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单核细胞增生性李斯特菌 prfA 缺失株及其亲本株胞外蛋白的
比较蛋白质组学
殷月兰，白春光，王国梁，贾艳艳，渠瑾，付红，高云飞，焦新安 *

扬州大学，江苏省人兽共患病学重点实验室，扬州 225009

摘要:【目的】PrfA 蛋白对单核细胞增生性李斯特菌致病过程中毒力基因的表达起着重要调控作用，本文从
蛋白质水平上初步探讨了 PrfA 的调控功能。【方法】对 LM4 及 LM4ΔprfA 的胞外蛋白采用双向凝胶电泳结
合基质辅助激光解析电离飞行时间质谱鉴定技术，进行比较蛋白质组学研究。【结果】发现差异表达的有 31
个蛋白点，质谱鉴定成功 19 个点，对应 12 种蛋白，其中已知的毒力相关蛋白有:InlC、ActA、LLO，此外还发现
丙氨酸丙氨酰羧肽酶、GW 重复表面蛋白、假定转录调节因子、天冬氨酸半醛脱氢酶和一些假定蛋白。采用
实时荧光定量 PCR 方法对蛋白质组学方法获得的结果进行了验证，结果显示 hly、actA、inlC 的基因表达量显
著下降，丙氨酰氨羧肽酶、GW 重复表面蛋白的 mRNA 转录水平降低。【结论】PrfA 蛋白对毒力岛 LIPI- I 和
毒力岛 LIPI-II 中毒力基因的表达具有重要的调控作用，新发现的转录调控因子和假定蛋白的功能有待于进
一步深入研究。
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单 核 细 胞 增 生 性 李 斯 特 菌 ( Listeria
monocytogenes，Lm)是重要的人畜共患李斯特菌病
的病原，在食品卫生领域受到广泛关注，该菌的致病
性与调控因子 PrfA 蛋白作用下毒力基因的表达有
着密切的关系。PrfA 是李斯特菌最重要的毒力调
控因子之一，对李斯特菌黏附及侵袭宿主细胞、逃逸
机体免疫应答中起到调控作用，其在 Lm 致病中的
作用尚未完全阐明。随着对李斯特菌的研究进入后
基因组学时代，仅通过基因组学信息无法了解该菌
在特定时间和空间上所表达的全部蛋白质及其存在
方式，而蛋白质组学技术能在整体水平上研究蛋白

质的组成与调控活动规律，因而从蛋白质水平上研
究李斯特菌的生命活动显得尤为重要。

在李斯特菌侵袭宿主过程中，分泌蛋白起着十
分重要的作用。许多毒力因子是以分泌蛋白的形式
存在的，如李斯特菌溶血素蛋白 LLO、磷脂酶 PI-
PLC 及 PC-PLC 等。分析细菌的分泌蛋白对于发现
未知的毒力因子或疫苗候选抗原有重要的作用。基
于 PrfA 的广泛调控作用，本研究通过基础培养基培
养法提取细菌的胞外蛋白并进行蛋白质组学研究，
以期发现 prfA 缺失株与其亲本株之间的差异，发现
新的受 PrfA 调控的蛋白，为揭示其新的调控机制奠
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定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:单核细胞增生性李斯特菌 yzuLM4 由
本室保存提供，LM4ΔprfA 由本研究室构建。
1. 1. 2 主要试剂: IPG 预制胶条、载体两性电解质
(Bio-Lyte Ampholyte)、矿物油均购自 Bio-Rad 公司;
CHAPS、硫脲、尿素、TEMED 均购自 Amresco 公司;
碘乙酰胺、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、考马斯亮蓝
G-250、PMSF、基础培养基组分均购自 Sigma 公司。
细菌 总 RNA 提 取 试 剂 盒 购 自 天 根 公 司，
PrimeScriptTM RT reagent Kit 试剂盒、SYBR Premix Ex
TaqTMⅡ试剂盒购自 TaKaRa 公司。
1. 1. 3 主要仪器:等点聚焦仪、大通量垂直电泳系
统、二维电泳分析软件 PDQuest8. 0 均购自 Bio-Rad
公司、凝胶扫描成像系统 UMAX PowerLook 2100XL-
USB 为国产，7500 荧光定量实时定量 PCR 仪购自
Applied Biosystems 公司。
1. 2 基础培养基(minimal medium)的配制方法

