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摘 要 鹿茸是目前唯一可以完全再生的哺乳动物附属器官，这种再生基于鹿茸再生干细胞。本研究以

梅花鹿(Cervus nippon)鹿茸再生干细胞为样品，在处理方法、染色方法、蛋白纯化和等电聚焦条件４个方

面对蛋白质组双向电泳进行优化。结果显示，利用Bullet Blender细胞组织破碎仪处理细胞优于超声波

破碎；双染法染色能够得到更多且更清晰的蛋白点；等电聚焦总volt-hours在15 000 volt-hours时竖条纹

相对较少；通过比较6种不同的蛋白提取方法与纯化方法组合，发现采用自制裂解液与双向电泳纯化试

剂盒纯化相结合的方式获得的电泳图谱较好。通过综合优化后的双向电泳技术所得到的蛋白图谱中蛋

白点相对较多且圆滑，条纹现象较轻，重复性较好，满足后续软件分析以及数据处理的要求，本研究为不

同发育期梅花鹿鹿茸再生干细胞比较蛋白质组学研究提供了基础实验数据。
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Abstract Deer antlers are the only known mammalian organs which can periodically regenerate from

pedicles. Antler regeneration is known as a stem cell- based process and antler stem cells reside in pedicle

periosteum. In this study conditions of two- dimensional electrophoresis for antler stem cells in sika deer

(Cervus nippon) were optimized in the following four aspects including cell processing, staining, isoelectric

focusing condition and protein purification. Results showed that comparing with ultrasonic, Bullet Blender

had a better effect on cell breaking. It could get more and clearer protein points by combining coomassie

brilliant blue staining and silver staining. When the total volt-hours of isoelectric focusing was at 15000 volt-

hours, the vertical stripes were relatively lighter. By comparing six kinds of protein extraction and purification

methods, the one combining the manual lysate and 2D cleanup kit would get more protein points, lighter

background and clearer map. After the comprehensive optimization of two-dimensional electrophoresis, the

acquired maps had more and clearer protein spots, less stripes and better reproducibility, meanwhile, they

could accord with the requirements of software analysis and experimental treatments. The optimization could

apply to the study of antler stem cell proteome. All these researches could provide foundation for the study of

comparative proteomics in different developmental phases of antler stem cells.
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蛋白质组学研究是生命科学进入后基因组时

代的重要特征，其对于治疗人类疾病、寻找特效药

物等有至关重要的作用。O'Farrell(1975)建立了双

向电泳技术 (two- dimensional electrophoresis, 2-

DE)，该技术能同时对大量基因表达产物进行系统

分析，相对于其他蛋白质组学研究方法，该技术路

线成熟，对实验设备等条件要求不高，因此成为目

前蛋白质组学研究的首选方法。荧光差异双向电

泳 (differential gel electrophoresis, DIGE)定量蛋白

质组学研究技术也是在2-DE的基础上建立的(Ma-

rouga et al., 2005)。

再生生物学特别是割处再生是近年来生命科

学研究的重点领域，鹿茸是迄今为止所发现的唯一

可以割处完全再生的哺乳动物附属器官，以鹿茸为

模型研究哺乳动物器官再生机理具有明显优势(Li

et al., 2014)。鹿茸再生是基于具有干细胞特性的

角柄骨膜细胞(Li et al., 2013)。通过 2-DE等研究

手段证实，大量已知和未知蛋白与小分子多肽在鹿

茸再生过程中起着举足轻重的作用 (林冬云等,

2005; 柯李晶等, 2009; Park et al., 2004; Li et al.,

2012)。为了能够全面了解鹿茸再生干细胞引发鹿

茸再生过程中所涉及的分子机制并找到潜在的小

分子物质，有必要对鹿茸再生干细胞蛋白进行分离

鉴定。徐代勋等(2011a, b)曾对角柄骨膜组织不同

发生部位的蛋白质组进行了比较分析与鉴定，但相

对于细胞，骨膜组织成分复杂，不易获取与分析。

因此，本研究通过优化角柄骨膜细胞 2-DE过程中

的样品制备、等电聚焦、SDS-PAGE电泳和染色等

样品处理条件，从而排除上述骨膜组织研究的缺

点，并为后续梅花鹿鹿茸再生干细胞双向电泳实验

积累经验。另外，作为一种特殊的纤维细胞，目前

鹿茸再生干细胞尚没有相关2-DE条件优化的研究

报道，因此本研究对此类纤维细胞以及其他类相关

细胞进行蛋白质组学研究具有借鉴意义。

1 材料与方法

1.1 实验材料

梅花鹿(Cervus nippon)角柄骨膜取自中国农业

科学院特产研究所实验鹿场。采集骨膜，利用冰盒

带回实验室进行细胞培养，培养后收获的细胞液氮

保存。角柄骨膜细胞取材与培养参照Li等(2012)

