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低温驯化下锯缘青蟹肝胰腺蛋白质表达及脂肪酸组成的变化

孔祥会 , , 王桂忠’ 王克坚’ 李少蔷‘

服门大学海洋学系 近海海洋环境科学国家重点实验室
,

厦门 河南师范大学生命科学学院
,

新 乡

摘共 锯缘青蟹 叮 坛 , 在不同低温下经 周驯化后
,

采用双向电泳
。 , 一

和气相色

谱
,

分别对肝胰腺中蛋白质表达和脂肪酸组成变化进行研究
,

结果发现 ℃驯化组与 ℃组

相比
,

肝腆腺中共有 种蛋白的变化
,

其中 ℃驯化组有 巧 种蛋白在 ℃组没有检出
,

而 ℃组有 种蛋白在 ℃

驯化组没有发现 ℃驯化组与 ℃组相比
,

共有 种蛋白变化
,

℃驯化组有 种蛋白在 ℃组没有检出
,

℃

组有 种蛋白在 ℃驯化组没有出现 锯缘青蟹 ℃驯化组与 ℃组相 比
,

肝胰腺中有 种蛋白质有变化
,

其中驯

化组分离出 种在 ℃组没有检出的蛋白质
,

℃组分离出 种在驯化组没有出现的蛋白质
。

℃组没有检出
,

仅

在驯化组中出现的蛋白质中
,

经 。 软件分析后发现 ℃和 ℃驯化组有 种蛋白质在图谱上是匹

配的 即是同样的
,

巧 ℃驯化组表达的 种蛋白与 ℃驯化组和 ℃驯化组表达的蛋白不匹配
。

低温驯化 周后

锯缘青组肝腆腺中饱和脂肪酸艺 在 ℃和 ℃驯化组显著低于 ℃组 尸
,

而艺 在 ℃和 ℃驯化

组显著高于 ℃组 尸
,

相应地 ℃和 ℃驯化组饱和指数兰 艺 也显著低 于 ℃组 尸
,

其

主要是艺
一

涌 低温驯化下显著升高 所致
。

结论表明锯缘青蟹不同低温驯化下
,

肝胰腺细胞中蛋白

质表达是一种动态变化模式
。

驯化温度越低
,

差异蛋白变化越大
。

低温驯化下脂肪酸饱和指数降低 主要是维持

低温下肝腆腺正常的生理功能
。

关 诵 差异蛋白 脂肪酸 肝胰腺 低温驯化 锯缘青蟹

中圈分类号 文献标识码 文章络号 侧 卜
一 一

生物体生活的环境条件改变时
,

其组织细胞中

蛋白质表达发生相应的变化
,

既有蛋白质表达量的

消长
,

又有蛋白种类的变化
,

以此适应外界环境的变

化
。

通过双向电泳以确定环境变化时蛋白质的表达

变化
,

是研究生物体环境适应性调控的重要方法川
。

水生动物中关于蛋白质的研究报道
,

目前大多集中

于酶活性
,

等位酶〔’〕
,

可溶性蛋白含量 及组分【’

的变化
,

对于环境低温驯化下蛋白质表达变化很少

进行更细的分离和研究
。

肝胰腺是甲壳动物脂类代谢的中心
,

其组织中

脂肪酸组成可以反应机体的营养水平
。

也可以反应

机体摄食状况
,

健康水平及环境改变时机体的生理

生化调节
。

锯缘青蟹
,

中华绒鳌蟹 和虾类

等甲壳动物中关于脂肪酸组成的相关研究 已有报

道
,

但大多集中于营养
,

生殖和发育等方面
,

而低温

驯化对其脂肪酸组成变化的研究相对较少
。

锯缘青蟹 少 。 。 是生活在河 口 海 区的

一种重要经济甲壳动物
,

其生活的环境温度经常发

生变化
,

研究其温度变化时组织中蛋白质的表达及

脂肪酸组成的变化
,

对于探讨其低温环境适应有重

要意义
。

本研究对锯缘青蟹进行低温驯化 周后
,

通过研究其肝胰腺中蛋白质表达及脂肪酸组成的变

化
,

以此来探讨低温驯化下锯缘青蟹的低温适应

机制
。

材料与方法

材料 采用来 自福建诏安国家
“ ”

