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布鲁氏菌磷酸葡萄糖变位酶对胚胎滋养层细胞的致炎作用
王震，张辉 * ，张艳，郭飞，张豫，陈瑞花，孟茹，李志强，张倩，陈创夫 *

石河子大学动物科技学院，石河子 832000

摘要:【目的】本文研究布鲁氏菌磷酸葡萄糖变位酶( pgm)基因缺失株和 PGM 蛋白对胚胎滋养层细胞(HPT-
8)的损伤作用及其引起炎症反应时细胞因子的变化，探讨布鲁氏菌 pgm 基因的生物学功能。【方法】本文分
别用布鲁氏菌 pgm 基因缺失株和纯化的 PGM 蛋白感染胚胎滋养层细胞，通过细胞形态学的观察和酶联免
疫反应检测其对细胞的损伤作用以及细胞因子的变化。【结果】本实验获得了纯化的 PGM 蛋白，成功构建
了 pgm 基因缺失株，采用该基因缺失株免疫小鼠后，采集血液分离血清，虎红平板实验和试管凝集实验结果
显示为阴性;pgm 缺失株和 PGM 蛋白感染 HPT-8 细胞均能诱发贴壁细胞脱落;而且 pgm 基因缺失株侵袭
HPT-8 细胞的能力较 M5-90 明显降低。pgm 基因缺失株侵袭 HPT-8 细胞诱导产生的细胞因子 IL-6、TNF-α
和 LDH 均高于 M5-90 对照组，差异极显著(P ＜ 0. 01)，而细胞因子 IL-10 的分泌变化不明显，PGM 蛋白感染
HPT-8 细胞时，其细胞因子 LDH 表达水平高于 PBS 对照组，差异极显著(P ＜ 0. 01)，而 IL-6、IL-10 和 TNF-α
的表达水平明显低于 PBS 对照组，差异显著(P ＜ 0. 05)。【结论】本研究表明，PGM 蛋白和 pgm 缺失株可致
胚胎滋养层细胞损伤，且引发滋养层细胞细胞因子的表达变化，为进一步研究布鲁氏菌感染宿主细胞的分子
机制奠定了基础。
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布鲁氏菌病是由布鲁氏菌(Brucella)引起的一
种广泛流行、人畜共患的慢性传染病，是《中华人民
共和国传染病防疫法》规定的乙类传染病［1］。人感
染后常表现为持续性感染，造成生殖系统的损害;动
物感染后，公畜易引起睾丸炎，母畜易造成流产［2］。
布鲁氏菌病在世界范围内广泛流行，严重危害着畜
牧业发展和人类健康。因此，对该病的研究一直倍
受国内外诸多学者高度关注［3］。布鲁氏菌病的病
原为布鲁氏菌，是一种革兰氏阴性兼性胞内寄生
菌［4］，主要定居在胚胎滋养层细胞和巨噬细胞这两

类宿主细胞中。布鲁氏菌在这些细胞中表现出很强
的生存和繁殖能力，其在宿主细胞内寄生并能够逃
避宿主的胞外防御机制，也能抑制细胞的免疫机制，
从而使细菌长期寄生在宿主细胞内，引起慢性感染，
但其分子致病机制至今仍不是非常清楚。

布鲁氏菌不分泌外毒素，脂多糖 ( LPS)在维持
布鲁氏菌外膜结构完整和稳定方面起着重要作
用［5］，是公认的布鲁氏菌主要毒力因子。磷酸葡萄
糖变位酶是布鲁氏菌装配形成 LPS 的必需酶。完
整的脂多糖作为布鲁氏菌的优势抗原，能够刺激机
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体产生很强的血清学反应，pgm 基因的缺失可影响
细胞壁及其附件的合成，比如 β 环状葡聚糖的合
成［6］。目前 pgm 基因在布鲁氏菌感染过程中发挥
的具体作用尚不完全清楚。因此，在本研究中我们
选择 pgm 基因作为目的基因，构建其原核表达载体
并纯化重组蛋白，同时构建布鲁氏菌 pgm 缺失株，
分别用 PGM 蛋白和 pgm 缺失株感染人胚胎滋养层
细胞，通过酶联免疫反应检测炎症细胞因子水平的
变化，分析 pgm 基因对胚胎滋养层细胞的影响，为
揭示 pgm 基因在布鲁氏菌持续感染过程中的功能
奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 细胞、菌株和质粒:羊种布鲁氏菌 M5-90 疫
苗株和枯草杆菌均为本实验室保存，大肠杆菌 E．
coli DH5a 和大肠杆菌 E． coli BL21(DE3)感受态细
胞均购自天根生化(北京)科技有限公司;pET-28a

