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中华卤虫无节幼体蛋白质组的双向凝胶电泳分析
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摘要 :应用双向凝胶电泳和图像分析手段 ,对比了卤虫 ( A rtemia) 初孵无节幼体和孵化 24 h 无节幼体中蛋白

表达的变化情况。结果显示 ,随着卤虫幼体的发育 ,蛋白表达的种类和个数均明显增多 ,仅有个别蛋白的表

达量下调。这些差异表达的蛋白可能跟卤虫幼体的发育过程密切相关或起重要的调节作用。
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　　卤虫 ( A rtemi a) ,是一种分布广泛的广温、耐高
盐的小型甲壳动物 ,隶属节肢动物门、甲壳纲、鳃足
亚纲、卤虫科。我国沿海盐田面积达 34. 5 万 hm2 ,

内陆大、中型盐湖有近千个 ,其中蕴藏着十分丰富的
卤虫资源。卤虫在水产动物养殖 ,特别是在水产动
物苗种生产中是十分优质的活饵料。目前 ,世界上
大约有 85 %以上的海水养殖动物种类需用卤虫作为
其幼体饵料的主要来源[1 ] 。卤虫的无节幼体是卤虫
在水产养殖中应用最广泛的主要形式之一 ,可以直
接简便地从卤虫卵孵化得到[ 2 ] 。初孵 1～2 d 的无节
幼体具有大量的卵黄 ,并含有丰富的蛋白质和不饱
和脂肪酸 ,是鱼、虾、蟹等幼体优良的开口活饵料 ,可
充分满足对虾、牙鲆等幼体的营养需求[3 ] 。对于卤
虫幼体在水产养殖中的应用已有大量文献报道[4 ,5 ] ,

但是对于卤虫初孵幼体生物学特征比较的研究却鲜
有报道[6 ] 。本研究采用双向凝胶电泳技术 ,研究比
较分析了卤虫初孵和孵化 24 h 后无节幼体的蛋白质
组表达的变化特点 ,探讨了卤虫幼体正常生理发育
过程中的蛋白表达状态 ,为今后进一步深入研究卤
虫幼体的生物学特征打下了基础。

1 　材料与方法

1 . 1 　实验材料
本实验所用材料为山西运城中华卤虫 ( A rtemi a

si nica) 的休眠卵 ,已打破休眠。取 10 g 卤虫卵于盛
有 30 L 过滤海水的容器中进行孵化 ,孵化条件为 :

温度 28 ℃,盐度 35 ,连续充气 ,光照 1 000 lx。约
24 h后 ,停止通气并静置 8～10 min ,将孵化容器底
部的初孵无节幼体全部虹吸出 ,分为两部分。一部
分吸干表面水分进行蛋白提取 ;另一部分进行虫、卵
分离 ,将较为纯净的初孵无节幼体继续培养 24 h 后

进行蛋白提取。

1 . 2 　实验方法
2D E 具体操作参照 Amersham Biosciences 的

2DE 技术原理和方法说明书。
1 . 2 . 1 　蛋白样品制备

三氯乙酸 ( TCA) / 丙酮沉淀法提取卤虫幼体蛋
白。取卤虫幼体 3 g 放入预冷的玻璃匀浆器中研磨 ,

加入 10 mL40 mmmol/ L Tris ,4 ℃下混匀 ,10 000 r/ min

离心 30 min ,将上清液转入另一离心管中 ,向管中加
入预冷 ( - 20 ℃)的 6 倍体积 10 % TCA 溶液 (丙酮配
制 ,含 0. 07 %巯基乙醇) ,混匀 , - 20 ℃沉淀过夜 ,

10 000 r/ min离心收集沉淀 ,丙酮 (含 0. 07 %巯基乙
醇)洗涤 3 次 ,最后的沉淀经真空干燥得到粉末状蛋
白 ,放入 - 80 ℃冰箱备用。
1 . 2 . 2 　双向凝胶电泳方法
1. 2. 2. 1 　一维固相 p H 梯度等电聚焦 ( IEF)

