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摘要: 作为后基因组时代重要的研究工具，蛋白组学技术的发展对水生态毒理学研究产生了巨大的促进作用。对近年来应用
于水生态毒理学研究中的蛋白组学技术的发展历程和应用现状进行了全面的阐述。从蛋白提取、蛋白分离和鉴定、蛋白定量
等方面对蛋白组学研究技术的发展进行了系统的介绍，重点介绍和比较了蛋白分离和鉴定技术中的基于胶的技术和非胶技

术。在简介蛋白组学技术发展的基础上，以蛋白的识别和定量，特定功能蛋白的研究，蛋白相互作用研究这 3 个蛋白组学的研
究方向为切入点，详细阐述了各类技术在水生态毒理学研究中的应用，如蛋白组学在阐明各种污染物对水生生物的毒性作用

机制方面的应用，以及在水体污染状况的监测和评价方面的应用等。最后，指出了目前蛋白组学研究的不足，并有针对性地
提出了水生态毒理学研究中蛋白组学的发展方向。
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Abstract: Proteomic technologies，the important tools in post-genome era，have greatly promoted the development
of aquatic toxicology． This review was dedicated to the recent development and application of proteomic technologies
in aquatic toxicology． The development of proteomic research methods were fully introduced in terms of protein ex-
traction，separation，identification and quantification，which especially focused on the introduction and comparison
of gel-based and gel-free proteomic techniques as the main two protein separation and identification methods． The
application of proteomic technologies in aquatic toxicology were summarized in details from the perspectives of iden-
tification and quantification of proteins，functional modifications of proteins，and protein-protein interactions，such
as studies on toxicological mechanism of water pollutants，and the monitoring and evaluation of water pollution． Fi-
nally，problems of present proteomic research were pointed out and suggestions were accordingly given for future
proteomic studies in aquatic toxicology．
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“蛋白质组( proteome) ”的概念由澳大利亚科学
家 Wilkins于 1994 年提出，可定义为 1 个基因组、1
种生物或者 1 种细胞( 或组织) 所表达的全部蛋白
质，而蛋白组学技术是后基因组时代重要的研究工

具［1］。由于蛋白质是生命体功能的执行者和体现
者，因此，蛋白质组研究可以很好地弥补基因组研究

中基因表达时空差异的缺陷，直接指向影响表型的

蛋白质。近年来，基因组学( genomics) 、蛋白组学
( proteomics) 和代谢组学( metabolomics) 共同组成的
组学技术( omics technology) 极大地促进了生物学和
医学的发展，并且已在水生态毒理学中得到了广泛

应用。基于组学技术的发展，水生态毒理学研究也
逐渐从个体、组织等水平上的研究，发展到了对分子
机制的研究。蛋白组学技术的建立和应用，为新生
物标记物 ( biomarker ) 的发现［2］，生态毒理学研
究［3］、生态风险评价［4］、生物监测和生物修复效果
评价［5］等提供了有力的工具。目前蛋白组学在水
生态毒理学研究中的应用相对于生物学、医学等领
域尚处于起步阶段，随着近年来组学技术的发展，蛋

白组学在水生态毒理学中的应用日益广泛，特别是

在针对水生无脊椎动物和水生脊椎动物研究中的应

用显著增加［6］。本文全面阐述了蛋白组学技术在
水生态毒理学研究中的研究方法和应用现状，并展

望了蛋白组学技术在水生态毒理学中的发展方向。

1 蛋白组学研究技术的发展
目前，蛋白组学在水生态毒理学中的研究策略

和方法通常分为蛋白提取、蛋白分离和分析及质谱
鉴定。
1． 1 蛋白提取
蛋白提取是蛋白组学技术操作中的第 1 个环

节，蛋白提取的效果直接影响蛋白组学实验的成败，

因此在蛋白组学提出和发展的过程中，学者们在蛋

白提取的优化尤其是植物蛋白的提取方面做了大量

的工作［7-8］。相对于植物细胞来说，动物细胞没有
细胞壁和植物色素等因素的干扰，更容易提取。根
据研究目的的不同，蛋白提取可分为整个生物体、特
定组织、细胞或者亚细胞。目前，对于胚胎和幼体主
要采用整体蛋白提取，对于水生脊椎动物大多是肝

脏组织的蛋白提取，对水生无脊椎动物主要集中在

鳃和消化腺的蛋白提取，而在细胞和亚细胞水平上

的蛋白提取的研究工作相对较少。目前对于水生动

物组织总蛋白的提取主要有 2 种方法，第 1 种采取
研磨破碎后用裂解液溶解的方法，提取过程中的杂

质通过离心或者 TCA( 三氯乙酸) /丙酮法去除，其
优点是简单方便，缺点是提取后的蛋白样品相对复

杂，有可能会影响分离的效果; 第 2 种是采用分步提
取法富集某类蛋白，优点是提取后的蛋白样品相对

简单，容易分离和富集，缺点是操作相对复杂。基于
对研究结果的稳定性和可靠性的考虑，目前大部分

研究均采用了分步提取法。例如 Apraiz 等［9］和
Amelina等［10］用分步提取法完成了贻贝( Mytilus
edulis) 消化腺的蛋白提取，利用所获得的特征蛋白
表征了水体污染。分步提取法可以大大降低蛋白组
分析的复杂性，并且具有明确的针对性，可以更有效

地发现生物标记物和评价不同种类的毒性。
1． 2 蛋白分离与鉴定
蛋白组学中蛋白分离鉴定技术主要包括: 基于

胶( gel-based) 的技术和非胶( gel-free) 技术。
1． 2． 1 基于胶的技术
基于胶的蛋白组学技术主要是双向电泳( two

dimensional electrophoresis，2-DE) 分离和质谱鉴定，
操作步骤包括蛋白样品的制备、蛋白分离、蛋白染
色、图像分析和质谱鉴定。双向电泳是 1975 年由
O’Farrell［11］提出的，其原理是将蛋白质在第一向等
电聚焦中按照等电点不同进行分离，在第二向聚丙

