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摘要
!

为筛选出一套适用于双向电泳分析的链格孢菌蛋白的提取方法$以该菌为研究材料$首先采用
0-(4

丙酮

法&磷酸
40-(4

丙酮法&

5'5

提取法和
0-(

(丙酮
45'5

(酚抽提法分别提取菌丝蛋白质$然后进行蛋白质浓度的测

定和单向
5'54W(*1

试验$并建立双向电泳体系%结果表明"

0-(

(丙酮
45'5

(酚抽提法所获得的蛋白质浓度为

$"6LQ

E

(

Q/

$分别是其他三种方法所得蛋白浓度的
86;!

&

!6;$

和
$6!#

倍'

5'54W(*1

图谱中形成的条带数目最

多&丰度最好'所获得的
84'1

图谱背景清晰干净$无明显的横纵条纹$分辨率高$可辨别的蛋白质点数为
$$#:

个$

是
0-(4

丙酮法所分离蛋白点数的
$6:L

倍%由此可知$

0-(

(丙酮
45'5

(酚抽提法为链格孢菌蛋白提取的最优方

法$该方法所提取的蛋白质适用于双向电泳分析及后续的蛋白质组学研究%
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期 李贞彪等!适用于双向电泳分析的链格孢菌体蛋白提取方法的筛选

!!

链格孢
A()-+$%+"%%()-+$%)%

是一种能侵染多

种农作物和经济作物的重要植物病原真菌"广泛分

布在土壤.空气和农作物残体中"可寄生.腐生和

兼性寄生或腐生$

$

%

#

AF%()-+$%)%

是半知菌亚门链

格孢属的模式种$

8

%

"其菌落边缘整齐"初白色"而后

逐渐变为不同程度的褐色"气生菌丝呈短绒状"其

分生孢子梗为深色"单枝"顶端单生或串生分生孢

子"分生孢子呈黑褐色"形状大小不一"呈倒棍棒

状或倒梨形"有横隔膜$

#

%

#该菌可侵染苹果$

!

%

.

梨$

"

%

.草莓$

;

%

.柑橘$

<

%

.枸杞$

:L

%

.甜瓜$

$9

%

.番茄$

$$

%等

多种果蔬"引起采后烂损"并且其侵染过程产生的

交链孢霉毒素给果蔬及其制品销售带来食品安全

隐患$

$8

%

#全面解析病菌的分子致病机理对制定该

病害的有效控制策略有重要意义#目前"已有研究

人员对该病菌分子致病机理开展了较为广泛的研

究"但研究主要集中在毒素$

$#

%和代谢产物$

$!$"

%上"

从蛋白质水平揭示链格孢分子致病机理的研究尚未

见报道#

近年来"蛋白质组技术已经广泛应用于植物病

原真菌致病机理的研究中#双向电泳'

>@C4IRQGH4

FRCHBP

E

GPGPGT>DC

?

=CDGFRF

"

84'1

(技术是蛋白质组

学研究中一种有效的蛋白质分离方法"而获得高分

辨率
84'1

图谱的关键步骤是蛋白质提取$

$;

%

#目

前"适用于
84'1

技术的植物病原真菌总蛋白提取

常用
0-(

&丙酮法$

$<

%

.酚抽提法$

$:

%及其衍生的改良

方法#江珊等$

$L

%采用改进的
0-(

&丙酮法对稻瘟病

菌
G%

#

$%

/

,+)0-,+

<

H%-

菌丝体蛋白质进行双向电

泳分析"获得了高分辨率电泳图谱"较改进前
0-(

&

丙酮法蛋白质点数量平均提高
;:<

个点#

%GDHlHIĜ4

(TGDC

等$

89

%研究了磷酸盐缓冲液预处理对
0-(4

丙

酮法提取灰葡萄孢
R,)+

<

)"2'"$-+-%

菌丝体总蛋白

的效果"发现在
0-(

&丙酮沉淀蛋白质样品之前使

用磷酸盐缓冲液进行预处理可显著提高灰葡萄孢菌

丝体总蛋白的提取效果#

*CĤlPĜ

等$

8$

%研究发现

0-(

&丙酮结合苯酚提取法所提取的灰葡萄孢菌丝

体蛋白含量高于磷酸
40-(4

丙酮法"且该方法提高

了蛋白点的分辨率"减少了拖尾"有更多的蛋白点被

检测出#舒灿伟等$

88

%对采用不同蛋白提取方法所

提取的水稻纹枯病菌
>0"H,'),$"%2,(%$"

