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摘 要：采用 +IJK 微阵列技术检测了 L/M5 细胞被痢疾杆菌侵袭 &< 和 8< 后的基因表达变化，共发现 $ 倍以上差异

表达基因 "#$ 个，上调基因有 #%D 个，下调基因有 8%) 个，并初步推测 L/M5 细胞通过激活某些信号通路，诱导表达

多个基因，产生整体的细胞效应，以对抗痢疾杆菌的侵袭。对显著差异表达的两个基因 1J4N &O 和 9NOO$，在痢疾

杆菌侵袭 L/M5 细胞 &< 和 8< 后的表达量经荧光实时定量 PQN 验证，确定这两个基因的确在痢疾杆菌侵袭期间高

表达，它们在细胞对痢疾杆菌 $!#"1 侵袭反应中起重要的作用。这些结果促进了对痢疾杆菌分子致病机理的认

识，也为形成预防和治疗痢疾的策略提供了理论基础。

关键词：痢疾杆菌福氏 $5；L/M5 细胞；+IJK 微阵列技术；荧光实时定量 PQN；信号通路
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宿主细胞在受到病原菌侵染后，其基因的表达

也会发生一系列的改变。研究认为痢疾杆菌对肠上

皮细胞的作用，是通过侵入肠上皮屏障的位点77结
肠的 S 细胞（由淋巴细胞和巨噬细胞组成），以内吞

方式进入巨噬细胞后，会诱导巨噬细胞迅速凋亡，从

而释放大量的痢疾杆菌，使得细菌集中于肠上皮细

胞的基底面；然后利用!型分泌系统侵入肠上皮细

胞，并在肠上皮细胞之间扩散、传播和增殖［&］。在肠

上皮细胞中的痢疾杆菌会刺激上皮细胞诱导表达某

些细胞因子，一方面使肠上皮细胞处于炎性反应状

态；另一方面具有趋化作用，吸引多形核白细胞向有

痢疾杆菌的地方募集。这种多形核白细胞具有吞噬

和杀死痢疾杆菌的作用，在杀死细菌的同时，也会破

坏肠上皮细胞之间的紧密联结，使得更多的细菌穿

过肠上皮屏障，从而更加重了已有的炎性反应，导致

大量肠上皮细胞的死亡［$］。在整个过程中肠上皮细

胞的大量死亡是造成痢疾发生的关键环节，而导火

线是痢疾杆菌侵入肠上皮细胞诱导炎性细胞因子的

产生。因此，要了解痢疾杆菌的致病机理，必须研究

上皮细胞在与痢疾杆菌相互作用过程中如何诱导细

胞因子产生，诱发针对性的细胞效应。目前对痢疾

杆菌侵袭上皮细胞后，宿主细胞基因发生的变化及

宿主的免疫保护机制还不十分清楚。

基因表达谱（转录组）是研究细胞表型和功能的

一个重要决定因素。和基因组不同，表达谱是高度

动态的，细胞所处环境改变或受到病原微生物入侵

时，其形态和生理状况都会发生改变，甚至当细胞处

于复制、分裂等正常的生理活动时，基因的转录情况

也会变化很大，而这些都是由于基因表达的不同引

起的［8］。因此，本文利用 +IJK 微阵列技术探索了

L/M5 细胞被痢疾杆菌入侵诱导 8< 的人上皮细胞基

因表达的差异，以期揭示痢疾发生发展的机理，为预

防和治疗痢疾而进行的疫苗和药物靶标的筛选提供

理论依据。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株和细胞株：大肠杆菌（ !"#$%&’#$%& #()’）
IL#（和野生型痢疾杆菌福氏（ *$’+%)), -)%./%&’）$5 毒

株 $!#"1 均为本室保存。实验前，痢疾杆菌福氏 $5
$!#"1 用豚鼠角膜实验鉴定其毒性并进一步增毒。

人子宫上皮细胞株 L/M5 细胞为本室保存。

%&%&’ 主 要 试 剂 和 仪 器：RTK?>;+U J>+2/-,;V/
N/:-W52 X;,（R;5F/@，L;2V/@，Y/0:5@B）；LB.-@V J 尼龙



