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盐胁迫下玉米叶片差异蛋白的
双向电泳分析

雷 震，裴玉贺，赵美爱，郭新梅，宋希云
(青岛农业大学 /青岛市主要农作物种质创新与应用重点实验室，山东 青岛 266109)

摘 要：土壤盐碱化是影响玉米产量的重要非生物因素之一。用 200 mmol/L NaCl 溶液对耐盐玉米自交系 E28

进行盐处理，提取叶片可溶性蛋白质进行双向电泳，并用 ImageMasterTM2D 6.00 软件分析，探究玉米的耐盐机理。结

果表明，盐胁迫处理后共有 10 个有明显差异的蛋白点，其中 4 个表达上调，6 个表达下调。质谱分析和数据库搜索鉴

定出应激反应蛋白和类囊体腔 19 KDa 蛋白，可能是盐胁迫后植物营养生长及光合作用受到影响的结果。
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Analysis of Soluble Maize Leaf Proteins under Salinity
Stress by Two-dimensional Electrophoresis

LEI Zhen, PEI Yu-he, ZHAOMei-ai, GUOXin-mei, SONG Xi-yun

(Qingdao Agricultural University/Qindao Key Lab of Germplasm Innovation and
Application of Major Crops, Qingdao 266109, China)

Abstract: Soil salinization is one of the most important abiotic constraints in maize yield. Seedlings of salini-

ty-tolerant maize inbred line E28 were treated with 200 mmol/L NaCl solution and the soluble proteins of leaves were

extracted by TCA/acetone method for two-dimensional gel electrophoresis. Software ImageMasterTM 2D 6.00 was used

to analyze the results. There were 4 up-expressed spots and 6 down-expressed spots in total 10 significantly different

proteins. MALDI-TOF-MS analysis indicated that there were stress responsive protein and thylakoid lumenal 19 kDa

protein, which were considered as the results of changes in maize growth and photosynthesis.
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我国有 660 万 hm2 的盐碱耕地，约占全国耕地

总面积的 1/10，是世界上土地受盐碱化危害较为严

重的国家之一。由于灌溉不当和化肥的过度使用，

土壤次生盐渍化进一步加剧，成为制约我国农业生

产的一个重要因素[1～4]。对耕地面积的需求不断增加
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使得盐碱地的开发和耐盐作物的选育显得尤为重

要。1983 年 Singh 等[5]首次报道了烟草盐适应悬浮培

养细胞中的盐胁迫蛋白，后在苜蓿、马铃薯、豌豆、小

麦、番茄[6～8]等植物中都有盐胁迫蛋白发现。

玉米是盐敏感作物，可通过稀盐作用、拒盐作

用、微生物作用等多种方式来抵御盐胁迫影响[9]。

1986 年 Ramagopa[10]首次在加盐培养基上获得了玉

米盐胁迫蛋白。王春英等[11]于 1992～1995 年对 105

份玉米杂交种及自交系进行了抗盐性鉴定并指出，

玉米自交系 E28 具有耐盐性。目前蛋白质组学方法

对农作物的研究方兴未艾[12～17]。E28 是以 A619Ht1

为母本、旅 9 宽为父本组配经与旅 9 宽回交 3 次选

育而成，A619Ht1 也具有良好的耐盐性。本实验采

用蛋白质双向电泳和质谱分析技术，探究耐盐玉米

自交系 E28 幼苗盐胁迫前后的蛋白差异，为玉米耐
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盐机制的探究及耐盐品种的选育提供一定的理论