( + )质粒、pMD18-T simple 载体，PGEM-7Zf +自杀质
粒、pEGFP-N1 质粒均由本实验室保存;人胚胎滋养
层细胞 HPT-8 由第四军医大学军事预防医学系流
行病学教研室提供。
1. 1. 2 主要试剂:Taq DNA 聚合酶、dNTP、Ni-NTA
纯化试剂盒和 BCA 蛋白质定量试剂盒均购自天根
生化科技有限公司;DNA Marker、限制性内切酶、
pMD18-T Simple 连接试剂盒均购自 TaKaRa 公司;
小量质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒
购自上海捷瑞生物公司; 琼脂 糖、蛋白 Marker
SM0431 购自上海生工生物工程技术服务有限公司;
氨苄青霉素、卡那霉素购自德国 Sigma 公司;咪唑购
自 Biosharp 公司;DMEM 和胎牛血清购自美国 Gibco
公司;人 LDH 检测试剂盒购自美国 R＆D 公司;人
IL-6、IL-10 和 TNF-α 检测试剂盒以及布鲁氏菌培养
基均购自美国 BD 公司;其他试剂均为国产分析纯。
1. 1. 3 引物:本实验研究所用引物均由上海生工生
物技术服务有限公司合成。序列见表 1。

表 1 PCR 引物序列
Table 1 Primers and sequence

Primers Sequences(5'→3') Restriction site Size / bp
pgm-N-F TCTAGAACCATCCGCAATCTTGAG XbaⅠ

1016
pgm-N-R GGTACCGGTCATGTTGTTCCCGTTCG KpnⅠ
pgm-C-F AAGCTTGTTCACTGTCGGGTTCCTTA Hind Ⅲ

1041
pgm-C-R GAGCTCGAAATGGCAGGCGTAACA SacⅠ
pgm-F-1 ATGACCGCAAACACCGACAAGG
pgm-R-1 TGGATGAGGAAACGCCGATGAT
pgm-F-2 GAATTCCCGATTGAAACGAACGGGAAC EcoRⅠ

1632
pgm-R-2 GTCGACGGGAATAGGGGAATAAGGGAGT SalⅠ
Sac B-F GAGCTCGGGCTGGAAGAAGCAGACCGCTA Sac

1400
Sac B-R GAGCTCGCTTATTGTTAACTGTTAATTGTCCSacⅠ
gfp-F GGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA KpnⅠ

720
gfp-R AAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCATG Hind Ⅲ

Italic and underline represent the sequence recognition of restriction enzyme．

1. 2 布鲁氏菌 pgm 基因的原核表达和纯化
1. 2. 1 pET-28a( + )-pgm 的构建及鉴定:以热灭
活布鲁氏菌疫苗株 M5-90 为模板，以 pgm-F-2 和
pgm-R-2 为引物扩增 pgm 基因，大小为 1632bp。将
PCR 扩增获得的基因片段连接于 pMD18-T simple
载体，转化 E． coli DH5a 感受态细胞。37℃，摇菌培
养过夜后提取质粒，用 PCR 和 EcoR I /Sal I 双酶切
方法鉴定 pMD18-T-pgm 重组质粒，对鉴定正确的阳
性质粒送华大基因测序。将测序正确的阳性菌