选用 18 cm IP G胶条 (p H3～10 ,购自 Amersh2
amPhamacia Biotech 公司) ,上样量 3 mg。将样品溶
于 300 μL 裂解液 ( 8 mol/ L 尿素 , 4 % CHA PS ,

40 mmol/ L Tris) 中 , 溶 解 后 再 加 入 重 泡 涨 液
(8 mol/ L 尿素 , 2 % CHA PS , 溴酚兰痕量 ) 中 , 加
7 mg D T T ,8μL IP G缓冲液 ,终体积为 400μL ;

IP G干胶条 (18 cm ,p H4～7) 胶面朝下放入胶
槽 ,覆盖一层矿物油 ,置于 IP Gp hor 等电聚焦仪电极
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板上 ,重水化和等电聚焦在 20 ℃按如下程序自动进
行 :水化 12 h ;聚焦 (1) 250 V , 1 h ; (2) 500 V ,1 h ;

(3) 1 000 V ,1 h ; (4) 8 000 V ,5 h ; (5) 8 000 V ,

60 000 V ·h。
1. 2. 2. 2 　胶条的平衡

等电聚焦后于平衡液 I[10 g/ L DTT ,50 mmol/ L

Tris2HCl (p H8. 8) , 6 mol/ L Urea , 30 %甘油 , 2 %

SDS 和痕量溴酚蓝 ]平衡 15 min ,再于平衡液 Ⅱ(25

g/ L 碘乙酰胺代替平衡液 I 中的 D T T)平衡 15 min。
1. 2. 2. 3 　二维聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS2PA GE)

聚焦完毕的 IP G 胶条平衡后转移到 12 %SDS2
PA GE 分离胶上。0. 5 %琼脂糖覆盖胶条 ( SDS2
PA GE 电泳缓冲液配制) ,电泳条件为 :恒温 14 ℃,以
50 V/ 胶电泳 15 min ,再以恒压 300 V/ 胶电泳至溴
酚蓝到玻璃板底部。为确定蛋白点的分子质量 ,

SDS2PA GE 电泳时 ,加入分子质量 Marker。
1 . 2 . 3 　考马斯亮蓝染色

电泳后的凝胶立即放入考马斯亮蓝染液
(250 mL脱色液中溶解 0. 29 g 考马斯亮蓝 R250) 染
色过夜 ,用脱色液 (50 %乙醇 ,10 %乙酸) 脱去底色 ,

多次置换脱色液直到蛋白点清晰为止。
1 . 2 . 4 　凝胶图像分析

以 U max 透射扫描仪获取染色后的 2D E 凝胶

图像 , 用 Image Master TM ( 2D Sof tware version

3. 10)图像分析软件进行详细分析和比较蛋白质斑
点差异。图像分析时首先将同组的 3 张 22DE 凝胶
分别拟合成 1 张平均胶 ,即卤虫初孵无节幼体平均
胶和孵化 24 h 无节幼体平均胶 ,前者为参考胶 ,将后
者与之比较。根据斑点的位置、大小、形状等参数 ,

图像分析软件自动将不同图谱中的相应蛋白质点进
行匹配 ,不能匹配的蛋白质斑点视为差异蛋白质。

2 　实验结果

初孵无节幼体和孵化 24 h 无节幼体的双向凝胶
电泳图谱见图 1。初孵无节幼体组的蛋白质点为
150 个 ±23 个 ,孵化 24 h 无节幼体组的蛋白质点为
200 个 ±21 个。2 张蛋白 22D E 图谱对比分析的结
果显示 ,总体上 24 h 后无节幼体比初孵无节幼体蛋
白表达的种类和数量明显增多 ,但是部分蛋白的表
达量减少。根据蛋白的分子质量范围 ,蛋白表达的
差异情况可分为三部分分别讨论 :较高分子质量范
围 (45～120 ku) 的蛋白点个数相近 ,但部分蛋白表
达量明显降低 ;中分子质量范围 (25～45 ku) 可以检
测到部分蛋白的表达量下降 ,部分蛋白的表达量上
升 ,还有一些新表达的蛋白 ;低分子质量范围内 (10～
25 ku)蛋白点的个数 (蛋白的种类)显著增多。

