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摘要 以芥菜型油菜黄化突变体 L638-y及其野生型 L638-g五叶期叶片为材料，用 IEF/SDS-PAGE双向凝胶电泳技术对两种
不同蛋白质提取方法(TCA/丙酮沉淀法和改进的 PEG分级沉淀法)进行了比较，同时在 IPG胶条 pH范围及 SDS-PAGE胶浓
度选择上进行了探索与优化．结果表明，以 pH 4～ 7 17 cm的线性 IPG胶条进行 IEF，11% SDS-PAGE进行第二向电泳，每
350 滋l体系上样量为 180 滋g，蛋白质可以得到较好的分离，2-DE图谱质量最佳．用改进的 PEG分级沉淀法提取的突变体
L638-y叶片总蛋白的 2-DE图谱可清晰识别的蛋白质点数目为(1235 依 6)个，比 TCA/丙酮沉淀法多识别出 330个蛋白质点；
用该方法提取蛋白质时，在突变体 L638-y与其野生型 L638-g叶片总蛋白 2-DE图谱上可识别出差异蛋白质点数目为 190个，
比用 TCA/丙酮沉淀法提取蛋白质时多鉴别出 100个差异蛋白质点．由此表明，研究芥菜型油菜黄化突变体 L638-y叶片蛋白
质组变化，采用改进的 PEG分级沉淀法提取蛋白质更为简单有效．
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蛋白质组技术已广泛应用于植物遗传、发育和

生理生态等诸多生物学领域[1]．双向凝胶电泳(two-
dimensional electrophoresis，2-DE)是蛋白质组学研
究中分离蛋白质的主要技术之一．利用 2-DE技术
可以对生物细胞或组织全蛋白质表达进行定性或定

量的综合性分析，尤其可以揭示不同条件下蛋白质

表达的改变．蛋白质样品制备是蛋白质 2-DE分析
中的关键步骤之一，也是进行蛋白质组学分析的前

提[2]．建立更为有效的蛋白质制样方法，高分辨率

地分离蛋白质一直是植物蛋白质组学研究中 2-DE
技术不断改进的方向．

在植物蛋白质组学研究中，用于植物组织蛋白

质提取的方法有：硫酸铵沉淀法 [3]、三氯乙酸

(TCA)沉淀法 [4]，丙酮沉淀法 [5]、TCA/ 丙酮沉淀
法 [6]，以及在甲醇中用醋酸铵沉淀 [7]等．其中，

TCA/丙酮沉淀法可使蛋白酶失活进而减少蛋白质
降解，同时可以去除杂质，比单独使用 TCA或丙
酮效果好[8-9]，因此，其应用最为广泛．但该方法

的缺点是沉淀的蛋白质复溶难、蛋白质损失较多，

而且用于提取植物叶片蛋白质时制得的蛋白质样品

中高丰度蛋白，如核酮糖 -1, 5-二磷酸羧化酶 /加
氧酶(ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase,
RuBisCO，占叶片总蛋白的 30%～50%)，大量存
在而影响低丰度蛋白的检测．据新近报道，可以通

过 PEG 分级沉淀 [10-12]、 RuBisCO 免疫耗竭柱
(Immunodepletion columns) [13]或一定浓度的钙离子

和植酸钠 [14]等方法来解决上述问题．Xi 等 [11]和

Acquadro等[12]先后在拟南芥和朝鲜蓟中用 PEG分
级沉淀法分离叶片总蛋白，有效地降低了总蛋白质

中高丰度蛋白 RuBisCO的含量，使双向电泳能够
分离鉴定出更多的低丰度蛋白，但该方法操作步骤

繁多，不够简化．目前，植物蛋白质组学的研究主

要集中在拟南芥、苜蓿、水稻、小麦、大麦和大豆
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等几个有限的物种[15]．

油菜黄化突变体 L638-y是本研究小组在芥菜
型油菜(B. juncea L. )品系 L638-g中发现的叶片黄
化的天然突变体，该黄化突变无致死效应，属于总

