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摘要院建立了适用于陆地棉花药蛋白质组研究的双向电泳技术遥以陆地棉花药为材料袁采用液氮研磨的方法破
碎组织袁然后用三氯乙酸渊TCA冤/丙酮沉淀法和苯酚抽提结合甲醇 /醋酸铵沉淀法提取蛋白质遥 采取载体两性
电解质 pH梯度等电聚焦 /SDS-PAGE和固相 pH梯度等电聚焦 /SDS-PAGE双向凝胶电泳袁 对陆地棉花药总
蛋白质进行了分离遥 通过对样品制备方法尧等电聚焦方法尧样品上样量等关键技术进行比较和优化袁发现苯酚
抽提结合甲醇 /醋酸铵沉淀的方法较适合陆地棉花药蛋白质的提取袁 采用载体两性电解质 pH梯度聚焦方法

较 pH梯度等电聚焦方法的效果好袁用硝酸银染色时袁上样量为 500 滋g袁得到的电泳图谱分辨率高尧重复性
好遥
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This study has established two-dimensional electrophoresis for anther proteomics of upland cotton. We used cotton an-

ther as the material, using TCA/acetone precipitation and phenol extraction-methanol/ammonium acetate precipitation, then pro-

teins were separated by two-dimensional gel electrophoresis. We compared and optimized the key steps, such as sample prepara-

tion, isoelectric focusing electrophoresis and the volume of the sample. It is expected that phenol extraction-methanol/ammoni-

um acetate precipitation method could be one of the options for protein extraction from cotton anthers, and the isoelectric-Dal-

ton-isoelectric focusing (ISO-DALT-IEF) is better than immobilized pH gradient-Dalton-isoelectric focusing渊IPG-DALT-IEF冤.

The high-resolution and well-reproducible patterns of proteins were observed when the silver staining is taken and 500 滋g pro-

tein sample were added in electrophoresis.
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尽管人类基因组以及模式植物拟南芥尧水稻
基因组测序已经完成袁但大部分基因的功能还是
未知的遥 目前功能基因组学研究大部分都是从
mRNA的角度来进行袁然而蛋白质是基因功能的
体现者和执行者袁在转录水平上所获取的基因表
达的信息并不足以揭示该基因在细胞内的确切

功能袁因此袁需要对蛋白质的表达模式和功能模
式进行直接研究遥 在此背景下袁研究基因组编码
的全蛋白质功能及其相互作用关系的蛋白质组

学渊proteomics冤应运而生[1]遥自Wilkins和Williams
于 1994年提出蛋白质组渊proteome冤的概念以来袁
蛋白质组学的研究得到了空前的发展袁相关的研
究技术也取得了重大突破[2]遥蛋白质分离技术尧鉴
定技术和支持质谱数据的蛋白质数据库是蛋白

质组研究中的三大关键技术遥 而双向电泳自建立
至今袁一直是分辨率最高尧重复性最好的蛋白质
分离技术遥 双向电泳的基本原理是根据蛋白质的
等电点和分子量大小不同袁进行两次电泳将其分
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离[3]遥第一向是等电聚焦渊Isoelectric focusing, IEF)袁
分为载体两性电解质 pH 梯度等电聚焦和固相
pH梯度等电聚焦遥第二向是 SDS-聚丙烯酰胺凝
胶电泳渊SDS-PAGE冤遥 虽然目前双向电泳的分辨
率很高袁 但是由于植物组织中蛋白质含量较低袁
而且含有很多干扰双向电泳的色素尧酚类尧醌类
及其他次级代谢产物袁获得分辨率高尧重复性好
的电泳图谱比较困难遥 因此袁蛋白质样品的制备
在蛋白质组研究中是非常关键的步骤遥

蛋白质样品的质量会直接影响电泳的分辨

率及实验结果的可靠性袁因此选择适合的蛋白质
提取方法尤为重要遥 由于蛋白质样品的类型和来
源各不相同袁因此必须针对不同的材料尧实验室
具备的实验条件及实验目的袁采用不同的蛋白质
提取方法遥 目前广泛应用于提取植物蛋白质的方
法主要有两种院 三氯乙酸 /丙酮沉淀法和苯酚抽
提法遥 在棉花蛋白组研究中袁大多是以棉纤维及
胚珠为材料[4-5]袁目前国内外尚无对棉花花药和花
粉蛋白质组方面的研究报道遥

