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摘　要：为了建立高质量、高分辨率人参蛋白双向电泳图谱来对人参蛋白进行功能分析与研究，提

出一种利用双向梯度胶电泳技术．第一向等电聚焦电泳分离后，第二向分别采用１２．５％浓度的均

一胶和１０％～１２．５％、１２．５％～１５％、１０％～１５％三种不同浓度的ＳＤＳＰＡＧＥ梯度胶来获取人参

蛋白双向电泳图谱，并利用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ和ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍｖｅｒｓｉｏｎ６．０对图像进行扫

描及比较分析．结果表明，采用１０％～１５％浓度梯度胶获得双向电泳图谱中蛋白点圆滑、形状规

则，分离效果好；有效地减少了人参中高丰度蛋白对中低丰度蛋白的掩盖，Ｍｗ＞７５ｋＤａ的可检测

到的低丰度和大分子量蛋白点数明显增加．研究结果为高质量人参蛋白表达图谱的建立奠定了良

好的实验基础，同时也为其它五加科植物蛋白质组学研究工作的开展提供了方法学上的指导．
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０　引言

人参为五加科名贵中药材，具有抗肿瘤、抗氧

化、抗衰老、防辐射、提高记忆力和免疫力等生物学

功能［１４］．近年来人们对人参的研究已逐渐从皂苷等

小分子转向了相关大分子．目前已有报道人参属植

物核糖核酸酶活性蛋白具有抗真菌、抗人类免疫缺

陷病毒逆转录酶活性［５］；达玛烷二醇合酶、鲨稀合成

酶、氧鲨稀环化酶及鲨稀环氧酶等具有调节人参皂

苷生物合成的作用［６９］，这说明蛋白质作为一类生物

大分子在发挥人参生物学功效时具有重要的作用．

随着植物蛋白质组学的迅速发展和植物基因组数据

库的不断完善，利用蛋白质组学的方法对人参内全

部蛋白的动态表达进行研究对于探讨人参发挥功效

的分子作用机制等问题来说是十分必要并行之有

效的．

２００２年Ｊｏｈｎ等
［１０］首次利用双向电泳（Ｔｗｏ

ＤｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）技术对高丽人

参及美国产西洋参蛋白表达图谱进行了比较研究．

研究表明，高丽人参及美国产西洋参内均存在一大

类相似的高丰度储存蛋白，在第二向使用１２．５％均

一胶进行２ＤＥ时这些高丰度蛋白会严重掩盖周围

低丰度蛋白，致使一些低丰度蛋白无法被成功分离．

而在生物体内往往正是这些难以检测到的低丰度蛋

白或分子量极大、极小的蛋白发挥着重要的不可替

代的生物学功效．因此，需要寻找一种尽可能有效地

分离全部人参蛋白的方法．

梯度胶能通过放大某个分子量区域内的浓度梯

度从而使这个区域内的蛋白点间距增大，最终达到

较好的分离效果．同时由于梯度胶具有更宽的分离

范围，对于一些较大和较小的蛋白的分离来讲也是

非常有效的．所以本文采用三种不同浓度的梯度胶

和一种均一浓度胶分离人参蛋白，并通过凝胶图像

扫描分析软件对所得２ＤＥ图谱的比较分析后，最

终确定出有效分离人参蛋白的梯度胶浓度．这一研

究结果为人参蛋白表达图谱的建立及相关蛋白结构

功能的研究奠定了良好基础．

１　材料与方法

１．１　材料

新鲜的五年生人参样品产自吉林抚松地区．

ＩＰＧ胶条（７ｃｍ，ＰＨ３１０，ＰＨ４７），ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ３１０，

ＩＰＧＢｕｆｆｅｒ４７ 购自 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；Ｕｒｅａ，

Ｔｈｉｏｕｒｅａ，ＣＨＡＰＳ，ＤＴＴ购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；蛋白

酶抑制剂购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司．ＥｔｔａｎＩＰＧｐｈｏｒ水平

等电聚焦仪，ＳＤＳＰＡＧＥ ｍｉｎｉＶＥ 电泳仪，Ｉｍａｇｅ

Ｓｃａｎｎｅｒ 扫 描 仪，Ｉｍａｇｅ Ｍａｓｔｅｒ ２Ｄ Ｐｌａｔｉｎｕｍ

ｖｅｒｓｉｏｎ６．０（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司）；蠕动泵（保定兰
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格横流泵有限公司）；梯度混合仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）．

