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鹅掌楸愈伤蛋白质组的样品比较

徐　飞１，郑秀化１，李春映１，施季森１，２，甄　艳１，２
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　　摘要：为建立适合鹅掌楸胚性愈伤大规模蛋白质组研究，比较分析４种蛋白质提取方案：Ｍｇ／ＮＰ－４０－三氯乙酸
（简称ＴＣＡ）／丙酮、ＴＣＡ／丙酮、裂解液－Ｃｌｅａｎ－ｕｐ、裂解液 －ＴＣＡ／丙酮，并进行蛋白质的聚丙烯酰腚凝胶电泳（简称
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和双向电泳分析。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱显示：裂解液－Ｃｌｅａｎ－ｕｐ、裂解液－ＴＣＡ／丙酮法分离高分子量蛋白
质条带相对于Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮法少；Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮法和裂解液－Ｃｌｅａｎｕｐ法低分子量提
取、分离效果较差。在ＳＤＳ－ＰＡＧＥ基础上对Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白质样品进行双向电泳，结
果表明：ＴＣＡ／丙酮法得到的凝胶图蛋白质点分布均匀、背景清晰且纵横条纹较少，且 ＴＣＡ／丙酮法相对于 Ｍｇ／ＮＰ－
４０－ＴＣＡ／丙酮法来说在小分子量蛋白质、碱性蛋白质分离方面有优势。同时随机选取双向电泳分离的蛋白质进行质
谱分析，结果显示，ＴＣＡ／丙酮法较适合鹅掌楸胚性愈伤蛋白质组的大规模分析。
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　　２００５年《Ｓｃｉｅｎｃｅ》杂志的特刊列出１２５个重要的科学问
题，而１个体细胞如何成为１株完整的植株是其中的一个重
要的科学问题［１］。体胚发生生理与分子生物学事件的研究

是一个非常有趣的科学问题，胚性愈伤组织的形成是植物体

胚发生的第一步，它起源于单细胞，很多具有全能性的愈伤组

织可以发育成完整的植株。目前，关于胚性愈伤组织的形成

机制还不清楚［２］。杂交鹅掌楸是我国著名林木遗传育种专

家叶培忠教授利用分布在我国的中国鹅掌楸和分布在北美的

北美鹅掌楸通过人工杂交育成的种间杂种，具有重要的经济

价值和社会价值［３］。南京林业大学林木遗传和生物技术省

－部共建教育部重点实验室的陈金慧教授在开展杂交鹅掌楸
体胚发生和植株再生研究中已经取得了突出的成绩，并已进

入商品化阶段。但是目前鹅掌楸体细胞胚发生仍存在许多问

题，例如：（１）胚性能力的获得；（２）对基因型的过度依赖；
（３）体细胞胚诱导频率还相对较低、培养过程中体细胞胚发
生能力可能丧失；（４）体细胞胚发生不能同步化等。蛋白质
组学是功能基因组学研究的一个重要组成部分，蛋白质是基

因表达的产物，是生命活动的直接执行者和体现者。鹅掌楸

愈伤胚性形成的蛋白质调控网路及组蛋白修饰在愈伤胚性形

成中起重要的作用，研究愈伤组织胚性的形成将有助于提高

体胚发生的实践操作及了解细胞全能性的基本知识。

蛋白质样品制备是蛋白质组学研究的第１步，也是关键
的步骤。由于不同植物组分差异较大，且含有大量干扰物质

如核酸、多糖、酚类物质、盐类等，到目前为止还没有一种提取

方法适合所有植物［４－５］。蛋白质提取过程中操作不精细或所

选取的提取方法或裂解液不适合，都会造成一些蛋白质的降

解和低丰度蛋白的丢失，直接影响双向电泳结果及后续质谱
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分析。杂交鹅掌楸胚性愈伤组织及体胚材料杂质较多，体胚

