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基于蛋白质组学技术的鹿茸

不同部位差异蛋白筛选

刘华淼!鞠
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摘
!

要"旨在了解梅花鹿鹿茸不同部位蛋白表达差异!本研究以腊片部位'血片部位和骨片部位的梅花鹿鹿茸组织

为试验材料!运用双向电泳"

0!DF

#和
<ATD3!EV=!EV=

串联质谱技术对不同部位梅花鹿鹿茸差异表达蛋白质进

行鉴定!并对差异蛋白进行生物信息学分析(结果表明!成功筛选出
*1

个差异表达蛋白!主要涉及多细胞生物体

发生'解毒'细胞成分组织或生物发生'细胞聚集'定位'对刺激的反应'生物黏附'发育'单一生物体发生'免疫系统

等生物学过程(其中鹿茸腊片'血片'骨片组织中分别有
%(

'

2

与
%)

个蛋白质表达上调(对差异表达蛋白作进一

步分析发现!转录延伸因子"

F=X%

#'视黄酸结合蛋白"

BCAX̂%

#在鹿茸的快速生长中起重要调控作用!而载脂蛋白

A%

"

Â VA%

#'脂肪酸结合蛋白
)

"

=AX̂)

#'转甲状腺素蛋白"

EEC

#在鹿茸的快速骨化中起重要的调控作用!对鹿

茸快速生长与骨化机制的进一步研究具有重要意义(

关键词"梅花鹿&鹿茸&不同部位&双向凝胶电泳&蛋白质组学
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鹿茸是雄鹿的"除驯鹿外#第二性征!是雄鹿的

头部附属器官!每年周期性脱落和再生一次(每年

春末夏初!鹿茸由角柄上开始生长!夏季快速生长!

秋冬季鹿茸骨化(鹿茸软骨是非常独特的软骨组

织!它不仅在自然条件下能够自我修复和再生!而且

拥有惊人的生长速度!可高达每天
097

)

%

*

(鹿茸从

上到下分为蜡片部位'血片部位和骨片部位)

0

*

(鹿

茸的生长中心位于鹿茸的蜡片部位!鹿茸顶端的间

充质干细胞不断的快速分裂增殖导致鹿茸的快速生

长)

*

*

(而鹿茸基部骨片部位具有快速的骨化速

度)

)

*

(

随着基因组学'转录组学等大数据组学技术的

不断发展!日益成熟的蛋白质组学技术越来越多的

应用于鹿茸的研究中)

2!%&

*

(赵东)

%%

*采用双向电泳

"

0!DF

#结合
<ATD3!EV=!EV=

质谱技术对梅花鹿

鹿茸总蛋白进行了分离鉴定!分离得到
2&&

个蛋白

点!鉴定成功
%11

种鹿茸蛋白(张然然等)

%0

*运用
0!

DF

和
<ATD3!EV=!EV=

质谱对不同生长时期

"

%&

'

)&

'

.&

'

%*&"

#的梅花鹿鹿茸进行了差异表达蛋

白筛选!筛选到
).

个差异表达蛋白!并推测
)̂UX

'

@̂ ACB

'过氧化物还原酶
0

'过氧化物还原酶
)

'半

乳糖凝集素
%

'视黄酸结合蛋白
%

等
.

种蛋白质在

鹿茸快速生长与快速骨化过程中起着重要的作用(

尽管前人做了很多工作!但是缺乏关于鹿茸不同部

位的差异蛋白质组学研究(

本研究以梅花鹿二杠鹿茸为试验材料!采用
0!

DF

'

<ATD3!EV=!EV=

质谱及生物信息学方法分

析鹿茸不同部位"腊片'血片'骨片#的差异表达蛋

白(以期为鹿茸快速生长与快速骨化机制的研究提

供一定的依据(

#

!

材料与方法

#H#

!

化学试剂

尿素'硫脲'

BUÂ @

'二硫苏糖醇"

DEE

#'两性

电解质"

X$#!T

I

4S

#'

E5$,

'丙烯酰胺'甲叉
!

