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,目的-比较鼠伤寒沙门菌标准株及其环丙沙星体外诱导耐药株菌的蛋白表达图谱差异*分析这些蛋

白在鼠伤寒沙门菌诱导耐药过程中的作用*为沙门菌耐药机理的研究提供参考+,方法-将沙门菌标准株和环丙沙星

耐药株在
WN

培养基中培养至对数期*然后超声破碎细菌制备蛋白样品*进行二维电泳*电泳胶经扫描分析后选取差

异表达蛋白点进行质谱鉴定+,结果-沙门菌环丙沙星耐药株与标准株有
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个差异表达蛋白*其中磷酸化孔蛋白
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个蛋白表达量下调*磷酸乙酰基转移酶.天冬氨酸转氨酶.
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核糖体亚基
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体结合蛋白.假定的胞质蛋白.锰超氧化物歧化酶.
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核糖体
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外膜蛋白.短链脱氢酶等
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个蛋白表达

量上调+这
#L

个差异蛋白中*有
%

个!
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号"与抗药性无关*有
#

个!

M

和
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号"为未知功能蛋白*其余
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个是与细菌

耐药性相关的蛋白+这
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个蛋白可分为
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类*其中耐药相关蛋白
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个.毒力相关蛋白
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个.蛋白质合成相关蛋白
C

个.代谢相关蛋白
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个)其亚细胞定位为#细胞质中的蛋白
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个.外膜蛋白
C

个.细胞质内膜蛋白
#

个.周质蛋白和细

胞外蛋白各
%

个+,结论-与沙门菌标准株相比*耐环丙沙星沙门菌有
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个差异表达蛋白!

M

个表达下调*
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个表达

上调"*其中
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个与耐药性相关*分属
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个功能类别*定位于
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个亚细胞组分+
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沙门菌是重要的食源性人兽共患病原菌*可引

起食物中毒和败血症等*对人的生命安全和畜牧业

发展有很大危害%

%

&

+氟喹诺酮类药物!

7-)(*(

T

)9+B

(-(+34

*

7c4

"是治疗沙门菌病的常用药物*但由于

7c4

的大量使用甚至滥用导致沙门菌耐药性迅速

上升%

#

&

+因此*深入探讨沙门菌的耐药机理成为解

决其耐药性问题的关键+沙门菌主要通过药物作用

靶位的基因突变.质粒介导的基因水平传播.增强主

动外排功能等方式产生耐药性%

CBL

&

+

蛋白质组学是以蛋白质组为研究对象*大规模.

系统地研究蛋白质的特征及结构*包括蛋白质的表

达水平.翻译后修饰.相互作用等%

D

&

+目前*质谱同

各种蛋白质分离技术和生物信息学工具的联合使

用*已成为蛋白质组学研究的主要方法%

"

&

+二维电

泳作为蛋白质组学的核心技术*是唯一能同时将千

种蛋白质分离和展示的技术*因此*被广泛应用于生

物学研究中%

M

&

*尤其是对微生物特定表型的研究+

该方法可以更好地分析不同微生物中蛋白表达量的

差异*找出与特定表型相关的蛋白组分+本研究以

鼠伤寒沙门菌为研究对象*利用二维电泳结合质谱

鉴定技术对诱导耐药沙门菌的蛋白质组学进行研

究*通过比较耐药株和标准株的蛋白质表达图谱*筛

选出鼠伤寒沙门菌的耐药相关蛋白*鉴定并探讨其

功能*为深入研究沙门菌的耐药机理奠定基础+
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材料与方法

%<%

!

试验材料
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!标准

株"*由中国农业大学动物医学院兽医药理学与毒理

学实验室惠赠)鼠伤寒沙门菌环丙沙星!
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"体外耐药株*由兽医药理学与毒理学课题

组采用药物浓度递增法对标准株进行诱导所得*其

对
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的耐药值为
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主要试剂和仪器
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标准品!
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生化培养箱*上海一恒科学仪器有限
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超声波细胞破碎机*宁波新芝科器研
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脱色摇床*北京市新技术应用研究所)

医用低温保存箱
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*海尔特种电器有限

公司)培清
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全自动凝胶成像系统分析仪*上
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试验方法
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菌株培养与总蛋白的制备
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分别挑取鼠伤

寒沙门菌标准株和
OGX

诱导耐药株的单菌落接种
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液体培养基中*

C"d

.