膜上（!"#$%&’" (&’$"’)*’，+,)-*./&’"%&*$#，01）；芯

片制作仪（+*2$32425*)%，6’"4$*7/#，01）；

!"# $%&’ 细胞侵袭实验［(］

人子宫上皮细胞株 8#9’ 细胞培养在含有 :;<
=+> 无支原体感染的 3(?@A:BC; 培养基中。8#9’ 细

胞侵袭实验方法按文献［C］进行，?D@ 为 :;; 个细菌

E细胞。FGH分别作用 :& 和 F&，(+> 冲洗 F 次感染

后的细胞，加入新鲜培养基（含 I;!/E"9 的庆大霉

素）以杀死细胞外的细菌，再培养 F&。收集细胞并

用 3J! 稳定试剂 3J!K’5#$（L*’/#.，8*K7#.，M#$"’.N）

保存样品。另外，感染实验时进行染色检查，用甲醇

O冰醋酸（F O :）固定 :P"*.，美 兰 染 色 :;"*.，检 测

8#9’ 细胞中细菌的数量。

!") *+,- 微阵列的构建

此芯片的 )QJ! 克隆主要来自人的肝脏组织和

肝癌细胞株，约有 :G;;; 个 )QJ! 克隆，)QJ! 片段

的平均长度约为 :-4。利用通用引物 (63 扩增所需

片段，并用琼脂糖凝胶电泳检测 (63 扩增产物的质

量。将 (63 产 物 异 丙 醇 沉 淀 后 溶 于 变 性 溶 液

（:RP"2KE9 J’6K，;RP"2KE9 J’D8），利用芯片制作仪将

:;;!9 含 (63 产物的溶液点到 S)" T :I)" 的 8N42.7
J 尼龙膜上，每个点的直径约为 ;RC""，每个 )QJ!
片段在同一张膜的不同位置点两次。以"QJ! 和