双丙烯酰

胺'甘氨酸'十二烷基磺酸钠"

@D@

#'过硫酸铵'四甲

基二乙胺"

EF<FD

#'碘乙酰胺'

<$-S56:#$:

'

%197

J

U)

#

1

干胶条'

B:S6-!8

J

e$4

均购自伯乐公司(

胰蛋白酶购自罗氏公司(甘油'甲醇'乙酸'碳酸氢

铵'三氟乙酸'乙腈均为国产试剂(

#H!

!

试验样品

试验所用样品为
2

岁梅花鹿生长期
)&

天二杠

鹿茸!不同部位示意图见图
%

!样品取自中国农业科

学院特产研究所鹿场(

图
#

!

梅花鹿鹿茸不同部位示意图

8:

D

H#

!

O:11/4/*3

<

+43.01.:B+;//4+*3,/4

#HI

!

样品处理与蛋白提取

将不同部位鹿茸组织切成小块!使用
X̂@

缓冲

液冲洗鹿茸组织块!利用滤纸吸取鹿茸组织残留

X̂@

缓冲液!之后将鹿茸组织置于研钵中液氮研磨

成粉末(分别取不同部位鹿茸研磨粉末
0

H

加入到

%&7T

蛋白质裂解液"

17#:

.

T

?%尿素'

07#:

.

T

?%

硫脲'

)> BUÂ @

'

.277#:

.

T

?%

DEE

'

&'0>X$#!

T

I

4S

'

%> <̂@=

#中!之后利用超声波细胞破碎仪进

行超声处理!

0&&K

超声
%&,

!间隔
%&,

!共超声
%&

次!然后置于冰上裂解
0R

(裂解完成之后
0&&&&

H

'

)`

离心
%27$-

!上清使用伯乐公司
0D!9:S6-8

J

蛋白纯化试剂盒"

%.*0%*&

#纯化(

#H%

!

双向电泳与凝胶扫描

采用
J

U)

#

1

!

%1973̂ M

胶条进行双向凝胶

电泳!上样缓冲液为
17#:

.

T

?%尿素'

07#:

.

T

?%

硫脲'

)> BUÂ @

'

.277#:

.

T

?%

DEE

'

&'0>

X$#!T

I

4S

'痕量溴酚蓝!上样体积为
)&&

%

T

!等电聚

焦程序$被动水化
0R

&

2&d

水化
%)R

&

%&&d

!

0R

!

快速&

0&&d

!

%'2R

!快速&

2&&d

!

%'2R

!快速&

%&&&

d

!

0R

!快速&

%&&&&d

!

1R

!线性&

%&&&&d

!

1&&&&

dR5

!快速&

2&&d

维持(等电聚焦结束后将胶条置

于
27T

胶条平衡缓冲液
3

中"

.7#:

.

T

?%尿素'

0>

@D@

'

%'27#:

.

T

?%

J

U('(E5$,!UBT

'

*&>

甘油'

%> DEE

#!平衡
%27$-

(然后置于
27T

胶条平衡

缓冲液
33

中 "

. 7#:

.

T

?% 尿 素'

0> @D@

'

%'2

/%.
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卷
!

7#:

.

T

?%

J

U('(E5$,!UBT

'

*&>

甘油'

0'2>

碘

乙酰胺#!平衡
%27$-

(平衡结束后进行
@D@!̂AMF

电泳!凝胶浓度为
%0>

!

%27A

电泳
&'2R

!

*&7A

电

泳至溴酚蓝到达凝胶底部(采用改良的考马斯亮蓝

M02&

染色法对凝胶进行染色脱色(脱色结束后使用

扫描仪对凝胶进行扫描!使用
D̂_8S,4

软件进行凝胶

分析!将灰度值大于
0

倍的点视为差异表达蛋白(

#H'

!

质谱分析及生物信息学分析

用
%7T

枪头挖去蛋白点放入
F̂

管中(加入

脱色液
%&&

%

T

浸泡!振荡
0&7$-

!弃去溶液!重复

%

#

0

次直至蓝色褪尽!加入乙腈
%&&

%

T

!弃废液(

冰冻 干 燥
0& 7$-

!加 入
0&

%

T

酶 液 "

&'&%

%

H

.

%

T

?%

#!

)`

放置
*&7$-

!待酶液完全被吸收!

补充酶解缓冲液"

0277#:

.

T

?%

LU

)

UBV

*

#

%2

%

T

!使胶完全浸没!

