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微生物基因组研究作为人类基因组计划的一部分 , 对人类基因组计划及微生物学 ,甚至整个生命科

学都产生巨大的影响[ 1] 。人类基因组测序已经取得突破性进展 ,现已绘制完毕人类基因组的工作草图 ,

人类基因组计划即将提前完成。目前已采用 DNA RNA 芯片和基因表达序列分析(serial analysis of gene

expression , SAGE)来研究基因组的功能[ 2 ,3] 。但随着对基因组研究的深入 , 人们认识到单纯从基因组信息

并不可能完全揭示生命的奥秘。因为蛋白质是生物功能的体现者 ,这使我们不得不考虑基因编码的蛋

白质有什么功能。不仅如此 ,基因在转录 、翻译后产生蛋白质的过程中 ,存在着转录水平 、翻译水平的调

控 ,蛋白质往往还要经过剪接 、修饰加工之后 ,最终才成为有功能的蛋白质 , 而且不同组织 、不同的分化

程度 、在不同环境下 , 生物体所表达的蛋白质是不同的。所以单纯从基因组水平上并不能完全揭示生命

活动规律。在这种背景下 ,蛋白质组学(proteomics)应运而生[ 4] 。蛋白质组学研究主要采用二维电泳技

术 ,生物质谱技术和生物信息学等工具[ 5] 。

微生物蛋白质组学研究的基本目标是鉴定与微生物活动相关的蛋白质。在不同的环境条件下 , 微

生物相关功能基因组得到表达。用二维电泳将其大量的蛋白质进行分离 , 比较二维电泳图谱的差异 , 再

对这些差异蛋白质进行鉴定 ,可以确定与微生物生理活动相关的基因 , 从而阐明微生物基因组功能[ 6] 。

对微生物蛋白质组学尤其是病原微生物蛋白质组学的研究将对生命科学及人类疾病的防治起到关键性

的作用。本文将对微生物蛋白质组学研究进展及其意义作一简要概述。

1　胁迫条件下的微生物蛋白质组学

微生物可以适应不同环境 ,包括极端恶劣环境(极酸 , 高温 , 高渗等)。研究其在不同生长环境中的

基因表达情况 ,可以阐明微生物适应环境的分子机制 ,有助于发现具有明显生物活性的蛋白分子 ,造福

于人类。
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目前对微生物蛋白质组学研究相当一部分集中在微生物胁迫生理方面。由于蛋白质组学的特点 ,

决定了它比传统研究微生物胁迫生理的方法更能够深入阐明微生物适应多样化环境的机制。

Mǜ nchbach 等对大豆慢生根瘤菌(Bradyrhizobium japonicum)的热休克应答进行研究 , 发现其表达一些已经

确定与热休克有关的大分子热休克蛋白 ,同时发现了与热休克应答有关的新的小分子热休克蛋白[ 7] , 是

对热休克应答研究的有益补充。 PhanThanh 等对单核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)在乙醇 、脱

氧胆酸和 SDS 存在下的蛋白质组学分析发现 , 有一些蛋白质均参与了这些胁迫反应[8] ,这表明微生物对

胁迫条件的适应可能具有相同的反应机制。而 Mannazzu 等对多型汉逊酵母(Hansenula polymorpha)在钒

酸盐 , 铜离子和氧化胁迫条件下的蛋白质组学研究也得出同样的结论[ 9] 。这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。Guerreiro等对苜蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium meliloti)模拟自然感染

过程中的对数生长早晚期的比较研究 ,发现了与共生有关的基因 ,有助于阐明其共生机制[ 10] 。对流感

嗜血杆菌(Haemophilus influenzae)和流产布鲁氏菌(Brucella abortus)等病原微生物在培养条件和模拟感染

胁迫下的蛋白质组分析对于进一步了解其致病过程具有重要意义。而对高温生活的激烈热球菌(Pyro-

coccus furiosus)等嗜热微生物蛋白质组学的研究 ,有助于寻找高热稳定性的酶类 , 将极大改善人们的生产

活动[ 11] 。对尿肠球菌(Enterococcus faecalis)和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)等微生物在碳 、氮 、磷等营养

元素缺乏条件下的蛋白质组学研究将有助于阐明微生物在不适于生存的条件下的适应机制[12 , 13] 。 我们

在对嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophia)的蛋白质组学的研究中 , 确定了其调节适应不同温度变化的蛋

