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一种四步法提取分离白念珠菌总蛋白质方法的建立
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［摘要］　目的：建立白念珠菌总蛋白质分步提取分离的方法。方法：利用四种溶解能力不同的溶液分步提取白念珠菌总蛋

白，定量后，分别进行一维等电聚焦分离和二维聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。结果：成功分步提取获得白念珠菌不同溶解度的

蛋白，得到各步提取蛋白的二维凝胶电泳图谱。结论：四步法提取白念珠菌总蛋白质是研究白念珠菌蛋白质组的有效方法，

为进一步研究白念珠菌耐药机制以及抗真菌药物作用机制奠定基础。
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　　蛋白质提取是二维凝胶电泳（２ＤＥ）样品制备

中的一个关键环节。目前，国内外实验室大都采用

一步法提取复杂样品中的总蛋白质。此法主要存在

两点不足：（１）由于样品中的蛋白质种类繁多、数量

至万且性质各异，所以一种溶液的一步蛋白提取方

法是很难提取到样品的蛋白质组，这将成为阻碍蛋

白质组研究实现大规模化的瓶颈之一；（２）由于在细

胞等样品中，蛋白质之间表达量的差别巨大，当样品

没有经过预分离而直接进行２ＤＥ分离，高丰度蛋

白质就会掩盖低丰度蛋白质的表达，给鉴定工作带

来困难。因而，如何提高复杂样品的提取分离效率

是一个亟待解决的问题。１９９８年 Ｍｏｌｌｏｙ等［１］介绍

了一种根据蛋白质的不同溶解性提取膜蛋白质的方

法，采取大肠杆菌为样本。我们以白念珠菌为样本，

建立了四步提取分离白念珠菌总蛋白的方法。

１　材料和方法

１．１　材料和仪器　白念珠菌ＳＣ５３１４由 ＷｉｌｌｉａｍＡ

Ｆｏｎｚｉ教授馈赠。

　　 尿素 （ｕｒｅａ）、硫脲 （ｔｈｉｏｕｒｅａ）、丙磺基酸盐

（ＣＨＡＰＳ）、辛酰基硫代甘氨酸三甲内盐（ｃａｐｒｙｌｙｌ

ｓｕｌｆｏｂｅｔａｉｎ，ＳＢ３１０）、载体两性电解质（Ｂｉｏｌｙｔｅ３

１０）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、碘乙酰胺（ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ，

ＩＡＡ）、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、过硫酸胺（ａｍｍｏ

ｎｉｕｍｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ，ＡＰ）、二维电泳专用矿物油购自

ＢｉｏＲａｄ公司；Ｔｒｉｓ碱、十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏ

ｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、甘氨

酸、聚丙烯酰胺（３７．５１，３０％ Ｗ／Ｖ）、考马斯亮蓝

Ｇ２５０、低熔点琼脂糖、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；甘油（ｇｌｙｃｅｒｏｌ，



·１０００　 · 第二军医大学学报　２００７年９月，第２８卷

Ｇｌｙ）、硝酸银、碳酸钠、醋酸钠、无水硫代硫酸钠、甲

醇、乙醇、甲醛、乙酸、磷酸、盐酸为国产分析纯。

　　０．５ｍｍ直径酸洗玻璃珠购自Ｓｉｇｍａ公司；玻

璃珠涡旋器（ＭｉｎｉＢｅａｄｂｅａｔｅｒ）购自冷泉港生物科

技股份有限公司；超纯水机（ＨｉｔｅｃｈＫＦＬｏｗ）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、ＧＳ８００凝胶光密度扫描仪、

ＰＤＱｕｅｓｔ２Ｄ凝胶图像分析软件购自 ＢｉｏＲａｄ公

司。

１．２　白念珠菌蛋白的提取　白念珠菌连续２次活

化１６ｈ，使菌液在６００ｎｍ 处光密度为１．０，室温下

３０００×ｇ 离心５ｍｉｎ收集细胞，磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）清洗３次彻底去除培养液，收集湿菌，备用。

１．２．１　一步法　将湿菌重悬于１０ｍｌ裂解液［５

ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ、２ｍｏｌ／Ｌｔｈｉｏｕｒｅａ、２％（Ｗ／Ｖ）ＳＢ３１０、

