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水杨酸作用下东北红豆杉细胞的二维凝胶电泳分析

乔建军 赵 红 葛志强 元英进" 曾安平
（天津大学化工学院制药工程系，天津 %$$$3#）

摘 要 东北红豆杉悬浮培养体系中加入适量浓度的水杨酸，染色结果表明，水杨酸可以增加细胞膜通透性，并可

诱导部分细胞发生核凝集或核碎裂。提取细胞染色体 G*H 进行琼脂糖凝胶电泳，发现染色体 G*H 发生了部分降

解。应用蛋白质双向凝胶电泳技术，研究了水杨酸处理后东北红豆杉细胞发生应激反应过程中蛋白质的表达情

况，分析了处理细胞与正常细胞的蛋白质组差异，发现在水杨酸处理 <2I 后的样品中有 3 个蛋白质差异点，而且有

9 个蛋白点仅在对照中检测到。结果表明，外加水杨酸改变了东北红豆杉细胞的基因表达，抑制部分蛋白合成的同

时也合成了部分新蛋白质，这些蛋白可能与水杨酸的作用有关。
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水杨酸（5,(@E0(@E ,E@L，5H）是植物细胞内普遍

存在的一种酚类化合物，它在植物细胞中具有多种

生理调节作用［!］，5H 及其盐类被认为是一类新的植

物激素［#］。研究表明，烟草叶片接种烟草花叶病毒

（:’?,F’ ?’M,@E N@/.M，:O&）后，5H 含量会大大增加，

并可进一步诱导病源相关蛋白（P,FI’Q;-;M@M1/;(,F;L
C/’F;@-M，PRM）的积累及植物抗病性的产生［%］。水杨

酸羟化酶（>)7)!)!<)!%)!）能够降解 5H，大量表达

水杨酸羟化酶的转基因烟草植株丧失了积累 5H 的

能力，同时也丧失了产生抗病能力，说明 5H 是植物

产生抗病性必需的物质［< 8 9］。另外，外源添加 5H 同

样能够诱导植物积累 PRM 并产生抗病反应［3 8 2］。

在基因或蛋白质水平研究 5H 对于植物细胞的

生理生化作用是目前最为有效的研究手段。通常认

为，蛋白质的表达可以通过基因产物1?R*H 的水平

反映出来，然而，最新研究表明，基因的表达水平与

细胞中相应蛋白质的含量并没有严格的一致性［"］。

直接在蛋白质组水平研究 5H 作用后蛋白质表达的

变化，更有利于阐明 5H 的作用机理。利用二维凝

胶电泳技术可以对东北红豆杉细胞的蛋白质组进行

分析，研究 5H 作用后细胞中蛋白表达的变化，为研

究 5H 的作用机理奠定基础。

!""< 年澳大利亚的两位学者 S@(T@-M 和 S@((@,?M
首先提出了蛋白质组（P/’F;’?;）的概念，即基因组表

达的全部蛋白质，或指细胞、组织或肌体在特定时间

和空间所表达的所有蛋白质［!$］。!"3K 年，U’6,//;((
等人建立了二维凝胶电泳的方法［!!］，此法经逐步改

进后可取得良好的实验效果［!# 8 !%］。

本文研究了外加 5H 对于东北红豆杉悬浮培养

细胞的影响，结果表明，外源添加 5H 可以增加细胞

膜的通透性，导致部分染色体 G*H 发生降解，细胞

发生强烈的应激反应。应用二维凝胶电泳技术研究

东北红豆杉悬浮培养细胞在 5H 作用下的蛋白表达

变化，找到部分与 5H 作用可能相关的蛋白点，为研

究细胞发生应激反应的分子机理以及水杨酸的作用

机制奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 细胞株系及细胞悬浮培养

东北红豆杉（ 3+4)& 0)&5#6+/+）细胞从东北红豆

杉幼茎诱导所得，采用改良的 4K 固体培养基继代培

养［!<］，每 %$L 接种 ! 次。生长良好的细胞可转入改

良的 4K 液体培养基中，在 #KV、!!$ /W?@- 的黑暗条

件下悬浮培养五代以获得生长状态良好的细胞，在

传代第 3 天时加入适当浓度的 5H，备实验所用。

!"# 实验设备及试剂

