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摘　要：为了研究海水鱼类肾脏的渗透压调节功能，以金钱鱼肾原代细胞作为研究对象，使用低渗、等渗和高
渗培养基处理细胞２４ｈ，通过Ｌａｂｅｌｆｒｅｅ定量法进行蛋白质组学分析，质谱定性得到蛋白质共计３７８７个，低
渗组与等渗组比较，得到显著差异蛋白１４个；高渗组与等渗组比较，得到显著差异蛋白３１个。筛选标准为
Ｒａｔｉｏ＞＋／－２，且Ｐ＜０．０５。对差异表达蛋白进行ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）功能注释，ＧＯ富集分析以及蛋白质聚
类分析，并挑选了与细胞骨架、能量合成以及蛋白结合相关的蛋白质进行了 ｍＲＮＡ水平的定量检测，从基因
和蛋白水平了解肾脏细胞在渗透调节中的变化。结果显示：低渗组中，细胞骨架相关蛋白质受到的影响较大，

其中包括微管蛋白α４Ａ链、微管蛋白β链、肌球蛋白１１以及 ｔｙｐｅⅠ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ１８ｌｉｋｅ，而高渗组中差异显
著的蛋白质多为细胞外间质蛋白，如纤连蛋白、胶原蛋白等。因此推测低渗刺激后，胞内渗透压高于胞外渗透

压，细胞立即膨胀并大量表达细胞骨架蛋白应对低渗刺激，适应细胞形态的改变；而高渗刺激下，细胞处于失

水状态，形态骤缩，影响细胞间的粘连，而ｆｎ、ｐｌｏｄ２和ａｒｆ１升高表明，细胞正在修复受损蛋白。本研究从细胞
水平初步分析了金钱鱼肾脏在不同渗透压刺激下的应答机制，为研究细胞水平的渗透压调节机制提供了新

的观点。
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中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　盐度是影响鱼类各种生理活动的重要环境
因子之一。河口等咸淡水交融区域内的鱼类容

易受环境渗透压的影响，需要通过调节细胞膜内

外的离子和水来维持细胞的渗透压［１］。肾脏、鳃

和肠是参与渗透调节的主要器官，而肾脏在不同

的环境盐度下的功能是不同的［２］。肾脏中含有

特定的渗透信号接收细胞监测环境渗透因子浓

度的变化，调节自身具有内分泌功能的细胞从而

分泌特定的激素，作出相应地应答［３］。在细胞

中，细胞骨架赋予细胞形状在细胞环境中的分子

运输中起关键作用并形成复杂的网络［４］。然而，

在渗透压感受因子识别的过程中，许多细胞的应

激反应，如细胞体积的改变、细胞膜的伸缩、细胞

骨架的改变和分子的聚集等，只有在渗透压骤变

的情况下才会出现，这主要是因为细胞膜的渗透

作用；若渗透压的改变程度较小且十分缓慢，细

胞则难以出现相应的渗透反应，因此推测，细胞

内外的离子变化强度是触发渗透压感受因子的

原始信号［５］。另外，细胞膜上通常存在离子通

道、离子转运蛋白、水通道蛋白及膜脂质等，且结

合方式不同，所产生的渗透作用也不同［５］。随着

对渗透胁迫所造成细胞体积变化的调控机制的

深入研究，细胞体积大小的调控已被证实是渗透

胁迫下鱼类细胞的应答反应［６７］。蛋白质通过调

节体内平衡过程和内在代谢来确定细胞的功能

和结构表型［８］。但这些大分子在细胞内外的变

化以及低渗和高渗刺激下调控机制的区别尚未

清楚。因此，使用功能蛋白质组学技术来发现渗

透胁迫下蛋白质的变化是至关重要的。

蛋白质组学是全面了解蛋白对环境压力反

应的主要方法之一［９］。目前也开始应用于鱼类

渗透压相关研究。ＤＩＥＴＭＡＲ［１０］等通过蛋白质组
学分析海水种群和淡水种群中的三刺鱼

（Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ）肾脏中的差异蛋白，发现
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了肾脏功能调节的多样化。ＭＥＬＯＤＩＥ［９］等运用
蛋白质组学分析了条纹鲶鱼（Ｐａｎｇａｓｉａｎｏｄｏｎ
ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ）细菌感染前后的肾脏蛋白表达变
化。

