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猪葡萄球菌感染 BALB/c 小鼠血清中
细胞因子表达的抗体芯片分析

李　艳，王　磊，蔡汝健，蒋智勇，勾红潮，楚品品，宋  帅，李春玲

（广东省农业科学院动物卫生研究所 / 广东省畜禽疫病防治研究重点实验室 /

农业部兽用药物与诊断技术广东科学观测实验站，广东… 广州………510640）

摘　要：为分析猪葡萄球菌感染 BALB/c 小鼠不同时间点血清中炎性细胞因子表达的变化，收集猪葡

萄球菌感染 BALB/c 小鼠不同感染时段（24、48…h）的血清，采用细胞因子抗体芯片技术检测 32 种细胞因

子水平。结果显示，猪葡萄球菌感染小鼠后血清细胞因子表达水平发生了明显变化：与对照相比，感染后

24…h，血清细胞因子中有 5 种细胞因子表达出现了显著性变化，其中表达升高 2 倍以上的细胞因子有 4 种

（G-CSF、IL-6、KC、MCP-5）；感染后48…h，血清细胞因子中共有4种细胞因子表达出现了显著性变化，

其中表达升高 2 倍以上的细胞因子有 3 种（G-CSF、KC、MCP-5）；感染 24…h 和 48…h…后 IL-12 的表达均

显著低于对照。炎性细胞因子在猪葡萄球菌感染中发挥重要作用，利用细胞因子抗体芯片从血清中筛选猪

葡萄球菌相关蛋白分子标记物是可行的。…
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Expression of serum cytokines in BALB/c mice with
Staphylococcus hyicus detected by antibody chip

LI…Yan,…WANG…Lei,…CAI…Ru-jian,…JIANG…Zhi-yong,

GOU…Hong-chao,…CHU…Pin-pin,…SONG…Shuai,…LI…Chun-ling

（Institute of Animal Health, Guangdong Academy of Agricultural Sciences / Key Laboratory of Livestock
Disease Prevention of Guangdong Province /  Scientific Observation and Experiment Station of Veterinary Drugs

and Diagnostic Techniques of Guangdong Province, Ministry of Agriculture, Guangzhou 510640, China）

 Abstract：In…order…to…analyze…the…expression…of…inflammatory…cytokines…in…serum…of…BALB/c…mice…infected…with…

Staphylococcus…hyicus…at…different…time…point,…the…serum…of…the…BALB/c…mice…infected…with…staphylococcus…hyicus…were…

collected…at…both…24h…and…48h…post…infection,…and…the…levels…of…32…cytokines…were…detected…by…cytokine…antibody…chip…

technology.…The…results…showed…that…there…was…a…significant…change…in…the…level…of…cytokine…from…serum…in…mice…infected…

with…Staphylococcus hyicus.…Compared…with…the…control…group,…there…were…5…cytokines…significantly…changed…24h…post…

infection.…Among…them,…4…cytokines…(G-CSF,…IL-6,…KC,…MCP-5)…were…expressed…2…times…greater…than…controls.…After…

infected…48h,…4…cytokines…significantly…changed,…and…3…of…them,…including…G-CSF,…KC,…MCP-5,…were…expressed…2…times…

greater…than…the…control…levels.…The…expression…level…of…IL-12…were…significantly…lower…than…the…control…levels…at…both…

24h…and…48h…after…infection.…The…inflammatory…cytokines…play…an…important…role…in…the…process…of…S. hyicus…infection.…It…
is…feasible…to…screen…staphylococcus…hyicus…related…protein…biomarkers…from…serum…by…applying…cytokine…antibody…array.…

Key words：antibody…chip;…Staphylococcus hyicus;…inflammatory…cytokine;…molecular…marker…sequencing
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仔猪渗出性皮炎（exudative…epidermit,…EE）

