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利用蛋白抗体芯片筛选盐胁迫下红罗非鱼鳃差异表达蛋白 
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摘要: 为从蛋白角度探索红罗非鱼(Oreochromis mossambicus♀ × O. niloticus♂)在盐胁迫环境下的调节适应机制, 

本研究采用蛋白抗体芯片结合串联质谱技术初步筛选了盐胁迫下红罗非鱼鳃组织的差异表达蛋白, 并通过免疫组

化和免疫印迹技术对候选差异蛋白进行了验证。结果显示, 共筛选获得 181 个表达量有显著差异的蛋白质(变化倍

数≥1.5), 包含上调蛋白 142 个, 下调蛋白 39 个。挑选 5 个蛋白进行质谱鉴定得到 3 个蛋白质: 中间丝蛋白

(intermediate filament protein, IF)、转运蛋白 63(translocation protein 63, SEC63)、蛋白质二硫键异构酶 A3(protein 

disulfide-isomerase A3, PDIA3)。免疫组化结果显示, 在淡水、盐度组中, IF和 PDIA3在鳃小片基部均有阳性反应, 且

随盐度升高, 阳性反应呈先降低后增强的趋势, SEC63 无阳性反应。Western blot 结果显示, 在淡水和盐度组中, IF

和 PDIA3 两种蛋白均有表达, 并且随盐度升高呈现先降低、再升高的变化趋势, SEC63 蛋白无明显目的条带; 在

30 盐度组中, 胁迫早期, IF 蛋白表达量降低, 48 h 达到最低值, 72 h 有明显回升, PDIA3 蛋白表达量在胁迫后 96 h

显著升高(P<0.05)。根据研究结果推测, IF 和 PDIA3 是在盐胁迫环境下红罗非鱼鳃组织的响应蛋白, 它们分别在细

胞骨架、内质网功能维持中发挥重要调节作用。 
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真骨鱼类生活在复杂多变的水环境中, 为维

持体内平衡, 并能更好地适应环境变化, 演化了

多样有效的离子渗透压调节机制[1]。鱼类渗透调

节过程主要是通过鳃、肾、肠道等器官的联合作

用实现的。其中, 鳃是鱼类特有的重要的渗透调

节器官, 不仅参与气体交换, 还参与渗透压调节、

酸碱平衡调节以及含氮废物排放等多种功能[2]。

有研究表明, 鱼类鳃丝表皮上含有大量的离子细

胞(线粒体丰富细胞, mitochondrion-rich cells), 它

们是鳃执行渗透压调节的重要功能单位, 离子细

胞的调节功能是通过在细胞膜上大量的离子转运

子和离子通道蛋白完成的[3-4]。扫描电镜观察发现, 

鳃离子细胞有不同的亚型, 并装配有不同的离子

转运系统[5-6]。如海水适应鱼类鳃离子细胞一般含

有 3 种主要的离子转运子: Na+/K+-ATP 酶(Na+/K+- 

ATPase, NKA)、Na+/K+/2Cl 协同转运子(Na+/K+/2Cl 

cotransporter, NKCC)和氯离子通道蛋白(Cl chan-

nel homologous to human cystic fibrosis trans-

membrane conductance regulator, CFTR)[7-8], 分别

位于离子细胞的外、底、侧膜, 在海水适应过程

中起协同作用[7, 9-11]。 

目前, 鱼类盐度适应机制研究报道多集中在这

些离子转运蛋白的活性、mRNA 与蛋白表达[9, 12-13]。

最近, 通过 RNA 测序技术, 探讨了鱼类在盐度适

应过程中的能量分配与利用[14]。鉴于鱼类盐度适

应机制是一个复杂的生理过程, 涉及大量蛋白质

的联合作用, 因此, 蛋白质水平研究结果可能为

鱼类渗透机理研究提供新的视角和全面认识。随

着对模式动物蛋白质研究工作的深入, 蛋白质抗

体芯片(protein chip)已成为蛋白质芯片中发展较
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为成熟的技术, 具有高通量、微型化、集成化、

