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Abstract：In order to determine the molecular mechanism of a highly efficient butachlor-degradation bacterium under cadmium stress at
the protein expression level, the proteome change of Sphingobacterium thalpophilum sp. 15# was studied under cadmium stress. A 10 mg·
L-1 cadmium stress treatment and a control without cadmium were employed. After seven days, the total protein of the strain from both the
stress treatment and the control was sampled and extracted. Then, the differentially expressed proteins between the two treatments were ana⁃
lyzed by 2-D electrophoresis and mass spectrometry. A total of 93 differential protein spots were obtained, including 49 up-regulated pro⁃
tein spots and 44 down-regulated protein spots. 23 protein spots with good reproducibility and exhibiting the most obvious differences were
further analyzed by MALDI-TOF-MS. 15 differential proteins were successfully identified, eight of which were up-regulated and seven of
which were down-regulated. The identified proteins were annotated by bioinformatics of protein functions according to GO and COG. The
proteins exhibiting significant differences were mainly those involved in the metabolism of butachlor, proteins that respond to cadmium
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摘 要：为了从蛋白表达水平阐释丁草胺降解菌应答镉胁迫及胁迫情况下降解丁草胺的分子机制，对丁草胺高效降解菌嗜温鞘

氨醇杆菌（Sphingobacterium thalpophilum）在重金属镉胁迫下蛋白质组变化进行研究，设置 10 mg·L-1镉胁迫处理和不加镉的对照，

7 d后分别取样提取菌株总蛋白，利用双向（2-D）电泳和质谱鉴定技术分析两者之间的差异表达蛋白，并进行差异蛋白功能分析。2-
D电泳结果分析共获得93个差异蛋白点，其中上调蛋白49个，下调蛋白44个。选取重复性好且差异最为明显的23个蛋白质点酶解

脱盐后进行MALDI-TOF-MS分析，成功鉴定出15个差异蛋白，其中8个为上调蛋白，7个为下调蛋白；差异蛋白分别按GO和COG进

行了蛋白功能的生物信息学分类。研究表明：差异显著蛋白主要为参与丁草胺代谢的蛋白、响应镉胁迫敏感蛋白及在镉胁迫下参与

丁草胺代谢的蛋白；获得2个镉高度敏感蛋白（蛋白编号分别为A0A0M7HIV1和A0A0D6IIE6）以及1个抗镉胁迫同时参与丁草胺代

谢的蛋白（蛋白编号为D4FMF4），推测它们在镉胁迫下丁草胺的降解中起重要作用。
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化学农药和重金属是两类最为普遍的土壤环境

