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摘要! 为了筛选出适合褐飞虱
6-'&7&$2&4& '#.+%3

类酵母共生菌蛋白质提取的细胞破碎方法! 选择超声波破碎法% 反

复冻融法和液氮研磨法等
)

种细胞破碎方法提取共生菌吡虫啉敏感菌株和抗性菌株蛋白质& 结果表明$ 菌体显微

形态观察发现! 使用超声波破碎法和液氮研磨法处理类酵母共生菌的细胞破碎效果均优于反复冻融法! 处理后菌

体分布均匀! 破碎彻底'

*! 6

是提取菌体蛋白质的最佳培养时间& 定量分析表明$ 用超声波破碎法提取蛋白质质

量浓度最高! 液氮研磨法次之! 反复冻融法提取蛋白质质量浓度的效果最差! 各方法所提蛋白质质量浓度差异显

著"
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(& 培养
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后! 超声波破碎法% 液氮研磨法和反复冻融法提取的蛋白质质量浓度分别为
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(电泳分析发现$ 超声波破碎法获得的蛋白质不仅得率高! 且条带清晰! 丰度好& 液氮研磨法虽得率高!

但蛋白质部分降解! 条带不清晰' 而反复冻融法获得的蛋白质得率最低& 超声波破碎法更适合于褐飞虱类酵母共

生菌的蛋白质提取! 该研究为后续蛋白质的双向电泳实验和分离差异蛋白质提供技术支撑& 图
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褐飞虱
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是中国水稻
/,01* (*.)-*

的最重要害虫之一$ 药剂防治仍是控制该虫的主

要手段$ 由于长期滥用吡虫啉等农药使褐飞虱产生抗药性% 造成褐飞虱再猖獗% 也带来稻谷的农药残留"

<

#
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研究褐飞虱抗药性产生机制% 探索褐飞虱抗药性的延缓治理途径是中国水稻生产中亟待解决的重要课

题$ 研究发现& 褐飞虱对吡虫啉的抗性机制与酯酶'羧酸酯酶() 谷胱甘肽
"H"

转移酶和细胞色素
L%$"

单

加氧酶等解毒酶的解毒作用增强) 乙酰胆碱受体敏感性下降等有关"

!!?

#

$ 目前% 褐飞虱对吡虫啉产生抗

药性% 特别是其快速产生高水平抗药性的分子机制仍不很清楚$ 褐飞虱腹部脂肪体内存在着大量的类酵

母共生菌'

D.23-"8/K. 3DEC/,-.3

% 简称
G(H

(% 这些共生菌在褐飞虱生长发育) 繁殖和致害性变异过程中起

着重要作用"

%!M

#

$ 褐飞虱类酵母共生菌*解脂假丝酵母
2*'3)3* #)+4#0.)5*

体内羧酸酯酶) 多功能氧化酶)

尿酸酶) 超氧化物歧化酶) 过氧化物酶等活性的提高与其抗吡虫啉水平有关"

<"!<<

#

% 抗吡虫啉类酵母共生

菌对吡虫啉农药有一定降解能力% 敏感种群的共生菌则无降解作用"

<!

#

$ 这些结果表明& 褐飞虱体内类酵

母共生菌在褐飞虱对吡虫啉抗性发展中可能起重要作用% 但目前尚未分离鉴定到共生菌中与杀虫剂解

毒
N

降解相关的基因% 因此% 共生菌在褐飞虱对吡虫啉产生抗药性中的分子机制尚不清楚$ 蛋白质组学

'

*+,-.,E/13

(和生物信息学'

C/,/04,+E2-/13

(技术的迅速发展为研究类酵母共生菌在褐飞虱抗药性产生中的

分子机制提供了契机$ 蛋白质组学技术为揭示褐飞虱类酵母共生菌中杀虫剂解毒
N

降解相关的生理变化

提供了有效手段$ 在酵母类真菌蛋白质组学研究中% 获取相关胞内蛋白质是首要问题$ 酵母类真菌细胞

表面厚厚的细胞壁限制了其胞内蛋白质的提取$ 破碎真菌细胞的方法主要有超声波法) 液氮研磨法) 玻

璃珠法"

<?

