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吉兰!巴雷综合征相关空肠弯曲菌的

蛋白质谱特征分析

田新英 张建中 李春岩 何利华 刘瑞春 尹焱 邹清华 赵哲

【摘要】 目的 分析吉兰!巴雷综合征（"#$）相关空肠弯曲菌（%&）与非"#$相关%&的蛋白质谱

特征。方法 利用双向电泳对这两类%&各’株菌的全菌蛋白进行分离，比较蛋白质谱之间的差异，

并对差异蛋白进行基质辅助激光解吸离子化飞行时间质谱（()*+,!-./）分析。结果 比较发现01
个差异蛋白，质谱分析鉴定出23个蛋白质，包括4567蛋白，参与能量代谢的苹果酸脱氢酶、磷酸丙糖

异构酶、镍!铁还原酶小亚单位、半胱氨酸合成酶及支链氨基酸氨基转移酶，参与细胞加工处理过程的

热休克蛋白、铁吸收)#%转运系统周质铁结合蛋白、烷基过氧化氢还原酶以及与细胞表面结构有关

的鞭毛蛋白、8+9!:!乙酰烯醇式丙酮酸葡萄糖胺还原酶等。结论 4567蛋白可能与致"#$相关脂

多糖的独特结构合成或细菌的毒力有关，4567蛋白及鞭毛蛋白有可能为"#$相关%&的特征蛋白。
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空肠弯曲菌（4/C@)E2I/9B=AL=L5’&，%&）是引起

急性胃肠炎最常见的一种肠道病原菌，近年来发现，

%&感 染 与 部 分 吉 兰!巴 雷 综 合 征（"L=556=>!#6GGM
EN>OGC@A，"#$）发病有关。虽然目前大多倾向于认
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为分子模拟机制［2］在发病中起重要作用，但%&感染

导致"#$的确切发病机制尚不十分清楚。一些学

者在基因水平上对"#$相关%&的特征及其特异性

标志物进行了研究［0，V］，但尚未得出一致的结论。

研究表明，部分"#$与前驱%&感染有关，而只有某

些特殊血清型菌株的感染可引起"#$。由于"#$
相关%&的分子生物学特征不很清楚，使致病菌株的

鉴定、%&的分子流行病学检测手段的建立、疫苗研

制及人群干预等都受到一定限制。%&基因组计划
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的完成、蛋白质双向电泳（!"#$）和质谱分析技术的

发展使我们有可能从表型和基因水平高通量地分析

%&’相关()的分子生物学特征。本研究拟利用!"
#$和质谱两种技术对%&’相关()和非%&’相关

()的蛋白质图谱进行分析，寻找%&’相关()的特

征性蛋白，为进一步研究%&’相关()的分子生物

学特征、建立分子流行病学监测手段等打下基础。

材料与方法

*+主要仪器与试剂：

（*）仪 器：!"#$系 统 及 图 像 分 析 软 件（均 为

,-./012-312/-2452公 司 产 品 ），&678$9 !型

:,8#6";<7质谱仪，(=!*型高速低温离心机，冷

冻真空干燥机，>4*?@3&型超声破碎仪等。

（!）试剂：63%干胶条（!A4-，BC?"*@非线

性）、(C,3’、二硫苏糖醇（#;;）（以上试剂均购自

,-./012-312/-2452公司），碘乙酰胺、胰蛋白酶、

硫脲、丙烯酰胺、D，D’"甲叉双丙烯酰胺、三氟乙酸、

#"氰"A"羟 基 肉 桂 酸 均 为 ’5E-2 产 品，3:’7
（,-/.04F），乙腈（7GHI./）等。

!+菌株来源：选取%&’相关()菌J株，分离自

河北医科大学第二医院神经内科%&’患者的粪便

标本，其中*株（88()）为动物模型证实的%&’致病

菌株。非%&’相关()菌株J株，分离自当地鸡的

粪便标本（表*）。

表! !!

