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Abstract
AIM: To investigate and test differential mRNA 
expression of new ESTs within HeLa epithelial 
cells following infection with Shigella flexneri 
2457T. 

METHODS: HeLa cells were incubated with S. 
flexneri 2a 2457T. A methylene blue assay was 
performed to examine the ratio of bacterial in-
fection. Total RNA was extracted from HeLa 
cells and mRNA was isolated for use as probes. 
A cDNA microarray was assembled with about 
3000 cDNA clones representing the same num-
ber of independent cDNA clusters, which were 
unknown-gene ESTs. Using 156 EST sequences 
obtained from cDNA microarray analysis as 
seed sequences, the Siclone software was ap-
plied for splicing, proofing, and extending EST 
sequences as long as possible. To validate the 

correctness of sequences after extension and to 
confirm the accuracy of the differential expres-
sion of genes from the microarray analysis, three 
new genes were selected and their transcription 
levels in HeLa cells were analyzed before and 
after Shigella infection using semi-quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR).   

RESULTS: Forty-five ESTs were determined 
as being differentially expressed, with ≥ 3-fold 
or ≤ 0.33-fold changes, and 25 of these were 
identified as known genes involved in several 
important intestinal functions. Interestingly, 
three strikingly different cDNA fragments from 
unknown ESTs, name NPCCKH12, ADBCSB0 
and HTBAMG05, were cloned by RT-PCR, 
sequenced and their expression levels were 
confirmed by semi-quantitative RT-PCR. We 
confirmed that they were new human or pseudo 
genes. 

CONCLUSION: Three new ESTs from HeLa 
cells, differentially expressed after S. flexneri 
2a infection, were identified. This investigative 
strategy is useful for obtaining information to be 
applied as a basis for further study of the inter-
actions between Shigella and epithelial cells. 
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摘要
目的: 研究痢疾杆菌福氏2a入侵前和入侵后 
3 h的人上皮细胞差异表达的新基因.  

方法: 采用增毒的痢疾杆菌福氏2a 2457T侵
袭HeLa细胞, 检查HeLa细胞中细菌的数量并
用RT-PCR方法从HeLa细胞中提取总RNA, 制
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■背景资料
痢疾是全世界广
泛流行并高发的
一种急性肠道传
染病, 其在结肠上
皮细胞中的繁殖
和扩散是导致痢
疾的重要环节之
一. 结肠上皮细胞
作为痢疾杆菌的
宿主细胞, 在受到
痢疾杆菌的入侵
之后为适应新的
环境而会诱发产
生新的生存或抵
御机制. 但目前对
痢疾杆菌侵袭上
皮细胞后, 宿主细
胞基因发生的变
化及宿主的免疫
保护机制还不十
分清楚.



备探针. 采用含有约3000个代表新基因的芯
片进行芯片杂交, 分析杂交结果. 将所获得
的新的156条EST序列为种子序列用cDNA微
阵列实验, 以人类EST数据库为基础库, 应用
SiClone软件进行EST拼接、校对并尽可能延
长获得大片段或全长cDNA. 选取基因组未注
释的编码区序列作为新基因进行RT-PCR实验
验证.

结果: 共鉴定到≥3倍或≤0.33的差异表达的
代表新基因的EST序列45条, 其中25个延伸
序列鉴定为与重要的肠道功能相关的已知基
因, 并有3个在痢疾杆菌侵袭期间高表达的
存在显著差异的新EST序列, 他们分别名为: 
NPCCKH12、ADBCSB02和HTBAMG05, 这3
个基因是新的人基因或假基因. 

结论: 鉴定出了在HeLa细胞感染痢疾杆菌前
后差异表达的新EST序列, 为进一步研究痢疾
杆菌与寄主相互作用奠定了基础.

关键词: 痢疾杆菌福氏2a; 表达序列标签; cDNA微

阵列; 电子延伸; 反转录聚合酶链反应; 基因鉴定
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0  引言

病原菌致病是在与真核宿主细胞相互作用过程

中实现的. 痢疾杆菌在结肠上皮细胞中的繁殖

和扩散是导致痢疾的重要环节之一[1]. 志贺氏菌

感染引起痢疾发病机制为所有病原性痢疾杆菌

都具有一个可以编码侵袭质粒抗原IpaACDB毒
力大质粒[2], 通过Mxi-Spa-Ⅲ型分泌系统(TTSS)
将细菌蛋白注射到肠道上皮细胞内[3], 通过胃

肠屏障到达结肠, 侵入结肠上皮细胞开始增殖

并向邻近细胞扩散, 最终引起结肠炎症、上皮

细胞死亡、溃疡及液体的增多产生脓血及黏液 
等[4-5]. 肠上皮细胞作为痢疾杆菌的宿主细胞, 在
受到痢疾杆菌的入侵之后为适应新的环境会诱

发新的生存或抵御机制. 在该过程中, 基因表达

将会发生明显的变化. 以前的研究主要集中于

通过免疫染色推断寄主的形态学的变化[6-7], 但
目前对痢疾杆菌侵袭上皮细胞后, 宿主细胞基

因发生的变化及宿主的免疫保护机制还不十分

清楚. 
基因表达谱(转录组)是研究细胞表型和功
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能的一个重要工具. 与基因组不同, 表达谱是高

