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甘草愈伤组织蛋白质组双向电泳技术的建立

曹君迈，张 欣
（北方民族大学 生物科学与工程学院，宁夏 银川 ７５００２１）

摘 要：以来源于野生乌拉尔甘草的愈伤组织为试材，对甘草愈伤组织蛋白质的提取、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳、上样
量、染色方法等关键步骤进行了优化，结果表明：采用改良丙酮法可提高提取液中蛋白质的含量及单向电泳图谱的

分辨率；１７ｃｍＩＰＧ胶条上样量为４５０μｇ时，采用银染法提高了双向电泳图谱的分辨率及分离效果，获得了１１３２个
蛋白点。建立了一套适用于乌拉尔甘草的愈伤组织蛋白质组分析的双向电泳方法。
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蛋白质组学（ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）是２０世纪９０年代中期
提出的［１］，它是以基因组编码的所有蛋白质为研究

对象，从细胞水平及整体水平上研究蛋白质的组成

及其变化规律，从而深入认识有机体的各种生理和

病理现象［２］。其主要技术是以凝胶电泳为基础的蛋

白质分离技术，以质谱为基础的蛋白质鉴定技术和

生物信息分析等三大技术体系，其中双向凝胶电泳

技术是目前应用最广泛的研究蛋白质组学的方法之

一［３］，包括蛋白质的提取和纯化、等电聚焦电泳、

ＳＤＳ－２ＰＡＧＥ电泳、凝胶染色及图像获取和分析等
技术［４］。近年来，双向电泳技术在愈伤组织方面的

研究有水稻［５－６］、葡萄［７－８］，龙眼［９］、日本落叶

松［１０］、胡杨［１１］、Ｂ．ｒｏｔｕｎｄａ［１２］、文香兰原球茎［１３］、雪
莲［１４］等，但从研究者的实验发现不同植物提取蛋白

的方法、上样量等环节均有不同，且双相电泳效果也

不同，所以针对不同的植物需要建立适宜的实验体

系，而关于甘草愈伤组织的双相电泳技术目前尚未

见文献报道。

甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ）是豆科多年生草本植
物，为我国著名的大宗药材之一，同时也是国家重点

保护的野生沙生经济植物。为了保护生态环境，国

家大力提倡人工种植甘草。但甘草在自然栽培条件

下４～５ａ才有种子形成［１５］，且种子种皮坚硬，发芽
率低，造成出苗率低，对甘草生产造成了不利影

响［１６］。长期以来，人们试图通过组织培养手段，解

决生产上的种苗问题，而在甘草组织培养过程中出

现了分化率低的关键问题［１７］。人们从植物生长调

节剂及不同外植体位置效应［１８］、基因型品种［１９］、结

构［２０］和生理生化［２１］等方面对甘草愈伤再分化的发

生机制进行了研究，但未能深入到分子水平。为了



深入研究甘草愈伤组织再分化的分子机制，从蛋白

质组水平上探索其蛋白质及基因的表达差异显得尤

为重要，然而甘草蛋白质的双向电泳技术研究目前

鲜有报道。因此，本研究对甘草愈伤组织蛋白质双

向电泳技术中的关键影响因素进行了探讨，建立了

双相电泳技术，为甘草愈伤组织蛋白质组学的研究

奠定了基础。

１ 材料和方法

１．１ 材料

宁夏乌拉尔甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａＵｒａｌｅｎｓｉｓ）的叶、芽、
根状茎采自北方民族大学校园内。其经度为 １０６°
１８′，纬度为３８°５０′，海拔为１１００ｍ，土壤为沙土。
１．２ 方法

