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　　摘要：为了探讨泛素结合酶ＵＢＥ２Ｇ２在胞内布鲁氏菌繁殖中的作用，通过分别构建过表达载体和设计合成小干扰
ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）对ＵＢＥ２Ｇ２基因进行过表达和沉默；利用ＭＴＴ比色法检测ＵＢＥ２Ｇ２基因沉默或过表达对细胞活性的影
响；利用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测布鲁氏菌Ｍ５－９０感染对ＵＢＥ２Ｇ２基因表达的影响；用布鲁氏菌Ｍ５－９０
感染过表达和沉默ＵＢＥ２Ｇ２基因的细胞，利用ｑＲＴ－ＰＣＲ检测细胞中ＣＨＯＰ基因表达的变化，利用菌落计数法检测胞
内细菌数量的变化，利用试剂盒检测乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、白介素１８（ＩＬ－１８）和γ－干扰素（ＩＦＮ－γ）水平的变化。结
果显示，获得ＵＢＥ２Ｇ２基因的过表达作用的载体ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２；筛选出ＵＢＥ２Ｇ２基因的干扰效果最佳片段为
ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ；ＵＢＥ２Ｇ２基因沉默或过表达对细胞活性没有影响；Ｍ５－９０感染可提高细胞中 ＵＢＥ２Ｇ２基因的
表达；Ｍ５－９０感染过表达 ＵＢＥ２Ｇ２基因的细胞，可提高细胞中 ＬＤＨ水平和胞内细菌数量并可抑制 ＣＨＯＰ的表达、
ＩＬ－１８和ＩＦＮ－γ的水平；Ｍ５－９０感染沉默ＵＢＥ２Ｇ２基因的细胞，可提高细胞 ＣＨＯＰ的表达、ＩＬ－１８和 ＩＦＮ－γ的水
平并可抑制ＬＤＨ水平和胞内细菌数量。结果表明，泛素结合酶ＵＢＥ２Ｇ２可调控胞内布鲁氏菌存活。
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　　布鲁氏菌病是一种广泛分布的人畜共患传染
病［１］。动物感染布鲁氏菌后表现为关节炎、流产、

胎膜发炎、空怀和睾丸炎等症状。人可以通过吸入

气溶胶化的细菌或通过摄取和接触被污染的动物

组织而感染。人感染布鲁氏菌后会导致反复发烧、

关节炎和心内膜炎等全身性疾病。目前，布鲁氏菌

的持续性感染的分子机制尚不清楚。

泛素蛋白酶体途径具有降解真核细胞内蛋白

质的作用，调节着大多数蛋白的降解，是维持细胞

稳态所必需的［２－３］。蛋白酶体降解途径主要包括靶

蛋白的泛素化和泛素化靶蛋白在蛋白酶体内的降

解。靶蛋白的泛素化主要需要３种酶协同完成，包
括Ｅ１活化酶、Ｅ２结合酶和 Ｅ３连接酶。Ｅ２结合酶
以一个多基因家族形式存在，人类基因组中已发现

４０多个泛素结合酶［４］。Ｅ２结合酶一般具有 １个
１６～１８ｋｕ大小的催化中心，包含具有催化活性的
半胱氨酸残基［５－６］。然而，Ｅ２结合酶在布鲁氏菌感
染过程中的作用机制尚不清楚。本研究以泛素结

合酶ＵＢＥ２Ｇ２为研究对象，检测其在胞内布鲁氏菌
繁殖中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　试验材料
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基，购自 ＧＩＢＣＯ公司；ＬＤＨ检

测 试 剂 盒，购 自 碧 云 天 生 物 技 术 公 司；

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ＲＮＡｉＭＡＸ转染试剂、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００和总ＲＮＡ提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ，均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；布鲁氏菌 Ｍ５－９０、小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７和
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ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ载体，由贵州省梵净山地区生物多样性
保护与利用重点实验室保存。该试验于２０１９年４
月至２０２０年１０月在贵州省梵净山地区生物多样性
保护与利用重点实验室完成。