１．２　人参蛋白样品的制备

将人参样品研磨成精细粉末，称取０．３ｇ加入

２ｍＬ预冷丙酮提取液 （１０％ＴＣＡ和０．０７％β巯基

乙醇），震 荡 混 匀 后 于２０ ℃ 静 置 ２ｈ，４ ℃，

１４０００ｒｐｍ，离心１５ｍｉｎ取沉淀．加入２．０ｍＬ含

０．０７％β巯基乙醇的预冷丙酮溶液，混匀后离心．

重复洗涤，使上清无色澄清，最后４℃，１４０００ｒｐｍ，

离心１５ｍｉｎ取沉淀，挥发去除丙酮．将所得沉淀中

加入４～６倍体积裂解液，置于冰水浴中进行超声波

破碎处理，悬浊液室温，１５０００ｒｐｍ，离心５ｍｉｎ，取

上清并用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度．

１．３　不同浓度梯度胶的灌制

分别 利 用 梯 度 灌 胶 模 具 灌 制 ＳＤＳＰＡＧＥ

１２．５％的均一胶和１０％～１２．５％、１２．５％～１５％、

１０％～１５％的梯度胶．

１．４　２犇犈

一向等电聚焦程序设置为：３０Ｖ，１２∶００ｈ；

２００Ｖ，１∶００ｈ；５００Ｖ，１∶００ｈ；１０００Ｖ，１∶００ｈ；

５０００Ｖ，４０００Ｖｈｒ；５０００Ｖ，６０００Ｖｈｒ．二向ＳＤＳ

ＰＡＧＥ程序设置为５ｍＡ，０．５ｈ；１０ｍＡ，２．５ｈ．利

用考马斯亮蓝法染色，利用ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描仪

和ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍｖｅｒｓｉｏｎ６．０分析软

件进行图像扫描和分析．

２　结果与讨论

２．１　１２．５％均一胶和三种不同浓度梯度胶２犇犈

图谱的比较（犘犎３１０，７犮犿犐犘犌胶条，考染）

本实验采用 ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司的２ＤＥ体系

对五年生人参总蛋白样品进行２ＤＥ分析，第二向

ＳＤＳＰＡＧＥ分别使用了１２．５％均一胶和１０％～

１２．５％、１２．５％～１５％、１０％～１５％三种不同浓度的

梯度胶，结果见图１～４．

图１　采用１２．５％均一胶获得的人参２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇ

１２．５％ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｇｅｌ

使用１２．５％均一胶得到的２ＤＥ图谱中Ｍｗ在

１５～５０ｋＤａ范围内的酸性区蛋白点多数有竖向拖

尾现象，在 Ｍｗ偏小（＜１５ｋＤａ）的区域内分离得到

的蛋白点数较少，在 Ｍｗ偏大（＞５０ｋＤａ）的区域内

的部分蛋白点仍重叠在一起，分离效果较差（图１）．

使用１０％～１２．５％的梯度胶得到的２ＤＥ图谱

在 Ｍｗ为２０～２５ｋＤａ范围内的分离效果最好，但

在 Ｍｗ为２５～７５ｋＤａ范围内的蛋白点数较少，中

偏碱性区域内的一些点竖向拖尾现象严重，蛋白点

轮廓模糊，不规则，分离效果较差（图２）．

图２　采用１０％～１２．５％梯度胶获得的人参２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇ

１０％～１２．５％ｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌ

１２．５％～１５％的梯度胶２ＤＥ图谱在５０～１００

ｋＤａ范围偏酸性区域的一些蛋白点相互重叠，分辨

率低，并且 Ｍｗ为２５ｋＤａ的高丰度蛋白处竖向拖

尾现象极为严重（图３）．

图３　采用１２．５％～１５％梯度胶获得的人参２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇ

１２．５％～１５％ｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌ

最后使用１０％～１５％梯度胶得到的２ＤＥ图谱

中蛋白点分布均匀，Ｍｗ在１０～１５０ｋＤａ范围内的

所蛋白点均得到了较好的分离，尤其在 Ｍｗ为３０～

７５ｋＤａ范围内，蛋白点分离效果最好，点形状圆滑、

规则，几乎没有竖向拖尾现象，同时在 Ｍｗ偏小（＜

１５ｋＤａ）和偏大（＞５０ｋＤａ区域内的蛋白点也得到

了比较理想的分离效果，如图４．

９１１２
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图４　采用１０％～１５％梯度胶获得的人参２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇ

１０％～１５％ｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌ

２．２　１２．５％均一胶和三种不同浓度梯度胶局部２

犇犈图谱的比较（犘犎３１０，７犮犿犐犘犌胶条，考染）

从图１～４中２ＤＥ图谱可以看出，人参蛋白主

要集中在 Ｍｗ为１０～１５０ｋＤａ的范围内，但它们在

各段分子量范围内的蛋白点数及蛋白量分布并不均

匀．Ｍｗ为１５～２５ｋＤａ区域内两簇高丰度储存蛋白

的存在，使得仅采用１２．５％均一浓度的ＳＤＳＰＡＧＥ

胶很难得到理想的分离效果（图５（ａ），１２．５％均一

胶）．三种不同浓度的梯度胶在一定程度上改善了高

丰度蛋白的分离情况，其中１０％～１２．５％和１０％～

１５％梯度胶分离效果相似，都能得到理想的２ＤＥ

图谱（图５（ｂ）～（ｄ）分别为：１０％～１２．５％梯度胶，

１２．５％～１５％梯度胶，１０％～１５％梯度胶）．

图５　人参蛋白 Ｍｗ在１２ｋＤａ～２０ｋＤａ范围的２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｇｉｏｎ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇ（Ｍｗ：１２～２０ｋＤａ）

Ｍｙｕｎｇ等
［３］报道，高丽参中含有大量抗氧化类

蛋白（ＳＯＤ、ＣＡＴ 等）能量产生相关蛋白（ＮＡＤ、

ＡＴＰ合酶等），对这些蛋白的质谱鉴定结果表明，它

们 Ｍｗ多数集中在２５～６０ｋＤａ范围内，因此，提高

这一范围内蛋白点的分辨率和分离效果是极为重要

的．由图６可以看出，１０％～１２．５％（图６（ｂ））和

１２．５％～１５％（图６（ｃ））梯度胶对这一区域内蛋白

点的分离效果较差，低丰度蛋白点竖向拖尾现象严

重．１２．５％均一胶（图６（ａ））和１０％１５％（图６（ｄ））

梯度胶分辨率相似，但１０％～１５％梯度胶可分离出

的低丰度蛋白点数明显增多．

图６　人参蛋白 Ｍｗ在２５～６０ｋＤａ范围的２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｇｉｏｎ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇ（Ｍｗ：２５～６０ｋＤａ）

皂苷生物合成途径的研究是近年来人参研究的

一大热点．Ｌｉａｎｇ等
［４］利用现代分子生物学技术对

其中一些关键酶的研究表明，这些酶大都具有较大

的分子量（如ＤＳ，Ｍｗ为８８．３ｋＤａ）．提高大分子量

范围内蛋白点的分离效果，可以为人参皂苷合成途

径的研究提供蛋白分子水平上的实验指导．图７（ｄ）

（１０％～１５％梯度胶）和图８（ｄ）（１０％～１５％梯度

胶）箭头所示蛋白点为利用１０％～１５％梯度胶分离

出的特异蛋白点（图７（ａ）～（ｃ）分别为１２．５％均一

胶，１０％～１２．５％梯度胶，１２．５％～１５％浓度梯度

胶），图８（ｄ）椭圆内所示的两个蛋白点分辨率明显

高于其它三者（图８（ａ）～（ｃ）分别为１２．５％均一胶，

１０％～１２．５％梯度胶，１２．５％～１５％浓度梯度胶）．

图７　人参蛋白 Ｍｗ在６５～１００ｋＤａ范围的２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．７　Ｒｅｇｉｏｎ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇ（Ｍｗ：６５～１００ｋＤａ）

图８　人参蛋白 Ｍｗ在９０～２２５ｋＤａ范围的２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．８　Ｒｅｇｉｏｎ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇ（Ｍｗ：９０～２２５ｋＤａ）

０２１２
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这说明１０％１５％梯度胶对分离一些低丰度大分量

蛋白具有明显优势．

２．３　１０％～１５％梯度胶２犇犈图谱分析（犘犎４７，７

犮犿犐犘犌胶条，考染）

在上述实验过程中发现人参蛋白大多集中在

ＰＨ４７的范围内．为使样品蛋白能得到最大程度的

分离，本实验又进一步利用ＰＨ４７的窄范围ＩＰＧ胶

条和１０％～１５％梯度胶进行了人参蛋白的２ＤＥ分

离，结果见图９．在整个凝胶范围内的所有蛋白点都

得到了很好的分离，这为后续的质谱鉴定工作打下

了良好的实验基础．

图９　采用１０％～１５％浓度梯度胶和ＰＨ４７，７ｃｍＩＰＧ

胶条获得的人参２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅ２ＤＥｍａｐｏｆｇｉｎｓｅｎｇｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇ１０％～１５％

ｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌａｎｄＰＨ４７，７ｃｍＩＰＧｓｔｒｉｐ

３　结论

本文讨论了不同浓度的梯度胶对人参蛋白２

ＤＥ分离效果的影响，着重分析了不同浓度梯度胶

对人参中高丰度蛋白、低丰度蛋白及大分子量蛋白

分离效果的影响．结果表明，使用１０％～１５％梯度

胶可有效减少人参中高丰度储存蛋白对中低丰度功

能蛋白的掩盖，可分离出人参中一些分子量偏大及

丰度较低的蛋白．
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