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　　摘要：为了检测对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在巨噬细胞内布鲁氏菌存活的影响，将布鲁氏菌粗糙型菌株 ＲＢ５１和光滑
型菌株Ｓ２３０８分别侵染细胞，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测 ＲＢ５１和 Ｓ２３０８和对巨噬细胞内 ｐ－Ａｋｔ（Ｓ４７３）和 ｐ－Ａｋｔ
（Ｔ３０８）表达的影响；用ＭＴＴ法检测抑制剂ＬＹ２９４００２（ＬＹ）对细胞活性的影响；通过菌落计算法，检测抑制剂 ＬＹ对胞
内菌ＲＢ５１和Ｓ２３０８存活的影响。结果表明，粗糙型菌株ＲＢ５１和光滑型菌株Ｓ２３０８都可激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，但
粗糙型菌株ＲＢ５１的激活程度显著弱于光滑型菌株Ｓ２３０８（Ｐ＜０．０１）；抑制剂ＬＹ在小于或等于２０μｍｏｌ／Ｌ浓度时不影
响细胞活性；抑制剂ＬＹ（２０μｍｏｌ／Ｌ）可显著抑制光滑型菌株Ｓ２３０８的存活，但不影响粗糙型菌株ＲＢ５１的存活。本研
究表明，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在光滑型菌株存活中发挥重要作用。
　　关键词：ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路；布鲁氏菌ＲＢ５１和Ｓ２３０８；胞内存活
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　　布鲁氏菌病是一种严重危害人类和家畜健康的人兽共患
传染病［１－２］。布鲁氏菌为革兰氏阴性的兼性胞内寄生菌，其

急性期的临床特点主要为恶寒、发热、关节和肌肉痛等；人感

染布鲁氏菌后造成骨关节、神经系统、生殖系统和免疫系统等

损害，慢性期主要症状为骨关节病及包括神经系统在内的多

系统多器官的损害，患者一般会表现出神经－精神症状，病程
较长，容易复发并再感染，从而导致劳动力的丧失。动物布鲁

氏菌病的特点是生殖器官、胎膜及其他多种器官组织发炎、坏

死和肉芽肿的形成，引起流产、睾丸炎及关节炎等症状。布鲁

氏菌病给人类健康和畜牧业和谐发展带来严重危害［３］。因

此，研究布鲁氏菌及其对宿主细胞的致病机制，为布鲁氏菌疫

苗研发和防控提供理论依据，对于国民经济的发展和社会的

安全具有重大的意义。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路是重要的细胞生存通路之一，
Ａｋｔ作为ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路的关键分子，在促进细胞生
存、生长、增殖，促进细胞运动、侵袭和转移，抑制细胞凋亡方

面起核心作用［４］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与肿瘤的发生发展密
切相关，在多种肿瘤组织有 Ａｋｔ的过度表达和活化。
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路还与一些病毒的生存繁殖密切相关，然
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而，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与布鲁氏菌的生存关系如何，目前尚
无相关报道，本研究推测ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在布鲁氏菌致病
过程中发挥重要作用，因此，研究 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在布鲁
氏菌致病过程中的作用，有助于揭示布鲁氏菌的致病机制，为

抗布鲁氏菌药物的研制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株、细胞与质粒　牛种布鲁氏菌参考株２３０８和牛
种布鲁氏菌疫苗株ＲＢ５１，由石河子大学人畜共患病实验室提
供；大肠杆菌ＤＨ５α，由铜仁学院生物与农林工程学院细胞生
物学实验室保存。

１．１．２　主要试剂　无内毒素质粒大提试剂盒、增强型
ＨＲＰ－ＤＡＢ试剂盒，购自天根生化（北京）科技有限公司；胎
牛血清购自ＧＩＢＣＯ公司；细胞转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００，
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；酵母提取物（ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ）、蛋白胨
（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、ＮａＣｌ，购自Ｏｘｏｉｄ公司；琼脂糖购自上海生物工程
技术有限公司。ＭＴＴ、ＤＭＳＯ，且以ＤＭＳＯ作为溶剂，购自索莱
宝公司；ＬＹ购自碧云天公司；兔抗鼠磷酸化 Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）和
Ａｋｔ（Ｔｈｒ３０８）、Ａｋｔ单克隆抗体和 ＨＲＰ—羊抗兔二抗，购自
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；β－ａｃｔｉｎ购自 ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司；
ＥＣＬ荧光检测试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒购自上海生物工程技术有限公司。