#

) 玻璃棒研磨法"

<%

#等或者几种方法结合使用的方法$ 本研究采用超声波破碎) 反复冻融和液氮

研磨等细胞破碎方法% 比较提取褐飞虱类酵母共生菌不同抗感菌株菌体蛋白质质量浓度与纯度% 选择出

适合褐飞虱类酵母共生菌菌体蛋白质的提取方法% 为后续蛋白质的双向电泳实验和分离差异蛋白质提供

技术支撑$

<

材料与方法
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材料
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实验菌株 敏感菌株& 褐飞虱类酵母共生菌***解脂假丝酵母来源于浙江省农业科学院植物保护

与微生物研究所从褐飞虱体内分离纯化的菌株$ 该菌株没有接触过任何农药$ 抗性菌株& 敏感菌株在含

! """ E'
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!<吡虫啉培养基中连续培养
!"

代获得的菌株$

<:<:!

培养基 采用综合马铃薯葡萄糖琼脂'

JLOP

(液体培养基$ 配方组成'

'
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(& 马铃薯
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% 葡萄

糖
!" '

% 磷酸氢二钾'
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!
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%
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% 硫酸镁'
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%

!

UR
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方法

<:!:<

菌株种子液的培养 取活化后的斜面菌株
<

环% 接入
$" E(

液体培养基中%

!V #

%

<V& +

!

E/0

!<

培养
!% 5

% 备用$

<:!:!

菌株培养和菌体收集 实验设置
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%

!%

%

?;

%

%V

%

;&

%

U!

%

M;

%

<!& 5

共
V

个时间段% 取相应数

量
!$& E(

锥形瓶标记好% 加入液体培养基
<&& E(

!锥形瓶!<

$ 分别取抗性菌株和敏感菌株种子菌液
&:<

E(

接种到对应的液体培养基中% 重复
?

次$

!V #

%

<V& +

!

E/0

!< 黑暗培养% 取相应时间段的培养

液%

? &&& +

!

E/0

!<

%

% #

% 离心
<& E/0

% 弃上清液% 用磷酸盐缓冲液'

LWH

(洗
!X?

次% 用离心管收集菌

体%

% #

冰箱保存$

<U%
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菌体蛋白质提取
!

超声波破碎法! 在装有
%$& '

湿菌体的离心管中加入
& ()

提取液"主要成分#

%$# (*+

$

)

!#

,- .$&

三羟甲基氨基甲烷%

/012"3+

&'

%$" (*+

$

)

!# 氯化钠'

%$%%& (*+

$

)

!# 二硫苏糖醇%

4//

&'

体积分数
"%5

的甘油'

& ((*+

$

)

!# 乙二胺四乙酸%

64/7

&'

# ((*+
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!# 苯甲基磺酰氟%

89:;

&(' 混匀菌

体' 充分振荡后于冰上静置
"<! (1=

'

>%% ?

'

#& (1=

超声波破碎菌体' 破碎要在冰上进行' 使菌体保

持
> #

以下的低温' 重复破碎
#

次! 然后
> #

'

#" %%% 0

$

(1=

!#离心
>% (1=

' 吸出上清液' 转移到新的

离心管中! 向离心管中加入
&

倍体积的沉淀液 %醋酸铵甲醇溶液&沉淀蛋白! 将沉淀下来的蛋白团块
>

#

'

@ %%% 0

$

(1=

!#离心
"% (1=

' 去上清) 加入
& ()

甲醇溶液反复吹打洗涤蛋白'

@ %%% 0
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(1=

!#离心
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(1=

' 去上清) 重复操作
#

次! 再加入
& ()

丙酮溶液反复吹打洗涤蛋白'

@ %%% 0

$

(1=

!#离心
"% (1=

' 去

上清) 重复操作
#

次! 将洗干净的蛋白质分装成
&

管' 晾干后
!A% #

保存备用!

"

反复冻融法! 在装有

%$& '

湿菌体的离心管中加入
& ()

提取液' 混匀菌体' 充分振荡后于冰上静置
"<! (1=

' 将离心管置

于
!.% #

冰箱冻存
!% (1=

后取出置于
"% #

水浴锅溶解
&<#% (1=

%至溶解&' 重复操作
!

次! 然后
> #

'

#" %%% 0

$

(1=

!#离心
>% (1=

' 吸出上清液' 转移到新的离心管中! 向离心管中加入
&

倍体积的沉淀液%醋

酸铵甲醇溶液&沉淀蛋白! 再按照
!

