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摘要! 为研究罗非鱼感染无乳链球菌前后肝脏组织蛋白质的表达变化$ 本研究以吉富罗非鱼

为材料!采用双向电泳技术分析其在无乳链球菌感染胁迫下 29 A%9: =199 A%12 F 与对照组

"未感染#肝脏组织蛋白质组的变化!对差异表达蛋白进行质谱分析鉴定$ 结果显示'吉富罗

非鱼在无乳链球菌胁迫下!/ 个实验组的蛋白质图谱与对照组相比存在显著差异!共有 /3 个

蛋白质点发生显著改变!其中 1/ 个表达上调!17 个下调!2 个蛋白质点在感染 12 F 后消失$

通过Q&'2)7G"(5G"(9:33 质谱分析和数据库检索对这些蛋白质进行了功能分类!发现它们

涉及到能量代谢%细胞防御与应激%消化免疫%抗氧化与排毒等许多方面$ 推测这些蛋白质可

能在吉富罗非鱼对无乳链球菌胁迫的抗性反应中发挥了重要作用$ 研究结果为无乳链球菌疫

苗的研制及吉富罗非鱼抗病品种选育奠定了基础$

关键词! 吉富罗非鱼& 无乳链球菌& 蛋白质组学& 双向电泳

中图分类号! *89119244444444444文献标志码'&

44无乳链球菌 # F/#(5/%&%&&-),9,.,&/$,($是一

种革兰氏阳性菌"广泛分布在自然界中"也是一种

全球性的传染性病原菌
)1*

( 近年来"随着罗非鱼

养殖业发展"不少养殖户盲目追求养殖密度"造成

罗非鱼病害频发"其中无乳链球菌病危害最严重(

23380231/ 年无乳链球菌病在我国罗非鱼主产

区大面积暴发流行"发病死亡率逐年上升
)2*

"给

养殖户造成了重大的经济损失"严重影响了罗非

鱼养殖业的健康持续发展
)/*

( 为此"研究无乳链

球菌对罗非鱼的致病机理"实现对无乳链球菌病

的有效防控"已成为罗非鱼育种工作者的首要

任务(

蛋白质组学# IM/N3/<>4D$是生命科学研究领

域中的一门新兴学科
)9*

"蛋白质是动物组织和细

胞赖以生存的各种代谢和调控途径的主要执行

者"目前已成为后基因组时代研究生命科学最有

效研究手段
)7*

( 双向电泳技术 #NW/7F><3BD>/B=0

3034NM/IA/M3D>D"272,$是蛋白质组学研究中的关

键技术之一
)6 50*

( 其原理是依据蛋白质的等电点

进行第一项的等电聚焦和依据分子量的不同进行

*2*76&8,凝胶电泳"通过 2 次方向垂直的电泳"

将样品中的不同蛋白呈点状分离( 目前蛋白质组

学已在水产动物育种中开展了一系列研究"

$=NN=B=M/[I/BC 等
):*

用黄头病毒感染凡纳滨对虾

#<$/%5(*,(-)D,**,8($$"发现 *-67钙结合蛋白在

病毒感染对虾的免疫应答中起着重要作用"KE

等
)8*

在大黄鱼 #<,#$8$&'/'A)&#%&(,$脾脏中发现

了若干与免疫应答及炎症调节相关蛋白( 目前国

内对罗非鱼链球菌病的研究主要集中在流行病学

分析
)13 511*

+病理学变化
)12*

+菌株分型
)2"1/*

+疫苗

研制
)19*

及抗病相关基因表达
)17*

等方面"在蛋白

质组水平的研究报道甚少( 本研究采用双向电泳

技 术 研 究 吉 富 罗 非 鱼 # 8)(G E#(%&'#%8$)

*$.%/$&-)$在无乳链球菌感染胁迫过程中肝脏蛋白
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各个感染时期#未感染 3 A+感染 29 A+感染 9: =

