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摘 要：为了探讨嗜碱菌的嗜碱机制，对一株新型专性嗜碱菌（!"#$"%&’($) $&*"’"*+%,$ G1$）在不同 )H条件下的差异
膜蛋白质组进行了初步的研究。在 %种 )H条件下（)H值分别为 ’I!、-I!和 1$I!）培养的该菌的膜蛋白，通过 ’J &
#$J的梯度 KLK5M(N6进行分离。经胶图图像和统计计算，.条电泳条带的相对染色强度随培养液的 )H值变化而
改变，其中仅有一条条带强度随 )H值增高而增加。这些条带经胰蛋白酶胶内消化和高效液相色谱5电喷雾离子阱
串联质谱（O/5PKQPK）分析，共鉴定出了 1#种蛋白质。其中 !种膜蛋白已有报道直接或间接参与细胞 )H稳态的保
持，其他几种蛋白则是首次发现其表达水平与生活环境的 )H变化可能相关。
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嗜碱菌是指最适生长 )H值在 -I$以上的一类
细菌，包括专性嗜碱菌（ST,+D8F4 8,U8,+);+,4）和兼性嗜
碱菌（V8@>,F+W4 8,U8,+);+,4）。它们广泛存在于碱湖、
碱性泉、海洋和土壤等多种环境中。嗜碱菌在高 )H
条件下的生理学机制研究，对于理解离子运输、)H
平衡、细胞能量产生都具有重要意义。 !"#$"%&’($)
$&*"’"*+%,$ G1$（G1$）为本研究室从内蒙古碱湖里鉴
定的一株嗜碱菌新种，生长 )H范围为 ’ & 11［1］。令
人感兴趣的是，目前研究比较多的嗜碱菌多为革兰

氏阳性菌，而 G1$却是一株典型的革兰氏阴性专性
嗜碱菌。这种对于革兰染料依附能力的差异反映了

细胞外层结构的不同，很可能在一定程度上也反映

了两类嗜碱菌细胞外层组分在嗜碱机制中的差

异性。

嗜碱菌的细胞内 )H比胞外低约 #I$ & #I%个单
位［#］，保持一种近中性状态。因此，嗜碱机制的一个

核心问题是如何维持嗜碱菌细胞内 )H 值的稳定
性。显而易见，膜蛋白是这种生理功能的重要分子

基础［%］。例如，有关嗜碱假单胞杆菌 SV!（ - ?
.)/01’2%3&0) SV!）和海洋杆菌 /51#2（- ? 4$"’103$(,/
/51#2）的研究发现，G8X QHX 8:F+)E*F4*= 和 V1V$
(3M8=4在维持 G8X 循环和保持胞内 HX 浓度方面，

起着举足轻重的作用［!］。Y*>,C+@; 等研究了 - ?
.)/01’2%3&0) SV!在两个不同 )H条件下蛋白质表达

的差异性，观察到许多膜蛋白的表达随环境 )H的
改变而改变［2］。在对大肠杆菌（5)6,6/3%$ ,’"%）的研
究中发现了一些碱诱导或酸诱导的蛋白如 L=T(、
Z@4[、S7)(、S7)\、K>@/ 等［"，.］，这些蛋白功能目前
研究的很少。那么，革兰氏阴性的 G1$的细胞膜结
构是如何响应于环境 )H的改变？它的膜蛋白质的
表达是否依赖于 )H？这些问题有待回答。
一个细胞膜的结构改变，往往是若干膜蛋白质

