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摘要 目的 :提取结核分枝杆菌菌体蛋白并建立一种利 用双向电泳分离结核分枚杆菌蛋白质组的方法
。

方法 : 分离提取结

核分枝杆菌菌体蛋白
。

样品采用不 同声梯度的代胶条进行第一 向等电泉焦
,

12 % SD6 一 PAG E 投胶进行二向电泳
。

银染后双

向电泳图讲用 M山eC诚ar 11朋, Fx 激无图像扫描仪扫描
,

汽令翔t 6
.

o软件完成配比分析
。

结果 :优化了结核分枚杆菌蔺体蛋白的

提取方法
,

用裂解液 sm d / L尿素结合 Znx 刃L硫服
,

l粼、. 拍F L D ll
, ,

0
.

5% bi 目yt e ,

4 % CH月内
,

《众
,

州词o c 处理
,

成功提取了蛋白
,

并

通过结核分枝杆菌双向电泳技术体系的优化
,

建立 了结核分枝杆菌菌体蛋白的分解图讲
。

pH4
一 7 及 p川

一 10 两胶面上共 13阶

个点
,

占所检浏到的蛋白总数的 86 % 影绝大部分(11 外 个)蛋白位于 p以 一 7 范围内
。

结论 : 为进一步开展结杖分枚杆菌的 比较蛋

白质组学研究提供了方法学参考
。 ;
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前言

徽生物蛋白质组学研究的荃本目标是鉴定与微生物活动

相关的蛋白质
,

结合基因组学数据
,

蛋白质组学能够在整体水

平上研究病原菌在不同环境下墓因表达的变化情况
。

蛋白质

组研究的发展以双向电泳技术(TWO 一山m er ‘菌目 助效哪如花
-

山
,

2 一 DE )为核心
,

这是目前公认的最好的分离技术
。

但分

辨率和重复性是其面临的最大挑战
,

直接影响蛋白质组学的

分析结果
。

由于结核病的猖撅
,

结核分枝杆菌(My仪石aC te ‘uln ti 止吧rc u -

俪油
,

M
.

th )一直是病原菌研究的一个重点川
。

但 M
.

th 生长周

期长
,

具有特殊的富含脂质的细胞壁 , 加之其对人类的致病

性
,

所以关于 M
.

th 菌体蛋白质组的研究相对缓慢[z. 3〕
。

已经

建立的分枝杆菌蛋白质组数据库晰5] 也以实验室标准株

F日7 Rv 的分泌蛋白为主
,

2 一 D E 胶上分辨的菌体蛋白数t 只有

1150 个左右
,

与菌体内蛋白质实际含量相差甚远
。

本研究的目的就是建立结核分枝杆菌菌体蛋白的适宜的

提取方法
,

优化双向电泳分离体系
,

以尽可能多的分离出结核

分枝杆菌菌体蛋白
,

为后续结核分枝杆菌菌体蛋白表达谱的

建立
、

菌体蛋白的比较蛋白质组学分析提供方法学参考
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

结核分枝杆菌 H3 7 Rv 标准株 M界凌舰te duzn tul犯 rO以oe i.

(川陀O刀日为)来自中国药品生物制品检定所
。

尿素(U . )
,

甘

氨酸 (Glr )
,

二硫代苏糖醉(m T )
,

三经甲基氮基甲烷 (Tri
。

B毗)
,

低熔点琼脂糖(纯
~

)
,

十二烷基磺酸钠(SDs )
,

丙烯酞

胺(Ac 口枷画山)
,

甲叉双丙烯酞胺(B认 一 ac r)
,

二甲氛基丙磺酸
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(CH川内)
,

两性电解质肠办e( pH7
一 9)

,

矿物油(珑址旧 田)
,

固

相 声梯度干胶条(运m 比沮沈碑 , 浦e址
,

凡滋丫知p邢腼声
,

p川
一 10

,

I7 cm )
,

均为 Bio
一 R a d 公司产品 ; 苯甲基磺酞氟

(巧朽F)
,

乙二胺四乙酸(曰介A )
,

硫脉为 , , 班 公司产品
,

辛基

有萄箱昔(仅钾l一日一 D 一 G lu仪肛口阴臼ide
,

oc )为华舜进口分装

产品
,

标准蛋白购自上海西 巴斯生物技术开发有限公司
。

n”叱印助 叉洲〕电泳仪
,

M日eC 过ar l血甲 Fx 凝胶图像扫描仪
,

即伽 . ‘
.

