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嗜酸氧化亚铁硫杆菌 ATCC23270 周质蛋白的 
选择性提取及差异表达 
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摘  要：通过考察萃取时间、高渗液与低渗液的摩尔比以及总的渗透液体积对细胞质苹果酸脱氢酶的比活性(相对

于细胞蛋白质总量)的影响，建立选择性提取 Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC23270 周质蛋白的渗透休克实验方

法；结合透射电镜和双向电泳实验方法，分析渗透处理前后细胞的形态和不同生长期的细胞周质空间蛋白表达差

异。研究结果表明，合适的渗透休克实验条件为：细胞质量为 0.1 g(湿重)，渗透液的总体积为 10 mL，渗透液的

作用时间为 15 min, 高渗液与低渗液的摩尔比为 ，在高渗环境下，细胞收缩，周质空间变小；在低渗液环境下；1׃1

细胞周质空间膨胀，外膜被胀破，周质空间内蛋白释放出来；双向电泳显示周质蛋白总体上以小相对分子质量蛋

白为主，在不同的生长时期内的周质蛋白表达存在差异。 
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Abstract：The selective extraction of periplasmic proteins by osmotic shock was investigated. The effects of the 

extraction efficiency and the pollution from the cytoplasmic proteins were tested and monitored, respectively, in terms of 

the specific activity of malate dehydrogenase (MDH). And the morphology and differential expression of the periplasmic 

proteins of Acidithiobacillus ferrooxidans were analyzed by using TEM and 2-D electrophoresis. The results show that 

the preferable schema of osmotic shock is founded as follows: the wet mass of cell is 0.1 g, the molar ratios of hypertonic 

saline to hypotonic saline is 11׃, the volume of the osmotic solvent is 10 mL and the extracting time is 15 min. The TEM 

images show that under the treatment from hypertonic to hypotonic environment, the cell outer membrane is selectively 

burst, which makes the periplasmic space protein released. The 2-D electrophoregrams display the most of periplasmic 

proteins are small molecular weight protein and cells growth in different phase present difference in periplasmic proteins 

expression. 
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嗜 酸 氧 化 亚 铁 硫 杆 菌 (Acidithiobacillus 
ferrooxidans)是一种嗜酸性化能自养革兰氏阴性细菌，

可以通过氧化亚铁离子与硫单质或含硫化合物获得能

量生长[1]。A. ferrooxidans 对能源基质的氧化利用过程

十分复杂，然而，该过程主要发生在细胞周质空间   
内[2]。硫氧化途径中也有很多预测蛋白如硫双加氧酶、

辅酶 Q 氧化还原酶、硫氰酸酶、硫化氢-三价铁氧化还

原酶等存在于周质空间 [3−6] 。由于人们对 A. 
ferrooxidans 单质硫氧化过程的研究较少，目前还不能

确定氧化元素硫的蛋白作用机制。虽然已有研究者对

不同能源培养 A. ferrooxidans 的蛋白质组学进行了一

定程度的研究和分析[7−8]，但是，由于全蛋白数量庞大，

功能迥异，给研究者研究分析造成了很大困难。最近，

有研究者从特化细胞空间入手，对细胞周质空间等局

部蛋白进行双向电泳差异分析[9]。特化空间蛋白相对

总蛋白数量较少，而且功能相近，从而降低了研究分

析的难度。在此，本文作者对周质蛋白提取方案——

渗透休克法进行优化，并对单质硫培养基中不同生长

时期的 A. ferrooxidans 抽提周质蛋白进行双向电泳分

离和谱图对比分析，以便为利用蛋白电泳差异谱分析

筛选 A. ferrooxidans 细胞周质能量传递相关关键蛋白

奠定基础。 
 

1  材料与方法 
 

1.1  菌株、培养基和培养条件 
A. ferrooxidans ATCC 23270 来源于美国模式菌种

收集中心。使用 9K 培养基进行液体培养，对菌种进

行活化和传代。培养基成分为：(NH4)2SO4，3.0 g/L； 
MgSO4·7H2O，0.5 g/L；KCl，0.1 g/L；K2HPO4，0.5 g/L； 
Ca(NO3)2，0.01 g/L；S，5 g/L。用 5 mol/L 的 H2SO4

