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摘要!以油茶种仁为实验材料!用不同方法提取油茶种仁总蛋白!同时对双向电泳条件进行了探索

与优化!建立了一套适合油茶种仁总蛋白双向电泳分析的优化体系% 结果表明&改良后的 IVL%

丙酮法可以有效提取出油茶种仁总蛋白!得到了 1#/ 个蛋白点!蛋白点主要集中在等电点 :U'4" p

/a" 之间#选用 #$ 5+:U' p$ N;R胶条!优化的等电聚焦程序为 !0" H"40 7'# """ H! 7'1 """ H

0 7'1 """ H/" """ H7和 0"" H!' 7!可获得背景清晰'分辨率较高的双向电泳图谱%

关键词!油茶#种仁总蛋白#提取方法#双向电泳
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KK油茶"0%+8$$(% ;$8(E87% L_8.4#是我国南方的重

要木本油料$种仁含油率高$油脂中富含不饱和脂肪

酸"如油酸#$可作为我国优质食用油的重要来源&

提高油茶产量和含油量对当前我国解决食用油市场

短缺具有重要意义(#)

& 蛋白质是基因功能的执行

者$从蛋白质组学水平上对油脂合成过程中的关键

蛋白进行深入研究$不仅能找出与油脂合成积累相

关的关键蛋白$还可以与分子生物学手段协作$得到

更多的生物学信息(!)

& 目前国内外关于油茶蛋白

质组学的研究中$已有油茶雌蕊蛋白提取(()

%油茶

籽粕蛋白提取及其功能特性研究(')等方面的报道$

但对于油茶种仁总蛋白提取鲜有报道& 油茶种仁中

富含大量色素%酚类等干扰物质$在提取过程中酚类

物质极易氧化产生大量氧化物会影响样品制备和电

泳结果(0)

& 本研究以油茶种仁为实验材料$建立了

从油茶种仁中提取高质量总蛋白的方法$并建立了

一套适合油茶种仁总蛋白双向电泳分析的优化体

系$对今后深入研究油茶种仁蛋白质组学具有重要

意义$也可为进一步改良油茶品种$提高种子含油量

&$
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和产量$培育出更适于食用油产业发展的高油%高品

质的油茶良种奠定基础&

67材料与方法

#4#K实验材料

玉屏 # 号油茶$!"#/ 年 & 月采自于贵州省玉屏

县油茶种质资源圃$采摘后去壳破皮$将种仁速冻于

液氮中$保存在%1"c冰箱备用&

二硫苏糖醇"BII#%十二烷基硫酸钠"JBJ#%聚

乙烯吡咯烷酮";H;#%I@-[%UV.%三氯乙酸"IVL#%

lV.%乙二胺四乙酸")BIL#%考马斯亮蓝 R%!0"%

琼脂糖%硫脲%尿素%丙烯酰胺%( %(( %"胆酰胺丙

基#二甲氨基) %# %丙磺酸"VUL;J#%甘氨酸%甘

油%甲叉双丙烯酰胺$购于生工生物工程"上海#股

份有限公司!N;R胶条":U' p$#%>-6%MY=8"两性

电解质#$>-6%],9公司!标准牛血清蛋白$美国 D;

公司&

离心机!旋涡振荡器!OU0("" 型分光光度计$

U-=,57-!;]\I)LS-#! 型等电聚焦仪%RJ %&"" 型校

准光密度仪%:@6=8,ANNbMV8..垂直板电泳仪$>-6%

],9公司&

#4!K实验方法

#4!4#K油茶种仁总蛋白的提取

#4!4#4#KIVL%丙酮沉淀法

参考B,+8@Z,.

(/)

%N[,,5[6A

($)等提取方法并适当

改进& 取 ( E左右冷冻备用的油茶种仁在液氮下充

分研磨成粉末$研磨过程中加入 #"G ;H;& 取灭菌

后的 0" +M离心管将研磨后的样品粉末放入其中$

加入 (" +M预冷的 #"G IVL%丙酮溶液"含质量分

数 #"G IVL$质量分数 "4#G BII和 # ++6.FM苯

甲基磺酰氟";DJW##$充分旋涡振荡混匀后$放置

在试管架上置于 %!"c静置过夜 "沉淀 #$ 7 以

上#& 'c条件下 #( """ #离心 (" +-A$弃上清收集

沉淀$在沉淀物中加入 %!"c预冷含质量分数为

"a#G BII的丙酮溶液$旋涡振荡至沉淀分散& 放

入%!"c静置沉淀 ! 7$'c #( """ #条件下离心 ("