１．２　ＵＢＥ２Ｇ２基因过表达细胞的构建
１．２．１　过表达质粒 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２的构建
　利用 ＮＣＢＩ网站下载小鼠的 ＵＢＥ２Ｇ２基因序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＮＭ＿０１９８０３．３），送华大基因公
司合成序列，将目的基因序列与 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ载体
连接构建过表达质粒 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２，将该
重组质粒转化至大肠杆菌ＤＨ５α中，于３７℃振荡培
养１ｈ，７０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，将沉淀菌体涂布于含
有氨苄青霉素（１００ｇ／ｍＬ）的固体平板中，于３７℃ 培
养１６ｈ，提取质粒并进行ＰＣＲ扩增和酶切验证。

设计 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ载体和 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－
ＵＢＥ２Ｇ２的共同检测引物，Ｆ：５′－ＣＡＣＧＣＴＧＴＴＴＴＧＡ
ＣＣＴＣＣＡＴ－３′，Ｒ：５′－ＧＧＡＴＧＴＧＧＡＡＴＧＴＧＴＧＣＧＡ
Ｇ－３′。质粒ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ和 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２
的 ＰＣＲ体系为 ２０μＬ：２×ＥＳＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０．０μＬ，ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２（ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ）
１．０μＬ，上下游引物各 １．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．０μＬ。
ＰＣＲ反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ２０ｓ，５７℃ ４０ｓ，
７２℃ ４０ｓ，循环３０次；７２℃ ７ｍｉｎ。质粒 ｐＬＶＸ－
ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２双酶切验证体系为４０μＬ：ＥｃｏＲⅠ限
制性内切酶 ２．０μＬ，ＢａｍＨⅠ限制性内切酶２．０μＬ，
质粒ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２２０．０μＬ，１０×ＨＢｕｆｆｅｒ

４．０μＬ和ｄｄＨ２Ｏ１２．０μＬ。
１．２．２　过表达效果的检测　参照文献［７］中的方
法，用６孔板培养细胞，培养液用１０％胎牛血清的
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基，待细胞密度为 １×１０６个／ｍＬ
时，将细胞培养基更换为无血清的Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养
基，将细胞分为磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）对照组、
ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ空质粒组和 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２过
表达质粒组。取 ２支灭菌的 ＥＰ管，一个管加入
１０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和２４０μＬＯｐｔｉ－ＭＥＭ；另
一个管加入 １５μＬ质粒（ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ或 ｐＬＶＸ－
ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２）或 １５μＬＰＢＳ和 ２３５μＬＯｐｔｉ－
ＭＥＭ，室温静置 ４ｍｉｎ，将上述 ２个管中的液体混
合，室温静置１５ｍｉｎ，然后将其加入至６孔板中，培
养４ｈ后加入含胎牛血清的 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基，培
养４８ｈ后收集细胞，利用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴ－ＰＣＲ）分析 ＵＢＥ２Ｇ２基因过表达情况。从
ＮＣＢＩ网站下载 ＵＢＥ２Ｇ２和内参 ＧＡＰＤＨ基因序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 分 别 为 ＮＭ＿０１９８０３．３和
ＮＭ＿００８０８４．３），设计引物（表１），引物序列由华大
基因公司合成。以ＧＡＰＤＨ为内参，ｑＲＴ－ＰＣＲ分析
ＵＢＥ２Ｇ２的表达水平，反应体系为２０μＬ：荧光染料
１０μＬ，模板ｃＤＮＡ２μＬ，上下游引物各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
６μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。试验将
ＰＢＳ处理的细胞作为对照组。每组细胞设置３次重
复，采用２－ΔΔＣＴ法分析基因的相对表达量。

表１　ＵＢＥ２Ｇ２、ＣＨＯＰ和ＧＡＰＤＨ基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ引物

基因 引物序列

ＵＢＥ２Ｇ２ Ｆ：５′－ＡＣＧＧＣＧＴＴＧＡＡＧＡＧＧＣＴ－３′，Ｒ：５′－ＡＧＧＡＴＡＧＡＴＧＴＴＧＧＧＡＴＧＧＡＡ－３′

ＣＨＯＰ Ｆ：５′－ＣＴＣＧＣＴＣＴＣＣＡＧＡＴＴＣＣＡＧＴＣ－３′，Ｒ：５′－ＣＴＴＣＡＴＧＣＧＴＴＧＣＴＴＣＣＣＡ－３′

ＧＡＰＤＨ Ｆ：５′－ＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＧ－３′，Ｒ：５′－ＧＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧＴ－３′

