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摘要: 蛋白质组学是系统生物学的重要组成部分,它以整体、动态和定量的原则来研究各种蛋白质的功能,系统地分析生物体

内蛋白质表达,蛋白-蛋白相互作用和翻译后修饰等特征,已成为后基因组时代不可或缺的分析工具。 蛋白质组学技术具有高

通量的特征,能实现对蛋白质的高效快捷的定量分析。 将蛋白质组学技术应用于环境毒理学研究,可从蛋白水平上研究外源

性化合物对机体的毒性作用机制,并从中筛选出具有较高特异型和高灵敏度的蛋白标志物,为污染物的健康风险评估提供新

的技术手段。 本文综述了蛋白质组学技术的主要研究方法、研究策略和在环境毒理学研究中的应用,重点讨论了蛋白质组学

技术在重金属和有机化合物尤其是持久性有机污染物(POPs)毒性评估中的应用。
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Abstract: Proteomics is an important component of system biology. It studies the functions of proteins using holis-
tic, dynamic and quantitative approaches, and systematically analyzes the protein expressions, protein-protein inter-
actions and post-translational modifications in living organisms. The high throughput characteristics of proteomics
technology make the efficient and rapid quantitative analysis of proteins possible. Proteomics has become an indis-
pensable analytical tool in the post-genome era. The application of proteomics in environmental toxicology study
can reveal the toxic mechanism of exogenous compounds on organism and screen highly sensitive protein markers,
provide a new technology for assessment of environmental pollutants. In this review, the analytical methods, re-
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search strategies and applications of proteomics in environmental toxicology were introduced. The problems and fu-
ture perspective of proteomic research were also discussed. This review focused on the application of proteomic ap-
proaches in risk assessment of toxicants such as heavy metals and organic compounds, especially persistent organic
pollutants (POPs).
Keywords: heavy metals; organic pollutants; air pollution; proteomics; environmental toxicology

