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驱除侵袭大质粒 !"#$ 对福氏 %& 志贺氏杆菌 %’()* 影响的

比较蛋白质组学研究
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摘 要：将福氏志贺氏杆菌 $: $!"16 及其驱除侵袭大质粒 FG/’ 的菌株培养至对数生长中期，制备了全细胞蛋白

质。用双向电泳分离两种细胞蛋白质混合物并进行比较，找出差异点，这些点经过胶内酶切后进行 HIJKG76LM 质

谱鉴定。每个蛋白质点的肽指纹图谱都在福氏志贺氏杆菌 $: $!"16 株的蛋白质数据库用 H:N@(O 进行检索，共发现

了 3% 个差异表达的蛋白质。结果显示驱除大质粒后几个参与核酸代谢途径的酶表达量有所上升。其中胞啶P脱氧

胞啶脱氨酶、嘌呤核苷磷酸化酶和尿嘧啶核苷磷酸化酶表达量的上升可能造成尿嘧啶和尿（嘧啶核）苷合成的

增加。

关键词：福氏志贺氏杆菌，侵袭大质粒，比较蛋白质组学，双向电泳，质谱

中图分类号：Q0#，Q"3 文献标识码：I 文章编号：%%%37&$%0（$%%"）%#7%!3%7%"

近年来，在人类基因组计划的带动下，基因组学

与蛋白质组学随之诞生并迅速发展，特别是微生物

基因组测序工作得到广泛的开展。到 $%%# 年 ! 月

#% 日已经有 3#% 多种细菌的全基因组序列在网上

公布，并从 $%%# 年起以每个月完成 ! R & 个基因组

全序列的速度增长，福氏志贺氏杆菌（!"#$%&&’ (&%)*%+
,#）$: $!"16［3］和 #%3［$］的全基因组序列现在已经完

成测定。随着全基因组序列的快速增加与蛋白质组

技术的逐渐成熟，蛋白质组学研究蓬勃发展，多种常

见病 原 微 生 物 的 蛋 白 质 组 参 考 图 谱 已 经 初 步 建

立［# R 0］，包括福氏志贺氏杆菌在内［0］，这为进行病原

微生物比较蛋白质组学研究奠定了坚实的基础。痢

疾是一种世界范围的传染病，虽然在发达国家很少

导致死亡，但在发展中国家每年有一百多万人死于

痢疾［3%］。疫苗是控制直至根除传染病的最佳手段，

然而迄今为止仍未研究出理想的能有效控制痢疾的

疫苗［33，3$］。这主要由于人们对志贺氏杆菌的致病机

理和宿主的免疫保护机制还不十分清楚。现在已知

福氏志贺氏杆菌 $!"16 中存在一 $34SA 侵袭大质

粒，与毒力及侵袭力密切相关，因此引起了人们的普

遍关注。驱除侵袭大质粒后可以使菌株丧失毒力及

侵袭力，所以本研究拟对痢疾福氏 $: $!"16 驱除侵

袭大质粒 FG/’ 前后的全菌蛋白质表达谱进行比较，

研究去除质粒对细菌的影响，以便进一步深入研究

该菌株的毒性调控机制。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 菌株与培养条件：本实验所用菌株为福氏志

贺氏杆菌 $: $!"16（萘啶酮酸抗性，-:)T），为本实验

室保存菌种，去除大质粒的菌株称为 $!"16P;-@［3#］。

培养 用 培 养 基 为 JU（3V 蛋 白 胨，%E"V 酵 母 粉，

%E"V氯化钠），培养温度为 #1W，抗生素萘啶酮酸

的工作浓度为 $"!=P9J。

+,+,% 主要试剂和仪器：GX2 干胶条、蛋白纯化试

剂盒（X),N L-. $7K Y).:-7ZF [;O）、蛋白定量试剂盒

（$7K Q,:-O [;O）购自 I9.TN>:9 X>:T9:@;: 公司。蛋白

酶抑制剂购自 \(@>. 公司。双向电泳第一向等电聚

焦仪为 GX2F>(T（I9.TN>:9 X>:T9:@;:），第二向垂直

板电泳仪为 XT(O.:- GG ];（U;(7\:^）。扫描仪为 G9:=7



!"#$%%!&，双向电泳凝胶图像分析软件是 ’($)!*$+,!&
-. /01,!234（5(!&+6$( 76$&($#1$）。质谱仪是 8!90!: ;
’’’ *5<.’=>?@=*"（A&BC!&）。

