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摘要 通过优化组合植物蛋白质提取方法及与之匹配的蛋白质裂解液，采用改进的 O忆 Farrel双向电泳系统，以自然生境野
生芦苇叶片为材料，筛选出一种适合纤维含量高、革质化明显的 4种不同生态型芦苇(水生芦苇、轻度盐化草甸芦苇、重度
盐化草甸芦苇、沙丘芦苇)叶片蛋白质分析的双向电泳系统，即以饱和酚 -醋酸铵 /甲醇沉淀法提取叶片蛋白质样品，经裂解
液[8 mol/L尿素，2 mol/L硫脲，4% CHAPS，65 mmol/L DTT，2% Ampholine(pH3.5~10∶ pH5~8 = 1∶ 4)] 裂解后按 80 滋g
上样，银染后获得背景清晰、蛋白质分辨率较高的双向电泳图谱．该系统用于水稻等植物叶片蛋白质双向电泳分析，同样获

得较好的电泳图谱和分辨率．
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蛋 白 质 双 向 凝 胶 电 泳 (two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis，2-DE)是目前唯
一可以从等电点和分子质量两方面将数千种蛋白质

同时分离与展示的技术，因而具有较高的分辨率和

灵敏度，已成为蛋白质组学研究中的主要技术手

段．目前，已报道的双向电泳方法大多采用

O忆 Farrell[1]首创或对其稍加改进的系统，该系统最

初主要用于动物和微生物细胞或组织的全蛋白质分

析[1～3]．近年来，随着植物蛋白质组学研究的广泛

开展，O忆Farrell双向电泳技术及其改进方法越来越
多地应用于植物蛋白质组学的研究中[4～9]，然而，

由于植物材料，特别是适应恶劣自然生境的植物叶

片中常含有大量色素、酚类、有机酸、脂类及其他

次生代谢产物，这些物质常常会干扰叶片蛋白质的

提取分离及电泳行为，加之适应自然干旱和盐渍等

生境的植物叶片多纤维含量高或严重革质化，使得

双向电泳技术在这些旱生和盐生植物蛋白质组研究

中的应用受到一定影响，所以筛选能够适用于极端

生境植物材料的双向电泳系统十分必要．

样品制备是蛋白质双向电泳分析中的关键步骤

之一，不断筛选更为有效的植物蛋白质制样方法始

终是从事植物蛋白质组学研究的实验室不断追求和

改进的方向．在利用双向电泳技术进行植物蛋白质

组的研究中，已有多种蛋白质提取方法应用于不同

植物的蛋白质制样中，例如：硫酸铵沉淀法、三氯

乙酸(TCA)沉淀法、丙酮沉淀法、TCA- 丙酮沉淀
法以及用饱和酚提取，在甲醇中以醋酸铵沉淀的方

法等[10～14]，这些制样方法各有利弊，其中，又以

TCA-丙酮沉淀法应用较多[10, 11, 14, 15]．

蛋白质双向电泳分析中的第二个关键步骤是沉

淀蛋白质的重新溶解，其中，裂解液在蛋白质样品

的溶解和变性中发挥着重要作用．不同的裂解液在

植物蛋白质双向电泳研究中已有大量文献报

道[6, 7, 10, 14, 16]，但研究中发现，除了蛋白质制样方法

外，不同裂解液的组成、浓度及其配比对植物蛋白

质双向电泳行为和分辨率同样具有较大的影响[16]．

然而，目前尚未见不同蛋白质制样方法及不同裂解

液对同种植物蛋白质双向电泳影响的对比研究，也

没有将不同制样方法与不同裂解液匹配组合，筛选

出适用于极端生境植物的蛋白质双向电泳系统的

报道．
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Lysis buffer Components and concentration

A 30 mmol/L Tris-Cl pH 8.0, 1 mmol/L EDTA, 5 mmol/L MgCl2, 6 mmol/L Ascorbic acid, 1% PVP, 5% Glycerol, 0.02%
茁-Mercaptoethanol

