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蛋白质组学研究在赤潮藻研究中的应用

Application of proteomics study to red tide algae
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1 � 蛋白质组学的发展

随着 DNA 序列测定技术的飞速发展, 人类基因

组( H uman genome)的测序工作提前完成, 人们可以

在很短的时间内获得某种生物基因组的全序列。到

2004 年 7 月,已经有 173 种病毒和原核生物基因组

的工作已经完成, 其中古细菌 19 种、真细菌 154 种

(蓝藻 8 种) ,与此同时一些更高等生物的基因组研究

也取得了日新月异的进展。在后基因组时代,生物学

的中心任务是认识基因组的功能。但是,人类对许多

基因编码的蛋白质的功能所知甚少, 许多新的技术、

新的手段将被用来阐明基因的功能, 虽然利用这些

手段能够同时检测到成千上万个基因的表达, 但由

于基因表达水平与蛋白质水平之间并不完全相关,

人们仍然得不到完整的信息。其解决办法之一是直

接研究基因的产物 � � � 蛋白质,即某一物种、个体、器
官、组织乃至细胞的基因组所表达的全部蛋白质。对

应于基因组,人们称后者为蛋白质组。由于基因功能

主要是通过其表达蛋白质来实现的, 要了解基因的

全部信息,必须深入研究不同基因编码的蛋白质, 因

此蛋白质组学在生命科学研究中已具有重要的地

位。

蛋白质组 pro teome!是由 Wilkins 于 1994 年在

意大利 Siena的一次 2�DE( two�dimensional g el elec�
t rophor esis)电泳会议上首次提出的。根据 Wilkins

等的定义,  蛋白质组!一词的英文是 PROTEOME

是由 PROTEins 和 genOME 两个词组合而成, 意思

是 proteins expr essed by a genome, 即基因组表达的

蛋白质。蛋白质组是高度动态的[ 1, 2] , 研究以基因组

编码的所有蛋白质的组成及其变化规律, 分析不同

转录条件下蛋白表达的复杂性。

蛋白质组研究的重要优势在于能够从整体水平

上分析不同条件下蛋白质谱的变化。与以往蛋白质

化学的研究不同,蛋白质组研究的对象不是单一或少

数的蛋白质, 它着重的是全面性和整体性, 需要获得

体系内所有蛋白质组分的物理、化学及生物学参数,

如等电点、分子质量、表达量等。蛋白质组学是对蛋

白质多样性的系统性研究,目的在于细致描述结构、

功能和对个体生物学系统的控制[3]。总体上,蛋白质

组学主要的研究内容为: ( 1) 表达蛋白质组学 ( ex�
pression pro teomics) , 研究细胞或组织中蛋白质表达

的质和量的变化,以及不同时期的表达谱的改变等。

( 2) 功能蛋白质组学( functional pr oteomics) ,研究在

不同生理条件下细胞中各种蛋白质之间的相互作用

关系及其调控网络, 以及蛋白质的转录后修饰等。

( 3) 结构蛋白质组学( str ucture pr oteom ics) , 以阐明

生物大分子的三维结构特性为目的。

目前蛋白质组研究的三大基本支撑技术为双向

电泳技术、计算机图像分析与大规模数据处理技术以

及生物质谱技术。利用双向聚丙烯酰胺凝胶电泳

( 2D�PAGE)来分离复杂的蛋白质组分, 并利用专门
的计算机软件对所得的图像进行数据采集和分析。

然后采用氨基酸组成分析、微量蛋白质序列分析、生

物质谱分析等技术将从胶上回收的蛋白质斑点进行

精细的鉴定, 获得有关蛋白质性质、表达变化及翻译

后加工等方面的大规模信息[4]。

蛋白质组研究的发展以双向电泳技术作为核心。

其最大优势在于它可以对细胞内复杂的蛋白质组分

进行整体性的定量分析, 从而可以分析当条件变化

时, 一系列蛋白质而不仅仅是某一蛋白质的表达变

化。例如在大肠杆菌( Escher ichia coli)中,人们已经
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研究了碳、氮、磷及硫元素限制导致的细胞内蛋白质