实验菌株来源情况

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

菌株编号 菌株来源 相关疾病 菌株编号 菌株来源 相关疾病

88() 患者 ,:,D
KL;() 患者 ,:,D
M9() 患者 ,:,D
M&() 患者 ,:,D
MC9() 患者 ,:,D
8(() 患者 ,6#3
89(() 患者 ,:,D
9N:() 患者 ,:,D

()! 鸡 O
()? 鸡 O
()A 鸡 O
()P 鸡 O
()Q 鸡 O
()*R 鸡 O
()!@ 鸡 O
()!J 鸡 O

注：,:,D：急性运动性轴索性神经病；,6#3：急性炎症性脱髓

鞘性多发性神经病；“O”：无；菌株均分离自河北省

?+细菌培养及全菌蛋白样品制备：培养基为含

JS羊血的哥伦比亚琼脂固体培养基，在?TU微需

氧条件（PS<!、*@S(<!、JPSD!）下培养AJ1，收获

菌后制备全菌蛋白样品［A］，加入裂解液，超声波助

溶，AU离心，将上清分装，采用&/2VWF/V法［P］测定

蛋白质浓度，OJ@U保存备用。

A+双向凝胶电泳：等电聚焦所用干胶条BC范

围为?"*@非线性，聚焦时间**1，>1/达R@@@@左

右。十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（’#’"
3,%$）分离应用*!+PS的聚丙烯酰胺凝胶。采用

银染色（用于结果分析）或考马斯亮蓝染色［用于基

质辅助 激 光 解 吸 离 子 化 飞 行 时 间 质 谱（:,8#6"
;<7":’）样品制备］。扫描图像，用图像分析软件

（6-2E.:20X./?+*）进行分析。

P+质谱分析：精确切下差异蛋白点，制备质谱样

品［Q］，做:,8#6";<7":’。

Q+数据库检索鉴定蛋白质：对 :,8#6";<7"
:’结 果 在6YX./Y.X上 进 行 搜 索，本 研 究 采 用

:’(<;数据库（1XXB：／／ZZZ+-2X/5[045.Y4.+4F-）。

参数选择：物种为()；漏切位点：*；固定修饰：甲基

脲（(2/\2-5VF-.X1]G）；肽段误差：*@@"*!@@BB-。

结 果

*+结果显示，用!"#$获得高分辨率的()蛋白

图谱。由于菌株间存在较大差异，识别蛋白点的范

围为QTA"*QJJ个，!"#$重复性为R@S。图*，!所

示分别为()!和88()的蛋白图谱，识别的蛋白点分

别为*P?A个和*QJJ个。

图! 非%&’相关菌株（()!）的!"#$图谱（银染色）

!+通过比较%&’相关()与非%&’相关()之

间的蛋白差异，发现具有有无差异特征的蛋白点!@
个（图*，!中标注）。

?+对存在有无差异特征的蛋白做:,8#6";<7
质谱分析，共鉴定出*T个蛋白质，各蛋白的性质及

其在各菌株中的分布频率见表!。

A+ZG29蛋 白 的 :,8#6";<7":’见 图?，其

:,’(<;数据库搜索结 果 为：蛋 白 质 ZG29蛋 白

（()）；匹配分数JJ；预测相对分子质量?!?QA；等电

点理论值P+TP；序列覆盖率AJS；匹配的肽段（以黑

体表示）：
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表! !"#相关菌与非!"#相关菌之间差异蛋白的分析结果

蛋白
编号

蛋白在菌株中的
分布频率

!"#
相关$%

（!&’）

非!"#
相关$%

（!&’）

编码
基因

蛋白质
匹配
分数!

