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　　摘要：为建立适用于潮间带大型海藻小珊瑚藻（Ｃｏｒａｌｌｉｎａｐｉｌｕｌｉｆｅｒａ）蛋白质组学分析的样品制备方法，分别用饱和
酚抽提法、三氯乙酸（ＴＣＡ）－丙酮沉淀法、Ｔｒｉｚｏｌ提取蛋白法、Ｂｉｏｚｏｌ提取蛋白法、饱和硫酸铵沉淀法对蛋白质进行提
取，筛选出小珊瑚藻蛋白质提取的最优方法，并从胶条 ｐＨ值和分离胶浓度探究双向电泳系统的优化条件。结果表
明，在胶条ｐＨ值为４～７和分离胶浓度为１２．５％条件下，并使用饱和酚抽提法提取蛋白质，所提取蛋白质不仅浓度高
且纯度较高，因而可获得稳定清晰、蛋白质点数较多的双向电泳图谱。该体系可为红藻门大型海藻的蛋白质组学分析

提供重要的技术参考。
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　　蛋白质组学是以细胞内存在的全部蛋白质及
其活动规律为研究对象，是继基因组学之后在分子

水平上了解生命过程逻辑性的第２步，是后基因组
时代生命科学研究的核心内容之一。蛋白质组学

研究技术主要包括双向电泳技术、质谱分析技术和

生物信息学技术等，其中，双向电泳技术是目前蛋

白质组学研究的有效技术［１－２］。与陆地高等植物相

比，有关海洋藻类的蛋白质组学研究相对滞后，但

近年来该方面的研究日益兴起。程华民等探讨了２
种不同方法提取珊瑚总蛋白质的差异［３］；王会芳等

研究了龙须菜的蛋白质提取条件及双向电泳的优

化方案［４］；Ｚｏｕ等研究了羊栖菜在重金属铜胁迫条
件下 差 异 蛋 白 的 变 化 特 征 等［５］。小 珊 瑚 藻

（Ｃｏｒａｌｌｉｎａｐｉｌｕｌｉｆｅｒａ），隶属于红藻门小珊瑚藻科，藻
体直立丛生，具钙化特征，生活于中潮带岩礁上或

石沼内，全藻可供药用。目前对其作用于赤潮微藻

克生效应影响［６］、化学组成成分鉴定［７］、光合及钙

化作用等已有一些研究报道［８］，但迄今对于小珊瑚

藻的蛋白质组学研究尚未见到相关报道。小珊瑚

藻因其属钙化藻类，对海洋酸化有高敏感度，对小

珊瑚藻蛋白质的研究必将会为海藻蛋白质的综合

开发利用提供更多的选择［９］。

海藻蛋白有多种不同提取方式，不同的藻类所

适合的蛋白提取方式不同。本研究以具有代表性

的潮间带钙化海藻小珊瑚藻为试验材料，对常用的

蛋白质提取方法，包括饱和酚抽提法、三氯乙酸

（ＴＣＡ）－丙酮沉淀法、Ｔｒｉｚｏｌ提取蛋白法、Ｂｉｏｚｏｌ提
取蛋白法、饱和硫酸铵沉淀法进行全面比较及探索

优化，筛选出蛋白质提取的最优方法，并从胶条 ｐＨ
值和分离胶浓度研究探讨双向电泳系统的优化方

案，以期为潮间带大型海藻小珊瑚藻逆境蛋白质组

学分析提供技术支撑，并为研究海洋红藻门其他海

藻尤其是珊瑚藻目海藻的蛋白质组学研究提供重

要参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
小珊瑚藻采集于山东省烟台市月亮湾潮间带，

采样后立刻用消毒海水反复冲洗以去除可见的附

生物及沉积物。约３０ｇ小珊瑚藻（鲜质量）作为１
个处理，培养于盛有３．５Ｌ灭菌海水的玻璃缸中，玻
璃缸直径为２０ｃｍ。海水持续充气并每日更换。经
过３ｄ的预培养后，取材进行蛋白质的提取试验。
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１．２　蛋白提取方法
取小珊瑚藻适量，加入液氮研磨成粉状，