度动态的, 细胞所处环境改变或受到病原微生

物入侵时, 其形态和生理状况都会发生改变, 甚
至当细胞处于复制、分裂等正常的生理活动时, 
基因的转录情况也会变化很大, 而这些都是由

于基因表达的不同引起的. 因此, 对这种基因表

达差异的检测不仅会深入认识痢疾发生发展的

机制, 也会为预防和治疗痢疾带来新的思路. 转
录组学可能提供一些未知表达序列标签(EST)
的信息, 但如果这些重要的序列太短, 那就很难

把他们评判为差异基因. 尽管利用传统的方法

可能可以研究这些EST序列, 通过从cDNA文库

中筛选获得较长的序列, 然而, 这个方法是很复

杂的而且仍处于试验阶段, 尤其是大量的信息

获得应该通过采用高通量的技术. 在病原菌与

寄主细胞相互作用的研究中经常会出现未知

的EST序列, 同时大量的生物信息资源为未知

EST序列的分析提供了便利的方法. GenBank 或 
EMBL等公开的数据库中存在大量的EST序列, 
他们许多序列相互重叠并可能代表了相同的

cDNA序列, 因此短的EST序列可以利用生物软

件被延伸. 根据这个原理, 通过序列图谱和基因

克隆[6]可以设计电子PCR[8]. 我们采用新的策略

快速鉴定未知EST序列进行定量转录组学分析, 
用于研究上皮细胞和痢疾杆菌相互作用, 利用

含有约3000个新基因的表达谱芯片检测了痢疾

杆菌入侵诱导3 h的人上皮细胞新EST序列基因

表达的差异, 对差异表达的全新EST序列进行了

电子延伸克隆和相应的验证, 这些发现也为进

一步进行寄主-病原菌相互作用的生化分析奠定

了基础和框架.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5α和野生型痢疾杆菌福氏

2a毒株2457T均为本室保存. 实验前, 痢疾杆菌

福氏2a 2457T用豚鼠角膜实验鉴定其毒性并进

一步增毒. 人子宫上皮细胞株HeLa细胞为本室

保存.
1.2 方法 
1.2.1 HeLa细胞侵袭实验[9] 人子宫上皮细胞株

HeLa细胞培养在含有100 mL/L FBS无支原体感

染的RPMI 1640培养基中. 进行感染实验时, 将
2457T福氏2a痢疾杆菌培养至指数生长期, 取
约108CFU的菌用PBS洗涤3次后, 悬浮于不含血

清的RPMI 1640培养液中, 用来侵袭约106个的

HeLa细胞, 37℃作用3 h, PBS冲洗3次感染后的
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■研发前沿
痢疾杆菌侵入肠
上皮细胞引起细
胞大量死亡是造
成痢疾发生的关
键环节. 因此, 要
了解痢疾杆菌的
致病机制, 必须在
基因水平研究宿
主细胞在与痢疾
杆菌相互作用过
程中的应答, 从而
提高对痢疾杆菌
致病机制的认识.
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细胞, 加入新鲜培养基(含20 mg/L的庆大霉素)以
杀死细胞外的细菌, 再培养3或24 h. 收集细胞并

用RNA稳定试剂RNAlater(Qiagen公司产品)保存

样品. 另外, 感染实验时进行染色, 用甲醇∶冰醋

酸(3∶1)固定15 min, 美蓝染色10 min, 检测HeLa
细胞中细菌的数量.
1.2.2 cDNA微阵列的构建 含有约3000个代表

新基因和对照基因的芯片克隆由上海中科开

瑞公司提供 .  利用通用引物P C R扩增所需片

段, 并用琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增产物的

质量. 将PCR产物异丙醇沉淀后溶于变性溶液 
(1.5 mol/L NaCl, 0.5 mol/L NaOH), 利用芯片制

作仪(BiorRobotics, Cambridge, UK)将100 μL含
PCR产物的溶液点到8 cm×12 cm的Hybond N尼

龙膜上(Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, 
UK), 每个点的直径约为0.4 mm, 每个cDNA片