污染物，在大多数地区往往同时存在[1]。其中，重金

属镉是土壤中具有潜在危害的重要污染物，其污染程

度越来越受到关注；农药污染中除草剂的污染尤为突

出。丁草胺为氯代乙酰胺类除草剂，是目前我国用量

最大的三大除草剂之一[2-3]。由于其具有用量大、水

溶性高、土壤残留期长的特点，不仅影响后茬作物的

生长，还不可避免地造成生态环境的污染，因此，环境

中丁草胺残留已引起人们的广泛关注。有研究表明，

微生物降解是消除环境中丁草胺的主要方式。目前，

关于丁草胺的微生物降解的报道较多，多数研究集中

在降解菌的筛选、鉴定、降解特性、降解酶以及丁草胺

代谢途径的研究[4-5]。关于丁草胺降解菌株的蛋白质

组学研究较少，重金属胁迫下的蛋白质组学研究更是

鲜见报道[6]。

近年来，随着分子生物学技术的不断发展，研究

微生物在重金属及农药胁迫生理的分子方面的报道

越来越多。目前，研究发现重金属、盐胁迫、极端高温

或低温、化学因子及紫外线等多种逆境因子均能影响

蛋白质的正常合成，同时能够抑制（下调）或者促进

（上调）以及诱导新蛋白质的合成与表达[7-10]。蛋白质

组学能够从生物体或细胞的整体水平上研究蛋白质

的表达和修饰状态，它比传统研究微生物胁迫生物体

生理生化变化更能够深入阐明微生物降解污染物及

对环境的适应机制，对于揭示微生物对恶劣环境适应

能力的规律具有重要的意义。

本研究通过筛选获得一株能耐受镉并高效降解

丁草胺的菌株，通过双向电泳技术，比较双向电泳图

谱差异，并对差异蛋白质进行质谱鉴定及生物信息学

分析，从而探讨降解菌在镉胁迫下蛋白表达的差异，

以期从细菌的蛋白质组学水平上阐明镉胁迫下降解

菌对丁草胺降解和对镉耐受的分子机理。

1 材料与方法

1.1 仪器设备及试剂

分光光度仪（UV1800，美谱达仪器公司），纯水装

置（摩尔公司），超声细胞破碎仪（浙江新芝），IPGhor

等电聚焦仪（GE Healthcare），DALT-SIX SDS-PAGE
电泳仪（GE Healthcare），Ettan-DALT-Six系统水浴循

环仪，ImageScanner 扫描仪（GE Healthcare），PDquest
分析软件（Bio-Rad），4800 Plus MALDI TOF/TOFTM
Analyzer（ABI）。

Immobiline TM DryStrip pH 3-10 NL，24 cm 和

IPG Buffer pH 3-10 NL购自GE公司；Tris-base、Urea、
Thiourea、3 - [（3 -胆酰胺丙基）-二乙胺] -丙磺酸

（CHAPS）、二硫苏糖醇（DTT）、溴酚蓝、十二烷基磺酸

钠（SDS）、碘乙酰胺（IAA）、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、过硫酸铵（APS）、TEMED、2-D电泳样品提取缓冲

液系列、甘氨酸（Gly）、低熔点琼脂糖、乙醇、冰醋酸、

2-D Equilibration Buffer以及非干扰型蛋白质浓度测

定试剂盒均购自生工生物工程（上海）股份有限公司；

CHCA 购自 Sigma 公司；乙腈和三氟乙酸购自 Merck
公司；Mass Standards Kit for the 4700 Proteomics Ana⁃
lyzer购自ABI公司。

1.2 供试菌株筛选及培养基配方

1.2.1 供试菌株筛选

5 g农药厂底层淤泥加入到含 100 mg·L-1丁草胺

的MM培养基中，37 ℃、150 r·min-1振荡培养 7 d。以

1%的接种量转接到新鲜无机盐（MM）培养基中，连续

转接 3 次（转接培养基中丁草胺的浓度逐渐增大）。

取 200 μL菌悬液逐级稀释并涂布在含 200 mg·L-1丁

草胺的MM平板上。待菌落长出后，挑选单菌落进行

划线纯化。纯化获得的菌落依次转接到 50 mL LB液

体培养基中，培养到对数生长期时，转接到 50 mL含

100 mg·L-1丁草胺的MM培养基中，37 ℃、150 r·min-1

振荡培养 3 d，测定丁草胺降解率。在此基础上，筛选

获得优势丁草胺降解菌，并通过菌株纯培养、提取总

DNA、PCR扩增及扩增产物的序列测定，最终实现对

筛选菌株的鉴定。

1.2.2 培养基配方

LB培养基：蛋白胨 10 g，酵母膏 5 g，NaCl 10 g，加
水定容到 1 L，pH 7.0。固体加入 1.5%的琼脂。分装

灭菌后备用。

无机盐（MM）培养基：NH3NO3 1.0 g，K2HPO4 1.5

stress, and proteins involved in the metabolism of butachlor under cadmium stress. Two cadmium-sensitive proteins（protein No.
A0A0M7HIV1 and A0A0D6IIE6, respectively）and one protein that was resistant to cadmium stress and involved in butachlor metabolism
（protein No. D4FMF4）were obtained. The obtained proteins are thought to play an important role in the degradation of butachlor under
cadmium stress.
Keywords：cadmium stress; butachlor; Sphingobacterium thalpophilum; 2-D electrophoresis; proteomics
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g，KH2PO4 0.5 g，MgSO4 0.2 g，NaCl 1.0 g，加水定容到

