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摇 摇 摘要:摇 为建立一套适合于小麦籽粒蛋白质双向电泳的技术体系,以青海省农林科学院自育春小麦品种青春

38 籽粒为材料,对比了 2 种在植物组织中常用的蛋白质提取方法,对双向电泳过程中胶条 pH 值、蛋白质上样量和

分离胶浓度等方面进行了优化。 结果表明:与用酚提取法相比采用 TCA /丙酮沉淀法提取的蛋白质所得的双向电

泳图谱质量较好,蛋白质经裂解后在 17 cm、pH 5 ~ 8 的 IPG 胶条、上样量 380 滋g 和分离胶浓度 12%的条件下得到

了清晰、蛋白质点丰富的双向电泳图谱。
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Optimization of two鄄dimensional electrophresis system for grain protein in
spring wheat

YE Jing鄄xiu
(Qinghai Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Xining 810016, China)

摇 摇 Abstract:摇 To develop a system for two鄄dimensional electrophresis(2鄄DE) of grain protein extracted from spring wheat,
two protein extraction methods commonly used for plant tissues were compared. The pH range, the loading quantity of sample
and the gel concentrations were optimized in the 2鄄DE system for the grains from Qingchun 38. The samples prepared by
TCA / acetone precipitation yielded better quality 2鄄DE map than by phenol extraction method. The condition of 17鄄cm IPG
with pH 5-8, 380 滋g loading quantity of protein and 12% SDS鄄PAGE gel gave rich protein spots in the 2鄄DE map.
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摇 摇 小麦籽粒灌浆对产量及品质至关重要。 前人的

工作主要集中在生理生化水平的研究上, 例如分析

不同因素对灌浆特性的影响[1鄄3],淀粉的积累规

律[4],各种酶的变化规律等[5]。 然而, 籽粒的灌浆

是一个复杂的生理生化过程,仅从生理生化水平无

法深层次地揭示其机制。

目前,随着植物蛋白质组学研究技术的日渐成

熟,植物蛋白质数据库的不断更新,蛋白质组学技术

在水稻[6]、小麦[7]、拟南芥[8]、大豆[9]、烟草[10] 等作

物中的研究报道日益增多。 以植物蛋白质的提取、
双向电泳分离、质谱鉴定等先进技术相结合,应用于

小麦蛋白质组学的研究主要集中于小麦的根、叶片、
花药、花粉等组织器官蛋白质的双向电泳分析及相

关蛋白质功能的初步鉴定,然而,由于受籽粒中多糖

等物质的影响,较难提取籽粒总蛋白质,影响了蛋白

质组学技术在籽粒中的应用。 在前人已发表的关于

籽粒蛋白质组学研究的文献中,对不同作物所采取

的蛋白质提取方法各不相同。 王慧娜等[11] 在不同
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方法提取的小麦籽粒蛋白质双向电泳凝胶分离效果

的分析比较一文中只介绍了提取方法对双向电泳分

离效果的影响,而影响双向电泳效果的因素不仅仅

是蛋白质样品的制备还包括蛋白质上样量、分离胶

浓度、合适的胶条 pH 值等。 因此,本研究对 2 种常

用的植物组织蛋白质提取方法进行比较,并对双向

电泳过程中胶条 pH 值、蛋白质上样量和分离胶浓

度等方面进行优化,以期探索出一套适合于小麦籽

粒蛋白质双向电泳的技术体系,为今后开展小麦籽

粒蛋白质组学研究提供技术支撑。

1摇 材料和方法

1. 1摇 试验材料

小麦青春 38 为青海省农林科学院自育品种,
2013 年种植于青海省农林科学院试验地,按常规技

术栽培管理,乳熟期和蜡熟期分别取穗中部籽粒,以
液氮速冻,置-80 益冰箱保存。
1. 2摇 仪器和试剂

PROTEAN IEF Cell 等电聚焦系统、PROTEAN
域xi Cell 垂直电泳系统、PDQuest 8. 0. 1 凝胶图像分

析软件均为美国 Bio鄄Rad 公司产品,UMAX Power鄄
Look 2100XL 光密度扫描仪为台湾力捷公司产品,
pH 4 ~ 7 和 pH 5 ~ 8 线性 IPG 胶条、两性电解质等

