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摘 要：热休克蛋白 "$（FGH"$）是细菌体内一种非常重要的分子伴侣，其可以协助蛋白质或肽链的正确折叠和构
型，防止变性和降解。基于本实验室的早期观察，腾冲嗜热厌氧菌的 FGH"$是一个典型的温度相关蛋白质，在 4$I
的表达水平最高。为了进一步了解嗜热菌应急的分子机制，继续进行了在热激后 FGH"$基因表达的动态研究。将
最适温度（’1I）下培养的腾冲嗜热厌氧菌迅速地转移至 4$I继续培养，然后在不同的时间点上分别取样，并通过
双向电泳、J3;K3*@ E,AK和 L37,5K+:3 H.L等方法，分析了 FGH"$在 :LM(和蛋白质水平上的表达量的改变。试验结
果表明，在 4$I热处理 !N内的短期应急过程中，FGH"$蛋白水平一直呈上升趋势，而它的 :LM(水平则表现为先升
高后下降的一个非对称性的峰形变化。FGH"$的 :LM(和蛋白质的对温度的应答快慢程度是不同的。FGH"$的
:LM(水平的显著变化在 0N内便可观察到，而蛋白质水平的显著改变要延迟 -N左右。此外，FGH"$的 :LM(和蛋
白质对温度的应答量变大小也是不同的。
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古细菌的生活环境相对来说比较接近原始地球

的环境，它们可能是地球上最原始的生物的直接后

代。正因如此，目前发现和研究较多的极端环境细

菌都是古细菌类。而真细菌在很多分子生物学和细

胞生物学性状上与古细菌相差甚远，它们却拥有不

少进化性状。但是真细菌的嗜热菌的数目远少于古

细 菌。腾 冲 嗜 热 厌 氧 菌（ !"#$%&’(’#$&)’*+#$
+#(,*&(,#(-.-）是我国科学家在云南腾冲地区发现的
一种嗜热真细菌［0］。它的生长温度范围为 1$I &
4$I，能够利用葡萄糖和乳糖等为碳源。重要的是，
该菌的基因组已经被解析［#］，而且它在最适条件下

的蛋白质表达谱的测定也已完成［-］。这样，腾冲嗜

热厌氧菌显然是一个较为理想的研究嗜热机理的真

细菌模型。

热休克蛋白质 "$（FGH"$）是生物体内广泛存在
而且丰度较高的一种蛋白质。在原核细胞中，

FGH"$（又名为 P*A9Q）是一个蛋白亚基的多聚物，结
合 ’个 (2H分子形成了它的功能复合物。P*A9Q和
P*A9G（FGH0$）协同形成的复合体属于细菌 R型分子
伴侣系统［!］，起着帮助新合成的蛋白质或多肽的正

确折叠，防止蛋白变性的作用［1，"］。一般认为，在热

诱导的情况下，FGH"$ 基因转录和翻译的活性都会
被激活，以避免细胞可能受到的热损伤。在胃幽门

螺旋杆菌中，当温度升高至 !-I时，,$&/0 基因在转
录水平上表现出明显的热诱导特性［’］。在嗜热古细

菌 12$&*&**3- 43$.&-3- 中，热激使得 FGH"$ 的表达量
上调了 !S$ 倍［4］。然而，对 FGH"$ 在应急过程中的
分子机制还了解甚少。从理论推断而言，细菌的应

急反应必须在相当短的时间内启动，才能够有效地

自我保护。因此，研究分子伴侣系统在热激之后的

基因表达的动态过程，可能为深入了解嗜热菌的应

急分子机制提供新的思路。

将腾冲嗜热厌氧菌在 11I、’1I和 4$I -个不
同温度下培养，再进行蛋白质组分析。我们观察

到，总的蛋白质表达水平随温度升高而有所下降。

但是少数几个蛋白质的表达与温度呈密切相关性。

其中 FGH"$是一个典型的温度正相关蛋白质，腾冲
嗜热厌氧菌在 4$I培养了 ’#N后，它的 FGH"$的相
对浓度几乎是 11I的 !S1 倍，是 ’1I的 0S1 倍［%］。
这一事实清晰地表明，腾冲嗜热厌氧菌的 FGH"$是



