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　　摘要：为探究樟脑对彩绒革盖菌的抑菌防腐机制，对彩绒革盖菌及其樟脑处理样的双向电泳图谱进行分析，采用
基质辅助激光解析串联飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ）对差异蛋白质点进行分析与鉴定，经检索确定表达变化
明显的差异蛋白质点２８个，对鉴定出的１５个蛋白质点分析发现８个蛋白质点上调表达，７个蛋白质点为下调表达。
这些蛋白质参与彩绒革盖菌的细胞内蛋白质生物合成以及ｔＲＮＡ转位过程，对其新陈代谢、ＤＮＡ复制、转录、翻译、细
胞周期进程、信号传导、细胞凋亡和胞外分泌等过程有作用。
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　　木材的腐朽不仅会造成大量的经济损失，还可导致严重
的资源浪费，因此亟须对木材进行防腐处理［１］。为此，很多

国家每年都投入大量的人力、物力研发新型木材防腐剂，以延

长木材的使用寿命。现今对植物提取物进行的研究通常集中

在抑菌防腐、抗氧化及其应用等方面［２－５］。Ｖｏｄａ等将含有酚
类、酚醚类和芳香醛的植物精油用于对木材腐朽菌的抑菌测

试，探讨了精油中化合物的化学结构与抗真菌活性之间的关

系，这是当前研究植物源提取物抑菌最常用的方法［６］；Ｌｉｎ等
用５％肉桂叶的苯 －乙醇提取物浸渍易腐朽的试材，明确了
该植物提取物可以用于对易腐木材的防腐保护［７］；Ｔｒｉｐａｔｈｉ等
调查了马缨丹根和茎的乙醇提取物对木材腐朽菌的抑制效

果［８］；我国台湾的 Ｗａｎｇ等从当地土肉桂叶片中提取精油用
于木材防腐，结果发现提取物中的主要成分是肉桂醛，相比其

他成分具有更强的抑菌防腐功效［９］；李坚等也都对当地的部

分耐腐树种进行了提取，研究了植物提取物的抑菌防腐效

果［１０］。经过检测明确了几种耐腐树种的心材提取物对部分

木霉菌、木材腐朽菌等真菌具有较强的抑制活性。

综上所述，研究者已经探索了众多类型的植物源提取物

的抑菌防腐功效，也报道了大量植物提取物对木材腐朽菌良

好的抑菌防腐效果。然而目前为止，对于植物源提取物的研

究多集中在现象报道阶段，真正的机制研究还很少，导致在发

展和利用植物源提取物防腐方面存在着理论依据的缺失。本

试验通过双向电泳技术与质谱分析技术相结合，分析受到樟

脑抑制的木材腐朽菌与对照的差异表达蛋白质，从分子水平

解析彩绒革盖菌相关蛋白质的表达，最终为探索樟脑对木材

腐朽菌的抑制机制提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　 供试菌株 　 白腐菌为彩绒革盖菌 （Ｃｏｒｉｏｌｕｓ
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ），由福建农林大学生命科学学院提供。
１．１．２　仪器与药品　（１）仪器：固相 ｐＨ值梯度等电聚焦仪
ＥｔｔａｎＴＭ－ＩＰＧｐｈｏｒＴＭⅢ ＩＥＦＳｙｓｔｅｍ；垂直板电泳仪 ＥｔｔａｎＴＭ Ｄａｌｔ
Ⅱ ＶｅｒｔｉｃａｌＳｙｓｔｅｍ，附件包括 ＭｕｔｉＴｅｍｐⅢＴＭ恒温水浴以及

ＥＰＳ３５０１ＸＬ电源；５８００型 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ；ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ
Ⅲ光密度扫描仪；超速冷冻离心机；ＴＨＹ－１１１Ｂ型恒温培养
振荡器。（２）药品：固相 ｐＨ值梯度干胶条（ｉｍｍｏｂｉｌｉｎｅｐＨ
ｇｒａｄｉｅｎｔ，ｐＨ值３～１０，长度 ＝２４ｃｍ）；ＩＰＧ缓冲液、ＩＰＧ覆盖
液、ＴＣＡ、β－巯基乙醇、两性电解质 ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ（ｐＨ值 ３～
１０）、丙烯酰胺、ＳＤＳ、过硫酸铵、甲叉双丙烯酰胺、尿素、硫脲、
ＤＴＴ、ＣＨＡＰＳ、碘乙酰胺。樟脑购置于福建青松股份有限公
司，用化学合成法制得，含量＞９６．０％。将樟脑用三氯甲烷溶
剂制备成浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的溶液。丙酮为分析纯，上海中
试化工总公司生产。

