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基于 ＴＭＴ 蛋白组学分析姜黄素对热应激蛋鸡肝脏
抗氧化性能的影响

杨铭宣ꎬ刘梦杰ꎬ王晋ꎬ虞德兵∗

(南京农业大学动物科技学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本试验旨在研究日粮添加姜黄素对由热应激引起的蛋鸡肝脏抗氧化性能损伤的影响ꎮ [方法]以南京盘滁机械

化养鸡场提供的 １８０ 只 ２８０ 日龄海兰蛋鸡为研究对象ꎬ随机分成 ３ 组:对照组(Ｃｏｎ)饲喂基础饲粮ꎬ环境温度为(２４±２)℃ꎻ热
应激组(ＨＳ)是基于对照组的基础上每天维持热应激 ６ ｈ 以上ꎬ环境温度为(３４±２)℃ꎻ姜黄素组(ＨＳ＋ＣＵＲ)是在热应激组的基

础上ꎬ饲喂基础饲粮中添加 １５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１姜黄素的试验饲粮ꎻ每组 ４ 个重复ꎬ每个重复 １５ 只鸡ꎮ 采集蛋鸡肝脏组织样利用 ＴＭＴ
(ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇｓ)蛋白质组学技术分析蛋鸡肝脏蛋白质差异表达ꎮ [结果]实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示:热应激组与对照组

相比肝脏 ＳＯＤ１ 和 ＧＰＸ１ 的表达极显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＣＡＴ 表达水平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ添加姜黄素可以极显著增加肝脏

ＳＯＤ１ 和 ＧＰＸ１ 表达水平(Ｐ<０.０１)ꎬ显著增加 ＣＡＴ 表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ ＴＭＴ 蛋白组学分析共检测到 ５ ０３９ 个蛋白ꎬ其中 ４ ２３５
个具有定量信息ꎬ差异表达蛋白主要参与脂质和葡萄糖代谢、氧化应激、线粒体功能障碍和炎症反应等生物进程ꎻ主要参与的

途径有 ＰＰＡＲ 信号通路、过氧化物酶体、脂质代谢、细胞色素 Ｐ４５０、生物合成以及脂肪细胞因子信号通路等ꎮ 选取 １５ 个显著

表达的蛋白进行基因水平上的验证ꎬ结果表明基因水平和蛋白组学分析结果一致ꎮ [结论]补充姜黄素可以缓解蛋鸡由热应

激引起的肝脏氧化应激以及与脂质代谢相关生物学过程ꎮ
关键词:姜黄素ꎻ鸡ꎻ热应激ꎻ肝脏ꎻ氧化应激ꎻ脂质代谢
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长期高温和过度温暖的环境会造成动物的应激反应ꎬ直接或间接影响动物各种生理状态ꎬ进而影响动

物生产性能[１－２]ꎮ 热应激会促进畜禽机体的产热ꎬ从而导致凝血障碍、脑组织损伤、心血管系统功能障碍、
内毒素血症、代谢紊乱以及多系统器官衰竭等不良反应产生ꎬ对内分泌系统、神经－消化系统、免疫系统和

泌尿生殖系统等都会造成影响[３]ꎮ 研究发现热应激会导致蛋鸡的死亡率增加ꎬ饲料效率以及鸡蛋的产量

和质量下降[４]ꎮ 之前有研究表明ꎬ高温饲养的蛋鸡与常温饲养相比ꎬ活体重(ＬＷＧ)和饲料转化率(ＦＣＲ)
分别降低了 １４.６％和 １４.３％[５]ꎮ 因此缓解蛋鸡在饲养过程中的热应激现象是养鸡业亟待解决的重要问题

之一ꎮ
在饲料中添加一些植物提取物ꎬ如芦丁、白藜芦醇和茶多酚等是蛋鸡生产中常用的一种抗氧化应激方

式ꎮ 姜黄素(ｃｕｒｃｕｍｉｎ)是姜黄中的主要成分ꎬ姜黄素具有多种生物学特性ꎬ包括抗氧化、抗炎、抑制脂质过

氧化、抗病毒、抗微生物、抗肿瘤和清除自由基等[６－７]ꎮ 前人研究发现姜黄素可以抑制脂质过氧化并中和

体内的 ＲＯＳ(超氧化物、过氧化氢、羟基自由基)ꎬ对机体的氧化应激有一定的保护作用[８]ꎮ 动物试验证

明ꎬ姜黄素可提高家禽免疫机能ꎬ同时还可以起到改善脂类代谢和肠道健康ꎬ提高生产性能等作用ꎮ 胡忠

泽等[９－１０]研究发现ꎬ日粮中添加姜黄素能显著提高肉鸡的日增重和采食量ꎬ降低料重比ꎬ能显著促进肉鸡

胸腺的生长发育和增加血清中免疫球蛋白的含量ꎮ 近几年ꎬ姜黄素被发现可以缓解肉鸡养殖过程中的热

应激反应ꎬ但潜在的分子调控机制尚不清楚ꎮ
蛋白质组学(ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ)技术是将蛋白质组作为研究对象ꎬ在疾病的早期诊断ꎬ预后和监测疾病的发

展中起到至关重要的作用[１１]ꎮ 蛋白质作为生物学功能的效应物ꎬ其水平不仅取决于相应的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ
而且还取决于宿主的翻译控制和调控ꎮ 因此ꎬ蛋白质组学被当作解释生物系统的最有力的数据集[１２]ꎮ 串

联质谱标记( ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇｓꎬＴＭＴ)的分析方法已经成为蛋白质定量的主流方法[１３]ꎮ ＴＭＴ 是一种化学标