U06:S QJ! 作为阴性对照。由中国科学院上海细胞

和生化所用 +*232425*)% 公司的 ’$$’N#$ 制作。每张

S)" T :I)" 的尼龙膜上包含 S 个看家基因（分别编

码核糖体蛋白 >V、#肌丝蛋白、F 磷酸甘油脱氢酶、

次黄嘌呤磷酸核糖转移酶、3(9:F! 蛋白、泛素 6、磷

脂酶 !I 和 0689: 蛋白）作为膜内对照基因，每个基

因均匀地点在每张膜的 :I 个不同的位置。如果杂

交结果中某个基因的 :I 个点的最大差异倍数大于

:RP 倍，则认为杂交结果是无效的。

!"( .,- 的提取和检测

采用标准的 W$*X2K 3J! 提取方法抽提对照组和

实验 组（包 括 感 染 后 F& 和 IC&）的 8#9’ 细 胞 总

3J!，利用 U2KN（7W）$#%*.（L*’/#.，8*K7#.，M#$"’.N）分

离纯化 "3J!，并检测 "3J! 的质量和纯度，使其纯

度符合要求（!"IB;EIS; Y :RV）。总 3J! 质量检测（9’4
2. )&*U 检测）操作步骤参考人 2K*/2 基因表达谱芯片

使用手册，9’4A2.A)&*U 参照 !/*K#.5 I:;; 分析仪操作

手册，制备凝胶，按照软件提示进行 3J! 电泳操作，

评价 3J! 质量。

!"/ 杂交

!"/"! 探针的制备：荧光探针的制备（采取反转

)QJ! 第一链标记），具体操作参考人 2K*/2 基因表达

谱芯片使用手册。G;H预变性 P Z :;"*.，变性反应

结束后在 (63 管中配制 )QJ! 第一链合成反应体

系。采用 L@![,*)- J,)K#25*7# 3#"2\’K 1*5 按操作手

册进行荧光探针的纯化，将纯化好的探针转入酶标

板，分别测定 #IB;、#PP;、#BP;，进行探针的定量。:!/
的 "3J! 反转录标记可以得到 F;U"2K 左右的荧光

探针。

!"/"# 杂交和洗涤：具体操作参考人 2K*/2 基因表

达谱芯片使用手册。取出经定量的 6NF 和 6NP 标记

的探针各 F;U"2K；CIH杂交箱中避光杂交 :B Z :S&。

芯片用洗液（I T >>6E;R:< >Q>，: T >>6E;R:< >Q>，

;RP T >>6）分 别 在 P;H 下 严 格 洗 涤 :;"*.，干 片

扫描。

!"0 检测和分析

将 杂 交 好 的 芯 片 主 要 是 通 过 使 用 !/*K#.5
>)’..#$ 来获取图像，所得到的图像为两种荧光的复

合图，经 >UK*5A5*]] 软件分割成单色荧光图像。将图

像导入图像分析软件 @"’/#.#，经过自动和人工定位

与排列，确定杂交点的范围，过滤背景噪音，提取得

到基因表达的荧光信号强度值。由于样本差异、荧

光标记效率和检出率的不平衡，对 )NF 和 )NP 的原

始提取信号进行均衡和修正才能进一步分析实验数

据。采用 M#.#%U$*./ 分析软件，计算 $’5*2 值（两种荧

光 )NF 与 )NP 的比值），并进行分析。取 $’5*2 值在

;RP Z IR; 范围内的基因不存在显著的表达差异，而

在该范围之外的基因则被认为表达出现显著改变。

!"1 实时定量 .2345. 验证

选取差异显著的两个基因 WJ=3 :+ 和 ^3++I
进行 3WA(63 实验验证。以为内标，表 : 为 (63 所

需引物 (63 反应条件：F;H :;"*.；CIH F; Z P;"*.；

VPH P"*.；CH P"*.。反转录产物稀释 :; 倍，用以

作为 模 版 进 行 (63 反 应。(63 反 应 条 件：VCH
I"*.；VCH F;%，B:H F;%，GIH I;%，共 F; 个 循 环；

GIH P"*.。

表 ! 45. 所需引物

W’4K# : ($*"#$% ]2$ (63
M#.#% ($*"#%（P_!F_）

M!(Q8：%#.%# M6!MMMMMM!M66!!!!M
M!(Q8：’.5*A%#.%# !MM6!MMM!WM!WMWW6WMM!
W.]$:+：%#.%# M!6WM!!M6!!M66!!MWM!
W.]$:+：’.5*A%#.%# !!6!6!MMM6!MMW66W!!6
^3++I：%#.%# !666!!!66M!!MW6!W!M6
^3++I：’.5*A%#.%# MWM66!W6!M!M6!MW6WMW
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! 结果

!"# $%&’ 微阵列体系的建立和质量控制

采用 !"#$%&’()** 分析仪和较高灵敏度的 +,-.

/&.01#2 进一步对总 34! 进行质量检测，通过对图谱

的分析发现没有明显的 34! 降解（图 )），因此判定

( 个 样 品 的 总 34! 完 整 性 良 好，可 以 进 行 探 针

标记。

图 # ()*+,-+$./0 进行 1&’ 质控的结果

5#"6) 3%78$’ /9 34! :%’%0’#/& -; $,-./&.01#26 < =,7 0/&’>/$（?%+, 0%$$7 #&@,7%: 9/> )1），A =,7 ?%+, 0%$$7 #&@,7%: 9/> B1，’1% C#::$% 2%,D 7’//:

