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摘  要 本研究采 TCA 丙酮沉淀法提取大豆根、茎、叶蛋白质，用预制胶条(IPG, pH 4~7)进行双向电泳。根据电泳结果，

初步分析了大豆根、茎、叶蛋白质的等电点和分子量组成特点如下：等电点在 4~5 间所占百分率最高的是大豆茎蛋白(35%)，

等电点在 5~6 间所占百分率最高的是大豆叶蛋白(52%)，等电点在 6~7间所占百分率最高的是大豆根蛋白(34%)；而小于 18.4 kD

的小分子量蛋白以及大于 75 kD 的大分子量蛋白都是根器官中蛋白所占百分率最高，不同器官蛋白质的组成不同，反映了这

些器官在结构和功能上存在差异的分子基础。 
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Characters of Root, Stem and Leaf Proteins in Soybean Analyzed Using a 
2-DE Approach 

Dong Yumei
1*

, Su Yuan
2*

, Yu Ping
3

, Mei Xinyue
1

, Yang Min
1

, He Xiahong
1

, Li Chengyun
1  

1. Key Laboratory of Agro-Biodiversity and Pest Management of Education Ministry of China, Yunnan Agricultural University,Kunming, 650201 P.R. China 
2. The life science and technology department of Kunming University,Kunming, 650214 P.R. China 

3. Institute of Biotechnology and GermplasmResources,Yunnan Academy of Agricultural Sciences,Kunming 650223, P.R. China 

*These workers contributed to this work 

 Corresponding author, li.chengyun@gmail.com;    Authors 

Abstract  TCA acetone precipitating methods was employed to extract root proteins, stem proteins and leaf proteins 

of soybean, and two-dimensional electrophoresis based on IPG (Immobilized pH Gradient, pH 4~7) was performed. 

The results suggested that stem proteins amounted to the highest percentage (35%) of acid proteins, in which their pI 

(isoelectric points) were ranging from 4 to 5; Leaf proteins amounted to the highest percentage (52%) of weakly acid 

proteins, in which their pI (isoelectric points) were ranging from 5 to 6; Root proteins amounted to the highest 

percentage (34%) of weakly alkaline proteins, in which their pI (isoelectric points) were ranging from 6 to 7. However, 

the percentage of protein with the smallest molecular weight less than 18.4 kD and the largest molecular weight greater 

than 75 kD were the root proteins, which indicated  the molecular basic of the significant difference of structure and 

function in these organs. 

Keywords  Soybean; Root proteins; Stem proteins; Leaf 

proteins; Two-dimensional electrophoresis ( 2-DE ) 

研究背景 

通常，蛋白质组学(Proteomics)的研究策略有两
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种：一是着重研究不同生长状态或病理情况下蛋白

