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杂色鲍血淋巴双向电泳与质谱分析 
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摘要: 以杂色鲍(Haliotisdiversicolor)血淋巴为材料进行了双向电泳研究。首先, 确定了以丙酮沉淀法和

RC DC 蛋白定量试剂盒为基础的蛋白制备与定量方法; 其次, 对样品前处理方法进行了摸索, 通过

500 r/min 的低速离心方法分离了血细胞和血浆组分, 通过 35 000 r/min 超速离心 2 h 除掉了部分高丰度

的血蓝蛋白, 降低了高分子量区域的血蓝蛋白背景; 进一步使用 18 cm pH 3-10 非线性胶条和标准化的

电泳程序, 对不同上样量的电泳银染结果进行了比较, 获得了良好的双向电泳图谱; 最终选取肌动蛋

白、原肌球蛋白、胶原蛋白和血蓝蛋白 4 个蛋白点成功进行了质谱鉴定。 
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杂色鲍(Haliotisdiversicolor), 肉质鲜美、营养丰
富 , 是我国南方重要的鲍养殖品种 , 是中华民族的
传统珍馐佳肴。近年来养殖环境日益恶化, 鲍病害呈
现爆发性的增长趋势 , 对鲍养殖业造成了极大损  
害[1-2]。然而, 从分子水平上对其先天免疫系统以及
免疫因子的研究还十分有限, 客观上限制了鲍病害
防控技术的发展[3]。 

双向电泳 (Two-dimensional gel electrophoresis, 
2-DE)是 1975年建立的[4], 现广泛应用于医学诊断、
药物筛选[5]、毒性机理[6-7]、免疫机制[8]和水产动物的

生理调控机制[9]等研究。 
双向电泳技术作为蛋白质组学研究的重要技术, 

可以从整体、动态水平上大规模、高通量地对总蛋

白的分子组成和相互作用规律进行研究, 定量观察
病害发生过程中蛋白质种类和数量的变化, 能更直
接地了解致病机理和免疫机制, 为病害防治提供依
据[10-11]。但双向电泳对研究者技术要求较高, 不同研
究材料需要建立不同的双向电泳体系。目前针对海

洋无脊椎动物已经建立的双向电泳体系包括: 西施
舌 (Coelomactra antiquata)的外套膜 [12]、紫贻贝

(Mytilus galloprovincialis) 的 消 化 腺 [5] 、 泥 蚶

(Tegillarca granosa)的肌肉 [13]、蓝斑背肛海兔

(Notarchus leachii cirrosus Stimpson)和褐云玛瑙螺
(Achatina fulica (Ferussae))的大脑神经节 (cerebral 
ganglion,CG)[6]、缢蛏(Sinonovacula constricta)[14]和牡

蛎 (Bonamia ostreae)[8]的血淋巴、南美白对虾

(Penaeus vannamei)的血细胞 [15]、中国明对虾

(Fenneropenaeus chinensis)的血浆 [16]以及杂色鲍的

肝胰腺[7]等。  
本文首次以杂色鲍血淋巴总蛋白为研究对象 , 

成功建立了双向电泳技术平台。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
杂交鲍(遗传背景不祥)购自广州下渡市场 , 平

均质量(30±5)g; 其他试验均使用购自汕尾市粤顺
海珍品养殖有限公司的杂色鲍, 平均质量为(20±5)g, 
暂养于水温 15~18.5℃、盐度 30、50 cm×30 cm×40 cm
玻璃缸(带循环水和泵氧设备)中。 