－８０℃ 保存备用。采用如下 ５种方法来提取蛋
白质。

１．２．１　饱和酚抽提法　饱和酚法基本参照 Ｗａｎｇ
等的方法［１０］并进行部分改进。

向适宜小珊瑚藻细粉中加入８ｍＬ１０％ ＴＣＡ丙
酮提取液，４℃，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，去除上清
液；加入１０ｍＬ预冷丙酮重复上一步骤１次；冰上干
燥。加入４ｍＬ酚抽提液［３０％蔗糖，０．２５ｍｏｌ／Ｌ三
羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ），ｐＨ值为 ８．０，
０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠，０．１０ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
２％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），０．０２ｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇
（ＤＴＴ）］，混匀；加入４ｍＬＴｒｉｓ－丙酮 －酚，在４℃
条件下混匀 １ｈ；４℃条件下，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上层酚层溶液于另一支１５ｍＬ离心管中，
加入 ３倍体积的 ０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵甲醇溶液，
－２０℃ 沉淀１ｈ；４℃ 下，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ
取沉淀，加入 １ｍＬ丙酮（含０．０２ｍｏｌ／ＬＤＴＴ），４℃
条件下，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，重复２次，收集
沉淀；冷冻干燥，－２０℃或－８０℃保存备用。
１．２．２　ＴＣＡ－丙酮沉淀法提取蛋白质　ＴＣＡ－丙
酮沉淀法基本参照Ｇｉａｖａｌｉｓｃｏ等的方法［１１］进行。

取适量海藻细粉在１５ｍＬ离心管中，加入３～４
倍预先配好的提取液 Ａ（１０％ ＴＣＡ５ｇ＋０．０７％巯
基乙醇３５μＬ＋丙酮５０ｍＬ），摇匀后，放入 －２０℃
冰箱中静置２ｈ，中间摇匀１次；４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ；弃上清液，加入提取液Ｂ（０．０７％ 巯基
乙醇３５μＬ＋丙酮５０ｍＬ），混匀，置于 －２０℃ 冰箱
中静置２ｈ，中间摇匀１次，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，
３０ｍｉｎ；重复 １～２次；弃上清，冷冻干燥，置于
－２０℃ 或－８０℃保存备用。
１．２．３　Ｔｒｉｚｏｌ提取蛋白法　Ｔｒｉｚｏｌ法参照 Ｌｅｅ等的
方法［１２］并进行部分改进。

向小珊瑚藻细粉中加入３ｍＬＴｒｉｚｏｌ试剂，充分
振荡使其反应完全，超声破碎５ｍｉｎ；在细胞匀浆中
加入 ０．６ｍＬ三氯甲烷，充分混匀；室温放置 ２～
３ｍｉｎ；４℃条件下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；小心
吸取并丢弃上层液体，保留中间层及有机相，加入

０．９ｍＬ无水乙醇，颠倒充分混匀；４℃条件下，
３２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；小心吸取上层有机相，加入
４．５ｍＬ异丙醇，轻轻振荡后室温放置１０ｍｉｎ；４℃条
件下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃上清液，取沉淀，

用清洗液（乙醇）清洗沉淀 ２～３次，４℃ 条件下，
７５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；冷冻干燥，置于 －２０℃ 或
－８０℃保存备用。
１．２．４　Ｂｉｏｚｏｌ提取蛋白法　将Ｔｒｉｚｏｌ提取蛋白法中
的Ｔｒｉｚｏｌ试剂替换成 Ｂｉｏｚｏｌ试剂，其他步骤同 Ｔｒｉｚｏｌ
提取蛋白法。

