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摘　要：本研究试图寻找参与布鲁菌胞内感染相关的宿主相关基因，为从感染宿主角度阐述布鲁菌的致病机制奠

定基础。布鲁菌感染小鼠巨噬细胞后，利用数字基因表达谱技术筛选小鼠巨噬细胞感染布鲁菌１６Ｍ 株的差异表

达基因，并利用荧光定量ＰＣＲ对差异表达基因进行验证。差异表达基因经ＧＯＴｅｒｍ、ＫＥＧＧ分析，识别感染后显

著富集的信号通路。在感染后４ｈ，筛选出差异表达基因３５７６个，其中５８％的基因表现上调。并且 ＮＯＤ凋亡信

号通路、溶酶体信号通路、ＮＯＤ受体信号通路、ＦｃγＲ介导的吞噬通路、ｐ５３信号通路、内质网蛋白处理相关通路被

显著富集。利用数字基因表达谱技术成功分析巨噬细胞感染布鲁菌后转录组学变化，为布鲁菌致病机制的逐步阐

述奠定基础。
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　　布鲁菌病是由布鲁菌引起的一种人兽共患病。

动物感染布鲁菌后，表现为关节炎、波浪热、全身多

组织器官、胎膜的发炎、坏死和肉芽肿的形成，怀孕

母畜流产、甚至不孕，公畜产生睾丸炎、附睾炎等症
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状；人感染后也表现为波浪热、关节肿大、变形、不

孕、不育等症状［１］。该病曾被用作生物恐怖战剂，给

养殖业、人类健康及食品安全带来巨大威胁。

巨噬细胞作为机体的免疫细胞，构成机体防御

力量的一个因素，是对抗外界病原微生物入侵的第

一道防线。布鲁菌作为兼性胞内寄生菌，可以在巨

噬细胞内增殖、复制，调节巨噬细胞的凋亡，阻止吞

噬体溶酶体融合，逃逸宿主细胞的防御机制
［２３］。

多数的研究者是从病原菌的角度进行研究，但在感

染过程中宿主细胞也发挥着非常重要的作用，关于

宿主在感染方面所发挥的作用仍不明了［４６］。

数字基因表达谱技术（Ｄｉｇｉｔａｌｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ，ＤＧＥ）是以标签（ｔａｇ）为基础的新一代高

通量测序技术，通过４碱基识别酶犖犾犪Ⅲ酶切双链

ｃＤＮＡ，分离ｐｏｌｙＡ产生短链原始标签（Ｓｈｏｒｔｒａｗ

ｔａｇｓ），每个标签２１ｂｐ。最终样品中所有基因的表

达水平是由Ｓｈｏｒｔｒａｗｔａｇｓ通过测序来决定的。由

于ＤＧＥ技术其无偏差的本性，更具有敏感性、客观

性，因此更能客观的反应细胞的生物学状态，尤其适

合于比较２个样本的基因表达水平的差异
［７９］。

在本研究中，利用ＤＧＥ技术分析小鼠巨噬细

胞ＲＡＷ２６４．７感染布鲁菌１６Ｍ菌株后的基因表达

水平变化，试图识别参与布鲁菌感染的宿主基因，为

布鲁菌致病机制的逐步阐述奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株与培养条件

将犅．犿犲犾犻狋犲狀狊犻狊１６Ｍ 菌株（王兴龙实验室馈

赠）于３７℃条件下，在ＴＳＡ（Ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙａｇａｒ）平板

划线分离培养，将单菌落在 ＴＳＢ（Ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙ

ｂｒｏｔｈ）液体培养基中增殖到对数生长期，４℃保存，

备用。

１．２　细胞培养与试剂

小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７（本实验室保存）培

养在ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓｍｅｄｉ

ｕｍ）液体培养基中，其中添加１０％小牛血清，根据细

胞生长情况每３～５ｄ传代１次，１５代以后弃掉。试

验前将ＲＡＷ２６４．７细胞铺在２４孔细胞培养板上，

每孔细胞浓度大约为２．５×１０５个，每孔加入ＤＭＥＭ

培养液０．５ｍＬ。

１．３　巨噬细胞的感染与存活试验

本试验所用方法已经被广泛描述过［１０１１］。按

１０００∶１的比例对细胞进行侵袭，室温２００×犵 离

心５ｍｉｎ，３７℃孵育２０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤３次后，加

入含有庆大霉素（５０μｇ·μＬ
－１）的ＤＭＥＭ 培养基，

分别于感染后４、２４、３６、４８ｈ结束。用０．１％Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００裂解细胞，将裂解物在ＴＳＡ平板上培养３ｄ

