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蛋白质组学在病毒致病机理研究中的应用 *
王 华 # 孙成友 # 王淑娟 王志亮△

（中国动物卫生与流行病学中心外来动物疫病研究中心 山东青岛 266032）

摘要：近年来，蛋白质组学技术成为医学研究的热点。蛋白质组学是高通量的分析正常及病理条件下机体、组织、细胞或亚细胞成

分中的全部蛋白质。对不同空间、不同时间上动态变化的蛋白质组的整体进行比较，分析不同蛋白质组之间在表达数量、表达水

平和修饰状态上的差异。蛋白质组学分析作为对生物代谢调控分析的技术手段，以病毒为研究的对象和工具，该技术的研究主要

集中在新蛋白的发现、致病机理、疫苗的研制及耐药机制等方面。本文主要概述了蛋白质组学在一些动物传染病病毒致病方面研

究和应用，分析了蛋白质组学技术对蛋白功能研究存在的问题和未来发展趋势，以便使研究者了解该技术使用的现状，提供理论

参考。
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The Application of Proteomics in Viral Pathogenesis Research*

In recent years, the proteomics technology is applied to study on medical research. Proteomics is analysis of normal

and pathological conditions organism, tissue, cell or subcellular component of all proteins in a high throughput, through comprehensive

comparison of dynamic change on different spatial and time proteomic, analysis the different between proteome expression quantity, dif-
ferences of expression level and modification status. Proteomic analysis technology of biological metabolic control is used virus as re-

search tool. And the technology research mainly focused on the new protein findings, pathogenesis, vaccine development and resistance

mechanism, etc. Research advances in proteomics were summarized focused on some animal infectious viral pathogenesis research and

application. The problems relating to research and tendency in future of proteomics technologies were also analyzed in order to better un-

derstand the technologies, furthermore guide their theoretical reference.
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蛋白质组学是生命科学研究领域中的一门新兴学科，可以

高通量的分析正常及病理条件下机体、组织、细胞或亚细胞成

分中的全部蛋白质。对不同空间、不同时间上动态变化的蛋白

质组的整体进行比较，分析不同蛋白质组之间在表达数量、表

达水平和修饰状态上的差异。通过对蛋白质组学技术研究病

毒，结合传统病毒学的方法，可以深入分析病毒与宿主相互作

用引起的疾病机制；可以发现与疾病相关的特异蛋白质功能；

对发生病变的相关蛋白质的研究可以为探索疾病的致病机制

提供信息；而且这些蛋白质还用来作为疾病诊断潜在的生物标

志和治疗的药物靶点。

1 蛋白质组常用技术

蛋白质组（proteome）由 Wilkins和 Williams 等在 1994 年

首次提出。蛋白质组学是后基因组时代产生和发展的一门新兴

学科，它以蛋白质组为研究对象，从整体层面上分析组织，细胞

内动态变化的蛋白质组成、表达水平与翻译后修饰，最终阐述

蛋白质的功能以及蛋白之间相互作用与联系。蛋白质组学中进

行蛋白表达分析应用最广泛的技术为双向凝胶电泳（two-di-

mensional electrophoresis, 2-DE[1]以及基于 2-DE的重复性和精

确性大大提高的双向差异凝胶电泳（two-dimensional difference

electrophoresis,2D-DIGE）[2]，偶联应用质谱（mass spectrometry，
MS）技术对筛选到的差异表达蛋白进行快速精确的鉴定[3]。使

用标记的氨基酸在细胞中进行稳定同位素标记 Stable-isotope

labeling by amino acids in cell culture（SILAC）[4]是一种鉴定和定

量病毒感染后细胞蛋白中表达差异的有效方法，SILAC标记的

氨基酸整合到细胞蛋白中然后进行质谱（MS）分析，从而在细

胞水平上对病毒感染后差异表蛋白进行鉴定和分析。蛋白质组

学技术在病毒学中的应用有助于病毒感染以及病毒宿主间的
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相互作用机制的研究。

