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摘要：【目的】检测和分析临床型乳房炎与正常奶牛血浆中差异表达的蛋白质。【方法】用二维凝胶电泳分

离血浆蛋白，凝胶用硝酸银染色和考马斯亮蓝染色，PDQuest7.4 软件自动检测分析差异表达蛋白斑点并经高效液

相色谱串联离子阱质谱鉴定。【结果】凝胶图谱分析后得到 3 个差异蛋白斑点，鉴定为 2 种蛋白质（结合珠蛋白

前体和乳腺球蛋白）。结合珠蛋白前体在临床型乳房炎奶牛血浆中表达量增加，可作为乳房炎诊断标记分子；而乳

腺球蛋白的表达量下调。【结论】临床型乳房炎与正常奶牛的血浆中蛋白质的表达存在差异，对差异表达蛋白质

的研究有利于探索机体的生理病理状态，可为疾病的诊断和治疗提供全面的信息。 
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Dairy Cows and Clinical Mastitic Cows 
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Abstract:【Objective】Differential proteomic expressions in plasma from healthy dairy cows and clinical mastitic cows was 
investigated. 【Method】The current research presents the protein changes using two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) after 
stained with silver nitrate and colloidal coomassie blue, differential expression proteins were detected by PDQuest 7.4 software and 
subjected to ion trap mass spectrometer equipped with a Surveyor HPLC system, and differential spots of protein were identified. 
【Result】 Three protein spots were identified to be two proteins differentially expressed. Overall, haptoglobin precursor was 
up-regulated in cows infected with clinical mastitis, could serve as a mastitis-associated diagnostic marker. Protein SCGB 2A1 
(secretoglobin, family 2A, member 1) was down-regulated. 【Conclusion】There was a significant difference at protein level in 
plasma from healthy dairy cows and clinical mastitic cows. Differential proteome expression analysis may be useful to clarify the 
mechanisms involved in pathophysiology, and to further study the related proteins and the molecular markers of clinical mastitis. 
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0  引言 
【研究意义】血液可通过循环系统与全身各个组

织、器官密切联系，而当机体各组织或器官发生病变

时，可直接或间接地引起血液成分的变化。特别是血

浆中存在的近万种蛋白质，参与了机体的凝血、免疫、

小分子物质的运输等一系列生理或病理过程。血浆蛋

白质表达模式的变化可充分反映机体的生理病理状

态，从而为疾病的诊断、治疗提供全面的信息。【前

人研究进展】随着 2002 年人类血浆蛋白质组计划的 
实施，以其为重心的血浆蛋白质组研究在多种物种得

到广泛开展，并在人类多种疾病如乳腺癌、卵巢癌的

早期诊断分子和药物治疗靶标的筛选方面奠定了基   
础[1,2]。且已有研究用二维凝胶电泳（2-DE）结合质谱

技术对正常奶牛、亚临床型乳房炎和临床型乳房炎奶

牛乳清蛋白质组进行了研究[3,4]，以及采用 2-DE 技术
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建立了健康荷斯坦奶牛血浆的 2-D 图谱，并用质谱对

凝胶中的蛋白斑点进行了鉴定[5]。【本研究切入点】

但是尚缺乏临床型乳房炎奶牛血浆蛋白质组的研究，

于是，本试验通过 2-DE 分离了正常和临床型乳房炎

奶牛的血浆蛋白，并结合高效液相色谱串联离子阱质

谱对差异表达蛋白斑点进行鉴定。【拟解决的关键问

题】以筛选乳房炎诊断生物标记分子，并为探讨乳房

炎的发病机制和治疗提供一些新的参考资料。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与设备 
17 cm pH3～10 NL 梯度胶条（Cat. No.163-2009）

为 Bio-Rad（CA，USA）公司产品；IPG Buffer pH 3～
10 和 2-D Quant Kit（Cat. No. 80-6483-56）为 Amersham 
Biosciences（Uppsala，Sweden）公司产品；CHAPS、
硝酸银、硫代硫酸钠、碳酸钠、甲醛、二硫苏糖醇、

