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摘  要：随着土壤宏基因组学的日益成熟和发展，作为后基因组时代重要技术平台的土壤宏蛋白质组学越来越

受到关注。土壤宏蛋白质组学的研究是解析土壤宏基因功能的重要手段之一，对于碳氮磷的生物地球化学循环以及土

壤有机质积累的研究具有重大价值，可将蛋白信息与相关的生态系统过程联系起来。但是，土壤蛋白含量少，样品复

杂程度高，极大限制了土壤蛋白的分离提取和进一步分析。因此，通过改进和优化土壤蛋白的提取技术，得到高浓度

的蛋白是土壤宏蛋白质组学研究的前提条件。本文总结了近几年来土壤蛋白提取方法，并对其适用的土壤性质以及适

用的不同种类和功能的蛋白进行了分析。此外，本文也对现有的土壤蛋白提取技术以及土壤蛋白鉴定技术的方法改进

进行了探讨。 
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众所周知，蛋白是生理功能的最终执行者。土壤

蛋白质在碳氮磷的生物地球化学循环以及有机物的

积累方面发挥重要作用，与土壤质量与可持续发展息

息相关[1]。宏蛋白质组学是研究整个生态系统内所有

微生物来源的蛋白质种类和丰度变化的技术手段[2]。

虽然，总体而言宏蛋白组学的研究较少，特别是明确

鉴定在生态系统中发挥重要功能的蛋白的研究目前

几乎是微生物生态学研究中的一个空白[3–7]。但是，

在过去的 10 年中，宏蛋白质组学极大地加深了我们

对于微生物群落以及它们所处的地球化学环境的理

解[8–10]。蛋白质组学的研究提供了不同微生物类群在

凋落物分解过程中所起到的作用，对于胞外酶的研究

可以揭示微生物量的限制因素、酶与凋落物分解的

关系、酶活性与相关蛋白丰度的关系、酶的微生物

起源以及落叶层生物与生物地球化学作用之间的关

系[11]。微生物蛋白与其生境的时间分布可以为微生

物的多样性与其在生物地球化学作用过程中所扮演

的角色的研究提供帮助[12]。宏蛋白质组学将从一个

新的水平上提供微生物演替和特定种群分布活动的

信息，并且这些信息都能从表达的蛋白上得到解析。

例如，预测未来微生物群落的演替规律，哪种微生物在 

分解作用中的贡献最大，以及哪个因素影响了整个分

解过程[12]。土壤微生物生物量巨大、种类繁多、不

易分离培养[13]，宏基因组学与蛋白质组学结合为解

决这一难题提供了契机，特别是宏蛋白质组学可以深

入地研究种群的多样性，可以直接观察蛋白质在环境

样本中的变化，能够提供细胞的功能信息，可以细致

地分析群落的结构与功能[14]。宏蛋白质组学可以通

过分析微生物酶的来源功能和活动来解决不同种类

蛋白的混合表达问题[11]，从而克服寻找酶信息与相关

生态系统过程联系的困难[15]。但是，土壤蛋白含量

少，样品复杂程度高，极大限制了土壤蛋白的分离提

取和进一步分析。因此，通过改进和优化土壤蛋白的

提取技术，得到高浓度的蛋白是土壤宏蛋白质组学研

究的前提条件[16]。 

1  高效分离提取土壤蛋白的限制因素 

1.1  土壤样品的复杂性 
土壤具有高度的微生物多样性，土壤生态系统

中，微生物数量巨大，种类丰富，微生物与环境之间

的相互作用多样；并且，土壤环境具有高度多样的生

物化学途径，不同种类的微生物在不同生长时期代谢
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利用的底物与最终产物不同，这也就造成了土壤环境

中海量的蛋白种类[17]。此外土壤中的蛋白质样本分

布并不均匀，这是因为土壤养分分布是由结构性因素

和随机性因素共同作用的结果。结构性因素，如气候、

母质、地形、土壤类型自然因素等可以导致土壤养分

强的空间相关性；而随机性因素，如施肥、耕作措施、

种植制度等各种人为活动使得土壤养分的空间相关

性减弱，朝均一化方向发展[18]。不同区块的土壤蛋

白含量可能也有类似的变化情况。 

1.2 土壤蛋白质的丰度低 

土壤含有大量干扰物质，尤其是天然有机物质。

然而在大部分土壤当中，蛋白质含量低，现有的土壤

蛋白的提取方法无法获得适用于蛋白组分析的高质

量土壤蛋白样品[19]。 

1.3  高度的生物多样性与微生物群落的高度动态

性变化 

叶片来源和微生物来源的蛋白比例在凋落物分

解的过程中在不断变化，然而这个比例却很难被统

计[20]。在凋落物形成早期，植物来源的蛋白质占大

多数，在 1 ~ 2年的凋落物中，微生物来源的蛋白质

则占 90%[21–22] 