青蟹育苗

基地同一批亲蟹繁殖的 在同一池培育的雄性幼蟹

用于实验
。

选择体色鲜艳
,

无病无伤
,

规格整齐的

只幼蟹
,

随机分为 组
。

各组幼蟹低温驯养前
,

个体基本情况见表
。
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,
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衰 低沮驯化裔公幼盆分组甚本情况

、 吐 , , ,

孚化组 脚

头胸甲宽 即

头胸甲长 。 卿

体重 侧

土 土 士 忿

士
,

的 土 士 士

以 出 印 士
,

士 出

低温驯化 幼蟹单只饲养
,

养殖容器为体积

的半透明圆柱状塑料皿 控温装置为大容积光照

生物培养箱 光周期为
,

养殖用水为沙滤海

水
,

经充氧曝气 和充分沉淀后使用
。

盐度为
。

每 换水 次
。

投饵以幼蟹专用配合饲料和菲律

宾杂色蛤仔
。

在适应
、

降温和驯化期间管理条件一

致
。

幼蟹适 应 周后进 行降温
。

降温速 度 ℃
,

降至设定温度后恒温
,

开始计算驯化时间
。

实

验组驯化期间水温分别为 士 ℃
, 土 ℃和

土 ℃
,

正常饲养组为 自然水温 土 ℃
。

驯

化期间定期换水
,

海水温度降至设定温度后迅速换

水
。

每天早中晚定期观察
,

并做好记录
。

·

电泳和分析 解剖锯缘青蟹
,

迅速取出

肝胰腺
,

电子天平称取 混合样品 每组 只

蟹
,

每只蟹取
,

本实验取混合样品主要 目的是

为了忽视个体间差异
,

以观察驯化组群体间蛋白表

达总体差异
,

按质量体积之比 耐 加人预冷

的 溶于丙酮
,

内含 竹
。

冰浴上匀

浆
, 一 ℃冰箱过夜

,

使蛋白质充分变性
。

采用

迁 低温离心 机离心
,

℃
, ,

以 而 离心
,

然后弃上清
,

每管加人

的丙酮液悬浮蛋白沉淀
,

超声波处理

而
,

振荡器上振荡 而
,

然后 ℃
, ,

佣 而 离

心 而
,

然后再重复洗涤 次 不需超声
,

然后真空

冷冻干燥沉淀
。

每管加人 裂解液

姗
, ,

玲
, ,

,

月飞 川
一 ,

充 分 混 匀
。

℃下裂解
。

℃
,

拟 而 离心 而
,

取上清

分装于 的离心管中
,

存于 一 ℃冰箱备用
。

按照 记 方法进行蛋白定量 ’“〕
。

使用

一 线性 预制干胶条 购 自
,

在 咒 电泳 仪
。 上 完成

。

取样 品和溶胀 液
, , ,

澳

酚蓝
,

溶液 中加 少许 竹
。

胶 条上 样量 为

滩 蛋白 溶胀液总体积为 拌 。

然后加覆盖油
,

进行溶胀和
。

本实验采用低电压溶胀
,

胶条经低电压

溶胀后可 自动进行
。

℃每个 胶条最大电流
。

基准液
一 ,

, , 。

加人 , 即为

平衡液 加入 以『
,

即为平衡液
。

每次平

衡 而
一

使用自制 凝胶 印
, , 二 在 以

。 进行恒流电泳
,

而 伴 罗
, 。

蛋 白
。

