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　 　 摘要:　 为揭示不同宿主来源无乳链球菌致病机制ꎬ提取无乳链球菌鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 和牛源株

ＡＴＣＣ１３８１３ 的全菌蛋白质ꎬ经 ｉＴＲＡＱ 试剂标记后进行质谱鉴定ꎬ质谱数据用软件 Ｍａｓｃｏｔ２.２ 和 ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒ￣
ｅｒ１􀆰 ４ 进行查库(ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库)鉴定及定量分析ꎬ并利用 ｂｌａｓｔ２ｇｏ 软件对差异蛋白质进行 ＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)功能

注释ꎮ 共鉴定出在鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 和牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 中差异表达的蛋白质 １７ 个(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ其中在

ＡＴＣＣ１３８１３ 中上调表达的蛋白质 ３ 个(比值>１􀆰 ５００)ꎬ下调表达的蛋白质 １４ 个(比值<０􀆰 ６６７)ꎮ ＧＯ 分析预测结果

表明这些蛋白质主要参与 １５ 个生物学功能ꎬ涉及代谢过程、细胞成分、结合、催化活性、结构分子活性等ꎮ 其中 ｃｐ￣
ｓＩＶＫ 在牛源株 ＡＴＣ１３８１３ 中下调最显著ꎬ其功能为荚膜生物合成蛋白质ꎬ与无乳链球菌荚膜合成相关ꎮ 进一步验证

发现ꎬ鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 抵抗小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４.７ 吞噬的能力显著高于 ｃｐｓＩＶＫ 下调的牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３
(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ提示 ｃｐｓＩＶＫ 可能在鱼源无乳链球菌逃避宿主免疫细胞吞噬过程中发挥功能ꎮ
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　 　 无乳链球菌( Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ)ꎬ亦称 Ｂ
群链球菌(Ｇｒｏｕｐ Ｂ ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉꎬＧＢＳ)ꎬ是自然界中

广泛存在的一种革兰氏阳性菌ꎮ 无乳链球菌可寄生

于反刍动物的乳腺中ꎬ导致牛奶的质量和产量下

降[１]ꎮ 近年来ꎬ世界多个国家报道了鱼类无乳链球

菌病的爆发流行ꎬ感染鱼类包括海鱼和淡水鱼ꎬ造成

多种鱼类死亡ꎬ罗非鱼等温水性鱼类感染尤其严

重[２￣３]ꎮ 中国南方地区近年也爆发了罗非鱼无乳链

球菌病ꎬ给罗非鱼养殖业造成巨大经济损失[４]ꎬ且
目前尚无有效防控手段ꎮ

目前无乳链球菌相关研究侧重于牛源株与人源

株ꎬ对鱼源无乳链球菌的致病机制研究较少ꎮ 因无

乳链球菌宿主范围广泛ꎬ存在异种宿主之间交叉传

播的可能性ꎬ因此ꎬ相同血清型且不同宿主来源的无

乳链球菌蛋白表达谱是否存在差异ꎬ差异表达蛋白

中是否存在新的毒力因子等问题都还需要进一步的

研究和探讨ꎮ 同位素标记相对和绝对定量( Ｉｓｏｂａｒｉｃ
ｔａｇｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎꎬｉＴＲＡＱ)技

术是 ２００４ 年由美国 ＡＢＩ(应用生物系统公司)开发

的一种同位素标记的蛋白质组学定量技术[５]ꎮ 该

技术可同时对 ２~８ 个样品进行相对定量研究ꎬ具有

很好的精确性和重复性ꎬ是目前在比较蛋白质组学

上应用效果较好的标记技术之一[６]ꎮ 本研究通过

ｉＴＲＡＱ 技术筛选无乳链球菌不同宿主来源株差异表

达蛋白ꎬ以期获得新的毒力因子ꎬ为阐明无乳链球菌

的致病机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株和细胞系

无乳链球菌鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 分离自广东

省某罗非鱼养殖场患病罗非鱼ꎬ由南京农业大学刘

广锦博士分离ꎻ无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 购自

ＡＴＣＣ(美国模式培养物集存库)ꎬ血清型为 Ｉａ 型ꎮ
小鼠单核巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４.７ 购自美国 ＡＴＣＣ 细

