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中华鳖肌肉组织双向电泳的条件优化 
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摘要: 通过不同的样品处理方式、IPG 缓冲液浓度、染色方法和 pH 等条件的对比试验, 优化建
立了中华鳖肌肉组织蛋白质的双向电泳技术体系. 结果表明: 蛋白样品经试剂盒纯化后可显著
提高等电聚焦效果; IPG缓冲液浓度为 0.5%的聚焦效果好于 2.0%浓度; 考染所获蛋白质点较少, 
而银染所获蛋白质点明显增多; pH 4~7胶条的等电聚焦效果明显好于 pH 3~10的胶条.  
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中华鳖(Pelodiscus sinensis), 俗称甲鱼、团鱼、
王八等 , 属爬行纲 (Reptilia)、龟鳖目 (Testudo- 
formes)、鳖科(Trionychidae)、鳖属(Pelodiscus). 在
我国除西藏、新疆及青海以外其它地区均有分布, 
长江流域及华南地区较为多见[1], 国外主要分布于
朝鲜、越南及日本[2]. 中华鳖是我国中华鳖重要的
名特优水产品之一, 也是浙江省第一大水产养殖
品种. 但随着养殖规模的扩大, 相应的疾病以及种
质退化、滥交等现象也愈来愈严重, 因此, 对其种
苗的保护以及病害防治等相关基础工作和研究势

在必行. 目前在中华鳖种质相关研究方面主要基
于分子标记技术, 而在双向电泳方面的研究尚属
空白.  
双向电泳技术 (Two-dimensional Electropho- 

resis, 2-DE)是由O’Farrel等人于 1975年建立, 基于
蛋白质的等电点和分子量不同的特性进行分离[3], 
是分离复杂蛋白质最有效的方法之一[4]. 但是这项
技术对蛋白质样品的制备要求很高, 条件优化把
握很复杂, 须去除盐离子、核酸、多糖以及脂类复
合物等干扰物质, 否则会严重影响第一向等电聚
焦[5], 直接导致电泳图谱不理想. 目前双向电泳技
术在水生生物中的研究已有不少, 如波斯鲟(Aci- 
penser persicus) [6]、斑马鱼(Danio rerio) [7]、黄盖鲽

(Limanda yokohamae) [8]、日本囊对虾(Marsupenaeus 
japonicus) [ 9]等, 但尚未有中华鳖组织样品双向电
泳研究报道.  
本研究以中华鳖为对象, 以双向电泳技术为

基础, 对其肌肉组织样品的制备以及双向电泳相
关条件进行优化, 获得较理想蛋白质图谱, 为今后
中华鳖基于此技术的包括种质、病害等相关研究奠

定技术基础.  

1 材料方法 

1.1  实验动物 
实验所用中华鳖日本品系购自浙江萧山省级

中华鳖日本品系良种场, 解剖后取肌肉组织在液
氮中闪动后于-80℃冻存备用.  
1.2  主要试剂和设备 

CHAPS、尿素、二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺、
溴酚蓝、考马斯亮蓝(G250、R250)、固相干胶条(pH 
3~10和 pH 4~7)、IPG buffer(pH 3~10和 pH 4~7)、
覆盖油等主要试剂购自美国 GE Healthcare 公司, 
其它辅助试剂均为分子生物学级.  

Ettan IPGphor III 等电聚焦仪、ImageScanner 
激光凝胶扫描仪、MultiTemp III恒温循环水浴仪以
及垂直电泳仪购自美国 GE Healthcare公司.  
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1.3  样品的制备 
取中华鳖肌肉组织于液氮中研磨, 取0.1 g研碎

组织放入 500 μL裂解液(8 mol·L-1尿素, 4%CHAPS, 
40 mmol·L-1 DTT)中, 用电动匀浆机匀浆, 室温放
置 5 min, 于 12 000 r·min-1离心 30 min, 取上清液即
为蛋白初提取液, 于-80℃冻存. 取上步骤的初提
液, 用 2D-clean up 试剂盒对蛋白样品进行纯化, 
最终将纯化后的蛋白保存于-80℃.  
1.4  第一向等电聚焦 
1.4.1 蛋白初提液与纯化后蛋白的电泳比较 

