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旱柳根系蛋白质双向电泳体系的建立
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摘要
!

林木抗逆机制的研究是林木抗逆育种的重要基础
%

为了解旱柳
6&'-7 8&43#9&%&

耐盐机制
!

实验采用蛋白质

双向电泳技术研究盐碱胁迫前后旱柳蛋白表达变化
!

分离鉴定旱柳耐盐相关基因
!

建立一套适合于旱柳根系蛋白

质的双向电泳技术体系是蛋白质组学的基础
%

用改进的酚抽法抽提旱柳根总蛋白
!

此方法不仅能很好地分离蛋白
!

而且能有效去除样品中的盐分
%

通过比较分析了双向电泳不同条件对电泳结果的影响
!

确立了
,)) !-

&

胶条.!的最

佳上样量
!

!) /01

平衡时间以及
!)

万
2

&

3

的聚焦时间的双向电泳条件
%

还比较了氯化钠胁迫后双向电泳图谱差

异
!

发现了
%,

个差异表达蛋白
!

其中
!$

个下调
!

'"

个上调
"

!!

个新诱导表达
'!

为下一步通过质谱鉴定分析旱柳耐

盐分子机制及抗性基因分离奠定了基础
%
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旱柳
!"#$% &"'()*"+"

% 又称柳树& 河柳& 江柳% 是中国北方平原地区最常见的乡土树种之一% 较耐

寒% 耐干旱% 稍耐盐碱% 在含盐量为
!;<& 1

'

=1

"#的轻度盐碱地上仍可生长(

#

)

* 目前% 国内外关于植物耐

盐性的研究主要集中在粮食作物+水稻
,-./" ("'$0"

% 小麦
1-$'$2)& "3('$0)&

% 玉米
43" &".(

等,和经济作

物+大豆
5#.2$+3 &"%

% 烟草
6$27'$"+" '"8"2)&

% 马铃薯
!"#"+)& ')83-7()&

等,% 与草本植物相比% 对木本

植物的研究工作尚未得到充分展开(

!

)

*

!&

世纪
>"

年代初% 林木研究进入基因组时代"

>"

年代末% 许多

林木研究实验室建立了功能基因组学工具% 这使得研究工作者可以同时分析大量的转录本或蛋白质% 从

而为理解蛋白功能- 基因调节等提供了机会(

?

)

* 蛋白质是基因功能的最终执行者% 而转录水平所获得的

基因表达信息并不足以阐明基因的功能* 因此% 从翻译水平上来研究蛋白质的表达与功能模式是生命科

学发展的必然趋势(

@

)

* 双向电泳是研究蛋白质表达变化最有效的工具之一* 它利用等电点和分子量
!

个

性质对蛋白质进行分离% 可以使得样品中数千种蛋白得到有效分离(

<

)

* 双向电泳技术面临的挑战是高分

辨率和重复性(

A

)

* 只有具备了高分辨率和高重复性才能适用于接下来的凝胶图片分析% 蛋白点配对% 找

出差异蛋白* 为建立旱柳根系双向电泳体系% 本研究从蛋白提取& 染色及双向电泳中蛋白上样量& 平衡

时间& 等电聚焦等方面对旱柳根部总蛋白双向电泳体系进行分析比较% 以建立优化的试验体系*

$

材料与方法

)*)

试剂

尿素#电泳级,% 安福灵#

B328(6/0*

,

2C ?D$"

和碘乙酰胺购自
E:

医疗集团#美国," 丙烯酰胺#

B4)

,% 甲

叉双丙烯酰胺#

F/+

,% 十二烷基硫酸钠#

G9G

,% 二硫苏糖醇#

9HH

, 购自默克#

I*)4=

%德国," 苯甲基磺酰氟

#

JIGK

,%

?!

(

?!

#胆酰氨丙基,二甲氨基)丙磺酸内盐#

LCBJG

,% 考马斯亮蓝
E!!<&

#

LFF E!!<&

,和甘氨酸购

自
G/135

#

MGB

,%

!!

