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大弹涂鱼皮肤黏液的抑菌活性和蛋白质组学
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摘要：皮肤黏液是鱼类免疫防御的第一道防线。大弹涂鱼皮肤黏液对其免疫防御、渗透
压维持以及适应水陆生活等方面具有重要意义。为深入了解大弹涂鱼皮肤黏液的蛋白质
分子组成，对其皮肤黏液开展了抑菌活性分析和蛋白质组学分析。通过电刺激法收集大
弹涂鱼皮肤黏液，采用打孔法比较了皮肤黏液和血清的抑菌活性差异；进一步利用鳗弧
菌对大弹涂鱼进行诱导，采用生长曲线抑制法分析和比较了诱导前后皮肤黏液的抑菌活
性差异。利用Shotgun质谱技术，结合大弹涂鱼皮肤转录组数据库，对大弹涂鱼皮肤黏
液开展了蛋白质组学分析；进一步利用String软件对所鉴定的蛋白质开展了蛋白质相互
作用预测。大弹涂鱼皮肤黏液具有广谱抑菌活性，鳗弧菌诱导后的大弹涂鱼皮肤黏液与
诱导前相比，对部分革兰氏阴性菌的抑菌活性明显上升，但对其他菌株的抑菌活性差异
不明显。从大弹涂鱼皮肤黏液中共鉴定各类蛋白质分子97种，基本分子组成与其他硬骨
鱼类皮肤黏液蛋白相似，但也有少数蛋白如泛素蛋白、胸腺素蛋白等未在其他鱼类皮肤
黏液中报道。此外，其他鱼类中所鉴定到的部分蛋白如热休克蛋白、抗菌肽等在大弹涂
鱼皮肤黏液中未能鉴定到。大弹涂鱼皮肤黏液中已鉴定的蛋白多数具有与免疫功能相关
的结构域，且存在一个以肌动蛋白为核心的相互作用网络。大弹涂鱼皮肤黏液具有明显
的广谱抑菌活性，其蛋白质组成与其他鱼类皮肤黏液具有一定的相似性。本研究为深入
了解大弹涂鱼皮肤黏液的分子多样性及功能机制奠定了基础。
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皮肤是鱼类用以保护机体的一道重要屏障。

由于鱼类生存于水环境，与陆生生物相比，其

皮肤组织面临来自微生物侵袭的风险更高，各

种物理化学因素的影响更大，因此，鱼类皮肤

通过分泌黏液，与表皮细胞一起构成黏膜免疫

系统，成为抵御微生物侵袭的第一道防线 [1 -3]。

鱼类皮肤黏液主要成分为蛋白质[4-7]。在功能方面，

皮肤黏液不仅参与鱼类免疫防御 [4]，其所含的糖

蛋白、溶菌酶、补体蛋白、凝集素、黄素酶、蛋

白水解酶、抗菌肽以及免疫球蛋白等众多免疫

成分可作为免疫相关分子的储存库 [8]；鱼类皮肤

黏液还参与了鱼类的呼吸、渗透调节、繁殖、运

动、排泄和信息交流等生物学功能 [9]。因此，鱼

类皮肤黏液的相关研究在鱼类学研究中占据着

重要地位。

大弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)属于

硬骨鱼纲(Osteichthyes)、鲈形目(Perciformes)、弹

涂鱼科(Periophthalmidae)、大弹涂鱼属(Boleophth-
almus)。与其他硬骨鱼类相比，大弹涂鱼的一个

重要特点在于其三分之一的时间可生活于滩涂

这样的陆地环境，生物学习性介于鱼类和两栖

类之间。为此，对于大弹涂鱼皮肤黏液的研究

不仅有助于了解大弹涂鱼的特殊生活习性的适

应机制，也有助于了解鱼类在进化过程中，其
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皮肤黏液的分子组成变化机制。

