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摘 要：在结核分枝杆菌（!"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*.，H1I）的感染中，树突状细胞（J.-@K:L:A A.))M，JNM）的应答反应是
机体起始免疫应答的关键。因此，利用双向电泳技术（ 1<(3@:9.-M:(-6) .).ALK(O;(K.M:M，$3J8）对人源树突状细胞受结
核分枝杆菌 P#0QR S1NN $0$B!菌株感染前后的全细胞蛋白表达图谱进行差异比较和分析，发现其中产生差异的有
!"个蛋白质斑点，利用基质辅助激光解析T电离串联飞行时间质谱技术对其中 !个表达明显上调的蛋白质斑点进
行分析鉴定，获得 !个明确的肽指纹图谱，通过在数据库中检索分析，确定这 !个蛋白质分别为人亚砷酸诱导 S1U
酶 V（P,96- SKM.-:L.3ML:9,)6L.@ S1U6M.，;SW/S3V），膜联蛋白 V’（S--.7:- V’），!3肌动蛋白（!36AL:-），热休克蛋白 $0（P.6L
M;(AX OK(L.:-$0，PWU$0）。上述发现有助于了解结核分枝杆菌入侵早期导致的树突状细胞蛋白质组表达变化，为深
入研究结核分枝杆菌3宿主相互作用提供了探索方向。
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结核病仍然是目前严重威胁人类健康的传染病

之一。每年结核病死亡人数超过二百万，新发病例

八百万［4］。结核病的致病菌———结核分枝杆菌（!"/
#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*.，H1I）在感染宿主机体的过
程中，宿主的抗原递呈细胞，树突状细胞（J.-@K:L:A
A.))M，JNM）与结核分枝杆菌的相互作用对机体的免
疫应答起始起到了决定性的作用。

JNM是最有力的抗原呈递细胞，在起始免疫中
起到核心作用［$］。抗原提呈细胞（S-L:=.- OK.M.-L:-=
A.))M，SUNM）有树突状细胞和巨噬细胞［#］。

JNM的主要功能是摄取病原体，迁移到淋巴结，
递呈处理过的抗原。未成熟的 JNM 受到外源刺激
后向淋巴结迁移的过程还伴随着它功能和表型的成

熟：（4）细胞表面分子表达增加，这些分子对 JNM有
效的刺激 1细胞起着关键性的作用，其中最明显的
就是 HPN VV和协同刺激分子 NJ!%；（$）细胞因子的
改变，如白细胞介素 VZ34$，肿瘤坏死因子 1/5"等表
达的增加［!］，都是使 JNM与 1细胞作用的能力增强
的重要因素。因此当 JNM到达淋巴结的时候，已具
有了刺激初生 1淋巴细胞的能力。
但是，越来越多的证据证实，许多病原体能破坏

JNM的功能来逃避免疫监视。例如，PV’34利用 JNM
来进行病毒的扩散。H1I和 JNM的相互作用，能够
抑制细胞的免疫刺激功能，使病菌在细胞内存活。

推测 H1I 通过作用于 JNM 上的特异性受体———
JN3WV[/（JN3MO.A:?:A :-L.KA.)),)6K3 6@;.M:(-39().A,).3#3
=K6EE:-= -(-:-L.=K:-）—来抑制 JNM 的功能［"］。实际
上，结核分枝杆菌特异的细胞壁成分酯阿拉伯甘露

聚糖（):O(6K6E:-(96--6-，H6-ZSH）同 JNM的接合，阻
碍了脂多糖（):O(O()\M6AA;6K:@.，ZUW）C介导的细胞成
熟和 VZ34$的分泌［&］。JNM受诱导后分泌的 VZ34%能
下调 VZ34$ 的分泌来抑制针对分枝杆菌的细胞反
应［!］。这样，对抗 H1I的有效的细胞免疫反应就被
阻止了。JNM杀灭病原体的能力被破坏，不仅为细
菌提供了潜伏的场所，而且被利用来为细菌的进一

