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摘　要：建立了有效分析浅玫瑰色链霉菌菌体全蛋白质的方法，使用分离范围为 ｐＨ４～７的 ＩＰＧ胶条、２Ｄ
ｃｌｅａｎｕｐ试剂盒法纯化方法、８０μｇ蛋白质上样量和银染的双向电泳技术，获得了低背景、高分辨率和重复率、
无明显条纹的浅玫瑰色链霉菌全蛋白质双向电泳图谱。通过 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７．０软件对壳聚糖诱导
条件下浅玫瑰色链霉菌菌体总蛋白质的电泳图谱进行匹配分析，在诱导菌株图谱上有７２３±１４个清晰可见的
蛋白质点可供差异分析。与未诱导菌株的双向电泳图谱对比结果显示：１８个蛋白质点在诱导菌株中差异表
达，其中１４个蛋白质点的表达量上调，４个蛋白质点的表达量下调，选取１０个差异表达量在５倍以上的蛋白
质点进行质谱鉴定，结果显示，延长因子Ｔｕ、ＲＮＡ聚合酶、分子伴侣等蛋白在壳聚糖诱导下表达量增加，表明
它们在浅玫瑰色链霉菌代谢壳聚糖的过程中起重要作用。
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　　当外界环境改变时，微生物能改变自身的生
理活动以适应坏境，其代谢活动相关蛋白质也会

相应变化。浅玫瑰色链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｒｏｓｅｏｌｕｓ
ＤＨ）是一株从东海附近土壤中分离、筛选获得的
野生菌株，它能以葡萄糖或甲壳素（或壳聚糖）为

唯一碳源、通过不同的代谢和调控机制生长［１－２］。

前期研究侧重于Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ代谢壳聚糖分解酶的
分离、鉴定［２］和优化分解酶的发酵工艺［３］等方

面，由于对该菌株利用壳聚糖的代谢机制缺乏了

解，故工业化发酵生产壳聚糖分解酶尚存不足。

如能从蛋白质组学层面揭示Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ代谢壳聚
糖的机制，将对相关酶制剂的工业化生产产生极

大的指导和推动作用。

双向电泳（２ＤＥ）能利用蛋白质的等电点和
相对分子质量差异对蛋白质进行有效的分离，该

技术结合质谱分析已被广泛应用于解密生物的

代谢机制［４－５］。利用蛋白质组学技术分析达坂喜

盐芽孢杆菌（Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｄａｂａｎｅｎｓｉｓ）Ｄ８Ｔ应对低
渗冲击的代谢机制发现热激蛋白ＤａｎＫ、柱状决

定蛋白、青霉素结合蛋白等在此应激反应中起重

要作用［６］。由于前体分子对玫瑰孢链霉菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｒｏｓｅｏｓｐｏｒｕｓ）ＮＲＲＬ１１３７９产达托霉
素的影响方法尚不明了，ＣＨＩＭＩＮＧ等利用蛋白质
组学技术揭示了甲基转移酶、ＡＢＣ转运子、抗性
蛋白等对达托霉素的合成影响重大［７］。

双向电泳已经被广泛用于细菌的蛋白组学

研究，但核酸、多糖和脂类等污染物往往限制它

的应用，胶条的ｐＨ、蛋白的上样量等电泳条件也
将影响蛋白图谱的质量［８］。本研究通过对影响

双向电泳结果的各项条件进行优化，建立了一套

针对Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ总蛋白的双向电泳技术体系，运
用ｌｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７．０软件分析未经壳聚
糖诱导和经壳聚糖诱导下 Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体总蛋
白，并通过液相色谱四级杆／飞行时间串联质谱
（ＬＣＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ）对差异表达的蛋白质进行分
析，为揭示Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ分解壳聚糖的代谢途径和
调控机制积累了科学资料，也为该菌株后续的基

因改造、产酶能力的提高等研究奠定基础。
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１　材料与方法

１．１　实验菌株和培养条件
实验用菌株从东海附近富含虾壳的土壤中

分离得到的浅玫瑰色链霉菌。

培养条件：平板分离培养基成分组成（％，ｗ／
Ｖ）：（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５，ＮａＣｌ０．５，Ｋ２ＨＰＯ４０．２，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１，胶体壳聚糖１．０，琼脂２．０。