　 　 环境毒理学是利用毒理学方法,研究环境污染

物对人体健康的影响及其机理的学科,环境毒理学

的主要任务是研究环境污染物对机体造成的损害和

作用机理,探索环境污染物作用于机体后出现的生

物学变化,寻找环境污染物对人体健康损害的早期

观察指标,定量评定有毒环境污染物对机体的影响。
“21 世纪毒理学测试新方法”倡导用毒性通路的理

念来阐述毒物的毒性作用[1]。 基因组学、蛋白组学

和代谢组学作为系统生物学的重要组成部分,其高

通量筛选特征和灵敏的检测能力使其在污染物的毒

性通路和作用机制研究上具备很大的优势[2],已成

为环境毒理学研究必不可少的工具。 组学的实验结

果能从细胞和个体乃至物种的整体水平来解释生命

现象的本质和规律,比传统毒理学研究更具有整体

性和系统性。
人类基因组实现了约 20 687 个蛋白质编码基

因的鉴定[3]。 然而,仅仅获取了人类基因组的全部

序列依然不能充分全面地阐释复杂多变的生物过

程。 蛋白质作为基因的产物,是细胞内的活性分子。
虽然细胞内的蛋白质和基因之间并不是严格的线性

关系,但是,蛋白质组学作为基因组学的重要补充,
可以帮助我们揭示生命活动的本质,更好地理解疾

病相关的药物机制。 因此,在 20 世纪 90 年代,致力

于实现对生物体所有蛋白质的定性和定量分析的蛋

白质组学应运而生[4]。 蛋白质组学是研究细胞或机

体内所有蛋白质的组成及其变化规律的学科,其最

为突出的特点是通过特定的蛋白质分离手段并结合

高通量分析鉴定技术,有效地研究特定情况下的蛋

白质表达情况。 随着生物质谱技术的不断发展,基
于质谱技术的分析策略已成为蛋白质组学研究的核

心技术[5]。 近年来,基于生物质谱的蛋白质组学研

究已经在污染物低剂量暴露、生物标志物发现以及

复合污染研究等领域发挥了独特的优势。

1　 蛋白质组学的研究方法和研究策略(Research
methods and strategies of proteomics)
1. 1　 蛋白质组学概述

蛋白质组学 (proteomics)的定义最早起源于

1995 年,是 Wilkins 等[6]根据“蛋白质 (protein)”和

“基因组学(genomics)”组合提出。 蛋白质组学以整

体、动态和定量的原则来研究各种蛋白质的功能,包
含生物体内全部蛋白质的鉴定与定量,系统地分析

生物体内蛋白质表达、细胞定位、蛋白-蛋白相互作

用、翻译后修饰以及不同时间、空间和细胞类型间的

蛋白质周转等。 与基因组学的研究结果相比,蛋白

质组学的实验结果更能从细胞和个体乃至物种的整

体水平来解释生命现象的本质和规律。 因此,比基

因组学的研究更具有广度和挑战性,已经成为后基

因组时代的重要学科。
1. 2　 蛋白质组学研究方法

传统的蛋白质组学研究主要是利用二维凝胶电

泳(2D-DIGE)对细胞或组织中的蛋白质进行分离[7],
该方法的优点是在一次实验中就能得到上千个蛋白

质的斑点,可以涵盖分子量从 10 000 ~ 300 000 Da
的蛋白质。 但由于对分离得到的蛋白质无法进行高

灵敏并且快速的鉴定,限制了该技术的进一步发展;
传统的蛋白质测序主要基于蛋白质 N 端的 Edman
化学降解实现蛋白质和肽段序列的鉴定[8],相较于

基因组学中快速灵敏的自动测序技术,该方法实验

过程繁琐而且通量很低,严重制约着蛋白质组学的

快速发展。 20 世纪 80 年代末,质谱仪器发生了两

大技术突破,使得蛋白质分析发生了革命性的改变。
这 2 种技术就是软电离技术:电喷雾离子化(ESI)技
术[9]和基质辅助激光解吸离子化(MALDI)技术[10],
这 2 种离子化技术解决了蛋白质或者肽段等不易挥

发的生物大分子难以实现高灵敏度离子化的难题,
发明这 2 种技术的科学家美国的芬恩(John Fenn)和
日本的田中耕一(Koichi Tanaka),也因此被授予了

2002 年的诺贝尔化学奖,以表彰他们分别在发展 ESI
和MALDI 技术方面做出的杰出贡献。 这2 种软电离

技术与质谱技术相结合,在蛋白质和多肽分析中展现

出了样品用量少、通量高、操作简单和鉴定准确等优

点,已经成为蛋白质组学研究的核心技术之一。
质谱仪主要包括离子源、质量分析器和检测器

3 个部分。 软电离技术的出现拓展了质谱的应用空
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间,质量分析器的改善推动了质谱仪技术的发展。
质谱技术用于蛋白质组学分析的基本原理是,蛋白

