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全菌蛋白 SD S-PAGE技术鉴别
口腔细菌分型的研究
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摘要　采用十二烷基磺酸钠- 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE)结合考马斯亮蓝染色和银染色法, 鉴别口腔细

菌。结果表明,同一菌株用不同菌体破碎方法 (SD S沸水浴破碎和超声波破碎法) ,不同批次处理的样品,不同次电

泳、蛋白区带的不同染色法所得蛋白图型基本一致;而不同种的细菌电泳和扫描图型均不相同。提示 SD S2PA GE 可

用于菌种间鉴别,细菌属间鉴别较属内鉴别更能反映细菌亲缘关系的远近。

关键词　口腔细菌　细菌鉴别　SD S2PA GE　细菌蛋白

　　长期以来,对细菌的分类鉴定多限于细菌形态

学和生化反应特征,操作程序繁杂,对某些种属的

鉴定准确性不高, 仅能反映细菌 10%～ 20%的基

因特性 1 。1975年 Kersters2 采用聚丙烯酰胺凝胶

电泳 (PA GE)研究了 42株土壤杆菌的蛋白电泳谱,

其结果与常规表型特征的分类和DNA 同源性的研

究一致。以后,M oore等 3 和 Tonner 4 对口腔龈下

菌丛蛋白电泳谱的研究表明,聚丙烯酰胺凝胶电泳

是一项简便、经济、准确的鉴别口腔细菌的方法。本

研究采用 SD S2PA GE 鉴别几株口腔常住厌氧菌,

为口腔细菌的鉴别寻找一种简便、快速、灵敏的方

法。

1　材料和方法

1. 1　实验菌株

实验菌株包括①牙龈二氧化碳噬纤维菌 (Capnocy2
tophaga gingivalis FDC82227 ) , ②生痰二氧化碳噬纤维菌

(Capnocytophaga sputigena) FDC8224, ③黄褐二氧化碳噬纤

维菌 (Capnocytophaga o rch racea) FDC8226, ④嗜沫嗜血杆菌

(H aemoph ilus aph roph ilus) FDC829, ⑤具核梭形杆菌 (Fu2
sobacterium nucleatum )A TCC 10953,⑥坏死梭形杆菌 (Fu2
sobacterium nucropho rm ) A TCC 25286, ⑦变形链球菌

(Strep tococcus m utan t ) 6715, ⑧血链球菌 ( Strep tococcus

sanguis) JF r, ⑨粘性放线菌 (A ctinom yces viscosus)A. V ly2
7,实验菌株均系美国波士顿福赛牙科中心惠赠。

1. 2　电泳样本处理方法

1. 2. 1　破碎方法　十二烷基磺酸钠 (SD S)沸水浴破碎, 1

m l细菌悬液中加入 10% SD S 至终浓度为 012% ,沸水浴 5

m in, 10000 röm in 离心 30 m in,收集上清液贮存于- 20℃。

超声波破碎 (仅用于二氧化碳噬纤维菌株) , 1 m l细菌

悬液置冰浴中以 20 kH z振幅超声 2 m in,间歇 1 m in,共 2

次, 然后 10000 röm in 离心 30 m in, 收集上清液贮存于

- 20℃。

1. 2. 2　菌体可溶性蛋白提取　菌体可溶性蛋白提取的流

程如下:

BH I2S血琼脂平皿中细菌
　↓0. 02 molöL PBS液收集菌体

　↓7000 röm in 离心 10 m in

菌体沉淀

　↓SD S沸水浴破碎

上清液

　↓H artree 5 法测蛋白浓度

蛋白样品贮于- 20℃

1. 3　十二烷基磺酸钠—聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2
PA GE)