的方法。

1.2 试剂与仪器

尿素，硫脲，磷酸三丁酯 (tri-butyl-phosphate,

TBP)，两性电解质Bio- lyte(pH 3~10)，丙烯酰胺，甲

叉-双丙烯酰胺，IPG 干胶条(pH3~10(NL)，蛋白纯

化试剂盒(2D Clean-up Kit)，全 蛋 白 提 取 试 剂 盒

(货号 163-2086)，蛋白定量试剂盒(货号 500-0001)，

银染试剂盒(货号 161-0449)，均购自Bio-Rad公司

(美国)；山梨醇与蛋白酶抑制剂购自Sigma-Aldrich

公司(美国)；甘油、甲醇、乙酸等购自国药集团化学

试剂北京有限公司(北京)，均为分析纯试剂。

主要实验仪器有UP400S 超声波细胞破碎仪

(Hielscher, 德国)、高速冷冻离心机(Sigma, 美国)、

Infnite® 200 PRO 酶标仪 (Tecan, 瑞士)、等电聚焦

仪、垂直电泳仪、图象分析软件(Bio-Rad, 美国)、

Power Look 2100XL-USB扫描仪(UMAX, 台湾)及

Bullet Blender细胞组织破碎仪(NEXT ADVANCE，

美国)。

1.3 蛋白样品的制备与定量

弃去培养液，用山梨醇细胞清洗液清洗(李丽

梅, 王秀梅, 2011)，并使用胰酶消化细胞。用山梨

醇细胞清洗液悬浮洗涤细胞３次，加入 500 mL自

制裂解液(7 mol/L尿素, 2 mol/L硫脲, 4%CHAPS,

2 mmol/LTBP和1%蛋白酶抑制剂)。采用２种方法

破碎细胞：①超声波破碎仪；②Bullet Blender细胞

组织破碎仪，根据其操作指南按表1进行处理。获

得的 9组蛋白(超声波细胞破碎仪处理的1组, Bul-

let Blender细胞破碎仪处理的8组)经冰浴震荡4 h，

12 000 r/min离心 30 min，取上清，用Bradford微定

量法对蛋白样品进行浓度测定，蛋白样品分装后-
80 ℃冻存备用。

组别

Group

A1

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

t/min

1

1

1

2

2

2

3

3

挡数

Shift

3

6

9

3

6

9

3

6

表 1 Bullet Blender细胞破碎仪不同参数组合

Table 1 The different treatments of Bullet Blender
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1.4 SDS-PAGE电泳与凝胶染色

