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西花蓟马蛋白的提取及双向电泳
体系的建立
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摘要: 【目的】蛋白样品的制备是获得良好双向凝胶电泳(２￣ＤＥ)图谱的前提ꎬ建立合理的西花蓟马蛋白的双向电泳体系ꎬ获
得分辨率较高、重复性较好的图谱ꎬ能够为后续的研究提供有力支撑ꎮ 【方法】实验以西花蓟马成虫为实验材料ꎬ对比了饱

和酚法、ＴＣＡ /丙酮法和直接裂解法 ３ 种蛋白提取方法ꎬ从中选出最适宜双向电泳分析的一种蛋白提取方法ꎮ 【结果】３ 种方

法蛋白提取率差异显著ꎬ直接裂解法蛋白提取率最高ꎬ饱和酚法的蛋白提取率最低ꎻ３ 种方法的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 条带数差异不明

显ꎻＴＣＡ /丙酮法的双向凝胶图谱效果最好ꎬ蛋白点最多ꎮ 【结论】ＴＣＡ /丙酮法能够有效去除西花蓟马蛋白中的干扰物质ꎬ是
最适合西花蓟马双向凝胶电泳的蛋白提取方法ꎬ为后续西花蓟马在蛋白组学方面的研究奠定了基础ꎮ
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　 　 蛋白质组学分析是后基因组时代的重要技术

手段(黎飞ꎬ２０１０)ꎬ蛋白质双向电泳( ｔｗｏ￣ｄｉ￣ｍｅｎ￣
ｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ２￣ＤＥ)是蛋白质组学研究的重

要技术之一(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ 尽管蛋白质组学

研究的技术进展比较迅速ꎬ２￣ＤＥ 仍然是进行复杂

蛋白质样品分离的核心技术ꎬ蛋白质样品的制备是

２￣ＤＥ 的关键ꎬ也是进行后续蛋白质组学研究的前

提(刘倩等ꎬ２０１０)ꎮ

西花蓟马 Ｆｒａｎｋｌｉｎｉｅｌｌａ ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ (Ｐｅｒｇａｎｄｅ)
又称苜蓿蓟马ꎬ 属缨翅目 Ｔｈｙｓａｎｏｐｔｅｒａ 蓟马科

Ｔｈｒｉｐｉｄａｅꎬ是一种危害性严重的外来入侵物种ꎬ寄主

种类多(张安盛等ꎬ２０１２ꎻ 周卫川等ꎬ２００６)ꎮ 随着

国际贸易往来的日趋频繁ꎬ该虫随花卉和蔬菜的远

距离运输迅速向世界各地扩散(张桂芬ꎬ２０１４)ꎮ 为

从蛋白层面上揭示西花蓟马的入侵机制ꎬ建立适用

于蛋白质双向电泳分析的蓟马全蛋白提取方法十
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分必要ꎮ 蓟马蛋白质含量相对较低ꎬ成份复杂ꎬ富
含核酸、脂类及多糖等干扰物质ꎬ这些物质给蛋白

质的定量和分析带来了困难ꎮ 加之一些几丁质、肌
动蛋白、骨骼蛋白等不易溶解ꎬ使得蓟马的蛋白提

取比较困难ꎮ 本实验以西花蓟马成虫为材料ꎬ对不

同的蛋白质提取方法进行了比较研究ꎬ为蓟马蛋白

质样品的制备提供了实验依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 实验材料

西花蓟马采于吉林大学校园的万寿菊中ꎬ将其

饲养于养虫室自然条件下生长的地被菊上ꎬ温度控

制在(２５±２) ℃、相对湿度 ４０％~５０％、光周期 Ｌ ∶ Ｄ
＝ １６ ｈ ∶ ８ ｈꎮ 收集成虫作为试虫ꎬ采集后分装于离

心管中ꎬ冻于－８０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.２　 蛋白的提取

１.２.１　 饱和酚法 　 参考 Ｆａｕｒｏｂｅｒｔ ｅｔ ａｌ. (２００７)的

方法ꎬ取－８０ ℃冻存的成虫样品ꎬ置于液氮中充分

研磨ꎬ分别加入 １ ｍＬ －２０ ℃预冷的 １０％ＴＣＡ /丙酮

溶液、甲醇和 ８０％ 的丙酮溶液ꎬ充分悬浮后ꎬ于

４ ℃、１５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１的条件下各自离心洗涤 ５ ｍｉｎꎬ
弃上清ꎬ得到的沉淀于室温下干燥 ２ ｍｉｎꎻ加入等体

