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摇 摇 摘要院为比较不同方法提取的玉米叶片蛋白质对双向电泳效果的影响遥 采用 栽悦粤鄄丙酮沉淀和 栽砸陨扎燥造 试剂盒 圆 种

方法袁提取国审玉米品种郑单 怨缘愿 叶片全基因组蛋白质袁并对提取的蛋白质样品进行双向电泳遥 结果表明院栽悦粤鄄丙酮

方法提取的蛋白质一向水平聚焦电压上升缓慢且达不到程序设置的电压袁而 栽砸陨扎燥造 试剂盒方法实时监测图与程序设

置图相吻合曰对电泳胶图分析后可知袁栽砸陨扎燥造 试剂盒法分离出的蛋白点多于 怨园园 个袁低丰度蛋白质得到充分显现袁大多

数蛋白点分子量为 圆园 耀 愿园 噪阅葬袁责匀 值为 源 耀 苑袁蛋白点的形状较规则曰栽悦粤鄄丙酮沉淀法分离出的蛋白点仅有 猿缘园 个袁表
明样品中蛋白质分离种类较少袁高丰度蛋白质过度显现袁低丰度蛋白质检出率大大降低遥
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运藻赠 憎燥则凿泽院酝葬蚤扎藻 造藻葬枣曰耘曾贼则葬糟贼蚤燥灶 皂藻贼澡燥凿泽 燥枣 责则燥贼藻蚤灶曰栽憎燥鄄凿蚤皂藻灶泽蚤燥灶葬造 藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽

摇 摇 玉米是我国种植面积最大的粮食作物遥 近年

来袁国内外关于玉米的研究多集中在玉米的形态尧生
理和基因定位克隆等方面袁对玉米叶片等器官蛋白

质提取及其双向电泳效果研究相对较少遥 由于玉米

叶片中含有大量的色素尧酚类和醌类等次生代谢物

和蛋白酶咱员 原 猿暂 袁加上植物组织中蛋白质含量较低咱源暂

等因素会干扰双向电泳的分离效果袁不能很好地显

示出蛋白质差异遥 本研究以国审玉米杂交种郑单

怨缘愿 为试验材料袁采用授粉后 怨 耀 员圆 凿 的幼胚和成熟

胚分别在 酝杂 培养基上育苗袁用 栽悦粤鄄丙酮沉淀和

栽砸陨扎燥造 试剂盒 圆 种方法袁提取玉米叶片蛋白质后袁进
行双向电泳分析袁旨在为玉米叶片蛋白质组水平分

析提供技术支持遥
员摇 材料和方法

员援 员摇 试验材料

郑单 怨缘愿 种子由河南秋乐种业科技有限公司金

娃娃子公司提供遥



员 期 齐建双等院 玉米叶片 圆 种总蛋白质提取方法的比较 员远猿摇摇

由玉米幼胚获得幼苗院取授粉后 怨 耀 员圆 凿 的郑单

怨缘愿 幼穗袁在无菌实验室中将玉米幼穗苞叶剥离袁放
入苑缘豫酒精浸泡员缘 皂蚤灶袁然后将其取出置于超净工作

台上用刀片将玉米幼胚取出放入 酝杂 完全培养基上袁
在培养箱中光照培养一个月袁光照 员源 澡 辕 凿袁光照强度

为 圆缘园 滋皂燥造 辕 渊皂圆窑泽冤袁昼夜温度分别为 圆愿袁圆园 益遥
由玉米成熟胚获得幼苗院选择成熟饱满一致的

郑单 怨缘愿 种子袁在 源园 益 空气中热激 员园 皂蚤灶袁放入

苑缘豫酒精浸泡 猿园 皂蚤灶袁用无菌水冲洗 圆 耀 猿 次后在无

菌蒸馏水中浸泡 圆源 澡袁取出种子用 苑缘豫 酒精浸泡

缘 皂蚤灶袁用灭菌水冲洗 猿 次袁然后用 圆豫 匀早悦造圆 浸泡

员缘 皂蚤灶袁用无菌水冲洗 缘 耀 远 次遥 在超净工作台上袁
将灭菌后的种子胚剥离袁置于 酝杂 完全培养基上袁在
培养箱中光照培养一个月袁光照 员源 澡 辕 凿袁光照强度为

圆缘园 滋皂燥造 辕 渊皂圆窑泽冤袁昼夜温度分别为 圆愿袁圆园 益遥
员援 圆摇 试验方法

员援 圆援 员摇 蛋白质提取摇 栽悦粤鄄丙酮沉淀法院参照李冠军

等咱猿暂的 栽悦粤鄄丙酮法提取蛋白质遥 将研钵在 原 圆园 益
冰箱中预冷袁然后加入 园援 缘 耀 员援 园 早 玉米样品尧园援 员 早
阅栽栽尧园援 员 早 孕灾孕袁在液氮中研磨成粉末袁转入 员园 皂蕴
离心管袁悬浮于 远 耀 愿 倍体积的 原 圆园 益预冷丙酮渊含
栽悦粤 和 阅栽栽冤袁振荡混匀后于 原 圆园 益 静置过夜曰
源 益尧员猿 园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 猿园 皂蚤灶袁弃上清液袁加入 远 耀
愿 倍体积的 原 圆园 益 预冷丙酮渊含 阅栽栽冤袁混匀后于

