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摘要! 从 ! 株水产动物病原菌鳗弧菌 U+&鳗弧菌 !#%#&费氏弧菌培养液中分别获取了分泌

性蛋白!进行 0;0C?,d2!对表达量较高的 " 条蛋白区带进行 U,-;/CW(.>W(.质谱鉴定

表明!它们分别是鳗弧菌 U+金属蛋白酶#]EN,CU+$&鳗弧菌 !#%# 金属蛋白酶#]EN,C

!#%#$&锌金属蛋白酶#lGKQ]EN,$&费氏弧菌4.U'##~#%@= 蛋白#4.U'##~#%@=$和费氏弧

菌 20##= 的外膜蛋白#(U?$" 根据所鉴定的序列设计引物!分别从鳗弧菌 U+&鳗弧菌

!#%# 和费氏弧菌中扩增出相应基因!克隆后测定 ]ENCU+&]EN,C!#%#&lGKQ]EN,&

4.U'##C#%@= 和 (U?相应基因的序列!经在线软件 0GLKF/?!7% 分析!确定 ]ENCU+&

]EN,C!#%#&lGKQ]EN,&4.U'##C#%@= 和 (U?均存在不同的分泌性信号肽序列 FKLU+C!"&

FKL!#%#C!"&FKL!#%#C$"&8aC!D 和 8aC$!!通过在线软件?0(*W分析表明!所有信号肽均定位

在细胞的周质空间或细胞外膜上"

关键词! 水产动物病原菌% 分泌性蛋白% U,-;/CW(.>W(.质谱分析% 分泌性序列% 细胞定位

中图分类号! Z<D"% 0@=<&&&&&&&文献标志码',

&&细菌性疾病是水产养殖中最常见的病害之

一"其中"鳗弧菌#C-90-# '/D*-(('0*)$等被认为是

重要的病原菌)# 9$*

+ 费氏弧菌#C-90-# <-+"%;0-$对

鱼类养殖的危害相对小一些"但常常和其他病原

联合致病"+(4(,等)!*在西班牙加利西亚省的

# 次连续 " 年的流行病学调查发现"从外观正常

以及患病的大菱鲆中都可以分离到费氏弧菌"经

常与由寄生虫(病毒(粘细菌引起的混合感染症状

有关+ 实验证明"水产动物病原菌的胞外产物中

具有多种酶活性"其中分泌性蛋白#明胶酶或酪

蛋白酶$的活性对病原菌的致病性具有重要作

用+ 目前已经发现"鳗弧菌(溶藻胶弧菌 #CE

'(D-/#(1&-"*+$(副溶血弧菌#CE$'0'%';)#(1&-"*+$(

创伤弧菌#CEF*(/-<-"*+$(黄杆菌#A('F#9'"&;0-*)

SN7$等多种鱼(虾类病原菌均可产生具有强烈致

病作用的分泌性胞外蛋白)= 9D*

+

分泌性蛋白参与众多的生理过程"包括细菌

外壁的生物发育及能量的产生(有害物质的清理

和脱毒(信号转导等过程)@ 9##*

+ 利用分泌性蛋白

的特征"进行鱼虾类疫苗抗原的表达与分泌"可能

为疫苗的导入提供有效途径+ 对未知的分泌性蛋

白的研究"多采用质谱#EFSSSN]Q_̂5E]_̂I$鉴定的

方法进行详细生物信息的获取+ 质谱是指带电原

子(分子或分子碎片按质荷比#或质量$的大小顺

序排列的图谱)#$*

+ 现代质谱仪可将蛋白分子离

子化并通过适当的电场(磁场将它们按空间位置(

时间先后或者轨道稳定与否实现质荷比分离#精

度可达 %7# O$"通过与数据库比对便可知晓该蛋

白质分子种类+ 肽和蛋白质的质谱序列测定的优

点是很低的耗样量和高速率"因此在近年来得到

了越来越多的关注"成为极具潜力的新手段"对高

速发展的分子生物学的研究及生物奥秘的探索具

有非常重要的意义)#! 9#=*

+

本研究从水产动物病原菌分泌的胞外产物
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中"通过质谱分析鉴定蛋白的序列"并进行分泌性

序列的筛选及生物信息学分析"以便为分泌性载

体的构建提供理论依据+

#&材料与方法

!"!#菌株

鳗弧菌 U+"编号 %=%:#<%#"$%%= 年 = 月分

离自山东莱州'鳗弧菌 !#%#"编号 %=#%!#%#"$%%=

年 #% 月离自山东莱州'费氏弧菌"编号 %"%:#:,"

$%%" 年 : 月分离自山东昌邑'所有菌株均为本实

验室分离鉴定"于9D% [保存+ 使用前采用平板

划线的方法进行活化+

!"$#细菌培养及分泌性蛋白的制备

挑取各株细菌菌株的单菌落至 #% E-液体

$$#:2培养基#%7#m酵母提取物"%7"m蛋白胨"