金钱鱼（Ｓｃａｔｏｐｈａｇｕｓａｒｇｕｓ）作为一种广盐性
鱼类，能够耐受一定范围内的盐度波动。我们的

研究表明非等渗环境对金钱鱼肾细胞系的细胞

生长，细胞形态，细胞体积均有影响并导致细胞

损伤，引起体内和体外渗透调节相关基因和蛋白

质表达变化［１１１２］。本研究进一步通过蛋白质组

学分析原代肾细胞内蛋白的变化趋势，为深入研

究肾细胞渗透调节机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
金钱鱼［（４０．０±５．０）ｇ］购于广东省湛江

基地，取５尾金钱鱼暂养于实验室循环水［盐度
为２５，温度为（２７±２）℃］系统中，早、晚投喂一
次丰年虾，解剖取组织前两天停止喂食。

１．２　肾原代细胞培养及高、低渗处理
配制３个不同渗透压的培养基，分别为３００

ｍＯｓｍｏｌ／Ｌ（等渗培养基）、１５０ｍＯｓｍｏｌ／Ｌ（低渗培
养基）以及 ６００ｍＯｓｍｏｌ／Ｌ（高渗培养基）。通过
向等渗溶液添加ｄｄＨ２Ｏ配制低渗溶液；通过添加
无菌饱和 ＮａＣｌ溶液配制高渗溶液，测量渗透压
（误差＜２．０ｍＯｓｍｏｌ／Ｌ）。最后各渗透压溶液分
别加入胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ），使ＦＢＳ
终浓度为２０％，备用。

取一尾状态良好的金钱鱼，抽血后无菌操作

取肾组织，用含有４００Ｕ双抗冲洗肾脏。去除肾
脏中残留的血液后，将肾组织剪至１ｍｍ３大小，
放入 １５ｍＬ离心管中。加入 １０ｍＬ０．２５％
ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ，２８℃消化 ３０ｍｉｎ后加入 ３ｍＬ
２０％ ＦＢＳ的Ｌ１５培养基（３００ｍＯｓｍｏｌ／Ｌ）终止消
化。用２００目过滤细胞，细胞悬液室温离心 １０
ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心后弃上清。加入５ｍＬ２０％
ＦＢＳ／４００Ｕ双抗的 Ｌ１５培养基重悬细胞，接种至
细胞培养瓶，２８℃培养，待细胞贴壁。

用７５ｃｍ２的细胞培养瓶培养肾原代细胞，将
细胞分为等渗组、低渗组、高渗组，每组３个生物
学重复。细胞长至 ９０％时，分别更换相应培养
基，同时培养２４ｈ后，收集细胞，每组提取蛋白用

于蛋白质组学分析，提取 ＲＮＡ用于实时荧光定
量（ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）分析。
１．３　蛋白提取及ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳

细胞加入 １５０ｍＬＳＤＴ裂解液，沸水浴 １５
ｍｉｎ，每 ５ｍｉｎ在振荡器上振荡一次，超声处理
（１００Ｗ，工作１０ｓ，间歇１０ｓ，循环１０次），１２０００
ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清。ＢＣＡ法进行蛋白质定量。

每组样品各取２０μｇ蛋白质，４∶１加入５×上
样缓冲液，沸水浴５ｍｉｎ，１４０００ｇ离心１０ｍｉｎ，保
留上清，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，进行考马斯亮蓝
染色，检测蛋白质量。

１．４　蛋白质样品酶解
每份样品取２００μｇ蛋白质，分别加入二硫苏

糖醇，使之终浓度为 １００ｍｍｏｌ／Ｌ，沸水浴 ５ｍｉｎ
后，冷却至室温；加入２００ｍＬＵＡｂｕｆｆｅｒ，转入３０
ｋｄ超滤离心管，室温离心１４０００ｇ，１５ｍｉｎ，弃滤
液，此步骤重复１次；加入１００ｍＬＩＡＡ，６００ｒ／ｍｉｎ
振荡１ｍｉｎ，室温避光３０ｍｉｎ后，离心１４０００ｇ，１０
ｍｉｎ；加入 １００ｍＬＵＡｂｕｆｆｅｒ，离心 １４０００ｇ，１０
ｍｉｎ，此步骤重复 ２次；加入 １００ｍＬＮＨ４ＨＣＯ３
ｂｕｆｆｅｒ，离心１４０００ｇ，１０ｍｉｎ，此步骤重复２次；加
入４０ｍＬＴｒｙｐｓｉｎｂｕｆｆｅｒ，６００ｒ／ｍｉｎ振荡１ｍｉｎ后，
３７℃孵育１６～１８ｈ；将液体移至新的离心管，离
心１４０００ｇ，１０ｍｉｎ，收集滤液，Ｃ１８ＳＤＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ＤｉｓｋＣａｒｔｒｉｄｇｅ脱盐处理，吸光度ＯＤ２８０定量。
１．５　ＬＣＭＳ／ＭＳ及Ｍａｘｑｕａｎｔ非标记分析

