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曼氏无针乌贼墨囊蛋白质提取及双向电泳条件优化 
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摘要: 应用 TCA/丙酮沉淀法、裂解液法、裂解液－超速离心法以及层析法 4种蛋白质样品制备
方法, 比较了曼氏无针乌贼(Sepiella maindroni)墨囊蛋白质双向电泳的样品制备效果. 在此基础
上, 比较了不同样品处理方法、不同胶条范围以及不同上样量等对电泳结果的影响, 筛选出一套
较优的分离墨囊蛋白质的双向电泳条件. 研究结果表明: TCA/丙酮沉淀法较适合曼氏无针乌贼
墨囊蛋白质双向电泳的样品制备. 该方法制备的曼氏无针乌贼墨囊蛋白质样品经双向电泳分离, 
用固相 pH 5~8 梯度胶条进行等点聚焦, 上样量 300 μg, 电泳结束后硝酸银染色, 最终获得了分
辨率高、重复性好的双向电泳图谱. 经过初步图像分析, 检测到(389±19)个蛋白点, 背景清晰且
蛋白质得率较高.  
关键词: 墨囊; 蛋白质; 双向电泳 
中图分类号: S917.4  文献标志码: A 文章编号: 1001-5132（2013）02-0001-06 

曼氏无针乌贼(Sepiella maindroni)俗称乌贼、
墨鱼、墨斗鱼、花粒子等 , 隶属于软体动物门
(Mollusca) 、 头 足 纲 (Caphalopoda) 、 乌 贼 目
(Sepioidea)、乌贼科(Sepiidae). 曼氏无针乌贼在我
国近海分布广泛, 是一种重要的经济渔业资源, 由
于其具有重要的经济价值而为人们所熟知, 曾是
我国东海渔场传统的四大海产渔业(大黄鱼、小黄
鱼、墨鱼与带鱼)之一. 乌贼以喷墨作为逃避敌害和
捕获食物的主要手段. 乌贼墨中含有多种活性物
质, 是一种重要的海洋生物药, 目前已有很多学者
对其药用价值进行了研究[1-8]. 墨囊是乌贼墨的主
要发生器官, 文献[9]已对曼氏无针乌贼的墨囊形
成、墨汁成分及三级卵膜进行了研究, 但目前尚未
发现乌贼墨囊基因组学和蛋白质组学方面的相关

研究报道.  
现今虽然蛋白质组学研究进展迅速, 但是利

用蛋白质分子量和电荷差异性建立的双向电泳技

术(2-DE), 仍是进行复杂蛋白质样品分离的重要技
术之一[10]. 蛋白样品的制备是 2-DE 的关键, 也是
进行蛋白质组学分析的前提[11]. 科学的样品制备

方法能使样品中的蛋白质充分溶解、分离、变性和

还原, 这对获得理想的双向电泳图谱至关重要[12]. 
墨囊组织中含有的多糖、核酸、色素及其他次生代

谢产物能够干扰蛋白分离, 影响电泳结果的分辨
率和重复性, 因此获得理想的2-DE图谱较为困难[13]. 
所以, 建立成熟的蛋白质双向电泳技术平台是进
行蛋白质组学研究的前提[14].  
笔者以曼氏无针乌贼墨囊为研究对象, 比较

TCA/丙酮沉淀法、裂解液法、裂解液－超速离心
法以及层析法 4 种蛋白质样品制备方法的优缺点. 
同时对双向电泳方法进行改进, 建立了可靠的曼
氏无针乌贼墨囊的蛋白质双向电泳技术平台和乌

贼墨囊的蛋白质图谱, 筛选出了不同发育时期的
差异蛋白质, 以进一步寻找乌贼墨囊发育相关蛋
白或分化标志性蛋白, 研究这些蛋白在墨囊发育及
功能完善中的作用, 探寻控制墨囊发生的关键蛋白.  