维持细胞正常生理活动的一个重要蛋白质，同时，也

引发了我们一系列的思考：!"#$% 的基因表达是如
何适应于温度改变的？这个适应的过程究竟是快速

的还是缓慢的？这个过程中 !"#$% 的 &’() 和蛋
白质水平的变化趋势又如何？这些问题需要通过研

究做出明确地回答。基于这些问题，本研究着重探

讨 !"#$%蛋白在热激后基因表达的动态行为。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：腾冲嗜热厌氧菌 *+,- 由中国科学院

微生物研究所提供。

!"!"# 主要试剂和仪器：本实验中所使用到的 .#/
胶条和 0123电泳设备均为 )&45678& +9:6;94<;46 的
产品。所用到的化学试剂有 .<=9>5:?4< 公司的产品。
’48@1>9&4 #A’仪器为 )+. BC%%DBE%%。
!"# 腾冲嗜热厌氧菌的培养
采用改良的 *+ 培养基培养腾冲嗜热厌氧菌

*+,-［F］。在 BEG下，首先少量接种，当菌生长到对
数期后（扩培后约 FH I 0%7），迅速转移至 H%G继续
培养，并分别于 %、%JE、F、0和 ,7收集菌体。菌体经
离心后，置于 K H%G保存备用。
!"$ 蛋白抽提
采用 -A)1丙酮沉淀法制备蛋白质［L］，然后利用

+58MN:5M法测定蛋白质的浓度。
!"% 双向电泳（#&’(）
选用 O!, I B的 .#/胶条（线性、FC;&）。胶条泡

涨后，蛋白质上样量为 $E%!?D?4@。等电聚焦的参数
为：表面温度 0%G，无电压 ,7，E%P 恒定电压电泳
H7，E%%P、F%%%P和 H%%%P线性梯度电压电泳各 F7，
再以 H%%%P恒定电压电泳至总伏小时数达到 EE%%%。
聚焦结束后，将聚焦的胶条进行两步平衡，转移至

F0Q的 "2"1聚丙烯酰胺凝胶（0$;& R 0%;&）上。第
二相电泳在 3>>8< 2)S- -T4@=4系统中进行。分离的
蛋白质用考马斯亮兰显色。为保证结果的可信性，

每个样品平行两次电泳。

!") 胶图分析
用 .&8?4 *86>45 02 #@8>9<U& 进行分析 0123 胶

图。首先采用平行胶制作合成胶，然后将不同的样

品的合成胶进行比较，并分析各蛋白质点的 6O:>
=:@U&4的变化，寻找差异点。
!"* 蛋白鉴定
将差异点从胶上切下后，用胰蛋白酶进行胶内

消化，然后使用 *)S2.1-VW *"和 SA1*"D*"相结合

的方法鉴定蛋白质。

!"+ ,-.*/抗体的制备
原核表达腾冲嗜热厌氧菌的 !"#$%基因，并纯

化重组蛋白，获得浓度高于 %J,&?D&S的抗原，共注
射兔子 , 次。第一次注射量为 %JC&?，以后每次注
射的抗原量减半，每两次注射时间间隔 C周，取血液
得到抗血清，再用 O5:>49< ) 琼脂糖进行纯化，得到
抗体。

!"0 1234256 7894
提取的腾冲嗜热厌氧菌的蛋白质用 F0Q的

"2"1#)/3 分离，然后电转移到 #P2W 膜上，用
F X0%%%稀释的腾冲嗜热厌氧菌的 !"#$%多克隆抗体
为一抗，和碱性磷酸酶标记的羊抗兔抗体作为二抗

