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利用双向电泳技术分离节瓜叶片总蛋白的方法研究
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（广东省农业科学院 蔬菜研究所，广东 广州 ５１０６４０）

摘要：【目的】建立适合节瓜叶片蛋白质组学研究的双向电泳体系．【方法】以节瓜品种“Ａ３７毛节瓜”为材料，对蛋
白质抽提方法、上样量、凝胶浓度及ＩＰＧ胶条ｐＨ范围等关键因素进行探索与优化．【结果和结论】与 ＴＣＡ／丙酮沉
淀法及酚提取法相比，改良酚提取法抽提蛋白质总量较高，纯度最高，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳条带明显、清晰，双向电泳图
谱蛋白质点最多、清晰均匀、纵横条纹少．利用１７ｃｍｐＨ４～７范围 ＩＰＧ胶条、１２０μｇ蛋白质上样量、１２％凝胶浓度，
硝酸银染色获得蛋白质点数丰富、分辨率高、背景清晰且重复性好的双向电泳图谱，检测到节瓜叶片蛋白质点１９３６
个，相对分子质量主要分布于１５０００～１０００００之间．初步建立了一套适用于节瓜叶片蛋白质组学研究的双向电泳
体系，为后续开展蛋白质组学研究及其相关工作奠定了基础．
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　　随着后基因组时代的到来，蛋白质组学成为功
能基因组学研究的重要支柱及生命科学研究的热点

和核心．蛋白质组学研究一个基因、一种细胞组织或
生物所表达全部蛋白的复合体组成、互作关系与丰

度以及修饰状态等［１２］．双向电泳技术（Ｔｗｏｄｉｍｅｎ
ｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）可以比较分析在不同条
件下生物样品的蛋白质表达谱，筛选出差异表达蛋

白，结合质谱技术和数据库检索，鉴定出具特定功能

的蛋白［３］，因此成为蛋白质组学研究的重要工具，已

广泛应用于拟南芥、水稻等多种植物的遗传多样性

蛋白质组学、突变体蛋白质组学、生理蛋白质组学和

发育蛋白质组学研究等方面［４６］．
蛋白质组学研究技术包括蛋白质样品的制备、

等电聚焦与第２向 ＰＡＧＥ电泳、凝胶染色、图像扫描
分析等一系列繁杂程序．获得高质量的蛋白质样品、
清晰的双向电泳图谱是开展研究的重要前提．植物
组织蛋白因材料种类、取样部位、取样时间、生理病

理状态不同导致组成成分的差异［７］．２ＤＥ试验中的
上样方式、等电聚焦和染色等各个环节均影响蛋白

质分离效果．因此，对于每一种样品，为了获取最佳
的电泳结果，需确定特定的条件组合，建立一套稳定

的、高分辨率的双向电泳体系．
节瓜ＢｅｎｉｎｃａｓａＨｉｓｐｉｄａＣｏｇｎ．ｖａｒ．为我国华南特

色蔬菜，其风味别致，营养丰富，是供应本地市场及

广东出口创汇的主要蔬菜之一［８］．目前节瓜蛋白质
组学研究鲜有报道．为了研究节瓜抵御胁迫、生长发
育及遗传改良等方面的蛋白质表达谱，探索其分子

机制，建立节瓜叶片蛋白质 ２ＤＥ电泳体系势在必
行．本研究以生菜、莴苣、萝卜、黄瓜等叶片蛋白质的
２ＤＥ分离体系为基础［９１１］，针对节瓜叶片蛋白质抽

提方法、上样量、凝胶浓度及 ＩＰＧ胶条 ｐＨ范围等因
素进行了探讨，建立了一套适合节瓜叶片蛋白质组

学研究的双向电泳体系，为后续节瓜蛋白质组学及

相关研究奠定了基础．

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

试验材料“Ａ３７毛节瓜”种子由广东省农科院蔬
菜所保存，播种于ｍ（蛭石）∶ｍ（草炭土）＝１∶２的营
养盘内，温室培养，待长出２片真叶时，采集第１片
真叶，液氮速冻，－８０℃保存．

