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大黄鱼肝脏免疫保护蛋白的鉴定 
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摘要: 本研究以大黄鱼(Larimichthys crocea)肝脏为研究对象, 采用比较蛋白质组学技术分析大黄鱼免

疫保护后蛋白表达水平的变化。结果发现, 对照组和免疫保护组中共有 20 个表达水平差异显著的蛋白

点, 经MALDI-TOF-MS分析, 获得 18个差异蛋白点肽质量指纹图谱(peptide mass fingerprint, PMF), 通

过数据库查询, 与免疫型受体、新型抗原受体等蛋白具有高度同源性。在此基础之上, 进一步选取 4

个蛋白差异点(1、10、14 和 18 号)进行 Westen blot 验证。结果表明, 该 4 个蛋白差异点可以与所制备

的抗体发生特异性的结合, 且变化趋势与蛋白质组学分析结果一致。由此推测, 免疫型受体等 18 个蛋

白应该与大黄鱼免疫保护密切相关, 所获研究结果为揭示大黄鱼免疫保护机理奠定了良好的基础。  
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大黄鱼(Larimichthys crocea)是中国近海主要经

济鱼类 , 随着人工养殖规模扩大 , 其病害问题也频

繁爆发[1]。鉴于此, 学者们对大黄鱼的防病抗病机制

进行了广泛而深入的研究。然而迄今, 对大黄鱼的研

究大多集中在基因结构和功能分析[2-3]、鱼类营养配

置[4-6]、优良品种选育[7-9]和相关病原体鉴定[10-11]上, 

但对大黄鱼自身免疫抗病机制中的免疫保护蛋白相

关研究鲜见报道, 还有待进一步研究。 

值得关注的是 , 近些年 , 人们在水生生物体内

发现了一些有意义的免疫保护蛋白。如 Myron 等[12]

在斑点叉尾 (Ictalurus punctatus)白细胞上找到一种

免疫型受体, 此受体控制着包括吞噬作用在内的各

种先天免疫细胞效应反应。章跃陵等[13]通过体外细

菌感染凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)后 , 从虾

的肝胰脏中鉴定出血蓝蛋白(其由分子量分别是 75 

kDa和 73 kDa两个不同亚基组成)是一种免疫保护蛋

白, 最新研究[14]进一步证实血蓝蛋白具有显著的抑

菌作用。为此, 本研究利用比较蛋白质组学技术探索

大黄鱼肝脏免疫保护蛋白, 为深入了解大黄鱼自身

免疫抗病机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  大黄鱼养殖与人工感染 

因实验周期长达一个多月, 在实验室环境下大黄

鱼难以饲养。本研究的大黄鱼是在厦门海面废弃的鱼

排进行分组处理, 挑选大小一致(250 g/尾)外表健康

无伤的大黄鱼共 40 条平均分成两组, 即免疫保护组

和对照组大黄鱼各 20尾分别投放于两个长宽深 1 m× 

1 m×1.5m的小网箱内, 隔日用同种饲料等量喂养。实

验期间海水水温为 26.1~27.6℃, pH为 7.95~8.12。  

作者先前利用 0.5%福尔马林 4℃灭活法制备三

联疫苗并通过腹腔注射方式免疫大黄鱼取得初步成

效[15]。本研究用同样方法制备三联疫苗后, 对疫苗保

护组大黄鱼通过腹腔注射方式进行免疫保护, 实验

期间共进行 3 次免疫, 第一次免疫与第二次免疫相

隔 14 d, 第二次免疫与第三次免疫相隔 10 d, 第三次

免疫完后再过 7 d用相应的 3种混合活菌(副溶血弧菌

(Vibrio parahaemolyticus)、嗜水气单胞菌(Aeromonas 

hydrophila)以及溶藻弧菌(V. alginolyticus))腹腔注射

攻击, 3种活菌浓度均为 2×109 cfu/mL, 0.2 mL/尾。

实验期间对照组同步 3 次腹腔注射无菌生理盐水后, 

用上述 3种活菌同剂量腹腔注射攻击。 

1.2  样品收集处理 

免疫保护组中, 收集活菌攻击一周后仍存活的
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17 尾大黄鱼的肝脏样品。对照组中, 收集活菌攻击

