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厌氧产氢颗粒污泥蛋白质组分析样品的高效制备方法 
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摘  要：【背景】厌氧产氢颗粒污泥比絮状产氢污泥具有更高的生物量、沉降性与反应效率，对颗粒

污泥进行蛋白质组学研究，有助于揭示其代谢调控的分子机制，从而对厌氧代谢过程进行优化调控。

目前关于产氢颗粒污泥蛋白质组分析样品制备方法的研究尚未见文献报道。革兰氏阳性菌

Ethanoligenens harbinense YUAN-3 是自凝集产氢发酵细菌，在间歇和连续流培养中可形成自聚集的厌

氧颗粒，由于其全基因组信息清楚，可作为模式研究材料对制备方法进行评估。【目的】针对厌氧产

氢颗粒污泥的蛋白质组学研究，比较不同蛋白质提取方法进行优化。【方法】分别利用液氮研磨、超

声破碎、匀浆破碎对产氢颗粒污泥破碎，比较这 3 种方法对总蛋白提取量的影响；通过双向电泳比较

三氯乙酸(Trichloroacetic acid，TCA)-丙酮沉淀法与苯酚抽提法对总蛋白提取效果的影响；对总蛋白样

品分别进行同位素标记相对和绝对定量标记(Isobaric tags for relative and absolute quantification，

iTRAQ)、串联质谱标签(Tandem mass tag，TMT)标记以及质谱鉴定。【结果】液氮研磨、超声破碎、

匀浆破碎 3 种破碎方法下总蛋白的提取量分别是对照样品的 2.0、3.9 与 5.2 倍。与 TCA-丙酮沉淀法相

比，苯酚抽提法总蛋白样品在双向电泳图谱上的蛋白质点明显增多，分布均匀，同时其在碱性蛋白端

与小分子量蛋白端的蛋白质点也明显增多。质谱分析发现，iTRAQ 标记样品与 TMT 标记样品中分别

鉴定到 1 797 个与 1 644 个蛋白，在分子量、等电点、亚细胞定位的各个分布范围内，这些蛋白良好

地覆盖了 E. harbinense YUAN-3 中各个类型的蛋白。【结论】匀浆破碎与苯酚抽提法联用的总蛋白制

备方法更适用于厌氧产氢颗粒污泥，该方法有利于后续的蛋白质双向电泳和定量蛋白质组质谱分析，

可作为产氢颗粒污泥以及革兰氏阳性菌总蛋白制备的方法参考。 

关键词：产氢颗粒污泥，革兰氏阳性菌，蛋白质组学，超声破碎，匀浆破碎，TCA-丙酮沉淀法，苯酚

抽提法 
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Abstract: [Background] Anaerobic hydrogen-producing granular sludge has more biomass, better settleability 
and hydrogen production efficiency than flocculent sludge. Proteomic study on hydrogen-producing granular 
sludge is helpful to reveal the molecular mechanism of microbial metabolic changes in granular sludge, 
which is beneficial to optimize the anaerobic metabolism process. However, sample preparation method for 
its proteomic analysis has not been reported. The gram positive bacterium Ethanoligenens harbinense 
YUAN-3 has been the only reported auto-aggregative hydrogen-producing strain, which can form 
hydrogen-producing granular in batch and continuous cultures. The genome of strain YUAN-3 has been 
completely sequenced. Therefore, granules which were formed by strain YUAN-3 were used as model 
samples in the following experiments. [Objective] In order to facilitate proteomic research on 
hydrogen-producing granular sludge, protein sample preparation method for proteomic analysis was 
optimized. [Methods] Protein yields from liquid nitrogen grinding, sonication, and homogenization on was 
investigated. Protein quality of samples prepared by trichloroacetic acid (TCA)-acetone precipitation method 
and phenol extraction method was determined by Two-dimensional gel electrophoresis. The proteins were 
further labeled with iTRAQ (Isobaric tags for relative and absolute quantification) or TMT (Tandem mass 
tag) reagent and analyzed by using mass spectrometry. [Results] The protein yield from liquid nitrogen 
grinding, sonication, and homogenization were 2-fold, 3.9-fold, and 5.2-fold higher than the control 
respectively. Compared with TCA-acetone precipitation method, the protein spots, especially including basic 
proteins and low molecular weight proteins, significantly increased and uniformly distributed in the phenol 
extraction sample. 1 797 and 1 644 proteins were identified in the iTRAQ and TMT labeling samples 
respectively compared to 2 701 predicted proteins from E. harbinense YUAN-3. The distribution of 
identified proteins across different ranges of molecular weight, isoelectric point and subcellular localization 
was similar to the predicted proteome of E. harbinense YUAN-3 based on its genome with some exceptions. 
[Conclusion] Combination of homogenization and phenol extraction method works the best in sample 
preparation for proteomic analysis of hydrogen-producing granular sludge, which contributes to obtain high 
quality proteomic data. 