%7%%#m .]?(

=

$中"$D ["$$% >̂EGK 振荡培养

$= `+ 培养物于 = [ " %%% >̂EGK离心 #% EGK"收

集上清液"再分别用 %7=" 和 %7$%

#

E滤膜过滤+

然 后 将 滤 液 用 截 流 #% cO 的 超 滤 管

#U/--/?(*2$ = [ " %%% >̂EGK 离心超滤 !%

EGK+ 使液体由#% E-浓缩到 # E-+ 浓缩滤液于

9$% [保存备用+ 采用 V̂FRa5 R̂ 法)#"*及电泳扫

描法"测定波长为 "@" KE时不同浓度的标准蛋白

的光密度值"绘制标准曲线"计算总蛋白含量+

!"%#分泌性蛋白G)GHSA?@

根据测得的蛋白浓度"取 #%

#

-分泌性蛋白

浓缩物进行0;0C?,d2"采用 "m浓缩胶"#"m分

离胶"ŴGSC甘氨酸C0;0缓冲液#$"% EE56>-甘氨

酸"$" EE56>-ŴGS"%7#m 0;0"N1D7!$"#$% 4

电泳约 $7" `+

!">#主要分泌性蛋白区带的质谱分析

分泌性蛋白经 0;0C?,d2后"从凝胶上切下

表达量相对较高的蛋白条带"送上海博苑科技有

限公司进行 U,-;/CW(.>W(.质谱分析"通过

U,W*/q03/2+32数据库在线比对鉴定+

!"O#基因克隆及序列测定

根据质谱分析鉴定出的鳗弧菌U+的金属蛋

白酶(鳗弧菌 !#%# 的金属蛋白酶(锌金属蛋白酶(

费氏弧菌 4.U'##~#%@= 蛋白和费氏弧菌 20##=

的外膜蛋白序列"采用 ?̂GE]̂N ]̂EG]̂"7%"设计了

= 对引物?#(?$(?! 和?="其中"鳗弧菌 U+和鳗

弧菌 !#%# 的金属蛋白酶基因使用同一对引物 ?#

进行扩增"?$ 用于扩增鳗弧菌 !#%# 的lGKQ]EN,

基因"?! 用于扩增费氏弧菌的 4.U'##~#%@= 基

因"?= 用于扩增费氏弧菌的 (U?基因+ 所有引

物送交上海生工生物工程有限公司合成+

表 !#设计的引物序列

&'("!#&6*+*N8*2,*+13/-.9*-+

引物

N ĜE]̂

代号

Q5R]

序列

S]HO]KQ]

目的片段长度>PN

âFLE]K_6]KL_̀

?# ?#C. W3,d3dd,Wd3W,,W,,W,,3W3 # @=<

?#C* 3W,W3dWWd,,W,333W33W,3,W

?$ ?$C. 3W,,,333dWWWd,,WW,,d3W $ $%%

?$C* dW,,d,Wd333,,33d,,d,

?! ?!C. W3W,,d,,,,dd3,dWdd,3 # $"#

?!C* d,Wd,WddWddWd,Wd,,Wd

?= ?=C. WdWd,dWWWW33,WWW,d,3W D!<

?=C* ,3d,,d,,,dWd,Wd,,3d

&&分别提取鳗弧菌U+"鳗弧菌 !#%#"费氏弧菌

的基因组 ;+,"作为 ?3*反应的模板+ 采用紫

外分光光度法和琼脂糖电泳法测定模板 ;+,的

浓度后"按照常规方法进行 ?3*反应+ $"

#

-反

应体系包含 $% EE56>-ŴGSC136# N1D7!$""%

EE56>-+F36" $ EE56>-UL36

$

" R,W?( RWW?(

R3W?(RdW?各 %7%$" EE56>-'正向和反向引物

浓度各 =% NE56'2b 3'I ;+,聚合酶#天根$#7$"

)"按以下程序进行 ?3*扩增!@= [ " EGK 预变

性"@= [ =% S(退火#退火温度分别为 "!7# [ !"

个循环("!7: [ !" 个循环("%7$ [ !" 个循环(

=D7D [ !" 个循环$=% S(<$ [ @% S的循环'最后

<$ [延伸 #% EGK"?3*结束后"进行琼脂糖凝胶

电泳检测"用凝胶回收试剂盒#B\U($回收 ?3*

产物+

将回收的 ?3*扩增片段与 NdUCW载体#天

根$进行连接"连接产物转化NE"#(-;1"

*

感受态

细胞#天根$"涂布于含 "%

#

L>E-氨苄青霉素的

!"*$
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-V琼脂平板上"待菌落长出后"挑取白色菌落进

行?3*筛选出重组菌+ 将重组菌接种于含 "%

#

L>E-氨苄青霉素的-V液体培养基上"!< [振

荡培养过夜"提取重组质粒"送上海生工生物工程

有限公司进行序列测定+

!"P#分泌性信号肽序列的生物信息学分析

对所测定的序列用信号肽预测软件 0GLKF/?