1.4 蛋白质的吸附作用 

虽然，很多暴露在土壤中的蛋白质会被土壤微

生物很快地分解成肽段碎片，但小部分蛋白被认为通

过与土壤黏土矿物和有机质结合，从而有了抵抗微生

物降解的能力[23]。 

胞外酶经常被土壤矿物吸收或者黏附，也常被

土壤腐殖质胶体捕获，蛋白质的吸附作用使酶稳定，

使酶免受蛋白质水解酶的影响。但是蛋白质的吸附

作用会造成酶在被黏粒吸附之后催化活性的降低，

这将导致稳定之后的酶与具体的微生物活动并无关

联[24]。这也将会对酶的提取造成影响，在分离过程

中，酶的形态已经发生改变[25]。Keiblinger 等[6]用已

经完全测序的微生物蛋白与土壤颗粒混合进行稀释

实验，然而胞外酶的肽段覆盖率比胞内酶更低，且在

与土壤颗粒作用后，仅有 40% 的肽段光谱能够被数

据库检测到。 

由于某些蛋白与有机质之间的联接，与其他大

量分泌到胞外的酶(比如磷酸酶、葡萄糖苷酶、脲酶)

相比，利用质谱仪对他们的鉴定依然具有不确定性。

蛋白质与腐殖质之间的强联系(酶–腐殖质复合体)已

被多位专家证实[26–27]。 

1.5 提取缓冲区选择范围小 

从土壤中提取蛋白质具有一定难度，一方面由

于提取缓冲区的选择范围小，另一方面需要从提取出

的有机土壤组分中对蛋白质进行激烈地纯化，而这会

导致蛋白质的损失和降解[28]。 

2  土壤蛋白提取方法的发展 

2.1  提取方法的改变 

目前，土壤蛋白的提取还没有统一的方法，各

种方法都有其局限性[29]。 

最初，土壤酶的活性能够通过间接的方法被检测

到，比如通过土壤溶液或者土壤浸出液测定酶的活

性，但是却没有胞外酶分子或者胞外蛋白分子被检测

到的报告。在最初的实验方法中，通过六号滤纸并不

能完全除去细菌细胞，胞内蛋白也能被 SDS-PAGE

检测到[30]。  

从土壤基质的无机和有机成分中分离蛋白质时，

Benndorf 等人[31]采用了 NaOH 处理与酚提取相结合

的方式。其中，0.1 mol/L的 NaOH的处理使得腐殖

酸和蛋白质从土壤矿物中释放出来，同时破坏了微生

物。而随后的酚提取步骤将蛋白质从腐殖质中分离出

来，并用于蛋白质组学的研究。此种方法可分别提取

出胞内和胞外蛋白，且利于蛋白组学的功能分析。但

是蛋白质的提取率很低，要通过预培养和接种才可获

得足够分析的蛋白质含量[29]。 

柠檬酸盐提取法同时提取出的杂质较多，但是提

取物的颜色较深，因此可以促进随后的 SDS 提取，

而单纯的 SDS 提取方法，提取物颜色浅黄，含有杂

质较少。两个方法连续使用，能够提取出更多的蛋白

并且能够显示更多的条带。仅用 NaOH 或者柠檬酸

盐是不够的，因为在接下来的 SDS 缓冲液提取步骤

中仍然能够从土壤基质中洗脱出大量蛋白[19]。 

土壤蛋白提取的困难在于蛋白提取方法的缺失。

蛋白质功能的鉴定受到提取方法低效率的严重影响，

也许大部分蛋白在纯化步骤中未被高效地提取，或者

在过程中被丢失[28]。 

采用原位或浸出法直接提取出总蛋白，再由过

膜、沉淀和离心等分离手段分离出细胞蛋白的蛋白直

接提取法具有一些缺陷，例如提取出的蛋白质的浓度

通过比色法或免疫学技术来测定，而这种测定方法会

因为含有的酚类物质而发生偏差。除此之外，蛋白质

的性质通过没有任何氨基酸序列标识的电泳来展现。

土壤蛋白直接提取方案的最大缺点是提取率和对土

壤微生物区系的影响一直未被研究 [28]。2010 年

Chourey 等[32]提出了一个新的土壤微生物蛋白的直

接提取方法，即 SDS-TCA法。此法采用热变性和 SDS
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相结合的方法处理土壤样品，接着通过 TCA 沉淀及

