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摘要:【目的】羽毛是细胞游离马立克氏病病毒 (Marek's disease virus，MDV) 释放的部位，为了解感染 MDV
后鸡羽中宿主基因表达的变化及对病毒感染的应答，进行了 MDV 感染鸡的羽髓蛋白质组学分析。【方法】1
日龄无特定病原体( specific pathogen free，SPF) 鸡人工感染 MDV 超强毒 RB1B 株(1000PFU) ，感染后 21d 采

集鸡羽毛，提取羽髓蛋白，以 17cm，pH5 － 8 的 IPG 胶条进行二维电泳，以未感染病毒的 SPF 鸡羽髓蛋白为对

照，使用 PDQuest 软件对 二 维 电 泳 图 谱 进 行 差 异 蛋 白 分 析，并 选 取 部 分 差 异 斑 点 进 行 质 谱 鉴 定。【结 果】
PDQuest 软件分析发现攻毒组和对照组表达差异大于两倍的蛋白点有 41 个，其中攻毒组表达上调的蛋白点

25 个，下调的蛋白点 7 个，新出现的蛋白点有 9 个。质谱分析共成功鉴定了 21 个斑点，对应于 20 个蛋白。
如载脂蛋白 AI( apolipoprotein AI)、14-3-3 sigma( 两个斑点均为该蛋白)、癌蛋白 18( stathmin) 等。【结论】功

能预测表明这些蛋白涉及到宿主的抗病毒应答、物质代谢、细胞骨架成分、细胞增殖相关等方面。
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马立克氏病病毒 (Marek's disease virus，MDV)

为一种细胞结合型的 α-疱疹病毒，其宿主鸡的羽囊

上皮细胞( feather follicle epithelium，FFE) 是形成有

囊膜的游 离 病 毒 的 部 位。游 离 的 有 囊 膜 的 病 毒 在

FFE 形成后，通过皮肤或羽屑释放到环境中，成为感

染其他鸡的传染源。用 SYBR Green 定量聚合酶链

反应( polymerase chain reaction，PCR) 在 感 染 RB1B
7d 后的雏鸡羽中就可检测到病毒基因组，14 － 28 d
达到高峰，此后逐渐下降，此外羽中病毒载量比其他

器官如脾、淋巴瘤等要高
［1 － 2］。由于羽毛方便获取，

因此是研究病毒的复制、释放、病毒基因的表达及病

毒与宿主相互作用的良好材料。
关于宿 主 对 MDV 感 染 应 答 在 免 疫 器 官 如 脾

脏、胸腺、法氏囊等的研究较多
［3 － 5］。由于羽囊是形

成感染性的有囊膜病毒的部位，近年来学者们开始

关注羽囊 中 宿 主 的 应 答。Abdul-Careem 等 报 道:感

染 MDV 超强毒 RB1B 的鸡羽髓中会有 CD4 +、CD8
+ T 细胞浸润，同时干扰素 γ( interferon-γ，IFN-γ)、

白介素( interleukin，IL)-18、IL-6 等细胞因子以及主

要 组 织 相 容 性 复 合 体 I ( major histocompatibility
complex I，MHC I) 的表达也会大大增强

［6 － 7］。这些

研究也说明感染 MDV 鸡羽髓中已产生了较强的免

疫应答，但仍不足以阻止病毒的形成和释放，其中的

原因还需深入的研究。
虽然 目 前 对 羽 髓 中 MDV 的 载 量、宿 主 的 应 答

等方面 已 有 一 些 报 道，但 这 些 研 究 都 只 是 停 留 在

DNA 或 mRNA 水平上，研究的往往只是单个或少数

几个的基因。众所周知，生命活动中执行各项功能
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的是蛋白质，病毒感染宿主的过程实际上就是病毒

