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摘要 : 采用荧光染料 (Cy5)标记中国辽宁蛇岛蝮 ( Gloydius shedaoensis shedaoensis , GSS)蛇毒 ( snake venom ,

SV ,GSS2SV)蛋白质 ,获得了该蛇毒的双向十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (2D SDS2PAGE)图谱 ,经

DeCyder软件分析 ,分辨出1 000多个蛋白点 ,分子量范围在 10～150 ku间 ,等电点在 4～7的蛋白质点占

7818 %。凝胶后染色 (post2staining) 采用蛋白荧光染料 Deep Purple ,选取的 5个蛋白点经胶内酶解 ,产生

的肽段经高效液相色谱2电喷雾串联质谱 (high performance liquid chromatographyΠHPLC2electro2spray ionization

tandem mass spectrometryΠESI2MSΠMS ,HPLC2ESI2MSΠMS)进行序列测定 ,质谱数据经 Sequest Bioworks软件分

析 ,为蛇毒 L2氨基酸氧化酶、金属蛋白酶、类凝血酶、纤溶酶原激活物和磷脂酶 A2 的同源蛋白。本研究

采用的荧光标记 2D SDS2PAGE结合 HPLC2ESI2MSΠMS的技术适于高通量研究蛇毒蛋白组成。
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Abstract :The protein components contained in the snake venom of Gloydius shedaoensis shedaoensis ( GSS2SV) were

labeled with the fluorescent dye of Cy51Then , the two2dimensional sodium dodecyl sulfate2polyacrylamide gel

electrophoresis (2D SDS2PAGE) profile of GSS2SV proteome was obtained. Gel image analysis by DeCyder software

resolved over 1 000 protein spots with the apparent molecular weights ranging between 10 and 150 ku on the gel. The

protein spots with the pI ranging between 4 and 7 covered about 7818 % of the overall protein spots detected by the 2D

SDS2PAGE. Post2staining of the gel was performed by a high sensitive fluorescent dye ,Deep Purple. Five protein spots

were excised from the gel and digested by trypsin in2gel. The tryptic peptides were separated by high performance

liquid chromatography ( HPLC) and subsequently sequenced by electro2spray ionization tandem mass spectrometry

( ESI2MSΠMS) . The mass spectrometry data were searched against the NCBInr database through the software of Sequest

Bioworks for protein identifications. The above mentioned five gel spots were identified as the snake venom L2amino

acid oxidase , metalloproteinase , thrombin2like enzyme ( salmobin) , plasminogen activator and phospholipase A2 ,

respectively. The results prove that the proteomic techniques based on two2dimensional electrophoresis , protein

fluorescent labeling technique and HPLC2ESI2MSΠMS can be utilized in the analysis of protein components in the snake

venom complex at high throughput level.

Key words : Gloydius shedaoensis shedaoensis ; Snake venom ; Two2dimensional electrophoresis ; High performance