胞库ꎬ由江苏农牧科技职业学院江苏省兽用生物制

药高技术研究重点实验保存ꎮ 细胞培养条件为:
ＤＭＥＭ 完全培养基ꎬ１５％ ＦＢＳꎬ３７ ℃ꎬ５％ＣＯ２ꎬ使用

０.２５％胰酶消化传代ꎮ
１.２　 主要仪器和试剂

Ｑ￣Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪、Ｅａｓｙ ｎＬＣ１０００ 纳升级液相

色谱仪为 Ｔｈｅｒｍｏ 公司产品ꎬＡＫＴＡ Ｐｕｒｉｆｉｅｒ １００ 纯化

仪、６００Ｖ 电泳仪为 ＧＥ 公司产品ꎬ低温高速离心机、
真空离心浓缩仪为 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司产品ꎬ可见紫外分

光光度计为尤尼柯公司产品ꎮ 十二烷基硫酸钠

(ＳＤＳ)、尿素、三羟甲基氨基甲烷(Ｔｒｉｓ)、二硫苏糖

醇( ＤＴＴ)、吲哚乙酸 ( ＩＡＡ) 均购自 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司ꎬ
ｉＴＲＡＱ Ｒｅａｇｅｎｔ￣８ｐｌｅｘ Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ Ｋｉｔ、溶解缓冲液购自

ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司ꎬ胎牛血清(ＦＢＳ)、杜尔伯科改良伊

格尔培养基(ＤＭＥＭ)培养基、０.２５％胰酶购自 Ｇｉｂｃｏ
公司ꎬＣ１８ 除盐柱购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ ５×上样缓冲液:
１０％ＳＤＳꎬ０.５％溴酚蓝ꎬ５０％甘油ꎬ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ
２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ６.８ꎻＳＤＴ 缓冲液:４％ＳＤＳꎬ
１００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬｐＨ７.６ꎻＵＡ 缓

冲液:８ ｍｏｌ / Ｌ 尿素ꎬ１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ ８.０ꎮ
１.３　 无乳链球菌蛋白质制备

１.３.１　 制备方法　 将无乳链球菌鱼源株 ＧＤ２０１００８￣
００１、牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 菌株活化后ꎬ在 ＴＨＢ 培养

基中ꎬ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 培养至对数期ꎮ 离心取沉

淀ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ菌体沉淀中加入 ５００ μｌ ＳＴＤ
ｂｕｆｆｅｒ ( ４％ ＳＤＳꎬ １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒ￣
ｉｓＨＣｌꎬｐＨ８􀆰 ０)ꎬ匀浆ꎬ沸水浴 ５ ｍｉｎꎮ 超声波破碎

(８０ Ｗꎬ超声 １０ ｓꎬ间歇 １５ ｓꎬ共 １０ 次)ꎬ沸水浴 ５
ｍｉｎꎬ离心取上清ꎬＢＣＡ 法进行蛋白质定量ꎮ
１.３.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳　 取 ２０ μｇ 蛋白质样品加入

１ / ５ 体积的 ５×上样缓冲液ꎬ沸水浴 ５ ｍｉｎꎬ１４ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ进行 １２􀆰 ５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ
电泳条件:１４ ｍＡ 恒流ꎬ电泳时间 ９０ ｍｉｎꎮ 考马斯亮

蓝染色ꎮ
１.４　 蛋白质酶解和肽段定量

各取 ２００ μｇ 蛋白质样品ꎬ按照 Ｗｉｓ'ｎｉｅｗｓｋｉ 等[７]
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的方法进行酶解和肽段定量ꎮ
１.５　 肽段标记及 ＳＣＸ 分级

两组样品肽段分别取 ８０ μｇꎬ 按照ＡＢ 公司试剂盒

ｉＴＲＡＱ Ｒｅａｇｅｎｔ￣８ｐｌｅｘ ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＫｉｔ 说明书进行标记ꎮ 将

