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Abstract： In order to establish the two-dimensional electrophoresis （2-DE） conditions of Zizania
latifolia，the effects of different protein extraction methods，loading amount，pH ranges of IPG strip
and gel concentration，etc. on 2-DE maps were investigated. The results showed that the modified
phenol extraction protocol is more suitable for total protein extraction of Z. latifolia compared with
TCA/acetone protocol. And a high quality 2-DE map with more protein spots，clear background and
high protein point resolution was obtained using the following optimized procedure：loading 1.0mg
protein sample on 17 cm IPG strip with pH 4-7，SDS-PAGE with 12 g/dL gel concentration，and
finally detecting proteins with coomassie brilliant blue G250 staining. The research provides a basis
for further study of the Z. latifolia proteomics.
Keywords： Zizania latifolia，proteomics，two-dimensional electrophoresis

摘要： 为建立茭白总蛋白质双向电泳技术体系，研究了 TCA/丙酮沉淀法和改良酚抽法两种不同
总蛋白质提取方法、 蛋白质上样量、pH值范围及凝胶质量浓度等条件对 2-DE 的影响。 结果表
明，改良酚抽法更适合茭白总蛋白质的提取，采用 17 cm、pH 4~7 的胶条、1.0 mg 的蛋白质上样
量、12 g/dL 的凝胶浓度、考马斯亮蓝 G-250 胶体考染法染色，最终可获得蛋白质点较多，背景清
晰，分辨率较高的 2-DE图谱，为进一步开展茭白差异蛋白质组学研究奠定了基础。
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蛋白质是基因表达的产物，直接参与生命的各

种生理代谢活动，是生物细胞各种代谢和调控途径

的靶分子，也是联系基因和生理代谢的重要桥梁 [1]。
随着功能基因组学的兴起，蛋白质组学成为生命科

学研究的重要内容，目前已广泛应用于植物生理的

研究，如植物群体遗传蛋白质组、植物信号应答蛋

白质组和植物组织器官蛋白质组等 [2]。 双向电泳技

术 （Two-dimensional electrophoresis，2-DE）作 为 蛋

白质组学三大关键核心技术之一，是目前惟一能同

时将上千种蛋白质分离和展示的方法，也是分析复

杂组分蛋白质分辨率最高的工具 [3]。 由于植物中蛋

白质含量相对较低，且含有如色素、淀粉、多糖、多

酚、单宁和有机酸类等大量干扰性物质，给植物蛋

白质组学研究增加了困难，因而双向电泳技术在植

物中的应用早期主要集中于拟南芥 [4]、水稻 [5]、小麦
[6]、玉米[7]等传统模式作物。 近年来，随着蛋白质提取

技术的改进，双向电泳技术在桃[8]、草莓[9]、柑橘[10]、西

红柿 [11]、生菜 [12]、发菜 [13]等水果蔬菜中的应用逐渐增

多，但在茭白中的应用鲜见报道。 茭白属禾本科宿

根性多年水生草本植物， 是我国特有的水生蔬菜，
其质地脆嫩、味道鲜美且营养丰富，素有“水中参”
的美称[14]。 然而，茭白不耐贮藏，采后常温下 3 d 左

右就出现组织软化及木纤化等品质劣变现象，商品

价值急剧下降。 研究茭白采后品质劣变过程中的蛋

白质组学，对从分子层面深入揭示茭白品质劣变机

制具有重要意义。 作者以茭白为研究对象，拟通过

对总蛋白质提取方法和双向电泳条件的优化，建立

适合分离茭白蛋白质的双向电泳技术体系，为进一

步开展茭白差异蛋白质组学的研究奠定基础。

1.1 材料与仪器

1.1.1 材料 试验用茭白为 5 月上旬成熟的江苏

地产露天茭白，采收后剥去外壳叶鞘，迅速用液氮

冷冻，保存于-70 ℃冰箱备用。
1.1.2 试剂 苯甲基磺酰氟（PMSF）、乙 二 醇-双-
（2-氨基乙醚）四乙酸（EGTA）、固化 pH 梯度干胶条

（IPG，）、两性电解质（Bio-Lyte）、二硫苏糖醇（DTT）、
碘乙酰胺（IAA）、丙烯酰胺（Arc）、N，N′-甲叉双丙烯

酰胺（Bis）、二甲氨基丙磺酸（CHAPS）、低熔点琼脂

糖、考马斯亮蓝 G-250：购自美国 Bio-Rad 公司；三

氯乙酸（TCA）、尿素、硫脲、甘氨酸、β-巯基乙醇（β-

Me）、十二烷基磺酸钠（SDS）、聚乙二醇辛基苯基醚

（Triton X-100）、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷（Tris）、过 硫 酸