１．２　方法
１．２．１　接种与培养　试验地点为福建农林大学植物保护学
院实验室。在２５０ｍＬ三角烧瓶中加入１００ｍＬ麦芽糖培养基
（参照ＧＢ／Ｔ１３９４２．１—２００９《木材耐久性能　第１部分：天然
耐腐性实验室试验方法》麦芽糖琼脂培养基的配制不加琼

脂），用５ｍｍ打孔器在培养好的白腐菌培养皿上取出３个菌
柄放入麦芽糖培养基中，将浓度为 １０ｍｇ／ｍＬ的樟脑溶液
１ｍＬ加入到三角烧瓶中，与对照一起放入２８℃、４０ｒ／ｍｉｎ振
荡箱中培养１４ｄ后取出并真空抽滤得到菌丝。
１．２．２　ＴＣＡ丙酮法提取菌丝蛋白质　将抽干后的菌丝液氮
研磨，加入２０ｍＬ的 ＴＣＡ／丙酮振荡均匀后放入 －２０℃中沉
淀过夜。将沉淀过夜后的样品 ４℃、１１０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，去上清，再加入 ２０ｍＬ－２０℃预冷的冷丙酮（内含
００７％ β－巯基乙醇）振荡，静置２ｈ，然后１１０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，去上清（重复２次，洗至沉淀白色），再放到真空干燥
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箱中真空抽干。按适当２０μＬ／ｍｇ标准加入裂解缓冲液，保
持２５～３０℃超声溶解２ｈ，最后１１０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后
取上清即为蛋白样品，对蛋白样品浓度定量（浓度范围为５～
１０μｇ／μＬ）后放入－２０℃冰箱中保存备用。
１．２．３　蛋白质双向电泳
１．２．３．１　等电聚焦（ＩＰＧ－ＩＥＦ）　主动上样，水化和等电聚
焦在ＥｔｔａｎＴＭ－ＩＰＧｐｈｏｒＴＭⅢ ＩＥＦＳｙｓｔｅｍ上自动进行，程序设置
如表１所示。聚焦完毕后，分别用胶条平衡缓冲液Ⅰ（加ＤＴＴ
１０ｍｇ／ｍＬ）和平衡缓冲液Ⅱ（加碘乙酰胺２５ｍｇ／ｍＬ），各缓慢
平衡１５ｍｉｎ。取出胶条后用滤纸小心吸去残余平衡液，用电
极缓冲液润洗后转入浓度为１０％的聚丙烯酰胺凝胶板中，加
入相对质量标准的蛋白质，进行二向垂直电泳。

表１　ＩＥＦ参数设置

步骤 电压（Ｖ） 时间（ｈ）
１ ３０ １３
２ ５００ １
３ １０００ ６
４ ８０００（梯度电压） ８
５ ８０００ ４
６ １０００ ３０

１．２．３．２　二向电泳与染色　将平衡好的 ＩＰＧ胶条贴于凝胶
玻璃板上，加入１ｍＬ琼脂糖封胶液封住胶条，将凝胶板插入
ＥｔｔａｎＴＭ ＤＡＬＴⅡ ＶｅｒｔｉｃａｌＳｙｓｔｅｍ的缓冲液柜中。在１６℃水循
环条件下进行电泳，恒功率４Ｗ／条，待示踪溴酚蓝至凝胶底
部边缘时停止电泳，取出凝胶后待固定液固定后进行考染。

１．３　凝胶图像分析
凝胶显色后用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪进行图像扫描，运用

ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＴＭ ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７．０凝胶图像分析软件进行
２－ＤＥ图谱分析。
１．４　胶内酶解

建立差异蛋白质表达谱后，将新鲜的考马斯亮蓝染色的

蛋白质点从ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶上割下切碎，置于９６孔微孔板
中。切碎的胶条首先用 ２００μＬ新鲜的含 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３的５０％乙腈溶液脱色２次，然后用２００μＬ乙腈干
燥２次。干燥脱水的胶条加入消化液（含有１２．５ｎｇ／μＬ胰蛋
白酶的２０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３溶液）孵育２０ｍｉｎ，然后转移到
３７℃孵育消化过夜。最后，用２００μＬ提取液（含５％甲酸的
５０％乙腈溶液）提取２次，收集上清液中的多肽合并。提取
液在Ｎ２保护下干燥。
１．５　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ分析及数据的查询

ＭＡＬＤＩ板用 ５８００ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ分析仪 （ＡＢ
ＳＣＩＥＸ）分析。每个点在ｍ／ｚ为７００～３６００质谱范围内采用
正离子反射模式获取一级质谱，激光累积１０００次激发。ＭＳ
数据用内标进行校准，母离子的选择按照如下标准：每点最多

