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提要 采集白骨壤的种子分别置于盐度为 s的自来水和盐度为 xs的海水中沙培 o从叶片中

抽提总蛋白质 o同时进行双向电泳 ∀比较发现 v个蛋白质点 ≥� t !≥� u !≥� v只在盐度为 xs的海

水培养下稳定地出现 o另 t个蛋白质点 ≥� w只在无盐条件下出现 ∀初步认为这 w种蛋白质与白

骨壤的耐盐性相关 ∀

关键词 白骨壤 o 双向电泳 o 耐盐性

∞÷°� ∞≥≥ �̈··̈µ¶

快报

红树林是生长于热带 !亚热带陆海交汇的海湾河

口潮间带的盐生木本植物群落 o在维护海岸生态平

衡 !防风减灾 !护堤保岸 !环境污染监测 !净化与防治

等方面发挥重要的作用 ∀白骨壤k Αϖιχεννια µαριναl属

泌盐型红树植物 o多自然分布在滩面外缘低潮带 o有

些也延续到高潮带 ∀在大潮时几乎全部淹没或仅露出

树冠 o曾被称为/海底森林0 ∀白骨壤对盐度的适应较

广 o一般以盐度为 x ∗ us的海水为多 o实验室条件下o

在盐度为 s的自来水和盐度 xs海水中生长情况良好≈t ∀它

是进行耐盐性生理研究及耐盐蛋白质基因筛选的好

材料 ∀自 t|zx年 o�χƒ¤µµ̈̄¯等建立双向电泳技术后 o已

有许多改进 o双向电泳由于具有高分辨率和高灵敏度

已成为分析复杂蛋白质混合物的基本工具 ≈u ∀本研究

以耐盐性强的滩涂红树植物 ) ) ) 白骨壤为材料 o运用

双向电泳技术分析耐盐相关蛋白质 o将为进一步从分

子水平了解植物的耐盐机理提供依据 ∀

t 材料和方法

1 q1 材料

白骨壤果实成熟时 k| ∗ ts月份l o自福建龙海浮

宫红树林自然保护区摘收同一母树发育良好 !无病虫

害及机械损伤的果实于实验室沙培 ∀沙粒取自厦门港

沙滩 o经自来水反复冲洗直至盐度 � sqwo装入 u个花

盆中 o每盆植 x粒果实 o分别加入盐度 xs的海水和盐

度为 s的自来水 o自然光照培养 ∀每天用相应培养液

补充散失的水分 o每隔 tx§更换 t次培养液 ∀培养约

xs §o用于蛋白质提取 ∀

1 q2 方法

tquqt 白骨壤叶片蛋白质的抽提 取白骨壤叶

片 sqx ∗ tqs ªo按其鲜重的 tsh加入不溶性聚乙烯吡

咯烷酮 o用 v °̄ 的蛋白提取缓冲液kyx °°²̄r�×µ¬¶2�≤̄

³� yq{osqxh ≥⁄≥otsh甘油 otsh三氯乙酸和 xh Β2
疏基乙醇l研碎样品 o转移至 ts °̄ 离心管中 o样品混

匀后在 w ε 条件下震摇浸提 t «∀tu sssµr°¬±离心 us

°¬±o将上清液转移至 xs °̄ 离心管中 o加入 v倍体积

的 p us ε 预冷的丙酮 o 混匀后在 p us ε 下放置 vs

°¬±otu sssµr°¬±离心 ts °¬±o保留沉淀蛋白 ∀杂质干

扰多的样品可以用 p us ε 预冷的 {sh丙酮冲洗 t次 ∀

沉淀置于干燥器中真空抽气 tx °¬±o以挥发丙酮 ∀用 tx

倍样品鲜重的聚焦样品缓冲液充分溶解沉淀蛋白 o溶

解后 tu sssµr°¬±离心 x °¬±o去沉淀 o重复离心 t次 o此

时得到的上清液即第一向电泳分析的上样液 ∀

蛋白定量采用 �µ¤§©²µ§t|zy年的 方法 ∀配制考马

斯亮蓝�p uxs蛋白质显色液 o其组成为 }sqsth k Ω/ ςl

考马斯亮蓝 �2uxsowqzh k Ω/ ςl乙醇 o{qxh k Ω/ ςl磷

酸 ∀以标准蛋白质做蛋白质浓度与 �⁄值间标准曲

线 o取待分析的蛋白质溶液于考马斯亮蓝 �2uxs蛋白

质显色液中 o测定 �⁄值 o根据标准曲线计算蛋白质

的浓度 ∀

tququ 第一向电泳 k�ƒ∞l 称取尿素 xqx ªo加

tqv °̄ 丙烯酰胺液 ku{qv{h丙烯酰胺 otqyuh甲叉双

丙烯酰胺l ouqs °̄ tsh �°2wsotqz °̄ �u�∀待尿素完全

溶解后 o加 sqxx °̄ ³� x∗ {两性电解质k�°³«²̄¬±̈ l和

sqtz °̄ ³�vqx∗ ts两性电解质k�°³«²̄¬±̈ l o抽气后

再加 ts Λ̄ tsh过硫酸铵和 z Λ̄ ×∞�∞⁄o混匀后灌制

ts根柱胶 ∀电极液为 sqst °²̄r��u°�vk正极l和 sqsu

°²̄r ��¤��k负极l ∀每管上样{s ∗ tss Λ̄ k约 uss Λª
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蛋白质l ∀在 ty ε 下按下列程序聚焦电泳 }vss ∂ ≅ t