烯酰胺凝胶电泳中按照分子量的不同进行二次分

离。目前常用的等电聚焦技术是固相 pH 梯度( im-
mobilized pH gradient，IPG) 聚焦，其优点为固定的
pH梯度更稳定，可显著提高等电聚焦分离的分辨
率［12］。双向电泳能用于蛋白组学的研究主要依赖
于质谱技术的发展，20 世纪 90 年代中期质谱技术
的引入使蛋白鉴定产生了质的飞跃，蛋白质的检测

由传统的 Edmen 降解法转向了根据肽质量指纹
( peptide mass fingerprint) 和肽序列分析推断蛋白质
的高通量的质谱检测技术［13］。电喷雾电离( electros-
pray ionization，ESI) 技术和基质辅助激光解离( ma-
trix assisted laser desorption / ionization，MALDI) 技术
的出现促使质谱应用于蛋白组学的研究并得以迅速

发展［14］。目前，在水生态毒理研究中应用最为广泛
的是 MALDI-TOF 和 MALDI-TOF-TOF。飞行时间质
谱( time-of-flight，TOF) 是根据离子在真空管中的飞
行时间来推导质荷比( m/z) ，常与 MALDI 构成 MAL-
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DI-TOF平台［15］，广泛用于 2-DE 的蛋白斑点鉴定的
中下游。IPGs、2-DE 和质谱共同组成了当前基于胶
的蛋白组学的主流技术［16］。双向电泳具有成熟完善
的理论基础，对于全蛋白质分析有很高的分辨

率［13］，是水生态毒理研究中应用最为广泛的蛋白组

学分离技术。随着蛋白染色技术［17］、质谱技术［15］

以及生物信息学技术［18-20］的发展，双向电泳技术也

得到了长足的发展。尽管如此，双向电泳技术仍然
存在以下缺点: ( 1) 难以得到低丰度蛋白、疏水性蛋
白( 如膜蛋白) 和一些极端蛋白; ( 2) 容易产生蛋白
的共迁移现象; ( 3 ) 自动化程度低，耗时耗力，效率
较低，重复性差［21］。
差异凝胶电泳( differential in gel electrophoresis，

DIGE) 是在 2-DE基础上发展出的一种较新的基于胶
的蛋白分离和定量方法［22］，DIGE 使用 Cy2、Cy3 和
Cy5荧光染料标记蛋白质，优点在于可实现多个样品
在 1张胶上的同时分离，差异蛋白更加直观，重复性
高，工作量少，分辨率更高。2-DE 传统的染色方法，
如考马斯亮蓝染色和银染，其最低检测限分别为 1
ng［23］和 0． 5 ng［24］，而使用荧光染料染色的 DIGE 法
的最低检测限可达 0． 015 ng［25］，显著提高了蛋白点
的检测范围。同时，DIGE引入了内标的概念，每个蛋
白点都有各自的内标，根据荧光强度进行蛋白点与其

内标之间的校准，极大地提高了结果的准确性、可靠
性和重复性。迄今，DIGE已广泛用于模式生物、组织
蛋白组、亚细胞蛋白组和体液的蛋白质组研究［26］。
1． 2． 2 非胶技术
目前非胶技术的主流是多维色谱-质谱( LCn-

MS) 技术，该技术包括多维色谱分离和质谱鉴定。
所有一维色谱( 反相色谱、离子交换色谱、分子排阻
色谱和亲和色谱等) 都可以用于 LCn-MS。LCn-MS
技术可以增加峰容量和动态范围，从而能够对复杂

蛋白样品进行分析和定量，比一维色谱-质谱的分离
能力更强［27］。二维色谱通常由第一向色谱 X( X 代
表某一维色谱) 和其正交色谱构成，第二维多是反

相色谱，以便于与后续质谱兼容。LC2-MS 技术中使
用最广泛的是强阳离子交换色谱( strong-cation-ex-
change chromatography，SCX) 和反相色谱( reverse-
phase liquid chromatography，RPLC ) 构成的二维色
谱与串联质谱的组合。Link 等［28］对传统的 SCX /
RPLC进行了改进，首次利用这种技术分析复杂的
蛋白样品，证明了二维色谱-质谱技术在分离蛋白样
品上的优势。Yates 研究小组［29-30］在 SCX /RPLC /

MS /MS技术的基础上，建立了多维蛋白鉴定技术
( multidimensional protein identification technology，
MudPIT) 用乙酸铵代替氯化钾和磷酸钾，在样品进入
MS /MS时免去了脱盐的步骤，使得分离效果大大改
善，且能够分离 2-DE难以检测的低丰度蛋白，与该法
形成互补。经过对色谱条件的不断优化，对不同分离
手段联用的探索以及质谱技术的不断发展，MudPIT
不仅可进行生物样品的全蛋白分析，而且可应用于蛋

白定位、蛋白的相互作用、蛋白的翻译后修饰以及蛋
白定量［31］。基于二维色谱难以有效分离的低丰度蛋
白，为进一步增加峰容量，发展了高维色谱( LCn-MS，
n ＞2) 。早在 1995 年 Moore 和 Jorgenson［32］对三维色
谱进行了描述，他们使用分子排阻色谱 /反相色谱 /毛
细管区带电泳( SEC /RPLC /CZE) 组成的系统分离卵
清蛋白，并且对系统的峰容量进行了估算，认为 3 维
系统远比 2维系统的峰容量高。近年来，高维色谱在
医学领域的应用逐渐增加，尤其是在血浆中癌症生物

标志物的研究中发挥了巨大的推动作用，高维色谱可

以有效地检测复杂血清蛋白样品中的低丰度蛋白( ＜
100 ng·mL-1 ) ，因此，可以实现对血液中特异的癌症

蛋白标志物的分析［33-34］。虽然高维色谱可以大幅增
加峰容量，检测浓度很低的蛋白，但同时也会引起分

析过程中样品稀释和温度控制的问题［31］。
1． 3 蛋白定量
目前基于非胶技术的蛋白定量技术主要包括 2

大类: 稳定同位素标签( stable isotope labeling) 法和
非标签( label-free) 法。
1． 3． 1 稳定同位素标签法
常用的稳定同位素标签法有同位素编码亲和标

