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摘要：双向电泳技术是目前最常用的能够从植物组织中分离出上千种蛋白的技术．因此，需对蛋白样品制备
过程、等电聚焦、第二相电泳、染色等进行分析探讨，结果表明，样品制备需根据样品的成分选择不同的裂解

液成分（如：ＣＨＡＰＳ，ＴｒｉｔｏｎＸ１００和 ＤＴＴ等）；胶条越长要求上样量越大（考染上样量约为银染上样的 ５
倍），等电聚焦电压越大，聚焦过程也越长；ＳＤＳＰＡＧＥ胶体积分数为１０％ ～１５％，常用１２％；第二相电泳需
选择恒定电流，且先以１０ｍＡ／胶，跑０．５～１０ｈ，再以大电流３０ｍＡ／胶至第二相电泳完成．
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　　基因组学是分子生物学研究的核心，但随着技
术的迅速发展，基因组学的研究出现了各种瓶颈，主

要体现在细胞中 ｍＲＮＡ水平与蛋白质表达水平不
一致［１－２］．２００３年人类基因组测序的完成，生命科
学进入了后基因组时代，即功能基因组的研究．蛋白
质是生命活动的执行者和生命现象的体现者．蛋白
质组学是以细胞中存在的全部蛋白质及其活动规律

为研究对象，逻辑上是研究生命过程的第二步，是后

基因组时代的核心内容［３］．蛋白组学起源于 １９７５
年，但由于技术的原因，直到２０世纪９０年代，蛋白
分离和鉴定技术取得突破后才迅速开展起来．近年
来有关蛋白组学的文章逐年增多，但主要集中在人

类和微生物方面，植物蛋白组学发展相对较晚，但发

展也较迅速［４］．
虽然有关蛋白组学的研究技术发展很快，出现

了如ｉＴＲＡＱ，ＤＩＧＥ，ＩＣＡＴ，ＳＩＬＡＣ等高通量方法，并



很快应用到各种研究中．但采用双向电泳技术则其
费用较低，同时在研究蛋白质的修饰，发现蛋白质组

学同工酶或异构酶以及食品分析方面有较强的优

势，至今仍然是蛋白质组学研究中最经典的技术，发

挥着不可替代的作用［５］．为了更好地掌握双向电泳
技术，本文结合自身在植物双向电泳操作过程中遇

到的一些问题进行了以下探讨．

１　蛋白质的提取

蛋白质提取和制备的质量是蛋白组学研究成

功的基础．植物组织中蛋白的含量相对较低且含
有大量非蛋白干扰蛋白的提取和后续的分离，如

多糖、核酸和脂类以及各种次生代谢物酚等［６－８］．
最好的提取方法是在尽可能多地保留样品中蛋白

质的同时必须有效去除其中的杂质才能获得高质

量的分析结果．常见的植物蛋白质提取方法有基
于酚或者 ＴＣＡ（三氯乙酸）的方法．有研究［９－１１］显

示，基于 ＴＣＡ的方法适用于幼小植物，ＴＣＡ除了能
沉淀蛋白质外还能有效地去除各种杂质．而基于
酚的方法适用于复杂的植物，特别是含较多可溶

性糖的植物组织，另外，基于酚的方法步骤较繁

琐，所以基于 ＴＣＡ的方法被广泛应用在植物蛋白
的提取中．

在蛋白的提取过程中，为了避免因植物组织

内的蛋白酶而导致蛋白的丢失和和降解，整个操

作过程中要保持低温快速，在尽可能去除杂质的

同时减少操作的时间．基于 ＴＣＡ的方法除了沉淀
蛋白外，还需要合适的裂解液重新溶解和提取蛋

白，所以摸索裂解液的配方也是很重要的．裂解液
一般包括变性剂（离液剂）、表面活性剂、还原剂

等．目的是通过破坏蛋白质的二级、三级结构和蛋
白质的离子键、氢键以及还原蛋白的二硫键达到

蛋白去折叠，最终使蛋白、特别是疏水性蛋白更好

的充分溶解．有资料显示，裂解液使用尿素—硫脲
体系时，应加入 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，而单独使用尿素时
则应加入 ＣＨＡＰＳ［１２］，另外为了避免蛋白的氨甲酰
化，尿素溶液加热温度不能超过 ３７℃，使用前最
好分装使用并储存于 －２０℃冰箱．而在还原剂使
用方面，ＴＢＰ较 ＤＴＴ和 ＤＴＥ有更好的效果［１３－１４］．
还有资料［１５］显示，加入适量的两性电解质和 Ｔｒｉｓ，
可以增加裂解液的离子浓度和溶液的碱性，从而

增强蛋白的溶解．

２　双向电泳中参数的优化

双向电泳参数包括蛋白上样量／胶条，ＩＰＧ胶
条 ｐＨ范围、长度，ＩＥＦ聚焦程序，聚丙烯酰胺凝胶
体积分数等．为了获得背景清晰的双向电泳图谱
以满足后续的分析研究，正式试验前要对以上参

