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适于蛋白质组研究的大豆种子蛋白双向

电泳技术的改进
`

郑蕊
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, ”

(1
.

南京农业大学大豆研究所
,

国家大豆改良中心
,

作物遗传与种质创新国家重点实验室
,

南京 2 1。。9 5

2
.

宁夏大学生命科学学院
,

银川 7 5 0 0 2 1 )

摘要 以 大豆种子为材料
,

通过对样品制备
、

电泳条件 以及染 色方法等关健步珠进行改进
,

在大豆

种子蛋白分析研究中获得了质全校高的双向电泳图讲
,

为大豆种子蛋 白质组研究提供一较好 的实

脸方法
。

关健词 大豆 .种子蛋 白
, 双向电泳 ;

蛋白质组
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随着众多生物基因组侧序的完成
,

生命科学研

究已经进人 以获知基因功能为目标的后基 因组时

代
。

在获得了基因的全部序列信息后
,

须进一步明

了相关基因的功能
。

由于墓因功能的主要体现者是

蛋白质
,

而蛋 白质的修饰加工
、

转运定位
、

立体结构

形成
、

蛋白质互作
、

蛋白质核酸互作等
,

都不能在基

因序列 水平上 直接获知
,

为此
,

1 9 9 4 年
,

W i lk i n s

等 lj[ 提出了蛋白质组 ( P or t oe m e) 的概念
.

蛋白质组

指的是
”

由一个细胞或一个组织的基因组所表达的

全部相应的蛋白质
” 。

蛋白质组是以蛋白质为研究

对象
,

从蛋白质整体水平阐明基因的功能
,

阐明生

命现象的本质和规律
。

开展蛋白质组研究的关键是尽可能完全地获得

一个基因组在一个生物体或一个组织器官的特定时

期表达的蛋白质的种类和数量
.

双向电泳 (2 一 D E )

是分离组织和器官蛋白质的首选技术
,

其原理是将

等电聚焦 ( I E F )和十二烷基硫酸钠一 聚丙烯酞胺凝

胶电泳 ( S D S一 P A G E )结合起来
,

依据蛋白质不同

的等电点和相对分子 t 分离生物体中复杂的蛋白组

分
,

具有较高的分辨率和灵敏度
.

双向电泳技术早

期主要应用于细菌
、

动物组织和细胞全蛋白组分的

研究
,

近年来
,

双向电泳技术在植物中的应用亦有不

少报道〔卜〕 ,

但由于植物细胞中含有大量的酚类和酿

类等次生代谢物质
,

种子 中又含有大量的糖类等大

分子物质
,

因而对电泳过程干扰较大
,

且用常规蛋白

纯化方法不易达到纯化 目的
,

从而影响蛋白质的分

离效果
。

2 一 D E 实验周期长
、

步骤 多
,

如样 品处

理 s[J
、

上样方式 61[
、

等电聚焦和染色闭等各个环节均

影响 2一 D E 的分离效果
。

对于不同来源
、

不同组织

的样品
,

都需要摸索其适宜的实验条件
.

因此
,

针对

具体样 品 2一 D E 实验条件的优化是蛋 白质组分析

的先决条件
.

随着大豆功能基 因组研究的深人
,

大豆蛋 白质

组研究也 日益得到重视
.

本研究以大豆为材料
,

对

传统的样品制备
、

电泳及染色等方法进行 了一些改

进和优化
,

初步确定了适合大豆种子蛋 白 2一 D E

的样品提取方法
、

电泳条件和蛋白点检侧方法
,

为大

豆蛋 白质组研究提供一较好的实验方法
.

1 材料

1
.

1 大豆材料

大豆 N 28 9 9 种子
,

由南京农业大学国家大豆改

良中心种质资源研究室提供
。

1
.

2 试荆及设备

尿素
,

甘氮酸
,

三氮基甲烷 ( T ir s
)

