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摘要 背景与目的:提取大鼠附睾液蛋白并建立一种利用二维液相色谱法分离附睾蛋白组的方法。方法: 分离提取大鼠附

睾液蛋白,样品利用起始缓冲液置换后, 进行一维色谱聚焦分离, 然后收集 pH8. 5- 4. 0之间的组份进行二维反相高压液相色谱

分离,最后将获得的二维 UV 图通过 ProteoVue软件转换成 PI/ UV 图谱。结果:成功提取了附睾液蛋白, 并通过二维液相色谱成功

建立了大鼠头体尾部附睾液蛋白的二维 PI/ UV图谱, 收集了一维色谱聚焦分离的 pH8. 5- 4. 0 区间的 20 个组份, 并将每个组份

进行二维色谱分离后转换为 PI/ UV图谱。结论: 为进一步全面研究附睾蛋白功能和体液差异蛋白质组研究打下了基础。
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ABSTRACT Background and Objective: To extract rat epididymal fluid proteins and develop an approach for fractionating the proteins by

two dimensional liquid chromatography. Methods: The epididymal fluid proteins extracted from three rats were exchanged with start buffer and

separated by chromatofocusing in the first dimension, the fractions between pH8. 5 and pH4. 0 collected from 1D were separated by non- porous

silica reverse- phase HPLC. The UV maps were transformed into PI/ UV maps by ProteoVue software. Results: We successfully extracted ep-i

didymal fluid proteins and 20 fractions between pH8. 5- pH4. 0 were collected, each fraction was separated by 2D and the UV maps were trans-

formed into PI/ UV maps. Conclusion: Our study laid a foundation for further studies of epididymal fluid proteins and other body fluid Differential

Proteome.
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蛋白质组学研究是生命科学的研究热点和前沿, 自从

1994年澳大利亚学者Wilkins 等提出蛋白质组学概念至今十

余年间,蛋白质组学研究取得了快速发展, 蛋白质组学研究的

发展得益于蛋白质分离技术, 质谱鉴定技术和生物信息学的

快速发展和不断改进,虽然传统的固相 2D技术仍是目前蛋白

质组分离的主流技术, 但是其具有重复性差, 灵敏度低等缺

点,而逐步发展的二维液相色谱等新型分离技术有补充和取

代双向凝胶电泳的趋势[1- 3] , 本实验通过利用 Beckman 的 Pro-

temeLabTM PF2D系统建立一种大鼠附睾液蛋白的分离方法,

为附睾蛋白质组的研究打下基础。

1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂

成年雄性 wistar 大鼠, 100- 120 天, 体重 180- 200g(山东

绿叶制药有限公司提供) ; 二维液相色谱系统 ProtemeLabTM

PF2D及配套 ProtemeLabTM PF2D 试剂盒购自 Beckman 公司, 试

剂盒包括HPCF 1D色谱柱 ( 2. 1mm, 250mm) , HPRP 2D 无孔硅

胶C18 反相色谱柱 ( 4. 6mm, 33mm) , 起始缓冲液( StartBuffer,

SB) 洗脱缓冲液 ( EluentBuffer, EB)和 G25 PD- 10 脱盐柱

( SephadexTM G25) ; 色谱级纯乙睛,三氟乙酸( TFA) , 亚甲基乙二

酸,甲醇,异丙醇购自 Sigma 公司, 蛋白酶抑制剂混合物购自

Roche公司;系统用水为利用 Mili- Q制备的 HPLC 级水; BCA

蛋白定量试剂盒( PIERCE)。

1. 2 附睾液的收集及附睾蛋白的提取

将大鼠( 3 只)利用过量乙醚处死后, 分离出整个附睾, 将

其分为头体尾三个部分, 用PBS( 137mM NaCl, 15. 4mM KCl, 7.

