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海洋生物学 

长期高氨氮暴露对海水青鳉毒理效应的蛋白质组学研究 

高娜 1, 2, 3, 朱丽梅 1, 2, 于德良 3, 4, 张黎 1, 2 
1. 中国科学院南海海洋研究所, 中国科学院热带海洋生物资源与生态重点实验室, 广东 广州 510301;  

2. 中国科学院南海海洋研究所, 广东省应用海洋生物学重点实验室, 广东 广州 510301;  

3. 中国科学院大学, 北京 100049;  

4. 中国科学院烟台海岸带研究所, 中国科学院海岸带环境过程与生态修复重点实验室, 山东省海岸带环境过程重点实验室,  

山东 烟台 264003 

摘要: 氨氮是大多数硬骨鱼的氮代谢产物, 但是环境中氨氮浓度过高也会对鱼类产生毒性作用。该研究结果显示, 海水

鳉青 暴露于 0.6和 1.1mmol·L1 NH4Cl 4周后的死亡率分别为 21.25%和 40% 鳉。这说明高浓度氨氮暴露对海水青 具有明

显的毒性作用, 而且暴露浓度越高, 鳉毒性越大。利用蛋白质组学的研究技术研究海水青 在长期氨氮暴露后的蛋白质响

应变化, 发现在 0.6mmol·L1 NH4Cl暴露条件下有 16种蛋白的表达发生明显的变化, 而在 1.1mmol·L1 NH4Cl暴露条件

下有 7 种蛋白的表达发生明显的变化。这些蛋白主要参与氧化应激的产生, 影响 鳉海水青 细胞结构组成、肌肉收缩、

视觉通路、代谢调节和免疫调节, 引起神经毒性。该 鳉研究利用蛋白质组学的研究方法研究了长期氨氮暴露对海水青

的毒理效应, 为利用蛋白质组学探讨环境污染物的毒性效应提供了更深刻的认识。 
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Proteomic responses of marine medaka (Oryzias melastigma) to chronic high 
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Abstract: Most teleost fish excretes nitrogen waste as ammonia, but high environment ammonia is toxic to fish. In this study, 

we demonstrated that the death rate of marine medaka Oryzias melastigma exposed to 0.6 and 1.1 mmol·L1 NH4Cl for four 

weeks were 21.25% and 40.00%, respectively, suggesting high environment ammonia is toxic to the fish. Besides, the higher 

concentration the ambient ammonia, the more toxic it is to the fish. We investigated the responses of chronic ammonia 
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exposure in marine medaka using proteomics. Sixteen proteins were found to be remarkably altered in the fish exposed to 0.6 

mmol·L1 NH4Cl and seven proteins, in the fish exposed to 1.1 mmol·L1 NH4Cl. The function of these proteins included 

inducing oxidative stress, neurotoxicity, disturbance in cell structure, muscle contraction, visual pathway, metabolic and 

immunological regulation. This is the first report of studying the toxicological effect of ammonia on marine medaka using 

proteomics. It provides important insights into toxicological effects of environmental contaminant using proteomics. 

Key words: chronic ammonia exposure; proteomic; marine medaka; toxicological effect  
 

 

近年来, 人类生产活动对自然水体环境的影响

日益突出, 生活污水的倾倒、工业废水的排放以及

化肥饲料的大量使用等使自然水体中的氨氮浓度不

断升高。在水产养殖业中, 鱼体密度过大、投喂饲

料过多、水体流动受限等也会导致水体中氨氮浓度

过高。研究显示, 一个集约型水产养殖系统中的氨

氮含量可高达 2.7mmol·L1 (Chen et al, 1988)。 

尽管氨氮是大部分硬骨鱼的主要氮代谢产物 , 

但是水体中氨氮浓度过高也会对鱼体产生毒性作用

(Eddy, 2005)。传统的生态毒理学研究发现环境中高

浓度氨氮暴露会抑制鱼体生长(Dosdat et al, 2003), 

扰乱鱼体离子平衡(Sinha et al, 2012), 使鱼体产生

氧化应激(Sinha et al, 2014; Cheng et al, 2015)和增加

鱼体患病率(Ackerman et al, 2006)等。 

到目前为止, 有关氨氮对鱼类的急性毒性效应

已有大量研究(Kumar et al, 2007; Wood et al, 2011; 

Liew et al, 2013)。然而, 在自然环境或者水产养殖

业中, 水体一旦受到氨氮污染, 鱼类会长期受到高

浓度氨氮的胁迫。因此, 研究长期氨氮暴露对鱼类

的生态毒理作用既具有生态学和环境保护上的意义, 

也对经济活动起着重要的指导作用。 

随着现代分析技术的发展 , 组学(包括基因组

学、转录组学、蛋白质组学和代谢组学)的研究方法

逐渐成熟并已成功地被运用到环境毒理学的研究

(Fedorenkova et al, 2010; Santos et al, 2010)。在这些

方法中, 基于双向凝胶电泳(2-DE)和质谱技术(MS)