（"8<>8 A5UY +9:>4;7<:@:?Z）。(+- 和 +A.# 为显色剂。
具体使用参照产品说明书。

!": 腾冲嗜热厌氧菌总 ;<=的提取以及 >’<=的
反转录合成

采用 -’.Y:@试剂（.<=9>5:?4<）提取腾冲嗜热厌氧
菌的总 ’()。将提取的总 ’() 定量测定之后，用
"UO45";59O> "试剂（.<=9>5:?4<）反转录合成 ;2() 一
链。具体使用参照产品说明书。

!"!/ ;2?8&4@A2 .B;分析
用软件 VS./V $ 设计 #A’ 引物，引物序列为：

!"#$% [OO45：E\1/)A)/))/)))//)))-/A-AA1C\，
S:T45： E\1-)AA-/A-AA)AA-)A))-A/1C\； /)2#!
[OO45： E\1/--/-A/-)AA)//)))A-)A1C\， S:T45：
E\1/))/-)))A/A-/A-)-/))/1C\。#A’ 体系均用
0%!S，各反应物的终浓度分别为：模板 %JBE<?DS，
%JFE&&:@DS M(-#，0J0E&&:@DS *?A@0，%JEO&:@DS 引
物，和 %J%0E[DS !"# 酶。使用的荧光染料为
6Z]45?544<。反应条件：LEG E&9<；EG F%6，$%G 0%6，
B0G C%6，BHG C%6，,%个循环；B0G F%&9<。
!"!! 数据分析
所有实验结果采用统计分析软件 "9?&8">8>（"#""

.<;J）。不同温度处理的显著性差异采用 $ 检验。

# 结果

#"! #&’(图像分析
根据我们过去的经验，腾冲嗜热厌氧菌的蛋白

质制备物中含有一些较难去除的非蛋白质成分，对

银染结果会有一定的影响，而 !"#$%在该菌中的丰
度较高，较容易检测。所以，我们选择考氏染色法来

鉴定蛋白质。染色后，从胶图上可以很明显的看到，

该菌高丰度的可溶性蛋白质主要分布在分子量

%B0 *3(/ +: %$ "& ^ D’($" )*(+,-*,&,.*(" /*0*("（0%%$）,$（0）



!"#$%到 &’#$%和 ()* + ,之间的区域（图 -）。使用
./%01 2%3415 !$ 67%489:/软件进行胶图图像分析，结
果表明，两块平行胶的匹配率均在 ;’<以上；可检
测的染色斑点总数随培养时间延长而分别为，!’! =

&（’ >）、!’& = -（’?" >）、!-@ = !（->）、!-" = !（! >）、!’-
= *（* >）和 -A- = !（A>）个，这说明 A’B下，腾冲嗜热
菌的蛋白表达水平在 *>内基本保持稳定。

图 ! 各个培养时间点的腾冲嗜热菌蛋白质的 "#胶图
C80D- E>1 8/%013 FG !$H GF5 4>1 (5F4189 1I45%J43 G5F/ ! D "#$%&’$%#$()( K84>L5%K9 %4 89415M%73 J:74:51L %4 A’B D N：’>；O：’?">；P：->；$：!>；H：*>D

图 " $%&下，定量比较 ’()*%蛋白质在不同培养时间
点上的表达差异

C80D! E>1 Q:%9484%48M1 JF/(%583F9 FG !R$H 3(F43 FG )S6,’ G5F/ 4>1

T%J4158%7 J1773 J:74:51L %4 L8GG15194 48/1 %4 A’B DN：’>；O：’?">；P：->；

$：!>；H：*>D

"+" ’()*%的蛋白表达差异分析
从图 -可见，在表观分子量 ,’#$% 和 (." 的范

围内，有一个染色斑点的集合体随培养时间的延长，

其染色的相对密度逐渐上升（图 !）。在培养 *>后，
相对密度较起始点有 @倍以上的上调。采取多点取
样的方法切点并进行胶内消化，再用2NU$.REVC 2S
和 UPR2SW2S鉴定。结果表明，在 2NU$.REVC 2S的
质谱谱图中有 @-个肽段与 )S6,’的理论预测值相
符，序列覆盖率（31Q:19J1 JFM15%01）达到 ,@<；在 UPR
2SW2S的质谱图中有 @@个二级质谱图与 )S6,’的
理论预测值相符。据此可以肯定，这些染色斑点就

