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适合蜂王浆蛋白质组的双向电泳技术
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摘  要：为建立适用于蜂王浆蛋白质组研究的双向电泳技术，对其中的IPG胶条的选择、蛋白质上样量、等电聚

焦时间及SDS-PAGE凝胶浓度等关键步骤进行探索和优化。结果显示：蜂王浆蛋白质pH值主要分布在pH 5～8范围

内，当上样量为150μg，聚焦时间达到32000V·h的情况下能充分地聚焦，第二向使用10%的梯度胶时获得的双向电

泳图谱最佳，在优化后的蜂王浆双向电泳图谱上可检测到62±4蛋白点，重复性高，分辨率较好。优化后的双向电

泳技术体系适合于蜂王浆全蛋白质的双向电泳分析。
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Abstract：In order to establish a two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) protocol for proteomic study of royal jelly 

(RJ), IPG strip with appropriate pH range, optimal loading amount for protein, focusing time of IEF, and separating gel 

concentration was used. The results showed that the best 2-DE image of RJ proteins using IPG strip with pH 5—8, protein 

loading amount of 150 μg, focusing time of 32000 V•h, and separating gel concentration of 10% was achieved. Moreover, 

62 ± 4 protein spots were detected on the gel with high repeatability and resolution. The 2-DE system after optimization is 

suitable for the analysis of RJ proteins, which provides theoretical basis for the proteomics of RJ.
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蜂王浆(royal jelly，RJ)是由哺育蜂头部咽下腺和上鄂

腺共同分泌的具有酸、涩、辣、甜并略带特殊芳香气味的

乳白色或淡黄色的浆状物，它在蜜蜂的等级分化中发挥着

重要的作用
[1]
。对于人类，蜂王浆具有抗癌、免疫调节、

降血压、抗氧化抗菌等多种生理药理功能
[2-5]

，除了10-羟
基-2-癸烯酸(10-hydroxy-2-decenoic acid，10-HDA)，蜂王

浆蛋白在其中也发挥着极其重要的作用
[6-7]

。2006年西方

蜜蜂基因组联盟完成了其全基因组测序和序列分析，王

浆主蛋白(major royal jelly proteins，MRJPs)基因序列、

蛋白功能已得到解析，使MRJPs成为近年来研究非常热

门的营养蛋白[8]
，基于双向电泳技术的蜂王浆蛋白质组学

的研究国内外已有相关报道
[9-13]

。Sano等[9]
利用双向凝胶

电泳(two-dimensional gel electrophoresis，2-DE)技术研究

了非洲蜜蜂及欧洲蜜蜂(意大利蜜蜂)所产蜂王浆的特性。

Schonleben等[10]
利用一维电泳、二维电泳及多维液相色谱

一共鉴定出蜂王浆中含有20种不同的蛋白。国内李建

科等
[14]

利用双向电泳、质谱等蛋白质组学研究方法对

蜂王浆新鲜度、不同种蜜蜂产的蜂王浆蛋白质组
[13]

进

行了研究。

2-DE是研究蛋白质组的重要技术之一，它的原

理是首先根据蛋白质的等电点不同采用等电聚焦电泳

(isoelectric focusing，IEF)分离蛋白质，然后再按蛋白质
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分子质量的不同利用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)将复杂蛋白混合物中的蛋白质在二维平面

上分开。蛋白质组学技术作为前沿技术，在食品蛋白质

研究中也得到越来越广泛的应用
[15-18]

。然而由于涉及的

人工操作步骤多，实验周期长，即使是同一实验材料，

采用不同的处理方法也会得到不同质量的实验结果。研

究目的不同、样品不同，采用的双向电泳的规格与条件

也不尽相同，主要表现在蛋白上样量的不同、胶条pH值

范围的不同、聚焦条件的不同等方面。如蜂王浆的双向

电泳研究大多采用pH 3～10的固相pH值梯度(immobilized 
pH gradient，IPG)胶条进行IEF[9-10]

，但Furusawa等[11]
采用

pH 4～7的IPG胶条对蜂王浆蛋白质组有较好的分离。这

说明了针对不同的蜂王浆样品，需要进行双向电泳条件

的优化，从而获得最佳的分离效果。

中国是世界上蜂王浆生产量最大的国家[19]
，蜂王浆

质量问题己成为近年来蜂王浆产业关注的焦点，而蜂王

浆中的蛋白质含量丰富，其种类及含量的变化都将引起

蜂王浆质量的变化。前人
[10-11]

