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摘要:【目的】土壤杆菌(Agrobacterium sp． )ATCC 31749 在氮源限制条件下生物合成热凝胶是一个专性好氧
过程，在微氧和缺氧条件下，热凝胶的合成受到严重限制。为探寻溶氧影响微生物多糖合成的代谢途径和调
控机制，本研究比较了不同溶氧条件下(75%，50%，25%，5% )土壤杆菌发酵生产热凝胶的蛋白质组差异。
【方法】利用蛋白质二维电泳技术，分离出不同溶氧水平下土壤杆菌显著表达差异的胞内蛋白，利用质谱
MALDI-TOF /TOF 鉴定二维电泳表达差异蛋白点，并分析热凝胶合成过程中溶氧对相关蛋白表达的影响。
【结果】在 4 个溶氧水平下成功鉴定出 15 个显著差异蛋白，主要参与多糖合成、脂肪酸合成、氨基酸合成等
途径。其中葡萄糖磷酸变位酶和乳清苷 5-磷酸脱羧酶直接参与调控热凝胶合成。【结论】溶氧可显著影响
与热凝胶合成途径相关蛋白的表达，高溶氧水平可增加热凝胶前体物质 UDP-葡萄糖的积累，使更多的 UDP-
葡萄糖用来合成热凝胶。
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热凝胶是一种水不溶性 β-1，3-葡聚糖，由土壤
杆菌( Agrobacterium sp． )等微生物在氮源限制条件
下好氧发酵产生［1］。其独特的流变性和热成胶性
被广泛用于生产混凝土添加剂、膳食纤维、固定化载
体、新型减肥食品等［2］。近几年，随着糖生物学的
迅猛发展，热凝胶寡糖及其衍生物的制备和应用逐
渐成为研究热点，如生产药物缓释剂、高温增塑剂
等［3 － 4］;热凝胶硫酸化衍生物表现出的高 HIV 病毒
抗性使其成为抗艾滋病病毒的备选用药之一［5］。

氧作为营养物质与信号分子在微生物生长及产
物合成过程中具有重要作用。热凝胶合成是专性好
氧过程，但是由于热凝胶的水不溶性，使多糖包裹在

菌体周围从而限制了氧气从培养环境到细菌胞内的
传递过程。在微氧和缺氧条件下，热凝胶合成受到
严重限制［6］，但微生物对氧信号的响应机制及氧如
何调控热凝胶合成的机理尚未明确。土壤杆菌
(Agrobacterium sp． )ATCC 31749 的全基因组测序已
完成［7］，这为全面理解以土壤杆菌为模式微生物的
代谢途径和细胞生理学提供了新的途径。蛋白质组
学是以蛋白质组为研究对象，大规模、系统地研究蛋
白质的特征及结构，包括蛋白质的表达水平、翻译后
修饰、蛋白质间的相互作用等。应用比较蛋白质组
学技术可以准确地研究微生物在环境胁迫下产生的
差异表达蛋白，从整体和动态的蛋白质水平了解微
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生物响应环境变化的生理机制［8］。
本研究利用蛋白质组学技术，通过研究不同溶

氧水平对土壤杆菌胞内蛋白表达水平的影响，探寻
在不同溶氧条件下与热凝胶合成相关的调控蛋白和
酶分子表达，并分析其代谢途径及调控机理，以期初
步阐明溶氧水平差异影响热凝胶合成的机理，从而
为进一步提高热凝胶发酵过程中胞外多糖的合成速
率提供理论依据。尽管土壤杆菌响应一些选择胁迫
下(如热休克、氧化应激和弱酸条件)的蛋白质组学
已有一些报道［9］，建立一个定量的动态分析土壤杆
菌代谢合成途径的蛋白组学方法尚处于早期阶段。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:Agrobacterium sp． ATCC 31749，由江
南大学生化工程与生物反应器研究室保藏［10］。
1. 1. 2 培养基:配制方法参见文献［10］。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:24 cm 预制干胶条(pH 3 －
10 NL)、CHAPS、尿素、溴酚蓝、二硫苏糖醇、碘乙酰
胺、IPG 缓冲液均为 GE Healthcare Biosciences 公司
产品; 7 L 机械搅拌发酵罐 ( BioFlo 115 ) 为 New
Brunswick Scientific 公司产品;Ettan IPGphor 等电聚
焦仪、Ettan Daltsix 垂直电泳系统、Image Master
LabScan 凝胶扫描仪均为 GE Healthcare Biosciences
公司产品;质谱板、Ultraflex MALDI-TOF /TOF 质谱
仪为 Bruker-Daltonics 公司产品。
1. 2 培养方法