的蛋白质组学可用于呈现复杂的生物功能蛋白质网

络(Choi et al, 2012)。蛋白质组学不仅可以在器官水

平、组织水平和细胞水平描述完整的蛋白质组, 而

且可以用于环境污染物胁迫下的比较蛋白质组学研

究(Ahsan et al, 2009; Wu et al, 2013)。所有有生命的

有机体会通过改变多种蛋白质或基因的表达来应对

微小的环境变化。蛋白质变化是受有毒物质直接或

间接影响的第一个功能阶段, 因此评估蛋白质组在

毒理科学研究中具有重要意义。此外, 研究不足以

引起生理改变的低浓度有毒物质对蛋白质组的变化

有助于揭示参与毒性反应的早期分子事件(Lemos et 

al, 2010)。利用蛋白质组学研究环境污染物(如神经

毒素、重金属)对水生生物毒理效应的研究有很多

(Tian et al, 2011; Ji et al, 2013a, b; Liu et al, 2013; Wu 
et al, 2013), 但是氨氮对海洋鱼类毒性效应的研究尚

未有报道。本研究利用蛋白质组学的方法研究长期氨

鳉氮暴露对海水青 的毒性效应, 以便为利用蛋白质

组学探讨环境污染物的毒性效应提供更深刻的认识。 

1  材料和方法 

1.1  鳉海水青  

鳉海水青 Oryzias melastigma 已在本实验室自

行繁育五代 , 鳉第一代海水青 由香港科技大学获

得 鳉。海水青 在盐度为(30±1)‰、温度为 25±1℃、

pH为 8.0±1的充气海水中养殖, 光照周期 12 h/12 h, 

每天换掉原水体积的 1/2～1/3。 

1.2  暴露实验 

鳉氨氮对海水青 的 96h 半致死浓度(96h LC50)

为 2.6mmol·L1NH4Cl (预实验结果)。将 96h LC50的

40%设定为长期暴露时的最高氨氮浓度(Person-Le 

Ruyet et al, 1995)。因此, 本实验选用最高氨氮暴露

浓度为 1.1mmol·L1 NH4Cl。选用 4个月龄的海水青

鳉 60 尾, 体重 0.04±0.004g, 体长 1.67±0.12cm, 将

其平均分成 3 组 , 分别暴露于含 0、 0.6 和

1.1mmol·L1 NH4Cl (由 4mol L1 NH4Cl母液配制)的

海水中, 连续暴露 4 周。暴露期间, 每天上午 9: 00

投喂磨碎的人工饲料(粗蛋白≥44%; 粗灰分≤15%; 

粗纤维≤ 5%; 水分≤ 12%; 总磷 0.5%~3%; 钙

0.5%~3%; NaCl 0.3%~3%; 赖氨酸≤2%), 投喂量为

鱼重的 3%~5%, 投喂 1 h后, 清除食物残渣, 并换水

1/2。新添加的海水加入一定量的 4mol·L1 NH4Cl母

液以保证前后氨氮暴露浓度一致。每天分别从 3 个

暴露组取水样, 用靛酚蓝法(Ivančič et al, 1984)测定

水中氨氮的浓度 , 其实际浓度分别为 0.02±0.01、

0.61±0.03、1.11±0.02mmol·L1。暴露期间统计海水

鳉青 死亡情况, 计算死亡率。 

1.3  取样 

暴露结束后, 从对照组及两个暴露组中分别任

意取 6尾 鳉海水青 (取样前 24h停止投喂), 立即用液

氮速冻, 并保存于80 , ℃ 待分析。 
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1.4  鳉海水青 蛋白样品提取 