对蜂王浆蛋白质组的研究

大都利用17cm或24cm规格的大型双向电泳凝胶，以达到

对蜂王浆蛋白更全面的研究。但是大型胶电泳耗时长，

实验难度大，所需要的试剂、仪器价格也相应提高。本

研究的最终目的是将双向电泳技术作为一种检测手段来

检测蜂王浆中蛋白的变化，为了缩短检测时间并降低

操作难度，使该方法更加可行，采用了11cm的中型

双向电泳凝胶，因而在IPG胶条的选择、上样量、聚

焦时间及垂直胶浓度上都与大型胶有所不同。本研究

的样品将选择具有代表性的蜂王浆样品，拟从第一向

IPG胶条的选择、蛋白质上样量、聚焦时间和第二向

胶浓度的选择等方面对蜂王浆蛋白质的双向电泳条件

进行优化，建立适合大多数蜂王浆样品的双向电泳技

术体系，以期为进一步研究蜂王浆蛋白质组提供技术

支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 样品

蜂王浆样品由中国农业科学院蜜蜂研究所实验蜂场提

供，为2011年5月采集的由意大利蜜蜂(Apis mellifera L.)生产

的油菜浆。蜂王浆从台基中取出立即装入无菌Eppendorf
管中，并冷藏于－80℃。

1.1.2 试剂

N , N , N ’ , N ’-四甲基乙二胺 ( T E M E D )、矿物油、

低 熔 点 琼 脂 糖 封 胶 液 、 碘 乙 酰 胺 、 二 硫 苏 糖 醇

(1,4-dithiothreitol，DTT)、3-[(3-胆固醇氨丙基)二甲基氨

基]-1-丙磺酸(CHAPS)、考马斯亮蓝染色液(CBB)G-250 

美国Bio-Rad公司；硫脲 美国Sigma公司；尿素 美

国Promega公司；过硫氨酸 国药集团化学试剂有限公

司；SDS 美国Amresco公司；甘氨酸 美国 Novon公司。

裂解缓冲液：8mol/L尿素、2mol/L硫脲、4% CHAPS、

20mmol/L Tris-base、30mmol/L DTT、2% Bio-Lyte)；水化上

样缓冲液：8mol/L尿素、4% CHAPS、50mmol/L DTT、

0.2% Bio-Lyte、0.001%溴酚蓝；SDS-PAGE：丙烯酰胺

胶浓度分别为8%、10%、12%；胶条平衡缓冲液Ⅰ：

6mol/L尿素、2% SDS、0.375mol/L Tris-HCl、20%甘油、

2% DDT；胶条平衡缓冲液Ⅱ：6mol/L尿素、2% SDS、

0.375mol/L Tris-HCl、20%甘油、2.5%碘乙酰胺；10×

电泳缓冲液：25mmol/L Tris、192mmol/L甘氨酸、0.1% 

SDS，pH 8.3；固定液(甲醇、乙酸、水体积比5:1:4)均为

本实验室配制；pH 3～10、pH5～8、pH 4～7 IPG预制

胶条及对应两向电解质(pH 3～10、pH 5～8、pH4～7)、

30%的丙烯酰胺溶液、1.5mol/L Tris-HCl(pH8.8)。

1.1.3 仪器与设备

PROTEAN IEF Cell水平电泳系统、Criterion中型垂

直电泳槽、Versa-Doc MP 4000 Imaging System成像系统  
美国Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 总蛋白的提取及蛋白的定量

蛋白提取方法根据Li Jianke等[14]
报道的方法稍做改

良，将100mg的蜂王浆和1mL的裂解缓冲液充分混合，

4℃、15000×g离心10min。取上清液并分装于1.5mL离心

管，每管100μL，然后加入3～5倍体积的丙酮(预先放置

于－20℃)，冰浴30min后8000×g离心10min，去上清。

待丙酮完全挥发后，沉淀用100μL的裂解缓冲液再次溶

解。所得蛋白样品均采用Bradford法[20]
进行浓度测定。

1.2.2 等电聚焦电泳 
采用PROTEAN IEF Cell等电聚焦系统，11cm IPG

预制胶条选择pH 3～10、5～8、4～7范围的胶条进行优

化，每根胶条加350μL水化上样缓冲液，蛋白质上样量

根据实验设计分别调整为50、150、250μg，聚焦温度为

20℃，每根胶条的限制电流为50μA，等电聚焦设置参数

如表1所示。

表 1 等电聚焦参数的设定

Table 1 Parameter setting of IEF

步骤 电压/V 模式 时间

主动水化 50 12h

除盐 250 线性 30min
除盐 1000 快速 30min
升压 8000 线性 4h
聚焦 8000 快速 24000～40000V·h*

保持 500 快速 ＜24h

注：*. 聚焦时间根据实验设计分别调整为 24000、32000、40000V·h。
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1.2.3 垂直电泳

