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植物蛋白磷酸化的检测方法 

朱丹, 曹汉威, 李媛, 任东涛* 

中国农业大学生物学院, 植物生理学与生物化学国家重点实验室, 北京 100193 

摘要  蛋白磷酸化是一种重要的蛋白质翻译后修饰方式, 几乎参与植物所有生命过程的调节。蛋白磷酸化过程主要指在蛋

白激酶的催化作用下, 将三磷酸腺苷(ATP)上的γ位磷酸基团转移到底物蛋白特定氨基酸残基上的过程。底物蛋白上被磷酸

化的常见氨基酸有丝氨酸、苏氨酸及酪氨酸, 磷酸基团与氨基酸中的羟基通过酯键连接。该文详细描述了几种常用的蛋白

质体外及体内磷酸化的检测方法及注意事项。 
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蛋白质翻译后修饰(posttranslational modifica-

tion)是指通过酶促反应将一些化学基团共价连接到

底物蛋白质分子上的化学修饰。蛋白质翻译后修饰对

多种蛋白质正常行使功能起重要作用。蛋白质翻译后

修饰的种类很多, 包括磷酸化、乙酰化、泛素化、糖

基化、脂酰化及异戊烯基化等(Blom et al., 2004; 

Kosako and Nagano, 2011; Frost and Li, 2014; Zhu, 

2017)。 

研究显示, 真核生物细胞中约有1/3的蛋白被磷

酸化修饰, 表明蛋白磷酸化修饰的普遍性和重要性

(Hubbard and Cohen, 1993; Ficarro et al., 2002)。

蛋白磷酸化由蛋白激酶(protein kinase)催化完成。蛋

白激酶将供体ATP (少数情况下用GTP)上的γ位磷酸

基团以酯键的形式连接到底物蛋白的特定氨基酸侧

链的羟基上(Fischer and Krebs, 1955; Krupa et al., 

2004)。真核生物蛋白被磷酸化的氨基酸主要包括丝

氨酸、苏氨酸和酪氨酸。原核生物还可能发生在天冬

氨酸、谷氨酸和组氨酸上(Wu et al., 2010)。磷酸化

蛋白上的磷酸基团可以由磷酸酶 (phosphatase)除

去。蛋白的磷酸化与去磷酸化的可逆调控参与诸多生

命活动过程(Peck, 2003; Yang et al., 2004; Kim et 

al., 2016; Chen et al., 2017)。磷酸化修饰通过改变

蛋白结构或局部结构进而影响蛋白与特定蛋白间的

互作、蛋白自身的活性和稳定性及蛋白的正常定位

等。细胞中蛋白磷酸化水平是动态变化的, 细微变化

即可导致细胞代谢及生理状态的变化(Laugesen et 

al., 2004; Khan et al., 2005; Agrawal and Thelen, 

2006; Whiteman et al., 2008; Chao et al., 2014)。研

究表明, 植物的生长发育和对各种逆境响应的生理及

信号调控过程都有蛋白磷酸化修饰的发生 (de la 

Fuente van Bentem and Hirt, 2007; Prak et al., 

2008; Ke et al., 2009; Wang et al., 2018; Yin et al., 

2018; Zhang et al., 2019)。因此, 解析关键蛋白磷酸

化水平的变化规律, 可从分子水平揭示植物重要性状

和代谢途径的调节机制。 

磷酸化修饰的检测对于揭示蛋白磷酸化修饰在

植物生命活动中的调控机制至关重要。本文介绍几种

检测植物蛋白体外、体内磷酸化的实用方法, 并附实

验心得, 供使用者参考。 

1  实验材料 

实验材料为纯化的重组蛋白和植物蛋白抽提物。 

2  实验试剂  

Sigma-Aldrich 试 剂 : Trizma base (Cat No. 