质和肽段分子离子化后形成分子离子峰,质谱仪器

准确地检测其质荷比(m/z)以及相应的价态,得到其

� 分子量信息并进一步结合母离子丰富的多级碎片离

子峰,确定蛋白质或者肽段的氨基酸序列。 目前,
MALDI 和 ESI 离子化技术是蛋白质组学分析中广

泛使用的 2 种电离技术[11]。 这 2 种离子化方式可以

实现生物分子的高效离子化,而不会破坏其结构,故
被称为“软”电离技术。 MALDI 离子化技术,是将

待测样品与基质分子形成共结晶薄层,在激光的照

射下,样品分子吸收基质的能量和质子,快速形成气

态离子实现离子化。 ESI 离子化技术则采用高压电

场将分析物溶液形成高电荷密度的微小雾滴,随着

雾滴中溶剂分子的进一步挥发,实现样品溶液的离

子化,因此,ESI 技术可以实现液相色谱仪与质谱仪

联用,用于分析复杂的生物样品。 MALDI-MS 技术

通常用来分析相对简单的肽段混合物。
质量分析器是质谱仪中的核心技术。 目前,常

用于蛋白质组学研究的质量分析器主要有 4 种:离
子阱(IT)、飞行时间(TOF)、四极杆(Q)和傅立叶变换

离子回旋共振(FT-ICR)[12]。 它们的结构和性能各不

相同,每一种都有自己的长处与不足[13]。 它们可以

单独使用,也可以互相组合形成功能更强大的仪器。
其中,离子阱质谱灵敏度高,扫描速度快,性能稳定,
具备多级质谱能力,因此,被广泛应用于蛋白质组学

研究,其不足之处是质量精度较低;FT-ICR 也属于

阱类的质量分析器,是目前世界上分辨率最高、质量

准确度最高的质谱仪,其腔体内部为高真空和高磁

场环境,具有非常高的灵敏度以及动态检测范围,但
它异常昂贵的造价与操作的复杂性限制了它在蛋白

质组学领域的广泛应用;MALDI 通常与 TOF 质量

分析器联用分析肽段的精确质量,而 ESI 常与离子

阱或三级四极杆质谱联用,通过碰撞诱导解离(CID)
获取肽段的碎片信息。 为了实现蛋白质及相关多肽

的高通量准确鉴定,商品化质谱仪采用串联或并联

的模式将多个或多种质量分析器进行组合,例如三

重四级杆(QQQ)、四级杆-飞行时间联用(Q-TOF)、三
重四级杆-飞行时间联用(QQQ-TOF)和飞行时间联

用(TOF-TOF)等。 一系列基于静电场轨道阱(Orbi-
trap)的质谱仪、线性离子阱-静电场轨道离子阱联用

(LTQ-Orbitrap)和四级杆-静电场轨道离子阱联用(Q
Exactive)等[14],因质量分辨率和准确度的大大改善,

尤其是仪器尺寸上的减小,运行成本的降低等优点,
已经成为了蛋白质组学研究领域广泛使用的质谱仪。
1. 3　 蛋白质组学的研究策略

基于生物质谱技术的蛋白质组学研究策略主要

可以分为 2 种:自上而下(top-down)和自下而上策略

(bottom-up)(图 1)[15]。 自上而下的蛋白质组学分析

技术,不经过蛋白质酶解的过程,直接对完整蛋白质

进行质谱鉴定。 完整蛋白首先通过 PAGE 或免疫富

集法从复杂的生物样本中分离,然后直接用 ESI 或
MALDI 技术生成离子。 生成的离子经碰撞诱导解

离(CID)、高能量碰撞诱导解离(HCD)、电子捕获解

离(ECD)或电子转移解离(ETD)等方式碎裂,并在串

联质谱中分析。 “自上而下”研究策略能提供针对

完整蛋白质的更精准、更丰富的生物学信息,而且能

够保留多种翻译后修饰之间的关联信息,所鉴定到

的蛋白质更接近于其在生物体内的真实状态[16],在
蛋白鉴定、分析、序列解析及翻译后修饰表征方面具

有潜在的研究优势。 但是,该策略还面临着很多的

技术挑战,包括蛋白质混合物的分离困难、离子化效

率低、质谱碎裂效果差、质谱谱图的数据处理困难以

及对质谱仪器的要求极高等。
“自下而上”的策略首先是从生物样品中高效

地提取蛋白质,将蛋白质进行酶解,然后利用质谱进

行鉴定分析,最后通过数据库检索的或者采用从头

测序法对质谱谱图进行解析,从而获取完整蛋白质

的信息,是一种间接鉴定的策略。 其中,质谱对肽段

的有效鉴定主要是通过获得肽段的相对分子质量和

碎片离子信息来实现。 首先,通过一级质谱扫描,获
得肽段母离子的质荷比,再通过串联质谱分析,获得

一系列肽段碎片离子信息。 二级串联质谱得到的图

谱能够为我们提供目标肽段的序列信息和翻译后的

修饰信息。 “自下而上”的研究策略分为基于多维

液相色谱分离技术平台的 “鸟枪法” 蛋白质组学

(shotgun proteomics)和以特定目标物为分析对象的

靶标蛋白质组学(target proteomics)[17]。 前者的实验

目的是鉴定的蛋白质越多越好,而后者仅对一小部

分目标肽段进行高质量精度、高重复性以及高准确

度的定性及定量研究,其中,“鸟枪法”蛋白质组学

的应用最为广泛,又被称为发现蛋白质组学(discov-
ery proteomics)。

2　 蛋白质组学在环境毒理学研究中的应用(Appli-
cation of proteomic in environmental toxicology)

环境毒理学是一门研究外源性环境污染物毒性
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图 1　 蛋白质组学研究的 2 个主要策略(“自上而下”和“自下而上”) [15]

注:MS 表示一级质谱,MS/MS 表示二级质谱。

Fig. 1　 Two major strategies for the proteomics: The “ top-down” and “bottom-up” [15]

Note: MS stands for primary mass spectrum,MS/MS stands for secondary mass spectrometry.