１．２．３　布鲁氏菌侵染小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７　将１６Ｍ用
ＰＢＳ洗脱菌体，利用细菌比浊法计算数量，按比例通过１０倍
稀释菌悬液，然后将悬液涂于固体培养基上，置于３７℃、１０％
ＣＯ２培养箱中培养３ｄ，每个稀释浓度重复３次，进行计数取
平均值确定布鲁氏菌数目。以５０∶１（细菌个数 ∶细胞个数）
的比例，用 １６Ｍ 侵染 ＲＡＷ２６４．７细胞，并将侵染后的
ＲＡＷ２６４．７细胞置于３７℃５％ ＣＯ２培养箱中继续培养。
１．２．４　细胞蛋白质提取　细胞计数并收集１×１０６个细胞，
１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ弃上清收集细胞。加入１×ＰＢＳ洗涤
３次弃上清。细胞沉淀中加入 １００μＬＲＩＰＡ裂解液。加入
ＰＭＳＦ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ／ｍＬ、Ｎａ３ＶＯ４（２００ｍｍｏｌ／Ｌ）
５μＬ／ｍＬ、ＮａＦ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ／ｍＬ、ｐｈｏｓＳＴＯＰｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｒｏｃｈｅ）１５０μＬ／ｍＬ，细胞悬浮混匀，在冰上静置
２０ｍｉｎ。４℃ １５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。移出上清置于１支
新离心管即为含总蛋白的溶液。

１．２．５　ＢＣＡ法蛋白浓度测定　吸取５０μＬ样品于标记好的
试管中。加入１ｍＬＢＣＡ工作液，轻柔涡旋混匀。标准检测：
３７℃孵育３０ｍｉｎ或室温放置２～１６ｈ。加强型检测：在６０℃
孵育１５ｍｉｎ，将试管冷却至室温。在１个干净的吸光杯中加
入１ｍＬ水，在波长５６２ｎｍ调零。将待测液加入干净的吸光
杯。１０ｍｉｎ内测定并记录所有反应液的吸光度（Ｄ５６２ｎｍ），校
正的吸光度为各标样和试样的读数减去空白样吸光度。结合

已知的ＢＳＡ标样的量和校正过的吸光度画出标准曲线。参
照标准曲线，根据各蛋白试样的校正吸光度，在标准曲线的线

性范围内读出各样品的蛋白浓度。根据样品体积和稀释度计

算原来样品中的蛋白量。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　当ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结束时，将含有目
的蛋白的凝胶切下，尽量避免用手碰触。同时裁剪６～７张大

小和凝胶相同的滤纸和１张硝酸纤维素膜（ＮＣ膜），切除凝
胶、ＮＣ膜与滤纸１角作为标记。将凝胶与ＮＣ膜在膜转移缓
冲液中静置平衡１０ｍｉｎ，ＮＣ膜与滤纸分开浸泡。转膜：将３
层滤纸放于半干式电转仪中，后放胶，将 ＮＣ膜放于其上，再
铺３层滤纸，２００ｍＡ２０Ｖ电泳１～２ｈ。封闭：小心取出 ＮＣ
膜，放在１个干净平皿中，用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ。将
ＮＣ膜放入杂交瓶中，加入１０ｍＬ膜封闭液，３７℃于杂交仪上
封闭１ｈ。与一抗的结合：倒去封闭液，将 ＮＣ膜放入盛有
ＴＢＳＴ的平皿中冲膜３次，每次５ｍｉｎ。将 ＮＣ膜放入杂交瓶
中，加入用ＴＢＳＴ稀释的一抗（１∶１０００），３７℃于杂交仪上杂
交１～２ｈ。与二抗的结合：用ＴＢＳＴ冲膜３次，每次５ｍｉｎ。加
入用ＴＢＳＴ稀释的过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＨＲＰ－ＩｇＧ二
抗５ｍＬ（１∶３０００），３７℃于杂交仪上杂交１ｈ。用ＴＢＳＴ冲膜
３次，每次 １０ｍｉｎ。加 ＥＣＬ底物显色液，避光显色 １ｍｉｎ，
照相。