蛋白质样

品质量进行比较研究"结果表明"优化的
0-(

&丙酮

酚&
5'5

联合抽提法适用于进行双向电泳的水稻纹

枯病菌蛋白质的提取#但目前有关链格孢中蛋白质

的有效提取方法研究鲜有报道#

本研究采用
0-(4

丙酮.磷酸
40-(4

丙酮.

5'5

提取和
0-(

&丙酮
45'5

&酚联合抽提等方法提取链

格孢总蛋白"从蛋白质浓度和电泳分辨率等方面比

较了不同提取方法的提取效果"对较理想的两种方

法进行双向电泳对比分析"旨在探索优化出一套适

合双向电泳分析的链格孢总蛋白的提取方法"为相

关研究奠定基础#

$

!

材料与方法

$%$

!

材料

$6$6$

!

菌种

链格孢
A()-+$%+"%%()-+$%)%

由本实验室分离

自黑霉病发病枸杞果实#

$6$6&

!

主要试剂和仪器

丙烯酰胺.

)

"

)

0

4

甲叉双丙烯酰胺.

0DRF

.二硫

苏糖醇'

'00

(.溴酚蓝.过硫酸铵'

(

?

(.甘氨酸.尿

素.硫脲.碘乙酰胺'

,((

(.四甲基乙二胺'

01O1'

(.

考马斯亮蓝
+48"9

购自
(QDGFTC

公司-

,W*

胶条

'

?

3#

#

$9

"

$<TQ

"非线性(.两性电解质
7RC4/

V

>G

'

?

3#

#

<

(.矿物油为
7RC4+BI

公司产品-其他试剂

均为国产分析纯#

,1%

等电聚焦电泳仪.双向垂直板电泳仪.制冷

水浴循环器.

._

凝胶成像系统.

*54:99-BPRZDB>GI

,QB

E

RH

E

'GHFR>CQG>GD

型彩色扫描仪"为
7RC4+BI

公

司产品-低温高速离心机为长沙湘仪离心机仪器有

限公司生产-紫外可见分光光度计为上海元析仪器

有限公司生产#

$%&

!

方法

$6&6$

!

病原菌培养与收集

参照赵明治等$

8#

%的方法并略作修改#将链格

孢接种于
W'(

平板上"于
8:b

培养箱中培养
<I

后"用
"QQ

直径的无菌打孔器在菌落边缘打取菌饼"

取
#

#

"

个菌饼接入装有
$99Q/W'7

的
8"9Q/

三

角瓶中"置于
8:b

.

$<9D

&

QRH

下恒温振荡培养
#I

"

收集菌丝"超纯水洗涤
#

次"用真空抽滤器将培养的

菌丝体抽滤成干燥的菌饼后立刻用液氮冷冻于

M:9b

保存"备用#

$6&6&

!

菌体蛋白的提取

分别采用
0-(4

丙酮法.磷酸
40-(4

丙酮法.

5'5

提取法和
0-(

&丙酮
45'5

&酚联合抽提法提取

菌丝蛋白"操作流程见图
$

#

,

L#$

,



89$L

图
$

!

=

种菌丝蛋白质提取方法流程图

>3

5

%$

!

>+2G1@)062992.0<

C

1,+3)

/

026,34,A60)16324

/

026212+7

!!

0-(4

丙酮法参照
'BQGDYBP

等$

8!

%的方法"略作

修改#取
8

E

干燥的菌丝置于研钵中"加液氮研磨

至细粉"转入
"9Q/

离心管中#加入
#9Q/

预冷的

质量分数为
$9c 0-(

丙酮溶液'含体积分数
969<c

的巯基乙醇("涡旋振荡混匀"

M89b

过夜沉淀蛋白

质#

!b

.

