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摘 要：采用超声波法和液氮研磨法提取了干酪乳杆菌茵体蛋白质，通过固相pH梯度等电聚焦

双向电泳对蛋白质进行分离，并分别利用硝酸银和考马斯亮蓝方法进行染色。对上述不同方法比

较结果显示，超声一三氯乙酸／丙酮提取蛋白质方法简便易行，适用于快速制备蛋白质样品，液氮研

磨一三氯乙酸／丙酮沉淀法更适合干酪乳杆菌大规模蛋白质提取及组学检测，并且在制备的过程中

不发生明显的蛋白质降解的现象。利用液氮研磨一三氯乙酸／丙酮沉淀法制备的干酪乳杆菌蛋白质

样品分离效果良好，可获得重复性好和高分辨率的双向电泳图谱，便于后续的质谱及差异蛋白质

组的分析，值得同行及相关研究者参考和借鉴。
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Abstract：Th target of this manuscript is to achieve an efficient method to extract large—scale

protein，by comparing of the proteins extracted by liquid nitrogen grinding，freeze—thaw method

and sonication from Lnc￡06乜fiZZ“s f口5已i Zhang though the two—dimensional gel electrophoresis(2一

DE)．The maps were stained with silver nitrate or coomassie br．1liant blue methods to separate

protein spots．The results showed that about 600 spots in liquid nitrogen grinding—TCA／acetone

precipitation method which is effectiVe for large—scale protein extraction． The sonication method

is simple to be applied to preparation of protein samples rapidly． Furthermore， the possible

reasons were provided to analyze the fault images in 2一DE．
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干酪乳杆菌(L口ffo比f叫“s c口sPi)是一种兼性