１．２．７　ＬＹ抑制试验　取对数期生长细胞，在１０％ ＦＢＳ培养
基中２ｍＬ细胞以１×１０６个／ｍＬ密度接种于６孔培养板中。
继续培养 ６ｈ后，加入 ＬＹ，浓度分别选取 １０μｍｏｌ／Ｌ、
２０μｍｏｌ／Ｌ、４０μｍｏｌ／Ｌ，１ｈ后观察 ｐ－Ａｋｔ（Ｓ４７３）和 ｐ－Ａｋｔ
（Ｔ３０８）抑制状态。将细胞混悬液立即置入液氮以终止反应，
然后以冰冻 ＰＢＳ洗涤细胞３次。细胞收集后，采用 １×１０６

个／５０μＬＲＩＰＡ提取总蛋白质，ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。
１．２．８　ＭＴＴ试验　将抑制剂不同浓度的 ＬＹ（１０、２０、
４０μｍｏｌ／Ｌ）与巨噬细胞共同孵育，以０．１％ ＤＭＳＯ处理细胞
为对照。置３７℃５％ ＣＯ２培养箱，使细胞贴壁培养６～２４ｈ。
加入适当浓度的受试化合物，继续培养适当时间。小心吸取

上清，加入９０Ｌ新鲜培养液，再加入１０μＬＭＴＴ溶液，继续培
养４ｈ。弃去上清，每孔加入１１０ＬＦｏｒｍａｚａｎ溶解液，置摇床
上低速振荡 １０ｍｉｎ，使结晶充分溶解，在酶联免疫检测仪
４９０ｎｍ处测量各孔的吸光度。同时设置调零孔（培养基、
ＭＴＴ、Ｆｏｒｍａｚａｎ溶解液）、对照孔（细胞、相同浓度的药物溶解
介质、培养液、ＭＴＴ、Ｆｏｒｍａｚａｎ溶解液），每组设定３复孔。
１．２．９　布鲁氏菌的培养、计数　将保存的冻干布鲁氏菌接种
于１０％小牛血清肝琼脂培养基，置 ＣＯ２培养箱３７℃、１０％
ＣＯ２培养４ｄ，挑取单菌落，接种于斜面培养基继续培养４ｄ，
加入２ｍＬ生理盐水，用接种环轻轻刮下斜面培养基上的细
菌，以１０－１～１０－１５均匀稀释细菌，并取２００μＬ１０－１３、１０－１４、
１０－１５稀释菌液涂布于１２０ｍｍｏｌ／Ｌ含有１０％小牛血清肝琼脂
培养基的平板中，每个稀释度涂 ２个平板，置于 １０％ ＣＯ２
３７℃ 的ＣＯ２培养箱４ｄ，对细菌进行平板计数。
１．３　统计学分析

使用ＳＰＳＳ１７．０数据统计软件对试验数据进行统计学
分析。

２　结果与分析

２．１　布鲁氏菌对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激活
在布鲁氏菌 ＲＢ５１和 Ｓ２３０８侵染巨噬细胞中，其细胞内

对应的 ｐ－Ａｋｔ（Ｓ４７３）与 β－ａｃｔｉｎ的灰度值比值分别为
０．３２±０．０３４和１．１２±０．０４５，而对照组值为０．１２±０．０３５。
经统计学分析，在粗糙型 ＲＢ５１感染细胞的 ｐ－Ａｋｔ（Ｓ４７３）灰
度比值显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），但又显著低于 Ｓ２３０８感
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染的细胞（Ｐ＜０．０１）。ｐ－Ａｋｔ（Ｔ３０８）与 β－ａｃｔｉｎ的灰度值比
值ｐ－Ａｋｔ（Ｓ４７３）比值趋势是一致的（图１）。然后利用抑制剂
ＬＹ（２０μｍｏｌ／Ｌ）与巨噬细胞作用 １ｈ，然后分别用 ＲＢ５１和
Ｓ２３０８侵染巨噬细胞，结果发现，ＲＢ５１和 Ｓ２３０８诱导的
ｐ－Ａｋｔ（Ｓ４７３／３０８）的表达与对照组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。
结果表明，在巨噬细胞中，粗糙型的 ＲＢ５１激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路的程度极显著弱于光滑型的Ｓ２３０８（Ｐ＜０．０１），并且抑
制剂ＬＹ可阻断布鲁氏菌对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激活。
２．２　抑制剂ＬＹ对巨噬细胞活性的影响