签法( isotope coded affinity tag，ICAT) 、细胞培养同
位素标记法( stable isotope labeling with amino acids
in cell culture，SILAC) 和同位素标签相对绝对定量
技术( isotope tags for relative and absolute quantita-
tion，iTRAQ) 。ICAT 是最早发展起来的定量蛋白
组学技术，它的原理是利用与半胱氨酸发生特异性反

应的化学试剂标记蛋白质侧链，不同样品分别由“轻”
标签和“重”标签标记，经蛋白酶解后混合，由多维色
谱进行分离，并进行标签富集和 MS /MS鉴定，对于不
同样品，肽段混合后性质相同，因此有差异的是同位

素标记后的肽段的质量，据此可进行蛋白的定量［35］。
ICAT产生后，蛋白定量技术的研发大量开展，人们对
以半胱氨酸为靶向的 ICAT 技术不断地进行改进，并
且发展了针对其他位点的亲和标签技术，如对赖氨酸



第 1 期 梁雪芳等: 蛋白组学技术的发展及在水生态毒理学中的应用 13

残基、丝氨酸和苏氨酸残基特异性标记的标签法［36］。
SILAC是对 ICAT技术的改进，其原理是在进行体外
细胞培养时，用稳定同位素标记氨基酸，与 ICAT不同
的是它不进行肽段富集步骤，样品的复杂性不减少，

而且几乎所有的肽段被标记，被鉴定蛋白的氨基酸

序列覆盖范围增加。ICAT 和 SILAC 技术都是利用
标记后肽段质量的差异进行蛋白的相对定量，但是

这 2 类方法中的标签试剂只有 2 种，无法对很多复
杂的状态进行比较，如几种不同实验条件下的结果

比较，以及与时间相关的实验结果的比较等。此外，
这些方法增加了 MS 的复杂性，而且对于以半胱氨
酸为靶向的 ICAT 技术来说，标签富集阶段很多与
翻译后修饰相关的肽段都会丢失，因此限制了对蛋

白翻译后修饰的分析。为了克服以上方法的不足，
Ross等［37］发展了 iTRAQ 技术，该技术是用含有 4
种不同同位素组合( 即报告基团，m/z 分别为 114、
115、116 和 117) 的同重试剂，特异性标记氨基和赖
氨酸侧链，标记后产生质量相同的肽段，经液相色谱

不被分离，而经碰撞诱导解离( collision induced dis-
sociation，CID) 后释放出不同的报告基团，由质谱进
行鉴定和相对 /绝对定量。Wu 等［38］对 DIGE、ICAT
和 iTRAQ等技术进行了比较，指出 iTRAQ灵敏度最
高，可见 iTRAQ 技术优势明显。目前，iTRAQ 的同
重试剂组合已增加到 8 种元素［39］，并且建立了方法
的质量控制体系［40］。
1． 3． 2 非标签法
非标签法是利用蛋白丰度与峰面积或 MS /MS

质谱数的相关性来定量的一种方法，不需要昂贵的

同位素试剂和专业的分析软件，而且不受标签试剂

的限制，克服了标签法中一次实验只能分析少数几

个样品的缺点，同时克服了 1 种标签法并没有普适
性的限制。已有大量实验表明，非标签法定量的准
确性比基于胶的定量方法更高，而且它的动态范围

高于标签法，具有良好的发展前景［41］。

2 蛋白组学在水生态毒理研究中的应用

随着蛋白组学的发展，蛋白组学技术已应用于

水生态毒理学的研究中。研究多以贻贝等无脊椎动
物和鱼类为主体( 表 1 ) ，从蛋白组学角度研究水体
污染物在生物体内的毒性作用机制。在样品获得方
式上，主要是实验室暴露实验，野外采样较为有限;

从蛋白组学技术的研究方向上，主要是差异蛋白的

分析鉴定、蛋白定量和功能研究。

2． 1 蛋白组学技术在水生态毒理学中的研究方向
蛋白组学技术在水生态毒理学中的应用主要包

括: 蛋白的识别和定量、特定功能蛋白的研究和蛋白
相互作用研究［81］。
蛋白的识别和定量是目前蛋白组学技术在水生

态毒理学研究中应用最多的内容，主要是对水生生

物体、组织、细胞和亚细胞中全蛋白的分离、鉴定和
分析，从而建立 1 个蛋白组图谱( protein profile) 或
差异蛋白组集合，以表征水体污染状况或根据水体

污染物对生物体的影响而评价污染物的毒性。Lu-
citt等［82］利用 2D LC-ESI-MS /MS 和 DIGE-MALDI-
TOF /TOF 2 种技术分离鉴定了斑马鱼受精后 72 h
和 120 h 的全蛋白，分别分离鉴定蛋白共 1 457 ( 72
hpf) 和1 184( 120 hpf) 个，建立了斑马鱼胚胎发育的
蛋白表达图谱，同时比较 2 个时间点的差异蛋白发
现了与生长发育过程中蛋白合成相关的蛋白，发现

参与能量代谢的蛋白和翻译相关蛋白在 72 hpf阶段
的表达量远高于 120 hpf阶段，该研究可以为水生态
毒理中环境污染物对斑马鱼胚胎的毒性研究提供有

力的数据支持。Li 等［79］研究了斑马鱼胚胎暴露于
0． 5 mg·L-1 MC-LR( 微囊藻毒素) 时蛋白表达差异，
发现 75 个蛋白差异显著，并鉴定了其中 40 个差异
蛋白，这些蛋白主要与氧化应激、能量代谢和细胞骨
架等相关。
特定功能蛋白的研究，主要是对蛋白的翻译后

修饰进行研究。在水生态毒理研究中，一些学者对
蛋白的羰基化 ( carbonylation ) ［83-85］、谷胱甘肽化
( glutathionylation) ［84］、泛素化( ubiquitination) ［85］和
磷酸化( phosphorylation) ［50-51，69］等现象进行了对应
蛋白的分离与分析。Mezhoud 等［50-51］利用 2-DE-
ESI /MALDI-TOF技术研究了 MC-LR 对靑鳉肝脏蛋
白的磷酸化作用，发现若干与细胞骨架、信号转导和
细胞凋亡等相关的蛋白在 MC-LR 暴露下显著上调
或下调。
蛋白相互作用研究是对蛋白组中在功能上具有

