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摘 要: 应用宏蛋白质组学理论和思想,利用双向电泳技术分离绍兴黄酒成品麦曲中主要包含各

种微生物胞外酶的可溶性总蛋白。通过研究不同等电聚焦条件、不同 pH 值浸提缓冲液以及不同

上样量等关键因素对双向电泳结果的影响, 建立了适合于绍兴黄酒成品麦曲微生物胞外酶的双向

电泳条件,得到了分辨率较高,重复性较好的双向电泳图谱,为进一步通过质谱分析手段全面鉴定

麦曲中微生物胞外酶的组成,明确其微生物来源奠定了基础。
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麦曲在黄酒的酿造过程中发挥着极其重要的

作用,被喻为 酒之骨 ,它不但是黄酒酿造的 粗酶

制剂 ,而且麦曲内蓄积了多种微生物的代谢产物,

赋予了黄酒独特的风味
[ 1- 3]
。研究表明, 麦曲中微

生物胞外酶主要是来源于各种霉菌和细菌分泌的

各类水解酶系, 包括淀粉酶系、蛋白酶系、纤维素酶

系、半纤维素酶系、脂肪酶系等等。这些复合酶系

共同作用将麦曲中的各种大分子物质(淀粉、蛋白

质、脂肪等) 分解为小分子物质, 以便微生物的生

长、繁殖、产酶、产酒 [ 4- 8]。

目前国内直接针对黄酒麦曲中微生物胞外酶

的研究开展得较少,主要是利用色谱技术对麦曲中

单一酶类进行纯化并开展酶学性质研究, 如作者所

在实验室就曾开展绍兴黄酒麦曲中 淀粉酶的分

离、纯化及其酶学性质的研究
[ 9]
, 通过现有的酶学

研究方法,无法达到全面获取麦曲中微生物胞外酶

组成,确定其微生物来源的目的。宏蛋白质组学

( metaproteomics) [ 10 12] 是最近几年被提出的新概

念,其定义是指对某一特定环境中微生物群落的所

有蛋白质进行大规模的分析和鉴定。宏蛋白质组

的研究策略与经典的蛋白质组研究策略相似, 主要

包括环境总蛋白的提取纯化、蛋白质分离以及质谱

鉴定和数据比对 3个步骤。其中蛋白质的分离步

骤一般采取双向电泳或液相色谱方法。本研究借

助于宏蛋白质组学的理论和思想, 利用双向电泳技

术对从绍兴黄酒成品麦曲中浸提出的所有可溶性

蛋白(主要是各种微生物分泌的胞外酶蛋白, 原料

小麦的可溶性蛋白绝大部分已在固态发酵过程中

被降解为小分子肽段[ 13] )进行高分辨率分离, 为后

续通过质谱分析手段大规模鉴定麦曲中的微生物

胞外酶,并进一步弄清其微生物来源奠定基础。

由于双向电泳实验周期长、步骤繁琐、操作性

强,实验过程中各个环节均影响双向电泳的分离效

果,且直接关系到后期蛋白质谱分析的准确性和可

靠性, 对于不同来源的样品, 一般都需要摸索出专

用的实验条件。因此, 针对某一具体样品的双向电

泳实验方法的建立是高通量分析蛋白质混合物的

先决条件。本研究的目标就是通过优化影响双向

电泳结果的关键条件, 建立一套高分辨率、高稳定

性和高重复性的绍兴黄酒成品麦曲微生物胞外酶

双向电泳技术体系。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 麦曲 绍兴黄酒机制麦曲: 由浙江古越龙

山绍兴酒股份有限公司提供。

1 1 2 试剂 琼脂糖、溴酚蓝、二硫苏糖醇

( DT T)、碘乙酰铵 ( IAA )、固相 IPG 干胶条 (非线

性, pH 值为 3~ 10, 7cm)、IPG Buf fer( pH 值为 3~

10)、IPG覆盖液均为 GE 公司产品; CHAPS、脲为

Amersham 公司产品; Complete 蛋白酶抑制剂混

合片为 Roche公司产品; 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、十二烷基磺酸钠( SDS)、Tris碱、过硫酸铵、甘氨

