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多维蛋白鉴别技术分析天蓝色链霉菌膜内侧蛋白质组
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摘 要 链霉菌是一类具有重要工业价值和复杂调控机制的微生物，天蓝色链霉菌是这个属的模式菌。已报道天蓝色链霉

菌的蛋白组学的研究多采用二维聚丙烯酰胺凝胶电泳与基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱相结合的方法，但由于膜蛋白

疏水性较强，天然丰度较低，此法得到的膜蛋白很少。用蛋白酶 C 保护[高 -P 蛋白酶 C 法制备链霉菌膜内侧蛋白组样品，并

用多维蛋白鉴别技术进行分析，得到 "#Z 个可能的膜内侧蛋白（包括膜内在蛋白和膜外周蛋白），其中含跨膜区的膜内在蛋白

ZZ 个，含 L 个以上跨膜区的膜内在蛋白有 !L 个。此外，还鉴定了一批膜内侧蛋白的亲水性肽段及其在膜上的拓扑位置。该结

果有助于对天蓝色链霉菌的膜蛋白进行拓扑学分类和功能研究。

关键词 天蓝色链霉菌，多维蛋白鉴别技术，膜蛋白组，蛋白酶 C，质谱，拓扑学

中图分类号 Y#" 文献标识码 : 文章编号 "$$$KL$J"（!$$#）$#K$I"ZK$J

!.&0+#40 3/*%D/(<20%& 0(%,#0(,(* 4@ .?, /’6,( @-,34,@ 8/’=D @.1,-.’/93,.,@ ) S=.4( =’A，-1’.,’/43 8=8(9@,@ ’H 3 ) 0(%,#0(,(*
?85, 0,,= 3’=6<3.,6 <@4=D .A’K64/,=@4’=8( -’(98319(8/46, D,( ,(,3.1’-?’1,@4@ 8=6 /8.14\K8@@4@.,6 (8@,1 6,@’1-.4’= 4’=4]8.4’=
.4/,K’HKH(4D?. /8@@ @-,3.1’/,.19 /,.?’6，H,A 4=.,D18( /,/018=, -1’.,4=@ A,1, 46,=.4H4,6 6<, .’ .?, ?961’-?’043 8=6 (’AK
80<=68=3, =8.<1, ’H .?,@, -1’.,4=@ ) E= .?4@ A’1B，"#Z -’@@40(, 4==,1 /,/018=, -1’.,4=@ H1’/ 3 ) 0(%,#0(,(* A,1, 46,=.4H4,6 <@4=D
?4D? -PK-1’.,4=8@, C @8/-(, -1,-818.4’= /,.?’6 8=6 /<(.464/,=@4’=8( -1’.,4= 46,=.4H438.4’= .,3?=’(’D9，8/’=D .?,/ ZZ 81,
4=.,D18( /,/018=, -1’.,4=@ 3’=.84=4=D 8. (,8@. ’=, .18=@/,/018=, 6’/84=，/’@. -,-.46,@ 8=6 .?,41 3’11,@-’=64=D -1’.,4=@ A,1,
46,=.4H4,6 ,\-,14/,=.8((9 H’1 .?, H41@. .4/,)