*1̀

保温
%2R

以上或过夜(加

提取液
3

"

2> E=A

#

%&&

%

T

!

)&`

加热水浴
%R

!

*&

7$-

时!超声
*7$-

左右(将提取液吸到另一干净

的管中!冰冻干燥&向胶块中加入提取液
33

"

2&>

乙

腈!

0'2> E=A

#

%&&

%

T

!

*&̀

保温
%R

!

*&7$-

时!

超声
*7$-

(将提取液合并!氮气吹干乙腈后!冰冻

干燥(加入
2

%

T

左右的
&'%> E=A

溶液混匀!用

于质谱分析(使用
<ATD3!EV=!EV=

的方法进行

质谱分析!得到肽指纹图谱"

<̂=

#使用
<6,9#4

进

行数据库搜索(

使用
DAd3D

"

R44

J

,

$%%

"6Z$"'-9$;95;'

H

#Z

%#对

鉴定到的蛋白进行
MV

和
eFMM

富集分析!分析结

果使用
C

语言进行绘图(使用
@EC3LM

"

R44

J

$%%

,45$-

H

!"['#5

H

%#构建蛋白相互作用网络(

!

!

结
!

果

!H#

!

鹿茸腊片!血片!骨片部位双向电泳图谱

凝胶经扫描仪扫描后!使用
D̂_8S,4

图像分析

软件分析图谱!

*

个样品每个样品两次重复!共
.

块

胶(每块胶平均检测到
(&&

个左右的蛋白点(图
0

为不同部位双向电泳图谱(鹿茸腊片部位'血片部

位'骨片部位共检测到
./

个差异蛋白点(

!H!

!

差异蛋白质鉴定与
WR

功能分类

经过酶解'质谱分析'搜库!共鉴定了
*1

个差异

表达蛋白"表
%

#!其鹿茸腊片'血片'骨片组织中分

别有
%(

'

2

与
%)

个蛋白质表达上调!

%(

个鹿茸腊片

部位表达上调蛋白分别为$点
T%!T0

'

T/!T0*

'

M%&

!

2

个鹿茸血片部位表达上调蛋白分别为$点
T*

'

T.

'

P%!P*

!

%)

个鹿茸骨片部位表达上调蛋白分别为$点

A'

腊片&

X'

血片&

B'

骨片(图中数字标出的点为鉴定蛋白质点

A'T6

J

$6-

&

X'P8S

J

$6-

&

B'M8

J

$6-'ERS765YS",

J

#4,[

I

-87[S5,65S$"S-4$;$S"

J

5#4S$-,

图
!

!

梅花鹿鹿茸蛋白质
!VO[

图谱

8:

D

H!

!

!VO[

<

403/05/

<

401:,/01Q/,Q/3+*3,/401.:B+;//4

+3;:11/4/*3

<

+43.

T)!T2

'

T1!T(

'

M%!M/

'

M%%

!差异蛋白聚类结果见图

*

(对鉴定到的蛋白进行
MV

功能注释!分别有
01

'

0(

'

0(

个蛋白注释到各生物学过程'亚细胞组分和

分子功能"图
)

#(生物学过程分类包括多细胞生物

体发生'解毒'细胞成分组织或生物发生'细胞聚集'

定位'对刺激的反应'生物粘附'发育'单一生物体发

&0.
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图
I

!

差异蛋白质层次聚类分析

8:

D

HI

!

N:/4+47=:7+,7,6.3/4:*

D

01.:

D

*:1:7+*3;:11/4/*3:+,,

-

/T

<

4/../;

<

403/:*.

图
%

!

差异蛋白质
WR

功能分类

8:

D

H%

!

WR16*73:0*+,7+3/

D

04:/.013=/;:11/4/*3:+,,

-

/T

<

4/../;

<

403/:*.

生'免疫系统&亚细胞定位显示差异蛋白主要在细胞

外基质富集(分子功能包括结构分子活性'抗氧化

活性'转运活性(

!HI

!

差异蛋白
F[WW

信号通路分析

对差异蛋白进行
eFMM

信号通路富集分析!有

0&

个蛋白
(

条通路得到富集!按照
.

值由低到高的

%0.
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表
#

!

鉴定成功蛋白点数据

?+E,/#

!

?=/;+3+01

<

403/:*.

