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生物素-链霉亲和素标记技术实现病原菌示踪与含菌吞噬体纯化并用于胞内病原菌

免疫逃逸机制解析
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［摘要］ 目的 基于生物素-链霉亲和素系统（biotin-streptavidin system，BSA）的特异性结合及信
号放大效应，假设构建的生物素-链霉亲和素标记技术可在不影响病原菌生物学特性及感染能力前提
下，实现病原菌的示踪与含菌吞噬体的分离，并初步用于解析胞内病原菌免疫逃逸的分子机制。本研
究旨在验证该假设，为病原菌 -宿主互作研究提供技术支撑。方法 ①以类鼻疽伯克霍尔德菌
（Burkholderia pseudomallei，B. p）、鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium，S. t）和福氏志贺氏菌
（Shigella flexneri，S. f）为研究对象，以 J774A. 1巨噬细胞构建细菌-宿主细胞感染互作模型，设置生物素-
链霉亲和素标记组与未标记组。通过NHS-生物素与细菌膜氨基共价结合，偶联链霉亲和素-FITC构建
示踪体系，或偶联链霉亲和素磁珠用于磁分选分离。②采用免疫荧光实验检测标记效率及胞内分布，
并在感染复数（multiplicity of infection，MOI）=10 的条件下分别感染 1、3、5 h，比较细胞感染率、单细
胞胞内菌载量及胞内存活情况。③ELISA检测细胞上清 IL-1β、IL-12和 TNF-α分泌水平。④进一步
以磁珠标记菌感染细胞，于 1、2 h或 3、5 h磁分选分离含菌吞噬体，Western blotting 检测吞噬体标志物
Rab5、Rab7、LAMP-2及胞质内参GAPDH表达以鉴定分离纯度。⑤应用该技术对B. p野生型与 bopA基
因敲除株（ΔbopA株）的含菌吞噬体进行蛋白质谱分析。结果 该标记体系对B. p、S. t、S. f的标记效率
均达 90%以上，且荧光信号均一、无非特异性吸附；标记组与未标记组在感染 1、3、5 h后的细胞感染率、
单细胞胞内菌载量、胞内存活趋势及胞内分布模式等差异无统计学意义（P>0. 05）；ELISA结果显示，标
记组与未标记组 IL-1β、IL-12和TNF-α分泌水平差异无统计学意义（P>0. 05）。磁分选获得的含菌吞噬
体中，Rab5、Rab7和LAMP-2蛋白表达显著高于胞质组分（P<0. 05），胞质GAPDH在吞噬体中污染极低。
蛋白质组学分析显示，与 B. p 野生型相比，ΔbopA 株含菌吞噬体中 VAMP7、EEA1、RABEP1 和
RAB3GAP2等囊泡转运相关宿主蛋白显著上调。结论 本研究构建的生物素-链霉亲和素标记与磁分
选体系不改变病原菌生物学特征、宿主细胞感染能力及诱导炎症因子分泌水平；该体系可完成病原菌
荧光示踪，并分离得到高纯度的含菌吞噬体，可应用于初步解析病原菌相关效应蛋白介导宿主防御逃
逸的潜在机制研究。
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streptavidin system, a hypothesis is proposed that the constructed biotin-streptavidin labeling technology can 
achieve tracing of pathogenic bacteria and isolation of bacteria-containing phagosomes without affecting the 
biological characteristics and infectivity of pathogenic bacteria, and can be preliminarily applied to elucidate the 
molecular mechanisms of immune evasion by intracellular pathogenic bacteria.  This study aims to verify this 
hypothesis and provide technical support for research on pathogen-host interactions.  Methods　① Burkholderia 
pseudomallei (B. p), Salmonella typhimurium (S. t) and Shigella flexneri (S. f) were used as research objects, 
and J774A.1 macrophages were employed to construct a bacteria-host cell infection interaction model.  Biotin-

streptavidin-labeled and unlabeled groups were established.  Through covalent conjugation of NHS-biotin to 
amino groups on the bacterial membrane, a tracing system was constructed by coupling with streptavidin-FITC, 
or with streptavidin magnetic beads for magnetic sorting and isolation.  ② Immunofluorescence assay was 
utilized to detect labeling efficiency and intracellular distribution.  After the cells were infected at a 
multiplicity of infection (MOI) of 10 for 1, 3, and 5 h respectively, cell infection rates, intracellular bacterial 
load per cell, and intracellular survival were compared.  ③ ELISA was applied to detect the secretion levels of 
IL-1β, IL-12 and TNF-α in cell supernatants.  ④ Furthermore, the cells were infected with magnetic bead-