１．２．５　饱和硫酸铵沉淀法　饱和硫酸铵沉淀法基
本参照叶翠芳等的方法［１３］进行。

取适量海藻细粉至 ４．５ｍＬ离心管中，加入
２ｍＬ蛋白提取液（８ｍｏｌ／Ｌ尿素，５０ｍｍｏｌ／Ｌ维生素
Ｃ，０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１ｍｍｏｌ／Ｌ乙 二 胺 四 乙 酸
（ＥＤＴＡ），１％ β－巯基乙醇，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺
酰氟，ｐＨ值为７．８），混合均匀后在４℃条件下存放
过夜。４℃条件下，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，去除
沉淀，在冰浴条件下少量多次加入硫酸铵至饱和，

４℃ 条件下存放１２ｈ；４℃条件下，１００００ｒ／ｍｉｎ离
心 ２０ｍｉｎ，弃上清液，取沉淀。向沉淀中加入
１．５ｍＬ裂 解 液，裂 解 液 包 含 ８ｍｏｌ／Ｌ尿 素、
０．０６ｍｏｌ／ＬＤＴＴ、４％ ３－［３－（胆酰胺丙基）二甲氨
基］丙磺酸内盐（ＣＨＡＰＳ）、０．０４ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
ｐＨ值为 ８．８，并且使沉淀悬浮。４℃条件下，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，去除沉淀，保留上清液。
１．３　蛋白质裂解及浓度测定

将干燥的蛋白质干粉溶于样品裂解液［８ｍｏｌ／Ｌ
尿素、６０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、４％ ＣＨＡＰＳ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０．１％固相 ｐＨ值梯度（ＩＰＧ）缓冲液）］，
充分溶解蛋白质；室温下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
取上清液，并再次离心，充分去除杂质。蛋白质浓

度的测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１４］。

１．４　双向电泳（ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简
称２－ＤＥ）

等电聚焦电泳（ＩＥＦ）过程采用预制 ＩＰＧ胶条
（１７ｃｍ、ｐＨ值为４～７），按照等电聚焦仪器ＩＰＧｐｈｏｒ
等电聚焦系统设定程序进行；蛋白质样品取１００μＬ
左右（根据浓度及染色方法而定），取２２０μＬ左右
制备好的水化上样缓冲液（取出冷冻保存的水化

液，室温解冻后，加入 ＤＴＴ０．５ｍｇ／１００μＬ及固相
ｐＨ值梯度缓冲液 ０．５μＬ／１００μＬ），吹吸混匀。取
出聚焦槽，均匀加入混有样品的水化液，将胶条胶

面朝下放入，被动吸收１ｈ；在胶条上覆盖１．５ｍＬ矿
物油，将胶条槽转移至ＩＰＧｐｈｏｒ上，按表１中的参数
进行聚焦。

　　等电聚焦电泳过程结束后，将胶条分别置于含
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表１　等电聚焦电泳参数

程序
电压

（Ｖ）
时间

（ｈ）

１ ２５０ ０．５

２ ５００ １．０

３ ４０００ １．５

４ ８０００ １０．０～１５．０

１％ ＤＴＴ和 ２．５％碘乙酰胺的平衡液（６ｍｏｌ／Ｌ尿
素，０．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值为 ８．８，２％ ＳＤＳ，
２０％甘油）中分别平衡１５ｍｉｎ；转移至分离胶浓度
为 １２．５％，厚度为 １ｍｍ的聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）胶上端，进行垂直板电泳；电泳完成
后，取下凝胶，采用硝酸银染色法对凝胶进行染色。

