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嗜水气单胞菌耐四环素的蛋白质组学初步研究
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摘 要：采用四环素次抑菌浓度对嗜水气单胞菌进行选择，筛选得到耐四环素的嗜水气单胞菌菌株，其 IJK（最低

抑菌浓度）为出发菌株的 / 倍。通过比较对照菌与耐药菌总蛋白质的双向电泳图谱，获得 " 个差异显著的蛋白点。

对这 " 个差异蛋白质进行肽质量指纹及其生物信息分析，分别鉴定为核糖体小亚基蛋白、药物排出系统蛋白和乙

酸6乙酰辅酶 0 转移酶亚基。文中对嗜水气单胞菌耐四环素的机理进行了初步探讨。

关键词：双向电泳，I0LMJ65NO，四环素，耐药性，嗜水气单胞菌

中图分类号：P1"% 文献标识码：0 文章编号：$$$46%#$1（#$$!）$"6$"1%6$"

随着抗生素在水产养殖中的广泛使用，耐药性问题不断

困扰着 水 产 养 殖 业。嗜 水 气 单 胞 菌（ !"#$%$&’( )*+#$,)-.’，

0D）是一种重要的人兽共患菌［4］，有关其多重耐药性在国内

外均有报道［#，"］，其中耐四环素的频率在国内处于中等水

平［"］，给水产养殖造成了很大的经济损失。

蛋白质组学是功能基因组研究的一个重要平台，由蛋白

质分离技术（如双向电泳技术）、质谱分析技术和生物信息 "
部分组成［!］。本文以嗜水气单胞菌为研究对象，首先筛选四

环素耐药菌，再经双向电泳比较耐药菌与对照菌蛋白质表达

的变化，对差异蛋白进行基质辅助激光解吸飞行时间质谱

（I0LMJ65NO）分析和数据库检索，旨在初步探索其耐药机

理。

! 材料和方法

!"! 菌株来源

嗜水气单胞菌 QQM（4"!R14）由新加坡国立大学生物学系

S;, TI 教授惠赠。

!"# 耐四环素嗜水气单胞菌的筛选

按试管双倍稀释法测定药物对细菌的最低抑菌浓度

（IJK），将细菌在含 4R# IJK 药物的 L3 培养基中培养传代，

每隔 4A 转代 4 次，第 42 代后转入无药物 L3 固体培养基培

养，挑单个菌落在 L3 培养基中培养后测定 IJK，连续传代 2A
后再测定 IJK，以判断耐药菌的稳定性［2］。

!"$ 细菌总蛋白的提取和处理

细菌培养、收集和破碎按文献［%］方法。在超声破碎后

的菌液中加入 M.:H-!（终浓度为 2$"=R9L）和 U.:H-0（终浓

度为 #$"=R9L），"7V处理 "$ 9;, 后，加入裂解液处理，4#$$$=
!V离心 4$ 9;,，取上清进行双向电泳。

!"% 双向电泳

双向电泳按文献［7］的方法进行。

!"& ’(’ 聚丙烯酰胺凝胶电泳（!)( *+,-）

样品按常规 46M Q0W8 的方法处理和电泳。

!". 质谱样品的制备

比较 双 向 电 泳 图 谱 找 到 差 异 蛋 白，切 下 499" 置 于

4X29L 的 8>>-,A’FY 管中，按文献［/］的方法处理样品。

!"/ 质谱分析

质谱样品使用德国 3UZ[8U 公司的 U-O(-@5I#I0LMJ6
5NO 质谱仪进行分析，采用反射模式，离子源加速电压 4 为

#$\&，加速电压 # 为 #"\&，.# 激光波长 ""7,9，脉冲 ",H，离子

延迟 #$$$,H，真空度 4X! ] 4$C 7 5’FF，用标准 I:F\-F 峰作为外

标校正质谱峰，正离子谱测定，获得肽质量指纹图谱。

!"0 数据库的查询

通过 8@Q0SE I’(-B+(:F 3;’(’=E S-F^-F 网站提供的 Q->G;A-,G
软件 DGG>：RR<<<) -@>:HE) ’F=RG’’(HR>->G;A-,G ) DG9( 进行查询。查

