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马鹿鹿茸不同部位差异蛋白质组学分析
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要!旨在从差异蛋白质组学角度为鹿茸生物学特性的阐明奠定理论基础'本研究以天山马鹿
.@

和
1@"

鹿茸

不同部位为试验材料!通过双向凝胶电泳&

V?KHF!ET2!V>

质谱鉴定技术!结合生物信息学分析!成功鉴定出
.@

种差异蛋白质!涉及代谢过程&细胞过程&发育过程&定位以及应激等生物学过程!还参与了血小板活化&黏着斑&代

谢通路&

GF*]!?\7

信号通路等代谢通路'这些蛋白包括骨发育相关蛋白
)

种&神经发育相关蛋白
*

种&血管发育相

关蛋白
0

种&抗氧化&内质网应激相关蛋白
)

种&免疫相关蛋白
1

种&凋亡相关蛋白
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种'结果显示!
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在由
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鹿茸过渡到
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鹿茸的过程中!对鹿茸生长发育起一定调控作用'
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在内质网应激&抗氧化中起重要作用'内质网应激&内质网相关性死亡途径&线粒体凋亡途径可在一定程度

上阐明鹿茸细胞快速增殖分化的同时存在大量细胞凋亡现象!以满足快速生长&发育的需要'另外!

=V2

+

&

A?ESK%

两种蛋白在神经发育和炎症抗性中可能具有重要的作用'
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鹿茸是梅花鹿"
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#的雄性未骨化密生茸毛的幼角)

%
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!是现今

为止发现的唯一可完全周期性脱落&再生的哺乳动

物器官!并被作为器官再生模型受到广泛关注'春

天骨质鹿角脱落!角柄萌生新茸!并迅速生长!梅花

鹿鹿茸生长速度可以达到
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!北美马

鹿鹿茸可以达到
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!随后生长速度减

慢!骨化速度逐渐增加!茸皮迅速干燥脱落!最终完

全骨质化'完全骨质化鹿角在第二年春天脱落!进

入下一生长周期'此外!鹿茸还是一种名贵的中药

材!0本草纲目1记载$,生精补髓!养血益阳!强健筋

骨'治一切虚损&耳聋&目暗&眩晕&虚痢-

)

)

*

'现代

研究发现!鹿茸多肽&多糖&细胞因子等具有抑制肿

瘤细胞!促进细胞增殖分化!促进伤口愈合!拮抗骨

质疏松!增强免疫!抗氧化&衰老以及肝损伤等作

用)
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'鹿茸中相对于其他成分!蛋白质含量较高
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!视为主要的药理活性成分'加之

蛋白质作为生命活动的主要承担者!对各项生命过

程的顺利进行至关重要'因此对鹿茸蛋白质组进行

研究!将有助于鹿茸快速生长&骨化&脱落&再生!以

及药用机理的阐明'韩国学者
S'J'G64\

等)
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采用双向凝胶电泳结合
V?KHF!ET2

质谱技术建

立了鹿茸蛋白质表达谱!并成功鉴定出
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种蛋白

质!张然然等)
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*以
)

个时期梅花鹿鹿茸为材料!运

用双向凝胶电泳技术成功鉴定
.)

种差异表达蛋白!

靳梦亚等)
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*以
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种不同处理鹿茸为材料!运用
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技术成功鉴定
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种蛋白!
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种差异表达

蛋白'
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天排血茸为材料!成功

鉴定
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种蛋白!所鉴定蛋白主要为结构蛋白&酶

活性蛋白&分泌蛋白等'

本试验采用双向电泳&

V?KHF!ET2!V>

质谱

鉴定技术!结合生物信息学分析方法!对天山马鹿三

杈茸"
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#&四杈茸"
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#不同部位"上&中&下#进

行差异蛋白质筛选!以期为鹿茸快速生长机制的阐

明和药理活性成分的筛选提供理论依据'
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段!切成
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溶液快速清洗样品表面

残留血液!经液氮研磨仪研磨成粉末!三杈茸上&中&

下段与四杈茸上&中&下段依次标记为
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!收集上清液!使用
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蛋白质纯

化试剂盒对蛋白质原液做进一步的纯化!以去除蛋

白质溶液中的脂质&盐离子等杂质'

BAHA

法测定

蛋白质浓度!分装&

g(&l

保存备用'
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双向凝胶电泳

采用
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非线性
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胶条进行蛋

白质等电聚焦!上样体积
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!第一向等电聚焦

程序设置$被动水化
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线性
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快速升压!最终累积增压达到
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不同部位天山马鹿鹿茸
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!完成蛋白质等电聚焦'取出胶条!