·技术方法· 
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T6606)、MgCl2 (Cat No.M8266)、MnCl2 (Cat 

No.M8530)、CaCl2 (Cat No.C1016)、Glycine (Cat 

No.G7126)、Ammonium sulfate (Cat No.M8266)、

Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Cat No.L5750)和

Ammonium persulfate (Cat No.A3678)。 

Amersham pharamacia试剂: Adenosine 5'-trip-

hosphate (ATP) (Cat No.27-2056-01)。 

PerkinElmer试剂 : [γ-32P]-ATP (Cat No.NEG-

502A)。 

Invitrogen试剂: Pro-Q Diamond phosphoprotein 

gel stain (Cat No.P33302)。 

Bio-Rad试剂: Quick start bradford 1× Dye re-

agent (G-250) (Cat No.#5000205)。 

NARD试剂: Phos-tag Acrylamide (Cat No.AAL- 

107)。 

国药集团化学试剂有限公司试剂 : 乙酸钠(Cat 

No.10018818)、乙二胺四乙酸二钠盐(Cat No. 

10009717)、甲醇(Cat No.10014118)、乙腈(Cat 

No.80000618)、乙酸(Cat No.10000218)和磷酸

(Cat No. 10015418)。 

3  仪器设备 

电泳仪: Bio-Rad Mini II蛋白电泳系统, Bio-Rad 

IEF Protean Cell System, Bio-Rad Protean II XL。 

转膜仪: Bio-Rad Semi-Dry Transfer Cell。 

X-光片冲洗仪器: KODAK medical X-ray proces-

sor 102。 

干胶仪: Bio-Rad Gel Dryer 583。 

扫描仪: Typhoon荧光扫描仪9400。 

4  实验方法 

4.1  32P同位素标记的蛋白质磷酸化分析方法 

以放射性同位素32P标记(γ-位的磷)的ATP为磷酸基

团供体, 在激酶催化下, 将带有32P标记的磷酸基团

转移到底物蛋白上。用十二烷基硫酸钠-聚丙烯凝胶

(SDS-PAGE gel)电泳分离反应混合物中的蛋白。对

抽干的凝胶, 用X-光片放射自显影或用磷储屏检测磷

酸化蛋白。该方法是最直接的蛋白体外磷酸化检测方

法, 具有灵敏度高、测试结果准确等优点, 在蛋白质

磷酸化分析实验中广泛使用。 

4.1.1  实验流程 

(1) 磷酸化反应, 30 μL反应体系包括: 50 mmol·L–1 

Tris-HCl缓冲液(pH7.5), 0.1 μg激酶, 1.0 μg底物, 25 

μmol·L–1 ATP, 1 μCi [γ-32P]-ATP, 10 mmol·L–1 MgCl2 

(或MnCl2、CaCl2等激酶激活所需的其它离子)。30°C

反应30分钟后, 加入10 μL 4× SDS样品缓冲液终止

反应。95°C反应5分钟使蛋白变性。用SDS-PAGE gel

电泳分离反应混合物中的蛋白。 

(2) SDS-PAGE gel分离, 参照Laemmli (1970)的方

法制备12.5%分离胶和4.0%浓缩胶。取10 μL制好的

样品进行电泳。先用80 V电压使样品在浓缩胶中积

层, 待溴酚蓝指示剂进入分离胶后, 调电压至120 V, 

使样品在分离胶中分离。直到溴酚蓝刚迁移出分离胶, 

停止电泳。 

(3) 用考马斯亮蓝染色凝胶, 脱色后照相或扫描凝胶, 

用于记录底物蛋白和激酶的上样量。 

(4) 将凝胶置于滤纸上, 使用干胶仪进行抽干。抽干

的凝胶与X-光片进行曝光及显影(图1上)。 

(5) 底物蛋白和激酶上样量的检测(步骤(3))也可选用

底物和激酶的特异抗体, 进行免疫印迹检测(图1中和

下分别是底物蛋白和激酶免疫印迹检测结果)。 

 