1 L，pH 7.0。分装灭菌后备用。

1.3 实验设计

将前期分离到的优势菌株在 LB 培养基中活化

24 h后，分别以 2%的接种量接种到 50 mL含 10 mg·
L-1 镉的 20 mg·L-1丁草胺的MM培养基及 50 mL只含

20 mg·L-1丁草胺的 MM 培养基（对照）中，37 ℃、150
r·min-1振荡培养 7 d后，离心收集菌体。处理和对照

分别设置3个重复。

1.4 蛋白样品的提取及定量

采用经典的TCA/丙酮法进行样品中蛋白质的提

取。样品制备方法：取菌体，加入适量蛋白裂解液；

80~100 W超声破碎 3 min；4 ℃，2000 r·min-1离心 30
min，去除沉淀；加适量预冷 TCA 丙酮提取液（10%
TCA 丙酮溶液），适量的 10 mol·L-1 DTT 使其终浓度

为50 mmol·L-1，冰浴下高速匀浆 1 min，-20 ℃沉淀过

夜；4 ℃，12 000 r·min-1离心 30 min；去除上清，沉淀

中加入适当预冷丙酮，轻轻混匀，4 ℃，12 000 r·min-1

离心 30 min，重复此步骤 1~2次；将沉淀适当晾干（不

要特别的干燥），之后沉淀中加入适量蛋白裂解液溶

解蛋白。

采用生工生物的非干扰型蛋白质浓度测定试剂

盒（SK3071）进行蛋白定量。

1.5 双向电泳及凝胶图像分析

委托生工生物工程（上海）股份有限公司进行蛋

白的双向电泳及凝胶图像分析。双向电泳第一相等

电聚焦（IEF）选用 pH 3-10 NL IPG预制干胶条，蛋白

上样量是 150 μg；第二相 SDS-PAGE 凝胶浓度为

12.5%。电泳结束后，凝胶采用AgNO3染色法染色[11]。

两个样品均设置 3 次生物学重复，以获得稳定清晰的

电泳图谱。对脱色后凝胶进行扫描（分辨率≥300
dpi），并使用PDquest 8.0软件对图像进行分析。选取

清晰、没有重叠的各个单一蛋白质点作为有效蛋白质

点，并将表达量倍数变化>2或者<0.5的蛋白质点确

定为差异蛋白质点。

1.6 质谱鉴定样品制备及质谱分析

1.6.1 胶内酶解及Ziptip脱盐

从凝胶上小心切下存在差异的蛋白质点，进行脱

色冻干，加入 5 μL 2.5~10 ng·μL-1测序级Trypsin（Pro⁃
mega）溶液[酶与蛋白质量比为 1∶（20～100）]，37 ℃反

应过夜进行胶内酶解；再用 Ziptip（millipore）进行脱

盐。

1.6.2 MALDI-TOF-MS质谱分析

脱盐后样品委托生工生物工程（上海）股份有限

公司进行蛋白点MALDI-TOF-MS质谱鉴定。取酶解

样品 2 μL，加 20%乙腈复溶；取 1 μL样品，点于样品

靶上，让溶剂自然干燥；取 0.5 μL过饱和 CHCA基质

溶液（溶剂为 50% ACN，0.1% TFA）点至对应靶位上

并自然干燥；样品靶经氮气吹净后放入仪器进靶槽，

进行质谱分析：激光源为 355 nm 波长的 Nd：YAG 激

光器，加速电压为 2 kV，采用正离子模式和自动获取

数据的模式采集数据，PMF 质量扫描范围为 800～
4000 Da，选择信噪比大于 50的母离子进行二级质谱

（MS/MS）分析，每个样品点上选择 8个母离子，二级

MS/MS激光激发2500次，碰撞能量2 kV，CID关闭。

1.7 蛋白数据库检索及生物信息学分析

将获得的蛋白肽质量指纹图谱（PMF），输入到

Mascot网站（http：//www.matrixscience.com/）蛋白质数

据库进行检索，搜索与 PMF相匹配的蛋白质，并完成

功能查询，从而实现差异蛋白质点的鉴定。检索参数

设置如下：Database设置为NCBInr；Taxonomy设置为

Bacteria；Enzyme设置为 Trypsin；Fixed Modification 设

置为 Carbamidomethyl（C）；Variable modifications设置

为Acetyl（Protein N-term），Deamidated（NQ），Dioxida⁃
tion（W），Oxidation（M）；Missed cleavages设置为Allow
up to one；Peptide mass tolerance 设置为±100 mg·L-1；

Fragment Mass Tolerance 设置为±0.2 Da；Mass values
设置为 Monoisotopic。MASCOT 分析中 P<0.05时，认

为蛋白鉴定结果可信。差异蛋白按照 2-D电泳图谱

上的差异点编号、蛋白编号、蛋白名称、所属物种、等

电点、分子量、覆盖度、得分、肽段匹配数及比值等进

行整理，并进行GO功能分析和 COG功能分析，从中

获得一些感兴趣的重要蛋白。

2 结果与分析

2.1 嗜温鞘氨醇杆菌的分离鉴定

通过 1.2.1中菌株的筛选获得多株能够耐受 200
mg·L-1丁草胺菌株的纯培养，进一步通过丁草胺降解

实验，最终获得一株丁草胺高效降解菌，编号为 15#。
通过将 15#菌株进行纯培养、提取菌株总 DNA、16S
rDNA 的 PCR 扩增及将扩增产物送到生工生物工程

（上海）股份有限公司进行序列测定，测定结果（1437
bp）在 NCBI 网站（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）上进

行 BLAST比对，该菌株与革兰氏阴性杆菌——嗜温

鞘氨醇杆菌属菌株（Sphingobacterium thalpophilum

strain S8SF4）的同源性为 99%，最终将筛选到的菌株
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15#鉴定为嗜温鞘氨醇杆菌属菌株（Sphingobacterium