１．３　ＵＢＥ２Ｇ２沉默表达细胞的构建
１．３．１　小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的合成　由上海吉玛
制药技术有限公司设计并合成ＵＢＥ２Ｇ２基因干扰片

段，包括 ３对阳性 ｓｉＲＮＡ序列（ＵＢＥ２Ｇ２－８３－
ｓｉＲＮＡ、ＵＢＥ２Ｇ２－２５３－ｓｉＲＮＡ和 ＵＢＥ２Ｇ２－４５６－
ｓｉＲＮＡ）和１对阴性ｓｉＲＮＡ序列（表２）。

表２　ＵＢＥ２Ｇ２基因的ｓｉＲＮＡ序列

ｓｉＲＮＡ片段名称 序列

ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ Ｆ：５′－ＧＧＣＣＧＡＧＵＡＵＡＡＧＣＡＡＵＵＡＴＴ－３′，Ｒ：５′－ＵＡＡＵＵＧＣＵＵＡＵＡＣＵＣＧＧＣＣＴＴ－３′

ＵＢＥ２Ｇ２－２５３－ｓｉＲＮＡ Ｆ：５′－ＧＣＣＣＵＣＣＧＡＡＧＡＵＧＡＧＡＵＵＴＴ－３′，Ｒ：５′－ＡＡＵＣＵＣＡＵＣＵＵＣＧＧＡＧＧＧＣＴＴ－３′

ＵＢＥ２Ｇ２－４５６－ｓｉＲＮＡ Ｆ：５′－ＧＧＡＧＣＡＡＡＣＧＵＡＧＡＵＧＣＵＵＴＴ－３′，Ｒ：５′－ＡＡＧＣＡＵＣＵＡＣＧＵＵＵＧＣＵＣＣＴＴ－３′

阴性ｓｉＲＮＡ Ｆ：５′－ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ－３′，Ｒ：５′－ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ－３′

１．３．２　沉默效果的检测　参照文献［７］中的方法，
按照“１．２．２”节的方法培养细胞，将细胞分为 ＰＢＳ

对照组、阴性 ｓｉＲＮＡ组、ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ干扰
组、ＵＢＥ２Ｇ２－２５３－ｓｉＲＮＡ干扰组和 ＵＢＥ２Ｇ２－
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４５６－ｓｉＲＮＡ干扰组。取 ２个 ＥＰ管，个管分别加
１２５μＬＯｐｔｉ－ＭＥＭ，然后一个管加 入 ７μＬ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ，另一个管加入 １２．５μＬ
ｓｉＲＮＡ（ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ、ＵＢＥ２Ｇ２－２５３－
ｓｉＲＮＡ、ＵＢＥ２Ｇ２－４５６－ｓｉＲＮＡ或阴性ｓｉＲＮＡ），室温
孵育５ｍｉｎ，将上述２个管中的液体混匀，室温孵育
１５ｍｉｎ，然后将其加入细胞液中，培养４ｈ后加入含
２０％胎牛血清的 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基；培养４８ｈ后，
利用ｑＲＴ－ＰＣＲ分析ＵＢＥ２Ｇ２基因沉默表达情况。
１．４　ＵＢＥ２Ｇ２沉默或过表达对细胞活性的影响

采用ＭＴＴ比色法检测细胞活性。将ＵＢＥ２Ｇ２－
８３－ｓｉＲＮＡ和ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２质粒分别转染
细胞，培养细胞至对数生长期，消化细胞，加入含胎

牛血清的Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基，将悬浮细胞接种于９６
孔板中。弃去上清液，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），测
量４９０ｎｍ处的吸光度。试验设正常培养的细胞为
对照组，重复３次。
１．５　羊种布鲁氏菌 Ｍ５－９０感染对相关基因表达
的影响

从ＮＣＢＩ网站下载 ＣＨＯＰ基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为 ＮＭ＿００７８３７．４），设计 ＣＨＯＰ基因的引物
（表１）。用ｑＲＴ－ＰＣＲ分析 Ｍ５－９０感染对过表达
和沉默表达ＵＢＥ２Ｇ２基因的细胞中ＣＨＯＰ基因表达
量的影响。

