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［摘要］　目的：建立晕船适应及不适应大鼠脑干总蛋白质的双向电泳图谱，鉴定差异表达蛋白，探讨晕船适应的可能机制。

方法：３０只大鼠根据模拟晕船刺激后异嗜高岭土量的增减分为不晕组（ｎ＝１０）、晕船适应组（ｎ＝１２）和不适应组（ｎ＝８），另设

未接受模拟晕船刺激的正常大鼠作为空白对照组（ｎ＝１０）。应用双向电泳技术，分离晕船适应组和不适应组大鼠脑干蛋白

（ｎ＝６），肽指纹图谱鉴定两组间差异表达蛋白质。结果：模拟晕船刺激２１ｄ后，与空白对照组相比，晕船适应组大鼠异嗜高岭

土量经历了一个由少到多又逐渐回落的过程，不适应组大鼠异嗜高岭土量则始终维持在一个较高的水平（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜
０．０５）。获得了９个晕船适应相关蛋白质：硫氧还蛋白过氧化物酶Ⅰ、硫氧还蛋白过氧化物酶Ⅱ、低分子量神经丝蛋白、泛素羧

基末端水解酶ＰＧＰ９．５和谷氨酰胺合成酶上调；碳酸酐酶Ⅱ、磷酸丙糖异构酶Ⅰ、磷酸甘油酸变位酶Ｂ和线粒体电压依赖型阴

离子通道下调。结论：大鼠对晕船适应后可诱导脑干蛋白质组表达的改变，主要与能量代谢、神经递质调节和氧化应激有关。
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　　晕船是常见的运动病，发病率高。适应性训练
是一种实用而有效的方法，但适应性获得时间上的
差异和脱离刺激后适应性的消减严重影响适应性锻

炼的效果。因此，探讨晕船适应产生的机制对于有
效提高晕船适应能力具有重要的理论和实践意义。
本研究拟运用双向电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）技术，通过比较晕船适应与不适应
大鼠脑干蛋白质２ＤＥ图谱，从蛋白质水平探讨晕

船适应产生的机制，为进一步提高晕船适应能力奠
定理论基础。
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１　材料和方法

１．１　材料和试剂　高岭土购自中国高岭土公司，

Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、三羟甲基氨
基甲烷（Ｔｒｉｓ）、３［（３胆酰胺醛）二乙胺］丙磺酸
（ＣＨＡＰＳ）、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、二硫苏糖醇
（ＤＴＴ）、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、低熔点琼脂糖、乙
酸钠、碳酸钠、甘氨酸、ＭｇＣｌ２购自上海华舜公司，两
性电解质Ｂｉｏｌｙｔｅ、低相对分子质量蛋白标准、线性
固相ｐＨ梯度预制胶条（ｐＨ３１０，１７ｃｍ，线性）购自

ＢｉｏＲａｄ公司，ＤＮａｓｅⅠ、ＲＮａｓｅＡ、超纯尿素购自

Ｓｉｇｍａ公司，其余常用试剂为国产分析纯市售商品。
主要仪器包括晕船模拟装置、ＲＷ２０型组织匀浆仪
（德国ＩＫＡ公司）、ＨｉｍｉｃＣＲ２１低温高速离心机（日
立公司）、ＶｏｙａｇｅｒＤＥＰｒｏ质谱仪（ＡＢＩ）、ＰＲＯＴＥ
ＡＮＩＥＦＣＥＬＬＩＥＦ电泳仪（ＢｉｏＲａｄ）、ＰＲＯＴＥＡＮＲ
Ⅱ ＭｕｌｔｉＣｅｌｌ垂直电泳系统（ＢｉｏＲａｄ）、凝胶图像扫
描仪（ＭｉｃｒｏｔｅｋＳｃａｎＭａｋｅｒ８７００，ＢｉｏＲａｄ）、图像分
析软件 （ＰＤＱＵＥＳＴ７．０．１，ＢｉｏＲａｄ）。

１．２　方法

１．２．１　动物准备　健康雄性ＳＤ大鼠４０只，购自
第二军医大学实验动物中心，体质量（１５０±１０）ｇ，
适应性饲养１周后，其中３０只按Ｃｒａｍｐｔｏｎ等［１］报

