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水牛卵泡液差异蛋白质双向电泳方法

的建立及质谱分析
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摘　要：旨在研究沼泽型水牛成熟前后卵泡内差异表达蛋白质的变化规律。采用双向凝胶电泳技术分离成熟卵泡

液和未成熟卵泡液总蛋白质，建立和优化了卵泡液的双向电泳体系，并使用质谱鉴定差异表达蛋白点。结果显示，

丙酮沉淀法处理得到的总蛋白质样品后，在２４ｃｍ（ｐＨ４～７）胶条且上样量３５０μｇ时得到分辨率较好的双向电泳

图谱。软件分析得到１１个差异蛋白点，以成熟卵泡液作为对照，５个蛋白点表达上调，３个蛋白点表达下调，１个蛋

白点缺失，２个蛋白点在未成熟卵泡液中特异性表达。质谱成功鉴定出４个蛋白质：过氧化物酶２、醛糖还原酶、牛

纤维蛋白原的晶体结构、转甲状腺素蛋白。该研究建立了良好的卵泡液双向电泳体系，分析并鉴定一批水牛卵泡

液差异蛋白质，对于研究水牛卵母细胞的发育微环境和成熟机制提供了新的研究线索。
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　　卵泡中包含卵泡液、卵母细胞及颗粒细胞
［１］，卵

泡液中的物质主要从血浆卵泡屏障渗透而来，因此

卵泡液成分与血浆极为相似。卵泡液和颗粒细胞共

同为卵母细胞的成熟和提供微环境，颗粒细胞通过

分泌蛋白和激素对卵母细胞发育起到调节作用［２］，

卵泡液作为卵母细胞发育成熟的重要场所，包含着

供给卵母细胞成熟、有丝分裂、排卵及受精等活动的

相关物质［３］，其中存在的多种蛋白质对于卵泡和卵

母细胞的发育成熟也起着重要调控作用［４］。Ｃ．

Ｍｅｎｄｏｚａ等
［５］和 Ｙ．Ｋａｗａｎｏ等

［６］已经验证了某些

生长因子和蛋白质（生长激素（ＧＨ）、巨噬细胞集落

刺激因子（ＭＣＳＦ）、巨噬细胞炎性蛋白（ＭＩＰ３））参

与了卵母细胞的生长发育，并在一定程度上对卵母

细胞和卵泡的成熟起到重要的调节作用。

双向电泳（Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２

ＤＥ）技术是蛋白质组学分析的经典技术
［７］。近年

来，已有报道应用双向电泳结合质谱技术鉴定出一

些卵泡液差异蛋白，如Ｔ．Ａｎａｈｏｒｙ等
［８］通过２ＤＥ

技术在人的成熟卵泡中获取了４个差异蛋白点，质

谱鉴定对应３种蛋白：甲状腺素运载蛋白、硫氧还蛋

白及视黄醇结合蛋白。Ｄ．Ｓｐｉｔｚｅｒ等
［９］应用双向电

泳技术研究人成熟和未成熟卵泡液之间的蛋白表达

情况，结果表明两者间的蛋白表达差异显著。本研

究采用双向电泳质谱（２ＤＥＭＳ）技术分析并鉴定水

牛卵巢中成熟与未成熟卵泡液蛋白质表达的差异，

有助于揭示水牛卵母细胞发育成熟的相关机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　卵巢样本　　卵巢均取自沼泽型水牛，沼泽