liquid chromatography ; Electro2spray ionization tandem mass spectrometry

　　蛇毒中富含酶和蛋白质 ,从各类蛇毒中得

到的具有生物和药理活性的酶及蛋白质[1 ,2 ]已

经被广泛应用于脂质代谢、生物膜磷脂结构、脂

蛋白结构与功能的研究[3 ,4 ]、降解纤维蛋白原、

溶解纤维蛋白、治疗中风和血液栓塞疾病[5～9 ]、

研发抗菌消炎、抗微生物[10～12 ]、抗肿瘤及艾滋

病活性物质[11 ,13 ]。蛇毒组成因蛇种差异而差别

较大 ,同种蛇毒因为产地不同也有差异[14～19 ]。

搞清某种蛇毒中所含蛋白种类 ,建立其蛋白质

库 ,有助于推进蛇毒的理论和应用研究。

双向电泳和蛋白荧光染色技术与质谱结合

的蛋白质组学研究手段 ,使高通量分离蛇毒蛋

白质组成为现实。目前研究侧重于蛇毒比较蛋

白质组学[14～20 ]
,包括西部菱背响尾蛇 ( Crotalus

atrox) [14 ,19 ]、美洲矛头蝮 ( Bothrops jararaca) [14 ,19]、

加蓬咝喹 ( Bitis gabonica gabonica) [17 ]、眼镜蛇

( Naja naja atra ) [16 ] 和江浙蝮蛇 ( Agkistrodon

halys ) [16 ] 蛇 毒 的 研 究。蛇 岛 蝮 ( Gloydius

shedaoensis shedaoensis , GSS)为我国特有蝮蛇种

类 ,但蛇岛蝮蛇毒 ( GSS2SV)基础研究匮乏 ,仅有

关于磷脂酶 A2 和类凝血酶的报道
[21 ,22 ]。本研

究采用蛋白荧光染料结合 2D SDS2PAGE获得

了 GSS2SV的双向电泳图谱 ,Deep Purple凝胶后

染色的个别蛋白点经 HPLC2ESI2MSΠMS分析 ,完

成蛋白鉴定 ,为 GSS2SV高通量蛋白质组学研究

奠定了一定基础。

1　材料与方法

111　材料与试剂　GSS2SV干粉由辽宁蛇岛老

铁山自然保护区管理处提供 ; Cy5蛋白荧光标

记染料、2D2Quant 蛋白浓度试剂盒、Deep Purple

蛋白荧光染料、尿素、硫脲、固相 pH梯度 ( IPG)

缓冲液、溴酚蓝、IPG胶条 (24 cm ,3～10 NL ; 24

cm , 4～ 7) 、载体两性电解质、二硫苏糖醇

(DTT) 、溴酚蓝、碘乙酰胺 ( IAA) 、碳酸氢铵等购

于 GE Health Care公司 ; 十二烷基硫酸钠、甘氨

酸、芥子酸、甲酸 (99 %)购于 Sigma 公司 ; 测序

级胰蛋白酶购于 Promega公司 ; HPLC纯度水和

乙腈购自美国 Brodick Johnson公司 ; 其他试剂

为国产分析纯。

112　仪器 　IPG phor Ⅱ等电聚焦系统、Ettan

Dalt 6 电泳系统、Ettan
TM多维液相色谱系统、

Typhoon 9400 激光共聚焦扫描仪、DeCyder 615

图像分析软件、Ettan
TM自动切胶仪为 GE Health

Care产品 ; 纳升 C18柱 (75μm×15 cm)为美国

Dionex 公司产品 ; 电喷雾电离串联质谱仪、

TurboSequest Biowroks 蛋白鉴定软件为美国

Thermo Finnigan公司产品。
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113　双向凝胶电泳　

11311　蛋白荧光标记及样品制备 　采用最小

标记法 ,按文献方法[23 ,24 ]用 400 pmol 的 Cy5 标

记 50μg GSS2SV蛋白 ,然后将标记样品溶于新

配制的二甲基甲酰胺中 ,在室温 ,暗室中反应

30 min 后 ,加入 10 nmol 赖氨酸 ,冰浴避光 10

min终止反应。未标记的 GSS2SV 蛋白 450μg

与标记蛋白混合 ,再与等体积 2倍缓冲液混合

(2 %载体两性电解质、2 %DTT + 7 molΠL尿素 +

2 molΠL 硫脲 + 4 % 32[ 32(胆酰胺丙基)二甲氨

基 ]丙磺酸内盐 (CHAPS) + 2 % IPG缓冲液) ,然

后再与 IPG泡涨液 (20 mmolΠL DTT + 7 molΠL 尿
素 + 2 molΠL 硫脲 + 2 % CHAPS + 1 % IPG缓冲

液)混合 ,使各胶上样液总体积为 450μl。

11312　GSS2SV的双向凝胶电泳

1131211　第一向 pH梯度等电聚焦　电泳时温

度为 20℃,最大电流为 0105 mAΠgel。在 30 V水

化 12 h ; 300 V除盐 3 h ; 300～600 V线性升压

至1 350 V·h ; 600～1 000 V 线性升压至2 400

V·h ; 1 000～8 000 V 线性升压至13 500 V·h ;

在8 000 V 保持聚焦 ,待总电压时间累积至

56 000 V·h时结束等电聚焦。

1131212　第二向 SDS2PAGE电泳　取出胶条在

20 ml平衡液 A (6 molΠL 尿素 + 50 mmolΠL Tris2
HCl + 30 %甘油 + 2 %SDS + 1 %DTT ,pH 810)中

