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摘 要：在布氏杆菌（!"#$%&&’）的感染免疫过程中，单核巨噬细胞的应答起着非常关键的作用，而毒力不同的布氏杆
菌引起的宿主反应截然不同。用双向电泳技术对 1EF4.单核细胞受毒力不同的布氏杆菌株侵袭后的全细胞蛋白
谱进行差异比较和分析，共发现了 (%个差异表达的蛋白质点。这些点经过胶内酶切后进行 G)HIJ41KL质谱鉴定，
每个蛋白质点的肽质量指纹图谱都在人类的蛋白质组数据库中用 G7,A?-进行检索后，发现这些差异表达的蛋白主
要集中在结构蛋白，信号传导途径和物质代谢等领域，还有一些功能未知的蛋白。这一结果为研究布氏杆菌的感

染与致病机制提供了方向，对深入探讨病原菌4宿主的相互作用模式具有参考价值。
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布氏菌病（OC*A233?,8,）是威胁人类健康和畜牧
业发展的重要传染性疾病，布氏杆菌强毒株 0!!)是
典型胞内致病菌，主要在宿主单核巨噬细胞等免疫

系统的细胞内存活和繁殖引起布氏菌病［. ’ (］。布氏

杆菌减毒株 .$!G不但能逐渐被宿主清除，且可产
生抗布氏杆菌的抗体进而对宿主起到保护作用［!，0］，

目前导致这种差别的机制还不很清楚，但研究认为

布氏杆菌强毒株在体内存活复制主要是通过以下策

略［"］：（.）抑制吞噬体（P>7+?,?62）的成熟，使吞噬了
布氏杆菌的巨噬细胞不能与溶酶体正常融合，从而

产生一个具有内吞体性质而非溶酶体性质的有益于

细菌在细胞内生存的空间。（#）抑制巨噬细胞凋亡。
（(）可充分利用宿主吞噬细胞内的解毒和修复机制。
其中在布氏杆菌感染早期抑制吞噬体成熟被认为是

布氏杆菌逃避宿主细胞吞噬的重要原因，可见在细

菌感染过程中，宿主和病原体的早期相互作用具有

非常重要的意义，这种相互作用直接决定感染的结

果———要么病原体被宿主的防御体系清除，要么病

原体在宿主内存活复制而导致宿主感染。采用比较

蛋白质组学策略来研究感染过程中宿主的差异表达

蛋白不仅有助于全面理解宿主反应的分子机制和病

原微生物的致病机理，还有可能鉴定到新的分子标

记物以及药物靶标，为此本研究从蛋白质水平来揭

示不同毒力布氏杆菌感染后的早期宿主反应，从分

子水平上揭示与布氏杆菌不同毒力相关的宿主反

应。这将有利于深入探讨布氏杆菌的感染过程，解

密布氏杆菌4宿主相互作用的机制，寻找根除布氏病
的关键靶点。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 菌株、细胞与培养：牛种布氏杆菌强毒株
0!!)购自中国兽医药品监察所，减毒株 .$!G购自
兰州生物制品研究所。无菌条件下将布氏菌接种于

布氏菌胰酶蛋白大豆琼脂斜面培养基中，放入含

0QRK#、(/S温箱中培养，两天后菌落长出，挑选光
滑型菌落再接种于斜面培养基上两天后待用。

1EF4.细胞由军事医学科学院温博海教授惠赠。在
无抗的 ."!$培养基中常规培养。
%&%&’ 主要试剂和仪器：JFT 干胶条（.%A6，PE(4
.$UH）和 JFT缓冲液（PE(4.$UH）、#I4V*7:-蛋白定量
试剂盒、矿物油、二硫苏糖醇（I11）、1C8,、溴酚蓝等
为 )62C,>76 P>7C67A87公司产品。测序级胰蛋白酶
是 M?A>2公司产品。冰乙酸、无水乙醇、无水甲醇、
正丁醇、甘油为国产分析纯。甲醛为优级纯。乙腈