<

03..677/..16,,

-

:;/*3:1:/;

点编号

@

J

#4L#'

登录号

A99S,,$#-L#'

蛋白名称

5̂#4S$--67S

基因名称

MS-S

-67S

蛋白得分

5̂#4S$-

,9#5S

分子量

%

Y8

<5

等电点

J

3

蛋白质丰度

5̂#4S$-6[8-"6-9S

腊片 血片 骨片

T%

H

$

*

(2)%(/

原肌球蛋白

E5#

J

#7

I

#,$-$,#;#57

Ê <% %0% ()&* )'(/ /)..2 *))*) %)%00

T0

H

$

*

.0).&2.(

转录延伸因子
F=!%![S46 F=X% /) 0)1(/ )'2% %)/&*1)12&2 %*0*0

T*

H

$

*

01(&1)./

硫氧还蛋白过氧化物酶

Ŝ5#\$5S"#\$-!0

ĈDP0 *&0 0%/*0 2'*1 21.12%2(0.)%*/20(

T)

H

$

*

2%0)10/%

四连接素
ES456-S94$- EL 1% %*&)& )'21 */&.0 ((&12%%/&*%

T2

H

$

*

1*&)/12

视黄酸结合蛋白
*

BCAX̂!3

BCAX̂% )&/ %22(0 2'* 0*2)1%.(*&.0%&*(%

T.

H

$

*

./(&(%.

纤维蛋白原

=$[5$-#

H

S-

H

6776!X9R6$-

=MM %/( ).2)2 2')/ 01&). 1&.)/ .2)%1

T1

H

$

*

21%.)*1*

血清白蛋白
@S5876:[87$- ATX 0%/ ./%)* 2'( 0%.22 /&(0/%&)%**

T(

H

$

*

%)&)*&%%

胶原蛋白

J

5#6:

J

R6%

"

3

#

9#T6

H

S-

BVT%A% *%2 *%.1( 2'). 0/(%1 1.(2)%&1.0.

T/

H

$

*

2&%/&

原肌球蛋白
E5#

J

#7

I

#,$-!0 Ê <0 2)% *0/02 )'.% 2()2. *.(/( 0(0%.

T%&

H

$

*

00*222/12

原肌球蛋白
45#

J

#7

I

#,$-

6:

J

R6!)9R6$-$,#;#57

Ê <) 0*& *01&* )'./ %0221(0&&1% 0//%2

T%%

H

$

*

.%.2((*

胶原蛋白

B#T6

H

S-6:

J

R6!%

"

P3

#

9R6$-

BVT%%A% %&( %(0**. 2'1/ 201(. //%) ./2*

T%0

H

$

*

%(&*/.

胶原蛋白

B#T6

H

S-6:

J

R6!%

"

33

#

9R6$-

BVT0A% *%( ).1&% 1'1 %%1((&%1(*( ).0)0

T%*

H

$

*

00(2)0

肌球蛋白
7

I

#,$-

$

@QXQL3E

b5S

H

8:64#5

I

:$

H

R49R6$-

<OT%0X )0) %/.*2 )'1% %021&*.)%.. ).//1

T%)

H

$

*

00*&*.

肌钙蛋白

E5#

J

#-$-B!:$YS

J

5#4S$-

BAT< 0./ %../. )'%0 %2%(.20.(/& 1%%%0

T%2

H

$

*

%1/(.02(

肌球蛋白
<

I

#,$-

:$

H

R4

J

#:

IJ

S

J

4$"S.

<OT. *&) %./%/ )'2. %.010()01(% 01)))

T%.

H

$

*

1.21%1. 5̂#4S$-96-#

JI

R#7#:#

H

0 BL̂ O0 00% 0&.*/ )'(% *1&)& %(*&. %*0&&

T%1

H

$

*

0&000*

微管蛋白

E8[8:$-6:

J

R6!%A9R6$-

EQXA%A %)/ 000&/ )'( 0)(%% & &

T%(

H

$

*

**(./2

微管蛋白

E8[8:$-[S469R6$-

EQXX 0/. )/101 )'12 *)*() & &

T%/

H

$

*

21&((&(%

E56-,95$

J

4$#-S:#-

H

64$#-;694#5

X

"

@333

#!