异型发酵乳酸菌，存在于自然界的湖泊、土壤，食

品、动物饲料，以及人和各种动物的消化道及其它

器官内等。作为益生菌的主要来源之一，干酪乳杆

菌已广泛应用于乳制品、药品及微生物制剂等商品

化生产，女口L口cf06ⅡciZZ“5 fn5Pi Shirota、L乜cf06口ciZ—

Z“5 c口5Fi defensis等[1-2]。益生菌是指当摄入充足

的数量后，能对宿主产生～种或多种有论证的功能

性健康益处的活的微生物，它们能够改善肠道微生

物平衡，刺激免疫系统，治疗和减缓用抗生素治疗

带来的副作用等口]。益生菌筛选标准非常严格，包

括在胃肠转运过程中对胃、肠消化液的耐受性，对

胆汁的耐受性等；在工业生产过程中，益生菌还要

经历一系列的环境胁迫，如极端温度、pH值、渗透

压，氧化作用和营养缺乏等【4]。研究这些环境胁迫

诱导的基因调节作用，最合适的途径就是通过双向

电泳技术分离和展现益生菌细胞蛋白，获得与益生

性状相关或影响到细胞的生理状况的蛋白质或基

因的组成、结构和功能。而乳酸菌基因组侧序工作

的开展，为乳酸菌蛋白质组(proteome)提供了有力

支持嘲。

干酪乳杆菌为革兰氏阳性菌，具有较坚硬的细

胞壁，且细胞富含多糖、核酸及多种次级代谢物等

可干扰双向电泳，因此选择合适的蛋白制备方法，

提高蛋白质产量和溶解度是获得具有高质量蛋白

质双向电泳图谱的前提条件。为了获得高质量菌

体蛋白质，建立干酪乳杆菌高分辨率、高灵敏度和

高重复性蛋白质双向电泳图谱，实验比较了超声

波一三氯乙酸／丙酮沉淀法和液氮研磨～三氯乙

酸／丙酮沉淀提取Lncfo施f洲“s f口sPi菌体蛋白方

法，调整和优化了蛋白质组双向电泳体系，为深入

研究干酪乳杆菌在酸胁迫、胆盐胁迫等环境压胁迫

的比较蛋白质组学提供依据。

1材料与方法

1．1实验材料

实验菌种采用内蒙古农业大学乳品生物技术

与工程教育部重点实验室从传统酸马奶中筛选鉴

定的干酪乳杆菌L．f口sPi Zhang。

实验中使用到的IPG胶条和2一DE电泳设备均

为Amersham Biosciences的产品。2一DE电泳所用

试剂为Bio～Rad公司产品及Sigma公司产品。

1．2菌种培养及蛋白质样品制备

将冷冻干燥保存的菌种L．cnsPi Zhang，接种于

pH6．4的改良MRs培养液培养，37℃活化两代，3

ooo g离心10 min收集菌体，并用质量分数o．85％

灭菌生理盐水洗涤，然后以体积分数1％接菌于新

鲜的MRS培养液中，当菌体细胞生长到对数中后

期(OD。。。一o．7)，离心收集菌体制备蛋白质。

分别采用超声提取法和液氮研磨法制备

L．cnsPi Zhang的细胞蛋白质，然后利用Bradford

法测定蛋白质的浓度[6]。

超声提取一三氯乙酸／丙酮沉淀法：收集5 mL

菌体于1．5 mL离心管中，加入300“L的缓冲液。

超声提取蛋白质(工作2 s，停4 s，功率26％)，直至

液体澄清。15 oOo g离心30 min(4℃)，弃沉淀。

以o．1 mL分装上清液，加入预冷的体积分数10％

三氯乙酸丙酮溶液，一20℃沉淀过夜。于35 ooo g

离心30 min(4℃)收集沉淀，并用丙酮清洗两次。

真空干燥仪进行干燥5 min得到蛋白质干粉，于一

80℃保存。

液氮研磨一三氯乙酸／丙酮沉淀法：将大量收

集的菌体，用质量分数O．85％NaCl离心洗涤两次，

3 ooO g离心10 min(4℃)，弃尽液体。利用研钵

对菌体进行液氮研磨破碎菌体。将研好的菌体碎

末分装于1．5 mL离心管中，迅速加入体积分数

10％三氯乙酸丙酮溶液，丙酮清洗步骤同上。

取适量超声制备的蛋白质干粉与液氮研磨制

备的蛋白质干粉，分别加入300“L的裂解液，裂解

液组成为：7 mol／L尿素、2 mol／L硫脲、质量分数

4％3一(3一胆胺丙基)二甲氨基一1一丙磺酸(CHAPS)、

65 mmol／L二硫苏糖醇(DTT)、1％pH 3～10两

性电解质、1 mmol／L EDTA及1 mmoJ／L PMSF。

进行超声助溶(工作2 s，停4 s，功率25％)，然后

22 000 g离心30 min(4℃)，取上清，加入核酸酶

DNase I(1 U／50扯L)和RNase A(25“g／肛L)，4℃

进行消化，得到最终的干酪乳杆菌的可溶性蛋白样

品和全蛋白质样品用于双向电泳。

利用不同方法制备L．c口5Pi Zhang蛋白样品，

构建双向电泳图谱进行比较。

1．3双向电泳

采用pH 3～10非线性(7 cm)和pH 4～7的

IPG胶条(7 cm)进行菌株L．f口sei Zhang蛋白质的

双向凝胶电泳分离，比较蛋白质分离结果。胶条泡

涨后，蛋白质上样量分别为50“g／g(7 cm、银染)和

100肛g／g(7 cm、考马斯亮兰染色[7])。7 cm IPG胶

条等电聚焦的参数为：表面温度18℃，50 V恒定电

压电泳6 h，500、1 000、4 000 V线性梯度电压电泳

各1 h，再以4 000 V恒定电压电泳至总伏小时数

达到42 000。18 cm IPG胶条L．c口sPi Zhang的蛋
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白上样量为100“g／g(18 cm、银染)，等电聚焦的参

