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细菌外膜囊泡亚群的分离与蛋白质组学分析
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摘要：外膜囊泡（ＯＭＶｓ）是革兰氏阴性细菌分泌的 ２０～４００ ｎｍ 的具膜囊泡状小体，在毒性物质传递和免疫逃逸等

过程中发挥重要功能。 尽管许多研究已经揭示了 ＯＭＶｓ 的关键作用，但是 ＯＭＶｓ 自身存在的异质性限制了我们对

其蛋白质组成和功能的深入研究。 因此，对 ＯＭＶｓ 异质性亚群的组成及其生物学功能开展研究具有重要意义。 本

研究采用超速离心结合密度梯度离心，对大肠杆菌 ＤＨ５α 和铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１ 分泌的 ＯＭＶｓ 进行了系统的分离

和表征，并结合定量蛋白质组学技术对其进行了全面分析。 首先，我们对超速离心得到的两种菌株 ＯＭＶｓ 粗提物

进行了碘克沙醇密度梯度离心，得到了 Ｆ１ ～ Ｆ６ ６ 个组分。 接着，通过纳米颗粒追踪分析，确认了 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和

ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 粒径分布，ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 各亚群的平均粒径为 １３１􀆰 ０ ～ １６１􀆰 ０ ｎｍ， ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 各亚群的平均粒径为

１４０􀆰 ０～１６９􀆰 ０ ｎｍ；通过透射电子显微镜观察到囊泡呈经典的茶托结构；蛋白质的银染和免疫印迹结果共同验证了

密度梯度组分中 ＯＭＶｓ 亚群的分布，同时确定了 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群的有效组分分别为 Ｆ１ａ～ Ｆ４ａ 和

Ｆ１ｂ～Ｆ５ｂ。 然后，我们从 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的各亚群中分别鉴定到 ２ ３８８ 种和 ９０５ 种蛋白质。 通过 ｋ⁃
ｍｅａｎｓ 聚类和基因本体（ＧＯ）富集分析，我们揭示了不同密度亚群在能量代谢、物质运输、核糖体合成等生物学功

能上的异质性。 最后，通过对大肠杆菌 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群的比较分析，我们发现两种

菌株虽然在 ＯＭＶｓ 的基本功能上具有共性，但在各自的亚群中也展现出了不同的功能特征。 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 的 Ｆ１ａ
亚群富集了与氨基酸代谢和蛋白质合成相关的功能，而 ＰＡＯ１ 的 Ｆ２ｂ 亚群则表现出显著的生物大分子合成功能。
本研究揭示了细菌 ＯＭＶｓ 亚群具有不同的生物学功能，进而为理解细菌的致病机制和与宿主的相互作用提供新的

理论基础，有利于拓展其生物学应用。
关键词：外膜囊泡亚群；大肠杆菌；铜绿假单胞菌；密度梯度离心；蛋白质组学
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ｕｌａｔｉｏｎｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（５）：５２９－５３８．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏ⁃
ｓａ； ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ； ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ

　 　 ２０ 世纪 ６０ 年代，科学家首次通过电镜发现革

兰氏阴性菌的细菌细胞外囊泡（ＢＥＶｓ），并将这类

革兰氏阴性菌产生的 ＢＥＶｓ 称为外膜囊泡 （ＯＭ⁃
Ｖｓ） ［１］。 ＯＭＶｓ 是直径为 ２０ ～ ４００ ｎｍ 的具膜囊泡，
携带各种重要生物分子，包括脂多糖、蛋白质、核酸、
脂质和毒力因子等［２］。 ＯＭＶｓ 在细菌⁃细菌和细菌⁃
宿主的相互作用中发挥重要作用，已被广泛应用于

疫苗开发、药物递送、标志物诊断和免疫调节等领

域［３－５］。 因此，对 ＯＭＶｓ 开展深入研究有助于全面

理解细菌的致病机制，揭示其与宿主的相互作用。
　 　 作为细胞外囊泡家族的成员，ＯＭＶｓ 同样存在

显著的尺寸异质性和功能异质性，严重限制了对其

组成和生物学功能的探究，因此亟需对 ＯＭＶｓ 的异

质性亚群开展分离分析研究［６，７］。 目前，分离 ＯＭＶｓ
的方法包括超速离心法（ＵＣ）、聚合物沉淀法、尺寸

排阻色谱法和磷脂酰丝氨酸分子印迹聚合法等，其
中 ＵＣ 是分离细胞外囊泡的“金标准” ［８，９］。 ＵＣ 已

被广泛应用于分离细胞器、蛋白质、核酸和病毒等颗

粒［１０，１１］。 虽然 ＵＣ 能够快速分离样品并获得 ＯＭ⁃
Ｖｓ，但 ＯＭＶｓ 的异质性亚群很难通过超速离心加以

区分。 密度梯度离心法（ＤＧＣ）利用不同浓度的碘

克沙醇缓冲液作为密度梯度介质，可以对不同密度

的生物颗粒进行分离，再通过超速离心可以获得生

物颗粒亚群。 通过构建从离心管顶部到底部密度逐

渐增加的碘克沙醇密度梯度，ＯＭＶｓ 在离心过程中

沉降到相应的等密度区带，从而去除大部分污染

物［１２，１３］，获得异质性 ＯＭＶｓ 亚群。 ＤＧＣ 大大提高

了 ＯＭＶｓ 的纯度，在临床研究和诊断方面具有应用

前景。
　 　 在微生物研究方面，大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏ⁃
ｌｉ）、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）和

酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）是具有代表

性的模式微生物。 这些微生物易于培养，并且遗传

背景明确，因而广泛用于研究细菌生理活动和宿主⁃
病原体相互作用，也成为研究 ＯＭＶｓ 形成和功能的

重要模型［１４－１６］。 微生物分泌的 ＯＭＶｓ 具有异质性。
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例如，在多形拟杆菌中，不同生长阶段的 ＯＭＶｓ 携

带的蛋白质类型和浓度不同［１７］。 因此，研究 ＯＭＶｓ
异质性对于理解其在病原性和宿主反应中的作用至

关重要。 本研究通过密度梯度离心将同一微生物来

源的 ＯＭＶｓ 按照密度分成不同亚群组分，采用纳升

液相色谱⁃串联质谱对 ＯＭＶｓ 亚群蛋白质组进行分

析鉴定，并结合生物信息学方法探究其功能和参与

的信号通路。 通过密度梯度离心将 ＯＭＶｓ 分成亚

群并开展研究，有助于理解不同亚群在细胞间通信、
免疫调节、抗菌等方面的作用机制，为 ＯＭＶｓ 功能

研究提供新线索。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 生物型透射电子显微镜（Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２）、超净工

作台、纳升液相色谱（Ｖａｎｑｕｉｓｈ）和轨道离子阱质谱

仪（Ｏｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ ４８０）购于赛默飞公司（美国）。
超声破碎仪购于上海比朗仪器有限公司（中国），
５４２４ 离心机和离心浓缩仪购于艾本德公司（美国），
涡旋振荡器购于思博明公司（美国），超速离心机

（Ｏｐｔｉｍａｌ ＸＰＮ⁃１００）购于贝克曼公司（美国），全自

动化化学发光和荧光成像分析系统购于上海天能科

技有限公司（中国），电泳仪购于伯乐生命医学产品

公司（美国），恒温培养箱购于上海慧泰仪器制造有

限公司（中国），纳米颗粒追踪分析仪（ＮＴＡ，Ｚｅｔａ⁃
Ｖｉｅｗ）购于 Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ 公司（德国）。
　 　 蛋白质酶抑制剂购于罗氏公司，５×蛋白上样缓

冲液、酵母提取物、氯化钠、胰蛋白胨和蛋白质浓度

测定（ＢＣＡ）试剂盒购于赛默飞公司（美国）。 丙三

醇、盐酸（３６％ ～ ３８％）、氢氧化钠（≥９６％）购于国药

集团化学试剂有限公司 （中国）。 乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ）购于上海阿拉丁工业公司（中国）；三羟甲

基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）购于北京伊诺凯公司（中国）。
ＯｐｔｉＰｒｅｐ 密度梯度介质、尿素和 ＺｉｐＴｉｐ Ｃ１８ 层析

柱、过滤辅助样品制备（ＦＡＳＰ）超滤管（１０ ｋＤａ）、乙
腈（色谱级）、甲酸（色谱级）购于默克公司（美国）。
聚碳酸酯离心瓶 ２６􀆰 ３ ｍＬ、超净开口管 １３􀆰 ２ ｍＬ、
Ｔｙｐｅ ７０Ｔｉ 转子和 ＳＷ ４１Ｔｉ 转子购于贝克曼公司

（美国）。 １０×ＰＢＳ 缓冲液、蔗糖、快速银染试剂盒购

于上海生工生物工程公司（中国）。 ３３ ｍｍ／ ０􀆰 ２２
μｍ 聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）灭菌针头过滤器购于密理

博公司（美国）。 脱脂奶粉、ＨＥＰＥＳ⁃Ｔｒｉｓ １０％ 预制

胶、ＥＣＬ 化学发光超敏显色试剂盒和过氧化物酶标

记的兔抗羊 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗购于上海翌圣生物科技

公司（中国）。 外膜蛋白 Ａ（ｏｍｐＡ）一抗购于 Ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司（美国）。
１．２　 培养基配制

　 　 ＬＢ 液体培养基：蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ、酵母提取物 ５
ｇ ／ Ｌ、氯化钠 １０ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 １， １１５ ℃灭菌 ３０ ｍｉｎ。
　 　 ＬＢ 固体培养基：在 ＬＢ 液体培养基中加入

１􀆰 ２％ （质量分数）的琼脂粉，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
１．３　 细菌培养

　 　 本研究选取大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株和铜绿假单胞

菌 ＰＡＯ１（微生物代谢全国重点实验室）作为模式菌

株。 取出保存的菌种，利用接种针在 ＬＢ 固体培养

基上画线，３７ ℃过夜培养，然后挑取单菌落至 ５ ｍＬ
ＬＢ 液体培养基中（装在 １５ ｍＬ 离心管中）， ３７ ℃培

养 ６～８ ｈ 后，全部转入 ２００ ｍＬ ＬＢ 液体培养基（装
在 １ Ｌ 锥形瓶中）， ３７ ℃摇床 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养。
１．４　 样品制备

　 　 将细菌悬液于 ４ ℃以 ５ ０００ ｇ 的转速离心 １０
ｍｉｎ，去除细胞和细胞碎片。 用 １×ＰＢＳ 重悬，４ ℃以

５ ０００ ｇ 的转速离心 １０ ｍｉｎ，重复一次后向沉淀加入

６ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素裂解并超声得到细菌裂解物蛋白质

（Ｂａｃ）。 上清液在 ４ ℃以 １００ ０００ ｇ 的转速离心 ７０
ｍｉｎ。 用 １ × ＰＢＳ （ ０􀆰 ２２ μｍ） 重悬并涡旋振荡 １０
ｍｉｎ，得到 ＯＭＶｓ 粗提物悬液。