型水牛的细胞染色体核型２ｎ＝４８，耐粗饲，耐湿热，

适应性强，主要分布于中国南方和东南亚等地。从

本地屠宰场取材后，置于３７℃生理盐水中保存。

１．１．２　主要试剂　　固相ｐＨ 梯度胶条、ＩＰＧ

Ｂｕｆｆｅｒ、碘乙酰胺（ＩＡＡ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）购于

ＧＥ公司；尿素（Ｕｒｅａ）、硫脲（Ｔｈｉｏｕｒｅａ）、ＣＨＡＰＳ、

胰蛋白酶、Ｔｒｉｓ、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、ＴＥＭＥＤ、

过硫酸铵和甘油均购于Ｓｉｇｍａ公司；甲醇、甲醛、冰

醋酸、硫代硫酸钠、碳酸钠及硝酸银均为进口分装或

国产分析纯。

１．１．３　主要仪器设备　　ＩＰＧｐｈｏｒⅢ等电聚焦系

统、ＥｔｔａｎＤＡＬＴｓｉｘ垂直电泳系统、凝胶扫描仪（美

国ＧＥ公司），ＤＵ８００紫外分光光度计（美国Ｂｅｃｋ

ｍａｎ公司），５８０４Ｒ型冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司），Ａ１０型 ＭｉｌｌｉＱ超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司），４８００型 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱仪（美国ＡＢ

Ｓｃｉｅｘ公司）。

１．２　试验方法

１．２．１　卵泡液的收集与纯化　　在无菌条件下，用

１０ｍＬ注射器分别抽取成熟卵泡和未成熟卵泡的卵

泡液，５０００ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清后于１２０００ｇ再

离心１０ｍｉｎ，完全去除细胞碎片后，将纯化后卵泡

液分装于１．５ｍＬＥＰ管中，每管２００μＬ，－８０℃冻

存备用。

１．２．２　卵泡液蛋白样品制备

１．２．２．１　丙酮沉淀法：每２００μＬ卵泡液样品中加

入８００μＬ预冷丙酮，－２０℃静置２ｈ，４℃１２０００ｇ

离心３０ｍｉｎ，弃上清，预冷丙酮洗涤沉淀２～３次，

室温放置５ｍｉｎ，使残余丙酮完全挥发。加入裂解

液 （７ ｍｏｌ·Ｌ－１ 尿 素，２ ｍｏｌ·Ｌ－１ 硫 脲，４％

ＣＨＡＰＳ，１％ ＤＴＴ）复溶，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质浓

度，－８０℃保存备用。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳预检测总蛋

白质样品。

１．２．２．２　２Ｄｃｌｅａｎｕｐｋｉｔ法：根据２Ｄｃｌｅａｎｕｐ

ｋｉｔ试剂盒的操作步骤处理上述丙酮沉淀得到的卵

泡液总蛋白质样品，将处理后的蛋白质样品置于－

８０℃冻存备用。

１．２．３　双向电泳分离

１．２．３．１　一向等电聚焦（ＩＥＦ）：根据蛋白质定量结

果，在蛋白质裂解液中加入适量的水化液、ＩＰＧ

Ｂｕｆｆｅｒ和ＤＴＴ，混合均匀至总体积达４５０μＬ。将上

样总蛋白质样品加入胶条槽中，ＩＰＧ胶条胶面朝下

轻轻盖住样品混合液，避免产生气泡。最后加入矿

物油覆盖防止溶液挥发。按照如下程序进行等电聚

焦：３０Ｖ６ｈ、６０Ｖ６ｈ、２００Ｖ１ｈ、５００Ｖ１ｈ、１０００

Ｖ１ｈ、８０００Ｖ１０ｈ（总计４００００Ｖｈ）。
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１．２．３．２　将等电聚焦后的ＩＰＧ胶条放入１５ｍＬ平衡

液Ｉ中（６ｍｏｌ·Ｌ－１尿素，２％ ＳＤＳ，１．５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＴｒｉｓＨＣｌ，８７％ 甘油，１％ ＤＴＴ），于摇床上平衡１５

