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马尾松根部蛋白双向电泳分离体系的构建

徐　超，吴小芹，林司曦，张红岩

（南京林业大学，江苏省有害生物入侵预防与控制重点实验室，江苏　南京　２１００３７）

摘要：为了在蛋白质水平探讨外生菌根提高马尾松抗旱能力的机制，笔者通过对菌根化和非菌根

化马尾松植株根部蛋白提取和ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶染色条件进行研究，建立了一套较为适合
马尾松根部蛋白双向电泳分离的试验体系。结果表明：在每 ＩＰＧ胶条３００μｇ上样量条件下，采
用酚抽法辅以适度超声波破碎进行马尾松根部蛋白提取、敏化和银染后水洗时间均为５ｍｉｎ×３
次的快速银染程序进行染色，可以获得较为理想的马尾松根部蛋白双向电泳图谱，该方法可为其

他松属树种的蛋白质组学等研究提供参考。
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　　马尾松（Ｐｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａ）是我国的特有树
种，在我国森林资源总量中占有举足轻重的地位。

菌根是广泛存在于自然界中的一种菌根真菌与寄

主植物的共生体结构，有关菌根在生态系统中可以

提高植物对营养物质的吸收，提高植物耐旱、耐盐、

抗病等方面的作用已经得到普遍认同。蛋白质作

为生命存在和运动的物质基础，是细胞增殖、分化、

衰老和凋亡等重大生命活动的参与者。生物生理

功能的调控以及病理性的变化往往由蛋白质群体

共同完成，因此蛋白质组学研究有利于对生命现象

和生命本质的了解。双向电泳分离技术是蛋白质

组学研究的重要手段之一，该技术因具有较高的分

辨率和灵敏度，已成为蛋白质特别是复杂系统中的

蛋白质检测和分析的一种基本手段，而获得高质量

的蛋白样品、清晰的双向电泳图谱（２ＤＥ图谱）是
开展蛋白质组学研究的重要前提。植物组织含有
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的蛋白质较多且是动态变化的，因此植物蛋白质组

的研究比较复杂，目前还没有找到一种通用的制备

方法能够适用于各种植物样品［１］。林木蛋白质组

的研究之所以进展缓慢，其中一个重要原因是蛋白

样品的制备非常困难［２］。而松属树种，除易形成

外生菌根外，组织中含有丰富的多酚、色素、多糖等

次生代谢物质，这使得蛋白样品的制备难度加

大［３］，限制了松属树种蛋白质组学研究的开展。

笔者以菌根化和非菌根化马尾松为材料，在根部蛋

白提取、分离和 ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）快速银染等方面进行研究，旨在建立一套
较为适合菌根化和非菌根化马尾松根部蛋白双向

电泳分离的试验体系，为在蛋白质组学水平探讨外

生菌根提高马尾松等松属树种的抗逆性提供参考。

１　材料与方法
１．１　供试植株及蛋白质定量标准曲线绘制

供试植株为２．５年生的马尾松菌根化（接种
紫金蜡蘑Ｌａｃｃａｒｉａａｅｍｔｈｙｓｔｅａ）和非菌根化（未接菌
根菌）植株。在温室内采集植株营养根，蒸馏水洗

净后迅速置于冰盒内带回实验室，于液氮中充分研

磨至粉末状并转入离心管中，－８０℃保存备用。
采用 ２Ｄ ｑｕａｎｔＫｉｔ（ａｍｅｒｓｈａｍ ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，

ＵＳＡ）绘制蛋白质含量测定的标准曲线。根据反应
液在４８０ｎｍ时吸光值与蛋白质浓度成负相关的原
理，测定该波长下不同浓度梯度蛋白质反应液的吸

光值，每样品重复３次。在 Ｅｘｃｅｌ工作表中，以蛋
白含量（μｇ）为横坐标，以４８０ｎｍ条件下的吸光值
为纵坐标，用ＣｈａｒｔＷｉｚａｒｄ绘制标准曲线。
１．２　马尾松根部蛋白的提取

采用 ２ＤＣｌｅａｎＵｐＫｉｔ（ａｍｅｒｓｈａｍｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，
ＵＳＡ）、ＴＣＡ 丙酮沉淀法和酚抽法分别提取菌根化
和非菌根化马尾松的根部蛋白［４－６］；第１向电泳采
用２４ｃｍ、ｐＨ为４～７的线性ＩＰＧ胶条，每ＩＰＧ胶条
蛋白上样量为１５０μｇ；双向电泳后进行快速银染，其
中敏化和银染后的水洗时间均为２０ｓ×３次，显色
２ｍｉｎ。对以上提取蛋白质的２ＤＥ图谱进行比较。