谱变化;在对营养成分磷限制的研究中, 发现当磷饥

饿时有 137 个蛋白质的合成速率明显改变,其中大部

分( 118 个)的表现为诱导合成, 其他则被抑制[ 5]。

计算机图像分析包括斑点检测、背景消减、斑点

配比和数据库构建。常用的软件系统包括 Quest、

Lips、Hermes、Gemini等。氨基酸组分分析和肽质指

纹图谱( PMF)可鉴定由 2�DE 分离的蛋白,随着质谱

技术的发展, 生物质谱已经成为连接蛋白质与基因

的重要技术。用来分析蛋白质和多肽的质谱主要是

基质辅助激光解吸附电离飞行时间质谱 ( M ALDI�
TOF )和电喷雾质谱( ESI/ MS)。

最近也有一些新的方法可以测定全蛋白分子量

的信息。Moini等[6]报道了毛细管电泳及电喷雾质

谱对大肠杆菌( E. coli)核糖体蛋白的亚细胞蛋白质

组学。作者指出该方法对分析较复杂的蛋白混合物

(约 50种蛋白)很有效,并且质谱的精确性足以来鉴

定许多蛋白的翻译后修饰, 只需要测得的基因库预

测的平均分子质量。

蛋白质组数据库 ( pro teome database)是蛋白质

组学研究中的重要部分, 包括所有鉴定的蛋白质信

息。例如, SWISS�2DPAGE 数据库是 EXPASY 分子

生物学服务器的一部分, 通过万维网的 URL 网址可

以查询。Yeast P ro tein Localization database ( YPL .