B 8 mol/L Urea, 50 mmol/L DTT, 4% CHAPS, 2% Ampholine (pH 3.5～10∶pH 5～8=1∶4)

C 9.5 mol/L Urea, 4% NP-40, 5% 茁-Mercaptoethanol, 2% Ampholine (pH 3.5～10∶pH 5～8= 1∶4)

D 7 mol/L Urea, 2 mol/LThiourea, 4% CHAPS, 65 mmol/L DTT, 2% Ampholine (pH 3.5～10∶pH 5～8= 1∶4)

蛋白质样品中加入裂解液后室温放置 1 h，充
分溶解后 10 000 g 离心 2 min，取上清按照
Bradford[21]方法测蛋白质含量．以 80 滋g蛋白质上
样，上面覆盖 10 滋l 稀释 1 倍的裂解液，再封

50 mmol/L NaOH至管口.上槽电极液为：50 mmol/L
NaOH，下槽液为 25 mol/L的 H3PO4.室温下 200 V伊
15 min，300 V伊20 min，400 V伊30 min，500 V伊
30 min，600 V伊16 h进行聚焦．

Table 1 Components and concentrations of four different lysis buffers

甘肃省河西走廊荒漠地带自然生长有 4种不同
生态型芦苇(Phragmites communis Trin.)，即水生芦
苇(swamp reed，SR)、轻度盐化草甸芦苇(light salt
meadow reed，LSMR)、重度盐化草甸芦苇(heavy
salt meadow reed，HSMR)和沙丘芦苇 (dune reed，
DR) [17]．由于长期适应盐渍和干旱生境，这些芦苇

叶片纤维含量高、革质化明显，并积累有大量次生

代谢物及其他小分子物质[17, 18]，致使其叶片蛋白质

提取相当困难．在对不同生态型芦苇蛋白质组学的

比较分析中，经尝试使用多种蛋白质提取制样方法

和不同裂解液处理蛋白质样品后，本文通过对其中

主要采用的两种蛋白质制样方法———三氯乙酸

(TCA)/ 丙酮沉淀法、饱和酚 - 醋酸铵 / 甲醇沉淀
法，以及适用于植物材料的 4种常用裂解液的改进
配方[1, 7, 9, 14]进行了比较分析，优化筛选出一套适于

不同生态型芦苇叶片蛋白质制样及分析的双向电泳

系统，该系统用于水稻等植物叶片蛋白质双向电泳

分析时，同样获得了较好的 2-DE结果．

1 材料与方法

1援1 实验取样地及材料

实验材料取样地位于甘肃省河西走廊临泽县境

内[17]．2006年 6月下旬，取自然生长的 4种不同
生态型芦苇．每一植株取第二片完全展开的叶，分

别大量取样混合包装后，立刻放入液氮中保存备

用．水稻(Oryza sativa L.) 温室培养，培养至 5 叶
期，取其上部完全展开的第 2～3片叶，叶片立刻
放入液氮中保存备用．

1援2 叶片全蛋白的提取制备

1援2援1 TCA- 丙酮提取法． 根据 Damerval [11]及

Tsugita 等[19]所述的方法稍加改进提取植物叶片全

蛋白．取液氮中冻存的叶片 0.5 g研磨成细粉，加

入 2.5 ml 预冷的研磨提取液 (8 mol/L 尿素，
20 mmol/L DTT，2% NP-40)，研磨匀浆后转入离
心管，4℃、5 000 g离心 5 min，去除沉淀，上清
液在 4℃下以 10 000 g离心 10 min，吸取上清加入
10倍体积 10% TCA- 丙酮，混悬后-20℃放置 2 h
以上．然后 4℃、5 000 g离心 5 min，弃去上清，
沉淀中加入 100%丙酮，混悬后-20℃放置 0.5 h，
同上离心，重复 2次，蛋白质可悬于丙酮中-80℃
保存，或制成丙酮干粉保存于-80℃中．
1援2援2 饱和酚 - 醋酸铵 / 甲醇沉淀法． 根据
Hurkmann和 Tanaka[12]所述的方法稍加修改提取植

