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中国明对虾血浆蛋白质组双向电泳技术的建立与

主要高丰度蛋白点的质谱鉴定
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摘要：中国明对虾的血浆脱盐处理后，通过固相 ｐＨ梯度胶条等电聚焦、ＳＤＳＰＡＧＥ垂直电泳
对蛋白质进行分离，对不同ｐＨ范围ＩＰＧ胶条、脱盐方式、上样量等进行了优化，并分别利用硝
酸银和胶体考染方法进行染色，应用ＰＤＱｕｅｓｔ软件对图谱进行了初步分析，采用基质辅助激光
解析电离－飞行时间质谱法对主要的高丰度蛋白点进行了质谱鉴定。结果显示，中国明对虾
血浆在ｐＨ４～７范围、１８ｃｍ的２ＤＥ胶上得到了很好的分离，上样量为１５０μｇ左右，采用银
染可以获得较好的分析胶图谱；而上样１０００μｇ左右，采用胶体考染方法能获得较好的制备
胶图谱；通过ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ鉴定的１１个最主要的高丰度蛋白点都是血蓝蛋白。建立
并优化了中国明对虾血浆蛋白质组学的双向电泳技术体系，为进一步开展对虾等甲壳动物的

血浆蛋白质组学研究奠定了基础。
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　　随着后基因组时代的到来，蛋白质组研究越
来越受到国内外科学工作者的密切关注，蛋白质

组学技术在无脊椎动物的研究中得到了广泛的应

用［１－３］。蛋白质组学理论和技术的发展也为海洋

无脊椎动物带来了新的思维方式和研究方向。目

前，蛋白质组学技术在甲壳动物中的应用仍处于

初步发展阶段，秦兆宇等［４］初步建立了中国明对

虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）肝胰腺蛋白双向电
泳技术并探索了白斑综合症中国明对虾肝胰腺差

异蛋白质组学研究。ＷＡＮＧ等［５］利用双向电泳

技术分别对凡纳滨对虾 ＳＰＦ组与 ＷＳＳＶ感染组
的胃组织细胞的蛋白进行了分离，并采用 ＬＣ
ｎａｎｏＥＳＩＭＳ／ＭＳ技术对筛选出来的差异蛋白质
进行了鉴定。黄冰心等［６］提取中国明对虾的血

浆蛋白用ＳＤＳＰＡＧＥ进行分离，利用液相色谱 －
串联质谱系统进行质谱分析，鉴定了６６个中国明
对虾血浆蛋白质，但总体上目前国内外关于对虾

血淋巴蛋白质组的研究报道较少。

双向电泳技术（２ＤＥ）是蛋白质组学研究的
首要条件和关键技术。本研究通过对中国明对虾

血浆样品双向凝胶电泳的几个关键环节的分析，

建立了一种适合于有效分离对虾血浆蛋白质的双

向凝胶电泳技术方案，得到了比较理想的双向凝

胶电泳图谱，并对主要的高丰度蛋白点进行了串

联质谱鉴定，建立了一套完整的血浆蛋白质组分

析技术平台，为今后中国明对虾血浆蛋白质组工

作的开展提供了技术支持和保障。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；

ＰｏｗｅｒＷａｖｅＸＳ微孔板酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公
司）；ＥｔｔａｎＩＰＧｐｈｏｒ３，ＳＥ６００Ｒｕｂｙ标准垂直电泳
系统，冷却水循环系统、ＡＫＴＡＰｕｒｉｆｉｅｒ蛋白纯化
仪（美国ＧＥ公司）；纯水装置（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）。固相ｐＨ梯度干胶条 ＩＰＧｓｔｒｉｐ（美国 ＧＥ公
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司，线性 ｐＨ４～７，１８ｃｍ）。ＣＨＡＰＳ、ＤＴＴ、ＴＢＰ、
尿素，硫脲，碘乙酰胺、丙烯酰胺、甲双丙烯酰胺、

ＴＥＭＥＤ、ＡＰＳ、Ｔｒｉｓ、甘氨酸和 ＳＤＳ（美国 ＢｉｏＲａｄ
公司）。其他试剂均使用国产分析纯试剂。所有

溶液均用ＭｉｌｌｉＱ水配制。
１．２　实验动物与样品采集

中国明对虾［体长（１３．５±０．５）ｃｍ］，购自青
岛即墨田横对虾养殖场。对虾购入后蓄养于中科

院海洋研究所水族楼室内的ＰＶＣ水槽中，环境条
件为室温（２０～２２℃）、养殖海水盐度为３０以及
自然光周期。实验前暂养７ｄ左右使其适应室内
养殖环境。

取血前将对虾放入自制的低温循环水族箱

内，启动水族箱制冷程序使水温缓慢降至１２～１４
℃，低温下对虾进入休眠状态，活动能力下降，取
血时对虾应激反应弱，便于取血。以２．５ｍＬ的
一次性注射器由对虾第一腹节基部血窦抽取血淋