属于薄壁细胞，蛋白质本身含量低。成功地制备样品是鹅掌

楸愈伤大规模蛋白组学研究的保证。本试验采用４种试验方
案Ｍｇ／ＮＰ－４０－三氯乙酸（简称ＴＣＡ）／丙酮法（简称ＮＰ－４０
法）、ＴＣＡ／丙酮法（简称 ＴＣＡ法）、裂解液 －Ｃｌｅａｎ－ｕｐ法（简
称ＬＢＣＵ法）、裂解液 －ＴＣＡ／丙酮法（简称 ＬＢＴＡ法）对杂交
鹅掌楸胚性愈伤进行蛋白质提取、比较分析，以期筛选较适合

杂交鹅掌楸愈伤大规模蛋白质组分析的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
杂交鹅掌楸胚性愈伤来源于南京林业大学杂交鹅掌楸未

成熟的种子（由南京林业大学陈金慧教授实验室提供），杂交

鹅掌楸胚性愈伤组织的建立方法见文献［６］。
１．２　试验方法
１．２．１　杂交鹅掌楸胚性愈伤蛋白质提取方法
１．２．１．１　Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮法　参照 Ｌｅｅ等的方
法［７－８］并稍作改进。愈伤组织加少量交联聚乙烯吡咯烷酮

（简称ＰＶＰＰ）液氮研磨，之后迅速倒入一定体积 Ｍｇ／ＮＰ－４０
提取缓冲液（体积分数２％的ＮＰ－４０，ｐＨ值８．３的０．５ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，体积分数２％的 β－巯基乙醇）
中，置于冰上１ｈ，离心（４℃、１２０００ｇ）２０ｍｉｎ收集上清，加３
倍体积的 ＴＣＡ／丙酮，－２０℃沉淀过夜；之后离心（４℃
１２０００ｇ２０ｍｉｎ），加入３倍体积的１００％丙酮洗沉淀，置于
－２０℃１ｈ，再离心（１２０００ｇ４℃）１ｈ后弃上清。用－２０℃
丙酮洗沉淀，重复２次，室温风干。干粉中加裂解液［７ｍｏｌ／Ｌ
尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，２％（质量浓度）３－［３－（胆酰胺丙基）二
甲氨基］丙磺酸内盐（简称 ＣＨＡＰＳ），１％（质量浓度）二硫苏
糖醇（简称ＤＴＴ），２％两性电解质 ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ（ｐＨ值３～１０）］
室温溶解２ｈ，１２０００ｇ、４℃离心１ｈ收集上清液，用２－Ｄ
ＱｕａｎｔＫｉｔ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行蛋白定量，分装后于 －７０℃
备用。

１．２．１．２　ＴＣＡ／丙酮法　愈伤组织加少量ＰＶＰＰ液氮研磨，之
后迅速倒入３倍体积的１０％ ＴＣＡ／丙酮中混匀，于 －２０℃过
夜，离心（４℃ １２０００ｇ）２０ｍｉｎ弃上清，加入 ３倍体积的
１００％丙酮重悬沉淀，在 －２０℃下摇匀１ｈ；离心（１２０００ｇ
４℃）１ｈ弃上清，重复２次；沉淀于室温风干后加裂解液，室
温裂解２ｈ，离心（１２０００ｇ、４℃）１ｈ收集上清液，用２－Ｄ
ＱｕａｎｔＫｉｔ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行蛋白定量，分装于 －７０℃
备用。

１．２．１．３　裂解液 －Ｃｌｅａｎ－ｕｐ法　在愈伤组织中加少量
ＰＶＰＰ液氮研磨，之后迅速倒入一定体积裂解缓冲液［７ｍｏｌ／Ｌ
尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，２％（质量浓度）ＣＨＡＰＳ，１％（质量浓度）
ＤＴＴ，２％两性电解质 ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ，ｐＨ值 ３～１０］中，冰浴 １ｈ
（其间不断混匀），之后离心（１２０００ｇ、４℃）１ｈ收集上清，上
清液用Ｃｌｅａｎ－Ｕｐｋｉｔ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）处理。将Ｃｌｅａｎ－ｕｐｋｉｔ
纯化的蛋白质沉淀溶于裂解缓冲液中，用２－ＤＱｕａｎｔＫｉｔ（ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行蛋白质定量，分装后于－７０℃备用。
１．２．１．４　裂解液 －ＴＣＡ／丙酮法　在愈伤组织中加少量
ＰＶＰＰ液氮研磨，之后迅速倒入一定体积裂解液［７ｍｏｌ／Ｌ尿
素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，２％（质量浓度）ＣＨＡＰＳ，１％（质量浓度）

