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达坂喜盐芽孢杆菌 !"#$ 在低渗冲击下的双向凝胶电泳分析

冯德芹，解利石，李小红，杨苏声"

（中国农业大学生物学院 农业部农业微生物资源及其应用重点开放实验室 北京 &%%%E!）

摘 要：为了解革兰氏阳性中度嗜盐菌适应低渗冲击的机制，采用双向凝胶电泳技术，研究达坂喜盐芽孢杆菌

（!"#$%"&’##() *"%"+,+)’)）I503 在低渗冲击下的差异蛋白表达谱。利用 J:7>.:7?+./3K $I L47+;=B: 软件分析到大约 "#%
个蛋白点，大多数蛋白分子量分布在 &’M# ( ""NI7，等电点为 !M% ( #ME，偏酸性。在 $%O盐浓度中生长的 I50 菌株受

到 %O盐浓度的低渗冲击 #:;= 及 #%:;= 后 1! 个蛋白点的表达发生改变，包括 $% 个表达上调的点和 &! 个点表达下

调。用 K2PIJ53)6QKR 及 K2RS)3 软件鉴定了 ! 个与低渗胁迫有关的蛋白，分别为热激蛋白 I7=T、柱状决定蛋白、

青霉素结合蛋白和 #5莽草酸烯醇式丙酮酸515磷酸合成酶。其中，热激蛋白适应低渗胁迫时表达上调为首次报道。
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在自然生态条件下，细菌通常经历由雨水、洪水

引起的低渗冲击。在极端情况下，水份快速涌进细

胞的行为可能导致细胞破裂。因此，细菌进化了一

些有效的机制来适应低渗冲击［&］。其中，相容性溶

质机制是维持细胞体积动态平衡的重要机制之一。

当外界渗透压突然增加时，细菌通过积累相容性溶

质来抗衡周围的盐环境产生的影响［$］。相反，当外

界渗透压突然下降时，细菌经由渗感通道将大量的

相容性溶质快速释放［1］。释放相容性溶质只是生物

适应低渗冲击的机制之一，其它参与抵消低渗冲击

的渗透调节机制，需要进一步研究。

在生物体受到盐激时，一系列相关基因的表达

会发生改变并激活某些渗调途径的蛋白质［$］。与高

渗胁迫的适应机制相比，国内外对于细菌怎样经受

低渗胁迫了解却很少。据我们所知，至今没有人采

用双向凝胶电泳技术研究细菌应对低渗胁迫的调节

机制，以前关于低渗的研究都集中在胁迫条件下细

菌通过渗感通道释放相容性溶质的生理性研究上，

细菌应对低渗胁迫的其它机制却研究很少。因此，

无法对细菌处理低渗胁迫的策略形成一个较为全面

的认识。9*,=,:,B 等［!］用脉冲标记蛋白研究嗜盐德

莱氏 菌（ -,#,." /"#$0/’#"）时 发 现，从 $M#:,4QP 到

&:,4QP 盐的低渗胁迫下蛋白谱发生显著变化。这使

我们想了解哪些蛋白在细菌适应低渗胁迫时保护细

胞。

中度嗜盐菌是一类对盐适应极其广泛的生物，

不仅能在 1$M#O的高盐浓度中生存，而且可以在非

常低的盐浓度 %M&O中生长，比极端嗜盐古菌的盐

浓度适应范围更为广泛，因嗜盐古菌的最低生长盐

浓度为 0O［#］。所以，本研究采用双向凝胶电泳技

术研究达坂喜盐芽孢杆菌（!"#$%"&’##() *"%"+,+)’)）I5
03［"］在低渗冲击下（从 $%O盐度到 %O盐度的剧烈冲

击）的蛋白质差异表达情况，以期从蛋白质水平上揭

示中度嗜盐菌适应低盐浓度的分子机制，为改善其

它生物耐受低渗胁迫的能力提供依据。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株和培养基：达坂喜盐芽孢杆菌 I503 是