铵、矿物油、Tris 平衡酚、四甲基乙 二 胺（TEMED）、
牛血清蛋白（BSA）：均为分析纯。
1.1.3 仪器 高速冷冻离心机：GL-20G-Ⅱ， 上海

安 亭 科 学 仪 器 厂 ； 微 量 高 速 冷 冻 离 心 机 ： 美 国

FRESCO 17 Thermo 电子公司；等电聚焦仪：Protean
IEF System，美国 Bio-Rad 公司；大型垂直电泳槽：
PROTEAN II XL Cell，美国 Bio-Rad 公司；凝胶成像

系统：Versdoc 3000，美国 Bio-Rad 公司。
1.2 蛋白质提取与含量测定

1.2.1 三氯乙酸（TCA）/丙酮沉淀法 参照刘倩等[15]

的方法稍作修改。 称取 5.0 g 茭白样品，用液氮研磨

成 粉 ， 加 入 一 定 量 的 提 取 液 Ⅰ （含 10%TCA 和

0.07%DTT 的丙酮溶液），- 20 ℃沉淀过夜；4 ℃、13
000 g 离心 15 min， 弃上清液； 加入提取液Ⅱ （含

0.07%DTT 的丙酮溶液） 于-20 ℃沉淀 1 h，4 ℃、16
000 g 离心 15 min，弃上清液，重复用提取液Ⅱ悬浮

沉淀 3 次。 沉淀放入 4 ℃冰箱中干燥后溶于 1 mL
水化液 （7 mol/L 尿素，2 mol/L 硫脲，4%CHAPS，1%
DTT，0.5%Bio-Lyte）中，-70 ℃保存备用。
1.2.2 改良酚抽法 参照 Zhang 等 [8]的方法稍作修

改。 称取 5.0 g 茭白样品，用液氮研磨成粉，加入 50
μL、100 mmol/L PMSF 原液和 5～6 mL 4 ℃预冷 2 h
以 上 的 蛋 白 质 提 取 液 （含 有 60 mmol/L Tris，1.05
mol/L 蔗 糖 ，10 mmol/L EGTA，1% Triton X-100 以

及 1 mmol/L DTT，pH 8.3）继续研磨。匀浆液以 16 000 g
离心 30 min。 上清液中加入 2.5～3 倍体积的 pH 为

7.8 的 Tris-饱和酚， 充分摇荡， 混匀，4 ℃静置 1～2
h，16 000 g、4 ℃离心 30 min，取上层酚相，加入至少

5 倍体积-20 ℃预冷丙酮， 充分混匀，-20 ℃下过夜

培养，沉淀蛋白质。 沉淀分别用预冷的甲醇和丙酮

冲洗 2 次，4 ℃下干燥后溶于 1 mL 水化液中，-70 ℃
保存备用。
1.2.3 蛋白质的测定 参照 Bradford[16]的方法进行。
1.3 双向电泳

第一向采用 17 cm pH 3-10 或 pH 4-7 的 bio-
rad 预制胶条进行水化上样 （上样量分别为 0.8、1.0
mg， 上样体积 350 μL）， 参照表 1 设置等电聚焦程

序。 等电聚焦结束后将第一向胶条分别置于含 2%
DTT 和 2.5%IAA 的 平 衡 液 中 （6 mol/L 尿 素 ，75
mmol/L Tris-HCl，pH 8.8，20%甘 油，4 g/dL SDS）各

平衡 15 min，然后再转移第二向垂直电泳。

材料与方法1
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第二向 SDS-PAGE 采用的胶质量浓度为 12 g/dL，
采用恒功率进行垂直电泳，起始用 1 W/gel 进行 100
min 后， 改为 15 W/gel 直到溴酚蓝到达胶底部，停

止电泳，取下凝胶。
染色方法采用考马斯亮蓝 G-250 胶体考染。 凝

胶在（40%甲醇，10%冰醋酸，50%超纯水）中固定 2
h，用改 进 的 胶 体 考 染 液（0.12% G-250，10%磷 酸，
10%硫酸铵，20%甲醇）染色过夜，用蒸馏水冲洗凝

