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(１. 江苏省农业科学院畜牧研究所 /江苏省农业种质资源保护与利用平台ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ ２. 农业部种养结合重点实验

室ꎬ江苏 南京 ２１００１４)

　 　 摘要:　 通过构建含有 ＨＡ 标签的 ＰＫＭ２ 过表达质粒转染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞ꎬ利用免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)与液相色谱￣质
谱联用(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)技术分析与鉴定猪 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感染猪肺泡巨噬细胞 ３Ｄ４ / ２１ 后的互作蛋白质ꎬ并
对这些互作蛋白质进行 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 通路分析ꎮ 结果显示肺炎支原体感染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞后ꎬＰＫＭ２ 在 ｍＲＮＡ 水平和

蛋白质水平上表达上调ꎬ其表达水平呈现剂量与时间依懒性ꎮ 免疫共沉淀反应结果显示 ＩＰ 与 ＩｇＧ 组共鉴定到 ７２ 个

蛋白质ꎬ这 ２ 组鉴定到的蛋白质数分别为 ６０ 和 １９ꎬ其中 ７ 个蛋白质在 ２ 组中同时鉴定到ꎮ ＧＯ 分析结果表明 ＩＰ 组的

互作蛋白质主要参与了 ＮＡＤ 代谢过程、ＮＡＤＨ 代谢过程、肌原纤维组装、ＮＡＤＨ 再生和葡萄糖代谢丙酮酸等生物过

程ꎬ其中大多数与能量代谢有关ꎮ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析结果表明互作蛋白质参与了致病性大肠杆菌感染、军团杆菌

病、糖酵解 /糖异生、丙酮酸代谢和癌症中的中枢碳代谢等通路ꎬ这些通路与细菌感染和能量代谢有关ꎮ
关键词:　 猪ꎻ ＰＫＭ２ 基因ꎻ 肺炎支原体ꎻ 互作蛋白质ꎻ 免疫共沉淀
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(１. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｊｉａｎｇｓｕ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｐｌａｔｆｏｒｍꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ ａｎｄ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ３Ｄ４ / ２１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈＨＡ￣ｔａｇｇｅｄ ＰＫＭ２￣ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉ￣
ｔａｔｉｏｎ (Ｃｏ￣ＩＰ) ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ (ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ) ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＰＫＭ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ３Ｄ４ / ２１ ｄｕｒｉｎｇ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.

Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ( ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ ( ＫＥＧＧ ) ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅｓｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ＰＫＭ２ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ
ａｆｔｅｒ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ３Ｄ４ / ２１ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｏｓｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ
７２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＩＰ ａｎｄ ＩｇＧ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ
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ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ６０ ａｎｄ １９ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ
ａｎｄ ｓｅｖｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ. ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ
ＩＰ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＮＡＤ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＮＡＤＨ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌ ａｓｓｅｍｂｌｙꎬ ＮＡＤＨ ｒｅｇｅｎ￣
ｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｐｙｒｕｖａｔｅꎬ ｍｏｓｔ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ. Ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｌｅｇｉｏｎｅｌｌｏｓｉｓꎬ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ /
ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｃｅｎｔｒａｌ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｃａｎｃｅｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｏｒｃｉｎｅꎻ ＰＫＭ２ ｇｅｎｅꎻ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅꎻ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ(Ｃｏ￣ＩＰ)

　 　 丙酮酸激酶 Ｍ２ 型(ＰＫＭ２)是糖酵解(Ｇｌｙｃｏｌｙ￣
ｓｉｓ)途径中的关键限速酶ꎬ它在糖酵解的最后一步

反应中催化底物磷酸烯醇式丙酮酸( Ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌ￣
ｐｙｒｕｖａｔｅꎬ ＰＥＰ)为丙酮酸(Ｐｙｒｕｖａｔｅ)ꎬ并伴有 ＡＴＰ 的

产生ꎬ进而为细胞生长提供能量ꎮ 由于糖酵解为癌

症的主要能量代谢方式[１]ꎬ因而 ＰＫＭ２ 在癌症代谢

及肿瘤生长中起着重要作用[２￣５]ꎮ 近年来ꎬ研究发现

ＰＫＭ２ 在免疫反应中也有着重要的调控作用ꎮ
ＰＫＭ２ 在脂多糖(ＬｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬＬＰＳ)诱导小鼠

巨噬细胞的炎症反应中通过结合 ＨＩＦ１ａ 来调控炎症

因子 ＨＭＧＢ１ 和 ＩＬ￣１Ｂ 的表达[６￣７]ꎬＰＫＭ２ 还可通过

结合 ＳＴＡＴ３ 调控炎症因子 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１Ｂ 的表

达[８]ꎬ这表明 ＰＫＭ２ 与其他蛋白质的互作是调控免

疫反应的一种重要方式ꎮ
我们在之前的研究中发现ꎬＰＫＭ２ 基因在猪感

染肺炎支原体的肺组织中表达显著上升ꎬ而且在梅

山猪与长白猪两个易感性有明显差别的品种中ꎬ
ＰＫＭ２ 基因的表达量也存在差异 [９]ꎮ 此外ꎬ在猪肺

泡巨噬细胞感染猪繁殖与呼吸综合征病毒的强弱毒

株时ꎬＰＫＭ２ 基因的表达量也存在着显著差异[１０]ꎬ
这表明 ＰＫＭ２ 作为一个抗病候选基因研究具有重要

意义ꎮ 因此鉴定 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感染过程

中的互作蛋白质能够进一步理解其在猪支原体肺炎

发病中的作用机理ꎮ 本研究通过免疫共沉淀(Ｃｏ￣
ＩＰ)与液相色谱￣质谱联用(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)技术分析与