操作参见文献［5］．
1. 3 分泌蛋白的提取

参照文献［6］方法改进如下:置于 37℃温箱中经
过 6h 适应后，加入 450 mL 基础培养基，37℃振摇培
养 24 h。离心菌液(6000 × g，10 min，4℃ )，取上清
加入 TCA 至终浓度 10%，4℃放置过夜。15000 × g
离心 30 min，弃上清，沉淀用冰丙酮洗两遍。待丙酮
挥发后，将蛋白保存于 － 70℃待用。

1. 4 二维电泳
根据文献［7］，采用 pH4 － 7 17 cm 的 IPG 胶条

水化聚焦，蛋白上样 300 μg，上样体积 300 μL。水
化和等电聚焦设置的程序为:17 cm 胶条水化 13 h
(17℃ )，250 V、30 min，1000 V、2 h，10000 V、5 h，
10000 V、60，000 V·h，总计 80 000 V·h。等电聚焦后
的 IPG 胶条在平衡液中平衡 30 min，转移至 12%聚
丙烯酰胺凝胶电泳凝胶的上端，用垂直电泳系统进
行第 2 向电泳。采用文献［8］的方法进行考马斯亮
蓝染色。
1. 5 凝胶的图像分析

凝胶经扫描成像系统 UMAX PowerLook 2100XL
扫描成像，选择光学分辨率 300dpi。电泳图谱根据
PDQuest8. 0 软件指导说明进行图像分析，主要包
括:图像编辑裁剪、归一化处理、蛋白质点检测、蛋白
点匹配以及表达差异蛋白点的检测等。
1. 6 质谱分析和数据库检索

比较双向电泳图谱，选取具有 5 倍以上量变的
蛋白质点，作为进一步基质辅助激光解吸附飞行时
间质谱 (MALDI-TOF /TOF-MS) 分析。将获得的肽
质量指纹图谱( PMF)提交至 MASCOT 数据库进行
检索，检索分数≥ 83 分认为是统计学显著 ( p≤
0. 05)，判定该点质谱鉴定成功。
1. 7 蛋白质谱结果的 Real-Time-PCR 验证

对质谱鉴定的结果，设计引物结合 Real-Time-
PCR 技术进行验证，引物设计见表 1。以 yzuLM4 的
cDNA 模板设置为参照样品，参照文献［8］将 gyrB
设为内参基因，进行 Real-Time RT-PCR。每个样本
设 3 个重复管，同时设无模板阴性对照。

表 1．荧光定量 PCR 引物设计
Table 1． Primer pairs for real-time RT-PCR

Primer Sequence ofup-stream primer(5'→3') Sequence of down stream primer(5'→3') Fragment length / bp
gyrB AGACGCTATTGATGCCGATGA GTATTGCGCGTTGTCTTCGA 91
prfA ATAACGTATGCGGTAGCC CGAGTATTAGCGAGAACG 145
actA ATTTAGTTCGCTGAATAGTGG CCCGCATTTCTTGAGTGT 122
hly TCTGGAGGATACGTTGCT GATGGACGATGTGAAATGAG 135
inlC ACTGGCAATTCCCACAGGAC AATACTGTCAAAGACCCAGA 98
8702 TTTTCAACGTCGCTGGCAGT AGGGCACGGAAGTTGGTA 95
8801 ATTGCTGCTAAGGATTGA GATGGTGGTTATGCGACT 125
5704 GAAATAAGCCAAGTCGTGAT CCTTCTTCGCCGCTTGTC 120
8302 CATCAATCGCTTGTTCTT ACAATATGCTCGCTTCCGTA 98