图 1 　中华卤虫无节幼体可溶性蛋白双向凝胶电泳图 (p H4～7 ,MW :10～100 ku)

Fig. 1 　The two2dimensional gel elect rophoresis map of A rtemia sinica larvae (p H4～7 ,MW :10～100 ku)

a. 初孵无节幼体 ;b. 孵化 24 h 无节幼体

a. t he new hatched nauplii ;b. t he nauplii of 24 h

3 　讨论

蛋白质组学能从整体水平上研究蛋白质的属性
(表达水平、翻译后修饰、相互作用等) ,并由此在蛋
白质水平上获得对应激过程、细胞生理生化过程和
调控网络的广泛而完整的认识[7 ] 。目前 ,海洋生物
的蛋白质组学已得到广泛的研究 ,其主要集中在海
洋生物对外界环境变化的适应性研究 ,但对于生长

周期中的海洋生物蛋白质组学研究则未见报道。
在本研究中 ,作者利用蛋白质组学研究中经典

的二维电泳分离技术获得了中华卤虫初孵和孵化
24 h无节幼体的蛋白表达图谱 ,并对两者进行了对
比分析。结果表明 ,孵化 24 h 的卤虫无节幼体中表
达的蛋白整体而言明显多于刚孵化的无节幼体 ;对
两图谱进一步进行分析后 ,发现不同分子量范围的
蛋白的表达情况存在明显差异 ,这与卤虫不同的发
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育阶段和生理状态密切相关。卤虫初孵化的无节幼
体消化道尚未形成 ,不能进食 ,须靠消耗自身卵黄提
供营养 ,完成代谢 ;而孵化 24 h 的无节幼体消化道形
成 ,开始食用各种藻类等饵料[8 ] 。因此 ,蛋白表达的
差异可能有如下几个主要原因 : (1) 卵黄的消耗和逐
步耗竭使卵黄蛋白的表达量明显下降 ,这可能是造
成图谱上分子质量较大部分的蛋白 ( > 45 ku) 表达
减少的主要原因之一 ; (2) 此时蛋白种类的增多 ,特
别是较低分子质量蛋白 ( < 25 ku) 明显增多 ,可能与
消化过程密切相关 ,此时消化道的形成所需的蛋白
以及消化过程中所需要的酶类大量的表达 ; (3) 从初
孵无节幼体发育到孵化 24 h 无节幼体 ,各种发育过
程如蜕皮过程中所需要的蛋白以及能量代谢相关蛋
白的表达也可能大幅增加 ; (4) 其他蛋白表达的变化
可能受到与卤虫幼体的发育过程相适应的各种生理
生化过程的调控 ,造成表达的质或量的差异。

这些差异表达的蛋白跟卤虫的发育阶段和状态
密切相关 ,可能是伴随着卤虫幼体的发育行使不同
的功能 ,并在促进卤虫幼体发育的过程中起了重要
的调节作用 ,进一步的筛选和鉴定将有助于深入了
解卤虫生长周期各阶段的功能基因组变化 ,揭示卤
虫幼体发育不同阶段的生物学特征 ,为对其更好的

应用提供理论基础。
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Abstract : Brine shrimp ( A rtemi a) is a worldwide2dist ributed crustacean , widely used as a main food

resource in aquacult ure and applied in basic research areas ranging f rom develop mental biology to evolution

and ecology. In t he present st udy , using two2dimensional gel elect rop horesis and image analysis system ,t he

changes of p rotein expression in new hatched and 24 h post2hatching A rtemi a larvae were investigated.

Overall , t he variety and amount of the p roteins increase significantly in accompany wit h t he larvae develop2
ment . However , t he amount s of some proteins were down2regulated. The result s suggested t hat t hese dif2
ferentially expressed proteins may tightly associated with , or play important regulative roles in t he develop2
ment of brine shrimp larvae.
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