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摘  要: 细菌在生长繁殖时, 细菌蛋白的表达受到环境影响而存在较大差异, 使得细菌蛋白表达具有复杂性。

在食品生产加工过程中可能会受到致病菌污染, 细菌产生的内毒素和外毒素均会对人体健康构成威胁, 因此

需要高灵敏度和高特异性的检测方法来定量分析和鉴定食品中的细菌毒素。蛋白组学方法可以揭示细菌蛋白

组成及其潜在的生物学功能, 感染过程中菌体蛋白表达变化和致病机制。其中, 细菌蛋白样品的前处理作为细

菌蛋白组学研究的关键步骤, 直接影响鉴定的细菌蛋白质量。本文主要阐述目前细菌蛋白组学研究中菌体蛋

白和胞外蛋白样品制备方法及其对蛋白鉴定和定量的影响, 将为更深入地开展细菌蛋白组学研究提供参考。 
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Research progress on preparation methods of protein samples in bacteria 
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ABSTRACT: The expression of bacterial protein is affected by the environment during growth and reproduction of 

bacteria, which makes bacterial protein expression complex. In the process of food production and processing, it may 

be contaminated by pathogenic bacteria. Endotoxin and exotoxin produced by bacteria pose a threat to human health. 

Therefore, high sensitivity and high specificity detection methods are needed to quantitatively analyze and identify 

bacterial toxins in food. The composition of bacteria protein and their biological functions can be revealed using 

proteomics. And proteomics can also be revealed the changes of bacterial protein expression and pathogenic 

mechanism during infection. The pretreatment of bacterial protein samples is one vita step of bacterial proteomics and 

it is closely associated with the quality of the identified and quantified proteins. This paper described the preparation 

methods of bacterial protein and extracellular protein samples, and clarified the influence of those methods on protein 

identification and quantification. It will provide a reference for further research on bacterial proteomics. 
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0  引  言 

基因虽然是遗传信息的源头, 但功能性蛋白质才是

基因功能的执行体, 它为认识各种生命活动提供直接的

分子基础。蛋白质组学已被广泛应用于食品、医学和动

植物生理等各个领域的基础研究与应用研究[1‒3]。细菌蛋

白包含胞内蛋白和胞外蛋白, 胞内蛋白主要指细菌细胞

质内蛋白[4]; 胞外蛋白则指分泌蛋白和表面蛋白[5]。目前

蛋白组学技术在细菌研究中已广泛应用, 包括枯草芽孢

杆菌[6‒7]、大肠杆菌[8‒9]、幽门螺杆菌[10‒11]、金黄色葡萄球

菌[12‒14]、棒状杆菌[15]、沙门氏菌[16‒17]和分枝杆菌[18‒19]等, 以

及假单胞菌属和弯曲杆菌属[20]的毒力因子研究。蛋白质组

学技术用于病原菌研究可分析产生的毒力因子的表达水平, 

鉴定细菌的胞内蛋白和胞外蛋白, 明确细菌毒素可能对食

品加工和存储过程中造成的污染, 从而在生产加工过程中

对其进行控制, 提高食品品质。 

细菌蛋白样品制备工作流程包括细菌菌体收集、细胞

破碎、细胞碎片的去除和蛋白萃取 4 个主要步骤。广泛应

用于细菌蛋白组学研究的细胞破碎方法主要采用裂解液裂

解、物理破碎和生物酶解法等。本文主要阐述了适用于细

菌蛋白组学的样品制备方法, 解决蛋白样品质量差异对细

菌蛋白组学研究过程造成的影响, 从而为筛选和优化细菌

蛋白样品制备提供有效的方法。 

1  细菌菌体蛋白制备方法 

1.1  化学法 

化学法是使用化学试剂与细菌生物膜蛋白强烈作用

后, 使其变性失去相应的功能, 达到破碎细胞, 提取胞内

蛋白的目的。化学法中裂解液具有重要的作用, 通常在细

菌裂解环节较常用的化学试剂主要有以下几类: (1)有助于

提高细菌蛋白溶解度的尿素[21]、硫脲、3-[3-(胆酰胺丙基)

二甲氨基 ] 丙磺酸内盐 [3-((3-cholamidopropyl) dimethy 

lammonium)-1-propanesulfonate, CHAPS]和二硫苏糖醇(rac 

dithiothreitol, DTT)[22]; (2)能够有效地促进蛋白的变性和溶

解的表面活性剂十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, 

SDS)[23]; (3)防止蛋白降解的蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟

(phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF)[24]。王秋萍等[25]通过

离心获得嗜酸乳杆菌, 沉淀的菌体添加预冷磷酸盐缓冲液

振荡裂解, 离心获得蛋白沉淀, 经 Sephadex G-100 凝胶柱

分离纯化鉴定出该菌表达的两种主要蛋白。于海天等[26]