1. 8 差异蛋白信号肽及分泌蛋白可能性预测
利用 SignalP 4. 0 软件 ( http: / /www． cbs． dtu．

dk / services / SignalP /)对质谱鉴定蛋白的信号肽进
行了 预 测 分 析［13］。利 用 SecretomeP 2. 0 软 件

193



Yuelan Yin et al． / Acta Microbiologica Sinica(2013)53(4)

( http: / /www． cbs． dtu． dk / services / SecretomeP /) 对
质谱鉴定蛋白是否为分泌蛋白进行了初步的预
测［22］。

2 结果

2. 1 二维电泳图片分析
根据 PDQuest8. 0 软件指导说明进行图像分析，

差异点标注如图 1 所示，结果如下: yzuLM4 有而

LM4△prfA 没有的点有 19 个 ( 2202、3105、3203、
3204、3206、3306、3207、4205、4206、4304、5205、
5206、5704、6506、8402、8406、8701、8702、8801 );
LM4△prfA 有而 yzuLM4 中没有的点有 6 个(1202、
5202、8302、8401、8404、8503 ); LM4 △prfA 比
yzuLM4 表达量多 5 倍以上的点有 5 个(3401、6607、
7701、8601、9101)。图 2 显示的是部分差异蛋白的
放大图。

图 1． yzuLM4 和 LM4△prfA 的胞外蛋白图谱
Figure 1． The 2-DE map of the extracellular proteins from yzuLM4 (A) and LM4△prfA (B) ．

图 2．差异蛋白的局部放大图
Figure 2． The magnified maps in the local region spots on the gels showing differentially expressed C，E，G from yzuLM4; D，F，H from LM4△prfA．

2. 2 质谱结果查询
将指纹图谱提交至 MASCOT 数据库中进行查

询，得分83 分认为质谱鉴定成功。送去质谱分析
的点共有 30 个，质谱成功 19 个点，对应 12 种蛋白。
鉴定结果中，ActA、LLO、InlC 为已知的位于 LIPI- I、
LIPI- II 上的毒力因子。对蛋白进行简单分类:毒力
相关的蛋白 3 个、氨基酸代谢相关蛋白 1 个、能量代
谢相关蛋白 2 个、假定转录调控蛋白 1 个、功能未知
的蛋白 5 个。蛋白功能具体查询结果见表 2。

通过对蛋白功能具体查询，我们新发现了 7 个
受 PrfA 调控的蛋白，包括丙氨酸丙氨酰羧肽酶
(8702)、GW 重复表面蛋白 (8801)、假定转录调节
因子 ( 8302、8401 ) 和 4 个功能未知的假定蛋白。
(图 3)为部分新发现的差异蛋白点。

此外，根据质谱结果进行蛋白功能查询结果显
示，多个蛋白点被鉴定为同一种蛋白，如图 4 所示的
InlC、ActA、丙氨酰氨羧肽酶、转录调控因子。
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表 2．胞外蛋白的质谱鉴定结果功能查询
Ttable 2． Extracellular protein spots identified by MS and function

Spot ID(1) Proteinidentify Nominal mass (Mr) /(Da) Calculated pI value Best score(2)

1202 antigen A 18097 4. 51 94
4206 ActA，actin assembly inducing protein precursor 62508 5. 22 90
5704 N-Acetylmuramoyl-L-alanine amidase 46043 5. 53 194
6506 crystal structure of internalin C 29519 5. 47 126
6607 hypothetical protein 35562 5. 22 185
7701 Alanine dehydrogenase 39586 5. 24 251
8401 transcriptional regulator 34092 9. 05 199
8503 hypothetical protein 32455 5. 84 164
8601 aspartate-semialdehyde dehydrogenase 37718 5. 44 150
8701 listeriolysin O precursor 58698 6. 64 127
8702 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 46761 5. 99 148
8801 GWrepeat-containing surface protein 57004 6. 11 119

(1) Numbers of protein spots;(2) Scores of Mascot Search Results．

图 3．新发现的受 PrfA 调控的蛋白
Figure 3． Un-reported proteins spots regulated by PrfA．

图 4．多个蛋白点质谱鉴定为同一种蛋白
Figure 4． A number of protein spots identified as the same protein with MS．