pMD18-T-pgm 重组质粒和 pET-28a( + )表达载体用
EcoR I /Sal I 双酶切，回收的 DNA 片段与经 EcoR I /
Sal I 酶切过的 pET-28a( + )载体片段连接后转入
E． coli DH5a 感受态细胞。挑取单菌落进行培养，提
取质粒，用 PCR 方法和 EcoR I 及 Sal I 双酶切鉴定。
鉴定正确的质粒再次送华大基因测序。
1. 2. 2 表达质粒转入 BL21 表达菌:鉴定正确的质
粒转化 E． coli BL21 (DE3)感受态细胞。挑取单菌
落进行培养，提取质粒，用 PCR 方法和 EcoR I 及 Sal
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I 双酶切鉴定。
1. 2. 3 pgm 蛋白的表达与鉴定:将鉴定正确的阳性
菌落接种于含 Kanr 的液体 LB 中，37℃培养过夜，转
接到新鲜的 LB 中，至 OD600 = 0. 6 时加入 IPTG 至终
浓度 1 mmol /L 继续培养，分别在 0、2、4、6 h 收集菌
液 1. 0 mL，10625 × g 离心 2 min 收集菌体。12%
SDS-PAGE 进行电泳，同时用宿主菌 BL21 和和携带
空质粒 pET-28a( + )的 BL21 作空白对照，电泳后对
凝胶进行染色、脱色、观察结果。
1. 2. 4 pgm 重组蛋白的纯化和 Western blot 检测:
将含有 pET-28a( + )-pgm 的大肠杆菌 BL21 (DE3)
接种于含 Kanr 的 200 mL 液体 LB 中，至 OD600 = 0. 6
时加入 IPTG 至终浓度 1mmol /L 继续培养，6 h 后离
心收集菌体。将收集的菌体重悬于 5 mL Lysis
Buffer 中，超声破碎和冻溶处理 3-5 次;超声破碎，直
至菌体透亮。4℃ 10625 × g 离心20 min。离心后收
集上清，按 4∶ 1的比例加入 Ni-NTA 琼脂糖珠，低温
摇床结合 60 min 后，用 Wash Buffer 漂洗 Ni-NTA 琼
脂糖珠 3 － 5 次;最后用 Elution Buffer 对 Ni-NTA 琼
脂糖珠进行洗脱 3 － 5 次，收集洗脱液，进行 SDS-
PAGE 电泳检测，使用半干式电转印仪，将 SDS-
PAGE 凝胶上的蛋白样品转印到 NC 膜上，用
western blot 膜封闭液进行封闭，37℃作用 1 h;TBST
洗涤 3 次，每次 10 min，加入 1∶ 500 稀释的布鲁氏菌
阳性血清，37℃作用 1 h;TBST 洗涤 3 次，加入 1 ∶
5000 稀释的辣根过氧化物酶(HRP)标记的兔抗羊
IgG，作用 1 h，TBST 洗涤 3 次，加入 DAB 底物显色
液进行显色反应，用水终止反应。纯化的 PGM 蛋白
经 BCA 蛋白定量试剂盒测定浓度后，－ 80℃保存。
1. 3 布鲁氏菌 M5-90Δpgm 基因缺失株的构建
1. 3. 1 同源重组质粒 pGEM-7zf + -Δpgm-Sac B 的
构建:以布鲁氏菌 M5-90 疫苗株的基因组为模板，
以 pgm-N-F、pgm-N-R 为引物扩增 pgm 基因上游同
源臂(N 端);以 pgm-C-F、pgm-C-R 为引物扩增 pgm
基因下游同源臂序列(C 端);以 pEGFP-N1 质粒为
模板，以 gfp-F、gfp-R 为引物扩增 gfp 基因，将 PCR
扩增获得的基因片段分别连接于 pMD18-T 载体中，
得到的重组质粒分别用 Xba I /Kpn I、Kpn I /Hind Ⅲ、
Hind Ⅲ /Sac I、Sac I 限制性内切酶进行酶切，将酶切
后得到的上游同源臂、gfp 基因和下游同源臂连至自
杀载体 pGEM-7zf +，经过鉴定正确的重组质粒命名
为 pGEM-7zf + -Δpgm。以枯草芽孢杆菌基因组为模

