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摘要： 以“晖雨露”水蜜桃为试验材料，建立了一种适用于桃果实总蛋白质的双向电泳体系。 最
终试验确定采用酚抽法提取桃果实蛋白质， 采用 17 cm，pH 4~7 的线性 IPG 胶条，800 μg 蛋白
质上样，并用考马斯亮蓝 G-250胶体考染，可以得到背景清晰、分辨率高的双向电泳图谱。 对影
响双向电泳图谱质量的因素进行了讨论分析。
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Abstract： An effective two -dimensional electrophoresis system was developed to determine the
total protein from “huiyulu” peach fruit in this study. The optimum conditions for total protein
detection were listed as follows: phenol extraction，800 μg protein sample，17 cm IPG strip with pH
4-7，and finally detecting proteins with modified colloidal coomassie brilliant blue G-250 staining.
With the optimum conditions，a high quality 2-DE map with low background was achieved．
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基因组学提供了细胞中大量或全部基因表达

的快速检测，但是 mRNA 水平并不一定能预测细胞
中相对蛋白质表达[1]。 在蛋白质的表达过程中，各种
mRNA 不同的稳定性和不同的翻译效率都会影响
蛋白质的表达。 蛋白质形成后，许多参与信号传导、

转录因子调节和细胞周期控制的蛋白质会迅速转

换，而且蛋白质在内源翻译后也会因环境因素而改
变[2-3]。 所以，蛋白质组学的研究变得尤为重要。
如今，蛋白质组学技术已经被广泛地应用于动

物和微生物领域的研究，在植物生物学方面也有广
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泛的应用[4]。 而由于水果中蛋白质含量相对较低，并
且含有大量干扰性物质，如色素、淀粉、多酚、多聚
糖、单宁和有机酸类等，从果实组织中提取蛋白质更
加困难[5-6]。 因此，果实蛋白质组学具有很大的难度。
目前桃的采后保鲜研究大多数都集中在应用

方面，对于深入的机理研究还不透彻，应用蛋白质
组学的研究也较少[7-8]。 随着蛋白质组学技术的迅猛发
展，作者希望运用蛋白质组学的方法和手段研究桃果
实在成熟衰老过程中特异性蛋白质的表达，进而更深
入地探讨桃果实的成熟衰老的机理。 但是目前桃果实
蛋白质组学的研究技术不是很成熟，包括桃果实蛋白
质的提取方法、 双向电泳技术都需要改进和优化，本
研究的目的是探索和掌握桃果实总蛋白质双向电泳

的方法，为后续的研究提供更好的技术平台。

1.1 材料
供试材料为‘晖雨露’桃果实，采自江苏农科院

桃园。 取成熟期果实若干，去皮后，用水果刀取适量
果肉，在液氮中速冻后保存在-20 ℃备用。
1.2 试剂
固化 IPG 线性干胶条 pH 3~10 和 pH 4~7、两

性电解质，购自美国 Bio-Rad 公司；丙烯酰胺、甲叉
丙烯酰胺、尿素、二硫苏糖醇（DTT）、碘乙酰胺、甘氨
酸、CHAPS、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、四甲基乙二
胺（TEMED）、过硫酸铵、低分子量标准蛋白质、牛血
清蛋白（BSA）、EGTA、苯甲基磺酰氟（ PMSF ）、考马
斯亮蓝 G-250、溴酚蓝、低熔点琼脂糖、十二烷基磺
酸钠 （SDS）、硫脲 ，购自 Amerisco 公司 ；三氯乙酸
（TCA）、 蔗糖等其他所用药品或试剂均为国产分析
纯级。
1.3 仪器与设备
高速离心机， 美国 Thermo 电子公司制造；UV/

VIS 2802PC 分光光度计， 中国上海尤尼柯公司制
造 ；Ettan DALT six 垂 直 电 泳 系 统 ， 美 国 GE
Healthcare 公司制造；Protean IEF System 水平电泳
系统，美国 Bio-Rad 公司制造；Versdoc 3000 凝胶成
像系统， 美国 Bio-Rad 公司制造；PDQuest 7.2.1 分
析软件，美国 Bio-Rad公司研发。
1.4 方法
1.4.1 蛋白质提取方法