后一周内濒临死亡(指鱼体倒翻并漂浮水面状态下)共

19 尾大黄鱼的肝脏样品。所有肝脏样品取自每条鱼的

相同位置。用于大黄鱼肝脏样品裂解液配方: 8.0 mol/L

尿素, 1% Triton X-100, 2.0 mol/L硫脲, 0.125%SDS, 

4%β-巯基乙醇, Tris缓冲液 40 mmol/L, 1%两性电解

质。肝脏样品处理方法: 疫苗保护组每条鱼取 100 mg

肝脏样品混合后, 按质量比 1︰4 加入上述裂解液, 

先用匀浆器匀浆, 再剧烈搅拌裂解, 充分溶解后, 4℃

10 000 g离心 20 min收集上清备用。对照组肝脏样

品处理方式与疫苗保护组一样。 

1.3  双向电泳 

两组样品通过常规的双向电泳进行分离, 每管

取 10 μL上清液直接上样进行双向电泳。第一向等电

聚焦电泳, pH范围 3.5~10, 预电泳电压 200 V, 15 min; 

300 V, 30 min; 400 V, 60 min。正式电泳电压 400 V, 

18 h。样品在等电聚焦电泳分离的基础上, 再通过十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
进一步分离, 分离胶浓度为 13%, 分离胶电压为 120 V。

疫苗保护组和对照组的肝脏样品在双向电泳时都是

在同一套电泳装置上同时进行的。电泳结束后分离

胶用浓度为 1%的考马斯亮蓝 R-250 进行染色, 用甲

醇-醋酸脱色液脱色后扫描保存, 再用双向凝胶分析

软件 Melanie进行差异点分析。 

1.4  差异点 PMF 分析和数据库检索 

对差异点采用基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱(matrix-assisted laser desorption ionization time- 

of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)进行肽

质量指纹图谱(peptide mass fingerprint, PMF)分析。

差异点质谱样品使用德国 ReFlexTM III MALDI-TOF

质谱仪进行分析, 质谱仪参数设定与大黄鱼血清蛋

白差异点质谱一样[16]。 

通过网站(http://www.expasy.org/tools /peptident. 