液体种子培养基成分组成（％，ｗ／Ｖ）：蛋白
胨０．５，酵母提取物０．５，ＮａＣｌ０．５，Ｋ２ＨＰＯ４０．０７，
ＫＨ２ＰＯ４０．０３，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５，葡萄糖 ０．２。

未诱导条件下 Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体：从平板分离
培养基中挑取单菌落接入１００ｍＬ液体种子培养
基，３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ，培养至对数生长后期
（ＯＤ６００＝０．９），取１００ｍＬ菌体培养液离心（５０００
ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），弃去上清。用超纯水悬浮洗涤菌
体，离心（５０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），重复３次得菌体
沉淀待用。

诱导条件下 Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体：平板分离培养
基培养菌体，３０℃培养３ｄ后，刮取１０块平板培
养基上的菌体待用。

１．２　方法
１．２．１　蛋白质提取

用３ｍＬ细胞裂解液［７ｍｏｌ／Ｌ尿素、２ｍｏｌ／Ｌ
硫脲、４％（ｍ／Ｖ）ＣＨＡＰＳ］悬浮菌体，加入蛋白
酶、磷酸酶抑制剂（上海康成生物工程有限公司）

各１０μＬ、ＰＭＳＦ（上海康成生物工程有限公司）１５
μＬ，冰浴条件下裂解细胞１０ｍｉｎ，再加入２％（Ｖ／
Ｖ）ＩＰＧ缓冲液和４０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ。冰浴中超声破
碎（３ｓ／６ｓ）３０ｍｉｎ，４℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０
ｍｉｎ），取上清液。

（１）丙酮沉淀法［９］：取一定体积的上清液置

于１．５ｍＬ微型离心管中，加入９倍体积预冷的丙
酮溶液沉淀蛋白质，－２０℃放置过夜。４℃离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ），去除上清液，室温下放置
数分钟使丙酮挥发，收集蛋白质沉淀。

（２）ＴＣＡ丙酮沉淀法［１０］：取一定体积的上清

液置于 １．５ｍＬ微型离心管中，加入 ９倍体积
１０％（ｗ／Ｖ）ＴＣＡ丙酮溶液，－２０℃过夜沉淀，４
℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ）收集沉淀，并用９
倍体积丙酮溶液（－２０℃预冷１ｈ）悬浮洗涤沉
淀，－２０℃放置１ｈ，４℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，３０
ｍｉｎ）收集沉淀。重复此洗涤操作两次，最后室温

下放置数分钟使丙酮挥发，获得蛋白质沉淀。

（３）使用ＧＥ公司的２Ｄｃｌｅａｎｕｐ试剂盒进行
蛋白质纯化。

将蛋白质沉淀溶于１ｍＬ上样水化缓冲液［７
ｍｏｌ／Ｌ尿素、２ｍｏｌ／Ｌ硫脲、２％（ｍ／Ｖ）ＣＨＡＰＳ、
０．２８％（ｍ／Ｖ）ＤＴＴ、０．５％（Ｖ／Ｖ）ＩＰＧ缓冲液］中，
冰浴放置３０ｍｉｎ后４℃离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０
ｍｉｎ），取上清，使用蛋白质浓度定量试剂盒
（ＴａＫａＲａＢｒａｄｆｏｒｄＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ，宝生物工程
大连有限公司）定量，－８０℃分装冷冻保存。
１．２．２　双向电泳

等电聚焦电泳：在 ２４ｃｍ的胶条槽中加入
４５０μＬ样品，将 ＩＰＧ胶条胶面朝下放入胶条槽，
加入矿物油覆盖。设置等电聚焦程序：３０Ｖ９ｈ，
５０Ｖ１ｈ，２００Ｖ１ｈ，５００Ｖ１ｈ，１０００Ｖ１ｈ，４０００
Ｖ１ｈ，８０００Ｖ３ｈ，８０００Ｖ２１００００Ｖｈｓ，５００Ｖ任
意时间。