9/> )EF ,&: ’1% >#"1’ 2%,D 7’//: 9/> (E16 A1% $%9’ $,&% =,7 ’1% ,",>/7% "%$%$%0’/21/>%7#7 :%’%0’#/& /9 ’1% ’/’,$ 34!6

!"! 234) 细胞被痢疾杆菌侵袭前后差异表达基因

本研究所用的 0G4! 芯片中包含约 )H*** 个基

因，每个基因重复点制 I 次。通过人的 0G4! 芯片

杂交分别检测了 ?%+, 细胞受到痢疾杆菌侵袭后 )1
和 B1 基因表达变化（部分扫描图的结果见图 (）。

扫描获得信号后，每个基因的读数取 I 次杂交的平

均值，标准化处理，计算得到 >,’#/ 值。对 )H*** 个基

因进行比较分析，检测 ?%+, 细胞在被痢疾杆菌侵袭

后 )1 和 B1 后的基因表达变化发现，共检出 ( 倍以

上表达差异基因 HJ( 个。

图 ! 芯片杂交结果扫描图

5#"6( A1% 70,&/">,C /9 1;->#:#K,’#/& >%78$’ 6 !：?%+, 0%$$7 #&@,7%: 9/> )1；L：?%+, 0%$$7 #&@,7%: 9/> B1

()E ?M!4N +#8.;8 !" #$ 6 O%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（(**H）PH（J）



表 ! 筛选到的可能涉及 "#$%"&’()"# 信号通路的基因

!"#$% & ’()#"#$% *%+%, (%$"-%. -) ’/01’2345’/ ,6*+"$ 7"-89":
0$)+% ;< =%+>"+? ;< @"-6)（6+A%B-%.CB)+-()$） =%+% +"D%
E!>>FGHI >JK2HL&& H MNOOHLK2KOHHNPHP = 7()-%6+1B)Q7$%. (%B%7-)(，A"D6$: 0，*()Q7 P，D%D#%( >
5<>5!0I& 5/HHI2PN 2R&KI3&3KN&&2H2K 7Q-"-6S% =17()-%6+ B)Q7$%. (%B%7-)(

=F0G;GHP 5TLP3HK2 &RHNOH3OPN232H2O 8)D)$)* )A D)Q,% -("+,6%+- (%B%7-)( 7)-%+-6"$178),78)$67",% 016+-%("B-6+* ?6+",% 0E"/；

8:7)-8%-6B"$ 7()-%6+ GFU&HIIK
V’0>=GHK F2233I &RONNIO&OK&INK&N 7()-%6+ ?6+",% 0，6)-"
5<>5T>H3 5>HHK33N HRI2NIP2H2& 0.BN& *Q"+6+% %WB8"+*% A"B-)(（=JG）O
5<05;GH2 F2L3KH HRNN22PNK23HPK&N& D6-)*%+1"B-6S"-%. 7()-%6+ ?6+",% ?6+",% N
V’05X=HI 4LNK33 &RKPN3&HKI2HNI @5’I，=!’",% "B-6S"-6+* 7()-%6+ I
0>G>@>HK Y2&PIO HR&&&LI3NN3IOKHNK @",1=!’",%1"B-6S"-6+* 7()-%6+ ZE21.)D"6+1#6+.6+* 7()-%6+
5<050EII 5UI2H3ON &RKLPOKO2O2II2L3 -("+,B(67-6)+ A"B-)(（723 6+-%("B-6+* 7()-%6+）

5<05T5HK 42&2IP &RI&LNHKOII3NN -QD)( +%B(),6, A"B-)( (%B%7-)( ,Q7%(A"D6$:，D%D#%( I>
0<55<<H2 [ILLNP 2RIPP&II3PL2&&KN ,D"$$ 6+.QB6#$% B:-)?6+% ,Q#A"D6$: 5（0:,10:,），D%D#%( 3（D)+)B:-% B8%D)-"B-6B 7()-%6+ &）

