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摘  要: 采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法对两种光合细菌的生物转化槲寄生培养液中菌体的蛋白质和

几种同工酶进行研究, 并以纯光合细菌培养液中菌体作对照。结果表明, 光合细菌生物转化槲寄

生过程中, 两种光合细菌的蛋白质、酯酶同工酶和过氧化物酶同工酶均发生改变, 某些蛋白质、

酯酶和过氧化物酶的合成受到抑制, 并有新的蛋白质、酯酶和过氧化物酶生成; 超氧化物歧化酶

的表达未明显改变。由此可见, 槲寄生能诱导光合细菌合成新的酯酶和过氧化物酶, 这些诱导酶

可能参与了槲寄生的生物转化。为光合细菌生物转化槲寄生转化机理的研究及槲寄生在抗肿瘤领

域的进一步应用奠定了基础。 
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Abstract: Polyacrylamide gel electrophoresis was used for studying the protein and several isoenzymes 
of biomass in two kinds of photosynthetic bacteria (PSB) transforming mistletoe culture fluid (PSBT), 
pure PSB culture fluid as control. The proteinogram and the zymograms demonstrated that proteins, es-
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terase isoenzyme (EST) and peroxidase isoenzyme (POD) of PSB in PSBT changed, i.e. the expression 
of some proteins, EST and POD of PSB were inhibited, while some new proteins, EST and POD of PSB 
in PSBT appeared. The expression of superoxide dismutase (SOD) of PSB in PSBT did not alter evi-
dently. The results showed that PSB could be induced to generate new protiens, EST and POD by mis-
tletoe, and which might take part in biotransformation of mistletoe. The research provided basis for 
studying the biotransformation mechanism of mistletoe by PSB and the further application of mistletoe 
to tumor therapy. 

Keywords: Photosynthetic bacteria, Biotransformation, Polyacrylamide gel electrophoresis, Isoenzyme 

光合细菌是地球上最古老的生物之一, 在自然

界的碳素循环和物质转化中起着重要作用, 已有光

合细菌生物转化木瓜、人参和六味地黄汤等中药的

报道[1−3]。槲寄生为桑寄生科槲寄生属植物槲寄生的

带叶茎枝, 其有效成分生物碱、五环三萜和凝集素

等通过抑制肿瘤细胞生长及诱导肿瘤细胞凋亡 [4−7]

等方式发挥抗肿瘤作用。槲寄生制剂已被应用于肿

瘤的临床治疗 [8−9], 但槲寄生中含有对人体有害的

毒肽等物质, 限制了其应用[10]。本课题组前期研究

表明: 槲寄生经光合细菌生物转化后, 毒性降低的

同时抗肿瘤活性得到增强, 实体瘤的浸润也受到抑

制[11], 这对于槲寄生在抗肿瘤领域的进一步应用很

有意义。本实验对两种 PSB 生物转化槲寄生过程中

菌体的蛋白质及酯酶(EST)、超氧化物岐化酶(SOD)

和过氧化物酶(POD)同工酶所发生的变化进行了研

究, 探讨了诱导酶与生物转化反应的关系。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与培养基 
本文两种光合细菌分别系紫色非硫菌群红假单

胞菌属沼泽红假单胞菌 (Rhodopseudomonas palus-

tris)和 红 细 菌 属 球 形 红 细 菌 (Rhodobacter sphaer-

oides), 由山西大学光合细菌研究室分离、鉴定、

保藏。 

常 规 培 养 基 :  乙 酸 钠  1  640  mg、 酵 母 膏  

1 000 mg、CaCl2·2H2O 75 mg、EDTA 20 mg、K2HPO4 

900 mg、KH2PO4 600 mg、MgSO4·7H2O 200 mg、

FeSO4·7H2O 11.8 mg、(NH4)2SO4 1 320 mg、微量元

素 1 mL、去离子水定容至 1 L, pH 7.0。分装 , 

1×105 Pa 灭菌 25 min。 

槲寄生培养基: 槲寄生饮片称重后加入 5 倍量

去离子水 , 煎煮 , 过滤 , 减压浓缩至槲寄生原药材

浓度 200 g/L, 加入 0.5 倍量常规培养基各组分, 调

节 pH 至 7.0, 分装, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.2  试剂与仪器 
槲寄生饮片(产地: 吉林)购自中国药材集团承