记ꎬ可用于定量和鉴定蛋白质、肽、核酸和其他生物大分子[１４]ꎮ ＴＭＴ 的化学结构虽然相同ꎬ但每个都包含

在不同区域被取代的同位素ꎮ 在片段化过程中获得了生物分子序列信息ꎬ同时获得了生物分子的数量ꎬ这
使得 ＴＭＴ 成为高通量表征外泌体蛋白的理想工具[１５]ꎮ 蛋白质组学现已成为研究整体蛋白质功能和信号

通路的最重要方法之一[１６]ꎮ 近年来ꎬ蛋白质组学已被广泛用于猪、奶牛、海洋动物以及肉鸡的研究ꎬ也被

用于评估牲畜适应热应激的能力[１７]ꎮ 因此ꎬ本试验旨在利用蛋白组学技术筛选与热应激相关的肝脏分子

标记物ꎬ进而为在蛋白质水平上解释姜黄素对蛋鸡热应激的缓解作用提供新思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物及试验设计

试验动物由江苏省南京市南京盘滁机械化养鸡场提供ꎮ 选取 １８０ 只 ２８０ 日龄体况基本一致的海兰蛋

鸡随机分成 ３ 组ꎬ每组 ４ 个重复ꎬ每个重复 １５ 只鸡ꎮ 对照组(Ｃｏｎ)饲喂基础饲粮ꎬ环境温度为(２４±２)℃ꎻ
热应激组(ＨＳ)是基于对照组的基础上每天维持热应激 ６ ｈ 以上ꎬ平均温度为(３４±２)℃ꎻ姜黄素组(ＨＳ＋
ＣＵＲ)饲喂在基础饲粮中添加姜黄素的试验饲粮ꎬ环境温度同热应激组ꎮ

试验蛋鸡均保证自由采食和饮水ꎬ恒定光照时间为 １６ ｈꎬ自然通风ꎬ每隔 ２ ｄ 清粪 １ 次ꎮ 参考本实验

室之前的研究ꎬ姜黄素的合适剂量为 １５０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１[１８]ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＴＭＴ 标记　 从 ３ 组蛋鸡中随机选取 ９ 个样本用于蛋白组学测定ꎬ称取 １５０ ｍｇ 肝脏组织样品ꎬ采用

蛋白裂解试剂盒提取蛋白质并采用 ＢＣＡ 试剂盒测定浓度ꎮ 按蛋白、酶的质量比为 ２０ ∶ １ 加入胰酶ꎬ在
３７ ℃环境温度下酶解 ４ ｈꎮ 胰酶酶解的肽段用 Ｓｔｒａｔａ Ｘ Ｃ１８ ( Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ) 除盐后真空冷冻干燥ꎬ以
０.５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＥＡＢ 溶解肽段ꎬ之后按照试剂盒说明书对肽段进行 ＴＭＴ 标记ꎬ简单操作如下:标记试剂解冻

后用乙腈溶解ꎬ与肽段混合后室温孵育 ２ ｈꎬ标记后的肽段混合后除盐ꎬ真空冷冻干燥ꎮ 将标记过的各组肽

段混合ꎬ进行 ＨＰＬＣ 分级肽段ꎬ对每组样品进行液相色谱－质谱联用(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)分析ꎬＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 的具体

流程参考 Ｂｉａｎｃｏｔｔｏ 等[１９]的方法ꎮ 二级质谱数据使用 Ｍａｘｑｕａｎｔ ｖ１.５.２.８ 进行检索ꎬ数据库为 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ
(共 ３０ ２５２ 条序列)ꎮ 利用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ ｖ.５.１４－５３.０ 对鉴定到的差异蛋白进行 ＧＯ 注释ꎬ包括 ３ 个方面:
生物学过程(ＢＰ)、细胞组分(ＣＣ)和分子功能(ＭＦ)ꎻ利用 ＫＥＧＧ Ｍａｐｐｅｒ Ｖ２.５ 软件对差异蛋白进行 ＫＥＧＧ
通路注释ꎻ通过 Ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ ｖ.０.２ 来分析差异蛋白亚细胞定位ꎻ利用 Ｐｅｒｌ ｍｏｄｕｌｅ ｖ.１.３１ 进行差异蛋白的功能

富集分析[２０－２１]ꎮ

７９
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１.２.２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)提取肝脏组织总 ＲＮＡꎮ 使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连)ꎬ通过逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ 查阅 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ根据 ＧｅｎＢａｎｋ
中收录鸡的相关基因 ｍＲＮＡ 序列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计引物ꎬ引物序列见表 １ꎮ 实验结果剔除非正常值

后取 ３ 个重复的平均 ＣＴ 值ꎬ通过内参基因 β￣ａｃｔｉｎ 校正后ꎬ用 ２－ΔΔＣＴ法分析基因表达情况ꎮ
表 １　 基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
目的基因

Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
引物对序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)
序列编号

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｎｏ.
产物大小 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