表 １　 ２ ｍＬ 密度梯度缓冲液的配制
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｐａｒｅｄ ２⁃ｍＬ ｄｅｎｓｉｔｙ⁃ｇｒａｄｉｅｎｔ ｂｕｆｆｅｒｓ

Ｉｏｄｉｘａｎｏｌ ／ ％ ∗ Ｂｕｆｆｅｒ Ｂ ／ （ｍＬ） Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ ／ （ｍＬ） ρ ／ （ｇ ／ ｍＬ）
２０．００ １．２０ ０．８０ １．１２７
２４．００ １．０４ ０．９６ １．１４６
２８．００ ０．８８ １．１２ １．１６５
３０．００ ０．８０ １．２０ １．１７５
３２．００ ０．７２ １．２８ １．１８５
３５．００ ０．６０ １．４０ １．１９９

　 ∗ Ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ．

　 　 配制密度梯度缓冲液 Ａ（Ａ 液）： ０􀆰 ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗

糖、６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ。 配制密度梯

度缓冲液 Ｂ（Ｂ 液）： ０􀆰 ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ、６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ。 Ａ 液和 Ｂ 液的 ｐＨ 值调节

至 ７􀆰 ４，并用 ０􀆰 ２２ μｍ ＰＶＤＦ 针头过滤器过滤，４ ℃
保存。 配制密度梯度缓冲液 Ｃ（Ｃ 液）： １ ∶５（ｖ ／ ｖ）比
例混合 Ａ 液与 ＯｐｔｉＰｒｅｐ。 将 Ｂ 液、Ｃ 液按表 １ 比例

混合，配制 ２ ｍＬ ２０％、２４％、２８％、３０％、３２％、３５％ 的

密度梯度缓冲液，密度从大到小依次铺入，最上层加

入 １５０ μＬ ＯＭＶｓ 样品，最后用 １×ＰＢＳ 补体积至超

离管管口 ２～３ ｍｍ 处，４ ℃以 ２１６ ０００ ｇ 的转速离心
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６ ｈ。 从上至下，每 ２ ｍＬ 取为 １ 个组分，共取 ６ 个组

分，分别记为 Ｆ１～Ｆ６，用 １×ＰＢＳ 稀释 ４ 倍后，４ ℃以

１７０ ０００ ｇ 的转速离心 ２ ｈ，用 １×ＰＢＳ 重悬。
１．５　 纳米颗粒追踪分析

　 　 使用 ＺｅｔａＶｉｅｗ 仪器分析细菌外膜囊泡及其亚

群的尺寸分布和囊泡颗粒浓度。 在分析前，注入 １０
ｍＬ ＰＢＳ 清洗检测通道，并进行校准。 用 １×ＰＢＳ 按

１ ∶１００～１ ∶１ ０００ 的体积比稀释样品，取 １ ｍＬ 样品检

测，每个样品重复实验 ３ 次，结果以均值±标准差显

示。 仪器温度设置为 ２５􀆰 ０ ℃，每秒帧数设置为 ３０，
测量时间为 ６０ ｓ，激光波长设置为 ４８８ ｎｍ 的单色激

光束。
１．６　 透射电子显微镜检测

　 　 首先，亲水处理铜网 ５ ｍｉｎ。 其次，将 ＯＭＶｓ 粗

提物和富集的 ＯＭＶｓ 亚群重悬在 ２０ μＬ 双蒸水中，
用双蒸水稀释 ５ ～ ８ 倍，滴在经过亲水处理的铜网

上，静置 １ ｍｉｎ，用滤纸贴近铜网，将多余液体吸除。
用双蒸水清洗后，再用 ４ μＬ ２％ 磷钨酸（ｐＨ 值 ６􀆰 ５～
７􀆰 ０）负染色 ４５ ｓ，用滤纸将染液吸走。 最后，待铜网

干燥后使用透射电子显微镜进行形态检测。
１．７　 蛋白质免疫印迹

　 　 向 ＯＭＶｓ 及其亚群中加入 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素，冰水

浴超声 １ ｍｉｎ（超声 ５ ｓ，停 ３ ｓ），并以体积比 １ ∶１００
加入蛋白酶抑制剂，在冰上裂解 １ ｈ 得到蛋白质组

分。 经过 ＢＣＡ 法测定蛋白质浓度后，取 ２０ μｇ 蛋白

质样品，加入 ５×蛋白质上样缓冲液混匀，９９ ℃加热

１０ ｍｉｎ。 用 ＨＥＰＥＳ⁃Ｔｒｉｓ １０％ 预制胶 １５０ Ｖ 电压下

电泳 ３０ ｍｉｎ，恒流 ３００ ｍＡ 电泳 １ ｈ 将蛋白质转印

至 ＰＶＤＦ 膜。 室温封闭 １ ｈ 后，４ ℃过夜孵育 ｏｍｐＡ
一抗（以 １ ∶１ ０００ 的体积比含 ０􀆰 １％ 吐温 ２０ 的磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳＴ）稀释）。 经 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后，室
温孵育过氧化物酶标记的兔抗羊 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗

（以 １ ∶１０ ０００ 的体积比用 ＰＢＳＴ 稀释）。 洗涤 ３ 次

后，加入 ＥＣＬ 化学发光超敏显色试剂，并用全自动

化学发光和荧光成像分析系统拍照，曝光时间 ３０ ｓ。
１．８　 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶银染

