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不同保存方法对厚壳贻贝样品蛋白提取效果的比较 
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摘要: 为了解厚壳贻贝(Mytilus coruscus)稚贝样品在冷冻保存过程中的蛋白变化情况, 作者采用直接

冷冻法、添加海水冷冻法、蛋白裂解液冷冻法等分别对保存 1 周至 6 个月的厚壳贻贝样品蛋白提取的

不同效果进行了比较。SDS-PAGE 胶结果显示, 3 种冷冻保存方法均出现 4 个有规律条带(a、b、c、d), 其

相对分子量依次约为 55、46、38 和 26kDa。SDS-PAGE 蛋白条带灰度值的检测结果表明, 1 个月内蛋

白裂解液法保存的样品最佳; 直接冷冻法和添加海水冷冻法的研究发现保存过程中的蛋白均出现不同

程度的降解现象, 因而可能不适宜用于该种稚贝样品的保存。  
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随着生物化学技术的不断深入发展, 在海洋无
脊椎动物中有关蛋白质的研究也越来越多。其中

western blot 用来对蛋白表达做定量定性分析, 2-DE
和质谱技术等相结合鉴定蛋白质组分。这一系列蛋

白质研究技术都有赖于对样品蛋白的提取。在研究

厚壳贻贝等海洋无脊椎动物不同发育阶段过程中 , 
其新鲜样品的采集受到很大程度的限制, 例如采样
时间、采样地点等, 为蛋白相关研究工作的开展带来
了诸多困难。  

厚壳贻贝(Mytilus coruscus)是中国重要的贝类
养殖品种, 分布于黄海、渤海和东海沿岸, 其中以浙
江沿海资源量最大。关于厚壳贻贝的其遗传特性[1]、

附着特性[2]、低温保存[3]、繁殖发育[4,5]、生态毒理[6]

等方面已开展了大量的研究工作, 主要集中在厚壳
贻贝的幼体和成体两个发育阶段。与许多其他海洋

无脊椎动物一样, 厚壳贻贝幼体也要经过重要的阶
段—附着和变态 , 在变成附着稚贝后 , 其附着数量
直接影响着苗种的产量。然而, 关于厚壳贻贝稚贝的
研究鲜有报道[7]。 

目前, 有关不同保存方法提取蛋白的比较研究尚
未见报道, 本实验以厚壳贻贝稚贝为材料, 采用直接
冷冻法、添加海水冷冻法以及蛋白裂解液冷冻法等 3
种保存方法。分别保存 1周、2周、3周、4周、2个
月、3 个月和 6 个月对其进行蛋白提取, 聚丙烯酰胺
凝胶电泳对所提蛋白进行比较分析, 旨在探寻合适保
存样品的方法用以提取蛋白以供进一步研究。 

1  材料和方法 

1.1  样品处理 
厚壳贻贝样品采集于浙江洞头的稚贝, 其平均

壳长 2.8 mm, 壳高 1.8 mm。实验室暂养 1周后, 挑
选健康状态良好的稚贝收集于离心管, 分别用 3 种
不同方法进行保存。  

直接冷冻法为直接将样品用液氮快速冷冻, 后
放入−80℃冰箱保存; 海水冷冻法时, 向样品中添加
1 mL 灭菌海水 , 后用液氮快速冷冻 , 最终保存于
−80℃冰箱中; 蛋白裂解液冷冻法为向样品中添 1 mL
蛋白裂解液(10 mmol/L Tris, 20 mmol/L EDTA, 5% Tri-
tonx-100和 2 mmol/L PMSF), 用液氮快速冷冻, 最终
放入−80℃冰箱保存。实验过程中, 保存时间为 1周、
2周、3周、4周、2个月、3个月和 6个月。 

1.2  蛋白样品的制备 
直接冷冻法中蛋白样品制备时, 先进行样品称

质量, 加入 4 倍体积的蛋白裂解液, 于冰上匀浆 3
次, 每次 30 s, 将匀浆液分装到 1.5 mL 离心管, 4℃
10 000 g离心 30 min, 收集上清即为可溶性蛋白。海
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水冷冻法中蛋白样品制备时 , 将样品溶解 , 除去其
中的灭菌海水, 加入 4倍体积的蛋白裂解液, 匀浆和
离心方法同上。蛋白裂解液冷冻法中蛋白样品制备

时, 将样品溶解后, 将 1 mL 蛋白裂解液吸出, 置于
1.5 mL离心管中称质量, 计算出所需裂解液的总量。
将原有 1 mL蛋白裂解液和补充裂解液加入, 最终为
4倍体积的蛋白裂解液, 匀浆和离心方法同上。 