β￣ａｃｔｉｎ 　 Ｆ:ＡＧＴＡＣＣＣＣＡＴＴＧＡＡＣＡＣＧＧＴ / Ｒ:ＡＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡ 　 ＮＭ＿２０５５１８.１ ２２４
ＤＮＡＪＢ１ 　 Ｆ:ＡＧＧＧＴＧＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＡＧＡＴ / Ｒ:ＴＧＡＴＴＴＴＧＧＴＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣ 　 ＸＭ＿０２５１４５８１３ １５１
ＨＳＰ７０ 　 Ｆ:ＣＡＡＴＧＧＣＡＡＡＧＡＧＣＴＧＡＡＣＡ / Ｒ:ＧＧＴＧＧＧＡＡＴＧＧＴＧＧＴＧＴＴＡＣ 　 ＮＭ＿００１００６６８５ ２０５
ＳＯＤ１ 　 Ｆ:ＡＴＴＡＣＣＧＧＣＴＴＧＴＣＴＧＡＴＧＧ / Ｒ:ＣＣＴＣＣＣＴＴＴＧＣＡＧＴＣＡＣＡＴＴ 　 ＮＭ＿２０５０６４ １７３
ＣＡＴ 　 Ｆ:ＣＴＣＡＴＴＣＣＡＧＴＧＧＧＣＡＡＧＣＴ / Ｒ:ＧＴＡＧＧＧＧＣＡＡＴＴＣＡＣＣＡＧＧＡ 　 ＮＭ＿００１０３１２１５ ２１０
ＧＰＸ１ 　 Ｆ:ＡＹＧＹＹＣＧＡＧＡＡＧＹＧＣＧＡＧＧＴ / Ｒ:ＡＧＴＴＣＣＡＧＧＡＧＡＣＧＴＣＧＴＴＧ 　 ＮＭ＿００１２７７８５３ １６０
ＰＰＡＲＧＣ１Ｂ 　 Ｆ:ＴＴＧＧＴＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＣＣＣＣ / Ｒ:ＣＣＧＴＴＣＴＣＡＣＡＣＣＴＧＴＡＣＣＴ 　 ＸＭ＿０１５２９７１３８.２ ２０９
ＣＡＲＦ 　 Ｆ:ＡＡＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＡＡＴＧＧＣＧＡ / Ｒ:ＴＴＧＧＴＧＡＴＧＡＣＴＧＡＣＴＣＣＣＣ 　 ＸＭ＿０１５２８９５０３.２ １８９
ＮＲＫ 　 Ｆ:ＣＧＣＴＴＴＧＴＣＡＣＡＧＡＡＣＣＡＣＡ / Ｒ:ＣＣＣＡＴＣＴＧＧＴＡＣＴＣＴＣＧＴＣＣ 　 ＮＭ＿００１０３１１２６.２ １５１
ＩＫＢＫＢ 　 Ｆ:ＴＡＣＴＴＧＧＣＴＣＣＡＧＡＴＧＣＡＣＡ / Ｒ:ＴＣＣＡＧＣＴＣＡＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＧ 　 ＮＭ＿００１０３１３９７.１ ２１０
ＭＡＰ３Ｋ１９ 　 Ｆ:ＴＴＧＴＴＧＣＴＣＴＴＣＣＡＡＡＣＧＣＡ / Ｒ:ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＡＴＣＴＧＴＡＡＣＧＴ 　 ＸＭ＿０２５１５２３３２.１ ２２６
ＵＧＰ２ 　 Ｆ:ＡＧＧＣＣＡＣＧＧＡＧＡＣＡＴＣＴＡＴＧ / Ｒ:ＡＧＴＣＣＣＡＣＣＣＴＴＣＡＣＡＴＣＴＧ 　 ＮＭ＿２０４１１１.２ １５３
ＡＳＮＳ 　 Ｆ:ＣＧＧＴＡＴＣＴＧＧＧＣＣＴＴＧＴＴＴＧ / Ｒ:ＴＣＴＣＣＡＴＴＧＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＡ 　 ＮＭ＿００１０３０９７７.１ ２１８
ＮＥＯ１ 　 Ｆ:ＡＧＴＴＣＧＴＧＧＧＧＣＡＴＣＴＧＴＴＡ / Ｒ:ＴＣＴＧＣＴＴＡＣＡＡＴＧＣＴＣＣＣＣＡ 　 ＸＭ＿０１５２７９０５３.２ １５３
ＺＦＰ３６Ｌ１ 　 Ｆ:ＣＴＧＣＣＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＡＡＣＧ / Ｒ:ＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＧＧＴＴ 　 ＮＭ＿００１３１９０３１.１ １８２
ＡＰＯＡ１ 　 Ｆ:ＡＧＡＴＣＣＧＴＧＡＧＡＡＧＧＧＣＡＴＣ / Ｒ:ＡＧＧＡＡＧＧＡＧＡＴＣＡＡＧＣＧＧＴＴ 　 ＸＭ＿０１５２９７９７１.２ １８０
ＳＱＳＴＭ１ 　 Ｆ:ＧＧＡＡＣＡＣＧＧＡＧＧＡＣＡＧＡＧＡＡ / Ｒ:ＧＣＡＡＣＡＧＴＧＴＴＴＡＣＧＡＣＣＧＴ 　 ＸＭ＿００４９４４９５３.３ ２４７
ＮＣＯＲ２ 　 Ｆ:ＡＣＡＴＧＧＧＧＴＴＧＧＡＧＧＣＡＡＴＡ / Ｒ:ＣＴＣＧＴＴＴＣＧＴＣＣＡＴＣＡＧＣＡＧ 　 ＸＭ＿０１５２７５６２１.２ １８８
ＴＰ５３Ｉ３ 　 Ｆ:ＴＧＴＧＣＴＧＣＣＧＴＡＴＴＴＣＴＣＴＧ / Ｒ:ＧＧＧＴＧＴＴＴＴＣＡＣＴＧＧＣＡＴＴ 　 ＸＭ＿４１９９８７.５ ２４９

