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白念珠菌总蛋白质组二维电泳条件的建立和优化
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［摘要］　目的：建立并优化白念珠菌总蛋白质组分析的二维电泳条件。方法：以白念珠菌国际标准菌株ＳＣ５３１４为材料，制

备其总蛋白质组样品。以真菌细胞破碎方法、裂解液成分、上样量、固相ｐＨ梯度胶条的选择为侧重点，通过不同条件下电泳

图谱的比较建立最佳二维电泳技术条件。结果：成功建立白念珠菌总蛋白质制备方法，优化了白念珠菌蛋白质组分析的二维

凝胶电泳技术，获得重复性和分辨率都较理想的白念珠菌总蛋白质二维电泳图谱。结论：优化后的二维电泳条件符合白念珠

菌的特点，为白念珠菌蛋白质组分析奠定基础。
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　　白念珠菌是人体的条件致病真菌，但在艾滋病、器官移

植等免疫缺陷患者中，极易引起严重的系统性感染。据统

计，深部白念珠菌感染病死率达４０％［１］。氟康唑是临床应用

最广泛的抗真菌药物，但由于其仅具有抑菌作用，因此在长

期给药过程中产生了快速发展的耐药性［２３］。大量研究表

明，白念珠菌对氟康唑耐药性的获得是多基因在多层级水平

变异累积的复杂过程［４］。因此，有必要从整体水平系统地分

析耐药白念珠菌的蛋白表达谱，鉴定耐药相关蛋白质并了解

其功能，从而全面研究耐药性的发生发展过程。本研究拟通

过二维电泳技术对敏感和耐药白念珠菌总蛋白质进行分离，

在细胞水平分析耐药前后蛋白质表达谱的变化，为差异表达

蛋白的筛选和功能研究奠定基础。研究中经过大量实验摸

索，建立并优化了白念珠菌总蛋白质的二维电泳技术条件。

１　材料和方法

１．１　试剂及器材

１．１．１　试剂　尿素（ｕｒｅａ）、硫脲（ｔｈｉｏｕｒｅａ）、丙磺基酸盐

（ＣＨＡＰＳ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、癸基二甲基丙磺氨（ｎｄｅｃｙｌＮ，

Ｎｄｉｍｅｔｈｙｌ３ａｍｍｏｎｉｏ１ｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＳＢ３１０）、载体两性

电解质（ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ３１０）、碘乙酰胺（ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ）、四甲基乙

二胺（ＴＥＭＥＤ）、过硫酸氨（ａｍｍｏｎｉｕｍｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ，ＡＰ）、ＲＣＤＣ

蛋白定量试剂盒（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ）购自ＢｉｏＲａｄ公司；Ｔｒｉｓ碱、

十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）、苯甲基磺酰氟

（ＰＭＳＦ）、乙 二 胺 四 乙 酸（ＥＤＴＡ）、甘 氨 酸、聚 丙 烯 酰 胺

（３７．５１，３０％）、甘油、溴酚蓝均为进口分装，购自上海华舜

生物工程有限公司；三氯醋酸（ＴＣＡ）、丙酮、硝酸银、碳酸钠、

醋酸钠、无水硫代硫酸钠、甲醇、乙醇、甲醛、醋酸为国产分析

纯。
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１．１．２　器材　０．５ｍｍ直径酸洗玻璃珠购自Ｓｉｇｍａ公司；玻

璃珠涡漩器（ＭｉｎｉＢｅａｄｂｅａｔｅｒ）购自冷泉港生物科技股份有

限公司；超纯水机（ＨｉｔｅｃｈＫＦＬｏｗ）购自上海华耀贸易有限

公司；固相ｐＨ 梯度胶条（ＩＰＧｓ）、ＰＴＯＴＥＡＮＩＥＦ等电聚焦

电泳仪、ＰｒｏｔｅｉｎⅡｘｉＣｅｌｌ垂直电泳槽及附件、ＧＳ６９０光密度

扫描仪、ＰＤＱｕｅｓｔ２Ｄ凝胶图像分析软件购自ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　菌株及培养液　白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）国际标