交联聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰＰ）购自 ＢＩＯＢＡＳＩＣ
ＩＮＣ公司；胎牛血清标准品 ＢＳＡ购自 Ｓｉｇｍａ公司；１７
ｃｍＩＰＧ胶条（ｐＨ３～１０、４～７）、ＩＰＧ缓冲液、两性电
解质、蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ、２ＤＭａｒｋｅｒ、尿素、覆盖油
等购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；硫脲、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）

购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；３［（３－胆酰胺丙基）二乙胺］丙
磺酸（ＣＨＡＰＳ）、质量分数为３０％的丙烯酰胺单体储
液、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、碘乙酰胺（ＩＯＡ）购自
Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；ＪＹ９６Ⅱｎ超声仪购自宁波新芝生物
科技股份有限公司；ＥＴＴＡＮＤＡＬＴｓｉｘ垂直电泳槽、
ＥＴＴＡＮ ＩＰＧＤＨＯＲ ３等电聚焦仪、ＰＲＯＴＥＡＮ Ⅱ
ＭＯＬＴＩＣＥＬＬ垂直电泳系统、ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉ
ｎｕｍ５０软件均为ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司产品．
１．２　方法
１．２．１　节瓜叶片总蛋白的提取方法　ＴＣＡ／丙酮沉
淀法：参考Ｇｉａｖｌｉｓｃｏ等［１２］方法略作改进，取１０ｇ节
瓜叶片液氮速冻并加入０１ｇＰＶＰＰ研碎，悬浮于预
冷丙酮溶液（含 φ为１０％的 ＴＣＡ、φ为００７％的 β
ＭＥ）中，－２０℃沉淀ｌｈ；１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，
预冷丙酮（含 φ为００７％ 的 βＭＥ）悬浮沉淀；重复
此步骤２次，彻底去除残留ＴＣＡ；沉淀用φ为８０％的
预冷丙酮洗涤几次至颜色发白，冷冻真空干燥．

酚抽提法：参考 Ｈｕｒｋｍａｎ等［１３］方法并加以改

进，将节瓜叶片（１０ｇ）研磨后，利用 φ为８０％的丙
酮溶液清洗粉末；加入２５ｍＬＴｒｉｓ饱和酚与等体积
提取液（０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ、ｐＨ８８、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＥＤＴＡ、φ为 ０４％ 的 βＭＥ、０９ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖）涡
旋，４℃放置３０ｍｉｎ，离心后上层酚相加入５倍体积
０１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵 －甲醇溶液，－２０℃ １ｈ，离心
沉淀，依次用０１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵－甲醇和预冷的φ
为８０％的丙酮溶液各清洗２次，预冷 φ为７０％的乙
醇溶液清洗１次，冷冻干燥备用．

改良酚抽提法：参考Ｄｅｎｇ等［１４］方法并加以改进，

１０ｇ节瓜叶片加入０１ｇＰＶＰＰ研磨，加入１０ｍＬ提
取液（蔗糖７ｍｏｌ·Ｌ－１、ＫＣｌ０１ｍｏｌ·Ｌ－１、ＥＤＴＡ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ＴｒｉｓＨＣｌ０５ｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ７５）及１０ｍＬ
Ｔｒｉｓ饱和酚，振荡后冰浴；４℃ ５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０
ｍｉｎ，上层酚相加入等体积提取液，按上述操作重复２
次；得到的酚相加入 ５倍体积醋酸铵－甲醇溶液，
－２０℃沉淀过夜；离心后５ｍＬ甲醇溶液洗涤蛋白质２
次，５ｍＬ丙酮溶液洗涤３次，室温干燥．
１．２．２　蛋白质溶解与定量　提取的蛋白质团块中
加入２００μＬ水化液（７ｍｏｌ·Ｌ－１尿素、２ｍｏｌ·Ｌ－１硫
脲、４０ｇ·Ｌ－１的 ＣＨＡＰＳ、φ为 ２％的两性电解质载
体、６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ），用枪头反复吸吹至充分分
散．超声助溶，８０Ｗ，０８ｓ开、０８ｓ关，超声４次后置
于冰上冷却，重复１次，４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０
ｍｉｎ，吸出上清液，转移至新ＥＰ管中．