矿物油、甘氨酸和低熔点琼脂糖为 Amresco（Solon，
Oh，USA）公司产品；Tris、TEMED、丙烯酰胺、甲

叉双丙稀酰胺、过硫酸胺、硫尿、碘乙酰胺、尿素、

十二烷基硫酸钠、乙氰（色谱纯）、甲酸、考马斯亮

蓝 G-250 和甘油为 Sigma（St.Louis，MO，USA）公

司产品；测序级胰蛋白酶为 Promega（Madison，WI，
USA）公司产品；其余药品均为国产分析纯试剂。 

主要设备有 PROTEAN IEF Cell 和 PROTEAN  Ⅱ

xi 系统及 PDQuest 7.4 图像分析软件（Bio-Rad 公司），

Milli-Q 超纯水系统（Millipore 公司），MICRO 17TR
高速低温离心机（Hanil 公司），离子阱质谱仪 LCQ 
DecaXP plus（Thermo Finnigan，San Jose，CA，USA）

和 U2800 紫外可见分光光度计（Hitachi 公司）。 
1.2  试验材料 

选取健康奶牛 12 头和临床型乳房炎奶牛 12 头，

其中，临床型乳房炎奶牛以乳腺组织出现红肿、热痛

以及乳汁凝块等症状为判定依据，健康奶牛以 4 个乳

区乳样的 LMT 试验进行判定。牛颈静脉采血，以

0.5%EDTA 抗凝。将采集的血样冰浴保存，及时带回

实验室。 
1.3  血浆蛋白质样品制备 

抗凝血样 3 000×g 离心 20 min，收集上层血浆，

等体积混合各头份的血浆即为全血浆蛋白质样品。取

部分血浆样品用 2-D Quant Kit 测定浓度，然后分装，

－75℃保存。 
1.4  2-DE 

第一向等电聚焦（isoelectric focusing，IEF）电泳： 

采用胶内溶胀法，将血浆蛋白质样品 3～5 µl 和

10%SDS、2.3%DTT 混合在 95℃孵育 5 min[6]，然后与

上样缓冲液（7 mol·L-1 尿素，2 mol·L-1 硫尿，4 % 
CHAPS，65 mmol·L-1 DTT，0.5% IPG buffer，0.001%
溴酚蓝）400 µl 均匀混合，室温放置 1 h 后，10 000×g
离心 10 min，吸取上清均匀加入聚焦盘中。将聚焦盘

置于 PROTEAN IEF Cell 电泳仪中进行等电聚焦，程

序设置以及第二向 SDS-PAGE 电泳如杨永新等[7]所述。 
1.5  凝胶染色和图像分析 

凝胶采用硝酸银染色方法如 Mortz 等所述[8]，制

备型凝胶用考马斯亮蓝方法染色方法。图谱用

PDQuest7.4 分析软件进行背景消减、斑点检测、自动

匹配。所有数据的统计分析使用 SPSS 11.0 和 Excel 
2003 软件。 
1.6  蛋白质酶解 

凝胶图谱经 PDQuest7.4 分析软件处理，标记差异

表达的蛋白斑点。将塑料枪头（1 000 µl）尖端切去，

使其直径约 2 mm，分离选取的蛋白斑点并置于离心

管中。采用优化后的胶内酶切：400 µl 去离子水清洗

胶粒 30 min，重复 3 次，再用 400 µl 50%乙氰-50% 50 
mmol·L-1碳酸氢铵溶液冲洗胶粒 30 min，然后加入 400 
µl 50%乙氰-50% 50 mmol·L-1碳酸氢铵脱色（过夜），

100 µl 纯乙氰脱水、干燥；加 10 µl 20 ng·µl-1 测序级

胰蛋白酶，37℃酶解过夜；吸出酶解液，加 10 µl 50%
乙氰/2%甲酸，超声 30 min，上清合并到酶解液；重

复一次。 
1.7  离子阱质谱检测 

微量离子阱串联质谱仪 LCQ Deca Xp plus 系统

（Thermo Finnigan），利用 Surveyor HPLC 液相系统

（Thermo）上样前，将色谱柱 BioBasic-18、150×
0.18mm（Thermo）用流动相 A（Milli-QH2O+0.1%甲

酸）平衡，流动相 B（乙氰+0.1%甲酸）120 min 线性

梯度洗脱；样品进样量为 20 µl，流速 120 µl·min-1；

质谱全扫描范围：m/z 400～2 000，MS/MS 数据依赖

扫描 5 次。数据采集在正离子模式下运行，喷雾电压

3.2 kV，温度 160℃。采用数据依赖模式，3 个信号最

强的肽段被选择用于二级质谱分析，5 min 内，质量

相同的肽段将不再被选择用于二级质谱分析。 

2  结果与分析 

2.1  血浆全蛋白质的差异表达检测 
试验重复 3 次，将硝酸银染色获得的健康奶牛和

临床型乳房炎奶牛的血浆蛋白凝胶图谱用 PDQuest7.4
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软件系统自动检测匹配。以蛋白表达谱上“斑点染色

