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草金鱼感染拟态弧菌后脾脏和肠黏膜组织的

差异蛋白组学

陶丽寒，  胡丹丹，  张嘉俊，  陶会竹，  李槿年*

(安徽农业大学动物科技学院，人兽共患病重点实验室，安徽 合肥    230036)

摘要：为探讨鱼类感染拟态弧菌后脾脏和肠黏膜组织蛋白差异变化，本研究以拟态弧菌
04-14分离株人工感染实验动物草金鱼，利用双向电泳(2-DE)结合质谱技术对感染前后脾
脏和肠黏膜组织的差异蛋白组学进行研究。结果显示，感染后脾脏和肠黏膜组织中分别
有11个和12个显著差异表达蛋白点，经MALDI-TOF-MS质谱鉴定出19种显著差异表达蛋
白，其中上调表达蛋白10种，下调表达蛋白9种，α-淀粉酶、载脂蛋白A-I、β-肌动蛋白
和过氧化物还原酶2为两种组织中共同存在的显著差异表达蛋白。GO注释分析表明，显
著差异表达蛋白分别定位于细胞外区、细胞质、线粒体和内质网，具有结合、转运、催
化、免疫、抗氧化和细胞骨架等分子功能，参与物质与能量代谢、细胞膜转运、补体活
化、应激反应、细胞与膜骨架组建、蛋白质折叠、氧化还原及铁离子运输等8个生物学
过程。研究结果为进一步研究拟态弧菌的致病机制及其与宿主互作机制奠定了基础。
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拟态弧菌(Vibrio mimicus)是一种严重危害水

产养殖业的病原菌，可引起养殖鱼类腹水病，

导致患病鱼类大批死亡 [1-2]。病原菌感染是细菌

与宿主相互作用的过程，当病原菌侵入机体并

大量生长繁殖后，会引起组织器官病理变化及

细胞内蛋白表达发生改变，这些变化可能暗示

着细菌与宿主相互作用的本质。因此，分析拟

态弧菌感染后组织细胞中差异表达蛋白，可为

揭示该菌的分子致病机制及其与鱼体相互作用

机制提供有价值的信息。

差异蛋白质组学着重于研究特定因素引起

的不同样品间蛋白质组的差异，揭示其在生理

或者病理过程中的变化以及调控机制，同时获

得对某些标志性蛋白的定性和功能分析 [3]。近年

来，基于双向凝胶电泳(two-dimensional electro-
phoresis, 2-DE)结合质谱技术的差异蛋白质组学

分析已逐步应用到水生动物的应激反应研究

中。如Smi th等 [ 4 ]报道将虹鳟 (Oncorhynchus
mykiss)鳃细胞由等渗变为低渗过程中，前载脂蛋

白出现显著差异表达，推测该蛋白在鱼类渗透

调节过程中起着重要作用；Larsen等 [5]比较了大

西洋鳕(Gadus morhua)和虹鳟在苯酚胁迫下血清

蛋白表达图谱，发现大西洋鳕差异蛋白表达更

敏感，且性别表达差异小于虹鳟；Rattanaroj-
pong等 [6]用黄头病毒(yellow head virus, YHV)感染

凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)，发现SCP-钙
结合蛋白在病毒感染凡纳滨对虾的免疫应答中

起着重要作用。然而，基于蛋白组层面上的拟

态弧菌感染机制的研究还未有报道。

自1991年Thune等 [7]首次报道拟态弧菌引起

养殖克氏原螯虾(Procambarus clarkii)大量死亡以

来，诸多学者 [8-10]对其致病性进行了深入研究，

探明该菌的致病性是由黏附素、溶血素、肠毒

素、铁载体等多种毒力因子共同作用的结果，
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但其致病分子机制尚不清楚。在前期研究中以