ｍｉｎ，再使用平衡液ＩＩ（６ｍｏｌ·Ｌ－１尿素，２％ＳＤＳ，１．５

ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，８７％ 甘油，４％ＩＡＡ）平衡１５ｍｉｎ。

１．２．３．３　第二向ＳＤＳＰＡＧＥ电泳：平衡后的胶条

转移至１２．５％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶顶端进行电泳，

以恒流１５ｍＡ·ｇｅｌ
－１电泳１５ｍｉｎ后，增大电流到

２５ｍＡ·ｇｅｌ
－１，直至溴酚蓝指示剂迁移至凝胶底部

停止电泳。

１．２．４　凝胶染色及图像分析　　电泳结束后，取

出玻璃板，将凝胶剥离后放入染色液中进行染色，银

染程序参考Ｊ．Ｘ．Ｙａｎ等
［１０］提供的方法进行。待染

色结束后，使用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪扫描凝胶图

像，应用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄｐｌａｔｉｎｕｍ软件分析图像，

光密度值差异３倍以上视为差异蛋白质点。

１．２．５　酶解及质谱鉴定　　切取凝胶上差异蛋白

质斑点，对胶粒进行漂洗、脱色、脱水、干燥、胰酶酶

切、萃取处理后在３８４孔质谱靶上点样。用４８００

ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱仪采集一级、二级质谱数

据。使用 Ｍａｓｃｏｔ软件对一级、二级质谱数据进行

综合分析。

２　结果与分析

２．１　不同蛋白提取方法的电泳结果

丙酮沉淀法和２Ｄｃｌｅａｎｕｐｋｉｔ法分别处理卵

泡液总蛋白质后，采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测总蛋白

质提取质量（图１）。结果显示，２种处理方法的蛋白

质电泳条带均清晰可见，但经２Ｄｃｌｅａｎｕｐｋｉｔ法处

理后的蛋白质条带较浅。采用相同的上样量进行双

向电泳得出的电泳图谱如图２所示。丙酮沉淀法提

取的总蛋白质电泳图谱蛋白质点较多，分辨率较高，

而经过２Ｄｃｌｅａｎｕｐｋｉｔ法处理后，电泳图谱低分子

量端丢失部分蛋白质点，检测到的蛋白质斑点较少。

因此，２ＤＣｌｅａｎｕｐ试剂盒不适用于纯化卵泡液总

蛋白质样品，会造成低分子量蛋白质的丢失，常规丙

酮沉淀提取总蛋白质样品即可用于双向电泳试验。

Ａ．２ＤＣｌｅａｎｕｐｋｉｔ法；Ｂ．丙酮沉淀法；Ｍ．相对分子质量

标准为１４．４～９７．４ｋｕ的蛋白质ｍａｒｋｅｒ

Ａ．２Ｄ Ｃｌｅａｎｕｐｋｉｔｍｅｔｈｏｄ；Ｂ．Ａｃｅｔｏｎｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ；Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ（１４．４９７．４ｋｕ）

图１　２种样品处理方法的犿犻狀犻犛犇犛犘犃犌犈电泳结果

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犿犪狆狊狅犳犿犻狀犻犛犇犛犘犃犌犈犱犲狉犻狏犲犱

犳狉狅犿狋狑狅狆狉狅狋犲犻狀犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊

Ａ．２Ｄｃｌｅａｎｕｐｋｉｔ法；Ｂ．丙酮沉淀法

Ａ．２Ｄｃｌｅａｎｕｐｋｉｔｍｅｔｈｏｄ；Ｂ．Ａｃｅｔｏｎｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
图２　２种不同蛋白提取方法的局部２犇犈电泳图

犉犻犵．２　犃犿狆犾犻犳犻犲犱犿犪狆狊狅犳２犇犈狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狋狑狅狆狉狅狋犲犻狀犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊

２．２　不同狆犎范围的犐犘犌胶条电泳比较

丙酮沉淀法制备的等量蛋白质样品分别采用

ｐＨ３～１０和ｐＨ４～７的２４ｃｍＩＰＧ胶条进行双向

电泳，电泳图谱如图３所示。从电泳图谱可以看出，

ｐＨ３～１０范围的胶条上蛋白质点分布较密集，分布

不均，蛋白质斑点数量较少，一些低丰度蛋白未能呈
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现，ｐＨ４～７范围的ＩＰＧ胶条双向电泳图谱具有较