平行性检测等特点, 可用于检测某一特定的生理

过程或者病理过程中相关蛋白质的表达谱, 该技

术与质谱(MS)技术结合, 可作为重要生理活动差

异表达蛋白质筛选与鉴定的高效工具[15-17]。为此, 

在前期开展红罗非鱼在盐胁迫下生理生化、鳃离

子细胞水平变化及几种离子转运蛋白 mRNA 表达变

化的研究基础上[18], 本研究采用抗体芯片技术结

合串联质谱(MS/MS)技术筛选盐胁迫下红罗非鱼

鳃组织差异表达蛋白, 并对候选差异蛋白进行免

疫组化和免疫印迹验证, 以期为广盐性鱼类盐度

胁迫应答机制研究提供更多数据资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

红罗非鱼 (Oreochromis mossambicus♀ × O. 

niloticus♂)于 2015年 10月取自上海海洋大学罗非

鱼种质资源试验站, 运回实验室后, 在室内控温

循环水族箱中饲养, 待适应新环境后, 挑选体重

(50.0±3.5) g 规格均匀、健康活泼的个体进行盐度

胁迫实验。 

设置淡水组(0)、盐度组(10、20、30), 盐度组

用水通过在淡水中加入相应量的海水晶配制。实

验前一天停止喂食, 实验开始时将鱼从淡水中直

接移至各盐度组中, 每组放鱼 30 尾, 各设 3 个重

复。实验期间, 水温保持在(25.8±0.5)℃, 溶解氧

(5.7±0.5) mg/L。胁迫后 0 h、12 h、24 h、48 h、

72 h、96 h 分别采样, 每组随机选取 3~5 尾。 

mAbP™抗体芯片、抗体由艾比玛特生物医药

(上海)有限公司提供 , 纳升液电喷雾-四极杆-飞

行时间串联质谱联用仪 (Dionex ultimate3000- 

maxis impact UHR, Themofisher-Bruker; Nano-LC- 

qTOF-MS/MS)来自上海交通大学大型仪器共享

平台质谱分析测试中心。防脱玻片、SABC 三步

法试剂盒购自武汉博士德公司, 蛋白提取、标准

曲线及 Western blot 相关试剂购于 Thermo, Western 

blot GAPDH、抗体稀释液购自上海威奥生物科技

有限公司, 其他试剂则为国产分析纯。 

1.2  实验方法 

1.2.1  鳃组织蛋白提取  无菌操作取淡水组、各

盐度组鳃组织, 剪碎后于研钵中加液氮研磨, 按

照 0.1 g组织加 200~400 μL RIPA buffer(50 mmol/L 

Na3PO4  pH8.0, 150 mmol/L NaCl, 0.1% SDS, 

1.5% NP-40, 0.5% deoxycholate ( 脱 氧 胆 酸 ),     

2 mmol/L MgCl2)进行蛋白裂解。4℃下 12000 r/min

离心 30 min, 收集上清, BCA 法测定蛋白浓度, 

稀释至 10 mg/mL, –80℃保存。 

1.2.2  芯片筛选  取淡水组、30 盐度组样品进行

生物素 biotin 标记质控合格后, 用 cy3-链霉亲和

素 (strepavidin-cy3)荧光染料进行标记 , 分别与

mAbP™抗体芯片(每张芯片包含 10368 个不同的

抗体点和 432 个对照点)进行杂交, 使用 Genepix 

4000 荧光扫描仪检测, 根据平行杂交抗体芯片所

得的荧光数据 , 使用 PDQuest™ 2-D Analysis 

Software 8.0 软件分析淡水组与盐度组间的蛋白

位点差异。 

1.2.3  质谱与生物信息学分析  蛋白样品与亲和

素标记的磁珠在 4℃孵育 2 h, 去除与亲和素结合

的蛋白, 取上清液进行免疫沉淀实验, 免疫沉淀

方法参考贺莉等[19]的方法进行。取适量样品, 进

行 10%的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳考马斯亮蓝

染色。切取洗脱特异性的目的蛋白条带, 送至上

海交通大学大型仪器共享平台质谱分析测试中心

采用纳升液相色谱-四极杆飞行时间串联质谱法

(Nano-LC-qTOF-MS/MS)进行二级串联质谱分析。

