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　　摘要：以水稻两优培九剑叶为材料，通过蓝绿温和胶电泳对其类囊体膜蛋白复合物进行分析。亚细胞组分是植物
蛋白质组学研究的重点，而高度疏水且结构复杂的膜蛋白复合物在传统二维电泳中难以得到很好分离，故采用纯化完

整叶绿体，温和去污剂增溶膜蛋白，非变性梯度凝胶电泳的方法，直观地分离并展示了两优培九水稻剑叶类囊体９条
蛋白质复合物条带，并显示出丰度与组成的差异。以蓝绿温和胶为一向，含尿素的变性电泳为二向的二维电泳将两优

培九水稻剑叶类囊体膜蛋白复合物分离为亚基，得到５１个蛋白质点，为对水稻光合机构响应逆境等变化的蛋白组学
研究提供方法。
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　　水稻作为重要的粮食作物和模式植物，关于其光合作用
机制的研究已从形态结构、生理生化和细胞水平深入到蛋白

质与基因的分子水平，叶绿体是植物进行光合作用的主要场

所，探究其组成功能特性在对作物的特性分析、改良育种以及

对植物的发育进化研究中都起到关键作用。

蛋白质组学 （Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）随着模式植物基因组测序完
成，以及高通量蛋白质分析技术的突破，可从整体角度分析细

胞内蛋白质组成的动态变化、表达水平与修饰状态，对了解蛋

白质的互作与联系，揭示其功能与细胞活动规律具有重要意

义［１］。目前植物蛋白质组学已经深入到亚细胞水平，即研究

细胞器内表达的蛋白质组，叶绿体因其特殊的功能及占整个

植物组织１０％～２５％的各种结构和功能蛋白质而成为研究
的焦点［２］。当前蛋白质组学仍然主要依托于以凝胶电泳为

主的蛋白质分离技术、以质谱为基础的蛋白质鉴定技术和生

物信息学［３］。最常用来分离蛋白质的技术是以等电聚焦

（Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇ，ＩＥＦ）为第一向的双向聚丙烯酰胺凝胶电
泳 （ＩＥＦ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），即通常所说的２－ＤＥ。电泳后的凝
胶经染色呈现二维分布图，水平方向反映蛋白亚基在等电点

上的差异，垂直方向反映它们在分子量上的异同。随着固相化

ｐＨ梯度 （即ＩＰＧ胶条）、银染法、ＤＩＧＥ荧光染色技术等方法上
的改进，使得２－ＤＥ的载样量、灵敏性、重复性和精确度都大
大提高。目前２－ＤＥ已经成功运用于分离拟南芥叶绿体囊腔
蛋白［４］、豌豆叶片类囊体膜周蛋白［５］和水稻叶绿体全蛋白［６］

等。然而尽管分辨率很高，但ＩＥＦ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对于一些分子
质量较大的蛋白质 （大于２００ｋｕ）、偏酸偏碱的蛋白质以及疏

水性较强的膜蛋白的分离往往不能得到理想的结果［７］。

类囊体是存在于叶绿体基质中的复杂的膜结构，光合作

用的光能吸收、传递和转化过程是在镶嵌于类囊体膜中的具

有一定分子排列及空间构象的色素蛋白质复合物及相关的电

子载体中完成的，最主要的 ４种膜蛋白复合物：光系统Ⅰ
（ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍⅠ，ＰＳⅠ）、光系统Ⅱ（ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍⅡ，ＰＳⅡ）、细胞
色素ｂ６／ｆ复合体（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ６／ｆｃｏｍｐｌｅｘ，Ｃｙｔｂ６／ｆ）和ＡＴＰ
合酶复合体 （ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ，ＡＴＰａｓｅ），三维结构显示
ＰＳⅡ主要分布在基粒类囊体上，ＰＳⅠ和ＡＴＰａｓｅ主要分布在基质
类囊体上，Ｃｙｔｂ６／ｆ则均匀分布在这２种类型的类囊体上［８］。

正是这种多跨膜疏水性大分子结构，在运用２－ＤＥ分离时类
囊体膜蛋白无法直接很好地被含高浓度尿素和硫脲的裂解液

提取并保持水溶状态，并且容易在等电聚焦过程中发生聚

集［９］；而１ＤＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析类囊体膜蛋白则会直接变性式破
坏复合体的大分子结构，丢失大量结构和互作方面的信息。