后进行菌落记数。

１．４　犚犖犃提取及检测

收集未感染、感染后４ｈ细胞，利用Ｔｒｉｚｏｌ裂解

细胞，１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ后提取细胞总

ＲＮＡ，其余操作根据Ｐｒｏｍｅｇａ公司操作手册进行，

最后用无ＲＮａｓｅ水洗脱ＲＮＡ。提取ＲＮＡ经１．５％

琼脂糖凝胶电泳检测其浓度、ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ检测

其完整性，检测合格后－８０℃备用。

１．５　犜犪犵标签制备及测序

利用Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）磁珠吸附纯化提取总ＲＮＡ中

的ｍＲＮＡ，并以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引导反转录合成双链

ｃＤＮＡ。利用 犖犾犪Ⅲ 酶识别并切断 ｃＤＮＡ 上的

ＣＡＴＧ位点，利用磁珠沉淀纯化带有ｃＤＮＡ３′端的

片段，将其５′末端连接Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序接头１。Ｉｌｌｕ

ｍｉｎａ接头１与ＣＡＴＧ位点的结合处是犕犿犲Ⅰ酶的

识别位点，酶切ＣＡＴＧ位点下游１７ｂｐ处，产生带

有接头１的Ｔａｇ。通过磁珠沉淀去除没有加上接头

的３′片段，在Ｔａｇ３′末端连接Ｉｌｌｕｍｉｎａ接头２，从而

获得两端连有不同接头序列的２１ｂｐ标签ｌｉｂｒａｒｙ。

经过１５循环的ＰＣＲ线性扩增后，通过电泳纯化９５

碱基条带。解链后，单链分子被加到Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序

芯片（Ｆｌｏｗｃｅｌｌ）上并固定，每条分子经过原位扩增

成为一个单分子簇（Ｃｌｕｓｔｅｒ）测序模板，加入４色荧

光标记的４种核苷酸，采用边合成边测序法（Ｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ＳＢＳ）测序。每个通道将产

生数百万条原始读本（Ｒｅａｄ），Ｒｅａｄ的测序读长为

３５ｂｐ。

１．６　识别差异表达基因

利用软件检索 ｍＲＮＡ上所有的ＣＡＴＧ位点，

生成ＣＡＴＧ＋１７ｎｔ碱基的参考标签数据库。然后

将全部净标签（ＣｌｅａｎＴａｇ）与参考标签数据库比对，

允许最多１个碱基错配，对其中唯一比对到１个基

因的标签（ＵｎａｍｂｉｇｕｏｕｓＴａｇｓ）进行基因注释，统计

每个基因对应的原始 ＣｌｅａｎＴａｇ数，然后对原始

ＣｌｅａｎＴａｇ数做标准化处理，获得标准化的基因表

达量。对差异检验的犘ｖａｌｕｅ作多重假设检验校

正，通过控制ＦＤＲ（ＦａｌｓｅＤｉｓｃｏｖｅｒｙＲａｔｅ）来决定犘

值的阈值［１２］。在分析中，差异表达基因定义为ＦＤＲ

≤０．０１且倍数差异在２倍及以上的基因。
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１．７　荧光定量犘犆犚验证差异表达基因

