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摘　 要： 蛋白质及其翻译后修饰直接体现机体的生命活动，蛋白质组学作为一门新兴学科，能

够动态反映基因的表达情况，及时反映机体在生理或病理状态下的变化机制。 由于奶牛乳房炎

的治疗成本较高，治愈效果不好，给养殖场带来了巨大的经济损失，是全球奶产业亟待解决的问

题。 本文概述了蛋白质组学技术在奶牛乳房炎领域的应用进展，旨在为奶牛健康及畜牧业发展

提供参考依据。
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　 　 基因组技术通过鉴定乳房炎的候选基因及遗

传标记，在乳房炎研究领域已经得到了广泛应

用［１］ ，而蛋白质组学是构成功能基因组的重要组

成部分［２］ ，目前功能基因组主要从转录水平调控

分析蛋白质表达情况，并没有涉及到翻译水平和

翻译后水平调控。 而且，蛋白质复杂的调控机制

包括翻译后修饰、蛋白质之间的相互作用、亚细胞

定位等，这都使细胞功能更为丰富，也使得对蛋白

质的直接科学研究显得尤为关键［３］ 。 因此，蛋白

质组学的产生与系统化研究有利于我们更好地阐

明生命现象，同时其在奶牛乳房炎中的应用也将

迎来新的发展。 本文围绕蛋白质组学的概念特

点、研究技术及其在奶牛乳房炎中的应用进展进

行综述，旨在为蛋白质组学在奶牛健康及畜牧业

发展中的广泛应用提供参考依据。

１　 蛋白质组学的概念及技术
　 　 蛋白质组一词是 １９９４ 年由 ２ 位澳大利亚学者

Ｗｉｌｋｉｎｓ 和 Ｗｉｌｌｉａｍｓ 提出的，是蛋白质与基因组 ２
个关键词的结合，这一概念的提出也标志着一门

新的生物科学———蛋白质组学的正式诞生［４］ 。 蛋

白质组学的独特之处在于其能够研究特定时刻、
特定环境下基因组所表达的全部蛋白质，展现一

个完整的蛋白质组或蛋白质组亚型在生理或病理

状态下发生的变化。 目前，蛋白质组学分析的形

式分为自上而下和自下而上 ２ 种，自上而下的方

法能够检测翻译后修饰蛋白以及一些大片段蛋

白，而自下而上的方法依赖蛋白酶的使用，主要对

小肽段进行蛋白质组学分析。 这 ２ 种方法相互补

充，结合使用能够有效提高蛋白质组学分析的准

确性［５］ 。
　 　 蛋白质组学通过综合采用多种高分辨率的蛋

白质分离分析方法和高通量的分子蛋白质鉴定技

术，直观展现蛋白质表达图谱，并通过生物信息学

收集整理海量数据，从中发现新的规律，进而对蛋

白质的功能进行全面的分析和预测［６］ 。 双向凝胶

电泳（ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２⁃ＤＥ）技

术根据蛋白质等电点和分子量的不同，高效分离

蛋白 质 混 合 物［７］ 。 此 外， 荧 光 差 异 凝 胶 电 泳

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＩＧＥ）和高效液

相色谱 （ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＨＰＬＣ）也是蛋白质分离的常用技术。 基质辅助激
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光解析飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）和电喷

雾电离串联质谱仪（ＥＳＩ⁃ＭＳ⁃ＭＳ）因其设备操作简

单、反应灵敏、鉴定快速，广泛应用于质谱分析鉴

定技术中。 目前，由于应用凝胶的蛋白质组学技

术是半定量的，而无法准确分离鉴定疏水性、极碱

性、低丰度、超高或超低分子质量的蛋白质［８］ ，为
了克服这些缺点，一些非凝胶色谱技术应运而生，
如二维色谱（２Ｄ⁃ＬＣ）、二维毛细管电泳（２Ｄ⁃ＣＥ）、
液相色谱－毛细管电泳（ＬＣ⁃ＣＥ）、稳定同位素标记