1.2  试剂与仪器 
固相 pH 梯度干胶条 IPG strip 非线性(pH 3-10, 

18 cm)、两性电解质 IPG buffer(pH 3-10)和 Drystrip 
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Cover Fluid等购自美国 GE Healthcare公司; 丙磺酸
(CHAPS)、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、四甲基乙二胺
(TEMED)、尿素(Urea)、硫脲(Thiourea)、二硫苏糖
醇(DTT)和碘乙酰胺(IAA)等购自美国 Sigma 公司; 
乙醇、冰醋酸、Na2S2O3等均为国产分析纯; 蛋白标
准 2-D Protein MW Marker购自 TaKaRa公司; 蛋白
酶抑制剂 Protease &Phosphatease Inhibitor Sin-
gle-Use Cocktail, EDTA-free(100×)购自美国 Thermo
公司; 蛋白定量试剂盒(RC DC Protein Assay)购自美
国 Bio-Rad公司; BCA、Bradford蛋白定量试剂盒购
自香港昊柏生物公司, Lowry 改良试剂盒购自美国
andybio公司。 

等电聚焦仪 EttanIPGphor 3、ImageScanner扫描
仪、ImageMaster 2D Platinum 7.0图像分析软件等购
自美国 GE Healthcare 公司; 垂直电泳 Protean Ⅱ 
XL系统购自美国 Bio-Rad公司; 冻干机为美国Virtis
公司 Advantage桌上型冷冻干燥机; 纯水系统(ELGA 
PURELAB CLASSIC)购自英国 ELGA公司。 

1.3  蛋白样品的制备与定量 
1.3.1  血淋巴样品的制备 

血细胞和血浆的分离: 用解剖刀划开鲍腹足表
面, 取血淋巴于离心管中, 500 r/min, 4℃离心 5 min, 
上清即为血浆, 沉淀为血细胞, 沉淀留在离心管中; 
大分子血蓝蛋白的去除: 35 000 r/min, 4℃, 2 h, 弃沉
淀, 取上清。 
1.3.2  血淋巴和血浆总蛋白的提取 

取血淋巴或血浆 5 mL, 加入 4倍体积的预冷丙
酮, 搅拌均匀后–20℃沉淀过夜; 12 000 r/min, 4℃, 
离心 15 min, 弃上清; 重悬沉淀于预冷丙酮, –20℃
沉淀 3 h; 12 000 r/min, 4℃, 离心 15 min, 弃上清; 重
复前两个步骤 1次; 加入少量预冷丙酮, 将混合均匀
的蛋白丙酮液分装入 1.5 mL离心管中, 每管 0.2 mL; 
12 000 r/min, 4℃, 离心 15 min, 弃上清液; 用真空
浓缩机抽干剩余丙酮 , 直到样品完全干燥; 将制备
好的蛋白丙酮干粉置于–80℃冰箱保存备用。 
1.3.3  蛋白的溶解与定量 

取血淋巴或血浆总蛋白的丙酮干粉, 或取血细
胞沉淀, 按 1∶10(W∶V)加入裂解液(7 mol/LUrea、2 
mol/LThiourea、2% CHAPS、40 mmol/L DTT和 0.5 % 
IPG Buffer), 振荡溶解, 冰上超声促融, 功率 80 W, 
周期 0.5, 60次。12 000 r/min, 4℃离心 30 min, 取上
清即为蛋白样品。使用 RC DC Protein Assay进行蛋

白定量。 

1.4  双向电泳 
1.4.1  等电聚焦电泳 

使用 18 cm pH 3-10 IPG 非线性胶条, 总蛋白量
80~150 µg, 上样体积 340 µL(血淋巴上样量 150 µg时加
入 5 µL 2-D Protein MW Marker), 被动水化上样 16 h。 

参照 IPGphor等电聚焦指南设置程序: 500 V 1 
h、1 000 V 1 h、8 000 V 3 h、8 000 V 2 h、500 V保
持。每根胶条电流 50 µA, 温度 20℃。 
1.4.2  胶条平衡 

采用两步平衡法 , 每步 15 min, 平衡液为 6 
mol/L urea, 2% SDS, 75 mmol/L Tris-HCl, 20%甘油, 
1% DTT, 体积 10 mL, 第二步平衡时用 2.5% IAA代
替 DTT。 
1.4.3  聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE) 

