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褐色橘蚜全蛋白双向电泳体系条件优化
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（西南大学柑桔研究所/中国农业科学院柑桔研究所，重庆 400712）

摘要：为优化有效分离褐色橘蚜Toxoptera citricida全蛋白的双向电泳体系，比较了饱和酚抽提法、

三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）/丙酮沉淀法、直接裂解液法和 Tris-HCl 法 4 种蛋白提取方法，

以及蛋白上样量、聚焦条件和固相 pH 梯度（immobilized pH gradient，IPG）胶条对褐色橘蚜全蛋白

双向电泳的影响。结果表明，TCA/丙酮沉淀法和直接裂解液法获得的全蛋白浓度分别为 4.25、

4.03 μg/μL，显著高于饱和酚抽提法和Tris-HCl 法，且TCA/丙酮沉淀法所提取的蛋白种类丰富度最

高。采用TCA/丙酮沉淀法获得全蛋白，当上样量为100 μg时，所得蛋白质点多、分辨率高、背景清

晰，除盐3 h，等电聚焦量45 000 V·h，并选用pH 3~10 非线性 IPG 胶条时，双向电泳图谱中横向拖

尾现象少，蛋白点相对清晰，分布均匀。表明所建立的双向电泳体系，结合银染，可从褐色橘蚜全蛋

白中识别出1 264个蛋白点，且重复性研究匹配率高，可用于褐色橘蚜蛋白质组学研究。
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Optimization of two-dimensional gel electrophoresis technology system for total

protein from brown citrus aphid Toxoptera citricida
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Abstract：In order to optimize a two-dimensional electrophoresis (2-DE) system for studying total pro-

tein of brown citrus aphid Toxoptera citricida, four different methods of protein extraction including sat-

urated phenol extraction, trichloroacetic acid (TCA)/acetone precipitation, lysate extraction and trihy-

droxymethyl aminomethane (Tris-HCl) buffer extraction methods were compared. Moreover, the factors

including loading amount of protein samples, isoelectric focusing protocols and pH of immobilized pH

gradient (IPG) strips were optimized. The results showed that TCA/acetone precipitation and lysate ex-

traction yielded much higher amounts of proteins than other extraction methods, and the protein extrac-

tion rate was 4.25 and 4.03 μg/μL, respectively. Furthermore, TCA / acetone precipitation yielded the

best richness of proteins. For T. citricida 2-DE, the optimized system included a loading amount of

100 μg protein, desalinated for three hours, with an isoelectric focusing of 45 000 V·h, pH 3-10 nonlin-

ear IPG strip and silver staining, which could produce good background, clear protein spots and few

slight streak. This method had detected a total of 1 264 protein spots with a highly reproducible result in

the proteomic study of T. citricida.

Key words: Toxoptera citricida; total protein extraction; two-dimensional electrophoresis (2-DE); con-

dition optimization
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柑橘衰退病毒（Citrus tristeza virus，CTV）引起

