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幽门螺杆菌适应性定植蒙古沙鼠前、后的蛋白质组学研究

郭 刚，童文德，曾 浩，刘开云，邹全明"

（第三军医大学 临床微生物学及免疫学教研室 重庆 !%%%#7）

摘 要：为比较研究幽门螺杆菌（!"）适应性定植蒙古沙鼠前后的蛋白表达谱变化，将 !" 临床分离株感染沙鼠，并

体内连续传代，驯化一株高适应性菌株，然后采用双向电泳和质谱技术对适应性变化前后两株菌的差异蛋白进行

鉴定。结果表明，随着 !" 临床株在沙鼠体内的连续传代，感染率逐渐升高，第 ’% 代后，感染率稳定在 0%F以上。

适应性定植后，!" 蛋白谱发生了变化。在选择的 9 个候选差异蛋白点中，共鉴定出 ! 个蛋白，分别为 GH 菌的功能

未知的 GI%#’7 编码蛋白、氢化酶表达 J形成蛋白（KLHM）、异柠檬酸脱氢酶（<CN）、-OI8P8O8甘露庚糖表异构酶（QR5O）。

上述鉴定蛋白可能与 !" 适应性定植具有很大的相关性。
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幽门螺杆菌（G,2<C?T5CB,Q HL2?Q<，!"）是人类消

化道疾病的重要病原。目前人类对其生物学特点、

致病机制及其与宿主的关系等方面均尚未完全阐

明。随着对 !" 在分子水平上的研究不断深入，人

们发现 !" 较其它细菌表现出更高的生物多样性，

提示该菌面对复杂的定居环境，具有高度的变异性

和独特的适应性机制［’，$］。本研究将 !" 临床分离

株在沙鼠体内连续传代进行驯化，建立稳定的沙鼠

感染模型，然后采用双向电泳技术，对适应性定植前

后的 !" 菌株的蛋白质表达谱进行比较研究，拟发

现与适应性改变相关的蛋白因子，为丰富对 !" 适

应性定植的深层次认识提供理论依据，进而有助于

进一步分析其定植与致病机制。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株试验动物：!" 菌株分离自重庆市西南