绿色荧光蛋白标记拟态弧菌示踪其在感染鱼体

内的动态分布，明确表明肠道和脾脏是拟态弧

菌的主要作用靶组织[11]。在此基础上，本研究进

一步采用双向电泳结合基质辅助激光解析电离

飞行质谱技术(MALDI-TOF-MS)对拟态弧菌感染

前后实验鱼脾脏与肠黏膜组织中蛋白表达变化

进行检测与鉴定，并对鉴定出的显著差异表达

蛋白进行GO(Gene Ontology)注释分析，旨在蛋白

层面上为揭示拟态弧菌致病机制及其与宿主互

作机制奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

拟态弧菌04-14分离株由本实验室保存；草

金鱼(Carassius auratus)购自合肥高新技术农业

园；乙基苯基聚乙二醇(Nonidet P-40, NP-40)、苯

甲基磺酰氟(PMSF)、抑肽酶(aprotinin)、亮抑酶

肽(leupetin)和蛋白Marker均购自北京天根生化科

技有限公司。3-[(3-胆固醇氨丙基)二甲基氨基]-1-
丙磺酸(CHAPS)、载体两性电解质(Bio-Lyte)、碘

乙酰胺(IAM)和二硫苏糖醇(DTT)购自BIO-RAD公

司；2-D Clean-Up Kit为美国GE Healthcare公司产品。

1.2    拟态弧菌人工感染草金鱼

实验草金鱼平均体质量(100±2) g，经4%氯

化钠溶液消毒后，随机分成感染组和未感染(对
照)组，6尾/组，分别在2个水簇箱(50 cm×30 cm×
44 cm)中充气饲养，水温(27±1) °C，每天早晚各

投饵1次。暂养10 d后确认实验鱼无异常状况，

则开始人工感染实验，即用浓度为1×108 CFU/mL
的拟态弧菌04-14分离株菌液通过腹腔注射感染

草金鱼，注射量为0.3 mL/尾。注射后连续7 d观
察并记录草金鱼发病情况，分别取感染组显症

期和未感染组草金鱼的脾脏和肠黏膜组织置无

菌EP管中，–80 °C冻存。感染组显症期草金鱼

表现为张嘴呼吸、游动不平衡、鳞片部分脱

落、鳍基部出血、腹部明显肿大、注射部位局

部肌肉溃烂出血。剖解后发现病鱼腹腔和肠道

存在积液，肠黏膜和脾脏出血严重。

1.3    蛋白样品的制备与定量

取2 mL含蛋白酶混合抑制剂(1 mmol/L PMSF,
2 mg/L aprotinin, 5 mg/L leupetin)的预冷NP-40细胞

裂解液分别加入200 mg液氮研磨后的脾脏和肠黏

膜组织中，冰上匀浆2 h，12 000 r/min离心15 min
后，取上清液即为蛋白样品。  随后，分别使用

P6除盐柱和2-D Clean-Up Kit除去蛋白样品中的盐

分、核酸、脂类等杂质成分，并采用SDS-PAGE
分析蛋白提取效果，核酸蛋白测定仪 (NANO-
DROP 2000C)测定蛋白样品中蛋白、核酸与盐离

子浓度。

1.4    蛋白质双向电泳分离与图谱分析

双向电泳分离         分别取未感染组和感染

组的脾脏和肠黏膜组织蛋白样品，调整蛋白含

量为1 mg，并用400 μL水化上样缓冲液(8 mol/L
尿素、4% CHAPS、65 mmol/L DTT、0.2% Bio-
Lyte、0.001%溴酚蓝)加以溶解。将样品均匀加入

等电聚焦槽，用长17 cm、pH为5~8 IPG胶条覆盖

在样品上，再加入3 mL矿物油覆盖胶条。将聚

焦盘放入等电聚焦仪进行等电聚焦(参数设置：50 V
14 h、100 V 1 h、200 V 1 h、300 V 1 h、500 V 2 h、
1 000 V 2 h、5 000 V 3 h、10 000 V 4 h和10 000 V、