编码的蛋白质和宿主蛋白相互作用的过程，与多种

因素有关。目前已 知:mRNA 水 平 并 不 能 真 实 全 面

地反映蛋白质水平，单个基因表达的变化更难以说

明宿主对病毒感染的整体应答情况。蛋白质组学是

一门可在整体及动态水平上进行蛋白质研究的新兴

技术，它利用高通量的二维电泳分离技术，可同时分

离分析大量的蛋白。利用蛋白质组学寻找和研究病

毒毒力因子 以 及 毒 力 因 子 与 宿 主 之 间 的 相 互 作 用

等，对于病毒致病机理的研究、疾病的诊断、治疗和

防治都十分重要。对含 MDV 的羽囊或羽髓提取蛋

白 进 行 二 维 电 泳，然 后 与 正 常 无 特 定 病 原 体

( specific pathogen free，SPF) 鸡比较，寻找差异表达

或新出现的蛋白，可从整体水平上研究羽中宿主对

MDV 感染的应答以及病毒基因的表达，从而进一步

了解 MDV 传 染 的 机 制，为 MDV 新 型 疫 苗 研 制 和

MD 控制提供理论基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主 要 试 剂 和 仪 器: 等 电 聚 焦 仪 PROTEAN
IEF Cell、垂直电泳仪和垂直电泳槽 PROTEAN II xi、
二维电泳 蛋 白 提 取 液、蛋 白 定 量 试 剂 盒、IEF 水 化

液、pH 值范围为 5 － 8 的固相 pH 梯度( immobile pH
gradient，IPG) 胶 条、碘 乙 酰 胺、矿 物 油 等 均 为 Bio-
Rad 产 品; 尿 素、硫 脲、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷、丙 烯 酰

胺、甲叉双丙烯酰胺等为 AMERSCO 产品;低熔点琼

脂糖、考马斯亮蓝 G-250 为上海生工产品;其他试剂

均为国产分析纯产品。
1. 1. 2 实验动物和病毒:SPF 种蛋由北京梅里亚公

司提供，本实验室孵化至 9 － 11d，按 常 规 方 法 制 备

鸡胚成 纤 维 细 胞 ( chicken embryo fibroblast，CEF) ，

次日用胰酶 消 化 成 均 一 的 次 代 细 胞 CEF 备 用。取

本室冻存的 MDV 超 强 毒 RB1B 株，接 种 次 代 CEF，

37℃ CO2 培养箱培 养，待 蚀 斑 长 满 瓶 底 80% 时，收

获细胞。SPF 种蛋在严格控制外界污染的环境下孵

化至出壳，转移至 SPF 隔离器中饲养至使用日龄。
1. 2 实验设计

48 只 SPF 鸡在孵化器中孵育出壳后，随机分为

攻毒组(24 只) 和对照组(24 只) 转移至隔离器中饲

养，24 h内攻毒组每鸡腹腔注 射 RB1B-CEF 0. 2 mL

(1000 plaque-forming unit，1000PFU)。对 照 组 腹 腔

注射 等 体 积 DMEM。感 染 后 第 21 d ( 21 days post
infected，21dpi) ，分别 从 对 照 组 和 攻 毒 组 取 4 只 鸡

扑杀，收集羽髓丰富的羽毛，冻存于 － 80℃ 以备蛋白

提取。
1. 3 羽髓蛋白提取和二维电泳

取攻毒组及对照组鸡新生羽毛若干根，剪下约

1 cm羽根，用干净镊子从羽根中挤出羽髓，按本室建

立的方法 提 取 羽 髓 蛋 白 并 进 行 二 维 电 泳
［8］。过 程

简述如下:每50 － 100 mg羽髓用500 μL裂解液(Bio-
Rad 163-2106，8 mol /L尿素，2% chaps，50 mmol /L二

硫苏 糖 醇，0. 2% bio-lyte 3 /10 两 性 电 解 质，临 用 前

加入蛋 白 酶 抑 制 剂 苯 甲 基 磺 酰 氟 至 1 mmol /L) 裂

解，取400 μg羽髓蛋白提取液加水化液( 同裂解液)

稀释 至 300 μL，进 行 第 一 向 等 电 聚 焦 ( isoelectric
focusing，IEF) 和第二向十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰

胺凝 胶 电 泳 ( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis，SDS-PAGE)。
1. 4 凝胶染色、扫描、比对

电泳结 束 后，使 用 胶 体 考 染 法 对 凝 胶 进 行 染

色
［9］。Umax 扫描仪透射扫描( 分辨率 600dpi)。攻

毒组和对照组各取 3 个个体的样品进行二维电泳，

每个样品至少重复 3 次，每组各取 3 个质量最好的

图谱，即攻毒组和对照组各取 3 个来源于不同个体

的图谱(2 groups × 3 images) ，用 PDQuest8. 0 软件同

时进行比对，分析两组间的差异表达蛋白。
1. 5 差异点质谱分析及数据库检索

根据分析结果，再经统计学分析，切下攻毒组新

增点及与两组 之 间 差 异 显 著 及 极 显 著 的 斑 点 共 25
个用于质谱鉴定，委托上海复旦大学进行质谱分析

( 部分蛋 白 点 委 托 广 州 南 方 医 科 大 学 进 行 质 谱 分

析)。步 骤 如 下: 将 胰 酶 消 化 后 的 肽 段 点 于

MALDI192 孔靶上，用 ABI4700 基 质 辅 助 激 光 电 离

解析串联 飞 行 时 间 (Matrix-assisted laser desorption /
ionization-time of flight-time of flight，MALDI-TOF-
TOF) 质谱仪进 行 质 谱 分 析。质 谱 结 果 以 批 处 理 送

入 GPS Explore ( Applied Biosystems，USA ) 通 过

MASCOT ( MatrixScience，London，UK ) 引 擎 检 索。
数据 库 为 Swiss-Prot / TrEMBL，数 据 检 索 的 方 式 为

combined，最大 允 许 漏 切 位 点 为 l; 酶 为 胰 蛋 白 酶。
质量误差范 围 设 置:PMF 0. 3Da，MS /MS 0. 4Da;在

数据库检索时胰酶自降解峰和污染物质的峰都手工
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剔 除。根 据 MASCOT-GPS 软 件 判 定，蛋 白 质 得 分

(Protein score) ＞ 56 即为可信度较高。利用蛋白数

据库网站对鉴定到的差异蛋白进行功能分析，获得

这些蛋白更详细的资料，从而对蛋白进行功能分类。

2 结果和讨论

2. 1 MDV 感染鸡羽髓蛋白表达差异点的鉴定

按上 述 方 法，对 感 染 MDV 鸡 的 羽 髓 蛋 白 表 达

情况进行了二维电泳分析。经软件统计分析，对照

组和攻毒组较为清晰的点总数在 700 － 800 之间，各

胶之间匹配率 大 于 90% ，攻 毒 组 与 对 照 组 相 比，共

检测 到 差 异 点 41 个，其 中 表 达 上 调 ( 达 2 倍 或 以

上) 的点有 25 个，表达下调的有 7 个，攻毒组新出现

的点有 9 个。使用 PDQuest 软件将所有差异点标注

在图谱上，其中“up”表示攻毒组上调点，“down”表

示攻毒组下调点，“new”表示攻毒组新出现的点，详

见图 1 和图 2。

图 1 攻毒组与对照组羽髓蛋白二维电泳图谱

Fig． 1 Two dimensional electrophoresis maps of feather pulp protein from infective group and control group． Maps of A1，A2 and A3

were from three chickens of infected group，maps of B1，B2 and B3 were from three chickens of control group．

