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　 　 摘要:　 为系统探究热应激对猪颗粒细胞蛋白质表达的影响ꎬ本研究将分离培养的猪颗粒细胞分别在 ３７ ℃(对照

组)和 ４１ ℃(热应激组)处理后ꎬ用同位素标记相对和绝对定量(ｉＴＲＡＱ)技术对细胞的蛋白质差异表达情况进行分析ꎬ并
对差异表达蛋白质进行 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 通路分析ꎮ 本研究共鉴定到５ ４５１个蛋白质ꎬ差异表达蛋白质 ２８９ 个ꎬ其中

上调表达蛋白质 １６２个ꎬ下调表达蛋白质 １２７个ꎮ 对筛选出的差异表达蛋白质进行 ＫＥＧＧ 通路分析发现ꎬ差异表达蛋白

质主要富集到蛋白质加工、胞吞、ＲＮＡ 降解、氧化磷酸化、嘌呤代谢、泛素化蛋白质降解、次级代谢产物的生物合成、糖酵

解 /糖异生以及胞间紧密连接等信号通路中ꎮ 说明这些差异表达蛋白质及其富集的通路可能参与热应激对猪颗粒细胞功

能影响的过程中ꎮ 因此ꎬ本研究结果为深入了解热应激导致母猪繁殖障碍的分子机理提供了参考ꎮ
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　 　 猪的皮肤较厚ꎬ皮下脂肪含量高且汗腺不发达ꎬ
故调节体温能力相对较差ꎮ 研究结果表明ꎬ猪最适

温度为１２~２１ ℃ [１]ꎬ当环境温度由 １８ ℃升至 ２９ ℃
时ꎬ猪体温将从 ３４􀆰 ６ ℃升至 ３７􀆰 ４ ℃ [２]ꎬ而直肠温度

将从 ３９􀆰 ２ ℃升高至 ４０􀆰 ０ ℃ [３]ꎮ 因此当外界气温超

过 ２７ ℃ 时ꎬ母猪体温也将被动升高而产生热应

激[４]ꎬ并对猪机体造成不良影响ꎮ 以母猪为例ꎬ当
受到热应激时可表现出发情不明显、乏情或短促发

情等症状ꎬ经产母猪断奶 ７ ｄ 内发情率显著降低ꎬ而
后备母猪则表现出初情期推迟等现象[５￣６]ꎮ 夏秋时

节ꎬ中国大部分地区的气温超过 ３０ ℃ꎬ因此母猪受

到热应激是夏秋季节造成中国养猪业受损的重要因

素ꎬ随着全球变暖ꎬ热应激的影响将更加严重ꎮ 然

而ꎬ目前人们对热应激影响母猪繁殖性能的机制并

不清楚ꎮ
颗粒细胞介于膜细胞和卵母细胞之间ꎬ是体内唯

一与卵母细胞直接接触的体细胞ꎮ 它们可以通过分

泌类固醇类激素、供给卵母细胞营养物质、接收并传

递信号等方式参与维持卵泡发育、促进卵母细胞成熟

和诱导排卵等过程ꎮ 颗粒细胞功能受损将影响动物

卵泡发育和繁殖活动[７]ꎮ 养殖过程中ꎬ动物常常受到

一些因素的影响ꎬ导致颗粒细胞功能紊乱ꎬ主要表现

在类固醇激素分泌能力下降、细胞增殖抑制 /凋亡、黄
体化受阻等[８￣１０]ꎬ其直接后果是抑制动物的繁殖性

能ꎬ最终影响畜牧业的健康发展ꎮ 遗憾的是ꎬ目前关

于热应激直接影响颗粒细胞的研究相对较少且大多

从单一角度或者在某一点上展开研究ꎬ例如ꎬ前人研

究发现热应激可抑制颗粒细胞中促卵泡素受体

(ＦＳＨＲ)表达ꎬ并促进细胞凋亡[１１]ꎮ 我们前期研究也

发现热应激处理猪颗粒细胞可显著抑制雌激素的分

泌ꎬ造成热休克蛋白 ＨＳＰ７０ 表达量上调[９ꎬ １２]ꎮ 总体

而言ꎬ目前在热应激影响卵泡颗粒细胞功能方面缺乏

系统性、整体性的认识ꎮ 为解决该问题ꎬ本研究拟先

解析热应激对猪颗粒细胞蛋白质表达谱的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

将在屠宰场取的猪卵巢ꎬ放置于装有 ３７ ℃生理

盐水(预先加入 １％青霉素 /链霉素)的保温瓶中尽

快拿回实验室处理ꎮ 在实验室超净台中清洗消毒卵

巢ꎬ擦净残留液体后ꎬ选取直径大于 ５ ｍｍ 卵泡ꎬ用
一次性注射器抽取其卵泡液ꎬ并利用 Ｆｉｃｏｌｌ￣Ｐａｑｕｅ 梯

度离心法分离出颗粒细胞[１３]ꎮ 分离出的细胞经多

次清洗后用 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液(含 １０％胎牛血清、
１％青霉素 /链霉素)稀释后接种于 ６ 孔板中ꎬ并置于
３７ ℃ꎬ含有 ５％ ＣＯ２、９５％空气的培养箱中持续静止

