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【摘要】 目的 探讨牙龈卟啉单胞菌（P.gingivalis）W83与ATCC33277外膜囊泡mRNA表达谱

的差异。方法 超速离心法分离 W83 和 ATCC33277 来源的外膜囊泡，进行粒径检测、电镜及

Western blot鉴定；高通量测序检测W83和 ATCC33277外膜囊泡mRNA表达谱，筛选差异表达的

mRNA，进行基因本体论（GO）注释和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析。结果 牙龈卟

啉单胞菌W83和ATCC33277分离的外膜囊泡符合囊泡特征；W83外膜囊泡中鉴定出1629个mRNA，

ATCC33277外膜囊泡中鉴定出1505个mRNA，差异表达的mRNA共594个。差异具有统计学意义的

mRNA参与的途径包括生物膜形成-霍乱弧菌（P=0.011）、核糖体（P=0.015）和细菌双组分调节系统

（P=0.026）。结论 牙龈卟啉单胞菌W83与ATCC33277外膜囊泡mRNA表达存在差异。
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【Abstract】 Objective To study the difference of mRNA expression profiles in the outer⁃membrane
vesicles of Porphyromonas gingivalis W83 and ATCC33277. Methods The outer membrane vesicles
derived from W83 and ATCC33277 were separated by ultracentrifugation. After the particle size detection，
transmission electron microscopy，and Western blot，the outer membrane vesicles identified；the high ⁃
throughput sequencing technology was used to detect the mRNA expression profiles of outer membrane
vesicles of W83 and ATCC33277. Membrane vesicle mRNA expression profile，which was screened out
with differentially expressed mRNA，was performed by Gene Ontology annotation and Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes enrichment analysis. Results Outer membrane vesicles isolated from W83 and
ATCC33277 met the characteristics of vesicles. We identified 1629 mRNAs in W83 outer membrane
vesicles，and 1505 mRNAs in ATCC33277 outer membrane vesicles and screened out differentially
expressed mRNAs. A total of 594 items was identified. Through GO analysis and KEGG analysis of
differentially expressed mRNAs，the pathways related to differential genes include biofilm Formation ⁃
Vibrio cholerae（P = 0.011），ribosome（P = 0.015），bacterial two ⁃ component regulation system（P =
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牙周炎是牙周致病菌引起的牙周支持组织进

行性破坏的慢性炎症性疾病［1］，其与多种全身系统

性疾病如糖尿病、动脉粥样硬化、口腔癌和消化系

统肿瘤等密切相关［2⁃4］。研究表明，牙周病患者相较

于非牙周病患者的口腔癌风险增加将近 2倍［4］。此

外，流行病学调查显示牙周炎与口腔鳞状细胞癌

（简称鳞癌）的相对危险度为4.52，呈正相关关系。

牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis，P.

gingivalis）是一种革兰阴性厌氧菌，是牙周炎主要致

病菌之一。Ha等［5⁃6］连续 5周使用P.gingivalis对舌

鳞癌细胞进行感染，结果显示舌鳞癌细胞形态发生

上皮-间质转化，且白细胞介素 8（IL⁃8）和基质金属

蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMP）的表达水平增

高。Woo等［7］通过将感染P.gingivalis的舌鳞癌细胞

与未感染P.gingivalis的舌鳞癌细胞进行对比发现，

感染P.gingivalis的舌鳞癌细胞对紫衫醇产生了更高

的耐药性，且肺内转移灶数量更多。这些研究表

明，P.gingivalis可能促进舌鳞癌的发展。P.gingivalis

根据编码FimA蛋白的 fimA基因开放阅读框核苷酸

序列的差异，分为Ⅰ（ATCC33277）、Ⅰb、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
（W83）和Ⅴ等 6种基因型。Wang等［8］通过Mate分
析表明，Ⅱ和Ⅳ型在牙周病患者中分布较高。也有