数增加8 oOO V线性梯度电压电泳1 h，且以8 ooO

V恒定电压电泳至总伏小时数达到65 000 VH。取

出胶条进行两步平衡后，将IPG胶条转移至12％

的SD孓PAGE胶上方，进行第二向电泳，当溴酚蓝

前沿移至凝胶底线结束。分离的蛋白质采用银染

法显色¨J。

1．4图像扫描与胶图分析

将染色后的凝胶置于扫描仪Image Scanner上

进行扫描，分辨率为300 dpi。并利用Image Master

2D PIatinum分析2一DE胶图。

2 结果与分析

2．1 蛋白质提取和凝胶染色方法比较

样品制备和溶解是双向电泳成功的关键，因此

要尽可能扩大样品的溶解度和解聚，以提高分辨

率。实验比较了两种提取干酪乳杆菌蛋白的方法，

图l(A)和图1(B)分别为液氮研磨法和超声波破碎

法提取L．f口5Pi Zhang蛋白质样品构建的双向电泳

图谱(7 cm预制IPG胶条，pI 4～7，银染)。比较

显示，超声提取法构建的干酪乳杆菌双向电泳图谱

仍有较明显的横条纹。因此，实验最终采用液氮研

磨法提取干酪乳杆菌双向电泳用蛋白质样品。

CHAPS、还原剂DTT、两性离子电解质外，还使用

了硫脲。实验通过比较L．f口sei Zhang双向电泳图

谱质量(图1(C))，发现硫脲的加入可以进一步提高

蛋白质样品的溶解度，改善蛋白质分离效果。同时

为防止蛋白质的降解，实验加入了蛋白质酶抑制剂

1 mmol／L EDTA和1 mmol／L PMSF。此外，核酸

残留可造成干酪乳杆菌双向电泳图谱的酸性端出

现明显的横向条纹(图1(D))。实验通过添加适当

的核酸酶DNase I和RNase A以降解核酸，降低蛋

白质样品的黏度，对去除酸端横条纹有明显效果。

同时，需要指出的是在细菌中，一方面DNA、核糖

体、mRNA及众多酶的复合物与表面结构相连，另

一方面，约90％的核糖体是以膜一多聚核糖体·

DNA聚合物形式存在[9]。

注：使用pH 6．4的MRS堵养基培养L．f4s￡i Zhang及便用7

cm的预制lPG胶条．均使用液氮研磨破碎，蛋白质上样量为

50“g。A、C为使用pI 4—7的预制IPG胶条；B、D为使用pI 3

～10的预制IPG胶条；A、B为使用考马斯亮兰染色；C、D为

使用银染法染色。

图2 L．c口s“zhang全蛋白质双向电泳图谱不同染色

方法比较

Fig．2 2。DE maps Of L．c口s“Zhang by different stai·

njng methods

为了更好地使细胞内低组分蛋白质在2一DE胶

注：使用pH 6．4的MRs培养基培养L．。“zh。。g及使用
中得以成像，蛋白质的染色技术也十分重要。图2

7。。pI 4～7预制IPG胶条，均使用银染法显色．蛋白质上样量 是使用了不同的染色方法，对通过液氮研磨法提取

为50弘g。A为液氮研磨破碎法；B为超声波破碎法；c为使用 的L．cnsPi Zhang蛋白质双向电泳图谱进行染色。

液氮研磨破碎，裂解液组成不含有2 mol／L硫脲。D为未添加 两种染色方法得到的胶图有一定的可比性，尤其是
核酸酶消化。

高丰度蛋白质点。由于考染和银染的分辨率不同，
图1利用不同提取方法对L·c口s“zhang蛋白质构建

一般考染(100弘g／g)的蛋白质上样量是银染(50

。．．翟哩}泳图鼍， ．，7． ．。。一．⋯⋯． 弘g／g)的两倍。碴是，利用银染进行双向电泳图谱
Fi2．1 2一DE maps of L．cⅡs“Zhang by different extrac-

‘⋯ 。’。⋯⋯。一 ⋯一 ’ ⋯ 。 ⋯⋯⋯
ting m。tl：ods 的染色对今后的质谱鉴定会产生影响。考染的优

裂解液用于充分溶解和解离细胞蛋白质，实验 点在于染色过程简单，操作简便，无毒性，染色后的

采用的裂解液除基本组成如尿素、无离子去污剂 背景及对比度良好，尤其是与下游的蛋白质鉴定方

法兼容。因此，可以根据实验需要和要求，选择适
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当的蛋白质提取方法和凝胶染色方法。

