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摘 要：将结核分枝杆菌 7#08& 株在苏通培养基内，#09培养 "2:，然后将培养物分成上清液

（;）、细胞浆（<）和细胞膜（=）蛋白质样品。以 >7#?$ @ 2$?$ 的 AB1 预制胶条等电聚焦电泳为

第一向，CDC5B;1E 为第二向进行双向电泳（"5DE）、银染。经扫描、计算机处理。; 组份的部

分蛋白质斑点采用质谱仪进行蛋白质鉴定。;、< 和 = # 个组份蛋白质斑点总数分别为 /$0、

66! 和 %62；# 个组份蛋白质分子量分布基本相似，约 0$?3F @ 0!?!F在 2$ @ !/GD 之间；蛋白质

等电点（>7）;、< 两组份分布基本相似，约 6$?/F @ 6#?3F 在 >7#?$ @ %?! 之间，而 = 组份

>70?% @ 2$?$ 之间的蛋白质斑点数比 ; 和 < 两组分略多；;、< 和 = # 个组份表达丰度较高的

蛋白质斑点数占各组蛋白质斑点总数的比例分别为 0?6F、"0?!F和 "?6F，蛋白质等电点

/$?$F均分布在 >7#?$ @ %?! 范围内。< 组份蛋白质分子质量 0#?2F分布在 2$ @ !/GD 之间，

比 ;、< 两组份略高。; 组份 2! 个蛋白质斑点经肽质量指纹谱分析，其中，/ 个点有同源性的

或推测的蛋白质功能，3 个蛋白质功能不清楚。总之，初步获得了结核分枝杆菌 7#08& 株在

上述体外培养条件下收获的培养物的上清液、细胞浆、细胞膜蛋白质组 "5DE 图谱及其特点，

为该菌功能基因组研究提供蛋白质组信息。
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中图分类号：H/#% 文献标识码：; 文章编号：$$$25%"$/（"$$"）$#5$"035$%

2//6年，英国 CI,J-K 中心和法国 BILM-+K 研究所科学家联合报告［2］结核分枝杆菌

7#08& 株全基因组序列图，为研究结核病病原菌生物学功能及其与宿主之间的相互关系

的本质认识和一些棘手问题的解决提供了分子遗传学基础。在向功能基因组学研究的过

渡中，蛋白质组学的研究是一种很有用的工具。<K’’G- 等［"］报道结核分枝 7#08& 株全细

胞裂解沉淀物蛋白质组双向电泳图谱。8’L-,GKI,:L 等［#］报道，结核分枝杆菌培养液、细胞

壁、细胞浆蛋白质组双向电泳图谱，蛋白质斑点数分别为 #0%、!2# 和 #/3。本文采用双向

电泳技术（MN’5:OP-,LO’,I( -(-QMK’>R’K-LOL，"5DE）研究结核分枝杆菌 7#08& 株在一般生理条

件下，培养物上清液、细胞浆和细胞膜 # 种组份 完整的蛋白质组图谱及其特点，并简要讨

论双向电泳技术的某些影响因素。



! 材料和方法

!"! 细菌来源

结核分枝杆菌 !"#$% 株（编号：&’(( )"**)）来自中国药品生物制品检定所。

!"# 设备

+,-./01 2#345 超速离心机（德国，+,-./01 公司），6%""* 紫外分光光度计（英国，6173
-0/ 公司）；89: 9;<= 电泳单元、>9?3"5*@ 电源、循环水浴、!<,A,= 自动凝胶染色仪均购自

&/,=B;0/ 9;0=/0-70 +7<C,-; 公司。

基质辅助激光解吸D电离飞行时间质谱（/0CC=7E 0BB7BC,F G0B,= F,B<=HC7<1D7<17I0C7<1 C7/, <A
AG7J;C /0BB BH,-C=</,C=K，L&2M83’<N3LB），为 /7-=</0BB 公司。

!"$ 试剂

H!"O @* 线性（271,0=，2）@P-/ 固相 H! 梯度（7//<Q7G71, H! J=0F7,1CB，89:）预制胶条、

89: 缓冲液、?M? 缓冲胶条、低分子质量蛋白质标准、R3M> 蛋白质标准试剂盒购自 &/,=3
B;0/ 9;0=/0-70 +7<C,-; 公司，丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、脲素、"3丙磺酸（(!&+）、苯甲基