超声波破碎提取法中的沉淀蛋白的去上清* 洗涤等步骤重复
!

次'

最后将洗干净的蛋白质分装成
&

管' 晾干后
!A% #

保存备用!

#

液氮研磨法! 将收集到的
%$& '

湿菌体

移入灭菌的研钵中' 加入液氮研磨' 直至菌体成均匀粉末状后' 加入
& ()

提取液' 充分振荡混匀后于

冰上静置
"<! (1=

' 重复操作
!

次! 然后
> #

'

#" %%% 0

$

(1=

!#离心
>% (1=

' 吸出上清液' 转移到新的离

心管中! 向离心管中加入
&

倍体积的沉淀液%醋酸铵甲醇溶液&沉淀蛋白! 再按照
!

超声波破碎提取法中

的沉淀蛋白的去上清* 洗涤等步骤重复
!

次' 最后将洗干净的蛋白质分装成
&

管' 晾干后在
!A% #

冰箱

中保存备用!

#$"$>

不同破碎方法处理后菌体形态观察 取
#

片洁净载玻片' 用接种环沾无菌水于载玻片上' 蘸取少

许不同方法处理的类酵母共生菌液于载玻片的水滴上' 涂片' 热固定后' 加
#

滴结晶紫溶液' 并用盖玻

片覆盖'

#<" (1=

后水洗%水不得直接冲洗涂菌处&' 用吸水纸吸干' 待制片干燥后' 于显微镜下观察并

拍照!
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蛋白质质量浓度测定 利用
B0CDE*0D

的考马斯亮

蓝
F""&%

染色法测定! 取上述提取的上清液
%$" ()

' 加

考马斯亮蓝溶液
# ()

' 静置
" (1=

后' 在
&G& =(

下测吸

光度
!

%

&G&

&值! 从蛋白质标准曲线%图
#

&上查出样品对

应的蛋白质质量浓度!

#$"$@

蛋白质纯度比较 利用
:4:"87F6

电泳分离培养

." H

后的共生菌蛋白质样品! 制备
#&%$%% '

$

)

I#的浓缩胶

和
>%$%% '

$

)

J#的分离胶' 加入蛋白质样品进行电泳! 电

泳过程保持在稳流的条件下' 浓缩胶时电压为
A% K

' 分

离胶时为
#"% K

' 待溴酚蓝到达凝胶底部边缘时结束试

验! 电泳结束后' 使用考马斯亮蓝染液
!. #

摇床染色
"

H

! 对凝胶图像进行扫描' 利用凝胶成像系统的蛋白质分

析软件' 观察不同提取方法获得蛋白质的条带差异!

!"#

数据分析

采用
6LMN+

软件进行数据统计并作图' 利用数据处理系统
:8:: #.$%

软件对相关数据进行统计和方

差分析!

"

结果与分析

$"!

不同破碎方法处理后褐飞虱类酵母共生菌显微形态比较

图
"

和图
!

中显示的是培养
." H

后
!

种细胞破碎方法对褐飞虱类酵母共生菌的处理效果! 可以看

到+ 无论敏感菌株还是抗性菌株' 未经处理的褐飞虱类酵母共生菌呈链状排列! 超声波破碎法处理过的

菌体呈分散状态' 破碎很彻底) 液氮研磨法处理过的菌体破碎均匀' 其破碎程度与超声波处理无明显差

张海强等+ 褐飞虱类酵母共生菌菌体蛋白质提取方法的比较

图
#

蛋白质标准曲线

;1'O0N # :PC=DC0D MO0QN *E ,0*PN1=

!

%

&
G
&

&

#.&
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图
!

不同方法处理褐飞虱类酵母共生菌敏感菌株的显微形态比较!光镜
%&!

"

'()*+, ! -(.+/0./1(. 2/+13/4/)5 /6 0*0.,17(84, 07+9(: /6 5,907"4(;, 0528(/7, (: !"#$%$&'()( #*+,-. 7+,97,< 85 <(66,+,:7 ,=7+9.7(/: 2,73/<0

!

4()37 2(.+/0./15 %" !

"

>".;

# 未处理敏感菌株$

>"?

# 超声波破碎处理的敏感菌株$

>"'

# 反复冻融处理的敏感菌株$

>"@

# 液氮研磨处理的敏感菌株%

图
A

不同细胞破碎方法处理褐飞虱类酵母共生菌抗性菌株的显微形态比较!光镜
%&!