是由葡萄球菌感染引起的一种急性传染病，仔

猪感染后会出现全身性皮炎，最终导致脱水和

全身衰竭而死亡，死亡率可达 70%［1-2］。该病

的发生给我国养猪业造成了巨大的经济损失，

丹麦、日本、德国、俄罗斯等国家也有该病发

病及病原的研究［3-6］。猪葡萄球菌可分为有毒

力型和无毒力型菌株，其分泌的脱落毒素是主

要的毒力因子［7-8］。目前已有 5 种猪葡萄球菌

分泌的表皮脱落毒素被发现并命名，分别是丹

麦学者鉴定的 ExhA、ExhB、ExhC 和 ExhD，以

及日本学者鉴定的 SHETB［9-10］。

已有研究显示，炎性细胞因子在疾病的发

展过程中发挥重要作用［11］。同时检测多种炎

性细胞因子的表达水平将有助于深入了解猪葡

萄球菌的感染过程，而且有可能发现关键的致

病性因子。抗体芯片技术是一种检测生物样品

中蛋白表达模式的方法，其凭借高通量、高灵

敏度、高特异性和低样本量等特点，为蛋白质

表达的快速、平行分析提供了技术平台［12］。

此外，抗体芯片对疾病相关生物标签的发现、

药物靶点的筛选等具有重要作用［13-15］。

本研究通过抗体芯片技术检测了猪葡萄球

菌感染BALB/c小鼠后血清炎性细胞因子的表达，

旨在研究炎性细胞因子在猪葡萄球菌感染过程中

的作用，同时筛选可能的疾病相关生物标签。

1　材料与方法

1.1　试验材料

菌株 CF-1（JQ728492）分离自广东省暴发

渗出性皮炎的某猪场病猪；AAM-CYT-G2 炎症

因子抗体芯片购自广州 RayBiotech 公司；4 周

龄 BALB/c 小鼠购自南方医科大学。

1.2　试验方法

1.2.1　血清采集　将 4 周龄 BALB/c 小鼠 24 只

随机分为 2 组，每组 12 只。试验组的每只小

鼠经肌肉和皮下注射菌液 0.2…mL（CF-1 含量

1.0×108CFU），对照组的小鼠注射灭菌的 PBS

液。均在注射后 24、48…h 采集血液，收集血清，

于 -80℃保存备用。

1.2.2　细菌的分离鉴定　无菌条件下，采集小

鼠的内脏，分别接种于血琼脂平板、营养琼脂

培养基，37℃培养 18…h，次日挑取单个菌落进

行染色镜检，并进行划线纯培养。

1.2.3　血清细胞因子的检测　血清细胞因子

的检测采用 RayBiotech…Mouse…Cytokine…Antibody…

Array…G…Series…5…芯片技术测定（含 RayBiotech 公

司原装试剂盒），AAM-CYT-G2 芯片布局见表

1。将玻片芯片取出，每张玻片 4 个样本实验

区，每个样本实验区的微阵列中固定了 32 种细

胞因子的抗体及阳性和阴性对照，每个细胞因

子位点重复测定 2 次。主要操作步骤如下：（1）

每个芯片孔中加入 100…µL 封闭液，封闭 30…

min。抽去封闭液，每孔加入 100…µL 样品，每

个阵列 1 个样品，孵育过夜。（2）使用 Thermo…

Scientific…Wellwash…Versa…芯片洗板机清洗玻片，

每孔加入 250…µL 洗液Ⅰ，清洗 6 次；每孔加入

表 1　AAM-CYT-G2 芯片膜上细胞因子位置

Pos1 Pos2 Pos3 Neg Neg 6Ckine CTACK Eotaxin GCSF GM-CSF

Pos1 Pos2 Pos3 Neg Neg 6Ckine CTACK Eotaxin GCSF GM-CSF

IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-9 IL-10 IL-12p40p70 IL12-p70 IL-13

IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-9 IL-10 IL-12p40p70 IL12-p70 IL-13

IL-17 IFN-γ KC Leptin MCP-1 MCP-5 MIP-1α MIP-2 MIP-3β RANTES

IL-17 IFN-γ KC Leptin MCP-1 MCP-5 MIP-1α MIP-2 MIP-3β RANTES

SCF sTNFR1 TARC TIMP-1 TNF-α Thrombopoietin VEGF Neg Neg Neg

SCF sTNFR1 TARC TIMP-1 TNF-α Thrombopoietin VEGF Neg Neg Neg

　　注：6Ckine：次级淋巴组织趋化因子；CTACK：皮肤 T 细胞趋化因子；Eotaxin：嗜酸细胞趋化因子；CSF：集落刺激因子；

IL：白介素；IFN：干扰素；KC：CXC结构趋化因子；Leptin：脂源性分泌因子；MCP：单核细胞趋化蛋白；MIP：巨噬细胞炎症蛋白；…

RANTES：趋化性细胞因子；SCF：干细胞因子；…sTNFR：肿瘤坏死因子受体；TARC：胸腺活化调节趋化因子；TIMP：基质金属

蛋白酶 -1 抑制剂；TNF：肿瘤坏死因子；Thrombopoietin：血小板生成素；VEGF：血管内皮细胞生长因子。
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250…µL 洗液Ⅱ，清洗 5 次。（3）加入 70…µL

