




\ 

蛋白 质 的 凝 胶 电泳 
实践 方法 

B.D. 哈密 斯 “D. 利克 伍德 FS 

RA EF 评 

中 科 院 植物 所 图 

‘WMA J 
50014803 

ae I 
5a 

i 

ZI 

me pie * 多 



内 容 简介 

本 书 为 蛋白 质 凝 胶 电 泳 的 现代 理论 和 实践 的 专 论 。 全 书 在 详尽 地 论述 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 原理 及 实验 技术 的 基础 上 ,对 等 速 电 访 、 聚 焦 电 访 、 免 

疫 电 泳 及 双向 凝 胶 电泳 等 技术 作 了 系统 介绍 ， 并 介绍 了 如 何 应 用 电子 计算 

机 “选择 ” 凝 胶 电泳 最 适 工 作 条 件 的 最 新 技术 ,附录 中 列举 了 蛋白质 研究 工 

作 中 常用 的 方法 和 同位 素 标 记 蛋 白质 所 应 用 的 各 种 试剂 ,便于 读者 查阅 。 

本 书 适 于 生物 化 学 、 免 疫 学 、 分 子 生 物 学 等 领域 的 科学 工作 者 阅读 ,也 

可 供 大 专 院 校 基础 医学 ,生物 化 学 等 专业 师 生 参 芳 。 
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lle 前 

分 离 方法 的 发 展 对 生物 学 系统 的 阐明 起 了 重要 作用 。 在 常用 的 各 种 技术 方法 中 ， 凝 

胶 电泳 是 最 重要 的 方法 之 一 。 本 书 及 其 姐妹 篇 《核酸 的 凝 胶 电 泳 》 详 述 了 分 离 大 分 子 的 

凝 胶 电泳 方法 。 书 中 着 重 强调 现代 使 用 的 电泳 技术 的 实践 。 为 了 防止 过 分 重复 ， 对 某 些 

章节 ,其 中 包括 某 些 重要 的 实际 课题 , 作 了 必要 的 修订 。 我 们 感谢 有 关 的 作者 ， 特 别 是 出 
版 者 在 这 项 工作 中 所 表现 出 的 耐性 和 谅解 ， 同 时 还 感谢 Irene Hames 对 全 书 所 作 的 精心 

校对 。 
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D. 利克 伍德 
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F S64. 

B 要 说 明 

凝 胶 电 次 对 健康 的 危害 

G) 许多 常 应 用 于 凝 胶 电 泳 的 化 学 物质 具有 毒性 ， 而 另外 一 些 试剂 对 健康 的 影响 尚 
不 了 解 。 因 此 ;重要 的 是 使 实验 者 了 解 他 们 在 处 理 本 书 所 提 及 的 各 种 化 学 物质 时 ,应 采取 
防护 措施 。 处 理 丙 烯 酰胺 时 尤 须 特别 注意 ,因为 这 类 物质 具有 强烈 的 神经 毒性 ,但 聚 丙烯 
酰胺 凝 胶 无 毒 (除非 凝 胶 中 含有 未 聚合 的 单 体 )o 

Gi) 使 用 凝 胶 电泳 仪 时 应 当 小 心 ， 因 为 缺乏 电学 安全 装置 的 仪器 是 危险 的 。 在 使 用 
非 商品 性 的 电泳 仪 时 更 应 特别 注意 ,因为 它们 可 能 未 达到 通常 所 需要 的 安全 措施 标准 。 建 
议 所 有 仪器 在 使 用 前 均 应 由 熟练 的 电工 检查 。 
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第 1 章 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 导 论 

B. David Hames 

5 | Dil 

所 有 带电 离子 或 基 团 在 电场 中 都 能 泳 动 。 除了 在 其 等 电 点 以 外 ， 和 蛋白质 在 任何 pH 
下 都 带 净 电荷 ,因而 也 能 泳 动 ， 其 泳 动 速度 取决 于 所 研究 的 蛋白 质 的 电荷 密度 (电荷 与 质 
量 的 比值 ); 电 荷 与 质量 的 比值 越 大 ,分 子 泳 动 的 速度 越 快 。 因 此 ,给 溶液 中 的 蛋白 质 混 合 
物 施加 电场 将 导致 不 同 的 蛋白 质 以 不 同 速度 朝向 某 一 电极 泳 动 。 由 于 所 有 蛋白 质 最 初 分 
布 于 整个 溶液 中 , 故 所 获得 的 分 离 效果 极 低 。 区 带电 泳 是 这 一 方法 的 一 种 改进 , 它 将 待 分 
离 的 蛋白 质 分 子 的 混合 物 置 于 距 电极 适当 距离 的 狭窄 区 域 或 区 带 上 ,以 便 在 电泳 时 ,迁移 
率 各 不 相同 的 蛋白 质 以 不 连续 的 区 带 移 动 , 从 而 使 它们 在 电泳 过 程 中 逐步 分 离 。 理 论 上 ， 
若 蛋白 质 的 相对 泳 动 率 明显 不 同 , 且 泳 动 的 距离 又 足够 大 , 则 不 同 的 蛋白 质 很 容易 通过 形 
成 不 同 的 区 带 得 到 分 离 。 然 而 ,实际 上 自由 溶液 中 的 区 带电 泳 存在 着 某 些 缺陷 。 首 先 , 电 
泳 引起 的 任何 热效应 能 引起 液 柱 的 对 流 扰动 并 破坏 正在 分 离 的 蛋白 质 区 带 。 其 次 ， 扩 散 
作用 将 不 断 地 使 蛋白 质 区 带 加 宽 ， 而 且 在 电泳 结束 后 ,这 一 作用 还 在 进行 。 为 了 减 小 这 类 
效应 ;蛋白 质 区 带电 泳 几 乎 不 在 自由 溶液 中 进行 ,而 是 在 具有 起 稳定 作用 的 某 种 支持 介质 
内 的 溶液 中 进行 。 除 了 能 减少 电泳 时 对 流 和 扩散 的 有 害 作用 外 ， 使 用 支持 介质 使 得 研究 
者 能 在 电泳 后 立即 将 分 离 的 蛋白 质 固定 在 其 最 终 的 位 置 上 ， 因 而 避免 了 由 于 电泳 后 的 扩 
散 作用 所 引起 的 分 辩 率 的 降低 。 所 应 用 的 固定 方法 随 所 选用 的 支持 介质 的 不 同 而 不 同 。 

通常 采用 的 支持 介质 有 许多 种 ,最 通用 的 是 洪 纸 条 或 醋酸 纤维 素 薄膜 , 铺 于 玻璃 或 塑 
料 板 上 形成 一 薄 层 的 硅胶 、 氢 氧化 铝 或 纤维 素 等 材料 以 及 琼脂 糖 、 淀 粉 或 聚 丙烯 酰胺 凝 
胶 。 这 些 介质 分 为 两 大 类 。 纸 、 栈 酸 纤 维 素 和 薄 层 物质 是 相对 惰性 的 材料 ,主要 起 支持 作 
用 并 减少 对 流 。 因而 以 这 类 材料 进行 的 蛋白 质 的 分 离 主要 取决 于 所 选 定 的 pH 条 件 下 蛋 
白质 的 电荷 密度 ,如 同 在 自由 溶液 中 进行 的 电泳 一 样 。 与 此 相反 ,各 种 凝 胶 不 仅 阻 止 了 对 
流 和 降低 了 扩散 作用 ,而 且 在 某 些 场合 下 ,它们 通过 与 泳 动 中 的 粒子 相互 作用 ， 也 积极 地 
参与 分 离 过 程 。 这 类 凝 胶 可 以 认为 是 具有 孔径 与 蛋白 质 分 子 大 小 大 致 相同 的 有 和 孔 介 质 ， 
因而 能 产生 分 子 筛 效应 ,其 分 离 作 用 既 与 电荷 密度 有 关 ,又 与 分 子 大 小 有 关 。 例 如 ， 用 纸 
电泳 不 能 将 两 种 分 子 大 小 各 异 但 电荷 密度 相同 的 蛋白 质 分 离开 来 ; 然而 若 分 子 大 小 相差 
悬殊 ,用 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ,由 于 分 子 筛 效 应 使 分 子 量 较 大 的 蛋白 质 比 分 子 量 较 小 的 蛋 
白质 分 子 泳 动 慢 ， 结 果 可 以 将 它们 分 离开 来 。 