按定量结果取 ２μｇ酶解产物进行 ＬＣＭＳ／
ＭＳ分析，每个样品进样 １次，采用纳升流速
ＨＰＬＣ液相系统 ＥＡＳＹｎＬＣ１０００进行分离，再经
过色谱柱进行分离，流速为４００ｎＬ／ｍｉｎ；酶解产
物经毛细管高效液相色谱分离后用ＱＥｘａｃｔｉｖｅ质
谱仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ，硅谷，美国）进行质谱分
析。ＬＣＭＳ／ＭＳ原始文件导入Ｍａｘｑｕａｎｔ软件（版
本号１．３．０．５）进行查库，进行非标记定量分析。
数据库为 Ｕｎｉｐｒｏｔ＿Ｅｕｐｅｒｃａｒｉａ＿２００１９４＿２０１６０８２６．
ｆａｓｔａ。
１．６　ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ合成及ＲＴｑＰＣＲ

使用 ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ提取细胞样品总 ＲＮＡ。
用琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ的完整性，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
ＮＤ２０００对ＲＮＡ浓度进行测定，１．０ｍｇＲＮＡ为
模板，以 Ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１６作为接头引物，合成
ｃＤＮＡ，－２０℃保存备用。

６５８
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表１　ＲＴｑＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｕｓｅｄｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
产物大小／ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

ａｒｆ１Ｆ ＧＡＣＡＡＡＡＴＣＡＧＧＣＣＧＣＴＧＴＧ １９７
ａｒｆ１Ｒ ＧＣＡＧＣＡＴＴＣＡＴＡＧＣＧＴＴＧＧＧ
ｆｎＦ ＣＴＣＧＡＴＴＣＡＣＣＡＧＴＴＧＣＣＣＴ １４３
ｆｎＲ ＡＧＴＣＴＣＴＣＡＴＣＣＴＴＧＧＣＣＣＴ
ａｌｄｏｂＦ ＴＣＧＧＣＡＴＣＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＡＡ １９９
ａｌｄｏｂＲ ＡＧＧＡＣＡＴＴＧＧＣＧＴＴＣＴＣＴＧＣ
ｎｄｒｇ１Ｆ ＧＴＧＣＴＧＡＧＧＧＡＴＧＧＡＴＧＧＡＣ １４４
ｎｄｒｇ１Ｒ ＡＧＡＴＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＴＡＴＧＴＴ
ｐｌｏｄ２Ｆ ＣＣＴＣＡＡＡＣＴＣＣＴＧＣＧＣＣＴＡＴ １５１
ｐｌｏｄ２Ｒ ＣＴＣＣＣＴＴＣＣＡＣＧＴＴＴＣＴＣＣＣ
ｐ４ｈａ２Ｆ ＴＴＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＧＴＣＡＡ １８１
ｐ４ｈａ２Ｒ ＡＣＣＧＧＡＧＧＡＧＡＧＣＴＴＴＡＧＣＡ
ｍｙｏｓｉｎ１１Ｆ ＧＣＣＣＡＣＣＴＣＣＡＣＴＡＡＡＴＣＣＡ １２４
ｍｙｏｓｉｎ１１Ｒ ＧＡＴＧＡＴＧＣＡＧＣＧＧＡＣＧＡＡＧＴ
ｄｎａｊａ２Ｆ ＣＴＧＴＧＣＧＧＴＴＴＣＣＡＧＡＴＧＡＣ １３０
ｄｎａｊａ２Ｒ ＴＴＣＴＧＴＡＴＴＧＣＧＧＣＡＴＴＣＣＣＴ
ｃｏｘＶＩｂＦ ＣＡＡＣＡＣＣＡＡＴＣＡＡＡＣＣＣＧＣＡ １３７
ｃｏｘＶＩｂＲ ＴＡＴＴＧＧＧＧＣＡＧＡＧＧＣＴＴＴＴＧＴ
ｒｂｍ８ａＦ ＧＴＧＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＴＣＴＴＧＴＴ １４９
ｒｂｍ８ａＲ ＡＣＣＡＧＴＧＣＧＴＡＴＣＣＣＴＴＧＡＧ
βａｃｔｉｎＦ ＴＡＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧＴＣＡＣＧＧ １５１
βａｃｔｉｎＲ ＣＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧ

　　使用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，旧
金山福斯特，美国）进行ＲＴｑＰＣＲ检测，所用试剂
盒为ＴａＫａＲａＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴａＫａＲａ，日
本）。挑选的蛋白质为低渗组细胞色素 ｃ氧化酶
ＶＩｂ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＶＩｂ，ＣＯＸＶＩｂ），
ｄｎａＪ热休克蛋白 Ａ２（ｄｎａＪｈｏｍｏｌｏｇｓｕｂｆａｍｉｌｙＡ
ｍｅｍｂｅｒ２，ＤＮＡＪＡ２），Ｎｍｙｃ下游调节蛋白１（Ｎ

ｍｙｃｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｒｅｇｕｌａｔｅｄ１，ＮＤＲＧ１），肌球蛋白
１１（ｍｙｏｓｉｎ１１）；高渗组：纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，
ＦＮ），二磷酸腺苷核糖基化因子蛋白 １（ＡＤＰ
ｒｉｂｏｓｙｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＲＦ１），赖氨酸羟
化 酶 （ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｌｙｓｉｎｅ， ２ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ５
ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＰＬＯＤ２），脯氨酰４羟化酶 α２
（ｐｒｏｌｙｌ４ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ２，Ｐ４ＨＡ２），醛
缩酶Ｂ（ｆｒｕｃｔｏｓｅｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅＢ，ＡＬＤＯＢ），
核糖核酸结合基序蛋白８Ａ（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
８Ａ，ＲＢＭ８Ａ）。以 βａｃｔｉｎ作为内参基因，利用定
量引物（表 １）进行 ＲＴｑＰＣＲ。反应体系为（１０
ｍＬ）：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（２×）５ｍＬ，上、下
游引物（１０ｐｍｏｌ）各０．２ｍＬ，ＲＯＸⅡ（５０×）０．２
ｍＬ，ｃＤＮＡ模板１ｍＬ，用水补至１０ｍＬ。二步法反
应程序如下：（１）９５℃，预变性３０ｓ；（２）９５℃变
性 ５ｓ，６０℃退火 ３０ｓ，ＰＣＲ反应 ４０个循环；用
２－ΔΔＣＴ法进行分析，为确保 ＲＴｑＰＣＲ反应的准确
性和可重复性，每个样品均重复测定３次，使用
ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据分析。

２　结果

２．１　差异表达蛋白质ＧＯ功能注释及富集分析
提取高、低渗处理组的肾原代细胞蛋白质，

通过ｌａｂｅｌｆｒｅｅ蛋白定量分析法得到了３７８７个蛋
白质，其中，低渗组与等渗组比较得到１４个显著
差异蛋白，高渗组与等渗组比较得到３１个显著
差异蛋白（Ｒａｔｉｏ＞＋／－２．０，Ｐ＜０．０５）（表２和
表３）。

表２　低渗组中的差异蛋白
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｙｐｏｇｒｏｕｐ

蛋白编号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ
蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｓｎａｍｅ
Ｐ

Ｐｖａｌｕｅ
差异倍数

Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ
Ａ０Ａ０６０ＤＣＰ７ ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ０．０１１９ ２．０８
Ａ０Ａ０Ｆ８ＢＩＫ５ ｇｌｙｃｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｔｉｎｇ）ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ０．０４２１ ２．８４
Ａ０Ａ０Ｆ８ＢＷＬ１ Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１ ０．０００００７ ２．６６
Ｃ３ＫＨ６５ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＶＩｂｉｓｏｆｏｒｍ１ ０．００４２ ０．２４
Ｇ０Ｔ３３２ ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ１ ０．００１６ ２．７２
Ｇ３ＮＤＳ５ ａｄｅｎｙｌｙｌｃｙｃｌａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ１ ０．０２０２ ２．４５
Ｇ３ＰＩＨ１ ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａｃｈａｉｎ ０．００３６ ２．２
Ｇ３ＱＢＸ９ ｌｅｕｃｉｎｅ—ｔＲＮＡｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ０．００１４ ２．１４
Ｈ２ＲＫＺ６ ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ４Ａｃｈａｉｎ ０．００８３ ２．０８
Ｑ４Ｓ８Ｆ７ ｄｎａＪｈｏｍｏｌｏｇｓｕｂｆａｍｉｌｙＡｍｅｍｂｅｒ２ ０．００３２ ２．０５
Ｈ２ＴＮＧ４ Ｎｍｙｃｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｒｅｇｕｌａｔｅｄ１ ０．００００ ４．５４
Ｈ２ＵＤ８６ ｕｒｉｄｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ１ ０．０００６ ２．３５
Ｑ４Ｓ７Ｒ９ ｍｙｏｓｉｎ１１ ０．００１８ ２．６７
Ｑ４ＳＹ７０ ｔｙｐｅＩｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ１８ ０．００４５ ２．０５
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表３　高渗组中的差异蛋白
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｙｐｅｒｇｒｏｕｐ

蛋白编号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ
蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｓｎａｍｅ
Ｐ

Ｐｖａｌｕｅ
差异倍数

Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ
Ａ０Ａ０Ｆ８ＡＭ３４ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ ０．０００２ ０．２５
Ａ０Ａ０Ｆ８ＡＭＭ７ Ｍａｔｒｉｘｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７ ０．００７８ ０．４１
Ａ０Ａ０Ｆ８ＡＮ８６ ｌｙｓｏｓｏｍａｌａｌｐｈａｍａｎｎｏｓｉｄａｓｅ ０．０００１ ０．５
Ａ０Ａ０Ｆ８Ｂ７Ｅ５ ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ１（Ｉ）ｃｈａｉｎ ０．００００ ０．０８
Ａ０Ａ０Ｆ８ＣＣＡ４ ＡＤＰｒｉｂｏｓｙｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ１ ０．０００８ ０．４６
Ａ０Ａ０Ｆ８ＣＩ２４ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅｉｓｏｍｅｒａｓｅＡ３ ０．００２７ ０．４３
Ａ０Ａ０Ｆ８ＣＸＴ８ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｌｙｓｉｎｅ，２ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ５ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ２ ０．０００３ ０．４２
Ａ０Ａ０Ｆ８Ｄ１５１ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４ ０．０１３４ ２．６１
Ａ０Ａ０Ｆ８Ｄ３０２ ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ１（ＸＩＩ）ｃｈａｉｎ ０．００００ ０．１７
Ｃ３ＫＨ９６ ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ８Ａ ０．０１００ ２．１１
Ｅ６ＺＨＷ３ ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩａｌｐｈａ３ｃｈａｉｎ ０．００００ ０．０２
Ｆ５ＢＺＲ０ ａｄｅｎｙｌａｔｅｋｉｎａｓｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ０．０１１８ ２．１２
Ｇ３ＮＣＬ３ ｐｒｏｐｉｏｎｙｌｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅａｌｐｈａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ０．０２６６ ２．３０
Ｇ３ＮＧＨ７ ｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅＩ，ａｌｐｈａ１ｂ ０．００００ ０．１８
Ｇ３ＮＬＹ４ ｐｅｐｔｉｄｙｌｐｒｏｌｙｌｃｉｓｔｒａｎｓｉｓｏｍｅｒａｓｅＦＫＢＰ９ ０．００００ ０．３０
Ｇ３ＮＴＫ４ ｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅＩ，ａｌｐｈａ２ ０．００５４ ０．２８
Ｇ３ＮＵＱ２ ｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅＸＩＩａｌｐｈａ１ａ ０．００００ ０．２３
Ｇ３ＰＢ５７ ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈ１ ０．００００ ０．２８
Ｇ３Ｑ８Ｌ２ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ４ ０．０３９７ ０．３５
Ｇ３ＱＣＨ２ ｐｒｏｌｙｌ４ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ２ ０．０００３ ０．４１
Ｈ２ＲＫＫ７ ｐｒｏｌｙｌ４ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ２ ０．０００２ ０．３６
Ｈ２ＲＸＥ０ ｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅＶ，ａｌｐｈａ２ａ ０．０００２ ０．１３
Ｑ４ＲＮＧ３ ｐｒｏｌｙｌ４ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ１ ０．００１５ ０．４６
Ｈ２Ｔ６Ｅ５ ｆｒｕｃｔｏｓｅｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅＢ ０．０３４４ ２．２２
Ｈ２ＴＫＤ８ ｃａｌｐｏｎｉｎ１ ０．００２２ ０．４９
Ｈ２Ｕ８４１ ｌａｍｉｎＡ／Ｃ ０．０００４ ０．４４
Ｈ２ＶＥ１６ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅＶ，ａｌｐｈａ１ ０．００００ ０．０３
Ｑ４ＲＫＧ５ ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ２（Ｉ）ｃｈａｉｎ ０．００００ ０．１２
Ｈ３Ｃ６Ｑ３ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ，ｔｙｐｅＶ，ａｌｐｈａ１ ０．０２２２ ０．１６
Ｈ３ＣＫ３２ ｒｅｔｉｃｕｌｏｃａｌｂｉｎ３ ０．０００２ ０．３４
Ｈ３ＤＨＵ８ ｐｅｐｔｉｄｙｌｐｒｏｌｙｌｃｉｓｔｒａｎｓｉｓｏｍｅｒａｓｅＦＫＢＰ９ ０．００１６ ０．４９

