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　　鱼腥藻 (A nabaena sp1 ) PCC7120是一种丝状固氮蓝藻 ,

在缺氮诱导条件下 ,沿着丝体约每隔 10个营养细胞分化出

一个固氮细胞即异形胞 ,在细胞分化中伴随着复杂的基因表

达和调控 ,成为一维原核生物体细胞分化及图式形成研究的

模式 [ 1 ]。鱼腥藻和其他蓝藻的外膜是吸收营养物质的第一

道屏障 ,在鱼腥藻中还可能直接影响异形胞包被的形成 ,对

鱼腥藻等蓝藻的外膜蛋白的研究对于揭示高等植物叶绿体

的进化过程也十分有意义。

鱼腥藻 PCC7120外膜的纯化和外膜蛋白的鉴定是进

行外膜蛋白功能研究的前提。杨劭等 [ 2 ]尝试用蔗糖梯度对

鱼腥藻 7120的细胞壁进行分离 ,结果各种梯度均未能一次

获得纯的细胞壁。Moslavac, et a l1[ 3 ]在不连续的蔗糖密度

梯度中添加毛地黄苷 ,获得了外膜组分 ,但是在后续的外膜

蛋白鉴定工作中 ,仍存在少量质膜和类囊体膜来源的蛋白

污染。其研究中采用液相色谱结合质谱的方法进行外膜蛋

白的鉴定 ,而没有进行双向凝胶电泳 ( 22DE) ,无法获得蛋

白是否以二聚体形式存在、是否被磷酸化修饰等信息。本

研究采用双相法结合不连续蔗糖密度梯度超离心的方法对

鱼腥藻 PCC7120的外膜进行了分离和纯化 ,对外膜蛋白通

过 22DE和质谱进行了鉴定 ,以利于对外膜蛋白功能的深入

研究。

1　材料与方法
111　藻株和培养条件　鱼腥藻 PCC7120来源于水生所藻种

库 ( FACHB ) ,以 BG211培养基在 28—30℃条件下光照

(50—70μE / m2·s) ,摇动或通气培养。

112　外膜的分离 　以 2 L 三角瓶中通气培养鱼腥藻

PCC7120至对数期 ,离心收集后于液氮中速冻 ,用于分离外

膜。外膜的分离主要参照用于分离集胞藻 ( Synechocystis

sp1) PCC6803的方法 [ 4, 5 ] ,有所修改。双相系统第一次采用

616%的体系 ,组成为 616% (w /w ) Dextran 500、616% (w /

w ) PEG3350、0125 mol/L蔗糖、2 mL样品、5 mmol/L磷酸钾

缓冲液 (pH 718) ,得到的初级分离物用于 712% 的双相分

离系统 ,收集的上层液体主要以红色的外膜为主。进一步以

不连续的蔗糖密度梯度进行纯化 ,各梯度的组成为 (w /v) : 2

mL 60%、3 mL (样品 ) 50%、3 mL 40%、2 mL 30%和 2 mL

10%蔗糖 , 33000 r/m in离心 4h,收集 50%—60%的分离相进

行检测。上述操作均在 4℃进行 ,溶液中加入 PMSF以防止

蛋白降解。

113　外膜的光谱扫描　将分离得到的外膜重悬于磷酸钾缓

冲液中 ,取 10 mL以 Shimadzu UV22450分光光度计进行光谱

扫描 ,波长范围为 300—800 nm。

114　双向凝胶电泳 ( 22D E)、SD S2PAGE、W estern blot　采

用 pH范围 4—7, 13 cm长的预制胶条进行第一向等电聚焦。
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聚焦条件为 : 50 V聚焦 12h (水化 ) ; 200 V聚焦 1h; 500 V聚