为 Bio鄄Rad 公司产品,苯甲基磺酰氟(PMSF)、茁鄄巯
基乙醇(茁鄄ME)、二甲氨基丙磺酸(Chaps)、丙烯酰胺

(Acrylamide)、甲叉双丙烯酰胺(Bis鄄acrylamide)、四
甲基乙二胺(TEMED) 、二硫苏糖醇(DTT)、过硫酸

铵、碘乙酰胺、尿素为 Sigma 和 Thermo 公司产品,其
余试剂均为国产分析纯。
1. 3摇 试验方法

1. 3. 1摇 籽粒总蛋白质的提取摇 TCA(三氯乙酸) /丙
酮沉淀法:小麦籽粒加液氮研磨成粉末,参照陈蕊红

等[12]的 TCA 丙酮法提取总蛋白质,略有改动。 用

-20 益预冷蛋白质提取液( 8% TCA,0郾 07% 茁鄄ME,
1 mmol / L PMSF) 沉淀蛋白质,置-20 益沉淀过夜,
期间振荡多次, 4 益,14 000 r / min 离心 30 min,弃
上清,沉淀用预冷丙酮溶液( 含 0. 07% 茁鄄ME、1
mmol / L PMSF) 洗涤, - 20 益 静置 1 h 后,4 益、
14 000 r / min 离心 30 min,重复4 ~ 5 次,直至蛋白质

沉淀物为纯白色,将沉淀真空冷冻成干粉,-80 益冰

箱保存备用。 酚提取法:小麦籽粒加液氮研磨成细

粉,转移至离心管加适量提取液(0郾 1 mol / L Tris鄄

HCl,pH8. 0, 1% DTT, 0郾 9 mol / L 蔗糖, 1 mmol / L
PMSF),搅匀,4 益放置 5 min;4 益、14 000 g 离心 20
min,在上清液中加入等体积的 Tris 饱和酚 ( pH
8郾 0),充分振荡混匀,4 益静置 1 h,离心(4 益,9 000
g,5 min),收集酚相,加入 3 倍体积预冷的甲醇溶液

(含 0郾 1 mol / L醋酸铵),混匀后-20 益 过夜,4 益、
18 000 g 离心 30 min,弃上清收集沉淀,沉淀用-20
益预冷丙酮溶液(含 0郾 1% DTT)洗涤,离心(4 益,
18 000 g,30 min),重复洗涤过程2 ~ 3 次,直至蛋白

质沉淀物为纯白色,将沉淀真空冷冻成干粉,-80 益
冰箱保存备用。
1. 3. 2摇 蛋白质的裂解与定量摇 将蛋白质干粉溶解

于水化液(8 mol / L尿素,2 mol / L硫脲,4% Chaps,65
mmol / L DTT,0郾 5%载体两性电解质),32 益水浴 30
min,振荡充分混匀后用液氮冷却,此过程重复 2 次,
于 20 益下14 000 r / min离心 15 min,吸取上清备用。
蛋白质浓度测定参考考马斯亮蓝 Bradford 法。
1. 3. 3摇 蛋白质双向电泳(2D鄄PAGE) 摇 主要按 IPG鄄
phor 等电聚焦系统指南进行。 取适量蛋白质样品与

