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水稻根部蛋白质组样品制备的方法研究

袁丽环
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摘要：为了选择适用于水稻根部蛋白质组分析的样品制备方法，以水稻苗期幼嫩根尖为材料，采用

ＴＣＡ／丙酮沉淀法、Ｔｒｉｓ法、尿素／硫脲法对水稻根部总蛋白质进行提取并比对，通过Ｂｒａｄｆｏｒｄ法、

ＳＤＳ　ＰＡＧＥ电泳技术对蛋白质含量和种类进行分析。结果显示，Ｔｒｉｓ法提取出的水稻根部蛋白

质含量和种类明显少于其他２种方法；尿素／硫脲法和ＴＣＡ／丙酮沉淀法提取的蛋白质种类和含量

都较多，其中，尿素／硫脲法的蛋白质图谱中蛋白条带多，染色深而且很清晰，尤其适用于较低分子

量蛋白质的提取，ＴＣＡ／丙酮沉淀法则适于高分子量蛋白质的提取。因此，进行水稻根部总蛋白质

组分析时，可选用尿素／硫脲法。
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　　从组织和细胞中提取蛋白质是蛋白质组研究中
的关键。植物组织因含有大量蛋白酶和次级代谢产
物等都会干扰蛋白质的提取，而且不同植物干扰物
质也不尽相同［１－２］。找出适于水稻根部总蛋白提取
的方法对于水稻根部蛋白质组的研究意义重大。本
研究以水稻幼根为材料，对ＴＣＡ／丙酮沉淀法（三氯
醋酸－丙酮沉淀法）、Ｔｒｉｓ法（直接提取法）、尿素／硫

脲法３种提取方法进行比较分析，旨在筛选出经济
有效的适用于ＳＤＳ　ＰＡＧＥ法和双向电泳（２－ＤＥ）
的蛋白质提取的技术方法。

１　材料和方法

１．１　材料
本试验于２０１１年５月在山西师范大学的温室

　河南农业科学，２０１２，４１（１０）：２５－２７
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｈｅｎａｎ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ



进行，供试水稻徐稻三号购自徐州农业科学院。种
子用０．１％升汞消毒，充分清洗后用去离子水浸泡

４８ｈ，在２８℃暗培养催芽２４ｈ后转入营养液中。

２周内幼苗生长在光照培养箱中，白天黑夜各１２ｈ，
温度分别控制在２８℃和２５℃，光照强度为３００～
４００μｍｏｌ／（ｍ

２·ｓ），湿度适中。２周后收集根尖
（３～５ｃｍ）待用。

１．２　总蛋白质提取方法

１．２．１　ＴＣＡ／丙酮沉淀法　参照Ｄａｍｅｒｖａｌ等［３］的
方法改进。称取－８０℃下储存的０．６ｇ水稻根，液
氮研磨时加入０．０３ｇ　ＰＶＰＰ；研磨成粉末后等量转
入４支１．５ｍＬ　ＥＰ管中；加入－２０℃预冷的１０％
三氯乙酸／丙酮沉淀剂１ｍＬ；剧烈振动１５ｓ；－２０℃
放置ｌ　ｈ；期间每隔１５ｍｉｎ振荡１次；４℃１５　０００
ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；弃上清液；沉淀干燥３～５ｍｉｎ；

－８０℃保存。

１．２．２　Ｔｒｉｓ法　参照杨君等［４］的方法改进。称取

－８０℃下储存的０．６ｇ水稻根，液氮研磨时加入

０．０３ｇ　ＰＶＰＰ；研磨成粉末后加入３倍体积的蛋白
质提取缓冲液（６５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ　ｐＨ 值６．８，

０．５％ＳＤＳ，５％水不溶性ＰＶＰＰ，１０％甘油，５％β－巯
基乙醇），混匀；将离心管置于温控摇床，４℃振荡浸
提１ｈ；４℃１５　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；取上清，加入

３倍体积的－２０℃预冷的１０％ ＴＣＡ丙酮溶液，混
匀后置－２０℃沉降蛋白质１ｈ；４℃１５　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，弃上清液；沉淀用冷丙酮和８０％冷丙
酮各洗涤２次；４℃１５　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；真空
冷冻干燥，置－８０℃保存。

１．２．３　尿素／硫脲法　参照 Ｈｅｒｍａｎ等［５］的方法改
进。称取－８０℃下储存的０．６ｇ水稻根于液氮中研
磨成粉，加入２０ｍｇ　ＰＶＰＰ和２ｍＬ冷蛋白提取液
（含５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ
硫脲，１％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ　１００，２％β－巯基乙醇），继续研磨

１ｍｉｎ，转移至５ｍＬ离心管。４℃１５　０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，上清液转入１０ｍＬ离心管，加入４倍体
积－２０℃预冷丙酮，涡旋３０ｓ，－２０℃沉降过夜。
离心，弃上清；沉淀分别用冷丙酮和８０％冷丙酮清
洗各１次，每次均放于－２０℃沉淀３０ｍｉｎ后离心。
沉淀冷冻干燥后于－８０℃保存备用。

１．３　蛋白质质量浓度的测定

１．３．１　标准曲线的制作　参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ［６］的方法
进行。每标样重复３次读数，取平均值，以蛋白质质
量浓度为横坐标（ｘ，ｇ／Ｌ），吸光度为纵坐标（ｙ，