的柑橘衰退病，是世界上最严重的柑橘病害之一，褐

色橘蚜 Toxoptera citricida 是其有效的传播媒介

（Bar-Joseph et al.，1989）。20世纪 80年代后期随着

我国柑橘产业结构的调整及柚类、甜橙和杂柑等敏

感品种的种植比例增加，CTV 危害变得日益严重

（Zhou et al.，1996；周彦等，2008）。前期研究表明，

褐色橘蚜对CTV的传毒能力受取食时间、毒源植株

和受毒植株的种类、环境条件以及蚜虫中CTV含量

等多个因素影响（Broadbent et al.，1996；周彦等，

2007；2015）。近些年研究表明，CTV可通过结构蛋

白 CPm 和非结构蛋白 p61、p65 与褐色橘蚜的食窦

进行特异结合，从而实现该病毒的传播（Killiny et

al.，2016）。但褐色橘蚜体内与CTV结合的受体蛋

白仍不清楚。因此通过获得褐色橘蚜的全蛋白，进

而鉴定出与CTV特异性结合的蛋白受体，对于揭示

褐色橘蚜传播CTV的分子机理具有重要意义。

双向电泳技术是当前筛选、鉴定媒介昆虫中病

毒蛋白受体的重要手段。Li et al.（2001）采用 Tris-

HCl裂解液法，并结合双向电泳技术和质谱分析从

麦长管蚜Sitobion avenae头部蛋白中鉴定出了结合

大麦黄矮病病毒 -MAV（Barley yellow dwarf virus-

MAV，BYDV-MAV）的 2个蛋白受体。TCA/丙酮沉

淀法、酚饱和法也被用于桃蚜Myzus persicae、麦二

叉蚜 Schizaphis graminum、灰飞虱 Laodelphax stri-

atellus等媒介昆虫蛋白的提取，并通过与双向电泳，

液质联用双相色谱、质谱分析、基质辅助激光解析串

联飞行时间质谱等分析手段相结合，能鉴定出多个

与病毒互作的蛋白受体（Dombrovsky et al.，2007；

Cilia et al.，2011；Li et al.，2011）。此外，双向电泳还

可与液质联用双相色谱相结合，用于分离、鉴定麦二

叉蚜唾液蛋白和马铃薯长管蚜Macrosiphum euphor-

biae 的差异蛋白（Nguyen et al.，2008；Nicholson &

Puterka，2014）。

由于蚜虫个体小，蛋白质含量低且不同蚜虫的

取食习惯差异较大，不同蚜虫虫体内色素、多糖、多

酚等干扰物质较多且差异较大，使得双向电泳的重

复性差，因此不同蚜虫需采用不同的全蛋白提取方

法和双向电泳条件（武丽娟等，2014）。目前尚无褐

色橘蚜全蛋白提取、分离鉴定的报道。本研究通过

比较、改进不同全蛋白提取方法，优化上样量、聚焦

条件、固相 pH 梯度（immobilized pH gradient，IPG）

胶条等因素，以期建立适合褐色橘蚜全蛋白的双向

电泳体系，从而为褐色橘蚜蛋白受体鉴定提供技术

支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

供试虫源：褐色橘蚜，中国农业科学院柑桔研究

所国家柑桔苗木脱毒中心提供，饲养于养虫室的锦

橙 Cirus sinensis 实生苗中。蚜虫生长温度为 25±

2℃、光周期为16 L∶8 D、相对湿度为60%~80%。选

取0.03 g无翅成蚜，将其收集于离心管中，经液氮速

冻后，-80℃保存备用。

试剂及仪器：IPG 胶条和 IPG 缓冲液、矿物油、

3-[（3-胆酰氨基丙基）二甲基氨基]-1-丙磺酸（3-[（3-

cholamidopropyl）dimethylammonio] - propane sulfo-

nate，CHAPS）、十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sul-

fate，SDS）、过硫酸铵、四甲基乙二胺、二硫苏糖醇

（DL-dithiothreitol，DTT）、β-巯基乙醇（2-mercapto-

ethanol，2-ME）、碘乙酰胺、溴酚蓝、尿素，美国GE公

司；30% 丙稀酸胺/甲叉双丙稀酰胺溶液（29∶1）、

Bradford 蛋白质定量试剂盒，美国 Bio-Rad 公司；

Protein Ruler II，中国TransGen公司；三羟甲基氨基

甲烷，德国 Biofroxx 公司；其它试剂均为国产分析

纯。 PROTEAN IEF System等电点聚焦仪、PROTE-

AN II Xi Cell 垂直电泳系统、PD Quest 8.0.1凝胶蛋

白点分析软件，美国 Bio-Rad 公司；Image Scanner

2D光密度扫描仪，瑞典Amersham公司；恒温水循环

仪，瑞典Pharmacia公司。

1. 2 方法

1.2.1 褐色橘蚜全蛋白的抽提方法

饱和酚提取法：参照安少利等（2010）方法并略

作修改。0.03 g褐色橘蚜液氮研磨后，加-20℃预冷

10% TCA/丙酮溶液 1 mL，充分混匀后，-20℃沉淀

过夜。分别用-20℃预冷的甲醇和80%丙酮溶液悬

浮沉淀，室温干燥并加入Tris饱和酚溶液 500 μL和

蔗糖/SDS 缓冲液（0.1 mol /L pH 8.0 Tris -HCl、2%

SDS、2% 2-ME、30% 蔗糖）500 μL，混匀振荡；于

4℃、12 000 r/min下离心10 min，取酚相；加入3倍体

积 0.1 mol /L 乙酸铵/甲醇溶液，-20℃过夜。分别

用-20℃预冷 80%丙酮溶液和丙酮悬浮沉淀。于

4℃、12 000 r/min下离心10 min，室温干燥沉淀，-80℃

保存备用。

三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）/丙酮沉淀

法：参照Nguyen et al.（2007）方法并略作修改。0.03 g

褐色橘蚜液氮研磨后，加入预冷的含2% 2-ME 10%

TCA/丙酮溶液 1 mL，混匀后-20℃过夜；于 4℃、
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12 000 r / min 下离心 20 min，分别用预冷的 10%