生物素标记抗体，孵育1…h，清洗玻片同步骤（2）。

（4）每孔加入 70…µL 荧光素标记的链霉抗生物

素蛋白，在室温下避光孵育 1~2…h，清洗玻片同

步骤（2）。（5）采用 GenePix…4000B…Microarray…

Scanner 激光扫描仪扫描芯片，用 AAM-CYT-G2

数据分析软件进行数据分析。

1.2.4 　数据分析　使用微阵列（SAM）软件对

数据进行显著性分析，差异值≥ 2.0 倍表明细胞

因子的表达上调显著，差异值≤ 0.5 倍表明细胞

因子的表达下调显著，细胞因子的表达在 0.5~2

倍之间表明无显著差异。

2　结果与分析

2.1　细菌的分离鉴定

细菌在普通营养琼脂培养基和绵羊鲜血平

板培养基上生长良好，菌落形态光滑湿润，呈

瓷白色；在血平板上不溶血，在麦康凯培养基

上不能生长。通过显微镜观察到蓝紫色葡萄状

球菌（图 1，封三）。

2.2　不同处理小鼠血清细胞因子的差异表达

2.2.1　感染后 24 h 血清细胞因子的表达　感染

后 24…h 试验组与对照组的小鼠血清细胞样本芯

片扫描结果如图 2（封三）所示。芯片扫描结

果显示，与对照组相比，试验组中共有 5 个血

清细胞因子表达出现了显著性变化，其中表达

升高2倍以上的细胞因子有4个，包括G-CSF、

IL-6、KC 和 MCP-5，IL-12 的表达低于对照

组一半。由表 2 可知，试验组血清中 G-CSF、

IL-6、KC 和 MCP-5 的表达分别为对照组的

3490.13、9.98、44.25、7.05 倍，IL-12 的 表 达

量为对照组的 0.49 倍。

2.2.2　感染后 48 h 血清细胞因子的表达　感染

后 48…h 试验组与对照组的小鼠血清细胞样本芯

片扫描结果如图 3（封三）所示。芯片扫描结

果显示，与对照组相比，血清细胞因子中共有

4 个细胞因子表达出现了显著性变化，其中表

达升高2倍以上的细胞因子有3个，包括G-CSF、

KC 和 MCP-5；IL-12 的表达同样低于对照组一

半。由表 2 可知，试验组血清中 G-CSF、KC 和

MCP-5 的表达分别为对照组的 1423.58、3.78、

3.44倍，IL-12的表达量仅为对照组的0.47倍。

2.3　CF-1 感染 BALB/c 小鼠后小鼠血清细胞

因子差异表达

CF-1 感染 BALB/c 小鼠后 24、48…h，血清

细胞因子芯片扫描（图 2、图 3，封三）及差异

表达分析结果（表 2）显示，感染后 24、48…h

有 3 种细胞因子表达水平均升高 2 倍以上，分

别为 G-CSF、KC 和 MCP-5；表达水平均低于

对照一半的细胞因子为 IL-12。

表 2　细胞因子差异表达变化倍数

细胞因子
变化倍数…( 试验组 / 对照组 )
感染后 24…h 感染后 48…h

6Ckine 1.25 1.04

CTACK 1.40 1.26

CCL11 1.37 1.29

G-CSF 3490.13 1423.58

GM-CSF 1.50 0.85

IL-2 1.07 1.13

IL-3 0.96 0.91

IL-4 1.02 0.15

IL-5 1.03 1.92

IL-6 9.98 1.51

IL-9 1.10 1.52

IL-10 1.25 1.33

IL-12p40…p70 0.49 0.47

IL-12p70 1.13 0.55

IL-13 1.46 1.92

IL-17 1.10 1.03

IFN-γ 1.11 1.11

KC 44.25 3.78
Leptin…(Ob) 1.77 0.55

MCP-1/CCL2 1.02 1.11

MCP-5/CCL12 7.05 3.44

MIP-1…alpha/CCL3 1.97 1.93

MIP-2/CXCL1 1.64 1.98

MIP-3…beta/CCL19 1.08 1.99

RANTES/CCL5 0.55 0.91

SCF/Kit…Ligand…(KITLG) 1.81 1.92
sTNFR1 0.72 0.52
sTNFR2 1.94 1.55

TIMP-1 1.27 1.81
TNF-α 1.12 0.93

Thrombopoietin 1.18 0.77
VEGF 1.43 1.42

3　结论与讨论

近年来，蛋白质芯片技术已被广泛应用于

蛋白质谱分析、新药研发、药物靶标识别、临
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床诊断及预后标记筛选。抗体芯片作为最常用