labeled bacteria, and bacteria-containing phagosomes were isolated by magnetic separation at 1 and 2 h or 3 
and 5 h.  Western blotting was performed to detect the expression of phagosome markers Rab5, Rab7, and 
LAMP-2, as well as the cytosolic internal reference GAPDH, to identify separation purity.  ⑤ This technology 
was also applied to perform proteomic analysis of bacteria-containing phagosomes from wild-type B. p and 
bopA knockout strain (ΔbopA).  Results　The labeling efficiency of this labeling system for B. p, S. t, and S. f 
all reached above 90%, with uniform fluorescence signals and no non-specific adsorption.  There were no 
significant differences between the labeled group and the unlabeled group in terms of cell infection rate, 
intracellular bacterial load per cell, intracellular survival trend and intracellular distribution patterns at 1, 3 
and 5 h after infection (P>0. 05).  ELISA showed no statistically significant differences in the secretion levels 
of IL-1β, IL-12 and TNF-α between the 2 groups (P>0. 05).  In bacteria-containing phagosomes obtained by 
magnetic separation, the protein levels of Rab5, Rab7, and LAMP-2 were significantly higher than those in the 
cytosolic fractions (P<0. 05), the level of cytoplasmic GAPDH contamination in phagosomes was extremely 
low.  Proteomic analysis revealed that host proteins related to vesicle transport, including VAMP7, EEA1, 
RABEP1, and RAB3GAP2, were significantly upregulated in bacteria-containing phagosomes of the ΔbopA 
strain compared with the wild-type strain.  Conclusion　The biotin-streptavidin labeling and magnetic 
sorting system established in this study does not change the biological characteristics of pathogens, host cell 
infectivity, or the secretion of inflammatory factors.  This system can accomplish fluorescent tracing of 
pathogenic bacteria and isolate high-purity bacteria-containing phagosomes, and be applied to preliminary 
elucidation of the potential mechanisms by which pathogen-related effector proteins mediate host defense 
evasion research.  

［Key words］ biotin-streptavidin； pathogen labeling； isolation of bacteria-containing phagosomes； 
anti-infective immunity
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感染性疾病是全球公共卫生的重大威胁，其中胞

内病原菌感染因其独特的致病机制成为临床治疗的

难点［1］。这类病原菌不仅可侵入宿主细胞完成胞内定

植与隐匿性增殖，借此逃逸免疫系统的识别与清除［2］，
还易形成持留感染灶，成为感染持续传播与复发的核

心诱因。病原菌标记技术的发展与应用，为解析胞内

病原菌的侵染、定植、免疫逃逸等关键机制以及实时

追踪其胞内动态生命过程提供了技术支撑，为突破胞

内病原菌感染的防控瓶颈奠定了研究基础［3］。
类鼻疽伯克霍尔德菌（Burkholderia pseudomallei，

B. p）、鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium，S. t）
和福氏志贺氏菌（Shigella flexneri，S. f）是研究胞内感

染病原致病机制的重要模式菌。这些病原体逃逸宿

主免疫防御的核心机制在于对含菌吞噬体的精准调
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控，使得病原菌能够劫持吞噬体微环境以有效逃逸宿

