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摘要 :采用蛋白质组学的方法之一 二维电泳技术 ,对嗜水气单胞菌生长周期中各不同阶段的蛋白质组成

进行了分析。结果显示 ,在不同生长阶段 ,其蛋白质组成均发生明显变化。发现了与细菌生长代谢各阶段生

理活动有关的差异蛋白质 ,有助于深入了解嗜水气单胞菌生长周期中不同阶段的基因组表达情况。同时 ,还

对二维电泳和普通 SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳进行比较。结果表明 ,二维电泳技术是研究蛋白质组学的有效

工具。
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Studying the growth metabolism of Aeromonas hydrophila

with the methods of proteomics

WU Mou2sheng , PENG Xuan2xian

( School of Life Sciences , Xiamen University , Xiamen 　361005 , China)

Abstract : Aeromonas hydrophila is one of the important pathogenic bacteria of aquaculture . It is significant ,

therefore , to study the changes on functional genome in its growth cycle . Two2dimensional electrophoresis (22D

PAGE) , one of the approaches for proteomics , was used to study protein composition in different phases during

the cycle . The result showed that the composition was significantly changed in different phases . The discovery of

different pertinent proteins in the different growth phases will contribute to find out the genome expression of A .

hydrophila in different growth phases . In this experiment 22D PAGE was compared with normal SDS2PAGE in

the same conditions , and the result indicated that 22D PAGE was an effective technique for proteomics study.
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　　细菌新陈代谢被分为迟滞期、对数生长期、稳定期和死亡期四个阶段。然而 ,这仅是对细菌生长现

象的一种理论总结 ,而对导致这些变化的功能基因组变化尚不清楚。蛋白质组学是研究功能基因组的

可靠方法 ,其中的二维电泳技术可以在一个平面上分离数以千计的蛋白质 ,可以在整体水平上研究生命

活动的规律 ,是比较不同条件下同种细胞功能基因组变化的最好技术[1 ] 。本文以水产养殖重要致病菌
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嗜水气单胞菌为对象 ,研究细菌新陈代谢各期中蛋白质组群变化情况 ,旨在为控制这种病原菌提供

分子基础。

1 　材料与方法

1. 1 　嗜水气单胞菌

嗜水气单胞菌 58209 # 购自中国科学院武汉水生生物研究所鱼病研究室。

1. 2 　细菌培养、计数、收集和破碎

将嗜水气单胞菌接种于牛肉膏蛋白胨培养基 ,28 ℃培养 18h ,作为种子菌。而后接种于上述同种培

养基 ,接种比例 1∶25 (菌液∶培养基) ,培养时间分别为 6h , 12h , 18h , 24h , 30h , 42h , 54h。培养结束后 ,取

2mL 菌液参照文献[2 ]的方法作平板菌落计数。其余培养液于 4 000r·min - 1离心 10min , 收集菌体 ,用

50mmol·L - 1 , p H 7. 0 Tris2HCl 缓冲液洗涤 3 次 , 4 000 r·min - 1离心 10min , 收集菌体 , 用同种缓冲液悬

浮。用 Virsonic 475 超声细胞破碎仪 (VirTis 公司产品) 超声破碎。

1. 3 　电泳样品处理

在超声破碎后的菌液中加入 DNase Ⅰ(终浓度为 50μg·mL - 1) 和 RNase A (终浓度为 20μg·mL - 1) ,

37 ℃处理 30min 后 ,加入裂解液处理 ,12 000g , 4 ℃离心 10min ,取上清进行双向电泳。

1. 4 　二维电泳

二维电泳按文献[3 ]的方法进行 ,电泳结束后用考马斯亮蓝 R2250 染色。GDS8000pc2凝胶成像分析

系统扫描 ,进行图象分析 ,打印输出照片。

1. 6 　SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (12D PAGE)

样品按 12D PAGE 的方法处理 ,其它电泳条件均与二维电泳的条件一致。脱色后用 GDS8000pc2凝
胶成像分析系统扫描 ,进行图象分析 ,打印输出照片。

2 　结果与分析

图 1 　嗜水气单胞菌的生长曲线

Fig. 1 　The growth curve of Aeromonas hydrophila

2. 1 　嗜水气单胞菌生长曲线的测定

从图 1 中可以看出嗜水气单胞菌的迟滞期比较

短 ,6h 时为对数生长期 , 12h 时为稳定期 , 12h 以后

该细菌开始进入死亡期。

2. 2 　二维电泳结果

2. 2. 1 　细菌生长代谢周期的二维电泳图谱

细菌经 6h , 12h , 18h , 24h , 30h , 42h 和 54h 培养 ,

其生长代谢的二维电泳图谱见图 2。

2. 2. 2 　细菌 6h 与 12h 培养物的二维电泳比较

嗜水气单胞菌 6h 与 12h 培养物的二维电泳图谱比较结果表明 ,6h 的二维电泳图谱比 12h 的多 1 个

蛋白质点 ,12h 的比 6h 的多 2 个蛋白质点 (图 3) ,提示细菌的总蛋白质组成在稳定期与对数生长期基本

一致。

2. 2. 3 　细菌 12h 与 18h 培养物的二维电泳比较

嗜水气单胞菌 12h 与 18h 培养物的二维电泳图谱比较结果表明 ,18h 时的嗜水气单胞菌的二维电泳

图谱比 12h 的多了 12 个蛋白质点 (图 4) ,其中的 5 个蛋白质点位置比较集中 (图 4 中第 3 组) 。这些差

异蛋白质的表达 ,可能与细菌从稳定期到死亡期有关。
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图 2 　嗜水气单胞菌各个生长阶段的二维电泳图谱