步入侵做贡献［0］。

研究 H1I和树突状细胞间感染初期的相互作
用，有利于从根本上了解细菌3宿主相互作用的机
理，阐明结核分枝杆菌逃避免疫的机制，为抗结核新

型疫苗的开发及免疫治疗方案的设计提供了依据。

本研究利用双向电泳技术接合基质辅助激光解析T
电离串联飞行时间质谱技术，直接从差异表达的蛋



白质，来探讨 !"#$宿主相互作用的机理，弥补了从
基因水平研究差异蛋白表达时，会忽略的一些重要

因素，例如 %&’(的剪切、修饰，蛋白质的糖基化、磷
酸化和翻译调控等的影响，从蛋白质组学的水平，探

索了一条研究新路。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和培养：结核分枝杆菌（!"#）)*+&,
("-- .+./0 菌株由上海市肺科医院检验科分枝杆
菌检验室提供。细菌在 !1223456778 +)/（91:;7）添加
<(9-（=>?@牛血清白蛋白，=>.@葡萄糖，=>=A@油
酸甘油酯，B0=%%73CD氯化钠）的液体培养基中 *+E
培养。培养容器为三角烧瓶。.==%D !1223456778
+)/培养基内接种 .%D菌数为 . F B=G的 )*+&, 菌
液，终浓度为 B F B=A个C%D，*+E培养 A H G2，至细菌
浓度为 B F B=G个C%D或吸光值 !A==为 =>G H B>=之间
后，0===6C%1I，0E离心 B?%1I沉淀细菌，用 J)+>0的
K#L缓冲液洗涤沉淀细菌 . 次，加入 &K!M !4221$
N%BA0= 细胞液体培养基，超声处理 .%1I，重复 *次，
去除菌块，血球计数板记细菌数，以确保实验中每次

细胞感染的细菌数量相同。

!"!"# 细胞株和培养：人源树突状细胞由第二军医
大学田野苹教授赠送。细胞在 O!$-LP、MD$0 终浓度
分别为 ?==QC%D、B=IRC%D的 &K!M BA0=完全培养基
中 *+E培养，培养箱中 -<.的浓度是 ?@。在第 *、
?、+天，吸出 B?=!D培养基，补充包含 O!$-LP及 MD$
0的培养基 B+=!D。终浓度为 B F B=+ ;433SC%D。
!"!"$ 主要仪器：K&<"T(’ MTP -433等电聚焦电泳
仪、K&<"T(’ MM U1 -433 垂直板电泳仪、!734;N3V6 M%$
VR4 PW 凝胶图像扫描仪和 K9XN4SYA>= 图像分析软件
均为 #17$&V2公司产品；Q$*===分光光度计为 )M"($
-)M 公司产品；质谱分析系统为美国 (JJ3142 #17SZS$
Y4%S公司的 (#M 0+== "<P$"<P 质谱仪。
!"# 细菌感染树突状细胞
感染试验时，按照树突状细胞 [细菌 \ B [ B= 的

比例混合［G］。?@ -<.的培养箱中 *+E培养 BA]［/］。
对照为未感染细菌的树突状细胞。

!"$ 双向凝胶电泳
!"$"! 细胞蛋白样品的制备：感染及未感染 !"#
的树突状细胞以 .===6C%1I、0E、离心 B=%1I，分别收
集沉淀，用 K#L吹打洗涤，重复 *次。按每 0 F B=A个
细胞加入 0==!D 裂解液（+%73CD尿素，.%73CD硫脲，
0@-)(KL，0=%%73CD 9""，?RCD #17$DZY4，=>==B@溴

酚蓝），反复吹打至粘度降低。反复冻融至上清变清

澈，以 B0===6C%1I、0E、.?%1I离心去沉淀［B=］。#6V2$
:762法测细胞蛋白质浓度。
!"$"# 电泳：第一向———固相 K)梯度等电聚焦凝
胶电泳，采用低电压胶内泡胀法。将 *=!D细胞蛋白
样品与 *0=!D 上样缓冲液（+%73CD 尿素，.%73CD 硫
脲，0@-)(KL，A?%%73CD 9""，.RCD #17$DZY4，=>==B@
溴酚蓝）混合，加入水化盘中，放入 B+;%，J)* H B=
的 MKO胶条，加盖 B H .!D石蜡油。水化和等电聚焦
按设置的程序进行，即水化 ?=^ B.]，除盐 .?=^
*=%1I、B===^ B]，聚焦 G===^ ?]、G===^、G====^]S。
等电聚焦后的 MKO胶条在平衡缓冲液（A%73CD尿素，
.@L9L，B>?%73CD "61S$)-3 J)G>G，.=@甘油）中平衡
*=%1I，转移至 B.@L9L$聚丙烯酰胺凝胶的上端。第
二向———L9L$K(OT，以每一胶条 .=%( 恒流电泳
*=%1I，再加大电流至 A=%(直至溴酚蓝达到胶的底
线。按照文献方法进行高灵敏度的银氨染色［BB］。