!"# 菌体全蛋白的样品制备

接种处于对数期的 -DEF> 和 -DEF>G1%# 于 4HH(<
<A，2FI -EH&G(1% 培养至对数生长中期，DI 离 心

-H(1%（EHHH&G(1%，"’J*5 2K4-，L&; 4-4EH）收集菌

体。用 预 冷 的 低 盐 清 洗 缓 冲 液（2((M0G< KN0，
43E((M0G< KO-P?D， QR((M0G< L$N0， S((M0G<

L$O-P?D）洗菌体 2 次后［4D］，用预冷的纯水重悬浮并

转入 4H(< 烧杯。冰浴超声 4H(1%（"?L’N" TN FEH，

大探头，最大功率的 -EU，脉冲 -+，停 -+）。在裂解

液中加入 43-E() 8L$+! 5 和 EHV .L$+! 8W4，冰浴

46。加入 D3-) 尿素，43ED) 硫脲，FF() .>> 和 H3D)
NO5P"（ 终 浓 度 分 别 为 F(M0G<、-(M0G<、EH((M0G<
和 DU），置 室 温 46 以 上 让 蛋 白 质 充 分 溶 解。

4-HHH&G(1%（"’J*5 2K4-，L&; 4-4ED）离心 4H(1% 去

除不溶性沉淀，取上清用 -=. WB$%, K1, 测定蛋白质

浓度。

!"$ 双向电泳

’PJ76M& 第一向等电聚焦电泳主要是依据产品

操作手册进行，并参照 JX&) 等［4E］描述的方法进行一

些改进。取 4HHH!) 样品，加入 43FE!< ’PJ 缓冲液，

后加重泡胀液（F(M0G< 尿素，-(M0G< 硫脲，EH((M0G<
.>>，DU NO5P"，痕量溴酚蓝）至总体积为 2EH!<。

等电聚焦程序是：重泡胀 Q6，2HT Q6，EHHT 46，4HHHT
46，RHHHT 至等电聚焦完成。

第一向电泳后胶条的平衡。准备两管 4H(< 的

"." 平衡缓冲液（EH((M0G< 7OR3R 的 >&1+=ON0，Q(M0G<
尿素，2HU 甘油，-U "."，痕量溴酚蓝），分别加入

4HH 毫克 .>> 和 DEH 毫克碘乙酰胺。胶条在上述两

管中分别平衡 4H(1% 和 4E(1%。

第二向 "."=P5J/ 采用恒流方式电泳，4EI循

环水冷却，先 4H(5G凝胶电泳 4E Y -H(1%，待溴酚蓝

前沿进入 "."=P5J/ 约 E(( 时将电流加大至 2H(5G
凝胶。当溴酚蓝迁移至离凝胶底部约 2(( 时终止

电泳，胶浓度为 4-3EU。

考马斯亮蓝染色参照《分子克隆实验指南》（第

二版）［4Q］进行。

!"% 图像扫描和分析

染色完成的双向电泳凝胶经 ’($)!"#$%%!& 扫描

仪扫描保存图像。透射扫描，光学分辨率为 DHHZ71。

图像分析用 ’($)!*$+,!& -. /01,! 234。蛋白质点的分

子量根据同步电泳的蛋白质分子量标准计算，等电

点直接按所用 ’/@ 胶条的 7O 范围计算。

!"& 胶内酶切和 ’()*+,-./ 质谱检测

胶内酶切的方法参见文献［4F］。质谱检测由国

家生物医学分析中心来完成。点靶：将 $=氰基=D=羟
基肉桂酸（$=NN5）溶于含 H34U三氟乙酸的 EHU乙

腈溶液中，制成饱和溶液，离心，取 4!< 上清与 4!<
肽段提取液等体积混合，取 4!< 点在 "#M&#!2RD 靶

上，送入离子源中进行检测。检测：反射检测方式；

飞行 管 长 2(；氮 激 光 器：波 长 22F%(；加 速 电 压

-HCT；反射电压为 -2CT。

!"0 数据库查询

登陆互联网（6,,7：GG[[[; ($,&1:+#1!%#!; #M(），用

*$+#M, 程序在相应数据库中对 *5<.’=>?@ 质谱检

测得到的肽质量指纹图谱进行检索。进入检索界

面，首先选择数据库与种属，然后根据实验过程来判

断蛋白质会经受哪些修饰而作相应的选择：氨基酸

固定修饰方式选择 N$&\$(1ZM(!,6]0（N）修饰、可能的

修饰方式选 ?:1Z$,1M%（*）修饰；再设定检索时可接

受的肽段分子量误差（一般设为 H3-.$）。最后将肽

质量指纹图谱数据通过浏览对应的文本文件或直接

复制全部数值递交给 *$+#M, 数据框，点击“检索”图