将培养基初始 pH 值调整为 2。细菌用预先灭菌的 5 L
玻璃瓶于 30 ℃恒温箱中，接种量为 10%，浓度为   
108 个/mL，通气培养。定期用显微镜计数法血球计数

板计数[10]，以时间对菌数作图测定单质硫培养基中细

菌生长曲线。 
1.2  缓冲液与主要试剂 

高渗溶液组成为：10 mmol/L 的 Tris(pH8.0)缓冲

液，20%蔗糖，25 mmol/L EDTANa2。低渗溶液为     
5 mmol/L MgCl2。苹果酸脱氢酶测定试剂盒购于南京

建成生物公司。将 100 mg 考马斯亮蓝 G-250 溶于   
50 mL 90%乙醇中，加入 85%正磷酸 100 mL，最后，

加蒸馏水至 1 L，于常温保存，制得考马斯亮蓝 G-250

蛋白测定试剂。磷酸缓冲液(PBS)的组成为：NaCl，
8.0 g；KCl，0.2 g；Na2HPO4·12H2O，3.48 g；KH2PO4，

0.2 g；加蒸馏水至 1 L。称取 1 mg 牛血清蛋白，溶于

1 mL 蒸馏水中，制成 1 mg/mL 蛋白质标准液。 
固相 pH 梯度干胶条(IPG 胶条，pH 值为 3~10，

长度为 24 cm)、IPG缓冲液(pH值为 3~10)为Amersham 
Pharmacia 公司产品，蛋白质相对分子质量标准，为

MBI 公司产品。 
双向电泳水化液由 8 mol/L 尿素，2 mol/L 硫脲，

2% CHAPS，18 mmol/L DTT，0.5 mmol/L PMSF，0.5% 
IPG buffer 和 0.002%溴酚蓝组成。 

平衡缓冲液由 0.05 mol/L Tris 缓冲液，6 mol/L 尿

素，30%(体积分数)甘油和 2%(质量分数)SDS 组成，

pH=8.8。 
1.3  周质蛋白提取方法优化 
1.3.1  前期处理 

用 定 性 滤 纸 过 滤 处 于 对 数 生 长 期 的 A. 
ferrooxidans 细菌培养基，滤液经离心收集细胞沉淀；

10 000 r/min 时，4 ℃离心 15 min 收菌。菌体先用 9K
基础盐培养基(不含单质硫)洗 3 次，再用 pH 值为 2.0
的 H2SO4溶液洗涤 3 次。平均分为若干份备用，每份

待处理，细菌湿重约为 0.1 g。 
1.3.2  周质蛋白原始提取方案 

取 1 份收集的菌体内加入高渗液 1 mL，在室温环

境缓慢摇动 30 min；于低速离心(6 000 r/min)重新收集

菌体后，快速加入低渗液 1 mL，混匀，冰浴 30 min，
在 4 ℃、转速为 16 000 r/min 离心 10 min，收集上清，

即得取周质蛋白溶液[11]。 
1.3.3  方法优化 

通过对渗透液作用时间，渗透液加入体积，以及

加入高渗液与低渗液的比例的改变观察提取效率变化

情况，干燥后参照 Bradford 法测定蛋白质浓度[12]，根

据浓度和体积换算出总蛋白量。 
1.3.4  最佳提取方案的确定 

以周质蛋白提取液中胞质蛋白污染最少为原则，

根据参与三羧酸循环酶苹果酸脱氢酶的活性与提取总

蛋白的量之比确定最佳提取方案。苹果酸脱氢酶

(Malate dehydrogenase, MDH)是一种二聚体酶蛋白，广

泛存在于真核细胞和原核细胞中，是氧化还原代谢酶

中的重要成员之一，是细胞质空间的标志酶之一[13]。

通过检测 MDH 活性可以得知细胞质蛋白污染情况，

MHD 活性越高，说明污染越严重。MDH 不但能够催

化苹果酸氧化成草酰乙酸，而且能够将草酰乙酸还  
原[14]。在 MDH 作用下，苹果酸被氧化，生成草酰乙

酸，NAD+是脱氢酶的辅酶，以 NAD+作为电子受体接
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受氢成为 NADH+H+。NADH 在 340 nm 处有吸收峰，