0 图像分析软件
,

均为美国 Bi 。 一釉d 公司产品
。

高

速离心机
、

U 一 3仪叉)分光光度计为 H n 决Q旧公司产品
。

1
.

2 蔺体蛋白的提取

添加 10 % 人刀C(D 肠℃O
,

0
.

5% 牛血清白蛋白
,

0
.

2%葡萄糖
,

1粼知团阳l/ LN aQ )的火肠吐 猫成血b咖k 7扭培养基中接种 2 x l护

结核分枝杆茵
,

37 ℃恒温静t 培养 7 一 10 天
,

当菌体浓度达到

l x l护 一 Z x l护/ mL 或光密度(O D 以幻)为 0
.

8 一 1 之间收取菌

体
。

叨的9 4℃离心 巧而n 沉淀菌体
,

用 p l刀
.

4 的 PBs缓冲液洗

涤沉淀细菌 2 次
。

用 lml. PBS 重新悬浮沉淀细菌并转入 1
.

smL EP 管
。

印田g
,

4℃离心 巧而n 沉淀细菌
。

用 2 . 工菌体超声

级冲液(l 加御夕L PMSF
,

l压位即夕L EI 介A
,

M曲Q水溶解 )悬浮
。

冰浴超声裂解细菌巧而 n ,

振幅 70 % 忍刃W 超声 1而
n ,

停20 ,
。

1
.

3 2 一 DE 样品的翻备

缓慢加 人样 品裂解液 (snx 刀L 尿素
,

Znx 刃L 硫脉
,

1川历
~

F L 口口彻日尹
e 0

.

5 %
,

4% CHA几
,

叨加州mL oc )
,

充分

变性还原
。

t 于室温 2h
,

间隔振荡
。

1田田g
,

20 ℃
,

巧min 离心

2 次
,

合并上清
, 一 so ℃冻存

。

B侧场d 法侧蛋白质浓度
。

1
.

4 双向凝胶电泳(2 一 DE 》

采用被动水化
,

低电压胶内泡胀法
。

在 lmL 水化上样缓

冲液 (尿素
,

7吐刃L ; 硫脉
,

Znx 刀L ; CH AJ内
,

4% ; 澳酚蓝
,

0
.

的l% ;Mali Q水溶解)中加人 0
.

0 19 D rl
, ,

Bi olyt
e 4 一 6

、

5 一 7 各

2
.

5 (l
,

充分混匀
。

从中取出知(L
,

加人 so (g 样品(约 100 (L)
,

充分混匀
。

沿着聚焦盘中柑的边缘线性加人样品
,

将 】PG 胶

条(17 cm )胶面朝下t 于聚焦盘上
,

室温静止 刃丽n 后
,

在每根

胶条上缓慢砚盖 2 一 3mL 矿物油
,

对好正
、

负极
,

盖上盖子
。

设

t 等电聚焦程序
。

胶条的极限电流 50 一 70 (刀根
,

聚焦温度

17℃
。

50 V
,

12 一 16h ;之刃V
,

刃面川 l(X X) V
,

lh ; 1仪义X) V
,

70
,

以刃Vh ;

义刀V
,

保持
。

聚焦结束的胶条平衡 加丽
” ,

水平放置在 12 %

SD6 一 PAG E 凝胶上端
,

用 PRO 任入 n Q』进行第二向 SD6 -

PAG E 电泳
。

以每根胶条 sm A(17 cm )进行恒流电泳
,

待样品完

全走出 任℃胶条
,

浓缩成一条线后
,

再加大电流至 刃m A/ 脚
,

澳酚蓝指示剂达到底部边缘时停止电泳
。

1
.

5 蛋白银染

将胶取出
,

放人固定液(乙醉
,

乃众力L ;冰乙酸
,

, d ‘; MilliQ

水 2仪坛止)中固定 , 、‘n
,

浸泡液(乙醉 l, 知止;醋酸钠
,

34 9; 硫代

硫酸钠
,

19 ;定容至 , ”m l)处理 义、‘n
,

猫儿Q水漂洗 3 次
,

每次

5而
n 。

加人银染液(硝酸银
,

0
.