"

'()*+, A -(.+/0./1(. 2/+13/4/)5 /6 +,0(079:7 07+9(: /6 5,907"4(;, 0528(/7, (: !"#(%(&'()( #*+,-. 7+,97,< 85 <(66,+,:7 ,=7+9.7(/: 2,73/<0

!

4()37 2(.+/0./15 %& !

"

B".;C

未处理抗性菌株$

B"?C

超声波破碎处理的抗性菌株$

B"'C

反复冻融处理的抗性菌株$

B"@

# 液氮研磨处理的抗性菌株%

异$ 而反复冻融法处理后& 可以明显看到有大部分菌体未破碎& 其破碎程度明显低于前
!

种方法% 该结

果说明
C

超声波破碎法与液氮研磨法处理后共生菌菌体呈分散状& 破碎程度明显高于反复冻融法%

#DE
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进一步从敏感菌株和抗性菌株的不同破碎处理后菌体显微形态中看出! 敏感菌株用上述
!

种方法处

理的破碎程度分别高于抗性菌株的结果"

!"!

不同培养时间提取的蛋白质质量浓度变化

表
#

数据显示! 随着培养时间的增加#

!

种方法提取的蛋白质质量浓度也增加" 培养
$" %

后
!

种方

法处理抗性菌株和敏感菌株所得蛋白质质量浓度均达到最高$ 而后趋于平稳$ 说明
$" %

是提取菌体蛋

白质的最佳培养时间% 对敏感菌株的提取方法中$ 超声波破碎法提取的蛋白质质量浓度显著&

!＜&'&(

'

大于液氮研磨法和极显著&

!＜&'&#

'大于反复冻融法$ 液氮研磨法也显著&

!＜&'&(

'高于反复冻融法( 培

养
$" %

后$ 超声波破碎法) 液氮研磨法和反复冻融法提取的蛋白质质量浓度分别为
"')" *

*

+

!#

$

"'," *

*

+

!#和
"'#" *

*

+

!#

% 对抗性菌株的提取方法中$ 同样是超声波破碎法提取的蛋白质质量浓度显著&

!＜&'&(

'

大于液氮研磨法和极显著&

!＜&'&#

'大于反复冻融法$ 液氮研磨法又显著&

!＜&'&(

'高于反复冻融法( 培

养
$" %

后$ 超声波破碎法) 液氮研磨法和反复冻融法提取的蛋白质质量浓度分别为
"',- *

*

+

!#

$

"'(! *

*

+

!#和
"'&( *

*

+

!#

% 这说明无论抗性菌株还是敏感菌株用超声破碎法提取的蛋白质质量浓度较高%

进一步比较敏感菌株和抗性菌株的蛋白质质量浓度差异时发现$ 敏感菌株的
!

种提取方法提取的蛋

白质质量浓度分别高于抗性菌株的结果%

表
#

不同培养时间下抗感菌株蛋白质质量浓度的方差分析结果

./012 # 3245164 78 9/:;/<=2 /</1>4;4 78 ?>=7@:762;< =7<=2<6:/6;7<4 78 A;882:2<6 46:/;<4 78 >2/46"1;B2 4>?0;762 8:7? "#$%&%'(%)% $*+,-. /6

A;882:2<6 =5165:2 6;?24

)C%

蛋白质质量浓度
D

&

*

*

+

!#

'

