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摘 要 通过对表皮蛋白质提取方法 、不同裂解液 配方、等点聚 焦程序和上样量等条件的对比试 

验，建立及优化 了大菱鲆表 皮组织蛋白质 的双 向电泳体 系。试验采用改 良的 TCA／丙酮和超 声波提 

取相结合的方法提取大菱鲆表皮组织的全蛋 白，裂解液配方根据 Bio Rad公司推荐的进行调整，使 用 

17 cm pH 4～7的 IPG胶条被动水化上样 ，上样量为 250 g。等点聚焦程序采用 3O V线性 6 h、250 

V 线性 2．5 h、500 V 线性 1．5 h、1 000 V 快速 2 h、4 000 V 线性 3 h、8 000 V 快 速 3 h、8 000 V 线性 

1 h、500 V 24 h，凝胶银 染后 用 Image Master 2D Platinum 7．0软件进行分析 ，最终得到较 满意的双 

向电泳图谱 ，具有较高的分辨率和重复性 ，为大菱鲆蛋 白质组学的进一步研究奠定 了基础 。 
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Establishment and optim ization of two—dimensional gel electr0ph0resis 

for epidermal proteome of turbot Scophthalmus maximus 
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ABSTRACT The two—dimensional gel electrophoresis for the epidermal proteome of Scoph 

thalmus maximus was established and optimized through comparative tests by using different 

extraction methods，isoelectric focusing programs and sample volumes
． The total proteins of 

the turbot epidermis were extracted by the combination of improved trichloroacetic acid(TCA)／ 

acetone and ultrasonic extractions．The 1ysis buffer based on the Bio—Rad recommendations Was 

optimized．Protein of 250 ／*g was loaded on the 1 7cm pH 4—7 immobilized pH gradients(IPG) 

strips．The programs for the ge1 isoelectric focusing were 30V linear ramp，6h／250V linear 

ramp，2．5h／500V linear ramp，1．5h／1000V rapid，2h／4000V linear ramp。3h／8000V rapid． 

3h／8000V linear ramp，and 1h／500V 24h．The gel was stained with sliver nitrate，scanned and 

analyzed using the Image M aster 2 D Platinum 7
． 0 software．The two dimensional gel electro～ 
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phoresis analysis of the epidermal proteome of the turbot was successfully established with high 

quality map of separation under the optimization of the experimental conditions，which will be a 

valuable preparation for further epidermal proteomics research of S．maximus． 

KEY WORDS Turbot Scoph thalmU5 maximus Epidermis Proteome 2一DE 

蛋 白质组学(Proteome)由 Wilkins和 Williams于 1994年首先提出，意为“基凶组在某个细胞或组织中所表达 

的全部蛋白质及其存在方式”。蛋白质组学的研究是联系细胞基因组以及细胞行为之间很好的桥梁，现已成为生 

命科学各领域研究的热点。双向电泳(Two—dimensional gel electrophoresis，2 DE)是蛋 白质组学的核心分离技术 

之一，最初由 O Farrell等于 1975年首次建立，然后 日趋完善。迄今为止 ，双向电泳技术在生物、医学等领域已经 

获得了广泛应用，并取得了一系列的硕果(Harry et a1． 2003；Yamagiwa et a1． 2002)，但对鱼类的研究报道较 

少，只对大黄鱼 Pseudosciaena crocea的肝脏(李明云等 2010)、波斯鲟 Acipenserpersicus的卵蛋 白和性腺(Key— 

vanshokooh et a1． 2008、2009)、泥鳅 Misgurnus n”g“ cn“ n s的血清和肌 肉(詹 垄等 2008；Wu et a1． 