询条件：分子量的误差范围 _ #$‘，肽片段分子量的误差范

围 _ $X2M:，每个肽允许有一个不完全的裂解位点，物种选择

为细菌，离子选择［I a b］a 和 I’,’;H’G’>;B，最少匹配肽段数

为 !，半胱氨酸为碘乙酰胺处理。

# 结果

#"! 耐四环素菌株的筛选

次抑菌浓度（4R# IJK）的抗菌药物能诱导细菌产生耐药

早已有报道［2］。嗜水气单胞菌的初始菌的 IJK 为 %!"=R9L，

将嗜水气单胞菌在 4R# IJK 的 L3 培养基中传代，最终得到

了 IJK 为 2%$"=R9L 的耐药菌株，是出发菌株的 / 倍。

#"# ’(’ 聚丙烯酰胺凝胶电泳

嗜水气单胞菌的耐四环素菌株与对照菌的 SMS 聚丙烯

酰胺凝胶电泳图谱没有明显变化，既没有出现新的蛋白质条

带，也没有显著的量的变化。因此，通过 SMS 聚丙烯酰胺凝



胶电泳分析，难以发现耐药性菌与对照菌的差异。

!"# 双向电泳分析

嗜水气单胞菌的耐药性菌与对照菌总蛋白双向电泳图

谱见图 !。从图中可见，两张图谱非常相似，蛋白质点主要

集中在 "# $ % & ，’( )* % +, -. 的范围内，每个蛋白点在凝胶

分离中都得到了较好的分离。对耐药菌与对照菌的蛋白双

向电泳图谱进行比较，发现了 / 个差异明显的蛋白点，分别

命名为 0!，0)，0/，其分子量依次约为 ))-.、)*-. 和 /+-.。

采用双向电泳分析软件（1234567 849:;643< #3=2<;6>?;4( @A
B3?9CD2(）对差异蛋白的相对含量进行分析，结果见图 ) 的柱

型图所示。

图 $ 嗜水气单胞菌的耐药性菌株与对照菌总蛋白质的双向电泳图谱（箭头表示差异点）

E6>F! )G. HB1I 5?" 4J ;K2 (2<6<;?3; ?3L 4(6>63?9 <;(?63 4J BK

B：M(6>63?9 <;(?63；N：O2<6<;?3; <;(?63 F

图 ! 嗜水气单胞菌的耐药性菌株与对照菌蛋白双向电泳图谱差

异点（箭头表示）的放大图谱
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!"% &’()*+,-. 肽质量指纹图谱分析

对 / 个差异蛋白进行 ’BR.#GAME 分析。根据得到的肽

质量指纹图谱数据、分子量范围和其它有关参数，通过 ISG
HB8C ’4927:9?( N6494>C 82(=2( 网站提供的 H2";6L23; 软件查询

8T#88GHOMA 数据库与之相匹配的蛋白，搜索结果见表 !。

由搜索结果可看出，0! 为乙酸G乙酰辅酶 B 转移酶亚

基；0) 搜索到都是核糖体亚基的有关的蛋白 8U，8+ 等；0/ 搜

索到 BNQ（BAHGV63L63> 7?<<2;;2）转运器蛋白。

# 讨论

迄今为止，国外已有几篇应用蛋白质组学技术研究人病

原菌的耐药性的报道［W，!*］，但国内尚无相关研究。本实验采

用蛋白质组技术研究了水产养殖中重要致病菌G嗜水气单胞

菌四环素耐药菌与非耐药菌的蛋白质表达图谱。结果发现，

相互间有 / 个差异显著的蛋白点，分别命名为 0!、0) 和 0/。

表 ! 0!，0)，0/ 在数据库搜索的结果

A?V92 ! .?;?V?<2 <2?(7K63> (2<:9;< 4J 0!，0)，0/
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0/

*F/& $ 0,/!W/ ZUAOGO@#8[ H(4V?V92 "2";6L2 BNQ ;(?3<"4(;2( BAHGV63L63>
"(4;263 ZUAOF 2$’3)4’,. <"F （ <;(?63
[1O)/U）

&F&W /+*&/F))

+W// 期 陈 川等：嗜水气单胞菌耐四环素的蛋白质组学初步研究



!" 搜索到一个结果为乙酸#乙酰辅酶 $ 转移酶亚基，它

是脂肪酸合成酶亚基。耐药菌 !" 表达的变化可能是与膜脂

肪酸合成有关。当革兰氏阴性菌外膜磷脂双分子层发生变

化，使得有亲脂性的四环素渗透率降低，从而降低四环素的

通透性。

!% 搜索到有几个蛋白与之相匹配，都是核糖体亚基蛋

白。四环素主要是与 "&’()*$ 某些位点结合，其中 ’+，’,，

’"- 蛋白与四环素发生作用［""］。本实验观察到四环素耐药

菌的 !% 表达的变化，表明这种蛋白与耐药性有关。可能的

作用机理是这种蛋白与 "&’()*$ 进行正确的折叠有关，降低

四环素与 "&’()*$ 的结合从而产生耐药性。

!+ 搜索到一个蛋白与之相匹配，即 .(/01023 4345673 $89
5(1:;4/(53( $<.#06:76:= 4(/536:，与 $89 转运器蛋白有关。$89
转运膜蛋白已经证明与多种微生物的抗药性有关［"%］。搜索

到的蛋白为转运器蛋白，可能是把四环素泵出，使得胞内的

四环素浓度降到最低，减少了与 "&’()*$ 的作用。

我们使用蛋白质组学技术对嗜水气单胞菌耐四环素菌

株的耐药性进行了初步研究，要想对其耐药机理深一步的研

究还需要对差异蛋白点源后衰变，>’#>’ 质谱以得到蛋白质

详细序列信息以便同时在 ?*$ 的水平来研究其耐药机理。

细菌的耐药性是多水平决定的，从实验结果来看，四环素诱

导前后发生变化的蛋白，主要为核糖体小亚基蛋白，药物排

出系统的蛋白和具有调控功能的蛋白质，这与原来的四环素

耐药的报道相一致。这说明使用蛋白质组学的研究方法能

迅速的找到差异点，这对研究耐药机理，寻找新的药物靶位

提供了一种快速、简便的方法。
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