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不同方法提取珊瑚总蛋白质的比较

程华民，杨婷寒，项 楠，赵洪伟，周海龙，刁晓平
( 海南大学 热带农林学院 /海口市环境毒理学重点实验室，海口 570228)

摘 要: 以海南省近岸海域的鼻形鹿角珊瑚( Acropora nasuta) 和箭排孔珊瑚( Seriatopora hystrix) 2 种硬珊瑚

为研究对象，比较了 TＲIzol 试剂提取法和 BP － 酚提取法在珊瑚蛋白质提取量、双向蛋白点数量和分布上的

差异。结果表明，BP-酚抽提法的蛋白质得率相对较高。通过 1-DE 及 2-DE 电泳比较分析发现，2 种方法获

得的蛋白样品存在较大差异。BP-酚抽提法能够获得更多蛋白条带和点数，并且具有较少的拖尾现象。在低

相对分子质量蛋白的提取方面，TＲIzol 试剂提取法具有优势; 在高相对分子质量的提取方面，BP-酚抽法具有

明显优势。研究结果有望为硬珊瑚的蛋白质组学研究奠定一定的基础。
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在海洋生态系统中，珊瑚礁生态系统具有极高的生物多样性，被誉为“蓝色沙漠中的绿洲”、“海洋中

的热带雨林”，为人类提供源源不断的高蛋白食物和丰厚的经济收入［1］。近几十年来，由于全球气候和环

境变化，世界范围内发生了珊瑚白化死亡现象［2 － 3］，如 1997—1998 年的大规模珊瑚礁白化现象极有可能

在未来 20 年里频繁发生。这将严重威胁到珊瑚礁生态系统和海洋经济鱼类的种群数量，导致生态类型

转变，引起珊瑚礁生态系统发展的不平衡，给人类带来危害。据不完全统计，仅 1998 年珊瑚白化就导致

1999 年旅游业损失达 5 454 万美元，并危及近 5 亿海岸人民的主要食物和经济来源［4］。珊瑚白化是一种

生态现象，影响珊瑚白化的关键因素主要有海水温度的异常( 过高或过低) 、太阳辐射与紫外线辐射、海水

盐度的偏离、珊瑚疾病、海洋污染、长棘海星的爆发以及人类的过渡渔业和全球 CO2 浓度升高等。其中，

海洋表面水体温度的异常升高是导致珊瑚白化的主要因素［5 － 7］，约 1 /3 的珊瑚物种因为全球变暖而处于

灭绝的边缘［8］。近年来，珊瑚礁的保护与修复在国际上受到重视，但珊瑚礁的破坏依旧严重。过去对造

礁石珊瑚白化的研究主要集中在对共生虫黄藻细胞及其生理变化的描述上［9 － 10］，而近年来，随着分子生

物学技术在造礁石珊瑚研究中的应用，越来越多的学者开始从珊瑚细胞本身的角度来研究［11 － 12］，其中，

蛋白质组学技术在国际学术范围内正越来越受到关注。Hédouìn 等［13］提出通过蛋白质组分子标记评价

珊瑚礁健康的方法，为珊瑚的生态学变化及鉴定提供了新的研究方向和技术手段; Drake 等［14］和 Weston
等［15］均运用蛋白质组学技术分别报道了在萼形柱珊瑚中 36 种骨骼蛋白在胁迫作用下与钙信号转导及氧

化还原状态之间的关系。这些文献报道对珊瑚蛋白质组学研究具有重要的参考价值。优质蛋白样品的

获取是蛋白质组学研究的重要前提条件，坚硬的骨骼是硬珊瑚生物体的主要构成成分，对总蛋白的提取

有一定的干扰。因此，选择一个适合的蛋白提取方法是珊瑚蛋白质组学的先决条件。笔者以海南省近岸

海域的鼻形鹿角珊瑚( Acropora nasuta) 和箭排孔珊瑚( Seriatopora hystrix) 2 种硬珊瑚为研究对象，利用 TＲ-
Izol 试剂提取法和 BP － 酚提取法提取珊瑚蛋白质，比较了 2 种方法在蛋白提取量、双向蛋白点数量和分



布上的差异，以期筛选出最佳的提取方法，为开展珊瑚蛋白质组学研究提供技术支撑。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 鼻形鹿角珊瑚( Acropora nasuta) 箭排孔珊瑚( Seriatopora hystrix) 均采自海南周边海域。
海水泡养带回实验室，－ 80 ℃冷冻保存。
1． 2 试剂与仪器 尿素( Urea) 、硫脲( Thiourea) 、3 － ［( 3 － 胆酰胺丙基) － 二乙胺］－ 丙硫酸( CHAPS) 、
十二烷基磺酸钠( SDS) 、二硫苏糖醇( DTT) 、硫酸铵、考马斯亮蓝 G-250 购自 Sigma( St． Louis，MO，USA) ;