分 子 乌 效 应 的 大 小 取决 于 凝 胶 孔 径 大 小 与 泳 动 粒子 大 小 相 接近 的 程度 。 由 于 琼脂 业 
凝 胶 孔 径 相当 大 ,对 大 多 数 蛋白 质 分 子 而 言 ,其 分 子 筛 效应 微不足道 ， 因 而 分 离 作 用 主要 
决定 于 电荷 密度 。 相 反 ,淀粉 及 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 的 孔径 与 蛋白 质 分 子 大 小 相近 ,因而 这 类 
凝 胶 的 确 具有 分 子 筛 作 用 。 但 是 ， 淀 粉 凝 胶 电 泳 的 成 功 与 否 极 大 程度 取决 于 淀粉 凝 胶 本 
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身 的 性 质 。 从 生物 材料 中 制备 的 淀粉 凝 胶 其 重 现 性 不 佳 ， 还 可 能 含有 对 结果 产生 不 良 影 

响 的 杂质 。 另 一 方面 ,在 标准 化 的 聚合 状态 下 ,由 丙烯 酰胺 单 体 聚 合 而 成 的 聚 丙烯 酰胺 凝 

胶 ， 常 常 能 以 可 重复 的 方式 用 高 纯度 的 试剂 制备 。 可 以 从 市 面 上 以 合理 的 价格 购 得 聚合 

反应 中 所 需 的 高 纯度 制剂 ,尽管 出 于 某 种 目的 ， 有 时 需 将 它 进 一 步 纯化 。 此 外 ，, 聚 丙烯 酰 

胺 凝 胶 具 有 化 学 性 质 不 活泼 ,在 范围 较 大 的 pH、 温 度 和 离子 强度 的 条 件 下 稳定 ， 以 及 透 

明 等 优点 。 最 后 ， 聚 丙烯 酰胺 容易 制备 成 孔径 范围 很 宽 的 凝 胶 以 适应 不 同 大 小 蛋 自 质 分 

子 的 分 级 分 离 而 用 淀粉 凝 胶 所 获得 的 孔径 范围 十 分 有 限 。 基 于 上 述 及 其 它 原 因 , 虽 然 演 

粉 凝 胶 已 广泛 用 于 同 工 酶 的 分 析 ， 但 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 已 成 为 大 多 数 蛋白 质 进 行 区 带电 泳 

所 选用 的 介质 。Gordonm 和 Smith ”对 淀粉 凝 胶 电 泳 已 进行 评述 。 琼 脂 糖 凝 胶 所 分 级 分 

离 的 分 子 或 复合 物 比 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 大 ， 特 别 适合 于 分 离 某 些 核酸 和 核 蛋白 9 此 外 ， 琼 

脂 糖 还 广泛 应 用 于 将 蛋白 质 区 带电 泳 与 免疫 检定 和 免疫 定量 相 结合 的 免疫 电泳 中 【 见 第 

7 章 )。 

聚 丙 烽 酰胺 凝 胶 的 性 质 

化 学 结构 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 是 由 丙烯 酰胺 单 体 聚 合成 长 链 , 并 且 通 过 双 功 能 化 合 物 如 N, N’-W 

甲 基 双 丙烯 酰胺 (通常 缩写 为 双 丙 烯 酰胺 ) 与 长 链 末 端 游离 的 功能 基 反 应 交 联 而 成 & 出 于 

CH} = Sef 】 CH2 = 1 be 

7 = 4 ‘ =0 

NH} oF 

人 
NH 

ioe 
CH .= CH 

N, N/ - 亚 甲 基 双 丙 烯 酰 胺 
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| 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
图 1 丙烯 酰胺 、N, N'- 亚 甲 基 双 丙 烯 酰胺 及 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 化 学 结构 。 



某 些 特 殊 目的 ， 也 采用 其 它 交 联 剂 以 赋予 凝 胶 特 殊 的 溶解 性 质 。 单 体 及 交 联 以 后 凝 胶 的 

最 终结 构 见 图 1 。 

聚合 催化 剂 

丙烯 酰胺 的 聚合 是 通过 加 入 过 硫酸 匀 或 核 黄 素来 起 动 的 。 此 外 , 也 可 以 加 入 N,N, 
N'，N'- 四 甲 基 乙 二 胺 (TEMED) 或 3- 二 甲 &- (DMAPN) (3-dimethylamino- pro- 

pionitrile) 《不 常用 ) 作 为 聚合 过 程 的 促进 剂 。 
在 过 硫酸 胺 -TEMED 系统 中 ，TEMED 催化 过 硫酸 盐 形成 自由 基 ,而 形成 的 自由 基 

反 过 来 又 起 动 聚合 反应 。 由 于 反应 需要 TEMED 的 游离 碱 基 ， 所 以 在 pH 偏 低 的 条 件 
下 ,聚合 反应 可 能 延迟 甚至 被 阻止 。 增 加 TEMED 或 过 硫酸 匀 浓 度 可 以 增加 聚合 反应 速 
率 。 

与 用 过 硫酸 盐 催 化 的 化 学 聚合 反应 不 同 ,使 用 核 黄 素 -TEMED 的 系统 需要 光 来 起 动 
聚合 反应 。 光 照 引 起 核 黄 素 光 分 解 并 生成 必需 的 自由 基 。 虽 然 照射 仅 含 丙烯 酰胺 和 核 黄 
素 的 溶液 也 能 生成 凝 胶 , 但 常 需 加 入 TEMED， 使 聚合 反应 更 好 地 进行 。 

氧 抑制 聚合 反应 ， 因 此 凝 胶 混合 物 在 使 用 前 常 需要 脱 气 。 

ARE 

聚合 反应 混合 物 中 ,丙烯 酰胺 的 总 浓度 对 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 有 效 孔径 有 很 大 的 影响 。 
丙烯 酰胺 浓度 增加 ,有 效 孔 径 减 小 。 丙 烯 酰胺 浓度 低 于 25% 左右 ， 对 分 子 量 大 于 104 的 
分 子 具 有 分 子 筛 作用 的 凝 胶 几 乎 为 液体 ,但 可 以 加 入 0.5 匈 的 琼脂 糖 来 弥补 。 在 另 一 种 极 
端的 例子 中 ,对 分 子 量 低 至 2,000 的 多 肽 有 明显 分 子 筛 作用 的 凝 胶 , 其 丙烯 酰胺 浓度 高 达 
30 儿 以上。 正如 入 们 所 预计 的 那样 选择 丙烯 栈 腔 浓度 是 利用 区 带电 泳 对 和 蛋白质 组 分 作 
最 佳 分 离 的 关键 ， 下 文 将 就 此 进行 更 详尽 的 探讨 。 

