磷的增加,

牙鲆脑组织内的表达量随之递增,属于上调蛋白质。

GST是催化谷胱甘肽与亲电子的外源物结合的二

聚体酶,为氧化还原反应的重要酶之一,在人群中呈

多态性分布,具有解毒功能,在保护细胞免受细胞毒

素和致癌因子的损害方面发挥重要的作用。由于它

在解毒过程中的特殊作用, 已被作为鉴定包括有机

磷中毒在内的多种机体毒理和病理状态的重要生物

标记酶之一
[ 14]
。

细胞色素 P450( cytochrome P450,图 1中蛋白

质斑点 4)是一种氧化酶,可催化多种有机磷的氧化

降解
[ 15]
。R icciardi等

[ 16]
研究发现, 有机磷进入斑

马鱼体内,可以诱导细胞色素 P450的产生。有机

磷在体内氧化降解与细胞色素 P450密切相关。目

前, 以 P450酶系作为有机磷毒性的生物标志物已

广泛应用于毒理学研究中, 所以可作为甲基对硫磷

污染检测的一项指标。从图 1中可发现,在甲基对

硫磷胁迫下,牙鲆脑组织中的细胞色素 P450 3A1也

随之增加。

图 1中蛋白质斑点 14被鉴定为乙酰胆碱受体

( acety lcholine receptor, AChR)结合蛋白, 属于上

调蛋白质。有机磷酸酯类杀虫剂除了抑制乙酰胆碱

酯酶 ( AChE)外,还可抑制 AChR。通常将 AChR分

为两类:蕈毒碱型 mAChR和烟碱型 nAChR。研究

发现,有机磷杀虫剂乐果可以增强肌细胞膜上的

nAChR的表达,它可通过结合到非竞争性位点改变

该受体的构型或是直接阻断 nAChR通道而抑制其

功能;此外,还发现乐果可以快速诱导基因 c fos的

表达, 而 c fos又可能作为一种转导因子增强

nAChR的表达
[ 17]
。上述内容表明有机磷农药能刺

激乙酰胆碱受体的表达。乙酰胆碱受体结合蛋白与

乙酰胆碱受体应该具有一定的协同作用,推测乙酰

胆碱受体结合蛋白的增加与甲基对硫磷的刺激有

关, 所以具有作为监测甲基对硫磷污染程度的新颖

蛋白质指标物之一的可能。

图 1中蛋白质斑点 16的鉴定结果为蛋白激酶

C(PKC)家族成员, 属于上调蛋白质。蛋白激酶 C

能诱导激活成纤维细胞生长因子, 减少放射性损伤
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后内皮细胞的凋亡。T anigaki等
[ 18]
发现 PKC抑制

剂 H 7能诱导急性肺损伤。王万铁等
[ 19]
研究发现

PKC的 mRNA与反映肺组织受损程度较敏感的指

标即肺组织湿干重比 (W /D )和肺损伤组织学定量

评价指标 ( IQA)呈显著负相关, PKC同功酶在肺损

伤过程中起细胞保护作用。我们认为甲基对硫磷刺

激组织细胞自我保护功能,导致 PKC产生高表达现

象,使细胞损伤得以修复, 因而组织细胞内的 PKC

表达量的高低可能与细胞受甲基对硫磷损伤的程度

有关。

微管蛋白的异常表达与某些恶性生物学行为

(如白血病、肿瘤等 )及细胞病理生理过程密切相

关
[ 20]

,并在许多疾病中均有过量表达的现象
[ 21]

,它

的变化可以反应细胞的健康状况。在甲基对硫磷胁

迫下, 微管蛋白 (图 1中蛋白质斑点 9)表达量增

加,反映出细胞健康状况受到甲基对硫磷的影响。

3 结论

选用蛋白质组学技术能同时筛选与鉴定出 6种

以上的差异蛋白质, 且具有监测甲基对硫磷污染程

度及危害性的潜在应用价值,其生物监测效益和可

信度比单一指标更为可靠, 同时能进行危害性程度

评价, 其研究有重要的意义,所建立的分析技术可为

有机磷污染生物监测提供新颖的分析技术, 弥补现

有的化学分析法和单一生物指标监测的缺陷。
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