80 000 Vh)。聚焦结束后，IPG胶条经平衡缓冲液

Ⅰ (6 mol/L尿素、2% SDS、pH 8.8 Tris-HCl、
20%甘油、2%DTT)和平衡缓冲液Ⅱ(6 mol/L尿

素、2%SDS、pH 8.8 Tris-HCl、20%甘油、2.5%
IAM)平衡后于10% SDS-PAGE凝胶中进行第二向

电泳，电压设置：90 V 30 min后转至220 V电泳

至溴酚蓝到达底部边缘。各组蛋白样品按照上

述程序各重复进行3次。

双向电泳图谱分析        SDS-PAGE凝胶依次

经蒸馏水固定、考马斯亮蓝R250染色和脱色

(水∶甲醇∶冰乙酸=9∶9∶2)后，用Image Scan-
ner扫描仪进行图像采集，通过PDQuest 8.0分析

软件对双向电泳图谱进行分析，将感染前后表

达量差异大于4倍的蛋白点视为显著差异表达蛋

白点。

1.5    显著差异表达蛋白点的质谱鉴定与分析

切取凝胶上显著差异表达蛋白点，送生工

生物工程(上海)股份有限公司进行MALDI-TOF-
MS质谱鉴定。所得质谱数据用Mascot 2.2软件检

索NCBInr数据库确定蛋白种类。检索参数：物

种分类为斑马鱼(Danio rerio)，最大允许胰蛋白

酶漏切位点为1，肽段质谱范围为700~4 000 u，
质谱误差设置为100 mg/kg，MS/MS误差设置为
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0.6 u。进一步利用Uniprot软件对显著差异表达蛋

白进行GO注释分析，统计3个ontology(细胞组

成、分子功能、参与的生物学过程)中所涉及的

GO条目。

2    结果

2.1    蛋白样品的制备

采用含蛋白酶抑制剂的NP-40裂解法提取脾

脏和肠黏膜组织总蛋白，并用P6除盐柱和2-D

Clean-Up Kit对蛋白提取液进行除杂。2-D Clean-
Up Kit除杂效果较好，虽然提取液中蛋白浓度有

所降低(表1)，但杂质成分明显降低，减少了对

双向电泳的干扰(图1)。

2.2    感染前后脾脏和肠黏膜组织蛋白的双向

电泳图谱分析

使用pH为5~8 IPG胶条，分别对拟态弧菌感

染组和未感染组脾脏和肠黏膜组织总蛋白进行

3次双向电泳重复。利用Image Scanner软件绘制

表 1    除杂前后的蛋白样品浓度测定

Tab. 1    Concentration determination of samples before and after removing impurities

组别

group
蛋白浓度/(mg/mL)

protein concentration
盐离子浓度/(mg/mL)
salti on concentration

核酸浓度/(mg/mL)
nucleic acid concentration

未感染组脾脏蛋白样品除杂前
spleen protein sample in uninfected group before removing impurities

32.9 60.2 38.4

未感染组脾脏蛋白样品除杂后
spleen protein sample in uninfected group after removing impurities

20.9 16.7 19.7

感染组脾脏蛋白样品除杂前
spleen protein sample in infected group before removing impurities

22.2 52.4 37.9

感染组脾脏蛋白样品除杂后
spleen protein sample in infected group after removing impurities

17.8 14.6 11.6

未感染组肠蛋白样品除杂前
intestine protein sample in uninfected group before removing impurities

25.3 62.6 36.1

未感染组肠蛋白样品除杂后
intestine protein sample in uninfected group after removing impurities

15.5 18.9 12.3

感染组肠蛋白样品除杂前
intestine protein sample in infected group before removing impurities

19.8 50.2 28.2

感染组肠蛋白样品除杂后
intestine protein sample in infected group after removing impurities

11.3 14.4 10.7

ku M 1 2 3 4 M 1 2 3 4

116.0
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45.0
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图 1    除杂前后的组织总蛋白SDS-PAGE分析

(a) M. 蛋白分子量标准；1，3. 未感染组除杂前后脾组织总蛋白；2，4. 感染组除杂前后脾组织总蛋白；(b) M. 蛋白分子量标准；1，3. 未
感染组除杂前后肠黏膜组织总蛋白；2，4. 感染组除杂前后肠黏膜组织总蛋白

