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嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌 kk ΑΑεερροοµµοονναασσ ηηψψδδρροοππηηιιλλααll广广泛泛存存在在于于

水水体体中中 oo是是水水产产养养殖殖的的重重要要致致病病菌菌 ∀∀在在导导致致水水产产养养殖殖

业业重重大大经经济济损损失失的的同同时时 oo该该菌菌还还可可以以引引起起人人类类急急性性胃胃

肠肠炎炎 !!败败血血症症等等疾疾病病 oo是是颇颇受受关关注注的的一一种种新新人人畜畜共共患患

菌菌 ∀∀采采用用现现代代生生物物学学技技术术对对其其进进行行深深入入研研究究具具有有重重要要

意意义义 ∀∀

热热休休克克应应答答最最早早是是在在真真核核生生物物研研究究中中发发现现的的热热

诱诱导导基基因因表表达达现现象象 oo现现认认为为普普遍遍存存在在于于从从细细菌菌到到高高等等

真真核核生生物物的的整整个个生生物物界界 ∀∀目目前前 oo研研究究热热休休克克应应答答及及其其

基基因因表表达达调调控控的的变变化化主主要要集集中中在在真真核核生生物物领领域域 oo而而采采

用用蛋蛋白白质质组组学学的的方方法法对对细细菌菌热热休休克克应应答答进进行行研研究究则则

少少有有报报道道 ∀∀

蛋蛋白白质质组组学学是是一一门门新新兴兴的的前前沿沿学学科科 ∀∀这这一一概概念念是是

在在 tt||||xx年年才才提提出出来来的的 oo其其产产生生主主要要基基于于人人类类基基因因组组

计计划划取取得得的的突突破破性性进进展展 ∀∀因因为为随随着着对对基基因因组组研研究究的的深深

入入 oo人人们们认认识识到到单单纯纯从从基基因因组组信信息息并并不不可可能能完完全全揭揭示示

生生命命的的奥奥秘秘 ∀∀基基因因的的功功能能必必须须由由其其功功能能的的体体现现者者 )) ) ))

蛋蛋白白质质来来执执行行 oo并并且且是是以以组组群群的的方方式式来来完完成成 ∀∀由由此此 oo蛋蛋

白白质质组组学学应应运运而而生生 ∀∀其其研研究究技技术术主主要要是是二二维维电电泳泳技技术术

和和生生物物质质谱谱技技术术 oo即即先先用用二二维维电电泳泳技技术术对对蛋蛋白白质质进进行行

分分离离以以发发现现相相关关变变化化的的蛋蛋白白质质组组群群 oo然然后后再再用用生生物物质质

谱谱技技术术对对差差异异蛋蛋白白质质进进行行鉴鉴定定 ∀∀本本实实验验采采用用二二维维电电泳泳

技技术术对对嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌热热休休克克应应答答过过程程中中的的蛋蛋白白表表达达

变变化化进进行行研研究究 ∀∀

tt 材材料料与与方方法法

11 qq11 嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌

购购自自中中国国科科学学院院武武汉汉水水生生生生物物研研究究所所菌菌种种站站 ∀∀

11 qq22 细细菌菌培培养养及及菌菌体体收收集集

将将嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌接接种种于于牛牛肉肉膏膏蛋蛋白白胨胨培培养养基基 oo

