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[摘要 ] 海栖热袍菌 (Therm otog am aritima MS8 )是一种极端嗜热厌氧菌,细胞始终被一种鞘结构所包围,并且鞘在细胞两端

呈现气囊状.通过膜截留法、透析法和等密度梯度离心法对鞘进行提纯,其中密度梯度离心法提纯的效果较理想.通过 TLC分

析,鞘由糖、蛋白、脂类组成,偏向膜的性质.通过对鞘的敏感性研究,发现蛋白酶 K可以帮助鞘形成孔洞,并且仍可保留细胞的

完整性,这可能有助于进一步促进 T. mari tim aM S8基因转化工作的发展.
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Abstrac t: Therm otoga m aritim aM S8 is strictly anaerobic and ex trem ely therm ophilic. The rod- shaped cells are surroun-

ded w ith sheath like structure ba lloon ing over the ends o f the rods. In contrast to the app lication o f centr ifugationa lm em-

brane filter o r d ia lysis, the m ethod of sucrose isopycnic grad ient centr ifugation was m ore su itab le. Through the analysis

o f th in- layer chroma tog raphy, sheath was com posed of pro te ins, lipids and saccharide. It resemb led the cha racte rization

o f outerm embrane. And shea th was sensitiv e to P rote inase K w hile the ce ll was still a live. Th is findingm ay prom o te the

transform ation study ofThermo toga m ar itima.
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海栖热袍菌 (Thermotogamaritima MS8)是一种来自海洋的极端嗜热厌氧菌,其最适生长温度在 80 ,

最高可达 90 .而且其具有较完整的纤维素、半纤维素分解酶系, 因此 T. maritima MS8具有通过基因转

化被改造成乙醇生产菌的极大优势, 更有利于乙醇生产中发酵与蒸馏工艺的同步进行.

然而 T. maritimaMS8细胞被一种鞘结构所包围,在对数生长期时,鞘在棒状细胞的两端呈现为气囊

状.且无论是处于室温还是在 85 的高温,无论是刚通过缢缩方式增殖的细胞还是处于稳定期的细胞,这

种鞘都始终存在.这给 T. maritima MS8的基因转化工作造成了一个天然的屏障.

通过本项研究,确定 T. maritimaMS8鞘的分离纯化方案,对鞘成分进行了初步分析, 探索了部分使鞘

不稳定的物质,为进一步促进 T. maritimaMS8的基因转化工作的研究奠定了基础.

1 材料与方法

1 1 主要试剂

CENTREX m icrofilter购自 Sch leicher& Schuel;l RNase, DNase I, HEPES, 溶菌酶均购自 S igma公司;
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Prote inase K购自 Merk公司; Spectrum D ialysis M embranes, 氨基酸标样 ( Ile, A la, G ly, Cys, Lys, G lu, Pro,

A sp) ,糖标样 (鼠李糖、半乳糖、葡萄糖 ), NaN3均购自上海生工生物工程技术服务有限公司; EcoR I购自

宝生物工程有限公司.

1 2 菌种培养

Thermo toga maritima MS8由佐治亚大学 M ichaelW. W. Adams博士惠赠.

T. maritimaMS8以 2%接种量接种于 TBXY培养基, 80 下培养至对数生长期, 8 000 g,离心 10m in

收集菌体, 5 mmo l /L HEPES缓冲液 ( pH 7 5)洗涤后, - 20 保存. TBXY培养基成分: KH2 PO4 1 5 g /L,

N a2HPO4 12H 2O 4 2 g /L, NH 4C l 0 5 g /L, NaC l 28 g /L, M gC l2 6H2O 0 196 g /L, D - 木糖 0 4%, 酵母粉

0 5%,刃天青 1mg /L, 另外再加入微量元素
[ 1 ]
、维生素

[ 1]
和还原剂, pH 6 5. 培养基煮沸分装于预先充氮

的厌氧高压瓶中,继续充氮排氧 15m in,稍冷却后加还原剂,密封灭菌.