%M$*

$

K9+

培养过

夜*按照体积比
%j%$$

将
%<LKW

菌液接种于
%L$

KWWN

液体培养基*

C"d

培养至对数生长期)

!d

.

M$$$*

$

K9+

离心
%$K9+

后弃上清*收集菌体沉淀*

XN=

缓冲液重悬.离心.洗
C

次*以更好除去菌体内

杂质+

将收集到的菌体沉淀*悬浮于
CKWY?N)..3*

*

加入蛋白酶抑制剂!

%KK(-

$

WXZ=7

*

#K

`

$

W

抑肽

酶*

LK

`

$

W

亮抑酶肽"*超声破碎!

#$$^

*工作
C4

停
L4

*超声
MK9+

"+

! d

.

%C$$$*

$

K9+

离心
%$

K9+

*收集上清*用
X3,@

;

X*3

J

#BEO-3,+)

J

R90

进行

纯化*每管沉淀加入
#$$

%

W

水化上样缓冲液*室温

放置
C$K9+

*每隔
%$K9+

用涡旋振荡器振荡混匀+

当蛋白充分溶解后用冷冻高速离心机
!d

.

%C$$$

*

$

K9+

离心
#$K9+

去除不溶杂质*上清即为处理好

的蛋白质样品*

SM$d

贮存+采用
N*,@.(*@

蛋白检

测试剂盒测定样品中的蛋白质浓度+

%<#<#

!

二维电泳
J

V

范围的确定
!

利用
">K

J

V

L

&

M

和
">K

J

VC

&

%$

的
GX[

预制胶条对鼠伤寒

沙门菌标准株的菌体蛋白进行二维电泳*根据蛋白

的分离情况*确定二维电泳
J

V

范围+

%<#<C

!

沙门菌标准株和
OGX

耐药株的二维电泳
!

分别取沙门菌标准株和
OGX

耐药株冻存的蛋白样

品各
%<LK

`

*与水化上样缓冲液混合*终体积为
!$$

%

W

*涡旋混合均匀*加入
GX[

*聚焦盘中槽的边缘从

左向右线性匀速加入样品*槽两端各
%>K

左右不加

样*保证样品液的连贯性*防止产生气泡+将固相化

J

V

梯度胶条!

%">K

*

J

VC

&

%$

"置于聚焦盘相应的

聚焦槽内*放入等电聚焦电泳仪中*按照以下程序完

成等电聚焦#

L$A

.

#$d

.主动水化
%!1

)

#L$A

线

性
$<L1

)

%$$$A

快速
%1

)

%$$$$A

线性
L1

)

%$$$$A

快速
D$$$$A

时聚焦)

L$$A

维持+将等

电聚焦完的胶条先后置于平衡缓冲液
#

和平衡缓冲

液
"

中分别轻微振荡
%LK9+

+将平衡后的胶条置

于预先灌制
%$\ =E=BX5[?

胶上*加入低熔点琼

脂糖溶液*使其与
=E=BX5[?

胶紧密接触*待其完

全凝固后在
NGFBP5E

电泳仪中电泳!

M$A

电泳
%L

K9+

*改变电压至
%L$A

*直到溴酚蓝标志线接近凝

胶底部时电泳结束"+电泳后的胶用固定液!体积分

数
!$\

乙醇和体积分数
#$\

乙酸"固定
C$K9+

*加

入考马斯亮蓝染液染色过夜*用纯水脱色至无背景

颜色+每种细菌蛋白样品均平行进行
%M

次+

%<#<!

!

图像分析和质谱鉴定
!

用
N9(BP,@

公司扫

描仪对脱色后凝胶扫描*用
XEc)340M<$

二维电泳

图像处理软件分析获取蛋白质点的位置坐标和表达

量等信息+以标准株作为对照*分析
OGX

诱导耐药

株蛋白表达图谱*统计有或无差异点以及蛋白表达

量差异在
C

倍及以上的蛋白点*采用
=X==#$<$

进

行统计学分析+

采下的蛋白点送至华大公司做胶内酶解和质谱

分析*样品经胰酶酶解*并用
Z5WEGBYF7

$

YF7B

Z=

进行质谱鉴定+采用正离子模式和自动获取数

据模式进行数据采集*将一级和二级质谱数据整合*

使用
[X=C<D

!

