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摘 要：蛋白质提取方法和电泳条件是蛋白质组学研究中双向电泳的关键。为建立适合甘蓝柱头总蛋

白质的双向电泳体系，本试验以甘蓝柱头为材料，采用改良 TCA/丙酮沉淀法提取柱头总蛋白质，通过对 IPG

胶条、上样量、聚焦程序、SDS-PAGE 胶浓度等的优化，建立了甘蓝柱头总蛋白质双向电泳体系，即选用

长 17 cm、pH 3～10 NL 的 IPG 胶条，上样量 150 μg，按照聚焦程序Ⅰ进行等电聚焦，第二向 SDS-PAGE

胶浓度选用 12%，得到了分辨率高、重复性好的双向电泳图片。 
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Abstract：A two-dimensional electrophoresis（2-DE）has been widely applied in proteomics 

research．The purpose of this study was to establish a suitable 2-DE system for proteomic analysis of 

Brassica oleracea L. var. capitata L. stigma．The stigmas being harvested one day before flowering was 

used in the experiment．We optimized the parameters of 2-DE including extraction methods，IPG strip，

sample loading，isoelectric focusing conditions and SDS-PAGE gel concentration．The optimized system 

included the following steps：extracting the total proteins from Brassica oleracea stigma by TCA/acetone 

precipitation，separating the proteins with length 17 cm and pH 3-10 NL IPG strips，loading proteins 

samples of 150 μg followed by isoelectric focusing programⅠ，and selecting SDS-PAGE gel concentration 

at 12%．The 2-D images with good repeatability and high protein spot resolution were obtained． 
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自交不亲和性（Self-incompatibility，SI）是显花植物识别自花和异花花粉、防止近亲繁殖、

