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尼罗罗非鱼肌肉蛋白质双向电泳体系的建立
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摘要： 为建立1种尼罗罗非鱼肌肉组织蛋白质的双向电泳体系，实验将尼罗罗非鱼肌肉
组织蛋白质提取后，用双向电泳 (2-DE)分离蛋白质，分别对蛋白质样品的制备方法、
IPG胶条长度及pH范围、SDS-PAGE凝胶浓度及染色方法4个关键因素进行了探索和优
化。结果显示，采用液氮研磨-丙酮沉淀法制备样品蛋白质，使用24 cm pH 4~7的IPG胶
条进行第一向等电聚焦电泳，第二向SDS-PAGE电泳采用浓度为12.5%的凝胶进行，双向
电泳后的凝胶采用硝酸银染色法进行染色处理，该条件下扫描所得尼罗罗非鱼肌肉蛋白
质二维电泳图谱具有蛋白质分离程度好、斑点清晰、分辨率高及横纹少等优点。研究表
明，技术体系适用于尼罗罗非鱼肌肉蛋白质的分离，可用于后续罗非鱼肌肉蛋白质组学
研究。
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蛋白质组(proteome)指“细胞、组织或机体内

的基因在特定生理条件下表达的所有蛋白质” [1]，

蛋白质组学(proteomics)是对一个机体的全部蛋白

质进行系统的研究，包括蛋白质的变化、翻译

后修饰及蛋白质与蛋白质之间的相互作用 [2]。蛋

白质组学研究可以从蛋白质水平上对生物体的

各种生理过程有更全面的认识，已成为生命科

学研究的热点，被广泛应用于生物学、生物化

学和生物医学研究中 [3]，现已逐渐延伸到食品科

学及水产科学方面 [4-7]。而双向电泳(two-dimen-

sional electrophoresis，2-DE)是目前蛋白质组学研

究中常用的蛋白质分离技术之一 [8]，已有关于大

弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)肝脏 [9]、大菱

鲆 (Scophtha lmus  max imus )表皮 [ 1 0 ]、大黄鱼

(Larimichthys crocea)肝脏 [11]、斑节对虾(Penaeus

monodon)血淋巴 [12]蛋白质双向电泳体系建立的研

究，目前尚未有关于罗非鱼肌肉蛋白质双向电

泳体系建立的报道。

罗非鱼具有生长速度快、繁殖能力强、食

性杂、抗病力强等特点，且骨刺少、肉质厚 [13]，

是我国主要的淡水鱼养殖产品之一。本研究以

尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)为实验材料，

通过比较样品制备方法，提取肌肉全蛋白，对

IPG(immobilized pH gradients)胶条、SDS-PAGE胶

浓度、染色方法的选择进行探索，优化双向电

泳关键步骤的条件，以期建立一种适于罗非鱼

肌肉蛋白质的双向电泳体系，获得斑点清晰、

分辨率高、横纹少的二维电泳图谱，为后续罗

非鱼肌肉蛋白质组学的研究奠定基础，也为其

他鱼类肌肉蛋白质组学研究提供参考。
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1    材料与方法

1.1    实验仪器和材料

Mil l i -Q超纯水机，美国Mil l ipore公司；

UV2550型紫外-可见分光光度计，日本SHIMADZU
公司；GB204型电子天平，瑞士METTLER公

司；DW-86L626型超低温冰箱，Haier公司；

3K30型台式高速冷冻离心机，德国Sigma公司；

Powerpac@ Basic基础电泳仪，美国Bio-Rad公司；

Ettan IPG phor3等电聚焦系统，美国GE公司；JY-
IIDN型超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技

股份有限公司；Image Scanner III扫描仪，美国

GE公司。

I P G胶条、载体两性电解质 ( B i o - L y t e，
pH3~7)、2D Clean-up试剂盒购自美国Bio-Rad公
司；二硫苏糖醇(Dithiotherito，DTT)、乙二胺四