5 9 ; 甲醛 100 (L ;定容至 , 刃劝工)
,

2。‘n 后倒掉染液
,

加人显色液(碳酸钠
,

12
.

5 9; 甲醛 50 (L ;定

容至 5田mL )
,

肉眼观察至显色完全
。

用 5% 乙酸停止显色
。

1
.

‘ 凝胶圈像的分析

凝胶用 M日eC u la r li l娜罗 Fx 激光图像扫描仪扫描
.

凝胶分析

采用 即伽。
t 6

.

0 软件完成
。

2 结果

2
.

1 M
.

th 菌体蛋白提取方法的优化

将超声破壁的菌体用不同裂解液处理
,

裂解液成分
、

配比

不同
,

对菌体蛋白裂解的影响很明显
。

如图 1 图 2 所示
。

图 1

是用高浓度尿素(n 皿刃L )
,

沁m 以刃L 口IT
,

bi olyt e(pH3
一 10

,

p川
一 6

,

pHS 一 7) 各 0
.

5% 离刀叫好mL oc 处理后得到的全菌胞

浆蛋白
,

武采用 pH3
一 10

,

图 2 用 s nx 刃L尿素结合 2侧FL硫

服
,

140 ~
F L U rr

,

4 % CH司氏闷J少 (pH3 一 10
,

pH4
一 6

,

pHS
-

7) 各 0
.

5%
,

《”n
州d 0 G 处理

,

正七 (pH3
一 10)

。

二张图的总体

模式近似
,

各蛋白点清晰可见
,

具有可比性
。

但以第二种方法

为最佳(从二向图谱上分辨的点的数目上看 )
。

因此
,

后续的

蛋白质样品处理均采用这种裂解液
。

2
.

2 双向电泳技术体系的优化

本实验对同一样品采用 pH3
一 10

、

p H4 一 7
、

pH7
一 10 三种

声梯度的 u友; 胶条进行分离(图 3 一 图 5)
。

软件分析可见
,

pH3
一 10 的邢胶条上共有点摊 个

,

而同一份样品采用 p琳
一 7 的 IPG 胶条

,

共检侧到 n 男个点
。

pH7 一 10 的 n气; 分离出

193 个点
。

p l科 一 , 及 p荃r7 一 10 两胶面上共 13盯 个点
,

远远多

于 pll3
一 10 的爪 ; 分离胶

。

实验中绝大部分(11 抖个)蛋白位

于 pH4
一 7 范围内

,

占所检测到的蛋白总数的 86 %
。

圈 1 M
.

tb 百体资白双向电泳圈谧 (级解液
: ” 而刀 L尿索

,

和咖毗刀 L

m T 山id 少《p田
一 10

.
p报

一 6
,
pHS

一
”各 0

.

5 %
,

加阮叮礼 oc )I凡 pH3
一 10

Fi gl Z 一 D 1.州钾 试 M
.

th 衍th di ffe 旧
It 助盯甲】e 廿, 山侧, 宜n 川坛山

圈 2 M
.

tb 蔺体班白双向电泳圈讼 (裂解液 :8 肋l/ L 尿 t
,
Z m d / L 硫

耳
,
1今氏” 口d / L 切T

,

肠日少 《pH3
一 10

.
p H4

一 6
.
pHS

一
7)

,
4 % c H Ĵ 、

,

幻阮解诚 oo
,

)】R ; p用
一 10

厂9 2 2 一 D l旧户 苗 M
.

th 袱th d进如即 t 时喇
e tZ 吧倒比长”t 爪川袱如



圈 3 pH3
一 10 电泳条件下 M

.

出, 体班白2 一 D 圈讼

R g 3 2 一 D E 11州产 试 M
.

山州佣d ic 脚众认 杭小 p旧
一 10 IPG

圈 4 pH7
一 10 电泳条件下 M

.

tb 蔺体l 白 2 一 D 圈谁

R g 4 2 一 D E 11例钾 试 M
.

tb eyt 加d ie lx d e in 幼th PH7
一 10 】PG

圈 5 pH4
一 7 电泳条件下 M

.

山亩体蛋白2 一 D 圈诺

R g 5 2 一 DE
11, 声 ‘ M

·

出甲伪d ic 州‘n 杭th pH4
一 7代

3 讨论

本试验成功的获得了分辨率较高的结核分枝杆菌菌体蛋

白的 2 一

DE 图谱
,

为以后我们继续更加深人的研究结核分枝

杆菌蛋白打下了基础
。 }

3
.