在 1.5mL离心管中加入 1mL Trizol试剂, 将海

鳉水青 全鱼放于离心管中, 先用剪刀尽量剪碎, 然

后放于匀浆机下匀浆至无成形颗粒(整个过程在冰

上操作 )。匀浆完成后 , 离心 (10743r·min1, 5min, 

4 )℃ 。取上清液至另一离心管中, 加入 200μL 氯仿, 

剧烈振荡 3min 后再静置 3min, 离心(10743r·min1, 

15min, 4 )℃ 。弃掉离心后的上清, 在剩下的混合液

中加入 300μL乙醇涡旋振荡 3次(每次振荡 20s), 振

荡混匀后室温静置 3min, 离心(4269r·min1, 5min, 

4 )℃ 。在离心后的上清液中加入 750μL 异丙醇, 涡

旋 混 匀 , 并 在 室 温 下 静 置 30min, 再 离 心

(12757r·min1, 10min, 4 ), ℃ 弃上清。所得沉淀用体

积分数为 95%的乙醇洗涤 2 次。将洗涤后的沉淀溶

解在裂解液(7mmol·L1 尿素, 2mmol·L1 硫脲, 浓度

为 40g·L1 的 CHAPS, 65mmol·L1 DTT 及浓度为

2g·L1 的生物裂解液 )中 , 室温孵育 3h 后离心

(12011r·min1, 10 min), 上清液用于蛋白浓度测定及

电泳。 

1.5  蛋白浓度测定 

每尾鱼提取一份蛋白, 每两份蛋白合为一个样

品测定蛋白浓度。蛋白浓度测定利用 BSA蛋白质定

量试剂盒(天根生化科技有限公司)。先将考马斯亮

蓝染液的温度平衡至室温, 混匀。分别取 0、1、2、

3、4、5和 6μL牛血清蛋白(BSA)标准溶液(1mg·mL1)

于 96孔板中, 各自加入一定量的 PBS (pH 7.2~7.4; 

NaCl 137mmol·L1; KCl 2.7mmol·L1; Na2HPO4   
10mmol·L1; KH2PO4 1.76mmol·L1)补足至 10μL。取