质的差异表达情况，进而揭示细胞对生物胁迫或非

生物胁迫的生理和病理状态进程、调控机制等，同

时获得对某些关键蛋白的定性和定量分析；二是采

用高通量的蛋白测序及相关技术阐明某特定生物

体、组织、甚至是细胞器内尽可能多的蛋白质以了

解其发育特征(Hakeem et al., 2012; Colmsee et al., 

2012; Que et al., 2011; 刘艳艳, 2009)。因此，蛋白

质组学技术是目前解析植物应答各种胁迫(包括非

生物或病菌侵染等在内的各种胁迫)的分子机制的

有力工具(Yang et al., 2011 b)。 

大豆可天然固氮和碳，为动物和人类提供营养

所需的植物脂肪和蛋白，同时还可兼作饲料和生物

能源，是重要的粮油兼用型作物 (Thelen and 

Ohlrogge, 2002; Bhushan et al., 2007)。然而，一些生

物胁迫或非生物胁迫致使大豆减产，如病原菌侵

染，以及水淹、干旱和盐碱化等(Ohyanagi et al., 

2012 )。为选育耐淹、耐旱、耐盐和抗病突变体，

蛋白质组学因其可以分离和鉴定出参与某特定生

物学过程的各种差异表达蛋白而成为研究热点

(Ohyanagi et al., 2012 )。 

如 Yang 等人对花叶病毒侵染的大豆和模拟接

种的大豆进行差异蛋白组学分析，结果显示：分离

并鉴定的 25 个大豆花叶病毒诱导表达的蛋白主要

涉及蛋白质降解 (degradation) 、防御信号途径

(defense signal pathway) 、活性氧爆发 (reactive 

oxygen)、细胞壁增厚(reinforcement)，以及能量代

谢 和 调 节 (metabolism regulation)(Yang et al., 

2011a)。Oehrle 等利用双向电泳对大豆的根瘤进

行蛋白组分析，结果显示，鉴定到的蛋白质按功

能分主要涉及四大类：第一类是碳代谢 (carbon 

metabolism)相关蛋白；第二类是氮代谢(nitrogen 

metabolism) 相关蛋白；第三类是活性氧代谢

(reactive oxygen metabolism)相关蛋白；第四类是膜

泡运输(vesicular trafficking)相关蛋白。尤其是膜泡

运输相关蛋白的多个、大量表达预示着大分子物质

运输和膜蛋白交换活动在根瘤中非常活跃地进行

着(Oehrle et al., 2008)。 

Ahsan 研究小组对不同发育时期大豆的叶片

和花蛋白进行分析和鉴定，得到 26 种不同的叶器

官特性蛋白质；再结合免疫共沉淀结果显示，分子

伴侣 60、热激蛋白 70 和 ATP 合酶在组织中持续

表达；花器官特异表达的 20 多个蛋白点按功能分

主要涉及线粒体蛋白的运输和装配(transport and 

assembly)、次生产物代谢(secondary metabolism)和

花粉管发育(pollen-tube growth)相关蛋白(Ahsan et 

al., 2009)。Ahsan 还研究了臭氧胁迫下叶片总蛋白

组和叶绿体蛋白组，高含量的活性氧和脂氧化酶测

定结果显示：臭氧胁迫诱导的蛋白表达调节发生在

伤害症状呈现之前。双向电泳分离、质谱鉴定到的

30 个差异表达蛋白主要涉及光合作用，包括光系统

I、光系统 II 和碳同化相关蛋白的下调表达。淀粉

含量下降和蔗糖含量上升，预示臭氧胁迫引起光合

作用途径中三羧酸循环的碳分配的改变(Ahsan et 

al., 2010)。 

有趣的是，Yamaguchi 和 Komatsu 两个研究小

组在大豆应答水淹胁迫时对木质素的调节意见相

左。Yamaguchi 对苗期(营养生长 2 期)大豆初生根蛋

白组研究表明，水淹胁迫(water stress, flooding stress, 

或 waterlogging stress)下根伸长受抑制的原因主要

是一些异黄酮类物质代谢上调后，引起木质素上调

表达(up-regulated)以保护根免受氧化损伤，但木质

素积累却抑制了根的伸长生长(Yamaguchi et al., 

2010)；而 Komatsu 等对萌发 2 d 再水淹处理 2 d 

后的大豆根和子叶下胚轴细胞壁蛋白质组进行分

析，结果表明：脂氧合酶(lipoxygenases)、萌发素

(germin-like protein)和糖蛋白(glycoprotein)的前体

(precursors)，以及一种超氧化物歧化酶(superoxide 

dismutase [Cu-Zn])均呈下调表达状态。通过活性氧

和茉莉酸甲酯的下调表达导致了大豆幼苗根部的

木质素下调表达(downregulation)，以使大豆根组织

