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摘要：通过蛋白组学技术研究生物体最终的执行功能是后基因组时代的重点之一．目前，双向电泳因成本
低、分离效果好仍然是蛋白组学研究的一项经典技术．为了得到高质量的双向电泳图谱，首先需制备出蛋白
含量高、杂质少、稳定性好的植物样品．因此，结合植物蛋白提取的原理和方法，对蛋白制备结果影响较大的
细胞破碎、预分级、杂质去除、裂解液配置以及对蛋白的溶解等几方面提出了针对性的建议．
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　　随着当今高通量、大数据的生物信息时代的到
来，生命科学领域也随之进入了高通量的后基因组

时代，随之产生新的研究重点，通过蛋白质组学来研

究基因的功能则为其一［１］．蛋白质组学是指研究生
物体的组织或细胞在特定时间和空间下合成的全部

蛋白质及其活动、代谢规律［２］．ＤＮＡ是主要的遗传
物质，通过控制蛋白质的合成来控制生物的性状．细
胞中基因表达和蛋白质的表达水平关系并不是对应

的，相对于基因的稳定性，蛋白质则表现出复杂的时

空性，主要原因是基因在转录后存在复杂的剪切和

修饰过程［３－４］．蛋白质的多样性决定了生命现象的
复杂性．为了更好地解释基因的功能，揭示生命现象
的本质，从生物蛋白组学入手，以此研究涉及特定的

生命机理具有重要的理论和技术意义．
蛋白组学的核心问题为样品制备、质谱鉴定

及数据的检索和分析．［５］截至目前，双向电泳仍
然是蛋白组学研究中一个主要技术手段，而其结

果的可靠性，则取决于蛋白样品的制备［６］．由于
研究对象、手段和目的的不同，至今尚无通用于

所有植物组织的蛋白样品制备方法．对于不同样
品来源的植物组织，必须充分了解研究植物中所

含蛋白的种类，植物中的非蛋白杂质成分及含

量．而选择合适的提取液和裂解液是解决蛋白样
品制备的核心，本文将围绕双向电泳所需样品的

蛋白样品制备方法进行探讨，以期为未来的蛋白

样品制备方法提供技术参考．



１　植物细胞的破碎、预分级及蛋白的提取

为了得到蛋白，首先要对细胞进行破碎，通常使

用的方法有酶解法、冷冻法和机械法．一般来说，冷
冻法效率较低，酶解法则容易引入外源蛋白杂质，因

此机械法较常见．目前最常用的方法为液氮研磨法，
但在研磨中需注意提前预冷研钵，用液氮充分冻融

组织，且快速充分的研磨成粉末，同时迅速加入蛋白

沉淀剂（提取液）在低温（－２０℃）下充分沉淀［７－８］．
木质化程度较高的植物材料中加入石英砂则可得到

较好的破碎效果［９］．
由于技术的原因，双向电泳的结果分析范围有

限．为了降低样品的复杂性以及实验目的的需求
（如研究低丰度蛋白），可对蛋白质样品进行分级预

处理．即通过各种手段（如色谱技术、超速离心、亚
细胞分级分离等），将蛋白质依据性质和在细胞中

位置的不同进行分级，通过分级可以将研究性蛋白

进行浓缩或去除干扰性蛋白，以此来有效去除非研

究对象的干扰蛋白（如高丰度蛋白），以达到精确研

究结果的目的［１０－１２］．未来的分级方向将直接涉及蛋
白质生理特性的等电点和疏水性．

常见的植物蛋白提取方法有两种，分别是基于

酚和ＴＣＡ（三氯乙酸）沉淀的方法［１３］．ＴＣＡ沉淀法
操作简单，适用于幼嫩植物体；同时 ＴＣＡ是一种强
酸，可抑制植物中各种蛋白酶的活性，从而起到保护

蛋白免于降解的目的．在实际应用中，往往使用
ＴＣＡ－丙酮（含１５％ ～４０％ＴＣＡ）比单独的 ＴＣＡ或
丙酮效果好，因丙酮有利于去除溶于有机溶性的杂

质，但沉淀的蛋白重新溶解则较困难［１４］．酚抽提法
适用于复杂植物，基于该方法可提取更多的糖蛋白，

同时酚抽提法中相关试剂毒性较大，且费时费力，因

此ＴＣＡ－丙酮法在植物蛋白提取中较常用［１５］．