种子液制备及发酵罐分批发酵实验参照文献
［11］方法改进如下:采用 7 L 机械搅拌发酵罐，装液
量 3 L，接种量 5% (V /V)，通气量 1. 0 vvm，培养温
度 30 ℃。菌体生长阶段控制转速 400 r /min，自动
流加 NaOH 溶液(3 mol /L)使 pH 恒定在 7. 0，培养
16 － 18 h。然后进入热凝胶合成阶段，恒定 pH 在
5. 6，并通过溶氧与搅拌转速偶联 (发酵罐自动控
制)分别控制溶氧为 5%、25%、50% 和 75%。培养
20 h 时取样用于蛋白质组学分析，此时已进入产胶
期且发酵液中热凝胶多糖含量较少，对后期蛋白提
取及双向电泳分析的影响较小［11］。
1. 3 分析方法
1. 3. 1 菌体浓度和热凝胶浓度测定方法:参见文献［11］。
1. 3. 2 蛋白样品制备:收集菌体细胞，用预冷的

Tris 缓冲液(50 mmol /L，pH7. 4)洗涤菌体后置于液
氮中充分研磨，加入与发酵液等体积预冷的 10%
(W /V)的三氯乙酸( TCA)-丙酮沉淀蛋白，－ 20 ℃
放置过夜。16000 × g 离心 20 min 取蛋白沉淀，用预
冷丙酮洗涤蛋白沉淀 3 次充分去除残留的 TCA，将
蛋白沉淀分装于 2 mL 离心管中，低温冷冻干燥至白
色粉末。每管蛋白粉末加入 1. 25 mL 蛋白裂解液
［8 mol /L 尿素，2% (W /V)CHAPS，1% IPG 缓冲液，
0. 002%溴酚蓝，2. 8 g /L 二硫苏糖醇］，25 ℃水浴溶
解蛋白 1 h，16000 × g 离心 30 min 取上清，并再次离
心取上清，上清即为提取的总蛋白。考马斯亮蓝
法［12］测定蛋白浓度后可直接用于双向电泳或
－ 80 ℃保存备用。
1. 3. 3 等电聚焦:采用 24 cm、pH3 － 10 的 NL 预制
干胶条，蛋白上样量为 550 μg，20 ℃水化 12 － 14 h，
然后置于 Ettan IPGphor 等电聚焦仪上进行等电聚
焦。聚焦程序为:100 V Step 2 h;250 V Step 2 h;
500 V Step 2 h;500 － 1000 V Gradient 2 h;1000 －
5000 V Gradient 2 h;5000 － 10000 V Gradient 2 h;
10000 V Step 100000 Vh;500 V保持至结束，聚焦完成。
1. 3. 4 SDS-PAGE:将聚焦后的胶条分别置于 SDS
平 衡 缓 冲 液 Ⅰ ［50 mmol /L Tris-HCl，pH8. 8，
6 mol /L尿素，30% (W /V ) 甘油，2% (W /V ) SDS，
0. 002% (W /V)溴酚蓝，10 mg /mL 二硫苏糖醇］和
平衡缓冲液Ⅱ (成分同平衡缓冲溶液Ⅰ，将二硫苏
糖醇换为 25 mg /mL 碘乙酰胺)中平衡 15 min 后进
行第二向电泳。配制 12. 5%的聚丙烯酰胺凝胶，使
用 Ettan Daltsix 垂直电泳系统，恒定功率 2 W /胶条，
电泳 45 － 60 min，然后切换功率为 14 W /胶条，电泳
4 － 5 h，待溴酚蓝指示剂到达凝胶底部时终止电泳。
将二向凝胶用蛋白固定液［甲醇 ∶ 乙酸 = 4 ∶ 1 ( V /
V)］固定1 h，然后用考马斯亮蓝 G250［13］染色过夜。
1. 3. 5 图像扫描与数据分析:将染色后的凝胶置于
扫描仪 Image Master LabScan 上进行扫描，分辨率为
300 dpi，并利用 PDQuest 8. 0 软件分析双向电泳图谱。
1. 3. 6 质谱(MALDI-TOF /TOF)和数据库检索:
将凝胶上选定的差异蛋白点手工切取，用 100
mmol /L NH4HCO3 /30%乙腈脱色，再用乙腈脱水 2
次，得到的白色胶粒，加入适量 10 ng /μL 胰蛋白酶
溶液，在 4 ℃ 下溶胀 60 min，然后加入 25 mmol /L
NH4HCO3 缓冲液( pH8. 0)于 37 ℃水浴酶解 20 h，
吸出酶解液真空浓缩至 3 μL，取 1 μL 点样于质谱
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板后置于 Ultraflex MALDI-TOF /TOF 质谱仪上分析。
在 Mascot 网站 ( http: / /www． matrixscience． com)检
索蛋白点的肽数据，数据库为 NCBInr。