将等电聚焦的胶条先后放在胶条平衡缓冲液Ⅰ和胶条

平衡缓冲液Ⅱ中各平衡15min，根据实验设计，采用聚丙烯

酰胺胶浓度分别为8%、10%、12%的均一胶进行第二向电

泳，将融化的琼脂糖封胶液置于第二向胶上，约1cm高。

取平衡好的IPG胶条，先在电泳缓冲液中进行快速冲洗，

然后放在第二向胶上。在18℃的恒温条件下进行电泳，起

始电流15mA，待蛋白从IPG胶条进入第二向胶后，恒流

30mA条件下进行电泳3～4 h。每个实验条件做3次重复。

1.2.4 染色和图像扫描分析

电泳结束后用固定液固定30min，CBB G-250染色

1h，去离子水脱色直至背景为无色透明，蛋白质点清晰

为止。脱色后凝胶使用凝胶成像仪透射模式进行扫描成

像，所得图像使用 PDQuest V 7.3.0(Bio-Rad)进行分析。

2 结果与分析

2.1 IPG预制胶条的选择

在进行不同pH值范围的IPG胶条选择时主要考虑样

品中蛋白质的主要分布情况。本实验采用pH 3～10、
4～7、5～8的IPG胶条对蜂王浆蛋白样品分别进行双向电

泳，结果如图1所示，当采用pH值范围为pH3～10的IPG
胶条时，蛋白点较紧密地分布在凝胶的中间区域(如图

1A圆圈中所示)，经PDQuest软件分析，共检测到42个蛋

白点，由于蛋白点分布过于密集导致部分蛋白相互叠加

覆盖，不利于后续的蛋白质点的切胶酶解及质谱鉴定。

当采用pH 4～7的IPG胶条进行实验时，在凝胶中只检测

到25个蛋白点，说明蜂王浆中有一部分蛋白并不分布在

此pH值范围内，大量偏碱性蛋白丢失(如图1B圆圈中所

示)。利用pH 5～8的IPG胶条获得的图谱其蛋白点数最多

(66个)且蛋白分离效果明显，蛋白点清晰，因此，进行蜂

王浆蛋白的双向电泳实验选择pH 5～8的IPG胶条，电泳

效果最好。 

A

pH3 pH10

210kD

20kD

pH4 pH7

210kD

20kD

B

pH5 pH8

210kD

20kD

C

A. pH 3～10；B. pH 4～7；C. pH 5～8。
图 1 不同pH值范围的IPG胶条的双向电泳图谱比较

Fig.1 Comparison of 2-DE images with IPG strip at different pH ranges 

2.2 蛋白质上样量的优化

选择合适的上样量对获得高质量的双向凝胶电泳

图谱至关重要。蛋白上样量过低不利于低丰度蛋白的检

出，上样量过高则会造成高丰度蛋白浓度过大从而连成

一片，分辨率降低。蛋白质上样量的确定与IPG胶条的

长度、pH值范围、聚焦时间的长短及蛋白质的染色方

法密切相关。本实验选择11cm的pH5～8的IPG胶条，考

马斯亮蓝G-250进行染色，上样量相对需要较大，如图2
所示，当上样量为500μg时，通过PDQuest分析，只有16
个蛋白点较清晰，其余较低丰度蛋白都模糊不清甚至丢

失。当上样量为为250μg时，检测到71个蛋白点，蛋白点

较多，但高丰度蛋白点过大，出现过饱和重叠现象，还

有可能会掩盖周围低丰度蛋白点，且图谱上横条纹比较

明显，会影响到后续蛋白质点的分离与分析。蛋白质上

样量为150μg时，蛋白点清晰，可在凝胶上检测到66个
点，聚焦效果好，分辨率高，图谱的质量最佳。

A

pH5 pH8

210kD

20kD

pH5 pH8

210kD

20kD

B

pH5 pH8

210kD

20kD

C

A. 蛋白质上样量50μg；B. 蛋白质上样量150μg；C. 蛋白质上样量250μg。
图 2 不同上样量的双向电泳图谱比较

Fig.2 Comparison of 2-DE images with different protein loading amounts
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2.3 聚焦时间的优化

为了得到理想的2-DE图谱，本研究对等电聚焦电泳

的聚焦时间进行了优化。聚焦时间同胶条的长度、pH值

梯度、两性电解质以及蛋白上样量有关，聚焦时间不足

容易造成高分子质量蛋白质聚焦不完全、蛋白点不圆等

问题
[19]