　 　 取 ２ μｇ ＯＭＶｓ 及其亚群的蛋白质，经 １􀆰 ７ 节同

样条件电泳后用蒸馏水冲洗，然后按照快速银染试

剂盒的操作说明进行银染。
１．９　 纳升液相色谱⁃串联质谱分析

　 　 取 ２０ μｇ 经过还原烷基化的蛋白质样品，按照

常规 ＦＡＳＰ 方法进行酶解，蛋白质样品与胰酶的质

量比为 ５０ ∶１。 ３７ ℃酶解 １６ ｈ 后，通过 ＺｉｐＴｉｐ Ｃ１８

柱除盐。 取 ５００ ｎｇ 除盐后的肽段上样进行纳升液

相色谱质谱⁃串联质谱分析，每个样品进行 ３ 次技术

重复。
　 　 液相色谱的相关参数如下：自填 Ｃ１８⁃ＡＱ 填料

分析柱（２０ ｃｍ×７５ μｍ， ３ μｍ）；流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％
甲酸水溶液，流动相 Ｂ 为含 ０􀆰 １％ 甲酸的 ８０％ 乙腈

水溶液；梯度洗脱（０ ～ １ ｍｉｎ， ４％ Ｂ ～ ５％ Ｂ； １ ～ ２９
ｍｉｎ， ５％ Ｂ～１６％ Ｂ； ２９～５２ ｍｉｎ， １６％ Ｂ～３２％ Ｂ； ５２
～５３ ｍｉｎ， ３２％ Ｂ～９９％ Ｂ； ５３～６０ ｍｉｎ， ９９％ Ｂ）。 流

速为 ３００ ｎＬ ／ ｍｉｎ，色谱柱温度为室温，进样体积为

２ μＬ。
　 　 串联质谱的相关参数如下：电喷雾毛细管电压

１ ９００ Ｖ；气体流速 ４􀆰 ０ Ｌ ／ ｍｉｎ；离子传输管温度为

２８０ ℃。 质谱仪使用高能碰撞解离（ＨＣＤ）的碎裂

方法，采用数据依赖扫描（ＤＤＡ）程序模式，全扫描

ＭＳ１ 分辨率为 ６０ ０００； ｍ／ ｚ 范围为 ３５０ ～ １ ７５０；归
一化自动增益控制（ＡＧＣ）目标值为 ３００％；最大注

入时间为 ２５ ｍｓ； ＭＳ２ 分辨率为 １５ ０００；归一化

ＡＧＣ 目标值为 ７５％；最大注入时间为 ２２ ｍｓ；隔离窗

口为 ｍ／ ｚ １􀆰 ６；动态排除时间为 ４５ ｓ。 当使用高场

非对称波形离子迁移谱（ＦＡＩＭＳ）时，补偿电压设定

为－４５ Ｖ 和－６５ Ｖ；射频透镜（ＲＦ ｌｅｎｓ）设定为 ５０％。
１．１０　 生物信息学分析

　 　 使用 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ（版本 ３􀆰 ０）对采集

的数据进行分析，检索 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 蛋白质数

据库（Ｕｎｉｐｒｏｔ，版本 ２０２４ ＿０４ ＿０１， ９ ０２８ ３９６ 条序

列） 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ 蛋白质数据库

（Ｕｎｉｐｒｏｔ，版本 ２０２４＿０４＿２２， ５４４ ９０１ 条序列）。 数

据库检索设置允许母离子质量误差值为 １􀆰 ０×１０－５

（１０ ｐｐｍ），漏切位点最大值为 ２，蛋白质和肽段水

平的鉴定假阳性（ＦＤＲ）小于 １％。 蛋白质鉴定标准

为检测到至少 １ 个特征肽段，蛋白质及二级谱图数

量（ＰＳＭ）的假阳性率为小于 １％。 以四分位法对蛋

白质表达量值（Ａｂｕｎｄａｎｃｅ）进行标准化和 ｚ⁃ｓｃｏｒｅ
归一化。
　 　 对蛋白质表达量用 ｋ⁃ｍｅａｎｓ 聚类算法对亚群

进行聚类，通过基因本体论（ＧＯ）数据库注释每个

聚类中富集到基因行使的分子功能（ＭＦ）和参与的

生物学过程（ＢＰ）（ｐ＜０􀆰 ０５），通过 Ｒ 包 ｃｌｕｓｔｅｒＧＶｉｓ
将结果可视化。 借助微生信网站（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ）绘制 Ｖｅｎｎ 图。
　 　 利用 ＳＴＲＩＮＧ 网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．
ｏｒｇ ／ ）进行蛋白质互作网络分析，输入候选蛋白质的
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ＩＤ 后，选择铜绿假单胞菌作为物种，将最低要求的

交互置信度（ｍｉｎｉｍｕｍ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ）
设置为 ０􀆰 ４００。

２　 结果与讨论

２．１　 两个模式菌种 ＯＭＶｓ 亚群的分离纯化与表征

２．１．１　 大肠杆菌 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 的分离与表征

　 　 我们通过 ＵＣ 提取了大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株的

ＯＭＶｓ 粗提物（ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ），通过 ＮＴＡ 和 ＴＥＭ 检

测了 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 的粒径分布和囊泡形态。 ＮＴＡ
结果如图 １ａ 所示， ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 的平均粒径为

（１４１􀆰 ０± ５􀆰 ０） ｎｍ，平均含量为 （ ６􀆰 ０ ± ０􀆰 ８） × １０１１

ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ。 通过 ＴＥＭ 观察 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 的形

态特征，ＴＥＭ 结果如图 １ｂ 所示，图中箭头指出的中

间暗周围亮的圆形或椭圆形结构呈杯托状，是 ＯＭ⁃
Ｖｓ 经典的形态特征，说明粗提物中含有囊泡。 因

此，我们继续利用选定的密度梯度参数通过 ＤＧＣ
将 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 分离成 ６ 个密度不同的组分，分别