是 )S6,’。图 @为一个斑点的典型二级质谱图。值
得注意的是，)S6,’ 在胶图上的表观分子量随培养

时间没有显著改变，但是，它的表观 (.值变化较大。
故而在胶图上表现为在同一分子量下，在较宽的

()范围内有一连串的染色斑点（图 !）。这很可能
是由于 )S6的修饰所致。但是究竟何种化学修饰？
)S6修饰蛋白的作用何在？尚不得而知。

图 , ’()*%的二级质谱谱图
C80D@ E>1 3(1J45:/ FG UPR2SW2S 513:741L G5F/ 4>1 (1(48L1 FG )S6,’

17:41L %4 XE Y @A?;A/89D E>1 (%5194 8F9 -’*;?"-! Z K%3 3171J41L GF5

2SW2S %9%7[383 %9L 4>1 4%9L1/ /%33 3(1J45:/ K%3 JF9G85/1L 4>1

513(F9L890 %/89F %J8L 31Q:19J1， UU..N$$\H]HNUNEU\\^_， T[

%9%7[‘890 TR%9L [R8F93 L158M1L G5F/ 4>1 (1(48L1 8F93D

"+, -./0.12 3450 检测 ’()*%
为了从另一个生物化学的方法检验蛋白质组的

分析结果，同时也为了强化 )S6,’定量分析的准确
性。我们利用重组的腾冲嗜热厌氧菌的 )S6,’ 产
生多克隆抗体，然后应用该抗体检测 )S6,’在不同
培养时间下的蛋白表达量。如图 * 所示，)S6,’ 抗
体的免疫识别强度随着培养时间的延长而逐渐增

大，分别为 &（’>）、-"（’?">）、-&（->）、!’（!>）、和 !*

-&!孟 博等：腾冲嗜热厌氧菌热休克蛋白 ,’及其基因表达的热激动态变化分析 D W微生物学报（!’’,）*,（!）



（!"）。至培养 !"，免疫识别相对强度是起始态的
#$!倍。此结果与 %&’的分析结果完全一致。

图 ! 在 "#$下，定量比较%&’(#蛋白质在不同培养时间
点上的表达差异（)*+,*-. /01, 光密度比较）
()*+! ,"- ./012)202)3- 456708)951 5: ;<=>? :856 2"- @042-8)0A 4-AA9

4/A2/8-B 02 B)::-8-12 2)6- 02 C?D /9)1* E-92-81 @A52 +

23! %&’(# 4567水平变化分析
;<=>?的 6FGH水平的动态测定采用定量 =IF

法。为保证实验的重现性，我们分别制备了两次样

品，并且每个样品作 #个平行的 =IF实验。然后取
I2的平均值作为计算的基础。以 JH&=;为参照基
因，可将不同培养时间点!I2 值均一化，计算出不
同时期的 ;<=>? 基因相对于培养 ?" 的变化倍数。
结果如表 K，当腾冲嗜热厌氧菌从最适生长温度转
移至 C?D时，;<=>?的 6FGH表达呈短时间的下调
（在起始后的 #?6)1），但随之上调，至峰顶之后又逐
渐下降，在培养 !" 后，;<=>? 的 6FGH的水平仅相
当于 LMD时的 KN!。