巴液，所有过程均在冰上完成，所采得的血淋巴液

加入等体积的抗凝剂［４５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０
ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ， ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｃｋｔａｉｌ（Ｒｏｃｈｅ，
Ｇｅｒｍａｎｙ），ｐＨ７．４］，均匀混合后立即以８００×ｇ，４
℃离心１０ｍｉｎ，舍弃血细胞及沉淀物，所得上清液
为血浆（ｐｌａｓｍａ），分装保存于－７０℃冰柜中。
１．３　血浆蛋白样品的脱盐处理与定量

脱盐柱脱盐　　对虾血浆经０．４５μｍ滤膜
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）过滤，经 ＨｉｔｒａｐＤｅｓａｌｔｉｎｇ色谱柱脱盐
后冷冻干燥保存备用或直接用于双向电泳。

１０％ ＴＣＡ／丙酮法　　将血浆样品与－２０℃
预冷的１０％ ＴＣＡ／丙酮溶液按体积比１∶３混合，
－２０℃孵育过夜，１２０００×ｇ，４℃离心５ｍｉｎ，沉
淀用预冷丙酮洗３次，室温晾干。

蛋白定量采用ＢＲＡＤＦＯＲＤ［７］法，在波长５９５
ｎｍ条件下，用标准牛血清白蛋白绘制标准曲线，
对制备样品蛋白溶液定量。

１．４　对虾血浆样品的双向电泳
参照 ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦系统指南和 ＧＯＲＧ

等［８］的方法加以改进。

第一向等电聚焦电泳　　自 －２０℃取出的
胶条，室温下平衡 １０ｍｉｎ，分别以 １５０、１８０、２００
μｇ的上样量（银染的分析胶）与８００、１０００、１２００
μｇ上样量（胶体考染的制备胶）在每份样本中加
入适量水化上样液 （７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫

脲，４％ ＣＨＡＰＳ，６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１％ 两性电解
质），上样于泡胀槽中，加入矿物油覆盖。ＩＰＧｐｈｏｒ
仪器运行参数设定为快速 ５００Ｖ０．５ｈ，快速 ４０
Ｖ６～９ｈ，快速５００Ｖ１ｈ，线性１０００Ｖ２ｈ，线性
３０００Ｖ２ｈ，线性５０００Ｖ２ｈ，线性８０００Ｖ２ｈ，
快速 ８０００ｋＶ补齐至８０ｋＶｈ。

ＩＰＧ胶条的平衡　　等电聚焦电泳后ＩＰＧ胶
条在平衡液 １（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８，６
ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，３０％ ｇｌｙｃｅｒｏｌ，２％ＳＤＳ，０．００２％溴酚
蓝，１％ ＤＴＴ）中平衡 １５ｍｉｎ；然后置入平衡液２
（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．８，６ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，３０％
ｇｌｙｃｅｒｏｌ，２％ ＳＤＳ，０．００２％ 溴 酚 蓝，２．５％
ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ）同样平衡１５ｍｉｎ。

第二向 ＳＤＳＰＡＧＥ垂直电泳 　 　 采用
１２．５％的均匀ＳＤＳＰＡＧＥ。将平衡后的ＩＰＧ胶条
移至凝胶的上方，０．５％的琼脂糖封胶。上下槽加
入电极缓冲液（Ｔｒｉｓ５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｇｌｙ１９２ｍｍｏｌ／Ｌ
和ＳＤＳ０．１％）。初始电流强度为每块胶４０ｍＡ，
电泳２０ｍｉｎ，然后以每块胶６０ｍＡ，直至溴酚蓝前
沿。

