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摘要! 蛋白质样品的制备是双向电泳分析的关键$ 为探索适用于坛紫菜叶状体蛋白质双向电

泳样品的制备方法!实验对 ! 种常用植物蛋白质分离方法进行了优化和改进!并分别同 ! 种蛋

白质裂解液联用!比较了 # 种方法的总蛋白质得率及双向电泳图谱效果$ 结果发现!采用三氯

乙酸A丙酮沉淀法与裂解液 4"? E67A.尿素!$ E67A.硫脲!$d42-B1!$dSZGU6IiD&%%!$d

0BTCQHH9Z:2! &̀%!<" EE67A.>SS#联用的方法!坛紫菜叶状体的蛋白质得率最高!且双向

电泳图谱显示此法获得的蛋白质点数最多!蛋白点形状规则!水平和垂直拖尾情况较轻!图像

清晰$ 实验结果还发现!在进行双向电泳分析时!采用 :2@ ?̀ 的胶条可以使坛紫菜叶状体蛋

白质得到更为有效的分离$

关键词! 坛紫菜% 蛋白质组% 双向电泳% 样品制备

中图分类号! 1#&?'''''''文献标志码'-

''伴随着基因组研究的不断深入"人们逐渐发现

单纯从基因组水平并不能完全揭示生命活动的规

律"只有深入研究基因组的表达产物...蛋白质

组"才能更直接地了解生命活动的本质' 双向电泳

#Um6DRGE9IOG6IF7979PUZ6:L6Z9OGO"$D>3$技术以其

具有的高分辨率和高灵敏性"已成为蛋白质组学研

究三大核心技术之一(&)

' 在应用 $D>3技术分离

蛋白质时"样品制备是其成功的关键"$D>3图谱的

点数&蛋白质的溶解&实验的重复性在很大程度上

都取决于样品的制备($)

' 但由于植物组织中含有

的色素&多糖&酚类及其他次生代谢产物都会严重

干扰蛋白样品的分离与纯化"而且每种植物或组织

所含有的成分也不尽相同"迄今为止没有一种样品

制备方法可以适用于所有样品(!)

' 因此在进行植

物蛋白质组学研究时"必须根据不同的植物或组

织"优化和选择样品的制备方法'

坛紫菜#>-.+,2." ,"'5")/)&'&$原产于福建"

是我国特有的暖温带性种类"其产量占全国紫菜

年总产量的 =%d以上"是闽浙沿海水产养殖的主

要对象(@)

' 近年来"围绕坛紫菜的种质改良"已

经开展了一系列的基因组学研究"取得了不少成

果(" ;&%)

"但对于坛紫菜的蛋白质组学研究"目前

很少见报导' 已有的关于藻类蛋白质组的研究"

也主要集中在海带(&& ;&@)和模式单细胞种类"如微

囊藻"鱼腥藻和集胞藻等(&" ;&<)

'

由于坛紫菜叶状体含有的大量色素&多糖和

多酚等次生代谢物质"在蛋白质沉淀过程中很容

易与蛋白质发生共沉淀"使用各种有机溶剂萃取

也难以完全除去"严重影响了蛋白质的提取率和

完整性"以及样品中蛋白质的溶解"并且使蛋白质

样品溶液很粘稠"直接影响了蛋白质样品的质量"

难以得到理想的电泳结果' 因此"本研究对 ! 种

常用的植物组织蛋白质沉淀方法进行优化和改

进"并分别同 ! 种蛋白质裂解液联用"以期建立一

套适用于坛紫菜叶状体总蛋白质提取的方法"为

后续坛紫菜的蛋白质组学研究奠定基础'

&'材料与方法

!"!#实验材料

坛紫菜叶状体材料取自福建省坛紫菜种质资

源库培养的纯系lD$<"大小为#&% a$$ PE' 培养

条件!温度#$& a&$ c"光照强度 & "%% $̀ %%%
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7\"光照周期为 &$ Ls&$ L#光照s黑暗$"充气"每 !