2 蛋白质组学在病毒致病机理研究中的应用

病毒寄生在宿主细胞中，需要不断地适应和改变宿主的环

境。病毒利用宿主细胞能够编码多种功能的蛋白质，这些蛋白

能与宿主蛋白发生一系列的相互作用以完成病毒的功能特点。

迄今，虽然许多病毒的基因组测序已经完成，但是由于受到病

毒的影响而发生相应改变的宿主蛋白质组、宿主蛋白质翻译后

的修饰以及蛋白酶剪接过程还未被完全阐明。

近年来新兴的高通量技术，如基于质谱技术的定量或半定

量蛋白组方法，已被广泛应用于病毒宿主相互作用的研究中，

并且有望在上述领域中取得一些突破性进展。依托于质谱技术

的蛋白质组学的飞速发展，不仅促进了病毒蛋白质组学研究的

不断进步，同时也加快了对于病毒颗粒相关的宿主蛋白的鉴

定。酵母双杂交技术、串联亲和纯化技术、体外 pull-down技术

以及免疫沉淀技术已用于解析病毒和宿主间的蛋白相互作用。

而 RNAi筛选技术则用于初步研究蛋白质相互作用的生物学

信息。新兴的蛋白标记技术与传统的 2-DE与质谱联合具有互

补性，用于在病毒感染条件下宿主全蛋白水平的改变的研究。

目前，大多数用蛋白质组学方法鉴定得到的蛋白质的相互作用

和蛋白差异表达仍需进一步验证。此外，有上述蛋白质组学方

法所获得的数据在今后的用途将不断增加，这需要更加先进的

生物信息学技术对这些数据进行数据模拟，可视化分析，进而

更加全面地了解病毒感染过程。蛋白质组学技术通过认识病毒

蛋白质结构及其与宿主之间相互的作用，将为病毒相关疾病诊

断和治疗的发展产生深远影响[5]。

3 蛋白质组技术在病毒及感染中的研究

3.1 SARS-CoV冠状病毒蛋白质组研究
Jiang等 [6] 首次应用 DIGE技术分析了 SARS-CoV 感染

Vero E6细胞，鉴定出 355个在 SARS-CoV感染后表达并发生
变化的蛋白，为分析 SARS-CoV的感染和致病机制提供了方

法。应用 SILAC定量分析 SARS-CoV感染的 BHK21细胞，对

蛋白质的功能分析表明 BAG3 可以抑制 SARS-CoV 的复制。

通过对感染 SARS-CoV病人的血清蛋白质分析，有助于发现可

用于病毒感染的诊断、预后以及治疗的生物标记，从而更好地

分析病毒的致病性并控制疾病[7]。

3.2 传染性支气管炎病毒（IBV）病毒粒子蛋白质组

经典的 2-DE偶联质谱鉴定的方法对纯化后的 IBV 粒子

进行蛋白质组分析，鉴定到 2 个病毒编码的蛋白（N，S）和 60

个宿主蛋白[8]。

3.2.1 IBV感染细胞蛋白质组 应用 SILAC技术对 IBV感染

后的 Vero细胞的细胞浆、细胞核以及核仁组成成分进行了定

量蛋白质组分析。鉴定到的差异表达的蛋白质，包括 NF-kB和
AP-1信号通路调控的蛋白质以及参与细胞骨架和分子马达的

蛋白质。同时证实病毒粒子的 N蛋白存在于细胞浆、细胞核以

及核仁中，而 M蛋白仅存在于胞浆中[9]。由于 IBV在非禽源的

宿主细胞系的相互作用不同于禽源的细胞系中的细胞，进一步

应用 SILAC技术分析 IBV感染的鸡成纤维细胞（DF-1）核仁蛋

白质组，对鉴定到的核仁蛋白进行了功能归类总结，并首次在

DF-1细胞核中鉴定到 IBV的 N蛋白，进一步证实 N蛋白在细
胞核中的定位，为分析 IBV及 RNA病毒的复制机理提供了数

据和信息资料[9]。

3.2.2 IBV 与宿主相互作用 通过酵母双杂交技术研究表明

M蛋白可以与宿主细胞的肌动蛋白 actin相互作用，将 M蛋白

与 actin相互作用位点位于羧基端的 A159 和 K160氨基酸进

行突变验证，结果表明二者的相互作用在感染早期 IBV病毒粒

子的组装和出芽中具有重要功能[10]。酵母双杂交结合免疫共沉

淀和免疫荧光染色也证实 SARS-CoV和 IBV的 S蛋白与真核

