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冬小麦叶片抗旱蛋白质组双向电泳技术体系的优化
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摘　要：为给小麦抗旱蛋白质组学研究提供技术支撑，以两个抗旱性不同的冬小麦品种周麦１８和晋麦

４７三叶期幼苗为材料，比较分析了ＰＥＧ胁迫处理后两种不同蛋白质提取方法ＴＣＡ／丙酮法和磷酸钠缓冲液

研磨法对ＩＥＦ／ＳＤＳＰＡＧＥ双向电泳的影响，并在ＩＰＧ胶条ｐＨ范围、蛋白质上样量和ＳＤＳＰＡＧＥ胶浓度等方

面进行了探索与优化。结果表明，采用ＴＣＡ／丙酮法提取叶片全蛋白，选用１７ｃｍ、ｐＨ４～７的ＩＰＧ线性胶条，

在上样量为１５０μｇ·胶条
－１，以及１２％ＳＤＳＰＡＧＥ胶浓度下进行双向凝胶电泳，蛋白质能够更好地被分离，

２ＤＥ图谱上可分辨出约４００个蛋白点。利用该体系比较了ＰＥＧ胁迫后两个品种双向电泳图谱的差异，周麦

１８有９个蛋白点存在差异，其中５个下调表达，４个上调表达（３个新诱导表达）；晋麦４７有５个蛋白点存在差

异，均上调表达（１个新诱导表达）。
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　　干旱等逆境胁迫会诱导植物产生应激蛋

白［１］，促使植物适应外界环境，成为植物提高抗逆

性的一个共同机制。国内外对小麦的抗旱性不仅

从形态结构、生理生化机制等方面进行了研

究［２３］，而且已经逐步深入到ＤＮＡ、蛋白质等分子

水平。小麦的抗旱性与其体内蛋白质的表达具有
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非常密切的关系。在水分胁迫条件下，小麦细胞