将 1.3中的 9 组蛋白分别取 10 μL 进行 SDS-

PAGE电泳。为了检测不同凝胶染色的效果，将这

9组蛋白分别在 2块凝胶上进行 SDS-PAGE电泳，

之后对其中一块凝胶做胶体考马斯亮蓝染色(姚宏

亮, 2009)，另一块凝胶做银染(Bio-Rad 银染试剂

盒)，并对采集完图像的胶体考马斯亮蓝染色凝胶

做双染(即先胶体考马斯亮蓝染色后银染)。

1.5 蛋白样品的提取与纯化处理

按照1.3方法培养细胞。之后分别用自制裂解

液与总蛋白提取试剂盒(Bio-Rad)重悬细胞，随后利

用Bullet Blender细胞组织破碎仪破碎 2种细胞重

悬液并离心取上清得到蛋白溶液。每组蛋白溶液

接下来都进行3种纯化处理：即对照组(不做纯化处

理)、丙酮沉淀处理(赵东, 2012)与 2D-cleanup纯化

处理；共获得 6 组蛋白样品(B1~B6)(表 2)。Brad-

ford微定量法测浓度后-80 ℃分装保存备用。

1.6 双向凝胶电泳

1.6.1 上样

分别取等量的 B1~B6 组蛋白溶液，于 4 ℃下

12 000 r/min离心10 min，取上清加入聚焦盘槽中，

胶条长度为7 cm。

1.6.2 水化

样品被动水化1 h后，将1 mL矿物油覆盖在胶

条上，在50 V电压下主动水化12 h。

1.6.3 等电聚焦

等电聚焦程序为：①250 V，1 h，线性；500 V，

1.5 h，快速；4 000 V，3 h，线性；4 000 V，5 000 volt-

hours，快速；500 V，任意时间，快速。②250 V，1 h，

线性；500 V，1.5 h，快速；4 000 V，3 h，线性；4 000 V，

10 000 volt-hours，快速；500 V，任意时间，快速。③
250 V，1 h，线性；500 V，1.5 h，快速；4 000 V，3 h，线

性；4 000 V，15 000 volt-hours，快速；500 V，任意时

间，快速。

1.6.4 平衡

将 7 cm胶条于 2.5 mL平衡缓冲液中(6 mol/L

尿素、2% SDS、0.375 mol/L Tris-HCL(pH 8.8)、20%

甘油、2 mmol/L TBP) 放置25 min。

1.6.5 SDS-PAGE电泳

预先制备12%的分离胶，用低熔点琼脂糖固定

胶条后进行SDS-PAGE电泳，20 V低压电泳30 min，

待溴酚蓝在胶条上形成一条线后，80 V电泳，至溴

酚蓝到达凝胶底部结束。

1.6.6 凝胶的染色、脱色、扫描与分析

电泳结束后，按照 1.4首先进行考马斯亮蓝法

固定、染色并脱色，之后对其进行银染。用Umax

扫描仪扫描凝胶，并用PDQuest软件对胶上的蛋白

点进行分析。

2 结果与分析

2.1 细胞蛋白制备方法与染色方法的优化

好的蛋白样品是进行 2-DE的重要前提条件。

本研究比较了超声波破碎仪和Bullet Blender细胞

组织破碎仪两种不同细胞破碎方法所获取的样品浓

度。结果显示，超声细胞破碎仪得到的蛋白浓度是

所有处理中最低，为575 μg/mL；而A1(707 μg/mL)、

A2(688 μg/mL)、A4(682 μg/mL)与A7(704 μg/mL)组

所得到的蛋白浓度较高，均超过了680 μg/mL，其余

几组Bullet Blender细胞组织破碎仪处理的蛋白浓

度介于575~680 μg/mL之间。

将 1.3获得的 9组蛋白进行 SDS-PAGE电泳，

凝胶进行考染(图 1A)、银染(图 1B)与双染(图 1C)。

图 1C显示，A1与A2条带比较清晰，尤其是 70 kD

以上的蛋白条带较多；超声波细胞破碎仪处理的样

品在35 与15 kD左右的蛋白条带不如Bullet Blend-

组别 Group

B1

B2

B3

B4

B5

B6

样品处理方式 Methods of samples treated

自制裂解液对照组

Control group of manual lysate

自制裂解液裂解，丙酮沉淀

Manual lysate and acetone precipitation

自制裂解液裂解，2D cleanup纯化

Manual lysate and 2D cleanup purification

总蛋白提取试剂盒对照组

Control group of total protein kit

总蛋白提取试剂盒裂解，丙酮沉淀

Total protein kit and acetone precipitation

总蛋白提取试剂盒，2D cleanup纯化

Total protein kit and 2D cleanup purification

表 2 6组蛋白样品处理方式

Table 2 Six protein samples obtainedbydifferentmethods
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IEF pH 3~10 IEF pH 3~10

A B

C D

er细胞组织破碎仪处理的明显。综合样品的浓度可

知，Bullet Blender细胞组织破碎仪A2组的处理条件

适用于本实验的样品处理。比较3种染色方法，双

染法(图1C)可以得到更多及更清晰的条带，尤其是

对于分子量在40 kD以下的小分子蛋白质。

2.2 等电聚焦条件的优化

合适的等电聚焦条件可使图谱显示清晰的蛋

白点，聚焦过度会产生竖条纹。图2所示为总聚焦

24 000 volt-hours的胶条(B3组蛋白样品)，可清楚

看出在中间区域出现多条蛋白析出产生的竖条

纹。相应的在2-DE图谱(图3A)中该区域的蛋白聚

集以及竖条纹等现象严重。而总聚焦 17 000 volt-

hours的 2-DE图谱(图 3B)在蛋白聚集和竖条纹方

面相对较轻；但当总聚焦12 000 volt-hours时，2-DE

图谱(图3C)几乎没有蛋白点出现，表明此时聚焦不

完全。由于双染法中银染易使图谱出现竖条纹，所

以最终选择总聚焦 15 000 volt-hours，即尽量做到

既不因聚焦过低而导致聚焦不完全，也不因聚焦过

高而产生较多竖条纹(图3D)。

2.3 蛋白样品处理方式的优化

2.3.1 不同样品处理方式的等电聚焦参数

根据方法 1.5，获得 B1~B6 共 6 组蛋白样品。

样品中的含盐量直接影响等电聚焦过程，图4的结

图3 等电聚焦条件的优化

Figure 3 Optimization of isoelectric focusing conditions
A~D：总聚焦分别为 24 000、17 000、12 000 及 15 000 volt-

