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摘要

本应用指南旨在介绍如何使用 Agilent 2100 生物分析仪分析转

基因种系中的蛋白提取物。该仪器在检测蛋白大小和浓度的准

确度和精确度，能很好地满足实验大豆蛋白表达谱表征的要求。

前言

b-球蛋白 (7S)和大豆球蛋白 (11S)是大豆中主要的种

子贮藏蛋白，占总贮藏蛋白含量的 70%。这些蛋白质

在大豆蛋白质中占有如此大的比例，因而具有非常可

Agilent 2100 生物分析仪通过测定蛋白表达进
行转基因大豆种系的表征

应用

观的经济价值。了解这些蛋白在不同大豆种子种属中

的表达对于扩展食品中大豆蛋白的应用范围非常重要。

研究表明，大豆中这两种蛋白的相对含量会显著影响

大豆蛋白提取物相关食品的营养价值，味道和口感。因

此，优先表达 11S 或 7S 蛋白的大豆种属一直是提高

种子质量的研究中的热点。

球蛋白和大豆球蛋白是由更小的蛋白亚基组成的复杂

的聚合物。b-球蛋白是一个由 53 kDa，70 kDa 和

76 kDa 亚基组成的三聚体结构的 7S 蛋白。大豆球蛋

白是由 6 个 40 kDa 和 20 kDa 蛋白组成的亚基构成

的 11S 六聚蛋白。

蛋白亚基的大小已知时，可以直接用电泳分析这两种

蛋白的含量水平。Agilent 2100 生物分析仪是自动化

的微流控电泳平台，非常适合该范围蛋白质的分析。

200 蛋白质芯片可分析 14-200 kDa 范围的蛋白。在

不到 45 分钟的时间里，即可实现大豆蛋白样品的上

样、分离，并分析相对蛋白质的组成。在本应用指南

中，我们介绍了 Agilent 2100 生物分析仪在测定大

豆 7S 和 11S 蛋白的表达水平中的应用。

食品
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实验部分

样品制备

将大豆研磨成粉，加 30 mg 样品于 Eppendorf® 管

中，加 1000�µL 提取缓冲液（含 50 mM Tris [pH 值

7.5]，10 mM 2 -巯基乙醇，0.1% 的 SDS）。振摇 30

分钟后，15,000 g 离心 10 分钟。取上清后将蛋白上

样到蛋白 200芯片实验室，开始分析。

如果提取物含有过量的油脂，取上清后，在进行蛋白

200分析之前需进一步稀释。

方法学

为了确定转基因大豆是否优先表达�b-球蛋白或球蛋白

类，我们将转基因大豆提取物和高表达 7S 或 11S 蛋

白的野生型大豆进行了比较。按样品制备流程，制备

了 20个未知来源的大豆提取物样品。用 Agilent 2100

生物分析仪分离蛋白质进行蛋白表达谱测定。考虑到

蛋白质的大小范围，采用蛋白 200 plus 芯片（14-

200 kDa）进行分离。7S 和 11S 各个蛋白浓度通过

与浓度内标（肌球蛋白）比较进行测定。后计算

7S/11S蛋白质的比例，并将测得的比值与优先表达

7S 或 11S 类蛋白的天然大豆的比值进行比对。图 1

为对照、天然 7S、天然 11S 和未知转基因大豆代表

性样品的电色谱图。相应的模拟凝胶电泳图为图 2所

示。
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Figure 1. Electropherograms of soya protein extracts.
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大豆蛋白样品

A – 对照样

B – 7S 大豆

C – 11S 大豆

D – 未知转基因样品

A B C D

图 2.  的大豆蛋白提取物的模拟凝胶电泳图

大豆 提取蛋白水平 µg/mL 7S/11S 比值

对照样 14,000 0.39 ± 0.004 (n=5)

7S 5,200 3.4

11S 14,000 0.04

未知样 13,000 0.72 ± 0.1 (n=20)

表 1.  提取蛋白质水平和 7S/11S比值蛋白比值7s 和 11s 的比值是通过分别积分各个样本中的每个

7s 和 11s 蛋白组分，然后对每个样品中 7S 和 11S

蛋白组的总面积求比值而得到的。7S, 11S 和未知样

的蛋白提取物水平以及 7S 和 11S 比值列于表 1。

测得的高表达 11S 和高表达 7S 大豆籽中 7S/11S 的

比值范围应该介于 0.04 到 3.4 之间。对照样品和未

知样品提取物的比值都在这个范围之内。所有 20 个

未知样品的 7S与 11S 的比值都大于对照样的比值。

20个未知样和 5个对照样的平均比值分别为 0.72和

0.39。两个样本集的测量精度非常好。

结论

本指南介绍了用 Agilent 2100 生物分析仪和蛋白 200

实验室芯片试剂盒进行未知样品中�b-球蛋白和大豆球

蛋白相对表达的测定。20 个未知样品中，7S/11S 的

平均比值为 0.72 ± 0.1。这个比例处于高 7S 表达大

豆种属范围之内。在一定的比值测定的精度下，未知

大豆种系属于高 7S 组具有统计学重要意义。通过与

正常对照大豆种系的比较 (7S/11S 值为 0.39 ±

0.004)，进一步支持了上述结论。

Agilent 2100 生物分析仪与蛋白质 200 芯片实验室

试剂盒是蛋白表达测定的快速、有效的工具。得到的

蛋白质表达谱是进行新转基因产品鉴定的非常有效的

手段。
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更多信息

欲了解更多有关我们产品和服务信息，请访问我们的

网站 www.agilent.com/chem/cn。
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