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Abstract： In order to establish two-dimensional electrophoresis technology system of total proteins
of Pteridium aquilinum，2-DE maps was compared with protein extraction method，loading amount
and pH ranges of IPG strips The results showed that phenol extraction protocol combined with TCA/
acetone was more favorable for total protein extraction from fresh Pteridium aquilinum. A high
quality 2-DE map with more protein spots，better dispersion，clearer background and higher protein
point resolution were acquired by using the following optimized parameters：loading 1200μg protein
sample on 17cm IPG strip with pH 5-8，and finally detecting proteins with Coomassie brilliant blue
G250 staining. Under above experimental conditions，the total number of protein spots is 719，this
experimental results provides a basis for further study of post -harvested Pteridium aquilinum
proteomics.
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摘要： 为了建立蕨菜中总蛋白质的双向电泳技术体系，作者以新鲜蕨菜为实验材料，分别比较了
不同蛋白提取方法，不同上样量以及不同 pH 范围 IPG 胶条对 2-DE 图谱的影响。 结果表明，采
用 TCA-丙酮结合酚抽法提取蕨菜中的蛋白质，采用 IPG 胶条 pH5-8、蛋白质的上样量为 1 200
μg、考马斯亮蓝 G-250胶体考染法进行染色。 在此条件下进行蕨菜全蛋白质的双向电泳所得到
的图谱蛋白质点多达 719个，且蛋白质点分布均匀、背景清晰、分辨率较高。
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蛋白质是生命体活动的体现者和执行者，蛋白

质组学技术已成为探索果实蔬菜采后成熟衰老机

理的重要手段，已被应用于草莓 [1]、桃 [2-3]、葡萄 [4]、番

茄[5]、柑橘[6]等果实成熟衰老的研究。 目前，蛋白质组

学在果实成熟衰老研究中的应用主要集中 4 个方

面[7]：①成熟过程不同品种、不同成熟度果实的蛋白

表达比较；②果实的抗病性研究；③采后处理对果

实成熟调控机理的研究； ④果实的冷害机理研究，
这些研究结果为阐述果实成熟衰老过程中各个生

理生化过程的分子机理提供了新的思路和理论依

据。 由于植物中蛋白质含量相对较低，且含有如色

素、多糖、酚类物质、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。 近年来，
随着蛋白质提取技术的改进，双向电泳技术已广泛

地应用在桃 [3]，番茄 [5]，草莓 [1]等果蔬上，但在蕨菜中

的应用未见报道。
蕨菜又名蕨苔、龙头菜、拳头菜，属凤尾蕨科中

可食用的多年生草本植物。 蕨菜营养丰富、味道鲜

美，其营养价值和药用价值高，蕨菜中不仅含有丰

富的膳食纤维、维生素和矿物质等，而且现代医学

研究认为蕨菜具有提高免疫力、治疗心脑血管疾病

等药用保健功能 [8]。 由于新鲜蕨菜在贮藏及运销过

程易出现营养流失，组织变硬和纤维化、变色、风味

下降等品质劣变现象，从而缩短了产品的贮藏和货

架寿命，常温下仅能维持 3～5 d。 研究蕨菜采后品质

劣变的蛋白质组学，可从蛋白质分子水平上揭示蕨

菜品质劣变机理具有重要意义，为生产实践中开发

蕨菜的保鲜技术提供理论指导。
作者以皖南山野蕨菜为研究对象，通过比较不

同蛋白质 提 取 方 法， 不 同 上 样 量 及 不 同 pH 范 围

IPG 胶条对 2-DE 图谱的影响， 以期探索出一种适

合蕨菜的蛋白质组分析的方法，为进一步开展蕨菜

差异蛋白质组学的研究作铺垫。

1.1 试验材料

1.1.1 材料 实验用蕨菜为 3 月下旬可食用的池

州三台山产的蕨菜，选择新鲜、绿色、叶片未展开、
呈拳状弯曲，无病虫害、无机械损伤蕨菜，采收后迅

速用液氮冷冻，保存于-70 ℃冰箱备用。
1.1.2 试剂 乙 二 醇-双-（2-氨 基 乙 醚） 四 乙 酸

（EGTA）、苯甲基磺酰氟（PMSF）、固化 pH 梯度干胶

条 （IPG，）、 两性电解质 （Bio-Lyte）、 二硫苏糖醇

（DTT）、碘代乙酰胺（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（LMP）、考马斯亮蓝 G-250 等：购自

