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一种从感染的培养细胞中分离细菌 !"#的方法

刘 红 董 杰 刘墨青 金 奇"

（病毒基因工程国家重点实验室 北京 %$$%95）

摘 要：病原菌全基因组表达谱研究是阐明其致病机理的必要的基础，已经成为当前生命科学领域的热点和重点；

然而由于难于从感染的组织中快速固定并分离细菌 I06，从而极大的制约了该研究的进展。介绍一种从感染的细
胞中分离细菌 I06的方法———冷酸酚法，其主要特点是：（%）使用可以破碎真核细胞但不影响细菌细胞完整性的
JKJ浓度，实现了从感染的细胞中快速分离完整的细菌，减少了宿主细胞 I06的污染；（#）在将细菌从细胞中分离
的同时即利用苯酚8乙醇混合液将其总 I06快速固定，既减少了 I06的降解，又最大限度地保持了细菌在哺乳细
胞内原有的表达模式；（3）可以从 %$4 个菌体中提取到至少 3$!H的总 I06，足够用于反转录等其他研究。该方法将
为利用 K06 L?+/’;//;C技术进行的病原菌表达谱研究提供有益的借鉴。
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中图分类号：M94 文献标识码：6 文章编号：$$$%85#$2（#$$!）$"8$59#8$!

越来越多细菌全基因组序列的破译以及 K06
L?+/’;//;C等新技术的产生和应用，使得表达谱研究
已经成为当前生命科学领域的热点和前沿。模式生

物表达谱的研究可以有助于更好的理解与研究生命

活动的各种现象与机理，而病原菌全基因组表达谱

研究则是我们阐明病原菌致病机理的必要的基础，

其最终目标是鉴定在宿主内差异调控的细菌基因。

理论上讲，病原菌全基因组表达谱研究应该比

较细菌在感染组织中与标准的体外生长条件下的基

因表达差异，然而由于在感染的组织中往往只存在

很少量的病原菌，很难从中固定并分离细菌；细菌

>I06在细胞内的半衰期很短，并且不像真核生物
的那样有一个多聚 6尾巴，要从感染的组织或培养
细胞中分离和纯化细菌 >I06更为困难。正是由于
缺少一种普遍通用的方法从感染的组织中快速固定

并分离细菌 I06，从而极大的制约了基于 L?+/’;//;C
技术的病原菌表达谱的研究，使得一直以来关于病

原菌与宿主相互关系表达谱的研究主要集中在宿主

的应答调控方面［% N 3］。

志贺氏菌（ !"#$%&&’ BOO)）是引发人类传染病中
细菌性痢疾（菌痢）的专性胞内病原菌。尽管对于福

氏志贺氏菌（ !"#$%&&’ (&%)*%+#）在温度和其他个别环
境信号应答中的基因诱导有很多报道［!，"］，但对于细

菌在宿主细胞内所遭遇到的复杂信号以及在这些信

号应答中所诱导的基因却知之甚少，也就是缺少一

个志贺氏菌在感染过程中的全局性基因表达谱。在

完成福氏志贺氏菌全基因组序列测定的基础上［9，4］，

我们制备了包含其所有开放读框（*I:B）的
L?+/’;//;C［2］，为我们研究志贺氏菌在感染过程中的
全局性基因表达谱提供了契机，但如何从感染的细

胞中分离到高质量的细菌 I06则成为上述研究中
至为关键的步骤。

在借鉴前人经验的基础上［"，5］，我们通过反复实

验，建立和发展了一种从感染的细胞中分离细菌

I06的方法———冷酸酚法。该方法的使用为我们
提供了大量高质量的胞内细菌总 I06，从而使我们
成功地完成了上述表达谱的研究（另文发表）。本文

主要对该方法做一详细介绍。

$ 材料和方法

$%$ 仪器和试剂
$%$%$ 仪器：#%$$ 芯片生物分析系统（6H?(.E,），P*#

恒温细胞培养箱（J60Q*），高速低温离心机（=OO.E8
A’/R）等。
$%$%& 试剂：I06 5$$$ S?+’ T;-PG?O U?,购自 6H?(.E,
公司；J& 7’,;( I06 OV/?R?+;,?’E W?, 购自 S/’>.H; 公



司；细胞培养基 !"#$# 和 %&#’(’ )*+,、胎牛血清
（-./）、0"123456789、青霉素、链霉素、庆大霉素等购
自 :7;<= 公 司；刚 果 红、>?=@;=2 6A@7B459 5<94549
（C>D）、/!/、酸酚（EFGHI）等均购自 /7165公司。
!"# 菌株和生长条件
志贺氏菌福氏 J5 I,) 株由中国疾病预防控制

中心传染病预防控制所提供，本实验室保存。从刚

果红平板上挑取红色菌落，在不含抗生素的 0.培
养基中于 IKL振荡培养过夜，次日以 ) M ),,接种于
G,60新鲜培养基中，待 !"*,,为 ,H+G 时停止生长，
于 IKL、G,,,1的速度，离心收获菌体用于侵袭细胞
试验。