酸、考马斯亮蓝 G 250、考马斯亮蓝 R 250为纯化级

产品; 甲醇、正丁醇、甘油、冰醋酸、磷酸、三氯乙酸

( T CA)、丙酮、乙酸钠、牛血清白蛋白均为国产分析

纯产品。

1 1 3 实验仪器 等电聚焦电泳仪 Ettan IPG

phor 3: GE 公司产品; 高电流电泳仪: BIO RAD公

司产品; 小型垂直电泳槽: BIO RAD 公司产品;

TY 80S/ 80B脱色摇床: 生兴生物技术有限公司产

品; JD 801凝胶电泳图像分析系统: 江苏省捷达科

技发展有限公司产品; CR22G型高速冷冻离心机:

日本日立公司产品; P ico & Fresco17微量离心机:

Thermo 公司产品; UV 2100 型紫外可见分光光度

计: 尼龙柯仪器有限公司产品。

1 1 4 溶液配制 样品裂解液:脲 4 8 g , CHAPS

0 4 g, IPG 缓冲液 50 L, 加入双蒸水至总体积为

10 mL(使用前加入 20 mmol/ L DT T)。

平衡液 I: 脲 72 07 g、SDS 4 0 g、1 5 mo l/ L

Tr is HCl 6 7 mL( pH 8 8)、甘油 69 mL、1 g/ dL 溴

酚蓝贮存液 400 L,加入双蒸水至 200 mL, 使用前

每 10 mL 加入 DTT 100 mg。

平衡液 II: 脲 72 07 g、SDS 4 0 g、1 5 mo l/ L

Tr is HCl 6 7 mL( pH 8 8)、甘油 69 mL、1 g/ dL 溴

酚蓝贮存液 400 L,加入双蒸水至 200 mL, 使用前

每 10 mL 加入 IAA 250 mg。

1 2 方法

1 2 1 样品制备

1) 粗酶液浸提: 秤取 25 g 麦曲, 加入 50 mL

0 09 mol/ L 乙酸 乙酸钠缓冲溶液和一片 Complete

蛋白酶抑制剂混合片, 在 4 条件下浸提过夜。然

后依次用 4 层纱布、滤纸过滤, 滤液在 10 000 r/

min, 4 条件下离心 30 min, 上清液即为粗酶提取

液。Br adfo rd法测定蛋白含量[ 14]。

2) TCA 丙酮法沉淀蛋白: 取一定量粗酶提取

液, 加入 4倍体积的预冷丙酮溶液 (含 20 mmol/

L DT T, 10 g / dL T CA ) , 摇匀, - 20 放置 1 h 沉

淀蛋白,之后 4 下 12 000 r/ min离心 30 min。弃

上清,收集沉淀。加入 2 mL 预冷的丙酮溶液 (含
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20 mmo l/ L DT T) , - 20 放置 1 h,清洗沉淀, 4