巯基乙醇% 聚乙烯吡咯烷酮#

JNJJ

,% 三羟甲基氨基甲烷#

H)/+

,% 乙二胺四乙酸二钠盐

#

:9HB!O5

!

,%

2C %;& H)/+!

饱和酚% 曲拉通#

H)/,(0 P!#&&

,% 过硫酸铵和四甲基乙二胺 #

H:I:9

, 等购自中

国上海生工" 丙酮% 乙酸铵% 甲醇% 乙醇% 磷酸% 甘油% 硫酸铵* 均为分析纯% 购自中国上海生工*

)*+

植物材料

将从旱柳
Q!!?

无性系上剪下来的枝条剪成长为
!&;& 43

% 径为
&;<D#;& 43

的规格插入泡沫板% 置于

水培箱用自来水进行水培生根* 日间温度为
!<#?& $

% 夜间为
#%%!& &

% 相对湿度为
A&R%%&R

% 光照

$A 8

.

.

"$

*

$

个月后加入
$S@

倍的
C(51650.

营养液(

T

)

* 其后
!

周换
$

次营养液% 期间不断增加营养液强度直

到
$

倍*

?

个月后% 取水培苗根系提取总蛋白*

)*,

采用酚抽法提取蛋白

参照
U501

(

%

)的方法* 约
$;" 1

旱柳根置液氮中充分磨碎% 加
";$ 1

聚乙烯吡咯烷酮继续研磨% 向研

钵加入
< 3V

提取液#

?&& 33(6

.

V

"$三羟甲基氨基甲烷%

<& 33(6

.

V

W$乙二胺四乙酸二钠盐%

<" 33(6

.

V

"$ 硼

砂%

<" 33(6

.

V

"$维生素
L

%

$";" 1

.

=1

"$曲拉通%

!";" 1

.

=1

"$

!!

巯基乙醇%

";T 3(6

.

V

"$蔗糖%

$ 33(6

.

V

"$

苯甲基磺酰氟,% 待其融化后继续研磨% 转移到
<" 3V

离心管"

@ &

%

$< """ ' 1

离心
<" 3/0

% 将上清

液转移到一干净的
<" 3V

离心管% 加等体积的三羟甲基氨基甲烷
!

酚#

2C %;"

,漩涡
$" 3/0

%

@ &

%

$< """

( 1

离心
?" 3/0

" 用
$ 3V

枪小心吸取上层酚相至
$"" 3V

离心管中% 加入
<

倍体积的
"!" &

预冷乙酸铵

饱和甲醇% 在
" !" &

冰箱放置
A 8

"

$< """ ( 1

%

@ &

% 离心
$< 3/0

% 沉淀用预冷乙酸铵饱和甲醇冲洗
$

次%

" %" &

静置
< 3/0

% 取出后
$< """ ( 1

离心
$< 3/0

% 沉淀用体积分数为
%"R

冷丙酮洗
!

遍%

$< 3/0

.

次"$

* 室温干燥% 所得干粉置
" %" &

保存待用*

)*-

蛋白质的定量

双向电泳时蛋白质样品的上样量应该尽量一致* 因此% 蛋白质样品的准确定量非常关键* 本实验

采用经典的
F)5.'().

法(

!$"!!

)进行定量*

)*.

双向电泳条件的建立

第一向等电聚焦使用
2C ?D$" QJE

#固定
2C

梯度,胶条#美国
E:

医疗集团,在
:,,50 QJE28()

电泳仪

A<@



第
!"

卷第
#

期

!

$%%&' ()*+,-. /

" 美国
*$

医疗集团#上完成" 一向采用胶内水化方式上样" 二向采用
01234 5

$

65

!7的十

二烷基硫酸钠
"

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

898"):*$

%胶进行分离&

7;237

蛋白上样量的比较 蛋白质样品的上样量大小是影响凝胶图谱的重要因素& 本实验采用
1# <=

"

+> /#74

的线性
()*

胶条" 设计
?44

"

@44

"

7 !44 !5

$胶条!7

& 采用的聚焦程序为
244 A

!