199 A 和感染 12 F$的表达变化"以期探讨吉富罗

非鱼对无乳链球菌感染的应答模式"从蛋白质水

平寻找出与吉富罗非鱼抗无乳链球菌病性状相关

的生物标记物"为进一步研究无乳链球菌与宿主

的相互作用机制+无乳链球菌疫苗的研制及吉富

罗非鱼抗病品种选育奠定了基础(

14材料与方法

'(')实验材料

实验用吉富罗非鱼取自广西南宁国家级罗非

鱼良种场的全同胞家系( 选择健康无伤的吉富罗

非鱼 93 尾"体质量 :31/ =11317 C"随机分为 2 组

进行饲养实验"一组为无乳链球菌感染实验组"另

一组为未感染对照组"暂养 13 F 后用于感染实

验( 无乳链球菌感染方法及剂量参照前期数

据
)16*

( 在进行无乳链球菌感染后"前 6 F 每 29 A

取一次样"最后于感染 12 F 后再取一次样"每次

取 7 个样"在冰上进行活体解剖后取肝脏组织"放

入冻存管称重"液氮冻存带回实验室 5:3 P保存

备用( 将随机取得的样本分为 9 组!#1$未感染

组+#2$感染 29 A 组+#/$感染 9: =199 A 组和#9$

感染 12 F 组( 无乳链球菌菌株#82331$由广西

水产科学研究院鱼病防治研究室提供(

'(;)蛋白样品的制备及定量

分别将 9 组肝脏组织用 69*缓冲液清洗干

净后"混合剪碎"放入研钵中加入适量液氮进行研

磨"直至肝脏组织被研磨至粉末状即可( 快速称

取 311 C 加入 1 <'裂解液#0 </05'尿素+2 </05

'硫脲+9J#KPM$-+&6*+1J 2GG$中( 待以上

操作完成后"将管内的溶液震荡混匀"9 P放置 63

<>B"期间每 17 <>B 颠倒混匀 /3 D( 19 333 >C

#9 P$高速离心 63 <>B( 取上清后用丙酮沉淀"

加入适量的水化液 # 0 </05'尿素+9J #KPM$

-+&6*$于 9 P进行溶解后"用于 9M=FO/MF 法测

定蛋白质浓度"并用 Q>B>*2*76&8,凝胶检测所

提取的蛋白质"将样品分装 5:3 P保存备用(

'(<)双向电泳分离

第一向 等电聚焦 !),("44选择 I+ 9 =0"

29 4<的 )68胶条"在蛋白质裂解液中加入适量

水化液+)689EOO3M和 2GG"混合均匀后总上样体

积达 973

!

'( 将上述总蛋白质样品放入标准型

胶条槽中")68胶条胶面朝下覆盖住样品混合液"

避免产生气泡( 后在胶条上方加一层 )<</H>0>B3

2M?*NM>I 矿物油防止溶液挥发( 按照如下程序进

行等电聚焦!/3 .6 A+63 .6 A+233 .1 A+733 .

1 A+1 333 .1 A+: 333 .1 A+:3 333 .13 A+1 333

.13 A( 极限电流为 23

!

&5C30'等电聚焦温度为

恒温 23 P( 等电聚焦完成后"将取出 )68的胶条

用滤纸蘸去胶条背面的矿物油和多余的样品"先

后放入事先准备好平衡液
&

#尿素 6 </05'"*2*

2J#KPM$"117 </05'GM>D7+-0# I+ :1:$"甘油

/3J#MPM$"1J 2GG$+平衡液
%

#9J )&&代替

1J 2GG$的平衡盘中"分别平衡 1/ <>B( 让胶条

的背面紧贴平衡盘"不要破坏胶面(

第二向 十二烷基硫酸钠 5聚丙烯酰胺凝胶

电泳!*2*76&8,"44实验所用的分离胶浓度为

1213J+厚度为 1 <<"将胶条用电泳缓冲液

#/132J GM>D7+-0"19192J甘氨酸"1J *2*$润洗

后转移至凝胶上方"并排尽气泡"使胶条与胶面接

触完好"然后用含有溴酚蓝的琼脂糖溶液封胶面"

待琼脂糖凝固即可进行 *2*76&8,电泳( 以恒

流 17 <&5C30电 泳 23 <>B 后" 增 大 电 流 至

27 <&5C30"待溴酚蓝指示剂到达底部边缘时电泳

结束(

'(C)凝胶染色"扫描及图像分析

凝胶染色采用 K=B

)10*

等提供的银染方法"脱

色后的凝胶用 )<=C3*4=BB3M扫描仪扫描"并用

)<=C3Q=DN3M2260=N>BE<软件进行图像分析( 将

光密度值差异 2 倍以上视为差异蛋白点(

'(D)差异蛋白质点的酶解及质谱鉴定

切取凝胶上差异蛋白质点"对蛋白质点进行漂

洗+脱色+酶解后"采用&9)公司的串联飞行时间质

谱仪 #Q&'2)7G"(5G"(9:33$进行分析( 通过

Q=D4/N程序搜索一级和二级肽指纹图谱信息"使

用数据库为 %-9)BM库"当蛋白质评分大于 63 分及

蛋白质评分阈值大于 87 分时结果有意义(

24结果

;(')吉富罗非鱼感染无乳链球菌前后不同时期

肝脏组织蛋白质表达变化

吉富罗非鱼感染无乳链球菌前后不同时期肝

脏组织的蛋白质双向电泳图谱如图 1 所示"从左

至右等电点递增"从下往上分子质量递增( 通过

对无乳链球菌感染胁迫之后不同时段的双向电泳

图谱与正常对照组的比较"在 I+913 =013 的范

22:1
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围内分别获取到 #70/ @10$"#786 @13$"#7:9 @

