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中文摘要

真菌疏水蛋白(fungal hydrophobin)是一类分泌性的具中等疏水性的小分子

结构蛋白。疏水蛋白在结构上具有八个位置相对保守的半胱氨酸残基和大量的疏

水氨基酸，其性质特点是遇到亲水．疏水界面会自我装配成两亲性薄膜。疏水蛋

白对丝状真菌的生长和发育过程起重要作用并具有潜在的应用前景。本论文以瑞

氏木霉疏水蛋白HFBI为模式研究了小试规模的疏水蛋白生产技术并成功地获得

了一整套HFBI小试发酵技术。本论文还针对HFBI的分离纯化方法进行了深入

的探讨。使用补料技术在30L全自动发酵罐发酵瑞氏木霉高产工程菌株NQM3

共71小时，放罐体积18．2L，生物量17．39∥L，菌丝体HFBI含量508．4 medL。

纯化使用组合工艺：SDS法、ATPS法和层析法联用，计算头两步纯化总收率为

50％。小试的成功为中试和应用奠定了坚实的基础。

关键词：真菌疏水蛋白瑞氏木霉HFBI小试生产
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ABSTRACT

Ftmgal hydrophobins are small，secreted，moderately hydrophobic structural

proteins，which are characterized by the presence of eight conserved cysteine residues

and have a special property to self-assemble at hydrophilic—hydrophobic interfaces

into a highly amphipathic film Hydrophobins play a role in a broad range of

processes in the growXh and development of filamentous fungi，and have putative

applications．In this thesis，it is reported that a small—scale fermentation production

process of the hydrophobin HFBI of Trichoderma reesei was studied and a series of

small—scale fermentation production techniques of HFBl was developed successfully．

The methods ofpurification ofthe hydrophobin HFBl was also studied in this thesis．

A fed--batch fermentation of HFBI--overproducing Trichoderma reesei NQM3 was

performed for 7l hours by a 30一L automatic fermentor and at the end of the

fermentation，18．2 L oftotal volume，17．39 g／L ofbiomass and 508．4 mg／L ofHFBI

in mycelium were obtained．A combination of purification techniques including

SDS—extraction，ATPS separation and chromatography was studied．The 50％of total

yield was achieved if the first two steps of purification were calcaulated．The

achievement of small—scale-production of HFBI paves a way for larger—scale

production and application ofhydrophobins．

Keywords：fungal hydrophobin，Trichoderma reesei，HFBI，small—scale-production
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第一部分绪论

1．真菌疏水蛋白综述

1．1真菌疏水蛋白的特性

疏水蛋白(hydrophobin)‘Ⅵl是高等丝状真菌在特定发育阶段大量分泌的一

类特殊的小型结构蛋白。这类蛋白具有两大特性：(1)氨基酸序列差别很大，但

都保留有八个位置相对保守的半胱氨酸残基、前体的N段都有指导分泌到细胞

外的信号肽和极多的疏水性氨基酸。氨基酸序列的水缘性图谱也很相似。成熟蛋

白的结构通式见图1。(2)分泌到绌胞外的疏水蛋白在亲水一疏水界面自我装配成

约10hm厚的两亲性薄膜，这层薄膜的形成不需要其它物质的协助并且性质很稳

定队51。

有关疏水蛋白在细胞内肽链折叠和构象变化的研究不多。成熟的疏水蛋白在

细胞外具有三种状态：游离单体、可溶性多聚体和界面自组装的多聚体膜【“。关

于疏水蛋白的三维结构所知不多。x射线的核磁共振研究表明SC3的时露糖残

基暴露在装配好的SC3膜的亲水丽【7J。有证据显示二聚体SC3是溶液中聚合和

亲水一疏水界面自我组装的起始元件【7’8】。当前三维结构测定疏水蛋白只有唯一的

一个：HFBII，见图2。其组成显示，蛋白表面基本亲水，为一个a一螺旋的紧密

单环和包裹两个二硫健四个反向平行的0一链，B一发夹环含有几个保守的脂肪族

侧链，形成扁平的疏水碎片}9】。疏水蛋白单体稳定性很差。容易被蛋白酶降解和

在高pH下脱酰胺。有趣的是，发现SDS可以抑制蛋白酶对HFB[的降解。另外，

发现疏水蛋白非常耐热[10】。疏水蛋白在水中和60％乙醇中的浴解很高。如疏水

蛋白SC3单体在80。C以下加热聚合不明显，在液氮和一20℃形成不多的多聚物，

室温下超滤聚合不明显，可溶于水，2％SDS，60％乙醇，0％～50％丙酮，

O％～60％乙腈；在50％乙醇振荡无聚合，在纯水中振荡立即聚合D1。
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1．2真菌疏水蛋白的种类和分布

图2．HFBll分子的三维结构。黄色为

二硫键，紫色为0一折叠结构，蓝色为0-

螺旋结构吼

Fig 2 S仃ucture ofttFBII／n stereo

根据在水缘性图谱和性质差异，可以把疏水蛋白分为I型和Ⅱ型【l”。在I

型疏水蛋白中紧接着半胱氨酸双联体(Cys2一Cys3和Cys6一Cys7)之后的是亲水

性氨基酸的延伸，而在II型疏水蛋白中则在半胱氨酸双联体之后直接地与疏水

性氨基酸相连。另外，与II型疏水蛋白的相比较，在I型疏水蛋白中分开第3和

第4个半胱氨酸残基的氨基酸数目要少些(见图3)D2I。迄今为l仁，仅在子囊菌

中发现II型疏水蛋白；而I型疏水蛋白在子囊菌和担子菌都有发现。

I型疏水蛋白形成的膜是高度不溶的，热SDS不能使其解聚，仅能在如甲酸

和三氟乙酸之类的极端试剂中离解。相比，II型疏水蛋白形成的聚合物的稳定性

图3．推测的I型疏水蛋白SC3和II型疏水蛋白CU的二硫键结合方式。

Fig．3 Putative primary structure ofhydrophobins Class I：SC3 and class II：CU

(SC3的二硫键组成模式假设同CU)
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稍差。如CU和CRP的聚合物能被60％乙醇和2％SDS离解，而且装配好的

CU存受压和冷却中也能离解。最具典型特征的I型疏水蛋白是裂褶菌的SC3II‘8】，

而II型疏水蛋白的代表是CUtl3】牙口HFBI{⋯l。

根据NCBI的蛋白质数据库索引疏水蛋白“hydrophobin”所获得的226条序

列，并参考公开的文献，经整理认为到目前(二oO四年五月十五日)为止，共

在约31种真菌中发现约68种疏水蛋白(见表1)。将这些序列用软件Antheprot

v6．0和ClustalW进行多序列比较，比较结果用软件TreeViewvl．6．6绘出进化树

(见图4)。从进化树图上可以看出II型疏水蛋白都集中在一个进化分支上，并

且都属于子囊菌类。I型疏水蛋白分布在子囊菌和担子菌类。疏水蛋白序列在低

等真菌还未见报道。很明显，从进化的分支看，现有的疏水蛋白序列仅分成I和

II型是不够的，还应该分成3到4个类型恤”j。

表1已发现的68个疏水蛋白。

Tab．1 All 68 hydrophobins found．(according to Statistic on May 15th,2004)

蛋白名称 菌种 数据库索引号(gil)
AA—Pri2p Agrocvbe aegerita 5256969

AB．ABH3 Agar七us bisporus 2342559 12643535／9796020 9796018

2342557

AB．HYPA Agaricus bisporus 1346333 2133370 3714234 3714232

3714226 3714224 1 122754 1235754

944821

AB-HYPB Agaricus bisporus 12230130 2706553 2706551 3714236

3714230 3714228

AB-HYPC Agaricus bisporus 2】33371 1708379 1235755

AF-hypl Aspergillus fumiga抛 1957739I

AF．RODA Aspergitlus fumigatus 1173120 551469，577666

AF—RodBp Aspereiltus向migatus 27461063

AN—DEⅥrA Aspergillus nidulans 40739619 2133276 1706367 533425

Emericella nidulans

AN—RODA AspergiHus nidulans 133264

Emericella nidulans

AO—hypA Aspergillus oryzae 3 1376263 28875529

AO-hypB Aspergillus orvzae 31376265

CC—CoHl Coprinopsis cinerea 1805691

(Coprinus cinereus)
CC-coH2 Coprinopsis cinerea 1843438

(Coprinus cinereus)
CF—CFTHl Claviceps乔Ⅱiformis 25091421 6448504

CF．HCF．1 Cladosporium加lvum 1729752

CF．hcf-2 Ctadosporium危lvum 3 1744994 4499821

CF—hcf-3 Cladosporium fulvum 4499824／3 1620939

CF-hcf-4 Cladosporium fulvum 4499827／3 1620941

CF-hcf-5 Cladosporium fulvum 4499830 12584530

CF．hcf-6 Cladosporiumfulvum 12584528
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CH．hch．1 Cladosporium herbarum 22796153

Davidiella tassiana

CP-cpphl Claviceps purpurea 24474507

CP—CRP Cryphonectriaparasitica 1706t54

DG．hl Dic秒onemaglabratum 16974108

DG-112 Dic&onemaglabratum 16974 LlO

DG_h3 DicWonema譬labralum 16974112

FV—fvhl Flammulina velut扣es 110941 88】1094186

Fv-hydl Flammulina vetutipes 41688058

0M-HYDl Fusarium verticillioides 37723307

Gibberella moniliformis
GM．HYD2 Fzlsarium verticillioides 37723311

Gibberel肠monit扣rmis
GM．HYD3 Fusarium vertieillioides 377233】3

Gibberella moniliform&
0M—HYD4 ndarium verticillioides 37723315

Gibberella monil．【formis
GM．HYD5 Fusarium verticillioides 37724083

Gibberella moniliformis
HJ—H下Bl Hypocreajecorina 1708378 2133304 1587211 1085118／

丹耙hoderma reesei 2133305

HJ．HFB2 Hypocreajecorina 6647555 1903325／42543468 42543467

打证hoderma reesei

HI，Q1D3 Hypocrea lixii 1709966

开ichoderma harzianum

HL-srhl Hypocrea lixii 190332I

开ichoderma harzianum

LE—Hydl Lentinuta edodes 9857708 7340031

LE．hyd2 Lentinula edodes 7340033 9857710

MA—SSGA Metarhiziwn anisopliae 323022 17¨536 168345

MG．MAG Magnaporthe grisea 4337063

MG-MPGl Magnaporlhe只risea 70-15 38101264 39969409 30895l 1709085

NC—EAS Neurospora crassa 41677I 422231 384210 2984

OU—CU Ophiostoma ulmi 1705756

PB-hydl Paracoccidioides brasiliensis 22000822

PB．1彻2 Paracoccidioides brasiliensis 38122640
PN-pdi25 1 Pholiota nameko 18479003

PN．pdi263 P矗oliota nameko 18479008

PN-耐i31 5 Pholiota nameko 18479013

P0．tbhI Pleurotus sp'Florida’ 14329765 2982627，1 6304680

Po—H |pleurotu^,ostreatus 18033192

P0．POHl 尸leurolus ostreatu$ 2982618 2370369

PO-pOH2 尸leurolu2 ostreatus 2370371 2982620

PO-poh3 Pleurotus ostreatus 2960350

P0．vmhl Pieurotus oslreatus 4688984

P0．Vmh2 Pleurotus sp'Floridal 17426764

PO-vmh3 Pleurotlls sp'Florida’ 4688986

PT_HYD．1 Pisolithus tinctorius 1708377 2144197 905371

PT-HYD-2 ，isolithus tinctorius 2144198 905373 1708380

PT-hyd．3 PisolimUS tinctoriUS 4008016

SC．SCl Schizophyllum commune 134274

SC．SC3 SchizophvllⅢcommune 1710860，101957

SC—SC4 Schizophyllum commune 134284

I SC—SC6 Schizophyltum com?nIolg 6647796 3293029

；TT-Hydl Tricholo?no terreum I 9335606
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XE．XEHl Xan加oria ectaneoides 19849935 19849933 19849929

Xanthoriaparietina 19849927 14595094 14595092

Xanthoria calcicola 14595090 14595088 10178911／

Xanthoria sp． 19849895 30230849 19849941

19849931 19849943 14595096

19849937 19849939 14595098

XP．XPHl Xanthoria parietina 14595102 ／ 14595100 19849925

19849923 19849919 19849917

19849915 19849913 19849911

19849909 19849907 19849905

19849903 19849901 19849899

19849897 19849893 19849891

10178913

表1说明：数据来自NCBI蛋白质数据库。疏水蛋白的命名我基本采用文献的命名法，

但许多疏水蛋白都叫“hyd”、“hyp”等，不好区分，为了方便，我在每个疏水蛋白文献

名前加上菌种名两个单词的手字母。Fusarium verticillioides(异名：Gibbe，℃lla

moniliformis)为防止和Flammulina velutipes重复，采用它的异名缩写。像HypocreajecorinⅡ

(异名：Trichoderma reesei)这种情况，我一股采用前者，排名靠前的优先，更标准的

菌种名优先。菌种栏列的出现不同属的实际上是同物种的异名，而同属不问种的则是我

认为是相同基因或等位基因的蛋白序列合并后的情况。数据库索引号，我采用genbank

的索引号，蛋白质的氨基酸序列太长，考虑篇幅没有列出。索引号(gi l)栏中用“／”标

出相同和相似序列，／2_前为具有代表性的序列，而之后则为同源性极高的相似性序列。

参考文献(共195篇，见附录三)太多，此处省略。
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幽4已知68个疏水蛋白的进化树。
进化距离尺代表0．1的氨基酸取代率，位点。

F逛．4 An un—rooted phylogenetic廿ee of 68 hydrophobins
The scale bar indicates the distmace equivalent to 0．1 amino acid substitutions per site

1．3真菌疏水蛋白的发现方法

在1991年Wessels命名疏水蛋白“hydrophobin”之前用生化方法几乎没纯

化过出疏水蛋白【1】。而今天看来，疏水蛋白在丝状真菌中的特定阶段的产量是丰

富的，如SC3在生产气生菌丝时总蛋白的8．1％【l’8J，hypA在双孢蘑菇(Agaricus

6劬OrZlS)子实体帽子的表皮组织里特异高表达，占总mRNA的6％，第十天累

积占总mRNA的60％lI⋯。疏水蛋白难分离的原因主要是疏水蛋白的(主要指I
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型)不溶于热的SDS溶液，在SDS—PAGE E由于聚合物分子量特高而不能进入

分离胶中或者由于单体分子量太小与SDS微团共迁移到分离胶的最前沿而不容

易被发现。自从Wessels发现用甲酸FA(过氧甲酸PFA)【11和三氟乙酸TFA[2,31

可以使疏水蛋白多聚物解聚，疏水蛋白的发现工作就反而是简单的事了，因为杂

蛋白可以用热SDS预先除去。但热SDS不溶并且只能被FA(PFA)和7r淞解聚的

蛋白不一定就都是疏水蛋白。

经过对已知公开文献(包括蛋白数据库)的整理，认为发现疏水蛋白的方法

主要有三种(具体列表及参考文献，考虑篇幅而省略)。

(1)eDNA文库法：建立特定发育阶段的cDNA文库，个别克隆，一般是

高丰度eDNA，进行测序，由序列推断的蛋白质序列，根据序列的特点分析和同

源比较判定为疏水蛋白。用这种方法获得的巯水蛋白序列最多，据不完全统计有

34个。这类蛋白在发现之前根本不知道所发现蛋白属于疏水蛋白。

(2)纯化蛋白法：从菌丝或者孢子或者培养液上清中抽提出疏水蛋白，

SDS—PAGE分析，获得合适分子量的带，再进行N端氨基酸测序，设计简并引

物进行RT-PCR获得eDNA序列，再由推断的氨基酸序列同源比较并符合疏水蛋

白的通式就可以初步认定为疏水蛋白。据不完全统计，用这种方法获得疏水蛋白

序列共有21个，位居第二。

(3)同源法：获得一种疏水蛋白eDNA后，在基因组DNA中搜索时有些

能找到除奉身对应基因以外的同源疏水蛋白基因；或者用己知疏水蛋白的序列合

成简并引物进行PCR或RT-PCR也能找到其他新的疏水蛋白，尤其进化上关系

较近的生物，比如属于同一个属的真菌。还有就整个基因组测序后搜索ORF，

也能获得同源的新的疏水蛋白基因。由于疏水蛋白在氨基酸序列上的同源性一般

较差，这种方法的通用性不强。此法获得的疏水蛋白序列加起来一共约8种。

9

圜s．疏水蛋白的发现方
法。

Fig．5 Ways to find

hydrophobins．
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最后，由于资料不足，暂时没有找到发现途径的疏水蛋白序列是：AF-hyp、

AO—hypA、AO—hypB、CF—hcf-6、FV-fvhl、GM—HYDl、GM—HYD2、GM—HYD3、

GM．HYD4、GM．HYD5、MG—magnaporin、SC—SC6，共12种。随着文献的深

入研究，必能将这些序列的发现方法归入上述的三个类别中。三种发现途径的比

例见图5。

1．4真菌疏水蛋白的功用

据研究，真菌疏水蛋白具有以下生理功能：

(1)帮助真菌克服气液屏障形成气生结构：水下菌丝分泌的疏水蛋白扩散

到水一空气界面，在此处自我组装成一层两亲性薄膜，伴随着水的表面张力的极

剧下降(低到27mJm。2)，这能使菌丝向空中生长，形成气生菌丝等挺水结构【l-8】。

(2)赋予真菌菌丝以疏水性：气生菌丝分泌的疏水蛋白在菌丝表面自我组

装成薄膜，其亲水面朝向细胞壁而疏水面暴露在空气中，因此气生菌丝表现为疏

水性。疏水蛋白还覆盖于其它气生结构[Il】，如子实体、产孢菌丝和孢子的表面、

子实体和地衣内部通气孔道的表面甚至一些真菌的营养菌丝的表而[”】。疏水性表

面有利于孢予的扩散和营养菌丝的分散。而通气孔道的疏水性，对真菌在潮湿环

境下进行气体交换是必须的。目前还不知道为什么有些疏水蛋白覆盖在营养菌丝

的表面，推测与通气培养有关05,J6]。

(3)粘附真菌菌丝到固体疏水表面：如sc3f11 12]和MPGtll]。

(4)疏水蛋白使细胞壁更完整：发现疏水蛋白SC3对细胞壁基质的交联也

起作用(作用于细胞壁中几丁质以1，3／1，6-13一糖苷键对葡聚糖的连接)D71。

(5)保护作用：疏水蛋白覆盖在真菌的表面，保护真菌细胞抵抗恶劣环境：

化学与酶的处理，二f二燥和细菌感染。疏水蛋白是一种弱免疫原，覆盖真菌表面屏

蔽了其它抗原，使病源真菌能抵抗免疫系统攻击[i rA81。

(6)其它生物学功能：疏水蛋白还作为毒素和诱导物；还能促进孢予扩散：

还形成亲水环境，促进孢子萌发：还可能在信号传导中起作用1191。

疏水蛋白的应用：

(1)安全性：疏水蛋白在食用真菌中广泛存在，因此认为它们无毒性，使

用在食品中是安全的。另外，数据初步显示疏水蛋白既无带细胞毒性也无强免疫

原性，因此认为在医学使用中是安全的[11,181。
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(2)改变表面的属性，保护表面：例如，在医学移植物的表面组装上疏水