表 8 5*90:,;4* ’<5结果
,0@A- K ,"- 8-9/A2 5: F-0AO2)6- =IF

! N" I2（JH&=;） I2（;<=>?） !I2 G5860A)P02)51
? %M$?K Q ?$%M %?$K Q %$?C !$R Q ?$%! K$?? Q ?$#!
?$M %#$!M Q ?$?C %?$% Q ?$KC #$# Q ?$K ?$#% Q ?$%>
K$? #?$MM Q ?$?R %!$% Q ?$KC >$# Q ?$K %$L? Q ?$%>
%$? %!$#C Q ?$# KR$# Q ?$%% M$K Q ?$%% K$KM Q ?$#%
!$? %L$?R Q ?$?# %!$# Q ?$KK %$C Q ?$?L ?$%% Q ?$%M

23= %&’(#蛋白质和 4567水平的变化趋势比较
将 ;<=>?的 6FGH 和蛋白质的表达动态数据

整合在一起，我们可以分析出 ;<=>?基因在热激过
程中应答状态（图 M）。首先，;<=>?的 6FGH和蛋白
质对温度的应答趋势是不同的。在整个应急的过程

中，;<=>?蛋白水平一直呈上升趋势，而其 6FGH水
平的变化则表现为一个非对称性的峰形结构。意味

着在长期高温条件下，;<=>? 基因的转录或者是
6FGH的稳定性可能受到抑制。反之，;<=>? 基因
的翻译或者是 ;<=>?蛋白质的半衰期可能被激活。
其次，;<=>? 的 6FGH和蛋白质的对温度的应答快
慢程度是不同的。由于转录和翻译在时间上前后顺

序，蛋白质表达的应答晚于转录是正常的。在温度

从 LMD突然升高到 C?D时，;<=>?的 6FGH水平的
显著变化从 K"就表现出来，而蛋白水平的改变则是

图 = 在热激条件下，腾冲嗜热厌氧菌 %&’(#和蛋白质的
表达动力学数据分析

()*+ M ,"- BS106)4 010AS9)9 5: 2"- 6FGH 01B 7852-)1 5: ;<=>? :856 " +

!#$%&’$%#$()( 8-9751B)1* 25 -A-302-BO2-67-802/8-+ ,"- @A01T @08

8-78-9-129 7852-)1，2"- 928)7 @08 8-78-9-129 :58 6FGH+

在 !"才有明显表现。最后，;<=>?的 6FGH和蛋白
质的对温度的应答量变大小是不同的。虽然 6FGH
的最大的表达增长约为 #倍，但在长期培养过程中，
其 6FGH浓度总的而言是低于 LMD的。

> 讨论
为了检测腾冲嗜热厌氧菌在热激条件下的应急

分子机制，我们特别关注在一个相对短的时间内，

;<=>?的基因表达的动态过程。因为这一过程是细
胞自我保护的关键时期。如上所述，无论在 6FGH
或蛋白质水平上，热激后 K"内 ;<=>?在腾冲嗜热菌
的表达便有显著的增加。不过，二者在动态曲线，反

应的快慢，和反应的程度上均有差别。

热激下 ;<=>?在转录水平上的调控多有报道。
在藻青菌 *+$#&,’&’&&-( .-/&0$-( 中，当温度从 M?D升
高到 >#D后 KM6)1，J85’U的 6FGH迅速上调至最高
点，但是 K" 之后显著地下降［K?］。在短双歧杆菌
1)2)3’40&!#5)-6 45#.# VII %??# 中，当温度从 #LD升
至 M?D后，J85’U的 6FGH在 %$M" 内持续上调，增
至原 来 的 K% 倍 左 右［KK］。在 幽 门 螺 旋 杆 菌
（7#/)&’40&!#5 8+/’5)）中，当温度从 #LD升至 !%D后，
在 K$M"内 J85’U增加了 !倍多，但是 %"后 J85’U有
下降了 %?W。这些前期的研究启示，%5’9: 是一个
对温度高度敏感的基因，同时它的调节方式在不同

