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摘  要 以萝卜‘NAU-JLQX09’叶片为材料，分别采用 Tris-HCl/TCA-丙酮沉淀法和改进的 PEG 分级沉淀法提取蛋白质，

通过双向凝胶电泳技术比较两种方法的效果。结果表明，应用 Tris-HCl/TCA-丙酮沉淀法提取的蛋白 2-DE 图谱可识别出 640

个蛋白点；而改进的 PEG 分级沉降法的蛋白组分(F1, F2 以及 F3) 2-DE 图谱可清晰识别蛋白点数目分别为 537，170 与 852，

总蛋白点数目多且高丰度蛋白 RuBisCO 主要被沉降在 F2 中，F3 中分离到更多的低丰度蛋白点。因此，在进行萝卜叶片蛋白

质组分析时，采用 PEG 分级沉降法提取叶片蛋白，可获得较高质量的 2-DE 凝胶图谱。研究结果为应用蛋白质组学解析萝

卜重要性状形成分子基础提供了良好的技术支持。 

关键词 萝卜; 蛋白质提取; 蛋白质组学; 双向电泳 
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Abstract In this study, two protein extraction methods, Tris-HCl/TCA-Acetone and PEG Fractionation, were compared with 2-DE 

using the leaves of radish line ‘NAU-JLQX09’. It was shown that with the Tris-HCl/TCAAcetone method, the number of protein 

spots that could be identified by 2-DE profile was 640, while with the modified PEG Fractionation method, the number of protein 

spots identified in three fractions (F1, F2 and F3) by 2-DE were 537, 170 and 852, respectively. Moreover, the major high-abundant 

proteins like ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) in leaves were successfully fractioned in F2, indicating 

that a wide variety of low-abundant proteins could be detected in F3. Therefore, it could be concluded that the 2-DE profile with the 

PEG Fractionation method was more effective than that with the Tris-HCl/TCA-Acetone method. These results provided an effective 

proteomic technical support to elucidate the molecular basis of some important agronomic traits using proteomic technique in radish. 

Keywords Radish (Raphanus sativus L.); Leaf protein extraction; Proteomics; 2-DE 

研究背景 

随着进入后基因组学(Postgenomics)时代，蛋白

质组学已经逐渐成为生命科学研究工作的核心内

容之一(Rho et al., 2008)。蛋白质组学分析主要包括

高质量蛋白质的提取、分离以及成像，蛋白的质谱

鉴定和表征，以及数据库的搜索分析等主要环节。

目前蛋白质组学研究的焦点集中在发展高分辨率

蛋白质的分离和快速自动的蛋白质鉴定新技术上，

但蛋白质提取和样品分离仍是其中最重要的步骤

之一(Espagne et al., 2007)。 

研究表明，2-DE分离的蛋白质点大多为10
5到

10
6个分子/细胞的高丰度拷贝数的看家蛋白(Hou- 

sekeeping protein) (Patlerson and Aebersold, 2003; G 

örg et al., 2004)，而细胞内多种具有重要调节功能的

低丰度蛋白质很难被检测到 (Gygi et al., 2000; 

Tirumalai et al., 2003)。植物的叶片中含有高丰度的

能将CO2还原成有机碳的RuBisCO (Ribulose-1,5- 

biphosphate carboxylase-oxygenase, 核酮糖-1,5-二

磷酸羧化酶) (Gutteridge and Gatenby, 1995)，由于通

常不参与基因调节，RuBisCO在一定程度上会影响
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蛋白质组研究中双向电泳分析。近年来，国内外众

多学者已尝试多种蛋白提取方法，以有效提高植物

叶片蛋白质样品2-DE低丰度蛋白的检测率(Cellar 

et al., 2008; Peltier et al., 2004; Widjaja et al., 2009; 

