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甘蓝型油菜根系可溶性蛋白的提取
及双向电泳体系的优化
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摘要 以甘蓝型油菜品种青油10号幼苗期根系为材料,采用三氯乙酸/丙酮沉淀法、酚提法及酚提取-甲
醇/醋酸铵沉淀法分别提取甘蓝型油菜根系可溶性蛋白。以牛血清蛋白为标样,使用Bradford法测定蛋白质浓

度,计算蛋白提取率,并对所提取的蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)及双向电泳(2-DE)检测,所
得2-DE凝胶图片经PDQuest软件分析,分别检测得到644、645、669个蛋白点。对双向电泳条件进行优化,选
择改进的酚提法提取蛋白,采用17cm(pH5~8)的IPG胶条、蛋白上样量150μg及10%的SDS-PAGE胶含

量,可以获得分辨率高、重现性高的2-DE凝胶图片。
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  油菜作为一种双子叶植物,需要较多的硼以维

持其正常生长,但我国的油菜主产地是缺硼较严重

的地区,硼缺乏严重影响了油菜的产量和品质的提

高。研究油菜抗低硼胁迫的相关机制,选育硼高效

品种对推动我国油料生产的发展意义重大。笔者所

在实验室一直关注不同油菜品种之间硼效率的差

异,通过两步筛选法获得了一批硼高效品种[1]。徐

芳森等[2]对硼高效品种青油10号和硼低效品种

Bakow进行杂交,利用F2群体128个单株构建遗传

连锁图谱,检测到控制硼高效的1个主效QTLBE1
和3个微效QTL。

蛋白质组学技术的兴起推动了植物抗逆性相关

研究的进一步深入,双向电泳是目前蛋白质组学研

究中十分重要的分离技术。蛋白质根据其等电点和

相对分子质量大小,分别在一向等电聚焦和二向

SDS-PAGE中被分离,从而得到含有上千个清晰蛋

白点的二维图谱[3]。要获得1张分辨率良好的蛋白

图谱,高质量的蛋白样品是其根本保证[4]。目前国

内外关于油菜蛋白质组学研究的相关报道越来越

多,所用材料涉及了叶片[5]、花蕾[6]、种子[7]等。不

同器官的蛋白质组成特征是有差异的,针对材料选

择特异的提取方法可以得到更好的分离效果。

根系是植物矿质营养吸收最直接和最重要的器

官。刘家友等[8]研究表明,硼的供应能够影响豌豆

根边缘细胞和根细胞壁的多糖组分,进而影响细胞

壁稳定性。根系蛋白质提取使用的方法中最普遍的

是三氯乙酸丙酮沉淀法[9]和酚提法[10],所得结果在

蛋白质含量、蛋白点的分布上差异较大,缺少对比分

析。笔者分别采用三氯乙酸丙酮沉淀法、酚提法及

酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法,以甘蓝型油菜品种青

油10号苗期根系为材料,提取样品可溶性全蛋白,
对比3种方法在蛋白质提取率及单、双向电泳的分

离效果,选择其中一种更适合根系可溶蛋白质的提

取方法,最终建立1套适合该材料的双向电泳技术

体系,为油菜及相关作物根系蛋白质的提取及其他

蛋白质组学方面的研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料为甘蓝型油菜品种青油10号幼苗期

根系。制 作 方 法:选 取 颗 粒 饱 满 的 甘 蓝 型 油 菜

(BrassicanapusL.)青油10号种子,经70%乙醇

表面消毒后用纯水清洗干净,纯水浸种24h,播种

于湿润纱布上,幼苗4d后移至自制的水培塑料槽
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中。培养液采用 Hogland-Arnon配方,培养液组

分:KNO35.04mmol/L,KH2PO41.03mmol/L,

MgSO4·7H2O1.99mmol/L,Ca(NO3)2·4H2O
5.0 mmol/L,CuSO4 ·5H2O 0.32 μmol/L,

ZnSO4·7H2O0.77μmol/L,MnCl2·4H2O9.14

μmol/L,NaMoO4·2H2O0.37μmol/L和EDTA-
Fe0.07μmol/L。光照强度为200μmol/(m2·s),
光周期为16h/8h,温度为22℃。每5d更换1次