失水，细胞膨压减少，导致体内一些蛋白质的合成

受到抑制，同时促使一些新的蛋白质合成［４５］。因

此，对水分胁迫诱导蛋白的研究，是目前抗旱育种

工作研究的热点。

利用双向凝胶电泳技术可以对生物细胞或组

织全蛋白质表达进行定性或定量的综合分析，尤

其是用于揭示不同条件下蛋白质表达的变化。该

技术具有高通量、高灵敏度、高分辨率、重复性好

等优点［６８］，但其存在蛋白表达量少、成本高、操作

过程复杂等问题，因此建立更为有效的蛋白质提

取方法，高分辨地分离蛋白质一直是植物蛋白质

组学研究中双向凝胶电泳技术不断改进的方

向［９］。近几年来，把植物抗旱性和双向电泳、质谱

分析等先进技术结合，应用于小麦蛋白质组学的

研究主要集中于小麦的叶、花药、种子、地下茎、幼

芽等不同部位蛋白的双向电泳分析，以及蛋白功

能的初步鉴定［３１４］，而针对某一特定环境或胁迫

条件下小麦应激蛋白的产生及种类的研究鲜见报

道。关于用ＰＥＧ胁迫处理下小麦叶片抗旱蛋白

的研究尚属初步阶段，而与之相关的蛋白质双向

电泳技术也有待于进一步优化。本研究以两个抗

旱性不同的小麦品种周麦１８和晋麦４７为材料，

将单向ＳＤＳＰＡＧＥ和２ＤＥ相结合，比较分析了

不同蛋白质提取方法对小麦叶片总蛋白的提取效

果，同时对ＩＰＧ胶条ｐＨ 范围、蛋白质上样量和

ＳＤＳＰＡＧＥ胶浓度的适宜范围进行了探索与优

化，以期为小麦抗旱蛋白质组学研究提供技术支

撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试材料为冬小麦品种周麦１８（对干旱敏

感）和晋麦４７（抗旱性强）。取三叶期幼苗室温下

ＰＥＧ胁迫处理７２ｈ，以不胁迫处理为对照。

１．２　实验仪器与试剂

实验采用了ＰＲＯＴＥＡＮⅡｘｉＣｅｌｌ垂直电泳

系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司），ＰＲＯＴＥＡＮＩＥＦＣｅｌｌ

等电聚焦系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）、ＰＤＱｕｅｓｔ

８．０．１凝胶图像分析软件（美国ＢｉｏＲａｄ公司）和

ＵＭＡＸＰｏｗｅｒＬｏｏｋ２１００ＸＬ光密度扫描仪（台湾

力捷公司）。

固相ｐＨ梯度线性预制ＩＰＧ胶条（１７ｃｍ，ｐＨ

４～７和ｐＨ３～１０），载体两性电解质、甘油、矿物

油购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ′２甲

叉双丙烯酰胺、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、二硫苏糖

醇（ＤＴＴ）、二甲氨基丙磺酸（Ｃｈａｐｓ）、尿素、硫脲、

Ｔｒｉｓ、甘氨酸、过硫酸铵（ＡＰ）、碘乙酰胺（ＩＡＡ）、

四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）均为Ｓｉｇｍａ公司产品；

三氯乙酸（ＴＣＡ）、丙酮、β巯基乙醇、牛血清白蛋

白（ＢＳＡ）、蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、低熔点琼脂糖等为Ａｍ

ｒｅｓｃｏ公司产品；甲醛、无水乙醇、硫代硫酸钠、无

水乙酸钠、无水碳酸钠、冰乙酸等为国产分析纯试

剂；所有溶液均用 ＭｉｌｌｉＱ制备的去离子水配制。

１．３　叶片全蛋白的提取

磷酸钠缓冲液研磨法（普通法）：取小麦叶片

０．５ｇ，置于预冷研钵中，加入７５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１磷酸

钠缓冲液约４００μＬ（ｐＨ７．８），冰浴迅速研磨成

匀浆状。１００００ｇ、４℃ 离心２０ｍｉｎ，取上清液，

按１∶１．５（ｖ／ｖ）加入蛋白提取液（０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＴｒｉｓＨＣｌ，２％ ＳＤＳ，１０％甘油，５％β巯基乙醇，