1）TCA-丙酮法[3]：称取 6 g 果肉，用液氮在研钵

中将其研磨成粉。然后入 5 倍体积-20 ℃预冷的 10
g/dL TCA（含 0.07%体积分数的 β-巯基乙醇），匀浆
液于-20 ℃下过夜培养。20 000×g离心 30 min，收集
沉淀。 沉淀用冷丙酮冲洗 3次，并在 4 ℃下干燥，之
后溶于裂解缓冲液中，保存于-20 ℃备用。

2）匀浆法：参照 Chan 等的方法 [4]并稍加改进。
称取 6 g 果肉， 用液氮在研钵中研磨成粉。 加入 3
mL 的匀浆缓冲液 ， 匀浆液中含有 20 mmol/L 的
Tris-HCl （pH 8.0），250 mmol/L 的蔗糖，10 mmol/L
的 EGTA，1 mmol/L 的 PMSF，1 mmol/L 的 DTT，以
及 1%体积分数的 Triton X-100，继续研磨。 匀浆液
以 20 000×g离心 30 min。将上清液转移到新的离心
管中，加入终质量浓度为 10 g/dL 的 TCA 溶液，-20
℃下放置 2 h，20 000×g 离心 30 min，收集沉淀。 用
冷丙酮冲洗 3 次，4 ℃下干燥后溶于裂解缓冲液中，
保存于-20 ℃备用。

3）酚抽法：根据 Zhang 等[5]的方法。 称取 5 g 果
肉，用液氮在研钵中研磨成粉。 然后加入 5 mL的匀
浆缓冲液，匀浆液中含有 60 mmol/L Tris，1.05 mol/L
的蔗糖 ，10 mmol/L 的 EGTA，1 mmol/L 的 PMSF，1
mmol/L 的 DTT 以及 1%体积分数 Triton X-100，pH
为 8.35，继续研磨。匀浆液以 20 000×g离心 30 min。
上清液中加入三倍体积的 pH 为 7.8 的 Tris-饱和
酚，充分摇荡，混匀，10 000×g，4 ℃下离心 30 min，
上层为酚相，中间白色物质为杂质，下层为水相。 回
收酚相，加入 5 倍体积预冷丙酮，充分混匀，-20 ℃
下过夜培养，沉淀蛋白。 沉淀分别用预冷的甲醇和
丙酮冲洗 2 次，4 ℃下干燥后溶于裂解缓冲液，-20
℃保存备用。
1.4.2 蛋白质的溶解 每毫克蛋白质干粉加入 10
μL 的蛋白质裂解缓冲液 （7 mol/L 的尿素，2 mol/L
的硫脲，4%体积分数的两性离子去污剂 CHAPS，1
g/dL 的二硫苏糖醇 （DTT） 和 0.5%体积分数的 pH
4~7 IPG buffer）溶解。 4 ℃溶解过夜后，4 ℃条件下
5 000×g离心 10 min后， 取上清液即为蛋白质样品
溶液，100 μL的离心管分装，-20 ℃保存备用。
1.4.3 蛋白质含量的测定 蛋白质含量的测定采
用 Bradford 方法[6]，但略作修改。 染色剂为 Bradford
工作液： 考马斯亮蓝 G-250溶于 5 mL的 95%体积
分数的乙醇中，与 10 mL 85%体积分数的磷酸混合
定溶到 100 mL， 配好后用普通滤纸过滤，4℃ 避光
保存。 标准蛋白质溶液：1 mg/mL 牛血清白蛋白，-

材料与方法1
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20 ℃分装在 1 mL的离心管中，每次定量取出一管。
实验操作： 取 9只大于 10 mL的试管， 每管加入 3
mL 染色剂，在 1—6 管中分别加入 0~80 μL 不等的
标准蛋白质溶液，另外 3 个管子分别加入 10 μL 的
待测样品。 测定每管的溶液在 595 nm下的吸光值，
根据前 6 管的吸收值和浓度的关系绘制蛋白质含
量与相应吸收值的关系的标准曲线（R2＞0.999）。
1.5 双向电泳
1.5.1 等电聚焦 在 IPG 胶条槽中加入 350 μL 溶
有样品的 IPG 胶条溶胀液后， 将 17 cm pH 分别为
3~10和 4~7的 IPG胶条胶面向下放入槽内，胶面与
溶胀液间不要产生气泡，盖上胶条槽的盖子，放于
IPG 等电聚焦仪上， 以 50 V 低电压泡胀 12 h 后进
行等电聚焦（IEF），溶胀 1 h 后每根胶条滴加 3 mL
矿物油。 50 V 主动水化后， 等电聚焦的参数参照
Zhang 等[5]的方法（表 1），每根胶条最大电流设置 50
μA，温度设置 20 ℃。
表 1 桃果实蛋白质 17 cm 胶条等电聚焦程序设置

