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人肾组织磷酸化蛋白质组二维凝胶电泳的建立与优化
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［摘要］　目的：利用二维凝胶电泳法分离人肾组织磷酸化蛋白质组。方法：利用金属磷酸盐亲和层析树脂富集人肾组织磷

酸化蛋白。样品浓缩除盐后，进行一维等电聚焦分离和二维ＳＤＳ电泳分离提取人肾组织磷酸化蛋白。结果：成功提取了人肾

组织磷酸化蛋白，并得到了磷酸化蛋白的双向凝胶电泳图谱。结论：磷酸化蛋白富集技术与二维凝胶电泳技术的结合是研究

磷酸化蛋白质组的有效方法，为进一步研究人肾组织磷酸化蛋白奠定基础。
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　　随着人类基因组计划的基本完成，以功能基因
组学和蛋白质组学为主要研究内容的后基因组时代

已经来临［１］。蛋白质组学的复杂性不仅在于细胞中
蛋白质数量的庞大，更在于蛋白质多样的翻译后修
饰。而在所有的翻译后修饰中，可逆的磷酸化（ｒｅ
ｖｅｒｓｉｂｌｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ＲＰ）可谓是重中之重，几
乎调节着生命活动的整个过程［２］。经典的二维凝胶
电泳技术在磷酸化蛋白质组学研究中仍发挥重要作

用［３］。由于磷酸化蛋白在细胞中含量甚微，因此应
在二维凝胶电泳之前，对磷酸化蛋白进行富集。目
前富集磷酸化蛋白质的抗体免疫沉淀法［４］、化学修
饰法［５］等存在抗体特异性不强、操作复杂等缺点。
而金属磷酸盐亲和层析（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｅｔａｌａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＰＭＡＣ）方法的使用使我们可以简
单快速、高效特异地富集细胞和组织中的磷酸化蛋
白。本实验拟通过对ＰＭＡＣ富集磷酸化蛋白方法
中关键因素与环节进行优化，提高磷酸化蛋白的得

率，为鉴定和研究磷酸化蛋白的功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器

１．１．１　主要试剂　ＢＤＴＭ磷酸化蛋白富集试剂盒购
自ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，蛋白酶抑制剂ＣｏｃｋｔａｉｌＳｅｔ
Ⅲ，ＢｅｎｚｏｎａｓｅＮｕｃｌｅａｓｅ（ＤＮＡａｓｅ／Ｒｎａｓｅ的混合物，
纯度＞９０％ ）购自 Ｎｏｖａｇｅｎ公司。丙烯酰胺、Ｎ，

Ｎ’甲叉双丙烯酰胺、甘氨酸、三羟甲基氨基甲烷
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（Ｔｒｉｓ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、硫脲（ｔｈｉｏｕｒｅａ）、十二烷
基硫酸钠（ＳＤＳ）购自ＢｉｏＲａｄ公司，超纯脲（ｕｌｔｒａｕ
ｒｅａ）、四 甲 基 乙 二 胺 （ＴＥＭＥＤ）、丙 基 硫 酸 盐
（ＣＨＡＰＳ）、氧化铝、原钒酸钠、氟化钠购自Ｓｉｇｍａ公
司，低相对分子质量蛋白标准、固相ｐＨ梯度干胶条
（ＩＰＧｓｔｒｉｐｐＨ３～１０，１３ｃｍ）和ＩＰＧ缓冲液购自

ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司，ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒购自Ｐｉｅｒｃｅ公司。其他试剂为国产分析纯市
售商品。所用溶液均用去离子水配制。

１．１．２　主要仪器及软件　Ｐ２０００分光光度仪（Ｈｉ
ｔａｃｈｉ公司），超速离心机，冷却水循环系统（用于电
泳冷却，ＣｏｌｅＰａｒｍｅｒ公司）。Ｅｔｔａｎ固相ｐＨ梯度等
电聚焦仪、ＨｏｆｅｒＳＥ６００垂直电泳仪和ＩｍａｇｅＭａｓ
ｔｅｒ凝胶图像分析软件（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｐｈａｒｍａｃｉａ公
司），ＧＳ７１０ｓｃａｎｎｅｒ图像扫描仪（ＢｉｏＲａｄ公司），

ｍｉｃｒｏｃｏｎ１０Ｋ超滤管，纯水装置（Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　组织标本的处理　无菌条件下切取手术后
新鲜的肾癌旁正常肾组织（距肿瘤组织＞５ｃｍ），用
预冷的生理盐水反复清洗组织，以去除血液，尽可能
剪去其他组织，处理后的样品立即用于蛋白质的抽
提或置于－８０℃保存备用。

１．２．２　肾组织总蛋白的提取　将２００～３００ｍｇ冰
冻正常肾组织于液氮下充分研磨至粉末状，置于３
ｍｌ预冷的含有蛋白酶抑制剂和２０μｌＢｅｎｚｏｎａｓｅ的
裂解液中，１４０００×ｇ４℃离心２０ｍｉｎ，将上清转入
预冷的５ｍｌ试管中。轻轻颠倒试管，以混匀裂解
液。收集上清，１４０００×ｇ４℃离心２０ｍｉｎ后收集上
清，并进行蛋白定量。