一株分离自新疆达坂湖的革兰氏阳性中度嗜盐菌，

已经被本实验室鉴定为新种［"］。该菌能在盐浓度为

%M#O ( $1O 的 RV 培养基上生长。%O 盐浓度的

RV 培养基含有 %M#O 酵母浸出物，WX 0M%。$%O盐

浓度的 RV 培养基含有 %M#O 酵母浸出物和 $%O盐

（&"M$O Y7S4，&M!O K>S4$，&ME$O K>R)!·’X$)，

%M!O TS4），WX0M%。

%&%&’ 主要试剂和仪器：丙烯酰胺、甲叉双丙稀酰

胺和胰蛋白酶（修饰的、测序级猪胰蛋白酶）等电泳

试剂购自 L/,:.>7 公司。双向凝胶电泳标准（’ 个有

等电点和分子量的蛋白质）购自 Z;,5[7D 公司。载



体两 性 电 解 质（ !"# $ %，&’( $ )’*）、电 泳 仪、

+,-./0-12/340 56 78-29:;, （ </319=: *’( ） 和

+,-./,-12/3 1>-::/3（</319=: *’(）购自安玛西亚生物

科学有限公司（?,/31@-, A9=1>9/:>/ B=）。真空浓缩

仪购自 C-<-:2- 公司。0?D6+E4FGE0C 在 H22-: 0?6+E
4FG 质谱仪上进行（?,/31@-, A9=1>9/:>/ B=）。

!"# 低渗冲击

将 6EI4 菌株的单菌落接种于 *,DJ(K盐浓度

的 CL 液体培养基，在 &M N、5((3O,9: 培养 JI@，然后

按 J PJ(( 的比例接种于 J((,D 5(K盐浓度的 CL 培

养基。在 相 同 条 件 下 培 养 JI@，到 达 对 数 生 长 期

（!"%((约为 J’(），然后在 #(((( Q .、&MN离心 J(,9:，

收集菌体。将菌体重新悬浮在灭菌的 J((,D (K盐

浓度的 CL 培养基中（&MN预热），分别在 &MN继续

培养 *,9:、*(,9:，然后在 #(((( Q .、#N离心 J(,9:，

收集菌体。再将菌体用 *(,,=8OD 4391E"B8（!"M’#）

洗涤 & 次，整个过程按无菌操作进行。

!"$ 蛋白样品的制备

将培养物重新悬浮于 J,D 样品裂解液，混匀，

冰 浴 &(,9:。 样 品 裂 解 液 含 )’*,=8OD 脲 素、JK
4392=:REJ((、#K B"?7C、5,=8OD 硫脲、(’*K 两性电

解质（!"# $ %：!"&’( $ )’* S # P J）和 *K 644。在冰

浴条件下用超声波破碎仪破碎细胞，参数为 5((L，

I,9:。J*N、I(((( Q . 离心 J*,9:，其上清液即为所

需的蛋白样品，T I(N保存。

!"% 双向聚丙烯酰胺凝胶电泳

+HG 采用 F’G-33/88［M］的方法，以 4392=:REJ(( 代替

U7E#(，制胶前添加 B"?7C。等电点范围为载体两性

电解质（!"# $ %：!" & $ )’* S # P J）形成的梯度。聚

焦时，添加标准蛋白。C6CE7?VH 用 &K的浓缩胶和

J%K的分离胶。每个样品收集 & 张平行干胶。

!"& 图像采集和分析

干胶采用 +,-./0-12/3 C>-::/3 进行图像采集，然

后 用 +,-./0-12/340 56 78-29:;, （ </319=: *’(，

?,/31@-,）软件进行差异分析。

!"’ 蛋白点的切取和酶解

将蛋白点用灭菌的 5((!D 枪头从电泳胶上切

取，置于 J’*,D 离心管。胶块脱色至透明。胶内酶

切［I］采用胰蛋白酶，(’JK三氟乙酸O*(K乙腈从胶

内提取酶解后的多肽，真空浓缩仪干燥。

!"( )*+,-./01 分析和数据库鉴定蛋白

干燥后的多肽溶解于 J(!D (’*K4G?，去盐，点

靶，自然晾干。用 H22-: 0?D6+E4FG 质谱仪检测酶解

后的肽段，肽质指纹谱利用 0-1>=2 搜索 UBA+ 中的

细菌数据库进行鉴定。0-1>=2 的首页网址为 @22!：OO
WWWX,-239Y1>9/:>/X >=,。

# 结果

#"! ,.2/ 菌株在低渗冲击下的表达差异蛋白

以在 5(K盐浓度的培养基中生长的 6EI4 菌株

作为对照，研究菌体细胞在受到低渗（(K盐浓度）冲

击 *,9: 和 *(,9: 后蛋白表达模式的变化。从蛋白

质表达谱可以看出，该菌细胞内的蛋白经双向凝胶

电泳分离出大约 %*( 个蛋白点，大部分蛋白在酸性

区（图 J），大多数蛋白点的分子量为 JM’* $ %%Z6-，
等电点为 #’( $ *’)。

凝胶图像采用 +,-./0-12/340 56 78-29:;, 软件分

析比较。在低渗冲击 * ,9: 和 *( ,9: 后，有 &# 个蛋

白点的表达发生改变，其中，5( 个蛋白点表达明显

上调，而 J# 个蛋白点表达下调。

在 5( 个表达上调的蛋白点中，有 J( 个点只是

在冲击 * ,9: 时表达上调（图 JEA，1[J $ J(），包括 *
个诱导的点（1[J $ *）。此外，J( 个点在低渗冲击 *
,9: 和 *( ,9: 时表达都上调（图 JEB，>J $ J(），包括