采用已筛选出的酚抽法提取菌根化和非菌根

化马尾松的根部蛋白，并稍加改良：用１０倍体积质
量比的蛋白提取液悬浮组织样品，涡旋混匀后辅以

超声波破碎（ＪＹ８８ Ⅱ，宁波新芝生物科技公司）。
超声波破碎频率均设０、１０％、２０％、３０％、４０％
共５种处理，每个循环工作１ｍｉｎ间歇１．５ｍｉｎ，共
循环４次，每处理设３个重复。用２ＤｑｕａｎｔＫｉｔ对
提取的蛋白质进行定量，操作方法同前。

菌根化和非菌根化马尾松根部蛋白的上样量

均设每ＩＰＧ胶条上样量１５０、３００、４５０μｇ共３种处
理梯度，通过比较不同上样量条件下２ＤＥ图谱的
显色效果，确定较佳上样量。马尾松根部蛋白的提

取采用酚抽法并辅以超声波破碎，超声频率均为

３０％；第１向电泳采用２４ｃｍ、ｐＨ为４～７的线性
ＩＰＧ胶条；快速银染过程中敏化和银染后的水洗时
间均调整为５ｍｉｎ×３次，显色２ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　马尾松根部蛋白质提取及超声频率对提取的
影响

　　使用２ＤｑｕａｎｔＫｉｔ进行蛋白质定量，得到的标
准曲线为Ｙ＝－０００３９Ｘ＋０．４１０３，Ｒ＝０９９７４，相
关系数较高，可以用于后续试验中菌根化和非菌根

化马尾松根部蛋白的定量。为了提高马尾松根部蛋

白的提取得率，用不同的超声频率对液氮研磨后的

组织样品进行辅助破碎。试验发现，随着超声频率

的增加，菌根化和非菌根化马尾松根部蛋白的提取

得率均呈先上升后下降趋势。当超声频率由０增加
到３０％时，二者的蛋白提取得率都逐渐升高，且不
同超声频率时各处理间差异不显著。超声频率为

３０％ 时，均 达 到 最 高 值，分 别 为 ２．７８１、
２．７７６μｇ／μＬ，两种处理之间差异不显著；当超声频
率增加到４０％时，蛋白提取得率却显著下降，分别
降为１．３６１和１．３１１μｇ／μＬ，表明超声波破碎仅在一
定程度内提高马尾松根部蛋白的提取得率（图１）。

图１　不同超声频率条件下马尾松根部蛋白的提取得率
Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆｒｏｏｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＰ．ｍａｓｓｏ

ｎｉａｎａｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ

２．２　不同提取方法及蛋白上样量对马尾松根部蛋
白２ＤＥ图谱效果的影响
　　提取方法对植物蛋白的提取质量有很大的影响，
进而影响蛋白质的双向电泳分离效果。此次研究表

明，应用ＴＣＡ 丙酮沉淀法和２ＤＣｌｅａｎＵｐＫｉｔ提取
菌根化和非菌根化马尾松根部蛋白的２ＤＥ图谱背景
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污染都很严重，纵条纹明显，酸性端背景较为模糊（图

２Ａ、２Ｂ、２Ｃ、２Ｄ）；酚抽法提取蛋白的２ＤＥ图谱则明显
克服了酸性端污染严重的现象，蛋白质点清晰可见，

背景干净，但颜色略深（图２Ｅ、２Ｆ）。

图２　不同提取方法获得马尾松根部蛋白的２ＤＥ图谱
Ｆｉｇ．２　２ＤＥｍａｐｏｆｒｏｏｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄ

注：Ａ，Ｂ为ＴＣＡ 丙酮沉淀法处理；Ｃ，Ｄ为２ＤＣｌｅａｎＵｐＫｉｔ处理；Ｅ，Ｆ为酚抽法处理。

　　快速银染过程中敏化和银染后的水洗时间均调
整为５ｍｉｎ×３次、显色２ｍｉｎ后，对马尾松根部蛋白
不同上样量时的２ＤＥ图谱进行观察，结果表明：凝胶
背景颜色明显变浅；上样量为每ＩＰＧ胶条１５０μｇ时，
菌根化和非菌根化马尾松植株分别得到１７８９、１５９７
个蛋白点，显色后的蛋白点非常清晰，但蛋白点颜色