ＤＴＴ，２％两性电解质ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ，ｐＨ值３～１０］中，冰浴中１ｈ，
并不断混匀，于１２０００ｇ离心（２０ｍｉｎ，４℃）后收集上清；在
上清液中加３倍沉淀体积的１０％ ＴＣＡ／丙酮，－２０℃过夜，
１２０００ｇ离心（２０ｍｉｎ，４℃）去上清后加入３倍体积１００％丙
酮清洗沉淀，置于 －２０℃ １ｈ，１２０００ｇ离心１ｈ４℃；弃上
清，重复３次。沉淀于室温风干，加裂解液，室温放置２ｈ，使
蛋白充分溶于裂解液中；用２－Ｄ定量试剂盒（ＱｕａｎｔＫｉｔ，ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行蛋白质定量，分装于－７０℃备用。
１．２．２　双向（２－ＤＥ）电泳分析　双向电泳第１向等电聚焦
（ＩＥＦ），采用２４ｃｍ固相 ｐＨ值梯度（ＩＰＧ）、ｐＨ值４～７胶条，
蛋白质上样量为１２０μｇ。利用 ＩＥＦ系统（ＥｔｔａｎＴＭ ＩＰＧｐｈｏｒＴＭ３
ＩＥＦＳｙｓｔｅｍ，ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行蛋白质的水化和等电聚焦，温
度设置为２０℃，每根胶条的最大电流低于５０μＡ，水化和聚
焦程序：第１步，３０Ｖ６ｈ；第 ２步，６０Ｖ６ｈ；第 ３步，２００Ｖ
１ｈ；第４步，５００Ｖ１ｈ；第５步，１０００Ｖ１ｈ；第６步，４０００Ｖ
１ｈ；第７步，８０００Ｖ３０ｍｉｎ；第８步，８０００Ｖ３０ｍｉｎ；第９步，
８０００Ｖ６ｈ。

蛋白质样品聚焦后，第１步蛋白质还原：将１％ ＤＴＴ加入
平衡液［６ｍｏｌ／Ｌ尿素，３０％（质量浓度）丙三醇，２％十二烷基
磺酸钠（简称ＳＤＳ），５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ］中平衡１５ｍｉｎ；第
２步蛋白质烷基化：将 ４％碘乙酰胺加入平衡液中平衡
１５ｍｉｎ。

第２向聚丙烯酰胺凝胶电泳（简称ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）采用Ｅｔ
ｔａｎＤＡＬＴⅡ垂直电泳系统进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ。将平衡的胶条
转移至１２．５％分离胶上，用低熔点琼脂糖溶液进行封胶，待
琼脂糖溶液凝固后，置于ＥｔｔａｎＤＡＬＴⅡ垂直电泳系统中电泳。
参数设定：第１步，２Ｗ／胶，４５ｍｉｎ；第２步，１７Ｗ／胶，约５ｈ，
待溴酚蓝转移出凝胶面下边沿时，停止电泳。

１．２．３　染色与扫描　本试验采用硝酸银染色［９］，用 Ｉｍａｇｉｎｅ
ＳｃａｎｎｅｒⅢ扫描，图像用 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ６．０软件
（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）进行分析。
１．２．４　酶解、质谱鉴定　蛋白质酶解及基质辅助激光电解离
飞行时间串联质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ）方法参照文献［１０－
１１］。利用Ｍａｓｃｏｔ检索引擎对蛋白质质谱分析获得的 ＭＳ肽
段信息及ＭＳ／ＭＳ离子信息进行非冗余ＮＣＢＩ数据库检索、鉴
定。肽质量误差范围±０．４ｕ；胰蛋白酶解１个漏切；考虑乙
酰化作用（蛋白质Ｎ端），脲甲基化（Ｃ）及氧化（Ｍ）修饰；母
离子和子离子类型为单一同位素质量；检索时用绿色植物库