作用的学科。 其主要任务是描述环境污染物的毒性

作用、阐明毒作用机制以及开展化学物质危险度评

价等。 蛋白质组学技术具有高通量的特点,能实现

对蛋白质的高效快捷定量分析。 将蛋白质组学技术

和环境毒理学相结合,可从蛋白水平上研究外源性

化合物对机体的毒作用机制,并从中筛选出具有较

高特异型和灵敏度的蛋白标志物,目前已广泛应用

于环境污染物的健康风险评价。
2. 1　 重金属毒性机制研究

重金属通常指对生物体生长发育有负面影响的

有毒金属,如镉(Cd)、铜(Cu)、铬(Cr)、铅(Pb)、镍(Ni)、
锰(Mn)、锌(Zn)以及危险金属如砷(As)、汞(Hg)。 重

金属污染已经给生态环境和人体健康带来了严重威

胁,本节综述了近年来基于蛋白质组学对重金属在

水生生物、动物和植物毒性研究中的应用。 短期 Cd
(100 μg·L-1)暴露对贻贝(Bathymodiolus azoricus)蛋

� 白质组的影响较小。 采用 2D-DIGE 分离蛋白,进一

步利用 MALDI-TOF 鉴定出 12 种差异蛋白,包括结

构蛋白、代谢蛋白和应激反应蛋白[18]。 而不同蛤

(Ruditapes philippinarum)对 Cd 暴露的生物学响应也

不同,白蛤和斑马蛤暴露于 Cd(200 μg·L-1 )后,对其

蛋白质组学的研究结果表明,白蛤中的差异表达蛋

白(DEPs)多于斑马蛤。 Cd 暴露共同诱导了 2 种蛤

的一些关键生物学过程,包括免疫反应和代谢。 白

蛤的一些与细胞信号传导、蛋白质水解和能量产生

有关的过程得到了增强。 相比之下,斑马蛤的蛋白

质水解和能量产生的某些过程耗竭,基因表达也出

现了紊乱。 此外,Cd 暴露导致白蛤样品中过氧化氢

酶(CAT)和过氧化物酶(POD)活性增加,而斑马蛤样

品中超氧化物歧化酶(SOD)和 CAT 活性降低[19]。 采

用蛋白质组学研究了雄性牡蛎(Crassostrea angulata)
� 和雌性牡蛎对锌暴露的不同反应。 在 50 μg·L-1或

500 μg·L-1 Zn 中暴露 30 d 后,雌性牡蛎性腺中的

Zn 累积量大于雄性牡蛎,雌性牡蛎性腺发育加快,
但雄性牡蛎性腺发育不正常。 雌牡蛎生殖腺中表达

的半胱氨酸、组氨酸脱氢酶等具有锌转运和储存功

能的蛋白和多功能蛋白明显高于雄牡蛎[20]。 以水蚤

(Daphnia magna)为模式生物研究了 Pb2+和阿特拉津

� 对水生生物的影响。 通过比较对照和胁迫条件下的

蛋白图谱,发现 Pb2+和阿特拉津对水蚤的影响几乎

相反;Pb2+抑制了大部分 DEPs,而阿特拉津激活了

大部分 DEPs [21]。
大鼠连续 5 周暴露于 Mn(200 mg·L-1 )后,其总

行走距离显著降低,主要器官组织学结构清晰,无病

理学改变。 而基于 iTRAQ(isobaric tag for relative
and absolute quantitation)蛋白质组学定量技术对
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3 012 种肠道粘膜细胞 Mn 含量修饰蛋白进行了定

性和定量分析,共发现 175 种肠粘膜蛋白在 Mn 暴

露下差异表达。 这些蛋白与胰腺分泌、蛋白质消化

吸收、脂肪消化吸收、氨基酸生物合成、甘油脂代谢、
阿尔茨海默病、帕金森病和矿物质吸收相关[22]。 Hg
(HgCl2;0.1、1 和 5 mg·kg-1·d-1 Hg)暴露后,对 SD 大