分别提取未感染、布鲁菌感染ＲＡＷ２６４．７细胞

后４ｈ的总 ＲＮＡ，用反转录酶（ＴａＫａＲａ公司）将

ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，２０μＬ反应体系，包括１μＬ

ＡＭＶ反转录酶，１×ＡＭＶｂｕｆｆｅｒ１μＬ，反应条件：

４２℃１ｈ，７５℃１５ｍｉｎ。反转录成的ｃＤＮＡ－８０℃

保存备用。

荧光定量ＰＣＲ试验使用北京天恩泽公司即用

型荧光定量ＰＣＲ试剂盒进行，按说明书操作进行，

反应在 ＡＢＩ７０００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行。以

犌犃犇犘犎 基因作为内参，进行数据的标准化处理。

反应体系为２０μＬ，包括ｑＰＣＲＭａｇｉｃＭｉｘ（２×），１０

μＬ；上／下游引物，各０．５μＬ；模板（ｃＤＮＡ）１μＬ；加

超纯水补足体积到２０μＬ。反应条件：９５℃５ｍｉｎ；

９４℃１５ｓ，５６℃１５ｓ，４０个循环；７２℃３０ｓ。反应

所用引物见表１。

表１　荧光定量犘犆犚反应所用引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊狔狊狋犲犿狅犳犱犻犵犲狊狋犻狅狀狉犲犪犮狋犻狅狀