thalpophilum sp.），GeneBank 登录号KJ452209。
2.2 双向电泳图谱分析

双向电泳后的凝胶图进行图像采集后，利用 PD⁃
Quest 8.0图像分析软件对凝胶图像进行差异比对分

析，每个处理的 3块胶图分别来自于 3个独立的生物

学重复试验。只有那些重复性好（3块胶上均出现）、

蛋白的丰度比即差异倍数>2 或者<0.5，且经统计检

验 P-value<0.05的显著性差异的蛋白点才可以认定

为差异表达的蛋白点。通过只加丁草胺和丁草胺-
镉复合处理组之间的差异比对分析，共鉴定到差异表

达蛋白点 93个（图 1），其中上调蛋白共 49个，占差异

蛋白总数的 52.7%，下调蛋白 44个，占差异蛋白总数

的47.3%。

2.3 差异蛋白点的质谱鉴定

分析 2个处理 2-D图谱共得到差异蛋白质点 93
个，分别将选出的 23个重复性好且最为明显的差异

蛋白质点从凝胶上取下，经胰蛋白酶胶内酶解消化

后，利用MALDI-TOF-MS 技术对其进行质谱检测，质

谱检测得到的肽质量指纹图谱（PMF）数据和二级质

谱图数据结合形成混合谱，再用 Mascot（http：//www.
matrixscience.com/）软件对数据库进行搜索。结果显

示，在 23个重复性好且最为明显的差异蛋白质点中，

成功鉴定出 15个差异蛋白点，其中上调蛋白 8个，占

差异蛋白的 53.3%，均为镉胁迫下蛋白表达量明显增

加的蛋白，下调蛋白 7个，占差异蛋白的 46.7%，均为

镉胁迫下蛋白表达量明显减少的蛋白，相关信息见表

1。对于鉴定到的蛋白，可以通过NCBI数据库和Uni⁃
Prot数据库（https：//www.uniprot.org/）进一步查询，也

可以通过 BLAST（http：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/）比对

得到同源或功能相似的蛋白，从而进行后续的生物信

息学分析。

2.4 蛋白质相对分子质量（MW）和等电点（pI）的分布

蛋白质相对分子质量（MW）和等电点（pI）含有生

物学与病理学中生物标记物和信号分子的重要信息，

所以在蛋白质组学研究中蛋白质相对分子质量

（MW）和等电点（pI）分布引起广泛关注。成功鉴定的

15个差异蛋白点，其等电点（PI）和分子量变化如图 2
所示。等电点在 3~4之间没有蛋白点的分布，等电点

在 6~7之间的蛋白数目最多（5个），占鉴定到的差异

蛋白总量的 33.3%；等电点在 7~8之间的蛋白数目最

少（1个），占总蛋白的 6.7%；等电点在 4~5与 5~6区段

的蛋白数目和 9~10区段的蛋白数目一致，均为 2个，

占总蛋白的 13.3%。差异蛋白分子量分布差别较大，

图1 镉胁迫下丁草胺降解菌总蛋白的双向电泳图谱

Figure 1 2-D electrophoresis of protein extracted from butachlor-degradation bacteria under cadmium stress

A（CK），只加20 mg·L-1丁草胺；B，20 mg·L-1丁草胺+10 mg·L-1 Cd
A（CK），20 mg·L-1 butachlor；B，20 mg·L-1 butachlor +10 mg·L-1 Cd
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差异蛋白主要集中在分子量范围为10 kDa~20 kDa之
