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摘要

金属硫化矿的生物浸出过程中，元素硫的累积形成钝化膜，阻碍

了金属离子的进一步浸出。嗜酸氧化亚铁硫杆菌(Acidithiobacillus

ferrooxidans，A．ferrooxidans)能通过生物氧化有效消解和利用硫化

矿分解过程中产生的元素硫，同时不断补充浸出过程消耗的质子促进

金属离子的不断浸出。嗜酸氧化亚铁硫杆菌对元素硫的氧化是一个错

综复杂的过程，包括对元素硫的活化、转运与生物氧化等。这里，嗜

酸硫杆菌的对元素硫的活化是硫氧化系统中的首要步骤，也是开展硫

氧化系统研究必须要解决的瓶颈问题。

因此本文开展嗜酸氧化亚铁硫杆菌细胞胞外蛋白质的筛选、鉴定

与活化功能验证的研究。通过这些研究，找到嗜酸氧化亚铁硫杆菌胞

外与元素硫作用的巯基蛋白，为阐明硫的生物氧化过程和金属硫化矿

的生物浸出机理提供基础数据。具体内容包括以下三个内容：

(1)不同基质(So／Fe2+)中嗜酸氧化亚铁硫杆菌胞外蛋白质差异表
达谱研究：

通过水浴加热法分别提取元素硫和亚铁基质中A．ferrooxidans胞

外蛋白质，利用2．D电泳建立了元素硫和亚铁能源基质中彳．

ferrooxidans胞外蛋白质差异电泳图谱，采用MALDI．TOF／MS鉴定

了18个在元素硫中表达上调的胞外蛋白质。通过与A．ferrooxidans

ATCC 23270基因库中蛋白和基因信息比对发现其中12个是属于未

知蛋白质，以及6个分子量较小的多肽序列中含有相对丰富的半胱

氨酸残基(Cys)。

(2)嗜酸氧化亚铁硫杆菌硫活化相关胞外蛋白质基因的分析和

验证：

结合已有的研究结果和A．ferrooxidans全基因组基因信息，采用

实时定量PCR(Real．time PCR)方法对lO个可能与硫活化相关的基

因进行转录水平表达差异研究。结果表明，与亚铁中生长的彳．

ferrooxidans菌相比，元素硫中生长细菌硫活化相关基因的相对表达

量明显上调，其中AFE 2537和AFE 0927的表达量分别达到141．1

和214．3倍，其他基因的表达量也明显有所上调。这证明了么．

ferrooxidans中这些基因与元素硫的活化氧化的关联性。
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(3)嗜酸氧化亚铁硫杆菌硫活化相关胞外蛋白质表达纯化及功

能验证：

对A．ferrooxidans与吸附相关的菌毛蛋白(AFE 2621：pilin，

putative)基因AFE 2621进行克隆与原核表达。利用硫的K边XANES

光谱对胞外蛋白样品及纯化表达的菌毛蛋白样品进行分析，结果表明

样品中富含巯基的氨基酸主要是半胱氨酸。这是在国内外首次从蛋白

质和硫的化学形态层面证明了富含巯基蛋白在单质硫的活化氧化过

程中扮演重要角色。

关键词：嗜酸氧化亚铁硫杆菌，硫活化，胞外蛋白质组学，实时

定量PCR，菌毛蛋白
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ABSTRACT

Elemental sulfur may accumulate in the course of metal sulfide

dissolution and can form a layer on the metal sulfide surface．which

consequently reduces diffusion rates for ions． Acidophilic

sulfur-oxidizing bacteria can emciently eliminate the insert sulfur and

replenish the supply of the protons required for bioleaching processes，

and SO improve the leaching rate of iron．In natural acidic environment．

the pathway for element sulfur dissolution is sulfur biooxidation．The

sulfur biooxidation iS a complex process that involves the

attachment／activation of cells to sul fur particles，the transportation of

sulfur through the outer membrane and the oxidation of sulfur in the

periplasmic space．Sulfur-activated is the principal step of the sulfur

biooxidation，However，the exact mechanism underlying sulfur．activated

is not well understood．

The present work focuses on isolation，identification and functional

investigation of extracellular proteins and genes of Acidithiobacillus

ferrooxidans，in order to provide basic data on sulfur biooxidation．The

primary subjects of which include three pans as follows：

(1)Research on comparative extracellular proteomics of A．

ferrooxidans grown under different energy(Fe2+／so)

The extracellular proteins were extracted by stearming method and

two．dimensional electrophoresis profiles was established．By using

Matrix．．assisted laser desorption／ionization time．．of-flight／time．．of-flight
mass spectroscopy(MALDI—TOF／MS)analysis，we identified a total of

1 8 extracellular proteins with apparent higher abundance grown in

element sulfur than in ferrous sulfate．1 2 of these proteins are unknown
functions．In addition，six hypothetical proteins(or peptides)of which

contain abundant of the cysteine residues．

(2)Validate the sulfur-activated extracellular proteins and genes ofA．

ferrooxidans

According to the information of A．ferrooxidans genome and the

published research results，we chose 1 0 extracellular proteins genes
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responding to sulfur-activated and examine their expression analysis by

real_time PCR．The results showed that the constitutive expression of a11

those genes was highly upregulated by growth on element sulfur

compounds(and downregulated by growth on ferrous iron)．What’S more，

Genes
AFE一2537

and
AFE一0927

were upgradulated 14 1，1 and 2 1 4。3．fold、

respectively．

(3)Expression，purification and functional investigation of the

sulfur-activated extracellular proteins from A．ferrooxidans

The gene AFE一2621 encoding putative pilin from A．佬rrooxidclns

was cloned and expressed in E．coli．The extracellular proteins of A，

Jerrooxidans grown on elementaI sulfur and the purified AFE 262 1

(pinlin)were characterized with sulfur K-edge XANES spectroscopy．The

results showed that the thiol—containing amino acid mainly cysteine play
an important role in elemental sulfur activation and oxidation．

KEY WORDS：Acidithiobacillus ferrooxidans，sulfur activation，
extracellular proteomics，Real—time PCR，pilin protein
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第一章绪论

1．1微生物冶金

1．1．1微生物冶金的定义

微生物冶金，也叫生物浸出(bio—leaching)，通常是指将矿物(主要是指硫

化矿，包括原生硫化矿和次生硫化矿)中所含有的各种非溶性有价金属转变成可

溶性的形式并加以回收利用【1，21。尽管这个过程涉及到如生物学，表面化学，电

化学，物理化学，矿物学等各种学科的交叉联系，但归根结底离不开微生物对各

种金属的氧化作用，因此，上述过程又叫做生物氧化作用(bio．oxidation)。然而，

生物氧化作用这个术语，往往是指这样一个过程，即通过微生物对矿物的分解作

用来提高各种目的金属的回收率的过程。一个最典型的例子就是从含砷黄铁矿中

提取贵重金属．金。金的提取往往要通过氰化物的预处理等一系列步骤。尽管砷、

铁和硫在这个过程也被浸出，但对于金的整个回收过程来说，生物浸出这个术语

就显得不太合适。因此，为适应于上述两个不同的概念，采用生物采矿

(bio．mining)这个术语也许是比较合适的【31。

1．1．2微生物冶金的特点

现有的常规物理、化学选冶方法由于回收率低、资源损耗大、生产成本高和

对环境污染严重等问题已不适应社会经济可持续发展要求。在此情况下，微生物

在矿物分离方面的作用逐渐引起人们的重视。

微生物冶金的特剧4叫：

①微生物冶金既可用于矿物的就地浸出，也可用于工厂矿物处理、废水废渣

处理。

②微生物冶金具有生产成本低、投资少、工艺流程短、设备简单、环境友好、

能处理复杂多金属矿物等优点，因此细菌浸矿的广泛应用，将引起传统矿物加工

产业的重大变革，为人类、资源与环境的可持续发展开辟广阔的前景。

细菌氧化处理难选冶硫化物金精矿的工艺与另两种氧化(焙烧、加压)法相

比，基建投资省(设焙烧法的投资是100，则加压法要66，而细菌法只需35)，生

产成本低(设焙烧法的生产成本为100，则加压法为11 1，细菌法只需95)，而金的

回收率与焙烧法相当或还高一点。

③由于微生物冶金适合储量小、低品位、成分复杂的硫化矿的冶金，而我国

的矿大多符合这个条件。所以，微生物冶金在我国有很大的发展前景。
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④微生物冶金的主要缺点是过程的反应速度慢。在生物湿法冶金方面的主要

任务，是研究开发能提高反应速度的菌种。工程的挑战在于如何用最短的时间，

对大量的矿石同时进行固相、液相、气相反应，而且能控制其它的可变因素，特

别是把温度控制在最佳水平上加速细菌的作用。即一个非常重要的任务就是通过

遗传工程的技术，培育出对高含量的重金属更有耐力，用于提取特定金属的浸出

生物。

1．1．3微生物冶金的反应机理

学术界认为金属硫化物的溶解存在两种机制，即直接作用和间接作用。在直

接作用机制中，细菌与矿物直接发生氧化还原作用而溶出金属，不需要铁或铁离

子的存在【71，目前，这种机制的合理性遭到了很大质疑【81；而在间接作用机制中，

金属硫化物在质子攻击和Fe3+氧化作用下，晶格受到破坏，继而经过硫代硫酸盐

途径或多聚硫化物途径而溶解⋯11。

A硫代硫酸盐途径 B多聚硫化物途径

孵++瓣

触呐寸职锄
S。Q_麓s．

图1-1金属硫化矿生物浸出的(A)硫代硫酸盐途径和(B)多聚硫化物途径

Fig．1-1 Diagrams ofthiosulfate and polysulfide pathways involved in bioleaching ofmetal

sulfide minerals

可从金属硫化矿中浸出金属元素的微生物种类虽然很多，包括古生菌和真细

菌中的许多嗜酸种类，但金属元素从矿石中溶出的基本途径只有两条，即硫代硫

酸盐途径和多聚硫化物途径【8】。黄铜矿(CuFeS2)的微生物浸矿遵循多聚硫化物途

径，它基于Fe”和矿的共同作用，将黄铜矿溶解。在这一过程中，从黄铜矿释

放出来的硫，有90％以上经由多聚硫化物，最后转化成元素硫，只有少量的硫代

硫酸盐、连多硫酸盐和硫酸盐生成(图1．1)，如没有硫氧化菌参与，这些元素硫

2
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将累积在浸矿体系中，并很快在在矿物表面形成钝化层，严重阻碍矿物的浸出。

浸矿微生物在这一途径中的作用是氧化元素硫，生成硫酸，为矿物水解提供足够

的旷，并及时消除元素硫对矿物浸出的钝化作用，保持氧化剂、茵体和矿物之

间的传质作用畅通；同时保证Fe”和Fe2+的正常循环，为矿物的氧化提供充足的

Fe3+氧化剂。因此，黄铜矿的浸出必须有硫氧化菌和铁氧化菌的共同参与。

Fe3+从矿物中夺取电子，还原成Fe2+，矿物晶体释放出会属阳离子(M2+)

和硫化物中间产物，Fe2+氧化菌在酸性溶液中将Fe2+氧化成Fe3+，保证Fe2+和Fe3+

正常循环。在多聚硫化物途径(图1．1B)，除Fe3+外，H+通过绑定矿物中的价电

子，也对矿物进行氧化。硫化物中间产物被非生物的化学氧化作用和硫氧化菌共

同氧化。图中以化学氧化为主，生物氧化为辅的位置，硫氧化菌就标在括号内，

主要的非Fe”电子受体标在箭头右边。没有硫氧化菌参与时，累积的主要反应产

物，在硫代硫酸盐途径(图1—1A)是硫酸，在多聚硫化物途径是S8，分别标于

方格内。当有硫氧化菌存在时，两途径的主要反应产物均为硫酸。

硫代硫酸盐溶解途径适用于FeS2、MoS2和WS2等金属硫化物的溶解，它完全

基于Fe”对元素S的氧化作用直至元素硫中的六个电子全部被转移，形成S203二，

将金属元素分离到溶液中去。这个化学反应中还伴随单质S的产生，金属硫化物

中大约有20％的硫变成单质S。

多聚硫化物溶解途径则适用于ZnS、PbS、FeAsS、CuFeS2、MnS2、CuS、

Cu2S、NiS、CoS署I]CdS等众多金属硫化物的溶解，它基于Fe”在H+的协助下的对

金属硫化物的氧化作用，将金属硫化物溶解，其中金属硫化物中大约90％硫元素

转变为多聚硫(图1—2)，其余则生成少量的S2032。和单质S【11,12】。

Mf莲肚st2⋯s穴屿一嘲
Fe3+Fe¨t

HS。H2S F

图l-2多聚硫化物溶解途径示意图

Fig．1-2 Diagram of polysulfide dissolution pmhway

图l一2中强酸H2S”电离产生自由基HS’，后者容易形成H2S2及后续的多聚硫

化氢；多聚硫化氢不稳定，大多数分解产生单质S8，少量被02或Fe3+氧化成H2S203

和单质S【121。这个氧化反应在没有Fe3+存在的情况下也能进行，电子经过导电的

硫化物MS传递到02，02通过形成超氧自由基和过氧化氢而被还原成H20【13】。然

而，在浸矿生物群落t辛F03+的存在，Ve3+更容易从MS晶格中夺取电子。

3
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上述两种反应机制都是属于化学反应的范畴，但是，在有微生物参与的情况

下，Fe3+主要由细菌胞外的多聚体供应，这种多聚体附合在葡萄醛酸残基上【91，

亚铁氧化细菌(如么．[errooxidans，Leptospirillum ferrooxidans等)能够保持Fe”

氧化状态，硫氧化细菌(如彳．ferrooxidans，A．thiooxidans等)能够参与单质元素

S和其他还原性硫化合物的氧化，产生一保持溶液的酸性环境。

1．2元素硫的化学特性与生物浸出的关联性

金属硫化矿微生物浸出过程中，嗜酸亚铁氧化细菌是浸矿溶液氧化还原电位

的主导者，嗜酸硫氧化微生物负责着转化各种含硫化合物为硫酸，保持酸性浸矿

环境。但在酸性环境下，元素硫的化学性质十分稳定，其消解的唯一途径是通过

嗜酸硫氧化细菌对它的氧化【141。在这里，嗜酸硫氧化细菌能够通过对各种形态

的含硫化合物的氧化产生多聚硫途径所消耗的质子，以这种独特的方式来影响生

物浸出的动力学。当环境中缺少嗜酸硫氧化细菌或嗜酸硫氧化细菌的生长活性受

到抑制时，金属硫化矿分解产生的元素硫以晶态或聚集体悬浮在溶液中，或进而

累积在浸矿体系中，并在矿物表面形成钝化层，导致金属硫化矿表面的电化学性

质发生改变，阻碍高价铁离子对矿物的氧化攻击，减慢金属离子的溶出速度。

SchippersA等f151采用L．ferrooxidans浸出黄铁矿时，发现积累的中间硫化合物主

要是元素硫，但采用L．ferrooxidans和A．thiooxidans混合培养浸出黄铁矿时，黄

铁矿中的硫全被氧化，转化为硫酸盐。Fowler TA和Crundwell FKll6】研究了A

ferrooxidans对高铁溶液浸出闪锌矿效果的影响，发现接种细菌的体系中，锌离

子的浸出率明显高于未接种细菌的体系；而未接种细菌的体系，随着锌离子的浸

出，矿物表面形成一层多孔硫膜，该膜的存在阻止了Fe3+对闪锌矿的氧化攻击和

锌离子浸出。Falco L和Pogliani Ctr7J用化学浸出或L．ferrooxidans浸出靛铜矿时，

发现矿物表面均有硫层形成，影响浸出效果；而利用Fe”和A．thiooxidans组合

浸出靛铜矿却得到了较好的浸出效果。这些研究结果表明，金属硫化矿浸出过程

中，如果有元素硫累积形成的硫层，将会阻碍了金属离子的浸出，而嗜酸硫氧化

细菌对元素硫的消解能够明显提高浸出效率。嗜酸硫氧化细菌对元素硫的有效消

解和利用，既能预防元素硫层形成，也能促进嗜酸硫氧化细菌自身生长，为浸矿

环境提供更多质子，对优化金属硫化矿生物浸出动力学、保证金属离子的高效浸

出具有十分重要的作用。

1．3嗜酸硫氧化细菌系统多样性

尽管自然界能够氧化元素硫的微生物种类十分丰富，硫氧化细菌在能量生

产、硫元素循环以及维持环境中微生物群落多样性等方面起着重要作用。但是到

目前为止只知道为数不多的微生物种属在极端酸性环境下氧化元素硫。这些嗜酸

4
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硫氧化微生物可以通过它们各自的最适生长温度而得以区别。一般根据生存环境