标记后的所有肽段混合ꎬ进行 ＳＣＸ 预分级ꎮ ＳＣＸ 分级

后ꎬ收集洗脱肽段样品约 ３６ 份ꎮ 根据 ＳＣＸ 色谱图合并

成 ６ 份肽段样品ꎬ冻干后用 Ｃ１８除盐柱脱盐ꎮ
１.６　 质谱分析

将每份脱盐肽段样品用纳升流速 ＨＰＬＣ 液相系

统 Ｅａｓｙ ｎＬＣ 进行分离ꎮ 缓冲液 Ａ 为 ０.１％甲酸水溶

液ꎬ缓冲液 Ｂ 为 ０.１％甲酸乙腈水溶液(乙腈为 ８４％)ꎮ
色谱柱以 ９５％的缓冲液 Ａ 平衡ꎮ 样品由自动进样器

上样到上样柱 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＥＡＳＹｃｏｌｕｍｎ (２ ｃｍ×
１００ μｍꎬ５ μｍ￣Ｃ１８ )ꎬ再经分析柱 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＥＡＳＹ ｃｏｌｕｍｎ (７５ μｍ×１００ ｍｍꎬ３ μｍ￣Ｃ１８)分离ꎬ流速

为 ３００ ｎｌ / ｍｉｎꎮ 相关液相梯度如下:０~５５ ｍｉｎꎬＢ 液线

性梯度从 ０ ％到 ４０％ꎻ５５~５８ ｍｉｎꎬ缓冲液 Ｂ 线性梯度

从 ４０％到 １００％ꎬ５８~６０ ｍｉｎꎬ缓冲液 Ｂ 维持在 １００％ꎮ
每份样品经毛细管高效液相色谱分离后用 Ｑ￣

Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)进行质谱分析ꎮ 分析

时长:６０ ｍｉｎꎬ检测方式:正离子ꎻ母离子扫描范围:
３００~１ ８００ ｍ / ｚꎬ一级质谱分辨率:在质荷比 ２００ 时为

７０ ０００ꎬ自动增益目标值:３ｅ６ꎬ一级最大注入时间:１０
ｍｓꎬ扫描范围数:１ꎬ动态排除时间:４０􀆰 ０ ｓꎮ 多肽和多

肽碎片的质量电荷比按照下列方法采集:每次全扫描

后采集 １０ 个碎片图谱ꎬ二级碎裂模式:高能碰撞解

离ꎬ隔离窗口:２ ｍ / ｚꎬ二级质谱分辨率:在质荷比 ２００
时为１７ ５００ꎬ扫描叠加数:１ꎬ二级最大注入时间:６０
ｍｓꎬ归一化的碰撞能量:３０ ｅＶꎬ最小填充比:０.１％ꎮ
１.７　 质谱数据分析

质谱分析的原始数据为 ＲＡＷ 文件ꎬ用软件

Ｍａｓｃｏｔ２.２ 和 ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ１.４( ｔｈｅｒｍｏ)进行查

库鉴定及定量分析ꎮ 所用数据库为 ｕｎｉｐｒｏｔ＿Ｓｔｒｅｐｔｏ￣
ｃｏｃｃｕｓ＿ａｇａｌａｃｔｉａｅ＿５５４９８＿２０１６０５２７. ｆａｓｔａ 蛋白质库ꎬ
查库软件为 Ｍａｓｃｏｔ ２.２ꎮ 查库时将 ＲＡＷ 文件通过

Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ 提交至 Ｍａｓｃｏｔ 服务器ꎬ选择已

经建立好的数据库ꎬ然后进行数据库搜索ꎮ 相关参

数见表 １ꎮ 结果过滤参数为 Ｐｅｐｔｉｄｅ ＦＤＲ≤０􀆰 ０１[８]ꎮ
采用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ１.４ 软件对肽段报告离子峰

强度值进行定量分析ꎬ分析参数见表 ２ꎮ

表 １　 Ｍａｓｃｏｔ 搜索参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅａｒｃｈ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｍａｓｃｏｔ

项目　 　 　 　 　 　 　 　 数值

Ｔｙｐｅ ｏｆ ｓｅａｒｃｈ ＭＳ / ＭＳ Ｉｏｎ ｓｅａｒｃｈ

Ｅｎｚｙｍｅ Ｔｒｙｐｓｉｎ

Ｍａｓｓ Ｖａｌｕｅｓ Ｍｏｎｏｉｓｏｔｏｐｉｃ

Ｍａｘ Ｍｉｓｓｅｄ Ｃｌｅａｖａｇｅｓ ２

Ｆｉｘｅｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ Ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ (Ｃ)ꎬｉＴＲＡＱ８ｐｌｅｘ (Ｎ￣ｔｅｒｍ)ꎬｉＴＲＡＱ８ｐｌｅｘ (Ｋ)

Ｖａｒｉａｂｌｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ (Ｍ)

Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｍａｓｓ Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ± ２.０×１０－５

Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｍａｓｓ Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ０.１

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｓｓ Ｕｎｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ

Ｄａｔａｂａｓｅ ｕｎｉｐｒｏｔ＿Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ＿ａｇａｌａｃｔｉａｅ＿５５４９８＿２０１６０５２７.ｆａｓｔａ

Ｄａｔａｂａｓｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｄｅｃｏｙ

表 ２　 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ１.４ 定量分析参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒ￣

ｅｒ１.４

项目 数值

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｕｓｅ Ｏｎｌｙ Ｕｎｉｑｕｅ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｉａｓ Ｎｏｒｍａｌｉｚｅ Ｏｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍｅｄｉａｎ

１.８　 生物信息学分析

采用 ｂｌａｓｔ２ｇｏ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｂｌａｓｔ２ｇｏ.ｃｏｍ / )软件

进行蛋白质的 ＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)功能注释ꎮ 差异

表达蛋白质的 ＧＯ 富集分析:以不同菌株差异蛋白

质为“ｔｅｓｔ”ꎬ以本试验鉴定到的全部蛋白质为“ｒｅｆｅｒ￣
ｅｎｃｅ”ꎬ利用超几何概率分布计算相应的 Ｐ 值ꎬ选择

ＧＯ 层次 ２ 进行汇总ꎮ 分别对细胞组分 ( Ｃｅｌｌｕｌａｒ
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ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)、分子功能(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)和生物过

程(Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)进行分析ꎮ
１.９　 巨噬细胞对无乳链球菌的吞噬试验

吞噬试验按照 Ｌｕｎ 等[９] 的方法ꎬ并作改进ꎮ 在

２４ 孔细胞培养板内将 ＲＡＷ２６４.７ 培养至单层(每孔

约 ４×１０５个细胞)后使用ꎮ 用 ＰＢＳ 将孔内细胞洗 ３
遍ꎬ对数期细菌用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后以感染比(ＭＯＩ)
１０ ∶ １ 加入细胞孔ꎬ室温 ８００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 将细胞

板置于细胞培养箱培养 １ ｈ 后ꎬ每孔用 ＰＢＳ 洗 ５ 遍ꎬ
加入含有青霉素 Ｇ 的 ＤＭＥＭ(终浓度 １００ μｇ / ｍｌ)１
ｍｌ 继续培养 １ ｈ 杀死胞外细菌ꎮ 用灭菌水裂解细

胞ꎬ进行平板计数ꎮ

２　 结 果

２.１　 无乳链球菌鱼源株与牛源株菌体蛋白质的差异性

　 　 取无乳链球菌鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 和牛源株

ＡＴＣＣ１３８１３ 菌体蛋白质样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ
结果(图 １)显示两样品蛋白质条带、定量一致性较

好ꎬ表明两组样品蛋白质差异性较小ꎮ
２.２　 无乳链球菌鱼源株与牛源株差异表达蛋白

将牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 和鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１
的总蛋白质ꎬ分别用 ２ 种标记物标记ꎬ ＡＴＣＣ１３８１３ 的

