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天麻蛋白质的双向电泳和肽质量指纹谱分析与鉴定 
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摘要：采用双向聚丙烯酰胺凝胶电泳和质谱技术对天麻染菌球茎皮层和不染菌的新生球茎皮 

层进行了比较蛋白质组分析与鉴定。双向电泳后在分子量12～9r7 kD、等电点3～10范围内，每 

块胶分离到约900个蛋白质点。对新生球茎中表达量明显增加的5个蛋白质点用基质辅助激光解 

叻 电离飞行时间质谱 (MALDI-TOF M_s)进行肽质量指纹谱的分析，并通过检索不同的数据库进 

行蛋白质鉴定与功能预测，初步认为第4号蛋白点是一个与转录有关的RNA结合蛋白。同时本 

文在天麻蛋白质组样品制备、数据库检索策略以及蛋白质鉴定成功率等方面进行了探讨。 
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Identification of Proteins from C,astrod／a data by Two— 

Dimensional Electrophoresis and Pel~tide 

Mass Fingerprinting 
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AbsIr翻：t：Proteins extracted from the cortex of fungi-infected nutritive eorlns and non-infected~ o,xtary 

eorlns of C．astrod／a data were separated by two dimensional polyaerylamide gel electrophoresis(2-DE)with 

immobilized pH graaient~(Im)．Reference maps were obtained with a gooa reproducibility．Approxi— 

mately 900 proteins per 2-DE gel were isolated witll molecular weights ranging 12—97 kD and pI 3—10． 

The spots showed a symmetric shape indicating a good resolution in both electrophoresis dimemiom．Five 

proteins of highlevels observed in a secondary(3orm ge1 w~l"e excised and identified usir唱peptide Inass 6Il— 

gerprinting and matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight nl￡Iss spectrometry．A sunim~ of 

the identified proteins and their putative functions are presented．One ofthem。spot no．4 is identified as 

a RNA-binding protein involved in~'ameription．Technical details concerning database queries and protein 

identification SUCCOr,rates in the 8,b~nce of a sequenced genome ale reported and discussed．Parameters 

for sample preparation ale critically investigated． 
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双向电泳 (2一DE)是分离蛋白质组分的重要技术，其原理是第一向根据蛋白质的等电 

点 (p，)分离蛋白质，第二向根据蛋白质分子量大小达到分离目的。近年来，固相 pH梯 

度 (IPG)干胶条的应用，克服了两性电解质引起的 pH不稳定、重复性差及碱性蛋白丢 

失等问题，因此基于 IPG技术的双向电泳已成为当前蛋白质组学研究的重要手段之一。 

模式植物拟南芥的基因组测序以及重要经济植物水稻基因组框架图的完成，大大推动 

了植物蛋白质组学的研究，已发表水稻、苜蓿等植物的不同组织器官的蛋白质组 (郭奕明 

等，2002；Watson等，2003)和植物细胞器如叶绿体、线粒体、质膜等 (Prime等，2000； 

Bardel等，2oo2)的蛋白质组研究。在植物和微生物的相互作用方面，对豆科植物根瘤的 

蛋白质组研究较为深入 (Natera等，20O0)，发现一些差异显示的蛋白与固氮作用相关。 

本研究的实验材料天麻 (Gastrodia elata)为真菌寄生型兰科植物，不含叶绿素，其生 

长发育与蜜环菌 (ArimtTlaria mellea)等真菌的关系密切。只有当天麻球茎与蜜环菌建立起营养 

关系，才能长出粗壮的新生球茎而进一步发育完成其生活史，这些新生球茎不被蜜环菌侵染。 

研究发现天麻皮层的抗真菌蛋白(GAFP)是天麻新生球茎处于拒菌状态的主要物质，GAFP在 

新生球茎的含量是相应染菌球茎的6倍 (胡忠等，1994)。在天麻的生长发育过程中，除GAFP 

外还有哪些蛋白质的表达量发生变化?本文通过比较天麻染菌球茎 (也称为营养茎)与从染菌 

球茎上长出的不染菌新生球茎 (也称为次生球茎)的蛋白质组，分析表达量存在明显差异的 

蛋白质，并采用肽质量指纹谱 (PMF)鉴定差异表达的蛋白质点；同时本文在天麻样品制 

备、电泳参数的选择、数据库检索策略以及蛋白质鉴定成功率等方面进行了探讨。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