主胞内免疫清除，达到持续存活的目的。因此，深入

解析胞内感染病原菌免疫逃逸机制的前提是实现对

胞内病原菌及含菌吞噬体的精准示踪与高纯度分离。

近年来，生物素 -链霉亲和素系统（biotin-streptavidin 
system， BSA）凭借优异的特异性及信号放大效应，为

解决上述瓶颈提供了理想方案［4］。故本研究旨在构建

基于生物素-链霉亲和素标记并分离含菌吞噬体的技

术方法，为深入揭示胞内病原菌逃逸宿主细胞免疫清

除的分子机制提供技术工具。

1　材料与方法

1. 1　菌株、细胞及主要试剂

类鼻疽伯克霍尔德菌 BPC006、类鼻疽伯克霍尔

德菌 bopA 基因敲除株（ΔbopA 株）、鼠伤寒沙门氏菌

SL1344、福氏志贺氏菌2457T为本科室保藏菌种，J774A. 1
细胞为小鼠来源的单核-巨噬细胞系，是本科室保藏细

胞株。兔抗B. p抗体由科室制备并保存。细菌染料购

自碧云天公司，链霉亲和素-FITC购自 Invitrogen公司，

链霉亲和素磁珠试剂盒购自 Invitrogen公司，IL-1β、IL-12
和 TNF- α ELISA 检测试剂盒购自 BioLegend 公司，

Rab5、Rab7、LAMP-2抗体购自 CST公司，GAPDH抗体

购自 Bioss 公司，DMEM 培养基及胎牛血清购自 Gibco
公司，蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂购自雅酶公司，羊