$8999D

&

QRH

离心
89QRH

"弃上清-再加入

含体积分数
969<c

巯基乙醇的预冷丙酮"充分混

匀"

M89b

静置
$=

-重复离心洗涤沉淀
#

次以去除

残留的
0-(

-室温下"将沉淀置于通风橱内"使蛋白

质沉淀中残留的丙酮挥发干净-收集干燥后的蛋白

质干粉"于
M89b

下保存#

磷酸
40-(4

丙酮法参照
%GDHlHIĜ4(TGDC

等$

89

%

和张小泉$

8"

%的方法"略作修改#将
8

E

干燥的菌丝

液氮研磨至细粉后转入
"9Q/

离心管"加入
#9Q/

预冷的
$9QQCP

&

/

磷酸钾 磷酸缓冲液'

?

3<6!

"含

体积分数
969<c

的巯基乙醇("涡旋振荡混匀"

M89b

下静置
8=

-

!b

.

$8999D

&

QRH

离心
89QRH

"

弃上清-将得到的沉淀重悬于预冷的质量分数为

$9c0-(4

丙酮溶液'含
969<c

的巯基乙醇(中"涡旋

振荡混匀"

M89b

过夜沉淀蛋白质-

!b

.

$8999D

&

QRH

离心
89QRH

"弃上清-加入含体积分数
969<c

巯基

乙醇的预冷丙酮"充分混匀"重复洗涤
#

次#室温

下"待丙酮挥发干净后收集干燥的蛋白质干粉"于

M89b

下保存#

5'5

提取法参照舒灿伟等$

88

%的方法"略作修

改#如前所述"将
8

E

干燥的菌丝研磨成细粉后转

入
"9Q/

离心管"立刻加入
#9Q/

预冷的
5'5

缓冲

液'含
#9c

甘油.

!c5'5

.

"c

巯基乙醇.

96$QCP

&

/

"

?

3;6:0DRF43-,

("涡旋振荡混匀-在
:9b

下恒温

水浴
"QRH

-随后
!b

.

$8999D

&

QRH

离心
89QRH

"弃

沉淀-将所得的上清液加入含体积分数
969<c

巯基

乙醇的预冷丙酮"涡旋振荡混匀"

M89b

过夜#

!b

.

$8999D

&

QRH

离心
89QRH

"弃上清"获得的沉淀再用

预冷丙酮洗涤
$

次#室温下"待丙酮挥发干净后收

集干燥的蛋白质干粉"于
M89b

下保存#

0-(

&丙酮
45'5

&酚联合抽提法参照舒灿伟

,

9!$

,
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等$

88

%和
]BH

E

等$

8;

%的方法"略作修改#如前所述"

将
8

E

干燥的菌丝研磨成细粉后转入
"9Q/

离心

管"立刻加入
#9Q/

预冷的质量分数为
$9c 0-(

丙酮溶液'含体积分数
969<c

的巯基乙醇("涡旋振荡

混匀"

M89b

过夜沉淀蛋白质#

!b

.

$8999D

&

QRH

离

心
89QRH

"弃上清-再分别用体积分数
:9c

甲醇溶

液'含
$99QQCP

&

/

醋酸铵(和体积分数
:9c

丙酮溶

液各洗涤
$

次"沉淀通风干燥
$9QRH

#向所得沉淀

中同时加入
"Q/

水饱和酚和
"Q/5'5

缓冲液'水

饱和酚与
5'5

缓冲液
$k$

混合("振荡混匀"室温静

置
"QRH

-离心"吸取上层酚相转移至新的
"9Q/

离

心管中"再加入
"

倍体积预冷的
$99QQCP

&

/

醋酸

铵甲醇溶液"

M89b

过夜沉淀#

!b

.

$8999D

&

QRH

离心
89QRH

"弃上清-沉淀用上述甲醇和丙酮溶液再

各洗涤
$

次"收集干燥后的蛋白质干粉"于
M89b

下

保存#

$6&6'

!