2 结果和分析

2. 1 不同溶氧水平下热凝胶发酵过程特性
分别对土壤杆菌在 4 个不同溶氧水平下发酵

产热凝胶的特性进行了比较。为确保菌体进入产
胶期时具有相同的生物量，菌体生长期(0 － 16 h)
采用了相同的发酵条件。比较图 1 可见，尽管发
酵结束时(80 h) 的生物量水平相近，但不同溶氧
条件下热凝胶的产量存在明显差异，在一定溶氧
范围内(从 5%到 50% )，DO 值越高，产胶量越高，
生产强度也相应提高，产胶过程中葡萄糖消耗量
也增多。

图 1． 不同溶氧条件下热凝胶发酵过程曲线
Figure 1． Fermentation processes under various dissolved oxygen levels． A: DO 5% ; B: DO 25% ; C: DO 50% ; D: DO 75% ．

当 DO 为 5%时，热凝胶产量最低。但是热凝胶
的合成是一个专性好氧过程，缺氧会使热凝胶的合
成速率低下，导致热凝胶合成量较少。随着溶氧水
平的提高，由于细胞利用高效的呼吸链产能，胞内酶
活也相应提高，胞内的代谢活动旺盛，凝胶的产量也
随之增加。
2. 2 不同溶氧条件下土壤杆菌胞内总蛋白的二维
电泳图谱

图 2 为 4 种溶氧水平下的菌体胞内蛋白 2-DE

图谱，经 PDQuest 8. 0. 1 软件分析，每块凝胶可检测
到 750 个左右的可识别蛋白点。比较 4 个溶氧水平
下的蛋白样品图谱，发现有 112 个蛋白点超过 1. 5

倍的表达差异，但大多数的低丰度的蛋白点表达量
太低不能鉴定出。对其中表达差异显著且表达量较

高的 15 个差异点进行质谱鉴定，质谱鉴定结果总结
于表 1，并将这些差异蛋白点标注在 2-DE 凝胶上
(图 2-A)。部分差异蛋白点的局部放大图见图 3。

生物信息学分析发现，这些蛋白主要与多糖合成途
径、能量代谢、脂肪酸合成、氨基酸合成、应激反应及
氧化还原等功能相关。

3 讨论

3. 1 溶氧对热凝胶合成途径相关蛋白的影响
UDP-葡萄糖是合成热凝胶的重要前体物质，也

是合成大多数多糖的前体物质［14］。葡萄糖磷酸变

位酶(图 3，点 1)催化葡萄糖-6-磷酸为葡萄糖-1-磷
酸，葡萄糖-1-磷酸可进一步合成 UDP-葡萄糖，用于
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图 2． 不同溶氧水平下土壤杆菌 ATCC 31749 菌体总蛋白 2-DE 图谱
Figure 2． Two-dimensional gel electrophoresis maps of Agrobacterium sp． ATCC 31749 proteins under various dissolved