的一种蛋白质芯片，具有全面准确反映疾病发

生、发展过程中蛋白质表达水平等特点，已成

为生物样品中蛋白质分子检测的重要手段［16］。

细胞因子是炎症性疾病的重要调节因子，是目

前发病机制研究的热点之一［17-18］。猪葡萄球菌

感染过程中可能涉及免疫系统的异常激活和抑

制以及促炎 / 抗炎反应等，单一细胞因子检测

不能为疾病的进展情况提供可靠信息，系统细

胞因子检测如细胞因子抗体微阵列技术能提供

全面的细胞因子表达数据。细胞因子抗体芯片

研究现已应用于糖尿病、肿瘤、心血管疾病、

类风湿性关节炎等疾病研究［19-20］，因此我们使

用细胞因子抗体芯片技术检测感染猪葡萄球菌

CF-1 株 BALB/c 小鼠血清中细胞因子的表达，

了解猪葡萄球菌感染过程中炎性细胞因子表达

的相关性。在本研究中，使用小鼠细胞因子抗

体微阵列技术同时检测 32 种细胞因子，并筛选

了 5 种具有显著差异的细胞因子，其中 4 个细

胞因子（G-CSF、IL-6、KC、MCP-5）在猪葡

萄球菌感染小鼠血清中上调表达，IL-12 在猪葡

萄球菌感染的小鼠的血清中下调表达。在前期

研究报道中，我们采用细胞因子抗体芯片技术

检测了猪葡萄球菌 ZC-4 株感染 BALB/c 小鼠血

清中细胞因子的表达［21］，发现了 4 种具有显

著差异的细胞因子，其中 G-CSF、IL-6 及 KC

上调表达，下调表达的是 IL-12。综合猪葡萄球

菌 ZC-4 株和 CF-1 株感染小鼠血清细胞因子差

异表达结果，筛选猪葡萄球菌感染小鼠血清差

异表达细胞因子，其中表达上调的细胞因子为

G-CSF、IL-6 及 KC，下调表达的是 IL-12。提

示这些细胞因子有可能作为猪葡萄球菌感染血

清的蛋白分子标记物。

IL-6 主要由巨噬细胞产生，在免疫系统功

能调节、炎症感染反应、骨髓组织造血功能调

控等方面具有多效性。IL-6 是一种非常重要的

炎症因子，参与炎症和免疫反应，在慢性炎症

和自身免疫性疾病中发挥病理作用［22］。本研

究中促炎因子 IL-6 在感染早期表达显著升高，

暗示在猪葡萄球菌感染早期的炎症过程中发挥

了主要作用。粒细胞集落刺激因子（granulocyte…

colony-stimulating…factor,…G-CSF）是一种多肽链

的细胞生长因子。近年来，已发现 G-CSF 不仅

特异性地调节粒细胞的增值和分化，而且还增

强了成熟粒细胞的功能，同时具有免疫调节、

血管保护、抗动脉粥样硬化和保护神经作用［23］。

G-CSF 通过调节多种免疫细胞来影响机体的免

疫反应［24］。KC 也称为 CXCL1，属于 CXC 趋

化因子家族，CXC 趋化因子参与细胞内外多种

生命活动，如炎性反应、损伤修复等［25］，肿

瘤组织中 CXCL1 的高表达与疾病的不良预后相

关［24-26］。本研究中，G-CSF 和 KC 的表达也显

著升高，其在猪葡萄球菌感染中的作用需要进

一步研究。

本研究采用细胞因子抗体芯片技术获得了

一组非常有意义的数据，初步筛选了猪葡萄球

菌感染小鼠后的血清蛋白标记物。同时，在筛

选过程中发现，还有一些细胞因子可能在猪葡

萄球菌的感染过程中起作用，为了解猪葡萄球

菌感染的分子机制提供参考。
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