培养 ２４ ｈ 后ꎬ用温热的无 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋ 的磷酸盐缓冲
溶液(ＰＢＳ)清洗２~３ 次ꎬ洗掉未贴壁细胞ꎬ更换新的

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液(含 １０％胎牛血清、１％青霉素 /
链霉素)后进行后续处理ꎮ
１.２　 热应激处理

将获得的细胞随机分为 ２ 组ꎮ 一组为对照组ꎬ
将细胞放入 ３７ ℃的细胞培养箱中培养 ３ ｈꎻ另一组

作为热应激组ꎬ将细胞放入 ４１ ℃的细胞培养箱中培

养 ３ ｈꎮ 处理结束后ꎬ用温热的无 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋的 ＰＢＳ
彻底清洗细胞ꎬ确保无培养基残留ꎬ然后将细胞刮下

备用ꎮ 所有试验重复 ３ 次ꎮ
１.３　 蛋白质的提取及定量

收集的细胞按照蛋白质组学的标准流程进行处
理ꎮ 处理过程简述如下:细胞沉淀先用四乙基溴化

铵缓冲溶液(ＴＥＡＢ)溶解ꎻ裂解后的初始蛋白质溶

液经超声破碎后离心并收集上清液ꎬ弃掉细胞碎片ꎮ
在收集的上清液中加入 ４ 倍体积的预冷丙酮[含有

１０ ｍｍｏｌ / Ｌ的二硫苏糖醇(ＤＴＴ)]ꎬ充分混匀后放置

在 ４ ℃冰箱中静置 ２ ｈꎬ蛋白质沉淀逐渐析出后通过

离心将蛋白质沉淀收集至管底ꎬ再用预冷丙酮(含
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＤＴＴ)清洗蛋白质沉淀后进行干燥ꎮ 最

终用四乙基溴化铵(ＴＥＡＢ)溶解蛋白质沉淀ꎬ并对

蛋白质进行定量ꎮ
１.４　 蛋白质样品酶解、脱盐及标记

选取一定质量的蛋白质溶液ꎬ调整体积后用
ＮＨ４ＨＣＯ３(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)进行稀释ꎬ加入胰蛋白酶溶

液ꎬ置于 ３７ ℃培养箱中酶解过夜ꎮ 酶解结束后将酶

解液进行脱盐处理ꎻ脱盐后的蛋白质按照试剂盒说

明书进行标记ꎮ 标记结束后在所有标记样本中取相

同体积进行混合ꎬ准备上机分离ꎮ
１.５　 蛋白质样品组分分离及液相色谱￣质谱 /质谱

(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)检测

将上述混合后的样本用 Ｔｈｅｒｍｏ ＤＩＮＯＥＸ Ｕｌｔｉｍａｔｅ
３０００ ＢｉｏＲＳ 分成 １２ 个组分ꎬ并利用 ＡＢ ＳＣＩＥＸ ｎａｎｏ
ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ(Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００ ｐｌｕｓ)对每个组分依次

进行质谱检测ꎮ
１.６　 蛋白质的鉴定、差异表达蛋白质的功能注释和

通路分析

　 　 以可信度 ９５％为标准对所得的肽段进行筛选ꎬ
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可信度大于 ９５％的肽段用搜索引擎 ＰｒｏｔｅｉｎｐｉｌｏｔＴＭ

Ｖ４.５ 进行搜索ꎮ 当差异表达倍数≥１􀆰 ５ 倍(即上

调≥１􀆰 ５ 倍或下调≤０􀆰 ６７ 倍)且 Ｐ 值≤０􀆰 ０５ 时ꎬ视
为显著差异表达蛋白质ꎬ并利用在线分析系统

ＢＬＡＳＴ２ＧＯ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.Ｂｌａｓｔ２ＧＯ. ｃｏｍ / )对所有差

异表达蛋白质进行 ＧＯ 功能注释ꎬ随后利用通路数

据库 ＫＥＧＧ 进行通路分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 热应激后猪颗粒细胞的蛋白质总体鉴定情况