分别取初步提取液和纯化后的蛋白样品混合

于水化液(8 mol·L-1尿素, 2.0% CHAPS, 0.5% IPG
缓冲液, 0.002%溴酚蓝, 20 mmol·L-1DTT)中, 将冻
存的 IPG胶条室温平衡30 min后, 浸泡在水化液中
过夜, 表面覆盖一层覆盖油, 胶条溶胀后进行等电
聚焦. 等电聚焦程序为(以 7 cm, pH 3~10的胶条为
例): (1)Step and Hold: 300 V, 30 min; (2)Gradient: 
1 000V, 30 min; (3)Gradient: 5 000 V, 80 min; (4)Step 
and Hold: 5 000 V, 2 000 Vh.  
1.4.2 水化液中不同浓度 IPG缓冲液的电泳比较 
取纯化后的蛋白样品, 用含不同浓度 IPG缓冲

液(0.5%和 2.0%)的水化液溶胀胶条, 胶条溶胀后
按上述步骤进行等电聚焦.  
1.4.3 不同 pH范围胶条的电泳比较 
对纯化后蛋白样品分别用 pH 3~10和 pH 4~7

的胶条进行等电聚焦, 等电聚焦过程与水化液成
分与 1.4.1一致.  

1.5  胶条平衡 
第一向等电聚焦完毕后, 分别对胶条浸泡于

SDS 平衡液(6 mol·L-1 尿素, 75 mmol·L-1 Tris-HCl, 
29.3% 甘油, 2% SDS, 0.002% 溴酚蓝, 65 mmol·L-1 

DTT或135 mmol·L-1 碘乙酰胺)中进行DTT平衡和
碘乙酰胺平衡操作(平衡操作在暗处进行), 分别平
衡 15 min.  
1.6  第二向垂直电泳以及染色 
对平衡好的胶条进行第二项 SDS-PAGE 垂直

电泳, 胶浓度为 12.5%. 电泳过程中进行循环水浴, 
水浴温度为 15℃. 电泳结束后分别对胶进行硝酸
银染色(以下简称银染)和考马斯亮蓝染色(以下简
称考染). 最后对染色好的胶用 ImageScanner 激光
凝胶扫描仪扫描图像.  

2 结果 

2.1  蛋白初步提取液和纯化后的蛋白样品电泳结

果比较 
分别将初步提取液和 2D-clean up纯化后的蛋

白样品用 pH 3~10的胶条进行等电聚焦, 结果如图
1所示. 由图1可见, 初提液蛋白聚焦结果很差, 实
际操作中, 其等电聚焦最大电压仅达到 800 V, 远
未达到设定的最大电压 5 000 V, 说明其中盐离子
较多, 严重影响第一向等电聚焦. 粗提取液经 2D- 
clean up试剂盒纯化后, 聚焦结果较好. 
2.2  不同浓度 IPG缓冲液电泳结果 

分别在水化液中加入浓度为 0.5%和 2.0% IPG

pH 3 pH 10 pH 3 pH 10 

          
图 1  蛋白初提液(左)和纯化液(右)的考染电泳图谱 
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缓冲液, 用 pH 3~10的胶条进行聚焦电泳, 结果如
图 2所示. 比较了 2种不同浓度的 IPG缓冲液结果, 
发现 2.0%的 IPG缓冲液会使等点聚焦效果不理想, 
说明此浓度偏高, 实际实验中, 最大聚焦电压仅达
到 1 800 V; 而 0.5%的 IPG 缓冲液浓度较为合适, 
等电聚焦效果良好.   
2.3  不同染色方法的比较 

分别对 pH 3~10的 7 cm胶条聚焦电泳结果进
行考染和银染, 其中考染上样量为 50 μg, 银染上
样量为 5 μg. 如图 3 所示, 考染所得的蛋白质点较
少, 而采用银染后, 检测到的蛋白质点明显增多.  
2.4  不同 pH IPG胶条的比较 

分别对用 pH 3~10和 pH 4~7的 7 cm胶条对纯

化后的蛋白样品进行等电聚焦, 最终结果采用银
染. 如图 4所示, pH 4~7的胶条较 pH 3~10胶条的
分离效果好, 无说平拖尾, 蛋白点均呈规则点状.  