焦 1h; 1000 V聚焦 1h; 2000 V聚焦 1h; 5000 V聚焦 10 h。第

二向电泳采用 12%的 SDS2PAGE电泳。凝胶采用考马斯亮

蓝染色 ,用凝胶成像系统对染色后的 22DE胶进行摄像和分

析。SDS2PAGE和 W estern blot按标准方法进行 [ 6 ]。抗体由

本实验室制备获得。

115　蛋白点的测定及分析 　以基质辅助 2飞行时间质谱
(MALD I2TOF MS) 进行的蛋白鉴定 ,委托北京大学医学部和

上海基康生物技术有限公司完成。各基因的核苷酸序列及

蛋白的氨基酸序列来自日本 Kazusa DNA研究所 Cyanobase

( http: / /bacteria1kazusa1or1 jp / cyanobase) ,用 Signal P 310　

( http: / /www1cbs1dtu1dk / services/SignalP / ) 预测蛋白质的

信号肽 ,用 TMHMM 21011 ( http: / /www1cbs1dtu1dk / services/

TMHMM 2210 / ) 预测蛋白的跨膜结构域。

2　结果与讨论
211　外膜的分离纯化

本研究中采用双相法结合不连续蔗糖密度梯度的方法

对鱼腥藻 7120的外膜进行分离 ,以获得无其他膜污染的外

膜组分。经光谱扫描检测发现 ,只经双相法分离而没有经蔗

糖密度梯度超离心分离的外膜存在叶绿素 a的吸收峰 (440

nm和 680 nm) ,表明有微量类囊体膜的污染 ;而进一步经过

蔗糖密度梯度处理后 ,外膜上叶绿素 a的吸收峰几乎消失 ,

　　　　　

图 1　鱼腥藻 PCC7120外膜和总膜的光谱扫描图

Fig1 1 The absorp tion spectra of outer membrane and total

　　　　 　　 membranes of Anabaena sp1 PCC7120

与总膜的吸收光谱也有明显的不同 :在 487 nm处有类胡萝

卜素的吸收峰 ,在 457 nm和 520 nm处有两个肩峰 (图 1)。

分别用外膜、质膜和类囊体膜标志性蛋白 Toc75、N rtA和

CP47的抗体检测总膜和外膜 ,结果表明 ,经过双相法结合蔗

糖梯度处理后的外膜上没有明显的质膜及类囊体膜蛋白带 ,

证明纯化的外膜没有其他膜的污染 (图 2 A、B)。

在实验中使用的两种高分子聚合物 ( PEG 3350和 Dex2
tran 500) 的浓度及蔗糖密度的梯度组成均与集胞藻 6803外

膜的分离方法不同 ,说明不同蓝藻之间膜组分存在差异。

图 2　以 SDS2PAGE (A) 及Western2blot (B) 检测鱼腥藻外膜的纯度

Fig1 2　Tests of purity of the outer membrane p reparation from A nabaena

　　　sp1 PCC 7120 with SDS2PAGE (A) and western2blot (B)

M1 Marker; 11总膜 ; 21经双相和蔗糖梯度法分离的外膜 ; Ⅰ1外膜

　　　蛋白 Toc75;Ⅱ1质膜蛋白 N rtA;Ⅲ1类囊体膜蛋白 CP47

M1 Marker; 11 Total membrane p roteins; 21 Outer membrane p roteins

isolated by two2phase partitioning and sucrose density gradient ultra2cen2

trifugation; Ⅰ1 outer membrane p rotein Toc75; Ⅱ1 p lasma membrane

　　　 p rotein N rtA; Ⅲ1 thylakoid membrane p rotein CP47

212　外膜蛋白的鉴定和基本特性

本研究中用 pH4—7的预制胶条进行双向凝胶电泳来

分离鱼腥藻 PCC7120的外膜蛋白 ,并利用质谱鉴定部分表

达量比较大的蛋白点 ,共鉴定了 11个蛋白点 ,分别对应 8个

蛋白 (图 3、表 1)。有 3个蛋白 (A lr2269、A lr2887、A ll3983)

有 2个蛋白点。这说明 3个蛋白经修饰存在等电点不同的

形式。

8种蛋白的基本信息 (表 1) ,用 Signal P 310和 TMHMM

21011来预测蛋白质的信号肽和跨膜结构域。已鉴定蛋白的

前体都含有纯化的信号肽序列 ,并且至少含有一个跨膜结构

域 ,大多数的信号肽有约 30个氨基酸残基。
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以上 8种蛋白中有 2个蛋白 (A lr2153、A lr2581) 与铁离