二维 凝 胶 电 泳 系 统 购 自 H?;/MI,? PI,/?,E@,
4@’F;EI 公司。CX% Y !$ 线性 !2E?ZP[ 预制胶条、ZP[



缓冲液、蛋白质银染试剂盒、二硫苏糖醇（!""）均购

自 #$%&’()$ *()&$)+,) -,./%+( 公 司。*&.0,1,2$3,.3
1,4%（*5）)41 6.+(%’/ 77789 购自 :,;$) 公司。

!"# 实验方法

!"#"! 细胞染色：取 <$= 细胞培养液，<>?? &@$,4
离心 <? $,4，然 后 将 沉 淀 用 *-:（?ABC 氯 化 钠、

?A?9C 氯化钾、?A<88C 磷酸氢二钠和 ?A?98C磷酸

二氢钾，06 DAB）洗 7 次，中间需不断吹打，防止细胞

成团。最后将细胞重悬于 ?A9$= *-: 溶液中，加入

*5 及 6.%+(’/ 77789 至终浓度 >?!;@$=，染色 <>$,4
后在荧光显微镜下观察。

!"#"$ 细胞总 !E# 的提取及琼脂糖凝胶电泳：细

胞总 !E# 的提取参照文献［<>］，!E# 样品经 <A9C
的琼脂糖凝胶电泳分离后，用 ?A>!;@$=（! @"）溴化

乙啶染色，并在紫外透射仪上观察、照相。

!"#"# 蛋白样品制备：收集红豆杉凋亡细胞及正常

细胞，用 *-:（06 FA8）洗涤 7 次，直接加液氮研磨至

粉末状，分装于 <A>$= 的离心管中（每管 9??$;）。

用 >??!= 裂 解 缓 冲 液（B$.G@= 尿 素，8C H6#*:，

8?$$.G@= "&,’）溶解细胞样品，于 8I下充分溶解样

品。<7??? &@$,4 离心 9?$,4，取上清 7??!=，加入 7 倍

体积的冷丙酮，J 9>I放置 9(，然后以转速 <7??? &@
$,4 离心 9?$,4，去上清，沉淀物用冷冻干燥机冻干。

然后将样品溶于 9??!= 的 5*K 溶胀液中（B$.G@= 尿

素，9CH6#*:，?A>C 5*K 缓冲液，痕量溴酚蓝，用前

加 ?A7C!""），测定蛋白质含量后贮存于 J 9>I备

用［<D］。

!"#"% 5*K 干胶条的溶胀与等点聚焦：将含有约

<A?$; 蛋白的 7??!= 溶胀液加于干净的等电聚焦槽

中；撕去 5*K 干胶条的保护膜，胶面朝下放于槽中；

加 <$= 矿物油覆盖，加盖后于下列条件等点聚焦：

7?L，<<(；>??L，<(；<???L，<(；B???L，8(。

!"#"& 5MN 胶条的平衡：等点聚焦结束后，将胶条

用双 蒸 水 冲 洗，在 平 衡 缓 冲 液（>?$$.G@= "&,’3HG
06BAB，D$.G@= 尿素，7?C 甘油，9C :!:，痕量溴酚

蓝，用前每 <?$= 加 <??$; !""）中平衡 9? $,4。

!"#"’ :!:3聚丙烯酰胺凝胶的配制：灌制浓度为

<9C 的 :!:3聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶，胶 厚 <A>$$，面 积

9O+$ P <O+$。具体步骤及配方见分子克隆［<F］。

!"#"( :!:3聚丙烯酰胺凝胶电泳：将平衡好的胶条

置于 :!:3聚丙烯酰胺凝胶上，用低熔点琼脂糖封

胶。将玻璃板插入电泳槽中，在 B?L 电压下进行电

泳，溴酚蓝前沿走至凝胶边缘时停止电泳。

!"#") 凝胶的染色及图像处理：凝胶经考马斯亮蓝

Q9>?染色后进行透射扫描（光学分辨率 7??!*5）。

利用 5$);%R)’/%& 93! MG,/% L%&’,.4 7A< 图像分析软件

进行图像处理，经点检测、背景消减、5! 校正、匹配

等步骤比较蛋白点的差异。

$ 实验结果

$"! *+ 作用后东北红豆杉悬浮培养细胞的形态学

变化

在 >?$= 的东北红豆杉悬浮培养体系中加入 :#
至终浓度 ?A7F>$$.G@=，染色结果如图 < 所示，在 98(
时约有 <?C的细胞核被 *5 染成红色，在 8B( 时约有