１．５　图像扫描及分析
凝胶脱色后立即用 ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪进行

扫描，分 辨 率 为 ３００ｄｐｉ。图 像 采 用 ＰＤＱｕｅｓｔ
Ａｄｖａｎｃｅｄ８．０．１分析软件进行分析。

２　结果与分析

２．１　５种提取方法提取小珊瑚藻藻体总蛋白质的

电泳图谱质量比较

本研究对常用的５种蛋白质提取方法的双向电
泳图谱效果进行横向比较及质量分析。由图 １可
知，饱和硫酸铵沉淀法提取的小珊瑚藻蛋白质双向

电泳图谱极不理想，有片状蛋白阴影出现，分离非

常不彻底，双向电泳效果极差（图１－ｅ）。Ｂｉｏｚｏｌ提
取蛋白法所得图谱在酸性区出现大片空白，几乎无

蛋白质点出现，碱性区也只检测到数量十分有限的

蛋白点（图１－ｄ）。Ｔｒｉｚｏｌ提取蛋白法可分离出标志
性蛋白斑点，但蛋白质点数较少，在碱性区有较多

横向条纹，影响蛋白质的分布及观察（图 １－ｃ）。
ＴＣＡ－丙酮沉淀法所得到的图谱分离效果较好，ｐＨ
值分布范围较为合理，较饱和硫酸铵沉淀法、Ｔｒｉｚｏｌ
及Ｂｉｏｚｏｌ提取蛋白法等３种方法酸性区蛋白质点明
显增多且清晰，但仍有较多纵向、横向条纹（图１－
ｂ）。饱和酚抽提法图谱质量最高，蛋白纯度得到有
效提升，在酸性区及碱性区聚焦均较好，能检测到

的蛋白质点最多，且形状规则，无明显纵向、横向条

纹，可以达到理想的分离效果（图１－ａ）。

２．２　５种提取方法所得图谱蛋白质点数量差异
比较

５种提取方法所得小珊瑚藻电泳图谱蛋白质点
数量见图２－Ａ。由图可知，饱和硫酸铵沉淀法及
Ｂｉｏｚｏｌ提取蛋白法中损失了大量蛋白质，且杂质干
扰过多，分离出的蛋白质点数量较少；Ｔｒｉｚｏｌ提取蛋
白法略好；ＴＣＡ－丙酮沉淀法除杂效果较好，能检测
到４８２个蛋白质点；相比上述方法，饱和酚抽提法使
蛋白质得到最为有效的分离，且蛋白质中的杂质去

除效果较理想，检测到的蛋白点数量为４５８。
２．３　５种提取方法提取小珊瑚藻总蛋白质浓度
比较

研究表明，用不同的提取蛋白质方法所获得的

小珊瑚藻蛋白质浓度不同（图２－Ｂ），ＴＣＡ－丙酮沉
淀法提取的蛋白质浓度最大，其次为饱和酚抽提

法，但其差异并未达到显著水平（Ｐ＞０．０５），Ｔｒｉｚｏｌ
提取蛋白法、饱和硫酸铵沉淀法提取的蛋白质浓度

与ＴＣＡ－丙酮沉淀法、饱和酚抽提法相比均达显著
水平（Ｐ＜０．０５），Ｂｉｏｚｏｌ提取蛋白法提取的蛋白质浓
度与ＴＣＡ－丙酮沉淀法、饱和酚抽提法相比，蛋白
质浓度差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）。
２．４　不同胶条 ｐＨ值对蛋白质双向电泳结果的
影响

试验设置２种不同ｐＨ值的胶条进行２－ＤＥ比
对分析。胶条ｐＨ值为４～７时，蛋白点在图谱上分
布均匀，分离情况良好，结果见图３－ａ；当胶条 ｐＨ
值为５～８时，由于酸性端 ｐＨ值不足导致等电点较
低的部分蛋白质并未得到有效分离，蛋白质点主要

集中在左侧，且存在多点重叠现象，分离效果较差，

仅得到１８９个蛋白质点（图３－ｂ）。
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２．５　不同分离胶浓度对蛋白质双向电泳结果的
影响

研究２种不同的分离胶浓度对蛋白质分离效果
的影响，结果见图４。当分离胶浓度为１２．５％时，得

到２８９个蛋白质点，蛋白质点形状规则且分布情况
良好（图４－ａ）；当分离胶浓度为１０．５％时，仅得到
９３个蛋白质点，蛋白质点分布靠近图谱边缘，低分
子量蛋白质无法分离得到（图４－ｂ）。