#" #'$E # &'&- /F &'!E # &'&# 0G #'$( # &'#& /F "'&# # &'&" /F &'(" # &'#- =G #')) # &'&" 0F

"- "'## # &'&- /F #'#, # &'&! =G "'&" # &'&& 0F "'"$ # &'&) /F #'&) # &'&" =G "'&" # &'&" 0F

!, "'!E # &'&( /F #'-( # &'&# =G "'"( # &'&- 0F "'!- # &'&, /F #'-" # &'&# =G "'&! # &'&# 0F

-) "'-# # &'&" /F #'E, # &'&# 0G "'!" # &'&# /F "'-# # &'&( /F #'$! # &'&! =G "'&E # &'&" 0F

,& "'(# # &'&( /F #'E( # &'&! =G "'!- # &'&! 0F "'-) # &'&) /F #'$, # &'&" =G "'#, # &'&( 0F

$" "')" # &'&" /F "'#" # &'&! =G "'," # &'&! 0F "',- # &'&! /F "'&( # &'&! =G "'(! # &'&# 0F

E, "'$( # &'&" /F "'#& # &'&- =G "',, # &'&- 0F "',# # &'&# /F "'&) # &'&# =G "'-) # &'&, 0F

#"& "'$! # &'&# /F "'&- # &'&! =G "'," # &'&, 0F "',& # &'&& /F "'&) # &'&# =G "'-) # &'&# 0F

敏感菌株

超声波破碎法 液氮研磨法

抗性菌株

超声波破碎法 液氮研磨法反复冻融法反复冻融法

说明! 数据&平均值
#

标准差'后不同小写字母表示同一菌株相同培养时间下不同提取方法之间差异显著&

!＜&'&(

'( 不同大写

字母表示同一菌株相同培养时间下不同提取方法之间差异极显著&

!＜&'&#

'%

!"$

不同破碎方法提取的蛋白质的
%&%"'()*

电泳结果

培养
$" %

后$ 用
!

种方法提取菌体蛋白质$ 再取等量所提取的蛋白质样品进一步通过
HIH"JFKL

电泳&图
-

'进行分析% 可以看出! 无论抗性菌株还是敏感菌株$ 相同质量的蛋白质中反复冻融法的得率

最少$ 而且提取的蛋白质丰度很低$ 与超声破碎法和液氮研磨法的差异明显( 超声破碎法与液氮研磨法

提取的蛋白质质量浓度较高$ 但是液氮研磨法提取的蛋白质存在一定程度的降解$ 蛋白质条带不够清

晰% 还发现$ 超声波破碎法和反复冻融法提取的敏感菌株的菌体蛋白质条带数) 条带颜色明显多&深'于

抗性菌株$ 说明敏感菌株用这
"

种方法提取的菌体蛋白质种类较多) 蛋白质质量浓度较大% 但液氮研磨

法由于部分蛋白质降解$ 抗性菌株和敏感菌株之间的蛋白质条带颜色深$ 差异不明显% 上述结果说明$

对敏感菌株还是抗性菌株$ 超声破碎法提取的蛋白质质量浓度高$ 丰富性好$ 而且条带分布均匀$ 可以

作为后续双向电泳的样品提取方法%

!

讨论

褐飞虱类酵母共生菌与其他真菌类微生物类似$ 其细胞表面也存在有一层包被$ 即细胞壁% 酵母菌

的细胞壁主要有酵母纤维素组成$ 分为
!

层! 外层是甘露聚糖$ 中间夹有一层蛋白质分子$ 内层是葡聚

糖% 酵母细胞壁有一定的韧性$ 因此提取酵母细胞蛋白质时破壁就成为瓶颈问题% 目前$ 已报道破碎真

张海强等! 褐飞虱类酵母共生菌菌体蛋白质提取方法的比较
#$$
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菌细胞的方法主要有超声波破碎法! 液氮研磨法!

玻璃珠法 "

#'

#

! 玻璃棒研磨法 "

#%

#或者几种方法结合使

用的方法等$ 超声波破碎法操作简单% 但是工作时

会产生热量% 时间掌握不好易引起蛋白降解"

#$

#

(

液氮

冷冻研磨因液氮挥发极快% 操作非常困难
(

玻璃珠破

壁是一种比较经典的方法% 通常单纯用涡旋振荡%

但提取的蛋白质质量浓度偏低% 加用玻璃棒研磨后

蛋白质质量浓度明显提高"

#%

#

$

采用不同方法提取蛋白质的效果不同"

#)!#*

#

% 酵母

菌需裂解以释放胞内蛋白质% 裂解比例越大% 释放

的蛋白质越多$ 许多学者对酵母类真菌微生物蛋白

质组学研究中蛋白质的提取方法进行了研究% 提出

了一些适用于酵母类真菌的蛋白质提取方法$ 王爽

等"

+,

#报道超声波法与玻璃珠研磨法结合是提取白假

丝 酵 母
!"#$%$" "&'%("#)

和 茄 病 镰 刀 菌
*+)",%+-

).&"#%

胞内蛋白质的最佳方法$ 焦立新等"

+%

#为了有效

破碎热带念珠菌
/.#%&%" 0+%&&%1,-.#$%

% 季也蒙念珠菌

!"#$%$" 2,.3%("&)

和光滑念珠菌
!"#$%$" 0&"',"2"

菌体

的细胞壁% 利用玻璃珠涡旋震荡加玻璃棒研磨法%

获得理想结果$ 胡彬彬等 "

+-

#也认为玻璃珠涡旋& 振

荡结合玻璃棒研磨法提取真菌蛋白质效果好% 是一

种潜在的适合提取大部分真菌总蛋白质的提取方法$

于影等"

!"