段在同一张膜的不同位置点2次. 以λ D N A和

pUC18 DNA作为阴性对照. 每张8 cm×12 cm的

尼龙膜上包含8个看家基因(分别编码核糖体蛋

白S9、β肌丝蛋白、3磷酸甘油脱氢酶、次黄嘌

呤磷酸核糖转移酶、RPL13A蛋白、泛素C、磷

脂酶A2和UCHL1蛋白)作为膜内对照基因, 每个

基因均匀地点在每张膜的12个不同的位置. 如
果杂交结果中某个基因的12个点的最大差异倍

数大于1.5倍, 则认为杂交结果是无效的.  
1.2.3 RNA的提取和检测 采用标准的TRIzol 
R N A提取方法抽提对照组和实验组 (包括

感染后3和24 h)的H e L a细胞总R N A, 利用

poly(dT)resin(Qiagen, Hilden, Germany)分离纯化

mRNA, 并检测mRNA的质量和纯度, 使其纯度

符合要求(A 260/280>1.9). 总RNA质量检测(Lab on 
chip检测)操作步骤参考人oligo基因表达谱芯片

使用手册, Lab-on-chip参照Agilent 2100分析仪

操作手册, 制备凝胶, 按照软件提示进行RNA电

泳操作, 评价RNA质量.
1.2.4 探针的制备 取大约1-2 μg mRNA用于反转

录探针制备和纯化, 以200 μCi的α-33P为标记物, 
用MMLV反转录酶进行反转录, 取反转录反应

产物的1/10进行PCR反应(94℃ 30 s, 55℃ 1 min, 
72℃ 1.5 min, 35个循环). 
1.2.5 杂交及洗涤 芯片用20 mL预杂交液(6×
SSC, 5 g/L SDS, 5×Denhardt和100 mg/L变性

鲑精DNA)在68℃预杂交3 h, 随后用洗液(0.1×
SSC, 5 g/L SDS)在65℃下严格洗涤1 h, 与33P标
记的cDNA在6 mL杂交液(6×SSC, 5 g/L SDS和
100 mg/L鲑精DNA)中68℃杂交过夜.  

1.2.6 检测及分析 将杂交好的芯片置于Phosphor 
S c r e e n上过夜 ,  扫描用F L A-3000A P l a t e/
Fluorescent Image Analyzer (Fuji Photo Film, 
Tokyo, Japan), 图像分析采用Array Gauge软件

(Fuji Photo Film, Tokyo, Japan). 根据没有cDNA
位置的背景灰度, 对芯片上cDNA点的灰度进行

背景消减. 只有灰度值大于10的cDNA点才认为

是有意义的信号, 足以保证与背景灰度有显著

性差异(>99.9%).
1.2.7 电子延伸 首先对人的EST数据库进行预处

理, 去除载体等混杂序列, 得到干净的人类EST
序列数据库. 然后以cDNA微阵列实验所获得的

156条新的EST序列为种子序列, 以人类EST数
据库为基础库, 应用Siclone软件进行EST拼接、

校对并尽可能延长获得大片段或全长cDNA(称
为Contig). 用Sim4软件将延长并校对的Contig序
列与人基因组序列对准, 检验拼接的正确程度, 
并可与基因组注释结果进行比较. 用Estscan软
件, 预测没有注释的新的Contig序列的真正阅读

框, 重构编码区序列, 并进行启动子等调控序列

的预测. 
1.2.8 RT-PCR分析 选取基因组未注释的编码区

序列作为新基因进行RT-PCR实验验证. 利用

RNeasy Mini Kit(Qiagen, Hilden, Germany)提
取细胞总RNA, 并用Oligo(dT)和MMLV反转录

酶将约1 μg的总RNA反转录为单链cDNA. 在 
50 μL PCR扩增体系中加入1 μL cDNA作为模板, 
以不同基因的序列设计引物进行PCR(94℃ 30 s, 
52-60℃ 1 min, 72℃ 2-3 min, 30个循环). 得到的

PCR产物纯化后连接到pMD18-T载体上测序, 
BLAST分析.

2  结果

2.1 cDNA微阵列体系的建立 从人类cDNA文库

中随机挑取的克隆经过末端测序和与Unigene
数据库比对, 鉴定该DNA序列为代表未知基因

的新EST序列. 代表约3000个新基因的cDNA
克隆构成了cDNA微阵列体系. 为了评估cDNA
微阵列体系的重复性好坏, 独立地进行了重复

性实验. 制作不同批次的cDNA芯片, 用相同的

mRNA样品制作的cDNA探针进行杂交, 并通过

数据分析计算相关系数R 2(用来表示基因表达模

式的相似性), 经检测R 2值约为0.97(图1), 表明在

3000个基因中只有0.2%的基因两次杂交的结果

差异大于2倍. 由此表明, 本实验构建的cDNA微

阵列系统具有很高的可重复性.