1 材料与方法 

1.1 实验材料 
曼氏无针乌贼样品于 2009年 3月采自福建霞
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浦养殖场 , 平均体长 (10.5±0.5) cm, 平均湿重
(118.5±10.2) g. 乌贼在冰上处死后迅速剥离完整新
鲜的乌贼墨囊组织, 倒置墨囊使墨汁流出, 用滤纸
吸干表面水分后放入离心管中, 液氮保存, 过程在
10 min 内完成, 然后移至超低温冰箱保存. 制备样
品时, 取出墨囊组织, 去除残留在墨囊中的墨汁后, 
转移到提前消毒预冷的研钵中, 在液氮环境中充
分研磨成粉末.  
1.2 主要实验仪器 

等电聚焦系统(Protean IEF Cell System), SDS- 
PAGE垂直电泳系统(Protean II xi Cell SysteM), 扫
描仪 GS-800, PDQuest 2-D Analysis Software 
(Version 7.4.0, BIO-RAD Healthcare)均购自美国
Bio-Rad公司; 高速低温离心机购自 Sigma公司. 
1.3 主要试剂 

IPG干胶条, IPG buffer, 低熔点琼脂糖封胶液, 
乙二胺四乙酸二钠盐(EDTA-Na2), 蛋白测定试剂
盒均购自 Bio-Rad 公司 . 尿素 (urea)、硫脲
(CH4N2S)、二硫苏糖醇(DTT)、矿物油、3-[(3-胆酰
胺丙基)-二乙胺]-丙磺酸(CHAPS)、十二烷基磺酸
钠 (SDS)、Tris 碱 (Tris-base)、甘氨酸、硫酸铵
[(NH4)2SO4]、考马斯亮蓝 G-250 以及溴酚蓝均购
自 Amresco公司. 其他试剂为国产分析纯. 
1.4 4种不同的蛋白质制备方法 
1.4.1 TCA/丙酮沉淀法 
称取 1 g曼氏无针乌贼墨囊粉末置于 10 mL离

心管中, 置于-20℃预冷的 TCA/丙酮溶液中, -20 
℃静置 1 h, 4℃ 10 000 r·min-1离心 15 min, 用 75%
酒精清洗沉淀后, 4℃ 10 000 r·min-1 离心 15 min, 
沉淀在 4℃冰箱干燥成粉末, 加入 2 mL裂解液Ⅰ, 
4℃静置 1 h, 4℃ 14 000 r·min-1离心 1 h, 取上清液, 
所得液体作为双向电泳样品(a).  
1.4.2 裂解液法 

称取 1 g 曼氏无针乌贼墨囊粉末置于 2 mL 离
心管中, 加入 2 mL裂解液Ⅰ, 4℃静置 1 h, 将样品
离心 4℃ 14 000  r·min-1离心 1 h, 取上清液, 所得
液体作为双向电泳样品(b).  
1.4.3 裂解液－超速离心法 

将 1.4.2所得样品(b)在 4℃ 20 000 r·min-1超速

离心 1 h. 吸取上层脂类和下层沉淀间的澄清液体
作为双向电泳样品(c).  

1.4.4 层析法 
将方法 1.4.1 所得样品经过 Bio-Spin 层析柱, 

所得液体作为双向电泳样品(d).  
1.5 蛋白浓度的测定 
参考 Bradford方法[15]测定样品. 

1.6 双向电泳 
1.6.1 等电聚焦(17 cm IPG预制胶条) 
等电聚焦电泳主要按照 Grog 的描述方法[8], 

并参照 Bio-Rad仪器系统操作指南. 根据测得的样
品蛋白浓度, 上样量分别为 200 μg和 300 μg, 筛选
最佳上样量. 选择固相 pH 梯度胶条(pH 3~10, pH 
4~7, pH 5~8), 筛选最适胶条. 水化和聚焦在 20℃
自动进行, 每胶条限流每根 50 µA, 等电聚焦参数
设定见表 1.  

