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　　摘　要：目的　寻找超声破碎后高效率提取致龋菌变异链球菌蛋白质的最佳放置时间。方法　以裂解液为提取介质，采用超

声法破碎细菌。对比破碎前、后菌形态并将菌提取液分别放置０、１０、３０、５０、７０ｍｉｎ收集蛋白上清液，通过ＲＣＤＣ法测定蛋白质

浓度及蛋白质ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，比较放置不同时间后的蛋白质提取效果。结果　超声破碎后，少部分细菌破碎不完全。ＲＣＤＣ

法测定结果显示，超声破碎后放置３０ｍｉｎ时提取的蛋白质浓度高于其他各组（犘＜０．０５），但ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示蛋白质的条带

分布和丰度无明显差别，推测蛋白质的释放和溶解需要一定时间完成。结论　超声法提取变异链球菌蛋白质后放置３０ｍｉｎ可显

著提高蛋白质提取效率。
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　　变异链球菌（ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍｕｔａｎｓ，以下简称变链菌）属革

兰阳性球菌，以其较强的产酸、耐酸及黏附能力成为牙菌斑生

物膜中的优势菌，是导致龋病的重要致病菌之一［１］。目前，已

有研究表明，多种药物成分可有效抑制变链菌生长，但具体作

用机 制 未 知。双 向 电 泳 （ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

２ＤＥ）作为蛋白质组学研究的核心技术，能够对近万种蛋白质

实现分离，动态分析细菌蛋白质的表达变化，在研究致龋机制、

药物抑菌机制等方面具有重要意义［２４］。而如何增大样品蛋白

质的提取量并提高其溶解度是蛋白质组研究的关键步骤［５］。

超声法破碎细菌提取样品蛋白质是常用方法，本研究采用超声

法破碎细菌，并对如何提高蛋白质的提取效率进行研究，为开

展变链菌的蛋白质组学进行探索，为变链菌致龋机制的研究提

供基础。

１　材料与方法

１．１　主要仪器和试剂　变异链球菌ＡＴＣＣ２５１７５（四川大学口

腔疾病研究国家重点实验室提供），ＴＰＹ培养基，裂解液（３０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌ，７ｍｏｌ／Ｌ脲，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％ＣＨＡＰＳ，１％

ＤＴＴ，５ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ），ＲＣＤＣ 蛋白定量试剂盒（ＢＩＯＲＡＤ

公司，美国），超声破碎仪（Ｓａｎｙｏ公司，日本），微型垂直电泳系

统和ＢＩＯＲＡＤ２０００凝胶成像分析系统（ＢＩＯＲＡＤ 公司，

美国）。

１．２　实验方法

１．２．１　细菌培养及收集　细菌复苏后接种ＴＰＹ琼脂平板，３７

℃兼性厌氧（８０％Ｎ２，１０％Ｈ２，１０％ＣＯ２）培养２４ｈ，挑取单菌

落接种ＴＰＹ液体培养基，３７℃兼性厌氧培养１８ｈ，收集菌悬

液。４℃１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，细菌沉淀用含氯

霉素（１００μｇ／ｍＬ）双蒸水洗涤２次后重悬于不含氯霉素的双

蒸水中。调整菌悬液 Ｍｃｆ（麦氏值）＝１．８左右，浓缩４０倍后将

菌悬液按每管１ｍＬ分装于离心管中，４℃１２０００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，收集菌沉淀，－２０℃保存备用。

１．２．２　超声破碎菌体　取－２０℃保存的菌沉淀，加入裂解液

１ｍＬ，冰浴条件下采用超声法（超声功率３００～３５０Ｗ，工作

９．９ｓ，间歇９．９ｓ，循环１５２次）裂解细菌。超声结束时将菌悬

液振荡混匀。

１．２．３　扫描电镜观察裂解前、后菌体形态　分别取等量裂解

前和裂解后菌悬液。将细菌悬液与等量５％戊二醛混合，４℃

固定过夜。经磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）液（ｐＨ７．２）洗３次，调整细

胞悬液浓度为１０８～１０
７ＣＦＵ。取１０μＬ滴于１ｃｍ×１ｃｍ大小

载玻片上，５０℃干燥１０ｍｉｎ使细菌固定。３０％、４０％、５０％、

６０％、７０％、８０％、９０％和１００％梯度乙醇梯度脱水各１０ｍｉｎ，
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表１　　放置不同时间提取的蛋白质样本吸光度Ａ值（狓±狊，犆犞，狀＝３）