■相关报道
2003年, Pedron et al
利用a f f y m e t r i x 
微 阵 列 技 术 对
S .  f l e x n e r i  5 a 
(M90T)侵袭上皮
细胞的转录学反
应进行了详细的
研究[9], 证明了上
皮细胞的前感染
过程. 这些结论都
是检测了已知基
因的表达变化, 但
对于未知基因的
作用尚不清楚. 然
而, 痢疾杆菌侵袭
上皮细胞新的保
护或反应机制可
能和一些未知功
能基因密切相关.
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2.2 痢疾杆菌入侵HeLa细胞产生的差异表达新

基因 采用痢疾杆菌入侵HeLa细胞3 h后, 进行

美蓝染色, 检测HeLa细胞中细菌的数量, 结果蓝染色, 检测HeLa细胞中细菌的数量, 结果染色, 检测HeLa细胞中细菌的数量, 结果

见图2, 镜检每个细胞内含有细菌数约10个, 表
明痢疾杆菌已完全侵袭上皮细胞内. 我们对痢

疾杆菌感染后3 h和未感染2个样品mRNA进行

总RNA的质量控制, 见图3. 采用琼脂糖电泳和

较高灵敏度的Lab-on-chip进一步对总RNA进

行质量检测, 通过对图谱的分析发现没有明显

的RNA降解(图3), 因此可以判定10个样品的总

RNA完整性良好, 可以进行探针标记.
严格按照方法中描述的质量控制标准筛选

cDNA阵列中差异表达基因, 部分扫描图的结果

见图4. 对数据进行分析比较后得到有3倍以上

差异的EST序列进行了测序(结果未显示). 痢疾

杆菌感染3 h后与对照相比, 有11个代表新基因

的EST序列表达上调, 最高倍数达到14.60, 只有

2个EST序列表达下调, 差异最大为0.146. 
2.3 差异表达新EST序列的电子延伸和校对 为了

能够获得差异表达新基因, 对代表新基因的EST
序列进行了电子延伸, 其中痢疾杆菌感染3 h后
的差异EST序列包含了3倍以上差异表达的代表

新基因的EST序列45条, 对这些EST序列进行电

子延伸, 延伸后的Contig序列长度由436-2993 bp. 
对这些Contig序列与人基因组序列对准, 检验

拼接的正确程度, 并可与基因组注释结果进行

比较, 这些序列分布在多个染色体上, 在6号和

17号染色体上聚集有较多的序列, 并且多数序

列是在同一染色体上邻近的多个序列(2-9个)
匹配, 提示这些序列可能是经过mRNA剪接得 
到的. 

通过GenBank BLAST分析, 有25条序列与

已知的基因或cDNA序列高度匹配, 20个序列是

未注释的, 可能是这些基因的表达序列标签, 也
可能是这些基因的不同的剪接体. 因为未注释

序列可能是新基因, 我们对EST序列进行了结

构域编码序列库搜索. 25个序列具有正确的开

放阅读框, 分别是人 DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp) 
多肽3, SNRPN, CLCN5, 黏附因子B2, FOXJ3, 
RPS2, actinβ, cofilin, talin, gelsolin, cDNA 
FLJ46584 fis, cDNA DKFZp686N23124, TPD52,  
TPP2,  C10orf9,  ABCA8,  COMMD3,  COL4A5,  
Vof16, CLECSF2, Nedd4 结合蛋白Ⅰ, calpain5, 
钙转运ATPase Ⅰ, MOBKL2B, unc-84同源体A. 
鉴定到的差异表达的EST延伸序列主要的功能