叶绿素(Chl)缺乏型突变体[16]．植物叶绿素缺乏突变

体不仅在研究植物叶绿素的生物合成、叶绿体结

构、分化发育及遗传控制、鉴定基因功能、了解核

质基因互作等方面具有特殊的价值，而且可以作为

苗期指示性状，用于杂交种纯度的鉴定．分析芥菜

型油菜黄化突变体 L638-y及其野生型 L638-g叶片
蛋白质组变化，将有助于揭示该突变体黄化的分子

机制及鉴定黄化相关基因．迄今，未见关于植物黄

化突变体叶片蛋白质组学研究中蛋白质样品有效制

备方法方面的研究报道．

本研究以芥菜型油菜黄化突变体 L638-y和其
野生型 L638-g的五叶期叶片为材料,比较了两种不
同蛋白质样品制备方法对 2-DE分析结果的影响，
同时对用于 2-DE分析的胶条 pH及 SDS-PAGE胶
浓度也进行了优化．旨在探索出一种适合于油菜黄

化突变体叶片蛋白质组分析的最佳样品制备方法及

2-DE技术，为开展油菜缺绿突变体蛋白质组学及
差异表达蛋白质的研究提供技术支撑．

1 材料和方法

1援1 材料

以本课题组发现、选育的芥菜型油菜黄化突变

体 L638-y和其原始品系(即野生型)L638-g为试验
材料．2009年 9月 18日将其种植于西北农林科技
大学农作二站试验地，常规田间管理．于 2009年
10月 25日(五叶期)分别选取植株第三位叶片,用液
氮速冻后存于-80℃冰箱中备用．
1援2 叶片总蛋白的提取

1.2.1 TCA/ 丙酮沉淀法．参照 Damerval 等 [6]的

方法，略有改动．取叶片 400 mg(去叶脉)置于研
钵中，加入 0.1 g PVP 于液氮中碾成粉末．转入
2.0 ml离心管中并加入 1.5 ml于-20℃预冷的提取
液(含 10% TCA和 0.07% DTT的丙酮溶液)，-20℃
沉淀过夜．于 4℃，20 000 g离心 1 h，弃上清．沉
淀悬浮于 1.5 ml -20℃预冷的丙酮溶液(含 0.07%
DTT)中，-20℃沉淀过夜．同上离心，重复洗涤沉
淀 3～4次至蛋白质为乳白色．最后将沉淀真空冷
冻干燥成干粉，于-80℃冰箱保存备用．
1.2.2 PEG分级沉淀法．参考 Xi等的方法[11]，并

根据其研究结果对该方法进行了适当改进，以简化

操作步骤，并尽可能降低 RuBisCO对低丰度蛋白
分离鉴定的影响．操作流程见图 1．详细步骤如
下：取 400 mg冻存备用的油菜叶片置于研钵中，
加液氮研磨成粉末，转入 2.0 ml 离心管中并加入
1.5 ml 4℃预冷的蛋白质提取液(其中含 0.5 mol/L
Tris-HCl pH8.7, 2% NP-40, 20 mmol/L MgCl2, 2%
DTT, 1 mmol/L PMSF, 1 mmol/L EDTA, 1% PVPP)，
混匀，4℃ , 12 000 g离心 15 min，收集上清液，沉
淀用 1.5 ml Mg/NP-40提取液洗涤 1次，同样参数
离心，上清液与前步收集的上清液合并，沉淀部分

作为组分 1(Fraction 1, F1)．向上清液中加入 50%
PEG储备液使其终浓度达到 8%，冰浴静置 30 min,
4℃，1 500 g离心 10 min，所得沉淀称为组分 2
(Fraction 2，F2)．向上清液中继续加入 50% PEG
储备液，使其终浓度达到 16%，冰浴静置 30 min，
4℃ , 12 000 g离心 15 min，所得沉淀称为组分 3
(Fraction 3，F3)．上清液加入 4倍体积的 TCA/丙
酮溶液(10% TCA, 0.07% DTT)，4℃ , 20 000 g离心
15 min，得到的沉淀为组分 4(Fraction 4，F4)．将
含 RuBisCO较多的 F1、F3组分分别单独保留，将
不含 RuBisCO的 F2和 F4组分合并称为 Ft．分别
对 F1、F3及 Ft进行以下洗涤和处理：a．TCA/丙
酮溶液(10% TCA，0.07% DTT)，-20℃ 静置 1 h，
离心收集沉淀；b．100%丙酮 (含 0.07% DTT)，
-20℃ 静置 1 h，离心收集沉淀；c．80%丙酮，
-20℃ 静置 1 h，离心收集沉淀；离心参数均为
4℃，20 000 g，15 min离心．最后,经真空冷冻干
燥，得到相应的蛋白质干粉样品．