( ) ( *+,- 热休克蛋白 ..
/ / 0 *+12 3+12 45
6 . / 789" :;<=>=乙酰烯醇式丙酮酸葡萄糖胺还原酶 .(
4 . ? 71* 苹果酸脱氢酶 ((’
. ) 6 $%?60. 脂蛋白 4’
) ’ ( @ABC 磷酸丙糖异构酶 .5
0 ’ 6 *D1C 镍=铁还原酶小亚单位 5/
’ ) 6 E*A$ 烷基过氧化氢还原酶 .)
5 0 4 FD+2 半胱氨酸合成酶 4)
(? 0 6 $%((’5F 信号转导传感器蛋白 4)
(( ’ ( G,EH G,EH蛋白 ’’
(/ 0 4 $%(.4’F >C;<依赖性乙醇脱氢酶 05
(6 ’ / I,EC 鞭毛 4)
(4 ? ) $%?(0.F 铁吸收C"$转运系统周质铁结合蛋白 4’
(. 0 ( 789" :;<=>=乙酰烯醇式丙酮酸葡萄糖胺还原酶 .’
() ) 6 B,JK 支链氨基酸氨基转移酶 06
(0 ) / $%(.4.F 21E"蛋白类似物 4’

!4)分以上时""?L?.

图! !"#相关菌株（MM$%）的/=;K图谱（银染色）

(2NMCOMPOOQMO2CO!"#$%&’()&"*’+)’",%-.RM!P
K!#;MK-#MO；.(CMSTSO"/*#*"(,+,+$0.%%*%&1’,*)
!(#.PNO->ON;!S>KOK2N；(?(C>PP>PNK>UK<O,’*(!#.
!()2+’,’,- CMOU>MO113 $,)3/*).4!； (.(
!$.RQ(*",. 0&),,"*,#* !#-!NOM;RM $#2-!M<!OU
;-3!;K-2OM；/?(P$K>KMKO%0"$&"*)’,!3$2,(,.UKMN
O1!’*"")$%)(,*$2-;PM；/.(QCOO#;Q#URK-PCOC$K#K
N#O-S#