利用同位素标记相对和绝对定量(ｉＴＲＡＱ)技术

对受热应激处理的猪颗粒细胞的蛋白质进行定量分

析ꎬ共鉴定到５ ４５１个蛋白质ꎮ 鉴定肽段数为３５ ９３６
个ꎬ其中至少包含 ２ 个 Ｕｎｉｑｕｅ 肽段的蛋白质数为

４ ４４８个ꎮ 本研究鉴定到的肽段的长度主要分布在

７.００~２０􀆰 ００ ａａꎬ其中大多数肽段的长度为 １１􀆰 ００
ａａꎬ平均长度为 １４􀆰 ５７ ａａꎬ处于肽段长度合理范围

(图 １Ａ)ꎮ 对可信度≥９５％的肽段覆盖度分布的分

析结果显示ꎬ覆盖度介于０~ １０􀆰 ０％的蛋白质数量占

总鉴定蛋白质数量的 ３８􀆰 ４９％(图 １Ｂ)ꎮ

Ａ:肽段长度分布ꎻＢ:蛋白质鉴定覆盖度分布ꎮ ａ:０~１０􀆰 ０％ꎻ ｂ:１０􀆰 １％~２０􀆰 ０％ꎻ ｃ:２０􀆰 １％~３０􀆰 ０％ꎻ ｄ:３０􀆰 １％~４０􀆰 ０％ꎻ ｅ:４０􀆰 １％~５０􀆰 ０％ꎻ ｆ:
５０􀆰 １％~６０􀆰 ０％ꎻ ｇ:６０􀆰 １％~７０􀆰 ０％ꎻ ｈ:７０􀆰 １％~８０􀆰 ０％ꎻ ｉ:８０􀆰 １％~９０􀆰 ０％ꎻ ｊ:９０􀆰 ０％~１００􀆰 ０％ꎮ

图 １　 肽段长度分布和蛋白质覆盖度

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ

２.２　 差异表达蛋白质分析

通过对热应激处理的猪颗粒细胞中蛋白质表达

的分析ꎬ共鉴定到 ２８９ 个差异表达蛋白质ꎬ其中上调

表达蛋白质 １６２ 个ꎬ下调表达蛋白质 １２７ 个(部分差

异表达蛋白质见表 １ 和表 ２)ꎮ 从表 １ 中可以看出ꎬ
热休克蛋白 ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０ 等与热应激相关的标志

性蛋白质上调表达ꎮ 这些蛋白质的上调表达也可被

视为热应激处理成功的标志ꎮ 同时ꎬ肽基脯氨酸顺

反异构酶、钙网蛋白、钙调理蛋白等蛋白质上调表达

(表 １)ꎮ 而组蛋白 Ｈ４、载脂蛋白 Ｅ、芳香化酶 ３、雌
二醇 １７β￣脱氢酶、三磷酸腺苷合成酶 α 亚基等蛋白

质表达显著下调(表 ２)ꎮ
　 　 我们进一步对对照组和热应激组样品的分析

结果进行聚类分析ꎬ从图 ２ 可以看出ꎬ３ 个生物学

重复之间重复性良好ꎬ且差异表达蛋白质的聚类

清晰ꎮ
２.３　 差异表达蛋白质的直系同源簇(ＣＯＧ)注释

为预测和系统了解所鉴定到的蛋白质的潜

在生物学功能ꎬ我们对所有鉴定到的蛋白质与

ＣＯＧ 数据库进行了比对分析和分类统计ꎮ 图 ３
是本次鉴定结果比对到 ＣＯＧ 数据库的统计结

果ꎮ
２.４　 差异表达蛋白质的 ＧＯ 分类和 ＫＥＧＧ 分析

为解析差异表达蛋白质的生物学功能ꎬ本研

究对所有的差异表达蛋白质进行了注释ꎮ 如图 ４
所示ꎬ本研究所鉴定到的差异表达蛋白质参与了

细胞过程、代谢过程、生物调控、应激反应等相关

功能的调控ꎮ
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表 １　 部分上调表达的差异蛋白质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白质编号　 　 　 　 　 　 蛋白质名称　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 上调倍数 Ｐ 值

ｔｒ ｜ Ｆ２Ｑ９Ａ３ ｜ 肽基脯氨基顺反异构酶 ５.６４９ ０.０４１

ｓｐ ｜ Ｐ２８４９１ ｜ ＣＡＬＲ 钙网蛋白 ５.３４６ ０

ｓｐ ｜ Ｑ２ＹＧＴ９ ｜ ＲＬ６ ６０ Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ６ ４.４４６ ０.０４２

ｔｒ ｜ Ａ５Ａ８Ｖ６ ｜ 热休克蛋白 ７０ Ａ ４.２０７ ０

ｔｒ ｜ Ｆ１Ｓ５４３ ｜ 钙调理蛋白 ３.９０８ ０.００９

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＺＡ８ ｜ 多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 ３.６６４ ０