1 蛋白质样品处理和溶解

双向电泳技术是蛋白质组学的一项基本支撑性技术
。

样

品制备和溶解是双向电泳高分辨率和高重复性的基础步骤
。

其目标是尽可能地溶解和变性蛋白质
,

以提高分辨率
。

但由

于蛋白样品的类型和来源有着巨大的差异
,

所以对每一种样

品都要根据实验确定具体的最适的方法
。

目前通常是用化学

法
,

机械裂解法或二者相结合来处理样品
。

在各种化学试剂中
,

尿素是一种比较理想的非离子变性

剂
,

经常使用的浓度是 5 一 9
.

5俐山飞
。

硫脉是继尿素之后的又

一种变性剂
,

与高浓度的尿素配合使用
,

其增溶能力将更强
。

但硫脉的存在可以抑制 SD6 一

阮的结合
,

因此
,

使用硫脉后
,

代 一定要充分平衡才可以进行第二向电泳[6]
。

表面活性剂

作为样品溶解液的一个成分
,

可以和变性剂起协同作用
。

变

性剂能令蛋白的疏水结构域基杯出来
,

产生疏水相互作用
,

表

面活性剂正好可以消除这种影响
。

硫代甘氛墓酸三甲内盐型

两性离子表面活性剂(如 Q l川汽 )证明比非离子型表面活性剂

效果好
,

使用浓度范围为 2 一 4 %
。

】E下和蛋白溶解最常用的还

原剂是 m T 和 D 压[;1
,

通常过量使用(l 戊腼吹刃L)以避免打开

的二硫键再次折至
。

作为一种分离手段
,

2 一 DE 的目的越来越明确
,

就是鉴定

所有的蛋白质
。

达到这一目的的方法之一是对同一份蛋白样

品进行分步抽提
,

亚蛋白组分被一步步提取出来
,

分别进行 2

一
DE 分析[z. 81

。

但分步抽提方法是对一个样品的多步骤提

取
,

不仅耗时耗力
,

而且在提取过程中势必会有一些蛋白的损

失
,

从而会造成结果出现偏差
。

从目前的研究结果看
,

2 一 D E

胶面上蛋白点的数量并未有明显上升
。

因此
,

目前使用较多

的蛋白提取方法仍然是一步提取法
,

即综合使用物理
、

化学等

多种方法
,

在一步反应中令样品的蛋白完全溶出
。

鉴于结核

分枝杆菌具有厚的富含脂质的细胞壁
,

因此样品处理的关键

是破壁
、

增溶
。

参考凡脱砧m . 山〔,]
、

乐军[9]
、

S倒比【’0] 等的处理

方法
,

我们将超声破壁的菌体用不同裂解液再次溶解
,

发现裂

解液成分
、

配比不同
,

对结果的影响很明显
。

我们最终所选用

的裂解液 (8咖F L 尿素
,

Z n么口L 硫脉
,

l《玩姗F IJyr r
,

bi ol yt e

(pH3 一 10
,

p以
一 6

,

pHS 一 7) 各 0
.

5 %
,

4% CH川氏
,

《肠叫穿耐oc )

是一种强化裂解液
,

有助于疏水性蛋白
、

低丰度蛋白的溶出
。

很明显
,

这种方法得到的蛋白点明显多于其他方法
,

因此后续

的蛋白质样品处理均采用这种裂解液
。

3
.

2 结核分枝杆菌双向电泳技术体系的优化

细胞内有少量的极端酸性或极端碱性的蛋白存在
,

为了

避免这些蛋白在 2 一

DE 胶上丢失
,

或被高丰度蛋白屏蔽而降

低 2 一 DE 的分辨率
,

在 正F过程中对同一溶解样品
,

根据不同

的声范围采用多种声梯度的此胶条进行分离
。

u互; 的 pH

范围越窄
,

其分辨率越高
。

应用这种方法
,

一份样品可以得到

若干张 pH 梯度不同的高分辨率图谱
,

虽然图谱之间的点可能

会有重盔
,

但这种方法可以避免因分步提取而造成的蛋白损

失
。

类似的 2 一 DE 方法在近年来的 M
.