丙酮洗涤等步骤，提取出蛋白样品。这种方法在不同

的土壤样品中均能鉴定出 500个以上的蛋白，并且与

纯培养的相比，在蛋白大小和功能分类等方面均无明

显偏差。与间接提取法相比，此法具有明显的优势，

被认为是目前为止最有效的土壤微生物蛋白组学的

提取方法[29]。 

如表 1 所示，一开始的土壤蛋白质的提取方法

只包括简单的过滤、离心与渗析，随后为了通过电泳

获得更多的蛋白条带与斑点，大家开始采用柠檬酸 

盐、SDS、酚类物质相结合的方法。由于需要蛋白质

条带或斑点的可视化体现，此阶段的蛋白质提取手段

需要考虑到浓缩产物的颜色。从 2010 年左右开始，

随着质谱分析技术的进步，为了适应定量化的质谱分

析的需求，大家开始使用超声波破碎或者加入液氮研

磨的手段使细胞更容易破碎，加入 NaOH 浸提、乙

酸铵沉淀、TCA沉淀、洗涤剂(DTT)与尿素清洗、丙

酮清洗等步骤使得提取产物种类更加全面和纯净。然

而 SDS 与苯酚始终是去除有机质与土壤矿物黏粒的

有力武器。

表 1  近年来土壤蛋白提取方法的主要步骤以及所用试剂 
Table 1  Main steps and reagents used for the soil protein extraction in recent years 

参考文献 发表时间 提取主要步骤 方法所用试剂 

[20] 2001.01 浸提剂浸泡，振荡，过滤，离心，再过滤，渗析，bradford

法测定蛋白质含量 

氯化钙，氯化钾，硫酸钠等无机盐，MWCO

纤维素渗析柱，bis-TRIS，焦磷酸盐，琥珀

酸盐，柠檬酸盐，PVPP 

[30] 2002.05 浸提剂浸泡，过滤，TCA沉淀，离心，乙醇洗，离心，超声

波重悬，离心，二乙醚再溶解，干燥，一维凝胶电泳 

TCA，磷酸盐，乙醇，二乙醚 

[16] 2005.09 TCA/丙酮清洗步骤，基本的甲醇清洗，用苯酚/ SDS从干颗

粒混合物中提取蛋白质 

TCA，丙酮，甲醇，苯酚/SDS混合 

[19] 2009.04 SDS 浸提剂浸泡(高压蒸汽柠檬酸盐提取作为对照)过滤，离

心，酚溶解，离心，醋酸铵甲醇溶液沉淀，离心，甲醇、丙

酮洗，一维凝胶电泳 

NaOH，Tris，DTT，苯酚，醋酸铵，SDS，

丙酮，甲醇 

[19] 2009.04 柠檬酸盐浸提剂浸泡，离心，过滤，SDS浸提剂浸泡，离心，

酚溶解 

NaOH，Tris，DTT，苯酚，醋酸铵，SDS，

丙酮，甲醇 

[15] 2010.02 培养基制作，细菌与真菌的培养，碳水化合物分析，酶谱分

析，一维凝胶电泳，液相色谱串联质谱 

葡萄糖，无菌山毛榉落叶粉末，Tris 

[32] 2010.07 高温下 SDS的赖氨酸/增溶的电泳，TCA沉淀蛋白，清除去

垢剂，蛋白颗粒水解，质谱表征分析 

SDS，TCA 

[12] 2012.03 液氮研磨，浸提剂浸泡，超声波粉碎，多次离心，一维凝胶

电泳，胰蛋白酶水解，质谱分析 

SDS，Tris 

[6] 2012.05 预先清洗，液氮研磨，浸提剂浸泡，超声波破碎，多次离心，

TCA沉淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，液相

色谱分析，质谱分析 

PVPP，SDS，Tris，TCA，沉淀处理缓冲液

(DTT，尿素，硫脲) 

[6] 2012.05 NaOH 浸泡，超声波破碎，酚洗，多次离心，醋酸铵沉淀，

沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，液相色谱分析，

质谱分析 

NaOH，苯酚，醋酸铵，沉淀处理缓冲液(DTT，

尿素，硫脲) 

[6] 2012.05 浸提剂浸泡，超声波破碎，多次离心，醋酸铵沉淀，沉淀处理，

一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，液相色谱分析，质谱分析 

SDS，苯酚，醋酸铵，沉淀处理缓冲液(DTT，

尿素，硫脲) 

