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Abstract
誗AIM: To compare the effectiveness of different protein
extraction method in the cataract lens protein extract, and
look for the best protein extraction method suitable for
cataract proteomics research.
誗METHODS: Cataract lens samples were dissolved in
lysis buffer and sonication; the samples were extracted by
TCA / acetone and protein extraction kit after
centrifugation. Lens proteins of the samples were
analyzed by two-dimensional electrophoresis (2-DE), gel
electrophoresis and staining, image acquisition and
image analysis.
誗RESULTS: According to the results obtained from two-
dimensional electrophoresis gel image, the molecular
weight of protein points were localized at 14 - 97. 4kDa,
PI5-9. The molecular weight of high abundance crystallins
were localized at 20-31kDa, the molecular weight of lower
abundance crystallins were localized at 35 - 45kDa. The
2 - DE image background of cataract lens sample with
hyaluronic acid extracted by TCA / acetone was clear, no
obvious vertical bands, point of proteins were more clear,
and 35 to 40 protein points were detected.
誗 CONCLUSION: TCA / acetone extraction method has
better purification compared to other methods in human
cataract lens proteomics, and provides the reliable two-
dimensional polyacrylamide gel Image for human cataract

lens proteomics mass spectrometry analysis.
誗 KEYWORDS: crystallins; protein extraction; two -
dimensional gel electrophoresis; TCA / acetone
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摘要
目的:比较不同蛋白质提取方法在白内障晶状体蛋白提取
中的效果,寻找适合白内障晶状体蛋白质组学研究的蛋白
质提取方法。
方法:采用裂解液溶解白内障晶状体组织样本,超声裂解
离心 后 分 别 采 用 三 氯 乙 酸 / 丙 酮 法 和 ReadyPrep 2D
Cleanup Kit 对晶状体蛋白样本进行提取、二维电泳,并对
电泳后凝胶进行染色、图像采集和图像分析。
结果:在 2-DE 图谱上蛋白斑点的相对分子量在 14 ~97. 4kDa
之间,等电点在 5 ~ 9 之间,其中高丰度蛋白相对分子量处
于 20 ~ 31kDa 范围内,低丰度蛋白斑点相对分子量处于
31 ~ 43kDa 范围内。 经 TCA / 丙酮沉淀法处理的含有透明
质酸钠白内障晶状体蛋白样本,二维电泳凝胶图谱背景较
清晰,蛋白斑点较清楚,共检测到 35 ~ 40 个左右的蛋白
斑点。
结论:在人白内障晶状体蛋白质组学研究中,TCA / 丙酮法
具有较好的纯化效果,为人晶状体组织蛋白质组学的质谱
分析研究提供了可靠的二维电泳凝胶图谱。
关键词:晶状体蛋白; 蛋白质提取; 双向凝胶电泳; 三氯
乙酸 / 丙酮
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0 引言
摇 摇 白内障是眼科常见疾病,主要是由于晶状体透明性的
改变,而引起的视力障碍。 晶状体或眼球的发育异常以及