鼠肾脏组织的蛋白质组学分析表明,硒结合蛋白 1
(SBP1)是 Hg 给药后大鼠肾皮质中上调最明显的蛋

白。 另外,尿中 SBP1 的排泄量呈剂量依赖性显著

增加。 采用 HgCl2、CdCl2 或顺铂处理正常肾近端小

管细胞 24 h,发现 SBP1 在化学诱导肾毒性的病理

过程中发挥重要作用,尿中 SBP1 的排泄可作为早

期肾损伤的生物标志物[23]。 A549 细胞在外源 Cd
中暴露后,对其蛋白质组的研究结果表明,鉴定的

53 个差异蛋白根据其生物学过程进行分类,主要涉

及代谢过程、细胞过程、发育过程和细胞成分。 根据

蛋白的分子功能进行分类,主要涉及催化活性和结

合活性。 同时,结果表明,Cd 的毒性与必需金属的

替代、金属贮存蛋白表达的抑制以及金属主动外排

系统的激活有关[24]。 对 Pb、As 和甲基汞(MeHg)混
合暴露在海马细胞蛋白质水平上的相互作用进行研

究,蛋白质组数据的基因功能和通路分析证实了与

线粒体功能障碍、氧化应激、m-RNA 剪接和泛素系

统功能障碍相关的神经退行性改变发生[25]。 重金属

对海马细胞的影响顺序为 Pb<As<MeHg。 长期接

触 Pb、As 和 MeHg 等重金属会增加患神经退行性

疾病 的 风 险[26]。 嗜 热 四 膜 虫 ( Tetrahymena ther-
mophila)可用于检测淡水中的重金属污染,对其细胞

中必需的 Zn、Cu 和非必需的 Cd 的金属蛋白组进行

研究发现,Cd 的毒性可以从取代 Cu 特别是 Zn 在

MAPKs、转运体和抗氧化酶中的作用来解释[27]。 采

用蛋白质组学技术研究了跳虫(Paronychiurus kimi)
� 体内 Cu、Mn 和 Ni 毒性,结果表明,跳虫的免疫系

统、神经元生长和金属离子结合中涉及的几种蛋白

均上调[28]。
蛋白质组学研究能够反映植物应对重金属污染

的调控过程,展示主要参与细胞解毒和耐受机制的

蛋白质网络和代谢途径。 大豆(Glycine max L.)植株

� 分别暴露于 Pb(30 μg·L-1 )和 Hg(0.5 μg·L-1 )后,叶
片和结节的氧化应激水平均增加,抗坏血酸过氧化

物酶(AsA-POD)、谷胱甘肽还原酶(GR)和 CAT 的活

性也被调节。 Pb 和 Hg 分别对 33 种和 43 种蛋白质

有显著影响。 差异蛋白在功能上与多种细胞功能相

关[29]。 紫花苜蓿(Medicago sativa)长期暴露于 Cd(10
� mg·kg-1)后,179 个细胞壁蛋白和 30 个可溶性部分

蛋白的丰度发生了变化。 这些蛋白参与细胞壁重

构、防御反应、碳水化合物代谢和促进木质化过

程[30]。 基于蛋白质组学研究了菌株 Q2-8 诱导小麦

植株 Cd 和 As 吸收减少的分子机制:菌株 Q2-8 通

过提高 Cd 和 As 胁迫下根系能量代谢、防御和细胞

壁生物合成的效率,减轻 Cd 和 As 对小麦幼苗的毒

害,降低地上组织 Cd 和 As 的吸收。 小麦根中差异

表达的细胞壁生物合成相关蛋白仅存在于 Cd 胁迫

下小麦植株中[31]。 采用蛋白质组对土壤中 Ni、Cu
和 Zn 对植物(Ocimum basilicum L.)的影响进行研究

� 时发现,Cu 可导致致敏蛋白浓度升高,严重的 Cu
胁迫还会导致与蒸腾和光合作用相关的特定蛋白质

的积累,并得出 Cu 对该植株的危害最大、产生的过

敏原最多的结论[32]。 水稻(Oryza sativa L.)幼苗对六

� 价铬(Cr6+)胁迫的蛋白质组学研究结果表明,水稻对

Cr6+胁迫的响应具有剂量依赖性和组织特异性。 鉴

定出的 64 种蛋白质参与一系列的细胞过程,包括细

胞壁合成、能量生产、初级代谢、电子传递和解毒。
细胞壁是水稻抵抗 Cr6+胁迫的重要屏障,水稻植株

应对 Cr6+胁迫的策略包括将 Cr 离子固定在细胞壁

中,减少其易位;激活抗氧化防御,减轻 Cr6+诱导的

氧化应激[33]。 对镉(Cd2+ )、渗透胁迫及其复合胁迫

下的短柄草(Brachypodium distachyon)幼苗叶片进行

了蛋白质组学分析,采用 2D-DIGE 检测到 117 个差

异蛋白,包括参与光合作用/呼吸、能量和碳代谢、压
力/防御/解毒、蛋白质折叠和降解以及氨基酸代谢的

蛋白。 Cd2+和复合胁迫对叶片蛋白质组的影响大于

单独的渗透胁迫[34]。
2. 2　 有机污染物毒性机制研究

有机污染物种类繁多,且毒性较大,本节综述了

基于蛋白质组学对典型有机污染物的毒理学研究。
多环芳烃(PAHs)是一种高致癌性的污染物,往往在

环境中长期存在。 为探讨拟南芥(Arabidopsis thali-
ana)对多环芳烃中菲的氧化应激反应,采用蛋白质

� 组学技术鉴定出 30 种差异表达蛋白,其中,核苷二

磷酸激酶 3(NDPK-3)显著上调,进一步研究了 ND-
PK-3 过表达、敲除和野生型植物中应激反应酶的水

平。 NDPK-3 过表达体中抗坏血酸过氧化物酶

(APX)、CAT、POD 和 SOD 活性均高于野生型;在
NDPK-3 敲除序列中,这些酶的活性降低。 这些数

据证实 NDPK-3 是拟南芥对 PAHs 胁迫响应的正向
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调节因子[35]。 采用 2D-DIGE 结合 MALDI-TOF/
TOF-MS 对菲暴露的小麦(Triticum aestivum L.)根蛋

� 白进行分析和鉴定。 菲诱导上调的蛋白与植物的防

御反应、抗氧化系统和糖酵解有关;下调的蛋白质涉

及高能量化合物的代谢和植物生长[36]。 对小麦

(Triticum aestivum L.)幼苗进行菲暴露后进行亚细胞

观察,结果表明,叶绿体发生逆转,失去了结构的完

整性。 采用 iTRAQ 分析了叶绿体蛋白质谱的变化,
共鉴定出 517 种蛋白,其中,8 个与类囊体相关的蛋

白被下调,相关基因的表达通过 RT-PCR 验证,证实

了类囊体破坏是叶绿体变形的原因[37]。 采用鸟枪蛋

白质组学方法对大西洋鳕鱼(Gadus morhua)的血浆

� 样品进行了分析,共鉴定了 369 种蛋白质,在暴露于

PAHs 的鱼类中,发现了 12 种蛋白水平的显著变化,
11 种上调蛋白主要是免疫球蛋白,表明在暴露的鱼

体内触发了免疫反应[38]。 绵羊长期饲养在污水污泥

施肥的牧场上,检测肝脏中的 PAHs 和多氯联苯

(PCBs),同时采用二维差分凝胶电泳法对肝脏蛋白

进行分离,采用液相色谱/串联质谱法对差异表达的

蛋白进行鉴定。 发现环境化学品暴露影响了外源化

合物脱毒反应过程以及雄性和雌性绵羊的肝蛋白

组,包括主要的血浆分泌蛋白和代谢酶。 通路分析

预测了癌症相关通路的失调和脂质代谢的改变[39]。
用 5 种 PAHs(芴、蒽、菲、氟和芘)对蚯蚓(Eisenia feti-
da)进行暴露,并对<20 kDa 的蛋白进行分析,鉴定