３　讨论与结论

蛋白质是构成生命的四大基本物质之一，海藻

蛋白质的开发利用是学者们研究的热点领域。蛋

白质样品的制备是双向电泳成功的前提［１５－１７］，采用

不同方法提取的蛋白质电泳效果会有显著不同，尤

其对于富含色素、多酚、多糖等次生代谢产物的海

洋材料来说，其蛋白质样品的高效、高质量制备显

得尤为困难。不同种类的海藻，其蛋白质含量也有

所不同。通常绿藻和红藻蛋白含量高于褐藻，一般

情况 下 红 藻 的 蛋 白 质 含 量 范 围 为 １０％ ～
４７％［１８－１９］。　

海藻蛋白质有多种提取方式，不同的藻类所适

合的蛋白质提取方式不尽相同，由于本研究的试验

材料小珊瑚藻具有明显的钙化特征［２０］，且藻红素色

素含量较高等特殊性质，因此，不能简单借鉴其他
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海藻材料的某一种蛋白质提取方法，有必要对常见

的几种蛋白质提取方式同时进行综合比较及改良

优化。赵宇鹏等比较了硫酸铵沉淀法、ＴＣＡ／丙酮法
及酚提取法对条斑紫菜叶状体总蛋白的提取效果，

发现酚提取法能有效去除杂质，得到最理想的电泳

图谱［２１］，本研究的试验结果与之相似。

Ｔｒｉｚｏｌ法和Ｂｉｏｚｏｌ法是提取植物中ＲＮＡ的常用
方法，也有学者将其创新性地用于蛋白质的提取

中［４，１２］。苯酚、异硫氰酸胍是 Ｔｒｉｚｏｌ的主要成分，可
使细胞裂解，蛋白质、核酸等物质快速从细胞释放。

加入三氯甲烷后并离心后，溶液分为含有ＲＮＡ的水
相、含有ＤＮＡ和蛋白质的中间层和有机相。取出水
相，用异丙醇可沉淀回收 ＲＮＡ，用乙醇沉淀可回收
中间层ＤＮＡ，用异丙醇沉淀可回收有机相中的蛋白
质并能够去除蛋白质中的水分。本研究中，Ｔｒｉｚｏｌ提
取蛋白法与Ｂｉｏｚｏｌ提取蛋白法也可获得小珊瑚藻蛋
白质，但所提取的小珊瑚藻蛋白质浓度及纯度均不

理想，且由于Ｔｒｉｚｏｌ试剂与 Ｂｉｏｚｏｌ试剂价格因素，因
此这２种提取方式不提倡使用。

饱和硫酸铵沉淀法提取的小珊瑚藻蛋白质测

得的浓度虽然较高，但电泳图谱出现大量蛋白阴

影，只能得到个别蛋白斑点，说明所提取的蛋白质

纯度很低，其原因可能是饱和硫酸铵沉淀法提取的

小珊瑚藻蛋白质所含盐分及钙质过多，透析无法清

除，因此对双向电泳影响较大，该法不适合提取小

珊瑚藻蛋白质。

由Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定的小珊瑚藻蛋白质浓度和双
向电泳图谱可知，饱和酚抽提法提取小珊瑚藻蛋白

质为最优方法，蛋白质分离良好，图谱背景较为清

晰，无明显纵横条纹，说明此方法提取的蛋白质浓

度高且纯度较高。相比之下，ＴＣＡ－丙酮沉淀法提
取的蛋白质图谱中纵横条纹稍多，但其具备简单方

便的优点，亦可作为小珊瑚藻蛋白质提取方法的选

择之一。

胶条ｐＨ值及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离胶的浓度是影
响双向电泳的结果的重要因素。胶条 ｐＨ值范围对
蛋白质的双向电泳的分离效果会产生显著影响，ｐＨ
值范围不合适导致蛋白质有部分重叠，甚至会丢失