等电聚焦结束后，胶条先后在平衡液Ⅰ［６
ｍｏｌ／Ｌ尿素、７５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、２９．３％（Ｖ／Ｖ）
甘油、２％（ｗ／Ｖ）ＳＤＳ、０．００２％（ｗ／Ｖ）１％溴酚蓝
储备液、６５ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇（ＤＴＴ）］和平衡液
Ⅱ［６ｍｏｌ／Ｌ尿素、７５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、２９．３％
（Ｖ／Ｖ）甘油、２％（ｗ／Ｖ）ＳＤＳ、０．００２％（ｗ／Ｖ）１％
溴酚蓝储备液、１３５ｍｍｏｌ／Ｌ碘乙酰胺］中分别平
衡１５ｍｉｎ，然后将胶条转移到１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ上
进行二向垂直电泳。电泳参数：第一步：以恒定

功率２Ｗ／ｇｅｌ，４５ｍｉｎ；第二步：以恒定功率１７Ｗ／
ｇｅｌ，５ｈ。

（１）染色方法的选择：选取２４ｃｍ、ｐＨ３－１０
ＩＰＧ胶条双向电泳后，分别采用胶体考马斯亮蓝
Ｇ２５０法和银染法染色［１１］。

（２）ＩＰＧ胶条分离范围的选择：选取 ｐＨ３－
１０和ｐＨ４－７的ＩＰＧ胶条（２４ｃｍ）进行双向电泳
后，银染。

（３）上样量的选择：选取２４ｃｍ、ｐＨ４－７的
ＩＰＧ胶条，选择４０、８０和２００μｇ上样量进行双向
电泳后，银染。

１．２．３　图像扫描与分析
使用同一参数（分辨率：３００ｄｐｉ，灰阶）对电

泳凝胶进行扫描（扫描仪：中晶 Ｂｉｏ６０００），用
ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７．０软件进行图像分析。
１．２．４　质谱分析

选取差异表达的蛋白质点进行质谱鉴定（北

６４９
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京华大蛋白质研发中心），运用 Ｍａｓｃｏｔｓｅａｒｃｈ
ｅｎｇｉｎｅｖｅｒｓｉｏｎ２．３．０１在数据库 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ２０１５
（５４７０８５ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）中进行搜索比对。

２　结果与分析

２．１　染色方法对双向电泳图谱的影响
不同凝胶染色方法的灵敏度差异将影响蛋

白点的分析和检测［１２］。实验对比了银染法和考

马斯亮蓝Ｇ２５０染色法对Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体总蛋白
双向电泳图谱的影响。结果如图１所示。

考马斯亮蓝Ｇ２５０染色的图谱（图１ａ）横条
纹较多，碱性端基本无蛋白点，蛋白质点总数较

少；银染的图谱（图１ｂ）蛋白质点较多且比较清
晰，碱性端有蛋白质点出现。对比而言：考马斯

亮蓝Ｇ２５０染色法灵敏度低，需要的上样量较

多，导致高丰度蛋白质聚集而引起大量横条纹，

且染色时间较长；而银染法灵敏度高，上样量少

即可检测到蛋白质，且背景清晰、横条纹较少、染

色操 作 时 间 较 短。在 溶 杆 菌 属 Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ
ｙａｎａｎｓｉｓ．ｓｐ．ｎｏｖ．胞内外蛋白［１３］和 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ菌体蛋白［８］的研究中均采用银染法染

色，以获得清晰的图谱。

２．２　ＩＰＧ胶条的分离范围对双向电泳图谱的影
响

根据不同生物蛋白质的等电点选择合适分

离范围的 ＩＰＧ胶条也是实验成功的必要因素。
为选择适合 Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体蛋白分离的 ＩＰＧ胶
条，本研究分别对ｐＨ３１０和ｐＨ４７的ＩＰＧ胶条
的分离效果进行了比较，结果如图２所示。

图１　不同染色法所得双向电泳图谱
Ｆｉｇ．１　２ＤＥｍａｐｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

图２　不同ｐＨ的干胶条所得双向电泳图谱
Ｆｉｇ．２　２ＤＥｍａｐｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨＩＰＧｓｔｒｉｐｓ

７４９
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　　由采用 ｐＨ３－１０ＩＰＧ胶条的电泳图谱（图
２ａ）可见，Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体总蛋白主要分布在酸性
至中性区域，碱性区域分布较少，横条纹比较多，

清晰可见的蛋白质点较少，这表明蛋白可能未被

有效分离；由 ｐＨ４－７ＩＰＧ胶条的电泳图谱（图
２ｂ）可知，蛋白质点均匀分布于整块凝胶，横条纹
较少，背景清晰，蛋白质点被有效分离。以上结

果表明 ｐＨ４－７的 ＩＰＧ胶条极大提高了 Ｓ．
ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体总蛋白质的分辨率，更适用于后续的
Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体总蛋白质的差异分析。在
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ［８］和 Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ［１４］

菌体蛋白质的研究中均采用 ｐＨ４－７的 ＩＰＧ胶
条，所得电泳图谱背景清晰，蛋白质点分布均匀，

以致最终分析得到的生物信息比较完整。

２．３　蛋白质纯化方法对双向电泳图谱的影响
减少蛋白质丢失、去除污染杂质（如盐、去污

剂、核酸、脂类等）的样品纯化方法是双向电泳技

术的关键步骤之一 ［１５－１７］。本实验分别比较了丙

酮沉淀法、ＴＣＡ丙酮沉淀法和 ２Ｄｃｌｅａｎｕｐ试剂
盒法纯化蛋白质的效果，结果如图３所示。
　　丙酮沉淀法所得的双向电泳图谱（图３ａ）在
偏中性区域大量蛋白质丢失，整体蛋白质点较

少，这是由于丙酮沉淀后蛋白质复溶效果差［１７］；

ＴＣＡ丙酮沉淀法所得电泳图谱（图３ｂ）在偏中性

区域有少量的蛋白质点出现，酸性端的蛋白质点

也少量增加，由此证明ＴＣＡ丙酮法的复溶效果优
于丙酮法，但ＴＣＡ丙酮法使蛋白质长时间处于低
ｐＨ值状态，这将导致一些蛋白质降解或修饰，影
响后期结果分析［１８］；２Ｄｃｌｅａｎｕｐ试剂盒法所得
电泳图谱（图３ｃ）显示，蛋白质分布的比较均匀，
酸性和中性端的蛋白质点数量都有所增加，表明

蛋白质恢复量较大，此方法采用了独特的沉淀剂

和辅助沉淀剂，能定量沉淀样本蛋白质，去除样

品中脂类、糖类等干扰物质，且沉淀过程中不会

引入其他杂质，操作简单，用时较短［１９］。ＺＨＡＮＧ
等 ［２０］对ＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｊｅｊｕｎｉＳｔｒａｉｎＮＣＴＣ１１１６８胞
外分泌蛋白的研究和陈维等［２１］对 Ｍ．ｂｏｖｉｓ菌体
蛋白的研究中，都采用２Ｄｃｌｅａｎｕｐ试剂盒对样品
进行纯化以便获得质量较高的电泳图谱。

２．４　不同上样量对双向电泳图谱的影响
蛋白质样品上样量也会在较大程度上影响

双向电泳的图谱质量，上样量太少会导致电泳图

谱不能反映生物体完整的生物学信息，上样量太

多会导致高丰度蛋白质聚集或沉降，引起横条纹

和拖尾现象的出现，不能有效分离蛋白质［２２］。本

实验比较了４０、８０和２００μｇ的上样量对电泳图
谱的影响，以期获得最佳上样量，得到的双向电

泳图谱如图４所示。

图３　利用不同蛋白纯化方法所得双向电泳图谱
Ｆｉｇ．３　２ＤＥｍａｐｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｕｒｉｆｉｅｄｍｅｔｈｏｄｓ

图４　不同上样量所得的双向电泳图谱
Ｆｉｇ．４　２ＤＥｍａｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏａｄｉｎｇｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ
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　　当上样量为４０μｇ（图４ａ）时，图谱上的蛋白
质点数量明显偏少；上样量为８０μｇ（图４ｂ）时，
图谱上的蛋白质点清晰可见，边界分明，横条纹