8’% 9(+2& 3/*%D/(<20%& 0(%,#0(,(*，7<6^E>，/,/018=, -1’.,4=@，-1’.,4=8@, C，/8@@ @-,3.1’/,.19，.’-’(’D9



链霉菌（!"#$%"&’()$"$*）是一类土壤中常见的革

兰氏阳性菌，具有复杂的生活史和代谢调控网络［+］。

天蓝色链霉菌（!"#$%"&’()$* )&$+,)&+&# ,+-.）是链霉菌

属的模式菌，其基因组全序列已经于 /00/ 年完成，

全长 1234 ,5，注释编码 41/. 个蛋白质［/］，其中预测

含跨膜区（"#67*’$’5#67$ 8&’697，:,;）的膜内在蛋白

有 +1+1 个［<］。对细胞结构而言，膜蛋白可分为两大

类：即膜内在蛋白（ 97"$=#6> ’$’5#67$ %#&"$97）和膜外

周蛋白（%$#9%?$#6> ’$’5#67$ %#&"$97）。前者通过疏水

作用与膜紧密结合，很难从膜上解离下来，根据拓

扑取向可以进一步分成 3 类（:(%$ @AB@），. 类含有

:,;，见图 +；而后者以静电或氢键的弱相互作用与

膜内在蛋白或膜脂的极性部分结合，较容易从膜上

解离［-］；又可以分为膜内侧（977$#）和外侧（&C"$#）外

周蛋白。本文描述的膜内侧蛋白质组包括膜内侧外

周蛋白和内在蛋白。

图 + 参考 D$?797=$#《E#97)9%>$* &F G9&)?$’9*"#(》分类的

3 类膜内在蛋白［-］

H9=I + !9J "(%$* &F 97"$=#6> ’$’5#67$ %#&"$97* 6))&#897=

"& D$?797=$# E#97)9%>$* &F G9&)?$’9*"#(［-］

目前，蛋白质组研究最常用的是二维聚丙烯酰

胺 凝 胶 电 泳 （ "K&A89’$7*9&76> %&>(6)#(>6’98$ =$>
$>$)"#&%?&#$*9*，/;AELMN）与基质辅助激光解吸电离

飞 行 时 间 质 谱 （ ’6"#9JA6**9*"$8 >6*$# 8$*&#%"9&7
9&79O6"9&7 "9’$A&FAF>9=?" ’6** *%$)"#&’$"#(，,LD;@A:PHA
,!）相结合的方法。尽管该方法对分析可溶性蛋

白十分有效，但在分析极端 %@ 及极端分子量蛋白、

低丰度蛋白和膜蛋白时，有很大局限性。为了克服

上述局限性，Q6"$* 研究组首先发展了多维液质联用

（DRA,!S,!）的蛋白随机肽段鉴别方法［.］，并以此为

基础发展成为多维蛋白鉴别技术（’C>"989’$7"9&76>
%#&"$97 98$7"9F9)6"9&7 "$)?7&>&=(，,C8E@:）［3］。,C8E@:
法是指用特定蛋白酶酶解待分析的样品，产生长度