高的分辨率。因此，ｐＨ４～７范围的ＩＰＧ胶条更适

用于卵泡液总蛋白质的分离。

Ａ．ｐＨ３～１０的ＩＰＧ胶条　Ｂ．ｐＨ４～７的ＩＰＧ胶条

Ａ．ＩＰＧｓｔｒｉｐｓ（ｐＨ３１０）　Ｂ．ＩＰＧｓｔｒｉｐｓ（ｐＨ４７）

图３　不同狆犎范围犐犘犌胶条２犇犈局部电泳图谱

犉犻犵．３　犃犿狆犾犻犳犻犲犱犿犪狆狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狆犎狉犪狀犵犲狅犳犐犘犌狊狋狉犻狆狊

２．３　不同上样量的２犇犈图谱比较

使用２４ｃｍｐＨ４～７的ＩＰＧ胶条比较上样量

分别为２５０、３５０、４５０μｇ的２ＤＥ电泳图谱，如图４

所示，上样量为２５０μｇ时，得到的蛋白质斑点较模

糊，低丰度蛋白质显现较少；上样量为３５０μｇ时，电

泳图谱的蛋白质斑点较为清晰，整体分辨率更高。

上样量增加到４５０μｇ时，因上样量过大导致图谱背

景加深，高丰度蛋白质斑点拖尾严重，蛋白质斑点较

多重叠或融合，不利于后续电泳图谱分析。因此，

３５０μｇ的上样量时的电泳图谱较好，更适于卵泡液

这类富含高丰度ＢＳＡ或ＩｇＧ的样品。

Ａ．上样量２５０μｇ；Ｂ．上样量３５０μｇ；Ｃ．上样量４５０μｇ

Ａ．Ｓａｍｐｌｅｌｏａｄｉｎｇｖｏｌｕｍｅｏｆ２５０μｇ；Ｂ．Ｓａｍｐｌｅｌｏａｄｉｎｇｖｏｌｕｍｅｏｆ３５０μｇ；Ｃ．Ｓａｍｐｌｅｌｏａｄｉｎｇｖｏｌｕｍｅｏｆ４５０μｇ
图４　不同上样量的２犇犈局部电泳图谱

犉犻犵．４　犃犿狆犾犻犳犻犲犱犿犪狆狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狊犪犿狆犾犲犾狅犪犱犻狀犵狏狅犾狌犿犲

２．４　差异表达蛋白的获取和鉴定

采用以上优化后的参数，对成熟卵泡液和未成

熟卵泡液的总蛋白质进行双向电泳分离，试验重复

３次，结果如图５所示。用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄｐｌａｔｉ

ｎｕｍ软件对６张凝胶图谱分析匹配，共筛选出光密

度值差异倍数在３倍以上的差异表达蛋白点１１个。

以成熟卵泡液作为对照组，５个蛋白质表达上调（蛋

白质点编号：１、２、５、７、１０）；３个蛋白质表达下调（蛋

白质点编号４、８、９），１个蛋白质缺失（蛋白质点编号

１１），２个蛋白点在未成熟卵泡液中特异性表达（蛋

白质点编号３、６）。

将１１个蛋白质表达差异点切取后胶内酶解并

用于质谱鉴定，成功鉴定其中４个蛋白质（表１），其

中，过氧化物酶２、醛糖还原酶在未成熟卵泡液中表

达上调，纤维蛋白原晶体结构及转甲状腺素蛋白在

未成熟卵泡液中表达下调。

７４２１



畜　牧　兽　医　学　报 ４４卷　

Ａ．成熟卵泡液；Ｂ．未成熟卵泡液

Ａ．Ｍａｔｕｒｅｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｆｌｕｉｄ；Ｂ．Ｉｍｍａｔｕｒｅｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｆｌｕｉｄ
图５　水牛成熟卵泡液和未成熟卵泡液蛋白质的２犇犈图谱

犉犻犵．５　２犇犈犿犪狆狊犳狉狅犿犫狌犳犳犪犾狅犿犪狋狌狉犲犪狀犱犻犿犿犪狋狌狉犲犳狅犾犾犻犮狌犾犪狉犳犾狌犻犱

表１　差异蛋白质谱鉴定结果

犜犪犫犾犲１　犕犛犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

登录号

Ｂｏｖｉｎｅｐｒｏｔｅｏｍｅ

Ｎｏ．

Ｕｎｉｐｒｏｔ登录号

Ｎｏ．

蛋白质名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

分子质量／ｕ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ

等电点

ｐＩ

表达规律

Ｅｅｐｒｅｓｓｒｕｌｅ

２ ＢＴ１０７５９ＰＡ Ｑ９ＢＧＩ３ 过氧化物酶２Ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ２ ２１９４６ ５．３７ 上调