蛋白，能提高这些移植物的生物相容性或者能防止微生物细胞粘附到如导管的表

面‘12001。在果蔬保鲜上面，由于疏水蛋白具有表面活性并能够自我装配，因此可

以在果蔬表面形成一层防腐保鲜被膜。

图6．疏水蛋白在亲水与疏水界面自我组姨的特性能改变表面的可湿性f121。
Fig-6 Hydrophobins can change the wettability of surfaces by their property to self-assembly at

hydrophilic-hydrophobic interfaces．

说明：(A)在疏水蛋白水溶液中气泡或油滴表面包被着两亲性膜，能使其稳定的存在于水中。(B)
类似的，当一片疏水性塑料如Teflon(e=1IO 9C)浸泡于这样的溶液中，塑料被紧密粘附的蛋白膜
包被，使其表面变得可湿(o=22～63度)。 (c)相反，疏水蛋白单体在亲水性表面变干，能使
表面变得疏水(0 3110度)。(D)融合蛋白的自我组装可以赋予表面以特殊的性质；也可以在
成膜后对膜直接修饰。这是一种新型的固定化技术。
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(3)表面活性：疏水性固体(Teflon小珠)或液体(油)能通过在其表面

包被疏水蛋白而稳定地分散在水中f121。疏水蛋白可以作为洗洁产品的成分，可改

善食品对抗相变能力并形成稳定泡沫，可以用于促进土壤中的污染物的降解和应

用在石油泄漏后回收石油的过程中‘12,211。

(4)作为蛋白和细胞固定化的媒介：交联上配体或形成融合蛋白，能使特

定分子固定化到特定表面。如在生物传感器中，作为引发层口‘皿】。进一步的，与

特定功能的蛋白，如脂酶【23】，形成融合蛋白后，利用疏水蛋自在固体表面形成稳

定的两性单层蛋白膜的特性。可以将特定分子固定在膜的特定面。

(5)作为纳米材料和基因工程研究的材料：疏水蛋白单体3nm，覆盖在表

面形成10nm厚薄膜的性质也使这些蛋白成为纳米科技中有价值的候选材料，而

研究不同疏水蛋白混合时的聚合特性也是个有趣的纳米课题。疏水蛋自在基因工

程中被用于研究蛋白的结构与功能的关系，或用于优化其结构以用于特定方面。

例如，能改变疏水蛋白的溶解特性或改变两亲性薄膜的亲水面或疏水面的生物物

理性质。珏j。实际上，形成的融合蛋白可以用双水相等疏水蛋白特异性的分离方法

快速地纯化这些配体‘24,25,26]。

疏水蛋白的功用图示见图6。

1．5真菌疏水蛋白的纯化方法

由于疏水蛋白的特殊性质，疏水蛋白的纯化与一般蛋白的相比难度很大。为
●

了探索瑞氏木霉疏水蛋白HFBI的分离纯化方法，我从所有公开的有关疏水蛋白

的文献中搜索了疏水蛋白的纯化方法(考虑篇幅不在此列表了)。发现对于疏水

蛋白的纯化，开始时利摆脱不了对I型疏水蛋白SC3的研究，后期必瑞氏木霉的

II型疏水蛋白为主。主要纯化方法如下：

(1)三氟乙酸法：对I型疏水蛋白，是利用其特殊的聚合和解聚性质纯化。

如SC3、SC4、EAS、hypA、MPGl、ABHl(HYPA)、HCF一1、CoHl、ABH3、

FBHl、POHl、POH2、xPH、XEH、HYDPt-1等I型疏水蛋白是利用此类蛋白

在界面形成的聚合物(包括菌丝和孢子的表面)不能在热SDS溶液中解聚和溶

解，只能在强酸如过氧甲酸(PFA)和三氟乙酸(TFA)中解聚成单体(只在早

期用PA，后期都用TFA)，经气流吹干PFA或TFA，形成的沉淀溶解于60％



南开大学硕士毕业(学位)论文 第一部分绪论

乙醇的部分是疏水蛋白。瑞氏木霉HFBI在早期也用0．1％Tb'A～20％乙腈抽提菌

丝体获得【15】。

(2)唯一的一种温和条件下提取I型疏水蛋白的方法：1998年发现裂褶菌

分泌SC3的同时分泌高分子量的多糖裂褶菌素，裂褶菌素在水溶液能稳定

SC3 L2”。以此，作者发明了用疏水层析法从发酵清液中分离I型疏水蛋臼的方法

【281。除此之外，对I型疏水蛋白还没有提出TFA(或PFA)解聚以外的分离纯

化方法。

(3)1I型疏水蛋白纯化法：因为II型疏水蛋白能被1％--2％SDS溶液和

60％己醇溶液解聚和溶解，所以如CU、CFTHl、HFBI、HFBII以及融合蛋白

EGIcore—HFBI都一般都不用PA或TFA解聚。近几年，II型疏水蛋白的大规模

纯化方法发展得很快，HFBI融合蛋白已经达到发酵1500L，纯化1 160L的规模。

使用的方法为SDS抽提法、双水相系统ATPS分离法和各种层析法[15-16,24-261。

2．瑞氏木霉HFBI的研究

2．1瑞氏木霉的生物特性

瑞氏木霉Trichoderma reesei E．G Simmons是1 977年Simmons为纪念这个

菌的主要研究者Elwyn T Reesei而命名的‘291。Kuhls et a1(1996)证明』：reesei是有

性型肉座菌属Hypocreajecorina的无性型f3 o】。

瑞氏木霉(，reesei)为好气菌，其菌落在PDA平板上生氏快，菌丝层较

厚，致密丛束状，初期为白色，平坦，后期因产生分生孢子而呈深绿色。产孢区

常排列成同心轮纹状。菌落背面无色，有时呈浅黄色。菌丝透明，有隔，细胞壁

光滑，分生孢子梗由菌丝直立生出，无色，分枝多，对生或互生二至三级分枝，

整体象树枝；分枝与分生孢子梗近似直角，末端为小梗，小梗瓶形，分生孢子球

形或长椭圆形，表面粗糙，布满小刺；单胞，靠粘液在小梗上聚集成球状绿色的

分生孢子头【3l】。

瑞氏木霉是多细胞的真核微生物，作为工业菌株被广泛用于生产分解不同植

物材料的酶类，包括纤维素酶、半纤维素酶、蛋白酶、淀粉酶等，已有多年历史。

瑞氏木霉不仅具有适于蛋白生产的诸多优点，且对人没有毒性，在工业生产条件下

也不产生真菌毒素和抗生素[31-33】。

2．2瑞氏木霉HFBI生产的研究进展
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瑞氏木霉生产纤维素酶的规模已经高达360吨发酵液，但是纤维素酶生产必

须由复杂碳源才能诱导，在葡萄糖培养基中不表达纤维素酶和木质素酶。为了经

过基因工程技术能使瑞氏木霉在葡萄糖培养条件下表达这些工业用酶，芬兰

Helsiiffd大学及VTT生物技术和食品研究中心的。个研究组在1990～1995年寻

找r reesei在葡萄糖培养基上高表达的基因[15,16】，从葡萄糖为唯一碳源的五个高

表达基因中鉴定出一个疏水蛋白基因，即hfbJ。用A舾j作探针在cDNA文库中

筛选道第二个疏水蛋白基因hfoe。这两个蛋白的一级结构高度类似于II型疏水

蛋白CU和CRYP。图7是HFBI蛋白的序列图(NCBI网站)。

圈7．HFBI蛋白序列图示

rig．7 Display the graphics ofHFBI

基因hfbl和妒2的表达条件不一样。hJbl在葡萄糖培养基下高表达但在含

植物多糖的诱导纤维素酶的培养基中不表达，hfoe却在这种复杂培养基中表达。

hfbe在葡萄糖培养基中表达情况很复杂，受碳源和氮源饥饿的诱导，也受孢子化

培养条件和光照的诱导。HFBI蛋白分泌到培养基中，可用鼓泡法从培养基中或

用0，1％TFA一20％乙腈抽提营养菌丝体获得。HFBII可从孢子和气生孢子丝的细

胞壁中抽提到【16】。

同一研究小组在1997年报道了HFBI和HFBII在不同培养条件下的表达情

况，尤其讲到小罐发酵的情况。葡萄糖培养基下第71小时HFBI的表达量最高，

20和125小时时候HFBI几乎不表达，HFBII受葡萄糖抑制‘16,34]。在2001年报道

了三拷贝趋加』高产菌株的构建，用SDS三步法和双水相法抽提HFBI蛋白的纯

化工艺。SDS三步法从菌丝体中纯化HFBIil0】：(1)1％SDS从菌丝体里抽提蛋自
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质；(2)KCI沉淀法除去抽提缓冲液里的SDS；(3)接着继续用疏水相互作用层析

(HIC)纯化。HIC制备液的一+部分进一步用阴离子交换柱子ResourceQ纯化。

双水相法(ATPS)DS]：培养物上清中加入2％(v／v)表面活性剂，混合，再放入

恒温器中分离两相：CllE02为20℃，C12-18E05用30。C。异丁醇的加入体积相当

于表面活性荆原始加量的5倍，水相用RP—HPLc纯化，纯化蛋白再冻干，以

干品贮存。HFBI在C11E02的ATPS中分配系数超过1000(最高2500)，体积凶

子为22．6。ATPS法包括反抽提的实际纯化收率，HFBI为80％(40mg／L)。发

现HFBI和HFBII在水中的溶解度很高，其浓度至少可达到10mg／mL。2002年

在HFBI的分离中，采用Reppal PESl00／Triton X．114两相系统中【25】，分配系数K

一15。分出富胶团相后，加入环氧丙烷一环氧乙烷(EOPO)共聚物，并升温到

55℃，诱导相分离，HFBI被定量的反抽提到水相(K=155，收率--99％)。经

两步分离，HFBI的总收率为90％，而体积减少6倍。同年报道【“j，小试的罐工

作体积达到15L，经92小时的葡萄糖补料发酵，获得最大生物量：37 89／L，HFBI：

1．49／L，分泌总蛋白：O．29／L，一半为HFBI。并报道了用2％Berol 532的双水

相系统分离HFBII，再经RP—HPI。C纯化的工艺。小试的发酵过程参数图见图8。

它
孽

霎

堆莽时涧(小时)

图8，小试发酵过程中HFBI的分布情况【3”。

Fig．8 Distribution ofhydrophobin I(HFBI)
between mycelium and growth medium during the small．scale fermentation．

图8中，菌株：HFBI高产菌株VTT D一98692。菌丝上HIjBI量用其三次1％SDS抽提液含
量之和米估计。
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2004年，报道了融合蛋白EGIcore-HFBI用4．1％AgrimulNRE 1205(C12-18E5)

的ATPS法纯化，放大12万倍，工艺不受影响【26】。发酵规模1500L。纯化规模：

1160L。但到目前为止，经仔细查证，只为疏水蛋白HFBI而生产的发酵规模没

有超过15L罐[34,36J；没有其它疏水蛋白的生产超过HFBI的研究水平。

3．本文的目的与研究意义

研究意义：疏水蛋白对丝状真菌的生长和发育过程起重要作用并具有潜在的

应用前景。研究疏水蛋白在理论上可以加深理解丝状真菌复杂的形态分化和发育

过程，以及致病真菌的致病机理：在实践上，利用这类特殊的“界面”蛋白作为

新的生物材料，其安全无毒，可用作乳化剂、增溶剂和表面活性剂，或改变固体

的表面属性、作为新的固定化载体。

本论文的工作将是疏水蛋白的产业化和商品化发展进程中重要的一环，所做

的研究工作在国际上是领先的，在国内是独。无二的。

本论文的目的：以HFBI为模式研究疏水蛋白的大规模生产技术。首先在实

验室建立蛋白的研究体系；与芬兰进行国际合作，引进HFBI高产菌种后在实验

室重新建立小试技术，在此基础上与天津市工业微生物研究所合作进行500L的

中试研发；此外，还为疏水蛋白的应用研究提供充足的材料。

本沦文就是HFB!小试技术的研究报告(而中试已经计划在下一个月内进

行)。

注：本论文受天津市科技发展计划重点攻关项目(编号：02310551 1)的资

金支持。
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第二部分实验材料与方法

1．菌种

实验菌种为Triehoderma reeseiNQM3，来源于芬兰赫尔辛基大学的含三拷贝

HFBl高产菌株vTTD一98692的一支分离株(中芬国际合作项目授权专利菌株，

仅供科学研究工作使用)1101。

2．主要仪器与设备

HH．B11．402型电热恒温培养箱，天津市实验仪器，一。

201型电热恒温干燥箱，天津市实验仪器厂。

FD．2型密封式恒温可调加热器，浙江嘉兴凤桥电热器厂。

TGL一16G型台式离心机，上海安亭科学仪器厂。

Beckman高速离心机。

SK一1型快速混匀器，金坛医疗仪器厂。

SW-CJ一5型双入垂直超净工作台，上海市锦屏仪器仪表有限公司通州分公

司。

HZQ—Q振荡器(恒温摇床)，中国哈尔滨东联电子技术开发有限公司。

C10．3全自动发酵罐型号，NO．167 SuS，生产厂家：B，Braum Biotech

International公司，建造时间：1999年，最大体积：15 L。控制单机：BIOSTAT，

上位控制微机：方正电脑。软件：MFCSPLO。

MSJU2发酵罐，商标：BEM，出』一日期1993年9月，最大容量30L。编号：

MFG No．203 1，生产厂家：TOKYO B．E．MARUBISHI Co．，LTD．JAPAN。补料

罐有3个，每罐最大体积250mL。

DYCZ．24D型垂直板电泳槽，北京六一仪器厂。

DDY-2型稳压稳流电泳仪，北京六一仪器厂。

TY-80B型脱色摇床，南京大学南达生物技术开发公司。

ST-I型小型半干式转移电泳槽，大连竞迈生物技术有限公司。

915型Aecument pH Meter，Fisher scientific company。

752紫外光栅分光光度计，上海精密科学仪器有限公司。

凝胶扫描系统，UVP Bio hnaging System，Lab Works Image Acquisition and

Analysis Software。UVP lnc．，CA；Ultra．violet Products Ltd．Cambridge，UK。



南开大学硕士毕业(学位)论文 第二部分实验材料与方法

其它：如水浴锅等。

3．主要试剂

3．1发酵部分

葡萄糖：天津化学试剂三厂，AR。

蛋白胨：北京奥博星公司，BR。

酵母抽提物：武汉生物技术公司，BR。

其它试剂来自市售，至少化学纯。

3．2纯化部分

葡聚糖凝胶G一25 Sephadex，Q Sepharose FF阴离子交换剂均购自Pharmacia

公司。

Berol 532来自AKzo Nobel Surface Chemistry AB，Sweden。

SDS，KCI，Tris，HCl等常见试荆都要求化学纯以上。

3．3检测部分

丙烯酰胺，甲叉丙烯酰胺，SDS，过硫酸氨，TEMED，Tris，Tricine，巯基

乙醇，考马斯亮蓝G250，符合电泳级或电泳要求的试剂。

疏水蛋白HFBI标准品和HFBI的兔抗体，芬兰科学研究中心VTT惠赠。

碱性磷酸酶标记的山羊抗兔IgG，华美公司提供。

o．45 u 111硝酸纤维素膜，华美公司提供。

M3913蛋白质分子量标准品，Sigma公司生产，SDS-PAGE低分子量标准，

6500．66000Da，共八条带。

M3546蛋白质分子量标准品，Sigma公司生产，Tricine多肽SDS—PAGE超

低分子量标准，1060—26600Da，共六条带。

上海国产的SDS．PAGE低分子量标准，14400～97400Da，六条带，后在此

分子量标准品里加入自己纯化的HFBI(7542Da)，变成七条带。

BSA：华美公司产品(蛋白含量>95％)。

葡萄糖检测等试剂要求分析纯以上。

4．实验方法

4．1摇瓶发酵



南开大学硕士毕业(学位)论文 第=部分实验材料与方法

培养基组成：葡萄糖(20．0 g／L)，蛋白胨(4．0 g／L)，酵母抽提物(1．0 g／L)，

KH2P04(4．0 g／L)，(NH4)2S04(2．8∥L)，MgS04‘7H20(0．6 g／L)，CaCl2 21120

(O．8 g／L)，自来水配制。消前用HCl调到pH4．6【10]。

摇瓶培养使用250一ml和500一ml三角瓶，有效体积为20～40％，装入的培养

液体积越少则通气越好。4—8层纱布扎口，121度灭菌20分钟。

接种后，温度29 6C，转速200RPM振荡培养，时间一般为3～7天。

发酵完毕，用64C 80009离心25 min，分开菌丝体和发酵清液。菌丝体立即

进行抽提或先放在一20。C储存。发酵清液立即进行纯化或先放在4℃储存。

4．2小罐发酵

小罐发酵的培养基组成同摇瓶，试剂的级别可以降为化学纯，甚至工业级。

采用15或30升全自动发酵罐，工作体积50～75％，即15一L发酵罐的装罐

体积为8L，30L发酵罐为15～7L。自来水配制，115。C灭菌20分钟。冷却到29

℃后，接种。

培养时，搅拌转速300～1000rpm，空气的通气量约O．5～2：1(每分钏一通过

发酵液总体积的0．5～2倍)。罐压O，05～0．10MPa。用NaOH和H3P04调pH 4．5～

5．0。准备30％0(w／v)的葡萄糖溶液，110。C灭菌20分钟。小罐发酵过程隔适当

时间测一次葡萄糖的浓度，保持罐内葡萄糖在10～30∥L范围内。发酵3～7天。

初期加少量消泡剂，后期不加。

放罐条件：3天以后，发酵液特别粘稠，泡沫控制不住，菌丝体湿重达到909／L

以上，HFBI总含量达500mg／L以上。等葡萄糖浓度降到约O．5 g／L立即放罐，

即认定菌丝生长在稳定期即可放罐。

放罐后发酵液经抽滤将菌丝体和发酵清液分开。若有泡沫，也进行收集。不

立即进行纯化的材料的储存方法见4．1。

4．3 SDS法抽提出HFBI

配制1．7×STH缓冲液：称20，6 g Tris碱溶于800 mL蒸馏水中，用2N HCl

调pH到9．0(使用pH计)，加入17 g SDS，加水定容至1000mL，混匀即得1．7

×STH缓冲液。

每批菌丝体可用终浓度1％的SDS抽提三次‘101。第一次抽提时，考虑菌丝

含水，使用1．7XSTH(都假设干重19．5％)。第二和第三次则只用1×STH进行

19
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抽提。具体加法如下：

(1)第一次按1．144mL／(19湿菌丝体)加1．7×STH，

(2)第二和第三次按1．949 mL／(19湿菌丝体)加1．0X STH。

加完STH缓冲液后在室温下振荡1小时，6。C 80009离心25 min，分开菌

丝体和清液。清液量体积后加入0．4×体积的2 M KCl，混匀，6。C 80009离心

25 min。上清即所需HFBI制备液。

具体实例

称10 g湿重的F2菌丝体于50-mL离心管，加入1．7XSTH 11．44 mL，37。C

下摇1小时，之后80009离心25min，获上清12．5 mL。加入0．4×体积的2M KCI

5 mL，振摇片刻，80009离心，获得上清12．0 mL，取样标为F2A0。

4．4双水相系统对HFBI的纯化

(1)萃取：待纯化的HFBI溶液在6 6C 80009离心25 min后，量取适当体

积的上清，加入2％(或5％)体积的Berol 532。混匀，20℃下振摇1小时后，

在20℃下80009离心25 min，溶液分成t-．十W Berol 532和下相水溶液。

(2)反萃取：分出ATPS萃取的上相Berol 532，加入一定体积的缓冲液(根

据HFBI浓度和残留的下相水溶液，一般是加与Berol 532同体积的pH 8．9 20

mM的Tris缓冲液)。再加入5倍所加Berol 532体积的水饱和正丁醇。混合，8000

g离心25 min。弃去正丁醇，所得的水溶液即已纯化的HFBI制备液。

具体实例

(a)ATPS抽提发酵上清和泡沫沉降液获得HFBI：

收集F2发酵泡沫的破碎液，离心，取上清。此上清取样标为F280。F2发

酵滤液也离心，取上清，此上清取样标为F2S0。

取F280和F2S0各950 uL，各加入Berol 532 50ixL，20。C振摇1小时，60009

离心5min，下相分别标为F281和F2S1，在上相中加入水饱和正丁醇250 u L，

振摇片刻，离心分相后，取下相溶液，标为F282和F2S2。

(b)、ATPS法分离来源于菌丝体的SDS抽提液：

SDS法抽提菌丝体获得的HFBI溶液F2A0通过葡聚糖凝胶G-25的Sephadex

柱脱盐，将含HFBI流分收集起来，标为F2C0(层析见下一章)。

没有脱盐的溶液F2A0和脱盐的溶液F2C0都用如上的ATPS法抽提。抽提
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时分离的下相水溶液分别标为F2A1和F2C1，正丁醇反抽提后获得下相水溶液