5

JJ

-93@N9(4

;

403K4

"和
Z,4>(0#<C

!

Z,0*9a=>93+>3

"软件对质谱数据进行分析和蛋白

鉴定*并在
/ONG

数据库中检索*从而得到蛋白质鉴

定结果+

#

!

结果与分析

#<%

!

二维电泳
J

V

的确定

从图
%

可以看出*在
J

VL

&

M

的
GX[

预制胶

上*在
J

V

小于
L

时鼠伤寒沙门菌标准株菌体蛋白

0/
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成条带状*说明未被完全分离)而在
J

VC

&

%$

的

GX[

预制胶上所有蛋白均被很好地分离开来+因

此*后续试验选用
">K

J

VC

&

%$

的
GX[

预制胶条

进行二维电泳+

图
%

!

鼠伤寒沙门菌标准株菌体蛋白在
">K

J

VL

&

M

!

5

"和
">K

J

VC

&

%$

!

N

"

GX[

预制胶上的二维电泳

79

`

<%

!

#BE3-3>0*(

J

1(*3494(.-,"+%*&"",5

2@

1#+C4#C+40,+@,*@40*,9+

J

*(039+(+

">K

J

VL

&

M

!

5

"

,+@">K

J

VC

&

%$

!

N

"

GX[

#<#

!

鼠伤寒沙门菌标准株和耐
OGX

株蛋白的二维

电泳图谱分析与质谱鉴定

从各自
%M

次二维电泳试验结果中*选取
C

张试

验效果最好的图谱进行分析+

C

张鼠伤寒沙门菌标

准株菌体蛋白图谱的匹配度为
M&<L\

*

C

张耐
OGX

株菌体蛋白图谱的匹配度为
M"<!\

*表明该二维电

泳分析具有良好的重复性+采用
XEc)340M<$

软

件对鼠伤寒沙门菌标准株和耐
OGX

株的蛋白质点

位置坐标和表达量进行分析*检测到约
!$$

个蛋白

质点+按照表达量差异在
C

倍以上的进行校准*耐

OGX

株与标准株相比存在
#L

个表达差异的蛋白点*

其中
%"

个上调*

M

个下调!图
#

"+差异蛋白点酶解

液经
Z5WEGBYF7

质谱分析*用软件搜索
/ONG

数

据库*鉴定结果如表
%

所示+

箭头所示
%

&

M

号表示表达量下调的蛋白*

&

&

#L

号表示表达量上调的蛋白

/(<%SM,*3@(2+B*3

`

)-,03@

J

*(039+4

*

,+@/(<&S#L,*3)

J

B*3

`

)-,03@

J

*(039+4

图
#

!

鼠伤寒沙门菌标准株!

5

"和耐
OGX

株!

N

"菌体蛋白的二维电泳

79

`

<#

!

#BE?

`

3-K,

J

(.-,"+%*&"",5

2@

1#+C4#C+40,+@,*@40*,9+

!

5

"

,+@OGX*34940,+040*,9+

!

N

"

1/
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表
%

!

鼠伤寒沙门菌标准株和耐
OGX

株表达差异蛋白点的质谱鉴定结果

Y,b-3%

!

G@3+09.9>,09(+(.@9..3*3+09,--

;

3a

J

*3443@

J

*(039+49+OGX*34940,+0,+@40,+@,*@40*,9+4b

;

K,44

蛋白编号

X*(039+/F<

蛋白
GE

X*(039+GE

分子质量$
)

Z*

独特肽段数

8+9

T

)3

J

3

J

09@3+)Kb3*

等电点

J

G

蛋白名称

X*(039++,K3

% F7N%CL#M<% CMC%&<#C " !<CL

磷酸化孔蛋白
X1(?X1(4

J

1(

J

(*9+X1(?