Table 1 Program of isoelectric focusing of total protein of
peach fruit with 17 cm IPG strip

1.5.2 IPG胶条的平衡 取出含样品的胶条先后置
于 5 mL 胶条平衡缓冲液Ⅰ（6 mol/L 的尿素、4 g/dL
的 SDS、50 mmol/L 的 Tris-HCl （pH 8.8），20%体积
分数的甘油、2 g/dL 的 DTT）和 5 mL 胶条平衡缓冲
液Ⅱ （6 mol/L 的尿素、4 g/dL 的 SDS、50 mmol/L 的
Tris-HCl（pH 8.8），20%体积分数的甘油、2.5 g/dL的
碘乙酰胺）中各平衡 20 min，用去离子水冲洗干净。
1.5.3 第二向 SDS-PAGE 垂直板电泳采用 Ettan
DALT six 垂直电泳系统，胶质量浓度为 12 g/dL，电
泳方式为恒功率，16 ℃冷水循环， 每根胶条 5 W进

行 90 min，然后每根胶条 15 W 运行 6 h，直至溴酚
蓝前沿距离玻璃板下缘 1 cm时停止电泳。
1.5.4 染色 分别采用改良胶体考马斯亮蓝 G-
250染色法和银染法对蛋白质进行染色。
改良胶体考马斯亮蓝染色法：凝胶先经超纯水

漂洗 3 次，每次 1 min，再用胶体考马斯亮蓝 G-250
染色液 （0.12 g/dL 的考马斯亮蓝 G-250、10%体积
分数的磷酸，10 g/dL 的硫酸铵，20%体积分数的甲
醇）染色 1 h，然后用超纯水洗涤至背景清晰。 胶体
考染液的配置：200 mL 蒸馏水与 118 mL 85%体积
分数的磷酸混匀，加入 100 g 硫酸铵搅拌溶解，另取
一烧杯加入 200 mL 甲醇，加入 1.2 g G-250 搅拌溶
解，然后将其缓慢加入上述硫酸铵溶液，并不断搅
拌，定容至 1 000 mL，置于棕色试剂瓶室温保存。
银染法：参考马洪雨等[7]的方法进行。

1.6 图像采集与分析
采用 Verser-doc 3000 型凝胶成像系统对双向

凝胶电泳图谱进行扫描， 并用 PDQuest-7.1.2 分析
软件进行图像分析处理[5]。

2.1 不同蛋白质的提取方法对桃果实电泳图谱的
影响

本次实验中比较了 3 种不同的蛋白质提取方
法对桃果实双向电泳图谱的影响， 见图 1。 结果表
明，在相同条件下进行双向电泳，用 TCA/丙酮法和
匀浆法提取蛋白质，得到的图谱不清晰，蛋白点很
少，而且横纹较多。 在第一向的聚焦过程中，电流一
直超过限定的最大电流 50 μA，导致电压很难上去，
所以聚焦效果不好，分析原因可能是因为这两种方
法均使用 TCA沉淀蛋白质，导致蛋白质中的离子强
度较高，而且糖类、酚类或者脂类等杂质没有完全
除去，且提取的蛋白质较难溶解，这样就影响了蛋
白质的聚焦。 而利用酚抽法得到的蛋白点相对较
多，且横纹较少，点的分布相对均匀，比较清晰，同
时在试验过程中电流强度也较小， 程序升压很正
常，这说明用酚抽法提取的蛋白离子强度低，蛋白
质纯度较高，质量较好，无背景干扰，图谱较清晰。
最终结果也证实了利用酚抽法确实能得到较好的电