9?C的细胞核被染成红色，而在对照组中仅有约

9C的细胞被染成红色。结果表明，外加水杨酸改变

了东北红豆杉细胞膜的通透性，部分细胞核被染成

红色。另外，如图 9 所示，:# 可诱导部分细胞发生

核碎裂，在 8B( 时，约有 >C的细胞核发生核碎裂，

而在对照中未观察到有核碎裂发生。

图 < :# 处理后东北红豆杉悬浮培养体系中

红核细胞所占比例

N,;A< *%&+%4/);%’ .S &%1 +%GG’ ,4 /(% ’T’/%$’ ,412+%1 UT :#
（)）"&%)/%1 V,/( ?A7F>$$.G@= :#；（U）H.4/&.G

$"$ *+ 作用后东北红豆杉细胞总 ,-+ 电泳图

分别提取添加 :#8B( 后的东北红豆杉悬浮培养

细胞及对照的总 !E#，琼脂糖凝胶电泳后染色观

察。结果如图 7 所示，添加 :#8B( 后东北红豆杉细

胞的染色体 !E# 发生降解，可看到模糊的 !E# 条

带，而对照细胞生长良好，未发现有染色体 !E# 降

解。结果表明，外源添加 :# 可诱导东北红豆杉悬

浮培养细胞产生应激反应，并有类似细胞凋亡现象

的发生。

$"# 二维凝胶电泳图谱分析

提取添加 :# 8B( 后的东北红豆杉悬浮培养细

胞的总蛋白并进行二维凝胶电泳，结果如图 8 所示，

# A $%&’()*+* 细胞中蛋白质的等电点和分子量分布

较广，蛋白质主要集中在 8? W B? X! 之间，等电点主
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图 ! "# 处理后东北红豆杉悬浮培养体系中细胞核的变化

$%&’! ()*+,)-)&%./- .,/0&12 )3 04.-1% )3 242+102%)0 .4-54*12 )3 !"#$% &$%’()"*+
（6）7)05*)-；（!）8*1/519 :%5, ;’<=>??)-@A "# /5 BC ,

图 < 东北红豆杉细胞染色体 DE# 琼脂糖凝胶电泳分析

$%&’< #&/*)21 &1- 1-1.5*)+,)*12%2 )3 04.-1/* DE# 3*)?
242+102%)0 .4-54*12 )3 !"#$% &$%’()"*"

6’DE# 3*)? .)05*)- .4-54*1；!’8)5/- DE# 3*)? 5,1 "#F5*1/519 .4-54*1 /5

9/G !；<’A/?H9/ DE#@,(-9 ! (/*I1*2（!<IH，J’BIH，K’KIH，

B’BIH，!’<IH，!’;IH，;’K IH）

要集中在 +L B’; M C’; 之间，略偏酸性的蛋白较多，

碱性蛋白较少。

利用 N?/&1(/251* !FD O-%51（P1*2%)0 <’6）软件对

图像进行分析，结果表明，"# 处理的样品与对照组

的二维凝胶电泳图谱基本相同，但也存在着少量的

特异蛋白点。在 "# 处理的样品的二维凝胶电泳图

谱中有 = 个特异蛋白点，同样有 K 个蛋白点仅存在

于对照中，这些特异点可能与 "# 的作用有关。这

些特异蛋白点的等电点、分子量及含量见 8/H-1 6，

"# 处理后新生成的蛋白质点的放大图谱如图 > 所

示。另外，还可检测到 "# 处理后部分蛋白点的表

达量也发生改变，这些蛋白点也应与 "# 的作用有

关。

图 B "# 作用下东北红豆杉悬浮培养细胞蛋白的二维凝胶电泳分析

$%&’B 8:)F9%?102%)0/- &1- 1-1.5*)+,)*12%2 )3 5,1 1Q+*12219 +*)51%02 3*)? 242+102%)0 .4-54*1 )3 !"#$% &$%’()"*" 5*1/519 :%5, "#
（/）$*)? .)05*)- .4-54*1；（H）$*)? 5,1 "#F5*1/519 .4-54*1
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表 ! 特异蛋白点的等电点与分子量