12$和 # 767 @26 $ 个蛋白质点( 对照组与感染

29 A组+感染 9: =199 A 组和感染 12 F 组的蛋白

匹配率分别为 781/7J"76129J和 63111J( 实

验组的蛋白质点分散较为明显"蛋白质表达量有

增加的趋势"主要分布在 I+713 =613 区域"表明

吉富罗非鱼肝脏蛋白质种类大部分属于弱酸性

蛋白(

在无乳链球菌感染胁迫后蛋白表达量发生了

显著的变化"分析差异得到 /3 个差异表达蛋白质

斑点"其中有 1/ 个点蛋白质表达上调'17 个点蛋

白质表达下调'2 个点蛋白质表达消失 #2 号+19

号差异点在感染 12 F 时消失$( 经质谱鉴定后"

链球菌感染后鉴定的差异蛋白质点有一些是相互

对应的"也有发生变化的点"其表达变化规律如表

1 所列(

图 ')链球菌胁迫下吉富罗非鱼肝脏蛋白质组双向电泳图比较

11对照组"21感染 29 A 组"/1感染 9: =199 A 组"91感染 12 F 组

;代表下调"*代表上调

-./('); $̂+.09/781G56137.48#10596.8148.42.K761GVQ->3.295.9 A4:76D8"'98$%$%%;(:E:A:%8#:'836788

114/BNM/0CM/EI"213@I3M><3BN=0CM/EI 29 A"/13@I3M><3BN=0CM/EI 9:7199 A"913@I3M><3BN=0CM/EI 12 F

;DA/WDEI 5M3CE0=N3F 3@IM3DD>/B =BF *DA/WDF/WB7M3CE0=N3F 3@IM3DD>/B

/2:1
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;(;)对部分差异蛋白质点进行统计分析

为了消除因上样量不同对 9 个时期图谱比较

造成的影响"本研究采用了 ./0J #占总蛋白百

分比$概念( 同时为了排除肝脏组织蛋白质点过

多对 ./0J准确度的影响"从 /3 个差异表达蛋白

质点中选择 *1+;2+;/+;9+;11+*12+*26+*20 共

: 个蛋白质点进行局部放大图谱#图 2$( 根据各

个蛋白质点的 ./0J值计算每个样品表达量的变

化倍数#O/0F$"为减少系统误差"每个样品重复 /

次"对数据进行统计分析( 从图 / 中可看出"将感

染后各个时期与对照组相比较"*1+;2 号蛋白质

点在感染 29 A 组和感染 9: =199 A 组表达量的变

化倍数呈现极显著相关#!<3131$';11 号蛋白

质点在感染 12 F 组表达量的变化倍数呈现极显

著相关#!<3131$';/+;9 及 *26 号蛋白质点表

达量的变化倍数呈现显著相关#!<3137$(

图 ;)\ 个差异表达蛋白点的局部放大图谱

11对照组"21感染 29 A 组"/1感染 9: =199 A 组"91感染 12 F 组

-./(;)+./F3:.GG76743.927L56788.1456137.4821#929052.G.7:

114/BNM/0CM/EI"213@I3M><3BN=0CM/EI 29 A"/13@I3M><3BN=0CM/EI 9:7199 A"913@I3M><3BN=0CM/EI 12 F

图 <)肝脏双向电泳部分切割图比较

%

"

&表示差异显著#!<3137$ "%

""

&表示差异极显著#!<3131$

-./(<)*10596.8141G5963.92; $̂+09581G2.K76

%

"

&D>CB>O>4=BNF>OO3M3B43#!<3137$ "%

""

