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摘
!

要!为研究
'()*+

型口蹄疫病毒"

,-./

#感染
012!3+

细胞后蛋白质组的变化及差异!将
,-./

接种于培养

的单层
012!3+

细胞!同时设未接毒的
012!3+

细胞作对照组%待细胞病变后分别提取
3

组细胞总蛋白借助
3!.4

技术及
5.678(9:;$

软件进行细胞蛋白质组二维电泳图谱差异性分析%结果显示感染组有
+%<"

个可见蛋白质

点!而对照组可见的蛋白质点为
+%3"

个%感染组蛋白点的表达量与对照组相比!二者具有统计学差异"

.

#
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#

的蛋白质点
%"3

个!其中表达上调
3<+

个点!表达下调
33+

个点!新合成蛋白点
#$

个%结果表明
,-./

感染
012!

3+

细胞后引起了细胞蛋白质组表达模式的改变!这种变化是病毒与细胞相互作用的结果%本研究首次利用蛋白质

组学技术研究
'()*+

型
,-./

感染
012!3+

细胞后蛋白质组学差异!有助于深入研究
'()*+

型
,-./

和
012!

3+

细胞相互作用的分子机制%
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口蹄疫是由口蹄疫病毒"

,GG9!*@T!DG79HT)(!

8*(8Z)W7(
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#引起的一种急性)热性)高度接

触性人畜共患传染病!其临床表现为偶蹄动物口)蹄

部出现水泡%口蹄疫的暴发和流行带来严重的经济

损失和不良的政治影响!被
QJ4

列为必须上报的动

物传染病*

+

+

%近年来!随着
,-./

全基因组序列测

定的完成!人们从基因组结构和功能水平上对口蹄

疫病毒的认识越来越深刻!也取得了可喜的研究成

果%然而生物体的基因组序列信息并不能预测基因

产物"

D]O'

或蛋白质#是否或何时被翻译)基因产

物的相应含量)翻译后修饰的程度)基因剔除或过表

达的影响*

3

+

&况且蛋白质和
D]O'

之间的相关系数

仅为
$;%

"

$;<

*

#

+

!还存在转录后复杂的加工)翻译

调节以及翻译后加工等*

%!<

+

%因此只从基因组水平

上研究口蹄疫病毒与宿主细胞之间的相互作用机制

有很大的局限性%口蹄疫病毒致病性是所有蛋白相

互作用的结果!虽然单个基因在致病过程中的作用

研究得较为深入!然而单个基因并不起决定性的作

用!需要从总体蛋白质水平上研究病毒和机体的相

互作用*

&

+

%蛋白质组学技术在病毒感染研究中已成

为发现致病相关蛋白)寻找早期诊断标记和揭示致

病机制的有力工具*

3

+

!从蛋白质组水平上研究口蹄

疫病毒和宿主细胞相互作用机制尚未见报道%为探

究
'()*+

型
,-./

感染
012!3+

细胞后蛋白质组

变化和差异!作者首次通过双向电泳技术结合

5.678(9

软件分析了
,-./

感染
012!3+

细胞后

蛋白质组表达变化及差异!发现了差异蛋白质点!本

文为进一步结合蛋白质组学下游技术研究
'()*+

型
,-./

和
012!3+

细胞相互作用的分子机制奠

定了基础)开辟了新的研究方向%

#

!

材料与方法

#I#

!

材料

'()*+

型
,-./

由国家口蹄疫参考实验室提

供%

012!3+

细胞由本室保存%胎牛血清及
-4-

细胞培养基为
1

A

BEG@8

公司产品%尿素)硫脲)

1̂'5=

)

.SS

)溴酚蓝等相关试剂及
J5P

胶条"

X

1

#

"

+$

!非线性#)聚焦槽)电泳仪)垂直板电泳槽)

P=:$$

扫 描 仪)

67*@9)9

A

G@8

图 像 获 取 软 件 及

5.678(9:;$

分析软件均为
0)G!W*T

公司产品%

#I!

!

方法

+;3;+

!

细胞蛋白质样品的制备
!!

,-./

接种于

培养的单层
012!3+

细胞上将其设为感染组!同时

设未接毒
012!3+

细胞为对照组!每组做
#

次重复%

病变后弃去
-4-

培养液!