ｔｒ ｜ Ｆ２Ｚ５９４ ｜ 高迁移率族蛋白 Ｂ１ ３.５３１ ０.００１

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＶＱ３ ｜ 含非 ＰＯＵ 域八聚体结合蛋白质 ３.４０４ ０.０２５

ｔｒ ｜ Ｇ９Ｆ６Ｘ８ ｜ 蛋白质二硫键异构酶 ３.３４２ ０.００１

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８Ｓ００２ ｜ 锯齿状 ＲＮＡ 效应分子 ２.９１１ ０.００３

ｔｒ ｜ Ｆ２Ｚ５７８ ｜ 组蛋白 Ｈ２Ｂ ２.８８４ ０.０２２

ｔｒ ｜ Ｆ１ＳＨＬ９ ｜ 丙酮酸激酶 ２.８５８ ０

ｓｐ ｜ Ｑ００７Ｔ２ ｜ ＣＤＣ４２ 人细胞分裂周期因子 ４２ ２.７０４ ０.０１８

ｔｒ ｜ Ｆ１ＲＳ３６ ｜ ７８ ０００ 葡萄糖调节蛋白 ２.６７９ ０

ｔｒ ｜ Ｆ１Ｓ２Ｅ２ ｜ 膜联蛋白 ２.６５５ ０.０３２

ｓｐ ｜ Ｐ１０６６８ ｜ ＣＯＦ１ 丝切蛋白 １ ２.６５５ ０.０３９

ｔｒ ｜ Ｆ１ＲＦＱ７ ｜ ＧＴＰ 结合核蛋白 Ｒａｎ ２.５８２ ０.００２

ｓｐ ｜ Ｑ２９０９２ ｜ ＥＮＰＬ 内质网素 ２.５８２ ０.０１７

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＴ２３ ｜ 拓扑异构酶(ＤＮＡ)Ｉ ２.５５９ ０.００５

ｔｒ ｜ Ｍ３ＴＹＦ６ ｜ Ｖａｃ￣１４ 样蛋白质 ２.４８９ ０.００９

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＳＹ９ ｜ 烯醇酶 １ ２.４８９ ０

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＶＰ０ ｜ 鸟苷酸解离抑制因子 ２.４６６ ０.００８

ｔｒ ｜ Ｆ２Ｚ５Ｃ７ ｜ ４０ Ｓ 核糖体蛋白 Ｓ３ａ ２.３７７ ０.００２

ｔｒ ｜ Ｄ０Ｇ６Ｒ９ ｜ ＣＣＨＣ 型锌指蛋白 ２.３３３ ０.０４４

ｔｒ ｜ Ｄ０Ｇ６Ｙ０ ｜ １７￣β 羟基类固醇脱氢酶 １２ ２.３３３ ０.０４３

ｔｒ ｜ Ｑ０ＰＹ１１ ｜ 延伸因子 １α ２.３１２ ０

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＶＭ５ ｜ 布罗莫结构域 １ ２.２９１ ０.００８

ｔｒ ｜ Ｑ０Ｒ６７８ ｜ ＤＪ￣１ 蛋白 ２.２７０ ０.０１３

ｔｒ ｜ Ｉ３ＬＩＭ２ ｜ 尿苷二磷酸葡萄糖脱氢酶 ２.２７０ ０.０２０

ｔｒ ｜ Ｄ０Ｇ０Ｃ６ ｜ 天冬酰胺合成酶 ２.２４９ ０.０１１

ｔｒ ｜ Ｆ１Ｓ２３２ ｜ γ￣氨基丁酸醛脱氢酶 ２.２４９ ０.００２

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＶＷ４ ｜ 肌营养素 ２.２２８ ０.０３０

ｔｒ ｜ Ｍ３ＴＹＣ１ ｜ 真核生物翻译起始因子 ３ ２.１２８ ０.０３７

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＷ８０ ｜ 烟酰胺核苷酸转氢酶 ２.１２８ ０.００９

ｓｐ ｜ Ｐ１７７４１ ｜ ＨＭＧＢ２ 高迁移率族蛋白 Ｂ２ ２.０５１ ０.０１４

ｔｒ ｜ Ｆ１ＳＫ００ ｜ 异柠檬酸脱氢酶ꎬ线粒体 ２.０３２ ０.０２８

ｓｐ ｜ Ｐ００３３９ ｜ ＬＤＨＡ Ｌ￣乳酸脱氢酶 Ａ 链 ２.０１４ ０.０２５

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＳＰ３ ｜ 输入蛋白质 α 亚基 １.９９５ ０.０２６