标为F2A2和F2C2。

4．5葡聚糖凝胶G．25脱色

葡聚糖凝胶G一25的预处理和装柱参见《精编分子生物学指南》[37臻373

377页。实验中使用自制的玻璃柱。柱内直径为lcm，装柱的工作体积10mL，

柱高12．7cm。手动调流速和分管收集。

进柱前，HFBI制备液(F2A1样品)经过6℃10 0009离心25rain阻上，弃

去沉淀。上清进柱3 mL。进完立即用pH 8．9 20 mM的Tris缓冲液洗脱。流速控

制在O．5 mL／min。在进柱和洗脱的同时用1．5-mL离心管收集流分。每管约lmL。

一般收集20管就够了。20管之后继续沈过但不必再分管了。30min后停止洗脱。

称重法计算准确的体积(假设密度为纯水的密度)。用A280紫外法测总蛋白相对

含量。用SDS。PAGE分析蛋白质组成

4．6离子交换层析纯化

阴离子交换填料Q Sepharose Fast Flow的操作说明见Pharmacia 56．1191．00

手册，版本AC或AD。使用的柱子同4．5。实际柱高14．5cm，高径比为14．5：1，

床体积为11．4mL。自然最大流速进行进柱和洗脱。自动分部收集器收集，每管

最大收集体积不超过4mL。

工作基本缓冲液为pH 8．9的20mM Tris．HCl缓冲液，进柱样品的缓冲液也

先用葡聚糖凝胶G一25柱层析交换到此工作缓冲液中。在进柱之前样品经过6"C

10 0009离心25 min离心，弃去沉淀。进样16mL后按顺序用含0．0，0．1，0．2，

O．3，0．4，O．5，2．0MNaCI的工作缓冲液各约50mL进行阶梯式洗脱。

洗脱时用215nm和225nm双波长紫外法测量已出流分的吸光值。洗脱完毕

计算各管的双波长法总蛋白含量，用Excel绘制层析图。选取几个蛋白峰的流分

进行SDS．PAGE分析。选取最高峰的流分用ELISA法测HFBI含量。

4．7检测方法

4．7．1紫外双波长法测总蛋白

(1)标准曲线的绘制：取1．00mg／mL的BSA溶液用PBS缓冲液按表3稀

释，测215nm和225nm的吸光值。用软件curveexpert绘制标准曲线。

(2)样品总蛋白浓度测量：用PBS缓冲液适当稀释样品，测量A215和A22；
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并计算吸光值差，用软件curveexpert直接读出总蛋白浓度，或者用公式计算：

总蛋白浓度(u g／mL)=144×(A21s--A22s)×稀释倍数

4．7．2 SDS—PAGE与Western Blotting分析

具体操作参见《精编分子生物学指南》[371第333--373页。半干转移操作还

另参见ST-I型小型半干式转移电泳槽的使用说明书。

4．7．2．1普通Laemmli系统SDS．PAGE流程简述

(1)组装DYCZ一24D型垂直板电泳槽，一般使用O．75mm胶厚的规格。标

记分离胶5cm。

(2)配胶：20％的分离胶，脱气，灌胶。饱和正丁醇封胶。1，-2h后洗去

正丁醇，配5％的浓缩胶并灌胶。⋯般插lO齿梳子。1～2h后浓缩胶就凝固了。

(3)制样：样品和标准品分别和2×样缓混合。loo。cN热5rain。冷至室温，

离心后点上清。

(3)电泳：浓缩胶中电压50伏，分离胶中电压100伏。

(4)电泳完用25％异丙醇加10％乙酸的溶液固定，O．06％考马斯亮蓝G250

加10％乙酸的溶液染色2小时(室温)。用7％甲醇加5％乙酸的溶液脱色至无

底色。可用微波炉加热来加快显色和脱色速度。

4．7．2．2 Tris．Trieine缓冲系统SDS．PAGE流程简述

(1)组装完模具，同时配制16％的分离胶和5％的浓缩胶，脱气，先灌分

离胶后立即灌浓缩胶，最后插梳子。

(2)制样流程与普通Laemmli的相同。

(3)电泳：30伏1h之后恒流10mA下4小时。

(4)考马斯亮蓝G250染色过程同普通Laemmli系统，电可采用《精编》

上快速银染法显色。

4．7．2．3 Western Blotting流程简述

电泳后半于式转移1小时，膜用丽春红s染色，洗后用2％(w／v)脱脂牛

奶粉封闭，洗后加一抗(稀释度1：1000)，洗后加二抗(稀释度1：4001，最后用

BCIP和NBT显色。洗液都为’VFBS缓冲液，每次洗4次。

显色后膜在室湿下晾干，扫描或摄像变成电子图像。
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4．7．3 ELISA法定量检测I-IFBI

具体操作参见《精编分子生物学指南》【37]第41l～425页。实验由其他师弟

师妹代测，使用直接抗原ELISA法和抗原竞争ELISA法检测HFBI的浓度。

4．7．4斐林法测葡萄糖浓度

具体操作见中华人民共和国专业标准：还原糖测定法：ZB X 66040—

871亚铁氰化钾快速法，详细的方法这里不再列出。但注意事项很重要：每批试

样测试前必须做空白滴定，二次平行测定误差不得超过0．1mL。空白滴定、预备
：

滴定及正式滴定操作条件应保持一致。滴定速度应以每秒1～2滴为宜。热源要

稳定，在正式滴定时，待试样沸腾后，标准糖液的滴定量必须控制在0，5～lmL

之内，否则要重做。整个滴定过程必须始终保持沸腾状态。凡样品含糖量在6％

以上时，应适当增加稀释倍数，否则会加大误差。
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第三部分结果与讨论

1．实验结果

1．1摇瓶发酵的结果

研究了不同的起始pH值和接种量、发酵天数等因素对菌丝体的湿重和pH

值的影响情况，并做出了木霉的生长曲线。结果见图9．。

生长曲线

蚓20 {：{；澳蒸蒸豢 。誊蒸瑟黧鬈蒸誊i囊囊攀囊囊誊 200器
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矗 pH 4．67 4．6 2．97 2．77 2．51 2．42

+体积 200 190 169 180 l 77 173

图9．瑞氏木霉摇瓶生长曲线

Fig．9 The growth CHIVe ofshaking culture of Z reesei

从图9中可以发现消前pH值对摇瓶发酵的影响不大。接种量和发酵天数对

发酵有很大的影响，这可能预示培养基的成分对发酵菌丝体收率有极大的关系。

根据接种量的不同，菌丝的生长情况可以分三种：

(1)形成几个大球型 孢子或接斜面菌丝极少时，或者摇瓶过程中菌丝

贴壁难以分开，菌丝体在培养中形成几个菌丝球，成团生长。

(2)菌丝较少但粗壮型和菌丝密集而细碎型 当接种量达到十几个到几

百个时，菌丝发育得充分，菌丝粗壮，抱团现象不明显。

(3)菌丝密集而细碎型 当接种量达到一定数，如100 ml接300个孢予

以上时，菌丝太多，菌丝的就变的很细且容易断裂，菌丝生长旺盛，pH下降得

很快，接近pH2。显微镜下观察，4天后有孢子出现和菌丝自溶形象。

1．2小罐发酵的结果

根据多次摇瓶试验结果用15．L发酵罐共进行了两次发酵，批号编为F1和

F2；取得两次初步小试发酵数据后，用30—L发酵罐进行了一次完整的小试发酵，
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批号编为F3。三次小罐发酵过程记录见附录二。总共三次发酵的结果见表2。

表2．F1、F2和F3批小罐发酵的统计数据
Tab．2 The statistic data offermentations ofBatchNo．FI，F2 and F3．

批号 Fl F2 F3

发酵液起始体积 8．0L 8．0 L ． 17．0L

发酵起始pH 4．83 4．74 4．80

发酵起始葡萄糖浓度 1．66％ 1．78％ 1．4％

接种 孢子悬浮液1mL 孢子悬浮液1mL 2天的摇瓶液200mL

发酵总小时数 99h 135h 71 h

放罐葡萄糖浓度 O％ O％ O．9％

发酵共耗葡萄糖 2409 3809 1623 g

放罐pH 2．39 3．86 pH 5 03

放罐体积 6．0L 6．2L 18．2L

放罐时泡沫 多 多 无

放罐菌丝体总湿重 248 g 265 g 1836 g

放罐湿重 41．3 fit． 42，79几 89，29几

放罐时总HFBI含量(估)。 235mg／L 244mg，L 508．4 mg／L

由实验原始记录上看(不便公示)和表2可以看出：F1和F2补糖不及时，

并且总量不足；调pH值时补碱没有跟上。发酵液溶氧后期总达不到0％以上。

结果：放罐时葡萄糖被完全消耗，pH很低，收获的湿重和估算的HFBI含量都

约是预期放罐要求(放罐最低标准：湿重90 e．／I．，，HFBI总含量500 mg／L)的～

半。

F3批发酵是成功的。从原始记录和表2看，pH及其稳定，为4．78～4。82(要

求pH4．5～5．o)；补糖虽没有完全达到要求(葡萄糖浓度1．0～3．0％)，但控制在

0．6～1．7％的范围内。溶氧p02也基本控制在正值。总体看，基本上达到了发酵

过程控制策略的要求。发酵结果也是成功的：放罐湿重达到了89．2 g／L，放罐时

总HFBI含量达到了508．4 mg／L，分别达到最低放罐要求的127％和102％。

1．3用SDS法抽提出HFBI

使用标准的1×STH缓冲液抽提菌丝体的实验是测定菌丝体HFBI含量的依

据，所以本论文对此不再具体重复其中的定量计算了。从本文结果1．7节部分的

电泳图16．、图17．和图18．中可以看出：菌丝体经SDS抽提能获得大量的HFBI。

1．4双水相系统对HFBI的纯化

用ATPS法从F2泡沫沉降液中抽提HFBI，结果见图10，实验很理想。

。答辩时刘如林教授提出过“转化率”，作者认为无意义，生产蛋白的发酵从不用此参数。

25
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用ATPS法从F2发酵上清中抽提HFBI的结果见图11，效果也很好。

为了证实盐浓度对ATPS法抽提的影响，用SDS法抽提菌丝体获得的HFBI

溶液进行ATPS试验，结果见图12，说明论是否脱盐都不影响对ATPS法分离的

效果。

从所有的ATPS试验的电泳图上都可以看出经ATPS抽提后的HFBI浓度提

高了，基本达到了电泳上单带，几乎没有可显示的杂蛋白。

图10．ATPS法从泡沫中分离HFBI

Fig 10 The Separation ofHFBI from Foam

图11．ATPS法从发酵清液中分离HFBI

Fig．1 1 The Separation of HFBI from Culture
Media

为了计算ATPS的收率，使用ATPS对发酵泡沫沉降液30mL(Berol 532加

1．5 mL)进行了抽提。结果见表3。可见，ATPS的HFBI收率为50％：HFBI的

浓度提高了约9倍，HFBI与总蛋白之比提高了11．15倍。分离系数K--1230。

表3，30mL规模ATPS抽提的结果
Tab 3 Exta-action ofATPS at 30·mL Scale

体积 ELsIA测HFBI 总HFBI 双波长测总蛋白
F2发酵泡沫 蛋白比

(mL) (119／mL) (u g) (mg／mL)

沉降液上清(BO) 30 208 6252 lO．68 19．51

抽提下相(B1) 28．1mL 3．136 88 9．86 0．32

反抽提水相(B2) 1．666mL 1859．6 3098 8．55 217 50
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图12．ATPS法从SDS抽提液中分离HFBI

Fig．1 2 The Separation HFBI from SDS—abstracted Solution of

Mycelia
图12．说明：

F2A0：未脱盐：F2C0：脱盐的。两者都经过KCI除SDS。

M3913为∑分子量标准，M7为国产6带分子量标准，加上自制
的H阳I

1．5葡聚糖凝胶G．25的脱色效果

ATPS萃取获得的HFBI浴液为黄色，说明有色素。为了脱色，进行了葡聚

糖凝胶G一25层析。图13是样品F2A2进行G．25脱色的层析图。对200倍的稀

释液的A280大于0．1的流分进行SDS—PAGE分析。结果发现只有第6和第7管有

HFBI，其它各管没有HFBI或极低(本文中没有展示SDS．PAGE图)。层析的回

收率以A280计算为101．8％，第6和第7管的A2∞物质之和占总A280物质的18’26

％，这意味着有81．74％的有A280的物质被除去，这些杂质有待进一步分析是何

种杂质。
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葡聚精凝胶G一25层析国
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图13，葡聚糖凝胶G一25层析图

ng．13 The Chromatograph ofSephadex G-25
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1．6离子交换层析的纯化效果

为了获得验证HFBI的纯度和获得更高纯度的HFBI，对G一25脱色液进行了

离子交换层析，结果见图14。
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图14．Q Sepharose Fast Flow的层析图
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层析时测得自然最大流速，进柱时为O．423 mL／min，洗脱时为0．531～O．625

mL／min。所收集流分体积最大3．9mL，最小1．23mL。从图14中可以看出有7个

峰，分别取高峰的流分进行SDS-PAGE分析，电泳图见图15。从层析图中可以

看出进柱后用0．0 M NaCl的工作液就能洗脱出头两个峰，电泳图显示含极少的

7KDa蛋白，用O．1 M NaCt洗脱的第三峰是最大主峰，电泳图和ELISA都证明

是纯HFBI成分。此后用O．2M，0．3M和0．4M NaCl洗脱出的几个小峰电泳图也

显示为HFBI的位置，O．5M NaCl没有洗脱出任何明显的峰，而最后用2．0 M NaCt

洗脱的成分虽然表观总蛋白很高，但电泳图显示基本不含任何蛋白。

图15．Q Sephamse Fast Flow的层析峰的Tris—Tricine SDS．PAGE图
Fig．15 Tris-Tricine SDS—PAGEAnalysis ofPeaks from Chromatograph ofQ Sepharose Fast

Flow

用ELISA法只测量了最高峰即第46管的HFBl含量，为2404 u g／mL，与

双波长测的总蛋白2235 u g蛋白／mL很吻合。这也进一步证明主峰就是HFBI。

相关的其它信息还在分析中。

1．7 SDS—PAGE两系统电泳效果的初步比较

29
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从2002年9月18日到2003年9月21日约一年的时间里共做普通SDS—PAGE

电泳47次，编号G1至G47。没有编号的还有十几次。发现SDS—PAGE对用SDS

抽提的样品表现得很不稳定，图16．足普通电泳常见的四个例子。

图16．普通SDS，PAGE上常见的四个图

(简单比较，所以不标分子量标准)

Fig．16 Four pictures ofSDS—PAGE ofLaemmli System

图16．中A、C、D都是HFBI的样，B为SOD酶同样条件下的图。1号样为

1％SDS溶液从菌丝中的抽提液，已经用KCl除去大部SDS，2号样为发酵滤液

80℃浓缩后的离心上清，3号样为纯SOD酶。M为上海产的六条带的分子量标

准，最小的为14．4 KDa。

结果显示当蛋白分子量低于14KDa后，普通Laemmli的SDS．PAGE分辨率

明显下降。芬兰的HFBI标准品在普通SDS—PAGE上也表现为2ram的宽带(未

示)。从图C中还可见1号和2号样中存在14KDa附近的两条带。从纯SOD酶

蛋白的电泳图上看，电泳过程没大的问题，而是电泳系统的适用性和样品处理上

有问题。 从2003年10月14目到2004年3月22日，有关疏水蛋白的电泳系

统都改为对低分子量蛋白和多肽具有高分辨率的Tris—Trieine系统，图17．为新

Tris—Tricine系统的第一张电泳图。1号样还是与图16．相同的SD$抽提液。M7

为国产六条带低分子量标准加上HFBI，M3913为Sigma公司的8条带低分子量

1n
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标准。FOAM为小罐F2发酵的泡沫沉降液。与普通电泳图相比，HFBI位置的

蛋白带分辨率明显提高。普通Laemmli系统与Tris-Tricine系统SDS—PAGE后的

WesternBlotting图谱见图18。样品1号、2号和M的含义同上图，HFBI为芬兰

纯蛋白标准品。图谱显示HFBI的7 K_Da带很宽，此外还存在高分子量的HFBI

多聚体，尤其是14K附近的二聚体。

图17．Tris-Tficine系统的电泳图

Fig．17 SDS-PAGE by Tris-Tlicine System

+一HFBI的位置

图17中1号样为l％SDS溶液从菌丝中的抽提液，已经用KCl除去大部SDS，

FOAM为发酵F2批的泡沫。M7分子量标准(最小带即为HFBI)。M3913为Sigma

分子量标准(最小的分子量为6．5 KDa)
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图18两系统Weaem Blotting散果比较图
A为普通系统，B为Tris—Tricine系统

Fig．18 Compam Effects ofWestern Blotting Between Two

SDS-PAGE System

图18中1号样为1％SDS溶液从菌丝中的抽提液，已经用KCl除去大部SDS，

2号样为发酵滤液80。C浓缩后的离心上清。HFBI为芬兰标准，M7和M为分子

量标准。

1．8紫外双波长法测总蛋白浓度的标准曲线

用BSA作总蛋白标准，测定5—110u g／mL的225nm和215ran的吸光值，

结果见表4．并作出标准曲线，见图19．。

表4．紫外双波长法测总蛋白标准曲线的配制表

Tab．4 Assay Concentration ofTotal Proteins by Two Wavelengths of U．V

‘BSA(pL) 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

水(itL) 995 990 980 970 960 950 940 930 920 910 900 890

A21 5 o 085 0 15l 0294 0 462 0606 0766 0．903 1．090 1 210 1 364 1．453 l 655

A225 0048 0082 0163 0259 O 343 0438 O 512 0 597 0 685 0771 O 831 0933

吸收差 0 037 0 069 O．131 0203 0．263 0 328 0 391 0 493 0 525 0．593 0 622 0．722
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BSA含量扯g／ml