Keywords: Hydrogen-producing granular sludge, Gram-positive bacteria, Proteomics, Sonication, 
Homogenization, TCA-acetone precipitation method, Phenol extraction method 

蛋 白 质 是 生 理 功 能 的 执 行 者 ， 蛋 白 质 组

(Proteome)研究为解析生命体中复杂的生理功能机

制提供了重要的技术手段。研究表明，mRNA 水平

的变化并不足以诠释蛋白质水平的丰度变化，在细

菌以及真核生物中发现，细胞内蛋白质丰度与其对

应的 mRNA 丰度的相关性只有 40%左右[1]。蛋白质

组学(Proteomics)以蛋白质组为研究对象，基于质谱

的蛋白质组学技术可同时检测和定量细胞内外蛋

白质丰度变化，也可以检测蛋白翻译后修饰的变

化，是研究微生物细胞内复杂的代谢变化与功能机

制的有力工具之一[2-3]。宏蛋白质组学是研究微生物

群落的一种新策略，通过质谱技术对微生物群落的

蛋白质信息进行采集与鉴定，有助于特定功能微生

物以及代谢方式的筛查与鉴定，可揭示群落中的微

生物之间以及微生物与外界环境之间的关系，目前

宏蛋白质组学被广泛应用于污水处理、极端环境微

生物群落、肠道微生物群落等领域的研究[4-5]。蛋白

质组学数据的质量很大程度上依赖于蛋白质样品

的制备质量，然而这一重要步骤在很多蛋白质组

学研究中均未给予足够重视。由于不同类型生物



李华华等: 厌氧产氢颗粒污泥蛋白质组分析样品的高效制备方法 1869 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

样品的成分存在差异，目前没有通用的蛋白样品制

备方法，特定类型的生物样品需要特有的蛋白样品

制备方案[6]。 

颗粒污泥是一种由微生物聚集形成的特殊形

式的生物膜，直径为 0.1 mm−5.0 mm，在高效厌氧

技术中，颗粒污泥可提高反应器的处理能力，利于

增加反应器中的微生物浓度以及固液分离等[7-8]。胞

外聚合物(Extracellular polymeric substances，EPS)