准株 ＡＴＣＣＭＹＡ２８７６（ＳＣ５３１４）由美国乔治敦大学 Ｆｏｎｚｉ

ＷＡ教授惠赠。ＹＥＰＤ培养液：酵母浸膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，

葡萄糖２０ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，加入２ｍｇ／ｍｌ氯霉素水

溶液５０ｍｌ，定容至１０００ｍｌ，高压灭菌，４℃保存。

１．３　白念珠菌总蛋白质样品制备　白念珠菌ＳＣ５３１４于

ＹＥＰＤ培养液中振荡培养（２００ｒ／ｍｉｎ，３０℃），连续２次活化

１６ｈ，使Ｄ６００＝１．０，１５００×ｇ离心５ｍｉｎ收集细胞，ＰＢＳ缓冲

液清洗３次彻底去除培养液，收集湿菌，分别按照下列方法

制备白念珠菌总蛋白质样品。方法一：重悬于１０ｍｌ裂解液

Ａ（５ ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，２％ ＣＨＡＰＳ、６５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＤＴＴ，０．２％

ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ３１０，０．５ｍｇ／ｍｌＤＮａｓｅⅠ，７０ＵＲＮａｓｅＡ，１００

ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），与１０ｍｌ酸洗玻璃珠

一起置于玻璃珠涡漩器中，冰浴，高速涡漩振荡３０ｓ，停歇３０

ｓ，如此重复６～１０次。４℃下５０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，去除玻

璃珠和细胞碎片。上清１０℃下１００００×ｇ离心３０ｍｉｎ，弃沉

淀，上清液悬浮于１０％ ＴＣＡ的丙酮溶液，－２０℃过夜。离

心所得蛋白质沉淀重悬于冰丙酮溶液，离心后室温挥干，溶

解于上述裂解液，－７０℃保存。方法二：使用裂解液 Ｂ（５

ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，２ｍｏｌ／Ｌｔｈｉｏｕｒｅａ、２％ ＳＢ３１０、２％ ＣＨＡＰＳ、６５

ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０．２％ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ３１０，０．５ｍｇ／ｍｌＤＮａｓｅⅠ，

７０ＵＲＮａｓｅＡ，１００ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），玻

璃珠破菌、冰丙酮沉淀等方法等与上述（１）一致。方法三：使

用裂解液Ｂ和玻璃珠破菌并提取蛋白，离心去除玻璃珠后，

１０℃下１３０００×ｇ离心６０ｍｉｎ，收集上清液即为蛋白质提取

物，－７０℃保存。方法四：使用裂解液Ｂ并在冰浴中以超声

破碎菌，每处理１０ｓ，间歇１０ｓ，如此重复６～１０次，１０℃下

１３０００×ｇ离心６０ｍｉｎ，收集上清液－７０℃保存。

　　蛋白质浓度测定按照ＢｉｏＲａｄ公司ＲＣＤＣ 蛋白定量试

剂盒说明进行，标准品为牛血清γ球蛋白。

１．４　白念珠菌总蛋白质的二维凝胶电泳

１．４．１　第一维———固相ｐＨ梯度等电聚焦（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐＨ

ｇｒａｄｉｅｎｔｓｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｆｏｃｕｓｉｎｇ，ＩＰＧＩＥＦ）　根据１．３项下最佳

样品制备方法制备白念珠菌总蛋白，比较不同上样量的二维

凝胶电泳结果。

　　分别采用１７ｃｍ宽ｐＨ３～１０线性和非线性ＩＰＧ胶条进

行白念珠菌蛋白的二维凝胶电泳分离，比较蛋白分离结果。

　　等电聚焦程序：被动水化１２ｈ，主动水化５０Ｖ１２ｈ；除

盐５００Ｖ１ｈ，１０００Ｖ１ｈ，２０００Ｖ１ｈ；升压８０００Ｖ６ｈ；聚

焦达到６００００Ｖ·ｈ。

１．４．２　胶平衡　等电聚焦结束后，取出胶条，置于１０ｍｌ平

衡液中（６ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，２％ ＳＤＳ，０．３７５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌｐＨ

８．８，２０％甘油，０．２ｇＤＴＴ）平衡１２ｍｉｎ，接着进行另１２ｍｉｎ

平衡（６ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ，２％ ＳＤＳ，０．３７５ｍｏｌ／ＬｔｒｉｓＣｌｐＨ８．８，

２０％甘油，０．２５ｇ碘乙酰胺）。取出胶条滤干，准备第二维电

泳。

１．４．３　第二维———十二烷基硫酸钠丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）　平衡

好的ＩＰＧ 胶条转移至 ＳＤＳＰＡＧＥ 均匀胶上方，用溶液

（０．５％低熔点琼脂糖，２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１９２ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，