基因

Ｇｅｎｅ

上游引物／下游引物 （５′→３′）

Ｌｅｆｔｐｒｉｍｅｒ／Ｒｉｇｈｔｐｒｉｍｅｒ（５′→３′）

ＰＣＲ产物长度／ｂｐ

ＬｅｎｇｔｈｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｄｐｐ７

（ＮＭ＿０３１８４３．２）

ＧＧＡＴＧＣＣＴＴＴＣＡＧＣＡＡＡＴＣ

ＴＧＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧＴＡＡＡＴＧ
１４８

Ｒａｂ７ｌ１

（｜ＮＭ＿１４４８７５．２｜）

ＴＴＣＡＣＡＧＧＴＴＧＧＡＣＡＧＡＡＡＣ

ＧＧＧＴＧＧＡＣＡＡＡＧＡＣＡＴＣＡＣ
１１７

Ｂａｘ

（｜ＮＭ＿００７５２７．３｜）（）

ＴＧＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＧＣ

ＡＡＡＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＣＡ
１５０

Ａｉｆｍ１

（｜ＮＭ＿０１２０１９．２｜）

ＴＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧＴＧＡＡＧＡＧＴＡ

ＣＣＣＧＣＣＧＡＴＡＡＣＴＧＴＡＡＴ
１０５

Ｌｙ９６

（｜ＮＭ＿０１６９２３．２｜）

ＧＧＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＧＡＧＴＴＴＡ

ＣＣＡＣＴＧＴＴＧＣＴＴＣＴＣＡＧＡＴＴＣ
１０８

Ｔｎｆ

（｜ＮＭ＿０１３６９３．２｜）

ＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣＣＴＧＣＴＴＧＴＧ

ＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣ
１９７

Ｍａｐｋ３

（｜ＮＭ＿０１１９５２．２｜）

ＧＣＴＣＴＴＴＣＣＴＡＡＡＴＣＴＧＡＣＴＣＣ

ＣＴＧＴＴＣＣＡＧＧＴＡＡＧＧＧＴＧＡ
１１４

Ｄｅｆｂ１

｜（ＮＭ＿００７８４３．３｜）

ＡＴＣＴＧＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＴＡＣＣＴ

ＴＧＡＧＡＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＣＴＧ
１４２

Ｃｔｓｋ

（｜ＮＭ＿００７８０２．３｜）

ＣＡＧＧＡＴＧＴＧＧＧＴＧＴＴＣＡＡ

ＧＴＴＡＴＧＧＧＣＡＧＡＧＡＴＴＴＧＣＴ
１８６

Ｃｔｓｓ

（｜ＮＭ＿０２１２８１．２｜）

ＡＴＣＴＴＧＴＧＴＣＧＧＡＴＧＧＧＴ

ＣＣＣＴＧＧＴＡＴＴＴＣＡＣＣＴＣＡＧＴ
１３９

Ｐｓｔｐｉｐ１

（｜ＮＭ＿０１１１９３．２｜）

ＧＡＡＣＡＡＣＴＧＧＡＧＡＧＡＧＣＧＡ

ＣＴＣＡＴＣＡＴＣＣＴＴＧＡＣＡＣＡＣＴＧ
１５５

Ｃｘｃｌ２

（｜ＮＭ＿００９１４０．２｜）

ＧＡＣＴＴＣＡＡＧＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＧＣ

ＴＴＴＣＣＡＧＧＴＣＡＧＴＴＡＧＣＣＴＴ
１７５

Ｐｏｎ２

（ＮＭ＿１８３３０８．２｜）

ＴＣＴＧＡＧＴＴＴＧＣＴＧＧＧＣＡＴＣ

ＡＧＧＴＧＧＣＡＧＴＴＴＧＧＡＡＧＧＴ
１１３

Ｇｍｐｐａ

（ＮＭ＿１３３７０８．３｜）

ＴＴＣＧＴＧＣＴＣＡＡＴＧＣＴＧＡＣ

ＧＣＴＧＧＧＴＴＴＣＴＣＣＡＣＡＴＡＧＴ
１８５

Ｔｌｒ２

ＮＭ＿０１１９０５．３｜

ＧＡＧＡＴＧＴＧＴＣＣＧＣＡＡＴＣＡ

ＧＣＴＣＣＡＧＡＧＡＴＧＡＡＣＧＡＡＡ
１６９
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２　结　果

２．１　布鲁菌在胞内生存的两相性

在细胞感染细菌后２、４、６、１２、２４ｈ，通过菌落

计数试验表明，胞内细菌的生长呈现两相性，在感染

后４ｈ胞内细菌数量达到最低，此后细菌数量逐步

上升，在感染后４８ｈ达到最高（图１）。

２．２　差异表达基因的识别与筛选

ＦＤＲ≤０．０１且倍数差异在２倍及以上的基因

被认为是差异表达基因。在感染后４ｈ，与对照组

相比有３５７６个基因的表达出现了显著变化

（ＧＳＥ２８１９０），其中２０５８个序列出现了显著上调，

１５１８个序列出现了显著下调。这些显著变化的

基因都是与免疫、信号传导、炎症、凋亡、细胞膜、

转录调控和胞内攻击相关的，主要基因的变化情

况见表２。

以 ＭＯＩ１０００感染细胞，胞内细菌的数量用每孔内ＣＦＵ
计算，试验重复３次

ＲＡＷ２６４．７ｍｉｃｒｏｐｈａｇｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｔｒａｉｎ

１６ＭａｔａＭＯＩｏｆ１０００，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｌｉｖｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｂａｃｔｅｒｉａｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＣＦＵ／ｗｅｌｌ，ｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｏｒｏｎｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｔｏｔａｌ

ｔｈｒｅｅｓｉｍｉｌａｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

图１　布鲁氏菌１６犕 菌株在小鼠巨噬细胞 犚犃犠２６４．７
内的增殖曲线

犉犻犵．１　犐狀狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉犵狉狅狑狋犺狅犳犅．犿犲犾犻狋犲狀狊犻狊１６犕 犻狀

犚犃犠２６４．７犿犻犮狉狅狆犺犪犵犲狊

表２　感染后４犺重要差异表达的基因

犜犪犫犾犲２　犛犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊犪狋４犺狅狌狉狊狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀

转录ＩＤ

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔＩＤ

ｌｏｇ２值（感染４ｈ／对照）

ｌｏｇ２ｒａｔｉｏ（４ｈ／ｃｏｎｔｒｏｌ）

描述

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｇｉ｜２２９５７６８２１｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１０５４６．２｜ ５．４２４６２７１８９ ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｋａｐｐａＢｋｉｎａｓｅｂｅｔａ

ｇｉ｜１１８１３０２２１｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿１４５８２７．３｜ ４．７５００２１７４７ ＮＬＲｆａｍｉｌｙ，ｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３

ｇｉ｜１１７６０６３６３｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００８６８９．２｜ ４．２３１１３６０５４
Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆｋａｐｐａｌｉｇｈｔｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｇｅｎｅ

ｅｎｈａｎｃｅｒｉｎＢｃｅｌｌｓ１，ｐ１０５

ｇｉ｜６７５５８６２｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１１６３１．１｜ ３．５２２２６５２１５ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０，ｂｅｔａ（Ｇｒｐ９４），ｍｅｍｂｅｒ１

ｇｉ｜１１８１３０７４７｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００８３６１．３｜ ３．１５６２５９３１７ Ｈｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｂｅｔａ

ｇｉ｜２２６２４６６２６｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１１９５０．２｜ ２．５８２０６２６１ Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１３

ｇｉ｜１６４６９８４２７｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１３６５３．３｜ ２．３４２１７９４１１ Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ５

ｇｉ｜１３３８９２３６８｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１３６９３．２｜ ２．１０７９７７５７１ Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ

ｇｉ｜１１８１３０５２７｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００９１４０．２｜ ２．００４２３０５３ Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ２

ｇｉ｜１５７９５１６７３｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００９６８８．２｜ １．３３１９３０５８４ Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｇｉ｜１４１８０１７７１｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１１６３９．３｜ １．０１３６４１４５６ Ｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｏｒ６

ｇｉ｜６６８０４１２｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００８３６０．１｜ －２．０４２００３４８ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８

ｇｉ｜２２６９５８６６４｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１３６５４．３｜ －２．５４０１９０３４ Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ７

ｇｉ｜９３１０２４２２｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１１９５２．２｜ －２．８２５３１６６１ Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ３

ｇｉ｜２５３３１４４８６｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００１１６３１３８．１｜ －８．０６６０８９１９ Ｃａｓｐａｓｅｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙ，ｍｅｍｂｅｒ６

ｇｉ｜８７２３９９６６｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００７７６９．２｜ ７．３２７４３８８８３ Ｄｅｌｅｔｅｄｉｎｍａｌｉｇｎａｎｔｂｒａｉｎｔｕｍｏｒｓ１

（转下页　Ｃａｒｒｉｅｄｆｏｒｗａｒｄ）
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（续表２　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

ｇｉ｜１４６１４９１２７｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿１３３８２６．４｜ ６．５１４７３８１０６ ＡＴＰａｓｅ，Ｈ＋ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ，ｌｙｓｏｓｏｍａｌＶ１ｓｕｂｕｎｉｔＨ

ｇｉ｜３１９８１４２４｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０３１８４３．２｜ ４．９２９３５８９６６ Ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ７

ｇｉ｜１１５２７０９８２｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１８８２２．３｜ ２．７６７５８９ Ｎｓｕｌｆｏｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｓｕｌｆｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ（ｓｕｌｆａｍｉｄａｓｅ）

ｇｉ｜１１０２２５３７８｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００７３７９．２｜ ２．４３８５４１８１８ ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ，ｓｕｂｆａｍｉｌｙＡ（ＡＢＣ１），ｍｅｍｂｅｒ２

ｇｉ｜２６２２０５４７７｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１０４９８．３｜ －１．４３２２ Ｉｄｕｒｏｎａｔｅ２ｓｕｌｆａｔａｓｅ

ｇｉ｜１４１８０２３２４｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１１９３０．３｜ －２．９９３４８ Ｃｈｌｏｒｉｄｅｃｈａｎｎｅｌ７

ｇｉ｜１０９６８９７１５｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００８６４０．２｜ －２．５７６１９ Ｌｙｓｏｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４Ａ

ｇｉ｜２６８３７０１４９｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００１１３６０９１．２｜ －３．０７０３８９３２８
Ｔｃｅｌｌ，ｉｍｍｕｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＡＴＰａｓｅ，Ｈ

＋ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ，

ｌｙｓｏｓｏｍａｌＶ０ｐｒｏｔｅｉｎＡ３

ｇｉ｜１７１１８４３９７｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０１６７２２．３｜ －３．１５０３１２３６７ Ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ（Ｎａｃｅｔｙｌ）６ｓｕｌｆａｔｅｓｕｌｆａｔａｓｅ

ｇｉ｜８９２４２１４５｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿００８７２０．２｜ －３．２１０８０４８３６４９２０ ＮｉｅｍａｎｎＰｉｃｋｔｙｐｅＣ１

