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酵母提取物和海带水提液促大肠杆菌生长机理初步研究

李君文 孙 薇 王新为 宋 农 金 敏
（军事医学科学院卫生学环境医学研究所 天津 3$$$"$）

摘 要：研究海带水提液和酵母提取物促大肠杆菌生长的机理。采用二维电泳（#9F=）和生物质谱等蛋白质组技术

对细菌的全蛋白质表达进行研究。发现 1 种蛋白出现有规律的变化，其中，# 种蛋白在对数期各组表达量均增高，

! 种蛋白在各组表达量下降且实验组下降更明显，% 种蛋白在实验组表达量明显降低而对照组无明显变化。
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细菌在生长过程中需要多种营养物质，这些物质是保证

细菌正常生长所必须。在实际工作中人们发现有些物质具

有明显的促进某些细菌生长的功能，这方面报道较多的是稀

土元素促细菌快速生长情况［% H 3］，此外，也有其他物质刺激

细菌生长的报道［!，"］。最近，我们研究发现，酵母提取物和海

带水提液具有很好的促进大肠杆菌生长的作用"。

虽然人们发现了许多有一定促细菌生长作用的物质，但

具体机制不清。徐书显等［3］认为稀土促细菌生长是由于提

高过氧化氢酶、谷氨酸草酰乙酸转氨酶和谷氨酸丙酮酸转氨

酶活性的结果。:/..I,’B. 等［2］认为去甲肾上腺素促菌生长与

其促细菌产生的一种诱导因子有关。J’>./ 等［5］报道大肠杆

菌的 (;+K 基因及 ,L04,ML 参与细菌的生长调控。N/?,,’B 等［1］

报道随着细菌生长速率的增加，L0;I.OOO 和 =/; 合成均增加。

以上研究都是在某一侧面进行探讨，但表明物质对细菌生长

的刺激是一复杂且相互作用的过程。

本研究在确定了酵母提取物和海带水提液促细菌快速

生长的基础上，利用蛋白质组技术对大肠杆菌生长的不同时

段进行动态研究，以期较全面了解细菌生长过程中具有调节

作用的活性蛋白质的表达情况，为进一步探讨促细菌生长机

理提供参考。

! 材料和方法

!"! 材料

P&91"$$ 紫外分光光度计，上海天美公司；低温高速离心

机，M.,,?+Q（PB?R./I;( 3#L）；真空离心干燥机，北京博医康技术

公司；S4TFO98*: 质谱仪，L.U(.< !；V/’,.?B !垂直电泳仪及

附 件、O>;W.X+;BB./ 扫 描 仪，4>./IQ;> VQ;/>;+?; 公 司。

O>;W.S;I,./#L #F =(?,.（&./I?’B 3Y$%）图像分析软件、T;-X+;B 扫

描控制和分析前处理软件，4>./IQ;> VQ;/>;+?; 公司。

!"# 双向电泳样品制备

双向电泳样品的制备参照 8’B.((; 等的报道进行［6］。

!"$ 等电聚焦

将胶条平行放在 OVZ[Q’/ 上，进行等电聚焦。温度保持

在 #$\，每根胶条限流 "$"4。

!%& 第二向 ’(’ 聚丙烯酰胺凝胶电泳

!%&%! 平衡：取 XFX 平衡液 1>T，加入 F88 %2$"T，胶条在等

电聚焦结束后用滤纸吸干浸入平衡液，[;/;U?(> 封口 后 在

Q’.U./ 上平衡 %">?B。另取 XFX 平衡液 1>T，加入碘乙酰胺

$Y%!1W，将胶条移入其中再平衡 %">?B。

!%&%# XFX9V4Z=：具体方法见参考文献［%$］。

!%) 图像扫描和分析

凝 胶 染 色 后 用 O>;W.X+;BB./ 扫 描 仪 透 射 扫 描，用

O>;W.S;I,./#L #F =(?,.（&./I?’B 3Y$%）图像分析软件处理扫描

图像，进行点检测，产生合成图。选择其中一张图谱作为参

考胶，其他图谱与之配比。

!%* 生物质谱（+,-(./012/+’）分析

用水清洗胶块，加入 "$] 4J0、#">>’(^T 0M!MJ*3 溶液

"$ H %$$"T 浸泡过夜，弃去溶液，重复 % H # 次至胶中蓝色褪

尽。取出胶，室温真空离心干燥 #$>?B，加入 " H %$"T 胰蛋白

酶液，!\放置 #$ H 3$ >?B，待酶液完全被吸收，补充 " H %$"T

#">>’(^T 0M!MJ*3，35\ 保 温 %"Q。然 后，加 "] 8:4 "$ H

%$$"T于 !$\保温 %Q，吸出上清液，在加入 #Y"] 8:4、"$]