2. 2 差异蛋白的质谱鉴定与数据库检索

将质谱检测得到的数据在蛋白质数据库进行检

索。根据检索结果，鉴定成功 21 个斑点 ( 另有 4 个

斑点未得到 特 异 性 质 谱 峰 或 未 检 索 到 相 应 蛋 白 ) ，

对应 于 20 种 蛋 白 ( 其 中 有 两 个 斑 点 均 为 14-3-3
sigma 蛋白)。差异蛋白质的相关数据见表 1。经生

物学信息分析，鉴定成功的蛋白主要涉及到细胞代

谢、细胞增殖与分化、细胞骨架成分及免疫相关等方

面。功能分类见表 2。
2. 3 羽囊部分蛋白可能参与了抗病毒应答

虽然目前的 MD 疫苗能有效防止病毒感染后临

床症状的发展，但却不能显著减少病毒在羽中的复

制及释放，这可能是因为宿主在羽中没有产生足够

的免疫应 答
［1］。本 研 究 发 现 了 一 些 与 抗 病 毒 感 染

相关的蛋白在 MDV 感染的鸡羽囊中表达上调。其

中之一是载脂蛋 白 AI( apolipoprotein AI，apo A I) ，

该蛋白在感染组法氏囊
［10］

及皮肤中亦上调
［11］。鸡

的 apo A I 氨基酸序列与哺乳动物 apo A I 同源，但

其组织分布与功能 却 与 哺 乳 动 物 的 apo A E 相 似，

以前已有报道认为人的 apo A I 及 apo A E 具广谱

的抗感染和抗病毒活性
［12］，因 此 apo A I 很 可 能 参

与了 MDV 感染后的抗病毒应答。另一个蛋白———
卵转铁蛋白前体，在感染组中也是上调表达。卵转

铁 蛋 白 在CEF中 的 抗 病 毒 作 用 已 得 到 证 实 ，MDV
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图 2 感染组和对照组羽髓蛋白差异点展示

Fig． 2 Differential expressed protein spots displayed in 2-DE protein images of feather pulp from MDV-infected group and control group．

A: MDV-infected group; B: Control group．

感染后的 CEF 和 淋 巴 细 胞 中 卵 转 铁 蛋 白 的 释 放 会

上升，提示卵转铁蛋白的释放在防止整个组织受到

病毒感染方面可能起着重要的作用
［13］。此外，本研

究中免疫球蛋白 λ 链表达亦增加。Abdul-Careem 等

也报道了感染 MDV 的鸡羽髓中细胞因子及 MHC I

等基因表 达 显 著 增 强
［6］。所 有 这 些 结 果 都 提 示 感

染鸡羽中产生了宿主应答，但是仍不足以阻止病毒

的复制和释放。
研究 结 果 发 现 了 一 个 蛋 白 酶 体 的 调 节 因 子

PSMC6 46kDa 蛋白，在感染组表现为下调。蛋白酶

体系统是真核细胞主要的蛋白降解系统，在 MHC I
肽类生成中起着重要的作用。病毒蛋白被蛋白酶体

降解成 8 － 10 个氨基酸残基的小肽，结合到 MHC I
分子上，然后被转运到细胞表面，将抗原肽提呈给细

胞毒 T 细胞 (CD8 + Cytotoxic T lymphocyte，CD8 +
CTL)。已发现有 些 病 毒 能 通 过 改 变 泛 素 － 蛋 白 酶

体系统的蛋 白 降 解 途 径 来 保 护 自 己 的 生 存
［14］。通

过二维电泳分析已发现在 MDV 感染的鸡脾脏中蛋

白酶体的 一 些 成 分 表 达 下 调
［4］。蛋 白 酶 体 激 活 因

子的下调可能导致病毒蛋白不能及时降解，从而使

病毒成功实施免疫逃逸，使鸡体产生免疫抑制，导致

病毒大量增殖，最终形成肿瘤。
2. 4 感染 MDV 后羽囊中与细胞增殖相关蛋白过

度表达

MDV 感染最显 著 的 特 征 就 是 感 染 细 胞 的 转 化

和随后的淋巴 瘤 形 成，MDV 致 瘤 机 理 也 是 MDV 的

研究中最令人感兴趣的。本研究鉴定到一些与细胞

增殖、分化及肿瘤形成的相关蛋白，这些蛋白在感染

组 中 均 上 调。主 要 有 14-3-3 sigma，S100 calcium
binding protein A11、癌 蛋 白 18、真 核 翻 译 起 始 因 子

