
第３６卷 第５期

２０１７年　９月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３６　No．５

Sep．２０１７,１５~１９

收稿日期:２０１７Ｇ０３Ｇ２８
基金项目:国家自然科学基金项目(３１４７０２４７);广东省自然科学基金(博士启动)项目(１６１４０５０００１８９６)
舒灿伟,博士,讲师．研究方向:植物病原真菌及真菌病害．EＧmail:shucanwei＠scau．edu．cn
通信作者:周而勋,博士,教授．研究方向:植物病原真菌及真菌病害．EＧmail:exzhou＠scau．edu．cn

一种优化的适用于双向电泳的水稻纹枯病菌
蛋白质提取方法
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摘要　为开展水稻纹枯病菌蛋白质组学的研究,采用 TCAＧ丙酮法、SDS法和 TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联合抽提

法对水稻纹枯病菌蛋白质提取质量进行比较,并建立了双向电泳体系.对电泳后的图谱用 QuantityOne软件进

行分析,结果发现:TCAＧ丙酮法、SDS法和 TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联合抽提法所获得的蛋白质双向电泳图谱中,分
别记录得到５５７、３０９和８７７个蛋白质点.SDS法提取的蛋白质样品杂质较多,存在盐离子和小分子物质干扰,

得到的蛋白点较少;TCAＧ丙酮法提取的蛋白质样品呈黄色,有色素残留;而在 TCAＧ丙酮法的基础上,增加酚/

SDS抽提步骤,能够有效地去除样品中的盐离子和色素等杂质,获得背景清晰、分辨率高的蛋白图谱.结果表

明,本研究建立了一种优化的 TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联合抽提法,该法适用于水稻纹枯病菌蛋白质双向电泳的

提取.
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　　蛋白质组学(proteomics)是宏观地研究生物体

内蛋白质差异表达、蛋白质功能以及蛋白质互作,揭
示基因表达调控和生命学行为的一门新科学.真

菌,尤其是丝状真菌蛋白质组学研究,近年来取得了

较大的研究进展[１Ｇ２].得力于大量已公布的真菌基

因组序列,真菌蛋白质组学研究正以越来越快的速

度发展[３].双向电泳(twoＧdimensionalelectrophoＧ
resis,２ＧDE)技术与高通量的蛋白质谱分析联用是

目 前 进 行 蛋 白 质 组 学 研 究 最 常 用 的 方 法 之 一.

２ＧDE技术可以从聚丙烯酰胺凝胶上检测到多达

１８００个植物蛋白点[４],能分析数以百计的蛋白质,

因而成为蛋白质组学研究中的首要技术[５].
蛋白质纯度的优劣是决定２ＧDE技术的可重复

性和获得高分辨率的关键[６],对于不同物种或样品,
蛋白质的提取方法也不尽相同,为了获得较好的蛋

白质质量,可以对已报道的方法进行优化或改良.
真菌样品的蛋白质比较难提取,主要有这几方面因

素:①真菌的细胞壁结构主要是几丁质,壁的厚度较

大,给破壁处理带来了一定难度;②真菌富含多糖和

色素类物质,不容易去除;③真菌会产生大量的分泌

蛋白酶,可能使蛋白质降解[７Ｇ８].目前适用于２ＧDE
技术的真菌蛋白质提取方法,一般步骤包括三氯乙

酸(trichloroaceticacid,TCA)或甲醇沉淀法进行纯

化处理,再用苯酚提取蛋白质,用甲醇醋酸铵盐浓缩

蛋白质,这些处理方法同样可以去除干拢蛋白电泳

的杂质[９Ｇ１２].
水稻纹枯病的病原菌为立枯丝核菌(RhizoctoＧ

niasolani)的AGＧ１IA融合亚群.该菌是重要的土

传丝状真菌,为害多达２６０多种植物,对农业生产造

成严重的经济损失[１３].水稻纹枯病菌全基因组的

公布促 进 了 人 们 对 该 菌 蛋 白 质 的 功 能 研 究[１４].

Lakshman等[１５]曾报道从立枯丝核菌(R．solani)

AGＧ４融合群的菌株提取蛋白质的方法,但笔者使

用该方法并不能从水稻纹枯病菌(R．solaniAGＧ１
IA)中提取到适合于双向电泳的蛋白质.因此,本
研究对该方法进行优化,拟先采用单向SDSＧPAGE
筛选方法,比较 TCAＧ丙酮沉淀法、SDS提取法和

TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联合抽提法制备的水稻纹枯病

菌蛋白质样品的质量,再用２ＧDE技术分离蛋白质,
旨在建立一种适用于双向电泳的水稻纹枯病菌的蛋
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白质提取方法.