１．５　凝胶染色
电泳结束后，分析胶采用硝酸银染色法，通过

固定，硝酸银染色，显影，停显及脱色，至背景

清晰。

制备胶参照 ＣＡＮＤＩＡＮＯ［９］介绍的胶体考染
方法，去离子水短暂洗涤两次后放入胶体考马斯

亮蓝染液（０．１２％考马斯亮蓝Ｇ－２５０＋１０％硫酸
铵＋１０％磷酸＋２０％甲醇）水平摇床上染色１２ｈ，
然后去离子水水洗涤至背景清晰。

１．６　图像分析
凝胶通过 ＵＭＡＸＰｏｗｅｒＬｏｏｋ１１００投射扫描

仪进行扫描获取 ２ＤＥ凝胶图像，ＰＤＱｕｅｓｔ２ＤＥ
凝胶图像分析软件进行点检测、数目统计、凝胶匹

配等处理。

１．７　主要高丰度蛋白质的质谱鉴定
串联质谱分析　　切割蛋白质点置于

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，进行胶内蛋白质酶解后，将从蛋
白质点抽提提取的肽段用４８００串联飞行时间质
谱仪［４８００ＰｌｕｓＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＴＭＡｎａｌｙｚｅｒ
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）］进行质谱分析，激光
源为３５５ｎｍ波长的 Ｎｄ：ＹＡＧ激光器，加速电压
为２０ｋＶ，采用正离子模式和自动获取数据的模
式采集数据。肽质量指纹图谱（ｐｅｐｔｉｄｅｍａｓｓ
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ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ，ＰＭＦ）扫描范围为７００～３５００ｕ，以
强度最大的８个峰进行串联质谱分析；图谱用肌
红蛋白酶解肽段进行外标校正。

数据库检索　　将质谱鉴定所得的数据于
ＧＰＳ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）Ｍａｓｃｏｔ（Ｍａｔｒｉｘ
ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｌｏｎｄｏｎ，ＵＫ）软件搜索相应的数据库。搜
索参数设置：数据库为美国国立生物技术信息中

心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
ＮＣＢＩ）；数据检索的方式为ｃｏｍｂｉｎｅｄ；最大允许漏
切位点为１；酶为胰蛋白酶。质量误差范围设置：
ＰＭＦ０．３ｕ，ＭＳ／ＭＳ０．３ｕ。

２　结果

２．１　宽范围ＩＰＧ（ｐＨ３～１０）胶条的电泳图谱
首先采用宽范围ＩＰＧ（ｐＨ３～１０）胶条对中国

明对虾血浆蛋白的总体分布情况进行了分析（图

１），２ＤＥ图谱显示中国明对虾的血浆蛋白主要分
布在酸性端，碱性端可见的蛋白点非常少，因此在

后续的实验中采用窄范围ＩＰＧ（ｐＨ４～７）胶条，以
提高蛋白质的分辨率。

图１　宽范围ＩＰＧ（ｐＨ３～１０）胶条的
中国明对虾血浆２ＤＥ图谱（银染）

Ｆｉｇ．１　２ＤＥｍａｐｓｏｆＦ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｐｌａｓｍａ
ｗｉｔｈｗｉｄｅｒａｎｇｅＩＰＧｓｔｒｉｐ，ｐＨ３－１０（ｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ）

２．２　不同脱盐方式的１８ｃｍ电泳图谱
分别采用两种脱盐方式处理的中国明对虾血

浆的２ＤＥ图谱均无严重的纵向条纹和拖尾现
象，两种方法制备的蛋白质样品的２ＤＥ图谱的斑
点分布基本相同（图２）。

图２　不同脱盐方式的中国明对虾血浆２ＤＥ图谱（胶体考染）
Ａ．脱盐柱处理中国明对虾血浆的２ＤＥ图谱；Ｂ．１０％ ＴＣＡ／丙酮沉淀法处理中国明对虾血浆的２ＤＥ图谱。

Ｆｉｇ．２　２ＤＥｍａｐｓｏｆＦ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｐｌａｓｍａｐｒｅｐａｒｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｅｓａｌｔｉｎｇｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ（ｃｏｌｌｏｉｄａｌＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ．Ｄｅｓａｌｔｉｎｇｗｉｔｈｈｉｔｒａｐｄｅｓａｌｔｉｎｇｃｏｌｕｍｎ；Ｂ．Ｄｅｓａｌｔｉｎｇｂｙ１０％ ＴＣＡ／ａｃｅｔｏｎｅ．