技术等与质谱联用，以及蛋白质芯片技术的引进，
极大地提高了蛋白质组学技术的研究范围和定量

准确性，推动了蛋白质组学的进一步发展。

２　 奶牛乳房炎研究进展
　 　 奶牛乳腺健康受到多种因素的影响，其中包

括环境、饲养管理、年龄胎次等因素，但最主要的

是由病原体感染造成的，包括致病真菌、细菌、支
原体、病毒等［９－１２］ 。 对于不同病原体引发的乳房

炎，乳腺组织会产生相对应的免疫应答来避免机

体遭受感染。
　 　 细胞内存在着 ２ 条重要的炎症信号转导通

路，其一为丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）通路。 ＭＡＰＫ 是细胞内的

一类丝氨酸－苏氨酸蛋白激酶，包括细胞外信号调

节激酶（ＥＲＫ）、ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶（ ＪＮＫ）、ｐ３８ 和

ＥＲＫ５ 这 ４ 个亚族，可与上游信号构成经典的

ＭＡＰＫ 激 酶 激 酶 （ ＭＡＰ３Ｋ ） ⁃ＭＡＰＫ 激 酶

（ＭＡＰ２Ｋ） ⁃ＭＡＰＫ 的三级级联激酶反应。 当细胞

膜接受外界刺激时，ＭＡＰ３Ｋ 活化 ＭＡＰ２Ｋ 的苏氨

酸、酪氨酸位点，使其磷酸化，继而使 ＭＡＰＫ 的苏

氨酸、酪氨酸位点磷酸化，之后 ＭＡＰＫ 转位进入细

胞核，诱导相关炎症基因的表达［１３］ 。 余盼［１４］ 研究

表明，与对照组相比，患乳房炎奶牛的乳汁和血清

中的 脂 多 糖 结 合 蛋 白 （ ＬＢＰ）、 抗 原 识 别 受 体

（ＣＤ１４）以及抗肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞

介素－β（ ＩＬ⁃β）的表达均上调，炎症导致乳腺组织

中的 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）、ｐ３８ 蛋白激酶以及磷

酸化的 ｐ３８ 蛋白（ｐ⁃ｐ３８）的表达量显著增加，这提

示了 ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路中相关蛋白质的磷酸化

可能是导致乳房炎发生的重要因素。 其二为核因

子－κＢ（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ，ＮＦ⁃κＢ）通路，该通路包

括核因子 κＢ 抑制蛋白（ ＩκＢ） 激酶复合体、 ＩκＢ、
ＮＦ⁃κＢ 转录因子蛋白家族。 当细胞处于静息状态

时，ｐ５０ 和 ｐ６０ 亚单位通常形成 ＮＦ⁃κＢ 二聚体并

与 ＩκＢ 形成复合体，以无活性形式存在于胞浆中。
当细胞受到刺激时，ＩκＢ 激酶复合体活化，使 ＩκＢ
蛋白的 ２ 个关键丝氨酸位点磷酸化，并且随后被

２６ｓ 蛋白酶体泛素化降解，ＮＦ⁃κＢ 的核定位位点暴

露出来，迅速转移到细胞核中，与靶基因特异性结

合，促进 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃β 等相关蛋白质的合成［１５－１６］ 。
吴洁［１７］研究发现，脂多糖诱导的乳房炎组织与正

常组织相比，存在一些典型基因如 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、
ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 表达水平和蛋白表达水

