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蛋白质组学技术在布鲁氏菌病研究中的应用及发展 
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摘  要：布鲁氏菌病是由布鲁氏菌引起的重大人畜共患病之一，给我国养殖业发展和公共安全

带来严重危害。有效控制和逐步消灭布鲁氏菌病对于公共卫生安全和养殖业的发展具有重要意

义。然而，由于布鲁氏菌为胞内寄生菌且结构复杂，其致病机制和相关毒力因子仍不十分清楚；

加之我国现有的布鲁氏菌疫苗均为光滑型疫苗，其诱导产生的抗体与自然感染在临床诊断上存

在着干扰，给种群净化带来严重困难。虽然已有许多研究通过多种技术尝试解决上述问题，但

进展多较为缓慢。蛋白质组学作为研究蛋白质组成和变化规律的新兴学科，随着其研究手段的

逐步发展和完善，通过蛋白质组学的手段揭示布鲁氏菌的致病机理、免疫机制等的研究逐渐增

多，对于解决布鲁氏菌带来的上述问题提供了崭新的思路。本文结合实验室自身研究，主要从

蛋白质组学对布鲁氏菌特异性蛋白的挖掘和对鉴别诊断的意义等方面做一简要阐述。 
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Abstract: Brucellosis is a zoonotic and contagious infectious disease caused by infection with 
Brucella species, threat to livestock and human healthy seriously. Prevent and eliminate to 
brucellosis is significant to public health security and development of breeding industry. However, 
the pathogenic mechanism and relative virulence factors are not clear due to the facultative 
intracellular pathogen and complex construction for Brucella. In addition, brucellosis vaccine are all 
smooth strains currently in China, leading interfere with natural infection, which cause the seriously 
difficult for purification. Most of research had not preferable result due to these problems. Proteomic 
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is a new method which is developing gradually to study constitutes and disciplinarians of proteins, 
the researches have increased to reveal the pathogenesis and immunologic mechanism of Brucella, 
and supplied a new way to solve above problems. Based on the author’s own research in this field, 
this paper makes a summary on research progress of proteomic in the brucellosis research for seek 
the specific proteins and differential diagnosis methods. 

