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圆果种黄麻功能叶总蛋白提取方法及双向电泳体系的优化 
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李华丽 
福建农林大学 / 作物遗传育种与综合利用教育部重点实验室, 福建福州 350002 

摘  要: 蛋白质提取方法和电泳条件是蛋白质组学研究中双向电泳的关键。本文初步建立起一套适合圆果种黄麻功

能叶总蛋白双向电泳(2-DE)分析的高效提取方法及电泳条件, 在双向电泳技术中, 比较了 TCA丙酮、Tris-base/丙酮、

Tris-HCl的蛋白提取方法, 并优化了上样量和样品制备方法。结果表明, TCA丙酮法提取蛋白质产量高, 达 79.0 mg 

g−1, 比 Tris-base/丙酮法和 Tris-HCl 的产量分别高出 44.2%和 114.1%。该法得到的 2-DE 图谱背景清晰, 蛋白点数最

多, 约 602个, 较其他两种方法更适合用于黄麻功能叶总蛋白双向电泳分析; 350 μg为最佳上样量。这为黄麻蛋白质

组学后续研究奠定了基础。 
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Optimization of Extraction Method and Two-Dimensional Electrophoresis 
Conditions for Proteome Analysis of Jute Functional Leaf 
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Abstract: The protein extraction methods and electrophoresis conditions are the key facts of two-dimensional electrophoresis in 
proteomics. In this study, in order to set up a suitable method for jute leaf total protein extraction and the optimized condition for 
two-dimensional electrophoresis, we compared the protein extraction methods using TCA acetone, Tris-base acetone and Tris-HCl. 
We also optimized the sample loading amount and sample preparation approach. The results showed that protein productivity reached 
79.0 mg g–1 at most by TCA acetone method, and 44.2% and 114.1% higher than by other two methods, respectively. Besides, the 
2-DE image background was the clearest and the protein spots were the most reaching about 602 by TCA acetone method, which is 
much more suitable as extraction method for jute leaf protein two-dimensional electrophoresis. The most suitable sample loading 
quantity was 350 μg, which lays a foundation for further study of jute proteomics. The construction of two-dimensional electrophore-
sis system can be use to study the differences of protein expression on normal material and mutant of jute, and promote the applica-
tion of proteomics in jute mutant. 
Keywords: Jute leaf; Extraction method; Protein two-dimensional electrophoresis (2-DE); Optimizing of loading amount 

黄麻 (C. capsularis L.)、椴树科 (Tiliaceae)黄麻属
(Corchorus)一年生纤维作物 , 是东南亚国家重要的工业
原料作物, 黄麻纤维质地柔软、具有易染色、抗静电、抑
菌、可降解等优良特性。为了研究黄麻不育突变体和黄麻

正常材料蛋白质表达差异 , 探索不育基因的分子机理 , 
提取其叶总蛋白及电泳是首要环节。 

2-DE 技术是由意大利生化学家 O’Farrell[1]于 1975

年建立起来的, 该技术将等电点(isoelectric point, PI)和分
子量 (moleculweight, MW)两个特性结合起来分离蛋白 , 
具有较高的灵敏度和分辨率, 是研究蛋白组学的核心技
术 [2], 已成为从复杂体系中检测和分析蛋白质的一种强
有力的生化手段[3]。随着后基因组时代的到来, 在蛋白质
组学研究中 2-DE 技术已有着举足轻重的作用, 在植物研
究中也有了广泛的应用[4-5], 如在植物生理蛋白质组学、
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植物突变体蛋白质组学、植物遗传多样性蛋白质组学和植

物发育蛋白质组学等方面 [6-7]。随着植物蛋白质组学研究

的深入,已在水稻[8-9]、拟南芥[10-11]、烟草[12]、大豆[13]等植

物中开展了该技术相关研究。目前, 国内外对黄麻蛋白质
组学研究却鲜见报道。 

蛋白质提取和样品制备是蛋白质组学研究成功的关

键[14]。采用合适提取蛋白质方法是获得良好的 2-DE图谱
的前提条件[15-16]。植物组织中含有多糖、酚、有机酸、

脂类及其他代谢产物, 这些物质会严重干扰蛋白质提取
和电泳, 因此在制备蛋白质样品时应尽可能的去除这些
干扰物质[17]。目前蛋白质的提取方法很多, 但由于植物的
生物学特征、生理生化特征不尽相同, 对不同植物物种、
器官, 甚至同一植物不同组织的最适提取方法不同[18-20]。