7 ,

%

!7 444 A

!

/ ,

%

!/ 444 A

!

B ,

%

!/ 444C" 444 A

!

D ,

%

!

维持电压
" 444 A

" 使总聚焦伏特小时数为
77

万
A

$

,

" 以

确定最佳上样量& 蛋白样品用水化液补足至
B24 !E

" 沿着水化盘槽的边缘从左至右线性加入样品'

@

(

& 去除预

制
()*

胶条上的保护层" 轻轻地将
()*

胶条胶面朝下置于水化盘中的样品溶液上"

7 ,

后" 用矿物油覆

盖" 胶条泡胀
7B ,

后" 将
()*

胶条转移至
$%%&' ()*+,-. /

胶条槽& 用去离子水将预制好的电极滤纸片

湿润" 置于
()*

胶条的末端" 安装电极" 设定程序参数并开始运行&

7;2;!

平衡时间的比较 平衡的目的是使蛋白质与十二烷基硫酸钠充分相互结合" 以确保第二向蛋白质

的分离& 为了把握最佳的平衡时间及胶条中蛋白质随时间变化而丢失的情况" 本研究采用两步法" 分别

在含有二硫苏糖醇和碘乙酰胺的平衡液中平衡
74

"

72

"

!4

和
24 =F'

来确定最佳平衡时间& 采用的胶条

为
G <=

"

+> /C74

线性胶条" 上样量为
124 !5

& 聚焦程序为
124 A

)

/4 =F'

%

244 A

!

7 ,

%

7 444 A

!

/ ,

%

2 444 A

!

@ ,

%

244 A

!

/4 =F'

%& 配制平衡液
:

*

24 ==-H

$

E

!7三羟甲基氨基甲烷盐酸盐 )

+>

";"

%"

? =-H

$

E

!7 尿素
I /44 5

$

65

!7 甘油
I !4 5

$

65

!7 十二烷基硫酸钠
I 4;4! 5

$

E

!7溴酚蓝和
74 5

$

65

!7二硫苏糖

醇& 配制平衡液
J

*

24 ==-H

$

E

!7三羟甲基氨基甲烷盐酸盐 )

+> ";"

%"

? =-H

$

E

!7 尿素
I /44 5

$

65

!7 甘油
I

D4 5

$

65

!7 十二烷基硫酸钠
I 4;4D 5

$

E

!7溴酚蓝和
D2 5

$

65

!7碘乙酰胺&

7;2;/

最佳聚焦伏特小时 高电压是等电聚焦过程中蛋白质能否充分泳动到等电点的重要前提" 直接关

系到等电聚焦的效果& 采用
DB <=

"

+> /#74

的线性
()*

胶条" 上样量为
@44 !5

& 设置的电泳程序为

244 A

)

7 ,

%

7 444 A

)

/ ,

%

/ 444 A

)

B ,

%

/ 444 C " 444A

)

D ,

% 维持电压
" 444 A

" 使总聚焦伏

特小时数分别达到
?

万
A

$

,

"

"

万
A

$

,

"

74

万
A

$

,

后" 断开电源" 取出胶条&

!"#

染色

采用改进的 +

JHKL 8FHML.

, 考马斯亮蓝染色法'

$%

"

$&

(将凝胶立即置于固定液!体积分数为
74N

乙酸与体

积分数为
B4N

乙醇混合%固定
7 ,

- 再用超纯水漂洗
/

次"

74 =F'

$次!7

- 然后将凝胶置于考马斯亮蓝染色

液 !