采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白质定量法［１５］对３种方法提取
的总蛋白进行定量．每个样品进行３次独立定量，计
算蛋白质总产量，再除以每管叶片鲜质量求得蛋白
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质提取率，３次定量平均浓度用以计算双向电泳的蛋
白质上样量．利用ＳＰＳＳ１３０软件进行不同方法蛋白
产量的差异显著性分析．
１．２．３　单向 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　参考Ｓａｍｂｒｏｏｋ等［１６］

的方法，采用１２％分离胶、５％浓缩胶，上样量分别按
５、１０μｇ进行，在ＥＴＴＡＮＤＡＬＴｓｉｘ垂直电泳槽上电泳．
１．２．４　双向电泳　第 １向等电聚焦：在 ＥＴＴＡＮ
ＩＰＧＰＨＯＲ３等电聚焦仪上完成，样品水化上样．ＩＰＧ
胶条胶面朝下放入盛放蛋白质样品（相应量蛋白质、

ｗ为１％的ＤＴＴ、φ为１％ 的ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ、１×溴酚蓝溶
液、水化液至４６０μＬ）的水化盘槽中，２０℃泡胀过夜
（１０～１２ｈ）．取出胶条放入等电聚焦盘中，搭盐桥，
按照操作手册 《２Ｄ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｉｎｃｉｐｌｅａｎｄ
ｍｅｔｈｏｄｓ》设定，并结合孔芳等［６］报道程序，略作改

进，操作步骤：３００Ｖ０５ｈ，７００Ｖ０５ｈ，１５００Ｖ１５
ｈ，９０００Ｖ３ｈ，９０００Ｖ４ｈ．等电聚焦结束后，放入平
衡管中－２０℃保存．

平衡：每支平衡管先加 ８ｍＬ１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＴＴ平衡液平衡１５ｍｉｎ，倒除平衡液马上加入 ２５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＯＡ平衡液平衡１５ｍｉｎ．

第 ２向 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳：采用 ＰＲＯＴＥＡＮ ＩＩ
ＭＯＬＴＩＣＥＬＬ垂直电泳系统进行分离，按照不同浓度
配制凝胶．用低熔点琼脂糖封住胶面，将胶条压入玻
璃板中紧密接触胶面，酸性端朝左放置；转至电泳槽

开始电泳：２Ｗ／凝胶４５ｍｉｎ，１７Ｗ／凝胶．
硝酸银染色：按 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司双向电泳操

作手册进行，并略有改动．将凝胶先固定２ｈ以上（φ
为 ４０％乙醇溶液，φ为 １０％冰醋酸溶液，０６８
ｇ·Ｌ－１的无水乙酸钠溶液），敏化（φ为３０％乙醇溶
液，３２ｇ·Ｌ－１硫代硫酸钠溶液）６０ｍｉｎ，漂洗，ｗ为
０２５％的硝酸银溶液染色 ６０ｍｉｎ，漂洗，着色（２５
ｇ·Ｌ－１的碳酸钠溶液，用前加 φ为００２％的甲醛溶
液）８ｍｉｎ，ＥＤＴＡ终止液（ω＝１４６％）孵育 ４５ｍｉｎ，
漂洗．

图像的采集和分析：显色凝胶经 ＵＭＡＸＰｏｗｅｒ
ｌｏｏｋ１１００扫描仪扫描，参数设置为透射扫描模式，２５６
灰阶，光学分辨率为３００ｄｐｉ，利用 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄ
Ｐｌａｔｉｎｕｍ５０软件得到清晰的 Ｔｉｆｆ格式图像，对比度
与亮度采用软件默认值，分辨率为 ６００ｄｐｉ，再通过
ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２Ｄ５０分析软件系统，对图像进行背景
消减、斑点检测、匹配和获取斑点位置坐标等分析，

参数设置为Ｓｍｏｏｔｈ２、Ｍｉｎａｒｅａ５、Ｓａｌｉｅｎｃｙ３，具体分
析步骤见操作说明．
１．２．５　双向电泳体系的优化　蛋白质上样量、第２
向ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶浓度及胶条 ｐＨ范围与电泳结果
密切相关．本试验设置了３个上样量梯度（８０、１２０和

１５０μｇ），分离胶浓度分别设置为１０％、１２％；选用１７
ｃｍ胶条不同ｐＨ范围（３～１０、４～７）的 ＩＰＧ胶条；电
泳参数：２Ｗ／凝胶 ４５ｍｉｎ，１７Ｗ／凝胶．

