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摘要! 实验探讨了富硒酵母对斑点叉尾 肝脏的毒性作用及蛋白质组学的影响!结果表明!饲

养 "< R后正常组和有机硒组采用原子荧光法检测硒含量均值为 %8&" 和 %8>& EUAbU" 283染

色显示有机硒组肝细胞有明显的疏松化!部分发生脂肪变" 通过二维凝胶电泳结合

0EFUJ]FLXJO软件分析!鉴定出 > 个表达差异蛋白质点!其中 ! 个在有机硒组表达上调!" 个在

有机硒组特异表达!经液相色谱串联质谱分析鉴定!这些蛋白质分别是伴侣蛋白 Z4B&D亚基

>$甘油醛D!D磷酸脱氢酶$@1,HDZ9R6O蛋白$腺苷激酶$酮糖移转酶$丙氨酰DX+,-合成酶" 富

硒酵母饲料对斑点叉尾 肝具有明显的毒性效应!有机硒调控 @1,HDZ9R6O蛋白!通过信号传

导通道加强机体免疫"

关键词! 斑点叉尾 # 富硒酵母# 双向电泳# 蛋白质组学

中图分类号! 1=&#'''''''文献标志码%-

''硒是鱼类必需的微量元素之一"同时也具有毒

性"适量的硒具有抗氧化)抗肿瘤)增强机体免疫)

调节机体代谢和降低某些有毒元素毒性等功

能*& ;!+

( 长期以来"人们采用亚硒酸钠作为畜禽的

主要硒源添加剂"原因是价格便宜"但是亚硒酸钠

在使用过程中却存在许多缺点!使用过量"动物容

易发生中毒'对人体健康具有潜在的危害'经肠道

被动吸收"吸收效率不高"先被还原为硒化物"然后

转运到肝脏合成硒代蛋氨酸"有些可被转运到肾脏

通过尿液的形式排出体外"还有一些未被吸收的硒

则通过粪便排出"造成污染环境( 寻找活力高且毒

性低的补硒剂成为硒研究的一项重要任务"有机硒

和纳米硒便引起了人们的关注( 有机硒中的硒一

般以还原态存在"并与氨基酸结合"其形式表现为

硒代蛋氨酸)硒代胱氨酸等"以主动形式吸收"其中

有机硒中的硒代蛋氨酸"由于蛋氨酸含有与硒同族

的硫元素"在一定条件下可以被硒元素取代而合

成( 目前常见的富硒物是富硒酵母"富硒酵母是指

酵母的培育过程中加入亚硒酸钠等形式的无机硒"

使酵母以有机硒的形式富集起来的微生物*@+

( 亚

硒酸钠作为硒源饲料添加剂的作用将逐渐被富硒

酵母所取代"虽然有机硒毒性低"但用量不当"同样

会对机体产生毒性作用( 因此"对有机硒在饲料中

作为饲料添加剂的毒性研究"可以为有机硒饲料添

加剂的研发提供一定的依据"从而有利于有机硒在

饲料应用中的推广(

目前研究通常从基因水平去研究有机硒毒性

机制*" ;<+

"然而"生命活动的真正体现者是蛋白

质"采用蛋白质组学的手段进行有机硒肝毒性机

制的研究将为有机硒的优化使用提供理论依据(

本研究选用双向凝胶电泳技术"构建差异蛋白质

组的电泳图谱"并用液相串联质谱技术对差异蛋

白质进行质谱鉴定"生物信息学分析筛选出可能

具有有机硒肝脏毒性预警价值的标志蛋白质(

&'材料与方法

!"!#实验动物"主要试剂和仪器

斑点叉尾 #;*%#(0'0">03*%#%0"$购自江西省赣
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州市水产科学研究所( 固相非限制性梯度干胶条

#Y2! V&%$购自美国Q3公司'胰酶XO:YLGK 购自美

国1GUEF公司'色谱纯乙腈和甲酸购自美国]JOHb

公司( 超速离心机购自美国CJHbEFK公司"0BQYI6O

等电聚焦仪购自美国Q3公司"电泳仪)垂直平板电

泳系统购自美国 CG6D+FR 公司"纳升级液相色谱

*7XGEFXJ!%%%购自美国戴安公司"4&>预柱#!%%

"

E

GR "̂ EE""

"

E$和4&> 反向柱##"

"

E &̂" HE"!

