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蛋白质组及其在原虫领域中的研究进展
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摘! 要：近十几年来，蛋白质组学的研究技术得到了很大发展。质谱技术，比较蛋白质组方法，研究蛋白质相互作用

的酵母双杂交技术等的发展，极大地推进了蛋白质组研究的进程。原虫作为单细胞的真核动物，虽体积微小但能独

立完成生命活动的全部生理机能，其中近万种原虫为寄生性原虫，它们常寄生在动物体内或体表使其致病，从而对

人类及牲畜造成极大的危害。因此，原虫蛋白质组作为蛋白质组学研究的一个分支也迅速发展起来。到目前为止，

世界上已有 D* 种原虫的基因组已完成或正在进行测序工作，并且大部分已经进入了蛋白质组研究的工作。本文综

述了一些具有代表性的原虫蛋白质组的研究情况，如：溶组织性阿米巴，布氏锥虫，间日疟原虫等，同时阐述了它们

的致病机理、诊断及疫苗等方面的蛋白质组研究。
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! ! 随着人类基因组计划的基本完成与数十种模式

生物基因组全序列测定的完成，基因组计划的重心

已由结构基因组研究转移到功能基因组研究，生命

科学的研究已经进入了后基因组时代。这个时代生

命科学的主要研究对象是功能基因组学，蛋白质组

学更是研究的重点。关于蛋白质组的研究可追溯到

"# 世纪 H# 年代，在基因组计划提出之前，有人就提

出了类似的蛋白质组计划，称为 X-90/ R.,=’7/ T/J

A’Y［E］。E%%C 年 Z71S7/< 和 Z71170/ 提出了“ 蛋白质

组”的概念，指一个细胞或一个组织内所存在的全

部蛋白质［"］。现今，蛋白质组学（(.,=’,97?<）有了一

个全新的概念：它是一门以蛋白质为中心的研究学

科，这门学科最初是研究基因组中蛋白质的表达，它

利用双向电泳来分离和确定蛋白质，利用信息技术

来搜索相关的蛋白质数据，以及研究“ 蛋白质—蛋

白质”间相互作用和细胞蛋白质组［*］。
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蛋白质组学是大规模的蛋白质分析，它被分为

! 个主要的领域［"］：一是针对大量蛋白质鉴定的蛋

白微观特型学；二是潜在的应用于一大系列疾病的

基于蛋白质表达水平比较的“ 差异展示”蛋白质组

学；三是用质谱法或酵母双杂交等技术研究的蛋白

质与蛋白质相互作用关系学。研究蛋白质组学能够

极大地促进人们在后基因时代对基因功能的理解。

质谱技术是研究蛋白质组学的重要工具，它主

要用于蛋白质的鉴定及研究蛋白质的修饰。质谱技

术随着时间的推移也得到了很大的发展，出现较早

的基质辅助激光解吸电离 # 飞行时间质谱检测法

（$%&’()*%++(+&,- .%+,’ -,+/’0&(/1 # (/1(2%&(/1 34567—
89:）［;］是将多肽成分转换成离子信息，并依据质

量 # 电荷之比（$%++ # <=%’>,，3 # 2）来对该多肽进行

分析，以判断该多肽源自哪一个蛋白。随之出现的

液相色谱———质谱联用仪（5?*3@ # 3@）通过液相色

谱仪纯化肽段样品，再用 3@ # 3@ 将肽段的氨基酸成

分检测出，从而更有效地鉴定蛋白质。线性离子阱*
傅立叶 变 换*离 子 回 旋 共 振 质 谱 仪（ :(11>%1 58A
:8）作为新一代质谱仪比液质联用仪（5?*3@）和色