温度，它们可分为中温(<40℃)、高温(中度嗜热(40"---60℃)和嗜高温(>60

℃)嗜酸硫氧化菌⋯3，19】。如表1一l所示，在极端酸性环境下，．尽管能源物质相

对贫瘠，生存pH一般低于3，但微生物群落同样具有多样性。

在生物浸出酸性环境或酸性矿坑水中，中温硫氧化细菌主要是嗜酸硫杆菌属

(Acidithiobacillus)细菌，包括A．ferrooxidans、A．thiooxidans、A．albertensis[20】

等。这类菌中，除A．ferrooxidans能利用亚铁和还原性硫化合物外，其余的细菌

只能利用还原性性化合物生长。A．ferrooxidans是最早分离到的嗜酸硫氧化细

菌。早期研究人员认为该细菌是主要浸矿功能菌，因此相关研究比较全面；目前

关于A．ferrooxidans亚铁和硫代谢途径正成为研究热点【21,221。

生物浸出过程中，由于微生物生长代谢和矿物氧化分解，浸矿体系不断放热，

温度可快速上升至40℃以上，一些中温嗜酸细菌难以生存，而高温嗜酸细菌却

可以很好生长。这些细菌主要是一些亚铁或硫氧化专性或兼性自养细菌，其中亚

铁氧化细菌主要为L．ferrooxidans和铁质菌属(Ferroplasma)123】。硫氧化菌则主

要包括硫化杆菌(勋帕bacillus spp．)和喜温嗜酸硫杆菌(A caldus)。Sulfobacillus

属的细菌为革兰氏阳性杆状菌，好氧，嗜酸，无机化能营养型，在混合营养条件

下生长良好，在一定的生长阶段和环境条件下产生内孢子，不仅够能以亚铁、金

属硫化物等还原性硫化合物化能自养生长，还能够利用有机底物进行兼性异养生

长【2们61。A．caldus是Acidithiobacillus属中唯一的嗜热浸矿菌种，根据其生长温

度(45℃左右)而和其它硫杆菌分别开来。A．caldus好氧生长，能氧化元素硫和

其它还原性含硫化合物，具有多种生理类型，部分菌株在有酵母提取物存在的情

况下，生长速度和硫氧化活性会大大增加。一般认为，A．caldus不能单独浸出有

价金属，是重要的金属浸出辅助菌，和其它菌株的有效组合，能有效促进金属硫

化矿的生物浸1：}i[27,28】。
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表1．1目前分离纯化到能够利用还原性硫化合物的嗜酸硫氧化细菌

Table l-l The isolated acidophilic sulfur-oxidizing bacteria
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极端酸热条件下生长的多为古细菌，它们能够在厌氧或需氧条件下利用还原

性硫化合物或元素硫。目前已分离纯化到五个菌属，如表1．1所示，它们分别是

硫化叶菌(Sutfolobus)、金属球菌(Metallosphaera)、嗜酸两面菌(Acidianus)、

憎叶菌属(Stygiolobus)和硫磺球形菌属(Sutfurisphaera)。硫化叶菌Sulfolobus

属革兰氏阴性菌，细胞壁缺失肽聚糖，兼性自养，严格好氧，生存温度55,、-,80℃，

生存pH 0．9～5．8，能利用亚铁和／或还原性硫化合物作能源化能自养，也可以利

用酵母提取物、胰蛋白胨和数种糖类作为碳源和能源进行异养生长【5叭。

嗜酸两面菌Acidianus为典型的嗜热喜酸古细菌，该属的各种古细菌的生长

温度范围为50．95℃，生长pH为1．0-6．0，最适生长pH为1．2．2．5。其中Acidianus

brierleyi具有较好的工业应用前景【41,51J。它不但能通过氧化亚铁或元素硫进行自

养生长，而且也能够在复杂的有机基质上进行异养生长。

Stygiolobus和Sulfurisphaera目前均仅有一个种，分别为azoricus和

ohwakuensis，其中Stygiolobus azoricus为专性厌氧生长，而砌珈risphaera

ohwakuensis能够进行兼性厌氧生长，并且厌氧条件下必须添加元素硫[42,48】。

1．4嗜酸硫氧化细菌的硫氧化系统

1．4．1硫的化学形态

硫在自然界的存在形式有无机硫和有机硫。如表1．2和图1．3所示，无机硫

形式多样，以元素硫和含硫化合物等多种不同的形态存在。有机硫则主要是含硫

氨基酸：如半胱氨酸、甲硫氨酸、蛋氨酸、谷胱苷肽及其衍生物，主要分布在原

油、煤和生物体内。

嗜酸硫氧化细菌在所处环境(如高温温泉、酸性矿水和深海热喷口中)的硫

循环中发挥着重要作用。还原性硫化合物在硫氧化细菌(包括光合硫氧化细菌，

7
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嗜酸硫氧化细菌等)作用下，会产生大量的元素硫和含硫化合物。这些含硫物质

赋存形态多样，有的直接以硫球形式形成聚集体存在于细菌体内或体外；有的在

金属硫化矿表面形成疏水的硫层；大部分硫元素以各种离子形式进入溶液中。

表1-2元素硫和主要无机化合物及其化合价

Table l一2 Elemantal sulfur and the main sulfur compounds and their oxidation states

S20a2‘—．-——-—·—一’03S(S)nS03。

s2．』／ ．』二．＼∑。冬上s"
图1-3无初蕊．化学存在形式的转变

Fig．1-3 The schematic of transformation among elemental sulfur and sulfide compounds

1．4．2嗜酸硫氧化细菌硫氧化系统的特点

硫在氧化过程中化学形态的多样性，决定了元素硫及含硫化合物的生物化学

氧化过程中，硫代谢底物作用酶的多样性和整个过程的复杂性。尽管中性菌如光

合细菌中关于硫的氧化系统Sox系统已经得到较为详细的阐释，Sox系统中相应

的酶的性质和在硫氧化过程中的分子机理基本确定f521。但研究表明，嗜酸硫氧

化细菌硫氧化系统与中性菌如光合细菌中的硫氧化系统(Sox系统)完全不同，

这就使得在开展同功同源基因研究硫氧化系统方面没有借鉴性。

自从1986年以前分离到嗜酸氧化硫硫杆菌Thiobacillus thiooxidans(现在改名

8
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为Acidithiobacillus thiooxidans)以来，关于嗜酸硫氧化细菌的研究一直没有间断，

但是关于中常温嗜酸硫氧化细菌硫氧化的生物化学过程有待进一步的补充和完

善。在嗜酸硫氧化细菌的作用下，元素硫通过硫氧化酶系的作用氧化分解并生成

最终产物硫酸。元素硫必须经过嗜酸硫氧化细菌的有效吸附和转运，进入细胞周

质空间后，才能有效地被细菌氧化。这里，嗜酸硫氧化细菌的胞外物质介导着细

菌对元素硫的吸附与活化过程，外膜蛋白担当着对硫转运的作用，细胞周质空间

的硫氧化首步反应的酶⋯硫双加氧酶则起着关键氧化酶的作用，承担着对转运到

细胞周质区域的元素硫进行分流以及为硫氧化酶系中的其它酶提供底物的双重

功能f531。显然，嗜酸硫氧化细菌对元素硫的有效利用，取决于嗜酸硫氧化细菌

对元素硫的有效吸附／活化、转运和首步氧化反应。

1．4．3嗜酸硫氧化细菌对元素硫的吸附

嗜酸硫氧化细菌对元素硫的氧化，首先要求细菌和元素硫之间相互接触吸

附。Gourdon R和Funtowicz N【54】以及Konishi Y等f55】通过对A．ferrooxidans和

A．thiooxidans在元素硫基质中的生长动力学研究，发现元素硫的氧化由吸附在其

表面的细菌来完成，细菌吸附的有效性决定了其氧化利用硫微粒的高效性。

SampsonMI等以及Gehrke T等【56，57】的研究表明，胞外多聚物的形成和成份

取决于细菌所处的生长环境，属于诱导表达。比较元素硫与黄铁矿培养基质中细

菌胞外多聚物成份，发现前者含有较高的脂肪酸和油脂类化合物，但糖和糖醛酸

含量较少，这种胞外多聚物的组成可能有利于细菌通过疏水作用吸附在元素硫表

面；而在可溶性无机含硫化合物基质培养的细菌表面几乎没有胞外多聚物的形

成。

Sharma PK等【58】把从亚铁基质中生长的A．ferrooxidans转移到元素硫和黄铁

矿中生长时，发现细菌细胞表面蛋白质的含量明显提高，这些蛋白质可能作为有

机表面活性成分参与细菌与固体之间的界面反应。另有研究发现，以元素硫为能

源基质的硫氧化细菌细胞表面释放出大量的外膜泡【14,59】，该外膜泡可能在细菌与

元素硫之间起到“桥梁”作用。根据硫的生物活化模式推测，元素硫是在与细菌外

膜蛋白发生键合作用后被转运至细胞周质空间，其中，细菌外膜蛋白分子中的巯

基在硫键合中发挥着重要作用。Ohmura N等1601发现在硫基质中生长的彳．

ferrooxidans的鞭毛上有一种硫结合蛋白，该蛋白可与元素硫形成二硫键，它可

能在A．ferrooxidans特异地吸附到元素硫表面上起作用。

1．4．4元素硫活化转运模式的提出

Prange A等【61】报道A．vinosum在氧化硫化物和硫代硫酸盐的过程中，元素硫
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和有些蛋白质形成中间产物RS。．R或R．Sn—H，这些中间体短时间的存在于细胞

周质空间。

已有的研究工作认为元素硫的活化依赖于低分子量硫醇(如谷胱苷肽：GSH)

的作用，硫醇将元素硫活化为GSnH(GSH+S8_GS9H_⋯_GSnH)，以作为硫

双加氧酶的底物16z,631。

Rohwerer T和Sand Wf53】用嗜酸细菌A．ferrooxidans，A．thiooxidans和

Acidiphilium acidophilium细胞提取物研究依赖于GSH的硫双加氧酶的真正底物，

发现GSnH能作为酶反应底物，但是GSnH十分的不稳定，能快速分解为元素硫

和较稳定的GS2H。GS2H在酶促(细胞提取物)条件下或非酶促条件下发生如

下反应：

GSSH+02+H20_GSH+S032"+2W (酶促反应)

2GSSH—GS3G+H2S (自发反应)

GSnG单独不能作为酶反应底物，但是GSnG在有GSH的情况下能作为底物，

原因是发生了如下反应；

GSnG+GSH-÷GSxH+GSyG (n>2，x>l，y>1)

早期Sugio T[641的试验结果表明H2S在GS2G存在的情况下也能直接氧化成

S03厶。其原因是因为H2S和GS2G发生反应产生了GSSH(H2S+GSSG—GSSH

+GSH)，GSSH为硫双加氧酶的底物而被催化氧化生成S03玉。

这些研究结果肯定了GSnH(或GS2H)而非GSnG是酶促反应底物。既然

GSSH中含有硫烷硫，是不是所有含有硫烷硫的物质都能发生此反应呢?但研究

发现如$2032。，Sn032-等都不能替代GSnH(或GS2H)作为酶促反应底物。

依据试验结果，Rohwerer T和Sand Wt531提出了元素硫先被活化然后被催化

氧化的模式，其中，活化反应首先由亲核反应试剂打开环状结构的S8，即细胞

外的元素硫与外膜蛋白上的硫醇基团RSH(功能类似于大量的GSH)相互接触

后被活化，形成线状的无机硫与有机物结合的RSnH(n>2)，然后转运到细胞周质

后被硫双加氧酶氧化，产物为S03厶。

但是，到目前为止，真正的硫转运外膜蛋白还仍然在寻找的过程中。

Ramirez P等【65】比较研究A ferrooxidans ATCC 1 9859在元素硫和Fe2+基质中

生长时细胞体内总蛋白质表达的差异，发现在元素硫基质中生长的细胞内有一分

子量为44 kDa的外膜蛋白明显表达上调。Buonfiglio V等【66】将A．ferrooxidans从
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Fe2+生长基质转入到以元素硫或硫代硫酸盐基质中时，发现彳．ferrooxidans特异

性地表达一分子量为55 kDa的外膜蛋白，同时另有一分子量为47 kDa的组成性

表达外膜蛋白表达上调，说明这两种外膜蛋白都可能与A．ferrooxidans元素硫基

质的氧化相关，但这两种蛋白与元素硫或硫代硫酸盐转运的关系仍未能确定。

Buonfiglio V掣67】通过单向电泳发现A．ferrooxidans MSR外膜蛋白中有一分子量

为50 kDa的外膜蛋白只在元素硫基质中生长的细菌细胞中高度表达，但在Fe2+

基质中生长的细菌细胞中不表达，该研究仍然未能确定该蛋白便是硫转运蛋白，

更重要的是，该作者前后分离到的表达上调的外膜蛋白分子量互不相同，与

Ramirez P等【65】分离到的表达上调蛋白的分子量也不一致。

尽管目前嗜酸硫杆菌属中一些硫氧化相关基因和蛋白已经被鉴定或者分离

纯化得到，其中一些蛋白的功能也得到验证，但仍然存在许多悬而未决的问题，

如：细菌胞外多聚物和元素硫之间的相互接触时具体的分子机制；细胞外膜结合

酶是否参与各种含硫化合物的催化氧化；单质硫及其它代谢中间产物的转运及转

运模式；硫氧化系统中一些关键酶的分离和基因的鉴定；各种含硫化合物在不同

硫氧化酶系作用下的酶催化机制；硫的氧化与NAD+的还原偶联的反应机制等。

随着嗜酸硫氧化菌中一些模式菌株如A．ferrooxidansATCC 23270和Acidiphilium

acidophilium全基因测序完成，结合它们的全基因组信息，从生物信息学和蛋白

质学层面展开广泛的研究工作，相信将会有更多研究结果从不同层面上来阐释嗜

酸硫氧化菌硫氧化系统，进一步修正和完善硫氧化代谢模型。

1．4．5硫氧化酶系的研究

硫氧化酶系蛋白主要包括：硫双加氧酶(sulfur dioxygenase)、硫加氧还原酶

(sulfur oxygenase reductase：SOR)、硫化物．辅酶Q氧化还原酶(sulfide：quinone

reductase：SQR)、硫代硫酸盐一硫转移酶(thiosulfate thiotransferose，TST)、亚

硫酸受体氧化还原酶(sulfite acceptor oxidoreductase：SAR)、硫代硫酸盐一辅酶Q

氧化还原酶(thiosulfate：quinone oxidoreductase：TQO)、连四硫酸盐水解酶

(tetrathionate hydrolose)和硫代硫酸盐脱氢酶(thiosulfate dehydrogenase)。

l、硫双加氧酶：

硫双加氧酶(sulfur dioxygenose)是嗜酸硫杆菌转化元素硫过程中首步氧化

酶。Suzuki I和Silver M等分别对A．thiooxidans和A．ferrooxidans的硫氧化酶进

行了研究【62,63】，认为其中硫双加氧酶的硫氧化活性依赖于GSH的参与，硫从零

价态转变为多聚硫化物之后直接氧化成s03厶。

最近Sugio T等【68】首次从A．thiooxidans中分离纯化出硫双加氧酶，对其分子
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量、最适pH以及金属离子对活性的影响作了简单的研究。该研究报道硫双加氧

酶为单聚体酶，分子量为19．5 kDa，最适pH为7．5。而其它细菌体内的硫氧化(还

原)酶，如嗜酸菌(Acidianus spp．)体内的硫加氧还原酶(sulfur oxygenase

reductase)、硫叶菌(Sutfolobus brierleyi)的硫加氧酶(sulfur oxygenase)等都是

大分子量多亚基蛋E1169,701，与Sugio T等【68】报道的结果相差甚远；并且，嗜酸硫

杆菌氧化元素硫发生在pH为3．4的细胞周质空间内，而Sugio T等报道的硫双

加氧酶最适pH为7．5，与细胞周质空间pH范围不符。采用物理学的方法分析，

发现该酶没有典型氧化还原酶的辅助因子(如细胞色素和核黄素)参与催化反应。

嗜酸硫杆菌的硫双加氧酶究竟是单聚体酶还是多聚体酶，最适pH值是在中性还

是与其反应环境一致的酸性，值得进一步研究和确证。另外，因为缺乏有关环境

因素尤其是不同能源基质对硫双加氧酶活性和表达的影响、硫双加氧酶的反应活

性中心或催化作用位点等的研究，有关硫双加氧酶活性与表达的调节机制仍不清

楚。

在高温有氧条件下，从古生菌Acidianus ambivalens中发现的唯一能氧化元

素硫的硫加氧还原酶(sulfur oxygenase reductase：SOR)位于细胞质液中，兼具

硫的氧化和还原活性，不需要其他辅助因子的协助，其有氧条件下催化氧化和还

原元素硫的产物是S03玉，S2032-和H2S【711。Acidianus ambivalens中的SOt基因已

经被克隆测序【721，但在A．ferrooxidans中没有与古生菌Acidianus ambivalens中

sot同源相似的基因。

2、硫加氧还原酶(SOR)