为 Ｆ１ａ～Ｆ６ａ。

图 １　 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和 Ｆ１ａ～Ｆ６ａ 亚群的表征
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ ａｎｄ Ｆ１ａ－Ｆ６ａ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

　 ａ． ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ ａｎｄ Ｆ１ａ－Ｆ６ａ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； ｂ． ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＴＥＭ） ｏｆ ＤＨ５α⁃ＯＭＶ； ｃ． ｍａｒｋｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｍｐＡ ｏｆ ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ， ＤＨ５α⁃Ｂａｃ ａｎｄ Ｆ１ａ－Ｆ６ａ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ； ｄ． ｇｅｌ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ， ＤＨ５α⁃Ｂａｃ ａｎｄ Ｆ１ａ－Ｆ６ａ
ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ．

　 　 为了确定 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 存在于哪些组分中，我
们用 ＷＢ 检测了革兰氏阴性菌特征蛋白标志物 ｏｍ⁃
ｐＡ。 如图 １ｃ 所示，在 Ｆ１ａ～Ｆ４ａ、大肠杆菌细胞裂解

液 ＤＨ５α⁃Ｂａｃ 和 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 中均检测到目标条

带，但在 Ｆ５ａ、Ｆ６ａ 中未检测到，可能原因是 Ｆ５ａ、
Ｆ６ａ 组分的蛋白质浓度太低。 为了验证这一点，我

们对 Ｆ１ａ～Ｆ６ａ 做了蛋白质银染检测，结果如图 １ｄ
所示，Ｆ１ａ 组分蛋白质条带与 ＯＭＶｓ 相似度较高，组
分 Ｆ２ａ 与 Ｆ３ａ 蛋白质条带几乎一致，而组分 Ｆ４ａ 蛋

白质条带较浅，Ｆ５ａ、Ｆ６ａ 几乎没有蛋白质条带。 这

一结果与 ＷＢ 表征结果相吻合，因此我们认为组分

Ｆ１ａ～ Ｆ４ａ 为分离得到的大肠杆菌 ＯＭＶｓ 亚群。 接

着，我们通过 ＮＴＡ 检测了不同密度的 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ
亚群的粒径分布，结果如图 １ａ 所示，Ｆ１ａ～Ｆ４ａ 的平

均粒径分别为（１３１􀆰 ０±４􀆰 ０）、（１６１􀆰 ０±４􀆰 ０）、（１５１􀆰 ０
±７􀆰 ０）和（１３８􀆰 ０±４􀆰 ０） ｎｍ，说明不同密度亚群的平

均粒径存在差别。 同时，随着密度逐渐增大，Ｆ１ａ ～
Ｆ４ａ 中 ＯＭＶｓ 的颗粒浓度逐渐降低。
２．１．２　 铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的分离与表征

　 　 我们通过 ＵＣ 提取了铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１ 菌株

的 ＯＭＶｓ 粗提物 （ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ）。 通过 ＴＥＭ 和

ＮＴＡ 检测 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的形态特征和粒径分布。
ＮＴＡ 结果如图 ２ａ 所示，ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的平均粒径为

（１５８􀆰 ０± １５􀆰 ０） ｎｍ，平均含量为（８􀆰 ９ ± ３􀆰 ５） × １０１２

ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｍＬ。 ＴＥＭ 结果如图 ２ｂ 所示，ＰＡＯ１⁃ＯＭ⁃
Ｖｓ 呈杯托结构，也符合 ＯＭＶｓ 的典型形态特征。 接

着，我们利用相同的密度梯度将 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 分离

成 ６ 个密度不同的组分，分别为 Ｆ１ｂ～Ｆ６ｂ。
　 　 为了确定 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 存在于哪些组分中，我
们通过 ＷＢ 检测了 ｏｍｐＡ，结果如图 ２ｃ 所示，在
Ｆ１ｂ～ Ｆ３ｂ 和铜绿假单胞菌系细胞裂解物 ＰＡＯ１⁃
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图 ２　 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 以及 Ｆ１ｂ～Ｆ６ｂ 亚群的表征
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶ ａｎｄ Ｆ１ｂ－Ｆ６ｂ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

　 ａ． ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ ａｎｄ Ｆ１ｂ－Ｆ６ｂ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； ｂ． ＴＥＭ ｏｆ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶ； ｃ． ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｍｐＡ ｏｆ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ，
ＰＡＯ１⁃Ｂａｃ ａｎｄ Ｆ１ｂ－Ｆ６ｂ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ； ｄ． ｇｅｌ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ， ＰＡＯ１⁃Ｂａｃ ａｎｄ Ｆ１ｂ－Ｆ６ｂ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ．

Ｂａｃ 中均检测到目标条带， 而在 Ｆ４ｂ ～ Ｆ６ｂ 和

ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 中未检测到。 对比图 ２ｄ 所示的蛋白

质银染结果，与大肠杆菌不同，铜绿假单胞菌的银染

结果显示不同组分之间的蛋白质条带差异较大，验
证了不同 ＯＭＶｓ 组分在蛋白质表达上具有异质性。
其中，组分 Ｆ２ｂ、Ｆ３ｂ 与 ＯＭＶｓ 条带相近；而 Ｆ４ｂ、
Ｆ５ｂ 条带相近且与其他条带有较大区别，在 ５５ ｋＤａ