研究表明，感染P.gingivalis W83的小鼠牙周组织的

破坏比感染P.gingivalis ATCC33277的小鼠更严重［9］

及W83对牙周炎的炎症标志物内皮细胞间黏附分

子⁃1（Intercellular adhesion molecule⁃1，ICAM⁃1）的表

达的促进作用比ATCC33277更明显［10］。大量研究结

果也表明，Ⅱ和Ⅳ型是高毒力菌株，而Ⅰ型则是低

毒力菌株［11］。P.gingivalis可产生大量外膜囊泡。外

膜囊泡是富含微生物成分、毒素和毒力因子的膜封

闭实体［12⁃13］，能克服上皮屏障，将脂多糖和其他毒

力因子转运到宿主细胞的细胞质中。P.gingivalis

产生的囊泡包含多种毒力因子，如脂多糖和牙龈

蛋白酶。外膜囊泡有助于P.gingivalis与宿主的相互

作用及P.gingivalis的定植。有研究表明，外膜囊泡

是增强宿主与病原体之间相互作用的有效载体，是

P.gingivalis重要的致病机制之一［12］。

外膜囊泡在肿瘤发生、发展过程中的作用已成

为目前的研究热点，为明确 P.gingivalis外膜囊泡

在舌鳞癌发生、发展过程中的作用，本文选取两种

P.gingivalis菌株W83和ATCC33277，利用高通量测序

技术检测其外膜囊泡mRNA表达谱，筛选出其中差异

表达的mRNA，对差异表达的mRNA进行基因本体

论（gene ontology，GO）分析和京都基因与基因组百

科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG）通路分析，初步分析P.gingivalis通过外膜囊

泡促进舌鳞癌发生、发展可能的机制。

材料与方法

一、材料

哥伦比亚血平板（广州永津生物科技有限公

司），P.gingivalis W83和ATCC33277菌种（广东省菌

种中心），Grp94抗体（Abcam，英国），TSG101抗体

（Abcam，英国）。

二、细菌培养

W83和ATCC33277于细菌超净台上接种至哥

伦比亚血平板后，置入厌氧培养罐后抽出氧气加入

85% N2、10% H2和 5% O2，于 37 ℃恒温细菌培养箱

中培养7 ~ 14 d。
三、收集细菌及产物

细菌生长至血平板 90%后于细菌超净台上用

磷酸盐缓冲液（PBS）反复冲洗，使用离心管收集冲

洗液。

四、提取外膜囊泡

将上述冲洗液 300 g离心 15 min，吸取上清液，

弃沉淀；2000 g离心 30 min，吸取上清液，弃沉淀；

10 000 g离心30 min，吸取上清液，弃沉淀；200 000 g

离心 70 min，小心吸取上清液，留取沉淀，用 PBS
缓冲液重悬沉淀，用 0.22 μm 超滤膜过滤，配平；

200 000 g离心 70 min，弃上清液，用少量PBS重悬，

0.22 μm超滤膜过滤 2 ~ 3次，所得沉淀即为外膜囊

泡。常规使用保存于4 ℃，长期保存冻存于-80 ℃。

0.026）with statistical significance（P＜0.05）. Conclusion There are different expressed mRNA between
W83 and ATCC33277.

【Key words】 Porphyromonas gingivalis； Outer membrane vesicles； High⁃Throughput screening
assays； Two⁃component signal transduction system
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五、通过粒径分析、电镜、Western blot进行外膜

囊泡鉴定

1. 粒径分析：新鲜提取的外膜囊泡PBS重悬成

1 mL，用Nano Sight NS300纳米颗粒跟踪分析仪对

新提取的外膜囊泡进行粒径分析，重复 3次。外膜

囊泡粒径需分布较集中且粒径小于500 nm。

2. 电镜分析：将新鲜提取的外膜囊泡PBS重悬，

将 20 μL样本液滴到铜网上，室温下静置 3 min，染
色，透射电镜下观察结果。

3. Western blot测定外膜囊泡表面特异性分子标

志：新鲜提取的外膜囊泡加入等体积的RIPA（radio
immunoprecipitation assay）细胞裂解液和蛋白酶抑

制剂，振荡，加 Loading buffer后于水浴箱中 95 ℃煮

5 min，-20 ℃保存待用，上样，加入兔抗人Grp94（1∶
1000）、兔抗人TSG101（1∶1000），孵育二抗。曝光。

六、外膜囊泡RNA的提取

200 μL的外膜囊泡中加入 1 mL的QIAzol Lysis
Reagent，孵育 5 min；加入 3.5 μL miR Neasy Serum/
Plasma Spike⁃In Control；加入200 μL三氯甲烷，孵育