乌天麻 (Gastrod／adata B1．f．glauca S．Chow)采自云南昭通，洗净泥沙，给每份天麻个体编号，分 

别削取每份个体的染菌球茎及从染菌球茎上长出的不染菌新生球茎的表皮及皮层组织，用液氮研磨成粉 

末，一80℃保存备用。 

甲叉双丙烯酰胺、碘乙酰胺为Fluka公司产品，丙烯酰胺、甘氨酸、三羟甲基氨基甲烷、四甲基乙 

二胺、CHAPS、超纯尿素、IPG缓冲液、IPG覆盖液、IPG干胶条 pI-L3—10(非线性，13 cm长)购自Am— 

ersham Biosciences公司。双向电泳标准蛋白质购自Bio-Rad公司。 

1．2 样品制备 

蛋白质成分的提取参照Tsugita等 (1999)并做如下修改：6 g材料加入10倍体积一20~C预冷的含100 

g／L三氯乙酸及O．07％巯基乙醇的丙酮溶液，并于一20％静置过夜；然后 40 000 X g，4℃离心30 rain， 

弃上清；再加入一20％预冷的含0．07％巯基乙醇的丙酮溶液，一20％静置2 h，离心条件同上；重复上一 

步，立即离心，弃上清；将沉淀冷冻干燥，干粉于～2o℃放置备用。称取干粉0．15 g，加入2ml裂解液 

(9．5 mol／L尿素，2％ Amphohnes，20 g／L CHAPS，10 g／L IYIT)，30％水浴保温 30 rain，然后 70 000 X g， 

15％离心 1 h，将上清转移至另一只离心管继续在70 000X g，15％离心30 rain，上清液即可用于双向电 

泳，也可以分装上清液于一80~C放置备用。样品的蛋白质浓度用Bradford方法测定 (李建武等，1994)。 

1．3 双向电泳 

第一向固相pH梯度等电聚焦，使用聃 干胶条 (pH 3～10，13 cm，非线性)及MultiphorII电泳仪。 

按照Am ersham公司操作手册 (Berkelman等，1998)，稍修改。泡涨胶条过夜，用加样杯上样，样品含 100 

蛋白质。等电聚焦程序：300 V，2h；500 V，2h；1 000 V，1 h；1 000～3 500 V，3 h；3 500 V，3h。聚 

． 焦完备的IPG胶条，先在平衡液 I(50 mmol／L Tris-HC1，6 mol／L尿素，30％甘油，40 g／L SIYS，痕量溴酚 
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蓝，使用前加入 10 geL mr)中平衡 15 min，再在平衡液 II(DTr~Jg 25 L碘乙酰胺
， 其余组成同I)中 