　 　 注:β￣ａｃｔｉｎ:β－肌动蛋白基因 β￣ａｃｔｉｎ ｇｅｎｅꎻＤＮＡＪＢ１:ＤｎａＪ 热休克蛋白家族(ＨＳＰ４０)成员 Ｂ１ 基因 ＤｎａＪ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ(ＨＳＰ４０)
ｍｅｍｂｅｒ Ｂ１ ｇｅｎｅꎻＨＳＰ７０:热休克蛋白 ７０ 基因 Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ ｇｅｎｅꎻＳＯＤ１:超氧化物歧化酶 １ 基因 Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ １ ｇｅｎｅꎻＣＡＴ:
过氧化氢酶基因 Ｃａｔａｌａｓｅ ｇｅｎｅꎻＧＰＸ１:谷胱甘肽过氧化物酶 １ 基因Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ １ ｇｅｎｅꎻＰＰＡＲＧＣ１Ｂ:ＰＰＡＲＧ 辅激活因子 １β 基因
ＰＰＡＲＧ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １ ｂｅｔａ ｇｅｎｅꎻＣＡＲＦ:钙反应转录因子基因 Ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅꎻＮＲＫ:Ｎｉｋ 相关激酶基因Ｎｉｋ ｒｅｌａｔｅｄ
ｋｉｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻＩＫＢＫＢ:核因子 κＢ 激酶亚基 β 抑制因子基因 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｂｅｔａ ｇｅｎｅꎻＭＡＰ３Ｋ１９:有丝分裂
原活化蛋白激酶激酶激酶 １９ 基因 Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ １９ ｇｅｎｅꎻＵＧＰ２:ＵＤＰ－葡萄糖焦磷酸化酶 ２ 基因 ＵＤＰ￣
ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ ２ ｇｅｎｅꎻＡＳＮＳ:天冬酰胺合成酶(谷氨酰胺水解)基因 Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ(ｇｌｕｔａｍｉｎｅ￣ｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇ)ｇｅｎｅꎻＮＥＯ１:新
生素 １ 基因 Ｎｅｏｇｅｎｉｎ １ ｇｅｎｅꎻＺＦＰ３６Ｌ１:ＺＦＰ３６ 无名指蛋白样 １ 基因 ＺＦＰ３６ ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｋｅ １ ｇｅｎｅꎻＡＰＯＡ１:载脂蛋白 Ａ￣１ 基因
Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ￣１ ｇｅｎｅꎻＳＱＳＴＭ１:螯合体 １ 基因 Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １ ｇｅｎｅꎻＮＣＯＲ２:核受体辅阻遏物 ２ 基因 Ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ２ ｇｅｎｅꎻ
ＴＰ５３Ｉ３:肿瘤蛋白 ｐ５３ 诱导蛋白 ３ 基因 Ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ５３ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｇｅｎｅ.

图 １　 姜黄素对热应激蛋鸡肝脏

抗氧化基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ
ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ

　 　 Ｃｏｎ:对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＨＳ:热应激组 Ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

ｇｒｏｕｐꎻＨＳ＋ＣＵＲ:姜黄素组 Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗ Ｐ<
０.０１. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

１.３　 数据统计分析

每项试验结果至少重复 ３ 次ꎬ试验数据用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０ 版进行统计分析和图形绘制ꎬ结果用平

均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎬ采用独立样本 ｔ 测验进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 姜黄素对热应激蛋鸡肝脏抗氧化基因表达的影响

由图 １ 可见ꎬ热应激极显著抑制蛋鸡肝脏中 ＳＯＤ１
和 ＧＰＸ１ 的表达 (Ｐ < ０. ０１)ꎬ显著抑制 ＣＡＴ 表达 (Ｐ <
０.０５)ꎬ而热应激状态下补充姜黄素后蛋鸡肝脏中 ＳＯＤ１
和 ＣＡＴ 表达水平与热应激组相比分别增加 ３５.６６％(Ｐ<
０.０１)和 ７９.５４％(Ｐ<０.０５)ꎬＧＰＸ１ 表达水平是热应激组

的 １４.２６ 倍(Ｐ<０.０１)ꎮ 结果表明热应激诱导蛋鸡肝脏

抗氧化功能降低ꎬ而添加姜黄素可以缓解这一现象ꎮ
２.２　 蛋鸡肝脏蛋白鉴定的结果分析

采用 ＴＭＴ 蛋白组学分析技术测定了蛋鸡肝脏的蛋

白质图谱ꎬ通过质谱分析共得到 ３１３ ２０８ 张二级谱图ꎬ可
利用有效谱图数为 ６６ ２１７ꎬ谱图利用率为 ２１.１％ꎮ 通过

谱图解析共鉴定到 ３６ ７８９ 条肽段ꎬ其中特异性肽段为

３４ ５４９ꎮ 共检测到 ５ ０３９ 个蛋白ꎬ其中 ４ ２３５ 个具有定量

信息ꎮ 为了更加深入揭示不同组肝脏的蛋白差异ꎬ分别定

８９
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表 ２　 差异表达蛋白统计信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
比较组 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ 上调(>１.２)Ｕｐ 下调(<１ / １.２)Ｄｏｗｎ

ＨＳ ｖｓ Ｃｏｎ ２４６ ２８９
ＨＳ＋ＣＵＲ ｖｓ Ｃｏｎ ２４９ ３７０
ＨＳ＋ＣＵＲ ｖｓ ＨＳ ２０６ ３１７

图 ２　 ＧＯ 二级注释的分布图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＧＯ ｃａｔｅｇｏｒｙ(２ｎｄ ｌｅｖｅｌ)
Ａ. ＨＳ＋ＣＵＲ ｇｒｏｕｐ ｖｓ Ｃｏｎ ｇｒｏｕｐꎻＢ. ＨＳ＋ＣＵＲ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＨＳ ｇｒｏｕｐ.