乙酸 (EDTA)、过硫酸铵、矿物油、碘乙酰胺

(IAA)、丙烯酰胺、3-[3-(胆酰胺基丙基)二甲氨基]
丙磺酸盐 (CHAPS)、四甲基乙二胺 (Tetrame-
thylenediamine，TEMED)、Bradford蛋白定量试剂

盒购于上海生工生物工程有限公司；其他常见

试剂均为分析纯。

鲜活尼罗罗非鱼购于附近超市。

1.2    蛋白质样品制备及定量

将3份尼罗罗非鱼肌肉组织表面清洗干净后

混合剪碎备用。肌肉组织破碎方法设2个对照，

Ⅰ：冰上匀浆法[14]，取黄豆大小碎肉，加入1 mL
裂解液(7 mol/L尿素、2 mol/L硫脲、4%CHAPS、
65 mmol/L DTT、1% pH 3~10的Bio-Lyte)，用匀浆

机在冰上进行裂解组织操作，每匀浆30 s停5 s以
防过热，直至肌肉组织无块状即可停止。Ⅱ：

液氮研磨法，在研钵中倒入液氮预冷，然后将

碎肉组织置于研钵中，迅速加入液氮进行研磨，

直至组织变成粉末状。

蛋白质的提取方法设3组对照，A：直接裂

解法，快速称取0.2 g液氮研磨后的粉状样品，加

入1 mL裂解液，同冰上匀浆法处理的样品一起

于4 °C放置4 h，期间每30 min颠倒混匀一次。离

心(4 °C，12 000 r/min，20 min)，取上清液备用。

B：丙酮沉淀法，取A中上清250 μL，加入4倍体

积丙酮溶液沉淀蛋白质，–20 °C放置过夜，离心

(4 °C，12 000 r/min，20 min)，吸去上清液，自然

干燥，得到蛋白质团块。往蛋白质团块中加入

500 μL裂解液，用枪头将蛋白质团块戳小后反复

吹打直至蛋白质充分分散，2%功率超声助溶。

4 °C，12 000 r/min，离心20 min，取上清液备

用。C：2D Clean-up沉淀法，将A中上清按照说

明 书 逐 步 操 作 ， 所 得 上 清 液 备 用 。 采 用

Bradford法测定蛋白质浓度，直接上样或分装后

于–80°C保存备用。

1.3    等电聚焦电泳(isoelectric focusing，IEF)

IPG胶条设3个对比，分别为7 cm pH 3~10、
17 cm pH 3~10、24 cm pH 4~7。考马斯亮蓝染色7 cm
胶条总上样量200 μg，总上样体积125 μL；17 cm
胶条总上样量300 μg，总上样体积380 μL；24 cm
胶条总上样量1400 μg，总上样体积455 μL。银染

24 cm pH 4~7胶条总上样量140 μg，总上样体积

455 μL。取出水化盘，调节水平备用。将–20° C
保存的胶条室温下复温10 min，取相应量的蛋白

质样品，用水化上样缓冲液(裂解液加1%的溴酚

蓝 )补充至相应体积，混匀后加入水化盘的槽

中。胶条胶面向下轻放入槽中，胶条表面加入2 mL
矿物油防止样品挥发，被动水化上样12 h以上。

等电聚焦程序见表1。

1.4    胶条的平衡

等电聚焦完成后，取出胶条，用滤纸吸取

胶条表面多余液体，依次放入平衡液Ⅰ(6 mol/L
尿素，2%SDS，50 mmol/L pH 8.8 Tris-HCl，
20%甘油，1%DTT)、平衡液Ⅱ (2.5%IAA代替