«oxss ∂ ≅ ty «o{ss ∂ ≅ t «∀电泳后的胶条转移到凝胶

平衡液 ktsh 甘油 o sqth Β p 疏基乙醇 o wh ≥⁄≥o

sqt°²̄r�×µ¬¶2�≤̄ o³�yq{l中 op us ε 下保存备用 ∀

tquqv 第二向 ≥⁄≥2平板电泳 取丙烯酰胺液

ku|qth 丙烯酰胺 osq|h 甲叉双丙烯酰胺luw °̄ o分

离胶缓冲液 ktqx °²̄r � ×µ¬¶2�≤̄ ³� {q{osqwh ≥⁄≥l

tx °̄ o�u� us °̄ o再加 tsh过硫酸铵 t|s Λ̄ o×∞�∞⁄

ws Λ̄ o混匀后灌制 u块浓度为 tuh的平板凝胶 ktw

¦° ≅ tqx °° ≅ tu¦°lo 即为分离胶 ∀取丙烯酰胺液

ku|qth 丙烯酰胺 osq|h 甲叉双丙烯酰胺lw °̄ o浓缩

胶缓冲液ksqx °²̄r �×µ¬¶2�≤̄ ³� yq{osqwh ≥⁄≥l zqx

°̄ o �u�t{ °̄ o再加 tsh过硫酸铵 tus Λ̄ o×∞�∞⁄tss

Λ̄ o混匀后灌制浓度为 wh的浓缩胶ktw¦°≅ tqx °°≅

uqx¦°l∀

取出 �ƒ∞胶条 o在原平衡液中平衡 x °¬±o然后放

置在浓缩胶顶部 oth琼脂糖 k用凝胶平衡液配制 o含

sqssu xh 溴酚蓝l 固定 ∀取 tss °̄ 电极缓冲液 kth

≥⁄≥ovquuh ×µ¬¶碱 otwqth 甘氨酸l加水稀释至 t sss

°̄ o分别注入上 !下槽 ∀在 w ε 下 o每块胶 ts °�电泳过

夜k约 tu «l∀

tquqw 凝胶电泳后的染色 用考马斯亮蓝染色

和银染色的结合染色法 ≈w ∀

u 结果与分析

在相同的条件下 o对高盐和无盐条件培养下的白

骨壤叶片蛋白质同时进行双向电泳 o凝胶成像系统扫

描记录 o结果见图 t∀运用 �¤¥ • ²µ®软件对双向电泳图

谱进行分析 o结论如下 }

ktl 高盐条件培养下的白骨壤叶片蛋白质双向电

泳后出现 tyz个蛋白点 o无盐条件培养下的白骨壤叶

片蛋白质双向电泳后出现 tyx个蛋白点 ∀蛋白质分子

量范围为 us∗ tss®⁄之间 o等电点范围k³�l为 vqx∗ |∀

kul 高盐培养和无盐培养下 o白骨壤叶片蛋白质

大部分相同 o只有 w种蛋白质有差异 ∀高盐培养下有

v个蛋白质点 o在无盐培养下没有出现 o分别命名为

≥�t!≥�u!≥�v∀t个蛋白质点在无盐培养下的白骨壤叶

片中出现 o高盐培养下没有出现 o命名为 ≥�w∀初步认

为这 w种蛋白质与白骨壤的抗盐性相关 ∀

kvl ≥�t等电点为 ³�wqxo分子量为 u{ ®⁄~≥�u等