ｐＨ８．０），９５～１００℃ 水浴１０ｍｉｎ，再次离心后，

吸取上清液，－２０℃冰箱保存备用
［１２］。

ＴＣＡ／丙酮法：即三氯乙酸／丙酮法，参照刘

卫等的方法［５，１３１４］，并略有改动。称取０．５ｇ小麦

叶片，液氮（含少量ＰＶＰ）研磨成细粉，于２ｍＬ离

心管中，加入２ｍＬ－２０℃预冷的提取介质［１０％

ＴＣＡ（ｗ／ｖ）和含０．０７％β巯基乙醇的丙酮溶液

（ｖ／ｖ）］，－２０℃ 沉淀过夜，期间上下颠覆２～３

次；４℃，２００００ｇ离心３０ｍｉｎ弃上清，沉淀悬浮

于２ｍＬ－２０℃预冷的丙酮溶液（含０．０７％β巯

基乙醇）中，－２０℃沉淀１ｈ，同上离心。重复洗

涤沉淀３～４次至蛋白为纯白色，最后沉淀真空冷

冻干燥成干粉，加入蛋白质裂解缓冲液（７ｍｏｌ·

Ｌ－１尿素，２ｍｏｌ·Ｌ－１硫脲，４％ＣＨＡＰＳ，６５ｍｍｏｌ

·Ｌ－１ＤＴＴ），分装于１．５ｍＬ的离心管中，－２０℃

冰箱保存备用。

１．４　蛋白浓度的测定

参考Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法
［１５］测定样品。

１．５　犛犇犛犘犃犌犈单向电泳检测

ＳＤＳＰＡＧＥ 电 泳，浓 缩 胶 犜 ＝５％，犆＝

２．６７％，分离胶犜＝１０％，犆＝２．６７％，加样量１５

～２０μＬ，两板恒流２０ｍＡ，电泳１４～１５ｈ，固定

（甲醇∶乙酸∶蒸馏水＝４∶１∶５）３０ｍｉｎ以上，

０．２０％考马斯亮蓝 Ｒ２５０染色４～５ｈ，脱色液

（甲醇∶乙酸∶蒸馏水＝５∶１∶５）脱色２～３ｈ；

银染主要步骤参考文献［９］并略有改动：①固定

（无水乙醇∶乙酸∶双蒸水＝４∶１∶５）至少６ｈ

·４４４· 麦　类　作　物　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　第３１卷



或固定过夜，②双蒸水洗１０ｍｉｎ，③敏化３０ｍｉｎ，

④漂洗３次（５ｍｉｎ·次
－１），⑤银染２０ｍｉｎ，⑥漂

洗２次（１ｍｉｎ·次－１），⑦显色３～５ｍｉｎ，⑧终止

１０ｍｉｎ。ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ自动凝胶成像分析系统

照相。

１．６　第一向等电聚焦电泳

采用ＰｒｏｔｅａｎＩＥＦｃｅｌｌ等电聚焦系统（Ｂｉｏ

Ｒａｄ），主要参照 ＢｉｏＲａｄ双向电泳实验指南进

行，并略有改动。根据浓度测定结果，取一定量蛋

白样品加适量水化液［７ｍｏｌ·Ｌ－１尿素，２ｍｏｌ·

Ｌ－１硫脲，４％ＣＨＡＰＳ，６５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＴＴ，

０．２％两性电解质Ｂｉｏｌｙｔｅ（其中ｐＨ３～１０和ｐＨ

４～６按１∶１的比例混合）］，至总体积为３５０μＬ，

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，样品与胶面间不能有气泡，室温

泡胀约１ｈ后在胶面上覆盖２．５ｍＬ矿物油，置于

ＰＲＯＴＥＡＮＩＥＦＣｅｌｌ型等电聚焦电泳仪上，水化

和聚焦温度在２０℃自动进行。

１．７　第二向犛犇犛犘犃犌犈

第一向等电聚焦结束后，用超纯水冲洗ＩＰＧ

胶条背面，去掉胶条上的矿物油，并用湿滤纸轻轻

擦干，将ＩＰＧ胶条放于水化盘中并加５ｍＬ胶条

平衡缓冲液Ⅰ［６ｍｏｌ·Ｌ
－１尿素，２％ＳＤＳ，０．３７５

ｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．８），２０％甘油，２％

ＤＴＴ（现加）］，振荡平衡１５ｍｉｎ，再迅速转入５

ｍＬ胶条平衡缓冲液Ⅱ［６ｍｏｌ·Ｌ
－１尿素，２％

ＳＤＳ，０．３７５ｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．８），２０％

甘油，２．５％碘乙酰胺（现加）］中，振荡平衡１５

ｍｉｎ。平衡完毕后将胶条转移到１２％ＳＤＳＰＡＧＥ

凝胶上，低熔点琼脂糖封胶后，１４．５℃进行第二

向ＳＤＳＰＡＧＥ，待溴酚蓝移至凝胶底部时停止电

泳。凝胶染色采用硝酸银染色法［９］。

１．８　图谱分析

采用 ＵＭＡＸＰｏｗｅｒｌｏｏｋ２１００ＸＬ 型光密度

扫描仪对染色后的２ＤＥ凝胶进行扫描，分辨率

设为６００ｄｐｉ；用ＰＤＱｕｅｓｔ８．０．１软件对图像进行

