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油松胚珠蛋白质提取分离技术的优化

姜春宁　郑彩霞　包仁艳
（北京林业大学生物科学与技术学院）

摘要：采用4种 pH值和2种 SDS 浓度的 Tris--HCl 提取液、TCA/丙酮溶液对油松胚珠蛋白质进行提取．经 SDS--PAGE
电泳检测�提取液 pH值对提取效果的影响与 SDS 浓度有关．低浓度 SDS（0∙2％）需要提高提取液的 pH值�pH8∙8的
效果最好．SDS 浓度提高到2％�pH值对蛋白提取量影响不明显�电泳条带都很清晰�同时分子量为14∙4、16．1、17∙1
kD的蛋白条带明显增强．经 IEF/SDS--PAGE凝胶电泳检测�TCA/丙酮沉淀法所得图谱效果好、干扰少、蛋白点数多；
用 pH8∙8Tris--HCl 提取液提取时�低浓度 SDS（0∙2％）比高浓度 SDS（2％）所得图谱效果好．
关键词：油松�胚珠蛋白�提取分离�SDS--PAGE�IEF/SDS--PAGE
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JIANG Chun-ning；ZHENG Ca-i xia；BAO Ren-yan．Optimization method for the extraction and
separation of proteins from ovules of Pinus tabulaeformis Carr．Journal of Beijing Forestry University
（2006）28（4） 96--99 ［Ch�16 ref．］ College of Biological Science and Biotechnology�Beijing Forestry
University�100083�P．R．China．

The methods of extracting proteins from ovules of Pinus tabulaeformis Carr．were compared and optimized
in this paper．The buffers of 0∙05mo/l L Tris-HCl containing two different SDS concentrations�four different
pH values and a TCA/acetone solution were used．Results indicated that the effects of the pH value of the Tris-
HCl buffer on SDS-PAGE were relevant to the SDS concentration and the best result occurred at pH8∙8by
using a buffer containing0∙2％ SDS．While using the buffer containing2％ SDS�there were no significant
differences among different pH values�and protein bands of 14∙4�16．1 and 17∙1 kD were obviously
strengthened．For IEF/SDS-PAGE�the TCA/acetone precipitation method was the best since the2-D map was
clearer and there were more protein spots than the others．However�among three Tris-HCl buffers�the best2-
D pattern was obtained by using a Tris-HCl buffer （pH8∙8） containing0∙2％ SDS．
Key words　 Pinus tabulaeformis Carr．�ovular protein�extraction and separation�SDS-PAGE�IEF/SDS-
PAGE

　　植物生长发育过程的分子调控机制是植物发育

生物学的一个重要研究课题�紧步基因组计划之后
的蛋白质组学研究为揭示发育分子调控机制提供了

有效手段．油松（ Pinus tabulaeformis Carr．）胚珠发育
是一系列基因在时空上顺序表达的结果�经历了包
括胚珠分化、大孢子母细胞减数分裂、功能大孢子有
丝分裂、游离核分裂等发育阶段的漫长过程�是研究
胚珠发育分子调控机制的理想材料．分析胚珠发育
各关键时期蛋白质组的变化规律�则是该项研究非

常重要的基础工作．
O’Farrell等人建立的蛋白质聚丙烯酰胺凝胶电

泳双向分离技术（简称 IEF/SDS--PAGE）可分离5000
个不同的蛋白质组分［1］ �现已成为研究蛋白质组学
研究的重要手段之一�被广泛应用．目前大量研究表
明�影响蛋白质双向电泳分离效果的关键因子是样
品制备的质量．油松组织中由于含有大量的酚类、脂
类和其他一些次生代谢物�严重制约了等电聚焦、
SDS--PAGE和凝胶染色的质量�因此选择合适的样
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品制备方法对获得满意的电泳图谱至关重要．目前
植物蛋白质提取多采用 Tris--HCl 提取液及 TCA/丙
酮溶液［2--13］ ．本文选择了三氯乙酸（TCA）/丙酮溶液、
4种 pH 值6．8、7∙5、8∙0、8∙8和2种 SDS 浓度
（0∙2％、2％）的三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Tris--HCl）
提取液对油松胚珠蛋白质提取效果进行比较�同时
对 IEF/SDS--PAGE 的等电聚焦过程进行优化�确立
了油松胚珠蛋白质提取分离的最佳方法�为下一步
研究奠定了技术基础．
1　材料与方法
1∙1　材　料