+-A$弃掉上清& 再次加入含 "4#G BII的丙酮溶液

进行清洗$旋涡混匀后在上述条件下离心$弃掉上清

收集沉淀& 重复此步骤 ! 次$加入 %!"c预冷的

$"G丙酮溶液进行润洗$超声波处理 #" +-A$充分振

荡混匀后在上述条件下离心$弃上清收集沉淀$重复

此步骤 ( p0 次$直至沉淀物颜色呈白色& 将最终沉

淀物经真空冷冻干燥机干燥成粉末$所得粉末即为

总蛋白$将粉末转入灭菌的离心管中放入 %1"c冰

箱保存备用或直接进行下一步实验&

#4!4#4!KI@-[%UV.法

参考R? 等(1)提取方法并适当改进& 将 ( E左

右冷冻备用的油茶种仁放入液氮预冷的研钵中$加

入少量石英砂$倒入液氮迅速反复研磨& 待充分研

磨后$将研磨粉末放入已灭菌的 0" +M离心管中$加

入事先预冷的 I@-[%UV.提取液 (" +M""40 +6.FM

蔗糖$# ++6.FMDEV.

!

$0" ++6.FM)BIL$"4#0 +6.FM

lV.$"4"0 +6.FMI@-[%UV.:U/41#$上下颠倒混匀

后$室温条件下振荡浸提 ! 7$使蛋白样品充分溶解&

取出 'c #( """ #条件下离心 (" +-A$弃上清$收集

沉淀& 加 #" +M %!"c预冷的含 #GBII丙酮溶

液$涡旋振荡$ %!"c下放置 #" +-A$'c #! """ #

离心 !" +-A$弃上清$收集沉淀$重复此步骤 ( 次&

加入冷丙酮溶液$涡旋振荡 0 +-A$超声波处理 #"

+-A$在 'c #( """ #条件下离心 (" +-A$弃上清$所

得沉淀于室温下自然风干使丙酮完全挥发后$置于

%1"c下保存备用或直接进行下一步实验&

#4!4!K蛋白样品溶液制备

将 ! 种方法提取得到的蛋白样品粉末各自取

!"4" +E分别放入 #40 +M灭菌的离心管中$以质量

体积比 #C!0 分别加入蛋白裂解液"$ +6.FM尿素%!

+6.FM硫脲% 'G VUL;J% 0" ++6.FMBII% "4!G

>-6%MY=8#充分振荡混匀后$ 'c放置 ! 7$ 'c

#( """ # 条件下离心 0 +-A$再将样品振荡离心$重

复此步骤 ( 次$直至蛋白样品充分溶解$最后 'c

#( """ # 离心 !" +-A$小心吸取上清液转移至新离

心管中$即为蛋白样品溶液&

#4!4(K蛋白质定量

蛋白质定量采用改良后的 >@,9T6@9 法 (&)

& 用

牛血清蛋白 ">JL#制作蛋白质标准曲线$利用

OU0("" 型分光光度计在波长 0&0 A+处测定蛋

白样品吸光度$结合所绘制的标准曲线以及所测

蛋白样品吸光度$利用标准曲线测定蛋白质样品

含量&

#4!4'K蛋白质双向电泳"! %B)#

#4!4'4#K第一向等电聚焦"N)W#

实验采用 #$ 5+N;R胶条进行等电聚焦& 吸取

定量后的蛋白样品溶液$加入水化上样缓冲液充分

混匀后沿着水化盘槽边缘从左至右缓慢加入样品

""40 EFM$'""

!

M#& 用镊子去掉N;R胶条上的保护

层$对应正负极$将胶条胶面朝下置于样品溶液上$

加入 ( +M矿物油覆盖胶条后$进行等电聚焦& 等电

聚焦设置 ( 个程序"见表 ##$设置每根胶条最大电

流 0"

!

L$温度 #$c& 等电聚焦结束后$立即进行

N;R胶条平衡$平衡分 ! 次$每次 #0 +-A& 平衡液 N

"/ +6.FM尿素%!G JBJ%"4($0 +6.FMI@-[%UV.:U

"1
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141%!"G甘油%!G BII#$平衡液 NN"/ +6.FM尿素%

!G JBJ%"4($0 +6.FMI@-[%UV.:U141%!"G甘油%

!40G碘乙酰胺"NLD##$平衡结束后立即进行第二

向电泳&

表 67等电聚焦程序

程序 步骤 升压方式 电压FH 时间

程序 #

主动水化 0" #! 7

J# 慢速 !0" "40 7

J! 快速 # """ ! 7

J( 线性 1 """ 0 7

J' 快速 1 """ 0" """ H7

J0 快速 0"" !' 7

程序 !