ｔｒ ｜ Ｆ１Ｓ３Ｐ６ ｜ 结缔组织生长因子 １.９７７ ０

ｔｒ ｜ Ｆ６Ｑ５Ｐ０ ｜ ４０ Ｓ 核糖体蛋白 Ｓ１３ １.９５９ ０.０２６

ｓｐ ｜ Ｏ０２７０５ ｜ ＨＳ９０Ａ 热休克蛋白 ９０ α １.９４１ ０

ｓｐ ｜ Ｑ２ＹＧＴ９ ｜ ＲＬ６ ６０ Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ６ １.８８８ ０.０４８

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＺＮ４ ｜ 胞内氯离子通道蛋白 １.８８８ ０.０２１

ｔｒ ｜ Ｑ６８４Ｍ６ ｜ 细胞分裂周期蛋白 ３７ １.８８８ ０.０３７
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表 ２　 部分下调表达的差异蛋白质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白质编号　 　 　 　 　 　 蛋白质名称　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 下调倍数 Ｐ 值

ｓｐ ｜ Ｐ６２８０２ ｜ Ｈ４ 组蛋白 Ｈ４ ０.１９６ ０

ｔｒ ｜ Ｆ１ＲＭ４５ ｜ 载脂蛋白 Ｅ ０.２１５ ０.０１８

ｓｐ ｜ Ｐ８０２７２ ｜ ＨＭＧＮ２ 非组蛋白染色体蛋白 ＨＭＧ￣１７ ０.２１７ ０.０１６

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ａ７ＨＦ２９ ｜ ＤＥＡＤ 解旋酶 ５ ０.２２５ ０.００６

ｓｐ ｜ Ｑ３ＺＤ６９ ｜ 核纤层蛋白 Ａ / Ｃ ０.２３１ ０.００１

ｔｒ ｜ Ｆ１ＲＪ９３ ｜ 转胶蛋白 ０.２３９ ０.０４３

ｓｐ ｜ Ｑ２９１９７ ｜ ＲＳ９ ４０ Ｓ 核糖体蛋白 Ｓ９ ０.２６５ ０.００２

ｓｐ ｜ Ｐ７９３０４ ｜ ＣＰ１９３ 芳香化酶 ３ ０.２７１ ０.００７

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＴＥ０ ｜ Ｂ 淋巴细胞白血病前体蛋白转录因子 １ ０.２８６ ０.０１７

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＶＣ９ ｜ Ｆａｓ 相关因子 １ ０.２９１ ０.０４５

ｔｒ ｜ Ｃ０ＭＨＲ２ ｜ 网格蛋白重链 ０.３１３ ０

ｓｐ ｜ Ｐ００５０６ ｜ ＡＡＴＭ 天冬氨酸氨基转移酶ꎬ 线粒体 ０.３４１ ０

ｓｐ ｜ Ｐ６３２４６ ｜ ＧＢＬＰ 鸟嘌呤核苷酸结合蛋白 β 亚基 ２ ０.３４４ ０.００４

ｔｒ ｜ Ｉ３ＬＲ６９ ｜ 铁蛋白 ０.３４９ ０.０４９

ｔｒ ｜ Ｄ２Ｄ０Ｄ８ ｜ 磷酸化乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 α ０.３５４ ０.００９

ｓｐ ｜ Ｐ１２０２６ ｜ ＡＣＢＰ 乙酰辅酶 Ａ 结合蛋白 ０.３５６ ０.００８

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＷＦ９ ｜ 含 ｉｑ 基元 ｇｔｐ 酶激活蛋白 １ ０.３９８ ０.０１１

ｔｒ ｜ Ｆ１ＲＱ９１ ｜ ４０ Ｓ 核糖体蛋白 Ｓ４ ０.４２１ ０.０２９

ｔｒ ｜ Ｍ３ＵＺＡ８ ｜ 丝氨酸 / 苏氨酸激酶 ３ ｔｖ１ ０.４４１ ０.０４７

ｔｒ ｜ Ｋ７ＧＱ６０ ｜ 驱动蛋白样蛋白质 ０.４４９ ０.０４９

ｓｐ ｜ Ｑ６ＰＱＤ５ ｜ ＡＴＭ 丝氨酸蛋白激酶 ＡＴＭ ０.４６６ ０.０２８

ｔｒ ｜ Ｑ２ＴＪＡ５ ｜ 醛酮还原酶 ０.４７９ ０.０３２

ｔｒ ｜ Ｆ１ＲＰＳ８ ｜ 三磷酸腺苷合成酶 α 亚基 ０.４７９ ０.０３０

ｔｒ ｜ Ｑ２８９５６ ｜ 雌二醇 １７β￣脱氢酶 ０.４８３ ０.０４９

ｔｒ ｜ Ｋ９Ｊ４Ｍ６ ｜ 腺苷酸脱氨酶ꎬ ＲＮＡ 特异性 ０.４９２ ０.０１５

ｓｐ ｜ Ａ５Ｄ９Ｍ６ ｜ ＢＡＧ６ 大号富含脯氨酸蛋白 ＢＡＧ６ ０.４９７ ０.００６

ｓｐ ｜ Ｐ０８０５９ ｜ Ｇ６ＰＩ 葡萄糖￣６￣磷酸异构酶 ０.５０６ ０.０３２

ｔｒ ｜ Ｆ１ＲＫＵ０ ｜ 异柠檬酸脱氢酶亚基ꎬ 线粒体 ０.５０６ ０.０４３

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＶＬ７ ｜ 低密度脂蛋白受体相关蛋白 １ ０.５２９ ０.００５