抗兔荧光二抗 555、DAPI 购自 Thermo Fisher 公司，生

物素快速标记试剂盒、即用型微丝近红外荧光染色

液、0. 1% TritonX-100溶液购自碧云天公司。

1. 2　主要仪器

BSD-160Ⅲ生物安全柜购自苏州安泰设备厂；恒

温细胞培养箱购自四达试验设备厂；低温高速离心

机、超低温冰箱购自 Thermo Fisher Scientific 公司；电

泳仪、ChemiDoc Touch System 购自 Bio Rad公司；Leica 
SP8共聚焦显微镜购自Leica Microsystems公司。

1. 3　病原菌的复苏与培养

-80 ℃低温冰箱中取出 3 种冻存菌种，B. p 和 S. t
接种至 LB固体培养基平板、S. f接种至 TSB固体培养

基平板，37 ℃恒温培养箱倒置培养。挑取形态均一的

单菌落接种至 5 mL LB液体培养基，37 ℃、200 r/min恒

温摇床培养 12 h制备活化菌液；将活化菌液转接至新

鲜LB液体培养基，继续振荡培养至对数生长期［OD（600）=
0. 6~0. 8］。

1. 4　生物素-链霉亲和素偶联FITC标记病原菌

在 1 mL、OD（600）=0. 75 的细菌悬液中加入 500 μL 

1 mol/L NaHCO₃与 100 μL新鲜制备的 10 mg/mL NHS-

生物素溶液，吹打混匀，室温 350 r/min 振荡孵育 2 h，
15 000×g室温离心10 min，弃上清，1 mL无菌PBS重悬

沉淀，室温离心 10 min弃上清，重复 3次彻底去除多余

生物素，用 1 mL 无菌 PBS 重悬沉淀，加入 70 μ L 
1 mg/mL链霉亲和素偶联FITC溶液，室温 350 r/min避

光振荡孵育 1 h，8 000 r/min 离心 5 min 收集细菌并弃

去含上清，用 PBS 重悬细菌并重复离心洗涤 2次去除

游离荧光试剂，最终用 500 μL 无菌 PBS 重悬包被细

菌，计数后于 4 ℃保存备用。用于磁分选实验时，将生

物素化细菌与链霉亲和素磁珠按试剂盒说明书及预实

验优化条件孵育偶联，洗涤去除游离磁珠后重悬备用。

1. 5　荧光涂片定量检测病原菌生物素标记效率

分别取生物素-链霉亲和素偶联FITC标记病原菌

及未标记病原菌 2 μL均匀滴加至载玻片上，稍晾干，

滴加 4%多聚甲醛固定 10 min，盖上无菌盖玻片，使用

倒置荧光显微镜对标记效率进行观察。标记效率=视
野内双色荧光细菌数/视野内细菌总数×100%。每组

随机选取至少5个独立视野进行计数。

1. 6　建立病原菌感染梯度时相模型

根据实验设计需要将 J774A. 1细胞计数后铺板于

相应规格培养皿或孔板中，对 B. p、S. t、S. f 进行生物

素 -链霉亲和素偶联 FITC/磁珠标记后，测定病原菌

OD（600），根据对应感染复数（multiplicity of infection，
MOI）计算加入细胞培养皿中的病原菌体积，室温

500×g对细胞培养皿离心 4 min，使得病原菌与细胞均

匀、充分接触。根据感染时间对细胞进行感染，收取

对应样品。本研究以 MOI=10 感染 J774A. 1 巨噬细

胞，并按“原菌种类-是否标记-感染时间-取样类型”设

计实验。①细胞感染实验：生物素-链霉亲和素标记组

与未标记组分别感染 B. p、S. t 和 S. f，感染后 1、3、5 h
收取细胞样品，用于感染率、胞内菌载量与胞内存活

比较；②炎症因子分泌检测：以标记的B. p感染细胞，感

染后3 h收取细胞上清，用于检测 IL-1β、IL-12和TNF-α
分泌水平；③含菌吞噬体分离：以标记菌感染细胞后

分离吞噬体与胞质蛋白，其中 B. p 于感染后 1、2 h 收

样，S. t与 S. f于感染后 3、5 h收样，所取样品类别为吞

噬体/胞质蛋白，用于纯度鉴定；④吞噬体蛋白质组学

分析：以 B. p 野生型与 ΔbopA 株感染细胞，感染后 2 h
分离吞噬体蛋白，用于蛋白质组学比较。

1. 7　免疫荧光共定位检测病原菌胞内分布、细胞感

染率与单细胞菌载量

收取对应感染时间的细胞样品，用 PBS洗涤细胞
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3次，4%多聚甲醛固定 10 min，0. 3% Triton X-100处理