２　结果与分析
２．１　３种方法提取的节瓜叶片蛋白质含量的比较

称取等质量节瓜叶片，３种方法获得蛋白质产量
经ＳＰＳＳ软件分析，存在显著差异．ＴＣＡ／丙酮沉淀法
获得蛋白质含量最少，为００２１ｍｇ·ｇ－１，显著低于
酚抽提法（０４９１ｍｇ·ｇ－１）和改良酚提取法（０３９９
ｍｇ·ｇ－１），裂解液溶解时不易分散．酚抽提法蛋白质
沉淀最多，略带黄色，较易分散溶解，改良酚提取法

所得蛋白质（０３９９ｍｇ·ｇ－１）沉淀较多，颜色亮白，
易溶于裂解液，蛋白质产量与酚抽提法（０４９１
ｍｇ·ｇ－１）差异显著，可能由于改良方法样品处理步
骤增多导致蛋白质产率减少．
２．２　不同提取方法的蛋白质ＳＤＳＰＡＧＥ图谱比较

由图 １可知，３种方法提取的蛋白质经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离后，条带数目、位置以及染色深浅均存在
较大差异．其中，ＴＣＡ－丙酮沉淀法蛋白质条带（１０
条左右）明显少于酚抽提法和改良酚提取法，条带位

置也略低，条带染色较浅，说明节瓜叶片中多糖类物

质严重干扰了蛋白质的有效沉淀；酚提取法与改良

酚提取法蛋白质条带均很多，带形明显、清晰，条带

分离效果好，未见明显的蛋白质降解现象，但改良酚

提取法的蛋白质条带又稍多于酚提取法（图１）．由
此表明不同制备方法提取的蛋白质种类和含量有所

不同，以改良酚抽提法为优，初步符合２ＤＥ凝胶电
泳要求．

Ｍ：标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；Ａ１、Ａ２：ＴＣＡ／丙酮沉淀法；Ｂ１、Ｂ２：酚抽提法；
Ｃ１、Ｃ２：改良酚提取法；１～５：蛋白不同相对分子质量区域．

图１　样品３种方法提取的节瓜叶片蛋白 ＳＤＳＰＡＧＥ分离
结果

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳＰＡＧＥｐａｔｔｅｒｎｏｆｃｈｉｅｈｑｕａｌｅａｖｅｓｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｂｙｔｈｒｅｅｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ
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２．３　不同提取方法对双向电泳分离效果影响
图２为对３种方法提取蛋白质样品２ＤＥ分离

和银染后的结果．结果显示，蛋白质点主要集中在
ｐＨ４～７和相对分子质量 １５０００～１０００００之间，
ＴＣＡ／丙酮沉淀法得到蛋白质点极少，且存在明显竖
条纹（图２Ａ）；酚抽提法蛋白质点数量增多，但总数
依然偏少，部分蛋白质点融合在一起未能完全分离

开，存在横向条纹干扰（图２Ｂ）；改良酚提取法蛋白
质点显著增多，多数近圆形，分布均匀，背景较浅，基

本没有条纹干扰，图谱质量最佳（图２Ｃ）．ＴＣＡ／丙酮
沉淀法、酚提取法和改良酚抽提法３种方法的蛋白
质点数差异较大，分别为２４３、１３０８和１５９６个，经
ＳＰＳＳ软件差异显著性分析发现，ＴＣＡ／丙酮沉淀法与
酚提取法蛋白质点数差异显著（Ｐ＝００２０），与改良
酚抽提法差异显著（Ｐ＝００１０），而酚提取法与改良
酚抽提法之间差异不显著（Ｐ＝０２２７）．３种方法在
不同相对分子质量（Ｍｒ）、等电点（ｐＩ）范围内的蛋白

