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我国不同流行区婴儿利什曼原虫前鞭毛体我国不同流行区婴儿利什曼原虫前鞭毛体
比较蛋白质组学分析比较蛋白质组学分析
危芙蓉，高春花，汪俊云*，杨玥涛，石锋

［［摘要摘要］］ 目的目的 应用比较蛋白质组学方法分析两株来自我国内脏利什曼病不同流行区的婴儿利什曼原虫前鞭毛体蛋白

表达差异，为筛选和鉴定我国不同流行区利什曼原虫致病差异相关分子奠定基础。方法方法 分别培养两株分离于我国四

川九寨沟县（SC6株）和新疆伽师县内脏利什曼病流行区（JIASHI⁃5株）的婴儿利什曼原虫前鞭毛体，经酶解后进行液相

色谱串联质谱（Liquid chromatography⁃tandem mass spectrometry，LC⁃MS/MS）非标记（Label⁃free）定量分析，利用MaxQuant
软件（版本号1.3.0.5）查库，进行非标定量（Label⁃free quantitation，LFQ）分析。结果结果 成功鉴定蛋白4 274个，筛选出差异

蛋白1 219个（差异倍数＞2.0或 ＜0.5，P < 0.05），其中 JIASHI⁃5株前鞭毛体特有蛋白550个，SC6株前鞭毛体特有蛋白

174个。SC6株和 JIASHI⁃5株间差异表达蛋白 495个，其中 SC6株上调蛋白（高表达）167个，JIASHI⁃5株上调蛋白 328
个。这些差异表达蛋白主要涉及能量代谢、应激反应、延长感染宿主细胞的寿命以及利什曼原虫存活与增殖。结论结论 来

自我国内脏利什曼病不同流行区的婴儿利什曼原虫前鞭毛体蛋白质表达存在差异。

［［关键词关键词］］ 利什曼原虫；内脏利什曼病；比较蛋白质组学；差异蛋白；非标记定量分析
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Comparative proteomics analysis of Leishmania infantum strains isolated
from two epidemiological regions of visceral leishmaniasis in China
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［［AbstractAbstract］］ ObjectiveObjective To analyze the protein abundance differences between two Leishmania infantum strains isolated from
different epidemiological types of visceral leishmaniasis in China by comparative proteomics method. MethodsMethods Tryptic digests
of total proteins were analyzed by using liquid chromatography⁃tandem mass spectrometry（LC⁃MS/MS），followed by label⁃free
quantitative differential expression analysis. The MS data were analyzed with MaxQuant software（ver 1.3.0.5）against data base.
ResultsResults This study resulted in the identification of 4 274 proteins across two strains（JIASHI⁃5 and SC6）. Of these，1 219 dif⁃
ferentially expressed proteins（ratio＞ 2.0 or＜ 0.5，P < 0.05）were identified. Considering the proteins differentially or unique⁃
ly expressed in the strains，550 proteins were only found in the JIASHI⁃5 strain，and 174 proteins were only found in the SC6
strain. Totally 495 differentially proteins were expressed in the two groups，among which 328 proteins were down⁃regulated and
167 proteins were up⁃regulated in SC6 strain. Some of the identified differentially expressed proteins were demonstrated and they
involved in energy metabolism，stress response，prolonging the lifetime of the infected host cell and survival and proliferation in
virulent strains. ConclusionConclusion This study reveals a group of differentially expressed proteins and the related biologic function
that may lay the foundation for screening and identification of the key Leishmania molecules relative to pathogenicity.
［［KeKeyy wordswords］］ Leishmania；Visceral leishmaniasis；Comparative proteomics；Differential protein；Label ⁃ free quantitative
analysis
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内脏利什曼病是一种由利什曼原虫感染所致的