相互作用的蛋白进行分离、鉴定和分析。常用的方
法主要有免疫共沉淀、酵母双杂交和荧光能量共振
转移等，近年来又发展了 Vera标签法和邻近接合反
应等新的蛋白相互作用的研究方法［86］。这些方法
为了解和阐明水生生物暴露于环境污染物时机体内

变化和适应机制提供了丰富的技术方法和手段，水

生态毒理中常用 western blot 免疫印迹法验证蛋白
组学研究中鉴定的蛋白。
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表 1 蛋白组学在水生态毒理研究中的应用

Table 1 Application of proteomic technologies in aquatic toxicology research

受试生物组织 暴露污染物a 方 法 结 果b 文 献c

蛤( Chamaelea gallina)

整体

多氯联苯、铜、

三丁基锡、砷

2-DE-MALDI-TOF MS;

2-DE-ESI MS /MS

↑ 原肌球蛋白( tropomyosin)

↑ 肌球蛋白轻链( light chain of myosin)

↑↓ 肌动蛋白( actin)

［42］

贻贝( Mytilus edulis)

鳃

原油、原油和

烷基酚的混合物、

多环芳烃混合物

2-DE-MALDI-TOF MS;

2-DE-LC /MS /MS

↓ 肌动蛋白( actin)

↓ 果糖磷酸氢盐醛缩酶( fructose-bisphosphate aldolase)

↓ 苹果酸脱氢酶( malate dehydrogenase)

↑ 重金属结合蛋白( heavy metal binding protein)

［43］

贻贝( Mytilus edulis)

消化腺细胞过氧

化物酶体蛋白

DAP、PBDE-47、BPA
DIGE-MALDI-TOF MS;

DIGE-ESI-MS /MS

↓ 羟基酸氧化酶 1( hydroxyacid oxidase 1)

↓ 微管蛋白( tubulin)

↓ 乙醇脱氢酶( alcohol dehydrogenase)

↑ 过氧化氢酶( catalase)

［9］

摇蚊( Chironomus ripari-

us)

幼虫

镉 2-DE-MALDI-TOF MS
↓ S腺苷甲硫氨酸( S-adenosylmethionine decarboxylase)

↑ 转氨酶( aminotransferase)

→ O-甲基转移酶( O-methyltransferase)

［44］

中华绒螯蟹( Eriocheir

sinensis) 鳃
镉 2-DE-nESI-Q-TOF MS /MS

↑↓ 谷胱甘肽 S转移酶( glutathione S-transferase)

↓ 微管蛋白 α( α-tubulin)

↓ 钙结合蛋白 23( calcium-binding protein 23)

↑ 蛋白质二硫键异构酶( protein disulfide isomerase)

［45］

褐 牙 鲆 ( Paralichthys

olivaceus) 脑
镉 2-DE-MALDI-TOF MS

↑ 肌酸激酶( creatine kinase)

↑ 转录调节因子( transcriptional regulator)

↓ 脱氢酶( dehydrogenase)

↓ 转铁蛋白( transferring)

［46］

斑马鱼( Danio rerio)

肝
TBBPA DIGE-MALDI-TOF MS /MS

↑ 热休克蛋白 70 家族成员 HSPA5 ( heat shock protein 70

kDa protein 5)

↑ 伴侣蛋白 GP96( chaperone protein GP96)

↓ 肌动蛋白 β( β -actin)

↓ 甜菜碱同型半胱氨酸甲基转移酶( betaine homocysteine

methyltransferase)

［47］

非 洲 爪 蟾 ( Xenopus

laevis) 蝌蚪

多氯联苯

Aroclor 1254
DIGE-LC-ESI-MS /MS

↑ 醛脱氢酶 7A1( aldehyde dehydrogenase 7A1)

↑ 脯氨酸 4 羟化酶 β( prolyl 4-hydroxylase β)

↓ 肌动蛋白 α1( actin α1)

↓ 原肌球蛋白 1α链( tropomyosin-1α chain)

［48］

斑马鱼( Danio rerio) 肝
溴阻燃剂

混合物( BFRs)
2-DE-MALDI-TOF MS

↑ 过氧化还原酶( peroxiredoxin 6) ( ♂)

↑ α烯醇酶 ( alpha-enolase 1) ( ♀)

↓ 转酮醇酶( transketolase) ( ♀)

↓ 铁离子调节蛋白 1( iron regulatory protein 1) ( ♀)

［49］

靑鳉( Oryzias latipes)

肝
MC-LR 2-DE-ESI-qTOF

↑ 甲基转移酶( methyltransferase)

↑ 四跨膜蛋白( transmembrane 4)

↑ 载脂蛋白 A1( apolipoprotein A1)

↑ 铁蛋白( ferritin)

［50］

靑鳉( Oryzias latipes)

肝
MC-LR

2-DE-MALDI-TOF /

ESI-qTOF

↑ 酸性核糖体磷蛋白 PO( acidic ribosomal phosphoprotein PO)

↑ 苯丙氨酸羟化酶( phenylalanine hydroxylase)

↑ 烯醇酶( enolase)

［51］
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续表 1

受试生物组织 暴露污染物a 方 法 结 果b 文 献c

稀有鮈鲫( Gobiocypris

rarus) 肝
PFOA 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↑ 脂肪酸结合蛋白( fatty acid binding protein) ( ♂)

↑ 过氧化还原酶( peroxiredoxin) ( ♂)

↑ 蛋氨酸亚砜还原酶 B( methionine sulfoxide reductase B) (♀)

↓ 谷胱甘肽过氧化物酶 1( glutathione peroxidase 1) ( ♂)

↓ ATP合酶( ATP synthase) ( ♂)

↓ 钙调素( regucalcin) ( ♀)

↓ 苯丙氨酸羟化酶( phenylalanine hydroxylase) (♀)

［52］

鲶鱼( Ictalurus puncta-

tus) 肾脏

爱德华氏菌

( E． ictaluri)
2-DE-MALDI-TOF MS /MS

→热休克蛋白90-β( heat shock protein 90-beta) ( 暴露2 h后)