１．２．１ 甘草不同来源愈伤组织的获得 甘草愈伤

组织的获得采用曹君迈［１８］的方法进行培养。

１．２．２ 溶液配制及保存 试剂配制参照李建科［２２］

的方法进行。

１．２．３ 甘草愈伤组织总蛋白质样品的提取及定量

测定 甘草愈伤组织总蛋白提取方法分别为改良丙

酮法（Ａ）、裂解液（Ｂ）两种方法。其中改良丙酮法
（Ａ）提取总蛋白，参照了张立明［２３］、李建科［２２］的提
取方法，但有改动：冰浴中快速去掉愈伤组织的褐化

部分，取１．０ｇ左右放于研钵中，液氮研磨成粉末，
加入 １０ｍＬ冷丙酮，密封好后，重悬沉淀，放在
－２０℃沉淀过夜；４℃下１５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２５ｍｉｎ，
弃上清，沉淀用预冷的丙酮（－２０℃预冷）重悬，于
－２０℃下沉淀 １ｈ；重复该步骤两次；４℃下 １３０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心２５ｍｉｎ，弃上清，沉淀中加入６倍体积的
蛋白裂解液，其中蛋白裂解液的组成同李建科的配

制方法［２２］，冰上孵育１ｈ，期间超声振荡１０次，每次
不超过１ｍｉｎ；４℃下１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２５ｍｉｎ，取上
清液备用。每３００μｌ上清液加入 ９００μｌ的冷丙酮，
－２０℃沉淀１ｈ，上述条件离心后，沉淀中加入 １００

μｌ的蛋白裂解液，超声使其溶解，制得溶液分装在
ＰＣＲ管中或直接用于电泳。裂解液（Ｂ）提取总蛋
白：参照了张立明［２３］、李建科［２２］的提取方法，但有

较大改动：冰浴中快速去掉愈伤组织的褐化部分，取

０．１ｇ左右的放于研钵中，液氮研磨成粉末，加入１００

μｌ的蛋白裂解液，冰上孵育 １ｈ，期间超声振荡 １０
次，每次不超过１ｍｉｎ；４℃下１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２５
ｍｉｎ，取上清，上清液中加入８倍体积的冷丙酮，过夜
沉淀蛋白；４℃下 １３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２５ｍｉｎ，弃上
清，沉淀用预冷的丙酮（－２０℃预冷）重悬，于－２０℃

下，沉淀１ｈ；重复该步骤两次；沉淀中加入１００μｌ的
蛋白裂解液，超声使其溶解，制得溶液分装在 ＰＣＲ
管中或直接用于电泳。

蛋白定量采用 Ｂｒａｆｆｏｒｄ法［２４］进行测定。使用
Ｂｅｃｋｍａｎ，ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒＤＵ８００在 ５９５ｎｍ处测吸
光度。以ＢＳＡ溶液浓度（ｙ）对吸光度（ｘ）进行回归，
方程为：ｙ＝９．６５３６ｘ，ｒ＝０．９９９９，经检验 Ｐ＜
０．０１，此方程可用于定量测定。
１．２．４ 双向电泳 第一向—等点聚焦（ＩＥＦ）电泳：
仪器ＰＲＯＴＥＡＮＩＥＦＣｅｌｌＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄＨｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，
ＵＳＡ）；从 －２０℃冰箱中取出水化上样液 １管，置室
温溶解，加入５μｌＢｉｏｌｙｔｅ（ｐＨ３～１０），混匀。取混合
好的水化上样液与蛋白样品溶液以４∶１混匀为上样
液。如果蛋白样品是由冰箱中取出的，可先超声

４０ｓ／次 ×４次，每次超声间隔冰浴冷却 ２０ｓ，４℃
１５０００ｇ离心 ５ｍｉｎ后再使用。从 －２０℃冰箱中取
出ＩＰＧ（线形胶条ｐＨ３－１０，１７ｃｍ），室温溶解１０ｍｉｎ；
将４５０μｌ混匀的上样液（调整银染时蛋白上样量
４００μｇ），徐徐加入聚焦槽中（聚焦槽两头各留出 １
ｃｍ不加样液，但中间上样液一定要连贯，不能有气
泡），小心用镊子揭去 ＩＰＧ的保护膜，胶面朝下，对准
正、负极，用小镊子轻提 ＩＰＧ数次，使其与上样液充
分接触，滴加矿物油覆盖；对好正、负极，盖上聚焦槽