保持遗传多样性的重要机制，同时也为研究植物胞间信号传导提供了理想的模式系统（Wheeler 

et al.，2010）。甘蓝（Brassica oleracea L. var. capitata L.）等芸薹属植物属于典型的孢子体型自

交不亲和，现在一般认为，花粉落到柱头以后，S-位点半胱氨酸富集蛋白（S-locus cysteine-rich 

protein，SCR）与 S-位点受体激酶（S-locus receptor kinase，SRK）胞外域识别（Takasaki et al.，

2000；Shiba，et al.，2001）。当两者单倍型一致时，SCR 与 SRK 胞外域结合并引起 SRK 构象的

变化，使其释放原本结合在 SRK 激酶结构域的类硫氧还蛋白 1/2（Thioredoxin-like protein 1/2，

ThL1/2）（Cabrillac et al.，2001）激活 SRK 激酶活性，使其发生自动磷酸化，随后 SRK 与臂重

复蛋白 1（Arm repeat containing 1，ARC1）作用并使其磷酸化（Stone et al.，1999），进而通过一

个未知的途径继续传导来自细胞外的信号，并最终导致自花花粉萌发受阻。综合现有研究成果，

已知信号传导因子间的表达和作用机制尚不清楚，自交不亲和信号传导下游因子的分离和鉴定

更是鲜有报道（Isokawa et al.，2010；Ivanov et al.，2010）。 

蛋白质组学分析是后基因组时代分析生物学功能的重要手段。蛋白质双向电泳（Two- 

dimensional Electrophoresis，2-DE）技术由于能够在一张胶上同时分离几千甚至上万个蛋白质点，

从而成为了蛋白质组学研究的主要支撑技术之一，而建立一套重复性好、分辨率高的双向电泳

体系是开展蛋白质组学分析的关键。目前该技术已在拟南芥（Santoni et al.，1994；Tanaka et al.，

2005）等模式植物以及大豆（Martin et al.，2005；刘怀华 等，2010）等非模式植物中得到广泛

应用。自交不亲和信号传导是由多蛋白质因子参与的过程，然而目前还没有利用蛋白质组学研

究技术探索甘蓝柱头自交不亲和信号因子表达作用机理和分离鉴定下游未知蛋白质因子的相关

报道。为此，本试验以甘蓝柱头为材料，采用两种改良 TCA/丙酮法提取总蛋白质，构建适合于

甘蓝柱头蛋白质双向电泳体系，为利用该电泳体系探索甘蓝自交不亲和信号传导机理，完善自

交不亲和信号传导通路奠定基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

选取西南大学十字花科研究所实验室保存的结球甘蓝（Brassica oleracea L. var. capitata L.）

自交系 SH，开花前一天取其柱头，-80 ℃冰箱保存。 

1.2 蛋白质的提取 

蛋白质提取方法一：参考 Sheoran 等（2006）的方法，略做改进。取-80 ℃冰箱保存的样品，

液氮充分研磨。加入 1 mL 预冷的含 10%三氯醋酸（TCA）、1% DTT 的丙酮，充分混匀后-20 ℃沉

淀 2 h。4 ℃、25 000×g 离心 20 min，弃上清液。加入 1 mL 预冷的含 1% DTT 的丙酮，充分混

匀后-20 ℃放置 1 h。4 ℃、25 000×g 离心 20 min，弃上清液，重悬沉淀于预冷的丙酮中，充分

混匀后-20 ℃放置 2 h。4 ℃，25 000×g 离心 20 min；真空干燥。按照 20 μL·mg
-1

的比例加入

样品裂解液〔8 mol·L
-1

尿素，4% CHAPS，20 mmol·L
-1

 DTT、0.2%两性电解质（pH 3～10），

蛋白酶抑制剂 10 μL·mL
-1

〕，室温裂解样品干粉，振荡混匀，每 10 min 涡旋 1 次，1 h 后 4 ℃、

15 000×g 离心 25 min，取上清液，定量，分装后-80 ℃冰箱保存备用。 

蛋白质提取方法二：参考 Zou 等（2009）的方法，略做改进。取-80 ℃冰箱保存的样品，

液氮充分研磨。加入 1 mL 预冷的含 10%三氯醋酸（TCA）、0.07% β-巯基乙醇的丙酮，充分混
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匀后-20 ℃沉淀 1 h。4 ℃、15 000×g 离心 25 min，弃上清液。加入 1 mL 预冷的含 0.07% β-巯