天更换一次培养液'

!"$#主要药品及仪器

丙酮&甲醇&乙醇&甲醛&乙酸&硫代硫酸钠&硝

酸银&碳酸钠&3>S-&三氯乙酸#S4-$&="d磷

酸&,F47&正丁醇&甘油等均购自国药集团化学试

剂有限公司%SZGO饱和酚#:2X?8"$&>SS购自北

京百泰克生物技术有限公司%

!

D巯基乙醇&

42-B1&低熔点琼脂糖购自 -]+314)公司%甘

氨酸& SZGODVFO9& SZGOD247& 聚 乙 烯 吡 咯 烷 酮

#B5BB$& S3]3>& 1>1& 尿 素 # *Z9F$& 硫 脲

#SLG6QZ9F$&过硫酸铵&溴酚蓝&甲叉双丙烯酰胺

购自上海捷瑞生物工程有限公司%丙烯酰胺&碘乙

酰胺购自OGJEF公司%0BTDVQHH9Z#:2! &̀%$&0BT

线性干胶条 # :2! &̀% 和 :2@ ?̀$购自 T3

29F7ULPFZ9公司'

双向电泳系统 3UUFI 购自 T329F7ULPFZ9公

司%光照培养箱 BhiD$"%TD-购自广东科力实验

仪器有限公司"高速冷冻离心机 ! &̂= 购自1GJEF

公司%紫外分光光度仪 4FZ[ "% 购自美国瓦里安

有限公司"电子天平 C1!$!1购自北京赛多利斯

有限公司'

!"%#实验方法

蛋白质沉淀''#&$ 三氯乙酸A丙酮沉淀法

#S4-A-43法$!参考 1-+-5-,-,等(&?)的方

法"稍做修改' 称取 %8& J 新鲜藻体于液氮中充

分研磨成粉"加入 $% EJ B5BB和 ;$% c预冷的

S4-A-43溶液 ! E.#含 %8%?d

!

D巯基乙醇和

&%d的质量分数S4-$"在 ;$% c的条件下沉淀

$ L以上"然后离心#@ c"&@ %%% bJ$&% EGI"弃

上清' 加入等体积的冰浴丙酮#含 %8%?d的
!

D巯

基乙醇$"混匀后离心#@ c"&@ %%% bJ$&% EGI"

反复此步骤直至上清液无色' 最后冷冻干燥沉

淀" ;$% c保存备用'

#$$ 尿素A硫脲沉淀法#*+3-AS20法$!参

考王玉琪等(&=)的方法"稍做修改' 称取 %8& J 新

鲜藻体于液氮中充分研磨成粉"加入 $% EJ B5BB

和 $ E.蛋白提取液#含 "% EE67A.SZGOD247"?

E67A.尿素"$ E67A.硫脲"&d SZGU6IiD&%%"$d

!

D巯基乙醇$"振荡混匀 & EGI 后离心 #@ c"

&$ %%% bJ$&" EGI"将上清液转入另一干净的离

心管"加入 @ 倍体积 ;$% c预冷丙酮"充分振荡

!% O" ;$% c沉降过夜"离心#@ c"&$ %%% bJ$&"

EGI"弃上清' 沉淀分别用冷丙酮和 =%d冷丙酮

清洗 & 次"每次均放于;$% c沉淀 !% EGI后离心

#@ c"&@ %%% bJ$&% EGI' 最终所得的沉淀冷冻

干燥后"于;$% c保存备用'

#!$ 酚.甲醇A醋酸铵沉淀法#酚法$!参考

_-,T等(&#)的方法"稍做修改' 方法#&$中得到

的最终沉淀"按照每 &%% 毫克沉淀干粉加入 %8" `

%8= E.提取液#&%% EE67A.SZGOD247:2=8%"

$d SZGU6IiD&%%" & EE67A.3>S-" &% EE67A.