本研究以陆地棉花药为材料袁比较植物中两
种常见的蛋白质提取方法尧 载体两性电解质 pH
梯度等电聚焦 -SDS-PAGE及固相 pH梯度等电
聚焦 -SDS-PAGE尧蛋白样品上样量等参数对双向
电泳效果的影响袁并用银染法染色袁确立了适合
棉花花药蛋白质组分析的双向电泳方法袁为棉花
雄性不育机理及花药蛋白质组学的进一步研究

打下基础遥

材料与方法
材料

供试材料为陆地棉双隐性核雄性不育株及

可育株袁种植于南京江宁袁常规栽培管理遥 在蕾期
取不育株和可育株不同发育时期的花蕾袁 放入
-80益冰箱中备用遥

方法

三氯乙酸 /丙酮沉淀法院
参照 Imin等[6]的方法并加以修改遥 在 4益下取下
花蕾中的花药袁加入 10%聚乙烯吡咯烷酮和少量
石英砂袁迅速研磨成粉末遥 加入 5倍体积 -20益预
冷的 10 %三氯乙酸 /丙酮溶液渊含有 0.07 %的 茁-
巯基乙醇冤袁涡旋后于 -20益静置 2 h遥 4益袁15000 g

离心 15 min袁 弃上清液袁 沉淀复溶于冷丙酮中袁
-20益放置 2 h以上 (或过夜)遥 4益袁15000 g离心
15 min袁弃上清液袁用冷丙酮冲洗沉淀袁15000 g离
心 10 min袁重复 2~3次袁沉淀冷冻袁抽干制成干粉遥

苯酚抽提 /甲醇醋酸铵沉淀法院 按Wei等[7]

的方法并加以修改遥 将制成的干粉按照每 0.1 g
加入 2 mL裂解液 渊7 mol窑L-1尿素袁2 mol窑L-1硫

脲袁4% 3- (3- 胆胺丙基) 二甲氨基 -1- 丙磺酸
渊CHAPS冤袁65 mmol窑L-1二硫苏糖醇 渊DTT冤袁2 %
pH 3~10 载体 两性 电解 质 袁40 mM pH 8.0
Tris-Hcl冤溶解袁重复离心 2次后袁得到的上清液即
可用于上样遥

(1)载体两性电解质 pH
梯度等电聚胶电泳渊IEF冤遥 将玻璃管渊18 cm 伊 1.5
mm冤一端用 Parafilm封口膜封好袁用记号笔在 13
cm处划线标记遥 凝胶配置院称取 0.742 g尿素袁先
后加入 270 滋L的双蒸水袁270 滋L 10 % NP-40溶
液 袁176.4 滋L 30 %丙烯酰氨溶液 [丙烯酰胺
渊ACR冤 28.38 %袁 甲叉双丙烯酰胺 渊BIS冤 1.62
%冤]袁 溶解后袁 加入 52 滋L pH 3~10的两性电解
质袁1.8 滋L 10 % AP和 4 滋L N,N,N',N'-四甲基乙
二胺渊TEMED冤袁混匀后用注射器灌胶至标记处袁
加少量水封住袁让其聚合 2 h以上袁待胶聚合完毕
后袁即可加样进行电泳遥 电极液为院上槽渊负极冤为
50 mmol窑L-1 NaOH 溶液袁下槽渊正极冤25 mmol窑
L-1 H3PO4溶液遥 IEF运行参数设定为院200 V袁 30
min曰300 V袁 30 min曰500 V袁3 h曰800 V袁4 h曰900
V袁2 h曰1000 V袁10 h遥温度保持在 20~37益遥电泳完
毕后袁将胶条挤到培养皿内袁用双蒸水冲洗袁放到
平衡缓冲液 [2.3 %袁 十二烷基硫酸钠渊SDS冤袁62.5
mmol窑L-1 Tris-HCl渊pH 8.8冤袁10 %甘油袁0.1 % 茁-巯
基乙醇袁0.1 %溴酚蓝]中平衡 2次袁每次 15 min遥