1. 3. 1　垂直板状电泳　凝胶约 110 mm×100 mm ×1

mm , 胶中 T ris - 硼酸浓度为 01089 molöL , SD S 浓度

0101% , 30 m l总胶溶液中加入 0125 m l 10%过硫酸胺溶

液, 20 Λl T EM ED ,室温聚胶 1 h。电泳缓冲液为 TBE 溶液

(01089 molöL T ris- 硼酸, 01002 molöL ED TA ) , SD S浓度

为 011% , 蛋白样品和等体积的 2 倍样品缓冲液 (115%

T ris, 4% SD S, 10% Β2巯基乙醇, 10%蔗糖, 0104%溴酚

蓝) 6 混合后沸水浴 4 m in,上样量约 30 Λg。银染时上样量

约 15 Λg。电泳在室温下完成,电压 10 V öcm ,电流约 15～ 18

mA ,约需 3～ 4 h。

1. 3. 2　凝胶染色　a. 考马斯亮蓝染色,凝胶在 01025%考
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马斯亮蓝 R 2250, 50%乙醇, 10%冰乙酸染色 4 h, 25%乙

醇, 10%乙酸洗至背景无色。

b. 银染色,首先用 50%甲醇, 12%冰乙酸固定过夜,然

后用重蒸水洗涤 20 m in,加入 250 m l%戊二醛硼砂液振摇

50 m in,重蒸水洗涤 20 m in 共 3次; 加入 250 m l银铵溶液

(5 m l 1 mmolöL N aOH 中加入 10 m l 20% A gNO 3,再加入

浓氨水滴定至黑色沉淀消失,重蒸水定容至 250 m l) ,振摇

20 m in,移除银铵液,用重蒸水洗 20 m in; 加入 250 m l还原

液 (25 m l无水乙醇, 115 m l 1%柠檬酸, 65 Λl 36%甲醛液加

重蒸水定容至 250 m l) ,至区带清晰为止,立即用重蒸水洗,

以终止反应。若底色太深, 再加 450 m l Farm er’ s还原液

(440 m l重蒸水, 5 m l 20%N a2SO 3, 5 m l 1% K3 [Fe (CN ) 6 ]) ,

至区带与背景清晰满意为止,用重蒸水彻底洗涤,否则将使

条带消失。

1. 3. 3　凝胶扫描,经考马斯亮蓝染色的凝胶拍照后,切下

电泳区带,在Q k ick 光密度计上扫描,扫描波长 595 nm ,狭

缝 015 mm ,扫描速度 50 mm öm in,走纸速度 100 mm öm in。

2　结　　果

2. 1　不同样品 SD S2PA GE 处理的结果

2. 1. 1　不同破碎方法　SD S沸水浴和超声波破碎

的二氧化碳噬纤维菌所得的蛋白质主带数目及位

置分布基本一致,次带有细微差别 (图 1, 2)。

2. 1. 2　同一菌株不同批样品的电泳　二氧化碳噬

纤维菌同一菌株不同批处理的样品的蛋白质图型

完全一样 (图 1, 2)。

2. 1. 3　不同次电泳　同一样品不同次电泳蛋白质

图型有轻微差异。

2. 1. 4　不同染色方法　银染所显蛋白质区带比考

马斯亮蓝染色多、清晰 (图 1, 2) ,但粘性放线菌、变

形链球菌、血链球菌所显区带并不比考马斯亮蓝多

(图 3, 4)。扫描图谱直观、容易比较。

2. 2　SD S2PA GE 鉴别口腔菌群结果

实验菌株粘性放线菌、血链球菌、变形链球菌、

具核梭形杆菌、坏死梭形杆菌、二氧化碳噬纤维菌

等的 SD S2PA GE 结果见图 1～ 4。各菌种图型特征

如下: 二氧化碳噬纤维菌蛋白主带分布于分子量

25 kD～ 90 kD 之间 (图 1, 2) , 蛋白质主峰位于 Ef

(相对迁移率) 017～ 012 之间; 链球菌属在分子量

25 kD 和 14 kD 处有两条主带,但血链球菌在 100

kD 处有一主带和变形链球菌鉴别 (图 3, 4) ,其扫描

图谱和电泳图谱相符 (图 5) ; 具核梭形杆菌在 62

kD , 39 kD 和 14 kD 处有 3条主带 (图 3, 4) ;坏死梭

图 5　实验菌株蛋白电泳扫描图谱

粘性放线菌A. V ly27　变形链球菌 6715　血链球

菌 JF r　FM (坏死梭形杆菌A TCC25286)　FN (具核梭

形杆菌A TCC10953)　Ha626 (嗜沫嗜血杆菌 FDC626)

