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细菌纤维素产生菌双向凝胶电泳分析技术
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摘 要: 对细菌纤维素产生菌株———葡糖酸醋杆菌菌体蛋白的提取过程、等电点的分布及纯化方法等方面
进行了探索和优化。结果表明: 葡糖酸醋杆菌蛋白主要分布在 pI 4 ～ 7 的范围内; 采用超滤浓缩后进行 2D
Clean-up试剂盒纯化，可以获得更优的蛋白分离效果; 在考马斯亮蓝 G250 染色条件下，有效分离出( 1037 ±
65) 个蛋白点; 建立了高质量葡糖酸醋杆菌蛋白的双向凝胶电泳分析技术。
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葡糖酸醋杆菌属( Gluconacetobacter) 是一类可以在细胞外合成高纯度细菌纤维素( Bacterial cellulose，
BC) 的微生物，其中较常见的菌种包括 G． xylinus，G． europaeus，G． intermedius，G． oboediens 及 G． enta-
nii［1 － 4］等。菌体在液体培养时，体内合成纤维素后，纤维素就从细胞壁的微孔道中分泌出来，在菌体外相
互缠绕结成一层致密的网状纤维素薄膜［5］，此时，菌体被包裹于该纤维素膜中。静态培养条件下产生的
细菌纤维素具有许多优良特性，被认为是世界上性能最好的纤维素［6 － 7］，自 1976 年被工业化应用至今，细
菌纤维素在组织工程学、纳米生物材料、食品工业等领域均取得了长足发展并收获了良好的效益［8 － 11］。
SONG Qing Hua［12］和 NAOKI S［13］等均通过 X-ray，PCＲ，SDS-PAGE等技术，对葡糖酸醋杆菌属中纤维素合
酶相关基因和蛋白质进行了研究。由于生物技术的飞速发展，目前，建立在传统微生物学研究方法上的
形态学、生理生化特征以及代谢调控等方面的研究，已经不能满足人们对生命活动规律深层次的思考需
求。当前，组学研究方法以其高灵敏性、高分辨率的特征而被广泛采用，并取得许多突破性进展［14］。如微
生物蛋白质组学技术和方法的发展，极大地推动了人们对如酵母菌属( Saccharomyces) 、链霉菌属( Strepto-
myces) 等［15 － 16］工业发酵菌株生命活动规律和代谢调控机理的认识。因此，在细菌纤维素研究领域，采用
蛋白质组学研究方法具有重要意义。目前，国内外对应用双向凝胶电泳技术分析纤维素产生菌蛋白质组
学的报道很少［17］，本课题组长期致力于细菌纤维素发酵方面的研究［18 － 19］，笔者通过蛋白质组学方法，对