Xi et al., 2006; 任丽萍等, 2011)。 

萝卜(Raphanus sativus L.)，是起源于中国的一

种重要十字花科根菜类蔬菜，由于其具有较高的营

养价值和较大的栽培面积，在蔬菜作物生产与供应

中占据着十分重要的地位(汪隆植和何启伟, 2005, 

科学技术文献出版社, 13-18)。植物蛋白质组学研究

目前主要应用于解析生长发育和生殖过程中蛋白

质组的变化以及环境胁迫耐受机制，分析细胞内动

态变化的蛋白质组成成分、表达水平以及修饰状

态。双向电泳和质谱检测是蛋白质组学研究的主要

方法，但迄今为止，适用于萝卜叶片蛋白质高效提

取的方法尚未确立。 

本研究以萝卜真叶期叶片为材料，比较改良的

Tris-HCl/TCA-丙酮沉淀法和改进的PEG分级沉淀

法制备蛋白质样品对2-DE分析结果的影响，以提高

蛋白质双向电泳图谱的饱和度与分辨度，为进一步

开展萝卜蛋白质组学研究提供技术支撑。 

1结果与分析 

1.1萝卜叶片总蛋白质SDS-PAGE 

采用蛋白质单向电泳(SDS-PAGE)分析Tris-HCl/ 

TCA-丙酮法提取的蛋白质以及PEG分级沉降法提

取的所有沉淀组分(F1~F3)。从图1的凝胶图谱上可

以看出，由于分子质量的差异，每一个泳道上的蛋

白质谱带分布也存在显著差异，F3组分的蛋白质谱

带分布均匀，许多在CK、F1以及F2中未分离的谱带，

在F3上都清晰可见，表明全细胞蛋白质被PEG有效

地沉降分离。虽然组分 F3 中也存在极少量的

RuBisCO，但RuBisCO (LSU以及SSU)主要存在于组

分F2以及组分F1中。这些结果表明在萝卜叶片全细

胞蛋白质中，PEG沉降法通过分步沉降，可以有效

地将蛋白进行分级分离，并将大部分高丰度蛋白

RuBisCO富集到F1和F2组分中，F3组分中蛋白得到

高效的分离。 

1.2两种不同提取方法对萝卜叶片2-DE凝胶图谱的

影响 

为了进一步分析PEG沉降法对萝卜叶片中高丰度蛋

白RuBisCO的分离效果，确定适合萝卜叶片蛋白质

样品制备的方法，将PEG分级沉降法获得的各组分 

 

图1 Tris-HCl/TCA-丙酮法和PEG分级沉降法提取蛋白质的

SDS-PAGE分析 

注: 泳道F1, F2以及F3代表PEG分级沉降法的各组分; CK代

表对照, 为Tris-HCl/TCA-丙酮法提取的蛋白质; 左侧箭头

分别代表RuBisCO大亚基(LSU)和小亚基(SSU) 

Figure 1 SDS-PAGE analysis of proteins from the Tris-HCl/ 

TCAAcetone extraction and PEG fractionation 

Note: The lane F1, F2 and F3 represent for the PEG fractionations 

and, the lane CK represents protein sample from Tris-HCl/ 

TCAAcetone extraction serving as a control; Arrows on the left 

indicate the large subunit (LSU) and small subunit (SSU) of 

RuBisCO, respectively 

 

蛋白与Tris-HCl/TCA-丙酮法提取的蛋白质进行双

向电泳。预备试验表明，相对于pH 3~pH 10的胶条，

蛋白点在凝胶pH 4~pH 7之间的区域内分布均匀，

蛋白质点较为清晰，且低丰度蛋白的检测效率提

高。使用pH 4~pH 7的胶条，上样量为1 000 μg/μL，

对以上各蛋白样品进行双向电泳，获得了重复性较

好的2-DE凝胶图谱(图2)。 

利用软件PDQuest 8.0进行蛋白点检测分析，图

2中，A、B、C、D 4张凝胶图谱所能检测出的蛋白

点数目分别为：640、537、170与852。Tris-HCl/TCA-

丙酮法制备的蛋白质2-DE凝胶中，椭圆标注区域有

明显的横纹，蛋白点相互重叠，高丰度蛋白点聚集，

影响了低丰度蛋白的分离，凝胶中蛋白质点1号经

质 谱 鉴 定 与 波 斯 菊 (Coreopsis grandiflora) 的

RuBisCO 大 亚 基 (Rubisco subunit, 登 录 号 为

gi289907)同源性较高，相当质量(Nominal Mass)为

53 153，pI值为5.87。PEG分步沉降法制备的蛋白质

2-DE凝胶中，大分子量的高丰度蛋白主要沉降在图

2C (F2)中，而图2B (F1)中(椭圆标注区域)也有少量

的高丰度蛋白点存在，尽管PEG分级沉降法得到的

各组分的蛋白点存在一定程度的重叠，但F1、F2以

及F3三个组分的凝胶所能检测的蛋白点数之和显著

多于Tris-HCl/ TCA-丙酮法提取的蛋白，因此，在

相等蛋白上样量条件下，图2D (F3)中蛋白点数目得 
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图2 Tris-HCl/TCA-丙酮法及PEG沉降法提取的萝卜叶片蛋

白2-DE图谱 

注: A: Tris-HCl/TCA-丙酮法; B: PEG沉降法提取组分1; C: 