抑制剂ＬＹ和ＤＭＳＯ分别与巨噬细胞作用４８ｈ，ＭＴＴ法
检测结果：当抑制剂ＬＹ的浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ时
不影响细胞的活性，但是在浓度为４０μｍｏｌ／Ｌ时细胞的成活
率降至７０％。加ＤＭＳＯ后的细胞形态为小圆球形，与正常细
胞形态相同，因此对照组加 ＤＭＳＯ不影响细胞的活性。加入
ＬＹ的浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ时细胞形态也为小圆
球形，与正常细胞形态相同，当ＬＹ的浓度为４０μｍｏｌ／Ｌ时，细
胞变大，形态开始呈不规则形（图２）。结果表明，采用抑制剂
ＬＹ的浓度２０μｍｏｌ／Ｌ不影响巨噬细胞的活性，可以进行后续
试验。

２．３　阻断ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路对胞内布鲁氏菌存活的影响
抑制剂ＬＹ与巨噬细胞作用１ｈ，然后，分别用 ＲＢ５１和

Ｓ２３０８侵染巨噬细胞，分别在 ４、１２、２４ｈ检测布鲁氏菌的
ＣＦＵ，结果显示ＬＹ处理细胞中ＲＢ５１的ｌｇＣＦＵ与对照组相比
无显著差异（Ｐ＞０．０５）（图３）；而对于 Ｓ２３０８菌株，ＬＹ处理
细胞的ｌｇＣＦＵ与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）（图３）。结
果表明，ＬＹ抑制了巨噬细胞内 Ｓ２３０８的存活，但对 ＲＢ５１的
存活无影响。

３　讨论

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与很多疾病有关，在细胞内参与调控
物质代谢、细胞增殖与存活等生物学行为。ＰＩ３Ｋ下游靶蛋白
Ａｋｔ具有丝氨酸／苏氨酸残基，可直接被 ＰＩ３Ｋ激活。在 ＰＩ３Ｋ
途径中，当上游信号作用于细胞膜表面时，穿膜受体酪氨酸激

酶自磷酸化或磷酸化其他底物后，能在细胞膜内表面产生

ＰＩ３Ｋ结合点，ＰＩ３Ｋ结合后可产生一些磷脂，然后激活Ａｋｔ，被
激活的Ａｋｔ可介导细胞生长和分化，同时还可提高抗凋亡基
因的表达而抑制细胞凋亡，或活化其他信号转导通路来调控

细胞的适应性生存。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ异常激活与体内许多癌症发
生密切相关［５］。ｐ－Ａｋｔ是 Ａｋｔ的功能活化状态，Ａｋｔ只有被
激活后才具有生物学功能。ｐ－Ａｋｔ在大多数肿瘤组织中过度
表达。Ａｋｔ的活化同时需要催化结构域的Ｔｈ３０８位点和Ｃ端
的调节结构域的Ｓｅｒ４７３位点２个位点的磷酸化，只有２个位
点的磷酸化才能使Ａｋｔ充分活化从而达到最大活化状态。本
研究表明，光滑型菌株（Ｓ２３０８）及可激活ｐ－Ａｋｔ的 Ｔｈｒ３０８和
Ｓｅｒ４７３２个位点，充分活化的 Ａｋｔ调控细胞的一系列生理活
动；而粗糙型菌株（ＲＢ５１）也可激活ｐ－Ａｋｔ的Ｔｈ３０８和Ｓｅｒ４７３
２个位点，但是与光滑型菌株相比对ｐ－Ａｋｔ的激活程度显著
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下降。对ｐ－Ａｋｔ的激活程度可能与光滑型菌株的毒力强和粗
糙型菌株的毒力弱有关。其具体机制还有待于进一步探索。