２．３　不同上样量的１８ｃｍ分析胶电泳图谱
实验对１８ｃｍ银染分析胶的上样量进行了摸

索，结果发现较高的上样量（图３Ａ，Ｂ）导致高丰度
蛋白区域蛋白堆积情况严重，特别是对于银染的分

析胶而言，上样量过大，使得染色过程更加不易控

制，高丰度蛋白质的斑点过大也会影响其他蛋白质

点的分离和分析。本研究发现，对于１８ｃｍ的银染
分析胶，１５０μｇ的上样量所得到的２ＤＥ图谱（图

３Ｃ）相对背景清晰，蛋白质点的分辨率较高，相对
而言高丰度蛋白区域对其他蛋白质的影响较小。

２．４　不同上样量的１８ｃｍ制备胶电泳图谱
实验也对胶体考马斯亮蓝染色的１８ｃｍ制备

胶的上样量进行了摸索，胶体考染与质谱的兼容

性好。结果表明，对于１８ｃｍ的胶体考染制备胶，
１２００μｇ的上样量过大（图４Ａ），高丰度蛋白斑
点过大，交叉重叠，掩盖了其他低丰度蛋白的显
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图３　不同上样量的中国明对虾血浆２ＤＥ图谱（银染）
Ａ．中国明对虾血浆２００μｇ上样量２ＤＥ图谱；Ｂ．中国明对虾血浆１８０μｇ上样量２ＤＥ图谱；Ｃ．中国明对虾血浆１５０μｇ上样量

２ＤＥ图谱。

Ｆｉｇ．３　２ＤＥｍａｐｓｏｆＦｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓｐｌａｓｍａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏａｄｉｎｇａｍｏｕｎｔｓ（ｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ）
Ａ．２００μｇｌｏａｄｅｄ；Ｂ．１８０μｇｌｏａｄｅｄ；Ｃ．１５０μｇｌｏａｄｅｄ．

图４　不同上样量的中国明对虾血浆２ＤＥ图谱（胶体考染）
Ａ．中国明对虾血浆１２００μｇ上样量２ＤＥ图谱；Ｂ．中国明对虾血浆１０００μｇ上样量２ＤＥ图谱；Ｃ．中国明对虾血浆８００μｇ上样量

２ＤＥ图谱。

Ｆｉｇ．４　２ＤＥｍａｐｓｏｆＦｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓｐｌａｓｍａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏａｄｉｎｇａｍｏｕｎｔｓ
（ｃｏｌｌｏｉｄａｌＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ．１２００μｇｌｏａｄｅｄ；Ｂ．１０００μｇｌｏａｄｅｄ；Ｃ．８００μｇｌｏａｄｅｄ．

示；８００μｇ的上样量（图４Ｃ）蛋白质斑点稀疏，
不利于低丰度蛋白的检出；相对而言１０００μｇ的
上样量（图４Ｂ）蛋白质斑点检出数量为２３８个，
斑点明显增多，分辨率明显改善。

２．５　主要高丰度蛋白的分析与质谱鉴定
以 ＰＤＱｕｅｓｔ２ＤＥ凝胶图像分析软件对

１８ｃｍ制备胶的２ＤＥ图谱进行了分析，确定了表
达量最高的１１个蛋白质点（图５），经胶内酶切后
进行基质辅助激光解析 －飞行时间串联质谱
（ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ）分析，用 ＧＰＳＥｘｐｌｏｒｅｒ
软件搜索蛋白数据库，结果发现这１１个蛋白质点
都是血蓝蛋白（表１），说明血蓝蛋白在２ＤＥ图谱
上是以多个点存在的，丰度很高而且在分子量和

等电点都有很大的差别，在对虾血浆中是以“蛋

白质群”的形式存在。其中１号点的肽指纹图谱、

串联质谱图见图６。

图５　代表性的中国明对虾血浆２ＤＥ图谱
（一向，ＩＰＧ胶条，ｐＨ４～７，１８ｃｍ；二向，１２．５％）

Ｆｉｇ．５　Ａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ２ＤＥｍａｐｏｆＦｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｐｌａｓｍａ（ｆｉｒｓｔｄｉｍｅｎｓｉｏｎ，ＩＰＧｓｔｒｉｐ，ｐＨ４－７，
１８ｃｍ；ｓｅｃｏｎｄｄｉｍｅｎｓｉｏｎ，１２．５％ ＳＤＳＰＡＧＥ）
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表１　中国明对虾血浆主要高丰度蛋白点的质谱鉴定
Ｔａｂ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍａｊｏｒａｂｕｎｄａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｆｒｏｍｐｌａｓｍａｏｆＦ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｂｙＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ

序号

ｓｐｏｔｎｏ．
蛋白质名称

ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ
蛋白质编号

ａｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．
分子量／等电点
ＭＷ／ｐＩ

肽段数

ｐｅｐｃｏｕｎｔ

蛋白分数

（ＣＩ％）
ｐｒｏｔｅｉｎｓｃｏｒｅ

匹配度

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｍａｔｃｈｅｄ

总离子分数

（ＣＩ％）
ｔｏｔａｌｉｏｎｓｃｏｒｅ

１ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ］ ｇｉ４６４８６９４４ ７７３８．９／４．５９ ２ １００ ３９．６６４ １００
２ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ］ ｇｉ８５４４０３ ７４９３４．５／５．２７ ８ ９９．９９９ ３９．９１１ １００
３ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ］ ｇｉ８５４４０３ ７４９３４．５／５．２７ １２ １００ ４５．３３４ １００
４ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ］ ｇｉ１６６１２１２１ ５１１２０．４／５．１ ７ １００ ７．６２４ １００
５ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ］ ｇｉ１６６１２１２１ ５１１２０．４／５．１ １０ １００ ２５．９０５ １００
６ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ］ ｇｉ１６６１２１２１ ５１１２０．４／５．１ １２ １００ ５７．２９３ １００
７ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ］ ｇｉ４６４８６９４４ ７７３８．９／４．５９ ２ １００ ３９．６６４ １００
８ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ］ ｇｉ４６４８６９４４ ７７３８．９／４．５９ １ １００ ２９．３７１ １００
９ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ］ ｇｉ４６４８６９４４ ７７３８．９／４．５９ １ １００ ２８．５７７ １００
１０ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ］ ｇｉ８５４４０３ ７４９３４．５／５．２７ ９ １００ ５３．１５１ １００
１１ Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ［Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ］ ｇｉ８５４４０３ ７４９３４．５／５．２７ ５ ９９．２７８ ５０．２４１ ９４．７６２

图６　蛋白点１的质谱（４８００ＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＡｎａｌｙｚｅｒ）分析图
Ａ：ＰＭＦ图，匹配的肽段上标有质量值；Ｂ：离子得分最高的肽段（ｍ／ｚ１８４４．８）的质量图。

Ｆｉｇ．６　ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔ１（４８００ＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＡｎａｌｙｚｅｒ）
Ａ．ＴｈｅＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳｍａｐ，ｉｎｗｈｉｃｈｍａｔｃｈｅｄｐｅｐｔｉｄｅｐｅａｋｓｗｉｔｈｍａｓｓｖａｌｕｅ；Ｂ．ＴｈｅＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅ

ｗｉｔｈｔｈｅｂｉｇｇｅｓｔｉｏｎｓｃｏｒｅ（ｍ／ｚ１８４４．８）．
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３　讨论

３．１　中国明对虾血淋巴的采集与蛋白样品预
处理

双向凝胶电泳可将数千种蛋白质同时分离与

展示，是蛋白质组学研究的三大核心技术之

一［１０］。中国明对虾血浆蛋白质组学分析与人血

浆等来源的蛋白质组学分析具有一定的共性，也

有其特殊之处，其中以样品采集和制备的差别最

为突出。

健康的对虾游泳速度很快，对外界刺激的反

应敏捷，不易捕捉，取样时挣扎剧烈易产生应激

反应。为了避免这种情况，本研究采用了低温

诱导休眠的方法。通过缓慢降温至１２～１４℃，
使对虾活动能力下降，逐渐进入休眠状态。取

样时对虾比较安静，基本无应激反应。采集血

淋巴时，预冷的抗凝剂中加入适量的广谱的蛋

白酶抑制剂，同时保证后续操作都在冰上进行，

可以有效防止蛋白质降解。本研究采用从腹部

血窦取血的方式，取血时将针头顺势插入血窦

中，以一个动作完成采集，避免反复抽取而带入

其他组织蛋白。

要获得高分辨率和高度重复的双向凝胶电

泳图谱，蛋白质样品的制备是极其关键的步骤。

中国明对虾血浆中的盐分较高，这将影响聚焦

过程。常用的脱盐方法为透析法、超滤法、有机

溶剂沉淀，以及脱盐柱等［１１］。本文中比较了

１０％ ＴＣＡ／丙酮沉淀法与脱盐柱法的脱盐除杂
效果，从实验结果来看，两种方法的脱盐效果没

有显著差别。在实际应用中，不同的实验室可

以根据需要自行选择，１０％ ＴＣＡ／丙酮沉淀法具
有成本低廉、操作简便等优势；结合本实验室的

条件，采用脱盐柱 ＨｉｔｒａｐＤｅｓａｌｔｉｎｇ与 ＡＫＴＡ
Ｐｕｒｉｆｉｅｒ蛋白纯化仪进行血浆的脱盐处理，该过
程用时比较短，大约１～２ｍｉｎ即可完成脱盐处
理，处理后的样品可以直接上样或者冻干备用。