还原剂成分: N aOH ( 0 2mo l/L ) 200mL; N a2 S 9H 2O 2 5 g; C yste ineHC lH2O 2 5 g. N aOH溶液煮沸充

氮排氧 15m in,稍冷却加 Na2S 9H2O和 CysteineHC lH2O.

1 3 鞘的提纯

1 3 1 膜截留法

收集的 T. maritima MS8对数生长后期的细胞,用 5mmol /L HEPES低渗缓冲液 ( pH 7 5)重悬, 加入

溶菌酶 ( 3 mg /mL) , 37 下温育 3 h以破细胞, 加 Triton X- 100( 2% )溶解质膜, NaN3 ( 0 02% )以防腐,然

后加入 RN ase ( 100 g /mL)、DN ase ( 50U /mL)、EcoR ( 120 U /mL) 37 下轻轻振荡过夜, 而后加入

Prote inase K ( 3mg /mL) 37 作用 3 h以去除蛋白, 最后低速离心除去残存未破细胞后的上清即为鞘粗提

液.将粗提液再经微孔滤器 ( CENTREX centrifugat ionalm icrofilter, 0 45 m ) 1 500 g离心 10m in截留鞘,

用 5mmo l/L HEPES缓冲液 ( pH 7 5)洗涤 3次后,倒置离心收集鞘.

1 3 2 透析法

获得鞘粗提液的基本步骤同 1 3 1, 将鞘粗提液用 Spectrum纤维素透析袋 (MWCO 300, 000), 在含

N aN3的 5mmo l/L HEPES缓冲液 ( pH 7 5)中 4 透析,其间更换 3次透析缓冲液, 然后用 PEG20000浓缩

收集鞘.

1 3 3 等密度梯度离心法

收集 T. maritimaMS8对数生长后期的细胞, 5mmo l/L HEPES缓冲液 ( pH 7 5)重悬, 低功率超声波破

碎 ( 40W, 2m in, 0 ) ,低速 6 000 g离心 10m in去除未破的细胞,取上清 40 000 g离心 45m in,获得鞘

粗提物,用 5mmo l/L HEPES缓冲液 ( pH 7 5)洗涤 3次,并重悬,然后经 30% ~ 65% 蔗糖梯度 40 000 g,

离心 2 h后,收集密度在 1 21 g /mL的白色条带,即得纯化的鞘. (此后的成分分析均是针对此方法纯化的

鞘展开的 ).

1 4 电镜负染

新收集的细胞或纯化的鞘,滴加在铜网上,滤纸吸去多余液体,用 1 5%磷钨酸钠 ( pH 7 0)染色 10 s,

再用滤纸吸去多余液体,室温下干燥器中干燥后,以日立 - 600- 2型透射电镜观察.
[ 2, 3 ]

1 5 鞘成分的 TLC分析

1 5 1 糖的分析

30 mg等密度梯度法纯化的鞘,装于硬质玻璃管内,加入 0 5mo l/L HC l 0 1mL,以硅胶塞封口, 121

21m in后, 10 000 g离心 5m in,取上清 - 20 保存,备用.取其中 1 L点微晶纤维素板 ( 10 cm 20 cm ) ,

以 1%鼠李糖、1%半乳糖、1%葡萄糖为标样.以乙酸乙酯 吡啶 冰醋酸 水 ( 16 10 2 3)为展层剂,以苯胺

二苯胺磷酸试剂显色.

1 5 2 氨基酸分析

30mg等密度梯度法纯化的鞘,装于硬质玻璃管内,加入 6mo l /L HC l 0 1mL,以硅胶塞封口, 121 21

m in, 10 000 g离心 5m in,取上清 - 20 保存,备用.取其中 1 L点微晶纤维素板 ( 10 cm 20 cm ),以 1%

Ile, 1% A la, 1% G ly, 1% Cys, 1% Lys, 1% G lu, 1% Pro, 1% A sp为标样,跑双向 TLC,以甲醇 6mo l/L HC l吡