2μL样品分别加入到 96孔板中, 再加入 8μL PBS。

向各孔中加入 190μL 考马斯亮蓝染液, 混匀, 室温

放置 5~10min。用酶标仪测定 595nm 处吸光值, 记

录读数。绘制标准曲线, 计算样品中的蛋白浓度。 

1.6  双向凝胶电泳、胶图的获得及分析 

将 500μg 总蛋白溶解在裂解液中并定容至

450μL, 上样。等电聚焦缓冲液主要成分为

7mmol·L1 尿素、2mmol·L1 硫脲、浓度为 40g·L1

的 CHAPS、65mmol·L1 DTT、0.001%溴酚蓝及体积

浓度 0.2% 生物裂解液。选用 24cm IPG干胶条(pH 

4~7), 胶面朝下, 将胶条从正极缓慢覆盖在胶槽中, 

滴加 2mL覆盖油于胶条上, 置于 Ettan IPGphor等点

聚焦仪中, 设置电泳参数, 电压及时间依次为: 水

化电压 30V, 12h; 100V, 5h; 500V, 1h; 1000V, 1h; 线

性增加至 8000V, 11h, 总计 85858Vh。 

一向电泳结束后 , 将胶条置于含体积浓度为

1% DTT的平衡缓冲液中(0.05mmol·L1 Tris-HCl, pH 

8.8; 6mmol·L1 尿素; 体积浓度为 30%的甘油)平衡

15min, 然后再置于含碘乙酰胺的平衡缓冲液中平

衡 15min。选用 Ettan DALTsix垂直电泳系统进行第

二向 SDS-PAGE电泳, 胶的浓度为 12.5%。 

对电泳后的凝胶进行银染。步骤如下: 先将凝

胶放入染色盒中, 加入 1L 固定液(体积浓度为 30%

的乙醇和 10%的醋酸), 过夜。弃去固定液, 加入超

纯水冲洗 3次, 每次 10min。然后加入 1L致敏液(质

量浓度为 0.2g·L1的硫代硫酸钠), 致敏 1~2min。弃

去致敏液, 加入超纯水冲洗 3次, 每次 10min。之后

加入 1L染色液(质量浓度为 1g·L1的 AgNO3), 避光

染色 20min。再加入超纯水冲洗 2次, 每次 30s。然

后进行显色处理, 先加入 0.5L 显色液(质量浓度为

25g·L1的 Na2CO3和体积浓度为 37%的甲醛)进行第

一次显色 1min, 再加入 1L 显色液进行第二次显色 

3~8min。最后加入 5%的醋酸终止显色并水洗, 终止

时间为 10min。 

用 ImageScanner Ⅲ扫描凝胶获得胶图, 并用

ImageMaster 2D Platinum 7.0定量分析。通过分析每

张图上每个蛋白点的体积百分数确定蛋白点的丰度, 

丰度出现 1.5倍以上差异即被认为具有统计学意义。 

1.7  蛋白质酶解 
扣取差异蛋白点, 将其用超纯水洗 3次。 加入

50μL NH4HCO3 (25mmol·L1) 吸涨 5min后吸出液体, 

再加 100μL 50%的乙腈, 5min后吸出液体。然后加

100μL 100%的乙腈脱水, 至胶块完全变白, 吸出液

体。加入 10μL 酶液覆盖液(0.02g·L1 胰蛋白酶、

25mmol·L1 NH4HCO3和 10%的乙腈), 将样品重新

水化 30min。之后在 25mmol·L1 NH4HCO3和 10%

乙腈的混合液中, 37℃下酶解过夜。吸取上清至新的

离心管中。在剩下的胶中加入溶解在 67%乙腈中的

5%TFA, 37℃下温浴 30min, 并离心 (6935r·min1, 

5min)。合并两次上清, 冻干待做质谱。 

1.8  质谱检测 

将冻干后的干粉重新溶解在 5μL 0.1%的TFA溶

液中, 然后按照 1︰1的比例与溶解在 50%乙腈中的

α-氰基-4-羟基肉桂酸饱和溶液混合。取 1μL样品于