1　材料与方法

1.1　材料和培养条件

水稻纹枯病菌(R．solaniAGＧ１IA)GDＧ１１８菌

株,为笔者所在实验室保存的强致病力菌株.用

５mm直径的打孔器从刚长满培养皿的水稻纹枯病

菌菌丝边缘打取菌饼,取５~８块菌饼接入装有１００
mLPDB的三角瓶中,置于２８℃下培养６d收集菌

丝.用ddH２O 洗净残留的 PDB,用滤纸吸干水分

后马上用液氮冷冻并保存在－８０℃冰箱备用.
1.2　主要试剂和仪器

TCA、N,N,N′,N′Ｇ四甲基二乙胺(N,N,N′,

N′Ｇtetramethylethylenediamine,TEMED )、BioＧ
Lyte３/１０、CHAPS３Ｇ[(３ＧCholamidopropyl)dimeＧ
thylammonio]Ｇ１Ｇpropanesulfonate、３０％ 丙 烯 酰 胺

单体贮液等均购于 BIOＧRAD公司;其他分析纯级

试剂购于广州化学试剂公司.使用的主要仪器有

BIOＧRADPROTEANIEFCell等电聚焦仪 MINI
PROTEIN３ 电泳 槽、GSＧ８００CalibratedImaging
Densitometer型凝胶扫描仪和(美国 BIOＧRAD 公

司),制冷水浴循环器 SC１５０ＧA５B(美国 Thermo
Scientific公司).
1.3　水稻纹枯病菌总蛋白质提取方法

１)TCAＧ丙酮沉淀法.参考 Lakshman等[１５]所

报道的方法,略作修改.称取４g冻干菌丝体,加液

氮研磨成粉末,马上加入３５mL预冷的１０％ TCAＧ
丙酮溶液(含０．０７％βＧ巯基乙醇),涡旋混匀后冰浴

过夜.将混合物在４℃下以１１０００r/min离心２０
min,沉淀即为全蛋白;沉淀加入５倍体积预冷丙酮

(含０．０７％βＧ巯基乙醇)重悬沉淀后在－２０℃静置

１h,重复４次;最后一次弃上清,通风橱内干燥,制
得蛋白干粉.

２)SDS提取法.如上述方法研磨４g菌丝体成

粉末,马上加入３５mLSDS缓冲液(甘油２０％、SDS
２％、DTT２％、TrisＧHCl(０．１mol/L,pH６．８))后在

８０℃下加热５min;随后在４℃下以１１０００r/min离

心２０min,弃沉淀.上清液加入４倍体积预冷丙

酮,涡旋混匀后冰浴过夜;以同样的条件离心２０
min,获得沉淀即为全蛋白.用预冷丙酮洗沉淀

１次,干燥即得蛋白干粉.

３)TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联合抽提法.如上述方

法研磨４g菌丝体成粉末后加入３５ mL 预冷的

１０％ TCAＧ丙酮溶液(含０．０７％ βＧ巯基乙醇),涡旋

混匀冰浴过夜.随后在４℃下以１１０００r/min离心

２０min,分别用８０％甲醇溶液(含１００mmol/L的醋

酸铵)和８０％丙酮洗涤沉淀,通风干燥１０min.再加

入１０mL酚/SDS抽提液[Tris 饱和酚(pH７．８)∶
(甘油３０％、SDS４％、βＧ巯 基 乙 醇 ５％、TrisＧHCl
(０．１mol/L,pH６．８)),V/V],振荡混匀温育５min
后４℃１１０００r/min离心,转移上层酚相至新离心