利用 data Analysis4.1 软件和 Mascot 4.0 搜索引擎

将所得数据与 NCBI 和 SWISS 数据库比对分析。 

1.2.4 免疫组化  分别取 0、10、20、30 盐度下胁

迫 96 h 的罗非鱼第二鳃弓鳃片, 进行石蜡包埋, 

切片厚度为 5~8 μm。切片脱蜡后, 用 3%去离子

水室温孵育 10 min 以灭活内源性酶, 通过抗原修

复液进行抗原修复, 滴加 10%山羊血清封闭 30 min。

添加 1 : 50 稀释的一抗, 4℃孵育过夜, 添加二抗

(兔抗鼠 IgG)室温孵育 30 min。添加辣根过氧化物

酶标记的高灵敏度链霉亲和素(HSS- HRP)室温

30 min, 水洗后二氨基联苯胺 (DAB)显色 5~    

10 min, 苏木精复染, 脱水、透明、封片。阴性对

照组除不添加一抗外(以正常山羊血清代替), 其

他步骤同上。 

1.2.5  Western Blot  取各盐度组蛋白样品, 将
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蛋白抽提液在 SDS-PAGE(10%的浓缩胶和 5%的

分离胶 )上分离后 , 用半干转膜法 (fast semi-dry 

blotter)将蛋白转至 PVDF 膜进行免疫杂交反应, 

一抗稀释比例为 1 : 500, 二抗为兔抗鼠 IgG, 工作

浓度为 1 : 2000。用 Supersignal West Pico 发光试

剂反应, Bio-Rad Chemi Doc XRS 凝胶成像仪拍 

照, 并用 Quantity One 图像分析系统分析条带光

密度。 

1.3  数据处理与分析 

实验数据利用 SPSS 22.0 统计软件分析, 单

因素方差分析进行显著性检验, Duncan 多重比较

检测各测量指标的差异, P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白抗体芯片筛选与免疫沉淀实验 

抗体芯片扫描结果, 与淡水对照组比较, 盐

度组共检测到 181 个差异表达蛋白位点, 其中, 

表达上调的 142 个, 表达下调 39 个, 差异最高倍

数达到 11.7 倍(变化倍数≥1.5)。与碱度组芯片筛

选结果(未发表数据)交叉比较, 得到 55 个只在盐

度组特异表达的抗体点, 其中特异上调的 40 个, 

特异下调的 15 个。 

挑选 5 个特异表达的蛋白位点(抗体编号分别

为 241-B3、85-B7、92-B9、304-B8、263-B2)进行

免疫沉淀实验, 经电泳分离染色, 其中, 获得了 3

个特异结合的蛋白条带(抗体编号为 92-B9、304-B8、

263-B2)。目的条带割胶送串联质谱分析(图 1)。 
 

 
 

图 1  红罗非鱼鳃差异蛋白的免疫沉淀分析 

Fig. 1  Immunoprecipitation of differentially expressed proteins in 
gill of red tilapia (Oreochromis mossambicus♀ × O. niloticus♂) 

 

2.2  质谱鉴定结果 

对 3 个显著差异表达蛋白点(抗体编号 92-B9, 

263-B2, 304-B8)进行质谱鉴定与生物信息学比对, 

获得了 3 个蛋白 (表 1): 蛋白质二硫键异构酶

A3(protein disulfide-isomerase A3, PDIA3)、中间

丝蛋白 (intermediate filament protein ON3-like, 

IFs)、转运蛋白 63(translocation protein SEC63, 

SEC63), Mascot 检索分值 26~322 分, 肽段匹配数

13~39 个, 序列覆盖率 60%~84.6%。 
 

表 1  红罗非鱼鳃差异蛋白质谱鉴定结果 
Tab. 1  Identification of differentially expressed proteins in red tilapia 

