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摘5要"以水华蓝藻为研究对象"用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱#(<!X-H',;(=$技术对其进行测定分析并获
得了蛋白质指纹图谱% 对铜绿微囊藻标准株#9-*= H016$样品通过6种前处理方法得到的质谱图进行对比"确定了质谱分
析的样品前处理方法"建立了利用(<!X-H',;(=技术简便(快速检测水华蓝藻的方法% 对在水华中出现的1 种不同蓝
藻进行(<!X-H',;(=分析"结果表明各种蓝藻具有其特征性波谱"可据此对水华蓝藻进行区分和鉴定% 该方法快速(简
便(精确(可程序化"具有广泛的应用前景%

关键词"(<!X-H',;(=)水华蓝藻)质量指纹图谱)快速检测
中图分类号"F064555555文献标志码"G555555文章编号".781 H7862#23.7$31 H333/ H31
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55我国水体富营养化日益严重"据环境保护部
23.4年环境状况公告"全国大部分淡水湖泊(水库
均处于轻度或中度富营养化状态% 2338 年太湖大
面积暴发蓝藻导致无锡市饮用水受污染的事件"造
成了严重影响+.,

% 针对这一现状"必须对发生水
华的水体进行即时监测"作出预警并制定有效的治
理手段% 根据世界卫生组织的富营养化水体水华
监测指南+2,

"对蓝藻的监测是整个监测程序的基
本和中心要点% 目前对蓝藻水华的监测方法主要
包括遥感自动解译技术+6,

(荧光定量Dcb技术+1,

(

浮游植物半定量活检法+4,

(.7= YX9<寡核苷酸探
针+7,等"但这些方法需要具备专业知识的人员才

可实行"耗时数日"且精确性不够%

针对上述方法的不足"将质谱分析方法引入蓝
藻鉴定领域"即利用基质辅助激光解吸电离飞行时
间质谱#(<!X-H',;(=$对蓝藻细胞进行直接测
定% 根据测定得到的特征波谱"以构成细胞成分的
多酯类或蛋白质作为生物标志物#GSVA"Y@LY$"对
微生物进行鉴定+8 H0,

% 该法测定微生物主要利用
核糖体蛋白为生物标志物+/,

"反映了分子进化过

!/!
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程和亲缘关系"是物种分类的有力指标% 迄今为
止"(<!X-H',;(=方法已在迅速(准确识别细菌
方面得到应用"如鉴定乳酸菌(食源性酵母菌+.3 H..,

和抗药性黄色葡萄球菌+.2,等% 探索测定蓝藻细胞
的最佳前处理和测定条件"开发简便(快速(精确地
鉴定水华蓝藻的新方法"并实现种(属水平上对蓝
藻的鉴定"有助于为今后在更高水平的鉴定和在实
际样品中的应用提供依据%

.5材料和方法

.E.5藻株信息
本研究所用的测试藻株为构成水华的优势蓝

藻种类"分别为微小平裂藻#0-*"&,+@-="# .-$'"&&"?

,# 5-,,-*,#$$"9-*= H263$"爬行颤藻#A&:"//#.+?

*"# #$",#/"&B%#*=4 -CD+,+$."9-*= H237$"近亲鱼
腥藻#B$#8#-$# #;;"$"&5-,,-*,#$$"9-*= H.76/$"

铜绿微囊藻#0":*+:<&."&#-*'%"$+&#"9-*= H016 $%

藻种来自日本国立环境研究所微生物保存库%

菌株在(<培养基中+.6,

"以光暗比为.2 Oi.2 O

的循环周期(光照密度为.4

!

AV̂ )#A

2

0%$及温度为
23 j的条件培养1周% 其中典型株9-*= H016 被用
于表征核糖体蛋白和优化样品前处理方法的研究%

.E25仪器和试剂

.E2E.5仪器
#.$高速冷冻离心机<#德国=-N(<6 H.0e

型$"#2$高速冷冻离心机G#美国GLT@A"# <̂ L̂PY"

71b型$"#6$细胞破碎仪#(S#SGL"$ HGL"&LY"GSVJ

%[LT[YV$IT&%公司产品$"#1$质谱仪#日本岛津公
司<̀SA"c;bD̂I%型$%

.E2E25试剂
#.$'(<H. 缓冲液*含.3 AAV̂)!的三羟甲

基氨基甲烷盐酸盐# [>值d8E0$"63 AAV̂)!的氯
化铵".3 AAV̂)!的氯化镁"以及7 AAV̂)!的2 H巯
基乙醇)#2$含芥子酸基质23 333 AP)!混合液*含
43B乙腈和.B三氟乙酸%

.E656种不同的样品前处理制备方法

.E6E.5完整细胞样品的制备
由于铜绿微囊藻细胞中有上浮气泡"所以首先

运用轻微的超声波法进行气泡的破除处理% 然后
将细胞培养液置于.4 A!的离心管中"在/ .33 P

强度下用离心机<离心.3 AS#"弃上清液"将管底
沉淀物移入.E4 A!离心管中"再次在23 133 P强
度下离心.3 AS#"分离后得到细胞沉淀物% 将其再

溶于.3

!