的盖子。设置聚焦程序，开始第一向电泳聚焦，其程

序如下：温度设置在 １８℃主动水化 ５０Ｖ，１４ｈ；５００
Ｖ，３０ｍｉｎ，４次；１０００Ｖ，１ｈ；９０００Ｖ，５ｈ；９０００Ｖ～
６００００Ｖ，１ｈ；５００Ｖ，０－７２ｈ。

平衡将胶条胶面朝上放入有４ｍｌ平衡缓冲液 Ｉ
水化盘中，水平摇床上缓慢晃动１５ｍｉｎ；第一次平衡
结束，胶条取出，用新鲜配制的１×电泳缓冲液淋洗
胶条背面及侧面，冲净平衡缓冲液 Ｉ，在厚滤纸上吸
干多余液体，勿使胶条胶面正面接触滤纸；将胶条胶

面朝上转入另一有４ｍｌ的平衡缓冲液 ＩＩ水化盘中，
水平摇床上缓慢晃动 １５ｍｉｎ。将 ＩＰＧ胶条取出，用
新鲜配制的 １×电泳缓冲液淋洗胶条，胶条胶面朝
上浸入新鲜配制的 １×电泳缓冲液中待用，使用前
在厚滤纸上吸干多余液体，勿使胶面接触滤纸。

ＳＤＳ２ＰＡＧＥ电泳：使用仪器为 ＲＯＴＥＡＮⅡ ｘｉ
Ｃｅｌｌ（ＢｉｏＲａｄＨｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）。凝胶规格为１ｍｍ，
配制１０％分离胶。等凝胶聚合后，最好用塑料袋封
好后放入 ４℃冰箱聚合，使之聚合充分。将胶条上
部水倾出，滤纸吸干多余水分，置于凝胶顶部，加入

１％琼脂糖（电泳缓冲液配置，提前加热融化），用小
镊子推动胶条的支持膜轻轻将其推入还未凝固的封
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胶液中，使胶条与分离胶液面尽量完全贴合。２０μｌ
的蛋白分子量标准加在１ｃｍ×０．５ｃｍ滤纸条上，放
置在胶条的酸性端，待封胶液彻底凝固后将凝胶转

入电泳槽中，电泳槽加入电极缓冲液（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ，１９２ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｇｌｙ，０．１％ＳＤＳ），２５ｍＡ·ｇｅｌ－１）恒流
进行电泳，电泳温度保持在１０℃，待溴酚蓝离底部１
ｃｍ即可停止电泳，一般电泳耗时５～６ｈ。
１．２．５ 染色 银染：参照郭尧君［２５］电泳结束后迅

速从玻璃板上剥离凝胶，放入固定液（４０％甲醇，
１０％乙酸）固定２ｈ以上；超纯水冲洗 ２次，每次 １５
ｍｉｎ－敏华（１ｍｉｎ）－水洗（２０ｓ，３次）银染色（２０ｍｉｎ）
－显色（显色时间与温度有关）－用终止液终止。
考马斯亮蓝染色：电泳结束后迅速剥离凝胶，放

入固定液中过夜，固定后置换于考马斯亮蓝染液于

室温摇床摇动染色约 ３～４ｈ后，换脱色液脱色，直
至背景无色透明，蛋白点清晰为止。

１．２．６ 蛋白质表达图谱的建立及图谱分析 凝胶

银染后使用透射描仪 ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统（Ｐｈａｒｏｓ
ＦＸＰｌｕｓＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｅｒ）进行扫描，扫描结果直接导
入计算机（３２位，３００ｄｐｉ分辨率，全彩）；借助Ｐｒｏｇｅｎ
ｅｓｉｓＳａｍｅＳｐｏｔｓ软件分析，当两两之间的差量值大于２
且 Ｐ≤０．０５时，认为具有显著性差异。