hours的2-DE图谱；图D聚焦完全，产生的竖条纹较少

A~D: 2-DE map at 24 000, 17 000, 12 000 and 15 000 volt-

hours, respectively. The isoelectric focusing was complete and

produced less vertical stripes in Figure 3D

图1 染色方法的优化

Figure 1 Optimization of staining methods
A：考马斯亮蓝染色；B：硝酸银染色；C：双染色法，条带清

晰，分子量在 40 kD以下的蛋白质条带较多；M：蛋白Mark-

er；US：超声波细胞破碎仪处理样品；A1~A8：按表 1用Bul-

let Blender细胞破碎仪处理的8组样品

A: Coomassie brilliant blue staining; B: Silver staining; C:

Double staining, the protein bands were clear and the map had

more bands with molecular weight less than 40 kD; M: Pro-

tein marker; US: Samples treated by ultrasonic cell disruption

system; A1~A8: Samples treated by Bullet Blender as Table 1

A1 A2 A3 A4 US M A5 A6 A7 A8
170 130

10070
55
40
35
25

15

10

kD

A

B

C
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图2 总聚焦24 000 volt-hours时的7 cm胶条

Figure 2 The IPG strip (total volt-hours=24 000)
中间区域出现多条蛋白析出产生的竖条纹

Many vertical stripes produced by protein precipitate ap-

peared in the middle area
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果显示，自制裂解液处理的 3组样品(B1~B3)电流

值在整个等电聚焦过程中变化不大。一般情况下，

在250~500 V快速升压过程中电流会达到最大值，

该数值一定程度上可反映样品制备的好坏。自制

裂解液处理的 3组样品的电流最大值均小于总蛋

白提取试剂盒处理的 3组样品(B4~B6)，由此可知

自制裂解液处理所引入的盐量较总蛋白提取试剂

盒所引入的低；随后在500 V电压阶段即等电聚焦

除盐过程的最后阶段电流值会降到整个等电聚焦

过程的最低点；随后在升压至4 000 V的过程中，电

流会因电压的增大而略有上升，当升至4 000 V后，

聚焦过程电流将不再改变。总体而言，相比总蛋白

提取试剂盒处理的样品，自制裂解液处理的样品在

等电聚焦每一阶段的电流值相对较低，表明自制裂

解液处理的样品质量相对较高。

2.3.2 不同样品处理的双向电泳图谱双染色比较

对6组(B1~B6)不同处理方式得到的样品分别

进行2-DE并采用双染法染色，获得相应的2-DE图

谱(图 5)。利用PDQuest软件分析中图谱的蛋白质

点数。B1(图 5A, 蛋白质点数为 304 个)和 B3(图

5C, 283 个)组获得的蛋白点数量多于其他 4 组处

理。通过丙酮沉淀处理的B2(图 5B, 155个)和B5

组(图E, 138个 )所得到的蛋白点较少、模糊且背景

比较深。利用自制裂解液通过 2D-cleanup纯化处

理的B3组样品蛋白点比较清晰，横竖条纹相对较

少。另外，由总蛋白提取试剂盒处理的样品B4~B6

(图 5D~F)在凝胶底部有比较明显的山峰状蓝色斑

块，可能是由于试剂盒中的指示剂与染料反应所导

致。而银染或多或少会造成凝胶背景深及在胶面

上出现部分杂质的情况，尤其是进行双染色，这些

情况更加明显，但由于其灵敏度高很适用于凝胶的

染色，因此在操作过程中应注意尽量降低该现象。

结果表明，自制裂解液与2D cleanup纯化结合的方

式比较适合于本实验样品的处理。

3 讨论

鹿茸周期性再生来源于鹿茸再生干细胞。通

过蛋白质组研究并利用基因工程等手段进一步探

究其中相关未知蛋白的功能，对了解鹿茸的独特生

物学活性及其再生特性具有重要意义，同时能够对

相关蛋白质在哺乳动物器官再生中所具有的调节

作用提供参考依据。目前，角柄骨膜材料昂贵，具

有季节性限制，体外培养干细胞能很好地解决这一

难题。本研究对鹿茸再生干细胞蛋白样品的提取

以及制备等进行优化，为后续的鹿茸再生蛋白质组

学分析积累基础数据，同时对其他细胞类样品的处

图4 不同处理样品的等电聚焦参数

Figure 4 The IEF parameters of different samples
B1~B6蛋白处理方式见表2

B1~B6 denoted as Table 2, respectively

图 5 不同样品处理方式的2-DE双染色图谱

Figure 5 The double staining 2-DE maps of different sam⁃
ple treatments
A~F：分别为B1~B6组蛋白样品(表2)；B3组样品(C)蛋白点