较少，蛋白分布均匀；上样量为２００μｇ（图４ｃ）时，
图谱背景较深，横条纹较多，蛋白质点分离较少。

因此，采用８０μｇ上样量可获得最佳的分离效果。
在地衣芽孢杆菌总蛋白［２３］和Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ菌体
蛋白［２４］的研究中，也采用８０μｇ上样量对其进行
双向电泳。

２．５　未诱导和诱导条件下浅玫瑰色链霉菌差异
表达蛋白

生活环境的改变会导致细菌呈现不同应激

反应，与此相关的某些蛋白质也会发生差异变

化［２５］。ＡＩＳＨＷＡＲＹＡ等［２６］通过蛋白质组学技术

分析抗菌药物环丙沙星对天蓝色链霉菌蛋白质

表达的影响，发现２４种蛋白质的表达呈显著差
异，通过了解这些蛋白质在糖代谢、转录和翻译

过程中的作用，阐明了这种细菌的耐药机制，这

一研究有助于新抗生素的发现。

本研究选择分离范围为 ｐＨ４－７的 ＩＰＧ胶

条，采用２Ｄｃｌｅａｎｕｐ试剂盒法纯化菌体总蛋白，
以８０μｇ蛋白量上样，选择银染的染色方法，结合
适宜的双向电泳参数，分别对未经壳聚糖诱导和

经壳聚糖诱导条件下的Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体总蛋白质
进行３次生物学重复实验，获得了重复率较高的
双向电泳图谱（图５）。

利用软件分析匹配，重复率可达 ８９．４％以
上。通过检测蛋白质点可得：未诱导条件下的 Ｓ．
ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体蛋白质电泳图谱上可检测到６９７±２５
个清晰可供分析的蛋白质点；壳聚糖诱导下的Ｓ．
ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体蛋白质电泳图谱上可检测到７２３±１４
个蛋白质点。

２．６　差异表达蛋白质的鉴定分析
以未诱导菌体蛋白质电泳图谱为参照，利用

软件对诱导菌体的蛋白质电泳图谱进行差异分

析可得：有１８个蛋白质点在诱导菌株中表现出
明显差异，其中１４个蛋白质点表达量上调，４个
蛋白质点表达量下调。选取１０个差异表达量在
５倍以上且表现为上调的蛋白质点（图６）进行质
谱鉴定。

图５　浅玫瑰色链霉菌总蛋白质双向电泳图谱的重复性
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ２ＤＥｍａｐｓｗｉｔｈｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｒｏｓｅｏｌｕｓ

图６　未诱导和诱导条件下浅玫瑰色链霉菌总蛋白质双向电泳对比图谱
Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ２ＤＥｍａｐｓｆｏｒｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｒｏｓｅｏｌｕｓ

ｕｎｄｅｒｔｈｅｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄａｎｄｉｎｄｕｃｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
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　　根据ＵｎｉＰｒｏｔ和ＤＡＶＩＤ对差异蛋白进行功能
分析可得（表１），这１０个差异蛋白主要涉及以下
方面：蛋白质的生物合成、糖代谢、分子伴侣等。