→ 类果糖二磷酸酶( fructose-1，6-bisphosphatase1-like pro-

tein) ( 暴露 2 h后)

→ 3-磷酸甘油醛( glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

( 暴露 6 h后)

→ ATP合酶 β亚基( ATP synthase beta subunit) ( 暴露6 h后)

［53］

蛤 ( Ruditapes decus-

sates)

鳃( G) 、消化腺( D)
镉 2-DE-LC /ESI /MS /MS

↑ 肌动蛋白( actin) ( G)

↑ GDP解离抑制蛋白( Rab GDP dissociation inhibitor alpha) ( G)

↓ 闭壳肌肌动蛋白( actin adductor muscle) ( D)

［54］

黑头呆鱼 ( Pimephales

promelas) 肝

群勃龙

( 17β-trenbolone) 、

氟他胺( flutamide)

2D-LC-MS /MS( iTRAQ)

↑ 二磷酸果糖酶( aldolase b，fructose-bisphosphate)

↑ 血红蛋白 α链( hemoglobin alpha chain)

↓ 甜菜碱同型半胱氨酸甲基转移酶( betaine homocysteine

methyltransferase)

↓ 磷酸丙糖异构酶 1b( triosephosphate isomerase 1b)

［55］

白鲸( Huso huso)

脑
甲基汞 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↑ 热休克蛋白 70-2( stress protein HSP70-2)

↑ 角蛋白 8( keratin 8)

↓ 牛科动物晶体结构蛋白 A链( chain A，crystal structure of

bovine brain)

［56］

斑马鱼( Danio rerio)

肝细胞

HBCD( H) 、

TBBPA( T)
2-DE-MALDI-TOF /LC-FT-ICR

↑ 醛脱氢酶 2b( aldehyde dehydrogenase 2b) ( H)

↓ 真核生物翻译延长因子 2 ( eucaryotic translation elongation

factor 2) ( H)

↑ 转酮醇酶( transketolase) ( T)

↓ 热休克蛋白 70 家族成员 HSPA8( HSP 70 protein 8) ( T)

↑ 转醛醇酶( transaldolase 1) ( H + T)

↓热休克蛋白70家族成员HSP 70 9B(HSP 70 9B protein) (H+T)

［57］

褐 牙 鲆 ( Paralichthys

olivaceus) 鳃
镉 2-DE-MALDI-TOF-MS

↑ 磺基转移酶家族( sulfotransferase family)

↓ ATP结合盒转运蛋白( ABC transporter ATP-binding protein)

↓ 角蛋白 10( keratin 10)

［58］

河 豚 ( Takifugu ru-

bripes)

心肌

氟化钠 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS
↑ 端粒酶逆转录酶( telomerase reverse transcriptase)

↑ 染色体结构维持相关蛋白 4( SMC4，protein)

↑ 丝裂原活化蛋白激酶10( mitogen-activated protein kinase 10)

［59］

靑鳉( Oryzias latipes)

肝脏
MC-LR 2-DE-LC-MS /MS

↑ 蛋白质二硫键异构酶 A4( protein disulfide isomerase A4)

↑ 热休克蛋白 70 家族成员 HSPA5 ( heat shock protein 70

kDa protein 5)

↓ ATP合酶线粒体d亚基( ATP synthase mitochondrial d subunit)

［60］

大嘴鲈鱼( Micropterus

salmoides) 肝

氯化镉、菲、

毒杀芬( toxaphene) 、

ATZ、PCB 126

2-DE-MALDI-

TOF /TOF-MS

↓ 蛋白激酶 C受体( receptor of activated protein kinase C)

↓ 球蛋白轻链( myosin light chain alkali)

↑ 磷酸甘油酸激酶( phosphoglycerate kinase)

↓ 醛缩酶 B( fructose bisphosphate aldolase B)

［61］
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续表 1

受试生物组织 暴露污染物a 方 法 结 果b 文 献c

斑马鱼( Danio rerio)

胚胎
PFOS

2-DE-MALDI-

TOF /TOF-MS

↑ 过氧化还原酶 2( peroxiredoxin 2)

↑ 视黄醇结合蛋白 4( retinol binding protein 4)

↓ 核苷二磷酸激酶 Z2( NDPK-Z2)

↓ 晶状体蛋白 gamma MX( crystallin，gamma MX)

［62］

斑马鱼( Danio rerio)

肝
MC-LR 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↑ 膜联蛋白 4( annexin 4)

↑ 超氧化物歧化酶( superoxide dismutase)

↓ 丙酮酸激酶( pyruvate kinase)

↓ 2-羟烷基辅酶 A裂合酶 1( 2-hydroxyacyl-CoA lyase 1)

［63］

大西洋鳕 鱼 ( Gadus

morhua) 脑
甲基汞 2-DE-MALDI-TOF MS /MS

↑ 吡哆醛激酶( pyridoxal kinase)

↑ G 蛋白( G protein)

↑ 蛋白磷酸酶 1( protein phosphatase 1)

［64］

褐藻 ( Scytosiphon gra-

cilis)
铜 2-DE-LC /MS /MS

↑ 过氧化还原酶( chloroplast peroxiredoxin)

↑ 磷酸甘露糖酶( cytosolic phosphomannomutase)

↑ 3-磷酸甘油醛脱氢酶( cytosolic glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase)

［65］

稀有鮈鲫( Gobiocypris

rarus) 肝
PCP 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↓ 线粒体 ATP合酶( mitochondrial ATP synthase)

↑ 果糖二磷酸酶( fructose-1，6-bisphosphatase)

↓↑ 谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione peroxidase)

↓↑ 脂肪酸结合蛋白( liver-basic fatty acid binding protein)

［66］

河 豚 ( Takifugu ru-

bripes)

肝

氟化钠 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS
↑蛋白质二硫键异构酶 ER-60( protein disulfide isomerase ER-

60) ↓ 细胞周期蛋白 D1( cyclin D1)
［67］

黑头呆鱼 ( Pimephales

promelas) 端脑
EE2 2D-LC-MS /MS( iTRAQ)

↓ ATP合酶( ATP synthase)

↓ 乳酸脱氢酶 B4 ( lactate dehydrogenase B4)

↑ 微管体缔合蛋白( microtubule-associated protein tau)