水化液(加入痕量 0郾 001%溴酚蓝)充分混合至 380
滋l,沿 PROTAIN IEF Cell 型电泳仪(BIO鄄RAD)聚焦

槽内连续加入,将 17 cm IPG 胶条胶面朝下覆盖在

样品上,被动吸收 1 h 后,加 3 ml 矿物油覆盖胶条,
置于 IPG 等电聚焦仪的电极板上,在 20 益条件下主

动水化 15 h 使胶条充分吸胀,吸收样品,然后以每

根 50 滋A 的极限电流按表 1 程序进行第 1 向等电聚

焦电泳。 等电聚焦结束后,胶条分别在平衡缓冲液

玉(6 mol / L 尿素,2% SDS,0郾 375 mol / L Tris鄄HCl,
20%甘油,使用时加 2% DTT)和平衡缓冲液域(6
mol / L 尿素,2% SDS,0郾 375 mol / L Tris鄄HCl,20%甘

油,使用时加 2郾 5%碘乙酰胺)中平衡 15 min。 第 2
向 SDS鄄PAGE 用 12% 和 13% 分离胶。 凝胶染色采

用硝酸银染色法,其过程依次是:超纯水洗 2 次,每
次 2 min,固定液[10%冰乙酸(体积比) + 40%无水

乙醇(体积比)]固定 2郾 5 h,超纯水快速冲洗 2 次,
敏化液[30%甲醇(体积比) +0郾 2% 硫代硫酸钠(质
量体积比) + 6郾 8% 乙酸钠 (质量体积比)] 中 30
min,超纯水水洗 3 次,每次 5 min,硝酸银[0郾 25%硝

酸银(质量体积比)]染色 20 min,快速漂洗 2 次,显
影液[2郾 5%无水碳酸钠(质量体积比) + 0郾 04% 甲

醛(质量体积比)]显影后加终止液[10%冰醋酸(体
积比)]终止反应。
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表 1摇 等电聚焦电泳程序

Table 1摇 Procedures of isoelectric focusing electrophoresis

程序 电压(V) 升压方式 时间(h)

第 1 步 250 线性 1. 5

第 2 步 500 线性 1. 0

第 3 步 1 000 快速 1. 0

第 4 步 8 000 线性 4. 0

第 5 步 8 000 快速

第 6 步 500 快速 任意

1. 3. 4 摇 图谱扫描与分析 摇 用 UMAX PowerLook
2100XL 型光密度扫描仪透射扫描染色后的双向电

泳凝胶获取图像,分辨率设为 600 dpi,在 PDQuest
2DE 8. 0. 1 分析软件(美国 Bio鄄Rad 公司)的辅助

下,定义蛋白质点的大小、强弱,检测和统计蛋白质

点数目。
1. 3. 5摇 统计分析摇 用Microsoft Office Excel 2010 对 3
次重复的 2鄄DE 图谱上蛋白质点数目进行统计分析。

2摇 结 果

2. 1摇 不同提取方法对蛋白质双向电泳图谱质量的

影响

摇 摇 分别用 TCA 丙酮沉淀法和酚提取法提取小麦

籽粒总蛋白质,用蛋白质裂解液裂解蛋白质,用考马

斯亮蓝 Bradford 法进行蛋白质定量, 以 17 cm、
pH5 ~ 8 IPG 胶条进行双向电泳分离,硝酸银染色。
结果(图 1)显示,用酚提取法提取的蛋白质双向电