德药材有限责任公司, 经山西医科大学药学院高建

平教授鉴定为桑寄生科槲寄生属植物槲寄生 Viscum 

coloratum (Kom.) Nakai 的干燥茎叶; 丙烯酰胺、甲

叉 双 丙 烯 酰 胺 、 过 硫 酸 铵 、 甘 氨 酸 、 核 黄 素 , 

AMRESCO 公司进口分装 ; Tris、TEMED、Triton 

X-100、α-醋 酸 萘 酯 、β-醋 酸 萘 酯 、 坚 牢 蓝 RR, 

Sigma 公司产品; β-丙氨酸、联苯胺等为国产分析纯

试剂。Y92-IID 超声波细胞粉碎机, 宁波新芝生物

科技公司; MR23i 高速冷冻离心机, THERMO 公司; 

DYY-6C 电泳仪和 DYCZ-24DN 垂直板电泳槽, 北京

六一仪器厂。 

1.3  培养液的制备 
取槲寄生培养基和常规培养基, 无菌条件下分

别接入 1/10 体积的 PSB 菌种, 光照厌氧培养即得球

形红细菌生物转化槲寄生培养液、沼泽红假单胞菌

生物转化槲寄生培养液和纯球形红细菌培养液、纯

沼泽红假单胞菌培养液。培养温度 30 °C, 光照强度

2 500 Lux。 

1.4  碱性聚丙烯酰胺凝胶电泳 
1.4.1  样品制备: 分别收集培养 2、4、6、8、10、

12、14、16、18、20 d 的各种培养液 , 5 000 r/min

离心 30 min, 收集菌体, 洗涤 2 次, 重悬于 0.02 mol/L 
pH 7.0 磷酸盐缓冲液。取菌体悬液, 反复冻融 3 次

后冰浴中超声破碎 15 min (200 W, 间隔 6 s, 工作
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5 s), 4 °C 离心 10 min (12 000 r/min), 上清液即为各