TCA/丙酮和80%丙酮悬浮沉淀，-20℃静置30 min，

重复2次。于4℃、12 000 r/min下离心20 min，室温干

燥沉淀，于-80℃保存备用。

直接裂解液法：参照 Wang et al.（2009）方法并

略作修改。0.03 g褐色橘蚜液氮研磨后，加蛋白裂

解液（8 mol /L 尿素、4% CHAPS、40 mmol /L DTT、

2% Bio-lyte）500 μL；充分混匀后静置5 min，于4℃、

12 000 r/min下离心 20 min，上清液中加入 2倍体积

预冷的丙酮，4℃下静置30 min；于4℃、12 000 r/min

下离心15 min，沉淀室温干燥，于-80℃保存备用。

Tris-HCl 法：参照 Li et al.（2001）方法并略作

修改。取 0.03 g 褐色橘蚜液氮研磨后，加裂解液

（9 mol /L尿素、50 mmol /L Tris-HCl pH 6.8、4.5% SDS、

2% 2-ME、2% Bio-lyte）500 μL。后续步骤同直接裂

解液法。

1.2.2 褐色橘蚜样品的蛋白含量测定

将-80℃储存的蛋白样品分别溶于500 μL上样

水化液（8 mol /L 尿素、4% CHAPS、40 mmol /L DTT、

0.2% Bio-Lyte、0.002%溴酚蓝），煮沸 5 min 后，于

12 000 g下离心 10 min。参照Bradford蛋白定量法

（Bradford，1976）计算蛋白浓度。

1.2.3 蛋白样品的SDS-PAGE电泳

为比较不同提取方法获得蛋白种类的丰富度，

将4种提取方法所得蛋白样品浓度均调至1 μg/μL，

取 10 μL 进行单向 SDS-PAGE 电泳，分离胶和浓缩

胶浓度分别为 12%和 5%。银染（杨方云，2012）后，

用 Image Scanner扫描仪采集图像信息，所得图像用

PD Quest 8.0.1软件进行图像处理和分析，重复3次。

1.2.4 上样量、等电聚集程度及胶条pH值的优化

上样量的优化：采用 13 cm pH 3~10 的非线性

IPG 胶条，蛋白质样品上样量分别为50、100和200 μg，

用上样水化液将上样总体积调至 300 μL。加样时，

沿着聚焦槽边缘线性加入蛋白样品，先去除 IPG 胶

条上的保护层，胶面朝下放入聚焦盘，缓慢移动胶条

确保无气泡，加入适量矿物油覆盖胶条，使其无水分

流失，盖上胶条槽盖；水平置于等电点聚焦仪中进行

第1向等电聚焦。

等电聚焦程序的优化：参照《Bio-Rad蛋白质组

双向电泳实验操作手册》，设置 2个等电聚焦程序，

程序 I：50 V 被动水化12 h，500 V快速除盐30 min，

1 000 V线性除盐 30 min，5 000 V快速升压 30 min，

8 000 V线性升压1.5 h，8 000 V快速聚焦30 000 V·h，

500 V保持10 h，共除盐1.5 h，等电聚焦量30 000 V·h；

程序 II：50 V被动水化12 h，100 V快速除盐30 min，

250 V线性除盐30 min，500 V快速除盐1 h，1 000 V

线性除盐 1 h，1 000 V快速升压 1 h，8 000 V快速升

压4 h，8 000 V快速聚焦45 000 V·h，500 V保持10 h，

共除盐3 h，等电聚焦量45 000 V·h。等电聚焦温度

设置为15℃，每根胶条的极限电流为50 μA。

IPG胶条pH值的优化：为选择适合分离褐色橘

蚜蛋白的 IPG 胶条 pH 梯度，采用 13 cm IPG 胶条，

蛋白上样量控制为 100 μg，对 pH 3~10 的非线性和

pH 4~7 的 IPG 胶条分别进行等电聚焦。聚焦完毕

后采用两步平衡法，每步 15 min，第 1 步平衡液为

6 mol /L尿素、2% SDS、75 mmol /L Tris-HCl pH 8.8、

30%甘油、0.002%溴酚蓝、1% DTT；第2步平衡液同

第1步，仅是用 2.5%碘乙酰胺代替DTT。平衡后经

超纯水清洗后，用 12%的凝胶进行 SDS-PAGE 电

