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　 　 摘要：　 为研究线粒体蛋白质翻译延伸因子 Ｔｕ（ＴＵＦＭ）在不同毒力新城疫病毒（ＮＤＶ）感染的鸡胚成纤维细胞

（ＣＥＦ）中表达水平的变化，运用比较蛋白质组技术分析感染了 ＮＤＶ 的 ＣＥＦ 差异表达的蛋白点。 与 ２４ ｈ 的阴性对

照组相比，感染 ＮＤＶ 后 ２４ ｈ 时 ＴＵＦＭ 表达量在毒力最弱的 ＷＸ⁃１０⁃０７⁃Ｐｉ 感染组中显著升高；毒力最强的 ＪＳ⁃５⁃０５⁃
Ｇｏ 引起宿主表达 ＴＵＦＭ 量随感染时间增加逐渐增强。 推测 ＴＵＦＭ 的表达水平与 ＮＤＶ 毒力强弱具有一定相关性。
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　 　 翻译延伸因子（Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ）是参与蛋白质

翻译、延伸和翻译后修饰等的一类重要蛋白质，它是
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通过核糖体上催化氨基酸链的延伸来推动和控制诸

多蛋白质的合成。 其中，线粒体蛋白质翻译延伸因

子 Ｔｕ （Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ Ｔｕ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，
ＴＵＦＭ）在线粒体蛋白翻译中占据核心作用，ＴＵＦＭ
蛋白是细胞内与翻译机制有关的蛋白质中含量最高

的蛋白，因此，ＴＵＦＭ 表达增加或降低都将直接影响

线粒体 ＤＮＡ 编码蛋白的生物合成，将会直接导致线

粒体功能障碍，从而引起拟核结构不稳定，导致线粒

体 ＤＮＡ 损伤［１⁃２］。 新城疫病毒是一种严格的胞内寄

生物，完全依赖于宿主的翻译系统合成病毒蛋白质

从而实现病毒的有效复制，因此，ＴＵＦＭ 也是 ＮＤＶ
感染过程中重要的调控靶标。 詹媛［３⁃４］ 研究证实

ＮＤＶ 主要通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路促进延长因子的翻

译，从而在一定程度上促进蛋白翻译过程。 病毒与

宿主之间复杂的相互作用必定会引起宿主蛋白质表

达谱的改变，分析病毒感染宿主总蛋白的比较蛋白

质组学技术具有能够直观体现蛋白质丰度变化的优

势，因此比较蛋白质组学被广泛用来分析病毒感染

诱导的细胞蛋白质组变化［５］。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 试验材料

ＳＰＦ 种蛋购自山东省家禽研究所实验种鸡场，
自行孵化至 １０ 日龄后按常规方法制备原代鸡胚成

纤维细胞（ＣＥＦ）。 基因Ⅲ型鸡源 ＮＤＶ ＪＳ⁃７⁃０５⁃Ｃｈ、
基因Ⅶｄ 亚型鹅源 ＮＤＶ ＪＳ⁃５⁃０５⁃Ｇｏ 和基因Ⅵｂ 亚型

鸽源 ＮＤＶ ＷＸ⁃１０⁃０７⁃Ｐｉ 的噬菌斑形成单位分别为

（１􀆰 ２８～１􀆰 ６０） ×１０８、（１􀆰 ０２ ～ １􀆰 ３４） ×１０９ 和（２􀆰 ６７ ～
５􀆰 ００）×１０７，一日龄雏鸡脑内接种指数分别为 １􀆰 ８８、
１􀆰 ９６ 和 １􀆰 ４０，３ 株 ＮＤＶ 均由扬州大学农业部畜禽

传染病学重点实验室鉴定、纯化和保存。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

硫脲、尿素、碘乙酰胺、四甲基乙二胺、ＣＨＡＰＳ、
Ｂｉｏ⁃Ｌｙｔｅ ｐＨ３⁃１０、蛋白定量试剂盒、１７ ｃｍ ＩＰＧ 预制

胶条、等电聚焦仪和大通量灌胶器购自 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司，二硫苏糖醇、考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０、溴酚蓝、蛋白酶

抑制剂鸡尾酒混合液、ＤＮａｓｅ Ｉ 和 ＲＮａｓｅ Ａ 购自

Ｓｉｇｍａ 公司， ＰｏｗｅｒＬｏｏｋ ２１００ＸＬ 扫描仪购自台湾

Ｕｍａｘ 公司，超声波破碎仪 Ｓｏｎｉｐｒｅｐ １５０ 购自日本

ＳＡＮＹＯ 公司，ＥＬＸ８００ 自动 ＥＬＩＳＡ 检测仪和 Ｇｅｎｅ ５
软件购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司，转瓶培养机 ＩＮＴＥＧＲＡ
ＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥＳ ＣＥＬＬＲＯＬＬ 购自美国 ＢｉＮＤＥＲ 公司。