1援3 蛋白质样品溶解与浓度测定

蛋白质干粉与蛋白质裂解缓冲液[含 7 mol/L尿
素，2 mol/L硫脲，4% CHAPS，65 mmol/L DTT，

Fig. 1 Schematic work flow of a differential PEG
precipitation for the fractionation of proteome

proteins from leaves of B. juncea

B. juncea leaves

Add PEG to 8% centrifugation

Add PEG to 16% centrifugation

4 volume TCA/Acetone
centrifugation Pellet(Ft)Pellet(F4)

Pellet(F3)

Pellet(F2)

Pellet(F1)

Cell-free slurry

Supernatant

Supernatant

Supernatant
Centrifugation

Homogenization

1026· ·



张蕊等：油菜黄化突变体蛋白质组分析：两种蛋白质提取方法比较2010; 37 (9)

2%两性电解质 Biolyte (其中 1% pH 3～10，1%
pH 4～6)]按 100∶1的比例充分混合，于 4℃搅拌、
悬浮振荡 2 min，在液氮与 35℃水浴中交替冻融 3
次，每融一次涡旋振荡 2 min，24℃下 20 000g离
心 15 min，上清液即为蛋白质样品．用 GE定量试
剂盒 2-D Quant Kit(购自 GE Healthcare Life Sciences
集团)定量后，用 1.5 ml离心管分装，于-80℃贮存
备用．

1援4 双向电泳(2鄄DE)
参照 G觟rg等[17]和 Bio-Rad双向电泳实验指南

进行．参考本研究小组以前研究报道[18]，双向电泳

上样量选用 180 滋g蛋白质，将含 180 滋g蛋白质的
上述蛋白质溶液，加适量水化上样缓冲液[7 mol/L
尿素，2 mol/L硫脲，4% CHAPS, 65 mmol/L DTT，
0.2%两性电解质 Biolyte(其中 0.1% pH 4～6, 0.1%
pH 5～7)，痕量溴酚蓝]至终体积为 350 滋l后，缓
慢均匀加入 IPG胶条槽，将 IPG胶条(pH 3～10或
pH 4～7，17 cm)胶面朝下覆盖于样品上，并覆盖
2 ml矿物油，置于 PROTEAN IEF Cell型等电聚焦电
泳仪上，20℃ 50V自动进行水化 14 h后，进行等
电聚焦(200V 1 h，500V 1 h，1 000V 1 h，10 000V
5 h，10 000V 80 000Vh)．聚焦结束后，分别用含
2% DTT 和 2.5%碘乙酰胺的缓冲液(含 1.5 mol/L
Tris-HCl， 6 mol/L 尿素， 20%甘油， 2% SDS，
0.001% 溴酚蓝，2% DTT)平衡胶条各 15 min，平
衡完毕后，将胶条紧贴在制备好的 10%(或 11%或
12%)聚丙烯酰胺凝胶上方，进行第二向电泳；至
溴酚蓝到达胶底部为止．

1援5 染色及图像扫描

电泳结束后采用改进的银染方法对凝胶进行染

色[19]．用 UMAX Powerlook 2100XL型·432·光密度
扫描仪对经银染的 2-DE凝胶进行扫描照相，分辨

率设为 600 dpi．
1援6 凝胶图像分析和数据处理

用 PDQuest 8.0.1软件对扫描获得的图像进行
分析，包括背景消减、斑点检测和匹配等，以获取

可辨的各蛋白质斑点，实验重复 3次．蛋白质斑点
选定标准是:斑点个体独立，形态明显，3次实验
重复出现．其中，PEG分级沉淀法所得 F1、F3和
Ft三组分蛋白 2-DE凝胶中斑点特征完全相同(即位
置相同、形态相同)的共有蛋白质点视为相同蛋白
质点．统计 PEG分级沉淀法制备的蛋白质在 2-DE
中分辨的蛋白质点时，F1、F3和 Ft组分中相同蛋
白质点不重复统计．