!7%

)#:*

# `__N!

!

JJJ7QPS7R_O7Rc>S]̂8GQ]S>

0GLKF6?>$"选择革兰氏阴性细菌的方法"进行在

线信号肽预测+ 进一步对信号肽分泌序列用细胞

定位分析预测软件 ?0(*W

)#< 9#D*

# `__N!

!

NS5 _̂7

`LQ7jN7>a5 Ê7̀_E6$选择革兰氏阴性细菌的方

法"进行在线细胞定位分析+

$&结果

$"!#获取的 %种海水细菌胞外蛋白的G)GHSA?@

将获取的 ! 种海水细菌的胞外蛋白经超滤浓

缩后进行0;0C?,d2#图 #$"结果表明"在这 ! 种

海水细菌的胞外产物中"每种菌都有很多蛋白条

带"但是表达量不同+ 经图像分析软件 d]6CN 5̂

分析发现#表$$"表达量相对比较高的有鳗弧菌

U+的 !" cO 蛋白'鳗弧菌 !#%# 的 !"($" cO 蛋

白'费氏弧菌的 !D($! cO蛋白+

图 !#% 株海水细菌胞外蛋白的G)GHSA?@

U7蛋白质分子量标准#UV/$'#7鳗弧菌U+'$7鳗弧菌 !#%#'

!7费氏弧菌+

I.4"!#G)GHSA?@'2':<+.+1306-**=.27+13

'N8',8:08-':(',0*-.' *X0-',*::8:'-/-178,0+

U7?̂5_]GK E56]QO6F̂J]GL`_S_FKRF̂RS#UV/$' #7CE'/D*-(('0*)

U+' $7CE'/D*-(('0*)!#%#'!7CE<-+"%;0-7

表 $#蛋白含量分析

&'("$#S-10*.2'91820'2':<+.+

行标

5̂JS

泳道U

6FK]U

分子量

E56]QO6F̂J]GL`_

含量

FE5OK_

泳道 #

6FK]#

分子量

E56]QO6F̂J]GL`_

含量

FE5OK_

泳道 $

6FK]$

分子量

E56]QO6F̂J]GL`_

含量

FE5OK_

泳道 !

6FK]!

分子量

E56]QO6F̂J]GL`_

含量

FE5OK_

#̂ ##: D7!$: # ##: "7%$$ %

$̂ :: D7!<! ! :D !7<@$ !

!̂ :< !7D=# =

=̂ :" =7<=# =

"̂ =" #!7@$" %

:̂ !" <7#"= : !D :7$"% <

<̂ !" ""7D:! % !" =@7D@! % !" =7<@: =

D̂ $" #@7=<@ %

@̂ $" "7="# % $" =7%!# :

#̂% $! D7@#$ @

#̂# #D #$7@%" %

#̂$ #< $7<:< @

#̂! #= #D7D<! %

#̂= #! !7=$! =

区带总量 SOE D@7%!< % :#7!#= % :%7##: % !<7!"< %

泳道总量 GK 6FK] #%% #%% #%% #%%

%"*$
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$"$#主要分泌性蛋白的质谱分析

将胞外产物的 0;0C?,d2中表达量相对较

高的蛋白带胶条切下"送上海博苑生物科技有限

公司进行U,-;/CW(.>W(.质谱鉴定+

鳗弧菌U+的 !" cO 蛋白条带的鉴定结果为

毒力相关金属蛋白酶#8ĜO6]KQ]E]_F665N 5̂_]FS]$+

其肽指纹图谱中有 #%条序列与毒力相关金属蛋白

酶相匹配"蛋白序列覆盖率约为 #Dm#表 !"图 $$+

表 %#鳗弧菌DK的 %O =8蛋白质谱分析中基本信息和匹配的肽段序列

&'("%#&6*('+.,.231-9'0.12'279'0,6/*/0.7*+*N8*2,*+.2D'++G/*,0-19*0-<

'2':<+.+1306*%O =8/-10*.213./';3*-(('1*)DK

肽段

开始

S_F̂_

肽段

结束

]KR

实际

测量值

5PS]̂8]R

实验

测定值

U #̂]bN_$

数据库

理论值

U #̂QF6Q$

肽段序列

S]HO]KQ]

$#! $$@ # @#@7@!= : # @#D7@$< ! # @#D7@=@ " A7Wd.\Z\W;.?d-4/+A74

$<# $D< # D!<7D:@ " #D!:7D:$ $ #D!:7D<@ " A7,/+d,\0?-+;,1\.dA74

$DD $@= @%#7=!: % @%%7=$D D @%%7==# " A744.;U\A7;

$@" !%@ # D"=7D:D = # D"!7D:# # # D"!7DD% = A7;TU+WW?-W.Z-WU*74

$@" !%@ # D<%7D:! = # D:@7D": # # D:@7D<" = A7;TU+WW?-W.Z-WU*74

!D: !@D # =%D7:@< D # =%<7:@% " # =%<7<%! " A7d04;T44d0;/.A70

=%" =## DD=7=%" ! D!!7!@D % DD!7=%< : *7\.;Z?0A7;