７ ＢＴ２９９０４ＰＡ Ｐ１６１１６ 醛糖还原酶Ａｌｄｏｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ ３５９１９ ５．７６ 上调

８ ＢＴ１９８０４ＰＡ Ｐ１２７９９
纤维蛋白原晶体结构

ＦｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａＢｃｈａｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
５９１１５ ５．５４ 下调

９ ＢＴ１５０８７ＰＡ Ｐ０２７６６
转甲状腺素蛋白

Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
４７７１５ ５．４０ 下调

３　讨　论

差异蛋白质组学是将处于不同生理状态的样品

进行蛋白质表达比较，筛选并鉴定出差异表达蛋白

质，根据这些蛋白质表达的变化规律揭示某些生物

学现象或规律［１１］。本研究利用双向电泳质谱技术

对成熟和未成熟的水牛卵泡液总蛋白质比较分析，

目的是寻找可能与卵母细胞成熟有关的蛋白质，阐

明卵母细胞核质成熟微环境内的蛋白质变化规律，

为提高卵母细胞体外成熟率和胚胎质量奠定理论依

据。

在本试验中，共发现１１个差异蛋白质斑点，并

成功鉴定了其中的４个。过氧化物酶２（Ｐｅｒｏｘｉｒｅ

ｄｏｘｉｎ２，ＰＲＤＸ２）在酵母中首次被发现，ＰＲＤＸ２存

在于多种组织如胎盘、肾上腺、胰腺、睾丸及生殖系

统中［１２１３］。牛的ＰＲＤＸ２蛋白质由１９９个氨基酸组

成，分子量为２１９４６ｕ，此蛋白质参与细胞的氧化还

原调节，主要通过清除生物代谢过程中活性氧族类

（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）中的 Ｈ２Ｏ２ 来调节

细胞生长发育和信号转导。Ｓ．Ｙａｎｇ等
［１４］通过在小

鼠卵巢研究中发现，犘犚犇犡２基因在卵泡发育不同

阶段均有表达，随着颗粒细胞发育阶段的推进，其表

达量逐渐增强，但在卵母细胞中的表达量差异不显

著。Ｒ．Ｒｏｍａｒ等
［１５］研究发现，犘犚犇犡２基因在母牛

青春前期卵母细胞表达量低于青春期，表明该基因

可能在青春期卵泡发育中发挥作用。而杨书红

等［１６］通过对小鼠激素处理后促使卵泡大量发育后

发现，犘犚犇犡２ｍＲＮＡ表达显著降低，其蛋白水平

上也存在一定程度的下调。在本研究中，过氧化物

酶２（ＰＲＤＸ２）的蛋白表达量在未成熟卵泡液中高
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于成熟卵泡液，ＰＲＤＸ２在成熟卵泡液中的低表达降