J

#:

IJ

S

J

4$"S0$,#;#57%

EBFX0 0%) %022. 2'&% 01(0. %2.2% %012*

T0&

H

$

*

%20%.%11 8̂464$ZS)0!/!/

J

5#4S$- )0!/!/ %01 %%1.1 2'%. 02*(/ /%(2 %0/0)

T0%

H

$

*

)21.(.*(

组蛋白
U3@E%U0X<

J

5#4S$-

!

J

654$6:

U3@E%

U0X<

%/( %2%)1 %&'02 .../% *&2/& &

T00

H

$

*

)2&)0.*

组蛋白
U$,4#-S

U0X%!<

U$,4#-S

U0X%!<

%10 %*/(% %&'*% %%1*0.%22(( 0)02%

T0*

H

$

*

%)(0*1)&( TVB%&&&*1&(&

J

5#4S$-

TVB%&&&

*1&(&

%&0 *0(%1 )'( %21%%2.&/)* )(/%2

P%

H

$

*

01(&1*&2

AÊ

酶
AÊ

,

I

-4R6,S,8[8-$4"

AÊ 2U %(& %(.(% 2'// *0%&& 122(0 *1)./

P0

H

$

*

%(01(&/

AÊ

酶
AÊ

,

I

-4R6,S,8[8-$46:

J

R6

AÊ 2A% */1 220&& 1'(1 & */1%1 &

#转下页
!

B655$S";#5G65"

$

00.
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#续表
%

!

B#-4$-8S"

$

点编号

@

J

#4L#'

登录号

A99S,,$#-L#'

蛋白名称

5̂#4S$--67S

基因名称

MS-S

-67S

蛋白得分

5̂#4S$-

,9#5S

分子量

%

Y8

<5

等电点

J

3

蛋白质丰度

5̂#4S$-6[8-"6-9S

腊片 血片 骨片

P*

H

$

*

%00.2%

血红蛋白

US7#

H

:#[$-,8[8-$4[S46!*

UXX 0)& %2(%) .'.) 100&202(&/0%01(*(

M%

H

$

*

2120.*)%

抗菌肽
B64RS:$9$"$-!% BAEUT% %/* %1.*1 1'22 *().0 *%&*) 1(%*)

M0

H

$

*

00*2/&

氧化酶
)V\$"6,S

3d

!

9

I

4#9R5#7S

]

#\D %11 %&22/ .'). 122..%%)(&)*/%%%2

M*

H

$

*

%*).&&.

纤维蛋白原

=$[5$-#

H

S-[S469R6$-

=MX 0%* 2**&. (')2 *&1(( 220*1%//&).

M)

H

$

*

0)22.*

载脂蛋白

A

J

#:$

J

#

J

5#4S$-A!3

Â VA% ).* 0()%2 2'21 %*/**%0./(%0(2.*&

M2

H

$

*

*%.%2)1.

视黄醇结合蛋白
)

CS4$-#:![$-"$-

HJ

5#4S$-)

CX̂) 0%) 0&%2( 2'0. *21)& 0/&*1 .(*%/

M.

H

$

*

01(&2(%%

脂肪酸结合蛋白
)

=644

I

69$"![$-"$-

HJ

5#4S$-)

=AX̂) 0&( %)..( 2'20 )2(%0 .))2(%((0./

M1

H

$

*

2)2*2/1 BÂ h6:

J

R6!% BÂ hA% )%2 *0/&0 2')2 *(2// 02/2)%&*&..

M(

H

$

*

0(%(/1)1

@$7$:654#69$"$9

5$[#,#76:

J

R#,

J

R#

J

5#4S$- V̂

C

J

:

J

& %.( %()/( /'./ **(22 *)/)%*%//%&

M/

H

$

*

).*.&%.( 5̂#R$[$4$- ÛX 1%( 0/(&0 2'21 0/01* */(.) /%12)

M%&

H

$

*

0(.0.2%& CS4$98:#96:[$-!* CBL* 0.% *1)1& )'1) %0/12(%0*.%.)2*)%

M%%

H

$

*

)120*2&(

转甲状腺素蛋白

E56-,4R

I

5S4$-

EEC %%1 %.&1% .'0/ )00/) 00/)(0..%/.

表
!

!