平行样 ０ｍｉｎ １０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ５０ｍｉｎ ７０ｍｉｎ

１ ０．１７３±０．００１２ ０．６７ ０．１７３±０．００６０ ０．３３ ０．１９６±０．００２３ １．１８ ０．１８４±０．００２０ １．０９ ０．１８３±０．００１５ ０．８４

２ ０．１７３±０．０００６ ０．３３ ０．１８２±０．００１５ ０．８４ ０．２１８±０．００１７ ０．７９ ０．１８３±０．０００６ ０．３２ ０．１８０±０．０００６ ０．３２

３ ０．１８０±０．００００ ０．００ ０．１７７±０．００５０ ２．８５ ０．２１５±０．０２１０ ０．９７ ０．１８０±０．００１０ ０．５６ ０．１９３±０．０００６ ０．３０

４ ０．１８０±０．００１０ ０．５６ ０．１７３±０．００１２ ０．６６ ０．２０６±０．００４７ ２．３０ ０．１８２±０．００１２ ０．６４ ０．１８６±０．０００６ ０．３１

犆犞（％） ２．１８ ２．０３ ４．８７ ０．９３ ２．８９

由醋酸异戊酯浸泡２ｈ。常规临界点干燥，镀金，扫描电镜观察

样本。

１．２．４　提取不同放置时间点菌悬液蛋白　将超声破碎后的菌

悬液分装于１ｍＬ灭菌ＥＰ管中，分别编号为ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ，对应

室温中放置时间０、１０、３０、５０、７０ｍｉｎ。每个时间点设４个平行

管。放置时间结束后，各管分别振荡混匀，然后４℃１６０６０×ｇ

离心１０ｍｉｎ，取上清液进行分析。

１．２．５　ＳＤＳＰＡＧＥ测定不同放置时间蛋白质构成的差异　按

《蛋白质技术手册》制备ＳＤＳＰＡＧＥ，浓缩胶为５％，分离胶为

１２％。取各时间点的蛋白质提取液２０ｕＬ，分别加入上样缓冲

液混匀制成电泳样本。将电泳样本注入ＳＤＳＰＡＧＥ加样孔

中，浓缩胶８０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，分离胶１２０Ｖ电泳９０ｍｉｎ停止。

考马斯亮蓝染色３０ｍｉｎ，再用脱色液脱色至背景清晰。每个电

泳样本重复２孔，电泳及染色重复３次。凝胶成像分析系统观

察并采集图像。

１．２．６　ＲＣＤＣ法测定不同时间点蛋白质浓度

１．２．６．１　蛋白质标准系列配制　称取一定量ＢＳＡ溶解于提

取液对照中，配制蛋白质标准系列，标准系列浓度为０、０．２５、

０．５、０．７５、１．０和１．５ｍｇ／ｍＬ。

１．２．６．２　蛋白质浓度测定　从各时间点的上清液中分别取

２５μＬ于ＥＰ管。按照ＲＣＤＣ试剂盒说明操作，取最终的反应

液２００μＬ于９６孔板中，在７５０ｎｍ波长处测定每孔的吸光度

值（Ａ）。每个样本设３个平行孔。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行处

理，对蛋白质质量浓度的比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细菌破碎程度分析　未处理的变链菌收集后互相重叠呈

团聚状，数量多，密度大，如图１Ａ所示。高倍镜下观变链菌菌

体形态完整饱满，在同一平面上分裂并相互粘连，如图１Ｂ所

示。超声处理后绝大部分细菌破碎成絮状碎片，仅见极少量破

裂不完全和形态完整的细菌，如图１Ｃ、Ｄ所示。

２．２　放置时间对提取蛋白质构成成分的影响　图２为裂解后

从放置不同时间后的菌悬液中提取的蛋白质电泳图谱。由图

显示放置不同时间后裂解液中的蛋白质经ＳＤＳＰＡＧＥ分离后

的条带分布完全一致，同时条带丰度也无明显差异。

２．３　放置时间对提取蛋白质浓度的影响　蛋白质标准曲线为

犢＝０．１１８９犡－０．００２，相关系数为０．９９６１，其中Ｘ为蛋白质

浓度，Ｙ为吸光度值。各时间点上清液样本的３个平行孔的变

异系数犆犞（％）范围在０％～２．９％之间。各时间点４个平行

样本吸光度值变异系数犆犞（％）范围为０．９３％～４．８７％之间，

结果见表１。各时间点上清液的蛋白质浓度见图３所示。由

图可见，超声结束后室温放置３０ｍｉｎ时裂解液中蛋白质含量

最高。对５组进行单因素方差分析，结果显示放置３０ｍｉｎ和

７０ｍｉｎ时裂解液中的蛋白质含量均高于其他３组，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；同时，放置３０ｍｉｎ时裂解液中的蛋白质含