>SS"!%d甘油$和等体积的 SZGO饱和酚# :2X

?8"$"充分振荡后"@ c下放置 !% EGI"离心#@

c"&$ %%% bJ$&" EGI"然后将酚相转至另一干净

离心管"加入 " 倍体积;$% c预冷的含 %8& E67A

.醋酸铵的甲醇溶液"充分振荡 !% O" ;$% c沉降

过夜' 离心#@ c"&@ %%% bJ$&% EGI"弃上清' 沉

淀分别用含 %8& E67A.醋酸铵的甲醇溶液&冷丙

酮和 =%d冷丙酮清洗各 & 次"最终沉淀冷冻干燥

后"于;$% c保存备用'

蛋白质溶解''将上述 ! 种蛋白质沉淀方法

得到蛋白质沉淀后"按 $"

$

JAE.的质量浓度分

别用下列 ! 种蛋白裂解液进行充分裂解' #&$ 蛋

白裂解液 -!? E67A.尿素"$ E67A.硫脲"@d

42-B1"@% EE67A.SZGODVFO9"&d 0BTCQHH9Z#:2

! &̀%$"<" EE67A.>SS%#$$ 蛋白裂解液 C!=

E67A.尿素"@d42-B1" @% EE67A.SZGODVFO9"

$d 0BTCQHH9Z#:2! &̀%$"<" EE67A.>SS%#!$

蛋白裂解液 4!? E67A.尿素"$ E67A.硫脲"$d

42-B1"$d SZGU6IiD&%%"$d 0BTCQHH9Z#:2! `

&%$"<" EE67A.>SS'

充分振荡后"室温放置 & L"期间反复振荡"使

之充分溶解"&! %%% bJ 室温离心 &" EGI"取上清

即为蛋白溶液'

蛋白浓度的测定''将上述蛋白溶液按照

C+->/)+>

($%)的方法进行定量' 用 &%%

$

JAE.

的C1-#牛血清白蛋白$做为标准蛋白"用含

%8%&d#质量分数$考马斯亮蓝 TD$"%"@8?d#质

量分数$乙醇"=8"d#质量分数$2

!

B)

@

的考马斯

亮蓝溶液染色"使用紫外分光光度计以 "#" IE波

长测定)>值"绘制标准曲线' 根据标准曲线公

式计算样品蛋白质浓度'

双向电泳''按照T3公司的双向电泳操作

说明书"稍作修改后进行"具体步骤如下!取含 =%

$

J蛋白质的上述蛋白质提取液"用上样水化缓冲

$'$#
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液#? E67A.尿素"$ E67A.硫脲"@d 42-B1"<"

EE67A.>SS"%8$d#质量分数$0BTCQHH9Z# :2

! &̀%$"%8%%&d溴酚蓝$补充体积至 $"%

$

.后"

将 &! PE&:2! &̀% 的固相 :2梯度线性胶条覆

盖于该蛋白溶液上方"被动水化 &$ L"然后进行等

电聚焦#$% c"&%% 5"& L%$%% 5"& L%"%% 5"& L%

& %%% 5"& L%= %%% 5"$8" L%= %%% 5"$@ %%% 5L%

"%% 5"&$ L$' 聚焦结束后"分别用含 $d >SS和

$8"d碘乙酰胺的胶条平衡缓冲液(< E67A.尿

素"$d 1>1" ?" EE67A. SZGOD247# :2 =8= $"

$#8!d甘油)平衡胶条各 &" EGI' 平衡结束后"

将胶条紧贴在 &$d的聚丙烯酰胺凝胶上方"进行

第二向电泳#恒流 !% E-"! !̀8" L$'

银染及图像扫描分析''电泳结束后采用改

进的银染方法对凝胶进行染色"具体步骤如下!