积的饱和酚溶液和 ｄｅｎｓｅ ＳＤＳ ｂｕｆｆｅｒ (０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ｐＨ ８.０ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、２％ＳＤＳ、２％β－巯基乙醇、３０％蔗

糖)ꎬ充分混匀震荡ꎬ于 ４ ℃、１５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心

５ ｍｉｎꎬ取酚层加入 ５ 倍体积的 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１乙酸铵

溶液ꎬ于－２０ ℃下沉淀 ２ ｈꎻ４ ℃、１５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离

心 １５ ｍｉｎꎬ沉淀用 ８０％丙酮洗涤 ２ ~ ３ 次ꎬ将沉淀于

室温下干燥后ꎬ置于－８０ ℃冰箱中储存备用ꎮ
１.２.２　 ＴＣＡ / 丙酮法　 参考 Ｍéｃｈｉｎ ｅｔ ａｌ. (２００７)的
方法ꎬ取－８０ ℃冻存的成虫样品ꎬ置于液氮中充分

研磨ꎬ加入 １ ｍＬ －２０ ℃预冷的 １０％ＴＣＡ /丙酮ꎬ充
分震荡混匀ꎬ 于 － ２０ ℃ 冷 藏 ２ ｈ 以 上ꎻ ４ ℃、
１５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎻ沉淀用 １ ｍＬ
冷丙 酮 充 分 悬 浮ꎬ － ２０ ℃ 冷 藏 ３０ ｍｉｎꎻ ４ ℃、
１５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎻ沉淀用 １ ｍＬ
８０％冷丙酮充分悬浮ꎬ－ ２０ ℃ 冷藏 ３０ ｍｉｎꎻ４ ℃、
１５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎻ将沉淀干燥

２ ｍｉｎꎬ蛋白沉淀置于－８０ ℃冰箱中储存备用ꎮ
１.２.３　 直接裂解法　 参考 Ｎｇｕｙｅｎ ｅｔ ａｌ. (２００７)的
方法ꎬ取－８０ ℃冻存的成虫样品ꎬ置于液氮中充分

研磨ꎬ加入适量 ４ ℃预冷的裂解液ꎬ充分震荡混匀ꎬ

４ ℃、１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ４ ℃、
１５０００ ｒ 􀅰 ｍｉｎ－１ 离心 ４０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ样品冻于

－８０ ℃冰箱中储存备用ꎮ
１.３　 蛋白浓度的测定

取－８０ ℃冻存的蛋白样品ꎬ根据样品的量加入

适量的 ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 充分涡旋ꎬ ３０ ℃ 孵育 １. ５ ｈꎬ
２０ ℃、１３０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清进行蛋白

浓度测定ꎮ
参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ (１９７６)法测定蛋白质浓度ꎬ以牛

血清白蛋白为标准蛋白ꎮ
１.４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳

分离胶浓度为 １２％ꎬ浓缩胶浓度为 ４％ꎮ 采用

考马斯亮蓝染色法进行染色ꎮ 染色后的凝胶用 Ｅｐ￣
ｓｏｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ １００００ＸＬ 扫描仪扫描ꎮ 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件进行图像分析ꎮ
１.５　 双向凝胶电泳

取 ３００ μｇ 蛋白溶液于离心管中ꎬ加入 ６.８ μＬ
ＩＰＧ ｂｕｆｆｅｒꎬ加入 ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 至 ３４０ μＬ 充分震荡混

匀ꎬ将 １８ ｃｍ ｐＨ ３~１０ 的 ＩＰＧ 胶条覆盖于该溶液上

方ꎬ在水化槽中水化 １６ ｈ 以上ꎮ 在等电聚焦仪中进

行第一向等电聚焦ꎮ 在胶条平衡缓冲液(６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

尿素、２％ＳＤＳ、３０％甘油、５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ｐＨ
８.８、０.００２％溴酚蓝)中分别加入 １％ＤＴＴ 和 ２.５％碘

乙酰胺溶液ꎬ使用摇床震荡 １５ ｍｉｎ 进行胶条平衡后

将胶条转移至聚丙烯酰胺凝胶中进行第二向垂直

电泳ꎮ 使用银染方法进行凝胶染色 ( Ｙａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００)ꎮ 染色后用 Ｅｐｓｏｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ １００００ ＸＬ 扫描