表 1  等点聚焦程序 

步骤 胶条长度/cm 时间 电压/V 升压模式 作用 

水化

S1

S2

S3

S4

S5

7 

7 

7 

7 

7 

7 

12 h 

1 h 

1 h 

4 h 

25 000 Vh 

任意 

50 

250 

500 

4 000 

4 000 

500 

 

线性 

线性 

线性 

快速 

快速 

主动水化

除盐 

除盐 

升压 

聚焦 

保持 

步骤 胶条长度/cm 时间 电压/V 升压模式 作用 

水化

S1

S2

S3

S4

S5

S6

17 

17 

17 

17 

17 

17 

17 

12 h 

1 h 

1 h 

1 h 

6 h 

88 000 Vh 

任意时间 

50 

250 

500 

1 000 

8 000 

8 000 

500 

 

线性 

快速 

快速 

线性 

快速 

快速 

主动水化

除盐 

除盐 

除盐 

升压 

聚焦 

保持 

1.6.2  IPG胶条的平衡 
聚焦结束后取出胶条, 将 IPG胶条胶面朝上放

入水化盘中 , 加入 2 mL 的平衡缓冲液Ⅰ(尿素
6 mol·L-1, SDS 2％(w/v), Tris-HCl 0.375 mol·L-1 pH 
8.8, 甘油 20％, DTT 2％(w/v)); 再放置于水平摇床
上缓慢振荡 15 min, 然后将 IPG胶条取出移入加有
2 mL 平衡缓冲液Ⅱ(尿素 6 mol·L-1, SDS 2％(w/v), 
Tris-HCl 0.375 mol·L-1 pH 8.8, 甘油 20％, 碘乙酰
胺 2.5%(w/v))水化盘中, 置水平摇床上再振荡 15 
min; 最后取出 IPG 胶条, 浸入 1×SDS-PAGE 电泳
缓冲液(Tris 25 mmol·L-1, glycine 192 mmol·L-1, SDS 
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0.1%(w/v), pH 8.3)中漂洗5 s, 将胶条的边缘置于滤
纸上几秒钟, 以除去多余的缓冲液.  
1.6.3 第二向聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳(SDS- PAGE)  

将 IPG 胶条小心地转移到置备好的 SDS 凝胶
上 , 用预溶的 0.5%低熔点琼脂糖封胶 , 加入
1×SDS-PAGE电泳缓冲液进行垂直凝胶电泳.  
1.6.4 银染 
参考Bio-Rad蛋白质组双向电泳实验操作手册

的银染方法进行染色.  
1.6.5 图像获得及分析 

脱色后的凝胶采用 GS-800 扫描仪扫描 2-DE
凝胶得到凝胶图像, 采用 PDQuest 2-D Analysis 
Software (Version 7.4.0, BIO-RAD Healthcare)软件
对一组凝胶图像进行处理分析, 每个样品进行 3次
重复. 通过以上分析, 得到凝胶蛋白点数、每个蛋
白点定量、位置等基本信息.  

2 结果与分析 

2.1 墨囊蛋白提取率比较 
本研究进行了墨囊蛋白不同提取方法的比较,

表 2是墨囊质量相同的情况下, 采用不同方法所测
得的蛋白提取率. 从表 2 可以看出, 蛋白质提取率
由高到低依次为: 裂解液法、TCA/丙酮沉淀法、裂
解液超速离心法, 层析法效果欠佳.  

表 2  曼氏无针乌贼墨囊蛋白质提取率 

方法 
浓度/ 

(μg·μL-1) 

样品总 

体积/μL 

蛋白质 

总量/μg 

墨囊/

g

提取

率/%

TCA/丙酮沉淀法

层析法 

裂解液法 

裂解液－超速离心法

15.9 

6.2 

20.6 

17.0 

1 100 

1 000 

1 300 

1 000 

17 490 

6 200 

26 780 

17 000 

0.8

0.8

0.8

0.8

2.18

0.78

3.3

2.12

2.2 蛋白质双向凝胶电泳图谱比较 
上述 4种方法提取的墨囊蛋白质样品, 经双向

凝胶电泳分离后(图 1). 用 PDQuest 软件分别分析
胶片上的蛋白斑点, 结果见表 3. 从图 1 和表 3 可
以直观地看出: 相同上样量, 采用 TCA/丙酮沉淀
法较其他 3种方法检测到的蛋白斑点多, 且图谱中
水平和垂直的条纹较少. TCA/丙酮沉淀法较好地
溶解了部分疏水性蛋白, 提高了蛋白丰度和蛋白
种类, 同时消除了大量干扰物质(如核酸、多糖、色

 

                 
 

                  

A为 TCA/丙酮沉淀法; B为裂解液法; C为裂解液－超速离心法; D为层析法 

图 1  曼氏无针乌贼墨囊蛋白质双向凝胶电泳图谱 
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素等)的影响, 因此 TCA/丙酮沉淀法更适合墨囊蛋
白质的提取.  