某些先天性全身综合征,都可导致晶状体的透明性异常而
致白内障。 根据白内障可分为先天性、老年性、并发性、代
谢性白内障等。 白内障的发病机制较为复杂,其形成的基
本病理改变为晶状体蛋白质的改变,因此,蛋白质组学方
法在其研究中有良好的应用[1-3] 。 蛋白质组学研究包括
2-DE 电泳和质谱分析,蛋白质的提取是保证双向电泳成
功的第一步。 白内障蛋白质组学研究理想样本为无杂质
白内障样本(捐献者晶状体),但大量白内障晶状体样本
(如先天性白内障、糖尿病性白内障、老年性白内障)为手
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术过程中收集,因此收集的样本常含有大量透明质酸钠,
透明质酸钠对二维电泳有影响,如何去除样本中的透明质
酸钠,是白内障蛋白质组学研究的关键。 本研究对两种蛋
白质提取方法进行比较,探讨适合白内障蛋白质组学研究
的晶状体蛋白质提取方法。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验样本收集摇 本研究样本取自软核白内障,手术
使用透明质酸钠凝胶维持前房,采用抽吸法取出部分晶状
体组织,其中含手术中引入透明质酸钠。 样本取出后立即
置于-80益冰箱保存。
1. 1. 2 主要试剂摇 尿素、硫脲、3-[(3-胆固醇氨丙基)二
甲基氨基]-1-丙磺酸(CHAPS)、十二烷基硫酸钠(SDS)、
三羟甲基氨基甲烷(Tris)、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、N,
N,N蒺,N蒺-四甲基乙二胺(TEMED)、过硫酸铵(AP)、甘氨
酸、乙二胺四乙酸二钠(EDTA)、苯甲基磺酰氟(PMSF)、
二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺(IAA)、考马斯亮蓝,均购自
上海生物工程技术服务公司;三氯乙酸(TCA)、丙酮、甘
油、硫代硫酸钠、硝酸银、碳酸钠、甲醇、乙酸均为碧云天生
物技术研究所产品;非线性 IPG 干胶条(pH 3 ~ 10,7cm)、
20% (w / v)载体两性电解质、ReadyPrep 2D Cleanup Kit、
Starter Kit 购自 Bio-Rad 公司;BCA 蛋白定量试剂盒购自
Thermo Fisher Scientific 公司。
1. 1. 3 主要仪器 摇 PROTEAN IEF Cell 等电聚焦仪系统、
PROTEAN 域xi Cell SDS-PAGE 垂直电泳仪及其附件系
统、PDQuest 8. 0 图像分析软件均为 Bio-Rad 公司产品;
Mill-Q 超纯水系统为 Millipore 公司产品;X-22Ri 台式高
速离心机为 Beckman coulter 公司产品;JY92-域超声波细
胞粉碎机位宁波新芝生物科技公司产品。
1. 2 方法
1.2. 1主要试剂配制及储存摇 裂解液:7mol / L 尿素,2mol / L
硫脲,4% (w / v)CHAPS,4mmol / L Tris,1% (w / v)DTT,2%
(w / v)Bio-Lyte,1颐100 苯甲基磺酰氟(PMSF);100% TCA;
水化上样缓冲液:8mol / L 尿素,4% (w / v)CHAPS,65mmol / L
DTT(现加),0. 2% (w / v) Bio-Lyte(现加),0. 001% 溴酚
蓝;平衡缓冲母液:6mol / L 尿素,2% SDS,0. 375mol / LTris-
HCl(1. 5mol / L pH8. 8),20%甘油。
1. 2. 2 TCA和丙酮溶液沉淀透明质酸钠摇 取适量透明质
酸钠溶于裂解液中,4益条件下 15000r / min 离心 30min,取
上清。 取 4 只 EP 管分为两组,每组 2 只 EP 管,其中一支
管中加入 30滋L 上清液,另一支管中加入 30滋L 裂解液作
为对照。 向第一组 EP 管中加入 400滋L 25% TCA 混匀 4益
过夜,向第二组 EP 管中加入 400滋L -20益预冷的 90% 丙
酮混匀,4益过夜后,将 4 只 EP 管 4益条件下 15000r / min 离
心 30min,观察沉淀情况。 离心后取上清,在第一组 EP 管
中加入预冷的 90% 丙酮,第二组 EP 管中加入 25% TCA,
同样条件下离心,观察沉淀情况。
1. 2. 3 蛋白样本的提取摇 初步提取:取出白内障晶状体组
织标本,加入裂解液振荡溶解,经超滤法[4] 进行初步蛋白
质提取,提取方法:超声 160W 裂解 3s 间歇 25s 重复 20
次,在 4益条件下 15000r / min 离心 30min,取上清。 采用
BCA 试剂盒进行蛋白质定量后,分装保存。 进一步提取:
(1)TCA / 丙酮法:取适量上述分装保存的蛋白样本原液加
入 25%的 TCA 溶液 400滋L,摇匀 4益过夜;4益15000r / min
离心 30min,弃上清;加入-20益预冷的 90% 丙酮(至少预