相互作用的结果。可以预测，G1$ 细胞膜蛋白质在
不同 )H环境中的表达差异，必然是多层次而且广
谱性的。所以，膜蛋白质组的测定和比较是必要的。

应当指出，细胞膜蛋白质组的分析，仍然是当前蛋白

质组学研究的一个棘手问题。尽管，二维凝胶电泳

是研究差异蛋白质组的有效手段，但由于膜蛋白具

有强的疏水性［’，-］，此技术在分离膜蛋白质上的应用

受到很大程度的限制。与二维凝胶电泳相比，虽然

KLK5M(N6分析对于蛋白质的分辨率较差，但是对于
疏水蛋白质有良好的溶解性。因此，本研究采用梯度

KLK5M(N6和反相 HMO/的分析策略，试图较为全面
地研究 G1$细胞膜上的 )H依赖性的蛋白质组。

" 材料和方法

"&" 材料
"&"&" 菌株：!"#$"%&’($) $&*"’"*+%,$ G1$ 及大肠杆



菌 !"#$%&’(均为本室保存。
!"!"# 培养基：采用 )*+,-*./,0培养基。
!"!"$ 主要试剂和仪器：1+,2,34（三羟甲基甲基甘氨
酸）、5)’6（#%环已胺基乙磺酸）、5786（(%环已胺基
丙磺酸）、896:（苯甲基磺酰氟）均为 7;4+4.2*产品，
1+<=.,3（胰蛋白酶）、牛血清白蛋白、>)?)5@( 为

6,A;B 产品，&11 为 8+*;4AB 产品，乙腈为 :,./4+
62,43C,D,2产品，079（碘代乙酰胺）为 :EF-B产品。液
质联用质谱仪为德国 !GHI’G公司产品。
!"# 测定 %!&在不同的 ’(培养基中的生长曲线
为了使细胞培养基在一个较大的 =)范围内仍

能保持稳定的 =)值，采用了 ( 种生物缓冲剂组成
的混合缓冲系统，含有 JK;;*EL" 1+,2,34、JK;;*EL"
5)’6和 JK;;*EL" 5786。菌株 >$K 的培养采用
)*+,-*./,0 培养基，其成分为 $KAL" MEF2*.4、$KAL"
1+<=C*34、JAL" N4B.C 4OC+B2C、(KAL" >B5E、KP#AL"
9A6@?、$PKAL" I#)8@? 及生物缓冲剂。将 >$K 接种
于不同的 =) 值的 )*+,-*./,0 培养基中，在 (QR培
养，并在每小时吸取 $;" 培养液，测定其在 SKK3;
的吸光度值。根据培养时间和吸光度值绘制生长曲

线，然后，用 6,A;B=E*C TPK软件计算每个 =)培养条
件下的 >$K的生长速率并绘制 =)依赖性曲线。
!"$ %!&菌株的膜蛋白的制备
在 (种不同的 =)条件下培养 >$K 菌株（=)值

分别为 TP?、UP?和 $KP?）。培养细菌至对数期，随即
离心收集菌体（?R，SKKKA，$K;,3），并分别用预冷的
生理盐水和 JK;;*EL" 1+,.%)5E，=)QPJ缓冲液洗涤菌
体沉淀。称量菌体湿重后，将细菌重新悬浮于

JK;;*EL" 1+,.%)5E，=) QPJ的缓冲液中。采用超声波
破碎仪超声破碎菌体后利用差式离心法逐一除去细

胞碎片和细胞壁，最后在 $#KKKK V A的条件下离心
?/，沉淀即为膜蛋白成分。将膜蛋白悬浮在含 $KW
甘油的 JK;;*EL" 1+,.%)5E，=) QPJ的缓冲液中，保存
于 X TKR待用。膜蛋白质定量采用改良 "*Y+< 法。
为了比较嗜碱菌和中性菌膜蛋白之间可能存在的差

别，选定一株大肠杆菌 !"#$%&’(作为对照。
!") 梯度 *+*,-./0电泳
采用 7;4+./B;的梯度发生器，制备 TW Z #KW

的梯度 6&6%聚丙烯酰胺凝胶。#KK!A的膜蛋白质置
于 $J2; V $(2;的平板胶。首先在 TK[下电泳 $/，
其后在 $SK[稳压下电泳 J/。考马斯亮蓝染色分离
的蛋白条带。

!"1 图像分析及统计学分析
运用 0;BA4 9B.C4+软件分析蛋白质的电泳条带

的相对光密度强度，每一个条带在 J块平行胶中的
平均相对强度作为不同 =)组间比较的基础。 ! 检
验比较各个样本的差异显著性，" 小于或等于 KPKJ
为差异显著性的阈值。

!"2 高效液相色谱,质谱技术鉴定膜蛋白
将差异蛋白条带切下，用 1+<=.,3 进行胶内消

化［$K］。5$T毛细管柱高效液相色谱进一步分离消化

后 的 肽 段。 离 子 阱 质 谱（ "5\ &42B]8，
1/4+;*:,33,AB3）用于鉴定被分离的肽段。应用
6’\H’61软件在 >5!0数据库内搜索与质谱信号相
匹配的肽段和蛋白质。