数进行摸索优化．一般来说，增加蛋白上样量可以
提高低丰度蛋白的分辨率，从而有利于蛋白点的

检测以及提高电泳结果的准确性．但上样量过大
则易使蛋白质在 ＩＥＦ聚焦时沉淀，导致横向或纵
向的条纹和拖尾，从而对电泳结果产生影响．另
外，蛋白的上样量受样品种类、胶条长度及其 ｐＨ
范围以及凝胶的染色方法等的影响［１６］．胶条越长，
上样量越大；考染蛋白上样量要大于银染，一般为

银染上样量的５～１０倍．
有关ＩＰＧ胶条ｐＨ范围、长度也会对蛋白质图

谱结果产生影响．一般来说，短胶条上样量小，成
本低，适用于成分简单的样品；长胶条分辨率高，

上样量大，适用于分析复杂样品，同时利于切取蛋

白点用于质谱分析．同时宽 ｐＨ范围胶条可以得到
更多的蛋白点，而窄胶条则能提高蛋白的分辨率．
在实际操作中，先使用宽 ｐＨ胶条观察蛋白的分布
情况，然后进一步确定窄胶条的使用范围．如果样
品中蛋白 ｐＨ范围与实际使用胶条范围相差较大，
则会造成部分蛋白点重叠，影响结果的进一步分

析［１７］．在 ＩＰＧ胶条的选择过程中，实际还有一个
ＩＰＧ缓冲液的使用问题，一般来说，胶条的 ｐＨ范
围和 ＩＰＧ缓冲液存在一一对应关系，但是实际操
作中，宽 ｐＨ范围 ＩＰＧ缓冲液也可以用于窄 ｐＨ范
围的胶条，反之则不行．

一次ＩＥＦ等电聚焦电泳，要经历一系列的电压
过程，主要包括低压除盐、梯度升压、高压聚焦、低

压维持４个阶段．样品、胶条长度、ｐＨ范围、上样
量都会影响聚焦程序的设定，具体试验条件需要

摸索．一般来说，胶条越长、ｐＨ范围越窄、上样量
越大，需要的聚焦时间就越长．聚焦时间不足则容
易造成高相对分子质量蛋白质聚焦不完全，点不

圆，蛋白点聚集等．在聚焦过程中，有时会出现聚
焦电压上不去的现象，这可能与前面蛋白的提取

质量有关，可能是蛋白中盐离子的质量浓度过高

所致（需改进蛋白样品制备方法），所以在设置聚

焦程序时最大电流一般设为００５ｍＡ／胶条，以免
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烧胶．另外在等电聚焦中发现不同样品或者不同
ｐＨ范围的胶条最好不要同时做等电聚焦，因为会
导致某些样品的不完全聚焦［１８］．

对植物蛋白来说，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶使用浓度
（体积分数，下同）一般在 １０％ ～１５％之间，具体
体积分数要进行摸索．ＳＤＳＰＡＧＥ是按照蛋白质
的相对分子质量大小进行蛋白分离的，低体积分

数的凝胶适用于高相对分子质量蛋白的分离，高

体积分数则适于分离低相对分子质量蛋白［１９］．
为了得到更多的蛋白点，使蛋白均匀地分布于凝

胶中，选择适合样品的凝胶体积分数非常重要．
一般首先用１２％的凝胶观察蛋白相对分子质量
的分布，然后再增加或降低凝胶体积分数，从而

达到最好的效果．另外双向电泳第二相 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ不需要制备浓缩胶，因为经过 ＩＥＦ等电聚
焦过程，已经将蛋白聚集在一条线上了，从一相

到二相的转移就是从凝胶到凝胶的转移，能很好

地进行蛋白分离［２０］．

３　植物双电电泳图谱常见问题分析

植物双向电泳中最常见的问题就是蛋白图谱中

横向和竖向条纹的出现．横纹的出现主要与样品制
备和一相等电聚焦有关，样品制备体现在杂质去除

不彻底，如离子浓度或多糖含量过高，蛋白溶解性差

或溶解不彻底；等电聚焦则体现在聚焦时间过长或

过短、上样量过大、样品体积分数过高、水化不正确、

起始电压过高等．竖纹的出现主要是在二相中产生
的，如一相和二相之间的平衡不充分、蛋白发生氧

化、试剂质量差或溶液配错等问题上［１８］．实际操作
中具体问题需具体分析．

双向电泳过程中，聚焦结束的时会发现胶条两

端靠近电极的地方出现了烧焦的现象，这可能是由

于样品中离子浓度过高导致，对后续的实验一般无

太大影响．还有二相ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，大多选用恒定
电流，特别是对于宽 ｐＨ胶条，选用恒定电流（相对
恒定电压）能得到更好的分辨率，因恒流能更好地

控制胶条产热．实际操作中，首先用１０ｍＡ／胶条的
恒定电流跑３０ｍｉｎ，然后转换成３０ｍＡ／胶条至电泳
结束，这样做是为了减少高相对分子质量蛋白的

丢失．
综上所述，双向电泳虽然在蛋白灵敏度、分离能

力、高通量方面相对较弱，但在某些方面却有不可替

代的地位．可以说目前没有一种明确的最好的蛋白
质组方法，因为不同的方式所得到的差异蛋白有较

大差别，其结果可以互为补充，定量和定性结果的可

靠性与实验室技术水平密切相关．所以在双向电泳
这条道路上，我们可以通过把握一些关键步骤得到

更好的双向电泳图谱．
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