↑ 星形细胞磷蛋白( astrocytic phosphoprotein)

［68］

苔藓虫( Bugula neriti-

na)

幼虫

丁烯酸内酯 2-DE-MALDI-TOF-MS
↑ 线粒体肽酶( mitochondrial peptidase)

↑ 热休克蛋白 70( HSP70)

↓ 网钙蛋白( reticulocalbin)

［69］

中 吻 鲟 ( Acipenser

medirostris，GS ) 和高

首 鲟 ( Acipenser

transmontanus，WS ) 幼

鱼

硒
2-DE-MALDI-

TOF /TOF-MS

↑ 含缬酪肽蛋白( valosin containing protein) ( GS)

↑ 肌酸激酶( creatine kinase) ( GS)

↑ 40S 核糖体蛋白( 40S ribosomal protein Sa) ( WS)

↑↓ 蛋白质二硫键异构酶( protein disulfide isomerase) ( WS)

［70］

金头鲷( Sparus aurata)

肝

伊佛霉素

( ivermectin)
DIGE-MALDI /LC-MS /MS

↓ 载脂蛋白 A1( apolipoprotein A-I)

↓β球蛋白( beta-globin)

↓ ATP合酶 β亚基( ATP synthase subunit beta)

［71］

鲍鱼 ( Haliotis diversi-

color supertexta ) 肝、胰

腺

DAP、BPA 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↑β微管蛋白( β-tubulin)

↑ 热休克蛋白 70( HSP 70)

↑ 硫氧还蛋白过氧化物酶( thioredoxin peroxidase)

↓ 醛脱氢酶( aldehyde dehydrogenase)

［72］

黄鳍鲷( Sparus latus)

肝
MP 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↑ 过氧化还原酶 2( peroxiredoxin 2)

↑ 二硫键异构酶 A3 前体( disulfide-isomerase A3 precursor)

↑ 细胞质肌动蛋白 1( actin cytoplasmic 1)

↓ 苯丙氨酸羟化酶( phenylalanine hydroxylase)

［73］

杜父鱼( Cottus gobio)

肝、鳃
镉 DIGE-LC-MS /MS

↑ 葡萄糖磷酸变位酶 1( phosphoglucomutase 1)

↑ 组织蛋白酶 B( cathepsin B)

↓ 6-磷酸葡糖酸脱氢酶( 6-phosphogluconate dehydrogenase，

decarboxylating)

↓ 磷酸甘油酸激酶( phosphoglycerate kinase)

［74］
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续表 1

受试生物组织 暴露污染物a 方 法 结 果b 文 献c

扇贝( Patinopecten yes-

soensis) 肾
镉 2-DE-MALDI-TOF MS /MS

↑ 莽草酸激酶( shikimate kinase)

↑ 转录调节因子( transcriptional regulators)

↓ DNA指导的 RNA 聚合酶 α 链( DNA-directed RNA poly-

merase alpha chain)

［75］

片脚类 ( Hyalella az-

teca)

整体

ATZ、DEA 2-DE-MALDI-TOF MS /MS

↑ 3-磷酸甘油醛脱氢酶( glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-

genase) ( ♂)

↑ 血蓝蛋白亚基 1( hemocyanin subunit 1) ( ♂)

↓ 乙醇脱氢酶 VI ( alcohol dehydrogenase class VI) ( ♀)

↓ 肌酸激酶同工酶 b( creatine kinase isoform b) ( ♀)

［76］

靑鳉( Oryzias latipes)

肝、脑
汞 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↑ 核纤层蛋白 B( lamin type B)

↑蛋白酶体 α1 亚基( proteasome alpha 1，subunit)

↓丙酮酸脱氢酶 E1 组分 α1 亚基( pyruvate dehydrogenase E1

component subunit alpha，somatic form，mitochondrial)

［77］

靑鳉( Oryzias latipes)

肝
MC-LR iTRAQ

↑ 乙酰辅酶 A结合蛋白( Acyl-CoA binding protein)

↑球蛋白 α成体( globin α adult)

↓延胡索酰乙酰乙酸水解酶( FAH)

［78］

斑马鱼( Danio rerio)

胚胎
MC-LR 2-DE-MALDI-TOF /TOF-MS

↑ 热休克蛋白70家族成员HSPA9( heat shock 70 kDa protein 9)

↑ 蛋白磷酸酶 2a，催化亚基 α( protein phosphatase 2a，cata-

lytic subunit，α)

↓α微管蛋白( α-tubulin)

［78］

双壳类( Mytilus gallo-

provincialis， M ) 和
( Corbicula fluminea，

C)

鳃( G) 、消化腺( D)

柱孢藻( Cylindro

spermopsis racibor

skii) 毒素

2-DE-MALDI-TOF MS /MS

↓ 肌动蛋白( actin) ( C，G)

↑ ATP合酶 β亚基( ATP synthase subunit beta) ( C，D)

↓微管蛋白 α链( tubulin alpha chain) ( M，G)

↑β肌动蛋白( β-actin) ( M，D)

［80］

a 缩写释义: ATZ，atrazine，阿特拉津; BPA，bisphenol-A，双酚 A; DAP，diallyl phthalate，邻苯二甲酸二烯丙酯; DEA，desethylatrazine，去乙

基阿特拉津; E2，17β-estradiol，17β雌二醇; EE2，17α-ethinylestradiol，17α 乙炔雌二醇; HBCD，hexabromocyclododecane，六溴环十二烷;

MC-LR，MC-leucine-arginine，微囊藻毒素-亮氨酸-精氨酸; MP，methyl parathion，甲基对硫磷; PBDE-47，polybrominated diphenyl ethers-47，

多溴联苯醚 47; PCB 126，polychlorinated biphenyl-126，多氯联苯; PCP，pentachlorophenol，五氯苯酚; PFOA，perfluorooctanoic acid，全氟辛