泳图谱，条带清晰，而且分离的效果最好。 因此，综合
考虑，确定了后期实验采用酚抽法来提取蛋白质。

步骤 状态
升压

模式
温度/℃

17 cm 胶条

电压/V 时间/h

S1 除盐 线性 20 100 1

S2 除盐 线性 20 200 1

S3 除盐 线性 20 500 1

S4 除盐 快速 20 1 000 1

S5 升压 线性 20 4 000 2

S6 升压 线性 20 8 000 2

S7 等电聚焦 快速 20 8 000 60 000 VH

S8 保持 快速 20 500 任意时间

结果与分析2
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图 1 桃果实经 3 种不同蛋白提取方法后的双向电泳图
Fig. 1 Comparison of 2 -DE maps of peach fruit with

different protein extraction methods

2.2 不同 pH 范围胶条对桃果实 2-DE 图谱的影
响

为了更深入了解桃果实 2-DE 蛋白质图谱，使
用不同 pH 范围的 IPG 胶条进行实验。 分别采用
pH 3~10 和 pH 4~7 长为 17 cm 的 IPG 胶条来显示
桃果实蛋白质在 2-DE 图谱上的整体分布情况，实
验结果见图 2。

图 2 两种 pH范围的 IPG胶条对桃果实 2-DE图谱的影响
Fig. 2 Comparison of 2-DE maps of peach fruit with two

IPG strips with different gradients

由图可知，在相同条件下双向电泳，两张图均
有较好的图谱， 但是 pH3~10 图谱的蛋白点均集中
在 pH 4~8 的范围内， 使得胶条没有得到很好的利
用，而且蛋白点出现了堆积，蛋白质没有很好的分
离，而 pH 4~7 的图谱点分散得比较开，分布比较均
匀，但在碱性端出现了一条纵条纹，这是因为胶条
pH范围的限制， 使得 pI 等电压大于 7 的蛋白质被
压缩，这个垂直的条纹包括了所有等电点大于 7 的
蛋白质[8]。 王一鸣[3]分析桃果实硬核期的蛋白质选用

了 pH 5~8 的胶条， 可能是为了避免碱性端蛋白质
的堆积。王清等[9]分析桃果实蛋白质组学选用 pH 4~
7的胶条，国外研究水果的蛋白质组学文献中，很多
也是选用了 pH 4~7 的胶条 [3，7，11-13]。 因此，综合前人
的经验、本实验中蛋白点的分布情况，以及图谱的
清晰度， 确定在以后的实验中选择 pH 4~7 的胶条
进行双向电泳。

2.3 不同染色方法对桃果实蛋白质双向电泳图谱
的影响

试验中采用两种经典的染色方法，即胶体考染
和银染。 由图 3可以看出，与胶体考染相比，银染的
灵敏度高，而且与背景的反差大，容易识别。 但是银
染法的灵敏度较高，操作却比较繁琐，而且银染过
程中使用的醛类物质会对蛋白质起修饰作用，影响
质谱鉴定。 本试验中有足够的蛋白质上样量，故用
考马斯亮蓝胶体考染分别对两张同样条件下跑的

胶进行染色。 由图可见，银染虽然能提高蛋白质着
色的灵敏度，但只要有足够的蛋白质上样量，胶体
考染也可以达到同样的效果。

图 3 不同染色方法对桃果实蛋白双向电泳图谱的影响
Fig. 3 Comparison of 2 -DE maps of peach fruit with

different staining protocols

当然，电泳图谱的染色方法还有很多，如铜染、
锌染和荧光染色等等，虽然其灵敏度都很高，但是
由于成本较高，应用不是很广，因此作者采用胶体
考染作为实验的染色方法。
2.4 不同上样量对桃蛋白质双向电泳图谱的影响
蛋白质的上样量也直接影响着电泳图谱的好