质联用仪器（5?*3@ # 3@）具有极高的灵敏度，高度

重复率，高超的质量分辨能力以及卓越的质量测量

准确性，这种串联质谱仪是蛋白质组的飞跃，它“ 代

表了蛋白质组学的一个里程碑式的进步”。

比较蛋白质组的方法是用双向电泳的方法，分

析细胞在不同生理或病理条件下蛋白质表达的差

异。此外，蛋白质芯片也是研究蛋白质组分析的好

方法［B］，它能将许多“诱饵”蛋白如抗体以阵列的形

式被固定在特殊处理的物体表面，然后用特定的样

本探测，于是只有那些能与相关抗体吸附的蛋白能

够吸附在芯片上，然后再与一个直接具有吸附材料

的 34567 读出器结合起来。它的优点在于能够提

供便利的蛋白质组分析。

对于一个蛋白质而言，它在什么时候，什么情况

下表达，以及与其他的蛋白质有什么样的作用，这对

于研究蛋白质间的相互作用都是至关重要的。这种

相互作用模型可以用于功能基因组的研究和开发潜

在的药物治疗新方法。酵母双杂交是研究蛋白质间

相互作用的经典模型，在基因组序列被了解的基础

上，可以利用大规模双杂交技术全面地分析一种物

种或细胞、组织的所有蛋白质之间的相互作用关系。

类似的工作可针对其他物种开展，特别是基因组序

列已被揭示的物种。噬菌体展示技术是一种用噬菌

体表达肽，或是表达融合到衣壳 # 外壳蛋白上的所感

兴趣的蛋白质的技术［C，D］。它可以被用来筛选肽的

抗原决定簇，肽的配合基，酶作用底物或是单链抗体

片段。是研究蛋白质组间相互作用的一个重要技

术。

EF 原虫蛋白质组的研究

原虫为单细胞真核动物，体积微小而能独立完

成生命活动的全部生理功能［G］。它在生物学分类隶

属于原生生物界（H(1>-/$ I’/&(+&%），原生动物亚界

（@JKL(1>-/$ I’/&/2/%）之下的 ! 个门，即肉足鞭毛门

（I=M.J$ @%’</$%+&(>/0=/’%），顶 复 门（ I=M.J$ 40(*
</$0.,)%）；纤毛门（I=M.J$ ?(.(/0=/’%）。原虫在自

然界分布广泛，种类繁多，迄今已发现约 B; NNN 余

种，多数营自生或腐生生活，分布在海洋、土壤、水体

或腐败物内。约有近万种为寄生性原虫，生活在动

物体内或体表。医学原虫是寄生在人体管腔、体液、

组织或细胞内的致病及非致病性原虫，约 "N 余种。

其中的一些种类以其独特的生物学和传播规律危害

人群或家畜，构成广泛的区域性流行。

目前，关于原虫的研究已经进入了一个新的时

期，已有数十种原虫基因组测序完成。表 E 是一个

有关原虫基因组及其蛋白质组相关研究近况的总

结［EN］。

ONN; 年《P%&J’,》报道溶组织性阿米巴（!"#$%
&’()$ *+,#’-.#+/$）的基因组全序列测定工作［EE］，溶

组织性阿米巴的染色体基因密集区域可以编码大约

EO ;NN个预测的蛋白质，同时它的基因组中包含了

很多聚酮合成酶和 4Q? 转运体，这些酶和转运体形

成了一个生产与输出小分子的次级代谢机制。基于

蛋白质组的研究背景分析，推测阿米巴是在植物与

动物分化后，才从人类与真菌的共同祖先中分离出

来的。

现在比较蛋白质组的分析方法也广泛用于物种

之间的研究。5,, RS［EO］等对两种原虫即：新包虫

（0(’,1’2$ /$"+"3&）和弓形虫（4’5’1-$,&$ 6’"7++）进

行了比较研究，通过双向凝胶电泳实验分析了新包

虫约 CDT 的蛋白质，运用 U,+&,’1 V K./&&(1> 检测了

DNT的蛋白质抗原点。同时利用兔抗血清在弓形虫

的蛋白质双向电泳图上检测出了 !N 个抗原点。通

过比较发现了两种物种间有大量相同的同族蛋白

质，如热激蛋白 CN，微管蛋白，二硫化物异构酶，肌

动蛋白，烯醇酶，E"*!*! 蛋白质家族等。同时发现
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!"#$%&，!"’()* 和 !+,’& 是新包虫所特有的蛋

白质。通过蛋白质组比较发现了两个物种具有很大

的不同。

表 &- 原虫的基因组与蛋白质组研究近况

拉丁 中文 基因组大小 .(/ 染色体 #012234567! 859:%;!

学名 名称 （:%） 数目 数目 登陆蛋白质 登陆蛋白质

!"#$%&’%’() ()*%’*$ 曼氏血吸虫 *<= &> === ? *> === @ @A >&B

+,$%#()*$) ()-’. 利什曼原虫 AC @ *<* AB AA @ *<@

/.01)*’%’() 2.3",$ 布氏锥虫 *B D =B@ ** &B> D D<<

/.01)*’%’() ".34$ 枯氏锥虫 AC ** ><= &C >C *= &AB

/.$"#’(’*)% 5)6$*)7$% 阴道毛滴虫 B= ? @= !,E !,E &> *D*

8$).9$) 7)(27$) 蓝氏贾第鞭毛虫 &* !,E > A< <==>

:*&)(’,2) #$%&’70&$") 溶组织阿米巴 *= D DA@ &C <@ D >BD

;7)%(’9$3( <)7"$1).3( 恶性疟原虫 *A > A== &C &@C &= >>A

;7)%(’9$3( =$=)> 间日疟原虫 A= !,E &C &= & <=*

;7)%(’9$3( 0’,7$$ 0’,7$$ 约氏疟原虫 *A > A== &C &A < D&C

/’>’17)%() 6’*9$$ 刚地弓形虫 A= !,E D A= C@=

?.01&’%1’.$9$3( #’($*$% 隐孢子虫 D@ * !,E @ & C =&*

?.01&’%1’.$9$3( 1).=3( 微小隐孢子虫 &= !,E @ < C =B>

A.36$) ()7)0$ 马来丝虫 &&= !,E B BB D>=

- - 注：!,E F67 GH7H5I1FH；#0122 J 4567!与 859:%!为 9KLM2N 中的两个蛋白质数据库的网址：O77L：P P 000Q HKLM2NQ "O P 2L567 P 数据截至日期为