2. 3 Lm 相关基因在 prfA 基因缺失株中的转录水
平分析

应用实时荧光定量 PCR 的方法对亲本株和缺
失株与 prfA 相关基因的表达水平进行了测定。以
亲本株中靶基因的转录水平设定为 100%，缺失株
中每个靶基因的转录水平是相对于亲本菌株的百分
数进行作图(图 5)，由图中可以看出，hly、actA、inlC、
plcA、plcB 的基因表达量显著下降，丙氨酰氨羧肽
酶、GW 重复表面蛋白的合成也有降低，但假定蛋
白、假定转录调节因子的表达量与亲本株之间的差
异不明显。此外 LM4ΔprfA 的 prfA 没有表达，证明
了 prfA 基因被完全缺失掉。荧光定量 PCR 实验从
分子水平上证明了 PrfA 对 LIPI-I、LIPI-II 上毒力基
因的调控作用。

图 5． Lm 相关基因在 prfA 基因缺失株中的转录水平分析
Figure 5． Real-time fluorescence PCR of difference protein genes．
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2. 4 分泌蛋白预测结果
信号肽序列预测结果显示，除差异蛋白 8601、

4206 和 6607 蛋白点之外，其他蛋白均有信号肽序
列(表 3);通过软件 SecretomeP 2. 0 的预测结果显
示蛋白点 8503、8801、8701、8702、5704 和 6506 是分

泌蛋白。已知细菌可通过多种方式将蛋白分泌到环
境中去，其中不乏一些无信号肽的分泌蛋白，至于实
验中所得到的质谱鉴定蛋白哪些是真正的分泌蛋白
还有待于进一步的实验验证。

表 3．质谱鉴定蛋白中的分泌蛋白预测
Table 3． Secretome prediction of protein identify

Spot 8503 8401 8601 8801 8701 8702 8302 5704 1202 4206 6506 6607 7701
Signal prediction 1 － 33 1 － 15 － 1 － 26 1 － 24 1 － 20 1 － 15 1 － 28 1 － 41 － 1 － 34 － 1 － 18
Secretome + － － + + + － + － － + － －

“ －”means no signal peptide or not secretome，“ +”means sectetome．

3 讨论

蛋白质组学作为一种技术可以从环境 (如温
度、pH、盐离子)、种属特异性、细胞不同组分蛋白等
方面进行研究［9 － 12］。对于病原菌来说，许多胞外蛋
白是毒素、粘附素或决定毒力的酶。对于革兰氏阳
性胞内寄生菌来说，蛋白可以通过 Sec 分泌途径、
双精氨酸转运途径、假纤毛蛋白运输途径、ATP 结合
(ABC)途径、ESAT-6 途径等分泌到胞外，从而发挥
作用［6］。本研究中通过 Signal P 4. 0 软件对质谱鉴
定的胞外蛋白的信号肽序列进行了预测，结果表明，
所获得的 3 /4 的胞外蛋白具有信号肽序列［13］;用分
泌蛋白预测软件 SecretomeP 2. 0 的预测结果表明有
6 个蛋白为含有信号肽序列的分泌蛋白。由此表
明，分泌蛋白是 Lm 胞外蛋白的重要组成部分。除
对应 ActA 蛋白的 4206 蛋白点外，其他 2 个无信号
肽序列的差异蛋白是否为其他分泌途径释放到培养
基的蛋白还是与细胞表面结合的脱落蛋白，还有待
于进一步考证。

我们对电泳图像利用软件分析并质谱鉴定，发
现已知受 PrfA 调控的毒力因子有 LLO(8701)、ActA
(4206)、InlC(6506)，这些毒力因子参与李斯特菌在
体内感染过程中与宿主细胞表面的结合、侵入后裂
解吞噬体、逃离吞噬体并在胞浆中生存繁殖以及在
胞内的极向运动［14 － 17］。此外，我们还发现了新的受
PrfA 调控的蛋白，包括丙氨酰氨羧肽酶(5704)、GW
重复表面蛋白(8801)、假定转录调控子(8401)、假
定蛋白(8503)。其中的 GW 重复表面蛋白可能与
细菌的致病性有关，在 C 末端含有 3 个 GW 的重复
多肽，据报道，这种 GW 重复序列可以介导蛋白以非