Ⅰ中1%DTT)中，于摇床上分别平衡15 min。7 cm
胶条用5 mL平衡液，17 cm和24 cm胶条用10 mL
平衡液。

表 1    不同胶条等电聚焦程序

Tab. 1    IEF program of different strips

升压方式

boost method

等电聚焦程序

IEF program
7 cm胶条

7 cm strip
17 cm胶条

17 cm strip
24 cm胶条

24 cm strip

线性升压 Stp 100 V，3 h 100 V，3 h 100 V，3 h

线性升压 Stp 250 V，1 h 250 V，1 h 500 V，1 h

快速升压 Grd 500 V，1 h 1000 V，1 h 1000 V，1 h

快速升压 Grd 4500 V，3 h 8000 V，4 h 10 000 V，5 h

线性升压 Stp
4500 V，

25 000 Vh
8000 V，

64 000 Vh
10 000 V，

41 000 Vh

线性升压 Stp 500 V，保持 500 V，保持 1000 V，保持
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1.5    十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)

取出平衡后的胶条，在电泳缓冲液中浸泡5 s，
将胶条正极与电泳仪正极方向一致，胶条下端

紧密接触二向胶面，用含有溴酚蓝的低熔点琼

脂糖溶液封胶，分别采用SDS-PAGE电泳常用的

10%、12.5%、15%的分离胶进行二向电泳。7 cm
胶条起始电压80 V，电泳20 min后升压至120 V；

17 cm和24 cm胶条起始功率2 W/gel，60 min后升

至17 W/gel，直到溴酚蓝跑到下缘时结束。

1.6    凝胶染色、扫描及图谱分析

7 cm、17 cm胶条采用考马斯亮蓝染色法(考
染)染色，24 cm胶条分别用考染和硝酸银染色法

(银染)2种方法进行对照。考染：将胶放入固定

液(40%乙醇，10%冰醋酸)中固定2 h；用蒸馏水

漂洗2次，每次15 min；放入染色液(0.12%考马斯

亮蓝G-250，10%硫酸铵，10%磷酸，20%甲醇)染
色6 h以上；蒸馏水漂洗至背景无色。银染：用

固定液固定2 h以上；敏化液(30%乙醇，6.8%乙

酸钠，0.2%硫代硫酸钠 )敏化1 h；蒸馏水漂洗

4次，各10 min；银染液(0.25%硝酸银)银染1 h；
蒸馏水漂洗2次，各1 min；显色液 (2%碳酸钠，

0.8 mol/L甲醛溶液)显色8 min；终止液(11.6 g/L
EDTA)终止45 min；蒸馏水漂洗2次，各30 min。
采用Image Scanner III扫描仪对凝胶进行扫描后于

