
DOI：10．13995／j．enki．1l一1802／ts．201605045

宏蛋白质组学研究进展及应用
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摘要 宏蛋白质组学是近几年出现的一种应用蛋白质组学方法对环境微生态系统进行研究的一种新技术，已

在环境生态领域研究中展示出了强大的功能。文中综述了宏蛋白质组学的研究技术及策略、介绍了其在污水生

物处理、土壤及发酵食品微生物群落结构分析中的应用，并对其在环境微生态领域中的研究进行了展望。
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人类基因组计划的完成，标志着生命科学研究进

入了后基因组时代。然而随着对基因组研究的不断

深入，人们认识到单纯依靠基因组信息并不能完全揭

示生命的活动规律。因为只有蛋白质才是生命活动

的主要体现者，而这些蛋白质是基因经转录、翻译后

产生的。即使同一生物，在不同环境下所表达的蛋白

质都有可能不同。为此WASINGER等首次提出了

“蛋白质组”(Proteome)的概念，即一个基因组所表达

的全部蛋白质，也可以定义为细胞、组织或机体所表

达的全部蛋白质¨。。其主要研究内容包括表达蛋白

质组学(研究特定细胞、组织或器官中蛋白质种类和

数量的变化，以及不同时期的表达谱的改变等)；结

构蛋白质组学(揭示生物大分子的三维结构和功能

的关系)和功能蛋白质组学(蛋白质相互作用关系及

调控网络以及蛋白质的转录后修饰等)¨。。2004年，

RODRIGUEZ—VALERA提出了宏蛋白质组(Metapro—

teome)的概念，即环境中所有生物的蛋白质组的总

和¨。。本文主要介绍了宏蛋白质学的研究现状及应

用，并对其研究及发展趋势进行了展望。

1 宏蛋白质组学及研究方法

自从蛋白质组学的概念提出以后，关于蛋白质组

学的研究就如火如荼地开展起来了，并且发展迅速。

就微生物而言，主要包括微生物蛋白质组参考图谱的

建立卜“、胁迫条件下蛋白质组学分析、基因工程菌

第一作者：博士，副教授(本文通讯作者，E—mail：cdwu@sea．edu．cn)。

基金项目：国家自然科学基金项目(No．31301546)；中央高校

基本科研业务费专项基金(No．SCU2015D008)；酿酒生物技术

及应用四川省重点实验室开放基金(No．NJ2014-12)资助

收稿日期：2015—09—05，改回日期：2015—11—12

的蛋白质组学分析等‘7。。。但就其研究对象而言，主

要集中在纯培养或单一培养的微生物、组织或细胞，

样品来源清楚，基因组背景单一。然而面对复杂环

境，由于样品组成复杂，缺乏完整的基因组背景，采用

宏蛋白质组学的方法对其中的所有蛋白质进行研究

就显得尤为重要。

宏蛋白质组的研究方法与传统的蛋白质组研究

方法相似，其流程一般包括蛋白质样品制备、蛋白分

离和蛋白鉴定等。目前的研究策略主要有2种，一种

采用凝胶染色为基础结合质谱(MS)分析(如2D电

泳)，另一种是多重色谱分离与MS联用技术进行宏

蛋白质组分析(图1)。

图1宏蛋白质组学研究策略

Fig．1 Research strategies formetaproteomics

早期的蛋白质组学研究通常采用二维凝胶电泳

结合质谱技术，能对复杂蛋白质}昆合样品进行定性和

定量分析。但是该技术对部分低丰度蛋白、极端等电

点的蛋白以及一些疏水性蛋白分离效果不佳。近年

来，随着多重色谱分离与质谱联用技术的发展，色谱
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分离法在蛋白质组学分析中应用日益广泛。与传统