湿润滤纸擦除胶条表面矿物与残留的蛋白质溶液!

用
@MK

胶条平衡缓冲液
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甘

油#平衡
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!取出胶条!湿润滤纸除残液后!用
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MK

胶条平衡缓冲液
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甘油#避光

平衡
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'双向电泳液漂洗胶条!将胶条转移至
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聚丙烯酰胺凝胶"带有
&'@<M

的
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浓缩胶#

顶部!
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低熔点琼脂糖封胶!进行第二向电泳!
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下缘
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时停止电泳!考马斯亮蓝
=!0@&

法

染色'
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图像分析与质谱鉴定
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彩色扫描仪"
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#

扫描凝胶!分辨率
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!每个样品
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次技术重复'

用
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#分

析凝胶图像!获取差异蛋白质"变化倍数
0

倍及以

上#!手动切取凝胶上的差异蛋白质点"图
0

#!并送

至上海中科新生命生物科技有限公司进行质谱鉴

定!检测仪器型号$

@(&&V?KHF!ET2

%

ET2

质谱仪

"

?̂ >AFLY

#'用
V6,<#70'0

软件搜索
U-$G4#7

数

据库'检索参数$胰蛋白酶!最大不完全酶切位点数

为
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!固定修饰
A6436M$"#MO7:
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#!可变修饰
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#!肽段匹配数
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生物信息学分析

用
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%#对成功鉴定的差异蛋白进行生物过程&分子功

能以及蛋白类别分析'通过
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#进行信号通路富集分析'
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结
!

果
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差异表达蛋白质谱鉴定与分类

成功鉴定出
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个蛋白点!归属于
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种蛋白质
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为
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分子功能涉及抗氧化活性&结合&催化活性&结构分

子活性&翻译调节活性以及转运活性!生物学过程主
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%%
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&
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&
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&
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&
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#和碳水化合物代谢"
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&
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号样品中上调蛋白
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种!以转运蛋
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!

(

期 王
!

磊等$马鹿鹿茸不同部位差异蛋白质组学分析

'

!

讨
!

论

马鹿鹿茸多在三杈&四杈时期收取!此时鹿茸体

积大!致密!质量大!药效被多数人认可'本试验以

天山马鹿三杈茸"

.@"

#&四杈茸"

1@

#为样品!成功鉴

定了
%&)

个蛋白点!

.@

种蛋白!主要涉及细胞凋亡&

骨发育&神经发育&血管形成&止血&抗炎以及免疫等

过程!有助于鹿茸快速生长发育&抗炎特性机理的

阐明'

'G#

!

多点重复蛋白

鉴定结果显示!凝胶中部分不同蛋白点为同种

蛋白!如!血清白蛋白$

.0&(

&

1%%.

&

1%*/

&

10&0

&

*0&0

&

@0&0

&

1%%.

&

/%&*

(波形蛋白$

%0%*

&

%0&@

&

%0&/

&

%*&*

(甲状腺运载蛋白$

1&%%

&

10%0

&

.&&@

(四连接素$

*&&@

&

.&&0

&

)&&%

等'究其原因!生物体内环境复

杂!各种生命活动相协调!共同维持机体正常运转'

这也就决定了体内多数物质有着不同状态!尤其是

生命活动的承担者///蛋白质!蛋白质常见修饰中

的甲基化&酰基化&磷酸化等可以改变蛋白质分子

量&等电点!使得不同状态的同种蛋白在
0!HL

凝胶

上出现在不同位置'

'G!

!

与梅花鹿鹿茸蛋白组异同点

鹿茸温补!强身!治虚损!长久以来作为名贵中

药为大家喜爱!众多鹿茸中又以梅花鹿鹿茸最受欢

迎!自用或送礼多选用梅花鹿鹿茸'又因国内梅花

鹿鹿茸产量有限!各药厂以及鹿茸加工单位多以马

鹿鹿茸&赤鹿鹿茸作为主要原料进行加工!生产相关

产品'本试验选用马鹿鹿茸为试验材料!鉴定得到

了
.@

种差异表达蛋白!虽然与张然然!勒梦亚等人

用梅花鹿鹿茸鉴定所得的差异表达蛋白在种类上大

致一半重叠)

%%!%0

*

!但总体分类上一致'此外与其他

研究数据相比较!发现
.&

种蛋白一致!新鉴定到
@

种蛋白!分别为抗药蛋白&亚精胺合成酶&抗菌肽
!%

&

细丝蛋白
!?!

互作蛋白
%

&半乳糖激酶!其中抗药蛋

白与肿瘤多药耐药性相关)

%)!%@

*

!并有望成为肿瘤耐

药的预测指标和靶点)

%.