NAD+没有吸收峰，因此，通过检测 340 nm 处吸光度

的变化可以测定 MDH 活性[15]。MDH 活性检测具体操

作步骤和酶活性计算方法参考南京建成生物公司出品

苹果酸脱氢酶测定试剂盒说明书。 
1.4  不同生长时期的A. ferrooxidans周质蛋白双向电

泳图谱差异比较 
利用最佳提取方案分别对单质硫培养基培养的A. 

ferrooxidans 对数期，稳定期和衰亡期细胞提取周质蛋

白，透析后冷冻干燥成粉末状，在双向电泳上样前用

水化液溶解后通过 Bradford 法测定浓度，以每根胶条

300 µg 进行等量双向电泳[16]。固相 pH 梯度干胶条 pH
值为 3~10，30 V 水化 12 h 后逐步加压到 8 kV，聚焦

5 h，伏特小时数约为 80 000 V·h。平衡后的 IPG 胶水

平放在 12%的 SDS-PAGE 胶上，用 0.8%低熔点琼脂

糖封胶，固定 IPG 胶后进行第二向电泳。凝胶用考马

斯亮蓝染色法染色。 
 

2  结果与讨论 
 

2.1  周质蛋白最佳提取方案的确定 
在周质蛋白提取方案其他条件不变的前提下，仅

改变渗透液的作用时间，测算总蛋白量与苹果酸脱氢

酶活性。蛋白量通过 Bradford 法测定浓度后根据体积

换算得到，苹果酸脱氢酶活性利用苹果酸脱氢酶测定

试剂盒检测，结果如表 1 所示。从表 1 可见，随着作

用时间的增加，周质蛋白的提取量也相应增大，但污

染也越来越严重，在作用时间最少(15 min)处为苹果酸

脱氢酶比活性最小值，说明此时胞质蛋白污染最少。 
 

表 1  渗透液作用时间对苹果酸脱氢酶比活性的影响 

Table 1 Effects of extraction time on specific activity of MDH 

序号 
高渗液

作用时

间/min 

低渗液

作用时

间/min 

蛋白量/
μg 

MDH 
活性/U 

MDH 
比活性/

(104 U·μg−1)

1 15 15 230±10 0.12±0.01 5.22 

2 30 30 283±10 0.16±0.01 5.65 

3 60 60 346±10 0.25±0.01 6.87 

4 120 120 420±10 0.35±0.01 8.33 

5 360 360 465±10 0.49±0.01 10.54 

 

当作用时间为 15 min，周质蛋白提取方案其他条

件不变时，改变加入高渗液与低渗液的摩尔比，测算

总蛋白量与苹果酸脱氢酶活性，实验参数值及结果如

表 2 所示。表 2 表明，在高渗液摩尔数不变的前提下，

通过增加低渗液体积，增大低渗液摩尔数，得到的周

质蛋白量相应增加，苹果酸脱氢酶比活性先减少后增

加，在高渗液与低渗液的摩尔比为 1׃1 时出现最小值，

说明在该摩尔比下胞质蛋白相对污染最少，效果最好。 
 
表 2  高渗液与低渗液摩尔比对苹果酸脱氢酶比活性的影响 

Table 2  Effects of molar ratios of hyper- to hypo-osmotic 

pressure on specific activity of MDH 

序号
高渗液

体积/mL
低渗液

体积/mL
蛋白量/ 
μg 

MDH 
活性/U 

MDH 
比活性/ 

(104 U·μg−1)

1 1 0.1 121±10 0.07±0.01 5.79 

2 1 0.5 173±10 0.10±0.01 5.78 

3 1 1.0 260±10 0.15±0.01 5.77 

4 1 5.0 343±10 0.20±0.01 5.83 

5 1 10.0 393±10 0.23±0.01 5.85 

 