744;44 5

$

65

!7磷酸" 体积分数为
D4N

乙醇"

744;44 5

$

65

!7硫酸铵"

7;D2 5

$

65

!7 考马斯亮蓝
*"D24

%中

染色
7B ,

& 用超纯水脱色至背景清晰为止&

D

结果与分析

$"!

不同染色方法的比较

考马斯亮蓝染色法. 银染法是较为常用的蛋白染色方法 '

77

(

& 本研究对
O&'PF&'-

等 '

74

(发明的 +

JHKL

8FHML.

, 考马斯亮蓝染色法进行改进" 具体就是将 +

JHKL 8FHML.

, 考马斯亮蓝染色法中的甲醇用乙醇代

替& 通过跑单向的方法来鉴定其灵敏度& 如图
7

" 所提蛋白从右向左对比稀释" 第
7

个泳道的量为
74

!5

" 当到达第
?

个泳道时" 银染和改进的考染检测效果均较低" 说明采用改进的考马斯亮蓝染色方法灵

敏度很高'

7B

(

& 因此" 在本双向电泳体系中" 染色方法采用改进的 +

JHKL 8FHML.

, 考马斯亮蓝染色法&

:

* 银染法
'

* 改进 +

'HKL 8FHML.

, 考马斯亮蓝染色法

$(&)*+,-$(&)*+,-

$; $%;444 !5

-

(; *;444 !5

-

&; (;*44 !5

-

); $;(*4 !5

-

*; %;+(* !5

-

?; 4;/7D 2 !5

-

G; 4;72? D2 !5

-

"; 4;4G" 7D2 !5

图
$

不同染色方法的比较

QF5K.L 7 O-=+&.FR-' -S PFSSL.L'% R%&F'F'5 =L%,-PR

张小果等* 旱柳根系蛋白质双向电泳体系的建立
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双向电泳条件对双向电泳结果的影响

!'!'$

不同上样量对蛋白质双向电泳图谱的影响 图
!

为不同上样量的双向蛋白质电泳图谱! 采用的是

考染法" 研究发现# 随着上样量的增加并没有呈现背景很重的现象" 从图谱上可以看到! 蛋白点基本呈

圆形" 上样量为
(&&

!

)&&

和
$ !&& !*

! 斑点检测参数
+,--./ 0 1

!

234 5678 0 9

!

+8:374;< 0 #&

时! 蛋

白质斑点数检测结果分别是
# !=#

!

# 9(!

和
# 9))

" 如图
!

凝胶图谱中正方形框选区域放大图! 随着上

样量的增加! 获得的低峰度蛋白点数目更多且清晰! 但是当上样量从
)&& !*

增加到
# !&& !*

! 蛋白点

虽然有所增加! 但增加不明显! 说明上样量增加! 高丰度蛋白质的斑点过大! 造成交叉$ 重叠! 影响其

他蛋白质点的分离和分析" 此外! 由于上样量增加! 横向条纹和纵向条纹明显增加! 如箭头所指区域"

这是由于上样量过大使样品溶液中的杂质及离子含量增大! 聚焦效果较差! 影响蛋白点的有效分离! 产

生了很多假点! 不能用于凝胶分析" 因此! 综合考虑图谱的分辨率和蛋白点的个数! 对于
!= ;,

!

>?

1@$"

的线性
ABC

胶条!

)"" !*

蛋白是其最佳的上样量"

!'!'!

不同平衡时间对蛋白质双向电泳图谱的影响 从本研究看出# 平衡
$" ,34

时蛋白质斑点的分离

效果较好! 蛋白点基本成圆形! 很少有拖尾现象! 蛋白点不发散! 说明平衡时间为
$" ,34

时! 十二烷

基硫酸钠已经与蛋白质充分结合" 当总平衡时间大于等于
1" ,34

! 如图
1

中箭头所示! 蛋白点开始弥

散! 高丰度蛋白点面积变大! 一些低分度蛋白点开始丢失! 当平衡平衡时间达到
9" ,34 D

图
1 EF

! 蛋白

点丢失严重! 蛋白点不圆! 呈雨滴状"

!'!'1

不同聚焦时间对蛋白质双向电泳图谱的影响 等电聚焦时各蛋白质到达各自的等电点所需要的时

间与电泳的伏特小时数有关" 因此! 对于特定的胶条都有一个最小的聚焦伏特小时数! 只有达到这一数

值时才能保证各蛋白质到达各自的等电点! 当上样量为
)&& !*

! 聚焦
(

万
G

%

/

!