=%" =#= # $#$7""$ " # $##7"=" $ # $##7""< # *70.;Z?0A;d*70

=#" =!< $ :$D7$#" ! $ :$<7$%D % $ :$<7$#" ! *70/;1,0Z\\+d-+41\00d4.+*7,

=!D ==" @""7"#= = @"=7"%< # @"=7"#< = *7,\\--,+A7,

W5N 0Q5 ]̂!<!! a5 L̂G##:@"$$"8ĜO6]KQ]E]_F665N 5̂_]FS])6-+&#/;((' '/D*-(('0*)#CE'/D*-(('0*)$*

图 $#毒力相关金属蛋白酶序列

)8ĜO6]KQ]E]_F665N 5̂_]FS]"LG##:@"$$"6-+&#/;((' '/D*-(('0*)#CE'/D*-(('0*)$*"下划线部分是鳗弧菌U+的 !" cO蛋白质谱鉴定出

的肽段+

I.4"$#&6*/-10*.2+*N8*2,*+139*0'::1/-10*'+*

)8ĜO6]KQ]E]_F665N 5̂_]FS]"LG##:@"$$"6-+&#/;((' '/D*-(('0*)#CE'/D*-(('0*)$*"_̀]OKR]̂6GK]R NF̂_SF̂]_̀]GR]K_GaG]R N 5̂_]GK N]N_GR]S

5aUFSS0N]Q_̂5E]_̂I FKF6ISGS5a_̀]!" cO N 5̂_]GK 5aCE'/D*-(('0*)U+7

&&鳗弧菌 !#%#的 !" cO 蛋白条带的鉴定结果为

毒力相关金属蛋白酶+ 其肽指纹图谱中有 #% 条序

列与毒力相关金属蛋白酶相匹配"蛋白序列覆盖率

约为 #:m#表 ="图 !$+

鳗弧菌 !#%# 的 $" cO 蛋白条带的鉴定结果

为锌金属蛋白酶#lGKQE]_F665N 5̂_]FS]$+ 其肽指

纹图谱中有 $ 条序列与毒力相关金属蛋白酶相匹

配"蛋白序列覆盖率约为 =m#表 ""图 =$+

费氏弧菌的 !D cO 蛋白带的鉴定结果为

4.U'##~#%@= 蛋白#`IN5_̀]_GQF6N 5̂_]GK 4.U'##~

#%@=$+ 其肽指纹图谱中有 #% 条序列与 4.U'##

~#%@= 蛋白相匹配"蛋白序列覆盖率约为 =%m#表

:"图 "$+

费氏弧菌的 $! cO蛋白条带的鉴定结果为费

&"*$
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氏弧菌 20##= 的外膜蛋白 # 5O_]̂ E]EP F̂K]

N 5̂_]GK)C-90-# <-+"%;0-20##=*$+ 其肽指纹图谱

中有 = 条序列与4.U'##~#%@= 蛋白相匹配"蛋白

序列覆盖率约为 #@m#表 <"图 :$+

表 >#鳗弧菌 %!M! %O =8蛋白质谱分析中基本信息和匹配的肽段序列

&'(">#&6*('+.,.231-9'0.12'279'0,6/*/0.7*+*N8*2,*+.2D'++G/*,0-19*0-<

'2':<+.+1306*%O =8/-10*.213./';3*-(('1*)%!M!

肽段

开始

S_F̂_

肽段

结束

]KR

实际

测量值

5PS]̂8]R

实验

测定值

U #̂]bN_$

数据库

理论值

U #̂QF6Q$

肽段序列

S]HO]KQ]

$#! $$@ # @#@7@#" $ # @#D7@%< @ # @#D7@=: " A7Wd.\Z\W;.?d-4/+A74

$DD $@= @%#7=!= < @%%7=$< = @%%7==# " A744.;U\A7;

$@" !%@ # D"=7D"$ $ # D"!7D== @ # D"!7DD% = A7;TU+WW?-W.Z-WU*74

$@" !%@ # D<%7D=< % # D:@7D!@ < # D:@7D<" = A7;TU+WW?-W.Z-WU*74

!D: !@D # =%D7:D! : # =%<7:<: ! # =%<7<%! " A7d04;T44d0;/.A70

=%" =## DD=7!@< $ D!!7!D@ @ DD!7=%< : *7\.;Z?0A7;