因此在蛋白质组学研究 2-DE 技术分析时, 应该结合不同
植物物种、器官、不同时期的组织特点建立起适合自身材

料的最佳提取蛋白方案。本实验探索并优化了上样量和蛋

白质提取制备方法, 为黄麻蛋白质组学研究奠定了坚实
的工作基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
圆果黄麻 179 系福建农林大学以梅峰 2 号与闽麻 5

号杂交后代中选育出来的高产抗病优质黄麻品种。先将黄

麻 179种子播于福建农林大学麻类研究室网室。当幼苗长
至第 50 天后 , 取其倒七功能叶在液氮里速冻后 , 放入
–80℃冰箱备用。 
1.2  以 TCA丙酮法提取叶总蛋白 

参照 Damerval等[21]的方法并有所改进。迅速称取在

–80℃冰箱中低温保存的黄麻功能叶粉末 0.5 g, 置 10 mL
灭菌离心管中, 立即加入 5 mL预冷的含 10% TCA、0.07% 
β-巯基乙醇(β-Me)丙酮溶液 , 于−20℃静置过夜; 然后在
4℃、12 000×g条件下离心 30 min, 收集沉淀物。沉淀物
中加入 5 mL含 0.07% β-Me的预冷丙酮溶液, 在−20℃下
至少沉淀 1 h, 于 4℃、12 000×g条件下离心 30 min; 重复
漂洗 3 次。最后以 5 mL 冷的 80%丙酮清洗沉淀物, 在   
12 000×g条件下离心 20 min, 把得到的白色粉末于−20℃
挥发干, 于−80℃下保存。 
1.3  以 Tris-base/丙酮法提取叶总蛋白  

参照 Rabillowd[22]的方法略作改进。取 0.5 g黄麻功
能叶粉末 , 迅速加入 4.0 mL 提取缓冲液[0.04 mol L–1 
Tris-base, 5 mol L–1尿素(urea), 2 mol L–1硫脲(thiourea), 
2% W/V CHAPS, 5% W/V PVP, 2% β-Me]充分混匀后于
4℃、12 000×g离心 40 min, 取上清, 加入 4倍体积预冷
含 0.07% β-Me丙酮溶液, 在–20℃至少静置 2 h, 于 4℃、
12 000×g离心 30 min, 收集沉淀物, 接着用预冷含 0.07% 
β-Me 丙酮溶液漂洗沉淀, 振荡混匀后, 在−20℃下, 静置
2 h, 再于 4℃、12 000×g离心 30 min, 收集沉淀。重复漂
洗 3 次。得到的样品在−20℃下挥发干, 置−80℃冰箱备

用。 
1.4  以 Tris-HCl法提取叶总蛋白 

参照谷瑞升等[23]的方法操作。 
1.5  蛋白裂解方式的优化及蛋白质样品的制备和定量 

探讨了 2种裂解方式: (1)在 32℃下恒温水浴 2 h, 期
间振荡几次; (2)于 25℃超声清洗器中超声处理, 每次 5 
min, 间隔期间振荡 30 s, 超声处理 40 min。 

分别取上述 3种方法制备的蛋白干粉末 70 mg, 各加
入 700 μL 裂解液 [8 mol L−1 尿素 , 2 mol L−1 硫脲
(thiourea), 4% W/V CHAPS, 1% DTT, 1.5% V/V的两性电
解质 pH 3~10, 0.5% V/V的两性电解质 pH 5~7], 按上述两
种方法裂解后, 于 4℃, 12 000×g离心 20 min, 上清液即
为待测蛋白上样液。 

参照 Bradford 法 [24]定量蛋白 , 在紫外分光光度计
595 nm 波长下测定色素结合物光密度 OD 值, 绘制标准
曲线[25], 依照标准曲线计算出样品蛋白浓度。 
1.6  以聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离蛋白 

参考 Laemmli[26]的方法, 先制备垂直电泳胶, 分离
胶浓度为 12.5%, 浓缩胶浓度为 5%。每个泳道蛋白上样
量为 80 μg。20 mA电泳 16 h。电泳后胶块固定液(40% V/V
甲醇, 10% V/V乙酸)固定 40 min后, 用三蒸水漂洗 4次, 
每次 5 min, 接着在染色液(0.2% W/V 考马斯亮蓝 G250, 
10%硫酸铵, 10%磷酸)中染色过夜。最后用三蒸水脱色, 
直至背景清晰。 
1.7  蛋白上样量的优化 

在第一向等电点聚焦 (IEF)中 , 设 5 个上样量梯度, 
分别为 150、250、350、450和 550 μg。根据 2-DE凝胶
图像效果优化出最佳上样量。 
1.8  二维聚丙烯酰胺凝胶电泳(2D-PAGE) 