蛋白质溶解

分别称取上述
!

种方法获得的蛋白质样品干粉

"9Q

E

加入
$999

$

/

裂解液'

:QCP

&

/

尿素"

8QCP

&

/

硫脲"

!cT

&

!-3(W5

"

$cT

&

!'00

"

968c!

&

!

7RC4/

V

>G

?

3#

#

$9

(中"涡旋混匀后室温放置
#

#

!=

"

每
#9QRH

轻轻摇匀
$

次"然后在
!b

.

$8999D

&

QRH

离心
89QRH

"收集上清液"将样品分装后于
M:9b

下

保存或直接用于电泳#

$6&6=

!

蛋白质定量

制备的蛋白样品均参照
7DBIACDI

法$

8<

%测定蛋

白质的含量#以牛血清白蛋白'

75(

(作为标准蛋

白"在
"L"HQ

下测定不同浓度标准液的吸光度制作

标准曲线"标准方程为
<

d9699<L=g969$"L

"

>

8

d

96LL<:

"然后根据样品的吸光度.稀释倍数计算出不

同提取方法获得的蛋白质浓度"结果分别用
Q

E

&

Q/

表示#

$6&6B

!

5'54W(*1

分析

采用等体积上样的方法"将裂解后的蛋白质样

品与
8f5'54W(*1

上样缓冲液按
$k$

的体积比充

分混合"

$99b

下沸水浴
#

#

"QRH

"将各方法所得到

的蛋白样品调整至同一浓度后移取
$9

$

/

样品混合

液进行上样"开始时用
:9_

电泳至浓缩胶部分成一

水平线后"提高电压到
$89_

电泳至溴酚蓝到达距

胶底
$TQ

处时停止电泳"电泳结束后将凝胶转移至

盛有
89Q/

考马斯亮蓝
+48"9

染色液的容器内"在

水平摇床上缓慢振荡
$=

"使凝胶颜色与染色液颜色

一致为止#染色完毕后"将凝胶转移至含有适量脱

色液的容器内"水平摇床缓慢振荡
!

#

:=

至条带清

晰为止#

$6&6E

!

双向电泳分析

双向电泳试验参照张小泉$

8"

%的方法"略作修

改#蛋白样品与水化液'

:QCP

&

/

尿素"

8QCP

&

/

硫

脲.

!cT

&

!-3(W5

"

;"QQCP

&

/'00

"

968c!

&

!

7RC4/

V

>G

?

3#

#

$9

"

9699$c

溴酚蓝(充分混合"蛋白

质上样量为
!99

$

E

&泳道"上样总体积
#"9

$

/

"选用

,W*

胶条'

$<TQ

.

?

3#

#

$9

.非线性(#等电聚焦程

序设置为!

89b

"

"9_

水化
$8=

-除盐!

8"9_

线性

96"=

"

"99_

快速
96"=

"

<"9_

快速
$=

"

$999_

快

速
$=

-升压!

"999_

线性
8=

"

$9999_

线性
#=

-

聚焦!

$9999_

快速
;9999_=

-保持!

"99_

快速"

任意时间#聚焦结束后"胶条依次在含有
8c '00

的平衡缓冲液'

96#<"QCP

&

/0DRF43-P

?

3:6:

"

;QCP

&

/

尿素"

89c

甘油"

8c5'5

(和含有
86"c

碘乙酰胺的平

衡缓冲液中进行平衡"每次平衡
$"QRH

#采用
$8c

的

分离胶进行
5'54W(*1

"电泳参数设置为
"9_

&

E

GP

.

$6"=

"

899_

&

E

GP

.

:=

"待溴酚蓝指示剂到达距底部

边缘
$TQ

处时即可停止电泳#

$6&6L

!