比较清晰，横竖条纹相对较少

A~F: Protein samples of B1~B6 denoted as Table 2, respec-

tively; The protein points were clearer and the stripes were rel-

atively less in B3 samples (C)
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理也具有借鉴意义。

对于 2-DE 而言，样品的提取与制备十分关

键。目前常用PBS去除细胞培养过程中的培养液，

但易引入盐类不利于等电聚焦，实验结果证实山梨

醇可较好解决上述问题。另外，一般细胞样品破碎

常用超声波破碎法(王雪等, 2011)，但此法的缺点是

针对不同样品超声条件不好选择，易因超声过度而

导致蛋白降解进而影响提取的蛋白质量。而Bul-

let Blender细胞组织破碎仪是一种比较有效的细胞

破碎系统。本研究通过比较上述两种不同细胞破

碎方法发现，对于鹿茸再生干细胞，Bullet Blender

细胞组织破碎法在蛋白浓度、蛋白条带数量及清晰

程度方面均优于超声破碎法。

在细胞样品纯化方面，常用丙酮沉淀法(赖童

飞等, 2009)，但本研究发现丙酮处理的鹿茸再生干

细胞样品的蛋白点数量并不多，且背景较深。可能

原因是操作不当导致蛋白降解多个小片段，从而加

深背景(图5B和E)，而这个过程不好界定如何操作

最为合理，且费时，易导致蛋白变性，故不采用。

Bio-Rad公司的总蛋白提取试剂盒也是样品处理的

一个常用选择，但本研究发现这种试剂盒主要存在

两个问题：一是含有较多盐分，影响等电聚焦(图

4)；二是其中含有一类具有指示作用的试剂会与染

色剂反应，从而在凝胶底部产生严重的山峰状蓝色

斑块(图5D~F)，影响后续图谱分析。

作者通过前期实验发现，等电聚焦较易出现聚

焦过度，而聚焦过度的蛋白样品在胶面上会出现较

多竖条纹(图3A)，银染会使得竖条纹更加明显。因

此有必要通过逐渐降低等电聚焦的总 volt-hours，

从而找到鹿茸再生干细胞蛋白质组最佳的电泳图

谱。此外，使用劣质硫脲或裂解液含有硫脲且样品

聚焦过度还可能引起“硫脲效应”。

对于染色方法，常用的是考马斯亮蓝染色，但其

灵敏度不如银染(范云峰等, 2008)。对于制备胶而

言，提高染色灵敏度很重要。常规银染的一个主要问

题是不与质谱兼容，本实验选择了Bio-Rad公司的一

款能与质谱兼容的银染试剂盒，将其与考马斯亮蓝染

色相互结合，从而进行双染色(唐秀英等, 2010)，大幅

提高了染色灵敏度，且与质谱兼容(图1)。

本实验也存在一些不足，如鹿茸再生干细胞蛋

白样品聚焦条件的探索并非最佳，还存在较多竖条

纹，需继续优化；双染色法条件也需继续优化，期望

获得更加清晰并且背景较浅的图谱。

4 结论

为建立起优化的鹿茸再生干细胞蛋白质组双

向电泳技术，本研究以鹿茸再生干细胞为样品，从

细胞破碎、蛋白纯化、染色方法和等电聚焦条件等

多个方面对双向电泳分离条件进行优化。结果显

示，利用Bullet Blender细胞组织破碎仪破碎细胞优

于超声波破碎；双染法染色能够得到数量更多且清

晰的蛋白点；等电聚焦总 volt-hours在 15 000 volt-

hours左右时竖条纹相对较少；通过比较6种蛋白提

取方法与纯化方法组合发现，采用自制裂解液与双

向电泳纯化试剂盒相结合的方式获得的电泳图谱

较好。采用上述条件优化后的双向电泳技术所得

到的蛋白图谱中蛋白点相对较多且圆滑，条纹现象

较轻，重复性好，适用于后续梅花鹿鹿茸再生干细

胞蛋白质组学研究。
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