3 讨论 

双向电泳技术(Two-Dimensional Electrophoresis, 
2-DE)是当前蛋白质分离技术中使用最广泛的技术, 
此技术联合质谱(MS)蛋白质组学分析已成为蛋白
质组学研究的主要方法[4,10]. 目前在中华鳖蛋白组
学相关研究方面鲜有报道 , 本研究可为将来以
2-DE技术为基础的相关研究奠定技术基础.  
肌肉组织的蛋白含量丰富, 占 20%以上, 用尿

素裂解液很容易使其蛋白质变性溶解, 对于难溶

pH 3 pH 10 pH 3 pH 10 

          
图 2  水化液中加入 0.5% IPG缓冲液(左)和 2.0%IPG缓冲液(右)的考染电泳图谱 

pH 3 pH 10 pH 3 pH 10 

          
图 3  pH 3~ pH 10的胶条考染图谱(左)和银染图谱(右) 
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解的蛋白质样品可使用尿素与硫脲搭配而成的裂

解液, 可进一步提高蛋白质的溶解性[11]. 在等电聚
焦的过程中, 盐离子是决定此过程成败的关键因
素, 有些组织样品盐离子浓度过高, 因而在等电聚
焦的过程中蛋白质对电流的贡献率很低, 主要电
流由盐离子生成, 最终导致蛋白质得不到有效的
聚焦[12]. 因而对盐度过高的制备样品应采用脱盐
处理, 以除去盐离子以及其它干扰物质, 目前较为
经典的纯化方法为丙酮沉淀法[13], 笔者所用 2D- 
clean up 试剂盒为在此方法上的改进, 能更少减小
蛋白质的损失, 如图 1 所示, 处理后蛋白质样品的
聚焦效果较处理前有了明显的提升. 在胶条溶胀
过程中, IPG缓冲液的浓度过高也会导致第一向等
电聚焦不良的结果, 其原理和盐离子浓度过高类
似, 如图 2所示, 在含 0.5%的 IPG缓冲液的水化液
中溶胀的胶条 , 等电聚焦效果明显好于浓度为
2.0%的水化液.  
由于 SDS-PAGE 胶的染色, 考染的灵敏度远

远低于银染, 因而决定了考染的上样量远远高于
银染, 文中考染的上样量为 60 μg (7 cm胶条), 银染
的上样量仅为 5 μg (24 cm胶条为 50 μg), 从图 3可
以看出, 考染可检测到的蛋白质点很少, 而银染可
检测到的点很多. 因而在进行考染的情况下要适
当提高样品的上样量, 但矛盾的是, 高的上样量会
使蛋白质沉淀的风险升高, 并且必然导致等电聚
焦时间延长, 聚焦效果也会下降, 因此在为了更多
检测蛋白质差异点的情况下, 笔者推荐用银染.  

在以往动物肌肉组织的双向电泳报道中[14-16], 
动物肌肉组织的双向电泳多用 pH 3~10 和 pH4~7
的胶条. 从图4可以看出, pH 3~10的胶条所得的电
泳图谱中, 碱性端蛋白质水平拖带严重, 而在第一
向等电聚焦时聚焦过程均正常. 相比之下, pH 4~7
的胶条等电聚焦效果要好于 pH 3~10的胶条, 此结
果与相关报道一致[17], 说明 pH 4~7 的胶条较 pH 
3~10的胶条更适用于肌肉组织的双向电泳分析.  
双向电泳是一个非常复杂的过程, 受诸多因

素的影响, 要想获得良好的电泳图谱必须对其多
方面进行条件优化. 笔者对中华鳖肌肉组织双向
电泳的条件优化表明, 经 2D-clean up 试剂盒纯化
后的蛋白样品, 在 IPG缓冲液的浓度为 0.5%时, 用
pH 4~7的胶条、银染能得到良好的电泳图谱, 可为
今后以 2-DE的蛋白组学相关研究打下了基础.  
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Condition Optimization of 2-DE Technique in Muscle Proteome for  
Chinese Soft-shell Turtle Pelodiscus sinensis 

ZHANG Chao1, HE Zhong-yang2*, XU Xiao-jun2, ZHANG Hai-qi2, WANG Chun-lin1 

( 1.Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 
2.Fishery Technical Extension Station of Zhejiang Province, Hangzhou 310012, China ) 

Abstract: A 2-DE related technique is introduced and optimized for muscle proteome of Chinese soft-shelled 
turtle Pelodiscus sinensis. The comparative tests are conducted between different sample treatment, concen- 
tration of IPG buffer, staining methods and pH of IPG strips. The result indicate that the effect of isoelectric 
focusing (IEF) of purified protein sample is better than that of initial extracting protein, and that the 
concentration of 0.5% IPG buffer is more suitable than the concentration of 2.0%. Based on stained comparison, 
we suggest that the silver staining can detect more protein spots than coomassie brilliant blue (CCB) staining.  
Key words: Pelodiscus sinensis; 2-DE; Isoelectric focusing 
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