泳。以每块胶恒定电压 60 V电泳 1 h，待溴酚蓝指

示剂由第1向胶条转移到第2向凝胶后加大电压至

300 V，溴酚蓝指示剂接近底部边缘 5 mm时停止电

泳，电泳全程由水循环仪控制温度为10℃。银染后

用 Image Scanner扫描仪采集图像信息，所得图像用

PD Quest 8.0.1软件进行图像处理和分析，重复3次。

1.2.5 不同抽提方法的蛋白样品双向电泳图谱

采用优化所得的双向电泳体系对饱和酚抽提

法、TCA/丙酮沉淀法、直接裂解液法和 Tris-HCl 法

获得的褐色橘蚜全蛋白进行双向电泳，进一步明确

褐色橘蚜全蛋白的最适抽提方法。

1.2.6 褐色橘蚜全蛋白双向电泳体系重复性验证

采用上述各预试验筛选所得最佳提取及双向电

泳方法，即TCA/丙酮沉淀法提取褐色橘蚜全蛋白，

选择长度 13 cm pH 3~10 的非线性 IPG 胶条，上样

量为 100 μg进行等电聚焦，除盐 3 h和等电聚焦量

45 000 V·h，第 2向分离胶浓度为 12%，银染观察结

果，重复3次。

1.3 数据分析

利用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析，采用

Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 全蛋白抽提方法的比较和选择

2.1.1 褐色橘蚜样品蛋白浓度

TCA/丙酮沉淀法和直接裂解液法抽提的褐色

橘蚜样品蛋白浓度最高，分别为4.25和4.03 μg/μL，

显著高于饱和酚抽提法和Tris-HCl法抽提的褐色橘

蚜样品蛋白浓度（P<0.05，图1）。



图1 不同提取方法制备的褐色橘蚜样品蛋白浓度

Fig. 1 Protein contents of Toxoptera citricida extracted by

different protein extraction methods

1~4：饱和酚抽提法、TCA/丙酮沉淀法、直接裂解液法

和Tris-HCl法。图中数据为平均数±标准差。不同字母表示

经 Duncan 氏新复极差法检验在 P<0.05 水平差异显著。1-
4：Saturated phenol extraction method，TCA/acetone precipita-

tion method，lysate extraction method and Tris-HCl buffer ex-

traction method，respectively. Data are mean±SD. Different let-

ters indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s

new multiple range test．

2.1.2 蛋白样品SDS-PAGE电泳效果

直接裂解液法和Tris-HCl法获得的蛋白分子量

主要集中在25~75 kD之间，高分子量和低分子量的

蛋白条带少；采用TCA/丙酮沉淀法和饱和酚抽提法

提取的样品蛋白条数较多，10~180 kD 的范围内分

布均匀，条带较清晰，但在10~25 kD范围内，饱和酚

抽提法获得的蛋白电泳条带数要少于TCA/丙酮沉

淀法（图2），表明采用TCA/丙酮沉淀法的获得的蛋

白效果明显优于其它3种方法。

图2 不同抽提方法提取褐色橘蚜蛋白的

SDS-PAGE电泳图谱

Fig. 2 SDS-PAGE electrophoretogram of Toxoptera citricida

proteins with different extraction methods

M：蛋白 marker；1~4：饱和酚抽提法、TCA/丙酮沉淀

法、直接裂解液法和Tris-HCl法。M：Marker；1-4：saturat-

ed phenol extraction method，TCA/acetone precipitation meth-

od，lysate extraction method and Tris - HCl buffer extraction

method，respectively.