平上调，ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路被激活，导致奶牛

乳腺上皮细胞损伤。 此外，ＭＡＰＫ 通路的活化也

会诱导 ＮＦ⁃κＢ 通路的激活，进而导致奶牛乳腺炎

症的发生。
　 　 同时越来越多的研究表明，奶牛患乳房炎后，
乳蛋白组会发生变化，如乳中酪蛋白、α－乳白蛋

白、β－乳球蛋白含量下降，血清白蛋白和转铁蛋白

含量增加，这很有可能是由于致病菌破坏了乳腺

上皮细胞之间的紧密连接，从而使血液中的蛋白

质渗透进乳池［１８］ 。 此外，在试验诱导乳腺炎的奶

牛乳中还发现了伴侣蛋白、ＤＮＡ 结合蛋白、转运蛋

白、结构蛋白、补体因子 ［补体 ３ （Ｃ３） 和补体 ４
（Ｃ４）］、乳铁蛋白、转铁蛋白、载脂蛋白 Ａ１、纤维

蛋白原、糖基化依赖细胞黏附因子－１、肽聚糖识别

受体蛋白和环十二肽－１ 含量的增加［１９－２１］ 。 其中，
补体因子 Ｃ３ 和 Ｃ４ 参与先天免疫，乳铁蛋白具有

抗菌活性，载脂蛋白 Ａ１ 可抑制中性粒细胞活化、
抑制巨噬细胞释放炎症细胞因子，肽聚糖识别受

体蛋白和环十二肽－１ 等抗菌肽家族具有中和内毒

素、下调促炎因子表达的功能。 Ｗｈｅｌｅｈａｎ 等［２２］ 研

究也显示，抗菌肽、急性期蛋白尤其是结合珠蛋白

和血清淀粉样蛋白 Ａ 参与乳房炎的先天免疫应

答，在患乳房炎的乳腺组织中表达上升。 综上，奶
牛患乳房炎后，伴随一系列的蛋白质变化，由此推

进了蛋白质组学技术在奶牛乳房炎中的应用。

３　 蛋白质组学技术在奶牛乳房炎中的应用
３．１　 翻译水平

　 　 翻译是遵循遗传密码的中心法则，将 ｍＲＮＡ
分子中的碱基排列顺序转变为蛋白质的过程［２３］ ，
这是继转录之后进行基因表达的第 ２ 步。 应用蛋

白质组学技术检测奶牛乳房炎期间蛋白质的翻译

水平变化，对奶牛在不同来源、不同程度乳房炎状
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态下所表达的蛋白质的种类和数量进行监测，为
诊断和治疗奶牛乳腺炎带来了极大的灵感。
　 　 无乳链球菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌是

引起大多数奶牛乳腺炎的三大病原菌，而蛋白质

组学技术恰好是筛选特异性生物标志物的有利工

具。 Ｐｏｎｇｔｈａｉｓｏｎｇ 等［２４］采用 ２⁃ＤＥ 和液相色谱－质
谱联用技术（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）对健康奶牛和无乳链球

菌型亚临床乳房炎奶牛的乳汁进行了蛋白质组学

分析，结果显示与对照组相比，患病组的抗菌肽－１
明显存在，其有望成为无乳链球菌型亚临床乳腺

炎的生物标志物蛋白质。 Ｚｈａｏ 等［２５］ 采用 ２⁃ＤＥ 和

无标记定量蛋白质组学分析方法（ ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ ｑｕａｎ⁃
ｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ）对健康奶牛和大肠杆菌