� 出 54 个差异蛋白。 其中,3 个差异蛋白在暴露于蒽

和芘的蚯蚓中表达;一个蛋白选择性地表达于暴露

于芴、菲和荧蒽的蚯蚓中[40]。
蛋白质组学为全氟辛烷磺酸(PFOS)毒性效应的

分子机制和生物标志物研究提供了方法。 斑马鱼胚

胎暴露于 PFOS (0.5 mg·L-1 ) 192 h 后,采用 2D-
DIGE 进行蛋白质组学分析,发现了 69 个差异蛋

白,进一步采用 MALDI-TOF-MS 对目标蛋白进行

鉴定。 这些蛋白的功能包括解毒、能量代谢、脂质转

运/类固醇代谢过程、细胞结构、信号转导和凋亡[41]。
对欧洲杜父鱼(Cottus gobio)进行短期 PFOS(0.1 mg·
L-1或 1 mg·L-1,96 h)暴露,然后采用 2D-DIGE 和

nano-LC-MS/MS 相结合的方法,鉴定出的差异表达

蛋白包含了应激反应、泛素-蛋白酶体系统、能量代

谢和肌动蛋白细胞骨架等功能[42]。 欧洲鳗鱼(An-
guilla anguilla)外周血单核细胞(PBMC)体外暴露于

� PFOS(10 μg·L-1和 1 mg·L-1,48 h),共鉴定出 48 个

不同功能类群的差异蛋白,涉及细胞骨架、蛋白折

叠、细胞信号、蛋白水解途径、碳水化合物和能量代

谢[43]。 另一项体内暴露研究通过对比利时河流中不

同 PFOS 污染程度的鳗鱼(Anguilla anguilla L.)进行

� 蛋白质组学分析,用 2D-DIGE 分离蛋白,进一步利

用 nano-LC-MS/MS 鉴定出 17 种差异蛋白,且在体

内和体外实验中,有 3 种相同的差异蛋白包括质体-
2、烯醇化酶和甘油醛 3-磷酸脱氢酶,可作为 PFOS
污染预警的生物标志物[44]。 采用胚胎干细胞试验来

评估 PFOS 发育毒性(0 μmol·L-1,10 d),蛋白质组

学分析共鉴定出 176 个差异蛋白,大多数蛋白质主

要与催化活性、细胞核定位或细胞成分有关。 通路

分析显示,32 条信号通路受到影响,尤其是代谢相

关的信号通路。 结果表明,PFOS 是一种弱的胚胎

毒性化学物质,然而,指示发育毒性的几个标记蛋白

(Brachyury、GATA4、MEF2C 和 α-actinin)在 PFOS 暴

露组显著下调,揭示了 PFOS 在发育性心血管系统

中的潜在新靶点[45]。 iTRAQ 标记定量蛋白质组技

术也被应用于 PFOS 的毒理学研究。 PFOS 暴露

(1.0、2.5 和 5.0 mg·kg-1·d-1 )7 d 后小鼠肝脏的差异

蛋白主要参与脂质代谢、转运、生物合成过程以及对

刺激的反应[46]。 人类肝细胞 LO2 暴露于 PFOS(25
~ 50 mg·L-1 ) 72 h 后,蛋白质组学的结果表明,
PFOS 能够通过抑制 HNRNPC、HUWE1、UBQLN1
以及诱导 PAF1 参与 p53 和原癌基因的信号通路激

活从而触发凋亡过程[47]。 另一个人肝细胞株(HL-
7702)暴露于 PFOS(50 μmol·L-1 48 h 和 96 h)后[48],
差异表达蛋白质与细胞增殖有关,包括肝癌衍生生

长因子(Hdgf)和增殖标志物 Mk167 和 Top2α。
多溴联苯醚(PBDEs)是一类溴代芳香族化合物,

脂溶性较强,易在生物体和人体内蓄积。 采 iTRAQ
蛋白质组学技术对有 PBDEs 暴露风险的电子垃圾

回收处理厂附近孕妇脐带组织进行分析,共鉴定出

697 个差异蛋白,主要参与机体抗氧化防御、细胞凋

亡、细胞结构和代谢过程。 其中,CAT 和谷胱甘肽 S
转移酶(GST)的表达下调,细胞色素 C 的表达下调,
这些结果说明,PBDEs 暴露导致的脐带组织抗氧化

失衡和细胞凋亡与新生儿不良出生结局有关[49]。 在

一项经 BDE-47 暴露的大鼠的研究中,共鉴定出 64
个差异蛋白,其中,20 个差异蛋白与细胞凋亡有关,
15 个差异蛋白位于线粒体内。 此外,研究还发现,
BDE-47 诱导了 GC1-spg 细胞凋亡、线粒体损伤,并
且降低了 Bcl-2 蛋白表达。 这些结果说明,BDE-47
可能通过损害线粒体功能而诱导细胞凋亡[50]。 采用
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2D-DIGE 结合 MALDI-TOF-MS 对经 BDE-209 和/
或 BDE-47 暴露的神经干细胞进行蛋白质组学研

究,共鉴定出 19 个差异蛋白可以作为 BDE-209 和/
或 BDE-47 暴露的潜在生物标志物[51]。 采用 iTRAQ
技术结合 MALDI-TOF/TOF-MS 对经 BDE-47 暴露