Html)对各差异点 PMF数据进行匹配查询。查询条件

参数设定为: PMF中的肽片段质量控制在 800~3 500, 

表观 PI值为正负 2, 表观Mw的误差为正负 30%, 肽

片段分子量最大容许误差范围为正负 100×106, 每个

肽链允许有 1 个不完全裂解位点, 最少匹配肽片段

数规定为 4, 离子选择[M+H]+和 monoisotopic, 物种

来源选择 other Vertebrata, 数据库选择 Swiss-Prot 

and TrEMBL, 半胱胺酸用碘乙酰胺处理。 

1.5  差异点抗体制备和 Western-blot 分析 

收集 1号、10号、14号、18号蛋白差异点切成

碎片 , 反复冻融 , 与相同体积完全佐剂(0.3 mg/mL

卡介苗, 羊毛脂︰石蜡油 =1︰3, v/v)混合, 先用注

射器反复挤压, 再超声处理 2 min后直接皮下注射免

疫小鼠, 剂量为 0.2 mL/只。每只小鼠先后进行 3次

注射免疫, 第三次注射免疫后过 5 d收集小鼠血清作

为一抗。 

Western blot检测肝脏样品中相应蛋白的表达变

化情况。对照组和疫苗保护组样品进行 SDS-PAGE 

(其中浓缩胶浓度 5%, 分离胶浓度 13%; 浓缩胶电压

80 V, 分离胶电压 120 V)后, 电转移至 PVDF膜, 先

后与鼠源血清一抗(1︰200, 室温孵育 2 h)、兔抗鼠

二抗 IgG-HRP(购自 SouthernBiotech, 1︰500, 室温

孵育 1 h)孵育, 最后加底物二氨基联苯胺(Diamino-

benzidine, DAB)进行显色。 

2  结果与分析 

2.1  大黄鱼疫苗保护组与对照组肝脏 2D- 
PAGE 图谱比较分析 

在相同的电泳条件和电泳装置下, 获得对照组

和疫苗保护组肝脏样品各自 2DE图谱, 见图 1。两组

图谱模式一致可进行对比分析。在两图谱相同位置

共找到 20个显著差异点。这些差异点在图 1中分别

用箭头和数字标出。图 2 是肝脏 2DE 图谱切割图比

较, 旁边图是用 2D 凝胶分析软件 Melanie 对这些差

异点做相对定量比较。其中, 1是对照组, 2是疫苗保

护组, 1、2上方的数值是各差异点的具体数值。这

20 个差异点中, 疫苗保护组中新增的点编号为: 9, 

11, 14, 17, 19; 疫苗保护组中消失的点编号为: 1, 4, 

6, 7; 疫苗保护组中表达上调的点编号为: 5, 10, 12, 

13, 16, 18, 20; 疫苗保护组中表达下调的点编号为: 

2, 3, 8, 15。 

2.2  差异点 PMF 分析和数据库检索结果 

如表 1 所示, 对 20 个显著的差异点采用基质辅

助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)进

行肽质量指纹图谱(PMF)分析, 共得到 18 个差异点

的肽质量指纹图谱。18 个差异点的肽指纹图谱信息

用 PepIdent软件在 Swiss-Prot and TrEMBL数据库进

行检索, 发现其与与免疫型受体、新型抗原受体等蛋

白具有高度同源性。对这些同源蛋白进行归类, 其中

属于调控蛋白类差异点有 5 个(6 号、9 号、12 号、 
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图 1  大黄鱼免疫保护组和对照组肝脏 2-DE图谱比较分析(pH 3.5~10) 

Fig. 1  Comparative analysis of 2-DE maps between control group (above left) and vaccine protection group (above right) in the 
liver of L. crocea (pH 3.5~10) 
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图 2  大黄鱼肝脏 2-DE局部图比较分析(箭头所示为差异点, 左为对照组, 右为疫苗保护组) 

Fig. 2  Comparative analysis of partial 2-DE maps in the liver of L. crocea (The arrows show the different spots, left as the 
control group and right as the vaccine protection group) 

 

15 号、16 号), 代谢酶类 5 个(1 号、5 号、8 号、19

号、20号), 核蛋白 3个(2号、3号、10号), 免疫相

关类蛋白 2 个(13 号、18 号), 细胞外基质糖蛋白 1

个(11号), 其他功能未知蛋白 2个(4号、14号)。 

2.3  部分差异点的 Western blot 验证结果 

在上述研究基础之上, 为了进一步鉴定差异点

变化规律, 选取对照组中 1号点, 免疫保护组中新增

的 14 号点以及表达上调的 10 号和 18 号点。除 18

号分子量未知外, 1号、10号、14号分子量分别约是

69.5、48.9和 35.2 kDa(表 1)。4个差异点的 Western 

blot验证结果见图 3。结果发现, 这 4个差异点的分

子量和相对蛋白质浓度信息与图 3 中抗体显示的条

带与对应的蛋白点的分子量位置相符, 4个差异点的

条带浓度变化与双向电泳图谱一致。图 3中 10号差

异点对照组出现 2 条反应条带, 推测下方的条带可

能是该蛋白的降解产物。 

3  讨论 

肝脏是生物体最重要的代谢器官, 不同的生理

或病理状态下, 肝脏合成和分泌的蛋白质存在较大

差异。近些年, 针对不同模型的老鼠肝脏蛋白质组学

研究取得不少进展。Zhang等[17]、Mako等[18]利用比

较蛋白质组技术分别在C57BL/6J小鼠和慢性酒精肝 
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表 1  大黄鱼肝脏差异点肽质量指纹图谱数据库检索结果 
Tab. 1  Results obtained from the search of different spots PMF in the liver of L. crocea 