２％（Ｗ／Ｖ）ＣＨＡＰＳ、６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、０．２％（Ｗ／

Ｖ）Ｂｉｏｌｙｔｅ３１０、１００ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ］，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１ｍｉｎ，停歇１ｍｉｎ，如此重复６次。４℃下

５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，去除玻璃珠和细胞碎片。上
清１０℃下１００００×ｇ 离心１０ｍｉｎ弃沉淀，上清液

－７０℃保存。本研究经过３次独立一步提取白念珠

菌总蛋白，每次提取蛋白质分别用非线性ｐＨ３～１０
范围的ＩＰＧ胶条进行３次完整２ＤＥ，建立了重复

性、分辨率较高的白念珠菌总蛋白２ＤＥ图谱。

１．２．２　四步法　第一步：水溶液提取：１０～１５ｍｇ
湿菌加入５ｍｌ裂解液Ⅰ［４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅｐＨ

７．５、１００ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ、０．２％（Ｗ／Ｖ）Ｂｉｏｌｙｔｅ３
１０、６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ］，与等体积酸洗玻璃珠一起置

于玻璃珠涡漩器中，冰浴，高速涡漩振荡１ｍｉｎ，停歇

１ｍｉｎ，如此重复６次。将混有玻璃珠的破菌液移入

５０ｍｌ大离心管中，４℃下５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，上
清液１０℃下１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集分装上清
液即为第一步提取物，于－２０℃冰箱中储存备用。

余下的沉淀用４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅｐＨ７．５溶液洗

２次，吸干废液。

　　第二步：含ｕｒｅａ／ｔｈｉｏｕｒｅａ／ＣＨＡＰＳ／ＤＴＴ的

溶液提取：在含有上一步沉淀物的大离心管中加入

２ｍｌ裂解液Ⅱ［７ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ、２ｍｏｌ／Ｌｔｈｉｏｕｒｅａ、４％
（Ｗ／Ｖ）ＣＨＡＰＳ、０．２％（Ｗ／Ｖ）Ｂｉｏｌｙｔｅ３１０、６５
ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ］，强烈振荡混匀５ｍｉｎ后，１０℃下

１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ。收集上清液即为第二步提

取物，于－２０℃冰箱中储存备用。余下的沉淀用４０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅｐＨ７．５溶液洗２次，吸干废

液。　　　　　

　　第三步：含ｕｒｅａ／ｔｈｉｏｕｒｅａ／ＣＨＡＰＳ／ＤＴＴ／

ＳＢ３１０的溶液提取：在含有上一步沉淀物的大离心

管中加入１ｍｌ裂解液Ⅲ［５ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ、２ｍｏｌ／Ｌ

ｔｈｉｏｕｒｅａ、２％（Ｗ／Ｖ）ＣＨＡＰＳ、０．２％（Ｗ／Ｖ）Ｂｉｏｌｙｔｅ

３１０、６５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、２％Ｗ／ＶＳＢ３１０］，强烈振

荡混匀５ｍｉｎ后，１０℃下１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ。

收集上清液即为第三步提取物，于－２０℃冰箱中储

存备用。余下的沉淀用４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅｐＨ

７．５溶液洗２次，吸干废液。

　　第四步：含１％（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ的溶液提取：在含

有上一步沉淀物的大离心管中加入０．５ｍｌ裂解液

Ⅳ［１％（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ］，强烈振荡混匀５ｍｉｎ后，在 ＞
９０℃水浴中作用３ｍｉｎ，１０℃下１００００×ｇ离心１０

ｍｉｎ。收集上清即为第四步提取液，于－２０℃冰箱中

储存备用。此步后基本无残余蛋白沉淀，只有少许

黑渣，弃去。

　　本研究经过３次独立四步法分步提取白念珠菌

不同溶解能力的蛋白，每次各步提取蛋白分别进行

３次完整２ＤＥ，建立了不同溶解能力的白念珠菌蛋

白质非线性ｐＨ３～１０二维凝胶电泳图谱。

１．２．３　蛋白定量　按照Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［２］进行定量。

１．３　二维凝胶电泳

１．３．１　固相ｐＨ 梯度等电聚焦（ＩＰＧＩＥＦ）　采用

１７ｃｍｐＨ３～１０的ＩＰＧ胶条进行白念珠菌蛋白的

二维凝胶电泳分离。等电聚焦程序：５０Ｖ１２ｈ，５００

Ｖ１ｈ，１０００Ｖ１ｈ，２０００Ｖ１ｈ，８０００Ｖ６ｈ，线性

升压（１００００Ｖ／ｈ）聚焦６ｈ达到６００００Ｖ。

１．３．２　胶平衡　等电聚焦结束后，取出胶条，置于

１０ｍｌ平衡液Ａ［５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ６．８、６ｍｏｌ／Ｌ

ｕｒｅａ、３０％（Ｗ／Ｖ）Ｇｌｙ、２％（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ、１％（Ｗ／Ｖ）