2.2 不同上样量对双向电泳的影响

采用 50 μg 上样量时，无法鉴定部分分子量在

10~45 kD之间的低丰度蛋白（图3-A）。采用100 μg

上样量时，蛋白点重叠少，分辨率较高，可有效分离

褐色橘蚜的全蛋白（图 3-B）。采用 200 μg 上样量

时，第 1向等电聚焦不完全，碱性端横条纹加重，部

分蛋白质点出现重叠现象（图3-C）。因此对于13 cm

pH 3~10的非线性 IPG胶条，采用银染分析时，100 μg

上样量的分离效果较好。

2.3 不同等电聚焦程序对双向电泳的影响

通过将除盐时间由 1.5 h 延长至 3 h，等电聚焦

量由 30 000 V·h延长至 45 000 V·h，所得电泳图谱

聚焦效果更好，横向拖尾的现象少，蛋白点更清晰

（图4）。

2.4 不同pH值的IPG 胶条对双向电泳的影响

采用13 cm pH 4~7的 IPG 胶条电泳图谱检测到

734个蛋白质点（图5-A），原本聚集在pH 3~10非线

性 IPG 胶条等电点 3~5 和 7~10 之间的众多蛋白质

点分离效果不明显，部分低丰度蛋白点被高丰度蛋

白点所遮盖。采用13 cm pH 3~10的非线性 IPG 胶

条的双向电泳图谱检测到 1 226 个蛋白质点（图 5-

B），虽然分子量在 90~100 kD之间有部分蛋白质点

重合，无法有效分离，但电泳图谱整体蛋白质点分布

均匀，分离效果较好。因此，13 cm pH 3~10 的非线

性 IPG 胶条适于褐色橘蚜全蛋白的双向电泳分析。

2.5 不同抽提方法的蛋白样品双向电泳图谱

采用饱和酚抽提法、TCA/丙酮沉淀法、直接裂

解液法和 Tris-HCl 法分别获得 1 023、1 264、726 和

563个蛋白质点（图6-A~D）。其中TCA/丙酮沉淀法

提取的褐色橘蚜全蛋白的双向电泳图谱获得的蛋白

质点数最多且图像清晰。Tris-HCl法获得的蛋白质

点最少，在酸性端和碱性端的大量蛋白质点未被有

效检测。直接裂解液法相较Tris-HCl法获得的蛋白

质点明显增多，但少于饱和酚提取法，且分子量为

80~100 kD的蛋白质点未被有效检测。饱和酚提取

法有效分离的蛋白质点少于TCA/丙酮沉淀法。结

果表明，TCA/丙酮沉淀法更适用于制备褐色橘蚜全

蛋白双向电泳样品。

2.6 褐色橘蚜全蛋白电泳体系的重复性验证

以筛选所得最适条件进行3次褐色橘蚜全蛋白

双向电泳，分别检测到 1 264、1 226和 1 278个蛋白

质点（图7），重复性较好；3张图谱的匹配率达75%，

表明该检测体系具有较好的重复性，可用于褐色橘

蚜蛋白质组学分析研究。
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图3 不同上样量时褐色橘蚜蛋白样品的双向电泳图谱

Fig. 3 The 2-DE patterns of Toxoptera citricida extracts with different loading sample quantity

A~C：上样量分别为50、100、200 μg。A-C：Loading sample quantity with 50，100，200 μg，respectively.

图4 不同等电聚焦程序的褐色橘蚜蛋白双向电泳图谱

Fig. 4 The 2-DE patterns of Toxoptera citricida proteins from different isoelectric focusing electrophoresis (IEF) formula

A：聚焦程序 I；B：聚焦程序 II。A：IEF formula I；B：IEF formula II.

图5 褐色橘蚜蛋白样品不同pH梯度范围 IPG胶条双向电泳图谱

Fig. 5 The 2-DE patterns of Toxoptera citricida extracts by using different pH gradient IPG strips

A：pH 梯度范围4~7的非线性胶条；B：pH 梯度范围3~10的非线性胶条。A：pH gradient range 4-7 IPG strip；B：pH gra-

dient range 3-10 nonlinear IPG strip.

图6 不同抽提方法获得的褐色橘蚜蛋白样品双向电泳图谱

Fig. 6 The 2-DE patterns of different extraction methods for total protein of Toxoptera citricida

A~D：饱和酚抽提法、TCA/丙酮沉淀法、直接裂解液法和Tris-HCl法。A-D：Saturated phenol extraction method，TCA/ac-

etone precipitation method，lysate extraction method and Tris-HCl buffer extraction method，respectively.



图7 褐色橘蚜蛋白样品的双向电泳图谱

Fig. 7 The 2-DE patterns of Toxoptera citricida extracts

A~C：3 次重复。A-C：Three replicates.