2 结果与分析

2援1 胶条 pH范围对 2鄄DE图谱的影响
以 TCA/丙酮沉淀法提取的油菜叶片蛋白质为

材料，第一向 IEF电泳分别采用 17 cm，pH 3～10
和 pH 4～7的线性 IPG胶条，第二向电泳用 10%
SDS-PAGE进行蛋白质分离，凝胶经银染，获得了
重复性较好的 2-DE图谱(图 2)．从图 2a可以看出，
用 pH 3～10的胶条进行电泳时，2-DE图谱中蛋白
质点大部分集中在 pH 4～7范围内，高丰度蛋白质
点区域(图 2a中的椭圆区域)蛋白质点重叠，分辨
率偏低，仅检测到大约(300依11)蛋白质点．从图 2b
可以看出，用 pH 4～7的胶条进行电泳时，2-DE
图谱中蛋白质点广泛分布在整个凝胶上，可检测到

大约(760 依 6)个蛋白质点，极显著地提高了蛋白质
样品的分辨率．这表明 pH 4～7的线性胶条适合于
油菜叶片总蛋白的 2-DE分离．但从图 2a 和 b都
可以看出，低分子质量蛋白质点区域蛋白质几乎泳

出凝胶，这说明第二向 SDS-PAGE的浓度尚需进
一步优化．

Fig. 2 2鄄DE maps by using linear IPG strip with pH 3～ 10(a) and pH 4～ 7(b) for IEF,
followed by the electrophoresis of 10%SDS鄄PAGE and silver stained

The proteins were prepared by using TCA/acetone precipitation, and 180 滋g/350 滋l protein was loaded.

pH 3 IEF 10 pH 4 IEF 7
(a) (b)
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94.6
66.4
45.0
35.0
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26.0

14.4
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45.0
35.0

20.0
26.0

14.4
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2援3 两种蛋白质提取方法对 2鄄DE图谱的影响
为确定合适的蛋白质样品制备方法，最大程度

降低油菜黄化突变体叶片中高丰度蛋白 RuBisCO
对低丰度蛋白分离效果的影响，本研究分别用

TCA/丙酮沉淀法和 PEG分级沉淀法提取芥菜型油

菜野生型 L638-g 和黄化突变体 L638-y叶片总蛋
白；用上述优化的 2-DE方法对通过这 2种方法制
备的蛋白质样品分别进行 2-DE分离，得到了重复
性很好的 2-DE图谱(图 4)．

2援2 凝胶浓度对 2鄄DE图谱的影响
以 TCA/丙酮沉淀法提取的油菜叶片总蛋白为

样品，用上述优化的胶条进行第一向 IEF电泳；然
后，再分别以用 10%、11%及 12%的 SDS-PAGE
胶浓度进行第二向电泳，所得 2-DE图谱见图 3．
由图 3可以看出，当用 10%的凝胶进行第二向电
泳时，高分子质量区域蛋白质点得到很好分离，但

是分子质量在 14.4 ku以下蛋白质几乎全泳出胶外，

无法得以识别(图 3a)．改用 12%凝胶后，分子质量
在 20 ku以下的蛋白质点得到了很好的分离，但分
子质量在 66.4 ku以上的蛋白质点分辨率大大降低
(图 3c)．当用 11%的凝胶进行第二向电泳时，
2-DE图谱中高、低分子质量区域蛋白质点均获得
了较好的分离(图 3b)．这表明，第二向电泳用 11%
的胶浓度更适合于油菜叶片总蛋白 2-DE的分离．

Fig. 3 2鄄DE patterns of the protein sample by using the concentrations of SDS鄄PAGE 10%(a),
11%(b), and 12%(c), following IEF with pH 4～ 7 linear IPG strip

The proteins were prepared by using TCA/acetone precipitation, and 180 滋g/350 滋l protein was loaded.