5<>0G>I& 50HHPP&P &R2LOPOK&P3LIO&K 7$",D6+)*%+ "B-6S"-)(，Q()?6+",% (%B%7-)(
5<>0FEHN \HIHPK NR2&33ILKLI3N32I 6+-%($%Q?6+ & (%B%7-)(，"$78"
E!05!JHI 50HHN23& HRNNIL2IINPIHLNHP ,D"$$ 6+.QB6#$% B:-)?6+% ,Q#A"D6$: 5（0:,10:,），D%D#%( IK
=/05F0HP 5GH3OKNN &RII2N2LKHL3KP2N W%+)-()76B "+. 7)$:-()76B (%-()S6(Q, (%B%7-)(
=/0J/GH& ]323NP KRL2PP2LJ1H& -("+,A)(D6+* *()9-8 A"B-)( #%-"1"B-6S"-%. ?6+",%1#6+.6+* 7()-%6+ I
E!05<>HP 5 P̂ININO IIRNOP3HHL222PLN -("+,.QB%( )A J@>>&，I
=/0</>HO ]HHHIH KRLOL3LKHIIIPLP3 6DDQ+)*$)#Q$6+ ?"77" S"(6"#$% I1I2
E!>50<HP 55P&IPIH &RHIOK3KOKKH&ILI $67)7)$:,"BB"(6.%1,7%B6A6B (%,7)+,% P1$6?% 7()-%6+
0>F5;EHL 5>HINP3K 2RPP2KIOLPKHO3HN D6-)*%+1"B-6S"-%. 7()-%6+ ?6+",% ?6+",% ?6+",% ?6+",% N

在 KP& 个表达差异基因中，有 PHO 个基因上调，

2HL 个基因下调；2 倍及 2 倍以上差异表达基因有

2LK 个，上调基因 &L& 个，下调基因 IHP 个。根据此

芯片基因库的分类标准，将得到的差异表达变化基

因分成 IK 类，分别为原癌基因和抑癌基因、离子通

道运输、细胞周期、细胞骨架运动、细胞凋亡、应激、

<V5 合成修复重组、<V5 结合转录、细胞受体、免疫

图 & *+,- 细胞受痢疾杆菌侵袭 ./ 和 &/ 后差异表达基

因的分类

G6*M2 ZB8%D"-6B 7(%,%+-"-6)+ )A B%$$Q$"( ()$% B"-%*)(6%, )A *%+%, Q71

(%*Q$"-%.（986-% #"(,）"+. *%+%, .)9+1(%*Q$"-%.（#$"B? #"(,）)A E%F"

B%$$, "A-%( 6+S",%. #: ! M "#$%&$’( &" A)( I8 "+. 28M E0HI：7()1)+B "+.

-QD)( ,Q77(%,,)( *%+%,；E0H&：6)+ B8"++%$ -("+,7)(-；E0H2：B%$$ B:B$%；

E0HN：B:-),?%$%-)+；E0HP："7)7-),6,；E0HL：,-(%,, (%,7)+,%；E0HK：

<V5 ,:+-8%,6,， (%7"6( "+. (%B)D#6+"+-； E0H3： <V51#6+.6+*

-("+,B(67-6)+；E0HO：B%$$ (%B%7-)(；E0IH：6DDQ+)(%$"-% *%+%,；E0II：

,6*+"$ -("+,.QB-6)+； E0I&： D%-"#)$6,D1(%$"-%. *%+%,； E0I2：

-("+,$"-6)+；E0IN：.%S%$)7D%+-；E0IP：B%$$ .6AA%(%+-6"-6)+M

相关、信号传导传递、代谢相关、蛋白翻译合成、发育

相关、分化、未知类型。对差异表达基因的类型和基

因数作柱形图（图 2），可明显地看到 <V5 合成修复

重组、<V5 结合转录、信号传导传递、代谢相关、蛋

白翻译合成、发育相关和分化类基因差异表达的较

多，可能 E%F" 细胞在被痢疾杆菌侵袭时这几个方面

产生 了 剧 烈 的 反 应。筛 选 到 的 可 能 涉 及 ’/01
’2345’/ 信号通路的基因总结于表 &。

!0& 荧光实时定量 12%"$1 验证

为了验证芯片的可靠性和准确性，我们选取痢

疾杆菌侵袭 E%F" 细胞 28，在 ’/01’2345’/ 信号通

路中差异显著的两个基因 !VG@ I>（!C0：&RI2，感染

28 比 I8 上调 &RI2 倍）和 J@>>&（;C0：IIRPH，感染 28
比 I8 显著上调 &RI2 倍），它们被痢疾杆菌诱导表

达。为了进一步确定它们在痢疾杆菌感染的 E%F"
细胞 内 是 否 发 生 转 录 上 调，我 们 采 用 基 于 Z[>@
=(%%+!染料的荧光实时定量 @!1’0@ 进行验证，以