冷 1h) 500滋L, 震荡充分悬浮, - 20益 放置 10min; 4益
15000r / min 离心 15min,去除上清;再次重复上述步骤丙
酮洗 2 次;将样品在真空抽吸 2min,加入水化上样缓冲
液,上样、电泳;(2) Cleanup 试剂盒蛋白提取法:取适量上
述分 装 保 存 的 蛋 白 样 品 原 液, 加 入 三 倍 体 积 的
precipitating agent 1 混匀,冰上放置 15min;加入 100滋L
precipitating agent 2 快速混匀;将上述混合液 12000r / min、
4益离心 5min;去除上清,加入 40滋L wash reagent 1,冰浴
5min,12000r / min、4益离心 5min;去除上清,加入 25滋L 超
纯水,震荡 30s 完全悬浮蛋白;加入 1mL wash reagent(至
少-20益预冷 1h)和 5滋L wash 2 additive ,震荡 30s;-20益
放置 30min,每 10min 震荡 30s;12000r / min、4益离心 5min,
去除上清,置空气适度干燥( <5min);加入水化上样缓冲
液,上样、电泳。
1. 2. 4 电泳
1. 2. 4. 1 第一向等电聚焦摇 等电聚焦采用 7cm、pH 3 ~ 10
非线性 IPG 预制干胶条。 取冷冻保存的水化上样缓冲液
(不含 DTT,不含 Bio-Lyte)置室温溶解,加入 65mmol / L
DTT、0. 2% (w / v)Bio-Lyte 充分混匀。 向蛋白样品中加入
150 mL 水化上样缓冲液充分混匀溶解,将溶解的蛋白样
品移至聚焦盘或水化盘中,用镊子将去除保护层的 IPG 胶
条胶面朝下分清正负极置于样品溶液上。 在每根胶条上
覆盖 1mL 矿物油。 在 PROTEAN IEF Cell 系统 20益 开始
第一向等电聚焦。 等电聚焦设置参数如下: 50V 溶胀
12h;250V 线性 30min;500V 快速 30min;4000V 线性 3h;
4000V 快速 20000V·h;500V 快速任意时间。
1. 2. 4. 2 平衡及第二向垂直电泳摇 第一向电泳结束后,用
滤纸轻轻吸干 IPG 胶条上的矿物油及多余样品,将 IPG 胶
条依次在平衡缓冲液玉(平衡缓冲母液加入 2% DTT)和
平衡缓冲液域(平衡缓冲母液加入 2. 5% 碘乙酰胺)中平
衡一次,每次 15min。 配制 7cm 的 12% 聚丙烯酰胺分离
胶,在分离胶上方加入 6 ~ 8mm 的 5%聚丙烯酰胺浓缩胶。
平衡结束后吸除 IPG 胶条多余的平衡缓冲液,将其完全浸
没在 1伊电泳缓冲液中。 在丙烯酰胺凝胶的上方加入琼脂
糖封胶液,将 IPG 胶条移至聚丙烯酰胺凝胶上方。 电泳起
始时用 70V 低电压,待样品在完全走出 IPG 胶条浓缩成一
条线后,再加大电压至 150V,待溴酚蓝指示剂达到底部边
缘时停止电泳。
1. 2. 4. 3 考马斯亮蓝染色与图像采集 摇 将凝胶在 250mL
考马斯亮蓝染色液染色 1h,染色后将凝胶在 250mL 脱色
液中反复脱色直至蛋白点显色清楚,背景基本清除。 通过
Gel Doc 2000 凝胶成像仪采集图像。
2 结果
2. 1 三氯乙酸和丙酮去除透明质酸钠效果摇 在溶有透明
质酸钠的裂解液中加入 25% TCA 后未见任何沉淀,离心
后的上清液再加入丙酮后见大量白色沉淀;在溶有透明质
酸钠的裂解液中加入丙酮后可见白色沉淀产生,离心后的
上清液中再加入 25% TCA 后未见沉淀,对照组始终未见
沉淀出现。 通过实验证明透明质酸钠溶于裂解液,
15000r / min 离心不能够完全去除,透明质酸钠溶于 TCA
溶液,而不溶于丙酮溶液。
2. 2 不同处理方法晶状体蛋白二维电泳图 摇 没有经过
TCA / 丙酮法处理的含有透明质酸钠白内障晶状体蛋白样
本,电泳后的二维电泳凝胶图谱背景有较多的竖条带,蛋
白分布成条索状,拖尾明显,各蛋白斑点不宜辨认(图 1A);
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图 1摇 不同处理方法晶状体蛋白二维电泳图摇 A:标本中含有透明质酸钠,经试剂盒提取的蛋白二维凝胶电泳图谱。
图中背景有较多的竖条带,蛋白分布成条索状,拖尾明显,蛋白斑点不易辨认;B:标本中含有透明质酸钠,经 TCA /丙
酮法提取的蛋白二维凝胶电泳图谱。 图中背景较清晰,竖条带不明显,蛋白斑点较清楚 。 能检测到 35 ~ 40 个左右的