为解决这些局限性，非变性电泳技术已发展为当前蛋白

质复合体分离的主要方法，其中 Ｓｃｈｇｇｅｒ等建立的蓝绿温和
凝胶电泳系统（ｂｌｕｅ－ｎａｔｉｖｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ－ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ
ｓｉｓ，ＢＮ－ＰＡＧＥ），最初用于研究哺乳动物和真菌线粒体中的
多亚基蛋白质复合物，可以在凝胶中直接展示各种丰度的膜

蛋白，目前在类 囊体 膜蛋白分离 中运 用最普 遍［１０］。

ＢＮ－ＰＡＧＥ以考马斯亮蓝 Ｇ－２５０Ｄ代替 ＳＤＳ使蛋白质复合
物带负电荷，用温和的去污剂，如 Ｄｏｄｅｃｙｌｍａｌｔｏｓｉｄｅ（ＤＭ）、
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００和毛地黄皂苷等增溶膜蛋白，在类囊体蛋白复
合物的分析研究中，可以分离１００００到 １０００００００的蛋白
质，比凝胶过滤和蔗糖密度超速离心更高效，并使复合物以近

似天然的形态被分离，可以进行多样的后续分析。

本研究运用并优化二维 ＳＤＳ／ＢＮ－ＰＡＧＥ方法对水稻剑
叶类囊体膜蛋白复合物进行分离，为在蛋白质组学水平上分

析水稻叶片光合作用机制提供方法。

１　材料与方法

１．１　提取完整叶绿体
水稻杂交组合两优培九由江苏省农业科学院粮食作物研
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究所提供，在剑叶全展１０ｄ左右进行采集，参照Ｃｈｅｎ等的方
法［１１］并加以改进提取完整叶绿体。叶片用蒸馏水洗净擦干

４℃ 暗处放置过夜耗尽淀粉粒，去除中脉剪碎，加入５倍体
积提取缓冲液 （３３０ｍｍｏｌ／ＬＳｏｒｂｉｔｏｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ－
ＫＯＨｐＨ值７８，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨＣＯ３，０．０５％ ＢＳＡ，５ｍｍｏｌ／ＬＡｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ），低温条件下
用高速组织捣碎机进行５次２ｓ研磨，４层纱布过滤，２００ｇ离
心２ｍｉｎ去除组织沉淀，２０００ｇ离心５ｍｉｎ得到粗叶绿体沉
淀。用 悬 浮 缓 冲 液 （３３０ｍｍｏｌ／ＬＳｏｒｂｉｔｏｌ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨｐＨ值７．６，２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）悬
浮叶绿体并配制 Ｐｅｒｃｏｌｌ梯度介质，将叶绿体悬浮液铺于介质
表面，用ＢｅｃｋｍａｎＬ８离心机 ＳＷ２８水平转子４５００ｇ，４℃离
心１０ｍｉｎ抽取中间绿色层，再用悬浮缓冲液洗涤１～２次，充
分去除Ｐｅｒｃｏｌｌ，得到沉淀即为完整叶绿体颗粒。
１．２　类囊体膜蛋白样品的制备

完整叶绿体在低渗裂解液（５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ－ＫＯＨｐＨ
值７．６，２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）中
冰浴３０ｍｉｎ涨破，１４０００ｇ离心３ｍｉｎ得到类囊体膜沉淀，用
５倍体积洗涤缓冲液 （５０ｍｍｏｌ／ＬＢｉｓＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ值７．０，
３３０ｍｍｏｌ／ＬＳｏｒｂｉｔｏｌ）洗涤１～２次，按Ｐｏｒｒａ等［１２］的方法测定

叶绿素含量。用适量样品缓冲液 （２５ｍｍｏｌ／ＬＢｉｓＴｒｉｓ－ＨＣｌ
ｐＨ值７．０，２０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ）悬浮类囊体膜并调整叶绿素浓度
为１ｍｇ／ｍＬ，缓慢滴加等体积含２％ （质量体积比）ＤＭ的样
品缓冲液，轻轻混匀冰浴增溶３０ｍｉｎ，可见悬浊液慢慢变为澄
清，１５０００ｇ离心１０ｍｉｎ去除不溶物质，得到深绿色上清液即
为类囊体膜蛋白溶液，按Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１３］测定蛋白质浓度。