凝胶染色与图像处理

电泳结束后"先将凝胶用超纯水漂洗
#

次"再转

入考马斯亮蓝染色液中"置于水平摇床上"室温下缓

慢染色
$9=

'或过夜(左右#再将凝胶转入脱色液
,

'甲醇
k

水
k

冰乙酸
d!"k!"k$9

(中"水平摇床上缓慢脱

色
$=

"再转入脱色液
&

'乙醇
k

水
k

冰乙酸
d!"k!"k$9

(

中缓慢脱色
!

#

:=

"期间更换脱色液
&

8

#

#

次"直

到蓝色背景消失#染色后的凝胶采用
7,&4+('

*54:99-BPRZDB>GI,QB

E

RH

E

'GHFR>CQG>GD

型彩色扫描

仪扫描"并用
JXBH>R>

V

CHG

软件获取图片#扫描后的

凝胶图像用
W'JXGF>:696$

软件进行图谱分析#

$6&6T

!

数据处理与分析

所有试验数据采用
1UTGP89$;

.

,7O5W558$69

软件统计分析与作图分析#

&

!

结果与分析

&%$

!

蛋白质提取效果的比较

不同提取方法均能获得菌丝蛋白"且获得蛋白的

浓度差异显著#由表
$

可知"磷酸
40-(4

丙酮法获得

蛋白质浓度最低"为
#6!!<Q

E

&

Q/

"

0-(4

丙酮法和

5'5

提取法提取蛋白浓度较高"分别为
;698<Q

E

&

Q/

,

$!$

,



89$L

和
$$6$8!Q

E

&

Q/

"而获得最高蛋白质浓度方法为

0-(

&丙酮
45'5

&酚联合抽提法"为
$"6L99Q

E

&

Q/

"

分别是
0-(4

丙酮法.磷酸
40-(4

丙酮法和
5'5

提

取法的
86;!

.

!6;$

和
$6!#

倍#

表
$

!

不同方法提取菌丝蛋白质浓度的比较$

#

()*+,$

!

?2<

/

)0372429<

C

1,+3)

/

026,341241,460)6324902<

-')+"1#"(##')+"1#)#,A60)16,8*

C

92.0<,6@287

提取方法

1U>DBT>RCHQG>=CI

蛋白质浓度&
Q

E

,

Q/

M$

WDC>GRHTCHTGH>DB>RCH

0-(4

丙酮法

0-(4BTG>CHGQG>=CI

'

;698<a96$<$

(

T

磷酸
40-(4

丙酮法

W=CF

?

=B>G40-(4BTG>CHGQG>=CI

'

#6!!<a96$$L

(

I

5'5

提取法

5'5QG>=CI

'

$$6$8!a96#8"

(

Z

0-(

&丙酮
45'5

&酚抽提法

0-(

&

BTG>CHG45'5

&

?

=GHCPQG>=CI

'

$"6L99a96::L

(

B

!

$

(同列数据后标示不同小写字母表示在
969"

水平差异显著#

'RAAGDGH>PC@GDTBFGPG>>GDFRH>=GFBQGTCPXQHRHIRTB>GI>=GFR

E

HRAR4

TBH>IRAAGDGHTGB>"cPGYGP6

&%&

!

-!-OJQNK

电泳效果分析

从这
!

种提取方法所制备的菌丝蛋白的
5'54

W(*1

电泳图谱'图
8

(可以看出"

!

种方法提取的菌

丝蛋白的样品颜色.条带数目.清晰程度都存在较大

差异#采用
0-(4

丙酮法获得的蛋白质粉末呈现浅

灰色"含有少量色素杂质"蛋白提取率较高"条带较

清晰"约有
8"

条-相比于
0-(4

丙酮法"磷酸
40-(4

丙酮法所获得的蛋白质粉末呈深灰色"含色素杂质

较多"蛋白提取率不高"条带相对较浅"尤其是分子

量较大的蛋白质丰度较差"约有
8;

条-

5'5

提取法

所获得的蛋白质为白色粉末"条带背景较模糊"条带

数约为
8<

条"高分子量蛋白质条带微弱"而低分子

量蛋白质条带颜色较深"且背景十分模糊#而

0-(

&丙酮
45'5

&酚抽提法相比其他
#

种方法所获

得的蛋白条带数目更多.更清晰"尤其是高分子量蛋

白质条带"总共约有
8:

条#因此"从
5'54W(*1

电

泳的比较结果可以初步筛选出
0-(4

丙酮法和

0-(

&丙酮
45'5

&酚抽提法更适合于进一步进行双

向电泳检测#

&%'

!