培养液中菌体的蛋白提取液, 4 °C 保存, 备用。 

1.4.2  电泳: 蛋白质、酯酶和超氧化物歧化酶同

工酶电泳均采用非变性不连续碱性聚丙烯酰胺凝

胶电泳法。分离胶浓度 8.00%, pH 8.9; 浓缩胶浓

度 3.75%, pH 6.7; 电极缓冲液为 Tris-甘氨酸系统 , 

pH 8.3。将各菌体蛋白提取液与 40%蔗糖溶液 1:1

混合, 上样, 每孔加样 25 μL。4 °C 电泳, 起始电流

为 25 mA, 样品从浓缩胶进入分离胶后电流改为

50 mA, 以溴酚蓝为指示剂 , 待指示剂泳动至距凝

胶板下端 0.5 cm 时停止电泳。 

1.4.3  染色及图谱分析: 蛋白质染色采用含 20%磺

基水杨酸的 0.05%考马斯亮蓝 R-250 溶液; 酯酶染

色采用坚牢蓝 RR 溶液; 超氧化物歧化酶染色采用

氮蓝四唑溶液[12]。染色后, 脱色, 固定, 拍照, 测量

比移值(Rf)。Rf=电泳条带迁移距离/指示剂迁移距离。 

1.5  酸性聚丙烯酰胺凝胶电泳 
分别收集培养 2、4、6、8、10、12、14、16、

18、20 d 的各种培养液制备样品, 采用非变性不连

续酸性聚丙烯酰胺凝胶电泳法[13]分析过氧化物酶。 

2  结果与分析 

2.1  光合细菌生物转化槲寄生过程中蛋白质的

变化 
光合细菌生物转化槲寄生过程中, 槲寄生诱导

PSB 合成新的蛋白质(包括酶), 其中的诱导酶可能

参与了槲寄生的生物转化, 另外, PSBT 中菌体不再

表达某些蛋白质, 即 PSB 受到槲寄生中某些成分的

抑制而未表达某些蛋白质。各泳道中球形红细菌均

表达 Rf 0.04、Rf 0.09、Rf 0.16、Rf 0.20 和 Rf 0.30 的

蛋白质, 且表达量无明显差别; 参与生物转化槲寄

生的球形红细菌不再表达 Rf 0.07 和 Rf 0.33 的蛋白

质, 但是新合成 Rf 0.43、Rf 0.47、Rf 0.55 和 Rf 0.58

的蛋白质, 且随着培养时间增加, 表达量逐渐加大

(图 1)。各泳道中沼泽红假单胞菌均表达 Rf 0.04、

Rf 0.09、Rf 0.16、Rf 0.30、Rf 0.40 和 Rf 0.47 的蛋白

质, 且表达量差别不明显; 纯沼泽红假单胞菌培养

液及 PSBT 中菌体均表达 Rf 0.19、Rf 0.22 的蛋白质

至 4 d; 参与生物转化槲寄生的沼泽红假单胞菌不

再表达 Rf 0.45 的蛋白质, 但是从 8 d 和 12 d 起分别

开始合成 Rf 0.25 和 Rf 0.55 的新蛋白质(图 2)。 
 

 
图 1  球形红细菌蛋白质电泳图谱 

Fig. 1  The protein zymograms of R. sphaeroides by anionic PAGE 
注: A: 纯球形红细菌培养液中菌体; B: 球形红细菌生物转化槲寄生培养液中菌体; 2−20 d: 培养 2 d 至 20 d. 
Note: A: R. sphaeroides of pure PSB culture fluid; B: R. sphaeroides of PSBT; 2−20 d: Cultivation time of PSB from 2 d to 20 d. 
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图 2  沼泽红假单胞菌蛋白质电泳图谱 

Fig. 2  The protein zymograms of R. palustris by anionic PAGE 
注: A: 纯沼泽红假单胞菌培养液中菌体; B: 沼泽红假单胞菌生物转化槲寄生培养液中菌体; 2−20 d: 培养 2 d 至 20 d. 
Note: A: R. palustris of pure PSB culture fluid; B: R. palustris of PSBT; 2−20 d: Cultivation time of R. palustris from 2 d to 20 d. 
 
2.2  光合细菌生物转化槲寄生过程中 EST 的变化 

PSBT 中菌体的酯酶条带数和活性随着培养时

间的增加而增多、增强, 一方面可能是初期槲寄生

抑制了某些 EST 表达, 随着培养的进行, PSB 逐渐

对酶抑制物产生了耐受, 或者是酶抑制物逐渐被代

谢消除 , 酶的表达逐渐得到恢复 ; 另一方面 , 槲寄

生诱导 PSB 生成了新的 EST。球形红细菌 Rf 0.10、

Rf 0.20 和 Rf 0.96 的 EST 不受培养时间和培养基影

响而稳定表达, 是该菌生存所需的特征性 EST 谱带; 
Rf 0.28、Rf 0.33、Rf 0.40、Rf 0.50 和 Rf 0.80 的 EST
在各泳道中均表达 , 它们在常规培养基中的活性

随培养时间的延长逐渐变小 , 但是在槲寄生培养

基中却随着培养时间增加而酶量增大 , 逐渐超过

常规培养基中的酶量; Rf 0.60 的 EST 在常规培养基

中表达至 10 d 后不再表达, 18 d 开始恢复表达, 同时

槲寄生培养基中菌体也开始合成此酶; PSBT 中球形

红细菌逐渐生成数条介于 Rf 0.33−0.50 的新 EST 酶

带(图 3)。沼泽红假单胞菌 Rf 0.19、Rf 0.23、Rf 0.34
和 Rf 0.38 的酯酶为该菌生存所需的特征性 EST 谱

带; Rf 0.91 酶带仅出现在常规培养基的菌体内, 此

酶 受 到 槲 寄 生 抑 制 而 未 在 槲 寄 生 培 养 基 中 表 达 ; 

培养初期 , 常规培养液中菌体的 Rf 0.38−0.76 的

EST 条带较多, 但是随着培养时间的增加, 多数酶

带减弱或消失, 而 PSBT 中菌体的这些 EST 却随着

培养的继续而条带明显增多、变强, 达到或超过常

规培养基中菌的酶量。从第 6 天起, PSBT 中菌体开

始表达 Rf 0.21 的新 EST(图 4)。PSBT 中 PSB 新合

成的及表达得到加强的 EST 可能参与了生物转化槲

寄生。 

2.3  光合细菌转化槲寄生过程中 SOD 的变化 
各泳道中均无超氧化物歧化酶酶带 , 说明常

规培养液和 PSBT 中两种 PSB 的 SOD 含量都很低。

该结果符合微生物类群中 SOD 含量的基本规律 , 
即真核微生物中含量一般高于原核微生物, 好氧微

生物中含量显著高于厌氧微生物, 严格的厌氧细菌

中含量几乎为零[14]。另外, SOD 是抗逆性酶, 能够防

御过量的氧自由基等对生命活动的破坏 [15], 对菌

体有保护作用 , 在不利环境中生长的微生物会大

量表达 SOD, 在适宜环境中生长的微生物表达较

少。PSBT 中 PSB 的 SOD 含量未明显改变, 仍然很

低 , 该结果与槲寄生提取物适宜光合细菌生长的

结论一致[16]。 
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图 3  球形红细菌酯酶同工酶电泳图谱 
Fig. 3  The EST isoenzyme zymograms of R. sphaeroides by anionic PAGE 