Imagemaster软件对图谱进行分析。

2    结果与分析

2.1    肌肉组织破碎方法的影响

肌肉组织的充分破碎是释放组织内蛋白质

进行后续蛋白质提取的必要前提，组织破碎不

充分则会造成蛋白质的损失。该实验采取冰上

匀浆和液氮研磨2种方法对罗非鱼肌肉进行破

碎，在其他条件相同的情况下提取蛋白质并进

行双向电泳。结果显示，用冰上匀浆法破碎肌

肉组织所得的双向电泳图谱(图1-a)横纹较多且蛋

白质点较少，分辨率低，而用液氮研磨法破碎

肌肉组织所得的双向电泳图谱(图1-b)蛋白质点多

且清晰，横纹干扰少，分辨率高。由此看出，液

氮研磨法破碎肌肉组织效果较好。朱佳杰等[14]在

优化吉富罗非鱼(GIFT Oreochram niloticus)肝脏蛋

白质组双向电泳体系的研究中指出液氮研磨法

比匀浆法提取蛋白质的效果更好，与该实验结

果一致。

2.2    蛋白质提取方法对结果的影响

蛋白质样品制备是进行双向电泳的基础，

是影响结果的关键因素[15]。蛋白质提取方法选择

不当，会使蛋白质丢失、溶解不充分及大量杂

质残留[16]，影响聚焦过程，从而造成图谱中条纹

的产生、蛋白质点模糊、分辨率低等。该实验

采用直接裂解、丙酮沉淀和2D Clean-up沉淀3种

蛋白质提取方法。直接裂解法是蛋白质经裂解

液裂解后直接上样，由于样品未经纯化存在杂

质，图谱(图2-a)中出现较多横条纹，且蛋白质未

分离开，出现大片模糊。丙酮沉淀法及试剂盒

提取是蛋白质组学研究中蛋白质样品提取常用

 
图 1    不同肌肉组织破碎方法的2-DE图谱

24 cm pH 4~7胶条；(a)冰上匀浆法；(b)液氮研磨法

Fig. 1    The 2-DE map of different breaking methods for Nile tilapia muscle
strip of 24 cm pH 4–7; (a)homogenized on ice; (b)ground by liquid nitrogen
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的方法，能高效地对样本进行浓缩及除盐[17]，用