Fig. 1    The SDS-PAGE analysis of total proteins in the tissues before and after removing impurities
(a) M. protein molecular standard; 1, 3. total spleen proteins in uninfected group before and after removing impurities; 2,4. total spleen proteins in infec-
ted group before and after removing impurities; (b) M. protein molecular standard; 1, 3. total intestine proteins in uninfected group before and after re-
moving impurities; 2,4. total intestine proteins in infected group before and after removing impurities
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电泳图谱，经PDQuest 8.0软件分析，结果发现脾

脏和肠黏膜组织中均检测到300多个蛋白质点，

其中感染后脾脏组织中出现11个显著差异表达蛋

白点，其中1~6号蛋白点显著上调，7~11号蛋白

点显著下调(图2-b)，肠黏膜组织中出现12个显著

差异表达蛋白点，其中1~6号蛋白点显著上调，

7~12号蛋白点显著下调(图2-d)。

2.3    显著差异表达蛋白点的质谱鉴定与分析

对23个显著差异表达蛋白点 (脾脏组织11

个，肠黏膜组织12个)进行MOLDI-TOF-MS质谱

鉴定，成功鉴定出19种显著差异表达蛋白(表2)，
其中上调表达蛋白10种，下调表达蛋白9种，α-
淀粉酶(α-amylase)、载脂蛋白A-I(apolipoprotein A-
I)、β-肌动蛋白 (beta actin) 和过氧化物还原酶2
(peroxide reductase 2)为感染后脾脏和肠黏膜组织

共同存在显著差异表达蛋白。

对鉴定出的19种显著差异表达蛋白进行GO
注释分析，结果发现，显著差异表达蛋白分别

定位于细胞外区(52.6%)、细胞质(36.8%)、线粒
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图 2    拟态弧菌感染前后草金鱼脾脏和肠黏膜组织总蛋白的双向电泳图谱

(a)、(b). 感染前后脾脏组织总蛋白；(c)、(d). 感染前后肠黏膜组织总蛋白

Fig. 2    Two-dimensional electrophoretogram of total proteins in spleen and intestine of
C. auratus before and after infection with V. mimicus

(a), (b). total proteins in spleen of C. auratus before and after infection; (c), (d). total proteins in intestine of C. auratus before and after infection
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体(5.3%)和内质网(5.3%)。根据这些蛋白质的分

子功能不同分为免疫相关蛋白(载脂蛋白A-I、载

脂蛋白A-IV、胰蛋白酶、补体C1q样蛋白、热休

克蛋白70、转铁蛋白变异体C、转铁蛋白变异体

A、转铁蛋白变异体A1，占42.1%)、抗氧化相关

蛋白(过氧化物还原酶2、铜锌超氧化物歧化酶、

乳酰谷胱甘肽裂解酶，占15.7%)、细胞与膜骨架

蛋白(β-肌动蛋白、肌球蛋白、α-肌动蛋白、膜联

蛋白V，占21.1%)和物质与能量代谢相关蛋白(α-

淀粉酶、ATP合酶β亚基、蛋白二硫键异构酶前

体、胃调理蛋白，占21.1%)4类。它们参与物质

与能量代谢细胞膜转运、补体活化、应激反

应、细胞骨架组建、蛋白质折叠、氧化还原及

铁离子运输8个生物学过程(表3)。

3    讨论

拟态弧菌是一种人和水产动物共患肠道病

原菌，肠道和脾脏是其靶组织。本研究探明了

拟态弧菌感染草金鱼后靶组织中差异表达蛋白

的种类，为揭示该菌的致病分子机制奠定了基础。

双向电泳技术由于具有操作简便、快速、

高分辨率和微量分析等优点，是蛋白质组学研

表 2    拟态弧菌感染后脾脏和肠黏膜组织差异表达蛋白点的质谱鉴定结果

Tab. 2    The differentially expressed protein spots in spleen and intestine after infection with
V. mimicus in MS identification