!"% 凝胶图像的分析
凝胶用 !734;N3V6 M%VR4 PW 激光图像扫描仪扫

描，选择未感染细菌的树突状细胞全蛋白凝胶图像

作为参考胶，感染了 !"#的树突状细胞全蛋白凝胶
图像与之进行配比，配比分析采用 K9XN4SY A>=软件
完成。

!"& ’()*+,’-.’-肽指纹图谱分析
选择 !"#感染后的树突状细胞全蛋白质组中

新出现的蛋白质斑点，切下放入样品管中。加入

=>G!D ?=@乙腈和 =>B@的含 ?%RC%D -)-(（L1R%V）
的三氟乙酸中重新溶解。再将溶液加到 B/.孔板上
（(JJ3142 #17SZSY4%S）。!L和 !LC!L进行分析。
!"/ 蛋白质序列数据库检索
根据 !(D9M$!LC!L 肽指纹图谱的结果搜索

!(L-<"数据库。搜索条件限定为人源树突状细
胞，蛋白质分子质量范围 B= H B==89，等电点 JM值为
* H B=，胰蛋白酶消化。

# 结果

#"! ’01感染后的树突状细胞全蛋白 #,*2图谱
产生差异

与对照（未感染的树突状细胞全蛋白 .$9T 图
谱）比较，用 K9XN4SY对两张 .$9T图谱进行比对分
析。发现未感染的树突状细胞和 !"#感染后的树
突状细胞两者差异的斑点为 0?个，蛋白质分子质量
处于 B= H B==89，JM值分布于 * H B=之间，对其中表
达明显上调的 0 个蛋白斑点进行切割，做 !(D9M$
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!"#!"肽指纹图谱分析，如图所示。

图 ! 未受"#$感染的树突状细胞（%）和受"#$感染后
的树突状细胞（$）的双向电泳图
$%&’( )*+ ,%-./0%+/12 .2.345+67+5.4%3（89:;）-160 +< ,./,5%4%3 3.220

=/%/<.34.,（>）1/, %/<.34.,（?）*%47 !)?

$+=5 65+4.%/ 06+40 5.-15@1A2B %/35.10., %/ ,./,5%4%3 3.220 *%47 !)?

CDEFG >)HH *.5. %,./4%<%., 10 (（C=-1/ >50./%4.904%-=214., >)I10.，

7>"J>9K），8（>//.L%/ KM），D（!9134%/）1/, N（C.14 07+3@ 65+4.%/8E，

C"I8E）5.06.34%G.2B’

&’& "%()*+",-",肽指纹图谱分析和蛋白质数
据库同源性分析

对 89:;凝胶上表达明显上调的 N个蛋白斑点
进行切割，进行 !>O:K9!"#!" 检测，得到肽质量指
纹图谱。通过数据库搜索，结合 89:;图谱上相应蛋
白质的分子质量、6K值，确定这 N个蛋白质分别为人
型亚砷酸诱导 >)I酶（7>"J>9K）、膜联蛋白（>//.L9
%/0）、!9肌动蛋白（!9134%/）和热休克蛋白 8E（C.14
07+3@ 65+4.%/8E），如表 (所示。

. 讨论
树突状细胞不仅是重要的吞噬细胞，而且是主

要的抗原呈递细胞，参与抗原的处理和呈递［(8］。

表 ! 双向电泳和"%()*+",-",分析鉴定"#$感染
与未感染的人源树突状细胞差异表达蛋白

)1A2. ( :%<<.5./4%122B .L65.00., 7=-1/ ,./,5%4%3 3.22 65+4.%/0

A.4*../ =/%/<.34., 1/, !)? %/<.34.,，%0+214., %,./4%<%., AB 89:;