分析，包括背景消减、斑点检测、匹配、数据分析

等，并获取差异表达蛋白质点。

２　结果与分析

２．１　两种蛋白提取方法的单向犛犇犛犘犃犌犈凝胶

图谱比较

用磷酸钠缓冲液研磨法提取的小麦叶片蛋白

经单向ＳＤＳＰＡＧＥ检测后，两个材料在ＰＥＧ胁

迫后与对照相比差异条带表达不明显（图１Ａ）。

用ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白后，周麦１８在ＰＥＧ胁

迫后与对照相比在分子量６６．２和１８０ｋＤ处存在

明显差异，其中６６．２ｋＤ处特异性条带与石峰

等［１］研究结果一致，１８０ｋＤ处特异性条带则是新

发现条带；晋麦４７在ＰＥＧ胁迫处理后没有表现

出明显的差异条带（图１Ｂ）。

　　Ａ：磷酸钠缓冲液研磨法；Ｂ：ＴＣＡ／丙酮法；１：周麦１８（对照）；

２：周麦１８（ＰＥＧ处理）；３：晋麦４７（对照）；４：晋麦４７（ＰＥＧ处理）；

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ

Ａ：Ｓｏｄｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｇｒｉｎｄｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；Ｂ．ＴＣＡ／ａｃｅ

ｔｏｎｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ；１：Ｚｈｏｕｍａｉ１８（ｃｏｎｔｒａｓｔ）；２：Ｚｈｏｕｍａｉ

１８（ＰＥＧｔｒｅａｔｅｄ）３：Ｊｉｎｍａｉ４７（ｃｏｎｔｒａｓｔ）；４：（ＰＥＧｔｒｅａｔｍｅｎｔ）；

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ

图１　不同蛋白质提取方法的单向犛犇犛犘犃犌犈凝胶图谱

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狀犲狑犪狔犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

狑犻狋犺狋狑狅狆狉狅狋犲犻狀犲狓狋狉犪狋犻狅犿犲狋犺狅犱狊

２．２　胶条狆犎范围对２犇犈图谱的影响

以ＴＣＡ／丙酮沉淀法提取的小麦叶片蛋白质

为材料，分别采用１７ｃｍ、ｐＨ３～１０和１７ｃｍ、ｐＨ

４～７的线性ＩＰＧ胶条，经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ进行

蛋白质分离，凝胶采用灵敏度高的硝酸银染色法

染色，获得了重复性较好的２ＤＥ图谱（图２）。用

ｐＨ３～１０的胶条进行聚焦时，蛋白质点主要集中

在ｐＨ４～７范围内，高丰度蛋白质点高度聚集重

叠，模糊且不易区分，低丰度蛋白质点未能充分表

达，分辨率偏低，仅检测到约２００个蛋白质点（图

２Ａ）。而采用ｐＨ４～７的胶条聚焦时，蛋白质点

广泛分布在整个凝胶上，蛋白质点清晰，极显著地

提高了分辨率，ＰＤＱｕｅｓｔ８．０．１软件检测到大约

４００个蛋白质点（图２Ｂ）。说明采用１７ｃｍ、ｐＨ４

～７的线性ＩＰＧ胶条能够更好地聚焦分离小麦叶

片全蛋白。
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Ａ：１７ｃｍ，ｐＨ３～１０；Ｂ：１７ｃｍ，ｐＨ４～７

图２　不同胶条狆犎范围的２犇犈图谱比较（硝酸银染色）

犉犻犵．２　２犇犈犿犪狆狊犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎狉犪狀犵犲狅犳犐犘犌犵犲犾狊狋狉犻狆（犃犵犖犗３狊狋犪犻狀犻狀犵）

　　Ａ：磷酸钠缓冲液研磨法，１１％ＳＤＳＰＡＧＥ；Ｂ和Ｃ：ＴＣＡ／丙酮法，１１％和１２％ＳＤＳＰＡＧＥ

Ａ：ｓｏｄｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｇｒｉｎｄｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，１１％ＳＤＳＰＡＧＥ；ＢａｎｄＣ：ＴＣＡ／ａｃｅｔｏｎｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，１１％ａｎｄ１２％ＳＤＳＰＡＧＥ