的雌性和雄性海洋青鳉(Oryzias melastigma)性腺蛋

� 白进行研究,在睾丸和卵巢中分别鉴定出 133 个和

144 个差异蛋白,并呈现剂量-效应和性别依赖特

征。 其中,睾丸中鉴定到 42 个显著下调的蛋白可能

会破坏精子的产生,进而导致鱼类不育;卵巢中鉴定

到 38 种差异蛋白,卵黄蛋白原和载脂蛋白 A-1 的表

达上调,这表明 BDE-47 是一种雌激素类似物,可导

致鱼类的生殖系统损伤[52]。 Ji 等[53]采用蛋白质组学

与代谢组学相结合的方法研究了 BDE-47 暴露对紫

贻贝(Mytilus galloprovincialis)的性别特异性反应,代
谢应答响应结果表明,BDE-47 主要扰乱雄性紫贻

贝鳃的能量代谢;雌性紫贻贝的渗透调节和能量代

谢均受到了不同程度的扰乱。 蛋白质组学分析结果

表明,BDE-47 诱导雌紫贻贝和雄紫贻贝的细胞凋

亡和活性氧(ROS)生成减少;扰乱雄紫贻贝的蛋白

质稳态,此外也扰乱了雌紫贻贝的蛋白质水解。 另

外,该团队基于代谢组学和蛋白质组学联用的方法

开展了 BDE-47 暴露对蚯蚓(Eisenia fetida)毒性效应

� 的研究,结果表明,BDE-47 诱导蚯蚓细胞凋亡、氧化

应激损伤,扰乱了蛋白质的生物合成与能量代谢[54]。
六溴环十二烷(HBCD)是一种溴代脂环类化合

物,易在生物脂肪组织中富集,并通过生物链逐级放

大。 在一项为期 28 d 的 BALB/c 雌性幼鼠的研究中

发现,HBCD 会导致幼鼠肝脏、胸腺和子宫组织发生

病变,降低血清 17β 雌二醇(17β -E2)含量,增加血

清睾酮/雌二醇比例。 脑部蛋白质组学分析结果表

明,HBCD 诱导 HSPA8、G6PD 和 SIRT2 蛋白表达失

调,这些结果为 HBCD 降低雌二醇(E2)含量提供了

分子机制支持[55]。 采用 2D-DIGE 结合 MALDI-
TOF/TOF 技术分别对甲状腺机能正常和机能减退

的雌性大鼠进行研究,结果表明,HBCD 暴露影响雌

鼠肝脏功能和甲状腺激素稳态,同时影响了与糖异

生/糖酵解、氨基酸代谢和脂质代谢有关的蛋白质含

量,诱发了氧化应激反应[56]。 在另外一项关于大鼠

低剂量短期暴露于 HBCD 的研究中,采用 2D-DIGE
对肝脏组织蛋白质组进行分析,发现 HBCD 暴露引

起大鼠肝脏蛋白质组的变化具有性别差异,HBCD
仅引起雄性大鼠肝脏组织中少量蛋白模式的改变;

性别依赖性影响还表现在脂类代谢的差异上,主要

原因是 HBCD 易积累在白色脂肪组织中,而雄性老

鼠的脂肪组织含量较雌性老鼠高[57]。 Rasinger 等[58]

评估了膳食暴露于持久性有机污染物是否会影响成

年小鼠大脑的基因和蛋白表达,幼年雌性小鼠分别

饲喂添加有二恶英类(DL)化合物 2,3,7,8-四氯二苯

并-p-二恶英(TCDD)、非二恶英类(NDL)化合物 HB-
� CD、BDE-47 和 CB-153 的鱼食 28 d,结果表明,所有

暴露组均导致大脑神经基因和蛋白表达谱的改变。
基因表达数据相关的生物信息学分析强调芳香烃受

体(AHR)机制在 DL 化合物毒性效应中的重要性,揭
示了 TCDD 通过 AHR 靶向调控脑部锌稳态,而 DL
和 NDL 这 2 类物质均会影响脑部钙离子稳态。 蛋