贮液 二 , 二 ,

分离胶缓冲液贮液
一 ,

电极

缓冲液 , , , ,

。

采用银染对蛋白点进行定量和定性
。

在 扫描仪 几 上

用 肠 扫描软件进行扫描
,

然后使用 昭

分析软件进行分析
。

比较分析时
,

对

于模糊不清的点不计
,

仅是比较差异表达明显的点
。

蛋白质的分子量计算是以 已知分子量的一组蛋

白质作为标准
,

利用 。 分析软件进

行计算
,

从而确定图中各蛋白点的分子量 同理根据

胶条的已知 值梯度进行计算
,

从而确定图中各

蛋白质的等电点
。

相对蛋白含量以蛋白点光密度体

积 占总体积的百分 比 计算
。

为 了

研究方便
,

人 为地把蛋 白分 为高含量蛋 白

〕 中含量蛋白

低含量蛋 白 。

微量蛋白 。 。

脂肪酸组成测定 脂肪酸测定标准系列购于美

国 公司
,

包括
,

价
, , 创 ,

,

砧
, , , 。为

,

心
,

访
, 田 , , 田 , 二 田 亏 ,

四
,

。
, ,

其中 作为内标川
。

正
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己烷
,

甲醉为国产色谱纯
,

其他试剂为国产分析纯
。

样品顶处理及脂肪酸测定参见 ” 方法〔”〕
。

统计分析 采用 发众 统计分析软件进行

单因素方差分析 。叭
一

跳 和独立性 检验
。

结 果

低通驯化锯缘青盆肝胰腺蛋白质表达的变化

锯缘青蟹低温驯化下肝胰腺中蛋白质表达发生

了较大的变化 表 一表 图
。

℃驯化组肝胰腺中

衰 ℃ 化组二街 , 肝浪旅班白质襄达的变化

曲 脾 试 卿迅
。 以 侧功 。 试

,

翻作‘口 ℃ ,

弋

蛋白点幼号 蛋白含 等电点 分子 蛋白点编号

卜训日 曰 叹 姗 卯 门 司

℃

蛋白含量 等电点

记 欢 即 即

分子最

,

卯

,

印
, ‘

的

璐

卯 时

注 蛋白点编号指用 吃 毗 软件对凝胶图像分析时对检侧到的蛋白点的编号 蛋白含量指相对蛋白含最 每个点进行

目 后
,

每个点体积占所有点总体积的百分比 ℃组与 ℃组各蛋白指两图谱比较而言
,

℃组蛋白点编号一列中 和 一 分别表示与

℃
,

℃和 巧 ℃驯化组相比检出的差异蛋白
。

此注解适用于本文中表
,

表
,

表

衰 ℃日化组祖旅 , , 肝胶膝班自质农达的变化

几 堪 卿访 川 他 阮叫 , 叮 “厅昭。 ℃ 褪 朋

℃ ℃

白点编号

卜议 。 以

蛋白含

叹

等电点

毗 画

分子 蛋白点编号

‘记

蛋白含量

比

等电点

概

分子通

的
,

,

印
,

的

卯

肠

肠

佣 印

幻 伪
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衰 ℃驯化组拐级 , 井肝胶腺资白质衰达的变化

曲 卿 功 助 ℃ 鱿 叮旧

蛋白点编号

叭 忱 记

蛋白含

叭

等电点

即

分子 蛋白点编号

叭 司

蛋白含 等电点

门性 脱 州

分子

户吐

以
‘﹄

印

斑 不同低皿骊化下 旅 , 肝胶腺趁异三白的匹配