组织

tissues
斑点序号

spot no.
蛋白序列号

protein ID
蛋白名称

protein name

分子量/(ku)/等电

点

MW/pI

得分

score
表达变化

change

脾组织

spleen
1 gi|32493344 α-淀粉酶 56.8/6.4 262 上调

2 gi|586636848 载脂蛋白A-I 30.2/5.1 79 上调

3 gi|295314922 载脂蛋白A-IV 31.0/4.9 64 上调

4 gi|759172426 胰蛋白酶 25.7/6.4 172 上调

5 gi|974120900 补体C1q样蛋白 20.2/5.3 66 上调

6 gi|640784436 ATP合成酶β亚基 55.1/5.1 239 上调

7 gi|928013921 热休克蛋白70 70.4/5.5 205 下调

8 gi|49868 β-肌动蛋白 41.7/5.3 577 下调

9 gi|225705972 膜联蛋白V 35.0/5.5 105 下调

10 gi|84569882 过氧化物还原酶2 21.8/5.9 385 下调

11 gi|47085917 乳酰谷胱甘肽裂解酶 20.3/5.2 60 下调

肠组织

intestine
1 gi|66773050 肌球蛋白 228.5/5.5 373 上调

2 gi|32527775 转铁蛋白变异体C 76.1/6.6 77 上调

3 gi|22087586 转铁蛋白变异体A1 75.4/6.8 450 上调

4 gi|27733675 α-肌动蛋白 42.3/5.2 549 上调

5 gi|586636848 载脂蛋白A-I 30.2/5.1 79 上调

6 gi|84569882 过氧化物还原酶2 21.8/5.9 385 下调

7 gi|32493344 α-淀粉酶 56.8/6.4 262 下调

8 gi|193788703 蛋白二硫键异构酶前体 56.6/4.5 60 下调

9 gi|18034630 转铁蛋白变异体A 75.6/6.6 225 下调

10 gi|49868 β-肌动蛋白 41.7/5.3 577 下调

11 gi|441494178 铜锌超氧化物歧化酶 16.2/6.1 136 下调

12 gi|742101868 胃调理蛋白 14.3/7.8 81 下调
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究中重要技术之一。但是，该技术存在自动化

程度低，对分子量过大和过小的蛋白质、低丰

度蛋白质、极酸或极碱和难溶的蛋白质等分离

困难等缺点。蛋白样品制备的好坏直接影响蛋

白分离效果。在提取的组织蛋白样品中通常含

有不同量的盐分、核酸、脂类等杂质成分。高

浓度盐离子在水化过程中可增加凝胶条的电

导，并引起液体流动，导致胶条的一端膨胀而

另一端变干，最终使得两端的蛋白质无法聚

焦，造成蛋白条带拖尾或丢失；核酸分子较

大，能与蛋白结合，堵塞凝胶造成拖尾；脂类

能与脂蛋白结合，降低蛋白的可溶性，影响蛋

白分离效果。为了尽可能地消除这些干扰成分

的影响，实验同时使用美国伯乐公司生产的

P6除盐柱和GE公司生产的2-D Clean-Up Kit对蛋

白样品进行除杂，结果发现，经2-D Clean-Up
Kit除杂后的蛋白样品等电聚焦电压上升正常，

2-D图谱蛋白点数目增多，图像清晰，说明2-D
Clean-Up Kit适用于水生生物蛋白组学的研究。

本实验对感染拟态弧菌后草金鱼脾脏和肠

黏膜组织中的差异表达蛋白进行了分析，初步

鉴定出4大类19种显著差异表达蛋白，其中包括

免疫相关蛋白8种、抗氧化蛋白3种、物质与能量

代谢相关酶类4种和细胞骨架与膜构架相关蛋白

4种。但这些蛋白仍需通过qRT-PCR和Western
blot从mRNA和蛋白水平进行定量和定位验证。

表 3    脾脏和肠黏膜组织中显著差异表达蛋白的GO注释分析

Tab. 3    GO annotation analysis of the significantly expressed proteins in spleen and intestinal mucosa tissue