# 结果

#"! ’(依赖性的 %!&生长曲线
采用缓和生物缓冲系统测定了菌株 >$K 的生

长曲线，结果显示其生长率与 =)环境的相关性呈
钟形曲线（图 $），即生长的最适 =)值约为 UP?，而低
于或高于此 =)值的 >$K生长速率均逐渐下降。值
得提出的是，实验表明 >$K只适合生长于微碱到中
碱性的环境，当 =)低于 QPT或高于 $KPJ时，>$K是
不能生长的。根据 =)依赖性的生长曲线，确定了 (
个 =)值来检测 >$K膜蛋白质的表达差异。

图 ! %!&的 ’(相关性生长曲线
:,A^$ =) +4EBC,_4 A+*YC/ 2F+_4 *D >$K^

#"# 不同 ’(条件下培养的 %!&膜蛋白含量比较
经过蛋白定量比较发现 >$K和 !"#$%&’(的膜

蛋白量的差异十分显著，>$K 的膜蛋白组分占总蛋
白的比例约 $SW，而 !"#$%&’( 的膜蛋白仅占总蛋
白的约 ?W。另外，尽管 >$K在不同的 =)环境中的
生长速率不同，它的总蛋白和膜蛋白含量似乎并不

受 =)影响，均为 $SW左右。
#"$ 梯度 *+*,-./0分离 %!&膜蛋白质
在浓度为 TW Z #KW的梯度 6&6%聚丙烯酰胺凝

胶上，>$K的膜蛋白得到了比较好的分离，每条泳道
可清晰地分离出约 JK条蛋白带（图 #）。>$K膜蛋白

?S# ‘7>M \FB3%/F, #! $% ^ L&’!$ ()’*+,)+%+-)’$ .)/)’$（#KKS）?S（#）



的 !"!#$%&’的图谱显著不同于 ()*+,#"’-，这表明
这两种细菌的膜蛋白质组成有根本性的差别。同

时，在不同的 ./培养条件下，0+,膜蛋白质的 !"!#
$%&’电泳图谱是基本一致的。因此可以估计，在 -
个 ./单位范围内，./的改变可能并没有刺激新的
基因的蛋白表达，至少在 !"!#$%&’分辨率和考氏
染色敏感率的条件下是如此。但是对每一条带的平

均相对强度作统计分析比较，则不同 ./培养的 0+,

的某些膜蛋白条带的强度存在着明显差异。表 +列
出了 1 条 ./ 依赖性的电泳条带的相对光密度变
化。将这些条带进一步分析，可以看出其中大部分

（2条）条带在 ./ +,34的条件下的相对光密度较 ./
534和 634 有显著的下降（! 7 ,3,8）。只有条带 4
的强度随 ./的增高有增加的趋势，在 ./ 634时其
相对强度较 ./ 534增强近 8,9（! 值 7 ,3,8）。

表 ! 差异电泳条带的相对强度值比较及统计学分析
:;<=> + ?@A.;BCD@E @F B>=;GCH> CEG>EDCGI @F <;EJD ;G JCFF>B>EG ./D

$B@G>CE
<;EJ 0@K

LEG>EDCGIM9 " H;=N>
./ 534 ./ 634 ./ +,34 ./534 HD 634 ./534 HD +,34 ./634 HD +,34

+
*
-
4
8
2
1

+3+- O ,3+2
+345 O ,3+-
+3++ O ,3,5
,356 O ,3,2
+3,+ O ,3,+2
,314 O ,3+*
,36+ O ,3*6

+3,+ O ,3,6
+346 O ,3+8
+3,+ O ,3,-
+3*6 O ,3,6
,36* O ,3,2
,312 O ,3,5
,36, O ,3++

,315 O ,3,8
+3*2 O ,3,4
,31- O ,3+-
+3-8 O ,3+*
,38+ O ,3,5
,38+ O ,3,8
,324 O ,3,-

,3*8
,341
,3+6
,3,,*
,34-
,34,
,3*6

,3,4
,3,4
,3,,4
,3,,,8
,3,+
,3,*
,3+4

,3,-
,3,-
,3,-
,3*1
,3,-
,3,+
,3,4

0@G>：E P 8

图 " 不同 #$培养时 %!&膜蛋白的梯度 ’(’)*+,-
QCRK* &B;JC>EG !"!#$%&’ @F A>A<B;E> .B@G>CED @F 0+, SN=GNB>J ;G