th 蛋白质组学研究中

被广泛采用
,

探测到的蛋白点较传统的分离方法明显增

多[”
·

’2 ]
。

本实验对同一样品采用 pH3 一 10
、

pH4
一 7

、

p川
一 10 三种

声梯度的此胶条进行分离
。

软件分析证明
,

采用不同窄 州

梯度的正七胶条对同一样本进行精确分析
,

其分辨率会大幅

度增加
,

能保证探测到尽可能多的蛋白质
。

同时
,

也有助于分

析样品中蛋白的州分布范围
,

确定适宜 声 值的脱胶条的

选择
。

本实验中绝大部分 (l 1男 个 )蛋白位于 pl“ 一 7 范围内
,

占所检测到的蛋白总数的 86 %
,

因此
,

在后续的比较蛋白质组

研究中可以采用 p川
一 7 的武 胶条研究菌体蛋白

。
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柄和花托
。

此外
,

实验还以山茱英的离体茎段作为组织培养

的材料进行了不定芽的诱导
,

结果表明
,

不定芽的分化时间

长
,

且污染率高 ; 不定芽长势较弱
,

同时伴有超度含水态苗的

形成
,

因此
,

以山茱黄茎段为外植体虽也可以诱导不定芽的分

化
,

进而形成完整植株
,

但仍非理想的选择
。

3
.

2 不同形态愈伤组织不定芽分化的差异

实验以幼嫩叶片
、

花柄和花托为外植体分别诱导形成了

大t 的愈伤组织
。

其中有的愈伤组织呈灰白色
,

结构松散
,

不

易分化
。

在适宜的条件下经多次继代培养后
,

颇色转为白色

或翠绿色
,

结构变得坚实而紧密
,

并在分化培养基上诱导出不

定芽
。

但是在继代培养中
,

如果继代不及时或培养条件不适

宜
,

则最终褐化死亡
。

薛庆善[6, 7 ,8] 等的研究结果表明
,

诱导条

件不同
,

愈伤组织的形态和物理性质也有一定的差异
。

在山

茱英的组织培养中
,

出现了不同质地
、

形态和颜色的愈伤组

织
,

且其培养条件
、

生长速度和分化能力各不相同
,

白色或翠

绿色
、

结构致密的愈伤组织易于诱导出不定芽
,

而松脆灰白色

的愈伤组织只有在转化成白色或翠绿色
、

结构致密的愈伤组

织后才能分化
,

愈伤组织质地
、

形态特征与分化之间的关系尚

待进一步研究
。

3
.

3 山茱黄组培苗的生根

和绝大多数植物一样[9. 10]
,

降低无机盐的浓度有利于山

茱英组培苗的生根
。

山茱英组培苗对于常用生根剂的诱导均

不敏感
。

1
.

0 11
解L 的 m A 导致少量愈伤组织的产生

,

随着生长

家浓度的升高
,

山茱英组培苗基部形成愈伤组织的量逐渐减

少
,

直至完全消失
,

而所形成根的数盆和长度进一步增多和伸

长
,

使得根的质量进一步提高
。

在试验中还发现
,

在黑暗条件

下
,

幼苗生长不 良
,

逐渐变黄
,

叶片脱落
,

最终死亡
。

光照条件

下山茱英组培苗的生根情况较好
,

在 1左Ms 附加 IB A2
.

伪喇L

的培养基上
,

经过别习左右的培养
,

在山茱黄幼苗基部形成 4

一 5 条白而细长的根
,

每根长 3
.

0 一 4
.

伍, . ,

可用于后期的驯化

移栽
。

山茱英的不同外植体在适宜的激素组合中可以经过愈伤

组织诱导分化出不定芽
,

继而形成生长健壮
、

根系较为发达的

再生植株
,

并可进行大t 繁殖
。

这为山茱英的快速繁殖提供

了一种有效途径
,

并在品质改良以及大面积推广等方面具有

重大惫义
。
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对微生物蛋白质组学尤其是病原微生物蛋白质组学的研究将

对包括结核在内的人类疾病的致病机理和防治起到关键性的

作用
。

作为蛋白质组学的支撑性技术
,

双向电泳的分辨率和

重复性决定了这一方法的应用范围
。

本研究从样品处理和电

泳体系两方面进行优化
,

获得了比较理想的双向电泳图谱
,

可

以为后续结核分枝杆菌菌体蛋白表达谱的建立
、

菌体蛋白的

比较蛋白质组学分析提供方法学参考
。
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