０．１％ＳＤＳ，痕量溴酚蓝）包埋固定ＩＰＧ胶条。加入电极缓

冲液，以恒流（１０ｍＡ，两块胶）３０ｍｉｎ使样品进胶，而后提高

电流至４０ｍＡ进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。当溴酚蓝前沿移至凝

胶底线结束。

１．４．４　凝胶染色———银染　按照文献［５］方法进行。电泳后

将凝胶浸泡在固定液（２５ｍｌ乙酸，１００ｍｌ甲醇，１２５ｍｌ超纯

水）中６０ｍｉｎ或过夜；将凝胶在浸泡液（７５ｍｌ甲醇，０．５ｇ无

水硫代硫酸钠，１７ｇ醋酸钠，１６５ｍｌ超纯水）中３０ｍｉｎ；超纯

水洗３次，每次５ｍｉｎ；将凝胶在银溶液（０．６２５ｇ硝酸银，超

纯水加至２５０ｍｌ）中放置２０ｍｉｎ；超纯水洗１次，５ｍｉｎ；接着

在显色液（６．２５ｇ碳酸钠，１００μｌ甲醛，超纯水加至２５０ｍｌ）

中放置２～１０ｍｉｎ；将凝胶放在终止液（５％乙酸）中终止反

应；用超纯水洗３次，每次５ｍｉｎ。

１．４．５　凝胶图像分析和统计学处理　凝胶用 ＧＳ６９０光密

度仪扫描，ＭＥＬＡＮＩＥ３．０二维凝胶电泳图像处理软件分析

电泳图谱。

２　结　果

２．１　白念珠菌总蛋白质制备方法的比较　按照方法一分离

获得的蛋白质斑点数只有１５～２０个；核酸清除比较完全，无

明显横向、纵向拖尾。此外，采用非线性ＩＰＧ胶条可以较好

的分离ｐＨ４～７范围内蛋白质（图１）。

　　按照方法二分离获得总蛋白质的二维电泳图谱如图２
示。裂解液中强变性剂硫脲和表面活性剂ＳＢ３１０的加入使

获得的蛋白质斑点明显增加，８０～９０个，主要是中、小相对分

子质量蛋白质，大相对分子质量蛋白相对较少，碱性蛋白质

也较少。

　　与方法二相比，方法三所用裂解液同样含有硫脲和ＳＢ３

１０，但未采用 ＴＣＡ沉淀方法，蛋白质斑点数目明显增加，

９００～９５０个，尤其是大相对分子质量蛋白质，同时还含有一

定数量的碱性蛋白质（图３）。但由于蛋白质上样量过高（８００

μｇ），高丰度蛋白质横向拖尾，碱性区蛋白质未聚焦到位。

　　按照方法四未分离得到蛋白质，提示超声法不能完全打

破白念珠菌细胞壁（图略）。
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图１　按照方法一制备白念珠菌

ＳＣ５３１４总蛋白质的２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ１　ＴｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ

ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍ

Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎＳＣ５３１４ｂｙｕｓｉｎｇｌｙｓｉｓ

Ａａｎｄｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ＮＬ：ＮｏｎｌｉｎｅａｒｐＨ３１０ＩＰＧ；Ｌ：ＬｉｎｅａｒｐＨ３１０ＩＰＧ

图２　按照方法二制备白念珠菌

ＳＣ５３１４总蛋白质的２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ２　ＴｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ

ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄ

ｆｒｏｍＣ．ａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎＳＣ５３１４ｂｙｕｓｉｎｇ
ｌｙｓｉｓＢａｎｄｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

图３　按照方法三制备白念珠菌

ＳＣ５３１４总蛋白质的２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ３　ＴｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍ

Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎＳＣ５３１４ｂｙｕｓｉｎｇｌｙｓｉｓＢ

２．２　不同上样量比较　按照总蛋白质制备方法三分离蛋白

质，以８００μｇ上样时，蛋白质斑点总数为９００～９５０个，与

３００μｇ上样组比较斑点数无增加，且有明显横向、纵向拖尾

（图３）；以６００μｇ上样时，蛋白质斑点总数以及拖尾现象与

８００μｇ上样时类似（图略）；以３００μｇ上样时，蛋白质斑点总

数约为１５００～１８００个，拖尾现象较少，较多碱性蛋白质被

分离（图４）。

图４　按照方法三制备白念珠菌ＳＣ５３１４总

蛋白质的２ＤＥ图谱（蛋白上样量为３００μｇ）

Ｆｉｇ４　ＴｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｓ
（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３００μｇ）ｆｒｏｍＣ．ａｌｂｉｃａｎｓ