JCFF>B>EG ./DK+ KT>A<B;E> .B@G>CED FB@A # K $%&’ SN=GNB>J ;G ./ @F 13,；

*KT>A<B;E> .B@G>CED FB@A ( K )*+’%’+"&$) SN=GNB>J ;G ./ @F 534；-K

T>A<B;E> .B@G>CED FB@A ( K )*+’%’+"&$) SN=GNB>J ;G ./ @F 634；4K

T>A<B;E> .B@G>CED FB@A ( K )*+’%’+"&$) SN=GNB>J ;G ./ @F +,34；TK

T@=>SN=;B A;DD DG;EJ;BJK

"./ #$依赖性 %!&膜蛋白的鉴定
将不同 ./条件下所有的差异电泳条带切割，

用胰蛋白酶完全水解其中的蛋白质，然后用离子阱

质谱仪检测酶解肽段。为了获取较为可信的检测结

果，首先，在 !’UV’!:软件中设定了严格肽段判定
标准，即 ">=G;?E大于或等于 ,3+，!.W;EX小于 4，并
且单电荷肽段的 YS@BB值不低于 +36，双电荷或三电
荷肽段的 YS@BB值分别不低于 *3*及 -318时为可信
结果。另一方面，由于 )?#T!MT! 检测分析通常给

图 0 12)3’43’ 分 析 膜 蛋 白 %+($：5678579:9;
:<7=:>;=5?@AB;的一级与二级质谱峰图
QCRK- LJ>EGCFCS;GC@E @F "0%/：N<CZNCE@E> @[CJ@B>JNSG;D>（&C *4-4214-）

<I )?#T!MT!K %：QN== A;DD D.>SGBNA ;G **341ACE ;E;=I\>J <I )?#T!；

(K)?#T!MT! D.>SGBNA，G]> .;B>EG C@E 8-232 ^;D D>=>SG>J F@B T!MT!

;E;=IDCD ;EJ G]> G;EJ>A A;DD D.>SGBNA ^;D S@==>SG>J S@BB>D.@EJCER G@ G]>

;ACE@ ;SCJ D>ZN>ES>，0Q)0$%)%&W，<I ;E;=I\CER <#;EJ I#C@ED J>BCH>J

FB@A G]> .>.GCJ>K
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出若干可能的蛋白质结果，有时可能引起信息的错

误判断，因此规定只有通过 !"#$"!%的判据之后，
并且在 & 个 ’(下都可以检测的质谱信号，才可以
作为 ’(依赖性的候选蛋白质。图 &为一个典型的
)!*)! 质谱谱图，它表明了 +,-(： ./01.02324
35063746.89:;4中的一个肽段的一级和二级质谱信
号。表 <则显示了所有的差异电泳条带的质谱分析
结果。由于分辨能力的原因，一条经 !-!=>,?" 分
离的电泳条带仍有可能含有多种蛋白，所以条带 <
检测出 @种候选蛋白，条带 A检测出两种候选的蛋
白质。条带 B 的质谱检测，虽然也显示不同的 ’(
条件下有共享的质谱信号，但是 !"#$"!%搜索给出
的是一种未知功能的蛋白质。

在 A个与 ’(变化相关的电泳条带中，共检验
出 B<个蛋白质。其中 C个条带（条带 <、@、C、D、A）中

所鉴定的蛋白质为比较明确的膜蛋白质。!’3E,,
是一种与细胞芽孢形成相关的蛋白，定位于内膜上，

参与形成芽孢时二甲吡啶酸的转运［BB］；+,-(：
./01.023F=8G938H73I4 8 746.89:;4 是电子传递呼吸链上
的成分；,%> ;G29H:;4 :F’H: ;./.209，是催化 ,%>合成
的酶 JBJK,%>:;4的一个亚基，同时也是与呼吸作用
相耦联的；,LM=9G’4 ’73/:/F4 ;.FN:94 97:2;’37947是一种
,%>=/02602O 8:;;4994 类型的溶质转运蛋白。J9;(蛋
白是一个比较特殊的蛋白，它是由 !"#(基因编码的
一种 ,%>与 P2< Q依赖的金属蛋白酶，通过两个跨膜
区锚定在细胞膜上，其 +末端与 M末端分别为 ,%>
与 P2< Q的结合区，并暴露在胞浆中［B<］；%.:,的功能
是参与细胞壁中一种酸性复合物葡萄糖醛酸的合