基乙醇的丙酮充分混匀后-20 ℃放置 1 h。4 ℃、15 000×g 离心 25 min，弃上清液，重复此步骤

2 次。真空干燥沉淀。按照 20 μL·mg
-1

的比例加入样品裂解液〔7 mol·L
-1

尿素，2 mol·L
-1

硫脲，

4% CHAPS，50 mmol·L
-1

二硫苏糖醇（DTT）、0.2%两性电解质（pH 3～10），蛋白酶抑制剂

10 μL·mL
– 1

〕，室温裂解样品干粉，振荡混匀，每 10 min 涡旋 1 次，1 h 后 4 ℃、15 000×g 离

心 25 min，取上清液，定量，分装后-80 ℃保存备用。 

1.3 蛋白质定量 

使用上海生工生物工程技术服务有限公司的蛋白质定量试剂盒（SK3031），按操作说明书进

行，标准蛋白质为小牛血清。 

1.4 蛋白质双向电泳 

第一向等电聚焦（Isoelectric focusing，IEF）在 Bio-Rad Protean IEF Cell 等电聚焦仪上完成。

参照 Bio-Rad 公司的双向电泳系统使用说明书，等电聚焦的样品通过水化上样方式加样。吸取

一定体积的样品溶液，加入 IEF 上样缓冲液〔7 mol·L
-1

尿素，2 mol·L
-1

硫脲，4% CHAPS，65 

mmol·L
-1

DTT 和 0.2% 两性电解质（pH 3～10），0.001%溴酚蓝〕补足 350 μL，用 Milli-Q 水

润湿滤纸片置于聚焦槽两端电极上，将样品沿着聚焦槽的边缘从左至右线性加入样品，去除 IPG

预制胶条上的保护层，轻轻将 IPG 预制胶面朝下置于聚焦槽中的样品溶液上，20 ℃被动水化 1 h

后，再用石蜡油覆盖胶面，设定等电聚焦程序进行等电聚焦。 

聚焦程序：长 17 cm 的 IPG 胶条程序参考 Bio-Rad 蛋白质双向电泳实验操作手册设定，并

做了一些修改，按 50 V 12 h，100 V 1 h，200 V 1 h，500 V 1 h，1 000 V 1 h，3 000 V 1 h，5 000 

V 1 h，8 000 V 1 h，10 000 V 1 h，10 000 V 80 000 Vhs，500 V 1 h（聚焦程序Ⅰ）；长 11 cm 的

IPG 胶条聚焦程序按 50 V 12 h，100 V 1 h，200 V 1 h，500 V 1 h，1 000 V 1 h，3 000 V 1 h，

5 000 V 1 h，8 000 V 1 h，8 000 V 60 000 Vhs，500 V 1 h（聚焦程序Ⅱ）进行聚焦。 

聚焦结束后马上进行两步平衡。第一步：向平衡缓冲母液〔7 mol·L
– 1 

尿素，2% SDS，

0.375 mol·L
-1

 Tris-HCl（pH 8.8），20%甘油〕中加入 2% DTT（即平衡缓冲液Ⅰ），置于摇床上

振荡 15 min，倒掉平衡缓冲液Ⅰ。第二步：向平衡缓冲母液中加入 2.5% 碘乙酰胺（即平衡缓

冲液Ⅱ），置于摇床振荡 15 min 后倒掉平衡缓冲液Ⅱ。 

第二向 SDS-PAGE 电泳采用 Bio-Rad PROTEAN Ⅱxi Cell 电泳仪进行分离，分离胶的浓度

为 12%，电泳参数为 75 V 1 h，100 V，直至溴酚蓝线到达凝胶底部。电泳结束后马上染色，用

固定液（50%甲醇，12%乙酸，500 μL·L
– 1

甲醛）固定 1.5 h，接着用清洗液（50%甲醇）清洗

1.5 h，然后用敏化液（0.1%硫代硫酸钠）敏化 90 s，Milli-Q 水洗涤 3 次，每次 20 s，再用染色

液（0.2%硝酸银，750 μL·L
– 1

甲醛）染色 30 min，Milli-Q 水洗涤 3 次，每次 20 s，置于显色

液（60%碳酸钠，500 μL·L
– 1

甲醛，0.000 8%硫代硫酸钠）中显色直至达到满意颜色，最后置

于终止液（50%甲醇，12%乙酸）中终止 10 min。 

凝胶图像采集和分析采用 MICROTEK MRS-9600TFU2，分辨率 300 dpi，并用 PDQuest 8.0.1

（Bio-Rad Laboratories，Hercules，CA）软件对图像进行分析。 

2 结果与分析 

2.1 不同胶浓度 SDS-PAGE 电泳结果比较 

不同胶浓度 SDS-PAGE 对蛋白质的分离效果不同，为了获得较好的分离效果，在进行 2-DE

试验之前，分别选用 10%、12%、15% 3 种胶浓度对甘蓝柱头总蛋白质进行 SDS-PAGE 电泳分

析。当选用 10%胶浓度时，只有将 20 kDa 以下的低分子量蛋白质跑出胶后才能使大分子量蛋白
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质获得较好的分离效果（图 1-a）；选用 12%胶浓度时，不仅 20 kDa 以下的低分子量蛋白质都在

胶上，而且蛋白质相对分离效果较好（图 1-b）；选用 15%胶浓度时，20 kDa 以下的低分子量蛋

白质都在胶上，但蛋白质相对靠得太近，不能得到有效分离（图 1-c）。 

 

图 1 不同胶浓度 SDS-PAGE 电泳结果 

a，10% SDS-PAGE 胶浓度电泳结果；b，12% SDS-PAGE 胶浓度电泳结果；c，15% SDS-PAGE 胶浓度电泳结果；M，Marker；

1～4 泳道为蛋白质样品，上样量依次为 0.5、1.0、2.0、3.0μL。 

2.2 两种蛋白质提取方法所得到的 2-DE 结果比较 

TCA/丙酮沉淀法是较为经典的蛋白质提取方法，但为了得到高质量的蛋白质，许多研究者

都根据不同材料对这一方法进行了改进。本试验参考了两种 TCA/丙酮沉淀法提取甘蓝柱头总蛋

白质。SDS-PAGE 电泳试验发现在上样体积一样的情况下，第二种蛋白质提取方法得到的条带

亮度要高于第一种方法，经 Bradford 法定量也发现第二种方法得到的蛋白质浓度是第一种方法

的两倍左右（表 1）。 

表 1 两种蛋白质提取方法所得到 2-DE 结果比较          μg·mL
-1

 

提取方法 第一次提取结果 第二次提取结果 第三次提取结果 平均提取结果 

第一种方法 684 645 511 613 

第二种方法 1 554 1 366 1 028 1 316 

不同蛋白质提取方法都会不同程度损失

蛋白质。在用第一种蛋白质提取方法上样体积

为第二种方法 2 倍的情况下，第二种蛋白质提

取方法获得的 2-DE 图谱经 PDQuest 8.0.1 软件

分析，得到 1 117 个蛋白质点（图 2-b），而利

用第一种方法只得到 1 104 个蛋白质点（图

2-a），第二种方法获得的蛋白质点数多于第一

种方法（部分多出的蛋白质点在图 2-b B 框中

用箭头表示）。此外，从图 2 还可以看出，第

二种方法提取的部分蛋白质浓度大于第一种

方法提取的蛋白质浓度（部分浓度差异蛋白质

点在图 2-b A 框中用箭头表示）。 

 