量比较了差异蛋白表达量ꎬ结果见表 ２ꎮ
２.３　 不同组别比较的 ＧＯ 二级分析

从图 ２ 可知:在 ＨＳ＋ＣＵＲ ｖｓ Ｃｏｎ 和 ＨＳ＋ＣＵＲ ｖｓ ＨＳ 中ꎬ
差异表达蛋白参与的生物学过程(ＢＰ) 主要有代谢过程

(ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)、单一生物过程( ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ)
和细胞进程(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ)等 ＧＯ 条目ꎻＤＥＧ 在细胞组分(ＣＣ)中主要有细胞(ｃｅｌｌ)、细胞器(ｏｒｇａｎｅｌｌｅ)、
膜(ｍｅｍｂｒａｎｅ)、大分子复合物(ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ)等 ＧＯ 条目ꎻ在分子功能(ＭＦ)中主要是催化活性

(ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ)和结合(ｂｉｎｄｉｎｇ)等 ＧＯ 条目ꎮ

９９
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图 ３　 差异表达蛋白在 ＫＥＧＧ 通路中富集分布气泡图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
Ａ. ＨＳ＋ＣＵＲ ｇｒｏｕｐ ｖｓ Ｃｏｎ ｇｒｏｕｐꎻＢ. ＨＳ＋ＣＵＲ ｇｒｏｕｐ ｖｓ ＨＳ ｇｒｏｕｐ.

２.４　 不同组别比较的 ＫＥＧＧ 通路富集分析

对差异表达蛋白进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析(图 ３)发现:ＨＳ＋ＣＵＲ 组和 Ｃｏｎ 组比较过氧化物酶体

(ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ)、ＰＰＡＲ 信号通路(ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)、脂肪细胞因子信号通路( ａｄｉｐｏｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ)、药物代谢－细胞色素 Ｐ４５０(ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０)、甘油磷脂代谢(ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、酪氨酸代谢( ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)等通路被显著富集(Ｐ<０.０５)ꎻＨＳ＋ＣＵＲ 组和 ＨＳ 组比较氨基

酸的生物合成(ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ)、药物代谢－其他酶(ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ)、甘氨酸、丝
氨酸和苏氨酸代谢(ｇｌｙｃｉｎｅꎬｓｅｒｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、细胞黏附分子(ＣＡＭ)、药物代谢－细胞色素

Ｐ４５０(ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０)、ＰＰＡＲ 信号通路(ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ)等通路被极显著富集

(Ｐ<０.０１)ꎮ

００１
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２.５　 差异显著蛋白表达及其 ｍＲＮＡ 表达的比较分析

生物体中的基因组是遗传信息的存储ꎬｍＲＮＡ 是基因表达的前提ꎬ蛋白质水平是基因功能的执行者ꎮ
根据差异表达蛋白亚细胞不同的定位ꎬ选择分布在细胞核、细胞质和细胞外的 １５ 种差异显著表达蛋白质

进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析ꎬ以验证蛋白组结果的可靠性ꎮ 结果如表 ３ 和图 ４ 所示ꎬ１５ 种蛋白质在基因水平上具

有与蛋白组结果中相似的变化趋势ꎮ
表 ３　 蛋白组学分析挑选的差异表达显著蛋白

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｒｏｔｅｏｍｅ

蛋白质
Ｐｒｏｔｅｉｎ

分组 Ｇｒｏｕｐ

ＨＳ ｖｓ Ｃｏｎ

比率
Ｒａｔｉｏ

调节类型
Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｙｐｅ

Ｐ 值
Ｐ￣ｖａｌｕｅ

ＨＳ＋ＣＵＲ ｖｓ ＨＳ

比率
Ｒａｔｉｏ

调节类型
Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｙｐｅ

Ｐ 值
Ｐ￣ｖａｌｕｅ

ＰＰＡＲＧ 辅激活因子 １ ＰＰＡＲＧ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １ ｂｅｔａ ０.７９２ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１ １.４３９ 上调 Ｕｐ 　 ０.００１

钙反应转录因子 Ｃａｌｃｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １.６３１ 上调 Ｕｐ <０.００１ ０.５１３ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１

Ｎｉｋ 相关激酶 Ｎｉｋ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ０.６９７ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１ １.３６１ 上调 Ｕｐ <０.００１

核因子 κＢ 激酶亚基 β 抑制因子
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ｂｅｔａ ０.７７ 下调 Ｄｏｗｎ ０.０１１ １.３０９ 上调 Ｕｐ ０.０３８

有丝分裂原激活的蛋白激酶激酶激酶 １９
Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ １９ ０.５２２ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１ ２.７６３ 上调 Ｕｐ <０.００１

ＵＤＰ－葡萄糖焦磷酸化酶 ２
ＵＤＰ￣ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ ２ ０.７０２ 下调 Ｄｏｗｎ ０.００２ １.２８７ 上调 Ｕｐ ０.００２

天冬酰胺合成酶 Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ １.４１３ 上调 Ｕｐ <０.００１ ０.５９５ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１

新生素 １ Ｎｅｏｇｅｎｉｎ １ ０.３１７ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１ ３.０７５ 上调 Ｕｐ <０.００１

ＺＦＰ３６ 无名指蛋白样 １
Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ＺＦＰ３６ ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｋｅ １ １.８６８ 上调 Ｕｐ <０.００１ ０.４９２ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１

载脂蛋白 Ａ￣１(促脂蛋白 Ａ￣１)
Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ￣１(ｐｒｏａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａ￣１) １.３４２ 上调 Ｕｐ <０.００１ ０.８２９ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１