Fig. 4 2鄄DE patterns of proteins extracted with TCA/acetone precipitation and polyethylene glycol fractionation
from the leaves of wild type L638鄄g (a, b, c, d) and mutant line L638鄄y(e, f, g, h) of B. juncea

(a) and (e) Proteins prepared with TCA/acetone precipitation. (b),(c),(d),(f),(g) and (h) Proteins prepared with polyethylene glycol fractionation. (b) and

(f) F1 fraction. (c) and (g) F3 fraction. (d) and (h) Ft fraction. The spot marked in (a) was analysis by MALDI-TOF/MS. The protein spots pointed with

arrows were those only detected in PEG fractionation, but not in TCA/acetone precipitation.
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Fig. 6 Comparison of 2鄄DE maps of proteins extracted
by TCA/acetone precipitation (a) with that of Ft

fraction prepared by PEG fractionation (b)

用图像分析软件分别对上述两种方法提取的突

变体 L638-y及其野生型 L638-g叶片总蛋白 2-DE
图谱(图 4)上的蛋白质点进行统计和比较，并分析
和统计了 PEG分级沉淀相邻组分 2-DE图谱间重叠
点(overlap)亦即匹配点(matches)数目(图 5)．从图 5
可看出，用 TCA/ 丙酮沉淀法提取蛋白质时，在
L638-g叶片总蛋白 2-DE图谱(图 4a)上可清晰识别
出的蛋白质点有(815依10)个(图 5b)，在 L638-y叶片
总蛋白 2-DE 图谱(图 4e)上可识别的蛋白质点有
(905依11)个(图 5d)，用 PEG分级沉淀法提取蛋白质
时，从 L638-g叶片总蛋白 2-DE图谱(图 4b, c, d)上

共可识别出蛋白质点有(1 045依8)个(F1、F3或 Ft中
共有的相同蛋白质点不重复统计)，从 L638-y叶片
总蛋白 2-DE图谱(图 4f, g, h)上共可识别出蛋白质
点为(1 235依6)个．由图 5还可看出，用 PEG分级
沉淀法比 TCA/丙酮法提取法在 L638-g叶片总蛋
白 2-DE图谱中，多识别 230个蛋白质点(图 4b,c, d
中箭头所示蛋白质点 )，在 L638-y 叶片总蛋白
2-DE图谱中多识别 330个蛋白质点(图 4f, g, h中箭
头所示蛋白质点)．PEG分级沉淀法制备的蛋白质
样品的 2-DE图谱分辨率显著提高，尤其是能更有
效地显现出低丰度蛋白质点(图 6)．

将用上述两种提取方法制备的 L638-y叶片总
蛋白 2-DE图谱中不同分子质量或 pI区域清晰可辨
的蛋白质点数目进行统计和比较，结果见图 7．由
图 7可以看出，除了在等电点 5.0～5.4范围内，两

Protein spot3) Protein name Assession No. Species
Theoretical/Experimental

M1) SC2)

M/ku pI
1 RuBisCO large subunit gi|1346967 B. oleracea 53.4/64.1 6.04/5.88 22 43

For identification, the resulting peptide fingerprint was searched against the NCBInr or SWISS-Prot database restricted to plants, using the program

MASCOT(http://www.matrixscience.com). 1) Number of mass values matched. 2) Sequence coverage. 3) The spot marked in Figure 4a.

从图 4可以看出，在 TCA/丙酮法制备的蛋白
质的 2-DE图谱中，分子质量在 20～26 ku之间和
45.0～66.4 ku之间的区域高丰度蛋白质点相互重
叠，独立蛋白质点少，很难分辨，并且在 66.4 ku
左右有一道明显的横纹，占整个图谱的比例较大，

其中，占比例最大的蛋白质点(图 4a中 Spot No.1)
经质谱检测为 RuBisCO 大亚基(表 1)．在 PEG 分

级沉淀法提取的蛋白质的 2-DE图谱中 RuBisCO主
要存在于 F3 组分中(图 4c, g)，F1 中也有极少量
(图 4b, f)，Ft组分几乎不含 RuBisCO(图 4d, h)．这
样，在等蛋白质量上样的情况下， F1和 Ft中低丰
度蛋白的比例就会大大增加，从而使低丰度蛋白特

别是分子质量小于 26.0 ku的蛋白质点能够很清楚
地显示出来(图 4b, f, d, h)．

Table 1 The protein identified by MALDI鄄TOF MS

815

90569
321
8328

41
283
5019

136
426

90

163
510

61

(a) (b)

(c) (d)

