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提要: 以玉米温敏自交不亲和系‘HE97’的花丝为材料, 比较了3种不同蛋白质提取方法对双向电泳结果的影响, 并对其中

的蛋白质上样量、等电聚焦条件及SDS-PAGE凝胶浓度进行了探索与优化。结果表明, 与酚提取法和改良的酚提取法相比,
采用三氯乙酸/丙酮提取法提取蛋白质操作简便, 所得的双向电泳图谱蛋白质点数较多, 图谱背景清晰, 是一种提取玉米花

丝蛋白质的有效方法。优化后的双向电泳技术体系适合于玉米花丝全蛋白质的双向电泳分析。
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蛋白质组的概念最早由Wilkins和Williams在
1994 年提出(Swinbanks 1995), 目前已成为功能基

因组学的研究内容之一, 双向电泳技术是最为经典

的蛋白质分离技术。近年来, 随着固相 pH 梯度胶

条的出现, 双向电泳可以同时展示1 000多条多肽,
重复性和分辨率都有很大的提高(郭尧君 2005)。
此外, 随着以 2-DE-MS (2-dimensional gel electro-
phoresis-mass spectroscopy)为核心的蛋白质组学技

术的不断完善和成熟, 植物蛋白质组学的研究也有

了长足的进展, 关于植物蛋白质组学研究的报道日

益增多(Kamo 等 1995; Gallardo 等 2001; Shen 等

2003; Song 等 2007)。
由于不同组织和器官之间蛋白质和脂肪含量

存在显著的差异, 因此探索不同组织和器官蛋白质

的最佳提取方法, 优化蛋白质双向电泳技术对提高

特异组织的分辨率是有意义的。玉米花丝是接受

花粉所必需的器官, 研究花丝的蛋白质组学差异对

揭示玉米受精过程是重要的, 但是迄今还没有花丝

蛋白质有效提取方法的报道。本文以一个玉米温

敏自交不亲和材料‘HE97’的花丝为材料, 比较了不

同蛋白质提取方法对花丝总蛋白的提取效果, 同时

在等电聚焦条件、蛋白质上样量及 SDS-PAGE 胶

浓度的选择上也作了进一步的优化, 探索出适合于

玉米花丝的双向电泳技术, 从而为开展玉米花丝蛋

白质组学研究提供了技术支持。

材料与方法

1  植株材料及取样方法

玉米(Zea mays L.)温敏自交不亲和材料‘HE97’
由海南绿川种苗有限公司提供。在 2008年春播和

夏播分别将试验材料分5期播种在河南农业大学郑

州科教园区, 播期分别为 4 月 19 日、4 月 26 日、

5 月 2 日、6 月 3 日和 6 月 10 日。在花丝吐出前

用新的雌穗袋将雌穗套上, 当花丝完全吐出后, 用
0.1% 焦碳酸二乙酯(diethypyrocarbonate, DEPC)处
理的剪刀剪取5 g花丝立即放入50 mL离心管中并

放入液氮中冷冻, 带回实验室于–80 ℃冰箱中保存。

2  花丝总蛋白质的提取

2.1  三氯乙酸(TCA) / 丙酮法  参考 Damerval 等
(1986)的方法, 并略作改进。取 2 g 新鲜花丝, 在
液氮中迅速研磨成细粉; 倒入约2 mL预冷的含10%
TCA、0.07% β- 巯基乙醇的丙酮溶液, 混匀后转

移到 2 mL 离心管中, 在 –20 ℃冰箱内静置 1 h 后,
在 4 ℃条件下以 16 000×g 离心 10 min; 倒掉上清

液, 用 2 mL 上述丙酮溶液重悬, 重复以上操作 2
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次。离心后的沉淀用 –20 ℃预冷丙酮(含 0.07% β-
巯基乙醇) 2 mL悬浮, 在 –20 ℃冰箱内静置 1 h 后,
在 4 ℃条件下以 16 000×g离心 10 min, 重复操作 2
次, 收集沉淀, 真空干燥。

2.2  酚提取法  参照Hurkman和Tanaka (1986)的方

法并略作改进。取 2 g 新鲜花丝, 在液氮中迅速研

磨成细粉; 加入 0.8 mL 苯酚(Tris 缓冲液, pH 8.0;
Sigma) 和 0.8 mL SDS 缓冲液(30% 蔗糖; 2% SDS;
0.1 mol·L-1Tris-HCl, pH 8.0; 65 mmol·L-1DTT), 混匀