差异蛋白的
F[WW

富集分析

?+E,/!

!

F[WW+*+,

-

.:.013=/;:11/4/*3:+,,

-

/T

<

4/../;

<

403/:*.

通路名称

6̂4RG6

I

-67S

蛋白数量

5̂#4S$--87[S5

百分比%
>

Ŝ59S-46

H

S

富集指数

F-5$9R$-"S\

.

值

.Z6:8S

血小板激活

:̂64S:S4694$Z64$#-

. 0%')0(21%)* %2'/).%2*(2 0'&2F!&2

心肌收缩

B65"$6978,9:S9#-45694$#-

* %&'1%)0(21% %*'(0&&&&&& &'&%1.)%0%.

黏着斑

=#96:6"RS,$#-

) %)'0(21%)0/ .'1&(1*1(.) &'&%11(11(1

肥厚型心肌病

U

IJ

S545#

J

R$9965"$#7

I

#

J

64R

I

"

UB<

#

* %&'1%)0(21% %*'0(().%2) &'&%(//122/

扩张型心肌病

D$:64S"965"$#7

I

#

J

64R

I

* %&'1%)0(21% %0'**/0(21% &'&0%(*(.2*

细胞外基质受体相互作用

FB<!5S9S

J

4#5$-4S5694$#-

* %&'1%)0(21% %%'/%*1/*% &'&0**0%/./

蛋白质消化吸收

5̂#4S$-"$

H

S,4$#-6-"6[,#5

J

4$#-

* %&'1%)0(21% %%'11()&/&/ &'&0*(022*%

阿米巴病

A7#S[$6,$,

* %&'1%)0(21% /'11(*&%((1 &'&**.*11&/

*0.
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顺序分别为$血小板激活"

:̂64S:S4694$Z64$#-

$

=MM

!

=MX

!

<OT%0X

!

BVT0A%

!

BVT%A%

!

BVT%%A%

#!

心 肌 收 缩 "

B65"$69 78,9:S9#-45694$#-

$

Ê <0

!

Ê <%

!

Ê <)

#! 黏 着 斑 "

=#96: 6"RS,$#-

$

<OT%0X

!

BVT0A%

!

BVT%A%

!

BVT%%A%

#!肥厚

型心肌病"

U

IJ

S545#

J

R$9965"$#7

I

#

J

64R

I

"

UB<

#$

Ê <0

!

Ê <%

!

Ê <)

#!扩张型心肌病"

D$:64S"

965"$#7

I

#

J

64R

I

$

Ê <0

!

Ê <%

!

Ê <)

#!细胞外

基质受体相互作用 "

FB<!5S9S

J

4#5$-4S5694$#-

$

BVT0A%

!

BVT%A%

!

BVT%%A%

#!蛋白质消化吸收

"

5̂#4S$- "$

H

S,4$#- 6-" 6[,#5

J

4$#-

$

BVT0A%

!

BVT%A%

!

BVT%%A%

#!阿 米 巴 病 "

A7#S[$6,$,

$

BVT0A%

!

BVT%A%

!

BVT%%A%

#(

!H%

!

差异蛋白相互作用网络

*1

个差异蛋白中有
0.

个存在相互作用!两两

之间形成
*2

种连接!如图
2

(其中!

ATX

'

ÛX

'

EQXA%A

'

<OT%0X

'

EEC

'

ELB.

个蛋白连接度较

高!属于网络中的关键节点(

图
'

!

差异蛋白质相互作用网络

8:

D

H'

!

C403/:*:*3/4+73:0**/3G04B013=/;:11/4/*3:+,,

-

/T

<

4/../;

<

403/:*.

I

!

讨
!