(Oreochromis mossambicus♀ × O. niloticus♂) gill by Nano-LC-qTOF-MS/MS 

抗体编号 no. 蛋白名称 protein name 登录号 NCBI accession no. 分值 score 分子量 NW 等电点 PI

92-B9 蛋白质二硫键异构酶 A3protein disulfide-isomerase A3 XP_003455475 322 55254.41 5.73 

263-B2 中间丝蛋白 intermediate filament protein ON3-like XP_003441591 152 50152.12 5.48 

304-B8 转运蛋白 63 translocation protein SEC63 homolog XP_005449642 26 87058.76 5.20 

 

2.3  免疫组化 

在淡水和盐度组(10、20、30)红罗非鱼鳃组织

中, PDIA3、IF 免疫阳性细胞主要分布在鳃小片基

部, 20 盐度组较少, 30 盐度组表达最多; SEC63 未

检测到阳性反应(图 2)。阴性对照组均未发现免疫

阳性细胞。 

2.4  Western Blot 

不同盐度对红罗非鱼鳃蛋白表达量影响如图

3 所示。SEC63 蛋白未检测到条带, IF、PDIA3 蛋

白均检测到清晰条带 , 半定量分析表明 , IF 和

PDIA3 蛋白表达量随盐度增加均呈先降低、后升

高的变化趋势, 其中, 30 盐度组表达量最高, 20

盐度组表达显著低于其他盐度组(P<0.05)。 

在 30 盐度胁迫下不同时间点红罗非鳃 IF、

PDIA3 蛋白表达量如图 4 所示。随胁迫时间变化, 

IF 表达量总体呈先降低、后升高的变化趋势, 在 
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图 2  不同盐度胁迫下红罗非鱼鳃 PDIA3、IF、SEC63 蛋白免疫组化 

箭头表示免疫反应阳性细胞. 

Fig. 2  Immunohistochemistry of PDIA3 , IF and SEC63 proteins in gill of red tilapia  
(Oreochromis mossambicus♀ × O. niloticus♂) under different salinities 

Arrows indicate positive cells. 
 

 
 

图 3  不同盐度下红罗非鱼鳃蛋白 IF 与 PDIA3 表达情况 

a. 不同盐度下鳃组织中两个蛋白的免疫印迹; b. IF 蛋白表达情况; c. PDIA3 蛋白表达情况.  

图中字母相同表示差异不显著(P>0.05), 不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  The expression of IF and PDIA3 proteins in gill of red tilapia (Oreochromis mossambicus♀ × O. niloticus♂) under different salinities 
a. The western blot results of IF and PDIA3 in gill of red tilapia under different salinities; b. The expression of IF protein;  

c. The expression of PDIA3 protein. Bars with the same superscript letters are not significantly different (P>0.05),  
while those with different superscript letters are significantly different (P<0.05). 
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图 4  30 盐度下不同时间点红罗非鱼鳃蛋白 IF 和 PDIA3 表达情况 

a. 30 盐度不同时间点鳃组织中两个蛋白的免疫印迹; b. IF 蛋白表达情况; c. PDIA3 蛋白表达情况.  

图中字母相同表示差异不显著(P>0.05), 不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Relative protein expression of IF and PDIA3 in gill of red tilapia (Oreochromis mossambicus♀ × O. niloticus♂) at different 
times under 30 salinity 

a. The western blot results of IF and PDIA3 in gill of red tilapia at different times under 30 salinity; b. The expression  
of IF protein; c. The expression of PDIA3 protein. Bars with the same superscript letters are not significantly different (P>0.05), 

while those with different superscript letters are significantly different (P<0.05). 