10 min，1% BSA封闭10 min。B. p组加入兔抗B. p抗体、

羊抗兔荧光二抗分别于 37 ℃避光孵育 1 h，S. t 组和

S. f 组加入 BacLight™Bacterial Stains 红色染料避光孵

育 3 h。PBS洗涤细胞后加入细胞微丝染液，室温避光

孵育 25 min。PBS洗涤细胞后加入DAPI，37 ℃避光孵

育10 min。将细胞爬片倒置在滴有抗淬灭封片剂的载

玻片上。使用 Leica SP8 共聚焦显微镜观察各组荧光

情况。每个样本随机选取至少 5个独立视野。结果判

读标准：①细胞感染率=视野内含胞内病原菌的细胞

数/视野内总细胞数×100%；②单细胞平均胞内菌数=
视野内感染细胞中的病原菌总数/视野内感染细胞

总数。

1. 8　病原菌胞内存活能力检测

分别在感染不同时间点吸出相应细胞培养孔中

的培养液，PBS洗涤 3次，用 1 mL 0. 1% TritonX-100裂

解细胞，室温静置5 min。吹打并吸出孔内破膜液移入

96 孔板，倍比稀释 25、125 倍，吸取 10 μL 液体滴加于

干燥LB方形平板上，每个稀释度设置 5个复孔。置于

37 ℃细菌培养箱培养 36 h 后记录平板上菌落数量。

根据各菌感染率、接种细胞数、取样分数和稀释倍数，

计算平均每个细胞内细菌数量。

1. 9　ELISA检测感染细胞炎症因子分泌水平

采用双抗体夹心法对 IL-1β、IL-12 和 TNF-α 进行

检测。向 ELISA 酶标板每孔加 100 μL 稀释后捕获抗

体，4 ℃孵育过夜，洗涤缓冲液洗涤后，每孔加 200 μL 
1×Assay Diluent A室温振荡封闭 1 h并再次洗涤；随后

每孔加 100 μL稀释后的标准品或待测样本，密封后室

温振荡孵育 2 h；洗涤后每孔加 100 μL 稀释后检测抗

体，密封室温振荡孵育 1 h并洗涤，每孔加 100 μL稀释

后的Avidin-HRP溶液，密封室温振荡孵育30 min，洗涤

缓冲液洗涤后，每孔加 100 μL TMB底物，避光室温孵

育20 min，每孔加100 μL终止液，用酶标仪读取OD（450）。
1. 10　生物素-链霉亲和素偶联磁珠分选含菌吞噬体

J774A. 1细胞铺板于6 cm细胞培养皿中，以MOI=10
加入生物素-链霉亲和素偶联磁珠标记病原菌感染细

胞。到达感染时间后弃去培养基，用室温 PBS洗涤细

胞。在使用前向吞噬体分离缓冲液A中立即加入终浓

度为 1 mmol/L 的 DTT 和 10 μmol/L 的细胞松弛素 B 以

及蛋白酶、磷酸酶抑制剂。每皿加入 0. 75 mL预冷的

吞噬体分离缓冲液A，冰浴 20 min；再加入 0. 25 mL预

冷吞噬体分离缓冲液B，用细胞刮收集细胞。用 1 mL
注射器接 26G 针头反复抽打细胞悬液并通过显微镜

观察细胞破碎率。将细胞裂解液置于磁力架上静置

5 min，收集吸附在管壁上的含菌吞噬体。上清液转移

至另一管，用 1 mL PBS 重悬洗涤 3 次，收集沉淀为胞

质组分物质。4 ℃保存备用。

1. 11　Western blotting 检测吞噬体标志物及鉴定吞噬

体纯度

将分离得到的含菌吞噬体和胞质组分加入 5×
Loading Buffer，金属浴 95 ℃煮 10 min，根据实验需求

每孔 10 μL 上样至 10% SDS-PAGE 凝胶中进行恒压

200 V电泳1 h，恒流300 mA的条件下进行转膜90 min，
PVDF 膜置于封闭液中封闭 1 h，根据检测指标加入

Rab5、Rab7、LAMP-2、GAPDH 抗体 4 ℃ 孵育过夜。

TBST 洗膜后加入相应属种的二抗室温孵育 1. 5 h，
TBST洗膜后使用Bio-Rad化学发光仪观察蛋白条带。

1. 12　含菌吞噬体蛋白组质谱差异筛选实验

将对数生长期的B. p野生型和ΔbopA株进行生物

素-链霉亲和素偶联磁珠标记，以 MOI=10 对 J774A. 1
细胞进行感染，参照 1. 10的方法，分离感染后细胞中

的含菌吞噬体；将洗脱得到的 2 组吞噬体样品进行

SDS-PAGE 浅层电泳分离约 1 cm，切取包含全部吞噬

体蛋白的泳道胶条，经胶内酶解、肽段提取与纯化后，

上样至高效液相色谱-质谱联用仪进行检测。

1. 13　统计学分析

各实验均进行至少 3次独立重复，使用 GraphPad 
Prism 软件进行 Student’s t 检验和单因素方差分析

（ANOVA），分析定量结果统计学差异并作图，P<0. 05
表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　构建生物素-链霉亲和素病原菌荧光标记与含菌

吞噬体磁分选技术体系

以病原菌细胞膜表面的氨基（-NH₂）为作用靶点，

通过生物素与细胞膜成分共价结合实现病原菌的特

异性修饰。本实验以B. p、S. t、S. f为代表菌种，利用生

物素的羧基与细菌细胞膜表面的氨基发生酰胺化反

应，形成稳定的生物素-细菌复合物（biotin-bacteria）；

然后去除未结合的游离生物素，加入链霉亲和素，利

用链霉亲和素与生物素的特异性结合，使荧光探针通

过链霉亲和素桥联作用偶联至病原菌表面（图1A）。

基于病原菌感染宿主细胞后形成含菌吞噬体

（bacteria within phagosome）以及磁珠偶联链霉亲和素

（streptavidin magnetic beads）与含菌吞噬体内病原菌

表面生物素发生特异性结合的特性，通过磁分选技术
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实现特异性富集，形成“含菌吞噬体-生物素-链霉亲和