型乳房炎奶牛的乳腺组织进行了蛋白质组学比较

分析，蛋白质－蛋白质网络分析结果表明，波形蛋

白和 α－烯醇化酶是这个网络中心的“功能枢纽”，
可作为免疫防御的有效蛋白质，这有利于我们更

好地理解宿主防御系统在大肠杆菌型乳房炎反应

中的免疫机制。 而 Ａｂｄｅｌｍｅｇｉｄ 等［２６］ 利用无标记

定量蛋白质组学分析技术和二维液相色谱－串联

质谱法（２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）对自然感染金黄色葡萄

球菌的亚临床乳腺炎奶牛和健康奶牛的乳清蛋白

差异丰度进行了分析和量化，结果发现乳铁蛋白、
抗菌肽－４、肽聚糖识别蛋白－１、组织蛋白酶 Ｂ、组
蛋白、乳糖过氧化物酶差异显著，其中抗菌肽－４ 仅

存在于金黄色葡萄球菌亚临床乳腺炎组牛奶中，
是一种特异性乳腺炎标记物。
　 　 奶牛乳腺炎是全球养殖业的棘手问题，大家

在不断地从各个途径找寻高效的防治方法，包括

利用蛋白质组学技术在防治奶牛乳房炎上的探

索。 Ｌａｎｇｏｎｉ 等［２７］利用基质辅助激光解析电离质

谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ）技术监测了高产奶牛场 １０ 个月

乳腺炎乳汁样本，共研究了 ８０ 株菌株牛棒状杆

菌，其中 ５４ 株在种水平上被鉴定为牛棒状杆菌，
２４ 株在属水平上被鉴定为牛棒状杆菌，仅有 １ 株

鉴定不可靠。 因此，ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 可以作为鉴定牛

奶中棒状杆菌的一项重要技术。 Ｃｏｌｌａｄｏ 等［２８］ 则

采用 ２⁃ＤＥ 和 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法，对乳房内感染

了牛结核杆菌（ Ｓ． ｕｂｅｒｉｓ）的恢复期奶牛血清中的

生物膜和浮游细胞的细胞壁蛋白进行了分离鉴

定，结果共检测到 １６ 种生物膜蛋白。 在这些获得

的生物膜蛋白中选择甘油醛 － ３ －磷酸脱氢酶

（ＧＡＰＤＨ）、果糖二磷酸醛缩酶（ＦＢＡ）和延伸因子

Ｔｓ（ＥＦＴｓ）作为感染 Ｓ． ｕｂｅｒｉｓ 小鼠的抗原疫苗，结
果显示接种了 ＦＢＡ 或 ＥＦＴｓ 的小鼠组抗感染能力

较强，存活率较高。 因此，ＦＢＡ 或 ＥＦＴｓ 可能会成

为 Ｓ． ｕｂｅｒｉｓ 乳 腺 炎 疫 苗 的 强 抗 原 候 选。 Ｋａｎｇ
等［２９］利用 ２⁃ＤＥ 和 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法对银离子

处理后的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的表达蛋白

进行了蛋白质组学分析，结果显示银离子可以抑

制糖酵解、蛋白质合成所必需的酶的活性，这表明

银离子是通过夺取能量、抑制 ＤＮＡ 复制和氧化剂

的积累造成细胞损伤甚至凋亡的，成功揭示了银

离子对牛乳腺炎致病菌的抗菌机理。 Ｌｕｏ 等［３０］ 采

用液相色谱结合全高分辨率连续窗口数据独立采

集（ＳＷＡＴＨ ／ ＭＳ）方法对奶牛乳腺上皮细胞中的

溶酶体膜蛋白进行了蛋白质组学分析，结果发现

溶酶体膜蛋白中蛋白激酶 Ｃ－α 型（ＰＲＫＣＡ）、真核

翻译起始因子－４Ｅ（ＥＩＦ４Ｅ）、三磷酸鸟苷酶 ＨＲａｓ
（ＨＲＡＳ）和血小板反应蛋白－１（ＴＨＢＳ１）直接或间

接性地参与了哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）
信号通路，调控乳腺细胞增殖和乳蛋白合成，这为

有效防治奶牛乳腺炎疾病提供了一条新的治疗思

路。 综上，蛋白质组学在翻译水平上与奶牛乳腺

炎的多个指标包括乳腺蛋白、乳汁蛋白、血清蛋白

等的表达息息相关，为乳腺炎的诊断和治疗提供

了更多的依据。
３．２　 翻译后修饰

　 　 所谓蛋白质翻译后修饰，是指 ｍＲＮＡ 表达所

产生的蛋白质在经过翻译后的化学修饰，其中涉

及小分子化学基团、脂质甚至小分子蛋白质对蛋

白质的可逆共价修饰。 翻译后修饰是蛋白质活性

的关键调控因子，主要通过磷酸化、糖基化、泛素

化、乙酰化、烷基化、甲基化等方式调控机体的正

常生理功能［３１］ 。 当乳房炎发生时，许多蛋白质会

发生翻译后修饰，这使得蛋白质结构更复杂、调控

更精确、作用更专一、功能更完善。 研究发现，当
疾病发生时，细胞中泛素－蛋白酶体经典途径出现

障碍，蛋白质不能及时被降解，导致细胞内蛋白质

聚集形成包涵体，引发疾病［３２］ 。 蛋白质的磷酸化

是一种广泛存在于原核细胞和真核细胞中的翻译

后修饰，参与生命活动的多种生理和病理过程，如
参与细胞的增殖分化、炎症信号转导等。 例如，抗
奶牛乳腺炎药物 ８－甲氧补骨脂素（８⁃ｍｏｐ）可通过

抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路的活化和信号传导及转录激活蛋

白 １（ＳＴＡＴ１）通路的磷酸化抑制脂多糖引发的奶
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牛乳房炎［３３］ ；咖啡酸也可通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 途径中