为一级色谱纯。吸头与离心管是 )WXT5U 公司产



品。双向电泳第一向等电聚焦仪为 !"#$%&’
（()*’+%,) "%,’),-.,），第二向垂直板电泳仪为
"’&/*,0 !! 1.（2.&34,5）。扫描仪为 !),6*7-,00*’，双向
电泳凝胶图像分析软件是 !),6*8,+/*’ 9: ;<./*=>?
（()*’+%,) $%,’),-.,）。质谱仪是 4*@<*A B !!! 8(C:!3
DEF387（2’GH*’）。
!"# 样品准备
按文献［I，J］的方法进行侵袭及菌落记数。侵

袭结束后，K=??’L).0离心 K?).0收集细胞。然后用
预冷的低盐清洗缓冲液（M))&<LC NO<，K>=))&<LC
NP9"EQ，RJ))&<LC S,O<，T))&<LC S,P9"EQ）洗细胞

M次后，将细胞收集到 K>=)C 低吸附的 ;" 管中，
K=??’L).0离心 K?).0，弃上清。加入 ?>I)C 超声裂
解液，冰浴超声 9).0（7ES!O7 UO I=?，小探头，最大
功率的 9=V，脉冲 9+，停 9+）。室温放置 K% 以上让
蛋白质充分溶解。Q=??? W 6（ 7.6), MNK9，S’B
K9K=Q）离心 K%去除不溶性沉淀，取上清用 93: XG,0/
N./测定蛋白质浓度。
!"$ 双向电泳

!"#$%&’第一向等电聚焦电泳主要是依据 KTTJ
年 ()*’+%,) "%,’),-., 2.&/*-% 公司操作手册进行，
并参照 #&’6［T］描述的方法进行一些改进。取 J??!6
样品，加入 K>MQ!C !"#（"%M3K?）缓冲液，然后加水化
液（ 9RR>RR!C）至 总 体 积 为 M=?!C。对 照 组 加
K>M9=!C !"#（ "%M3K?）缓 冲 液，然 后 加 水 化 液
（9RM>RI=!C）至总体积为 M=?!C。K=Y，Q????6 离心
9?).0，取上清上样。等电聚焦程序是：重泡胀 9%，
M?U K?%，9??U K% ，=??U K%，K???U K%，J???U KM%至
等电聚焦完成。

第一向电泳后胶条的平衡。准备两管 K?)C的
7:7平衡缓冲液（=?))&<LC $PJ>J的 D’.+3PO<，R)&<LC
尿素，M?V甘油，9V 7:7，痕量溴酚蓝），分别加入
K??)6 :DD和 Q=?)6 碘乙酰胺。胶条在上述两管中
分别平衡 K=).0，再用纯水洗一遍，冲干净，吸净水。
第二向 7:73"(#; 胶浓度为 K9>=V，采用恒流

方式电泳，K=Y循环水冷却，先 9?)(L凝胶电泳
M?).0，待溴酚蓝前沿进入 7:73"(#;约 =))时将电
流加大至 R?)(L凝胶。当溴酚蓝迁移至离凝胶底部
约 M))时终止电泳，电泳凝胶的考马斯亮蓝染色参
照文献［K?］。
!"% 图像扫描和分析
染色完成的双向电泳凝胶经 !),6*7-,00*’扫描

仪扫描保存图像。透射扫描，光学分辨率为 Q??5$.。

图像分析用 !),6*8,+/*’ 9: ;<./* =>?。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 !;F胶条的 $P范围计算。
!"& 胶内酶切及’()*+,-./质谱检测
胶内酶切的方法参见文献［KK］。质谱检测由国

家生物医学分析中心来完成。

!"0 数据库查询
登陆互联网（%//$：LLZZZB ),/’.A+-.*0-*B -&)），用

8,+-&/程序在相应数据库中对 8(C:!3DEF 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：网上在线检索选用

