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定。结果表明：使用ＴＣＡ／丙酮法提取广藿香叶片总蛋白，在１０万 Ｖｈｓ聚焦强度下，可获得高分辨率双向电泳图谱，
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　　广藿香［Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎｃａｂｌｉｎ（Ｂｌａｎｃｏ）Ｂｅｎｔｈ．］为唇形科刺
蕊草属植物，是我国常用中药，具有芳香化浊、开胃止呕、发表

解暑等功效［１］，是著名国家中药保护品种藿香正气丸（胶囊、

水）和抗病毒口服液的重要原料，也是其他３０多种中成药的
主要原料［２］。但是广藿香连作障碍现象十分突出，造成产量

和品质明显下降，每茬收获后必须间种其他农作物后方可再

种，严重影响了广藿香规范化生产与种植、药农种植积极性和

区域经济发展，从而难以保障广藿香药材的质量及其标准化、

现代化的实施。据报道，广藿香连作障碍的原因可归结为根

系分泌物质的自毒作用［３］和根际微生物群落多样性变化［４］，

但无论何种机制，连作障碍现象都最终在广藿香植株上表现

出来。近年来，随着现代系统生物学的快速发展，差异蛋白质

组学技术逐渐成为研究连作障碍机理的有力工具，其中蛋白

质双向电泳（２－ＤＥ）图谱的建立是进行蛋白质组学分析的前
提和基础，而蛋白样品的制备则是双向电泳技术的核心与关

键。本研究比较不同的广藿香叶片总蛋白提取与分离方法，

旨在为广藿香叶片差异蛋白质组学分析奠定基础，进而为揭

示广藿香连作障碍机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

广藿香植物材料于２０１４年４月种植于海南大学园艺园
林学院广藿香种质资源圃。当年１１月采集植株叶片，液氮速
冻保存，用于总蛋白质提取。

１．２　试剂
三氯乙酸（ＴＣＡ）、尿素（ｕｒｅａ）、硫脲（ｔｈｉｏｕｒｅａ）、３－［（３－

胆酰胺丙基）－二乙胺］－丙硫酸（ＣＨＡＰＳ）、十二烷基磺酸钠
（ＳＤＳ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、硫酸铵、考马斯亮蓝 Ｇ－２５０，购
自美国Ｓｉｇｍａ公司。２４ｃｍＩＰＧ胶条（ｐＨ值４～７）和琼脂糖，
购自瑞典ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。丙烯酰胺（Ａｃｒ）、甲叉双丙烯
酰胺（Ｂｉｓ）、交联聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰＰ），购自美国 Ｂｉｏ－
ＲａｄＬａｂｓ公司。其他药品均为国产分析纯，购自北京化工厂。
１．３　方法
１．３．１　蛋白质样品的制备　分别称取广藿香叶片２份，每份
１ｇ，分别放于预冷研钵中，加入适量 ＰＶＰＰ，用液氮研磨至粉
末，装入离心管，－８０℃冰箱中保存待用。广藿香叶片总蛋
白提取流程按照ＴＣＡ／丙酮法、ＢＰＰ（四硼酸钠／交联聚乙烯吡
咯烷酮／苯酚Ｂｏｒａｘ／ＰＶＰＰ／Ｐｈｅｎｏｌ）酚抽法进行。
１．３．１．１　ＴＣＡ／丙酮法　参照 Ｗａｎｇ等提取顽拗植物组织蛋
白的方法［５］，并略有改动。将１ｇ材料粉末加入１０ｍＬ预冷
的含 １０％ＴＣＡ、０．０７％巯基乙醇的丙酮中，充分混匀后，
－２０℃沉淀过夜，４℃、１５０００ｇ离心３０ｍｉｎ，弃上清液。加
入１０ｍＬ预冷的含０．０７％巯基乙醇的丙酮，混匀后 －２０℃
放置１ｈ，４℃、１５０００ｇ离心３０ｍｉｎ，弃上清液。以上步骤重
复２次。将沉淀用甲醇洗涤２次，丙酮洗涤２次，室温干燥后
溶解于蛋白裂解液（７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，２％ＣＨＡＰＳ，
１３ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）中，－２０℃保存备用。
１．３．１．２　ＢＰＰ酚抽法　采用 ＢＰＰ法［６］提取蛋白质。１ｇ材
料粉末中加入 ５ｍＬＢＰＰ蛋白提取液［１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
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１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂，５０ｍｍｏｌ／Ｌ维生素 Ｃ，１％
ＰＶＰＰ（Ｗ∶Ｖ），１％Ｔｒｉｔｏｎ－１００（Ｖ∶Ｖ），２％ ２－巯基乙醇
（Ｖ∶Ｖ）、３０％蔗糖（Ｗ∶Ｖ），ｐＨ值 ８．０］。在室温下涡旋混匀
１０ｍｉｎ，再加入等体积的 Ｔｒｉｓ饱和酚（ｐＨ值 ＞７．８）。室温涡
旋１０ｍｉｎ，４℃、１５０００ｇ离心１５ｍｉｎ。转移上层酚相至另一
个新离心管，加入等体积蛋白提取液，室温涡旋５ｍｉｎ，４℃、
１５０００ｇ离心１５ｍｉｎ。吸取上层清液转入另一个新离心管，
并加入 ５倍体积冰冷的过饱和硫酸铵甲醇溶液，混匀后在
－２０℃沉淀６ｈ以上。４℃、１５０００ｇ离心１５ｍｉｎ，去除上清
液，收集沉淀。将沉淀用甲醇洗涤２次，丙酮洗涤２次，室温
干燥后溶解于蛋白裂解液（７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，２％
ＣＨＡＰＳ，１３ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）中，－２０℃ 保存备用。
１．３．２　蛋白定量　蛋白质定量主要参考Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法［７］，