泳图谱酸性端蛋白质点较模糊,分辨率低,横竖纹干

扰严重,碱性端效果稍好,但是检测到的蛋白质点数

偏少;而 TCA 丙酮沉淀法提取的蛋白质双向电泳凝

胶图谱蛋白质点分布均匀,蛋白质点清晰且更丰富,
凝胶背景干净,横竖条纹干扰少。 用 PDQuest 软件

统计分析结果显示,在相同的参数条件下,酚提取法

可分辨出约 260 个蛋白质点,TCA 丙酮沉淀法则可

检测到约 490 个清晰的蛋白质点,比酚提取法多

230 个蛋白质点。 说明采用 TCA 丙酮沉淀法提取的

小麦籽粒蛋白质双向电泳分离效果较好。
2. 2摇 不同 pH值 IPG胶条对双向电泳图谱的影响

摇 摇 用等电点 pH 值 4 ~ 7 的 IPG 胶条进行的籽粒

蛋白质电泳分离结果表明,蛋白质大多集中在碱性

端,pH 4 ~ 5 范围内蛋白质点很少;等电点 pH 5 ~ 8

A:酚提取法;B:TCA 丙酮沉淀法。
图 1摇 不同方法提取的蛋白质双向电泳图谱比较

Fig. 1摇 Comparison of 2鄄DE maps of proteins extracted by two
methods

IPG 胶条的电泳分离结果表明:蛋白质点分布较均

匀,能更好地满足研究分析的需求(图 2)。

A:等电点 pH4 ~ 7 的 IPG 胶条;B:等电点 pH5 ~ 8 的 IPG 胶条。
图 2摇 不同 pH 值 IPG 胶条的双向电泳图谱比较

Fig. 2摇 2鄄DE maps of protein in the systems with different pH
ranges of IPG

2. 3摇 上样量及 SDS鄄PAGE 胶浓度对双向电泳图谱

的影响

摇 摇 为了更好地分离蛋白质,进一步比较分析了双

向电泳中不同蛋白质上样量和 SDS鄄PAGE 胶浓度。
选用 17 cm、pH 5 ~ 8 IPG 胶条,分别取 300 滋g、380
滋g 和 450 滋g 蛋白质样品进行双向电泳,结果见图

3。 在上样量为 300 滋g 时,双向电泳图谱上蛋白质

点模糊不清,低丰度蛋白质因不能被检测而丢失,影
响了双向电泳的准确性和重复性,经软件分析检出

304 个蛋白质点;在上样量为 450 滋g 时,蛋白质点

数多,但高丰度蛋白质点过大,出现饱和重叠现象,
掩盖了其他蛋白质点,而且图谱上横条纹比较明显,
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影响了蛋白质点的分离与分析,经软件分析检出