$;$+DGE

,

I

!+

50=

洗
+

次&用细胞刮分别收集感染组和对照组细胞于
+$

DI

离心管中!

+<$$_

F

离心
+$D)@

&弃上清!

50=

洗
#

次"室温!

+<$$_

F

!

+$D)@

#!每次离心后收集

沉淀%在离心管中加入
+DI50=

重悬细胞!用
+

DI

微量加液器移入干净的离心管中&

+<$$_

F

离

心
+$D)@

&用
3$$

#

I

微量加液器吸出
50=

!弃去&吸

干残留的
50=

!估计样品体积!加入
3

"

<

倍体积裂

解液 *

: DGE

,

I

!+ 尿 素!

3 DGE

,

I

!+ 硫 脲!
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,
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,
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.SS

!
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98

"

#!+$

#+!混匀!液氮和常温之间

反复冻融
#

次&

+<a

!

%$$$$_

F

离心
+H

&弃沉淀!

取上清即为细胞蛋白提取物!用
0W*TVGWT

法定量后

于-

"<a

保存备用%

+;3;3

!

第一向等电聚焦"

J4,

#

!!

细胞蛋白质提

取物"

<$$

#

F

#与水化上样缓冲液*
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,
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#溴酚蓝+充分混合!使总体积为

3<$

#

I

!加入到
J5P

胶条内溶胀
+$H

!然后将
J5P

胶条放入等电聚焦电泳仪!胶条上滴加一定量的矿

物油%按以下程序完成等电聚集电泳$
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伏 小 时&

<$$ /

维 持 "每 胶 条 电 流
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#

'

#%

+;3;#

!

第二向
=.=!5'P4

电泳
!!

等电聚焦完成

后将
J5P

胶条在平衡缓冲液
$
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I
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3$̀ PE

A

B8WGE

!
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"

b

.
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#!

3;<̀ JGTG*B89*D)T8

&

=.=

和
JGTG*B89*D)T8

+中各

平衡
+<D)@

!

J5P

胶条转移到
=.=!5'P4

凝胶上!

用封胶液封闭%凝固后进行
=.=!5'P4

"起始电压
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期 刘永杰等$

'()*+

型
,-./

感染
012!3+

细胞差异蛋白质点
3!.4

分析

为
:$/

!待样品完全走出
J5P

胶条!溴酚蓝指示成

一条线时!加大电压至
+3$/

#!电泳至溴酚蓝前沿

到达玻璃板底部停止%

+;3;%

!

染色与凝胶图像分析
!!

=.=

胶通经固定

液"

%$̀

乙醇!

+$̀

乙酸#固定)考马斯亮蓝染色)过

夜脱色%扫描仪获取数字化图像!用
5.678(9:;$

软件对图像进行背景消减)斑点检测)匹配和获取斑

点位置坐标相对分子质量和等电点校正及归一化处

理!比较分析感染组与对照组蛋白表达差异情况%

!

!

结
!

果

!I#

!

蛋白质样品的
!2-3

图谱分析

图
+

显示了感染组"图
+'

#和对照组"图
+0

#细

胞总蛋白质样品的双向电泳图谱%感染组和对照组

分别进行了
#

次重复电泳!双向电泳凝胶经考马斯

亮蓝染色!发现
#

次重复的电泳图谱基本一致!重复

性较高%图
3

显示的为细胞总蛋白双向电泳的分散

图"

(B*998W

X

EG9

#!其样品图谱间的相关系数"

BGWW8!

E*9)G@BG8VV)B)8@9

#为
$;+&3

%从蛋白点的分离效果)

蛋白点的数量)胶的背景及纵横条纹等几个方面!所

得的双向电泳图谱可以进行点的匹配和分析%蛋白

质斑点分布模式基本一致!表现为大小不等)形状和

分布不规则)颜色深浅不均的斑点!

$

?$̀

的蛋白点

集中于
X

J%

"

:

范围内%对照组蛋白质点"图
+0

#主

要集中分布于
X

J#

"

"

%感染组蛋白质点分布于
X

J

#

"

?

