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摘要： 利用双向电泳技术分离酿酒酵母全蛋白质，并比较了不同样品制备方法、不同凝胶参数，
以及不同染色方法对电泳结果的影响。经过各个环节的条件优化，最终获得了无明显横纵条纹，
背景清晰，分辨率较高，重复性较好的酿酒酵母全蛋白质双向电泳图谱。经 PD-Quest软件分析，
所得图谱约分离到 1 000个蛋白质点，该双向电泳图谱的构建为后续氮代谢研究奠定了基础。
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Abstract： Total proteins of Saccharomyces cerevisiae was extracted and separated by two -
dimensional electrophoresis （2-DE） in this study. Different sample preparation methods，different
parameters of the gel and different staining methods were compared for the optimization of 2-DE.
Finally，2D-gel without obvious vertical and horizontal stripes，with low background，high resolution
and good reproducibility was obtained. Analyzed by the PD-Quest software，about 1 000 protein
spots were isolated from the 2-DE protein map. The construction of 2-DE protein map provide a
firm basis for the follow-up nitrogen metabolism study.
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研究论文

酿酒酵母是与人类关系最密切的一种酵母，传
统上它用于酿酒和制作发酵食品，在现代分子生物
学中它作为真核模式菌株。 在食品安全方面，酿酒
酵母发酵过程中由于氮源利用的不同，会产生一些
危害人体健康的胺类化合物，氨基甲酸乙酯是其中
受关注较多的一种[1-2]。 目前对胺类物质产生机理研
究得还不透彻，并且大部分研究集中在基因组以及

转录组方面。 对于生物体来说，基因的功能主要通
过它编码的蛋白质来实现，因此蛋白质是生命活动
的真正执行者。 生物体的基因组相对来说是固定
的，但它的蛋白质组是动态的，同一基因组在不同
细胞、不同组织中的蛋白质表达情况各不相同。 即
使是同一细胞，在不同的生长阶段、不同的生理条
件，以及不同的环境影响下，其蛋白质组的存在状
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态也都不尽相同，因此蛋白质组是空间和时间上变
化的整体。 通过直接对细胞表达的全局蛋白质进行
研究，可以更准确地搞清基因调控的机理和生命活
动的本质过程[3]。
随着检测技术与信息技术的迅速发展，基因组

研究已经取得了很多重大的进展和成就。 然而蛋白
质组由于其自身的复杂性和不稳定性，至今尚未得
到像基因组研究一般通用 、简便 、高效的技术支
持[4]。 双向电泳与质谱结合的研究方法，是现在蛋白
质组学最为常规的实验技术。 由于双向电泳实验操
作性强、步骤繁琐、周期长，实验过程各个环节都可
能影响双向电泳对蛋白质分离的效果，直接关系到
蛋白质图谱分析的准确性和可靠性，因此对于不同
来源的样品，即便是同一物种也都需要摸索优化出
专用的实验室可重复的实验条件[5-6]。 本研究的目标
就是通过对影响双向电泳结果的各种关键条件进

行优化，建立一套高分辨率、高灵敏度、高重复度和
高稳定性的双向电泳技术体系。 为深入研究不同氮
源条件下酿酒酵母的差异蛋白质组学提供可靠依

据，进而为研究氮代谢本质调控过程奠定基础。

1.1 试验材料
1.1.1 菌株与培养条件

1）菌株：Saccharomyces cerevisiae N85，由浙江
古越龙山绍兴酒股份有限公司提供。

2）培养条件：从甘油管中取 400 μL 菌体接入
到 20 mL 的 YPD 培养基，30 ℃，200 r/min， 培养至
20 h取样。
1.1.2 试剂 固化 IPG 线性干胶条、 两性电解质
Bio-Lyte，购自美国 Bio-Rad 公司；丙烯酰胺、甲叉
丙烯酰胺、尿素、硫脲、3-（3-胆胺丙基）二甲氨基-
1-丙磺酸（CHAPS）、二硫苏糖醇（DTT）、碘乙酰胺
（IAA）、甘氨酸、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、四甲基乙
二胺（TEMED）、过硫酸铵、溴酚蓝、低熔点琼脂糖、
十二烷基磺酸钠（SDS）、考马斯亮蓝 G-250、蛋白酶
抑制剂、 蛋白测定试剂盒， 购自上海生工集团；甲
醇、正丁醇、冰醋酸、甘油、三氯乙酸（TCA）、磷酸、乙
酸钠，均为国产分析纯产品。
1.1.3 主要仪器 Ettan IPG-phor 3 型等电聚焦电
泳仪 ，Ettan DALTsix 垂直电泳系统 ，Image Master
LabScan 凝胶电泳图像分析系统 ，GE 公司产品 ；