素-磁珠”复合物，进一步去除胞质组分，最终得到纯度

高的含菌吞噬体（图1B）。

2. 2　生物素-链霉亲和素荧光探针可高效率标记胞内

病原菌，荧光信号均一

在单独菌体涂片及感染细胞样本中，B. p、S. t、S. f
未标记组仅能观察到红色荧光，未检测到特异性生物

素-链霉亲和素偶联荧光信号；而标记组细菌同时呈现

红色荧光与特异性生物素-链霉亲和素偶联荧光信号，

且 2种荧光信号高度共定位（图 2A~D）。统计结果显

示，B. p、S. t、S. f 的标记效率均可达到 90% 以上（图

2E）。此外，所有标记菌株的荧光信号强度均一，且无

明显强弱不均现象，表明生物素在细菌细胞膜表面的

结合具有良好均一性。上述结果显示，优化后的生物

素-链霉亲和素荧光标记体系对B. p、S. t、S. f均具有高

效、特异的标记效果，且稳定性良好，可满足后续病原

菌感染追踪及含菌吞噬体分离等实验需求。

2. 3　生物素-链霉亲和素荧光标记不改变病原菌感染

效率、胞内存活与胞内分布

定量结果显示，在细胞感染率层面，B. p、S. t、S. f
的标记组与未标记组在感染 1、3、5 h 时，含菌细胞占

总细胞的比例均无统计学差异（P>0. 05），提示生物素

标记不影响病原菌侵袭宿主细胞的细胞覆盖度（图

3A~C）。在胞内菌载量层面，共聚焦下单细胞平均菌

数统计显示，感染初期（1 h），2组病原菌的胞内菌数无

显著差异，说明标记修饰不影响病原菌的黏附与入侵

能力；随感染进程延长至 3、5 h，2 组的单细胞菌载量

仍保持一致，表明标记修饰不改变病原菌的胞内增殖

能力（图 3D~F）。同时，胞内生存实验结果也验证了

上述结论（图3G）。

镜下观察结果显示，标记病原菌感染细胞后，胞

内可检测到清晰的特异性荧光信号，标记菌定位模式

与未标记病原菌无明显差异。未观察到标记组出现

病原菌黏附异常、胞内异常聚集或侵袭障碍等现象，

表明标记修饰未改变病原菌与宿主细胞的相互作用

模式及胞内分布规律（图3H）。

2. 4　生物素-链霉亲和素标记技术不影响炎症因子的

分泌水平

在B. p、S. t、S. f感染体系中，未标记菌感染组与标

记菌感染组 IL-1β、IL-12 和 TNF-α 的分泌水平无显著

差异，且感染组均显著高于未感染组的炎症因子表达

（P<0. 05，图 4A~C）。上述结果表明，生物素-链霉亲

和素标记过程不改变病原菌的毒力，确保了基于生物

素-链霉亲和素标记病原菌的实验结果能真实反映病
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A： Schematic diagram of the biotin-streptavidinized pathogen； B： Schematic representation of the isolation of bacteria-containing phagosomes 
by biotin-streptavidin magnetic beads

图1　生物素-链霉亲和素标记细菌及偶联磁珠分离含菌吞噬体的流程

Figure 1　Procedure of biotin-streptavidin labeling of bacteria and separation of phagosomes containing bacteria by 
biotin-streptavidin magnetic beads
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原菌的感染状态。

2. 5　含菌吞噬体分离效果可靠且保留特征性标志蛋白

在B. p感染体系中，感染后 1、2 h分离的含菌吞噬

体组分均能清晰、高丰度检测到含菌吞噬体特征性标

记 Rab5、Rab7 及 LAMP-2 的蛋白条带，而胞质组分的

相应标记蛋白表达水平则明显低于含菌吞噬体组分

（图 5A）。在 S. t和 S. f感染体系中，感染后 3、5 h分离

的含菌吞噬体组分比胞质组分更多地富集了 Rab5、
Rab7、LAMP-2 蛋白（图 5B、C）。此外，吞噬体分离组

分中胞质内参蛋白 GAPDH 条带信号微弱，表明分离

物中胞质污染程度低，说明本实验中基于磁珠偶联的

生物素-链霉亲和素标记的含菌吞噬体的分离效果可

靠，纯度高、胞质污染少，且能有效保留吞噬体膜的特

征性标志蛋白，为后续含菌吞噬体相关蛋白组学分析

及病原菌胞内生存机制研究提供高质量的实验

材料。

2. 6　ΔbopA株含菌吞噬体中囊泡转运相关宿主蛋白上调

蛋白质谱分析结果显示，与 B. p 野生株相比，从

ΔbopA 株含菌吞噬体中筛选出多个上调蛋白。其中，

SNARE 家族蛋白 VAMP7、早期吞噬体标志性蛋白

EEA1、Rab效应蛋白RABEP1和Rab3 GTP酶激活蛋白

RAB3GAP2 在火山图中均呈现明显的右上侧富集特
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图2　生物素-链霉亲和素荧光探针标记病原菌效率分析

Figure 2　Analysis of the efficiency of biotin-streptavidin fluorescent probe labeling pathogenic bacteria
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图3　生物素-链霉亲和素荧光探针标记病原菌感染效率检测

Figure 3　Efficiency of biotin-streptavidin fluorescent probe labeled pathogen infection
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征（图 6），提示B. p可能通过效应蛋白BopA影响蛋白