ABI 4800 串联飞行时间质谱仪中进行质谱

MALDI-TOF/TOF 鉴定。采用正离子模式和自动获

取数据的模式采集数据 , PMF 的质谱扫描范围为

800~3500Da, 选取强度最大的 10 个峰进行二级质

谱鉴定。整合一级质谱和二级质谱数据, 使用 GPS 

V3.6分析质谱数据并进行蛋白鉴定。利用 NCBI 和

UniProt数据库检索蛋白信息。搜索参数为: NCBInr 

MEtazoa (Aniamls) 数据库; 胰蛋白酶作为消化酶; 
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最大漏切位点为 1; 可变修饰为半胱氨酸脲甲基化

(cysteine Carbamidomethy l )和甲硫氨酸氧化

(methionine oxidization), 没有固定修饰; 一级质谱

偏差度为 0.15u, 二级质谱偏差度为 0.25u; 蛋白得

分(Protein score C.I.%)大于 95即为鉴定成功。 

2  结果与讨论  

氨氮暴露前 2周, 2 鳉个暴露组的海水青 死亡率

均较低 , 从最初暴露到暴露 2 周 , 暴露于 0.6 和

1.1mmol·L1 NH4Cl 鳉的海水青 死亡率分别以约

3.4%和 1.2%的速度缓慢增加。从第 2周开始, 暴露

于 0.6mmol·L1 NH4Cl 鳉的海水青 死亡率以大约

7%(每周)的速度增加, 到第 4 周时达到 21.25%(图

1); 而暴露于 1.1mmol·L1 NH4Cl 鳉的海水青 死亡率

以约 23%(每周)的速度迅速增加, 到第 4 周时达到

40%。这一结果一方面说明了长期氨氮暴露对海水

鳉青 具有明显的毒性作用; 另一方面说明长期暴露

条件下, 氨氮浓度越高, 鳉其对海水青 的毒性越强。

前 2 周 2 鳉个暴露组的海水青 死亡率较低, 说明鱼

体可以耐受较短时间的高氨氮暴露。暴露时间越久, 

死亡率明显上升, 说明氨氮可能对鱼体造成了不可

修复的损伤, 影响了体内各种蛋白质的功能(讨论见

下)。鱼体的个体差异可能是造成前 2周较高暴露浓

鳉度组海水青 死亡率略低于较低暴露浓度组的原

因。因此, 与急性暴露实验相比, 长期暴露实验更能

模拟自然环境, 对生态保护和水产养殖业的发展具

有重要的指导意义。 

 

图 1  暴露于 0、0.6 和 1.1mmol·L1 NH4Cl 鳉的海水青

在 4周期间的死亡率 

Fig. 1  Death rate of marine medaka exposed to 0, 0.6 and 
1.1mmol·L1 NH4Cl during 4-week exposure 

 
鳉为研究长期氨氮暴露对海水青 的毒理机理 , 

我们利用蛋白质组学的研究手段分析长期氨氮暴露

鳉后海水青 体内的蛋白变化。研究发现, 暴露于 0.6

和 1.1mmol·L1 NH4Cl中的 鳉海水青 体内分别有 16

种和 7种蛋白质的表达发生明显变化(图 2)。发生变

化的蛋白质主要参与氧化应激的产生, 影响细胞结

构组成、肌肉收缩、视觉通路、代谢调节和免疫调

节, 引起神经毒性。其中, 只有一种参与细胞结构组

成的蛋白质(类透明质酸蛋白聚糖连接蛋白 1)的表

达同时在两个暴露组被监测到发生明显变化, 且随

氨氮暴露浓度增加越多, 该蛋白表达量下降得越多, 

具有明显的剂量效应。其他蛋白则只在特定浓度下

出现明显的表达变化, 具有浓度特异性。造成这种

浓度特异性的原因尚不清楚, 还需进一步针对每种

发生表达变化的蛋白进行研究。很多学者利用蛋白

质组学探究环境因子改变或有毒物质对生物体蛋白 

 