3 讨论

全蛋白提取是双向电泳成功并获得优质图谱的

基础（Pan et al.，2013）。裂解液提取法因其操作简

便是最常用的全蛋白提取方法（Gygi et al.，2000）。

原雅纬等（2011）采用直接裂解液法获得了塔玛亚历

山大藻Alexandrium tamarense的全蛋白。本研究通

过直接裂解液法获得的全蛋白虽然浓度较高，但由

于蚜虫脂类、色素和多糖等干扰物质多，分离效果

差。为消除全蛋白中杂质的影响，Liang et al.

（2013）和高雪萌等（2016）将直接裂解液法获得的全

蛋白再次纯化，提高了电泳图谱的分辨率。Tris-

HCl法以Tris-HCl和 SDS为缓冲液，虽保持了蛋白

活性，但也导致蛋白尤其是疏水蛋白溶解不足，蛋白

得率降低（Wang et al.，2009）。Pan et al.（2013）和

Wongpia et al.（2015）在采用 TCA/丙酮沉淀法时通

过多次TCA沉淀，去除了样品中的脂质和盐离子，

既提高了蛋白质量，也减少了蛋白损耗。本研究采

用TCA/丙酮沉淀法获得的蛋白，不仅浓度最高，且

双向电泳时可检测到的蛋白质点最多、重叠少、背景

清晰。因此，选用TCA/丙酮沉淀法提取褐色橘蚜的

全蛋白。

双向电泳对全蛋白的分离效果主要受电泳上样

量、聚焦条件和固相 pH 梯度胶条等因素影响。其

中合适的电泳上样量可提高双向电泳的分辨率，上

样量受蛋白样品种类、IPG胶条长度等因素影响（Ji-

ang et al.，2017；Thagel et al.，2017）。前期研究表

明，使用11 cm pH 3~10的非线性 IPG胶条进行全蛋

白双向电泳分离鉴定时，可采用100~400 μg的蛋白

上样量（Li et al.，2011；武丽娟等，2014；Thagel et al.，

2017）。本研究结果表明，当使用13 cm pH 3~10 的

非线性 IPG胶条且蛋白上样量为 100 μg时，双向电

泳效果最好，可有效地分离褐色橘蚜的全蛋白。

蛋白质在等电聚焦时到达各自等电点所需要的

时间与电泳聚焦量有关（Ong & Pandey，2001）。不

同样品的双向电泳等电聚焦时间差异较大，聚焦时

间过长会造成图谱出现细密的横纹，聚焦时间不足

会使横纹增多且蛋白点数偏少（Gorg et al.，2009）。

前期研究表明，麦红吸浆虫 Sitodiplosis mosellana、

麦长管蚜和豌豆蚜Acyrthosiphon pisum采用的等电

聚焦量为 16 000~40 000 V · h（成卫宁等，2010；Pan

et al.，2013；武丽娟等，2014），而本研究当采用的等

电聚焦量为 45 000 V·h时，所得电泳图横向拖尾现

象较少，蛋白点更清晰。此外，本研究通过延长低电

压的除盐时间进一步提高了蛋白的分离效果。

合适的 IPG胶条也是获得高分辨率电泳图谱的

重要条件。Gorg et al.（2000）和 Bruneel et al.（2017）

认为，对于未知的蛋白样品，应先采用宽范围 IPG 胶

条进行初选，再选择最佳 pH 范围的胶条。此外，刘

志远等（2013）和冯浩等（2017）研究表明，pH 4~7

IPG胶条对部分动物和真菌来源的全蛋白的分离效

果最佳。本研究结果表明，当使用 pH 3~10 的非线

性 IPG胶条时，褐色橘蚜全蛋白的分离效果最好，这

与Pan et al.（2013）和武丽娟等（2014）关于麦长管蚜

和豌豆蚜全蛋白的结论相似，由此推测该类胶条可

能适用于蚜虫全蛋白的分离和鉴定。

本研究结果表明，采用TCA/丙酮沉淀法提取褐

色橘蚜全蛋白，选择长度 13 cm pH 3~10 的非线性

IPG 胶条，上样量100 μg，等电聚焦，除盐3 h和等电

聚焦量45 000 V·h，第2向分离胶浓度为12%，采用

银染显色，可获得高分辨率、背景清晰、重复性好的

双向电泳图谱，但该双向电泳体系对于 pH 3~4 或

100~250 kD 分子量较大蛋白的分离效果还不是很

理想，需进一步探索和优化。
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