平衡 15 min ,再在 20 ml平衡液B (用 415 % IAA

替换A中 1 % DTT)中平衡 15 min。将胶条转入

1215 %分离胶面上段 ,进行 SDS2PAGE 分离。

起始设置恒定功率 012 WΠgel 分离 1 h ; 然后

014 WΠgel分离 1 h ; 最后以恒定功率 118 WΠgel

分离 15 h。

1131213　图像获取及分析　采用 Typhoon 9400

激光共聚焦扫描仪获取凝胶图像 ,Cy5 的激发

光和发射光波长分别为 633 nm和 670 nm ,图像

文件用 DeCyder 615 软件分析。凝胶后染色采

用Deep Purple染色剂 ,凝胶首先在 1 L 固定液

(715 %乙酸 + 10 %甲醇)固定过夜 ,接着用 750

ml漂洗液 (2194 g 碳酸氢钠 + 3118 g 碳酸钠 +

750 ml 水)震荡 30 min ,弃去液体 ,然后在 500 ml

Deep Purple溶液 [Deep Purple溶液∶三蒸水 = 1∶

200 (vΠv) ]中在室温、震荡和避光条件下染色 1

h ,最后倒掉染色液 ,并用 015 L 715 % (vΠv) 乙

酸在避光、震荡条件下洗胶两次后扫描成像。

114　蛋白质点胶内胰蛋白酶酶解 　蛋白凝胶

颗粒用 25 mmolΠL 碳酸氢铵、100 %乙腈分别洗

2次 ,每次 10 min ; 接着在 56℃用 10 mmolΠL
DTT温育 45 min ,然后用 55 mmolΠL IAA 室温、

黑暗处浸泡胶粒 45 min ; 重复用 25 mmolΠL 碳
酸氢铵、100 %乙腈分别洗胶粒 2次 ; 最后胶粒

在 37℃用胰蛋白酶孵育 16 h ,以 50 %乙腈和

011 %甲酸反复提取液体 2次[5 ,8 ,9 ,23 ,24 ]。收集酶

解肽段干燥浓缩 ,备质谱分析用。

115　蛋白质的 HPLC2ESI2MSΠMS鉴定　

11511　HPLC2ESI2MSΠMS条件 　HPLC 流动相

A :5 %乙腈 ,9419 %水 ,011 %甲酸 ; 流动相 B :

95 %乙腈 ,419 % 水 ,011 % 甲酸。梯度洗脱 :0

～40 min ,0～80 % B ; 40～45 min ,80 %～95 %

B ; 柱流速 200μlΠmin。

nESI2MSΠMS 条件 :正离子模式 , mΠz 范围

400～1 700。毛细管电压 :3915 V ,源温度 200℃,

碰撞气体为 He气 ,碰撞能量为 35 % ,锥孔电压

为 4150 kV ,喷雾流速为 200 nlΠmin。

11512　蛋白鉴定参数设置 　蛋白酶解后的肽

段混合物先经 C18柱分离 ,nESI2MSΠMS获得相

应肽段的一级质谱和二级质谱信息。蛋白鉴定

通过 TurboSequest Biowroks软件检索 NCBInr 数

据库完成。检索参数设定 : Xc 值单电荷时为

119 ,2个电荷时为 215 ,3个电荷为 310 ; 蛋白检

出可能性 (protein probability)小于 10 - 3。肽片段

质量误差为 ±116 u ; MSΠMS最大误差为 ±018

u。

2　结　果

211　蛇岛蝮蛇毒的双向电泳　

21111　pH 3～10的 GSS2SV双向电泳　GSS2SV

经 pH范围为 3～10 NL的 24 cm胶条等电聚焦

后 ,其 Cy5标记的 1215 %SDS2PAGE凝胶图像见

图 1。图 1A 是扫描后所得图像 ,图 1B 是经

DeCyder软件分析后的图像 ,每一个被不规则圆

圈标记点为软件分辨出的蛋白质胶点 ,分辨出

·27·　　　 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 44卷



1 270个点。其中大部分点分布在 pH 4～7范围

内 ,本研究同时得到了 GSS2SV在 pH 4～7间的

双向电泳图谱 ,分离效果更好。

图 1　GSS2SV的 2D SDS2PAGE( 1215 %)电泳图谱

Fig. 1　SDS2PAGE ( 1215 %) electrophoresis of crude GSS2SV

A.扫描图像 ; B. DeCyder软件处理图像。

A. Scanned gel image ; B. Gel image processed by DeCyder Software.
　

21112　pH 4～7的 GSS2SV双向电泳 　GSS2SV

经 pH 4～7的 24 cm胶条等电聚焦后 ,其 Cy5标

记的凝胶图像如图 2A所示 ,DeCyder软件可分

辨出的蛋白质点有1 001个。

21113　双向凝胶电泳的后染色　图 2B是 GSS2
SV在 pH 4～7 间双向凝胶电泳的 Deep Purple

后染色图谱 ,蛋白质点的分布模式与 Cy5 显色

获得的凝胶图像 (图 2B)一致 ,说明完全可以通

过前者获得的凝胶图像进行数据分析及蛋白胶

点的切取。图 2B中数字 1、2、3、4和 5为标记

蛋白 ,经自动切胶仪取点后进行质谱鉴定。

图 2　GSS2SV的 2D SDS2PAGE( 1215 %,pH 4～7)电泳及凝胶后染色图谱

Fig. 2　Gel image and gel image acquired by post2staining for 2D SDS2PAGE ( 1215 %,pH 4 - 7) of GSS2SV