Fig. 2 　22D PAGE of A . hydrophila grown at different phases

A : 6h ; 　B : 12h ; 　C : 18h ; 　D : 24h ; 　E : 30h ; 　F : 42h ; 　G : 54h

图 3 　嗜水气单胞菌在 6h 与 12h 时二维电泳图谱的图谱比较 ( 记号表示差异蛋白质点 ,图象比例为 4∶1)

Fig. 3 　The comparison of 2 - D PAGE images of A. hydrophila at 6h with 12h

1 : 6h ; 　2 : 12h ; ( The dots with marker represent for the different proteins , and the proportion is 4∶1)

图 4 　嗜水气单胞菌在 12h 与 18h 时二维电泳图谱的比较 (图象比例为 4∶1)

Fig. 4 　The comparison of 2 - D PAGE images of Aeromonas hydrophila at 12h with 18h

1 : 12h ; 　2 : 18h (the proportion is 4∶1)

2. 2. 4 　细菌 18h 与 24h 培养物的二维电泳比较

嗜水气单胞菌 18h 与 24h 培养物的二维电泳图谱比较结果表明 ,24h 的二维电泳图谱比 18h 的多了

14 个蛋白质点 ,而少了 18h 时位置比较集中的 5 个蛋白质点。24h 时活菌数迅速减少 ,新蛋白质点的出

现可能与细菌生长的微环境急剧变化有关 (图 5) 。

2. 2. 5 　细菌 24h 和 30h 培养物的二维电泳比较

30h 时嗜水气单胞菌的二维电泳图谱与 24h 的并无太大的差别 ,它比 24h 的少了 3 个蛋白质点 (图

6) 。这一时期的细菌生理生化性质与 24h 的比较接近。
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图 5 　嗜水气单胞菌在 18h 与 24h 时二维电泳图谱的比较

(图象比例为 1∶2. 5)

Fig. 5 　The comparison of 22D PAGE images of

A. hydrophila at 18h with 24h

1 : 18h ; 2 : 24h (the proportion is 1∶2. 5)

2. 2. 6 　细菌 30h 与 42h 培养物的二维电泳比较

嗜水气单胞菌 30h 与 42h 培养物的二维电泳

图谱比较结果表明 ,在 42h 时 ,嗜水气单胞菌的二

维电泳图谱比 30h 的少了 8 个蛋白质点 ,但出现

了两个新的蛋白质点 (图 7) 。

2. 2. 7 　细菌 42h 与 54h 培养物的二维电泳比较

嗜水气单胞菌 42h 与 54h 培养物的二维电泳

图谱比较结果表明 , 54h 时细菌的二维电泳图谱

与 42h 的二维电泳图谱并没有差别。从细菌的生

长曲线来看 ,细菌的活菌数已趋于稳定。

2. 3 　SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳结果见图 8。对其

进行分析发现 ,以上 7 个时间段的电泳图谱并没

有质的变化 ,即没有出现新的蛋白质条带 ,但从图中可以发现只有量上的变化如箭头所示。

图 6 　嗜水气单胞菌在 24h 与 30h 时二维电泳图谱的比较 (图象比例为 4∶1)

Fig. 6 　The comparison of 22D PAGE images of A. hydrophila at 24h with 30h

1 : 24h ; 2 : 30h (the proportion is 4∶1)

图 7 　嗜水气单胞菌在 30h 与 42h 时二维电泳图谱的比较 (图象比例为 1∶2)

Fig. 7 　The comparison of 22D PAGE images of A. hydrophila at 24h with 30h

1 : 30h ; 2 : 42h (the proportion is 1∶2)

3 　讨论

蛋白质组学是一门新兴的学科 ,可以在整体水平上对生命活动现象进行研究。它比基因组学更能

够深入研究生命活动的规律 ,可以解决基因组学所不能解决的问题 ,如转录后修饰、基因表达的时空性

等。目前 ,微生物蛋白质组学已得到广泛的研究 ,其主要集中在微生物对外界环境变化的适应性研

究[4 ] 。但对于生长周期中的微生物蛋白质组学研究则未见报道。本文采用蛋白质组学的核心技术 ,对

嗜水气单胞菌生长过程的不同阶段进行分析。根据生长稳定期为 12h 的结果[5 ] ,选择 6h 为一个测定

点 ,发现该菌在生长周期的不同阶段其基因组表达发生相应变化 ,对这些变化进一步分析 ,将有利于深

入了解细菌生长周期各阶段的功能基因组变化 ,有助于深入了解细菌在不利生长条件下所采取的保护
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图 8 　嗜水气单胞菌各个生长时期的 SDS2PAGE 图谱
(记号表示量变化的蛋白质带)

Fig. 8 　The SDS2PAGE image of A. hydrophila

in different phases
1 : 6h ; 2 : 12h ; 3 : 18h ; 4 : 24h ; 5 : 30h ; 6 : 42h ; 7 : 54h

性机制 ,并对了解嗜水气单胞菌生长繁殖过程中的

生理生化变化以及防治其引起的疾病具有重要意

义。此外 ,细菌生长周期的不同阶段其蛋白质组群

的明显差异可能影响细菌生理生化的结果 ,今后应

根据研究目的选择相应时期的细菌培养液 ,并在分

析检测结果时重视这一影响因素。

本文还比较了该菌不同生长时期的 22D PAGE

与 12D PAGE 图谱。从实验结果来看 ,22D PAGE 能

够较好显示出细菌生长周期各阶段蛋白质组群的差

异 ,但 12D PAGE 仅能展示出某些量的差异而不能

展示出质的不同。这些结果说明 ,高分辨率的二维

电泳技术在分析蛋白质组群变化中的重要性。
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