螯合体 １ Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １ １.３４８ 上调 Ｕｐ <０.００１ ０.６３３ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１

核受体辅阻遏物 ２ Ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ２ １.２９８ 上调 Ｕｐ ０.００２ ０.７３２ 下调 Ｄｏｗｎ ０.００８

肿瘤蛋白 ｐ５３ 诱导蛋白 ３
Ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ５３ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ０.５３６ 下调 Ｄｏｗｎ ０.０１４ ２.２２９ 上调 Ｕｐ <０.００１

热休克蛋白 ７０ Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ ２.５６２ 上调 Ｕｐ <０.００１ ０.４７１ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１

ＤｎａＪ 热休克蛋白家族(ＨＳＰ４０)成员 Ｂ１
ＤｎａＪ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ(ＨＳＰ４０)ｍｅｍｂｅｒ Ｂ１ ２.００７ 上调 Ｕｐ <０.００１ ０.５４ 下调 Ｄｏｗｎ <０.００１

３　 讨论与结论

动物拥有针对热应激的生理机制ꎬ以保护不同细胞的功能ꎮ 各器官对这种与热应激相关损伤的反应

和敏感度不同ꎬ而肝脏作为主要的代谢和产热器官ꎬ是热应激的主要靶器官ꎬ可控制长时间受热应激影响

的许多生理过程ꎮ 研究已经证实热应激可能诱发肝损伤[２２]ꎮ 在热应激条件下ꎬ已经证明肝脏组织超微结

构发生改变ꎬ肝细胞部分变性ꎬ坏死并伴有凋亡增加[２３]ꎮ 但目前尚不清楚热应激如何在蛋白质水平上影

响肝脏各种生理过程ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现与对照组相比ꎬ热应激组蛋鸡肝脏抗氧化指标 ＳＯＤ１、ＣＡＴ 和

ＧＰＸ１ ｍＲＮＡ 的表达水平显著降低ꎬ意味着(３４±２)℃温度下蛋鸡发生了热应激ꎮ 姜黄素作为一种植物提

取物ꎬ具有抗氧化、抗炎、抑制脂质过氧化等作用ꎮ 在我们的研究中发现添加姜黄素显著增加由热应激引

起的 ＳＯＤ１、ＣＡＴ 和 ＧＰＸ１ 的降低水平ꎮ 据报道ꎬ姜黄素可以通过减少 ＲＯＳ 的产生和脂质过氧化来维持线

粒体功能ꎬ防止超氧化物歧化酶 ２(ＳＯＤ２)和谷胱甘肽过氧化物酶 １(ＧＰＸ１)的活性降低[２４]ꎮ 也有研究证

明ꎬ姜黄素可以逆转受热应激的抗氧化活性表达的下调[２５]ꎬ这与本研究得到的结果一致ꎮ 因此ꎬ姜黄素可

以有效抑制由高温引起的蛋鸡热应激ꎮ
为了进一步在蛋白水平上研究姜黄素对蛋鸡热应激缓解作用的分子机制ꎬ我们利用 ＴＭＴ 蛋白组学技

术在蛋鸡肝脏组织中筛选得到与热应激相关的差异表达蛋白ꎬ并进一步进行生物信息学分析ꎮ 本研究挑

选了不同亚细胞定位的 １５ 个表达显著的差异蛋白进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证ꎬ得到的基因水平结果与蛋白组学

分析结果保持一致ꎬ证明蛋白组学结果的可靠性ꎮ
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图 ４　 肝脏中基于 ＴＭＴ 蛋白组学筛选的不同亚细胞定位差异表达显著蛋白相关基因 ｍＲＮＡ 水平的表达变化

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂ￣ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＴＭＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ

　 　 Ａ. 细胞核 ＮｕｃｌｅｕｓꎻＢ. 细胞质 ＣｙｔｏｐｌａｓｍꎻＣ. 细胞外 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ. 将对照组中的数据设置为 １.０ꎬ得到的数值是每组的 􀭰ｘ±ＳＥ(ｎ ＝ ３)ꎮ

Ｓｅｔｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｔｏ １.０ꎬｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｔｈｅ 􀭰ｘ±ＳＥ(ｎ＝３) ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１.

ＫＥＧＧ 通路富集分析结果提示差异表达蛋白参与了 ＰＰＡＲ 信号通路和过氧化物酶体ꎬ过氧化物酶体

增殖物激活受体 γ 共激活因子 １ 家族的 ３ 个主要成员(ＰＰＡＲＧＣ￣１αꎬＰＰＡＲＧＣ￣１β 和 ＰＲＣ)ꎬ其在能量代谢

调节、维持葡萄糖稳态和脂质代谢中发挥着关键作用ꎬＰＰＡＲＧＣ￣１β 作为其成员的重要组成部分ꎬ是线粒体

氧化能量代谢和抗氧化防御的主要调控因子[２６]ꎮ 研究发现其与多种生物学过程相关并且参与多种疾病

的发生ꎬ诸如肝脂肪变性、糖尿病和心肌病等ꎮ ＰＰＡＲＧＣ￣１β 基因是一种调控基因转录的共激活剂ꎬ对转录

因子和核受体活动、脂肪氧化、糖酵解以及能量代谢等多种生物学过程具有调控作用[２７]ꎮ 本研究结果表

明热应激状态下的蛋鸡肝脏 ＰＰＡＲＧＣ￣１β 表达显著降低ꎬ添加姜黄素可以促进 ＰＰＡＲＧＣ￣１β 的表达ꎮ
ＨＳＰ 通过调节细胞稳态并促进细胞存活而充当分子伴侣ꎬＨＳＰ４０(ＤｎａＪ)是 ＨＳＰ７０ 在调节 ＡＴＰ 水解