=%" =#= # $#$7"== @ # $##7"!< : # $##7""< # *70.;Z?0A;d*70

=#" =!< $ :$D7#@% @ $ :$<7#D! : $ :$<7$#" ! *70/;1,0Z\\+d-+41\00d4.+*7,

=!D ==" @""7"%: ! @"=7=@@ # @"=7"#< = *7,\\--,+A7,

=D# =D@ @<@7=:" ! @<D7="D % @<D7=<< % A7,,(;-d\+A7,

W5N 0Q5 ]̂!:D: a5 L̂G##:@"$$"8ĜO6]KQ]E]_F665N 5̂_]FS])6-+&#/;((' '/D*-(('0*)#CE'/D*-(('0*)$*

图 %#毒力相关金属蛋白酶序列

#8ĜO6]KQ]E]_F665N 5̂_]FS]"LG##:@"$$"6-+&#/;((' '/D*-(('0*))CE'/D*-(('0*)*$"下划线部分是鳗弧菌 !#%# !" cO 蛋白质谱鉴定出

的肽段+

I.4"%#&6*/-10*.2+*N8*2,*+139*0'::1/-10*'+*

#8ĜO6]KQ]E]_F665N 5̂_]FS]"LG##:@"$$"6-+&#/;((' '/D*-(('0*))CE'/D*-(('0*)*$"_̀]OKR]̂6GK]R NF̂_SF̂]_̀]GR]K_GaG]R N 5̂_]GK N]N_GR]S

5aUFSS0N]Q_̂5E]_̂I FKF6ISGS5a_̀]!" cO N 5̂_]GK 5aCE'/D*-(('0*)!#%#7

表 O#鳗弧菌 %!M! $O =8蛋白质谱分析中基本信息和匹配的肽段序

&'("O#&6*('+.,.231-9'0.12'279'0,6/*/0.7*+*N8*2,*+.2D'++G/*,0-19*0-<

'2':<+.+1306*$O =8/-10*.213./';3*-(('1*)%!M!

肽段

开始

S_F̂_

肽段

结束

]KR

实际

测量值

5PS]̂8]R

实验

测定值

U #̂]bN_$

数据库

理论值

U #̂QF6Q$

肽段序列

S]HO]KQ]

$!% $=$ # !D"7"@$ " # !D=7"D" $ # !D=7"@: ! A7WdWW3WU++0,4A7W

!D: !@D # =%D7:<= = # =%<7::< # # =%<7<%! " *7d04;T44d0;/.A70

W5N 0Q5 ]̂!#!# a5 L̂G$:$#:==#$"lGKQE]_F65N 5̂_]FS])CE)-)-"*+4U$$!*

'"*$
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图 >#锌金属蛋白酶序列

#lGKQE]_F665N 5̂_]FS]"LG$:$#:==#$")CE)-)-"*+4U$$!*$"下划线部分是鳗弧菌 !#%# $" cO蛋白质谱鉴定出的肽段+

I.4">#&6*/-10*.2+*N8*2,*+13V.2,9*0'::1/-10*'+*

#lGKQE]_F665N 5̂_]FS]" LG $:$#:==#$" )CE)-)-"*+4U$$! *$" _̀]OKR]̂6GK]R NF̂_SF̂]_̀]GR]K_GaG]R N 5̂_]GK N]N_GR]S5aUFSS

0N]Q_̂5E]_̂I FKF6ISGS5a_̀]$" cO N 5̂_]GK 5aCE'/D*-(('0*)!#%#7

表 P#费氏弧菌 %R =8蛋白质谱分析中基本信息和匹配的肽段序列

&'("P#&6*('+.,.231-9'0.12'279'0,6/*/0.7*+*N8*2,*+.2D'++G/*,0-19*0-<

'2':<+.+1306*%R =8/-10*.213./:-+"%21-

肽段

开始

S_F̂_

肽段

结束

]KR

实际

测量值

5PS]̂8]R

实验

测定值

U #̂]bN_$

数据库

理论值

U #̂QF6Q$

肽段序列

S]HO]KQ]

$@ =% # =D#7:%< $ # =D%7"@@ @ # =D%7:## " *7+2;U.,.;?U1A7;

$@ =% # =@<7"@% D # =@:7"D! " # =@:7:%: = *7+2;U.,.;?U1A7;

=# :% $ %%@7DDD = $ %%D7DD# # $ %%D7@%# " A7;Z.040d04d4dd\\;Wd0A7,

:# << # @<"7@$< < # @<=7@$% = # @<=7@=< : A7,.\;;T,Wd-W-,4+\*7+

D# #%% $ !=%7%"= $ $ !!@7%=: @ $ !!@7%D< @ *7/4d\.2W;-U-+\WW;02WA70

#@# $#$ $ =<D7#:% = $ =<<7#"! # $ ==<7#D: ! A7d4+d\4d/2Z2/.+4\,d\2W*7;