蛋白斑点;C:标本中不含有透明质酸钠,未采用 TCA /丙酮法提取的蛋白二维凝胶电泳图谱。 图中等电点 5 ~ 6 之间的

背景有较多颜色较深的竖条带,各蛋白斑点较清楚,无明显拖尾,能检测到 30 ~ 40 个左右的蛋白斑点。

经过 TCA / 丙酮法处理的含有透明质酸钠白内障晶状体蛋

白样本,电泳后的二维电泳凝胶图谱背景较清晰,竖条带

不明显,蛋白斑点较清楚,能检测到 35 ~ 40 个左右的蛋白

斑点(图 1B);经过非 TCA / 丙酮法处理的不含有透明质酸

钠白内障晶状体蛋白样本,电泳后的二维电泳凝胶图谱中

等电点 5 ~ 6 之间的背景有较多颜色较深的竖条带,各蛋

白斑点较清楚,无明显拖尾,能检测到 30 ~ 40 个左右的蛋

白斑点(图 1C)。 蛋白斑点的相对分子量在 14 ~ 97. 4kDa
之间,等电点在 5 ~ 9 之间,其中大部分高丰度蛋白相对分

子量处于 20 ~ 31kDa 范围内,小部分低丰度蛋白斑点相对

分子量处于 31 ~ 43kDa 范围内。
3 讨论

摇 摇 人类的晶状体中,蛋白质占湿重的 60% 和干重的

80% ~ 90% ,因此蛋白质组学研究方法在晶状体正常生理

及某些晶状体疾病发病的研究方面具有良好的应用[5]。
蛋白质样本制备提取是获得可靠的蛋白质组学分析结果

的基础[6],通过蛋白质的提取,去除其它杂质,减少杂质对

电泳的影响,使蛋白质样本得到很好的分离。 在晶状体蛋

白质组学研究中,大多数研究[4,7-9] 以动物晶状体标本作

为研究对象。 Zhang 等[10] 对人透明晶状体进行蛋白质组

学研究采用捐献的眼球,这些研究在取晶状体组织时可以

连同囊膜将整个晶状体一起取出,基本不会引入杂质,然
而以人类白内障晶状体为对象的研究,其样本大多是通过

手术获得[2]。 目前由于白内障手术过程中为了使前房维

持一定深度,保持清晰的手术视野,减少手术后炎症和并

发症的发生,黏弹剂被广泛使用,所以在晶状体标本往往

含有大量透明质酸钠,对于完整的硬核晶状体标本可以通

过清洗去除表面的透明质酸钠,对于软核性白内障标本,
则无法通过清洗去除这些透明质酸钠。
摇 摇 蛋白质组学研究中蛋白质样本提取常用的方法有丙

酮沉淀法、TCA / 丙酮法、超滤法、氯仿 / 甲醇沉淀法、硫酸

铵沉淀法以及采用试剂盒提取等,Jiang 等[11] 研究发现丙

酮沉淀法、TCA / 丙酮法、超滤法是高效的蛋白样本浓缩与

除盐方法。 在晶状体组织蛋白质样本提取中,对于完整晶

状体基本不会引入杂质,提取过程中多采用裂解液裂解、
超声溶解,再经低温超滤后上样电泳[4,7-8,10,12]。 Geoui

等[13]蛋白质组学研究采用试剂盒提取蛋白,该方法能够

较好地去除样本中的离子、盐、核酸、脂质等杂质并浓缩蛋

白样本,抽提效率高,并获得满意的蛋白提取效果。 然而

经该方法处理的蛋白样本的二维凝胶电泳图谱背景有较

多的竖条带,蛋白分布成条索状,拖尾明显,蛋白斑点不易

辨认,考虑可能由于白内障晶状体蛋白样品中引入透明质