用Ｍ５－９０感染细胞，培养２４ｈ收集细胞。利
用ｑＲＴ－ＰＣＲ分析 ＵＢＥ２Ｇ２的表达水平，具体方法
见“１．２．２”节。试验以ＰＢＳ处理的细胞为对照组。

取转染 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２和 ＵＢＥ２Ｇ２－
８３－ｓｉＲＮＡ的细胞，用Ｍ５－９０感染转染的细胞，培
养２４ｈ收集细胞。利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ＣＨＯＰ的
表达水平，具体方法见“１．２．２”节。试验同时设正
常细胞及转染 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ空质粒、阴性 ｓｉＲＮＡ、
ＰＢＳ处理的细胞为对照组。
１．６　ＵＢＥ２Ｇ２沉默或过表达对细胞内布鲁氏菌存
活的影响

取“１．５”节中５组细胞，３７℃培养１．５ｈ，添加
含有庆大霉素（５０μｇ／ｍＬ）细胞培养基孵育４０ｍｉｎ，
更换无庆大霉素的培养基，培养２４ｈ，用 ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００裂解细胞，室温放置１５ｍｉｎ后将裂解液涂布固
体平板，统计细菌数量，试验重复３次。
１．７　ＵＢＥ２Ｇ２沉默或过表达对细胞乳酸脱氢酶
（ＬＤＨ）水平及相关细胞因子的影响

取Ｍ５－９０感染的ＰＢＳ对照组、ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ空

质粒组、ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２过表达质粒组、阴性
ｓｉＲＮＡ对照组、ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ干扰组共５组
细胞，检测 ＬＤＨ水平、白介素 －１８（ＩＬ－１８）水平和
γ－干扰素（ＩＦＮ－γ）水平，试验重复３次。
１．８　统计学分析

试验所得数据均利用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行
单因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），结果以“平均
值±标准差”表示。

２　结果与分析

２．１　质粒ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２构建的验证
由图１可知，ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ质粒经引物 ｐＬＶＸ－

ｐｕｒｏ－Ｆ／ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＲＰＣＲ扩增获得大小为
２５４ｂｐ的条带，ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２质粒经 ＰＣＲ
扩增可获得的 ７６４ｂｐ的条带。由图 ２可知，质粒
ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２经双酶切获得大小为５１０ｂｐ
的目的基因条带，结果与预期值相符。结果表明，

ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２构建成功。
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２．２　过表达载体 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２过表达效
果的验证

　　由图３可知，转染 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２组细
胞ＵＢＥ２Ｇ２的表达量极显著高于 ＰＢＳ对照组（Ｐ＜
０．０１）；转染 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ组细胞的 ＵＢＥ２Ｇ２的表达
量与ＰＢＳ对照组无明显变化。结果表明，ｐＬＶＸ－
ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２质粒可过表达ＵＢＥ２Ｇ２。

２．３　ｓｉＲＮＡ干扰ＵＢＥ２Ｇ２基因效果的验证
由图４可知，ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ、ＵＢＥ２Ｇ２－

２５３－ｓｉＲＮＡ和 ＵＢＥ２Ｇ２－４５６－ｓｉＲＮＡ干扰组细胞
ＵＢＥ２Ｇ２基因的表达量均极显著低于 ＰＢＳ对照组
（Ｐ＜０．０１），干扰效率分别为８９％、６３％、４８％。结
果表明，ＵＢＥ２Ｇ２的最佳干扰片段为ＵＢＥ２Ｇ２－８３－
ｓｉＲＮＡ。
２．４　沉默或过表达 ＵＢＥ２Ｇ２基因对细胞活性的
影响

由图 ５可知，ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ干扰组、
ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２过表达质粒组的细胞活性均

在９０％以上。结果表明，沉默或过表达 ＵＢＥ２Ｇ２基
因不影响细胞活性。

２．５　布鲁氏菌感染对 ＵＢＥ２Ｇ２和 ＣＨＯＰ基因相对
表达量的影响

由图６可知，Ｍ５－９０感染组细胞ＵＢＥ２Ｇ２基因
的表达量极显著高于ＰＢＳ对照组（Ｐ＜０．０１）。结果
表明，Ｍ５－９０感染可诱导细胞ＵＢＥ２Ｇ２的表达。
　　由图７可知，与 ＰＢＳ对照组细胞相比，ｐＬＶＸ－
ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２过表达组细胞中 ＣＨＯＰ的表达量显
著降低（Ｐ＜０．０５）；ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ干扰组细
胞中ＣＨＯＰ的表达量显著升高（Ｐ＜０．０５）；ｐＬＶＸ－
ｐｕｒｏ空质粒组与阴性 ｓｉＲＮＡ对照组细胞中 ＣＨＯＰ
的表达量均无明显变化。结果表明，沉默和过表达