２　杂质的去除

植物样品中蛋白含量较低，且含有较多的氧化

酶、核酸、有机盐、无机盐以及影响后续蛋白分离和

鉴定的各种次生代谢物质，同时不同植物和植物不

同组织之间次生代谢物种类和含量差异较大［１６］．次
生代谢物主要有酚类、醛类、酮类等，这些物质在植

物的生长发育过程中发挥着必不可少的重要作用，

但会严重影响植物双向电泳图谱的结果．如多糖会
堵塞ＩＥＦ凝胶孔隙造成沉淀从而干扰聚焦，并最终

导致双向图谱中横纹的出现；脂类会同蛋白质结合

成难溶的复合物；盐分会增加蛋白溶液的导电性从

而影响聚焦，如ＩＥＦ聚焦时电压无法达到最大值或
聚焦时间过长，并导致双向电泳背景黑暗，蛋白点分

离不彻底；多酚类物质可修饰蛋白，同时降低蛋白的

溶解性；核酸则会增加蛋白样品的粘度或与蛋白结

合，最终导致双向图谱中横纹的出现［１７－１９］．
为了得到高质量的植物蛋白图谱，应尽量去除

对后续实验造成干扰的各种杂质．对样品中一些难
溶性的杂质，除使用传统的 ＴＣＡ－丙酮法外，可通
过增加４００００ｇ以上的高速离心来去除；因多糖对
聚焦的影响较小，目前主要通过高速离心的方法去

除；核酸可利用超声波打碎，精胺和核酸结合形成复

合物以及通过内切核酸酶进行高效去除［２０］；盐类的

去除可通过透析和液相色谱或通过２０％ＴＣＡ－水溶
液进行清除［２１］；脂类物质通过有机溶剂（丙酮等）

溶解后离心去除［２２］；去除酚类最有效的方法是在液

氮研磨时加入不溶性的 ＰＶＰＰ（聚乙烯吡咯烷酮），
通过ＰＶＰＰ和酚类形成复合物后离心去除［２３］．

３　裂解液的配置及对蛋白的溶解

样品制备过程中，需用裂解液对蛋白质进行溶

解和提取．蛋白裂解遵循的原则是尽量多溶解蛋白
的同时保持双向电泳操作中蛋白的溶解性．裂解液
的成分主要包括变性剂、表面活化剂和还原剂．其作
用主要有以下几个方面［２４］：将蛋白转为单一构象；

防止蛋白的沉淀和修饰；破坏二硫键、离子键和氢

键，阻止蛋白凝聚并充分地溶解；抑制蛋白酶活性．
尿素和硫脲都是变性剂，同时使用可增加蛋白的溶

解性，但在配置过程中需注意尿素纯度和配置温度

的把握，若温度过高，则会导致尿素变性而修饰目的

蛋白并影响电泳的重复性．表面活性剂主要有
ＣＨＡＰＳ，ＴｒｉｔｏｎＸ－１００和ＳＤＳ，表面活性剂的选择须
与离液剂的使用密切相关，不同的样品应优化使用

的类型．如使用尿素－硫脲体系时，可选择ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００［２５］．还原剂种类有 ＤＴＴ，ＤＴＥ和 ＴＢＰ，因 ＤＴＴ和
ＤＴＥ带有负电荷，ＩＥＦ时会发生流失从而导致蛋白
中二硫键的重新形成；而 ＴＢＰ不带电荷因而有较好
效果［２６］．为了更好地保护蛋白免于蛋白酶的分解，
裂解液中还常加入蛋白酶抑制剂，如ＰＭＳＦ等．

除裂解液中各成分对蛋白的溶解外，还可通过加

入Ｔｒｉｓ碱、载体两性电解质等物质来提高蛋白溶解
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性［２７］．Ｔｒｉｓ碱可使溶液呈现碱性，因大部分蛋白为酸性
蛋白，碱性溶液的存在可抑制蛋白酶的活性，促进二硫

键的还原和烷基化，从而促进蛋白的溶解性．载体两性
电解质是指相对分子质量小于１ＫＤ的混合物，其可增
加溶液的缓冲能力和离子强度，能防止蛋白和胶条间

的疏水作用，因而可增加蛋白质的溶解性．
综上所述，为了得到较好的双向电泳分离效果，

首先需要制备出高质量的蛋白样品．在样品制备过程
中，我们需要把握一些基本原则，如采集样品和实验

目的的一致性；尽量减少实验步骤和时间以避免蛋白

的丢失，修饰和降解；尽量减少样品中杂质的含量等．
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