讨 论

$%感染与!"#的关系目前已基本明确，应用

!"#患者来源的$%活菌感染或其脂多糖免疫动物，

均已成功复制出了!"#的动物模型［0］，证实脂多糖

为$%感染致!"#的主要致病因素。对其致病因素

的进一步分析将有助于揭示该病的发病机制及对该

病的预防等方面的研究。由于$%感染所致!"#的

致病因子为一多糖成分，脂多糖的空

间结构极其复杂，对其抗原决定簇的

分析非常困难。用传统的方法从其

重复性多糖侧链的亚单位空间结构

分析很难比较细微的脂多糖差异，特

别是个别决定簇的差异；而脂多糖结

构之间的差异为其合成相关酶类的

差异所致，因此，我们选择从蛋白质

入手来分析!"#相关$%的致病因

素。

/=;K和质谱分析是目前应用最

为广泛的蛋白质组学研究方法。本

研究采用/=;K技术找出!"#相关

$%与非!"#相关$%之间的差异蛋

白。考虑到!"#相关$%与!"#之

间并非一一对应关系，患者来源的$%
可能与!"#的相关性更高，而鸡来

源的$%可能多数不引起!"#，但少

数不排除致病的可能，因此，本实验中我们所说蛋白

为有无的差异只是一个相对的概念。这些差异蛋白

为!"#相关$%或非!"#相关$%的特有蛋白。通

过质谱分析的/?个蛋白点中，(0个经数据库检索

鉴定为已知蛋白质，另外6个在数据库中未能找到

与之相匹配的蛋白，可能是新的蛋白质，这有待于应

用更进一步的研究方法如>末端测序等来进一步

验证。蛋白6和(.经鉴定为同一个蛋白质，并由同

一个基因编码，说明某些水平移位的一系列蛋白点，

其分子量相同而等电点不同，是来自于同一个蛋白，

由于转录后修饰使侧链所带电荷不同所致［’］。

$%神经节苷脂模拟结构的表达是$%感染后发

展为!"#的一个危险因素。某些特殊血清型$%脂

多糖或脂寡糖（MV#）的核心寡糖末端区域的化学结

构模拟人的神经节苷脂结构［5，(?］，这种分子模拟在

!"#中起重要作用，它可使机体产生抗神经节苷脂

的抗体，抗体与神经膜上的抗原产生交叉反应，从而

导致神经的免疫损伤。脂多糖结构上的差别决定神

经节苷脂反应的特异性，因而也决定!"#患者的临

床特征［((］。G,E基因簇所编码的蛋白质在脂多糖

合成的不同环节中起作用。P9D等［(/］认为，G,E基

因簇可能参与V=抗原样多糖及核心寡糖外核部分

的合成；G,EO、G,EM蛋白参与>=乙酰半乳糖或>=
乙酰神经氨酸的合成；G,E$、;、K、!、3、N为糖基转

移酶，将半乳糖或>=乙酰半乳糖残基连接至多糖链
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图! 蛋白点!!的肽指纹图谱