板，以 Sac B-F、Sac B-R 为引物扩增 Sac B 基因。将
PCR 扩增获得的基因片段连接 T 载体。用 SacⅠ单
酶切重组质粒 pGEM-7zf + -Δpgm 和 pGM-T-sacB，将
得到的 Sac B 基因与线性化的重组质粒 pGEM-7zf + -
Δpgm 连接，构建成同源重组质粒 pGEM-7zf + -Δpgm-
Sac B。
1. 3. 2 电转化布鲁氏菌 M5-90 感受态细胞:制备
布鲁氏菌 M5-90 感受态细胞，取 20 － 30 μL 重组质
粒 pGEM-7zf + -Δpgm-Sac B 加入 100 μL 布鲁氏菌电
转化感受态细胞中混匀，冰上放置 15 min 后，加入
电击杯中，以 E = 1. 5 KV /cm 电击，然后立即加入预
热的 80 μL 布鲁氏菌液体培养基。放入摇床以
37℃、180 r /min 振荡培养 24 h。菌液离心后涂布于
含有筛选标记(Ampr)的布鲁氏菌固体培养基上培
养。
1. 3. 3 同源重组子的筛选和遗传稳定性检测:挑取
电转后培养 3 － 4 d 的单菌落，以 pgm-F-1 和 pgm-R-
1 为引物，用 PCR 方法鉴定同源重组单交换菌。将
鉴定的同源重组单交换菌培养 24 h 后，离心后涂布
在含 5%蔗糖的布鲁氏菌固体培养基上，37℃培养
后挑取单菌落，用 PCR 方法鉴定同源重组双交换
菌。将鉴定正确的重组菌 M5-90Δpgm 在不含 5%
蔗糖的 TSA 培养基上连续传 15 代，用上述 PCR 方
法分别检测重组菌的遗传稳定性［7］。
1. 4 血清学实验
1. 4. 1 虎红平板凝集试验 (RBPT):将 6-8 周龄
BABL / c 雄性小鼠随机分成 3 组:M5-90 组、△pgm
组和空白组，每组 10 只。从布鲁氏菌固体培养基上
分别挑取布鲁氏菌 M5-90 和△pgm 的单菌落于液体
培养基中培养至对数生长期，收集菌液，将菌液稀释
成 1. 5 × 107CFU /mL，M5-90 组和△pgm 组每只小鼠
腹腔注射布鲁氏菌 0. 2 mL(3. 0 × 106CFU /只)，空
白组每只注射 PBS 0. 2 mL。于小鼠免疫后的第 10、
20、30 d 进行尾静脉采血，分离血清。将抗原和分
离的血清室温放置 30 min 以上，分别吸取 30 μL 的
血清和虎红平板凝集抗原，均匀混合涂于玻璃板上，
以绵羊布鲁氏菌阳性血清作为对照，1 － 2 min 内观
察试验结果。
1. 4. 2 标准试管凝集试验(SAT):将 1. 6. 1 中分离
的血清按照标准布鲁氏菌试管凝集试验(国标号:
GB15988-1995)操作规范进行。全部试管充分震荡
后，置于 37℃温箱中，22 － 24 小时后观察结果。
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1. 5 细胞的培养
将液氮中保存的 HPT-8 细胞取出后迅速投入

37℃水浴使其快速融化，吸取细胞悬液加入 4 倍体
积的 DMEM 培养液充分混匀，73 × g 离心 5min，去
除培养液，用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，
37℃、5% CO2 条件下常规培养，次日更换培养液继
续培养。当细胞生长至瓶底 70% － 80% 时，用
2. 5%胰酶消化后传代培养。稳定传代 3 次之后进
行试验。
1. 6 细胞侵袭实验

将 HPT-8 细胞接种至 6 孔板中，细胞生长至对
数期时，弃去细胞培养液，PBS 漂洗 3 次后，更换不
加双抗的细胞培养液继续培养，细胞计数板计数后，
即可进行侵袭实验。侵袭实验前，布鲁氏菌通过
CFU 计数确定其浓度。布鲁氏菌 M5-90 株和 pgm
基因缺失株 37℃，180 r /min 培养 24 h 后，166 × g 离
心弃培养基，用不含双抗的细胞培养液重悬菌体。
按细菌:细胞为 200 ∶ 1进行侵袭，pgm 基因缺失株实
验组和 M5-90 对照组分别进行 3 组平行实验。3 h
后观察细胞形态学的变化并收集各组细胞上清。之
后，PBS 漂洗 3 遍，洗去培养液中未黏附的细菌，然
后在含有 50 μg /mL 庆大霉素的培养基中孵育
45 min来杀死胞外菌，PBS 漂洗 3 遍，用 0. 1% 的
Tritonx-100 裂解细胞，释放出胞内菌，将裂解液倍比
稀释以后涂布鲁氏菌无抗平板，计算 CFU。
1. 7 PGM 蛋白感染细胞实验