注: A: 纯球形红细菌培养液中菌体; B: 球形红细菌生物转化槲寄生培养液中菌体; 2−20 d: 培养 2 d 至 20 d. 
Note: A: R. sphaeroides of pure PSB culture fluid; B: R. sphaeroides of PSBT; 2−20 d: Cultivation time of PSB from 2 d to 20 d. 
 

 

图 4  沼泽红假单胞菌酯酶同工酶电泳图谱 
Fig. 4  The EST isoenzyme zymograms of R. palustris by anionic PAGE 

注: A: 纯沼泽红假单胞菌培养液中菌体; B: 沼泽红假单胞菌生物转化槲寄生培养液中菌体; 2−20 d: 培养 2 d 至 20 d. 
Note: A: R. palustris of pure PSB culture fluid; B: R. palustris of PSBT; 2−20 d: Cultivation time of R. palustris from 2 d to 20 d. 
 
2.4  光合细菌转化槲寄生过程中 POD 的变化 

光合细菌生物转化槲寄生初期, 由于培养环境

适宜或者受到槲寄生的抑制, PSB 未表达某些 POD。

随着生物转化进行, 培养环境趋于恶化(促进光合细

菌生长的槲寄生成分被 PSB 代谢消除)、PSB 对酶抑

制物产生耐受或者抑制物被代谢消除, 初期未表达

的 POD 先后恢复合成。纯球形红细菌培养液中菌

体一直表达 Rf 0.02、Rf 0.50、Rf 0.74 和 Rf 0.86 的

POD; 2 d 时, PSBT 中球形红细菌仅有 Rf 0.50 和 Rf 

0.74 两条 POD, 4 d 时仅余 Rf 0.74 的 POD, 10 d、



1048 微生物学通报 2011, Vol.38, No.7 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

12 d 和 14 d 时, Rf 0.86、Rf 0.02 和 Rf 0.50 的 POD
先后恢复合成(图 5)。纯沼泽红假单胞菌培养液中

菌体一直表达 Rf 0.04、Rf 0.10、Rf 0.20、Rf 0.40、

Rf 0.73、Rf 0.83、Rf 0.87 的 POD; 培养 2 d 和 4 d 的

PSBT 中沼泽红假单胞菌仅合成 Rf 0.04、Rf 0.50、Rf 

0.73 和 Rf 0.87 的 POD, 10 d 和 14 d 时, Rf 0.20 和 Rf 

0.10 的 POD 分别恢复合成, 16 d 时, Rf 0.40 和 Rf 0.83

的 POD 恢复合成(图 6)。 
沼泽红假单胞菌 Rf 0.50 的 POD 在常规培养基和

槲寄生培养基中均表达至 6 d 后即不再表达, Rf 0.76
的 POD 在以上两种培养基中均是从 18 d 起开始合

成。说明沼泽红假单胞菌 Rf 0.50、Rf 0.76 的 POD
不受槲寄生抑制或诱导, 它们的表达受到菌龄控制, 

可以根据这些酶初步推测沼泽红假单胞菌菌龄。 
 

 

图 5  球形红细菌过氧化物酶同工酶电泳图谱 
Fig. 5  The POD isoenzyme zymograms of R. sphaeroides by A-PAGE 

注: A: 纯球形红细菌培养液中菌体; B: 球形红细菌生物转化槲寄生培养液中菌体; 2−20 d: 培养 2 d 至 20 d. 
Note: A: R. sphaeroides of pure PSB culture fluid; B: R. sphaeroides of PSBT; 2−20 d: Cultivation time of PSB from 2 d to 20 d. 
 