24 cm IPG 胶条( pH4 ～7) 和琼脂糖购自 GE Healthcare( Uppsala，Sweden) ; 丙烯酰胺( Acr) 、甲叉双丙烯酰胺

( Bis) 和交联聚乙烯吡咯烷酮( PVPP) 购自 Bio-Ｒad( Ｒichmond，CA，USA) ; TＲIS、Triton X-100、β － 巯基乙醇、
TEMED 购自 Ameresco( USA) ; TＲIzol( Invitrogen，USA) ; 紫外分光光度计( UV-2000，USA) ，Ettan IPGphorⅡ等

电聚焦仪( GE Healthcare) ; Ettan Daltsix 电泳仪( GE Healthcare) ; Image ScannerⅢ扫描仪( GE Healthcare) 。
1．3 TＲIzol 试剂提取法 采用 TＲIzol 试剂法［16］并加以改进提取蛋白。分别称取 2 种质量约 5 g 的不同分

枝珊瑚组织于干净并预冷的研钵中，用液氮充分研磨至粉末，迅速装入干净无菌离心管，－80 ℃冰箱中保存

待用。分别称取 2 种已研磨好的珊瑚样品粉末各1 g 于10 mL 离心管中，重复3 次。每管加入1． 5 mL TＲIzol
试剂。蜗旋振荡 10 min，冰上静置5 min 后在4 ℃条件下，13 000 g 离心10 min，取上清至新的2 mL 离心管，

加入 200 μL 氯仿，剧烈振荡 3 min，室温静置 3 min 后，4 ℃ 13 000 g 离心 15 min，弃上清，留下中下层，加入

300 μL 乙醇，蜗旋混匀即可，室温静置 3 min，在 4 ℃条件下，2 000 g 离心 5 min。转移上清到新的 10 mL 离

心管，每管加入 1． 5 mL 异丙醇，稍微混匀即可，放置 － 20 ℃下冷冻约 3 h。取出，13 000 g，4 ℃条件下离心

15 min，小心去除上清液，收集沉淀。沉淀用甲醇洗涤 2 次，丙酮洗涤 2 次，室温干燥后溶解于蛋白裂解液

( 7 mol·L －1尿素，2 mol·L －1硫脲，2%CHAPS，13 mmol·L －1 DTT) 中，－ 80 ℃下分装保存备用。
1． 4 BP －酚抽提法 采用改进的 BP-酚抽提法( borax /phenol) 进行蛋白质提取［17］。分别称取 5 g 左右

的 2种不同分枝珊瑚组织于干净并预冷的研钵中，用液氮充分研磨至粉末，迅速装入干净无菌离心管，

－ 80 ℃冰箱中保存待用。分别称取 2 种已研磨好的珊瑚样品粉末各 1 g 于 10 mL 离心管中，加入含有

3mL BP 缓冲液( 硼砂 50 mmol·L －1，EDTA 100 mmol·L －1，Tris 10 mmol·L －1，维生素 C 50 mmol·L －1，

1% Triton-100，2% β － 巯基乙醇和 30%蔗糖，pH 8． 0) ，重复 3 次。在室温下涡旋混匀 10 min，再加入 2 mL
Tris 饱和酚( pH≥7． 8) ，室温涡旋 10 min，在 4 ℃条件下，15 000 × g 离心 15 min。转移上层酚相至另一新

的 10 mL 离心管，加入等体积 BP 蛋白提取液，室温涡旋 5 min，在 4 ℃条件下，15 000 × g 离心 15 min。吸

取上层清液转入另一离心管，加入 5 mL 冰冷的过饱和硫酸铵甲醇溶液，混匀后在 － 20 ℃下沉淀过夜。再

取出后在 4 ℃条件下，15 000 × g 离心 15 min，小心去除上清液，收集沉淀。沉淀用甲醇洗涤 2 次，丙酮洗

涤 2 次，室温干燥后溶解于蛋白裂解液( 7 mol·L －1 尿素，2 mol·L －1 硫脲，2% CHAPS，13 mmol·L －1

DTT) 中，－ 80 ℃分装保存备用。
1． 5 蛋白样品浓度测定 蛋白质定量主要参考 Bradford 方法［18］，在紫外分光光度计上进行蛋白浓度测

定，用牛血清蛋白( BSA) 作为标准蛋白，测定样品在紫外光波长 595 nm 处的吸光值，每个样品重复 3 次，

计算样品蛋白浓度并统计不同方法提取的蛋白得率。
1． 6 聚丙烯酰胺凝胶( SDS-PAGE) 电泳 单向凝胶电泳( 1-DE) : 1-DE 主要采用不连续胶 SDS-PAGE
法，用 4%浓缩胶和 12． 5%分离胶进行电泳分离。每个泳道蛋白量均为 35 μg。