图 2 两种蛋白质提取方法 2-DE 电泳结果 

a，第一种蛋白质提取方法 2-DE 电泳结果；b，第二种蛋白质

提取方法 2-DE 电泳结果。 
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2.3 不同长度及 pH 范围 IPG 胶条 2-DE电泳

结果 

为选择最适合甘蓝柱头总蛋白质分离的

IPG 胶条，分别对长 11 cm、pH 3～10 NL，长

11 cm、pH 4～7，长 17 cm、pH 3～10 NL 3 种

IPG 胶条的分离效果进行比较。根据胶条的特

点，长 17 cm、pH 3～10 NL 的上样量选择

350 μL 和聚焦程序Ⅰ；而长 11 cm、pH 3～10 

NL，长 11 cm、pH 4～7 两种胶条上样量选择

150 μL 和聚焦程序Ⅱ。 

采用长 11 cm、pH 3～10 NL IPG 胶条的

双向电泳结果显示，甘蓝柱头总蛋白质主要分

布在酸性至中性区域，碱性端分布较少，且蛋

白质点聚集在一起，没有得到有效分离。利用

PDQuest 8.0.1 软件对双向电泳图谱分析，得到

的蛋白质点为 1 014 个（图 3-a）。 

采用长 11 cm、pH 4～7 IPG 胶条分离所

得到的蛋白质点在凝胶上分布比较均匀（图

3-b），分析得到蛋白质点 1 187 个。利用 pH 4～

7 的胶条分离酸性至中性的蛋白质比用长 11 

cm、pH 3～10 NL IPG 胶条效果要好，表明窄 pH

梯度的 IPG 胶条极大地提高了蛋白质的分辨

率，但却丢失了碱性蛋白质。 

当采用长 17 cm、pH 3～10 NL IPG 胶条时，

得到 2-DE 图谱蛋白质分离效果较长 11 cm、

pH 3～10 NL IPG 胶条好，能清晰的看到一个个

的蛋白质点，且保留了碱性端的蛋白质（图 4）。 

以上结果表明，甘蓝柱头总蛋白质主要是

酸性及中性蛋白质，碱性蛋白质较少。利用长

17 cm、pH 3～10 NL IPG 胶条在将酸性及中性

蛋白质分离开的同时，也能分离碱性蛋白质。因此，长 17 cm、pH 3～10 NL IPG 胶条最适合甘

蓝柱头总蛋白质的分离。 

2.4 不同聚焦功率对蛋白质双向电泳图谱的影响 

等电点聚焦是最终影响 2-DE 图谱好坏的关键因素。聚焦不充分，在 2-DE 图谱上呈现蛋白

质点的横向条纹，蛋白质分离不开；聚焦时间较长会丢失蛋白质点，影响结果的分析。虽然

Bio-Rad 操作手册上推荐长 17 cm IPG 胶条的总聚焦功率为 60 000 Vhs，但实际操作表明，即使

总聚焦功率达到 70 000 Vhs 也不能使甘蓝柱头蛋白质充分的聚焦与分离；而当总聚焦功率达到

80 000 Vhs 时蛋白质得到有效分离，2-DE 图谱上的蛋白质点呈现圆形，无横向拖尾，适合于甘

蓝柱头总蛋白质分离。 

2.5 不同上样量对蛋白质电泳图谱的影响 

在蛋白质双向电泳过程中，上样量的多少也是决定 2-DE 电泳结果的主要因素，上样量过大，

 

图 3 不同 IPG 胶条蛋白质 2-DE 图谱 

a，长 11 cm、pH 3～10 NL IPG 胶条 2-DE 电泳结果；b，长 11 

cm、pH 4～7 IPG 胶条 2-DE 电泳结果。 

 

图 4 采用优化的双向电泳体系分离甘蓝柱头 

总蛋白质的双向电泳图谱 
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高丰度蛋白质量过多，染色后会在图谱上造成几个蛋白质点堆积在一起的现象，蛋白质得不到