强度和面积三倍量的变化”为标准进行差异分析，检

测差异表达的蛋白斑点。然后，在制备型凝胶图谱上

寻找对应的蛋白斑点。由凝胶图谱（图 1）的匹配可

以发现，银染的健康奶牛血浆图谱中 A 区域与临床型

乳房炎奶牛 B 区域存在明显的差别，然而这两个区域

的蛋白斑点在制备型的凝胶图谱中却无明显差异；仅

有 3 个蛋白斑点（斑点 1、2 和 3）在银染和考染中均

呈差异表达，即斑点 1 在临床型乳房炎奶牛血浆中表

达量下调，斑点 2 和 3 在临床型乳房炎奶牛血浆中表

达量增加。 
2.2  血浆差异表达蛋白质的鉴定

 

 
 
1、2 和 3 为质谱鉴定的差异表达蛋白斑点。A 和 B 为硝酸银染色的凝胶图谱，C 和 D 为凝胶考马斯亮蓝染色的图谱，A 和 C 为正常奶牛血浆蛋白凝

胶图谱；B 和 D 为临床型乳房炎奶牛血浆蛋白凝胶图谱 
Differential expression spots of protein 1, 2 and 3 identified by MS/MS. A and B stained proteins was by silver nitrate. C and D stained proteins was by 
colloidal Coomassie blue. A and C showed 2-DE maps of healthy dairy cows. B and D showed 2-DE maps of clinical mastitic cows 

 

图 1  健康奶牛和临床型乳房炎奶牛血浆蛋白 

Fig. 1  2-DE maps of plasma protein from healthy dairy cows and clinical mastitic cows 
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将血浆蛋白的差异表达斑点运用高效液相色谱串

联离子阱质谱分析，用整合在质谱仪上的 Bioworks
软件中的检索软件 SEQUEST 搜索 NCBInr 蛋白质数

据库，这 3 个蛋白斑点可搜索到相应的结果，对应   

于 2 种蛋白质，如表所示。其中图 2 表示蛋白斑点 3
的质谱扫描图，以及前体离子质荷比为 726.62 的串联

质谱模式图，据此可检测到的肽片段是 VETGSEATA 
DSCPK。

 

 
A 总离子流图，x 轴代表分析的时间，y 轴代表能够检测到的离子流。B 前体离子质荷比为 726.62 的串联质谱图，b 和 y 离子是肽片段的 N-末端和

C-末端，据此可检测到的肽片段为 VETGSEATADSCPK 
A Total ion current of spot 3 using mass spectrum analysis. The x axis represents the retention time of the analysis, and the y axis represents ion current 
detected. B MS/MS analysis of the double-charged peptide ions with a m/z ratio of 726.62. b and y designate the N- and C-terminal fragments of the peptide 
produced by breakage at the peptide bond in LCQ, respectively. VETGSEATADSCPK is the detected peptide fragment  

 

图 2  蛋白斑点 3的 LC-MS/MS 分析 

Fig. 2   LC-MS/MS profile analysis of protein spot 3 

 
表  LC-MS/MS 鉴定血浆蛋白中差异表达的蛋白斑点 

Table  Differentially expressed protein spots in plasma protein identified by LC-MS/MS 

蛋白斑点 

Protein spot  

蛋白质名称 

Protein name  

蛋白质登记号 

Accession 

理论等电点;分子质量 

pI; Mw 

检测肽段 

Peptide sequence detected 

覆盖率 

Coverage (%)

临床型乳房炎奶牛血浆中的下调蛋白 Down regulated proteins in cows infected with clinical mastitis 

1 分泌球蛋白 2A 家族成员 1 

Secretoglobin, family 2A, member 1 

AAH62218 5.48; 10884.8 TINSDISIPEYK 

ELLQEFIDSDAAAEAMGK 

31.58  

临床型乳房炎奶牛血浆中的上调蛋白 Up regulated proteins in cows infected with clinical mastitis 

2 结合珠蛋白前体 Haptoglobin precursor HPBO 4.64; 4681.2 VETGSEATADSCPK 31.11  

3 结合珠蛋白前体 Haptoglobin precursor HPBO 4.64; 4681.2 VETGSEATADSCPK 31.11 
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2.3  差异表达蛋白质分析 
由鉴定结果可知，蛋白斑点 2 和 3 为结合珠蛋白