为深入了解大弹涂鱼皮肤黏液的分子组成，

通过电刺激法收集大弹涂鱼皮肤黏液，研究并

比较了其和血清的抑菌活性差异以及鳗弧菌

(Vibrio anguillarum)诱导对其皮肤黏液的抑菌活

性的影响。在此基础上，皮肤黏液经脱盐、还

原烷基化和酶解后，采取蛋白质组学策略，结

合大弹涂鱼皮肤转录组数据，研究其蛋白质分

子组成特点。从中鉴定各类蛋白质分子共计97种，

并对上述蛋白质分子开展了序列分析和相互作

用预测。本研究为了解大弹涂鱼皮肤黏液中的

蛋白质分子多样性特征以及大弹涂鱼皮肤黏液

的功能机制奠定了基础。

1    材料与方法

1.1    实验对象

成年野生大弹涂鱼采集于浙江宁波镇海澥

浦沿海滩涂，体长12~14 cm。大弹涂鱼在装有经

过滤除菌海水的恒温(25 °C)水箱中静养24 h，之

后选取健康、活泼、表皮无损伤的个体进行实

验。采用电刺激法收集大弹涂鱼皮肤黏液[10]。将

大弹涂鱼个体置于盐度为18的经过滤除菌的海水

中，经10 V电压，刺激次数10次(电刺激10 s，间

隔10 s)后收集含有大弹涂鱼皮肤黏液的海水，经

离心(12 000 r/min，20 min，4 °C)后，上清液采用

透析袋(Viskase MD44，MWCO: 1 ku，美国)进行

透析脱盐，冷冻干燥后，保存于–20 °C备用。

1.2    大弹涂鱼皮肤黏液的抑菌活性分析

采用打孔法研究大弹涂鱼皮肤黏液及血清

样品对14 种微生物的抑制作用。其中大弹涂鱼

皮肤黏液样品为脱盐冻干后的粉末，将大弹涂

鱼经低温麻醉后，以灭菌注射器收集其血液，

为防止血液凝固，加入红细胞保存液 (阿氏液，

V(血液 )∶V(阿氏液 )=1∶4)经低速离心(1 000 r/min，
15 min，4 °C)去除血细胞后获得血清。抑菌实验

所用菌株购自中国工业微生物菌种保藏管理中

心(CICC)，5种革兰氏阳性菌：金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)、巨大芽孢杆菌(Bacillus
megaterium)、枯草芽孢杆菌(B. subtilis)、苏云金

芽孢杆菌(B. thuringiensis)、藤黄微球菌(Microc-
occus luteus)；7种革兰氏阴性菌：大肠杆菌(Esche-
richia coli)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aerugin-
osa)、荧光假单胞菌(P. fluorescens)、副溶血性弧

菌(V. parahaemolyticus)、哈氏弧菌(V. harveyi)、
鳗弧菌、溶藻弧菌(V. alginolyticus)；2种真菌：

白色念珠菌(Monilia albican)和黑曲霉(Aspergillus
niger)。将微生物涂布于LB固体培养基上，以打

孔器在平板上打孔，在孔内加入浓度为1 mg/mL
大弹涂鱼皮肤黏液样品，另设大弹涂鱼血清浓

度为1 mg/mL对照组；阴性对照组为纯水；上述

样品加样量均为10 μL。平板于37 °C条件下培养

12 h后观察抑菌圈并测量其直径。蛋白浓度定量

采用福林酚蛋白浓度测定试剂盒[C505031，生工

生物工程(上海)股份有限公司]，按试剂盒操作说

明进行，标准品为牛血清白蛋白。

采取生长曲线抑制法 [11]分析大弹涂鱼经鳗

弧菌注射诱导后其皮肤黏液的抑菌活性变化。鳗

弧菌诱导参照已有文献[12]进行。鳗弧菌溶于生

理盐水(106 CFU/mL)，经腹腔注射(100 μL/尾)诱
导24 h的大弹涂鱼经电刺激法收集其皮肤黏液，

经冷冻干燥后进行蛋白质定量。抑菌活性测试

菌株同上。测试菌株溶于LB培养基中(OD600值为

0.01)，取80 μL菌液置于96孔板中，加入20 μL样

品溶液(蛋白浓度调节为1 mg/mL)；对照组为80 μL
菌液加20 μL纯水，在37 °C培养箱中培养8 h后，

测量其OD600。去除本底值后，根据样品组与对

照组的OD600比值判断抑菌效果，抑制率高代表

抑菌活性强。

1.3    大弹涂鱼皮肤黏液蛋白质组学分析

大弹涂鱼皮肤黏液样品的还原烷基化、胰

蛋白酶酶解、Shotgun质谱分析参照已有文献[13]。
将大弹涂鱼皮肤黏液样品溶解于50 mmol/L碳酸

氢铵溶液，加入二硫苏糖醇(dithiothreitol，DTT)
至终浓度为10 mmol/L，于57 °C条件下还原1 h，
再加入碘乙酰胺 (iodoacetamide，IAM) 溶液至终

浓度为20 mmol/L，在室温、黑暗条件下进行烷

基化反应45 min。反应结束后，按1∶50比例加入

胰蛋白酶(proteomics grade，Sigma)，37 °C条件下

孵育12 h。酶解完成后，样品溶液经离心 (12 000 r/
min，20 min，4 °C)取上清液冷冻干燥后，复溶

于4%的乙腈溶液(0.1% 三氟乙酸)进行质谱分析，

质谱仪为QSTAR-Elite (Applied Biosystems，美国)。
酶解后的样品溶液首先经高效液相色谱系

统(20AD HPLC system，Shimadzu，日本)进行分

离；分离柱为分析型Zorbax 300SB-C18 反相色谱

柱 (0.1 mm×150 mm，5 μm，300 Å，加拿大)；洗
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脱液分别为含0.1%甲酸的5%乙腈溶液 (A液 )和
95%乙腈(B液)；洗脱梯度为90 min内B液的比例

由5%上升到35%，流速为0.3 mL/min。质谱数据

的采集由软件Analyst QS 1.1 (Applied Biosystems，
美国 )完成；一级质谱扫描范围m/z 350~1 500；
分辨率分别为60 000(全扫描)和2 000(MS/MS扫描)；
强度最大的8个峰(m/z 100~2 000)经动态排除法收