*

'这
@

种蛋白可能在梅花

鹿鹿茸中也有表达!未检测到的原因可能是样品获

取以及处理上存在差异'

'G'

!

部分已鉴定蛋白质与鹿茸生物学特性'药效的

关系

!!

四杈茸与三杈茸收取时间间隔短!但相对于三

杈茸!四杈茸的骨化速度更快!程度明显增加!更加

致密'骨组织比重快速大量增加!其他组织迅速退

化!势必伴随着旺盛的代谢活动!各种相关细胞大量

增殖&分化或凋亡'

本试验鉴定得到
*

种生长发育相关蛋白$甲状

腺素运载蛋白"

EEB

#&视黄醇结合蛋白"

B̂ G)

#以

及视黄酸结合蛋白"

AB?̂ G%

#!表达量由茸尖至茸

基均呈上升趋势!且含量较高'

B̂ G,

与
AB?̂ G,

同属于
$K̂ G

"细胞内脂结合蛋白超家族#成员!在视

黄醇代谢中发挥重要作用'视黄酸"

B?

#作为视黄

醇代谢产物!对多种组织&细胞起诱导分化作用!并

且被广泛用于肿瘤的治疗'

AB?̂ G

与
B?

作用!

封闭其活性!传递给微粒体氧化酶进行降解!或转入

细胞核!经异二聚体
B?B!?YB

与靶
HX?

紧密结

合!调 节 转 录 活 性'

AB?̂ G

包 含 两 种 蛋 白!

AB?̂ G%

和
AB?̂ G0

'

AB?̂ G%

与
B?

结合!促进

B?

与微粒体酶之间的反应!负调节
B?

活性'研

究显示!

AB?̂ G%

在
B?

诱导细胞增殖与分化的过

程中有重要作用)

%1

*

'但也有学者认为!

?:!7K%

只在表达
B?

代谢酶的细胞中对
B?

转录活性有抑

制作用)

%(

*

'此外!表观遗传修饰中的
A

W

=

岛甲基

化研究显示!

?:!7K

基因异常甲基化和肿瘤存在

相关性'结肠癌中
?:!7K%

基因异常甲基化与周

期蛋白
H%

的高表达相关)

%/

*

'食管鳞癌细胞中诱导

?:!7K%

基因表达!可诱导细胞停滞在
=&

%

=%

期)

0&

*

!抑制肿瘤细胞增殖)

0%

*

'综上!

AB?̂ G%

可能

通过促进胞质
B?

降解!调节胞质与核内
B?

正常

浓度!以发挥促进细胞增殖&分化!抑制细胞异常增

殖作用'

EEB

含量可以很好的体现体内蛋白合成

水平)

00

*

'较高含量的
EEB

预示着鹿茸内较高的甲

状腺素水平!以及较大的蛋白合成强度'在三杈茸&

四杈茸组织被骨组织快速取代的过程中!

AB?̂ G%

以及甲状腺素可能起协同作用!既促进了相关组织

细胞的快速增殖与分化!又尽可能避免了细胞的异

常增殖'为三杈茸向四杈茸过渡中骨相关组织的快

速发育!以及其他相关组织迅速退化机理的阐明提

供了一定的理论基础'

鹿茸内组织细胞快速增值&分化以及凋亡!其旺

盛的物质代谢引起活性氧成分增加!内质网内未折

叠%错误折叠等有害蛋白量增加等!影响细胞自身正

常生理功能'本研究发现了样品中的凋亡相关蛋

白$过氧化物氧化还原酶
!0

"

GBHY0

#&含硫氧还蛋

白结构域蛋白
@

"

EYXHA@

#&内质网分子伴侣蛋白

0/

"

LBG0/

#&蛋白二硫键异构酶
?.

"

GHF?.

#含量较

高'

GBHY0

可有效清除活性氧!使其维持在正常水

%%)%
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平!调节细胞生理功能'折叠酶"如
LBG0/

#&

GHF

家族"如
EYXHA@

&

GHF?.

#可在内质网应激"

LB>

#

引发的非折叠蛋白反应"

UBG

#中起重要作用'

GHF?.

作为分子伴侣!属于内质网常驻蛋白!主要

存在于内质网中'能够帮助新生肽链正确折叠成有

生物学活性的成熟蛋白质!与错误聚集肽链非特异

性相结合!诱导其正确折叠!以及参与损伤蛋白质的

修复与再折叠'基于以上功能!

GHF?.