欧罗巴葡糖酸醋杆菌( Gluconacetobacter europaeus) 的发酵调控规律进行探索，旨在建立高质量的葡糖酸醋
杆菌蛋白的双向凝胶电泳分析技术，为其发酵调控规律的蛋白质组学后续研究奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂
1． 1． 1 菌株 供试的欧罗巴葡糖酸醋杆菌( Gluconacetobacter europaeus) ，由海南大学食品学院提供。
1． 1． 2 发酵培养基 采用 HS 培养基( Hestrin and Schramm medium) : 葡萄糖 20 g·L －1，蛋白胨 5 g·
L －1，酵母提取物 5 g·L －1，Na2HPO4 2． 7 g·L －1，柠檬酸 1． 15 g·L －1，pH5． 0。
1． 1． 3 实验试剂 硫脲、非离子解离剂( CHAPS) 、二硫苏糖醇( DTT) 、碘乙酰胺( IAA) 、溴酚蓝、甘油、低
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熔点琼脂糖、过硫酰胺( APS) 均为 Sigma 公司产品; 干胶条、IPG 缓冲液、覆盖油、考马斯亮蓝 Ｒ250、2D
Clean-up kit试剂盒购自 GE Healthcare公司; 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、四甲基乙二胺( TEMED) 、尿素、
三羟甲基氨基甲烷、甘氨酸、十二烷基硫酸钠( SDS) 购自 Amresco 公司; 乙醇、乙酸为国产分析纯试剂; 超
滤管( 3KDa) 、微孔滤膜( 0． 45μm) 为 Millipore公司产品; 实验用水采用去离子水。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 菌株生长规律及纤维素产量的测定 在发酵培养基中以 φ = 2%的接种量接种欧罗巴葡糖酸醋杆
菌种子液，进行静置培养( 37 ℃ ) ，每隔 24 h取菌液进行平板计数，绘制菌体生长曲线。同时，取上层纤维
素膜，于 0． 5 mol·L －1的 NaOH 沸水浴中洗涤，充分除去菌体，至膜无色透明后，用去离子水洗涤除去
NaOH，测 pH至 7． 0 止，80 ℃干燥箱烘干，然后测其干质量［20］。
1． 2． 2 菌体蛋白质样品的制备 收集 HS 发酵培养基表层产生的纤维素膜，弃去培养液后，以去离子水
冲淋表面。吸干表层水分后，液氮速冻，将样品置于 － 80 ℃下储藏。采用真空冷冻干燥方法除去截留在
样品中的水分，并称取 1． 2 g 样品于液氮中磨粉制样。余下样品 － 80 ℃下冻藏。本实验通过直接提取
法、超滤浓缩法、2D Clean-up Kit等方法改进，优化提取效果。蛋白质浓度定量标准曲线采用以牛血清白
蛋白( BSA) 为标准蛋白、595 nm处测定吸光值的方法绘制。
1． 2． 2． 1 直接提取法 将研好的样品冻干粉按 m干粉 ∶ V裂解液 = 1 g∶ 3 mL的比例溶解于裂解液( 7 mol·L －1

的尿素，2 mol·L －1的硫脲，w = 4%的 CHAPS，65 mmol·L －1的 DTT，φ = 2%的 IPG buffer，φ = 1% 的 cock-
tail) 中，二硫苏糖醇( DTT) 、IPG buffer 及蛋白酶抑制剂( cocktail) 需新鲜加入，超声破碎参数为: 功率 180
W，脉冲 1 s，间隔 2 s，破碎 99 次。破碎后样品冰浴裂解 4 h后，14 000 r·min －1 4 ℃离心 20 min。弃去下
层残渣，上层清液即为所得蛋白。
1． 2． 2． 2 超滤浓缩 蛋白质浓缩采用超滤的方法，选用 Millipore公司的超滤管( 规格为 Amicon Ultra-0． 5
mL，3 KD) 。将样品移至超滤内部套管中，13 000 r·min －1 4 ℃离心 45 min，将蛋白质截留在内部套管，滤
除小分子物质，取出套管，并翻转，5 000 r·min －1 4 ℃离心 2 min，获得浓缩菌体蛋白质。
1． 2． 2． 3 Clean-up kit试剂盒法 将浓缩后的蛋白质过 0． 45 μm滤膜，用 2D clean-up Kit试剂盒步骤纯化
蛋白，用上样水化液( 7 mol·L －1的尿素，2 mol·L －1的硫脲，w = 2%的 CHAPS，65mmol·L －1的 DTT，φ =
1%的 IPG buffer) 溶解沉降后的蛋白质，得到纯化后蛋白样品。
1． 2． 3 菌体蛋白的质量浓度测定 蛋白质质量浓度定量采用 Brandford方法，以酶标仪( Thermo 公司) 于
595 nm下测定光密度( OD) 值，设 3 次重复，制作标准曲线，Ｒ2 ＞ 0． 99 时方可使用。
1． 2． 4 等电聚焦电泳( IEF) 采用水化上样的方式进行蛋白上样，13 cm Immobiline DryStrip 胶条上样蛋
白含量 550 μg，水化液补齐体积至 250 μL，25 ℃水化 14 h。第 1 项等电聚焦电泳仪选用( IPG phorsystem
Ⅲ，GE Healthcare) ，设置参数为: Step，500 V，500 Vh; Grad，1 000 V，800 Vh; Grad，8 000 V，11 500 Vh;
Step，8 000 V，7 500 Vh; Step，500 V，3 500 Vh。聚焦温度 20 ℃，额定电流设定为 50 μA。
1． 2． 5 第 2 项 SDS-PAGE 电泳 选用 w = 1%的二硫苏糖醇，w = 2． 5%的碘乙酰胺进行胶条平衡。第 2
项 SDS-PAGE电泳凝胶面积采用 20 cm ×20 cm，分离胶单体浓度 w = 12． 5 %，电泳参数设定为，浓缩: 恒
流 20 mA /胶，600 V，4 W，40 min; 分离: 恒流 40 mA /胶，600 V，8 W，至指示线到达胶底部。蛋白显色采用
考马斯亮蓝 G250 进行凝胶染色。
1． 2． 6 凝胶图像采集与分析 图像采集使用 Image Scanner( GE Healthcare) 扫描凝胶。获取图像后，应
用软件 Platinum version 7． 0( GE Healthcare) 对图像中蛋白点识别、分布与匹配进行分析。