ｇｉ｜２６１２４４９３９｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０２８７１０．３｜ －３．２７２２１５８８ ＡｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅＧ

ｇｉ｜２５４５８８０１７｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０２６１９３．２｜ －３．２７２２１５８８２ ＡｄａｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘＡＰ４，ｂｅｔａ１

ｇｉ｜２６１２４４９３９｜ｒｅｆ｜ＮＭ＿０２８７１０．３｜ －３．５４４７１８４１ ＡｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅＧ
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２．３　感染早期犚犃犠２６４．７细胞的转录组学变化

以犘ｖａｌｕｅ≤０．０５为阈值，满足此条件的 ＧＯ

ｔｅｒｍ定义为在差异表达基因中显著富集的 ＧＯ

ｔｅｒｍ。通过ＧＯ功能显著性富集分析能确定差异表

达基因行使的主要生物学功能。本研究注释的比对

一致性的序列分布在１００多个类别中，比如与免疫

防御、生长、代谢、凋亡及生物化学反应等有关的类

别（图２）。在所处的细胞位置本体中，与内质网相

关的基因有３０５个显著变化，占据整个变化基因的

９．４％；６１个与溶酶体相关的基因变化显著，占据整

个变化基因的１．９％；在与早期溶酶体有关的基因

中有１８个变化显著，占据整个变化基因的０．６％。

这些基因都是与宿主细胞的吞噬功能相关的，宿主

细胞的吞噬功能对于布鲁菌的早期感染是至关重要

的。在所处的基因的分子功能本体中，与金属离子

结合相关的基因变化显著，但是变化最显著的基因

集中在与结合和催化活性相关的基因上。在所处的

参与生物过程本体中，与细胞程序性死亡和凋亡相

关的基因变化显著，但变化最显著的基因集中在与

细胞新陈代谢和细胞过程相关的基因上。

２９９０个序列向 ＷＥＧＯ数据库映射，一致性序列被分为分子功能、生物学过程、细胞组分３类

２９９０ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｗｅｒｅａｌｉｇｎｅｄｔｏｔｈｅＷＥＧＯｄａｔａｂａｓｅ．ＥｖｅｒｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｗａｓａｓｓｉｇｎｅｄｔｏａｔｌｅａｓｔｏｎｅＧＯｔｅｒｍ．Ｃｏｎ

ｓｅｎｓｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｇｒｏｕｐｅｄｉｎｔｏｔｈｅｒｅｍａｊｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ，ｎａｍｅｌｙｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｃｅｌｌｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ

ａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ

图２　感染后４犺犠犈犌犗数据库分析结果

犉犻犵．２　犌犗犪狀狀狅狋犪狋犻狅狀狊狅犳狀狅狀狉犲犱狌狀犱犪狀狋犮狅狀狊犲狀狊狌狊狊犲狇狌犲狀犮犲狊４犺狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀

　　在生物体内，不同基因相互协调行使其生物学，

基于Ｐａｔｈｗａｙ的分析有助于更进一步了解基因的生

物学功能。ＦＤＲ≤０．０５的Ｐａｔｈｗａｙ定义为在差异表

达基因中显著富集的Ｐａｔｈｗａｙ。通过Ｐａｔｈｗａｙ显著

性富集能确定差异表达基因参与的最主要生化代谢

途径和信号转导途径。结果显示，凋亡、溶酶体、ＮＯＤ

受体、ＦｃγＲ介导的吞噬通路、ｐ５３信号通路、内质网

蛋白处理相关通路被显著富集，这些通路都是与免

疫、凋亡、布鲁菌在胞内的吞噬、定殖和成熟相关的。

２．４　荧光定量犘犆犚结果

为了验证ＤＧＥ结果，随机选取１５个序列，用荧

光定量ＰＣＲ的方法来检测其表达水平的变化是否

与测序结果一致。犌犃犘犇犎 被用作对照，它在各个

样本中的表达量不变。荧光定量ＰＣＲ与ＤＧＥ结果

见图３。

３　讨　论

布鲁菌１６Ｍ在感染后４ｈ，在胞内的存活量显示

最低，此后又开始增殖（图１），这一点与Ｈｅ等的报道

不同［６］。在Ｈｅ等人的报道中，布鲁菌在感染细胞的

２４ｈ时，胞内的细菌量达到最低，此后开始增殖，这可

能是由于不同的培养环境及试验条件造成的。但本

研究的结果与其他学者的结果相同［１３１４］。

在感染后４ｈ多数基因（２０５８个）表现上调，

１５１８个基因表现下调，上调基因占到变化基因总数

的５８％，这与 Ｈｅ等的研究结果不同
［６］。在 Ｈｅ等

的研究中，在感染后４ｈ，上调基因数量占到变化基

因总数的１９％。这些不同可能是由于芯片技术是

预先设计探针，由于探针设计的有限性及局限性，可

能导致结果的差异。而ＤＧＥ技术，只要是在转录
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过程中出现的基因，如果在表达量上存在差异的话，

就可以被检测出来。并且一些基因只在一定条件下

（比如感染等）才转录，芯片技术对于这些无法预知

的基因是不能事先设计探针的。因此，采用 ＤＧＥ

技术来比较感染组与未感染组两个样本之间的差异

表达基因，更具有客观性。

图３　荧光定量犘犆犚验证差异表达基因

犉犻犵．３　犞犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅犳犱犻犵犻狋犪犾犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犳犻犾犲狊犫狔狇狌犪狀狋犻狋犪狏犲犪狋４犺狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀

　　在ＮＯＤ受体信号通路和ＴＬＲ信号通路中，很

多基 因 上 调 表 达，比 如 犐犽犫犽犫、犖犳犽犫１、犕狔犱８８、

犐狉犳７、犎狊狆９０ｂ１、犐犾１犫、犜犫犽１、犛狋犪狋１、犆犮犾５、犕犪狆２ｋ２、

犚犻狆犽１和犜狀犳（表２），这个结果与先前的报道相

符［４，６］。这些上调表达的基因都是与炎症、趋化因

子和转录相关的，布鲁菌在感染细胞后，诱导产生了

一系列强烈的炎症反应，以试图清除胞内的细菌。

犜犔犚２基因表达在感染后４ｈ与对照组相比没

有显著差异，这与 Ｈｅ等的报道不符，Ｈｅ等报道，

犜犔犚２基因表达在感染后４ｈ表现上调。虽然多数

研究认为，ＴＬＲｓ在对抗病原菌感染中发挥重要作

用，但哪一个ＴＬＲｓ在对抗感染中发挥作用，各个研

究的报道不尽一致。ＴＬＲｓ通过骨髓分化因子

（Ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｇｅｎｅ８８，

Ｍｙｄ８８）和白介素１受体相关激酶（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，ＩＲＡＫ）转 导 信 号。

ＭｙＤ８８在ＴＬＲ介导的活化核转录因子（ＮＦκＢ）分

子中发挥重要作用，并且诱导前炎症因子ＴＮＦα的

产生。Ｍａｌ也被称作ＴＩＲ功能区的受体蛋白（ＴＩＲ

ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｄａｐｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＩＲＡＰ），在召