低了对 Ｈ２Ｏ２ 的清除作用，保持了较高的 Ｈ２Ｏ２ 水

平行使信号分子作用，用以促进细胞的增殖分化。

醛糖还原酶（Ａｌｄｏｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＡＲ）是醛酮还

原酶超家族的重要成员，在肾脏、心脏、血管、睾丸、

胎盘、视网膜、骨骼肌及肺等多种组织中广泛存

在［１７１８］。以烟酰胺腺嘌呤二核苷磷酸（ＮＡＤＰＨ）作

为辅酶催化醛、酮类物质还原为醇类，是多元醇通路

中关键的限速酶之一［１９］。Ｈ．Ｇ．Ｈｅｒｓ
［２０］首次发现

醛糖还原酶催化葡萄糖产生果糖，从而为精子的获

能提供能量。Ａ．Ｈ．Ｋａｙｎａｒｄ等
［２１］在大鼠饲料中添

加过量的半乳糖后，大鼠排卵数减少且卵母细胞发

育延迟。还有研究显示，使用醛糖还原酶抑制剂处

理大鼠后，可在一定程度上防止卵母细胞退化缺损，

ＡＲ转基因鼠不孕或无法妊娠
［２２］；Ｎ．Ｉｗａｔａ等

［２３］对

小鼠卵巢的研究表明，ＡＲ在间情期内表达量达到

峰值，发情后浓度逐渐降低，４ｈ内达到最低值，在

表达量改变的同时，表达位置也从颗粒细胞迁移至

卵泡内膜。本研究的结果表明，ＡＲ在水牛未成熟

卵泡液中表达较高，在成熟卵泡中表达量偏低，揭示

了ＡＲ的表达量不仅和发情周期有关，而且在卵泡

的各个发育阶段也存在类似的变化。ＡＲ是多元醇

代谢通路的限速酶，其表达量的下降意味着能量代

谢水平的升高，有助于卵母细胞成熟和增殖。以上

研究结果都证实了ＡＲ对雌性配子的发育存在负调

节机制，在卵巢和胎盘中起重要作用。关于 ＡＲ的

作用机理仍不清楚，下一步的研究需要利用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ验证ＡＲ在卵泡液中的表达规律，并对颗粒

细胞的醛糖还原酶基因ｍＲＮＡ定量分析。

纤维蛋白原是由肝脏合成的一种具有止血凝血

功能的蛋白质，主要通过凝血酶的作用转变成纤维

蛋白而发挥其功能［２４］。有研究表明１９７２年首次获

得牛纤维蛋白原Ｘ片段结晶体，２０年后获得了２８５

ｋｕ的牛纤维蛋白原晶体结构。研究表明牛纤维蛋

白原γ链Ｃ末端可直接作用于内皮细胞，从而导致

内皮细胞发生功能性障碍。另有临床研究显示，体

内纤维蛋白原含量的增加常表现为血栓形成倾

向［２５］。本研究中牛纤维蛋白原晶体结构在水牛成

熟卵泡液中呈上调趋势，与卵泡的发育成熟是否有

关联，还有待进一步研究证实。

转甲状腺素蛋白（Ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ，ＴＴＲ）又称前

白蛋白，主要在肝脏、胰腺及脉络丛等部位合成［２６］。

它作为一种运载蛋白，主要以四聚体形式运输甲状

腺素和视黄醇蛋白。因ＴＴＲ代谢周期较短而能够

敏锐的反映出机体的营养状况，通常在营养不良、感

染或其它应激性疾病下ＴＴＲ水平会下降
［２７］。本研

究结果显示，转甲状腺素蛋白（ＴＴＲ）在水牛成熟卵

泡液中表达上调，这可能是由于随着卵泡的不断生

长发育，需要更多的营养成分来维持和保证其成熟，

因此ＴＴＲ水平会相应有所上升。同时由于排卵前

需要大量的促黄体素（ＬＨ），而ＴＴＲ能够转运甲状

腺素来刺激颗粒细胞产生ＬＨ受体，因此在成熟卵

泡液中需要更多的转甲状腺素蛋白（ＴＴＲ）来促进

排卵的过程。

４　结　论

本研究建立了水牛卵泡液的双向电泳体系，分

析成熟和未成熟卵泡液的差异蛋白质并用于质谱鉴

定。结果表明，丙酮沉淀法处理得到的蛋白质样品

用于２４ｃｍ、ｐＨ４～７胶条上样３５０μｇ时，可以得到

分辨率较好的２ＤＥ图谱。经软件分析得到１１个差

异蛋白质点，质谱成功鉴定出４个，分别是：过氧化

物酶２、醛糖还原酶、牛纤维蛋白原的晶体结构、转

甲状腺素蛋白。这些差异蛋白质在成熟前后卵泡液

中起着的调节作用，对卵泡的成熟发育产生重要影

响，差异蛋白质的表达规律与其功能吻合，其具体作

用机制还有待进一步研究探讨。
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