坏，合适的蛋白质上样量才能跑出蛋白点清晰并且
分布均匀的 2-DE图谱， 故确定蛋白质上样量也是
双向电泳的一个关键步骤[10]。由图 4可见，当蛋白质
上样量达到 1.0 mg 时，呈现出的蛋白点较多，但由
于蛋白质浓度过高，影响了蛋白质的聚焦，一些蛋
白点堆积在一起，分离效果不是太好，这样很难判
断差异点的表达量变化， 给结果分析带来不利影
响。 而 800 μg上样量的图谱，胶上的蛋白点分布均
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匀，且低丰度蛋白质能呈现，蛋白点间边界清晰，无
扩散和拖尾现象。 故本实验确定的桃果实蛋白质的
最佳上样量是 800 μg。

图 4 不同上样量对桃蛋白双向电泳图谱的影响
Fig. 4 Comparison of 2 -DE maps of peach fruit with

different loaded proteins

2.5 桃果实总蛋白质双向电泳图谱重复性的讨论
双向电泳的试验需要做 3 个以上的生物重复

以减少试验操作对电泳图谱重复性的影响，本试验
中以上述建立的方法， 利用酚抽法提取蛋白质，蛋
白质上样量为 800 μg，采用 pH 4~7的 IPG胶条、考
马斯亮蓝 G-250 胶体考染，比较了桃果实总蛋白质
双向电泳图谱的重复性。由图 5可以看出，3个重复
样品的电泳图谱具有很清晰的分辨率，蛋白质分离
效果较好。 利用 PDQuest 软件 （美国伯乐公司）分
析，蛋白斑点的匹配率可以达到 90%以上，证明了
利用本试验建立的方法不仅可以得到高质量的双

向电泳图谱，同时具有较好的重复性。

图 5 桃果实总蛋白双向电泳图谱的重复性
Fig. 5 Repeatability of the 2 -DE maps with the total

proteins separated from peach fruit

双向电泳技术的应用为果实采后生物学的深

入研究开创了新的篇章，但是双向电泳技术步骤繁
多，操作过程复杂，所以在操作过程中会出现各种
各样的问题，所以不同的样品需要进行双向电泳方
法的建立，并不断摸索和优化。

3.1 样品的提取方法
目前， 植物材料的蛋白质提取方法有很多，但

是最常用的是 3 种：TCA/丙酮法，匀浆法，酚抽法。
王清等 [9]分别研究了利用这 3 种方法对不同的水果
果实（甜樱桃，桃子，苹果，芒果）进行蛋白质提取，
结果证明， 对于不同的水果而言，3 种方法各有利
弊：TCA/丙酮法对于 4 种果实得到的图谱都不太理
想，而匀浆法对桃子、苹果、芒果提取蛋白质可以得
到清晰的双向电泳图谱，相对而言酚抽法对于不同
的果实均能得到较好的图谱。 王一鸣[3]利用 TCA/丙
酮法提取桃果实全蛋白质也得到了较好的图谱。 王
卓 [11]利用酚抽法和 TCA/丙酮法提取香蕉果实总蛋
白质， 结果表明，TCA/丙酮法提取能够得到较高的
蛋白质产量，但是利用酚抽法得到的电泳图谱最清
晰，这与王清的研究结果一致。 刘浩等 [12]利用 TCA/
丙酮法提取龙眼幼果胚胎也得到了较好的图谱。 在
国外的研究报道中，果实蛋白质的提取方法主要以
酚抽法为主 [13]，不同果实最适的蛋白质提取方法各
不相同，而蛋白质的提取方法以及提取蛋白质的纯
度和质量对于整个双向电泳过程来说具有相当重

要的意义。 所以，需要具体的试验来摸索和确定各
种果实的最佳的蛋白质提取方法。
3.2 不同裂解液对样品的溶解
不同的裂解液溶解蛋白质对双向电泳的影响

也是很大的[14]。在双向电泳的过程中，为了使蛋白质
得到最大程度的溶解，必须加入一些促溶剂、去污
剂、还原剂和两性电解质等破坏蛋白质分子之间的
相互作用，把蛋白质解聚和变性成单体，使得蛋白
质在整个分离过程中以多肽链的形式存在，这样得
到的样品不仅纯度高， 而且离子去除得比较彻底，
如果样品没有得到很好的较稳定地溶解，会造成蛋
白质的缺失或者蛋白质点的不完全聚焦和一些水