差异点编号 匹配肽数量/个 数据库中编号 描述 等电点 分子量/kDa 覆盖率/%

1 11 O42138 一种金属蛋白酶(EC 3.4.24.1) 6.14 69.5 19.0 

2 6 Q9DD48 鲱鱼上某种功能未知核蛋白 6.50 46.4 16.5 

3 10 Q7ZU28 斑马鱼核仁中富含半胱氨酸蛋白 5.01 35.9 27.2 

4 7 Q802V2 斑马鱼上某种蛋白 4.40 39.1 30.4 

5 8 Q90XF8 剑鱼上磷酸丙糖异构酶 B(EC 5.3.1.1) 7.61 26.5 39.3 

6 5 Q9DGF2 鲤鱼上抑制素/激活素 未知 未知 39.1 

8 4 Q7LZQ1 中华鳖溶菌酶 C(EC 3.2.1.17) 8.77 14.7 38.2 

9 5 Q6TNV4 斑马鱼上分子伴侣 TCP1的亚基 5.22 59.3 16.1 

10 14 Q8JFF3 黄尾 上含锌指结构的核蛋白 6.12 48.9 23.7 

11 4 Q8AYK9 鳉青 鱼上胞外基质糖蛋白 ZPC3 6.36 40.6 20.9 

12 12 Q9PVE4 斑马鱼上甲状腺素β受体 6.49 44.3 32.1 

13 5 Q9IAY7 鲀桔点圆 鱼上免疫型受体 6.95 36.7 25.2 

14 6 Q7ZVX2 斑马鱼上某种蛋白 7.98 35.2 23.9 

15 8 Q8JIP6 珠星滩头鱼绒毛膜蛋白酶抑制剂 5.68 32.7 31.5 

16 5 Q90ZZ0 斑马鱼上含锌指结构调节蛋白 6.42 30.0 25 

18 4 Q8AXI1 铰口鲨上新型抗原受体 未知 未知 44.1 

19 4 P60043 眼镜蛇磷脂酶 A2的一种亚型 7.53 13.2 30.3 

20 6 P81458 蝰蛇磷脂酶 A2 RVV-VD(EC 3.1.1.4) 8.19 13.6 35.5 

 

 

图 3  部分差异点的 Western blot分析 

Fig. 3  Western blot analysis of some different spots 

A. 对照组; B.疫苗保护组; C.空白 

A. control group; B. vaccine protection group; C. blank 

 
小鼠鉴定了 748个低丰度蛋白和 46个蛋白差异点。

这些研究成果表明, 利用比较蛋白质组学技术的高

灵敏高通量特性对生物体肝脏蛋白质组进行研究是

确实可行的。利用比较蛋白质组学技术对鱼类的肝

脏蛋白质组进行研究也取得一些进展。如万翔[19]利

用病毒类似物 Poly(I︰C)诱导大黄鱼, 从大黄鱼的肝

脏中初步鉴定出 30个蛋白质差异点。 

本研究通过比较蛋白质组学技术对比疫苗保护

组和对照组的大黄鱼肝脏蛋白质双向电泳图谱, 找

到 20个明显的差异点, 进一步利用MALDI-TOF-MS

对差异点进行肽质量指纹图谱(PMF)分析 , 并通过

数据库查询初步鉴定出 18个差异点的肽段。进一步分

析发现, 2个免疫相关蛋白是与免疫保护直接相关的蛋

白质, 其中 13号为免疫型受体(分子量约为 36.7 kDa), 

18 号为新型抗原受体。近些年, 对鱼类体内的免疫型

受体研究逐渐深入。Serena 等[20]、Desai 等[21]分别

对欧洲海鲈鱼(Dicentrarchus labrax) 鳉和青 鱼(Oryzias 

Latipes)的免疫型受体相应基因结构进行分析, 发现

此类受体基因是免疫球蛋白超级基因家族一员, 且

是一种可以迅速进化的基因复合体。Prapruddee等[22]

在牙鲆(Paralichthys olivaceus)鳃、肠、肝脏、心脏等

器官中发现一种新型免疫型受体, 与之前报道的其他

鱼类免疫型受体之间的氨基酸序列存在约 30%~40%

相似性。Jacqueline等[23]发现斑点叉尾 (I. punctatus)

的免疫型受体是通过受体胞外免疫球蛋白结构域相

互作用形成非共价同型或异质二聚体而发挥作用。 

除了对免疫型受体分子结构和基因研究外, 更多

学者对免疫型受体分子功能进行探索。现有文献[24-26, 28]

表明, 免疫型受体在鱼类抵抗病原体感染中发挥重要的

作用。Benjamin 等[24]揭示了在斑点叉尾 (I. punctatus)
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白细胞上免疫型受体是一类免疫调节蛋白, 属于免