合适的肽段混合物，通过多维液相色谱进行分离（通

常用阳离子交换柱和反相柱进行二维分离），将分离

后的肽用电喷雾离子肼质谱仪或其它质谱仪进行串

联质谱分析，将产生的 ,!S,! 图谱进行数据库搜

索，从而鉴别出样品中的蛋白质。Q6"$* 组用此法鉴

别了 +<+ 个含 < 个以上 :,; 的酵母膜内在蛋白，进

一步表明，,C8E@: 可以对膜蛋白组进行较为全面的

分析。该方法还有高度自动化、低劳动强度，可以进

行数据依赖的翻译后修饰的鉴别等优势［4］。

已报 道 链 霉 菌 蛋 白 质 组 分 析 也 采 用 了 /;A
ELMNS,LD;@A:PHA,! 法，鉴别到的膜蛋白很少［1，T］。

本文首次采用 ,C8E@: 法对链霉菌的膜内侧蛋白质

组进行分析。通过蛋白酶 U（%#&"$976*$ U，EU）保护S
高 %V 蛋白酶 U（?9=? %VA%#&"$976*$ U，?%EU）法［4］制

备链霉菌膜内侧蛋白质组混合肽样品，用二维液质

联用串联质谱（DRA,!S,!）进行分析，所得数据用

!NWXN!: 软件对 YRG@7# 的天蓝色链霉菌蛋白质序

列数据库进行搜索，鉴别出较多膜内侧蛋白，并得到

了有 利 于 描 绘 膜 蛋 白 拓 扑 学 结 构 的 部 分 肽 序

列［4，+0］，对探索链霉菌的代谢调控机理和膜蛋白的

结构、功能具有重要意义。链霉菌是工业生产小分

子产物，如抗生素的有工业价值的菌种，膜蛋白的研

究有助于改造其功能等等。

! 材料和方法

!"! 材料

碘乙酰胺购自 !9=’6。EU 购自 ,$#Z。二硫苏糖

醇（;9"?9&"?#$9"&>，;::）购自 E#&’$=6。+0 Z; 超滤离

心管购自 ,9>>9%&#$。甲醇、乙腈、固相萃取柱购自

;@U,L。溶菌酶购自上海伯奥。其它试剂为国产分

析纯。超纯水由 ,9>>9%&#$ 纯水系统制备。离心机为

!9=’6 <U+1 型，二维液质联用质谱仪（DRA,!S,!）为

美 国 H9779=67 产 品 （ DRW ;$)6 [E E>C*，
:?$#’&H9779=67，!67 \&*$，RL），强 阳 离 子 交 换 柱

（G9&G6*9) !R[，颗粒大小 .!’，孔径 <07’，+00 ’’ ]
02</ ’’）及反相柱（G9&G6*9)AR+1，颗粒大小 .!’，孔

径 为 <07’，+00 ’’ ] 02+10 ’’ ）为 美 国

:?$#’&V(%$#*9> 产 品（:?$#’&V(%$#*9>，L>>$7"&K7，EL，

X!L）。! I )&$+,)&+&# ,+-. 为中国科学院微生物研究

所谭华荣研究员惠赠。

!"# 方法

!"#"! 细胞培养：将 ! I )&$+,)&+&# ,+-. 孢子液接种

至 ^. 培 养 基［+］，<0_ 摇 床 培 养 至 -.-.0 ‘ /21。

+ 000=离心 +0’97，收集菌体。
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!"#"# 原生质体制备：将 ! ! "#$%&"#%#’ 菌丝体悬浮

于 "#$%&蔗糖溶液中，振荡后，"### ’ 离心 "#()*，弃

上清，将细胞重悬于适量溶菌酶溶液（"(’+(, 溶菌

酶溶于改进的 - ./0012［""］）中，%#3保温 4#()* 后，吸

打 % 次，继续保温 "5()*，用覆盖脱脂棉的漏斗过滤，

用 "#$%&蔗糖溶液洗 6 次得到原生质体［"］。

!"#"$ -7 保护：将原生质体重悬于 89 4$:，#$"(;<+
,，769-=> +796-=>，5((;<+, ?’@<6，#$6A(;<+, B/C2;D1
缓冲 液 中，使 蛋 白 浓 度 为 "(’+(,（ 蛋 白 浓 度 用