表 3  提取方法与墨囊蛋白质斑点数目对照表 

方法 蛋白质点数 

TCA/丙酮沉淀法 

裂解液法 

裂解液－超速离心法 

层析法 

389±19 

205±10 

165±12 

98±6 

2.3 双向电泳体系的优化 
2.3.1 不同胶条范围比较 

本实验主要采用了 7 cm pH 3~10和 17 cm pH 
5~8、pH 4~7的胶条, 染色方法选择改进的银染法, 
该方法检测的灵敏度较高, 有利于低丰度蛋白的
检测. 7 cm宽 pH范围的胶条主要用于确立蛋白的
主要分布范围, 通过比较 2种 pH范围的 17 cm胶
条, 确定 1种样品分离效果最好的胶条. 图 2(A)使
用 pH 为 3~10 的胶条确定蛋白质样品的 pH 范围, 
从图 2(A)可看出, 高丰度蛋白主要存在于左侧低
pH 端, 高丰度蛋白会影响中低丰度的蛋白表达. 

为得到更全面和清晰的电泳图谱, 选取 17 cm, pH 
5~8 和 pH 4~7 的预制胶条比较, 通过图 2(B)和图
2(C)比较发现, pH 5~8的样品分离效果较好.  
2.3.2 不同上样量范围的比较 

在确立了胶条的 pH范围后确定胶条的上样量, 
为防止一些低丰度蛋白不能被检测到, 影响最终
双向电泳凝胶图谱的蛋白斑点数, 尽量不采取上
样量较低的方法. 提高蛋白的上样量有利于低丰
度蛋白质的检测, 而蛋白上样量过高时会引起双
向电泳图谱的畸变[16], 且高丰度蛋白会掩盖其周
围的一些稍低丰度的蛋白点, 而使双向电泳图谱
质量下降. 笔者分析了不同上样量对图谱的影响, 
由图 3可知, 在 300 µg上样量条件下得到的蛋白点
更多, 图谱更清晰.  

3 讨论 

3.1 曼氏无针乌贼墨囊样品制备方法 
在蛋白质组学的研究中, 双向电泳技术是应

用最广泛的蛋白质分离方法之一. 蛋白质样品制

     

                       

A为 pH 3~10; B为 pH 4~7; C为 pH 5~8 

图 2  不同胶条范围对双向电泳图谱的影响 

 

                            

A为 200 µg; B为 300 µg 

图 3  不同上样量对双向电泳图谱的影响 
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备是双向电泳中的第一步, 也是最关键的一步. 不
同来源的样品制备方法可能不同, 但是一般都遵
循以下几个原则: (1)减少对蛋白的人为修饰. (2)破
坏蛋白与其他生物大分子的相互作用, 并且使蛋
白处于完全变性的状态. (3)尽可能地提高样品蛋
白的溶解度, 抽提最大量的总蛋白, 减少蛋白的损
失[17].   
笔者针对曼氏无针乌贼墨囊组织采取了 4 种

不同蛋白质制备方式. 实验结果表明, 墨囊蛋白提
取率与提取方法密切相关, 裂解液法的提取率最
高. 因为裂解液法是通过裂解液中高浓度的尿素
和硫脲提取墨囊中的蛋白质, 尿素和硫脲均具有
较好的溶解膜蛋白中蛋白质和解折叠多数蛋白质