1/, !>O:K9!"#!" 1/12B0%0
"6+4
J+’ I5+4.%/ /1-. !"#6K K/4./0%4B

!1437.,#P

( C=-1/ >50./%4.904%-=214.,
>)I10.（7>"J>9K） DE8QR#RSQ DD

8 >//.L%/ KM DRTTD#RST NE
D !9134%/ 8RTU8#RSUR EE
N C.14 "7+3@ I5+4.%/8E（C"I8E） 88ETD#USQ UD

:H0可有效的刺激 )淋巴细胞产生细胞免疫反应，
维持 )淋巴细胞和 ?淋巴细胞的免疫记忆。因此，
:H0在抗感染免疫中起关键作用。活化的 :H0可抑
制分枝杆菌的繁殖，但是无法杀灭细菌［(D］。分枝杆

菌在 :H0内的滞留#或繁殖，可以刺激 )细胞活化，
最终促进肉芽肿的形成和持续感染。:H0为分枝杆
菌提供了一个潜伏的场所［(N］。

:H细胞从外围经由输入淋巴管到淋巴结的迁
移过程，伴随着它功能和表型的成熟等一系列变化，

包括细胞的迁移、FJ>表达调节、细胞骨架的重构、
细胞表面协同刺激因子和趋化因子受体表达的上调

以及细胞因子分泌的增加等［(D］。蛋白质组学的研

究提供了这样一个高效的分析全局性蛋白质表达变

化的策略。本研究运用的方法，使细菌蛋白质的影

响降到很小或几乎没有。因为结核分枝杆菌细胞壁

富含脂质，非常难以破碎，本实验中采用的破细胞方

法并没有将细菌细胞壁破碎。另外，在细菌感染

:H0细胞过程中，严格控制了感染比例，细菌量与细
胞量相比是很少的，因此即使有少量细菌蛋白质，也

是及其微量几乎无法检测的。因此，本实验应用蛋

白质组学的技术解码出了 N个与结核分枝杆菌感染
人源树突状细胞相关的重要蛋白，分别为人型亚砷

酸诱导 >)I酶（7>"J>9K），膜联蛋白（>//.L%/0），!9肌
动蛋白（!9134%/）和热休克蛋白 8E（C"I8E）。
人型亚砷酸诱导 >)I酶（7>"J>9K）具有 >)I酶

的活性。它是一个 DE@: 的 >)I 酶，具有一个 >)I
的结合位点［(R］。在人类细胞中，它除了以可溶蛋白

形式存在于细胞质中，还同核膜接合分布在细胞核

内，并且在细胞质和细胞核之间往返［(U］。它的这种

特性使它能够在许多物质，如核糖体成分的核质运

输中起到重要的作用。从而影响细胞质和细胞核活

性的调节。由于 7>"J>9K在许多物质的核质运输中
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起到重要的作用，推测它表达的上调可能就是为了

使细胞核质运输变得更活跃，从而提供更多的物质

和能量，以应对细菌的入侵。

膜联蛋白（!""#$%"&）是一组钙离子依赖的磷脂
结合蛋白。能与多种激酶及结构蛋白相互作用，参

与磷脂化与膜受体的功能调节、信号传导、细胞骨架

活动和细胞新陈代谢，影响疾病的发展和维持［’(］。

!""#$%" )*是钙离子依赖的磷脂结合蛋白 !""#$%"&
家庭成员之一，具有多种生理功能，能促进膜融合并

且参与胞外分泌；膜 +细胞骨架相互作用，调控钙离
子依赖的阴粒子流活性等。另外，磷脂酰丝氨酸

（,-）外露是早期凋亡细胞的重要特征之一，依赖
./0 1的磷脂结合蛋白 !""#$%" *能够和 ,-高亲和结
合，抑制细胞的凋亡。受到细菌刺激的 2.&在向淋
巴结迁移的过程中，细胞表面分子和细胞因子的表

达提高，包括 34. ))、.256、)78’0、9:;!以及 )78’6
等［’5］。2.&还能和 9淋巴细胞作用形成免疫突触以
激起免疫反应。推测 !""#$%"&的高表达有利于上述
分子的产生和分泌并协助免疫突触膜融合的形成。

肌动蛋白是单一多肽链的球状蛋白质，分为!8、

"8和#8肌动蛋白。肌动蛋白可与不同的肌动蛋白结
合蛋白质结合，以完成多种细胞功能。肌动蛋白是

真核细胞中主要的细胞骨架和运动系统的重要成

分，负责细胞的运动，传递张力和维持细胞形状，促

成胞质分裂和胞质流动，当细胞接受外界信号的时

候，肌动蛋白还可发生聚合和解聚，传递生理信息。

推测#8/<=%"的表达上调与它能参与细胞运动和细
胞骨架构建有关。4>?# @.等发现，2.&受到外界刺
激后细胞骨架发生重构，迁移到淋巴器官，刺激 9细
胞启动免疫反应［’5］。这与我们观察到的#8/<=%"的
表达上调的现象相一致。另外，徐永忠等也发现