对 于 任何 单 体 浓 度 已 确定 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 其 有 效 孔径 硬度 脆性、 光 散 射 性 及 脱 
张 性 质 随 所 使 用 的 交 联 剂 的 比例 变化 而 变化 。 在 无 交 联 剂 存在 下 的 聚合 将 导致 散乱 的 聚 
合 链 的 形成 ,结果 产生 粘 稠 的 溶液 。 若 在 聚合 的 混合 液 中 加 入 双 丙 烯 酰胺 ,由 于 散乱 的 聚 
合 链 之 间 交 联 形成 共 价 网 络 而 产生 凝 胶 。 随 着 交 链 剂 比例 增加 , 凝 胶 孔 径 减 小 ; 当 双 丙烯 
酰胺 达 单 体 总 浓度 的 5% (BN Csi 一 5%) 时 ,和 孔径 最 小 。 随 着 双 丙 烯 酰胺 比例 增加 ,聚合 
链 交 联 成 越 来 越 大 的 囊 , 襄 与 囊 之 间 具 有 大 的 空间 ,结果 有 效 孔 径 再 次 增加 。 和 孔径 依赖 于 
交 联 剂 的 比例 而 与 所 使 用 的 单 体 总 浓度 无 关 ， 因 此 若 双 丙烯 酰胺 的 比例 大 于 或 小 于 5 多 
的 最 佳 值 , 单 体 总 浓度 较 大 的 凝 胶 比 总 浓度 较 低 的 凝 腕 有 更 大 的 有 效 孔 径 。 

ce DE 
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略 加 以 考虑 是 有 价值 的 。 实 际 上 ,研究 者 必须 决定 凝 胶 应 当 采 用 的 最 适 的 物理 形式 ( 柱 胶 

或 板 胶 )， es nee 用 连续 * ine icaiakon 
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析 。 上 述 问 题 中 的 一 部 分 可 立即 得 到 解答 。 其 它 问题 可 能 需要 预 实验 才能 获得 满意 的 解 

答 
(=e) 

柱 胶 和 板 胶 

最 初 的 分 析 性 区 带电 泳 使 用 装 在 玻璃 管 中 的 聚 丙烯 酰胺 柱状 胶 条 。 而 目前 常 使 用 厚 

0.75—1.5mm 的 板 胶 。 板 胶 最 重要 的 优点 之 一 是 包括 标志 分 子 量 的 蛋白 质 在 内 的 许多 样 

品 , 能 在 同一 板 胶 中 在 相同 的 条 件 下 电泳 ,因此 便于 直接 比较 产生 的 区 带 图 (图 2)o AR 

由 于 聚合 效率 、 凝 胶 长 度 和 直径 等 的 细微 差别 ,即使 是 同一 样品 在 柱 胶 上 电泳 ， 其 结果 也 

- 图 2 用 板 胶 对 多 肽 梓 品 组 分 进行 SDS-PAGE 分 析 的 典型 图 谱 。 用 SDS- 不 连续 缓冲 系统 ， 在 10 一 1592 
线性 梯度 凝 胶 中 ， 室温 下 将 从 大 鼠 附 罕 不 同 区 域 管 腔 中 获得 的 可 溶性 蛋白 质 电泳 5 小 时 ,电流 为 20 mA, 

中 央 部 位 的 区 带 为 下 列 分 子 量 标志 多 肽 : 8 半 乳 糖苷 酶 * 牛 血清 白 蛋白 ，Y REAR, BA TR 
ABRAMS co Wiki: 用 考 马 斯 蓝 R250 〈coomassie blue R250) RABRAK 

CK D. Brooks 博士 允许 拍照 )。 

极 少 相同 。 板 胶 的 其 它 优 点 如 下 : 
G) 与 常用 的 较 厚 的 柱 胶 相 比 较 ， Ee ae 因而 使 热 效 

应 所 引起 的 蛋白 质 区 带 变 形 减 少 ; 

Gi) 板 胶 的 和 矩形 截面 可 使 光 密 度 测 定 和 照 象 时 产生 光学 假象 的 可 能 性 减 小 ， 并且 便 
于 干燥 贮存 或 放射 性 自 显影 ; 

Gi) AMAA TF. 制 |e A Ros RR GB Re — EA 
L, EN AWARE BE 25 个 样品 。 oe CAR 
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Go “有 几 种 情况 需要 继续 使 用 柱 胶 。 首 先 , 电 泳 后 研究 者 希望 将 凝 胶 切 成 胶 块 , 并 测定 每 

一 胶 块 中 的 放射 性 (对 放射 性 标记 的 蛋白 质 )， 或 洗 脱 并 测定 蛋白 质 的 生物 活性 以 分 析 有 

关 的 蛋白 质 。 虽 然 柱 胶 和 板 胶 都 能 切片 ,但 就 通常 使 用 的 凝 胶 大 小 而 言 * 前 者 样品 容量 较 
大 ,更 适用 于 这 一 目的 。 另 外 , 若 研 究 者 希望 使 用 自动 切 胶 装置 ,他 可 能 选择 柱 胶 ,因为 这 

类 装置 的 大 多 数 是 为 柱 胶 设 计 的 。 其 次 ， 若 欲 确定 蛋白 质 组 分 分 离 时 的 最 适 pH 或 凝 胶 
浓度 , 柱 胶 常常 是 优先 选取 的 形式 ， 这 是 因为 用 柱 胶 试 验 许多 条 件 只 需 付 出 很 少 的 努力 ， 

特别 是 在 采用 为 这 一 目的 加 以 改装 的 柱 胶 电泳 仪 时 更 是 如 此 ( 见 第 2 章 )。 最 后 ， 由 于 双 

向 电泳 技术 的 建立 , 柱 胶 的 应 用 日 益 增加 ,在 双向 电泳 技术 中 ， 蛋 昌 质 混合 物 首 先 在 柱 胶 

上 作 第 一 向 分 离 ， 然 后 将 柱 胶 粘 附 在 一 块 板 胶 的 边缘 ， 进 行 蛋白 质 组 分 的 第 二 向 电泳 分 

离 。 这 一 高 分 辩 率 的 方法 将 在 第 5 章 详 述 。 

_ 解 离 或 非 解 离 缓冲 系统 
在 蛋白 质 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 区 带电 泳 中 ， 大 多 数 研究 工作 系 采 用 能 将 所 有 蛋白质 解 

离 为 多 肽 亚 基 的 缓冲 系统 。 最 常用 的 解 离 剂 是 离子 型 去 污 剂 、SDS。 在 过 量 SDS WII 
RA OLR D AES BRA REA MINE 100° 变性 。 在 这 种 条 件 下 ,大 部 分 
多 肽 以 重 定 的 重量 比 与 SDS 结合 (Le 多 肽 结合 1.4 g SDS)。 与 结合 的 去 污 剂 所 提供 的 
负电 荷 比较 ,多 肽 固有 的 电荷 无 重要 意义 , 因此 SDS- 多 肽 复合 物 基 本 上 具有 相同 的 电荷 
密度 ,在 适当 孔 率 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 ,严格 按照 多 肽 分 子 的 大 小 泳 动 a。 于 是 ,除了 分 
村 样品 中 的 多 肽 组 成 外 ,通过 参照 在 相同 电泳 条 件 下 已 知 分 子 量 多 肽 的 迁移 率 , 研 究 者 可 
以 测定 多 肽 样品 的 分 子 量 。 本 方法 简便 \ 快 速 ， 并 且 只 需要 微克 数量 级 的 蛋白 质 样品 ,从 
而 使 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 《SDS-PAGE) 成 为 测定 蛋白 质 样 品 组 成 的 复杂 性 及 其 
分 子 量 的 应 用 极为 广泛 的 一 种 方法 。 鉴于 各 种 来 源 的 蛋白 质 几乎 都 能 迅速 地 被 SDS 深 
解 ， 因 此 这 一 方法 可 以 普遍 应 用 。 
尿素 也 被 用 作 解 离 剂 ， 它 是 通过 破坏 氢 键 而 起 作用 的 。 作用 时 需要 使 用 高 浓度 
(~8 mal/ 工 )。 欲 使 含 二 硫 键 的 蛋白 质 完全 变性 还 需要 加 入 莹 基 试剂 , 电泳 时 必须 有 尿素 
存在 以 维持 变性 状态 。 在 某 些 实例 中 尿素 的 优点 是 不 影响 蛋白 质 的 固有 电荷 ， 因 此 与 应 
用 SDS 的 电泳 分 离 不 同 。 尿素 作为 解 离 剂 进行 的 多 肽 组 分 分 离 是 基于 分 子 的 大 小 及 分 
子 所 带电 荷 。 缺 点 是 由 于 分 离 作用 受 分 子 大 小 和 电荷 多 少 双重 因素 的 影响 ， 因 而 不 能 精 
确 地 测定 分 子 量 。 而 且 , 在 解 离 蛋白 质 方面 ,尿素 不 如 SDS 优越 ; 高 达 50% 的 复杂 蛋白 
RAMA ERTL, SDS 作 解 离 剂 ,即便 是 天 然 细 胞 的 胞 溶 物 ， 至 少 有 90% A 
以 进入 凝 胶 。 然 而 ， 欲 使 这 类 物质 的 大 多 数 进入 凝 胶 ， 则 某 些 蛋白 质 的 人 胶 不 仅 需要 尿 
素 , 同 时 还 需要 SDS。 