图 ３　 （ａ）ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 亚群的蛋白质组与 ＤＨ５α⁃ＯＭＶ 总蛋白质组和（ｂ）Ｆ１ａ～Ｆ４ａ 亚群的蛋白质比较
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ （ａ） ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ

ＤＨ５α⁃ＯＭＶ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎｄ （ｂ） Ｆ１ａ－Ｆ４ａ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

有较为明显的蛋白质条带，与 ＷＢ 结果一致。 因此，
我们认为 Ｆ１ｂ～Ｆ５ｂ 为分离到的铜绿假单胞菌 ＯＭ⁃
Ｖｓ 亚群。 接着，我们通过 ＮＴＡ 检测了不同密度

ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群的粒径分布，Ｆ１ｂ～ Ｆ５ｂ 亚群 ＮＴＡ
结果如图 ２ａ 所示，Ｆ１ｂ ～ Ｆ５ｂ 的平均粒径分别为

（１４０􀆰 ０±１􀆰 ４）、（１５９􀆰 ０±０􀆰 ２）、（１６９􀆰 ０±６􀆰 ９）、（１５３􀆰 ０

±５􀆰 ８）和（１４４􀆰 ０ ± ２􀆰 ０） ｎｍ，符合 ＯＭＶｓ 的粒径特

征。 在 Ｆ４ｂ 和 Ｆ５ｂ 组分中，ＯＭＶｓ 的颗粒浓度较其

他组分明显偏少。
２．２　 两类模式菌种不同密度 ＯＭＶｓ 亚群的蛋白质

组分析

２．２．１　 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 及其亚群的蛋白质组分析

　 　 图 ３ａ 为 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 全蛋白质组的韦恩图，在
ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 粗提物和 ４ 个 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 亚群中分

别鉴定到 ２ １１６ 和 ２ ３６４ 种蛋白质，其中共有的蛋白

质达到 ２ ０９２ 种，占所有检测到蛋白质的 ８７􀆰 ６％。
通过密度梯度离心的分离方法，我们从 ４ 个 ＤＨ５α⁃
ＯＭＶｓ 亚群中鉴定到了 ２７２ 种独有蛋白质。 图 ３ｂ
为 Ｆ１ａ～Ｆ４ａ 亚群的全蛋白质组韦恩图，分别鉴定
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到了来源于 Ｆ１ａ、Ｆ２ａ、Ｆ３ａ 和 Ｆ４ａ 亚群的 ２ ０７３、
２ ０９６、２ ０９３ 和 １ ８５０ 种蛋白质，其中共有的蛋白质

达到 １ ６８９ 种，占总 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 亚群 ２ ３６４ 种蛋白

质的 ７１􀆰 ４％。 在 Ｆ１ａ、Ｆ２ａ、Ｆ３ａ 和 Ｆ４ａ 亚群中分别

鉴定到了 ７２、２９、１１８ 和 ２１ 种独有蛋白质，这表明不

同密度的 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 亚群具有独特的蛋白质组

成，可能反映了不同密度亚群 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 在功能

上的异质性。

图 ４　 基于 ｋ⁃ｍｅａｎｓ 聚类的 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ、ＤＨ５α⁃Ｂａｃ 和 Ｆ１ａ～Ｆ４ａ 亚群蛋白质功能 ＧＯ 注释热图（ｐ≤０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ． ４　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ， ＤＨ５α⁃Ｂａｃ

ａｎｄ Ｆ１ａ－Ｆ４ａ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｋ⁃ｍｅａｎｓ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ （ｐ≤０􀆰 ０５）

　 　 为了进一步探索这些亚群的具体生物学功能，
我们对 ＤＨ５α⁃Ｂａｃ、ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 及其不同密度梯度

亚群根据质谱数据中蛋白质的表达量及其他相关特

征，使用 ｋ⁃ｍｅａｎｓ 聚类算法将蛋白质划分为不同的

群集进行聚类分析，将具有相似表达模式的蛋白质

分组到同一类别中。 根据蛋白质聚类的结果，绘制

热图来可视化不同聚类中蛋白质的表达模式。 如图

４ 所示，所有蛋白质被聚成 Ｃ１ ～ Ｃ５ ５ 类，其中

ＤＨ５α⁃Ｂａｃ 主要聚到 Ｃ４ 类；ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ、Ｆ１ａ 主要

聚到 Ｃ５ 类； Ｆ２ａ 主要聚到 Ｃ２ 类； Ｆ３ａ 主要聚到 Ｃ３
类，且蛋白质高表达；Ｆ４ａ 主要聚到 Ｃ１ 类。 从整体

来看，ＤＨ５α⁃Ｂａｃ 中主要富集了与细菌生长和应激

反应相关的功能，这些蛋白质主要集中在细胞的自

我保护机制以及环境变化的适应性上。 相比之下，
总 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 的功能主要与物质的运输、细胞信

号传递、代谢活动等生理过程相关。 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ

与 ＤＨ５α⁃Ｂａｃ 的共同点在于两者都具有与应激反应

相关的功能，显示出 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 在细菌生存和适

应中的重要作用。 然而，与 ＤＨ５α⁃Ｂａｃ 相比，ＤＨ５α⁃
ＯＭＶｓ 在细胞间通信和物质运输方面的功能更加突

出，表明 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 在宿主⁃病原体相互作用中发

挥作用。
２．２．２　 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 及其亚群的蛋白质组分析

　 　 通过密度梯度离心分离，我们将铜绿假单胞菌

分泌的 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 分成了 Ｆ１ｂ ～ Ｆ５ｂ 亚群，图 ５ａ
为 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 粗提物与 ５ 个 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群全