磺酰氟（9L?N）购自 ?7J/0 公司；S，S，S，ST3四甲基乙二胺（’>L>M）、磺乙酸胺购自 NGU.0
公司。

!"% 溶液配制

参照文献［V，5］配制。

!"& 细菌培养

结核分枝杆菌 !"#$% 株在苏通（?0UC<1）培养基 "#W培养 R@F 的液体培养物，按 @X比

例接种于苏通培养基，"#W静止培养 R@F。按常规鉴定为纯培养物。

!"’ 样品处理

基本参照 L0=. 等［4］方法进行，本文略有改进：上述培养物经 5***=D/71 离心 @*/71，其

上清液用新华滤纸过滤，经 *YRR!/ 滤膜过滤，适当浓缩，即为上清液蛋白质（& 组份）；细

菌菌体沉淀物加入生理盐水悬浮后超声波破碎胞壁 @R/71，破碎物于 VW、@V***=D/71 离心

V*/71，取上清液经 VW，@** ***J 离心 @Y5;，超高速离心获得的上清液即为细胞浆蛋白质

（+ 组份）；沉淀物细胞膜，用生理盐水漂洗 " 次，再次离心；沉淀物加入 @X’=7C<1 Z3@**、

@//<GD2 9L?N、@//<GD2 >M’& 溶解细胞膜，于 VW，R* ***J 离心 @;，上清液即为细胞膜蛋

白质（( 组份）。

&、+ 和 ( " 个组份以 +=0FA<=F 法行蛋白定量后，用于 R3M> 分析。

制胶：按 ?M? 均一胶配方配制凝胶液，分别制成 R5*// [ @P*// [ *Y5// 的 ?M?3聚丙

烯酰胺凝胶（9&:>）。

!"( 等电聚集电泳

将 \ "*W冷冻保存的 89: 预制胶条在室温中平衡 @*/71，在电泳槽中加入 89: 胶条泡

胀液 "5*!2，尔后将 89: 胶条胶面朝下放入，滴加覆盖液，按以下参数和程序完成等电聚

集电泳；"*%，@R;，逐渐加大电压，直至达到 "5 ***%D;，每胶条电流 5*/&。

!") *+*,-./0
89:胶条平衡后，胶面向下置于 ?M? 凝胶上，在 @5W，电压 R**%，电流 R*/&，电泳
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!"#$%，进行蛋白质转移。随后电压 &""’，电流 !"#(，电泳约 )*+,。

用 -./0/1 自动凝胶染色仪编制程序进行银染，然后扫描，用专业分析软件包对 )234
图谱进行分析、比较。根据扫描蛋白质斑点的面积和密度，估算每一个斑点的蛋白质含量

和占总蛋白的比例（5）。

!"# 蛋白质的肽质量指纹谱的制备

切下含蛋白质胶块，加入铁氰化钾和亚硫酸混合液使其由棕色变为无色，即脱 (6。
双蒸水洗 7 次，碳酸氢铵洗 ) 次，每次 )"#$%，双蒸水洗 ) 次。乙腈脱水至胶块呈白色不透

明状，干燥。用测序级胰蛋白酶液浸泡胶，吸去多余液体，89:保温 7&,。萃取肽混合物，

冷冻干燥后，用 "*;5三氟乙酸溶解，用于质谱分析。

经胶上原位酶切和质谱分析得到肽质量指纹谱，用数据库检索软件与数据库中每种

蛋白质的理论肽质量数相比较来鉴定蛋白质。

蛋白质数据库检索程序：,<<=：>>)? @ +; A 7? @ 7?)>=1.0.B%C2D$%>E/D=1.F.B%C@ /1/ 和 ,<<=：>>
EEE@ /G=HIJ @ K,><..LI>=/=<$C/%@ ,<#L @

$ 结果

$"! 结核分枝杆菌 -%&M’ 株蛋白质组 $’34 图谱分析

采用 =-8 N 7"，线性 OPQ 预制胶条等电聚集为第一向，R3R2P(Q4 水平电泳为第二向

的电泳体系，在上述实验条件下，对在苏通培养基内、89:静止培养 )7C 的结核分枝杆菌

-89M’ 株培养物的上清液（( 组份）、细胞浆（S 组份）、细胞膜（K 组份）蛋白质组进行 )234
分析，结果见表 7 和图版 O2(、S、K。

表 ! 结核分枝杆菌 (%&)* 株蛋白质组 $’+ 图谱特点

THDL/ 7 T,/ =H<</1% =1.=/1<J .0 =1.</.#/ )234 $% ! @ "#$%&’#()*+* -89M’

F1HU<$.%I
V.@ =1.</$%

I=.<I

=O C$I<1$DB<$.%>5 W1（X3）C$I<1$DB<$.%>5

8@" N &@! & @; N 9 @; 9 @& N 7"@" 7" N !? ;" N +? ?" N 78"