成，由 9.:,基因编码，是糖基转移酶系列的一种。

表 ! 高效液相色谱串联质谱法测定各差异电泳条带中的蛋白质
%:/F4 < %H4 ’(=74F:90R4 ’739402; 02 +BK 064290N046 /G SM=)!*)!

>739402 /:26
+3T ?0 2.I/47 >4’9064; 064290N046 >739402

)U*-:
%H4374908:F V/;47R46
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" 讨论
膜蛋白质的低溶性一直是困扰蛋白质组分析的

关键技术障碍。在本研究中，首先采用 !-!=>,?"
的方法对 +BK 的膜蛋白质作一个初步的分离。考
虑到 !-!=>,?"的分辨率的限制，在两个方面强化
了它的分辨率。一方面，采用 BC8I长的薄板 !-!=
>,?"，增加了电泳运行距离，扩大了分离条带之间
泳动距离；另一方面，采用 ]^ _ <K^的梯度聚丙烯
酰胺凝胶，加强了不同分子量的蛋白质之间的分离。

这样膜蛋白质在 !-!=>,?"得到了较为满意的分离
（图 <）。但是每一个电泳条带中仍可能含有多个蛋
白质，因此为了准确分析膜蛋白质，又采用了毛细管

高效液相色谱的方法，进一步分离胰蛋白酶消化的

肽段。如表 <所示，通过上述的实验设计，成功地在

每一条蛋白条带中鉴定了出信号质量较高的肽段。

根据目前的报道，尚未见系统的嗜碱菌膜蛋白

质在不同 ’(条件下表达水平的研究。除了 %.:,、
,%> ;G29H:;4， :F’H: ;./.209、+,-(： ./01.02324
35063746.89:;4、$/01.023F=8G938H73I4 8 746.89:;4这四种
蛋白有文献报道可能与嗜碱菌适应外界 ’(变化相
关外，还未见对上述其他几个所鉴定的 +BK膜蛋白
质的 ’(相关性研究。本研究的实验结果，为未来
开拓这方面的研究奠定了可靠的分析生物化学数据

基础。J9;(蛋白在测定的数据中，是唯一的 ’(正
相关的蛋白质。它是细菌中的一种应急蛋白。在大

肠杆菌中发现，!"#(基因是一种温度敏感型基因，在
特定温度下诱导鞭毛的形成［B&］；在 $%&’(()# #)*"’(’#
中 !"#(基因有可能受到渗透压的诱导，突变产生一
种盐敏感的突变株，促使鞭毛的生成［B@］。我们的蛋
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白质组结果提示，!"#$也可能对周围质子浓度的改
变，而产生另一种应急反应。这是一个让人感兴趣

的蛋白。葡萄糖醛酸是细胞壁聚多糖中的一种。研

究发现，在嗜碱菌细胞壁中由葡萄糖醛酸、半乳糖醛

酸及 %&乙酰半乳糖胺按 ’ ( ’ ( ’ 组成酸性的复合物
)*+及由葡萄糖醛酸和 ,&谷氨酸按 ’ ( - 组成的
)*.，对胞内 /$值稳态的维持具有重要作用。当胞
外环境 /$ 值升高时，这些复合物的含量增加［’-］。
据此推测，其合成酶的含量也应该是增加的。本研

究结果表明，葡萄糖醛酸生物合成酶 )01.的表达量
在 /$ 增高时，反而下降了。但是，如果仔细分析
232&+.45和质谱鉴定的 )01.蛋白，就会发现随 /$
增加而下降的蛋白质，可能只是葡萄糖醛酸生物合