疫球蛋白超家族成员。这类受体是淋巴细胞介导的

细胞毒性有效抑制因子, 在硬骨鱼细胞免疫效应中

发挥重要作用。其通过独立和依赖 SHP-1 机制来调

节, 其中可能涉及到免疫型受体 c-末端 Src激酶的结

合。Meng 等[25]利用鳗弧菌(V.anguillarum)感染 鱼

(Miichthys miiuy)后发现在 鱼的肾脏、肝脏和脾脏

细胞中表达出多种免疫型受体。Dustin 等[26]研究了

斑点叉尾 (I.punctatus)白细胞上免疫型受体介导的

吞噬作用对内源性丝氨酸胰蛋白酶(Trypsin)的敏感

性, Trypsin 可选择性地减少免疫型受体在细胞表面

表达和降低吞噬细胞的活性。最新的研究成果[12]揭

示了斑点叉尾 (I. punctatus)白细胞免疫型受体控制

着各种固有的免疫细胞效应反应, 包括吞噬作用。其

中免疫型受体介导的吞噬作用, 可在细胞的不同区

域独立引发吞噬。 

本研究疫苗保护组的大黄鱼攻毒后免疫保护率

达 85%, 远高于而没有疫苗保护的对照组。同时在疫

苗保护组的肝脏检测到 13 号免疫型受体浓度(相对

值 1978.02)是对照组(相对值 490.13)的 4倍, 18号新

型抗原受体浓度(相对值 1638.71)是对照组(相对值

608.19)的 2.7倍。经过疫苗保护后的大黄鱼肝脏中免

疫型受体和新型抗原受体浓度明显升高。作者认为

这两类受体在大黄鱼肝脏保持较高浓度(特别是免疫

型受体的浓度)与提高鱼体自身免疫功能密切相关。

大黄鱼在疫苗刺激后, 通过某种信号途径增强了肝

脏细胞中这两类受体相应基因的表达, 从而使这两

类受体在疫苗保护组的大黄鱼肝脏中维持较高浓度, 

较高浓度免疫型受体可直接增强免疫细胞的吞噬作

用, 在抵抗致病菌感染时发挥作用。至于较高浓度新

型抗原受体, 有限的研究文献 [27]表明其在淋巴细胞

上表达, 作为特定免疫反应的调解者。另外Carla等[28]

在感染拟锥虫(Trypanoplasma borreli)的鲤鱼体内发

现巨噬细胞表达了大量可溶性的免疫型受体, 通过

吗啉反义技术(morpholino antisense technology)进一

步发现这类免疫型受体参与在寄生虫诱导下 NO 的

生成, 从而推测这类免疫型受体是在 NO 介导抵御

寄生虫中发挥重要作用。巧合的是, 作者曾在抗病力

强的大黄鱼血清蛋白中, 初步鉴定诱导型一氧化氮

合成酶 (iNOS)与大黄鱼抵抗病原体入侵密切相关 , 

诱导型一氧化氮合成酶所催化产生的 NO 可直接结

合病原体的靶点, 抑制病原体入侵[17]。结合本研究中

发现的免疫型受体和新型抗原受体, 前者直接增强

免疫细胞的吞噬作用, 后者作为特定免疫反应的调

解者 , 两者作为大黄鱼体内重要的免疫保护蛋白 , 

它们和 iNOS 催化产生的 NO, 一起协助大黄鱼抵御

病原体的入侵。 
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Abstract: This study investigated the functional proteins associated with immune protection in the liver of 

Larimichthys crocea using the comparative proteomic approach. A total of 20 different spots were identified be-

tween the vaccine protection group and the control group. These different spots were analyzed by peptide mass fin-

gerprinting through MALDI-TOF-MS. They were found to be highly homologous with proteins such as im-

mune-type receptor and novel antigen receptor among the identified peptides of 18 different spots, of which four 

protein spots (1, 10, 14, and 18) were further verified by western blotting. The results showed that they could be 

combined with specific antibodies, and the variation amplitudes were consistent with the results of proteomic 

analysis. Therefore, the identified peptides of the 18 different spots, such as the immune-type receptor, might be 

closely associated with the immune protection of L. crocea. Overall, the results of this study had laid a good foun-

dation for understanding the mechanism of immune protection in L. crocea. 
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