"#$%& ! ’()&%&*+,-* .)-/+ #/0 1)%&*2%#, 3&-45+ )6 (.&*-#% .,)+&-/ (.)+(

!"#$ %#&’"#( %)(’)"* !"#$ ’+* ,-.’"*/’*0 %)(’)"*

,1#’ 2#3 4#()$* 15 67（89） ,1#’ 2#3 4#()$* 15 67（89）

:: ;<<3; =3= >:3; ?< :;?@3@ =3@ A<3;
?<B =?==3< ;3B B;3: ?? CBC3B =3@ ?C3;
?@? >??3C ;3@ =?3= A: ?C;=3= >3? AC3A
A<C :>B3; ;3C ==3@ :A C<C3> =3B ::3=
A:? ==A3: >3? CB3C ?=> ?>;A3B =3= ><3<
A>= A@: =3? ><3C ?@B :;C<3< B3> :B3A

AA? ==<3? ;3C ;>3;

图 = ,- 处理后东北红豆杉细胞中蛋白表达特异点

!DE3= ,1*%D/( 1"#’*D& F1#’F G"#$ !"#$% &$%’()"*" ’"*/’*0 HD’+ ,-
-? I !?3 !"#$ ’+* %#&’"#( %)(’)"* /’ 0/J A；-A I !A3 !"#$ ’+* ,-.’"*/’*0 %*((F /’ 0/J A

7 讨 论

水杨酸是植物细胞产生应激反应过程中非常重

要的信号分子，外源 ,- 处理可以诱导植物细胞发

生相应的生理生化反应，保护植物细胞抵抗外界不

良环境［?，;］。本文研究了外加 ,- 对于东北红豆杉

悬 浮 培 养 细 胞 的 影 响，结 果 表 明，外 加 ,-
（<3:B=$$#(KL）可以增加细胞膜的通透性，并可诱导

部分细胞发生核碎裂。

利用二维凝胶电泳技术分析了水杨酸作用后东

北红豆杉细胞中蛋白表达变化，结果表明，,- 对于

细胞中蛋白的表达有很大影响。比较 ,- 作用后东

北红豆杉细胞的二维凝胶电泳图谱与对照的区别，

可以将蛋白点大概分为三类：?3 在 ,- 作用体系中

与对照中的表达量基本相同，此类蛋白应该与细胞

的基础代谢有关，是维持细胞生命活动必不可少的

蛋白，此类蛋白通常由管家基因负责编码；A3 ,- 处

理后表达量下降或者是不再表达的蛋白，此类蛋白

应与细胞的生长及分裂有关；:3 ,- 处理后表达量提

高或者是新表达的蛋白，此类蛋白应该与细胞产生

应激反应及细胞凋亡有关。

由于实验中使用了固相 1M 梯度胶条，采用高

电压聚焦的方法，大大缩短了聚焦的时间，提高了二

维凝胶电泳的稳定性及分辨率。如希望进一步提高
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二维凝胶电泳的分辨率，可利用小范围固相 !" 梯

度胶条进行等电聚焦，然后进行 #$#%聚丙烯酰胺凝

胶电泳，染色后将各 !" 范围所得的图谱拼在一起，

可得到一张完整的二维凝胶图谱。另外，利用建立

的东北红豆杉蛋白二维凝胶电泳系统，可以分析细

胞培养过程中蛋白的表达变化，比较紫杉醇合成过

程中东北红豆杉细胞蛋白表达的变化，为确定紫杉

醇合成酶系及紫杉醇的生物合成途径奠定基础。
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