管家基因 =5’<E 作为内标。

本研究通过熔点曲线分析识别扩增产物和引物

二聚 体，区 分 非 特 异 扩 增。结 果 表 明 !VG@ I>、

J@>>& 和 =5’<E 定量 ’0@ 产物实验中未出现污

染、引物二聚体和非特异性扩增。以样品中所含

!VG@ I> 和 J@>>& 片断的相对浓度作为横坐标，以

在 ’0@ 过程中 !VG@ I> 和 J@>>& 达到扩增进入指

2I3黄留玉等：痢疾杆菌侵袭 E%F" 细胞基因表达谱的研究 M C微生物学报（&HHK）NK（P）



数增长时的 !" 值所需的循环数为纵坐标，分别制

作标准曲线。通过 "#$% &’ 和 (%’’) 的实时荧光

扩增曲线（图 *），获得 "#$% &’ 和 (%’’) 在每个样

品中 的 相 对 含 量（表 +），分 别 计 算 "#$% &’ 和

(%’’) 各时段的比值，, )-. 判定为显著，结果发

现："#$% &’ 和 (%’’) 在 %"/0!% 实验中反映出了

表达量的上调，与在 12#3 微阵列分析中的表达差异

相同；由此可知，12#3 微阵列分析的数据是可信的。

图 ! "#$% &’、(%’’) 和 *+,-.的实时荧光扩增曲线

$456 * "78 98:; <4=8 %"/0!% 1>9?8@ AB "#$% &’，(%’’) :CD E302F6

表 / #,001.&)、+-’02’3)和 ."’+4*35相对定量结果

":G;8 + "78 98@>;< AB 98;:<4?4<H I>:;4<H AB #0!!JF&)，32’!K’.) :CD F"’3LE.M

E8C8@ <N7
%8;:<4?8

1AC18C<9:<4AC F8O:
18;;@ 4C?:@8D

%8;:<4?8
1AC18C<9:<4AC
CAC/4CB81<8D
F8O: 18;;@

（1AC<9A;）

$A;D 4C198:@8
4CB81<8DN1AC<9A;

