
!" 卷 # 期

$%%" 年 &% 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：’(’ ) ’!%

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! *+,-./0 $%%"

"通讯作者。1/2：’"3’#&3"4%’#’#；536782：+9:.9;<$&+=> +-6
作者简介：康颖倩（&4?! @ ），女，贵州贵阳人，硕士，讲师，研究方向为分子生物学。536782：A7=BC8=BD87=< E-;F> +-6
收稿日期：$%%#3&%3$"；接受日期：$%%#3&$3%#；修回日期：$%%"3%!3%?

伤寒沙门菌野生型与粗糙型菌体蛋白质的双向电泳分析与研究

康颖倩，王 和"

（贵阳医学院微生物学教研室 贵阳 ##%%%!）

摘 要：了解伤寒沙门菌野生型与粗糙型菌株的菌体蛋白质组成特点，探讨伤寒沙门菌粗糙型变异的遗传学基础。

分离提取伤寒沙门菌野生型与粗糙型菌株的菌体蛋白质，聚丙烯酰胺凝胶双向电泳（$G3HIJ5）和考马斯亮蓝染色，

计算机分析与比较两菌株的蛋白质组成特点及其相关性。伤寒沙门菌野生型与粗糙型具有相似的蛋白质电泳图

谱，相似系数为 ?’K。多数蛋白质斑点分布于 LM (N% ) "N! 之间，并且分子量小于 (%AG7。两菌株的蛋白质电泳图

谱之间的主要差异共计 (" 处，多数差异蛋白质的分子量小于 $%AG7。伤寒沙门菌粗糙型与野生型菌体蛋白质组成

的差异显示，粗糙型变异绝不仅仅是 * 抗原多糖的缺失，也可发生菌体蛋白质组成的改变与缺失。伤寒沙门菌粗

糙型保留了同其亲代野生型菌株一致的绝大多数菌体蛋白质组成，在 $G3HIJ5 中形成伤寒沙门菌特征性的基本蛋

白质图谱，有助于对粗糙型菌株进行蛋白质分子同源性与变异性的分析与鉴别。
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伤寒沙门菌（!"#$%&’##" ()*+,）是引起人类消化道传染病