集后进行序列分析。

采用MSCOT 2.1软件进行蛋白质鉴定。数据

库采用大弹涂鱼皮肤转录组unigene数据集(大弹

涂鱼基因组数据目前尚未开放下载)，共计119 848
条unigene序列 [14]。上述unigene数据经MSCOT 2.1
软件转化为6种可能的蛋白质翻译格式所推导的

氨基酸序列，构成自定义本地数据库。二级质

谱数据用以检索该蛋白质序列数据库；质谱质

量容差分别设定为5×10–5 mg/L (一级质谱)和0.2 u
(二级质谱)；固定修饰设定为乙酰化，可变修饰

设定为氧化；蛋白质得分在60分以上且最佳离子

得分(ion score)在40分以上为可信鉴定结果。

对获得的鉴定结果，利用Lasergene v7.1软
件中的EditSeq模块进行开放阅读框(open reading
frame，ORF)分析。ORF推导氨基酸序列与MS/
MS质谱图的肽段序列信息进行相互验证，以判

断推导ORF区域以及MS/MS数据的可信度。利用

SignalP 4.1在线软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/)进行信号肽分析；序列同源检索在NCBI
数据库中以BLAST工具(http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi)在线进行；结构域分析用SMART工

具软件(http://smart.embl-heidelberg.de/)在线预测；

采用ProtParam在线工具(https://web.expasy.org/
protparam/)分析蛋白质分子的基本理化性质。采

用String在线软件(版本v9.05)(https://string-db.org/)
进行蛋白质相互作用分析。

1.4    数据分析

实验数据采用Excel 2013进行整理，采用

SPSS 22.0软件进行统计学分析及显著性差异分析，

P<0.05为显著差异，P<0.01为极显著差异。

2    结果

2.1    大弹涂鱼皮肤黏液的提取及抑菌活性

大弹涂鱼在过滤除菌海水中经电刺激后，收

集含皮肤黏液的海水，经透析脱盐后冻干。蛋

白浓度定量分析表明，其皮肤黏液冻干粉中蛋

白质浓度为20.9%。采取打孔法检测大弹涂鱼皮

肤黏液和血清对14种微生物的抑制作用。大弹涂

鱼皮肤黏液样品在1 mg/mL蛋白浓度下对所检测

的14种菌均可观察到明显的抑菌圈(表1)。而相

同蛋白浓度下，大弹涂鱼血清仅对枯草芽孢杆

菌和金黄色葡萄球菌产生抑制作用，对其他12种
微生物均无明显抑制活性(表1)。进一步采取生

长曲线抑制法比较了大弹涂鱼经鳗弧菌诱导后，其

皮肤黏液抑菌活性差异，结果显示，大弹涂鱼皮

肤黏液样品在1 mg/mL浓度下对14种测试菌的抑

制率均在80%以上(图1)。经鳗弧菌诱导24 h后，与

未诱导组相比，大弹涂鱼皮肤黏液样品对多数所

测试菌株的抑制率差异不明显(图1)，但对部分

革兰氏阴性菌，如大肠杆菌、绿脓杆菌和哈氏弧

菌的抑制率有显著升高(P<0.05，n=3)，而对巨大

芽孢杆菌的抑制率则有极显著下降(P<0.01，n=3)。

2.2    大弹涂鱼皮肤黏液质谱鉴定

对大弹涂鱼皮肤黏液样品经脱盐、还原烷

基化以及胰蛋白酶酶解后，开展Shotgun质谱

分析，通过所获得的二级质谱数据搜索大弹涂鱼

皮肤转录组数据库，共获得97种有效蛋白，对所

鉴定的蛋白匹配的unigene进行开放阅读框分析，

对开放阅读框编码的蛋白质序列开展了序列同

源性搜索、结构域预测和信号肽预测(附表1)。
所鉴定的97种蛋白质经过BLAST分析，有

94种蛋白可搜索到同源序列，其余3种蛋白未能

检索到。在所鉴定的蛋白中，结构蛋白数量最

多，包括角蛋白、肌动蛋白、肌动蛋白结合蛋

白、肌球蛋白、细胞骨架蛋白、纤维蛋白和胶

原蛋白等，共计30种；其次为酶类蛋白，包括乳

酸脱氢酶、超氧化物歧化酶、过氧化物酶、

磷酸酶、转移酶等共计15种；此外，还鉴定到免

疫相关蛋白(免疫球蛋白、凝集素等)，转运相关

蛋白(载脂蛋白、转铁蛋白、血红蛋白亚基等)，
钙离子结合蛋白(钙调蛋白、钙黏蛋白和钙网蛋

白等)以及黏蛋白、泛素蛋白、TBT结合蛋白、白

蛋白等(附表1)。
所鉴定的蛋白中有61种蛋白的同源序列来

源于大弹涂鱼，其他蛋白的同源序列多来源于

其他鱼类，其中4种来自美丽硬骨舌鱼(Scleropa-
ges formosus)，3种来自黑点青鳉(Oryzias melasti-
gma)，3种来自大黄鱼(Larimichthys crocea)，2种
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来自贝氏隆头鱼(Labrus bergylta)等。此外，也有