分类是与几个重要的肠道功能, 包括痢疾杆菌

诱导的凋亡、细胞骨架、离子转运、离子通道

功能、黏膜屏障防御、异型生物质代谢以及上黏膜屏障防御、异型生物质代谢以及上膜屏障防御、异型生物质代谢以及上

皮细胞的保护机制. 与离子转运、离子通道和

细胞凋亡相关基因大多表达量上调, 这可能是

痢疾杆菌引起腹泻的原因. 
鉴定到的差异基因在分类中大多属于细胞

骨架相关蛋白, 如actin, talin, cofilin和gelsolin, 其
次是离子转运蛋白如calpain-5, Nedd4结合蛋白Ⅰ

和钙转运蛋白ATPaseⅠ. 在痢疾杆菌2457T侵袭

反应中寄主上皮细胞最显著变化的是TPP Ⅱ, 表
达量上调了7.01倍, 其参与了由痢疾杆菌2457T
触发的细胞凋亡途径. 此外, 另一个重要的功能

基因包括CLECSF2和Vof16也显示了重要的基因

水平变化, 反应了上皮细胞的保护性机制. 
用Estscan软件, 预测没有注释的新的Contig

■创新盘点
在本研究采用新
的策略快速鉴定
未知EST序列进
行定量转录组学
分析, 用于研究上
皮细胞和痢疾杆
菌 相 互 作 用 ,  利
用含有约3000个
新基因的表达谱
芯片检测了痢疾
杆菌入侵诱导3h
的人上皮细胞新
EST序列基因表
达的差异, 对其中
3个差异表达的全
新EST序列进行
了电子延伸克隆
和相应的验证. 这
些发现也为进一
步进行寄主-病原
菌相互作用的生
化分析奠定了基
础和框架.

图  2  HeLa细胞
感染痢疾杆菌3 h
后 的 美 蓝 染 色 结
果.
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图  1  不同批次的cDNA芯片杂交的double点的散点图. A: 

HeLa细胞; B: 侵袭3 h后的HeLa细胞. 
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序列的真正阅读框, 重构编码区序列, 预测到存

在正确阅读框的序列有3条序列, 分别命名为

NPCCKH12、ADBCSB02和HTBAMG05. 然后

对这3条序列进行RT-PCR的克隆验证分析, 经测

序后得到的序列与电子延伸得到的序列相比稍

有差异. 克隆NPCCKH12和克隆ADBCSB02没
有已知的基因与之相匹配, 为新的基因序列; 克
隆HTBAMG05的延伸序列与褐鼠局部缺血相关

基因Vof 16有90%的同源性.
2.4 RT-PCR的验证分析 为了验证cDNA微阵列

分析中3个延伸后的序列差异表达的准确性, 本
研究进行了半定量RT-PCR的差异表达分析, 结
果见图5. 克隆ADBCSB02(感染后下调6.25倍)
和克隆HTBAMG05(感染后上调2.17倍)代表的

EST序列在RT-PCR实验中反映出了在cDNA微

阵列分析中的表达差异; 克隆NPCCKH12(感染

后下调2.38倍)代表的EST序列差异表达在RT-
P C R实验中不能明显地反映出来 .  由此可知 , 
cDNA微阵列分析的大部分数据是可信的.