#&$ 将 1>1DB-T3胶放入固定液 #"%d甲

醇&&$d乙酸&%8%&?"d甲醛$中固定 $ L% #$$

!"d酒精漂洗 ! 次"每次 $% EGI%#!$ 用含 %8%"d

硫代硫酸钠的敏化液敏化 ! EGI%#@$ 双蒸水漂洗

! 次"每次 &% O% #" $ 银染液 # %8$d硝酸银&

%8%$?d甲醛$染色 $% EGI%#<$ 双蒸水漂洗 $ 次"

每次 &% O%#?$ 显色液#<d碳酸钠&%8%%&d硫代

硫酸钠&%8%&? "d甲醛$中显色约 ! EGI%#=$ 迅

速转入 !8?"d 3>S-终止液中"终止显色 &"

EGI%##$ 双蒸水漂洗 ! 次"每次 " EGI'

染色完成后"用 T3公司的 0EFJ91PFII9Z扫

描仪扫描图像"所获图像用 0EFJ9]FOU9Z$>

B7FUGIQE<8% 分析软件进行分析'

$'结果

$"!#不同沉淀方法分离的坛紫菜叶状体总蛋白

质得率比较

坛紫菜叶状体中富含多糖&多酚等次生代

谢物质"这些物质会严重影响第一向的等电聚

焦' 为了获得高质量"可用于 $D>3分析的坛

紫菜蛋白质样品"本实验改进和优化了 ! 种常

用的植物蛋白质沉淀方法' 从蛋白质得率来

看#图 &$ "不同沉淀方法的蛋白质得率差异显

著' S4-A-43法所得的蛋白质沉淀为紫红

色"得率最高"且沉淀易于分散溶解%*+3-A

S20法所得的蛋白质沉淀也为紫红色"但得率

最低%而酚法所得的蛋白质沉淀呈胶状"不易

分散溶解"得率居中'

图 !#不同方法分离的坛紫菜叶状体蛋白质得率比较

H5I"!#0A:J5:@=?>8"4$'($313%'%4A3@@5C8?4:56

:B483*4:=7J =5>>:8:6*:9:4A?=;

$"$#不同裂解方法坛紫菜叶状体总蛋白质得率

比较

为完成聚焦良好的第一向等电聚焦"蛋白必

须完全溶解和解聚"因此样品裂解液必须包含

一定的组分以确保在进行第一向等电聚焦之前

的完全溶解和变性"不同的裂解方法对蛋白质

样品的影响也很大' 本实验中选用的 ! 种不同

的裂解液对蛋白质沉淀的溶解效果差异显著

#图 &$' 裂解液 -与裂解液 4中尿素与硫脲的

结合使蛋白质的溶解性明显优于裂解液 C单纯

使用尿素"而裂解液 4中由于加入了非离子去

污剂 SZGU6IiD&%%"更加增强了裂解能力"裂解效

果最好'

$"%#不同方法获得的双向电泳图像比较

分别采用 ! 种蛋白沉淀方法与 ! 种裂解液

联合使用所得到的 # 种蛋白质样品"以长度为

&! PE":2! &̀% 线性干胶条进行等电聚焦"

&$d1>1DB-T3进行第二向分离"银染后结果如

图 $ 所示"右上角数字为采用 0EFJ9]FOU9Z$>

软件统计所得的图谱总蛋白点数' 由图中可

知"采用 *+3-AS20法分离的蛋白质样品跑出

来的图谱#图 $DR"9"H$和使用裂解液 C所得蛋

白质的电泳图谱#图 $DF"V"P$的蛋白点均显著

少于其它方法所得图谱的蛋白点数"并且聚焦

不清晰' 图 $DF"P" J"G总蛋白点数都超过了

& %%%"但是酚法步骤烦琐"提取时间长"蛋白图

谱#图 $DJ"G$有轻微的横向拖尾的现象%而

S4-A-43沉淀法步骤相对简单"提取时间短"

减少了蛋白在提取过程中的损失"所得的蛋白

图谱#图 $DF"P$蛋白质点清晰"分辨率高"分布

均匀"分离效果较好"其中尤以 S4-A-43法与

%'$#
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裂解液 4联用所得的蛋白图谱#图 $DP$最为清

晰"蛋白质点聚焦最好"基本没有水平和垂直拖

尾现象"且蛋白点数最多'