$#! $$: # "<"7:@= : # "<=7:D< ! # "<=7<#% # *7;0;\;4\W4Wd+4A7-

$D# $@D $ %$"7@#$ $ $ %$=7@%= @ $ %$=7@=% # A7W;W;\0\4+,,UW-,A7+

$@@ !%< # %"%7="@ % # %=@7="# < # %=@7=:! = A7+U;Ud/;4*7Z

$@@ !%< # %::7="! $ # %:"7==" @ # %:"7="D ! A7+U;Ud/;4*7Z

W5N 0Q5 ]̂!D"" a5 L̂G#@<!!"!#="`IN5_̀]_GQF6N 5̂_]GK 4.U'//~#%@=)CE<-+"%;0-U'##*

图 O#;IDU!!c!Md> 蛋白序列

#`IN5_̀]_GQF6N 5̂_]GK 4.U'##~#%@="LG#@<!!"$#="`IN5_̀]_GQF6N 5̂_]GK 4.U'##~#%@=)CE<-+"%;0-U'##*$"下划线部分是费氏弧菌 !D

cO蛋白质谱鉴定出的肽段+

I.4"O#&6*/-10*.2+*N8*2,*+136</106*0.,':/-10*.2;IDU!!c!Md>

#`IN5_̀]_GQF6N 5̂_]GK 4.U'##~#%@="LG#@<!!"$#="`IN5_̀]_GQF6N 5̂_]GK 4.U'##~#%@=)CE<-+"%;0-U'##*$"_̀]OKR]̂6GK]R NF̂_SF̂]_̀]

GR]K_GaG]R N 5̂_]GK N]N_GR]S5aUFSS0N]Q_̂5E]_̂I FKF6ISGS5a_̀]!D cO N 5̂_]GK 5aCE<-+"%;0-7

#"*$
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## 期 刘&笋"等!! 株水产动物病原弧菌主要分泌性蛋白的鉴定及其分泌性序列的分析 &&

表 Q#费氏弧菌 $% =8蛋白质谱分析中基本信息和匹配的肽段序列

&'("Q#&6*('+.,.231-9'0.12'279'0,6/*/0.7*+*N8*2,*+.2D'++G/*,0-19*0-<

'2':<+.+1306*$% =8/-10*.213./:-+"%21-

肽段

开始

F_F̂_

肽段

结束

]KR

实际

测量值

5PS]̂8]R

实验

测定值

U #̂]bN_$

数据库

理论值

U #̂QF6Q$

肽段序列

S]HO]KQ]

"< :" # ##@7=:= < # ##D7="< = # ##D7=@: D A7.Udd\Z.+*7/

:: <" # #:!7:$% # # #:$7:#$ D # #:$7:"@ D *7/4,42-Z\WA7

<: D< # !$D7:#% # # !$<7:%$ D # !$<7:"$ # A7\d;/+4+1?W,A7,

#": #:! D !=7==< : D!!7==% = D!!7=<" @ A7,-0d-,.*74

W5N 0Q5 ]̂!$": a5 L̂G#<$%D<:D@"5O_]̂E]EP F̂K]N 5̂_]GK)CE<-+"%;0-20##=*

图 P#费氏弧菌@G!!> 的外膜蛋白

#5O_]̂E]EP F̂K]N 5̂_]GK"LG#<$%D<:D@"5O_]̂E]EP F̂K]N 5̂_]GK)CE<-+"%;0-20##=*$"下划线部分是费氏弧菌 $! cO蛋白质谱鉴定出

的肽段+

I.4"P#&6*/-10*.2+*N8*2,*+13180*-9*9(-'2*/-10*.2

#5O_]̂E]EP F̂K]N 5̂_]GK"LG#<$%D<:D@"5O_]̂E]EP F̂K]N 5̂_]GK)CE<-+"%;0-20##=*$"_̀]OKR]̂6GK]R NF̂_SF̂]_̀]GR]K_GaG]R N 5̂_]GK

N]N_GR]S5aUFSS0N]Q_̂5E]_̂I FKF6ISGS5a_̀]$! cO N 5̂_]GK 5aCE<-+"%;0-7

$"%#SCJ扩增的结果

根据质谱鉴定的结果"其中鳗弧菌 U+和鳗

弧菌 !#%# 的 !" cO 蛋白鉴定结果均为毒力相关

金属蛋白酶"故设计引物的时候使用同一对引物

进行扩增反应+ 设计引物时"将各蛋白的开放阅

读框包含在扩增片段的内部"预测?3*所扩增的

基因片段大小分别为 # @=<"# @=<"$ $%%"# $"#"

D!< PN+ ?3*结果#图 < Y图 ##$表明"各基因扩

增的结果都比较好"可进行大量扩增"?3*反应

产物进行琼脂糖凝胶电泳"结果显示"扩增出的片

段大小与预测大小一致+

图 Q#SCJ扩增鳗弧菌DK*9/A蛋白

I.4"Q#A9/:.3.*7./';3*-(('1*)DK*9/A

U7;-B$%%% ;+,EF̂c]̂7# 9!!?3*N 5̂ROQ_S7Ẁ]SFE]FS_̀]

a5665JGKL7

图 R#SCJ扩增鳗弧菌 %!M! *9/A蛋白

I.4"R#A9/:.3.*7./';3*-(('1*)%!M! *9/A

图 d#SCJ扩增鳗弧菌 %!M! 锌金属蛋白酶

I.4"d#A9/:.3.*7V.2,9*0'::1/-10*'+*13

./';3*-(('1*)%!M!