的功能, 样品蛋白未经其他处理而损失较少. 裂解
液中的Tris可以防止样品蛋白的降解, 增大蛋白的
溶解性, 并且对裂解液 pH 的变化起到缓冲作用. 
裂解液中的还原剂 DTT 和少量载体两性电解质也
能促进蛋白质溶解, 亮肽素和 PMSF等有机化合物
则通过抑制蛋白水解酶活性, 减少蛋白质的降解. 
此外, 裂解液中的去污剂 CHAPS 可以减弱蛋白质
间疏水键的相互作用, 从而减少蛋白质的聚合沉
淀[18]. 由此来看, 裂解液配方中的多种成分均能提
高蛋白质的溶解度, 因而可获得比采用其他方法
更高蛋白质得率的效果. 虽然 TCA/丙酮沉淀法提
取率不如裂解法, 但是可以获得的蛋白质斑点数
目不仅最多, 而且斑点清晰, 有利于开展蛋白质组
鉴定分析工作[19]. 其原因可能是 TCA/丙酮沉淀法
能较好地溶解某些疏水性蛋白, 提高蛋白丰度和
蛋白种类, 较好地去除核酸、脂类、盐、去污剂等
干扰物质. 综合考虑, 我们选择 TCA/丙酮沉淀法
提取曼氏无针乌贼墨囊蛋白质.  
3.2 曼氏无针乌贼墨囊蛋白双向电泳条件优化 
双向电泳条件的优化包括胶条的长度、pH 范

围、上样量、等电聚焦程序、聚丙烯酰胺凝胶的浓

度和染色等. 胶条的选择主要根据实验目的和需
要而定, 小尺寸的胶条电泳时间短, 可用于优化样
品制备等预实验; 大尺寸的胶条电泳时间长, 则用
于对复杂样品进行更为彻底的分析并鉴别出感兴

趣蛋白. 宽 pH范围的胶条用来分析总蛋白, 窄 pH
范围的胶条可以大大提高分辨率和灵敏度, 用于
分析特定的蛋白. 一般来说, 胶条愈长, pH范围愈

窄, 则所需上样量愈大. 上样量也与染色方法有关, 
银染灵敏度高, 样品上样量少; 胶体考染等方法灵
敏度稍差, 所需上样量较大. 聚焦时间一般用达到
聚焦所需的伏特小时(Vh)来表示, 它主要取决于上
样量和样品种类, 上样量越大, 则需要较多的伏特
小时数, 但是样品聚焦所需要完成的伏特小时数
主要靠经验决定. 聚丙烯酰胺凝胶的浓度主要是
取决与蛋白质分子量大, 聚丙烯酰胺凝胶的浓度
越大, 交联度越大, 孔径越小, 蛋白分子移动越慢, 
反之则快[20]. 染色方法的选择主要取决于其灵敏
度和质谱兼容性.  
本研究中曼氏无针乌贼墨囊上样量最终采用

300 µg, 当上样蛋白浓度过高时, 容易在重泡胀期
和等电聚焦时发生沉淀, 影响聚焦效果, 而且丰度
过高的蛋白斑点过大, 容易掩盖某些相近的丰度
较低的蛋白点. 当上样蛋白浓度过低时, 表达量较
低的点则不易显现. 因此通常在保证图谱质量和
检测蛋白斑点数量的前提下, 最终确定样品的上
样量.  
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Optimization of Protein Isolation and Method of Two-dimensional 
Electrophoresis from the Ink Sac in Sepiella maindroni 
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( 1.School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 2.Key Laboratory of Applied  

Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: In order to develop an efficient protein extraction method suitable for two-dimensional electrophoresis 
(2-DE) from the ink sac in Sepiella maindroni, we compared four analytical approaches, which are the 
precipitation separation of TCA/acetone, the lyolysis buffer, the lyolysis-ultracentrifugation and the column 
chromatography for total protein extraction. We also compared the effects of different protein extraction methods, 
different IPG strips and different volumes of sample loaded on the 2-DE. The results show that the TCA/acetone 
precipitation is the most suitable method for the ink sac protein sample preparation for 2-DE, and the appropriate 
electrophoresis pattern can be obtained by loading 300 μg protein samples using the method of TCA/acetone 
precipitation, with IPG strips of pH 5-8 for the first dimensional electrophoresis and staining with silver nitrate. 
A total of (389±19) protein points are obtained by conducting image analysis. The improved TCA/acetone 
precipitation can achieve the highest resolution of two dimensional electrophoresis and high yield of protein, and 
the findings can facilitate the research of proteomics on the ink sac in Sepiella maindroni. 
Key words: ink sac; protein; two-dimensional electrophoresis 
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