db)是酵母蛋白定位数据库, 含有由显微分析得到的

酵母蛋白定位图谱信息[7, 8]。

2 � 蛋白质组技术在赤潮藻研究上的应
用

� � 近年来,全球气候日渐变暖, 人类赖以生存的生

态环境正在受到这一气候变化的严重威胁。另外随

着人口和经济的快速增长, 沿海地区对自然资源掠

夺式利用和沿海环境退化的危机日益加剧, 一个突

出的结果就是赤潮严重。赤潮已成为当今世界性的

海洋灾害,正严重干扰着 30 多个沿海国家的经济发

展。赤潮发生的原因尚未完全查明,之前的研究多从

理化环境的变化分析, 初步认为与气候、海温、盐度、

营养盐和环境污染等多种因素有关。从 1990 年以

来,我国赤潮研究开展了包括:赤潮甲藻孢囊的生理

生态及生活史、赤潮微型甲藻识别新技术、赤潮种群

生态动力学;赤潮生消过程、成因和机理;赤潮藻种间

及藻菌相互作用;赤潮毒素及产毒、致毒机理,赤潮的

生物、化学治理方法, 赤潮的生态数值模拟及围隔生

态系实验应用研究等[9]。

中国已报道的赤潮藻有 60~ 70 种[ 10] , 以甲藻居

多, 其中以裸甲藻类 ( Gymnodiniales ) 及多甲藻类

( Per idiniales)为多。硅藻、定鞭藻、针胞藻和蓝藻中

的一些种类也是在中国常见的赤潮藻种,如中肋骨条

藻( Sk eletonema costatum ( G rev) Cleve)、球形棕囊藻

( Phaeocy stis g lobosa )、赤潮异弯藻 ( H eteros igma

akashiw o ( H ada) Hada)、铜绿微囊藻 ( Micr ocy stis

aerug inosa )等。

除了从宏观角度用物理化学手段进行赤潮研究

外, 还必须从微观角度来寻找答案, 特别是从赤潮藻

细胞分子水平进行研究。国内外已开始用分子生物

学的手段对一些典型的赤潮藻种进行研究,比较多的

研究集中在藻种的分子鉴定上,但对赤潮藻藻种的基

因表达调控研究不够,比如藻种在不同阶段的基因表

达情况密切影响着赤潮藻的生长和产毒情况,因为有

些藻种只有在爆发时才具有毒性。另外,已知水体富

营养化是赤潮生物爆发的必要条件,先前的研究主要

是从理化性质的改变及环境条件的影响方面研究赤

潮的, 人们已研究了一些赤潮藻藻种在不同浓度的

N, P以及温度、光照、pH 等条件下其生长的生理生

态变化, 但其功能基因表达调控的内在分子机理还未

深入了解。

基于分子生物学技术的飞速发展,一些学者开始

运用蛋白质组学的手段首先研究了集胞藻( Sy necho�

cy stis sp. ) PCC6803 在不同条件下的蛋白质组差

异[ 11]。Sazuka等[ 12]用双向电泳技术研究了它的全

部蛋白质, 并对 234 个蛋白质斑点进行 N�末端测序。
Choi等[13]对集胞藻 PCC6803 光诱导蛋白质进行了

蛋白质组分析 ,用双向电泳分别分析光培养和暗培养

条件下藻细胞中提取的可溶蛋白质;将光诱导蛋白质

斑点电转移到 PVDF 膜上并用 N 末端 Edman 测序,

与 CyanoBase 数据库进行分析比较。他们的结果表

明, 8 种蛋白质与光合作用及呼吸作用有关 ( RbcS/

L , CbbA, Gap2, AtpB, CpcB, PsbO, PsbU ) ; 细胞

的过程加工涉及到 4 种蛋白质( SodB, DnaK , G ro�

EL2, T ig ) ; 还有两种蛋白质功能未知。Simon 等[ 14]

选用窄 pH 范围( pH 4. 5~ 5. 5)的胶, 通过 MALDI及

数据库分析了聚胞藻属( Synechocy stis)的可溶蛋白,

从而奠定了研究胁迫处理时蛋白组变化的基础。总

共分析了 192 种蛋白, 鉴定了 105 种,其中 37 种在以

前的 2DE 胶上没有看到过。Wang 等[15]通过双向电

泳分离了集胞藻 PCC6803 类囊体膜的外周蛋白 200

多种, 用肽质指纹质谱分析了 116 种,鉴定了来自 51

个基因的 78 种蛋白。L indahl等[ 16]介绍了一种利用

蛋白质组学的方法分离含半胱氨酸的蛋白的技术。

从集胞藻 PCC6803 的双向图谱中分离了大约 60 种
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含半胱氨酸的不同蛋白。

Pandey 等[17]利用双向电泳研究了聚球藻( S yn�
echococcus sp. ) PCC7942 在不同光谱下蛋白质组的

差异。比较分析了藻细胞在蓝光 ( 450 nm )、红光

( 660 nm)和白光( 400~ 700 nm) 下的蛋白质表达图

谱。在体内用 35S 荧光标记细胞随后用双向电泳分

析,结果显示, 对黑暗适应的细胞有 8 种多肽是特有

的,对蓝光有 10 种是特异的,红光诱导下有 4 种特殊

蛋白质合成。这说明,在多种光源快速处理时, 黑暗、

蓝光和红光诱导下会合成新的多肽。

Wolfe等[ 18] 研究了在等鞭金藻 ( I sochr y sis g al�
bana)中热休克蛋白 ( heat shock proteins, hsps)在逆

境中的诱导。他们用 35S 标记氨基酸、双向电泳和

western�blo t鉴定证实了 hsp60 是分子伴侣家族的一

员,在等鞭金藻中用热激可以有效地诱导。在梯度环

境温度下,用 SDS�PAGE、hsp60 抗体做 w est ern�blot
及荧光检测来定量 hsp60。等鞭金藻在盐度为 22 时

不同温度下( 25, 30, 35∀ )诱导 1 h 后 hsp60 比 20∀
时有明显的增加,但在盐度为 34 时, hsp60 随着温度

的增加却没有明显的变化。

铜盐是一种杀藻剂, L age 等[19]用蛋白质电泳分

析了铜盐毒性对闪光原甲藻( P ror ocentrum micans )