培养液,于第20天油菜生长到四叶一心时收获油菜

根系,纯水洗净擦干后称质量,迅速置于液氮中,然
后转移至-80℃保存备用。
1.2 蛋白提取方法

1)三氯乙酸(TCA)/丙酮沉淀法。参考Tsugi-
ta等[11]的方法。称取0.5g根样于液氮预冷的研

钵中,加液氮研磨至粉末状,将粉末移至10mL离

心管中,加入10倍体积的提取液(10%TCA/丙酮,

1mmol/L苯甲基磺酰氟(PMSF),0.07%2-巯基乙

醇),涡旋震荡1min,-20℃静置2h或过夜。然

后在4℃下35000r/min离心15min,弃上清。所

得沉淀再用预冷的丙酮清洗3~5次,-20℃下冷

冻干燥备用。

2)酚提法。参考Hurkman等[12]方法并加以改

进。具体步骤如下:取0.3g根样于液氮预冷的研

钵中,加液氮充分研磨,粉末移至2mL离心管中,
用80%丙酮清洗1次。沉淀中加入0.8mLTris饱

和酚和0.8mL提取液(0.1mol/LTris-HCl,pH
8.8,10mmol/LEDTA,0.4% 2-巯 基 乙 醇,0.9
mol/L蔗糖),涡旋震荡1min,4℃条件下放置30
min,期间每10min震荡1次,4℃下12000r/min
离心5min。上层酚相移至新离心管中,加入5倍

体积的0.1mol/L甲醇/醋酸铵溶液,涡旋震荡,置
于-20℃下1h或过夜。然后在4℃下,8000r/min
离心10min,弃上清。沉淀依次用0.1mol/L甲醇/
醋酸铵和预冷的80%丙酮各清洗2次,最后用预冷的

70%乙醇清洗1次,-20℃下冷冻干燥备用。

3)酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法。参考 Wang
等[13]的方法。取0.3g根样于液氮预冷的研钵中,
研磨所得粉末转至2mL的离心管中,加入1.6mL
10%TCA/丙酮,4℃下16000r/min离心3min,弃
上清。所得沉淀用0.1mol/L甲醇/醋酸铵溶液及

80%丙酮各洗1次,室温干燥。加0.8mLTris饱

和酚重悬,再加入0.8mLSDS-PAGE电泳缓冲液

(30%蔗糖,2%十二烷基硫酸钠(SDS),0.1mol/L

Tris-HCl,pH8.0,5% 2-巯 基 乙 醇)。涡 旋 震 荡

30s,16000r/min离心3min。移取上层酚相至新

的离心管中,加入5倍体积的0.1mol/L甲醇/醋酸

铵溶液,-20℃放置30min。16000r/min离心

5min,所得沉淀依次用甲醇/醋酸铵溶液和预冷的

80%丙酮各洗1次,-20℃下冷冻干燥备用。

4)数据处理。称取液氮冻存根系材料9份,按
上述3种方法提取蛋白,每种方法设3个重复。测

定每管蛋白浓度,计算蛋白总产量,再除以每管根鲜

质量求得蛋白提取率。公式:蛋白总产量=蛋白浓

度×裂解液体积;提取率=蛋白总产量/根鲜质量;
蛋白总产量和提取率为各重复的均值。
1.3 蛋白定量与 SDS-PAGE

将蛋白干粉溶于裂解缓冲液(7mol/L尿素、

2mol/L硫脲、4%CHAPS)中。蛋白浓度检测采用

Bradford法[14]。单向检测使用Bio-Rad公司 Mini-
PROTEAN电泳槽,采用5%浓缩胶和12%的分离

胶。蛋白上样量每点样孔约10μg,考马斯亮蓝R-
250染色。
1.4 双向电泳

等电聚焦使用Bio-Rad公司线性IPG胶条(17
cm,pH5~8),150μg蛋白溶于350μL水化液,被
动水化上样,等电聚焦程序参数设置如表1。①聚

焦完成后,经2次平衡(各15min)后转入第二向聚

丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE),10%凝胶,80V
进样1h,120V电泳9h。②溴酚蓝到达凝胶底部

时结束电泳,凝胶转至染胶盒中。③用超纯水将凝

胶清洗1次,加入固定液(40%乙醇、10%醋酸水溶

液)置于摇床上2h。④加入敏化液(30%乙醇、

6.8%乙酸钠、0.2%硫代硫酸钠水溶液),敏化30
min后水洗3次,每次5min。⑤加入银染液(0.25%硝

酸银溶液)染色20min,水洗3次,每次1min。⑥加

入染色液(2.5%碳酸钠、0.03%福尔马林水溶液),
表1 等电聚焦参数设置1)