ｔｒ ｜ Ｉ１ＳＮＴ７ ｜ 连环蛋白 β 样蛋白 ０.５２９ ０.００５

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＶＤ８ ｜ 波形蛋白 ０.５４９ ０.００９

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＶＰ５ ｜ Ｎ￣肌球蛋白￣９ ０.５５９ ０

ｓｐ ｜ Ｑ９ＴＳＸ９ ｜ ＰＲＤＸ６ 硫氧还蛋白过氧化物酶￣６ ０.５６５ ０.０４４

ｔｒ ｜ Ｋ９ＩＶＬ０ ｜ Ｅ３ 泛素蛋白连接酶 ＵＢＲ５ ０.５６７ ０.０４６

ｔｒ ｜ Ｂ２ＺＦ４７ ｜ 线粒体乙醛脱氢酶 ２ ０.５７５ ０.００４

ｔｒ ｜ Ｆ１ＳＰＧ２ ｜ 细胞死亡防卫蛋白 １ ０.５８１ ０.０１８

ｔｒ ｜ Ｅ３ＶＷＧ５ ｜ 干扰素诱导蛋白 ０.５８６ ０.０４１

ｔｒ ｜ Ｍ３ＶＨ６１ ｜ 葡糖磷酸变位酶 ２ ０.５９２ ０.０４２

ｔｒ ｜ Ｑ２８９３６ ｜ 纤维蛋白原 Ａ￣α 链 ０.６０３ ０.０１４

ｔｒ ｜ Ｂ６ＤＺ３９ ｜ 接头蛋白 ０.６４３ ０.００８

ｔｒ ｜ Ａ０Ａ０Ｂ８ＲＴＥ４ ｜ 氧化应激反应蛋白 １ ０.６４９ ０.０３８
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Ｃｔｌ:对照ꎻＨＳ: 热应激ꎮ
图 ２　 猪颗粒细胞受热应激过程中差异表达蛋白质的聚类分析

Ｆｉｇ.２　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 为进一步了解差异表达蛋白质所富集的通路ꎬ
进行了 ＫＥＧＧ 通路分析ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ表达量上调