差异表达蛋白

differentially expressed proteins

组织来源　tissues origin GO注释分析　GO annotation analysis

spleen intestine cellular component molecular function biological process

α-淀粉酶

α-amylase
+ + 胞外区 催化活性 碳水化合物分解过程

载脂蛋白A-I
apolipoprotein A-I

+ + 胞外区 转运与免疫活性 脂质转运及脂蛋白代谢过程

载脂蛋白A-IV
apolipoprotein A-IV

+ – 胞外区 转运与免疫活性 脂质转运及脂蛋白代谢过程

胰蛋白酶

trypsin
+ – 胞外区 消化与免疫活性 蛋白分解过程

补体C1q样蛋白

C1q like protein
+ – 胞外区 免疫活性 补体活化过程

ATP合成酶

ATP synthase
+ – 线粒体 催化活性 ATP合成过程

热休克蛋白70
Hsp70

+ – 细胞质 结合与免疫活性 应激反应过程

β-肌动蛋白

β-actin
+ + 细胞质 细胞骨架分子 细胞骨架组建过程

膜联蛋白V
annexin V

+ – 细胞质 膜构架分子 膜构架形成过程

过氧化物酶2
peroxiredoxin 2

+ + 细胞质 抗氧化活性 氧化还原过程

乳酰谷胱甘肽裂解酶

glyoxylase
+ – 胞外区 催化与抗氧化活性 谷胱甘肽合成过程

肌球蛋白

myosin
– + 细胞质 细胞骨架分子 细胞骨架组建过程

转铁蛋白变异体C
transferrin variant C

– + 胞外区 结合与免疫活性 铁离子运输过程

转铁蛋白变异体

transferrin variant
– + 胞外区 结合与免疫活性 铁离子运输过程

α-肌动蛋白

α-actin
– + 细胞质 细胞骨架分子 细胞骨架组建过程

蛋白二硫键异构酶前体

protein-disulfide isomerase precursor
– + 内质网 催化活性 蛋白质合成过程

转铁蛋白变异体A
transferrin variant A

– + 胞外区 结合与免疫活性 铁离子运输过程

铜锌超氧化物歧化酶

copper/zinc superoxide dismutase
– + 胞外区 抗氧化活性 氧化还原过程

胃调理蛋白

gastrotropin
– + 细胞质 转运与催化活性 脂肪酸转运过程与胆汁酸代谢过程

注：+. 阳性；–. 阴性

Notes: +. positive; –. negative
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在所鉴定的8种差异性免疫相关蛋白中，载