秘伊

秘妒

蚕◇霹

蓄萨梦
×

《

》-踊簪

哂印

q妒

S=2．20405{13

|毒0．99838992

。夕。
．／

／
。／
．少

．／
0．3 0．4 0f争。一 n7--疆8

X Axis《unitsl A215-225吸收差

图19．紫外双波长法测总蛋白浓度的标准曲线

Fig．19 Standard Curve ofAssay Concentration ofTotal Proteins by Two Wavelengths ofU V

从标准曲线上看BSA在5～110u g／mL完全符合Beer定律。

直线方程式：蛋白浓度=-0．66329327+153．9×(A215一A225)

1．9最后确定的纯化工艺

通过对纯化过程的研究，包括成功的和失败的，加上个人科研和生产的经验

我认为图21所示从瑞氏木霉菌丝体纯化HFBI的工艺是可行的：
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图21．HFBI的纯化工艺

Fig，21 Purification Process ofHFBI
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2．讨论

2．1发酵的讨论

2．1．1生长量的衡量

丝状真菌的生长曲线不同于细菌和酵母。在有限培养基里，生长时期可以分

潜伏期、加速期、对数期、直线期、减速期、稳定期和衰亡期。菌丝的生长主要

体现在顶端生长和分支上，因此对数期很短，而直线期时间较长，在瑞氏木霉摇

瓶培养实验中，我没有测比生长率，可以说是个遗憾。因为干重检测起来不容易，

我用湿重表示。湿重受菌丝体含水量的影响，雨含水量又与菌丝体的形态相关，

使湿重和干重无可比性。如图9中摇瓶第二天的菌丝体湿重竟然是最高的，这

是因为此时菌丝体高度分枝，整体如同一块海绵，用离心方法是不能除去水分的。

所以应该用菌丝体的干重来表示真菌的生物量。干重的测定方法应该参照文献口4]

的方法：103℃干燥6 h或过夜称重至重量的失重小于2％的相对值。文献1381

上使用高氯酸法测干重，这是一种用强酸溶解菌丝，以释放出来的核酸含量来间

接测定生长量的方法。我开始对此法期望很高，但预实验后觉得不好用，因为瑞

氏木霉的菌丝太长，只取3ml发酵液，误差也太大。还有我怀疑03 mO!EL的高

氯酸不能完全溶解菌丝体。当然这种方法还需要进一步验证。

开始时期摇瓶培养的菌种都是用接种环挑木霉菌丝来接，这很容易受斜面菌

丝的生长情况和操作手法的影响。而接种量对摇瓶菌丝体的形态起作用的机理我

推测是受营养条件的影响。接种菌丝太少，单个生长的好，变得粗大，但整个摇

瓶中没有生物量。在摇瓶条件下，菌丝很难断裂，所以个别菌就形成一个个巨大

的菌丝球。当接种量太大时，菌丝生长到一定阶段不可避免的出现营养匮乏，菌

丝变得脆弱而易断裂，而且整个摇瓶菌丝很快进入孢予化阶段，随后营养菌丝自

溶。所以适当的接种量对发酵很重要。接种量有个范围，罐式发酵因为可以补料

和优越的溶氧条件，接种量只影响生长的潜伏期长短，一般要求大些，比如可以

达到20％的体积比(种子罐：发酵罐)。

2．1．2摇瓶的用途

初期，摇瓶的目的是为了观察木霉的生长情况，配合平板培养，对瑞氏木霉

的生长情况有总体上的了解。接着，摇瓶培养分析瑞氏木霉生长的曲线，筛选最

有利的生长条件。摇瓶还可以获得少量的菌丝体供纯化使用；也可以检验保藏菌
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种的情况或者用于筛选菌种，防止菌种的退化；摇瓶两天的瑞氏木霉也可以作为

小罐生长的菌种。木霉是特别好氧的菌株，在摇瓶条件下当菌体生长旺盛时供氧

明显不足，并且不方便检测和补料，因此摇瓶试验获得的数据不能完全用于罐式

发酵中。但即使是成熟的工业发酵技术，在日常研究中摇瓶也是必不可少的。摇

瓶数据是212』k发酵实验的重要参考，尤其用于培养基配方的筛选。在重要配方成

分更换，更换产地，甚至只更换试剂生产批号都必须做摇瓶试验。

2．1．3小罐是最好的发酵环境

摇瓶发酵条件不等于生产上的发酵条件。对于瑞氏木霉来说，发酵研究的很

透彻了，其水平已经达到360吨罐‘33l。因此，我认为对于疏水蛋白HFBI的生产

来说，发酵不是研究的重点。但大试必上中试，上中试必先上小试。没经过小罐

发酵就匆忙上中罐大罐发酵是不妥的。实际上，小试的发酵条件是所有发酵规模

中效果最好的，不论是摇瓶还是罐式发酵(厌氧发酵另作别论)。首先，小罐的

全自动水平最高；再次，小罐的通气和搅拌所给的供氧和混合条件是最好的。许

多高附加值的生物产品只需要小罐水平就能满足生产需求。为了瑞氏木霉的中试

和大试，我们先研究了15一L和30—L小罐发酵的条件。

2．1．4小罐发酵的差异主要是补料与控制的问题

我们使用了鼹种小罐：15一L和30一L罐，分别是南开大学的C10．3型和天津

市工业微生物研究所的MSJU2型。C10，3型15-L罐体积小但自动化程度高，搅

拌形式为罐顶安装；MSJ U2型30一L罐生产的要早些，自动化程度稍低，如不

能记录过程，但罐体积大些，视窗也大，搅拌为罐底安装，补料和观察要方便些。

头两次用15一L罐C10—3型(批次：F1和F2)，接种用孢子悬浮液，后一次(F3)

预想使用在15一L罐用摇瓶液作种子，但应合作方要求改在天津工微所共同进行，

发酵罐也变成了MSJ U2型30—L罐。所以造成了不但罐型不一样，而且接种形

式也有差异。但据我的观察与经验，两罐的自动化程度都很高，而控制策略都按

文献报道的进行，它们结果的差异只是有没有达到控制要求的问题。实际上，Fl

和F2没有控制住pH值和葡萄糖浓度，p02的控制也不好，但上罐的目的是为了

熟悉小罐发酵和补料控制技术；而F3在前两次的经验上，三者控制程度基本达

到要求。结果是前两次没有达到放罐要求但考虑到目的已经达到而且已经没法控

制了(出现菌丝自溶)就放了。后一次F3放罐时菌丝则很年轻，还有潜力，时
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间也没达到文献报道的92小时【341或167小时㈣，但因为湿重和总HFBI含量已

经达到最低放罐要求的127％和102％，所以放罐了。今后，如果更严格地控制

发酵过程，比如不但补糖而且补氮和微量元素，适当提高溶氧水平，小罐发酵达

到或超过国外报道的发酵菌丝HFBI含量1．4 g／L的水平p41应该不是难事。

2．1．5中罐和大罐发酵的展望

中罐和大罐的发酵一般是两级到三级发酵，其中种子罐发酵为一到二级。对

于中罐500L，种子罐为50L左右。对于大罐5顿，种子罐若为两级则可用中罐

发酵的两级，若只设～级，则种子罐应设为200L～500L的罐。第一级种子罐的

若体积小，则直接用孢子悬浮液；若体积大，则应该用摇瓶2天的培养液。

中大罐发酵一次的成本很高，所以无菌要求很严格。每次接种或转罐都要求

进行无菌检验，包括显微镜镜检和平板涂布检验。小试发酵我们只测了还原糖浓

度，没有测总糖、总氮、还原氮等参数，在中大罐发酵都必须检测。对发酵过程

的控制策略同小罐的控制。对生产而言，技术上实际上已经不需要多大的创新，

而现场管理非常得重要，难度加大。在F3小试中明显看出凌晨时段菌丝的耗糖

量明显下降，这显然不能用真菌生物钟来解释，而更像现场人员的生物节奏在起

作用。一般而言，中罐和大罐的自动化程度要低得多，更需要良好的现场管理方

案。比如，对原始记录的要求，对各种参数的检测，等等。

2．2纯化的讨论

2．2．1刚开始时的研究计划的实现情况

图20．开始时的纯化研究计划
Fig．20 Research Plan ofPurification at beginning

在研究中由于检测技术的落后，许多项目都没有研究完。

2．2．2 SDS抽提菌丝体分离HFBI
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对于II型疏水蛋白，虽然在界面也如I型疏水蛋白一样形成聚合物，但聚合

物的稳定性要比I型差得多[6,11,20,21]，可以用1-2％的SDS或60％的乙醇解聚与

溶解，甚至在受压或离心就能解聚。HFBI是瑞氏木霉在葡萄糖培养基上诱导产

生的II型疏水蛋白，几乎所有的HFBl都集中在浸水营养菌丝的细胞壁上，只有

细胞壁上容纳的HFBI跟不上菌丝分泌的量时，HFBI才能以可溶形式存在于发

酵液中‘10,34]。因此工业生产的主要目标从菌丝体细胞壁上抽提HFBI。从安全和

成本上考虑SDS法要优于乙醇法。所以文献上普遍使用含SDS的缓冲液抽提

HFBI，但缓冲液的pn值有不同的描述：1．含1％SDS的pH5．0的50raM乙酸

盐缓冲液【35】[361[删∞2含1％SDS的pH9．0的100raM．Tris盐酸缓冲液DO]：3．pH 6．0

含I％SDS的lOOmM柠檬酸缓冲液抽提HFBI三次i3⋯。到底哪一种pH下抽提

效果更好昵?文献J加1上讲“SDS抽提HFBI的能力在碱性pH下有所提高，但在

SDS浓度大于1％的情况下提高得不明显。在实验中使用的另两种去污剂：Triton

X一100和Tween 20的抽提效果达不到SDS 0．6％浓度的抽提水平”。

为验证这段话，我比较了不同pH下，也意味着不同的缓冲液系统下，1％

SDS从菌丝体中拙提HFBI的效果。过程简述：称10份瑞氏木霉小罐发酵F1的

菌丝体，每份19，加入pH为4．0，5．0，6．0，7．0，8．0，9．0的110mM缓冲液各

2mL，再加10％(w／v)的SDS溶液，37℃震荡2小时，离心取上清各1650 u L，

加入2MKCI各660uL，混合后再离心，取上清分析总蛋白、HFBI含量以及进

行SDS．PAGE分析。实验结果：只用紫外双波长测得了总蛋白浓度，用普通

SDS—PAGE和Western点杂交法半定量分析HFBl含量的实验效果很差，两者的

结果互相矛盾。连续做了两批实验，都是如此。希望以后在分析技术提高后再来

重复这个实验并优化最佳的pH浓度和缓冲液系统。

2．2．3 ATPS法纯化HFBI

双水相萃取(Aqueous two phase extraction)是1896年当Beijerinck把琼脂和可

溶性淀粉或明胶相混合时最早发现的【4⋯。1956年，瑞典伦德大学的Albertson重新

发现此体系并笫一次用来提取生物物质。1979年，Kula和Kroner等人将双水相体

系用于从细胞匀浆液中提取酶和蛋白质，使胞内酶的提取过程大为改善04“。此后．

对于双水相体系的研究和应用逐步展开，并取得很大进展。在提纯有生理活性的

生物物质方面，与其他提取方法相比，它是一项具有许多优势的分离新技术。现在
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双水相萃取已被广泛用于蛋白质、酶、核酸、病毒、细胞、细胞器等生物产品的

分离和纯化，并逐步向工业化生产迈进[401。

双水相萃取与水一有机相萃取的原理相似．都是依据物质在两相闯的选择性分

配，但萃取体系的性质不同。当物质进入双水相体系后，由于表面性质、电荷作

用和各种力(如疏水键、氢键和离子键等)的存在和环境因素的影响，使其在上、

下相中的浓度不同。分配系数K等于物质在两相的浓度比，由于各种物质的K值

不同，可利用双水相萃取体系对物质进行分离【4”1421。

双水相体系萃取分离的特点。(1)条件温和：与传统的萃取方法相比，由于

双水相萃取体系中的两相大部分(质量分数>O．7)是水，所形成的两相不涉及有机

溶剂，对被分离的物质不会起破坏作用，所使用的聚合物有时还对被分离物质起

保护作用，无三废处理之需，所以特别适合生物活性物质的分离提纯；(2)操作

方便：所使用的设备简单，操作方便，即使在常温下操作亦不易导致失活；由于

是双水相，两相间的张力小，有利于萃取，且可直接与后续提纯工序相连接，无

需进行特殊的处理；(3)回收率高：提纯的倍数可达2～20倍，如体系选择适当，回

收率可达80％～90％以上，且分离速度快【42】。

我用Tris—Tricine电泳系统从发酵泡沫的沉降液中发现存在7K的主要蛋白。

从这种特殊起始材料开始，结合文献报道，精心设计了实验，重复出了文献口91

所提的纯化HFBI的方法(即：含2％SDS的pH5．0的100mM乙酸钠抽提菌丝

3h，离心，上清加AG 2-X8(Bio—Rad)阴离子交换剂，然后再RT-HPLC分离，冻

干)，从而形成自己的双水相系统纯化HFBI的生产工艺。

虽然实验开始时采用的是比较含HFBI纯的发酵泡沫材料，但获得成熟的方

法后发现对发酵上清、SDS抽提菌丝体后用KCl除去大部分SDS的高盐溶液或

者经G一25凝胶脱盐的溶液都是很有效的。收率只有50％，比文献【351的80％要

低得多，推测原因是在正丁醇反抽提时混合剧烈，许多HFBI在水与正丁醇的界

面自我组装形成的聚合物特别多，为分析方便，我取下相水溶液时也弃去了这层

膜。这也在侧面说明了为什么文献中加入环氧丙烷一环氧乙烷(EOPO)共聚物

的反抽提效果(总收率90％)[25】比异丁醇反抽提效果(总收率80％)【351要好的

原因，因为这种EOPO共聚物是水溶性的大分子，比疏水性的丁醇引入“界面”

的可能性大大下降了。所以我推荐在今后的优化工作，要改进反抽提这一步才能

保证总收率。
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2．2．4层析技术用于纯化HFBI的讨论

层析法(Chromatography)是分离复杂物质的首选方法。层析和色谱法是

同一个英文词，差异只是翻泽和理解的问题。原理是将各物质之间物理性质的微

小差异通过流体对固相时进行层层积累得以放大从而分开的一门分离和纯化技

术。层析过程可分两个阶段：上柱吸附和层析洗脱，这两阶段皆有分离作用。层

析的分类方法很多，对于柱层析，按填料分常见的有：凝胶过滤、离子交换、亲

和、反相和疏水层析等。

对于疏水蛋白，因为可溶单体遇见亲水．疏水界面立成难溶解的多聚物，所

以前期文献(1991年到2000年)没提到层析方法。1998年报道裂褶菌分泌的大

分子多糖裂褶菌素Schizophyllan在溶液中对SC3成分有稳定作用f2”，运用这种

物质在2000年发展出不需强酸的纯化SC3的方法：HIC疏水层析『281。这也是到

目前为止唯一一篇报道直接用层析方法从发酵液中纯化I型疏水蛋白的文献。

2002年用RP．HPLC从烟曲霉分生孢子(rodA缺失)TFA抽提物中纯化出疏水

蛋白rodB【26l。当然，如果算上在大肠杆菌中表达的融合蛋自，层祈方法纯化1

型疏水蛋白的例子就多了。如His—tag的HYDPt．1先经LC318柱层析，再RP—HPLC

纯化f431。II型疏水蛋白在亲水．疏水界面形成聚合物的稳定性比I型要差，容易

解聚。所以实际L第一个获得纯化的疏水蛋白反而是II型疏水蛋白CU

(Stevensonl979年，见文献llIJ引述)。到目前为止，芬兰VTT对瑞氏木霉中II

型疏水蛋白HFBI和HFBII的层析技术是公开文献中最多的[10,15,34,35,36,39】。

对HFBI，1996年：用0．1％TFA．20％乙腈溶液室温下抽提瑞氏木霉5min，

TFA．ACN抽提液用RP—HPLC纯化【l⋯。2000年：SDS抽提菌丝，离心获得的上

清用Bio--Gel P6脱盐，之后上Resource Q柱(Amersham Pharmacia)，最后用

制备型RP—HPLc迸行纯化【l”。2001年用疏水相互作用层析(HIC)纯化菌丝

的SDS抽提液，进一步用阴离子交换柱子ResourceQ纯化【34】。发酵液中的HFBI

经Berol去污剂双水相法分离后再经Resource Q层析，RP．HPLC分离纯化口引。

2002年：菌丝体1％SDS抽提，用BioRad 10DG柱脱盐，再经Resource O层析，

然后用Vydac C4柱RP—HPLC分离口⋯。2003年：含2％SDS抽提菌丝，离心，

上清加AG 2-X8(Bio—Raa)阴离子交换剂，然后用Berol去污剂ATPS法分离，再

经RT-HPLC纯化【39J[45]o可见，在HFBI的纯化中使用的层析法有：脱盐，阴

离子交换Resource Q，疏水层析和liP—HPLC。
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我们实验室试验了用阴离子树脂脱SDS，用葡聚糖凝胶Sephadex G25脱盐

和G50分子筛层析HFBI，以及用阴离子Q Sepharose FF层析柱纯化HFBI。强

碱性阴离子树脂201GF和D296由南开大学化工厂惠赠。使用吖啶橙法测定SDS

含量。实验了静态吸附和动态吸附。对于去除杂蛋白的效果，电泳观察发现D296

比201GF要好一些。但与原液比较可见，这两种树脂对疏水蛋白HFBl都有一定

的吸附作用。对于除去SDS的效果，KCI法为84．80％，树脂201GF为87，94％，

D296为88．93％，相比，树脂法比KCI法要好一些的，但其脱SDS效果还是不

太理想。这可能是由于所选树脂有关，但说明树脂法可行。要想取得更好的结果，

还需要筛选更多的树脂。具体参见南开大学丁飞翔的2003年本科论文[451。

葡聚糖G一25装柱后，柱高12．7cm，柱内直径lcm，床体积10mL。进样和洗脱

的流速为0．5tnL／rnin。进样3mL，样品为F2A1即发酵F2批菌丝体的1％SDS抽提液(己

用KCl除大部分SDS)，A280为1．248×200。从进样开始处收集，每约lmL为一管。

测每管的A280，若200倍稀释液A280大于0．1则进行SDS—PAGE分析。结果如图。只

有第6和第7管有HFBI，其它各管没有HFBI或极低。层析的回收率以A280计算为

101．8％，第6和第7管的A280物质之和占．总A280物质的18．26％，这意味着有8l-74

％的有A280的物质被除去，这些杂质可能是SDS和黄色色素，有代进一步分析。

葡聚糖6-50装相同的柱子，柱高16cm，床体积12．6mL，高径比为12．6：1。层

析和分析的过程同上面G一25的一样。但结果是HFBI基本上没有分开，这里就不在

展示了。推测与HFBI在水中形成不同的水溶性多聚体有关，也可能是层析过程的

问题，有待以后的实验来分析。

2．3检测技术的讨论

2．3．1总蛋自的测定

测总蛋白的方法很多。常用紫外吸收法和Bradford法。文献【46】上提到了六

种紫外法，我用BSA(华美公司BP0081，冻干粉，蛋白含量>95％)做了实验。

先称30mg BSA溶于30mL水，得约lmg／mL的溶液，设实际浓度为X。以双蒸

水为参照，测定波长240—300rim的吸光值A：

波长：240 250 260 270 280 290 300 咖

A值：O．900 0．312 0．373 0．524 0．615 0．334 O．050

再稀释30倍，测：

4l
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波长：205 215 225 nlTl

A值：O．903 O，454 O．245

然后代入公式计算X(mg／mL)：

公式1：1．55×A280--0．76×A260得0．6698

公式2：144×(A215一A225)得0．9029

公式3：27+120×(A280／A205)得O．8917

公式4：A205／[27+120×(A280／A205)]得O．9114

公式‘5：1．45×A280+O．74×A260得0．6157

公式6：F×(1／d)×A280×D=1．08×(1／1)×O．615×1=O．6642

可以看出公式1、5和6的值基本为O．66 mg／mL，而公式2、3和4的值基

本为0．9 mg／mL，后者似乎更符合预期的1 mg／mL。考虑到BSA在280rim的比

消光系数：lcm光程，10 mg／mL的消光度E“7icm=6．6，也就是说lm∥mL BSA

的A280=0．66。这样公式6(1．0063mg／mL)、1(1．0148 mg／mL)年13 5(0。9329mg／mL)