少数蛋白在序列同源性搜索时，所匹配的同源

蛋白来自非鱼类物种，包括哺乳类、甲壳类等

(附表1)。
所鉴定的蛋白中，有89种蛋白可预测到序

列中有结构域(附表1)；13种蛋白可预测到信号

肽序列，其中包括胶原蛋白、免疫球蛋白、凝

集素、钙网蛋白、钙黏蛋白、载脂蛋白以及巨

球蛋白等(附表1)，表明上述蛋白属于分泌蛋白。

将大弹涂鱼皮肤黏液中鉴定的97种蛋白及

其推导的氨基酸序列提交至https://string-db.org/，
以斑马鱼(Dania rario)为物种模板，利用String软
件开展蛋白质相互作用网络分析，结果显示，

共有56种蛋白获得鉴定，其中有40种存在于以肌

动蛋白为核心的相互作用网络中，另有16种蛋白

位于网络之外(图2，表2)。

3    讨论

皮肤是鱼类的第一道免疫防线。有研究显

示，鱼类皮肤黏液的免疫相关蛋白 (如溶菌酶、

碱性磷酸酶、酯酶、蛋白酶、抗蛋白酶、过氧

化物酶和抗菌因子 ) 的活性通常高于血清 [15-16]，

表明黏膜免疫以及皮肤黏液对鱼类生存具有重

要性。鱼类皮肤黏液的分子组成复杂，而蛋白

质是鱼类皮肤黏液中最重要的分子。目前，对

于鱼类皮肤黏液的蛋白质组学研究尚不多见，以

“Proteomic-fish-skin-mucus”作为关键词，在美国

国立医学图书馆数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/?term=Proteomic+fish+skin+mucus)中检索

到的相关文献仅18篇，主要集中在鲷、鲈、鲑、

鲤等少数几个鱼类物种。

由于大弹涂鱼在自然状态下皮肤黏液分泌

量极少，因此，采用电刺激法促使大弹涂鱼分

泌更多的黏液以开展研究。电刺激法在两栖类

皮肤黏液研究中已被证明是一种无损伤的刺激

手段 [10]，但在鱼类皮肤黏液的研究中尚不多见。

通过低强度电刺激，可观察到大弹涂鱼皮肤表

面黏液分泌量明显增加。收集大弹涂鱼皮肤黏液，采

表 1    大弹涂鱼皮肤黏液样品及血清样品

对14种菌的抑菌圈直径

Tab. 1       Zone diameter of 14 microorganisms inhibited
                  by B. pectinirostris skin mucus and serum      

samples at protein concentration of 1 mg/mL       mm

菌种

microorganisms
皮肤黏液抑菌圈

mucus
血清抑菌圈

serum

金黄色葡萄球菌

S. aureus
5.73±0.41** 4.90±0.82**

巨大芽孢杆菌

B. megaterium
4.17±0.05** −

枯草芽孢杆菌

B. subtilis
4.57±0.09** 4.63±0.42**

苏云金芽孢杆菌

B. thuringiensis
5.13±0.26** −

藤黄微球菌

M. luteus
4.63±0.29** −

大肠杆菌

E. coli
5.73±0.56** −

铜绿假单胞菌

P. aeruginosa
5.10±0.29** −

荧光假单胞菌

P. fluorescens
4.80±0.22** −

副溶血性弧菌

V. parahaemolyticus
5.77±0.21** −

哈氏弧菌

V. harveyi
4.53±0.12** −

鳗弧菌

V. anguillarum
5.03±0.12** −

溶藻弧菌

V. alginolyticus
4.13±0.05** −

白色念珠菌

M. albican
4.17±0.25** −

黑曲霉

A. niger
4.27±0.76** −

注：**. P<0.01；−.无抑菌活性

Notes: **. P<0.01; −. no antibacterial activity
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图 1    生长曲线抑制法检测鳗弧菌诱导前后大弹涂鱼

皮肤黏液样品对14种菌的抑制率

1.大肠杆菌，2.副溶血性弧菌，3.枯草芽孢杆菌，4.金黄色葡萄

球菌，5.藤黄微球菌，6.溶藻弧菌，7.苏云金芽孢杆菌，8.鳗弧

菌，9.铜绿假单胞菌，10.哈氏弧菌，11.荧光假单胞菌，12.巨大

芽孢杆菌，13.白色念珠菌，14.黑曲霉；“*”代表P<0.05，“**”
代表P<0.01；n=3

Fig. 1    The inhibition rate of skin mucus from B.
pectinirostris before and after V. anguillarum induction

1. E. coli, 2. V. parahaemolyticus, 3. B. subtilis, 4. S. aureus, 5. M.
luteus, 6. V. alginolyticus, 7. B. thuringiensis, 8. V. anguillarum, 9. P.
aeruginosa, 10. V. harveyi, 11. P. fluorescens, 12. B. megaterium, 13. M.
albican, 14. A. niger; "*" P<0.05, "**" P<0.01; n=3
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表 2    String分析结果中蛋白质全名和缩写对应表

Tab. 2    The full names and the corresponding abbreviations of identified proteins in String analysis