SDS-PAGE电泳胶浓度为 12%。将平衡后的 IPG
胶条转移至 SDS 凝胶上端, 用 0.5%琼脂糖溶液封
顶。电泳参数设置: 50~100 V, 直至溴酚蓝指示剂到
达底部边缘时电泳结束。 

1.5  凝胶染色、扫描及图像分析 
1.5.1  银染(每块凝胶使用 250 mL的溶液体系) 

固定 30 min(乙醇 100 mL, 冰醋酸 25 mL, 用超
纯水定容至 250 mL); 敏化  30 min(乙醇 75 mL, 
Na2S2O30.5 g, NaAc17 g, 定容至 250 mL); 漂洗 5 
min×3(250 mL); 银染 20 min(AgNO30.625 g, 定容
至 250 mL); 漂洗  1min×2(250 mL); 显色  5~10 
min(Na2CO36.25 g, 甲醛 0.1 mL(使用前加入), 定容
至 250 mL; 此步通过肉眼观察确定具体时间); 终止 
10 min(EDTA-2Na 4.165 g, 冰醋酸 25 mL, 定容至
250 mL); 漂洗 5 min×3(250 mL)。 
1.5.2  凝胶扫描及图像分析 

凝胶用 ImageScanner 扫描仪扫描 , 并用
ImageMaster 2D Platinum 7.0图像分析软件对扫描图
谱处理分析。 

1.6  质谱分析 
为检验双向电泳凝胶与质谱的兼容性, 同时也

为建立蛋白样品本身蛋白标记以防止蛋白 Marker对
其他蛋白点的影响, 选取 4 个蛋白点, 切割后置于
1.5 mL 离心管中, 送至暨南大学生命与健康工程研
究院使用 ABI 4800 plus MALDI-TOF/TOF质谱仪进
行质谱分析。 
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2  结果 

2.1  样品制备与蛋白定量方法的选择 
样品制备先后尝试了 3 种方法: 直接裂解液处

理、冻干法和丙酮沉淀法。直接裂解液处理是将血

浆与裂解液按比例直接混合, 混合后出现大量沉淀。
冻干法制备的血浆干粉可以较好地溶于裂解液, 但
蛋白定量时加入的 BCA和 Bradford等试剂会产生大
量沉淀, 干扰定量。改用丙酮沉淀法提取的蛋白干粉
与几种蛋白定量试剂兼容良好 , 无沉淀 , 可准确定
量。但当丙酮沉淀的蛋白干粉溶于裂解液后, 裂解液
成分与部分定量试剂不能很好兼容 : 如使用改良
Lowry法测得的线性 R2值只有 0.3072, Bradford法的
为 0.9332, RC DC法的最高, 为 0.9941(图 1)。后续
蛋白定量均使用 RC DC法。 

 

图 1  RC DC蛋白定量标准曲线 
Fig. 1  Standard curve of RC DC protein quantitative 

 
2.2  不同血淋巴组分的比较 

实验中比较了杂交鲍的两种血淋巴组分样品(血
浆和血细胞)的电泳结果, 如图 2 所示。两个样品蛋
白组成差异明显, 血浆样品(即去除血细胞后的血淋
巴)的蛋白点较多, 分离效果良好, 而血细胞样品的
蛋白点较少, 中间偏上位置的蛋白点分离效果有限, 
多成串状分布, 可能为经过复杂修饰后的膜蛋白。 

2.3  血蓝蛋白的去除 
实验发现, 在电泳凝胶上端有大量高分子质量

蛋白, 多为血蓝蛋白[16-18]。本研究通过超速离心去除

了多数的高分子质量血蓝蛋白, 如图 3所示。经过超
速离心后 , 凝胶顶端聚集的蛋白明显减少 , 其他分
子质量蛋白变化不明显。 

 