4J0 "$ H %$$"T 于 3$\保温 %Q，吸出上清液。合并上清液，

离心干燥。加 " H %$"T $Y"] 8:4 溶解，作 S4TFO98*:9SX 分

析。将得到的肽指纹图谱用蛋白质数据库上网检索。



! 结果和讨论

!"# 双向电泳

!"#"# 预电泳：选取平台期对照组进行电泳，采用 !" # $ %
&’ 的胶条。样品处理前经 ( )’*冻融一次，效果较好，可以

得到较多的点，但按常规使用酶抑制剂并没有进一步提高效

果（图略），因此样品在处理前 ( )’*冻融一次，不使用酶抑

制剂。由于较多点密集于酸性端，故选择 !" # + % , 的胶条

进行以后的实验，以期达到较好的分辨率。

表 # 蛋白点检索结果

-./01 & 23.04565 7158095 :; 9<1 71!715139.96=1 !7:91635

>:? @ABCD ED F:639 F7:9163 G<.3H63H 913I13J4
& K) F7:9163 836I1396;61I !
L K+ F7:9163 836I1396;61I !
$ $$$+, KMLK L’N DOH.0.J9:51DOH08J:51 /63I63H !7:9163 PPQF "
+ R+ F7:9163 836I1396;61I "
K L&’R& RM$’ NR S5TU "
R )$L’ KM++ ,) S7;，<4!:9<196J.0 !7:9163 "
, K) F7:9163 836I1396;61I "
)# L+N’$ RM$) L+$ @:04/I.91O/63I63H !7:9163，@:I2 !

#VW!71551I .9 59.96:3.74 !<.51 63 41.59 1W97.J9 H7:8!?

!"#"! 蛋白差异表达分析：收集对照组、海带水提液组和酵

母提取 物 组 的 迟 滞 期、对 数 期 和 平 台 期 菌 体 处 理 后 进 行

LODV。考马斯亮蓝染色可获得 R’’ 余个点。我们选出有规

律性变化的 ) 个蛋白点作下一步分析。各点在胶上的分布

如图 & 所示。

图 # 各点在 !$%&图谱上的分布

X6H?& YJ.99175 :; I6;;17139 !7:91635 :3 9<1 LODV .90.5

蛋白 &，在各组对数期表达均增高；蛋白 L，在各组对数

期表达明显增高，但酵母提取物组表达量小于其它两组；蛋

白 $，在实验组对数期表达明显下降，且酵母提取物组更低于

海带水提液组；蛋白 +，在各组对数期表达均降低，实验组几

乎消失，在平台期，酵母提取物组仍为低水平；蛋白 K，在各组

对数期表达水平均很低，海带水提液组最低；蛋白 R，变化趋

势同蛋白 K；蛋白 ,，对照组表达量无明显变化而实验组在对

数期明显下降；蛋白 ) 只在酵母提取物组平台期表达。

!"! ’()%*$+,-$’. 和数据库检索

对各点蛋白进行 @2ZDEO-SXO@Y 分析，得到蛋白的肽指

纹图谱，各点的出峰情况均较好。将肽指纹图谱输入 >GQE
蛋白质数据库中查询，可能性得分大于 ,L 的蛋白被认为检

索、鉴定成功，并可获得相应的蛋白特征（如分子量、等电点

等）。各点的蛋白质数据库检索结果如表 & 所示。

蛋白质 &、L、+、, 的可能性得分均小于 ,L，未鉴定成功。

其余蛋白得到成功鉴定，蛋白质 $ 为 DO半乳糖 DO葡萄糖结

合蛋白，蛋白质 K 为 S5TU，蛋白质 R 为一种假想蛋白，对应基

因 4[/[，蛋白质 ) 为钼酸盐结合蛋白。

已鉴定的 + 种蛋白中，蛋白质 $ 存在于细菌周浆间隙

（F176!0.5T6J 5!.J1）中，该间隙含有多种蛋白酶、核酸酶、解毒

酶和特殊结合蛋白，在细菌获取营养、解除有害物质毒性方

面有重要作用［&&］。PPQF 是细菌高亲和力转运系统中的基

本受体［&L］，可结合并调控对多种糖及糖衍生物的反应［&$］，如

在葡萄糖受限的饥饿状态表达增高以提高对葡萄糖的摄取

能力［&$］，实验中它的表达降低可能表明培养基中糖类等碳源

较丰富。

蛋白质 K 是平台期表达的 56HT.Y 依赖的应激蛋白［&+］，可

作为 平 台 期 标 记 物，用 于 基 因 表 达 的 实 时 监 控（ :3O0631
T:369:763H）［&K］。正常生长的细菌进入平台期，若出现碳饥饿

或 !" 下降，则可发生应激反应［&R］。其中碳饥饿可强烈诱导

56HT.Y［&,］，并抑制其降解，56HT.Y 的积累可使包含 :5TU 在内

的许多 56HT.Y 依赖基因被激活。实验中观察到相应的对数

期低表达和平台期高表达，且实验组的表达水平低于对照

组，说明酵母提取物和海带水提液在获得较高细菌数的同时

仍能维持较低的碳饥饿水平，这与蛋白 $ 的结论一致。

蛋白质 R 功能不清，含有 RN 个氨基酸残基，网上结构分

析，有 + 个!O螺旋区。Z63C 等［&N］曾对其基因进行插入失活，

发现突变体比野生菌有更强的生存竞争力。在本实验中

U[/[ 表达的下调可能与酵母提取物和海带水提液的促大肠

杆菌生长作用有关。

蛋白质 ) 只在酵母提取物组平台期表达，可能与酵母提

取物中含有钼酸盐有关，而在筛选中未发现钼酸盐有促生长

作用，因此尚不能确定其与细菌生长有关。
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通过实验，我们发现了几种可能与酵母提取物和海带水

提液促大肠杆菌生长有关的蛋白质，对其进行初步分析，认

为其作用可能与其含有的糖类等碳源物质有关，具体机制尚

需进一步扩大和深入研究。
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