免受水淹的伤害(Komatsu et al., 2010)。 

基因虽然决定了生物体主要的遗传性状，但其

相应的蛋白质组具有时空表达特异性。利用基于双

向电泳凝胶的蛋白质组学分析的高效性和准确性

依赖于分离效果好的 2-D 凝胶图，如果近似分子

量或等电点的蛋白质重叠在一个点上，那即使挖取

2 倍差异表达蛋白点测序结果也可能是多样而不

确定的。因此，分离效果好的 2-DE 凝胶图获取是

蛋白质组研究的必要和首要条件。本研究小组经多

次试验，已建立了分离效果好的大豆根、茎、叶总

蛋白双向电泳方法，为后期的大豆差异蛋白质组学

研究奠定了基础。同时初步分析了本试验条件下大

豆根、茎、叶蛋白质特点，包括分子量和等电点基

本特征。 
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1结果与分析 

1.1大豆根、茎、叶蛋白双向电泳图 

双向电泳凝胶3次重复试验，均获得了分离效果

好、重复性好的大豆根、茎、叶蛋白质双向电泳图

(图1)。由图1可知，大豆根、茎、叶总蛋白质点在

2-DE胶图中的分布有明显差异，根蛋白质点（图

1A）几乎是均匀分布在整个胶图上，第一向电泳

(IEF)结束后，从IPG胶条的酸端(pH 4)到碱端(pH 7)

都有蛋白质点，又经第二向电泳(SDS-PAGE)后一些

小分子量蛋白点(接近Marker的最小带14.4 kD)跑到

了胶的近底部，其形状又大又圆(图1A, 框1)，说明

其蛋白浓度高。 

茎蛋白质点(图1B)多分布在胶图的左中部分，

IEF结束后，绝大部分蛋白点分布在了IPG胶的酸端

(pH 4~6)，较少的蛋白点分布在pH 7处；浓度大的

小分子量(<14.4 kD)蛋白质点和大分子量(>66.2 kD)

的蛋白质点凝胶近底部并不多(图1B, 框2)，说明偏

弱酸性的蛋白质在茎中分布较多。 

叶蛋白质点(图1C)主要集中分布在凝胶图上

的较大分子量(25~116 kD间)区间，尤其是分子量

在45~66.5 kD之间的蛋白点又多又大，浓度最高；

但浓度大的小分子量蛋白点不多。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图1 大豆根(A)、茎(B)、叶(C)蛋白质双向电泳图 

Figure 1 2-DE pattern of the proteins of soybean roots (A), stems (B) and leaves (C) 

 

1.2 大豆根、茎、叶蛋白质分子量和等电点分布特点 

将凝胶图打印于 A4 纸，用直尺沿凝胶图的 IEF

方向将 pH 4~7 的长度均分画横线，然后标记 pH 4、

pH 5、pH 6、pH 7；再用直尺沿凝胶图的 SDS-PAGE

方向、找到蛋白分子量Marker 的条带(116 kD, 66.2 kD, 

45 kD, 35 kD, 25 kD, 18.4 kD, 14.4 kD)，按 Marker

的条带的位置画横线，然后在横线和竖线的交叉点

标记上蛋白质点的分子量和等电点试验值。同时将

以上各交点处蛋白质的分子量和等电点赋值到

PDQuest 软件中的凝胶图上，即可由软件读出所有

蛋白质点的分子量和等电点(试验值)，并做简单分

析可知：本实验条件下所分离到的大豆根、茎、叶

蛋白质点都在 1 000~1 300 个之间，其分子量和等

电点分布特征(图 2; 图 3)。 

由图 2、图 3 可知，等电点在 6~7 之间的蛋白

质：根蛋白数目>叶蛋白数目/茎蛋白数目；等电点

在 5~6 之间的蛋白质：叶蛋白数目>茎蛋白数目>根

蛋白数目；等电点在 4~5 之间的蛋白质：茎蛋白数

目>根蛋白数目>叶蛋白数目。简言之，大豆幼苗根

蛋白质偏弱碱性，茎蛋白偏弱酸性，而叶蛋白质大

部分等电点在 5~6 之间。 

从实际的 2-DE 图谱(图 1)和 PDQuest 软件分

析给各蛋白点分子量和等电点赋值后统计结果来

看(图 2; 图 3)，苗期大豆的根、茎、叶总蛋白的分

子量和等电点分布趋势均有差异。小结如下：（1）

大豆根总蛋白偏弱碱性、pI 在 6~7 之间的蛋白点

数达总蛋白数的 1/3 以上；MW<18.4 kD 的小分子

量蛋白，和 MW>75 kD 的大分子量蛋白在根中的

含量均高于茎、叶；（2）大豆茎总蛋白偏弱酸性、

pI 在 4~5 之间的蛋白点数达总蛋白数的 1/3 以上；

25<MW<45 的中小分子量蛋白在茎中的含量均高

于根、叶；（3）大豆叶中，近中性(pI 5-6)蛋白含量

过半(占总蛋白数的 62%)，其蛋白质多集中在分子

量 25~75 kD 间。
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图 2 大豆根、茎、叶总蛋白质点分子量的分布 