4.1.2  注意事项 

(1) 体外磷酸化反应体系中, 激酶与底物蛋白量的比

例为1:10。 

(2) 选取12.5%分离胶有助于防止分子量较小的底物

蛋白随溴酚蓝迁移出胶。也可依据目的蛋白分子量大

小选择合适浓度的分离胶。 

(3) 体外磷酸化反应体系中, 新购买的[γ-32P]-ATP与

非放射性ATP的最适体积比为1:10。随着同位素放射

性的衰变(半衰期约14天), 可适当增加反应体系中

[γ-32P]-ATP的比例。 

(4) 根据所用激酶性质, 选取适宜的二价金属离子及

离子浓度。建议正式开始实验时, 先通过不同浓度梯

度的特定离子筛选出最适离子浓度。 

(5) 激酶级联反应中涉及2个以上的激酶, 反应过程

稍微复杂一些, 但反应体系与条件不变。例如, 激酶A

磷酸化激活激酶B, 再磷酸化底物蛋白C的反应: 第1

步反应体系30 μL (50 mmol·L–1 Tris-HCl缓冲液, 

pH7.5, 0.1 μg激酶A, 1.0 μg激酶B, 50 μmol·L–1 ATP,  
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图1  原核表达的拟南芥激酶MPK6对3个推测底物的体外磷酸

分析 

激酶(MPK6)连接有6×His标签、推测的底物蛋白(A、B和C)连

接有Flag标签。体外磷酸化反应完成后, 反应体系中的蛋白用

SDS-PAGE gel分离。然后进行磷酸化底物的放射自显影分析

(上图)。底物蛋白(中图)和激酶(下图)的免疫印迹分析显示底

物、激酶各自在磷酸化反应中的蛋白使用量基本一致。 
 

Figure 1  An in vitro phosphorylation assay of 3 putative 
substrate proteins by MPK6 in Arabidopsis thaliana 
MPK6 was fused with the 6×His tag and the 3 putative sub-
strates were fused with the Flag tag. After phosphorylation 
reaction, the proteins in the mixture were separated on a 
SDS- PAGE gel. The gel was dried and exposed to X-ray film 
(top). Immunoblotting with anti-His and anti-Flag antibodies 
were used to show the levels of the substrate (middle) and 
kinase (bottom) proteins in the reactions. 
 

10 mmol·L–1 MgCl2或MnCl2或CaCl2), 30°C反应30分

钟; 第2步反应体系30 μL (50 mmol·L–1 Tris-HCl缓冲

液, pH7.5, 0.1 μg第1步反应激活的激酶B, 1.0 μg底

物蛋白C, 25 μmol·L–1 ATP, 1 μCi [γ-32P]-ATP, 

10 mmol·L–1 MgCl2或MnCl2或CaCl2), 30°C反应30分

钟。加入10 μL 4× SDS样品缓冲液终止反应, 95°C反

应5分钟。制好的样品用于凝胶电泳分离。 

4.2  Phos-tag gel电泳-免疫印迹结合的蛋白质磷

酸化分析方法 

Phos-tag试剂(acrylamide-pendant Phos-tagTM lig-

and)是一种可与Mn2+结合后特异性亲和磷酸化蛋白

上磷酸基团的化合物(Kinoshita et al., 2007)。在凝胶

中添加Mn2+-Phos-tag后, 磷酸化蛋白与Mn2+-Phos- 

tag形成复合物, 进而显著降低磷酸化蛋白的电泳迁

移速率, 使磷酸化蛋白与非磷酸化蛋白分开(图2)。如

果反应体系中含有大量的磷酸化蛋白(如用原核表达

的重组蛋白进行体外磷酸化分析时), 电泳结束后可

通过凝胶染色显示磷酸化及非磷酸化蛋白; 如果反应

体系中磷酸化蛋白的含量少(如体内磷酸化蛋白检测

时), 在电泳结束后通常用特异性抗体进行免疫印迹

分析, 以检测磷酸化及非磷酸化蛋白。此方法易操作, 

目前常用于检测体内和体外磷酸化蛋白。 

 

4.2.1  实验流程 

(1) Phos-tag gel制备: 参照SDS-PAGE gel制备方

法, 配制6.0%分离胶(可根据分离蛋白的大小适当调

整浓度), 4.0%浓缩胶。在制备分离胶时另加入20– 

150 μmol·L–1 Mn2+-Phos-tag溶液。 
 

 
 