“与 上 述 系统 不 同 ,在 非 解 离 缓冲 系统 中 ,用 区 带电 泳 来 分 离 天 然 蛋白 质 ， 目 的 是 为 了 
也 保 存 亚 基 之 间 的 相互 作用 、 天 然 蛋 白质 的 构象 及 其 生物 活性 。 天 然 蛋 白质 是 根据 分 子 大 
水 和 电荷 来 分 离 的 。 有 关 各 种 已 应 用 的 非 解 离 缓冲 系统 的 详尽 内 容 ， 将 在 本 章 的 下 节 及 

。 随后 的 叙述 中 了 予以 介绍 。 

连续 或 不 连续 (多 相 ) 缓 冲 系 统 
) 连续 缓冲 系统 是 攻 个 样品 、 凝 胶 及 电极 模 缓 冲 液 中 的 缓冲 离子 相同 (尽管 二 只 槽 中 的 

i +) 5m 
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BFRE WEAR) A pH 值 恒定 的 区 带电 泳 系 统 。 在 这 种 系统 中 , 蛋白 质 样品 直接 加 于 

凝 胶 上 进行 分 离 ,分 离 胶 的 小 孔 相当 小 (图 3 a, b), 电泳 时 足以 使 样品 组 分 按 分 子 大 小 分 

级 分 离 。 相 反 ， 不 连续 (或 多 相 ) 缓 冲 系统 的 凝 胶 与 电极 模 应 用 的 缓冲 离子 不 同 。 多 数 不 

连续 缓冲 系统 的 缓冲 剂 和 pH 均 不 连续 。 在 这 些 系 统 中 ,样品 加 在 孔径 大 的 浓缩 胶 上 ， 而 

浓缩 胶 则 聚合 在 小 孔径 的 分 离 胶 之 上 (图 3c, d)。 

(b) 

' 图 3， 连 续 及 不 连续 缓冲 系统 的 柱状 和 板 状 凝 胶 。 (2) 与 柱 胶 有 关 的 连续 缓冲 系统 ;样品 直接 加 
于 分 离 胶 上 。(b) 与 板 胶 有 关 的 连续 缓冲 系统 ;样品 直接 加 于 由 分 离 胶 形成 的 小 池内 。(c) Md) 
分 别 为 与 柱 胶 和 板 胶 有 关 的 不 连续 系统 ,样品 直接 加 到 浓缩 胶 上 ;或 者 加 在 浓缩 胶 形成 的 小 池 申 。 

与 连续 缓冲 系统 比较 ， 不 连续 缓冲 系统 的 主要 优点 是 凝 胶 上 可 加 体积 相当 大 的 蛋白 

质 稀 咨 液 ， 仍 然 可 以 使 样品 的 各 组 分 得 到 良好 的 分 离 。 究 其 原因 是 在 电泳 过 程 中 ， 蛋 自 

质 样品 在 小 孔径 的 分 离 胶 中 分 离 之 前 ， 先 经 过 大 孔径 浓缩 胶 的 迁移 作用 而 被 浓缩 至 一 极 

狭窄 的 区 带 〈 堆 积 区 )。 不 连续 系统 之 所 以 产生 极 窗 的 蛋白 质 起 始 区 带 ， 可 以 通过 考查 

Ordstein™ 和 Davis? 早期 的 不 连续 系统 实例 来 理解 。 

让 我 们 来 考虑 一 种 弱酸 ,例如 甘氨酸 ,在 接近 其 PK 的 pH 值 时 ， 任 一 时 刻 都 只 有 二 

部 分 分 子 带 负电 荷 。 若 * 是 全 部 分 子 中 被 解 离 的 并 以 负离子 的 形式 存在 的 部 分 ， 则 每 一 

分 子 可 以 看 作 是 在 全 部 时 刻 中 的 * 时 刻 带电 ,其 余 时 刻 则 不 带电 。 因 此 ;车 带电 分 子 的 泳 

动 率 为 M， 则 有 效 泳 动 率 = Mr, KBE = V. Me (此 处 V 为 电压 梯度 )o AHEM 

有 效 泳 动 率 的 乘积 相等 , 泳 动 率 较 低 的 离子 其 泳 动 速度 可 以 和 泳 动 率 较 高 的 离子 一 禅 快 遇 
在 Ornstein-Davis 系统 中 ,样品 本 身 及 浓缩 胶 均 含有 Tris-HCl 缓冲 液 , 而 上 贮 液 档 盛 有 
Tris- 甘 氨 酸 缓冲 液 (图 4 a)。 在 样品 和 浓缩 胶 的 pH 中 (pH 6.7), HARD Wee BE 
泳 动 率 很 低 。 驻 这 一 pH 条 件 下 , 氧 离子 具有 很 高 的 泳 动 率 , SARAH PR 



贮 液 槽 缓冲 撤 
Tris- 甘氨酸 PH8.3) 3 

蛋白 质 在 甘氨酸 和 
氧 离子 界面 上 浓缩 

样品 Tris-HCl 浓缩 胶 Tris-HCI 
7 PH6.7 

分 离 胶 贮 液 槽 缓冲 波 
Tris-HCl | ruis- 甘 氨 酸 pH8.3 ) 

Ba ET GRE RR TERR 
(a) (b) (c) 

图 4 Ornstein-Davis 不 连续 缓冲 系统 的 操作 。(a) 电泳 开始 时 ，(b) 0， 《c) 在 
分 离 胶 中 分 离 时 。 详 细 说 明 见 正文 。 