成酶的修饰产物。因为这个酶的理论分子量为

67831，图 6的条带 9的表观分子量却是 :7831。整
个电泳过程在变性和强还原的条件下进行，葡萄糖

醛酸生物合成酶之间由于二硫键作用形成二聚体的

可能性较小。那么，这个酶的真实的活性状态是什

么？它的修饰形式又意味着什么？我们将利用免疫

化学的方法对这些问题进一步探讨。

由于在一个电泳条带中含有不止一种蛋白质，

因此所鉴定出来的蛋白质虽然在强度发生了改变的

条带中，但并不能肯定这些蛋白的强度也发生了相

应的改变，因此真正肯定的结果还需要后续的免疫

学及 ;<%. 水平的验证。.=>&"?/@ /ABC1CD@ #0DE1"@
"A1F#/BA"@A、!"#$，%.3$：0CGH0GFBF@ BIGJBA@J0K"1#@ 及
*CGH0GFBD&K?"BKLAB;@ K A@J0K"1#@是今后要重点研究的
几种蛋白。同时还会试图运用二维电泳探求新的随

/$变化的蛋白。
在鉴定出的 蛋 白 中 除 了 2/BM..、%.3$：

0CGH0GFBD&K?"BKLAB;@ K A@J0K"1#@、.)+ #?F"L1#@ 1D/L1
#0C0FG"、!"#$、)01.这几种膜蛋白外，还有 N 种可能
定位于胞浆的蛋白：<GCB#B;1D /AB"@GF ,:、,@0K?D
1;GFB/@/"GJ1#@和 !1""? BIGJ1"GBF KB;/D@I（#0C0FG"。然
而这几种蛋白质和细胞膜也存在着密切关系。

<GCB#B;1D /AB"@GF ,:是 -72核糖体的一种结构蛋白。
在细菌中，-72核糖体与 N72核糖体组成的 O72核糖
体是蛋白质合成的场所。在大肠杆菌中，新合成的

膜蛋白通过两种途径运输到细胞膜，一种途径是首

先通过信号识别颗粒 2<+ 与核糖体上新合成肽链
结合，然后与定位在细胞膜上的 2<+受体 !"#P识别
并结合；另外一种途径是不经过 2<+，新合成的肽链
核糖体复合物直接与膜受体 !"#P识别并结合［’9，’O］。
由于这两种途径都会造成核糖体与细胞膜的结合，

因此在提取的膜组分中存在该蛋白就不足为奇了。

,@0K?D 1;GFB/@/"GJ1#@是一种外肽酶，位于接近细胞
内膜的部位，也可能与内膜小片之间有相互联

系［’Q，’R］。!1""? BIGJ1"GBF KB;/D@I（ #0C0FG" 是脂肪酸
（氧化酶复合物中的一个亚单位，+1S1A等报道，这种
（亚基有部分可与细胞膜结合［67］。

另一个值得注意的现象是，有四个鉴定的蛋白

质的表观分子量明显高于理论值。例如，在区条带

6 中鉴定的 <GCB#B;1D /AB"@GF ,:、.=>&"?/@ /ABC1CD@
#0DE1"@ "A1F#/BA"@A和 2/BM..以及在条带 9中所鉴定
的 )01.。一方面本研究所用的菌种 %’7 还是一种
中度嗜盐菌，而研究发现嗜盐菌的蛋白含有大量的

酸性氨基酸，在 232胶上所显示的分子量往往比实
际分子量偏大［6’，66］这可能是上述蛋白表观分子量实

际不符的一个解释。另一方面我们推测也可能是由

于蛋白质的糖基化的结果所致。因为在原核细胞中

也广泛存在着糖蛋白，并且细菌糖蛋白与真核细胞

糖蛋白也具有某些共同之处。根据细菌糖蛋白与真

核细胞糖蛋白的共同点，我们运用 PGFTP1FU ’V6软
件［6O］（L""/：WWSSSX KC# X J"0 X J8W#@AYGK@#WPGFTP1FUW）对
其进 行 了 预 测，发 现 .=>&"?/@ /ABC1CD@ #0DE1"@
"A1F#/BA"@A上含有一个保守的糖基化位点，这样，它
的糖基化（尤其在细胞膜上）是比较可能的。同样，

)01.、<GCB#B;1D /AB"@GF ,:及 2/BM..的氨基酸顺序
上也广泛存在糖基化位点。不过，这些蛋白是否确

有糖基化修饰，还需要进一步的实验加以证实。
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