仪扫描ꎬ利用 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＴＭ ２Ｄ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ７.０ 软件

进行图像分析ꎬ每种提取方法重复 ２ 次ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 蛋白产率分析

３ 种方法提取的蛋白产率利用 Ｓｉｇｍａ 软件制作

图ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ直接裂解法的平均蛋白提取率最

高ꎬ为 ５７.９ μｇ􀅰ｍｇ－１ꎬＴＣＡ/丙酮法为 ４６.２ μｇ􀅰ｍｇ－１ꎬ
饱和酚法为 ２２.６ μｇ􀅰ｍｇ－１ꎮ 通过 ｉｎｓｔａｔ 软件对其

进行显著性差异分析ꎬ其中 ＴＣＡ /丙酮法与饱和酚

法和直接裂解法差异性不显著(ｐ>０.０５)ꎬ饱和酚法

与直接裂解法具有显著性差异(ｐ<０.０５)ꎮ
２.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 图谱分析

将 ３ 种方法提取的蛋白以相同的上样量进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎬ结果显示ꎬ３ 种方法的条带数

目差异不明显ꎮ 直接裂解法条带最多ꎬ为 ３１ 条ꎬ但
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蛋白条带不明显ꎻ饱和酚法 ３０ 条ꎬＴＣＡ /丙酮法 ２８
条ꎬ条带最为清晰明显ꎮ 蛋白分布差异不大ꎬ主要

集中于 ２５.０ ｋｕ 以上和 １４.４~１８.４ ｋｕ 之间(图 ２)ꎮ

图中数据为平均值±标准差ꎮ 不同字母表示

差异显著(ｐ<０.０５)ꎮ
Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｒｅ ｍｅａｎ±ＳＤ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (ｐ<０.０５) .
图 １　 ３ 种方法提取蛋白质的产率

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻＡ:饱和酚ꎻＢ:ＴＣＡ / 丙酮ꎻ
Ｃ:直接裂解ꎮ

Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｋｅｒꎻ Ａ: Ｔｒｉｓ￣ｐｈｅｎｏｌꎻ Ｂ: ＴＣＡ￣ａｃｅｔｏｎｅꎻ
Ｃ: Ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ .

图 ２　 ３ 种方法提取西花蓟马总蛋白的

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳
Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆ. ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ ｕｓｉｎｇ

ｔｈｒｅｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

２.３　 双向电泳图谱分析

ＴＣＡ /丙酮法、饱和酚法和直接裂解法提取总

蛋白的双向图谱如图 ３ 所示ꎮ 相对于直接裂解法ꎬ

饱和酚法和 ＴＣＡ /丙酮法得到的蛋白纯度较高ꎬ杂
质较少ꎬ能够得到背景相对清晰的图谱ꎮ 直接裂解

法由于蛋白纯度较低ꎬ杂质较多ꎬ得到的图谱整体

背景不清晰ꎬ蛋白点最少且形状不规则ꎬ在 ４５.０ ｋｕ
和 ２５.０ ｋｕ 处有明显弥散现象ꎮ

ＴＣＡ /丙酮法、饱和酚法和直接裂解法分别得

到平均 ４２９、３３０ 和 ２３５ 个蛋白点ꎮ ＴＣＡ /丙酮法蛋

白点最多ꎬ蛋白点颜色层次分明ꎬ蛋白点形状规则ꎻ
饱和酚法图谱背景较清晰ꎬ蛋白点形状规整ꎬ但蛋

白点颜色普遍较浅ꎬ蛋白点较 ＴＣＡ /丙酮法少ꎮ ３ 种

方法提取的蛋白点分子质量大小主要集中在 ４０ ｋｕ
以下ꎬ酸性蛋白点略比碱性蛋白点多(图 ４)ꎮ

３　 讨论
蛋白质样品的制备是进行 ２￣ＤＥ 的关键步骤ꎬ

也是进行昆虫蛋白质组学研究的前提(Ｇｙｇｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００)ꎮ 由于昆虫组织中所含有的色素、几丁质、醌
类及其他多种代谢产物的干扰ꎬ获得重复性好的