对比三氯乙酸(trichloroacetic acid, TCA)/丙酮沉淀法和

乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA)

裂解液裂解法 [50 mmol Tris-HCl (pH=8.8)、 2 mmol 

EDTA、100 mmol NaCl、100 mg/mL 溶菌酶、0.5% Triton 

X-100、10% PMSF], 通过电泳图谱分析得知裂解液裂解法

为白叶枯病菌胞内蛋白提取和分离的最佳方法, 该方法能

有效缩短蛋白提取时间, 提高菌体利用率, 减少蛋白损失, 

保证胞内蛋白完整性。 

1.2  物理法 

物理方法以物理或机械的方法破碎菌体细胞来促进

蛋白质的提取, 如加热煮沸、反复冻融、超声波处理或液

氮研磨[27]。目前常规物理破碎方法中超声裂解和液氮研磨

较为方便, 裂解效果较好, 所以学者们较多采用超声和液

氮研磨的方式破碎菌体 , 使胞内蛋白释放 , 获得目的蛋

白。王国勤[28]将马链球菌马亚种细菌在磷酸盐缓冲液中加

热煮沸, 蛋白质印迹法(Western-blot)检测结果显示, 马链

球菌马亚种新疆株菌体蛋白与康复马血清可产生反应条

带。谢宇舟等[29]建立副猪嗜血杆菌菌体蛋白的提取方法, 

采用冰浴超声的方式破碎细菌提取菌体蛋白, 随机挑选了

双向电泳 14 个蛋白质点进行质谱分析, 证实所提取的 14

个蛋白质均为副猪嗜血杆菌菌体蛋白。陈杰豪等[30]采用超

声的方法对嗜水气单胞菌进行裂解, 提取胞内蛋白, 通过

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 , 条带明显 , 可提出可溶性蛋

白。KIELKOPF 等[31]采用液氮研磨和超声处理裂解大肠杆

菌的方法, 均能够裂解大肠杆菌提取蛋白。此外, 超高压

处理可导致细菌胞内蛋白泄露, 但超高压的条件限制了提

取蛋白的质量。唐禄等[32]采用高压均质机破碎菌体, 收集

上清蛋白溶液进行纯化, 经聚丙烯酰胺凝胶电泳可明显看

到目的蛋白条带。周敏等[33]采用超高压处理破碎副溶血弧

菌提取菌体蛋白, 针对不同压力下蛋白提取的质量进行了

更深的研究比较, 得出在 250 MPa 处理 10 min 效果最佳。 

除常规物理方法外, HABERL-MEGLIČ 等[34]使用了

电穿孔的方法提取大肠杆菌蛋白, 并且提出在电穿孔后提

高培养温度, 细菌细胞的蛋白质泄漏会降低, 表明在 4 ℃

条件下采用电穿孔提取蛋白质效果最佳。该方法与其他方

法相比, 不会产生一些难以去除的细胞碎片, 处理时间较

短, 但因这种方法的操作比较复杂、条件难以控制, 由此

限制了这种样品制备方法的使用。 

1.3  生物酶解法 

生物酶解法是采用溶菌酶等水解细菌细胞壁上的肽

聚糖, 使细菌细胞壁破裂, 从而致使细菌裂解, 此方法因

不添加其他的化学试剂和其他因素干扰, 因此所得到的蛋

白能够充分释放并保证蛋白质完整性。王晓敏等[35]采用在

35 ℃条件下添加溶菌酶裂解的方式提取芽孢杆菌菌体蛋

白, 所提取出的芽孢杆菌 Bacillus sp. DL-2 胞内蛋白酶拆

分乙酸苏合香酯制备高光学纯的(R)-1-苯乙醇具有良好效
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果。MEDINA 等[36]采用溶葡萄球菌酶提取金黄色葡萄球菌