子 和 甘氨酸 之 间 。 一 且 施 加 电压 , 氧 离 子 (先导 离子 ，leading iofs) 与 甘氨酸 〈 后 随 离子 ， 
trailing ions) 泳 离 ， 并 在 其 后 部 留 下 一 条 导电 性 较 低 的 区 带 67 由 于 导电 性 与 电场 强度 成 
反比 ,因此 这 一 区 带 获得 较 高 的 电压 梯度 ;并 加 速 廿 氨 酸 的 深 动 ， 使 其 赶 上 氧 离 子 。 于 是 
建立 起 甘氨酸 和 和 氧 离 子 的 电压 梯度 和 泳 动 率 乘积 相等 的 稳定 态 ， 使 这 些 带电 颗粒 以 相同 
速度 泳 动 ,两 种 离子 之 间 具 有 明显 的 边界 面 。 当 甘氨酸 / 氯 离子 界面 通过 样品 然后 进入 浓 
缩 胶 时 ,在 移动 的 界面 前 有 一 低 电 压 梯 度 ,在 界面 后 有 一 个 高 电压 梯度 。 由 于 在 移动 界面 
前 的 任何 蛋白 质 泳 动 速度 比 氯 离子 低 ， 因 此 氧 离 子 能 迅速 越过 。 移 动 界面 后 部 的 蛋白 质 
处 于 较 高 的 电压 梯度 中 ， 其 泳 动 速度 比 甘 氨 酸 快 。 因 此 ， 移 动 的 界面 将 蛋白 质 推移 至 一 
起 ,浓缩 成 为 极 薄 的 区 带 或 层 带 , 一 条 带 倒 加 在 另 一 条 带 上 ,以 便 降 低 迁 移 率 ,甘氨酸 则 紧 
跟 在 蛋白 质 之 后 (图 4 b)。 蛋 白质 在 移动 界面 中 的 浓缩 作用 仅 取 决 于 样品 和 浓缩 胶 中 的 
Tris-HCl 的 浓度 , 而 与 样品 中 蛋白 质 的 最 初 浓 度 无 关 。 稳 定 态 蛋白 质 层 的 厚度 与 样品 中 
蛋 自 质 的 最 初 流 度 无 关 ， 仅 仅 取决 于 加 至 凝 胶 上 的 蛋白 质 总 量 。 在 典型 的 分 析 性 聚 丙烯 
酰胺 凝 胶 电 泳 中 加 入 蛋白 质 ， 所 形成 的 蛋白 质 层 厚度 仅仅 几 微米 。 由 于 浓缩 胶 为 大 孔径 
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当 移 动 界面 到 达 浓 缩 胶 和 分 离 胶 的 分 界面 时 , 凝 胶 的 pH 值 明 显 增加 , 并 导致 甘氨酸 
大 量 解 离 。 因 此 ， 甘 氨 酸 有 效 泳 动 率 增 加 ， 结 果 甘 氨 酸 越过 蛋白 质 并 直接 在 氯 离子 后 移 
动 。 同 时 , 凝 胶 孔 径 明 显 降低 ,由 于 分 子 角 作用 使 蛋白 质 迁 移 率 减 小 。 这 两 种 作用 不 能 使 
蛋白 质 浓缩 。 于 是 蛋白 质 在 一 均一 的 电压 梯度 和 pH 值 的 区 带 中 泳 动 (此 时 Tris- 甘 氨 酸 
pH 为 9.5， 而 不 是 最 初 的 分 离 胶 缓冲 液 Tris-HCl pH 8.9)， 并 根据 其 固有 的 带电 性 及 
分 子 大 小 进行 分 离 ,后 者 与 小 孔径 分 离 胶 的 分 子 筛 效应 有 关 ( 图 4c)e 

由 于 用 不 连续 缓冲 系统 可 以 获得 高 分 辩 率 ， 所 以 通常 选用 将 SDS 加 于 各 缓冲 剂 中 
的 SDS- 不 连续 缓冲 系统 ,以 便 在 解 离 条 件 下 使 蛋白 质 混合 物 获 得 高 分 辩 率 的 分 级 分 离 
最 常用 的 SDS- 不 连续 系统 最 初 由 Laemmli™ 述 及 , 系 在 Ornstein-Davis 不 连续 缓冲 系统 

中 加 入 SDS 构成 。 的 确 , 板 胶 目前 几乎 完全 采用 Laemmli 的 SDS- 不 连续 系统 。Nevillem 
提出 了 另 一 种 由 Tris ON HA LAY SDS- 不 连续 系统 。 柱 胶 常 用 Laemmli SDS- 不 
连续 系统 或 通常 为 舍 有 .SDS 的 磷酸 钠 缓冲 液 的 连续 缓冲 系统 。SDS- 磷 酸 缓冲 系统 的 优 



点 是 简便 ,与 Laemmli 系统 相 比较 ,对 某 些 商品 SDS 中 的 杂质 所 引起 的 假象 不 敏感 。 尽 

管 如 此 ，Laemmli SDS- 不 连续 缓冲 系统 优良 的 分 辩 能 力 , 表 明 它 无 疑 仍然 是 分 离 蛋白 质 ， 

特别 是 在 分 离 复杂 蛋白 质 混合 物 时 主要 应 用 的 解 离 缓冲 系统 。 

遗憾 的 是 至 今 尚 缺乏 理想 的 用 于 电泳 分 离 天 然 蛋 白质 的 通用 缓冲 系统 。 缓 冲 系 统 的 

选择 必须 既 能 保持 待 分 离 蛋白 质 的 活性 ， 又 能 使 蛋白 质 的 组 分 得 到 足够 的 分 离 ， 以 满足 

研究 工作 的 需要 。 直到 最 近 ， 仅 发 现 三 种 不 连续 缓冲 系统 可 用 来 分 离 天 然 蛋白 质 ， 即 

Ornstein-Davis 的 高 pH 系统 ( 见 上 文 ), 系 在 25"2，pH 9.5 的 条 件 下 分 离 蛋白 质 ; “中 性 

pH 系统 ,在 pH 8.0 的 条 件 下 分 离 蛋 白质 ”; 及 低 PH 系统， 在 pH 3.6 的 条 件 下 分 离 蛋 白 

质 e。 下 文 将 予以 详 述 。 但 是 ,基于 缓冲 剂 组 分 的 pK 和 离子 泳 动 的 资料 以 及 不 连续 《多 

相 ) 区 带电 泳 的 理论 ,目前 已 设计 出 数 千 种 不 连续 缓冲 系统 ， 它 们 可 应 用 于 pH 2.5 一 11.0 

的 范围 ， 并 可 用 于 计算 机 的 输出 。 有 关 计 算 机 输出 的 说 明 及 应 用 参见 第 2 章 。 

某 些 天 然 蛋 白质 在 到 达 不 连续 缓冲 系统 极 薄 的 浓缩 区 时 ， 由 于 蛋白 质 浓 度 极 高 可 发 
生 凝 聚 并 产生 沉淀 ， 不 能 进入 分 离 胶 或 形成 条纹 ”(Streaking)。 当 凝聚 的 蛋白 质 积聚 在 