道仿制改装的晕船模拟器进行模拟晕船刺激，即顺
时针方向以加速度１６°／ｓ２加速至１２０°／ｓ，然后以

４５°／ｓ２减速至０，逆时针再以加速度１６°／ｓ２加速至

１２０°／ｓ，然后以４５°／ｓ２减速至０。如此反复２１ｄ，每
日定时刺激大鼠２ｈ，记录大鼠高岭土摄入量，根据
模拟晕船刺激后异嗜高岭土量的增减筛选出不晕

组、晕船适应组和不适应组。另１０只未受刺激正常
大鼠为空白对照组。

１．２．２　样品制备　晕船适应和不适应组各取６只大
鼠断头处死后迅速分离脑干组织，去除脑膜，预冷三
蒸水洗去血渍，冰浴条件下加入５倍体积预冷三蒸水
匀浆，－２０℃反复冻融３次后，分别加入１ｍｇ／ｍｌ
ＤＮａｓｅⅠ、２５０ｍｇ／ｍｌＲＮａｓｅＡ和１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，

４℃冰箱静置４ｈ，加入裂解液（７ｍｏｌ／Ｌ尿素、２ｍｏｌ／

Ｌ硫脲、４％ＣＨＡＰＳ、６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、０．２％Ｂｉｏ
ｌｙｔｅ），１６０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心６０ｍｉｎ，上清液蛋白质
浓度用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量，－８０℃冻存备用。

１．２．３　双向电泳（２ＤＥ）　２组蛋白质上样量均为

１５０μｇ，双向电泳操作参见ＢｉｏＲａｄ公司２ＤＥ手
册。部分改进措施：为避免双向ＳＤＳＰＡＧＥ电泳及
染色时间差异，保证实验的平行性，本研究在进行双

向电泳时，将一向已聚焦好的ＩＰＧ胶条自正中截
开，然后分别将两组的碱性端和酸性端在同一聚丙
烯酰胺凝胶上进行双向电泳，余相同。银染参见伯
乐公司操作步骤。

１．２．４　图像分析　银染显色的凝胶通过扫描仪获
取图像，ＰＤＱｕｅｓｔ７．０．１分析软件对图像进行背景消
减、取点检测和匹配后，获取差异蛋白质点。

１．２．５　肽质量指纹分析　加大蛋白质上样量行考
染，用灭菌的手术刀片将已选取的差异蛋白点沿凝
胶边缘切下，置１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，送交上海基
康公司作肽质量指纹分析。

１．３　统计学处理　实验数据采用ＳＰＳＳ１２．０统计
软件进行方差分析，组间比较应用ＬＳＤ法。

２　结　果

２．１　分组结果　从图１可以看出，适应性饲养１周
中，４组大鼠不食或仅食少量高岭土，无显著差异；
除１０只空白对照外，第８天开始其余３０只大鼠均
接受模拟晕船刺激，刺激２１ｄ后，８只大鼠异嗜高岭
土量始终维持在一个较高的水平，和空白对照组比
较差异显著（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），为晕船不适应
大鼠组；１２只大鼠异嗜高岭土量经历了一个由少到
多又逐渐回落的过程，在刺激的前期与空白对照组
比较差异显著（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），到刺激的后
期无显著差异，为晕船适应大鼠组；１０只大鼠在模
拟晕船刺激过程中异嗜高岭土量与空白对照组比较

差异不显著，为不晕大鼠组。

２．２　晕船适应与不适应大鼠脑干组织双向电泳结
果　从图２可以看出，２组大鼠脑干中性和碱性蛋
白偏多，酸性蛋白偏少，相对分子质量主要集中在

３００００～１０００００。晕船适应组和不适应组大鼠脑干
蛋白斑点数目分别为（１０９６±１２）个和（１１４７±１６）
个。以晕船不适应组图谱为参考胶发现，晕船适应
组大鼠脑干部分蛋白质表达上调，部分下调，两组图
谱中未见明显增加或缺失的蛋白点。