ＬＰＳ是布鲁氏菌的经典毒力因子，包括类脂Ａ、核心低聚
糖和Ｏ抗原或Ｏ链３个部分。布鲁氏菌 ＬＰＳ的生物学活性
与传统的内毒素不同，主要与其特殊的化学结构有关。当布

鲁氏菌ＬＰＳ的 Ｏ－多聚糖缺失时，布鲁氏菌从光滑型转变为
粗糙型，导致细菌的毒力减弱，易于被巨噬细胞杀死［６～７］。已

有研究表明，脂多糖Ｏ－型多糖抑制细胞的吞噬作用，抑制溶
酶体溶解和宿主细胞凋亡［８］。布鲁氏菌与其宿主细胞最开

始的接触是始于布鲁氏菌表面和宿主细胞胞质膜的接触，脂

多糖缺失的突变株毒力较亲本株减弱，这说明布鲁氏菌 ＬＰＳ
在细菌毒力上具有很重要的作用［９］。本研究推测，对

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ激活的强弱与布鲁氏菌致病性成正相关，光滑型布
鲁氏菌致病性强的原因可能与其 ＬＰＳ能激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路
程度较强有关，粗糙型布鲁氏菌致病性弱的原因可能与其

ＬＰＳ能激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路程度较弱有关。
ＬＹ（ＰＩ３ＫｉｎａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ）体内是一个高度特异性的抑制

剂。它可以特异地抑制 ＰＩ３ｋｉｎａｓｅ的活性，但是不抑制其他
的脂质和蛋白激酶活性。研究表明ＬＹ可以抑制 ＰＩ３Ｋ－依赖
的Ａｋｔ磷酸化和激酶活性，它通过和 ＡＴＰ竞争 ＰＩ３Ｋ催化结
构域的结合位点发挥作用［１０］，从而有效抑制其下游蛋白 Ａｋｔ
的磷酸化，已被广泛应用于信号传导通路的作用及靶向治疗

的研究中。

布鲁氏菌在宿主细胞中的复制和增殖受到各种因素的影

响。为了在宿主细胞中复制和增殖，布鲁氏菌通过激活宿主

细胞内信号通路控制宿主细胞的存活、凋亡和自噬，以逃避宿

主免疫应答。已有研究表明，某些病毒为了更加有效地进行

复制，通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制宿主细胞的早期凋
亡、促进细胞自噬和抑制细胞免疫以延长在胞内的复制时

间［１１－１３］，甲型流感病毒的ＮＳ１蛋白可与ＰＩ３Ｋ的ｐ８５β亚基结

合而激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ。但是ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是否在布鲁氏菌感染中
起作用尚无文献报道。本研究发现，ＬＹ抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路后，光滑型布鲁氏菌Ｓ２３０８存活能力显著下降，而粗糙型
菌株ＲＢ５１存活力无显著变化。本研究表明，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路抑制后主要影响光滑型菌株的生存，其具体机制还有待

于进一步探索。

参考文献：

［１］ＬａｃｅｒｄａＴＬ，ＣａｒｄｏｓｏＰＧ，ＡｕｇｕｓｔｏＤｅＡｌｍｅｉｄａＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆｆｏｒｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ｗｂｋＣ）ｇｅｎｅｇｅｎｅｒａｔｅｓａｂｒｕｃｅｌｌａａｂｏｒｔｕｓｒｏｕｇｈ
ｓｔｒａｉｎｔｈａｔｉｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，
２０１０，２８（３４）：５６２７－５６３４．

［２］尚德秋．布鲁氏菌病及其防制［Ｊ］．中华流行病学杂志，１９９８，１９
（２）：６７．

［３］ＯｌｓｅｎＳＣ，ＰａｌｍｅｒＭＶ．Ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｋｎｏｗｌｅｄｇｅｏｆｂｒｕｃｅｌｌａｏｖｅｒ
ｔｈｅｐａｓｔ５０ｙｅａｒｓ［Ｊ］．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１４，５１（６）：１０７６－
１０８９．　