管中,加入５倍体积的冷的含１００mmol/L的醋酸

铵甲醇溶液,于－２０℃冰浴过夜.第２天将混合物

在４℃下,１１０００r/min离心２０min,沉淀用甲醇和

８０％丙酮各洗１次,干燥即得蛋白干粉.
1.4　水稻纹枯病菌总蛋白浓度测定

分别称取上述３种方法获得的蛋白质样品,每

２５mg干粉加入５００μL裂解液裂解,室温放置３~
４h,每０．５h轻摇匀,在４℃高速离心２０min后取

上清液.样品可在－８０℃下保存或直接用于电泳.
样品蛋白质的浓度用BSA方法测定[１６].
1.5　水稻纹枯病菌总蛋白 SDSＧPAGE 垂直电泳

取１５０μg的蛋白质与等体积２×SDSＧPAGE
上样缓冲液混合后,在１００℃ 加热处理３~５min,
冷却后以１１０００r/min离心１min.将上述处理好

的蛋白质点进加样孔中,加入１×电泳缓冲液后接

上电源.开始时用８０V 电泳至浓缩胶部分成一水

平线后,提高电压到１２０V 电泳至溴酚蓝到达距胶

底１cm 处时停止电泳.
1.6　水稻纹枯病菌总蛋白双向电泳

双向电泳采用BioＧRad双向电泳系统.试验方

法参照BioＧRad蛋白质组双向电泳操作指南,略有

改动.第一向等电聚焦使用７cm 的IPG预制胶条

(pH３~１０).等胶条充分吸胀后,用湿润的滤纸吸

干胶条上多余的液体,再转移到等电聚焦盘中进行

等电聚焦电泳.IEF聚焦结束的胶条,立即进行平

衡和第二向SDSＧPAGE电泳,方法如本文“１．５”所
述.电泳结束后,轻轻撬开两层玻璃,取出凝胶,并
切角以作记号.
1.7　凝胶染色及图片处理

用V冰醋酸 ∶V无水乙醇 ∶V水 ＝１∶４∶５的溶液固定

凝胶１h,然后用胶体金考马斯亮蓝 GＧ２５０染色液振

荡染色过夜(１６h),再用ddH２O振荡脱色至凝胶背

景干净.用 BIOＧRADGSＧ８００CalibratedImaging
Densitometer型凝胶扫描仪扫描,并采用 Quantity
One软件进行图片获取.
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2　结果与分析

2.1　3 种方法提取的蛋白质 SDSＧPAGE 电泳结果

从这３ 种方法所制备的样品总蛋白的 SDSＧ
PAGE电泳图谱(图１)可以看出,３种方法提取的水

　A:TCAＧ丙酮沉淀法;B:SDS提取法;C:TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联

合抽提法 A:TCAＧacetoneprecipitationmethod;B:SDSmethod;

C:TCAＧacetoneＧphenol/SDSmethod．

图１　３种方法分别提取水稻纹枯病菌

总蛋白的SDSＧPAGE图

Fig．１　SDSＧPAGEpatternsofRhizoctoniasolani
AGＧ１IAproteinsextractedwiththreemethods

稻纹枯病菌总蛋白的样品性质、条带数量、大小位置

以及着色程度都存在较大差异:用 TCAＧ丙酮沉淀

法获得的蛋白粉末呈现黃色,含色素杂质较多,蛋白

提取率不高,条带较浅,约有２８条(图１A);TCAＧ丙

酮Ｇ酚/SDS联合抽提法比其他２种方法获得的条带

更清晰,约有３０条(图１C),在 TCAＧ丙酮沉淀法的

基础上加入酚/SDS联合抽提液之后,能使纯化后

的蛋白由黄色变为乳白色,有效去除色素等杂质;

SDS提取法提取得到的蛋白图条带较模糊,约有２３
条(图１B),泳道中背景较深,说明蛋白质杂质较多,
质量较差.
2.2　3 种方法提取蛋白质的双向电泳结果

将３种方法提取得到的蛋白质样品进行２ＧDE
分离,电泳的参数选择了７cmpH３~１０的胶条进

行双向电泳.电泳结果的考马斯亮蓝染色结果

(图２)显示,TCAＧ丙酮沉淀法和SDS提取法得到的

总蛋白样品较少,损失较多,分辨率低,这２种方法

分别获得５５７和３０９个蛋白质点.TCAＧ丙酮Ｇ酚/

SDS联合抽提法获得的蛋白质在聚丙烯酰胺凝胶

上共分离得到８７７个蛋白质点,没有弥散蛋白质点

且斑点数量多于其他２种方法.该方法得到的蛋白

质点没有明显拖尾现象,形状清晰圆润,分布位置居

　A:TCAＧ丙酮沉淀法;B:SDS提取法;C:TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联合抽提法 A:TCAＧacetoneprecipitationmethod;B:SDSmethod;

C:TCAＧacetoneＧphenol/SDSmethod．

图２　３种方法提取的水稻纹枯病菌总蛋白的２ＧDE图谱

Fig．２　２ＧDEpatternsofRhizoctoniasolaniAGＧ１IAproteinsextractedwiththreemethods
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中,不偏向一侧,分离效果很明显,适合下一步挖点

酶解.该方法所优化后的最终等电聚焦程序为:

２５０V,０．５h;５００V,１h;１０００V,３h;４０００V,３h;

４０００V,２００００Vh.