$"&#不同CX梯度胶条电泳图谱比较

由图 $ 和表 & 可以看出"不同方法分离的坛

紫菜叶状体蛋白质 $D>3图谱中"平均有 =<8<d

的蛋白点都分布在 :2@ ?̀ 的范围内' 故本实验

进一步采用长度为 &! PE":2@ ?̀ 的线性干胶条

对S4-A-43法与裂解液4联用制备的蛋白质样

品重新进行 $D>3分析"结果电泳图谱上出现了

& !$!个蛋白质点"且蛋白质点清晰"没有横向或

纵向拖尾现象#图 !$'

图 $#不同方法分离的坛紫菜叶状体蛋白质 $2+Q图谱

#F$ S4-A-43法W裂解液-% #V$ S4-A-43法W裂解液C% #P$ S4-A-43法W裂解液4% #R$ *+3-AS20法W裂解液-% #9$

*+3-AS20法W裂解液C% #H$ *+3-AS20法W裂解液4% #J$ 酚法W裂解液-% #L$ 酚法W裂解液C% #G$ 酚法W裂解液4' 右

上角数字为各图谱的总蛋白点数'

H5I"$#$2+Q93C?>8"4$'($313%'%4A3@@5C8?4:56:B483*4:=7J =5>>:8:6*:9:4A?=;
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图 %#0.)[).Q法与裂解液.联用制备的坛紫菜

蛋白质样品采用CX& eP 胶条的 $2+Q图谱

右上角数字为该图谱的总蛋白点数'

H5I"%#$2+Q93C56_-1;485C;#CX& fP$?>

8"4$'($313%'%4A3@@5C8?4:56:B483*4:=7J

0.)[).Q9:4A?=M54A@J;5;7<>>:8.

SL9IQEV9Z6I U6: ZGJLUP6ZI9ZmFOUL9IQEV9Z6H:Z6U9GI O:6UO8

!'讨论

%"!#坛紫菜叶状体蛋白质不同提取方法的比较

分析

一个完整的双向电泳实验涉及从蛋白样品的

制备到染色分析等一系列复杂的过程"其中蛋白

样品的制备是双向电泳最为关键的环节"蛋白样

品的纯度和完整性直接决定双向电泳结果的准确

性和重复性(&)

' 对不同来源的蛋白质进行样品

制备时"由于不同物种&不同器官或组织所含的化

学组分不同"其适用的方法也不同"必须针对所研

究的实验材料"摸索最佳的样品制备方法(!)

' 本

实验比较了 ! 种常用植物蛋白提取方法分离坛紫

菜叶状体总蛋白的效果"以其筛选出适用于坛紫

菜双向电泳分析的最佳蛋白提取方法'

S4-A-43法是基于蛋白在酸性或疏水条件

下变性使蛋白浓缩并去除污染物的原理"是目前

提取植物蛋白的最常用方法之一(&)

' 该方法具

有操作步骤简单"用时短"可以有效抑制蛋白酶对

蛋白质的水解作用和其他化学修饰的特点"但此

法获得的蛋白质沉淀很难完全溶解(&)

' 在本实

验中"分离得到的坛紫菜叶状体总蛋白并没有出

现难溶的现象"且蛋白得率高#图 &$"$D>3图谱

分辨率高"蛋白点形状规则#图 $$"多次实验结果

也表明此法重复性好"是适用于坛紫菜叶状体蛋

白质提取的最佳方法'

*+3-AS20法是直接用裂解液提取蛋白再

沉淀的一种方法"具有防止样品蛋白丢失"保证样

品蛋白完整度的特点' 但在抽提过程中会带入过

多的盐离子"从而影响 $D>3图谱的分离结果(&=)

'

本实验中"该法分离得到的坛紫菜叶状体总蛋白

得率最低#图 &$"所获得的 $D>3图谱中"蛋白质

点数也显著少于其它方法"且有明显拖尾"背景噪

音大等现象#图 $$"这可能与该法对坛紫菜叶状

体蛋白裂解不完全"且抽提过程带入过多的盐离

子相关"因此不适用于坛紫菜叶状体蛋白的分离'