图2  Phos-tag gel和SDS-PAGE gel电泳后, 免疫印迹检测磷

酸化蛋白的对比分析 

磷酸酶(如Calf intestine alkaline phosphatase, CIAP)可去除磷

酸化蛋白上的磷酸基团。同一样品在CIAP处理前(–)、后(+), 磷

酸化和非磷酸化形式的蛋白经Phos-tag gel (上图)和SDS- 

PAGE gel (下图)电泳后的免疫印迹分析结果。经Phos-tag gel

电泳, 未加CIAP的样品中特定蛋白的磷酸化(P-form)和非磷酸

化形式(None-P-form)被清晰地分开(上图); 加CIAP后磷酸化

形式消失而非磷酸化形式条带增强。经SDS-PAGE gel电泳, 未

加和加CIAP处理的样品中, 特定蛋白的磷酸化和非磷酸化形

式分开不明显(下图)。 

 

Figure 2  Immunoblotting detection of phospho-proteins in 
samples after Phos-tag gel and SDS-PAGE gel separation 
Phospho-proteins can be dephosphorylated by phosphatases 
(e.g. Calf intestine alkaline phosphatase, CIAP). Protein 
samples treated with (+) or without (–) CIAP were separated 
by Phos-tag (top) and SDS-PAGE (bottom) gels, and the 
specific protein was further detected by immunoblotting. The 
P-form and None-P-form of the protein were separated 
clearly by a Phos-tag gel (top), while the two forms were not 
separated by a SDS-PAGE gel (bottom). The missing of the 
upper band and the increasing of the bottom band after 
Phos-tag gel separation indicated that P-form protein was 
completely dephosphorylated by CIAP treatment.  
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(2) 将制备好的SDS样品进行电泳, 电泳电压通常为

60 V, 待溴酚蓝迁移出分离胶底部20分钟后停止电

泳。电泳完成后可直接对凝胶进行固定、染色, 也可

紧接步骤(3)进行免疫印迹检测。 

(3) 用去离子水冲洗凝胶后, 浸泡在含有10 mmol·L–1 

EDTA的转膜缓冲液 (49 mL转膜缓冲液加 1 mL 

0.5 mol·L–1 EDTA-2Na, pH8.0)中, 轻轻摇动10分钟

以去除凝胶中的Mn2+。此步骤重复2次。 

(4) 用去离子水短暂冲洗凝胶(3–5秒), 然后将凝胶浸

泡在不含EDTA的转膜缓冲液中, 轻轻摇动10分钟。 

(5) 用半干法将凝胶上的蛋白转移至硝酸纤维素膜, 

13 V电压转膜40分钟。转膜缓冲液: 48 mmol·L–1 Tris, 

39 mmol·L–1 Glycine, 0.04% SDS。 

(6) 转膜完成后, 按照常规方法进行封闭和免疫印

迹检测。 

 

4.2.2  注意事项 

(1) 不同的磷酸化蛋白, Mn2+-Phos-tag试剂的最佳使

用浓度有一定的差别。建议对未知蛋白进行检测时, 

首先尝试在胶中使用50和100 μmol·L–1 Mn2+-Phos- 

tag试剂。 

(2) Phos-tag gel的电泳效果易受EDTA影响。为避免

样品中可能含有的EDTA干扰电泳分离, 建议对样品

进行预处理。可在样品中加入一定浓度的MnCl2 (终浓

度为1 mmol·L–1)。 

(3) 其它一些物质也会影响Phos-tag gel电泳效果, 

如与磷酸竞争结合Mn2+-Phos-tag试剂的钒酸、高浓度

无机盐和一些离子型表面活性剂。建议在电泳前对样品

进行脱盐、透析、TCA/丙酮沉淀及复溶等处理。 

(4) Phos-tag gel电泳时, 电压不宜过高。长时间电泳

会导致凝胶的温度升高, 从而造成样品弥散。建议在

16°C条件下进行电泳(可在层析柜或冷室中进行)。 

(5) Phos-tag gel电泳结束后 , 根据凝胶厚度调整

EDTA缓冲液的洗胶时间, 尽量去除凝胶中的Mn2+。 

(6) 通常Phos-tag试剂说明书中建议用湿转法转膜。

但我们利用4.2.1节步骤(5)中改进的转膜缓冲液进行

半干转膜, 不仅节省时间, 效果也很好。在检测高分

子量蛋白时, 转膜过程所需的转膜缓冲液不加甲醇; 