２ 结果和分析

２．１ 不同来源愈伤组织蛋白质含量的比较

由图１可知，不同来源愈伤组织对蛋白质含量
的影响不同，其中芽与叶来源的愈伤组织无显著差

异（Ｐ＞０．０５），两者与茎来源的愈伤组织有极显著
差异（Ｐ＜０．０１），说明执行不同功能的器官表现出
了蛋白质差异。

图１ 甘草不同来源愈伤组织对蛋白质含量的影响

Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｌｌｕｓｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔｉｎＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ

图２ 甘草总蛋白提取方法

Ｆｉｇ．２ ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｆＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓｃａｌｌｉ

２．２ 总蛋白质提取方法对蛋白质含量的影响

用１．２．３两种方法抽提蛋白，所获得的蛋白含
量如图２。采用不同的提出方法对蛋白质的提取效
果不同，由图２可知，改良丙酮沉淀法蛋白质的提取
率极显著优于裂解液直接提取的提取率。因此，对

甘草愈伤组织选用改良丙酮沉淀法提取蛋白质。

２．３ 继代代数对蛋白质含量的影响

第３代芽来源、叶来源与茎来源愈伤组织蛋白
质含量没有显著差异；第 ４代叶来源愈伤组织蛋白
含量极显著高于芽来源愈伤组织蛋白含量，极显著

高于茎来源愈伤组织蛋白含量（Ｐ＜０．０１）；第 ５代
芽来源愈伤组织蛋白含量极显著高于叶来源与茎来

源的愈伤组织蛋白含量（Ｐ＜０．０１），但叶来源与茎
来源愈伤组织蛋白含量之间没有显著差异；第 ６代
芽来源愈伤组织的蛋白含量极显著高于叶来源及茎

来源愈伤组织蛋白含量（Ｐ＜０．０１），且叶来源愈伤
组织蛋白含量显著高于茎来源愈伤组织蛋白含量

（Ｐ＜０．０５）（见表１）。
同一来源的愈伤组织不同继代次数蛋白含量也

有差异。第５代、第６代各来源愈伤组织蛋白含量
极显著高于第３代、第４代愈伤组织蛋白含量，且第

５代与第６代、第３代与第４代之间蛋白含量无显著
性差异。

综上所述，芽来源与叶来源愈伤组织的蛋白含

量高于茎来源愈伤组织的蛋白含量；从第 ３代到第

６代，愈伤组织的蛋白含量逐渐增多。随着继代次
数的增加，愈伤组织的稳定性越来越差，其分化程度

加强，即愈伤组织的异质性增强，所以蛋白质含量随

之增多。
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表１ 继代代数对甘草愈伤组织蛋白质含量的影响

Ｔａｂｌｅ１ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓｏｎＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓｃａｌｌｕｓｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓ

外植体 Ｅｘｐｌａｎｔ ３代 ３ｒｄｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ４代 ４ｔｈｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ５代 ５ｔｈｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ６代 ６ｔｈｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ

芽 Ｂｕｄ ５．３７±０．０７３ ５．７２±０．０３７ｂＢ ８．３５±０．４９２ａＡ ９．５７±０．３３３ａＡ

叶 Ｌｅａｆ ５．５８±０．０７８ ６．５４±０．００６ａＡ ７．５７±０．０８７ｂＢ ６．６８±０．３０９ｂＢ

根状茎 Ｒｈｉｚｏｍｅ ４．８２±０．３１９ ５．５１±０．００６ｃＣ ６．１０±０．１５０ｂＢ ６．１５±０．０８１ｃＢ

平均 Ａｖｅｒａｇｅ ５．２６±０．１５０ｂＢ ５．９２±０．０．１５８ｂＢ ７．３４±０．３６３ａＡ ７．６７±０．５２１ａＡ

注：大小写字母分别表示０．０１和０．０５水平差异显著性，数据为三次重复的均值。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｃａｐｉｔａｌａｎｄｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈａｐｖａｌｕｅｏｆ０．０５ａｎｄ０．０１．Ｔｈｅｄａｔａｗａｓｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ．

２．４ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳比较
对芽愈伤组织提取蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，