CR22G 型高速冷冻离心机， 日本日立公司产品；
UV-2100 型紫外可见分光光度计，尼龙柯仪器有限
公司产品；PD-Quest 8.0.1 分析软件， 美国 Bio-Rad
公司研发。
1.2 方法
1.2.1 蛋白质提取 取 100 mL 酵母培养液离心
（7 000 r/min，15 min），弃去上清。用 100 mL超纯水
悬浮洗涤菌体，离心（7 000 r/min，15 min），重复 3
次得菌体沉淀。 用 2 mL细胞裂解液（7 mol/L尿素、
2 mol/L硫脲、质量分数 4% CHAPS）悬浮酵母细胞，
加入 20 μL 蛋白酶抑制剂。 冰浴中超声破碎（3 s/
2 s）30 min，期间尽量低温，完毕后离心（14 000 r/
min，30 min）。

1）丙酮沉淀法：将上清液转移到 50 mL 的离心
管中， 加入 10 倍体积丙酮溶液沉淀蛋白质，-20 ℃
放置过夜。 离心（14 000 r/min，30 min）获得蛋白质
沉淀。

2）TCA-丙酮沉淀： 将上清液转移到 50 mL 离
心管中， 加入 10 倍体积 TCA-丙酮溶液沉淀蛋白
质，-20 ℃放置过夜，离心（14 000 r/min，30 min）。用
丙酮溶液悬浮洗涤沉淀，放置 1 h，离心（14 000 r/
min，30 min），重复两次，得蛋白质沉淀。

3） 使用 GE 公司的 clean-up 试剂盒进行蛋白
质沉淀。
将蛋白质沉淀溶于 1 mL 上样水化缓冲液

（7 mol/L 尿素、2 mol/L 硫脲、质量分数 4% CHAPS、
65 mmol/L DTT、 质量分数 1% pH 3~10 的 Bio-
Lyte）中，放置 1 h 后离心（12 000 r/min，5 min），取
上清，使用上海生工集团的非干扰性蛋白质浓度测
定试剂盒，-20 ℃冷冻待用。
1.2.2 双向电泳 按照 GE 公司的 《双向电泳操作
手册》进行水化上样、等电聚焦、平衡，以及第二向
SDS-PAGE电泳。 等电聚焦时采用电压逐步优化方
案对聚焦条件进行优化，第二向分别采用质量分数
12%、14%和 15%的丙烯酰胺凝胶进行比较优化。简
要步骤如下：按表 1 要求的上样量，测定出蛋白质
浓度，计算出需要的稀释体积。 干胶条在含有蛋白
质样品的上样水化液中水化过夜。 水化过夜后的胶
条转移到等电聚焦仪器， 设定程序进行等电聚焦，
结束后立即进行平衡。采用两步平衡法，IPG胶条先
后在平衡液 I 和平衡液 II 中平衡。 进行第二向电
泳，当溴酚蓝条带移至凝胶底部时结束。

材料与方法1
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表 1 双向电泳蛋白质上样量
Table 1 Sampling amount of 2-DE

分别采用改良胶体考马斯亮蓝 G-250 染色法
和银染法对蛋白质进行染色 [7]。 脱色后的双向电泳
凝胶用 GE 公司的凝胶电泳图像分析系统 Image
Master LabScan 对其进行扫描分析。 利用伯乐公司
PDQuest 8.0.1软件进行图像分析处理。

2.1 不同蛋白质提取及纯化方法对双向电泳图谱
的影响

样品的制备方法是影响双向电泳结果的关键

因素，制备方法如果选择不当，会造成蛋白质溶解
不充分、蛋白质丢失，以及大量杂质（盐离子、核酸
等）残留等，严重影响等电聚焦过程，从而影响双向
电泳的最终结果。 高效合理的样品制备可以有效地
溶解蛋白质， 并除去蛋白质样品中的大量杂质，有
助于消除条纹，使图谱更加清晰，分辨率更高[8-9]。 因
此对样品提取过程做以下优化。
细胞裂解时胞内的蛋白酶会释放出来，造成大