ＵＢＥ２Ｇ２分别可提高和抑制 Ｍ５－９０介导的细胞中
ＣＨＯＰ的表达。
２．６　沉默和过表达 ＵＢＥ２Ｇ２基因对胞内布鲁氏菌
存活的影响

由图８可知，转染ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ片段的
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细胞内布鲁氏菌（Ｍ５－９０）菌株数量显著低于 ＰＢＳ
对照组（Ｐ＜００５），转染 ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２质
粒的细胞内Ｍ５－９０菌株数量显著高于ＰＢＳ对照组
（Ｐ＜０．０５）。结果表明，沉默和过表达 ＵＢＥ２Ｇ２分
别可抑制和促进胞内Ｍ５－９０菌株的存活。

２．７　沉默和过表达 ＵＢＥ２Ｇ２基因对 Ｍ５－９０感染
细胞的ＬＤＨ、ＩＬ－１８和ＩＦＮ－γ水平的影响
２．７．１　ＬＤＨ水平　由图９可知，与 ＰＢＳ对照组相
比，ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２质粒组细胞的 ＬＤＨ水平
极显著升高（Ｐ＜０．０１），ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ干扰
组细胞的 ＬＤＨ水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；ｐＬＶＸ－
ｐｕｒｏ空质粒组与阴性 ｓｉＲＮＡ组细胞的 ＬＤＨ水平均
无明显变化。结果表明，沉默和过表达 ＵＢＥ２Ｇ２分
别可抑制和提高Ｍ５－９０介导的细胞中ＬＤＨ水平。

２．７．２　ＩＬ－１８水平　由图１０可知，与 ＰＢＳ对照组
相比，ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２质粒组细胞的 ＩＬ－１８
水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ干
扰组细胞的 ＩＬ－１８水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；
ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ空质粒组与阴性 ｓｉＲＮＡ组细胞的 ＩＬ－
１８水平均无明显变化。结果表明，沉默和过表达
ＵＢＥ２Ｇ２分别可提高和抑制 Ｍ５－９０介导的细胞中
ＩＬ－１８水平。

２．７．３　ＩＦＮ－γ水平　由图１１可知，与ＰＢＳ对照组
相比，ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ－ＵＢＥ２Ｇ２质粒组细胞的 ＩＦＮ－γ
水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＵＢＥ２Ｇ２－８３－ｓｉＲＮＡ干
扰组细胞的 ＩＦＮ－γ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；
ｐＬＶＸ－ｐｕｒｏ空质粒组与阴性 ｓｉＲＮＡ组细胞的
ＩＦＮ－γ水平均无明显变化。结果表明，沉默和过表
达ＵＢＥ２Ｇ２分别可提高和抑制 Ｍ５－９０介导的细胞
中 ＩＦＮ－γ水平。

３　讨论与结论

泛素主要参与细胞周期、胞吞作用和细胞程序

性死亡等细胞过程［８－１０］。泛素蛋白酶体系统参与

病毒感染、存活、释放与免疫逃逸等各个阶段［１１－１２］。

研究表明，沉默泛素结合酶 ＵＢＥ２Ｊ１可显著降低登
革病毒（ＤＥＮＶ）感染，而过表达 ＵＢＥ２Ｊ１可增强
ＤＥＮＶ感染［１３］。细胞泛素蛋白酶体系统也参与了

细胞内布鲁氏菌的存活。研究表明，布鲁氏菌Ｓ２感
染巨噬细胞可诱导泛素及蛋白酶体的表达；功能增

强后的泛素蛋白酶体系统可抑制布鲁氏菌 Ｓ２的早
期感染；而在感染后期，利用抑制剂乳胞素抑制细

胞蛋白酶体功能，可抑制细胞内布鲁氏菌Ｓ２的存活
能力［１４］，因此推测泛素蛋白酶体功能被抑制后可促

进巨噬细胞自体吞噬系统的活化，从而提高了巨噬
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细胞的杀菌能力［１５］。笔者所在课题组前期研究发