间的区间，该区间蛋白数量为 8个，占鉴定到的差异

蛋白总量的 53.3%，其他分子量区间差异蛋白数量均

很少，其中分子量在 30 kDa~40 kDa之间差异蛋白数

为 2个，占总差异蛋白总数的 13.3%，其他区段差异蛋

白数均为1个，分别占总差异蛋白的6.7%。

2.5 差异蛋白的生物信息学分析

Gene Ontology（简称GO）已经成为生物信息领域

中一个极为重要的方法和工具。本文针对鉴定出的

所有蛋白进行了GO功能注释分析（图 3）。由图 3可

以看出，这 15个差异表达蛋白参与了 4个生物学过

程，分别为代谢过程（40%）、生物合成过程（33.3%）、

跨膜转运（13.3%）和蛋白折叠等细胞过程（20%）；细

胞组分类别分析发现，这 15个差异表达蛋白可以定

位到细胞膜、细胞周质间隙、细胞质、细胞外膜等，其

中能够定位到细胞和细胞膜的差异表达蛋白所占比

差异点编号
Differential
protein No.

7807
3115

6013
5822
30

5017
8515

9011
5016

2008
108

9012

8012

6421
6019

蛋白编号
Protein No.

A0A0X8NUY9
A0A1D8I3M6

A0A0L8EMT7
A0A179SZJ6
A0A0M7GIQ5
A0A255QDH8
A0A0D6IPR6

A0A0D6IIE6
A0A0M7C113

F7SZD6
D4FMF4

A0A0M7HIV1

A0A0D6IHY0

A0A1Q9X6E6
A0A226Y9S6

蛋白名称
Protein name

GMC family oxidoreductase
Ubiquinol-cytochrome C reductase

iron-sulfur subunit
azurin

3-methylcrotonyl-CoA carboxylase
co-chaperone GroES
co-chaperone GroES

branched-chain amino acid ABC
transporter substrate-binding protein

Uncharacterized protein
copper chaperone PCu（A）C

LysM domain-containing protein 4
intracellular protease，PfpI family

MULTISPECIES：OmpA family protein
[Photosystem I P700 chlorophyll a

apoprotein A2]
MULTISPECIES：DUF883 domain-

containing protein
MULTISPECIES：malate dehydrogenase
MULTISPECIES：Hcp1 family type VI

secretion system effector

物种
Species

Achromobacter insuavis

Achromobacter xylosoxidans
NH44784-1996

Achromobacter sp. DMS1
Achromobacter xylosoxidans C54
Achromobacter sp. ATCC31444