(2)固相 PH梯度等电聚胶电泳渊IEF冤遥 按 G觟rg
等的方法进行修改[8]遥 取 250 滋L不含 IPG缓冲液
的水化液 渊7 mol窑L -1尿素袁2 mol窑L-1 硫脲袁2 %
N,N,N',N'- 四甲基乙二胺 (CHAPS)袁15 mmol窑L-1

二硫苏糖醇袁 加入 25 滋L样品和 1.25 滋L pH为
3~10 的固相 pH 梯度渊IPG冤缓冲液袁充分混匀袁
14000 g离心 15 min袁 取上清液均匀加入到持胶
槽中袁 总上样量体积为 275 滋L遥 取 pH 3~10袁13
cm线性 IPG预制胶条袁去掉保护膜袁胶面朝下袁
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图 1 采用 TCA/丙酮沉淀法提取蛋白经双向电泳得到的
图谱

Fig. 1 TCA/acetone precipitation

图 2 用苯酚抽提法提取的蛋白经双向电泳得到的图谱

Fig. 2 Phenol extraction-methanol/ammonium acetate
precipitation

轻轻放入持胶槽袁 在胶条上层覆盖一层矿物油袁
盖好持胶槽盖子袁置于 IPGphor等电聚焦仪的电
极板上遥等电聚焦温度设定为 19益袁在 50 V电压
下水化 12 h袁再经过 500 V袁2 h曰1000 V袁4 h曰8000
V袁2 h后袁在 8000 V稳定电压下进行袁一直达到
16000 V窑h遥 等电聚焦完毕后袁先将胶条放在平衡
缓冲液Ⅰ (0.375 mol窑L-1 Tris-HCl袁pH 8.8袁6 mol窑
L-1尿素袁30 %甘油袁2 %十二烷基硫酸钠(SDS)袁
终浓度为 0.002 %的溴酚蓝袁2 %二硫苏糖醇)中
平衡 15 min袁再在胶条平衡缓冲液Ⅱ (用 2.5 %碘
乙酰胺替代 2 % DTT袁 其余组分同平衡液Ⅰ )中
平衡 15 min遥

胶条平衡完毕后袁即
可进行第二向 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳袁 分离
胶浓度为 12 %袁 胶条上端用 1 %琼脂糖凝胶封
闭袁先在 100 V恒压下电泳 30 min袁后改为 200 V
恒压电泳袁 溴酚蓝到达距胶底端约 2 cm处时停
止电泳遥

电泳后袁取出凝胶袁置于银染固定液
中轻摇 20 min遥 用纯水洗 2次袁每次 5 min遥 置于
Na2S2O3溶液渊0.2 g窑L-1冤中轻摇 3~5 min遥 用纯水
漂洗 2次后置于 AgNO3溶液 渊2 g窑L-1冤 中轻摇
15~20 min遥 用纯水漂洗 2次后袁用硫代显影液先
漂洗 1遍袁再加入适量硫代显影液轻摇至显色遥

结果与分析
不同提取方法对双向电泳图谱的影响

采用完全相同的双向电泳参数和方法袁同时
对三氯乙酸渊TCA冤丙酮沉淀法和苯酚抽提 /甲醇
醋酸铵沉淀法两种方法提取的蛋白质样品进行

分离渊图 1尧图 2冤袁通过 Imagemaster 5.5软件对得
到的双向电泳图谱进行分析袁不同的蛋白质提取
方法得到的凝胶图像上的蛋白质点数不同遥 通过
检验袁 这两种蛋白质提取方法得到的凝胶图像
上的蛋白质点数有显著差异遥 采用三氯乙酸 /丙
酮沉淀法提取的蛋白质经过双向电泳得到的图

谱袁分子量在 18.4～116.0 kD袁等电点在 3～10的
线性范围内袁共检测到约 1251个蛋白点遥 蛋白质
点有明显覆盖现象袁致使可检测到的蛋白质点数
相对较低袁 并且明显存在横竖条纹干扰的现象袁
这表明样品的纯度不高袁而且样品中蛋白质种类