酸; PFOS，perfluorooctane sulfonate，全氟辛基磺酸; TBBPA，tetrabromobisphenol-A，四溴双酚 A。

b 仅列出部分具有显著差异的蛋白，↑表示与空白相比蛋白上调，↓表示与空白相比蛋白下调，↓↑表示与空白相比不同的暴露条件

下蛋白上调或下调，→表示暴露后新出现的蛋白。

缩写释义: ABC，ATP-binding cassette，ATP结合盒; ATP，adenosine triphosphate，三磷酸腺苷; FAH，fumarylacetoacetate hydrolase，延胡索

酰乙酰乙酸水解酶; GDP，guanosine diphosphate，二磷酸鸟苷; HSP，heat shock protein，热休克蛋白; NDPK，nucleoside diphosphate kinase，

核苷二磷酸激酶; SMC-4，structural maintenance of chromosomes protein 4，染色体结构维持相关蛋白 4。

c 按照发表时间顺序排列。

2． 2 毒性作用机制研究与水体污染评价
在水生态毒理中，蛋白组研究主要应用于毒性

作用机制研究。在研究水体污染物的毒性作用机制
时，主要是利用蛋白组学技术探究水生动物在污染

物暴露前后的蛋白表达差异，重点是分离和鉴定差

异蛋白并分析这些蛋白的功能，推断其对相关代谢

通路的影响。Wang 等［63］在研究 MC-LR 对斑马鱼
肝脏的毒性时，发现大量与蛋白消化有关的蛋白和

超氧化物歧化酶发生了变化，由此证明 MC-LR会引
起斑马鱼蛋白水解和抗氧化作用的异常。Martyniuk
等［55，68］用 iTRAQ 技术研究了性激素对黑头呆鱼

( Pimephales promelas) 肝脏和脑组织的影响，分别得
到了药物作用下 45 个和 77 个差异蛋白的相对定量
数据，并对其所在通路进行了分析，结果表明这些蛋

白参与细胞代谢和氧化应激等功能，从而在机制上

阐述了这些药物对水生生物的细胞增殖、分化等产
生的影响。目前，所开展的蛋白组研究的暴露周期
均比较短，大部分为短期或中长期，选择的暴露阶段

多为胚胎或成体，成长阶段暴露实验的开展很少［6］。
然而，对于环境毒理学研究，长期暴露实验具有更大

的实际意义，而且在鱼类发育的不同阶段，其蛋白质

的表达情况自身就存在差异，因此在一段成长期内选
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择多个时间点进行蛋白组学研究十分必要。此外，同
种动物的不同性别的蛋白表达也可能存在差异，对

于此类背景值的蛋白组研究也十分重要。
另一方面，蛋白组学已用于监测和评价水体污

染状况( 表 2) 。早在 2000 年 Knigge等［90］首次利用
表面加强激光解析电离时间飞行质谱( surface-en-
hanced laser desorption / ionization time-of-flight mass
spectrometry，SELDI-TOF-MS) 技术分析了挪威卡莫
伊岛附近水体中贻贝( Mytilus edulis) 的蛋白组表达
情况，成功得到不同采样点贻贝的蛋白表达图谱，评

价和监测了当地水域中重金属和多环芳烃的污染状

况，随着蛋白组学技术的更新，2-DE-MALDI-TOF-
MS技术得以应用，在北京高碑店河和西班牙多明
戈( Domingo Rubio) 河口分别利用金鱼和欧洲青蟹
( Carcinus maenas) ，通过差异蛋白分析，获得了新的
生物标记物，评价了水体的污染状况［88，93］。虽然，
野外实验能够更加真实地反映当地的污染状况对水

生生物的影响，但由于采样等方面的困难，迄今为止

开展的工作尚十分有限，因此蛋白组学技术在特定

水域的水体和沉积物污染现状的评估方面的应用仍

有很大的发展空间。

表 2 野外采样实验研究的相关信息

Table 2 Information of field experiments in proteome research

实验动物 生理性状 采样地点 组 织 方 法 结 果a 文 献

美国螯虾( Pro-

cambarus clarki-

a)
成年个体

美国多南那( Doana) 自然

公园及其周边的 8 个采样

点，受农药污染

鳃 2-DE 35 个显著的蛋白差异点 ［87］

欧洲青蟹( Car-

cinus maenas)
雄性

西班牙多明戈 ( Domingo

Rubio) 河口，受硫铁矿和

金属等工业排放以及农药

污染

鳃
2-DE-MALDI

-TOF-MS

↑ 激活转录因子 7 ( ATF7，cAMP-de-

pendent transcription factor)

↓ ABC 转运子 G蛋白家族( ABC trans-

porter G family protein)

↓ 醛脱氢酶( aldehyde dehydrogenase)

［88］

蛤( Scrobicular-

ia plana)
体长

5． 45 cm

西班牙瓜达尔基维尔河口

( Guadalquivir estuary ) 3

个采样点，受重金属污染

鳃
2-DE-MALDI

-TOF-MS

↑ 次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶
( HGPRT)

↑ 3-磷酸甘油醛脱氢酶 ( glyceralde-

hyde-3-phosphate dehydrogenase)

［89］

贻 贝 ( Mytilus

edulis)
挪威卡莫伊岛附近，受重

金属和多环芳烃污染
消化腺

SELDI-

TOF MS

受重金属污染采样点，16 个差异质谱

峰; 受多环芳烃污染采样点，19 个差异

质谱峰

［90］

贻 贝 ( Mytilus

edulis)
体长 5 cm

瑞典哥德堡海港( Gothen-

burg harbor) ，受多环芳烃

污染

消化腺
LC /2-DE-

ESI-MS /MS

↑ 组织蛋白酶 B( cathepsin B)

↑ 谷胱甘肽 S 转移酶( glutathione-S-

transferase)

↓ 类聚束蛋白( fascin-like protein)

↓ 醛脱氢酶( aldehyde dehydrogenase)

［10］

小嘴鲈鱼( Mi-

cropterus dolo-

mieu)

成鱼，

雌雄混合

美国谢南多亚河( Shenan-

doah River ) ，受持久性有

机物和重金属污染

前肾
2-DE-MALDI

-TOF-MS

↓ V型 ATP 酶 β 亚基( V-type ATPase

β subunit)

↓磷酸丙糖异构酶 B ( triosephosphate

isomerase B)

↓ ATP合酶 β亚基 ( mitochondrial ATP

synthase β-subunit)