!的含芥子酸基质混合液中"用于(<!X-

H',;(=测定%

.E6E25细胞溶解物样品的制备
将细胞沉淀物#上一步收集到的湿重约23 C

13 AP的细胞$溶于.73

!

!'(<H. 缓冲液中"然
后移入含有.73 AP氧化锆H二氧化硅微粒#直径
.

!

A$的管中"在细胞破碎仪中"以6 333 Y)AS# 破
碎. AS#% 然后将上述细胞碎片和微粒的混合物用
离心机<在4 033 P强度下离心24 AS#"收集上清
液中的细胞溶解物并溶于.3

!

!的含芥子酸基质
混合液中"用于(<!X-H',;(=测定%

.E6E65核糖体蛋白组分浓缩样品的制备
将上一步中制备的细胞溶解液添加'(<H.缓

冲液至最终体积为243

!

!"用离心机G在71 6/8 P

强度下离心1 O% 在离心管底部的沉淀物即为浓缩的
核糖体蛋白组分"再将其溶于.3

!

!的含芥子酸基质
混合液中"用于(<!X-H',;(=测定%

.E15(<!X-H',;(=法测定
将2

!

!上清液样品与基质混合液滴于专用样品
板上"在室温下自然晾干% 仪器测定参数*采集质核
比#,6E$为2 333 C13 333)激光点击数433)采用9

2

为
激光源#

"

d668 #A"脉冲延长时间为6 #%"频率.3

>h$)测定模式为阳离子线性模式% (<!X-H',;(=

的详细机理及使用方法见文献+.1 H.4,%

25结果和讨论
2E.56种不同的前处理方法比较

图.#"$#]$#T$是通过上述6种不同前处理

图.56种样品前处理方法质谱图

!3.!
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方法得到的样品质谱图%

方法#"$和# ]$几乎没有观察到有效峰值+即
图.#T$所标识的核糖体蛋白峰"下述2E2 将会具
体解释,"而利用方法#T$得到的质谱图中"则观察
到了清晰有效的核糖体蛋白峰% 其原因可能是铜
绿微囊藻有一层独特的细胞壁"内外膜间有相对较
厚的肽聚糖层以及膜外多糖纤维涂层+.7,

"这可以
阻止细胞内物质的释放"使核糖体蛋白组分的有效
电离变得困难% 另一原因可能是"相比于细菌"铜
绿微囊藻生长速度较慢#倍增时间长$"在细胞溶
解样品中细胞体内核糖体蛋白的浓度非常低"这导
致了难以有效地检测到核糖体蛋白%

研究通过浓缩原始核糖体蛋白而成功地检测
到核糖体蛋白峰"表明细胞破碎和离心分离这2 步
预处理对于从铜绿微囊藻细胞中观察和识别核糖
体蛋白是非常有效且成功的前处理方法"符合简
单(低成本#时间和人力$的要求%

2E259-*= H016株的核糖体蛋白特征峰值的鉴定
9-*= H016的完整基因组已被成功测序"其核

糖体蛋白的氨基酸序列可以从公共的蛋白质数据
库检索到#Q#SDYV&eG* O&&[*))KKKEI#S[YV&EVYP)$"

每种核糖体蛋白的理论分子质量可以通过序列的
等电点和分子质量工具计算得到# O&&[*))KKKEL̀J

["%\EVYP)TVA[I&Lk[S)$% 从9-*= H016 株检测到
的峰值"经与计算值相比较"则可被鉴定为核糖体
蛋白%

表. 显示的是9-*= H016 株通过前处理方法
#T$得到的质谱图"检测到的峰所对应的,6E的值
与核糖体蛋白的+(+>,

+的计算峰值进行比较"

结果有0个核糖体蛋白被鉴定"已在图.#T$中被
标识出#有效的特征核糖体蛋白峰$% 在之前的研
究中"植物乳酸菌9c-(G0027 中的12 种核糖体
蛋白已经通过(<!X-H',;(= 测定成功地被表
征出"这表明核糖体蛋白作为生物标识物用于
(<!X-H',;(=法鉴别蓝藻是可行的%