将 HPT-8 细胞接种至 6 孔板中，细胞生长至对
数期时，更换不加双抗的细胞培养液继续培养，同时
加入 PGM 蛋白至终浓度为 60 μg /mL。实验组重复
3 孔，并设 PBS 对照组。24 h 后观察细胞形态学变
化并收集 6 孔板中细胞上清液。
1. 8 细胞因子水平的检测

酶联免疫吸附法对 1. 6 和 1. 7 中收集的细胞上
清液进行检测，按照 IL-6、IL-10、LDH、TNF-α 试剂盒
说明书规程进行操作，酶标仪测定 OD450 nm 值，检测
IL-6、IL-10、LDH、TNF-α 细胞因子水平。
1. 9 数据的处理与分析

布鲁氏菌 PGM 蛋白及布鲁氏菌 pgm 基因缺失
株感染 HPT-8 实验中重复 3 孔的细胞因子检测结
果，用 SPSS 软件分别对 M5-90 和 pgm 缺失株以及
PGM 蛋白和 PBS 对照组进行单因素水平方差分析。
在 Excell 中以组别为横坐标，细胞因子分泌量为纵

坐标绘制每组 3 重复实验平均值的直方图。

2 结果

2. 1 羊种布鲁氏菌 pgm 基因的原核表达
2. 1. 1 pET-28a( + )-pgm 重组表达质粒的构建及
鉴定:将转化后的菌液提取质粒 pET-28a( + )-pgm，
用 PCR 方法可扩增到约 1630bp 的目的条带;限制
性内切酶 EcoR I 和 Sal I 双酶切分别得到一条约
1630bp 的目的条带以及一条约 5300bp 的 pET-28a
( + )载体片段。
2. 1. 2 PGM 蛋白的表达和鉴定:将重组质粒 pET-
28a( + )-pgm 转化到大肠杆菌 E． coli BL21 (DE3)
中，未经 IPTG 诱导的重组质粒菌液未检测到蛋白，
经 IPTG(终浓度 1 mmol /L)诱导 2 h、4 h、6 h 后在
59. 8 kDa 处分别出现一特异性条带，大小与预期的
蛋白分子量基本一致，结果见图 1。

图 1 重组蛋白 PGM 的 SDS-PAGE 分析
Fig． 1 SDS-PAGE analysis of expressed pgm fusion protei． M:

Protein Marker． 1:E． coli BL21 ( DE3 ) without induction． 2:E． coli

BL21( DE3 ) induced 4h． 3: pET-28a ( + ) without induction． 4:

pET-28a( + ) induced 4h． 5-8:pET-28a( + )-pgm induced 0h、2h、

4h、6h，respectively

2. 1. 3 PGM 重组蛋白的纯化和 Western blot 检测:
用 Ni-NTA 亲和纯化试剂盒对重组融合蛋白 PGM 蛋
白进行纯化后，将收集的洗脱液进行 SDS-PAGE 电
泳检测，在约 59. 8 kDa 处可见纯化的 PGM 蛋白条
带(图 2);经 western blot 鉴定表明，表达的重组蛋
白 PGM 具有良好免疫原性。
2. 2 布鲁氏菌 M5-90Δpgm 基因缺失株鉴定
2. 2. 1 同源重组质粒 pGEM-7zf + -Δpgm-Sac B 的
鉴定:用 Xba I /Kpn I 双酶切构建的同源重组质粒
pGEM-7zf + -Δpgm-gfp-Sac B，可 以 得 到 大 小 约 为
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图 2 重组蛋白 PGM 的纯化及 western blot 鉴定
Fig． 2 Purification of PGM fusion protein and identification by

western blot． M:Protein Marker． 1 － 2:Purification of PGM fusion

protein． 3:Identification by Western blot．

1000 bp 的 DNA 条带，与上臂的理论值相符;用 Kpn
I /Hind Ⅲ双酶切自杀载体 pGEM-7zf + -Δpgm-gfp-Sac
B，可以得到大小为 720bp 的 DNA 条带，与 gfp 基因
的理论值相符;用 Hind Ⅲ /Sac I 双酶切自杀载体
pGEM-7zf + -Δpgm-gfp-Sac B，可 以 得 到 大 小 约 为
1041bp 和 1400bp 的 DNA 条带，与下臂和 Sac B 基
因的大小相符，结果如图 3，说明自杀载体 pGEM-
7zf + -Δpgm-gfp-Sac B 构建成功。

