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要!副猪嗜血杆菌是猪常见细菌性疾病的病原之一!临床表现为多发性纤维素性浆膜炎&关节炎和脑膜炎'运

用蛋白质组学技术对不同毒力的副猪嗜血杆菌"
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#进行比较研究!明确差异蛋白质信息!对揭

示其致病机制具有重要意义'本试验通过应用建立的双向电泳方法对选取同为
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型的
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株不同
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临床

分离株"菌株
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和菌株
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#进行蛋白质组学研究!二者相互比较!共鉴定出
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蛋白'差异蛋白质的

功能主要集中在蛋白质合成&氨基酸合成和嘧啶合成'研究结果进一步丰富了
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的毒力因子和致病机

制的相关信息!也为今后开展
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免疫蛋白质组学研究奠定了基础'
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病的病原体!临床表现为多发性纤维

素性浆膜炎&关节炎和脑膜炎)
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'作为一种猪常见

的上呼吸道定植菌!当机体受到应激或感染时易发

此病'近几年!随着生猪养殖业的不断发展!饲养密

度的加大!猪群疫病日益复杂!尤其是猪群感染了猪

繁殖与呼吸综合征病毒等免疫抑制性疾病后!
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的发病情况也呈现递增趋势!并成为导致

猪群发生细菌性疾病的主要病原之一!给中国养猪

业带来重大的经济损失)
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目前!双向电泳技术作为蛋白质组学研究的三

大核心技术之一!是分析复杂样品中蛋白质的分辨

率最高的工具!且蛋白质组学在生命科学研究领域

已得到广泛应用'如
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等)
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*通过蛋

白质组学技术鉴定出有价值的流感嗜血杆菌的外膜

蛋白
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!该蛋白质可作为流感嗜血杆菌的候选疫苗

蛋白质之一'
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*利用现有的蛋白

质数据库信息对多重耐药的大肠杆菌进行蛋白质鉴

定和分析!结果鉴定出
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个蛋白质'本试验通

过应用建立的双向电泳方法成功地对
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株血清
)

型

不同毒力的
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临床分离株进行蛋白质组

学比较分析!并明确了差异蛋白质的功能!为进一步

揭示
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的毒力因子及致病机制提供了相

关信息!也为今后顺利开展
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的免疫蛋

白质组学研究提供技术支撑'
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凝胶图像分析

使用
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扫描仪对凝胶进行拍照!

再用双向电泳凝胶图像分析软件
U<N37,4('&

进

行分析'
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胶点蛋白质鉴定

挑选出
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个蛋白质点!送深圳华大基因公司进
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!主要条带的相对分子质量大致为
%&&

&

(1

&

R(

&

1(

&

)(

&

*(

和
0RW3

'其中相对分子质量
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结果如图
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所示'通过双向电泳凝胶图像分析软件
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对图谱进行分析得出菌株
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!与一维电泳结果一
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图谱

E9

;

D#

!

P)PJL+T>3?D17?4

8

635<,

8

1=1,<3,

0'0'0

!

副猪嗜血杆菌菌株的鉴定结果
!!

统计每

个胶点的鉴定情况!最后确定
0*

个胶点蛋白质中!

鉴定到的蛋白质点有
%&

个"图
0

!编号
%

"

%&

#!其中

菌株
=

为
*

个!菌株
K

为
R

个!鉴定成功率为

)*m)(X

'利用二级质谱技术分析!将获得的差异蛋

白质在
>C$,,U',

;

5#4

在线数据库中检索!获得这些

蛋白质的功能!具体鉴定结果如表
%

'

'

!

讨
!

论

根据血清型分型方法
GO

B

$'$9:(9

可分为
%1

种血清型!但仍有
*&X

以上未能分型'目前!细菌

的血清型已普遍作为毒力的标志!不同的血清型其

毒力和致病力都存在差异'本试验首先通过建立和

优化
GO

B

$'$9:(9

双向电泳方法!确定了样品处理

技术&上样量以及聚焦时间!再选用
0

株血清
)

型

的不同毒力
GO

B

$'$9:(9

菌株!通过比较蛋白质组

学技术研究发现同为血清
)

型的
GO

B

$'$9:(9

之间

存在部分蛋白质差异表达!提示这些差异蛋白质可

能对菌株的毒力造成了影响'

曹会敏等)

/

*运用双向电泳方法对
GO

B

$'$9:(9

的毒力和非毒力菌株进行比较蛋白质组学研究!结

果鉴定出
)0

个差异蛋白质'

K'cFA-

6

等)

%&

*对
GO

B

$'$9:(9

血清
)

型菌株
>?&/.

野毒株和
#8

;

U1

缺

失株进行比较分析!发现缺失株中
#8

;

U1

蛋白的不

表达影响了
GO

B

$'$9:(9

的总蛋白质表达!可能会

导致新表型的出现'本研究通过优化后的
GO

B

$K

'$9:(9

双向电泳方法!对
0

株同一血清型不同毒力

1&1
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!

*

期 王晨燕等$应用双向电泳分析
0

株不同毒力的副猪嗜血杆菌蛋白质表达的差异

图
!

!

副猪嗜血杆菌菌株
+

&

I

的银染图谱

E9

;

D!

!

S61298-1=25.9/G.

F

3?D17?4

8

635<,

8

1=1,<3,25=.9/+./,25=.9/I

的菌株
=

和菌株
K

进行蛋白质鉴定!结果鉴定出
%&

个差异表达蛋白质!通过数据检索!明确了差异蛋白

质的功能'菌株
=

的
*

个上调蛋白质为谷氨酰
4@!

2=

合成酶&半胱氨酸合成酶和假设蛋白(菌株
K

的

R

个上调蛋白质为天冬氨酰
4@2=

合成酶"

*

个#&

尿苷激酶&

bA7P

蛋白"

#8

;

(1

#&

>79K

蛋白&

?PU

合

酶'蛋白质点
.

&

R

和
%&

鉴定结果为同一蛋白质!都

是天冬氨酰
4@2=

合成酶!可能是由于
8@2=

翻

译后修饰或是其组成亚基!因此在同一块胶上会显

现出多个蛋白质点'

通过将差异蛋白质进行功能分类)

%%

*

!其中比例

最大的是转录和翻译的酶类!蛋白质合成的忠实性

是保证遗传物质稳定的前提条件!特异性氨酰
!4@!

2=

的形成依赖于氨酰
!4@2=

合成酶"

==@>

#!且

有研究发现
==@>

是一类多功能蛋白质!通过

==@>

之间或者与其他蛋白质形成高度有序的复

合物参与到多种重要的生理过程)

%0!%*

*

'

bA7P

蛋白

"

#8

;

(1

#是细菌膜上的成分之一!在蛋白质鉴定结

果中表达上调'通过研究发现在细菌膜上存在一类

bA7P

复合物!它参与折叠了外膜蛋白!在大肠杆菌

中这类复合物的组成部分包括
bA7P

蛋白和其他

三个脂蛋白"

bE

6

\

&

2B

;

K

和
bE$M

#!但具体功能还

在研究中)

%)

*

'

>79K

蛋白为酸性蛋白!目前只在革

兰阴性菌中发现!它作为分泌到细胞膜外蛋白的识

别分子!可能具有维持前体蛋白非折叠形式和转运

前体蛋白至细胞质内膜侧的双重功能'

>79K

蛋白

表达量上调可能与
GO

B

$'$9:(9

分泌蛋白运输有

关)

%1

*

'差异蛋白质功能的明确!为进一步揭示
GO

B

$'$9:(9

的毒力因子及致病机制提供了相关信息'
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