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　　摘要：为更好地溶解水稻叶片疏水蛋白，比较４种常用裂解液｛分别含有４％ ３－［（３－胆酰胺丙基）二甲胺］－
１－丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）、２％ ＣＨＡＰＳ＋２％ ＳＢ３－１０、４％ ＡＳＢ－１４、４％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００去垢剂｝配方对水稻叶片疏水蛋白溶
解性的影响。结果表明，含有４％ ＣＨＡＰＳ去垢剂的裂解液对水稻叶片疏水蛋白的溶解效果最佳。
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　　双向电泳（２－ＤＥ）中样品裂解液发展最大的限制来源于
既要尽可能充分地溶解样品，又要保证不影响等电聚焦

（ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ－ｆｏｃｕｓｉｎｇ，简称 ＩＥＦ）。对于膜蛋白，用脲和硫脲
组合作为离液剂已成共识［１－５］，所以选择恰当的去垢剂是改

进裂解液配方的突破口。去垢剂主要有离子型、非离子型和

兼性离子型３类。离子型去垢剂一般不用于 ＩＥＦ，以十二烷
基硫酸钠（ＳＤＳ）为代表。传统的非离子型去垢剂多以聚乙二
醇辛基苯基醚（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）和脂肪醇聚氧乙烯醚（ＮＰ－
４０）为代表，兼性离子型以３－［（３－胆酰胺丙基）二甲胺］－
１－丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）为代表。ＣＨＡＰＳ有较强的溶解疏水蛋白
的能力，现在较为常用。此外，一些新的兼性离子去垢剂如

ＳＢ３－１０、氨基磺酸甜菜碱－１４（ＡＳＢ－１４）也越来越多地被应
用到２－ＤＥ中。有研究认为，ＳＢ３－１０、ＡＳＢ－１４溶解膜蛋白
的效果更好一些［６］。另外有研究发现，ＡＳＢ－１４溶解膜蛋白
的效果优于ＳＢ３－１０和 ＣＨＡＰＳ的组合［７］。但对于水稻叶片

疏水蛋白的溶解效果，哪种去垢剂最好，目前的研究还没有确

定的答案。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以水稻品种日本晴（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ｃｖ．Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ）为试

验材料。

１．２　试剂
双向电泳系统 （Ｂｉｏ－ＲＡＤ）、线性固相 ｐＨ 梯度

（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｐＨｇｒａｄｉｅｎｔｓ，简称 ＩＰＧ）预制胶条（Ｂｉｏ－ＲＡＤ），
ＩＰＧ缓冲液、覆盖液、３－［（３－胆酰胺丙基）二甲胺］－１－丙
磺酸购自 Ａｍｅｒｓｈａｍｐｈａｒｍａｃｉａ公司；尿素、四甲基乙二胺

（ＴＥＭＥＤ）、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 （Ｔｒｉｓ）、二 硫 苏 糖 醇
（ｄｅｔｈｉｌｔｈｒｅｉｔｏｌ，简称 ＤＴＴ）、甘氨酸、过硫酸铵、甲叉双丙烯酰
胺均购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；其他常用试剂为国产分析纯；所有溶
液和缓冲液均使用ＭｉｌｌｉＱ系统提供的电阻不小１８．２ＭΩ的
去离子水。

１．３　水稻叶片疏水蛋白的制备、沉淀与保存
取水稻鲜叶约１０ｇ，冻干，用粉碎机粉碎冻干叶片，筛出

叶片粉末，加入 ４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ８．４），振荡
１０ｍｉｎ，超声波处理１ｍｉｎ，４℃、２１６９７ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ，取上
清，留沉淀，反复多次，直至 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测得的上清液蛋白质
浓度为０，最终沉淀中所含的蛋白质即为水稻叶片的疏水蛋
白，将沉淀真空冻干，于－７８℃保存。