其结果见图 ３。电泳结果显示，芽愈伤组织的蛋白
质分子量主要分布在０～７２ｋＤ，还多了一条低分子
量蛋白条带（如箭头所示），改良丙酮法提取蛋白质

的条带浓，且较裂解液提取的条带清晰，这与浓度测

定的结果相一致。所以改良丙酮法优于裂解液直接

提取法电泳效果，因此，根据以上实验结果对愈伤组

织采用改良丙酮法提取的总蛋白进行双相电泳的实

验。

Ａ．改良丙酮沉淀法提取蛋白质；Ｂ．裂解液直接提取蛋白质

Ａ．ＳＤＳｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｉｍｐｒｏｖｅｄａｃｅｔｏｎｅｐｒｅｃｉｐｉｔａ

ｔｉｏｎ；Ｂ．ＳＤＳｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ

图３ 愈伤组织蛋白质ＳＤＳ凝胶电泳图谱
Ｆｉｇ．３ ＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｃａｌｌｕｓｐｒｏｔｅｉｎ

２．５ 上样量对蛋白质双向电泳分辨率的影响

采用改良丙酮法提取的甘草芽愈伤组织蛋白质

定量到２００、３００、４００μｇ和４５０μｇ上样量，采用银染
法。由图４看出，上样量对蛋白质双向电泳分辨率
有明显影响，随着上样量的增加，蛋白点逐渐增多，

上样量在２００μｇ、３００μｇ时，横向及纵向的拖尾现象
严重；４００μｇ和４５０μｇ时，没有拖尾现象且没有明显
的横向及纵向的拖尾现象，图谱背景清晰，多数蛋白

点呈圆形，边界清晰，一些低丰度蛋白清晰可见；４００

μｇ和 ４５０μｇ时图谱的重复性好；但 ４５０μｇ更优于
４００μｇ（图４Ｃ、Ｄ）。利用 ＰｒｏｇｅｎｅｓｉｓＳａｍｅＳｐｏｔｓ分析软

件对图像进行背景消减、斑点检测。根据软件检测

分别得到９１９±３５、１００９±４０、１１０１±５９、１１３２±６２个
蛋白点。故采用 ４５０μｇ的上样量有利于获得高质
量的电泳图谱。

Ａ．２Ｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｐｕｓｉｎｇ２００μｇ；Ｂ．２Ｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｐｕｓｉｎｇ３００μｇ；

Ｃ．２Ｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｐｕｓｉｎｇ４００μｇ；Ｄ．２Ｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｐｕｓｉｎｇ４５０μｇ

图４ 不同上样量的愈伤组织蛋白质双向电泳图谱

Ｆｉｇ．４ Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｃａｌｌｕｓｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇａｍｏｕｎｔｓ

２．６ 染色方法对蛋白质双向电泳分辨率的影响

对甘草芽愈伤组织蛋白质采用 ４５０μｇ的上样
量进行双相电泳，对其结果进行考马斯亮蓝染色与

银染色，筛选确定适合甘草源愈伤组织的最佳染色

方法，以利用试验差异点的分析及质谱的进行。

从图５中可看出，考马斯亮蓝染色的胶图蛋白
点较少，且集中在图谱的中间，靠近两端 ｐＨ的蛋白
质几乎没有，蛋白点之间较清晰；银染色的图谱蛋白

点较多，大部分点较圆且能分布于各个等电点之间，
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图谱背景清晰，但是图谱上显示出没有聚焦好的横

条纹。综合以上考虑，甘草愈伤组织蛋白质双相电

泳应选择蛋白点较多的银染色。

图５ 不同染色方法愈伤组织蛋白质双向电泳图谱

Ｆｉｇ．５ Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｃａｌｌｕｓ
ｐｒｏｔｅｉｎｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