美 国 Bio-Rad 公 司 ；三 氯 乙 酸 （TCA）、丙 酮 、尿 素

（Urea）、硫 脲（Thiourea）、甘 氨 酸（Glycine）、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）、 矿物油、 过硫酸铵 （Aps）、 四甲基乙二胺

（TEMED）、Tris-平衡酚、牛血清蛋白（BSA）等：均为

国产分析纯。
1.1.3 仪器 高速冷冻离心机：GL-20G-Ⅱ 上海安

亭科学仪器厂产品；微量高速冷冻离心机：FRESCO
17 Thermo 电子公司产品； 等电聚焦仪：Protean IEF
System， 美 国 Bio-Rad 公 司 产 品 ； 垂 直 电 泳 仪 ：
PROTEAN II XL Cell 美国 Bio-Rad 公司产品；凝胶

成像系统：Versdoc 3000，美国 Bio-Rad 公司产品。
1.2 蛋白质提取与质量分数测定

1.2.1 酚抽法 根据 Bianco 等 [9] 的方法并加以改

进： 称取 5 g 蕨菜茎部分， 用液氮在研钵中研磨成

粉。 然后加入 20 mL 的匀浆缓冲液（匀浆液 pH 8.0，
其 中 含 有 65 mmol/L Tris，1.05 mol/L sucrose，10
mmol/L EGTA，1 mmol/L PMSF，1 mmol/L DTT 以 及

质量分数 1% Triton X-100 继续研磨。 匀浆液以 10
000 g 离心 30 min，在上清液中加入 3 倍体积的 pH
为 7.8 的 Tris-平衡酚，充分涡旋摇荡，混匀，10 000
g，4 ℃下离心 30 min，上层为酚相，中间白色物质为

杂质，下层为水相。 回收酚相，加入 5 倍体积预冷丙

酮，充分混匀，-20 ℃下过夜培养，沉淀蛋白。 沉淀分

别用预冷的甲醇和丙酮冲洗 2 次，4 ℃下干燥后置

于-20 ℃保存备用。
1.2.2 TCA/丙酮结合酚抽法 根据 Wang 等[10]方法

并加以改进：称取 5 g 蕨菜，用液氮在研钵中研磨成

粉。 然后分别加入 20 mL -20 ℃预冷的体积分数

10% TCA/丙酮、0.1 mol/L 乙酸铵-甲醇、 体积分数

80%丙酮清洗并沉淀， 并于 10 000 g 离心 30 min，
去掉上清，收集沉淀，最后置于 4 ℃下干燥。 向干燥

好沉淀中按先后顺序加入 2 倍体积 pH 为 7.8 Tris-
平衡酚及 SDS 混合液（体积比为 1∶1），充分振荡，混

匀，10 000 g，4 ℃下离心 30 min，上层为酚相，中间

白色物质为杂质，下层为水相。 回收酚相，加入 3 倍

体积预冷丙酮，充分混匀，-20 ℃下过夜培养，沉淀

材料与方法1
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蛋白。 沉淀分别用预冷的甲醇和体积分数 80%丙酮

冲洗 1 次，4℃下干燥后置于-20 ℃保存备用。
蛋 白 质 沉 淀 中 加 入 500 μL 裂 解 液 （7 mol/L

urea，2 mol/L thiourea，4% CHAPS，1% DTT，0.5%
IPG buffer），至沉淀完全溶解后，并于 10 000 g，4 ℃
下离心 30 min，用 Bradford 方法[11]定量蛋白质。
1.3 双向电泳相关程序设定

第 一 向 采 用 17 cm pH 4-7、pH 5-8、pH 3-10
的 bio-rad 预制胶条进行水化上样（上样量分别为 1
000，1 200，1 400 μg）上样体积 360 μL，应用表 1 所

示的程序进行等电聚焦。 等电聚焦结束后将第一向

胶条分别置于含质量分数 2%DTT 和 2.5%碘乙酰胺

的 平 衡 液 （6 mol/L urea，75 mmol/L Tris -HCl，pH
8.8，体积分数 20% glycerol，体积分数 4% SDS）中各