１．３　一向Ｂｌｕｅ－ｎａｔｉｖｅＰＡＧＥ
采用北京六一仪器厂ＤＹＣＺ－２８Ａ型单板夹芯式垂直电

泳仪进行制胶和蓝绿温和胶电泳。使用ＡｍｅｒｓｈａｍＳＧ３０梯度
混合器灌制１０ｃｍ×１０ｃｍ，１ｍｍ厚度５％～１２％非变性梯度
聚丙烯酰胺分离胶和 ４％浓缩胶，凝胶中均含有 ３２∶１
Ａｒｃ／Ｂｉｓ，５０ｍｍｏｌ／ＬＢｉｓＴｒｉｓｐＨ 值 ７．０和 ５００ｍｍｏｌ／Ｌ
６－ａｍｉｎｏ－Ｎ－ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄ，分离胶含 １０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ，制胶后
在室温聚合，然后在保湿条件下４℃存放过夜。类囊体膜蛋
白样品中加入１／１０体积上样缓冲液 （５％ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔ
ｂｌｕｅＧ２５０，１００ｍｍｏｌ／ＬＢｉｓＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ值７．０，５００ｍｍｏｌ／Ｌ
６－ａｍｉｎｏ－Ｎ－ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄ，３０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ）混匀后上样电泳。
电泳中先使用含０．０１％ ＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅＧ２５０的阴极
缓冲液 （１５ｍｍｏｌ／ＬＢｉｓＴｒｉｓ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｃｉｎｅ，ｐＨ７．０），当电
泳蓝色前沿前进到分离胶１／２距离时更换为不含 Ｇ２５０的阴
极缓冲液，阳极缓冲液始终为５０ｍｍｏｌ／ＬＢｉｓＴｒｉｓ－ＨＣｌ。电泳
时需接入冷却水系统保证４℃条件。
１．４　二向ＳＤＳ－Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ

灌制１０ｃｍ×１０ｃｍ，１．５ｍｍ厚度１５％ ＳＤＳ－Ｕｒｅａ－聚丙
烯酰胺凝胶，在普通变性凝胶中加入 ６ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ。一向
ＢＮ－ＰＡＧＥ结束后，立即切下进行二向分离，放入５ｍｌ平衡
缓冲液 （５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ值６．８，６ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ，４％
ＳＤＳ，５％ β－ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ，２０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ）中平衡３０ｍｉｎ，
结束后用去离子水冲洗胶条３次，去除巯基乙醇。将处理过
的胶条推入胶板紧贴分离胶表面，以低熔点琼脂糖封胶液封

胶，进行４℃电泳。

１．５　凝胶分析
一维Ｂｌｕｅ－ｎａｔｉｖｅＰＡＧＥ在电泳过程中即可显现条带，电

泳后直接用脱色液脱去背景蓝色后扫描图像，使用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅＶ４．６．２进行电泳条带分析；二维 ＢＮ／ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ凝胶使用常规考马斯亮蓝染色，脱色后进行扫描。

２　结果与分析

２．１　一维Ｂｌｕｅ－ｎａｔｉｖｅＰＡＧＥ分离类囊体膜蛋白复合物
因为在电极缓冲液中加入了考马斯亮蓝，ＢＮ－ＰＡＧＥ过

程将电泳与染色同时进行，电泳后结合叶绿素的蛋白质复合

物呈绿色，不含叶绿素的蛋白质复合物呈蓝色。水稻两优培

九剑叶类囊体膜以 １％ （质量体积比）ＤＭ增溶膜蛋白，在
５％～１２％梯度ＢＮ－ＰＡＧＥ分离到了９条主要的蛋白质复合
物条带，其中３条呈现蓝绿色、３条呈现蓝色、３条呈现绿色
（图１）。电泳采用 ＡｍｅｒｓｈａｍＨｉｇｈＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔＣａｌｉｂｒａ
ｔｉｏｎＫｉｔｆｏｒｎａｔｉｖｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ作为相对分子量标准。利用
Ｂｉｏ－ＲａｄＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅＶ４．６．２进行表观分子量预测，参考
Ｓｈａｏ等［１４］及陈熙等［１５］的研究，对各复合物条带的鉴别结果