Alicycliphilus sp. 69-12
Achromobacter xylosoxidans

Achromobacter xylosoxidans

Achromobacter sp.
2789STDY5608607

Achromobacter insuavis AXX-A
Staphylococcus epidermidis

NIHLM088
Achromobacter

Achromobacter

Achromobacter

Achromobacter

等电点PI

8.25
6.41

8.33
5.67
5.20
4.95
7.68

9.30
6.59

6.54
4.52

9.39

8.04

6.16
6.06

分子量MW

65 136
18 233

16 008
50 628
10 171
10 426
44 309

8599
17 298

38 396
19 599

21 125

11 488

35 488
18 558

覆盖度
Coverage/%

6
23

18
7
20
20
7

15
20

7
59

19

22

22
38

得分
Score
167
195

179
166
104
96
87

117
144

194
594

203

212

583
359

匹配肽段数
Peptide No.

2
2

2
2
1
1
1

1
2

2
5

2

2

6
3

比值
Ratio
0.07
0.04

0.27
0.14
9.28
8.33
0.33

77.67
11.62

4.33
11.20

149.08

4.05

11.72
5.38

蛋白表达水平
Protein expression

level
↓
↓

↓
↓
↑
↑
↓

↑
↑

↑
↑

↑

↑

↓
↓

表1 差异蛋白点的鉴定结果

Table 1 Identification of the differential protein points

图2 差异蛋白等电点和分子量分布

Figure 2 Isoelectric point and molecular weight distribution of difference proteins
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s

蛋白分子量Protein molecular weight/kDa
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4

2
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例分别为 53.3% 和 40%，两者所占的比例之和为

93.3%；分子功能类别共分为 4个亚类，其中催化和结

合亚类所占比例最高，均占差异表达蛋白的 40%，转

移活性和电子载体活动分别为13.3%和6.7%。

为了更加深入地了解鉴定到的差异蛋白的生物

学功能，我们还对所鉴定到的 15个差异表达蛋白通

过NCBI网站中的BLAST与COG数据库进行比对，得

到相应的注释结果，从而进行蛋白相邻类的聚簇

（Cluster of orthologous groups of proteins，简称COG）功

能分类（图 4）。由图 4可见，15个差异蛋白按功能分

为E、M、U、I、C、J、R、P、O和 S共 10组，分别为氨基酸

转运和代谢、细胞壁/膜/生物起源、细胞内的贩运、分

泌和囊泡运输、脂质转运和代谢、能量产生和转换、翻

译、核糖体结构和生物遗传、通用功能预测、无机离子

转运和代谢、翻译后修饰、蛋白转角和伴侣功能以及

未知功能。其中，具有能量产生和转换功能的蛋白最

多，占差异表达蛋白总量的 20%；其次为脂质转运和

代谢、通用功能预测、翻译后修饰、蛋白质转化和伴侣

功能的蛋白，分别占差异表达蛋白总量的 13.3%；这 4
类蛋白数量占有COG注释蛋白数量的60%。

3 讨论

与传统的研究微生物胁迫的生理生化变化相比，

蛋白质组学从生物体或者细胞的整体水平上研究蛋

图3 差异蛋白表达的GO分析（包括分子功能、细胞组成和生物过程）

Figure 3 The GO enrichment analysis of differences expressed proteins（molecular function；cell component；biological process）

图4 差异蛋白点的COG注释图

Figure 4 COG annotation diagram of the differential protein points

2
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翻译后修饰、蛋白转角和伴侣功能Posttranslational modification, protein turnover,chaperones
无机离子转运和代谢Inorganic ion transport and metabolism

通用功能预测General function prediction only
翻译、核糖体结构和生物遗传Translation, ribosomal structure and biogenesis

能量产生和转换Energy production and conversion
脂类转运和代谢Lipid transport and metabolism

细胞内的贩运、分泌和囊泡运输Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
细胞壁/膜/生物起源Cell wall/membrane/envelope biogenesis