12 000 r/ m in 离心 15 min。重复清洗一次。弃上

清,收集沉淀,然后置于- 20 冰箱中,使丙酮完全

挥发。

3) 沉淀溶解: 将干燥好的蛋白质沉淀加入适量

的样品裂解液, 室温下充分溶解,然后 12 000 r/ min

离心 10 min, 上清液即为麦曲宏蛋白质组样品。

Bradfor d法测定蛋白含量。

1 2 2 双向电泳实验分析 按照 GE公司 双向电

泳操作手册 进行水化上样和等电聚焦。在 Immo

biline 干胶条再泡胀盘中加入适量麦曲宏蛋白质组

样品,将 IPG干胶条水平放入其中, 加入少量 IPG

覆盖液,水化过夜。水化过夜后的胶条转移到 Et

tan IPGpho r胶条槽中, 设置等电聚焦程序进行等

电聚焦。

等电聚焦结束后, 立即进行平衡。采用两步平

衡法, 将 IPG胶条先后在平衡液 I和平衡液 II中平

衡 15 min。

平衡后进行第二向 SDS PAGE电泳,分离胶质

量浓度为 12 5 g/ dL( 10 cm 7 cm 1 mm)。将平

衡后的 IPG 胶条转移到已聚合的聚丙稀酰胺凝胶

胶面顶端,用 0 5 g / dL 的琼脂糖封闭,排除胶条与

胶面之间的气泡。以恒流方式进行电泳: 10 mA, 10

min, 然后电流调至 20 mA。当溴酚蓝指示剂迁移

到凝胶底部时, 关闭电源,结束电泳。

采用考马斯亮蓝染色法对凝胶进行染色。

1 2 3 二维凝胶电泳分析 脱色后的双向电泳凝

胶用捷达 JD 801凝胶电泳图像分析系统对其进行

扫描分析。

2 结果与讨论

2 1 等电聚焦条件对双向电泳结果的影响

等电聚焦时间过长会导致电内渗和蛋白移动,

从而产生水平拖尾; 而聚焦时间过短, 会导致蛋白

压缩不够紧密, 形成横向糊状拖尾。为研究等电聚

焦的关键条件对本研究样品双向电泳效果的影响,

首先进行了等电聚焦条件的摸索。根据固相 IPG

干胶条(非线性, pH 3~ 10, 7 cm)使用说明书建议,

设定不同的等电聚焦总伏特小时数( Vh)进行试验。

研究结果表明, 当总伏特小时数设定值为不低于

7 500 V h 时, 样品的聚焦效果较好, 双向电泳图

谱的分辨率较高。因此, 最终确定等电聚焦程序

为: Step, 300 V 2 h; Gradient, 1 000 V 0 5

h; Gradient , 5 000V 1 5 h; Step, 5000 V,

2 000 Vh。

2 2 浸提缓冲液 pH值对双向电泳结果的影响

黄酒大罐发酵过程中发酵醪液的 pH 值范围为

3 5~ 5 0 左右, 故本实验分别选取 pH 值为 4 2、

4 4、5 0 的乙酸 乙酸钠缓冲液浸提麦曲, 制备麦曲

的可溶性总蛋白样品。在上样量基本一致的条件

下(约 100 g)进行双向电泳实验,得到电泳图谱如

图 1所示。

( a) pH 4 2; ( b) pH4 4; ( c) pH 5 0

图 1 不同 pH值的浸提缓冲液制备样品的双向电泳

图谱

Fig. 1 The 2 D electrophoresis maps of samples pre

pared by extraction buffers with different pHs

通过分析比较可以看出,每张双向电泳图谱上

可获得 40~ 60 个可分辨的蛋白斑点, 且主要蛋白

斑点在凝胶上的分布状况大体一致。在相对低分

子质量区域的偏碱性范围内,都出现了若干分布较

为集中的蛋白斑点,而在低分子质量区域的偏酸性

区域,分布的蛋白斑点则少得多, 说明大部分分子

质量较小的微生物胞外酶以碱性蛋白质为主。在

凝胶的高分子质量区域,当以 pH 值为 4 2的乙酸
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乙酸钠浸提缓冲液制备样品时, 可分辨的蛋白斑点

相对较少; 而当缓冲液为 pH 值为 4 4 和 pH 值为

5 0时, 有更多的蛋白斑点被分离出来, 说明浸提缓

冲液 pH 值的不同会影响所制备样品的组成。总体

说来,当麦曲的浸提缓冲液 pH 值为 5 0时, 由双向

电泳分离出来的蛋白斑点最多;就分辨率而言, 3种

pH 条件下的分离效果相差不大。

2 3 不同上样量对双向电泳结果的影响

蛋白质上样量的多少也直接影响双向电泳图

谱的分辨率。图 2表示的是用 pH 值为 5 0的浸提

缓冲液制备样品后,进行不同上样量的双向电泳图

谱。可以看到, 当上样量为 56 g 时,图谱上肉眼可

见的蛋白斑点非常少, 低丰度蛋白质无法显示, 且

蛋白斑点模糊不清, 表明此时上样量偏低(图 2a) ;

而当上样量为 142 g 时,部分蛋白斑点出现拖尾现

象,表明此时上样量偏高(图 2b)。当上样量为 100

g 左右时,蛋白斑点不仅较多, 而且双向电泳图谱

的分离分辨率较高, 蛋白斑点清晰(图 1c) , 表明此

时上样量较为合适。

( a) 上样量偏小( 56 g) ( b) 上样量偏大( 142 g)