7mM Na2HPO4 , 1. 5mM KH2PO4, 0. 5 mM MgCl2, 0. 5mM CaCl2 ,

pH 7. 4)冲洗两次, 再将每一部分放入洁净培养皿中剪成小的

片段, 加入PBS 4 放置40 分钟,使附睾液释放到缓冲液中,然

后12000rpm 离心 5 分钟, 收集上清液, 加入 4 倍冷丙酮, -

20 沉淀 1h,然后 12000rpm 离心 1h, 弃去上清, 并用冷丙酮洗

涤沉淀,待沉淀充分干燥后利用 10ml裂解液 ( 7. 5mol/ L 尿素,

2. 5mol/ L硫脲 12. 5%甘油, 50mmol/ LTris, 2. 5% 辛- - D-

吡喃葡萄糖苷, 6. 25mmol/ L TCEP, 1. 25mmol/ L 的蛋白酶抑制

剂混合物)溶解沉淀。

1. 3 样品的脱盐浓缩

利用 25ml起始缓冲液 SB 平衡脱盐柱 PD- 10, 弃去洗脱

液,加入 2. 5ml样品,再用 SB 洗脱并收集前 3. 5ml洗脱液, 通

过 BCA试剂盒测定收集蛋白的浓度。

1. 4 一维色谱聚焦分离

分离条件: 利用HPCF 1D色谱柱, 流动相 A1- A4 分别为

SB( pH8. 5) , EB( pH4. 0) , 1mol/ L NaCl和 HPLC 级水, 所有溶液

在实验前通过 0. 2 m 滤膜过滤并超声 10min, 设定流速为 0.
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2ml/ min,检测波长为 280nm(室温下进行) , 流动相 pH 由系统