的常见病原菌，其引起的伤寒病在世界各地长期散在发生甚

至形成不同程度的流行。伤寒沙门菌也同其他肠道杆菌一

样具有复杂的代谢活动，并且容易发生形态与结构、抗原性、

毒力、耐药性以及细胞壁缺陷等特性的变异。王和等［& ) (］报

道，伤寒沙门菌在羧苄青霉素的作用下可发生细胞壁缺陷变

异，成为能够在非高渗透压培养基内传代培养的稳定 P 型

（Q,7.2/ P3R-06）。伤寒沙门菌稳定 P 型在动物体内及人工培

养基传代培养不能自发返祖，但在与细菌型接触培养或噬菌

体转导试验中能够发生返祖，恢复与其亲代细菌型一致的特

性或成为粗糙型菌株［$，(］。S07F:/ 等［!］报道，伤寒沙门菌粗

糙型的形成与其细胞壁 * 抗原侧链的多糖缺失有关，尚未见

关于伤寒沙门菌粗糙型菌株是否具有基因突变以及菌体蛋

白质的组成或结构发生改变的报道。本文采用双向电泳技

术分析与研究了伤寒沙门菌野生型及其粗糙型菌株的菌体

蛋白质，通过计算机对菌株蛋白质电泳的三维形态特点进行

了分析，探讨伤寒沙门菌及其粗糙型菌株的 $3G5 蛋白质组

成特点以及伤寒沙门菌粗糙型变异的蛋白质分子基础，现将

结果报告如下。

! 材料和方法

!"! 材料

!#!#! 菌株：野生型：伤寒沙门菌 M4%&（! N ()*+,），本室保存菌

种。粗糙型：本室保存菌种 Q,T#（0-FB; -R ! N ()*+,），用接触培

养法［$］诱导伤寒沙门菌稳定 P 型返祖。用营养琼脂培养基

每周传一代、共 4? 代保存，按文献［#］方法进行形态、培养、

生化反应及抗原的检测与鉴定。

!#!#$ 试剂和仪器：等电聚焦电泳仪：5,,7=1U VHJL;-0!1U，

I6/0E;76 H;7067+87 S8-,/+; 公司提供。

!#$ 电泳样本制备

用无菌生理盐水分别洗脱营养琼脂培养基培养 $!; 的

伤寒沙门菌野生型与粗糙型，!W下 ’%%%B 离心 #68=，弃上清

后重复洗涤 $ 次。取沉淀物混悬于细胞裂解液［#］，冰浴下超

声破碎处 理，振 幅 ?%K、&68=、停 &%E、共 &68=。$#%%B 离 心

#68=，上清液备用。

!#% 蛋白含量的测定

按文献［"］方法取上清液用 X-28=3酚试剂法对样品的蛋

白质进行定量。分别取各样品 &N%6P，加碱性铜试剂 #N%6P
及酚试剂 %N#6P 混匀 (%68= 后，在紫外分光光度仪上以波长

$’%=6 测定吸光度，制备吸光度值为 -野生型 Y %N&%&，-粗糙型 Y
%N%?# 的待测样品。对照标准曲线计算菌体蛋白质溶液的蛋

白质浓度，野生型为 ’?N?6BZ6P，粗糙型为 "(N%6BZ6P。

!#& 等电聚焦电泳

按文献［" ) ’］方法将 VHJ 预制胶条放于溶胀槽内，分别

取野生型及粗糙型菌体蛋白质样品 #%%"B 与上样缓冲液混

合，加入 VHJ 胶条内进行电泳、蛋白质转移及考马斯亮蓝

T$#% 染色。

!#’ 蛋白质同源性分析

以伤寒沙门菌野生型菌体蛋白质凝胶图像为参考胶，与

粗糙型菌体蛋白质凝胶图像配比，将蛋白质含量占总蛋白质

含量在 %N#K ) $N’K（[Z\）以上范围内的蛋白质界定为表

达丰度较高的蛋白质，用 V67B/67E,/0 "N% 软件进行配比分析。

根据扫描蛋白质斑点的面积、密度与坐标，估算每一个斑点

的蛋白质含量、分子量等电点等信息，同时分析两样本凝胶

图像蛋白质斑点之间的同源性和差异性。

$ 结果

$#! 蛋白质的 $()* 图谱

伤寒沙门菌野生型与粗糙型的 $3G5 经 ! 次重

复试验获得了相似的结果，菌体蛋白质形成基本一

致的分布特点。染色可见大小不等、形态与分布不



规则、颜色深浅不均的蓝色斑点，多数集中于凝胶的

酸性侧，碱性侧可见少量散在斑点（图 !"#、$）。

图 ! （"）伤寒沙门菌野生型的菌体蛋白质 #$%& 图谱；

（’）伤寒沙门菌粗糙型的菌体蛋白质 #$%& 图谱
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#(# 蛋白质数量、等电点、分子量的分布

)"*+ 结果的 G42’042B/0-H@= 软件分析可见，野生型菌株

蛋白质斑点总数为 )<! 个，粗糙型菌株蛋白质斑点总数为

))H 个。不同菌株的蛋白质分子质量（I-）分布情况基本相

似，JK@)L A <J@) L的 I- 分布 M ?=N*2。蛋白质等电点分布

也基本相似，KJ@<L A KO@) L分布于 ,>?@= A H@J 之间。野生

型菌株分布于 ,>O@H A !=@= 之间的蛋白质占 <@PL，粗糙型

在此范围内的蛋白质占 J@KL。

#() 表达丰度较高的蛋白质 *+ 及 ,- 分布

伤寒沙门菌野生型与粗糙型的蛋白质组 )"*+ 图谱扫描

分析结果显示，各菌株蛋白质两组分表达丰度较高的蛋白质

斑点数占各组份蛋白质斑点总数的比例分别为 )O@PL 和

?!@JL。两组份蛋白质等电点（,G）在 ,>?@= A H@J 范围内的

占 P?@=L A P<@OL，野生型在 ,>O@H 以上未见表达丰度较高

蛋白质，粗糙型 ,>O@H 以上可见表达丰度较高的蛋白质占

)@KL。两组表达丰度较高的蛋白质分子质量在 )=N*2 以上

分布较均匀。

#(. 野生型与粗糙型的同源性

以伤寒沙门菌野生型菌体蛋白质凝胶图像为参考胶，与

粗糙型菌体蛋白质凝胶图像配比，用 G42’042B/0- H@= 软件进

行配 比 分 析，参 考 G42’042B/0- )* Q72/&1:4 软 件 用 户 手 册

（#40-B524 $&.BR&01R0B@)==?，!<! A !<)；!<O A !<K@）方法，经以

下公式计算获得两样本蛋白质斑点的相似系数为 OKL。

相似系数 S )’
(! T ()

U !==L

（’：两样本相同的蛋白质的点的总数；(!：一样本中的蛋白

质点的总数；()：二样本中的蛋白质点的总数）

由此得：相似系数 S ) U !KH
)<! T ))H U !==L S OKL

!KH 为计算机分析后得出的伤寒沙门菌野生型与粗糙型

蛋白质组 )"*+ 图谱中的相似蛋白质斑点总数，)<! 为伤寒沙

门菌野生型蛋白质组 )"*+ 图谱中的菌体蛋白质斑点总数，

))H 为伤寒沙门菌粗糙型蛋白质组 )"*+ 图谱中的菌体蛋白

质斑点总数。

软件分析所获得的两凝胶图像蛋白质点群 )*L的散点

图显示，相关系数（R.--072/&.1 R.033&R&01/）为 =@OK)，匹配点为

!KH 个，所得回归线等式提示两胶蛋白质点数据相关性和拟

和度较高，实验偏差性小（图 )）。

图 # 沙门伤寒菌野生型与粗糙型的蛋白质点群的散点

图（!"/）
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#(0 野生型与粗糙型的典型菌体差异蛋白质