%

万
G

%

/

! 电泳图谱存

在轻微的横纹! 且高丰度蛋白区域蛋白点弥散! 蛋白没有充分聚焦& 当聚焦时间增加到
#&

万
G

%

/

! 横

向条纹明显减少! 且从图
=

中框选部分的放大图可以看出! 蛋白点不弥散! 蛋白点成圆形! 说明聚焦充

分! 大部分蛋白质都运动到自身相应的等电点" 因此! 实验针对
!= ;,

!

>? 1@#&

的胶条! 上样量
)&&

!*

时!

#&

万
G

%

/

是其最佳聚焦伏特小时数"

!"# # !" # !"

$

#

%"" !* H

#

)&& !* &

#

! '"" !*

图
!

不同上样量的双向蛋白质电泳图谱

I3*J67 ! !(EK *7: -L M3LL7674. :-8M34* NJ84.3.<

(9(
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图
$

不同等电聚焦时间的双向蛋白质电泳图谱

%&'()* $ +,-./)&0,1 ,2 3&22*)*14 56% 4&-*

!

"#

!

"#

!

"#

!

"#

$

! 平衡
"# -&1 7

! 平衡
"% -&1

+

! 平衡
&# -&1 8

! 平衡
9: -&1

图
;

不同平衡时间的双向蛋白质电泳图谱

%&'()* ; +,-./)&0,1 ,2 3&22*)*14 *<(&=&>)&(- 4&-*

张小果等! 旱柳根系蛋白质双向电泳体系的建立
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盐碱胁迫对旱柳根蛋白质成分的影响

分离全蛋白质的
!

个关键参数是其分辨率和可重复性!

'

"

# 为了使得双向蛋白质电泳图谱有很高的重

复性$ 便于凝胶与凝胶之间的匹配$ 就要保证从蛋白提取到二向电泳整个流程中操作的一致性$ 从而减

少实验结果分析时引起的误差% 本研究采用
!( )*

&

+, -.$&

线性
/01

胶条& 最佳双向电泳条件' 上样

量
2&& !3

& 平衡时间
#& *45

& 聚焦时间
#&

万
6

(

7

% 对相同材料分次提取蛋白并进行双向电泳的结果进

行了比较& 结果如图
8 9

和图
8 :

% 可以看出' 同一样品分次提取的双向电泳图谱中蛋白分布及丰度表

现出良好的重复性& 利用
/*;3<=;>?<@ !A 0B;?45C* 'D"

软件分析凝胶上蛋白点数量和丰度基本一致& 当

斑点检测参数
E*FF?7 G -

&

=45 9@<; G 8

&

E;B4<5)H G $&

时& 图
8 9

图
8 :

的蛋白点数分别为
$ ('(

&

$ ((%

&

匹配率达
%-D&-8I

& 说明本研究建立的蛋白提取及双向电泳体系重复性) 稳定性强& 分辨率也很高#

水培
-

个月的旱柳& 当苗根长
$" )*

左右时& 用于盐处理& 即向
$J( ,F;3B;5K

营养液中加入最终浓

度为
#&& **FB

*

L

!#的氯化钠做为盐胁迫组% 同时& 选择生长状况一致的旱柳置于
#J ( ,F;3B;5K

营养液作

为对照% 在盐胁迫
!( 7

后& 提取旱柳根总蛋白& 采用如上建立的双向电泳体系进行试验& 经过双向电

泳& 考染& 获得蛋白质图谱+图
'