双向凝胶电泳( 2-DE) : 使用 24 cm 的 pH4 ～7 线性 IPG( GE Healthcare) 干胶条，每根胶条上样量为 1 300
μg 蛋白，上样体积 455μL，常温水化 18 h 后，第 1 向等电点聚焦在 Ettan IPGphorⅡ等电聚焦仪( GE Health-
care) 上完成。第 2 向电泳于 12． 5%聚丙烯酰胺凝胶( SDS-PAGE) 中，在 Ettan Daltsix 电泳仪( GE Healthcare)

下进行。
1． 7 凝胶染色及图像采集分析 凝胶染色主要采用考马斯亮蓝( G-250) 染色液进行染色［19］。脱色干净

的凝胶采用 Image ScannerⅢ扫描仪( GE Healthcare) 进行扫描，用 ImageMaster 2D Platinum 软件( Amersham
Bioscience) 图像分析。
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2 结果与分析

2． 1 不同提取方法获得的蛋白得率及一维 SDS-PAGE 电泳单向条带比较分析 如图 1 所示，采用 TＲ-
Izol 试剂提取法，鼻形鹿角珊瑚蛋白得率可达 2． 56 mg·g －1，箭排孔珊瑚蛋白得率可达 1． 77 mg·g －1，采用

BP －酚抽提法，鼻形鹿角珊瑚蛋白得率可达 3． 76 mg·g －1，箭排孔珊瑚蛋白得率可达 1． 96 mg·g －1。可见，

在 2 种珊瑚得率中，BP －酚抽提法得率高于 TＲIzol 试剂提取法。

图 1 2 种珊瑚的不同提取方法的总蛋白产量比较
Fag. 1 Total protein yield of two corals extracted by

using two extraction methods

图 2 2 种珊瑚的不同提取方法的 1鄄DE 电泳图
MW 为标准蛋白 Marker

A：鼻形鹿角珊瑚中 BP-酚抽提法得到的特异条带
B：鼻形鹿角珊瑚中 Trizol 试剂法得到的特异条带
C：箭排孔珊瑚中 BP-酚抽提法得到的特异条带
D：箭排孔珊瑚中 Trizol 试剂法得到的特异条带
Fig.2 1鄄DE map of two corals by using two extraction methods

MW: standard protein marker
A:Special band obtained from Bp-phenol extraction in Acropora nasuta
B:Special band obtained from Trizol reageont extraction in Acropora nastuta
C:Specral band obtained from Bp-phenol extraction in seriatopora hystaix
D:Special band obtained from Trizol reagent extraction in Seriatopora hystrin
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利用 2 种方法提取所得总蛋白一维 SDS-PAGE 电泳条带见图 2。条带 1，2 分别是鼻形鹿角珊瑚的 BP －
酚抽提法和 TＲIzol 试剂提取法单向条带，条带 3，4 分别是箭排孔珊瑚的 BP － 酚抽提法和 TＲIzol 试剂提取

法单向条带。结果表明，在鼻形鹿角珊瑚中，相同上样量的蛋白样品，TＲIzol 试剂提取法跑出的条带数目

少，但 2 种方法各自显示了特异条带，如图中箭头 A 和 B。同时笔者观察到 TＲIzol 试剂法提取的大分子

量蛋白较少，低分子量蛋白偏多。在箭排孔珊瑚中，2 种方法也各自显示了特异条带，如图中箭头 C 和 D。
整体上 2 种方法的一维电泳条带还是比较清晰的，说明电泳参数设置以及胶浓度配制等较为适宜。以上