是多糖、蛋白质、脂类等大分子的复杂混合物，不

仅是颗粒污泥的保护层，也作为黏结剂将微生物

群聚在一起形成颗粒，是颗粒污泥形成的主要条

件[9-11]。利用颗粒污泥产氢是具有广泛应用前景的

制氢技术之一，相比传统絮状产氢污泥，产氢颗粒

污泥具有更好的稳定性与产氢效率[12-14]。产氢颗

粒污泥由于细菌含量高通常呈乳白色，平均粒径

为 1.6 mm，形成过程复杂，凝胶包埋、合成材料

封装、静电力吸附等固定化技术都可以促进产氢

颗粒污泥的形成[14-15]。目前关于产氢颗粒污泥的相

关研究主要集中在其特性分析、形成条件的考察

与优化、利用产氢颗粒污泥对产氢条件进行优化

等方面[14,16-18]。产氢颗粒污泥的蛋白质组学研究尚

未见文献报道。哈尔滨产乙醇杆菌(Ethanoligenens 
harbinense)是 乙 醇型 发酵 法 制氢 的主 要 功能 菌

群[19]。Ethanoligenens harbinense YUAN-3 是哈尔滨

产乙醇杆菌属的模式菌株，有较高的发酵产氢能

力，该菌株不需要固定化技术处理即可形成直径为

0.5 mm−10.0 mm 的自凝集颗粒，具有良好的工程应

用价值，同时由于单一菌株形成的活性颗粒污泥蛋

白质组大小已知，便于后续数据的量化分析，因此

选择该菌株形成的活性颗粒污泥作为本研究中的

模式实验材料[20]。 

对生物样品进行有效破碎是提取总蛋白非常

关键的一步，可使细胞内的蛋白质得到有效释放，

最大限度地增加提取所得蛋白质的种类。细菌菌体

破碎的难易程度主要取决于细胞壁中肽聚糖的含

量；另外，肽聚糖含量高也增加了蛋白提取纯化

的难度[21]。与革兰氏阴性菌相比，革兰氏阳性菌

的细胞壁更厚，肽聚糖含量也更高，例如革兰氏

阴性菌铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)与

大肠杆菌(Escherichia coli)的肽聚糖层厚度分别

为 2.14±0.54 nm 与 6.35±0.53 nm[22]。革兰氏阳性

菌枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)与金黄色葡萄

球菌 (Staphylococcus aureus)的肽聚糖层厚度为

33.6±4.0 nm 与 33.8±5.4 nm[23-24]。哈尔滨产乙醇杆

菌属于革兰氏阳性菌，因此本研究也可为其它革兰

氏阳性菌的蛋白质组学研究提供方法参考。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器及培养基 

胰蛋白酶，Promega 公司；TMT 6-plex 试剂，

ThermoFisher 公司；iTRAQ 4-plex 试剂，AB SCIEX

公司；2D Clean-Up 试剂盒，GE Healthcare 公司。

超滤管，Merck Millipore 公司；双向电泳仪，GE 

Healthcare 公司；细胞破碎仪，MP FastPrep 公司；

超声破碎仪，宁波新芝生物科技股份有限公司；纳

升液相色谱、质谱仪，Thermo Scientific 公司。PYG

厌氧液体培养基成分参照文献[25]配制。 

1.2  培养条件及菌体收集 

E. harbinense YUAN-3 接种至 PYG 厌氧液体培

养基中(pH 7.0)，35 °C、120 r/min 条件下培养至对

数期。取对数期的菌液，10 000 r/min 离心 5 min 收

集菌体，除尽上清，PBS 缓冲液(pH 7.4)清洗菌体，

离心除尽上清，重复清洗一次，液氮冻存于−80 °C

冰箱中。 

1.3  蛋白提取与双向电泳 

总蛋白提取分别使用苯酚抽提法与 TCA-丙酮

沉淀法，实验步骤参照文献[26-27]。蛋白浓度测定

使用 2D Clean-Up 试剂盒，双向电泳实验步骤参照

文献[28]。 

1.4  总蛋白的 TMT 标记与 iTRAQ 标记 

1.4.1  TMT 6-plex 标记 

0.75 mg 蛋白中加入 100 µL 6 mol/L 的盐酸胍

进行重溶，用浓度为 1 mol/L 的 Tris-HCl (pH 8.1)

将 pH 调整到 7.5 以上，加入终浓度为 20 mmol/L
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的 DTT，60 °C 处理 30 min 进行还原。冷却至室温