平衡 15 min。转移到 SDS-PAGE均匀胶上 (12．5％ T，2．6％ C，14 cm×14 cm×0
． 15 cm)，待封胶液凝固后 

用Hoefer SF_6~ Ruby进行第二向电泳，起初每块胶10 mA恒流15 min，然后每块胶20 mA恒流直至溴酚蓝 

前沿到达玻璃板底部。采用两种方式染色：银染和考马斯亮蓝。银染步骤参考 (Yah等
， 2o00)修改， 

用40％乙醇代替甲醇。新生球茎的蛋白质用作质谱分析时，第一向电泳上样300 蛋白质
， 电泳胶采用 

考马斯亮蓝 R-250染色 1．0 h，脱色过夜。 

1．4 图像分析、肽质量指纹谱以及数据库检索 

凝胶用 Im~ er扫描，按照操作手册并参考相关文献 (贾宇峰等，2001)用Melanie 3
．02软件分 

析图谱。首先进行点检测，然后选择5个分布较好的点标记并配齐 (align)，接着选择一个参考胶，以重 

叠方式进行自动匹配。用双向电泳标准蛋白质计算样品胶蛋白质点的分子量和等电点实验值。 

选取目的蛋白质点，用解剖刀沿染色边缘切下蛋白点放在少量Milli．Q水中，交由上海基康生物技术 

有限公司用MALDbTOF质谱仪制备肽质量指纹谱。用含50％乙腈，25 mmol／L碳酸氢铵溶液将凝胶脱色， 

胶片真空干燥后用胰蛋白酶水解提取肽段 ，然后与过量的基质混合，加在样品靶盘上，溶剂挥发后蛋白 

质与基质形成共结晶，再用脉冲激光照射靶点，导致蛋白质电离，经过质量分析器检测，获得多肽混合 

物的质量 (即肽质量指纹谱)，最后与数据库中的数据比较，从而达到鉴定蛋白质的目的，具体方法参 

考 Courchesne等 (1999)。 

将肽质量指纹谱同以下数据库的序列进行比较，在 NcBII1r．6．4．2003和SwissProt．5．27．2003中使用程 

序 MS-Fit(网址为http：／／prospector．ucsf．edu)，检索参数为：设定物种拟南芥 (A．￡̂nZ )，匹配的最少 

肽段数 (Minimum Matches)为4，半胱氨酸未修饰，根据实验值设定较宽的分子量和等电点范围，质量 

误差 (ma88 tolerance)最低为lOOppm，其余为系统默认值：DNA Frame Traaslafion：6， lsidere(1 IIl0(1i6catioIls： 

IPeptide N-terminal Gin to pyroGlulOxidation ofMIProtein N—terminus AcetylatedI，Max． 样 Missed Cleavages：1，Pep- 

fide N terminus ：Hydrogen，Pe de C terminus：Free Acid，Min Parent Ion Matches：1，MOWSE On：1，MOWSE P Fac— 

tor：O．4，Sort Type：Score Sort。同时还用 PeptIdent(网址为http：／／cn．expasy．ore．．／)检索数据库 Swiss-Prot and 

TrE~ L，物种设定为植物界 (咖 矾．ANTAE)，其余参数同上。蛋白质功能分析在蛋白质功能数据库 

Pfam (http：／／www．sanger．at3．uk／Software／Pfam／)中进行。 ．． 

2 结果和讨论 

2．1 样品制备与双向电泳 

天麻样品含大量多糖，若样品制备时直接用裂解液裂解，离心转速为 15 000×g，则 

电泳胶上的蛋白质点稀少 (约 50个)，而且横向拖尾严重；采用三氯乙酸 一丙酮沉淀后再 

裂解，并将制样时的离心转速提高到 70 ooo×g，去除了大部分多糖杂质，分离到的蛋白质 

组分丰富许多，每个电泳胶可得到约900个蛋白质点，这些蛋白质点大多集中于14～66 kI)。 

此外，制样时的离心温度也很关键，有文献报道离心温度为 4c《=，但是在实验中发现 4c《= 

离心后管壁有许多尿素结晶析出，因此本实验将离心温度提高到 15℃，不再出现结晶。 

经分析，天麻球茎蛋白质双向电泳图谱的重复性较高，不同个体之间也有较好的重复 

性。在分子量 12～97 kI)、等电点3～10范围内，共计分离到约900个蛋白质点 (图1)。 

由于天麻营养茎已被蜜环菌感染，其蛋白质组必然包含蜜环菌的蛋白质成分，而要从天麻 

皮层将正在被消化分解的菌丝单独分离出来提取蛋白质几乎不太可能。我们已成功制备离 

体培养菌丝的蛋白质双向电泳图谱 (未发表)，但考虑到离体培养菌丝的蛋白质组并不能 

完全反映天麻皮层中正在被消化的蜜环菌蛋白质组，且营养茎中看似增量表达的蛋白点可 
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能含有蜜环菌蛋白质。因此从新生球茎的双向电泳胶上选取 5个表达量明显高于染菌球茎 

的蛋白质点 (图 1，箭头标记 1～5)，这 5个蛋白质点在不同的天麻个体表达量相当，都 

表现为新生球茎中的含量明显高于其相应的染菌球茎。 

图1 天麻营养茎 (左)和次生茎 (右)双向电泳银染图谱 

箭头和数字标记的蛋白点用于质谱鉴定，图中的蛋白编号与表 1中列出的蛋白点编号一致，蛋白质上样量为 1130 ， 

1PG胶条为非线性，13 em长，DH 3～10，第二向SDS-PAGE凝胶浓度为 12．5％ (w／v)，凝胶银染与脱色参照实验方法。 

Fig．1 2一DE reference maps obtained for nutrifive COFII1(1ea)and se0m1dary(301／I1(~isht) 

Proteinsthatidentified inthis study aremarked with alTOWSand numbers．The numbers correlatewith proteinidentificationslisted in 