[6] 2012.05 预先清洗，浸提剂浸泡，超声波破碎，多次离心，醋酸铵沉

淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，液相色谱，

质谱 

TAC，丙酮，SDS，Tris，苯酚，醋酸铵，沉

淀处理缓冲液(DTT，尿素，硫脲) 

[1] 2014.01 NaOH浸提，苯酚浸提，离心，乙酸铵甲醇溶液沉淀，离心，

乙酸铵甲醇溶液洗涤，丙酮洗涤，乙醇洗涤，总氨基酸检测

NaOH，苯酚，乙酸铵，甲醇，丙酮，乙醇 

[1] 2014.01 浸提剂浸泡，离心，TCA洗涤沉淀，丙酮洗涤，总氨基酸检

测，质谱分析 

SDS，Tris，EDTA，DTT，氯化镁，TCA，

丙酮 

[1] 2014.01 浸提剂浸泡，4 次液氮快速冷冻，丙酮洗，总氨基酸检测，

质谱分析 

Tris，蔗糖，DTT，EDTA，Brij58，丙酮 

 
2.2 蛋白鉴定方法的进步 

在对土壤蛋白质进行一维凝胶电泳的过程中，

在 pH = 6.0时，得到了最清晰的电泳图谱，然而在电

泳过程中，蛋白质条带只能在拥有足够的分子质量相

同的蛋白质的情况下才会显露出来，而土壤蛋白仅有

很少的量并且拥有大量不明确的相对分子质量[30]。 

在 2002 年以前的蛋白质浓缩物的检测方法主

要包括紫外光吸收法、色谱分析法、茚三酮法、通
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过比色的蛋白质定量分析(比如双缩脲法、lowry法、

bradford法)以及二喹啉甲酸法[20]。 

然而，不恰当的蛋白质计量方法也会影响蛋白

质的的鉴定效果。某些土壤蛋白一般会和腐殖质形成

复合物从而被共同提取，然而这会对标准比色法对于

蛋白质含量的测定产生影响，比如 bradford法[33]，一

些已经商用的发色基团以及荧光素都是无效的，不能

提供正确的量比指标[34]。因此我们需要不受干扰物质

影响的蛋白质含量的测定方法，比如氨基酸计量法[1]。 

如表 1所示，最初，在土壤蛋白的定量分析上，

主要使用 bradford法等比色法。而后出现了一维凝胶

电泳和二维凝胶电泳。随着质谱分析技术和色谱分析

技术的发展又出现了液相色谱串联质谱，或者单独的

色谱分析和质谱分析。而如今在常用的土壤蛋白提取

物分析技术中，电泳则作为在质谱分析或者色谱分析

所必需的胰蛋白酶水解步骤之前的预处理手段。如表

2 所示，当然更加先进的检测手段(比如利用液相色

谱仪和质谱仪检测蛋白质的种类和数量)和与之相适

应的提取手段必然会检测到更多的蛋白种类与更加

精确的蛋白含量。 

表 2  近年来不同土壤蛋白提取方法的提取效果 
Table 2  Performance of different methods for the soil protein extraction in recent years 

参考文献 发表时间 提取主要步骤 条带数 蛋白含量 蛋白种类数量

[20] 2001.01 浸提剂浸泡，振荡，过滤，离心，再过滤，渗析，

bradford法测定蛋白质含量 

– 调整各组分用量可接

近 600 µg/g(占干重) 

– 

[30] 2002.05 浸提剂浸泡，过滤，TCA沉淀，离心，乙醇洗，

离心，超声波重悬，离心，二乙醚再溶解，干燥，

一维凝胶电泳 

条带分布在 
35 ~ 68 kDa 

– – 

[16] 2005.09 TCA/丙酮清洗步骤，基本的甲醇清洗，用苯酚/ 

SDS从干颗粒混合物中提取蛋白质 

– – – 

[19] 2009.04 SDS 浸提剂浸泡(高压蒸汽柠檬酸盐提取作为对

照)过滤，离心，酚溶解，离心，醋酸铵甲醇溶液

沉淀，离心，甲醇、丙酮洗，一维凝胶电泳 

55 kDa与 

64 kDa的条带

– – 

[19] 2009.04 柠檬酸盐浸提剂浸泡，离心，过滤，SDS 浸提剂

浸泡，离心，酚溶解 

55 kDa与 

65 kDa的条带

25 ~ 65 µg/g 
(占干重) 