以伤寒沙门菌野生型菌体蛋白质凝胶图像为参考胶，与

粗糙型菌体蛋白质凝胶图像配比。G42’042B/0-H@= 软件配比

分析可见两样本主要差异蛋白质点共计 ?H 处，其中 <=@HL
A <?@!L差异的蛋白质分子量小于 )=N*2。据分析结果计算

出每个差异性蛋白质斑点的坐标（设 Z 轴为分子量，X 轴为

等电点）、密度、体积等相应参数，获得伤寒沙门菌野生型和

粗糙型蛋白质 )"*+ 图谱中每个蛋白质斑点的三维图形。在

差异蛋白质三维对比图上可见一些呈云雾状、大小不等的蓝

紫色斑点，每个斑点对应一种蛋白质，标注的差异性蛋白质

在对比图里表现为缺失。

) 讨论

粗糙型变异是细菌最常见的一种变异类型，尤其在伤寒

沙门菌以及其他许多革兰阴性肠道杆菌更为常见。粗糙型

变异不但可导致细菌丧失其特异性的表面抗原，而且也可导

致细菌生长特性、致病性等特性发生改变，从而干扰对于细

菌的鉴定以及病原学诊断。$-2:80 等［J］报道，许多因素可导

致细菌丧失荚膜或菌体 [ 抗原以致成为粗糙型菌株，伤寒沙

门菌的粗糙型主要同其菌体 [ 抗原多糖侧链的缺失有关。
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王和等［!，"］采用 # 型诱导以及接触培养与噬菌体转导试验的

方法，成功使伤寒沙门菌稳定 # 型返祖并且获得了粗糙型菌

株。这些来自 # 型的粗糙型菌株也同其他机制导致的沙门

菌粗糙型菌株一样，丧失了动力以及伤寒沙门菌特异性 $ 抗

原。通过 %&%’()*+ 方法研究发现，这些粗糙型菌株可形成

与其亲代野生型菌株有差异的菌体蛋白质图谱。本文结果

进一步证实，# 型返祖形成的伤寒沙门菌粗糙型的菌体蛋白

质组成可发生明显的缺失与改变，提示伤寒沙门菌粗糙型变

异可能涉及基因的突变或表达异常。

蛋白质是基因的直接产物，其性质、组成、功能等可直接

反映基因的结构与功能。基因组资料需要转录水平和蛋白

质水平数据的补充，尽管基因表达的微阵列技术可高通量监

测基因组 ,-.) 表达状况，但是各种生物学因素（例如 ,-.)
不稳定性、半衰期短、转录后修饰、共翻译等）的影响，常常可

导致 ,-.) 水平的检测结果不能够完全代表生物体内蛋白

质的实际表达水平。比较蛋白质组学技术结合计算机软件

分析，能够对菌株间双向电泳凝胶图谱中蛋白质斑点的等电

点、分子量、浓度、三维形态等进行比较与研究，有利于细菌

的蛋白质水平分类与研究。文献［/］报道，比较蛋白质学的

分析方法既有助于了解和分析生物的代谢功能途径以及表

型相关的重要未知蛋白，也有助于深入了解病原微生物、尤

其是那些基因组已测序的病原微生物的致病性相关基因及

其致病机理以及促进新药的开发和新疫苗的研制。本文结

果显示，伤寒沙门菌野生型及其粗糙型菌株的蛋白质在 !’&+
分析中形成了某些特殊的性质，其主要包括：!01 分布范围

具有偏酸性，两菌株表达丰度较高的蛋白质 /"234 5 /6274
分布在 01"23 5 829 范围内，但野生型碱性侧的蛋白质数量

比粗糙型略多；"菌体蛋白质分子质量（:;）分布情况基本

相似，9<2!4 5 692!4分布小于 "3=&>，提示该菌种菌体内含

小分子蛋白质较多；#伤寒沙门菌野生型与粗糙型的菌体蛋

白质 !’&+ 图谱的相似系数为 7<4，提示两菌株之间具有较

高的同源性；$两菌株主要差异蛋白质点共计 "8 处，提示伤

寒沙门菌的粗糙型变异绝不仅仅是 $ 抗原特异性多糖侧链

的缺失，同时也有部分菌体蛋白质的缺失或改变。
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