１．２．３　磷酸化蛋白的富集　取肾组织总蛋白约８
ｍｇ进行磷酸化蛋白的分离纯化，该过程按照磷酸化
蛋白的富集手册（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）的说明进
行：把肾组织总蛋白通过磷酸化蛋白亲和层析柱，用

ＢｕｆｆｅｒＡ洗去杂蛋白及ＢｕｆｆｅｒＢ洗脱磷酸化蛋白，
得到纯化的磷酸化蛋白。

１．２．４　磷酸化蛋白的浓缩除盐　依次收集磷酸化
蛋白洗脱液１～５管共５ｍｌ，采用 ｍｉｃｒｏｃｏｎ３Ｋ超
滤，由于除盐效果不佳，后改用 ｍｉｃｒｏｃｏｎ１０Ｋ超滤。
先在超滤管中加入１ｍｌ样本，４℃，１２０００×ｇ离心

３０ ｍｉｎ 后 补 加 １００～２００ μｌ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的

ＮＨ４ＨＣＯ３，用枪头缓缓吹打一下，然后再超滤１次，
而后 再 加 入 样 品 超 滤，即 加 样 品 超 滤 和 加

ＮＨ４ＨＣＯ３超滤交替进行，直到样品浓缩至５０μｌ，收
集上清，用ＢＣＡ法进行蛋白质定量后分装，－８０℃
保存备用。

１．２．５　固相ｐＨ梯度二维凝胶电泳　主要按ＩＰＧ
ｐｈｏｒ等电聚焦系统指南和 Ｇｏｒｇ等

［６］的方法进行。
上样１００μｇ，ＩＰＧ干胶条水化和聚焦在２０℃自动进
行，其中于３０Ｖ低电压水化１２ｈ，然后经过５００Ｖ
１ｈ、１０００Ｖ１ｈ，最后稳定在８０００Ｖ下进行等电聚
焦５ｈ。等电聚焦结束后，将胶条进行两步平衡，然
后将平衡后的胶条移至０．７５ｍｍ厚的１２．５％均匀
分离胶的上端，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（３０ｍＡ４０
ｍｉｎ，６０ｍＡ至溴酚蓝前沿）。电泳所得到的二维凝
胶，按蛋白质银染试剂盒的操作手册进行银染。

１．２．６　图像分析及统计学处理　凝胶通过ＧＳ７１０
ｓｃａｎｎｅｒ图像扫描仪以及ＬａｂＳｃａｎ扫描软件进行扫
描，获取图像。利用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ图像分析软件对
图像进行强度校正、点检测、背景消减、匹配、建立平
均凝胶等分析。

２　结　果

２．１　人肾组织磷酸化蛋白的提取和浓缩除盐　本
研究利用金属磷酸盐亲和层析树脂从８ｍｇ人肾组
织总蛋白裂解液中纯化出约４００μｇ的磷酸化蛋白。
并通过 ｍｉｃｒｏｃｏｎ１０Ｋ 超滤管对磷酸化蛋白进行浓
缩除盐。１２％ＳＤＳＰＡＧＥ 条件下浓缩除盐后的人
肾组织磷酸化蛋白与人肾组织总蛋白相比，多种高
丰度非磷酸化蛋白均已去除（图１）。１２％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ条件下第１～５管洗脱液中磷酸化蛋白的表
达情况，可见磷酸化蛋白主要富集在第２管和第３
管（图２），与磷酸化蛋白富集试剂盒的操作说明符
合。第２管和第３管蛋白定量分别为２０５μｇ／ｍｌ和

１１５μｇ／ｍｌ。

图１　正常肾组织总蛋白、浓缩除盐后的
磷酸化蛋白１２％ＳＤＳＰＡＧＥ结果

Ｆｉｇ１　Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｆｔｅｒ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｄｅｓａｌｔｉｎｇｏｆｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ

ａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙ１２％ＳＤＳＰＡＧＥ
１：Ｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄ；２：Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ；３：

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｅｄａｎｄｄｅｓａｌｔｅｄ
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图２　正常肾组织磷酸化蛋白质１２％ＳＤＳＰＡＧＥ结果

Ｆｉｇ２　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｎｏｒｍａｌ

ｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙ１２％ＳＤＳＰＡＧＥ
１：Ｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄ；２６：Ｔｈｅ１ｓｔｔｏ５ｔｈｅｌｕａｔｅｓｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．２　人肾组织磷酸化蛋白的二维凝胶电泳分离　
富集后的人肾组织磷酸化蛋白经ｍｉｃｒｏｃｏｎ３Ｋ超滤
后，发现蛋白质迁移不佳，出现拖尾现象（图３Ａ），改
用ｍｉｃｒｏｃｏｎ１０Ｋ超滤后，蛋白质分离良好，蛋白点
数目明显增加，蛋白斑点边界清晰，拖尾现象明显改
善（图３Ｂ）。