（ＧｒｅｅｎＰｌａｎｔｓ７３４５５７）。检索总离子分值大于９９或匹配肽的
最低覆盖率为１０％。

２　结果与分析

２．１　蛋白质浓度分析
采用２－ＤＱｕａｎｔＫｉｔ进行蛋白质样品浓度测定，由图１

可以看出，Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮、裂解液 －
Ｃｌｅａｎｕｐ、裂解液－ＴＣＡ／丙酮方法提取杂交鹅掌楸总蛋白质
浓度分别为（１０．７±０．６）、（９．８±１．５）、（３．０±０．８）、（１．４±
０１）ｍｇ／ｍＬ，可见Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮法提取
鹅掌楸愈伤组织蛋白质的效率高。利用 ＤＰＳ数据处理软件
对４种提取方法进行差异显著性分析可见，在０．０５水平上，
Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮法与裂解液 －Ｃｌｅａｎｕｐ、
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裂解液－ＴＣＡ／丙酮法，０．０１水平上差异显著；Ｍｇ／ＮＰ－４０－
ＴＣＡ／丙酮法和ＴＣＡ／丙酮法之间没有显著差异，裂解液－Ｃｌｅａｎ
ｕｐ法和裂解液－ＴＣＡ／丙酮法之间也不存在显著差异（图１）。

２．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱分析
由图２可见，Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮方法对

高分子量蛋白质提取效果明显好于裂解液－Ｃｌｅａｎｕｐ法和裂
解液 －ＴＣＡ／丙酮法；Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白质
在分子量３０ｋｕ以下条带较少，ＴＣＡ／丙酮法和裂解液－ＴＣＡ／
丙酮法提取低分子量蛋白质较好；裂解液 －Ｃｌｅａｎｕｐ法和裂
解液－ＴＣＡ／丙酮法提取高分子量蛋白质量较 Ｍｇ／ＮＰ－４０－
ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮法少。总体来说，从 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱
中可以看出，４种方法在低分子量蛋白质提取、分离效果方面
较高分子量蛋白质差，低分子量蛋白质在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶中
出现了弥散现象。为了综合考虑，笔者对Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／
丙酮、ＴＣＡ／丙酮２种方法提取的蛋白质进行双向电泳，以进

一步进行比较分析。

２．３　双向电泳图谱分析
基于ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果，对ＴＣＡ／丙酮、Ｍｇ／ＮＰ－４０－

ＴＣＡ／丙酮法提取的蛋白质进行双向电泳分析，硝酸银染色。
由图３可见，２种方法获得的双向电泳图谱上蛋白质点分布
较均匀且蛋白质点圆润，图谱背景清晰，但是 Ｍｇ／ＮＰ－４０－
ＴＣＡ／丙酮法的双向电泳图谱上蛋白质点较ＴＣＡ／丙酮法蛋白
质点少，且高丰度蛋白质数量较多，双向电泳分析中高丰度蛋

白质的存在会影响蛋白质的上样量及掩盖低丰度蛋白质的呈

现。此外，ＴＣＡ／丙酮法在低分子量蛋白质（图３中的ｂ、ｂ′）和
碱性蛋白质（图３中的 ａ、ａ′）提取方面还有很大的优势。从
整体情况分析可知，ＴＣＡ／丙酮法较 Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮
法效果好。

２．４　蛋白质鉴定
随机选择ＴＣＡ／丙酮提取方法的双向电泳图谱中的几个

蛋白质点（图３）进行质谱鉴定。蛋白质点５、６、７在绿色植物
的数据库中没有匹配，可能原因在于鹅掌楸基因组序列信息

少，限制了蛋白质的鉴定。表１结果显示，ＴＣＡ／丙酮法提取
的蛋白质与 ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定分析是兼容的，因此
该方法适合鹅掌楸愈伤组织大规模的蛋白质组学分析。

３　结论与讨论

样品制备是双向电泳的第１步，蛋白质提取的质量关系
到双向电泳图谱的质量及质谱鉴定结果。本试验利用

Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮、裂解液 －Ｃｌｅａｎｕｐ、裂解
液－ＴＣＡ／丙酮４种方法提取胚性愈伤组织蛋白质，经 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳和２－ＤＥ电泳比较分析，以期寻求适合杂交鹅掌
楸胚性愈伤蛋白质组分析的提取方案。