# ?YO%$&&L<% !M!"#<C% ! D<$"

二氢硫辛酰胺脱氢酶组件蛋白

E91

;

@*(-9

J

(,K9@3@31

;

@*(

`

3+,43

J

,*09,-

C Oc7#$##&<% L%C#D<&" ! !<DC 5YX

合成酶
5YX4

;

+01,434)b)+90b30,

! #QZ&

/

5 C"!#"<DL C !<MM

细胞侵袭蛋白
=9

J

E

的
5

亚基

O1,9+5

*

%>3--9+:,49(+

J

*(039+=9

J

E

L X'RL&%M"<% C%&%C<"D %$ !<CL

锰过氧化氢酶
Z+B>(+0,9+9+

`

>,0,-,43

D 5X7%C$C"<% !CMCC<&L # L<C&

二氢硫辛酰胺转琥珀酰酶

E91

;

@*(-9

J

(,K9@34)>>9+

;

-0*,+4.3*,43

" ?YO$"""L<% C&C"C<"L # D<$%

果糖二磷酸醛缩酶

7*)>0(43Bb94

J

1(4

J

1,03,-@(-,43

M RQE&"LD&<% !%%&"<"$ # !<!!

假定蛋白
57CLL

/

#$&$$

V

;J

(01309>,-

J

*(039+57CLL

/

#$&$$

& ?YO$D""#<% ""LLM<%& L L<$D

磷酸乙酰基转移酶

X1(4

J

1,03,>30

;

-0*,+4.3*,43

%$ 55W%&&C#<% !C""&<%M C L<C%

天冬氨酸转氨酶
54

J

,*0,03,K9+(0*,+4.3*,43

%% 5G?$!!%&<% !##M$<#" %& M<M#

P/E

家族外排泵的膜融合蛋白

Z3Kb*,+3.)49(+

J

*(039+(.P/E.,K9-

;

K)-09@*)

`

3..-)a

J

)K

J

%# RX7%MLM&<% C"M&$<MD ! L<DD

鞭毛马达开关
7-9Z

7-,

`

3--,*K(0(*4290>1

J

*(039+7-9Z

%C 5Ef%D&&%<% CD%LM<L# # D<L#

三磷酸甘油醛脱氢酶

[-

;

>3*,-@31

;

@3BCB

J

1(4

J

1,03@31

;

@*(

`

3+,43

%! 5RE$""##<% CMLC"<#! C L<#% FK

J

5

外膜蛋白
F)03*K3Kb*,+3

J

*(039+5

%L 55W%&%M%<% C$!L#<"D %M !<MD

蛋白质链伸长因子
?7BY4

X*(039+>1,9+3-(+

`

,09(+.,>0(*?7BY4

%D ?YO$M$$C<% #M%MC<LC & L<$$

丙二醇利用蛋白
X@)N

X*(

J

,+3@9(-)09-9U,09(+

J

*(039+X@)N

%" FXG%"%D&<% #!$%C<%% ! L<CL

/5E

!

X

"

V

硝基还原酶

/5E

!

X

"

V+90*(*3@)>0,43

%M 55W%&CLD<% ##!%"<# D L<%$

假定硫醇
B

烷基过氧化氢还原酶

X)0,09:3019(-B,-I

;

-1

;

@*(

J

3*(a9@3*3@)>0,43

%& 55W##C$#<% ##$"#<MD ! %$<!L

L$=

核糖体亚基
W!

L$=*9b(4(K,-4)b)+90

J

*(039+W!

#$ ?RY%%!%C<% D$!$M<!% # D<M$

肽
5NO

转运体结合蛋白

X3

J

09@35NO0*,+4

J

(*03*4)b40*,03Bb9+@9+

`J

*(B

039+

#% 55W%&CM&<% %&$%$<$# L L<!C

假定的胞质蛋白
X)0,09:3>

;

0(

J

-,4K9>

J

*(039+

## 5Ef%&MC$<% #CLDM<& L D<"C

锰超氧化物歧化酶!

Z+B=FE

"

K,+

`

,+3434)

J

3*(a9@3@94K)0,43

#C 5RE%$$MC<% %""$&<!D # %$<!# C$=

核糖体
=!

亚基
C$=*9b(4(K,-

J

*(039+=!

#! Oc?$!&C$<% LCC#$<& # L<%!

Y(-O

外膜蛋白

F)03*K3Kb*,+3

J

*(039+Y(-O

#L 5GW#%$"&<% #M$##<!% C !<&$

短链脱氢酶
=1(*0B>1,9+@31

;

@*(

`

3+,43

!!

注#蛋白编号同图
#

+至少有
#

条或
#

条以上的独特肽段覆盖才能鉴定为相应的蛋白+

/(03

#

X*(039++)Kb3*940134,K3,479

`

)*3#<Y2((*K(*3)+9

T

)3

J

3

J

09@3.*,

`

K3+04,*3+33@3@0(b39@3+09.93@,4>(**34

J

(+@9+

`J

*(039+4<

#<C

!