硫加氧还原酶(SOR)是从古生菌Acidianus ambivalens中发现的唯一能氧

化单质硫的酶，该酶位于细胞质液中，兼具硫的氧化和还原活性，不需要其他辅

助因子的协助，其有氧条件下催化氧化和还原单质S的产物是S032’，S2032。和

H2S173,74】，通过对该酶进行原核表达后对其进行功能研究发现该酶含有一个低电

位的非铁血红素中心【701。Chen ZW 1751等对Acidianus tengchongensis中SOR酶

活性进行了研究，发现半胱氨酸残基对该酶的催化活性具有重要作用。

3、硫化物．辅酶Q氧化还原酶：

硫活化过程中，可能产生少量的H2S成为质膜上硫化物．辅酶Q氧化还原酶

(sulfide：quinone reductase：SQR)的底物，催化生成元素硫，元素硫在细胞周

质被活化后进一步被氧化。Wakai S等【176】在A．ferrooxidans NASF．1中，以辅酶Q

作为电子受体时，能检测到SQR活性，且在So基质中生长的细胞的SQR活性

是Fd+基质生长细胞中的18倍，但是在转录水平上，在So基质生长的细胞的sqr

12



硕士学位论文 第一章绪论

转录量是Fe2+基质生长细胞中的3倍，相对于18倍的酶活性水平上的差异，相

差较大，推测功能性SQR的活性差异可能是缘于翻译后修饰或者辅助因子的参

与。

4、硫代硫酸盐一硫转移酶(硫氰酸酶)：

硫氰酸酶是一种硫代硫酸盐硫转移酶(thiosulfate thiotransferase：TST)，专

门打断82032"中的S．S化学键，产生S和S032。【771。Gardner MN和Rawlings DE[78】

在A．thiooxidans和A．caldus细胞内和细胞提取物中都检测到了TST活性，然而，

在能氧化亚铁而不能氧化含硫化合物的细菌L．ferrooxidans中没有检测到有TST

活性。A．ferrooxidans在以黄铁矿和So为基质的酸性环境中生长时有82032-的生

成，而且S2032"是黄铁矿中硫元素生物浸出的主要中间物质(硫代硫酸盐金属溶

出途径V1 01。Ramirez P等【65】在对比A．ferrooxidans在so和Fe2+基质中生长时细胞

体内的蛋白质表达差异时发现，在So基质中生长的细胞体内有几种蛋白质被诱

导表达，其中就有一种类TST蛋白和一种类S2032．／8042-结合蛋白，推测这些蛋

白的高量表达显然是和硫的氧化代谢相关。Ramirez P等【79】进一步研究发现彳．

ferrooxidans在该类TST蛋白不仅在元素硫中高度表达，也在金属硫化物的溶解

后产生硫代硫酸盐的金属硫化矿(硫代硫酸盐溶解途径)中生长时也高度表达，

在Fe2+基质中生长时，该蛋白质只是微量表达。

5、亚硫酸受体氧化还原酶：

元素硫在硫双加氧酶从零价态转变为多聚硫化物之后直接氧化成S032。。如

果S032"没有被快速消化而在体内积累，就会对细胞产生毒害作用，影响细胞生

长。因此，细胞体内需要有解除8032-毒性的氧化系统。一般8032-主要经由亚硫

酸一受体氧化还原酶(sulfite acceptor oxidoreductase：SAR)氧化成S042。。

研究发现，Thiobacillus novellus，Thiobacillus thioparus，ThiobacillUS versutus

和Thiobacillus concretivorus中存在亚硫酸盐氧化酶，这些酶含有钼元素，具有

和哺乳动物亚硫酸盐氧化酶相似的特性，利用细胞色素c或铁氰化物作为S032。

氧化后的电子受体【80】；Vestal JR等【811发现A．ferrooxidans中的亚硫酸盐氧化酶含

有细胞色素c，但是不含血红素和非血红素铁中心。Sugio T等旧】从A．ferrooxidans

APl9—3中分离到了一种膜结合亚硫酸盐氧化酶，其催化活性位点部位位于细胞

周质，分子量为650 KDa，含有分子量分别为59 KDa和61 KDa的两个亚基，

该酶以Ve3+为电子受体，而不是以细胞色素c或铁氰化物作为S032"氧化后的电

子受体，这种亚硫酸氧化酶在有氧和无氧条件下都能快速地氧化S03玉。

Nakamura K等‘82】和de Jong GAH等【83】分别从A．thiooxidans和Thiobacillus
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acidophilus中分离到了利用细胞色素C的亚硫酸盐氧化酶膜蛋白，体外试验表明

其活性最优pH值为中性，暗示其活性中心位于细胞质液中。亚硫酸受体氧化还

原酶途径中能量产生靠电子传递来实现，电子经SOR传递给细胞色素C，最后

由细胞色素氧化酶接受。至今还没有关于亚硫酸盐氧化和细胞色b、辅酶Q相偶

联的证据【841。

6、硫酸盐．辅酶Q氧化还原酶：

嗜酸硫杆菌S2032"的氧化是以连四硫酸盐为中间产物的反应途径。从古生菌

A．ambivalens中分离的膜结合硫代硫酸盐．辅酶Q氧化还原酶

(thiosulfate：quinone oxidoreductase：TQO)在铁氰化物和癸基一泛醌做为电子受

体时能氧化$2032"成为84062-oTQO含有两个由含双顺反子的doxDA操纵子编码

而来的亚基DoxA和DoxD(28 KDa和16 KDa)[85J。二级结构预测DoxD含有

五个跨膜螺旋，DoxA含有一个跨膜螺旋。TQO活性能被巯基结合试剂(如乙基

马来酰亚胺)所抑制。

在A．ferrooxidans有与A．ambivalens中编码TQO的基因相似的双拷贝doxDA

基因。doxDA在嗜酸硫杆菌S2032"氧化中的作用机制虽然还不清楚，推测doxDA

基因编码的产物在嗜酸硫杆菌硫氧化过程中可能起到十分重要的作用。

7、连四硫酸盐水解酶：

Meulenberg R等【86】发现连四硫酸盐水解酶在细胞内的浓度足够催化硫氧化

过程中产生的连四硫酸盐，认为连四硫酸盐水解酶是硫氧化系统中硫代硫酸盐氧

化为硫酸盐的关键酶。已经证明在A．thiooxidans、A．ferrooxidans和A．acidophilum

中连四硫酸盐水解酶参与了硫的氧化反应过科83,87】。

但有关嗜酸硫杆菌连四硫酸盐水解酶作用模式的报导先后不尽一致。例如，

Steudel R等【鼯】于1987年针对Thiobacillus ferrooxidans (后改名为么．

ferrooxidans)提出了连四硫酸盐水解酶作用模式，他们发现水解的主要产物为

HS2SO；和S04，其中，HS2S03"不稳定，但可能在硫原子形成长环状S8过程中

发挥关键作用。Meulenberg R等【86】于1 992年针对Thiobacillus acidophilus(实为

Acidithiobacillus sp．)发现连四硫酸盐水解酶水解的产物为$203玉，S042。，S和

一。Sugio T等【891于1996年针对A．ferrooxidans Funis 2．1则发现水解产物为

$203厶，S042。和H+，并没有检测到元素硫的存在。Bugaytsova Z等【90】对从A．caldus

中分离到的连四硫酸盐水解酶进行了N末端氨基酸测序，基因比对发现A

ferrooxidans ATCC 23270基因组中没有与之同源的序列。这些水解产物的不同，

说明不同菌株的连四硫酸盐水解酶结构与功能可能不同。但不管按怎样的方式水
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解或水解产物是什么，除了从A．ferrooxidans Funis 2一1分离到的连四硫酸盐水解

酶是单体形式的细胞膜结合蛋白外，从上述A．acidophilum，A．ferrooxidans和

A．thiooxidans中分离到的连四硫酸盐水解酶都是二聚体形式的细胞周质蛋白，最

适pH值都接近3．O。

8、硫代硫酸盐脱氢酶：

Nakamura K等【82】从A．thiooxidans JCM7814分离纯化到了硫代硫酸盐脱氢酶

(thiosulfate dehydrogenase)，该酶属单体结构，含有血红素C，分子量为27．9 KDa，

位于细胞周质，最适pH为3．5。这与早期Silver M等【91】从A．ferrooxidans分离到

的硫代硫酸盐脱氢酶性质相似。但与Visser JM等f921从Thiobacillus sp．W5中分

离到的硫代硫酸盐脱氢酶组成不同，后者含有两个亚基，分子量分别为33 KDa

和27 KDa，含有细胞色素c，而不是血红素c。

1．5本论文的研究目的和意义

嗜酸硫杆菌是重要的硫化矿生物浸出功能菌，目前已应用于传统选冶工艺不

能经济、绿色和有效提取的低品位和伴生硫化矿资源的生物浸出工业实践中。浸

矿环境中的硫杆菌主要是嗜酸氧化亚铁硫杆菌(么．ferrooxidans)、嗜酸氧化硫

硫杆菌(么．thiooxidans)和喜温硫杆菌(么．caldus)等，它们不仅在地球硫循环

系统和维持浸矿环境中微生物群落多样性等方面起着重要作用，还在消解生物浸

出过程金属硫化矿分解产生的各种含硫化合物，预防阻碍生物浸出的元素硫层钝

化膜的形成，保持浸矿所需的酸性环境等方面扮演十分重要的角色。

在自然酸性环境下，元素硫消解的唯一途径是通过生物氧化嗜酸硫杆菌对元

素硫的氧化是一个错综复杂的过程，包括对元素硫的活化、转运与生物氧化等。

这里，嗜酸氧化亚铁硫杆菌的对元素硫的活化是硫氧化系统中的首要步骤，也是

开展硫氧化系统研究必须要解决的瓶颈问题。已有的研究认为嗜酸氧化亚铁硫杆

菌胞外物质在硫的活化过程中起到十分重要的作用，推测其中巯基蛋白质的活性

巯基将环状的S8转变为能被细菌利用的线状硫，但有待进一步研究。

因此本课题的研究目的为：针对嗜酸硫杆菌消解元素硫过程的首要步骤⋯

元素硫活化的过程，开展嗜酸硫杆菌细胞胞外巯基蛋白质的筛选、鉴定与活化功

能验证的研究。通过这些研究，找到嗜酸硫杆菌胞外与元素硫作用的巯基蛋白，

为进一步研究和阐明嗜酸硫氧化菌硫的活化与代谢途径奠定基础。

1．6本论文的主要研究内容

(1)硫基质中嗜酸氧化业铁硫杆菌胞外蛋白质的分离与表达谱展示
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(2)硫基质中嗜酸氧化亚铁硫杆菌胞外高表达蛋白质组学的初步研究

(3)嗜酸氧化亚铁硫杆菌元素硫吸附／活化相关基因的分析验证

(4)嗜酸氧化亚铁硫杆菌元素硫吸附／活化相关蛋白的表达、纯化及功能验

证

1．7本论文课题资助情况

(1)国家重大基础研究发展计划项目(No．2004CB619201)

(2)国家自然科学基金创新研究群体项目(No．50621063)

(3)国家自然科学基金(No．50674101)

(4)国家自然科学基金(No．10775150)

(5)北京J下负电子对撞机国家同步辐射实验室开放性课题
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第二章元素硫基质中嗜酸氧化亚铁硫杆菌胞外蛋白质表达

图谱

关于细菌胞外物质的提取方法有多种f93。961，大致可归纳为物理方法和化学试

剂法。物理提取法主要是利用各种外力，如超声波提供的冲击力，离心提供的重

力场力，加热和震荡等来实现胞外成分同细胞相分离，使胞外物质溶解在溶液中；

化学提取过程是利用胞外物质在化学试剂的作用下从细胞上分离开来，如EDTA

和热碱法属于化学提取方法。这些化学方法使试剂离子或分子与菌体接触，胞外

成分中的大分子在试剂离子或分子的作用下成为水溶性物质，从而被提取出来。

物理方法相对于化学试剂法来说，更能保持胞外成分的活性和原始特征，而化学

试剂法有可能改变胞外成分的生物化学特性。

元素硫的适应／活化由嗜酸硫氧化细菌细胞胞外蛋白质完成。研究特化空间

蛋白质的种类和数量与其所处的特定细胞空间环境及作用密切相关。由于特化细

胞空间的蛋白质的数量相对整个细胞体系大大降低，以及同一细胞空间蛋白质的

亲疏水性相近，在蛋白质的提取与分离过程中具有较强的操作性，将更易于发现

特定功能的蛋白质。

本章实验将研究对象确定为A．ferrooxidans细胞胞外蛋白质，开展细菌胞外

蛋白的提取与分离，通过适当的缓冲体系进行高效的电泳分离，获得高分辨率的

蛋白质展示谱，以期为寻找元素硫适应／活化相关功能蛋白质奠定基础。

2．1实验材料

2．1．1菌株与培养基

嗜酸氧化亚铁硫杆菌模式菌株ATCC 23270，即A．ferrooxidans ATCC 23270，

购自美国菌种保藏中心(American Type Culture Collection，ATCC)。

采用改进的9K培养基：(NH4hS04 3．0 g，KCI O．1 g，KEHP04 O．5 g，

MgS04·7H20 0．5 g，Ca(N03)2 0．01 g，蒸馏水1000 mL，pH 2．0，能源为元素硫

(5．0 g／L)。培养基初始pH使用稀硫酸调至2．5。采用5 L放水瓶，于30℃恒

温箱中，通过曝气培养细菌。

2．1．2 Bradford法测定蛋白质浓度和二苯胺测定DNA含量

Bradford储存液：20％(v／v)乙醇，34％磷酸和O．7 g／L考马斯亮蓝G-250。

Bradford工作液：3％(v／v)乙醇，5％磷酸，6％(v～)。
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1 g／L的牛血清蛋白(BSA)。

小牛胸腺DNA．小牛胸腺DNAl0 mg，以0．1 mol／L NaOH溶液溶解，转移

至50 mL容量瓶中，用O．1 mol／L NaOH溶液稀释至刻度。浓度为200 pg／mL。

二苯胺试剂：使用前称取1 g结晶二苯胺，溶于100 mL分析纯冰醋酸中，

加60％过氯酸10 mL混匀。临用前加入1 mLl．6％乙醛溶液。此溶剂应为无色。

2．1．3蛋白质双向电泳

尿素、二硫苏糖醇(Dithiothreitol，DTT)、CHAPS、碘乙酰胺、硫脲、低

熔点琼脂糖、矿物油(Mineral Oil)、考马斯亮兰R一250均为GE Healthcare公司

产品。

固相pH梯度干胶条(IPG胶条pH 3"-'10 24 cm)、IPG缓冲液(pH 3---,10)

为Amershma Phmaraeia公司产品，蛋白质分子量标准为MBI Ferments公司产品。

裂解液1：8 mol／L尿素、2 mol／L硫脲、4％CHAPS、65 mmol／L DTT、O．5

mmol／L苯胺基磺酰氟(PMSF)、O．5％等电聚焦缓冲液(IPG buffer)。

水化液为：8 mol／L尿素、2 mol／L硫脲、2％CHAPS、18 mmol／L DTT、O．5

mmol／L PMSF、0．5％IPG buffer、0．002％溴酚蓝。

4x分离胶缓冲液：1．5 mol／L"Iris—HCI，pH 8．8和0．4％(w／v)SDS。

平衡缓冲液：0．05 mol／L嘶s—HCl，pH 8．8，6 mol／L尿素，30％(w／v)甘油

和2％(w／v)SDS。

溴酚蓝溶液：o．25％(W／V)溴酚蓝溶于分离胶缓冲液中。

染色液：在490 mL含2％(w／v)的H3P04中加50 g(NH02SOa直至完全溶解，

再加0．5 g CBB R一250(已溶于10 mL H20中)。

固定液：10％(v／v)7．酸，40％(v～)乙醇。

双向电泳的第一向IEF电泳采用GE公司的IPGph01"等电聚焦系统。IPGphor

包括半导体温控系统(18,---,25℃)和程序化电源(8000V，1．5 mA)。

第二向SDS．PAGE采用GE公司的Ettan DALT six电泳系统。

2．2实验方法

2．2．1 A，ferrooxidans胞外蛋白质的提取与分离 ．

1、A．ferrooxidans胞外蛋白质的提取
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过滤处于对数生长中期的A．ferrooxidans细胞，去除元素硫颗粒；滤液经离

心收集细胞沉淀；于4℃下10000 rmp离心15 min收菌，利用pH为2．0的双蒸

水洗2次。采用水浴加热法、超声破碎法和热碱法分别提取A．ferrooxidans胞外

蛋白质。

水浴加热法操作步骤：用5 mL灭菌双蒸水悬浮菌体，轻轻混匀。置于60℃

水浴40 min，每隔两分钟轻轻颠倒菌体溶液。于4℃、12000 rpm离心30 min

收集上清，即为含胞外蛋白溶液。

超声破碎法操作步骤：用5 mL灭菌双蒸水悬浮菌体，轻轻混匀。菌悬液在

超声波谷中超声处理10 min，超声功率为18 W。于4℃、12000 rpm离心30 min

收集上清，即为含胞外蛋白溶液。

热碱法操作步骤：用5．0 mL pH 11的NaOH溶液悬浮菌体，轻轻混匀。在

80℃下加热30 min。然后于4℃、12000 rpm下，离心30 min，收集上清，即为

含胞外蛋白溶液。

2、A．ferrooxidans胞外蛋白质提取方法的比较

细胞DNA的含量可以作为提取胞外蛋白质方法优劣的指标【941。测定水浴加

热法、超声破碎法和EDTA法三种方法所得胞外蛋白质溶液中所含DNA含量，

与胞外蛋白质的总量综合比较，可以确定三种方法哪种更适合于本研究。

DNA含量的测定采用二苯胺比色法1971，以小牛胸腺DNA的碱液作标准溶

液。该方法实验原理：DNA中2一脱氧核糖在旷中可转化为W．羟基．r-酮基戊醛，

与二苯胺一起加热产生蓝色化合物，在595 am处有最大吸收，在DNA浓度为

40"-'400}Lg／mL内，光密度与DNA浓度成正比。在反应液加入一些乙醛，可减

少一些物质的干扰，提高灵敏度。

利用200 pg／mL的小牛胸腺DNA制作标准曲线，在595 nnl波长下计量光

吸收值。如图2—1，不同浓度的DNA与吸光值呈良好的线性关系，标准曲线方

程为：Y=0．02081+0．03396幸X。

。蛋白质浓度采用Bradford法测定【9引。该方法测定原理：考马斯亮蓝G．250

是一种染料，在游离状态下呈红色，最大吸收峰在465 nlll。当它与蛋白质结合

后变成深蓝色，最大吸收峰变为595 Ilia。蛋白质含量在1．1000 pg范围内，蛋白

质．染料复合物在595 nln处的吸光度与蛋白质含量成正比，故可检测595 nln的

光吸收值的大小计算蛋白的含量。

19



硕士学位论文 第二章元素硫基质中嗜酸氧化弧铁硫杆菌胞外蛋白质表达图谱

图2-1 DNA浓度测定标准曲线

Fig．2-1 Determination of a standard curve for DNA concentration

利用Bradford工作液和1 g／L牛血清蛋白制作标准曲线，在595 nlll波长下

计量光吸收值。如图2．2。通过对工作曲线的回归分析可知：不同浓度的蛋白质

与吸光度呈良好的线性关系，标准曲线方程为：Y=0．02457+0．01564拳X。

∞
田
《

图2-2蛋白质浓度测定标准曲线

Fig．2-2 Determination of a standard curve for protein concentration

2．2．2 A．ferrooxidans胞外蛋白质的双向电泳

1、样品水化

以胶内上样方式按每根胶条总上样量为300 pg蛋白质的要求上样。吸取350

灿水化上样缓冲液，加入500 pL样品，充分混匀放入标准型胶条槽中。

取出一20℃保存的固相pH梯度干胶条，在室温中放置10 min。去除预制IPG

胶条上的保护层，轻轻地将IPG胶条胶面朝下置于胶条槽中样品溶液上，使得

胶条的正极(标有+)对应于胶条槽的正极。

慢慢下压胶条，使水化液浸湿整个胶条，并确保胶条的两端与槽的两端的电
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极接触。每根胶条上覆盖2～3 mL矿物油，防止胶条水化过程中液体的蒸发。

