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摘  要: 通过对酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)的培养基、培养条件及蛋白质提取方案的优化,

建立了酿酒酵母胞外和胞内蛋白双向电泳图谱制作方法。在 YNB 培养基中培养 20 h, 经过离心取

上清-超滤-冻干可得到酿酒酵母胞外蛋白质样品; 用 SDS 缓冲液悬浮酵母细胞-煮沸-超声-增溶, 

得到了酿酒酵母胞内蛋白质样品。经过双向电泳分离、硝酸银染色和 PDQuest 图像分析可以检测

到了 200 多种酿酒酵母胞外蛋白和 500 多种酿酒酵母胞内蛋白。 
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Abstract: The aim of this study was to optimize a proper method to extract intracellular and extracel-
lular protein from Saccharomyces cerevisiae to construct the proteomic maps. Methods of protein ex-
traction and cultivation condition were optimized. The cells were cultured in YNB medium for 20 h and 
cells were separated by centrifugation. The extracellular proteins in supernatants were obtained through 
ultra filtration-freeze drying. Cell pellets were resuspended in SDS lysis buffer. The cell suspension 
were boiled for 5 min, after solubilized by sonication and stored until use. The intra- or extracellular 
protein from S. cerevisiae were separated by 2-DE and stained with silver nitrate. The separated protein 
spots in gels were analyzed by PDQuest. The results showed that over 200 spots of extracellular pro-
teins and about 500 spots of intracellular proteins had been separated by 2-DE. 
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随着后基因组时代的到来, 蛋白组学研究吸引

了国内外诸多学者的兴趣。双向电泳技术作为蛋白

质组学发展核心技术, 是由 O’Farrell[1]和 Klose[2]于

1975 年同时建立的。近年的研究表明细胞的蛋白质

组成是不稳定的, 它们随着环境的变化而变化[3−4]。

目前国内外已有很多学者对酵母胞内蛋白质组学展

开了广泛的研究 [5−7], 但针对于酵母胞外蛋白的研

究相对较少。酵母胞外蛋白作为细胞与环境之间相

互作用的纽带, 一方面表现为酵母对外界环境刺激

的反应, 另一方面表现为酵母对环境的适应, 其对

酵母的生理研究有着一定的意义。在实际生产过程

中酵母胞外蛋白往往进入到产品如啤酒、葡萄酒和

黄酒中, 对产品质量产生影响, 如酿酒酵母蛋白酶

A 在啤酒酿造过程中的作用[8−9], 因此研究酵母胞外

蛋白还有一定的实际意义。结合对酵母胞内蛋白质

的研究, 可以加深对酵母生理和蛋白质功能的了解, 

为进一步提高相关产品质量提供一定的参考。 
本文以酿酒酵母 FFC2146 (Saccharomyces cer-

evisiae FFC2146)为研究对象, 通过对培养基、培养

条件以及胞外蛋白提取方案的优化选择, 在建立了

酿酒酵母胞内蛋白双向电泳图谱的同时建立相应的

胞外蛋白双向电泳图谱。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验菌种: S. cerevisiae FFC2146, 大连工业大

学食品发酵菌种保藏所 (Food fermentation culture 
collection, Dalian Polytechnic University)。 

实验中使用的常规药品均为市售, Carrier am-

pholytes (两性电解质)购自 Amersham Biosciences, 
电泳设备为北京六一厂产品 , 发酵罐为瑞典比欧

3.7 L 微型发酵罐。 

1.2  FFC2146 胞外蛋白提取时间确定 
为了便于后期提取酵母胞外蛋白, 实验选择了

YNB 培养基并做了优化[10]。将 FFC2146 以 5%接种

量接入发酵罐中, 发酵条件为: 转速 250 r/min, 温

度 30 °C。检测发酵过程中菌体浓度[11−12]、残糖[13]、

溶氧和 pH 以选择适合的考察点。 

1.3  单向电泳 
单 向 电 泳 使 用 12%的 浓 缩 胶 和 5%的 分 离 胶

分 离 FFC2146 胞 外 蛋 白 , 电 泳 条 件 为 30 mA 恒

流 , 最 后 用 考 马 斯 亮 蓝 法 染 色 观 察 。  

1.4  双向电泳蛋白质样品的制备 
1.4.1  胞外蛋白: 使用 3.7 L 小型发酵罐进行发酵, 
条件为 30 °C, 250 r/min, 发酵 20 h 放罐。发酵液经

过 8 000 r/min、10 min 离心取上清, 上清液经过 10 kD
的超滤浓缩并除去小分子蛋白、脂类、各种盐类

等, 浓缩液经冷冻干燥制成蛋白质干粉, 置于−80 °C
保存。 

将 FFC2146 胞外蛋白干粉稀释成大约 10 g/L, 
取 50 μg 胞 外 蛋 白 与 同 体 积 的 电 泳 上 样 缓 冲 液

(7 mol/L 尿素, 4% CHAPS (W/V), 1% DDT (W/V), 2%
两性电解质 pH 3−10 (V/V))充分混合, 上样。 
1.4.2  胞内蛋白: (1) 将干重为 5 mg 的酵母细胞用