被动水化 " #! 7

J# 慢速 !0" "40 7

J! 快速 # """ ! 7

J( 线性 1 """ 0 7

J' 快速 1 """ /" """ H7

J0 快速 0"" !' 7

程序 (

被动水化 " #! 7

J# 慢速 !0" "40 7

J! 快速 # """ ! 7

J( 线性 1 """ 0 7

J' 快速 1 """ $" """ H7

J0 快速 0"" !' 7

#4!4'4!K第二向 JBJ %;LR)电泳

配制 JBJ %;LR)凝胶$将平衡后的胶条浸没

在 # d电泳缓冲液"!0 ++6.FMI@-[%#&! ++6.FM甘

氨酸%"4#G JBJ$:U14(#中& 将胶条胶面朝上与凝

胶胶面充分接触$接触面切勿产生气泡以免影响电

泳结果$加入低熔点琼脂糖封胶液""40G 琼脂糖%

!0 ++6.FMI@-[%#&! ++6.FM甘氨酸%"4#G JBJ%

"a""#G 溴酚蓝#$待封胶液完全凝固后将胶条转移

至电泳槽中进行电泳& 起始电流设定为 #" +LFE8.

(" +-A$待样品完全跑出 N;R胶条后改变电流 !" p

(" +LFE8.0 p/ 7$待溴酚蓝指示剂跑到胶条底部约

! 5+时即可停止电泳(#")

&

#4!40K染色与脱色

电泳结束后将凝胶转移至固定液中"'"G乙醇

和 #"G乙酸#固定 ! 7 或过夜& 之后用超纯水漂洗

( 次$每次 #" +-A& 采用改良后的考马斯亮蓝染色

液"含 ' 倍体积的考马斯亮蓝储备液和 # 倍体积的

甲醇#对 JBJ %;LR)凝胶进行染色(##)

& 小心取出

凝胶用超纯水清洗直至凝胶背景清晰为止&

#4!4/K凝胶扫描和图像分析

JBJ %;LR)凝胶脱色完全后$使用RJ %&"" 型

校准光密度仪对凝胶进行图像扫描& 扫描参数采用

投射模式$分辨率为 (/4( 9:-& 用;Br?8[=14"4# 软

件对扫描图像进行数据分析&

87结果与分析

!4#K! 种油茶种仁总蛋白提取方法的一维"JBJ %

;LR)$分析

本研究利用 ! 种提取方法对油茶种仁总蛋白进

行提取$油茶种仁总蛋白的 JBJ %;LR)凝胶分析

见图 #&

K注'D4蛋白D,<8@!#4IVL%丙酮法!!4I@-[%UV.法&

图 67不同提取方法油茶种仁总蛋白的

KLK;9/XG凝胶分析

KK由图 # 可以看出$分离后的条带数目大小%位置

均有明显差异$表明不同提取方法对油茶种仁总蛋

白提取结果不同& 采用改良后的 IVL%丙酮法所

得的蛋白条带数较多$凝胶背景清晰$分散均匀$条

带主要集中在 ' p/0 <B之间$在 0%#!%#/%(# <B附

近出现 ' 条明显的高丰度蛋白条带$高蛋白条带相

对集中& 而I@-[%UV.法所得到的蛋白条带数明显

较少$仅有 # 条明显高丰度蛋白条带$蛋白质缺失较

多$在 #" p!" <B相对分子质量之间出现弥散现象&

由此 分 析 可 知$ ! 种 提 取 方 法 中 改 良 后 的

IVL%丙酮法提取效果较好&

!4!K不同提取方法对双向电泳图谱的影响

在等电聚焦程序 ! 条件下$对利用 ! 种不同方

法所提的油茶种仁总蛋白进行双向电泳分析$结果

见图 !& 由图 ! 可以看出$采用改良后的 IVL%丙

酮法获得蛋白点数为 1#/ 个$分布均匀$蛋白点圆润

且形状规则$明显多于用 I@-[%UV.法所得蛋白点

数"!!' 个#& 从图谱质量上看$相较于 I@-[%UV.