　　利用蛋白聚类分析高、低渗刺激后，显著变
化蛋白在每个样品中的表达含量。每组 ３个生
物学重复，红色代表表达上调，绿色代表表达下

调（图１）。从图中可以看到差异蛋白的平行性良
好。

运用Ｕｎｉｐｒｏｔ蛋白数据库和ＧＯ数据库，对显
著差异蛋白进行注释和功能分析（图２和图３）。
ＧＯ功能分析结果中，主要分类包括３类，分别为
细胞 组 成 （Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、分 子 功 能
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）以及生物学过程（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ）。在低渗组中，细胞组成“细胞（ｃｅｌｌ）”和

“细胞器（ｏｒｇａｎｅｌｌｅ）”的比例最大，分子功能中，
“结 合 （ｂｉｎｄｉｎｇ）”和 “催 化 活 性 （ｃａｔａｌｙｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ）”的标注最多，生物学过程中，注释中多
与“细胞过程（ｃｅｌｌｐｒｏｃｅｓｓ）”相关，其次为“单组
织过程（ｓｉｎｇｌｅｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ）”；高渗组细胞组
成这一类中，蛋白质主要涉及“细胞”和“细胞组

分（ｃｅｌｌｐａｒｔ）”，分子功能中，标注为“结合”的蛋
白质占大部分，其次为“催化活性”，生物学过程

中，比例最大的是“细胞过程”，其次为“单组织过

程”。
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图１　蛋白质聚类分析
Ｆｉｇ．１　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ

（ａ）低渗组（１５０１，１５０２，１５０３）与等渗组（３００１，３００２，３００３）比较的热图分析；（ｂ）高渗组（６００１，６００２，６００３）与等渗组比较的

热图分析

（ａ）Ｈｅａｔｍａｐａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｙｐｏｏｓｍｏｔｉｃｇｒｏｕｐ（１５０１，１５０２，１５０３）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（３００１，３００２，３００３）；（ｂ）Ｈｅａｔｍａｐ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃｇｒｏｕｐ（６００１，６００２，６００３）ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图２　低渗差异蛋白ＧＯ功能注释
Ｆｉｇ．２　ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｈｙｐｏｏｓｍｏｔｉｃ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ
１．单组织过程 ｓｉｎｇｌｅｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ；２．脱毒 ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ；

３．发育过程ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ；４．信号 ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；５．刺激

反应ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ；６．细胞过程 ｃｅｌｌｐｒｏｃｅｓｓ；７．免疫系

统过程 ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｐｒｏｃｅｓｓ；８．生物学过程调节 ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ；９．多 细 胞 生 物 过 程 ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ

ｏｒｇａｎｉｓｍａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１０．定位 ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；１１．代谢过程

ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；１２．生物学调节ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；１３．细

胞组分的组织和生物合成 ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｒ

ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；１４．抗氧化活性ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ；１５．分子传递

活性 ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；１６．结构分子活性ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

ｍｏｌｅｃｕｌｅａｃｔｉｖｉｔｙ；１７．转运活性 ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；１８．结合

ｂｉｎｄｉｎｇ；１９．催化活性 ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ；２０．电子载体活性

ｅｌｅｃｔｒｏｎｃａｒｒｉｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；２１．超分子复合物 ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｏｍｐｌｅｘ；２２．细胞器 ｏｒｇａｎｅｌｌｅ；２３．膜 ｍｅｍｂｒａｎｅ；２４．细胞

ｃｅｌｌ；２５．大分子复合物 ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ；２６．膜组分

ｍｅｍｂｒａｎｅｐａｒｔ；２７．细胞器组分 ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ；２８．细胞组分

ｃｅｌｌｐａｒｔ

图３　高渗差异蛋白ＧＯ功能注释
Ｆｉｇ．３　ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆ

ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ
１．定位ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；２．发育过程ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ；３．单

组织过程 ｓｉｎｇｌｅｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ；４．多细胞生物过程

ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒｏｒｇａｎｉｓｍａｌｐｒｏｃｅｓｓ；５．细胞过程 ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ；

６．信号ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；７．代谢过程ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；８．生物学过

程调节 ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ；９．刺激反应ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ

ｓｔｉｍｕｌｕｓ；１０．细胞组分的组织和生物合成 ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｒｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；１１．运动 ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ；１２．生物学调

节ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；１３．结构分子活性 ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｏｌｅｃｕｌｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ；１４．催化活性 ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ；１５．结合ｂｉｎｄｉｎｇ；１６．

分子功能调节物 ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ；１７．转运活性

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；１８．胞外区部分 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎｐａｒｔ；

１９．细胞组分 ｃｅｌｌｐａｒｔ；２０．细胞器组分 ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ；２１．膜

包围腔 ｍｅｍｂｒａｎｅｅｎｃｌｏｓｅｄｌｕｍｅｎ；２２．细胞 ｃｅｌｌ；２３．膜

ｍｅｍｂｒａｎｅ；２４．细胞器 ｏｒｇａｎｅｌｌｅ；２５．胞外区 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｒｅｇｉｏｎ；２６．大分子复合物 ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ；２７．超分

子复合物 ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ；２８．膜组分 ｍｅｍｂｒａｎｅｐａｒｔ
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２．２　ＲＴｑＰＣＲ验证显著差异蛋白的 ｍＲＮＡ水
平

为了验证蛋白质组数据的可靠性，挑选了１０
个显著差异蛋白（低渗组４个，高渗组６个），根
据已有的金钱鱼转录组数据进行 ＲＴｑＰＣＲ分析
（图４和图５）。挑选的蛋白包括细胞骨架相关蛋

白、能量合成代谢相关蛋白以及蛋白结合相关蛋

白等。低渗组４个蛋白的 ｍＲＮＡ表达变化与蛋
白表达变化一致；高渗组中有３个蛋白的 ｍＲＮＡ
水平与蛋白表达水平趋势相反，它们为ｆｎ、ａｒｆ１和
ｐｌｏｄ２。

图４　低渗组显著差异蛋白的ｍＲＮＡ表达水平
Ｆｉｇ．４　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｙｐｏｏｓｍｏｔｉｃｇｒｏｕｐ

表示Ｐ＜０．０５，表示Ｐ＜０．０１，表示Ｐ＜０．００１，图５同

ＢａｒｓｗｉｔｈａｒｅＰ＜０．０５， ａｒｅＰ＜０．０１， ａｒｅＰ＜０．００１，ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｉｇ．５

图５　高渗组显著差异蛋白的ｍＲＮＡ表达水平
Ｆｉｇ．５　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃｇｒｏｕｐ

３　讨论

本研究通过蛋白质组检测来探究蛋白质与

渗透压调节的关系。比较非等渗组与对照组得

到的差异显著的蛋白类型不同。差异蛋白的 ＧＯ

功能注释和富集分析结果说明升高或降低细胞

培养基的渗透压对肾原代细胞内外的细胞结构

有一定的影响。我们推测，肾细胞应对高渗和低

渗的调节机制不同。非等渗刺激后，差异蛋白数

量和种类较少，并且不直接与离子转运作用相
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关。在细胞响应外界渗透压变化时，细胞骨架也

会发生相应的变化。细胞骨架蛋白有多种类型，

并在细胞内行使不同的功能。这些蛋白维持着

细胞结构，并连接不同的细胞器，在细胞粘连、细

胞体积调节中起到了重要的作用。

低渗组中与细胞骨架相关的显著差异蛋白

为ｔｙｐｅ１ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ１８ｌｉｋｅ、微管蛋白 α４Ａ链
（ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ４Ａｃｈａｉｎ）、微管蛋白 β链（ｔｕｂｕｌｉｎ
ｂｅｔａｃｈａｉｎｌｉｋｅ）和肌动蛋白１１（ｍｙｏｓｉｎ１１）。微
管蛋白（ｔｕｂｕｌｉｎ）虽然是形成丝状网络的微管
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ）亚基，但其也是一种能与微管以外
的蛋白相结合，行使其他功能的胞浆蛋白［１３１４］。

在成核过程中，ｔｕｂｕｌｉｎ的二聚体能够自我组织形
成微管，并且在调节离子通道中起到了重要作

用，例如，电压依赖性阴离子通道 （ｖｏｌｔａｇｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｉｏｎｃｈａｎｎｅｌ，ＶＤＡＣ）［１５］。ＶＤＡＣ是线
粒体外膜上的孔蛋白，其为线粒体和胞质间包含

离子泵的 ＡＤＰ／ＡＴＰ交换通路［１６］。研究表明，

αβｔｕｂｕｌｉｎ二聚体的 Ｃ末端尾部与 ＶＤＡＣ结合，
抑制ＶＤＡＣ的活性，从而起到抑制线粒体供能，
其中细胞色素 ｃ氧化酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅ，
ＣＯＸ）也 随 即 下 降［１６］。 在 萨 罗 罗 非 鱼