VAMP7、EEA1、RABEP1或RAB3GAP2的招募或功能，

进而调控含菌吞噬体转运成熟过程，介导细菌从含菌

吞噬体内的逃逸。

3　讨论

3. 1　生物素-链霉亲和素标记体系兼具高效性与低生

物干扰性

近年来，随着生物技术的不断发展，标记方法和

技术更新迭代迅速，而传统的标记与分离技术由于存

在明显局限，如荧光蛋白标记往往会改变病原菌的生

物学特性，且易受胞内环境干扰导致信噪比下降［8-10］；
传统密度梯度离心法在分离吞噬体时难以平衡纯度

与回收率［11］，机械剪切力易导致吞噬体结构破损［12］，
无法真实还原病原感染宿主时的天然微环境等，故无

法对病原微生物逃逸宿主防御网络的机制进行准确

解析。本研究采用的表面修饰标记方式以细菌细胞

膜固有基团为作用靶点，无需引入外源基因，避免了

基因编辑对病原菌基因组的干扰，同时生物素分子体

积小，其与细胞膜的共价结合不改变细菌表面关键结
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图4　生物素-链霉亲和素标记病原菌对感染宿主细胞诱导炎症因子表达的影响

Figure 4　Effect of biotin-streptavidin-labeled pathogens on the expression of inflammatory factors induced by infected host cells
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构特征是该体系实现高效标记的重要原因。链霉亲

和素的四价结合特性实现了荧光信号的多级放大，使

标记病原菌的荧光信号强度稳定，可满足低侵染率样

本中病原菌的示踪与定量需求，有效解决了传统标记

技术中胞内信号淬灭、背景干扰导致的成像信噪比低

的问题［13］。
3. 2　含菌吞噬体蛋白组学分析提示 BopA 调控的宿

主免疫逃逸候选机制

3. 2. 1　生物素-链霉亲和素分离体系提升吞噬体蛋白

组解析可靠性　　本研究建立的生物素-链霉亲和素

介导的含菌吞噬体分离技术，为解析病原菌相关效应

蛋白介导的宿主防御逃逸机制提供了技术支撑［14-15］。
该技术提高了吞噬体蛋白纯度，使筛选得到的差异蛋

白更具吞噬体微环境特异性，实现了宿主信号分子-病

原菌效应蛋白之间的初步探索。

3. 2. 2　囊泡相关宿主蛋白参与调控吞噬体，含菌吞
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图5　生物素-链霉亲和素偶联磁珠标记的含菌吞噬体分离效果检测

Figure 5　Isolation of bacteria-containing phagosomes labeled with biotin-streptavidin magnetic beads
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ΔbopA vs WT B.p-containing phagosome IP volcano plot

UP： Significantly upregulated proteins in phagosomes of ΔbopA 
strain； DOWN： Significantly downregulated proteins in ΔbopA 
phagosomes； NO： No statistically significant difference between the 
2 groups.  WT： wild-type B. p； ΔbopA： bopA knockout strain of B. p

图6　B.  p ΔbopA与WT含菌吞噬体蛋白质组差异表达火山图

Figure 6　Volcano plot of differentially expressed phagosomal 
proteome between ΔbopA and WT B. p
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噬体蛋白组学揭示BopA潜在作用通路　　胞内病原