在水稻叶片疏水蛋白冻干粉中加入２５０μＬ４种不同的
裂解液Ａ（含７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％ ＣＨＡＰＳ）、裂解
液Ｂ（含 ７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，２％ ＣＨＡＰＳ和 ２％
ＳＢ３－１０）、裂解液 Ｃ（含 ７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％
ＡＳＢ－１４）和裂解液 Ｄ（含 ７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００），３０℃水浴 １ｈ，其间充分振荡，超声波处理３
次（５０ｓ／次），２０℃、１４９５３ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取上清，用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测上清液的蛋白质浓度。
１．４　双向电泳

配制含１５０μｇ蛋白质的水化液，重水化 ｐＨ值４～７的
ＩＰＧ胶条，等电聚焦３５０００Ｖｈ。平衡胶条。将胶条移至二向
１２．５％的十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）胶上，进行二向电泳，电泳结束后剥胶，银染法染色显
示蛋白质点［８］。扫描仪扫描双向电泳凝胶图并进行分析。

２　结果与分析

目前针对膜蛋白质的溶解有多种方法，在不同情况下其

溶解效果不同，但在特定情况下却各有优势。在２－ＤＥ中，
对膜蛋白的溶解用脲和硫脲的组合作为离液剂已成共识，所

以各种膜蛋白质裂解液的最大不同来自于对不同的非离子型

或兼性离子型去垢剂的使用。本试验比较了目前在２－ＤＥ
膜蛋白质溶解中应用较为普遍的４种裂解液［９－１２］的蛋白溶
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解效果。

从图１可以看出，虽然是相同的上样量 １００μｇ，但是 Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ４种裂解液的结果却是有差别的。Ａ和Ｂ要好于Ｃ和
Ｄ，因为Ａ和Ｂ的２－ＤＥ图谱上有更多蛋白质点（接近１５００
个），Ｃ和 Ｄ只有 １２００个左右的蛋白质点。在本试验中
ＡＳＢ－１４会使分子量较低的蛋白质在酸性端模糊难辨（图
１－Ｃ的Ⅰ区域）。这种结果不但使２－ＤＥ的覆盖率大大降

低，而且会影响到２－ＤＥ的重复性，从而增大了变异系数和
分析难度，影响结果的准确性。图 １－Ｄ的区域Ⅱ、Ⅲ与
图１－Ａ和图１－Ｂ中的相同区域相比，不但蛋白质点数少，
而且相同蛋白质的灰度值也不及图１－Ａ和图１－Ｂ，但是图
１－Ｄ的这２个区域与图１－Ｃ相比，结果较好。因此认为在
２－ＤＥ中，用裂解液Ａ和Ｂ溶解水稻叶片的疏水蛋白的效果
要好于Ｄ，Ｄ的效果优于Ｃ。

　　２－ＤＥ是全面分析蛋白质的技术，比较Ａ和Ｂ，虽然两者
都有高效溶解蛋白质的能力，但是两者对特定蛋白质的溶解

能力却是不同的。在图１－Ａ、图１－Ｂ中示意了对应的区域
１、２、３和４，在这些区域中可以发现 Ａ和 Ｂ的溶解效力还是
有细微差异的。如在区域１和４，Ａ要优于 Ｂ；在区域３，Ｂ要
优于Ａ；在区域 ２，两者各自溶解了不同的蛋白质。总的来
说，含有４％ＣＨＡＰＳ去垢剂的裂解液对水稻叶片疏水蛋白的
溶解效果最佳。

３　讨论与结论

目前有研究认为 ＳＢ３－１０、ＡＳＢ－１４溶解膜蛋白的效果
较好［６］，而ＡＳＢ－１４的溶解能力相对于 ＳＢ３－１０／ＣＨＡＰＳ则
更强［７］。本试验通过比较了几种常用的裂解液对水稻叶片