uuxx εε 培培养养 uuww ««后后 oo分分别别于于 uuxxoovvuuoovvzz oowwuu εε 再再培培养养 vvss

°°¬¬±±oo{{ tt||ssµµrr °°¬¬±±ooww εε 离离心心 ttss °°¬¬±±oo收收集集菌菌体体 ~~再再用用生生

理理盐盐水水洗洗涤涤菌菌体体 vv次次 oo{{ tt||ssµµrr °°¬¬±±ooww εε 离离心心 ttss °°¬¬±±oo收收

集集菌菌体体 oo称称重重 ∀∀

11 qq33 细细菌菌破破碎碎

取取上上述述各各组组菌菌体体按按 ttΒΒ ww的的比比例例 kk菌菌重重 ΒΒ溶溶液液体体

积积ll加加入入 ³³�� zzqqssoossqqsstt °°²²̄̄rr��的的 ××µµ¬¬¶¶22��≤≤̄̄ 缓缓冲冲液液 oo悬悬浮浮

菌菌体体后后用用 ∂∂¬¬µµ¶¶²²±±¬¬¦¦wwzzxx超超声声细细胞胞破破碎碎仪仪kk∂∂¬¬µµ××¬¬¶¶公公司司产产

品品ll超超声声破破碎碎 ∀∀

11 qq44 电电泳泳样样品品处处理理

于于超超声声破破碎碎后后的的菌菌液液中中加加入入 ⁄⁄��¤¤¶¶̈̈ ´́ kk终终浓浓度度为为

xxss °°ªªrr��ll和和 �� ��¤¤¶¶̈̈ ��kk终终浓浓度度为为 uuss °°ªªrr��ll oovvzz εε 处处理理vvss

°°¬¬±±后后 oo加加入入裂裂解解液液处处理理 ootttt xx{{vvµµrr°°¬¬±±ooww εε 离离心心 ttss °°¬¬±±oo

取取上上清清进进行行二二维维电电泳泳 ∀∀

11 qq55 二二维维电电泳泳

二二维维电电泳泳按按文文献献 ≈≈uu  进进行行 oo电电泳泳结结束束后后用用考考马马斯斯

亮亮蓝蓝 ��22uuxxss染染色色 ∀∀ ��⁄⁄≥≥ {{ssssss³³¦¦pp凝凝胶胶成成像像分分析析系系统统扫扫

描描 oo打打印印输输出出照照片片 ∀∀

11 qq66 差差异异蛋蛋白白温温度度变变化化的的动动力力学学分分析析

二二维维电电泳泳凝凝胶胶经经 ��¬¬²²22��¤¤§§凝凝胶胶成成像像系系统统成成像像后后 oo

用用其其提提供供的的软软件件对对差差异异蛋蛋白白进进行行光光密密度度测测定定 oo并并对对温温

度度进进行行作作图图 ∀∀

uu 结结果果

22 qq11 嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌可可溶溶性性蛋蛋白白质质的的二二维维电电泳泳分分析析

采采用用二二维维电电泳泳技技术术 oo对对在在 uuxxoovvuuoovvzz oowwuu εε 条条件件下下

培培养养的的嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌破破碎碎后后的的可可溶溶性性总总蛋蛋白白进进行行分分

析析 oo其其电电泳泳结结果果见见图图 tt∀∀从从图图 tt可可见见 oo所所得得到到的的嗜嗜水水气气

单单胞胞菌菌可可溶溶性性蛋蛋白白质质二二维维电电泳泳图图谱谱的的结结果果比比较较理理想想 oo

各各蛋蛋白白点点之之间间区区分分得得比比较较清清楚楚 oo因因而而可可以以进进行行蛋蛋白白质质

表表达达的的差差异异分分析析 ∀∀
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图图 tt 嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌可可溶溶性性总总蛋蛋白白的的二二维维电电泳泳分分析析

�� qquuxx εε oo��qqvvuu εε oo ≤≤ qqvvzz εε oo ⁄⁄qqwwuu εε

ƒƒ¬¬ªªqqtt ��±±¤¤̄̄¼¼¶¶¬¬¶¶²²©©··²²··¤¤̄̄̄̄ ¼¼¶¶²²̄̄∏∏¥¥̄̄¨̈³³µµ²²··̈̈¬¬±±¶¶²²©© ΑΑεερροοµµοονναασσ ηηψψδδρροοππηηιιλλαα ºº¬¬··««··ºº²²22§§¬¬°°̈̈ ±±¶¶¬¬²²±±¤¤̄̄ ¨̈̄̄¨̈¦¦··µµ²²³³««²²µµ̈̈¶¶¬¬¶¶

�� qquuxx εε oo��qqvvuu εε oo ≤≤ qqvvzz εε oo ⁄⁄qqwwuu εε

图图 uu 不不同同温温度度诱诱导导的的差差异异蛋蛋白白的的二二维维电电泳泳图图谱谱比比较较kk差差异异蛋蛋白白质质用用 οο 表表示示ll

�� qquuxx εε oo ��qqvvuu εε oo ≤≤ qqvvzz εε oo ⁄⁄qqvvzz εε oo∞∞qqwwuu εε

ƒƒ¬¬ªªqquu ××««̈̈ ¦¦²²°°³³¤¤µµ¬¬¶¶²²±± ²²©©³³µµ²²··̈̈¬¬±±¶¶²²©© ΑΑεερροοµµοονναασσ ηηψψδδρροοππηηιιλλαα ºº¬¬··««··ºº²²22§§¬¬°°̈̈ ±±¶¶¬¬²²±±¤¤̄̄ ¨̈̄̄¨̈¦¦··µµ²²³³««²²µµ̈̈¶¶¬¬¶¶¤¤··§§¬¬©©©©̈̈µµ̈̈±±····̈̈°°³³̈̈µµ¤¤··∏∏µµ̈̈¶¶qq