的蛋白质主要富集在剪接体以及内质网的蛋白质加

工、代谢通路、胞吞、ＲＮＡ 降解和氧化磷酸化等信号

通路中ꎮ 而下调表达蛋白质则显著富集在代谢通

路、次级代谢产物的生物合成、嘌呤代谢、泛素化蛋

白质降解、糖酵解 /糖异生以及胞间紧密连接等信号

通路中ꎮ

３　 讨 论

热应激可导致雌性动物短促发情或乏情、降低

受胎率、早期胚胎死亡和流产等问题[１２]ꎮ 前人研究

发现ꎬ热应激可经下丘脑￣垂体￣性腺轴对动物的内

分泌产生不良影响进而造成上述问题[１４]ꎮ 热应激

导致动物内分泌紊乱主要表现在性激素[促性腺激

Ａ:ＲＮＡ 加工和修饰ꎻ Ｂ:染色质结构和动态变化ꎻ Ｃ:能量产生和

变化ꎻ Ｄ:细胞周期控制ꎬ细胞分裂ꎬ染色体分割ꎻ Ｅ:氨基酸运输

和代谢ꎻ Ｆ:核苷酸转移和代谢ꎻ Ｇ:碳水化合物转移和代谢ꎻ Ｈ:
辅酶转移和代谢ꎻ Ｉ:脂类转移和代谢ꎻ Ｊ:翻译ꎬ核糖体结构和生

物发生ꎻ Ｋ:转录ꎻ Ｌ:复制ꎬ重组和修复ꎻ Ｍ:细胞壁 / 膜 / 壳生成ꎻ
Ｎ:细胞运动ꎻ Ｏ:转录后修饰ꎬ蛋白质折叠ꎬ分子伴侣ꎻ Ｐ:无机盐

离子转运和代谢ꎻ Ｑ:次级代谢产物生成ꎬ转运和代谢ꎻ Ｒ:功能

预测ꎻ Ｓ:未知功能ꎻ Ｔ:信号转导机制ꎻ Ｕ:胞内交通ꎬ分泌和微囊

转运ꎻ Ｖ:防御机制ꎻ Ｙ:核结构ꎻ Ｚ:细胞骨架ꎮ
图 ３　 蛋白质的直系同源簇注释分析

Ｆｉｇ.３　 ＣＯＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

素释放激素(ＧｎＲＨ)、促卵泡激素(ＦＳＨ)和促黄体

激素(ＬＨ)等]分泌量下降、抑制促性腺激素受体基

因的表达[１５￣１７]等ꎮ 此外ꎬ通过下丘脑￣垂体￣性腺轴ꎬ
热应激还可调控其他激素的分泌ꎬ例如抑制促甲状

腺激素[１８]、甲状腺激素[１９] 以及促肾上腺皮质激素

释放激素[２０]等激素的合成和分泌ꎬ从而增加肾上腺

皮质激素分泌量ꎬ造成黄体提早溶解ꎬ引起早期胚胎

死亡或流产[２１]ꎮ
热应激通过下丘脑￣垂体￣性腺轴对颗粒细胞功

能产生影响ꎬ是其重要的内分泌调控路径ꎮ 然而ꎬ就
颗粒细胞所处的位置来讲ꎬ其位于动物腹腔最深处ꎬ
受热应激时ꎬ猪机体深处的体温ꎬ即核心体温显著升

高[２２]ꎬ升高的核心温度必然直接作用于颗粒细胞而

影响其功能ꎮ 遗憾的是ꎬ当前对于热应激直接影响

颗粒细胞的研究较少ꎮ 因此本研究通过体外培养的

方式ꎬ将颗粒细胞所处的卵泡微环境、下丘脑￣垂体￣
性腺轴以及内分泌环境的影响剥离ꎬ纯粹在细胞水

平上对热应激调控颗粒细胞功能的分子机理开展研

究ꎮ 我们前期在体外模拟了颗粒细胞受到热应激的

状态:将颗粒细胞分别在 ３７ ℃ (对照组)和 ４１ ℃
(热应激组)培养箱中培养ꎬ结果发现ꎬ颗粒细胞合

成雌激素和孕酮的能力随着温度的升高显著下降ꎬ
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１:细胞过程ꎻ ２:代谢过程ꎻ ３:生物调控ꎻ ４:应激反应ꎻ ５:生物过程调控ꎻ ６:细胞组分配置或生物发生ꎻ ７:发育过程ꎻ ８:多细胞生物过程ꎻ ９:
定位ꎻ １０:定位建立ꎻ １１:信号ꎻ １２:死亡ꎻ １３:免疫系统过程ꎻ １４:正调控生物过程ꎻ １５:负调控生物过程ꎻ １６:细胞增殖ꎻ １７:运动ꎻ １８:繁殖ꎻ
１９:繁殖过程ꎻ ２０:多物种过程ꎻ ２１:生长ꎻ ２２:病毒繁殖ꎻ ２３:生物黏附ꎻ ２４:细胞ꎻ ２５:细胞组分ꎻ ２６:细胞器ꎻ ２７:细胞器组分ꎻ ２８:大分子复

合物ꎻ ２９:膜封闭腔ꎻ ３０:胞外域ꎻ ３１:部分胞外域ꎻ ３２:结合ꎻ ３３:催化活性ꎻ ３４:结构分子活动ꎻ ３５:转运活性ꎻ ３６:能量调控活性ꎻ ３７:蛋白质

结合转录因子活性ꎻ ３８:抗氧化活性ꎻ ３９:受体调控活性ꎮ
图 ４　 差异表达蛋白质的 ＧＯ 功能注释结果

Ｆｉｇ.４　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ａ:上调表达蛋白质富集的通路及数量占比ꎻＢ:下调表达蛋白质富集的通路及数量占比ꎮ ａ１:剪接体ꎻ ｂ１:内质网蛋白质加工ꎻ ｃ１:代谢通路ꎻ
ｄ１:胞吞ꎻ ｅ１:帕金森病ꎻ ｆ１:亨廷顿症ꎻ ｇ１:抗原加工和递呈ꎻ ｈ１:ＲＮＡ 降解ꎻ ｉ１:氧化磷酸化ꎻ ｊ１:阿尔茨海默病ꎮ ａ:代谢通路ꎻ ｂ:次级代谢