Ａ５９５）作标准曲线，建立回归方程。

１．３．２　样本蛋白质质量浓度的测定　取１０μＬ待

测蛋白质溶液，用超纯水稀释至终体积１００μＬ。加
入１ｍＬ　Ｂｒａｄｆｏｒｄ工作液，翻转摇匀，３～５ｍｉｎ后测
样品的Ａ５９５值，代入回归方程，求蛋白质质量浓度。

１．４　ＳＤＳ　ＰＡＧＥ测定根部总蛋白质
按Ｓａｍｂｒｏｏｋ等［７］的ＳＤＳ　ＰＡＧＥ程序进行电

泳。使用ＤＹＹ　２１２型电泳仪和ＤＹＣＺ　２２８Ｃ型垂直
双板夹芯式电泳槽。

１．５　图像获得与分析
图像扫描采用凝胶成像系统，采用凝胶定量软

件Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ进行图像分析。

２　结果与分析

２．１　水稻根部总蛋白质的比较分析
从表１可以看出，３种提取方法中尿素／硫脲法

提取的总蛋白质是Ｔｒｉｓ法的４．５倍，ＴＣＡ／丙酮沉
淀法是Ｔｒｉｓ法的４．１倍，略低于尿素／硫脲法。

表１　３种方法提取的水稻根总蛋白质质量浓度

方法 样本质量／ｇ 总蛋白质质量浓度／（ｇ／Ｌ）

ＴＣＡ／丙酮沉淀法 ０．６　 １．０７１
Ｔｒｉｓ法 ０．６　 ０．２６２
尿素／硫脲法 ０．６　 １．１７０

２．２　ＳＤＳ　ＰＡＧＥ凝胶分析
从图１可以看出，３种提取方法所获得的总蛋白

经ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分离后，条带数目、位置和染色深浅
均有差异。Ｔｒｉｓ法提取的蛋白质条带明显少于其他

２种方法，且染色浅、含量少、质量较差（蛋白条带较
模糊，泳道中背景较深），在低分子量区域蛋白质条带
清晰，说明适于分子量极低的蛋白质的提取；尿素／硫
脲法和ＴＣＡ／丙酮沉淀法提取的总蛋白质经ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离后，条带数目多，蛋白质组分完全，杂质
少，质量高（蛋白条带清晰，泳道中背景浅），相对而言
尿素／硫脲法的蛋白质图谱中条带多，染色深而且很
清晰。表明使用这３种制备方法提取的水稻根部蛋
白质组分有所不同，使用尿素／硫脲提取法结果较好。

Ａ．ＴＣＡ／丙酮沉淀法；Ｂ．Ｔｒｉｓ法；Ｃ．尿素／硫脲法

图１　３种样品制备方法提取的水稻根部总蛋白
ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分离结果

６２ 河南农业科学 第４１卷　



　　条带的光密度值（ＩＯＤ）是一个相对值，可用在同
一张电泳图片上的分子量相同的条带之间进行蛋白

质相对表达量的分析。从图２可知，３种蛋白质制备
方法在相对分子量范围（ＭＷ）内条带量的分布上存
在差异。对于中等分子量（２５～５０ｋＤ）的蛋白质的提
取，ＴＣＡ／丙酮沉淀法与尿素／硫脲法提取的条带量没
有明显差异；对于高分子量蛋白（＞５０ｋＤ）来说，

ＴＣＡ／丙酮沉淀法提取的条带量最多；对于低分子
量蛋白（＜２５ｋＤ）的提取，尿素／硫脲法提取的效果
明显优于另外２种方法。

图２　３种样品制备方法提取的蛋白质量在相对
分子量范围的分布

３　结论与讨论

通过分光光度计法对提取出的蛋白质质量浓度

进行估测后发现，尿素／硫脲法提取的蛋白质量最
高，ＴＣＡ／丙酮沉淀法次之，Ｔｒｉｓ法最少；对通过

ＳＤＳ　ＰＡＧＥ法得到的凝胶进行分析后发现，Ｔｒｉｓ
法适用于分子量极低的蛋白质的提取，该法提取的
总蛋白含量与种类明显少于另２种方法；尿素／硫脲
法提取的蛋白条带多，染色深而且清晰，说明该法取
得的蛋白种类多且含量高，尤其对于较低分子量的
蛋白质提取效果很好。另外，ＴＣＡ／丙酮沉淀法提
取出来的蛋白质较难溶解，所含杂质也较多［８］，适于
某些高分子量蛋白质的提取。因此，建议选用尿素／

硫脲法进行水稻根部总蛋白质的提取。

在试验中发现，３种提取方法所使用的１２　０００
ｒ／ｍｉｎ的离心率离心不完全，上清液仍浑浊，将离心
率提高到１５　０００ｒ／ｍｉｎ后，效果改善；ＴＣＡ／丙酮沉

淀法提取的蛋白质沉淀杂质较多，且难溶解，加入

ＰＶＰＰ及延长蛋白质沉淀在裂解液中的溶解时间
（过夜），得到较纯且裂解充分的蛋白质［９］；３种方法
的样品处理最好在短时间内完成，研磨要充分，必须
在低温条件下操作，避免蛋白质遇高温失活［９］；由于
在蛋白质含量测定时用蛋白裂解液代替传统方法中

的水，使试验结果形成单一变量，减少了误差。
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