预冷的双蒸水清洗 3 次, 除去细胞表面的培养基; 
(2) 清洗干净的酵母细胞重悬浮于 200 μL SDS 缓冲

液中[1% SDS (W/V), 0.1 mol/L Tris-HCl, pH 7.0], 
95 °C 加热 5 min, 然后 600 W 超声 400 s; (3) 超声

完毕的样品置于沸水中加热 5 min, 冰箱中 4 °C 冷

却, 然后加入蛋白质增溶剂[7 mol/L 尿素, 2 mol/L
硫脲 ,  4% CHAPS (W/V) ,  1% DDT (W/V) ,  2%
两 性电解质 pH 3−10 (V/V)]于摇床上振荡增溶 1 h; 
(4) 10 000 r/min 离心 10 min, 取上清置于−80 °C
保存[14−15]。 

使用考马斯亮蓝染色法确定上清液中蛋白质浓

度。取 75 μg 蛋白质, 加入同体积的电泳上样缓冲液

[7 mol/L 尿素, 4% (W/V) CHAPS, 1% (W/V) DDT 和

2% (V/V)两性电解质, pH 3−10]充分混合, 上样。 

1.5  双向电泳 
1.5.1  双向电泳胶条制作: 将 0.6 g 尿素、540 μL 双

蒸水、200 μL 30%丙烯酰胺溶液、24 μL pH 4−6 载

体两性电解质、4.8 μL pH 3−10 载体两性电解质, 轻

缓 混 匀 后 依 次 加 入 5 μL 10%过 硫 酸 胺 和 4 μL 
TEMED, 轻轻混匀, 快速吸取 90 μL 上述混合液, 
从玻璃管(直径 1 mm, 长 8 cm)的一端缓慢均匀灌
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入, 避免产生气泡, 室温聚合[16−17]。 
1.5.2  双向电泳条件: 采用自制的双向电泳 pH 3−10, 
7 cm 线性胶条(内含 pH 4−6 两性电解质以增加

pH 值在 4−6 之间蛋白质的分离效果)分析 FFC2146
胞外和胞内蛋白。电泳条件为: (1) 150 V, 1 h, 1 mA, 
5 W; (2) 300 V, 3 h, 1 mA, 5 W; (3) 600 V, 1 h, 1 mA, 
5 W; (4) 1 500 V, 6 h, 1 mA, 5 W[16]。SDS-PAGE 胶的

制作方法: 制作堆积胶为 5%, 分离胶为 12%的均一

胶。电泳条件为: 300 V, 50 mA。 

1.6  染色及分析 
用以戊二醛为增效剂的银染法进行染色[18], 利

用凝胶成像系统获取凝胶图像并使用 PDQuest 完成

图像分析。 

2  结果 

2.1  确定最佳的 FFC2146 胞外蛋白提取时间 
为了获取没有胞内蛋白干扰的 FFC2146 胞外蛋

白, 选择适当的培养基、培养条件和培养时间十分

重要。YNB 培养基中不含有蛋白质, 可以保证培养

基中蛋白质的唯一来源是 FFC2146, 所以在本实验

的培养基以 YNB 培养基取代传统的麦芽汁培养基。

从图 1 可以得知, 在 20 h 的时候 FFC2146 由对数期

进 入 稳 定 期 , 同 时 葡 萄 糖 也 消 耗 殆 尽 。 此 时 是

FFC2146 菌体形态和生理状态最稳定的时候, 其胞

外蛋白代表了 FFC2146 在正常状态下胞外蛋白存在

的情况。 
 

 
图 1  FFC2146 在发酵过程中残糖和菌体浓度的变化曲线 
Fig. 1  The curve of residual glucose and concentration of 
FFC2146 during fermentation 

2.2  单向电泳 
单向电泳的结果(图 2)表明, FFC2146 胞外蛋白

主要集中在 20.1−66.4 kD 之间, 一共可以分离出 9
条较明显的电泳条带。但是在这些条带之间还有很

多模糊的分不清的条带, 这表明单向电泳不能很好

的分离胞外蛋白中所有的蛋白。 
 

 