E2FG0;2G 法测定［"6］）。按 -7 H 膜蛋白 I " H "##（质量

比）加入 -7，>3反应 %#()* 消化原生质体膜外侧亲

水肽。> 3，"### ’，离心 :()*，收集沉淀，用上述缓

冲液 洗 6 次 后 重 悬 于 该 缓 冲 液 中。用 -E7（#$"
(;<+, 769-=> +796-=>，89 4$:）稀释 " 倍溶胀破胞，

>###’ 离心 "#()* 去未破碎细胞和细胞残片，收集上

清，>3，"J###’ 离心 %#()* 收集沉淀，获得膜样品。

同上条件用 -E7 洗膜样品 6 次［:］。

!"#"% K8-7 法制备膜内侧蛋白的混合肽样品：将

得到的膜样品重悬于 89 ""$#，#$6(;<+, LF6@=% 溶

液中使蛋白终浓度为 "(’+(,；用注射器吸打 5 次，

冰浴 "K 后，加尿素至终浓度 J(;<+,，MNN 至终浓度

"((;<+,，%:3保温 >K，使蛋白质充分变性。加碘乙

酰胺至终浓度 "#((;<+,，暗处反应 " K，封闭过量的

MNN。每 "(’ 膜蛋白样 品 加 5!’ -7，%:3 保 温 %K
后，补加 5!’ -7，%:3继续保温 "$5K。加甲酸至终

浓度 5&终止 -7 反应，然后 >3，"J###’ 离心 "5()*
收集上清得到混合肽样品［:］。

!"#"& 脱盐、冻干和超滤：混合肽样品用乙酸乙酯

抽提 % 次去除非极性小分子，MO7?P 固相萃取柱脱

盐（参照生产商操作手册进行）。真空冷冻干燥后，

重溶于 #$"&甲酸，用 "#QM 超滤膜过滤，滤液用二

维液质联用串联质谱进行分析。

!"#"’ 液质联用串联质谱分析：将 #$"&甲酸溶解

的混合肽样品加到强阳离子交换柱上进行一维分

离，用不同浓度的 L9>@< 溶液洗脱，将洗脱的肽组分

用 @"J 反相柱进行二维分离后进入电喷雾离子阱质

谱仪进行串联质谱分析。一维分离时所用的 L9>@<
浓度分别为："#，%#，5#，:#，"##，"6#，"5#，"J#，

6## 及 >## ((;<+,；二维分离时流动相为水（P）和

乙腈（E），所用洗脱梯度为：# R %"()*，6& R 45&
E；%" R %4()*，45& R A5& E；%4 R >"()*，A5& E；

>" R >6()*，A5& R 6& E；>6 R 5:()*，6&E。质谱

扫描方式采用数据依赖型扫描。

!"#"( 数据处理及分析：将质谱分析产生的 ?B+?B
图谱，用整合到 E);S;2Q %$" 软件包（NK12(;T)**)’F*
产品）中的 BUVWUBN 软件对 L@EO*2 的 ! ! "#$%&"#%#’
蛋白质序列数据库进行搜索，当搜索结果用如下参

数进行过滤时，所产生的肽片段被认为是阳性结

果［"%］，即当肽片段为 " 个电荷时，(C;22!"$5，6 个电

荷时，(C;22!6$#，三个电荷时，(C;22!6$5；同时，

")*!#$"。当只有 % R > 个甚至更少的肽片段满

足以上要求时，要结合手工检查确证谱图质量，如考

虑信号峰要比噪音峰高以及 . 离子和 X 离子之间的

匹配连续性等［">］。

!"#") 跨膜区及功能分析：! ! "#$%&"#%#’ 跨膜区数

据 从 N2F*D(1(.2F*1 91<)C1D )* Y1*;(1 B1Z/1*C1D
（N9YB）网站［%］下载。! ! "#$%&"#%#’ 蛋白的功能分类

数据从 [1<<C;(1 N2/D\ BF*’12 O*D\)\/\1 网站［"5］下载。

# 结果

#"! ! * "#$%&"#%#’ 膜内侧蛋白质组分析流程

菌体收集后，用溶菌酶去细胞壁得到原生质体，

-7 消化暴露在原生质体膜外侧蛋白肽片段，通过改

变原生质体的渗透压破胞，离心收集膜样品，再用

-7 在高 89 条件下消化，得到随机酶切的膜内侧可

溶性肽片段。通过脱盐、冻干浓缩和超滤除去 "#QM
以上的大分子，将多肽混合物样品加到阳离子柱上，

经 ,@]?B+?B 分 析 得 到 质 谱 数 据，用 BUVWUBN 和

E);S;2QD进一步处理列表分析所检测的蛋白质组。

分析得到 6A% 个肽，对应 "5> 个开放阅读框。

#"# 膜内侧蛋白质组鉴别

经 T12*F*G; 等预测，链霉菌有 "J"J 个含 N?M
的可能膜内在蛋白，其中含 % 个以上 N?M 的膜内在

蛋白有 AA6 个［%］。比较本文所得蛋白质组数据、理

论预测 ! ! "#$%&"#%#’ 的蛋白质组数据［6］以及 91DQ1\K
等采用 6M]-PYU 所鉴别得到的蛋白质组数据［A］，结

果见表 "。本文鉴别所得的含 N?M 的膜内在蛋白有

>> 个，其中含 % 个以上 N?M 的膜内在蛋白有 6% 个，

其余 ""# 个蛋白可能是膜外周蛋白或少数 NX81 ^
膜内在蛋白（见图 "）。含不同数目 N?M 的理论预测

膜内在蛋白与本文鉴别膜内侧蛋白的比较见表 6。

在 >> 个鉴别的膜内在蛋白中，仅 : 是已知功能的，

其余均为未知功能的理论蛋白质。

4"J )*&+$,$ -#.’+/% #0 1&#2$"*+#%#34 生物工程学报 6##5，̂ ;<$6"，L;$5



表 ! "#$%&’ 法鉴别的天蓝色链霉菌膜内侧蛋白质组

’()*+ ! %,-.+/01 /$+0./2/+$ 2,-3 /00+, 3+3),(0+ 4,+4(,(./-0 -2 ! 5 "#$%&"#%#’ )6 "#$%&’