标记物为 １１９、１２１ꎬＧＤ２０１００８￣００１ 的标记物为 １１３、

１１４ꎮ 通过质谱分析ꎬ得到 ４ 组数据ꎮ 蛋白质定量分

析时ꎬ以 １１９、１２１ 标记物通道平均值为内参ꎬ进行比

较ꎮ 各组蛋白质的 ｉＴＲＡＱ 比值均采取各通道标记与

内参的比值[１０]ꎮ 以无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 和

鱼 源 株 ＧＤ２０１００８￣００１ 表 达 蛋 白 量 的 比 值

(ＡＴＣＣ１３８１３ / ＧＤ２０１００８￣００１) >１􀆰 ５０ 或<０􀆰 ６６７、且Ｐ<
０􀆰 ０５ 的蛋白质作为表达差异蛋白质ꎬ共发现 １７ 个差

异表达蛋白质ꎮ 同鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 相比较ꎬ牛
源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 中上调表达蛋白质 ４ 个(表 ３)ꎬ其中

３ 个蛋白质功能已知ꎬ１ 个功能未知ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ꎻ２:鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ꎮ
图 １　 无乳链球菌菌体蛋白质 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 图谱

Ｆｉｇ.１　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐ￣
ｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ

表 ３　 无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 较鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 上调表达的蛋白质

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｓ. ｇａｌａｃｔｉａｅ ｂｏｖｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ１３８１３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｐｉｓｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＤ２０１００８￣００１

　 登录号 基因名称 蛋白质描述
蛋白量比率

(ＡＴＣＣ１３８１３ / ＧＤ２０１００８￣００１)

Ｖ６Ｚ２４１ ＳＡＧ０１３６＿０７２２５ 胞壁质水解酶调节因子 １.６４

Ａ０Ａ０Ｅ１ＥＫＤ２ ＥＮ７２＿００８１０ 未知蛋白 １.６３

Ｖ６Ｚ３７２ ＳＡＧ０１３６＿０５６４５ ２￣硝基丙烷双加氧酶 １.５７

Ｖ６Ｚ２Ｒ４ ＳＡＧ０１３６＿０７２０５ 果糖￣二磷酸醛缩酶 １.５２

　 　 与 鱼 源 株 ＧＤ２０１００８￣００１ 相 比 较ꎬ 牛 源 株

ＡＴＣＣ１３８１３ 中下调表达蛋白质 １３ 个(表 ４)ꎮ 其中ꎬ
未知功能蛋白质 ２ 个ꎮ 下调最显著的是 ｃｐｓＩＶＫ 编码

的荚膜生物合成蛋白ꎬ蛋白量比率为 ０.１７ꎮ
２.３　 无乳链球菌鱼源株与牛源株差异表达蛋白质

的功能

　 　 采用 Ｂｌａｓｔ２ｇｏ 软件对筛选到的差异表达蛋白

质主要功能类别进行 ＧＯ 功能富集分析ꎬ结果

(图 ２)表明这些差异蛋白质的生物学功能覆盖

范围较为广泛ꎬ主要涉及代谢过程、细胞成分、结

合、催化活性和结构分子活性等 １５ 个生物学功

能ꎮ
２.４　 无乳链球菌鱼源株与牛源株的小鼠巨噬细胞

吞噬率比较

　 　 在 ＭＯＩ＝ １０ 时ꎬ巨噬细胞与无乳链球菌互作 １
ｈꎬ计算吞噬率ꎮ 结果(图 ３)表明ꎬ无乳链球菌鱼源

株 ＧＤ２０１００８￣００１ 和牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 被巨噬细胞

吞噬的吞噬率分别为 １１􀆰 ９２％和 ２９􀆰 ００％ꎬ差异极显

著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 说明鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 抵抗吞噬

的能力显著高于牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ꎮ

１７８郭长明等:应用 ｉＴＲＡＱ 定量蛋白质组学技术筛选无乳链球菌鱼源株与牛源株差异表达蛋白



表 ４　 无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 较鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ 下调表达的蛋白质