缩写

abbreviations
全称(长度/aa)

full name (length)
缩写

abbreviations
全称(长度/aa)

full name (length)

pgam1a 磷酸甘油酸变位酶

phosphoglycerate mutase 1a (254)
ATP5B ATP合成酶

ATP synthase (529)

ptmaa 前胸腺素

prothymosin (105)
uba52 泛素A-52残基核糖体蛋白融合产物

ubiquitin A-52 residue ribosomal protein
fusion product 1 (128)

ldhba 乳酸脱氢酶

lactate dehydrogenase Ba (334)
ENSDARG00000042535 肌动蛋白

actin, alpha (377)

fgb 纤维蛋白原

fibrinogen (485)
calr 钙网蛋白

calreticulin (418)

msna moesin a (579) sod1 超氧化物歧化酶

superoxide dismutase 1(154)

impa1 肌醇-单磷酸酶

inositol (myo)-1(or 4)-monophosphatase 1 (282)
txn 硫氧蛋白

thioredoxin (107)

ENSDARG00000015050 钙调蛋白

calmodulin 2a (149)
tagln transgelin (199)

fabp11a 脂肪酸结合蛋白

fatty acid binding protein 11a (134)
flna 细丝蛋白

filamin A, alpha (2614)

cahz 碳酸酐酶

carbonic anhydrase (260)
a2ml α-2巨球蛋白

alpha-2-macroglobulin-like (1442)
cfl2l cofilin 1 (165) fa56g11 si-dkey-46g23.5 (1453)

eef2b 真核翻译延伸因子

eukaryotic translation elongation factor 2b (858)
cdh1 钙粘蛋白

cadherin 1(864)

flncb 细丝蛋白

filamin C (2 743)
ptx3a pentraxin 3(447)

tfa transferrin-a (675) gpx4a 谷胱甘肽过氧化物酶

glutathione peroxidase 4a (112)

ywhaba 酪氨酸3-单加氧酶/色氨酸5-单加氧酶活化蛋白

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein (244)

ubb 泛素

ubiquitin C (533)

pvalb3 小白蛋白

parvalbumin 3 (109)
krt15 角蛋白

keratin 15 (460)

ptgdsb 前列腺素D2合成酶

bprostaglandin D2 synthase b (184)
TMSB15A 胸腺素

thymosin beta 15a (44)
cotl1 coactosin-like 1(142) zgc:173994 zgc-173994 (219)

fabp3 脂肪酸结合蛋白

fatty acid binding protein 3(133)
rbp4 视黄醇结合蛋白

retinol binding protein 4(192)
LOC573769 si-ch211-161h7.6 (100) zgc:92066 zgc-92066(226)

mpx 骨髓特异性过氧化物酶

myeloid-specific peroxidase (893)
ENSDARG00000089124 血红蛋白

hemoglobin alpha embryonic-1 (143)

ndrg1a n-myc downstream regulated gene 1a (392) blvrb 胆绿素还原酶

biliverdin reductase B (NADPH) (260)

efhd2 EF-hand domain family (233) rps27a 核糖体蛋白

ribosomal protein S27a (172)

enpp2 外核苷酸焦磷酸酶/磷酸二酯酶

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
2 (850)

pfn1 profilin 1 (141)

actb1 肌动蛋白

actin, beta 1(375)
apoa1b 载脂蛋白

A-Iapolipoprotein A-I (257)

actc1b 肌动蛋白

actin, alpha (377)
myl12.2 肌球蛋白

myosin, light chain 12 (172)

apoa2 载脂蛋白

A-IIapolipoprotein A-II (141)
col1a2 胶原蛋白，I型，α2

collagen, type I, alpha 2 (1352)
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取Shotgun质谱策略结合转录组数据库搜索，对

其进行了蛋白质组学分析，总计鉴定出97种蛋白

质分子，可将其分为结构性蛋白、酶类蛋白、免

疫相关蛋白、转运相关蛋白、钙离子结合蛋白

和其他蛋白等6大类。

大弹涂鱼皮肤黏液蛋白质分子中，结构性

蛋白占据了多数(30.9%)，其中主要是角蛋白和

肌动蛋白的不同变体，此外还包括纤维蛋白、细

胞骨架蛋白、胶原蛋白等。类似的结果在其他

鱼类的皮肤黏液蛋白质组成研究中已有报道。例

如，金头鲷(Sparus aurata)皮肤黏液的蛋白质组

学分析中，所鉴定的蛋白中有44%为结构性蛋

白 [17]；而在对挪威舌齿鲈(Dicentrarchus labrax)皮
肤黏液的蛋白质组学研究中，有25.2%的蛋白为

impa1

pgam1a

zgc:92066

calr

ndrg1a

ldhba

ATP5B

tpi1b

fabp3

zgc:173994

gpx4a

sod1 mpx

Txn

eef2b

cotl1

actclb

actbl
actb2

rbp4

blvrb

cdh1

ptgdsb

enpp2

ighv6-1

efhd2

tfa

rps27a

apoa1b

apoa2

fgb

ubb

krt15 ptx3a

LOC573769

ptmaa

fa56g11

msna

a2ml

col1a2

flncb
ENSDARG00000042535

flna

pvalb3

cahz

TMSB15A

my112.2

pfn1

uba52

pycard

ENSDARG00000015050

ywhaba cfl2l

fabp11a

tagln

ENSDARG00000089124

 
图 2    利用String软件(v9.05)分析的大弹涂鱼皮肤黏液蛋白质的相互作用网络图

粗线条代表强的相互作用，细线条代表弱的相互作用

Fig. 2    Confidence view of protein-protein interaction network of identified proteins created by String v9.05
Thick lines represent strong interactions, thin lines represent weak interactions