!"# "$ %&’"(’%)*+,

-("%’)./

!"# "$ -("%’)./ )0’.%)$)’0

$("1 2&",’ *’,, ,3/+%’ -(’-+(+%)"./

43 56789:; 1’%&"0<

!"# "$ -("%’)./ )0’.%)$)’0

$("1 )..’( 1’14(+.’
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表 7 含不同数目 ’"81 的理论预测膜内在蛋白

及本文鉴别的膜内在蛋白的比较

’()*+ 7 9-34(,/1-0 -2 .:+ 4,+$/;.+$ /0.+<,(* 3+3),(0+
4,-.+/01 ;-0.(/0/0< $/22+,+0. 0#3)+, -2 ’"81 =/.: .:-1+

/$+0./2/+$ /0 .:/1 =-,>

!"# "$

@=6/

!"# "$ -(’0)*%’0

).%’G(+, 1’14(+.’

-("%’)./E

!"# "$ )0’.%)$)’0

)..’( 1’14(+.’

-("%’)./5

E DIC ED

5 55C P

< E5D E

A EDD A

D EFB E

P ECC 5

B AC F

C DE E

I PF 5

EF PC D

EE <B F

E5 CI A

E< 5F F

EA <C <

!ED P F

%"%+, ECEC AA

E：8(’0)*%’0 % # &’!$(&’$’) ).%’G(+, 1’14(+.’ -("%’)./ 43 K’(.+.0" !"

#$［<］#

5：?0’.%)$)’0 % # &’!$(&’$’) )..’( 1’14(+.’ -("%’). ). %&)/ 2"(H#

7?@ 膜内在蛋白的拓扑位置

本文得到的具有!EF @=6 的膜内在蛋白 E5
个，对应 EP 个被检测到的蛋白酶 Q 的酶切肽段，其

中 D 个肽段是部分为预测的膜内在蛋白内侧可溶性

肽，E 个肽段完全为内侧可溶性肽，P 个肽段完全为

预测的膜内在蛋白外侧可溶性肽，A 个肽段完全为

预测的膜内在蛋白跨膜疏水!7螺旋部分，D 个肽段

为部分跨膜的疏水!7螺旋部分。详细分布见表 <。

表 @ 部分鉴别的含有!!A ’"81 的膜内在蛋白的拓扑学分析

’()*+ @ ’-4-*-</;(* (0(*61+1 -2 /0.+<,(* 3+3),(0+ 4,-.+/01

/$+0./2/+$ =/.:!!A 4,+$/;.+$ ’"81

:’.’ 4+.H

+**’//)".

.>14’(

!"# "$

@=6/

!"# "$

)0’.%)$)’0

-’-%)0’/

8’-%)0’

&)%/ 2)%&).

@=6/

8’-%)0’ &)%/

%" /",>4,’

0"1+).

!87P5PDI5RE EA 5 ! 5SM
!87P5PF5<RE EA E E8 E8?
!87P5BCA5RE EA E E8 E8?
!87P5BEAFRE E5 5 ESE8 E8?
!87P5PAEERE E5 E ! S?
!87P5PBDIRE E5 5 ES ESM
!87P5DBAFRE E5 E S !
!87P5PIFBRE EF E 8 8?
!87P<FCBBRE EF E ! SM
!87P5CIPCRE EF E 8 8?
!87P5BI<CRE EF E S !
!87P5BBAFRE EF 5 ! 5SM

944(’T)+%)"./：!，.".’；8，-+(%)+,,3 *"T’(/ + 0"1+).；S，*"1-,’%’,3

*"T’(/ + 0"1+).；M，-(’0)*%’0 %" ,"*+%’ ">%/)0’ %&’ *’,,；?，-(’0)*%’0 %"

,"*+%’ )./)0’ %&’ *’,, # @&’ +.+,3/’/ +(’ 4+/’0 ". 0+%+ $("1 @(+./1’14(+.’