见表１。

表１　两优培九剑叶类囊体膜蛋白复合物鉴别结果

编号 条带颜色 复合物名称 表观分子量（ｋｕ）
Ⅰ 蓝绿 Ｓｕｐｅｒｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ７４９
Ⅱ 蓝绿 ＰＳⅠｃｏｒｅ＋ＬＨＣⅠ ６０６
Ⅲ 蓝 Ｆ０Ｆ１－ＡＴＰａｓｅ ５７８
Ⅳ 蓝绿 ＰＳⅠｃｏｒｅ ４２３
Ⅴ 蓝 Ｆ１－ＡＴＰａｓｅ／Ｃｙｔｂ６ｆ ３１５
Ⅵ 蓝 ＰＳⅡｃｏｒｅ ２２８
Ⅶ 绿 ＬＨＣⅡ３（Ｔｒｉｍｅｒｉｃ） １８５
Ⅷ 绿 ＬＨＣⅡ２（Ｄｉｍｅｒｉｃ） １６５
Ⅸ 绿 ＬＨＣⅡ１（Ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ） １１１

　　在类囊体膜蛋白中，光系统核心主要含有叶绿素 ａ而呈
现蓝绿色，捕光复合物因含有较多的叶绿素 ｂ而更偏向黄绿
色。其中ＰＳⅡ的捕光系统围绕在核心复合体周围，一般呈现
分离状态，ＬＨＣⅡ是类囊体膜上结合色素最多且含量最高的
蛋白质复合物，在活体中多以三聚体存在，离体后会出现解

聚；而ＰＳⅠ的捕光系统则位于其中心，在分离过程中与核心
复合体的分离程度在个体间有较大差别［１６］。作为比较，我们

选用了一种与两优培九没有亲源关系的水稻品种 Ｒ２９９进行
试验，同时以４０μｇ蛋白质进行 ＢＮ－ＰＡＧＥ，图２显示，两优
培九剑叶ＰＳⅠ出现明显的两条带，分别在６０６０００和４２３０００
位置，而Ｒ２９９仅在略低于６０６０００处出现１条高丰度条带，
可以推测ＢＮ－ＰＡＧＥ中Ｒ２９９的ＰＳⅠ核心复合体与捕光天线
没有明显分离。另外，在高分子量区域可以分离到一些丰度

很低的超级复合物（Ｓｕｐｅｒｃｏｍｐｌｅｘｅｓ），在两优培九中出现极
少，而Ｒ２９９中则有明显的两个条带，根据文献报道，这些大
分子量蛋白可能是一些ＰＳⅠ－ＰＳⅡ、ＰＳⅠ－ＰＳⅠ多聚体［８］。

ＡＴＰａｓｅ由Ｆ１和Ｆ０两部分组成，其中Ｆ１嵌于膜内，Ｆ０暴露于
叶绿体基质侧，两者在ＢＮ－ＰＡＧＥ中出现分离。
２．２　二维ＢＮ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离各复合物亚基

两优培九剑叶类囊体膜各蛋白质复合物经过ＢＮ－ＰＡＧＥ
分离后，用二维变性电泳继续解析复合物的组分，高浓度的尿
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素通过破坏疏水键和离子键使蛋白质去折叠，增加了膜蛋白

在胶内的溶解度，同时断裂二硫键解聚膜蛋白复合体成亚基，

按分子量大小在胶内分开。在１０ｃｍ×１０ｃｍ二维ＢＮ／ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ凝胶中分离得到５１个蛋白质点（图３）。