图 2  杂交鲍 2种不同血淋巴组分的双向电泳图 
Fig. 2  2-DE maps of two different hemolymph com-

ponents of hybrid abalone 
18 cm pH3-10 IPG非线性胶条, 上样量 80 µg, SDS-PAGE浓度
12%, 银染; A为血浆, B为血细胞 
18 cm pH3-10 IPG NL, loading amount80 µg, SDS-PAGE (12%), 
silver stained; A. Blood plasma; B. Hemocyte 
 

 

图 3  超离前后双向电泳凝胶上端比较 
Fig. 3  Comparison top parts of 2D-PAGE maps before and 

after ultracentrifugation 
35 000 r/min, 4℃、2 h; a.超离前血淋巴样品; b.超离后血淋巴样品 
35 000 r/min、4℃、2 h; a. hemolymph before ultracentrifugation; b. 
hemolymph after ultracentrifugation 

 

2.4  不同上样量的电泳效果 
实验中比较了 3种上样量的电泳效果, 如图 4所

示。3次实验的重复性较好。上样量 80 µg时, 凝胶
中间偏上部份的分离效果最好, 但总蛋白点数较少, 
只有 234个; 上样 120 µg时, 凝胶中上部的背景加深, 
点数增多至 264个; 上样 150 µg时, 点数增多不明显
(276 个), 凝胶中上部背景较高, 但其他区域低丰度
蛋白点信号有所增强。 

2.5  质谱鉴定 
所选 4个蛋白点二级质谱结果: 1为肌动蛋白, 2

为原肌球蛋白, 3为血蓝蛋白 1型亚基, 4为胶原蛋白, 
图 5 为所选蛋白点的凝胶位置显示, 图 6 中 A-D 为
蛋白一级质谱图, 表 1为蛋白信息。 

4 个蛋白点的质谱结果与凝胶图谱比较, 2 号点
的理论值与图中观测值一致, 1、3、4号点的理论等
电点与图中观测值有差异, 3、4号点的理论分子质量
与图中观测值有差异。 
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图 4  不同上样量的杂色鲍血淋巴总蛋白 2-DE图谱(银染) 
Fig. 4  2-DE maps of Haliotisdiversicolor hemolymphtotal protein with different loading amounts (silver staining) 

 

 

图 5  上样量 150 µg的杂色鲍血淋巴总蛋白 2-DE图谱(银
染) 

Fig. 5  2-DE maps of Haliotis diversicolor hemolymphtotal 
protein with 150 µg loading amounts (silverstain-
ing) 

1-4: 选做质谱的蛋白点; a-g: 2-D蛋白质分子质量标准, a.伴清蛋
白(MW77 kDa, pI6.0、6.3、6.6), b.牛血清蛋白(66.2 kDa, pI5.4、
5.6), c.肌动蛋白(43 kDa, pI5.0、5.1), d.3-磷酸甘油醛脱氢酶(36 
kDa, pI8.3、8.5), e.碳酸苷酶(29 kDa, pI5.9、6.0), f.胰蛋白酶抑制
剂(21.5 kDa, pI4.6), g.肌球蛋白(17.6 kDa, pI6.8、7.3) 
1-4. Mass spectrometry of selected protein spots; a-g. 2-D Protein 
Molecular Weight Marker, a. Conalbumin from hen egg 
white(MW77 kDa, pI6.0, 6.3, 6.6); b. Bovine serum albumin 
(BSA)(66.2 kDa,pI5.4,5.6); c. Actin from Bovine muscle(43 
kDa,pI5.0,5.1); d. GAPDH from Rabbit muscle(36 kDa,pI8.3,8.5); e. 
Carbonic anhydrase from Bovine Erythrocytes(29 kDa,pI5.9,6.0); f. 
Trypsin Inhibitor(21.5 kDa,pI4.6); g. Myoglobin from equine skele-
tal muscle(17.6 kDa,pI6.8,7.3) 
 