,% 从图
'

中可以看出碱性端蛋白点较少& 大部分蛋白集中在酸性端% 说

明旱柳根部蛋白质大部分属于酸性蛋白% 采用
/*;3<=;>?<@ !A 0B;?45C* 'D&

软件结合肉眼对图谱进行分

析可以看出' 盐胁迫条件下蛋白图谱与对照条件下蛋白图谱具有一定相似性& 但也存在差异性% 在盐胁

迫后& 所表达的蛋白点数有所增加& 且存在一些表达量上的差异+图
M.2

,& 通过软件自动匹配及数据分

图
8

同一样品的
!

次双向蛋白质电泳图谱

N43C@< 8 O<+@FKC)4P4B4?H FQ !"AR QF@ ?7< >;*< >;*+B<

图
#

对照及盐胁迫
$% 7

后双向电泳图

N43C@< ' !"AR *;+> FQ ?7< )F5?@FB ;5K >;B?">?@<>> ;Q?<@ !( 7

'8%
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图
$

胁迫后蛋白表达上调
%&'()* $ +),-*&. */0)*11&,. (0!)*'(23-*

图
"

胁迫后表达下调

%&'()* " +),-*&. */0)*11&,. 4,5.!)*'(23-*

" #$

图
6

双向电泳分析后的参考胶

%&'()* 6 7*8*)3.9* '*2 38*) -5,!4&:*.1&,.32 *2*9-),0;,)*1&1 '*2 3.32<1&1

张小果等! 旱柳根系蛋白质双向电泳体系的建立

析" 当斑点倍率关系系数大于
=>?

时# 显

示
$!

个差异点$ 对每一个点进一步手动

筛选$ 假点及错配蛋白点不予考虑$ 结果

显著差异的点有
@$

个$ 其中
=?

个下调$

!A

个上调%

==

个新诱导表达&'

@

讨论

蛋白质双向电泳分离技术是一个受多

种因素影响的多步骤实验$ 只有处理好蛋

白质的分离纯化( 溶解和变性( 杂质的去

除( 胶条的水化( 蛋白质的等电聚焦( 胶

条的平衡( 十二烷基硫酸钠
!

聚丙烯酰胺

凝胶电泳( 染色$ 才有可能获得较高重现

性( 可比性和稳定性的图谱$ 蛋白质双向

电泳分离的实验条件才算成功建立)

=?

*

'

蛋白质样品制备是双向电泳的关键步

骤$ 它的好坏直接决定着双向电泳的分辨

率( 重复性' 如何去除影响蛋白质可溶性

和双向电泳重复性的物质%如核酸( 脂类

和多糖等生物大分子以及盐类小分子&很

重要' 不同植物材料所含的糖类( 脂肪(

色素等物质可能有所不同$ 因此$ 要对蛋

白提取方法进行适当的调整才能达到好的

分离效果 )

=B

*

' 饱和酚
!

甲醇醋酸铵法通过

不同相选择性溶解$ 能有效去除有机物杂

质' 在样品制备过程中$ 蛋白质和脂类溶

于酚相$ 盐( 核酸( 多酚和多糖等可溶性

物质进入水相' 由于酚的脂溶性$ 酚提取

法非常有利于膜蛋白的提取$ 而膜蛋白往

往与植物的耐盐性密切相关)

=6

*

' 由于纯丙酮沉淀的蛋白复溶性差$ 最后一定要用体积分数为
"CD

的冷丙

酮去清洗蛋白' 从电泳图中可以看出用酚抽法提取的蛋白质稳定$ 几乎没有条纹和拖尾等纹理现象$ 得

到了清晰的电泳图谱$ 说明此方法适于旱柳根部蛋白质的提取'

考马斯亮蓝染色可以说是目前使用最为广泛的一种方法' 考马斯亮蓝染色主要具有以下一些优点!