Keywords: Brucellosis, Proteomic, Virulence factor, Differential diagnosis 

布鲁氏菌病是由布鲁氏菌引起的一种严重危

害动物健康和公共安全的人畜共患病，其主要临床

症状为波状热、关节炎以及生殖障碍，而且该病往

往难以治愈或预后不良，给公共卫生安全和养殖业

带来严重的经济损失[1]。布鲁氏菌是胞内寄生的革

兰氏阴性菌，其侵入机体后在巨噬细胞内增殖并感

染其他实质脏器，正是由于该特点，大多数抗生素

类药物对布鲁氏菌病的治疗作用十分有限[2]。布鲁

氏菌没有菌毛、鞭毛、荚膜等细菌常有的毒力因子，

其毒力机制尚不完全清楚，但通常认为与其细胞膜

的复合组成结构有关[3]。布鲁氏菌的细胞膜主要由

膜蛋白、细胞周质间隙、脂多糖和其他小分子结构

组成，其中膜蛋白在改变宿主细胞环境、介导机体

产生细胞免疫应答和相关抗体等方面发挥重要作

用[4]。更为重要的是，这些膜蛋白被认为是布鲁氏

菌与宿主细胞首先作用的组分[5]。 

正是由于膜蛋白在布鲁氏菌病发生发展中的

重要作用，通过蛋白质组学(Proteomic)技术可以为

有效的寻找相关毒力因子、筛选不同菌株之间的差

异蛋白，以及为实现自然感染和疫苗免疫的鉴别诊

断提供新的途径[6]。本文对蛋白质组学在筛选布鲁

氏菌毒力因子和鉴别诊断靶点上的相关研究进行

简要阐述，并结合本实验室前期在蛋白质组学方面

的研究成果，为后期相关研究提供借鉴。 

1  蛋白质组学相关原理和常用技术 

1.1  蛋白质组学相关原理 

蛋白质组学是指研究细胞或机体内所有蛋白

质的组成及其变化规律的学科，其最为突出的特点

是通过特定的蛋白质分离手段并结合高通量鉴定

分析技术，能够有效的研究在特定情况下的蛋白质

表达情况[7]。蛋白质组学的研究只要包含三方面的

内容：(1) 组成蛋白质组学，即对某个特定样品内

的蛋白进行系统鉴定并阐述其特性；(2) 比较蛋白

质组学，即通过比较不同状态下的不同蛋白质翻

译状态，寻找特异性的蛋白差异；(3) 互作蛋白质

组学，是指通过研究蛋白质之间的互作机制描绘一

个或多个系统中蛋白质的作用图谱[8]。 

1.2  蛋白质组学常用技术 

1.2.1  双向电泳技术 

双向电泳 (Two-dimensional electrophoresis，

2-DE)技术是整个蛋白质组学的核心技术之一，其

原理是利用蛋白质分子量和等电点的不同对蛋白

质混合物进行两次区分[9]。该技术最早由 O’Farrell

在 1975 年建立，它使得蛋白的分离效率获得快速

提升[10]。20世纪 80年代，固相化 pH梯度凝胶的出

现使得双向电泳技术在蛋白质组学上的应用成为可

能[11]。2-DE技术虽然可以使蛋白质的分离效率成倍

增加，但仍有许多棘手问题：(1) 对于极性(大小、

疏水性、酸碱性)蛋白质的分离效果较差；(2) 对于

样品中表达丰度低的蛋白很难检测到；(3) 蛋白质

点的筛选和纯化难以自动化；(4) 重复性较差[12]。 

1.2.2  质谱技术 

质谱 (Mass spectrometry，MS)技术最早于

1898 年出现，之后长期用于测定同位素的相对丰

度[13]。20世纪80年代末期出现的基质辅助激光解析

电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)使得质谱技术

在蛋白质组学研究中成为重要方法之一[14]。在蛋白

质组学研究中，通常将质谱技术与其他相关技术联

用，从而提高蛋白质分辨率和特异性。其中，液相

色谱-质谱联用方法是针对丰度低、极性大的蛋白质

而产生的技术[15]，“鸟枪法”的核心技术则是多维蛋

白质鉴定技术(Multidimensional protein identification 
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technology，MudPTT)，其通过对多维液相色谱、串

联质谱以及数据库的结合，使得数据获得更加准确

高效[16]。有研究者采用该技术在短时间内进行一次

操作，即获得鉴定 1 484个蛋白质点[17]。 

1.2.3  蛋白质芯片技术 

蛋白质芯片技术是近年来兴起的一种研究蛋

白质功能的高效方法，其具有高通量、微型化和

自动化等特点，使得可以一次平行分析几千个甚

至上万个蛋白样品，并具有很高的敏感性和准确

性[18]。蛋白质芯片是一种高通量的研究方法，能

在一次试验中提供相当大的信息量，能够全面、

准确地研究蛋白表达谱，这是传统的蛋白研究方

法无法做到的；蛋白质组芯片的灵敏度高，可以

检测出蛋白样品中微量蛋白的存在，检测水平已

达纳克级。蛋白质芯片主要应用于蛋白质之间的

互作效应，与传统研究方法相比，蛋白质芯片技

术降低了假阳性的发生概率[19]。另外，蛋白质芯

片技术的灵敏性远高于其他方法，能够用于研究

蛋白质-药物、蛋白质-脂质以及蛋白质-小分子

(DNA、RNA)等之间的相互作用[20]。被普遍应用

到癌症[21]、肝炎[22]等的诊断和检测中。 

1.2.4  其他技术 

蛋白质组学研究的其他技术还包括非标记方法

emPAI (Exponentially modified protein abundance 
index)、同位素标记的 ICAT (Isotope coded affinity 