ＤＴＴ］中平衡１２ｍｉｎ，接着将胶条置于平衡液Ｂ［５０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ６．８）、６ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ、３０％（Ｗ／Ｖ）

Ｇｌｙ、２％（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ、２．５％（Ｗ／Ｖ）ＩＡＡ］中平衡１２

ｍｉｎ。取出胶条滤干，准备第二相电泳。

１．３．３　第二相 ＳＤＳＰＡＧＥ　配制 ＳＤＳＰＡＧＥ 均

匀胶［２０ｃｍ×２０ｃｍ，１０％（Ｗ／Ｖ）］。１００ｍｌ凝胶液

中各成分量：３９．６ｍｌ超纯水，３３．４ｍｌ３０％（Ｗ／Ｖ）

丙烯酰胺储液，２５ｍｌ１．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ８．８），１ｇ

ＳＤＳ，１ｇ过硫酸胺，４０μｌＴＥＭＥＤ。平衡好的ＩＰＧ
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胶条转移至 ＳＤＳＰＡＧＥ 均匀胶上方，用封胶液

［０．５％（Ｗ／Ｖ）低熔点琼脂糖、２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、１９２

ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸、０．１％（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ、痕量溴酚蓝］包

埋固定ＩＰＧ 胶条。加入电极缓冲液，以恒流（１０

ｍＡ／２块胶）３０ｍｉｎ使样品进胶，而后提高电流至

４０ｍＡ 进行 ＳＤＳＰＡＧＥ。当溴酚蓝前沿移至凝胶

底线结束。

１．４　银染凝胶染色　按照文献［３］方法进行。

１．５　图像采集分析　染色后的胶用 ＧＳ８００凝胶
光密度扫描仪透射扫描，得到的数字化图像，用

ＰＤＱｕｅｓｔ２Ｄ软件进行分析。图像分析过程包括图
谱的剪切、蛋白质点的检测、不同凝胶间的匹配，并
对不同凝胶上蛋白质点的量进行标准归一化处

理。　　　　　

２　结　果

２．１　一步法提取白念珠菌总蛋白质非线性ｐＨ３～
１０二维凝胶电泳图谱　该２Ｄ 图谱通过银染检测
到约１７００个蛋白质点，分布于ｐＨ３～１０、相对分
子质量１００００～８００００范围。如图１所示。

２．２　四步法分步提取白念珠菌蛋白质非线性ｐＨ
３～１０二维凝胶电泳图谱　第一步提取的二维凝胶

电泳图上检测到约 ８００ 个蛋白点，多数分布在

ｐＨ３～７、相对分子质量１００００～８００００范围（图

２Ａ）。第二步提取的二维凝胶电泳图上检测到约

１０００个蛋白点，多数分布在ｐＨ５～８、相对分子质
量１００００～８００００范围（图２Ｂ）。第三步提取的二维
凝胶电泳图上检测到约５００个蛋白点，多数分布在

ｐＨ８～１０、相对分子质量１００００～８００００范围（图

２Ｃ）。第四步提取的二维凝胶电泳图上检测到约

１００个蛋白点，多数分布在ｐＨ１０左右、相对分子质
量１００００～８００００范围（图２Ｄ）。

图１　白念珠菌ＳＣ５３１４总蛋白２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ１　２ＤｇｅｌｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓＳＣ５３１４ｔｏｔａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｐＨ３１０ｎｏｎｌｉｎｅａｒ）

图２　白念珠菌ＳＣ５３１４提取蛋白２ＤＥ图谱

Ｆｉｇ２　２ＤｇｅｌｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓＳＣ５３１４ｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｐＨ３１０ｎｏｎｌｉｎｅａｒ）