从蛋白质样品浓度的测定可以看出，裂解液 －Ｃｌｅａｎｕｐ、
裂解液 －ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白质浓度较低，Ｍｇ／ＮＰ－４０－
ＴＣＡ／丙酮、ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白质浓度较高，是前２种方法
提取蛋白浓度的３～４倍。显著性分析表明，Ｍｇ／ＮＰ－４０－
ＴＣＡ／丙酮法、ＴＣＡ／丙酮法提取蛋白质量与裂解液 －Ｃｌｅａｎｕｐ
法、裂解液 －ＴＣＡ／丙酮法存在显著差异，表明这２种方法总
蛋白提取效果明显优于前２种方法。虽然Ｍｇ／ＮＰ－４０－
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表１　鹅掌楸愈伤组织蛋白质ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＴＯＦ鉴定结果

蛋白点 蛋白质名称 注册号
蛋白质

分值
物种

理论值 试验值

分子量

（ｋｕ）
等电

点

分子量

（ｋｕ）
等电

点

１ １，２－二羟－３－酮－５－甲硫基戊烯（１，２－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－
３－ｋｅｔｏ－５－ｍｅｔｈｙｌｔｈｉｏｐｅｎｔｅｎｅ）

ｇｉ｜８８９０９６９１ ８２ 粳稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａｊａｐｏｎｉｃａ） ２４．５ ５．５６ ２１ ５．２０

２ 可溶性无机焦磷酸酶（ｓｏｌｕｂｌｅｉｎｏｒｇａｎｉｃｐｙｒｏｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅ）

ｇｉ｜４７４１１１６９１ ２０７ 乌拉尔图小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍｕｒａｒｔｕ） ３３．４ ６．２６ ２８ ６．２２

３ 热聚体β亚基（ｔｈｅｒｍｏｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ） ＴＨＳＢ＿ＳＵＬＴＯ ７８ 嗜热古菌（Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓｔｏｋｏｄａｉｉ） ５９．９ ５．３９ ２１ ５．６７
４ 半胱氨酸合成酶（推测）（ｃｙｓｔｅｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｐｕｔａｔｉｖｅ） ｇｉ｜２２３５４８２１４ ２２６ 蓖麻（Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ） ３４．４ ５．５ ３３ ５．９０
８ 假设蛋白ＯｓＩ＿００７２４ ｇｉ｜１２５５２４７４１ ８１ 籼稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａｉｎｄｉｃａ） １１．７ ４．２６ １６ ４．６７

　　注：蛋白质分值由Ｍｏｓｃｏｔ软件得到。

ＴＣＡ／丙酮法提取的蛋白质浓度稍高于 ＴＣＡ／丙酮法，但是
Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮法造成大量小分子蛋白的丢失。

从ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱分析可以看出，裂解液 －Ｃｌｅａｎｕｐ
法、裂解液－ＴＣＡ／丙酮法在提取高分子量蛋白质方面没有优
势。一般来说，Ｃｌｅａｎｕｐ试剂盒纯化效果较好且耗时短，但
Ｃｌｅａｎｕｐ试剂盒价格较高，从而提高试验成本，且该试剂盒较
适合少量蛋白质的提取和纯化。与裂解液 －Ｃｌｅａｎｕｐ法、裂
解液－ＴＣＡ／丙酮法相比，ＴＣＡ／丙酮法、Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙
酮法提取效率高，由 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱看出，蛋白质条带较清
晰。双向电泳分析表明，ＴＣＡ／丙酮法所获得的２－ＤＥ图谱中
蛋白质数量和质量较 Ｍｇ／ＮＰ－４０－ＴＣＡ／丙酮法好。ＴＣＡ／丙
酮提取方法获得的蛋白质点多、清晰、纵横条纹较少，且在小分

子量蛋白质和碱性蛋白质分离中有优势；质谱试验结果表明，

ＴＣＡ／丙酮法提取的蛋白质适合质谱鉴定、分析。因此综合分
析这４种提取方法表明，ＴＣＡ／丙酮法适合杂交鹅掌楸愈伤大
规模蛋白质组分析。为了更好地、更多地鉴定蛋白质，下一步

工作应结合杂交鹅掌楸的转录组信息来鉴定蛋白质组。
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