采集北京林业大学校园内油松2年生球果�剥
胚珠立即于－20℃保存．
1∙2　样品制备
1∙2∙1　Tris--HCl提取法

用液氮迅速研磨胚珠后�分别称取0∙017g左右
冻干粉放入1∙5mL离心管�分别加入300μL含不同
SDS 浓度和 pH 值的 Tris--HCl 提取液（0∙05 mo/l L
Tris--HCl�10％甘油�5％β--巯基乙醇�1mmo/l L 苯甲
基磺酰氟（PMSF））�SDS 浓度分别为0∙2％和2％�pH
值各为6．8、7∙5、8∙0、8∙8．混匀后4℃放置30～60
min�14000r离心20min．取上清�4℃14000r 离心
5min．取上清�加满预冷丙酮�－20℃下放置2h 或
过夜．4℃6000r离心5min�弃上清�沉淀于－20℃
下自然干燥后加入100μL 样品提取液溶解蛋白�煮
沸5min．4℃14000r离心10min�取上清上样．
1∙2∙2　TCA/丙酮沉淀法

称取0∙02g胚珠放入1∙5mL 离心管�加入600
μL丙酮提取液（含10％TCA�0∙07％β--巯基乙醇的
丙酮溶液）�匀浆之后再加入900μL 丙酮提取液．
－20℃下沉降1h�4℃ 17800r 离心20min�弃上
清．沉淀悬浮于－20℃预冷的含0∙07％β--巯基乙醇
的丙酮溶液中�－20℃放置2h（或过夜）．4℃17800
r离心15min�弃上清．重复清洗两次�每次于－20℃
沉降30min后再离心．沉淀在－20℃下干燥（或真空
抽干）．上样前加入60μL 裂解液（57％尿素、2％洗
涤剂 P--40（NP--40）、5％β--巯基乙醇、1∙6％两性电解
质 pH5～8、0∙4％两性电解质 pH3∙5～10）�30℃ 温

育30min�20℃14500r离心15min�取上清上样．
1∙2∙3　蛋白质含量测定

考马斯亮蓝 G--250染色法［14］ ．
1∙3　蛋白质电泳
1∙3∙1　SDS--PAGE

采用 Bio--Rad Mini--protein Ⅱ 垂直电泳槽�分离

胶15％�浓缩胶3％�上样30～50μg蛋白质．25℃40
mA跑胶．
1∙3∙2　IEF/SDS--PAGE

等电聚焦：2∙75g尿素�100μL NP--40�3∙98mL
双蒸水�于35℃水浴5min�溶解后加入670μL 凝胶
贮液抽气15min�加入250μL pH3∙5～10两性电解
质�混匀后加入8μL10％过硫酸胺（AP）、10μL四甲
基乙二胺（TEMED）．混匀后立即灌胶�聚合约2h．上
样50～80μg蛋白质．500V10min�700V 恒压电泳
至电流为零．

取出管胶于平衡液（10％SDS�0∙05mo/l L pH6．8
Tris--HCl缓冲液�5％β--巯基乙醇�10％甘油）平衡20
min后�转移到第2向胶板上进行 SDS--PAGE�电泳
条件同1∙3∙1．
1∙3∙3　pH梯度测定

聚焦结束后�取出胶条�顺序切成1cm 长小段
分别放入盛有2mL 双蒸水的离心管�4℃冰箱浸泡
过夜后测定各段 pH值．
1∙4　染色及脱色

胶板于染色液（0∙25％考马斯亮蓝 R--250�45％
乙醇�10％冰醋酸）中染色2h（或过夜）�于脱色液中
脱色至蛋白条带清晰．
2　结　　果
2∙1　SDS--PAGE检测结果

泳道1～4：分别采用 pH 6．8、7∙5、8∙0、8∙8其中 SDS 浓度
0∙2％的0∙05mo/l L Tris--HCl 提取液提取蛋白　泳道5～8：分
别采用 pH6．8、7∙5、8∙0、8∙8其中 SDS 浓度2％的0∙05mo/l L

Tris--HCl 提取液提取蛋白
图1　胚珠可溶性蛋白质 SDS--PAGE图谱

FIGURE1　SDS-PAGE pattern of soluble ovular proteins

由图1可以看出：采用 pH 6．8、0∙2％ SDS 的
Tris--HCl提取液提取蛋白质�经 SDS--PAGE 分离所
得蛋白质条带少且不清晰（泳道1）�而 pH值为8∙8
时�电泳条带增多且清晰（泳道4）；采用2％SDS 的
Tris--HCl提取液提取蛋白质�pH值对蛋白提取量影
响不明显�电泳条带都很清晰�同时分子量为14∙4、
16．1、17∙1kD的蛋白条带明显增强（泳道5～8）．
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A：采用 pH8∙8其中 SDS 浓度为0∙2％的0∙05mo/l L Tris--HCl 提取液提取蛋白
B：采用 TCA/丙酮沉淀法提取蛋白　C：采用 pH8∙8其中 SDS 浓度为2％的0∙05mo/l L Tris--HCl 提取液提取蛋白