。聚焦时间过长则有可能由于蛋白质在其等电点

位置时不稳定而造成横向拖尾。本实验将聚焦时间分别

设定为24000、32000、40000V·h，不同聚焦时间下得到

的2-DE图谱有明显的区别。当聚集时间为24000V·h时，

发现凝胶右侧偏碱性端蛋白点不圆(图3A圆圈中所示)，
说明聚焦不充分；在32000V·h聚焦时在凝胶上显现的蛋白

质点多且清晰，PDQuest软件分析检测到蛋白点数为66个；

而当聚焦时间为40000V·h时，凝胶碱性端蛋白连成横线严

重且分辨率相对较差(图3C圆圈中所示)，说明聚焦时间过

长。以上表明，蜂王浆蛋白在聚焦达到32000V·h的情况下

能充分地聚焦，得到较为理想的图谱。

pH5 pH8

210kD

20kD

A

pH5 pH8

210kD

20kD

B

pH5 pH8

210kD

20kD

C

A. 24000V·h；B. 32000V·h；C. 40000V·h。
图 3 不同聚焦时间的双向电泳图谱比较   

Fig.3 Comparison of 2-DE images with different focusing time of IEF

2.4 垂直电泳丙烯酰胺胶浓度的优化

第二向分离胶的丙烯酰胺胶浓度会影响蛋白质的分

离效果，本实验探讨了8%、10%和12%的分离胶对蜂王

浆蛋白质的分离效果。由图4可知，大多数蛋白点虽然

能在8%的分离胶中充分分开，但蛋白点的分离效果不理

想，且分子质量30kD以下的蛋白点(如图4B和图4C中方

框标记)丢失。在12%的分离胶中，分子质量大的蛋白质

重叠严重(如图4C中圆圈所示)，不能完全分开，而且蛋白

前沿离分离胶底端还有一段较长的距离，说明胶浓度太

大。10%的分离胶不但可以充分分离分子质量大的蛋白，

分子质量小的蛋白也不至丢失。根据以上结果认为，本实

验中分离蜂王浆蛋白质的第二向分离胶最适丙烯酰胺胶浓

度为10%。

A 210kD

117kD

98kD

55kD

37kD

29kD

B 210kD
117kD
98kD

55kD

37kD
29kD

20kD

C 210kD

55kD

37kD

29kD

20kD

7kD

98～117kD

A、B、C.丙烯酰胺胶分别为8%、10%、12%。

图 4 不同丙烯酰胺胶浓度SDS-PAGE的双向电泳图谱的比较

Fig.4 Comparison of 2-DE images with different separating gel 

concentrations

3 讨 论

本研究所采用的蜂王浆为意大利蜜蜂(Apis mellifera L.)
生产的油菜浆，意大利蜜蜂自上个世纪30年代引入中国

后，经过半个世纪的发展成为中国生产蜂王浆的高产蜂

种，年产蜂王浆2000t以上，大约占全世界蜂王浆总量

的90%以上
[19]

。而早春油菜花期，由于气候适宜，蜜源

丰富，蜂群处于繁殖期，适龄工蜂数量多，泌浆积极性

高，生产的蜂王浆质量是全年中最佳的，产量也比较可

观
[21]

。Furusawa等[11]
曾研究过分别在两个不同开花时期

采集的不同蜜源的蜂王浆的蛋白质组，并得出结论：蜂

王浆中的蛋白组成是稳定的，不会因蜜源的不同产生较

大差异。因而本研究的结果也适用于其他蜜源生产的蜂

王浆。

前人的研究[9-13]
大多以寻找蜂王浆中未知蛋白或对

比不同蜂种产蜂王浆蛋白组差异为目的，因而需要利用

可以展现更多蛋白点的大型胶。Li Jianke等[14]
利用17cm
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的双向电泳凝胶来研究蜂王浆蛋白质组，选择pH3～10
的IPG胶条，上样量为200μg，聚焦时间为60000V·h，
垂直胶浓度为12%，检测到的蛋白点数最多为62个。

而Furusawa等[11]
采用24cm的双向电泳凝胶来研究蜂王

浆中蛋白，选取pH4～7的IPG胶条，上样量为100μg，
聚焦时间为76908V·h，垂直胶采用梯度胶，胶浓度为

12%～14%，可检测到105个蛋白点。本研究目的在于检

测蜂王浆中已知蛋白的变化以推测蜂王浆的质量，从提

高效率，简化实验，节省时间和成本等方面考虑，采用

了11cm的中型双向电泳凝胶，因而在IPG胶条的选择、

上样量、聚焦时间及垂直胶浓度上都与大型胶有所不

同。综合各步骤不同条件下的实验结果，从蛋白点的分

离效果、蛋白点的数量、分辨率等几个方面综合考虑，

对于11cm的蜂王浆双向电泳的最适条件为采用pH5～8的 

IPG胶条，150μg的上样量，聚焦时间32000V·h，垂直胶

丙烯酰胺浓度为10%，在此条件下，本实验对从蛋白提

取到双向电泳的整个过程进行了3次重复，所得的双向电

泳图谱具有较好的重复性，可检测到62±4个蛋白点，初

步满足了双向电泳技术作为一种检测手段来检测蜂王浆

蛋白质的条件，也为有效地监控蜂王浆质量并进一步规

范蜂王浆市场提供了参考。
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