也是符合实际浓度的。怎么选择好了?再考虑到误差和灵敏度，波长越小，吸光

值越灵敏，文献‘46／上说公式1和2的误差为±15％，公式3和4的误差为±2％。

但A280和A205不能～次测定，需要稀释一次，不方便，所以选择灵敏度高而

方便的公式2的方法来测总蛋白浓度。

公式2的浓度范围，文献【46】说是10～100 12 g／mL；文献【47]【48】说是20～100

u g／mL。氯化钠、硫酸铵以及0．1 mol／L磷酸、硼酸和Tris等缓冲液都无显著的

干扰作用。pH值对紫外吸收法有影响。而0．1 mol／L乙酸、琥珀酸、邻苯二甲酸

以及巴比妥等缓冲液在215nm下吸收较大，必须降到O．005mol／L才无显著影n向。

因为，我们分离纯化HFBI的缓冲液常是Tris—HCI缓冲液，所以225．215 rim双

波长紫外法很适合我们的实验【4548]。

另外，我也试验了Bradford法㈣，BSA在最终浓度2～22u g／mL也符合

Beer定律(图未示)，R=0，9936。但发现精密度不行，而且Tris和去污剂的干扰

太大【”1。所以我一直尽量不用这种方法测总蛋白。

2．3．2定量检测疏水蛋白HFBI

根据疏水蛋白含八个半胱氨酸残基的特点，可以在培养时用35S放射性标记，

然后提蛋白，分析放射性强度来定量‘11Ⅲ。大部分研究者都使用Northern杂交分

42
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析疏水蛋白的表达量(mRNA)，提纯疏水蛋自在SDS．PAGE后用Westem杂交。

这些方法对实验室研究工作有用，但显然不适合于生产上的定量检测。

纯粹的HFBI生产在规模上达到了小试7L的水平(t5．L罐)[1011351(融合蛋

白为1160L，1500L罐)f26]，榆测的方法是用1％SDS抽提菌丝体三次，抽提液

用RP。HPLC定量，三次的总和就是这批菌丝体的ttFBI含量㈣[341。HFBl标准

品蛋白质含量的测定：用含正亮氨酸作内标的3 ml 6M HCI水解样品(O．2m1)，110

℃，24h，蒸干，溶于1．5 ml 0．2 M pH2．2的柠檬酸钠缓冲液，之后用氨基酸分析

仪进行氨基酸分析。因为用这种方法不能检测出半胱氨酸、甲硫氨酸和色氨酸，

考虑到HFBI有8个半胱氨酸，因此从氨基酸分析中获得的蛋白质浓度必须进行

校正(Ⅻ。

我们实验室没有HPLC，使用其他实验室的HPLC也跟不上我们对大量实验

数据的处理。考虑到我们有芬兰vTT惠赠的HFBI标准品和抗体Il”，选择使用

点杂交Western检测和酶联免疫吸附检测(ELISA)作为定量HFBI的方法。

I,IFBI点样量ng

图21．Western点杂交的

标准曲线

Fig．21 Standard Curve of

Western Dot Blotting

点杂交Western检测的实验过程与SDS—PAGE转膜后的Western杂交过程原

理相同，只是省去了电泳和印迹的过程，直接把电泳样缓处理的样品点在硝酸纤

维素膜，80。C烘干1小时后，再进行Western杂交显色。图21．是绘制的标准曲

线。Western杂交后，膜在室温下干燥，立即扫描进电脑，用每个杂交点的黑白

灰度总和对HFBI点样量进行函数拟合分析，使用的软件是curveexperr。

图21．中这的曲线相关系数r值达到0．998，灰度值=14．38362×r1．0152921—
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exp(一O，0037356204×点样量))。但因为处理的过程太长，每次都要做标准曲

线，实验中发现每个点的重复性太差，也就是精密度不够。所以做了几次后就放

弃了，但这说明免疫检测方法是可行的。

ELISA法的精密度是可信的，检测灵敏度也非常高。点杂交Western半定量

法放弃后，ELISA法就成为最佳选择。

实际t我实验的大部分时间花在HFBI的分析检测技术的研究上了。在实验

室水平，许多检测方法实际就是一种纯化技术，比如HPLC就是这种情况。

我们实验室刚刚购买了蛋白质纯化仪，今后对HFBI和其他蛋白的分离、纯

化和检测工作就方便得多了。我相信经过不断努力，对总蛋白和ItFBI的定量分

析必将比现在的水平更高。



南开大学硕-上毕业(学位)论文 结论

结论
1．在摇瓶培养和两次小罐培养(1 5．L)的基础上进行了一次完整的30—L小

罐发酵(批号：F3)，实验很成功。补料发酵7l小时后，得到发酵液1 8．2 L，生

物量为17．39 g／L，每升发酵液的菌丝体中HFBI含量达到508，4 mg。发酵水平经

查证：到目前为止，国际公开报道的疏水蛋白(除了融合蛋白EGIcore—HFB外)

发酵放罐规模都没有超过18．2 L的。

2．以发酵(F2)的泡沫为原料，研究了双水相萃取HFBI的工艺，取得成功

后继续使用发酵清液和菌丝体为起始材料，研究了SDS法抽提菌丝、双水相法

萃取菌丝抽提液和发酵清液中的HFBI、葡聚糖凝胶G一25脱色以及阴离子层析纯

化HFBI的工艺。根据这些研究成果最后形成了一套完整的纯化HFBI的小试工

艺。瑞氏木霉菌丝体经SDS抽提和双水相萃取这两步，HFBI总收率达到了50

％，纯度基本达到电泳上单带。

3．本论文对疏水蛋白生产的研究工作在国际上属于领先；在国内是填补了的

真菌疏水蛋白研究型论文的空白。

4．为实验室建立了一套很完善的蛋白质研究技术，包括真菌菌种保藏和培

养、多肽电泳、Western Blotting、双水相抽提、小罐补料发酵、分子筛层析和离

子交换层析等技术，这为今后真菌和蛋白的研究奠定了坚实的基础。
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附录一、已经发现疏水蛋白的真菌的中文菌种名称

英文菌种 中文菌种名 发现的疏水蛋自

Agarict口bisporus 担子菌双孢蘑菇 ABH3、HyPA、 HYPB、 HYPc

Agroo,be aeger#a 担子菌柳松菇 Pri2p

Aspergillusfitmigatus 子囊菌烟色曲霉 hypl、RODA、RodBp

Aspergiltus nidulans 子囊菌构巢曲霉 口丘ff搿?足0删
Emer把ella nktutans

Aapergillus or弦ae 子囊菌米曲霉 hypA、hypB

Cladosporiumfidvum 子囊菌黄色芽枝霉 HCF一1、hcf-2、 J1cf-3、hcf-4、

hc尽5、hcf-6

C吖cMospoTqum herbarum 子囊菌分支孢子菌 hch．】

Davidiella lassiana

Claviceps fi』siformis 子囊葭梭形麦角苗 C几’H1

Ctaviceps pm'pz#'ea ：子囊菌紫色麦角菌 cppb{

Coprinopsis cinerea 担子菌灰盖鬼伞 COHl、COH2

(Coprinus ci}lereusl

Ctyphonectriaparasitiea 子囊菌栗树枯萎病真菌 CP—CRP

D{c母ongma glabratum 担子菌地衣光叶网格菌 DGhl、DGh2、DGh3

Flammulina velutipes 担子菌金针菇 Rhl、hydl
Fusariura vertieiltioides 子囊曲念珠形赤霉菌 HYDl、HYD2、HYD3、HYD4、
Gibberella moniliJbrmis HYD5

Hypocrea jecorina 子囊菌瑞氏术霉 HFBl、HFB2

乃qchoderma reesei

Hypoerea i泣“ 子囊菌哈茨术霉 QII)3、srhl
丹ichoderma harzicmum

LenthTu血edodes 担f豳杳斯 Hydl、hyd2

Magnaporthe gt‘isea 子囊菌稻瘟霉 ． MAG、MPGl

Metarhizium anisopliae 予囊菌黑僵菌 SSGA

Neurospora c，‘ns5日 子囊菌粗糙脉孢霉 EAS

Ophiostoma uhni 子囊菌榆枯萎病菌 CU

Paracoccidioides brasiliensis 子囊菌巴西芽生菌 11vdl、HYD2

Pholiota nameko 担子菌滑菇 pdi25l、pdi263、pdi315
P融olithus tinctorius 担子菌彩色豆马勃 HYD—PTI、ItYD．PT2、HYD。PT3
P／eⅢ．0f“s ostreatus 担子菌平菇 POH、POHl、POH2、poh3、

vmhI、l_bhi、Vmh2。wnh3

Schizophyltwn commune 担子菌群集裂褶菌 SCl、SC3、SC4、SC6

TJ"icholoma terreum 担子苗棕灰口蘑 Hydl

Xan加oria sp, f囊菌石黄衣地农形成菌 XEHl、XPHl

Ustilago maydis 予囊茁玉米黑糟菌 Hum2

(不完鲁统计．数据米自NCBI蛋白质数据库，参见本论文表1，附录三嗣I四)
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疏水蛋白文献统计
“研究一个课题必定先查相关文献。查文献应该有两次。确立项目之前要看别

人的进度，从而提出自己的研究计划；而完成项目之后需要查新，证明自己的成

果是否首发性创新。

研究的对象是公开的有关真菌疏水蛋白的研究文献。论文包括期刊、书籍、

毕业论文等；数据库只对疏水蛋白的蛋白数据库进行研究，对疏水蛋白的基因数

据库暂不研究。研究的目的是首先要平评估疏水蛋白研究的现况，到底有多少篇

公开的文献?在多少真菌中发现了多少种疏水蛋白?再是主要总结疏水蛋白的

发现和分离纯化方法。

对于疏水蛋白，我主要使用网络工具，而没有用传统的文摘工具，如CA和

BA，希望后续者能填补我的这个遗憾。对英文文献，我采用了google搜索工具

(网址：www．google．com)，使用的数据库是：NCBI和HighWire(网址：

http：／／www,ncbi．nlm．nih．gov，http：／／www．highwire．org)及南开大学提供的免费数据库。

对于中文文献，我采用搜索引擎是baidu(网址：—www．ba—idu,com)，使用的数据
库是南开大学提供的中文数据库链接：中国期刊全文数据库(Web)

(．姬：／／202．113．20．226／)等。搜索的结果以NCBI的为主，其他的数据库的资料

进行补充和验证。

查文献的目的是希望所得文献对自己当前研究的项目有帮助。根据我的研究

目的对所得文献按重要性或“权”(相关性)进行了分级，共分六级，实际为三

个阶：

=5—4级：综述性文章，或者论述了纯化方法和生产技术的，或者讲述的

发现方法或结构性质很重要的。此类文章特别重要，为研究疏水蛋白者必读。

-=3—2级：论述还是疏水蛋白，但讲的是基因的；或者重点不是疏水蛋白，

但含疏水蛋白的部分很多，以及我认为重要性不如5—4级的文章。此类文章，

研究者也应该看看。

=1—0级：主要讲的肯定不是真菌疏水蛋白。l级文章仅有部分内容涉及到

真菌疏水蛋白：0级的文献中论述根本与我所要研究的真菌疏水蛋白无关，有的

是“hydrophobic”单词误拼成“hydrophobin”：有的是讲的某些高疏水性的蛋白

或物质，虽然也能拼成“hydrophobin”，并不是我所要研究的真菌疏水蛋白。标

出出这些文献的目的是希望给后继者一个“负对照”。
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下面列出以hydrophobin索引的所有能搜到的中英文文献的列表(为减少篇

J幅，0—1级的文献不列)，以投稿日期为排序依据。每条的第一行标明文献投稿的

大致日期(因为许多文献的投稿日期暂不能确定)文献的重要性分级和我们实验

室对这篇文献的获得情况。以F条目同标准的参考文献的写法，即基本格式依

NCBI的格式。作者太多就只列前三位。

第一部分：hydrophobin(真菌)为关键词的公开文献

1991．03．15 级别=3 有全文复印件
Wessels JG,de Vries OM，Asgeirsdottir SA,Springer J The thn mutation of Schizophy’tlum commune，

which suppresses formation of aerialhyphae，affects expression of the Sc3 hydrophobin gene J Gen

Microbiol 1991 Oct；137(Pt 10)：2439-45

1991—04—22 级别=4 有全文PDF

Wessels J．De Vries O．Asgeirsdottir SA'Schuren F Hydrophobin Genes Involved jn Formation of Aarial

Hyphae and Fruit Bodies inSchizophyIlum Plant Cell．199l Aug；3(8)：793-799
1991．10．01 级别13 有全文PDF
ChasanR BuildingHyphaeiutheAJr．PlantCell．1991 Oct；3(10、：1048一1050．
1992—10-01 级别之 只有文摘
St Leger RJ，Staples RC，Roberts DW．Cloning and regulatory analysis of starvation—stress gene，ssgA，

encoding a hydrophobin·like protein from the entomopathogenic fungus,Metarhizium anisopliae Gene

1992 Oct 12；120(11：119-24．
1992．10*Ol 级3J1=2 只有文摘
Bell—Pede“en D，Lewis ZA，Loros JJ，Dunlap JC

factor t}Iat controls rhythmic expression of

Aug；41(4)：897-909

The Neuraspom circadian clock regulates a transcription
the output eas(ccg-2)gene Mol Microbiol 2001

[6】 1992—10—12 级别=3 有全文复印件
Wessels，J G H 1992．Gene expression during fruiting in Sehizophyllum commflne MycoI Res
96：609-620

【7] 1992—12—01 级grJ=2 只有文摘

【10】

【11】

【12】

[13】

【141

【15]

Lanter FR，Rnsso VE，Yanofsky C Developmental and light regulation of cas，the structural geae for the
rodlet protein ofNeurospora_Genes Dev．1992 Dec；6(12A)：2373-81
1993．02．0l 级别=2 有全文PDF
S仃inger MA，Timberlake WE Cerato-ulmin，a toxin involved jn Dutch elm disease．is a fungal
hydrophobin Plant Cell 1993 Feb；5(2)：145-6 No abstract available
1993．06-15 级别=2 有全文PDF
TaIbot NJ，Ebbole DL H8lner JE． Identification and characterization of MPGl．a gene involved in

pathogenicityfromthe rice blastfungusMagnaporthegrisea．PlantCell．1993Nov；5(1l、：1575-90
1993-06-25 级别=5 有全文PDF

Wosten H，De Vries O，Wessels J．Interfacial Self-Assembly ofa Fungal Hydrophobin into a Hydrophobic
RodletLayer．PlantCell 1993Nov；5(111：1567．1574
1993一】1—01 级别=2 只有文摘

KaldenhoffR，Russo VE Pmmoter aliaIysis ofthe bli-7／eas gene Curr Genet 1993 Nov；24(5)：394．9
1994—02．01 级别=3 只有文摘
Wosten HA，Asgeirsdottir SA，Krook J}t，Drenth JH．Wessels JG_The thagal hydrophobin Sc3p
self-assembles at the surface of aerial hyphae as a protein membrane constituting the hydrophobic rodlet

layer．Enr JCellBi01．1994Feb；63f11：122—9．

1994-02-16 级别-2 确全文PDF
Thau N，Monod M，Crestani B，Rolland C，Tronchin G Latge JP,Paris S． rodletless mutants ofAspergillus
fumigatus．Infect Immun．1994 Oct；62(10)：4380·8．Erratl】m in：Infect lmmun 1994 Dee；62(12)：5706．
1994-04-06 级别=3 有全文PDF
W6sten HAB，Ruardy TG van der Mei HC，Busscher HJ，Wessels JGH．1995．Interracial self-assemblv of a
Schizophyllum commune hydrophobin into an insoluble amphipathic membrane depends on surface

hydrophobicity．Coll Surf．B：Biointerf．5：189—95

1994-06—01 级glJ=2 只有文摘
Stieklen MB，Bolyard MG Refinement of physiologieal
hydrophobins Trends Microbiol 1994 Jun；2(6)：213—5

[16】1994—06-14 级j；lJ=3 有全文PDF

roles for eerato-ulmin by analogy with other

Wosten HA，de Vries OM，vail der Mei HC，Busscher HJ，Wessels JG Atomic composition of the
hydrophobic and hydrophillc membrane sides of self-assembled SC3p hydrophobin J Bacteri01．1994

53
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[17】

[18】

Nor；1 76(22)：7085—6．
1994，10，01 级别=2 有全文PDF

Papa M，Chang Y，Rulong S，Pinto—DaSilva P’Kwon-Chung KJ HYPl，a hydrophobin gene from

Aspergillus fumigatus，complements the rodletless phenotype in Aspergillus nidulans Infect lmmun 1994

0ct；62(10)：4389-95
1994．10．15 级别=3 只有义摘
Wosten HA．Scburen FH．Wessels JG．Interracial self-assembly of a hydrophobin into ail amphipathic

protein membrane meellares fungaI attachment to hydrophobie surfaces．EMBO J，1994 Dee

15：13(241：5848-54．

『19]1994．10-25 级)JJJ=2 有全文PDF

Muno‘GA，Cotoras，M，San Martin，R＆Volpe，M．D．0995)Comparison ofaerial and submerged spore

properties fur Trichoderma harzJanum，FEMS Microbiology Letters 125，63—70

1201 1995．01．18 级别叫 有全文PDF
van der vcm w’van der Mei HC，Wosten HA’Wessels 3G,Busscher HJ A comparison of the surface

activity of the fungal hydrophobin SC3p with those of other proteins Binphys Chem．1996

Jma；57(2．3)：253．60

『211 1995．03—06 级别-4 有全文PDF

Templeton MD，Greenwood DR，Beever RE． Solubilization of neurnspom crassa rodlet proteins and

identification of the predominant protein as the pmteolyticalty processed eas(ccg-21 gene product Exp

Mycol 1995 Jun；19(2)：166—9．

f221 1995．04．01 级别=3 只有文摘

Stringer M丸Timberlake WE dewA encodes a fungal hydrophobio component of the Aspe哂Ilus spore
wall Mel Microbi01．1995 Apr；16f1)：33-44

『23]1995．05．01 级J]lJ=3 只有文摘

Bidochka MJ,St Leger RJ，Joshi L，Robercs DW An jnner eell wall protein(cwp J)from conidia ofthe

entomopathogenicfungusBeauveria bassiana Microbiology．1995 May；14I rPt 5)：1075—80
[24I 1995．07．20 级别=3 有全文PDF