Figure 2 Tendency of Mr distribution of protein from root, stem and leaf of soybean identified by 2-DE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 大豆根、茎、叶总蛋白质点等电点的分布趋势图 

注: A: 根蛋白等电点分布; B: 茎蛋白等电点分布; C: 叶蛋白等电点分布 

Figure 3 Tendency of pI distribution of protein from root, stem and leaf of soybean identified by 2-DE 

Note: A: pI of root proteins; B: pI of stem proteins; C: pI of leaf proteins  

 

2 讨论 

大豆的根通常具有合成功能；而茎的韧皮部是

有机质的输导组织；叶主要负责光合作用，一些重

要的光合相关蛋白就在锚定在叶绿体的类囊体膜

上，多数是蛋白复合体。由于其功能不一，根、茎、

叶蛋白质显示出不一样的分子量和等电点分布趋

势是符合理论预期的。 
在利用基于凝胶的蛋白质双向电泳方法对植

物应答胁迫的蛋白质组进行解析时，不同科学家对

相同材料进行相同处理会有不同的结果(Yamaguchi 

et al., 2010; Komatsu et al., 2010)，甚至同一实验中

的同一类蛋白质会检测到上调和下调表达，或者具

有相同功能和序列号的蛋白质在 2-DE 胶上的分布

位置大相径庭(蛋白质等电点不一致)(董玉梅等 , 

2013)，不能就一概而论地认为是测序错误或者试验

误差。因为蛋白质并不像基因一样稳定存在于生物

体中，也不与 mRNA 一一对应。尽管基因序列决定

了蛋白质序列，但蛋白质在执行功能时还可能受到

mRNA 的转录水平调控、翻译水平调控和翻译后修

饰调控等(何华勤, 2011)。以蛋白质翻译后修饰为

例，真核生物中可能存在 20 种以上的修饰类型，

比较常见的如糖基化、乙酰化、泛素化和磷酸化等

(Taylor et al., 2011; Theillet et al., 2012)。其中，起信

号转导的开关作用的磷酸化修饰后，蛋白质分子量

几乎不改变，但 pH 值会有改变，即其蛋白质等电

点会改变、则在凝胶中的位置会向左(或向右)移动。

因此，当检测到功能和序列相同的蛋白质点在凝胶

中的分布位置不一样(等电点不同)时，不都是测序

错误或实验误差，而正好是蛋白质修饰多样化、功

能多样化的表现之一(董玉梅等, 2013)。 
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由此可知，重复性好的蛋白质双向电泳方法是

蛋白质功能和性质确定的重要保障。揭示植物不同

组织、器官的蛋白质功能是揭示生命活动规律和蛋

白质作用分子机制的直接和有力手段。结合图 1、

图 2 和图 3 的结果和分析可知，大豆根、茎、叶总

蛋白质的分子量和等电点分布有较大差异，由此推

测大豆根、茎、叶蛋白质在应答各种生物或非生物

胁迫时的表现可能会从不同的角度补充解释大豆

抗性的分子机制，因此，本方法的建立是利用大豆

根、茎、叶蛋白组解析大豆应答各种胁迫的分子机

制的前提、是技术基础。而且，此法所分离到的蛋

白点比 Aghaei 等(2009)人分离的蛋白点(300 多个)

多，故本研究对进一步利用蛋白质组解析大豆应答

胁迫的相关分子机制奠定了基础。 

 

3 材料与方法 

3.1植物材料的培养、取材及预处理 

大豆品种郑9525(市售)，播种于装有花卉基质

的花盆(直径24 cm)，每天12 h光照(25℃)/12 h黑暗

(20℃)光照培养室生长，大豆长至两对真叶完全展

开，备用。 

取材，灭菌剪刀剪取大豆叶片，茎秆剪成约1~2 cm

长，迅速置于-80℃冰箱保存备用；然后将大豆的根

从基质中小心取出，尽量保持完整，于自来水下冲

洗至干净，然后用滤纸将水吸干，再置于-80℃冰

箱保存备用。 

 