2D电泳相比，色谱法虽然没有2D电泳的高分辨率

和直观，但分离效果要优于2D电泳，可以得到十分

精确的蛋白质信息，因此，色谱法有望在宏蛋白质组

学研究中获得更为广泛的应用旧一。

样品的制备是蛋白质组学研究中的关键步骤，其

制备的优劣往往影响后续研究的成败。对于宏蛋白

质组学而言，由于研究对象的复杂性，其中的微生物

群落有极大差别，同时纯化一些具有重要功能的低丰

度蛋白也是宏蛋白质组学研究的关键。因此，目前还

没有一种提取宏蛋白的通用方法。JENSEN等¨0。对

活性污泥中宏蛋白质组的提取方法进行了优化，分别

考察了磁珠法、反复冻融法、超声法以及试剂盒的方

法对蛋白提取的影响，通过比较蛋白浓度、蛋白数量、

蛋白分子质量分布以及重现性等，建立了活性污泥宏

蛋白提取的最适方法。CHOUREY等⋯。建立了针对

土壤样品的SDS—TCA法，即先用热辅助的SDS法裂

解土壤样品，接着用TCA对蛋白样品进行沉淀，然后

用液相色谱质谱法进行蛋白质组学研究。因此，在进

行宏蛋白质组学研究中需要根据研究对象的特性，选

取合适的蛋白提取方法。

宏蛋白组学中蛋白的分离与普通蛋白质组学的

研究是一致的，常用的方法主要是基于二维电泳和色

谱技术。二维电泳可以很直观的呈现整个宏蛋白质

组中特定蛋白质的变化。分离的不同蛋白点，经图谱

分析和蛋白鉴定，构建蛋白参考图谱，为后续比较蛋

白组及功能蛋白组的分析奠定基础。色谱法通常采

用液相分离法，相对于二维电泳技术，色谱技术操作

方便，分离效果更优，但是分辨率和直观性较差。

蛋白的鉴定常用质谱方法进行，常用的方法有串

联质谱(MS／MS)、基质辅助激光解析时间一飞行质谱

(MALDI—TOF／MS)、四级杆一飞行时间串联质谱(Q-

TOF—MS)等。KAN等¨引利用宏蛋白质组学的方法对

Chesapeake海湾海水中的微生物群落进行了研究，分

别利用MALDI．TOF和MS／MS对相关蛋白进行了鉴

定，研究结果表明，采用MALDI—MS技术鉴定蛋白匹

配度较低，不合适对环境中蛋白质样品进行分析。此

外，在蛋白鉴定中，数据库的选择也很重要，可以根据

特定的研究对象选择合适的数据库进行搜索，数据库

中蛋白质来源相似度越高，则蛋白质鉴定的准确性也

越高，特别是一些未培养的微生物，由于缺少相关蛋

白的信息，对宏蛋白质的鉴定构成严重挑战。因此，

进一步丰富宏蛋白质组数据库是宏蛋白质组学研究

中亟待解决的问题。

2 宏蛋白质组学研究举例

近年来，随着环境微生物基因组数据库的逐渐完

善，宏蛋白质组学在环境生态系统研究中的应用也日

益广泛，主要集中在土壤生态系统、废水生物处理、发

酵食品等环境微生物方面(表1)，这也为全面认识环

境系统中微生物的功能奠定'广基础。

表1 宏蛋白质组学在环境生态系统中的应用

Table 1 Applications ofmetaproteomics in environmental ecology

注：a，未见报道。

2．1 宏蛋白质组学在污水生物处理中的应用 包括功能性蛋白质／酶的鉴定、污染物生物降解机制

宏蛋白质组学在污水生物处理方面的应用主要 的解析及废水生物处理系统关键代谢途径的重构
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等心“。2004年，WILME等口纠应用2D．PAGE技术分