后加入终浓度为 40 mmol/L 的碘乙酰胺，室温避光

1 h 进行烷基化。再将样品转移至透析盒(10 kD，

0.5−3.0 mL)，在含有 2 mol/L 尿素与 50 mmol/L 碳

酸氢铵的溶液中透析 2 h，然后在含有 50 mmol/L

碳酸氢铵的溶液中透析 2 次，每次 2 h。透析结束

后，样品中加入质量比为 1:50 (胰蛋白酶:样品)的胰

蛋白酶，37 °C 进行酶切过夜。酶切后的肽段用

Amicon 超滤管过滤，然后真空干燥去除残留的胺。

用 TMT 6-plex 试剂将肽段进行 TMT 标记。 

1.4.2  iTRAQ 4-plex 标记 

0.75 mg 蛋白中加入 150 µL 含有 50 mmol/L 

DTT 的 1×LDS 上样缓冲液，90 °C 水浴 10 min。取

10%的样品进行 SDS-PAGE (10%)凝胶电泳，待上

样蛋白全部进入凝胶后(1−2 cm)停止电泳。将蛋白

凝胶切下，加入终浓度为 10 mmol/L 的 DTT，60 °C

处理 30 min 进行还原。冷却至室温后，加入终浓度

为 20 mmol/L 的碘乙酰胺，室温避光 1 h 进行烷基

化。样品中加入质量比为 1:50 (胰蛋白酶:样品)的胰

蛋白酶，37 °C 进行酶切过夜。用含有 60%乙腈与

5%甲酸的溶液将酶切后的肽段从凝胶上洗脱下来，

然后真空干燥去除残留的胺。用 iTRAQ 4-plex 试剂

将肽段进行 iTRAQ 标记。 

1.5  质谱与生物信息学分析 

应用纳升液相色谱与串联质谱联用(Nano-LC- 

MS/MS)的方法对标记后的肽段样品进行分析鉴定。

将标记的肽段样品溶于 0.1%的三氟乙酸中，上样至

Trap柱上，以10 μL/min的流速用0.2%的甲酸洗5 min，

样品进入与 Trap 柱相连的分析柱中以 300 nL/min 的

流速用溶液 B (0.16%甲酸，80%乙腈)进行线性梯度

洗脱：4%−15%的溶液 B 洗脱 25 min，15%−25%的

溶液 B洗脱 65 min，25%−50%的溶液 B洗脱 55 min。

质谱仪采用数据依赖模式采集数据，MS 全扫描的

分辨率为 120 000，选取离子强度排名前 20 的进行

MS/MS 扫描。MS/MS 扫描的分辨率为 30 000，扫

描的相对碰撞能量设置为 30%，动态排除持续时间

为 30 s。Nano-LC-MS/MS 分析完成后，在 MUDPIT

模式下对串联质谱图通过 X!Tandem (Sledgehammer 版)

搜索引擎进行数据库检索，数据库为 Ethanoligenens 
harbinense YUAN-3 数据库(Bacteria.ensembl.org；

genome assembly：ASM17811v2)。固定修饰为半

胱氨酸的脲甲基化以及赖氨酸的 TMT/iTRAQ 标

记，可变修饰为蛋白 N 端的 TMT/iTRAQ 标记与

甲硫氨酸的氧化。母离子与子离子误差分别设置

为+/−7×10−6 与 2×10−5，总离子强度>20 000，肽

段 log(e) ≤−2.0。提取报告离子丰度，根据每种报告

离子比例的中位数值进行均一化统计分析确定报告

离子强度百分比。蛋白分子量与等电点的计算利用

Compute pI/Mw (https://web.expasy.org/compute_pi/)，

蛋白亚细胞定位数据通过 PSORTb 3.0.2 预测。 

2  结果与分析 

2.1  不同破碎方法对蛋白质提取量的影响 

综合考虑破碎效果、实验操作时间以及后续实

验对蛋白样品的要求，选择超声破碎法、细胞匀浆

破碎法、液氮研磨法进行比较，以未经任何处理的

样品为对照组，用苯酚抽提法提取样品总蛋白，比

较以上几种破碎方法对总蛋白提取量的影响。 

2.1.1  液氮研磨法 

在研钵中加入液氮，将菌体充分研磨至滑腻状

粉末。结果如图 1 所示，未经处理的 1 g 菌体样品

提取的蛋白量为 4.42±0.24 mg；经过液氮研磨的 

 

 
 

图 1  液氮研磨法对蛋白提取量的影响 
Figure 1  The protein yields by liquid nitrogen grinding 
method 
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样品提取的蛋白量为 8.88±0.45 mg，是对照样品

的 2.0 倍。 

2.1.2  超声破碎法 

除对照样品外，其他样品的超声条件为功率

550 W，振幅 20%，超声 1 s，间歇 8 s，分别超声

100、200、400 个循环，最后一个样品超声条件为

550 W，振幅 30%，超声 1 s，间歇 8 s，进行 400 个

循环。结果如图 2 所示，随着超声循环数的增加，

提取的蛋白量也在增加。其中，对照样品提取的蛋

白量最少，而振幅 20%并进行 400 个循环处理的样

品提取的蛋白量最多，为 17.35±0.27 mg，是对照样

品的 3.9 倍。  

2.1.3  细胞匀浆破碎法 

在细胞破碎仪上进行破碎处理，破碎总时间分

别为 20、40、60、80、100 s，仪器运行速度为 4.5 m/s，

每破碎20 s 后，迅速将样品取下置于冰上降温3 min。

结果如图 3 所示，对照样品提取的总蛋白量最少，

而破碎总时间为 80 s 的样品提取的总蛋白量最多，

为 23.14±0.42 mg，是对照样品的 5.2 倍。 

以上结果表明，与其它两种方法相比，匀浆破

碎法操作简单、破碎效果最好，而且所需时间最短，

大大降低了样品中蛋白降解的风险。超声破碎法虽

然操作方法简单，破碎效果较为理想，但所需时间

较长，超声过程中会产生热量，增加了蛋白降解的

风险。所以细胞匀浆破碎法是一种有效的厌氧产氢

颗粒污泥与革兰氏阳性菌破碎方法。 
 

 
 