Tagu,D．Nasse．B．。and Mardn F 1996．Cloning and characterization of hydrophobins—encoding cDNAs

from the ectomycorrhizal basidiomycete Pisolithus tinctorlus Gene 168：93—97

[251 1995．07-27 级别=2 有全文PDF

KazmierczakP Pfeiffer PIZhangL．VanAIfenNK Transcriptional repression of specifichost genet bythe
mycovirus Cryphonec打ia hypovims l J Vir01．1996 Feb；70(2)：1 137—42

f261 1995-09一12 级别=2 有全文PDF
Bell-Pedersen D．Dunlap JC，Lores JJ Distinct cis-acting elements mediate clock。1i曲L and d?velopmental

regulation ofthe Nanrospora crassa eas“cg一2)gene Mol Cell Biol 1996 Feb；16(2)：513—21

[27】1995—10-4)1 级别≈ 无文摘无全文
Lera JM．Pintor-Tore JA,Benitez t Romero LC Qid3 protein links plant bimodular proteins with fungaI
hydrophobins．Mel Microhiol 1995 Oct；18(2)：380-2．No abstract available

[281 1995-10—18 级别=3 有全文PDF
Janssen MI，van Leeuwen MB，van Knotch T吐de Vries工nijkhuizen L，Wosten HA Promotion of
fibroblast activity by coating wlth hydrophobins in the beta-sheel end state．Biomaterials．2004

Jun；25(14)：2731-9．

[29】1995-i0．18 级别=4 有全文PDF
De Greet Pw，Schaap PJ，Sonnenberg AS，Visser J，Van Grfensvan LJ The Agaricus bisporus hypA gene
encodes a hydrophobin and specifically accumulates in peel tissue of mushroom caps during fruit body

development．JMelBi01．1996Aprl9；257(5)：1008一18

【30]1996—0l-OI 级别=4 有全文PDF

Wessels J G．H 1996．Fungal hydrophobins：proteins that function at an interface Trends in Plant
Sciences，v0I】，No 1，9-15．

[311 1996—01．3l 级别=4 有全文PDF
Talbot N,r，Kershaw MJ，Wakley GE，De Vries O，Wessels J，Hamar JE．MPGI Encodes n Fungaj
Hydrephobin Involved in Surface Interactions during Infection-Related Development ofMagnaporthe grisea．
Plant Cell 1996 Jun；8r6)985-999．

f32]1996-04-02 级别=2 有全文PD F
van Wetter,M-A，F H J．Schuren，1：A Schuurs，and J．Q H Wessels．1996．Targeted mutation ofthe SC3

hydrophobin gene of Schizophyllum commune affects formation of aerial hyphae FEMS Microbi01．Lett
140：265-269

【33]1996—05-01 级S11=4 有全文PDF

Lugones LG，Bosscher JS，Scholtmeyer K，de Viics OM，Wessels JG An abundant hydrophobin(ABHll
furms hydrophobic rodlet layers in Agaricus bispoms fruiting bodies Mierobiology．1996 May；142(Pt
51：1321-9

【34】1996-06-15 级别=5 有全文复印件
Na3c矾-Setala T，Are N，Kalkkinen N，Alatalo E，Penttila M．Genetic and biochemical characterization of
theTrichoderma reesei hydrophobinHI：BI Eur JBiochem 1996 Jan 15；235(1．2)：248．55

【35】1996—08—0l 级别=3 只有文摘
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Beekerman JL，Ebbole DJ MPGI，a gene encoding a fungal hydrophobin of Magnaporthe grisea,is
involved in surthce recognition Mol Plant Microbe Interact 1996 Aug；9(国：450-6

136】1996-09—0l 级别司 只有文摘
Bowden CQ Smalley E，Guries腿Hubbes M，Temple B．Horgen PA Lack of association between
cemto．oImln produetion and virulence in Ophiostoma novo—ulmi Mol Plant Microbe Interact 1 996

Sep；9(7)：556—64．

f371 1996-09-30 级别=4 有全文PDF

Spanu P HCF-1．a hydrophobin from the tomato pathogen Cladosporium；ulvum Gene 1997 JuI

l：193(n 89-96

f381 1996．11—12 级别=2 有全文PDF

[39】

[40j

捧l】

【42l

Amtz C．Tudzynski P Identification of genes induced iu alkaloid-producing cultures ofClaviceps sp Curr

Genet 1997Apr；31(4)：357-60
1997．0l_Ol 级别=2 有全文PDF

Talbot，N J，McCafferty,H R K．，Ma，M，Moore，K，Hamer,J E．(1997)Nitrogen starvation ofthe rice

blast fungus Magnaporthe grisea may act as an environmental cue for disease symptom expression Physiol
Mol Plant Pathol 50：179·195

1997．Ol一0l 级别=5 有全文复印件
Wessels JG．Hydrophobins：proteins that change the nature of the fungal surface．Adv Microb Physiol

1997；38：l一45．Review_

1997．02．20 级另lj=3 有全文PDF

Nakori-Setala t Aro N，llmen M，Munoz G Kalkkinen N，Penfula M．Di虢rential expression of the
vegetative and spore-bound bydropbobins of Trichoderma reesei一一cloning and characterization of the h／b2

gene Eur J Bioohem．1997 Sep I；248(2)：415-23
1997．02—24 级别=2 有全文PDF

Schuurs TA．Schaeffer EA,Wessels JG Homology—dependent silencing of the SC3 gene in Schizopbyllum
commune Genetics．1997 0ct；147(2)：589-96

『43l 1997．02 28 级别=3 有全文PDF

Munoz q Nakari—Semla T'Agosin E，Penttila M Hydrophobin gene srhl．expressed during spoliation of
the biocontrol agent Trichoderma harzianum．Curt Genet 1997 Sep；32(3)：225-30

『44]1997．05—28 级gtJ=2 有全文PDF

Temple B，Horgen PA,Bernier L，Hintz WE
Dutch elm disease，is a parasitic fitness factor

【45】1997—05—28 级别=3 有争文PDF

Cerato—ulmin，a hydrophobin secreted by the causal agents of

Fungal Genet Biol 1997 Aug；22(1)：39—53

AP Gunning，PWJ de Groot，J Visser,VJ Morris Atomic force microscopy of a hydrophobia protein from
the edible mnshroorfl Agaricus bisporus．J．Colioid Interface Sei．20I r1998)：118．126．

146】1997-06-04 级另lj=5 有全文PDF

Asgeirsdotlir SA，Halsall JR，Casselton LA Expression of two closely linked hydropbobin genes of

Coprinus eJnereus is monokaryon—specific and down—regulated by the old一1 mutation．Fungal Oanel Biol

1997 Aug；22(1)：54-63．

『47]1997．06—30 级别_2 有全文PDF

St Leger RJ，Joshi L，Roberts D Ambient pH is a major determinant in the expression ofcuticle．degrading
enzymes and hydrophobin by Metarhizium anisopliae Appl Environ Microbiol 1998 Feb；64(2)：709一13．

【48】1997-09—25 级J]lJ=4 有全文PDF
de Voeht ML,SebollmeijerK vfln der Vegte EW de Vries OM,Sonveanx M WoMen HA，Ruysscbaert JM，
Hadziloannou G Wessels JG Robillard GT．Structural oharacterization of the hydrophobin SC3．as a
monomer and after self-assembly at hydrophobic，hydrophi】ic interfaces Biophys J 1998 Apr；74(∞：2059—68．

1491 1997一10—10 级别=3 有全文PDF

Ebbole DJ．Hydrophobias and fungal infection of plants and animals Trends Microbio[1997
Oct；5(10)：405—8 Review．

[501 1997，10—23 级别叫 有全文PDF
Lugoues LG,Wosten HA，Wessels JG A hydrophobin(ABH3、specifically secreted by vegetatively
growing byphae ofAgaricos bisporus(common white button mushroom)．Microbiology．1998 Au篱144 f Pt

8)：2345—53
。

【51】1997'1 1—04 级别=5 有全文PDF
Kershaw MJ，Talbot NJ Hydrophobins and repellents：proteins with fundamental roles in fungal
morpbogenesis FungalGenetBiol 1998 Feb；23(1)．18，33 Review

【52]1998．01m1 级别=2 有全文PDF
Homer JE，Talbot NJ．Infection-relmed development in the rice blast fungus Magnaporthe grisea．Curt Opin
Microbiol 1998 Dee；】(6)：693．7 Review．

【53】1998-03一叭 级别=3 只有文摘

enberge KB，Stellamanns P，Planz G Robenek H．Nonradioactive in situ hybridization fur detection of
hydrophobia mRNA in the phytopathoganic fimgus Claviceps purpurea during infection of rye Eur J Ceil
Bi01．1998 Mar；75(3)：265．72．

【54】1998·03-06 级日tJ=3 有全文PDF
Kershaw MJ，Wakley G Talbot NJ．Complementatiou of the mpgl mutant phenotype in Magnaportlle
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grisea revealsfilnctionaj relationships betweenfungal hydrophobins EMBO J 1998 Jul l 5：17f14)：3838．49

1551 1998—03．18 级别=2 有全文PDF
Hamada w．Spanu PD Co—suppression of the hydrophobin gene HCBl is correlated with antisease PaNA

biosyn山esis in CIadosporium fuIvum Mel Gen Genet 1998 Oct：259(6)：630_8

『561 i998．03．：20 级别一4 有全文PDF
Penas MM，Asgeirsdottir SA．Lasa I，Culianez-Macia FA，PisabalTO AG Wessels JG Ramirez L

Identification，characterizarion，and In situ detection of a fruit-body—specific hydrophobm of Pleurotus

ostrcatus Appl Environ Microbiol 1998 Oct；64(10)：4028-34

f57l I 998—03—27 级N=3 有全文PDI?

nllotson RD．Wosten fIA，Richter M，Witley JM．A aurface active protein involved ii2 aerial hyphae
formation in the filamentous fungus Schizophillum commune restores the capaeity of a bald mutant of the

filamentous bacterium Sffeptomyces eoelieolor to erect aerial structures M01 Microbi01．1998

Nov；30(31：595-602

f581 1998-03-3 l 级另iJ=4 有全文PDF

Asgeirsdotfir,SA,de Vries，OM，and Wessels．JGH f1998)．Identification of three differentially expressed

bydrophobins in Pleorotus ostreatus foyster mushroom)Microbiology 144：2961-9

『591 1998．04-01 级别=3 有全文PDF

Span屿P r1998)Deletion of HC矗1，a hydrophobin gene of Cladosporium fulvum，does not atfect

pathogenicity in tomato，Physiol Mel Plant Path01．52：323—334．

160]1998．04．17 级￡Ⅱ-2 有全文PDF
Lau GW Hamer JE．Acropetal：a genetic locus required for conidiophore architecture and pathogcnicity jn
the rice blast fungus Fungal Genet Biol 1998 Jun—Ju】；24fl-2)：228—39

1611 1998—06，01 级别_2 有全文PDF
Identification and pattial characterization of a developlnentallv regulated protein involved in sexuaJ

motphogenesis in the discomycete

f621 1998-06-02 级别=4 有全文PDF

Martin，GG，Gordon C，Cannon。Charles L．McCormick”Stable Adsorption of a Fungal Hydrophobin onto
Surfaces asMediated bytheAssociared Polysaccharide SchizophyIlan”Biopolymers 49n999)：621-633．

[63l 1998-08—12 级别=4 有全文PDF

Segers GC，ltamada W Oliver RP,Spanu PD． Isolation and characterization of five difierent

hydrophobin-encoding cDNAs from the fungal tonlaln pathogen Cladospofium fuIvum Mol Gen Genet
1999 Jun；26“4-5)：644—52

164]1998．09．0l 级月Jl=3 有全文PDF

Lugones LG Seholtmeijer K，Klootwijk R，Weasels JG Introns are necessary for mRNA·lccumulation in

Schizophyllum commune Mel Microbiol 1999 May；32(4)：681．9

[65】1998-09-28 级别=3 有全文PDF
De Groot Pw，Roeven RT,Van Griensven LJ，Visser J，Schaap PJ Difierefit temporal and spatial
expression of two hydrophobin-cncoding genes of the edible mushroom Agaricus bisporus．Microbiology．
1999May；145fPt51：1105一13．

f66]1998-11—04 级别=2 有全文PDF

Horton JS．Palmer GE、Smith WJ Regulation of dikaryon-expressed genes by FRTl in the basidiomycete
Schizophyllum commune Fungal Genet Btel 1999 Feb；26(n：33-47．

【67l 1998-11．12 级N=3 有全文PDF

Asgeirsdotcir SA，Scholtmeijer K，Wessels J(2 A sandwiched—culture mchnique for evaluation of
heterologous protein production in a filamentous fungus Appl Environ Microbiol 1999 May；65(5)：2250—2

『68]1998·11-12 级别=5 有全文PDF
Wosten HA，vail WeRer[viA，Lugones LG van der Mci HC，Busscher HJ．Weasels JG flow a fungus
CSOap船the water to grow into the air．Ctilt Bi01．1999．ran 28；9(2)：85．8

【69】1999-1I-17 级N=4 有全文PDF
Santos C，Labarere J．Aa-Pri2，a single—copy gene from Agrocybe aegerita,specifically expressed during
fruiting initiation，encodes a hydrophobin with a leucine zipper domain Curt Genet 1999 Jun；35(5)：564．70

『70]1998—12—15 级别=4 有全文PDF
De Vfies O M|Moore S，Amtz C，Wessels JG"lhdzynski P_Identification and characterization of a
tri-partite hydrophobin from Claviceps fusiformis A novel type of class lI hydroⅡhobin Eur J Biochem
1999 Jun；262(2)：377-85

【71J 1999-03-03 级别=4 有全文PDF

Pazzagli L，Cappugi G Manao G Camici G Santini A，Scala A Purification，characterization，and alnino
acid sequence of cerato-platanin，a new ph)，totoxie protein from Ceratoeystis fimbtata f sp platani J Bioi
Chem 1999Aug 27；274(35)：24959-64．

【721 1999-03—09 级别=3 有全文PDF
Wosten 1t^Richter M，Willey JM．Structural proteins involved in emergence of microbial aerial hyphae．
Fungal Genet Biol 1999 Jul—Aug；27(2-3)：153—60 Review,PMID：10441441．

【73]1999·03—12 级N=5 有全文PDF

Wessels JG．Fungiintheirown right．FungalGenetBiol 1999 Jul-Aug；27(2．3)：134-45．Review,
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『74]1999-04-08 级BIJ=3 有全文PDF
Martin E Laurent E de Carvalho D，Voiblet C，Balestrini R，Boufante只Tagu D．Cell wall proteins of the

ectomycorrhizal basidiomycete Pisolithus tinctorius：identification,mnction．and expression in

symbiosis．Fungal Genet Biol 1999 Jul-Aug；27(2．31：16l,74 Review．

f751 1999-05．25 级别=3 无文摘无全文
qhlbot NJ Fangal biology．Coming up for air and sporulafion Nature 1999 Mar 25；398(6725)295-6 No
absⅡact available．

f761 1999-07-26 级别-3 有全文PDF
McCabe PM，Van Allen NK Secretion of eryparin，n fungal hydrophobin、Appl Environ Microbi01．1999

Dee；65(12)：5431—5

【771 1999—08一08 级别=3 有全文PDF

Girardin H，paris S，Rault J，Bellen—Fontaine MN，Latge JP．The role of the rodlet structure on the

physicochemical properties ofAspergillus eonidia LettAppl Microbiol 1999 Dec；29(6)：364-9

[78】1999．09．28 级另rJ=2 有全文PDF
Del Sorbo G Scala F，Parrella G Lorito M，Comparini C，RUOCCO M，Scala A Functional expression of the

gene CU，encoding the phytotoxic hydrophobin cerato-ulmin，enables Ophiostoma quercus，a nonpathogen on

elm，to cause symptoms ofDutch elm disease．Mel PlantMicrobeInteract 2000 Jan；13fl、：43—53．

[791 1999．10一IJ 级别=5 有全文PDF
an Wetter MA，Wostan}{A，Wessels JG SC3 and SC4 hydre曲obins have distinct roles in fonnation of
aerial structures in dikaryons ofSchizophyllumcommune Mel Microbiol 2000 Apr；36(11：201．10

1801 1999-11-22 级别=3 有全文PDF

Ng WL，Ng’re,Kwan HS．Cloningand characterization oftwo hydrophobin genes differentially expressed
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body—specific hydrophobin Fbhl ofthe edible basidiomycete Pleurotns ostreatus．Mycologia 96：75—82

f159】2004．03．01 级别叫 只有文摘
Wang X．Graveland．Bikker限de Kruif CG Robillard Gt Oligomerizmion of hydrophobin SC3】n
solution：from soluble stateto self-assembly．Protein Sci．2004Mar；13f31：810v21．

第二部分以下来自NCBI数据库及其他文献引用
[160】2002—09．叭 级别=3只有文摘
James R Whiteford and Pietro D Spanu．Hydrophobins and the interactions between fungi and plants
Molecular Plant Pathology 3：5．391—400．Online publication date：1-Sep一2002

【161】

Carpenter,C．E．，R．J．Mueller,R Kazmierczak,L．Zhang,D K，Villalon，and N K．Van Atfen 1992 Effect
of a virus on accumulation of a tissuespecific cells-surface protein of the fungus Cryphonectria(Endothia)
parasitica Mol Plant·Microbe Interact．4：55一i1【Cryparin提取法】

[162]19974)0-00 级别=5 7 7 7

Wosten，H A B．，and Wessels，J．G H 1997 Hydrophobins，from molecular structure to multiple functions
in fungal development．Mycoscienee 38：363—374

[163】
Wessels，J G H．1994 Developmental regulation offungal cell wall formation Annu Rev．Phytopathol 32：
413—437．

【164】
dc vries OMH，Fekkes MP,W'osten HAB．Wessels JGH 1993 lnsoluble hydrophobin complexes in the
walls ofSchizophyllum commune and otherfilamentousfungi Ar曲Microbi01．159：330

￡165】
Schuren，EH and Wessels,J G Two genes specifically expressed in fruiting dikaryoos of SchizophyItum
eommune：homologieswith agenenot regulated bymating-typegenes，Gene 90(2)，199-205(1990)

【166】
Dons，J．J，M，Mulder,GH．，Rouwendal，G．J．A．，Spdnger,J，Bremer,W and Wessels，J GH Sequence analysis
ofa splitgeneinvolvedinfruitingfromthefungus Schizophyllum commune．EMBO J 3，2101．2106f1984)
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【167】
Larraya,L．M，Perez，Q，Penas，M．M，Baars,J．J，Mikoseh，F．S．，Pisabarro，A G and Ramirez．L．Molecular
karyotype ofthe white rot fungus Pleurotus ostreatus Appl Environ Microbi01．65(8)，3413—3417(1999)

[168]

Felipe，M S，Andrade，R V，Petrofeza,S S．，et a1．1Yanscriptome．characterization of the dimorphie and

pathogenic fungus Paracoccidioidas brasiliensis by EST analysis Yeast 20(，)，263-271(2003)．
【】69]

Yaguchi，M，，Pusztai—Carey,M，Roy,C，Surewicz，W．K，Carey,RR，Stevens(．n，K．J，Richards，W．C．and
Total，S．in)Stricklen，M and Sherald，J(Eds)；DUTCH ELM DlsEAsE REsEARcH：CELLuLAR AND

MOLECULARAPPROAcHEs：152-170；Springer-Verlag，New York(1993)

[170]
Bolyard，M Gand Sticklen，M B Expression ofa modified Dutch elm disease toxin in Escheriuhia coli MoI