3  讨论 

3.1  研究材料的选择与前处理 
节肢动物及大多数的软体动物都为开放式循环

系统 , 它们的血淋巴(体液)从心脏流出后被直接输
送到体内各组织中 , 在它们回到心脏之前 , 会与机

体的多数组织液充分混合并产生交换。因此, 这些动
物的血淋巴组成非常复杂, 携带各种功能蛋白、小分
子多肽以及生化代谢物, 机体的任何一种生理变化
都可能在血淋巴成分变化中反应出来  [19-20]。例如: 
对缢蛏血淋巴蛋白组的研究发现, 高温应激下血淋
巴中多种蛋白发生了变化, 最终鉴定出锌指蛋白和
chelonianin 蛋白[14]; 对牡蛎血淋巴蛋白的合成、诱
导、上调和下调的研究将有助于理解免疫机制和抑

制病害感染[8]。 
本研究以腹足纲的鲍为材料 , 其肌肉裸露 , 只

需划开腹足即可方便地采集血淋巴样品。考虑到血

淋巴组分过于复杂, 为了降低背景、简化问题, 研究
中还对鲍血淋巴样品进行了分级处理。首先, 通过低
速离心有效分开了血细胞与血浆组分(图 2), 减少了
血细胞蛋白与血浆蛋白的相互干扰 ; 其次 , 通过超
速离心方法[17, 21]有效降低了高分子质量血蓝蛋白的

干扰(图 3), 一定程度上降低了背景, 增加了低丰度
蛋白的检出概率。虽然之前 Zhou等[7]以杂色鲍肝胰

腺为材料进行了双向电泳研究, 但以鲍血淋巴为材
料的蛋白质组学相关研究尚未见报道。该技术方法

的建立不仅为鲍免疫抗病研究提供保障, 还将为鲍
机体内营养物质代谢、生长信号调控和物质运输等

方面的研究打下良好基础。 

3.2  总蛋白制备及上样量的选择 
总蛋白的制备与准确的上样量是影响双向电泳

结果的重要因素。本研究综合考虑了三种蛋白制备

方法。直接裂解液处理和冻干法操作简单且蛋白损

失少, 但由于溶解或定量过程中出现大量纤维蛋白
沉淀, 干扰后续实验进行, 因此放弃。虽然丙酮沉淀
法步骤繁琐 , 过程中会损失一些蛋白 , 但为保证实 
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图 6  4个蛋白点的 MALDI-TOF/MS 肽质量指纹图谱 
Fig. 6  MALDI-TOF/MS peptide mass fingerprint (PMF) spectra in geltryptic digest of four protein spots 

 
表 1  4 个蛋白点的质谱鉴定结果 
Table. 1  The identification results of four protein spots 

序号 蛋白质名称 蛋白质编号 理论分子质量

(Da) 
观测分子

质量(Da) 
理论等

电点(pI)
观测等

电点(pI) 
总离子

得分 
总离子一

致性(%) 

1 肌动蛋白 gi|158635327 41818.78 42000.00 5.30 4.70 10 96.57 
2 原肌球蛋白 gi|42559693 32823.30 33000.00 4.55 4.55 189 100 
3 血蓝蛋白 1型亚基 gi|255046234 381841.25 50000.00 5.73 7.25 133 100 
4 胶原蛋白  gi|166406787 42393.47 60000.00 9.04 8.40 12 98.375 

 
验的重复性和电泳效果, 最终以获得蛋白纯度最高、
定量最准确的丙酮沉淀法作为总蛋白制备方法。实

践证明, 该方法所得蛋白点总数依然达到了 276(图
4), 能够满足研究需要。 

文中还对 3 种不同上样量血淋巴总蛋白进行了
比较。发现上样 120 µg时图像最清晰, 背景较浅, 适
合图像分析及高丰度蛋白点的鉴定; 而 150 µg 的背
景相对较深 , 不适用于图像分析 , 但有利于低分子
质量蛋白的研究。由此可知, 上样量的选择应该依研
究需要而定, 不同的血淋巴组分还需依实际情况而
定。 