基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

玉米自交系 E28 由青岛农业大学分子育种实

验室提供。

1.2 实验方法

1.2.1 材料准备

挑选颗粒饱满的玉米种子，经 0.1% HgCl2 消毒

15 min 后用蒸馏水反复冲洗干净，25℃吸涨过夜；后

转入垫有两层湿润滤纸的大培养皿中，每皿 25 粒

28℃/25℃(昼 /夜)萌发至 3 叶期转入培养盆。沙培

分为处理组和对照组，处理组早晚各浇 10、15 mL

200 mmol/L NaCl 溶液，空白组浇等量蒸馏水，处理

组和对照组各设 3 个重复。处理 7 d 后，用灭菌剪刀

剪取长势一致的处理组和对照组叶片，超纯水洗净，

剪成 3 cm长的小段并去除较粗的叶脉，液氮速冻后

冷藏于 -80℃备用。

1.2.2 蛋白质样品的准备

参照改进的 Damerval[18]方法提取玉米叶片可溶

性蛋白，取 0.6 g 叶片材料液氮充分研磨，加入预冷

的三氯乙酸 (TCA)/丙酮溶液过夜；12 000 r/min、4℃

离心 1 h 沉淀，用预冷的丙酮溶液洗涤，并重复 1

次；12 000 r/min、4℃离心 1 h 后沉淀摊开干燥；将干

粉按 1颐25 比例加入裂解液[7 mol/L 尿素，2 mol/L 硫

脲，4%两性电解质 CHAPS，2%两性电解质载体(pH

值 4～7)，40 mmol/L 二硫苏糖醇(DTT)]在液氮和

35℃水浴锅中反复冻融，并振荡至蛋白完全溶解；

12 000 r/min、4℃离心 1 h，取上清按 1颐10 比例加入

冷丙酮沉淀过夜；12 000 r/min、4℃离心 1 h 后沉淀，

加入适量水化液[8 mol/L 尿素，2%CHAPS，0.5%两性

电解质载体(pH 值 4～7)，2.8 mg/mL DTT]用超声振

荡使沉淀充分溶解；12 000 r/min、4℃离心 1 h，并用

移液器小心吸取上清蛋白溶液，测定蛋白浓度，

-80℃保存备用。

玉米可溶性蛋白的浓度测定参照 Bradford 法[19]，

采用牛血清蛋白作为标准蛋白。

1.2.3 双向电泳

玉米叶片可溶性蛋白质的双向电泳参照 O’

Farrell[20]的方法，选用 24 cm pH 值 4~7 胶条进行水

化，上样蛋白量 300 滋g。第一向等电聚焦 18 h：步骤

及保持时间，100 V→1 hr；步骤及保持时间，300 V→

1 h；步骤及保持时间，500 V→1 h；梯度，1 000 V→

2 h；梯度，8 000 V→3 h；步骤及保持时间，8 000 V→

10 h。第二向 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳使用 12.5%

浓度的分离胶及 0.5%含溴酚蓝指示剂的低熔点琼

脂糖作为封胶液，每根胶条 1 W功率电泳 1 h，后转

为每根 3 W电泳至溴酚蓝指示线到凝胶底端。银染

法进行凝胶的染色，以进行下一步的分析。

1.2.4 凝胶的扫描与图像分析

银染后的凝胶采用透射模式分辨率 300 dpi 进

行扫描，图像用 ImageMasterTMplatinum6 软件进行

分析，设定合适的参数进行找点操作，并手动删除假

点和不理想的点。对凝胶设定 2 个 Landmarker，进行

凝胶胶点匹配操作，分别创建对照组和处理组两个

分组并进行组内和组间分析。以 Vol%为参比标准，

差异大于 1.5 倍的蛋白点认为是差异显著蛋白点。

1.2.5 差异蛋白质的 MALDI-TOF-MS 鉴定及数

据库比对

将确定检测的差异蛋白点用 1.5 mm 切胶笔切

下，置于已标号的 0.5 mL eppendorf 管中，记录相应

的位置；交给华大基因公司进行蛋白点的酶解、洗脱

和 MALDI-TOF-MS 鉴 定 ， 使 用 Mascot 软 件 在

NCBInr 玉米数据库中进行比对。

2 结果与分析

2.1 蛋白质提取方法的改进效果

本实验在原有 TCA 丙酮法基础上增加了液氮

冻融及超声波促溶的步骤。叶片干粉加入裂解液后

反复冻融可促进蛋白的释放溶解，提高蛋白提取效

率，超声波振荡增强了水化液对沉淀的溶解和杂质

的析出。由表 1 可以看出，使用 60 滋L 相同体积水化

液溶解蛋白沉淀，Bradford 法测得改进前的提取方

法蛋白平均浓度为 1.46 滋g/滋L，改进后方法浓度提

高到 3.49 滋g/滋L，多次实验结果表明，提取方法的改

进提高了蛋白质的浓度，能够更好地适应双向电泳

上样的要求。

使用相同的参数，对改进方法前后的蛋白样品

进行双向电泳(图 1)，根据 ImageMasterTM2Dplatinum6

改进前浓度 1.12 1.59 1.67 1.46

改进后浓度 3.28 3.56 3.64 3.49

重 复

Replicate
1 2 3

平 均

Average

表 1 提取方法改进前后蛋白质浓度的变化

Table 1 The change of protein concentrations before and

after improvement of extraction method 滋g/滋L
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软件分析，改进后胶面有 944 个点，较改进前的 793

个点增加了 151 个点，且胶点形状规则，凝胶背景

清晰，拖尾横纹干扰少，能更好地满足实验研究的

需要。

 