 

48 h 达到最低值, 72 h 开始有明显回升, 96 h 趋于

稳定; PDIA3 表达量随时间变化显著升高, 48 h 内

变化不明显(P>0.05), 在 96 h 升高且远高于 0 h 

(P<0.01)。 

3  讨论 

本研究采用蛋白抗体芯片结合质谱分析技术, 

对盐胁迫下红罗非鱼鳃组织中差异表达蛋白进行

筛选, 初步获得了 3 个候选差异蛋白: 中间丝蛋

白 (IF)、转运蛋白 (SEC63)和二硫化物异构酶

A3(PDIA3), 有关这 3 个蛋白在鱼类盐度胁迫中

的表现与功能研究, 之前尚未见有报道。通过免

疫组化和免疫印迹技术对候选差异蛋白进行了初

步验证, IF、PDIA3 均呈现有明显的免疫组化和免

疫印迹阳性反应, 与质谱结果相印证, IF、PDIA3

蛋白表达水平在 20 盐度中最低, 淡水或 30 盐度

下表达水平均有提高。这些经过筛选与盐胁迫相

关的蛋白结果在国内外尚未见到报道, 猜测它们

可能是与红罗非鱼鳃应对盐胁迫相关的应激蛋

白。由于未检测到 SEC63 阳性免疫反应和明显目

的条带, 该蛋白是否为盐度胁迫响应蛋白还需进

一步研究。 

细胞骨架(cytoskeleton)是真核细胞中由多种

蛋白质聚合而成的三维纤维状网架体系。细胞骨

架包括微丝、微管和中间丝。细胞骨架在细胞分

裂、细胞生长、细胞物质运输、细胞壁合成等许

多生命活动中都具有非常重要的作用。当生物处

于不利环境中时, 外界的环境胁迫因子会通过对

细胞结构产生损伤, 进一步影响到生物体组织器

官的生理活动[20]。研究表明, 低温胁迫会引起大

菱鲆(Scophthalmus maximus)表皮细胞骨架蛋白表

达量下调, 破坏了表皮细胞的正常生理功能, 甚

至引起表皮细胞凋亡[21]。李明云等[22]对低温胁迫

下大黄鱼(Larimichthys crocea)肝脏蛋白质组进行

了分析, 也发现细胞骨架蛋白——角蛋白 18(CK- 

18)表达水平呈现下调。本研究中, 红罗非鱼鳃中

间丝蛋白(IF)随盐度胁迫强度增加呈现先降低、再

升高的变化趋势, 20 盐度时表达量最低。推测这

可能与广盐性红罗非鱼的等渗点较高有关[23-25]。

淡水、低盐度(10)下, 红罗非鱼处于低盐胁迫; 30
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盐度下, 红罗非鱼处于高盐胁迫, 两种非正常生