3  讨论

在肠道内, 痢疾杆菌会引发急性感染而破坏组

织 ,  细菌进一步侵袭胞质或形成膜结合复合

物, 导致寄主免疫反应下降. 目前对痢疾病原学

的研究焦点是痢疾杆菌与上皮细胞的相互作 
用[5]. 最近Pedron et al [9]利用affymetrix微阵列技

术对S. flexneri  5a(M90T)侵袭上皮细胞的转录学

反应进行了详细的研究, 证明了上皮细胞的前

感染过程. 这些结论都是检测了已知基因的表

达变化, 但对于未知基因的作用尚不清楚. 然而, 
痢疾杆菌侵袭上皮细胞新的保护或反应机制可

能和一些未知功能基因密切相关. 
为了了解未知基因表达的改变, Eckmann  

et al [10]对沙门氏菌侵袭肠上皮细胞的约4300个
EST序列进行微阵列分析, 他们发现几个细胞

因子、激酶、转录因子和HLA Ⅰ表达上调, 认
为微阵列技术是研究病原菌－寄主相互作用的

有效方法[10]. 因此, 我们也应用了cDNA微阵列

技术检测短的痢疾杆菌侵袭上皮细胞HeLa后新

EST序列的差异表达, 并使用Siclone软件进行了

电子延伸. 结果显示: (1)大约50% EST 延伸序列

是和已知基因直接相关; (2)强烈暗示了上皮细

胞对痢疾杆菌的侵袭具有新的反应机制. 通过

cDNA阵列分析和EST序列的电子延伸, 具有差

异表达的ESTs中约一半为已知基因, 参与了富

含肌动蛋白actin支架、离子运输、细胞凋亡和

其他重要途径. 
最显著差异EST序列之一是编码tripeptidyl 

peptidaseⅡ(TPPⅡ)的基因, 其表达量上调了7.01
倍. TPPⅡ是一个高分子量丝氨酸蛋白酶, 以同

型寡聚体存在于细胞质或细胞膜中[9], 起蛋白

质降解的作用. 例如, 在淋巴瘤细胞中, 采用蛋

白酶体抑制剂, TPPⅡ替代了一些蛋白酶体的

功能[11], TPPⅡ类蛋白水解系统发挥作用以补

偿蛋白酶体的失活. 除了参与通常蛋白质降解

的功能外, TPPⅡ在凋亡途径中也扮演了特殊

的作用. 在由Shigella flexneri触发巨噬细胞凋

亡的过程中, TPPⅡ参与到Caspase的上游, 促进

了pro-caspase-1的成熟[12]. 同时, 在我们的实验

中, TPPⅡ在痢疾杆菌侵袭细胞后表达量上调, 
是否他也起到蛋白质降解或凋亡的作用还需要

■应用要点
研究结果为寻找
上皮细胞新的生
存或抵御通路提
供了思路, 也为进
一步进行寄主-病
原菌相互作用的
生化分析奠定了
基础和框架.
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进一步研究. 如果TPPⅡ参与细胞凋亡, 将与凋

亡调控蛋白密切相连,  如Caspase-类凋亡调控

蛋白CLARP 和两个生长因子, EGF受体的配体

amphiregulin 和TGF-α, 他们在痢疾感染上皮细

胞Caco-2中被强烈诱导表达[9]. TPPⅡ如何参与

痢疾杆菌诱导的凋亡目前尚不清楚. 已知痢疾

杆菌侵袭素IpaB可以诱导巨噬细胞凋亡, 并直

接结合和激活Caspase-1, 因此, TPPⅡ可能的作

用是: (1)与IpaB和Caspase-1形成复合物, 直接

促进Caspase的活性; (2)降解IpaB-caspase-1复合

物引发细胞死亡的抑制子; (3)断裂作为细胞凋

亡途径中一部分的Caspase-1底物. TPPⅡ抑制子

是Ala-Ala-Phe-chloromethylketone(AAF-cmk)和
clasto-lactacystin b-lactone(lactacystin), 也是在

侵袭时保护细胞的蛋白酶体的抑制子. 在本实

验中, 我们鉴定到一些蛋白酶体如calpain-5明显

上调, 因此, 我们认为TPPⅡ可能通过降解AAF-
cmk抑制子, 参与了痢疾杆菌诱导的凋亡途径, 
对于确定TPPⅡ在凋亡中的作用以及其凋亡前

底物的鉴定还需要更详细的研究. 
痢疾杆菌利用寄主细胞骨架蛋白进入到细

胞内. 在痢疾杆菌侵袭上皮细胞后, 本研究发现

了几个与肌动蛋白鞭毛翻转相关基因, 他们的

表达是被特殊的方式调控的, 这是以前未报道

过的. Actin、talin、cofilin和gelsolin在感染后的

表达水平提高了, 而支架黏附因子B2的表达水

平下降. 在痢疾杆菌黏附到中国鼠卵细胞时, 细
胞骨架蛋白talin连接了肌动蛋白微纤丝与细胞

质膜, 结合integrins形成肌动蛋白的核心聚集到

F-actin, 并与细胞运动中负调控蛋白vinculins结
合[13]. 在本研究中, 我们鉴定到HeLa细胞的talin
表达上调. 

细胞骨架重排的连续, 对于HeLa细胞的趋

向性和趋化性很重要[14]. Cofilin和gelsolin 属
于痢疾杆菌切断肌动蛋白的组分, 在痢疾杆菌

感染细胞中过表达. 已知Cofilin在吞噬菌作用 
中 [15], 与痢疾杆菌相互作用, 并提高N a+, K+-
ATPase的活性, 促进离子转运作用[16], 可以通过

控制肌动蛋白聚合因子/cofilin过程, 快速连接和

分裂肌动蛋白微纤丝. 肌动蛋白微纤丝的分裂

可以释放肌动蛋白单体和cofilin, 并且在cofilin
去磷酸化后2种组分都可以结合到新的微纤丝

中[17]. 在细胞骨架中肌动蛋白解聚物丰度的提

高表明在寄主细胞和痢疾杆菌的能使具有解聚

能力的蛋白失活的TTSS-效应子蛋白之间进行

着复杂的分子竞争, 这与Philip et al [18]采用蛋白

质组学方法分析人细胞对EPEC反应的结论是一 
致的. 