2 结果与分析

2． 1 菌体生长及产生纤维素的规律 为确定实验进行的时间点，便于收集更多菌体，绘制了欧罗巴葡糖
酸醋杆菌静态发酵的生长曲线及纤维素产量曲线。从图 1 可知，3 d 后菌体生长量达到最大，所分泌的纤
维素产量逐渐上升。结合菌株生长及菌体分泌纤维素产量的趋势，笔者选取培养 6 d 的样本用于后续蛋
白质的提取及双向凝胶电泳方法学探索。
2． 2 蛋白质提取和浓缩方法的优化 样品中蛋白质提取的质量，直接决定着双向电泳技术对蛋白质分
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图 1 葡糖酸醋杆菌菌株生长及纤维素产量曲线
Fig． 1 The cell growth and yield of the Gluconacetobacter in

HS medium

离的效果。图 2 是牛血清白蛋白( BSA) 蛋白质定
量的标准曲线，图 3 是葡糖酸醋杆菌经上述 3 种
提取方法获得的蛋白质质量浓度定量。经测定，
采用对纤维素膜中菌体蛋白直接提取的方法所得

蛋白质质量浓度为 1． 63 g·L －1，不能满足 13 cm
胶条最低的蛋白质量浓度上样要求。本实验选用
超滤的方法进行样品浓缩，3 KDa 孔径滤膜可以
保证蛋白质截留同时，滤除水等小分子溶剂，达到

提高浓缩的目的，同时不会造成蛋白质的降解。
经超滤浓缩的处理步骤，可将菌体蛋白质量浓度

提升至 31． 42 g·L －1。菌体蛋白再经 2D Clean-
up Kit试剂盒沉降复溶纯化后，蛋白质量浓度为
29． 09 g·L －1，该质量浓度下，蛋白上样时引入杂

质量较少，便于双向电泳对蛋白质进行更有效的

分离。
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图 3 不同蛋白提取方法的比较
Fig.3 The Gluconacetobacter protein concentration from

different extraction methods

图 2 牛血清白蛋白（BSA）蛋白质定量标准曲线
Fig.2 The quantitative standard curve of BSA protein

2． 3 欧罗巴葡糖酸醋杆菌蛋白等电点的测定 提取的菌体蛋白经超滤浓缩后，选用 13cm pI 3 ～ 10 NL
Immobiline DryStrip胶条进行实验，初次实验的样本，一般先选用更广的覆盖区域以获得不同等电点蛋白
的分布信息，再根据蛋白点的分布情况进行胶条的选择。从图 4A可知，蛋白点多集中在等电点 pI4 ～ 7 的
区域内，蛋白点间存在弥散，分离效果不好。图 4B 是换用 13 cm pI 4 ～ 7 Immobiline DryStrip 胶条的实验
结果，可以证实葡糖酸醋杆菌菌体蛋白质大多集中在这一范围内。超滤浓缩后，虽菌体浓度满足实验需
求，但菌体蛋白点仍分离不清晰存在局部聚集，蛋白横向拖尾严重，蛋白点边缘发生弥散，很可能是由于