３　讨论

我们优化了蓝绿温和胶电泳在水稻叶片类囊体膜蛋白分

离中的方法，在一维ＢＮ－ＰＡＧＥ中使类囊体膜上各个主要的
蛋白质复合物清晰直观地得到区分，并且能够显示出丰度与

组成的差异。目前利用 ＢＮ－ＰＡＧＥ比较类囊体膜蛋白差异
性已经是拟南芥相关突变体研究中常用的手段［１７］，我们试图

探索适用于水稻类囊体膜蛋白的分离技术，为对光合机构响

应逆境等变化的蛋白组学研究提供方法。

对一维ＢＮ凝胶进行后续处理，可以更进一步对蛋白质

复合物深入分析。由于不同的非离子性去污剂对不同复合物

稳定性的影响不同，通过在二向的阴极缓冲液中加入低浓度

的温和去污剂，可引起程度低于 ＳＤＳ的解离，从而超复合物
的特殊亚复合体可从整体中剥离。将 ＢＮ－ＰＡＧＥ第一向电
泳条带切下，结合变性电泳作为 ＢＮ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ二维电泳，
可将复合物彻底解离成蛋白质亚基，得到其分子量以及单个

蛋白质之间的相互作用信息。ＢＮ胶也可以通过电洗脱等方
法富集获得感兴趣的蛋白质复合物，结合 ＩＥＦ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
来减轻复合体的复杂性，三维ＢＮ／ＩＥＦ／ＳＤＳ－ＰＡＧＥ可以分离
到蛋白质多肽组分，还能够区分相同相对分子质量蛋白质亚

—４４— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第９期



基的不同异构体［１８］。

本研究将水稻类囊体膜一维 ＢＮ凝胶进行二向
ＳＤＳ－Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ分离，在考马斯亮蓝染色中获得５１个蛋
白质点，可以用于进一步的质谱鉴定，或者运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
做比对分析。不过，试验发现整个二维蛋白质图谱还可以在

分辨率上继续改进，比如扩大凝胶面积、加大蛋白质上样量以

及使用银染法。同时，图谱中主要出现的蛋白点还是围绕一

向 ＢＮ－ＰＡＧＥ丰度较高的复合物，对于本身相对含量较少的
蛋白质则需要探索更为合适的分离方法。
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粳稻新品种“南粳９１０８”获得全国优良食味粳稻品评一等奖
２０１３年８月１９－２０日在吉林省长春市召开的“第十一届粳稻发展论坛暨２０１３全国优良食味粳稻品评会”上传出喜

讯，江苏省农业科学院粮食作物研究所培育的优良食味粳稻新品种“南粳９１０８”获得一等奖。
“第十一届粳稻发展论坛暨２０１３全国优良食味粳稻品评会”由北方稻作科学技术协会主办，中国科学院东北地理与

农业生态研究所承办。江苏省农业科学院粮食作物研究所所长王才林参加了会议，并担任品评会专家组组长。此次大

会共收到参评品种１８个，其中黑龙江２个、吉林６个、辽宁３个、新疆３个、宁夏、山东、江苏各１个、日本２个。以“武育
粳３号”为标准品种，以大家公认、最好吃的原产于日本新泻县的粳稻品种“越光”为暗对照。整个过程双重密码操作，
聘请国内外知名水稻食味品尝专家及水稻育种专家２２人（其中日本专家４人）进行现场品评，并利用日本最先进的食味
仪检测。品评结束后当场公布品评结果，解密编号，使结果公开透明，更具有权威性、客观性。最终，“南粳９１０８”凭借优
良的适口性和独特的自然香味喜获一等奖殊荣，总分仅次于获得特等奖的粮粳９号，在所有参评品种中名列第二。

“南粳９１０８”是江苏省农业科学院粮食作物研究所以日本优质粳稻关东１９４为父本，与江苏高产粳稻武香粳１４杂
交，经数代外观与食味品质筛选和条纹叶枯病抗性及半糯性分子标记辅助选择培育而成的优质粳稻。稻米品质优，属于

半糯性品种，米饭晶莹剔透，饭粒饱满，表面泛着一层油光，入口绵软鲜香有嚼劲，富有弹性，冷而不硬。

江苏省农业科学院粮食作物研究所分别于２００８年和２０１１年育成优良食味粳稻新品种“南粳４６”和“南粳５０５５”，分
别属于中熟晚粳和早熟晚粳，适合在江苏太湖、苏南和沿江地区种植。“南粳９１０８”是继南粳４６和南粳５０５５之后的又一
优良食味粳稻新品种，比淮稻９号早熟２～３天，属迟熟中粳类型，适合在淮河以南地区种植，可以满足苏中地区对优良
食味粳稻新品种的需求。（“南粳９１０８”的选育报告详见本期８６－８８页）
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