"图
+'

#%

';

感染组&

0;

对照组%图
#

同

';J@V8B9)G@

F

WG7

X

&

0;̂ G@9WGE

F

WG7

X

;SH8(*D8)@,)

F

7W8#

图
#

!

总蛋白质双向凝胶电泳图谱

+)

J

I#

!

!2-3

J

9<8*

@

6C>9<<

@

?6;9):(

图
!

!

蛋白点群散点图

+)

J

I!

!

-)*

J

?*86C

@

?6;9):(>*;;9?(

@

6;(

!I!

!

细胞蛋白质
!2-3

图谱比较

采用
67*@9)9

A

G@8

扫描获取图像并对其进行剪

切处理!利用图像分析软件
5.678(9:;$

对
3

组细

胞蛋白图谱进行比较分析%感染组可见到蛋白质点

+%<"

个"图
+'

#!对照组双向电泳图谱上可观察到

蛋白质点
+3<"

个"图
+0

#!两者比较具有统计学差

异"

.

#

$;$<

#!感染后蛋白质点增加了
#$

个%

3

块

凝胶中重复
#

次均有
3

倍表达量差异的蛋白质点可

以认为是
3

组细胞系的差异表达蛋白质点%图
#

为

图
+

方框区域内蛋白点图谱的三维显示!从中可观

察到感染组蛋白点与对照组相比有明显的差异%以

差异蛋白质点和新合成的蛋白质点作为标准!对照

组细胞蛋白表达量与处理组有差异的蛋白质点
%"3

个!其中有
3<+

个蛋白点表达上调!

33+

个蛋白点

表达下调!

#$

个为新合成蛋白质点%

"%+
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!

差异蛋白质点三维效果图

+)

J

IK

!
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@
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为单股正链无囊膜的
]O'

病毒!宿主

范围广!抗原结构复杂!存在广泛的抗原变异!根据

交叉保护试验已确定的
,-./

血清型有
"

个$

='S+
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='S3
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='S#
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Q
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和
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型!各血清

型间无交叉反应!不同的血清型又具有不同的亚型!

还有为数众多的新变异株出现*
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!给口蹄疫的防治

带来了巨大困难%口蹄疫病毒成功实现对宿主细胞

的入侵并在细胞内复制需要克服细胞对病毒感染产

生的各种特异性和非特异性免疫抵御反应!阻断或

影响宿主细胞的正常循环机制!利用宿主细胞的物

质和能量合成病毒自身物质%相互作用的结果最终

会导致宿主细胞蛋白表达模式的改变!这种改变影

响着宿主细胞的正常生理功能!决定和反映着病毒

感染致病的进程和结果*
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从蛋白质点的变化情况来看!感染
,-./

后!

蛋白质差异点
%"3

个!其中
3<+

个蛋白点表达上

调!

33+

个蛋白点表达下调!

#$

个为新合成的蛋白质

点%这些差异的蛋白质可直接或间接参与病毒与细

胞的相互作用%新出现的蛋白质点和表达上调的蛋

白质点可能是病毒感染细胞后激活了某些信号通

路!促使一些细胞蛋白质起始表达或表达量增加!也

可能含有新合成的
,-./

的蛋白质点%

,-./

感

染细胞后可降解宿主细胞翻译起始因子
8J,%P

而

关闭宿主细胞'帽子(依赖的
D]O'

翻译机制)抑制

干扰素及
-1̂ !+

的合成从而降低机体非特异性免

疫系统对
,-./

的监视能力*
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!反映出的相关

蛋白质的下调表达%本试验只研究了
,-./

感染

012!3+

细胞后蛋白质组的变化情况!为明确差异

表达蛋白质在病毒感染中的具体作用!必须借助生

物质谱和蛋白质芯片等技术对差异表达的蛋白质进

行特征及功能的深入研究*
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%本试验为研究
,-!

./

的致病机理!提供了新思路!开辟了新的研究方

向%

$
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结
!

论

本试验首次借助蛋白质组学相关技术分析了

'()*+

型
,-./

感染
012!3+

细胞前后细胞蛋白

质组表达情况的差异%初步发现
'()*+

型
,-./

感染
012!3+

细胞后导致了细胞表达模式的改变!

引起了
012!3+

细胞内部分蛋白质的上调表达)下

调表达及新蛋白质的生成%
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