3 min；4 ℃ 12 000 g离心15 min；收集约600 μL上层

水相，加入900 μL无水乙醇后吹打混合；吸取700 μL
样本液加入至RNeasy Min Elute离心柱置于2 mL的

收集管中，8000 g离心15 s；加入700 μL Buffer RWT
至RNeasy Min Elute离心柱，8000 g离心 15 s；加入

500 μL Buffei RPE 至 RNeasy Min Elute 离心柱，

8000 g离心15 s；加入500 μL 80%乙醇溶液至RNeasy
Min Elute离心柱，8000 g离心 2 min；将RNeasy Min
Elute离心柱打开盖子于12 000 g离心干燥5 min；加
入 14 μL不含RNA的蒸馏水至RNeasy Min Elute离
心柱，12 000 g离心 1 min洗脱RNA；紫外分光光度

计下测所提取RNA的纯度和浓度，-80 ℃下保存。

七、外膜囊泡基因高通量测序分析

对W83和ATCC33277外膜囊泡差异表达mRNA
进行GO分析和KEGG分析，初步明确两者之间的差

异性，由广州基迪奥生物科技有限公司完成。

八、统计学处理方法

Nano Sight NS300纳米颗粒跟踪分析仪的W83
和ATCC33277外膜囊泡粒径数据进行分析统计，各

项数据参数均以x± s表示。

使用 edge R软件对样本间基因表达量进行差

异分析，利用 FDR与 log2FC来筛选差异基因，筛选

条件为FDR＜0.05且|log2FoldChange|＞1。
将全体差异基因向GO数据库的各 term映射，并

计算每个 term的基因数，得到某个GO功能的基因列

表及基因数目；然后用超几何检验，找出与整个基因

组背景相比，在差异表达基因中显著富集的GO条目。

在生物体内，不同基因相互协调行使其生物学功

能，基于Pathway（代谢通路）的分析有助于更进一步

了解基因相关的代谢网络。KEGG是关于Pathway的
主要公共数据库。Pathway显著性富集分析以KEGG
Pathway为单位，应用超几何检验，找出与整个基因组

背景相比，在差异表达基因中显著性富集的Pathway。
结 果

一、外膜囊泡粒径分析

通过纳米颗粒分析仪可知，两种外膜囊泡的粒

径大小较为集中（图 1、表 1），二者符合外膜囊泡理

论粒径。

图1 ATCC33277和W83外膜囊泡通过纳米颗粒分析仪得到的粒径分布图 A：ATCC33277；B：W83；两者均符合外膜囊泡的粒径分布特征

A B

表1 ATCC33277和W83外膜囊泡粒径统计学数据（x± s）

组别

ATCC33277
W83

样本量

1 mL
1 mL

平均数

128.1±6.6
381.0±3.9

众数

85.0±6.2
381.9±29.2

标准差

53.6±5.5
97.5±2.0
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二、外膜囊泡透射电镜负染观察