参考王经源等[27]的方法, 第一向等电点聚焦(IEF)的
胶条为 18 cm, 上样量为 350 μg。SDS-PAGE的凝胶规格
为 190 mm×190 mm×1.5 mm。分离胶浓度为 12.5%, 浓缩
胶浓度为 5%, 在垂直电泳槽中进行电泳, 用考马斯亮蓝
G250染色。 
1.9  图像分析 

用 Umax Powerlook扫描仪扫描及 Image Master 2D 
Platinum version 5.0软件分析 2-DE凝胶图像。 

2  结果与分析 

2.1  不同提取方法蛋白的产量和蛋白点数 
主要是以蛋白的产量和质量评价蛋白提取方法的优

劣。蛋白的产量是进行 2-DE 分析的保障; 而蛋白的质量
关系到能否得到理想的 2-DE 图谱, 反映了提取蛋白的纯
度[14]。从表 1看, 3种提取方法的总蛋白的产量各不同, 产
量最高的为 TCA 丙酮法 , 达到 79.0 mg g−1 鲜重 , 比
Tris-base/丙酮法和 Tris-HCl法分别高出 44.2%和 114.1%。
从 2-DE 图谱上的蛋白点总数看, 最多的是 TCA 丙酮法, 
其次为 Tris-base/丙酮法 , 前者比后者高出 16.9%; 
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Tris-HCl法最少, 前两法是其 2.73倍和 2.34倍。 
 

表 1  不同提取方法蛋白的产量和 2-DE 图谱中的蛋白点数 
Table 1  Protein yield and spots in 2-DE image of different extrac-

tion methods 

方法 
Method 

蛋白产量 
Protein yield 
(mg g−1 FW) 

点数 
Spot 

TCA丙酮法 TCA/actone method 79.0±1.32 602±29.0

Tris-base/丙酮法 Tris-base actone method 54.8±1.70 515±24.2

Tris-HCl法 Tris-HCl method 36.9±1.35 220±12.6

 
2.2  3种提取方法的 SDS-PAGE带型对比 

图 1表面, TCA丙酮法(泳道 2)和 Tris-base/丙酮法(泳
道 3)都有条非常明显的条带, 分子量约为 66.0 kD, 其主
要为二磷酸核酮糖羧化酶大亚基。而且这 2种方法提取的
蛋白主要是高分子量的蛋白 , 分子量主要集中在 33.0~ 
66.0 kD。而 Tris-HCl法(泳道 1)提取的蛋白主要为低分子
量的蛋白(≤35 kD)。在 66.0 kD 处也有条带, 但非常淡, 
说明此分子量的蛋白量明显少。 

 

图 1  3 种提取方法的黄麻叶总蛋白的 SDS-PAGE 带型图 
Fig. 1  SDS-PAGE profiles of total proteins extracted from Jute 

leaf using three methods 
1: Tris-HCl法; 2: TCA丙酮法; 3: Tris-base/丙酮法; M: 蛋白 marker。 
1: Tris-HCl method; 2: TCA/actone method; 3: Tris-base actone method; 

M: protein marker. 

 
2.3  3种提取方法的 2-DE图谱 

从图 2 可知, 3 种提取方法的 2-DE 图谱背景都相对
清晰, 尤其是 TCA丙酮法(1号胶)。TCA丙酮法在 3种方
法中是最适合作为黄麻叶总蛋白 2-DE分析的提取方法。
因为该法提取的总蛋白得到的 2-DE 图谱不仅背景清晰; 
而且图谱中蛋白点数最多 ; 蛋白质等电点分布广 (pH 
4~10); 反映的蛋白信息更加全面。Tris-base/丙酮法的
2-DE 图谱(3 号胶), 虽然蛋白点数也比较多, 但有些纵条

纹。并且有些区域蛋白点未能很好分开(如 III区), 而对应
的 III区在 TCA丙酮法的胶上能很好地分离。这两种方法
提取的蛋白都主要以高分子量蛋白为主, 都有一个高丰
度、高分子量的蛋白亚基(II 区), 而 Tris-HCl 法(2 号胶)
在该区未见到高分子量蛋白亚基。这些结果与图 1 中
SDS-PAGE 的带型图的结果相吻合。Tris-HCl 法(2 号胶)
并不适合作为黄麻叶总蛋白的提取方法 , 虽然该方法
2-DE 图谱背景清晰 , 但在提取过程中很多蛋白丢失了 , 
特别是高分子量的蛋白, 故在 2-DE 图谱中的蛋白点非常
少, 仅有 220 个蛋白点(表 1)。并且蛋白点都为低分子量
的蛋白(≤35 kD), 蛋白点主要集中在 I区内。这一结果与
图 1中 1号泳道中的条带所示结果一致。 
2.4  蛋白上样量优化 