１􀆰 ３　 鸡胚 ＣＥＦ 总蛋白的提取

将铺种于细胞转瓶的 ＣＥＦ 长至密度为 ８５％ ～
９０％时分别接种 １０ 感染复数（ＭＯＩ） 的上述 ３ 种

ＮＤＶ，同时设立接种 ＰＢＳ 的阴性对照组，接种病毒

后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时收获细胞团块，采用细胞裂解液结

合超声波裂解处理的方法对 ＣＥＦ 进行总蛋白提取，
具体步骤和方法按照参考文献［６］进行。 采用 ９６
孔 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 微量酶标板法测定样品浓度，操作步骤

参照文献［７］。
１􀆰 ４　 ＣＥＦ 双向凝胶电泳

采用 １７ ｃｍ 线性 ＩＰＧ 胶条，分别取 １􀆰 ０ ｍｇ 不同

样品的细胞总蛋白加入水化液中至终体积 ３５０ μｌ，
进行胶条主动水化和等电聚焦，先用平衡缓冲液Ⅰ
平衡 １４ ｍｉｎ，然后转入到平衡缓冲液Ⅱ中平衡 １４
ｍｉｎ，其中水化液、平衡缓冲液Ⅰ和平衡缓冲液Ⅱ的

配方和等电聚焦参数均按照文献［６］进行。 在 １２％
浓度的聚丙烯酰胺（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶上进行第二向

电泳后采用胶体考染方法染色［８］。 透射扫描脱色

后的凝胶图谱运用 ＰＤＱｕｅｓｔ８􀆰 ０􀆰 １ 进行图像分析，差
异显著性分析采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ⁃Ｔｅｓｔ 检验法进行统计

学分析。 只有 ３ 个样本中均重复出现的差异点才可

被鉴定是差异表达蛋白质。
１􀆰 ５　 质谱鉴定

运用 ＰＤＱｕｅｓｔ８􀆰 ０􀆰 １ 软件分析图谱，在排除细胞

周期蛋白的基础上，将表达水平差异显著的蛋白质

点从凝胶中挖出后送至广州慧晶生物科技有限公司

鉴定，胶内酶解后采用基质辅助激光解析电离飞行

时间质谱鉴定技术（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）分析蛋白点。
质谱鉴定数据来源于 ＮＣＢＩｎｒ 数据库，广州慧晶生物

科技有限公司判定 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 鉴定成功的标准是

蛋白质得分大于 ６６。 鉴定结果优先选择同一种属

（鸡源） 蛋白质，否则选择蛋白质得分最高的蛋

白质。

２　 结 果

２􀆰 １　 鸡胚 ＣＥＦ 总蛋白样品的制备

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 微量酶标板法测定样品浓度，其线性

方程为 Ｙ＝ ０􀆰 ８０７ ４ｘ＋０􀆰 ７５２ ４ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７ １），Ｙ 代

表样品浓度（ｍｇ ／ ｍｌ），ｘ 为 ＯＤ５９５，蛋白质浓度基本

保持在 ４􀆰 ０～５􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍｌ。
２􀆰 ２　 ＣＥＦ 总蛋白双向电泳图谱

将 １􀆰 ０ ｍｇ ＣＥＦ 总蛋白先在 １７ ｃｍ ｐＨ ４～７ 线性
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ＩＰＧ 胶条中进行第一向分离，蛋白质因其等电点

（ｐＩ）不同分散在胶条上（水平方向），后在 １２％的

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶上进行第二向分离，蛋白质因其分

子量不同分散在凝胶中（垂直方向）。 双向电泳图

谱中检测到约 ８５０ 个蛋白点（图 １），批内蛋白点在

重复样品的匹配率能达到 ９０％以上，表明本研究中

凝胶图谱的分辨率高、重复性好，结果可信。

图 １　 感染后 ２４ ｈ 的阴性对照组双向电泳图谱（胶体考染）
Ｆｉｇ．１　 ２⁃ＤＥ ｇｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ２４ ｈ ｐｏｓｔ ｉｎｆｅｃ⁃