PEG沉降法提取组分2; D: PEG沉降法提取组分3 

Figure 2 2-DE profiles of proteins extracted from radish leaves 

using Tris-HCl/TCA-Acetone Method and PEG Fractionation 

Note: A: Tris-HCl/TCA-Acetone Method; B,C,D: PEG Fractio- 

nation F1, F2, F3, respectively 

 

到大幅的提高。 

在Tris-HCl/TCA-丙酮法和PEG沉降法F3组分

的蛋白凝胶电泳图谱上选取对应区域放大(图3)，观

察到F3组分蛋白点较为清晰而且密集(图3B)，图3A

中检测不到的低丰度蛋白点在图3B上可以清晰地

被检测到，表明在经过PEG分级沉降之后，低丰度

蛋白的可检测率显著提高。 

综合分析可以看出，改良的PEG分级沉降法制

备萝卜叶片蛋白，可以有效地将RuBisCO沉降在F2

组分(图2C)中，F3组分(图2D)中的低丰度蛋白分离

效果显著提高，可以鉴定出更多的低丰度蛋白。因

此，在进行萝卜叶片蛋白质组分析研究时，与

TrisHCl/TCA-丙酮法相比，Tris-HCl粗提后的PEG

分级沉降法更适合分离萝卜叶片低丰度表达蛋白，

可显著提高低丰度蛋白的检测率。 

2讨论 

蛋白质组学的关键环节之一是蛋白质样品的 

 

图3 Tris-HCl/TCA-丙酮法蛋白(A)与PEG沉降法组分F3 (B)

的2-DE图谱局部比较 

Figure 3 Comparison of 2-DE profile of proteins extracted by 

Tris-HCl/TCAAcetone method (A) and PEG Fractionation F3 (B) 

 

制备，蛋白样品的质量也会直接影响双向电泳中凝

胶图谱的重复性及分辨率。植物叶片中存在多种不

参与基因调控的高丰度蛋白，如RuBisCO，但由于

胶条能够承载的蛋白样品量有限，会造成部分低丰

度蛋白不能被胶条吸胀(Xi et al., 2006)，此外，由于

RuBisCO可能与植物叶片中的低丰度蛋白相结合，

也会造成部分低丰度蛋白不能被检测到(Corthals et 

al., 2000)。 

Xi等(2006)发现采用PEG分级沉降法，大多数

的RuBisCO被沉降在16%的PEG组分中。在此基础

上，本研究将其实验步骤进行简化并采用SDSPAGE

以及双向电泳技术，比较改良的PEG分级沉降法与

Tris-HCl/TCA-丙酮法对萝卜叶片蛋白质的分离效

果。分析SDS-PAGE凝胶图谱，萝卜叶片蛋白质大

小亚基(LSU, SSU)主要存在于F2和F1组分中，而F3

组分中蛋白质谱带明显增多，且分布均匀。PEG沉

降法通过分级沉降，可以有效地将萝卜叶片蛋白质

进行分级分离，提取的叶片蛋白质的2-DE凝胶图谱

的分析表明，高丰度的RuBisCO被大量地沉降在F2

组分中，少量富集于F1组分中，而F3组分中几乎不

含RuBisCO；2-DE图谱上检测到的蛋白点总数之和

显著多于Tris-HCl/TCA-丙酮法。综合研究结果表
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明，在相同蛋白上样量的条件下，PEG沉降法显著