胶两次，加入脱色液（10%甲醇，8%冰醋酸，82%超

纯水）进行脱色，直到凝胶背景清晰，蛋白质点明显

可见为止。
1.4 凝胶的图像采集与分析

脱色后的凝 胶 用 Versdoc 3000 凝 胶 成 像 系 统

采集图像，分辨率为 300 dpi，保存为 GSC 的图像文

件，应用 PDQuest 7.2 软件进行图像分析。

2.1 不同提取方法对蛋白质产量和 2-DE 效果的

影响

试验用 TCA/丙酮沉淀法和改良酚抽法提取茭

白总蛋白质，经 Bradford 法定量分析表明，用 TCA/
丙酮沉淀法提取的蛋白质质量浓度平均值为 4.95
mg/mL，而改良酚抽法为 19.98 mg/mL，约为 TCA/丙
酮沉淀法的 4 倍，差异显著，表明改良酚抽法对茭

白总蛋白质提取效果明显优于 TCA/丙酮沉淀法。取

TCA/丙酮沉淀法和改良酚抽法得到的蛋白质样品，
分别以17 cm、pH 3~10 和 pH 4~7 IPG 胶条、1.0 mg
上 样 量 、12 g/dL SDS-PAGE 进 行 双 向 电 泳 分 离 ，
0.12%考马斯亮蓝 G-250 胶体考染法染色， 比较两

种提取方法对 2-DE 效果的影响，结果见图 1。
图 l 显示，用 TCA/丙酮沉淀法和改良酚抽法提

取的蛋白质， 所得的 2-DE 图谱蛋白质点均较清晰

呈圆形，凝胶背景干净，分辨率较高，横竖条纹干扰

较少。 经 PDQuest 7.2 软件统计分析，在相同参数设

置条件下，TCA/丙 酮 沉 淀 法 在 胶 面 上 可 分 辨 出 93
个蛋白质点，改良酚抽法则可检测到 657 个清晰的

蛋白质点， 比 TCA/丙酮沉淀法多 564 个蛋白质点，
进一步证明了改良酚抽法对茭白总蛋白质提取效

果优于 TCA/丙酮沉淀法。 然而，刘倩等[15]采用 TCA/
丙酮沉淀法提取茭白总蛋白质，银染法染色后所得的

2-DE 图谱可检测到 1 500 个蛋白质点，这可能与银染

法的高灵敏度有关，具体原因还有待进一步研究。

图 1 不同提取方法对茭白 2-DE 图谱的影响

Fig. 1 Effect of different protein extraction methods on
2-DE map of Z. latifolia

2.2 第一向等电聚焦 pH 范围对 2-DE 效果的影

响

为获得最适合茭白总蛋白质分离的 IPG 胶条

pH 范围， 首先采用 17 cm、pH 3~10 的 IPG 胶条对

TCA/丙酮沉淀法提取的蛋白质进行双向电泳分析，
结果见图 1a。 图 1a 显示，茭白总蛋白质主要分布在

酸性至中性区域， 而碱性端蛋白质点数量较少，且

蛋白质点存在一些重叠现象，表明利用 pH 3~10 的

胶条不能有效地将蛋白质点分开。 为了达到更好的

分离效果，用 pH 4~7 的胶条对改良酚抽法提取的蛋

白质样品进行试验。 结果显示，分离效果明显提高，
在 pH 3~10 胶条上没有分开的点已经完全分开，没

有明显的重叠现象，在整个图谱上的分布较为理想，
极大地提高了 2-DE 图谱的分辨率（图1b）。

表 1 17 cm 线性胶条的双向电泳等电聚焦程序

Table 1 Isoelectric focusing programme of 2-DE with 17 cm liner strips

步骤 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
状态 除盐 除盐 除盐 除盐 升压 升压 等电聚焦 保持

升压模式 线性 线性 线性 快速 线性 线性 快速 快速

温度 20 ℃ 20 ℃ 20 ℃ 20 ℃ 20 ℃ 20 ℃ 20 ℃ 20 ℃

等电聚焦程

序

100 V 200 V 500 V 1 000 V 4 000 V 8 000 V 8 000 V 500 V

1 h 1 h 1 h 1 h 2 h 2 h 60 000 VH 任意时间

结果与分析2
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2.3 蛋 白 质 上 样 量 和 SDS-PAGE 胶 质 量 浓 度 对