Table1 Theparametersofisoelectricfocusing

步骤Step 电压/VVoltage 时间/hTime
被动水化Passivehydration ——— 14
第1步Step1 250 0.5
第2步Step2 500 0.5
第3步Step3 1000 0.5
第4步Step4 10000 5
第5步Step5 10000 6
第6步Step6 500 ———

 1)聚焦温度为20℃,电流上限为每胶条50μA。Thefocusing

temperatureis20℃,andtheceilingvalueofelectriccurrent

is50μA/gel.
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反复摇动至蛋白点清晰呈现。⑦加入终止液(5%醋

酸溶 液),终 止10 min后 凝 胶 移 至 超 纯 水 中 保

存[17]。凝胶扫描使用Bio-Rad公司GS-800光密度

扫描仪,扫描分辨率为300dpi。

2 结果与分析

2.1 3 种提取方法蛋白得率的对比分析

3种提取方法蛋白得率结果如表2所示。经方

差分析3种方法的提取率达到显著差异,三氯乙酸/
丙酮沉淀法最优,酚提法次之,酚提取-甲醇/醋酸铵

沉淀法最差。从相对标准偏差的分析可见,3种方

法在重复性的表现上与提取率恰相反。

2.2 单向电泳检测 3 组蛋白提取物

3种方法提取的蛋白在聚丙烯酰胺凝胶电泳

后,经考马斯亮蓝R-250染色,结果如图1所示。a
(三氯乙酸/丙酮沉淀法)泳道背景较深且高丰度蛋

白覆盖了大量低丰度,b(酚提法)泳道不同蛋白含

量差异较小,从高分子质量到低分子质量分布均匀,

c(酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法)泳道背景较浅,蛋白

泳带清晰。从单向电泳检测结果来看,三氯乙酸/丙

酮沉淀法虽然涵盖了较多种类的蛋白,但是其丰度

极不均衡,背景太深,对于双向电泳分离和凝胶染色

十分不利,而另外2种方法在单向分离效果上较为

类似,需要进一步进行双向电泳的对比分析。
表2 3种蛋白提取方法得率比较1)

Table2 Comparisonoftheproteinyieldsamongthreeproteinextractionmethods

提取方法Extrationmethods 蛋白总产量/mgTotalyield 提取率/(mg/g)Ratio 相对标准偏差/% RSD
三氯乙酸/丙酮沉淀法

TCA/acetoneprecipitation
1.80 9.13a* 9.1

酚提法Phenolextraction 0.73 5.27b 2.4
酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法

Phenolextraction-methanol/ammoniumacetateprecipitation
0.84 4.40c 2.2

 1)*表示5%的显著水平。*showsthesignificantdifferenceat5%level.

 M:Marker;a:三氯乙酸/丙酮沉淀法 TCA/acetoneprecipitati-
on;b:酚提法 Phenolextraction;c:酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法

Phenolextraction-methanol/ammoniumacetateprecipitation.