·续表2·

缩写

abbreviations
全称(长度/aa)

full name (length)
缩写

abbreviations
全称(长度/aa)

full name (length)

pycard PYD and CARD domain containing (203) actb2 肌动蛋白

actin, beta 2(375)

tpi1b 磷酸丙糖异构酶

triosephosphate isomerase 1b (248)
ighv6-1 免疫球蛋白

immunoglobulin heavy variable 6-1 (114)
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结构性蛋白[18]。结构性蛋白在鱼类皮肤黏液中的

存在被认为是一种较为普遍的现象，其中，角

蛋白和肌动蛋白均被认为与免疫相关，例如，

在变形虫感染后的大西洋鲑(Salmo salar)的皮肤

黏液中，角蛋白的表达量明显上调[19]；在鳗弧菌

感染后的大西洋鳕(Gadus morhua)皮肤黏液蛋白

质组学研究中得出同样的结论[20]。此外，Molle等[21]

发现虹鳟(Oncorhynchus mykiss)皮肤黏液中的角蛋

白可通过穿孔机制杀灭病原微生物，这表明角

蛋白可能直接参与了鱼类皮肤黏液的免疫防御

功能。而肌动蛋白同样在不同鱼类皮肤黏液中

均有发现，且在鱼类遭受感染或者胁迫刺激

后，其表达量出现明显变化 [17，22-23]。此外，在昆

虫的肌动蛋白研究中发现，肌动蛋白可以通过

结合在病原微生物表面直接杀灭微生物，或者

通过激活宿主吞噬细胞完成对微生物的吞噬作

用[24]，推测肌动蛋白在鱼类皮肤黏液中可能具有

类似的功能。

酶类蛋白在大弹涂鱼皮肤黏液中种类较多，

包括乳酸脱氢酶、碳酸酐酶、超氧化物歧化酶、

过氧化物酶、磷酸酶、转移酶等。其中超氧化物

歧化酶和过氧化物酶被认为是参与应激反应的重

要酶类，在多种鱼类皮肤黏液中被鉴定出[18，25-26]。

其中，大弹涂鱼皮肤黏液中鉴定的超氧化物歧化

酶(c39279_g1_i1)理论分子量为15.9 ku，与金头鲷

和舌齿鲈皮肤黏液中鉴定的超氧化物歧化酶的

分子量接近，理论等电点也相近 (pI为6左右 )；
超氧化物歧化酶已被证实与免疫相关 [27-28]，因

此，大弹涂鱼皮肤黏液中的超氧化物歧化酶可

能也参与了皮肤黏液的免疫功能。此外，大弹

涂鱼皮肤黏液中鉴定到2种过氧化物酶，分别为

c63909_g1_i1和c54456_g1_i1，后者序列中含信号

肽序列。此前已报道在鱼类脾和肾中，过氧化

物酶在免疫诱导后其表达量上升[29]；此外，过氧

化物酶还被证明与炎症反应有关[30]。

大弹涂鱼皮肤黏液中还鉴定到部分直接与

免疫有关的分子，包括凝集素 (c38038_g1_i1)、
免疫球蛋白(c55569_g1_i2和c34104_g1_i1)等，其

中在鱼类皮肤黏液中已报道至少5种类型的凝集

素 [31-32]。凝集素作为免疫活性物质，具有分子识

别和激活吞噬细胞等功能，因而在鱼类皮肤黏

液中具有极为重要的作用[31]。大弹涂鱼中鉴定到

的凝集素分子序列中含信号肽和正五聚蛋白(PTX
pentraxin)结构域，是一种典型的正五聚蛋白。正

五聚蛋白被认为在鱼类感染和炎症反应中是一种

急性时相蛋白 [32]，已在斑鳐(Raja kenojei)和圆鳍

鱼(Cyclopterus lumpus)皮肤黏液中鉴定出 [30，32-33]。

免疫球蛋白在鱼类皮肤黏液中的存在早有报道[34-35]，

但并非一种普遍现象，例如，在对金头鲷和圆鳍

鱼的皮肤黏液研究中就未鉴定到免疫球蛋白的

存在 [17， 34]，但考虑到上述研究中采用的是二维

双向电泳结合蛋白质点质谱鉴定技术，而本研

究采用的Shotgun质谱技术不同于上述研究，因

此，不排除因技术的灵敏度不同而导致。目前，

已知鱼类皮肤黏液中的免疫球蛋白主要为IgT [36]，

其分子结构由4条重链和4条轻链组成，其中重链

分子量为70~80 ku，轻链分子量为20~30 ku[37-38]。大

弹涂鱼皮肤黏液中鉴定到2种免疫球蛋白c55569_
g1_i2和c34104_g1_i1，其前体蛋白分子量分别为