表.5来自!"#$%#&'("')*$+,"-%')#)=;?H016$

株的核糖体蛋白质特征峰值的鉴定
蛋白
质名

计算峰值
+(+>,

+

检测峰值 绝对误
差)I

相对误
差).3

H7

=.7 / 47.E. / 47.E6 3E2 2E1

=.8 0 //0E1 0 //0E0 3E1 1E1

=2. 8 3/1E6 8 3/1E7 3E6 1E/

!2/ 0 26.E7 0 26.E8 3E. .E6

续表
蛋白
质名

计算峰值
+(+>,

+

检测峰值 绝对误
差)I

相对误
差).3

H7

!6. 0 84.E. 0 84.E1 3E6 6E1

!62 7 8./E4 7 8./E4 3E3 3E7

!66 8 283E1 8 283E1 3E3 H3E1

!64 8 007E1 8 077E3 H3E1 H1E1

2E65利用(<!X-H',;(=方法鉴别1 种不同种
属的蓝藻

图2#"$ # ]$ #T$ # $$显示的是1 种蓝藻藻株
9-*= H.76/(9-*= H263(9-*= H237 和9-*= H016

经前处理方法#T$后用(<!X-H',;(= 得到的
,6E在7 333 C.3 333 之间的质谱图% 在此区间
内"各菌株分别有7 C.6 个不同,6E值的离子峰%

9-*= H.76/ 的特征离子峰主要分布在7 433 C

/ 433之间"9-*= H237 的离子峰从7 333 开始"而
9-*= H016与其他6种相比"各峰的强度都较大%

因此"直接比对质谱图很容易发现不同蓝藻菌
株间的差异"蓝藻门下的上述1种不同种属的菌株
间都没有发现共同离子峰% 而且"每种蓝藻都显示
出具有本身特有的峰值组合"具备自身的特征&指
纹'"根据测定得到的质谱波谱"可以鉴别不同种
属的蓝藻%

图251种蓝藻藻株质谱图

65结语
利用(<!X-H',;(=测定蓝藻细胞"将质谱

技术应用到蓝藻的鉴定"在环境科学研究领域内具
有一定的创新性% 对来自国内外藻种保存库的标
准蓝藻进行测定"建立不同种属蓝藻的质谱数据
库% 相对于传统的蓝藻检测方法"该方法具有以下
明显优势*#.$快速简便"被测样品无须进行复杂

!..!
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的前处理和成分提取"从样品准备到测定完成"仅
需要不超过.3 AS# 的时间)#2$鉴定精确"引进新
的生物标识物!!!核糖体蛋白质的概念"蓝藻细胞
中约有44个核糖体蛋白质的氨基酸序列可作为分
类指标"和.7= Yb9<方法中只有单个基因序列作
为分类指标相比"更加精确"可以实现在更高水平
上对蓝藻的种类进行鉴定)#6$测定过程程序化"

方法中只包括样品和基质混合(加载样品(质谱仪
测定6个基本步骤"可以实现操作程序化进而进行
批量化测定%
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!简讯!

(大气十条)中期评估报告发布
1大气污染防治行动计划2#以下简称1大气十条2$实施情况中期评估报告今日发布% 评估认为"1大气十条2确定的治

污思路和方向正确"执行和保障措施得力"空气质量改善成效已经显现%

23.6年"国务院印发1大气十条2% 根据相关要求"中国工程院组织43 余位相关领域院士和专家"对1大气十条2落实
情况进行中期评估% 评估内容主要包括空气质量改善情况"各项政策措施对空气质量改善的贡献"总结经验和不足"对下
一阶段提出建议等%

评估认为"全国城市细颗粒物#D(

2E4

$(可吸入颗粒物#D(

.3

$浓度呈下降趋势"多数省份D(

2E4

或D(

.3

年均值下降幅度
达到或超过1大气十条2规定的中期目标要求"可望实现23.8 年的考核目标% 但环境空气质量面临形势依然严峻"冬季重
污染问题突出"个别省份的D(

.3

年均值有所上升%

评估显示"重点行业提标改造(产业结构调整(燃煤锅炉整治和扬尘综合整治1类措施是对D(

2E4

浓度下降贡献最为显
著的措施% 北京市及周边省份的重污染应急措施能够有效降低D(

2E4

浓度"两次启动红色预警使得重污染期间北京市
D(

2E4

日均值下降.8B C24B% 同时"气象条件近两年没有对空气质量的改善起到&助推'作用%

评估报告建议"加大秋冬季节污染防治工作力度"加大力度释放能源结构调整的污染削减潜力"并构建精准化治霾体
系"提升重污染天气应对能力"保障空气质量长效改善%
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