子的转运有关 ,对此类蛋白的研究有助于揭示蓝藻对外界铁

离子浓度变化的应答情况 ;有 2个蛋白 (A ll3983, A lr4550)

含有 SLH ( surface layers homology) 保守结构域。这类蛋白

(称 S2layers蛋白 )在许多细菌中都存在 ,形成的表层结构包

围在细胞壁的表面 [ 8 ]。在集胞藻 PCC6803、PCC6301和

PCC7942中也发现具有 SLH结构域的蛋白质 ,但功能并不

清楚 [ 8, 9 ]。细菌中的 S2layers蛋白可以应用于纳米生物技

术方面及通过重组 DNA技术来展示外源多肽方面 [ 10, 11 ]。

外膜中还有 1个蛋白 (A lr2269) 与叶绿体的一个外膜蛋白

类似 ,对这个蛋白的研究有助于揭示蓝藻细胞与高等植物

叶绿体进化的亲缘关系 ;还有 2个蛋白 (A ll4499、A lr2887)

功能不清。对这两个蛋白的编码基因分别进行敲除 ,对获

得的突变株表型进行研究 ,将可能获得其功能的线索。限

于考马斯亮蓝染色的灵敏度 ,而且一些蛋白需要特异条件

诱导表达 ,一些外膜蛋白未能在本研究结果中观察到。但

本文结果显示 ,采用双相法结合不连续蔗糖密度梯度超离

心的方法能够获得高纯度的鱼腥藻外膜 ,借助串联质谱可

以快速鉴定外膜蛋白 ,从而为外膜功能的研究提供技术上

的支持。

图 3　鱼腥藻 PCC7120外膜蛋白的双向凝胶电泳图

Fig1 3 　 The 22D gel electrophoretogram of outer membrane p roteins

　　　　 from A nabaena sp1 PCC 7120

IEF, pH 4—7; SDS2PAGE, 12% ;采用考马斯亮蓝染色 ; P1—8,外

　　　　 膜蛋白 (表 1)

IEF, pH 4—7; SDS2PAGE, 12% ; stained with coomassie brilliant

　　　　 blue; P1—8, outer membrane p roteins ( Tab1 1)

表 1　经 22D电泳分离的鱼腥藻外膜蛋白的鉴定

Tab1 1　 Identification of Anabaena outer membrane p roteins resolved by 22D electrophoresis

Spot No1 ORF Gene p roduct
Mowse

score
Masses matched

Sequence

Co ( v % )
MW ( kD) / p I Signal P 310

Position of

transmembrane helices

P1 alr2153 Outer membrane

heme recep tor

163 20 /45 (44% ) 22 8915

/ 418

VFA2AE

(23)

6—22

P2 alr2269 Chlorop last outer

membrane

p rotein homolog

256 20 /30 (66% ) 19 8916

/ 510

ANA2QT

(18)

1—18

471—487

P3 alr2581 Sim ilar to ferric aer2

obactin recep tor

110 18 /42 (43% ) 25 9614

/ 417

AVA2ET

(34)

14—34

P4 alr2887 Hypothetical p rotein 262 22 /38 (57% ) 31 8018

/ 613

VW S2L I

(36)

24—40

608—632

P5 all4499 Hypothetical p rotein 271 25 /36 (69% ) 35 5815

/ 510

VWA2AP

(26)

8—29

324—352

423—441

P6 alr0834 Porin 221 22 /34 (65% ) 30 5414

/ 416

AW S2LP

(18)

1—17

227—249

P7 alr4550 S2layer p rotein 340 18 /23 (78% ) 42 6015

/ 418

VAA2EP

(25)

8—29

346—365

P8 all3983 Sim ilar to S2layer p ro2

tein

230 12 /16 (75% ) 4318 42135

/ 514

SFA2QT

(21)

2—22

329—348

351—373
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