IPGphor运行参数为：步骤1，50 V，12～16 h，作用为主动水化；步骤2，500 V，

2 h，作用为除盐；步骤3，1000V，0．5 h，作用为除盐；步骤4，3000V，0．5 h：

步骤5，5000 V，0．5 h；步骤6，7000 V，1 h；步骤7，8000 V，3"-'6 h；步骤8，

50 V。选择所放置的胶条数；设置每根胶条的极限电流(50叫根)。

3、IPG胶条的平衡

IPG胶条平衡两次，每次15 min。IPG胶条平衡会减少电内渗，有利于蛋白

从第一向到第二向的转移。

第一步平衡在10 mL平衡缓冲液中加入1％DTT，振荡平衡15 min，使变

性的非烷基化的蛋白处于还原状态；

第二步平衡步骤在10 mL平衡缓冲液中加入2．5％碘乙酰胺，振荡平衡15

min，使蛋白质巯基烷基化，防止它们在电泳过程中重新氧化，碘乙酰胺并且能

使残留的DTT烷基化。

4、IPG胶条的转移

将IPG胶条用电泳缓冲液轻轻润洗，并去除多余的平衡缓冲液，放在位于

玻璃板之问的凝胶面上，使胶条支持膜贴着其中的一块玻璃板，用一薄尺将IPG

胶条轻轻地向下推，使整个胶条下部边缘与板胶的上表面完全接触。确保在IPG

胶条与板胶之间以及玻璃板与塑料支持膜间无气泡产生。上面覆盖2 mL热的低

熔点琼脂糖溶胶。将胶盒插入电泳槽中，开始电泳。采用垂直的12．5％的

SDS．PAGE电泳，．当溴酚蓝染料迁移到胶的底部边缘即可结束电泳。

5、考马斯亮兰染色
●●

电泳结束后，蛋白质凝胶通过考马斯亮兰(Coomassie Brilliant Blue：CBB)

染色成像。首先将蛋白质凝胶放入固定液中固定l h，然后转入染色液中染色6 h

以上，搅拌混合。使用前摇匀，另加入125 mL甲醇。染色结束后，用双蒸水漂

洗直至背景清晰干净。

6、凝胶扫描与软件分析

双向电泳凝胶用Uniscan scanner(清华紫光)图像透射扫描仪透射扫描，光

学分辨率为300 dpi，存储为TIF格式。采用2一D Imagemaster 7．2专业分析软件

(GE)对2-DE图像进行参数设置(设置凝胶背景，最弱点，最小点和最强点等)，

得到胶点图谱(GelSpot)．。·
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2 3结果与讨论

2 3 l A ferrooxldans胞外蛋白质提取方法比较

表2．2对水浴加热法、超声破碎法和热碱法提取胞外蛋白质的总量和及其含

DNA量做了比较。水浴加热法提取一ferrooxidans胞外蛋白质的产量比较高，

该提取方法总蛋白与DNA比值为最高，DNA含量也比较低。热碱提取法所得胞

外蛋白质的产量很高，但是提取液中的DNA含量也较高。该方法可能对细胞膜

产生较大的破坏，以致会影响胞外蛋白质的纯度。超声法提取液中的DNA含量

较低．但其总蛋白得率较低。综合三种方法，选取水浴加热法为A向rooxidans

胞外蛋白质的提取方法。

袁2-1三种胞外蛋白质提取方法比较

Table 2-1 Comparative ofthe extractionmethods

提取方法 蛋白质(mg／g)DNA(mg／g) 蛋白质／DNA

水浴加热法 15 8 O 05 316．0

超声法 8 5 003 283 3

热碱法 36．9 0 22 167 7

2．3 2A ferrooxidans胞外蛋白质电泳展示

通过水浴加热提取法分离爿ferrooxidans胞外蛋白质，样品经过透析处理

单向分离和双向电泳展示结果分别如图2-3，2-4所示。

ij
图2-3元素磺基质中』fe玎ooxidans胞外蛋白质电泳图：津道M参照分子量蛋白质；泳道

1“ferrooxidans胞外蛋白质

Fig 2-3 SDS-PAGEoftheAferrooxidans extracellularproteins：LaneM proteinmolecularmass

markm；Lmlthe extmcellular proteinsofAfe_ooxidans
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pH q0

l

⋯‘％

图2-4A：errooxidans胞外蛋白质航向电泳图

Fig 2-4The 2-D electrophoregranlofA ferrooxid邪ex”acellular proteins

从图2-3可以看出，A ferrooxidans胞外蛋白主要组成为小分子鼍蛋白质，

组戚较为简单，表现为电泳条带清晰且J=|_=复杂。在图2—4巾有些表达量相对较高

的胞外蛋白斑点在双向电泳图上清晰的表现出柬，这些蛋白质可能在元素硫的吸

附与活化过程中起一定的作用。

兀素硫的吸附与活化发生在细胞外，元素硫的氧化发生在细胞周质空问中。

由于嗜酸硫杆菌与研究较为透彻的光台硫细菌的硫氧化系统完全不同15“．凼此

在开展硫氧化同功同源基因的研究方面．在这两种小同类别的细菌之|Ilj没有相互

借鉴性，细胞周质空问蛋白质的分离，将为周质空问中硫氧化系统的一些关键酶

的分离和鉴定提供清晰的研究对象。硫的吸附与活化是硫氧化的前提，细胞胞外

蛋白质的分离和鉴定，将为研究硫的吸附与活化蛋白质提供最基本的素材。

2 4本章小结

1比较了水浴加热法、超声破碎法和热碱法三种胞外蛋白质提取方法，确

定了A ferrooxidans胞外蛋白质分离方法．即水浴加热法。

2．建立了A ferrooxidans胞外蛋白质烈向电泳图潜，清晰展示了胞外蛋白

质的数量。这种分离体系将总细胞蛋白质组系转变为简单的特化空间蛋白质组

系，为寻找元素硫吸附／活化相关蛋白质奠定了基础。

；0零
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第三章硫基质中嗜酸氧化亚铁硫杆菌胞外高表达蛋白

质组的初步研究

嗜酸氧化亚铁硫杆菌在元素硫基质中生长时，细菌主动分泌的大量胞外物

质，在硫的吸附与活化过程中起到了十分重要的作用嗍。我们将研究对象进一

步缩小为细胞特化空间蛋白质。特别是通过物理的方法获得元素硫基质中生长的

细菌胞外蛋白质，通过双向电泳展示了为数不多的胞外蛋白质斑点。为寻找与元

素硫吸附／活化相关蛋白质奠定基础。

在本章中，通过比较在可溶性基质硫酸亚铁和非可溶性固体硫粉中生长的嗜

酸氧化亚铁硫杆菌胞外蛋白质差异，特别是选取元素硫基质中生长细菌的主要胞

外蛋白质斑点的进行相关分析，为研究细菌吸附与活化元素硫的机理提供材料。

3．1实验材料

3．1．1菌株、培养基和培养条件

嗜酸氧化亚铁硫杆菌模式菌株ATCC 23270。

采用改进的9K培养基：(NH4)2S04 3．0 g，KCl O．1 g，K2HP04 0．5 g，

MgS04·7H20 O．5 g，Ca(N03)2 0．01 g，蒸馏水1000 ml，pH 2．0，能源为元素硫(5．O

g／L)或硫酸亚铁(44．2 g／L)，培养基初始pH使用稀硫酸分别调至2．5和2．O。

采用5 L放水瓶，于30℃恒温箱中，通过曝气培养细菌。

3．1．2蛋白质双向电泳

尿素、二硫苏糖醇(Dithiothreiml，DTT)、CHAPS、碘乙酰胺、硫脲、低

熔点琼脂糖、矿物油(Mineral Oil)、考马斯亮兰R-250均为GE Healthcare公司

产品。

固相pH梯度干胶条(IPG胶条pH 3----10，24 cm)、IPG缓冲液(pH 3～10)

为Amershma Phmaraeia公司产品，蛋白质分子量标准为MBI Ferments公司产品。

裂解液1：8 moUL尿素、2 mol／L硫脲、4％CHAPS、65 mmol／LDTT、O．5

mmoUL苯胺基磺酰氟(PMsF)、0．5％等电聚焦缓冲液(IPG buffer)。

水化液为：8 mol／L尿素、2 mol／L硫脲、2％CHAPS、18 mmol／L DTT、0．5

mmol／L PMSF、0．5％IPGbuffer、0．002％溴酚蓝。

4×分离胶缓冲液：1．5 mol／L Tris-HCI，pH 8．8和0．4％(w／v)SDS。
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平衡缓冲液：0．05 mol／L Tris．HCI，pH 8．8，6 mol／L尿素，30％(w／v)甘油

和2％(w／v)SDS。

溴酚蓝溶液：O．25％(w／v)溴酚蓝溶于分离胶缓冲液中。

染色液：在490 mL含2％(w／V)的H3P04中加50 g(NH4)2S04直至完全溶解，

再加0．5 g CBB R一250(已溶于10 mL H20中)。

固定液：10％(v／v)L酸，40％(v／v)L醇。

双向电泳的第一向IEF电泳采用GE公司的IPGphor等电聚焦系统。IPGphor

包括半导体温控系统(18～25℃)和程序化电源(8000 V，1．5 mA)。

第二向SDS．PAGE采用GE公司的Ettan DALT six电泳系统。

3．2实验方法

3．2．1不同能源基质生长的A．ferrooxidans胞外蛋白质的提取

分别收集元素硫和硫酸亚铁培养基质中处于对数生长中期的A．ferrooxidans

细胞，过滤去除杂质；滤液经离心收集细胞沉淀；于4℃下10000 rmp离心15 min

收菌，使用pH为2的双蒸水洗2次。用5．0 mL灭菌双蒸水悬浮菌体，轻轻混

匀。置于60℃水浴45 min，每隔2 min轻轻颠倒菌体溶液。于4℃下12000 rpm

离心30 min收集上清，即为含胞外蛋白溶液。置于双蒸水中透析72 h，中途换

水三次，采用Bradford法测定蛋白质浓度后，冷冻干燥，于．80℃保存。

3．2．2不同能源基质生长的彳，ferroox／clans胞外蛋白质差异展示

l、等电聚焦、SDS—PAGE、凝胶染色等操作步骤与第二章相同

2、蛋白质斑点的获得：用剪刀将1000／tL的吸头尖端剪掉约0．3 cm，孔的

直径约为2～3 toni，选择在图谱上的一个目的点，用修剪后的吸头从凝胶上戳取

蛋白质点，再转入1．5 mL的离心管中，用双蒸水反复清洗几次。

3．2．3胶内酶解与质谱分析

将从2-DE上分离后经考马斯亮蓝染色的斑点切下，用100“L 50％乙腈，

1 00 mmol／LNH4HC03泡洗至胶粒完全脱色，于真空干燥器中干燥20 min，然后

加入10 ng／pL的胰蛋白酶液(25 mmol／LNH4HC03，pH 8．O)5---,10肛L，于4℃

酶切40 min，再补加10此25 mmol／L NH4HC03，于37℃过夜。

用50"-一100此5％的三氟乙酸于40℃提取肽段l h，再用相同体积的50％

CAN，2．5％TFA于30℃提取l h，最后用50儿乙腈超声提取，真空干燥，用
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3～5 lxL 0．5％三氟乙酸溶解备质谱检测用。

酶切后的样品与基质(a．氰基一4．羟基苯丙烯酸：HCCA)混合，点样0．5“L

于不锈钢板样品板上，室温自然干燥后，采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱(MALDI．ToF／TOF)技术，测定肽质量指纹谱。

采用反射模式正离子谱测定，离子源加速电压20 kV，反射电压比1．12，N2

激光波长337 nm，脉冲宽度3 ns，离子延迟提取100 as，真空度4×10～Torr，质

谱信号单次扫描累加50次，获得肽质量指纹图谱。内标采用胰蛋白酶的自切峰

(MH+：221 1．10 Da和2283．18 Da或2299．18 Da和842．51 Da)进行两点或单

点校正。

3．2．4数据库检索鉴定蛋白质

用 Mascot 检索鉴定 目 的蛋白质， 网址为：

http：／／mascot．proteomics．com．cn／search form PMF．html一，数据库为NCBInr、

SwissProt和中国生物医学分析中心自建的特有的数据库。

质谱测定与分析委托中国科学院上海生命科学研究院生化与细胞学研究所

蛋白质组学研究分析中心完成。

3．3结果与讨论

3．3．1在Fe2+和So中生长的月．ferrooxidans胞外蛋白质的电泳展示

通过水浴加热法分离在不同能源基质(元素硫和硫酸亚铁)中生长的彳．

ferrooxidans胞外蛋白质，其单向SDS—PAGE电泳图如图3—1所示。

从电泳图谱可以看出，在固态元素硫中生长的细菌胞外蛋白质的种类较多，

主条带分明，小分子蛋白种类较多；在硫酸亚铁中生长的细菌胞外蛋白质电泳条

带数较少。这也反映了细菌在固态元素硫中生长时被诱导产生更多种类的蛋白质

来克服元素硫的疏水性。

将提取的A．ferrooxidans胞外蛋白质，经透析处理、等电聚焦和SDS．PAGE

展示后的双向电泳图如图3．2所示。
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1：|

雪

图3-1在So和Fe”基质中生长的Afe用ooxidam胞外蛋白质的SDS PAGE图：泳道M

蛋白质参照分于量，泳道l在元素硫中生长的AfeⅣooxidans的胞外蛋白质；泳道2在亚

铁中生长的A ferrooxida琳的胞外蛋白质

Fig 3-1 SDS-PAGE ofextracellul』r proteinsofAferrooxidans grownon sulfur energy

substrate(Lanel)and sulfateferrous energy substrate(Lane 2)；LaneM，proteinmolecularmass

markers

b

pH 10=======二======二二：=。

图3-2在So(劬和Fe2+(b)基质中生长的』ferrooxidans胞外蛋白质双向电泳囤

Fig 3-2The2-D eleclmphoregramofthe extraeellular proteins ofA^rmoxida邶grawnon

sutfur substate(砷and sulfateferrousO)substrates，respectively
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双向电泳较为清晰地展示了在s1图3—2a)和F，+(图3—2b)巾生长的A

ferrooxidans胞外蛋白质概况。在元素硫和硫酸亚铁中的A ferrooxida’tf胞外蛋白

质各自都有一”!高度表达的蛋白质斑点；其中在元素硫中生长的细菌胞外蛋白质

的斑点数较多，在凝胶的碱性端还存在有团小分子量蚩向质斑点没有清晰地分

开，可能和其蛋白质的性质相关。在亚铁基质中的Aferrooxidans胞外蛋白质的

双向电泳展示结果表明，在可溶性能量基质中生长的细菌表达胞外蛋白质种类较

少。

依据以上结果可认为不同的能源基质诱导表达不同的胞外蛋白质。其中，在

固态能源元素硫基质中生长的细菌表达较多种类的蛋白质，克服硫粉的疏水的

表面性质，同时可能通过丘接键合作用改变元素硫的化学存在形态。

图3-3通过2-DImagemaster软件分析在So(时和Fe2+(b)中生长的Aferrooxidans胞外

蛋白盾双向电泳图

Fig 3-3 Usingthe 2-Dlmagemaster sottwareIodetect ekcnopho”g‘枷ofthe exuacdlul”

proteinsofAfe玎ooxidansgrown onr(对and Fe”(b)substrates，respectively

通过2-D Imagemaster 7．2专业分析软件fGE)对2-DE图像进行参数设置(设

置凝胶背景、最弱点、最小点和最强点等)、狄度计算、斑点检测等技术处理，

得到胶圈点图谱，如图3．3所示。
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比较元素硫(图3．3a)和亚铁(图3-3b)生长的Ayerrooxidans胞外蛋白质的双

向电泳差异，主要目的是了解细菌在元素硫基质中生长过程中，参与细菌硫氧化

系统中硫氧化的初始步骤一硫粒吸附／活化改性的蛋白质种类和性质，推导相关

蛋白质参与硫粒吸附、活化改性的过程。

3 3 2 MALD卜TOF／TOF分析及数据库查询

在元素硫中生长的A尼rrooxidans特异性表达的胞外蛋白质，通过胶内原位

酶解后进行MALDI-TOF／TOF指纹的鉴定，并以酶自动降解峰进行校正，共获

得1 8个蛋白质斑点的肽质量指纹图谱。蛋白点按识别的顺序依次编号为1～18，

如图3-4所示。

'4

，c 亨上芝 ，。

．¨商
●

图3-4元素璃基质中生长的月店肿oxidans胞外蛋白质的王要斑点

Fig 3-4The exlracellul盯proteins spots ofA一肿oxidans grown on sulfur energy substrate