严重危害人类健康的重要人畜共患寄生虫病。目前

在我国存在3种类型内脏利什曼病流行区，分别是平

原型、山丘型和荒漠型［1］。尽管山丘型和荒漠型内脏

利什曼病病原体均为婴儿利什曼原虫［2⁃4］，且其所致

的内脏利什曼病有相似临床表现，但在发病人群、潜

伏期、宿主、传播媒介及对培养基适应性等方面均存

在差异［1］。对不同类型流行区病原体分子表达谱进

行比较，有助于了解产生上述差异的原因。

利什曼原虫基因表达主要表现为转录后和翻译

后调节，这导致基因、mRNA和蛋白质表达间相关程

度极低，不同种利什曼原虫的蛋白谱表现出很大差

异［5］。对不同类型流行区利什曼原虫进行比较蛋白

质组学分析有助于发现和鉴定相关毒力因子。非标

记（Label⁃free）定量蛋白质组学技术是一种近年发展

起来的较敏感的蛋白质组分析技术，其在寻找利什曼

原虫不同样本的差异蛋白方面得到了广泛应用［6］。
本研究采用非标记定量蛋白质组学技术，比较来

自我国四川九寨沟县和新疆伽师县两种类型内脏利

什曼病流行区具有感染力的婴儿利什曼原虫前鞭毛

体间蛋白质表达差异，旨在为筛选和鉴定我国不同内

脏利什曼病流行区利什曼原虫致病差异相关分子奠

定基础。

材料与方法材料与方法

11 材料材料

1.1 虫株 婴儿利什曼原虫九寨沟株（MCAN/CN/
1986/SC6株，以下简称 SC6株），于 1986年分离于四

川省九寨沟县（山丘型或人⁃犬共患型流行区）内脏利

什曼病病犬；婴儿利什曼原虫伽师株（MHOM/CN/
2008/JIASHI⁃5株，以下简称 JIASHI⁃5株），于 2008年
分离于新疆伽师县（荒漠型或自然疫源型流行区）内

脏利什曼病病人。上述两株婴儿利什曼原虫虫株均

在金色仓鼠体内保种。金色仓鼠购自上海松江淞联

实验动物厂，由中国疾病预防控制中心寄生虫病预防

控制所动物中心饲养，经该所实验动物福利伦理委员

会审批同意使用。

1.2 试剂与仪器 199培养基干粉购自德国Gibco公
司，胎牛血清购自美国 ScienCell公司，二硫苏糖醇

（DTT）、十二烷基硫酸钠（SDS）、尿素、碘乙酰胺

（IAA）、乙腈和 BCA 蛋白测定试剂盒购自美国 Bio⁃
Rad公司，胰蛋白酶购自美国Promega公司，Q⁃exacitve
质谱仪、HPLC液相系统EASY⁃nLC1000和色谱柱RP⁃
C18购自美国Thermo公司。

22 方法方法

2.1 利什曼原虫前鞭毛体培养和收集 分别取两株

利什曼原虫感染的金色仓鼠脾脏置NNN培养基培

养，10 d后将全部培养液转移至 199培养基（含 20%
胎牛血清）中进行扩大培养。在原虫处于对数生长

期，原虫密度约为 106/mL时，4 ℃下以 3 000 ´ g离心

15 min，收集前鞭毛体，用PBS洗3次后备用。

2.2 蛋白质制备 两株鞭毛体各取 100 μL压积量，

分别加入 500 μL STD缓冲液（4% SDS，1 mmol / L
DTT，pH 8.0的150 mmol/L Tris⁃HCl），匀浆混匀，沸水

浴 5 min。超声破碎（80 w，超声 10 s，间歇 15 s，共 10
次），沸水浴 5 min，离心取上清，BCA法蛋白质定量。

取20 μg蛋白进行SDS⁃PAGE分析。

2.3 蛋白质 FASP酶解 蛋白质酶解参照文献［7］。

取 200 μg样品，加入 DTT至终浓度为 100 mmol/L，沸
水浴 5 min，冷却至室温。加入 200 μL UA缓冲液

（8 mol/L尿素，pH 8.0的 150 mmol/L Tris⁃HCl）混匀，

转入 10 kDa超滤离心管，以 14 000 ´ g离心 15 min。
加入200 μL UA缓冲液，以14 000 ´ g离心15 min，弃
滤液。加入 100 μL IAA溶液（含 50 mmol/L IAA），