570 个蛋白质点;上样量为 380 滋g 时,蛋白质点清

晰,无横条纹干扰,聚焦效果好,图谱质量最佳,经软

件分析检出 516 个蛋白质点。

A:上样量 300 滋g;B:上样量 380 滋g;C:上样量 450 滋g。
图 3摇 不同蛋白质上样量的双向电泳图谱比较

Fig. 3摇 2鄄DE maps of different loading quantities of proteins

摇 摇 在选用 17 cm pH5 ~ 8 胶条、上样量 380 滋g 的

基础上,分别以 12%和 13%的 SDS鄄PAGE 胶浓度对

小麦籽粒蛋白质进行电泳分析。 分离胶浓度为

13%时,高分子量蛋白质分离不充分,蛋白质挤压叠

加,遮盖了某些蛋白质点在图谱上的表达,从而降低

了分辨率;分离胶浓度为 12%时,蛋白质分离较好,
蛋白质点清晰圆润,获得较好的分离图谱(图 4)。

A:12%分离胶;B:13%分离胶。
图 4摇 不同分离胶浓度的双向电泳图谱比较

Fig. 4摇 2鄄DE maps of protein in the systems with different gel
concentrations

2. 4摇 双向电泳图谱的重复性分析

蛋白质双向电泳图谱的重复性,是后续蛋白质

组学分析结果可靠性的基本保障。 为分析本研究建

立的小麦籽粒蛋白质双向电泳体系的重复性,在上

述优化条件的基础上,采用严格一致的操作程序,并

精确控制电泳温度与电流电压,进行了 3 次双向电

泳重复试验。 经软件分析发现,3 张图谱分别检测

到 490、512、531 个蛋白质点。 选取其中 1 张凝胶图

谱作为参考胶,其余图谱与其进行蛋白质点匹配分

析,平均匹配率达到 96% 。 蛋白质点位置在 IPG鄄
IEF 方向偏移为 (1. 79依0郾 36) mm,在 SDS鄄PAGE 方

向偏移为 (1. 65依0郾 41) mm。 说明所建立的双向电

泳体系重复性和稳定性均较高。

3摇 讨 论

蛋白质组学是后基因组时代生命科学研究的一

个重要领域,蛋白质组学研究的重要性使其相关技术

得到突飞猛进的发展[13]。 其中,双向电泳作为分离

分析蛋白质的重要手段,在蛋白质组研究中发挥着关

键作用。 因此,对双向电泳条件进行优化显得尤为重

要。
样品制备是双向电泳的第一步,采用不同方法

提取的蛋白质电泳效果不同。 增广娟等[14] 比较了

苹果叶片蛋白质的不同提取方法,结果表明改良的

Tris鄄HCl 提取法的蛋白质点最多,双向电泳效果最

好。 陈蕊红等[12] 比较分析了不同小麦花药蛋白质

提取方法,发现 TCA 丙酮法提取效果较好。 石海波

等[15]对玉米籽粒蛋白质不同提取方法的研究结果

表明,可溶性蛋白质提取法获得的蛋白质纯度高、浓
度适中、双向电泳蛋白质点最丰富,最适合双向电泳

研究。 李奇松等[16] 对比了 3 种不同的蛋白质提取
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方法,结果表明可溶性蛋白质提取法最适用于籽粒

蛋白质组学的研究。 本试验对比分析了用途较为广

泛的 TCA 丙酮沉淀法和酚提取法,结果表明 TCA
丙酮沉淀法比较适用于双向电泳图谱分析,这与王

慧娜等[11]的研究结果有分歧,推测可能与提取过程

中所用的试剂配方不同有关。
双向电泳体系中电泳条件包括胶条 pH 值、上样

量和 SDS鄄PAGE 分离胶浓度等方面[17]。 理想的 IPG
胶条,既要覆盖样品中全部蛋白质的等电点,又不能

因等电点相对集中导致大量蛋白质点聚集在一起。
本研究根据前期对小麦叶片蛋白质双向电泳分离试

验的经验,首先采用了等电点 pH 值4 ~7 的 IPG 胶条

对小麦籽粒蛋白质进行分离,发现大部分蛋白质集中

在碱性端,蛋白质点之间紧密相连,甚至重叠在一起,
模糊且不易区分,改用等电点 pH 5 ~ 8 的 IPG 胶条

后,籽粒蛋白质分辨率显著提高,分离效果较好,检测

到的蛋白质点数多。
合适的上样量和分离胶浓度在双向电泳中是非

常重要的。 过大的上样量和分离胶浓度,容易导致蛋

白质大量聚集,遮盖部分蛋白质点的表达,无法反映

蛋白质组的全部信息;上样量和分离胶浓度过低会导

致一些低分子量和低丰度蛋白质超出凝胶所容纳的

范围,不能在双向电泳图谱上显现。 上样量的多少与

IPG 胶条的长度、pH 值和蛋白质染色方法密切相关。
本研究在选用长度 17 cm、pH5 ~ 8 IPG 胶条,采用硝

酸银染色的基础上借鉴以往的操作经验,比较了不同

上样量(300 滋g、380 滋g、450 滋g)的双向电泳效果,结
果表明蛋白质点数量随上样量的增加而增多,但是当

上样量增加到 450 滋g 时,蛋白质点数量比上样量 380
滋g 时略有增多,但是蛋白质点之间出现了互相重叠,
相互干扰现象, 表明 380 滋g 的上样量较佳。 在此基

础上比较了分离胶浓度 12%和 13%的 SDS鄄PAGE 凝

胶电泳图谱,发现 12%的分离胶浓度能够更有效地

分离小麦籽粒蛋白质。 3 次重复试验结果表明,本研

究建立的双向电泳体系重复性较好。
综上所述,应用本研究建立的双向电泳体系,能够

获得重复性好、蛋白质点清晰、数量丰富的双向电泳图

谱,该体系适合于小麦籽粒全蛋白质的双向电泳分析。
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