质种类、含量及分离效果方面均有一定差异．如图
３Ａ所示，在ｐＩ４～７区域改良酚抽提法（１２０７个）蛋
白质点数比酚提取法（８７９个）多３２８个，比ＴＣＡ／丙酮
沉淀法（１６０个）多１０４７个，在ｐＩ３～４区域蛋白质点
数显著低于ｐＩ６～７（Ｐ＝００２１）与ｐＩ７～１０区域（Ｐ＝
００１２），而其他区域间差异不明显；在中低相对分子质
量区（１５０００～１０００００），改良酚抽提法（１４１４个）效果
总体也优于酚提取法（１０９５个）和 ＴＣＡ／丙酮沉淀法
（１６４个），分别多３１９个与１２５０个，且蛋白质点清晰，
纵横条纹较少，ＴＣＡ／丙酮沉淀法与酚提取法在该区蛋
白质点数分布差异显著（Ｐ＝００１２），与改良酚抽提法
相比呈极显著差异（Ｐ＝０００４），而酚提取法与改良酚
抽提法之间差异不显著（Ｐ＝０５０２）；蛋白相对分子质
量１５０００～３５０００与１０００００～１７００００区域蛋白点数
差异极显著（Ｐ＝０００５），５５０００～１０００００区域、
１５０００～３５０００（Ｐ＝００１５）和 ３５０００～５５０００区域
（Ｐ＝００４）均差异显著（图３Ｂ）．

Ａ：ＴＣＡ／丙酮沉淀法；Ｂ：酚抽提法；Ｃ：改良酚提取法；胶条：１７ｃｍ、ｐＨ３～１０．

图２　样品３种方法提取的节瓜叶片蛋白２ＤＥ分离结果

Ｆｉｇ．２　２ＤＥｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｃｈｉｅｈｑｕａｌｅａｖｅｓｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｔｈｒｅｅｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

：ＴＣＡ／丙酮沉淀法，：酚抽提法，：改良酚提取法；相同横坐标柱子上凡具有一个相同小写字母表示Ｐ＝００５水平差异不显著．

图３　样品不同方法提取蛋白质的等电点和相对分子质量分布

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｓｐｏｔｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ（Ｍｒ）ａｎｄｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ（ｐＩ）ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓ

　　由此可见，样品的不同处理方法对同一材料的
提取效果是不同的，ＴＣＡ丙酮沉淀法受到酚类与多

糖类等物质的干扰，蛋白质丢失现象很严重；与酚提

取法相比，改良酚抽提法所提取总蛋白完整性提高，
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蛋白质点丢失减少，较好的消除了微量酚类、多糖类

等物质残留造成的背景较深与横竖条纹，因此改良

酚提取法为节瓜叶片双向电泳样品制备的最优

方法．
２．４　不同上样量双向电泳分离结果比较

３种上样量比较分析发现，上样量为８０μｇ时，
虽然背景较清晰，蛋白点无拖尾现象，但数量明显减

少（８１７个），低丰度蛋白检出量很少（图４Ａ）；上样
量为１２０μｇ时，蛋白点均匀分布，形态规则，呈现较
多的低丰度蛋白，无扩散和拖尾现象，横竖条纹干扰

少，检测蛋白点约１５９６个（图４Ｂ）；上样量提高至
１５０μｇ时，所获蛋白点约１５２７个（图４Ｃ），数量不但
没有增加，反而使高丰度蛋白斑点过大，造成交叉重

叠，影响其他蛋白点的分离与分析，且横纵向条纹明

显增加，背景颜色加深，这是由于上样量过大使样品

溶液中的杂质及离子含量增大，聚焦效果差，影响蛋

白点的有效分离．因此，综合考虑图谱分辨率和蛋白
点数量，最佳上样量为１２０μｇ．
２．５　第２向凝胶浓度对双向电泳图谱的影响

双向电泳效果取决于蛋白质相对分子质量范

围，第２向凝胶浓度对蛋白质点分布起重要作用．本
研究探讨１０％与１２％凝胶浓度对节瓜蛋白质的分
离效果，结果显示，１０％聚丙烯酰胺凝胶中（图５Ａ），
节瓜叶片蛋白质点分布较靠近溴酚蓝前沿，部分低