声 比 刚 朋 叫
招厅囚。 卯 帅 朗

驯化温度 钾 。

,

,

,

阅腼腼

,月峥,亨

﹃‘︸月砚」

、晰

注 表内数字表示蛋白点编号
,

数字后 表示 匹配
,

同

一行中标有 的各蛋白点为匹配蛋白
。

蛋白质表达与 ℃组 相 比
,

共有 种 蛋 白质 的

变化
,

其中 ℃驯化组有 种蛋 白质在 ℃组没

有出现
,

而 ℃组有 种蛋 白质在 ℃驯化组 没

有检出
。

肝胰腺表达的差异性蛋 白大多属 于高含

量或中含量蛋 白 驯化组差 异蛋 白质等电点 大多

为中性或偏酸性
,

而 ℃组 大多 为酸性
,

没有检

出碱性差异蛋白 ℃驯化组差异蛋 白质分子量为

一 ℃组为 一
。

℃驯化组与 ℃组相 比
,

共有 种差异蛋

白质的变化
,

其 中驯化组 种
,

℃组 有 种
,

即 ℃驯化组表达了 种 ℃组没有表达 的蛋

白质
,

℃组检出了 种蛋白
,

在 ℃驯化组没有

表达
。
℃驯化组肝胰腺中表达的差异蛋白等电

点大 多 为 中性 或偏 酸 性
,

其 分 子 量 为 一

℃组表达 的差异蛋 白质等 电点为酸性
,

分子量较低
,

为 一
。

锯缘青蟹 ℃驯

化组与 ℃组相 比
,

肝胰腺 中共有 种蛋 白质表

达的变化
,

其中驯化组 种
,

℃组 种
,

即 巧 ℃

驯化组表达了 种蛋 白质 ℃组没有表达
,

℃

组也检出 种 ℃组没有表达的蛋白
。

相对蛋白

含量为高含量蛋白或中含量蛋白
。

巧 ℃驯化组肝

胰腺中差异蛋 白质等电点在 一 之间
,

分

子量较低
,

在 一 之 间 ℃组 等电点

为
,

分子量为
。

不同低温驯化组锯缘青蟹肝胰腺 中表达的而

℃组没有检出的蛋 白匹 配见表 蛋 白匹 配指

不同样品做出的
一

电泳图谱在 比较蛋 白点差

异时
,

由于电泳胶的变形
,

分析软件会用几何学测

度计算得 出不 同胶上属于 同一种 的蛋 白点
,

即为

蛋白匹配
。

℃和 ℃驯化组肝胰腺 中有 种

蛋白质是匹配的 匹配 的蛋 白即为同一种蛋 白
。

℃驯化组表达的 个差异蛋 白点与 ℃和 ℃

驯化组不 匹配
,

即 ℃驯化表达 的 种差异蛋 白

质与 ℃和 ℃驯化下表达的蛋 白不一样
。
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图 锯缘青蟹肝胰腺
一

电泳图
一
坦声 以 目

·

翻刚 民 伴阁瞬
图注 图左外侧表示蛋白质 田玉 分子盘

,

单位为
,

图中 范围仅显示 实验中所用固相化胶条的 为 图
, ,

和 分别表示 ℃
,

℃ ℃驯化组和 ℃组
,

图中差异蛋白以箭头标出
,

箭头一端所标数字为 昭 软件分析时对

应蛋白点的编号 图
,

和 中箭头注明的蛋白点表示与 ℃组肝胰腺
一

比较的差异蛋白 图 中数字后 。 和 分别表示 ‘

℃
,

℃和 ℃驯化组的差异蛋白
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低温驯化锯缘 , 蟹肝胰腺脂肪酸组成的变化