鉴定猪 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感染猪肺泡巨噬细

胞 ３Ｄ４ / ２１ 后的互作蛋白质ꎬ并对这些互作蛋白质

可能参与的生物学功能进行初步分析ꎬ为深入研究

ＰＫＭ２ 在猪支原体肺炎发病中的作用机理奠定基

础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞、菌株与质粒

ＤＨ５ａ 感受态购于北京全式金生物技术有限公

司ꎮ 猪肺炎支原体 Ｊ 株、猪肺泡巨噬细胞 ３Ｄ４ / ２１ 由

江苏省农业科学院兽医所馈赠ꎮ ｐｃＤＮＡ３.１￣Ｚｅｏ( ＋)
由本实验室保存ꎮ
１.２　 试 剂

ＲＮＡ 提取试剂盒 ( Ｔａｋａｒａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)、限制性内切酶 ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ
Ｉ、Ｔ４ 连接酶、 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体、 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 定量 ＰＣＲ 试剂、ｃＤＮＡ 反转录试

剂盒 ( ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ )、 ＤＮＡ 聚合酶

ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ、蛋白质上样缓冲液 ４×ｌｏａｄ￣
ｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 和 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购于 ＴａＫａＲａ 公

司ꎬＰＫＭ２、ＨＡ 抗体购于 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ无内霉毒素质

粒试剂盒购于 Ｏｍｅｇａ 公司ꎬＤＮＡ 纯化回收试剂盒

(ＤＮＡ Ｃｌｅａｎ ＆ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ)购于 Ｚｙｍｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公

司ꎬＮＰ￣４０ 裂解液、ＰＭＳＦ、蛋白酶抑制剂、ＢｅｙｏＥＣＬ
Ｐｌｕｓ、蛋白质 ｍａｒｋｅｒ、ＰＡＧＥ 预制胶(Ｔｒｉｓ￣Ｇｌｙꎬ １０％)
购于碧云天公司ꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ ａｇａｒｏｓｅ ｂｅａｄｓ 购于

Ｐｉｅｒｃｅ 公司ꎬ１６４０ 培养基购于武汉博士德公司ꎬ青链

霉素、胎牛血清和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ􀳏 ３０００ 购于 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎮ 引物合成与测序验证由南京金斯瑞生

物科技有限公司完成ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取、反转录与定量 ＰＣＲ

按照 ＴａＫａＲａ ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取

ＲＮＡꎬ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 测定 ＲＮＡ 的浓度与吸光

度ꎮ 参照 ＴａＫａＲａ ｃＤＮＡ 合成试剂盒反转录 １ μｇ
ＲＮＡꎬ ｃＤＮＡ 产物保存于－２０ ℃冰箱ꎮ 将反转录的

ｃＤＮＡ 稀释 ５ 倍后进行定量 ＰＣＲ 反应ꎬ反应条件参

照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 定量 ＰＣＲ 试剂盒说明

书ꎮ 采用 ＨＰＲＴ１ 基因为内参基因ꎬ用 ２－ΔΔＣｔ法分析

数据ꎬ定量引物见表 １ꎮ
１.４　 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 质粒构建

ＰＫＭ２(ＮＣＢＩ 登录号:ＸＭ＿００１９２９０６９.５)的全长

ＣＤＳ 克隆由本实验室保存ꎮ 在 ＰＫＭ２ 全长 ＣＤＳ 的

克隆载体上通过引物设计引入 ＨＡ 标签抗体位点ꎬ
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引物序列为 ＰＫＭ２￣ＨＡ￣Ｆ: ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴ￣
ＧＣＣＧＡＡＧＣＣＣＣＡＣＡＧＴꎬ ＰＫＭ２￣ＨＡ￣Ｒ:ＣＧＧＡＡＴＴＣ￣
ＴＣＡＧＧＣＧＴＡＧＴＣＡＧＧＣＡＣＧＴＣＧＴＡＡＧＧＡＴＡＡＧＡ￣
ＧＣＣＴＣＣＡＣＣＣＣＣＣＧＧＣＡＣＡＧＧＣＡＣＴＡＣＧＣＧꎬ 单 下

划线为引入酶切位点(分别为 ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ)ꎬ
双下划线为 ＨＡ 标签抗体基因结合位点ꎬ斜体碱基

为 ＰＫＭ２ 蛋白与 ＨＡ 标签连接的 ｌｉｎｋｅｒꎮ

表 １　 引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物名称
引物序列
(５′→３′)

退火温度
(℃)

扩增长度
(ｂｐ)

ＰＫＭ２￣Ｆ ＧＧＧＣＣＡＴＡＡＴＣＧＴＣＣＴＣＡＣＣ ６０ １６４

ＰＫＭ２￣Ｒ ＣＴＣＣＴＧＣＡＣＴＧＧＧＴＣＣＴＴＡＣ

ＨＰＲＴ１￣Ｆ ＣＣＣＡＧＣＧＴＣＧＴＧＡＴＴＡＧＴＧＡ ６０ １９１

ＨＰＲＴ１￣Ｒ ＴＴＧＡＧＣＡＣＡＣＡＧＡＧＧＧＣＴＡＣ

　 　 ＰＣＲ 扩增后ꎬ琼脂糖凝胶回收 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
然后进行 Ｔ 载体克隆ꎬ对正确克隆提取质粒进行

ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切ꎬ同时也双酶切 ｐｃＤＮＡ３.１￣
Ｚｅｏ(＋)ꎮ 回收酶切产物后进行 Ｔ４ 连接酶连接ꎬ１６
℃ １ ｈꎮ 然后转化感受态 ＤＨ５ａꎬ挑选阳性克隆进行

ＰＣＲ 鉴定与测序验证ꎬ正确克隆进行无内霉毒素质

粒的提取ꎮ
１.５　 细胞培养与质粒转染

猪肺泡巨噬细胞 ３Ｄ４ / ２１ 培养在含 １０％胎牛血

清、１％青链霉素的 １６４０ 培养基中ꎬ置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２培养箱中ꎬ每 ２ ｄ 换 １ 次培养液ꎮ 汇合度达到

８０％时进行细胞消化与传代ꎮ
质粒转染参考 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ􀳏 ３０００ 实验方案ꎮ

在一只 ＥＰ 管中用 ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 稀释适量质粒ꎬ并加入

Ｐ３０００ＴＭꎬ充分混匀ꎻ 另一只 ＥＰ 管中用 ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 稀

释适量的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ􀳏 ３０００ꎬ充分混匀ꎮ 将两 ＥＰ
管互相混匀室温孵育 １５ ｍｉｎꎬ滴加入细胞继续培养

２４~４８ ｈꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

利用 ＮＰ￣４０ 裂解液提取细胞总蛋白质ꎬ进行

ＢＣＡ 蛋白定量检测ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 主要步骤如下:总
蛋白质在 ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 中 ９８ ℃加热 １０ ｍｉｎꎬ然后在

ＰＡＧＥ 预制胶(Ｔｒｉｓ￣Ｇｌｙꎬ １０％)上进行电泳ꎬ８０ Ｖ ３０
ｍｉｎꎬ然后 １２０ Ｖ ６０ ｍｉｎꎬ再进行转膜ꎬ经过一抗和二

抗孵育ꎬＰＢＳＴ 洗涤后用 ＢｅｙｏＥＣＬ Ｐｌｕｓ 检测ꎮ

１.７　 免疫共沉淀(ＣＯ￣ＩＰ)
ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 质粒转染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞ꎬ

设置 ３ 个生物学重复ꎬ接着用肺炎支原体感染细胞

２４ ｈꎬ再用 ＩＰ 裂解液[５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ(ｐＨ ７.５)、１５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 １％ ＮＰ￣４０、 ０. ５％ 脱 氧 胆 酸 钠、 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ２Ｎａ、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦ、
１×蛋白酶抑制剂] 裂解细胞ꎬ冰上放置 ３０ ｍｉｎꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ 取上清液ꎬ利用浓度

为 ５０％的 ＰｒｏｔｅｉｎＧ 珠子去除上清液非特异性杂蛋

白ꎮ 将上清液等量分为试验组和对照组ꎬ试验组加

入 １０ μｇ 兔源 ＨＡ 抗体ꎬ对照组加入等量的兔源

ＩｇＧꎬ ４ ℃旋转孵育过夜ꎮ 然后两组分别加入 ５０ μｌ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ (浓度 ５０％)ꎬ４ ℃缓慢摇动与抗原抗体混

合物孵育 ６ ｈꎬ１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 瞬时离心 ５ ｓꎬ收集琼脂

糖珠￣抗原抗体复合物ꎬ用洗涤液[５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ
(ｐＨ ７.５)、１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、０.１％ＮＰ￣４０]洗涤珠子

４ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 用 １００ μｌ ２×上样缓冲液将琼脂

糖￣抗原抗体复合物重悬ꎬ煮沸 ５ ｍｉｎ 用于后续的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测以及银染鉴定ꎮ
１.８　 ＰＫＭ２ 互作蛋白的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 与鉴定

对在 ＩｇＧ 和 ＩＰ 组免疫共沉淀洗脱下来的蛋白

质进行全胶电泳ꎬ然后进行胶内酶解ꎮ 使用 Ｃ１８ 柱

对过夜酶解产生的多肽进行除盐ꎬ抽干后用 １５ μｌ
Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ (０􀆰 １％甲酸ꎬ ３％乙腈)溶解多肽ꎬ最
后上 机 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ( ｅｋｓｐｅｒｔＴＭｎａｎｏＬＣ ꎻ ＡＢ Ｓｃｉｅｘ
ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ ５６００￣ｐｌｕｓ)对多肽进行分析与评估ꎮ 下机

后ꎬ将原始数据提交到 ＡＢ ＳＣＩＥＸ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦＴＭ ５６００
ｐｌｕｓ 质谱仪连接的 Ｐｒｏｔｅｉｎｐｉｌｏｔ 软件中进行数据库检

索分析ꎬ参数见表 ２ꎮ

表 ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎｐｉｌｏｔ 的检索参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅａｒｃｈ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｉｌｏｔ

项目　 　 　 　 　 参数　 　 　 　 　

Ｔｙｐｅ ｏｆ ｓｅａｒｃｈ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｅｎｚｙｍｅ Ｔｒｙｐｓｉｎ

Ｃｙｓ Ａｌｋｙｌａｔｉｏｎ Ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００

Ｂｉａｓ Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ＴＲＵＥ

Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ＴＲＵＥ

ＩＤ ｆｏｃｕｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ

Ｓｅａｒｃｈ Ｅｆｆｏｒｔ Ｔｈｏｒｏｕｇｈ ＩＤ

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｓｓ Ｕｎｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ

Ｄａｔａｂａｓｅ ＮＣＢＩ.ＧＣＦ＿Ｓｕｓ＿ｓｃｒｏｆａ＿ｐｒｏｔｅｉｎ.ｆａｓｔａ
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１.９　 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 分析

使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 中的 ＣｌｕｅＧＯ 对互作蛋白质进行

ＧＯ(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)和 ＫＥＧＧ 通路(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅ￣
ｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ ｐａｔｈｗａｙ)分析ꎬ研究这些

蛋白质编码基因参与的生物学功能与途径ꎬ筛选条

件 Ｐ￣ｖａｌｕｅ≤０.０５ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞后

的表达规律

　 　 为了探讨 ＰＫＭ２ 在 ３Ｄ４ / ２１ 细胞受肺炎支原体

感染后的表达情况ꎬ将肺炎支原体以 ０、５０、１００ 感染

复数(Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)感染细胞 ２４ ｈꎬ
检测 ＰＫＭ２ 在 ｍＲＮＡ 水平和蛋白质水平上的表达

情况ꎮ 图 １Ａ 显示ꎬ与对照组相比 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 表达

水平在肺炎支原体感染后显著增高(Ｐ<０.０１)ꎬ且其

表达水平随着感染复数的增加而显著增高ꎮ 与对照

组相比 ＰＫＭ２ 蛋白质在肺炎支原体感染后表达也增

高ꎬ其表达水平随着感染复数的增加而增高 (图

１Ｂ)ꎮ 为了探讨 ＰＫＭ２ 在 ３Ｄ４ / ２１ 细胞受肺炎支原

体感染后不同时间的表达情况ꎬ在肺炎支原体(１００
ＭＯＩ)感染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞后 ０ ｈ、６ ｈ 和 ２４ ｈꎬ检测

ＰＫＭ２ 在 ｍＲＮＡ 水平和蛋白质水平上的表达情况ꎮ
图 １Ｃ 显示ꎬ与对照组相比 ＰＫＭ２ ｍＲＮＡ 表达水平随

着感染时间的增加而显著增高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与对照

组相比ꎬＰＫＭ２ 蛋白表达水平在感染 ６ ｈ 增高不明

显ꎬ而在感染 ２４ ｈ 后表达增高(图 １Ｄ)ꎮ

Ａ:ＰＫＭ２ 基因 ｍＲＮＡ 在不同支原体感染剂量下的表达ꎻＢ:ＰＫＭ２ 蛋白在不同支原体感染剂量下的表达ꎻＣ:ＰＫＭ２ 基因 ｍＲＮＡ 在支原体感染

不同时间点的表达ꎻＤ:ＰＫＭ２ 蛋白在支原体感染不同时间点的表达ꎮ
图 １　 ＰＫＭ２ 基因在 ３Ｄ４ / ２１ 细胞受肺炎支原体感染后的表达

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＫＭ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ３Ｄ４ / ２１ ｃｅｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

２.２　 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 重组质粒的鉴定

ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 重组质粒经过 ＢａｍＨ Ｉ 和

ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切后ꎬ切出了约 ５􀆰 ４ ｋｂ 的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 骨

架与 １􀆰 ６ ｋｂ 的 ＰＫＭ２￣ＨＡ 条带(图 ２)ꎬ其长度与预

期相符ꎮ
２.３　 ＰＫＭ２￣ＨＡ 在 ３Ｄ４ / ２１ 细胞中的过表达检测

通过脂质体将 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 与 ｐｃＤＮＡ３.
１ 空载体分别转染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞 ３６ ｈ 后ꎬ通过 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测标签蛋白 ＨＡꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ转染

ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 载体的过表达组中 ＰＫＭ２￣ＨＡ

融合蛋白表达量大于转染 ｐｃＤＮＡ３.１ 空载体的对照

组ꎮ
２.４　 ＰＫＭ２￣ＨＡ 蛋白的免疫共沉淀验证

对 ＩＰ 和 ＩｇＧ 组免疫共沉淀洗脱下来的蛋白质

进行 ＰＫＭ２￣ＨＡ 基因的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ以验证蛋

白质沉淀中是否含有 ＰＫＭ２￣ＨＡ 蛋白ꎬ同时进行 Ｉｎ￣
ｐｕｔ 对照ꎮ 结果 (图 ４) 显示ꎬ ＩｇＧ 组没有鉴定到

ＰＫＭ２￣ＨＡ 蛋白ꎬ ＩＰ 组鉴定到了 ＰＫＭ２￣ＨＡ 蛋白ꎮ
Ｉｎｐｕｔ 是全细胞裂解液ꎬ也鉴定到了 ＰＫＭ２￣ＨＡ 蛋

白ꎬ说明利用 ＨＡ 抗体成功进行了 ＰＫＭ２ 基因的免
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Ｍ:１ ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 质粒ꎻ２:ｐｃＤＮＡ３.１￣
ＰＫＭ２￣ＨＡ 质粒的 ＢａｍＨ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切ꎮ
图 ２　 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＰＫＭ２￣ＨＡ 质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ.２ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３. １￣ＰＫＭ２￣ＨＡ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｅｎ￣
ｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ
图 ３　 ＰＫＭ２￣ＨＡ 在 ３Ｄ４ / ２１ 细胞中的过表达检测

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＫＭ２￣ＨＡ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ３Ｄ４ / ２１ ｃｅｌｌ

Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻＩｇＧ:阴性对照ꎻＩＰ:目的基因抗体ꎻＩｎｐｕｔ:阳性对