该方法操作简单，避免长时间操作导致蛋白质

降解，并且采用蛋白纯化仪可以设定固定的收

集模式，重复性好。

３．２　中国明对虾血浆蛋白的双向凝胶电泳
等电聚焦前胶条溶胀有两种方式：主动溶胀和

被动溶胀。它们各有利弊，在预实验过程中，发现

采用主动溶胀，试验结果更稳定，与被动溶胀结果

得到的图谱比较，高丰度蛋白区域聚焦更好，这样

对于低丰度的掩盖会降低，故选用主动溶胀方式。

实验初期首先使用了宽范围（ｐＨ３～１０）的
ＩＰＧ胶条分析蛋白总体情况，从２ＤＥ图谱中可以
看出对虾血浆蛋白质等电点主要集中在酸性端，

因此在后续的研究中选用了窄范围的酸性ＩＰＧ胶
条（ｐＨ４～７），可以将酸性端聚积的血浆蛋白充
分分离，蛋白分辨率明显提高。

蛋白质样品的上样量大小也是影响凝胶图谱

的重要环节，提高上样量，利于更多低丰度蛋白点

检出，但高丰度蛋白斑点过大。交叉重叠，又会掩

盖其他蛋白点分离。蛋白上样量太少，容易造成

某些蛋白点模糊甚至缺失，选择一个合适的上样

量非常重要。本研究中，针对１８ｃｍ的线性 ＩＰＧ
胶条（ｐＨ４～７）分别进行了分析胶（银染）和制备
胶（胶体考染）的上样量的摸索，经过多次实验比

较，发现一般上样量为１５０μｇ左右，采用银染可
以获得较好的分析胶图谱；而上样８００μｇ左右，
对于胶体考染方法能获得较好的制备胶图谱。

３．３　中国明对虾血浆的主要高丰度蛋白点的质
谱鉴定

基质辅助激光—解析飞行时间／串联质谱
（ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ）是目前蛋白质组学研究
中应用最广泛的质谱技术之一，获得的数据质量

很高［１２－１３］。ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ串联质谱蛋白鉴
定服务在一级质谱（ＭＳ）的基础上，对多达１０条
酶解肽段进行二级质谱（ＭＳ／ＭＳ）分析，进一步提
高了质谱鉴定的准确性和实验结果的可靠性。本

文使用该系统采用了一级质谱结合二级质谱法，

对中国明对虾血浆１８ｃｍ（ｐＨ４～７）的制备胶２
ＤＥ图谱上的主要高丰度蛋白点进行了分析鉴
定，以ｐｒｏｔｅｉｎｓｃｏｒｅＣＩ％大于９５或者单个肽段的
ＴｏｔａｌＩｏｎＣＩ％大于９５作为蛋白成功的标准。结
果显示丰度最高的１１个蛋白点的鉴定结果均为
血蓝蛋白，这说明作为对虾血浆中最主要的高丰

度蛋白－血蓝蛋白在双向电泳图谱上是以多个点
的形式出现。近年来，很多研究表明，血蓝蛋白可

能具有多样性。章跃陵等［１４］研究证实，凡纳滨对

虾血蓝蛋白在糖基化修饰水平存在多样性，并认

为糖基多样性是其功能多样性的分子基础之一。

一种蛋白可包含有蛋白前体、剪切体、糖基化、水

解后肽段等多种形式。同时还存在蛋白－蛋白复
合物、蛋白－糖类、蛋白与脂类等复合物。因此在
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电泳图谱上、同一种蛋白可表现为多个点，代表蛋

白的各种修饰体、亚基、肽段［１５］。在本实验制备

的２ＤＥ图谱上，丰度最高的１１个点都是血蓝蛋
白，血蓝蛋白以多种形式存在，一方面说明它能够

非常灵活地参与生理活动的调节，发挥重要的功

能；另一方面，作为含量最高的组份，在双向凝胶

电泳图谱中可以干扰低丰度蛋白的表达和鉴定。

因此如何尽量避免或减少血蓝蛋白的影响，提高

低丰度蛋白的分辨率是当前甲壳动物血浆蛋白质

组学亟待解决的问题。
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