由理论蛋白质分析可知，近50％的L．fn5ei

Zhang的蛋白质分布于pI 4～7之间，实验采用了

宽范围的pI 3～10非线性的IPG胶条(图2(B)和2

(D))作为对照，结果证明大部分蛋白质也都集中于

酸性端，且大相对分子质量碱性蛋白质缺失。因此

实验选用了pI 4～7的预制胶条构建L．cn5ei

Zhang双向电泳图谱。

2．2条件改进和优化

在L．fn5Pi Zhang双向电泳图谱建立过程中，

对一些典型失误图谱进行分类，分析造成各类失误

的可能原因，探讨和总结了相应的解决方法和实验

操作中应该注意的问题，具体见图3。

图3实验操作过程产生的问题蛋白图谱

Fjg．3 2一DE faulty maps 0f L．c口s“ZhaⅡg

图3(A)，菌体蛋白没有很好的聚焦，蛋白点较

少。为了去除杂质，增加蛋白质的溶解性，在样品

提取过程中增加了TCA一丙酮沉淀及超声助溶的步

骤。引起图3(B)、3(C)和3(D)图谱扭曲可能的原

因及解决办法包括：SDS—PAGE凝胶聚合太快或聚

合时发生泄露引起局部区域不均匀，应该将凝胶混

合均匀再灌胶并且检查是否泄漏后再封一层水层

或饱和正丁醇，并且在放入胶条前将其去尽；灌制

SD孓PAGE胶时，第二向凝胶顶端不平，有气泡或

杂质渗入胶条与胶面之间，应该平整好第二向凝胶

顶端，放置胶条时要排除气泡或杂质；胶条在聚焦

后最好不要在聚焦槽中放置时间过长，否则胶条泡

涨过度，很难放人SD孓PAGE胶上。

2．3 干酪乳杆菌全蛋白质双向电泳图谱的建立及

比较

按照液氮研磨一三氯乙酸／丙酮沉淀的方法提

取L．c口sPi zhang全蛋白质构建双向电泳图谱(18

cm预制IPG胶条，pI 4～7，银染)(图4)。所得双

向蛋白质电泳图谱，核酸清除比较完全，无明显横

向、纵向拖尾，且重复性好，分辨率较高，说明利用

此方法提取干酪乳杆菌蛋白质适合构建双向电泳

图谱，可以为后续研究所采用。利用胶图分析软件

对L．f乜sPi Zhang双向电泳图谱进行分析可知，胶

图上可分离到约600个蛋白质点。

图4 L c口s“Zhang细胞蛋白质双向电泳图谱

Fig．1 2一DE geIs of the whole cytopIasm protei璐of

L c口s西Zhang

3讨 论

干酪乳杆菌蛋白质提取需要有效破碎细胞壁，

释放细胞内容物，使菌体蛋白质充分溶解和解离的

同时去除杂质，并尽量避免蛋白质样品的降解。

干酪乳杆菌属于革兰氏阳性菌，具有坚韧的表

面网状结构，同时菌体内的许多结构，如DNA、核

糖体、mRNA及众多酶的复合物与表面结构相连，

影响了菌体蛋白质的获率及蛋白质的溶解性。实

验采用了较剧烈的机械方法，液氮研磨法和超声波

破碎法，这两种方法都能够有效地破碎细胞壁，释

放细胞内容物。作者也采用过冻融法提取干酪乳

杆菌全蛋白质，但是破壁效果不理想，且蛋白质容

易降解。液氮研磨法的优点在于可大量制备蛋白

质样品，且可保持较低温度，防止蛋白质降解。而

超声波提取蛋白质的方法简便易行，适用于快速制

备蛋白质样品，但必须注意维持较低温度和尽量避

免产生泡沫以减少蛋白质的降解和损失。比较了

液氮研磨法和超声波提取法制备L．c口sPi Zhang样

品所得蛋白质图谱后，实验最终采用了液氮研磨法

提取于酪乳杆菌双向电泳用蛋白质样品。虽然三

氯醋酸／丙酮沉淀法的使用会损失一些蛋白质，但

是它对去除蛋白质样品中的杂质，减少双向电泳图

谱中横条纹的产生，使蛋白质较好地聚焦，效果明

显。同时利用超声波通过真空化现象引起的冲击

波和剪切力助溶，使菌体蛋白质样品在三氯醋酸／

丙酮沉淀后能充分溶解于裂解液中，可以在一定程

 万方数据



602 食 品 与 生 物 技 术 学 报 第28卷

度上减少蛋白质损失。而核酸酶DNase I和RNase

A的加入量也要适当，否则可能会干扰胶图分析。

蛋白质样品的制备虽然是双向电泳技术中最

为关键的环节，但是双向电泳技术同时也受到多种

因素的制约，如聚焦参数设置、染色技术及实验操

作等，只有处理好各种影响因素，才能成功建立稳

定性、重现性好的蛋白质图谱，为进一步的差异比

较蛋白质质组学研究奠定基础。

乳酸菌蛋白质质组研究方向目前可归纳为全

蛋白质质组研究及差异比较蛋白质质组研究。全

蛋白质质组研究意在构建乳酸菌参考蛋白质质组

图谱并对分离到的蛋白质进行鉴定。其意义在于

一方面对乳酸菌各个属菌种的蛋白质表达及分布

情况做全面了解，另一方面有助于差异蛋白质质的

研究，可以提供重要的相关数据及信息。目前，已

经建立的参考蛋白质质双向电泳图谱的乳酸菌有，

L口f￡ococf甜5 Z以f￡is [10]、Lnc￡06nfiZZ“s 6“Zg乜，一ic“s

[1¨、Bi厂id06口f￡Pri“，咒 Zo，zg“，"
[1
2]、L口c￡06丑fiZZ“s

痧肠行￡口r“优[1朝等。有关L．c口sPi的参考图谱的建立

目前还未有报道。作者所在实验室已经自主完成

了干酪乳杆菌L．casei Zhang基因组测序，构建了

遗传信息库，所有基因的遗传信息得以解码，但是
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