�� qquuxx εε oo ��qqvvuu εε oo ≤≤ qqvvzz εε oo ⁄⁄qqvvzz εε oo∞∞qqwwuu εε
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图图 vv 差差异异蛋蛋白白数数量量与与温温度度的的关关系系

ƒƒ¬¬ªªqqvv ××««̈̈ µµ̈̄̄̈ ¤¤··¬¬²²±±¶¶««¬¬³³¥¥̈̈··ºº̈̈ ¨̈±± ¤¤°°²²∏∏±±··¶¶²²©©±±̈̈ ºº ³³µµ²²··̈̈¬¬±±¶¶¤¤±±§§

··̈̈°°³³̈̈µµ¤¤··∏∏µµ̈̈

图图 ww 差差异异蛋蛋白白动动力力学学变变化化图图kk蛋蛋白白点点标标号号见见图图 uull

ƒƒ¬¬ªªqqww ××««̈̈ ®®¬¬±±̈̈ ··¬¬¦¦¤¤±±¤¤̄̄¼¼¶¶¬¬¶¶²²©©±±̈̈ ºº ³³µµ²²··̈̈¬¬±±¶¶

22 qq22 不不同同温温度度诱诱导导下下嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌可可溶溶性性蛋蛋白白质质

的的二二维维电电泳泳图图谱谱比比较较

对对 ww张张二二维维电电泳泳图图谱谱的的分分析析比比较较发发现现 oo随随着着温温度度

升升高高蛋蛋白白点点逐逐渐渐增增加加 oovvuu εε 较较 uuxx εε 多多了了 uu个个蛋蛋白白点点 oo

vvzz εε 较较 vvuu εε 多多了了 zz个个蛋蛋白白点点 oowwuu εε 较较 vvzz εε 多多了了 tt个个

蛋蛋白白点点 kk差差异异蛋蛋白白用用圆圆圈圈表表示示 oo以以下下皆皆同同ll oo且且这这些些差差

异异蛋蛋白白主主要要分分布布在在偏偏碱碱性性区区 oo见见图图 uu∀∀

22 qq33 不不同同诱诱导导温温度度与与差差异异蛋蛋白白表表达达的的关关系系

蛋蛋白白数数量量与与诱诱导导温温度度的的关关系系及及差差异异蛋蛋白白点点光光密密

度度值值变变化化情情况况见见图图 vv和和图图 ww∀∀从从中中可可见见 oo新新蛋蛋白白增增加加的的

最最适适区区域域为为 vvuu ∗∗ vvzz εε oo且且这这些些差差异异蛋蛋白白的的表表达达量量大大

部部分分在在 vvzz εε 均均已已达达到到最最大大值值 ∀∀

vv 讨讨论论

采采用用二二维维电电泳泳技技术术 oo对对重重要要水水产产病病原原菌菌 )) ) )) 嗜嗜

水水气气单单胞胞菌菌的的热热休休克克应应答答过过程程中中的的蛋蛋白白表表达达变变化化进进

行行了了研研究究 ∀∀结结果果发发现现 oo嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌具具有有热热休休克克反反应应 oo

表表现现为为随随温温度度升升高高应应答答蛋蛋白白逐逐渐渐增增多多的的现现象象 oo这这些些蛋蛋

白白可可能能与与该该菌菌的的热热休休克克反反应应有有关关 oo深深入入研研究究这这些些蛋蛋白白

的的功功能能有有助助于于了了解解该该菌菌对对热热调调节节的的有有关关分分子子基基础础 ∀∀同同

时时还还发发现现 oo嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌对对热热休休克克应应答答有有一一个个最最佳佳反反