的影响。在培养基中加入 3. 94 �mol/ L 的铜离子使

藻细胞培养 14 d 后可溶总蛋白质减少 36% ,明显抑制

藻细胞生长的铜离子的最高浓度是 7. 87 �mol/ L。

Huttenlauch 等[ 20] 报道了强壮前沟藻( A mphi�
dinium car terae)膜骨架中两种不同类的骨架蛋白。

运用分子生物学技术挑选多克隆和单克隆抗体用来

分析甲藻中两种骨架蛋白。双向电泳图谱清晰地表

明两种抗体可以识别不同的多肽。

赤潮藻藻种的蛋白质组研究还处于起步阶段,

相关资料并不多。在其他藻种的研究中运用蛋白质

组学的方法也有一些报道。

Hippler 等[ 21]利用膜蛋白质复合物的功能蛋白

质组学方法研究分析了莱茵衣藻 ( Chlamydomonas

r inhard tii)类囊体的膜蛋白。数据表明捕光蛋白复

合物( lig ht�har vesting com plex pr oteins, LH CP)有 3

个跨膜域, 并且鉴定了 30 多种不同的 LH CP 蛋白

点。利用 2�DE 图谱鉴定了 PSI 不完善和 crd1 突变

的种类,前者有很多 LHCI 蛋白存在而后者却没有。

Rexroth 等[ 22]运用双向电泳及 MALDI�MS 技术研究
了莱茵衣藻在改变培养条件下经洋地黄皂苷溶解的

类囊体膜蛋白。在光合自养条件下, 光合系统 I

( PSI)两种蛋白( M r= 83. 2 ku、pI= 7. 02; M r= 82. 1

ku、pI= 6. 53)都表达了,而在光混合营养时只有一种

蛋白( M r= 82. 1 ku, pI= 6. 53)表达。Lemaire 等[ 23]

用蛋白质组学的方法从莱茵衣藻中鉴定了新的硫氧

还蛋白。鉴定出的 55 个靶蛋白中, 29 个在较高等的

集胞藻属中已经发现过,其他的 26 个是新的靶蛋白。

在氧胁迫环境中, 雨生红球藻 ( H aematococcus

p luvialis )生长快速的绿色动鞭毛可以转化为增大的

红色休眠孢子。Wang 等运用双向电泳、成像分析、

M ALDI � T OF/ PSD 质谱分析及序列数据库查询研

究了氧胁迫下细胞全蛋白的表达。结果表明,氧胁迫

下共鉴定 71 种蛋白以不同形式表达, 多数是由于其

抗氧化作用而成的。其中一小部分是已经鉴定的酶

(如 GST、TRX) , 在胁迫下表达量提高了, 而且在胁

迫环境中可以持续 6 d 保持高表达量。相反, 一些已

鉴定的蛋白, 尤其是光合作用和线粒体呼吸作用中的

蛋白, 在一段时间内有一个瞬时表达然后恢复正常表

达水平。但是, 多数已鉴定蛋白, 尤其是 SOD, CAT

和过氧化物酶家族成员有一个短暂的高表达量,在之

后 6 d 胁迫处理中恢复低表达量。另外, 一些参与

AOS 净化途径的蛋白 (如 AOX)在胁迫时有瞬间的

额外表达。

3 � 存在的问题及展望
目前运用蛋白质组技术分离藻类尤其是赤潮藻

特异蛋白质的研究还处于初级阶段。由于赤潮发生

是多方面原因引起的,研究常见的赤潮藻种在特定环

境中的蛋白质组差异,从中寻找出有价值的蛋白质分

子水平上的差异,这对一些赤潮的防治和治理具有重

要意义。在现有的理化性质环境因素影响的研究上

结合蛋白质组等分子机制的探索,相信将会更有效地

防治和治理赤潮发生。

蛋白质组技术在赤潮藻研究中的应用潜力非常

巨大, 但也存在一些不足。蛋白质分析技术尚无一种

类似基因分析中 PCR扩增的技术使得低丰度蛋白质

得以大量扩增进行分析; 同时, 低丰度蛋白质通常被

高丰度蛋白质掩盖而很难分离。另外,由于对极端酸

性、碱性和难溶性蛋白质的分离和鉴定仍很困难, 因

而许多重要的有价值的蛋白质信息可能会丢失。

集胞藻 PCC6803 的基因组全序列已经完成, 为

其蛋白质组的研究提供了很好的背景,所以目前报道

的比较多的是集胞藻 PCC6803, 藻细胞的全蛋白

( 234种)已经在 2DE 图谱中分离并鉴定, 在网站( ht�
tp: / / w ww. kazusa. or. jp/ tech/ sazuka/ cyano/ proteome.

html)中可以查到详细资料。但关于藻类的蛋白质组

数据库还很有限, 随着更多藻种的基因组序列的完

成, 其蛋白质组研究也将得到长足发展。因此, 不仅

要进一步丰富和发展蛋白质组研究技术,增加其敏感

性、稳定性、可重复性和特异性,还需要将基因表达技

术以及生物信息学分析结合在一起,获得这些赤潮藻

在不同生长阶段和不同生长环境中多种特异蛋白质

的表达、功能以及相互作用等信息, 从分子调控水平

上阐明其爆发机理, 希望能发现赤潮爆发时的标示
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物,即很有可能是某 (或几)种特异蛋白质或酶, 那么

人们就可以根据这些标示物的有无或多少来预报赤

潮的发生,并可能通过抑制该标示物的产生从而抑

制赤潮的发生。
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