疏水蛋白的溶解效果后发现，ＣＨＡＰＳ（４％）的溶解效果最好，
ＣＨＡＰＳ（２％）和 ＳＢ３－１０（２％）的组合次之，ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
（４％）溶解效果较差，而ＡＳＢ－１４（４％）由于易造成酸性端低
分子量区域模糊，因此效果最差。
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应用响应面法优化红树莓组培苗增殖培养条件
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　　摘要：在单因素试验基础上，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合（ＢＢＤ）试验原理，选取６－ＢＡ浓度、光照度、增殖周期
为试验因素，以增殖系数为响应值，采取３因素３水平响应面法进行回归模型分析，以优化红树莓组培苗增殖的培养
条件。结果表明，以无透气孔的塑料盖为封口材料，红树莓组培苗增殖的最佳培养条件为６－ＢＡ１．５９ｍｇ／Ｌ、光照度
１３９１ｌｘ、增殖周期４２ｄ，在此条件下红树莓组培苗的增殖系数预测值为１０．９５０，验证得到的实际值为１１．０１９。
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　　红树莓（ＲｕｂｕｓｉｄａｅｕｓＬ．）为蔷薇科悬钩子属多年生落叶
灌木，别称覆盆子、马林、托盘等，果实为聚合果，富含果糖、维

生素、氨基酸等，风味香醇，酸甜可口，在世界上被誉为“黄金

水果”，具有防癌、抗氧化、解热镇痛、抗血凝等保健药用功

能，现广泛应用于化妆、医药、食品、保健等领域，成为最具潜

力的第３代新兴保健水果［１－２］。发展红树莓，大量的优质苗

木是关键。目前，红树莓苗木生产主要依靠根蘖繁殖，不仅繁

殖系数低、速度慢，而且连续根孽繁殖会造成品种退化，易通

过苗木传播土壤病虫害。利用组织培养技术进行红树莓脱毒

快繁是快速繁育优良苗木的最佳途径，我国已在猕猴桃、枣

树、草莓等树种上建立了相关的繁育体系［３－５］。对于红树莓，

前人的研究大多集中在最佳培养基筛选［６－１０］，而对其培养条

件的优化研究尚无报道。

６－ＢＡ为人工合成的细胞分裂素类化合物，能够显著促
进细胞分裂、调控营养物质运输、促进植物新陈代谢等［１１］。

光强直接影响植物的生长发育和结构特征，而封口材料则会

影响培养瓶内的通气性，进而影响容器内湿度及气体与外界

的交换。响应面分析法作为一种优化工艺条件的有效方法，

可以精确表述因素和响应值之间的关系，现已被广泛用于多

因素影响的试验优化上。本研究在６－ＢＡ、光照度、封口方式
及增殖周期等单因素对红树莓组培苗增殖影响试验的基础

上，将响应面法应用于红树莓组培苗增殖培养条件的优化，以

确立红树莓组织培养育苗技术体系，为红树莓组织培养工厂

化育苗提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为“海尔特兹”红树莓继代组培苗１ｃｍ左右的

带芽茎段。ＭＳ基本培养基，其蔗糖含量为 ３０ｇ／Ｌ，琼脂为
５ｇ／Ｌ，高压灭菌前ｐＨ值为５．８。
１．２　试验设计
１．２．１　单因素试验　
１．２．１．１　６－ＢＡ浓度对红树莓组培苗增殖的影响　光照度
２０００ｌｘ、增殖周期３０ｄ、封口方式选择无透气孔的塑料盖，设
定６－ＢＡ处理浓度分别为０、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ。
１．２．１．２　光照度对红树莓组培苗增殖的影响　６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ、增殖周期３０ｄ、封口方式选择无透气孔的塑料盖，
设定光照处理强度分别为５００、１０００、１５００、２０００、２５００ｌｘ。
１．２．１．３　增殖周期对红树莓组培苗增殖的影响　６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ、光照度２０００ｌｘ、封口方式选择无透气孔的塑料盖，
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