结果初步说明，2 种不同方法提取的蛋白不完全相同，不同方法会减少某些蛋白的提取甚至会丢失某些蛋

白，因此，需要根据样品特点和实验需要来选取适合材料的蛋白提取方法，同时，二维电泳图谱的比较在

选取方法中显得更为重要。
2． 2 2 种珊瑚蛋白的 2-DE 分析 如图 3 所示，A，B 分别是鼻形鹿角珊瑚的 BP-酚抽提法和 TＲIzol 试剂双

向图谱，C，D 分别为箭排孔珊瑚的 BP-酚抽提法和 TＲIzol 试剂法双向图谱，直观上可见 BP-酚抽提法得到的

样品蛋白点均在 2-DE 图谱上最清晰，纵横向拖尾较 TＲIzol 试剂法少。通过软件分析得出，在鼻形鹿角珊瑚

总蛋白点中，BP-酚抽提法和 TＲIzol 试剂法提取的蛋白点平均分别是( 1 356 ±49) 个和( 1 042 ±4) 个，在箭排

孔珊瑚总蛋白点中，BP-酚抽提法和 TＲIzol 试剂法提取的蛋白点平均分别是( 972 ±4) 个和( 915 ±96) 个。
图 4 左图是鼻形鹿角珊瑚的蛋白点数量，图 4 右图为箭排孔珊瑚的蛋白点数量，在鼻形鹿角珊瑚中，BP-

酚抽提法的 2 张胶重复之间的匹配点有 820 个，TＲIzol 试剂法的 2 个重复之间匹配点有 665 个。2 种方法之

间的重复率相近。而在箭排孔珊瑚中，BP-酚抽提法的 2 张胶重复之间的匹配点有 796 个，TＲIzol 试剂法的 2
个重复之间匹配点有 704 个。显然 2 种方法的重复性均较好，而 BP-酚抽提法的重复率更高。
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图 3 2 种珊瑚的不同提取方法的 2鄄DE 电泳图
A：鼻形鹿角珊瑚的 BP鄄酚抽提法双向图谱
B：鼻形鹿角珊瑚的 Trizol 试剂法双向图谱
C：箭排孔珊瑚的 PP鄄酚抽提法双向图谱
D：箭排孔珊瑚的 Trizol 试剂法双向图谱
Fig.3 2鄄DE map of two corals extracted by using two extraction methods
A：2鄄DE map of BP鄄pheuol extraction in Acropora nasuta
B:2鄄DE map of Trizol reageut extration in Acropora nasuta
C:2鄄DE map of BP鄄phcnol extration in seria topora hystrix
D:2鄄DE map of Trizol reagent extrection in seriatopora hystrix
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图 4 2 种提取方法所得 2 种珊瑚的总蛋白点和匹配点
Flg.4 Total protein spots and matched spots of two corals extracted by using two extraction methods

同时，笔者也统计了不同相对分子质量大小和 pI 值下的蛋白分布点数。图 5A，B 分别是鼻形鹿角珊

瑚的 2 种方法的不同蛋白相对分子质量和 pI 分布图，C，D 分别是箭排孔珊瑚的两种方法的不同蛋白分子

质量和 pI 分布图。很明显可以看出，2 种珊瑚中，低于 25 kDa 以下相对分子质量的蛋白数量，在 TＲIzol 试
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剂法提取较多; 而大于 63 kDa 以上相对分子质量的蛋白数量，在 BP-酚抽提法提取中更有优势。分子质

量处在 25 ～ 63 kDa 之间，BP － 酚抽提法也是略多于 TＲIzol 试剂法的。所以整体上来说，BPP 酚抽提法更

适合提取大分子质量蛋白，TＲIzol 法更适合提取小分子质量蛋白。在不同 pI 分布中，也能直观看出 2 种

珊瑚中，TＲIzol 试剂法提取的 pI 处在 4． 0 ～ 5． 5 之间的蛋白点多于 BP － 酚抽提法的; 但 BP － 酚抽提法提

取的 pI 处在 5． 5 ～ 7． 0 之间的蛋白点多于 TＲIzol 试剂法的。

1 000

800

600

400

200

0

1 000

800

600

400

200

0

1 000

800

600

400

200

0

1 000

800

600

400

200

0

蛋
白
点
个
数

>63 kDa 63鄄25 kDa <25 kDa pl4.0～5.5 pl5.5～7.0

>63 kDa 63鄄25 kDa <25 kDa pl4.0～5.5 pl5.5～7.0

A B

C D

BP
TRIzol

图 5 2 种提取方法的不同蛋白相对分子质量和 pI 分布图
Fig.5 Molecular weight and pI distribution of different proteins