鼠伤寒沙门菌标准株和耐
OGX

株差异蛋白功

能分类及其亚细胞定位

鼠伤寒沙门菌标准株和耐
OGX

株
#L

个差异蛋

白中*有
%

个!

%

号"与抗药性无关*有
#

个!

M

和
#%

号"为未知功能蛋白*其余
##

个均与细菌耐药性相

关+

##

个与细菌耐药性相关的差异表达蛋白功能

分类及亚细胞定位结果如表
#

所示+由表
#

可知*

这
##

个蛋白可分为
!

类*其中耐药相关蛋白有
L

个.毒力相关蛋白类有
#

个.蛋白质合成相关蛋白有

C

个.代谢相关蛋白有
%#

个)其亚细胞定位为#细胞

质中的蛋白
%L

个.外膜蛋白
C

个.细胞质内膜蛋白

#

个.周质蛋白和细胞外蛋白各
%

个+

7/
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表
#

!

鼠伤寒沙门菌标准株和耐
OGX

株差异表达蛋白的功能分类及亚细胞定位

Y,b-3#

!

7)+>09(+,->-,449.9>,09(+,+@4)b>3--)-,*-(>,-9U,09(+(.@9..3*3+09,--

;

3a

J

*3443@

J

*(039+4b30233+

-,"+%*&"",5

2@

1#+C4#C+40,+@,*@40*,9+,+@OGX*34940,+040*,9+

蛋白名称

X*(039++,K3

功能分类
!!!

7)+>09(+,->-,449.9>,09(+

!!!

亚细胞定位

=)b>3--)-,*-(>,09(+

二氢硫辛酰胺脱氢酶组件蛋白

E91

;

@*(-9

J

(,K9@3@31

;

@*(

`

3+,43

*

J

,*09,-

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

5YX

合成酶

5YX4

;

+01,434)b)+90b30,

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

锰过氧化氢酶

Z+B>(+0,9+9+

`

>,0,-,43

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

二氢硫辛酰胺转琥珀酰酶

E91

;

@*(-9

J

(,K9@34)>>9+

;

-0*,+4.3*,43

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

果糖二磷酸醛缩酶

7*)>0(43Bb94

J

1(4

J

1,03,-@(-,43

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

磷酸乙酰基转移酶

X1(4

J

1,03,>30

;

-0*,+4.3*,43

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

天冬氨酸转氨酶

54

J

,*0,03,K9+(0*,+4.3*,43

代谢相关蛋白

Z30,b(-9>*3-,03@

J

*(039+

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

三磷酸甘油醛脱氢酶

[-

;

>3*,-@31

;

@3BCB

J

1(4

J

1,03@31

;

@*(

`

3+,43

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

丙二醇利用蛋白
X@)N

X*(

J

,+3@9(-)09-9U,09(+

J

*(039+X@)N

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

/5E

!

X

"

V

硝基还原酶

/5E

!

X

"

V+90*(*3@)>0,43

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

假定硫醇
B

烷基过氧化氢还原酶

X)0,09:3019(-B,-I

;

-1

;

@*(

J

3*(a9@3*3@)>0,43

外膜

F)03*K3Kb*,+3

短链脱氢酶

=1(*0B>1,9+@31

;

@*(

`

3+,43

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

细胞侵袭蛋白
=9

J

E

的
5

亚基

O1,9+5

*

%O3--9+:,49(+

J

*(039+=9

J

E

毒力相关蛋白

A9*)-3+>3*3-,03@

J

*(039+

胞外

?a0*,>3--)-,*

锰超氧化物歧化酶!

Z+B=FE

"

Z,+

`

,+3434)

J

3*(a9@3@94K)0,4

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

P/E

家族外排泵的膜融合蛋白

Z3Kb*,+3.)49(+

J

*(039+(.P/E.,K9-

;

K)-09@*)

`

3..-)a

J

)K

J

细胞质内膜

O

;

0(

J

-,4K9>K3Kb*,+3

鞭毛马达开关
7-9Z

7-,

`

3--,*K(0(*4290>1

J

*(039+7-9Z

细胞质内膜

O

;

0(

J

-,4K9>K3Kb*,+3

FK

J

5

外膜蛋白

F)03*K3Kb*,+3

J

*(039+5

耐药相关蛋白

P34940,+>3*3-,03@

J

*(039+4

外膜

F)03*K3Kb*,+3

肽
5NO

转运体结合蛋白

X3

J

09@35NO0*,+4

J

(*03*4)b40*,03Bb9+@9+

`J

*(039+

周质

X3*9

J

-,4K9>

Y(-O

外膜蛋白

F)03*K3Kb*,+3

J

*(039+Y(-O

外膜

F)03*K3Kb*,+3

蛋白质链伸长因子
?7BY4

X*(039+>1,9+3-(+

`

,09(+.,>0(*?7BY4

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

L$=

核糖体亚基
W!