肽质量指纹图谱分析是蛋白质组研究中最重要的蛋白鉴定手段之一，将质谱

鉴定所得的肽质量指纹图谱(PMF)数据通过Mascot软件搜索相应的数据库。

Maser软件是最常用的检索工具(能够整合NCBInr、SwissProt)和通过生物信

息学自建的数据库进行信息检索。将所获得蛋白质斑点的MALDI—TOF／MS数据

导入Mascot软件进行数据库检索的工作界面如图3．5所示，对选取的18个蛋白

质斑点，结合MALDI—TOFAMS信息分析，结合SwissPort数据库和特有的

AFE-3217数据库，蛋白质的结果鉴定如表3一l所示。

善一
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Mascot：肚质簧指纹谱(NcBA)
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图3-5 Mascot软件数椐库检索界面示例

Fig 3-5The schematicinterface ofMascot soRwme

表3-1元素硫基质中生长的』庙rrooxidans胞外蛋白质的主要斑点酶解后肤质量指跛数

据库(swmPon和AFE-3217)检索结果

Table 3-1 Theidentification and predicationofextracellul“proteins spotsofA扣rrooxidans

grown on sulfur energy subarate byMALDI-TOF／MSfollowed by database searches against
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A．ferrooxidans ATCC 23270的全基因组数据库中的基因序列来自TIGR数据

库(www．tigr．com)。针对拟分析的开放阅读框序列所编码的蛋白质，采用

Protparam模块分析蛋白质分子量和等电点，THUMBUP和TMHMM模块预测

蛋白质跨膜螺旋序列，以及采用SignalP、TatP和LipoP模块分析蛋白质的信号

肽序列特征。目前可参考的基于信号肽的蛋白质运输途径主要有Sec途径(See

machinery)和Tat途径(twin．arginine translocation)。某些蛋白质还可以由脂蛋

白信号肽、纤毛信号肽、细菌素和生物信息素信号肽介导或者经未知的非经典途

径分泌【loo]。

3．3．3在元素硫基质中生长的A．ferrooxidans胞外蛋白质的分类与分析

根据在细菌细胞生长过程中扮演的角色，将质谱分析得到的18个蛋白质(多

肽)进行分类，如表3．2所示。具体比例及功能见图3-6。

表3-2鉴定的A．ferrooxidans胞外蛋白质类别分类

Table 3-2 The classification ofofthe identified extracellular proteins ofA．ferrooxidans

名称 数量

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

Ser／Thr protein phosphatase family protein

conjugal transfer protein

pilin，putative

vacJ lipoprotein

polysaccharide deacetylase family protein

lipoprotein，putative

m

2

1

1

l

l

1

1
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图3-6在元素硫基质中生长的_店rrooxidans胞外蛋白质分类

Fig 3 6 Functional cl舾sification oftheidentified extracellular proteinsof』^rrooxidans

grown On sulfur ener尉subs”ate

根据实验结果分析可知，已鉴定的在元素硫基质中生长的A ferrooxidans胞

外蛋白质，基本都属于预测的细胞胞外蛋白质(表3-1)，这与在元索硫基质中

生K的爿席rrooxidans胞外蚩白质的实验设计基奉吻合，这电说明了所选取的胞

外蛋白质的提墩方法一水浴加热法的台理性。但是根据鉴定的结果发现，绝大部

分足属于未知功能蛋白质(1 8个中的12个都属于未知蛋白质)，且在TIGR数

据库(塑型．ti旺￡Q堕)中这些蛋向质(多肽)都没进行功能归类。

所鉴定A ferrooxidans胞外蛋白质中有两种含量相对较高的蚩白质

(AFE 1847：lipoprotein，putative，Cell envelope；AFE-0982：vacJ lipoprotein，

Cell envelope)。这两个蛋白质都有典型的腊蛋白信号肽结构特征(Lipor)，即脂

质与蛋白质结合在一起形成的脂质罐i白质复合物。分析AFE 1847和AFE 0982

的多肽序列，发现两者都没有典型的跨膜序列，可能存在于胞外的几率较高(见

表5．11。vacJ脂蛋白(病毒基因vacJ的编码产物)是Shigellaflexneri在宿主细

胞之间的传递所必须的外膜锚定蛋白l【⋯J。在元素硫中生长的A庀Ⅳooxidans产

生类vacJ脂蛋白，其在元素硫的吸附过程中的作用有待进一步确证。

类多聚糖脱乙酰基家族蛋白(AFE_0927：polysaccharide deacetylase family

protein)和类丝氨酸／苏氢酸磷酸酶水解家族蛋白(AFE_1932：Ser／Thr protein

phosphatasefmnily protein)通过在线软件分析蛋白质的信号肽序列特征，没有相

关信号肽特征的短肚片段，但每个多肽都有一段跨膜的肽片段，亚细胞定位预测

显示其有存在于胞外的町能性。
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其中的接合转移蛋白质(conjugal transfer protein：AFE 1391)分布在细胞

表面，接合转移蛋白质在通过细菌细胞的直接接触而产生遗传信息转移和重组过

程中发挥重要作用，特别是带有抗性的质粒在接合转移蛋白质的作用下的传递，

导致受体细菌在逆境环境(如重金属等环境)中的生存能力获得提高。

A．(errooxidans胞外蛋白质中有一种可能的菌毛蛋白(AFE 2621：pilin，

putative，Cell envelope，Surface structures)，在功能的预测上分属于细胞表面包

被蛋白质，参与细胞表面结构构成。在许多革兰氏阴性菌菌体表面遍布有细、短、

直、硬、多的丝状蛋白附属器，称为菌毛(Pilus)，或叫为纤毛(Fimbriae)。其

化学组成是菌毛蛋白(Pilin)。菌毛与运动无关，在光镜下看不见，使用电镜才

能观察到。菌毛可分为性菌毛(Sexpilus)并l普通菌毛(Commonpilus)两种。在细菌

接合的时候，性菌毛负责在两个细菌之间传递DNA。细菌的致病力、抗性及耐

药性等即可通过这种方式传递【10羽。

细菌在元素硫基质中生长，硫粉属于疏水的固体颗粒物质，在实验中分离检

测到有菌毛蛋白(AFE 2621)的存在，其高量表达可能与细菌对元素硫的吸附

和活化。

有趣的是，18个蛋白质中有12个是属于未知蛋白质。这些未知功能的蛋白

质有一部分既没有信号肽序列特征也没有跨膜特征，这些定位在胞外的短肽可能

是由非经典途径分泌到细胞外。其中6个分子量较小的多肽序列(AFE 1336、

AFE 1847、AFE 2537、AFE 1043、AFE 1774和AFE 1922)中含有相对丰富

的半胱氨酸残基(Cys)。含有丰富的半胱氨酸残基就意味着拥有毓基基团，巯

基基团属于多肽分子中的重要活性功能基团。胞外的小分子量的亲水性多肽能通

过巯基之间形成二硫键，起到稳定蛋白质的作用。多肽也能通过巯基对金属的螯

合来维持其稳定性，行使其生物学功能。另外，小分子量的亲水性多肽也能通过

巯基在抗重金属、蛋白修饰、胁迫耐受、信号转导、维持还原势等功能方面都起

到十分重要的作用。

另外，在AFE 1336、AFE 1043和AFE 1922序列中分别含有1个

Cys．Gly．Pro—Cys(CXXC)结构域，在AFE 2537中甚至含有2个CXXC结构域。

CXXC结构域属于硫氧化还原蛋白、锌指蛋白等的特征结构域。生物体中的很多

氧化还原反应主要由含有CXXC功能区作为活性位点的巯基氧化还原酶介导完

成，它们可以在其活性位点和对应二硫化物的半胱氨酸之间快速完成可逆的巯基

．二硫键交换反应。通过巯基(-SH)和二硫键(．S．S一)形式的转换，引起蛋白质

分子构型的改变，从而影响蛋白质分子的活性，实现对蛋白功能的调控【l 03‘。

33
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就元素硫氧化来说，嗜酸硫氧化细菌对元素硫的氧化首先要求细菌和元素硫

之间相互接触吸附。细菌的有效吸附决定了其氧化利用硫微粒的高效性。细菌在

硫基质中主动产生的胞外物质不仅介导细菌吸附在硫粒上，更为重要的是细菌胞

外物质和元素硫之间的生物化学反应，将元素硫活化后转化为可利用的能量物

质。细菌胞外物质和元素硫之间的生物化学反应是由胞外蛋白质主导的。已有的

研究报道，元素硫被利用的前提是元素硫的活化，但是这一步骤依赖于低分子量

硫醇(如谷胱苷肽：GSH)的存在162，63】。

3．4本章小结

通过比较So和Fe2+基质中A．ferrooxidans胞外蛋白质双向电泳表达谱的差

异，获得了硫吸附／活化相关的胞外高表达蛋白质斑点。

1．通过双向电泳展示了在亚铁和元素硫基质中生长的A．ferrooxidans胞外

蛋白。对硫活化相关的胞外高表达蛋白质斑点进行了MALDI．TOF厂rOF鉴定、

归类和生物信息学分析，结果表明这些蛋白质基本都是胞外蛋白质，包括接合转

移蛋白质、吸附相关的菌毛蛋白、脂蛋白、类多聚糖脱乙酰基酶家族蛋白和丝氨

酸／苏氨酸磷酸水解蛋白，及一些未知功能蛋白。这些在元素硫中生长的A．

ferrooxidans表达量相对较高的胞外蛋白质(或多肽)推测它们与元素硫吸附或

活化相关，但其具体功能还需要深入而细致的功能验证和分析。

2．在未知功能的蛋白中有6个蛋白质(或多肽)序列中含有较高丰度的半

胱氨酸残基，其中有四个序列中还有CXXC功能模体，推测它们在A．ferrooxidans

对So的吸附或活化中起重要作用。
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第四章嗜酸氧化亚铁硫杆菌硫活化相关胞外蛋白质基因的

分析和验证 ．

实时定量PCR(Real．time PCR)技术是一种具有革命性意义的定量PCR技

术。所谓实时定量PCR是指在PCR指数扩增期间通过连续监测荧光信号强弱的

变化来即时测定特异性产物的量，并据此推断目的基因的初始量。

Real。time PCR技术在PCR反应体系中加入荧光基因，利用荧光信号实时监

测整个PCR进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法，避免了

传统PCR以终产物检测定量产生的偏差，提高实验的重复性。实时荧光定量PCR

是迄今为止定量最准确、重现性最好的定量方法，己广泛用于基因表达、转基因

研究，药物疗效检测、病原体检测等诸多领域【104-1嗍。

本章选取在元素硫培养基质中高量表达的10个蛋白质基因，应用Real．time

PCR对双向电泳展示胞外蛋白质差异图谱结果进行验证，研究了硫活化／氧化相

关基因表达水平随培养基质不同的变化情况。

4．1实验材料

4．1．1菌株与培养基

嗜酸氧化亚铁硫杆菌模式菌株ATCC 23270。

采用改进的9K培养基：(NH4)2S04 3．0 g， KCl 0．1 g，K2HP04 0．5 g，

MgS04·7H20 0．5 g，Ca(N03)2 0．01 g，，蒸馏水1000 mL，pH 2．0，能源为硫酸亚铁

(44．2 g／L)或元素硫(5．0 g／L)。

4．1．2主要试剂与仪器

①主要试剂：Trizol@试剂(InvitrogeilTM Corporation，15596．026)，RNeasy@

RNA纯化试剂盒(Qiagen GmbH．74104)，QIAquick够PCR产物纯化试剂盒

(Qiagen GmbH，28106)，SuperScriptTM 1]／反转录酶试剂盒(InvitrogenTM

Corporation,18064．014)，DNase圆试剂盒(Qiagen GmbH，79254)，随机引物

(InvitrogenTM Corporation，48190．011)，E．Z．N．A．@凝胶回收试剂盒(Omega

Bio．tek，Inc．．，D2501．01)，2xPCR混合体系试剂盒(Fermentas，K0171)，SYBR固

Green定量PCR混合体系(Toyobo Co．，Ltd．，QPK一201)，Cy3／Cy5 dUTP，dNTP，

无水乙醇，氯仿，DEPC，异丙醇，FeS04"7H20等。

②低温恒温槽(宁波市海曙天恒仪器厂，DCW-2008)，高速离心机(Eppendorf

35
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AG 5804R、5415D)，超级恒温水槽(上海精宏实验设备有限公司，DKB．501A)，

电子天平(梅特勒一托利多仪器(上海)有限公司，PL303)，普通PCR仪(Applied

Biosystems，2720)，立式双层小容量恒温培养摇床(上海苏坤实业有限公司)，

NanoDrop@微量分光光度计(NanoDrop@Technologies，Inc．，ND一1000)，MylQTM

单色实时定量PCR检测系统(Bio．Rad Laboratories，Inc．)，水平电泳仪(北京市

六一仪器厂，DYY-12型)，BioSense@凝胶成像系统(上海山富科学仪器有限公

司，SC810)，GenePix 4100芯片扫描仪(AXON instruments，Inc，USA)，Eppendorf

Concentrator 5301真空旋转干燥器(EppendorfInc．，Hamburg，Germany)，高压灭

菌锅，移液器，量筒，三角瓶，培养皿，烧杯，计时器等。

4．2实验方法

4．2．1总RNA的提取及纯化

1、RNA提取

①细胞裂解：离心收集细胞，每107个细菌细胞加1 mL的Trizol试剂，在

Trizol试剂中用移液枪反复吹打，充分裂解细胞。加Trizol前避免洗涤细胞，防

止降解mRNA。

②将匀浆样品在15～30℃温育5 min，使核酸蛋白复合物完全分离。

⑦可选步骤：4℃，10000 rpm离心10 min，收集上清。

④每l mL的Trizol加O．2 mL氯仿，盖好离心管盖，剧烈振荡15 S，室温温

育3 min。如不能旋涡振荡，可手动颠倒混匀2 min代替。

⑤4℃，10000 rpm离心10～15 min，样品分成三层：黄色的有机相，中间

层和上层无色的水相，RNA主要在水相中，小心把水相(约600 lxL)转移到新

离心管中。

⑥在水相溶液中加入等体积异丙醇，混匀，．20℃放置20----30 min。

⑦4℃，10000 rpm离心10min，弃上清。

⑧加入l mL75％乙醇洗涤沉淀。每使用l mL的Trizol至少加l mL的75％

乙醇。

⑦4℃，10000 rpm离心5 min，弃上清；短暂快速离心，用移液器小心吸

取上清。室温放置晾干2～3 min，加入适量无RNase水(根据实验需要，可加

30"--'100此)，60℃水浴10 min，充分溶解RNA。 ～

o电泳检测mRNA的完整性，NanoDrop@微量分光光度计检测总RNA浓度
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及纯度。

2、RNA纯化(RNeasy④RNA纯化试剂盒，Qiagen GmbH，74104)

0)RNA样品加无RNase水至总体积为100 gL，加350 gL RLT缓冲液，充

分混匀。(注意：确保RLT缓冲液在使用之前已加入p．巯基乙醇)

②加250 lxL乙醇(96--一100％)，移液枪吸打充分混匀。

③将样品(700 lxL)移至RNeasy纯化柱中，将RNeasy纯化柱放入2 mL

的收集管中，12000 rmp离心15 s，弃收集液。

④(DNase处理，可选)对某些微量的DNA敏感的RNA应用，进一步的

DNA去除是必要的。

a)加350 laL RWl缓冲液至RNeasy纯化柱，10000 rpm离心15 S，弃收集

液。

b)取另一新的离一Ii,管，加入10 btL的DNase I贮存液，70 I，tLRDD缓冲液，

轻轻上下颠倒混匀。(注意：DNase I对物理环境敏感，混匀时轻轻的上下颠倒，

避免旋涡振荡)

c)将DNase I(80}IL)混合液直接加到RNeasy纯化柱硅胶膜正中间。室

温(20--一30。C)温育15 min。如果混合液粘在管壁上，消化可能会不完全。

d)加入350“LRWl缓冲液至RNeasy纯化柱中，8000 rpm离心15 S，弃收

集液。

⑤将RNeasy纯化柱移至新的收集管中，加入500 laL的RPE缓冲液，12000

rpm离，11,15 S，弃收集液。(注意：确保在使用前RPE缓冲液已加入无水乙醇)

⑥再次加入500 rtL RPE缓冲液，轻轻盖上管盖，12000 rpm离-11,2 min。

⑦(可选)将RNeasy纯化柱移入一新的2 mL的收集管，最大转速离心l min。

⑧将RNeasy纯化柱移入新的1．5 mL的离-11,管中，加入30"--'50 l,tL无RNase

水至RNeasy硅胶膜上。1 2000 rmp离一11,1 min。

⑨如果收率过低，从第⑦步开始重复上述操作。检测RNA纯度及完整性。

4．2．2反转录eDNA合成

1、配制反应体系(13．0 rtL)：

向PCR管内依次加入：1．0皿随机引物(100 ng／rtL)，5．0 lxL总RNA(约

200 n94tL)，2．0 gL dNTP(10 mmol／L)，5．0 rtL ddHEO。
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2、轻轻混匀反应体系后，70℃水浴5 min，然后置于冰上至少l min，充