选择５０个母离子，信噪比最低设置为２５，组分与组分间的质
量偏差设置为０．２ｕ。串联质谱采用２５００次激光累积和１００
分辨率的质量窗口（半峰高宽度，ＦＷＨＭ），碰撞能量设置为
２ｋＶ，ＭＳ／ＭＳ数据采用默认校准，得到的数据通过软件 ＧＰＳ
（Ｖ３．６）采用ＭＡＳＣＯＴ（Ｖ２．３）进行检索。搜索参数如下：真
菌蛋白质（１７５７５２０条序列；７６２７５０６３６个残基）、胰酶酶
切，１个漏切位点，一级质谱的容差为０．１ｕ，二级质谱的容差

为０．６ｕ。经过数据库检索后，蛋白质得分 ＞７５分被认为鉴
定成功（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　菌体总蛋白双向电泳图谱的绘制
设计３次生物学重复，从图１可以看出，所得电泳图谱背

景清晰，蛋白质点分辨率高，蛋白质点大规模聚集现象和横纵

向拖尾少。经软件对比发现，同一彩绒革盖菌的３次生物学
重复之间的蛋白质点重复出现率超过９２％，试验结果可靠性
极高。樟脑处理后彩绒革盖菌以及对照之间蛋白点的分布大

体相似，个别点则有较明显的差异，说明这２种样品所表达的
蛋白质的种类和数量有所差别。

２．２　凝胶扫描结果分析
采用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＴＭ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７．０差异分析软件对樟

脑处理白腐菌与对照的双向聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
电泳图谱进行比对分析，由图２可知，２种蛋白双向电泳图谱
格局基本一致，蛋白质点主要集中在等电点（ｐＩ）４～７的范围
内。樟脑处理白腐菌电泳图和对照样电泳图中分别可分辨别

出４４４、４３３个蛋白质点，对各样品蛋白质双向电泳图谱进行
比较，蛋白质丰度变化在２倍以上，并且３次生物学重复试验
的置信率大于９５％（平均比值 ＞２．０，方差 ＜０．０５）为条件进
行筛选，共发现２８个差异明显的蛋白点，鉴定出１５个蛋白质
点。其中编号为２５４、２５６、６５１、２１１、２０５、６２０、６３５的７个蛋白
质点下调，编号为 ６３４、６１８、６２４、５４０、６１３、２０１、５３７、６０５的 ８
个蛋白质点上调（图３、表２）。
２．２．１　６－磷酸葡糖胺脱氨酶（ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ－６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅａｍｉｎａｓｅ，ＧＮＰＤＡ）　６－磷酸葡糖胺脱氨酶是一种催化
酶［１１］，在糖胺代谢中起重要作用，可以催化６－磷酸葡糖胺通
过脱氨和异构２步反应生成６－磷酸果糖；６－磷酸葡糖胺脱
氨酶对于Ｎ－乙酰葡糖胺（ＧｌｃＮＡｃ）是否被利用最终进入糖
酵解途径起关键作用［１２］。葡萄糖胺 －６－磷酸脱氨酶（ＥＣ
３．５．９９．６）是ＧｌｃＮＡｃ分解代谢途径的终末酶［１３］。

２．２．２　核糖体蛋白质Ｓ５（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ５）　核糖体蛋白
质Ｓ５是核糖体蛋白质家族的重要成员，在核糖体中发挥重要
作用［１４］，其生物学过程与细胞质翻译、核糖体小亚基组装等

有关。核糖体蛋白质Ｓ５是构成核糖体的重要成分，具有连接
病毒和核糖体、调控细胞分化凋亡等核糖体外的功能，在蛋白

质翻译准确性，细胞内蛋白质生物合成以及 ｔＲＮＡ转运过程
中发挥着必不可少的作用［１５］，与 ｍＲＮＡ结合、ｒＲＮＡ结合、核
糖体的结构成分等分子功能有关。

２．２．３　 丝／苏 氨 酸 蛋 白 质 磷 酸 酶 （Ｓｅｒ／Ｔｈｒｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）　丝／氨酸硫醇蛋白质酶往往在其酶的活性中心
含有丝氨酸的羟基或半胱氨酸的巯基，如胰蛋白质酶、木瓜蛋

白质酶、糜蛋白质酶、凝血酶、组织蛋白质酶、弹性蛋白质酶

等，凡能与这些酶的活性中心结合、有效地降低其酶活性、又

不使蛋白质酶变性的物质称为丝氨酸硫醇蛋白质酶抑制剂或

丝氨酸巯基蛋白质酶抑制剂。丝／苏氨酸蛋白质磷酸酶属于
蛋白质磷酸酶家族中重要的细胞内调节蛋白质，能够催化磷

酸化丝氨酸或使蛋白质脱磷酸，并参与许多关键的生物学过

程，在新陈代谢，ＤＮＡ复制、转录、翻译，细胞周期进程，信号
传导，细胞凋亡和胞外分泌等过程中均起重要作用［１６］。
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表２　樟脑处理彩绒革盖菌差异蛋白质点的质谱鉴定