"

E"BJY]FY

Z]

$购自美国戴安公司"高容量离子阱

24Z质谱仪购自德国CO9bJO?F7X6KGHL公司(

!"$#饲养分组

将体长为#!% t!$ HE"体质量为#$%% t&%$

U的健康斑点叉尾 分成两组并设置 ! 个平行组

实验"每组 &% 尾"其中有机硒组用含硒 %8<% EUA

bU的富硒酵母饲料饲养"建立硒过载模型'对照

组使用市售斑点叉尾 饲料#硒含量实测为 %8$%

EUAbU$饲养"养殖周期为 "< R(

!"%#硒含量检测

两组斑点叉尾 在饲养 "< R 后"从各组中分

别随机挑选 &% 尾鱼"取其肝脏剪碎后混匀#样品

量大于 & U$送到南昌大学分析测试中心采用原

子荧光法测定硒含量(

!"O#组织病理学

将肝脏组织固定在含 @P多聚甲醛的 BC1

中( 固定后的肝脏组织块经石蜡包埋后"切成 "

EE厚度的石蜡切片"采用 283染色进行组织病

理学检查*#+

(

!"C#肝细胞胞浆蛋白质样品提取方法

鱼肝脏在生理盐水中洗去血后剪碎"在

C9NNJO液 # $"% EE67A. L9HO6LJ' &% EE67A.

23B31'& EEE67A.B]1/'& EEE67A.3?Z-'

用\)2调节 Y2至 #8"$中匀浆 !% 次"匀浆液用

$%% Û)@ `离心 &% EGK"取上清"&$ %%% OAEGK离

心 $% EGK"取沉淀"沉淀加入等体积的 $?裂解液

#> E67A.*OJF'$ E67A.ZIG69OJF'@P42-B1'

&P,BD@%'<" EE67A.?ZZ'& EE67A.B]1/'&P

?,-FLJ$进行裂解提取蛋白质"采用 COFRN6OR 法

测定提取的样品中的蛋白质含量(

!"Z#双向电泳分离和36'1-S':7-(软件分析

蛋白质二维凝胶电泳方法参考文献*>+的方

法"第一向等电聚焦电泳采用 Y2! V&% 非线性胶

条"电泳程序设置!水化 &% 5"&@ I'电泳!"%% 5"&

I'& %%% 5"& I'> %%% 5"!% EGK"梯度'> %%% 5"<

I"非线性'总功率达 "&8> bS( 第二向十二烷基

硫酸钠,聚丙烯酰胺凝胶电泳#1?1DB-Q3$分

离"分离胶浓度为 &!P( 电泳完后"剥胶"用考马

斯亮蓝染 $D?3胶"0EFUJLHFKKJO扫描仪成像(

所得图像用0EFUJ]FLXJO$?B7FXGK9E<8% 软件将

电泳图谱分成 $ 个类别进行找点)匹配等分析"找

出差异蛋白质点(

!"P#差异蛋白质的酶解和质谱鉴定

差异蛋白质点经过脱色脱水冻干后"每管加

入约 "

"

.胰酶#%8%$

"

UA

"

.$( !# `酶解过夜

#&< V&> I$( 酶解的蛋白质经肽段萃取后"进行

分析鉴定( 鉴定方法如下!酶解后的肽段先经过

4&> 预柱脱盐"流动相流速为 $%

"