O’,)*’/ ). :’."1’ N’U>’.*’/（@O:N）［<］#

@ 讨 论

@?! %B 保护C:4%B 法制备样品

与革兰氏阴性菌不同的是，链霉菌（革兰氏阳性

菌）仅有类似于革兰氏阴性菌的内膜的单层膜［EP］。

本文的膜内侧蛋白是指膜内侧的膜外周蛋白和膜内

在蛋白。8Q 保护V&-8Q 法的优点是用 8Q 切去原生

质体膜外侧蛋白亲水性部分，而膜内侧蛋白因封闭

的质膜而得到保护。在渗透压改变后，原生质体吸

水溶胀破裂，分离得到的膜样品溶解于高 -O 的

!+5SM< 溶液中，此时细胞膜不能形成脂质体或微囊

而保持片状结构，并且膜蛋白的亲水性肽变性易被
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减弱活性的 !" 随机酶切成不同的肽段。!" 是一

种活性很强的蛋白酶，在高 #$ 下，其酶解能力有所

下降，因此可用它在高 #$ 下酶解蛋白质形成适合

质谱分析的随机肽段。%&’() 组用此法鉴别鼠膜蛋

白组，由于随机肽段的产生，更加准确地鉴别了一些

膜蛋白［*］。

!"# $%&’() 法鉴别 ! * "#$%&"#%#’ 膜内侧蛋白质组

有关链霉菌的蛋白质组学的研究，如 $()+(’,
等［-，.*］，/&01234) 等［.5］，6373’0& 等［.-］都 采 用 了 89:
!;<=>?;/9@:ABC 法。该法比较直观，能检测出翻

译后 #@ 和分子量发生改变的不同形式的蛋白质［.*］；

但鉴别的范围较小，如 $()+(’, 等利用该法鉴别了

! D "#$%&"#%#’ 中 **E 个 BFC，分 子 量 范 围 为 5 G
.HE+9，等电点范围为 H G ..，且没有得到含 I 个

A?9以上的膜内在蛋白和丰度较小的蛋白质，如!
因子［-］。此法除引言所述缺点外，还存在样品需要

量大，而且要实现高通量也有困难，因为每个斑点都

需要切下单独进行分析。

本文用 ?JK!@A 法对链霉菌膜内侧蛋白质组进

行分析，成功鉴别了 .LH 个可能的膜内侧蛋白，其中

含 A?9 的膜内在蛋白 HH 个，占总鉴别可能膜内侧

蛋白的 85MLN。含 I 个以上 A?9 的膜内在蛋白有

8I个（$()+(’, 等没有鉴别到这类膜蛋白），见表 .。

还有 L 个 A?9 为 E 的蛋白质，由序列分析推测为脂

蛋白，应属 AO#( P 的膜内在蛋白。其余许多 A?9
为 E 的蛋白质，如调控因子、核糖体蛋白及热激蛋白

等，均可能为膜外周蛋白，通过与膜或膜内在蛋白的

相对弱相互作用出现在制备的样品中。

!"! 鉴别的膜内在蛋白的拓扑学分析

本实验得到的含 A?9 的膜内侧蛋白，鉴别的肽

序列与理论推测的位置不完全一致，除了膜内侧肽

段和膜内疏水部分外，还检测到膜外侧亲水部分。

而从样品制备的原理分析，所有检出肽段应为膜内

侧亲水性肽或膜内疏水部分。例如，表 I 中具有 .H
个 A?9 的 可 能 编 码 #J’&’47( #(#’4K3K312OQ&0:R40K401
蛋白（6!:S8SL-8M.）［I］，本文检测到的两个肽段均覆

