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猪卵母细胞蛋白质组双向电泳体系的

建立及初步分析
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摘要: 建立了猪( Sus scrof a)卵母细胞蛋白质双向电泳平台,并对裂解液的组成、样品处理、双向电泳程序

等相关技术进行优化,得到清晰的微量卵母细胞蛋白质的电泳图谱。利用上述优化后的体系分别对未

成熟和成熟的猪卵母细胞进行双向电泳分析,并用 ImageMaser软件对图谱进行比对分析。结果表明, 电

泳图谱上大约有 800个左右的蛋白点,其中差异蛋白 35 个,包括上调蛋白 22 个及下调蛋白 13个。说明

基于双向电泳的蛋白质组学可以用于卵母细胞成熟的蛋白表达差异的研究。
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Two�dimensional Electrophoresis Analysis of Porcine

Oocyte Proteome: a Preliminary Study
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Abstract: The two�dimensional electrophoresis ( 2�DE) technique for Porcine ( Sus scrof a) oocyte proteome analysis

was established. The components of protein lysis solution, sample treatment, and 2�DE procedure were optimized. A

profile of proteins extracted from Porcine oocytes was obtained clearly. The protein expression profiles of immature and

in vitro matured Porcine oocytes were compared. The ImageMaster 2�DE software was used to characterize different

proteins. About 800 protein spots were identified, of which 22 proteins were up�regulated and 13 proteins were down�

regulated during oocyte maturation in vitro. It proves that proteomics technique base on two�dimensional

electrophoresis can be used in further studies on differential protein expressions in Porcine oocyte development.
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� � 蛋白组( proteome)是指由一个细胞或一个

组织的基因组所表达的全部相应的蛋白质
[ 1]
。

双向电泳技术 ( two�dimensional electrophoresis, 2�
DE)是蛋白质组学( proteomics)研究中的关键技

术
[ 2,3]
。其 原理 是依 据蛋 白质 的 等电 点

( isoelectric point )和分子量( molecular weight) 的

不同,通过两次方向垂直的电泳,将样品中的不

同蛋白呈点状分离。双向电泳是目前电泳技术

中分辨率最高、信息量最大的技术
[ 4]
。

蛋白质对卵母细胞减数分裂成熟调节是一

个非常复杂的过程, 涉及到许多信号通路和目

前尚未发现的蛋白质,一些具体的机制还有待



于进一步探索
[5]
, 因此差异蛋白组学将有助于

揭示卵母细胞的成熟机理。由于材料来源的有

限性,卵母细胞成熟的差异蛋白组学目前研究

较少。为了在蛋白质组学水平上研究猪( Sus

scrof a)卵母细胞成熟分子机制, 本实验通过对

双向电泳体系的优化, 建立了用于卵母细胞体

外成熟前后蛋白质表达差异的检测技术, 为猪

卵母细胞功能蛋白组学研究打下基础。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料与试剂
1�1�1� 实验材料 � 猪卵巢采自屠宰场初情期
前的雌猪。