现，ＵＢＥ２Ｔ在胞内布鲁氏菌繁殖中发挥正调控作
用［７］，本研究结果表明，Ｍ５－９０感染可诱导细胞中
ＵＢＥ２Ｇ２的表达，且ＵＢＥ２Ｇ２可调控胞内Ｍ５－９０菌
株的存活，因此，ＵＢＥ２Ｇ２与ＵＢＥ２Ｔ功能相似。

细胞因子ＩＬ－１８具有在机体中防御各种传染
病调节细胞免疫的作用。ＩＬ－１８在清除病毒过程
中发挥作用［１６－１７］。干扰素 ＩＮＦ－γ是细胞分泌的
糖蛋白，可活化自然杀伤（ＮＫ）细胞和诱导细胞主
要组织相容性复合物Ⅰ（ＭＨＣⅠ）的表达，增强宿主
的免疫力［１８］。ＩＦＮ－γ是反映宿主细胞免疫水平的
主要巨噬细胞活化因子［１９－２０］。ＩＮＦ－γ是抗布鲁氏
菌感染的细胞因子［２１］。本研究表明，沉默和过表达

ＵＢＥ２Ｇ２分别可提高和抑制 Ｍ５－９０介导的细胞中
ＩＬ－１８和ＩＦＮ－γ水平。因此，ＵＢＥ２Ｇ２可调控布鲁
氏菌介导的细胞中ＩＬ－１８水平和ＩＦＮ－γ水平。

内质网在机体抵抗胞内病原感染过程中至关

重要［２２－２３］。布鲁氏菌侵入细胞后隐藏于膜结合隔

室内，该隔室被称为布氏小体［２４］。由于布氏小体在

感染细胞周期中具有内体性质，因此将其称为内体

布氏小体，该内体布氏小体与内质网结构持续相互

作用，获得与内质网膜相关的标记物［２５］；内质网中

含菌小泡被称为复制性布氏小体［２６］，该复制性布氏

小体具有内质网的结构和功能特征，表明内体布氏

小体转化为内质网衍生的细胞器［２７］。内质网为布

鲁氏菌在细胞内的繁殖提供了有利的场所。布鲁

氏菌在感染的细胞内与内质网相互作用，可表现出

免疫逃避和细胞凋亡抑制的功能［２７］。ＣＨＯＰ是细
胞凋亡转录因子，当内质网应激超过自身的应答能

力时，诱导 ＣＨＯＰ的高表达，引发细胞凋亡［２８－２９］。

本研究表明，沉默和过表达 ＵＢＥ２Ｇ２分别可提高和
抑制Ｍ５－９０介导的细胞中ＣＨＯＰ的表达。笔者推
测沉默ＵＢＥ２Ｇ２可通过诱导 Ｍ５－９０介导的细胞中
ＣＨＯＰ的表达促进细胞发生凋亡，从而抑制胞内
Ｍ５－９０菌株的存活；因此，ＵＢＥ２Ｇ２可能通过
ＣＨＯＰ的表达来调控胞内布鲁氏菌的存活。

参考文献：

［１］ＦｒａｎｃＫＡ，ＫｒｅｃｅｋＲＣ，ＨｓｌｅｒＢＮ，ｅｔａｌ．Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓｒｅｍａｉｎｓａ

ｎｅｇｌｅｃｔｅｄｄｉｓｅａｓｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｗｏｒｌｄ：ａｃａｌｌｆｏｒｉｎｔｅｒｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ

ａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢＭＣＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，２０１８，１８（１）：１２５．

［２］ＷａｎｇＪＳ，ＭａｌｄｏｎａｄｏＭＡ．Ｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍａｎｄ

ｉｔｓｒｏｌｅｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｕｌａｒ＆

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００６，３（４）：２５５－２６１．

［３］ＫｗｏｎＹＴ，ＣｉｅｃｈａｎｏｖｅｒＡ．Ｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｄｅｉｎｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－

ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍ ａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７，４２（１１）：８７３－８８６．

［４］ＭａｎｓｏｕｒＭＡ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ：ｆｒｉｅｎｄａｎｄｆｏｅｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｔｈｅ

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆ＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１８，１０１：８０－

９３．

［５］ＦｕｒｕｋａｗａＭ，ＯｈｔａＴ，ＸｉｏｎｇＹ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＵＢＣ５ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－

ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅｂｙｔｈｅＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒｏｆＲＯＣ１ａｎｄａｓｓｅｍｂｌｙｏｆ

ａｃｔｉｖｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅｓｂｙａｌｌｃｕｌｌｉｎｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，２７７（１８）：１５７５８－１５７６５．

［６］ＰａｒｋＨＢ，ＫｉｍＪＷ，ＢａｅｋＫＨ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＷｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈ

ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎａｎｄｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２０，２１（１１）：３９０４．

［７］印双红，张俊波，易　萌，等．泛素结合酶 ＵＢＥ２Ｔ基因在布鲁氏

菌感染过程中的作用［Ｊ］．西北农林科技大学学报（自然科学

版），２０２１，４９（４）：１９－２８．

［８］ＴｅｉｘｅｉｒａＬＫ，ＲｅｅｄＳＩ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．

ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１３，８２：３８７－４１４．

［９］ＣｈｅｎＲＨ，ＣｈｅｎＹＨ，ＨｕａｎｇＴＹ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２０１９，２６（１）：８０．

［１０］ＵｌｒｉｃｈＨＤ，ＷａｌｄｅｎＨ．ＵｂｉｑｕｉｔｉｎｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｉｎＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗｓＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１１（７）：

４７９－４８９．

［１１］ＫｏｎｇＦＹ，ＹｏｕＨＪ，ＫｏｎｇＤＬ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ

ｖｉｒｕｓｗｉｔｈｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍｉｎｖｉｒａｌｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２０１９，１６（１）：７３．

［１２］ＴａｎｇＱ，ＷｕＰ，ＣｈｅｎＨＱ，ｅｔａｌ．Ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃｒｏｌｅｓｏｆｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－

ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｙｓｔｅｍ ｄｕｒｉｎｇｖｉｒａｌｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，

２０１８，２０７：３５０－３５４．

［１３］ＦｅｎｇＴＴ，ＤｅｎｇＬ，ＬｕＸＣ，ｅｔａｌ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ

ＵＢＥ２Ｊ１ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｍｏｄｕｌａｔｅｓｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｐａｔｈｗａｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓＲＮＡ

ｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２０１８，１５（１）：１３２．

［１４］董炳梅，张春玲，孙培娇，等．猪布鲁菌感染对巨噬细胞泛素蛋

白酶体功能的影响［Ｊ］．中国兽医学报，２０１８，３８（２）：３３２－

３３５，３６３．

［１５］ＤｅｒｅｔｉｃＶ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｉｍｍｕｎｉｔｙａｎｄｃｅｌｌ－ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓｄｅｆｅｎｓｅ

ａｇａｉｎｓｔｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｉｃｒｏｂｅｓ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｖｉｅｗｓ，２０１１，

２４０（１）：９２－１０４．

［１６］ＲｏｏｎｅｙＴ，ＭｕｒｐｈｙＥ，ＢｅｎｉｔｏＭ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｏｖｉａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－

１８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆｔｈｅＲｈｅｕｍａｔｉｃＤｉｓｅａｓｅｓ，２００４，

６３（１１）：１３９３－１３９８．

［１７］ＳｅｋｉｙａｍａＡ，ＵｅｄａＨ，ＫａｓｈｉｗａｍｕｒａＳＩ，ｅｔａｌ．ＩＬ－１８，ａｃｙｔｏｋｉｎｅ

ｔｒａｎｓｌａｔｅｓａｓｔｒｅｓｓｉｎｔｏｍｅｄｉｃａｌｓｃｉｅｎｃｅ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃａｌ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ，２００５，５２（Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）：２３６－２３９．

［１８］王文浩，胡琳玉，彭秋玲，等．康乐黄鸡 ＴＬＲ７基因多态性及血

清ＩＮＦ－γ水平相关性研究［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２０１８（９）：

８９－９１，９７，２３６．

［１９］夏伦斌，连宏军，王新华，等．绵羊ＩＦＮ－γ基因的克隆与序列分

析［Ｊ］．动物医学进展，２００６，２７（１０）：６９－７２．

［２０］ＯｔａｎｉＮ，ＮａｋａｊｉｍａＫ，ＩｓｈｉｋａｗａＫ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄ

—５８１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１６期