在紫外分光光度计上进行蛋白浓度测定，用牛血清蛋白

（ＢＳＡ）作为标准蛋白，绘制标准曲线，测定样品在波长
５９５ｎｍ处的吸光度，每个样品至少重复３次，计算样品蛋白
浓度。

１．３．３　聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳
１．３．３．１　一维凝胶电泳（１－ＤＥ）　１－ＤＥ主要采用不连续
胶ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法［８］，用４％浓缩胶和１２．５％分离胶进行电泳
分离，蛋白梯度上样分别为１０、２０、３０μｇ，电泳参数设置为
５Ｗ／ｇｅｌ５０ｍｉｎ，７Ｗ／ｇｅｌ２ｈ。
１．３．３．２　二维凝胶电泳（２－ＤＥ）　第 １向等电点聚焦在
ＥｔｔａｎＩＰＧｐｈｏｒⅡ等电聚焦仪（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）上完成。使用
２４ｃｍ的ｐＨ值４～７线性ＩＰＧ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）干胶条，每根胶
条上样量为１３００ｍｇ蛋白，上样体积４５５μＬ，常温水化１８ｈ，
每根胶条上覆盖５ｍＬ矿物油防止样品挥发。采用２种聚焦
程序，设定为：２５０Ｖ，３ｈ；５００Ｖ，２ｈ；１ｋＶ，１ｈ；８ｋＶ，３ｈ；８ｋＶ
下进行１０万 Ｖｏｌｔｈｏｕｒ（Ｖｈｓ）和１１万 Ｖｈｓ聚焦，每根胶条限
流５０μＡ。第２向电泳前进行胶条平衡，将聚焦好的胶条放
入平衡缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值８．８，６ｍｏｌ／Ｌ尿
素，３０％甘油，２％ＳＤＳ，０．０２％溴酚蓝）中平衡，先后浸泡在
１％ＤＴＴ的胶条平衡液和含４％碘乙酰胺的胶条平衡液中，各

１５ｍｉｎ。平衡结束后，转移胶条垂直放于１２．５％聚丙烯酰胺
凝胶的上端，用含有适量溴酚蓝的１％琼脂糖封住胶条，保证
胶条与凝胶充分接触，在 ＥｔｔａｎＤａｌｔｓｉｘ电泳仪（ＧＥＨｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ）中 进 行 电 泳，电 泳 参 数 设 置 为 ５Ｗ／ｇｅｌ１ ｈ，
７Ｗ／ｇｅｌ３．５ｈ。
１．３．４　凝胶染色及图像采集分析　凝胶染色主要采用考马
斯亮蓝（Ｇ－２５０）染色液进行染色［９］。脱色干净的凝胶采用

ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒⅢ扫描仪（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行扫描，扫描设置
为灰阶２５６，投射扫描，分辨率为３００ｄｐｉ，图像以 ＴＩＦ格式保
存，用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ软件（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）进
行图像分析。

１．３．５　蛋白质质谱鉴定　挖取感兴趣的蛋白点，使用简化胶
内酶解法进行酶解［１０］。酶解得到的肽段混合物质谱鉴定

（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ）采用 ＡＢＳＣＩＥＸ公司的基质辅助激光解
析电离飞行时间质谱仪（５８００ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭＳ／ＭＳ）。将获
得的胰蛋白酶解肽段信息通过Ｍａｓｃｏｔ引擎搜索ＮＣＢＩ中的绿
色植物数据库，获得蛋白鉴定信息。