oxygen levels． A: DO 75% ; B: DO 50% ; C: DO 25% ; D: DO 5% ．

热凝胶的合成。糖核苷酸是多糖合成的糖基供体，

核苷酸在糖核苷酸合成中起重要作用［15］。乳清苷
5-磷酸脱羧酶(图 3，点 3)涉及核苷酸的生物合成，

催化 OMP (乳清苷一磷酸 )合成 UMP (鸟苷一磷
酸)。UMP 是合成 UTP-和 UDP-葡萄糖的关键前
体［5，14］。本研究中，在 DO 5%－ 50%内，随着溶氧水
平的提高，葡萄糖磷酸变位酶和乳清苷 5-磷酸脱羧
酶的表达量也逐渐提高，UDP-葡萄糖也随之积累，

从而导致热凝胶生物合成途径代谢通量的增加。在
DO 75%水平下，上述两个酶的表达量均降低，减少
了 UDP-葡萄糖的积累量，但同时，用于分解 UDP-葡
萄糖的 5'-核苷酸酶(图 3，点 4)的表达量显著降低，

从而使 UDP-葡萄糖的积累量得以补偿，这可能是导
致热凝胶产量与 DO 50%相近的原因。

泛醌-细胞色素 C 还原酶 (图 3，点 2 )是电子
传递链复合物Ⅲ的重要组成部分，在好氧呼吸和
ATP 合成中起关键作用。溶氧愈充分，该酶的表
达水平愈高，两者呈现直接正相关关系。细胞生

长、代谢维持和热凝胶合成均需要好氧呼吸活动
的参与，保持较高的溶氧水平对热凝胶合成过程
是必要的［16］，但并不意味着溶氧越高就越有利于
其合成。该酶的表达量在 DO 75% 水平下，是 DO
50%的 1. 51 倍，但此时热凝胶合成量与 DO 50%
相近，推测可能原因是此时 ATP 已不是热凝胶合
成的限制性因素，或存在其它因素共同影响产物
的合成过程。

在氮限制的条件下，多糖合成与脂质载体的作

用密切相关［14］。乙酰辅酶 A 羧化酶亚基 α(图 3，

点 5)是乙酰辅酶 A 羧化酶的组成部分，在脂肪酸合

成中起调控作用。3-氧酰基-酰基载体蛋白合酶
fabF(图 3，点 6)是脂肪酸合成途径的重要蛋白，主

要功能是调节长链脂肪酸的碳链延伸，而多糖合成

的起始过程与酰基载体相关。本研究中，在 DO 5%

水平下未检测到 3-氧酰基-酰基载体蛋白合酶，而在

溶氧达到一定水平之后(≥25% )，该酶的表达水平

显著升高，表明该酶对溶氧比较敏感。
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图 3． 不同溶氧水平下土壤杆菌 ATCC 31749 差异蛋白点 2-DE 局部放大图
Figure 3． Close-up views of 2-DE maps of Agrobacterium sp． ATCC 31749 proteins under various dissolved oxygen levels． Graphs showed the

normalized amount of each protein spot under DO 5%，25%，50%，75%，respectively．

表 1． 差异蛋白鉴定结果
Table 1． Identification of 15 differentially expressed protein spots