SO2!数据库，将种属限定为 %&)& +,$.*0+（%G),0），
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：氨基酸修饰可能的修饰方式选

O,’[,).5&)*/%\<（O），EA.5,/.&0（8）修饰；再设定检索
时可接受的肽段分子量误差（设为 K=?)6LC）。最后
将肽质量指纹图谱数据直接复制递交给 8,+-&/ 数
据框（去掉常见的胰酶自切峰），点击“检索”图标，等

待网站返回检索结果并保存。为了排除差异点为细

菌成分的可能性，我们将种属限定为 [,-/*’.,，同样
进行了检索。

# 结果

#"! 感染布氏菌强毒株和减毒株后 -12,!细胞的
双向电泳图谱

DP"3K细胞的全细胞蛋白从双向电泳的结果来
看基本分布在 $PM ] K?，经过 R次重复实验认为结
果稳定可信，电泳图经过图像分析软件 !),6*8,+/*’
9: ;<./* =>?分析，以点占整张胶丰度的百分数（即
^&<G)*V）相差 =倍为差异标准，共找出 MJ个差异显
著的点，两组比较，K?Q8侵袭组表达升高的有 9K个
点，=QQ(侵袭组表达升高的有 KI个点。（图 K）。
#"# 差异蛋白的质谱查询结果
选择 P&)& 7,$.*0+基因组数据检索后，对差异

蛋白进行代谢途径、功能的检索并归类，得到的检索

结果及相应信息见表 K。这些蛋白质中有 K? 个蛋
白是参与信号传导与转录调控的，有 R个是参与细
胞骨架组成的，有 M个是与细胞内的应激反应有关
的，有 J种是与细胞内物质代谢有关的，包括蛋白代
谢、糖代谢和脂肪代谢等，另外是一些功能未知的蛋

白。选择 [,-/*’., 基因组数据库检索，MJ 个蛋白点
的得分值都小于 RQ，因此排除了差异点为细菌成分
的可能。
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表 ! 差异蛋白质的质谱检索结果及相关信息
!"#$% & ’"("#")% )%"*+,-./ *%)0$() ".1 *%$"(%1 -.23*4"(-3. 32 -.(%*%)(-./ )53() 4%.(-3.%1 -. 6-/7&

837 93443. ."4% :+3*%
89;< =<
-1%.(-2-%*

5> ?"))
:%@0%.+%
+3A%*"/%

?"-. *3$%

& 5*3(%-. 1-)0$2-1% -)34%*")%B*%$"(%1 5*3(%-. C DE /- F&D&EGHI HJKC HL&DE GIM N.O.3P.

G
Q")B=!R")%B"+(-A"(-./ 5*3(%-. :>SB134"-.B#-.1-./

5*3(%-. A"*-".(
DC /- FLGIKLDD& CJHG CG&EL SIM :-/."$ (*".)10+(-3.

S TUV-. LL /- FC&EKHCSS LJGG L&GSI GCM :(*0+(0*% 5*3(%-.

H (*".)23*4"(-3.B*%$"(%1 5*3(%-. &C &SK /- FSSH&CECK CJDS SLLD&H SDM N.O.3P.

C Q,3 =’R 1-))3+-"(-3. -.,-#-(3*（=’<）"$5," DC /- FSECIGLED CJEG GS&KS GCM :-/."$ (*".)10+(-3.

L
9,"-. ;，9*U)("$ :(*0+(0*% 32
W Q"+BQ,3=’< 9345$%V

DH /- FKKCCGEL LJ&L GEHLH S&M :-/."$ (*".)10+(-3.

D =$U3V"$")% < &CK /- F&CESEG&G CJ&G GEIGH CHM 9"*#3,U1*"(% 4%("#3$-)4

I /"44"B"+(-. IS /- F&DIEHC CJLC GCILG GKM :(*0+(0*% 5*3(%-.