600 r/min振荡 1 min，避光室温 30 min，以 14 000 ´ g
离心 10 min。加入 100 μL UA 缓冲液，以 14 000 ´ g
离心 10 min，重复 2 次。加入 100 μL 25 mmol / L
NH4HCO3，以 14 000 ´ g离心 10 min，重复 2次。加入

40 μL胰蛋白酶缓冲液（含有 25 mmol/L NH4HCO3和
75 μg/L胰蛋白酶），600 r/min振荡 1 min后，37 ℃孵

育16～18 h。换新收集管，以14 000 ´ g离心10 min，
取滤液，测量280 nm处吸光度并进行肽段定量。

2.4 酶解产物液相色谱串联质谱（Liquid chromatog⁃
raphy⁃tandem mass spectrometry，LC⁃MS/MS）分析 按

照定量结果取 2 μg酶解后的产物进行 LC⁃MS/MS分
析。采用纳升流速高效液相系统EASY⁃nLC1000进
行分离。液相A液为 0.1%甲酸乙腈水溶液（乙腈为

2%），B液为0.1%甲酸乙腈水溶液（乙腈为84%）。色

谱柱 Thermo EASY column SC200 150 μm × 100 mm
（RP⁃C18）以 100% A液平衡。样品由自动进样器上

样到 Thermo EASY column SC001 traps 150 μm × 20
mm（RP⁃C18），再经色谱柱分离，流速为 300 nL/min。
相关液相梯度如下：0～110 min，B液线性梯度从 0%
到45%；110～117 min，B液线性梯度从45%到100%；

117～120 min，B液维持在100%。酶解产物经毛细管

高效液相色谱分离后用Q⁃Exactive质谱仪进行质谱

分析。分析时长：120 min；检测方式：正离子；母离子

扫描范围：300～1 800 m/z。多肽和多肽碎片的质量
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电荷比按下列方法采集：MS1在 200 m/z时分辨率为

70 000，AGC target为 3e6，一级最大 IT为 10 ms，扫描

范围数为1，动态排除40.0 s；每次全扫描后采集20个
碎片图谱，二级质谱在 200 m/z时分辨率为 17 500，
MS/MS激活类型为HCD，隔离窗为2 m/z，微碎片图谱

数为 1，二级最大 IT为 60 ms，规一化碰撞能量为 30
eV，填充率为0.1%。

2.5 MaxQuant查库 原始文件导入MaxQuant软件

（版本号 1.3.0.5）查库［8］，进行非标定量（Label ⁃ free
quantitation，LFQ）分析。查库所用的数据库为 uni⁃
prot_Leishmania_genus_50931_20160303. fasta（蛋 白

质序列 50 931条，下载日期 2016⁃03⁃03）。每个样品

重复3次质谱分析，只有1次LFQ值的蛋白舍弃。

2.6 生物信息学分析 查库文件用Perseus软件（版

本号为 1.3.0.5）进行分析；用 Omicsbean（http：//www.
omicsbean.cn/）进行差异表达蛋白质的生物信息学分

析，包括GO富集和KEGG富集分析［9］。
2.7 统计分析 对鉴定样品蛋白质的LFQ强度值进

行 t检验（双侧），差异倍数 ＞ 2.0或＜ 0.5且P < 0.05
为差异有统计学意义。

结结 果果

11 蛋白质鉴定蛋白质鉴定

利用LFQ蛋白质组学技术共成功鉴定蛋白4 274
个，SC6株与 JIASHI⁃5株之间差异表达蛋白 1 219个
（差异倍数＞2.0或＜0.5，P < 0.05）；其中 SC6株前鞭