L$=*9b(4(K,-4)b)+90

J

*(039+W!

蛋白质合成的蛋白

X*(039+4

;

+013494

J

*(039+

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

C$=

核糖体
=!

亚基

C$=*9b(4(K,-

J

*(039+=!

细胞质

O

;

0(

J

-,4K9>

C

!

讨
!

论

本研究通过二维电泳技术筛选鼠伤寒沙门菌耐

OGX

株与标准株之间的差异表达蛋白质*得到
#L

个

差异表达蛋白点*其中
M

个下调.

%"

个上调+经质

谱分析对
#L

个差异蛋白点进行了蛋白种类鉴定*发

现了
L

个耐药相关蛋白.

#

个毒力相关蛋白.

C

个蛋

白质合成相关蛋白和
%#

个代谢相关蛋白+

C<%

!

耐药相关蛋白

本研究发现的
L

个耐药相关蛋白分别为
P/E

家族外排泵的膜融合蛋白.肽
5NO

转运体结合蛋

白.外膜蛋白!

Y(-O

.

FK

J

5

"和鞭毛马达开关

7-9Z

*其中
P/E

家族外排泵的膜融合蛋白.肽
5NO

转运体结合蛋白和外膜蛋白
Y(-O

与以往的报道相

符*如
A3+03*

等%

%$

&研究发现*在革兰氏阴性菌中*

P/E

家族外排泵的膜融合蛋白过表达是细菌形成

耐药性的重要原因之一)

P/E

家族外排泵的膜融合

蛋白作为细菌外排泵结构的重要组成部分*其缺失

会使细菌耐药性减弱%

%%

&

)肽
5NO

转运体结合蛋白

作为
5NO

转运系统的组成部分*在耐药方面发挥重

要作用%

%#

&

)

Y(-O

蛋白在大肠杆菌中与
5>*5N

组成

了外排泵系统并参与药物运输+研究表明*缺失

0%"$

基因会使细菌的
ZGO

降低%

%C

&

)此外
P9>>9

等%

%!

&研究表明*当鼠伤寒沙门菌缺失了
0%"$

基因

2/
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时*筛选不到突变株+

这
L

个蛋白中*鞭毛马达开关
7-9Z

蛋白和

FK

J

5

蛋白在沙门菌中是新发现的差异表达蛋白+

鞭毛马达开关
7-9Z

蛋白与
7-9[

.

7-9/

蛋白构成鞭

毛马达的转子*可以控制鞭毛的旋转方向*改变菌体

运动状态*从而躲避不利因素%

%L

&

+沈日敏等%

%D

&研究

发现*

(

"#R

基因缺失的茎瘤固氮根瘤菌丧失鞭毛和

趋化能力+

FK

J

5

蛋白是革兰氏阴性细菌中比较丰

富的孔蛋白*

=K,+9

等%

%"

&研究发现*在鲍曼不动杆

菌中缺失
S+

@

)

基因会导致其对氯霉素.氨曲南和

萘啶酸的
ZGO

降低*说明
FK

J

5

外膜蛋白在细菌

耐药性方面具有重要作用+

此外本试验还发现这
L

个与耐药相关的蛋白在

耐
OGX

沙门菌中的表达量发生上调*暗示其可能与

沙门菌耐药性的产生有关+

C<#

!

毒力和蛋白质合成相关蛋白

本研究发现
#

个与毒力相关的蛋白分别为细胞

侵袭蛋白
=9

J

E

的
5

亚基和锰超氧化物歧化酶

!