K R:?;H II /- FHI&HCDCD CJD GK&D& HHM R*3(%-. 1%/*"(-3.

&E 5%*3V-*%13V-. L &EH /- FCLGEHHEG L GCE&K CEM 9%$$ )(*%)) ".1 1%2%.)%

&&
5*3$-2%*"(-3. "))3+-"(%1 +U(3O-.%B-.10+-#$%

5*3(%-. 9<RGK
IC /- FGEELK&&L LJ& GSLCL SCM 9%$$ 5*3$-2-+"(-3.

&G
5*3(%")34%（5*3)34%，4"+*35"-.）)0#0.-(，

"$5," (U5%，&
&&E /- FSECIG&SS LJ&C GKCDK H&M R*3(%-. 1%/*"(-3.

&S /$0("(,-3.% :B(*".)2%*")% 34%/" &B& LD /- FCCKGCKHL LJGS GDCHI GEM :(*0+(0*% 5*3(%-.

&H %.3U$B93W ,U1*"(")% &SI /- F&KGGGID IJSH S&SC& C&M 6"((U 4%("#3$-)4

&C 5*3(%")34%（5*3)34%，4"+*35"-.）)0#0.-( D& /- FISKHEDL LJSH GDSIG HCM R*3(%-. 1%/*"(-3.

&L R,3)5,3/$U+%*"(% 40(")% & &S& /- FSICLL&DL LJLD GIIEG HLM 9"*#3,U1*"(% 4%("#3$-)4

&D 93*3.-.，"+(-. #-.1-./ 5*3(%-.，&; IK /- F&SLGSLHK CJL& CHGEE GHM :(*0+(0*% 5*3(%-.

&I
’XW’（W)5B=$0BW$"BW)5）#3V 53$U5%5(-1% SK，

-)323*4 &
&GI /- F&GLCHSDS CJHL HKEKI HIM Q%/0$"(-3. 32 *%#3.0+$%")% )5$-+-./

&K 9WRYW& 5*3(%-. &S& /- F&GLCGDIC CJHC SGKEG CGM N.O.3P.

GE
)%*-.%Z(,*%3.-.% 5*3(%-. 5,3)5,"(")%

+"("$U(-+ )0#0.-(
LK /- FLCSDG&E CJCH SCH&K GIM :-/."$ (*".)10+(-3.

G& +"55-./ 5*3(%-. "$5," IC /- FHSSSEI CJCI SGDGD HCM :(*0+(0*% 5*3(%-.

GG (*".)23*4"(-3.B*%$"(%1 5*3(%-. C G&S /- FSDDDK&DH CJD& SLL&C CCM N.O.3P.

GS -440.3/$3#0$-. ,%"AU +,"-. 9’QS LH /- FHLI&&LGI KJGS &GK&E HGM N.O.3P.

GH Q,3 =’R 1-))3+-"(-3. -.,-#-(3* #%(" IH /- FGESDKESE CJ& GGKDH HIM :-/."$ (*".)10+(-3.

GC XQ5GI &ES /- FSH&SGKS LJDD GIKDC SDM R*3(%-. 1%/*"(-3.

GL ,-/,B43#-$-(U /*305 #3V & A"*-".( DD /- FLGEIDCDL KJDC GE&C& CSM !*".)+*-5(-3. *%/0$"(-3.

GD ("*/%( 32 4%(,U$"(-3.B-.10+%1 )-$%.+-./B& KL /- FKIEGGDL CJLL &KKCL SGM :-/."$ (*".)10+(-3.

GI (,U*3-1 "0(3".(-/%. DEO’" LC /- FCD&LCECG LJGS LKDKK &DM N.O.3P.

GK $"4-. WZ9 (*".)+*-5( A"*-".( & &G& /- FCDE&HEHS LJDS DHESD SGM N.O.3P.

SE [’ *%5%"(B+3.("-.-./ 5*3(%-. &，-)323*4 & &KL /- F&GIESSH& LJ&D LL&CG SDM :-/."$ (*".)10+(-3.