图 2  超声时间及功率对蛋白提取量的影响 
Figure 2  The protein yields by sonication method 

 
 

图 3  匀浆破碎时间对蛋白提取量的影响 
Figure 3  The protein yields by homogenization method 
 

2.2  苯酚抽提法与 TCA-丙酮沉淀法的比较 

TCA-丙酮沉淀法与苯酚抽提法是蛋白质组学

中最常用的两种总蛋白提取方法，因此本研究选取

这两种方法进行比较[29]。TCA-丙酮沉淀法中，TCA

使提取液呈酸性，可以有效抑制蛋白水解酶的活

性；盐离子、多糖和脂类等物质溶于丙酮相中，使

样品得以纯化。该方法优点是操作步骤简单，蛋白

提取得率高；缺点是提取所得蛋白再重新溶解比较

困难，从而影响后续实验分析[21,30]。苯酚抽提法中，

苯酚是一种良好的蛋白溶剂，蛋白能溶于苯酚层，

核酸、脂类、多糖以及一些小分子杂质可溶于水相

而被去除。该方法中使用醋酸铵作为蛋白沉淀剂，

使蛋白质的重新溶解性更好；使用甲醇反复清洗蛋

白沉淀可去除醋酸铵和一些杂质离子，同时残留的

醋酸铵和甲醇可在低温下完全挥发，不影响后续实

验[31]。苯酚抽提法优点是提取蛋白纯度高，重新溶

解性好；缺点是操作步骤繁琐，易造成蛋白损失[32]。 

本研究通过双向电泳技术考察了 TCA-丙酮沉

淀法与苯酚抽提法对产氢颗粒中蛋白提取质量的

影响，结果如图 4 所示，在蛋白上样量(0.5 mg)相

同的情况下，苯酚抽提法样品在双向电泳图谱上的

蛋白质点明显增多，分布均匀，同时其在碱性蛋白

端与小分子量蛋白端的蛋白质点也明显增多。因

此，苯酚抽提法的蛋白提取效率更高，提取的蛋白

种类也更丰富，是一种更适用于产氢颗粒污泥总蛋

白提取的方法。 
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图 4  TCA-丙酮提取法(A)与苯酚抽提法(B)提取的蛋白

双向电泳图谱 
Figure 4  Two-dimensional electrophoresis map of total 
proteins which were extracted using TCA-acetone 
extraction method (A) and phenol extraction method (B) 
respectively 