D：采用 pH6．8　其中 SDS 浓度为2％的0∙05mo/l L Tris--HCl 提取液提取蛋白
图2　胚珠可溶性蛋白质及全蛋白质 IEF/SDS--PAGE图谱

FIGURE2　IEF/SDS-PAGE pattern of soluble（A�C�D） and total（B） ovular proteins
2∙2　IEF/SDS--PAGE检测结果

IEF/SDS--PAGE所得4张图谱（图2A、B、C、D）经
2D--Image master软件分析分别检测到250、284、209
和194个蛋白质点．结果表明采用 TCA/丙酮沉淀法
所得图谱效果好、干扰少、蛋白点数多（图2B）�采
用 Tris--HCl蛋白提取液提取所得图谱横竖向条纹增
多�蛋白点数明显减少；但 SDS 浓度为0∙2％的比
2％的所得图谱效果好（图2A、C、D）．从图2可以看
出油松胚珠蛋白质的等电点大部分在4～7之间�只
采用 pH3∙5～10的两性电解质分离效果不佳�蛋白
质集中在胶板的中间�不利于切点．因此加入了
pH5～8两性电解质�其比例为 pH5～8：pH3∙5～10
＝4∶1；聚焦过程为200V30min�300V30min�400V
30min�600V 6h�700V 30min�改善了等电聚焦效
果�蛋白质点在胶面上分布均匀�结果如图3所示．
3　讨　　论

双向凝胶电泳技术是当今蛋白质组分析研究中

一个强有力的工具�而针对双向凝胶电泳样品制备
方法的探索也是蛋白质组研究的一个重要方向［15］ ．
目前蛋白质的提取方法很多�本文通过比较证明�在
进行SDS--PAGE电泳时�提取液 pH值对提取效果的
影响与 SDS 浓度有关．高浓度 SDS 条件下�蛋白质
与 SDS 能充分结合�这样的蛋白质--SDS 复合物在
SDS--聚丙烯酰胺凝胶系统中电泳迁移率便不再受

图3　改进等电聚焦条件后的胚珠全蛋白质
IEF/SDS--PAGE图谱

FIGURE3　IEF/SDS--PAGE pattern of total ovular
protein after improvement in IEF conditions

原有电荷和形状等因素的影响�而主要取决于蛋白
质分子量大小这一因素�因此 SDS 浓度高提取效果
好．对于 IEF 来讲�离子型去污剂 SDS 不利于等电聚
焦�SDS 浓度过高影响其聚焦效果．然而由于 SDS 的
缓冲液可抑制蛋白质被内源性蛋白水解酶降解�并
提高了蛋白质的溶解性�特别是膜蛋白的溶解性�因
此一般只用于样品处理的前期．在 SDS 浓度低于
0∙3％时�对等电聚焦不会产生太大的影响［15］ ．

植物材料常用 TCA/丙酮沉淀法提取蛋白质�然
后用含去污剂的裂解液来溶解沉淀．该方法的优点是
克服了在单位质量的植物组织中蛋白质提取量低的

问题�去除了植物次级代谢产物的影响�使植物内高
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活性的蛋白酶失活�避免了蛋白质被降解修饰［15］ ．由
于TCA/丙酮沉淀法不含 SDS 和 Tris 等盐离子�不会
影响等电聚焦�因此更适合双向电泳样品的制备．

要获得质量好的图谱�等电聚焦的效果好坏影
响很大．本文通过实验采用了梯度电压200V 30
min�300V30min�400V30min�600V6h�700V30
min进行等电聚焦�聚焦效果明显改善�蛋白质点在
胶面上分布均匀�便于切点．

对于蛋白质组研究来说�2--DE在分离蛋白质时
必须具有高的重复性和分辨率．通过载体两性电解
质合成的人工 pH梯度在一定程度上限制了2--DE
分离的重复性．因此�目前多采用固相 pH 梯度
（immobilized pH gradient�IPG）技术解决这一问题［16］ ．
但由于 IPG 胶条比较昂贵�且采用 IPG--DALT 进行
双向电泳步骤较繁琐费时�因此本文采用 Bio--Rad
Mini--protein Ⅱ 双向电泳系统进行蛋白质分析�经济
省时且重复性尚可�具有一定的经济意义．

本文研究结果表明：在分离油松胚珠蛋白质时�
用 SDS--PAGE电泳�可采用含2％SDS 的0∙05mo/l L
Tris--HCl 提取液提取蛋白质；用 IEF/SDS--PAGE 电
泳�采用 TCA/丙酮沉淀法最佳．对于等电聚焦采用
梯度电压及延长聚焦时间�可改良分离效果�从而获
得较高质量的图谱．
致谢　本研究得到北京林业大学2003年研究生基金项目资助�特致
谢忱．
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