5A-1 等。
本研究 中 鉴 定 到 两 个 上 调 的 斑 点 均 为 14-3-3

sigma，两个斑点 的 分 子 量 和 等 电 点 接 近，很 可 能 是

14-3-3 sigma 翻译后修饰的结果( 如磷酸化)。14-3-
3 蛋白家族参与了 许 多 重 要 的 生 物 学 途 径，如 细 胞

增殖、凋亡、肿 瘤 发 生 等 相 关 途 径。14-3-3 sigma 是

抑癌基因 p53 的正调控因子，因此是细胞周期的负

调控因子，能抑制肿瘤的生长。已发现有些病毒蛋

白能 与 14-3-3 蛋 白 相 互 作 用
［15 － 16］，其 中，Kaposi's

肉 瘤 相 关 疱 疹 病 毒 ( Kaposi's sarcoma-associated
Herpesvirus，KSHV) 的 潜 伏 蛋 白 LANA2 就 能 与 14-
3-3 sigma 相互作用，抑制转录因子 FOXO3a 的转录

活性，将细 胞 阻 断 在 G2 /M 期
［17］。MDV 的 蛋 白 是

否也能与 14-3-3 sigma 相互作用从而调控宿主细胞

的周期还有待进一步研究。
癌蛋白 18，又名 stathmin(STMN1) ，是调节细胞

周期 和 微 管 的 重 要 蛋 白。有 报 道 认 为 EB 病 毒

(Epstein-Barr Virus，EBV) 感染能诱导 STMN1 表达，

病毒 编 码 的 癌 蛋 白 LMP1，可 通 过 cdc2 介 导 调 节

STMN1 信 号 通 路
［18］。Chen 等 也 发 现 EBV 病 毒 编
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表 2 差异蛋白的功能分类

Table 2 Functional classification of differential expressed

proteins from feather pulp of chickens infected with MDV
Functional classification Proteins name

Immunoglobulin lambda chain
Immune-related proteins Ovotransferrin precursor

RCJMB04_29l7 37 kDa protein

cell proliferation-related
proteins

14-3-3 sigma
S100 calcium binding protein A11
Stathmin
PSMC6 46kDa protein
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1
Actin，cytoplasmic type 5

cytoskeleton Calponin-1
Apolipoprotein A I
SOD2 Superoxidedismutase
ATP synthase alpha subunit
Triosephosphate isomerase 1