论

鹿茸具有惊人的生长速度!鹿茸尖部细胞不断

分裂增殖分化!而中下部细胞不断骨化(本研究对

鹿茸从尖端到底端的腊片部位'血片部位'骨片部位

的组织进行差异蛋白筛选!共得到
*1

个差异表达蛋

白(

%(

个蛋白在鹿茸蜡片部位表达上调(其中微

管蛋白'肌球蛋白等细胞骨架蛋白以及胶原蛋白等

骨基质蛋白在鹿茸蜡片部位表达量显著上调可能与

软骨细胞快速分裂增殖有关(另外!转录延伸因子

F=X%

在蜡片部位表达量显著上调!是骨片部位的

%%

倍!血片部位的
*

倍!转录延伸因子主要参与蛋

白多肽链的合成!可能参与调控鹿茸快速生长过程

中的大量蛋白质合成过程(视黄酸结合蛋白

BCAX̂ %

在鹿茸腊片部位表达上调!视黄酸结合蛋

白属于维甲酸调节基因!在维生素
A

介导的信号通

路中具有重要的调节作用!维生素
A

进入细胞后与

视黄醇结合蛋白结合!并被水解为视黄酸!视黄酸经

由视黄酸结合蛋白的运输进入细胞核!视黄酸主要

调节胚胎时期骨的发育和上皮代谢)

%*

*

(

@'̂'A::S-

等证明!在鹿茸生长的各个阶段在茸尖部位都有大

量的视黄酸存在!视黄酸对鹿茸骨组织形成过程中

的细胞分化具有重要的调节功能)

%)

*

(因此推测!

BCAX̂ %

在鹿茸腊片部位表达上调!可能与鹿茸茸

尖部位的细胞快速分裂增殖'鹿茸快速生长相关(

研究表明!

ES456-S94$-

蛋白在鲨鱼的软骨中富集!

它可能参与组织重塑过程中的纤维蛋白溶解和蛋白

水解)

%2

*

!可能参与哺乳动物的成骨过程)

%.

*

(本研究

首次在鹿茸中鉴定到
ES456-S94$-

蛋白!其在鹿茸腊

片部位表达上调!可能在鹿茸生长过程中具有一定

作用!但具体在鹿茸生长过程中的功能和作用机制

尚需要进一步的研究(

%)

个蛋白在鹿茸骨片部位表达上调(其中载

脂蛋白
A%

"

Â VA%

#'脂肪酸结合蛋白
)

"

=AX̂)

#

等与脂肪相关的蛋白在鹿茸骨片部位表达量显著上

)0.
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调!其中
Â VA%

的表达量是蜡片部位的
0&

倍!推

测鹿茸可能以脂蛋白介导的骨矿化机制进行骨化(

骨矿化即在骨组织的细胞外基质中出现磷酸钙沉

积!骨矿化的机制主要有两种!一种是基质小泡介导

的矿化基质)

%1

*

!基质小泡是一种细胞外的膜状细胞

器!其膜上具有钙离子'磷酸根离子转运通道!钙离

子和磷酸根离子先进入基质小泡形成矿物晶体!然

后离开基质小泡在胶原纤维上沉积)

%(!%/

*

&一种是脂

蛋白介导的矿化机制)

0&

*

!脂蛋白可与胶原蛋白结

合!覆盖在胶原蛋白表面!使原本带正电的胶原蛋白

提供负电的结合位点!不断结合钙离子而沉积(鹿

茸骨片部位高表达的载脂蛋白'脂肪酸结合蛋白可

以提供大量的脂蛋白!加速骨的矿化过程(另外!在

鹿茸血片部位表达上调的
AÊ

酶可能通过水解作

用为骨片部位的骨矿化提供必须的磷酸(转甲状腺

素蛋白"

EEC

#在鹿茸骨片部位表达上调!它主要参

与甲状腺素及视黄醇的转运)

0%

*

(它对骨的发育和

矿化也是必不可少的!能显著影响成骨细胞和破骨

细胞的正常生理活动!甲状腺功能缺陷通常会导致

骨质疏松及骨发育不全等(在鹿茸骨片部位高表

达!推测可能在鹿茸的骨矿化中起重要调节作用(

%

!

结
!

论

本研究通过蛋白质组学技术对梅花鹿鹿茸不同

部位"腊片部位'血片部位'骨片部位#进行了差异表

达蛋白鉴定!并结合鹿茸腊片部位快速生长而骨片

部位快速骨化的独特生长过程!对差异表达蛋白质

做了进一步分析!并发现
F=X%

'

BCAX̂ %

蛋白在鹿

茸的快速生长中起重要调控作用!而载脂蛋白
A%

'

脂肪酸结合蛋白
)

'转甲状腺素蛋白在鹿茸的快速

骨化中起重要的调控作用!为鹿茸生长与骨化机制

的进一步研究奠定了基础(
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