 
2.3  TMT 标记/iTRAQ 标记样品中的蛋白鉴定 

为了进一步考察蛋白质组分析样品的制备效

果，通过质谱技术分析了 TMT 6-plex 标记的总蛋白

样 品 与 iTRAQ 4-plex 标 记 的 总 蛋 白 样 品 。 在

YUAN-3 基因组注释中共有 2 701 个预测蛋白，

iTRAQ 4-plex 标记的菌株 YUAN-3 总蛋白样品中共

鉴定到 1 797 个蛋白，占基因组中预测蛋白的

66.5%。而 TMT 6-plex 标记的 YUAN-3 总蛋白样品

中共鉴定到 1 644 个蛋白，占基因组预测蛋白的

60.9%。蛋白质的分子量、等电点以及亚细胞定位

是反映其功能的重要理化指标，将质谱鉴定的蛋白

与 YUAN-3 基因组中预测蛋白的分子量、等电点、

亚细胞定位分布进行了比较。与菌株 YUAN-3 基因

组中预测蛋白相比，iTRAQ/TMT 标记样品中鉴定

到的蛋白有以下 3 个特点： 

(1) 小分子量蛋白比例减少，尤其是 0−10 kD

的蛋白(表 1)。理论上，蛋白分子量越小，蛋白分子

上的胰蛋白酶酶切位点的数量就越少，因此小分子

量蛋白在酶切后得到的相应肽段数目越少，从而降

低了小分子量蛋白在质谱分析中的鉴定几率[33]。这

是导致 iTRAQ/TMT 标记样品中鉴定到小分子量蛋

白比例减少的原因。 

(2) 等电点3.0−5.0的酸性蛋白与等电点9.0−13.0

的碱性蛋白比例减少(表 2)。原核生物中蛋白分子量

与等电点之间存在正相关的关系，小分子量蛋白通

常是一些极碱性或极酸性蛋白，因为小分子量蛋白

的氨基酸数量较少，氨基酸种类的变化造成蛋白等

电点的波动相对更大[34]。因此，iTRAQ/TMT 标记样

品中鉴定到等电点 3.0−5.0 的酸性蛋白与等电点

9.0−13.0 的碱性蛋白比例减少也与小分子量蛋白比

例减少有关。 

(3) 定位至细胞膜与细胞外的蛋白比例减少，

即膜蛋白与细胞表面蛋白比例减少(表 3)。由于膜蛋

白与细胞表面蛋白存在跨膜疏水结构域，胰蛋白酶

很难对跨膜疏水结构域进行有效酶切，使得膜蛋白 
 

表 1  菌株 YAUN-3 iTRAQ/TMT 标记样品中鉴定蛋白

的分子量分布与全基因组预测蛋白的比较 
Table 1  Molecular weight distribution of the proteins 
identified by iTRAQ/TMT labeling vs predicted proteins 
from YUAN-3 genome 

Molecular 
weight (kD) 

Genome 
(%) 

iTRAQ 
labeling (%) 

TMT 
labeling (%)

0−10 8.81 3.78 4.56 

10−20 21.66 17.97 18.37 

20−30 20.99 22.48 22.63 

30−40 18.36 20.26 20.26 

40−50 12.51 15.14 14.42 

50−60 6.92 7.23 7.42 

60−70 3.41 4.23 3.83 

70−80 2.30 2.78 2.49 

80−90 1.70 2.06 1.95 

90−100 1.04 1.34 1.34 

100−110 0.59 0.67 0.73 

110−120 0.44 0.67 0.55 

≥120 1.26 1.39 1.46 
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表 2  菌株 YAUN-3 iTRAQ/TMT 标记样品中鉴定蛋白

的等电点分布与全基因组预测蛋白的比较 
Table 2  Isoelectric point distribution of the proteins 
identified by iTRAQ/TMT labeling vs the predicted 
proteins from YUAN-3 genome 

Isoelectric 
point 

Genome 
(%) 

iTRAQ labeling 
(%) 

TMT labeling 
(%) 

3−4 0.6 0.3 0.4 

4−5 11.0 9.2 10.0 

5−6 30.5 36.4 38.1 

6−7 17.7 18.6 18.9 

7−8 6.1 6.1 6.0 

8−9 11.1 11.1 10.8 

9−10 17.9 14.6 12.7 

10−11 4.1 2.9 2.5 

11−12 1.0 0.7 0.7 

12−13 0.1 0.0 0.1 

 
表 3  菌株 YAUN-3 iTRAQ/TMT 标记样品中鉴定蛋白

的亚细胞定位分布与全基因组预测蛋白的比较 
Table 3  Subcellular localization distribution of the proteins 
identified by iTRAQ/TMT labeling vs the predicted 
proteins from YUAN-3 genome 

Subcellular localization 
Genome 

(%) 
iTRAQ labeling 

(%) 
TMT labeling 

(%) 