一是线性范围宽$ 适于进行定量分析+ 二是操作步骤简单+ 三是显色时间好掌握+ 四是与质谱的兼容

性好)

!@

*

' 银染法虽然可以检测纳克级水平上的蛋白$ 但蛋白质的量和染色强度之间线性关系范围很窄
E

使

得银染并非一种非常可靠的蛋白质定量方法+ 并且由于其实验步骤复杂$ 与质谱配伍性较差$ 不利蛋白

点的成功鉴定)

=F

*

' 由于考染法突出的优点$ 而银染法弊端多$ 因此$ 在对这
F

种染色方法的单向电泳染

色结果简单比较后$ 本实验体系染色方法选择了改进的 ,

G2(* H&2I*)

- 考马斯亮蓝染色法" 在秦慧)

=J

*的文

章中也提到$ 用乙醇代替甲醇$ 检测效率没有降低$ 可检测达几纳克水平的蛋白"

上样量的大小直接影响双向电泳的分辨率" 上样量过低$ 丰度较低的蛋白无法显现$ 上样量过高$

蛋白无法有效分离" 上样量的大小因上样方式(

K+L

胶条的
0M

梯度及胶条长度等差异而各不相同$ 最

佳的上样量需根据具体实验的对象来探索确定)

J

*

" 窄
0M

梯度的
K+L

胶条比宽
0M

梯度的
K+L

胶条需更大

的上样量$ 考马斯亮蓝染色比银染需要的上样量大$ 提高蛋白质的上样量有利于低丰度蛋白的检测$ 但

上样量过高可导致高丰度蛋白斑点掩盖低丰度蛋白斑点" 且样品中含有盐离子$ 上样量越大盐离子浓度

也越大$ 影响电压的上升$ 达到高电压的时间更长$ 易产生横向条纹$ 横条纹是样品中盐离子浓度较高

B?$
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的一个显著特征!

$%

"

#

在本实验体系中$ 采用
' ()

的胶条验证蛋白随平衡时间变化的丢失情况$ 根据伯乐双向电泳流程

报道$ 平衡过程导致蛋白丢失约
*+,!*+

$ 还会使分辨率降低$ 平衡
-& )./

时$ 蛋白带变宽
0"+

$ 所

以平衡时间不可过长% 平衡时间要充分长&至少
! ! $" )./

'( 但也不要超过)

! ! $* )./

'(

' ()

的胶条

双向电泳结果也说明了这一点%

聚焦情况也会对电泳结果有明显的影响( 不完全聚焦会造成蛋白水平和垂直方向的拖尾% 但聚焦也

并不是越长越好( 过量的聚焦会导致最终胶图上碱性端横条纹的产生!

$1"!"

"

%

目前( 开展木本植物的蛋白质组研究( 确定各蛋白质的功能* 蛋白质之间的相互作用研究( 对于阐

明木本植物的生长发育机制* 抗逆机制及遗传育种都具有重要的理论意义和实用价值% 本实验采用改进

的苯酚法( 提高了蛋白质提取质量( 再用考染的染色方法( 确定了考染的最佳上样量( 平衡时间( 等电

聚焦时间( 从而建立了一套较完整的旱柳双向电泳研究体系% 本研究以优化的双向电泳体系对盐胁迫处

理的旱柳根蛋白分离( 获得分辨率较高的双向蛋白质电泳图谱( 并获得了
-1

个差异点( 目前( 我们已

经对这些差异蛋白进行了质谱鉴定( 有
-"

个蛋白点鉴定成功% 其中已知的蛋白有过氧化物酶* 乙烯诱

导蛋白* 激动蛋白等( 但大部分蛋白是预测蛋白或未知蛋白% 我们正在结合旱柳根系盐碱胁迫的表达谱

芯片对这些蛋白做进一步分析( 期望阐明旱柳适应盐逆境胁迫的分子机制( 分离出旱柳耐盐的关键基

因( 为林木抗逆性遗传改良提供支撑%
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