No．
Accession
number

Protein name pI
MW
( kDa) Scorea

Protein levels ratiob

5% 25% 50% 75%
1 gi | 493357229 Phosphoglucomutase 5. 30 57. 80 272 0. 70 0. 95 1. 00 0. 72
2 gi | 493354565 Ubiquinol-cytochrome C reductase 5. 68 20. 56 373 0. 65 0. 77 1. 00 1. 51
3 gi | 20139402 Orotidine 5-phosphatedecarboxylase 5. 18 25. 05 156 0. 30 0. 49 1. 00 0. 35
4 gi | 493356896 5'-Nucleotidase 5. 10 67. 10 459 1. 24 0. 99 1. 00 0. 36
5 gi | 493353713 Acetyl-CoA carboxylase subunit alpha 5. 95 34. 58 370 0. 93 0. 92 1. 00 1. 58
6 gi | 489592373 3-oxoacyl-ACP synthase 5. 28 42. 53 120 － 1. 16 1. 00 2. 02
7 gi | 489592515 Dihydrodipicolinate synthase 6. 00 31. 32 291 0. 53 0. 58 1. 00 1. 72
8 gi | 493353511 Cysteine synthase 5. 68 33. 60 559 0. 91 1. 11 1. 00 1. 53
9 gi | 493356829 5-Methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine methyltransferase 5. 60 38. 46 440 0. 90 0. 94 1. 00 1. 44
10 gi | 489591797 30S ribosomal protein S2 6. 01 28. 32 368 0. 25 0. 41 1. 00 1. 69
11 gi | 489604878 Superoxide dismutase 5. 69 22. 60 488 1. 62 1. 31 1. 00 3. 07
12 gi | 493354517 Polyphenol oxidase 5. 49 28. 86 504 0. 25 0. 51 1. 00 2. 21
13 gi | 493359515 ABC transporter substrate-binding protein 5. 08 58. 80 471 0. 99 0. 95 1. 00 0. 31
14 gi | 493356595 Molecular chaperone GroEL 5. 08 57. 64 669 1. 99 2. 51 1. 00 4. 34
15 gi | 493360145 Universal stress protein 5. 62 14. 84 274 5. 01 1. 66 1. 00 1. 22
a : The scores ＞ 60 indicate identity or extensive homology( p ＜ 0. 05) ． b : Protein expression level under each dissolved oxygen level compared with DO
50% ． Expression level under DO 50% was set at 1. 00．
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3. 2 溶氧对细胞合成相关蛋白的影响
二氢吡啶二羧酸合成酶 DapA(图 3，点 7)是赖

氨酸合成途径的关键酶，在消耗 ATP 及 NAD(P)H
的情况下催化底物二氨基庚二酸(DAP)合成赖氨
酸。DAP 不仅作为细菌合成赖氨酸的重要前体物
质，还是细胞壁肽聚糖的重要组成成分。从图 3 和
表 1 可以看出，溶氧水平与 DapA 的表达水平呈现
比较明显的正相关性，这表明改变溶氧条件会影响
到细菌体内蛋白质的合成过程。

半胱氨酸广泛存在于生物体内，且具有一系列
的生理功能，主要包括合成铁硫簇，含硫化合物及谷
胱甘肽，并可调节催化蛋白质的活性、结构及稳定
性。半胱氨酸在细胞增殖、附着及抗环境胁迫方面
也具有重要作用［17］。在氧化胁迫下，还原剂谷胱甘
肽需要大量合成用以抵御氧化破坏。因此，作为合
成谷胱甘肽的前体物质，半胱氨酸在半胱氨酸合成
酶(图 3，点 8)的诱导下被合成。本研究中该酶在
DO 75% 水 平 下 的 表 达 量 显 著 增 加，这 与
Mycobacterium tuberculosis 在氧化胁迫下半胱氨酸合
成酶显著上调结果基本一致［18］。met6 基因编码 5-

甲基四氢蝶酰三谷氨酸-高半胱氨酸甲基转移酶
(图 3，点 9)，催化甲基基团从 5-甲基四氢叶酸转移
到同型半胱氨酸，形成甲基蛋氨酸［19］。本研究中，

该蛋白的表达趋势与半胱氨酸合成酶类似，在 DO
75%水平下的表达量有所上升，这与两者调节细胞
内氧化还原平衡的功能相符合。

30S 核糖体蛋白 S2(图 3，点 10)参与翻译起始
复合物的形成，在限氧和限制氮源的情况下，核糖体
蛋白 S1 的表达量会降低［20］。本研究中，该蛋白的
表达量随溶氧水平的增加而增加，受溶氧水平变化
的影响显著。其表达趋势与二氢吡啶二羧酸合成酶
DapA 相似，两者都与蛋白质的合成过程密切相关。
3. 3 溶氧对胁迫响应蛋白的影响