医院慢性胃炎患者胃内。7 周龄雄性蒙古沙鼠由浙

江省实验动物中心提供。

!"!"# 试剂和仪器：!" 脑心浸液培养基由本室自

制。UIV 胶条（HG# ( ’%，’"C;）和缓冲液及 /G-IW
购自 M<?8S5N 公司，硫脲、超纯尿素、O11、1MI 购自

W<E;5 公司。!" 培养装置：抽气换气培养罐，由本室

自行研制。饲喂针（!%X0 Y P9%;;）购自上海茂生生

物科技公司。ISZ1:-[ U:4 WL\B,; 等电聚焦系统、

ISZ1:-[ "/,22 垂直电泳系统、IO]*,\B&X% 图像分

析软件以及 /K,;< O?C 化学发光成像系统均为 M<?8
S5N 公司产品。

!"# ./ 感染沙鼠适应株的驯化

将 # 株 GH 临床分离株分别口服感染 $% 只蒙古

沙鼠，! 周后剖杀，检测 GH 并计算感染率（感染沙鼠

数量3存活试验沙鼠数量），然后将新鲜分离菌株再

次感染 $% 只沙鼠，! 周后再剖杀检测，再感染，如此

连续在沙鼠体内进行传代，直至感染率稳定在 0%F
以上，从而获得一株高感染力的 GH 沙鼠适应菌株。

!"$ 全菌蛋白样品的制备及定量

将驯化得到的 GH 适应株及原代株用脑心浸液

肉汤培养 $$K，离心收集菌液并洗涤，分别加入样品

裂解 液（";?23P 尿 素，$;?23P 硫 脲，!F /G-IW，

&9;;?23P O11，%X$F M<?8PLB,，%X9;;?23P I^W4）

’;P，混悬后置冰水浴中超声破菌，功率 #%%_，’9\3
次，间歇 ’9\，共 $% 次。每管中再加入 $%%（E3;P 的

O[-\,#和 9%（E3;P 的 S[-\,-，!‘放置 #%;<+，然

后 ’9%%%Q3;<+ 离心 #%;<+，取上清用 MQ5N8R?QN 法测蛋

白浓度。



!"# 双向凝胶电泳

取水化上样缓冲液（!"#$%& 尿素，’"#$%& 硫脲，

() *+,-.，/0""#$%& 122，34’) 56#7&89:，3433;)
溴酚 蓝）(33!& 加 入 ;33!& 样 品，使 蛋 白 量 达 到

<33!=。采用胶内泡胀法水化 ;>?，再按设定程序

（’03@ ;?，;333@ ;?，;3333@ 线性 0?，;3333@ 快速

/?，;!A）进行等电聚焦。聚焦结束，进行胶条的平

衡。然 后 立 即 转 移 至 ;’) .1.7-,BC 凝 胶，用

-DE2C,F "*:$$ 作第二向电泳，最后作常规考马斯

亮蓝染色。

!"$ 图像分析

采用 *?:"61#G 化学发光成像系统对 ’71C 凝胶

进行扫描，然后采用 -1HI:J9/43 软件产生光密度图

像并进行分析处理。分析总蛋白质点数目、凝胶图

像的相关性以及根据光密度值的变化来判断蛋白斑

点表达量的变化。

!"% 差异候选蛋白的 &’()*+,-.+&/ 鉴定

切取 0 个具有显著量变的蛋白点或仅在某一个

菌株的 ’71C 图谱中被检测到的蛋白点凝胶块作脱

色和胶上原位酶解，提取肽混合物，送军事医学科学

院国家生物医学分析中心用 K,&1L72EM7K. 测定肽

质量指 纹 图。最 后 将 测 得 的 肽 片 段 质 量 数 输 入

.NL..7-DE2 数据库进行检索鉴定。

0 结果

0"! !" 感染沙鼠及连续体内传代

从临床分离的 > 株 !" 菌初次感染蒙古沙鼠，

其中两株菌感染的 ’3 只沙鼠中均未分离出 !"，另

外一株感染后 ( 周，从 ’ 只感染沙鼠胃内分离培养

出 !" 菌，我们将其中克隆数较多的一株确定为建

立模型的感染菌株，命名为 K;。随着 K; 在沙鼠体

内的连续传代，感染率逐渐升高，传代至第 ;3 代

（K;3）以后，感染率稳定在 O3)以上。

0"0 制备型 0+)1 对幽门螺杆菌 &2 和 &!3 株全菌

蛋白的分离

’71C 结果显示两个菌株的总蛋白分布模式非

常相似，蛋白质斑点主要集中于 P+( Q < 之间的范

围，极端酸性蛋白与极端碱性蛋白较少；蛋白质相对

分子量主要集中于（;3 Q ;33）R ;3>（图 ;）；软件在

K3和 K;>株的电泳图上分别检测到 0/( S >’ 和 /3’
S ’! 个蛋白点，两个电泳图谱的平均相关系数为

34!<。经综合考虑，我们选择了差异最明显，点光密

度值较大的 0 个蛋白点进行肽质量指纹图谱鉴定。

其中第 > 点仅在 K;> 的 ’71C 图谱中被 *55 染色检

测到，第 ;、(、0 点的表达量有显著升高，而第 ’ 点仅

在 K3 的 ’71C 图谱中被 *55 染色检测到。

图 ! 幽门螺杆菌菌株 &2（’）及其沙鼠适应株 &!3（4）的比较 0+)1 图谱（563+!2(，744 染色）

M6=T; D:PU:J:V9W96X: ’71C =:$J Y:9Z::V J9UW6VJ K3WV[ K;> #\ ! T "#$%&’（P+>7;3&，*55）T

0"3 差异候选蛋白的 &’()*+,-. 质谱鉴定

0 个候选蛋白点的凝胶块经过胶内胰蛋白酶酶

解，然后用 K,&1L72EM 质谱进行检测分析，得到 0
组肽质量指纹图（-:P96[: KWJJ M6V=:UPU6V96V=，-KM）数

据（表 ;）。

经数据库查询，结合该蛋白在 ’71C 图谱上大概

的分子量与等电点，以蛋白匹配分值大于 !3 作为鉴

定依据，共鉴定出 ( 个有意义的蛋白质。第 ;、>、(、0
蛋白点分别为 !" 菌的 +-3>;< 编码蛋白、氢化酶表

达 ]形成蛋白（?8P5）、异柠檬酸脱氢酶（6G[）、,1-7&7

’/( B^E BIWV= () *$ T %+,)* -’,&%.’%$%/’,* 0’1’,*（’33!）(!（>）



表 ! 差异候选蛋白在 "#和 "!$株 !" 菌中的相对#$ 值及 %"& 数据

!"#$% & !’% (%$")*+% !" +"$,% "-. /%/)*.% 0"11 2*-3%(/(*-)*-3（456）.")" 72 .*22%(%-)*"$$8 %9/(%11%. /(7)%*- 1/7)1 #$%&$$’ (%)*+’( ,: *’- ,&; ./ <= /8$7(*

4(7)%*-
1/7)

!" +"$,%（0%"- >?）

5: 5&;
456 .")"

& &@AB; C DA:E F;A&@ C &DA@&
&DG;AHG &;EEABD &HG;AEG &E:DA:; &E&DAE: &EHGAB&
&EFHAB; &F:;ABE &F&&AF@ &F;:ABE &@D:A:; &@H:ABG &@F;A@G &@@@A@; D:&FA@F DDG@A&; ;&F&AF:
;&BBAFE

D ;:A;F C EAD; （ I ）
&&&FABE &DD@AB@ &DG;AG& &;::AG: &;BDABD &E:FAG: &E;;A@D &F&EAGB &FGDA@@ &@&DA:H &@DFA:B
&@GFA&& DD;;ADH DDH@ADD D;E@AHH D;BEAHH D;GFAEF