图 3 pGEM-Δpgm 质粒酶切鉴定
Fig． 3 Identification of pGEM-Δpgm by restriction

endonuclease digestion． M: Maker． 1: Products of pGEM-

Δpgm with Xba I /Kpn I digestion． 2: Products of pGEM-

Δpgm with Kpn I /Hind Ⅲ digestion． 3: Products of pGEM-

Δpgm with Hind Ⅲ /Sac I digestion． 4:Plasmid control．

2. 2. 2 重组菌 M5-90Δpgm 的遗传稳定性检测:将
重组菌 Δpgm 在不含抗性的布鲁氏菌固体培养基上
连续传代至 15 代，用检测引物( pgm-F-1 和 pgm-R-

1)进行 PCR 检测，结果 Δpgm 只能扩增出大小为
1310bp 的基因片段，而 M5-90 阳性对照组扩增产物
长度为 2422bp(见图 4)，证明了 M5-90 的 pgm 基因
已被成功敲除并稳定遗传。

图 4 M5-90Δpgm 遗传稳定性鉴定
Fig． 4 The Fig of the heredity Brucella M5-90 Δpgm． M:

Maker． 1-5: The tested bacterias． 6: Negative control． 7:

Positive control．

2. 3 血清学实验结果
用 M5-90 和 Δpgm 分别免疫小鼠后，于 10 d、

20 d、30 d 分别断尾采血分离血清，获得的血清分别
进行虎红平板凝集试验和试管凝集试验。由表 2 可
知，接种 M5-90 的小鼠血清虎红平板凝集试验和试
管凝集试验结果都为阳性，而接种 Δpgm 的小鼠血
清虎红平板凝集试验和试管凝集试验结果都为阴
性。
2. 4 细胞形态学观察

pgm 缺失株侵袭细胞结果显示:将 HPT-8 细胞
传代至六孔板中，当细胞生长至对数期时，用 pgm
基因缺失株和 M5-90 亲本株侵袭 HPT-8 细胞 (细
菌:细胞 = 200 ∶ 1 )，3 小时后通过共聚焦显微镜观
察发现两实验组均有 10% 左右的 HPT-8 细胞脱
落，胞质部分溶解，如图 6。PGM 蛋白转染细胞试
验结果显示:当六孔板中的 HPT-8 细胞生长至对
数期时，在细胞培养液中加入终浓度为 60 μg /mL
的 PGM 蛋白，24 h 后通过共聚焦显微镜观察，发
现实验组中约有 15% 的细胞发生脱落，胞质部分
溶解。而 PBS 对照组中细胞数目和形态基本不
变，如图 6。
2. 5 细胞黏附侵袭实验

将布鲁氏菌 pgm 缺失株和 M5-90 株分别以 200
∶ 1的 Mol 侵袭 HPT-8 细胞 3 h 后，裂解细胞进行
CFU 计数。结果显示:3 h 后 pgm 缺失株 CFU 计数
为 6 个 /细胞，M5-90 株 CFU 计数为 14 个 /细胞。
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表 2 SAT 与 RBPT 试验结果
Table 2 The results of SAT and RBPT

Groups Time
SAT

1∶ 12. 5 1∶ 25 1∶ 50 1∶ 100 1∶ 200
RBPT

M5 － 90 10 d + + + + + － － － + +
20 d + + + + + + + － － － + +
30 d + + + + + + + － － － + +

Δpgm 10 d － － － － － －
20 d － － － － － －
30 d － － － － － －

“ + + + + ”，Very strong agglutination．“ + + +，Strong agglutination．“ + + ”，Moderate agglutination．“ + ”，Weak agglutination． “ － ”，No
agglutination