.AEGK"流动相

组成为 $P -4,"%8&P /-( 然后样品以 !%%

K.AEGK的流速经 4D&> 反向柱进行分离"色谱的

梯度为 @P V@>P"梯度时间为 @% EGK( 通过

4&> 色谱柱分离的肽段由纳流喷针进入 24Z质

谱进行实时的离子化分析检测( 24Z质谱每秒

钟进行 & 次一级扫描和 " 次二级扫描分析( 用

?FXF-KF7:LGL!8$ 软件整合肽指纹图谱和串联质

谱二级图谱"通过 ]FLH6X软件查询 ,4C0数据

库( ]1误差! t&8$ 9"]1A]1误差!%8< 9( 固

定修饰是半胱氨酸被修饰为脲甲基半胱氨酸

#4FOTFEGR6EJXI:7D4:L$"可变修饰为甲硫氨酸氧

化*)hGRFXG6K#]$+"每个肽段允许有 & 个不完全

裂解位点" 物种来源选择! 其它辐鳍 鱼 纲

#-HXGK6YXJO:UGG$"离子选择# a&" a$" a!$"模式

为单同位素"置信区间为 ="P"&n%8%""蛋白质

得分 !< 分以上结果可靠(

$'结果

$"!#硒含量比较

两组斑点叉尾 在饲养 "< R 后"分别对其肝

脏进行硒含量检测#南昌大学分析测试中心采用

原子荧光法测定硒含量$"检测结果"正常组肝脏

硒含量值为 %8&" EUAbU#3 o&%$"有机硒组肝脏

硒含量值为 %8>& EUAbU#3 o&%$( 结果表明"试

验组斑点叉尾 肝脏组织的硒含量明显增多"是

正常对照组的 " 倍多(

$"$#组织病理学分析

对有机硒组和对照组斑点叉尾 肝脏病理切

片进行 283染色镜下观察"结果表明"有机硒组

肝细胞呈弥漫疏松化#水变性$"部分肝细胞伴有

气球变"少数肝细胞脂肪变( 正常组鱼肝脏组织

#))*
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基本正常"仅见少数肝细胞轻度疏松化"呈灶状分

布#图 &$( 组织病理学分析表明"试验组肝脏组

织已经产生病变"产生中毒症状(

$"%#差异蛋白质组分析

通过0EFUJ]FLXJO软件分析"将有机硒组和

正常组图像进行对比分析"检测到#=!" t@#$和

#=%" t"$个蛋白质点"选择 $D?3效果好)点数多

的一块胶作为参考胶"进行平行组间的匹配分析"

筛选出大于或等于 $ 倍差异的蛋白质点 &" 个(

图 $ 为肝脏蛋白质的双向电泳代表图"图中用黑

色箭头标出的蛋白质点质谱鉴定的差异蛋白质

点( 从图 $ 可见"蛋白斑点主要分布在等电点 Y2

@ V&%)分子量 &" V&%% b9( 图 ! 为有机硒组和正

常组肝脏蛋白质的双向电泳差异蛋白质 > 号斑点

的局部放大图"该蛋白质点在有机硒组的 ! 块胶

中表达均明显上调( 通过差异蛋白点比对发现"

试验组斑点叉尾 肝脏的生理生化特性产生明显

变化"通过表达差异蛋白质"导致蛋白质代谢系统

紊乱"致使斑点叉尾 产生中毒症状(

图 !#斑点叉尾 肝脏组织病理学表现

#F$ 正常组肝脏283染色 &%% '̂ #T$ 有机硒组肝脏283染

色 &%% '̂ #H$ 正常组肝脏283染色 @%% '̂ #R$ 有机硒组

肝脏283染色 @%% (̂

I.1"!#&.:75='785;51* 5498'//-;9'74.:8;.K-(

7.::?--Y'6./-)0* &"M:7'././1

#F$ H6KXO67UO69Y 7G_JOT: 283LXFGKUGKU # &%% $̂' # T $

LJ7JKG9EDJKOGHIJR :JFLXUO69Y 7G_JOT: 283LXFGKUGKU#&%% $̂ '