2004)、鲢鱼 Hypophthalmichthys molitrix和鳜鱼 Siniperca chuatsi的肌肉(Tang et a1． 2007)、还有青鳝 Oryzias 

latipes的肝脏(Mezhoud eta1． 2008)等进行过基于双向电泳技术的蛋 白质组学研究。 

要进行蛋 白质组的双向电泳分析 ，首先要对双 向电泳 的条件进行建立及优化 。但不同的研究物种 、不同组 

织进行双向电泳时条件各不相 同。作者采用大菱鲆 Scophthalmus maximus表皮进行双向电泳时利用大黄鱼 

(李明云等 2010)的双向电泳的各种优化程序不能获得好的效果 。为了获得大菱鲆表皮双向电泳 的最佳条 

件 ，通过对蛋白提取方法、等电聚焦程序 、IPG胶条 pH 范围等的对比实验 ，建立了大菱鲆表皮双向电泳基本技 

术 ，以期能为大菱鲆表皮蛋白质组学的进一步研究奠定基础 ，并为其他鱼类的表皮蛋白质组学研究提供参考 。 

大菱鲆又名多宝鱼 ，分类上属于硬骨鱼纲 Osleichthyes，鲽形 目 Pleuronectiformes，鲽亚 目 Pleuronectoi— 

dei，鲆科 Bothidae，菱鲆属 Scophthalmus，为原产于欧洲的著名海水养殖特有良种，是世界市场公认的优质比 

目鱼类之一。自然分布于大西洋东北部 ，北起冰岛，南至摩洛哥附近的欧洲沿海(雷霁霖 1983)。中国水产科 

学研究院黄海水产研究所于 l992年“跨洋引种”将其引入我国，创建了“温室大栅+深井海水”的开放式工厂化 

养殖模式(雷霁霖等 2002；马爱军等 2002)。近年来 ，气候变化异常 ，尤其是高温或低温灾害等，给大菱鲆养 

殖户带来了严重的损失。当大菱鲆的外界生长条件发生改变时，体表就作为大菱鲆的第一道防御门户，通过 比 

较不同生理 、病理过程中表皮组织蛋 白质组的表达差异情况 ，可为表皮疾病及防御功能的机理提供重要的理论 

依据 ，但尚未见到有关大菱鲆表皮双向电泳技术的报道 。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验用工厂化养殖大菱鲆采 自烟台天源水产公 司，选取规格均一 、健康无伤的大菱鲆幼鱼共 12尾 ，体长 

11．25±O．50 cm，体重 28．65±2．00 g，将其在冰上进行活体解剖 ，用金属棒敲击试验鱼的头部后 ，迅速用解剖 

刀取大菱鲆无内脏侧体表的表皮组织，液氮冻存带回实验室 ，～80℃保存备用。 

1．2 试剂与仪器 

17cm 固相 pH梯度 (Immobilized pH gradients，IPG)胶条(pH 3～10，4～7)、两性电解质(Bio—Lyte，pH 

3～10，4～7)、二硫苏糖醇(Dithiotherito，DTT)和 0．5 低熔点琼脂糖封胶液等购 自Bio—Rad；CHAPS、三羟 

甲基氨基 甲烷(Tris)、十二烷基磺酸钠 (sDS)、四甲基 乙二胺 (Tetramethylenediamine，TEMED)、丙烯 酰胺、 

甲叉双丙烯酰胺 、三氯醋酸 、过硫酸铵、甘氨酸 、尿素、硫脲 、矿物油、甘油等购 自 BBI公司；低分子质量蛋白标 

准、磷酸、甲酸和正丁醇等购自上海生工生物工程有限公司；高速低温离心机购 自 Eppendorf公 司，Ettan IPG 

phorⅢ等电聚焦系统、Ettan DALT six大型垂直电泳系统、扫描仪 GS一800和 Image Master 2D Platinum 7．0 

图形分析软件均购 自gio—Rad。 
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1．3 实验所需液体配置 

(1)裂解液 ：尿素 7 tool／I 、硫脲 2 mol／L、4 (w／v)CHAPS、0．2 9／6 IPG buffer、40 mmol／I DTT、10址1／L 