,

碘 乙 酞胺
,
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低熔点琼脂糖
,

十二烷基磺酸钠 ( S D )S
,

丙烯酞胺
,

甲叉双丙烯酷胺
,

四甲基 乙二胺 ( T EM E D )
,

过硫酸

胺 ( A P )
,

碘乙酞胺
、

IP G 预制胶条
,

两性电解质
,

矿

物油等均为 iB 。 一 R a d 公司产品 ; 二硫代苏糖醇

( D T T )
,

牛血清白蛋 白 ( A lb u m i n B o v i n e
) 为 A M

-

R E SO 分装
,

蛋白酶抑制剂 ( p
r o t e a s e i n h ib i t o r 。 o e k

-

t a i l )为 S i g m
a
产品

; 乙 二胺四乙酸 二钠 ( E D T A 一

N a Z )
,

考马斯亮兰 G一 2 5 0
、

考马斯亮兰 R 一 2 5 0
、

苯

酚
、

蔗糖
、

硫酸胺
、

三抓乙酸 ( T C A ) 和甘油等试剂为

国产分析纯
。

等电聚焦电泳仪 P r o t e a n I E F C e l l
,

V e r s a D o e

3 0 0 0 凝胶成像系统
,

P D Q ue st 图像分析软件均为

iB 。一 R a d 公司产品 . 垂直板 电泳仪 tE at n D A L T
-

t w e l v e
为 A m

e r s h
a m P h

a r
m

a e i a B io s e i e n e e 。
公司产

品
,

超速离心机为美国 B e e km
a n 公司产品

,
V e x 6 0 0

超声破碎仪为美国天美公司产品
.

2 方法

2
.

1 样品制备及受白质浓度测定

2
.

1
.

1 三抓乙酸一丙酮法

蛋白样品的提取在低温下操作
,

方法参照 G al
-

l a r d o
等图并做 T 改进

.

大豆种子一 粒 (约 Z o o m g )

去 皮
,

加人 20 m g P V P
,

于 液氮 中磨成粉末
,

转人

10 m l离心管中
,

加人 3m l 冷 10 % T C A 一 丙酮溶

液
,

内含 0
.

07 % 的 p一 琉基 乙醉
,

一 20 ℃沉淀 l h
,

4℃ 1 5
, o o o r p m 离心 1 5m i n

,

沉淀悬浮于 3 m l 冷丙

酮中 (内含 0
.

07 % 的 p一 琉基 乙醉 )
,

一 20 ℃放置 2

小时或过夜
,

期间间歇振荡
,

4℃
,

1 5
, o o o r p m

,

离心

ZOm in
,

去丙酮
,

该步重复 3一 4 次
,

直到有机相呈无

色为止
。

将沉淀冷冻干燥成粉
,

即制得丙酮粉
。

每 m g 丙酮粉加人 10 ul 的蛋白质裂解缓冲液

( g M 脉
、

4 % C H A P S
、

1%
a m p h o ly t e ( p H 3 一 1 0 )

,

0
.

1% p r o t e a s e i n h ib i t
o r 。 o e k t a i l )溶解

。

4℃ 搅拌

10 m i n 后加人 1 4m M 的 D T T
,

搅拌 2 0m i n 后
,

冰浴

超声波处理 3m i n
,

4℃
,
3 5

,

0 0 0 9 离心 Zo m i n (重复 1

次 )
,

取上清液
,

即得蛋白样品
。

分装
,

一 20 ℃冻存
.

2
.

1
.

2 苯酚法

蛋白样品 的提取参照 M oo en y 等闭 并做了改

进
。

大豆种子 1 9 ,

去皮
,

液氮研磨成粉末
,

加人 15 m l

提取液 ( 50 % 苯 酚
,

0
.

45 M 蔗糖
,

s m M E D T A
,

3%

D T T 或 p一琉基乙醉
,

5 0m M T r i s 一 H C L ( P h s
.

8 )
,

在冰浴上不停的匀浆
,

直至匀浆液达到室温后
,

转移

到带螺旋盖的管子中
, 4℃

,

间歇涡旋 30 m in ;
超声波

处理 3m i n 后 4℃
,

8 0 0 0 9 ,

离心 Z o m i n ; 去上层酚相

后
,

加人 5 倍体积的冰浴的 0
.

IM 的乙酸胺 ( 甲醉配

制 )
,

混匀
,

一 20 ℃
,

礴里 至少 hl
; 4℃

,

8 0 0 0 9
,

离心

15 m in 沉淀蛋白 ,弃去上清
,

沉淀用 0
.

I M 的乙酸胺

(甲醉配制 )洗两次
,

再用 80 纬冷丙酮洗两 次
,

最后

用 7 0 % 乙醉洗一次
,

沉淀存贮于一 20 ℃ 或冷冻干燥

后
,

再甩溶 胀液悬浮 后 直接用 于 等 电 聚 焦 电泳

( I E F )
。

B ar df or d 法闭测定样 品中蛋 白质浓度
,

标准蛋

白为牛血清蛋白 ( B S A )
.

2
.

2 双 向电泳

2
.

2
.

1 第一向等电聚焦电泳 ( I E F )

样品用上样缓冲液 (8 M 尿素
,

4% C H八P S
,

50

m M D T T
,

2% 载体两性电解质
,

痕 t 澳酚兰 )稀释
,

每根 1 7 c m p H 3一 10 线性 IP G 预制胶条
,

考染蛋

白质上样量为 l m g ,

总上样体积为 3 5。川
;
银染蛋白

质上样量为 15 0料g ,

总上样体积为 3 0。川
。

聚焦温度

1 9℃
,

聚焦电压小时数 5 0 0 0 0 V h s .