1�1�2 � 主要试剂 � 固相 pH 梯度胶条( IPG 胶

条, pH 3~ 10)、胶条缓冲液( IPG buffer, pH 3~

10)、碘乙酰胺( iodoacetamide, IAA)、二硫苏糖醇

( dithiothreitol, DTT)、PlusOne Silver Staining 蛋白

银染试剂盒等购自 Amersham 公司; 尿素

( urea)、血清白蛋白( BSA)购自 Sigma公司。其

他试剂为进口分装或国产。

1�1�3 � 溶液配制 � 裂解缓冲液:尿素 12 g, DTT

154 mg, CHAPS 1�0 g, IPG缓冲液500 �l,加入双

蒸水至总体积为 25 ml。

平衡液 �: 尿素 72�1 g, SDS 4�0 g, Tris�Cl
10�0 ml( pH 8�8) ,甘油69 ml, 1%溴酚蓝贮存液

400 �l,加入双蒸水至 200ml,使用前每 10 ml加

入DTT 20 mg。

平衡液 �: 尿素 72�1 g, SDS 4�0 g, Tris�Cl
10�0 ml( pH 8�8) ,甘油69 ml, 1%溴酚蓝贮存液

400 �l,加入双蒸水至 200ml,使用前每 10 ml加

入 IAA 300 mg。

1�2 � 实验方法
1�2�1� 卵母细胞成熟 � 用带 12 号针头的 10

ml一次性注射器抽取卵巢表面直径 2~ 6 mm

的卵泡中的卵泡液, 在体式显微镜下用玻璃吸

管挑选带 2层卵以上卵丘细胞、胞质均匀的卵

母细胞,先在洗卵液中洗 3遍,然后用已经平衡

好的成熟培养液洗 2遍, 最后放入含 1�5 ml成
熟培养液的玻璃培养皿中, 在含有 5% CO2 的

空气、最大饱和湿度 39 � 的培养箱中成熟培

养。经 44~ 48 h 体外成熟后, 放入含 0�1%透
明质酸酶的洗卵液中, 用 200 �l的移液枪吹吸

至绝大部分的卵丘细胞、颗粒细胞都被除掉(大

约 1~ 2 min) ,然后在体式显微镜下挑选排出第

一极体、胞质均匀的卵母细胞,再清洗 2遍。最

后放入已平衡好的胚胎培养液中备用。

1�2�2 � 样品处理 � 将 200~ 300枚极体成熟后

的卵母细胞用 PBS洗 3~ 5次后用滤纸吸净残

液,加入 30~ 50 �l裂解缓冲液, 同时加入蛋白

酶抑制剂。4 � 放置 1 h,每隔 20 min 冲击振荡

30 s。使用超声破碎仪在 70 W 功率下破碎 1

min, 40 000 g ( 4 � )超高速离心 1 h。取上清

液,每管分装 30 �l, - 80 � 保存。取部分样品

用 Bradford法
[ 6]
测定蛋白浓度, SDS�PAGE电泳

检测蛋白质裂解效果。

1�2�3 � 双向电泳程序
1�2�3�1 � 第一向 pH梯度等电聚焦 � 将处理后

的样品中加入 IPG胶条水化液, 使总体积为500

�l, 将 IPG胶条室温平衡后, 置于样品槽中进行

泡涨,用 Amersham 等电聚焦电泳仪, 按如下程

序进行: 30 V 6 h, 60V 6 h, 500 V 4 h, 1 000 V 1

h, 8 000 V 7 h(总计 30 000 Vh)。

1�2�3�2 � 平衡 � 将等电聚焦后的 IPG 胶条放

入 5ml平衡液 �中,于摇床上平衡 15min,再使

用平衡液�进行 15 min平衡。

1�2�3�3 � 第二向SDS�PAGE电泳 � 配制 12�5%
的均一分离胶, 在垂直电泳系统中灌胶并加水

覆盖,将平衡后的 IPG 胶条在电泳缓冲液中润

湿后,直接转移至分离胶顶端。胶条支持膜一

侧贴玻璃面, 排出胶条与玻璃面之间的气泡。

用 0�5%琼脂糖封闭凝胶。电泳槽中灌注 500

ml电泳缓冲液(下槽 1 � ,上槽 2 � ) , 4 � 电泳。
电泳参数为 16 mA 30 min, 24 mA 3 h。当溴酚

蓝指示剂迁移到凝胶底部时结束电泳。

1�2�3�4 � 染色 � 采用银染方法对凝胶进行染
色,用P1usOne Silver Staining 蛋白银染试剂盒进

行染色,操作按说明书进行。

1�2�4 � 未成熟和成熟卵母细胞双向电泳 � 使
用上述双向电泳程序,分别对未成熟和成熟后

的猪卵母细胞进行双向电泳分析。
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1�2�5 � 图像分析 � 用 Amersham ImageMaster

VDS�CL 型凝胶成像系统对染色后的 2�DE胶进
行扫描,并利用 ImageMaster 软件产生光密度图

像,进行斑点检测和对比分析。

图 2� 猪卵母细胞双向电泳图谱

Fig. 2 � 2DE�PAGE patterns of proteins extracted from immature and IVM porcine oocytes

A. 未成熟卵母细胞; B. 成熟卵母细胞。A. Immature porcine oocytes; B. In vi tromatured porcine oocytes. �

2 � 结 � 果

2�1 � 样品处理结果 � 以一步裂解法裂解卵母
细胞, 经 SDS�PAGE电泳检测,得到了较为完整

的总蛋白,如图 1所示。

2�2 � 未成熟与成熟的猪卵母细胞的双向电泳
� 采用优化后的电泳参数,对猪卵母细胞成熟

前后的总蛋白质进行双向电泳, 成功地获得了

清晰的电泳图谱(图 2)。染色方法均为银染。

每种样品重复 3次,通过软件统计显示,每块胶

上大约有蛋白点 800 个左右, 3 个重复间匹配

性好,证明基于双向电泳的蛋白质组学技术可

以用于卵母细胞成熟的差异蛋白质表达研究。

通过 ImageMaster 软件对两组图谱分析对

比发现,存在 35个差异点,其中 22个为上调蛋

白, 即未成熟卵母细胞表达量低而成熟卵母细

胞表达量高, 13个为下调蛋白。图 3为局部放

大对比图,其中 1为上调蛋白, 2为下调蛋白。

图 1� 未成熟和成熟猪卵母细胞的 SDS�PAGE

电泳图谱

Fig. 1� SDS�PAGE electrophoresis patterns of

proteins extracted from immature and in vitro

matured porcine oocytes

M. 中高分子量蛋白质分子量标准;

1� 成熟前卵母细胞; 2� 成熟后卵母细胞。

M. Medium and high molecular weight protein marker;

1� Immature porcine oocytes;