低温驯化 周后青蟹肝胰腺中脂肪酸组成见

表
。

脂 肪酸 以
、 、 、

和

为主
。

其中 随驯化温度降低而降低
,

℃驯化组最低
,

与 ℃组之间具有显著性差异 尸
、 、 、

和 在

低温驯化组与 ℃组 间差异不显著 尸

在 ℃习化组显著高于 组
。

艺 在 ℃和 ℃驯化组显著低于 ℃组 尸
,

而 名 在 ℃和 ℃驯化组 显 著高于

℃组
,

相 应 地 ℃ 和 ℃驯 化 组

艺 名 也 显 著 低 于 ℃组 尸
。

艺 和 艺
一田 低温驯化组 与 ℃组之 间

没有显著差异
,

而 名
一。 低温驯化

下显著高于 ℃组 尸
, 田 。 低温驯化下

升高
,

但仅 巧 ℃驯化组与 ℃组之间存在显著差

异 尸
,

以 在低温驯化组与 ℃组

间差异不显著 尸
,

但 以 在 ℃驯

化组显著低于 ℃组
,

而在 ℃驯化组

显著升高
。

衰 ‘ 低沮驯化锯缘青价肝胶腺中阴肪酸组成的变化 相对比例
, 士 二

助 呷 卜钾 , 厅创口 伴 , 一眠 , 即

士

脂肪酸 驯化温度 碘
℃

℃ ℃ ℃

切

。巧

士

土

土

士

士

士 “

土

士

士

土

土

士

士

士

士

士
、

印

土

士

土

士

士 从 土

士

士

土

士

士

上

士 二

土

土 印

土

土

土

土 ‘

土

土

土

’士

土

切

‘诵

山

田

心

土 士

出 土

士 土

士 土

士 士

侧 土 士

上

士

土

土

二

哪

士 士

土 士

的 士

士

土

土

士

礴名士

土

肠 土

伪 土 二

士

生

土
‘

的

土 肠

士

土

土

士

艺

艺

艺
一

诵

艺
一

记

艺

艺 艺

诵

土

土

,

土

土

士 ‘

士

士

土

士

士

士 肠
件

土

土

士

士

土 伪 一

士 肠

士 印
’

士

印 上

士
,

土 肠

土

士

土

土

土

土

月 土

士

全 以

注 艺 表示饱和脂肪酸之和 艺 表示单不饱和脂肪酸之和 艺 表示多不饱和脂肪酸之和 艺 表示不饱和脂肪酸之和
。

与 ℃组之间统计分析时
, “

。
”

表示具有极显著性差异 。 “ , ”

表示具有显著性差异
。
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低沮驯化锯缘 妇肝胶腺蛋白质表达的变化