平衡 15 min，然后再转移第二向垂直电泳。 第二向

SDS-PAGE 胶质量浓度为 12 g/dL，采用恒功率进行

垂直电泳，起始用 1W/gel 进行 1 h 后，改为 15W/gel
直到溴酚蓝到达胶底部，停止电泳，取下凝胶。 然后

将放在固定液 （体积分数 40%甲醇，10%冰醋酸，超

纯水定容）中固定 2h，用考马斯亮蓝染色液（质量分

数 0.12%考马斯亮蓝 G-250，质量分数 10%磷酸，质

量分数 10%硫酸铵，体积分数 20%甲醇，超纯水定

容）进 行 染 色 12 h、再 在 脱 色 液（体 积 分 数 10%甲

醇，体积分数 10%冰醋酸，超纯水定容）中进行脱色

直凝胶背景清晰，蛋白质点明显可见为止。 脱色后

的凝胶用分辨率为 300dpi 的 Versdoc 3000 凝胶成

像系统采集图像， 保存为 GSC 的图像文件， 应用

PDQuest 8.0.1 图像分析软件进行。
表 1 17 cm 胶条的双向电泳等电聚焦程序

Table 1 The isoelectric focusing programme of 2 -DE
with 17 cm strips

2.1 不同蛋白质提取方法对蕨菜总蛋白质 2-DE
图谱的影响

比较了酚抽法和 TCA/丙酮结合酚抽法两种蛋

白质提取方法对 2-DE 图谱的影响，图 1 表明，在相

同条件下，用 TCA/丙酮结合酚抽法得到大约有 235
个蛋白质点，而且横纹较少，点的分布相对均匀，点

比较清晰；而直接的酚抽法得到大约 162 个蛋白质

点，明显少于 TCA/丙酮结合酚抽法，且所得到的图

谱水平横纹较多。 以上结果表明，TCA/丙酮结合酚

抽法提取的蛋白质纯度较高，质量较好，无背景干

扰，因此，后期实验采用 TCA/丙酮结合酚抽法作为

蛋白质的提取方法，这与占志勇 [12]等提取油桐种仁

蛋白质所采取的提取方法一致。 TCA/丙酮结合酚抽

法适合于抗逆境的植物性材料 [10]的蛋白质提取上，
如应用于松树、竹、柠檬、红树、橄榄树等植物叶片

分析上， 同时此方法也被应用于果肉的研究上，如

苹果、橄榄、桃子[10]。 而酚抽法较多应用于果肉蛋白

方面的研究，如樱桃、番茄、冬枣等[13]。不同的实验材

料，由于其组成不同，采用的提取方法有很大差异。

图 1 不同蛋白质提取方法 （酚抽法及 TCA/丙酮结合酚抽

法）对蕨菜总蛋白质 2-DE 的影响

Fig. 1 Comparison of 2-DE maps of Pteridium aquilinum
with different protein extraction methods

2.2 不同 pH 范围胶条对蕨菜总蛋白质 2-DE 图

谱的影响

IPG 胶条 pH 范围对 2-DE 图谱有重要影响，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 胶条会丢失其 pH 值范围之外的蛋白质，
但有利于提高蛋白质的分辨率[14]。 为探索蕨菜总蛋

白 2-DE 适宜的 pH 范围， 分别采用 pH 3~10、pH
4~7 和 pH 5~8 17 cm 的 IPG 胶条进行双向电泳，结

果表明： 在相同条件下，pH 4-7 和 pH 5-8 图谱蛋

步骤 状态 升压模式 温度/℃ 等电聚焦程序

S1 除盐 线性 20 100 V 1 h

S2 除盐 线性 20 200 V 1 h

S3 除盐 线性 20 500 V 1 h

S4 除盐 线性 20 1 000 V 2 h

S5 升压 线性 20 4 000 V 2 h

S6 升压 线性 20 8 000 V 2 h

S7 等电聚焦 快速 20 8 000 V 60 000 VH

S8 保持 快速 20 500 V 任意时间

结果与讨论2

（a） （b）
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白质点数目分别为 442 和 710， 而 pH 3-10 图谱的