66和27 ku，推测c55569_g1_i2为免疫球蛋白重链，

而c34104_g1_i1为免疫球蛋白轻链。此外，这2种
蛋白均具有信号肽序列，表明这2种蛋白均为分

泌型蛋白。鱼类皮肤黏液中的免疫球蛋白在结

构和功能方面与血清中的免疫球蛋白存在差异，

被认为是鱼类皮肤黏膜免疫体系的重要组成部

分 [37-39]，已有报道证明，鱼类皮肤黏液中免疫球

蛋白能够吞噬细菌以及寄生虫等微生物，以防

止其进一步感染上皮细胞[40]。

从大弹涂鱼皮肤黏液中还鉴定到与物质转

运有关的蛋白，包括载脂蛋白、转铁蛋白和血

红蛋白等，其中载脂蛋白在鱼类皮肤黏液中普

遍存在[41]，在鱼类遭受细菌感染后，其表达量会

明显上升 [20， 22]；此外，有研究表明鱼类皮肤黏

液中的载脂蛋白在体外可裂解细菌并具有较强

的杀菌作用 [42]。从大弹涂鱼皮肤黏液中鉴定到

1种含载脂蛋白结构域的蛋白和4种含脂质运输结

构域的蛋白，其中2种具有信号肽序列(c54454_g6_
i1和c14526_g1_i1)，而已报道的其他鱼类皮肤黏

液中的载脂蛋白多为胞内蛋白[41]，这表明大弹涂

鱼皮肤黏液中的载脂蛋白可能具有较为特殊的

结构与功能。此外，在大弹涂鱼皮肤黏液中还

鉴定到3种铁离子结合蛋白，包括血红素结合蛋

白(c62810_g1_i1)和2种转铁蛋白(c47931_g1_i3和
c20630_g1_i1)，铁离子结合蛋白在其他鱼类皮肤

黏液中被广泛鉴定到 [18，22-23]，并被认为可以通过

结合铁离子而抑制细菌的生长，从而达到免疫

防御的作用[23]。

此外，大弹涂鱼皮肤黏液中还含有钙离子
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结合蛋白，包括3种钙调蛋白 (c35670_g1_i1、
c35670_g2_i1和c46827_g1_i1)，1种含EF手(EF-
hand)结构域的蛋白(c57025_g5_i1)、1种钙网蛋白

(c46982_g1_i1)和1种钙黏蛋白 (c56178_g1_i1)。
其中钙调蛋白在鱼类皮肤黏液中的存在早有报

道[43]，且在鱼类皮肤黏液中广泛存在。该蛋白不

仅与鱼类皮肤黏液渗透压维持以及抗低温有关[44]，

还与鱼类的应激反应和免疫有相关[45]。而钙网蛋

白则可以通过与微生物的结合诱导激活宿主吞

噬细胞的吞噬作用，因此，钙网蛋白对鱼类皮

肤黏液的免疫防御同样起到了重要作用 [ 4 6 - 4 7 ]。

大弹涂鱼皮肤黏液中还鉴定到其他蛋白，包

括黏蛋白(c57849_g1_i1)、14-3-3 蛋白(c23513_g1_i2)、
泛素蛋白(c58032_g1_i1、c51162_g1_i1和c76039_
g1_i1)、胸腺素(c35418_g2_i1、c36334_g2_i1和
c62622_g1_i1)和延伸因子(c20684_g1_i1、c20195_g2_
i1和c51081_g12_i1)等。上述蛋白中，黏蛋白是鱼

类皮肤黏液中鉴定到的分子量最大(100 ku以上)
的蛋白质，该蛋白携带大量寡糖链，通过分子

交联并结合水分子，在鱼类体表形成一层湿滑

的表层 [1，48]；14-3-3蛋白在鱼类皮肤黏液中也被

广泛发现[41]，被认为是一种信号转导相关蛋白[49]，

尽管目前关于14-3-3蛋白在鱼类皮肤黏液中的作

用尚不明确，但已有报道发现，该蛋白在斑马

鱼的细胞吞噬以及抵御微生物方面发挥着重要

作用 [50]，因此，可以推测14-3-3蛋白在大弹涂鱼

皮肤黏液中可能通过介导信号转导来激活皮肤

表皮细胞的免疫防御功能。此外，如泛素蛋白、

胸腺素等，则是首次在鱼类皮肤黏液中被发现，

关于这些蛋白在鱼类皮肤黏液中的作用，目前

尚无相关报道。

通过对上述蛋白展开相互作用分析，发现

有相互作用的蛋白中以肌动蛋白为核心，其外

围有肌球蛋白(myosin，myl)、丝切蛋白(cofilin，
cfl)、细丝蛋白(filamin，flna)、泛素蛋白(ubiqu-
itin，ubb)和小清蛋白(parvalbumin，pvalb)等，而

在上述蛋白外围，还存在延伸因子 (translation
elongation factor，eef)、纤维蛋白原(fibrinogen，
fgb)、转铁蛋白(transferrin，trf)、超氧化物歧化