凝 胶 表 面 ,随后 在 电泳 过 程 缓慢 溶解 时 即 产生 这 一 现象 ,所 产生 的 蛋白 质 条 纹 的 运动 方向 

与 电泳 泳 动 方向 一 致 ,采用 连续 缓冲 系统 常常 可 以 克服 这 一 困难 ,因为 它 避 免 了 样品 浓缩 

到 产生 这 淀 的 程度 。 幸 运 的 是 , 若 某 些 条 件 得 到 满足 ,应 用 连续 缓冲 系统 仍然 可 以 得 到 良 

好 的 分 离 效 果 。 首 先 , 加 入 的 样品 体积 必须 尽 可 能 小 ,以 产生 罕 的 起 始 区 带 。 与 测定 电泳 

后 分 离 的 蛋白 质 带 所 应 用 的 方法 有 关 ， 样 品 蛋白 质 的 浓度 一 般 要 求 约 为 mg/ml 浓缩 的 

溶液 。 当 蛋白 质 进 人 分 离 胶 后 ,其 泳 动 率 显著 低 于 处 于 自由 溶液 中 的 蛋白 质 , 即 出 现 更 清 

晰 的 区 带 。 其 次 , 蛋白 质 样品 若 溶 于 较 凝 胶 或 电极 缓冲 液 离子 强度 更 低 ( 例 妇 2 

缓冲 液 中 ,区 带 可 进一步 变 窗 。 蛋 白质 最 初 处 于 离子 强度 较 低 (导电 性 较 低 ) 的 区 带 中 , 因 

而 处 于 较 高 电压 梯度 内 ,因此 其 移动 速度 仍 较 在 自由 溶液 中 的 移动 速度 快 。 蛋 白质 进 人 凝 

胶 后 ， 由 于 凝 胶 所 产生 的 分 子 筛 效应 及 蛋白 质 进 入 较 浓 的 凝 胶 缓 冲 液 所 致 的 电压 梯度 降 

低 , 蛋 白质 泳 动 速度 减 慢 。 实 际 上 ,各 种 缓冲 液 都 能 以 连续 缓冲 系统 的 形式 来 电泳 分 离 天 

然 蛋白 质 。 对 大 多 数 蛋 白质 而 言 ， 问 题 是 需要 通过 实验 去 决定 哪 种 缓冲 液 最 合适 。 下 文 

将 列举 某 些 常用 的 非 解 离 性 缓冲 液 。 但 是 , 某 些 蛋 白质 例如 组 蛋白 、 核 非 组 蛋白 \ 核 糖 体 

蛋白 以 及 膜 蛋白 在 常用 的 非 解 离 缓冲 液 中 不 溶解 ， 因 此 根据 它们 的 电荷 及 分 子 天 小 进行 

分 析 时 需 加 入 某 些 试剂 ,如 尿素 \ 水 合 氧 醛 或 非 离子 型 去 污 剂 。 这 些 试剂 将 在 后 文 进行 讨 

论 。 oe 

pH 选择 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 可 以 在 pH % 2.5 至 11 之 间 的 各 种 pH 值 中 进行 ， 但 实际 上 在 

过 酸 或 过 碱 的 条 件 下 将 发 生 某 种 水 解 反应 《如 脱 酰胺 作用 )， 所 以 pH 应 限制 在 3 一 10 之 
间 。 

在 SDS-PAGE 中 ，SDS- 多 肽 复合 物 在 相当 大 的 pH 范围 内 带 负 电荷 ;因此 SDS= 磷 

酸 盐 连续 缓冲 系统 的 pH 值 无 关 紧 要 。 只 有 在 使 蛋白 质 样品 通过 浓缩 现象 进行 液 缩 的 这 

类 分 离 工作 中 ，SDS- 不 连续 缓冲 系统 的 pH 值 才 具 有 重要 意义 。 与 此 相反 ， 在 以 天 然 蛋 

白质 的 分 子 大 小 和 电荷 密度 为 基础 进行 分 离 的 非 解 离 缓冲 系统 中 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 膜 电泳 
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的 pH 值 显得 极为 重要 。 在 这 类 工作 中 ,改变 pH 值 可 以 改变 蛋白 质 组 分 的 净 电 荷 并 使 
它们 得 以 分 离 。 

选择 用 来 分 离 天 然 蛋白 质 的 连续 缓冲 系统 的 PHN, 首先 必须 考虑 所 研究 的 蛋白 质 
在 此 pH 范围 内 稳定 。 与 检定 全 部 天 然 蛋白 质 以 不 解 离 为 其 组 成 亚 基 的 标准 蛋白 染色 法 
相 比 较 , 若 人 们 和 希望 蛋白 质保 存 其 生物 活性 (无 论 是 出 于 检定 目的 还 是 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 进行 大 规模 制备 ), 其 pH 范围 可 能 更 窄 。 在 这 种 bH 范围 内 ，pH 的 选择 是 两 种 对 
立 因 素 的 折 囊 。 电泳 缓冲 液 pH 距 待 分 离 蛋白 质 的 等 电 点 越 远 ， 蛋 白质 具有 的 电荷 就 越 
多 ,电泳 分 离 只 需 较 短 的 时 间 , 从 而 减少 了 由 于 扩散 作用 所 致 的 区 带 扩展 。 另 一 方面 , pH 
越 接近 蛋白 质 等 电 点 ,蛋白 质 之 间 的 电荷 差别 也 越 大 ,于 是 增加 了 分 离 的 可 能 性 。 许 多 蛋 
白质 的 等 电 点 在 pH 4 一 7 范围 内 ， 因 此 通常 采用 pH 为 8.0 一 9.5 范围 的 缓冲 系统 。 理论 
上 应 该 进行 系统 研究 ,即将 pH 值 逐 渐 调 节 至 蛋白 质 等 电 点 , 直至 找 出 对 蛋白 质 混合 物产 
生 最 佳 分 离 效 果 的 pH 值 。 对 于 需要 在 酸性 pH 环境 下 进行 分 离 的 碱 性 蛋白 ,也 能 进行 类 
似 的 研究 。 

聚合 俊 化 剂 的 选择 
虽然 过 硫酸 镁 是 制备 分 离 胶 常用 的 起 动 剂 ， 但 在 大 多 数 情况 下 ， 选 择 过 硫酸 锐 - 

_TEMED 或 核 黄 素 - TEMED 系统 是 根据 个 人 喜好 。 不 连续 缓冲 系统 的 浓缩 胶 常常 用 过 
硫酸 匀 或 核 黄 素 聚 合 。 若 被 分 离 的 天 然 蛋白 质 对 过 硫酸 盐 离 子 特别 敏感 ， 而 在 连续 缓冲 

系统 中 聚合 分 离 胶 时 又 应 用 了 过 硫酸 铵 ， 那 么 在 加 蛋白 质 样品 之 前 将 凝 胶 预 先 电泳 一 段 
时 间 可 将 过 量 的 过 硫酸 盐 离子 除去 。( 但 这 一 步骤 在 不 连续 缓冲 系统 中 不 可 能 进行 ， 因 此 

在 这 类 系统 中 ， 至 少 在 聚合 大 孔径 浓缩 胶 时 应 当 应 用 核 黄 素 g9 
采用 核 黄 素 作 催 化 剂 的 其 它 优点 是 光照 凝 胶 混合 物 后 才能 发 生 聚 合作 用 。 这 一 特点 

有 助 于 腾 出 部 分 时 间 , 以 便 在 混合 物 上 铺 一 层 缓冲 液 ， 或 在 板 胶 电 泳 中 调节 样品 梳 , 或 制 
备 多 块 ( 支 ) 北 胶 板 ( 管 )。 若 分 离 胶 用 核 黄 素 作 催化 剂 , 由 于 光照 影响 凝 胶 的 孔 率 。 因而 影 
响 蛋 白质 的 迁移 率 ， 所 以 光照 时 间 应 当 标 准 化 。- 

凝 胶 浓 度 的 选择 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 区 带电 泳 中 蛋白 质 区 带 的 分 离 ,与 区 带 之 间 的 上 距离 有 关 ,而 与 区 带 的 
宽度 无 关 ; 分 辩 率 则 指 与 区 带宽 度 有 关 的 区 带 间隔 。 两 种 组 分 间 的 分 辩 率 受 各 种 影响 区 
带 清晰 程度 因素 的 影响 。 例 如 为 防止 过 度 负 载 , 采 用 少量 蛋白 质 样品 \ 应 用 不 连续 缓冲 系 
统 稀 的 蛋白 质 样 品 以 及 从 样品 中 除去 高 浓度 的 盐 ， 均 能 极 大 地 提高 分 辩 率 。 影 响 分 离 的 
主要 因素 是 凝 胶 的 pH ( 指 天 然 蛋白 质 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 ,而 不 是 . SDS-PAGE) RK 