Fig. 5 Comparison of the number of protein spots in
2鄄DE of the proteins extracted with TCA/acetone

precipitation (b, d) and polyethylene glycol fractionation
(a, c) method from the leaves of the wild type L638鄄g

(a, b) and the mutant line L638鄄y (c, d)
: PEG fractionation, F1; : PEG fractionation, F3; : PEG

fractionation, Ft; : TCA/acetone precipitation.

pH 4 IEF 7
(a) (b)
ku

94.6
66.4
45.0
35.0
26.0

ku
94.6
66.4
45.0
35.0
26.0

pH 4 IEF 7
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由此可见，用 PEG分级沉淀法提取 L638-g和
L638-y叶片总蛋白，进行 2-DE分析，可以大大提
高分辨率，分离鉴别出更多的差异蛋白质点．因

此，在进行油菜黄化突变体 L638-y叶片蛋白质组
2-DE 分析时，用 PEG 分级沉淀法提取蛋白质比
TCA/丙酮沉淀法更适合，能够提高分辨率，有效
分离低丰度蛋白质．

3 讨 论

样品制备是蛋白质组研究过程中的首要步骤，

是 2-DE 分析中蛋白质高分辨率分离的关键 [20-21]，

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．目前，生物组织全蛋白 2-DE分析中蛋白质样
品制备方法应用较为广泛的是 TCA/丙酮法[8]，但

该方法制备的植物叶片蛋白质样品高丰度蛋白

RuBisCO含量较大，影响低丰度蛋白的检测，而
低丰度蛋白往往是调节因子和信号接受分子等一些

非常重要的蛋白质，因拷贝数太低难以检测[22-23]．

Xi等[11]和 Acquadro等[12]先后在拟南芥和朝鲜蓟中

用 PEG 分级沉淀法提取叶片总蛋白，使大量
RuBisCO成分主要集中在个别沉淀组分中，有效
地降低了其他组分中 RuBisCO的含量，使双向电
泳能够分离鉴定出更多的低丰度蛋白．但是，该方

法操作步骤繁多，不够简化，特别是在样品较多的

情况下，很费时费力．本研究根据 Xi等[11]的研究

结果对其报道的叶片总蛋白 PEG分级沉淀提取方
法进行了适当改进，包括：a．将 PEG分级沉淀次

数由 5次减少到 4 次(因为用原方法所得的 F4和
F5组分均不含 RuBisCO，故其最后一次沉淀去除
RuBisCO的操作被省略)；b．根据分级沉淀所得各
组分中 RuBisCO 含量不同(RuBisCO 主要存在于
F3组分，F1中也有极少量，F2和 F4组分几乎不
含 RuBisCO)，将其归并为 3组：F1、F3 和 Ft 组
分，再分别对其进行 2-DE分析．这样就简化了实
验操作步骤，避免了对各分级沉淀组分分别进行

2-DE时的繁琐．同时，作者用 Xi等[11]报道的 PEG
分级沉淀提取方法和上述改进的 PEG分级沉淀提
取法分别制备芥菜型油菜黄化突变体 L638-y叶片
全蛋白样品，并进行 2-DE分析，所得结果基本一
致(图片资料在本文中没有示出)，说明本研究对 Xi
等[11]报道的 PEG分级沉淀提取叶片蛋白质方法所
作的改进是可行的．

本研究对 F1、F3和 Ft各组分 2-DE图谱间蛋
白质点进行匹配分析发现，相邻组分间均有很多

相同蛋白质点，各组分也都存在一些各自独有的蛋

白质点，这在黄化突变体中尤为明显(图 5a, c)．这
与 Xi等[11]的研究结果一致．因此，将 3组蛋白质
F1、F3和 Ft的 2-DE图谱分别和综合分析，使获
得的数据信息更准确、完全．用 TCA/丙酮沉淀法
提取野生型 L638-g和黄化突变体 L638-y叶片总蛋
白，进行 2-DE分析时，在 2-DE图谱上分别可以
识别出(815依10)个和(905依11)个蛋白质点(图 5b, d)，
识别出的差异蛋白质点有 90 个，当用改进的
PEG分级沉淀法时，在 L638-g和 L638-y叶片总蛋
白 2-DE 图谱上分别可以鉴别出 (1 045 依 8)个和