微生物独特的感染特性是其产生致病作用的重要因

素。已有研究显示，B. p利用其高度保守的Ⅲ型和Ⅵ
型分泌系统介导吞噬体逃逸与胞内增殖［16］，S. t 通过

SPI-1 与 SPI-2 致病岛调控吞噬体成熟以实现胞内定

植［17］，S. f 则依靠极强的侵袭能力在胞内扩散并逃避

溶酶体杀伤［18-19］，这些机制使得病原菌能够调控宿主

细胞内吞噬体微环境，避开宿主清除并在胞内存活。

根据研究报道，Ⅲ型分泌系统效应蛋白 BopA 是

B. p 的关键毒力因子，其基因组定位于 Bsa 基因簇

（BPSS1516-BPSS1554 区 域）内 ，与 其 他 效 应 蛋 白

BopE、BipD 等基因分布相邻［20］。B. p BopA 在其逃逸

宿主的免疫清除中发挥重要调控作用，但机制尚未解

析［21-22］。进一步结合结构预测分析，发现 BopA 及其

同源蛋白含有的Rho GTPase失活结构域、胆固醇结合

结构域及 LC3相互作用区域等，分别通过干扰宿主细

胞信号通路、改变吞噬体膜组成、直接结合 LC3 等方

式帮助其免疫逃逸［23-24］，提示BopA是B. p实现细胞内

生存、逃避宿主免疫防御的核心因子。通过本研究中

生物素-链霉亲和素标记技术的建立和吞噬体蛋白质组

学的质谱鉴定，发现B. p BopA可能通过影响宿主细胞

吞噬体相关蛋白 VAMP7、EEA1、RABEP1、RAB3GAP2
等的招募或者功能，进而调控宿主细胞的胞内免疫清

除反应，但具体分子机制还需要进一步探索。

研究显示，本实验中发现的以上蛋白在调控病原

菌逃逸以及维持宿主防御中具有重要作用，如 S. t 含
菌空泡与 VAMP7 阳性溶酶体样囊泡相互作用，促进

其在晚期含菌空泡内的生长［25］、VAMP7参与幽门螺杆

菌VacA诱导的胃上皮细胞空泡化，促进病原菌的细胞

毒性作用和逃逸［26］，这些机制共同导致吞噬体膜结构

障碍，最终引发膜破损帮助病原菌逃逸宿主防御。

EEA1 是早期吞噬体膜核心支架蛋白，病原菌通

过竞争性抑制，阻滞早期吞噬体向晚期吞噬体转化。

如结核分枝杆菌 ManLAM 糖脂阻止 EEA1 与 Rab7 募

集，维持早期吞噬体特性，抑制膜成熟与酸化［27］；嗜肺

军团菌 Dot/Icm 效应蛋白干扰 EEA1-Rab5 相互作用，

阻断膜组分更替［28］。
RABEP1作为Rab5核心效应蛋白辅助EEA1膜更

新，调控吞噬体囊泡运输、膜重塑及正常成熟进程［28］；
维持吞噬体膜结构完整与膜修复能力，促进吞噬体与

溶酶体有序融合，介导胞内病原菌降解和清除［29］。
RAB3GAP2 作 为 Rab3 GTP 酶 激 活 蛋 白 与

RAB3GAP1 结合形成功能异二聚体［30］，调控 Rab3/

Rab18酶活性参与吞噬体膜损伤修复、膜脂质补充及

自噬体-溶酶体融合等过程［31］。同时调控免疫囊泡分

泌与自噬介导的病原清除通路，从膜稳态、囊泡运输

和自噬防御等多层面发挥宿主抗胞内病原菌免疫防

御功能。

因此，本研究基于生物素-链霉亲和素含菌吞噬体

分离技术获取结构完整含菌吞噬体，以期在真实吞噬

体微环境中解析BopA与宿主分子的互作及上下游调

控关系，阐明B. p通过BopA调控吞噬体蛋白实现免疫

逃逸的分子网络。同时该技术可拓展至其他胞内病

原菌的逃逸机制研究，结合组学分析能够系统解析病

原菌调控吞噬体微环境并实现免疫逃逸的分子机制，

为研发靶向病原菌逃逸关键靶点药物提供了新思路

方法。

3. 3　本研究的局限性

本研究构建的生物素-链霉亲和素偶联荧光/磁珠

的双标记体系，既保持了病原菌的毒力特性，又实现

了高标记效率、低生物干扰性及分离高特异性的优势

效果，但仍存在一定的局限性。①在标记体系方面，

本研究仅验证了该技术对 3种致病菌的标记效果，对

于病毒、真菌、寄生虫等其他胞内病原体，由于其细胞

壁结构与细胞膜表面基团组成存在差异，标记效率及

生物干扰性仍需进一步验证；②在分离体系方面，本研

究虽实现了不同成熟阶段含菌吞噬体的初步分离，但

未对含菌吞噬体的微环境特征进行进一步解析；③目

前蛋白质组学筛选出的 VAMP7、EEA1、RABEP1、
RAB3GAP2 尚未通过 Western blotting、免疫荧光共定

位、敲低/过表达或功能拯救实验验证，因此只能作为候

选分子机制；④本研究的实验验证均在体外细胞模型

中完成，该技术在动物体内感染模型中的标记稳定性

及含菌吞噬体的体内分离效果，仍需后续进一步探索。

综上，本研究构建的生物素-链霉亲和素标记技术

有效解决了传统病原菌标记与含菌吞噬体分离技术

中的特异性不足、生物干扰性强、分离产物纯度低且

完整性差等核心问题，实现了病原菌的高效标记及含

菌吞噬体的高纯度分离，为病原菌的感染追踪、胞内

定位、病原菌-宿主互作以及逃逸免疫防御机制研究提

供了可靠的技术手段。
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