２　结果与分析

２．１　不同提取方法获得的总蛋白量及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳单
向条带比较

由图１－ａ可知，采用 ＴＣＡ／丙酮法可从１ｇ广藿香叶片
材料中提取４．６１ｍｇ蛋白，采用ＢＰＰ酚抽法可以得到７．７９ｍｇ
蛋白。利用２种方法提取所得的广藿香叶片总蛋白 ＳＤＡ－
ＰＡＧＥ电泳条带见图１－ｂ。结果表明，采用梯度上样量１０、
２０、３０μｇ蛋白质样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后，ＴＣＡ／丙酮法
与ＢＰＰ酚抽法提取的蛋白质条带数量差别不大，但在条带清
晰度上有较大差异。ＴＣＡ／丙酮法所得蛋白产量低于 ＢＰＰ酚
抽法所得蛋白产量，但是其电泳条带清晰；而 ＢＰＰ酚抽法在
３０～４２ｋｕ处以及５２～７５ｋｕ处条带较为模糊。说明 ＢＰＰ酚
抽法所提取的蛋白质纯度不够，含有干扰物质等杂质，可直接

影响其蛋白定量和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳过程。

２．２　广藿香叶片蛋白的２－ＤＥ分析
如图２所示，利用ＢＰＰ酚抽法得到的样品蛋白２－ＤＥ图

谱中蛋白点数量较少（１８３个），形状不圆滑，横条纹、纵条纹
也较多，说明该方法得到的样品中确实有大量干扰物质存在，
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与ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳蛋白条带反映的结果一致。所以，尽管
通过ＢＰＰ酚抽法得到的样品蛋白量较多，但因其质量无法满
足双向电泳的要求，不能用于广藿香叶片蛋白质组学分析。

ＴＣＡ／丙酮法得到的２－ＤＥ图谱中蛋白点数量较多（５７９个），
形状多数圆滑，尤其集中在ｐＨ值５～６范围内。ＴＣＡ／丙酮法
所得图谱分辨率比 ＢＰＰ酚抽法好，可见 ＴＣＡ／丙酮提取法可
减少广藿香叶片总蛋白质在提取过程中的蛋白质损失，有效

去除广藿香叶片中次生代谢物质等杂质，表现为所获得电泳

图谱中蛋白质点数量多，蛋白点清晰，无拖尾现象。

对ＴＣＡ／丙酮法所得总蛋白进行不同聚焦强度比较，由图
３可以看出，聚焦１０万 Ｖｈｓ条件下，中高分子量处蛋白点的
聚焦情况有明显改善，蛋白点的分离效果相对较好，蛋白点数

明显多于聚焦１１万Ｖｈｓ，这可能与聚焦过度引起部分蛋白点
丢失有关。

２．３　质谱鉴定与功能分析
对利用ＴＣＡ／丙酮法获得的１０个高分辨率蛋白点（图４）

进行质谱鉴定，其中 ９个蛋白点被成功鉴定（蛋白得分 ＞
４９），鉴定成功率９０％（表１），表明该方法所得蛋白点具有良
好的质谱兼容性。蛋白点１为热激蛋白７０，是热激蛋白家族
的一员，在细胞内主要参与新生肽的折叠与成熟、损伤蛋白的

降解和蛋白运输。蛋白点３为预测蛋白———谷胱甘肽 Ｓ－转
移酶 Ｌ３状 Ｘ１异构亚型，是谷胱甘肽代谢的膜相关蛋白，在
植物的初级代谢和二级代谢、胁迫耐受和细胞信号转导中行

使功能，从而影响植物生长发育。蛋白点５为预测蛋白———
二氢硫辛酸脱氢酶，它以 ＦＡＤ为辅基，是参与丙酮酸形成乙
酰－ＣｏＡ以及α－酮戊二酸脱氢形成琥珀酰－ＣｏＡ过程中多
酶体系的一种酶。蛋白点１０为光合系统Ⅰ反应中心第４单
元叶绿体蛋白，其功能是稳定ＰｓａＣ与光合反应中心之间的相
互作用，协助铁氧还原蛋白与光合系统的对接，与铁氧还原蛋

白———ＮＡＤＰ还原酶互作。

３　结论与讨论

样品制备是蛋白质组学研究的重要因素，样品质量好坏

直接决定电泳图谱进行软件分析的结果。最优的样品制备方

法应该能有效除去影响蛋白质可溶性和电泳分离结果的各种

杂质，防止蛋白变性，保持其活性，减少蛋白质的降解、磷酸化

和甲基化修饰，并有高的分辨率和良好的重复性。

然而广藿香叶片组织中含有大量挥发油、黄酮类、倍半萜

类、萜类、蒽醌类等次生代谢物［１１－１３］，这些不利因素将直接导

致难以获得无污染、无修饰、完整、高质量的植物细胞蛋白质，

严重影响蛋白质的提取效果、等电聚焦及双向电泳图谱的分

辨率。ＴＣＡ／丙酮法、ＢＰＰ酚抽法是２种常用的蛋白质提取方
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表１　广藿香叶片蛋白点的质谱鉴定信息