1.3  蛋白定量 
将制得的蛋白上清取 20 μL稀释到 100 μL后用

Lowry 法蛋白含量测定试剂盒(PRL000100), 测定不
同保存时间, 各保存方法蛋白样品中所含的蛋白量。 

1.4  SDS-PAGE 电泳检测 
取 100 μL蛋白原液, 加入 100 μL SDS-buffer上样

缓冲液, 水浴煮沸 10 min 制成上样样品。上样量为
10.05 μg蛋白, 用 12%的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离, 考
马斯亮蓝染色, 伯乐凝胶成像系统拍照记录。结果用
Quantity One软件估算条带的相对分子量及灰度值。 

2  结果 
3 种保存方法在不同保存时间内所提蛋白样品

的质量如图 1所示。SDS-PAGE胶上最为明显有规律
的 4个条带 a、b、c、d, 其相对分子量依次约为 55、
46、38和 26 kDa。同时, 基于 SDS-PAGE蛋白条带, 
Quantity One软件检测条带 a, b, c, d的灰度值结果如
表 1所示。分析条带 a发现, 3种保存方法均在保存
3 周内未检测到条带, 到第 4 周条带明显, 保存时间
延长至 2个月时条带灰度值增加, 保存 3个月时出现
减弱趋势, 到保存 6 个月后条带的灰度值降为 0。3
种保存方法下, 条带 a 的灰度值总体趋势均呈先增
加后减少。分析条带 b可发现, 直接冷冻保存法与添
加海水冷冻法均呈先增加后降低趋势; 蛋白裂解液
冷冻法研究结果发现保存 1 个月内呈逐渐降低趋势, 
当保存 2 个月后条带灰度值呈现增加。分析条带 c
的灰度值发现, 3种不同保存方法整体趋势呈增加趋
势。同样, 条带 d在 6个月保存时间内, 3种保存方
法整体趋势也呈增加趋势。由此可见, 条带 a的灰度
值在 3 种不同保存方法下呈现相同趋势, 无法作为
鉴定保存方法良否的依据。同样, 条带 c和 d的灰度
值在 3 种不同保存方法下呈现相同趋势, 无法作为
鉴定保存方法良否的依据。直接冷冻法和添加海水

冷冻法结果均显示条带 b 的灰度值呈现先增加后降
低趋势; 蛋白裂解液冷冻法结果与前两种保存方法

不同, 呈先降低后增加趋势。因此, 将条带 b可作为
衡量 3种保存方法良否的标准。 

3  讨论 
对不同保存方法DNA提取比较的研究已经很深

入, 例如冷冻保存、75%乙醇保存、EDTA结合乙醇
保存以及甲醛等保存方法[8-10]。然而, 有关保存方法
和保存时间对样品蛋白提取影响的研究工作还未开

展。作者首次通过直接冷冻法、添加海水冷冻法以

及蛋白裂解液冷冻法等 3 种方法开展了厚壳贻贝稚
贝样品的保存工作, 确定了其最佳样品保存方法。 

样品冷冻保存过程中蛋白酶的存在可能导致样

品中蛋白发生不同程度的降解。自然界中根据蛋白

酶活性中心分为四大类蛋白酶, 分别为丝氨酸蛋白
酶、金属蛋白酶、巯基蛋白酶以及酸性蛋白酶。在

本研究中, 研究对象厚壳贻贝其生活史、包括稚贝在
内的各个发育阶段均生活在海水环境中; 自然海水
一般偏碱性, 丝氨酸蛋白酶和金属蛋白酶具有一定
的活性, 可能会降解相关蛋白, 在蛋白裂解液中, 因
而选用了 2种蛋白酶抑制剂 PMSF和 EDTA, 分别可
抑制丝氨酸蛋白酶和金属蛋白酶。直接冷冻法和添

加海水冷冻法的结果表明 a、b、c、d 等 4条条带在
6个月保存过程中, 呈现整体增加的趋势。原因可能
是由于在保存过程中 , 无添加任何蛋白酶抑制剂 , 
促使较大分子量的蛋白在蛋白酶的作用下, 出现降
解现象, 其分解产物在原有 a、b、c、d 等 4 条条带
上基础出现累积现象。蛋白裂解液冷冻法的研究发