图３　不同蛋白质提取方法和犛犇犛犘犃犌犈胶浓度的２犇犈图谱比较（１７犮犿，狆犎４～７，硝酸银染色）

犉犻犵．３　犆狅犿狆犪狉犻狋犻狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狉狅狋犲犻狀狊犲狓狋狉犪犮狋狆狉狅犮犲狊狊犲狊犪狀犱１１％犛犇犛犘犃犌犈犵犲犾

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳２犇犈犿犪狆狊（１７犮犿，狆犎４～７，狊犻犾狏犲狉狊狋犪犻狀犻狀犵）

２．３　蛋白质提取方法及犛犇犛犘犃犌犈胶浓度对２

犇犈图谱的影响

为确定合适的蛋白质样品制备方法，最大程

度降低小麦叶片中高丰度蛋白对低丰度蛋白分离

效果的影响，确保高、低分子量蛋白质点在２ＤＥ

图谱上充分均匀的表达。本研究分别用磷酸钠缓

冲液研磨法和ＴＣＡ／丙酮法提取小麦叶片全蛋白

质，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法蛋白定量，以上述优化的胶条ｐＨ

范围进行双向电泳分离，硝酸银染色，结果如图

３。磷酸钠缓冲液研磨法提取蛋白的２ＤＥ图谱

蛋白点较模糊，分辨率低，横竖纹干扰严重，背景

色重，说明样品中蛋白质含干扰物质比较多（图

３Ａ）。而ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白的２ＤＥ图谱蛋

白点清晰呈圆形，比较均匀地分布在凝胶上，大多

数蛋白质斑点呈圆形或椭圆形，清晰可见，分离出

的各蛋白质点基本上没有拖尾、纹理和横向扩散，

样品中杂质明显减少（图３Ｂ）。

ＳＤＳＰＡＧＥ胶浓度不同，蛋白质分离的效果

也存在差异。分别以１１％和１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ

胶浓度进行电泳，胶浓度为１１％时，蛋白质点分

布不均匀，１４．４ｋＤ 以下低分子量的蛋白质未能

在胶上很好地分离，无法得以识别（图３Ａ和Ｂ）；

改用１２％胶浓度后，高、低分子质量区域蛋白质

点均较好地分离，蛋白质点分布均匀，获得了较好

的分离图谱（图３Ｃ）。以上比较分析表明，采用

ＴＣＡ／丙酮法和１２％的胶浓度更适合小麦叶片全

蛋白２ＤＥ的分离。

２．４　上样量对２犇犈图谱的影响

上样量对双向电泳结果也有显著影响。按上

述优化条件，分别取１４０、１５０和１６０μｇ蛋白样品
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进行双向电泳，结果如图４。在１４０μｇ上样量情

况下，２ＤＥ图谱上蛋白点模糊不清，蛋白点非常

少，低丰度蛋白模糊不清甚至不能被检测而丢失

（图４Ａ）；蛋白上样量为１５０μｇ时，蛋白点清晰呈

圆形，无横条纹干扰，分离均匀，低丰度蛋白数量

明显增加，图谱质量最佳（图４Ｂ）。上样量达到

１６０μｇ时，高丰度蛋白的斑点过大影响甚至遮盖

其他蛋白点的显示，蛋白分离效果差，产生明显的

横向与纵向拖尾，聚焦效果较差，影响了蛋白质点

的分离与分析（图４Ｃ）。因此，１５０μｇ的上样量比

较适合于小麦叶片全蛋白２ＤＥ分析。

Ａ：１４０μｇ；Ｂ：１５０μｇ；Ａ：１６０μｇ

图４　不同上样量的２犇犈图谱比较（１７犮犿，狆犎４～７，１２％犛犇犛犘犃犌犈，硝酸银染色）

犉犻犵．４　２犇犈犿犪狆狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾狅犪犱犻狀犵狇狌犪狀狋犻狋犻犲狊（１７犮犿，狆犎４～７，１２％犛犇犛犘犃犌犈，狊犻犾狏犲狉狊狋犪犻狀犻狀犵）