产物的生物合成ꎻ ｃ:不同环境下微生物的代谢ꎻ ｄ:嘌呤代谢ꎻ ｅ:泛素化蛋白质降解ꎻ ｆ:糖酵解 / 糖异生ꎻ ｇ:胞间紧密连接ꎻ ｈ:磷酸戊糖途

径ꎻ ｉ:淀粉和糖代谢ꎻ ｊ:氨糖和核糖代谢ꎮ
图 ５　 差异表达蛋白质的 ＫＥＧＧ 通路分析结果

Ｆｉｇ.５　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

且与之相关的 ＣＹＰ１１Ａ１、ＣＹＰ１９Ａ１ 和 ＦＳＨＲ 基因表

达量显著下调ꎬ但 ＨＳＰ７０ 的表达量显著上调[９]ꎮ 上

述结果说明热应激可直接对颗粒细胞的功能产生影

响ꎮ
为深入了解热应激对猪卵泡颗粒细胞功能的影

响ꎬ并最终为解决受热应激的母猪繁殖性能降低的

问题提供理论依据ꎬ本研究利用 ｉＴＲＡＱ 技术对受热

应激处理的猪颗粒细胞的蛋白质表达差异进行了系

统研究ꎬ共鉴定到５ ４５１个蛋白质ꎮ 这是目前已知鉴

定到的相对较多的猪卵泡颗粒细胞蛋白质组表达

谱ꎬ并筛选出了 ２８９ 个差异表达蛋白质ꎬ其中上调表

达蛋白质 １６２ 个ꎬ下调表达蛋白质 １２７ 个ꎮ 通过对
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这些差异表达蛋白质的 ＧＯ 分类和 ＫＥＧＧ 通路分

析ꎬ初步阐明其分类属性和富集的功能通路ꎮ 我们

推测这些差异表达蛋白质在细胞抵抗热应激和减轻

热应激对细胞造成损伤方面起到重要作用ꎮ 例如ꎬ
热休克蛋白 ＨＳＰ７０ 和 ＨＳＰ９０ 是细胞受热应激的标

志性蛋白质ꎬ作为分子伴侣ꎬ它们参与蛋白质折叠ꎬ
在抵御不利因素造成的应激或凋亡过程中发挥了重

要作用[２３]ꎬ其表达量的升高也标志着细胞正在抵御

热应激带来的损害[２４]ꎮ
在对差异表达蛋白质富集的 ＫＥＧＧ 通路分析

中我们发现了参与内质网蛋白质加工、ＲＮＡ 降解以

及氧化磷酸化等过程的重要通路ꎬ说明这些通路的

激活参与颗粒细胞抵抗热应激的过程ꎮ 以氧化磷酸

化为例ꎬ该过程是还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(ＮＡＤＨ)通过氧化制造细胞代谢的重要能量载

体———三磷酸腺苷(ＡＴＰ)的过程[２５]ꎬ其详细过程

为:电子经电子传递链从供体转移至载体上ꎬ最后传

递到受体ꎬ同时释放能量以便 ＡＴＰ 的合成[２６]ꎮ Ｙｉｎ
等[２７]也发现热应激处理可促进卵丘颗粒细胞中

ＡＴＰ 的合成ꎬ在我们前期研究中发现脂多糖(ＬＰＳ)
处理亦可上调猪颗粒细胞中 ＡＴＰ 的合成[２８]ꎮ 这些

结果充分说明ꎬ细胞提高胞内 ＡＴＰ 的合成可能是为

了抵御受到的不良刺激ꎮ 然而合成的 ＡＴＰ 如何参

与抵御不良刺激ꎬ目前尚不清晰ꎬ这需要我们通过进

一步的研究加以阐明ꎮ

４　 结 论

本研究利用 ｉＴＲＡＱ 技术对受热应激处理的猪

颗粒细胞的蛋白质表达谱进行了研究ꎬ初步筛选出

２８９ 个差异表达蛋白质ꎬ并分别富集到蛋白质的泛

素化降解、蛋白质加工、胞吞、ＲＮＡ 降解、氧化磷酸

化、嘌呤代谢、次生代谢产物的生物合成、糖酵解以

及胞间紧密连接等信号通路中ꎬ也预示这些差异表

达蛋白质和信号通路参与了热应激对猪颗粒细胞功

能影响的过程ꎮ
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ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｕｍｕｌｕｓ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｏｏｃｙｔｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｇａｐ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓ￣ｚｏｎａｌ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉ￣
ｏｌꎬ ２０１９ꎬ ２３４(４):４７８７￣４７９８.

[２８] ＱＵ Ｘꎬ ＧＵＯ Ｓ Ｓꎬ ＹＡＮ Ｌ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＮＦα￣Ｅｒｋ１ / ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈ￣
ｗａｙ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＳｅｒｐｉｎＥ１ ａｎｄ ＳｅｒｐｉｎＢ２ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ￣
ｃｈａｒｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｓｉｇ￣
ｎａｌꎬ ２０２０ꎬ ７３:７０２￣７１３.
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