编号 蛋白质名称 登录号
匹配肽

段数（个）

分子量（ｕ）／
等电点

蛋白质

得分

序列覆盖率

（％） 种属来源

２５４ ６－磷酸葡糖胺脱氨酶 ｇｉ｜３２２６９８７３５ ６ ３９６２１／６．３８ ８２ ８ 绿僵菌ＣＱＭａ１０２
２５６ 预测蛋白质 ｇｉ｜１５０８４８９０７ ６ １０８４８２／９．４５ ５０ １２ 富克葡萄孢盘菌Ｂ０５．１０
６５１ 保守假定蛋白质 ｇｉ｜２２５５５６２０５ １０ ２６８３０／６．７１ ４６ １５ 荚膜阿耶罗菌Ｇ１８６ＡＲ
６３４ 假定蛋白质ＦＧ０７１８６．１ ｇｉ｜４６１２５６１７ ４ ３７６４８／９．６９ １２０ ７ 玉米赤霉ＰＨ－１
２１１ 预测蛋白质 ｇｉ｜１４９３８５１２７ １９ １６９８３６／５．３２ ４９ ４ 木糖发酵酵母ＣＢＳ６０５４
６１８ 预测蛋白质 ｇｉ｜１１９１８１８４４ １０ １４９５０／４．７８ ６１ １４ 粗球孢子菌ＲＳ
６２４ 核糖体蛋白Ｓ５ ｇｉ｜２３７７８１１１３ １１ ４５９３８／５．２３ ６１ １８ 钩骨节皮真菌

２０５ 假定蛋白质ＭＹＣＧＲＤＲＡＦＴ＿５３９８１ ｇｉ｜３３９４７６９６０ １１ １２１４３／６．５４ ６０ ３２ 禾生球腔菌ＩＰＯ３２３
６２０ 丝／苏氨酸蛋白质磷酸酶 ｇｉ｜２６１１９４８４１ ６ １１５５７／４．６５ ４９ １５ 皮炎芽生菌ＳＬＨ１４０８１
５４０ ＹＡＬＩ０Ａ０２９１５ｐ ｇｉ｜５０５４３０８６ ５ ２４５１８／６．８９ ８３ ８ 解脂耶罗威亚酵母

６３５ 假定蛋白质ＦＧ０７１８６．１ ｇｉ｜４６１２５６１７ ４ ３７６４８／６．０１ ８５ ３４ 玉蜀黍赤霉ＰＨ－１
６１３ 预测蛋白质 ｇｉ｜３２５０８８８６３ １１ １１５２１／５．２８ ５２ ２１ 荚膜组织胞浆菌Ｈ８８
２０１ 假定含锌乙醇脱氢酶 ｇｉ｜２１８７１３５８５ ２ ３６８３９／４．５２ ６１ ２４ 柄篮状菌ＡＴＣＣ１０５００
５３７ 假定ｓｓＤＮＡ结合蛋白质 ｇｉ｜８４７７７９６９ １０ １８８０７／５．２３ ４５ ３１ 米勒氏酵母

６０５ 假定蛋白质ＳＭＡＣ＿０１２１２ ｇｉ｜３３６２７５２４９ ９ １２２４３／５．８９ ４５ １１ 大孢粪壳ｋ－ｈｅｌｌ

２．２．４　假定 ｓｓＤＮＡ结合蛋白质（ｐｕｔａｔｉｖｅｓｓＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ）　假定ｓｓＤＮＡ结合蛋白（ＳＳＢ）在细菌、古细菌和真核
细胞的ＤＮＡ复制、重组和修复中起着重要作用。

３　结论

本试验采用双向聚丙烯酰胺凝胶电泳技术和质谱技术得

到樟脑处理彩绒革盖菌与对照的差异蛋白质表达图谱，经分

析得出以下结论：以２个样品之间平均表达差异倍数大于２
倍、且重复性好、差异表达变化明显的蛋白质点１５个，其中８
个蛋白质点上调表达，７个蛋白质点下调表达；丝／苏氨酸蛋
白质磷酸酶等蛋白质的下调表达，说明白腐菌在新陈代谢，

ＤＮＡ复制、转录、翻译，细胞周期进程，信号传导，细胞凋亡和
胞外分泌等方面也受到了抑制。本试验结果可为新型木材防

腐剂的研制以及阐明樟脑抑制白腐菌的分子机制提供参考。
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