2-DE 效果的影响

取酚抽法得到的茭白蛋白质样品，选用 17 cm、
pH 4~7 的 IPG 胶条，分别取 0.8、1.0 mg 的蛋白质样

品进行双向电泳。上样量为 0.8 mg 时，2-DE 图谱上

蛋白质点较少，只检测到 596 个蛋白质点，蛋白质

点丰度均较弱， 尤其低丰度蛋白质不能被检测到，
影响了双向电泳的准确性和重复性（图 2a）；上样量

为 1.0 mg 时，蛋白质点数较多，检测到 657 个蛋白

质点，且蛋白质点清晰，重叠现象少，图谱质量较佳

（图 2b）。
此外，SDS-PAGE 分离胶浓度也是影响蛋白质

分离效果的重要因素。 双向电泳中，由于不同来源

的蛋白质分子质量范围不同，适宜的 SDS-PAGE 凝

胶质量浓度亦不同。 根据多次试验分析表明，茭白

总 蛋 白 质 第 二 向 SDS-PAGE 胶 的 质 量 浓 度 在 12
g/dL 最为合适，太低会导致小相对分子质量蛋白质

点丢失，太高会导致蛋白质点分辨率不高，且出现

部分蛋白质点重叠现象。 于冯等[17]在对秋茄叶片及

刘丽娟等在对生菜叶片总蛋白质双向电泳技术体

系的研究中也得到类似结果。

图 2 不同蛋白质上样量对茭白双向电泳图谱的影响

Fig. 2 Effect of different loading quantities on 2 -DE
maps of Z. latifolia

3.1 蛋白质提取方法

蛋白质样品制备是双向电泳技术体系中最关

键的步骤，样品中蛋白质的种类、纯度和再溶性将

直接影响双向电泳的成败。 丙酮法、TCA/丙酮法和

酚抽法是目前植物组织蛋白质提取常用的 3 种方

法。 然而，由于不同植物其组成成分各不相同，而且

含有大量干扰性物质如色素、多糖、核酸、脂类和盐

类等， 至今并没有哪一种方法能适用于所有植物，
研究人员往往根据自己研究的实验材料探索适宜

的蛋白质提取方法。 Muccilli 等[10]比较了 TCA/丙酮

法和酚抽法提取柑橘果实总蛋白的效果，发现酚抽

法提取得到的蛋白质纯度高，经双向电泳分析能得

到分辨率较高的图谱；梁文裕等 [13]对发菜总蛋白质

提取方法的研究表明，改良 TCA/丙酮法得到的蛋白

质含量虽然少于酚抽法，但电泳图谱显示蛋白质分

离效果较酚抽法好， 蛋白质点清晰。 作者比较了

TCA/丙酮法和酚抽法提取茭白总蛋白的双向电泳

结果，发现利用酚抽法提取蛋白质，不仅提取效率

高，而且杂质干扰少，得到的 2-DE 图谱中，蛋白质

条带清晰，数量较多，适合茭白总蛋白质的提取。
3.2 上样量的选择

上样量的多少是影响 2-DE 图谱清晰度及蛋白

质点多少的另一重要因素， 受到 IPG 胶条长度、pH
范围、染色方法、高丰度和低丰度蛋白的分布等多

种因素的制约。 过低的上样量不利于一些低丰度蛋

白的检测，但过高的上样量也会导致蛋白质在聚焦

过程中发生沉积而不能很好地进入 IPG 胶条。 甘露

等对甘蓝型油菜蛋白质双向电泳体系研究表明，采

用 17 cm、pH 4~7 的 IPG 胶条时， 最适蛋白质上样

量为 1.0 mg。 本试验选用 17 cm、pH 4~7 的 IPG 胶

条、考马斯亮蓝 G-250 染色，比较了 0.8、1.0 mg 两

种不同上样量的双向电泳结果， 发现上样量为 1.0
mg 时，得到电泳图谱中蛋白质点数较多、背景清晰。
3.3 IPG 胶条 pH 范围

IPG 胶条 pH 范围对双向电泳图谱也有重要影

响。 宽 pH 范围的 IPG 胶条能初步分析蛋白质的分

布状况， 但是等电点相近的蛋白质难以有效分离，
窄 pH 范围 IPG 胶条尽管会丢失其 pH 值范围之外

的蛋白质，但分辨率和灵敏度大大提高。 作者首先

采用 pH 3~l0 的 IPG 胶条对茭白蛋白质进行分离，
发现茭白蛋白质主要分布在 pH 4~7 范围， 进一步

选用 pH 4~7 范围的 IPG 胶条进行双向电泳分离，
分辨率得到显著提高。

通过对茭白总蛋白不同提取方法、 不同 pH 梯

度范围、不同蛋白质上样量的选择，探索出一套适

合茭白蛋白质分析的双向电泳方法，即采用改良酚

讨 论3
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抽 法 制 备 蛋 白 质 干 粉、17 cm、pH 4~7 的 胶 条、1.0
mg 的蛋白质上样量、12 g/dL 的 SDS-PAGE 凝胶浓

度，经考马斯亮蓝 G-250 胶体考染法染色后可获得

分辨率高、重复性好的蛋白质 2-DE 图谱。
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