毛体特有表达蛋白174个，JIASHI⁃5株前鞭毛体特有

表达蛋白 550个。SC6株和 JIASHI⁃5株间差异表达

蛋白 495个，其中 SC6株表达上调蛋白（高表达）167
个，表达下调蛋白（低表达）328个。

22 差异表达蛋白功能注释差异表达蛋白功能注释

对婴儿利什曼原虫 SC6株与 JIASHI⁃5株差异蛋

白进行生物信息学分析，结果显示仅在SC6株前鞭毛

体内表达而在 JIASHI⁃5株不表达的蛋白有174个，其

中103个为未命名蛋白；仅在婴儿利什曼原虫 JIASHI
⁃5株前鞭毛体内表达而在SC6株不表达的蛋白有550
个，其中386个为未命名蛋白。上述差异表达蛋白主

要参与细胞过程、代谢过程、单一的生物过程等19个
生物学过程（图1），其存在于细胞内、细胞器、膜等15
个细胞组分中（图2），具有结合、催化活性、运输活性

等12项分子功能（图3）。
这些差异表达蛋白中确定功能者主要涉及能量

代谢、应激反应、细胞膜/细胞骨架形成以及利什曼原

虫存活与增殖。

图图11 SCSC66株与株与JIASHI⁃JIASHI⁃55株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白

生物学过程富集图生物学过程富集图

Fig.Fig. 11 BioBiological process enrichment diagram oflogical process enrichment diagram of
differentially expressed proteins between SCdifferentially expressed proteins between SC66 and JIASHI⁃and JIASHI⁃55

ststrainsrains

图图22 SCSC66株与株与JIASHI⁃JIASHI⁃55株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白

细胞成分富集图细胞成分富集图

FigFig.. 22 Cell composition enrichment diagram ofCell composition enrichment diagram of
differentially expressed proteins between SCdifferentially expressed proteins between SC66 and JIASHI⁃and JIASHI⁃55

strstrainsains

图图33 SCSC66株与株与JIASHI⁃JIASHI⁃55株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白

分子功能富集图分子功能富集图

FiFig.g. 33 MMolecular function enrichment diagram ofolecular function enrichment diagram of
differentially expressed proteins between SCdifferentially expressed proteins between SC66 and JIASHI⁃and JIASHI⁃55

strainsstrains

33 差异表达蛋白通路富集分析差异表达蛋白通路富集分析

对 SC6株与 JIASHI⁃5株利什曼原虫前鞭毛体差
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异蛋白进行信号转导通路富集分析，结果显示这些差

异蛋白参与了代谢、次生代谢物的生物合成、抗生素

的生物合成等信号转导通路（图4）。

图图44 SCSC66株与株与JIASHI⁃JIASHI⁃55株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白株利什曼原虫前鞭毛体差异蛋白
的通路富集图的通路富集图

Fig.Fig. 44 PaPathways enrichment diagram of differentiallythways enrichment diagram of differentially
expressed proteins between SCexpressed proteins between SC66 and JIASHI⁃and JIASHI⁃55 straistrainsns