２．３　质谱分析结果　获得了１３个差异表达蛋白质
点，成功检测１０个，其中晕船适应大鼠６个蛋白质
点高表达，４个低表达，ｓｐｏｔ３和ｓｐｏｔ４均为ｐｅｒｏｘ
ｉｒｅｄｏｘｉｎⅡ。９个差异表达蛋白分别是硫氧还蛋白
过氧化物酶Ⅰ、硫氧还蛋白过氧化物酶Ⅱ、低相对分
子质量神经丝蛋白、泛素羧基末端水解酶ＰＧＰ９．５
和谷氨酰胺合成酶上调；碳酸酐酶Ⅱ、磷酸丙糖异构
酶Ⅰ、磷酸甘油酸变位酶Ｂ和线粒体电压依赖型阴
离子通道下调。结果详见表１和表２。
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图１　４组大鼠高岭土摄入量比较

Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｋａｏｌｉｎｉｎｔａｋｅｓｂｅｔｗｅｅｎｒａｔｓｏｆ４ｇｒｏｕｐｓ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓａｄａｐｔｉｖｅｒａｔｓ

图２　２组大鼠脑干蛋白２ＤＥ酸性端（Ａ）和碱性端（Ｂ）图谱

Ｆｉｇ２　２ＤＥａｃｉｄｉｃｅｎｄ（Ａ）ａｎｄａｌｋａｌｅｓｃｅｎｔｅｎｄ（Ｂ）ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓａｄａｐｔｉｖｅａｎｄｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓｎｏｎａｄａｐｔｉｖｅｒａｔｓ
ａ：Ｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓａｄａｐｔｉｖｅｒａｔｓ；ｂ：Ｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓｎｏｎａｄａｐｔｉｖｅｒａｔｓ；Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅ９ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓａｄａｐｔａｔｉｏｎ

表１　晕船适应组大鼠脑干高表达的蛋白质点

Ｔａｂ１　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｏｆｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒａｉｎｓｔｅｍｏｆｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓａｄａｐｔｉｖｅｒａｔｓ

Ｓｐｏｔ ＭＯＷＳＥ
Ｓｃｏｒｅ

Ｍａｓｓｅｓ
Ｍａｔｃｈｅｄ ＭＷ／ｐＩ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ． Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

１ １．２９ｅ＋００３ １０／２０（５０％） ６１３３５．６／４．６３ １３９２９０９８ Ｌｉｇｈｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ
２ ９２３　　　 ５／２０（２５％） ２４７８２．４／５．１２ ８３９４５０６ ＵｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｂｏｘｙｌｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅＰＧＰ９．５
３ ６．１ｅ＋００３ ９／１２（７５％） ２１７９７．８／５．３４ ３４８４９７３８ ＰｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎⅡ
４ １．５２ｅ＋００３ ７／１５（４６％） ２１７９７．８／５．３４ ３４８４９７３８ ＰｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎⅡ
５ １．８ｅ＋００３ ９／２０（４５％） ４２２６８．０／６．６４ １２１３７６ Ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ
６ １．１２ｅ＋００４ ８／１５（５３％） ２２１０９．５／８．２７ １６９２３９５８ ＰｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎⅠ

表２　晕船适应组大鼠脑干低表达的蛋白质点

Ｔａｂ２　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｏｔｓｏｆｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒａｉｎｓｔｅｍｏｆｓｅａｓｉｃｋｎｅｓｓａｄａｐｔｉｖｅｒａｔｓ

Ｓｐｏｔ ＭＯＷＳＥ
Ｓｃｏｒｅ

Ｍａｓｓｅｓ
Ｍａｔｃｈｅｄ ＭＷ／ｐＩ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ． Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