图 5 HPT-8 感染前后形态学变化
Fig． 5 Morphological changes of HPT-8 cell(200 × ) ． A:Uninfected cell(200 × ) ． B:PBS control(200 × ) ． C:M5-90 control． D:cells Infected by

Δpgm(200 × ) ． E:cells Infected by PGM Protein(200 × ) ．

图 6 细胞因子的分泌量
Fig． 6 Concentrations of Cytokine． A:Detection result of IL-6. B:Detection result of IL-10. C: Detection result of TNF-α． E:Detection result of LDH．

5401



Zhen Wang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(8)

2. 6 细胞因子检测
按照 IL-6、IL-10、LDH、TNF-α 试剂盒说明书进

行操作，用酶标仪测定 OD450值，计算 IL-6、IL-10、
LDH、TNF-α 细胞因子水平结果，如图 6 所示，pgm
缺失株侵袭 HPT-8 诱导产生的细胞因子 IL-6、TNF-
α 和 LDH 均高于 M5-90 对照组，差异极显著 ( P ＜
0. 01)，而细胞因子 IL-10 的水平变化不明显。PGM
蛋白转染 HPT-8 细胞时，其细胞因子 LDH 表达水平
高于 PBS 对照组，差异极显著(P ＜ 0. 01)，而 IL-6、
IL-10 和 TNF-α 的表达水平低于 PBS 对照组，差异
显著(P ＜ 0. 05)。

3 讨论

布鲁氏菌是兼性胞内寄生菌，布鲁氏菌不仅能
进入吞噬细胞内，也能够进入非吞噬性细胞中，如胚
胎滋养层细胞。布鲁氏菌与滋养层细胞之间存在着
独特的细菌与宿主关系，布鲁氏菌侵入孕畜的子宫
后，在胚胎滋养层细胞内大量繁殖，引起胎盘炎和流
产。当机体遭遇病原微生物的入侵，可产生相应的
炎症和免疫反应，这是由于在长期的生物进化过程
中发展出一系列识别病原体(包括病原体产物)的
受体以及传递这些受体信号的信号分子。LPS 可通
过与细胞膜表面的这些受体结合，激活 TLR4( Toll-
like receptor 4)、丝裂原蛋白激酶(mitogen acti-vation
protein kinase，MAPK)和 NF-κB ( nuclear factor-κB)
信号通路，介导单核巨噬细胞、内皮细胞、胚胎滋养
层细胞等细胞的激活，诱导多种细胞因子如 IL-1β、
IL-6、IL-10、TNF-α 等的合成和释放［8］。这些炎症因
子的释放有助于宿主细胞对病原微生物的局限和清
除，促进受损细胞的修复，但是如果炎症反应过度则
会损害细胞的正常功能［9］。因此，探索布鲁氏菌在
感染胚胎滋养层细胞过程中的功能将有助于揭示布
鲁氏菌引发宿主流产的分子机制。

布鲁氏菌及其蛋白对细胞的损伤作用诱发细胞
的炎性反应，引起细胞因子的变化。在本研究中，通
过检测胞内酶乳酸脱氢酶(LDH)［10］的表达水平来
衡量布鲁氏菌及其蛋白对细胞的损伤能力，结果显
示细胞培养液中 LDH 的活性升高，证实布鲁氏菌及
PGM 蛋白对胚胎滋养层细胞均具有损伤作用，布鲁
氏菌 pgm 基因缺失后，这种损伤能力较 M5-90 亲本
株并未下降，该结果与李鹏等人［11］应用 pgm 基因