细菌中可能是差别的。目前，J85’U在大肠杆菌中
的调控机制已经相当清楚。在正常生长温度下，!#%

因子与热休克蛋白 &10X相互作用形成复合物。一
旦生活环境的温度升高，!#%因子迅速地跟 &10X分
开，与 FGH聚合酶的核心区发生相互作用，而形成
另一个激活的复合物，这个复合物对于 J85’的启动
子具有相当强的亲和力，可以加速 J85’U 和 J85’<
的转录［K% Y KL］。在腾冲嗜热厌氧菌基因组中存在着

%L% Z’GJ [5 #! 0/ + N;&!0 <)&5’4)’/’%)&0 *)$)&0（%??>）!>（%）



两个!!"因子的基因，#$%&’’和 ##$"%()［"］；而且在
最适生长条件下，这两个基因也都能表达蛋白质［!］。

而且在该菌基因组内也存在着与大肠杆菌（! * "#$%）
一致的!!"因子结合的 +,-+$保守区域，该区域的序
列为 ##./+.+#+0120/./#/+#..

［%3］。如前所述，腾

冲嗜热厌氧菌 4567( 的 8-1. 对热激是相当的敏
感的，%9内就达到了转录的最高点，"9时回归至基
础水平。综合上述几个事实，我们推测，腾冲嗜热厌

氧菌的 4567( 的转录调控可能与大肠杆菌的机制
有相似之处。

既然 4567( 的转录在温度升高的条件下会出
现上调，那末它翻译水平增加的可能性是比较大的。

我们知道，蛋白质是基因功能的表现形式；不管

4567(的 8-1. 水平变化有多大，如果没有 4567(
的蛋白质执行防变性和防降解的功能，细胞是不可

能得到保护的。所以，了解 4567(的转录和翻译之
间的动态关系是极其重要的。然而，目前有关

4567(的 8-1.和蛋白质在应急状态下的对比研究
还比较少。:;<=>? 等通过利用 "0@$方法分析了大
豆慢生根瘤菌（&’()*’+%,#-%./ 0(1#2%"./）在热刺激下
蛋白质组的变化情况发现，将该菌的培养温度从最

适温度提高 ’A后，在短短的 !(8>? 内就监测到有
%2个热休克蛋白表现出明显的随温度而表达量上
升或下降，其中 !个蛋白被鉴定为 /<B$C，并且有两
个 /<B$C 都是反应最快且变化最为明显的蛋白
质［%2］同样，在乳酸杆菌 3("4#-("%$$.5 1$(24(’./ 中，该
菌的 4567(蛋白表达在热激后明显改变，%9后增加
为原来的 "*)’ 倍［"(］。在抗辐射的细菌 67%2#"#"".5
’()%#).’(25中，%9 热激促使 /<B$C 的表达量明显上
调为原来的 ’*’’倍［"%］。这些观察与我们的蛋白质
分析结果非常相似。然而，本文所提交的实验数据

的特点在于，我们从 8-1.和蛋白质这两个 4567(
的基因产物的角度，动态地跟踪了它们在热激条件

下变化。一个基本的事实是，将腾冲嗜热厌氧菌热

激到 3(A的短短四个小时内，4567(的 8-1.表达
呈波动态，而它的蛋白质表达为持续上升。如何解

释呢？4567( 的 8-1. 在长期的高温下热不稳定
性，以及蛋白降解系统在高温下的失活，也许可以为

这个问题提供一个合理的诠释。

本实验结果中另一个值得关注的现象是，在热

激的起始阶段（约 (*’9之内），4567(的 8-1.水平
呈下降趋势。我们重复了这个实验 !次以上，均得
到相同的结果，这意味着这种下调趋势是一种带有

某种规律性的状态，而且尚未见文献中有相关的报

导。如果把这种现象归结于 -1.聚合酶的热抑制，
它显然无法解释随后的 4567(的 8-1.表达回升。
比较可能的是，热激下整个 4567(的转录系统被暂
时抑制，但随着保温时间延长，转录系统的蛋白质重

新组合，形成另一个活性较强的复合物。探讨

4567(的 8-1.在热激条件下的快速负调节，将是
我们在下阶段将研究的一个重要命题。
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