S& "1%.U$U$ +U+$")%B"))3+-"(%1 5*3(%-. A"*-".( &&S /- FLGIKLCIC IJED C&L&H SSM N.O.3P.

SG
RQR&KZR:\H 5*%B4Q8W 5*3+%))-./

2"+(3* &K ,343$3/
&GH /- F&DSK&HL& LJ&H CC&HL H&M N.O.3P.

SS RQX’<9!X’：)-4-$"* (3 Q0A;B$-O% 5*3(%-. & &SL /- FCD&EEICD LJEG CE&KL H&M N.O.3P.

SH ’8W]9D 5*3(%-. &GC /- FHEGGCICE LJCL CLHEC SHM N.O.3P.

SC 5%*3V-*%13V-. S -)323*4 # IG /- FSGHISSDD DJEH GCIGG HSM 9%$$ )(*%)) ".1 1%2%.)%

SL W9!; 5*3(%-. &SD /- F&CGDDCES CJCC HE&KH HHM :(*0+(0*% 5*3(%-.

SD ,%"( ),3+O DEO’" 5*3(%-. I -)323*4 G A"*-".( &HS /- FLGIKLI&C CJLG CSHLL HSM 9%$$ )(*%)) ".1 1%2%.)%

SI XQBLE 5*3(%")% &GS /- F&GEIHGD CJKI CLDL& SGM R*3(%-. 1%/*"(-3.
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图 ! 感染不同布氏菌株 !"#$（%）和 &##%（’）后 ()*+!全细胞差异蛋白图
!"#$% &’()*)+("’# +,-(+ "’ ./0 1234 56, -7 891/% "’7):(); <"(= %>?@（2）6’; A??2（B）$ 2**-<+ "’;":6() (=) ;"77)*)’:)$ 8=)

)C,*)++"-’ D)E)D+ -7 (=) 6**-</"’;":6(); ,*-()"’+ "’:*)6+); :-5,6*); <"(= (=) -(=)* #*-F,$ G，0，4，! 6*) (=) 56#’"7"); 56,+ "’

(=) D-:6D *)#"-’+$

, 讨论

任何一种细菌感染细胞后都会引起宿主细胞一

定的变化，这种变化有些是特定细菌引起的特异性

变化，有些是非特异性变化，为了最大限度的避免这

种非特异性变化，我们选择了两株种属及形态结构

差异较小，却导致机体截然不同反应的布氏杆菌做

对比来分析强毒株可能的致病机制。%>?@是由苏
联 H!"#$%!&’在本国中部地区病牛的胎盘中分离出
一株牛种菌，具有典型的牛 %型布氏菌的特性，为光
滑型细菌，但不产生或很少产生 9.I，该菌对实验动
物有较强的免疫原性，虽然有残存毒力，但仍符合弱

毒菌种要求，它在一定条件下作为减毒活疫苗使用，

对人和动物是安全有效的，我国 %JKA 年正式生产
%>?@布氏菌减毒活菌苗［?，A］。A??2 是国际标准强
毒株，感染机体可导致布氏病。本文利用 ./04技术
和质谱学相结合的方法来比较致病力不同的布氏杆

菌侵袭宿主细胞后，宿主的蛋白质组变化，共确定了

LM个差异点，对应 LM个蛋白质编码基因。
在表达量发生改变的 K种细胞骨架相关蛋白中，

NOC"’，#6556/6:("’，G-*-’"’，2G8B ,*-()"’ 在布氏杆菌
感染中的作用已有报道。研究认为布氏杆菌强毒株

之所以能在宿主巨噬细胞内生存与布氏菌进入宿主

的方式有关［P］。布氏杆菌强毒株侵入宿主巨噬细胞

后，通过中度募集胞内的肌动蛋白丝而在吞噬体内扩

散进而到达内质网，而一些突变株却不能在宿主细胞

内弥散而是被早期溶酶体融合而被杀灭［%.］。可见，

肌动蛋白丝被募集是布氏杆菌强毒株抑制吞噬体成

熟的关键过程之一，这就不难理解 NOC"’，G-*-’"’，
6:("’ Q"’;"’# ,*-()"’为什么会同时升高。
布氏杆菌强毒株能在宿主细胞内存活并大量繁