功能未知Function unknown
氨基酸转运和代谢Amino acid transport and metabolism 0 1 2 3 4

1
2

3
1

1
1
1
1
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白质在胁迫情况下的表达和修饰状态，能够从更深层

次揭示微生物对环境的适应机制，具有重要的理论意

义。本文采用双向电泳这一经典技术研究了镉胁迫

下丁草胺降解菌降解丁草胺的蛋白质组学研究。通

过前期的筛选，我们获得了一株能够高效降解丁草胺

的嗜温鞘氨醇杆菌菌株（Sphingobacterium thalpophi⁃

lum sp.），该菌在丁草胺降解试验中表现优异（结果未

在本文列出）。通过只加丁草胺处理和丁草胺-镉复

合处理组之间的 2D电泳图谱进行差异比对分析，我

们共鉴定到差异表达蛋白点 93个（图 1），其中上调蛋

白共 49个，均是在镉胁迫下通过诱导表达从而导致

蛋白含量增加；93个差异蛋白点中，鉴定到的下调蛋

白共 44个，均在只加丁草胺处理的 2D电泳胶图上较

为明显，说明在镉的胁迫下这些蛋白的表达受到一定

程度的抑制。为了进一步明确差异蛋白的性质，对差

异蛋白进行了质谱分析。由表 2也可以看出，丁草胺

单独处理及丁草胺-镉复合处理的样品经质谱鉴定

到的差异蛋白表达水平有上调也有下调，其中 8个蛋

白在丁草胺-镉复合处理后的菌株中表现上调，7个

蛋白在加镉处理后的菌株中表达量下降。但是鉴定

到的这 15个蛋白不论是表达量增加还是减少，在镉

胁迫下依然能够显著表达，说明这些差异蛋白同时也

是镉耐受蛋白。这与 Silver[12]所报道的细菌中存在多

种抗金属的基因，当受到外界重金属胁迫时，能够编

码对金属产生耐性的蛋白的结论相吻合。

本文分别对鉴定到的 15个差异蛋白分别进行了

GO功能注释分析和 COG功能分类。本文中鉴定到

的位于细胞质中差异点编号为 30和 5017的 co-chap⁃
erone GroES （ 蛋 白 编 号 为 A0A0M7GIQ5 和

A0A255QDH8）以及差异点编号为 5016 的无机离子

转运蛋白 copper chaperone PCu（A）C蛋白分别属于分

子伴侣蛋白的一种，在镉胁迫下其表达量明显上调

（分别是只加丁草胺处理的蛋白表达量的 9.28、8.33
倍和 11.62倍）。其中，两种 co-chaperone GroES蛋白

能够在Mg-ATP的作用下辅助位于质体的伴侣蛋白

Cpn60 与底物的结合并抑制 ATP 酶活性。Copper
chaperone PCu（A）C蛋白经功能分析后发现，该蛋白

主要参与无机离子的转运与代谢，因此，加镉处理菌

株中该蛋白表达上调。有研究表明，分子伴侣蛋白往

往具有多种功能，如胁迫保护防止交联聚沉，转运，调

节转录和复制，组装细胞骨架，通常是在应激反应情

况下产生的。近年来的研究表明在正常生长条件下，

这类蛋白仍少量存在，对蛋白跨膜运输，结构折叠也

有重要作用。当受到重金属胁迫时，该类蛋白表达量

会增加，过量表达水平与胁迫程度呈正相关[13]。微生

物在长期的进化过程中，形成了自己独特的信号转导

系统以响应外界环境的胁迫，从而产生了一些响应胁

迫的蛋白质。在鉴定到的所有上调蛋白中，相对于单

独丁草胺处理，加镉处理后上调幅度最大的为光合系

统Ⅰ叶绿体脱辅基蛋白 PSⅠP700（差异点编号为

9012，蛋 白 编 号 为 A0A0M7HIV1，差 异 倍 数 为

149.08），GO功能注释分析发现该蛋白为一种外膜蛋