*==B3=*3*&Q

- - 锥虫（ &.01)*’%’(,）是一种血鞭毛原虫，它能寄

生鱼类，鸟类，哺乳动物及人类等，引起诸如淋巴结

肿大，脾充血，脑膜炎等疾病［D］。) )7066G［&A］等人

在枯氏锥虫（/.01)*’%’() ".34$）的基因组测序完成

后又对其蛋白质组进行了详细的研究。枯氏锥虫一

生有 C 个发育时期：上鞭毛体（:1$()%&$6’&,），亚循

环的锥虫成虫期（B,&)"0"7$" &.01’()%&$6’&,），无鞭毛

体（C()%&$6’&,）和锥虫成虫期（/.01’()%&$6’&,）。通

过分析发现了 & &B@ 个蛋白质家族中的 * <@C 种蛋

白质，其中鉴定了超过 & === 种蛋白质，并且注释了

一个新的基因家族 :)#4（IR"1F J M226"1M7H 2R5SM"H
L567H1F）。枯氏锥虫的 C 个发育时期的蛋白质表达

都不尽相同，但约 A=T（@A@ P *<@C）的蛋白质在每个

时期都有表达。从上鞭毛时期到亚循环的锥虫成虫

期，蛋白质的表达产物发生了很大的变化，主要是一

些重要的酶和抗氧化剂，同时核蛋白的表达也大大

降低，>= 个在上鞭毛时期高效表达的蛋白质中有 A<
个在亚循环锥虫成虫期都很难检测到。对枯氏锥虫

不同发育时期蛋白质的研究有助于发现新的靶蛋白

和开发新的治疗药物。

!RUHF7 4’［&C］等对利什曼虫（ +,$%#()*$)）的 A
个不同发育时期：循环前鞭毛体（L56"N"V1" L56IM271U3
67H2），亚循环前鞭毛体（IH7M"N"V1" L56IM271U67H2），无

鞭毛体（MIM271U67H2）各自的蛋白质进行了双向电泳

及硝酸银染色分析。经过对不同时期蛋白质的比

较，发现了每个时期所特有的蛋白质有 C< 种，有超

过 &== 种的蛋白质在每个时期都有明显的变化，这

些在每个不同时期特异性表达的蛋白质，主要集中

在亚循环前鞭毛体和无鞭毛体时期。利用 +ML;+ J
W8./ 质谱分析鉴定了 C< 种蛋白质，其中一些蛋白

质只能在无鞭毛体时期才能检测到。这些已鉴定的

蛋白质主要都与功能基因有关，其中一些很可能与

传染、寄主与寄生虫之间的相互作用有关。

*- 原虫的致病机理

蛋白质组学研究的一个明显的优势就是能够在

整体水平上对原虫蛋白质质谱变化进行研究。由于

绝大多数原虫为寄生性的且可以感染人体致病，原

虫感染致病机理与生物病原的侵袭力和宿主应答水

平之间的相互作用而导致的机械、生物和化学性质

的损伤外，还有自身的一些特点：增殖、传播能力、机

会致病等［D］。不少宿主细胞与致病原虫之间发现的

表面受体作用，是揭示虫体对亲和细胞或组织进行

识别、粘附，进而入侵或吞噬的物质基础。

:M571 :［&>］等研究疟原虫（;7)%(’9$3(）感染宿

主时发现疟原虫将重构的毒力蛋白注入到红细胞
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内，这些蛋白质能够穿过一系列的膜，包括寄生虫的