 

图 6  沼泽红假单胞菌过氧化物酶同工酶电泳图谱 
Fig. 6  The POD isoenzyme zymograms of R. palustris by A-PAGE 

注: A: 纯沼泽红假单胞菌培养液中菌体; B: 沼泽红假单胞菌生物转化槲寄生培养液中菌体; 2−20 d: 培养 2 d 至 20 d.  
Note: A: R. palustris of pure PSB culture fluid; B: R. palustris of PSBT; 2−20 d: Cultivation time of R. palustris from 2 d to 20 d. 
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光合细菌生物转化槲寄生过程中, 槲寄生诱导

PSB 生成新的 POD。PSBT 中球形红细菌从 8 d 和

10 d 起分别开始合成 Rf 0.04 和 Rf 0.42 的新 POD, 至

20 d 时不再表达; PSBT 中沼泽红假单胞菌在 8 d 至

16 d 间表达 Rf 0.17 的新 POD, 在 16 d 至 20 d 间表

达 Rf 0.23 的新 POD, 并且该 POD 在 20 d 时的酶量

明显较 18 d 时少。20 d 时, PSB 中新合成 POD 的酶

量减少或消失, 说明这些 POD 参与的酶促反应已经

基本完成 , 该结果与本课题组前期研究得出的经

PSB 生物转化 20 d 后 PSBT 中某些转化液成分达到

稳定的结论一致, 据此推测, PSBT 中 PSB 新合成的

POD 参与了生物转化槲寄生。 

3  讨论 

细胞在生长环境中诱导物的诱导下生成的一类

能够催化该诱导物发生反应的酶被称为诱导酶。诱

导酶在微生物需要时合成, 不需要时停止合成, 它

的合成除取决于遗传物质外, 还受环境中诱导物的

影响, 根据诱导酶类型可以初步推断诱导物所发生

的生物转化反应类型。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法

对菌体可溶性蛋白质及同工酶进行分析是现代生物

化学技术中的一种重要方法, 电泳图谱可以反映出

菌体中蛋白质和酶的组成。 

POD 不仅是抗逆性酶 , 还是生物转化反应中

重要的参与酶。POD 能高效合成青蒿素, 生物转化

木质素、芳香胺类、酚类和阿魏酸类等物质 [17−19], 

PSBT 中 PSB 表达的新 POD 可能参与了槲寄生的生

物转化。EST 是能催化酯类化合物水解的酶, 它可

以 催 化 不 对 称 合 成 、 酯 合 成 和 酯 交 换 等 反 应 [20], 

PSBT 中 PSB 合成的新 EST 可能参与了槲寄生的生

物转化。总之, 电泳结果显示, 在光合细菌生物转化

槲寄生过程中 , 菌体的蛋白质(包括酶)组成发生了

改变 , 部分蛋白质和酶的表达被抑制 , 同时 , 有新

的蛋白质和酶被诱导生成。研究表明槲寄生的生物

转化与光合细菌中诱导酶存在一定的关系。 

肽质量指纹谱(Peptide mass fingerprinting, PMF)
是蛋白质组学研究中较为常用的鉴定方法[21], 根据

待分析蛋白质的肽质量指纹谱, 利用 Mascot Distiller

或 MS-Fit 等软件搜索 NCBInr、SWISS-PROT 和

TreEMBL 等蛋白质数据库即可识别该蛋白质。本研

究拟进一步对生物转化过程中发生变化的酶进行肽

指纹鉴定, 如果是已知酶, 可以根据蛋白质序列数

据库所提供的功能描述、序列特征的注解、二级和

三级结构的预测、关键参考文献及其它数据库的链

接等额外信息了解该酶。将该酶的信息与生物转化

槲寄生过程中抗肿瘤有效成分的检测相结合, 通过

优化 PSB 培养条件和添加诱导物等方式来调控酶活

性, 提高 PSB 增强槲寄生抗肿瘤活性和降低槲寄生

毒性的效率; 如果是未知酶, 则需要参考肽序列的

信息对酶进一步进行研究。但肽指纹图谱法只能对

达到一定浓度的酶(而非酶活性)进行鉴定, PSBT 中

PSB 的诱导酶浓度可能较低, 本课题组暂时未能得

到其肽指纹鉴定图谱。目前, 本课题组正在摸索提

高酶浓度的方法。 

研究表明, 光合细菌的诱导酶在生物转化槲寄

生过程中发挥了重要作用。本研究为光合细菌生物

转化槲寄生转化机理的深入研究和光合细菌生物转

化槲寄生效率的调控奠定了理论基础, 有利于槲寄

生在抗肿瘤领域的进一步应用。 
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