丙酮沉淀法(图2-b)和2D Clean-up沉淀法(图2-c)提

取蛋白质的图谱中横条纹消失且蛋白质点多而清

晰，优于直接裂解法。丙酮沉淀法(图2-b)和2D

Clean-up沉淀法(图2-c)图谱差异不大，前者图谱

中酸性端横条纹稍多，但对蛋白质点的分离没

有太大影响，由于2D Clean-up试剂盒价格昂贵，

因此后续实验选用丙酮沉淀法提取蛋白质。

2.3    IPG胶条选择

一向IEF是利用蛋白质等电点的差异以预制

IPG胶条为载体进行的，胶条的选择对双向电泳

结果有直接的影响，包括胶条长度和pH范围的

选择。该实验选用4种胶条(7 cm pH 3~10、17 cm
pH 3~10、24 cm pH 3~10、24 cm pH 4~7)进行

IEF。结果显示，7 cm胶条(图3-a)图谱中蛋白质

点过于拥挤，部分蛋白质没有分散开造成图谱

中有较多蛋白质团的出现；17 cm胶条(图3-b)蛋
白质点分散程度高于7 cm胶条(图3-a)，蛋白质团

也较少；24 cm胶条(图3-c)蛋白质点明显多于7 cm
(图3-a)和17 cm(图3-b)，蛋白质点清晰且分散均

匀，蛋白质团块消失。由此可看出，胶条长度

越长则蛋白质分散越均匀，蛋白质点也越清晰。

张丽等 [18]在优化桃果实总蛋白质双向电泳

体系时发现，pH范围较大的胶条对蛋白质的覆

盖率大，而pH范围小的胶条覆盖率小但蛋白质

点的相对分辨率高。24 cm pH 3~10的胶条(图3-
c)图谱中水平方向蛋白质点主要集中在中间偏酸

性端区域，两端蛋白质点较少，而pH 4~7的胶条

(图3-d)图谱中蛋白质点分散且清晰，在水平方向

上分布均匀。因此，选择长度为24 cm、pH为

4~7的胶条对罗非鱼肌肉蛋白质进行双向电泳，

既能最大范围地覆盖蛋白质，同时也能得到分

辨率高的图谱。

2.4    SDS-PAGE凝胶浓度对结果的影响

SDS-PAGE凝胶电泳是根据蛋白质的相对分

子质量来分离蛋白质的[19]，不同样品中蛋白质的

相对分子质量范围不同，所需要的SDS-PAGE凝

胶浓度也具有差异，因此需要选择合适的凝胶

浓度来得到具有较好分离效果的图谱。该实验

在其他条件一致的情况下，分别采用10%、12.5%、

15%的分离胶进行二向SDS-PAGE电泳。结果显

示，在垂直方向上，10%的分离胶(图4-a)所得图

谱蛋白质点聚集在凝胶中下部，与12.5%的分离

胶图谱相比，底部缺少部分蛋白点，说明小分

子量的蛋白质已跑出胶外，造成蛋白点的损

失；15%的分离胶(图4-c)所得图谱蛋白质点集中

在凝胶中上部，横条纹较多且分离不彻底，只

有12.5%的分离胶(图4-b)所得图谱蛋白质点在垂

直方向上均匀分布。这是因为凝胶浓度越大则

孔径越小，蛋白质在胶内的移动速度则越小 [20]。

因此，在二向SDS-PAGE电泳中宜采用浓度为

12.5%的分离胶。

2.5    染色方法的影响

染色方法对双向电泳凝胶中蛋白质点检测

的灵敏度具有很大影响 [21]，银染及考染是2种常

用的方法。该实验分别采用银染和考染对双向

电泳凝胶进行染色。结果显示，银染(图5-a)图谱

中蛋白质点多且清晰，考染(图5-b)图谱中蛋白质

 
图 2    不同蛋白质提取方法的2-DE图谱

7 cm pH 3~10；(a)直接裂解法；(b)丙酮沉淀法；(c)2D Clean-up沉淀法

Fig. 2    The 2-DE map of different protein extraction methods
strip of 7 cm pH 3–10; (a)direct pyrolysis; (b)acetone precipitation; (c) 2D clean-up precipitation
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点较少，多数低丰度蛋白质点模糊或没有显色。

秦慧等[22]对几种双向凝胶电泳蛋白质检测方法进

行了比较，指出银染的灵敏度高于考染，但与

质谱的兼容性低于考染。此外，银染步骤较多，

操作繁琐，因此在后续进行基于双向电泳的罗

非鱼肌肉蛋白质组学研究中，对比寻找差异点

时可采用银染法制备凝胶，需要结合质谱进行

差异蛋白质鉴定时可采用考染法。

3    讨论

2-DE具有高通量、适用范围广、分辨率高

等优点，同时也因操作步骤繁琐，使得对结果

 
图 3    不同IPG胶条的2-DE图谱

Fig. 3    The 2-DE map of different IPG strips
(a) 7 cm pH 3–10; (b)17 cm pH 3–10; (c) 24 cm pH 3–10; (d) 24 cm pH 4–7

 
图 4    不同SDS-PAGE凝胶浓度的2-DE图谱

Fig. 4    The 2-DE map of different concentration of SDS-PAGE gel
(a)10%; (b) 12.5%; (c) 15%
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产生影响的因素较多。样品制备的成功与否直