的 ＮＦ⁃κＢ 的 α 降解和 ｐ６５ 的磷酸化，减少促炎细

胞因子的产生，从而抵御脂多糖对奶牛乳腺上皮

细胞的炎症损伤作用［３４］ 。 研究表明，乙酰化修饰

影响着细胞生理的各个方面，如转录调控、蛋白质

降解、细胞代谢、趋化反应及应激反应等。 如发现

沙门氏菌中代谢酶存在可逆性乙酰化现象，借助

乙酰化作用细胞可以灵活的响应环境变化。 目

前，关于蛋白质组学翻译后修饰技术在奶牛乳房

炎中的应用较少，研究学者们对蛋白质翻译后修

饰的认识还非常有限，对大部分修饰蛋白质的结

构和功能了解较少。 但越来越多的试验研究表

明，蛋白质的翻译后修饰在病原体感染、信号转

导、免疫调控和炎症的发生发展过程中起着重要

作用。 因此，以蛋白质翻译后修饰为突破口，深入

研究蛋白质的互作网络调控机制和作用，以及不

同修饰之间的协同调控，为阐述奶牛乳房炎发生

发展的机制提供了更为可靠的依据。
　 　 病原菌在侵袭宿主细胞过程中，会释放大量

效应蛋白特异性作用于关键信号因子，以加快病

原菌的生长增殖。 傅盼翰［３５］采用了蛋白质组学技

术原理，利用蛋白质的电荷和分子量分离鉴定出

效应蛋白 Ｏｓｐｌ 和 Ｕｂｃｌ３ 的晶体。 研究表明，志贺

氏菌效应蛋白 Ｏｓｐｌ 特异性作用于泛素结合酶

Ｕｂｃｌ３，Ｕｂｃｌ３ 脱 酰 胺 化 生 成 谷 氨 酸， 从 而 抑 制

ＮＦ⁃κＢ免疫信号通路的激活。 蛋白质泛素化修饰

能够调控 ＮＦ⁃κＢ 通路介导的炎症反应，凌静等［３６］

阐明了基于蛋白质组学技术研究的泛素化修饰蛋

白在调控炎症发生过程中，Ｅ３ 泛素连接酶中存在

着 环 指 蛋 白 １８３ （ ＲＮＦ１８３ ）、 环 指 蛋 白 ２０
（ＲＮＦ２０）、 Ｉｔｃｈ 和锌指蛋白 Ａ２０。 其中，ＲＮＦ１８３
可靶 向 ＮＦ⁃κＢ 抑 制 蛋 白 α 泛 素 化 降 解， 促 进

ＮＦ⁃κＢ活化，ＲＮＦ２０ 促进组蛋白 Ｈ２Ｂ 单泛素化，抑
制相关炎症因子的转录。 由于 ＮＦ⁃κＢ 通路同样是

调控奶牛乳腺炎的一条重要通路，因此蛋白质泛

素化修饰也可以作为研究奶牛乳房炎调控机制的

一个重要着手点［３７－３８］ 。 以上的研究表明，蛋白质

翻译后修饰在多方面影响着乳腺健康，但目前在

乳房炎领域中开展的研究较少，可通过借鉴其他

领域的研究思路进行更全面地探索。

４　 小　 结
　 　 目前，蛋白质组学技术在奶牛乳房炎中的应

用尚未普遍，奶牛乳房炎仍然是一个需要进一步

研究的疾病。 在奶牛乳房炎研究中，应用蛋白质

组学技术研究奶牛乳腺及乳汁中的蛋白质表达变

化，不仅能进一步揭示奶牛乳房炎的发病机制，发
现乳房炎的特异性标志物，而且能够不断丰富防

治奶牛乳房炎的方法。 相信随着蛋白质组学技术

在后续阶段的不断成熟，并结合其在其他科学研

究领域中的应用进展，会给奶牛乳房炎的致病和

治疗机理提供更多的参考依据。
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