啶 水 ( 4 2 5 13)为第一向展层剂, 以 96%乙醇 水 ( 63 27)为第二向展层剂
[ 4]
, 以 0 5%茚三酮为显色

剂.
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1 5 3 脂的分析

取 100 L鞘悬浮液,加入 100 L无水乙醇,加入 250 L乙醚,振摇 30 s,加 250 L石油醚 (沸程 30-

60 ), 振摇 30 s,静置分层, 移出醚层, 再用无水乙醇、乙醚、石油醚重复提取 2次, 将醚层合并,然后挥发

溶剂, 浓缩至 100 L.取 3 L点硅胶板 [以 3% (NH 4 ) 2 SO4为粘合剂 ] ,以乙醚、石油醚混合液作为对照点

样.放入烘箱, 200 加热 20m in,此系脂类鉴定通用方法
[ 5]
.

1 6 鞘的敏感性分析

等密度梯度离心法纯化后的鞘用 5mmo l/L HEPES缓冲液 ( pH 7 5)稀释后, 分别添加 SDS [终浓度

0 5%、1%, W /V ]、甲苯 [终浓度 0 5%、2%、5%、10%, V /V ]、Triton X- 100 [终浓度 0 5%、2% , V /V ]室

温下作用 0 5 h; 加入碱性蛋白酶 (终浓度 100U /mL) 40 处理 1~ 3 h;加入蛋白酶 K (终浓度 3mg /mL)

37 处理 1~ 3 h, 然后将这些样品电镜负染观察.

2 结果与分析

2 1 鞘的提纯

研究中尝试了 3种纯化方案,即 CENTREX膜截留法、透析纯化法和等密度梯度离心法.前两种方法

主要是基于鞘的大小考虑的,而等密度梯度离心法则是基于鞘与壁、膜的密度差异考虑的.

据报道, T. maritimaMS8对数生长后期时,其细胞长约 1 5~ 11 m (平均 5 m ) ,而鞘约 3 5~ 14 m

长
[ 1]

.这样, 在低渗下用溶菌酶处理促进细胞破壁, 加核酸酶和蛋白酶 K去除核酸和蛋白, 促进内容物的

释放和分解.用 T riton X - 100溶解质膜,而鞘则可被提取出来, 并被 CENTREX膜 ( 0 45 m )截留.但实验

表明, CENTREX膜对鞘的截留效率很低.虽然从大小上考虑, 鞘要大于 CENTREX膜孔径, 但在 1 500 g

的离心力下鞘可能具有一定的可塑性,从而使鞘穿过了比其小的孔径.因此得率太低, 不利于进一步的实

验分析.

透析纯化法是对膜截留法的部分改变.用透析袋代替 CEN-

TREX膜截留,避免因离心可能导致的鞘的变化,但由于选用的

透析袋 (MWCO 300 000)孔径太小,使细胞内容物中尚未被酶解

或溶解完全的物质如蛋白、质膜等,无法透析干净,这样得到的

鞘并不纯,因此不适于下一步的实验分析.

等密度梯度离心法,与前两种方法不同.首先利用差速离

心获得鞘粗提物,然后再根据鞘粗提物中鞘与壁、膜的密度差

异进行分离纯化,电镜观察验证, 获得了较纯的鞘,如图 1B所

示.但该方法缺点在于必须有高速离心设备.

2 2 鞘成分的分析

2 2 1 氨基酸的分析

鞘中的氨基酸成分比较复杂,即使通过双向 TLC也无法很好的定性分析, 需要进一步通过氨基酸自

动分析仪分析. 但仍可分辨出其中含 Ile和 A la.这与报道所说的,嗜热菌蛋白质中通常含有丰富的 Ile和

A la相符
[ 6]
.

2 2. 2 糖的分析

如图 2所示, 鞘中糖的成分没有氨基酸那么复杂,只含有葡萄糖和半乳糖.文献中报道,大部分高温菌

特别是古生菌的细胞表层结构是由糖蛋白组成,而寡糖链与蛋白的共价连接主要通过半乳糖与苏氨酸、葡

萄糖与苏氨酸的 O糖苷键连接, 也有少部分是以苏氨酸与鼠李糖的 N糖苷键相连
[ 7]

.因此可推测 T. ma-

ritima MS8的鞘也含有糖蛋白.