2� In vitro matured porcine oocytes.
�
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图 3� 未成熟和成熟的猪卵母细胞双向电泳图谱局部放大图

Fig. 3 � Amplificatory pattern of proteins from part 2DE�PAGE image of immature and IVM swine oocytes

A. 未成熟卵母细胞; B. 成熟卵母细胞; 1� 上调蛋白; 2� 下调蛋白。

A. Immature swine oocytes; B. IVM swine oocytes. 1� Up�regulated protein; 2� Down�regulated protein.
�

3 � 讨 � 论

双向电泳技术是分离细胞和组织蛋白质组

的核心技术
[ 2, 3]

, 而高效的样品制备方法是双向

电泳成功的关键
[ 7~ 9]
。繁琐的样品制备步骤往

往容易造成样品中蛋白质组分的丢失和蛋白质

的氧化或修饰,从而影响双向电泳结果的重复

性
[ 10]
。由于猪卵母细胞样品较少,本实验采用

一步裂解法来制备卵母细胞总蛋白,这样既简

化实验步骤,又提高了实验可重复性。

上样量的选择是获得高质量双向电泳图谱

的因素之一, 它的大小取决于胶条的长度、pH

范围以及染色方法等, 加样量过多或过少都不

能获得高分辨率的图谱。加样量过多容易产生

横向条纹, 而加样量过少则容易造成蛋白点模

糊不清。一般来说, 胶条越长, pH 范围越窄, 上

样量越大。银染的加样量范围在 5~ 100 �g 为

宜, 而使用考马斯亮蓝染色时, 上样量可达 1

mg。本实验中, 采用银染法并选择 100 �g 的加

样量取得了良好的效果。另有研究
[ 11]
表明: 使

用同一装置进行水化和等电聚焦, 样品直接加

到 IPG胶条中一起进行水化上样, 可获得最好

的蛋白重现率; 相反, 如果在两个不同的装置

进行水化和等电聚焦则会大大降低蛋白的重现

率,并且会明显增加蛋白的丢失。所以本实验

中采用同一聚焦槽进行水化和等电聚焦。

等电聚焦过程中,设置低电压( 30 V, 6 h;

60 V, 6 h)能促使样品更充分地进入凝胶, 还可

去除非蛋白成分特别是盐离子的干扰
[ 12]
。在

进行 IEF 时, 需在胶条与电极之间加上润湿的

小纸片,以便吸收盐离子和补充水分,还可在阴

极加20 mmol�L DTT 润湿纸片,以减少碱性造成

条纹和拖尾现象
[ 13]
。

平衡的目的是使 SDS 与蛋白分子充分作

用。先在第一步平衡缓冲液 �(含二硫苏糖醇)

中平衡 10~ 15 min,使变性的非烷基化蛋白处

于还原状态, 平衡缓冲液 �(含碘乙酰胺)中平

衡 10~ 15 min,使蛋白质硫醇基团烷基化, 在电

泳过程中防止蛋白质再氧化, 并可减少半胱氨

酸残留反应,利于质谱分析。平衡的时间不宜

过长,否则会致蛋白分子扩散, 使结果出现横

纹
[14]

,为此,均采用 10 min的平衡时间。

实验结果表明,大部分蛋白呈点状,基本上

没有因蛋白分子的扩散而造成横纹的出现。平

衡后的 IPG 胶条与 SDS�PAGE 凝胶的良好接触
是影响双向电泳结果好坏的一个重要因素,为

了使 IPG 胶条与 SDS 凝胶紧密接触,在分离胶

上加入薄层0�5%低熔点琼脂糖,再将 IPG胶条

置于其上,可以很好地避免因接触不紧密而导

致横纹和竖纹的出现。

本研究在猪卵母细胞的蛋白提取、等电聚

焦程序等方面优化了双向凝胶电泳条件,提高

了猪卵母细胞 2�DE图谱中蛋白位点的分辨率
及重复性,说明该方法可用于卵母细胞比较蛋

白质组学研究。分析成熟前和成熟后猪卵母细

胞的双向电泳凝胶图谱后, 发现 35个差异 2倍

以上的蛋白点, 初步探讨了猪卵母细胞成熟过

程中蛋白质表达的变化。实验中获得了大量差
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异表达蛋白质信息, 这些蛋白质的结构和功能

以及与卵母细胞成熟的关系, 还需要进行质谱

分析
[ 15]
。
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