物叶片全蛋白．取液氮中冻存的叶片 0.5 g研磨成
细粉，加入 2.5 ml 预冷的研磨提取液(8 mol/L尿
素，20 mmol/L DTT，2% NP-40)，研磨匀浆后转
入离心管，4℃、15 000 g离心 3 min，取上清加入
1.2倍体积的水饱和酚，混匀，4℃、10 000 g离心
20 min，取含有色素相加入 5倍体积 0.1 mol/L醋
酸铵 / 甲醇，-20℃沉降 4 h 以上．然后 4℃、
28 000 g离心 3 min，沉淀用甲醇混悬，-20℃放置
0.5 h，5 000 g离心 5 min，重复 2次，蛋白质可悬
于丙酮中-80℃保存，或制成干粉保存于-80℃中.
1援3 第一向等电聚焦电泳

1.45 ml 的 IEF 胶由以下成分组成：尿素
0.825 g，30%丙烯酰胺 200 滋l，NP-40(10%)300 滋l，
超纯水 295 滋l，两性电解质 50 滋l (pH 3.5～10∶
pH 5～8 = 1∶4 )，10% APS 和 TEMED 各 1.6 滋l
配制 17 cm长的一向胶．4种不同裂解液的组成及
浓度配比见表 1，其中，裂解液 C为 O忆Farrell电
泳系统裂解液[1]，但 NP-40增大 1 倍，裂解液 A、
B、D依据文献报道的方法[6, 9, 10, 14, 20]，但上述裂解液

中两性电解质均采用 pH 3.5～10 和 pH 5～8 以
1∶4比例混合使用(表 1)．
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Fig. 1 Different 2鄄DE profiles of leaf total proteins extracted
from swamp reed by methods of phenol/NH4Ac鄄methyl

(a, c, e, g) and TCA鄄actone (b, d, f, h)
Each sample (80 滋g proteins) was treated with four different lysis

buffers (A, B, C and D)．The separated proteins in the 2D gels were

detected by silver staining．The boxed areas in (g) and (h) was enlarged

and showed in Figure 2a and Figure 2b, respectively．

(a) (b)

A1 A2

(c) (d)

B1 B2

(e) (f)

C1 C2

(g) (h)

D1 D2

1援4 第二向 SDS鄄PAGE
一向胶条在 0.06 mol/L Tris-Cl (pH 6.8)，

2%SDS，100 mmol/L DTT，10%甘油，0.05%溴酚
蓝组成的平衡液中平衡 30 min 后，进行第二向
SDS-PAGE，二向 SDS-PAGE胶浓度为 12.5%，稳
流 20 mA/板(200 mm伊200 mm伊1 mm)，待溴酚蓝至
胶底边缘 0.5 cm左右停止电泳．
1援5 染色及扫描

参照郭尧君[22]和安发玛西亚双向电泳实验技术

指南的银染方法进行染色，染色后胶块以 UMAX
Power Look 2100型凝胶图像扫描仪以 600 dpi进行
扫描，所得的图谱以 PDQuest (Bio-Rad) 软件进行
图像分析，扫描后的凝胶可直接切取蛋白质点进行

酶解处理后用于质谱分析．

2 结 果

2援1 蛋白质样品制备

由 TCA-丙酮提取法和饱和酚 -醋酸铵 /甲醇
沉淀法提取的芦苇叶片全蛋白质进行双向电泳分析

的结果可见(以水生芦苇显示，图 1a～h)，二者无
论在蛋白质总数还是蛋白质电泳行为上都存在一定

差异．相同条件下，用饱和酚 -醋酸铵 /甲醇沉淀
法制备的蛋白质样品，其双向电泳结果(图 1a, c, e, g)
总体优于 TCA-丙酮法制备的蛋白质样品电泳结果
(图 1 b, d, f, h)，表现在前者蛋白质点聚合较好，银
染后凝胶背景比较清晰，而后者的全蛋白质电泳结