鉴定到的另一个重要的E S T序列是膜相

关基因: ABCA8、UNC84A、MOBKL2B 和 
SAFB2.  ABCA8是一个新的异质生物质ATP-
结合(ABC)转运子超家族的成员[19], ABC转运

蛋白可以将各种分子转运到细胞外和细胞内 
膜[20], ABC基因被分为7个不同的亚家族, 包括: 
ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20, 
和White. ABCA8属于ABC1亚家族, 广泛存在于

多细胞真核生物中, 其功能目前仍未确定, 但推

测ABC转运子可能与细胞对痢疾杆菌存在的环

境条件的适应性有关[20]. 另一个膜相关基因-编
码一个新的100 kD转膜蛋白UNC84A, 位于内

部核膜上, 其基因序列与Caenorhabditis elegans  
U n c-84A高度相似 [21],  他可能与核层相互作 
用[22]. MOBKL2B和SAFB2是2个细胞骨架相

关蛋白 ,   M O B K L2B蛋白与酵母菌M o b1蛋
白具有相似性 ,  M o b1是在极化纺锤体的复

制和有丝分裂检测调控起关键作用的蛋白

激酶[23]. 另一个基因SAFB2, 推测编码953-氨
基酸的蛋白 ,  与支架黏附因子B1(S A F B1)具

A B

图  4  芯片杂交结果扫描图. A: HeLa细胞; B: 侵袭3 h后的

HeLa细胞.

β-actin

HTBAMG05

 A              B

β-actin

HNPCCKH12

β-actin

ADBCSB02

图   5   3 条 电 子
延伸后的差异表
达序列的半定量
RT－PCR分析. A: 

HeLa细胞; B: 侵

袭3 h后的HeLa 

细胞.

■同行评价
本文实验设计严
谨、方法先进, 实
验证据较充实, 统
计学数据可靠, 结
果客观, 有一定的
学术和实际应用
价值.
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有75%的同源性. S A F B1和S A F B2包括一个

高度保守的S A F框和R R M结构域, 他们都有

一个核定位信号 .  这些蛋白在许多细胞加工

中发挥作用 ,  包括染色质形成、转录调控、

R N A剪拼以及应激反应 [24].  S A F B2通过与

v i n e x i n相互作用参与了细胞骨架的信号转 
导[25]. 我们认为, 在本实验中SAFB2的高表达与

痢疾杆菌进入上皮细胞期间细胞骨架信号密切

相关. 
此外, 本研究还鉴定到ca lpa in-5, Nedd4

结合蛋白  I  (N a+通道),  氯化物通道5的表达

上调, 控制肿瘤蛋白D52和钙-转运(Ca lc ium-
transporting)ATPase Ⅰ的转录水平下调. 到目前

为止, Shigella诱发腹泻的分子机制尚不清楚. 我
们鉴定到寄主蛋白酶calpain-5显著上调, 可能破

坏了细胞紧密结合的完整性, 并降低细菌穿过

上皮的抗性. 当具有高Ca2+储存能力的细胞器如

内质网(endoplosmic reticulum, ER)和线粒体, 由
于应激或受到损伤时, 造成Ca2+外泄, 使细胞质

中Ca2+浓度提高. 一些研究提出Shigella诱发的

腹泻依赖于HCO3
-分泌, 也就暗示了对钙流量的

依赖[18]. HeLa细胞受痢疾杆菌侵袭后, 胞内Ca2+

的浓度提高表明了Ca2+从线粒体中的泄露. 我们

检测到钙激活的对粘液素调控[26]的氯化物通道5
的表达量提高. 

Nedd4结合蛋白I在被痢疾杆菌侵袭后表达

上调. Nedd4是一个泛素连接酶, 可以靶向到上

皮细胞的钠通道, 调控盐和液体的动态平衡, 并
且通过Nedd4的WW结构域与离子通道相互作

用[27]. 因此, 由蛋白酶体介导的特异离子转运子

的降解很可能在痢疾杆菌引发的腹泻中起关

键作用. 在ER上肿瘤蛋白D52P(TPD52)通过一

个不同的基序结合Ca2+, ER中Ca2+的积累引起

TPD52表达水平的降低. 我们发现质膜钙转运 
ATPaseⅠ和肿瘤蛋白D52P下调, 可能也是引起

发炎和腹泻的一个因素. 
EST序列MDSDAH01鉴定为CLECSF2基

因. 这个基因编码的蛋白是C-型血凝素/C-型血

凝素类结构域(CTL/CTLD)超家族成员, 位于染

色体12p13天然致死基因复合物区域[28]. 该家族

成员具有一个共同的蛋白折叠和多种功能, 如
细胞黏附, 细胞-细胞信号、糖蛋白翻转等, 普
遍认为是参与对外源因子的防御机制, 识别健

康和病原感染细胞, 对潜在的病原产生天然免

疫反应[29]. 当淋巴细胞具有活性时, CLECSF2
或AICL基因的表达水平是上调的. 编码2型转

膜蛋白可能的功能是作为一个细胞被诱导激活

的抗原[30-31], 该诱导激活抗原在上皮细胞内将

引起新的免疫反应. 所以, CLECSF2基因在感

染早期的上调预示他在上皮细胞的保护性机制

中可能起重要的作用. 这种保护机制的现象在

Caco-2对Shigella的转录组学研究中也观察到 
了[9]. 此外, 在细胞解毒作用中的基因, 如CYP异
构体和乙醛脱氢酶(aldehyde dehydrogenase), 我
们鉴定到他们的表达量上调. 我们的数据说明S. 
flexneri 2457T可能调节了一些重要的天然免疫