理状态均会引起鳃表皮细胞的体积变化 , 因此 , 

细胞骨架蛋白(中间丝蛋白 IF)表达量增加可能与

其维持细胞结构、发挥正常生理功能有关。在高

盐度(30)胁迫过程中, 中间丝蛋白 IF 在胁迫 48 h

后表达量开始显著升高, 推测红罗非鱼耐受调节

机制已启动, 以避免盐度胁迫对鳃表皮细胞造成

损伤从而破坏红罗非鱼鳃正常的渗透调节生理功

能。中间丝是最稳定的细胞骨架成分, 组成也较

复杂, 可根据基因组结构、氨基酸序列的同源性

和组织特异性表达模式分为 5 个不同家族: Ⅰ型

(酸性)角蛋白 , Ⅱ型(碱性)角蛋白 , Ⅲ型结蛋白

(desmin)、胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic 

protein) 、 周 边 蛋 白 (peripherin) 和 波 形 蛋 白

(vimentin), Ⅳ型中间丝三联体(包括神经丝, 神经

丝是广泛存在于动物成熟神经元中的一种中间丝

蛋白), V 型核纤层蛋白(A、B、C), 本研究中通过质

谱得到的中间丝蛋白类型还有待进一步确定。 

内质网是真核细胞重要的细胞器, 常与细胞

核外膜连在一起, 按其表面有无核糖体分为光面

内质网和糙面内质网, 是细胞内蛋白质合成的重

要场所。当细胞受损时, 粗面内质网内的蛋白质

合成会下降或消失; 当损伤恢复时, 其蛋白质合

成也随之恢复。二硫化物异构酶 A3(PDIA3)是内

质网中一种重要的蛋白质折叠催化剂, 通过内质

网驻留信号驻留在内质网中, 在新生肽的合成、

加工和运输、成熟多肽的正确折叠, 以及逆境胁

迫下受损蛋白的修复和重折叠等生理过程中起重

要作用[26-27]。研究表明, 缺氧胁迫可能会引起中

国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)肝胰脏细胞

内蛋白未折叠反应(UPR)被抑制或蛋白质合成抑

制, 从而引起 PDI 表达量下降[28]。本研究中, 红

罗非鱼鳃组织中 PDIA3 蛋白表达量随盐度升高呈

现先降低、后升高的变化趋势, 在 20 盐度下表达

量最低, PDIA3 蛋白表达量随盐度的变化趋势与

中间丝蛋白也基本一致。推测在低盐、高盐胁迫

下, 细胞内离子浓度改变可能引起内质网中部分

蛋白质在合成、加工与折叠过程中受损, PDIA3

表达量增加有助于这些受损蛋白质的修复, 继而

维持细胞的正常生理功能。在 30 盐度胁迫过程中, 

PDIA3 在胁迫 96 h 表达量上升最为显著。 

本研究表明, 抗体芯片-串联质谱法是盐胁迫

下红罗非鱼鳃差异表达蛋白筛选和鉴定的一种有

效方法, 初步获得了 2 个耐盐胁迫相关候选蛋白。

在此基础上, 进一步开展其他差异表达蛋白的质

谱鉴定工作, 可望从蛋白质水平为罗非鱼耐盐生

理机制研究提供更多基础资料。 
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Screening the differentially expressed proteins by protein chip in gill 
of red tilapia (Oreochromis mossambicus♀× O. niloticus♂) under sa-
linity stress 

HUANG Siying, ZHAO Jinliang, WANG Yan, ZHAO Yonghua, TU Hanqing, ZHAO Yan 

Key Laboratory of Freshwater Fisheries Germplasm Resource, Ministry of Agriculture; Shanghai Ocean University, 
Shanghai 201306, China 

Abstract: Due to its rapid growth rate and excellent adaptability to saline environments, the red tilapia (Oreo-
chromis mossambicus♀ × O. niloticus♂) could be a suitable subject for studies on saline tolerance. In this study, 
to provide a theoretical basis for saline tolerance mechanisms, we aimed to screen and identify differentially ex-
pressed proteins in the gill of Red tilapia using protein chips and mass spectrometry, which were subsequently 
verified by using immunohistochemistry and western blot techniques. There were 181 differentially expressed 

protein spots detected (change multiple ≥ 1.5), which included 142 up-regulated proteins and 39 down-regulated 

proteins. Among these, three proteins were identified by mass spectrometry from five differentially expressed 
proteins: intermediate filament protein (IF), translocation protein 63 (SEC63), and disulfide-isomerase A3 
(PDIA3). The immunohistochemistry results showed that IF and PDIA3 are expressed in the gill base of red tilapia 
under both freshwater and saline water conditions, and showed a trend of initial decrease and then increase with an 
increase of saline concentration. However, no positive reaction was detected for SEC63. The western blot results 
showed IF and PDIA3 expression level changes in different saline waters similar to those observed using immu-
nohistochemistry. In the 30 g/L salinity group, the expression of IF protein decreased during the early stage of 
stress, reached the lowest value at 48 h, and thereafter began to rise significantly at 72 h, The expression of PDIA3 
protein was significantly increased after 96 h (P < 0.05). These results suggest that IF and PDIA3 are positively 
responsive proteins in the gill tissues of red tilapia under salinity stress, and play important roles in the regulation 
of cytoskeleton and endoplasmic reticulum function. 
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