2
.

2
.

2 平衡

聚焦完毕后
,

胶条先在平衡液 I ( 0
.

3 75 M T ir s

一 H C I p H 8
.

8
,

6M 尿素
,

2 0纬甘油
,

2 % S D S
,

2写

D T T ) 中于 摇床平 衡 15 m in
,

再 在平 衡 液 n

(2
.

5 % 碘乙酞胺替换 2% D T T
,

其余组分同于平衡

液 I ) 中平衡 1 5 m i n
.

2
.

3 第二 向 S D S一 来丙 姗醉胺凝 胶电泳 ( S D S 一

P A G E )

平衡好的 IP G 预制胶条转移到 S D S 一 P A G E

凝胶上
,

用低熔点琼脂糖封胶液 ( 0
.

5%低熔点琼脂

糖
,

2 5 m M T r i s
,

1 9 8 m M 甘氨酸
,

0
.

1% S D S
,

痕量

澳酚兰 )封闭
,

待封胶液凝固后 进行第二 向垂直电

泳
.

s w / g e l 恒功率 4 5 m i n 后
,

1 5 w / g e l 恒功率直到

澳酚蓝前沿到达距玻璃板底部 I c
m 处

,

结束电泳
。

2
.

4 染色

凝胶染色参考 M oo en y 等胶体考染法闭 并做了

改进
。

12 写三抓乙酸 ( T C A ) 固定 Zh s 后
,

dd H
Z
O 水

洗 3 次
,

每次 15 m in
,

20 %甲醉
,

1
.

6%磷酸
,

8 %硫酸

胺和 0
.

08 % 考马斯亮蓝 一 G 250 染色 16 一 24 hs
,

dd H : 0 漂洗脱色
.

3 结果与讨论

3
.

1 样品制备

样品制备是 2一 D E 电泳 成功的基础
。

本研 究

分别采用改进的三抓乙酸一丙酮法和苯酚法提取大
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豆种子蛋白
,

其考染的电泳图谱如图 l 所示
。

结果

发现苯酚法提取的蛋白样品 2一 D E 图谱背景重
,

有

水平和垂直拖尾现象 (图 1 ,

A乡
.

这是 由于酚提取法

尽管可以除去样品中大量的酚类
、

醒类和色素等次

生代谢物质
,

但是对大豆种子中含有的糖类核酸等

大分子物质
,

不易去除
,

从而影响了 2一 D E 图谱的

质量
。

应用传统的三抓乙酸一丙酮法提取蛋 白时
,

经

丙酮的作用糖与蛋 白质一起沉淀
,

大量的糖类会影

响电泳图谱的质量
,

所以要先去除糖类
,

再除色素脂

类等物质
。

尽管采用透析法去糖效果很好
,

但透析

程序复杂并耗时长
,

也易引起蛋白质变性 .[J
.

在实

验中发现高速长时间离心作用
,

可以把密度大的搪

分离至上清液的上层
,

因为选取增加离心速度延 长

离心时间的方法
,

可 以去除大部分糖
。

然后再用丙

酮多次洗蛋 白
,

去除色素
、

酚类酿类等物质
.

样品中

核酸的存在同样会影响电泳图谱的质盘
,

加人核酸

酶会使核酸降解
,

可是同时又引人了外源蛋白
,

本实

验在样品裂解时结合物理超声波破碎可有效降解核

酸
。

经改进后的方法提取的蛋白样品电泳图背景清

晰
,

分辨率高 ( 图 1
,

B )
。

经多 次实验 比较
,

重复性

好
。

图 l 大豆种子贮藏蛋白 ZD 电泳图谱 (不同提取法 )

F ig
.

1 2一 D E m a p s o f so y be a n s e e d o ot r a g e p or t e i sn (俪 t h 山 ffe
r

ent
e x t r a e it o n m e t hod s )

A :

笨酚提取法
,

B :

三抓乙酸一丙酮提取法
,

考马斯亮兰 R一 2 50 染色
,

A
、

B 上样 t 均为 l m g

A : P r o t e i n s e xt
r a e t de w i t h phe no l B :

P r o t e IJ O s e

xtr ac t
de w i t h T icr 拟 o baor

e e t i e ac id ( T C A ) 一 a e e t o n e ,

Coo m a s s ie B ir l il a n t B l u e R 2 50 ( C BB一 R2 50 ) s t址in 昭
,

I n l g t o t a l p or t e isn lo a ded
o n 肠 t h A adn B

此外
,

应注愈干燥后 的蛋白质样品在等电聚焦 本实验采用 iB 。一 R a d 公司等电聚焦电泳仪 P or t ea n

前要溶解在样品裂解缓冲液中
,

因其中含有高浓度 I E F ce n 进行等电聚焦
,

温度设为 19 ℃
。

胶条的重

的尿素
,

遇热后分解产生氛酸盐 而引起蛋白质氨基 泡胀和等电聚焦在同一容器中进行
,

采用样 品直接

甲阶化
,

这会影响后继的质谱鉴定
.