照ꎮ
图 ４　 ＰＫＭ２￣ＨＡ 蛋白的免疫共沉淀验证

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ( Ｃｏ￣ＩＰ ) ｆｏｒ
ＰＫＭ２￣ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

疫共沉淀试验ꎮ 通过对 ＩＰ 和 ＩｇＧ 组免疫共沉淀洗

脱下来的蛋白质进行银染胶图(图 ５)分析发现ꎬＩＰ
组与 ＩｇＧ 组蛋白也有着明显的差异ꎮ
２.５　 ＰＫＭ２ 互作蛋白质的质谱鉴定与分析

在可信度 Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ≥９５％、Ｕｎｉｑｕｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ≥１
时ꎬＩＰ 与 ＩｇＧ 组质谱产生的二级谱图数分别为８ ４８７
和１ ５２６ꎬ解析的二级谱图数分别为 １ ２８６ 和 １６６ꎬ鉴
定到的肽段数分别为 ４２３ 和 ５８ꎮ

经 Ｐｒｏｔｅｉｎｐｉｌｏｔ 软件检索分析ꎬ在可信度 Ｃｏｎｆｉ￣
ｄｅｎｃｅ≥９５％、Ｕｎｕｓｅｄ ＰｒｏｔＳｃｏｒｅ”≥ １.３ꎬ而且至少包

含 １ 个 ｕｎｉｑｕｅ 肽段时ꎬＩＰ 与 ＩｇＧ 组共鉴定到 ７２ 个

Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻＩｇＧ:阴性对照ꎻＩＰ:目的基因抗体ꎻＩｎｐｕｔ:阳性对

照ꎮ
图 ５　 ＩＰ 与 ＩｇＧ 组免疫共沉淀蛋白质的银染胶图比较

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｇｅｌ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ Ｃｏ￣ＩＰ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＩＰ ａｎｄ ＩｇＧ ｇｒｏｕｐｓ

蛋白质ꎬＩＰ 和 ＩｇＧ 组鉴定到的蛋白质数分别为 ６０ 和

１９ꎬ其中 ７ 个蛋白质在 ２ 组中同时鉴定到ꎬＩＰ 与 ＩｇＧ
独有蛋白质数分别为 ５３ 和 １２(图 ６)ꎮ 在 ＩＰ 组样品

中ꎬ得到的肽段数最多且 ｕｎｕｓｅｄ ＰｒｏｔＳｃｏｒｅ 数值最

高ꎮ ＩＰ 与 ＩｇＧ 组鉴定的所有蛋白质信息见表 ３ꎮ

图 ６　 ＩＰ 与 ＩｇＧ 组鉴定的蛋白质数量的韦恩图

Ｆｉｇ.６ 　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ＩＰ ａｎｄ
ＩｇＧ ｇｒｏｕｐｓ

２.６　 ＰＫＭ２ 互作蛋白质参与的 ＧＯ 分析

为了探讨 ＰＫＭ２ 的互作蛋白质的生物学功能ꎬ
对 ＩＰ 组独有的 ５３ 个蛋白进行了 ＧＯ 分析ꎮ ＧＯ 分

析包括生物过程 ( Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)、 细胞组分

(Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ) 和分子功能 (Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎ)ꎮ 结果显示这些互作蛋白质一共参与了 ４４ 个

ＧＯ ｔｅｒｍ(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中生物过程 ２２ 个(图 ７)ꎬ细
胞组分 １６ 个(图 ８)ꎬ分子功能 ６ 个(图 ９)ꎮ 以显著

５８３１赵为民等:猪 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞后的互作蛋白质鉴定与分析



表 ３　 ＩＰ 与 ＩｇＧ 组鉴定的蛋白质信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ＩＰ ａｎｄ ＩｇＧ ｇｒｏｕｐｓ