应应区区 oo这这个个区区域域位位于于 vvuu εε 和和 vvzz εε 之之间间 ∀∀当当温温度度低低于于

vvuu εε 或或高高于于 vvzz εε 时时 oo其其反反应应强强度度明明显显减减弱弱 oo这这可可能能是是

细细菌菌最最适适生生长长温温度度的的分分子子解解释释 ∀∀因因而而 oo采采用用蛋蛋白白质质组组

学学的的方方法法有有助助于于阐阐明明该该菌菌对对热热适适应应的的有有关关机机理理 ∀∀孙孙建建

和和等等采采用用 ≥≥⁄⁄≥≥22°°����∞∞技技术术研研究究发发现现 oo温温度度对对嗜嗜水水气气单单

胞胞菌菌外外膜膜蛋蛋白白的的表表达达量量具具有有明明显显影影响响 oo但但并并未未有有新新条条

带带的的增增加加≈≈tt   ∀∀这这些些结结果果说说明明 oo二二维维电电泳泳是是一一项项具具有有高高

度度敏敏感感性性的的分分析析技技术术 oo特特别别重重要要的的是是还还可可以以从从蛋蛋白白质质

组组群群的的角角度度进进行行探探讨讨 ∀∀

目目前前 oo 有有关关病病原原菌菌热热休休克克应应答答的的蛋蛋白白质质组组学学

的的研研究究虽虽未未见见报报道道 oo 但但已已有有一一篇篇关关于于固固氮氮菌菌

kk ΒΒρρααδδψψρρηηιιζζππββιιυυµµ ϕϕααπποοννιιυυµµll热热休休克克应应答答的的文文献献≈≈vv  
oo且且蛋蛋

白白质质组组学学的的研研究究在在发发育育生生物物学学 !!病病理理学学等等方方面面已已受受到到

高高度度重重视视≈≈ww ooxx   ∀∀作作者者在在研研究究过过程程中中亦亦认认为为 oo蛋蛋白白质质组组学学

是是在在蛋蛋白白质质整整体体水水平平上上对对生生命命

活活动动规规律律进进行行研研究究的的良良好好方方

法法 ∀∀采采用用生生物物质质谱谱分分析析 oo可可以以对对

嗜嗜水水气气单单胞胞菌菌在在不不同同热热休休克克温温

度度间间的的差差异异蛋蛋白白进进行行鉴鉴定定 oo确确定定

与与热热休休克克应应答答有有关关的的基基因因 oo再再通通

过过基基因因改改造造 oo使使其其成成为为温温度度敏敏感感

株株疫疫苗苗 oo这这对对水水产产养养殖殖业业具具有有重重

要要意意义义 ∀∀
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衡向右移动 ∀

uqw 时间对海带吸附的影响

准确移取 uxqss °̄ wss ≅ ts
py 的镧 ! 铈离子溶

液 o称取 sqxs ª海带吸附剂于锥形瓶中 o调节 ³� �

wqxo在室温 !不同的吸附时间下 o进行 tququ吸附实

验 o得如图 u所示结果 ∀由图 u可知 o吸附百分率很

快就达到最大 o vs °¬±对 �¤
v n的吸附百分率就达到

|{h以上 o对 ≤¨
v n的吸附百分率达到 |th以上 o说明

吸附有很快的动力学速度 ∀

uqx 等温吸附线

准确移取 uxqss °̄ wss ≅ ts
py的铈离子溶液 o加

入不同质量的海带吸附剂 o在 ³�值为 zqs的条件下

分别控制温度为 usowsoys ε o吸附时间 vs °¬±o进行

吸附实验 ∀结果如图 v !图 w所示 o对图中各组数据

进行线性相关分析得到表 v∀所列结果k显著性水平

为 sqsxo 自由度 φ为 w的临界相关系数 Χs qsx oφ �

sq{ttl表明 o�¤
v n

o≤¨
v n在 usowsoys ε 时 ō±Θ2̄±Χ呈

良好的线性关系 k图 v ∗ wl o在所测的范围内 o符合

ƒµ̈∏±§̄¬¦«等温吸附式≈w  ∀由图也可知 o随着温度的升

高 o吸附量下降 o所以吸附过程为一放热过程 o这与一

般的吸附规律相符 ∀

v 结论

海带经交联 !酸洗处理后可作为吸附剂使用 o并确

定先交联法较后交联法有更大的吸附量 ∀经预处理的

海带对稀土金属离子有很短的吸附时间 osqx «内吸附

率即可达 |xh以上 ~吸附行为与 ³�值有关 o³�小于

zqs的范围内 o³�值越大 o吸附率越高 ~在一定温度范

围内 o其吸附行为满足等温吸附式 ∀
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