*"*$
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图 !M#SCJ扩增费氏弧菌;IDU!!c!Md> 蛋白

I.4"!M#A9/:.3.*76</106*0.,':/-10*.213./:-+"%21-

图 !!#SCJ扩增费氏弧菌@G!!> 的外膜蛋白

I.4"!!#A9/:.3.*7180*-9*9(-'2*/-10*.2

;IDU!!c!Md> 13./:-+"%21-@G!!>

$">#重组载体的筛选与测序

将?3*筛选阳性克隆"少量抽提重组质粒"

重组质粒经酶切后进一步证明是阳性后"将阳性

的重组质粒进行测序"测序结果表明所有开放阅

读框的碱基与目的序列完全相同"证实克隆到 W

载体上的外源 ;+,片段分别为鳗弧菌 U+的金

属蛋白酶(鳗弧菌 !#%# 的金属蛋白酶(锌金属蛋

白酶(费氏弧菌 4.U'##~#%@= 蛋白和费氏弧菌

20##= 的外膜蛋白基因"可对测序的蛋白序列进

行下一步的分析+

$"O#鉴定的蛋白序列分泌序列的分析筛选

对质谱分析中鉴定的蛋白序列用在线信号肽

预测软件0GLKF/?!7% 对全部的氨基酸序列进行

预测信号肽"软件分析发现"质谱鉴定出的 " 种蛋

白的氨基酸序列都带有明显的信号肽序列+ 按照

其蛋白的来源"将这 " 条分泌序列分别命名为

FKLU+C!"(FKL!#%#C$"(FKL!#%#C$"(8aC!D(8aC$!+

其中"信号肽的氨基酸长度都为 #" Y=%"且都位

于分泌性序列的+端#表 D$+

$"P#分泌序列在细胞中的定位分析

对分析筛选出的分泌序列进行细胞定位的分

析"用在线细胞定位分析预测软件 ?0(*W"进行

蛋白位置的分析预测+ 分析发现"来源于革兰氏

阴性菌的分泌性序列 FKLU+C!"(FKL!#%#C!"(

FKL!#%#C$"(8aC!D(8aC$! 都是定位在周质空间或

细胞外膜上#表 @$+

表 R#% 株菌的主要分泌性蛋白的分泌序列

&'("R#D'b1-+*,-*0*7/-10*.2+*N8*2,*+1306-**=.27+13'N8',8:08-':(',0*-.'

菌株

S_̂FGK

蛋白>cO

N 5̂_]GK

信号肽序列

SGLKF6N]N_GR]SHO]KQ]

鳗弧菌 CE'/D*-(('0*)U+ !" UAA4Z*ZUAT -.-,,0/0,,-?40,,AU4Z4;;?0--2Z,-0UZ,

鳗弧菌 CE'/D*-(('0*)!#%# !" UAA4Z*ZUAT -.-,,0/0,,-?40,,AU4Z4;;?0--2Z,-0UZ,

鳗弧菌 CE'/D*-(('0*)!#%# $" UAZ/Z*?-+T -/-,d,,Wd.?-\,,ZU4W/;;40/42Z,-,ZZZ\

费氏弧菌 CE<-+"%;0- !D UAAW--,-,/,0/0,0,.,4;W00Z+0*+2;U.,.;?U1A;Z.04

费氏弧菌 CE<-+"%;0- $! UAA/,---4-.0,.0+,+;+/0d.\-d,d-d,WW.;;dd,.;\Wd

注!表中显示+端前 =" 个氨基酸"信号肽为带有下划线的氨基酸序列+

+5_]S!+C_]̂EGKF6SGLKF6N]N_GR]5a=" FEGK5 FQGRSFKR _̀]ĜSGLKF6̂]LG5KF6S#OKR]̂6GK]R NF̂_5a_̀]FEGK5 FQGR S]HO]KQ]$7

表 d#分析筛选出的 O 个分泌序列的细胞定位分析结果

&'("d#C*::8:'-:1,':.V'0.121306*O +*:*,0*7+*,-*01-< +*N8*2,*+

菌株

S5O Q̂]S_̂FGK

蛋白

N 5̂_]GK

信号肽

SGLKF6N]N_GR]

细胞定位

N ]̂RGQ_]R SOPQ]66O6F̂65QF_G5K

得分

]̂6GFPG6G_I SQ5 ]̂

鳗弧菌 CE'/D*-(('0*)U+ FKLU+C!" f 5O_]̂E]EP F̂K]>N]̂GN6FSEGQSNFQ] %7@$$>%7#!<

鳗弧菌 CE'/D*-(('0*)!#%# FKL!#%#C!" f 5O_]̂E]EP F̂K]>N]̂GN6FSEGQSNFQ] %7@$$>%7#!<

鳗弧菌 CE'/D*-(('0*)!#%# FKL!#%#C$" f 5O_]̂E]EP F̂K]>N]̂GN6FSEGQSNFQ] %7@$=>%7#""

费氏弧菌 CE<-+"%;0- 8aC!D f 5O_]̂E]EP F̂K]>N]̂GN6FSEGQSNFQ] %7@!:>%7$@=

费氏弧菌 CE<-+"%;0- 8aC$! f 5O_]̂E]EP F̂K]>N]̂GN6FSEGQSNFQ] %7@=@>%7=!!