一个诱导的蛋白点（>J(）。表达下调的 J# 个点都在

冲击 *,9: 后即发生变化（图 JE?，\J $ J#）。

蛋白表达谱显示中度嗜盐菌中的大多数蛋白偏

酸性，属于首次发现。表达差异分析发现 * 个诱导

的蛋 白 点 在 冲 击 *,9: 后 就 出 现 的，并 且 在 冲 击

*(,9: 后消失。这与 0=]9>- 等［)］的结果一致，他们利

用一 维 电 泳 研 究 单 细 胞 增 生 李 斯 特 菌（ #$%&’($)
*+,+-.&+/’,’%）受到低渗冲击时发现，一种 55Z6- 的

蛋白质在低盐冲击条件下很快诱导合成但随后快速

降解。与一维电泳相比，双向凝胶电泳更为敏感和

准确。

#"# 低渗冲击后部分上调蛋白的鉴定

对在低渗冲击 *,9: 和 *(,9: 后表达明显上调

的部分蛋白进行质谱分析，鉴定 # 个可能与低渗冲

击相关的蛋白（表 J）。初步分析如下：

蛋白点 >J：通用胁迫蛋白（6:-^）。研究表明，

通用胁迫蛋白可以抵消外界环境胁迫或适应胁迫，

并修复由胁迫引起的损伤［J(］。其中，6-:^ 协助其

它蛋白正确折叠，或协助其它蛋白前体转化为有功

能的蛋白，而且对新合成的蛋白发挥正常的生理功

能也起着非常重要的作用。

蛋白点 >#：柱状决定蛋白。该蛋白的功能是形

成和维持杆状细胞的形态，如 03/A 是一个在所有杆

状细菌中都存在的柱状决定因子。研究发现，,3/A

J#M冯德芹等：达坂喜盐芽孢杆菌 6EI4 在低渗冲击下的双向凝胶电泳分析 X O微生物学报（5((%）#%（*）



图 ! 达坂喜盐芽孢杆菌 "#$% 在低渗冲击后的差异蛋白表达谱

!"#$% &"’’()(*+",- (./)(00"1* /)1’"-(0 1’ /)1+("* 1’ ! $ "#$#%&%’(’ &234 ,’+() 56/11071+"8 05189$ :：;2& <:=> 7,/ 1’ +5( 0+),"* &234 ?*@() ;AB 0,-"*"+6$

@% C %D：/)1+("* 0/1+0 @1E*2)(#?-,+(@ ,’+() 05189；F：;2& <:=> 7,/ 1’ /)1+("* ,’+() +5( 0+),"* &234 E,0 0?GH(8+(@ +1 AB 0,-"*"+6 ’)17 ;AB ’1) I 7"*$ 0G%

C %A：/)1+("* 0/1+0 ?/2)(#?-,+(@ ,’+() 05189 1’ I7"*；J：;2& <:=> 7,/ 1’ /)1+("* ,’+() +5( 0+),"* &234 E,0 0?GH(8+(@ +1 AB 0,-"*"+6 ’)17 ;AB ’1) IA 7"*$

8% C %A：/)1+("* 0/1+0 ?/2)(#?-,+(@ ,’+() 05189 1’ G1+5 I7"* ,*@ IA7"*$

的缺失导致细胞壁的完整性损失［%%］。

蛋白点 8I：I2莽草酸烯醇式丙酮酸2K2磷酸合成

酶。该酶是芳香族氨基酸合成的莽草酸途径中的一

个关键酶，如果芳香族氨基酸的合成受阻，很多重要

的蛋白和次级代谢产物的合成将会受到影响，甚至

引起生物体死亡。

蛋白 点 0GK：青 霉 素 结 合 蛋 白 %:（<F<2%:）。

<F<2%: 介导次级的肽聚糖合成机制，为肽聚糖合成

的补充途径［%;］。<F<0 是一类催化细菌细胞壁生物

合成步骤中肽聚糖前体的聚合和交联的酶［%K］，因

;DL !>M= &(2N"* &) #* $ O+,)# -(,./$(/*/0(,# 1(%(,#（;AAP）DP（I）



此，!"!# 对于维持正常的细胞形态非常重要。研究

表明，缺乏多个 !"!# 的大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）突

变株会产生弯曲、分枝等奇形怪状的细胞［$%］。

表 ! "#$% 菌株低渗冲击后表达上调的部分蛋白鉴定

&’()* $ +,*-./0/*, 123.*/-# ’0.*2 456& *713#* .3 89133#:3./; #83;<

=13. >3? @3:3)3A3B# 123.*/- !B.’./C*
DE（<4’）F1+ G;;*##/3- >3?