因此
,

溶解后的 加人重泡胀液
,

避免了使用样品杯上样在胶面某一

蛋白质样品尽童不要加热
,

如须加热也不宜超过 37 点造成蛋白质沉淀〔10J
.

对于 17 c m 的胶条样 品溶液

℃
。

另外
,

蛋白质样品一旦溶解在含尿素的裂解液 上样总体积为 350 一 4 50 川 为好
,

过多的样品液不能

中
,

最好当天使用
,

如果冷冻保存
,

应分装冻存以减 被胶条充分吸收
,

影响电泳正常进行
。

溶胀一小时

少反复冻融对蛋白的损耗
。

后再加极盖 油
.

样 品再水化采用 被动溶胀方式

3
.

2 第一向等电 . 焦 《 IE F )和第二向 SD S一 P A G E 14 h
,

不 豁 预 电泳
,

直接 等 电 聚 焦
,

总 聚 焦 达 到

电泳 s 0 0 0 o V hs 时
,

聚焦效果比较好
。

等电聚焦结束后胶

等电聚焦时要 注意环境温度
,

防止 尿素析出
。

条需 要平衡
,

平衡的 目的是使 S D S 与蛋 白分子作
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用 [1̀ 〕 。

但是平衡时操作应小心
,

每次对胶条的处理

都要保证不碰胶面
,

避免蛋白的损耗 ;需严格控制两

次平衡时间
,

过长或过短都会引起蛋白点的水平或

垂直拖尾
。

平衡后 的胶条与 SD S 聚丙烯酞凝胶 的

良好接触是减少蛋白丢失的一个重要环节
。

为了使

胶条与 S D S 凝胶紧密接触
,

先于凝缩胶面上滴含有

正 F

澳酚蓝低熔点琼脂糖
,

再将平衡后 的胶条置 于其上
,

注意清除胶面与胶条之间的气泡
,

然后用琼脂糖封

胶
,

等琼脂糖凝固后进行第二向电泳
.

实验结果证

明
,

这样的操作可减少 因胶条和凝胶之间接触不 紧

密引起蛋白质的不完全转移
。

的05七卜OE

图 2 大豆种子贮藏蛋白 ZD 电泳图谱 (不同染色法 )

F ig
.

2 2一 D E m a P s o f so y be
a n s e

ed
s t o r

ag
e Por t d sn ( w i t h d i ff e r en t . 面 in 叱 me

t h od s )

A :

考马斯蓝 G一 2 50 染色
,

B :

考马斯蓝 R一 2 50 染色蛋白样品为改良后的三级乙酸一丙酮法提取
,

A
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3
.

3 染色

双向电泳图谱蛋白质的检测是通过染色反应实

现 的
。

目前常用的染色方法有考马斯亮兰
、

银染和

荧光染色法
。

银染法尽管灵敏度高
,

但步骤繁多
、

耗

时长
,

需要严格把握时间
,

并且稳定 性和重复性 较

差 lz[ 〕 。

而且银染过程中加人的 甲醛会引起 蛋 白质

修饰
,

影响后继 的质谱鉴定
.

荧光染色灵敏度也很

高
,

但是试剂昂贵
,

并藉要专门的仪器设备
。

考马斯

亮兰 R一 2 50 染色法易操作
,

可是灵敏度低
,

样 品中

许多低丰度蛋 白检测不到 ( 图 2
,

B )
。

我们用改进的

胶体考马斯亮兰 G 一 2 50 染色
,

操作简单易掌握
,

比

考马斯亮兰 R一 250 染色检测灵敏度高
,

而且避免

了传统的考马斯亮兰 R 一 2 50 染色中冰醋酸的使

用
,

纯水脱色即可得到背景清晰的图谱 (图 2
,

A )
。

研究表明
,

应用本研究 的改 良技术可检测到大

豆种子蛋 白质斑点 300 个左右
,

而用传统 的方法仅

检测到 2 4 0 个左右蛋白质点
。

该改 良方法适用于大

豆种子蛋白的双向电泳分析
,

并在大豆种子发育蛋

白组研究中取得较满意的结果 (包括质谱分析将另

文发表 )
,

因此
,

可以将本研究建立的 2一 D E 技术应

用于大豆种子蛋 白质组的研究
.
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