图５　周麦１８对照（犃）与胁迫处理（犅）和晋麦４７对照（犆）与胁迫处理（犇）差异表达蛋白２犇犈图谱

犉犻犵．５　２犇犈犿犪狆狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅狋犲犻狀犳狉狅犿犣犺狅狌犿犪犻１８犮狅狀狋狉犪狊狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋（犃）

犪狀犱狊狋狉犲狊狊狋狉犲犪狋犿犲狀狋（犅），犪狀犱犑犻狀犿犪犻４７犮狅狀狋狉犪狊狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋（犆）犪狀犱狊狋狉犲狊狊狋狉犲犪狋犿犲狀狋（犇）
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２．５　小麦叶片抗旱差异表达蛋白２犇犈图谱的

构建

按上述优化后的体系，分别对周麦１８和晋麦

４７三叶期对照和ＰＥＧ胁迫处理（７２ｈ）的小麦叶

片全蛋白进行了分离，通过严格一致的操作程序，

经硝酸银染色获得了分辨率和重复性较好的双向

电泳图谱（图５）。从图５可以看出，蛋白点分布

比较广泛，大部分蛋白质主要集中在ｐＩ５～６之

间。采用ＰＤＱｕｅｓｔ８．０．１软件结合肉眼观察及手

动调整对２ＤＥ图谱进行分析可以看出，对照与

ＰＥＧ胁迫条件下２ＤＥ图谱具有一定相似性，但

也存在明显差异，所表达的蛋白点数有所增加，且

存在一些表达量上的差异。

与对照２ＤＥ图谱（图５Ａ、Ｃ）相比，ＰＥＧ胁迫

处理后，周麦１８存在９个明显的差异表达蛋白质

点（图５Ｂ），其中表达量下调的有５个（３、４、５、８、

９），表达量上调的有４个，胁迫后产生的新蛋白点

有３个（１、６、７）；晋麦４７存在５个明显的差异表

达蛋白质点（图５Ｄ），表达量均上调，仅蛋白质点

２为胁迫后产生的新蛋白。

３　讨 论

随着双向电泳技术的发展和完善，整个电泳

体系也在不断优化与更新，而不同的材料、组织、

器官在蛋白质样品的制备、电泳条件等一些细节

方面还需要作相应的优化处理。本研究经过优化

蛋白提取及电泳条件等得到了较好的适合小麦叶

片蛋白质组学研究的双向电泳技术体系。

３．１　样品的制备

样品制备是２ＤＥ成功与否的关键步骤
［１６］，

样品制备中蛋白提取纯度优劣更是核心。植物蛋

白质中经常受到色素、酚类、醌类等次生代谢物质

的污染。本研究通过在液氮中加入少量ＰＶＰ，吸

附叶片组织中的色素和酚类物质，并通过增加洗

涤和沉淀蛋白的次数尽可能多地去除上述杂

质［１２］。试验中分别采用磷酸钠缓冲液研磨法和

ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白，在相同的蛋白质裂解液