& S3M? D>CB>O>4=BNF>OO3M3B43#!<3131$

;(<)对表达差异蛋白质点进行质谱鉴定

对吉富罗非鱼感染无乳链球菌后肝脏组织表

达显著差异的 /3 个蛋白质点进行质谱分析"其蛋

白名称和相关特性见表 1( 由 #B>IM/N和 83B3

"BN/0/C? 等数据库中查找显著差异表达的蛋白质

功能( /3 个蛋白质经生物信息学分析结果见图

9( 这些蛋白点在吉富罗非鱼感染无乳链球菌的

抗性反应中起到了重要的作用(

/4讨论

蛋白质作为生物体生理功能的执行者和生命

活动的直接体现者"几乎所有的生理+病理+环境

因子及药剂的作用都直接依赖于蛋白质"相应的

生物体内蛋白质的表达也随之发生变化"对生物

体在不同的生理或病理条件下的蛋白质表达变化

规律研究可揭示某些生物学现象
)1:*

( 本研究运

用双向电泳技术结合质谱鉴定分析了吉富罗非鱼

感染无乳链球菌前后肝脏组织的蛋白质表达变

化"发现共有 /3 个蛋白质点表达发生了显著的改

变"1/ 个蛋白质点在无乳链球菌感染后出现不同

程度上调"17 个下调"2 个蛋白质点在感染 12 F

后消失( 这些差异蛋白质主要与消化免疫+细胞

92:1
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能量代谢+肌纤维调节及细胞骨架+细胞防御与应

激及抗氧化与解毒等功能相关( 研究结果有助于

揭示吉富罗非鱼对无乳链球菌的应答机制"也为

发现抗性生物标记物和抗病育种打下实验基础(

表 ')链球菌胁迫下吉富罗非鱼肝脏差异蛋白质点质谱鉴定结果

>9?(')=6137.4:.GG7674#78.42.K761GVQ->>.295.9 A4:76D8"'98$%$%%;(:E:A:%8#:'836788

蛋白编号

IM/N3>B

B/1

搜库编号

%-9)

=443DD>/B B/1

蛋白名称及来源物种

IM/N3>B B=<3=BF DI34>3D

分子量# UE$ 5

等电点

QX# UE$ 5I)

蛋白得分

IM/N3>B

D4/M3

4300E=MF3O3BD3=BF DNM3DD

*12 C>E903:7007 0: U2=C0E4/D37M3CE0=N3F IM/N3>B)6,*$% #(#$%* 011857139 262

;9 C>E20:3/7:9 A3=NDA/4U IM/N3>B CI86)"5/,/#(/-))/%-/$$* 83105910/ 169
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图 C)吉富罗非鱼感染无乳链球菌后肝脏组织

显著差异表达蛋白的生物学功能分类

-./(C)&492J8.81G8./4.G.#9432J 7L567887:56137.48

9##16:.4/ 31 3F7.6?.121/.#92561#788

44肝脏是动物机体合成蛋白质的重要器官"对外

界环境的变化非常敏感"一旦动物机体受到外界环

境因素的应激"肝脏蛋白质的表达就受到一定的影

响( 本研究解剖感染无乳链球菌后的吉富罗非鱼"

发现感染后 / 个时期的肝脏组织均出现明显的出

血肿大"有的出现坏死灶( 结合质谱鉴定结果"在

感染无乳链球菌 29 =199 A 组中发现"吉富罗非鱼

肝脏组织内细胞的 &G6合成酶等相关蛋白质表达

变化明显"可能与能量代谢增强后减弱无乳链球菌

对肝脏的感染力有关"说明肝脏在吉富罗非鱼合成

及分解代谢生物学过程中的重要地位( 本研究结

果与 '>=BC 等
)18*

研究 X**.感染南美白对虾

#!(*,(-)D,**,8($$的结果相近( 同时在这 2 个时

期也检测到与能量代谢密切相关的醛脱氢酶及葡

萄糖磷酸变位酶出现下调"与 ;>/BC 等
)23*

研究斑

马鱼#6,*$% #(#$%$感染传染性脾肾坏死病毒相一

致( 这可能是由于细菌侵入时"机体为了保持体内

的能量供应而出现免疫的现象(

在吉富罗非鱼感染无乳链球菌后"出现较多的

细胞骨架肌纤维调节蛋白表达发生变化"这些蛋白

表现出较强的肌纤维特异性"并随着肌纤维的发育

而变化( 肌球蛋白是一个超级家族"是一种多功能

肌动蛋白"为肌肉收缩提供动力'一些传统的肌球

蛋白在细胞粘附+为吞噬小体的形成和发生吞噬作

用时传输提供能量都具有重要意义
)21*

( 本研究鉴

定出多个不同的蛋白质点均为肌动蛋白或其他肌

动蛋白亚型( 在感染时期之所以出现这样的变化"