胶条水化吸涨过程中纤维素碎屑的存在，造成蛋白在迁移过程堵塞了胶孔，形成了局部区域的蛋白聚集。
等电聚焦过程中覆盖油产生波动，电压不能达到 8 000 V，表明提取蛋白的纯度不能满足有效分离的要求，
还需进一步改进提取条件。
2． 4 蛋白质的纯化 盐类及离子型杂质的存在，增加了溶液的导电性，使等电聚焦过程中上层覆盖油产
生波动。通常蛋白需要在 8 000 V左右的电压下才能发生较快迁移，并按等电点不同实现聚焦。低电压
下蛋白迁移速率较慢或不产生迁移，无法实现聚焦，从而造成蛋白点大范围横向拖尾现象，不能达到良好

的分离效果。直接提取法获得的菌体蛋白，过 0． 45 μm滤膜，经超滤浓缩步骤后，采用 2D Clean-up Kit冲
洗去除非蛋白污染物。从图 5 所示的 3 次重复实验结果来看，说明采用本方法纯化的样品进行双向电泳
的结果重现性和稳定性都较好，完全能满足实验的要求，聚焦过程顺利，蛋白点边缘清晰，未出现水平拖
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图 4 不同等电点范围的双向电泳图谱
A． pI3 ～ 10; B． pI4 ～ 7

Fig． 4 The 2D gel electrophoresis of different pI using Immobiline DryStrip Gel

图 5 样品纯化后 3 次重复的双向电泳图谱
Fig． 5 2D gel electrophoresis maps of 3 replications of purified protein of Gluconacetobacter

尾，与图 4 相比，显著改善了蛋白点检出的分辨率。Platinum version 7． 0 软件分析结果表明，本方法可分
离获得( 1037 ± 65) 个蛋白点，能获得较高的匹配率和稳定的技术重复，能实现葡糖醋酸杆菌蛋白的有效
分离。

3 讨 论

3． 1 葡糖酸醋杆菌蛋白提取 葡糖酸醋杆菌分泌纤维素后，菌体本身被包裹在纤维素中。纤维素酶可
以有效水解细菌纤维素［21］，暴露菌体，但纤维素酶最适温度通常超过 20 ℃。通常为了抑制菌体的生物活
性，防止蛋白质表达产生变化，实验需在 4℃环境中进行，但在前期探索中，该温度下纤维素酶并不能产生
良好的分解效果。真空冷冻干燥技术可以在低温下，去除纤维素中截留的水分，提高菌体的相对比重，同
时保证蛋白质的完整性［22］。本研究发现，真空冷冻干燥后直接提取获得的蛋白质质量浓度，无法达到双
向电泳分离样品时的最低蛋白质量浓度要求。通过超滤浓缩的方法可以提高蛋白质质量浓度，但所获菌
体蛋白还需进行纯化。2D Clean-up Kit试剂盒可以起到一定浓缩蛋白质的效果，但样品质量浓度过低时，
如果对蛋白样品直接应用该法，则试剂消耗过大，同时无法有效去除具有较强亲水能力的纤维素碎屑，不