上。"#$%、"#$&、"#$’则参与糖结构的运输。()外

核的合成在内膜胞浆侧，由"#$*蛋白将半乳糖残

基转移至脂类载体上启动外核的合成，合成后由

"#$&转移至浆周侧，再由"#$%将外核连接至脂类

+,内核复合体，"#$’将整个-./分子从内膜转移

至外膜。"#$0基因位点位于"#$簇内，其编码的

"#$0蛋白的功能尚不清楚，也未见相关报道。由于

-./合成基因在基因组中成簇存在［!1］，而在本研究

中发现此蛋白在2’/来源()中都具有，而其他来

源()中比例较低，我们推测"#$0可能作为"#$家

族的一个成员参与脂多糖合成，或通过影响其他脂

多糖合成酶的活性来影响脂多糖的结构，而这些结

构可能在2’/发生中发挥作用。此外，它也可能作

为一个毒力因子起作用。

鞭毛是细菌的运动器官，与细菌对机体的粘附

和侵袭力有关。34$56等［1］的研究表明，不同地区

的2’/相关()7#$+的一个短可变区具有相同的序

列，据此认为7#$+是2’/相关()的一个潜在性标

志物。我们的结果与此报道类似。与此相反，859:;
等［<］测定了鞭毛基因7#$+，以期找到2’/和 &%/
相关()区别于非2’/相关()菌株的分子标志物，

但结果表明，7#$+不能用于区分2’/与非2’/相

关菌株。因此，鞭毛蛋白是否可作为2’/相关()
的标志性蛋白及其在()导致2’/的发病中的作用

有待于进一步研究证实。

本研究所鉴定的其他蛋白质中，苹果酸脱氢酶、

磷酸丙糖异构酶、镍,铁还原酶小亚单位、半胱氨酸

合成酶及支链氨基酸氨基转移酶参与能量代谢；热

休克蛋白、铁吸收+’(转运系统周质铁结合蛋白、

烷基过氧化氢还原酶则参与细胞加工处理过程；而

=>?,@,乙酰烯醇式丙酮酸葡萄糖胺还原酶与细胞

壁合成有关；&9$’蛋白类似物调节拓扑异构酶的

活性；其他与信号转导（信号转导传感器蛋白）及限

制性内切酶（*49&）有关。这些蛋白与2’/发病之

间是否有关尚需进一步研究。

总之，在我们发现的这些差异蛋白中，某些可能

与脂多糖的合成有关，具有直接的意义。某些蛋白

如鞭毛蛋白虽然与脂多糖合成没有直接关系，但是

为一毒力因子或与细菌的毒力有关，可望作为2’/
相关()的特征性蛋白，用于鉴别2’/相关()与非

2’/相关()菌株。

有关从蛋白质组学角度来研究2’/的致病因素

的研究目前尚未见报道。其他研究［<，!A］报道未发现

2’/相关()菌与其他()的遗传上的差别或特征，原

因可能在于这些研究都是根据基因组的方法直接扩

增有关基因，忽略了基因表达上的差别这一因素。某

些基因不表达蛋白质或在转录、翻译过程中通过加

工、修饰表达为其他蛋白。而蛋白质是基因功能的执

行者，本研究直接从最终表达产物分析，更能反映基

因的功能。当然，2’/相关()与非2’/相关()之间

的差异蛋白中，某些可能与2’/发病有关；某些可能

为细菌本身的差别，而与致病性无关，为进一步验证

这些蛋白质在2’/发病中的作用，尚需将其编码基

因进行缺失或突变，然后观察其对2’/发病有无影

响。对于该研究的进一步深入将会使2’/相关()的

分子生物学特征的研究有所突破。

·1A<·中华流行病学杂志<BBA年1月第<C卷第1期 (DE5F8GE9HIEJ#，&$KLD<BBA，MJ#N<C，@JN1
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·疾病控制·

湖北省竹山县柳林乡部分学校流行性感冒爆发的调查

孙长喜

JTTE年J月JY日!F时柳林乡卫生院报告，柳林乡大屏

小学发生流行性感冒（流感）流行，患者约IT例，接报后，我

们迅速赴现场进行了调查处理。

!0调查内容和方法：对所有在校学生进行排查，及时发

现现患患者；按《流行性感冒诊断标准及处理原则（<>!IDDY=
!DDI）》，确诊登记每例患者，并记录临床症状体征；采取控制

措施，并观察效果。

J0结果：本次疫情波及Y所学校，共发病YJG例，罹患率

E!0XGa（YJG／!EI!），以大屏小学发病最高，罹患率GF0EJa
（JY!／JFX），中心学校最低，罹患率!T0EGa（ET／JGD），柳林一

中和公 祖 小 学 罹 患 率 分 别 为!T0ITa（XE／XTT）和IT0IYa
（DY／!GX）。在YJG例患者中，发病最小年龄F岁，最大年龄

!I岁，以D!!E岁发病较多，共发病ETI例，占发病总数的

F!0JXa，罹患率YT0GGa（ETI／FYX），男女发病无明显差别

（"JbT0TI!E0GY，4"T0TI）。首例患者发生于J月!Y日，J
月!X日发生第J例，!F日后发病开始上升，JT日达高峰，之

后，由于疫情在其他学校蔓延，致使疫情呈波浪式起伏，持续

时间较长，至E月E日后未发生新发病例。流行期!G天。

所有患者均有不同程度的发烧，最高体温ED0Jc，最低

作者单位：YYJJTT湖北省竹山县疾病预防控制中心

EF0Ec，头痛占GD0DIa，咳嗽占JE0EXa。少数患者伴头晕、

卡他症状、咽部不适、恶心呕吐、结膜充血、寒颤、乏力和全身

酸痛等症状；采集患者血清样本!T份，经湖北省疾病预防控

制中心传染病防治研究所病毒控制部用BW)V1检测，流感

)+@阳性E份，副流感)+@阳性!份。对病情较重者作血常

规检查，白细胞升高者J例；大部分患者经对症、输液、抗病

毒等治疗，病情迅速好转，无并发症发生。

控制措施及效果：#隔离治疗患者；$坚持晨检夜查制

度，及时发现传染源；%学校实行封闭式管理，并统一实行中

草药预防；&大力开展爱国卫生运动，开展大扫除，每天对教

室和学生宿舍用食醋薰蒸二次，对学校环境和公用物品用

Ea漂白粉澄清液喷雾或擦洗消毒二次；’广泛开展防病知

识宣传，提高学生的自我防病能力。通过采取上述措施，疫

情迅速得到了控制，E月E日后，连续观察F天未发生新发病

例。

E0结论：调查证实，造成本次疫情爆发的主要原因是，首

例患者未得到及时隔离治疗；疫情报告不及时，致始疫情蔓

延至其他学校，失去了控制良机；学校卫生设施简陋，学生居

住拥挤、潮湿且通风不良，为流感传播提供了便利条件。

（收稿日期：JTTE=TD=TE）

（本文编辑：尹廉）
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