组别
ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

基因名称
Ｕｎｕｓｅｄ
(１.３) Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｕｎｉｑｕｅ

Ｐｅｐｔｉｄｅ 组别
ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

基因名称
Ｕｎｕｓｅｄ
(１.３) Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｕｎｉｑｕｅ

Ｐｅｐｔｉｄｅ

ＩＰ 组 ＸＰ＿００５６７４５３７.３ ＡＣＴＢＬ２ ２.００ １７ ５ ＸＰ＿００５６６８１６３.１ ＶＩＭ ４５.２４ ２７ ２７

ＸＰ＿００３１２２４００.２ ＴＵＢＢ４Ｂ ２.００ ６ １ ＸＰ＿０２０９２２６５９.１ ＬＯＣ１１０２５５３１２ １８.００ １３ ７

ＸＰ＿００５６６８０５４.２ ＬＡＤ１ ２.００ １ １ ＸＰ＿０２０９４５３６１.１ ＳＹＮＣＲＩＰ ４.００ ２ ２

ＸＰ＿００５６５４４５９.１ ＥＥＦ１Ａ１ ２.０３ １ １ ＸＰ＿０２０９２６７５２.１ ＰＣＢＰ３ ２.００ １ １

ＸＰ＿０２０９４３８８２.１ ＳＰＴＢＮ１ ２.０６ １ １ ＸＰ＿０２０９３９９９１.１ ＨＮＲＮＰＨ１ ２.００ １ １

ＮＰ＿００１２３０８３６.１ ＨＳＰＡ８ ６.５７ ５ ４ ＮＰ＿００１０２６９５８.１ ＲＡＢ１１Ａ ２.００ １ １

ＸＰ＿００３１２８１８１.１ ＲＰＳ５ ２.００ １ １ ＮＰ＿００１１９３２８８.１ ＧＡＰＤＨ ４.００ ２ ２

ＸＰ＿０２０９１８０３７.１ ＬＯＣ１００５１５７８８ ２.００ １ １ ＸＰ＿０２０９５５５１１.１ ＬＯＣ１００５２５８２１ ４.００ ２ ２

ＸＰ＿０１３８４９３６１.２ ＳＰＴＡＮ１ ２.０２ １ １ ＮＰ＿００１１５３０８７.１ ＫＲＴ８ ３４.２２ １８ １４

ＸＰ＿０２０９４７２５８.１ ＬＯＣ１００１２７１３１ ９.０４ ５ ５ ＸＰ＿００１９２９１０４.１ ＰＫＭ２ ２３３.４０ １３０ １３０

ＸＰ＿００５６５２６３６.３ ＫＲＴ１８ １５.４０ １０ ８ ＮＰ＿００１００５２０８.１ ＡＬＢ ８.６５ ４ ４

ＮＰ＿００１１５７１２１.１ ＴＲＩＭ２１ ２.０１ １ １ ＸＰ＿０２０９４４１０５.１ ＬＭＮＡ ４.００ ２ ２

ＸＰ＿００５６７１０３３.１ ＡＣＴＡ１ ４.００ ２３ ２ ＸＰ＿０２０９５１７９２.１ ＭＲＬＣ２ ２.００ １ １

ＸＰ＿０２０９５３９６５.１ ＭＦＧＥ８ ２.０５ １ １ ＸＰ＿０２０９４６０４０.１ ＰＬＥＣ ２７.２７ １３ １３

ＮＰ＿００１０３８０７７.１ ＴＵＢＢ １２.１５ ６ １ ＮＰ＿００１２３１０８２.１ ＭＤＨ２ ２.００ １ １

ＸＰ＿０２０９３８８９７.１ ＶＣＰ ２.００ １ １ ＸＰ＿０２０９４７１９７.１ ＭＹＨ９ ４６.４９ ２３ ２１

ＸＰ＿０２０９５７９２８.１ ＲＰＳ３ ２.００ １ １ ＸＰ＿０２０９２４４８９.１ ＨＳＰＡ５ ２６.３５ １４ １３

ＸＰ＿００３３５７９７６.１ ＡＣＴＧ１ ４.００ ４１ ２ ＩｇＧ 组 ＸＰ＿０２０９５５５０５.１ ＬＯＣ１００５１２４２０ １.５５ １ １

ＸＰ＿０２０９２２７９４.１ ＰＨＢ ４.００ ２ ２ ＸＰ＿０２０９２７８４５.１ ＡＣＴＡ２ ２.００ ４ １

ＮＰ＿００１２４１６４５.１ ＨＳＰ６０ ４.００ ２ ２ ＸＰ＿０２０９４７３５０.１ ＬＯＣ７３３６１８ ２.０４ ４ ２

ＸＰ＿０２０９２９６７７.１ ＵＢＣ ２.００ １ １ ＸＰ＿０２０９２０１６７.１ ＰＫＰ１ ２.００ １ １

ＸＰ＿０２０９４２０８４.１ ＭＶＰ ２.００ １ １ ＸＰ＿０２０９２２６６１.１ ＬＯＣ１１０２５５２７２ ６.５０ ７ ５

ＸＰ＿０２０９４４４１６.１ ＹＷＨＡＺ ２.００ １ １ ＸＰ＿００５６５６１１４.２ ＬＯＣ１００６２０９００ ２.００ １ １

ＮＰ＿００１００７５１９.１ ＨＳＰＢ１ ４.００ ２ ２ ＮＰ＿９９９４８８.１ ＪＵＰ ２.２１ １ １

ＸＰ＿０２０９２７８３４.１ ＶＤＡＣ２ ２.０３ １ １ ＸＰ＿０２０９４７３３９.１ ＫＲＴ８０ １.８５ １ １

ＸＰ＿０２０９３４６４１.１ ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ ２.００ １ １ ＸＰ＿０２０９４７９１１.１ ＬＤＨＢ ２.００ １ １