A. Cy5显色图像 ; B. Deep Purple显色图像。

A. Cy5 represented gel image ; B. Deep Purple represented gel image.
　

212 　蛋白 HPLC2ESI2MSΠMS 鉴定 　从 2D

SDS2PAGE上切取 5 个蛋白质点 1、2、3、4 和 5

经胶内酶解后进行 HPLC2ESI2MSΠMS分析。质

谱数据经 Bioworks 软件搜索 NCBInr 数据库分

别鉴定为其他蛇毒来源的 L2氨基酸氧化酶、金
属蛋白酶、类凝血酶 ( salmobin) 、纤溶酶原激活
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物和磷脂酶 A2。表 1 给出了这 5 个蛋白质点

详细的鉴定结果 ,包括 :同源蛋白来源 (蛋白序

列号 ( GI # ) )及名称、匹配肽段的序列、肽段质

量数、肽段所带电荷数和肽段检出可能性。

图 3　蛋白质点 5的质谱鉴定结果

Fig. 3　Protein identification result for protein spot 5

匹配肽段在 A.中亚蝮和B.乌苏里蝮蛇毒磷脂酶 A2中的匹配 ; 最上边行中灰色标记部分是被分析蛋白与对比蛋白相匹配部

分 ,氨基酸序列中深色标记部分是上述匹配肽段的具体序列。

The distributions of matched peptides in the phospholipase A2 from A. Glyodius halys and B. Glyodius ussuriensis snake venoms. The parts marked

in grey are the matched peptides in the analyzed protein vs the matched homolog protein ; The amino acid residues highlighted in deep colour are

the amino acid sequences for the above matched peptides.
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　　以蛋白质点 5为例来说明质谱鉴定过程 ,

其被鉴定为磷脂酶 A2 ,与中亚蝮蛇毒及乌苏里

蝮蛇毒来源蛋白序列号 ( GI # )为 2460031 (图

3A)和 28948590 (图 3B)的磷脂酶 A2 有同源性。

经串联质谱鉴定得到的肽段有 DNLNTYNDKK,

MDVYSFSEENGDIVCGGDDPCKK和 MDVYSFSEE2

NGDIVCGGDDPCK,结果见表 1。图 3A和图 3B

给出了质谱鉴定肽段在磷脂酶 A2 (2460031)和

(28948590)序列中匹配情况 ,包括测得肽段的

质量数、在同源蛋白序列中的位置、所占匹配同

源蛋白的氨基酸覆盖率。

表 1　蛋白质点的鉴定结果

Table 1　Protein identification results for the selected protein spots

样品
Sample

鉴定的肽段及序列
Peptide and Sequence

质量数
Mass (MH + )