pH 计在线检测, 并在每次运行前利用 pH 标准液 ( pH4. 0,

pH7. 0, pH10. 0)校正。

分离程序:由仪器自带的 32Karat软件控制自动运行, 首

先以30倍柱体积( Column Volume, CV )的 SB平衡柱子, 然后由

进样器进样 2ml样品, 用 SB 洗脱 20min, 再用 EB 洗脱 55min,

pH 值开始下降时,每间隔 0. 3 个 pH 单元收集 1 份样品, 每个

样品最多收集 5min, 共收集样品 20 份。当流出液的 pH 为 4. 0

时,用 10CV的 1mol/ L NaCl和水依次洗脱柱子。

1. 5 二维反相色谱分离

分离条件:利用 HPRP 2D色谱柱, 流动相 A为 0. 1% TFA

水溶液,流动相 B 为0. 08% TFA乙腈溶液, 实验前超声 10min,

设定流速为 0. 75ml/ min, 检测波长为 214nm, 50 恒温下进行

洗脱分离。分离程序: 由 32Karat 软件控制自动运行, 首先以

5CV的流动相 B和 10CV 的流动相A 平衡柱子后, 将一维分离

的 pH 值在 8. 5- 4. 0 之间的组份分别以 0% - 100%梯度的流

动相 B在 30min内进行二维分离。

2 结果

本实验成功的收集了大鼠附睾液, 并获得了足够上样量

的蛋白,样品经 SDS- PAGE 电泳观察到在头体尾部均存在相

同的高丰度蛋白条带,样品经二维液相色谱得到了有效的分

离。

附睾液蛋白质通过一维色谱聚焦分离, 收集了 pH 在 8. 5

到4. 0 之间的组份,头体尾部各获得 20 个组份, 并且通过一维

显示主要吸收峰出现在 pH6. 5- pH4. 5 之间(图 1)。将一维获

得的组份分别通过二维反相色谱在流动相( 0. 08%乙腈) 0% -

100%的洗脱梯度下进行二维分离, 最后将得到的二维信息通

过仪器自带的 Proteovue软件转换成直观的高分辨彩色二维蛋

白质组图谱 ( PI/ UV) , 每一条带代表一个吸收峰, 条带颜色深

浅代表峰面积大小(图 2)。

3 讨论

本实验成功的获得了大鼠附睾液成分, 消除了精子蛋白

和血液等成分的污染,降低了附睾蛋白分析的复杂性, 为二维

液相色谱分离提供了基础。

通过对获得的附睾液成分进行一维等电聚焦分离和收集

组份的二维反相色谱分离, 我们获得了大鼠附睾液蛋白质组

的PI/ UV 二维图谱, 对进一步研究附睾蛋白组和其它体液蛋

白质组有着特殊的意义。传统的固相 2D 技术仍然是目前蛋

白质组学研究主流的分离技术, 但是其有着重复性差, 灵敏度

低,难以检测低丰度蛋白,不便于质谱鉴定等技术瓶颈, 而不

断发展的二维或多维高压液相色谱分离技术有着补充和逐步

取代传统凝胶电泳的趋势。我们使用的 Beckman 的 Proteme-

LabTM PF2D系统体现了现在二维液相色谱分离的优势: ( 1)上

样量为 2mg- 5mg,为传统凝胶电泳的 10 倍,灵敏度高,有利于

低丰度蛋白质的检测; ( 2) 重复性好; ( 3)自动化程度高, 所有

分离收集过程有系统自动操作; ( 4)分辨率高, 可以根据样品

特点改变一维,二维洗脱条件提高分辨率; ( 5)与质谱兼容性

好,可以实现在线连用; ( 6)通过馏分收集器可方便的收集溶

液状态下的馏分; ( 7)自带软件分析直观方便, 通过 Proteovue

软件将二维 UV 图转换成直观的 PI/ UV 图谱, 然后通过 De-

taVue软件可比较两个样品的二维图谱差异, 并自动生成第三

幅图谱展示差异峰图[ 4- 6]。因而二维液相色谱是差异蛋白质

组特别是体液蛋白质组学研究的有效手段之一。

睾丸中产生的精子从其形态结构和染色质角度看已基本

成熟,但还不具备运动和精卵结合的能力,只有在进入附睾后

循附睾头体尾运行的过程中, 与附睾液成分相互作用,最终获

得成熟[ 7- 10]。国外已有报道关于一些哺乳动物附睾液成分的

蛋白质组学研究[ 11- 13] , 但其分离技术受限于二维凝胶电泳,

本实验利用二维液相色谱成功分离了附睾头体尾部附睾液成

分,为以后我们继续更加深入的研究附睾液蛋白打下了基础。

图 1.大鼠附睾液蛋白(头部)的一维色谱聚焦图谱

1. pH 梯度曲线; 2.一维色谱图

Fig 1. Chromatofocusing of rat epididymal fluid proteins

1. pH curve; 2. Chomatograph

图 2.大鼠附睾液蛋白质(头部)的二维 pI/UV图谱

Fig 2. pI/UV map of epididymal f luid proeins

(下转第 35 页)
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2. 8 相似度评价

采用国家药典委员会开发的中药色谱指纹图谱相似度评

价系统研究版( 2004A)。该软件具有生成对照图谱的功能, 相

似度计算方法为夹角余弦法, 可支持多点校正。将色谱工作

站数据导入中药指纹图谱相似度计算软件, 选定以 S10 (留坝

西洋参参根样品)为参照谱, 选择保留时间为 37. 07 min(人参

皂苷Re)、60. 42 min(人参皂苷 Rb1)、63. 91 和 74. 26 min 的四

个峰特征峰为marker峰, 进行谱峰匹配, 采用夹角余弦算法对

各批样品进行整体相似度评价, 各样品的相似度依次为: 0.

421、0. 316、0. 539、0. 218、0. 682、0. 857、0. 855、0. 888、0. 913、1、0.

988、0. 888、0. 903、0. 855、0. 888、0. 863、0. 833、0. 833、0. 462、0.

745、0. 532、0. 286、0. 84、0. 832、0. 891、0. 896、0. 861、0. 867、0.

423、0. 861。按照与参根相似度差异, 基本可以将西洋参各部

位划分为三类:一类成分与根接近, 包括芦头、主根(参芯、参

皮)、须根, 与参根的相似度一般在 0. 8 以上; 另一类为叶, 与

参根的相似度一般在 0. 3 以下; 第三类成分与花序接近, 包括

花序、果实、茎、芽孢, 与参根的相似度一般在 0. 3~ 0. 7。相似

度评价与聚类分析结果基本一致, 基本反映了西洋参各部位

皂苷类成分的差异。

3 讨论

研究发现参根中皂苷类成分的种类和含量分布比较均

匀,参须中含量显著高于其它各部分[ 10] , 芦头成分与参根接

近,加工时可以保留, 参芯中皂苷类成分较参皮略高, 可能是

由于周皮中含量较低导致。茎叶含量差异较大, 实际生产中

应加以区别。西洋参叶中人参皂苷含量高, 但人参皂苷 Rb1

较少, 人参皂苷 Rd 较参根高[11, 12] , 作用异于参根[ 13] , 目前多

用于提取皂苷或制作的西洋参含片, 但不能代替参根入药。

西洋参花序、芽孢、果实等部位产量较低, 成分种类和含量与

根、叶差异较大, 药理性质特殊[ 14] , 应分别收集充分利用。

由于用药习惯等因素影响, 许多与传统的药材成分接近的其

它植物或原植物的其它部位都没有被利用, 导致药材原植物

的过度开发与浪费。采用指纹图谱技术分析药用植物的不同

部位和近缘植物的化学成分, 利用中药相似度评价系统进行

相似度分析和 SPSS软件聚类分析其差异, 可用于筛选化学成

分及药理作用相近的代用药材和鉴别药材质量与真伪。对充

分开发利用和保护药用植物资源也有重要的意义。
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