胶 浓 度 。 极 端 条 件 下 ,选用 不 适当 的 凝 胶 浓 度 可 能 导致 蛋白 质 不 能 进入 胶 中 ,而 全 部 被 排 
阻 在 胶 外 ,或 者 反 过 来 ,蛋白 质 随 缓冲 液 向 前 推移 而 不 能 进行 分 级 分 离 。 在 这 两 种 极端 情 
况 之 间 、 和 蛋白 质 将 依据 凝 胶 的 浓度 获得 不 同 程度 的 分 离 。 虽 然 对 任何 两 种 蛋白 质 的 分 离 
存在 着 某 一 适宜 的 凝 胶 浓 度 ( 见 下 文 )， 但 并 不 存在 能 使 复杂 的 蛋 自 质 混合 物 中 各 组 分 相 
互 之 间 获 得 最 佳 分 离 的 凝 胶 浓度 。 因 此 ， 蜡 质 混合 物 分 级 分 离 选 用 的 凝 胶 浓度 通常 是 对 
有 关 的 所 有 组 分 都 能 显示 出 良好 分 离 作 用 的 浓度 。 用 非 解 离 缓冲 么 绕 对 蛋白 质 开始 进行 
分 析 的 合理 方法 应 当 是 首先 选用 7.5% 丙烯 酰胺 凝 胶 ， 然 后 再 尝试 德 用 浓度 为 5 一 15 匈 

本 9 本 



的 一 系列 凝 胶 , 并 选择 最 有 和 希望 的 浓度 作 进 一 步 研究 。 对 于 SDS-PAGE， 除 非 多肽 混合 

物 的 分 子 量 范 围 已 知 ， 一 般 可 以 从 现 有 的 多 肽 分 子 量 与 泳 动 率 校 正 曲 线 上 选取 合适 的 凝 

胶 浓度 〈 图 6)， 此 外 也 可 以 尝试 应 用 类 似 的 办 法 。 推 荐 的 另 一 种 用 SDS-PAGE 对 蛋白 

质 混 合 物 作 初步 分 析 的 方法 是 应 用 浓度 梯度 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 在 这 种 浓度 梯度 凝 胶 中 , 丙 

烯 酰胺 的 浓度 沿 蛋白 质 的 迁移 方向 逐渐 增加 ， 所 以 凝 胶 的 孔径 逐 潮 减 小 。 在 进行 复杂 蛋 

白质 混合 物 的 分 析 时 ， 梯 度 凝 胶 与 均一 浓度 的 凝 胶 相 比 有 两 个 明显 的 优点 s BIG, HA 

分 级 分 离 蛋白 质 分 子 量 的 范围 比 任何 均一 浓度 凝 胶 分 离 的 范围 广泛 得 多 。 其 次 ， 泳 动 时 

孔径 梯度 使 得 蛋白 质 区 带 在 移动 时 区 分 明显 。 其 结果 是 梯度 凝 胶 在 分 离 分 子 量 范围 广 ， 

且 要 求 所 有 组 分 在 同一 凝 胶 上 显现 的 蛋白 质 混 合 物 时 ， 是 无 与 伦比 的 。 一 种 用 于 SDS- 

PAGE 初步 分 析 工 作 的 有 效 梯度 凝 胶 是 5 一 20 多 或 6 一 18 多 线性 梯度 板 凝 胶 。 ARE 

凝 胶 的 制备 和 应 用 的 详尽 说 明 可 参见 下 文 。 

若 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 的 目的 是 使 两 种 蛋白 质 的 分 离 得 到 最 佳 的 分 辨 率 ， 而 不 是 单 

纯 显 示 出 所 研究 的 蛋白 质 的 组 分 ， 那 么 仅 用 单一 的 最 适 丙烯 酰胺 浓度 即 可 满足 需要 。 所 

需要 的 凝 胶 浓 度 取决 于 所 研究 的 蛋白 质 的 分 子 大 小 和 电荷 量 ， 并 且 可 以 通过 测定 每 种 蛋 

白质 在 一 系列 浓度 不 同 的 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 泳 动 率 , AVES AXE AA Fergus 
on 图 外， 即 用 相对 泳 动 率 Re 以 10 为 底 的 对 数 〈logu 相对 泳 动 率 Re) 与 凝 胶 浓度 ， 移 了 
(每 100 ml 凝 胶 中 所 含 丙烯 酰胺 与 双 丙 烯 酰胺 的 总 克 数 ) 作 图 来 决定 。 相 对 泳 动 率 正定 
义 为 以 标志 蛋白质 或 示 踪 染料 为 参 比 物 所 量度 的 有 关 和 蛋白 质 的 泳 动 率 ， 即 : 

.二 蛋白 质 泳 动 距 离 
染料 泳 动 距离 zie 

,每 一 Ferguson 图 以 其 斜率 Ke 及 纵 轴 截 距 Yo HE. HF REERRIE (AST 
RE) 改变 时 ，Ferguson 图 才 与 电泳 时 的 泳 动 率 有 关 ， 因 此 Ferguson AMR Ke A 
量度 凝 胶 对 蛋白 质 的 阻 滞 作 用 ， 即 Kx 是 与 分 子 大 小 有 关 的 阻 兆 系 数 。 纵 轴 截 距 Yo Cit 
Bf % T — 0) 可 以 量度 蛋白 质 在 自由 溶液 中 的 泳 动 率 。Rodbsrd “G07 FEAT AA 
法 将 分 离 中 的 问题 归纳 为 四 类 (图 5)。 

A: 蛋白 质 在 自由 溶液 中 具有 相同 电荷 密度 ,并 显示 有 相同 的 泳 动 率 。 在 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 中 ， 这 些 蛋白 质 严格 按照 分 子 大 小 移动 。 绝 大 多 数 SDS- 变 性 蛋白 质 天 体 属 玫 访 夭 
情况 。 

togoAy togio Ry 
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| AS ,用 Ferguson 作 图 分 析 法 对 分 离 情 况 进 行 分 类 。 详 细 内 容 见 正文 。 

B: 蛋白 质 在 自由 溶液 中 具有 较 大 的 泳 动 率 ( 其 电荷 密度 较 大 )， 且 分 子 较 小 。 于 是 。 
基于 分 子 大 小 和 电荷 量 的 分 级 分 离 作用 是 协同 的 ,增加 凝 胶 浓 度 , 分 离 效 果 改 善 。 

C: 蛋白 质 分 子 较 大 ,其 自由 泳 动 率 也 较 大 ， 以 致 依据 其 分 子 大 小 和 电荷 量 进行 分 级 
Pe a 

“atl ee oe 



SBN ARR ARIE. WRU LAE AS Ao 
D: 蛋白 质 分 子 大 小 相同 , 但 在 自由 溶液 中 的 泳 动 率 不 同 ( 诸 如 乳酸 脱 氢 酶 之 类 的 同 

工 酶 ,血红 蛋白 )。 在 这 类 场合 中 ,增加 丙烯 酰胺 浓度 对 两 种 蛋白 质 的 相对 分 离 无 影响 ,人 

们 应 当 考虑 采用 电 聚 焦 或 等 速 电泳 之 类 基于 电荷 量 进行 分 离 的 方法 。 

在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 中 ,利用 Ferguson 作 图 法 测定 蛋白 质 的 最 佳 分 离 及 分 辩 条 件 

的 详尽 说 明 参 阅 第 2 章 。 

分 子 量 测定 

RREGAM 

天 然 蛋白 质 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 系 根据 分 子 大 小 和 电荷 差异 进行 分 离 。 通过 
Ferguson 作 图 (图 5), 去 除 电荷 因素 后 ,其 斜率 Kx〈 阻 滞 系 数 ) 即 为 分 子 大 小 的 量度 。 的 
确 ， 由 于 Hedrick 和 Smith"? 发 现 Kx 值 和 天 然 蛋白 质 分 子 量 之 间 存 在 着 线性 关系 ， 因 
此 ,首先 通过 利用 一 系列 分 子 量 已 知 的 标准 天 然 蛋白 质 , 以 其 分 子 量 对 Ke 作 图 ， 人 们 可 