　cg (牙龈二氧化碳嗜纤维菌 FDC83227)　cs(生痰二氧

化碳嗜纤维菌 FDC8224)　co (黄褐二氧化碳噬纤维菌

FDC8226)
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形杆菌在 100, 45, 14 kD 处有 3条主带 (图 3, 4) ;嗜

沫嗜血杆菌在 Ef 0165处有一主峰 (图 5)。由上可

见,各实验菌株的 SD S2PA GE 均具有某些特征,不

同属的细菌区别更为明显,如链球菌属和二氧化碳

噬纤维菌属较它们属内细菌的电泳图型差别更大

(图 3, 4)。

3　讨　　论

3. 1　细菌样本的不同处理方法

本文比较了超声波与十二烷基磺酸钠沸水浴

破碎的二氧化碳噬纤维菌电泳和扫描图谱,发现不

同破碎方法的电泳结果基本一致,这可能是这两种

方法对菌体的破碎程度和可溶性蛋白的溶解程度

不同所致。同一菌株的不同批培养和同一批培养不

同时间抽提的蛋白质电泳和扫描图谱完全一致,表

明本文提取蛋白的方法具有良好的重复性, 与

T aylo r等 7 、汪恩涛等 8 的报道一致。本研究发现

不同次电泳有轻微的差异,认为蛋白样品上样量的

误差是影响不同次电泳重复性的主要因素,同Cato

等 9 的看法一致。Bert等 10 报道,银染色法比考马

斯亮蓝染色法灵敏约 100倍,本研究采用两种染色

法显示菌体蛋白区带,银染上样量约为考马斯亮蓝

一半,但所显区带比考马斯亮蓝染色更多,尤其是

能显示考马斯亮蓝难以显示的含量甚微的蛋白质,

但对某些菌种如粘性放线菌、变形链球菌和血链球

菌,银染色法似乎并不比考马斯亮蓝染色法灵敏,

其原因尚待进一步研究。细菌蛋白区带较多,肉眼

比较有一定困难,并且考马斯亮蓝染色的蛋白区带

照像清晰度不高,本研究对考马斯亮蓝染色的蛋白

区带采用光密度计扫描记录,扫描图谱的分析比较

直观、容易,和电泳图谱的分析相符。本研究也发现

蛋白样品保存 2 周以后,样品逐渐水解,导致蛋白

区带逐渐模糊,颜色变淡,最后完全消失,严重影响

实验的重复性。M oore等 3 也发现,某些菌种的蛋

白质在细菌破碎后迅速水解,加入蛋白酶抑制剂也

难以防止。因此,所提取的菌体蛋白应迅速电泳,不

宜存放。

3. 2　口腔菌群 SD S2PA GE 鉴别

本研究结果表明: 不同种的细菌电泳和扫描图

型均不相同,如二氧化碳噬纤维菌蛋白质主带主要

分布于分子量 25 kD～ 90 kD 之间,蛋白质主峰位

于相对迁移率 017～ 012 之间,链球菌属在分子量

25 kD 和 45 kD 处有两条主带,这提示 SD S2PA GE

可用于种间细菌鉴别; 细菌属间区别较属内区别更

为明显,如血链球菌和变形链球菌均为同属细菌,

其电泳图型仅在 100 kD 处区带不同,血链球菌在

此处有一主带,其余区域图型均相似,而属于另一

属的具核梭形杆菌却在 62 kD , 39 kD 和 14 kD 处

有三条主带,和链球菌属的区别更为明显,这反应

了细菌亲缘关系的远近,同 T anner 4 结果一致。

(本文图 1～ 4见中心插页 2)　　
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The Study on SD S-PAGE Techn ic Cla ssif ica tion

of the W hole Prote in of Ora l Bacter ia
H uang Yi, Zhao Yunfeng, X iao X iao rong, et al