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｓ. ｇａｌａｃｔｉａｅ ｂｏｖｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ１３８１３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｐｉｓｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＤ２０１００８￣００１

　 登录号 基因名称 蛋白质描述
蛋白量比率

(ＡＴＣＣ１３８１３ / ＧＤ２０１００８￣００１)
Ｑ９３ＴＩ４ ｃｐｓＩＶＫ 荚膜生物合成蛋白 ０.１７
Ａ０Ａ０Ｅ１ＥＬＨ０ ＥＮ７２＿０３１１５ 阻遏蛋白 ０.３１
Ｖ６Ｚ５４６ ｆｔｓＹ 信号识别粒子受体 ＦｔｓＹ ０.３５
Ａ０Ａ０Ｈ１Ｖ９Ｂ０ ＷＡ０４＿０４１８０ 噬菌体门户蛋白 ０.４０
Ａ０Ａ０Ｈ１ＴＴ９３ ｒｐｍＤ ５０Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ３０ ０.４１
Ｖ６Ｚ０Ｑ３ ＳＡＧ０１３６＿０４１２５ ５￣甲酰四氢叶酸环连接酶 ０.４３
Ａ０Ａ０Ｅ１ＥＩ３６ ＥＮ７２＿０７２５０ 未知蛋白质 ０.４３
Ｄ０ＵＸＺ３ ｔｕｆ 延伸因子 ０.４５
Ａ０Ａ０Ｈ１ＵＣ２４ ＷＡ３４＿０２０４５ 青霉素结合蛋白 ０.４７
Ａ０Ａ０Ｈ１ＬＵ３５ ｐａａＨ ３￣羟基丁酰￣辅酶 Ａ 脱氢酶 ０.５１
Ｓ９Ｂ４１９ ＳＡＧ００２３＿００６６５ 未知蛋白质 ０.５２
Ｖ６Ｚ０Ｍ３ ＳＡＧ０１３６＿０３８７５ ＡＢＣ 转运蛋白酶 ０.５８
Ａ０Ａ０Ｈ１Ｕ０３１ ＷＡ３４＿１１７８０ ＤｅｇＶ 家族 ＥＤＤ 结构域蛋白 ０.６６

１:定位ꎻ２:细胞组分定位或合成ꎻ３:细胞过程ꎻ４:单生物过程ꎻ５:
代谢过程ꎻ６:细胞器部分ꎻ７:大分子复合物ꎻ８:细胞部分ꎻ９:细
胞ꎻ１０:膜的一部分ꎻ１１:膜ꎻ１２:细胞器ꎻ１３:结合ꎻ１４:结构分子活

性ꎻ１５:催化活性ꎮ
图 ２　 无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 与鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１

差异表达蛋白质 ＧＯ 功能注释图

Ｆｉｇ.２ 　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｓ. ｇａｌａｃｔｉａｅ ｂｏｖｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ１３８１３ ａｎｄ ｐｉｓ￣
ｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＤ２０１００８￣００１

３　 讨 论

无乳链球菌作为一种人、兽、鱼共同感染的病原

菌ꎬ给人类身体健康及养殖业造成严重威胁ꎬ对于无

乳链球菌致病机制的探索也逐渐成为研究的热点ꎮ
不同宿主来源的无乳链球菌蛋白质表达谱存在何种

差异ꎬ差异表达蛋白质中是否存在与其致病机制相

关的毒力因子ꎬ都需深入研究ꎮ 病原微生物的致病

１:ＧＤ２０１００８￣００１ꎻ２:ＡＴＣＣ１３８１３ꎮ ∗∗表示菌株间差异极显著ꎮ
图 ３　 无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 和鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１

的吞噬率

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｔｈｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ Ｓ. ｇａｌａｃｔｉａｅ ｂｏｖｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ
ＡＴＣＣ１３８１３ ａｎｄ ｐｉｓｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＤ２０１００８￣００１