白质组学分析数据没有明确区分 DL 和 NDL 的影

响差异,所有暴露组小鼠中与兴奋毒性相关的蛋白

含量都受到显著影响。 多组学综合分析认为,饮食

中的污染物暴露破坏了小鼠血脑屏障,并在小鼠脑部

蓄积,从而严重扰乱钙稳态和锌稳态,诱发兴奋毒性。
2. 3　 空气污染的蛋白质组学研究

近年来,空气污染尤其是大气颗粒物污染备受

关注,对人类的生产生活和健康带来了不利影响。
采用蛋白质组学对空气污染的研究也取得了一定的

成果。 采用人肺癌细胞株 A549 对钢铁工业环境中

含有高浓度 PAHs 和金属的颗粒物暴露并进行了蛋

白质组学分析,共鉴定出 1 576 个蛋白,其中,196 个

蛋白发生了显著变化。 与氧化还原稳态、代谢和细

胞能量生成相关的蛋白受到抑制,而与 DNA 损伤

和修复等胁迫相关的蛋白过度表达,肿瘤相关蛋白

C1QBP、EWSR1、CAV1 和 CAPER 的表达增加。 推

断抑制细胞代谢和三磷酸腺苷(ATP)生成将损害细

胞修复 DNA 损伤的能力。 这可能是颗粒物诱发癌

变的驱动力[59]。 采用基于 LC-MS/MS 的代谢组学

和脂质组学以及 iTRAQ 蛋白质组学技术研究 PM2.5

暴露对人肺癌细胞株 A549 的毒性效应,代谢组学

分析发现,PM2.5 处理后,筛选出 56 种差异代谢物

(40 种含量升高,16 种含量降低)、22 种差异脂类物

质(19 种含量升高,3 种含量降低)和 81 种差异表达

蛋白(55 种含量上调,26 种含量下调)。 蛋白质组学

分析结果显示,有 16 个蛋白与 RNA 剪接相关,主要

是上调的丝氨酸/精氨酸富集剪接因子 1/2(SRSF-1/
2)、小核核糖核蛋白 70 kDa(snRNP70)、小核核糖核

蛋白多肽 B/C/E(SNRP-B/C/E)和下调的异质核糖核

酸蛋白(hnRNP UL2)。 在代谢水平上,PM2.5 暴露显
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著扰乱了 A549 细胞神经酰胺、丝氨酸、鞘氨醇和鞘

磷脂的代谢。 神经酰胺的累积和 RNA 剪接的改变

可以视为 PM2.5 毒理学评价的潜在标志物[60]。 在另

一项研究中,采用 2D-DIGE 结合 MALDI-TOF/TOF
对经 PM2.5 暴露的 A549 细胞的蛋白组进行分析,鉴
定出 22 种差异蛋白。 结果表明,氧化应激、代谢紊

乱、信号转导失调、蛋白质合成与降解以及细胞骨架

破坏是 PM2.5 诱发细胞毒性的主要因素[61]。
蛋白质也常被筛选出来作为空气污染的标志

物,研究发现,胎盘组织的蛋白质组学特征与孕妇孕

期接触有毒物质有关[62]。 与对照组相比,生活在城

市空气污染环境中的母亲胎盘中多环芳烃羟化酶

(AHH)活性显著升高[63],AHH 是多环芳烃最重要的

代谢产物。 而另外 2 种细胞解毒指标 GST 和 7-乙
氧基香豆素-O-脱乙基酶(ECOD)与空气污染水平的

关系表现为:ECOD 活性随着环境空气污染的增加而

显著增加,而相同条件下 GST 活性下降[64]。 Sorkun
等[65]的一项研究发现,在空气污染水平较高的地区,
胎盘金属硫蛋白(MT)的数量显著增加,MT 是一种

重要的金属固定和转运蛋白,在控制氧化应激过程

中起着重要的作用。 胎盘蛋白质组学的另一个应用

是作为筛查细胞能量代谢的指示物。 丙酮酸激酶是

糖酵解过程中的一种必需酶,在污染较严重地区的

妇女胎盘组织中表现出显著的活性增加[66]。 子痫前

期妊娠胎盘组织中这种蛋白水平也升高[67],其特点

是胎盘炎症反应过度,这与产前暴露于空气污染中

的结果相似。 由于糖酵解是胎盘能量产生的一个重

要途径,怀孕期间空气污染对这一关键途径的影响

需要给予更多关注。 另外,蛋白降解或修饰产物也

常作为妊娠期间胎盘损伤的生物标志物。 过氧亚硝

酸盐可将酪氨酸蛋白群修饰为 3-硝基酪氨酸 (3-
NTp),3-NTp 是一种氧化应激或亚硝化应激的中间

产物。 基于人群的一项研究发现,胎盘 3-NTp 水平

与 PM2.5 和黑炭暴露正相关[68]。 这一结果也在动物

实验中得到验证,大鼠暴露于柴油尾气污染的空气

中胎盘 3-NTp 水平升高[69]。

3　 总结与展望(Summary and prospects)
近年来,蛋白质组学技术飞速发展,为环境毒理

学研究提供了新的思路和强有力的技术支持。 蛋白

质组学技术高通量、高灵敏度的分析特征在生物标

志物发现、环境污染物低剂量暴露和复合污染研究

等领域发挥了独特的优势。 近年来,蛋白质组学高

效样品预处理技术,高准确度、高覆盖的定性与定量

技术和数据解析技术的发展拓宽了蛋白质组分析的

应用面,将这些新技术与新方法引入毒理学研究,将
有助于全景式地揭示机体暴露于污染物的蛋白质组

调控规律。 另外,目前,将蛋白质组学应用于环境毒

理学研究后,已经发现了一些重要蛋白标志物,但是

从标志物到作用机理还未发现确切的关联。 毒性作

用通路是一个复杂的网络,暴露于外源化学物是如

何破坏这些路径并最终导致了负的健康效应,基因、
蛋白和小分子代谢物相结合才能为毒理学评估提供

综合视角,系统揭示污染物的毒性作用机制。 因此,
蛋白组学与基因组学和代谢组学相结合,将会成为

毒理学发展的必然趋势。
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