后转移到 2 mL离心管中。混合溶液在磁力搅拌器

上涡旋 30 s, 于 4 ℃下以 16 000×g离心 5 min, 用微

量移液器小心地将上层约 400 μL的苯酚相转移到

新的 2 mL离心管中。向苯酚相中至少加入 5倍体

积的含 0.1 mol·L-1 乙酸铵的甲醇, –20 ℃冰箱中静

置 30 min。在 4 ℃条件下以 16 000×g 离心 5 min,
之后用预冷的甲醇乙酸铵溶液冲洗 2次, 80%丙酮

洗 2 次。收集沉淀,  真空干燥。

2.3  改良的酚提取法  参照Wang等(2006)文中的方

法, 并略作改进。取 2 g 新鲜花丝, 在液氮中迅速

研磨成细粉。倒入预冷的含 10%TCA、0.07%β-
巯基乙醇的丙酮溶液, 混匀后转移到2 mL离心管。

在–20 ℃冰箱内静置1 h, 之后, 在4℃条件下以16 000×
g 离心 5 min, 离心后的沉淀用预冷丙酮(含 0.07%
β- 巯基乙醇) 2 mL 重悬, 在 –20 ℃冰箱内静置 1
h。在 4℃条件下以 16 000×g 离心 5 min, 收集沉

淀, 真空干燥。称取 0.05~0.1 g干粉悬浮于 0.8 mL
苯酚(Tris缓冲液, pH 8.0; Sigma) 和 0.8 mL SDS缓

冲液(30% 蔗糖; 2% SDS; 0.1 mol·L-1 Tris-HCl, pH
8.0; 65 mmol·L-1 DTT) 混匀后转移到 2 mL 离心管

中。混合溶液在磁力搅拌器上涡旋 30 s, 苯酚相

以 16 000×g, 4 ℃离心 5 min后被分开, 用微量移液

器小心地将上层约 400 μL 的苯酚相转移到新的 2
mL离心管中。向苯酚相中至少加入 5倍体积的含

0.1 mol·L-1 乙酸铵的甲醇, –20 ℃冰箱中放置 30
min。之后, 在 4 ℃条件下以 16 000×g 离心 5 min,
再用冷的甲醇乙酸铵溶液冲洗2次, 用80%丙酮洗

2 次, 收集沉淀, 真空干燥。

3  蛋白质的溶解

每毫克蛋白质干粉加入约20 µL裂解液, 成分

为 8 mol·L-1 尿素, 2 mol·L-1 硫脲, 4% 3-[(3- 胆固醇

氨丙基)二甲基氨基]-1- 丙磺酸和 65 mmol·L-1 二硫

苏糖醇(Lee 2008)。充分混合, 涡旋振荡 2 min, 30

℃水浴 1 h, 于 24 ℃条件下 18 000×g 离心 45 min,
取上清液分装, 于 –80 ℃冰箱保存。

4  蛋白质样品浓度测定

蛋白质浓度测定参考Bradford (1976)文中的方

法。用牛血清蛋白(bovine serum albumin, BSA)做
标准曲线, 依据标准曲线计算样品蛋白质浓度。

5  第一向等电聚焦电泳条件的优化

采用 Ettan IPGhor II 等电聚焦系统。主要参

照Görg等(1999)文中的方法和GE公司双向电泳实

验指南进行。取适量蛋白样品加裂解液至总体积

为 450 μL, 沿 IPG 胶条槽缓慢均匀加入, 将 IPG 胶

条胶面朝下覆盖在样品上, 在胶面上加 2 mL 矿物

油, 置于Ettan DALTsix型电泳仪上, 然后以每根胶

条 50 μA 的极限电流和 16 ℃聚焦温度, 设计 4 个

等电聚焦(IEF)条件处理以优化等电聚焦条件。

条件I为18 ℃主动水化50 V, 12 h; 200 V, 1 h;
500 V, 1 h; 1 000 V, 0.5 h; 然后以10 000 V聚焦6 h。
条件 II、III 和 IV 的聚焦参数分别为 10 000 V 聚

焦 8 h、10 000 V 聚焦 10 h 和 10 000 V 聚焦 12 h,
其余条件同 I (表 1)。

第一向等电聚焦结束后, 将IPG胶条转入平衡

表 1  等电聚焦参数

程序 电压 / V 程序 时间 / h 作用

S1 5 0 step 1 2 水化

S2 200 step    1 除盐

S3 500 step    1 除盐

S4 1 000 gradient   0.5 升压

S5 10 000 gradient   1.5 升压

S6 (I) 10 000 step 10 000 V·6* 聚焦

S6 (II) 10 000 step 10 000 V·8 聚焦

S6 (III) 10 000 step 10 000 V·10 聚焦

S6 (IV) 10 000 step 10 000 V·12 聚焦

S7 500 step 1 2 保持

   * 表示电压时间积，即电压在时间上的积分，下同。

管中, 每根胶条加10 mL平衡液I [50 mmol·L-1 Tris-
HC1, pH 8.8; 6 mol·L-1 尿素; 20% 甘油; 4% SDS;
1.5 g DTT (用时现加)], 振荡平衡 15 min; 按每根