超氧化物歧化酶 SOD(图 3，点 11)和多酚氧化
酶 PPO(图 3，点 12)都是重要的抗氧化胁迫响应蛋
白，保护细胞免于氧化破坏。ATP 结合盒转运蛋白
(图 3，点 13)和分子伴侣 GroEL(图 3，点 14)是协助
多种底物跨膜转运、帮助蛋白质正确折叠所必须的。

其中分子伴侣通过阻止蛋白发生不可逆的变性，可
增强细胞在胁迫条件下的生存能力，并促进未折叠
多肽的再折叠和正确组装［21］。通用应激蛋白 USP

(图 3，点 15)是一类小分子胞质蛋白，在环境胁迫
刺激下，其表达水平显著增加［22］。它在维持细胞生
长停滞时的生存具有重要作用，但 USP 的确切生理
功能尚未明确。已有研究报道，UspA 和 UspD 在提
升大肠杆菌抵抗氧化胁迫(如 H2O2、超氧化物)方

面具有重要作用［23］。本研究中，DO 处于较高水平
(≥25% )时，USP 的表达水平受溶氧水平的影响
较小，而受低溶氧 (5% )条件的影响更为显著，推
测原因是:土壤杆菌在产胶期需要较多能量以支
撑热凝胶合成和维持细胞活性，但较低的溶氧水
平不利于微生物快速产生能量，而 USP 在维持细
胞生长停滞时的细胞活性方面具有重要作用，因
此 USP 可能在低氧情况下被诱导激活，蛋白表达
量显著增加。

本研究利用双向电泳技术结合质谱鉴定和生物
信息学方法，初步分析了溶氧影响土壤杆菌发酵生
产热凝胶过程的蛋白质组学。完成鉴定的蛋白主要
涉及胞外多糖合成、能量代谢、脂肪酸合成、氨基酸
合成、应激反应及氧化还原等功能，其中葡萄糖磷酸
变位酶和乳清苷 5-磷酸脱羧酶直接参与热凝胶合
成途径。通过研究溶氧对土壤杆菌产热凝胶影响的
蛋白组学研究，有助于进一步认识土壤杆菌的生理
生化过程，理解多糖合成过程中微生物对氧信号的
响应和调控过程，提高微生物利用氧的效率，强化微
生物多糖的发酵生产水平。
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Proteomic analysis of curdlan-producing Agrobacterium
sp． ATCC 31749 in response to dissolved oxygen

Xiaomeng Dai1，Libo Yang1，Zhiyong Zheng1* ，Haiqin Chen2，Xiaobei Zhan1

1 Key Laboratory of Carbohydrate Chemistry and Biotechnology of Ministry of Education，School of Biotechnology，Jiangnan
University，Wuxi 214122，Jiangsu Province，China
2 School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ Curdlan is produced by Agrobacterium sp． ATCC 31749 under nitrogen limiting condition． The
biosynthesis of crudlan is a typical aerobic bioprocess，and the production of curdlan would be severely restricted under
micro-aerobic and anoxic conditions． Proteomic analysis of Agrobacterium sp． was conducted to investigate the effect of
dissolved oxygen on the crucial enzymes involved in curdlan biosynthesis． ［Methods］Two-dimensional gel electrophoresis
was performed to separate and visualize the differential expression of the intracellular proteins extracted from Agrobacterium
sp． ATCC 31749 cultured under various dissolved oxygen levels ( 75%，50%，25% and 5% ) ． In addition， a
comparative proteomic analysis of the intracellular proteins expression level under various dissolved oxygen levels was
done． Significant differently expressed proteins were identified by MALDI-TOF /TOF． ［Ｒesults］Finally，we identified 15
differently expressed proteins involved in polysaccharide synthesis，fatty acid synthesis，amino acid synthesis pathway．
Among these proteins，phosphoglucomutase and orotidine 5-phosphate decarboxylase were the key metabolic enzymes
directing curdlan biosynthesis． ［Conclusion］Oxygen could affect the expression of the proteins taking charge of curdlan
synthesis significantly．
Keywords: Agrobacterium sp．，curdlan，dissolved oxygen，proteomics
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