标，等待网站返回检索结果并保存。网上在线检索

选用 LNA’ 数据库，将种属限定为大肠杆菌；在国家

生物医学分析中心本地运行 *$+#M, 检索时选择福

氏 -$ -DEF> 株基因组数据（LN=HHDFD434）。

# 结果

#"! 福氏志贺杆菌去除大质粒前后双向电泳图谱

福氏志贺杆菌的全菌蛋白从双向电泳的结果来

看基本分布在 7OD=F［4-］，本试验着重用 7OD=F 的胶

条进行研究，经过多次重复实验认为结果稳定可信，

电泳图经过图像分析软件 ’($)!*$+,!& -. /01,! 234
分析共找出 4H 个差异显著的点，这些差异表达的点

是以驱除大质粒前的全菌蛋白为对照组以驱除大质

粒后的为实验组比较产生。其中有 Q 个蛋白质点的

表达量上调，D 个表达量下调（图 4）。

#"# 差异蛋白的质谱查询结果

在国家生物医学分析中心本地运行 *$+#M, 检

索时选择福氏 -$ -DEF> 基因组数据（LN=HHDFD434），

得到的检索结果及相应信息（表 4）。
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图 ! 福氏志贺氏杆菌 "# "$%&’ 在去除大质粒前后的全菌蛋白差异图
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表 ! 差异蛋白质（图 ! 所示）的质谱检索结果及相关信息

Q67;) % 06(676+) +)6*<:"’# *)+8;(+ 6’D *);6()D "’>-*56("-’ -> "’()*)+("’# +,-(+ 5)’("-’)D "’ !"#$%
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+E57-;
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<-M)*6#)TU

1*"56*E
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R6;M6#) -> ’8<;)-+"D)+
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A ./D)-=E*"7-+)/I/,:-+,:6() 6;D-;6+) D)-F #" VWJJXIX%[ IB RAXYA 18*"’)+，,E*"5"D"’)+，’8<;)-+"D)+，
6’D ’8<;)-("D)+ Z(:)*

I 18*"’)/’8<;)-+"D) ,:-+,:-*E;6+) D)-0 #" VWJJXIX.. XX RAXYB 18*"’)+，,E*"5"D"’)+，’8<;)-+"D)+，
6’D ’8<;)-("D)+

R6;M6#) -> ’8<;)-+"D)+
6’D ’8<;)-("D)+
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6’D ’8<;)-("D)+

B L)(:"-’"’) (HN2 +E’(:)(6+) 5)(3 #" VWJJXWII% A% R.WJW 1*-()"’ +E’(:)+"+ (HN2 65"’-6<E;6("-’

Y 2;]E; :ED*-,)*-="D) *)D8<(6+)，!I.6
+878’"( 6:,! #" VWJJX.JXA IA RJIWJ F);;8;6* ,*-<)++)+ 0)(-=">"<6("-’

[ 0",),("D) (*6’+,-*( ,*-()"’ D,,2 #" VWJJXI%BX I. RA%[% 1*-()"’ >6() 1*-()"’ 6’D ,),("D)
+)<*)("-’ 6’D (*6>>"<]"’#

%J 2Q1/7"’D"’# ,*-()"’ -> -;"#-,),("D)
2GF (*6’+,-*( +E+()5 -,,0 #" VWJJX.BXB XA R%WWW Q*6’+,-*( 6’D 7"’D"’# ,*-()"’+ 25"’- 6<"D+，,),("D)+