extracted from two corals by two extraction methods

统计 2 种蛋白提取方法中得到共有蛋白点和特异蛋白点。如图 6 所示，在 2 种珊瑚的各自特异蛋白

点中，BP － 酚抽提法较 TＲIzol 试剂法提取的多; 同时鼻形鹿角珊瑚的 BP-酚抽提法和 TＲIzol 试剂法得到

的特异点比箭排孔珊瑚的 BP-酚抽提法和 TＲIzol 试剂法得到的特异点均多。其中 2 种珊瑚的共同蛋白点

中，箭排孔珊瑚的 2 种方法得到的共同蛋白点较鼻形鹿角珊瑚的 2 种方法得到的共同蛋白点多。说明了

不同方法提取同一珊瑚，蛋白有差异; 同种方法提取不同珊瑚，蛋白也有差异。整体比较而言，BPP 酚抽

提法得到的蛋白点较多，清晰度相对较高，但 2 种方法的重复性均较好，根据它们提取蛋白点分布和种类

均有不同，各自有其特点，都可以考虑作为珊瑚蛋白的提取方法来进行后续实验。

BPP TRIzol BPP TRIzol

A. nasuta S. hystrix

534 286 379 294 502 202

图 6 2 种提取方法所得特异蛋白点和共有蛋白点
Fag. 6 The specific and shared protein spots of the two

corals by using the two extraction methods
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3 讨 论

蛋白样品制备是蛋白质组学研究的重要因素，而样品提取的方法很大程度决定最终分析的结果。最

优的样品制备方法应该能有效地除去影响蛋白质可溶性和电泳分离结果的各种杂质，防止蛋白变性，减

少蛋白质的降解、磷酸化和甲基化修饰，保持其活性，并有高的分辨率和良好的重复性。然而珊瑚作为珊

瑚 － 虫黄藻 2 种共生体生物存在的同时还有其他生物附着在骨骼表面，以及一系列生物次生代谢物，这

些不利因素将直接导致难以获得无污染、无修饰、完整、高质量的珊瑚 － 藻蛋白质，从而影响了蛋白质的

提取效果、等电聚焦及双向电泳图谱的分辨率。所以在提取蛋白质方法上，选择 1 种有利于本生物蛋白

提取方法特别重要。
从本实验结果看出，BP － 酚抽提法和 TＲIzol 试剂法均能提出高产蛋白，但 BP － 酚抽提法更有优势。

在 2 种方法的重复性比较上，2 种方法均较好，而 BP － 酚抽提法得到的分辨率更高，在总蛋白点数量上，

BP-酚抽提法提取的更多，而且得到的特异点较 TＲIzol 试剂法的多。在低分子质量的提取上，TＲIzol 试剂

法具有优势，BP － 酚抽提法则丢失了部分蛋白。在大分子质量的提取上，BP － 酚抽提法明显具有优势。
TＲIzol 试剂法得到的蛋白更多的分布在 pI( 4． 0 ～ 5． 5) ，BP － 酚抽提法得到的蛋白更多的分布在 pI( 5． 5 ～
7． 0) 范围。整体而言，每种方法均有各自特点。

TＲIzol 试剂用于提取海洋动物蛋白已有报道［16］，其试剂成分也含有酚类，但对于这 2 种珊瑚共生体

蛋白提取而言，BP-酚抽提法优势更多。同时 BP-酚抽提法广泛应用于植物组织蛋白质提取，其分离的蛋

白点具有良好的质谱兼容性。这就为后续珊瑚蛋白质组学研究奠定了基础，同时也为其他生物蛋白的提

取提供参考。
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Comparative Study of Different Methods for Extracting
of Total Protein of Corals

CHENG Huamin，YANG Tinghan，XIANG Nan，ZHAO Hongwei，ZHOU Hailong，DIAO Xiaoping
( College of Tropical Agriculture and Forestry /Haikou Key Laboratory of Environment Toxicology，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Availability of high-quality protein is a prerequisite for proteomic research． Hard bones are major
structures for corals，leading to certain interference in extracting of total protein of the corals． Therefore，it is
necessary to choose an optimum extraction method for proteomic research in corals． Two species of corals Acropo-
ra nasuta and Seriatopora hystrix were extracted by using two extraction methods，TＲIzol reagent extraction meth-
od and BP-phenol extraction method． The result showed that the protein yield of the extract by BP-phenol extrac-
tion was relatively higher． Analysis of the 1-DE and 2-DE electrophoresis showed that the protein samples of the
extracts by the two extraction methods were relatively different． The BP-phenol extraction method produced more
protein bands and spots with few tailings． The TＲIzol reagent method had an advantage of extraction of low mo-
lecular weight while the BP-phenol extraction method had an obvious advantage of the extraction of large molecu-
lar weight． This result is expected to provide a certain foundation for proteomic studies of stony corals．
Keywords: stony coral; proteomic; protein extraction; 1DE; 2DE
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