T he O ral B iom ed ical E ng eneering L aboratory of S tom atolog y , W est Ch ina U niversity of M ed ical S ciences

Abstract
O ral flo ra w as classificated by SD S2PA GE com bined w ith Com assie blue stain ing and silver stain ing. T he results show ed that

each species of the test o ral bacteria exp ressed its specific electropho rectic p ro tein pattern, the w ay of samp le p reparation, stain ing

did no t change the p ro tein pattern. T h is indicated that SD S2PA GE could be used to classificate o ral flo ra. T he p ro tein pattern w as

more obvious among the genus than that of w ith in the genus. T h is show ed that differen t relationsh ip w as among the bacteria.

Key words:　oral flo ra　　bacteria classification　　SD S2PA GE

氟化钙的体外抑菌试验

俞爱凤　赵德扬

　　氟化钙经证实能促使软化牙本质再硬化 1 ,洗必太对

主要的致龋菌——变形链球菌有强有力的抑制作用 2 。本

实验用氟化钙对变链菌及根管内常见的厌氧菌作体外抑菌

试验,以氢氧化钙及洗必太为对照,并观察氟化钙与洗必太

联合使用的效果,从而为氟化钙应用于临床实践提供依据。

1　材料和方法

材料: 氟化钙 (上海制剂三厂)

氢氧化钙 (上海第二医科大学医药材料厂)

醋酸洗必太 (锦州制药一厂)

菌种: 变形链球菌 ( Ingbrit)

消化链球菌、产黑色素类杆菌、脆弱类杆菌 (浙江

医科大学附属儿童医院细菌室提供)

将各菌种按其所需条件接种于含相应培养液的试管

内,微需氧或厌氧培养 48 h。

各称取 0. 25 g 的氟化钙、氢氧化钙、洗必太粉剂,分别

与 0. 1 m l蒸馏水调拌成稠糊状。另称取 0. 125 g的洗必太

粉剂 2份,分别与等量的氟化钙或氢氧化钙粉剂混合,然后

各加 0. 1 m l蒸馏水调拌成稠糊状。

取灭菌培养皿 20 个,按菌种等分成 4 组, 即每组 5 个

培养皿,每个培养皿拟置入 1种药物。

取各菌液 0. 1 m l加入培养皿内, 倒入溶化后冷却至

45℃的含相应培养基的琼脂,混匀。凝固后用外径 5 mm 的

玻管在每一培养皿上打 2个洞,将上述药物分别置于洞内,

同一培养皿 2洞内置同一种药物。培养 48 h 后取出,测量

抑菌圈直径。本实验重复作 3次,求抑菌圈均值。

2　结　　果

附表　各种药物对实验菌的抑菌圈直径均值 (mm )

　　菌种 CaF2 Ca (OH ) 2 洗必太 CaF2+
洗必太

Ca (OH ) 2+
洗必太

变形链球菌 36 13 37 35 0

消化链球菌 37 11 38 36 0

产黑色素
类杆菌 33 10 36 32 0

脆弱类杆菌 32 10 34 33 0

实验结果显示与龋病关系最为密切的变形链球菌及根

管内常见的厌氧菌 (消化链球菌、产黑色素类杆菌、脆弱类

杆菌)对氟化钙及洗必太均敏感,而上述细菌对氢氧化钙的

敏感性远低于前两种药物,氟化钙与洗必太混合后抑菌圈

基本不变, 仍然敏感, 氢氧化钙与洗必太混合后无抑菌作

用。

以上结果说明氟化钙的抑菌作用远较氢氧化钙为强,

对牙本质的再硬化作用也优于后者1 ,与洗必太无拮抗作

用。因此氟化钙可望成为良好的间接盖髓剂及根管内药物

充填的材料,也可与洗必太联合应用。
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