平条纹[15]。尿素是最常用的离液剂，主要作用是改变
或者破坏氢键等次级键的结构，使得蛋白质变性并
使蛋白酶失活[16]。硫脲不易溶于水，但溶于高浓度的
尿素溶液中，通常情况下，尿素和硫脲一起使用，可
以促进蛋白质的溶解，尤其是膜蛋白质的溶解。 这
两者可以有效的破坏蛋白质的疏水键，防止聚集作
用和二级结构的形成。 另外，含有尿素的溶液应在
10~37 ℃的温度范围内操作，低于 10 ℃，尿素会析
出；而高于 37 ℃，尿素中的氰酸盐会引起蛋白质的
甲酰化[17]。

讨 论3
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DTT或者 β-巯基乙醇是常用的还原剂。它们的
主要作用是用于蛋白质分子中的二硫键，增加蛋白
质的溶解性[18]。 由于 β-巯基乙醇气味非常重，通常
选用 DTT 作为还原剂。 此外需要注意的是，DTT 在
室温的半衰期很短，因此在操作过程中需要现用现
加，而且一定要保存在-20 ℃。还有一种新型的还原
剂 TBP， 它可以在很低的浓度下将蛋白质还原，使
用的效果比 DTT 还要好，能大大地增加蛋白质的溶
解性[19]。 Triton X-100 和 NP-40 是常用的非离子去
污剂，CHAPS是兼性离子去污剂。 它们的主要作用
是破坏蛋白质分子之间的疏水作用，提高蛋白质的
溶解性。 还有一种新型的兼性离子去污剂 ASB-14，
也能增加蛋白质的溶解性[12]。
除此之外，在裂解液中还经常加入一些蛋白酶

抑制剂，最常用的是 PMSF，它不可逆抑制丝氨酸水
解酶和一些半胱氨酸水解酶， 它的毒性相当大，因
此要做好防护措施 [20]。 另外，它在水溶液中很快失
活，需要现用现配，它在含有巯基试剂（DTT或者 β-
巯基乙醇）时效果不好。 还有一种蛋白酶抑制剂是
AEBSF，它是一种丝氨酸水解酶的抑制剂，易溶于
水而且毒性小，但是它具有修饰能力，会改变蛋白
质的等电点。 有时候，也在裂解液中加入一些金属
离子螯合剂如 EDTA 或者 EGTA， 它们是通过螯合
蛋白酶维持活性所必需的金属离子来抑制金属蛋

白酶[21]。
因此，要对裂解液进行优化，本实验中采用的

裂解液为裂解液 I（7 mol/L 的尿素，2 mol/L 的硫脲，
4 g/dL 的 CHAPS，65 mmol/L 的 DTT，0.5%体积分数
的 IPG Buffer），也采用裂解液Ⅱ（9 mol/L 的尿素，4
g/dL 的 CHAPS，65 mmol/L 的 DTT，0.5%体积分数
的 IPG Buffer。 比较结果发现，裂解液 I的使用得到
的双向电泳图谱背景清晰，而且蛋白点多（未公开
数据）。 分析原因是裂解液 I中加入了硫脲，两者的
结合使用使得蛋白质的溶解性增加。
3.3 等电聚焦和 IPG胶条的选择

IEF 是蛋白质在 pH 梯度胶条中根据等电点的
不同而进行分离。 等电聚焦的参数和 IPG胶条的选
择直接影响着双向电泳图谱的质量。 如果聚焦参数
设置不当，会导致聚焦时电压上不去从而导致聚焦
不完全，或者导致过度聚焦，使得电泳图谱出现水
平条纹或者垂直条纹，蛋白质拖尾，有时会出现模
糊不清的情况。 因此，需要对等电聚焦的运行参数

进行试验和摸索[22]。
一般情况下， 刚开始都是属于除盐的过程，都

选择较低的电压，而且要缓慢上升，这样不仅能使
样品充分地进入凝胶，而且能够去除样品中的盐离
子和其他的杂质，达到充分除盐的目的。 这个低电
压的选择根据不同的样品而定。 在除盐结束后，就
是升压过程，这个一般选择线性升压，如果样品很
纯的话，这个升压过程会很顺利，但是经常会遇到
电压上不去的情况，这就要根据试验的步骤来分析
原因，可以调整升压的程序，或者在水化结束后在
胶条的两极搭上盐桥， 或者改用杯上样的方式，来
去除盐离子和杂质的干扰。 最后聚焦过程也要合
适，聚焦太短，样品不能很好的分离，会出现横纹，
降低分辨率，而聚焦时间太长的话，会造成过度聚
焦，也造成横纹的出现，甚至是蛋白质的丢失。
试验中使用不同 pH 范围的 IPG 胶条得到了不