3　讨　论

双向电泳技术是蛋白质组学研究的经典技术之

一,而蛋白质的质量是制约双向电泳成败的关键因

素[１].由于研究的材料不同,提取蛋白质的方法也

有所不同,因而摸索合适的蛋白质提取方法是开展

蛋白质组学研究的首要条件.真菌,尤其是丝状真

菌,由于细胞壁蛋白质与多糖、几丁质等紧密结合,
比普通材料难以破碎,难以提取到高质量的蛋白

质[７,１０,１７].这对于富含多糖和黑色素的水稻纹枯

病菌样品来说,难度更大.
水稻纹枯病菌是一种重要的土传病原真菌,也

是典型的丝状真菌.笔者在前期研究中发现,该菌

富含多糖,还会产生富含黑色素的菌核[１８],其核酸

提取方法难度较大.为了开展水稻纹枯病菌的蛋白

质组学研究,笔者前期严格按照Lakshman等[１５]报

道的方法,但是获得的双向电泳效果很差,这可能与

各自所用的材料属于立枯丝核菌的不同融合群有

关.因此,笔者根据已报道的方法,加以改进,摸索

出了一种合适于水稻纹枯病菌蛋白质提取的有效

方法.
本研究使用了３种蛋白质的提取方法对水稻纹

枯病菌的蛋白质进行提取,从结果看,这些方法都能

提取到蛋白质,但电泳的效果差别很大.从等量上

样的SDSＧPAGE电泳结果中可以看出,TCA/丙酮

法和 TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS联合抽提法所提取的蛋白

质数量相当,而SDS提取法获得的谱带背景较黑,
表明所提取的蛋白质中含有较多的杂质,会影响后

续的双向电泳.TCA/丙酮法和 TCAＧ丙酮Ｇ酚/SDS
联合抽提法的单向电泳图谱上,获得的蛋白质条带

相仿;但后续的双向电泳结果表明,使用TCAＧ丙酮Ｇ
酚/SDS联合抽提法比 TCA/丙酮法所获得的蛋白

质点要多.这是由于在 TCA/丙酮法的基础上,增
加了酚/SDS抽提步骤,提高了蛋白质溶解于酚层

的效率,高效去除了核酸和小分子物质.用甲醇和

丙酮洗涤,有效地去除了一些杂质盐离子和色素,这

２种试剂在干燥步骤充分挥发干净,不影响后续实

验.所以该优化方法获得的电泳图谱背景干净,分
辨率高,可以媲美余功明等[１９]所报道的方法.

在水稻纹枯病菌的蛋白样品中,高分子质量区

域的蛋白质非常多,因此需要筛选合适的上样量,避
免高丰度的蛋白质成片出现或者斑点过大[１９].经

过筛选,笔者发现每个上样孔加入１５０μg的蛋白质

能获得很好的结果,比前人所报道的方法更精确定

量,方便实用.目前笔者已经使用该优化的方法,从
水稻纹枯病菌的菌核中提取到高质量的蛋白质,该
方法也有望在其他产菌核真菌中得到应用.
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AnoptimizedproteinextractionmethodsuitablefortwoＧdimensional
electrophoresisofRhizoctoniasolaniAG１IA

SHUCanwei　CHENJianyi　ZHAO Mei　WANGChenjiaozi　ZHOUErxun

CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity/GuangdongProvince
KeyLaboratoryofMicrobialSignalsandDiseaseControl,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　TostudyproteomeofRhizoctoniasolaniAG１IA,thecausalagentofricesheathblight
disease,threeproteinextractionmethods(TCAＧacetoneprecipitationmethod,SDSmethodandTCAＧ
acetoneＧphenol/SDSmethod)werecomparedandatwoＧdimensionalelectrophoresisprocedurewasset
up．GelelectrophoresispatternswereanalyzedbyQuantityOnesoftwareandtheresultsshowedthat
５５７,３０９and８７７proteinspotswerecalculatedbyusingTCAＧacetoneprecipitationmethod,SDSmethod
andTCAＧacetoneＧphenol/SDSmethod,respectively．ProteinextractedbySDSmethodcontainedimpuriＧ
tiessuchassaltionsandsmallmolecules,andexhibitedthefewestproteinspots．Proteinobtainedby
TCAＧacetoneprecipitationmethodwasyellow,indicatingpigmentscontamination．Finally,acombined
TCAＧacetoneprecipitationandSDSmethodcouldgetridofsaltions,smallmoleculesandpigmentsand
produceaclearandhighresolutionelectrophoresispattern．Therefore,anoptimizedTCAＧacetoneＧpheＧ
nol/SDSextraction methodwasestablishedinthisstudy,whichwassuitableforproteinsextraction
fromR．solaniAGＧ１IAfortwoＧdimensionalelectrophoresis．

Keywords　Rhizoctoniasolani;twoＧdimensionalelectrophoresis;proteomics;filamentousfungi;

trichloroaceticacid
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