3.3  质谱分析与蛋白鉴定 

一些低丰度蛋白可能具有很重要的功能, 而考
染的分辨率较低 , 因此 , 本实验凝胶染色方法使用

银染。但是传统银染与目前的 MALDI-TOF/TOF 质
谱技术不兼容, 预实验使用传统银染时选取 3 个蛋
白点均未鉴定成功, 后续实验对银染方法进行改进, 
在敏化液中不加戊二醛、银染液中不加甲醛, 蛋白点
数(276)能满足实验需要, 之后选取 4 个蛋白点均鉴
定成功, 说明兼容性好, 改进的银染方法可行。 

蛋白点的质谱结果与凝胶图谱比较, 其中 2 号
点的理论值和图中观测值基本一致, 且总离子得分
值与总离子一致性都很高, 说明该蛋白点与数据库
中蛋白完全吻合, 并进一步证明本研究所建立的双
向电泳和质谱方法是可靠的; 1、4号两个点的总离子
得分分别只有 10、12, 说明这两个蛋白与数据库中
已知蛋白只有小段序列匹配, 但两个质谱结果的总
离子一致性(即可靠性)均大于 95%, 说明结果是可靠
的, 进一步考虑到 1、4 号两点的等电点或分子质量
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与数据库中数据并不一致, 说明它们可能是不同于
数据库中蛋白的同源或相似蛋白; 3号点的等电点的
两个值有差异而且图中观测分子质量远远小于理论

值, 但是总离子得分值很高, 即匹配肽段较多, 由此
可推测该蛋白是血蓝蛋白在裂解液中裂解成的片段

或者本身分解的功能肽段。 
文中所鉴定的肌动蛋白是贝类肌肉中的肌原纤

维蛋白的重要组成部分 , 是重要的结构蛋白之一 , 
可影响并调控肌动球蛋白之间的相互作用[13]。原肌

球蛋白是细肌丝中与肌动蛋白的结合蛋白, 主要作
用是加强和稳定肌动蛋白丝, 并在肌肉收缩的调节
中起重要作用[22]。胶原蛋白是细胞外基质中最重要

的组成部分, 功能是维持皮肤和组织器官的形态和
结构, 也是修复各损伤组织的重要原料物质[23]。上述

三种蛋白均为结构蛋白。血蓝蛋白是节肢动物和软

体动物血淋巴中的一种多功能蛋白, 它在以完整蛋
白发挥功能的同时, 其多样的降解肽段也在发挥着
重要的生物功能[24-25]。本实验鉴定的 3 号蛋白点是
血蓝蛋白中未见报道的新肽段, 对血蓝蛋白的研究
具有一定意义。 

4  结论 
以鲍血淋巴为研究材料, 通过对样品前处理、总

蛋白制备与定量、双向电泳条件、显色方法、数据

处理与分析方法的摸索, 最终成功建立了以双向电
泳为基础的鲍血浆蛋白质组学研究方法。该方法的

建立将为鲍免疫防御机理研究等提供技术保障。 
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Two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry 
analysis of Haliotis diversicolor hemolymph 
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Abstract: Hemolymph of abalone was used as the material for the two-dimensional electrophoresis research. At 
first, protein preparation and quantification method based on the acetone precipitation and the RC DC Protein Assay 
Kit was successfully set up. Then pre-treatment methods with 500 r/min low-speed centrifugation and 35000 r/min 
ultracentrifugation were used for the separation of hemocyte and blood plasma or reducing the high molecular 
weight region’s background. Furthermore, non-linear strips (18 cm, pH 3-10) and standardized electrophoresis pro-
tocols were established to evaluate different sample volumes with silver stain. Good two-dimensional electrophore-
sis maps were finally acquired, and four protein spots in the map were successfully identified by mass spectrometry, 
which are actin, tropomyosin, collagen and hemocyanin. 
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