在
LB>

引

发的
UBG

信号通路中!能够降低去折叠蛋白质的

聚集程度!增加可溶态蛋白数量!以及帮助其正确折

叠!对
UBG

信号通路平衡有害蛋白质的去留起作

用!激活
VL]%

%

LB]

途径和
GF*]

%

?]E

途径!抑

制细胞凋亡)

0*

*

!使应激状态细胞逐渐恢复正常'如

果内质网中未折叠%错误折叠等有害蛋白质浓度居

高不下!长时间的
UBG

引发细胞凋亡途径&内质网

相关性死亡"

LB?H

#途径以及线粒体诱导的凋亡途

径!使细胞发生凋亡)

0)!01

*

'

GHF?.

与
LBG0/

&

EY!

XHA@

&

GBHY0)

种蛋白可从抗氧化&内质网应激角

度!部分揭示鹿茸细胞内活性氧和内质网中有害蛋

白积累时的应对措施'对鹿茸内存在大量增殖&分

化细胞的同时!出现众多凋亡细胞这一现象机理的

阐明有一定作用'

神经胶质成熟因子
!

+

"

=V2

+

#!在三杈&四杈茸

尖含量最高!往下降低!三杈茸尖含量高于四杈茸

尖!

=V2

+

是一种
%1\N

的小分子酸性蛋白!高度保

守!主要表达于中枢神经系统内的星形胶质细胞和

神经元!脑组织中优势表达!被定义为神经发育调节

子'初期研究主要集中在对神经源性细胞生长发

育&增殖&分化以及凋亡作用)

0(!*%

*的研究'后续研

究显示!该因子是具有多种功能的适应性蛋白!具体

功能依赖于所处微环境!参与多种生理&病理过程'

促进星形胶质细胞分化)

*0!*)

*

&神经元的生长与再生

修复)

*@!*.

*

!参与免疫调节&应激反应)

*1!*/

*

&氧化还原

反应)

)&

*

'其表达水平和磷酸化修饰异常与神经系

统炎性疾病"早老年性痴呆"

?H

#

)

)%

*

&帕金森病

"

GH

#&自身免疫性脑脊髓炎"

L?L

#

)

)0!)@

*

#&神经肿瘤

和某些非神经源性肿瘤的发生相关)

).

*

'提示茸尖

相对于其他部位!三杈茸尖相对于四杈茸尖!神经组

织相对含量更高!且生长发育代谢更加旺盛!以便满

足鹿茸快速生长的需要!以及匹配逐渐加深的骨化

程度'此外!通过激活
=V2!

+

!VL]*

%

.!

W

*(

通路&

抑制
LB]%

%

0!̂AK!0

和
ÂK!Y

%

K

通路的活化!

=V2!

+

可介导榄香烯的抗人胶质瘤细胞增殖作

用)

)1

*

!提示该因子可作为抑制胶质瘤增殖的靶点'

抗菌肽"

A?ESK%

#

)

)(!@%

*是一类广泛存在于自

然界的小分子多肽!在有机体先天性免疫中起重要

作用!具有广谱抗菌性!抗真菌!抗寄生虫和原虫!抗

病毒!抗肿瘤!以及免疫调节等功能'因其抗菌性不

逊色于抗生素!对一些抗生素耐受型菌又有很好的

杀灭作用!不易产生耐药性!无残留!不污染环境!在

临床&医药与基因工程&水产养殖业&禽畜养殖业

"猪&家禽&反刍动物#&食品行业应用较多!拥有广泛

的应用前景'鉴于鹿茸作为名贵中药可显著提升机

体机能!提示鹿茸药效可能与抗菌肽有关!或许可以

作为优质天然抗菌肽备选来源之一'

%

!

结
!

论

本次试验较梅花鹿鹿茸新鉴定到
@

种差异表达

蛋白$抗药蛋白&亚精胺合成酶&抗菌肽
!%

&细丝蛋

白
!?!

互 作 蛋 白
%

&半 乳 糖 激 酶'

EEB

&

B̂ G)

&

AB?̂ G%

在鹿茸由三杈茸过渡到四杈茸的过程中

对鹿茸组织的细胞增殖和分化具有一定调控作用'

GBHY0

&

EYXHA@

&

LBG0/

&

G"$6.

在内质网应激&抗

氧化中起重要作用'内质网应激&内质网相关性死

亡途径&线粒体凋亡途径可在一定程度上阐明鹿茸

细胞快速增殖&分化的同时存在大量细胞凋亡现象

的机理!以满足其快速生长&发育的需要'

=V2

+

&

A?ESK%

分别在神经发育和炎症抗性中起作用!其

具体药效需要进一步验证'
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