– 

[15] 2010.02 培养基制作，细菌与真菌的培养，碳水化合物分析，

酶谱分析，一维凝胶电泳，液相色谱串联质谱 

– – – 

[32] 2010.07 高温下 SDS 的赖氨酸/增溶的电泳，TCA 沉淀蛋

白，清除去垢剂，蛋白颗粒水解，质谱表征分析

– 土壤中 925 个质谱，

液体中 1 343个质谱 

– 

[12] 2012.03 液氮研磨，浸提剂浸泡，超声波粉碎，多次离心，

一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，质谱分析 

– – 1 724 个不同的

蛋白族 

[6] 2012.05 预先清洗，液氮研磨，浸提剂浸泡，超声波破碎，

多次离心，TCA沉淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，

胰蛋白酶水解，液相色谱分析，质谱分析 

– – 森林土 226/盆栽

土 237 

[6] 2012.05 NaOH 浸泡，超声波破碎，酚洗，多次离心，醋

酸铵沉淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶

水解，液相色谱分析，质谱分析 

– – 森林土 293/盆栽

土 124 

[6] 2012.05 浸提剂浸泡，超声波破碎，多次离心，醋酸铵沉

淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，

液相色谱分析，质谱分析 

– – 森林土 494/盆栽

土 198 

[5] 2012.05 预先清洗，浸提剂浸泡，超声波破碎，多次离心，

醋酸铵沉淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白

酶水解，液相色谱，质谱 

– – 森林土 372/盆栽

土 80 

[1] 2014.01 NaOH 浸提，苯酚浸提，离心，乙酸铵甲醇溶液

沉淀，离心，乙酸铵甲醇溶液洗涤，丙酮洗涤，

乙醇洗涤，总氨基酸检测 

– 不经该方法处理按总氨

基酸的色谱检测结果有

276.4，74.4，90.5 µg/g，

处理之后含量在 0.01 ~ 

0.008 µg/g，损失殆尽 

– 

[1] 2014.01 浸提剂浸泡，离心，TCA洗涤沉淀，丙酮洗涤，

总氨基酸检测，质谱分析 

– 处理后剩余总蛋白的

3.55%，1.17%，3.61% 

共计检测到 1 048

个蛋白，3种土样

分别有 216，209，

94个蛋白 

[1] 2014.01 浸提剂浸泡，4 次液氮快速冷冻，丙酮洗涤，总

氨基酸检测，质谱分析 

– 处理后剩余总蛋白的

6.8%，6.6%，3.1% 

共计检测出 238

种蛋白 

注：提取效果用条带数、蛋白含量或者检测到的蛋白种类表示。 
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3 不同土壤蛋白提取方法适用的情景 

3.1  不同性质土壤适合的提取方法 

表 3 中罗列了近年来适宜不同性质土壤类型的

土壤蛋白提取方法，采用不同的方法提取同一种性质

的土壤中的蛋白，结果差异很大。 

由于在提取过程中，溶液中的蛋白质的水解作用

以及部分蛋白在 TCA中的溶液化，TCA预处理可能导

致高分子量的蛋白质的丢失[35]。SDS 和酚共同使用提

取效果更佳。酚类对于干扰物(比如腐殖质)的去除最有 

效果，避免了蛋白质和干扰物的共同提取[34]。但是，

由于腐殖质主要位于水相，蛋白质主要位于酚相[31]，

这也可能造成蛋白质与腐殖质复合体在移去水相的

过程中的丢失，从而导致相关蛋白的缺失[25]。使用

NaOH 的提取方法也可能造成类似的影响[31]。此外酚

类物质和 SDS共同使用还能提高蛋白提取的效果[19]。

但是单一的提取方法可能会偏向于某些群落结果的

信息。Keiblinger 等[6]用了 4 种方法测定提取土壤蛋

白，然而 4种方法共同检测到的光谱量很少，也许特

定的方法对于特定的种类的蛋白有特殊的偏好。 

表 3  不同理化性质的土壤或凋落物适合的土壤蛋白提取方法 
Table 3  Soil protein extraction methods suitable for the soil or leaf litter with different physical and chemical properties  

参考文献 发表时间 土壤质地 土壤 pH 有机质含量 土壤来源 

[20] 2001.01 – – – 掉落时间<1年的树叶，尚未压扁；掉落

了 1 ~ 2年的树叶，已经成团 

[30] 2002.05 温室土(壤土) 5.9 ~ 7.3 样本碳含量 
12.4 ~ 126 g/kg 

焖棚之后的温室土壤，较为肥沃 

[16] 2005.09 树叶和果实的顽固植物组织 – – – 

[19] 2009.04 砂粒含量 33.4% ~ 41.7%，粉粒

含量 30.3% ~ 54.5%，黏粒含量
6.2% ~ 7.8% 

5.7 ~ 7.8 1.2% ~ 4.5% 
(占干重) 