酚法是利用SZGOD饱和酚的特性"在样品制备

过程中"蛋白质和脂类溶于酚相"盐&核酸&多酚和

多糖等可溶性物质进入水相"最后"酚相中的蛋白

质通过含乙酸铵的甲醇溶液沉淀"并用冷丙酮多

次清洗而获得' 大量实验结果表明该法在处理含

有大量干扰物质的顽拗植物组织时能得到理想的

结果(&)

' 但本实验结果却发现"采用该法分离得

到的坛紫菜叶状体蛋白样品呈胶状"不易分散溶

解"说明样品中仍然含有大量难溶解的杂质"因此

该法也不适用于坛紫菜叶状体蛋白的分离'

%"$#不同裂解液的比较分析

在双向电泳实验中分离获得样品的总蛋白

后"还需对所获得的蛋白质样品进行变性&解聚和

增溶等处理"以破坏蛋白质分子间的相互作用"使

蛋白质处于变性&解聚的单分子状态"从而能够在

电泳中很好地分离' 因此要获得高质量的 $D>3

图谱"除了对蛋白质进行有效的分离外"还需筛选

出一套适用的裂解液配方"以实现蛋白质的有效

溶解' 本实验对 ! 种裂解液对坛紫菜叶状体总蛋

白的溶解性进行了比较分析"结果发现"含有尿

素&硫脲&42-B1和SZGU6IiD&%% 的裂解液4的蛋

白得率显著高于其他两种裂解液#图 &$' 这可能

是由于高浓度的尿素和硫脲联用"强烈破坏了蛋

白分子间形成的氢键"从而防止由氢键引起的蛋

白质聚集及蛋白迁移中二级结构的形成' 同时兼

性离子去污剂 42-B1和非离子去污剂 SZGU6IiD

&%% 也可以有效减少脂类污染"破坏蛋白之间的

疏水性作用"增加疏水性蛋白的溶解($&)

' 加入低

浓度的0BTCQHH9Z"也可以通过电荷与电荷之间

的相互作用减少蛋白聚合"从而增强其溶解性'

此外"还原剂 >SS能帮助断裂蛋白质的二硫键"

使待分析的蛋白分离成为单一的蛋白亚基"处于

一种还原状态"使变性的蛋白质展开更完全"溶解

更彻底'

''$#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

# 期 杭'楠"等!坛紫菜叶状体蛋白质双向电泳样品制备方法的比较 ''

%"%#不同CX范围胶条的选择

在双向电泳实验中"不同 :2范围胶条的选

择也是有效分离蛋白质的关键"具体实验中应根

据实验对象和实验目的的不同选择合适 :2范围

的胶条' 本实验采用宽 :2范围的胶条#:2! `

&%$进行坛紫菜叶状体蛋白质的分离时发现大部

分蛋白质点都分布在 :2@ ?̀ 的范围内"平均达

=<8<d' T0-,-ll-等($$)对 =%% 多种蛋白质的

:I进行统计"结果发现大部分蛋白质的 :I介于

:2@ ?̀"此外白书农等($!)的研究结果也表明植

物功能性蛋白质的等电点通常分布于 :2@ <̀ 的

区域内' 因此"本实验进一步采用窄 :2范围的

胶条#:2@ ?̀$分离坛紫菜叶状体总蛋白"结果

发现图谱中出现了更多的蛋白质点"分离效果有

了明显提高"何瑞锋等($@)在水稻叶片蛋白质的分

离中也得到了相似结果' 由此说明采用窄 :2范

围的胶条可以使原来在宽 :2范围胶条中被互相

掩盖的蛋白质点也得到有效的分离'

综上所述"适用于坛紫菜叶状体蛋白质 $D>3

分析的最佳样品制备方法为S4-A-43法与裂解

液4联用的实验方案' 同时采用窄 :2范围的胶

条#:2@ ?̀$可以使该范围内的蛋白质得到更为

有效的分离' 但需要指出的是"本实验所得的电

泳图谱中"高丰度蛋白都没有得到有效去除"在

$! fQ左右均出现表达量很高的蛋白质斑点"这是

后续工作中亟待解决的重要问题之一'
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