图 2  鳉氨氮暴露后海水青 双向电泳图谱 

a. 对照组; b. 0.6mmol·L1 NH4Cl暴露组; c. 1.1mmol·L1 NH4Cl

暴露组 

Fig. 2  Representive 2-DE images of proteins extracted 
from marine medaka in control group (a), exposed to 
0.6mmol·L1 NH4Cl (b) and exposed to 1.1mmol·L1 
NH4Cl (c)  
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质表达变化没有明显的剂量效应, 而是有一定的浓

度特异性(Ji et al, 2013a; Liu et al, 2013; Wu et al, 

2013)。例如, 在雄性贻贝 Mytilus galloprovincialis

鳃中, 暴露于不同浓度四溴联苯醚(0、1、10μg·L1)

后, 低浓度暴露组有 7 种蛋白质表达变化, 而高浓

度暴露组有 3 种, 其中只有一种蛋白质表达同时在

两个暴露组发生明显变化(Ji et al, 2013a)。 

长期氨氮暴露 鳉使海水青 产生氧化应激。过氧

化物还原酶是抗氧化蛋白中的一员, 它可以保护机

体不受活性氧自由基的攻击, 从而防止 DNA 损伤

(Arockiaraj et al, 2012)。在 0.6mmol·L1 NH4Cl暴露

鳉后的海水 青 体内 过氧化物 氧化还原 酶 -5 

(peroxiredoxin-5)的表达明显增加(表 1), 表明鱼体

可以通过增加该酶的表达来减弱氧化应激。很多种

鱼在氨氮暴露下会产生氧化应激 , 例如弹涂鱼

Boleophthalmus boddarti, 氨氮 (8mmol·L1 NH4Cl, 

48h 暴露)会引起鳃和大脑的氧化应激, 因其参与氧

化应激的蛋白的表达发生明显变化, 如脂氢过氧化

物、超氧化物歧化酶和谷胱甘肽等 (Ching et al, 

2009)。蛋白酶体(proteasome)是一种降解细胞内蛋白

的多酶复合物, 它可以通过水解蛋白来控制参与细

胞周期和细胞凋亡的蛋白水平, 从而维持机体稳态

(Adams, 2004)。暴露于 1.1mmol·L1 NH4Cl的海水青

鳉的类蛋白酶体 β 亚基 4 (proteasome subunit beta 

type-4-like)表达水平显著上升(表 1), 一方面说明高

氨氮暴 鳉露可能导致海水青 细胞凋亡, 另一方面说

明鱼体可以通过提高蛋白酶体的表达积极应对外界

高氨氮环境, 从而减小氨氮对机体的损伤。胰蛋白

酶原(trypsinogen)也是一种蛋白水解酶 , 对鱼类消

化和生长起着重要作用。在斑马鱼中检测到 3 种胰

蛋白酶的表达, 它们除了分布在肠中, 在脑中也均

有表达, 说明胰蛋白酶原除了具有消化吸收的功能, 

在神经系统的调节中也可能发挥着重要作用(陈文

波 等, 2013)。在人类和小鼠的研究中也发现, 胰蛋

白酶分布广泛, 除了进行食物的消化吸收, 它还参

与许多病理过程 , 如炎症反应 (Koshikawa et al, 

1998)。而在 1.1mmol·L1 氨氮暴露下, 鳉海水青 胰

蛋白酶表达明显上升(表 1), 可能是高氨氮引起鱼体

炎症反应表现。 

鳉长期氨氮暴露影响海水青 细胞结构。透明质

酸和蛋白聚糖连接多糖通过稳定透明质酸和硫酸软

骨素蛋白多糖聚集体参与细胞外基质的组织完整性

(Spicer et al, 2003; Rose-Martel, 2015)。在 0.6 和

1.1mmol·L1 NH4Cl 鳉暴露下的海水青 的类透明质酸

和蛋白聚糖连接多糖 1(hyaluronan and proteoglycan 

link protein 1-like)表达均显著下降, 前者下降 1.54

倍, 后者下降 1.71倍(表 1)。这表明氨氮会造成海水

鳉青 细胞结构的损伤, 且氨氮暴露浓度越高, 造成

的损伤越大。 
   

鳉长期氨氮暴露影响海水青 的肌肉收缩功能。

在 0.6mmol·L1 NH4Cl暴露下, 鳉海水青 的类原肌球

蛋白 α1 链亚型 4 (tropomyosin alpha-1 chain-like 

isoform 4)和肌钙蛋白 T, 类快骨骼肌型亚型 2 

(troponin T, fast skeletal muscle isoforms-like)的表达

均明显下调(表 1), 说明了氨氮暴露可能会降低海水

鳉青 的运动能力。很多种鱼在氨氮暴露条件下, 其

运动能力受到限制。例如 , 虹鳟在高氨氮暴露

(288±15μmol·L1 NH4Cl)时 , 其游泳能力显著下降

(Shingles et al, 2001), 这可能是因为氨氮抑制了虹

鳟体内参与肌肉收缩的蛋白的表达。而暴露于

0.6mmol·L1 NH4Cl 鳉的 海 水 青 类 丝 切 蛋 白

(cofilin-2-like)表达显著上升(表 1), 该蛋白是一种肌

动蛋白细胞动力学中的关键调节蛋白(Bobkov et al, 

2006), 鳉该结果说明尽管海水青 运动能力受到影响, 

但在较低氨氮浓度暴露条件下, 鱼体可以在细胞水

平上进行一定程度的修复。 

鳉长期氨氮暴露影响海水青 的视觉通路。暴露

在 0.6mmol·L1NH4Cl 鳉的海水青 类中间丝蛋白ON3

亚型 2(intermediate filament protein ON3-like isoform 

2)表达明显上升(表 1)。在对金鱼的研究中发现类中

间丝蛋白 ON3主要分布在视神经细胞, 是构成其视

觉通路的重要结构蛋白(Giordano et al, 1989)。另外, 

与 视 觉 有 关 的 晶 状 体 蛋 白 (α- 晶 状 体 A 链

(alpha-crystallin A chain), 类 β-晶状体 B1 链

(beta-crystallin B1-like)和类 β-晶状体 A2 链亚型

1(beta-crystallin A2-like isoform 1)表达水平也在该

暴露浓度下均明显上升 (表 1)。晶状体蛋白

(crystallins)是晶状体中的主要结构蛋白, 也是一种

应激蛋白。它有两个基因家族: α-晶状体蛋白和 βγ-

晶状体蛋白, 其中 α-晶状体蛋白是防止异常蛋白质

相互作用的分子伴侣, 有重建和保护细胞骨架的功

能, 能抑制细胞凋亡。βγ-晶状体蛋白在晶状体发育

过程中起重要作用(Andley, 2007)。因鱼类没有眼睑, 

所以眼球始终暴露于外界水环境, 很容易受到水环

鳉境的影响。海水青 体内中间丝蛋白及晶状体蛋白

的表达发生明显变化, 表明氨氮可能引起了鱼体眼

球的应激作用, 而其又通过这些蛋白表达的增加来

减弱氨氮引起的损伤。 
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表 1 长期氨氮暴露后海水青鳉体内差异表达蛋白质谱鉴定结果 
Tab. 1  List of proteins which were differentially expressed in O. melastigma induced by chronic ammonia exposure 