蛋白质组的韦恩图。 共鉴定到 ９０５ 种蛋白质，其中

在 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 粗提物和总 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群中分

别鉴定到 ７１７ 和 ８９７ 种蛋白质，其中共有的蛋白质

达到 ７０９ 种，占所有检测到蛋白质的 ７８􀆰 ３％。 我们

从总 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群中鉴定到了 １８８ 种独有蛋白

质，提升了 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的鉴定深度。 通过定量蛋

白质组学分析，我们鉴定到了来源于 Ｆ１ｂ、Ｆ２ｂ、
Ｆ３ｂ、Ｆ４ｂ 和 Ｆ５ｂ 亚群的 ７７１、８１５、８４１、４３１ 和 ４１０ 种

蛋白质，图 ５ｂ 为 Ｆ１ｂ～Ｆ５ｂ 亚群的全蛋白质组韦恩

图，其中 ５ 个亚群共有的蛋白质 ３４０ 种，仅占总

ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群的 ３７􀆰 ９％，说明亚群之间蛋白质

组成的差异明显。
　 　 对 ＰＡＯ１⁃Ｂａｃ、ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 及其不同密度梯度

的 ５ 个亚群进行蛋白质组学分析，生物信息学分析
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图 ５　 （ａ）ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群的蛋白质组与 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶ 总蛋白质组和（ｂ）Ｆ１ｂ～Ｆ５ｂ 亚群的蛋白质比较
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ （ａ） ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶ ｐｒｏｔｅｏｍｅ

ａｎｄ （ｂ） Ｆ１ｂ－Ｆ５ｂ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

结果如图 ６ 所示。 通过聚类分析和 ＧＯ 富集分析，
将所有检测到的蛋白质聚成六类（Ｃ１ ～Ｃ６），并进行

功能注释。 图中展示了每个聚类中的蛋白质在不同

样品中的表达情况及其主要功能。

图 ６　 基于 ｋ⁃ｍｅａｎｓ 聚类的 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ、ＰＡＯ１⁃Ｂａｃ 和 Ｆ１ｂ～Ｆ５ｂ 亚群蛋白质功能 ＧＯ 注释热图（ｐ≤０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ． ６　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ， ＰＡＯ１⁃Ｂａｃ ａｎｄ

Ｆ１ｂ－Ｆ５ｂ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｋ⁃ｍｅａｎｓ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ （ｐ≤０􀆰 ０５）

　 　 从整体来看，ＰＡＯ１⁃Ｂａｃ 中富集了与细菌生长

和基础代谢相关的功能，这些功能涉及细胞自我维

持及环境适应。 而总 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 则富集了与物质

运输、细胞间通信以及宿主相互作用相关的功能。
相比 ＰＡＯ１⁃Ｂａｃ， ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 中的蛋白质与宿主

细胞的交互更加密切，表明 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 在细菌毒

力及宿主相互作用中具有重要作用。
　 　 进一步对密度梯度分离后的亚群进行分析，我

们发现这些亚群在总 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的基本功能上表

现出一些独特的功能。 Ｃ１ 聚类中，主要包含 ＰＡＯ１⁃
ＯＭＶｓ 和 Ｆ５ｂ 亚群，Ｃ１ 聚类涉及三磷酸腺苷（ＡＴＰ）
分子的参与，是细胞内能量转化和信号传导的重要

步骤。 通过这些过程，细胞能够利用 ＡＴＰ 的能量完

成各种生物学功能，维持细胞的生存和正常代

谢［１８］。 Ｃ２ 聚类主要包含 Ｆ１ｂ 亚群，Ｃ２ 聚类的通路

主要关于氨基酸和蛋白质，氨基酸的代谢过程包括

氨基酸的合成、降解和转化，这些过程对于细胞的蛋

白质合成和代谢调节至关重要。 这些过程反映了

Ｆ１ｂ 亚群在蛋白质和代谢物调控方面的重要作用，
特别是在细胞适应环境变化和维持内稳态方面的功
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能。 Ｃ４ 聚类主要包含 Ｆ３ｂ 和 Ｆ４ｂ 亚群，主要涉及

细胞内复合物和结构的形成，包括核糖体等细胞器

以及组织和调控过程，是维持细胞内结构和功能的

重要机制。 Ｃ５ 聚类主要包含 Ｆ２ｂ 亚群，其高表达

的蛋白质涉及有机物和生物大分子的合成过程，如
ｔＲＮＡ 的氨酰化过程。 这些功能与细胞内生物大分

子的合成及其后续功能的实现密切相关，表明 Ｆ２ｂ
亚群在蛋白质翻译和细胞生物合成中具有重要作

用［１９］。 通过对 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 不同密度亚群的详细

分析，我们发现每个亚群都具有特定的功能富集。
这为进一步理解 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群在细菌致病机