共价键的方式与细菌表明的磷壁酸之间相对松弛的
结合，分泌到胞外后可能在侵袭和感染宿主细胞中
发挥作用［18］。以上新发现的蛋白与 PrfA 调控的关
系以及其功能目前还不清楚，需今后通过基因敲除
的方式等开展深入的研究。

本研究中发现，在对编码 Lm 的重要调控因子
prfA 进行敲除后，所表达的胞外蛋白的种类和数量
发生较大的变化，这和 Toledo-Arana 等用基因芯片
的方法获得的信息一致，他们从转录水平的研究结
果显示，在缺失 prfA 基因后，近 150 个基因的体外转
录水平发生不同程度的上调或下调表达［19 － 21］。由
于目前我们只对蛋白表达有无的差异点及表达差异
在 5 倍以上的蛋白点进行了质谱鉴定，其中部分蛋
白点尚未得到质谱鉴定结果。但总的来看，PrfA 对
于 Lm 的胞外蛋白表达有着重要的调控作用，它的
缺失不仅将影响到主要毒力基因表达的抑制，还会
影响到物质的代谢以及其他调控因子的作用等，从
而影响到细菌的生长、代谢及致病性。
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Comparative proteomics analysis of extracellular proteins
from Listeria monocytogenes and its isogenic prfA deletion
mutant
Yuelan Yin，Chunguang Bai，Guoliang Wang，Yanyan Jia，Jin Qu，Hong Fu，Yunfei
Gao，Xin'an Jiao*

Jiangsu Key Laboratory of Zoonosis，Yangzhou University，Yangzhou 225009，China

Abstract:［Objective］ Positive regulatory factor A ( PrfA ) protein plays a key role in the pathogenicity of Listeria
monocytogenes by regulating the expression of virulence genes． We studied the regulation functions of PrfA and its role in
Listeria monocytogenes (Lm) virulence． ［Method］Extracellular proteins were obtained from the supernatants of parental
strain LM4 and mutant strain LM4ΔprfA cultured in minimal medium． We used two-dimensional gel electrophoresis and
matrix associated laser dissociation / ionization time of flight mass spectrometry ( MALDI- TOF-MS ) to analyze the
differences of secreted proteins between LM4 and LM4ΔprfA． ［Results］The electrophoresis results show that 31 different
spots，19 spots corresponding 12 proteins were identified by MALDI- TOF-MS． Some virulence related proteins were
verified，such as InlC，ActA and LLO． Some new proteins that are regulated by PrfA include D-alanyl-D-alanine
carboxypeptidase，dipeptide Glycine and Trytophan (GW) repeat-containing surface protein，transcriptional regulator and
some hypothetical proteins with unknown functions． Real-time quantitative PCR was conducted to verify the proteomics
results． The mRNA expression level of hly，actA and inlC gene was significantly reduced，and that of D-alanyl-D-alanine
carboxypeptidase and GW repeat-containing surface protein's synthesis also had a reduction in LM4ΔprfA strain．
［Conclusion］ PrfA plays key roles on the regulation of genes in LIPI- I and LIPI- II．
Keywords:Listeria monocytogenes，PrfA，secretory proteins
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微生物学一直是生命科学中领先的学科

微生物学学科的研究对象决定了它有如下两方面的显著特点:

微生物作为最简单的生命体而成为生命科学研究不可替代的基本材料，由此也奠定了微生物学在生命科学

中的基础地位;

微生物极其丰富的生物多样性决定了它们具有代谢产物多样性，同时又与人类、动植物和环境有着密切的相

互作用，使得微生物学也成为应用领域里十分活跃的一门学科。

摘自《国家自然科学基金 1999 年度项目指南》
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