图 2  FFC2146 胞外蛋白单向电泳图谱 
Fig. 2  SDS-PAGE of FFC2146 extracellular protein 
 

2.3  胞外蛋白提取方法的比较 
在提取胞外蛋白的过程中, 采用了几种蛋白质

提取的方案。由于胞外蛋白在培养基中的浓度比较

低, 超滤、沉淀等操作都会使蛋白受到损失, 甚至会

使得一些蛋白损失殆尽, 同时过多的操作不仅会使

得蛋白损失增加 , 也会使整个蛋白提取时间增长 , 

大大增加蛋白被修饰的危险。因此, 在尽量减少蛋

白质损失和尽量减少杂质的前提下, 我们选择了离

心-超滤-冻干提取胞外蛋白的方法。几种方法提取

胞外蛋白的结果也表明该方案在去除杂质和减少蛋

白损失方面的优越性(蛋白图谱未给出)。 

2.4  FFC2146 胞外蛋白和胞内蛋白图谱的建立 
按照 Alois Harder 等的提取方法构建 FFC2146

胞内蛋白图谱(图 3), 所得的图谱在第一维等点聚焦

方面没有出现 SDS 干扰所造成的横纹, 说明 SDS 已

经完全被 CHAPS 所取代。将 SDS 的浓度降低到不

影响等电聚焦的水平是这种蛋白质提取方法的难

点, 这种方法的优点在于使蛋白酶失去活性, 从而

避免蛋白遭到降解, 同时也避免了蛋白酶抑制剂的

使用。实验结果表明这种方法建立的双向电泳图谱

重复性较好, 分辨率较高, 说明这种方法适合于构

建酿酒酵母胞内蛋白图谱。图 4 是 FFC2146 胞外蛋
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白图谱, 由于整个胞外蛋白提取时间控制在较短的

时间内, 温度也一直维持在 4 °C 以下, 胞外蛋白受

到的糖基化等修饰较少, 得到了比较清晰的蛋白质

斑点。经过 PDQuest 的分析, 在图 3 中可以检测到

约 500 个 FFC2146 的蛋白点, 在图 4 中可以检测出

约 200 个蛋白点。 
 

 

图 3  FFC2146 胞内蛋白图谱 
Fig. 3  Intracellular proteomic map of FFC2146 
 

 

图 4  FFC2146 胞外蛋白图谱 
Fig. 4  Extracellular proteomic map of FFC2146 
 

3  讨论 

FFC2146 胞内蛋白质主要集中在 pH 4−6 之间, 
很少有碱性蛋白出现, 这是因为细胞内环境的稳定

性, pH 值波动较小, 所以蛋白质的等电点相对比较

集中。在胞外蛋白图谱上, 图谱的背景比较清楚, 这

一结果表明, YNB 培养基非常适合酿酒酵母胞外蛋

白组的建立, 排除了来自培养基的蛋白质干扰。胞

外蛋白分布的 pH 范围相对胞内蛋白要广的多(pH 
3−10), 这是因为细胞外的环境变化较大, 在长期的

生物进化过程中细胞胞外蛋白的 pH 稳定性大大增

强, 同时胞外蛋白的等电点也趋向于分布在一个更

广的 pH 范围内。胞外蛋白种类的丰富大大出乎我

们的意料, 并且很多胞外蛋白的等电点与分子量很

接近于一些胞内蛋白, 这一结果证明了 Nandakumar
等人在 2006 年提出的胞外蛋白不仅仅包括细胞分

泌的蛋白质, 还包括细胞壁的脱落物[19]。相比单向

电泳图谱, 双向电泳分离出来的蛋白质远远地高出

了单向图谱, 这表明了双向电泳在蛋白质分离方面

的巨大优势。在过去很多的微生物都被认为是不分

泌胞外蛋白的 , 而现在随着检测手段的不断进步 , 
特别是双向电泳技术的不断改进, 发现很多微生物

都有丰富的胞外蛋白。本文在建立酿酒酵母胞内蛋

白图谱的同时建立了酿酒酵母胞外蛋白图谱, 这是

国内外第一次针对酿酒酵母胞外蛋白建立的双向电

泳图谱, 同时也证明了酿酒酵母胞外存在着多种蛋

白。结合对酵母胞内蛋白组的研究, 可以加深对酵

母生理和蛋白质功能的了解, 为进一步提高相关产

品质量提供一定的参考。 
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稿件书写规范 

专论与综述论文的撰写要点 

专论与综述是本刊重要栏目之一, 主要反映国内外微生物学及相关领域学科研究最新成果和进展, 其

内容要求新颖丰富, 观点明确, 论述恰当, 应包含作者自己的工作内容和见解。因此, 作者在动笔之前必须

明确选题, 一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方

面, 在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势, 即掌握其内在的精髓, 深入到专题研究的本

质, 论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望, 提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外, 作者

也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法, 辅以注释, 客观而有少量评述, 使读者对该专题的过去、现在

和将来有一个全面、足够的认识。 
需要特别说明的是: 在专论与综述中引用的文献应该主要是近 5 年国内外正式发表的研究论文, 引用文

献数量不限。 