两种方法提取蛋白的双向电泳比较

通过
5'54W(*1

电泳初步筛选出
0-(4

丙酮法

和
0-(

&丙酮
45'5

&酚抽提法为较好的提取方法"再

在严格控制双向电泳参数和方法相同的条件下"分

别对这两种方法所提取的蛋白质进行双向电泳检

测"试验结果如图
#

所示#

图
&

!

不同方法提取菌丝蛋白质的
-!-OJQNK

图谱

>3

5

%&

!

-!-OJQNK<)

/

729<

C

1,+3)

/

026,347902<-')+"1#"(#

#')+"1#)#,A60)16,8*

C

92.0<,6@287

图
'

!

两种不同提取方法提取菌丝蛋白的
&O!K

图谱

>3

5

%'

!

&O!K<)

/

729<

C

1,+3)

/

026,347902<-')+"1#"(#

#')+"1#)#,A60)16,8*

C

6G2<,6@287

从图中可以看出"两种蛋白提取方法效果有明

显的差异#从蛋白质的分辨率来看"采用
0-(

&丙

酮
45'5

&酚抽提法所提取蛋白质的双向电泳图谱的

蛋白质分辨率明显优于
0-(4

丙酮法的蛋白质样品

图谱#从双向电泳图谱中可分辨点的数目来看"

0-(4

丙酮法所提取的蛋白质样品较少"

84'1

图谱

中蛋白点数较少"为
;9#

个"且图谱横纹较多"分辨

率较低'图
#B

(#相比而言"

0-(

&丙酮
45'5

&酚抽提

法所得到的电泳图谱背景干净"几乎没有明显的拖

尾现象"蛋白点独立清晰圆润"分布较均匀"没有弥

散的蛋白质点"且点数明显多于
0-(4

丙酮法"为

$$#:

个#说明该提取方法获得的蛋白样品杂质较

,

8!$

,



!"

卷第
#

期 李贞彪等!适用于双向电泳分析的链格孢菌体蛋白提取方法的筛选

少"得到了理想的分离效果#由此表明"

0-(

&丙酮
4

5'5

&酚抽提法所获得的蛋白质更适合于链格孢菌

丝蛋白的双向电泳分析#

'

!

讨论

本研究分析比较了
!

种不同方法提取的链格孢

菌体蛋白质的浓度和单向电泳分离效果"结果表明

0-(4

丙酮和
0-(

&丙酮
45'5

&酚联合抽提两种方法

提取效果较好#其中"

0-(4

丙酮法为经典的蛋白质

提取方法"其操作简单并能降低次生代谢物干扰.减

少蛋白降解.消除蛋白质水解和其他蛋白酶修

饰$

8:8L

%

#相比
0-(4

丙酮法"磷酸
40-(4

丙酮法中磷

酸处理可适当去除一些杂质而获得背景更清晰的单

向电泳条带"但该处理也会导致高分子量蛋白的缺

失造成高分子量蛋白条带较少#该研究结果与

%GDHlHIĜ4(TGDC

等$

89

%和
/BSF=QBH

等$

#9

%的研究不

相符"可能由于研究材料的不同所致#

5'5

提取法

获得的蛋白质浓度较高"但单向图谱条带背景模糊

且颜色较深"高分子量蛋白条带颜色相比其他方法

较浅"说明该方法对高分子量蛋白提取效率较低-低

分子量蛋白条带颜色很深且有拖尾现象"说明提取

的蛋白可能含有盐离子.核酸.多糖等杂质"且提取

过程中可能由于高温处理导致蛋白质发生了部分降

解"本研究结果与舒灿伟等$

88

%的研究结果一致#而

0-(

&丙酮
45'5

&酚联合抽提法获得的蛋白质从单

向电泳图谱可以看出蛋白条带清晰"数目最多"说明

该方法提取的蛋白质条带丰度好.纯度高.污染少"