蛋白质, 通过超高效液相色谱-串联质谱法鉴定到 2852 个

金黄色葡萄球菌蛋白。 

1.4  物理化学法 

在提取细菌蛋白质过程中, 物理破碎结合化学法比

单独使用裂解液或者超声等物理操作裂解细胞效果明显, 

而且提取的蛋白质量高, 因此较多学者采用此方法提取菌

体蛋白。TANCA 等[37]在比较了 SDS 缓冲液中的样品加热

裂解和 SDS 缓冲液中的样品加热联合磁珠破碎或冻融的

方式提取肠道微生物蛋白, 结果发现磁珠破碎和反复冻融

显著提高了细菌的蛋白质提取率 , 并提出了一种结合

SDS、磁珠破碎、加热煮沸和冻融的结合进行微生物蛋白

质组学研究。李贞彪等[38]对比 TCA-丙酮法、磷酸-TCA-

丙酮法、SDS 提取法、TCA/丙酮-SDS/酚抽提法提取链格

孢菌菌体蛋白效果, 以上方法前处理均通过液氮研磨处理

菌体 , 研究中获得的蛋白在 SDS-PAGE 凝胶图上表明

TCA/丙酮/SDS/酚抽提法比未添加缓冲液的裂解方法数目

更多、丰度最好。 

基于苯酚的方法可提高蛋白质量, 减少杂质和盐离子

等对蛋白的干扰。舒灿伟等[39]采用基于苯酚的方法提取立

枯丝核菌细菌蛋白, 根据双向电泳图谱得知, 该提取方法通

过双向电泳分析鉴定出 877 个蛋白质点。但此方法中苯酚萃

取需经过多次抽提, 需要时间较长, 因此大部分学者都采用

的物理破碎联合化学试剂裂解的方法提取细菌蛋白。 

近年来, 一些学者对细菌裂解方式大多采用在菌体

中添加裂解缓冲液然后超声处理, 方法比较简单方便, 并

且获得的蛋白质量对蛋白的鉴定没有影响。ZHANG 等[40]

研究了肠道微生物蛋白提取, 通过添加 Tris-HCl 缓冲液进

行超声裂解细菌, 鉴定并准确量化了微生物蛋白。DU 等[41]

针 对 于 对 数 期 的 耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(methicillin-resistant staphylococcus aureus, MRSA)蛋白组

学分析, 在细菌悬液中加入 SDT 缓冲液悬浮后进行超声处

理, 分析了植物乳杆菌素 GZ1-27 对 MRSA 的影响, 通过

蛋白质组学分析 , 可鉴定出 1090 个差异表达蛋白。

BLANKENBURG 等[42]探索了革兰氏阳性菌和阴性菌蛋白

提取的方法, 超声处理后添加 SDS 和溶菌酶裂解细菌, 同

时加入使蛋白质结合的疏水性和亲水性磁珠, 这种方法能

够有效去除细胞杂质而不干扰后续的质谱鉴定。LIPPOLIS

等[ 43 ]通过菌体添加三乙基碳酸氢铵溶液进行超声处理提

取了 LB (luria bertani)培养基和牛奶中培养的大肠杆菌菌

体蛋白, 通过蛋白分析鉴定了 1000 种蛋白质及其相对表

达水平, 比较了大肠杆菌在牛奶中生长和在 LB 中生长的

蛋白变化。 

综上所述, 结合在研究中所提取蛋白质量和检测的

蛋白种类, 对比得知提取菌体蛋白效果最好的方法是物理

法和化学法的联用(表 1), 物理法中液氮研磨和超声处理

效果最好[44]。因此, 提取菌体蛋白最佳方法为液氮研磨或

超声处理结合裂解液裂解细菌, 然后添加 TCA/丙酮沉淀

蛋白, 此方法较为简单, 蛋白浓度高。 

2  细菌胞外蛋白制备方法 

细菌当中的毒力因子多为分泌性的蛋白和表面蛋白。

分泌蛋白在细菌生长繁殖过程中被分泌到培养基中, 这些

分泌体作为毒力因子释放到宿主细胞内或表面; 表面蛋白

在细胞内合成后转运到作用位点, 通过共价或非共价方式

结合到细菌表面的其他受体分子[45]。细菌的分泌蛋白和表

面蛋白较多且蛋白功能复杂, 均由一些特殊功能的蛋白

质、多肽组成[46], 并且研究证明细菌分泌蛋白和表面蛋白

对疫苗的发展具有重要的作用[47]。 

 

 
表 1  细菌菌体蛋白制备方法比较 

Table 1  Comparison of Bacterial Protein Extraction Methods 

制备方法 主要原理 优点 缺点 参考文献 

化学法 
通过 SDS、EDTA 等化学

试剂裂解细胞 

细菌中均能提取目的蛋白, 操作简

单方便 

裂解效果较差, 获得蛋白浓度较

低, 种类较少 
[25‒26] 