果背景相对较深，且纵纹(图 1b, h)和横纹(图 1f)较
多．用双向电泳凝胶成像分析软件 PDQuest分别对
2种制样方法在 4种不同裂解液(A, B, C, D)中裂解
得到的双向电泳图谱进行分析，结果表明，饱和

酚 -醋酸铵 /甲醇沉淀法制备的样品，2-DE电泳结
果中的蛋白质点数依次为 A1：269，B1：334，C1：

428，D1：539，而 TCA-丙酮法提取的蛋白质得到
的蛋白质点数分别为 A2：226，B2：279，C2：309，
D2：388，均以饱和酚 -醋酸铵 /甲醇沉淀法提取的
全蛋白质双向电泳图谱蛋白质点数较多，说明该法

更有利于微量蛋白的提取和分析(图 1g, h)．对图 1
中 D1和 D2结果进行局部区域切取(方框显示部分)
的放大图谱(图 2a,b)分析结果显示，其蛋白质点数
分别是 246和 161．以饱和酚 -醋酸铵 /甲醇沉淀
法制样的 2-DE 电泳结果中蛋白质点 g1、h1、i1、
j1、k1、l1、m1(图 2b)与改进的 TCA-丙酮提取法
制样的 2-DE结果对应的蛋白质点 g2 ~ m2(图 2a)相
比面积大、染色深，说明前者提取到的蛋白质量更

大；a1、b1、c1、d1、e1、f1和 o1的蛋白质点(图
2a)与 a2 ~ f2和 o2(图 2b)相比，后者相应的蛋白质
点小或几乎无；n1在饱和酚 -醋酸铵 /甲醇法获得
的双向电泳图谱上可检测到 (图 2a)，而 TCA-丙
酮提取法中不存在(图 2b)．上述结果表明，饱和酚
-醋酸铵 /甲醇沉淀法制备的全蛋白质样品更适宜
芦苇植物叶片双向电泳分析．
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Fig. 3 Different 2鄄DE patterns of leaf total proteins
extracted from 3 terrestrial habitat ecotypes of reed growing
in natural habitats and cultured rice by selected 2鄄DE system
Each sample (80 滋g proteins) was used and the 2-DE gels were detected
by silver staining． (a) LSMR. (b) HSMR. (c) DR. (d) Rice.

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 2 Enlarged regions of the protein profiles from the
boxed areas in 2鄄DE profiles of Figure 1(g) and Figure 1(h)
Arrows indicate the proteins showing different spot intensities by protein

extraction methods of phenol-NH4Ac/methyl (Fig.2a) and TCA-actone

(Fig.2b) with lysis buffer D.

(b)(a)
a1 b1

c1

e1i1
g1

d1

h1

f1 j1k1
l1

m1 n1 o1

a2 b2
c2

e2i2
g2

d2
h2

f2 j2k2
l2

m2 n2
o2

2援2 裂解液的筛选

图 1结果显示，不论用饱和酚 -醋酸铵 /甲醇
沉淀法还是 TCA-丙酮沉淀法制样，A、B、C、D
四种裂解液的裂解能力均依次增大，其中，含有尿

素成分的 B、C、D裂解液在两种提取方法中电泳
行为都较不含尿素的裂解液 A效果好，说明裂解
液中加入尿素可以促进蛋白质在裂解液中的溶解

性，而且以含有尿素的裂解液中加入硫脲的裂解液

D效果最好，说明尿素和硫脲共用能够明显改善
2-DE电泳行为．裂解液中是否含有去污剂以及去
污剂的特性也影响 2-DE 结果，非离子去污剂
NP-40和兼性去污剂 CHAPS的使用，使得裂解液
B、C、D处理后的蛋白质处于完全溶解和离散状
态，电泳结果明显较裂解液 A处理效果好．通过
蛋白质 2-DE行为和分辨率，结合软件分析凝胶电
泳蛋白质点的数目，四种裂解液的裂解效果依次

为：裂解液 D最好，其次是裂解液 C和 B，而以
裂解液 A效果最差．
2援3 筛选体系用于其他 3种生态型芦苇及水稻等
叶片的 2鄄DE分析
通过上述制样方法和裂解液的筛选组合，确定