郑州附近的农田土壤，较为肥沃 

[19] 2009.04 砂粒 41.5%，粉粒 48.7%，黏粒
9.8% 

6.2 2.2%(占干重) 郑州附近的白杨树林，较为肥沃 

[15] 2010.02 山毛榉落叶粉末 – – – 

[32] 2010.07 砂质土壤 – – – 

[12] 2012.03 壤土，黏壤土，肥沃淤土，粉

砂壤土 
3.7，4.4， 

4.6，6.4 

样本碳含量在 

45% 左右 

山毛榉落叶层，富含有机质 

[6] 2012.05 刚从砂岩风化而来的粉砂壤土

(对照为盆栽土) 

4.4 37.7 mg/g 森林土壤较为肥沃 

[6] 2012.05 刚从砂岩风化而来的粉砂壤土

(对照为盆栽土) 

4.4 37.7 mg/g 森林土壤较为肥沃 

[6] 2012.05 刚从砂岩风化而来的粉砂壤土

(对照为盆栽土) 

4.4 37.7 mg/g 森林土壤较为肥沃 

[6] 2012.05 刚从砂岩风化而来的粉砂壤土

(对照为盆栽土) 

4.4 37.7 mg/g 森林土壤较为肥沃 

[1] 2014.01 黏土，砂壤，砂质黏土 7.59，8.54，7.77 总碳含量 38、 

11.2、2.9 g/kg 

干旱地区的土壤：未退化的森林土，旱

生灌丛土，无植被覆盖的退化的砂土 

[1] 2014.01 黏土，砂壤，砂质黏土 7.59，8.54，7.78 总碳含量 38、

11.2、2.10 g/kg 

干旱地区的土壤：未退化的森林土，旱

生灌丛土，无植被覆盖的退化的砂土 

[1] 2014.01 黏土，砂壤，砂质黏土 7.59，8.54，7.79 总碳含量 38、

11.2、2.11 g/kg 

干旱地区的土壤：未退化的森林土，旱

生灌丛土，无植被覆盖的退化的砂土 

 
柠檬酸盐和 SDS 缓冲液连续使用的提取方法在

不同利用类型的土地的土壤中都表现得很不错[19]。 

为了检测到所有的蛋白，Benndorf 等[31]采用紧

接着有机溶剂反复清洗的酚类物质提取方法，这个

方法对于去除土壤或者地下水中的有机质干扰物非

常有效。这种方法似乎也减少了黄铁矿和蛋白质之

间的联系，因为蛋白质在酚中呈现出了比在水中更

高的溶解度。虽然说这种方法对低分子量蛋白质提

取具有显著效果，但同时也丢失了一些高分子量的

蛋白[36]。 

3.2 不同种类、功能蛋白适合的提取方法 

如表 4所示，不同的土壤蛋白提取方法对不同种

类、功能的蛋白质存在不同的偏好。 

不同的蛋白质会被蛋白酶水解到不同的程度，其

他修饰酶也会将不同的蛋白质修饰成不同的性状，而

在加入酚类物质的提取过程中，蛋白质又不可避免地

会在水相中溶解，每种蛋白又会有不同的沉淀和溶解

的能力，在 TCA 沉淀的过程中，蛋白质又会被不同 
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表 4  不同种类、功能的土壤蛋白质适合的提取方法 
Table 4  Extracting methods for the soil protein with different kinds and functions 

参考文献 发表时间 提取主要步骤 提取出的蛋白的分类 提取出的蛋白的功能 

[20] 2001.01 浸提剂浸泡，振荡，过滤，离心，再过滤，渗析，

bradford法测定蛋白质含量 

– – 

[30] 2002.05 浸提剂浸泡，过滤，TCA沉淀，离心，乙醇洗，离

心，超声波重悬，离心，二乙醚再溶解，干燥，一

维凝胶电泳 

– N 端检测出的一种热稳定的纤维

素酶 

[16] 2005.09 TCA/丙酮清洗步骤，基本的甲醇清洗，用苯酚/ SDS

从干颗粒混合物中提取蛋白质 

– – 

[19] 2009.04 SDS 浸提剂浸泡(高压蒸汽柠檬酸盐提取作为对照)