"#$%&’ & .-MPMQ&M .-*QR)RM &-&R.*QS
+ .-RQ.P.) .-*S***P &-*)MPM+
M .-RS.M*P .-*S.PP) &-*&MM)Q

(%’’) & &-.RMPSS .-R*P+MR &-R*R+P&
+ R-)P*&)) .-RM&R&P Q-R)SM*+
M R-.MPR). .-RR*S*&S Q-&&&+P&

/ 讨论

人们对肠上皮细胞与痢疾杆菌之间相互作用的

认识主要集中在痢疾杆菌结合肠上皮细胞表面分

子、进入细胞、细胞内运动和细胞间扩散的分子机

制，而对于肠上皮细胞的抵御和生存机制研究较少。

目前，人们已经认识到痢疾杆菌可以激活肠上皮细

胞的核因子 #$/T’，诱导 UO/S 的表达［M］。这种抵御

和生存机制是针对痢疾杆菌侵入而产生的，在新的

不利环境中肠上皮细胞也将诱导表达新的基因参与

对痢疾杆菌的抵御。利用 12#3 微阵列技术研究微

生物和宿主之间的相互作用已经成为近期的研究热

点之一［R V S］。本研究采用含有 &P... 多个基因的

12#3 芯片分析了 F8O: 细胞对痢疾杆菌侵袭后基因

转录水平的变化，共发现 ) 倍以上差异表达基因主

要集中在 2#3 合成修复重组、2#3 结合转录、信号

传导传递、代谢相关、蛋白翻译合成、发育相关和分

化。F8O: 细胞在痢疾杆菌侵袭后很多信号通路相

关基因发生变化，具体讨论如下。

/6& .789细胞靶向运输痢疾杆菌和蛋白的能力提高

痢疾杆菌以内吞形式进入上皮细胞后，包被细

菌内吞泡的运输和合成的许多蛋白进行细胞器之间

的运 输 需 要 多 种 %:G 蛋 白（包 括 %:GU3、%:G&’、

%:G)、%:G+、%:G* 等）的参与［R］。我们检测到了 %:G
& 上调 )-&S 倍、%:G) 上调 R-.S 倍、%:G+& 上调 +-..
倍、而 %:G))G 下调 )-.. 倍。%:G; 和 %:G) 调控内质

网向高尔基体的运输，主要参与早期的分泌过程，表

明 F8O: 细胞在受到痢疾杆菌侵袭后，合成分泌型蛋

白比较活跃。%:G))G 调控内吞液泡的运输，其下调

以抵抗细菌的侵袭。

另外，我们还检测到高尔基体蛋白（EOE &）上

调 P-). 倍、K(!))1 上调 M-)* 倍，表明内吞过程中内

质网 和 高 尔 基 体 之 间 的 运 输 活 跃［P］；W0K+M 下 调

*-R+ 倍，W0K+M 具有使内吞液泡向溶酶体运送的靶

向作用，其下调防止了痢疾杆菌向溶酶体的转运。

由此可见，痢疾杆菌侵袭 F8O: 细胞后液泡运输和蛋

白合成比较活跃，这些细胞功能都是在上皮细胞受

到刺激后激活某些信号通路调控产生的。同时不同

的信号通路可以产生不同的细胞功能，细胞因子的

诱导表达也是信号通路激活的结果，并且诱导表达

的细胞因子可能反过来调控上皮细胞的细胞功能，

以应答痢疾杆菌的侵袭。

/6) * 蛋白偶联受体参与的 4+1, 信号通路相关

基因

在 E 蛋白偶联受体———0O!/0J!/L30J 的信号

通路［S］中，本研究检测到两种 E 蛋白偶联受体的表

达改变，EX9!M 下调 )-.. 倍，而 KF&).（一种推测的

E 蛋白偶联受体）上调 +-)P 倍，两种受体可能涉及

*&S FY3#E O4>/H> !" #$ 6 N%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（)..P）*P（M）



不同的 !"#$ 信号通路。#%&’# 上调 ()*+ 倍，激活

了 #%&；同时 #$& 上调 (),- 倍，表明极可能存在

./0(*1#%&’#1#%&1#$&1!"#$ 的信号通路此外，本研

究还检测到 &2&-( 鸟苷酸交换因子（"3/456）下调

7)-+ 倍、!$$- 下调 ()(8 倍、39:14;#9:< 的激活蛋白

3"#’ 上调 ()7+ 倍、#=>’# 上调 ()77 倍，表明其下游

信号通路 #$&1.?@1&2&-(1!5$$ 01!$$-A71BC$1BDC
是关闭的，3"#’153$A!"#$ 被激活，并推测可能存

在 #$&1#=>’#1#=>A!"#$ 信号通路。

肿瘤坏死因子受体 ;C63 0E 已知是通过 #=>A
!"#$ 信号通路（;C6301#=>’#1"#10，调控细胞的功

能［,］，;C63 0E 上调 ()0= 倍，表明此信号通路被激

活，从而诱导产生了炎性趋化因子 !&#1( 和 !&#1=。

!&#1= 可趋化激活大多数免疫细胞（包括单核细胞、

树突状细胞、淋巴细胞、C$ 细胞、嗜曙红细胞、嗜碱

性细胞以及嗜中性粒细胞），有的免疫细胞具有识别

和破坏肿瘤细胞的作用，!&#1= 具有抗肿瘤的效应。

有 - 个 4 蛋白偶联的 &1& 趋化因子受体（&1&&$31
0、&1&&$31(、&1&&$31= 和 &1&&$31+）可与 !&#1= 结

合，导致 &9( F 浓度的升高，因此 !&#1= 的诱导表达

可能参与 &9( F 1&9! 1 &"!$$ 信号通路的激活。而

!&#1( 可与 &1&&$310、&1&&$31( 和 &1&&$31= 共 =
个受体结合，不引起 &9( F 浓度的升高。因此，/<%9
细胞通过 #=>A!"#$ 信号通路诱导产生 !&#1( 和