分冷却后，短暂低速离心。

3、反应体系中再依次加入：4．0 laL 5x第一链合成缓冲液，1．0 p,L DTT(O．1

mol／L)，1．0 lxL RNaseOUTTM RNase抑制剂，1．0 laL SuperScriptTM III反转录酶。

4、轻轻上下吸打均匀，25℃水浴5 min。

5、50℃温育60 min。

6、70℃水浴15 min，终止反应。

7、NanoDrop@微量分光光度计检测cDNA质量，将样品cDNA稀释成200

ng／I，tL，Real—time PCR检测待用。

4．2．3 PCR引物设计及标准曲线的制作

l、引物设计

本研究中Real-time PCR采用非特异性DNA嵌合染料，对引物的各项要求更

高。PCR弓]物采用“Primer Premier 5．0"软件设计，使用“Oligo 6．0”软件对引

物评价，遵循下列引物设计基本原则，择优选用。将序列送上海生工生物公司合

成，溶解为5 pmol／lxL使用液。实验所用引物序列及相关信息如表4一l所示。

引物设计基本原则如下：

①引物与模板的序列要紧密互补，使用BLAST检索，确保引物特异性。

②引物与引物之间避免形成稳定的二聚体或发夹结构。

③引物不能在模板的非目的位点引发DNA聚合反应(即错配)。

④引物长度通常在18"-'23 bp，Tm值在55"-'65℃，且引物对的2个Tm尽量接

近，GC含量在40％--一60％，PCR扩增产物大小尽量在100"--200 bp之间。

@71物的3’端避免使用碱基A，避免出现3个以上连续相同的碱基。
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表4．1 Real．time PCR检测用引物

Table 4．1 PrimerS used for Real-time PCR detection

2、引物检测

①引物常规PCR扩增，反应体系(25．0此)如下：12．5此2xTaq PCR Master

Mix，0．5 gL正向／反向引物(10 I_tmol／L)，0．5 lxL模板DNA，11．0 gL ddH20。

由以下循环条件扩增：95℃变性5 min，95℃变性30 S，60℃退火1．0 min，

72℃延伸1．0 min，40个循环，75℃延伸7 min，4℃。

②若需要更为严格的引物检验，可进行测序比对。具体方法为：PCR产物经

1．0％琼脂糖凝胶电泳分离，切胶纯化回收。

③连接反应体系(10．0 pL)为：5．0此2×T4连接酶缓冲液，1．0此pGEM—T

Easy载体(50 ng／pL)，1．0 p．L T4 DNA连接酶(3．0 U／皿)，3．0 lxLPCR产物，

于16℃连接过夜。

39



堡主堂垡笙茎一．笙婴皇堕墼篁垡垩堡堕堑堕堕适垡塑茎堕21重旦堕茎里竺坌塑塑墅堡

④连接产物转化：将连接产物加入至J]200 p．L的DH5a感受态细胞中，混匀，

置冰上3 min。42℃热激90 s，冰浴5 min。加入800 lxLLB液体培养基，37℃

振动培养l h。3500 rpm离心5 min，弃去800此上清，剩余物涂布于含Amp的LB

平板上。37℃避光培养过夜，12 h后观察转化效率。挑取阳性单克隆，进行菌

体PCR检测。

⑤核酸序列测定、同源性比较。经鉴定为阳性重组克隆的菌株送往上海生工

有限公司测序，采用BLAST软件搜索NCBI数据库内进行同源性分析。

3、标准品制备

阳性定量标准模板的建立：将换算得到的1013拷贝数／“L浓度的重组质粒按

109"102拷贝／lxL梯度稀释，作为阳性定量标准模板，用于Real．time PCR反应条

件的优化、标准曲线的建立和样品的检测。

拷贝数换算公式：

拷贝数(copies／pL)=垦学 (方程式3-1)

其中C为浓度，单位ng／rtL；脚净碱基数目(bp)x660(daltons／bp)。

4、I沁a1．time PCR检测

({)MylQ的校正：

(1)打开仪器，预热30 min；

(2)打开MylQ软件，设置参数：

A．i：选择合适的实验步骤：在“Library”项目中点“View Protocol”查看已有

的步骤，在“Protocol Files”中显示想选的步骤。ii：编辑实验步骤：从以下途径开

始编辑步骤：在“Library”项目中的“View Protocol”中点击“Edit This Protocol”或者

“Create a New Protocol”或者是“Workshop”项目中的“Edit Protocol”，然后根据界

面的图标、选项来编辑步骤，设定完后键入“Protocol Filename”保存。iii：实验中

所用的实验参数如下：

Step 1：

Step2：

St印3：

step 4：

95℃

95℃

60℃

72℃

95℃

60℃

1 min

10 s

40

42循环
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Step 5： 55℃ 10 S 80循环+0．5*C／cycle

Step 6：4℃ OO

B．i：选择合适的反应平台设计：在“Library”项目中点“View Plate Setup”查

看已有的平台设计，在“Plate Setup Files”中显示想选的平台设计。ii：编辑平台

设计：从以下途径开始编辑平台：在“Library”项目中的“View Plate Setup”中点击

“Edit This Plate Setup”或者“Create a New Plate Setup”或者是“Workshop”项目中的

“Edit Plate Setup”，然后根据界面的图标、选项来编辑步骤，设定完后键入“Plate

Setup Filename”保存。iii：根据每次的实验设定平台。

C．Aligning the Mask(不是每次实验前都需要做的，做一次将数据保存即可

持续一个月)：

a：用ddH20将“Well Factor solution”稀释10倍，对于25斗L的体系而言即

“Well Factor solution'’2．5肛L，ddH20 22．5 lxL，配制2550 txL的稀释液；

b：将96孔板每个孔加入50此的稀释液，然后用专门的膜覆盖上；

c：将96孔板放入仪器，在“Run—Time Central”项目中点击“Imaging Services”；

d：点击“Optimize Bias”；

e：点击“Calibrate”，再点击“Open”；

f．点击“Make an Exposure”，查看粉红色的影像，如果有粉红色的点存在，

就减少曝光时间，再点击“Make an Exposure”，如有需要继续重复以上步骤；

g：点击“Show Masks”；

h：点击“Optimize Mask Positions”；

i-点击“Save Optimized Masks”。

．i：点击“Collect Persistent Well Factors"，之后就进入到运行的准备状态界面。

k：输入“25或者50”微升体积。

l：点击“Begin Run'’，仪器自动运行预热程序，大概约3 min。

m：信息提示一个“自动校正"的程序文件生成了，下次运行是只要选择第

一个选择项，即：“Collect Persistent Well Factors"，系统就会自动调如文件自动

较正了。

②按照反应前MylQTM单色实时定量PCR检测系统的分析软件Optical

System Software(Version 1．O)所设定的样品检测系统位置排列，往96孔板中依

次加入下列各种试剂：0．5皿cDNA模板，0．5 pL iE(司／反向引物(5 pmol／LtL)，

12．5此2xSYBR@Green实时定量PCR混合体系，11．0此ddH20，总体系为25．0

pL。

③将光学膜覆盖在96孔板上，先沿着96孔板的纵向压膜，然后横向，最后

沿着96孔板的边缘按压使之密封。上述过程注意避光。

4l



顿十学竹论文 第四章嗜酸氧化Ⅱ铁硫杆苗硫活化相戈胞外蛋白质基吲的分析和验证

④反应条件：95℃预变性30 s；95℃变性l 5 s，60℃迥火30 s，72℃延

伸30 s，实时荧光检测，共42个循环。熔解曲线分析：95℃I rain，60℃10

s，每个循环后温度七升0．5℃，时M】0 s，产物特异性分析，共80个循环。

@反应结束，由溶解I}11线判定PCR反应的特异性，根掘荧光fIf|线的ct值以

及标准曲线计算定量结果，以管家基因16S为校正因子，训算分析备基因相对表

达量。

4 3结果与讨论

4 3 1引物特异性

常规PCR产物经2 o％的琼脂糖凝胶电泳检测，发现每对引物的PCR产物均是

一条片段并且片段的人小也是与设计的引物扩增大小相一致的，如图4一l所示。

PCR产物绎克隆后送与北京三陴远志生物技术有限责任公司测序，再把测得的序

列弓要扩增的DNA片段序列比对，结果表BJJPCR产物片段是与所要扩增的目的

DNA片段序列具有100％的序列一致性。

门
图4-】阳性质粒PCR产物电泳图：M分子量标准物，1 AFE 1006；2 APE 0859；3

AFE_0927；4AFE 0206；5AFE 2537；6AFE 2621；7AFE 0982；8 16S；9A幔1391；
lOAFE_2770；1】AFE 2857

Fig 4-1 Electrophoresis analysis of PCR products from positive plasmid：M molecular

weight marker；1 AFE_1006；2 AFE 0859；3 AFE_0927；4 A盟0206；5 AFE 2537；6，tee_

2621；7AZrE_0982；816S；9AFE_1391；10AFE 2770；11 AFE_2857

4 3 2总RNh质量分析
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Real-time PCR是检测样本rfI特定基因表达量的有效方法，包古逆转录步骤

和定量PCR步骤。获得高质量的、能IF确反应样品中各个基因转录情况的RNA，

对于其后的定量结果非常重要的。RNA质量包含两个方而：样品的纯度和RNA

的完整性。

提取元素硫和亚铁中处丁生长埘数期的细菌总RNA，经NanoDropo微量分

光光度计检测，吸光光谱曲线平滑．OD26—OD280比值在1 90～2．05之间，另一

纯度指标OD260，oD230，汗估脱毓程度，比值总体略大于OD2√OD280，在1 90～

2 15，数据表明样品的纯度高。电泳分析如图4-2，23S rRNA与16S rRNA条带

完整、清晰，含量接近2：1(GeneScopeVl 73图像分析结果显示)，表明总RNA

提取纯化过程中无明显的RNase作用导致的降解，mRNA在琼脂糖胶上按相对

分子质量由大到小连续分布，无明显条带}}j现。综上，总RNA的纯度与完整性

均良好，提取得到的mRNA质量良好，可用于后续Real-timePCR定量分析。

23*

图4-2细菌总RNA电泳图泳道M参照分子量DNA；津道1、2元素榭养基质；泳道
3、4硫酸亚铁培养基质

Fig 4-2 Eleetrophoresis oftotal RNA：Mmolecularweightmarker；Lanel and 2 S”medi《Lane

3 and 4 Fe“media

4 3 3 cDNA质量分析

在逆转录反应中经常加入RNase抑制剂以增JJ【IcDNA合成的长度和产量。逆

转录酶催化RNA转忧成cDNA。反转录酶在本身的聚合酶活性之外，具有内源

RNase H活性。RNase H活性同聚合酶活性相互竞争RNA模板与DNA引物或

cDNA延伸链间形成的杂台链，井降解RNA—DNA复合物中的RNA链。被RN丛eH

活性所降解的RNA模板不能再作为合成cDNA的有效底物，降低了cDNA合成的

产量和长度。因此消除或大大降低逆转录酶的RNase H活性将会大有裨益。

较高的保温温度有助于RNA二．级结构的打开．增加了反应的产量。包括甘

油和DMSO在内的添加剂加到第一链合成反应中，可以减低核酸双链的稳定并解
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开IⅢA二级结构，使用较好的RNA分离方法，女llTrizol Reagent，会减少RNA制

备物中沾染的基因组DNA。为了避免产生于基因组DNA的产物，可以在逆转录

之前使用扩增级的DNase I对RNA进行处理以除去沾染的DNA。f-圣NanoDrop@微

量分光光度计检测，吸光光谱曲线平滑，260 nln处最大吸收峰，OD26徊D280比
值在1．75"'1．85之间，另一纯度指标OD260／OD230比值总体略大于OD260／OD280，约

为1．90"-'2．20，数据表明cDNA样品的纯度较高，可用于后续试验。

4．3．4 Rea卜time PCR用于对硫活化相关功能基因的验证结果分析

以不同拷贝数的阳性模板的对数为横坐标，以PCR反应过程中到达荧光阈值

的初始循环数(Ct)为纵坐标得到所挑选的lO个相关功能基因的标准曲线(图4．3，

以基因AFE 2621为例)，各标准曲线Real．time PCR扩增的动力学方程相关系数

>f0．993，PCR扩增效率为86．5％,---103．O％，在80％～120％要求范围内，标准曲线

的标准方程是理想的。

I'arrmlatbnc__．Iaeffkient：0．嘲g啦：．2啪Interceifl：32嘲Vz-Z978X4．5'2．029
PcII Efficiency：】16．7％

2 3 4 5 6 7 8

l095carlinq QuOit,l,[opy n—'b甘

图4-3A磁’-2621基因目的片段实时定量PCR的标准曲线

Fig．4-3 The standard curve for real-time PCR measurement ofgene AFE_2621

各样品的溶解曲线均为单一吸收峰，无非特异性产物及引物二聚体等生成，

表明引物特异性良好，以基因AFE 2621为例，如图4．4。Real．time PCR结果准确

反映样品初始浓度。
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图4-4基因么凡旺2621扩增产物的熔解曲线

Fig．4-4 Dissolution curve of gene AFE一2621

所选lO个硫活化相关基因的在元素硫和亚铁基质中表达差异结果见表4—2。

由表中结果可知，与亚铁中生长的A．ferrooxidans菌相比，元素基质硫中生长细

菌相关基因的相对表达量明显高于亚铁中生长细菌的表达量。其中AFE 2537和

AFE 0927的表达量分别达到141．1和214．3倍，其他基因的表达量也明显有所上

调，编码菌毛蛋白的基因AFE 2621、编码vacJJ]旨蛋白的基因AFE 0982、编码类

多聚糖脱乙酰基家族蛋白的基因AFE 0927和两个保守未知基因AFE 2537、

AFE 0206上调倍数分别为24．5，12．3，214．3，141．1，4．9。另外两个位置基因

AFE 2盯7和彳甩2770上调倍数分别为8．2和19．9。这说明挑选出的这lO个基因与

元素硫的活化转运存在明显的关联性。

表4-2所挑选的基因在元素硫和亚铁基质中表达情况

Table 4-2 Sdected Acidithiobacillusferrooxidans genes upregulated in response to So and Fe2+

基因座 名称 倍数变化So／Fe2+

AFE——0982 vacJ lipoprotein

AFE一2621 pilin，putative

AFE_2537 conserved hypothetical protein

AFE．-0859 hypothetical protein

AFE-0206 conserved hypothetical protein
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由第三章内容知挑选的lO个基因所合成蛋白质在元素硫培养基质中较亚铁

基质中为高量表达，我们初步推测这些基因与硫活化相关。结合已有的研究结果

和A．ferrooxidans全基因组基因信息，采用Real．time PCR方法对10个可能与硫

活化相关的基因进行转录水平表达差异研究，结果表明所挑选的基因与在元素硫

基质中相比亚铁基质中表达量明显上调，这有力的证实了第三章双向电泳结果，

也支持了这些基因与硫活化相关的推测。

4．4本章小结

本章采用实时定量PCR(Real．time PcR)方法对lO个可能与硫活化相关的

基因进行转录水平表达差异研究。结果表明，与亚铁中生长的A．ferrooxidans菌

相比，元素硫中生长细菌相关基因的相对表达量明显上调，其中AFE 2537和

AFE 0927的表达量分别达到141．1和214．3倍，其他基因的表达量也明显有所上

调。这证明了A．ferrooxidans中这些基因与元素硫的活化氧化的关联性。
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第五章硫活化相关胞外蛋白质的原核表达、纯化及其功能

验证

嗜酸硫氧化细菌对元素硫的吸附／活化过程是整个氧化过程的第一步，细菌

对元素硫的吸附与活化由胞外蛋白质完成防】，前面章节对元素硫基质中高量表

达的蛋白质进行了分离、鉴定，对其在细菌活化与吸附元素硫的作用进行了推测，

并采用Real—time PCR方法对硫活化相关基因进行了验证。本章选取了可能与硫

氧化相关的典型胞外蛋白质(AFE 2621)进行了原核表达与纯化，并对其特征

与功能进行了研究，以期为更好的研究细菌对元素硫的活化、氧化提供依据。

5．1实验材料

5．1．1菌种

实验所用菌株为嗜酸氧化亚铁硫杆菌标准菌株ATCC 23270。菌株在含有硫

酸亚铁为能源的基质中传代培养，将达到对数生长期的细菌培养物10000 rpm离

心15 min。收集所得菌体用pH 2．0的稀硫酸溶液洗涤3次，以除去细胞表面的铁沉

淀物。

所需质粒来源菌株为大肠杆菌(Escherichia coli，E coli)标准菌株。菌株

在LB培养基中传代培养，将达到对数生长期的细菌培养物5000 rpm离心15 min。

得到的菌体用去离子水(或灭菌单蒸水)洗涤3次，以去掉细胞表面的沉淀物和

杂质。

5．1．2培养基

l、培养基

采用改进的9K培养基：(NI-hhS04 3．0 g，KCI O．1 g，K2HP04 0．5 g，

MgS04·7H20 O．5 g，Ca(N03)2 O．01 g，蒸馏水1000 mL，pH 2．0。在改进的9K培

养基的基础上，添加硫酸亚铁44．2 g／L。

2、LB培养基

将下列组分溶解在0．9 L水中：蛋白胨lO g，酵母提取物5 g，氯化钠10 g。

如果需要用NaOH调整pH至7．0，再补水至1 L，121℃灭菌20 min。

LB固体培养基琼脂平板需添加琼脂粉12 g／t,(也可以使用购自上海生工生

物工程公司的LB培养基)。
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3、TB培养基

将下列组分溶解在0．9 L水中：蛋白胨12 g，酵母提取物24 g，甘油4 mL。

各组分溶解后121℃灭菌20 rain。冷却到60℃，再加100 mL灭菌的170 mmol／L

KH2P04／0．72 mol／L K2HP04的溶液(2-3 l g的KH2P04和12．54 g K2HP04溶在足

量的水中，使最终体积为100 mL。高压灭菌或用O．22岬的滤膜过滤除菌)。

4、SOB，SOC培养基

SOB培养基：下列组分溶解在0．9 L水中：蛋白胨20 g，酵母提取物5 g，

氯化钠O．5 g，l mol／L氯化钾2．5 mL。用水补足体积到1 L。分成100 mL的小

份，高压灭菌。培养基冷却到室温后，在每100 mL的小份中加1 mL灭菌的l mol／L

氯化镁。

SOC培养基方法同SOB培养基的配制，只是在培养基冷却到室温后，除了

在每100 mL的小份中加1 mL灭菌的l mol／L氯化镁外，再加2 mL灭菌的l mol／L

葡萄糖(18 g葡萄糖溶于足够水中，再用水补足到100 mL，用0．22岬的滤膜
过滤除菌)。

培养基所用试剂购自上海生工生物公司，均为分析纯。

5．1．3 A．ferrooxidans菌基因组抽提试剂

EZ．10 Spin Colum Genomic DNA Isolation Kit柱式DNA抽提试剂盒(含有

TE，Digestion Buffer，Washing Solution，Elution Buffer)，蛋白酶K，无水乙醇。

试剂盒购自生工生物公司。

5．1．4 PCR产物回收

UNIQ一10柱式PCR产物回收试剂盒(含有UNIQ．10 Column，CollectionTube，

Binding Buffer I，Washing Solution，Elution Buffer)，无水乙醇(Alcoh01)。

试剂盒购自生工生物公司。

5．1．5 DNA快速纯化回收

普通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(含有平衡液，溶胶液，漂洗液，洗脱缓

冲液，吸附柱，收集管)，无水乙醇。试剂盒购白天根生物公司。

5．1．6质粒提取试剂

l、质粒提取试剂盒：
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EZ．10 Spin Colum Genomic DNA Isolation Kit柱式质粒抽提试剂盒(含有