Z+B=FE

"*均与以往报道相符*如细胞侵袭蛋白

=9

J

E

在细菌入侵肠道中发挥着重要作用%

%M

&

*

=9

J

E

的组成部分
5

亚基表达量下降提示
=9

J

E

的表达也

出现下调*表明
OGX

耐药株的侵袭力可能变弱)

Z+B

=FE

能够特异性清除氧自由基*对维持胞内新陈代

谢的稳定发挥重要作用%

%&

&

+另外
=FE

还参与细菌

生长.毒力和菌膜生成等*如张建康等%

#$

&研究发现*

鼠伤寒沙门菌
-%/)

基因缺失株的生长速度和菌膜

生成能力明显下降)

7,+

`

等%

#%

&研究发现*链球菌中

Z+B=FE

参与
#

型链球菌入侵机体后引起的抗自噬

反应)这些研究提示鼠伤寒沙门菌在获得
OGX

耐药

后致病性可能有所减弱+

本研究发现的
C

个与蛋白质合成相关蛋白分别

为蛋白质链伸长因子
?7BY4

.

L$=

核糖体亚基
W!

和

C$=

核糖体
=!

亚基*其中蛋白质链伸长因子
?7BY4

参与蛋白质合成过程中氨基酸的进位%

##

&

*其在耐

OGX

沙门菌中的表达量发生上调*提示其可能与细

菌耐药性产生有关)

L$=

核糖体亚基
W!

和
C$=

核

糖体
=!

亚基都是核糖体的必要组成部分*在蛋白质

翻译过程中发挥关键作用+以上
C

个蛋白在耐
OGX

沙门菌中的表达量均发生上调*提示
OGX

耐药株可

能需要合成更多的蛋白质才能在极端环境中生存+

C<C

!

代谢相关蛋白

本研究发现
%#

个与代谢相关蛋白*值得关注的

是*这
%#

个蛋白中的
D

个都与细菌的能量代谢相

关*如二氢硫辛酸脱氢酶组件蛋白作为丙酮酸脱氢

酶复合体的组成部分*在三羧酸循环中发挥着重要

作用)

5YX

合成酶是合成
5YX

的关键酶)果糖二磷

酸醛缩酶存在于糖酵解的逆反应中*其表达量下调

提示糖酵解的作用增强%

#C

&

)三磷酸甘油醛脱氢酶作

为糖酵解的中心酶*表达量上调也提示糖酵解作用

增强)丙二醇利用蛋白
X@)N

和
/5E

!

X

"

V

硝基还

原酶能通过其他途径为菌体供能%

#!

&

*说明菌体在极

端环境中生存可能需要更多能量来源+这些证据提

示
OGX

耐药株在极端环境中生存可能需要更多的

能量供给+

另外*

D

个代谢相关蛋白在细菌的其他代谢途

径中也发挥重要作用*如锰过氧化氢酶能清除细菌

体内的活性氧以维持胞内代谢稳定*尤其是在恶劣

环境中细菌会因代谢紊乱等原因出现活性氧爆发现

象*活性氧浓度过高会对细胞造成严重危害%

#L

&

+杨

秀清等%

#D

&研究发现*锰过氧化氢酶基因缺失株的生

长速率和多氯联苯的降解速率变慢+二氢硫辛酰胺

转琥珀酰酶和磷酸乙酰基转移酶在蛋白质的琥珀酰

化和乙酰化修饰方面发挥着重要作用+假定硫醇
B

烷基过氧化氢还原酶可以还原硫醇类物质*防止其

毒害细胞%

#"

&

+短链脱氢酶是一类依赖
/5E

!

X

"

V

的氧化还原酶*具有相似的序列模型和催化机制*在

一系列氧化还原反应机制中发挥重要作用+

上述
%#

个与代谢相关的蛋白中*三磷酸甘油醛

脱氢酶和锰过氧化氢酶是在沙门菌中新发现的差异

表达蛋白*提示其与细菌耐药形成相关+

!

!

结
!

论

本研究采用二维电泳结合质谱鉴定技术的蛋白

质组学方法*比较了鼠伤寒沙门菌耐
OGX

株与标准

菌体蛋白表达的差异情况*筛选出与细菌耐药.毒

力.蛋白质合成和代谢等相关的差异蛋白质*其中外

膜蛋白
FK

J

5

.鞭毛马达开关
7-9Z

.三磷酸甘油醛

脱氢酶.锰过氧化氢酶等蛋白在沙门菌中是新发现

的差异表达蛋白*为沙门菌潜在的耐药调控靶点+
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