!"$ 细胞和培养
人单核巨噬细胞 NOIK细胞系由英国帝国理工

大学 /4’#5@A医学院于 军博士惠赠，F905细胞系
由本实验室保存提供。

F905 与 NOIK 细胞系分别培养在 !"#$# 和
%&#’(’ )*+,培养基中，两种培养基中都含有 ),P的
胎牛血清、J66=2&0 0"123456789 及 ),,!1&!0的青"链
霉素。所有细胞接种在 )J,66直径的培养皿中，于
IKL、GP QRJ 的潮湿环境中培养至 O,P 丰度。在
细菌侵袭前，NOIK 细胞培养物要先用 J,,81&60 的
C>D诱导分化。
!"% 细菌侵袭、感染和感染细胞中细菌的回收
侵袭与感染均参照文献［), S )J］进行，只是起

始的细菌侵袭量为 ),,细菌&细胞，且所有的操作均
在 )J,66培养皿中进行；每一个时间点的侵袭均使
用总数 J !"*,,的起始菌量。

以 ),60 ) T >./洗细胞后加入 *60预冷的细胞
裂解液（,H)P /!/，)P酸酚，)OP乙醇），在冰浴中
振荡孵育 I, S *,678；将粘稠的细胞裂解液转入离心
管中，+L，)+,,,@&678 离心 ),678，弃上清后加入
G,,!0 清洗缓冲液（)P酸酚，)OP乙醇），重悬沉淀；
重复上述离心、重悬操作，再次于 +L，)+,,,@&678离
心 ),678。沉淀直接进行或暂存于 U V,L以等待
%(D的分离。
!"& 细菌总 ’()的提取和检测
将上述沉淀重悬于 ),,!0 含 J,,!1&60 溶菌酶

的 C$溶液中，振荡器混匀，室温放置 G678（或者离
心收集对照生长的菌体）。采用 /W C=452 %(D E3@7X7"
<547=8 Y74 进行 %(D 的分离与纯化；所得 %(D 用
!(5B9’处理后，再经过苯酚&氯仿抽提进一步纯化。
所获 %(D样品浓度与纯度的检测利用 D172984 公司
的 J),, .7=5852AZ9@ 生物分析仪以及 %(D *,,, (58=

05;Q?7E 试剂盒，具体操作参见使用指南。

# 结果

#"! 感染细胞内细菌的回收
为了尽可能的减少真核细胞 %(D的污染，我们

首先确定了如何从感染的真核细胞中回收完整的细

菌菌体。出于经济和操作方便的考虑，在前人常用

的裂解细胞的去污剂中，我们选择了 /!/，并分别尝
试了从 ,H)P到 )P的不同浓度下细胞的裂解以及
其内细菌的完整性。结果证实 ,H)P的 /!/足以完
全裂解真核细胞而不会影响到其中所感染的细菌细

胞的完整性（图 )）。

图 ! 感染细胞内细菌的回收
-71[) %9<=\9@A =X ;5<49@75 X@=6 78X9<49] 93Y5@A=47< <922B

D：’8X9<49] F905 <922B ;9X=@9 ^5B?781 ^74? >./；.：’8X9<49] F905 <922B

5X49@ ^5B?781 ^74? >./；Q：#$%&’(() *(’+,’-% @9295B9] X@=6 4?9 2AB9] F905

<922B 4@9549] ^74? ,H)P /!/[ )H #$%&’(() *(’+,’-%；JHF905 <922 [

#"# 细菌总 ’()的分离
本方法所分离的细菌总 %(D的色谱层析结果

如图 J所示，其中 JI/ %(D（J、I、+泳道）或 JV/ %(D
（第 ) 泳道）的浓度明显高于相应的 )*/ 或 )V/
%(D，且两条带都非常清晰、整齐，说明 %(D的降解
非常少。从感染的细胞中提取的细菌总 %(D（J、I
泳道）与从体外生长的细菌分离的总 %(D（第 + 泳
道）相比，没有多余的 @%(D条带，层析图谱极为一

图 # ’()样品的色谱层析分析
-71[J /7Z9 <?@=654=1@5E?7< B9E5@547=8 =X %(D

)[ NOIK <922B 52=89；J [ # [ *(’+,’-% X@=6 78X9<49] NOIK <922B；I[ # [ *(’+.