; （ I ） DEABG C EAGH &D:EA&H &DH&AF: &DEBAE@ &DFGAEH &;@FABE &H;BAFG &HF:ABB &HGDABG &FBDAG@ &FGEAG@ &B:&AG:
&G::A@F &G&FA@F &G@HA@H D:@:A:F D&:FA:H D@GEAHG DDG@A&F D;EEAD&

H &:ABH C &AGD EGAG; C BAFH
@;FAEE &DEHAB; &;H:AB& &;GDAGH &HFGAG: &F;:AGH
&FBDA:; &GGFA@B &G@&A@F &@:DA@F D:HBA:E D&BEA&F DDDEA@B DD;&A&F DDH&A@H DDB;AD: DDBGADE
DD@HADH D;&:AD; D;F;ADG DEDEA;D DGG&AFF DG@BAFH ;&G:ABD

E EA@D C :ABG DDADB C ;ABH &DH@A:@ &DB&A:: &;::AFE &;D:AEB &HD@ABE &HBFA:G &F;BAGG &FEDAGH &FFEA@E &@@DA:G D;&:A;H
D;HBA&G D;F;A&H DBBDA&H

?J甘露庚糖表异构酶（(2"?）。其中 & 号点查询结果

见图 D，大于 B: 分值的匹配蛋白有两个，均为 01
DFF@E 株与 K@@ 株的同一蛋白，其数据库编码分别为

3* L &EFHH@HF、3* L &EF&&;B:。

图 ’ 蛋白点 ! 肽质量指纹图的 "()*+, 检索结果

6*3=D 5"1M7) 1%"(M’ (%1,$)1 72 1/7) & = 4(7)%*- 1M7(%1 3(%")%( )’"- B:

"(% 1*3-*2*M"-)（2 N :A:E）=

$ 讨论

国内外［;，H］建立比较稳定的 01 感染模型均是

通过长期体内驯化适应菌株来完成，如 O%% 建立

PQOPRM 小鼠模型，通过传代获得 >>& 适应株，因此

本研究对 01 临床分离株进行了沙鼠体内的连续传

代感染，诱导其通过某种适应性变异机制而不断提

高其适应性定植能力，以获得稳定的沙鼠模型和高

感染力的适应性菌株。从结果看，我们经过 &: 余代

的连续感染后，感染率可稳定在 @:S以上。

蛋白质分离的主流技术目前仍然是双向电泳。

我们采用该技术对 01 菌株 5: 及其沙鼠适应性菌

株 5&;全菌蛋白进行了分离，经过摸索和优化试验

条件，两株菌的 DJ?T 蛋白表达图谱匹配性较高，两

图谱之间的的相关系数达到 :ABG，表明两者已具有

一定的可比性，也说明来源于同一亲代菌株的 5:

与 5&;大部分蛋白仍维持相同，而少部分的差异蛋

白则提示发生了适应性改变。

在鉴定出的 H 个差异蛋白中 <4:;&G、U2"? 及

VM. 在高感染力的 5&;菌株胞内均显著高表达，<8/P
则仅在 5&;中发现。U2"? 基因首先从大肠杆菌内发

现，然后先后在沙门氏菌和流感嗜血杆菌中得到证

实，它主要参与合成革兰阴性菌 O4> 中的核心多糖。

O4> 在维持细菌外膜完整性方面、在细菌与宿主的

相互作用中以及对免疫调节均具有重要作用［G］。国

外有学者［@］已发现在小鼠体内能定植的 01 菌株

O4> 分子内具有 WJ特异性侧链，不能定植的菌株很

少甚至不含 WJ特异性侧链。该报道与我们的结果

提示 (2"? 可能通过对 O4> 分子的调控来适应性定

植于沙鼠胃内。<8/P 属于一组命名为 <8/ 的蛋白，

主要参与细菌氢化酶的形成与成熟，而氢化酶是 01
重要的毒力因子。研究［&:］已证实当 01 与氢共同孵

育时，其氢化酶活性可提高 E 倍以上；01 在小鼠胃

内可利用氢，并大大提高其定植力，氢化酶缺失菌株

在小鼠体内的定植力则会显著降低。由于与人胃环

境相比，鼠胃内定居的细菌种类复杂、数量繁多。这

些细菌会产生大量的代谢性氢分子，因此，01 产生

高活性的氢化酶就能充分利用这种能量代谢底物，

大量繁殖，从而适应性定植于鼠胃内。可见 <8/P
作为 <8/ 蛋白中的一员，对 01 在鼠胃内的适应性

定植具有举足轻重的作用。

从上述分析可知，本研究筛选鉴定的 H 个差异

表达蛋白有两个基本可以确定与 01 的适应性定植

;FH郭 刚等：幽门螺杆菌适应性定植蒙古沙鼠前、后的蛋白质组学研究 = R微生物学报（D::B）HB（;）



相关，对于筛选到的另一个高表达蛋白质是 !"#$%&
基因编码蛋白，目前尚属于功能未知的推定蛋白基

因［%%］。可以推测 !"#$%& 与 !’ 的适应性定植也可

能具有很大的相关性。当然，该结论尚需通过进一

步的功能学研究来进行证实。
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