ｓｔｒａｉｎＳＣ５３１４ｂｙｕｓｉｎｇｌｙｓｉｓＢ

３　讨　论

　　二维凝胶电泳可将数千种蛋白质同时分离与展示，是蛋

白质组学研究三大核心技术之一［６］。经典的二维电泳实验

流程包括蛋白质样品的提取和处理、ＩＥＦ、ＳＤＳＰＡＧＥ、染色

等步骤。白念珠菌蛋白质组分析与其他来源的蛋白质组分

析具有共性，也有其特殊之处，其中以样品制备的差别最为

突出。

　　真菌细胞破碎是其样品制备的前提。白念珠菌具有坚

硬的细胞壁，胞壁蛋白质与葡聚糖、甘露聚糖以及几丁质结

合成牢固的聚合体，对于低渗处理等温和的裂解方法有较强

的抵抗力，因而需使用剧烈的机械破碎方法打破菌体。本研

究尝试使用超声破碎法，发现即使延长时间的高强度超声处

理也无法使白念珠菌破裂；而高速、剧烈振荡的玻璃珠可以

打破真菌细胞壁，促其完全释放细胞内容物。此外，考虑到

蛋白酶抑制剂本身对蛋白质的修饰可能会出现在二维电泳

图谱中，本研究采用尽可能简化的原则，仅加入 ＰＭＳＦ和

ＥＤＴＡ，并保证在细胞破碎时操作于冰浴中进行，从而抑制

蛋白酶活性，防止蛋白降解。

　　理想的样品制备应使样品尽可能在避免蛋白质损失、降

解和修饰下达到足够的溶解状态［６］，因此选择合适的裂解液

也十分重要。裂解液的基本组成包括变性剂、去污剂和还原
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剂等。尿素是最常用的变性剂，通过改变或破坏氢键结构，