作用是病原与宿主相互作用的复杂过程ꎬ涉及多种

蛋白质分子ꎬ因此ꎬ应用比较蛋白质组学技术ꎬ整体、
动态、定量地分析病原微生物差异表达的蛋白质ꎬ对
于阐明病原微生物的致病机制具有至关重要的作

用ꎮ ｉＴＲＡＱ 技术可以高通量地处理复杂样本ꎬ并且

重复性好ꎬ可以同时进行定性、定量分析ꎬ在微生物

比较蛋白质组学领域中得到广泛应用[１１]ꎮ
本研究通过 ｉＴＲＡＱ 技术结合质谱分析技术ꎬ在体

外培养条件下ꎬ以表达蛋白质量的比值筛选表达差异

蛋白ꎬ共筛选到无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 和鱼源

株 ＧＤ２０１００８￣００１ 差异表达蛋白质 １７ 个ꎬ其中已知功能

蛋白质 １４ 个ꎬ未知功能蛋白质 ３ 个ꎮ 通过对差异表达

蛋白质主要功能类别的 ＧＯ 功能富集分析ꎬ发现差异蛋

白质共涉及 １５ 个生物学功能ꎮ 差异蛋白质表达比值
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最大的为 ｃｐｓＩＶＫ 编码的荚膜生物合成蛋白ꎬ在鱼源株

ＧＤ２０１００８￣００１ 中表达量显著上调ꎮ 无乳链球菌周被富

含唾液酸的荚膜多糖(Ｃａｐｓｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＣＰＳ)ꎮ
ＣＰＳ 经过唾液酸修饰后ꎬ宿主免疫系统就会发生识别

错误ꎬ将无乳链球菌当作自身成分ꎮ 因此ꎬ荚膜可以帮

助无乳链球菌逃避中性白细胞、巨噬细胞等吞噬细胞

的免疫清除作用[１２]ꎮ 本研究比较了小鼠巨噬细胞

ＲＡＷ２６４.７ 对无乳链球菌牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 和鱼源株

ＧＤ２０１００８￣００１ 的吞噬率ꎬ发现 ｃｐｓＩＶＫ 编码的荚膜生物

合成蛋白表达量显著升高的鱼源株ＧＤ２０１００８￣００１ 被巨

噬细胞吞噬的效率显著低于 ＡＴＣＣ１３８１３ꎮ 我们推测ꎬ
ｃｐｓＩＶＫ 编码的无乳链球菌荚膜生物合成蛋白表达量可

能影响荚膜多糖的合成ꎬ继而导致细菌被巨噬细胞吞

噬效率的差异ꎮ 筛选到的另外一个在ＧＤ２０１００８￣００１ 中

上调表达的蛋白质是青霉素结合蛋白ꎬ其功能通常是

参与肽聚糖生物合成ꎬ同时ꎬ青霉素结合蛋白是 β￣酰胺

类抗生素的作用靶点[１３￣１５]ꎮ 有研究结果表明ꎬ无乳链

球菌青霉素结合蛋白缺失株在新生大鼠的肺脏中更容

易被清除ꎬ缺失株对于中性粒细胞和肺泡巨噬细胞的

杀伤作用也更为敏感[１６￣１７]ꎮ 笔者在前期研究中也发

现ꎬ相对于鱼源株 ＧＤ２０１００８￣００１ꎬ青霉素结合蛋白表达

量显著下调的牛源株 ＡＴＣＣ１３８１３ 更容易被小鼠巨噬细

胞 ＲＡＷ２６４.７ 清除[１８]ꎬ青霉素结合蛋白表达量的多少

是否在此过程中发挥了关键作用仍需继续验证ꎮ 其他

差异表达蛋白质ꎬ特别是未鉴定蛋白质在不同宿主来

源的无乳链球菌致病机制中所起的作用ꎬ同样需要进

一步研究ꎮ
综上所述ꎬ本研究使用 ｉＴＲＡＱ 定量蛋白质组学

技术分析了无乳链球菌鱼源株与牛源株差异表达的

蛋白质ꎬ对于揭示不同宿主来源的无乳链球菌毒力

差异及致病机理提供了新的线索ꎮ
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