脂蛋白A-I与A-IV可通过抑制脂多糖引起的单核

细胞激活而发挥抗炎作用 [12]；补体C1q样蛋白具

有活化补体作用[13]；胰蛋白酶是丝氨酸蛋白酶家

族的重要成员，不仅具有蛋白消化功能，还在

补体活化过程中起重要作用 [14]，这4种免疫相关

蛋白的上调表达是草金鱼抗拟态弧菌感染的一

种应激反应。转铁蛋白具有多态性，经酶促糖

基化后可形成不同类型变异体，转铁蛋白及其

变异体不仅参与铁的运输与代谢，还具有免疫

调节作用，更具有抗菌或杀菌活性[15]。本实验发

现草金鱼被拟态弧菌感染后，其脾脏与肠黏膜

组织中转铁蛋白变异体C和A1表达显著上调，而

转铁蛋白变异体A表达显著下调，推测转铁蛋白

变异体在该菌感染与抗感染过程中均发挥作

用。Hsp70具有分子伴侣、抗应激、调节细胞凋

亡、参与机体免疫等多种生物学功能[16]。朱佳杰

等 [17] 用无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)人工

感染吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus GIFT)，发

现感染后24 h，肝脏组织内Hsp70表达显著上调

从而发挥抗感染作用。而本结果显示，感染后

草金鱼脾脏组织中Hsp70表达显著下调，这可能

与感染显症后期脾脏组织出血溃烂、组织内细

胞合成功能受损有关。

王景 [18]报道传染性脾肾坏死病毒(infectious
spleen and kidney necrosis virus, ISKNV)感染暗绿

鲀(Tetraodon nigroviridis) 6 d后，脾脏组织中过氧

化物酶和过氧化氢酶表达显著上调，发病个体

自由基代谢出现紊乱。本实验得到相似结果，

感染后期草金鱼的脾脏和肠黏膜组织中过氧化

物还原酶、铜锌超氧化物歧化酶和乳酰谷胱甘

肽裂解酶3种抗氧化蛋白的表达均显著下调，说

明疾病的发生过程与抗氧化酶系统表达受抑制

及氧自由基产生密切相关。本实验发现拟态弧

菌感染草金鱼后，脾脏组织内参与物质与能量

代谢相关酶类表达量同样发生改变，其中ATP合
成酶和α-淀粉酶的表达显著上调，这与王土 [19]用

草鱼呼肠孤病毒(grass carp reovirus, GCRV)人工感

染草鱼肾(Ctenopharyngodon idella kidney, CIK)细
胞，发现感染后24 h，细胞内ATP合成酶表达显

著上调结果相一致，提示病原体侵入机体后诱

导物质合成与能量代谢相关酶类表达，加速体

内物质合成与能量代谢，以减弱病原体对组织

的感染力。但是，本研究还发现草金鱼肠黏膜

组织内α-淀粉酶、胃调理蛋白和蛋白质二硫键异

构酶前体的表达均显著下调，其发生机制有待

于进一步研究。

肌球蛋白、α-肌动蛋白和β-肌动蛋白均属于

细胞骨架相关蛋白 [20]；膜联蛋白V属钙离子依赖

的磷脂结合蛋白，参与细胞膜转运、膜构架形

成以及调节肌动蛋白的聚合[21]。已有研究表明当

机体受到病原微生物感染时，细胞结构受到破

坏，这时细胞与膜骨架相关蛋白表达量上调，

重建细胞骨架结构以维持细胞结构的稳定。但

若能量消耗与摄取不足则可能造成β-肌动蛋白表

达量下降，破坏细胞骨架结构的稳态性，导致

细胞出现病变 [22]。本实验结果同样证实了此观

点，拟态弧菌感染后脾脏与肠黏膜组织中肌球

蛋白和α-肌动蛋白表达量上调，但β-肌动蛋白及

膜联蛋白V表达下调，并伴有脾脏和肠黏膜出血

和坏死现象。
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Differential proteome analysis of spleen and intestinal mucosa tissue from
Carassius auratus infected by Vibrio mimicus

TAO Lihan ,     HU Dandan ,     ZHANG Jiajun ,     TAO Huizhu ,     LI Jinnian *

(Key Laboratory of Zoonoses, College of Animal Science and Technology,
Anhui Agricultural University, Hefei    230036, China)

Abstract: In order to investigate the differentiation change of tissue proteins in fish after infection with Vibrio
mimicus, Carassius auratus were artificially infected by V. mimicus 04-14 isolates. Differential proteome analysis
in spleen and intestinal mucosa tissues before and after infection was performed by using two-dimensional polyac-
rylamide gel electrophoresis (2-DE) combined with matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry techniques (MALDI-TOF-MS). The results showed that there were 11 and 12 significantly differen-
tially expressed proteins in spleen and intestinal mucosa tissues after infection, respectively. A total of 19 signific-
antly differentially expressed proteins were identified by MALDI-TOF-MS, with 10 up-regulated and 9 down-reg-
ulated proteins. Amylase, apolipoprotein A-I, α-actin and peroxiredoxin 2 were the common significantly differen-
tially proteins both in spleen and intestinal mucosa tissues. Gene Ontology (GO) annotation indicated that signific-
ant differentially expressed proteins were located in extracellular region, cytoplasm, mitochondrion and reticulum,
respectively. The molecular functions of these proteins included catalytic activity, binding, transport, immune, an-
tioxidant, cytoskeleton and membrane skeleton formation, involved in eight biological processes of substance and
energy metabolism, cell membrane transport, complement activation, response to stimulus, cytoskeleton formation,
protein folding, redox and iron ion transport. These results might provide a basis for further research of V. mimicus
pathogenic mechanism and bacteria- host interactions.
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