同的双向电泳图谱，因此要根据不同的情况选择不
同的 p H范围的 IPG胶条。 窄 pH 范围的 IPG 胶条
有利于提高蛋白质的分辨率。 由本实验可以看出，
桃果实的蛋白质主要分布在 pH 4~7 之间， 因此实
验中采用 pH 4~7的 IPG胶条。
3.4 平衡液的成分及平衡时间
等电聚焦之后， 影响双向电泳的就是平衡，如

果平衡不好，可能会在图谱上产生条纹，影响图谱
的质量。 在本实验中， 将平衡液中的 SDS的量由 2
g/dL改为 4 g/dL，而且延长了平衡的时间，由原来的
15 min 改为 20 min， 将 DTT 的使用量增加到 200
mg/10 mL，这样使得等电聚焦的蛋白质得到了充分
的平衡，从而得到了质量较高的双向电泳图谱。 在
国外的文献报道中，选用 TBP 来代替 DTT，增加了
等电聚焦中的溶解性，也增加了蛋白质从第一向向
第二向转移的效率。 TBP 不带电荷，在第二向电泳
过程中不迁移，使得电泳图谱的背景较浅，蛋白质
的分离效果好。
3.5 图谱上的水平横纹和垂直横纹
在双向电泳的过程中，常常会在图谱上产生水

平条纹，垂直条纹，或者是横竖交叉的条纹，这些条
纹出现的原因很多，现结合前人经验和自己试验过
程中的所得做一讨论和分析。
一般情况下， 水平条纹的产生有以下几种原

因：一是蛋白质没有充分提纯，蛋白质中含有大量
的杂质和盐离子，因此要在样品制备这一过程中做
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好文章；二是上样量太大，会影响等电聚焦，尤其是
在高相对分子质量的区域蛋白质展现不好，因此在
蛋白质定量的时候应特别精准； 三是聚焦不充分，
如果横条纹主要集中在高分子区域的话，就要延长
聚焦的时间， 如果是整个胶上都是横条纹的话，就
要大量的延长第一向的运行时间，而不仅仅是聚焦
时间；四是由于过度聚焦，这些蛋白质主要存在于
靠近电极的地方（是因为电内渗现象干扰导致），由
于过度聚焦导致蛋白质降解，所以这些条纹存在于
降解蛋白质的一侧，因此要适当缩短聚焦时间。
双向电泳图谱上产生垂直条纹，主要是因为平

衡和 SDS-PAGE过程中的操作不当造成的。一是平
衡过程中，DTT 的含量不够或者平衡时间不够，就
会在二向上造成垂直拖尾；二是在加入烷基化平衡
液之前，一定要沥干 DTT 平衡液，不然会大大减低
效力；第三，这两个过程中的药品出现问题或者过
期，会造成垂直条纹的产生[23]。如果图谱上出现了横
竖交叉的条纹，可能是覆盖 IPG 胶条的琼脂糖或者

平衡液中存在杂质，需要用新鲜配制的试剂，平衡
过程中的 DTT 和碘乙酰胺也一定要现用现配和充
分溶解。
除了水平和垂直条纹，在双向电泳图谱上还会

出现一些图像弯曲变形，主要是因为 SDS-PAGE 的
胶没有配均匀或者胶面没有压平导致。 因此，在平
衡转移和 SDS-PAGE 的时候，一定要克服各种操作
问题， 从而得到分离效果很好的双向电泳图谱，提
高蛋白质分离的效率。

通过上述试验，最后确定采用酚抽法作为实验
中桃果实蛋白质的提取方法， 蛋白质上样量为 800
μg，试验确定采用 pH 4~7的 IPG 胶条，采用考马斯
亮蓝 G-250胶体考染为实验中采用的染色方法。本
研究成果为以后桃果实的蛋白质组学研究提供了

有力的技术支持。
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