( ?"9 +8@; 7) @" ! @; 9" @+ )) @+ & @;
S ++! +"@? 7) @) & @? 9" @; )" @9 + @?
K &+7 &&@! 7; @7 7+ @; 9! @! 7? @; & @7

从表 7 和图版 O 看出，(、S 和 K 8 个组份的蛋白质斑点总数分别为 ?"9、++! 和 &+7。

在 (、S ) 个组份蛋白质中有 )!*85 N )!*?5是共有的，其余大部分蛋白质有差别。蛋白

质分子质量（W1）8 个组份分布情况基本相似，9"*;5 N 9!*!5分布在 7" N !?X3 之间。蛋

白质等电点分布，(、S ) 个组份基本相似，+"*?5 N +8*;5分布在 =-8*" N &*! 之间，即偏

酸性侧；而 K 组份蛋白质分布在 =-9*& N 7"*" 之间占 7+*;5，(、S 两组份蛋白质分别为

!*;5、&*?5。结果说明，K 组份蛋白质偏碱性侧比其它两组份略多。

$"$ 蛋白质组表达丰度分析

在结核分枝杆菌 -89M’ 培养物上清液、细胞浆、细胞膜 8 个组份蛋白质组 )234 图谱

中，经扫描分析，依据每个蛋白质斑点面积的大小与密度高低，计算机处理，估算每个蛋白

质含量。本文将蛋白质含量占总蛋白质含量在 7>7"A ) N 7>7"A 8 以上范围内的蛋白质界定

为表达丰度较高的蛋白质（见表 )）。

99)8 期 庄玉辉等：结核分枝杆菌培养物不同组份蛋白质组研究



表 ! 表达丰度较高蛋白质 "#、$% 分布

!"#$% & ’()*+(#,*(-. -/ 0+-*%(.) 01，2+ /-+ %30+%))(-. $%4%$ 5(65%+

7+"8*(-.)

9-:

0+-*%(.

)0-*)

;+-*%(.

!-*"$ 0+-*%(.)
<=

01 >()*+(#,*(-.<= 2+（?’）>()*(#,*(-.<=

@:A B

C:D

C :E B

F :E

F :C
以上

GA B

&H

@A B

DH

EA B

CH

FA B

IH

HA B

GAH

GAA B

G&H

J FG AKCC
（A:@ B &:@）

HD:A C :A A && :E &C :I && :E GD :A F :A F :A

L &D& A:&F
（A:C B G:C）

HF:E & :E A D@ :I &H :@ GD :E I :& G :& @ :A

M GH G:C
（A:G B @:@）

IH:E GA :E A @G :C @G :C GA :E GA :E E :@ A

从表 & 看出，J、L 和 M @ 个组份表达丰度较高的蛋白质斑点数占各组份蛋白质斑点

总数的比例分别为 FKI=、&FKD=和 &KI=。结果表明，L 组份表达丰度较高的蛋白质斑点

数比其它 & 个组份多。@ 个组份蛋白质等电点 HAKA=左右分布在 0N@KA B CKD 范围内，而

0NFKC 以上未见表达丰度较高蛋白质。L 组份蛋白质分子质量分布在 GA B DH?’ 范围内，

尤其 &H?’ 以下比其它 & 个组份多。

!&’ 培养物上清液中部分蛋白质的肽质量指纹谱分析

选取结核分枝杆菌培养物上清液内表达丰度较高的部分蛋白质斑点，经脱银、酶消化

后，进行肽质量指纹谱分析（表 @）。从二个肽库中检索，有 E 个蛋白质功能尚需进一步鉴

定，其余 H 个蛋白质都有同源性或推测功能，特别是 IEJ 抗原有其重要的免疫学意义。

表 ’ 结核分枝杆菌培养物上清液中部分蛋白质质谱鉴定结果

!"#$% @ ! : "#$%&’#()*+* 0+-*%(.) (>%.*(/(%> #O P")) )0%8*+-P%*+O

9-: 0+-*%(.

)0-*)
)".6%+ G> Q%.% ."P%

R30%+(P%.*"$

P"))<?’

R30%+(P%.*"$

0G
N-P-$-6O
0,*"*(4% 7,.8*(-.