;$ H8’1*23-* 123.*/- 4-’I J%K%FLKM N6O@PM

;% O3, #8’1*5,*.*2:/-/-A
123.*/- QJKPF%KM >!5RQ6Q$S

;M M5*-3)192BC39)#8/</:’.*5L5
183#18’.* #9-.8’#* %6KMFMKM T!5PJRMM6

#(L !*-/;/))/-5(/-,/-A 123.*/-
$G %MKQFLKS N6JGEJ

& 讨论

目前关于低渗冲击的研究大多集中在细菌的生

理性反应上即主要是对于渗感通道的研究［L］，却没

有足够重视其它胁迫蛋白的作用。虽然很多的环境

胁迫都能导致热激蛋白的表达上调，但是低渗冲击

后分子伴侣的表达明显上调为首次发现。我们推

测，在 456& 菌株受到低渗冲击时很多蛋白变性聚

集，而且新合成的蛋白前体都需要更多的 4’-I 来

协助正确折叠，以提高细胞对不利环境的耐受性。

外界渗透压突然降低时，细菌通过释放相容性

溶质来维持不断变化的细胞内膨压，其中渗感通道

起着主导作用［$］。在本研究中，没有鉴定到渗感通

道蛋白，可能有以下原因：（$）在低渗冲击时，由于水

的被动吸收发生非常迅速，渗感通道必须在激烈的

外界渗透压降低后毫秒的时间内被激活，保持细胞

完整性使细菌在剧烈的低渗冲击中生存下来［L］。但

在这么短的时间段内，要通过双向凝胶电泳来研究

细胞发生的变化是非常困难的。（S）当细胞遭遇低

渗冲击时，渗感通道似乎是被激活而不是在基因表

达水平上受到调节，这同样使得以寻找差异表达蛋

白为目的的双向凝胶电泳难以检测该类蛋白。

除了释放相容性溶质，456& 菌株显然还拥有其

它机制来适应低渗冲击。过量表达的形态决定蛋白

被用来维持细胞正常的形态。同时，与细胞壁肽聚

糖合成相关的蛋白也得以上调。本研究中，青霉素

结合蛋白5$G（!"!5$G）在该菌株受到低渗冲击 M :/-
后诱导出现，但是持续冲击至 MP :/- 时却消失，这

种现象与 !"!5$G 只是作为当 !"!5$" 缺乏时一种肽

聚糖合成的补充途径的结论相吻合［$S］。因此，我们

认为，456& 菌株受到低渗冲击后细胞启动了一个次

级的肽聚糖合成机制，以补充主要的肽聚糖合成途

径，来维持细胞壁的完整性避免细胞破裂。此外，研

究证明，大肠杆菌的 +&%, 突变株细胞的形态与缺

乏 !"!S 的细胞相似，同时伴随着 !"!L 的过量表

达［$M］。这表明形态决定蛋白可能和细胞壁合成蛋

白互为补充、协同调节细胞的外形。这些与低渗冲

击的 转 录 过 程 旨 在 调 整 细 胞 表 面 特 性 的 结 论 一

致［$Q］。

实际上，渗感通道的激活和与细胞壁相关基因

的表达上调可能同时发生、互相协作，使细胞得以生

存和适应低渗冲击。例如，一些全局调节子如 O13=
控制着很多胁迫诱导调节元的基因表达［S］，不仅调

节渗 感 通 道 的 活 性，还 调 控 细 胞 壁 蛋 白 的 合 成。

=.3<*# 等［L］认为，含有 O13= 的 O>G 聚合酶全酶至少

部分 地 负 责 调 节 渗 感 通 道 蛋 白 的 产 物 产 生。

43BA8*2.9 等［$J］证明，O13= 参与细胞壁结构的调整，

并且调节 !"!。我们的结果支持了这些关于细胞适

应低渗冲击的研究结论。

综上所述，在低渗冲击后，456& 菌株调整了很

多分支途径中蛋白的表达量，以达到在剧烈的低渗

冲击中生存的目的。本文从蛋白表达变化水平上研

究细菌适应低渗冲击，拓宽了我们对于中度嗜盐菌

适应低盐环境的生存机制的认识。
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