整体质量较好#但该方法与
0-(4

丙酮法所提取的

蛋白质条带数目.蛋白丰度差异较小#

因此"进一步进行双向电泳试验并分析电泳图

谱质量"结果发现
0-(

&丙酮
45'5

&酚联合抽提法所

获得的蛋白质点数及图谱分辨率均明显高于
0-(4

丙酮法"尤其能分离出更多的酸性蛋白点数#这可

能是由于在
0-(4

丙酮法基础上"增加
5'5

&酚抽提

步骤能溶解更多蛋白以及高效去除核酸.小分子物

质等杂质有关#

5'5

是一种表面活性剂"能有效溶

解和变性蛋白质"尤其是膜蛋白-酚抽提可大大增加

蛋白的溶解性"同时能很好地去除样品中盐离子.多

糖.脂类.色素等杂质"被广泛应用于含较多干扰物

的组织材料的蛋白质提取$

#$

%

#方法中使用的醋酸

铵 甲醇溶液可以进一步对蛋白质进行纯化和浓缩"

再用甲醇和丙酮洗涤沉淀可以有效去除一些盐离子

和色素等杂质"还可去除脂类等干扰等电聚焦的物

质#此外"由于甲醇与丙酮互溶"在丙酮洗涤沉淀同

时还能溶解样品中残留的甲醇"最后随丙酮的挥发

而挥发#所以使得该方法获得的电泳图谱较
0-(4

丙酮法背景更干净"分辨率更高"蛋白质点数更多#

]BH

E

等$

8;

%将
0-(

&丙酮沉淀法和苯酚提取法联合

使用"综合了
0-(

丙酮沉淀法和酚法的优点"其结

果表明
5'5

&酚联合抽提法比酚.

5'5

缓冲液单独提

取的效果更好#

%GDHlHIĜ4(TGDC

等$

#8

%的试验结果

也表明
0-(

&丙酮沉淀法和苯酚提取法的联合使用

可以更好地提高灰葡萄孢蛋白质斑点的数量和清晰

度"同时减少条纹的出现#本试验结果也与舒灿伟

等$

88

%和冯浩等$

##

%的研究结果一致#

由此可见"

0-(

&丙酮法
45'5

&酚抽提法是一种

适用于多数丝状病原菌菌丝体蛋白质双向电泳的提

取方法#此外"

R0+(J

技术作为一种新的.功能强

大的比较质白质组学技术"具有高通量.重复性好.

能够处理复杂样本等优点"其在真菌研究中的应用

价值已得到初步验证$

#!

%

#但
R0+(J

试剂几乎可以

与样本中的所有蛋白结合"容易受样本中的杂质蛋

白及样本处理过程中缓冲液的污染等缺点也制约了

该技术的应用"需要对样本进行预处理并尽量减少

操作过程中的污染$

#"

%

#本研究表明
0-(

&丙酮法
4

5'5

&酚抽提法可以高效地去除蛋白样品中的杂质"

得到较高纯度及丰度的蛋白质"有望在
R0+(J

技

术中得到广泛的应用#

=

!

结论

本研究采用液体培养方式收集菌丝体材料"然

后经液氮研磨获得菌丝体干粉"再分别采用
!

种不

同的提取方法获得蛋白质样品"经
7DBIACDI

法定量

分析蛋白质浓度后"采用
5'54W(*1

分析初步筛选

出
0-(4

丙酮法和
0-(

&丙酮
45'5

&酚抽提法这两种

方法作为较适宜的提取方法#研究还对初步筛选出

的两种提取方法所提取的蛋白质进行了
84'1

电泳

检测"胶体考马斯亮蓝染色得到的凝胶经
W'JXGF>

软件分析"结果得出
0-(

&丙酮
45'5

&酚抽提法为链

格孢菌体蛋白提取的最优方法"该方法所提取的蛋白

质适用于双向电泳分析及后续的蛋白质组学研究#
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