［91］

虹 鳟 ( On-

corhynchus

mykiss)

幼鱼，

雌雄混合

瑞典哥德堡嘉宝污水处理

厂，含有多环芳烃和家用

化学品类

肝 2-DE-FT-ICR MS

↓ 甜菜碱醛脱氢酶( betaine aldehyde

dehydrogenase)

↓ 乳酸脱氢酶( lactate dehydrogenase)

↑ 线粒体 ATP合酶 α亚基 ( mitochon-

drial ATP synthase alpha-subunit)

↑ 羰基还原酶 /20β-羟基类固醇脱氢酶
( carbonyl reductase /20β-hydroxyste-

roid dehydrogenase)

［92］
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续表 2

实验动物 生理性状 采样地点 组 织 方 法 结 果a 文 献

金鱼( Carassius

auratus)
成鱼，雄性

北京高碑店河，接纳污水

处理厂排放物和火力发电

厂排放的冷却剂废水

肝脏 2-DE-MALDI-TOF

↑谷胱甘肽过氧化物酶 ( glutathione

peroxidase)

↑↓ 脂肪酸结合蛋白( liver basic fatty

acid-binding protein)

↑↓铁蛋白 H3( ferritin H3)

［93］

a 仅列出部分具有显著差异的蛋白，↑表示与空白相比蛋白上调，↓表示与空白相比蛋白下调，↓↑表示与空白相比不同的暴露条件

下蛋白上调或下调。

缩写释义: ABC，ATP － binding cassette，ATP结合盒; ATF，activating transcription factor，激活转录因子; ATP，adenosine triphosphate，三磷

酸腺苷; cAMP，cyclic adenosine monophosphate，环腺苷酸; HGPRT，hypoxanthine － guanine phosphoribosyltransferase，次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸

核糖基转移酶。

此外，蛋白质组学技术在针对摇蚊( Chironomus
riparius) ［44］、藻类( Scytosiphon gracilis) ［65］和水生微
生物( Geobacter metallireducens) ［94］等不同物种的研
究中也有部分应用，可见蛋白质组学在水生态毒理

学中的应用正在不断加强。

3 展 望
( 1) 由于分步提取法可以富集低丰度蛋白，有

目的地分离某类蛋白，因此，随着蛋白组学在水生态

毒理学中应用的不断发展，功能蛋白以及蛋白相互作

用的研究将需要更明确的细胞定位，利用分步提取法

进行亚细胞提取可为此类研究提供有效的手段。
( 2) 目前蛋白组学在生态毒理学研究中的研究方
法上多集中于基于胶的技术，非胶技术的应用较少，

今后可在已有研究的基础上应用非胶技术分析低丰

度蛋白，进行蛋白定量以及翻译后修饰、蛋白相互作
用等方面的研究。
( 3) 蛋白组学在水生态毒理中的应用主要是剂

量效应、时间效应和水生动物蛋白表达之间关系的
研究，而在进行此类研究时，往往忽略了对研究对象

生物学背景的蛋白组学研究，如不同发育阶段、性别
对于蛋白表达的影响，而这些因素本身也影响着蛋

白的表达，因此，建立模式生物不同发育阶段的蛋白

表达图谱也十分重要。
( 4) 目前所开展的研究大部分为急性短期暴露

实验，而更接近环境中真实情况的长期暴露实验尚

需大量开展。
( 5) 对于差异蛋白的分析研究目前大多仅进行

了有限的功能分类，而对这些蛋白所在的具体通路

尚未开展全面分析，对于机制的研究还存在很大的

局限性，因此，建立差异蛋白所在通路以及分析上下

游蛋白之间的关系将成为今后研究的重点。

( 6) 相对于模式生物而言，非模式生物的基因
组和蛋白质序列数据库十分有限，已成为当前非模

式生物蛋白组学研究的主要困难之一，因此，丰富非

模式生物基因组和蛋白质序列数据库在非模式生物

的蛋白组学研究中意义重大。
( 7) 目前蛋白组学在水生态毒理研究中的应用

还处于初级阶段，蛋白表达图谱的研究开展较多，关

于蛋白质结构和蛋白相互作用等方面的研究仍有待

于进一步深入，随着蛋白组学技术的发展以及水生

态毒理学研究的深入，蛋白组学的应用将更加丰富。

术语表

AF，affinity chromatography; 亲和色谱
2-DE，two dimensional electrophoresis; 双向电泳
DIGE，differential in gel electrophoresis; 差异凝胶电泳
2D-LC-MS，two dimensional liquid chromatography coupled to mass spec-

trometry; 二维液相色谱-质谱联用
ESI，electrospray ionization; 电喷雾电离
FT-ICR，Fourier transform-ion cyclotron resonance mass spectrometry; 傅

里叶变换-离子回旋共振质谱
ICAT，isotope coded affinity tag; 同位素编码亲和标签
iTRAQ，isotope tags for relative and absolute quantitation; 同位素标签

相对绝对定量

LC，liquid chromatography; 液相色谱
LCn，multidimensional liquid chromatography; 多维液相色谱
LC-MS，liquid chromatography coupled to mass spectrometry; 液相色谱-

质谱联用

LC-MS /MS，liquid chromatography coupled to tandem mass spectrome-

try; 液相质谱-串联质谱联用
LCn-MS，multidimensional liquid chromatography coupled to mass spec-

trometry; 多维液相色谱-质谱联用
MALDI，matrix assisted laser desorption ionization; 基质辅助激光解析

电离

MS，mass spectrometry; 质谱
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MS /MS，tandem mass spectrometry; 串联质谱
MudPIT，multidimensional protein identification technology; 多维蛋白

鉴定技术

m/z，mass to charge ratio; 质荷比
RP，reverse phase chromatography; 反相色谱
SCX，strong cation-exchange chromatography; 强阳离子交换色谱
SEC，size exclusion chromatography; 分子排阻色谱
SELDI-TOF-MS，surface-enhanced laser desorption / ionization time-of-

flight mass spectrometry; 表面加强激光解析电离时间飞行质谱
SILAC，stable isotope labeling with amino acids in cell culture; 细胞培

养同位素标记

TOF，time-of-flight; 飞行时间
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