在作用时间为 15 min，高渗液与低渗液的摩尔比

为 1׃1 的前提下，改变加入高渗液与低渗液的总体积，

考察蛋白质提取量和苹果酸脱氢酶的比活性的变化，

实验参数值和结果如表 3 所示。表 3 表明，随着渗透

液总体积的增加，周质蛋白的提取总量相应增大，苹

果酸脱氢酶比活性先减少后增加，在总体积为 10 mL
处最小，说明在该条件下胞质蛋白污染相对较少，提

取效果较好。 
 

表 3  渗透液体积对苹果酸脱氢酶比活性的影响 

Table 3  Effects of osmotic solvent volume on specific 

activity of MDH 

序号
高渗液

体积/mL
低渗液

体积/mL
蛋白量/ 
μg 

MDH 
活性/U 

MDH 
比活性/ 

(104 U·μg−1)

1 1 1 273±10 0.14±0.01 5.13 

2 5 5 366±10 0.18±0.01 4.92 

3 10 10 412±10 0.20±0.01 4.85 

4 20 20 466±10 0.25±0.01 5.36 

5 40 40 492±10 0.30±0.01 6.10 

 

可见，较合适的参数值为：最佳作用时间为 15 
min，高渗液与低渗液的最佳摩尔比为 渗透液的，1׃1

最佳总体积为 10 mL。在此条件下提取出的周质蛋白
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质量较高，而胞质蛋白的污染程度最小。 
以最佳提取方案和原始提取方案分别提取 3 份菌

体周质蛋白，测定浓度后换算为蛋白量，并测定蛋白

提取液中苹果酸脱氢酶活性，结果如表 4 所示。可见，

改良方案提取的蛋白量相对原始方案提高近 50%，

MDH 比活性仅增加 20%左右，即细胞质蛋白污染增

加 20%，相对污染降低 1/2 以上，说明改良的方案在

增加得率的前提下减少了污染，确定为 A. ferrooxidans
周质蛋白提取的优化方案。 
 

表 4  改良的渗透休克法与原始方案的分离效果对比 

Table 4  Comparison in extraction effect between modified 

and unmodified osmotic shock methods 

改良方案  原始方案 

序号 蛋白 
量/ 
μg 

MDH 
活性/ 

U 

MDH 比

活性/ 
(104 U·μg−1)

 
 

蛋白

量/ 
μg 

MDH 
活性/ 

U 

MDH 比

活性/ 
(104 U·μg−1)

1 378 0.17 4.50  267 0.14 5.24 

2 386 0.17 4.40  273 0.14 5.13 

3 392 0.17 4.34  275 0.14 5.09 

平均 385.3 0.17 41.33  271.7 0.14 5.15 

 
2.2  渗透休克法处理后A. ferrooxidans细胞透射电镜

分析 

采用透射电镜检验了 A. ferrooxidans 细胞经过渗

透休克法处理后细胞溶胀或收缩状况，结果如图 1 所

示。可见，细菌在高渗和低渗的环境下的细菌个体形

态各有不同，在高渗环境下，细菌内水分外流，导致

细胞收缩，细胞质膜(PM)和细菌外膜(OM)之间的空隙

(PS)变小，周质空间变小；在细菌经过低渗液处理一

段时间之后，细胞形态发生一定变化，细胞外大量水

涌入细菌细胞周质空间，导致细胞周质空间急剧膨 
胀，此时周质空间内蛋白可能随之被挤出，甚至外膜

被破坏。 
2.3  不同生长期A. ferrooxidans周质蛋白双向电泳对

比分析 
图 2 所 示 为 生 长 在 元 素 硫 基 质 中 的 A. 

ferrooxidans 生长曲线。可见，在以单质硫作为能源的

9K 培养基中，A. ferrooxidans 在接种后 25~150 h 内处

于对数生长期，150~300 h 期间为稳定期，300 h 后进

入衰亡期。采用上述选择的周质蛋白提取条件，分别

对对数生长期、稳定期和衰亡期的细胞周质蛋白进行

了选择性提取。然后，采用双向电泳对所提取的周质 

 

 