胶条 10 mL 更换平衡缓冲液 II [50 mmol·L-1 Tris-
HCl, pH 8.8; 6 mol·L-1 尿素; 20%甘油; 4%SDS; 2.5 g
碘乙酰胺(用时现加)], 振荡平衡 15 min。
6  第二向SDS-PAGE电泳

分离胶浓度会影响蛋白质分离的清晰度, 先在



植物生理学通讯  第 45 卷 第 12 期，2009 年 12 月 1217

JY000凝胶电泳系统中保持恒流做单向电泳, 用相

同样品对 10%、12% 和 15% 等 3 个凝胶浓度进行

筛选, 用分离效果较好的凝胶浓度(12%)制备第二

向电泳的 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶。

将平衡好的IPG 胶条移至1 mm厚的连续12%
均匀分离胶上, 并在其一端加SDS标准蛋白质分子

量标准, 排净气泡后用 1% 琼脂糖凝胶封闭, 放入

Ettan DALT six凝胶电泳系统进行电泳, 16 ℃循环

水冷却, 用每块胶 2 W 的恒功率电泳 30 min, 再换

用每块胶8 W的恒功率电泳, 直至溴酚蓝指示剂到

达距胶底边约 1 cm 处停止。

7  凝胶染色

凝胶染色采用胶体考马斯亮蓝染色法

(Candiano等 2004)。电泳结束后, 将凝胶立即置于

固定液[40% (V/V)甲醇, 10% (V/V)冰乙酸]中, 固定

45 min; 用 Millipore 超纯水漂洗 15 min, 重复 4次。

洗涤完毕后置于胶体考马斯亮蓝染色液[0.12% (W/
V) G- 考马斯亮蓝, 10% (W/V)硫酸铵, 10% (V/V)磷
酸, 20% (V/V)甲醇]中染色过夜。用 Millipore 超
纯水漂洗脱色, 直到蛋白点清晰为止。