tagging)、iTRAQ (Isobaric tag for relative and absolute 

quantification)、代谢标记(Metabolic Labeling)以及

荧光标记的 DIGE等[23]。 

另外，生物信息学是一切蛋白质组学数据分析的

基础和核心，随着生物信息数据库的逐渐完善，其对

于蛋白质组学的借鉴和解释作用也会进一步增强。 

2  蛋白质组学在布鲁氏菌病研究中的应用 

蛋白质组学在布鲁氏菌病中的应用主要包括

两个方面，一是对布鲁氏菌致病机制的探究；另一

方面是对鉴别诊断蛋白点的挖掘。 

2.1  蛋白质组学在研究致病机制中的应用 

不同种属的布鲁氏菌基因序列高度保守，其序

列之间的相似性高达 90%以上[24]。但是，不同种属

之间的特性如毒力、对机体的易感性却不尽相同。

所以，在蛋白水平上揭示不同种属布鲁氏菌的差异

成为重要途径之一。最早对于布鲁氏菌内蛋白质的

研究可追溯到 20 世纪七八十年代，研究者通过

SDS-PAGE和免疫印迹的方法鉴定出不同种属布鲁

氏菌的特异性蛋白[25-26]。1997年，Teixeira-Gomes

等首次通过双向电泳技术阐述了羊种布鲁氏菌

B115 株的蛋白质组学，此后其又解释了羊种布鲁

氏菌标准强毒株 16M 在热应激、酸处理和缺氧压

力下蛋白质组学变化[27]。但是，上述研究所鉴定

的蛋白质均建立在Western blot或Edman测序的基

础上，导致其灵敏度和分辨率均较差。 

2002年，Wagner等将 2-DE和质谱分析相结合，

共在羊种 16M株上鉴定出 883个明确的蛋白质点。

与此同时，有研究针对布鲁氏菌 Rev.1弱毒疫苗株

和 16M强毒株进行对比，发现其中 17个蛋白点存

在差异并进行进一步分析，发现这 17个蛋白参与

铁离子转运、糖类结合以及蛋白质合成。这说明上

述蛋白的变化与细菌毒力的减弱密切相关[28]。 

然而，仅通过双向电泳和质谱分析的方法不

能反映布鲁氏菌在感染动物后的变化，免疫蛋白

质组学的应用使得揭示布鲁氏菌与宿主之间的关

系更为准确和方便。最早有研究将 2-DE结合质谱

分析得到 165 个蛋白点，使用感染布鲁氏菌的患

者血清进行免疫蛋白质组学分析，共发现 42个免

疫蛋白点。主要包括外膜蛋白 OMP25、OMP31、

OMP2b以及 GroEL伴侣蛋白等。除了上述蛋白，

该试验还发现了诸如延胡索酸还原酶亚基、F0F1

型 ATP合成单位和半胱氨酸合成酶 A等新的蛋白

质靶点[29]。随后国内学者也对不同类型的布鲁氏

菌进行蛋白质组学研究，鉴定出的蛋白多涉及蛋白

转运、能量代谢等途径[30]。其中 Yang等[31]通过免

疫蛋白质组学鉴定出两个具有良好免疫原性的布

鲁氏菌特异性蛋白，RS-α 和 LS-2，并使用 RS-α

进行保护性实验，证实 RS-α能够显著地调动小鼠

产生免疫应答并抵抗羊种布鲁氏菌的攻击，可以作
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为潜在的布鲁氏菌亚单位疫苗之一。最近，有研究

者通过液相色谱技术对羊种和牛种布鲁氏菌比较

后发现了 568个差异蛋白点，经过分析后发现其中

402 个存在明显差异[32](图 1)，这进一步表明通过

蛋白质组学技术能够有效鉴定出特异性蛋白靶点。

Lauer等分别对粗糙型和光滑型羊种布鲁氏菌进行

比较，发现影响细胞表面活性的多个蛋白存在明显

差异，包括 G蛋白调节因子 III、赖氨酸特异性脱

甲基酶 5D等[33]。有研究者通过对感染布鲁氏菌的

牛绒毛尿囊膜细胞进行分析发现，共有 103 个蛋

白点与未感染布鲁氏菌的细胞存在着差异，而且

更为重要的是，在感染的不同时间段内产生差异

的蛋白也不一致，这揭示了布鲁氏菌在侵入机体

后的影响[34]。 

本实验室同样通过免疫蛋白质组学的方法，使

用布鲁氏菌山羊阳性血清对布鲁氏菌猪种 S2株的

膜蛋白进行筛选和鉴定，共鉴定出 131个布鲁氏菌

特异性蛋白质靶点，并对其中 30个点进行进一步

质谱分析。这些蛋白点多与蛋白转运、抗压调节以

及代谢途径等有关。这进一步证实，布鲁氏菌在感

染机体后会改变自身的能量代谢和蛋白转运方式

以适应机体内环境，从而保证其在机体内存活并持

续增殖。 

2.2  蛋白质组学在布鲁氏菌病鉴别诊断中的作用 

蛋白质组学，特别是免疫蛋白质组学在布鲁氏

菌病研究中最为重要的作用是在鉴别诊断方面。

对于布鲁氏菌病的鉴别诊断来说，主要包括两方

面的研究方向。一是布鲁氏菌病与其他存在血清

学干扰的疾病的鉴别诊断，如小肠结肠炎耶尔森氏

菌 O9 (Yersinia enterocolitica O:9)、大肠杆菌 O157

等[35-36]；另一方面是布鲁氏菌不同种属之间或者疫

苗株与野毒株之间的鉴别诊断。Al Dahouk 等[37]

在 2006年通过 2-DE和质谱分析对布鲁氏菌 1119-3

全菌蛋白进行鉴定，结合兔布鲁氏菌高免血清共

筛选到 17 个免疫原性蛋白，应用 MALDI-MS 和

nLC-ESI-MS方法鉴定出两个布鲁氏菌特异性蛋白， 
 
 

 
 

图 1  蛋白质组学技术揭示不同种属布鲁氏菌蛋白表达差异[32] 
Figure 1  The protein expressed difference of Brucella species revealed by proteomic[32] 
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即 BCP31和 SOD。这两个蛋白均可以与小肠结肠炎