物理法 
通过超声、液氮研磨等物

理方法破碎细胞 

细菌中均能提取目的蛋白, 操作简

单方便 

裂解效果较差, 获得蛋白浓度较

低, 种类较少 
[29,31] 

生物酶解法 
通过溶菌酶等溶解细菌外

壁破碎细胞 

此方法无化学试剂干扰, 所得到的

蛋白能够充分释放并保证蛋白质

完整性 

针对于革兰氏阳性菌裂解效果不

理想, 蛋白释放不完全 
[25‒26] 

物理化学法 
通过物理法和化学法等联

合使用破碎细胞 

细菌提取蛋白效果最好, 相比蛋白

浓度最高, 聚丙烯酰胺凝胶电泳条

带最多且清晰, 利于蛋白鉴定 

与其他方法相比操作步骤较为烦

琐, 需较多的试剂耗材 
[37‒38,40‒42] 
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2.1  细菌表面黏附蛋白制备方法 

细菌会存在少量蛋白共价结合到细胞壁上, 表面黏附

蛋白参与细菌致病过程, 表面黏附蛋白的研究对了解细菌

毒力因子种类和表达有重要的作用, 在报道中, 学者较多采

用 LiCl 处理, 破坏菌体的聚合能力以达到表面黏附蛋白的

分离提取, 戴甜[48]利用此方法阐明了乳酸杆菌表面蛋白三

磷酸甘油醛脱氢酶在细胞表面发挥粘附肠道表层粘液素的

作用。孙艳菲等[49]提出戊糖片球菌表面蛋白提取的优化方

法, 结果在 37 ℃下使用 5 mol/L LiCl 处理得到的表面蛋白

具有一定的抑菌能力。目前, 表面黏附蛋白提取最佳方法为

菌体添加 LiCl 处理后再充分振摇, 该处理方式简单方便。 

2.2  细菌膜蛋白制备方法 

外膜蛋白是细菌外膜的重要组成部分, 作为重要的

候选抗原, 开发针对于细菌病原体的疫苗具有重要的作

用[50]。由于已证明用普通增溶剂如尿素、硫脲、CHAPS

和 DTT 很难溶解膜蛋白, BOUSSAMBE 等[51]发现了分别

带有丁基、己基和辛基全氟链的 3 种衍生物 F4H2-DigluM、

F6H2-DigluM 和 F8H2-DigluM 形成的致密球状胶束, 提出

这 3 种表面活性剂都能溶解脂质囊泡, 并从大肠杆菌膜中

提取多种蛋白质。这些发现表明, 非离子氟化表面活性剂可

进一步用于膜蛋白的直接提取和增溶。LIPPOLIS 等[43]采用

的大肠杆菌膜蛋白提取方法均适用于其他细菌, 将细菌破

碎后获得的上清液超速离心后得到的沉淀即为粗膜蛋白, 

通过胰蛋白酶消化, 从膜蛋白样品中鉴定了与乳腺炎相关

的补体 C3b。此类膜蛋白提取方法主要是提取含有菌体蛋白

的粗蛋白进行超速离心, 无其他复杂操作, 比较简单方便。

另外, 李德龙等[52]采用试剂盒的操作步骤提取鸭疫里默氏

菌外膜蛋白, 通过鉴定筛选出外膜蛋白 ECE-1 与鸭 C4 结合

蛋白发生相互作用。在较多研究当中, 对菌体蛋白粗蛋白进

行碳酸盐萃取也可以提取膜蛋白沉淀。LAI 等[53]采用在碳

酸钠浓度增加的情况下连续提取大肠杆菌膜蛋白, 鉴定了

200 多种大肠杆菌膜蛋白。  

2.3  细菌分泌蛋白制备方法 

细菌在生长和繁殖过程中会分泌大量蛋白, 这些分

泌体释放到环境中作为毒性因子。分泌蛋白提取方法首

先从菌液中分离菌体, 上清液通过 TCA/丙酮沉淀、硫酸

铵沉淀等方法获得分泌蛋白。KOIKE 等[54]对牛奶中的金

黄色葡萄球菌肠毒素进行定量检测, 研究中采用调节 pH

至酸性使牛奶中的酪蛋白沉淀, 调节 pH 至中性后添加

TCA 沉淀肠毒素, 通过超高效液相色谱-串联质谱法对牛奶

中的肠毒素 A 明确鉴定和量化。朱平川等[55]对水稻细菌性

条斑病菌采用超滤管收集过滤后样品, 通过超高效液相色

谱-串联质谱法共鉴定了 661 个蛋白质。徐久翔等[56]对比

TCA 沉淀法、冷丙酮沉淀法、平衡酚-丙酮法和超滤法提