２．６．１　参与蛋白质生物合成的有关蛋白
（１）延伸因子 Ｇ：即图６中的１号蛋白。在

蛋白质合成中的翻译延伸过程，催化核糖体的移

位，是一种 ＧＴＰ结合蛋白，它识别并运输氨酰
ｔＲＮＡ翻译到核糖体上，将其定位在核糖体的 Ａ
位点上，这样的定位操作加快了氨基酸合成蛋白

质的进程。同时在ＧＴＰ水解之后，延伸因子Ｇ还
可以控制翻译的精确度［２７］。

（２）丝氨酸羟甲基转移酶（ＥＣ：２．１．２．１）：即
图６中的２号蛋白。通过四氢叶酸（ＴＨＦ）作为一
个碳载体，催化丝氨酸和甘氨酸之间的可逆转

换。这种反应是参与嘌呤、胸苷酸、蛋氨酸和其

他重要的生物大分子合成需要一碳基团的主要

来源，它是氨基酸合成和一碳代谢过程中的关键

酶之一。这种蛋白还具有独立的醛缩酶活性，它

通过一种古老的羟醛缩合机理合成甘氨酸和

醛［２６］。

（３）核糖体５０Ｓ亚基蛋白 Ｌ６：即图６中的４
号蛋白。２３ＳｒＲＮＡ的结合蛋白，其次级结构十分
重要。它位于 Ｌ７／Ｌ１２基杆亚基界面附近，靠近
肽基转移酶中心的ｔＲＮＡ结合位点［２６］，可与ＲＮＡ
结合，参与蛋白质的翻译过程。

（４）依赖 ＤＮＡ型 ＲＮＡ聚合酶（ＥＣ：２．７．７．
６）：即图６中７号蛋白。以４个三磷酸核糖核苷
为底物，催化ＤＮＡ转录为ＲＮＡ，完成蛋白质合成
的第一步［２６］，催化反应式：

Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ＋ ＲＮＡ（ｎ） →
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ＋ＲＮＡ（ｎ＋１）

（５）翻译起始因子ＩＦ２：即图６中的１０号蛋
白。参与蛋白合成中所需的 ３０Ｓ起始复合物的
形成，并组成复合物的重要组成部分之一。还能

防止甲酰甲硫ｔＲＮＡ自发水解，促使其结合到
３０Ｓ核糖体上，在引发剂ｔＲＮＡ和３０ｓ起始复合物
的结合中起关键作用［２８］。

２．６．２　参与糖代谢的有关蛋白
（１）烯醇化酶（ＥＣ：４．２．１．１１）：即图６中的３

号蛋白。在糖酵解过程中起重要作用，它能催化

２磷酸甘油酸的可逆转换成磷酸烯醇式丙酮酸，
它在通过糖酵解降解碳水化合物的过程中是必

不可少的［２８］。它的催化反应式：

２ｐｈｏｓｐｈｏＤｇｌｙｃｅｒａｔｅ→ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ
＋Ｈ２Ｏ
糖酵解初步对糖进行分解代谢生成丙酮酸，

这一过程不需要氧气且可生成少量 ＡＴＰ，为生物
机体的生理活动提供能量。其代谢产物丙酮酸

经进一步氧化后进入三羧酸循环彻底被氧化并

释放大量能量。

（２）Ｎ，Ｎ’二乙酰壳二糖磷酸化酶（ＥＣ：２．４．
１．２８０）：即图６中的６号蛋白。催化壳二糖的可
逆磷酸化，使其转化为Ｎ乙酰葡萄糖胺和αＮ乙
酰葡萄糖胺１磷酸盐［２７］，为之后的降解反应提

供底物。其催化反应式：

Ｎ，Ｎ′ｄｉａｃｅｔｙｌｃｈｉｔｏｂｉｏｓｅ＋ｐｈｏｓｐｈａｔｅ→
ＮａｃｅｔｙｌＤｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ＋ ＮａｃｅｔｙｌａｌｐｈａＤ

ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
（３）琥珀酰辅酶Ａ连接酶（ＥＣ：６．２．１．５）：即

图６中的８号蛋白。参与三羧酸循环中琥珀酸合
成的第一步，催化琥珀酸与辅酶 Ａ结合，并释放
出磷酸盐［２９］，其催化反应式：

ＡＴＰ ＋ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ＋ ＣｏＡ → ＡＤＰ ＋
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ＋ｓｕｃｃｉｎｙｌＣｏＡ
２．６．３　分子伴侣类蛋白
　　分子伴侣２：即图６中的５号蛋白。分子伴
侣能够维持蛋白质结构的稳定，它通过结合作用