酶 (superoxide  d ismutase，SOD)和载脂蛋白

(apolipoprotein，apo)等。可见，大弹涂鱼皮肤黏

液中，结构性蛋白、酶类蛋白等可能通过相互

作用形成网络并因此介导了大弹涂鱼皮肤黏液

的各种功能。

在本研究中，部分在其他鱼类皮肤黏液中

鉴定到的蛋白，如热休克蛋白 [22]、组蛋白 [17]、抗

菌肽 [51]等，在大弹涂鱼皮肤黏液中未得到鉴定，

尽管上述蛋白在大弹涂鱼转录组数据库中均存

在[14]，但可能因为在皮肤黏液中含量极低而未能

检测到，因此，尚不能排除上述蛋白在大弹涂

鱼皮肤黏液中的存在。同时，大弹涂鱼皮肤黏

液具有广谱的、较强的抑菌活性。在对14种微生

物的抑菌圈实验中，大弹涂鱼皮肤黏液样品均

表现出明显的抑菌圈，而大弹涂鱼血清样品在

相同蛋白浓度下，仅对2种菌表现出抑菌活性，

表明大弹涂鱼皮肤黏液相较于血清具有更广谱

的抑菌效果，因此在鱼类免疫中具有重要意义。

尽管本研究在大弹涂鱼皮肤黏液中未能鉴定到

抗菌肽分子，但从鉴定结果分析，大弹涂鱼皮

肤黏液中的角蛋白、载脂蛋白、凝集素、转铁

蛋白等均有可能发挥了直接抑菌的活性。从鳗

弧菌诱导结果分析，鳗弧菌诱导对大弹涂鱼皮

肤黏液的抑菌活性有一定影响，特别是皮肤黏

液对部分革兰氏阴性菌的抑制活性有所增强，

但总体影响不大。

综上所述，大弹涂鱼作为一种在水生和陆

生环境均能生存的特殊鱼类，其皮肤黏液蛋白

质组学研究具有重要意义。从所鉴定的97种大弹

涂鱼皮肤黏液蛋白质分子分析，多数与免疫防

御有关，部分与渗透压维持、信号转导、新陈

代谢、物质转运等有关。上述研究为后续深入

开展大弹涂鱼皮肤黏液的免疫防御机制及其他

功能机制分析奠定了基础。

感谢复旦大学周新文博士协助shotgun质谱分析。
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Antimicrobial activity and proteomic analysis of
Boleophthalmus pectinirostris skin mucus

LIU Honghan 1,     JIANG Yuting 1,     FAN Meihua 1,     WANG Rixin 2,     LIAO Zhi 1*

(1. Laboratory of Marine Biology Protein Engineering, Marine Science and Technology College,
Zhejiang Ocean University, Zhoushan    316022, China;

2. Laboratory of Fish Health and Evolution, School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract: Fish skin mucus serves as the first line of defense against pathogens and external stressors. The
mudskipper Boleophthalmus pectinirostris inhabit intertidal mudflats containing abundant and diverse microbial
population, thus, the skin together with the mucus of B. pectinirostris are very important for the immune defense,
osmotic pressure maintenance and adaptation to amphibian life. For exploring the proteomic profile of the skin
mucus and understanding the molecular mechanism of B. pectinirostris adaptation to amphibious environments,
the antibacterial activity was determined by agar diffusion plate method for the mucus and the serum samples. In
addition, a growth curve inhibition method was used to compare the antibacterial activities of B. pectinirostris
mucus before and after vibrio induction. Furthermore, the proteomic profile of natural B. pectinirostris mucus was
identified by Shotgun mass spectrometry technology combining with skin transcriptome searching. The interaction
network analysis of the identified proteins from mucus was performed by String software. Skin mucus was
collected from B. pectinirostris after electrical stimulation. The mucus of B. pectinirostris showed a broad
spectrum of antimicrobial activity more than serum of the same species, indicating that the mucus has a stronger
antimicrobial activity than the serum. After vibrio induction, the antibacterial activity of mucus was slightly
stronger for some gram-negative bacteria than that of un-induced mucus. A total of 97 proteins were identified
from natural mucus of B. pectinirostris with a similar results from studies of other fish species, including actins,
keratins, apolipoproteins, transferrins, calmodulins, ubiquitins, pentraxins, and various enzymes. However, some
proteins, such as ubiquitin-like proteins and thymosin, were identified first from fish mucus. The identified
proteins can be clustered into structural proteins, enzymes, material transport related proteins, immune proteins,
and other proteins. Most of these proteins are known to be involved in immune and/or stress responses. Protein
interaction analysis showed strong interactions among the identified proteins, such as actin, myosin, cofilin,
filamin, apolipoprotein, transferrin, calmodulin, and superoxide dismutase. The proteomic profile established in
this study could not only provide knowledge on the routes involved in mucosal innate immunity, but also put
forward a non-invasive technique based on locating immune markers with a potential use for prevention and/or
diagnosis of fish diseases.

Key words: Boleophthalmus pectinirostris; skin mucus; proteomics; immunology; antimicrobial activity
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