条件下，经单向和双向电泳对两种方法进行检测。

磷酸钠缓冲液研磨法步骤少，操作简单，但得到的

蛋白质样品颜色发黄，蛋白质浓度较高，２ＤＥ图

谱中蛋白多，易重叠，且背景色重，说明不能有效

地去除酚等可溶性杂质；ＴＣＡ／丙酮法虽然步骤

较多，但得到的蛋白质呈乳白色，蛋白质浓度相对

较高，２ＤＥ图背景色干净，能有效去除盐离子、多

酚和多糖等对电泳不利的可溶性物质。说明对提

取方法进行优化可显著提高电泳的分辨率。

３．２　电泳条件的优化

电泳条件包括胶条ｐＨ范围、上样量和ＳＤＳ

ＰＡＧＥ胶浓度等方面
［１７１９］。本研究首先采用ｐＨ

３～１０的非线性胶条对小麦叶片抗旱蛋白质进行

分离，发现大部分蛋白质集中在ｐＨ４～７范围

内，蛋白点之间紧密相连，甚至重叠在一起，模糊

且不易区分；用ｐＨ４～７范围的线性胶条进行双

向电泳分离，大大地提高了在此区域的分辨率，增

加该ｐＨ值范围内所检测到的蛋白数。这与陈蕊

红等［６］在小麦花药中的结论一致。

３．３　小麦叶片抗旱差异表达蛋白

本研究以优化后的双向电泳体系对ＰＥＧ胁

迫处理的两个小麦品种叶片全蛋白进行了分离，

获得分辨率较高的２ＤＥ图谱，并获得了１４个差

异点。这些特异性蛋白或多肽的产生，可能是水

分胁迫影响一些酶的表达，导致水解酶类和某些

氧化酶的活性提高，而某些参与生物合成的酶类

活性减弱。此外，干旱胁迫时，蛋白质中的氨基酸

残基可通过脱氨、同分异构或氧化得到修饰，一些

具有此作用的酶可被胁迫上调，而其他一些渗透

调节物质的合成酶在水分胁迫的条件下也可能上

调。大多数上调蛋白包括超氧化物歧 化酶

（ＳＯＤ）、激动蛋白解聚因子等
［７，２０］，这些蛋白质主

要参与了光合作用、代谢、细胞结构及信号传导等

生理生化过程［２１］。

３．４　面临的问题

虽然双向电泳技术取得了一些进展，但还存

在一些局限性。许多细胞因子或功能蛋白质表达

量往往很低，在提取蛋白过程中就会降解、损失，

甚至丧失原有的功能，如何分离这类蛋白质，并且

保持原有的特殊性有着很重要的意义。双向电泳

过程耗时长，操作步骤严格且繁琐，对实验人员的

经验、技巧、熟练程度要求非常高，同时还受外界

环境天气的影响，无法完全自动化进行，容易产生

误差，造成重复性差，不利于实现高通量分离蛋白

质。双向电泳技术今后如何改进和创新，并克服

目前出现的问题，向着我们所期待的方向发展还

需要进一步深入探讨。

综上所述，此次试验不仅在ＳＤＳＰＡＧＥ胶浓

度和上样量上进行了比较分析，而且最终确立了
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胶条长度为１７ｃｍ，ｐＨ４～７的ＩＰＧ线性胶条，上