量蛋白质的降解，因此在提取蛋白质时有必要加入
合适的蛋白酶抑制剂，但是在蛋白质提取过程中加
入蛋白酶抑制剂可能会对蛋白质有所修饰，从而对
双向电泳结果产生影响[10-11]。 因此，本实验中对比了
不添加（图 1（a））或者添加（图 1（b））蛋白酶抑制两
种情况下蛋白质图谱的最终结果。 图 1（a）（b）相差
不大，可以看出蛋白质在提取体系中的降解不是很
严重，添加蛋白酶抑制剂对蛋白质的修饰也不是很
严重， 用 PD-Quest 软件分析后发现添加蛋白酶抑
制剂的一组（图 1（b））比未添加的一组（图 1（a））蛋
白质点稍多一些（493∶504），因此后续实验均添加蛋
白酶抑制剂。
细胞破碎后胞内很多物质会与蛋白质一起被

提取出来，这些杂质会使凝胶上产生条纹，影响后
续的双向电泳，因此很有必要对提取的蛋白质样品
进行纯化，使其适合做双向电泳分析[9]。 试验对比了
3 种纯化蛋白质的方法，分别是：丙酮沉淀法，TCA/
丙酮沉淀法，Clean-up 试剂盒法。 从图 1（c）（d）（e）
中可以看出，丙酮沉淀法所得的双向电泳图谱在酸

性端有明显的横条纹，蛋白质点也不是很多，有文
献证明丙酮沉淀后有相当部分的蛋白质不能再复

溶[9]。 TCA/丙酮沉淀法对条纹有所缓解，但酸性端仍
有部分横条纹未被除去。 TCA/丙酮沉淀处理后蛋白
质点的数量也有所增加，说明蛋白质的复溶效果比
丙酮沉淀法要好。用 Clean-up试剂盒所得图谱在条
纹和蛋白质复溶方面都有很大的改善，所得图谱分
辨率最高，蛋白质点最多，效果最好。 因此，后续实
验大部分会采用 Clean-up试剂盒做蛋白质纯化，但
由于其价格昂贵，有少部分试验仍会使用 TCA/丙酮
沉淀法。

注：使用 7 cm pH 3~10 预制 IPG 胶条，质量分数 14%
的聚丙烯酰胺凝胶，考马斯蓝 G-250 染色法染色。 （a）（b）均
为 TCA/丙酮沉淀法纯化蛋白质；（c）（d）（e） 均添加蛋白酶抑
制剂。 其中（e）为 24 cm 凝胶 pH 3~10。
图 1 利用不同蛋白质提取方法所得双向电泳图谱

Fig. 1 2-DE map of protein sample extracted by different
methods

胶条长度/cm 水化体积/μL 蛋白质含量/μg
7 125 50~100
24 450 400~800

结果与讨论2
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2.2 不同凝胶参数对双向电泳图谱的影响
预制 IPG 胶条 pH 范围的选择对最终实验效果

影响很大， 大范围的胶条对蛋白质的覆盖率大，相
对分辨率较低，小范围的胶条正好相反[12]。根据酿酒
酵母的基因数据库，得到其 5 867 个开放阅读框，由
其基因序列推测出蛋白质序列，进而推测出蛋白质
的 PI 值和相对分子质量，利用 JVirGel 软件构建了
酿酒酵母理论全蛋白质二维分布图[13]。 从图 2 理论
分布可知，酿酒酵母有 94%的蛋白质分布在 pH 3~
10 范围内，酸性蛋白质和碱性蛋白质偏多，中性蛋
白质偏少。 根据以上结果，本实验先用 7 cm pH 3~
10 的 IPG 胶条做预实验，由图 1（a）（b）可以看出，
蛋白质在整块凝胶 pH 范围上都有分布， 并且分辨
率尚可，因此后续均采用 pH 3~10的 IPG胶条。
第二向 SDS-PAGE 对蛋白质点的分布也有一

定影响，它是通过蛋白质相对分子质量不同将蛋白
质点分离开来。 凝胶质量分数高时，垂直方向蛋白
质较为密集，分辨率不高；质量分数低时蛋白质移
动速度快，容易跑出凝胶 [14]。 因此，实验中使用了 3