Solution I，Solution II，Solution III，Washing Solution，Elution Buffer)，无水

乙醇(Alcoh01)。

煮沸法提取质粒试剂：

STET：10 mmol／L Tris．HCl(pH 8．O)，0．1 mol／L NaCl，1 mmol／L EDTA(pH

8．0)，5％(VⅣ)Triton X．100；乙酸钠3．0 mol／L，pH 5．2；TE(pH 8．0)，含有20

lag／mL的RNase A。

5．1．7不连续体系SDS-PAGE电泳

l、10％(W～)SDS溶液

称取SDS 5 g，加重蒸水至50 mL，微热使其溶解，置试剂瓶中，室温储存。

SDS容易形成结晶，用前摇匀，使其完全溶解。

2、10％过硫酸铵

称取过硫酸铵O．1 g，加重蒸水至1 mL。新鲜配置使用，4℃储存。

3、样品溶解液

内含l％SDS，1％巯基乙醇，40％蔗糖或者20％甘油，0．02％溴酚兰，O．01

mol／L pH 8．0"I ris—HCI缓冲液。

先配置O．05 mol／L pH 8．0 Tris．HCl缓冲液，称取Tris 0．6 g，加入50 mL双

蒸水，再加入3 mL l mol／L HCI，调节pH至8．0，最后用双蒸水定容100 mL。

4、30％凝胶贮存液

称取30 g丙烯酰胺(Acr)，0．8 g甲叉双丙烯酰胺(Bis)，溶于双蒸水中最

后定容100 mL，过滤后置于棕色瓶中，4℃储存。

5、电泳缓冲液

分离胶缓冲液(3．0 mol／L pH 8．9 Tirs．HCI缓冲液)：称取Tris 36．3 g，加入少

许重蒸水使其溶解，再加入1 mol／L HCl约48 mL调节pn至8．9，最后加双蒸水

定容100 mL，4℃储存。

浓缩胶缓冲液(0．5 mol／L pH 6．7 Tits—HCI缓冲液)：称取啊s 6．0 g，加入少

许双蒸水使其溶解，再加入1 mol／L HCl约48 mL调节pn至6．7，最后加双蒸水

定容100 mL，4℃储存。 一
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电极缓冲液(内含O．1％SDS，0．05 mol／L Tirs．0．384 mol／L甘氨酸缓冲液pH

8．3)：称取Tris 6．0 g，甘氨酸28．8 g，加入SDS 1 g，加双蒸水使其溶解最后定

容至1000 mL。

6、染色液

0．25 g考马斯亮蓝R250溶于90 mL(甲醇：水=1：9)及10 mL冰醋酸。

7、脱色液

方法一：300 mL甲醇，100 mL冰醋酸，加双蒸水定容1000 mL。

方法二：50 mL乙醇，70 mL冰醋酸，加双蒸水定容1000 mL。

所有试剂购白天恒化学试剂公司，均为化学纯，水为双蒸水。

5．1．8蛋白亲和纯化试剂

1、0．2 mol／LpH 7．4磷酸盐缓冲液(作为母液I)

方法一：称取5．3 g K2HP04(分子量228．22)，1．4 g KH2P04(分子量)定容

至200 mL双蒸水中，4℃储存。

方法二：0．2 mol／L KH2P04 190 mL加0．2 mol／L K2HP04 810 mL混合得到母

液I。

母液I稀释10倍后得到母液II。

2、Start Buffer(作为母液III)

方法一：0．02 mol／LpH 7．4磷酸盐缓冲液，0．5 mol／LNaCl(分子量58．5)，4

℃储存。

方法二：母液II 100 mL an*29．25 g NaCl再加双蒸水定容到1 L得到母液

III。

0．5 mol／L NiS04(分子量262．85)：称取NiS04 131．4 g定容1000 mL蒸馏水

中，4℃储存。

3、Washing Buffer

方法一：O．02 mol／L pH 7．4磷酸盐缓冲液，O．5 mol／LNaCI，0．05 mol／L咪唑

(Midaxole，化学名称：1，3．二氮杂环戊二烯，别称为1，3．二氮唑间二氮茂，分

子式：C3H4N2，分子量68．08)，4℃储存。
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方法二：母液III 100 mL加O．34 g咪唑。

4、Elution Buffer

方法一：O．02 mol／L pH 7．4磷酸盐缓冲液，O．5 mol／L NaCl，0．5 mol／L咪唑，

4℃储存。

方法二：母液IIIl00 mL加3．4 g咪唑。

5、EDTA洗脱液

方法一：0．02 mol／L pH 7．4磷酸盐缓冲液，0．5 mol／L NaCl，0．05 mol／L EDTA

(英文名：EDTA．2Na，EDTA Disodium Salt；分子式：CHl4N2Na20s'2H20，分

子量373．2)，4℃储存。

方法二：母液Ill 100 mL加1．46 g EDTA。

Hitrap chealting HP柱购自Amersham，规格为1 mL。

所有试剂购自天恒化学试剂公司，均为化学纯，水为双蒸水。

5．2实验方法

5．2．1 DNA提取

细菌基因组提取参照EZ一10 Spin Colum Genomic DNA Isolation Kit柱式

DNA抽提试剂盒说明书进行。

5．2．2引物和PCR扩增

寡聚合苷酸引物购于上海生物工程有限公司，引物设计的序列是根据A

ferrooxidans ATCC 23270(http：／／www．tigr．org)基因组相关开放阅读框AEF一2621

推断而来。应用PCR技术从A．ferrooxidans ATCC 23270基因组中扩增目的基因。

设计引物分正向引物(Forward)和反向引物(Reverse)两部分。

Forward为：保护碱基CGCGC+酶切位点+核糖体结合为点AGGAGGA+

ATTTAAA+起始密码子ATGAGAGGATCG+编码六个组氨酸

C瑚rCACCATCACCATCAC+所需片段。所需片段为编码所需蛋白的基因序列去

掉前三个起始位点后，选择33个碱基。

Reverse为：所需片段为编码所需蛋白的基因序列，反向去掉最后三个起始

位点后，选择33个碱基。

AFE 2621的引物设计结果如下：

Sl
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Forward(2621．F)为

5’．CGCGC(谢爿Z了’CAGGAGGAATTTAAAATGAGAGGATCGCATCACCAT

CACCATCAC△Qg丛Q￡ⅡQ!g△△Q丛Q鱼￡鱼￡△QQ￡堡￡一3’；

Reverse(2621．R)为

3’o

5"-CTGCAGGTCGAC坠鱼g至△△￡!￡g△g￡』虹IQ鱼鱼Q鱼△￡△￡Qg!Q△￡g一

其中5’G’TCGAC为Sal I的酶切位点，5’G’AATTC3’为Eco R I的酶切位

点，CATcACCATCACCATCAC为六个组氨酸标签。所有酶购自生工生物公司。

PCR扩增反应体系(50皿)：1．0此(20}．tmoI)引物，1．5 U(1．5此)Taq DNA

聚合酶(Fermentas)，5}tLloxPCR缓冲液，l“L(10 mmol／L)dNTPs，4¨L(25

mmol／L)MgCl2，1 laL DNA模板，加入已灭菌双蒸水补至50此。DNA扩增过

程：93℃加热3 min后，进入29个编程循环过程(较少循环次数有利于减少碱

基错配)，如下：93℃，30 S变性；65℃，30 S退火；72℃，30 S延伸，然后

72℃，7 min延伸；循环完成后4℃保存。

以A．ferrooxidans ATCC 23270的基因组作为模板，在Bio．Rad PCR仪上进

行扩增。获得PCR产物后，取部分反应混合物用1％琼脂糖凝胶电泳检测。

5．2．3表达载体的构建和目标蛋白质的表达

1、酶切PCR产物及载体pLMI

PCR产物用UNIQ．10柱式PCR产物回收试剂盒回收后，进行双酶切。

AFE 2621的PCR纯化产物和载体pLMl使用Sal I和EcoR I双酶切，酶切

体系为：PCR Product 30 lxL，Sal I 5此，EcoR I 5 pL，Buffer O 10此，37℃酶

切2．3 h。

2、载体和目的片段连接反应

经过过夜酶切后的PCR产物和载体pLMl分别电泳，用UNIQ一10柱式PCR

产物回收试剂盒切胶回收后进行连接。

连接体系为：PCR产物18此，载体pLMl 8此，T4 DNALigase 1此，Ligase

Buffer 3此。室温连接过夜。

3、转化

①短暂离心连接产物(pLMI。2621)，并置于冰上。
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②冰上融解感受态细胞(DH5a，TIANGEN，10此)一支。

③将10此连接产物加入感受态细胞中，冰上混匀。

④冰上放置30 min，剩余连接产物．70℃保存。

⑤42℃水浴热激90 s，迅速转移到冰上放置3～5 min。

⑥加入300 1．tL SOC，37℃，220 rpm，培养45 min～1 h。

⑦将37℃培养的转化产物取20灿涂布含有50 pg／mL氨苄青霉素(Amp)

的LB固体平板，37℃正置1 h后倒置培养过夜。

4、阳性克隆的筛选

①从过夜培养的平板中挑选单克隆(10个，编好号码)至10 mL LB(含有

50 rtg／ml Amp)中，37℃，220 rpm培养过夜。

②取l mL菌液至1．5 mL离心管中，10000 rpm，离心2 min，彻底除去上清。

③菌体重新悬浮于350 rtL STET缓冲液中，加入25 1．tL新鲜配制的溶菌酶溶

液，旋转混匀。EP管于沸水中精确放置40 s。

④12000 rpm，离心10 min，将上清倒入洁净的离心管中。

⑤在上清中加入40 laL，2．5 mol／L乙酸钠(pH 5．2)和420 1．tL异丙醇以沉淀

核酸。震荡混匀，并在室温下放置5 min。

⑥12000 rpm，离心10 min，回收核酸。

⑦用50肛L含有RNaseA的TE(pH 8．0)溶解核酸，轻轻漩涡混匀。置一20℃

保存。

⑧将提取出的质粒取出8此，进行双酶切，37℃，酶切2 h后进行1％琼脂

糖凝胶电泳，以鉴定是否插入了所需片段，确定阳性克隆。

⑨将确定的阳性克隆送样测序，测序结果正确的克隆为最终所需的阳性克

隆。

5、蛋白质表达转化

①取阳性克隆质粒lO皿，置于冰上。

②冰上融解感受态细胞(BL21)一支。

③将10此连接产物加入感受态细胞中，冰上混匀。冰上放置30 min。
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④42℃水浴热激90 s，立即放在冰上3—5 min。

⑤加入300 lxL SOC，37℃，220rpm，培养45 min。

⑥将转化产物倒入含有100 I．tg／mL Amp的10 mL LB中，37℃振荡培养过

夜。

6、蛋白质的条件表达

将过夜活化的转化产物分别接种至10 mL LB(含有100 I．tg／mL Amp)中，
37℃，220 rpm，培养至OD值0．6后，加入不同浓度的IPTG(0 m mol／L，0．5 m

mol／L，1．0 mmol／L，2．0 mmol／L)，分别在室温及37℃下培养6小时以上，然后

10000 rpm离心2 min收集细菌，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析蛋白质表达情况
[107-1091

o

7、SDS．聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS．PAGE)

①凝胶的配制【1101及凝胶板的准备

表5-1 SDS．不连续体系胶配制

Table 5-1 The gel composition of SDS-PAGE

按上表配制15 mL分离胶，混匀后缓慢加入凝胶板中，约15 cm高。尽量

避免气泡。取少许蒸馏水，沿凝胶板板壁缓慢加入，约2 cm高，以水封胶。约

40 min后，凝胶与水封层问出现折射率不同的界线，则表示凝胶完全聚合。倾去

水封层的蒸馏水，再用滤纸吸去多余水分。再按上表配制5 mL浓缩胶，混匀后

用缓慢加入凝胶板中，直至距离凝胶短板上沿O．5 cm处，轻轻将梳子插入胶中，

约40 min后，胶凝固。放置30 min使胶充分聚合，小心拔去梳子，将凝胶板放

入电泳槽中，并将pH 8．3的电泳缓冲液倒入电泳槽内，应没过短板0．5 cm以上，

即可准备加样。
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②样品的处理与加样

按照1：l的比例加上样缓冲液和蛋白质样品于EP管中，100℃沸水中煮5

min。剩余或未及时使用的处理好的样品可于．20℃长期保存，使用前在沸水中

加热5 min，以除去亚稳态聚合。一般蛋白质电泳加样为15 lxL。(如果样品槽中

有气泡，应尽量赶出。)

③电泳及染色脱色

开始时电流为15 mA，待样品进入分离胶1 cm处后，恒定电流20到30 mA，

继续电泳。当染料前沿跑至距凝胶板底部时，停止电泳。

电泳结束后取出凝胶板，用刀片小心切去上层浓缩胶，然后将下层分离胶放

入染料中进行染色，40 min后，染色结束，倒出染色液，加入配制好的脱色液，

进行脱色。

④凝胶的保存

a)将充分脱色的凝胶放在配制好的胶保存液中3"--'5 min。

b)取一张胶保存膜充分浸泡在胶保存液中，时间不能超过30 s。

c)把胶保存架放置在于净平整处，将浸泡在胶保存液中的膜平整的铺在架

子上，尽量避免气泡。然后将胶小心放在膜上，赶走所有气泡。

m另取一张膜浸泡在胶保存液中，30 S后将此膜覆盖在胶上，使两张膜充

分对齐，并赶走所有气泡。此时若有气泡存在，会引起胶的破裂。

e)用夹子固定好胶保存架，然后放在通风厨内，待膜干燥后，剪去凝胶周

围多余地方，即得封好的凝胶。

8、紫外分光光度计(UV Scanning)

紫外可见光谱扫描仪为Techcomp UV-2300分光光度计。波长为220'---'700 nrll

处全波长扫描，扫描温度为室温。

5．2．4蛋白质的纯化

确定蛋白质最佳表达条件，即诱导剂IPTG浓度0．5 mmol／L，表达温度为室

温，然后进行蛋白的大规模表达及纯化。

将含有目标蛋白与载体正确连接质粒的菌液接种至400 mL LB培养基000

mg／L Amp)，37℃，225 rpm培养至OD值0．6，然后加入0．5 mmolFL IPTG，

室温下诱导培养过夜。

分别以5000 rpm离心15 min收集培养过夜的细胞，弃去上清，细胞沉淀用
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蒸馏水洗2到3次，弃去上清。用Start Buffer悬浮得到的沉淀，充分混匀，加

入5 mg溶菌酶，室温下裂解细胞30 min。超声破碎室温裂解后的细胞悬液，以

工作时问2 s，间隔时间3 S，工作次数10次为一组，共计超声20组，每组间隔

30 S，超声裂解后，4℃，8500 rpm离心15 min，收集上清，即得粗蛋白。

使用Hitrap chealting HP柱纯化蛋白。首先用5 mL水洗柱一次，然后均匀

打入5 mL NiS04，柱内的凝胶与NiS04结合柱子变成蓝色。水洗去未结合的多

余Ni2+，然后用5"-'7 mL Start Buffer平衡柱子。柱子平衡后，将粗蛋白均匀打入

柱内，然后用5 mL Washing Buffer洗柱子，此时不含有六个组氨酸标签的蛋白

质因为结合能力不强，随着Washing Buffer被洗下。用Elution Buffer洗蛋白，

Elution Buffer内含有高浓度的咪唑，破坏了组氨酸标签与金属Ni2+离子的结合，

目标蛋白随着Elution Buffer洗下。收集此时洗下的3 mL样品，l mL／管，共计

三管分别命名为Elutionl，Elution2，Elution3，用于分析。Elution 2取出0．5 mL

进行透析过夜后取出，用于分析。

透析液的成分(500 mL)：50 mL PBS，2．5 mL甘油，200 rtL p一巯基乙醇，

450 mL双蒸水。

5．2．5含硫模式化合物

参照George G Ntllll和Dahl Ctll21课题组研究中所选择含硫模式化合物，一系

列含硫化合物包括：过硫酸钾，硫酸锌，连四硫酸钾，硫代硫酸钠，亚硫酸钠，

甲硫氨酸，还原型谷胱甘肽，氧化型谷胱甘肽，胱氨酸，半胱氨酸，单质硫，黄

铁矿被选为模式化合物。所有试剂均为分析纯，实验操作时，所有粉末样品均涂

抹在样品架上不含硫的自吸附真空导电胶带上(SPI)，再置于样品窗中分析检测。

5．2．6 XANES光谱测定

XANES光谱测量在北京同步辐射装置中能软X射线站(4B．7A)实验站完成。

实验运行条件如下：同步辐射储存环能量为2．5 GeV,实验线站能量覆盖为2100

eV"-'6000 eV，电子流强度为80～180 IIA；从储存环中引出同步辐射光经Si(111)