３　讨　论

　　翻译后蛋白质的修饰是目前蛋白质组研究中的
一个重要课题。许多蛋白质在翻译后会在不同的基
团上发生不同的修饰，如磷酸化、糖基化、甲基化、
乙酰化等。修饰后的蛋白质在生物体的功能调节上
起关键作用［７］。蛋白质磷酸化是最常见、最重要的
一种蛋白翻译后修饰方式。蛋白质磷酸化和去磷酸

图３　正常肾组织磷酸化蛋白ｍｉｃｒｏｃｏｎ３Ｋ（Ａ），１０Ｋ（Ｂ）超滤的二维凝胶电泳

Ｆｉｇ３　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｎｏｒｍａｌｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｅｄｂｙｍｉｃｒｏｃｏｎ３Ｋ（Ａ）ａｎｄ１０Ｋ（Ｂ）ａｓ

ａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

化几乎调节着生命活动的整个过程，包括细胞的增
殖、发育和分化，神经活动，肌肉收缩，新陈代谢，
肿瘤发生等。但是蛋白质组中只有一小部分蛋白质
发生磷酸化，磷酸化肽在蛋白质水解产物中又常表
现为低丰度，质谱对磷酸化肽的鉴定常会被高丰度
的非磷酸化肽所干扰。只有当磷酸化肽或磷酸化蛋
白被富集后，磷酸化蛋白质组学分析才会变得容易
些［８］。

　　过去关于磷酸化蛋白富集的方法主要应用针对
特定蛋白的抗体进行免疫沉淀。但该法需要首先对
蛋白有所了解，且不适合大规模研究。虽然，近来关
于针对磷酸化基团的抗体已经出现，但只有抗磷酸
化酪氨酸的抗体效果较好。而抗磷酸化丝氨酸、苏
氨酸的抗体特异性均不强［４］。而后又有学者通过对

磷酸化基团进行化学修饰，从混合物中分离磷酸化
蛋白质。但此法相对比较复杂，在反应过程中还需
要很多的脱盐程序，敏感度较低［５］。

　　近来，磷酸化蛋白富集试剂盒的研制，使我们可
以短时、有效的富集磷酸化蛋白并且磷酸化蛋白的
结构和活性不受到影响。我们在首次使用磷酸化富
集试剂盒，在严格按照说明书进行操作时，发现磷酸
化蛋白的得率总是很低。后来，我们对富集方法进
行了改进，将得率由原来的约１５０μｇ，提高到约４００

μｇ，提高了近３倍。虽然与文献中报道磷酸化蛋白
占细胞总蛋白的１０％～２０％还有一定差距，我们分
析可能与组织为冰冻组织，部分磷酸化蛋白丢失有
关。在提高磷酸化蛋白得率方面，我们的经验是：
（１）在总蛋白上样于磷酸化蛋白富集柱前，用Ｂｕｆｆ
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ｅｒＡ稀释总蛋白浓度为０．１ｍｇ／ｍｌ，该浓度可以使
磷酸化蛋白与金属磷酸盐亲和层析树脂充分结合。
浓度过高，则使部分磷酸化蛋白隐藏在总蛋白中，影
响其与树脂的结合。（２）适当延长总蛋白与金属磷
酸盐亲和层析树脂的结合时间，一般将柱子放在摇
床上在４℃轻轻摇晃４０ｍｉｎ左右。（３）清洗柱子
时，在ＢｕｆｆｅｒＡ清洗柱子前，用流出的非磷酸化蛋
白裂解液再清洗柱子１次，以便少量残留在非磷酸
化蛋白中的磷酸化蛋白能够结合在树脂上。（４）上
样前的裂解缓冲液中不要加入磷酸酶抑制剂，因为
磷酸酶抑制剂中的部分离子成分，会影响磷酸化蛋
白与树脂的结合。

　　蛋白质样品的制备是二维凝胶电泳成败的关键
环节。在相同条件、相同检测方法下，由于样品处理
方法及样品量不同，可有不同效果的二维凝胶电泳
图谱。由于洗脱下的磷酸化蛋白浓度很低且含盐比
较多，故应进行浓缩和除盐。除盐的方法有多种，常
用的有透析和超滤，由于透析需要的时间较长，为防
止样品降解，我们选择了超滤的方法。在使用 ｍｉ
ｃｒｏｃｏｎ３Ｋ超滤后，发现样本中盐分仍较高，故进一
步采用ｍｉｃｒｏｃｏｎ１０Ｋ进行超滤。我们发现在超滤
时加入碳酸氢氨，会有助于盐分的去除。

　　本实验利用金属磷酸盐亲和层析树脂成功地从
组织蛋白提取液中分离纯化出磷酸化蛋白，消除了
大量高丰度非磷酸化蛋白造成的背景干扰，从而极大
地降低了磷酸化蛋白组学研究的复杂性并大大提高

了分析的敏感性和效率。在获得正常人肾组织磷酸
化蛋白后，本实验采用二维凝胶电泳分离技术成功地
建立了正常人肾组织磷酸化蛋白质组的二维凝胶电

泳图谱，为肾脏磷酸化蛋白质组研究奠定了基础。
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