法$改良的IVL%丙酮法所获得的凝胶图谱背景更

清晰%横纵条纹较少%无明显的蛋白堆积现象$聚焦

效果好& 而 I@-[%UV.法中蛋白点缺失严重$在 #"

#1

!"#1 年第 '( 卷第 ! 期KKKKKKKKKKKKK中K国K油K脂



<B附近出现蛋白点弥散现象$出现不同程度的横条

纹和纵条纹& 在 ! 种提取方法所得 ! %B)图谱中$

改良后的IVL%丙酮法对相对分子质量低于 /0 <B

的蛋白具有更好的提取率$不会造成大量蛋白质丢

失& 综合分析可知$对比 I@-[%UV.法$改良后的

IVL%丙酮法更适于油茶种仁总蛋白提取及双向电

泳分析研究&

图 87不同提取方法油茶种仁总蛋白的 8 ;LG图谱分析

!4(K不同等电聚焦程序对双向电泳图谱的影响

利用 ( 种不同等电聚焦程序对IVL%丙酮法所

提油茶种仁总蛋白样品进行分析$结果见图 (& 由

图 ( 可以看出$不同等电聚焦程序对蛋白质双向电

泳结果具有直接影响& 程序 # 图谱中出现大量蛋白

点缺失$出现许多横条纹$蛋白点未能被有效分离

开& 程序 ! 图谱中背景清晰$蛋白点数量多$分布均

匀$呈圆形或椭圆形$分离效果良好& 程序 ( 图谱中

也能获得大量蛋白点$但与程序 ! 相比有明显差异&

在酸性偏中性区域出现蛋白点缺失"图中圆圈所圈

区域#$不利于后期的胶内酶解取点分析& 程序 #

中采用主动水化虽然可以除去样品中盐离子有利于

大分子蛋白进入胶条$但低压过程会促使小分子蛋

白跑出胶条造成小分子蛋白丢失& 程序 ( 采用被动

水化$小分子蛋白达到了很好的分离效果$但聚焦时

间过度造成胶内蛋白泳动受到干扰$导致蛋白点分

布不均匀& 而程序 ! 采用被动水化方式$聚焦时间

为 /" """ H7$达到了更好的分离效果& 由此可知$

与其他 ! 种程序相比$程序 ! 更适合油茶种仁总蛋

白双向电泳分析&

图 =7不同等电聚焦程序油茶种仁总蛋白的 8 ;LG图谱分析

=7讨7论

理想的蛋白质提取方法是后续的双向电泳分析

的关键& 不同植物含有的杂质成分各不相同(#! %#')

$

因此需要针对油茶种仁组织选用合适蛋白质提取方

法进行样品制备& 油茶种仁中存在大量油脂%多酚%

多糖类等代谢产物$油脂会与蛋白质共提取和共沉

淀(#0)

$在沉淀过程中会引入大量杂质影响等电聚焦

效果& 本研究采用改良后的 I@-[%UV.法和IVL%

丙酮法提取油茶种仁总蛋白$发现 I@-[%UV.法能

获得大分子蛋白但小分子蛋白缺失严重$蛋白点分

布不均匀!IVL%丙酮法蛋白提取率高$蛋白损失

少$所得电泳结果背景清晰$适于作为油茶种仁总蛋

白的提取方法&

等电聚焦参数对蛋白质分离有着直接的影响$
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可以从 ! %B)图谱中得到直观的体现& 样品中盐

离子浓度过高会影响等电聚焦效果$因此本研究中

设置了双重低压除盐并延长了除盐时间& 等电聚焦

伏时数不足$会导致蛋白聚焦不完全$容易产生横条

纹& 等电聚焦伏时数过大则会造成蛋白分解$影响

蛋白分离(#/)

$本文优化的等电聚焦伏时数为 /" """

H7$使得图谱背景清晰$分辨率高&

>7结7论

本研究通过比较不同提取方法从油茶种仁中提

取油茶种仁总蛋白并进行双向电泳分析& 结果显示

采用改良后的 IVL%丙酮法提取效果更好$得到

1#/ 个蛋白点$蛋白点主要集中在等电点 :U'4" p

/4" 之间& 并对双向电泳条件进行探索与优化$建

立了一套适合油茶种仁总蛋白双向电泳分析的优化

体系$可为后续开展油茶种仁蛋白质组学研究奠定

技术基础&
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