样量为１５０μｇ·胶条
－１，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ胶浓度

的双向电泳体系。本次实验还发现，分子量在

１８０ｋＤ左右的蛋白与６６．２ｋＤ的蛋白相伴出现，

其与抗旱性的关系还有待进一步研究分析。

参考文献：

［１］石 峰，谢惠民，张晓科．冬小麦不同抗旱品种抽穗期干旱诱导

蛋白差异与抗旱性的研究［Ｊ］．麦类作物学报，２００５，２５（３）：

３２３６．

［２］程思思，乙 引，张习敏，等．双向电泳技术在植物应答非生物

胁迫蛋白质组学研究中的应用［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８

（３）：１１３５１１３８．

［３］田梦雨，李丹丹，戴廷波，等．水分胁迫下不同基因型小麦苗期

的形态生理差异［Ｊ］．应用生态学报，２０１０，２１（１）：４１４７．

［４］Ｏ＇Ｆｅｒｒｅｌｌ．Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７５，２５０

（１０）：４００７４０２１．

［５］马俊会，杨华瑞，王成社，等．ＰＥＧ６０００胁迫对小麦三叶期蛋

白表达的影响［Ｊ］．麦类作物学报，２０１０，３０（５）：８５８８６２．

［６］刘 卫，陈蕊红，张改生，等．小麦遗传型与生理型雄性不育花

药蛋白质双向电泳分析［Ｊ］．遗传，２００８，３０（８）：１０６３１０６９．

［７］陈蕊红，张改生，刘 卫，等．小麦花药蛋白质组双向电泳技术

体系的优化［Ｊ］．核农学报，２００８，２２（４）：４０４４０９．

［８］叶景秀，陈蕊红，张改生，等．杀雄剂ＳＱ１诱导小麦雄性不育

花药蛋白质组分分析［Ｊ］．农业生物技术学报，２００９，１７（５）：

８５８８６４．

［９］叶景秀，张改生，王书平，等．杀雄剂ＳＱ１诱导小麦雄性不育

花粉粒差异蛋白质组学研究［Ｊ］．中国生物化学与分子生物学

报，２００９，２５（１０）：９４９９５７．

［１０］王书平，张改生，叶景秀，等．杀雄剂ＳＱ１诱导小麦生理型雄

性不育小花完整叶绿体差异蛋白质的鉴定［Ｊ］．中国生物化

学与分子生物学报，２０１０，２６（９）：８５４８６１．

［１１］王 婧，谢惠民，张春霞，等．冬小麦幼苗期水分胁迫应答蛋白

遗传分析及基因初步定位［Ｊ］．麦类作物学报，２００９，２９（３）：

３９６４００．

［１２］吴庆丰，王崇英，王新宇，等．山黧豆叶片蛋白质双向电泳技

术的建立［Ｊ］．西北植物学报，２００６，２６（７）：１３３０１３３６．

［１３］金 艳，许海霞，徐圆圆，等．几种不同提取方法对小麦叶片总

蛋白双向电泳的影响［Ｊ］．麦类作物学报，２００９，２９（６）：１０８３

１０８７．

［１４］王晓楠，付连双，李卓夫，等．小麦苗期地下茎蛋白质双向电

泳技术体系的优化［Ｊ］．中国生物工程杂志，２００８，２８（１２）：

６６７１．

［１５］ＢｒａｄｆｏｒｄＭ Ｍ．Ａｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｎｔｉ

ｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｒａｍｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｔｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅｐｒｉｎｃｉ

ｐｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｙｅｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７６，７２

（７）：２４８２５４．

［１６］Ｓｈａｗ Ｍ Ｍ，ＲｉｅｄｅｒｅｒＢ Ｍ．Ｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｆｏｒｔｗｏｄｉ

ｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００３，３：１４０８

１４１７．

［１７］周蕴薇．山茶叶片可溶性蛋白双向电泳技术的建立［Ｊ］．生物

技术通报，２００８（２）：１２７１３３．

［１８］陈丽霞，李英慧，任朝阳，等．利用双向电泳技术分离大豆矮

秆突变体相关蛋白［Ｊ］．中国生物工程杂志，２００７，２７（３）：７６

８２．

［１９］司晓敏，李巧云．蛋白质组技术及小麦蛋白质组研究进展

［Ｊ］．麦类作物学报，２００５，２５（３）：１００１０５．

［２０］ＡｌｉＧ Ｍ，ＫｏｍａｔｓｕＳ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｉｃｅｌｅａｆｓｈｅａｔｈ

ｄｕｒｉｎｇｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓｅａｒｃｈ，

２００６，５：３９６４０３．

［２１］ＨｅＣＹ，ＺｈａｎｇＪＧ，ＤｕａｎＡＧ，犲狋犪犾．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ

ｄｒｏｕｇｈｔａｎｄｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｉｎ犘狅狆狌犾狌狊犲狌狉犪犿犲狉犻犮犪

狀犪ｃｖ．‘７４／７６’［Ｊ］．Ｔｒｅｅｓ，２００８，２２：８０３８１３．

·９４４·第３期　　　　　　　　　王 娜等：冬小麦叶片抗旱蛋白质组双向电泳技术体系的优化