PMSF；(2)水化 液 ：尿 素 7 mol／I 硫脲 2 mol／L、2 (w／v)CHAPS、0．5 IPG buffer、1．8mmol／L DTT、 

O．002 的 1 溴酚蓝储备溶液 ；(3)SDS平衡缓 冲液 I：6 mol／[ 尿素 、75 mmol／L Tris HC1(pH 8．8)、29．3 

甘油 、2 SDS，0．002 溴 酚蓝 、l DTT；(4)$DS平 衡缓 冲 液 1I：6mol／I 尿素 、75 retool／I Tris—HC1(pH 

8．8)、29．3％甘油 、2 SDS，0．002 溴酚蓝、2．5 碘乙酰胺 ；(5)10×SDS电泳缓冲液 ：250 mmol／I Tris碱、 

l_92 tool／L甘氨酸、1 SDS；(6)3O T、2．6 C单体储液 ：3O 丙 烯酰胺 ，0．8 N，N’。甲叉双丙烯酰胺 、用 

0．45 m滤膜过滤溶 液、4℃避 光储 存 ；(7)琼脂糖 密封液 ：25 mmol／L Tris碱 、192 mmol／L甘氨 酸、0．1 

SDS，0．5％琼脂糖 、0．002 溴酚蓝 ；(8)固定液 ：乙醇 ：冰醋酸 ：水一5：1：4；(9)漂洗液 ：30 乙醇；(10)敏化 

液 ：2．5 mmol／L硫代硫酸钠 (0．62 g／i Na2 S 0。·5H2 O)；(11)银染液 ：0．5 g AgNO。溶于 200 l甲醛中，用去 

离子水定容至 250 ml，避光保存 ；(12)显色液 ：2 ml敏化液 、125 1甲醛、7．0 g Na。CO。，定容至 250 ml；(13)终 

止液 ：5 醋酸水溶液。 

1．4 蛋白样品的制备与定量 

取 3份保存 的大菱鲆表皮组织 ，用 4℃预冷的 PBS缓 冲液清洗大菱鲆表皮至发 白。滤纸 吸干 ，然后分别 

采取以下两种方法提取表皮组织中的蛋 白质 。 

1．4．1 超声波提取法 

准确称取样品 150 mg，放人加有液氮的陶瓷研钵(高温蒸汽灭菌处理)中，研磨成粉末状 ，转移至 1．5 ml离心 

管 中，按照 比例快速加入裂解液 500 l。然后超声波破碎表皮组织(2O0 W，T作时间 5s，间歇 时间 6 S，共 8次)。 

4℃，12 000 r／rain离心 3O min，收集上清液。用 Bradford法测定表皮蛋白浓度 ，样品分装后一8o℃保存备用 。 

1．4．2 TCA／丙酮沉淀和超 声波提取结合法 

配置 l0 的 TCA／丙酮溶液(TCA ：丙酮一1：10)，准确称取样 品 150 mg，放入加有液氮的陶瓷研钵 中， 

研磨成粉末状 。加 人 500 l 10 的 TCA／丙 酮溶 液 ，再加 入 O．1 (w／v)的 DTT，然 后 一2O℃ 过夜 ，4~C 

12 000 r／min离心 3O rain，弃上清液。加入裂解液 500／al，震荡混匀 。然后超声波破碎表皮组织(200 W，工作 

时间 5 s，间歇时问 6 s，共 8次)。4℃静止 2～3 h，静止期 间每 0．5 h颠倒 1次 。4℃ 12 000 r／rain离心 30 

rain，收集上清液；用 Bradford法测定表皮蛋白浓度 ，样品分装后 一80℃保存备用。 

1．5 双 向电泳 

1．5．1 第一向等电聚焦电泳(IEF) 

17 cm pH 3～10 IPG胶条的总上样量为 250 g，取大菱鲆表皮蛋 白样 品，按照比例与水化液混匀，总上样 

体积为 350“l，然后 CC 12 000 r／min离心 5 rain，离心后加样至泡涨盘中。将 IPG胶条取 出室温放置 5 rain， 

用镊子撕去 IPG胶条表明的保护膜 ，胶面朝下放人泡涨盘中，加入矿物油覆盖液 ，被动水化 14～16 h。IEF参 

数设定主要按照 Gorg(2000)描述 的方法 。等电聚焦程序 主要设计 3个对 比，分别为等 电聚焦程序 I：300 V 

线性 l h、500 V线性 5 h、1 000 V线性 1 h、2 50O V线性 1 h、8 000 V快速 3 h、8 000 V线性 2 h、500 V 24 h； 