8  图像的扫描与分析

脱色后的凝胶使用 alpha凝胶成像系统扫描获

取图像; 用 ImageMasterTM 2D Platinum software V5.0
分析软件对图像进行背景消减、斑点检测、匹配

及获取斑点位置坐标等。

结果与讨论

1  不同聚焦时间对双向电泳图谱的影响

等电聚焦是否充分直接影响蛋白质分离的效

果。样品中的盐离子会对电泳造成干扰, 当样品溶

液中的盐离子浓度超过 100 mmol·L-1 时, 将严重影

响等电聚焦的进行, 表现为双向图谱中产生横向拖

尾或造成蛋白丢失(曾维英等 2007)。本文在蛋白

质提取过程中, 通过增加丙酮洗涤蛋白沉淀的次数

来去除样品中的盐离子, 同时通过在等电聚集程序

中增加低电压除盐过程, 采用逐步升压的方法, 使
蛋白样品在等电聚焦时能顺利达到预设的聚焦高电

压10 000 V, 在其他条件不变的情况下, 第一向IEF
等电聚焦的电压设置决定了聚焦的效果。在样品

制备方法、上样量、平衡时间、SDS-PAGE 凝

胶浓度和染色方法一致的情况下, 比较了 4种等电

聚焦条件(I, II, III, IV)下的双向电泳图谱的效果。

如图1所示, 聚焦条件为100 000 V.h时, 2-DE图谱

上水平和垂直条纹较少, 蛋白点较多、清晰, 聚焦

图 1  等电聚焦条件对玉米花丝蛋白质双向电泳图谱的影响



植物生理学通讯  第 45 卷 第 12 期，2009 年 12 月1218

效果最好。聚焦时间减少或延长, 都会产生横向拖

尾或条纹。

2  不同丙烯酰胺浓度对蛋白质分辨率的影响

分离胶浓度会影响蛋白质分离的清晰度, 本文

探讨了 10%、12% 和 15% 的分离胶对花丝蛋白质

的分离效果(图 2)。结果表明, 分子量 14 kDa 以

下的蛋白质在10%的分离胶中未能得到分离, 且条

带不够清晰。蛋白点在 12% 的分离胶中能充分分

开, 且条带清晰。15% 的分离胶能够分开小分子

的蛋白质, 但是大分子的蛋白质有的重叠, 有的不

够清晰, 而且蛋白前沿离溴酚蓝前沿还有一段较长

的距离, 说明胶浓度太大。根据以上结果认为, 分
离玉米花丝蛋白质的分离胶最适浓度为 12%。

3  不同上样量对蛋白质分辨率的影响

选择合适的上样量对获取高质量的双向凝胶

电泳图谱非常重要。过低的蛋白质上样量不利于

低丰度蛋白点的检出; 而过高的上样量得到的蛋白

质点甚至比上样量过低时更少, 这是由于聚焦过程

中蛋白质浓度过高而在胶槽中沉淀, 不能很好地进

入 IPG 胶条中所致(陈蕊红等 2008)。蛋白质上样

量的确定, 不仅与 IPG 胶条的长度及 pH 值范围有

关, 也与蛋白质染色方法有关。本文采用的胶体考

马斯亮蓝染色法结合了传统的考马斯亮蓝染色法和

硝酸银染色法的优点,目前已得到广泛应用(徐幼平

等 2007; 何文锦等 2007)。
以三氯乙酸 / 丙酮法提取花丝蛋白, 选用 24

cm、pH 3~10 IPG 胶条, 分别取 800、1 000 和

1 200 μg蛋白样品进行双向电泳的结果(图3)显示,
在上样量为 800 μg 时, 双向电泳图谱上蛋白点模

糊, 蛋白点数量少, 低丰度蛋白因而不能检测到而

丢失, 从而影响了双向电泳的准确性和重复性(图3-
a)。在上样量为 1 200 μg 时, 蛋白点较多, 但高丰

度蛋白点过大, 出现饱和重叠现象, 掩盖了其余蛋

白斑点, 2-DE胶图谱上横条纹比较明显, 影响了蛋

白质点的分离与分析(图 3 - c ) 。蛋白上样量为

1 000 μg时, 蛋白点清晰, 无横条纹干扰, 聚焦效果

好, 图谱质量最佳(图 3-b)。
4  三种方法提取的蛋白质样品双向电泳效果比较

蛋白质样品制备是双向电泳中最关键的环节,
不同样品要选择最合适的制备方法。在蛋白质样

品制备过程中, 应注意保持在低温环境下操作, 防
止蛋白质的修饰或降解。保证样品在液氮中充分

研磨, 通过适当增加丙酮洗涤蛋白沉淀的次数尽量

多的去除杂质。

图 3  凝胶浓度为 12％时不同上样量的双向电泳图谱比较

上样量分别为 a: 800 μg; b: 1 000 μg; c: 1 200 μg。

图 2  不同浓度 SDS-聚丙烯酰胺凝胶对玉米花丝总蛋白分离效果的影响
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图 4  不同提取方法的玉米花丝双向电泳图谱比较

a: 三氯乙酸 / 丙酮法; b: 酚提取法; c: 改良的酚提取法。

样品制备可分为蛋白质样品的提取、裂解液

配方的选择、杂质的去除等步骤。本文通过比较

前人研究结果, 采用能够较大限度溶解蛋白的裂解

液配方(Lee 2008), 分别以酚提取法、三氯乙酸 /
丙酮法和改良的酚提取法提取蛋白, 对使用 3种提

取法获得的样品进行Bradford 法蛋白定量分析, 蛋
白质上样量为 1 000 μg; 分离胶为 24 cm、pH 3~10
IPG胶条; 12% SDS-PAGE进行双向电泳分离。胶

体考马斯亮蓝染色后的结果(图4)显示, 用酚提取法

提取蛋白质所得的 2-DE 图谱(图 4-b)蛋白点较模

糊, 分辨率低, 横竖纹干扰偏大; 同时, 由于样品中

含有较多的盐离子等杂质, 等电聚焦时电流比较

大。改良的酚提取法提取蛋白质样品所得到的 2-
DE图谱质量有明显改善(图4-c), 而三氯乙酸/丙酮

法所得到的 2-DE 胶图谱蛋白点分布均匀, 蛋白点

呈清晰的圆形, 凝胶背景干净, 横竖条纹干扰少(图
4-a), 图谱质量最佳。

用 ImageMasterTM 2D Platinum software V5.0
分析软件进行了点检测及统计分析, 在相同的参数

设置条件下, 酚提取法在胶面上可分辨出621个蛋

白点, 改良的酚提取法可检测到 697 个蛋白点, 三
氯乙酸/丙酮法则可检测到675个清晰的蛋白点, 比
酚提取法多54个蛋白点, 与改良的酚提取法差别不

大。与其他 2 种方法相比, 三氯乙酸 / 丙酮法操作

图 5  三种样品制备方法提取蛋白的分子量和等电点的分布
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更为简便, 在等电点3~6偏酸性区域和中低分子量

范围内可检测到的蛋白点较多(图 5)。
总之, 以三氯乙酸/丙酮法提取玉米花丝组织中

的蛋白; IEF上样量为 1 000 μg, 聚焦条件为 100 000
V.h; 在浓度为12%的聚丙烯酰胺凝胶中进行SDS-
PAGE, 是较适合玉米花丝蛋白质双向电泳的条件。
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