("*$
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## 期 刘&笋"等!! 株水产动物病原弧菌主要分泌性蛋白的鉴定及其分泌性序列的分析 &&

!&讨论

对 ! 种水产动物病原菌主要分泌性蛋白进行

获取纯化后"分别得到了表达量相对较高的鳗弧

菌U+的 !" cO蛋白"鳗弧菌 !#%# 的 !"($" cO蛋

白"费氏弧菌的 !D($! cO 蛋白"质谱鉴定的结果

分别为鳗弧菌的金属蛋白酶"鳗弧菌的金属蛋白

酶(锌金属蛋白酶"费氏弧菌的 4.U'##~#%@= 蛋

白"费氏弧菌 20##= 的外膜蛋白+ 其中"鳗弧菌

!#%# 的 $" cO 蛋白的鉴定结果中"蛋白序列覆盖

率虽然只有 =m"但是鉴定的结果是 $ 个独立的

肽段"所以鉴定结果可靠+ 根据质谱鉴定的蛋白

的序列设计引物"分别用鳗弧菌U+(鳗弧菌 !#%#

和费氏弧菌的基因组;+,做模板"扩增了]EN,C

U+( ]EN,C!#%#( lGKQ]EN,( 4.U'##C#%@= 和

(U?基因并对克隆的基因片段进行了测序+

本实验中分析筛选出了 " 条分泌性序列"利

用0GLKF/?!7% 分析这 " 个序列发现"这些基因都

带有明显的信号肽序列"说明不管是革兰氏阳性

细菌还是阴性细菌"其分泌性蛋白的转运大都依

赖于信号肽的存在)#@ 9$%*

+ 利用?0(*W软件分析

其在细胞中的定位不同"也符合理论的推论!革兰

氏阴性菌中有细胞周质和外膜的存在"分泌蛋白

定位在细胞周质(外膜上或是分泌到细胞外+

分泌性蛋白是目前水产动物病害防治研究的

热点和难点)$#*

"也是极具挑战性的研究领域+ 全

面系统的研究分泌性蛋白不仅有助于全面认识(

分析和解释各种生理和病理现象"而且也为新药

的开发提供更多的选择+ 运用 ;+,重组技术在

细菌等微生物中分泌具有某些有应用前景的生物

活性物质已经在免疫和生物技术等领域得到了广

泛的应用+ 而应用分泌性序列构建具有高量表达

的分泌性载体也就具有了重要的意义+

对于分泌性序列的筛选"大多数研究采用基

因工程捕获的策略进行)$$ 9$!*

"这种方法工作量很

大且假阳性率较高+ 本实验从高表达的分泌性蛋

白的获取入手"经过质谱鉴定(分泌序列的筛选分

析及细胞定位分析后"筛选出了可用于目的菌株

分泌性载体构建的分泌性序列"这对于分泌性表

达载体所需的信号肽序列的筛选"是一种快速高

效的方法"也为应用分泌性序列构建具有高量表

达的分泌性载体提供了可靠的理论和方法依据+
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_̀]6FQB ]̂N5 _̂]̂ GSFQ_G8F_]R PI SN6GQGKL" ]̂a6]Q_S

]KR5L]K5OSL]K]]bN ]̂SSG5K" FKR GSEO_FL]KGQGK

EGQ])'*7d]K]Sz;]8]65NE]K_"#@@$":!@%! 9@#D7

D'+++/*,0-19*0-< .7*20.3.,'0.1213+*,-*0*7/-10*.2+3-19% 'N8'0.,

(',0*-.':.+1:'0*+13'2.9':1-.4.2'27'2':<+.+1306*.-+*,-*0.E*+*N8*2,*+

-/)0OK

#"$

" T,+dqGOC̀OF

#

" 1),+d'G]

#

"

##2'4C+-I6:->6:CD6:8?9>-%=-I54!>%5%J->%6= 6DK-:%=40%9,4:%491496?:;4"K%=%9>:C6D@F:%;?5>?:4"

34556784- 0%9,4:%491494-:;, <=9>%>?>4"/,%=494@;-A4BC6D0%9,4:C8;%4=;49"E%=FA-6&$::%<#"/,%=-'

$2/6554F46D0%9,4:%49-=A +%D48;%4=;4"8,-=F,-%G;4-= !=%H4:9%>C"8,-=F,-%&$%#!%:"/,%=-$
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