２￣ＤＥ图谱相对比较困难(Ｌｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 本研

究比较了 ３ 种不同蛋白提取方法对西花蓟马 ２￣ＤＥ
结果的影响ꎬ以寻找一种适用于西花蓟马等蓟马类

成虫的双向电泳方法ꎬ为后续蓟马类蛋白质组分析

奠定一定的基础ꎮ
本实验采用的 ３ 种蛋白提取方法ꎬ在蛋白提取

率上存在明显差异ꎬ直接加入 ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 的直接裂

解法步骤简单ꎬ可以避免沉淀造成的蛋白损失

(Ｃａｒｐｅｎｔｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ Ｌａｖｉｌｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 它的

原理是将可溶性蛋白溶解在裂解液中ꎬ能够有效减

少蛋白的降解ꎮ 由于 ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 中含有高浓度的

尿素和硫脲ꎬ二者联合发挥协同作用ꎬ可以增强溶

解疏水性蛋白效应ꎬ因此蛋白产率较高ꎮ 直接裂解

法得到的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 图谱上的条带较为模糊ꎬ蛋白

样品中含有杂质较多ꎮ 样品中盐离子的浓度也会

影响 ２￣ＤＥ 的效果ꎮ 盐离子增加胶条的导电性并引

起电内渗ꎬ进而干扰蛋白质的等电聚焦ꎬ导致聚焦

不完全ꎬ从而在双向电泳图谱产生水平条纹(刘倩

等ꎬ２０１０)ꎮ 直接裂解法没有洗涤样品的步骤ꎬ杂质

和盐分含量较高ꎬ更多的脂质和核酸会干扰蛋白质

的聚焦和分离(Ｃａｎａｓꎬ２００７ꎻ Ｌｅｅꎬ２０１０)ꎮ 直接裂解

法制备的蛋白在等点聚焦过程中ꎬ电压上升慢ꎬ耗
时长ꎬ２￣ＤＥ 图谱背景不清晰ꎬ蛋白点少ꎬ出现多处

横条纹ꎮ
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Ａ:ＴＣＡ / 丙酮ꎻＢ:饱和酚ꎻＣ:直接裂解ꎮ
Ａ: ＴＣＡ￣ａｃｅｔｏｎｅꎻ Ｂ: Ｔｒｉｓ￣ｐｈｅｎｏｌꎻ Ｃ: Ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ.

图 ３　 不同蛋白提取方法的 ２￣ＤＥ 凝胶图谱
Ｆｉｇ.３　 ２￣ＤＥ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ａ:总蛋白点数ꎻＢ:蛋白点 ｐＨ 分布ꎻＣ:蛋白点分子质量分布ꎮ
Ａ: Ｔｏｔａｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔｓꎻ Ｂ: Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔｓ ｐＨꎻ Ｃ: Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ.

图 ４　 不同蛋白提取方法分析
Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

　 　 酚是强的蛋白变性剂ꎬ可以使细胞或组织中的

蛋白质变性析出ꎮ 在提取时ꎬ蛋白能很好地溶于酚

层ꎬ而核酸和一些小分子物质溶于水相而被清除

(付涵予等ꎬ２０１１)ꎮ 饱和酚法得到的图谱背景清

晰ꎬ在等点聚焦过程中电压升得快ꎬ耗时短ꎬ但该方

法的蛋白提取率较低ꎬ操作相对繁琐ꎬ出现少量横

条纹ꎮ
大部分蛋白可溶于水、稀盐、稀酸或稀碱溶液

中ꎬ少数与脂类结合的蛋白质可溶于乙醇、丙酮及

丁醇等有机溶剂中(杨爽等ꎬ２０１６)ꎮ ＴＣＡ /丙酮法

能有效去除蛋白质中的杂质ꎬ是一种广泛应用的蛋

白提取方法(Ｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 丙酮通过有机溶剂

破坏蛋白质的水化层ꎬ降低介电常数ꎬ增强带电蛋

白质分子的相互作用ꎬ促进蛋白的聚集沉淀ꎻ同时

作为蛋白质变性剂使蛋白质构象发生改变ꎬ暴露出

较多的疏水性基团ꎬ使之聚集沉淀 ( Ｇöｒｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)ꎮ ＴＣＡ /丙酮法可以很好地去除西花蓟马成

虫蛋白中的干扰物质ꎬ其 ２￣ＤＥ 图谱背景清晰ꎬ蛋白

点较多且清晰ꎬ形状规则ꎮ 无论从图谱清晰度还是

从蛋白分布情况来看ꎬＴＣＡ /丙酮法都是适合西花

蓟马蛋白提取的方法ꎮ
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