析了实验室水平的具有生物除磷功能的活性污泥微

生态系统，并首次提出了宏蛋白质组学的概念。应用

四级杆·飞行时间质谱对相关蛋白进行了鉴定，研究

发现活性污泥中具有除磷功能的优势微生物为

Rhodocyclus等未培养微生物。在随后的研究中

WILMES等¨副继续利用宏蛋白质组学的方法，阐明

了微生物的更替对增强的生物除磷(EBPR)的重要

作用。在选定的111个蛋白点中鉴定了46个蛋白，

并对这些蛋白质的功能进行了解析，研究发现，这些

蛋白质主要与参与糖原的合成与分解、三羧酸循环、

脂肪酸的合成、磷的转运以及胁迫响应有关，研究结

果为聚磷菌的代谢活性及污水中物质转换提供了直

接证据，同时为污泥除磷机制的研究奠定了基础。

COLLADO等¨副利用宏蛋白质组学的方法研究了活

性污泥中双酚A和壬基酚的降解机制。对苯二酚双

加氧酶(HQDO)是双酚A和壬基酚生物降解中的一

种特有标记物(酶)，可由鞘氨醇单胞菌(却hin—

gomonas sp．TTNP3)代谢产生。作者分别构建了纯

化的HQDO和纯培养的TTNP3的二维电泳参考图

谱，然后将TTNP3按照不同的梯度分别接种到活性

污泥样品中，建立活性污泥的宏蛋白质图谱。然后将

纯培养的电泳参考图谱和活性污泥的宏蛋白质图谱

进行比对，在宏蛋白组图谱上找到了对应的HQDO

的亚基HqdB。可以通过检测HqdB了解废水处理系

统中双酚A和壬基酚的降解情况。因此，将宏蛋白

质组学应用于污水生物处理领域，通过分析活性污泥

中蛋白质，可以提供大量的关于微生物群落结构的信

息，为污水生物处理的优化控制及工艺技术研究提供

坚实的理论基础。

2．2宏蛋白质组学在土壤群落分析中的应用

土壤微生物在土壤物质降解、循环与转化中发挥

着重要作用，而关于土壤微生物群落结构多样性及功

能的研究日益受到重视。土壤宏蛋白质组学为揭示

土壤微生物功能、代谢与环境相互作用等提供了新的

方法和研究视角。2⋯。然而由于土壤样品的特殊性，

如组分复杂、蛋白质含量低、干扰物质多(酚类物质、

腐殖酸等)等，使样品的制备难度加大，相关的宏蛋

白质组学研究较其他生态系统少。许多研究者对各

种土壤样品蛋白质提取的方法进行了优化，然而还没

有一种统一的提取土壤样品宏蛋白的通用方法。

BENNDORF等。18。报道了一种从土壤中提取宏蛋白

的方法，样品先经0．1 mol／L NaOH处理，提取其中的

腐殖酸和蛋白质，然后进一步用酚抽提，除去腐殖酸

等，然后进行了蛋白质组学研究，同时该方法还成功

应用于分析被氯苯污染的地下水样品，但是经过预处

理后的样品蛋白得率较低，需要经过预培养才能获得

足够分析的蛋白浓度。这些研究显示了宏蛋白质组

学研究在揭示生态环境功能中具有重要作用。SIN—

GLETON等。2川采用宏蛋白质组学的方法比较了镐污

染的土壤中微生物生物量与蛋白质含量的关系，结果

表明，被镉污染的土壤，其中的总蛋白的含量显著低

于未被污染的土壤样品，利用SDS—PAGE分析表明，

被镉污染的土壤中存在小分子质量的蛋白(如金属

硫蛋白)表达。研究结果为土壤污染检测、生态修复

等奠定了方法学基础。SCHULZE等Ⅲ。研究了不同

环境溶解态有机物(DOM，dsolved oganic rotter)中蛋

白质的组成，研究发现，来自湖泊的蛋白质有78％来

自于细菌，而森林土壤中只有不到50％来自于细菌。

分析落叶林土壤微生物发现，随着土壤取样深度的增

加和土壤有机碳含量的降低，鉴定的蛋白数量从75

种降低到28种。同时研究不同季节的森林土壤宏蛋

白组发现冬天的土壤中鉴定的蛋白比夏天多50％。

研究还首次将宏蛋白组学用于生态元素循环上，希望

找到与生态循环有关的胞外蛋白。将云杉的树皮进

行环带切除以阻止碳元素运输到根际，结果根际土壤

的蛋白组成发生明显变化，蛋白数量减少了50％。

此外，在森林土壤中还分离到了纤维素酶和漆酶，表

明土壤有机物的分解发生在土壤颗粒表面的生物膜

上⋯。

2．3 宏蛋白质组学在发酵食品微生物群落结构分析

中的应用

发酵食品体系作为一个独特的微生态系统，其中

的微生物群落结构复杂、功能多样，与发酵食品的品

质和风味有直接的关系。深入剖析发酵食品中的微

生物群落结构为进～步改进食品发酵工艺、探究食品

风味形成机理提供了理论基础。然而由于食品样品