讨讨 论论

我国山丘型和荒漠型内脏利什曼病的病原体均

为婴儿利什曼原虫。山丘型内脏利什曼病流行于甘

肃、四川等山丘地带，犬是主要传染源，传播媒介为中

华白蛉，发病人群主要为幼儿，潜伏期为 3～6个月，

类似地中海型内脏利什曼病。荒漠型内脏利什曼病

流行于甘肃、内蒙古和新疆（如喀什地区）的沙漠地

带，传染源未知（推测为未确定动物），传播媒介为吴

氏白蛉，95%以上的病例为 1岁以内的婴幼儿，潜伏

期为 1～3个月；这种类型内脏利什曼病常发生暴发

疫情，病程特别凶险，但在其他国家未见报道［1］。为

探究导致不同类型内脏利什曼病之间存在差异的相

关致病分子，本研究应用非标记高通量蛋白质组学研

究技术，对分离于我国山丘型内脏利什曼病流行区的

婴儿利什曼原虫 SC6株和分离于荒漠型内脏利什曼

病流行区的婴儿利什曼原虫 JIASHI⁃5株前鞭毛体进

行了蛋白质组学分析，共鉴定蛋白 4 274个，1 219个
蛋白在 SC6株和 JIASHI⁃5株前鞭毛体间的表达存在

差异（特异表达或表达丰度差异）。这些差异表达蛋

白中确定功能者主要涉及能量代谢、应激反应、细胞

膜/细胞骨架形成以及利什曼原虫存活与增殖。

利什曼原虫专性寄生于哺乳动物巨噬细胞内，病

原体入侵宿主依赖于两个生物体细胞中分子间的相

互作用。因此，感染成功取决于寄生虫攻击宿主期间

逃避宿主保护机制的能力，病原体入侵靶细胞成功并

增殖。本研究鉴定到的 SC6株和 JIASHI⁃5株间的差

异表达蛋白在利什曼原虫成功感染宿主细胞并实现

存活和增殖过程中发挥重要作用。感染期间，宿主细

胞产生大量活性氧（ROS）和一氧化氮（NO），创造不

利于细胞内病原体生存的环境。利什曼原虫则分泌

某些蛋白质以抵抗应激反应，如锥虫还原蛋白过氧化

物酶和过氧化物酶。这两种蛋白在 JIASHI⁃5株中高

表达，有研究表明其与利什曼原虫的毒力相关［10］。该

两种蛋白间的相互作用涉及信号转导、增殖和分化，

为利什曼原虫在氧化环境中生存发挥了重要作用［11］。
此外，锑剂抗性株巴西利什曼原虫和恰加氏利什曼原

虫之间的蛋白质组学分析显示，锥虫还原蛋白过氧化

物酶和过氧化物酶的上调表达对锑剂抗性起关键作

用［12］。JIASHI⁃5株中高表达蛋白超氧化物歧化酶

（Superoxide dismutase，SOD）通过保护寄生虫免受线

粒体产生的氧化应激和启动ROS介导的信号机制以

提升利什曼原虫的毒力［13］。JIASHI⁃5株中高表达蛋

白 3'⁃核酸酶/核酸酶（3'⁃nucleotidase/nuclease，3'NT/
NU）在嘌呤核苷酸补救合成途径中发挥作用。利什

曼原虫和巨噬细胞相互作用试验表明，3'NT/NU活性

增加了两者间的关联指数；另外，该蛋白在寄生虫逃

避中性粒细胞胞外诱捕中也发挥一定作用［14］。JI⁃
ASHI⁃5株中高表达的HSP70、延伸因子 1α（Elonga⁃
tion factor 1α，EF⁃1α）和 SC6中高表达的Gp63是外泌

体中的重要毒力因子［15⁃16］。SC6株中高表达的烯醇酶

在墨西哥利什曼原虫、杜氏利什曼原虫和硕大利什曼

原虫中被证明是毒力因子，其作为分子伴侣行使多种

功 能［17］。 葡 萄 糖 转 运 蛋 白（Glucose transporter，
GLUT）家族有 3个亚基，分别是 LmGT1、LmGT2和
LmGT3。本研究鉴定到 LmGT2在 SC6株中高表达。

GT蛋白具有葡萄糖转运能力，对利什曼原虫生存起

重要作用，LmGT2是戊糖D⁃核糖更有效的转运体。

基因敲除GT蛋白的墨西哥利什曼原虫增长率下降，

对巨噬细胞的感染性也显著降低［18⁃19］。
综上所述，通过比较来源于我国不同类型内脏利

什曼病流行区的婴儿利什曼原虫 SC6株与 JIASHI⁃5
株前鞭毛体蛋白质组，发现两者在蛋白质表达方面存

在差异，一些高表达的蛋白在分子组装体或通路中发

挥协同作用，以实现利什曼原虫对宿主细胞的感染及

在感染细胞中生存。对这些高表达蛋白进行深入研

究，不仅可以为筛选和鉴定导致同种利什曼原虫致病

性差异的分子奠定基础，还有助于更好地理解这些蛋

白质在细胞中或与宿主的相互作用。
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