#H$ H6KXO67UO69Y 7G_JOT: 283LXFGKUGKU # @%% $̂' # R $

LJ7JKG9EDJKOGHIJR :JFLXUO69Y 7G_JOT: 283LXFGKUGKU#@%% $̂8

图 $#有机硒组%'&和正常组%0&斑点叉尾 肝脏蛋白质双向凝胶电泳图谱

I.1"$#N-;-/.?6+-/(.98-)*-':71(5?='/)95/7(5;1(5?=98'//-;9'74.:8;.K-(=(57-./'7;':0* $+DM

图 %#差异蛋白质 R 号斑点局部放大图

#F$"#T$"#H$有机硒组' #R$"#J$"#N$正常组(

I.1"%#28-='(7.';-/;'(1-)).'1('65478-

/?60-(R ).44-(-/97.';=(57-./

#F$"#T$"#H$ OJYOJLJKXXIJLJ7JKG9EDJKOGHIJR :JFLXUO69Y' #R$"

#J$"#N$ OJYOJLJKXXIJH6KXO67UO69Y8

$"O#差异蛋白质的鉴定

对 &" 个差异蛋白质点进行质谱分析"质谱准

确鉴定到 > 个差异蛋白质点#表 &$"其中 ! 个蛋

白质点在有机硒组中表达上调"" 个仅在有机硒

组表达( 这些蛋白质的质谱检测序列覆盖率均在

&$P以上"均有 $ 个以上肽段鉴定( 有机硒组中

上调蛋白质为伴侣蛋白含Z4B&"亚基 > 和甘油醛

;! ;磷酸脱氢酶'在有机硒组中新增蛋白质为

@1,HDZ9R6O蛋白)腺苷激酶)酮糖移转酶和丙氨

酰;X+,-合成酶样( 结果中 & 号蛋白质鉴定为

@1,HDZ9R6O蛋白"质谱鉴定的序列覆盖率高达 !=P

#图 @$( !个肽进行了二级质谱#]1A]1$分析#图

@DF$"其中肽段,]5Z3i.,QW31-\中质谱检测

)*)*
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到了连续 &% 个 ,离子!,$),!),@11,&&"表明该

肽段的鉴定非常准确( 对其它蛋白质的鉴定也同

样如此(

表 !#鉴定的差异蛋白质

2'0"!#28-.)-/7.4.9'7.5/54).44-(-/7.';=(57-./:

编号

K9ETJO

蛋白质序列号

YO6XJGK

LJ[9JKHJ

K9ETJO

蛋白质名称

YO6XJGK KFEJ

搜库得分

LJFOHI

RFXFTFLJ

LH6OJ

等电点

Y;

分子量Ab9

]S

序列覆盖率AP

LJ[9JKHJ

H6_JOFUJ

LHF7J

有机硒组特异表达的蛋白质 78-:=-9.4.9';;* -Y=(-::-)=(57-./:./78-:-;-/.?6+-/(.98-)*-':71(5?=

& UG>#<$%%!> @1,HDZ9R6O蛋白 @1,HDX9R6OR6EFGK YO6XJGK $%& "8&< &%8# !=

$ UG>#<$%%!> @1,HDZ9R6O蛋白 @1,HDX9R6OR6EFGK YO6XJGK <# "8&< &%8# &@

! UG>=$<<""& 腺苷激酶 FRJK6LGKJbGKFLJF $&# "8< !&8% &$

@ UG=%&%!!@& 酮糖移转酶 XOFKLbJX67FLJ &"% =8!" &"8" !&

" UG>=$<<"!#

丙氨酰;X+,-合成酶样

F7FK:7DX+,-L:KXIJXFLJD7GbJ

"%> @8= $#8" "#

有机硒组表达上调的蛋白质 78-?=(-1?;'7.5/=(57-./:./78-:-;-/.?6+-/(.98-)*-':71(5?=

< UG>=$<<@"=

伴侣蛋白含Z4B& ;亚基 >

HIFYJO6KGK H6KXFGKGKU Z4B& L9T9KGX>

&<% "8@= !&8% &"

# UG$#>>!"#@

甘油醛;! ;磷酸脱氢酶

U7:HJOF7RJI:RJD!DYI6LYIFXJRJI:RO6UJKFLJ

$#< =8#" &#8@ !=

> UG$#>>!"#@

甘油醛;! ;磷酸脱氢酶

U7:HJOF7RJI:RJD!DYI6LYIFXJRJI:RO6UJKFLJ

=$ =8#" &#8@ &!