膜，纳虫空泡膜，以及红细胞膜。在疟原虫中发现一

段保守序列在蛋白质的输出中起到重要作用，确定

了 !"" 个假定的红细胞靶向蛋白和 ##$ 个毒力相关

蛋白，以及与宿主红细胞重构有关的 %&" 个蛋白质。

疟原虫属内物种间的这种信号传导的保守性对开发

新的抗疟新药方面具有重要的利用价值。

寄生性原虫不是单纯的靠自身感染寄主，而是

通常要借助其它的一些生物。’())*+ ,-［%&］等人研

究锥虫（ !"#$%&’(’)*）在寄主体内能够分化成为成熟

的对哺乳动物有感染性的感染体，这一过程都离不

开舌蝇中肠中的一种分子，因为这种分子对锥虫在

寄主体内的定殖传播起到了重要作用。在研究中，

’())*+ ,- 等还分析了野生型舌蝇与具有鲑鱼眼色

的突变种舌蝇两者之间的中肠蛋白质的表达谱，发

现它们在非洲锥虫感染寄主的易感性上存在明显的

不同。运用同位素编码亲合标签（ ./*0*12 3*)2) (45
467608 0(9，.:;<）技术研究了 #"= 种蛋白质，其中包

括鲑鱼突变种的 = 个正调控蛋白和 > 个负调控蛋

白。这几种正调控的蛋白在以前都被认为是中肠蛋

白质或唾腺蛋白质。

棒状体是顶复体（+$,-’)$.*/%）门的原虫所特有

的一种分泌型器官，这些专性细胞内寄生的原虫是

引起人类疟疾和鸡球虫病的重要因素。这些棒状体

在原虫感染宿主细胞后便释放到新生成的寄生泡

中，它位于宿主与病原体的交界面上。?202@ ,A B@()5
C28 等人运用了一种方法可以高效的将刚地弓形虫

（+$,-’)$.*/% 门的最佳研究模式生物）的棒状体纯

化出来，同时运用质谱法分析鉴定了 DE 种新的蛋白

质。前人的研究认为弓形虫和疟原虫的棒状体蛋白

质组是不同源的，但通过 ?202@ ,A B@()C28 等人对弓

形虫棒状体蛋白质组的分析发现它们是同一家族

的。这项研究鉴定了第一个编码棒状体颈蛋白的基

因 FGH/，并且证明 <*I*46C67 与 F(J%% 都是棒状体蛋

白，也鉴定了一些新的激酶，磷酸酶和蛋白酶，它们

可能在原虫寄生虫入侵到宿主体内并协同宿主细胞

为自身的生长、繁殖过程中起到重要的作用。这项

研究最具吸引的地方就是寄生虫的蛋白质瞬间入侵

到宿主的过程，它们能够到达细胞核并协同宿主细

胞的基因表达它们所需的产物。

DK 诊断及疫苗研究

细胞内寄生的原虫如疟原虫、利什曼原虫，可以

逃避宿主抗体的杀伤。有些在血液中的寄生原虫如

锥虫等，能定期更换表面的抗原（ 变异），使已产生

的特异性免疫失败。有些寄生原虫可以诱发对宿主

B 细胞的多克隆刺激，或抑制宿主的细胞免疫功能，

使宿主的特异性免疫能力降低。

;9@(7*44 -［%=］等发现了一种可以用于针对非洲

锥虫病（+0",-%& !"#$%&’(’),%(,(）的蛋白质组血清信

号法，他们联合运用 LMN-. O <GP 质谱法和富集数

据运算法则，这种方法利用了蛋白质的生化特性，为

疾病的诊断和鉴别潜在靶药物提供了一种非常好的

研究工具。

利什曼虫（1*,(2)%&,%）所引起的黑热病一度给

人类带来威胁，F*/(@6* M Q［%E］等人将利什曼虫抗原

和经重组改造后的抗原 @R5D> 和 @R5#& 与患黑热病

的狗血清与狗体液进行酶联吸附免疫实验（27S8T2
O C67U2) 6TTV7*/*@J270 (//(8 MN.L;），结果发现有

>#A #W都产生的阳性反应；同时进一步证明了天然

抗原和重组抗原可以用于黑热病的不同时期的诊

断，并且重组抗原的诊断优势略高于天然抗原。

随着疟原虫耐药性的不断增强，人们现急需开

发一种新的方法来开发疫苗治疗疟疾［%>］。目前恶

性疟原虫和约氏疟原虫等几种重要的疟原虫基因组

的测序完成，蛋白质组学结合质谱分离得到的高纯

度蛋白质以及计算机软件这几种工具，便能快速有

效的建立疟原虫不同时期蛋白质的一个动态表达过

程。而高通量的蛋白质组学研究方法又为蛋白质的

表达提供了丰富的数据，特别是对疟原虫抗药性和

药物作用机理的研究，比如：喹啉等，起到了极大的

推动作用，而当前这些方面仅凭基因组数据是不能

解决的。因此，蛋白质组学与疟原虫基因组信息和

生物信息学方面结合，一定可以为开发抗疟疾的新

药开辟新的前景。

当今，蛋白质组学已经成为功能基因组学研究

的重点。随着各种蛋白质研究技术的不断发展，关

于原虫蛋白质组的研究也将逐渐完善。原虫作为人

类的一类主要寄生病原物，其蛋白质组学的研究将

为阐明它们的致病机理，并开发其诊断方法和疫苗，

为人类对抗疾病做出贡献。
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