(a) 高渗液；(b) 低渗液 

图 1  分别在高渗和低渗环境中处理后的 A. ferrooxidans 细

菌细胞的超薄切片透射电镜图 

Fig.1  TEM images of A. ferrooxidans cells after treated by 

hypertonic solution and hypotonic solution 
 

 
图 2  S0培养基中 A. ferrooxidans 的生长曲线 

Fig.2  Growth curve of A. ferrooxidans in elemental sulfur 
medium 

 
蛋白进行进一步分离，得到电泳谱如图 3 所示。其中，

标为 1 的圆圈内为图 3(a)和 3(b)中可能的相同蛋白质

斑点，标为 2 的圆圈内为图 3(b)和 3(c)中可能的相同

蛋白质斑点，标为 3 的圆圈内为图 3(a)，3(b)和 3(c)
中可能的相同蛋白质斑点，标为 4 的圆圈内为各自不

同的特异蛋白质斑点。 
从图 3 可知，在单质硫培养基中，A. ferrooxidans 
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(a) 100 h 对数生长期; (b) 200 h 稳定期; (c) 300 h 衰亡期 

图 3  单质硫培养基下 A. ferrooxidans 不同生长期的周质蛋

白双向电泳图谱 

Fig.3  2D-electrophoregrams of periplasmic proteins in 

different growing phases of A. ferrooxidans grown in elemental 

sulfur media 

 
周质蛋白的特征为： 

a. 以小相对分子质量蛋白为主，这可能与周质空

间蛋白多为参与氧化还原的电子转移体有关，小相对

分子质量蛋白可能更有利于调控，表达迅速； 
b. 多为碱性蛋白[11]，这可能与周质空间为酸性环

境有关，碱性蛋白在酸性环境下远离等电点，更有利

于稳定存在； 
c. 对数期周质蛋白(图 3(a))的相对分子质量明显

更为偏小，显著斑点多位于碱性端，斑点明显清晰； 
d. 与对数期相比，稳定期的周质蛋白(图 3(b))总

体依然以碱性蛋白为主，蛋白斑点也较清晰，其中有

部分相似蛋白斑点，但稳定期中一些大相对分子质量

蛋白表达增加(图 3(b)中圆圈 2 所示)，同时某些在对

数期表达的蛋白(如图3(a)中的圆圈4)在稳定期中未见

表达； 
e. 与对数期和稳定期相比，衰亡期周质蛋白部分

斑点与稳定期相似(图 3(c)中圆圈 2 所示)，但斑点数量

明显增加(图 3(c))，且多为酸性蛋白(图 3(c)中圆圈 4
所示)，说明可能已经有部分细胞已经衰亡溶解造成细

胞质蛋白污染，通过检验样品中的苹果酸脱氢酶活性，

发现酶活性加大(结果未给出)，也证明了这点； 
f. 3 个不同时期只发现一组蛋白斑点始终存在(如

图 3 中圆圈 3 所示)，可能为某组成性蛋白，且位于酸

性端。 
 

3  结  论 
 

a. A. ferrooxidans ATCC23270 周质蛋白提取的合

适方案为：对于 0.1 g(湿重)细胞，以 10 mL 高渗液作

用 15 min 后离心去上清，再以 10mL 低渗液悬浮菌体

细胞 15min 后，离心取上清得到周质蛋白。 
b. 周质蛋白总体上以小相对分子质量蛋白为主。 
c. 对数期与稳定期多为碱性蛋白。 
d. 对数期周质蛋白的分子量普遍偏小，显著斑点

多位于碱性端，斑点明显清晰。 
e. 稳定期的周质蛋白斑点也较清晰，其中有部分

蛋白斑点与对数期相似，但稳定期中一些大相对分子

质量蛋白表达增加，同时，某些在对数期表达的蛋白

在稳定期中未见表达。 
f. 衰亡期周质蛋白部分斑点与稳定期相似，斑点

明显增加，且多为酸性蛋白。 
g. 3 个不同时期只发现一组蛋白斑点始终存在，

可能为某组成性蛋白，且位于酸性端。这些结果为进

一步研究周质空间内功能性蛋白奠定了基础。 
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