注!Y;表示蛋白质理论等电点']S 表示蛋白质的理论分子量(

,6XJL!Y;"YOJRGHXJR GL6J7JHXOGH' ]S"YOJRGHXJR E67JH97FOcJGUIX8

图 O#ONA9+2?)5(蛋白的质谱鉴定的序列

覆盖率%'&和二级质谱图%0&

#F$为蛋白质的序列"带下划线的序列为通过 24Z质谱检测

到的氨基酸序列( #T$为肽段 ]5Z3i.,QW31-\的酶切肽

段二级质谱图"该肽段在 @1,HDZ9R6O蛋白序列中的位置在 -

中以粗体表示(

I.1"O#ONA9+2?)5()56'./=(57-./:->?-/9-

95K-('1-%'&'/):-95/)'(* 6':::=-97(?6

).'1('6%0&.)-/7.4.9'7.5/0* 6':::=-97(?6

#F$ GLYO6XJGK LJ[9JKHJ"FKR XIJ9KRJO7GKJR LJ[9JKHJGLRJXJHXJR

T: 24Z EFLLLYJHXO6EJXJO8/GU9OJ # T $ GL XIJ ]1]1

HIO6EFX6UOFE 6N ]5Z3i.,QW31-\ YJYXGRJ" cIGHI GL

IGUI7GUIXJR T: T67RNFHJFKR 9KRJO7GKJGK XIJNGU9OJ-8

!'讨论

%"!#有机硒饲料添加剂研究

关于有机硒对动物影响作用的报道结果不一

致"有些研究者认为有机硒在动物生产上能起到

积极作用"但用量不当同样也会引起毒性"因此在

进一步全面推行有机硒之前仍需进行大量的科研

工作( C3..等*=+以含硒饲料#&8%$$ EUAbU$和

硒缺饲料#%8%$" EUAbU$喂食平均体质量为 $# U

的虹鳟#?3*-'+,3*+0"2,@)""$"饲养 !% 周"结果

发现"缺硒饲料组 &%P虹鳟表现失调症"原因是

过氧化物引起的损伤而产生传导神经异常"肝细

胞产生一定的伤害( 204\1等*&%+将硒作为饲料

添加剂"发现加硒剂量为 &&8@ EUAbU 连续喂食

&< 周后"虹鳟体质量减轻"死亡率增加"=%P的虹

鳟发生钙质沉积"用显微镜观察对肾有一定的损

伤( 20.Z),

*&&+的研究表明"饲料中添加含 &!

EUAbU硒的干饲料"则会对鱼造成慢性中毒"表现

为生长迟缓)死亡率增高等症状( S-,Q

*&$+用不

同含硒浓度#%"%8%$"%8%<"%8$"%8@ EUAbU$和不

同硒源#亚硒酸钠)硒蛋氨酸)酵母硒$去喂养平

**)*
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均体质量为 &8# U的斑点叉尾 "试验 = 周后"通

过线性分析"结果表明不同硒源在饲料中的最适

需求量分别为 %8$>)%8%=)%8&& EUAbU"在最适硒

需求量下喂养斑点叉尾 "硒蛋氨酸组和酵母硒

组的肝脏谷胱甘肽酶活力明显高于亚硒酸钠"进

一步说明有机硒比无机硒有更好的效果(

%"$#硒过载模型建立

硒在欧洲商业饲料允许添加量为 %8" EUAbU

水平"本试验使用含硒 %8< EUAbU 饲料建立硒过

载模型"经过 "< R 长期毒性试验结果表明"试验

组斑点叉尾 肝细胞弥漫疏松化#水变性$"部分

肝细胞伴有气球变"少数肝细胞脂肪变( 说明本

试验中斑点叉尾 硒过载模型建立成功(

%"%#差异蛋白功能分析

采用蛋白质组学的方法"检测到在富硒饲料

作用后斑点叉尾 肝胰脏表达 > 个差异蛋白质(

这些差异蛋白质根据功能来分主要是酶类"包括

甘油醛;! ;磷酸脱氢酶)腺苷激酶)酮糖移转酶)