Ａ：Ｔｈｅｆｉｒｓｔｓｔｅｐ；Ｂ：Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｓｔｅｐ；Ｃ：Ｔｈｅｔｈｉｒｄｓｔｅｐ；Ｄ：Ｔｈｅｆｏｕｒｔｈｓｔｅｐ
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３　讨　论

　　利用蛋白质溶解性能的差异对白念珠菌蛋白进
行分离，各步裂解液的选择是本研究的关键。第一
步，选用 Ｔｒｉｓ碱水溶液（ｐＨ７．５），所提取蛋白为水
溶性蛋白［１］，在２ＤＥ图上基本分布在ｐＨ３～７的
酸性 区 域。 第 二 步 选 用 含 有 ｕｒｅａ／ｔｈｉｏｕｒｅａ／

ＣＨＡＰＳ／ＤＴＴ的裂解液Ⅱ对第一步提取后的沉淀
物进行提取。其中，ｕｒｅａ是双向电泳样品制备时最
常用的变性剂，ｔｈｉｏｕｒｅａ则可以帮助许多难溶的蛋
白质进行溶解，ｕｒｅａ和ｔｈｉｏｕｒｅａ能够破坏蛋白分子
间形成的氢键，从而防止由氢键引起的蛋白质聚集
及蛋白迁移中二级结构的形成；ＣＨＡＰＳ为两性去
垢剂，它可以在蛋白质经过变性剂处理而暴露疏水
基团后溶解疏水基团，消除疏水基团之间的相互作
用，增强蛋白质在其ｐＩ值处的溶解性；ＤＴＴ为还原
剂，它能帮助打开蛋白质的二硫键，使待分析的蛋白
质分离成为单一的蛋白亚基，已变性的蛋白质展开
更完全，溶解更彻底。这些试剂可将部分不溶于第
一步提取液的蛋白溶解［１］，所提取蛋白多分布在

ｐＨ５～８的中性区域，提示该步蛋白多为中性较难
溶蛋白。裂解液Ⅲ比裂解液Ⅱ多加一种表面活性剂

ＳＢ３１０，它是一种有效的膜蛋白溶解剂，对难溶的
脂溶性蛋白具有良好的溶解作用。该步所提蛋白多
分布在ｐＨ８～１０的碱性区域，提示该步蛋白为碱
性脂溶性蛋白，即膜蛋白。第四步裂解液为 １％
（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ溶液，ＳＤＳ为强离子型去垢剂，在加热
的条件下具有极强的蛋白溶解作用，能够提取用前

３种裂解液都不溶解的蛋白质，该步所提蛋白分布
在ｐＨ１０左右，提示为极难溶的碱性膜蛋白。本研
究中，白念珠菌蛋白质点在图谱中的分布位置与其
他实验室研究结果［４６］基本一致，疏水性膜蛋白质所
占比例较小，主要通过第三、第四步提取液获得，约

８０％的蛋白质可以溶解在前两步的裂解液中［１］，提
示本研究结果可靠性较高。

　　目前，实验室广泛采用一步法提取蛋白质，操作
简单，但是一种提取液对许多蛋白质特别是膜蛋白
都缺乏溶解力，常常造成蛋白质的主动丢失，而且对
于已溶解的蛋白质的分离，其分辨率也是２ＤＥ技
术所面临的一个挑战。在本研究中，一步法提取蛋
白总数约为１７００个，四步法累计提取蛋白总数约

为２４００个，表明四步法较一步法提取蛋白更完全。
并且，在第三、第四步的２ＤＥ图谱中可以清晰地看
到一步法２ＤＥ图谱中无法显示的疏水蛋白质，如
膜蛋白，而膜蛋白大都为担负重要生命活动的功能
性蛋白，以白念珠菌为例，与其耐药相关的 Ｍｄｒ１ｐ、

Ｃｄｒ１ｐ、Ｃｄｒ２ｐ等蛋白均为膜蛋白
［７］，而抗真菌药物

的作用靶点也大都为膜蛋白［８］，因此，膜蛋白的研究
在真菌耐药性及抗真菌药物研究中具有重要的意

义。本研究成功建立白念珠菌总蛋白质的提取和制
备方法，为进一步研究药物作用机制奠定了基
础。　　　　　　
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