在检测低分子量蛋白时需加入5%–10%的甲醇。 

(7) Phos-tag gel检测时, 预染蛋白Marker不能用于

推断目的蛋白的分子量, 只能指示转膜效率。 

4.3  磷酸化蛋白特异的荧光染色分析法 

Pro-Q Diamond是一种能够与蛋白质的磷酸化残基

特异结合的荧光染料(Agrawal and Thelen, 2005)。

经Pro-Q Diamond染色的凝胶还能再进行考马斯亮

蓝染色或银染。Pro-Q Diamond染色不影响其后的蛋

白胶内酶解及质谱鉴定结果。通常是先利用单向或双

向凝胶电泳对体外磷酸化反应后的蛋白样品、植物材

料的总蛋白样品进行分离, 然后用Pro-Q Diamond染

色液染色(图3)。 

 

4.3.1  实验流程 

根据凝胶的体积按比例调整以下各步骤中溶液用量。

我们对长20 cm、宽18 cm、厚0.1 cm的凝胶进行

Pro-Q Diamond染色的实验流程如下。 

(1) 用500 mL固定液(含50%甲醇和10%乙酸的水溶

液)对凝胶进行3次固定, 每次30分钟。 

(2) 用500 mL去离子水清洗凝胶2次, 每次15分钟。 

(3) 使用250 mL Pro-Q Diamond染液对凝胶中的磷

酸化蛋白进行染色, 室温避光条件下轻轻摇动染色2

小时。 

(4) 用250 mL脱色液(含20%乙腈的50 mmol·L–1醋酸

钠, pH4.0)对凝胶进行4次脱色, 每次30分钟。 

(5) 用去离子水清洗凝胶2次, 每次10分钟。 

(6) 用Typhoon 9410荧光扫描仪对凝胶进行扫描成像。 

(7) 如果Pro-Q Diamond染色的凝胶在荧光扫描完成

后需要检测胶内的总蛋白(包括磷酸化和非磷酸化蛋

白 ), 则再采用 blue-silver染色法 (含 0.12% CBB 

G250、10%硫酸铵、10%磷酸和20%甲醇的水溶液)

对凝胶中所有蛋白进行染色, 具体参见Candiano等

(2004)的方法。 

(8) 染色后, 用UMAX-2000扫描仪对凝胶进行扫描, 

获得总蛋白分析图像。 

 

4.3.2  注意事项 

(1) 我们发现, 3倍稀释的Pro-Q Diamond染料染色灵

敏度与不稀释的染料几乎无差别, 但用稀释后的Pro- 

Q Diamond染料染色后, 凝胶背景干净、更易脱色。

既减少消耗试剂, 又可使结果更清晰。 

(2) 在使用Pro-Q Diamond染料过程中必须严格

避光。  
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图3  拟南芥幼苗总蛋白双向凝胶电泳后的磷酸化蛋白Pro-Q Diamond染色检测分析 

2周龄拟南芥幼苗总蛋白提取液经双向凝胶电泳分离后, 用Pro-Q Diamond试剂对磷酸化蛋白进行染色(左图)。荧光扫描后的凝胶再

进行考马斯亮蓝染色(blue-silver staining) (右图)。 

 
Figure 3  Pro-Q staining assay of the phospho-proteins in total proteins extracted from Arabidopsis thaliana seedlings and 
separated by a 2D gel 
Two-week-old Arabidopsis thaliana seedlings were used for total protein extraction. The total proteins were separated by a 2D 
gel and the phospho-proteins were stained by Pro-Q (left). The gel was scanned with a Typhoon 9410 fluorescence scanner, and 
then stained with blue-silver to visualize the proteins (right). 
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Protocols for Analyzing Plant Phospho-proteins 
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Abstract  Protein phosphorylation is one of the important protein posttranslational modifications that is involved in the 

regulation of most cellular processes in plants. Protein kinases catalyze the phosphorylation by transferring the phosphate 

group in ATP to the substrate proteins. The phosphate is usually covalently linked to the hydroxyl group of specific amino 

acid residues in the substrates by an ester bond. The mostly studied phosphorylation sites are serine, threonine, and 

tyrosine residues. Here, we present protocols and related tips for the in vitro and in vivo protein phosphorylation assays. 
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