白质组群 ,有利于阐明微生物生长具有最适生长温度 、生长温度和不适温度的分子机理[ 14] 。

2　病原微生物蛋白质组学

对于病原微生物尤其是基因组已经得到测序的病原微生物的蛋白质组学研究有助于深入了解病原

微生物的致病机理 ,将对新药的开发和新疫苗的研制带来革命性的变化。

比较基因组学是基因组学的重要分支 ,现已成为研究生物基因组的最重要的策略与手段之一 , 而比

较蛋白质组学同样在蛋白质组学研究中占据重要地位。通过比较蛋白质组学的研究 , 有助于发现与其

致病性有关的基因。Deiwick等通过对有毒株和无毒株的鼠伤寒杆菌(Salmonella typhimurium)蛋白质组

的比较 ,确定了致病性基因 , 而且发现了毒力岛 2(SPI2)调节子[ 15] 。有关结核分歧杆菌(Mycobacterium tu-

berculosis)和牛分歧杆菌(Mycobacterium bovis BCG)的比较蛋白质组学的研究 ,对新疫苗的研制和结核病的

防制提供了新的思路[ 16] 。而通过蛋白质组学技术与免疫印迹的结合 , 已经在患者血清中鉴定了白色链

球菌(Candida albicans)和砂眼衣原体(Chlamydia trachomatis)的免疫原性蛋白质。这些免疫性抗原可作为

监测疾病进展的一种指标 ,将成为研制新疫苗的对象 ,有助于摆脱传统的疫苗研制的束缚 , 加快新疫苗

的研制[ 17 ,18] 。

病原微生物的耐药性已经引起人们的广泛关注。由于蛋白质组学是在整体水平对生命活动作动态

的全局的研究 ,因而它提供了研究微生物耐药性一个强有利的工具。采用蛋白质组学方法对微生物耐

药性的研究能够全面阐明微生物耐药性机制 ,寻找新药物靶标 ,对于研制和筛选新的抗菌药物具有重要

的意义[ 19] 。

3　微生物生理的定量蛋白质组学

在对微生物的蛋白质组进行研究过程中 ,已经发现与微生物生理有关的蛋白质被诱导表达。我们

采用动态观察方法 ,研究了与嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophia)新陈代谢有关的蛋白质组群 , 为阐明微

生物生长的生理规律提供了一条新途径[20] 。目前 , 更重视研究生理相关蛋白质表达量上的变化 ,因而

必须对这些蛋白质进行定量分析。研究定量蛋白质组学的方法主要有两种。一种是在实验组培养基中

直接加入稳定性同位素(主要有2H , 13C , 15N 等)进行标记 , 而与对照组微生物合成的蛋白质相比较而言 ,

二者合成的蛋白质具有相同的物理化学性质 , 只是分子量的细微不同 ,前者较“重” , 而后者较“轻” , 将二
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者的同一目的蛋白质混合 ,再通过质谱分析 , 根据两者质谱峰值比就可以确定该蛋白质在不同条件下的