盖膜外侧亲水部分。

为全面描述如引言所述膜内在蛋白在膜上的拓

扑学结构（见图 .），本研究也尝试了用甲醇和加热

法［8E］处理膜样品，并用超声波加速膜内在蛋白的疏

水部分的溶解而制备膜内在蛋白的疏水性肽样品，

经酶切位点较少的胰蛋白酶酶解，检测及数据库分

析后得到 .S 种蛋白质，含 A?9 的蛋白质为 S 个，I
个以上 A?9 的蛋白质为 H 个，检测到的膜内在蛋白

较少（数据未发表），检测的肽段也不完全覆盖膜内

疏水":螺旋部分。也曾设想获得膜外侧蛋白亲水性

肽段以鉴别膜外侧蛋白组。由于革兰氏阳性菌的膜

磷壁酸从膜贯穿细胞壁，采用的 CT(0Q, !T()) 法破碎

细胞后，膜磷壁酸可能使细胞壁仍保留在细胞膜外

侧，由鉴别的蛋白质组数据分析表明，没有分开内侧

和外侧蛋白（数据未发表）。因为细胞破碎后，在中

性条件下质膜随机形成脂质体或微囊结构，不能获

得专一外侧膜蛋白亲水性肽样品［8］。本实验中出现

膜蛋白拓扑学的理论预测值和实验值不一致的现象

值得继续探讨。

!"+ 鉴别的膜内侧蛋白的功能分析

U&01(T 中心根据序列的相似性预测了天蓝色链

霉菌蛋白质的功能，并按功能分类［.L］。本文鉴别的

可能膜蛋白按功能分类，见表 H。统计表明，鉴别的

蛋白质 L.N是与细胞的 (07(23#( 组成和物质代谢相

关。与细胞生物学过程（Q(22 #T3Q())()）相关蛋白质

占 .SN，如与分子伴侣、细胞保护、细胞增殖与分

化、染色体复制等相关功能的蛋白质属这一类。调

控因子占 5N。其余为未知功能或没有进行分类的

蛋白质。

本文鉴别的 * 个脂蛋白（数据未发表），8 个含

有 A?9，可能为 AO#( P@ 的膜内在蛋白，分别是可能

的寡肽结合脂蛋白和酰基转移酶。其余 L 个不含

A?9，应属 AO#( P 膜内在蛋白，分别是可能的 ;A!
结合 组 件 转 运 系 统 脂 蛋 白（V2K"V，#J’&’47( ;VW
’T&0)#3T’ )O)’(X 24#3#T3’(40）、物 质 运 输 蛋 白（ )32J’(
R40K401 ’T&0)#3T’(T）、铁转运结合脂蛋白（#J’&’47( 4T30:
)4K(T3#,3T( R40K401 24#3#T3’(40）及两个未知功能的脂

蛋白。

表 + 实验鉴别的内侧膜蛋白的功能分析

),-./ + 0%123451,. ,1,.67/7 58 4&/13484/& 411/9
:/:-9,1/ ,77524,3/& ;953/417 41 3<47 =59>

!T(K4Q’(K YJ0Q’430). 63D 3Y #T3’(40)
Z0+03[0 YJ0Q’430 I.
W(22 #T3Q())() 8L
?(’&R324)X H*
W(22 (07(23#( I.
F(1J2&’430 .I

63’ Q2&))4Y4(K *
;22 .LH

.CJ0Q’430&2 #T(K4Q’430) &T( R&)(K 30 K&’& K3[023&K(K YT3X ’,( [(R)4’( 3Y ’,(

\(22Q3X( ATJ)’ U&01(T @0)’4’J’(［.L］D

综上所述，与 89:!;<=>?;/9@:ABC 法相比，用

,#!"法结合 ?JK!@A 鉴别链霉菌膜蛋白组是可行
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的。此外，还可以利用 !"#$%& 法鉴别膜蛋白的翻译

后修饰（如磷酸化、甲基化、乙酰基化和糖基化）以及

进行定量蛋白组的研究。为综合分析链霉菌膜蛋白

组，在样品制备及分析鉴别方法上还需要进一步探

索。需改进的方面包括：’）随机产生的膜蛋白亲水

性肽，种类太多，分析鉴别需要更强的系统能力；(）

多维分离液相层析柱的柱效与分辨率也对鉴别结果

有影响，需要在灵敏度上作进一步探索；)）从 *+,
!-.!- 获得的数据分析结果看，检出的肽较少，膜蛋

白肽的重叠性低，需要在样品制备上改进。这些工

作的改进对全面鉴别膜蛋白组、膜蛋白的拓扑学结

构及膜蛋白的翻译后修饰［/］，乃至揭示链霉菌形态

分化及代谢的调控机理具有重要意义。

致 谢 感谢范可强老师在样品的冻干和在实验数

据的分析上给予的帮助，感谢汪志军博士对实验设

计的讨论。
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