等电聚焦程序 Ⅱ：250 V线性 2．5 h、500 V线性 1．5 h、1 000 V快速 2 h、4 000 V线性 3h、8 000 V快速 3 h、 

8 000 V线性 1 h、500 V24 h；等 电聚焦程序 Ⅲ：3O V线性 6 h、250 V线性 2．5 h、500 V线性 1．5 h、1 000 V快 

速 2 h、4 000 V线性 3 h、8 000 V快速 3 h、8 000 V线性 l h、500 V 24 h。每个 IPG胶条的极限电流不超过 50 

A／根 ；等点聚焦温度为恒温 2O℃。 

1．5．2 IPG胶 条 的平衡 

等点聚焦后 ，从 电泳槽 中取出 IPG胶条 ，用滤纸蘸去表明矿物油 ，胶条平衡 的操作步骤以及平衡缓 冲液的 

配制方法参照 Bio—Rad仪器操作手册。 

1．5．3 第二 向十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶 电泳(SDS—PAGE) 
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配制 12．5％ SDS—PAGE凝胶，将平衡后的 IPG胶条置于凝胶的上方 。注意胶条和凝胶接触的界面上不 

能有气泡 。蛋白标准滴加在小滤纸片上 ，置于胶条一侧 ，再用琼脂糖密封液封闭胶条 。待琼脂糖凝固后 ，将凝 

胶转移到电泳槽中 ，加入缓冲液 ，设置电泳运行条件 ：起始电压 2 w／根 ，1 h，待样品跑出 IPG胶条，并在凝胶中 

浓缩成一条线后改到 15 w／根，3 h，温度恒温 10℃。 

1．5．4 染 色、扫描 及 图像 分析 

(1)固定：凝胶取下后 ，用去离子水清洗胶面，然后加入固定液振荡至少 30 rain；(2)漂洗；加入新鲜漂洗液，振 

荡 15 rain；(3)水化：加人去离子水水化 30 rain；(4)敏化 ：用敏化液浸泡凝胶 2．5 rain；(5)水洗：凝胶用去离子水洗 

3遍 ，每次 20 S；(6)银染：用银染液覆盖凝胶 ，轻微振荡 30 rain。(7)水洗：重复第 5步；(8)显色：加入新鲜配置的显 

色液，显色2～5 min；(9)洗胶：迅速用去离子水漂洗凝胶 20 Sl(10)终止：迅速加入终止液，终止显色反应；(11)水 

洗 1次 ，凝胶用 GS-800扫描仪扫描，然后凝胶图像用 Image Master 2D Platinum 7．0软件进行分析。 

2 结果与讨论 

2．1 不同蛋白提取方法对蛋白提取质量的影响 

要获得高分辨率和重复性较好的双向电泳图谱 ，其最关键的一步便是双向电泳的第一步，即蛋白样品的制 

备(Pandey et a1． 2000)。蛋白质样品的制备 由于样品的结构和特性各异 ，因此样品的来源不同，其裂解 的缓 

冲液组成也各不相同。为了尽可能地提高样品蛋白质的溶解度，减少对蛋白质的人为修饰，降低样品的离子强 

度 ，绝大多数样品都需要通过多次的实验 能摸索到最适宜的条件(I illey el a／． 2002)。本实验所用 的裂解 

液 中，DTT是还原剂 ，可以破坏二硫键 ，使蛋白完全伸展 ，促进溶解；去垢剂可以溶解蛋 白质变性后暴露 出的疏 

水基 团，双性离子去垢剂 CHAPS既可以保证蛋白质仅依靠 自身的电荷进行移动，同时叉最大限度地降低样品 

的离子强度 ；少量 IPG buffer的加入有助于减少蛋白质基质间的疏水相互作用 ，改善凝胶的电导率，从而增加 

表皮蛋 白的溶解性 ；硫脲可显著增强裂解液的溶解能力以及 防沉降的问题 ；PMSF为蛋 白酶抑制剂，可抑制多 