殖，另外一个主要的因素是布氏杆菌抑制吞噬体

（,=6#-+-5)）的成熟，使吞噬了布氏杆菌的巨噬细胞
丧失正常的功能，不能与溶酶体正常融合，从而产

.LK 32R S-’#/=F" !" #$ $ T%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（.>>K）?K（?）



生一个具有内吞体性质而非溶酶体性质的有益于细

菌在细胞内生存的酸性空间!布氏小体［"，"#，"$］。文献
［%，&，"’］报道布氏杆菌强毒株侵袭 ()*!"后在布氏
杆菌抑制吞噬体成熟的过程中，布氏杆菌抑制了宿

主细胞内与凋亡和细胞周期有关的基因，本实验结

果表明强毒株感染后部分的凋亡信号被抑制，这从

另一个角度证明了上述观点。

对差异蛋白归纳发现有 +个蛋白参与细胞广泛
的物质代谢，在与溶酶体的融合过程中，在吞噬体内

有些没有定位的酶和多肽，它们对抗布氏杆菌都有

效，为了生存，布氏杆菌要避免这些未加载的多肽和

酶，就要改变他们的代谢途径。值得注意的是，布氏

小体内表现出营养缺乏和微需氧，相应的在这些复

制“温室”中的长期生存和复制过程中也需要布氏菌

做大量的代谢改变［"$］。

布氏杆菌感染后宿主细胞会有氧化应激反应的

发生，这将会导致细胞内许多生物大分子（蛋白质、

核酸等）的结构和功能发生损伤。为了维持蛋白质

等大分子的正常结构、功能和细胞的生理功能，热休

克蛋白等分子伴侣表达上调，,-!&. /0123453，,-/%+
等修复蛋白错误折叠的分子表达升高，以恢复变性

蛋白的功能。相对丰富的 *06酶，通过清除细胞正
常代谢产生的少量过氧化物酶来保护细胞成分，布

氏菌感染的一个有趣现象是布氏菌可在布氏小体内

生存及大量复制却不影响巨噬细胞的基本功能，不

导致明显的细胞损伤［"&］。不影响宿主细胞的功能

不导致细胞明显的损伤，这些都是布氏杆菌强毒株

躲避宿主细胞杀灭的重要策略。

无毒株和有毒株感染对人巨噬细胞内的骨架结

构、信号传导途径和能量代谢方式的影响存在很大

的差异，这是否与细菌本身的差异有关，以及细菌

的哪些组份导致这些差异，是今后研究的课题之

一。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，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［"7］如对碱性蛋白质和低丰度蛋白质

的分离效果不理想等，一些差异蛋白可能未被鉴定

出来，加之目前代谢通路、蛋白质相互作用等数据库

还远不完善，还有一些鉴定出的差异蛋白具体处在

什么样的代谢或者信号通路还不得而知，它们在布

氏杆菌感染的过程中扮演什么样的角色还有待进一

步研究。
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《大熊猫迁地保护》
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本书在参考濒危动物保护最新理论和研究成果的基础上，结合成都大熊猫繁育研究基地多年来的

实践经验，全面系统地总结了大熊猫迁地保护方面的最新成果和实践经验。全书图文并茂，内容涉及大

熊猫生态学、饲养管理学、营养学、行为学、繁育学、疾病学以及遗传学等诸多方面，既具理论性，也具可

操作性。

本书适于从事野生动物保护生物学研究的科研人员和研究生参阅，特别适合于从事大熊猫保护管

理第一线的科研、管理和饲养人员及大熊猫爱好者等参考。
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