酸钠等杂质,该提取方法不能完全去除透明质酸钠。 透明

质酸钠为白色无定形固体,无臭无味,有吸湿性,溶于水,
能够溶解在裂解液中。 对于含有透明质酸钠的组织标本,
通过超高速离心是不能够完全去除的。 本研究发现透明

质酸钠不溶于丙酮,但是能够溶解在三氯乙酸中,通过三

氯乙酸去除晶状体蛋白质样本中的透明质酸钠效果较好,
同时三氯乙酸是蛋白质二维电泳过程中常用的蛋白质提

取方法之一。 本研究蛋白质提取的方法采用 TCA / 丙酮

法,TCA 在酸性条件下与蛋白质形成不溶性盐,使蛋白质

构象发生改变,暴露出较多的疏水性基团, 使之聚集沉

淀,通过离心去除其它杂质包括透明质酸钠。 然后加入丙

酮对沉淀标本进行清洗,抽提残留的 TCA。
摇 摇 Magistroni 等 [14] 研 究 对 丙 酮 沉 淀 法、 超 滤 法 和

TCA / 丙酮法在尿蛋白质抽提效率、电泳图谱蛋白斑点清

晰度和蛋白斑点数量的比较发现,丙酮沉淀法在三方面效

果最好,TCA / 丙酮法的抽提效率最低,其它两个方面仅次

于丙酮沉淀法均明显优于超滤法。 本研究蛋白质样本中

含有透明质酸钠,丙酮沉淀法不能去除,所以采用 TCA / 丙
酮法,该方法在蛋白质提取过程中蛋白质损失较多,而对

于蛋白质含量较高晶状体组织,这些损失对电泳要求没有

太大影响。 有研究[15]认为利用 TCA 对蛋白质样品进行浓

缩和除盐时,随着蛋白质分子量的增大,其结构复杂性与

致密性越大,TCA 可能渗入分子内部而使之较难被完全

除去,在 SDS 凝胶电泳前样品加热处理时可能使蛋白质

结构发生酸水解而形成碎片,而且随时间的延长这一作用

愈加明显,在电泳时对于分子质量大的蛋白质,要慎重选

择 TCA。 本研究晶状体蛋白相对分子量多在 20 ~ 50kDa
之间[4],蛋白样本二维电泳前不需要加热处理,TCA / 丙酮

法提取蛋白质样本较为合适。
摇 摇 本研究比较经不同方法提纯含有透明质酸钠的晶状

体蛋白样本的二维电泳凝胶图谱,可以发现未采用
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TCA / 丙酮法进行蛋白提取的电泳凝胶图谱背景出现竖的

条带,且蛋白斑点拖尾明显,而采用 TCA / 丙酮法的提纯的

电泳凝胶图谱背景较为干净,无蛋白斑点拖尾现象。 采用

非 TCA / 丙酮法提取的不含有透明质酸钠蛋白样本的二维

电泳凝胶图谱背景在 PI 5 ~ 6 之间出现竖的条带,但无蛋

白斑点拖尾现象,分析原因可能是透明质酸钠与蛋白结

合,以及白内障标本中的多糖对电泳产生影响。 TCA / 丙
酮法能够较好的去除透明质酸钠,同时去除其它杂质。
摇 摇 在人白内障晶状体蛋白质组学研究中,对于引入透明

质酸钠的晶状体组织标本蛋白进行提取时,TCA / 丙酮法

具有较好的纯化效果,为人晶状体组织蛋白质组学的质谱

分析研究提供了可靠的二维凝胶电泳图谱。
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