3.2 大豆根、茎、叶双向电泳方法 

3.2.1大豆根、茎、叶蛋白样品制备及浓度测定 

本研究所用的大豆根、茎、叶蛋白样品破碎方

法为液氮研磨(机械)法；蛋白沉淀方法为TCA/丙酮

(有机溶剂)沉淀法(何华勤, 2011)，具体如下。 

取预先灭菌、-20℃预冷的研钵置于冰上，称

取预先备好的植物组织(叶片1 g; 根, 茎各1.5 g)液

氮研磨后，转入50 mL灭菌的离心管中，每管加入

20 mL 10% TCA /丙酮(用前现加 DTT 0.1% 质量

体积比 0.1g/100 mL)；涡旋混匀，放置在试管架上

置于-20℃沉淀过夜(14~18 h)。 

取出沉淀，于4℃，20 000 rpm，离心20 min，

弃上清收集沉淀；-20℃预冷的80%丙酮(现加DTT 

0.1%和PMSF 100 μL/10 mL) 20~25 mL/管，涡旋并

重悬沉淀(作用是清洗蛋白)，置于-20℃沉淀1~2 h；

4℃，20 000 rpm，离心20 min，弃上清，收集沉淀，

如此清洗蛋白3次，直至蛋白呈白色沉淀，弃上清，

循环水真空泵干燥成粉末，转入灭菌的 2 mL离心管

中，于-80℃冰箱保存备用。 

蛋白质上样前必须测定并调准浓度。从-80℃取出

蛋白质干粉，分别称取30 mg/管(1.5 mL)，加入450 μL

蛋白水化液(15 μL/mg)充分溶解蛋白粉末，Bradford 

(1976)法测定蛋白质浓度，以牛血清蛋白制作的蛋

白标线斜率均在 99% 以上。如表1，按纵列顺序添

加①②③种试剂，分别读出空白对照及1、2、3、4、

5、6管牛血清蛋白浓度为0、0.1、0.2、0.4、0.6、

0.8、1.0，且斜率在95%以上才说明此蛋白标线制作

正确、能用于蛋白浓度的测定。 

浓度测定时(见表2)，按纵列顺序分别向10 mL

灭菌离心管中添加G250、水化液和蛋白样品，测定

并读数即可。 

因核酸蛋白测定仪上显示的浓度是蛋白被稀

释10倍后的浓度，因此，蛋白的实际浓度是读数的

10倍。记录好每个蛋白样品的浓度后，按照17 cm 

胶条的上样量将蛋白浓度调至600 μg/300 μL。 

3.2.2 IPG胶条溶胀及蛋白质一向电泳(IEF) 

将定量好的蛋白溶液300 μL (含蛋白600 μg) 

于室温，20 000 rpm，离心20 min，取上清转入水化

盘中(此步骤的目的是去除一些不容的杂质)，转入

IPG胶条，于20℃水化(溶胀)过夜。溶胀完全的胶条

转入等电聚焦仪(PROTEAN IEF Cell, BIO-RAD)，

进行聚焦(表3)。 

 

表1 蛋白标线制作试剂表 

Table 1 Reagents needed by stand curve of protein 

序号 

No.  

试剂 

Reagent 

空白 

Blank control 

1 2 3 4 5 6 

① G250 (mL) 5 5 5 5 5 5 5 

② Lysis buffer (μL) 100 90 80 60 40 20 0 

③ BSA 溶液(μL) 0 10 20 40 60 80 100  

 BSA concentrationug (μL) 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
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表2 根、茎、叶蛋白质浓度测定 

Table 2 Concentration of the proteins extracted from roots, stems and leaves of soybean 

 茎 A1 

Stem A1 

茎 A2 

Stem A2 

茎 A3 

Stem A3 

叶 B1 

LeafB1 

叶 B2 

Leaf B2 

叶 B3 

Leaf B3 

根 T1 

Root T1 

根 T2 

Root T2 

根 T3 

Root T3 

样品体积(μL) 