接决定2-DE的实验结果，经过对比实验发现，

破碎组织时采取液氮研磨法效果优于冰上匀浆

法，因为液氮温度为–196 °C，组织与之接触后

立即冻结便于研磨，且瞬间的超低温能保护组

织内成分不易被降解[23]。罗非鱼肌肉组织中除蛋

白质之外还有核酸、多糖、脂类等成分，在蛋

白质提取过程中，用裂解液裂解后直接上样，

图谱中出现大片模糊，可能是提取的样品中含

有非蛋白质类杂质造成的，在等电聚焦过程

中，杂质的存在会使电压无法升到最高值导致

聚焦不完全，同时也会在图谱中产生背景。用

丙酮和2D Clean-up对样品纯化后，图谱中大片模

糊消失，表明这2种方法对杂质的去除具有良好

的效果，且所得图谱差别不大，从经济角度考

虑并结合实验效果，最终选用丙酮沉淀法。通

过对IPG胶条选择的优化实验，发现胶条长度越

长则蛋白质点越多、图谱越清晰。pH 3~10的宽

范围胶条虽然能够在一张胶上显示更多的蛋白

质，但分辨率较低，可能会造成部分低丰度蛋

白质的遗失，因极碱性端蛋白质点较少，所以

选用24 cm pH 4~7的胶条。在用不同浓度的SDS-
PAGE胶进行第二向电泳时发现，对罗非鱼肌肉

蛋白质而言10%的胶孔径过大，对蛋白质的滞留

作用较小，15%的胶孔径偏小，造成蛋白质点重

叠，12.5%的胶能使蛋白质在垂直方向均匀分

布，效果最佳。最终的染色结果表明银染蛋白

质点多且分辨率高，效果优于考染，但银染与

质谱兼容性差 [24]，不利于基于质谱的蛋白质鉴

定，因此可用银染胶进行蛋白质点的分析，用

考染胶进行蛋白质鉴定。

影响双向电泳结果的因素除上述实验中所

优化的条件外，还有裂解液成分、上样量选

择、等电聚焦程序、盐桥搭建等[25]。该实验所用

裂解液包含尿素和硫脲，起到破坏蛋白质分子

间氢键的作用，能够有效溶解疏水蛋白质或高

分子蛋白质；CHAPS作为两性离子去垢剂，可

溶解膜蛋白增强蛋白质的溶解性；DTT作为巯基

还原剂，通过帮助断裂二硫键促进蛋白质溶

解；载体两性电解质Bio-Lyte可以通过电荷与电

荷间的相互作用减少蛋白质聚合，从而增强其

溶解性[26]，该类试剂的结合使用可以保证蛋白质

的充分提取。此外，上样量过多可能会使蛋白

质点产生拖尾，高丰度蛋白也可能会掩盖周围

的蛋白质点，而上样量过少则会使低丰度蛋白

检测不到，该实验采用24 cm胶条、考染时总上

样量为1400 μg，银染时总上样量为140 μg，均获

得较好图谱效果，说明上样量选择合适。样品

本身及提取液中所含的盐离子会对蛋白质的分

离和等电聚焦效果产生影响，该实验的等电聚

焦条件设置有逐步增加的低压除盐程序，保证

适当的高压聚焦，并且搭建盐桥，以达到良好

的聚焦效果。

综上所述，该研究建立的罗非鱼肌肉蛋白

质双向电泳体系：液氮研磨法破碎组织，丙酮

沉淀法提取蛋白质，采用24 cm pH 4~7的预制

IPG胶条进行一向IEF，浓度为12.5%的凝胶进行

二向SDS-PAGE电泳，采用银染染色法制备分析

胶。采用该体系能够将罗非鱼肌肉蛋白质充分

分离，得到斑点清晰、分辨率高的2-DE图谱，

 
图 5    不同染色方法的2-DE图谱

(a)银染；(b)考染

Fig. 5    The 2-DE map of different staining methods
(a)sliver staining; (b)coomassie blue staining
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为罗非鱼肌肉蛋白质组学研究奠定基础。
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Establishment of two-dimensional electrophoresis (2-DE) system in
muscle proteome of Nile tilapia (Orechromis niloticus)

ZHAO Yongqiang1,    LI Na1,2,    LI Laihao1 *,    YANG Xianqing1,    HAO Shuxian1,    
WEI Ya1,    CEN Jianwei1,    ZHANG Hongjie1,2

(1. Key Laboratory of Aquatic Product Processing, Ministry of Agriculture; National R&D Center for Aquatic Product Processing;
South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510300, China;

2. College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is a tropical species that prefers to live in shallow waters, and it has
the merits of fast growth and high reprodu-ctive rate, also has the characteristics of less bone spurs, thick fleshy,
which has been widely cultured in southern China, and China is by far the largest producer of farmed Nile tilapia.
In order to establish a two-dimensional electrophoresis (2-DE) system for proteomic analysis of Nile tilapia
muscle, protein samples of Nile tilapia muscle were separated using 2-DE after extracting. By optimizing different
preparation methods, different pH of immobilized pH gradients(IPG) gel strips and their lengths, as well as
different concentration of SDS-PAGE gel and staining methods (silver staining and Coomassie blue staining), we
obtained the best 2-DE experiment conditions. The results show that the optimum method for protein samples
preparation of Nile tilapia muscle is combination of liquid nitrogen grinding and acetone precipitation. For 2-DE
assay, using 24 cm pH 4 - 7 IPG gel strips for isoelectric focusing(IEF) and 12.5% gel for the second SDS-PAGE.
Besides, dyeing the gels by silver staining could get the optimized 2-DE map of Nile tilapia muscle protein with
excellent degree of separation, clear protein points, high resolution and less cross band. The 2-DE technical system
was successfully established in this study, which could be used for the separation of proteins in the future Nile
tilapia muscle proteomics research.
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