以饱和酚 - 醋酸铵 / 甲醇沉淀法提取叶片全蛋白
质，以含有尿素和硫脲的裂解液 D进行上样前的
裂解处理，通过一向 IEF和二向 SDS-PAGE对其
他 3种生态型芦苇：LSMR (图 3a)，HSMR (图 3b)
和 DR (图 3c)及实验室栽培水稻(图 3d)、拟南芥以
及野生红树植物进行 2-DE电泳分析 (后二者结果
未显示)，表明该筛选体系同样适用这些植物材料
的 2-DE分析(图 3)．

3 讨 论

双向电泳技术是蛋白质组学研究的核心技术，

尽可能完全地获得某一组织或器官在特定时期表达

的蛋白质种类和数量则是双向电泳分析的前提和基

础，所以，蛋白质提取制样和提取蛋白质的充分再

溶是该技术成功应用的关键．对于植物材料全蛋白

质的样品制备，目前文献多采用的是 TCA- 丙酮
法 [11, 14, 18]，即植物材料在液氮中研磨后，加入含

0.07% 茁-巯基乙醇的 10% TCA-丙酮，没有滤去组
织残渣直接沉淀提取蛋白质，这样得到的蛋白质在

电泳过程中容易产生横纹和纵纹干扰，电泳行为和

重复性受到一定影响，本研究中对该法进行了部分

改进，将叶片在液氮中研成细粉后，4℃下加入提
取液继续研磨，离心除去残渣后再用 10% TCA-丙
酮提取蛋白质，2-DE电泳分辨率和电泳行为较直
接沉淀提取蛋白质有所改善，但由于 TCA-丙酮法
易富集碱性蛋白[23]，加之以该法提取的蛋白质难以

完全再溶[10, 11, 18]，致使电泳结果中蛋白质数量相对

较少 (图 1)．
和改进的 TCA-丙酮法相比，饱和酚提取，随

后在甲醇中用醋酸铵沉淀蛋白质的制样方法，容易

去除样品中的多糖和酚类物质，且提取的蛋白质量

较大，更适于杂质含量较高的植物蛋白质样品提

取，其不足之处在于耗时稍长．但是无论其 2-DE
分辨率还是电泳结果中的蛋白质数量都明显优于前
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者，在植物蛋白质 2D电泳的制样中显示出一定优
势(图 1)．
除了选择适宜的蛋白质制样方法外，增加蛋白