有效分离。只有合适的上样量才能保证蛋白质点的有效分离，得到较好的 2-DE 图谱。在利用

银染的情况下，当上样量为 180 μg 时，虽然增加了酸性端低丰度蛋白质点的分辨率，但是大部

分高丰度蛋白质聚集在一起，没有得到有效分离。当上样量为 150 μg 时，虽然损失了部分低丰

度蛋白质，但是与 180 μg 相比较，蛋白质点相对分离效果较好。 

2.6 适合甘蓝柱头总蛋白质分离的双向电泳体系 

通过对蛋白质提取方法、上样量、不同 pH 梯度的 IPG 胶条、等电聚焦参数的优化以及

SDS-PAGE 胶浓度的选择，建立了一套重复性好、分辨率高的甘蓝柱头总蛋白质双向电泳体系。

这几项因素的优化条件分别为：采用第二种蛋白质提取方法，选用长 17 cm、pH 3～10 NL 的 IPG

胶条，150 μg 上样量，二向 SDS-PAGE 胶浓度选用 12%，聚焦程序Ⅰ，银染法染色凝胶。优化

双向电泳体系对甘蓝柱头蛋白质的双向电泳结果见图 4。 

3 结论与讨论 

3.1 不同蛋白质提取方法对双向电泳结果的影响 

随着质谱技术的发展，双向电泳技术已成为蛋白质组学和差异蛋白质分析的主要技术之一。

本试验中需要对总蛋白质进行分离鉴定，样品制备是影响 2-DE 结果好坏的关键因素之一。理

想的样品制备，应尽可能的含有较多的蛋白质种类、避免蛋白质损失与降解、保证样品最大程

度溶解。相对于叶片、种子等而言，柱头是较幼嫩的植物组织，蛋白质含量较少。本试验采用

了两种不同的改进 TCA/丙酮法提取甘蓝柱头总蛋白质。其中第一种蛋白质提取方法提取的总蛋

白质量只有第二种方法的一半，损失了大量蛋白质。此外，从 2-DE 电泳结果来看，第二种蛋

白质提取方法得到的蛋白质点多于第一种方法，故改进的 Zou 等（2009）蛋白质提取方法适用

于甘蓝柱头总蛋白质的提取。 

3.2 IPG 胶条对双向电泳结果的影响 

IPG 胶条的选择需要根据样品中蛋白质的分布、目的蛋白质性质进行选择。同一样品采用不

同 IPG 胶条分离，得到的蛋白质点具有明显的差别。对于未知蛋白质分布特性的样品，可以先选

择宽范围 pH 梯度的 IPG 胶条，再根据结果进一步调节 IPG 胶条 pH 范围及长度。本试验中，在不

清楚甘蓝柱头总蛋白质性质的情况下，先采用了长 11 cm、pH 3～10 NL 宽范围的 IPG 胶条分离总

蛋白质，后又根据实际需要选择了长 17 cm、pH 3～10 NL 作为甘蓝柱头总蛋白质分析的 IPG 胶条。 

3.3 双向电泳聚焦参数对双向电泳结果的影响 

在蛋白质双向电泳试验中，影响结果的另外一重要方面是等电聚焦（IEF）过程。等电聚焦

是利用蛋白质分子等电点的不同，在一个稳定、连续的 pH 梯度中进行蛋白质的分离。样品只有

在进行充分的聚焦后才能得到较好的 2-DE 图谱，聚焦时间过短，2-DE 图谱会出现横向条纹，

蛋白质分离效果差；聚焦时间过长，会损失蛋白质点，甚至出现烧胶的现象。 

在试验过程中，最常见的问题就是由于盐离子浓度较高而不能达到设定电压，从而在胶图

上造成横向条纹，影响胶图质量。如果采用除盐步骤又会或多或少的损失蛋白质，这样不利于

蛋白质组学分析和低丰度新蛋白质的发现。在本试验中，为了能达到设定的电压，通过搭接盐

桥、增加低电压步骤、延长除盐时间及采取分布升压的方式，使蛋白质样品在等电聚焦过程中

达到了预设的电压，获得了较满意的 2-DE 图谱。另外，在上样后先让胶条被动水化 1 h，再加

石蜡油覆盖胶条，进行等电聚焦，有利于胶条对样品的吸收。 

3.4 上样量对双向电泳结果的影响 

上样量大小直接影响双向电泳的分辨率和 2-DE 图谱的好坏，上样量过低，会损失低丰度
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蛋白质；上样量过大，蛋白质分离效果较差。根据 Bio-Rad 操作说明，长 17 cm、pH 3～10 NL

的胶条若采用银染方式，蛋白质上样量不能超过 300 μg，不能低于 100 μg。但在实际操作过

程中发现，上样量以 150 μg 为宜。上样量过低不能满足银染显色的要求，损失低丰度蛋白质；

上样量过高蛋白质无法有效分离。 

采用改进的 TCA/丙酮法提取甘蓝柱头总蛋白质，在采取增加低压除盐步骤和采取分步升压

等方式下，使得在等电聚焦过程中，达到预设的高压，将甘蓝柱头蛋白质有效分离，得到重复

性和分辨率都较好的双向电泳图谱，经 PDQuest 8.0.1 软件分析，有 1 117 个蛋白质点。说明所

建立的体系适合于后期甘蓝柱头总蛋白质组学分析。 
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