稳定蛋白质构象，防止展开的多肽错误折叠，通

过有效的结合和释放，促进多肽再折叠和正确组

装。其在进化历程中没有巨大变化，是一类稳定

保守的蛋白质家族，分布广泛，在各种生物体中

均有发现。由于分子伴侣能够防止多肽错误折

叠而导致蛋白质变性，且能够促进多肽正确组装

而使蛋白质复性，所以在生物体经受高温、高盐

和碳源改变等生长环境突变的情况下，分子伴侣

在维持其生理活动方面有重要作用［２６］。

２．６．４　与活性氧自由基清除的有关蛋白
烷基氢过氧化物还原酶（ＥＣ：１．１１．１．１５）：即

图６中的９号蛋白。依赖于 ＮＡＤＨ的过氧化物
酶，应对氢和烷基过氧化物，从而保护细菌避免

由宿主免疫系统引起的活性氮中间体和氧化应

激反应［２９］，其催化反应式：２Ｒ′－ＳＨ＋ＲＯＯＨ→
Ｒ′－Ｓ－Ｓ－Ｒ′＋Ｈ２Ｏ＋ＲＯＨ。
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表１　差异表达的蛋白质的ＬＣＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ质谱鉴定结果
Ｔａｂ．１　ＬＣＱＴＯＦＭＳ／ＭＳｒｅｓｕｌｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ

编号

ｓｐｏｔＮｏ．
蛋白编号

ｐｒｏｔｅｉｎＮｏ．
蛋白名称

ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ
蛋白得分

ｐｒｏｔｅｉｎｓｃｏｒｅ

肽段数

ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

肽段覆盖率

ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｃｏｖｅｒａｇｅ

１ Ｐ２９５４１ ＥｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＧ ４７６ ６ ２７％
２ Ｂ１ＶＺＹ７ Ｓｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １０１ ３ １５％
３ Ｑ９Ｆ２Ｑ３ Ｅｎｏｌａｓｅ１ ３０６ ５ ２５％
４ Ｑ８２ＤＮ１ ５０ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ６ ３２４ ４ ３２％
５ Ｑ９ＫＸＵ５ ６０ｋＤａｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ２ ４２９ ４ ２９％
６ Ｑ９Ｆ８Ｘ１ Ｎ，Ｎ′ｄｉａｃｅｔｙｌｃｈｉｔｏｂｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ ５５３ ３ ２３％
７ Ｂ１Ｗ４４１ ＤＮＡｄｉｒｅｃｔｅｄＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ ４７８ ５ ２５％
８ Ｂ１Ｗ３Ｐ６ ＳｕｃｃｉｎｙｌＣｏＡｌｉｇａｓｅ［ＡＤＰｆｏｒｍｉｎｇ］ｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ １２４ ４ ３０％
９ Ａ０Ｒ１Ｖ９ Ａｌｋｙｌｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ ２９１ ５ ２４％
１０ Ｑ８ＣＪＱ８ ＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＩＦ２ １４９ ４ １９％

３　讨论

本研究通过对蛋白质纯化方法、染色方法、

上样量大小和胶条的分离范围等几个方面的条

件优化，建立了一套适合 Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ蛋白质组分
析的双向电泳技术，并利用此方法对未诱导和壳

聚糖诱导条件下Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ菌体总蛋白质进行分
离分析，获得１８个差异表达蛋白，选取其中１０个
差异表达量在５倍以上的蛋白点进行质谱鉴定，
并对其进行功能分析发现：在以壳聚糖为碳源的

诱导环境下，与蛋白合成、糖代谢以及应激反应

相关的蛋白表达量增加，这表明 Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ在壳
聚糖诱导条件下，一方面大量生成与降解壳聚糖

有关的蛋白，另一方面加快了分解壳聚糖初级代

谢产物的活动速率，这保证在壳聚糖培养的条件

下Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ能快速建立相应的代谢途径过程，
适应新碳源的培养环境。据有关文献的报道，通

过增加延伸因子、翻译起始因子和核糖体蛋白等

与蛋白合成有关的蛋白质的表达量来应对培养

环境的改变在微生物中非常普遍［３０］。

本研究首次对壳聚糖诱导Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ差异蛋
白质组学进行深入研究，并成功获得有关的差异

蛋白质信息，这为后续完善 Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ代谢壳聚
糖的生物学信息库奠定基础，也为揭示其分解壳

聚糖的代谢途径和调控机制积累了科学资料，为

对Ｓ．ｒｏｓｅｏｌｕｓ进行基因改造以提高其产酶能力提
供了可能。
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