电点为 ³�{qzo分子量为 vu ®⁄~≥�v等电点为 ³�|qso分

子量为 wu ®⁄~≥�w等电点为 ³�xqso分子量为 uu ®⁄∀

v 讨论

3 q1 双向电泳技术的改进

vqtqt 红树植物白骨壤叶片蛋白质提取方法

的改进 红树植物组织有大量的色素 !酚 !醌等次生

代谢产物 ≈v 
o �χƒ¤µµ̈̄¯等的方法不能直接用来分析植

物组织 o特别是叶片组织中的蛋白质 ∀在木本植物蛋

白质提取上 o前人先后提出了许多以排除色素 !酚 !醌

等干扰的植物蛋白质样品制备方法 ∀作者摸索出适合

图 t 高盐和无盐条件培养白骨壤叶片蛋白质的双向电泳

ƒ¬ªqt ×º²2§¬°̈ ±¶¬²±¤̄ ³²̄¼¤¦µ¼̄¤°¬§̈ ª̈¯ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶²©³µ²·̈¬±¶¬±·«̈ ¯̈ ¤√̈ ¶²© Αϖιχεννια µαρινα¬± xs ¤±§s¶¤̄¬±¬·¼¦²±§¬·¬²±

tq≥� touq≥� uovq≥� vowq≥� wo � } °¤µ®̈µ
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红树植物蛋白质提取的方法 ∀采用 tsh三氯乙酸抑

制蛋白酶活性 o保证在制样过程中蛋白质不被降解 ∀

加入不溶性聚乙烯吡咯烷酮吸附剂 o既减少了植物中

色素 !酚类和醌类等次生代谢物质干扰 o又快捷方便 o

且省时 !经济 !高效 ∀另外 o经丙酮处理后真空干燥的

样品 o易于保存 o应用方便 ∀运用本方法提取白骨壤叶

片蛋白质得率在 xss ∗ {ss Λªrªoƒ • k̄ ¤̈©l ∀一次蛋白

质样品制备可满足 u ∗ v次双向电泳的用量 ∀

3 q2 盐胁迫环境对白骨壤蛋白质表达的影响

植物体内各细胞 !组织 !器官的基因组成完全一

致 o但基因的表达存在时间 !空间上差异 ∀林鹏等 ≈x 的

研究发现白骨壤较强的耐盐性与叶片的泌盐结构 !叶

片光合作用和蒸腾作用 !体内酶及蛋白质的改变等相

关 o进而由基因控制这些变化 ∀本研究发现 o在 xs和 s

盐度下白骨壤叶片蛋白质的组成发生了变化 ∀高盐多

出了 v种蛋白质 o同时也丧失了 t种蛋白质 ∀当然 o需

通过蛋白组学的研究 k蛋白质序列分析 !相关基因的

研究 !蛋白质表达的研究等l 进一步阐明白骨壤耐盐

的分子机制 ∀但这种随盐度改变 o白骨壤叶片蛋白质

的组成发生变化是不争的事实 ∀
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