种蛋 白酶活性 ，防止蛋白质降解 ，保持蛋白的完整性 。 

本实验采用了超声波提取法和 TCA／丙酮法与超声波法相结合的方法分别提取大菱鲆表皮蛋白，pH 4～7 

的胶条用等点聚焦程序Ⅲ进行实验 。快速银染后，结果见图 1。图 1 A表示 的是用超声波法提取表皮蛋白的 

双向图谱 ，可以看到图上蛋白点很少 ，表明蛋白并没有很好 的溶解到裂解液中，显然不能满足实验 的需要 。图 

1一B采用了 TCA／丙酮法和超声波提取相结合的方法，达到了比较满意的效果。由于大菱鲆表皮组织中含有部分 

高峰度蛋白，采用 TCA／丙酮法处理过的表皮样品，去除了大部分高丰度蛋白，从而可以使更多的低丰度蛋白显示 

出来。同时，与超声波破碎法相结合可以使蛋白更好地释放出来。本实验采用两种方法相结合的方法提取表皮 

蛋 白质，突破了以往实验中仅运用一种方法所带来的弊端 ，可以考虑作为一种较为可靠的蛋白提取方法。 

2．2 IPG胶条 pH范围的选择 

由于生物中大部分蛋白的等电点在 pH 4～8之间，线性宽 pH范围的胶条 (pH 3～10)尽管可以在同一块 

凝胶上显示样品中绝大多数的蛋 白质 ，但大量的蛋 白点都集 中在胶条的中间，两端的蛋 白点较少 ，从而造成中 

间蛋白点达不到高的分辨率(Ong e／；n￡． 2001)。而使用窄范围的 pH梯度的胶条可以大大提高分辨率和灵 

敏度 ，但同时也会丢失其 pH 梯度范围之外的蛋白。选择一个合适的 pH梯度范同的胶条对改善实验结果有 

着重要的作用。本实验开始使用 pH梯度 3～10 IPG胶条进行 2 DE，结果如图 2～A所示。可以看出大菱鲆表皮 

蛋白绝大多数分布在 pH 4～7范围之内。所以，为了提高对大多数蛋 白质的分辨率 ，作者选择使用 pH 4～7的胶 

条进行下一步的实验。如图 2 B，使用 pH 4～7 IPG胶条可以获得大菱鲆表皮蛋白很好的双向电泳图像。 

2．3 等电聚焦程序对大菱鲆表皮蛋白双向电泳图谱的影响 

等电聚焦是双向电泳中的关键步骤 ，聚焦效果的好坏关系到蛋白分离的成败(Nagalla et a1． 2O07)。目 

前报道的程序也都不一样 ，本实验采用 了 3种不同的等电聚焦程序。由于大菱鲆是海水样品，蛋 白提取液中的 
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试验通过超声波法和 TCA／丙酮相结合的方法提 

取大菱鲆表皮蛋白，通过双 向电泳图谱鉴定 提取的效 

果 ，然后利用 17 cm pH 3～10的 IPG胶条判断大菱 

鲆表皮蛋白分布的 pH 范围 ，最后利用 17 cirl pH 4～8 

的 IPG胶条双向电泳得到试验所需要的凝胶图谱 。 

17 CEll IPG胶条的上样量为 250肚g，利用 Bio—Rad 

推荐的裂解液配方 ，采用最优的等电聚焦程序 Ⅲ，设置 

长时间低压有效地去除盐离子，提高聚焦电压和聚焦 

一  

。 

图 5 胶条转移存 在气泡对 双向电泳 图谱 的影响 

Fig．5 Influence of bubbles in strips transition on 2-DE 

功率都能显著改善网谱的横条纹问题。采用改进的 IPG胶条转移方式 ，可以有效地避免胶条和凝胶之间存在 

的气泡。合理的凝胶显影时间使蛋 白点清晰地显示出来。通过 以上步骤 的优化 ，可 以得 到蛋白斑点数和分辨 

率相对较高的双向电泳图谱 ，为后续开展大菱鲆表皮蛋 白差异表达的研究奠定基础 。 
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