集白介素１受体相关激酶１（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐ

ｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＲＡＫ１）ＩＲＡＫ１、ＩＲＡＫ４和

ＴＲＡＦ６中发挥重要作用，是前炎症因子 ＮＦκＢ转

移的核心因素。肿瘤坏死因子受体相关因子６

（ＴＲＡＦ６）对于 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４激活 ＮＦκＢ是必需

的，ＩＲＦ３和ＩＲＦ７的活化是需要 ＴＢＫ１的。ＩＲＦ３

和ＩＲＦ７都是由ＩＫＫ相关激酶活化的转录因子，在

诱导Ⅰ型干扰素表达方面发挥重要作用。

髓样分化蛋白２（ＭＤ２）在ＴＬＲ４和ＬＰＳ信号

传导系统中发挥重要作用。ＴＬＲ４是ＬＰＳ跨膜信

号转导的主要受体，ＴＬＲ４介导的ＬＰＳ信号转导需

要 ＭＤ２的辅助。ＭＤ２在ＴＬＲ４介导的内毒素识

别和信号转导过程中发挥重要调控作用。在ＬＰＳ

跨膜信号传导中，ＭＤ２及 ＴＬＲ４为必不可少的蛋

白分子；只有在３种蛋白分子同时表达于细胞膜时，

才能达到最大的信号活化强度；ＭＤ２蛋白可能作

为一种调节分子，能改变跨膜蛋白ＴＬＲ４的空间构

象，使 ＴＬＲ４具有或放大其对ＬＰＳ的信号传导能

力。ＣＤ１４是 ＬＰＳ的识别受体，ＣＤ１４、ＭＤ２和

ＴＬＲ４都参与内毒素活化细胞的过程，特别是 ＭＤ２

在识别内毒素方面发挥关键作用。

ＬＰＳ是布鲁菌的重要毒力因子之一，在布鲁菌

的致病性方面发挥着重要作用［１５］。然而，本研究中

ＭＤ２、ＴＬＲ４在感染后４ｈ表现下调。显然，识别

ＬＰＳ的级联反应减弱了，宿主细胞对布鲁菌的增殖

能够产生识别，但由布鲁菌的毒力因子刺激宿主产

生的、对抗感染的免疫应答反应却没有被强烈的激

发起来，ＴＬＲｓ还没有被充分的活化。这些可能导

致宿主细胞与病原菌之间处于一种对峙状态，导致

感染的持续存在。

Ｍｙｄ８８在感染后４ｈ表现上调，然而 Ｍｙｄ８８分

子的下游分子，比如ＩＲＡＫ４、ＴＲＡＦ６和 ＭＫＫ分子

都表现下调；并且 Ｍｙｄ８８分子的一些上游分子，比

如ＣＤ１４、ＭＤ２和ＴＬＲ４也表现下调。作者试图用
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负调控来解释这种现象。炎症因子的大量产物的释

放对宿主细胞会造成很大伤害，在严重的情况下可

能会致宿主细胞死亡。因此，炎症反应受到严格的

负调控机制的调节，使宿主细胞保持一种相对平衡

的状态。并且基因在转录水平上的上调／下调表达，

也不仅仅受到一个单一信号通路的调节和控制，而

是多信号通路系统的协调、叠加作用。

ｐ５３代谢通路作为压力反应信号，被显著富集。

半胱天冬酶 （Ｃａｓｐａｓｅ）是一种在凋亡过程中被激活

的蛋白分解酶，在凋亡细胞内的信息传递中发挥重

要作用。Ｃａｓｐａｓｅ家族是细胞凋亡过程中的关键元

件，其激活与超常表达均引起细胞凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ８

与Ｃａｓｐａｓｅ３在Ｃａｓｐａｓｅ级联反应中处于核心地位，

分别发挥起始者与执行者的作用，是细胞凋亡发生

的关键步骤及一切凋亡信号传导的共同通路。

Ｃａｓｐａｓｅ３处 于 凋 亡 有 序 级 联 反 应 的 下 游，是

Ｃａｓｐａｓｅ家族中的最重要的凋亡执行者之一，它的

活化是凋亡进入不可逆阶段标志。在感染后４ｈ，

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８均没有发生显著变化。

本研究对小鼠巨噬细胞感染布鲁菌后的动态转

录组学轮廓进行了描述。宿主细胞对于病原菌的调

节，不是一个基因在发挥作用，而是一个有机调控的

网络在发挥作用。本研究为进一步阐述宿主在对抗

感染过程中发挥的作用提供了基础，一些关键基因

在感染中发挥的作用的研究将陆续展开。

４　结　论

本研究利用ＤＧＥ技术对小鼠巨噬细胞感染布

鲁菌后的早期转录组学变化进行了研究。研究发

现：在３５７６个显著变化的基因中，５８％的基因显著

上调。经分析，与免疫、凋亡、布鲁菌胞内吞噬、定殖

和成熟相关的通路显著富集。
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