较少遥 采用苯酚抽提 /甲醇醋酸铵沉淀法提取的
蛋白质经双向电泳得到的图谱袁分子量为 18.4～
116.0 kD袁等电点在 3～10的线性范围内袁共检测
到约 1324个蛋白质点袁蛋白质点形状规则袁横竖
条纹干扰少袁比较清晰袁有利于图谱分析遥 本结果
表明袁用苯酚抽提结合甲醇醋酸铵沉淀的方法可
有效地除去色素尧 酚类等干扰电泳的化学物质袁
得到的蛋白质样品纯度高袁经过多次双向电泳试
验袁重复性比较好遥 因此袁苯酚抽提 /甲醇醋酸铵
沉淀法较三氯乙酸 /丙酮沉淀法更适用于棉花花
药的蛋白质提取遥

载体两性电解质 pH 梯度等电聚焦和固相
pH梯度等电聚焦的比较
将苯酚抽提 /甲醇醋酸铵沉淀法制得的蛋白

质样品袁 采取载体两性电解质 pH梯度等电聚焦
和固相 pH梯度渊Immobilized pH gradient袁IPG冤等
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图 5 硝酸银染色法袁上样量为 300 滋g时得到的双向电
泳图谱

Fig. 5 Silver staining method, the protein sample
quantity is 300 滋g

电聚焦的方式袁 对蛋白质样品进行双向电泳袁上
样量为 500 滋g袁 相同条件下经过第二向
SDS-PAGE后袁得到的电泳图谱不同渊图 3袁4冤遥结
果表明袁两种不同的等电聚焦方式对电泳结果有
明显的影响袁 虽然蛋白质点的分布范围基本一
致袁但是蛋白质的分离效果相差很大遥 采用载体
两性电解质 pH梯度 IEF的聚焦方法得到的蛋白
质图谱袁在分子量 18.4～116.0 kD尧等电点 3～10
的线性范围内袁共检测到约 1229个蛋白点袁蛋白
质点清晰袁聚焦完全遥而采用固相 pH梯度 IEF的

聚焦方法得到的蛋白质图谱袁 在分子量 18.4～
116.0 kD尧等电点 3～10的线性范围内袁共检测到
约 1315个蛋白点袁拖带现象非常严重袁蛋白质点
没有完全分离袁不利于后续的图谱分析遥 经过多
次重复试验袁获得的结果相同遥 因此袁采用载体两
性电解质 pH 梯度 IEF的聚焦方法较采用固相
pH梯度 IEF的聚焦方法得到的电泳图谱效果好遥

上样量的选择

将苯酚抽提 /甲醇醋酸铵沉淀法制得的蛋白
质样品袁采用载体两性电解质 pH梯度等电聚焦袁
对蛋白质样品进行双向电泳袁得到的凝胶用硝酸
银染色袁比较了上样量分别为 300 滋g渊图 5冤袁500
滋g袁750 滋g渊图 6冤时获得的双向电泳的图谱差异遥
发现上样量对双向电泳效果有明显影响遥 当上样
量为 750 滋g时袁蛋白质点会有明显的拖尾袁且存
在蛋白质点相互覆盖的情况袁 分辨率反而不高袁
染色背景过深渊图 6冤遥 研究还发现有时较高的蛋
白质上样量渊750 滋g以上冤得到的蛋白质点着色
却比上样量低时的着色还浅袁 除了染色的原因
外袁可能是聚焦过程中蛋白质因浓度过高而在凝
胶中沉降遥 当上样量为 350 滋g时袁则得不到足够
的蛋白质点袁 一些丰度较低的蛋白无法检测到
渊图 5冤遥经过多次重复试验袁获得的结果相同遥本
结果表明袁采用酚提取蛋白质尧载体两性电解质
pH梯度 IEF的聚焦方法时袁 硝酸银染色法的上
样量以 500 滋g效果较好袁分辨率高袁蛋白质点无
明显拖尾袁重复性好渊图 3冤遥

图 3 对用苯酚抽提法得到的蛋白进行分离袁采用载体两
性电解质 pH梯度等电聚焦袁上样量为 500 滋g袁凝胶用硝

酸银染色

Fig. 3 ISO-DALT; phenol extraction-methanol/
ammonium acetate precipitation, silver staining
method, the protein sample quantity is 500 滋g