原圆园 益静置 圆 耀猿 澡曰源 益尧员猿 园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 猿园 皂蚤灶袁
弃上清液袁重复洗涤 圆 次袁然后用封口膜封住管口袁
于 原 圆园 益放置袁挥发除去丙酮袁使之成为蛋白质干

粉袁置于 原圆园 益保存备用遥
栽砸陨扎燥造 试剂盒提 取 法院 参 照 栽砸陨扎燥造 试 剂 盒

渊陨灶增藻贼则燥早藻灶袁哉杂粤冤说明书提取蛋白质遥 将玉米叶片

于液氮中研磨袁分装于 圆 皂蕴 离心管中袁每管约含

园郾 员 耀 园援 圆 早 鲜样曰加入 员 皂蕴 栽砸陨扎燥造袁剧烈振荡混匀

后袁室温放置 员缘 皂蚤灶曰加入 园援 圆 皂蕴 氯仿袁剧烈振荡

员缘 皂蚤灶袁室温静置 猿 皂蚤灶曰源 益尧员园 园园园 则 辕 皂蚤灶 离心

员缘 皂蚤灶曰取下层有机相袁加入乙醇倒置混匀沉淀 阅晕粤袁
室温静置 猿 耀 缘 皂蚤灶袁源 益尧圆 缘园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员园 皂蚤灶曰
取上清袁加入 园援 缘 皂蕴 异丙醇室温静置 员园 皂蚤灶袁沉淀

蛋白质袁源 益尧员猿 园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员园 皂蚤灶曰弃上清袁加
入 园援 猿 皂燥造 辕 蕴 盐酸胍 辕 怨缘豫 乙醇袁重悬沉淀袁室温静

置 圆园 皂蚤灶袁源 益尧怨 缘园园 则 辕 皂蚤灶 离心 缘 皂蚤灶袁此步骤重复

猿 遍曰用乙醇重悬沉淀袁室温静置 圆园 皂蚤灶袁源 益尧怨 缘园园
则 辕 皂蚤灶 离心 缘 皂蚤灶曰弃上清袁并将残余液体彻底吸干曰
将离心管置于 原圆园 益干燥曰将蛋白质干粉溶重悬于

上样水化液中袁室温振荡溶解 圆 澡袁室温 员猿 园园园 则 辕 皂蚤灶
离心 员缘 皂蚤灶袁吸取上清蛋白质溶液袁 原 愿园 益冻存遥

员援 圆援 圆摇 蛋白质浓度测定摇 参照 月则葬凿枣燥则凿 法测量蛋

白质浓度咱缘 原 员园暂 遥
员援 圆援 猿摇 蛋白质双向电泳摇 主要包括等点聚焦电泳

渊陨孕郧鄄陨耘云冤尧胶条平衡尧 杂阅杂鄄孕粤郧耘尧凝胶染色 源 个步

骤袁其中凝胶染色采用改良 郧鄄圆缘园 考马斯亮蓝染

色法遥
员援 圆援 源摇 胶图分析摇 用 粤皂藻则泽澡葬皂 公司的 陨皂葬早藻杂糟葬灶鄄
灶藻则芋扫描仪扫描凝胶袁将扫描结果用 陨皂葬早藻酝葬泽贼藻则
圆阅 孕造葬贼蚤灶怎皂 分析袁包括蛋白点数的统计尧定位及相

对丰度分析遥
圆摇 结果与分析

圆援 员摇 两种蛋白质提取方法对一向水平聚焦的影响

双向电泳最关键的环节是蛋白质样品提取质量

的好坏袁它直接影响一向电泳水平聚焦的质量遥 从

图 员 和图 圆 可以清晰地看到 栽悦粤鄄丙酮法和 栽则蚤扎燥造 法
分别提取的蛋白质的聚焦效果院栽悦粤鄄丙酮方法提取

的蛋白质一向水平聚焦电压上升缓慢且达不到程序

设置的电压袁实时监测图渊线 圆冤与程序设置图渊线
员冤偏离度较大曰而 栽砸陨扎燥造 试剂盒法实时监测图渊线
圆冤与程序设置图渊线 员冤达到了高度吻合遥 栽砸陨扎燥造 试
剂盒法不但提高了蛋白质样品的质量袁也提高了一

向水平聚焦的效果遥

图 员摇 采用 栽悦粤鄄丙酮方法提取蛋白质
一向水平聚焦的监测图

云蚤早援 员摇 酝燥灶蚤贼燥则 凿蚤葬早则葬皂 燥枣 澡燥则蚤扎燥灶贼葬造
枣燥糟怎泽蚤灶早 枣燥则 责则燥贼藻蚤灶 藻曾贼则葬糟贼藻凿 遭赠 栽悦粤鄄葬糟藻贼燥灶藻