质在裂解液中的溶解度和解聚状态，同时防止蛋白

质在裂解处理过程中的降解．丢失是利用双向电泳

技术分析植物蛋白质的核心所在．裂解液的组成中

主要包括离液剂、还原剂及各种去污剂等[10]．在本

文对比筛选的 4种裂解液中，以尿素和硫脲并用的
D裂解液效果最好．作为变性剂，尿素可以改变溶
液中的氢键结构，使蛋白质解折叠并充分伸展而暴

露出疏水中心，增加蛋白质的溶解度，而硫脲的加

入可以进一步提高溶解度，特别是偏疏水性的蛋白

质(如膜蛋白)[10, 12, 16]，从而整体上提高了 2-DE胶上
蛋白质数量和含量．表面活性剂的使用可以溶解经

过变性剂处理而暴露出的蛋白质的疏水基团，相对

于非离子去污剂 NP-40，兼性离子去污剂 CHAPS
更为温和，增溶效果更好，它能够确保蛋白质完全

溶解并防止蛋白质通过疏水相互作用而发生聚

合[13]，这也是采用裂解液 D产生较好 2-DE结果的
另一原因．在变性剂和表面活性剂联用条件下使用

还原剂，可使样品蛋白中的二硫键断裂，肽链都处

于无二硫键连接的、分离的还原状态[10, 15]，4种裂
解液中使用的 2种还原剂 茁-巯基乙醇和 DTT中，
前者不仅要求浓度较高，而且其中含有的某些不纯

的物质容易干扰试验结果[10]，而低浓度的 DTT则
可克服这一不足，可见，裂解液 D是裂解蛋白质
所需各成分以适宜浓度和比例较为理想的匹配

组合．

此外，利用本系统在第一向等电聚焦中没有进

行预电泳，而是适当延长整个聚焦的时间(总的伏
小时数达到 10 000 Vh左右)，实验结果证明同样可
以得到较好的效果．经过对多种植物叶片全蛋白

2-DE 电泳的反复试验还发现，对于胶管内径为
1.5 mm、胶长度为 17 cm的胶而言，不同植物全蛋
白的加载量在 70～80 滋g为宜．上样量过大，蛋白
质互相重叠，不易分开；上样量太小，则低丰度蛋

白点难以显出．第二向 SDS-PAGE胶浓度大多以
12.5%为宜，对于不同样品可根据第二向电泳行为
对其胶浓度稍做调整．

经过对芦苇植物叶片全蛋白样品提取方法、样

品裂解液及凝胶浓度的筛选，并结合适宜的电泳染

色方法及电泳参数设置的筛选和优化，建立了一套

重复性较好、清晰度较高、适合不同生态型芦苇叶

片全蛋白分析的双向电泳系统，为进行不同生态型

芦苇蛋白质组的深入研究奠定了基础．经实验室培

养的水稻(图 3, 4)、拟南芥及野生红树植物叶片(未
显示)的全蛋白双向电泳对比实验证实，该方法同
样取得较好结果，说明这一优化 2-DE体系适用于
多种植物叶片蛋白质组的分析，可作为不同植物材

料叶片蛋白质组研究中预试分析和微调优化且相对

经济的 2-DE体系．该 2-DE 体系用于 Bio-Rad和
GE Healthcare不同 pH梯度 17 cm和 18 cm长的商
品 IPG胶条，适当加大上样量后，分离的蛋白质
点数更多，电泳行为和效果更好，目前已在不同实

验室多种植物材料叶片蛋白质组分析研究中应用．
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Selection and Optimization of 2鄄DE System for Leaf Proteome Profiling of
Different Ecotypes of Reed Growing in Natural Habitats*

LIN Wen-Fang**, CHEN Lin-Jiao, PENG Hao, ZHU Xue-Yi ***

(School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China)

Abstract An optimized two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-DE) system for analyzing plant
proteins was developed by evaluating different reagents and concentrations used in the sample extraction solutions
and lysis buffers. Two main sample preparation methods, referred to as trichloroacetic acid (TCA)-acetone method
and phenol extraction-ammonium acetate/methanol (phenol-NH4Ac/methanol) precipitation method, were
compared. Four ecotypes of reed plants (Phragmites communis Trin.) from the desert region of north-western China
were used as experimental materials: (1) swamp reed (SR) which grows in water about 1 m deep; (2) dune reed
(DR) which grows on 5～10 m high sand dunes; (3) heavy salt meadow reed (HSMR) which grows on low-lying
salt flats; and (4) light salt meadow reed (LSMR) which grows in the transition area between DR and HSMR
growing areas. The optimized phenol-NH4Ac/methanol precipitation method consisted of extracting leaf proteins of
different ecotypes of reed with water-saturated phenol and then precipitating with a 5-fold volume of 0.1 mol/L
NH4Ac in methanol, followed by dissolving in the lysis buffer. The optimized protein lysis buffer consisted of
7 mol/L urea, 2 mol/L thiourea, 4% CHAPS, 2% Ampholine(pH 3.5～10∶pH 5～8 = 1∶4) and 65 mmol/L DTT.
The prepared protein sample (80 滋g) was then separated by 2-DE gel and detected by silver staining method. This
improved 2-DE system resulted in a 2-D protein profile of higher resolution and higher protein yields as analyzed
by PDQuest software. Good results were also obtained when this 2-DE system was used in 2-D analysis of proteins
from other plant materials, such as rice leaves, indicating that it is a suitable 2-DE system for analyzing leaf
proteins of different plant species.
Key words Phragmites communis Trin., different ecotypes, leaf protein preparation, lysis buffer,
two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-DE)
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