过滤，离心，酚溶解，离心，醋酸铵甲醇溶液沉淀，

离心，甲醇、丙酮洗，一维凝胶电泳 

球囊霉素相关土壤蛋白 球囊霉素定义抗体 

[19] 2009.04 柠檬酸盐浸提剂浸泡，离心，过滤，SDS浸提剂浸

泡，离心，酚溶解 

球囊霉素相关土壤蛋白 球囊霉素定义抗体 

[15] 2010.02 培养基制作，细菌与真菌的培养，碳水化合物分析，

酶谱分析，一维凝胶电泳，液相色谱串联质谱 

蛋白酶，纤维素酶，果

胶酶 

分解山毛榉落叶细胞 

[32] 2010.07 高温下 SDS的赖氨酸/增溶的电泳，TCA沉淀蛋白，

清除去垢剂，蛋白颗粒水解，质谱表征分析 

– 能源生产和转换，翻译和生物转

化，氨基酸运输和代谢，转录 

[12] 2012.03 液氮研磨，浸提剂浸泡，超声波粉碎，多次离心，

一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，质谱分析 

植物，真菌，细菌蛋白 研究着重于落叶层分解作用 

[6] 2012.05 预先清洗，液氮研磨，浸提剂浸泡，超声波破碎，

多次离心，TCA沉淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，

胰蛋白酶水解，液相色谱分析，质谱分析 

细菌，后生动物，植物，

真菌，古菌，囊包虫类

蛋白 

编译，修饰，伴侣，能量转换，新

陈代谢蛋白，不同的方法提取出的

蛋白种类不同 

[6] 2012.05 NaOH浸泡，超声波破碎，酚洗，多次离心，醋酸

铵沉淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，

液相色谱分析，质谱分析 

细菌，后生动物，植物，

真菌，古菌，囊包虫类

蛋白 

编译，修饰，伴侣，能量转换，新

陈代谢蛋白，不同的方法提取出的

蛋白种类不同 

[6] 2012.05 浸提剂浸泡，超声波破碎，多次离心，醋酸铵沉淀，

沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶水解，液相色

谱分析，质谱分析 

细菌，后生动物，植物，

真菌，古菌，囊包虫类

蛋白 

编译，修饰，伴侣，能量转换，新

陈代谢蛋白，不同的方法提取出的

蛋白种类不同 

[6] 2012.05 预先清洗，浸提剂浸泡，超声波破碎，多次离心，

醋酸铵沉淀，沉淀处理，一维凝胶电泳，胰蛋白酶

水解，液相色谱，质谱 

细菌，后生动物，植物，

真菌，古菌，囊包虫类

蛋白 

编译，修饰，伴侣，能量转换，新

陈代谢蛋白，不同的方法提取出的

蛋白种类不同 

[1] 2014.01 NaOH浸提，苯酚浸提，离心，乙酸铵甲醇溶液沉

淀，离心，乙酸铵甲醇溶液洗涤，丙酮洗涤，乙醇

洗涤，总氨基酸检测 

– – 

[1] 2014.01 浸提剂浸泡，离心，TCA洗涤沉淀，丙酮洗涤，总

氨基酸检测，质谱分析 

对细菌蛋白的提取效果

比真菌好 

对胞外分泌蛋白和生物地球化学

循环相关蛋白效果更好 

[1] 2014.01 浸提剂浸泡，4 次液氮快速冷冻，丙酮洗涤，总氨

基酸检测，质谱分析 

对真菌蛋白提取效果 

更好 

贫瘠环境下产生的蛋白效果更好

 
程度地灭活，故每种蛋白质提取方法可能造成专一性

蛋白质的丢失[35]。 

根据前人的经验，可以在进行光谱分析之前，将

不同提取方法得到的蛋白混合起来，这样可以使能够

检测到的蛋白质种类更加全面[6]。 

将已经完全测序的真菌与细菌作为模式系统可

以解决数据库相关序列不全面的问题。但这样将会受

到生物多样性单一以及加入的培养基和凋落物使得

生境过于单一[15]。 

可以制备土壤悬浊液，通过差速离心法得到富

含土壤微生物细胞的层次，从而实现土壤蛋白的富

集[37]。也可以利用 NaOH 和苯酚去除土壤中的腐殖

质直接从土体中提取土壤蛋白[31]。 

4  总结和展望 

4.1 现有土壤蛋白质提取技术的局限性 

由于土壤样品成分复杂，土壤样品中蛋白质含量

低，土壤蛋白的种类和数量受土壤生物群落动态性变

化影响很大，土壤物质对于蛋白质有吸附作用以及提

取土壤蛋白的浸提液缓冲区可选择的范围狭窄等原

因，目前尚无一种可以从不同性质的土壤样品中无差

别地提取所有蛋白质的方法。 

适用于土壤蛋白质组学的蛋白质提取方法发展

到现在，主要有先将土壤中的微生物细胞分离再提取

胞内蛋白，或者提取细胞分泌到土壤中的蛋白；以及

直接将土壤中的微生物细胞溶解破碎，再提取土壤中
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总蛋白的 3种思路。 