耶尔森氏菌 O9、城市沙门氏菌 N 群(Salmonella 

urbana group N)、霍乱弧菌(Vibrio cholerae)和土拉

弗朗西斯 LVS菌(Francis tularensis LVS)进行区分。

Kim 等[38]对布鲁氏菌 RB51 疫苗株与小肠结肠炎

耶尔森氏菌 O9、大肠杆菌 O157 使用免疫蛋白质

组学的方法进行区分，共鉴定筛选出 10 个只与

RB51株具有反应性的蛋白点，分别是铜/锌超氧化

物歧化酶、组氨醇脱氢酶、DnaK伴侣蛋白、GroES

伴侣蛋白、辅酶 A硫解酶、双组分应答调控因子、

细胞分裂蛋白 FtsZ、醛脱氢酶、50S 核糖体蛋白

L10和侵袭蛋白 B等。 

Munir 等 [39]通过分别提取布鲁氏菌疫苗株

S19、RB51和一株野毒株的外膜蛋白后进行分析，

使用制备的抗上述 3 个菌株的水牛血清对其进行

Western blot验证，发现仅在野毒株中存在的大小

为 151.3 kD的外膜蛋白。随后，Pajuaba等[40]分别

使用布鲁氏菌感染牛血清、免疫牛血清和阴性血清

对提取的布鲁氏菌 S19 内组分进行鉴定，分别发

现大小为 10、12和 17 kD的 3个潜在用于鉴别诊

断的蛋白质靶点，并对其中的 56个蛋白质点进行

进一步筛选，27个蛋白质点对于免疫血清和自然感

染血清存在差异；质谱分析发现，布鲁氏菌 S19株

上的 5个蛋白与自然感染的血清存在特异性反应。

2016 年，Wareth 等对分离自田间的两株牛种布鲁

氏菌和羊种布鲁氏菌进行蛋白质组学鉴定，发现

分别有 63 个和 103 个蛋白是牛种和羊种布鲁氏菌

所特有的；使用不同感染动物(奶牛、水牛、山羊、

绵羊)的布鲁氏菌阳性血清进行免疫蛋白质组学分

析，其中牛种布鲁氏菌 25 个蛋白有特异性的免疫

反应，羊种布鲁氏菌则有 20 个；牛种布鲁氏菌内

的二氢吡啶二羧酸合成酶、3-磷酸甘油醛脱氢酶和

乳酸/丙酮酸脱氢酶，羊种布鲁氏菌内的 ABC氨基

酸转运蛋白底物结合蛋白以及两株菌共有的延胡

索酰乙酰乙酸水解酶则与所有的阳性血清均存在

反应[32]。上述研究对于揭示不同状态下机体对于免

疫/感染后的免疫应答和鉴别自然感染与免疫状况

均具有重要意义。本实验室使用布鲁氏菌 S2 疫苗

株的膜蛋白对免疫和感染的山羊血清进行免疫蛋

白质组学和免疫共沉淀(Co-immunoprecipitation)鉴

定，共筛选到 10个候选蛋白，并对这 10个蛋白通

过原核表达系统进行表达纯化，初步建立了基于间

接 ELISA手段上的鉴别诊断方法。 

3  结论与展望 

蛋白质组学作为组学研究中的重要一环，对于

揭示蛋白质对于机体的影响具有重要意义，也为阐

明疾病的致病机理和有效治疗提供了理论依据和

解决途径，为疾病的早期诊断提供了分子标识[41]。

布鲁氏菌作为胞内寄生菌，其调动免疫逃逸机制后

对于宿主和自身内部蛋白质表达的变化相较于其

他细菌来说更加明显，所以蛋白质组学方法对于布

鲁氏菌病的研究具有重要意义[6]。但是，布鲁氏菌

无论是在致病特点还是在蛋白组成等方面都远比

病毒等复杂，因此对其蛋白质组学的研究相对较

少；而且现有的研究结果所筛选和鉴定得到的多是

与调节物质代谢、能量转运和酶类激活等有关的蛋

白，这些蛋白的改变是因为布鲁氏菌本身变化引起

还是由于机体对于免疫/感染后产生的非特异性应

答还需要进一步证实。另外，由于双向电泳等技术

限制，其结果的重复性较差，需要在研究时同时做

平行试验以保证结果的真实性。总之，蛋白质组学

的引入对于更好地掌握布鲁氏菌的致病机制以及

有效预防和治疗布鲁氏菌病提供了理论支撑。随着

蛋白质组学相关技术的进一步发展，其在布鲁氏菌

病研究上的应用将会更加完善和成熟。 
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