#认为' 超声波
"

硫酸铵沉淀法提取东方伊萨酵母
4))"2(51#6%" .,%1#2"&%)

蛋白质质量浓度明显高于

比单纯超声波和超声波
"

丙酮
.

三羧酸循环(

/01

)沉淀法% 并获得分辨率高和重复性好的双向电泳图谱$

研究发现% 超声波破碎细胞的机制可能与超声波作用于溶液时气泡产生& 长大和破碎的空气现象有关%

空气现象引起的冲击波和剪切力使细胞裂解"

!+

#

$

超声波不同超声时间提取蛋白质的效果也不同$ 田晓蓓等"

!!

#报道了超声时间对革兰阳性兼性厌氧球

菌***变异链球菌蛋白质提取的影响% 发现随着超声时间的延长% 提取的蛋白质质量浓度也相应增加%

在超声处理
-)

圈时(总时间
+) 234

)% 提取的蛋白质质量浓度达到最大+ 超声时间继续延长% 蛋白质质

量浓度反而下降% 说明超声时间过短蛋白质提取不充分% 超声时间过长会引起蛋白质降解, 我们在预备

试验中发现超声时间
+$ 234

% 提取的类酵母共生菌菌体蛋白质最多,

有学者认为% 同一种提取方法对不同菌株蛋白质的提取效果相似% 如焦立新等"

+%

#用玻璃珠涡旋震荡

结合玻璃棒研磨法提取热带! 季也蒙和光滑
'

种念珠菌的临床分离株% 获得的蛋白质质量浓度基本相

同, 也有学者认为% 同一种方法对不同真菌蛋白质的提取效果不一样% 如王爽等"

+,

#报道% 在相同超声波

功率和作用时间下对白假丝酵母和茄病镰刀菌胞内蛋白质的组分和质量浓度有差异% 并认为这可能是由

于这
!

种真菌的细胞壁成分存在差异所致, 本研究发现' 同一种提取方法对吡虫啉敏感菌株和抗性菌株

蛋白质的提取效果也有差异% 敏感菌株用超声波震荡! 液氮冷冻或反复冻融法提取的菌体蛋白质组分!

蛋白质质量浓度均多(高)于抗性菌株结果% 其原因可能是由于在吡虫啉的长期胁迫下抗性菌株胞内相关

酶种类减少或酶活性失活造成,

本研究表明' 无论是敏感菌株还是抗性菌株% 超声波法破碎的类酵母细胞壁彻底% 提取的菌体蛋白

质质量浓度高! 丰富性好! 蛋白条带均匀清晰+ 液氮研磨法的破碎程度与超声波无明显差异% 但其提取

的蛋白质有一定降解% 蛋白条带也不够清晰+ 反复冻融法的破碎程度明显低于超声波和液氮法% 且提取

的蛋白质丰度很低, 因此% 适用于褐飞虱类酵母共生菌菌体蛋白质提取的最佳方法为超声波法, 该方法

操作简便! 破碎时间短! 蛋白质性状稳定! 变性少% 可以作为后续蛋白质双向电泳的样品提取方法,

图
%

用
'

种方法提取的不同抗性菌株菌体蛋白

质的
565"7189

电泳图谱

:3;<=> % 565"7189 ?@AA>=4 BC 2DEB?=BA>34 BC F3CC>=>4A =>G3GA@4A

D>@GA"H3I> GD2J3BA> GA=@34G C=B2 7%&"3",8"2" &+01#)

>KA=@EA>F L3AM AM=>> 2>AMBFG

N

' 标记+

5"O

' 敏感菌株液氮研磨法提
取蛋白+

5":

' 敏感菌株反复冻融法提取
蛋白+

5"0

' 敏感菌株超声波破碎法提取
蛋白+

P"O

' 抗性菌株液氮研磨法提取蛋
白+

P":

' 抗性菌株反复冻融法提取蛋白+

P"0

' 抗性菌株超声波破碎法提取蛋白,

#*,
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