种不同质量分数的丙烯酰胺凝胶做对比，结果如图
3所示。由图可以看出，质量分数 12%的凝胶所得的
图谱蛋白质点聚集在凝胶底部，质量分数 15%的底
部有一部分空白，只有质量分数 14%的蛋白质点分
布较为均匀，因此以后实验均采用 14%的丙烯酰胺
凝胶进行 SDS-PAGE。

图 2 根据预测的蛋白质等电点和相对分子质量构建的酿酒
酵母理论全蛋白质二维分布图

Fig. 2 Representation of 2 -DE gel separation of the
Saccharomyces cerevisiae proteome according to
predicted pI andmolecular weights

注：使用 24 cm pH 3~10 预制 IPG 胶条，考马斯蓝 G-250 染色法染色。
图 3 不同质量分数的丙烯酰胺凝胶所得双向电泳图谱

Fig.3 2-DE maps of Saccharomyces cerevisiae by different concentration of acrylamide gel

2.3 染色方法对蛋白质点检测的影响
不同的凝胶染色方法对双向电泳成像效果以

及蛋白质点的检测有很大影响 [7]，试验对比了常用
的考马斯蓝 G-250 染色法和银染法（图 4），已知两
种染色方法各有优势，但又各有不足。 可以看出，银
染法灵敏度高，少量蛋白质即可检测到，但银染步
骤复杂，染色时间不容易控制，染色后底色深并且
对后续的质谱分析有影响；考马斯蓝 G-250 染色法
操作简单，无毒性，染色后底色不深，对比度较高，
并且可以与下游质谱友好兼容。 由于大部分实验需
要质谱鉴定差异蛋白质点，综合考虑，本实验后续
选择考马斯蓝 G-250染色法对凝胶进行染色。

注：使用 24 cm pH 3~10 预制 IPG 胶条，质量分数 14%
的聚丙烯酰胺凝胶。 （a）蛋白质上样量 800 μg，（b）蛋白质上
样量100 μg

图 4 不同染色方法所得双向电泳图谱
Fig. 4 2 -DE maps of Saccharomyces cerevisiae by

different staining methods
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在后基因组时代，功能基因组学越来越受到人
们的关注，作为生命活动的真正执行者，全局蛋白
质研究也逐步走入了生命机制研究的核心领域 [3]。
作为蛋白质组学的常规技术，双向电泳在全局蛋白
质分离方面有着分辨率高、适用范围广、单次分离
蛋白质数量多等特有的优点。 但又由于双向电泳实
验操作性强、步骤繁琐、周期长等因素，使得双向电
泳操作过程中会出现各种各样的问题，所以对不同
来源的样品需要进行双向电泳方法的建立，并不断
进行摸索和优化。 影响双向电泳结果的因素包括试
剂的纯度、样品的制备方法、样品上样量、等电聚焦
程序、染色方法、凝胶参数、实验技术的熟练程度
等[16-17]。 加之酿酒酵母作为真核生物，其细胞结构较
原核生物来说有一定的复杂性，因此它的蛋白质双

向电泳图谱的优化工作具有重要的意义。
为了获得高分辨率、高灵敏度、高重复性、高稳

定性的双向电泳图谱，试验比较了不同的蛋白质提
取、纯化方法，调整优化了适用于实验室条件下酿
酒酵母的双向电泳体系。 经过各个条件优化，选取
了超声破碎法进行细胞破碎，在破碎过程中添加蛋
白酶抑制剂，然后用 clean-up 试剂盒对蛋白质样品
进行纯化处理，选择 24 cm pH 范围 3~10 的 IPG 预
制胶条，以质量分数为 14%的丙烯酰胺凝胶进行双
向电泳实验，然后再选取考马斯蓝 G-250 染色法对
凝胶进行染色。 最终作者建立起本实验室条件下分
辨率较高、重复性较好、无明显横纵条纹的酿酒酵
母 N85 全蛋白质双向电泳图谱（图 1（e）），经 PD-
Quest软件分析，所得图谱约分离到 1 000 个蛋白质
点，该图谱的构建为后续酿酒酵母的蛋白质组学研
究奠定了基础。

结 语3

图 5 酿酒酵母总蛋白双向电泳图谱的重复性
Fig. 5 Repeatability of 2-DE maps with the total proteins separated from Saccharomyces cerevisiae
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