蛋白上样量直接影响到 2-DE图谱的效果, 并且关系
到实验结果的可靠性[28]。提高上样量, 有利于低丰度蛋白
的检测, 但上样量过高时, 往往会产生横纵条纹, 并且高
丰度蛋白质的斑点会影响其他蛋白质点的分离和分析。图

3 中 a~e 五块胶分别表示上样量为 150、250、350、450
和 550 μg 经考马斯亮蓝 G-250 染色后的 2-DE 图谱。五
块胶中 a、b、c三块胶的背景较 e、f更清晰, 没有明显的
纵条纹, 但 a、b两块胶由于上样量少, 蛋白点数明显较另
外 3块胶少, 许多低丰度蛋白被丢失, 特别是在如图所示
的 V区。e、f两块胶中, 由于上样量过大, 有些区域高峰
度蛋白点将其周边蛋白点覆盖。如图示 IV 区。c 胶不论
是蛋白总点数 , 还是蛋白点的分离效果都是最好的 , 故
350 μg是黄麻叶总蛋白 2-DE分析采用考蓝时的最佳上样
量。 

3  讨论 

3.1  关于蛋白质的提取方法 
样品制备是双向电泳技术成功的关键。蛋白质的提

取方法有多种, 每种方法提取的蛋白特点不同, Tris-HCl
法提取的蛋白以低分子量为主, 而 TCA 丙酮法提取的蛋
白以高分子量居多。由于不同物种不同器官或组织的化学

组成不同 , 甚至同一植物不同组织其蛋白组成不同 , 所
以其最适蛋白质提取方法也不同。如许辰平等[5]以 2-DE
分析草坪草蛋白提取方法表明, TCA 丙酮法是其叶组织
提取的最佳方法 , 但不是根部蛋白提取的最佳方法; 又
如金艳等 [29]研究表明 TCA 丙酮法是小麦叶片总蛋白

2-DE 分析的最佳提取方法, 而曾广娟等[4]指出最适 2-DE
分析苹果叶片总蛋白的提取方法为改良的 Tris-HCl。本研
究认为, TCA丙酮法较其他两种方法更适合作为 2-DE分
析黄麻功能叶总蛋白提取方法。所以在蛋白质组学 2-DE
分析时, 应结合自己研究的材料而探讨蛋白提取的最适
方法。 
3.2  关于蛋白的上样量和浓度测定 

蛋白上样量直接影响 2-DE 图谱的质量和实验结果
的可靠性, 降低上样量时, 可能 2-DE 图谱背景清晰, 但 
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图 2  3 种方法提取黄麻叶总蛋白 2-DE 图谱效果 
Fig. 2  Effectiveness of the two-dimensional gel electrophoresis images obtained from the total protein of Jute leaves following each protocol 

1: TCA丙酮法; 2: Tris-HCl法; 3: Tris-base/丙酮法。 
1: TCA/actone method; 2: Tris-HCl method; 3: Tris-base actone method. 

 

图 3  不同上样量的 2-DE 图谱对比 
Fig. 3  Comparison of 2-DE images of different loading sample amounts 

 
一些低丰度的蛋白丢失; 而提高蛋白上样量虽有利于低
丰度蛋白的检测, 但往往导致高丰度蛋白斑点掩盖低丰
度蛋白斑点, 且样品中含的盐离子浓度随着上样量的加
大而提高, 直接影响等电聚焦效果。因此在选择上样量时
应结合 2-DE图谱和染色方法综合考虑[28]。同时, 准确测
定蛋白质浓度也是蛋白正确上样量的前提。目前蛋白浓度

测定方法很多, 原理基本相似。本文采用 Bradford法较其
他测定方法不易受 K+、Na+、Mg+、(NH)2SO4、非蛋白质

复合物(如酚类)等因素的干扰 , 且操作简便 , 反应迅速 , 
灵敏度较高, 可保证蛋白浓度测定的准确性。 
3.3  关于 2-DE图谱 
    理想的 2-DE 图谱要求蛋白点清晰, 即相对丰度适宜, 
蛋白点数量真实性高, 没有横、纵条纹。而 2-DE 图谱中
横、纵条纹产生的主要原因是蛋白样品裂解不够彻底和所

含盐浓度过高、上样量过大、聚焦时间不够等[30]。本研

究发现采用超声裂解 40 min比 32℃恒温水浴裂解 2 h的
效果更加好, 同时在正常聚焦时间基础上延长半小时使
2-DE图谱较理想, 并提高了其重复性。 
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