生物体组织细胞中蛋白质的表达及二级结构的

折盛与环境具有密切相关性 ’
。

’ 〕, 虽然特定环境下

的蛋白质表达可以从 的表达差异有所显示
,

但不能够准确反应细胞内蛋白质表达和数量的变

化〔’
。

为了全面理解生物体变化的调控
,

就需要对

细胞所有蛋白质的表达变化进行研究
,

而蛋白质的

许多信息可以从
一

电泳中加以确定
,

因此确定某

一生物特定组织中特异蛋白质表达对于研究环境驯

化适应机制具有重要意义
。

低温驯化锯缘青蟹肝胰腺中差异蛋白质的变化

与 ℃组相比
,

℃驯化组共有 种差异蛋白质的

变化 驯化组 种
,

℃组 种 而 ℃驯化组共

有 种差异蛋白质的变化 驯化组 种
,

℃组

种 巧 ℃驯化组共有 种差异蛋白质的变化 驯化

组 种
,

℃组 种
,

表明驯化温度越低
,

差异蛋白

质变化越大
。

从匹配情况来看
,

℃和 ℃驯化组

肝腆腺中表达的差异蛋白有 种匹配
,

巧 ℃驯化组

表达的 种差异蛋白与 ℃和 ℃表达的差异蛋白

不匹配
,

表明 ℃和 ℃驯化组蛋白质表达的变化

与 ℃驯化组之间存在较大差异
。

低温驯化下锯缘青蟹肝胰腺中蛋白质的表达随

环境低温的变化而发生相应的变化
,

处在蛋白质数

量和种类不断变化的动态过程 中
。

环境温度降低

时
,

蛋白质表达变化是机体为了适应环境变化在蛋

白质水平上进行的调控
,

这种差异蛋白质一般是代

谢酶的同工酶
,

应激蛋白
,

信号调控蛋白等功能性蛋

白
,

其作用是对体内生理生化代谢水平进行调节
,

以

与外界环境的变化相适应
。

从实验结果来看
,

当驯

化温度较低时
,

肝胰腺差异蛋白质较多
,

这可能是肝

胰腺在机体生理代谢上具有重要的作用
,

多种蛋白

质表达以适应低温环境
,

从而致使低温驯化下蛋白

质种类及数量发生较大变化 另一方面也有蛋 白质

的分解以满足环境变化时机体的生理代谢和能量需

求
。

温度变化时水生动物器官组织中蛋白质的表达

变化报道较少
,

本实验结果难以进行相关的比较和

讨论
,

但 。 对 中华绒整蟹盐度应激鳃中蛋白质

表达进行研究
,

发现当环境盐度较高时
,

血清蛋白的

总数 明显降低 〔’ 〕
,

从而推测当环境温度变化时也

会发生蛋白质表达的变化
。

本研究中有兴趣的一个现象是 ℃和 ℃驯化

组青蟹肝胰腺中差异蛋 白质 的表达基本一致
,

但

℃驯化组表达的差异蛋白质与 ℃和 ℃驯化组

不同
。

由此来看 ℃和 ℃驯化组与 巧 ℃驯化组比

较
,

差异蛋白质的表达相差较大
,

表明 ℃驯化下

锯缘青蟹采用的低温适应调控模式与 ℃和 ℃可

能有差异
。

一

是分离蛋白质的一种有效方法 ’“ 〕,

近几

年也不断得到完善和提高
,

其研究 目的是分离所有

蛋白
,

然而一个典型细胞中总蛋白 的含量是由

总蛋白点的 组成 ’
·

’“〕,

即使采用最大上样量和

较长 的 电 泳 分 离 时 间
,

微 量 蛋 白也 难 以 检 测

到 ’
, ,

有时许多个基因产物迁移至凝胶上同一位

置
,

这样给蛋白质定量和分析带来困难 ’ 〕
。

说明该

研究方法具有一定的局限性
,

还需要在今后的研究

中加以提高和完善
。

本实验中采用宽 值 一

范围的固相化 梯度 胶条仅是为了观察组

织中蛋白点的分布概况和确定比较明显的蛋白点差

异
,

对于更精确的研究还需要采用窄 范围的

胶条以增大检测灵敏度
,

所 以对于差异功能蛋白的

精确研究和特征判定还需要作更深入的
一

研究

和质谱分析
。

低通驯化锯缘青蟹脂肪酸组成的变化

低温驯化后
,

锯缘青蟹肝胰腺组织中脂肪酸饱

和指数艺 灯艺 在低温驯化下降低
。

这与以

前对冷驯化的岸蟹 川组织中饱和脂肪酸含量降低

的报道一致
。

艺
一

诵 低温驯化下显著升高
,

因

而 诵 。 低温驯化下升高
。

这也说明低温驯化下

长链多不饱和脂肪酸增加〔” 〕
。

低温驯化下

随驯化温度的降低而降低
,

的降低一方面是

组织在低温下降低饱和脂肪酸的含量 另一方面是

氧化分解为机体提供能量
。

青蟹在低温驯化

下短链脂肪酸下降
,

长链脂肪酸增加
,

这主要是生物

内部转化和链加长作用的结果
。

因为低温驯化

下的幼蟹基本不摄食
, ‘

青蟹处于静止状态
,

不运

动
,

℃青蟹基本处于麻木状态
,

没有任何反应
。

所

以脂肪酸组成的变化主要限于体内的分解和转化
,

无外 源 性 脂 肪 酸 的 补 充
。

低 温 驯 化 下 肝 胰 腺

艺 艺 显著降低
,

这可能是为增加低温下生

物膜的流动性而增加组织中不饱和脂肪酸的含量
。

当外界环境温度降低时
,

锯缘青蟹生理代谢
,

生

化组成及特定功能蛋白表达的变化均会发生相互协

同调节
,

以此来与外界环境相适应
。

本实验中仅对

不同低温驯化下锯缘青蟹肝胰腺中差异蛋白质的变

化
,

脂肪酸组成进行了研究
,

而对于低温驯化过程中

脂肪酸代谢调节
,

功能蛋白表达的基因调控还有待

深人的研究
。
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