蛋白点 蛋白名称 ＮＣＢＩ登录号 蛋白点得分
匹配肽

段数（个）

等电点／分子量
（ｋｕ） 物种

１ 热激蛋白７０ ｇｉ｜２６５４２０８ ５２６ ７（４） ５．１９／７６．２７ Ｓｐｉｎａｃｉａｏｌｅｒａｃｅａ
２ 假设蛋白ＥＵＧＲＳＵＺ＿Ｋ０２６０６ ｇｉ｜６２９０８２５５０ ４３８ ４（３） ７．７６／３０．１２ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｇｒａｎｄｉｓ
３ 预测：谷胱甘肽 Ｓ－转移酶 Ｌ３状 Ｘ１异构亚型 ｇｉ｜６９７１８２３８３ １０３ １（１） ４．９５／２７．２６ Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ
４ 假设蛋白 ＭＩＭＧＵ＿ｍｇｖ１ａ００８８６５ｍｇ ｇｉ｜６０４３１９６３６ ４７２ ４（３） ８．６８／４０．８１ Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅｇｕｔｔａｔａ
５ 预测：二氢硫辛酸脱氢酶 ｇｉ｜６９７１６２９１４ ２５９ ５（３） ６．９６／５３．６９ Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ
６ 未知蛋白 ｇｉ｜２１７０７１８９８ ９６ ３（０） ６．５２／４８．４８ Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ
８ 假设蛋白ＭＩＭＧＵ＿ｍｇｖ１ａ０１４７５２ｍｇ ｇｉ｜６０４３１９８５７ １９６ １（１） ４．９９／１９．８５ Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅｇｕｔｔａｔａ
９ 未知蛋白 ｇｉ｜２５５６２７４８７ ９９ １（１） ８．６７／２４．５４ Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ

１０ 复合名：全＝光合系统Ⅰ反应中心第４单元叶
绿体蛋白；缩＝ＰＳＩ－Ｅ；标志：前体

ｇｉ｜１３１１７８ ７８ ２（０） ９．９９／１３．３６ Ｓｐｉｎａｃｉａｏｌｅｒａｃｅａ

　　注：蛋白点代表图４中的蛋白点号；蛋白名称代表鉴定出来的蛋白名称；ＮＣＢＩ登录号代表ＮＣＢＩｎｒ数据库中的登录号；蛋白点得分代表检
索软件Ｍａｓｃｏｔ计算得分；蛋白点７经质谱鉴定，未鉴定成功（蛋白得分小于４９分）。匹配肽段数括号内数值代表总匹配肽段数中可信值大于
９５％的肽段数。

法。ＴＣＡ／丙酮法可有效沉淀蛋白［１４］，能够抑制蛋白酶活性，

消除蛋白质水解作用和其他蛋白酶的修饰作用，有效降低蛋

白样品中盐、糖、脂类、核酸等杂质对试验的干预［１５］。ＢＰＰ酚
抽提法虽然被广泛应用于植物组织蛋白质提取，但对于广藿

香叶片材料并不适用。在影响等电聚焦的因素中，等电聚焦

强度对获得理想的２－ＤＥ图谱至关重要［１６］。不同植物甚至

同一植物不同组织的蛋白样品分离所需的等电聚焦强度不

同，同一样品不同胶条长度所需的等电聚焦强度也有差别。

本研究使用的胶条长２４ｃｍ，承载的蛋白量多，聚焦充分，蛋
白点分离效果好，便于进行蛋白质组学的研究。比较不同聚

焦强度下的广藿香叶片蛋白的２－ＤＥ图谱后，发现在１０万
Ｖｈｓ聚焦强度下，蛋白点最多，可达６１３个蛋白点，且分离效
果好。从２－ＤＥ凝胶选取的１０个蛋白点中鉴定出９个蛋白
点，这些蛋白质参与光合反应、代谢及能量代谢，表明使用

ＴＣＡ／丙酮法提取广藿香叶片总蛋白，聚焦强度为１０万 Ｖｈｓ
时，不仅能得到理想的２－ＤＥ图谱，而且分离的蛋白点具有
良好的质谱兼容性。本研究为广藿香叶片蛋白质组学研究奠

定了坚实基础，也为其他中药材的叶片总蛋白提取提供了

依据。
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