透射电镜负染观察外膜囊泡形态呈圆形或类

圆形囊泡，双层膜结构。ATCC33277和W83外膜囊

泡电镜图（图2），符合外膜囊泡在电镜下的特征。

三、Western blot测定外膜囊泡表面特异性分子

标志

根据Western blot结果显示，W83和ATCC33277
来源的外膜囊泡Grp94、TSG101均呈阳性表达（图3）。

四、外膜囊泡已知mRNA表达量及表达差异

通过高通量测序检测到W83外膜囊泡的mRNA
数量为1629条，ATCC33277外膜囊泡的mRNA数量

为1505条，在两种囊泡中均发现了牙龈素和血凝素

等毒力因子。挑选出 2个样本间的差异表达共 594
个，其中362个上调、232个显著下调（图4、表2）。

五、外膜囊泡已知mRNA差异表达GO注释

本课题组对ATCC33277和W83差异表达基因

进行GO分析，主要从分子功能、生物学过程、细胞

组分3个方面进行分析。其中生物学过程中代谢过

程所占最高，其次是细胞过程、单生物过程等。在

细胞组分方面，细胞、细胞组分、大分子化合物等的

合成在差异性基因的表达过程中区别较大。在分

子功能方面：差异最多的是结合，催化活性、结构分

子活性等。通过统计学分析，以P＜0.05作为GO分

析结果的阈值，P.gingivalis W83、ATCC33277外膜囊

泡在GO数据库包括细胞组分、分子功能和生物过

程3个方面差异无统计学意义（图5）。
六、外膜囊泡已知mRNA差异表达KEGG富集

为明确差异基因在生化代谢途径及信号转导

途径的差异表达，对差异表达基因进行KEGG生物

通路分析发现与差异基因相关通路有81条，其中主

要涉及生物膜形成-霍乱弧菌、核糖体、细菌双组分

调节系统、ABC转运子、鞘脂代谢、苯丙氨酸代谢、

阿卡波糖和有效霉素的生物合成等（图6）。其中以

P＜0.05作为KEGG分析结果阈值，其中具有统计学

图2 ATCC33277和W83外膜囊泡通过负染在电镜下观察 A：ATCC33277；B：W83；呈圆形或类圆形囊泡，双层膜结构

A B

图 3 W83和 ATCC33277的Weston blot结果 Grp94和 TSG101蛋

白在W83和ATCC33277细菌本身和外膜囊泡（OMV）中的均阳性表达

图 4 W83和ATCC33277外膜囊泡表达基因利用 FDR与 log2FC来

筛选差异基因表达图（火山图） 红色（W83相对于ATCC33277 表

达量上调）和绿色（表达量下调）的点表示基因的表达量有差异（判

断标准为 FDR＜0.05，且差异倍数2倍以上），黑色的点为没有差异

表2 W83和ATCC33277外膜囊泡中部分与牙龈卟啉单胞

菌致病因子相关的差异基因

基因

hagA

mfa1

mfa2

ATCC33277
17

218
34

W83
69
49
4

P值

＜0.000 000 36
＜0.000 000 71
＜0.000 829 45

描述

血凝素hagA
Mfa1膜蛋白

Mfa1菌毛相关蛋白
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意义的3条途径则分别是生物膜形成-霍乱弧菌、核