前体，这两个蛋白斑点表达于临床型乳房炎奶牛血浆

中，具有几乎相同的分子质量，但等电点却有差异。

然而，成熟的结合珠蛋白是由来源相同的 α和 β链组

成的异二聚体，是血浆糖蛋白。因此，这可能是结合

珠蛋白前体翻译后修饰的产物。于是，运用生物信息

学工具中的翻译后修饰预测软件 NetOGlyc（http: 
//www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ ） 和 NetNGlyc
（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/）对结合珠

蛋白前体的糖基化 O-和 N-连接的位点进行预测，由

于该蛋白缺乏信号肽尚未能得到糖基化位点的预测结

果，但却存在潜在 O-糖基化基序。此外，也有可能是

结合珠蛋白前体突变的结果。 
分泌球蛋白 2A 家族成员 1（Secretoglobin，family 

2A，member 1），又称为乳腺球蛋白 2（Mammaglobin 
2）、Lipophilin-C、（泪液球蛋白）lacryglobin。它能

够与雄激素和类固醇结合，并具有转录调节类固醇激

素的作用。 

3  讨论 

3.1  染色方法对差异蛋白斑点的影响分析 

银染是目前差异蛋白质组分析中最常用的显色方

法，一般认为其灵敏度是 1～10 ng，对某些种类的蛋

白质染色效果差，并影响其后的质谱分析；而凝胶考

马斯亮蓝 G-250 的灵敏度可达 8～50 ng，且与下游的

蛋白鉴定质谱技术有很好的兼容性[9]。本试验中，正

常奶牛和临床型乳房炎奶牛血浆银染 2-D 凝胶中区域

A 和 B 中的蛋白斑点虽有明显的差异，但在考马斯亮

蓝染色的凝胶中却无明显差异。这可能是加大蛋白上

样量后蛋白质未能得到很好的分离，也可能是蛋白质

对银染和考染的染色灵敏度存在差异。 
3.2  结合珠蛋白前体 

结合珠蛋白具有宿主防御作用和抗菌活性，可与

血红素形成复合体能够预防、阻止铁的损失。通过蛋

白质组技术对肝细胞癌、严重急性呼吸道综合症和卵

巢癌等的研究表明，结合珠蛋白表达量上调，并认为

是一个有用的诊断分子[2,10,11]。然而，使用 2D 差显凝

胶电泳技术结合MALDI-TOF/TOF对乳腺癌血清的研

究表明，结合珠蛋白的表达量却下调[1]。笔者的研究

结果表明，结合珠蛋白前体在临床型乳房炎奶牛血浆

中表达量上调，与临床型乳房炎奶牛或诱导的急性和

慢性乳房炎奶牛的血浆中结合珠蛋白的浓度增加[12~14]，

为急性期蛋白的结论相一致。这可能是结合珠蛋白在

病原菌侵入奶牛乳腺的免疫应答中发挥着极其重要的

作用，可作为奶牛乳房炎的诊断标记分子。 
3.3  乳腺球蛋白 

现有研究表明，乳腺球蛋白可作为检测乳腺癌淋

巴结转移的 mRNA 标记分子[15]，其蛋白表达水平在乳

腺癌病人的乳腺组织中增加，并依赖于肿瘤发展阶  
段[16]，可作为乳腺癌血清检测的生物标记分子[17]。然

而，也有研究表明，乳腺球蛋白在正常组织和前列腺

肿瘤组织中均有表达，其 mRNA 表达水平在药物治疗

后的前列腺和卵巢癌细胞系与野生型细胞系间并不显

著[18]。本研究结果表明，正常奶牛血浆中可检测到差

异表达的乳腺球蛋白，这可能是该蛋白在奶牛血浆中

有其它未知的功能，对此尚需更多的研究。 

4  结论 
本研究对临床型乳房炎奶牛和正常奶牛的血浆蛋

白采用二维凝胶电泳结合高效液相色谱串联离子阱质

谱的方法进行差异蛋白质组学研究。二维凝胶图谱经

软件自动分析、检测得到 3 个差异表达蛋白斑点，质

谱鉴定为 2 种蛋白，其中结合珠蛋白前体在临床型乳

房炎奶牛血浆中表达量上调，是一个急性期蛋白，可

作为奶牛乳房炎的诊断标记分子，差异蛋白质组的研

究有利于探索了机体生理病理的分子机理，并为疾病

的诊断和治疗能够提供全面的信息。 
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