３ 讨 论

蛋白质提取方法是双相电泳体系建立的关键影

响因素之一。蛋白质提取方法较多，主要有 ＴＣＡ／丙
酮法、饱和酚、尿素法、直接提取法，等等，其中以

ＴＣＡ－丙酮沉淀法应用较多［２３，２６－２８］。但谷瑞升［１１］

认为几种培养的木本植物细胞等利用改良丙酮沉降

法优于 ＴＣＡ和丙酮法、硫酸铵沉降法；金德善［１４］对
雪莲愈伤组织采用了 ＴＣＡ－丙酮沉淀法，认为酚法
优于ＴＣＡ／丙酮法和尿素法；张立明［２８］等对茶树愈
伤组织采用ＴＣＡ－丙酮法，认为效果好于冷丙酮法、
ＴＣＡ法、Ｔｒｉｓ－丙酮法；而本实验对甘草愈伤组织采
用的改良丙酮法提取蛋白质优于裂解液提取法，且

在改良的丙酮法中未使用ＴＣＡ。尽管都采用丙酮改
良法，但由于植物种类不同，提取的试剂组成和浓度

不同，筛选的提取方法也不尽相同。因此，多数学者

认为试剂组成及浓度不同以及离心转速和时间均会

对蛋白含量产生很大影响［３０］。

谷瑞升等［１１］认为茎基愈伤组织蛋白点数明显

少于长继代愈伤组织的蛋白质点数，这与我们测定

的高代愈伤组织的蛋白含量显著增加的结果相一

致，高代愈伤组织的异质性增高，分化程度提高，所

以蛋白质含量增高，说明愈伤组织的稳定性减弱。

另外，上样量的大小对双向电泳图谱的清晰度

具有较大的影响，特别是胶条长度及 ｐＨ对上样量
的大小有至关重要的影响。如用 ７ｃｍ长非线性胶
条，ｐＨ３～１０时，茶树愈伤组织的上样量为 １００

μｇ
［２８］；用１７ｃｍ长的ＩＰＧ胶条，ｐＨ４～７时，雪莲愈伤
组织的上样量为５００μｇ

［１４］；日本落叶松胚性愈伤组

织采用自制的管胶，样品上样量为 ６００μｇ
［１０］；本实

验用１７ｃｍ长的 ＩＰＧ胶条，ｐＨ３～１０时，甘草愈伤组
织的上样量为４５０μｇ，与雪莲愈伤组织接近

［１４］。发

菜样品用２４ｃｍ的 ＩＰＧ胶条，ｐＨ４～７时，上样量为
１．５ｍｇ［４］；灰木相思样品用 ｐＨ３～１０，长 ２４ｃｍ的
ＩＰＧ胶条时，最适蛋白上样为 １．０ｍｇ［３１］，从而说明
随着胶条长度和 ｐＨ范围的增加，上样量增加。因
此，针对不同的材料、胶条长度及 ｐＨ范围，应根据
试验筛选适宜的上样量。

不同的染色方法对蛋白质染色的效果不同，理

想的染色方法需要进行试验染色确定。林文芳

等［３２］对不同生态型芦苇叶片、ＮｅｉｌａＪｅｌｌｏｕｌｉ［３０］对葡
萄叶和根采用银染方法，均获得了理想的双相电泳

图谱。本实验对甘草愈伤组织也采用银染法，其蛋

白质双向电泳图谱上蛋白点数量约 １０００个，蛋白
点清晰，图谱分辨率较好，较考染效果好。郝强

等［３３］认为金心黄杨叶片总蛋白质双向电泳用考马

斯亮蓝染色后的电泳图谱可完全满足蛋白质组研究

的需要，而银染背景深，噪声大，不易控制，过多地依

赖于操作者的技术。所以，不同植物选择何种染色

方法，需通过实验筛选，能满足蛋白质组研究的需要

即可。

总之，通过对甘草愈伤组织采用丙酮改良法和

１７ｃｍ，ｐＨ３～１０的ＩＰＧ胶条，上样量为４５０μｇ时，采
用银染法可获得１１３２个蛋白点，且蛋白点清晰，图
谱分辨率和重复性好。由此可建立一套适用于乌拉

尔甘草的愈伤组织蛋白质组分析的双向电泳方法。
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３４１．
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