糖体、细菌双组分调节系统（表3）。

讨 论

目前认为，P.gingivalis的致病机制主要包括以

下几方面：（1）脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）：是

炎症反应的主要介质。研究表明P.gingivalis的LPS
可以在缺氧条件下诱导牙周炎中Caspase⁃1的激活

和 IL⁃1β的成熟［14］；Leira等［15］使用 LPS诱导大鼠建

立牙周炎模型，在牙周炎大鼠血清中淀粉样β蛋白

水平升高；LPS抑制巨噬细胞M2的活化，导致牙周

炎M1/M2活化失衡，形成了高炎症环境，促进牙周

炎的发展［16］。（2）血凝素：是 P.gingivalis黏附和生

物膜形成的主要介质，具有促进炎症作用。这些蛋

白质通过附着、聚集和裂解红细胞使P.gingivalis摄

取铁和血红素。（3）牙龈素：属于半胱氨酸蛋白酶

家族，可出现于P.gingivalis的外膜、囊泡和细胞外结

构中，是重要的毒力因子，可通过C5a途径操纵M1
巨噬细胞的极化，进而影响局部的炎症状况［17］。

（4）Toll样受体：研究表明在牙周炎的发生、发展过

程，Toll样受体介导免疫过程和炎症反应可导致更持

久的牙周支持组织的破坏［18］。（5）菌毛：表达两种特

有菌毛由长菌毛（FimA 蛋白为主要成分，FimC、
FimD、FimE作为辅助结构蛋白）和短菌毛（Mfa蛋白

亚单位）组成，介导细菌和多种分子黏附于口腔基

质，包括唾液分子、乳铁蛋白和细菌等。FimA的表

达对P.gingivalis侵袭宿主起着重要作用；长菌毛的

次要成分（FimC、FimD、FimE）也参与了外膜囊泡

对宿主细胞的侵入［19］。（6）外膜囊泡：外膜囊泡因

其不易被酶蛋白降解，作为载体使其内含物包括毒

力因子等传递至远处的细胞，是增强宿主与病原体

之间相互作用的有效载体。外膜囊泡进入细胞主

要通过利用宿主细胞受体进入细胞和脂质筏内吞作

用两种途径［20］。研究发现，外膜囊泡相对于细菌本

身可以更有效的刺激巨噬细胞产生 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃
18、肿瘤坏死因子α（TNF⁃α）等促凋亡因子，说明外

图5 W83和ATCC33277外膜囊泡差异表达基因在生物学过程、细胞组分、分子功能三个方面的差异

图6 W83和ATCC33277外膜囊泡的差异表达基因行KEGG富集分

析后得到的前20条通路

表3 W83和ATCC33277外膜囊泡的差异表达基因行KEGG
富集分析具有统计学意义（P＜0.05）的途径

通路名称

生物膜形成-霍乱弧菌

核糖体

细菌双组分调节系统

具有途径注释

的候选基因

5
24
11

与途径相关

的所有基因

6
54
21

P值

0.011
0.015
0.026
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膜囊泡可能因为毒力因子的富集表现出比 P.

gingivalis更强的毒性，且跟细胞凋亡相关［21］。

在本研究通过超速离心法提取P.gingivalis外膜

囊泡，后通过粒径分析、透射电镜、Western blot检测

TSG101 和 Grp94 的表达情况。为进一步明确

ATCC33277和W83两种 P.gingivalis外膜囊泡之间

存在的差异，本研究通过提取外膜囊泡RNA，进行

高通量测序。通过对W83外膜囊泡和ATCC33277
的外膜囊泡mRNA表达量进行检测，检测出W83外
膜囊泡有 1505和 ATCC33277有 1629个mRNA，显

著差异表达的mRNA有 594个，其中上调的mRNA
有 362个、下调的mRNA有 232个。其中的部分表

达基因包括hagA基因、牙龈素敏感配体A相关基因

调节着P.gingivalis毒力因子血凝素和牙龈素的表达，

且maf1基因、maf2基因参与着菌毛的组成，以上提

示着两种菌种致病性的差异性。将差异mRNA进行

GO分析结果表示着P.gingivalis W83和ATCC33277
在分子功能、生物学过程、细胞组分3个方面无明显

差异。通过KEGG富集分析，发现具有统计学意义

（P＜0.05）的3条途径则分别是生物膜形成-霍乱弧

菌、核糖体、细菌双组分调节系统。P.gingivalis可能

通过上皮细胞或恶性肿瘤细胞向间充质转化、参与

肿瘤细胞的增殖和促进肿瘤细胞的侵袭 3个方面

在口腔鳞癌的发生、发展过程中发挥重要作用［22］。Ha
等［5⁃6］连续 4周使用P.gingivalis对舌鳞癌细胞感染，

结果显示舌鳞癌细胞形态发生变化，呈长条型，且

IL⁃8和MMP的表达水平增高表明舌鳞癌细胞的迁

移与侵袭能力增强。P.gingivalis双组分调节系统是具

有 5个完整的双组分系统，其中包括P.gingivalis的

2 个基因 fimR 和 fims 编码 1 个由反应调节因子

（FimR）和传感器组氨酸激酶（FimS）组成的双组分

信号转导系统（FIMS/FimR）。本研究采用的两种菌

株在FimA蛋白的表达过程中是不同的，FIMS/FimR
则对 Fim基因簇存在着正调控的关系，即对菌毛

的产生有调控作用。另外，有文献表明菌毛介导外

膜囊泡的产生和对细胞的侵袭和迁移能力产生影

响［23⁃24］。下一步本课题组将探究W83及ATCC33277
生物学行为的影响。
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