突变株侵染 Hela 细胞的研究存在差异，血清学实验
证明 pgm 突变株的 LPS 明显缺失，这可能是由于布
鲁氏菌对胚胎滋养层细胞的损伤作用不仅仅来自于
LPS，具体机制还有待于进一步验证。TNF-α 参与
天然免疫和获得性免疫反应，是特异性免疫应答和
炎性反应重要连接纽带，布鲁氏菌能激发滋养层细
胞 TNF-α 的分泌，从而诱导细胞表面分子的表达，
激活细胞分泌其他细胞因子杀灭病原体;同时，LPS
能抑制抗原的递呈过程，抑制机体的免疫反应，从而
引发布鲁氏菌的慢性感染［12］。在本研究中发现
pgm 缺失突变株诱导产生的 TNF-α 明显高于亲本
株，说明固有性免疫反应在该缺失株侵袭滋养层细
胞引发的急性感染中发挥着重要作用，同时 pgm 缺
失后影响了 LPS 的合成，促进了宿主细胞的免疫应
答反应。IL-6 在布鲁氏菌慢性感染中也发挥着重要
作用，其可以抑制 MHC-II 类分子的表达和抗原的
递呈［12］。 pgm 缺失株诱导细胞产生的 IL-6 高于
M5-90 亲本株，这可能是由于 pgm 的缺失影响了
LPS 的微区，使这种抑制作用部分恢复，同时 IL-6 被
认为是炎性反应的标志，其可以激活 NK-(B 而诱导
细胞间黏附分子的极化表达，是抗感染免疫反应的
一个重要组成部分［13］，IL-6 在布鲁氏菌感染滋养层
细胞时究竟是以抗炎作用为主还是以促炎作用为
主，亦有待深入研究。IL-10 则是 Th2 细胞产生的抗
炎因子，是公认的免疫抑制因子，抑制 TH1 细胞应
答反应［14］，本研究中布鲁氏菌及其蛋白诱导滋养层
细胞产生的 IL-10 低于 PBS 对照组，从侧面说明宿
主被布鲁氏菌感染后主要以 Th1 型反应为主，这在
之前国内外的研究中均有相似的报道［15-17］。

综上所述，磷酸葡萄糖变位酶 ( pgm)基因作为
布鲁氏菌毒力因子 LPS 的主要合成基因，布鲁氏菌
pgm 基因的缺失将影响布鲁氏菌的外膜结构，本研
究通过对布鲁氏菌 pgm 基因缺失株和 PGM 蛋白感
染的滋养层细胞进行形态学观察和细胞因子的检
测，初步证实了布鲁氏菌 pgm 基因缺失株和 PGM
蛋白对滋养层细胞具有毒性作用，而且在细胞水平
上探索其在抗感染免疫过程中的作用，这为进一步
研究布鲁氏菌的慢性感染机制和揭示其引发宿主流
产的分子机制奠定了基础。
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Effects of Brucella phosphoglucomutase on inducing
infection of trophoblastic cells

Zhen Wang，Hui Zhang* ，Yan Zhang，Fei Guo，Yu Zhang，Ruihua Chen，Ru Meng，
Zhiqiang Li，Qian Zhang，Chuangfu Chen*

College of Animal Science and Technology，Shihezi University，Shihezi 832000，China

Abstract:［Objective］We studied the biological function of Brucella phosphoglucomutase ( pgm) gene，and detected the
changes of human trophoblast cell invaded by the Brucella pgm mutant and PGM protein． ［Methods］Human trophoblast
cells were infected by the pgm mutant and PGM protein． The changes of cytokines were detected by enzyme-linked
immunosorbent assay，and morphology of cells was identified． ［Results］PGM protein was purified，and pgm mutant was
constructed． The sera of mice immunized by pgm mutant were negative by agglutination test and Standard Tube
Agglutination Test for Brucellosis． The cellular morphology of human trophoblast cells infected pgm mutant or PGM protein
changed． The adhesion and infection of the pgm mutant reduced more than Brucella vaccine strain M5-90，and human
trophoblast cells partially cracked off． The activity of IL-6，TNF-α or lactic dehydrogenae increased in human trophoblast
cells infected by the pgm mutant more than Brucella vaccine strain M5-90 ( P ＜ 0. 01 )，but not for IL-10. Lactic
dehydrogenae in human trophoblast cells infected by the PGM Protein increased more than sodium phosphate buffer (P ＜
0. 01)，whereas IL-6 and TNF-α decreased in human trophoblast cells less than sodium phosphate buffer ( P ＜ 0. 05) ．
［Conclusion］ The results suggest that the pgm mutant of brucella and PGM protein had the cytotoxic effect for human
trophoblast cells with cellular morphology and changes of cytokines．
Keywords: Brucella，Phosphoglucomutase，Human trophoblast cells
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