图1 SDS-PAGE检测凝胶图片

Fig.1 GelimageofSDS-PAGE
2.3 3 组蛋白的 2-DE 分析

本试验蛋白提取的最终目的是用于双向电泳分

离,2-DE胶的蛋白分离效果是方法选择的最重要标

准。3组蛋白各上样100μg,12%的凝胶含量进行

双向电泳。如图2所示,a组凝胶中蛋白分离效果

一般,有横纵条纹存在,蛋白点边界模糊;b、c2组效

果较好,背景干净,蛋白点清晰,而且具有很好的匹

配性。使用PDQuest软件进行背景消减,斑点检

测,a、b、c3组分别得到644、645、669个蛋白点。c
组检测到可辨识点略多,与b组相比多出的点主要

集中在碱性端,在酸性端及小分子质量区域分离效

果则较差。统计3张胶中可检测到的蛋白点,a、b、c
3组中重复出现的点有270个,a、b2组重复出现的

点有354个,b、c2组重复出现的点有479个,a、c
2组重复出现的点有346个(图3),由此也验证了不

同蛋白提取方法具有偏好性,没有一种方法能够囊

括所有蛋白[17]。
2.4 双向电泳体系的优化

取酚提法得到的蛋白样品,分别以蛋白上样量

及凝胶含量对双向分离的效果进行评价。当上样量

为100μg时,可以检测到的蛋白点仅为600个左

右,上样量增至120μg,蛋白点的数量增加(小分子

质量区域表现明显),上样量增至150μg时,可检测

到接近1000个点(图4)。当上样量高于200μg
时,银染背景过深,横纵条纹增多(图片未显示)。合

适的蛋白上样量对双向电泳十分重要,太小会导致

样品中的低丰度蛋白未达到最低检出限,而太大又

造成背景过深。本试验最终选择150μg的上样量,
效果良好。凝胶含量在12%和10%时,蛋白在第二

向分离时表现了不同的迁移状况。凝胶孔径大小由

单体含量决定,含量越大,胶孔越小,电泳迁移越慢。
胶体含量在12%时,蛋白点主要集中在胶的中上部

分,纵向分布不均匀,当胶体含量降至10%时,蛋白

整体向下迁移,而且小分子蛋白恰好未跑出凝胶。
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 a:三氯乙酸/丙酮沉淀法 TCA/acetoneprecipitation;b:酚提法Phenolextraction;c:酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法Phenolextraction-
methanol/ammoniumacetateprecipitation.

图2 不同提取方法所得双向电泳凝胶图片的比较

Fig.2 Comparisonof2-DEgelimagesfromdifferentproteinextractionmethods

 a:三氯乙酸/丙酮沉淀法 TCA/acetoneprecipitation;b:酚提法

Phenolextraction;c:酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法 Phenolextrac-
tion-methanol/ammoniumacetateprecipitation.

图3 3种蛋白提取方法2-DE胶检测到

蛋白点数量的组间比较

Fig.3 Inter-groupcomparisonoftheproteinspots
detectedon2-DEgelsfromthreeextractionmethods

  a:上样量100μg,凝胶含量12% Loadingvolume100μg,

12%polyacrylamidegels;b:上样量120μg,凝胶含量10%Load-

ingvolume120μg,10%polyacrylamidegels;c:上样量150μg,凝

胶含量10%Loadingvolume150μg,10%polyacrylamidegels.