Volume (μL) 

10 10 10 10 10 10 10 10 10 

水化液(μL) 

Lysis buffer(μL) 

90 90 90 90 90 90 90 90 90 

G250 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

读数浓度(μg/μL) 

Reading concentration 

(μg/μL) 

0.3 0.8 0.6 1.2 0.4 1.2 0.3 0.5 0.8 

实际浓度 

Real concentration 

3 8 6 12 4 12 3 5 8 

 

表3 等电聚焦程序表 

Table 3 Steps of IEF 

步骤  

Step 

电压 

Voltage 

泳动状态 

Condition 

时间  

Time 

S1 50 V Slow 10 min 

S2 250 V Rapid 30 min 

S3 1000 V Rapid 30 min 

S4 9000 V Line 4 h:15 min 

S5 9000 V Rapid 65000 VH 

 

其他参数：GELS : 2；Limit : 50；Temp: 20℃。 

3.2.3蛋白质SDS-PAGE 

平衡前，按2块胶(17 cm 胶条)的量(150 mL)配

制12.5%的SDS-PAGE凝胶液如下：①ddH2O 62.7 mL；

②30%丙烯酰胺溶液Acr/Bis 83.3 mL；③1.5 mol/L 

Tris (pH 8.8) 50 mL；④10% SDS2 mL；Ⅰ10% APS

过硫酸氨2 mL；ⅡTEMED 35.6~40 μL。按顺序加

入试剂①②③④，用玻棒缓慢搅拌混匀15~30 mim，

再加入试剂Ⅰ、试剂Ⅱ，缓慢混匀后即可灌胶，用

异丙醇密封胶面。待胶凝固后，倾出异丙醇，改加

ddH2O压平胶面，用保鲜膜覆盖，备用。 

平衡时，17 cm胶条需平衡液5 mL /根/次。平

衡液I现加(DTT, 1%质量体积比)，缓慢摇晃平衡

15 min；平衡液II现加(IAA, 5%质量体积比)，平衡

15 min。平衡期间，准备蛋白分子量Marker (使用前

沸水煮5 min)。 

将胶条和吸有蛋白分子量Marker的滤纸片转

入制备好的SDS聚丙烯酰胺凝胶。二向电泳程序，

40 mA恒流电泳。看到溴酚蓝指示线整齐泳出后，

再将电压调至30 mA/根直到电泳结束。 

3.2.4考马斯亮蓝凝胶染色及扫描 

电泳结束，需对凝胶中的蛋白质点进行固定，

固定液配方 (2块胶 : 乙醇400 mL, 乙酸100 mL, 

ddH2O 500 mL, 混匀(1 000 mL)，每块胶倒入500 mL

固定液，固定3 h；循环水真空泵吸干固定液换上染

色液。考染法：2块胶染液配方：ddH2O 200 mL，

磷酸100 mL，硫酸铵100 g，G250称取1.2 g，ddH2O

定容至800 mL (搅拌30 min），最后加上甲醇200 mL，

总体积1 000 mL。染色过夜，直到胶点明晰可辨。

二步法凝胶脱色。2块胶脱色液Ⅰ配方：硫酸铵75 g

用ddH2O溶解后定容至1 350 mL，再加甲醇150 mL

至总体积1 500 mL。其中1 000 mL用于第一次脱色

20~30 min；剩余的500 mL脱色液Ⅰ，再加500 mL 

ddH2O，混匀(1 000 mL)，即脱色液Ⅱ。第二次，脱

色(液Ⅱ) 12~16 h，或过夜，直至背景颜色透明而蛋

白点清晰易辨。于GE Image Scanner Ⅲ扫描仪上扫

描，分辨率统一设为300 dpi。 

3.2.5凝胶图像的PDQuest 7.4软件分析 

PDQuest软件读取2-DE图像，用点细化(Spot 

segmentation)的方法检测和定量蛋白质斑点，主要

包括: 斑点检测和定量、凝胶匹配、相对分子量和

等电点的确定、报告输出等。 
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