 
蛋白 
点数 

组
别 

蛋白名称 物种   序列号 分子量/u 等电点
蛋白
得分

序列 
覆盖率 

匹配
肽数

倍数 
变化 

94 A 
低分子量蛋白: 类线粒体的 

过氧化物还原酶 5 
鳉青  gi|432899770 20491 8.68 114 0.18 2 4.26 

140 B 类蛋白酶体 β亚基 4 鳉青  gi|432881057 28758 6.32 138 0.20 3 2.58 

氧

化 

应

激 
178 B 胰蛋白酶原 鳉青  gi|145966014 26708 5.16 255 0.12 1 1.63 

285 A 类透明质酸蛋白聚糖连接蛋白 1 鳉青  gi|432874420 37805 8.18  63 0.03 1 1.54 细

胞

结

构 
288 B 类透明质酸蛋白聚糖连接蛋白 1 鳉青  gi|432874420 37805 8.18  76 0.03 1 1.71 

92 A 类丝切蛋白-2 鳉青  gi|432936587 18889 6.62 426 0.37 4 1.60 

343 A 类原肌球蛋白 α1链亚型 4 鳉青  gi|432861692 31829 4.77 268 0.19 3 1.70 

333 A 肌钙蛋白 T, 类快骨骼肌型亚型 2 鳉青  gi|432860165 27699 9.41  96 0.10 2 1.55 

肌

肉

收

缩 
403 B 类钙腔蛋白 B 鳉青  gi|432863493 29610 4.42 152 0.18 3 1.92 

176 A 中间丝蛋白 ON3亚型 2 鳉青  gi|432864505 57350 5.06  69 0.02 1 1.63 

90 A α-晶状体 A链 鳉青  gi|432958610 19919 5.95 184 0.44 6 1.70 

135 A 类 β-晶状体 B1链 鳉青  gi|432878256 28885 8.36  70 0.23 4 4.88 

视

觉

通

路 
161 A 类 β-晶状体 A2链亚型 1 鳉青  gi|432964694 23855 6.09 377 0.51 5 2.07 

17 A 14ku载脂蛋白部分片段 鳉海水青 gi|328963182 11405 6.23 134 0.32 1 1.53 

375 A 类线粒体 ATP合成酶 β亚基 鳉青  gi|432849647 55238 5.10 562 0.24 6 2.15 

386 A 类 α-烯醇酶 鳉青  gi|432866138 45323 6.36 431 0.30 5 1.99 

代

谢

调

节 
207 B 类异戊烯基二磷酸 Δ异构酶 1 鳉青  gi|432927313 32545 6.06 110 0.23 3 3.27 

153 A 类组织蛋白酶 B 鳉青  gi|432852559 37145 5.93  90 0.05 1 2.07 

42 A 类半乳凝素 9 鳉青  gi|432852360 23618 8.81  90 0.16 2 2.81 

免

疫

调

节 559 B 类胎球蛋白 B 大黄鱼 gi|734621215 57367 5.99 63 0.01 1 2.75 

18 A 类 S100蛋白 A 鳉青  gi|432908621 11360 5.62  60 0.08 1 1.90 

391 A 突触囊泡膜蛋白 VAT-1同系物 鳉青  gi|432922308 46708 5.40 150 0.10 3 1.53 

神

经

毒

性 847 B 类 S100B亚型 1 鳉青  gi|432848584 11052 4.43  67 0.17 1 2.70 

注: 组 A: 0.6 mmol·L1 NH4Cl 暴露组; 组 B: 1.1 mmol·L1NH4Cl 暴露组。 

 

鳉长期氨氮暴露影响海水青 的代谢调节。鱼类

利用脂类作为主要的能量来源, 因此脂代谢对于维

持鱼体体内稳态有重要作用(Kondo et al, 2005)。载

脂蛋白具有转运脂类的功能, 并且对保持鳃上皮结

构的完整性起决定性作用(Smith et al, 2005)。暴露于

0.6mmol·L1NH4Cl 鳉的海水青 载脂蛋白片段(14ku) 

(14 ku apolipoprotein, partial)表达明显下降(表 1), 

鳉说明了氨氮暴露会破坏海水青 的能量产生。烯醇

酶可以催化 2-磷酸甘油酸形成高能化合物磷酸烯醇

式丙酮酸 , 是糖酵解中的关键酶。类 α 烯醇酶

(alpha-enolase-like)在 0.6mmol·L1NH4Cl暴露条件下

表达明显上升, 说明了在脂质代谢受到抑制的情况

下, 鳉海水青 可能通过糖酵解来提供能量。同时该

浓度氨氮暴露下的鱼体内类线粒体 ATP合成酶 β亚

基(ATP synthase subunit beta, mitochondrial-like)表

达也明显上调, 说明体内 ATP 合成增加, 从而证明

鳉海水青 在氨氮胁迫下虽然通过脂代谢提供能量的

途径受损, 但是它可以通过增加糖代谢来增加能量

的产生, 以此对抗外界高氨氮环境。异戊烯基二磷

酸 Δ 异构酶参与催化类异戊二烯的生物合成, 并且

是合成多种必需细胞代谢物, 包括多萜醇, 维生素

A、D、E和 K, 固醇, 胆固醇, 类固醇激素和胆汁酸

的酶(Oleksiak, 2008)。暴露于 1.1mmol·L1 NH4Cl的

鳉海 水 青 的 类 异 戊 烯 基 二 磷 酸 Δ 异 构 酶

1(isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1-like)表

达下降了 3.27倍(表 1), 鳉说明海水青 体内脂类代谢

鳉明显受到抑制。两个暴露组的海水青 体内脂类代

谢均受到抑制, 说明氨氮暴露会严重影响鱼类的能

量产生, 进而引起其他代谢的紊乱。 

长期氨氮暴露引起鱼体细胞凋亡并引起免疫反
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应。本研究发现, 鳉两个不同氨氮暴露组的海水青

类组织蛋白酶 B(cathepsin B-like)、类半凝乳素

(galectin-9-like)和类胎球蛋白 B(fetuin-B-like)表达

均明显上调(表 1)。其中, 组织蛋白酶 B(cathepsin B)