图4 不同上样量及凝胶含量对凝胶图像效果的影响

Fig.4 Effectofdifferentsamplevolumeandthe

gelconcentrationonresolution

对比 可 知10%胶 体 含 量 对 于 该 样 品 较 为 合 适

(图4-a,b)。
通过对三氯乙酸/丙酮沉淀法、酚提法和酚提

取-甲醇/醋酸铵沉淀法3种蛋白提取方法在蛋白提

取率、单双向电泳以及可操作性上的差异进行了比

较分析,最终确定改良的酚提法最适合于油菜根系

可溶性蛋白的提取,进一步通过电泳条件的对比优

化,确定双向电泳时蛋白上样量150μg、凝胶含量

10%为获得重现性良好的2-DE凝胶图片的最优电

泳条件。通过该体系获得了重现性良好的2-DE
胶,2张胶上可匹配点达1000个左右(图5),能够

满足差异蛋白质组学研究的要求。

图5 具有良好重现性的2-DE胶

Fig.5 2-DEgelwithhighreproducibility

3 讨 论

三氯乙酸/丙酮沉淀法是进行蛋白质组学分析

最常用的提取方法,提取过程中损失较少,具有广泛

的适用性,在动植物组织[17-18]以及微生物材料[19]中

都取得了很好的分离效果。但是沉淀所得大量蛋白

粗提物,需要强力的裂解缓冲液及机械辅助,才能抽

提到较纯的蛋白,因此蛋白的溶解和纯化是该方法

应用的瓶颈[20]。本试验采用多次沉淀进行纯化,机
械震荡辅助溶解,这些操作产生的随机误差较大,导
致提取率的相对标准偏差很大;该方法的另一个问

222



 第2期 王振华 等:甘蓝型油菜根系可溶性蛋白的提取及双向电泳体系的优化  

题在于,高丰度蛋白的比例过高,往往会覆盖住一些

含量较低的蛋白。
酚提法是一种非常适合植物材料尤其是难提取

材料的蛋白提取方法。植物细胞由于细胞壁和众多

胞内次生代谢物质的存在,给蛋白提取纯化带来了

巨大挑战。酚提法先采用两相萃取将蛋白溶于上清

液,然后再沉淀,与三氯乙酸/丙酮沉淀法的直接沉

淀相比,避免了大量组织残渣和水溶性杂质的污染。
该方法所得蛋白杂质较少,适合于进行双向电泳试

验。笔者采用Hurkman等[12]的方法加以改进,提高

离心力,优化了沉淀、清洗步骤,获得了较好的分离

效果。
酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀法相当于将三氯乙

酸/丙酮沉淀法与酚提法串联整合使用,其优势也在

于能够很好地去除杂质,多用于顽固难提的材料,缺
点则是步骤多耗时长。这种方法自报道以来已经被

广为采用,蛋白提取率及纯度都有保证。

Isaacson等[21]认为不同的提取方法是互补关

系,不存在绝对的优劣,在保证杂质去除率的基础上

应该尽量减少操作步骤,综合考虑蛋白提取的难易、
单双向电泳分离的优劣进行方法选择。三氯乙酸/
丙酮沉淀法提取的蛋白量最大,但是其单双向电泳

分离效果均没有优势,故首先被排除。酚提法在单

双向电泳检测的效果上与酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀

法极为相似,2-DE胶所涵盖的点中共有的蛋白点占

57.4%,酚提法特异的点占19.9%,酚提取-甲醇/
醋酸铵沉淀法特异的点占22.7%。在最初的对比

试验中,酚提法在2-DE胶上检测的点略少,但是它

的蛋白提取率显著高于酚提取-甲醇/醋酸铵沉淀

法,因此具有较大的提升空间。考虑最少操作步骤

原则,选择酚提法并加以改进,优化后通过双向电泳

获得的可辨识点显著增多,最终得到了1个省时高效

的提取方法。
双向电泳第一向等电聚焦(IEF)与第二向SDS-

PAGE,分别影响蛋白点在凝胶横向和纵向上的分

离。等电聚焦结果的优劣主要取决于样品的处理、
上样方法及上样量。蛋白提取方法对样品质量影响

最大。使用优化的酚提法提取蛋白,所得样品盐及

其他杂质含量低,等电聚焦过程升压顺利,每次都能

快速达到预定电压10000V。目前上样方法主要

有3种,即主动水化、被动水化和上样杯法。上样杯

法一般用于较大上样量,不适用于本试验。主动水

化法直接在聚焦盘以低电压促进上样,操作简便最

省时,但是未被胶条吸收的样品会导致图像拖尾。
为避免这种情况可在水化盘中完成胶条水化溶胀,
再转至聚焦盘聚焦,即本试验所使用的被动水化。
影响第二向SDS-PAGE的因素有很多,比如平衡时

间的控制,IPG胶条与凝胶的接触是否良好、有无气

泡、凝胶含量的选择等。平衡时间应严格控制在15
min左右,时间短于10min,不能充分完成还原甲基

化,会导致横纹增多;若长于20min,蛋白损失量增

大而且扩散严重,同样不利于蛋白分离。IPG胶条

PAGE胶良好接触首先要求凝胶胶面要平,试验中

发现自底向上式的灌胶槽所制凝胶上表面更平滑。
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ComparisonofproteinextractionmethodsfromBrassicanapus
rootsandoptimizationoftwo-dimensionalelectrophoresis

WANGZhen-hua WANGZhi-fang CHENShui-sen XUFang-sen SHILei

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/MicroelementResearchCentre,
HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Theaimofthestudyistoestablishaprocedureonrootproteinextractionappliedforpro-
teomicsanalysisinBrassicanapusseedlings.Threemethods(TCA/acetone,phenolextractionandphe-
nolextraction-methanol/ammoniumacetateprecipitation)forproteinextractionwereassessedwith
Brassicanapuscultivar“Qingyou10”rootatseedlingstageasexperimentmaterials.Theproteincon-
centrationwasdeterminedusingBradfordproteinassaywithBSAasastandard,andtheproteinsamples
wereseparatedbySDS-PAGEandtwo-dimensionalelectrophoresis(2-DE)inturn.Then,the2-DEgel
imageswereanalyzedbyPDquest,detecting644,645,669clearspots,respectively.Evaluatingcompre-
hensivelytheefficiencyofproteinextractionamongthethreemethodsandoptimal2-DEcondition,mod-
ifiedphenolextraction,alongwiththe2-DEparameters,17cm(pH5-8)IPGstrip,150μgproteinload-
ingvolumeand10%PAGEgelconcentration,werechosentoobtainhighreproducibleandclear2-DEgel
image,whichcouldsatisfythedemandforproteinisolationandidentificationinproteomicsstudy.

Keywords Brassicanapus;roots;proteinextraction;two-dimensionalelectrophoresis
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