电荷数
Charges

检出几率
Probability

1 L2氨基酸氧化酶L2amino acid oxidase① 1103×10 - 10

VTVVYQTPAK 1 105163 2 7148×10 - 6

RFDEIVGGM # DK 1 282161 2 5138×10 - 5

HDDIFAYEK 1 137152 2 2134×10 - 6

SAGQLYEESLGK 1 281163 2 1111×10 - 5

NPLEEC 3 FR 1 064151 2 3104×10 - 3

IYFAGEHTAEAHGWIDSTIK 2 246109 3 1103×10 - 10

2 金属蛋白酶Metalloproteinase ② 3111×10 - 14

IPC 3 APEDVK 1 028154 2 4197×10 - 4

ESMSEC 3 DPAEHC 3 TGQSSEC 3 PADVFHK 2 995125 3 4146×10 - 4

ITVTPNVDDTLSSFAEWR 2 051101 2 3111×10 - 14

3 类凝血酶 Salmobin③ 5149×10 - 11

LLC 3 AGILEGGIDSC 3 HR. D 1 770192 2 9183×10 - 6

TFLC 3 GGTLINQEWVLTAAHC 3 DR 2 562128 3 5149×10 - 11

DSGGPLIC 3 NGQFQGIVSWGR 2 148106 2 1105×10 - 10

4 纤溶酶原激活物 Plasminogen activator④ 2101×10 - 13

DKDIMLIR 1 003156 2 4164×10 - 3

NFQM # LFGVHSK 1 323165 2 4108×10 - 4

SIIAGNTAVTC 3 PP 1 300169 2 4166×10 - 4

NFQMLFGVHSK 1 307166 2 8120×10 - 6

AAYPVLLAGSSTLC 3 AGTQQGGK 2 150112 2 2101×10 - 13

5 磷脂酶 A2Phospholipase A2
⑤ 1108×10 - 10

DNLNTYNDKK 1 224159 2 4171×10 - 3

M # DVYSFSEENGDIVC 3 GGDDPC 3 KK 2 638114 3 1184×10 - 9

M # DVYSFSEENGDIVC 3 GGDDPC 3 K 2 510104 2 1108×10 - 10

　　匹配蛋白 :①中亚蝮、江浙蝮蛇和短尾蝮蛇蛇毒L2氨基酸氧化酶 ; ②中亚蝮蛇毒金属蛋白酶 ; ③中亚蝮蛇毒类凝血酶 ; ④中

亚蝮蛇毒纤溶酶原激活物 ; ⑤中亚蝮及乌苏里蝮蛇毒磷脂酶 A2 ; 3 标记氨基酸 C被修饰 ,质量增加 57125 u ; #标记氨基酸M被

氧化 ,质量数增加 1610 u。

Matched proteins for ①L2amino acid oxidases from the snake venoms of Gloydius halys , Agkistrodon halys and A . blomhoffii ; for ②

metalloproteinases from the snake venom of G. halys ; for ③ salmobin from the snake venom of G. halys ; for ④plasminogen activator from the

snake venom of G. halys ; for ⑤phospholipase A2 from the snake venoms of G. halys and G. ussuriensis . 3 Cys residue is modified by IAA with

molecular mass increase of 57125 u ; # Met residue is oxidized with molecular increase of 1610 u.

3　讨　论

双向电泳与蛋白荧光标记和蛋白质凝胶后

荧光染色技术相结合的蛋白质组学技术 ,有效

克服了蛋白质点考马斯亮蓝与银染定量线性动

态范围窄、结果不可靠、人为因素大的缺点 ,大

大提高了实验结果的精确性和可靠性 ,已成功

应用于动植物与人类蛋白质组及其变化的研
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究[23～28 ]。

蛇毒蛋白被广泛作为基础理论研究的工具

酶 ,抗栓、抗菌消炎和抗微生物活性物质及抗肿

瘤和艾滋病药物[1～13 ,23 ]。但蛇毒组成因蛇种差

异而差别较大 ,同种蛇毒因产地不同也有差

异[14～19 ] ,它们的生物学活性差别悬殊 ,因此有

必要分析蛇毒中的蛋白质种类 ,建立其蛋白质

库。蛇岛蝮为我国特有的蝮蛇种类 ,但蛇毒的

基础及应用研究匮乏 ,仅有酸性磷脂酶 A2 和类

凝血酶的报道[21 ,22 ]。

本实验采用蛋白荧光标记 (Cy5)技术建立

了 GSS2SV的 2D SDS2PAGE图谱 ,DeCyer分析软

件分别从 pH范围 3～10 NL 和 4～7的胶条所

产生的凝胶图像上辨别出1 270个和1 001个蛋

白点 ,分子量范围在 10～150 ku之间 ,等电点在

4～7 间的蛋白点占 7818 %。Deep Purple 蛋白

荧光染料比银染线性动态范围高 3 个数量级 ,

且该染色方法不影响后续的蛋白质质谱鉴定 ,

本实验成功地将这一技术应用到蛇毒凝胶后染

色 ,获得的蛋白点分布模式与 Cy5 所得图像一

致 ,建立的方法可用于蛋白质组高通量研究。

选取的 5 个蛋白质点经 HPLC2ESI2MSΠMS

分析鉴定为其他蛇毒来源的 L2氨基酸氧化酶、
金属蛋白酶、类凝血酶、纤溶酶原激活物和磷脂

酶A2。HPLC2ESI2MSΠMS是目前最常用和最准

确的蛋白鉴定方法 ,蛋白经酶解产生的肽段经

HPLC分离 ,经碰撞诱导解离由 MSΠMS模式获

得碎片峰信息 ,获得肽段质量数的同时并完成

序列分析 ; 所得肽段序列经 Bioworks软件检索

NCBInr数据库 ,搜索同源蛋白肽段 ,完成蛋白

鉴定[5 ,8 ,9 ,23 ,24 ]。因此 ,HPLC2nESI2MSΠMS法可鉴

定样品是什么蛋白 ,在蛋白完整序列未知情况

下 ,可快速、准确、经济地获得蛋白信息 ,为深入

研究其结构功能提供可靠依据。

本研究建立的荧光标记 2D SDS2PAGE、凝

胶荧光后染色、HPLC2ESI2MSΠMS蛋白鉴定的蛋

白质组学研究方法简便、快速、准确 ,可用于蛇

毒蛋白质组的高通量研究。
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