较浅（图３Ａ、３Ｂ）；每ＩＰＧ胶条上样量为３００μｇ时，与
每ＩＰＧ胶条１５０μｇ的上样量相比，蛋白质点较大且颜

色较深，背景清晰，其中，菌根化植株得到２５５６个蛋
白点，非菌根化植株得到２４２０个蛋白点，低丰度蛋白
点的数量明显增加（图３Ｃ、３Ｄ）；上样量为每ＩＰＧ胶条
４５０μｇ时，所获得蛋白点数均在２７００～２８００之间，蛋
白点较多，但重叠严重，部分蛋白点很难准确定位（图

３Ｅ、３Ｆ）。因此，上样量为每ＩＰＧ胶条３００μｇ时能够
较为准确地反映出马尾松根部蛋白质组的基本情况，

为较佳上样量。

图３　马尾松根部蛋白不同上样量条件下的２ＤＥ图谱
Ｆｉｇ．３　２ＤＥｐｒｏｆｉｌｅｏｆｒｏｏｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

注：Ａ，Ｂ．每ＩＰＧ胶条１５０μｇ上样量；Ｃ，Ｄ．每ＩＰＧ胶条３００μｇ上样量；Ｅ，Ｆ．每ＩＰＧ胶条４５０μｇ上样量。

３　讨　论
高质量的２ＤＥ图谱是对蛋白质进行质谱分

析等研究的前提条件，而蛋白样品质量的好坏直

接决定２ＤＥ图谱的分辨率和重复性［７］，因此，蛋

白样品的制备是双向聚丙烯酰胺凝胶电泳成功

与否的关键步骤［８］。在木本植物的蛋白质提取

中，有人先后提出了许多排除色素、酚、酮等干扰
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物质的制备方法［９－１０］。其中，２ＤＣｌｅａｎＵｐＫｉｔ和
ＴＣＡ 丙酮沉淀法步骤较少，对去除脂类等杂质
的效果较好［４，１１］，操作简单，较为常用，但得到的

蛋白质较难溶解，２ＤＥ图谱中可检测到的蛋白质
点较少，且对多糖的去除效果不佳［１２］；酚抽法能

有效去除盐离子、多酚和多糖等对电泳有较大影

响的可溶性物质［１３］，得到的蛋白质呈乳白色，易

溶解，且２ＤＥ图谱背景干净，可检测到的蛋白质
点较多。由于酚抽法操作步骤较多，蛋白质提取

得率较低。袁坤等［１４］在对杨盘二孢菌侵染后杨

树叶片差异蛋白的研究中，超声波辅助破碎组织

细胞可以明显提高蛋白质的提取得率。因此，此

次试验增加了低温条件下超声波辅助破碎步骤，

对酚抽法加以改良，明显提高了马尾松根部蛋白

的提取得率。此次酚抽法提取的蛋白质均包含

了根部组织中大部分可溶性蛋白，几乎无横条纹

和拖尾现象，蛋白点呈圆形，分离均匀，重复性

高，效果较好，说明此方法适用于菌根化和非菌

根化马尾松根部蛋白的提取。而且，在一定范围

内适当增加超声频率，可显著提高蛋白质的提取

得率，但随着超声时间的延长，蛋白质提取液的

温度逐渐升高，可能导致蛋白质降解或变性，故

超声频率要适中，超声时间也不宜过长。

在快速银染体系中，每一步骤的残留液都会对

凝胶的显色效果产生影响。为了增强银染后蛋白

点的清晰度和对比度，此次试验对马尾松根部蛋白

快速银染流程中的水洗时间略作优化，结果显示延

长水洗时间可以显著改善显色效果，降低凝胶背景

的灰度。适中的蛋白上样量也是获得高质量２ＤＥ
图谱的因素之一［１５］。一般来说，ＩＰＧ胶条越长，上
样量就越大。提高蛋白上样量有利于低丰度蛋白

的检测，但上样量过高可导致高丰度蛋白质斑点掩

盖低丰度蛋白质斑点［１６］，且上样量越大，样品中含

有的盐离子浓度也越大，将直接影响到等电聚焦时

电压的上升，从而影响等电聚焦效果，且易产生横

向条纹，银染时易产生饱和现象。而上样量过少不

利于蛋白点的检测，特别是低丰度蛋白可能无法在

凝胶上显示，从而影响到电泳的准确性［１７］。此次

试验还发现，在不同上样量条件下得到的蛋白质

２ＤＥ图谱中，菌根化马尾松根部蛋白的种类或数
量均高于非菌根化马尾松，表明菌根化马尾松在干

旱胁迫过程中确实产生了某些特异蛋白，这些蛋白

是否与菌根化马尾松生长速度快、抗旱能力强有密

切关系尚待进一步研究。
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