metabolism-related enzymes ETFA 34kDa protein
TXN Thioredoxin
PKM2 58kDa protein

ACP1 Low molecular weight
phosphotyrosine protein phosphatase

TTR 15kDa protein
others Albumin

码的激酶 BGLF4 能直接调节 stathmin 的活性，使得

细 胞 微 管 动 力 学 改 变，可 能 调 节 相 关 的 细 胞 进

程
［19］，这些报道都提示 stathmin 可能参与了 EBV 的

致癌过程，那 么，stathmin 在 同 为 疱 疹 病 毒 的 MDV
感染过程中是否也有相似的作用呢? 其结果仍不得

而知。然而，这 个 蛋 白 在 MDV 感 染 的 不 同 组 织 器

官是变 化 的，法 氏 囊 中 呈 波 动 性 表 达，4dpi 和 7dpi
时表达 下 调，14dpi 上 调，21dpi 时 又 下 调

［10］; 在 脾

脏，7dpi 时检测不到该蛋白的表达，而在 21dpi 该蛋

白被诱导 产 生
［4］。其 在 不 同 组 织 器 官 及 不 同 感 染

阶段的表达变化可能与病毒基因在不同感染阶段的

表达变化有关。
S100 calcium binding protein A11 和真核翻译起

始因子 5A-1 也被发现在多种人类肿瘤中过度表达，

因此，它们也与肿瘤的发生、发展有关。然而，病毒

引起的肿瘤 形 成 是 由 多 因 素 相 互 作 用 的 复 杂 的 过

程，期间包括病毒与宿主多个因子之间的相互作用，

这些蛋白在 MDV 致病及致瘤过程中到底有着什么

作用，仍需进一步的研究。
2. 5 MDV 感染后细胞的能量代谢发生改变

本研究鉴定到了一些参与能量代谢的蛋白和酶

类，如 ATP 合酶 α 亚基、电子传递黄素蛋白 α 链、磷

酸丙糖异构酶 1( TPI1) 等，这 些 蛋 白 在 感 染 组 均 为

上调表达。TPI1 是糖酵解途径中的一个关键酶，该

蛋白和另两个糖酵解中的酶———β-烯醇化酶和磷酸

甘油酸激酶在感染组皮肤中亦上调。早在 80 年前，

Warburg 就观察 到:肿 瘤 组 织 糖 酵 解 代 谢 途 径 非 常

活跃，即使在氧供应充分的条件下也主要是以无氧

糖酵解获取 能 量。该 现 象 被 称 为“Warburg”效 应。
因此，糖酵解途径中有关酶类在肿瘤细胞中往往过

度表达
［20］。ATP 合 酶 位 于 线 粒 体 内 膜，催 化 ATP

合成，然而，近 年 的 研 究 发 现 ATP 合 酶 在 某 些 肿 瘤

组织内皮细胞的外表面也表达
［21］;细胞表面的 ATP

合酶除合成 ATP 外，还可作为多种配体的受体及多

种抗肿瘤 药 物 的 作 用 靶 点。电 子 传 递 黄 素 蛋 白 α
链是电子传递黄素蛋白的成分，电子传递黄素蛋白

位于线粒体 中，参 与 电 子 传 递 和 氧 化 磷 酸 化，产 生

ATP。我们推测这些能量代谢相关蛋白表达增强是

对肿瘤细胞生长时高能量需求的一种代偿作用。
综上所述，本研究通过 2-DE 结合质谱技术，鉴

定得到 MDV 感 染 后 鸡 羽 髓 中 差 异 表 达 的 多 种 蛋

白，可能通过影响宿主防御、肿瘤相关基因表达、细

胞物质与能量代谢等方式参与抗病毒感染和肿瘤的

发生发展过程。这些发现可为进一步研究 MDV 致

病机理提供一定的理论基础。
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Proteomics analysis of feather pulp from chickens infected
with very virulent strain of Marek's disease virus
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Yangzhou 225009，China

Abstract:［Objective］ Feather follicle epithelium ( FFE) and feather of chicken are sites that produce and release
enveloped infectious Marek's disease virus (MDV) ． In order to investigate host responses，the feather pulp from chickens
infected with MDV was analyzed by proteomics． ［Methods］ Forty-eight one-day old specific pathogen free ( SPF )

chickens were randomly divided into two groups． One group of birds (n = 24) were inoculated intraperitoneally with 1000
plaque-forming unit (PFU) of the RB1B strain of MDV，the rest (n = 24) kept as uninfected control． Feather pulp were
extracted from feather tips collected from chickens of infected and control group at 21 days post infected ( dpi) ，and
dissolved in two dimensional electrophoresis ( 2-DE) sample buffer． The soluble proteins were separated by 2-DE，6
images (2 groups × 3 images) of 2-DE were used to analyze the differentially expressed proteins with PDQuest 8. 0. 1．
Some of spots changed significantly were further analyzed by mass spectrometry． ［Results］ 41 spots，which expression
level changed above two fold，were detected． Among of them，25 of these spots were up-regulated，7 spots down-
regulated，9 spots newly induced expression in group infected with MDV． 21 spots，corresponding to 20 proteins，were
successfully identified by mass spectrometry． These differential expressed proteins are apolipoprotein A I，14-3-3 sigma
( two spots are the same protein) ，stathmin，and so on． ［Conclusion］Bioinformatics analysis indicates these differential
proteins are mainly associated with host response，metabolism，cytoskeleton，and cell proliferation．
Keywords: Marek's disease virus，feather pulp，proteomics
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