ＸＰ＿００３４８３５８３.１ ＰＧＡＭ１ ２.０１ １ １ ＸＰ＿００５６６８１６４.１ ＶＩＭ ２.００ １ １

ＮＰ＿００１１７２０７１.１ ＡＴＰ５Ｆ１Ａ ４.１０ ２ ２ ＸＰ＿００３１２６２１６.４ ＬＯＣ１００５２５７４５ ２.６９ ３ １

ＸＰ＿０２０９５５４９９.１ ＬＯＣ１１０２６１６６８ ４.００ ２ ２ ＸＰ＿００３１２８２１６.２ ＤＳＰ ３.５０ ３ ３

ＸＰ＿０２０９２３５２２.１ ＭＹＨ１０ ２.００ ３ １ ＩＰ＋ＩｇＧ ＸＰ＿０２０９４１７０６.１ ＡＣＴＢ ７２.４４ ４１ ２

ＸＰ＿００５６６１７５２.１ ＨＳＰＡ９ １０.０２ ５ ５ ＸＰ＿００３１２６２２１.１ ＫＲＴ５ １０.１５ ９ ５

ＸＰ＿００３１３１４８５.１ ＫＲＴ１９ ３４.１２ １７ １２ ＸＰ＿００３４８１６３５.２ ＫＲＴ１ ２０.５５ １３ １１

ＸＰ＿０２０９４６７７１.１ ＭＹＬ６ ４.００ ２ ２ ＸＰ＿０２０９３４１２３.１ ＬＯＣ１００３０２３６８ １８.３６ １０ １０

ＮＰ＿００１２３０４８５.１ ＰＨＢ２ ２.１０ １ １ ＸＰ＿０１３８４８３６６.１ ＡＮＸＡ２ ４.０１ ２ ２

ＸＰ＿００１９２９４４５.４ ＡＴＰ５Ｂ １０.００ ５ ５ ＸＰ＿００５６６８９０４.１ ＫＲＴ１０ １０.３６ １０ ７

ＸＰ＿０２０９３７３１８.１ ＬＤＨＡ ２.００ １ １ ＮＰ＿００１０９２０５３.１ ＫＲＴ２ １０.００ ５ ５

性富集程度排序ꎬ生物过程前 ５ 个分别是 ＧＯ:
００１９６７４ ＮＡＤ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ( ＮＡＤ 代谢过程)、
ＧＯ:０００６７３４ ＮＡＤＨ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ(ＮＡＤＨ 代谢过

程)、 ＧＯ:００３０２３９ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌ ａｓｓｅｍｂｌｙ (肌原纤维组

装)、ＧＯ:０００６７３５ ＮＡＤＨ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ(ＮＡＤＨ 再生)

和 ＧＯ:００６１７１８ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｐｙｒｕｖａｔｅ
(葡萄糖代谢丙酮酸过程)ꎬ可以看出这前 ５ 个生物

过程中绝大部分与能量代谢有关ꎻ细胞组分前 ５ 个

分别是 ＧＯ: ００４３２０９ ｍｙｅｌｉｎ ｓｈｅａｔｈ (髓鞘)、 ＧＯ:
００３０８６４ ｃｏｒｔｉｃａｌ ａｃｔｉｎ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ(皮质肌动蛋白细
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图 ７　 ＰＫＭ２ 互作蛋白质参与的生物过程

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＫＭ２ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

图 ８　 ＰＫＭ２ 互作蛋白质参与的细胞组分

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＫＭ２ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

图 ９　 ＰＫＭ２ 互作蛋白质参与的分子功能

Ｆｉｇ.９　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＫＭ２ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ ｉｎ ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

胞骨架)、 ＧＯ: １９０４８１３ ｆｉｃｏｌｉｎ￣１￣ｒｉｃｈ ｇｒａｎｕｌｅ ｌｕｍｅｎ
(ｆｉｃｏｌｉｎ￣１ 富集颗粒腔)、 ＧＯ: ００３０８６３ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｃｙ￣
ｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ(皮层细胞骨架)和 ＧＯ:００４３０３４ ｃｏｓｔａｍｅｒｅ

(肋节)ꎻ分子功能前 ５ 个分别是 ＧＯ:００４３５３１ ＡＤＰ
ｂｉｎｄｉｎｇ(ＡＤＰ 结合)、ＧＯ:００４２２８８ ＭＨＣ ｃｌａｓｓ Ｉ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ( ＭＨＣ Ｉ 类蛋白结合)、 ＧＯ: ００４２２８７
ＭＨＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ(ＭＨＣ 蛋白结合)、ＧＯ:００５１０８２
ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ (展开蛋白结合) 和 ＧＯ:
００９７１１０ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ(支架蛋白结合)ꎬ这
前 ５ 个分子功能主要与蛋白质结合有关ꎮ
２.７ 　 ＰＫＭ２ 互作蛋白质参与的 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ
分析

　 　 为了进一步理解 ＰＫＭ２ 的互作蛋白质的生物学

功能ꎬ对 ＩＰ 组独有的 ５３ 个蛋白质进行 ＫＥＧＧ ｐａｔｈ￣
ｗａｙｓ 分析ꎮ 结果显示这些互作蛋白质中 １４ 个蛋白

质一共参与了 ５ 个通路(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 ４)ꎬ它们分别

７８３１赵为民等:猪 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞后的互作蛋白质鉴定与分析



是 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ(致病性大肠

杆菌感染)、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌｏｓｉｓ(军团杆菌病)、Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ /
Ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ(醣酵解 /糖异生)、Ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏ￣
ｌｉｓｍ(丙酮酸代谢) 和 Ｃｅｎｔｒａｌ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ(癌症中的中枢碳代谢)ꎬ其中前 ２ 个通路与

病菌感染有关ꎬ后 ３ 个与能量代谢有关ꎮ

表 ４　 ＰＫＭ２ 的互作蛋白参与的 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＫＭ２ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ ｉｎ Ｋｙｏｔｏ

Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ(ＫＥＧＧ) ｐａｔｈｗａｙｓ

ＫＥＧＧ ＩＤ 通路 基因 ｐ 值

ＫＥＧＧ:０５１３０ 病原性大肠杆
菌感染

ＡＣＴＧ１、 ＫＲＴ１８、
ＴＵＢＢ、ＴＵＢＢ４Ｂ、
ＹＷＨＡＺ

０.０００ ０１７ ６０５

ＫＥＧＧ:０５１３４ 军团杆菌病 ＥＥＦ１Ａ１、ＨＳＰＡ８、
ＨＳＰＤ１、ＶＣＰ

０.０００ ３５８ １１６

ＫＥＧＧ:０００１０ 糖酵解 / 糖异生 ＧＡＰＤＨ、 ＬＤＨＡ、
ＰＧＡＭ１、ＰＫＭ２

０.０００ ６１６ １７７

ＫＥＧＧ:００６２０ 丙酮酸代谢 ＬＤＨＡ、 ＭＤＨ２、
ＰＫＭ２

０.００１ ２６５ ５４５

ＫＥＧＧ:０５２３０ 癌症的中心碳
代谢

ＬＤＨＡ、 ＰＧＡＭ１、
ＰＫＭ２

０.００２ ７９８ ９６５

３　 讨 论

巨噬细胞作为先天性免疫系统的重要效应细

胞ꎬ在先天性免疫反应中起着中枢作用[１１￣１２]ꎮ 研究

结果表明肺泡巨噬细胞在小鼠抵御肺炎支原体的感

染过程中发挥着关键作用[１３￣１４]ꎮ 因此以猪的肺泡

巨噬细胞 ３Ｄ４ / ２１ 为模型ꎬ研究 ＰＫＭ２ 基因在肺炎

支原体感染过程中的互作蛋白质对揭示其在猪支原

体肺炎发病的作用机理具有重要意义ꎮ
研究结果显示 ＰＫＭ２ 在巨噬细胞受到外源病菌

刺激时表达显著上调[６￣８]ꎮ 我们发现当肺炎支原体

感染 ３Ｄ４ / ２１ 细胞后ꎬＰＫＭ２ 在 ｍＲＮＡ 水平和蛋白质

水平上都上调表达ꎬ而且它们的表达水平呈现剂量

与时间依懒性ꎬ这表明 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感

染过程中可能发挥重要作用ꎮ ＨＡ 标签来自编码人

类流感血凝素(ＨＡ)分子的９８~ １０６ 位氨基酸序列ꎬ
鉴于其不影响目的基因的活性而且方便目的基因的

检测及分离ꎬ在很多表达载体中已被广泛作为通用

表位的标签ꎮ 已有文献报道使用 ＨＡ 标签来研究

ＰＫＭ２ 基因在肿瘤细胞中的转录活性调控[１５]ꎮ 由

于还没有适合猪物种的 ＰＫＭ２ 免疫沉淀抗体ꎬ因而

我们利用 ＨＡ 标签融合 ＰＫＭ２ 基因ꎬ通过 ＨＡ 抗体进

行免疫共沉淀来鉴定 ＰＫＭ２ 的互作蛋白质ꎮ
ＰＫＭ２ 基因除了在免疫反应中与其他蛋白质结

合发挥功能[６￣８]外ꎬＰＫＭ２ 可结合 ｂ￣ｃａｔｅｎｉｎ 来调控 ＣＣ￣
ＮＤ１ 基因的表达从而促进肿瘤细胞的生长[１６]ꎬ此外ꎬ
ＰＫＭ２ 还可结合 Ｏｃｔ４ 来调控脑胶质瘤细胞的死亡与

分化[１７]ꎮ 这表明 ＰＫＭ２ 与其他蛋白质的互作是发挥

其生物功能多样性的重要方式ꎮ 本研究利用免疫共

沉淀与液相色谱￣质谱联用(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)技术分析鉴

定 ＰＫＭ２ 基因的互作蛋白质信息ꎬ结果表明相对于

ＩｇＧ 对照组ꎬＰＫＭ２ 的互作蛋白质主要参与能量代谢、
病菌感染与细胞骨架等生物过程ꎮ 之前研究结果表

明能量代谢与巨噬细胞的免疫反应有重要关联ꎬ当巨

噬细胞受到外源病菌感染而激发先天性免疫反应时ꎬ
细胞急需大量能量去增殖和分泌炎症因子ꎬ因此此时

细胞代谢方式主要为糖酵解[１８￣２０]ꎮ
在鉴定的 ＰＫＭ２ 互作蛋白质中ꎬ通过 ＧＯ 与

ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析发现 ＰＫＭ２ 主要与 ＭＤＨ２、ＬＤＨＡ、
ＧＡＰＤＨ、ＰＧＡＭ１ 参与了包括糖酵解形式的能量代谢ꎬ
而文献报道上述酶的互作对于糖酵解的发生具有关

键作用[２１￣２２]ꎬ进一步验证了 ＰＫＭ２ 介导的糖酵解在

３Ｄ４ / ２１ 细胞与肺炎支原体感染互作中的作用ꎮ 另一

方面ꎬ在互作蛋白质的分析中 ＰＫＭ２ 与 ＡＣＴＧ１、
ＫＲＴ１８、ＹＷＨＡＺ 参与致病性大肠杆菌感染通路ꎮ
ＡＣＴＧ１、ＫＲＴ１８、ＴＵＢＢ 和 ＴＵＢＢ４Ｂ 基因参与肌纤维及

其细胞骨架的组成ꎬ有研究结果表明这种细胞骨架的

完整性在免疫细胞抵御病菌侵入中具有重要防御作

用[２３]ꎮ 此外ꎬＰＫＭ２ 还与 ＨＳＰＡ８、ＨＳＰＤ１、ＥＥＦ１Ａ１ 和

ＶＣＰ 参与了军团杆菌病的发生ꎮ 军团杆菌大多数为

人类肺炎的病原ꎬ与肺炎支原体一样也参与人类肺炎

的发生[２４￣２５]ꎬ而热休克蛋白家族中的 ＨＳＰＡ８ 和

ＨＳＰＤ１ 在炎症发生的过程中起着重要作用[２６￣２８]ꎬ这
表明 ＰＫＭ２ 与这些基因的互作可能在肺炎支原体感

染所导致的炎症反应中也发挥一定的作用ꎮ 综上所

述ꎬＰＫＭ２ 参与的糖酵解、肌纤维与细胞骨架组成在

细胞抵御肺炎支原体感染中起到重要作用ꎬ其结果有

待进一步验证ꎮ
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