,’-% X@=6 78X9<49] F905 <922B；+[ # [ *(’+,’-% 1@=^8 78 0. 69]75 %, /%0-1；

#[ %(D 05]]9@ [
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致；而与从没有感染的巨噬细胞系 !"#$中提取的真
核细胞总 %&’相比，(%&’的图谱存在明显的差异，
说明所制备的细菌 %&’样品中几乎没有真核 %&’
的污染。

! 讨论
在表达谱研究中，至关重要的是保持 %&’样品

的完整性从而保持生物体原有的表达模式。处理

%&’样品时，任何影响 )%&’快速稳定的操作都将
可能导致细菌表达模式的改变，从而使基因表达分

析产生误差。我们知道，用传统方法从细菌中分离

%&’，有两个主要因素会影响到 )%&’的稳定性，
一是由于内源或外源性 %&’ 酶污染而导致一些
)%&’的降解甚至丢失，这一影响对于半衰期往往
只有几 )*+的细菌 )%&’尤为严重；二是某些基因
在操作过程中被诱导表达。由此获得的相关基因的

表达增加或降低均为假阳性，从而难以体现细菌在

实验条件下真实的表达模式。

%,+-.+/01+.23- 等［4］在鉴定受真核细胞内环境
诱导的福氏志贺氏菌染色体基因时，曾利用 5647
到 8647的去氧胆酸破碎被福氏志贺氏菌感染的
9.+:1细胞，同样保证了其内细菌的完整性。但由
于释放出的细菌是用于其后的差异荧光诱导，所以

对于细菌的回收量要求不高，而表达谱分析则要求

有足够多的 %&’；另外在具体应用中，去氧胆酸也
远不及 ;<; 更加方便和经济。;=1,>*+?.( 等［@］发现
56A7的 ;<;可以破碎嗜中性粒细胞以释放出被其
吞噬的大肠杆菌，但并不影响其以后的生存与繁殖

能力。通过福氏志贺氏菌感染 9.:1和 !"#$细胞后
细菌回收实验也证实了这一点；不仅如此，我们还发

现随着 ;<;的浓度由 56A7增高到 A7时，细菌的回
收率只有轻微的降低趋势，提示 ;<; 在低浓度
（ B A7）时可以裂解真核细胞，而不会对细菌产生破
壁作用。

基于上述分析和实验结果，并针对表达谱研究

的要求，对传统方法进行了综合与改进从而形成了

本文介绍的冷酸酚法。该方法有两个主要特征即优

点：一是使用了可以破碎真核细胞但不影响细菌细

胞完整性的 ;<;浓度，实现了从感染的细胞中快速
分离完整的细菌，减少了宿主细胞 %&’的污染。二
是细菌 %&’的快速固定，在将细菌从细胞中分离的
同时即利用细胞裂解液中的苯酚/乙醇将其总 %&’
快速固定，既减少了 %&’的降解，又最大限度地保

持了细菌在哺乳细胞内原有的表达模式，保证了其

后表达谱分析的高保真性。由于细菌分离与 %&’
固定一步完成，从而极大的简化了实验步骤和流程、

节省了时间。利用 C*2(D1((1-技术进行表达谱研究
所面临的另一个挑战是难以获得足够量的 %&’样
品，我们介绍的这一方法可以从 A5E 个菌体中提取
到至少 #5!?的总 %&’，足够用于其后的反转录等其
他研究。在我们进行的志贺氏菌表达谱的研究中，

从每一种细胞系、每一个时间点所分离到的胞内细

菌 %&’经反转录标记后，都足以进行 F 次芯片杂
交；数据分析结果也充分证实了这些 %&’样品的高
纯度与高完整性。
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欢迎订阅《中国生物防治》

《中国生物防治》是全国性学术期刊、全国中文核心期刊，被国内外多家重要的数据库和科技文献库收录。本刊中国农科

院生物防治研究所与中国植物保护学会共同主办。根据 \P_I中国知识基础设施工程“中国学术期刊综合引证年度报告”的
统计分析，=77=年的影响因子为 7Xa?76，欢迎广大读者踊跃投稿。
主要内容：主要刊登利用昆虫天敌、生物农药、昆虫信息素、生物技术工程等无公害新技术，防治农林牧医业病虫草鼠害

的论文。

主要栏目：研究报告、专题综述、基础知识与实验技术、研究简报、国外生防等。

读者对象：农林牧、贮粮、卫生各级管理干部、科技人员、院校师生、基层技术骨干等。

本刊季中月 ?日出版，!a开，a6页。国内外公开发行，国内邮发代号 = B T78，国外代号 S?!=。每册定价 !7元，全年 67元，
全国各地邮局均有订售。本编辑部备有 !@?T c =77A年过期期刊（= c T元），=777、=77=年增刊（!7元），!@?T c =77A年精装合订
本 ! c !@卷（!@@a年已卖完），每卷定价 AT元（含邮费），欢迎来函订购。
编辑部地址：北京中关村南大街 !=号，邮码：!777?!
电话：7!7Ra?@!@886，HR+#1$：]C3<:]b5)0+#1$ . 9)+；4#2C[$b 9‘#9. )*C. 92。

T8aT 期 刘 红等：一种从感染的培养细胞中分离细菌 VPW的方法