6’D 65"’)+

! R)6*<:)D 6#6"’+( ”1*-()-76<()*"6”7E 56+<-(（:((,：^ 999$56(*"=+<")’<)$ <-5）$

( 讨论

在福氏志贺氏杆菌 .6 .AIBQ 去除大质粒前后

的蛋白质组比较中确定了 %J 个差异点，对应 %J 个

蛋白质编码基因。在这些蛋白质中有 X 个蛋白（胞

啶T脱氧胞啶脱氨酶、外膜蛋白 Q+=、!/内酰胺酶、I/磷

酸/./脱氧核糖醛缩酶、嘌呤核苷磷酸化酶和尿嘧啶

核苷磷酸化酶）的表达在去除侵袭大质粒后有明显

的上调，同时有 A 个蛋白质（甲硫氨酸 (HN2 合成酶、

烷基过氧化氢物还原酶、二肽转运蛋白和多肽 2GF
转运系统中的 2Q1 结合蛋白）在侵袭大质粒去除后

表达量明显下调。其中胞啶T脱氧胞啶脱氨酶、嘌呤

.%A 微 生 物 学 报 AI 卷



核苷磷酸化酶和尿嘧啶核苷磷酸化酶参与的嘧啶代

谢途径（图 !）。

图 ! 尿嘧啶的部分代谢途径

"#$%! &’() *+ ),- .-)’/*0#1. 2’),3’4 *+ 5(’6#0

该 7 个酶表达量的上升可能造成尿嘧啶和尿

（嘧啶核）苷合成的升高。它们与侵袭大质粒的关系

还有待于进一步研究。89磷酸9!9脱氧核糖醛缩酶也

与核酸的代谢有关；另外外膜蛋白 :1; 与核苷的转

运有关［<=］。这些蛋白质的高表达可能显示福氏志

贺杆菌在大质粒去除后细胞核的活动显著活跃，推

测可能是大质粒的存在对细胞核染色体上基因的表

达有一定的抑制作用，使得在大质粒去除后染色体

上基因的表达活跃起来。另外，89磷酸9!9脱氧核糖

醛缩酶和嘌呤核苷磷酸化酶的基因定位号分别是

>?@=?（A-*B）和 >?@=C（A-*D），在基因组上位于这两

个基 因 中 间 的 两 个 基 因 分 别 为 >?@=8（A-*E）和

>?@=@（A-*F）。这 ? 个基因都位于基因组的正链上，

说明它们具有相同的转录方向。基因的功能预测表

明它们具有相似的功能。双向电泳结果显示 >?@=?
（A-*B）和 >?@=C（A-*D）在驱除侵袭大质粒的情况下

表达 量 同 步 上 升，所 以 推 测 基 因 >?@=?、>?@=C 和

>?@=8 、>?@=@ 这 ? 个基因可能位于一个操纵子当

中，它们的表达可能受侵袭大质粒的影响。!9内酰

胺酶的高表达应该是构建 !?8C:G#H6 菌株所引入的

小质粒表达造成的，该菌株在构建时利用质粒不相

容性原理引入一个背景清楚的小质粒驱除痢疾本身

的侵袭大质粒，这里的!9内酰胺酶就是小质粒上的

基因表达的［<7］。

甲硫氨酸 )IJE 合成酶是细胞内蛋白质合成过

程中很重要的一种酶［<K］，该酶在驱除侵袭大质粒的

菌株中表达量下调，这可能是由于侵袭大质粒的驱

除使得原先由质粒所编码的蛋白质得不到合成表

达，而对参与蛋白质合成的甲硫氨酸 )IJE 合成酶

的需求也相应减少，可能是造成该酶表达量下调的

原因。

二肽转运蛋白和多肽 EFB 转运系统中的 E:&

结合蛋白都是在蛋白质的转运过程中起作用的蛋白

质，它们在驱除侵袭大质粒的菌株中表达下调，这可

能也是由于侵袭大质粒驱除，菌内原先由大质粒编

码的蛋白质没有表达，而相应的多肽转运系统也就

减少。

双向电泳是蛋白质组学研究中分离蛋白质混合

物的一种十分重要的技术，能够在一张胶上显示上

千种的蛋白质，但是相对于细胞内蛋白质组的上万

种蛋白质来说，双向电泳也只能粗略的来说明细胞

蛋白质组的变化，由于双向电泳技术本身的限制因

素［!L］如对碱性蛋白质和低丰度蛋白质的分离效果

不理想等，使得这种技术还急需改进来实现蛋白质

组学研究的进一步发展。福氏志贺杆菌的侵袭大质

粒与痢疾的毒性相关［!<，!!］，该质粒的驱除应该会使

一些毒力因子的表达发生变化，但是我们在这些下

调的蛋白中并没有发现毒力因子的变化，这可能是

由于双向凝胶电泳本身的分离能力有限或其他限制

因素所导致。

本研究只是从全菌蛋白的比较情况来研究侵袭

大质粒的驱除对菌本身的影响，研究结果还需要进

一步的试验来证实，以从另一个角度来验证和阐明

福氏志贺杆菌与其侵袭大质粒之间的关系。
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