７ １．０８ｅ＋００４ ５／１５（３３％） ３０７５５．６／８．６２ ６７５５９６３ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｖｏｌｔａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｉｏｎｃｈａｎｎｅｌ
８ ３．３６ｅ＋００４ ６／２０（３０％） ２９１１４．０／６．８９ ９５０６４４５ ＣａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅡ
９ ２．２１ｅ＋００４ ６／１５（４０％） ２８８３２．１／６．６８ ８２４８８１９ ＰｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｍｕｔａｓｅｔｙｐｅＢｓｕｂｕｎｉｔ
１０ ６．６９ｅ＋００６ １０／１５（６６％） ２６７１７．９／７．０６ ３８５１２１１１ Ｔｐｉ１ｐｒｏｔｅｉｎ
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３　讨　论

　　大鼠发生运动病后，异嗜高岭土等非营养性物
质行为相当于其他非啮齿类动物的呕吐反应，可依
据异嗜高岭土的量作为衡量运动病发生程度的可靠

指标［２］。本实验室采用晕船模拟装置诱发大鼠晕
船，并根据大鼠异嗜高岭土量的增减来判断晕船发
生的严重程度和有无适应的产生。

　　前期研究［３］证实，大鼠对晕船适应后，脑干基因
表达发生了一系列改变。本研究采用２ＤＥ技术，
对晕船适应和不适应大鼠脑干蛋白表达差异进行了

研究。在检测的１０个蛋白质点中，包括了细胞骨架
蛋白、离子通道蛋白以及与氧化应激、神经递质和能
量代谢等有关的起重要作用的酶。其中，谷氨酰胺
合成酶（ＧＳ）作为谷氨酸谷氨酰胺循环的重要成分，
能将兴奋性神经递质谷氨酸（Ｇｌｕ）转化为谷氨酰胺
（Ｇｌｎ），从而解除对神经元的兴奋毒性作用［４］。研究
表明，Ｇｌｕ是前庭神经系统信息传入和快速突触传
递所必需的兴奋性递质［５］。金淑仪等［６］对模拟运动

病大鼠脑干内Ｇｌｕ含量进行了测定，发现运动病组
大鼠脑干内Ｇｌｕ水平显著下降，预先给予脑异嗪处
理可防止其下降，认为大鼠遭受异常前庭刺激时，前
庭系统兴奋性传入信息增强，ＧｌｕＣａ２＋依赖性释放
增加，Ｇｌｕ在重摄取后经ＧＳ作用被降解为 Ｇｌｎ，导
致脑干Ｇｌｕ含量降低。本实验结果发现，晕船适应
大鼠较不适应大鼠脑干 ＧＳ表达量增加，提示其变
化可能与晕船适应产生有关，具体机制尚有待进一
步的研究。

　　研究结果还显示，晕船适应大鼠脑干泛素羧基
末端水解酶（ＵＣＨＬ１）表达上调，与前期研究在基
因水平上得到的结果一致［３］。ＵＣＨＬ１是一类去泛
素化酶，与泛素、泛素活化酶、泛素偶联酶、泛素蛋
白连接酶、２６Ｓ蛋白酶体共同组成泛素系统，是已知
最重要的、有高度选择性的蛋白质降解途径。该酶
能特异性识别泛素Ｃ末端区域，水解泛素分子和其
他蛋白质之间的肽键，促进泛素再循环，对于提供单
体泛素分子以供标记目标蛋白使其被水解有重要作

用［７］。目前，还未见到有关泛素系统与运动病发生
的相关报道，但在运动病发生过程中，脑内组织胺、
乙酰胆碱等神经递质水平异常升高，施用外源性不
可逆抑制剂消耗脑内组织胺成分可抑制运动病的发

生，临床上抗组胺药和抗胆碱药是目前用于治疗运
动病的有效药物，其作用机制就是有效地抑制了脑
内组胺能和胆碱能递质系统的活动。因此，可以推
测在晕船适应过程中，ＵＣＨＬ１可能通过促进泛素
单体的提供以增强脑干泛素系统功能，有选择性地
降解脑干神经元内由于异常运动刺激导致异常升高

的组织胺等神经递质，从而有效地抑制相关系统的
过度兴奋，起到减轻运动病症状的作用。

　　综上所述，大鼠对晕船适应后，能够诱导脑干蛋
白质组发生一系列的改变，进一步了解有关蛋白在
晕船适应产生过程中的作用将是后继主要工作。
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