相对分子质量蛋白质已丢失，图谱中上部蛋白质点

分布较少（１０６９个）；１２％凝胶中（图５Ｂ），蛋白质点
充分分开（１５９６个），蛋白质点清晰，是适于节瓜叶
片蛋白质分离的较优凝胶浓度．

Ａ～Ｃ：上样量分别为８０、１２０和１５０μｇ；胶条：１７ｃｍ、ｐＨ３～１０．

图４　不同节瓜叶片蛋白上样量２ＤＥ效果比较

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ２ＤＥｍａｐｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏａｄｉｎｇｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆｃｈｉｅｈｑｕａｌｅａｖｅｓｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ：１０％凝胶浓度；Ｂ：１２％凝胶浓度；胶条：１７ｃｍ、ｐＨ３～１０、１２０μｇ上样量．

图５　不同聚丙烯酰胺胶浓度对双向电泳图谱的影响

Ｆｉｇ．５　２ＤＥｇｅｌｍａｐｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．６　ＩＰＧ胶条ｐＨ范围的选择
等电聚焦效果与胶条的长度及 ｐＨ范围等因素

密切相关．当选用 ｐＨ３～１０浓度梯度 ＩＰＧ胶条时，
发现蛋白质点集中分布在 ｐＨ４～７区域，未完全分
开，且低相对分子质量蛋白质分布较少（图６Ａ）．而
选用ｐＨ４～７胶条时，虽然损失了部分碱性端蛋白质

点，却保留了中性偏酸区域的大部分蛋白质点，蛋白

质点充分分离，蛋白质点近圆形，数量较多，检测到

１９３６个蛋白质点（图６Ｂ）．这表明：在保证试验条件
一致的情况下，ｐＨ４～７的胶条能显著提高节瓜叶片
蛋白质的分离效果．
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Ａ：ｐＨ３～１０；Ｂ：ｐＨ４～７；胶条：１７ｃｍ、ｐＨ３～１０、１２０μｇ上样量、１２％分离胶胶浓度．

图６　不同 ｐＨ梯度 ＩＰＧ胶条的双向电泳图谱
Ｆｉｇ．６　２ＤＥｇｅｌｍａｐｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｓｉｎｇＩＰＧｓｔｒｉｐｓｗｉｔｈｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｒａｎｇｅｓ

３　讨论与结论
蛋白质样品制备是双向电泳的首要环节．理想

的样品制备，应尽可能提高蛋白质样品的溶解性，降

低蛋白质的损耗与降解，在蛋白质提取、裂解液配

制、杂质去除等方面应尽量采取步骤简单的方法［１７］．
节瓜叶片富含色素、多糖、酚类、醌类等对双向电泳

干扰严重的次生物质，本研究以 ＴＣＡ／丙酮沉淀法、
酚抽提法为基础，加以探索与改良，建立一套适合节

瓜叶片蛋白质的制备体系．ＴＣＡ／丙酮沉淀法能够有
效沉淀蛋白质，去除盐离子和杂质提取的蛋白质难

溶解，小分子蛋白质易丢失，在一些蛋白质含量低且

次生代谢产物丰富的植物样本中应用受到限制［１８］，

本研究中该方法沉淀蛋白质受到节瓜次生物质的严

重干扰，蛋白质产率低，可溶性差，获得的ＳＤＳＰＡＧＥ
与２ＤＥ图谱均不合要求．酚抽提法在去除干扰物质
方面有一定优势［１９］，节瓜叶片蛋白质产率、纯度与图

谱质量比ＴＣＡ／丙酮法明显改善．改良酚提取法首先
通过添加ＰＶＰＰ去除色素与多酚，提取液成分的改良
有利于更好地去除干扰杂质，利用醋酸铵甲醇溶液

清洗样品，进一步去除残留的多酚、油脂和类油脂聚

合物等干扰物质，增加蛋白质沉淀干燥前的甲醇丙

酮洗涤次数，在离心时加大转速和延长离心时间，尽

可能彻底去除残留的杂质和盐离子等干扰物，以减

少双向电泳中的条纹干扰，但增加制备步骤使蛋白

质含量略减少，该法处理所得２ＤＥ图谱显著改善，
显示出更多蛋白质点，获得较高蛋白质产量．

ＩＰＧ胶条选择需根据样品中蛋白质分布、目的蛋
白质性质及丰度等进行选择．对于未知蛋白质分布特
性的样品，可以先用宽ｐＨ梯度ＩＰＧ胶条进行分离，可
清晰地纵览总蛋白的分布，进而选用窄 ｐＨ梯度 ＩＰＧ
胶条，分离等电点相差不大的蛋白质，显著提高分辨