39A感染巨噬细胞后，肌动蛋白发生重排。进一步
说明肌动蛋白在调控结核分枝杆菌和宿主细胞相互

作用过程中扮演的重要角色。

热休克蛋白（4-,）具有分子伴侣的活性和应激
蛋白的活性。4&?0( 是在人体中广泛存在的一种热
休克蛋白。对细胞创伤、凋亡以及细胞骨架损伤等

都有抵抗作用。4-,0(能够通过与细胞色素 <相互
作用，抑制细胞中依赖于细胞色素 < 的 </&?/&#80，
</&?/&#8B，</&?/&#8C，</&?/&#8D 的活性，从而抑制细
胞凋亡［’C］。有实验证实，4-,0( 还可以作为 !<=%"
的加帽8去帽蛋白，来起到稳定细胞骨架的作用。因
此，4-,0(和 !""#$%"& )*都有抑制凋亡的能力。这
两种蛋白的上调提示，39A入侵 2.& 后，可能采用

抑制细胞凋亡的策略，来达到逃避免疫，长期潜伏的

目的。

研究表明，树突状细胞在机体抵抗外源性病原

体的感染中发挥着核心作用。但是，2.&并不能完
全将 39A杀灭，而是为分枝杆菌提供了一个潜伏的
场所。这是通过抑制受感染细胞的凋亡、抑制细胞

的成熟等来实现的。最近有研究显示，细菌和 2.
细胞上 2.8-)E: 的接合还可能通过影响细胞信号
串扰，特别是和 9>FF样受体（9>FF8F%G# H#<#?=>H&，97I）
诱导细胞成熟信号通路的串扰来影响免疫反应［J］。

深入了解 2.&8病原体的相互作用以及它们对
2.&功能的影响，有助于了解机体对抗细菌感染免
疫的免疫机制和细菌逃避机体免疫的机理，为我们

发展有效的免疫治疗，如拮抗型免疫治疗，和开发新

型的抗结核疫苗提供了有力的证据。
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冷泉港生物科技股份有限公司

冷泉港生物科技股份有限公司成立于上世纪 P=年代，总部设在台湾。经过 "=多年的发展，它已经成为一家专业的生命
科学仪器代理公司，其代理的产品可以分为 ?个部分：微生物学仪器、分子生物学仪器、蛋白质组学仪器、生物芯片仪器和常规
仪器。在这五部分科研仪器中，大部分是高端的自动化的生命科学仪器。其中，微生物学仪器中，包括培养基的自动制备分

装、细菌自动螺旋涂布、自动菌落计数等；另外，其代理的菌种鉴定系统和导电度微生物测定仪是应用范围广泛的，非常具有

竞争力和优势的产品。

在分子生物学仪器中，既包括了一些自动化的工作站，如自动化细菌挑取系统，干细胞，杂交瘤挑取系统能，也包括了常

见的同位素和凝胶检测设备，化学发光和荧光检测仪器等。特别值得一提的是，活体动植物化学发光、荧光影像检测系统。

它改变了传统的检测转基因动植物必须杀死动物或破坏植物的常规做法，直接将转基因后的动植物在此设备的暗箱中进行

检测，通过 KKV就可对转基因的成功与否做出清晰的判定。
近几年，蛋白质组学的发展成为生命科学中的研究热点，对蛋白质组学相关仪器的需求也越来越多。冷泉港生物科技股

份有限公司代理的蛋白质组学相关仪器主要包括：双激光管激光显微捕获系统（用于获得纯净的组织样品）、全自动双向电泳

系统、全自动梯度胶制备系统、蛋白胶影像系统、自动高通量蛋白胶斑点切割系统和蛋白表达纯化工作站。这些自动化的科

研仪器都是随着大规模的蛋白质组学计划而诞生的，相信它们会对蛋白质组学的发展起到极大的推动作用。 （下转 O>W页）

@!O> 期 包佳玲等：结核分枝杆菌感染人源树突状细胞的蛋白质表达谱