的复杂性，利用宏蛋白质组学技术解析其群落结构的

研究才刚刚起步。张武斌等‘2u对汾酒大曲宏蛋白质

组的制备与双向电泳的条件的进行了研究，分别对样

品制备方法、蛋白溶解方法、上样量等进行了优化，建

立了汾酒大曲宏蛋白质组的双向电泳体系。孔令琼

等∽8。以黄酒麦曲浸提物为研究对象，分别比较了

TCA-丙酮沉淀法、丙酮沉淀法、2D Clean—up试剂盒法

对麦曲宏蛋白组提取的影响，初步建立了适用于黄酒

麦曲提取液的宏蛋白质组制备方法，获得了较为理想
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的二维电泳图谱。在此基础上，ZHANG等心叫通过双

向电泳技术结合串联质谱分析对绍兴黄酒生麦曲进

行了宏蛋白质组学研究，共成功鉴定蛋白144个，其

中18个蛋白点来源于米曲霉、黑曲霉、烟曲霉、米根

霉、木霉、产黄青霉、蜡样芽孢杆菌等14种微生物所

分泌的16种蛋白，通过对蛋白功能进行了分类，共包

括水解酶类、糖代谢酶、氧化还原酶、抗性蛋白、贮藏

蛋白以及功能未知的假定蛋白6类。研究结果为深

入了解麦曲功能及黄酒酿造机制奠定了基础。因此，

随着宏蛋白质组学技术在食品发酵领域的应用Et益

广泛，将会更加全面认识微生物群落结构及其酿造机

理。

3 宏蛋白质组学研究展望

蛋白质是生命活动的主要体现者，蛋白质组学的

研究能够有效监测环境系统中蛋白的组成、数量及相

互作用等。随着蛋白组学研究中样品制备方法及高

通量测序技术的进步，宏蛋白组学必将在将来的研究

中发挥更加重要的作用。近年来，随着宏组学(宏基

因组、宏转录组、宏蛋白组、宏代谢组)的发展，宏蛋

白组学和另外几种宏组技术联系将越来越紧密。宏

基因组可以提供环境中总DNA的信息及微生物群落

的组成；宏转录组可以用来实时检测基因的表达信

息，它们都可以提供微生物的潜在功能信息；宏代谢

组则可以提供环境中代谢产物的总体信息。通过整

合宏基因组、宏转录组、宏蛋白组及宏代谢组的研究

结果，可以在全局的角度从不同水平对环境微生物群

落结构及功能进行解析，获得新的功能性微生物及功

能性代谢产物资源，为环境生态领域的进一步发展提

供新的研究动力。
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Recent advance and application of metaproteomics

WU Chong．del，孙，HUANG Junl，ZHOU Rong-qin91

1(College of Light Industry，Textile＆Food Engineering，and Key Laboratory of Leather Chemistry and Engineering

Ministry of Education，Sichuan University，Chengdu 610065，China)2(Liquor Making Biological Technology

and Application of Key Laboratory
of Sichuan Province，Zigong 643000，China)

ABSTRACT Metaproteomics is a newly emerging technology to investigate the micro—ecosystem in environmental

system by proteomie approach，and it has shown powerful functions in the fields of environmental ecosystem．This re·

view summarized the research strategies of metaproteomics and applications in wastewater biotreatment，soil and fer-

mented food．It demonstrated the directions for future research in the field of microbial ecosystems．
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