然而提取过程中使用试剂的不同，缓冲体系选择

的 pH不同，离心、过滤、沉淀等的操作顺序、时间、

强度的不同又会使得不同的提取方法对某些种类的

蛋白产生偏好[6]。从目前所能达到的最高技术水平

来看，通过土壤蛋白质组学的研究得到的数据，由

于其提取完整性较低、变异性太大以及肽段序列数

据库匮乏的原因，往往需要结合利用土壤宏基因组

学、转录组学得到的数据才能对研究对象做出较为

客观的结论[38]。 

4.2 解决思路 

4.2.1  通过特定的提取方法从特定类型的土壤中提

取特定类型的蛋白    如表 3、4所示，不同的蛋白

质提取方法可以从不同类型的土壤中提取出不同

种类和功能的蛋白质。洗涤剂的使用以及高温会更

加高效地促进细胞裂解以及矿物质与蛋白质的分

离[32]，高浓度的 DTT也许能通过减弱蛋白质与矿物

和腐殖质之间的二硫键来提取更多的土壤蛋白[1]。 

Chourey 等[32]和 Singleton 等[39]的方法在检测主

要的细胞活动和新陈代谢过程中蛋白质比例的信息

的能力是相同的，但 Singleton 的方法在森林土壤蛋

白功能的检索能力方面还是有所欠缺的，而 Chourey

的方法能够在研究 C 与 N 固定的过程以及有机物水

解的方面提供更多的信息。而且两种方法在分类上也

有偏见，前者偏向于提取真菌蛋白，而后者倾向于提

取细菌蛋白。使用 DTT 的 Chourey 的方法提取出的

蛋白多样性更高[1]。 

4.2.2  通过蛋白质肽段数据库的完善鉴定出更多的

蛋白    本文所涉及的土壤蛋白质组学的研究大多

涉及了蛋白质肽段数据库的匮乏导致的土壤蛋白鉴

定的不全面和偏差。Baldrian 和 López-Mondéjar[40]

在实验中发现，分泌蛋白的数据库组要由氧化酶类和

水解酶类组成，能检测到真菌的蛋白信息而没有对应

的基因序列主要是由于将检测到的蛋白去对应已知

基因序列的能力不足造成的。 

宏转录学虽然能直接地鉴定代谢途径，但是也缺

乏 mRNA 和蛋白质之间的对应关系。蛋白质组学的

质谱鉴定也是依赖于相关基因图谱的丰富程度，蛋白

质组学也能从更加丰富的基因序列中受益[2]。 

一些根际微生物生态的研究使用了稳定同位素

探测技术，利用 C13与 N15标记核酸，从而探测和鉴

定在土壤微生物群落中参与了特定的新陈代谢过程

或者其他生化途径的微生物种群[33]。此外，稳定同

位素同时也可以标记蛋白质，若能解决土壤蛋白质的

分离纯化上的困难以及蛋白质数据库缺失的问题，

SIP-Protein techniques(稳定同位素标记蛋白技术)也

能用来准确鉴定具体的酶和特定种类的微生物在土

壤群落生物化学过程中起到的作用。 

4.2.3  建立广谱高效的蛋白质提取方法    配合更

高精度的质谱分析更全面地提取并鉴定蛋白的质谱

分析与色谱分析是鉴定土壤蛋白的关键[1]。一种较为

可行的提高土壤蛋白提取的广谱性和公平性的方法是

将不同提取方法提取出的土壤蛋白浓缩液混合在一起

然后再进行电泳或者液相色谱以及质谱仪检测，这样

能够使提取出来的土壤蛋白种类更加全面[6]。 
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Abstract: There has been increasing concern about the soil metaproteomics in recent years. Proteomics platform in soil is 

helpful for understanding the biogeochemical cycles of carbon, nitrogen and phosphorus and the oxidation of soil organic matter. 

By analyzing the sources, functions and activities of soil microbial protein, soil metaproteomics can address the issue of different 

kinds of protein expression and then link protein information with the associated ecosystem processes. However, although the 

species of protein in soils are very rich, the contents of proteins in soils are usually very low, which dramatically hinders the 

application of proteomics techniques. A critical step thus is to get a high concentration of protein solution by pretreatment of soil 

samples. This review summarized some typical methods for extracting proteins from soils and leaf litter in recent years. In 

addition, the potential directions of improvements for current methods were discussed. 
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