起始因子 3（eIF3）之间存在相互作用，且二者的相互作用能够

调控 CoVs感染后宿主基因的表达[11]。

3.2.3 IBV感染鸡胚蛋白质组 应用 2-DE筛选 IBV，感染鸡

胚后气管和肾脏的差异表达蛋白，质谱鉴定和生物学分析显示

IBV感染后差异表达蛋白主要涉及细胞骨架、钙离子结合、应

激反应、抗氧化以及大分子代谢等生物学过程。获得的数据为

分析 IBV致病机制的研究提供了参考[12]。

3.3 禽流感病毒（AIV）感染蛋白质组
Liu等[13]利用 2-DE技术筛选 H9N2感染人源细胞系后不

同时间点的差异表达蛋白，运用质谱技术鉴定到 22种蛋白，主

要包括细胞骨架蛋白、RNA加工相关蛋白和代谢相关蛋白等，

其中表达差异显著的蛋白主要参与细胞骨架网络的构成。这些

蛋白的鉴定有助于分析 AIV在哺乳动物细胞中的复制以及其

宿主之间的相互作用关系。

应用 SILAC 技术分析 H1N1 和 H3N2 亚型的 AIV 感染
293T细胞的核仁蛋白组，发现少数核仁蛋白在 AIV感染后表

达丰满度发生了显著变化，而且不同毒株之间引起的蛋白表达

多少情况存在较大差异。通过与腺病毒和 IBV感染细胞后核仁

蛋白组的比较，分析不同病毒感染后的复制功能及其对宿主的

致病性的差异[3]。

Zou等运用 2-DE和质谱技术对 H5N1感染鸡脑组织后的

差异表达蛋白进行分析，鉴定到的差异蛋白主要包括细胞骨架

蛋白、泛素 -蛋白酶体相关蛋白和神经信号传导蛋白等。其中
CRMP和 SEP5参与帕金森病的疾病进程，伴随神经系统功能

障碍引发脑炎。这些蛋白的鉴定和功能分析为 AIV感染后导
致神经功能障碍作用机理提供重要的参考信息[14]。

3.4 新城疫病毒（NDV）感染细胞蛋白质组

吴双等应用 2-DE对中等毒力 NDV感染后的鸡胚成纤维

细胞进行分析，鉴定差异表达的蛋白，目的是为 NDV与宿主细

胞的相互作用及其致病机制提供参考信息[15]。NDV病毒粒子
蛋白质组研究[16]发现，除了病毒自身的蛋白，宿主的 30种蛋白

也在病毒粒子中被鉴定到，包括细胞骨架，膜联蛋白，分子伴

侣，酶结合蛋白，钙离子结合蛋白，信号转导蛋白等。

3.5 其他病毒的蛋白质组研究
传染性法氏囊病毒 IBDV感染鸡胚成纤维细胞[17]，以及其

靶器官法氏囊[18]，马立克病毒感染 SPF鸡脾脏[19]，猪流感病毒

HIN1感染猪肺泡巨噬细胞[20]差异蛋白质组分析，对鉴定到的

蛋白进行功能归类和分析为病毒感染的分子致病机制及与宿

主相互作用机制的研究提供信息。
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4 展望

病毒的致病机理和与宿主相互作用机制的可用信息相对

较少，当前的研究主要集中于病毒基因组结构和功能的研究。

病毒感染宿主的蛋白质组研究处于差异蛋白质的筛选和鉴定

的初步阶段。通过这种比较蛋白质组学对病毒感染前后的蛋白

表达图谱进行鉴定，进一步对病毒感染引起的差异表达蛋白进

行功能分析和验证，探索其在病毒感染中的潜在作用有助于揭

示病毒的分子致病机制、与宿主细胞的相互作用机制、寻找病

毒的作用靶标，为病毒病的预防诊治提供理论依据和解决途

径。

目前，病毒感染的蛋白质组学研究主要采用的是体外培养

的细胞，而部分病毒没有能够支持其复制的合适的宿主细胞系

而只能采用非宿主源的细胞，但体外培养的细胞以及非宿主源

的细胞并不能完全反映在天然宿主体内的免疫和各种生理条

件下病毒和宿主细胞的相互作用机制。因此，在继病毒感染细

胞的差异蛋白质组分析后，进行病毒感染宿主机体的差异及功

能蛋白质组分析将是今后研究主要方向。
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