图 4 对用苯酚抽提法得到的蛋白质进行分离袁采用固相
pH梯度等电聚焦袁上样量为 500 滋g袁凝胶用硝酸银染色

Fig. 4 IPG-DALT; phenol extraction-methanol/
ammonium acetate precipitation, silver staining method,

the protein sample quantity is 500 滋g
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结论
对棉花花药进行蛋白组学分析时袁苯酚抽提

结合甲醇醋酸铵沉淀的方法得到的蛋白纯度高尧
杂质少袁电泳分辨率高尧蛋白点数多袁更适于棉花
花药蛋白质的提取袁 优于三氯乙酸／丙酮沉淀的
方法遥 在棉花花药蛋白的双向电泳中袁采用苯酚
抽提 /甲醇醋酸铵沉淀的方法袁 以载体两性电解
质 IEF为第一向等电聚焦袁上样量 500 滋g袁并用
硝酸银染色袁可以得到比较理想的效果遥

讨论
棉花样品中含有的酚类物质较多袁对蛋白质

样品的提取效果有很大的影响袁蛋白组学分析困
难较大遥 本实验以棉花花药为材料袁将植物中两
种比较常见的蛋白质提取方法进行了优化及比

较研究遥结果显示袁采用 TCA/丙酮沉淀法步骤较
为简单袁但是相同质量的样品最后获得的粗提物
远远多于苯酚提取法袁这可能是因为样品中杂质
的含量过高袁 因而需要更多的裂解液溶解样品遥
但是溶液中蛋白质的含量却很少袁上样时就需要
增加样品的体积袁 从而影响双向电泳的效果袁此
结论与刘康等报道的结果一致[9]遥 Cremer等认为
三氯乙酸 /丙酮沉淀法制备的蛋白沉淀不完全袁
而且复溶较为困难袁导致蛋白点损失比较多[10-12]遥
由于盐离子的影响袁等电聚焦过程中还会产生没
有电流的情况遥采用苯酚抽提袁结合甲醇 /醋酸铵

沉淀的方法可以有效地去除色素尧酚类等干扰双
向电泳的化学物质袁 最后得到的蛋白质虽然少袁
但其所含的杂质少袁且易于溶解袁得到的图谱也
比较清晰遥

席景会等对拟南芥全细胞蛋白质样品进行

的双向电泳研究也表明袁TCA/ 丙酮沉淀法得到
的蛋白质样品中袁高丰度蛋白 1袁5-二磷酸核酮糖
羧化酶 /加氧酶(Rubisco)含量高袁电泳过程中形
成一个弥散的条带区袁 覆盖了其周围的蛋白质
点袁可检测到的蛋白质点少袁而采用甲醇 /醋酸铵
沉淀的方法能够明显减少蛋白质点相互覆盖的

情况[13]遥刘伟霞等以小麦叶片为材料袁采用三氯乙
酸 /丙酮沉淀法和酚提取 /甲醇醋酸铵沉淀法提
取蛋白袁经 SDS-PAGE分离后袁条带数目尧位置以
及染色深浅均有较大差异遥 酚提取 -甲醇 /醋酸
铵沉淀法得到的蛋白条带相对较多袁 三氯乙酸 /
丙酮沉淀法提取的蛋白条带相对较少[14]遥 这些结
果与本试验结果一致遥
目前袁 固相 pH梯度等电聚焦以其操作简便

等特点逐渐取代了传统的载体两性电解质 IEF袁
但其也存在一些缺点袁上样量较大袁需要的样品
量多袁需要使用高电压才能使蛋白质聚焦袁不能
分离分子量大于 105 Da的蛋白质等袁 并且费用
高昂遥与固相 pH梯度等电聚焦相比袁载体两性电
解质 pH梯度等电聚焦的方法可操作性强袁 应用
广泛袁费用低遥 试验结果表明袁采用载体两性电解
质 pH梯度等电聚焦得到的图谱经过 检验显示

差异性不大袁 且分辨率也高于固相 pH梯度等电
聚焦遥因此袁第一向为载体两性电解质 pH梯度等
电聚焦渊ISO-DALT冤的双向电泳方法仍有其存在
的合理性袁并可以继续利用遥
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