提高了F1和F3组分中低丰度蛋白质的可检测率，能

高分辨率地分离识别更多种类和数量的参与基因

表达调控的蛋白质，有利于质谱检测等后续分析工

作，为开展萝卜叶片蛋白质组学研究提供了良好的

技术支持。 

3材料与方法 

3.1材料 

材料为本实验室保存的萝卜高代自交系

‘NAUJLQX09’，种植于塑料大棚中，常规管理，

进行蛋白提取实验时，分别选取植株真叶期叶片。 

3.2总蛋白质提取 

3.2.1 Tris-HCl/TCA-丙酮法 

参照谷瑞升等(1999)方法，采用Tris-HCl粗提：

取萝卜鲜叶1 g，用ddH2O冲洗干净并擦干，加入叶

片质量10%的PVPP，在液氮中研磨，直至样品呈粉

末状后，再加入Tris-HCl提取缓冲液4 mL (100 

mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 100 mmol/L KCl, 50 

mmol/L EDTA, 2 mmol/L DTT)，在冰上静置1 h之

后，4℃ 12 000 rpm离心15 min；粗提后，取上清液，

加入预冷10% TCA/丙酮10 mL，-20℃冰箱中静置过

夜，4℃ 12 000rpm离心15 min，所得沉淀再用10 mL

左右预冷的丙酮洗涤，在冰上静置30 min后，4℃ 12 

000 rpm离心15 min，重复3次，第3次用80%预冷丙

酮，沉淀置于-20℃冰箱中冷冻干燥备用。 

3.2.2 PEG分级沉降法 

按照PEG沉降法(Xi et al., 2006; Acquadro et al., 

2009)并适当进行简化：Tris-HCl粗提步骤同3.2.1，

粗提后，取上清液，加入50% (w/v)PEG储备液使其

终浓度达到8%，冰浴静置30 min，4℃ 12 000 rpm

离心20 min，沉淀为蛋白组分1 (Fraction 1, F1)。上

清液中继续加入50% (w/v) PEG储液使其终浓度达

到16%，冰浴静置30 min，4℃ 12 000 rpm离心20 

min，沉淀为蛋白组分2 (F2)。上清液加入10 mL预

冷10%TCA/丙酮，-20℃下静置过夜，4℃ 12 000 

rpm离心15 min，沉淀为蛋白组分3 (F3)。分别用预

冷丙酮洗涤F1、F2以及F3，4℃ 12 000 rpm离心15 

min，重复3次，最后一次用80%丙酮，将F1、F2以

及F3沉淀-20℃下冷冻干燥备用。 

3.3蛋白质样品溶解及浓度测定 

将通过以上两种方法所提取的蛋白质粉末按

1:25比例加入蛋白质裂解液(7 mol/L尿素, 2 mol硫

脲, 65 mmol/L DTT, 4% CHAPS, 0.8%两性电解质

Biolyte pH 3~pH 10)，涡旋1 min后，4℃超声波助溶，

12 000 rpm离心15 min，上清液即为蛋白质样品。

Bradford (1976)法定量蛋白质样品浓度，分装样品，

放入-80℃冰箱备用。 

3.4电泳检测与图像采集 

3.4.1 SDS-PAGE 

在已知浓度的蛋白质样品中加入蛋白质上样

缓冲液(0.062 5 mol/L Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 

10%甘油, 0.05% β-巯基乙醇, 溴酚蓝)，使其终浓度

为1 μg/μL。分离胶浓度12%，浓缩胶浓度5%，预电

泳30 min，蛋白上样量为10 μL，室温下电泳，15 mA/

胶，进入分离胶后，30 mA/胶，至溴酚蓝到达凝胶

底部停止电泳。电泳结束后银染(Blum et al., 1987)

显色，利用数码相机照相，实验重复3次。 

3.4.2双向电泳 

第一向等电聚焦(IEF)参照BIORAD-PROTEAN 

IEF CELL (Bio-Rad, USA)等电聚焦系统指南进行。

17 cm pH 4~pH 7固相IPG胶条，每根胶条蛋白上样

量为1 000 μg。50 V自动进行水化12~16 h后，设置

等电聚焦程序：250 V，30 min；1 000 V，1 h；10 000 

V，5 h；10 000 V，60 000 Vh；500 V，保持。等电

聚焦结束后，将胶条置于平衡缓冲液Ⅰ(6 mol/L尿

素, 20%甘油, 2% SDS, 0.375 mol/L Tris-HCl, 2% 

DTT)中平衡15 min，再置于平衡缓冲液Ⅱ(6 mol/L

尿素, 20%甘油, 2% SDS, 0.375 mol/L Tris-HCl, 

2.5%碘乙酰胺)中平衡15 min。第二向采用ProteinⅡ

(BIO-RAD)电泳槽，平衡后的胶条放置于12%聚丙

烯酰胺凝胶胶面上，低熔点琼脂糖封胶，开始电泳

时15 mA/胶，电泳20 min后，30 mA/胶电泳至溴酚

蓝离凝胶底部1 cm时停止电泳。考马斯亮蓝染色法

(Candiano et al., 2004)染色，凝胶扫描后图像采用

PDQuest 8.0软件进行分析，包括背景消减、蛋白点

检测以及匹配等，以获取清晰可辨的蛋白点，实验

重复3次。 

3.4.3质谱鉴定与数据库检索 

参照Shen等(2002)的方法进行蛋白质点的胶内

酶解及肽段提取。采用ABI MALDI-TOF/TOF 4800 

质谱仪进行分析，采用反射模式，正离子谱测定获得

肽指纹图谱(PMF)，用MASCOT软件(Matrix Science 

Ltd., London, UK)搜索NCBInr和MSDB数据库。 
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