现, 条带 a、c、d与直接冷冻法和添加海水冷冻法结
果相似 , 均呈整体增加趋势 , 其原因可能是由于在
蛋白裂解液中添加的 2 种蛋白酶抑制剂 PMSF 和
EDTA 无法完全抑制样品中一些大分子量蛋白的降
解; 此外 , 可能由于其余两大类的蛋白酶巯基蛋白
酶和酸性蛋白酶发挥了作用, 导致大分子量蛋白的
降解。条带 b在 1个月内呈现降低的趋势, 之后呈增
加的趋势, 其原因可能是在蛋白裂解液中添加的 2
种蛋白酶抑制剂 PMSF 和 EDTA 在一定程度上抑制
了样品中一些大分子量蛋白的降解, 从而使分解产物
未在条带 b上基础进行累积。这一过程中, 条带 b的
减少, 可能是其样品保存过程中损耗所导致。此外, 
条带 b的结果发现保存 2个月后其灰度值出现增加现
象, 可能是由于长时间保存过程中蛋白裂解液中添加
的 2种蛋白酶抑制剂的作用减弱所致。 
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图 1  不同保存条件下的厚壳贻贝稚贝蛋白样品 SDS-PAGE 

Fig. 1  SDS-PAGE of samples of Mytilus coruscus juvenile stored in different methods 
泳道 1、2、3. 直接冷冻法; 4、5、6. 海水冷冻法; 7、8、9. 蛋白裂解液冷冻法; A. 新鲜样品; B. 1周保存; C. 2周保存; D. 3周保存; 

E. 1个月保存; F. 2个月保存; G. 3个月保存; H. 6个月; 箭头为 a、b、c、d条带 
Direct cryopreservation: 1, 2 and 3. Cryopreservation with FSW: 4, 5 and 6. Cryopreservation with protein lysis buffer: 7, 8 and 9. A: control; B. 

1 week; C. 2 weeks; D. 3 weeks; E. one month; F. two months; G. three months; H. six months; Arrowheads indicate the protein bands (a, b, c, d) 
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表 1  不同保存方法的蛋白条带分析 
Tab. 1  The analysis of SDE-PAGE in different methods 

灰度值 
保存方法 条带(kDa) 

1周 2周 3周 4周 2个月 3个月 6个月
直接冷冻法 a (55) 0.00 0.00 0.00 182.01 315.95 78.58 0.00 

 b (46) 378.82 468.83 436.20 408.23 479.57 531.06 389.37 
 c (38) 203.74 448.37 539.72 632.82 418.06 704.96 651.51 
 d (26) 35.84 141.41 533.21 155.19 334.49 333.53 229.63 
         

添加海水冷冻法 a (55) 0.00 0.00 0.00 170.89 303.04 73.43 0.00 
 b (46) 255.55 364.78 376.45 359.96 330.59 531.04 0.00 
 c (38) 163.01 237.89 487.26 541.72 242.91 678.63 737.47 
 d (26) 13.65 121.94 253.95 109.38 223.08 258.40 303.40 
         

蛋白裂解液冷冻法 a (55) 0.00 0.00 0.00 200.87 320.10 126.11 0.00 
 b (46) 645.22 541.67 571.64 442.40 541.72 791.01 637.26 
 c (38) 235.94 542.02 646.65 688.72 487.19 1075.88 790.77 
 d (26) 75.19 170.18 570.17 319.66 472.61 386.47 169.28 

注: a、b、c、d为 4条不同分子量的条带 
 
综上, 条带 b 可作为厚壳贻贝稚贝样品保存方

法良否的标准。1个月内, 蛋白裂解液中的方法最佳, 
直接冷冻法和添加海水冷冻法的研究发现保存过程

中的蛋白均出现不同程度的降解现象, 因而可能不
适宜用于该种稚贝样品的保存。 
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Abstract: In the laboratory, three cryopreservation methods including direct cryopreservation, cryopreservation 

with seawater, cryopreservation with protein lysis buffer were used to compare their effects on protein extraction of 

juvenile Mytilus coruscus. Proteins of each sample were extracted after being conserved for one week, two weeks, 

three weeks, four weeks, two months, three months and six months. The results of SDS-PAGE indicated that four 

protein bands appeared during all the periods using three cryopreservation methods, and their relative molecular 

weights were 55, 46, 38 and 26 kDa, respectively. The protein band grayscale values of SDS-PAGE in three cryo-

preservation methods showed that cryopreservation with protein lysis buffer within one month exhibited the best 

results on protein extraction, indicating that cryopreservation with protein lysis buffer may be the most appropriate 

during the present investigation on the protein extraction. In contrast, protein degradation was observed during the 

preservation using direct cryopreservation and cryopreservation with seawater, indicating that these two methods 

may be not suitable for protein extraction of the juvenile Mytilus coruscus. 
 

                                                                       (本文编辑: 谭雪静) 
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