中的伴侣[２８]ꎮ 本研究中ꎬＤｎａＪＢ１ 和 ＨＳＰ７０ 蛋白差异表达水平显著升高ꎬ补充姜黄素后 ＤｎａＪＢ１ 和 ＨＳＰ７０
的表达水平与热应激组相比显著减少ꎮ 检测肝脏 ｍＲＮＡ 表达的结果显示 ＤｎａＪＢ１ 和 ＨＳＰ７０ 的变化趋势一

致ꎬＤｎａＪＢ１ 的表达对 ＨＳＰ７０ 具有依赖性ꎮ 据报道ꎬＨＳＰ７０ 蛋白通过肝脏线粒体途径增加ꎬ最终导致细胞

凋亡[２９]ꎮ 本研究结果显示热应激组蛋鸡肝脏的 ＨＳＰ７０ 表达水平与对照组和姜黄素组相比均显著升高ꎬ
这与 ｄａ Ｓｉｌｖａ 等[３０]研究结果一致ꎮ 本研究结果表明添加姜黄素可以调节 ＨＳＰ 相关蛋白的表达ꎬ但其作用

机制还有待进一步研究ꎮ
ＭＡＰＫ 在信号传导的信号程序中起多种功能作用ꎬ导致特定细胞类型的增殖、运动、温度变化和存活

以及各种生理过程[３１]ꎮ 有研究表明 ＭＡＰＫ 可以在热应激下维持细胞的氧化还原稳态[３２]ꎮ 本研究差异蛋

白分析结果显示ꎬ姜黄素组与对照组和热应激组相比ꎬ核因子 κＢ 激酶亚基 β( ＩＫＢＫＢ)的表达在饲喂姜黄

素后显著增加ꎬ其参与 ＮＦ￣κＢ 和 ＭＡＰＫ 信号通路调节ꎮ 参与 ＭＡＰＫ 信号通路调节的相关蛋白还包括 Ｎｉｋ
相关激酶(ＮＲＫ)ꎬ其表达水平与其他 ２ 组比较在姜黄素组显著升高ꎮ 这些结果都提示姜黄素缓解蛋鸡肝

脏氧化应激可能是通过参与 ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 信号通路来实现的ꎮ
脂质代谢是肝脏最重要的代谢过程之一ꎬ正常的脂质代谢与机体健康密切相关ꎮ 肝脏中脂质代谢的

失调可使肝脂肪变性ꎬ导致慢性脂肪性肝炎[３３]ꎮ 本研究结果表明ꎬ热应激组与对照组相比载脂蛋白 Ａ￣１
(ＡＰＯＡ１)表达水平显著升高ꎬ饲喂姜黄素能缓解热应激状态下蛋鸡肝脏载脂蛋白 Ａ￣１ 的表达下调ꎮ 载脂

蛋白 Ａ￣１ 是高密度脂蛋白的主要结构和功能蛋白成分ꎬ主要由肝细胞在肝脏中产生[３４]ꎮ 本研究证明了饲
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喂姜黄素可以有效保护热应激对蛋鸡肝脏脂质代谢的影响ꎮ
综上ꎬ姜黄素可改变蛋鸡肝脏热应激和氧化应激相关蛋白的表达ꎬ本研究相关结果可为探索夏季蛋鸡

肝脏热应激机制提供试验基础ꎬ下一步研究中可通过检测蛋鸡肝脏中上述几种蛋白的表达水平变化ꎬ进一

步敲除编码这些蛋白的基因ꎬ以验证其在热应激及氧化应激过程中发挥的具体作用ꎮ
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２００６(４):３４－３５ꎬ４０( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[１１] Ｌｕｎｄ Ｐ ＪꎬＬｅｈｍａｎ Ｓ ＭꎬＧａｒｃｉａ Ｂ Ａ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｌｏｂａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｙｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ[Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙꎬ
２０１９ꎬ６２６:４７５－４９８.

[１２] Ｃｏｘ ＪꎬＭａｎｎ Ｍ. Ｉｓ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｔｈｅ ｎｅｗ ｇｅｎｏｍｉｃｓ? [Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ２００７ꎬ１３０(３):３９５－３９８.
[１３] Ｓｈｅｎ Ｊ ＱꎬＰａｇａｌａ Ｖ ＲꎬＢｒｅｕｅｒ Ａ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｓｐｅｃｔｒａｌ ｌｉｂｒａｒｙ ｓｅａｒｃｈ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＴＭＴ ｌａｂｅｌｅｄ ＭＳ / ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ

Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１８ꎬ１７(９):３３２５－３３３１.
[１４] Ｄａｙｏｎ ＬꎬＨａｉｎａｒｄ ＡꎬＬｉｃｋｅｒ Ｖꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄｓ ｂｙ ＭＳ / ＭＳ ｕｓｉｎｇ ６￣ｐｌｅｘ ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ[Ｊ] .

Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００８ꎬ８０(８):２９２１－２９３１.
[１５] Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＡꎬＳｃｈäｆｅｒ ＪꎬＫｕｈｎ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇｓ:ａ ｎｏｖｅｌ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ｂｙ

ＭＳ / ＭＳ[Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００３ꎬ７５(８):１８９５－１９０４.
[１６] Ｍａ ＤꎬＬｉｕ ＱꎬＺｈａｎｇ Ｍꎬｅｔ ａｌ. ｉＴＲＡＱ￣ｂａｓｅｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｒｅｖｅａｌｓ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｐａｔｈｗａｙｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒｓ(Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ)[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ２０１９ꎬ１９６:１１－２１.
[１７] Ｂａｓｓｏｌｓ ＡꎬＴｕｒｋ ＲꎬＲｏｎｃａｄａ Ｐ. Ａ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ:ｆｒｏｍ ａｎｉｍａｌ ｗｅｌｆａｒｅ ｔｏ ｆｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ[Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＆ Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１４ꎬ１５(２):

１５６－１６８.
[１８] Ｌｉｕ Ｍ ＪꎬＬｕ Ｙ ＬꎬＧａｏ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｌａｙｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅꎬｅｇｇ ｑｕａｌｉｔｙꎬｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｈｏｒｍｏｎｅｓꎬａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｈｅａｔ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ

ｈｅｎｓ[Ｊ] . Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２０ꎬ９９(４):２１９６－２２０２.
[１９] Ｂｉａｎｃｏｔｔｏ ＧꎬＢｏｖｏ ＤꎬＭａｓｔｒｏｒｉｌｌｉ Ｅꎬｅｔ ａｌ. ＴＭＴ￣ｂａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｌｉｖｅｒ ｕｎｄｅｒｓｃｏｒｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ａｎａｂｏｌｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ[Ｊ] .

Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ２０１９ꎬ１９(９):ｅ１８００４２２.
[２０] Ｘｉａｏ ＳꎬＬｉｕ Ｌ ＴꎬＺｈａｎｇ Ｙ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇ￣ｂａｓｅｄ(ＴＭＴ)ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｆｉｎｅ ｒｏｏｔｓ ｔｏ ｄｒｏｕｇｈｔ

ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ.)[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ２０(１):３２８.
[２１] Ｗｕ ＪꎬＷａｎｇ Ｙ Ｐꎬ Ｊｉａｎｇ Ｚ. Ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＴＭＴ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍ ａｕｔｏｉｎｄｕｃｅｒ￣２ ｔｒｅａｔｅｄ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ２０２０ꎬ１７(２):１７５－１８５.
[２２] Ｈｕｂｂａｒｄ Ａ ＨꎬＺｈａｎｇ Ｘ ＫꎬＪａｓｔｒｅｂｓｋｉ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ:ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎｄ
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ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ２０１９ꎬ２０(１):５０２.
[２３] Ｌｉｕ Ｚ ＰꎬＧｕ Ｗ ＢꎬＴｕ Ｄ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｏｔｈ ｃｏｌｄ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｇｉａｎｔ ｓｐｉｎｙ ｆｒｏｇ(Ｑｕａｓｉｐａａ ｓｐｉｎｏｓａ):ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ

ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ２２１(２１):ｊｅｂ１８６３７９.
[２４] Ｃｏｒｒｅａ ＦꎬＢｕｅｌｎａ￣Ｃｈｏｎｔａｌ ＭꎬＨｅｒｎ􀅡ｎｄｅｚ￣Ｒｅｓéｎｄｉｚ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ｃａｒｄｉａｃ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ[Ｊ] .

Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ＆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０１３ꎬ６１:１１９－１２９.
[２５] Ｗｕ ＪꎬＩｂｔｉｓｈａｍ ＦꎬＮｉｕ Ｙ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｅａｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＭＡＰＫ￣Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ

ｃｈｉｃｋｅｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ７９:１１２－１１９.
[２６] 赵菊芬ꎬ马荣ꎬ曹佳ꎬ等. 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 １β 对乳腺癌干细胞干性表达的调控[ Ｊ] . 中国组织工程研究ꎬ

２０２３ꎬ２７(１):５９－６５.
Ｚｈａｏ Ｊ ＦꎬＭａ ＲꎬＣａｏ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １ ｂｅｔａ ｏｎ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２３ꎬ２７(１):５９－６５( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２７] 牟芳. 鸡 ＡＤＲＡ１Ｂ 和 ＰＰＡＲＧＣ１Ｂ 基因在卵泡中的时空表达及其新 ＳＮＰｓ 对产蛋性状的遗传效应[Ｄ] . 长春:吉林农业大学ꎬ２０１６.
Ｍｕ Ｆ. Ｔｈｅ ｔｅｍｐｏｒａｌ￣ｓｐａｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＤＲＡ１Ｂ ａｎｄ ＰＰＡＲＧＣ１Ｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｎｏｖｅｌ ＳＮＰｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｇｇ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ ｈｅｎｓ[Ｄ] . Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ:Ｊｉｌｉｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０１６( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２８] Ｃｈｅｎ ＴꎬＬｉｎ Ｔ ＨꎬＬｉ Ｈ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ４０(ＨＳＰ４０) ｉｎ Ｐａｃｉｆｉｃ ｗｈｉｔｅ ｓｈｒｉｍｐ( Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ):ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｔｉｓｓｕｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｎｔｏｇｅｎｙꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ａｃｉｄｉｔｙ / ａｌｋａｌｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ Ｊ] .
Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ９:１７８４.

[２９] Ｌｏｎｄｅｒｏé ＰꎬＢｒｅｓｓａｎ Ｃ ＡꎬＰêｓ Ｔ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｕｔｉｎ￣ａｄｄｅｄ ｄｉｅｔ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｔｆｉｓｈ ｌｉｖｅｒ ａｇａｉｎｓｔ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｏｍｐａ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｐａｒｔ Ｃ:Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ２３９:１０８８４８.

[３０] ｄａ Ｓｉｌｖａ Ｌ ＳꎬＣａｔａｌãｏ Ｃ Ｈ ＲꎬＦｅｌｉｐｐｏｔｔｉ Ｔ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｅｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ５５(１):２６９－２７６.
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