相对表达量。另一种方法则是在微生物的蛋白质样品进行分离后 , 再加入同位素标记的亲和标签(iso-

tope-code affinity tags , ICAT)。它是用一个连接子将生物素和一个可以与巯基特异反应的活性基团相连

而成的一个复合分子。实验组加入的 ICAT中连接子的 H 原子被 8 个氘所替换(d8-ICAT),对照组加入

的 ICAT则无同位素标记(d0-ICAT)。 ICAT 可特异地使蛋白质中的Cys 残基发生烷基化 , 然后再将实验组

与对照组的目的蛋白质混合 , 进行酶解 , 亲和分离后再通过质谱确定“重”(d8-ICAT 标记)和“轻”(d0-

ICAT标记)的质谱峰值比 , 以确定该蛋白质在不同条件下相对表达量变化。 与前一种方法相比 , 由于

ICAT 是在样品分离后加入的 ,因而可先将目的蛋白进行分离与富集 , 这样就解决了定量蛋白质组学的

瓶颈———微量表达蛋白质的定量分析。同时它也适用于高等动物的定量蛋白质组学 , 具有广阔的应用

前景[ 21] 。

4　微生物亚蛋白质组学

目前的蛋白质组学技术还没有办法完全确定微生物基因组表达的所有蛋白质 , 同时 , 在许多情况下

我们也完全没有必要分析基因组表达的所有蛋白质以获取我们所需要的信息。因此 , 通过对微生物亚

蛋白质组学的研究 ,也可以进一步阐明微生物重要生理过程的基本信息。Houry等采用免疫沉淀和蛋白

质组学技术分析了GroEL的胞内底物 ,发现 GroEL参与大约300种新翻译多肽的形成[22] 。Mogok 等采用

同样的方法研究了大肠杆菌(Escherichia coli)中的热稳定蛋白组分从而确定了 DnaK 系统是一个非常有

效的抗聚集的伴侣分子[ 23] 。对大肠杆菌核糖体的研究可以对某一蛋白的折叠动力学以及与核糖体相

互作用的其它组分进行研究。目前还有关于其它微生物亚蛋白质组分如调节子 、刺激子 、核酸结合蛋白

的研究[ 24] 。病原微生物膜蛋白尤其是外膜蛋白可能在致病过程中起着重要的作用 ,它也可诱发宿主的

特异性和保护性免疫反应 ,因而研究病原微生物的膜蛋白具有重要意义。但由于膜蛋白的疏水性等特

殊性 ,给分离膜蛋白带来了困难。Molley 等改进了膜蛋白的二维电泳技术 , 所获得的膜蛋白数是从大肠

杆菌基因组预测的外膜蛋白质总数的 80%[ 25] 。该技术将为研究病原微生物的致病机制和疫苗的研制

起到重要的作用。

5　基因工程微生物蛋白质组学

微生物基因组虽然取得了巨大成绩 ,对已测序的微生物序列分析表明尚有二分之一的基因功能未

知。蛋白质组学只是在蛋白质水平上对生命现象进行研究 , 但单从蛋白质水平是不够的 , 它还要与遗传

学 ,分子生物学和生物物理学等学科相结合 , 才能了解整个基因组的功能 , 从而全面地阐释生命的本质。

De Backer等通过基因敲除技术将白色链球菌的 CGT1基因去除 , 意外发现白色链球菌的蛋白组发

生变化 ,且敲除后的白色链球菌对潮霉素 B 和高温具有抗性 , 从而阐明了与 CGT1 基因有关的生理活

动[ 26] 。Guerreiro等也通过蛋白质组学结合基因突变技术研究了大豆根瘤菌(Rhizobium leguminosarum)胞

外多糖合成基因(pssA)的功能 , 研究发现 , pssA 突变引起了 20 多种基因表达水平的上升[ 27] 。而 Antel-

mann等则结合了转录分析技术研究了枯草杆菌在磷缺乏条件下的蛋白质组 ,发现了 pho调节子的新成

员 glpQ 和 ydhF , 从而进一步阐明了 pho 调节子的功能[ 13] 。这些研究说明了蛋白质组学结合其它生物学

技术对全面阐明微生物基因组功能起着重要作用。

6　微生物蛋白质组学与基因组学和生物信息学

随着人类基因组测序的完成 ,各类生物信息学数据库急剧增长 ,生物信息学日益成为生命科学研究

的强有力工具。随着生物信息学的发展 ,当前的人类及模式生物的基因克隆可通过生物信息学的帮助

来实现。运用生物信息学与基因组学的技术将提供一种快速克隆人类基因的途径[ 28 , 29] 。而当蛋白质组

学与基因组学和生物信息学相结合 , 将极大加快生命科学研究的进程。 Chakravarti等提供了这样的例
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子 ,他们先通过生物分析软件对流感嗜血杆菌(Haemophilus influenzae)的基因组进行分析 , 找到了可能编

码某外膜蛋白的基因。通过蛋白质组学的方法对流感嗜血杆菌蛋白质组进行分析 , 鉴定了该蛋白质为

可能被研制为新疫苗的外膜蛋白 P6 ,对于新一代流感嗜血杆菌疫苗的研制起到促进作用[30] 。同样它也

可用于其它类型疫苗的研制。结合了生物信息学和基因组学的蛋白质组学将为人类疾病的防治起着重

要作用。

7　展望

随着微生物蛋白质组学研究的深入 ,它将对微生物学和医学的研究起到积极的促进作用。对于模

式微生物蛋白质组学的研究将为原核生物及真核生物提供一个研究基因和基因组功能的模式。而要彻

底阐明微生物基因组功能 ,单靠蛋白质组学是不够的 ,它必须与基因组学 ,生物信息学和遗传学等学科

结合 ,最终才能从基因组学—转录组学—蛋白质组学—代谢组学四个层次上对微生物基因组功能进行

全面阐述。
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