!&#1= 等细胞因子，以募集免疫细胞杀死痢疾杆菌。

!"! 与 #$%& 相关的信号通路相关基因

本研究检测到腺苷酸环化酶!上调 ()-> 倍，

&35! 下调 =)++ 倍和 &3’0 上调 =)00 倍，使第二信

使 @"!# 量升高，从而激活了与 @"!# 相关的信号通

路，即 @"!#1#$"1&35EA&35! 此 信 号 通 路［0*］。

&35! 是 @"!# 反应性核调控因子，控制着 @"!# 信

号通路是激活基因表达还是抑制基因表达，&35!
的转录体 可 拼 接 成 抑 制 因 子（ ’&53）和 激 活 因 子

（"&;），’&53 反馈抑制 &35! 的表达，&35! 的下调

是否激活基因表达，还需要进一步实验分析。&35E
是 @"!# 反应元件中的结合蛋白，它的激活可以启

动基因的表达，&3’0 是 &35E 结合蛋白的抑制蛋

白，而 &35E 的 结 合 蛋 白 是 &35E 的 转 录 共 激 活

子［00］，因此 &3’’ 的下调使 &35E 激活，诱导某些基

因的表达。

!"’ 其它信号通路相关基因

我们检测到的 &9!$$(（上调 8)(0 倍）、许多其

它的转录因子：&CG;7（上调 =)=, 倍）、;"2"=%（上调

=)>8 倍）、4;6’’60（下调 ()8> 倍）、4;6’’6(（上调 +)(-

倍）、4;6’’/0（上调 ()(= 倍），表明 &9( F 1钙调蛋白依

赖的信号通路的激活［0(，0=］。

磷脂酰肌醇 = 磷酸激酶（#’=$）信号通路［0-］，即

由 #’=$ 形成第二信使分子 #’（=）#、#’（=，-）#( 和 #’
（=，-，+）#=。#’=$ 是磷脂酰肌醇信号通路中关键的

分子，它使磷脂酞肌醇的 = 号位磷酸化，得到几种不

同的第二信使分子 #’（=）#，#’（=，-）#( 和 #’（=，-，+）

#=。这些信使具有不同的信号功能，#’（=）# 参与液

泡水解酶的分选，#’（=，-）#( 和 #’（=，-，+）#= 则会激

活下游分子，参与基因表达的调控。在此通路中我

们检测到下列基因的表达改变：#’=$= 的下调（7)78
倍）、红细胞生成素受体 5#G3（下调 -)+( 倍）、&2.0

（下调 0-)- 倍）、#%"(（上调 (),, 倍）和 !;!38（上调

+),= 倍），因此，这些基因的变化表明磷脂酰肌醇信

号通路处于关闭状态。

以上讨论的这些信号通路相互之间都存在着相

互联系，从而形成了一个信号通路网，最终形成细胞

的整体效应。由此我们推测，在痢疾杆菌侵袭 /<%9
细胞过程中，/<%9 细胞为了在不利的环境中生存下

去，对痢疾杆菌的侵袭产生了抵抗性适应反应，通过

关闭某些信号通路（包括 #’=$ 和 !$$-A!"#$ 信号

通路），激活某些信号通路（包括 @"!#，&9H F 1&9!，

#$&，39: 和 #=>A!"#$ 信号通路），产生不同的信号

分子，经过综合这些信号分子，使细胞产生具有针对

性的细胞效应，包括诱导表达多种特异性蛋白（如

酶、细胞骨架蛋白、细胞因子等）、改变代谢途径、减

弱某些代谢、加强另一些代谢以及提高胞内运输能

力等，最终使自己可以适应痢疾杆菌的侵袭而生存

下去。
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