蛋白的表达. 
有趣的是, 对NPCCKH12、ADBCSB02

和HTBAMG05 3个片段经测序后得到的序列

与电子延伸得到的序列相比稍有差异 .  克隆

NPCCKH12和克隆ADBCSB02没有已知的基因

与之相匹配, 为新的基因序列; 克隆HTBAMG05
的延伸序列与褐鼠局部缺血相关基因Vof16有
90%的同源性. 我们得到的这3个基因是新的

人基因或假基因, 其相关信息已提交GenBank, 
登录号为nos. UAY776160U, UAY776161U和

UAY776162U. 我们认为他们在细胞对痢疾杆菌

2457T侵袭反应中起重要的作用. 
本研究为了大规模获得新的功能基因, 利

用cDNA微阵列技术和电子延伸技术进行了尝

试性研究. 从取得的结果可以看到, 我们不仅鉴

定到了很多新基因, 也鉴定到了与已知基因高

度同源的基因. 这一结果说明我们的尝试性研

究思路获得了初步的成功, 为全面深入开展痢

疾杆菌和上皮细胞之间相互作用的研究奠定了

基础. 利用cDNA微阵列技术研究微生物和宿

主之间的相互作用已经成为近期的研究热点之

一[6-8]. 通过这样的研究, 可以得到大量的基因

表达谱差异的信息. 这些信息既有已知基因, 也
有未知基因. 对于已知基因的表达差异, 可以通

过生物信息学手段(包括聚类分析、信号通路

分析等)寻找总结规律. 但要对未知的EST序列

进行深入的分析, 就需要先获得较长的序列. 通
过筛选全长基因文库获得全长cDNA序列是早

期的经典方法, 该方法的缺点是操作烦琐, 时间

周期较长, 成功的几率也较低. 目前拥有大量

EST序列的数据库已经建立起来, 从生物信息

学的原理出发, 利用数据库中的EST序列进行

电子延伸, 可以使很多基因片段得以延伸, 这样

可以迅速地对未知基因的功能进行研究. 电子

延伸技术已经在基因组研究方面发挥了重要作

用. 这些高度同源基因可能是已知基因的不同
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剪接体, 也可能是新的基因, 这需要进一步的实

验进行研究. 
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2007 年原位肝脏移植新技术及进展学习班通知

本��刊�讯 为促进国内肝脏移植领域的交流与合作, 为拟开展肝脏移植的同道提供技术支持, 提高我国肝移植的

技术水平, 推动肝移植的健康发展, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心将于2007-08-29/09-02与世界华人消

化杂志合作举办“原位肝肝脏植新技术及进展”学习班, 由中山大学器官移植研究所所长陈规划教授主持, 并

邀请海内外肝移植知名专家授课, 就目前我国肝移植存在的重点和难点问题以及近几年来肝移植技术的新进

展进行学术讲座. 

中山大学附属第三医院肝脏移植中心是广东省器官移植研究所和中山大学器官移植研究所挂靠单位, 也

是广东省卫生厅重点专科和广东省器官移植学会主任委员单位. 目前, 已开展近1000例肝脏移植术, 术后1 a生

存率超过80%, 居国内领先水平. 本中心已举办三期肝脏移植技术学习班, 并协助国内60余家单位开展了肝脏

移植术. 本项目为2007年国家级继续医学教育项目, 项目编号为: 2007-04-10-024, 授予Ⅰ类学分14分. 授课内容

主要涉及肝脏移植手术技巧、高危受者的麻醉管理、重症感染病人的无肝素化持续血液净化治疗、个体化免

疫抑制方案、术后随访管理系统、抗乙肝病毒治疗新策略、西罗莫司及超声造影技术在肝脏移植中的应用等

方面. 学习对象为省级、地市级医院的医护人员. 

收费标准: 培训费900元/人(统一安排食宿, 费用自理)

通讯地址: 广州市天河路600号, 中山大学附属第三医院肝脏移植中心 邮编: 510630 联系人: 汪根树 电话: 

020-87595523 传真: 020-87595523 E-mail: chengying_827@163.com.