改进后的方法 改进前的方法

图 1 玉米叶片蛋白双向电泳图

Fig.1 The two-dimensional gel electrophoresis of maize leaf proteins

2.2 盐胁迫处理的双向电泳分析

使用 ImageMasterTM 2D platinum6.0 软件对玉米

自交系 E28 盐胁迫前后的双向电泳图进行分析，选

择差异大于 1.5 倍的点为显著差异点，共识别 10 个

差异蛋白。与对照组相比，盐胁迫处理后有 4 个蛋白

表达上调、6 个表达下调(图 2)。对照组和盐处理组

中点 431 和点 479 的差异表达结果见图 3。

 

 

431 的差异表达 479 的差异表达

图 3 对照组和盐处理组中点 431 和点 479 的差异表达

Fig.3 The expressed proteins of spot 431 and 479 in control group and treated group

图 2 软件分析生成的双向电泳差异蛋白参照图谱

Fig.2 2-D-IEF-PAGE consensus master map of maize leaf proteins under salinity stress analysis
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2.3 差异蛋白点的 MALDI-TOF-MS 鉴定结果

从差异蛋白中选择 5 个丰度较高的蛋白点进行

质谱鉴定，鉴定出 2 个阳性结果，分别为玉米应激反

应蛋白和类囊体腔 19 KDa 蛋白(表 2)。

431 应激反应蛋白 63.1 22.365 81 7.49 37.69 ↓

479 类囊体腔 19KDa 蛋白 165.0 27.359 76 5.35 22.18 ↓

编 号

Code

蛋白名称

Protein name

得 分

Score

分子量(kD)

Molecular weight

等电点

p

覆盖率(%)

Coverage

表达量

Quantity

表 2 盐胁迫下玉米叶片差异蛋白质谱鉴定结果

Table 2 Results of differentially expressed proteins identified by MALDI-TOF-MS under salinity stress

3 结论与讨论

3.1 双向电泳方法的改进

双向电泳是从蛋白质组学角度分析基因表达差

异的一项技术[21]，在鉴定蛋白质的表达变化方面有

着明显的优势。双向电泳对于蛋白样品质量要求较

高，李冠军等[22]以玉米苗期叶片为材料进行蛋白质

组学研究时，对蛋白质裂解液、蛋白质浓度测定体

系、等电聚集电泳电压和时间、聚丙烯酰胺凝胶浓度

等技术参数都做了改进，实验效果有了很大的提高。

本实验对传统双向电泳方法做了改进，蛋白提取时

液氮反复冻融及超声波促溶使最终蛋白浓度有了明

显的提高，冷丙酮和三氯乙酸沉淀蛋白质则有利于

减少酚类和色素的干扰，80%冷丙酮沉淀蛋白过夜

并高速离心可以有效地去除盐类。第一向等电聚焦

过程中电压上升顺利，证明蛋白样品含盐少，蛋白质

纯度高，能够较好地满足实验的要求。

3.2 盐胁迫下蛋白的差异表达

Quesada V 等[23]认为，土壤盐碱化的成因是多方

面的，包括农业灌溉、长期的水流变化对地表的冲

刷、世界范围的水流变化等。土壤盐分过高引起土

壤水势降低造成根系吸水困难，严重者引起根细胞

水分向外渗透[24]，是造成玉米伤害的直接原因。受盐

害后，根的生长吸收、呼吸合成受到抑制，气孔活动

及蒸腾作用受影响，叶绿素含量减少，且光合作用效

率降低[25，26]。Hu Feng 等[27]在水稻中报道了由拟南芥

AtTLP 同源基因 OsTLP27 编码的与玉米类囊体腔

19 KDa 蛋白完全相同的蛋白，其在光合作用和叶绿

体发育中具有重要功能，并指出它的减少会导致色

素含量减少，光化学效率降低，即光系统Ⅱ(PSⅡ)最

高光化学效率(Fv /Fm)、PSⅡ有效量子产量(ΦPSⅡ)、

电子转移率(ETR)和光化学淬灭(qP)值降低，同时降

低了叶绿体相关功能基因的表达，基粒的大小和数

目也随之减少。

本研究中鉴定的玉米类囊体腔 19 KDa 蛋白表

达下调，认为盐胁迫后玉米类囊体腔 19 KDa 蛋白的

表达降低与其光合作用的下降有着直接关系。根系

的盐胁迫压力势必造成地上玉米叶片生长和功能的

受阻，影响了营养供应，叶片可溶性蛋白多呈现表达

下调的趋势。应激反应蛋白的下调也可能是植物营

养生长减弱的结果，与 Singh、Ramagopa 等研究盐胁

迫蛋白时出现耐盐蛋白积累的结果并不吻合，耐盐

玉米品种(自交系)的耐盐过程可能会伴随着抗性蛋

白的产生和相关代谢蛋白的差异表达，这也是进一

步实验的探索要点。
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