具有可行性。超滤浓缩与 2D Clean-up Kit试剂盒结合使用的方法，可以获得更好的分辨效果。
3． 2 胶条的选择 由于蛋白质表面离子化侧链的存在，使得蛋白质分子带有静电荷。Immobiline DryS-
trip凝胶采用酸性和碱性缓冲基团按梯度共价结合进入聚丙烯酰胺凝胶，电场作用下可以实现蛋白质按
电负性不同进行重排，起到分离效果。pI 3 ～ 10 的胶条可以收集覆盖区域更广的蛋白，pI 4 ～ 7 的胶条则
能获得等电点范围更高的蛋白分辨率。实验发现，葡糖酸醋杆菌蛋白基本集中在等电点为 pI 4 ～ 7 的偏
酸性区域。采用 pI 4 ～ 7 的胶条可以实现更好的分离效果。
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3． 3 非蛋白污染物的影响 微生物样本中成分复杂，超滤浓缩后，菌体蛋白质质量浓度得到了显著提
升，但样品中仍含有如核酸、金属离子、研磨及超声破碎过程会产生纤维素碎屑等非蛋白污染物。样品经
微孔滤膜过滤，以沉降蛋白质的方法滤除上层非蛋白污染物后，污染现象得到了有效缓解。在比对几种
提取方法后，笔者最终采用超滤浓缩接合 Clean-up 试剂盒的方法，在提高葡糖酸醋杆菌蛋白提取质量浓
度的同时，纯化蛋白，保证了样品提取的质量。实验未产生纵向拖尾，去除污染物后，蛋白质能实现有效
分离，电泳仪参数 8 000 V，19 000 Vh的聚焦时间可以满足本实验的需求。
葡糖酸醋杆菌与人类的活动有着密切的联系，丰富着多领域内的工业生产［23］。运用基因工程和蛋白

质工程技术对工业微生物的研究可以提高生产与产业化水平。本研究从解决细菌纤维素产生菌株蛋白
质组研究的方法学问题入手，探索出一套基于双向凝胶电泳技术对葡糖酸醋杆菌蛋白质进行有效分离的

方法，为今后揭示该菌株发酵调控中蛋白质表达的生物途径和菌株的改良打下了基础。
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GC-MS Fingerprinting Analysis of Volatile Oil from Ｒhizome of
Alpinia Officinarum in Hainan

WANG Hui1，ZHAI Hongli1，MEI Wenli1，YI Bo2，CAI Caihong1，ZENG Yanbo1，
DONG Wenhua1，DAI Haofu1

( 1． Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology /Ministry of Agriculture Key Laboratory of Biology and Genetic Ｒe-

sources of Tropical Crops /Hainan Key Laboratory for Ｒesearch and Development of Natural Products from Li Folk Medicine，CA-

TAS，Haikou 571101，China; 2． Department of Pharmacy，the 187th Hospital of PLA，Haikou 571159，China)

Abstract: Volatile oil extracted from rhizome of Alpinia officinarum in Hainan was analyzed by using GC-MS fin-
gerprinting，and 110 constituents from the volatile oil was determined，of which 20 constituents were detected ac-
curate and stable with good repeatability． This fingerprinting method can be applied in the evaluation of A． offici-
narum as it is simple and reliable．
Key words: Alpinia officinarum; volatile oil; GC-MS fingerprinting
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Two-dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis Techniques for
Proteomic Ｒesearch of Gluconacetobacter

YANG Xuan1，LI Jun1，LI Congfa1，HAO Junran2，XU Wentao2，LIU Sixin1

( 1． College of Food Sciences，Hainan University，Haikou 570228，China;

2． College of Food Science and Nutritional Engineering，China Agricultural University，Beijing 100083，China)

Abstract: The protein extraction，isoelectric point of distribution and protein purification of the proteins of Glu-
conacetobacter，a stain produced bacterial cellulose，were tried and optimized to establish a set of two-dimension-
al polyacrylamide gel electrophoresis ( 2DE) techniques for proteomic analysis of Gluconacetobacter． The results
showed that Gluconacetobacter proteins were mainly distributed in the range of pI 4 － 7． The 2D Clean-up kit
purification after ultrafiltration concentration gave better protein separation effect． Under Coomassie brilliant blue
G250 condition，( 1037 ± 65) protein points were isolated．
Key words: Gluconacetobacter; two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis; proteomics
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