平面双晶单色器获取实验所需能量，为了减少空气对X射线的吸收，中能站的

整个光路都保持在超真空状态；鉴于我们样品中含硫化合物浓度较低，实验模式

为荧光模式；荧光信号由具有能量分辨的Si(Li)(PGT)固体探测器收集，探测

器垂直于束流入射方向；利用硫酸锌在高能端2480．4 eV所出峰来校准测量系统

(因为从同步辐射储存环引出光在能量强度上会有一些变化，这可能导致不同批

次实验结果能量峰会发生一定的偏移，因此我们在每一批次样品中均加入了硫酸

锌样品，作为整个实验的能量参照标准)；能量扫描范围为2420"-'2520 eV，扫
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描步长区『日J为2420～2460 eV为0．6 eV，2460～2490 eV为0．2 eV：2490～2520

ev为0．6 eV，根据样品情况，我们在不同能量段会适当调整扫描步长。

5 3结果与讨论

5 3 1 d ferroox／dans中菌毛蛋白AFE 2621基因的克隆

bp M 1 2 3

1000

500【．
|

图5·I菌毛蛋白AFE_2621基因PCR产物电译图 琼脂糖凝胶电球-冲道l、2基固

AFE 2621的PCR扩增产物；沐道M参照分子量DNA；泳道3空白对照

Fig 5-1 Agarosegel electrophoresls ofthe PCRproductofAFE 2621 gene clonodfromA

ferrooxidansgenome byPCR：Lanel and 2，AFE 2621；LaneM，DNAmarkers；Lane 3，Blank

图5-1为苗毛蛋白PCR产物电泳图，PCR扩增产物经1％的琼脂糖凝胶电

泳分析，有500 bp～600 bp的条带出现，为基因AFE 2621的PCR产物。

5 3 2连接反应及阳性克隆的筛选

连接反应后，从平板上挑选8个克隆，于37℃，200 rpm振荡培养过夜。

分别提取这8个克隆的质粒进行双酶切分析，重组载体pLMl—2621成功地转入

E coliBL2l后，绎提取重组质粒pLMl—262l及用SalI和EcoRI双酶切产物的

电泳，证实了目的基因的成功插入(图5．2)，又经测序验证序列在克隆过程中没

有发生碱基突变，在插入到表达载体中没有发生移码突变。
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图5-2 pLMI．2621质粒的双酶切产物电泳图泳道l、2pLMl 2621质粒的双酶切产物，

泳道M参照分子量DNA

Fig 5-2Agarose gel electrophoresistheAFE-2621 gene cutolltfrom pLMl一2621 plasmid

bySall andEcoRI double enzyme digestion：Lanel and 2，AFE-2621 gene cutoulfrom

pLMI·2621 plasmid by double enzyme digestion；Lane M，DNA markers

5 3 3表达产物的SDS-PAGE

对已成功插入FI的基因的E coil BL21进行诱导后，将收集到的蛋白样品经

一步亲和层析法分离，得到纯化的菌毛蛋白，纯度较高。图5．3为菌毛蛋白电泳图，

其中左侧为蛋白质Marker，右侧为样品。进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析蛋白质表

达情况时，在18 kDa左右自明显表达带。电泳分析可以观察到菌毛蛋白在大肠杆

菌中的表达量很高．而且分于量大小与预期结果相同。丈规模表达及纯化并经超

声裂解细菌后，超声L清中含有可溶性的天然表达菌毛蛋白。

KDa M 1

n
图5-3茵毛蛋白AFE_2621 SDS-PSGE电泳图

泳道M蛋白质参照分干量：泳道1茵毛蛋白AFE 262

Fig 5-3 SDS-PAGEofthe purifiedpilinAFE_2621：

LaneMmolecularweightMaker；LalleI pilinAFE 2621
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5．3．4 U、，／、，i s分析菌毛蛋白

取纯化后的菌毛蛋白10此用双蒸水稀释至500 lxL，在室温下用紫外可见光

谱扫描仪进行紫外可见分光光度分析，扫描结果如图5．4所示，在280 am处有

特征峰，在其它波段无吸收峰，推测该蛋白质没有明显的显色辅基。

图5-4茵毛蛋白的紫外扫描图

Fig．5-4 UV-vis scanning of pilin

5．3。5亚铁和单质硫中生长细胞及两种培养基质中细胞胞外蛋白中硫的XANES

光谱

由亚铁(图5-5A)和单质硫(图5-5B)中生长细胞硫的X射线吸收近边结

构(XANES)光谱可知，亚铁中生长细胞中硫的吸收光谱主要源于含硫氨基酸如甲

硫氨酸和半胱氨酸的吸收，因为在2．4714 KeV处吸收峰为这些含硫氨酸中C—S

键合的特征吸收峰。单质硫中生长细胞在2．4705 KeV和2．474lKeV处出现吸收

峰，这说明在单质硫中生长时细胞胞内有硫颗粒的累积【113,114l，但是这种累积过

程与Prange等【113】所报道的光合硫细菌不同，后者在硫化钠中厌氧生长时会有硫

的累积过程和硫球的分解过程。我们的实验结果发现在细胞的整个生长过程中细

胞胞内一直有硫颗粒的出现，因为在2．4705 KeV处一直有单质硫中S—S键合的

特征吸收峰，并且在该处也一直存在吸收峰，这属于巯基的Rydberg[i131吸收峰，

这说明细胞在单质硫中生长时富含巯基的蛋白或酶参与了硫的氧化过程。将亚铁

和单质硫中生长的A．ferrooxidans胞外蛋白样品冷冻干燥后，在X射线实验站收

集样品中硫的XANES光谱(图5．6)。通过比较两种培养基中生长时收获胞外蛋

白样品中硫的吸收光谱与半胱氨酸的吸收光谱发现，单质硫中生长细胞胞外蛋白

在2．471 1KeV处具有强的吸收峰，这是半胱氨酸和甲硫氨酸中C．S键合的特征

吸收峰，并且在单质硫中生长细胞胞外蛋白的吸收峰在峰的高度和宽度和半胱氨

酸的特征吸收峰都较为相近，这说明其特征吸收峰主要是源于半胱氨酸；而相比
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之下亚铁中生长细胞胞外蛋白在此处吸收峰较弱，这说明单质硫中生长细胞胞外

蛋白中半胱氨酸的相对含量明显增加；因为胞外蛋白样品未经透析处理，所以亚

铁和单质硫中生长的细胞胞外蛋白在2．4804 KeV处有硫酸盐的特征吸收峰。

图5。5(A)a甲硫氨酸，b半胱氨酸，c亚铁中生长细胞，d硫酸盐；(B)单质硫中生

长不同时期的彳．ferrooxidans细胞中硫的K边XANES光谱

Fig．5-5 The sulfur K-edge XANES of(A)如methionine，b cysteine，c，the cells grown on

ferrous sulfate，d，sulfuate)(B)the cells in different growth period in elemental sulfur

XA逝雨协

图5石半胱氨酸(虚线)、A．ferrooxidans在亚铁(点线)和单质硫(实线)中生长的细胞胞

外蛋白硫的K边XANES光谱

Fig．5-6 The sulfur K-edge XANES of cysteine(dashed line)and extracellular protein of cells

grown on ferrous sulfate(dotted line)and elemental sulfur(solid line)

uoncl|O蓑p《肖=g-oZ
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5．3．6 A ferrooxidans胞外菌毛蛋白的硫的XANES光谱

将纯化的菌毛蛋白样品冷冻干燥后在x射线光谱站收集硫的XANES光谱，

其谱图与半胱氨酸吸收谱比较发现(图5-7a)，菌毛蛋白中富含硫的氨基酸的吸

收峰与半胱氨酸的吸收峰形状在吸收边前较为相似，我们利用半胱氨酸和甲硫氨

酸对样品光谱进行拟合(图5-7b)，从拟合光谱来看甲硫氨酸和半胱氨酸对样品

光谱贡献分别占17．5％和82．5％，拟合光谱和实验光谱之问的差异为O．84。

Ene删BIe啊{㈨
图5．7 a，半胱氨酸(点线)、甲硫氨酸(实线)和A．ferrooxidans的菌毛蛋白AFE 2621

(虚线)硫的K边XANES光谱；b，A．ferrooxidans的菌毛蛋白AFE 2621的测量谱和拟

合谱及测量谱和拟合谱之间的差减谱

Fig．5-7丸Sulfur K—edge XANES of cystein(doUed line)methionine(solid line)and the pilin

(dashed line)AFE一262
1 of A．ferrooxidans，b，the spectra of the measured pilin(solid line)

AFE一262
1 of A．ferrooxidans，the fitted spectrum and the difference between the measured and

the fitted spectra．

尽管拟合结果不是很理想，但是从目前结果来看鞭毛蛋白中含硫氨基酸的吸

收峰主要也是来自于半胱氨酸中硫的吸收。

5．3．7菌毛蛋白序列的同源比对

对来源不同的菌毛蛋白序列进行同源比对，结果如图5．8所示。其中Vp为

来自于Variovorax paradoxus的菌毛蛋白；Js为来自于Jeanthinobactrium sp．

Marseille的菌毛蛋白；Ps为来自于Pseudomonas syringae的菌毛蛋白；Vs为来

自于Hbrio splendidus的菌毛蛋白；Vr为来自于Hbrioparahaemolyticus的菌毛

蛋白；Vv为来自于Vibrio vulnificus的菌毛蛋白；Af为来自于Acidithiobacillus

61
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ferrooxidans的菌毛蛋白；Sf为来自于Syntrophobacterfz．fmaroxidans的菌毛蛋白。

其中完全相同的氨基酸用木标出，根据序列相似的程度分别用：或．标出。使

用ClustalX软件【ml进行序列比对。

来源于A．ferrooxidans的菌毛蛋白与其它细菌的菌毛蛋白在前50个氨基酸有

一定的同源性，之后同源性很低。

Vp

Js

Ps

Vs

Vr

Vv

Af

Sf

Vp

Js

Ps

Vs

Vr

Vv

Af

Sf

Vp

Js

Ps

VS

Vr

VV

Af

Sf

：一一MNVRTLRSRAQAGFTLIELMIWA工工GII．AAVALPAYQDYTAKA—QIT
：⋯一一MKMMKKAQSGFTLIELMIVVAI IGILAAVALPAYQDYTVKA—KVQ

：一一一一一一一一一MNAQKGFTLIE工-M工VVAIVGII．AAVAIPSYQNYAKKA-AYT

： ⋯MNNKNKRMNQKGFTLIELM工VVA工IGVLSAIAvPAYKDYVSKS—EAS
：⋯MKHS—KQKKQQGFTLIELMIVVAI工GVI．AAAAI PAYQNYVTRS—EVT

： 一一MMKKLNKTKKQQGFTLIELMIVVAVIGVLAAIAI PQYQNYVKKS—EAA

：MSMLVKKAQAKAEAGFTLIELMIVIAIIGILAAIAIPQYEQYIVTS-KAS

： ⋯一一MFIKMRESKGFTLVELMIVVA工工G工LAAVAVPYYQKYIQKSRMVS
． ★★★★：★★★★★：★：：★：★：★★：★★：．★ ：

：EAITLADGVKKN--IELSFPQDNTCPANASAAVGDIGIKTDINGKYILSV

：EAVSLSSPARTA一-VGMACSEAALSAASTSNTTLQLAQDTEYSGKYTDKV

：EVI．AAMASVKTA一-VGVCAAQQGTVADCDTAAKVGVTLPSGATTGAVNKM

：SALATLKSLQTP一一AELTFQEEGKLSTA·一LSTLGISSGSNTLG一一TLRV

： SGLATVKALITP一一AELHYQENGIAAAAT—LAQLGVDVAANDLG一一AIDS

： AGLATLRALTTN一一IDTFIADTGSFPVDTDAATLGASLNMNKLG一一TLSF

：GVVANFKNALSQSTAAVAAAQAGQVTDLNTALNIAGSQDPAAAGNPAYTM

：KVFPGMHAIETN一一MGTYFSFKNTLLDVGSTATFGQFVQDADTKCFSPSW

： ESAGTAA⋯⋯TTGGCTVKSTFRGTGVNPKLVSKTITYALVYSVNGSK
：AVTATSA⋯⋯SEA一一LVTITMKNGS工SA工PNGATIVYTGTCGDGGLK
： EITATSA⋯⋯AIT一一ATPNAFKG一一一工LTTDTCSLTPAIAAAGSPVT
：SAQGSTG⋯⋯ANP-TSPAIEFKFVG—G-SLDQQTLTLSRDATTG一一一
： ALAG一一一⋯一一一G⋯一SPTLTFTFDA—DSSIDGGILTFTRDAATG⋯
：ADSG⋯⋯⋯ASG—ATATFTFNGTA—SALQSTDTVVLSKDATTGL一一
：GSSPSFCGQVGVDTGGTLNPTGTVNSTFTSQATGIIINVDSKDCASTNLK

：AGEYLLI一⋯一一T工KDPTLCQELKALTGMTLSATPRMDTSRTKIRG一一一

图5．8各种来源的菌毛蛋白的序列比对
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Fig．5-8 The sequences alignment of pilin protein from various sources

Vp：Variovorax paradoxus S 1 1 0；Js：Jeanthinobactrium sp．Marseiile；Ps：Pseudomonas

syringae pv．tomato str．DC3000；Vs：Hbrio splendidus 1 280 1；Vr：Hbrio parahaemolyticus

RIMD 22 1 0633；Vv：Hbrio vulnificus；Af．Acidithiobacillus ferrooxidans；Sf：Syntrophobacter

fumaroxidans MPOB．Residues conserved in all sequences are marked with幸．Residues not

conserved in all sequences but conserved in some sequences are marked with：or．based on the

degree of conservation．The sequence alignment WaS made using ClustalX．

5．4本章小结

首次利用硫的K边XANES光谱对单质硫中生长的A．ferrooxidans胞外蛋白

进行分析，发现胞外蛋白的XANES光谱与半胱氨酸的XANES光谱较为接近，



硕士学位论文 第五章硫活化相关胞外蛋白质的原核表达、纯化及其功能验证

这说明样品中含有大量含巯基的蛋白。

将分离鉴定的菌毛蛋白进行原核表达，利用最小二乘线形组合法对蛋白样品

中硫的吸收光谱拟合发现，构成菌毛蛋白样品中的含硫氨基酸主要是半胱氨酸，

从蛋白质层面证明了前面章节中得到的结果。这也是首次从蛋白质和硫的化学形

态层面证明富含巯基的蛋白在单质硫活化氧化中扮演重要角色。
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第六章全文结论

本文通过水浴加热法分别提取元素硫和亚铁基质中A．ferrooxidans胞外蛋白

质，开展嗜酸氧化亚铁硫杆菌细胞胞外蛋白质的筛选、鉴定与活化功能验证的研

究。通过这些研究，找到嗜酸氧化亚铁硫杆菌胞外与元素硫作用的巯基蛋白，为

阐明硫的生物氧化过程和金属硫化矿的生物浸出机理提供基础数据。全文结论如

下：

(1)不同基质(S啊e2+)中嗜酸氧化亚铁硫杆菌胞外蛋白质差异表达谱研究

通过水浴加热法分别提取元素硫和亚铁基质中A．ferrooxidans胞外蛋白质，

采用双向电泳方法对不同能源底物中蛋白质表达差异进行表征。对差异斑点进行

分析，找出主要蛋白差异点。通过胶内原位酶解后进行MALDI—TOF／MS指纹的

鉴定，并以酶自动降解峰进行校正，共获得18个蛋白质斑点的肽质量指纹图谱。

对选取的18个蛋白质斑点，结合MALDI．TOF／MS信息分析，发现18个蛋白质

中有12个是属于未知蛋白质。其中6个分子量较小的多肽序列中含有相对丰富

的半胱氨酸残基(Cys)。

(2)嗜酸氧化亚铁硫杆菌硫活化相关胞外蛋白质基因的分析和验证

结合已有的研究结果和A．ferrooxidans全基因组基因信息，采用实时定量

PCR(Real—time PCR)方法对10个可能与硫活化相关的基因进行转录水平表达

差异研究。结果表明，与亚铁中生长的A．ferrooxidans菌相比，元素硫中生长细

菌相关基因的相对表达量明显上调，其中AFE 2537和AFE 0927的表达量分别

达到141．1和214．3倍，其他基因的表达量也明显有所上调。这证明了么．

弦rrooxidans中这些基因与元素硫的活化氧化的关联性。

(3)嗜酸氧化亚铁硫杆菌硫活化相关胞外蛋白质表达纯化及功能验证

对A．ferrooxidans与吸附相关的菌毛蛋白(AFE 2621：pilin，putative)基因

AFE 2621进行克隆与原核表达。利用硫的K边XANES光谱对胞外蛋白样品及

纯化表达的菌毛蛋白样品进行分析，结果表明样品中富含巯基的氨基酸主要是半

胱氨酸。这是在国内外首次从蛋白质、基因和硫的化学形态层面证明了富含巯基

蛋白在单质硫的活化氧化过程中扮演重要角色。
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