率．对于蛋白质点无法充分分离的ｐＨ区域，可选用对
应范围的窄ｐＨ梯度的ＩＰＧ胶条进一步进行分离．本
研究表明，ｐＨ４～７ＩＰＧ胶条比ｐＨ３～１０ＩＰＧ胶条得
到的蛋白质信息量更大．ｐＨ范围宽的 ＩＰＧ胶条能反
应节瓜叶片蛋白质的特征，但难以有效区分等电点接

近的蛋白质，在ｐＨ４～７分离出大量蛋白质，说明节瓜
叶片的功能性蛋白主要分布在该区域．

双向电泳最佳上样量受多种因素的影响，如上

样方式、ＩＰＧ胶条长度和ｐＨ范围、染色方法等［２０］，窄

ｐＨ梯度 ＩＰＧ胶条比宽 ｐＨ梯度 ＩＰＧ胶条需更大上
样量，杯上样相对于水化上样，上样量可以减少，考

染比银染需要更大上样量．因此最佳上样量必须通
过实践经验决定．双向电泳一般推荐的上样量不超
过１２ｍｇ，不低于５０μｇ．提高蛋白质上样量，有利于
低丰度蛋白质检测，但上样量过高可导致高丰度蛋

白质斑点掩盖低丰度蛋白质，且盐离子浓度过高可

直接影响到等电聚焦效果，产生横向干扰．上样量较
低，蛋白点分离较好，图谱清晰，但也会导致低丰度

蛋白质微弱或丢失．另外绿色叶片中含有大量 Ｒｕｂｉ
ｓｃｏ酶（ｗ可达５０％）［２１］，故需适当提高上样量利于
低丰度蛋白质检测．基于上述因素，本研究选用１２０
μｇ为最佳上样量，此时蛋白质点清晰，无横条纹干
扰，图谱质量最佳．

双向电泳中第２向 ＳＤＳＰＡＧＥ中凝胶浓度，对
于蛋白质点分布起到重要作用．凝胶浓度太大导致
大分子量蛋白质聚集在凝胶上部，不能得到很好分

离，而凝胶浓度太小又会使小分子量蛋白质聚集在

溴酚蓝前沿，所以选择适当浓度的凝胶才能得到蛋

白质点分布均匀的理想图谱．使用１０％浓度凝胶时，
大多数蛋白质集中在凝胶中下部区域，部分蛋白质

点丢失，且蛋白质点不够清晰．稍微提高凝胶浓度至
１２％，蛋白质点富集区域的分辨效果得到改善，而且
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低分子量蛋白未超出凝胶所能容纳的范围．
　　综上所述，本研究通过节瓜叶片蛋白质提取方
法、上样量、胶条ｐＨ范围和ＰＡＧＥ凝胶浓度的优化，
建立了一套重复性好、分辨率高的节瓜叶片蛋白质

双向电泳体系，即采用改良酚提取法抽提制备蛋白

质样品，１７ｃｍ、ｐＨ４～７胶条等电聚焦、１２０μｇ上样
量、１２％第２向凝胶浓度进行双向电泳分析，硝酸银
染色，可获得质量较高的双向电泳图谱．

另外，由于节瓜叶片含有大量叶绿体及很多与光

合作用有关的Ｒｕｂｉｓｃｏ羧化酶／加氧酶等高丰度蛋白，
低丰度调控蛋白受到了高丰度蛋白的覆盖和遮蔽，去

除Ｒｕｂｉｓｃｏ高丰度蛋白对于更科学而精确地利用双向
电泳研究节瓜蛋白质组学是必要的．在后续的研究中，
将尝试 ＰＥＧ分步沉淀法［６］和 Ｍｇ／ＮＰ４０／ＰＥＧ３３５０／
ＴＣＡ／丙酮提取法［５］有效剔除节瓜叶片中高丰度的

Ｒｕｂｉｓｃｏ结构蛋白，提高低丰度蛋白可检测性，使节瓜
蛋白双向电泳图谱的饱和度与分辨率进一步提高．
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