蛋白质点数目为 235， 蛋白点集中在胶条的中间部

分， 使得等电点相近的蛋白质无法得到很好的分

离，蛋白质会出现重叠现象，其数量明显低于 pH 4~
7 和 pH 5~8 的图谱（图 2），这与王绍美等 [15]研究烟

草叶片蛋白质组选用 pH 3~10 所得现象一致。 pH
4~7 胶条的图谱点在大约 pH 4~5 之间未见有蛋白

点，胶条没有得到充分利用，而使用胶条 pH 5~8 图

谱点分散比较开，分布比较均匀，从蛋白质点的数

量上看明显多于胶条 pH 3~10、pH 4~7， 但在 pH 8
端出现了一条垂直条纹，这个垂直条纹包括了所有

等电点大于 8 的蛋白质，这是胶条 pH 范围的限制，
使得 pH＞8 的蛋白被压缩， 尽管采用这种胶条会丢

失 pH 范围之外的蛋白， 但灵敏度和分辨率大大提

高，为后续的分析鉴定奠定良好的基础。 由于选用

的试验材料蛋白质本身性质不同， 分析所使用的

IPG 胶条的 pH 范围也不尽相同，王一鸣[16]分析桃果

实硬核期的蛋白质选用了 pH 5~8 的胶条，Bianco 等[9]

在草莓成熟过中的差异蛋白质选用 pH 4~7 的胶条，
而乔建军等[17]过氧化氢作用下东北红豆杉悬浮培养细

胞中蛋白质表达差异研究选用 IPG 胶条 pH 3~10。 作

者确定分析蕨菜中蛋白质的 IPG 胶条 pH 5~8。

图 2 不 同 pH 值 范 围 的 IPG 胶 条 对 蕨 菜 全 蛋 白 质 2-DE
图谱的影响

Fig. 2 Comparison of 2-DE maps of Pteridium aquilinum
with three IPG strips with different gradients

2.3 不同上样量对蕨菜总蛋白质 2-DE 图谱的影响

蛋白质的上样量同样影响 2-DE 图谱的好坏，
适宜的蛋白质上样量才能跑出清晰蛋白质点且蛋

白质数量多的点，故确定蛋白质上样量也是双向电

泳的一个关键步骤[18]。如图 3 所示，当蛋白质上样量

达到 1 400 μg 时，由于蛋白质浓度过高，影响了蛋

白质的聚焦，一些大相对分子质量蛋白质堆积在一

起，分离效果不好，出现较多水平条纹，这可能蛋白

质上样量过高、高丰度蛋白质存在、聚焦不足或过

度等有关。 而蛋白质上样量为 1 000 μg 时，由于蛋

白质浓度较低， 尽管胶上的蛋白质点分布均匀，低

相对分子质量的蛋白质也部分呈现出来，但图谱的

点清晰度没有上样量 1 200 μg 明显， 而上样量 1
200 μg 图谱蛋白质点高达 719 个，且蛋白质点边界

清晰，无拖尾现象。 而 1 000、1 400 μg 图谱分别是

592 个和 608 个， 蛋白质点数量较少且图谱质量不

及上样量 1 200 μg 的清晰。有人认为上样量的多少

与蛋白质聚焦伏小时数有一定的关系，当上样量低

时，低丰度蛋白质点不清晰，可以通过提高上样量

来提高蛋白质点清晰度，但上样量过大时，高丰度

的蛋白易发生重叠，2-DE 图谱可能会出现大量的

条纹，可以通过延长聚焦程度来解决[13]。对于一定的

上样量， 在聚焦时需有一适宜的聚焦伏小时数，延

长或缩短此数值都有可能影响蛋白质的聚焦，从而

影响图谱的质量，影响下一步分析。 作者比较了不

同上样量 2-DE 图谱， 发现蕨菜总蛋白质上样量 1
200 μg 时，等电聚焦 60 000 Vh，得到电泳图谱中蛋

白质点数量明显高于其他 2 种上样量， 且背景清

晰，适合下一步分析。

图 3 不同上样量（1 000，1 200，1 400 μg）对蕨菜中总蛋白

质 2-DE 图谱的影响

Fig. 3 Comparison of 2-DE maps of Pteridium aquilinum
with different loading amount

采用 TCA-丙酮结合酚抽法提取蕨菜中的蛋白

质，所得到的蛋白质纯度较高。 采用 17 cm pH 5~8
胶条，蛋白质的上样量为 1 200 μg，凝胶质量浓度

为 12 g/dL，经考马斯亮蓝 G250 胶体染色后所得到

的图谱蛋白质点多达 719 个，点分布均匀，蛋白质

点间边界清晰，无明显的拖尾现象，重复性好的蛋

白质 2-DE 图谱。

结 语3

（a） （b） （c）
（a） （b） （c）
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