某些蛋白质。本研究结果表明，胶条 ｐＨ值为４～７
时，蛋白质点在凝胶上分离情况较好，蛋白质点分

布均匀，蛋白质点之间重叠较少且彼此之间界限明

显，从而可以分离得到更多的蛋白质点，电泳分辨

率得到较好提升，此结论与梁文裕等学者的研究结

果［２２－２３］基本一致。

不同的分离胶浓度使蛋白质的分离效果亦有

一定差异，须要根据实际情况选择较为合适的分离

胶浓度。本研究结果表明，分离胶浓度为１２．５％时
对小珊瑚藻的蛋白质点分离效果优于分离胶浓度

为 １０．５％ 时。当分离胶浓度较低时，蛋白质点的
电泳位置靠近凝胶底端，较多低分子量的蛋白质被

丢失，从而在凝胶上不能显示，这与王会芳等的研

究结果［４］较为一致。因此，分离胶浓度为１２．５％时
更适合小珊瑚藻总蛋白双向电泳的分离。

综上所述，本研究对小珊瑚藻总蛋白提取及

２－ＤＥ电泳条件进行了一系列优化，建立了一套适
合小珊瑚藻总蛋白的２－ＤＥ体系，为小珊瑚藻蛋白
质组的研究奠定了有效基础，同时亦可为其他红藻

门大型海藻蛋白质组学研究提供重要的参考依据。
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贵州黑山羊 ＢＭＰ１５基因多态性及生物信息学分析
李　平１，李潇蒙２，龙清孟１，毛世明１，熊胜利１，

陈大芳１，谭晓山１，周　迪１，李　俊１，唐明宗１，申金容１，尹杨莎１
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　　摘要：为探究ＢＭＰ１５在贵州黑山羊上的基因多态性，本研究以１０２只贵州黑山羊为试验对象，采用ＰＣＲ产物直接
测序技术对贵州黑山羊ＢＭＰ１５基因进行ＳＮＰ多态位点检测。检测结果表明，ＢＭＰ１５存在１个 ＳＮＰ位点在第二外显
子６２６０ｂｐ处发生Ｃ→Ｇ突变，通过对其生物信息学分析发现，ＢＭＰ１５基因的等位基因频率、ｍＲＮＡ二级结构、蛋白质
二级结构和三级结构预测在突变前后均有差异，翻译的蛋白质为亲水性的具有跨膜结构的不稳定性蛋白。本研究发

现的ＢＭＰ１５基因在第二外显子上的突变，可为今后与性状相关联研究提供理论依据。
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　　骨形态发生蛋白１５（ＢＭＰ１５）又称生长分化因
子９Ｂ，不仅能够促进颗粒细胞分裂、分化，而且能够
抑制颗粒细胞中 ＦＳＨＲ基因的表达［１］，同时能够促

进卵泡发育［６－７］。ＢＭＰ１５基因由 １个内含子与 ２
个外显子构成，２个外显子被内含子隔开，外显子全

长１１７６ｂｐ，共编码 ３９３个氨基酸残基的前蛋白。
通过大量研究发现，ＢＭＰ１５基因可能与高繁殖性状
有关，研究人员已在国内优良地方品种的绵羊上对

ＢＭＰ１５基因展开相关研究，以期为构建高繁殖力群
体奠定基础。目前，已在少数绵羊品种上发现

ＢＭＰ１５基因与繁殖性状有关联，在小尾寒羊上发现
ＢＭＰ１５基因Ｂ２处突变对高繁殖性状影响作用十分
明显［４－５］。程俐芬等人研究发现 ＢＭＰ１５基因在第
一外显子中虽存在突变位点，但对绵羊繁殖性状并

没有显著影响［３］。吴翠玲等研究 ６个绵羊群体发
现，ＢＭＰ１５基因外显子１上在５８～６０ｂｐ处有３个
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