Plant Microbe Interact 5(6)，520-524(】992)
f171】

Jeng．R．，Hintz．W．E，Bowden，C．G，Horgen，PA．and Hubbes，M．A comparison ofthe nucleotide sequence of
the cerato·ulmin gene and the rDNA ITS between aggressive and non-aggressive isolates of Ophiostoma
ulmi SCOSU late，the causal agent ofDutchelm disease Curt．Genet 29(2)，168—173(1996)

【172]
Bowdan，C G，Hintz,W．E，Jeng，R．，Hubbes，M and Horgen，RA Isolation and characterization of the
cerato-ulmin toxin gone of the Dutch elm disease pathogen，Ophiostoma ulm．CULT．Genet 25(41，323—329

(1994)
【173】

Eberle，J and Russo，V．E Neurospora crassa blue—light-inducible gene bli一7 encodes a short hydrophobic

protein DNASeq 3(3)，131-141(1992)，MEDLINE 93112994．PUBMED 1472707．

【174]
Lora’J M，de la Cmz,J．，Benitez,T，Llobell，A and Pintor-Toro，J A A putative catabolite-repressed coll wall

protein from the myeoparasitic fungus Trichoderma harzianum．M01．Gen Ganet 242(4)，461．466(1994)
【175】

Hydrophobia—based wall surface hydrophobieity in the lichen symbiosis(Ph D thesis and post—dec studies of
Sandra Scherrer,PhD thesis of Marcella L．Trembley；Annette Haisch．Undine Zippier and Rosmarie

Honegger)．
Trembley,M L．Thesis(2001)Department ofPlant Biology,University ofZurich，Zurich，Switzerland．

[176]
Zhang，L，Villalon，D，SurlY．，Kazmierczak，P．and van Alfen，N K Virus—associated down．regulation of the

gane encoding cryparin，all abundant cell—surface protein from the chestnut blight fungus,Cryphonectria
parasitica Gone 139 fl、，59—64(1994)

【177】1991—07—01 级别=2 只有文摘

Stringer MA，Dean RA，Sewall TC，Timberlake WE Rodletlass，a new Aspergillus developmental mutallt
induced by directed genc inantivation．Gencs Dev．1991 Jul；5(7)：1161-71．

【178】1996—10-27 级别=4 无文摘
I{YDROPHOBINs FROM EDIBLE FUNGI， GENES， NUCLEOTIDE SEQUENCES AND
DNA—FRAGMENTS ENCODING FOR SAID HYDROPHoBINS，AND EXPRESSION THEREOF Patent：
WO 9641882．A 27．DEC一1996；Other publicationAU 5914196 970109

[1791 2003—04-0l 级别=2 只有文摘
Morales P Tb．urstun CF．Efficiant isolation of genes differentially expressed 013 cellulose by suppression
subtraetive hybridizationinAgaricus bisporus．MycolRes 2003Apr；107(Pt 4)：401．7

[1 80]

【18I】

[182]

==第三部分以F为未公开的文献，来自NCBI数据库一一
AUTHORS Marti，N，Fonteyne，P．A and Nolard，N．TITLE Multilocus seqnencc a／lalysis of

Aspergillus fumigatus diversity JOURNAL戮黼溯
Genome Sequence ofAspergillus nidulans．蕊辎渤Bison，B，Nusbaum—C Abouegeil，A∞t aI-
process ofhydrophobinA 0]ypA)in A。3pcrgillus oryzae．黼戮徽
Takahashi，t，Yoned≈S。Maeda，H，Yamagatu，Y，Abe，K，Machida,M Gomi，K and Nakajima,T tlvDerinduction燃hobin-like protein，RolA，of Aspergillus oryzae by polybutylenesuccinate in liquid
c，ulture．，举踯阐趟E—mail：t-tom@biochem tohoku．ae．jp URL虬http：／／www．aKri．tobo“ku．ac．jp
／enzyme／lnnex．nr—m—l

f1 84l

1wasaki，’I：，Escane，C S，Ma九lya皿曼墨型壁煎脚如H and Kitamoto，K Analysis ofcell surface localization of
hydrophoin in Aspergillus oryzae．蕊霞㈣．E-mail：ahnakNi@malI．ecc．u-tokyo．an．jp． ⋯。

【18纠
And0，A s。que““alysis ofthe gene fvhl that codes for hydrophobin in Flammulina velutipas邋鹫馘

62
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(2000)E—mail：ando@for．agr．hokudai acjp∥Sequence analysis of a cDNA向r the gene
AhI encoding fimgal

『1861

Yamada,M，Sakuraba,S．，Shibata，K．，OkaZal【i，M and Shimosaka,M Cloning and characterization ofa gene
cogiHg for a flydrophobJn．which is specificedly expressed during fruit bodv development in the

basidi—omycete FIⅢmulina velutipes．馘避㈥E．maii：mashimo@giptc．shinshu．u-ac舡
『1871

‘一Fuchs，U U．and Sweigard，J．A The hydrophobins of Fusarium verticillioides戮瀚燃Newnrk，DE
19714．USA

n881

Ng．WL，Ng,T．E and Kwan，H S Cloning of tWO

during fruit body development in Lentinula edodes
expressed genes encoding hydrophobins

1189】
Klm．S～O Park。S．-G and Lee，Y—H Isolation and characterization of magnaporin gelie。a class II
hydrophobin ge鸣of Magaaporthe grisea麟辎黼．Submitted(09-FEB．1999i Seoul Natio蒯
Unlversity，103，Seo-dun dong，KwonsunKu，Suwon 441—744，Korea

『190]
。

Bi嘴n，B．，Nusbanm，C．，Abcbe,A，et a1．The ge肋me scquence Of Magnaporthe grisea鳓魏霞谶
Submitted(02一OCT-2003)Whitehead Institute／MI～1 Center for Genome Research，320 Charles Strcet．

Cambridge，MA 02142，USA

【191】
Albuquerque，E，Kyaw,C，Saldanha,R R，Brigido，M．M，Soares，C．M．A，Felipe，M．S S and Silva-Percira，I．

[192]

193]

【194】

1195】

Albuquerque，E，Kyaw,C．M．，Saldanha,R R，Brigido，M．M，Felipe，M．S．and Silva-Pereira,l dentification and
characmrization of phase-specific cDNAs encod!ng two hydrophobins in the dimorphic and human

pathogenic fungus Paracoccidioides b脚jljensis璇戮劁

Penas，M M．，Aranguren，J，Larray≈L M，Culianez-Macia,EA，Ramirez，L and Pisabarro。A G Genomic

Tagu，D．，De Bellis，R．，Voiblet，C，de Vries，O．，Piccoli，G，Stocchi，V，BonI：ante。P
characterization ofhydrophobins from the ectomycorrhizM basidiomycete Pisolithus

Submitted(06·OCT-1998)
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疏水蛋白的蛋白序婀究
以“hydrophobin”为关键词从NCBI的Protein数据库里获得的序列建成A

和O库，以疏水蛋白的氨基酸组成的通式“X。1一C．X|12一CC—x【13--C—x。4一cc—

xn，--C--X。6”搜索序列，基本符合通式的序列建成B库，再从B库中除去重复

的序列建成不含重复序列的C库，在C库留下前体疏水蛋白序列成为D库。根

据文献对D库进行验证，从B．C库和A—B库核对无遗漏后。再根据序列比较，

合并那些我认为是等位基因的序列，并补充序列形成疏水蛋白前体库E库。根据

文献和O库，有些前体序列可直接得到成熟蛋白序列，而没有说明信号肽的用

Antheprot 2000 Vers6软件预测序列的信号肽，并根据对疏水蛋白信号肽段的总结

和同源已知序列信号肽的信息进行修正，获得成熟疏水蛋白的氨基酸序列，汇成

F库。疏水蛋白N端和C段的序列变异较大，我除去第一个半胱氨酸残基前端

的序列和最后一个(第八个)半胱氨酸残基后面的序列形成含八个半胱氨酸的核

心序列，汇成G库。每个库的序列都用Antheprot(下载网址：

http：／／antheprot-pbiLibcp．fr )和 ClustW ( 直接上 网 页 ：

http：／／www．ebi．ac．uk／clustalw／index．html?)软件进行同源性分析。相同的序列都

合并，相似性大于50％并来源于同一个菌种或有的情况是同一个属的物种的序

列，我个人认为是等位基因或同一基因的复制品，一般都合并成一个序列。

从NCBI蛋白质数据库调出疏水蛋白相关的序列，共获得226条。输出的格

式有多种，最有用的是FASTA和MedLine，我分别用这两版的数据建成数据库：

A库和O库。很多序列虽然与一般疏水蛋白有同源关系，但不含八个半胱氨酸；

另一些序列，根本就与疏水蛋白关系不大，只是含“hydrophobin”这个关键词罢

了。所以，我首先要排除这些序列，建成只含疏水蛋白的候选数据库B。注意

QID3蛋白序列并不完全符合疏水蛋白通式，但文献证明它是疏水蛋白，也放入

B库，获得165个序列。含7个及以下半胱氨酸残基的序列归入A．B库，留互

补库的目的是为了防止漏查，为了方便校对。B库中有许多序列完全相同的重复

序列，原因不外乎三类情况：报告者的重复输入：不同菌种有相同的序列：序列

在同一个物种基因组内的重复。所以要建c库：没有相同序列的序列库，获得

91个序列；同期建B—C库。C库里的序列有的是前体，有的是成熟蛋白，所以

要建一个只含前体疏水蛋白的D库，共获得70个序列。从D库到E库，主要是
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通过文献校对前体序列，符合等位基因的要合并序列，留下最具代表性的序列，

划分时还要考虑文献上出现的情况。这是最难判定的步骤。没有信号肽的，还要

加上信号肽。经过综合考虑，E库为68个序列。列表和进化树见本论文正文部

分的表1和图4。

NCBI上：

疏水蛋自相关序列库

O库：

GenPept版

B库：

符合通式的疏水蛋白序列库

B。C库：

冗余的序列

A库：

FASTA版

A—B库：

其他序列库

C库：

没有重复的序列

D库：

疏水蛋白前体

E库：

疏水蛋白前体序列库

通过文献核对和补充核对

上图为疏水蛋白蛋白序列建库策略

c—D库：

余F的序列

F库：

成熟疏水蛋白序列库

除去分泌信号肽

G库：第1．8个半胱氨酸
括起来的序列

核心序列库
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从E库可获得成熟疏水蛋白的数据库F库。为了更好的比较同源性，我删

去八个半胱氨酸之外的序列，形成核心序列数据库，由于分解了三联体疏水蛋白

CF—CFTHl和五联体疏水蛋白CP～cpphl，得到核心序列为74个。下面根据

ClustalW和软件AntheprotV 6．0的多序列比较，结果用软件TreeViewvl．6．6f下载

网址：http：Htaxonomv．zoologv,gla,ac．uk／rod／treevie—w)绘出进化树的图如下：

整体f==看，II型疏水蛋白都集中在一个进化分支上，并且都属于子囊菌类，

在担子菌里至今还未发现II型疏水蛋白。I型疏水蛋白分布在子囊菌和担子菌类，
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在两个低等真菌(鞭毛菌亚门Mastigomycotina和接合菌亚门Zygomycotina)还

未发现直接的序列证据。从两个进化关系无根图的形状来看，地衣形成菌石黄衣

菌属的两个疏水蛋白XPHl和XEHl序列同源性极高，可以看成一个基因的突变

序列。还有就是核心进化树与前体进化树有许多差别，这主要是N端长序列的

差异引起的。而很明显，从进化的分支看，现有的疏水蛋白序列仅分成I和II

型是不够的，我看还应该分成3到4个类型。

以下以FASTA版形式列出68个疏水蛋白的前体序列：

>AB—ABH3

MFARISTIITTLFFA札AAATAvPRTDPPPATGSQCTAVGGDvNCcNSVQDASNPIVGI』JAGLLGIVLGPIQGLVGLlc
NPISVIGGGNSCSSOTVCCTGNNFSGGLLVIGCSPINIDL

>AB—HYPA

MISRVLVAALVALPALVTATPAPGKPKASSQCDVGEIHCCDTQQTPDHTSAAASGLLGVPINLGAFI．GFDCTPISVLGV

GGNNCAAQPVCCTG№FTALINALDCSPVNVNL
>AB—HYPB

MVSTFITVAKTLLvALLFvNINIVVGTATTGKHCSTGPIECCKQvMDSKSPQATELLTI(NGLGLGVI。AGVKGLvGANCS

PITAIGIGSGSQCSGQTVCCQNNNFNGVVAIGCTPINANV

>AB——HYPC

MFSRVLvAALvALPvLVSASPTPGGYPDSTTVVSQCNVGELHCCN阳QTPDHTNAAGGLLGAAANvGALLGFDCTPISv

IGIGGNNcAAQPVcCEANEFTGLINALSCSPINVNL

>AA—Pri2p

MVAIKSLAILALPVMAMASPLVPRTDSPSQCNNGSLQcCNSSMTQDRGNLQIAQGVLGGLLGGLLGLGGLLDLVDLNAL

IGVQCSPISIVGNANTCTQQTVCCSNNNFNGLIALGCTPININL

>AF—hypl

VGNKGNANVRFPVPDDITVKQATEKCGDQAQLSCCNKATYAGDVTDIDEGILAGTLKNI。IGGGSGSEGLGLFNQCSKLD

L。SPIIIlCYCRPGSGQPEVQAEHCLLPELSFRCRAVPS

>AF—RCIDA

^II【FSLSAAVLAFAVSVAALPQHDVNAAGNGVGNKGNANVRFPVP叻ITVKQATEKCGDQAQLSccNKATYAGDVTDIDE
GILAGTLKNLIGGGSGTEGLGLFNQCSNVDLQIPVIGIPIQALVNQKCKQNIAccoNSPSDASGSL工GI。GLPCIALGSI

L

>AF—RodBp

MKFLAVVSLLAATALALPNAGVVHPTFASADKYTLQQAQNKCGEItTTLSccNHVSKVGDTTAFNYGLLNGLLGNAISGP

EGvGILSGCQKISVTALIGVDDLI．NKQCQQNVACCQDNKSVATGGLINIATPAcVALDsII

>AN—DEWA

MRFIVSLLAFTAAATATALPASAAKNAKLATSAAFAKQAEGTTCNVGSIACCNSPAETNNDSLLSGLLGAGLLNGLSGN

TGSACAKASLIDQLGLLALVDHTEEGPVcKNIVACCPEGTTNCVA、，DNAGAGTKAE

>AN—RODA

MKFSIAAAVVAFAASVAALPPAHDSQFAGNGVGNKGNSNVKFPVPENV 7FVKQASDKCGDQAQLSCCNKATYAGDTTTVD

FGLLSGALSGLIGAGSGAEGLGLFDQCgKLDVAVLIGIQDLVNQKCKQNIACCQNSPSSADGNLIGVGLPCVALGSIL

>AO—hypA

MQFSVAAVLALATAVAALPPASGTGAGQQVGHSKNDFPLPKELTTKQAADKCGDQAQLTCCNKTVKTGDFTQVEEGLLA

GLLSNLLGAGQGSqGLGLLDECTNIPVIPIISIASPQEKCKQPISCCQNTKSSADGDLVGIGLPCIALGSLL
>AO—hypB

MKFFAVAALFATAAMAAPGSAPVPGAAAAAGNGNAPVINQTQQKAFTDACSAKGNHPVCCDQIDTSKTTI’VNEGLLGGL

LGEGLGGVLNNLVGGEPGACSGLVSALNKQCQTSIGCCQQNAKGDNYQSGLLNLNLQAPCILSNGL

>CF—HCF-1

MQFFSFAILAISAVASARVTRRDDSSATGADKGGTCAVGSQISCCTTNSSGSDILGNVLGGSCLLDNVSLISSLNSNCP

67
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AGNTFcCPSN。DGTLNINvSCIPvSA

>CF——hcf——2

MQFTTIVMTLAAAVAVTAYPGSSSAFGVGQDEHKHIISSDDHSATGASKGATCAVGSQVSCCTTDSSGSDVLGNVLGGSC

L阳NLSLISILNSOCPGANTFCCPSNQDGTLNIRAACIPVAL
>CF——hcf——3

MQFIASILAVAAVAYAVAIPDDNSATGASKGSTCATGAQVACCTTNSSNSDLLGNVVGGSCLLDNLSLLSSLNSNCPAG

NTFcCPSNSDGTLNINAQcIPISA

>CF——hcf——4

MQFTTFALLAVAAATASAQAP驰yYGQGAKSAQvHTFETRKAVPTRVAEvYGEHEQERVTKl唧'|『}IALvTEEAQ唧GEE
HKAAPYKAYKVYSVASSYSAQpRATHAAEHYGEGKKADHYAEPAKAVHADPHHVDPVKARPTMAATEMEQPEKEAPSTV

CAKGSEISCCTTDSSNSGALGNVLGGSCLLQNLSLLSSLNSNCAAANTFCCPTTQEGTLNINLSCIPISL

>CF——hcf——5

MQFLVLALASLAAAAPSIKLRAPSDVCPALDTPLCCQADVLGVLDLTCEAPSDDTSVSNFEAACATIELTARCCTLPLL

GEALLCTTP

>CF——hcf——6

MNFMLLSAALASMAVAGPIAGTYPITYPSSNTPATYPSGNAPIWSSPIHGGNNGGNGGNGGDNNGGNGGNGGSGGGNTG

GNAGNGGGNNGGNNNGGNNGGNTGGEGGNGGNGGNGGAPVELCPANRVPQCCQLSVLGVADVTCASPSSGLTSVSAFEA

DCANDGTTAQcCLIPVLGLGLFCSNP

>CH——hch——1

MAFIKSLLIASVAAVAFAAPQGGASDNNKKVEIDGQDSAPVCGNGQKVACCNSGEDLIGLNCLSIPILAIPIQKACGSN

I从ccQTGDSEGNLLNLEANCLAIPL
>CF—CFTHl

冰FI。AAASLLVASTLAVPTSSGGSCRPRPPPGGGNGGNGGNGGNGGNGYQPCPAGLYSNPQCCATDVLGVADLDCKNPS
SA矾lSGDNFKSICNAVGQ姒KCcvLPVAGOAVLCODSINGGGNGGNNGGNGGNNGGNGGNNGGNTDYPGGNGGNNGGNN

GGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNGGNGGNGYQACPAGLLYSNPQCCSTGVLGVADLDCKNPSSAPTS

GDDFoKICANGGQQAQCCSIPVAGOAVLCQPAIGGGNPGGNGGNNGGNGGNGGNNGGNNGGNGDYPGGNGGNNGGSNGG

GNGGNGGNGGSFKCPSGLYSVPQCCATDVI．GVADLDCGNPSRQP]DSSDFASVCAAKGQRARCCVLPI。f。GQAVLCTGA

>CP——cpphl

MKFLAVSSILFASSLAVPTStIGGGScRPRRPPPVNYPGGDYPGGQGGDKPPGGGYPGTTYPGGDYPGGDHPGGVGGGGY

GGGDYPGGDYPGGDYPGGDYPGGDYPGGDYPGGNHGGGNHGGGNGGNNGGGNGGGNGGGGNNGNGTDPGGNNGGGNGGG

GNVPYKPCPSGI。YSNPQCCSTNVLGVAALNCKTPSFAPTSFQSFKSACSGGQPQCCVVPAAGQGVLCQAPIGGGNW-NN

GGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNGGNGGNNGGNNGGNGGNNGGNGGNGGDGGDYSACPSGLYSNPQCCATD

VLGVASI，DCVNPSSKPRSGDDFKSTCGAEGKIIASCCAIPVAGQGVLCQPAblGGGGNGGNNGGGNGGNGGNGGNGSNDGG

NGGNcGNNGGNNGGNGGNGGDGGDYSACPSGLYSNPQccsTDvLGvASLDCVNPSSKPRSGDNFKSTCAAAEEHASCCV

IPvAG。AVLCQPAMGGGGNGGNNGGNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNNGGNGGNGGNNGGNNGGNGGNGGNNG

GNNGGNGGNGGGNGGDYSACPSGLYSNPQcCSTDVLGVASLDCVNPSSKPRSGDNFKSTCAAAGKHASCCVIPVAGQGV

LCQPAMGGGGNGGNNGGGNGGNGGNNGGNNGGNGGNNGGNNGGNGGNNGGNGGGSHEVCPSGLYSVPQCCATGLI，GVLD

LDo。SPSRTSFSSSDFKSTCRSEGRKARCCVLPVAGQDVLCTNPI，

>CC—CoHl

MQFKFI．STVALATLAvAAPAPTDPTPIPPSQCNTGPIQCCNTVToASNPVAGLLLGLLGIVLQDLNvLvGLTCSPISI I

GLPGNSCNAQPVCCQNNNFNGLIAIGCrPININL

)CC—coI{2

MQFKFLTTVALATLAVAVPTDPPPTNQCNAPNNLECCNSVQAPTNSGLIGTLLGLLNISVGDITGLVGLTCNP[SLIGG

GNSCNAQTVCCQNNYFGGLISIGCTPIIIDV

)CP—CRP

MQFSIIAISFLASLAMASPAKRGGGGGGSGSGSGSGSGSGSGGGSTTYTACSSTLYSEAQCCATDVLGVADLDCETVPE

TPTSASSFESIcATsGRD^KCcTIPLLGoALLCQDPVGL

>DG—hl

MFARTSVFIILALTASFvAAVmPKPPPPKPLPPKPSPPPSAPVIQCNTGPVQCCDSV。NSNDKEIANLLGFLGIVTG
GDEvPIGVTCSPISVAGGTGSNScTA。PVCCQNNTFNGVVAIGCNPININK

>DG岫2
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MLIRvTAFTILALTSSFvGALPSPAAATIPASQCNTGSLQCCQTLSNSSNSGvTTLSGLLGIVIPANVPVGLTCNPlSL

LVGIGGNSCSAQPVCCQGNNFNGLIVLGCTPVNLNL

>DG_h3

MLIRITAFTVLALTTGSFVAALPSPALATTPIPASocNTGPVQCCQSISSSSNSGTASLLGPLGLVLSGLNIPIGVTCT

PISLLGIGGNSCSANPVCC0n"删州GVVAVGCTPVNLSL

>FV—fvhl

MVSFRAFTVAASLFATLAAATPLDTALPRAADQCNVSNQQCCNSVQQASSGPAALILGLLGWLQDVNVLVGLDCSPIT
VIGGGNGGCNASPVCCENNSFGSLISIGCVPISI

>Fv—hydl

MRLSISKLSVVMLALPILASASVLPRTGSTGASCGSTTSGQAQCCNSTQsNTTPLPFPLSVITGLLGIDLGAITGLVGL

TCNPITVLGLGGTNCNSQAVCCTGNTFNGLINLGCSPLNVAL

>GM——HYDl

MQYMTIVAFLAATVAAGPQIRAYPSIDQITVAQANNACGNNMQVTCCNKVTNTPAGNAVGNGAGILNNLSLFDQCSKLD

VNVLAIANGI。I。NKEc。ANAACCQNSGGSA]GGLVNVALPCIALSSLI

>GM—HYD2

MYAYTVlAFLAASVAAAGNGPSISSLTVQQAANSCANG蟠VYCCNKTSNKPAGNSVGDGAGIANGLSLFSQCSKVDVNV

IAIANNLLNKECQANAACCQDSPGTAAAGLVNAALPCVAISNLV

>GM—HYD3

MQFAKIASVLAMAAAAVAAPAPGNYEVEPRTGGSNNGNNOPACSAQSSNVCCNGLGCLVQILGAGCSTKSYCCQSDAPL

AVGALVNVNALNCV。vL

>GM—HYD4

MOFYAIASLFLAGTAFAAPATSPNGYDACPDGGI。IGTPQCCSLDLVGVLSGECSSPSKTPNSAKEFQEICAASGQKARC

CFLSEv丌LGAFCQKPVGVTA
>GM-HYD5

MQFSLALVTLLATAVSALPTEEKRQAYIPCSGLYGTSQCCATDVLGVADLDCGNPPSTPANATDFSAVCSAIGQRARCC

VLPILDQGILCNTPTGVQD

>HJ—HFBI

MKFFAIAALFAAAAVAQPLEDRSNGNGNVCPPGLFSNPQCCATQVLGLIGLDCKVPSQNVYDGTDFRNVCAKTGAOPLC

CVAPVAGQALLCQTAVGA

>HJ—HFB2

MQFFAvAI。FATSALhAvCPTGLFSNPLCCATNVLDLIGvDCKTPTIAvDT6AIFQAHCASKGSKPLCCVAPVADQALLC

OKAIGTF
>HL—srhl

MQFSIVALFATGALASVSVCPNGLYSNP。CcGANVLGVAALDCHTPRVDVLTGPIFQAVCAAEGGKQPI，CCVVPVAGQD

LLCEEAQGTF

>LE Hydl

MLSLLSKAVSLAILVTAWASPAGNGVEWSGGGTTTVTVTASSPTTTVTQS0cSTGDOKCCQSVONSSAAGVSSLLGLL
GIVLSGTDVPVGLTCLPIVGGACQSQAVCCTDNSYGN[．ISLGCSPLQL

>LE—hyd2

MQFKLAFVSIALATLAvATPAPRGEPASSCSTGDLQcCNTVEPASSPSASTII。GLLGIVIoGVDvLVGLTcsPITVIGL

ESGGCSAQAVCCTDNSNGGLISIGCI．PVT!．

>MG—magnaporin

MOFSTIIATIFVAATGAVALPAEVQERQVPYTPCSGI。YGSA。cCAridILGLANLDCG。PSDAPVDADNFSEICAAIGQR

ARCCVLPILDOGILCNTPAGVTP

>MG—MPGl

hlFSLETWLALA从AFVQAIPAPGEGPSVSMAq眦cGAEKvVSCcNSKELKNSKSGAEIPIDvLSGEcKNIPINlLTIN
QLIPINNFCSDTVSCCSGEQIGLVNIOCTPILS

>MA—SSGA

MFKALIVALAAVAAAIPTQQPSSNEMNCDSGVYCCNKVAQNTGIVVPIDALSSTCGDTLKLVTVDALNDKCTSQTVCCN
NvQONGLVNvAcTPIDV

>NC—EAS
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MQFTSVFFILAIAMTAAAAPAEVVPRATTIGPNTCSIDDYKPYCCQSMSGPAGSPGLLNLIPVDLSASLGCVVGVIGSQ
CGASVKCCKDDVTNTGNSFLI INAANCVA

>OU CU

MQFSIATIALFI。SSAMAAPYSGNSNSDSYDPCTGLLQKSPQCCNTDILGVANLDCHGPPSVPTSPSQFQASCVADGGRS
AR0cTLSLLGLALvcTDPvGI

>PB—hydl

MQLSNIVAVVALLATTAVASRSPPRPQRPSRPVAPVFQSIQCSSGSPFCCAPESTLGMA惦GSSVocNSLIVCCNN
NGSGTQVCSATLQQPVNFVDL

>PB—HYD2

MKFSLTAVVLALATAAVAAPGGNYKGAGPREEGPSISRQCGQAQISCCNKQISTVNGGDKNSGLLNGVLGTVIGKGGSV

GIFDQCSKLSLSALIGVTDNLNSQCKQTvAcCQGDSKAEGLVALNLPCIPIAAL

>PN—pdi251

MQFTKMSAFATLALATLAAATPTRRNDSPSNQCNTGSLQCCNS∞SANsASI，AGLLGLLGVVVGTFI、GQVGVTCSPITG
VGVSGTSCSEQPVCcTNNAFNGVIALGCSPININL

>PN—pdi263

MFARAASVFVLSLPILA'I’ANVLPRQDNQcNTGSLQCCSSVQSSSSSLVAI!．LGLLGvAAGGLTG。vGVTCSPlllVIGVS

GTSCSEQPVccrigNTFNGVIATGCTPVN、rNL

>PN—pdi315

MQFKVLAALVIGATLAAATGSPSNQCNTGSLQCCNSTGSATDPAIAKLFALLGINVEDVTALVGVTCsPITVVGASGSS

CSEQPVCCTNDSFNGIVALGCAPINLNL

>PT—HYD一1

MKFAAVVVLAAAAAAVSAETNAORMARGLPPKAPIRRHGTPADTEKRSHPSSTGGGQCNTGPIQCCNTVATSGSQSGVD

EL[．TLLGLSVPVGTQVGAScSPISAVGTGSGACCSGQWC∞0NE刚G”NIG蕊PINLNA
>PT——HYD——2

EIVSLSLSLLAVVPLVVLVlAGPLNVRGGTPSQQCNTGTPQCCQQVQQ31SDLQQFRSSFGLVDALAGASAI，VGANCNPV

SVLGTGNGAQCNTQPVCcTSN锄LGA7NMG例PLNV．hA
>PT——hyd——3

MFSRVFAVASLAALALAGPLsVRDQcNTGTIQCcQQVQ酿SYYQSA鼬EIGLGELLAGVTGQIGTQeSPISVVGASNGA
QCNAQTVCCTNTQFNGLINIGCHPINVNA

>PO—H

MFSKATLFFN、VSRYRDTQAPIPTGOTNQPTTNQCNTGPVQCCDTTQSASDPINIPGMGLVHVSNANGLWFGNCSpLv
SGGSKCNNQAVCCNGTEFNGLVNVGcTNvSL
>PO POHl

MFSIRISTVVLAASALLAVAIPMTNTETPQCNTGPIQCCNSVQSATSSAAAGPLAALGVLSGIASLLGEVGLDCSPLQV
IGVGANSCSSQAAOCTGNTFN(jAvVLGCSPIKLL

>PO—P0112

MFFRTSSLFTTIVAFTVMAAAMPGNPKPTTTTVTVTAPAHPTATAPASECKTGPVQCCNSVQSSKSPAASLLLGLLGIV

LQGVAVPVGLTCNPITVIGVGGNSCSAQTVCCENNNFSGL]AIGCTPINLSL

>PO——poh3

MFSRVIFCTFLILPLLAAATAIPRTNPPAPTCTTGSLQCCNSVQAASNPVVGI．I，AGI，LGIVLGPITGQVGI．TCSPITVI
GVGGTSCSAOTVCCNGNSFNGLIVVGCSPVNISL

>P0-vmhl

m-FKQAI，VA竹f。TDLAVATPVVDVRRRTDPASSCSTGTLNCCNSSGTVEDKTIAGLLGILNIVVSDITALVGITCTPI
TVVGAGGTSCTSQTLCCDNNNFSGLITLGCIPININL

>P卜fbhl

MFSIRIATVVLAASAALRPPARITNTETPVNQCGSGSIQCCESVQSASAAQAAGILGPLDILTNLQGLVGSHCSPLAAV
GVSGTScSSQTvccKDvSKSGLvNLGCSPINLNI。

>PF—Vmh2

MFSRVIFCTFLILPLLAAATAIPRTDTPSCSTGSLQCCSSVQKATDPLASLLIGLI，GIVLGPLDLLVGVTCSPITVIGV
GGTSCTQQTVCCrigNSFNGLIAIGCSPINISL

>PF—vmh3
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MFFoTTIVAALAFLAVATPLALRTDSRCNTESVKCCNKSEDAETFKKSASAALIPIKIGDITGKVYSECSPIVGLIGGS

SCSAQ'IVCCDNAKFNGLVNIGCTPINVAL

>SC—SCI

firFSLAILALPVL从ATAVPRGGASKCNSGPVQCCNTLVDTKDKHoTNIVGAI。LGLDLGSLTGLAGVNCSPVSVIGVGG

NScSTOTVCCEGTQFNGLVNVGCTPINVGL

>SC SC3

MFARLPvVFLYAFvAFGALvAALI)GGHPGT矸PPVTTTVTVTTPPSTTTIAAGGTCTl’GSLSCCNQVQSASSSPVTALL
GI。I．GIVLSDLNVLVGISCSPLTVIGVGGSGCSAQTVCCENTQFNGLINIGCTPINIL

>SC—SC4

MRFSLALLAI。PALAAAAPVPGGGKGAGQACNSGPVQCCNETTTVANAQKQGLLGGL|．GVWGPITGLVGLNCSPTSVVG

VLTGNSCTAQTVCCDHVTQNGLVNVGCTPISL

>SC—SC6

MVSRVLALISVA6IL％ARPYVQNVGDVDLNDVDATVGTGVVDTGMSGDLLAGLLANGLLADLLSEDADGlflPEVTGSST

EEATSSSTWSGASSKPTDSAPT。cNSGTI，QCCESTTEAKDIDRVI。LSTLLGVDVGSITGIJIGKNCSPVSVVGVGAGSTC

STQTVCCDGDSFDGLINLGCKSGNVAV

>TT—Hydl

MFSKVALIVATL从FvAATPLPGGSSGCNTGSIQccQQTYSSTSSEASLIASIVGLDLSGVTGSIGSQCSP[SAIGLGS

GSSCTQQPVCCSNNNYQGLIWGCSPINL
>XE-XEHl

MOFl(NIIAFVSLAVMASAAPAENLVERlvrPGQAVQNQCSQGQTAKCCNSLSKAVANLIPIQVGLNcvSLDLISVLPIGK

QcTQSQALACCSSGQQTGLVNLGNVCVPVSL

>XP—XPHl

MWKNIIAFVSLAvMASAAPAENLVER丌PGQ$IQNQcS。GQTAKCCNSLSKAVANLIPIQIG[，NCVSLDLISVLPIGK

QcTQSQALACCSSGQQTGLVNLGNVCVPVSL

>HL—QID3

MKFLTVAAVFFTAvL从PGNYPPPPPPTYAPPPPTYTLPPNGNGGGNGNGNGNGNGGGNGNGNGNTNTGGSALCPAGLY

SNPQSCATDVLGLADLDCAVPSTTPHDGPNFQSICVANGGKRARCCVLPVLGLGVLCQNPVGTN

注：玉米黑粉菌Ustilago maydis的疏水蛋Hum2序列没有列出(原文Bohlmann R．

1996．Isolierung undCharakter西ierung VDn Filamentspezifisch Exprimierten Genen

Munich：Univ．Munich慕尼黑，德国；被本论文附录三的文献【99】引用)。
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疏水蛋白在SDS．PAGE上的表观分子量

检测技术对无论研究和生产都是至关重要的。SDS．PAGE是分离和分析蛋白

的基本方法。所以研究疏水蛋白必须突破疏水蛋白电泳这一关。正如本论文所言，

疏水蛋白的水溶液碰到界面容易聚合成多体，尤其是双体。I型疏水蛋白的多聚

物很难用热SDS解聚；II型疏水蛋白的多聚物虽然可以用热SDS解聚，但是由于

分子内八个半胱氨酸四个二硫键形成的结构特别稳定，无论I型还是II型疏水蛋

白都不能保证还原剂DTT或巯基乙醇能永久的打开四个二硫键，使SDS单体完

全覆盖在疏水蛋白单体的肽链上。有些疏水蛋白存在糖基化等修饰，加上疏水蛋

白的分子量比较小，形成的SDS接合蛋白的半径接近于SDS自聚物胶体的半径，

因此在电泳时疏水蛋白的表观分子量与理论分子量很少有符合的。见下列简表

疏水蛋白 理论分子量 SDS．PAGE表观分子量 参考文献
SC3 10865(14．5K) 28K(PFA)、24K、25K [1]，[21

SC4 8399 19K(PFA)、15K [2】

hypA 9301 9K [293

MPGl 9706 15K、19．5K(PFA) [31]

ABHl 9301 16、24、33K [33]

HFBI 7542 8K、14K [34]

HCF-1 8746 lOK [37]

HFBII 7198 8K三条 [41]

CU 7628 13K [44]

CoHl 9692 lOK [461

ABH3 9073 19K [50]

FBHl 8624 12K和7K带 [56]

POHl 8442 15K、9K(依凝胶浓度) [58]

PoH2 10592 20K、10K [58]

CFTHl 35227 53、63K [70]

l XPH、XEH 8462、 8418 20K、10K [81]

fIYDPt-1 12323 13K、17K(PFA) [87]

注：理论分子量用软件ANTHEPROT2000V6．0 release 1．1．22预测的。大多没有考虑糖基化。
参考文献见附录三，非正文部分。

从表中和文献中可以看出，一般SDS．PAGE上疏水蛋白的表观分子量都比

理论分离量大，没有被糖基化修饰的也是如此。很多疏水蛋白在SDS—PAGE上

都存在所谓的双体。疏水蛋白经过氧甲酸(PFA)氧化后，表观分子量增大。文

献I 58l还研究了不同凝胶浓度下POHl的表观分子量，发现依赖于凝胶浓度：在

12．5％的胶上显示15K，在15％的胶上显示为9K。实际上，不同的凝胶系统上，

疏水蛋白的表现也不一样。在Tricine-Tris系统里，疏水蛋白的表观分子量好像

更符合理论分子量，不显示双体带[37】。
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疏水蛋白相关问题的思考题

1．疏水蛋白是丝状真菌长期进化的产物，是真菌与“界面”斗争的主要武器

之一。那么在生物界里，还有哪些“界面武器”?

2．疏水蛋白的结构决定其性质，从而决定功能和应用。疏水蛋白的氨基酸序

列同源性很差，但有三个相同的特性。那么八个半胱氨酸残基的作用是什么?信

号肽决定的分泌途径到底是什么?疏水性氨基酸在表面的分布如何?较多的0

结构和一个a螺旋起什么作用?

3．I型疏水蛋白形成的膜的疏水面为小杆层。一个小杆由几个疏水蛋白单体

组成?显微镜下真菌表面的小杆层都是疏水蛋白组成的吗?又提到组成是淀粉

纤维状，这与小杆层到底是什么关系?II型疏水蛋白在显微镜下的表现如何?

4．疏水蛋白的性质到底有那些?疏水蛋白的性质对于其应用有那些不利之

处?如何克服?

5．发现疏水蛋白有很多方法，那么到底研究到什么程度才能说新发现的蛋白

是疏水蛋白?接合菌中发现过疏水蛋白吗?

6．在HFBI的发酵中，影响成本和产率的主要因素是什么?为什么说转化率

对蛋白的发酵生产没有意义?发酵中如果泡沫太多是什么原因?怎么克服?如

果染了杂菌了怎么办?

7．在HFBI的纯化中，界面的影响是主要的。怎么样减少界面的产生但又不

影响混合的效果啊?

8．对于SDS—PAGE，为什么说Tris．Tricine系统比普通Tris．Glycine系统优越?

在蛋白质电泳中要注意哪些问题，才能获得高分辨和高灵敏度?

9．出发材料对疏水蛋白的研究至关重要。对于疏水蛋白研究材料，有什么具

体要求，该怎么取得研究材料?

10．对于I型疏水蛋白生产，最大的难题将是什么?如何克服?
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