量显著高于７０ｍｉｎ时（犘＜０．０５）；而放置０、１０和５０ｍｉｎ的裂

解液中的蛋白质含量比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

　　Ａ、Ｂ：裂解前变链菌；Ｃ、Ｄ：裂解后变链菌

图１　　超声裂解前、后的变链菌形态

图２　　裂解后放置不同时间提取的蛋白质ＳＤＳＰＡＧＥ图谱

图３　　放置不同时间提取的蛋白质样本质量浓度
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３　讨　　论

变异链球菌属于革兰阳性菌，细胞壁厚且坚韧难以破碎，

一般采用的破碎方法有反复冻融结合超声法、氧化铝粉末混合

研磨法、玻璃珠匀浆法以及高压法等［６８］。超声波破碎法是目

前提取细菌蛋白时常用的技术手段［９１０］。Ｔｈｏｎｇｂｏｏｎｋｅｒｄ

等［１１］研究认为仅通过超声即可使化脓性链球菌达到８０％的破

碎，但无明确评价细菌破碎程度的指标。超声破碎法在大大提

高蛋白质提取效果的同时，还能增加蛋白质的溶解性［１２］，且可

避免外源性蛋白质对样本的污染［１３］。已有实验表明超声破碎

变链菌效果明显［９，１４］，而在变链菌蛋白质组研究中，如何提取

样本的最大量对结果至关重要。本实验将超声破碎结束的变

链菌菌悬液分别放置不同时间，在菌体内的蛋白质充分溢出并

溶解后，对其中的蛋白进行构成及量的测定，探索放置时间对

菌悬液中蛋白质提取效率的影响。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳可根据相

对分子质量的不同分离混合蛋白质，是分析各蛋白质构成变化

的有效手段［１４］。本实验电泳结果显示，超声后放置不同时间

的菌悬液中蛋白质的条带分布及丰度基本相同，提示放置时间

对菌悬液中蛋白质的构成无明显影响，但对浓度的影响无法通

过ＳＤＳＰＡＥＧ电泳精确展示。本实验采用的 ＲＣＤＣ试剂盒

法以Ｌｏｗｒｙ法为基础，并能够兼容裂解液中多种试剂成分，同

其他蛋白质定量测定方法相比，具有精密度高、准确性好等特

点［１５１６］。定量结果表明，超声破碎后放置３０ｍｉｎ的菌悬液中

蛋白质的浓度最高；放置时间少于３０ｍｉｎ的菌悬液，随时间的

延长蛋白质浓度逐渐升高，而超过３０ｍｉｎ所提取的蛋白质随

时间的延长浓度下降。

经扫描电镜观察，大部分细菌破裂后呈絮状碎片，极小部

分细菌呈现清晰的残余菌体形态，个别变链菌菌体较为完整。

提示胞壁破裂完全的细菌胞内物质已充分外流，蛋白质等内容

物的释放较彻底。而形态完整的细菌胞壁上可能存在有较小

的裂口，猜测它们和存在残余菌体的变链菌胞内物质的释放需

要一定时间完成。在测定蛋白质质量浓度时，需保证菌体内释

放的蛋白质充分溶解于提取介质中。而当蛋白质的释放量少，

或出现蛋白降解、沉淀等情况时，即导致提取介质中蛋白质的

溶解减少，使测量浓度偏低。本实验采用的提取液中含有的脲

和硫脲等可以充分破坏蛋白质之间形成的氢键，防止由氢键引

起的蛋白质聚集。还原剂ＤＴＴ能够帮助打开蛋白质的二硫

键，促进半胱氨酸残基被还原，使已变性的蛋白质展开更完全，

溶解更彻底。而蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ可有效抑制细菌自身所

释放的蛋白酶对蛋白质的降解。由数据可看出，蛋白质质量浓

度与裂解后放置时间在０～３０ｍｉｎ范围内成正相关。由此提

示，一方面，蛋白质的释放可能随时间的延长增加；另一方面，

提取介质中复杂的试剂成分与蛋白质、水解酶的相互作用可能

并没有伴随裂解过程的结束而终止，而在裂解后的一段时间内

继续进行。同时，蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ主要抑制丝氨酸蛋白

酶和巯基蛋白酶，而菌体内释放的其他蛋白酶可能仍存在活

性，它们在溶解后与蛋白质相互作用，导致蛋白质浓度的降低。

但放置３０～７０ｍｉｎ与蛋白质浓度的相关性无明显规律，具体

作用机制需进一步探索。
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