（Ｓａｒｏｔｈｅｒｏｄｏｎｍｅｌａｎｏｔｈｅｒｏｎ）中的研究表明，从淡
水转至海水中分别驯养１０和４５ｄ后，鳃中ｖｄａｃ、
钠／钾ＡＴＰ酶（Ｎａ＋／Ｋ＋ＡＴＰａｓｅα１，ｎｋａα１）、ｃｏｘ１
表达水平都显著上调，而由海水转至咸淡水中，

这几个基因表达水平都有所下降［１６１７］。我们的

结果显示，ｔｕｂｕｌｉｎａｌｐｈａ４Ａｃｈａｉｎ、ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａ
ｃｈａｉｎｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍＸ１显著上调，ＣＯＸＶＩｂ显著下
调，而 ＶＤＡＣ和 ＮＫＡα１并没有显著变化。因此
推测，低渗刺激后，细胞内渗透压大于外界渗透

压，细胞膨胀，随即大量表达细胞骨架相关蛋白，

而骨架蛋白作为细胞膜与各细胞器之间的桥梁，

会调节其他的离子通道。而金钱鱼肾细胞在低

渗状态下具有较强的适应能力［１１］，在刺激 ２４ｈ
后，细胞已基本适应低渗环境，能量代谢、离子转

运等生理活动趋于平衡。

高渗刺激时，细胞也呈现了不同的变化。在

显著差异蛋白中，ＦＮ和胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎ）都是
细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）中与细胞
骨架相关的必需蛋白质，有助于维持细胞结构和

功能的完整性［１８］。其中，ＦＮ在调节细胞行为和
细胞信号传导中起到了重要作用［１９］。研究发现，

ＮＫＡ活性降低将会影响细胞内 Ｃａ２＋的浓度，同
时伴随着钠偶联转运体梯度变化，降低细胞 ＦＮ
的粘附能力［２０］。因此推测，这些蛋白的损伤，可

能会导致离子转运失衡。而 ＥＣＭ和细胞骨架通
过整合蛋白（ｉｎｔｅｒｇｒｉｎ）形成复合结构，这种复合
结构受到蛋白质二硫键异构酶（ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＰＤＩ）和 ＡＲＦ１的调控。ＰＤＩ位于内质
网，通过催化二硫键的形成、减少及重组来调节

蛋白分泌或细胞表面蛋白的三级结构［２１］。研究

表明，ＰＤＩ在整合蛋白的合成中起到了重要的调
节作用，从而参与到细胞的粘附调节和转录后修

饰［２２］。在血小板和肿瘤细胞中，ＰＤＩ可降低二硫
键的数量来调节细胞的粘附或迁移，从而导致ＦＮ
合成下降［２３２４］。ＡＲＦ１也介导细胞内骨架与ＥＣＭ
的连接，间接影响细胞骨架的重排。

我们的结果显示，ＰＤＩ、ＦＮ、胶原蛋白及促进
胶原蛋白合成相关酶类，如ＰＬＯＤ２的蛋白表达量
显著降低。因此推测，细胞在高渗刺激下，细胞

处于失水状态，形态骤缩，影响细胞间的粘连，从

而导致ＦＮ和胶原蛋白以及相应的调节蛋白受到
损害，影响细胞内稳态。而 ＲＴＰＣＲ结果表明，
ｆｎ、ｐｌｏｄ２和 ａｒｆ１含量升高表明，细胞在努力恢复
受损蛋白，但高渗环境对细胞的损伤太大，导致

２４ｈ后仍无法恢复，因而影响各类生理活动，对
细胞内其他离子转运蛋白的合成也造成一定影

响，使细胞处于严重受损状态，细胞骨架的损伤

严重影响离子转运等一系列生理活动，然而具体

机制还需深入探讨。

本研究培养了金钱鱼肾原代细胞，经高、低

渗透压刺激后，通过 Ｌａｂｅｌｆｒｅｅ蛋白定量分析，得
到了差异蛋白及这些差异蛋白的 ＧＯ功能注释，
了解到这些蛋白所行使的功能及参与的各项生

理活动，着重探讨渗透调节过程中，细胞骨架在

离子转运过程中起到的作用，为进一步研究细胞

水平的肾脏渗透压调节机制奠定基础，而具体参

与调控的蛋白研究需进一步探讨。
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