ｔｉｏｎ （ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌｕｅ ｓｉｌｖｅｒ）

注：－表示阴性对照，２４ 和 ４８ 表示 ＮＤＶ 感染 ＣＥＦ 后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ，Ｇｏ＋表示 ＪＳ⁃５⁃０５⁃Ｇｏ 感染的 ＣＥＦ，Ｐｉ＋表示 ＷＸ⁃１０⁃０７⁃Ｐｉ 感染的 ＣＥＦ，Ｃｈ＋表
示 ＪＳ⁃７⁃０５⁃Ｃｈ 感染的 ＣＥＦ。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 ＴＵＦＭ 蛋白点在 ２⁃ＤＥ 凝胶中的定位

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＵＦＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔｓ ｉｎ ２⁃ＤＥ ｇｅｌｓ

表 １　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 和 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ／ ＴＯＦ 质谱鉴定成功的差异表达的 ＴＵＦＭ 蛋白点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔ ａｂｏｕｔ ＴＵＦＭ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ａｎｄ ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ／ ＴＯＦ

蛋白名称 登录号 分子量（预测值 ／ 实际值） 等电点（预测值 ／ 实际值） 蛋白质分数 ／ 最佳离子分数 鉴定成功的肽段

ＴＵＦＭ ｇｉ ｜ ８８９０９６１１ ３８􀆰 ２３ ／ ４７􀆰 ３０ ８􀆰 ９８ ／ ６􀆰 ７０ ５４８ ／ １００

ＹＥＤＩＤＫＡＰＥＥＲ
ＧＩＴＩＮＡＡＨＶＥＹＳＴＡＲ
ＡＤＡＶＳＤＡＥＬＬ⁃
ＰＬＶＥＬＥＬＲ
ＤＶＱＲＰＦＬＬＰＩＥＧＶＨ⁃
ＳＩＰＧＲ

２􀆰 ３　 ＴＵＦＭ 质谱鉴定结果和表达水平

双向凝胶图中标注的差异表达的蛋白点经质谱

鉴定为 ＴＵＦＭ，结果见表 １。
登录号指 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ／ ＴＯＦ 质谱分析后采用

ＭＡＳＣＯＴ 搜 索 ＮＣＢＩｎｒ 数 据 库 后 的 结 果。 以

ＭＡＳＣＯＴ 蛋白分数大于 ６６ 分（Ｐ≤０􀆰 ０５）作为蛋白

点质谱鉴定成功标准。 鉴定成功的肽段给出的是具

有统计学显著（置信区间≥９５％）意义的离子分数

序列。
与阴性对照 ２４ ｈ 时 ＣＥＦ 相比，在 ３ 株 ＮＤＶ 感

染 ＣＥＦ 后 ２４ ｈ 时，ＴＵＦＭ 表达水平均上调，与阴性

对照 ４８ ｈ 时 ＣＥＦ 相比，在感染后 ４８ ｈ 时，仅在 ＪＳ⁃５⁃
０５⁃Ｇｏ 感染组中表达上调，双向凝胶图中 ＴＵＦＭ 蛋

白点标注位置的截图见图 ２。
对照同一时间点的阴性对照组 ＣＥＦ 蛋白点分

析各感染组内的 ＴＵＦＭ 表达水平差异，此外，还分析

了同一时间点的感染组间的 ＴＵＦＭ 表达水平差异，
结果见表 ２。 与 ２４ ｈ 阴性对照组相比，３ 株 ＮＤＶ 感

染组中 ＴＵＦＭ 表达水平均出现了增加，但是仅毒力

最弱的 ＷＸ⁃１０⁃０７⁃Ｐｉ 感染组中 ＴＵＦＭ 表达水平显著

增加。 与 ４８ ｈ 阴性对照组相比，ＪＳ⁃７⁃０５⁃Ｃｈ 感染组

和 ＷＸ⁃１０⁃０７⁃Ｐｉ 感染组中 ＴＵＦＭ 表达水平无统计学

意义上差异，毒力最强的 ＪＳ⁃５⁃０５⁃Ｇｏ 感染组 ＴＵＦＭ
表达水平极显著增加。

７１６吴　 双等：线粒体蛋白质翻译延伸因子（ＴＵＦＭ）在不同毒力新城疫病毒感染的鸡胚成纤维细胞中的表达水平



表 ２　 ＴＵＦＭ 在感染组内表达水平以及感染组间的关系

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＵＦＭ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ

时间点
感染组内表达水平及感染组间的关系

Ｐｉ Ｇｏ Ｃｈ Ｐｉ⁃Ｇｏ Ｇｏ⁃Ｃｈ Ｐｉ⁃Ｃｈ

２４ ｈ ↑∗ ↑ ↑ ↑∗ － ↑∗

４８ ｈ － ↑∗∗ － ↓∗∗ ↑∗∗ －

∗和∗∗分别表差异达到显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）和极显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０１）；↑
和↓分别表示表达量的增加和减弱；Ｐｉ⁃Ｇｏ 表示以 ＪＳ⁃５⁃０５⁃Ｇｏ 感染组
为对照，ＷＸ⁃１０⁃０７⁃Ｐｉ 感染组与 ＪＳ⁃５⁃０５⁃Ｇｏ 感染组之间相应蛋白点相
对含量的统计学差异；Ｇｏ⁃Ｃｈ 表示以 ＪＳ⁃７⁃０５⁃Ｃｈ 感染组为对照，ＪＳ⁃５⁃
０５⁃Ｇｏ 感染组与 ＪＳ⁃７⁃０５⁃Ｃｈ 感染组之间相应蛋白点相对含量的统计
学差异；Ｐｉ⁃Ｃｈ 表示以 ＪＳ⁃７⁃０５⁃Ｃｈ 感染组为对照，ＷＸ⁃１０⁃０７⁃Ｐｉ 感染
组与 ＪＳ⁃７⁃０５⁃Ｃｈ 感染组之间相应蛋白点相对含量的统计学差异；
－表示两组数据之间差异不显著。

３　 讨 论

ＮＤＶ 能成功实现对 ＣＥＦ 的感染和复制，一方面

需要克服 ＣＥＦ 的各种免疫防卫反应，另一方面需要

利用 ＣＥＦ 物质和能量合成病毒自身物质，这种相互

作用会导致 ＣＥＦ 蛋白表达谱发生改变。 因此， 研究

ＮＤＶ 感染宿主细胞蛋白质组的变化有助于揭示

ＮＤＶ 与宿主细胞的相互作用机制、ＮＤＶ 分子致病机

制和不同来源 ＮＤＶ 的蛋白表达谱差异的本质等。
ＴＵＦＭ 是具有高度保守性和分布普遍性的延伸

因子 Ｔｕ（ＥＦ⁃ＴＵ）中的一种，它由细胞核基因在胞浆

中合成后转入线粒体，作为线粒体拟核相关蛋白中的

一种高丰度蛋白，主要功能是将氨酰 ｔＲＮＡ 递进核糖

体，所以在真核细胞的肽链的延伸中发挥着关键性作

用［９］。 ＴＵＦＭ 能够维持线粒体蛋白质合成的保真度，
其蛋白表达水平上调或下调一定会影响到 ａａ⁃ｔＲＮＡｓ
与核糖体 Ａ 位点的结合，直接影响线粒体 ＤＮＡ 编码

蛋白的生物合成水平［１０］。 与 ２４ ｈ 的阴性对照组相

比，感染后 ２４ ｈ 时 ＴＵＦＭ 表达量在毒力最弱的 ＷＸ⁃
１０⁃０７⁃Ｐｉ 感染组中显著升高；与 ４８ ｈ 的阴性对照组相

比，感染后 ４８ ｈ 时 ＴＵＦＭ 表达量在毒力最强的 ＪＳ⁃５⁃
０５⁃Ｇｏ 感染组表达量不降反升且极显著增加，其余两

株病毒感染组中 ＴＵＦＭ 表达量无明显差异且与阴性

对照组具有一致的变化趋势。
ＮＤＶ 的基质蛋白（Ｍ 蛋白）可以抑制宿主细胞

ＲＮＡ 转录和蛋白质合成，促进子代 ＮＤＶ 的出芽过

程［１１］。 研究结果［１２］ 表明 Ｍ 蛋白在上述 ３ 株 ＮＤＶ
感染宿主细胞中的表达水平随时间的延长呈现一致

的增减趋势，这在一定程度上表明毒力越强的 ＮＤＶ
在较长时间内更可能促进宿主合成自身的蛋白质。
本研究结果在一定程度上表明 ＴＵＦＭ 的表达水平与

病毒毒力关系更加密切，因此推测超过一定毒力的

强毒株 ＮＤＶ 引起宿主表达 ＴＵＦＭ 量随感染时间增

加而逐渐增强或与感染毒株的特异性有关。 由于本

试验涉及的毒株只有 ３ 株，时间点也只选择 ２４ ｈ 和

４８ ｈ ２ 个时间点，因此该结论需要同一宿主源的同

一基因型、不同毒力的多株 ＮＤＶ 感染的 ＣＥＦ 和多

个时间点中 ＴＵＦＭ 表达水平的研究数据来验证。
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