种提取方法分离的蛋白质点数目相似之外，在不同

分子质量区域或其他等电点区域内，PEG 分级沉
淀法均比 TCA/丙酮沉淀法能够显著地鉴别出更多
的蛋白质点．

100

0
<15 15～35 35～55 55～75 75～95 >95

M/ku

200

300

400

500

100

0

pI

200

300

400

4.6～5.0 5.0～5.4 5.8～6.25.4～5.8 6.2～6.6 6.6～7.0

Fig. 7 The distribution of protein spots in 2鄄DE corresponding to the range
of molecular mass (M) and isoelectric point (pI)

Proteins extracted from leaves of the mutant L638-y with TCA/acetone precipitation and PEG fractionation. : TCA; : PEG.
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(1 235依6)个蛋白质点(图 5a, c)，识别出的差异蛋白
质点有 190个，比 TCA/丙酮沉淀法提取蛋白质时
多鉴别 100个差异表达的蛋白质点．因为，前者有
效地将叶片中高丰度的 RuBisCO 集中在 F3 组分
中，F1组分 RuBisCO含量很少，而 Ft组分几乎不
含有 RuBisCO，这样，在同样的蛋白质上样量条
件下，增加了总蛋白中低丰度蛋白的含量，故在

F1和 Ft的组分中排除了 RuBisCO对低丰度蛋白的
检测干扰．

总之，研究芥菜型油菜黄化突变体 L638-y叶
片蛋白质组，采用本研究改进的 PEG分级沉淀法，
能高分辨率地分离识别更多种类和数量的蛋白质．

该方法不仅适用于油菜黄化突变体，而且可以拓展

到其他植物叶色突变体蛋白质组学的研究．
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Comparison of Two Protein Extraction Methods for Proteomic Analysis
of Chlorophyll鄄deficient Mutants in Brassica Juncea L.*

ZHANG Rui1)，LIU Hai-Heng2)，ZHAO Hui-Xian1)**，HU Sheng-Wu2)**

(1) College of Life Sciences, Northwest A & F University, Yangling 712100, China;
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Abstract Proteomics has become a powerful technology being successfully used in plant science research to
investigate different biological processes, including plant genetics, development, physiological ecology and
responses to climate change. Two-dimensional electrophoresis (2-DE) is a potential analytical tool in proteomics to
identify qualitative and quantitative changes of proteins and reveal the changes of protein expression under
different growth conditions. However, protein sample preparation is the key fundamental steps of 2-DE analysis,
and it is also a prerequisite for proteomics analysis. L638-y is a chlorophyll-deficient mutant naturally generated
from the wild type L638-g in Brassica juncea L., which is typical characterized with yellow leaves and no other
different traits from the wild type except leaves color. In order to efficiently analyze the differential expression
proteins between the mutant L638-y and its wild type L638-g, two protein extraction methods for proteomic
analysis, TCA/acetone extraction method and an improved polyethylene glycol ( PEG) fractionation method, were
compared. Total proteins were extracted from leaves of the mutant L638-y and its wild type L638-g at five leaves
period with the two protocols, then the samples were analyzed by 2-DE, pH of IPG strip and concentration of
SDS-PAGE being optimized. The results showed that when using 17 cm linear IPG strips pH ranged from 4 to 7,
11% SDS-PAGE, loading 180 滋g/350 滋l, proteins were better separated. Much more protein spots had been
observed in 2-DE maps of the protein samples prepared by the PEG fractionation than TCA/acetone precipitation.
In 2-DE profiles of the protein sample from mutant L638-y prepared by the PEG fractionation, as much as 1 235依6
protein spots were identified, 330 more spots than those by TCA/acetone precipitation method. By using the PEG
fractionation, 190 differential protein spots were identified between the 2-DE maps of the mutant L638-y and wild
type L638-g, 100 more spots than those by TCA/acetone precipitation. Thus, the improved PEG fractionation is
more efficient and simple for proteomic analysis of chlorophyll-deficient mutants in Brassica Juncea L.

Key words Brassica Juncea L., chlorophyll-deficient mutant, leaves proteins, protein extraction, two-dimensional
electrophoresis
DOI: 10.3724/SP.J.1206.2010.00176

1032· ·