制、宿主相互作用及环境适应中的作用提供了重要

线索。
２．３　 两种细菌 ＯＭＶｓ 亚群蛋白质组的比较分析

　 　 通过对 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 以及它们

不同密度梯度亚群的蛋白质组学分析，我们发现两

种菌株在 ＯＭＶｓ 组分中都富集了与 ＡＴＰ 水解活性、
ＡＴＰ 依赖活动和 ＡＴＰ 结合相关的蛋白质，表明两者

在能量代谢和信号传导方面具有共性。 ＡＴＰ 在

ＯＭＶｓ 的生物合成和动力学中发挥关键作用，可能

在相似的生理环境中支持细菌的能量需求和生存适

应［２０］。
　 　 两种菌株的 ＯＭＶｓ 亚群蛋白质组也存在部分

相似的和差异较大的生物学功能。 例如在 ＤＨ５α 的

Ｆ１ａ 亚群中，蛋白质同源寡聚化过程尤为显著，这反

映了该亚群在调控蛋白质互作和形成多蛋白质复合

物方面的重要性。 ＰＡＯ１ 的 Ｆ２ｂ 亚群主要富集到与

有机物和生物大分子合成过程相关的蛋白质，例如

ｔＲＮＡ 的氨酰化过程，影响着蛋白质合成的准确性

和效率。 莫匹罗星是一种已经被批准用于氨酰⁃ｔＲ⁃
ＮＡ 合成酶的选择性抑制剂，通过阻碍蛋白质合成

从而实现抗菌，而在 ＯＭＶｓ 中富集到相关功能的蛋

白质可能有助于对抗药性的新认识［２１］。 ＰＡＯ１ 的

Ｆ３ｂ 亚群更多地富集到与 ｒＲＮＡ 结合、核糖体组装

和细胞器组织相关的通路，这些过程反映了该亚群

在蛋白质合成和细胞内结构功能维持中的重要作

用。 在两种菌株的 Ｆ４ａ 和 Ｆ４ｂ 亚群中，均富集到与

核糖体合成以及 ｒＲＮＡ 结合相关的通路，显示出它

们在蛋白质合成和核糖体结构维持方面的共同功

能，凸显了这些功能在细菌细胞生命活动中的核心

作用。 密度梯度分离后的亚群展现了比总 ＯＭＶｓ
更加精细的功能分化，这也表明亚群分离有助于揭

示 ＯＭＶｓ 中存在的异质性功能及其在细菌生命活

动中的特定角色。
　 　 根据 ＯＭＶｓ 不同亚群的蛋白质组数据，我们比

较了 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 中同源蛋白质的

功能，发现了 ７ 种与应激响应相关的蛋白质，这些蛋

白质在两种微生物的某些 ＯＭＶｓ 亚群中得到了显

著富集（ＯＭＶｓ 亚群 ／ ＯＭＶｓ 粗提物≥１􀆰 ５）。 如表 ２
所示，ＣｌｐＢ、ＤｎａＪ、ＤｎａＫ、ＧｒｐＥ 和 ＨｔｐＧ 与热休克

蛋白家族相关［２２－２４］，其中，伴侣蛋白 ＤｎａＫ 是蛋白

质折叠过程中的一个关键成分，主要富集于 ＤＨ５α⁃
ＯＭＶｓ 和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的 Ｆ１ａ 和 Ｆ１ｂ 亚群，而细菌

应激反应性伴侣蛋白 ＨｔｐＧ 则主要富集于 ＤＨ５α⁃
ＯＭＶｓ 的 Ｆ１ａ、 Ｆ２ａ 亚 群 和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 的 Ｆ５ｂ
亚群。

表 ２　 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 亚群和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 亚群中富集到的
与应激响应相关的同源蛋白质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ＤＨ５α⁃ＯＭＶ ａｎｄ
ＰＡＯ１⁃ＯＭＶ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

　

Ｇｅｎｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ
Ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ
ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ

ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

Ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ
ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ

ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ｃｌｐＢ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣｌｐＢ Ｆ１ａ Ｆ３ｂ， Ｆ４ｂ
ｄｎａＪ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｎａＪ Ｆ３ａ Ｆ１ｂ， Ｆ５ｂ
ｄｎａＫ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｎａＫ Ｆ１ａ Ｆ１ｂ
ｇｒｐＥ ｐｒｏｔｅｉｎ ＧｒｐＥ Ｆ１ａ Ｆ２ｂ， Ｆ３ｂ
ｈｃｈＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ Ｆ１ａ Ｆ２ｂ， Ｆ３ｂ

ｄｅｇｌｙｃａｓｅ ＨｃｈＡ
ｈｆｑ ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｆｑ Ｆ３ａ Ｆ１ｂ， Ｆ２ｂ
ｈｔｐＧ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＨｔｐＧ Ｆ１ａ， Ｆ２ａ Ｆ５ｂ

图 ７　 ＤＨ５α⁃ＯＭＶｓ 和 ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ 中与应激
响应相关的同源蛋白质互作网络图

Ｆｉｇ． ７　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＨ５α⁃ＯＭ⁃
Ｖｓ ａｎｄ ＰＡＯ１⁃ＯＭＶｓ

　

　 　 对这些蛋白质进行蛋白质互作网络分析，结果

如图 ７ 所示，除了 ＨｃｈＡ 外，其余蛋白质之间存在相

互作用。 在细菌 ＯＭＶｓ 亚群中鉴定到与应激响应

相关蛋白质，意味着细菌可能会通过 ＯＭＶｓ 携带的
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这些蛋白质进行细胞间交流，并激活受体细胞以应

对微环境。

３　 结论

　 　 本研究通过超速离心结合密度梯度离心方法对

大肠杆菌 ＤＨ５α 和铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１ 分泌的

ＯＭＶｓ 进行了分离、制备和表征，并对获得的 ＯＭＶｓ
亚群进行了蛋白质组学分析，揭示了两种细菌

ＯＭＶｓ 亚群的功能特征。 研究结果表明，不同密度

梯度的 ＯＭＶｓ 亚群在能量代谢、物质运输、核糖体

合成等方面表现出显著的功能异质性。 本研究为探

索不同密度 ＯＭＶｓ 亚群的生物学功能提供了重要

依据，加深了对细菌 ＯＭＶｓ 的理解，也为基于 ＯＭＶｓ
的细菌功能研究和实际应用提供了新的线索。
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