图 圆摇 采用 栽砸陨扎燥造 试剂盒方法提取蛋白质
一向水平聚焦的监测图

云蚤早援 圆摇 酝燥灶蚤贼燥则 凿蚤葬早则葬皂 燥枣 澡燥则蚤扎燥灶贼葬造 枣燥糟怎泽蚤灶早
枣燥则 责则燥贼藻蚤灶 藻曾贼则葬糟贼藻凿 遭赠 栽砸陨扎燥造
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圆援 圆 摇 两种方法提取蛋白质样品的双向电泳结果比较

在相同的双向电泳设定参数下袁对采用不同方

法提取的蛋白质样品进行双向电泳袁结果见图 猿遥
结果表明院经过 陨皂葬早藻酝葬泽贼藻则 圆阅 孕造葬贼蚤灶怎皂 软件分析袁
栽砸陨扎燥造 试剂盒法分离出的蛋白点较多渊图 猿鄄粤冤袁经
统计有 怨园园 多个袁低丰度蛋白质得到充分的显现袁且
大多数蛋白点分子量为 圆园 耀 愿园 噪阅葬袁责匀 值为 源 耀 苑袁
蛋白点的形状较规则袁点周围较为圆润袁胶图背景清

晰袁横竖条纹和拖尾现象较少袁蛋白质分离效果比较

理想遥 栽悦粤鄄丙酮沉淀法分离出的蛋白点较少渊图
猿鄄月冤袁经统计不足 猿缘园 个袁表明样品中蛋白质分离种

类较少袁高丰度蛋白质过度显现袁低丰度蛋白质检出

率大大降低袁且有较多的拖尾和竖条纹袁胶图背景不

是特别清晰遥 综上袁采用 栽砸陨扎燥造 试剂盒法比 栽悦粤鄄丙
酮沉淀法提取的蛋白质纯度高袁包含更加丰富的蛋

白质种类遥

粤援 栽砸陨扎燥造 法曰月援 栽悦粤鄄丙酮沉淀法遥
粤援 栽澡藻 栽悦粤鄄葬糟藻贼燥灶藻 皂藻贼澡燥凿曰月援 栽澡藻 栽砸陨扎燥造 皂藻贼澡燥凿援

图 猿摇 玉米芽总蛋白质双向电泳图

云蚤早援 猿摇 栽澡藻 贼憎燥鄄凿蚤皂藻灶泽蚤燥灶葬造 早藻造 藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽 燥枣
藻皂遭则赠燥 责则燥贼藻蚤灶 燥枣 皂葬蚤扎藻 在澡藻灶早凿葬灶 怨缘愿

猿摇 结论与讨论

玉米叶片蛋白分析尤为重要袁特别是一些对生

长发育尧逆境条件胁迫相关的低丰度蛋白质的分离

和鉴定特别重要遥 玉米叶片是高度组织化的器官袁
其内含有众多表达基因袁表达蛋白的种类非常丰富遥
因此袁研究与叶片生长发育相关蛋白非常重要袁但常

因叶片中含有酚类尧色素等干扰性物质袁会影响叶片

蛋白质的提取和双向电泳分析遥
栽悦粤鄄丙酮沉淀法是目前提取植物蛋白质的常

用方法之一袁具有减少蛋白质降解尧降低次生代谢物

质的干扰等优点遥 由于玉米叶片中的非蛋白成分很

难除去袁蛋白质较难重新溶解袁采用 栽悦粤鄄丙酮法可

能会丢失膜蛋白和疏水性蛋白袁导致 圆鄄阅耘 图谱上

有较多的横条纹和纵条纹遥 该方法常用于幼嫩叶片

等组织中蛋白质的提取袁对复杂的植物组织该方法

并不是最佳的选择遥

摇 摇 栽砸陨扎燥造 试剂盒法能最大限度地避免提纯过程中

内源及外源性的核糖核酸酶渊砸晕粤 酶冤和蛋白酶对

砸晕粤 和蛋白质的降解袁保持 砸晕粤 完整性曰该方法简

化了操作步骤袁节省时间袁提高工作效率袁减少 砸晕粤
降解的机会袁节省了单独提取蛋白质所需的蛋白酶

抑制剂遥
栽砸陨扎燥造 试剂盒法与 栽悦粤鄄丙酮沉淀法相比袁

栽砸陨扎燥造沉淀蛋白质的方法可有效地除去色素尧酚类

等干扰电泳的化学物质袁特别是能有效除去玉米叶

片中高丰度蛋白质袁例如 砸怎遭蚤泽糟燥渊员袁缘鄄二磷酸核酮

糖羧化酶 辕 加氧酶冤袁减少高丰度蛋白对 圆鄄阅耘 结果

的干扰遥 玉米叶片中高丰度蛋白质渊如 砸怎遭蚤泽糟燥冤的
存在对其他蛋白质袁特别是低丰度蛋白质的检测影

响也很大袁显著降低低丰度蛋白质的检出率遥 因此袁
与 栽悦粤 丙酮沉淀法相比袁栽砸陨扎燥造 试剂盒法更加适合

双向电泳分析所用的玉米叶片全基因组蛋白质的

提取遥
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