使蛋白质去折叠，所有离子基团暴露于溶液中。本研究通过

比较二维电泳图谱质量，发现硫脲的加入可以进一步提高溶

解度。去污剂与高浓度变性剂合用可防止蛋白质通过疏水

作用而聚合。ＣＨＡＰＳ是最常用的兼性离子去污剂，ＳＢ３１０
是具有长线性烷基尾端的兼性离子表面活性剂，可比

ＣＨＡＰＳ更有效地破坏去折叠后的蛋白质分子间的疏水作

用。本研究比较二维电泳图谱质量，进一步肯定了含ＳＢ３１０
裂解液的优势。此外，还原剂ＤＴＴ可以断裂二硫键，保持蛋

白处于还原状态；ＤＮａｓｅⅠ和ＲＮａｓｅＡ可降解核酸，将其变

为单核苷酸或寡核苷酸，降低蛋白样品的黏度。本研究采用

该配方的裂解液显著提高了蛋白质溶解性能，也改善了蛋白

分离效果和图像的显色质量，获得了高分辨率的二维电泳图

谱。但是不可避免的，会有一些溶解性差的蛋白在样品制备

时丢失，或在上样时很难进入干胶条，或在等电聚焦过程中

在电场的驱动下难以达到其等电点ｐＨ区域。

　　三氯醋酸沉淀可以选择性清除影响电泳的杂质，如盐离

子、核酸、脂类等［７］。但是本研究发现白念珠菌总蛋白经三

氯醋酸沉淀处理后，蛋白质数目明显减少，表明沉淀并不是

完全有效的，许多蛋白在沉淀后不容易重悬。因而，为了防

止丢失大量蛋白，本研究最终未采取三氯醋酸沉淀。

　　低丰度蛋白质的分离是二维电泳研究的热点和难点，提

高上样量有利于低丰度蛋白质的检测，但是上样量过高，高

丰度蛋白质斑点过大会影响其周围蛋白质点的分离。因此

样品处理后，选择合适的上样量对获得高质量的２ＤＥ图谱

也十分重要。一般说来，要根据ＩＰＧ胶条的ｐＨ 梯度、长度

和样品中蛋白质的性质来调整上样量，此外，还可根据分析

目的不同进行调整，研究高丰度蛋白质时，可适当降低上样

量，以免高丰度蛋白拖尾；而研究低丰度蛋白质时，可使用窄

范围ｐＨ 梯度胶，提高上样量，以使低丰度蛋白质显影良

好［８］。由于本研究的目的是扫描整个白念珠菌细胞总蛋白

表达谱，因而采用宽范围（１７ｃｍ）ｐＨ３～１０非线性的ＩＰＧ胶

条，研究结果证明大部分碱性蛋白质都能得到分辨，且

ｐＨ４～７区域的分辨率更高。比较上样量为１００、３００、６００和

８００μｇ的２ＤＥ结果，发现以３００μｇ上样时分离效果最好，

即在保持高丰度蛋白质不拖尾的情况下尽可能显示低丰度

蛋白。此外，在ＩＰＧ胶条被动水化之前进行６～１２ｈ主动重

吸收，可使小分子蛋白充分吸收入胶条，从而减少蛋白质的

丢失。

　　为了更好地使细胞内低组分蛋白在２ＤＥ胶中得以成

像，蛋白质的染色技术也十分重要。本研究初期的银染结果

凝胶背景较深，有些凝胶表面黏附的银离子较多，形成银膜，

在一定程度上降低了分辨率。而后，我们在显色过程中注意

多换两次液体，获得了满意的结果。

　　白念珠菌基因组计划已经完成了遗传信息库的构建，所

有基因的遗传信息得以解码［９１０］，但是人们仍未完全明白这

些基因的功能，也无法确知这些基因在白念珠菌生命活动中

如何精细调控。蛋白质组学，不仅可与基因组学共同从整体

水平解析生命现象，而且比基因组学更能准确地反映生命活

动规律［１１］。研究和克服白念珠菌耐药性的问题，是真菌病

防治极富挑战性的课题。本研究成功建立了白念珠菌总蛋

白质的提取和制备方法，优化了白念珠菌蛋白质组分析的二

维凝胶电泳技术，为在整体水平获得与耐药相关的蛋白质表

达谱数据，进而开展耐药相关基因的克隆和功能研究奠定了

基础。

［参 考 文 献］

［１］　陈纂源．医学微生物学［Ｍ］．４版．北京：人民卫生出版社，１９９６：

１９８２０７．
［２］　ＧｒａｙｂｉｌｌＪＲ．Ｃｈａｎｇｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｓｙｓｔｅｍｉｃ

ｍｙｃｏｓｅｓ［Ｊ］．ＢｒａｚＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００４，４：４７５４．
［３］　陈　端，单　斌，骈淮燕，等．医院真菌感染１２２５例分析［Ｊ］．中

华检验医学杂志，２００５，２８：３８７３８８．
［４］　ＡｋｉｎｓＲＡ．Ａｎｕｐｄａｔｅｏｎａｎｔｉｆｕｎｇａｌｔａｒｇｅｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ［Ｊ］．Ｍｅｄ Ｍｙｃｏｌ，２００５，４３：

２８５３１８．
［５］　ＰｉｔａｒｃｈＡ，ＳａｎｃｈｅｚＭ，ＮｏｍｂｅｌａＣ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｆｒａｃｔｉｏｎａ

ｔｉｏｎａｎｄｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｕｎｒａｖｅｌｓｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ

ｏｆｔｈｅｄｉｍｏｒｐｈｉｃｆｕｎｇｕｓＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｃｅｌｌｗａｌｌｐｒｏｔｅｏｍｅ
［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００２，１：９６７９８２．

［６］　钱小红，贺福初．蛋白质组学———理论与方法［Ｍ］．北京：科学

出版社，２００３：１５７．
［７］　ＧｏｒｇＡ，ＯｂｅｒｍａｉｅｒＣ，ＢｏｇｕｔｈＧ，ｅｔａｌ．Ｖｅｒｙａｌｋａｌｉｎｅｉｍｍｏｂｉ

ｌｉｚｅｄｐＨｇｒａｄｉｅｎｔｓｆｏｒｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｉｂｏ

ｓｏｍａｌａｎｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，１９９７，１８（３

４）：３２８３３７．
［８］　ＧｏｒｇＡ，ＯｂｅｒｍａｉｅｒＣ，ＢｏｇｕｔｈＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｅｏｆ

ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗｉｔｈｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐＨｇｒａｄｉｅｎｔｓ
［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２０００，２１：１０３７１０５３．

［９］　ＪｏｎｅｓＴ，ＦｅｄｅｒｓｐｉｅｌＮＡ，ＣｈｉｂａｎａＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｉｐｌｏｉｄｇｅ

ｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉ

ＵＳＡ，２００４，１０１：７３２９７３３４．
［１０］ＢｒａｕｎＢＲ，ｖａｎＨｅｔＨｏｏｇＭ，ｄ’ＥｎｆｅｒｔＣ，ｅｔａｌ．Ａｈｕｍａｎｃｕ

ｒａｔｅｄａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．Ｐｌｏｓ

Ｇｅｎｅｔ，２００５，１：３６５７．
［１１］ＮｉｉｍｉＭ，ＣａｎｎｏｎＲＤ，ＭｏｎｋＢＣ．Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｐａｔｈｏｇｅ

ｎｉｃｉｔｙ：ａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，１９９９，

２０：２２９９２３０８．
［收稿日期］　２００６１１０７　　 ［修回日期］　２００７０２２８
［本文编辑］　贾泽军