HF S S CC:H D :E ,.?.-T.
&@A S S EA:& @ :I %3-U6$,8".")%UV,P(.- 8-88,)
&&A V4 @DC&8 !(6 EA :& @ :H M5"0%+-.% 0+-*%(.
@GE S S D&:A D :I /$"6$$(.
D&& S S @C:E E :I 6$,*"PO "P(.- 0%*(>")%
DFE A !, @G:G E :A %$-.6"*(-. /"8*-+ !,
DIE V4 @IAD8 /#0J @G:A D :F J.*(6%. IEJ
EH& S S &F:@ D :& ,.?.-T.
CGF S S &F:& E :F 0%0*(>% )O.*5%*")%
F&& S P,* !<.,>(3 &A :& C :I P,* *<.,>(3 /"P($O 0+-*%(.
FDA V4 G@@& *03 &A :A @ :I !5(-$ 0%+-3(>")%
F@D V4 &GDAM S GH:E E :E ,.?.-T.
I@F V4 @CGD8 S GD:A @ :F ,.?.-T.
IDG S S GD:A D :C ,.?.-T.

’ 讨论

双向电泳作为蛋白质组研究的一项重要技术，是当前用于分析复杂组份蛋白质样品
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时分辨率和灵敏度最高的手段之一。其分辨率和灵敏度与蛋白质样品的处理、!"# 和

$%$&’()" 实验条件、染色方法等诸因素有关。本文在 !’) 等电聚集预试时，仅采用 *+,
- . 胶条，结果蛋白质斑点，尤其表达丰度较高的蛋白质斑点分离效果不满意。考虑到结

核分枝杆菌培养物蛋白质组蛋白质斑点多且分布广泛，使用较长和 *+ 范围较宽的胶条，

即 *+/ - 01 的 0234 长胶条，分离效果较好。因此，可根据研究目的，适当调整两性电解质

缓冲液 *+ 范围。蛋白质样品的浓度与上样量也是影响分离效果和灵敏度的又一个重要

因素。因为上样量提高，有利低丰度蛋白质的检测，但高丰度蛋白质的斑点过大，影响其

它蛋白质斑点的分离和分析。结果表明，对于广谱 !’) 胶条（*+/51 - 0151），以 06 - 76!8
为宜。

结核分枝杆菌全菌细胞含有多少种蛋白质迄今尚不清楚，也未见不同组份完整的蛋

白质组图谱。近几年来，国外研究者报道的几篇相关文献说明，结核分枝杆菌不同组份蛋

白质的种类和含量与分析技术、细菌不同菌株、生长（或培养）条件等密切相关。0997 年，

英国 $:;;< 等［.］报告，结核分枝杆菌分离株在改良罗氏培养基上，/.=培养 70> - 72>，全菌

细胞裂解物经 $%$&’()" 分析，银染色，仅显现出 /1 - ,1 条带。099. 年，澳大利亚 ?@AABC
等［7］报道，结核分枝杆菌 +/.DE 株在 .+9 液体培养基内 /.=，震荡培养 70>，全菌细胞裂

解沉淀物采用双相电泳技术分析、银染色，其蛋白质图谱含有 F/2 个蛋白质斑点。这一结

果说明，双向电泳技术极大提高了蛋白质分辨率和灵敏度。本文在苏通培养基 /.=静止

培养 70> 的培养物，按严格处理程序分成上清液、细胞浆和细胞膜 / 个组份，采用双向电

泳技术，银染色，其蛋白质斑点数目分别为 91.、22, 和 F20，显示了结核分枝杆菌 +/.DE
株在此培养条件、样品处理方法及双向电泳技术参数下所获得的较完整的蛋白质组图谱，

这有助于结核分枝杆菌功能基因组的研究。分析结核分枝杆菌 +/.DE 株 7&%" 图谱，其

中，*+ 分布范围具有偏酸性特点：(、? 和 G / 个组份蛋白质 2/56H - FF5,H，尤其是表达

丰度较高的蛋白质 9.56H - 2956H分布在 *+/51 - F5, 范围内。这一特点的生物学意义

尚不清楚。结核分枝杆菌寄生于宿主肺泡巨噬细胞和单核巨噬细胞内。这些细胞的内环

境偏酸性（*+!6 IF），且乏氧。与其它一些细菌和肿瘤细胞的蛋白质不同，该菌含酸性蛋

白质居多是否与其在细胞内的存活、繁殖、毒力等有关，是值得研究的重大生物学问题。
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图 版 说 明
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M!结核分枝杆菌 *6GH< 培养物细胞浆蛋白质组
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N!结核分枝杆菌 *6GH< 株培养物细胞膜蛋白质 UEST 图谱

N!UEST 3%CC+;& .@ A+A>;%&+ 3;.C+)&? .@ ; ! /"#$%&"’)*) B$1C$;+

:#+ )11$?C;%C).& )? C#+ ?%A+ %? @)’! L，YW9 3;.C+)& ?3.C? <)?$%1)O+=!

（见 6U7 页后图版）
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