丙氨酰DX+,-合成酶样'另有伴侣蛋白类伴侣蛋

白Z4B&D亚基 >'以及转录因子蛋白类 @1,HD

Z9R6O蛋白(

腺甘酸激酶存在于肝脏)肾脏)酵母等"具有

嘌呤核苷酸补救作用"通过其衍生物来合成嘌呤

核苷"对-ZB和腺苷酸反应生成-?B和-]B的

起到催化作用( 伴侣蛋白含Z4B&D亚基 > 参与蛋

白折叠"与未折叠蛋白选择性非共价结合"协助单

链核苷酸或多亚基复合物形成正确三级结构( 丙

氨酰DX+,-合成酶样存在于细胞质中"具有催化

丙氨酸连接到丙氨酰DX+,-的作用( 在 X+,-的

氨酰化过程中"氨基酸首先通过连接到 -]B而

激活后"再转移到 X+,-!d腺苷残基的 $d或 !d羟

基基团( 甘油醛;! ;磷酸脱氢酶存在于细胞质"

参与糖酵解"与,-?选择性非共价结合(

%"O#ONA9+2?)5(蛋白

@1,HDZ9R6O蛋白又称 Y&%%)1,@Z?+)1,?7)

3C,-$ H6FHXG_FX6O( 存在于细胞核或细胞质或者

两者皆有( @1,HDZ9R6O蛋白在人类和许多真核

生物#包括哺乳动物)鱼)果蝇繁殖酵母等$

*&!+中

都存在"该蛋白是真核细胞中不可少结构保守重

要功能蛋白*&@+

"其在转录调控和转录后调控过程

中发挥重要作用*&" ;&<+

( 该蛋白 ,端含有 @ 个葡

萄球菌核酸酶域其后接着一个Z9R6O域( 目前对

@1,HDZ9R6O蛋白研究较多的是河豚和斑马鱼(

徐庆刚*&#+ 对河豚 1,@Z?+蛋白结构域进行

]-.?0DZ)/鉴定"发现蛋白 1,@Z?+存在 F螺

旋)

$

折叠和无规则卷曲结构( 有一个可能形成

跨膜结构的片段"并用同源建模的方法"预测了河

豚1,@Z?+的三维结构模型( 人类 1,@Z?+普

遍存在人胰腺)肌肉)肝脏)肺)胎盘)脑和心脏(

有机硒组中特异表达的蛋白质 @1,HDZ9R6O蛋白

由 =" 个氨基酸组成"具催化水解所有酯键和与核

酸结合的功能( 通过用 ,4C0DC.-1Z# IXXY!

!

T7FLX8KHTG8K7E8KGI8U6_AC7FLX8HUG$对本实验鉴定

到的 @1,HDZ9R6O蛋白与人 1,?& 蛋白进行序列

比对"结果显示两者相似度序列达 ##P( 1,?&

蛋白作为转录辅激活蛋白首次得到鉴定"与其他

转录因子#包括3C,-D$"HD]:T"1Z-Z<"1Z-Z"$

相互作用调节细胞信号传导通路*&> ;$&+

( 信号传

导通道是人体免疫反应的重要通道之一"它们通

过0.D@ 受体调控细胞周期而诱导了 Z细胞的增

殖分化"在许多疾病#如过敏"哮喘"癌症等$中有

极为重要的作用( 多功能转录共激活因子 1,?&

蛋白是此通道中的一个非常重要的多功能蛋白(

本实验中有机硒组特异表达 @1,HDZ9R6O蛋白可

能与食用富硒酵母斑点叉尾 引起肝脏毒性相

关"诱导产生 @1,HDZ9R6O蛋白"通过信号传导通

道加强机体免疫( 但 @1,HDZ9R6O蛋白是否为硒

引起斑点叉尾 肝脏毒性的特异单一蛋白质仍需

进一步研究来确定(
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