取短乳杆菌分泌蛋白, 结果发现最佳提取方法为 TCA 沉

淀法。胡古月[57]论述了差速离心与微孔滤膜过滤相结合

的方式提取分泌蛋白方法, 利用双向聚丙烯酰胺凝胶电

泳和非标记定量蛋白质组学分离、鉴定了牛支原体分泌

蛋白 548 个。POCSFALVI 等[58]对指数生长期的金黄色葡

萄球菌肠毒素的鉴定, 上清液经滤膜过滤后加入预冷丙

酮沉淀肠毒素, 双向电泳图谱分析了金黄色葡萄球菌肠

毒素 , 证明了金黄色葡萄球菌 (ATCC 14458)的肠毒素

SElK 和 SElQ, 金黄色葡萄球菌(RIMD 31092)的肠毒素

SElL 和金黄色葡萄球菌(A900322)的肠毒素 SElP 4 种预

测肠毒素的表达。 

除常用的 TCA 和丙酮沉淀蛋白以外, 一些学者使用

硫酸铵也可以提取分泌蛋白, 但是操作比较复杂, 需要经

过多次的萃取操作。ALSAHAG 等[59]将对数后期的结核分

枝杆菌 H37Rv(ATCC-27294)离心, 分离菌体的上清液在

4 ℃条件下添加 80%的硫酸铵沉淀分泌蛋白(CFP29), 结果

分离、纯化和鉴定的结核分枝杆菌胞外 CFP29 具有作为 T

细胞抗原的潜力。综上所述, 硫酸铵沉淀法相比 TCA/丙酮

沉淀蛋白操作较复杂, 而且沉淀蛋白的效果相差不大, 所

以在分泌蛋白的提取方法中较常用并且简单方便的还是使

用 TCA 或者丙酮沉淀蛋白(表 2)。 

 
 
 

表 2  细菌胞外蛋白制备方法比较 
Table 2  Comparison of bacterial extracellular protein preparation methods 

蛋白类型 常用方法比较 最佳方法 参考文献 

表面黏附蛋白 
采用 LiCl 处理可破坏表面黏附蛋白和菌体的聚合能力, 振摇的方式

使分离蛋白效果更好 
LiCl 处理后摇床振摇 [48‒49] 

膜蛋白 
超速离心法处理菌体粗蛋白, 操作简单方便; 碳酸盐萃取需经过多次

萃取, 操作较为复杂 
超速离心法 [43,52‒53] 

分泌蛋白 

超滤法耗材较多、提取蛋白效果差、蛋白浓度低、条带不清晰; 平衡

酚-丙酮法操作复杂、获得蛋白肽段数量少; TCA-丙酮法提取分泌蛋白

浓度高、操作简单方便、获得蛋白质组和蛋白肽段数量较多; 碳酸铵

萃取提取效果较好但操作复杂 

TCA-丙酮法 [55‒56,58] 
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3  结论与展望 

菌体蛋白制备是通过裂解细胞使蛋白质释放, 通过

添加三氯乙酸或者丙酮沉淀蛋白质, 将获得的蛋白进行蛋

白组学分析。提取细菌蛋白裂解细菌的方式主要有添加裂

解液、物理破碎(煮沸、超声、液氮研磨、磁珠破碎、反复

冻融)、生物酶解、物理破碎结合裂解液裂解。文献表明物

理破碎结合裂解液裂解的方式分离提取蛋白效果比单独物

理或化学方式裂解效果好[33‒34]; 表面黏附蛋白分离提取通

过 LiCl 处理后再振摇的方式效果最好, 而且处理方式简单

方便; 外膜蛋白提取方法为细菌粗蛋白进行碳酸盐萃取或

超速离心等操作获得膜蛋白, 碳酸盐萃取方法相比较为复

杂, 所以超速离心法在膜蛋白提取中较为常用; 分泌蛋白

制备将过滤或者离心后分离菌体的菌液添加三氯乙酸或者

丙酮来沉淀蛋白, 此方法简单方便、处理时间较短、蛋白

提取质量与碳酸盐萃取相似。 

本文综述了细菌蛋白质组样品制备的方法及对其鉴

定结果的影响, 虽然现在蛋白制备方法众多, 但因样品的

复杂性仍需要探究、筛选和优化蛋白制备方法, 从而为揭

示细菌蛋白组成和表达提供了科学基础。 
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