有可能是在感染初期"机体突然受到细菌的入侵而

出现的肌纤维调节应答反应"在感染末期"机体已

经适应和耐受了外源细菌的入侵"这些细胞骨架蛋

白就会维持肌纤维的完整+肌节排列及细胞膜等结

构( 推测出这些肌纤维调节蛋白在罗非鱼抗无乳

链球菌的过程中发挥重要的作用"为肌肉收缩+细

胞物质运输和细胞分裂等提供动力(

分子伴侣是一类重要蛋白"主要功能是促进

新生蛋白的正确折叠"而且分子伴侣介导的应激

反应是生命活动中重要的一部分
)22*

( 热休克蛋

白#+*6D$也称应激反应蛋白"是一类重要的分子

伴侣蛋白"具有重要的细胞功能"能维持细胞内环

境动态平衡"在生物体的生长+发育+进化以及对

机体生理状态的保持和病理修复中都发挥着重要

的作用( 本研究发现无乳链球菌感染 29 A 后鉴

定出的内质网应激反应蛋白葡萄糖调节蛋白 0:

#0: U2=C0E4/D37M3CE0=N3F IM/N3>B"8$60:$是属于

热休克蛋白家族
)2/*

( 这类蛋白在机体感染 9: =

199 A 内表达较为明显"可以推断出在感染初期和

中期"机体由于受到细菌入侵而出现一系列应激

反应( 同时"在无乳链球菌的感染实验时发现"感

染后的水温比感染前高 / =7 P"但在感染 12 F

后水温有逐渐恢复为感染前的趋势( 这也表明无

乳链球菌感染后导致吉富罗非鱼肝脏新陈代谢活

动加强(

在鉴定的质谱结果中"有 2 类蛋白质与免疫

有关" 分 别 是 %--$671 # %-- M343IN/M1 0>U3

IM/N3>B$受体蛋白和胰蛋白 #NM?ID>B$( 细菌感染

后"这 2 种蛋白质表达明显下调"推测可能在受到

无乳链球菌感染后机体的免疫力下降( 其中胰蛋

白酶不仅在碳水化合物及蛋白质消化中起重要作

用"还在免疫反应中起作用( 胰蛋白酶是丝氨酸

蛋白酶家族的重要成员"是动物消化蛋白质的重

要酶类
)29*

"主要来源于鱼类的肝胰脏+肠道和幽

门盲囊"在鱼类消化+生长速率和仔鱼的成活率方

面都有着重要的作用
)27*

( 有学者提出血溶性路

线是链球菌感染传播的主要途径"通过血液循环

破坏肝+肾+脾等器官引发全身性出血"所以造成

罗非鱼的抗病力和抗逆力下降
)26*

( 本研究发现

这类蛋白在无乳链球菌感染后表达下调及消失"

可能反应了吉富罗非鱼免疫体系的破坏"在感染

X**.的中国明对虾#4(**(#%5(*,(-)&'$*(*)$)$

的肝脏组织蛋白及斑节对虾#!(*,(-)8%*%?%*$

胃组织蛋白质组学研究中"也有相似的研究结

果
)20*

( %--$671 受体 蛋 白 是 自 然 杀 伤 细 胞
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#%R$进化上的前体细胞"在鱼类中被称作非特

异性细胞毒性细胞 # B/B7DI34>O>44?N/N/@>44300"

%--$的受体之一"它在体内负责帮助 %--细胞

识别各种靶细胞
)2: 528*

( 本实验中发现 %--$671

经无乳链球菌诱导后 29 A =12 F 内表达下调"说

明在鱼类中链球菌的诱导抑制激活 %--细胞这

一途径( 应激对鱼体免疫细胞活性的影响是相当

复杂的"其详细机理还有待进一步研究(

综上所述"本研究分析了吉富罗非鱼感染无

乳链球菌前后 9 个时期肝脏组织蛋白质组的表达

变化"表达差异较大的主要是消化免疫蛋白+能量

代谢蛋白和应激蛋白"其表达变化规律在一定程

度上呈现了机体免疫反应"研究结果为进一步研

究无乳链球菌与宿主的相互作用机制+无乳链球

菌疫苗的研制及吉富罗非鱼抗病品种选育奠定了

基础( 但是"要了解各蛋白质在无乳链球菌感染

过程中的作用机制"则需要对各个蛋白质进行深

入功能分析和验证"下一步研究将合成免疫相关

的蛋白质"并验证其生物学功能"对其所在的蛋白

质调控通路做深入分析(
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