是一种半胱氨酸蛋白酶, 除了参与蛋白周转, 它在

生理和病理过程中也发挥着重要作用; 其次, 它还

参与细胞凋亡过程(Conus et al, 2008)。 胎球蛋白

(fetuins)则是半胱氨酸蛋白酶抑制剂。Galectin-9 在

小鼠中有引起细胞凋亡的作用(Wada et al, 1997a, b), 

这几种蛋白的表达的上调说明了高氨氮暴露引起了

鳉海水青 的氧化应激, 而鱼体也调动了免疫系统进

行调节。同样 , 高氨氮暴露会引起河豚 Takifugu 

obscuru 细胞内活性氧自由基的产生并导致细胞凋

亡。另外, 氨氮暴露还会提高 T. obscurus体内与炎

症相关的细胞因子的表达, 说明先天性免疫系统在

氨氮暴露时发挥着重要作用(Cheng et al, 2015)。 

鳉长期氨氮暴露引起海水青 的神经毒性。蛋白

S100A1和 S100B属于Ca2+结合蛋白家族, 可以与转

录因子或酶结合, 调节细胞骨架组成、蛋白磷酸化

和细胞周期进行(Adami et al, 2001)。它们在哺乳动

物星型细胞和横纹肌细胞中广泛分布, 并可通过与

微管壁相互作用引起微管分解, 从而引起神经毒性

(Sorci et al, 2000) 鳉。低浓度氨氮暴露引起海水青 类

S100A1(S100A1-like)表达明显升高, 说明该浓度的

鳉氨氮可能引起海水青 的神经毒性。而高浓度氨氮暴

鳉露引起海水青 S100B-like表达明显下降, 说明高浓

度氨氮破坏了鱼体正常的细胞骨架组成或影响了细

胞周期的正常调控(Kosenko et al, 1999), 从而导致细

胞凋亡。氨氮通过干扰神经系统对所有的脊椎动物产

生毒性(Randall et al, 2002)。在 0.6mmol·L1 NH4Cl暴

鳉露下的海水青 的突触囊泡膜蛋白 VAT-1 同系物

(synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog)表

达显著提升(表 1), 而突触泡位于神经末梢用于调节

神经递质储存和释放(Zimmermann, 1982)。突触泡膜

蛋白的表达的增加说明氨氮暴露可能增加了鱼体神

经细胞内神经递质的释放, 从而可能导致 Ca2+大量

内 流 , 产 生 过 多 自 由 基 从 而 损 伤 神 经 细 胞

(Hernández-Fonseca et al, 2008)。 

综上所述, 鳉氨氮暴露对海水青 产生的毒性效

应, 可能是外界氨氮使鱼体内氧化自由基增加, 引

起氧化应激 , 从而破坏细胞结构 , 引起蛋白损伤 , 

导致免疫调节、代谢调节的紊乱, 引发神经毒性, 最

终引起细胞凋亡并导致机体死亡。基于我们的研究

结果, 鳉我们总结了长期氨氮暴露对海水青 的毒性

机制假设模型(图 3)。模型显示高浓度氨氮损伤能量

代谢, 在鱼体中产生活性氧自由基(ROS)。 机体是

一个复杂而又统一的有机体, 鱼体产生的 ROS, 引

起鱼体氧化应激并导致机体免疫调节紊乱, 蛋白结

构损伤 , 代谢紊乱 , 破坏细胞结构 , 引起神经毒性

等, 最终导致细胞凋亡。 

 

图 3   鳉长期氨氮暴露对海水青 产毒性效应的机制假设

模型 

Fig. 3  The hypothetical model of the toxicity mechanism 
in the marine medaka to chronic ammonia exposure 

3  结论与展望 

鳉本文将海水青 分别暴露于 0.6和 1.1mmol·L1 

NH4Cl 的海水环境中 1 个月, 死亡率的结果直接说

鳉明了长期高氨氮暴露对海水青 的毒性作用。我们

接着利用蛋白质组学的研究技术研究长期氨氮暴露

鳉后海水青 体内蛋白质的变化, 并从分子和细胞水

平上 鳉阐述了长期氨氮暴露对海水青 的毒性效应机

制。这在水产养殖业中具有重要的指导作用, 而且

对于生态环境保护也具有重要意义。 

利用蛋白质组学的方法可以成功地鉴定出高浓

鳉度氨氮暴露前后海水青 体内发生显著变化的蛋白

质, 鳉为揭示海水青 应对长期氨氮暴露的生理毒理

响应机制提供了基础。然而由于蛋白质与生物机体

的复杂关系, 利用蛋白质组学的方法鉴定的蛋白种

类多样, 如何从这些差异蛋白中筛选出引起生物毒

理效应的关键蛋白仍有待进一步研究。结合分子生

物学的方法, 通过设立不同的环境污染物浓度梯度, 

分析各差异蛋白相应基因的表达变化将是进一步确

定引起生物生理毒理效应的有效方法之一。 
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