Cytoplasmic 55.2 64.2 66.8 

Cytoplasmic membrane 26.0 22.3 19.6 

Extracellular 2.0 1.2 1.2 

Cell wall 0.4 0.4 0.2 

Unknown 16.3 12.0 12.1 

 
与细胞外蛋白在酶切后的肽段长度过大，降低了

iTRAQ/TMT 的标记效率[35]。另外，膜蛋白与细胞

表面蛋白固有的疏水特性造成这部分蛋白在总蛋

白提取的沉淀步骤中也容易损失[36]。这些都是导致

iTRAQ/TMT 标记样品中鉴定到的膜蛋白与细胞表

面蛋白比例减少的原因。 

除了以上三点，在分子量、等电点、亚细胞定

位的各个分布范围内，iTRAQ/TMT 标记样品中鉴

定到的蛋白占比都与菌株 YUAN-3 基因组中预测

蛋白占比相一致，或高于菌株 YUAN-3 基因组中预

测蛋白占比，进一步表明研究中采用的总蛋白样品

制备方法能够良好地覆盖菌株 YUAN-3 中各个类

型的蛋白，从而有利于获取可靠的蛋白质组数据。 

3  讨论与结论 

本研究选择液氮研磨法、超声破碎法、细胞匀

浆破碎法对产氢颗粒进行破碎，目前关于上述破碎

方法进行比较的相关研究还未见报道。以未经任何

处理的实验样品为对照组，3 种破碎方法下总蛋白

的提取量分别是对照样品的 2.0、3.9 与 5.2 倍，因

此匀浆破碎法(80 s)更适用于产氢颗粒污泥及革兰

氏阳性菌的破碎。 

通过双向电泳技术考察 TCA-丙酮沉淀法与苯

酚抽提法对产氢颗粒中蛋白提取质量的影响，结果

表明，使用苯酚抽提法所得的总蛋白中蛋白种类更

多，样品在双向电泳图谱上的蛋白质点明显增多，

分布均匀，同时其在碱性蛋白端与小分子量蛋白端

的蛋白质点也明显增多。TCA-丙酮沉淀法提取的水

稻纹枯病菌总蛋白在双向电泳图谱上也存在碱性

端蛋白明显缺失的情况，与之相比，苯酚抽提法所

得蛋白的种类也更丰富[31]。研究表明，与丙酮沉淀

法相比，运用苯酚抽提法提取的野油菜黄单胞杆菌

(Xanthomonas campestris)蛋白种类更多，更适合基

于双向电泳技术的蛋白质组分析[29]。通过对两株富

含脂多糖细菌的总蛋白双向电泳分析也发现，运用

苯酚抽提法提取的总蛋白质量优于 TCA-丙酮沉淀

法，更适合双向电泳分析[27]。 

通过质谱分析，iTRAQ 标记与 TMT 标记的蛋

白样品中分别鉴定到 1 797 与 1 644 个蛋白，以往

的研究表明，iTRAQ 4-plex 比 TMT 6-plex 具有更

高的标记效率，iTRAQ 4-plex 标记的样品中鉴定到

的蛋白数量也更多[37]。本研究结果与上述发现相一

致，与 TMT 6-plex 标记相比，iTRAQ 4-plex 标记

的 YUAN-3 总蛋白样品中鉴定到的蛋白数量增加

了 5.6%。在 iTRAQ 标记的蓝细菌总蛋白样品中，

质谱鉴定到 1 452 个蛋白，占其基因组预测蛋白数

量的 40%左右 [38]。在梭菌(Clostridium sp. strain 

BOH3)的 iTRAQ 标记蛋白质组学研究中，通过质

谱技术鉴定到 838 个蛋白，数量可占其基因组预测

蛋白的 20%左右 [39]。在脑膜炎奈瑟菌(Neisseria 
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meningitidis)的 TMT 标记蛋白质组分析中，通过质

谱技术鉴定到 609 个蛋白，占其基因组预测蛋白数

量的 28.2%[40]。在大肠杆菌(E. coli K-12 MG1655) 

TMT 标记蛋白质组分析中，质谱鉴定到 3 123 个蛋

白，占其基因组注释蛋白数量的 63%[41]。在 iTRAQ 

4-plex 标记或 TMT 6-plex 标记的 YUAN-3 总蛋白样

品中，质谱鉴定到的蛋白数量都超过了 E. harbinense 

YUAN-3 基因组预测蛋白数量的 60%。将质谱鉴定

的蛋白与 YUAN-3 基因组中预测蛋白的分子量、等

电点、亚细胞定位分布进行了比较。结果表明，在

分子量、等电点、亚细胞定位的各个分布范围内，

这些蛋白良好地覆盖了 E. harbinense YUAN-3 中各

个类型的蛋白。 

综上所述，匀浆破碎法(80 s)与苯酚抽提法联用

的蛋白制备方法更适用于厌氧产氢颗粒污泥与革

兰氏阳性细菌，该方法有利于获取可靠的蛋白质组

数据，在后续的蛋白质双向电泳和定量蛋白质组质

谱分析中，可作为产氢颗粒污泥以及革兰氏阳性菌

总蛋白制备的方法参考。 
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