图 2 蛋白样品上样量偏小或偏大的双向电泳图谱(浸

提缓冲液 pH 5 0)

Fig. 2 The 2 D electrophoresis maps with protein sam

pling too few or too much ( extraction buffer

pH5 0)

3 结 语

双向电泳技术是宏蛋白质组学的关键技术之

一。应用双向电泳技术对黄酒麦曲中各种微生物

胞外酶的可溶性宏蛋白质组进行分离, 目前未见任

何相关报道。本文通过一系列试验, 对影响双向电

泳结果的关键条件进行了研究,初步建立了适合于

目标样品的双向电泳技术体系。

影响双向电泳结果的因素很多, 包括材料的选

择, 样品的制备方法, 样品上样量, 等电聚焦程序,

实验技术的熟练程度,试剂的纯度等等。高效的样

品制备方法是双向电泳成功的关键, 制备方法若选

择不当,会造成大量盐离子和其它干扰物质残留,

严重影响等电聚焦,从而影响双向电泳的结果。如

过高盐离子浓度可能会导致 IEF 停止, 而多糖类

(尤其是带电荷的多糖)会导致双向电泳图谱中出

现横条纹。本研究采用 TCA 丙酮法沉淀蛋白质,

可以有效地去除盐离子、酚、多糖等干扰电泳效果

的物质[ 15]。同时, 通过增加丙酮清洗的次数, 能够

更彻底地去除上述杂质。但用 T CA 丙酮沉淀法制

备样品,在 IEF 前必须将样品充分解聚, 并使之完

全溶解,以免产生水平条纹
[ 16]
。本实验的研究对象

是麦曲微生物群落分泌的所有胞外酶, 为防止蛋白

水解酶对蛋白质的降解作用,在样品制备过程中加

入了蛋白酶复合抑制剂, 同时确保样品制备过程尽

量保持在低温条件下。

在黄酒生产过程中, 酵母接入发酵醪后, 酒醪

的 pH 值会逐步下降,由开始的 pH 值 5 4左右, 最

后稳定在 pH 值 4 0~ 4 3之间[ 17]。本研究分别采

用了 pH 值为 4 2、4 4、5 0 的乙酸 乙酸钠缓冲液

浸提麦曲用以制备样品进行双向电泳实验。由所

得的双向电泳图谱可以看出,麦曲中微生物分泌的

胞外酶具有各不相同的等电点,但不同制备条件下

蛋白斑点在凝胶上的分布情况基本一致;当浸提缓

冲液 pH 值为 5 0 时, 分离得到的蛋白斑点最多。

就分离分辨率来看, 使用 3种不同 pH 值的样品制

备缓冲液进行双向电泳实验,分辨率都较高。

等电聚焦时间过短会影响双向电泳结果的分

辨率, 时间过长则会引起阴极漂移并丢失碱性蛋

白。另外,等电聚焦时间过短或过长都会引起水平

拖尾。通过实验发现, 当等点聚焦总伏特小时数设

定为 7 500 Vh 时,效果较好。

样品上样量的选择也是能否获得高质量双向

电泳图谱的关键因素之一, 上样量的大小选择取决

于胶条的长度、pH 值范围以及染色方法等
[ 18]
。一

般说来,低上样量有利于分离高丰度蛋白, 高上样

量有利于分离低丰度蛋白。但过高的上样量会造

成蛋白质聚集或沉淀,引起蛋白斑点的拖尾。上样
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量过低的话, 蛋白斑点则容易造成蛋白点模糊不

清,低丰度蛋白分离不出来。通过试验发现, 对于

本研究使用的 pH 值3~ 10( 7cm)的 IPG胶条,当蛋

白质的上样量为 100 g 左右时,分离效果较好。

综上所述, 本研究初步建立了适合于绍兴黄酒

成品麦曲微生物胞外酶的双向电泳技术体系, 得到

了分辨率较高, 重复性较好的双向电泳图谱, 为进

一步通过质谱分析手段全面鉴定微生物胞外酶的

组成,明确其微生物来源奠定基础。同时, 本文提

出的研究思路也可为其他传统固态发酵材料的微

生物群落结构与功能研究提供参考和借鉴。
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