［４］ＷａｎｇＪ，ＹｕａｎＬ，ＸｉａｏＨ，ｅｔａｌ．ＭｏｍｏｒｄｉｎＩｃｉｎｄｕｃｅｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈＭＡＰＫａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ－ｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，２０１３，１８（６）：７５１－７６５．

［５］ＴａｏＪＪ，ＣａｓｔｅｌＰ，Ｒａｄｏｓｅｖｉｃ－ＲｏｂｉｎＮ，ｅｔａｌ．ＡｎｔａｇｏｎｉｓｍｏｆＥＧＦＲ
ａｎｄＨＥＲ３ｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅＰＩ３Ｋ－Ａｋｔｐａｔｈ
ｗａｙｉｎｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅＳｉｇｎａｌｉｎｇ，２０１４，７
（３１８）：ｒａ２９．

［６］ＨａａｇＡＦ，ＭｙｋａＫＫ，ＡｒｎｏｌｄＭＦ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅａｎｄｃｙｃｌｉｃβ－１，２－ｇｌｕｃａｎｓｉｎＢｒｕｃｅｌｌａ－Ｍａｍｍａｌｉａｎｉｎｆｅｃ
ｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，７：１２４５０９．

［７］ＬａｐａｑｕｅＮ，ＦｏｒｑｕｅｔＦ，ｄｅＣｈａｓｔｅｌｌｉｅｒＣ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
Ｂｒｕｃｅｌｌａａｂｏｒｔｕｓｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｍａｃｒｏｄｏｍａｉｎｓａｓｍｅｇａｒａｆｔｓ［Ｊ］．
ＣｅｌｌｕｌａｒＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００６，８（２）：１９７－２０６．

［８］Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－ＰｒａｄａＣＭ，ＺｅｌａｚｏｗｓｋａＥＢ，ＮｉｋｏｌｉｃｈＭ，ｅｔａ１．Ｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎＢｒｕｃｅｌｌａｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓａｎｄｈｕｍａｎｐｈａｇｏｃｙｔｅｓ：ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｒ
ｆａｃｅＯ－ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｉｎｈｉｂｉｔｓｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ，ｂａｃｔｅｒｉａｌｋｉｌｌｉｎｇ，ａｎｄ
ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｈｏｓｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｏｌ／Ｌｕｎ，２００３，７１：
２１１０－２１１９．　

［９］Ｃａｓｔａｅｄａ－ＲｏｌｄáｎＥＩ，Ｏｕａｈｒａｎｉ－ＢｅｔｔａｃｈｅＳ，ＳａｌｄａａＺ，ｅｔａｌ．
ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＳＰ４１，ａｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢｒｕｃｅｌｌａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ａｄｈｅｒｅｎｃｅａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆｈｏｓｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００６，８（１２）：１８７７－１８８７．

［１０］ＷａｌｋｅｒＥＨ，ＰａｃｏｌｄＭＥ，ＰｅｒｉｓｉｃＯ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｂｙｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ，ＬＹ２９４００２，
ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ａｎｄｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，２０００，６
（４）：９０９－９１９．

［１１］ＷｅｉＬ，ＺｈｕＳＳ，ＷａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ
３－Ｋｉｎａｓｅ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｄｕｒｉｎｇｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｖｉｒａｌｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１２，８６（２４）：１３５８９－１３５９７．

［１２］ＳｏａｒｅｓＪＡ，ＬｅｉｔｅＦＧ，ＡｎｄｒａｄｅＬＧ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔｐａｔｈｗａｙｅａｒｌｙｄｕｒｉｎｇｖａｃｃｉｎｉａａｎｄｃｏｗｐｏｘｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｓ
ｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｂｏｔｈｈｏｓｔｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｖｉｒａｌｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００９，８３（１３）：６８８３－６８９９．

［１３］ＷａｎｇＰ，ＧｕｏＱＳ，ＷａｎｇＺＷ，ｅｔａｌ．ＨＢｘｉｎｄｕｃｅｓＨｅｐＧ－２ｃｅｌｌｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｔｈｒｏｕｇｈＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ－ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄ
ＣｅｌｌｕｌａｒＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１３，３７２（１／２）：１６１－１６８．

—９３—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第３期