白，分子功能为氧化胁迫的信号肽，结合COG功能分

类分析推测该蛋白在镉由细胞外向细胞内转运过程

中起了关键作用，是菌株响应镉胁迫的敏感蛋白，与

菌株抗镉密切相关。在鉴定到的上调蛋白中，还有一

个在镉胁迫后蛋白表达量显著增加，且增加程度仅次

于光合系统Ⅰ叶绿体脱辅基蛋白 PSⅠP700 的蛋白

（蛋白编号为A0A0D6IIE6，差异点编号为9011），该蛋

白为功能未知蛋白，在镉存在时其表达水平是单一丁

草胺处理菌株中的 77.67倍，推测镉的存在刺激了该

蛋白的表达，说明该蛋白与菌株抗镉之间存在着某种

密切联系，该蛋白同样作为镉胁迫的敏感蛋白，也是

值得我们深入研究的蛋白之一。

差异点编号为 8515的氨基酸转运蛋白（蛋白编

号为A0A0D6IPR6）主要参与降解菌株对丁草胺的代

谢，镉胁迫情况下该蛋白的表达水平为下调，说明降

解菌株对丁草胺的代谢受到一定程度的抑制。该结

论与王金花[14]的推测相一致。GMC氧化还原酶广泛

存在于原核生物和真核生物中，主要作用是参与碳水

化合物的代谢。差异点编号为 7807 的 GMC 氧化还

原酶蛋白（蛋白编号为 A0A0D6IPR6）在处理中也表

现为下调，同样说明镉胁迫下钙蛋白的表达受到一定

程度的抑制。

另外，在GO分析和COG分析中，我们还发现，所

有参与代谢的蛋白中大多数蛋白在镉胁迫下均表现

为下调表达，只有蛋白编号为D4FMF4的蛋白为嗜热

家族（PfpI）蛋白（差一点编号为 108）表现为上调，说

明该蛋白能够在镉胁迫下抗镉的同时参与丁草胺的

代谢。通过查阅文献，我们发现该类蛋白具有多种生

物学功能，最典型的就是抗氧化应激功能，随着氧化

应激的积累，该蛋白对氧化应激的敏感性随之增高，

从而蛋白表达水平上调。关于其抗氧化的机制，相关

研究表明有以下几种方式：自身构型改变、分子伴侣

作用、通过保护线粒体功能抵抗氧化应激以及调控抗

氧化应激相关基因等[15]。该蛋白以及其抗氧化机制
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也是一个非常值得深入研究的课题。

4 结论

（1）筛选到一株镉胁迫下丁草胺高效降解菌株

15#，经 16S rDNA基因测序及序列比对分析，该菌株

鉴定为革兰氏阴性杆菌——嗜温鞘氨醇杆菌（Sphin⁃

gobacterium thalpophilum sp.），GeneBank 登 录 号

KJ452209。
（2）通过不同处理间的双向电泳图谱差异比对分

析，共鉴定到差异表达蛋白点 93个，其中上调蛋白 49
个，下调蛋白 44个。在重复性好且差异最为明显的

23个蛋白质点中，利用MALDI-TOF-MS技术成功鉴

定出 15个差异蛋白，其中 8个为上调蛋白，7个为下

调蛋白，且这些蛋白的等电点主要分布在 6~7之间，

分子量范围主要集中在10 kDa~20 kDa之间的区间。

（3）鉴定到的 15个蛋白在镉处理下均能显著表

达，说明这些差异蛋白同时也是镉耐受蛋白。这 15
个蛋白总共分为两大类，一类为参与丁草胺代谢的蛋

白，另一类为响应镉胁迫敏感蛋白及在抗镉情况下参

与丁草胺代谢的蛋白。

（4）分析发现，镉胁迫下上调幅度最大的两个

敏 感 蛋 白（蛋 白 编 号 分 别 为 A0A0M7HIV1 和

A0A0D6IIE6）以及抗镉胁迫的同时参与丁草胺代谢

的蛋白（蛋白编号为D4FMF4），均为今后延续性研究

中需要重点研究的三个蛋白。
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