2 2 3 脂的分析

由于许多高温菌的细胞表层仅由糖蛋白或是仅由脂蛋白构成
[ 8]

,所以为了确认 T. maritimaMS8鞘中

是否存在脂的成分,利用脂类通用检测法试验,结果 200 20m in后,硅胶板样品点出现炭化斑点,表明鞘

中含有脂类 (图 3) .可见, T. maritima的鞘与许多高温菌的细胞表层结构还不完全相同, 可能偏向于膜的

性质.
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2 3 鞘的敏感性

当 SDS[ 1% , W /V ]存在时,鞘就消失了.当浓度降低至 0 5% (W /V )时,电镜观察与 1%时没有差别.

当用甲苯 [ 10%、5%、2%、0 5%, V /V ]处理纯化的鞘时,如图 4所示,鞘都呈现散架的趋势.这也从另

一侧面反映出,鞘可能具有膜的性质.

T riton X- 100通常用来溶解革兰氏阴性菌的细胞质膜
[ 9, 10]

,当在鞘悬浮液中加入 Triton X- 100 [ 2%

或 0 5%, V /V ]时,电镜观察发现,鞘的完整性未受巨大影响, 但边缘变得有些破损 (图 5). 可见 Triton X

- 100会略微使鞘不稳定.即使添加 10mmol /L Ca
2+
或 Mg

2+
也不能抑制 Triton X- 100的影响.

在鞘悬浮液中加入碱性蛋白酶 ( 100 U /

mL) , 40 , pH 7 5作用 3h后,电镜观察没有发

现什么异常.可能碱性蛋白酶对鞘上的蛋白不起

作用.

当用蛋白酶 K ( 3mg /mL) 37 处理纯化的鞘

3 h,鞘整体框架没变化,但鞘上出现小孔洞,并且

明显比没有处理的鞘负染着色加深. 如图 6所

示.这可能是鞘上的蛋白被蛋白酶 K酶解, 分解

掉一部分的结果. 据报道, 即使用 5mg /mL蛋白

酶 K处理完整细胞 24 h, 鞘依然存在,而只是细

胞由棒状变为了球形.
[ 1]
推测蛋白酶 K可能分解掉了鞘上的部分蛋白,而其骨架结构仍保持完整,所以电

镜观察完整细胞时仍可看到.但是蛋白酶 K的作用也使鞘骨架有所松驰, 无法再将细胞固定成棒状. 这一

点发现可能对 T. maritimaMS8的基因转化方面的研究有所帮助.

3 讨论

Thermo toga maritima MS8鞘的存在与其高温生长的环境是密切相关的. T. maritima MS8是具有鞘结
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构的革兰氏阴性菌,而具有典型革兰氏阳性或阴性肽聚糖型细胞壁的高温菌,没有一个种的生长温度超过

80 .但与许多高温菌仅含糖蛋白的表层不同, T. maritima MS8的鞘既含有蛋白和糖类, 也含有脂类.在

一定的离心力作用下,甚至可以通过比其孔径小的 CENTREX滤膜,具有一定的可塑性, 不同于有些菌具

有的固定形的鞘
[ 11, 12 ]

,因此更偏向于膜的性质.有些高温菌的糖蛋白表层对于 2% SDS或者煮沸这样苛

刻的条件具有惊人的抵抗力
[ 8]
,依然可以保持细胞的原有形态.而 T. maritimaMS8的鞘对于 SDS和甲苯

等有机溶剂表现的比较脆弱,极易受到破坏. 蛋白酶 K分解蛋白的活性较强, 具有广泛的底物特异性,特

别优先分解与疏水性氨基酸、含硫氨基酸和芳香族氨基酸的 C末端邻接的肽键. 它可以作用于鞘上的部

分蛋白,但使鞘的骨架结构仍保持完整.本文通过对鞘成分及其敏感性的研究试图寻找一些有效处理鞘而

又对 T. maritimaMS8细胞损伤较小的物质,为 T. maritima MS8进一步的基因转化研究奠定了基础.
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