Table1．2-DEwas performed using100Pg ofprotein，nonlinear13 crnIPG strips(pH 3—10)，and a12．5％ (w／v)total 

acrylamide SD6 second dimension．Gels wefe silver stained ，destalned acc0rding to the method and ima静 recorded 

2．2 数据库检索与蛋白质鉴定 

2．2．1 数据库的检索策略 根据质谱分析获得每个样品的一组同位素峰值，设定物种或 

物种门类，在较宽泛的分子量和等电点范围内，逐渐升高质量误差，采用MS—Fit和 Pept— 

Ident分别进行检索，结果见表1。表 1综合了对天麻新生球茎5个蛋白质点进行分析鉴定 

的基础数据和初步结果，包括蛋白质丰度、分子量和等电点实验值、检索的数据库以及检 

索时的质量误差、匹配的肽段数、肽序列对匹配蛋白的序列覆盖率、理论分子量和等电 

点、匹配蛋白的名称及其GenBank登记号、对应的物种、蛋白质功能。 

设定的质量误差较低，检索结果的可信度就较高。但本次检索中如果将质量误差设定 

为 100ppm，几乎都没有匹配的条目；将质量误差设定在 200ppm或 0．25—1．0Da，检索成 

功率增加。由于待鉴定的蛋白质来源于兰科植物，而到目前为止还没有公布任何兰科植物 

的基因组全序列信息，因此将物种范围设定在植物界或拟南芥进行检索，可提高基于序列 

相似性匹配蛋白质的可信度。 

在豆科植物苜蓿各器官的蛋白质组研究中 (Watson等，2003)，发现仅在蛋白质数据 

库 (SwissProt和NcBIIlr)进行检索，蛋白质鉴定的成功率只有25％；而在EST库平均成功 

率为46％。当然，那些不含 poly(A )尾巴的mRNAs(如线粒体和叶绿体编码的mRNAs) 
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很难出现在EST库，因此同时检索多种数据库可以提高蛋白质鉴定的成功率。 

2．2．2 蛋白质的鉴定 用 PMF鉴定蛋白质主要基于以下参数：匹配的肽段数、质量精度 

(m／z accuracy)、肽序列对匹配蛋白全长的序列覆盖率 (最低 10％)、肽谱的质量、匹配峰 

的强度 (最小值 18％一20％)、分子量和等电点实验值与理论值的差异、匹配蛋白所属的 

物种 (Watson等，2003)。蛋 白质 的功能分 析在 蛋 白质功 能数 据库 Pfam ( 塑；』』 

www．sanger,ac．uk／Softwa
—

re／P
—

fam／)中进行；按照 Bevan等 (1998)发表在 Nature上的植物基 

因功能分类方案，划分匹配蛋白质的功能类别。 

分析比较数据库的检索结果，筛选最适匹配的记录，发现用两种方式都被鉴定为同一 

种蛋白质的只有第 3号蛋白 (spot no．3)一 一种花青苷合成酶，而第 5号蛋白 (spot no．5) 

与拟南芥的一种未知功能的表达蛋白最相似。以第4号蛋白点 (spot no．4)为例，其肽质 

量指纹谱见图2，相关的检索记录中以RNA结合蛋白 (Acc．#：D96792)匹配最好，检索 

结果见表2。根据植物基因的功能分类方案，RNA结合蛋白的功能类别是转录，它在天麻 

新生球茎大量表达 (丰度为 2．6％)，可能与旺盛的生长发育密切相关。 

799．0 

图2 双向电泳图上第4号蛋白点的肽质量指纹谱 

Fig．2 PMF of spot no．4(TM-4)from 2-DE gel 
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总的来看，本文5个蛋白点的肽序列覆盖率都没有超过50％，不是同一物种来源可能是 

原因之一，如果样品来源于基因组全序列测序完成的物种，相信用 PMF鉴定蛋白质的成功 

率和准确度都会增加。对于人类蛋白质组研究，其蛋白质鉴定成功率在60％左右 (Watson 

等，2o03)。不同的检索方法得出的检索结果不一致，若要准确鉴定这些蛋白质还应该进一 

步做串联质谱，PMF和肽序列联合检索将极大提高蛋白质鉴定的成功率 (Watson等，2003)。 

李建武，萧能庚，余瑞元等，1994 
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