以 简便 地 测定 出 任何 样品 蛋白 质 的 Ra， 然后 参照 标准 曲线 测 出 样品 蛋白 质 的 分 子 量 。 
Rodbard: 和 Chrambach 论证 了 球状 蛋白 质 的 《Kx) 幸 和 分 子 半径 之 间 存 在 更 好 的 关系 

《 见 第 2 章 )。 尽 管 如 此 ， 测 定 天 然 蛋白 质 分 子 量 的 问题 在 于 ， 只 有 当 用 来 制作 标准 曲线 
的 标准 蛋白 质 具 有 相同 形状 及 相同 程度 的 水 合作 用 和 微分 比 容 时 才 有 意义 。 由 于 这 一 原 

因 ，, 目 前 用 育 丙 烯 酰胺 凝 胶 测 定 蛋白 质 的 分 子 量 , 通 常 是 在 斑 基 试剂 还 原 蛋白 质 二 硫 键 后 
在 SDS 参与 下 进行 。 离子 型 去 污 剂 SDS 实际 上 消除 了 蛋白 质 分 子 间 的 构象 和 电 从 密 

度 差 异 ， 并 减少 其 微分 比 容 和 水 合作 用 的 变化 所 带 来 的 影响 。 然 而 ， 应 当 注 意 的 是 ， 由 
SDS-PAGE 所 测 得 的 分 子 量 是 多 肽 亚 基 而 不 是 天 然 蛋 白质 〈 若 为 低 聚 物 时 ) 的 分 子 量 。 

变性 蛋白质 (SDS-PAGE) 

基本 方法 NE SDS 和 和 斑 基 试剂 (通常 为 2- 斑 基 乙 醇 或 二 硫 苏 糖 醇 ) 存 在 的 条 
件 下 加 热 变性 时 , 大 多 数 多 肽 以 一 恒定 量 的 比值 结合 SDS， 结 果 它 们 大 体 上 具有 相同 的 

电荷 密度 ,在 适宜 孔 率 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 ， 按 照 多 肽 分 子 的 大 小 泳 动 。 在 这 些 状况 下 ， 

以 10 为 底 的 多 肽 分 子 量 的 对 数 〈1log s) WHR (Ry) 作 图 ， 显 示 出 直线 关 ARO 

因此 ,方法 是 电泳 一 系列 已 知 分 子 量 的 标志 多 肽 ,利用 每 一 标志 多 肽 移动 的 距离 作出 标准 

曲线 ,从 图 中 依据 样品 蛋白 质 在 相同 电泳 条 件 下 所 获得 的 泳 动 率 ， 可 以 计算 出 其 分 子 量 。 

若 用 柱 胶 ， 则 标志 多 肽 及 样品 多 肽 需要 在 不 同 的 柱 胶 上 电泳 。 由 于 同一 多 肽 在 不 同 的 柱 

胶 上 电泳 时 ,其 移动 距离 有 明显 的 差别 ， 因 此 采用 与 染料 前 沿 有 关 的 Rt 值 表示 迁移 的 距 

离 是 明智 的 。 在 染色 定位 多 肽 区 带 之 前 ,可 以 在 凝 胶 中 插 人 一 根 细 的 金属 丝 ,或 注 人 印度 

墨水 以 标记 染料 的 前 沿 位 置 。 然 而 ,更 好 的 方法 是 利用 板 胶 测定 分 子 量 ,因为 样品 和 标志 

多 肽 可 以 在 同一 凝 胶 上 ,所 以 是 在 完全 相同 的 条 件 下 电泳 。 在 这 种 情况 下 ,染色 后 可 以 非 

和 党 简便 地 量度 各 多 肽 的 移动 距离 (从 分 离 胶 顶 部 开始 量度 )， 并 以 标志 多 肽 分 子 量 的 对 数 

Clog) 与 其 移动 距离 作出 标准 曲线 (图 6)。 其 具体 步骤 参见 下 文 s 

必须 强调 指出 ,对 于 某 一 浓度 确定 的 凝 胶 而 言 ， 分 子 量 的 对 数 内 le 六 ) 和 相对 泳 动 率 

的 线性 关系 ,仅仅 只 在 一 定 分 子 量 范围 内 适用 。 作 为 SDS- 磷 酸 胃 冲 系 统 的 一 般 规 律 , 线 

性 关系 确实 存在 于 下 列 范 围 : 15% 丙烯 酰胺 适用 于 分 子 量 12,000-45,000; 10% 丙烯 本 

| 人 oo 



po. 

胺 适用 于 分 子 量 15, 000—70, 000; 5% 丙烯 酰胺 适用 于 分 子 量 25, 000 一 200, 000. 采用 

其 它 的 SDS- 不 连续 缓冲 系统 可 以 改善 稀 蛋 白质 样品 的 分 辩 率 ， 此 时 对 于 15 多 丙烯 酰胺 

凝 胶 而 言 ,分子量 范围 相似 时 , 仍 呈 现 线性 关系 。 然 而 对 于 10% 和 5 多 丙烯 酰胺 凝 胶 , 若 

分 子 量 分 别 小 于 16, 000 和 60, 000， 则 多 肽 将 在 缓冲 液 前 沿 移动 (图 6)。 

SiR SKS SDS 以 恒定 重量 比 相 结合 的 SDS-PAGE 中 ， 分子量 

的 对 数 〈1log 。) 与 泳 动 率 之 间 确 实 存在 着 线性 关系 。 因 此 蛋白 质 解 离 时 ， 十 分 重要 的 是 

过 量 的 SDS 二 多 肽 的 比值 至 少 应 为 3:1， 否 则 在 合适 条 件 下 遵循 线性 关系 的 多 肽 也 将 

10-3 x 分 子 量 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 

迁移 距离 (cm) 

图 6 SAKE BLA SDS- 不 连续 缓冲 系统 进行 SDS-PAGE 时 ,其 分 子 量 的 对 数 (loge) SB 
动 距 离 的 标准 曲线 。 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 别 为 5%，1092， 或 1592 均 一 浓度 。 按 分 子 量 递减 顺序 排 ， 
列 ， 宗 志 多 肽 为 肌 球 蛋 白 〈 分 子 量 212, 000)，RNA RAK B’ (165, 000) 和 8 (155, 000) Wo” 
基 ， 6- 半 乳糖 背 酶 〈130, 000), 磷酸 化 酶 a(92,500), 牛 血清 白 蛋白 〈68, 000);， wha 
《57，5002， 卵 清 蛋白 〈《43，000)， 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 〈36，0002， 碳 酸 酝 酶 〈29, 000), BER 
白 酶 原 A〈《25，700)， 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 《20，1007， 马 心肌 球 蛋白 《16, 9507)， 马 心肌 球 蛋 白 
省 化 氰 裂解 片段 I+TL (14, 404)， 溶 菌 酶 (14，300)， 细 胞 色素 C(11，700)， 马 心肌 球 蛋白 省 
NP Ze Fr Be (8, 159), 11 (6, 214) 和 III(2，512)。 马 心肌 球 蛋白 及 其 省 化 氰 裂解 片 妇 的 分 

子 量 ， 系 从 参考 文献 [129] 所 列 出 的 一 级 结构 计算 获得 。 其 它 多 肽 分 子 量 参见 表 6。 

表现 出 非 线性 关系 。 为 了 保证 二 硫 键 的 断裂 ,必须 要 有 过 量 的 一 基 试剂 ,否则 蛋白 质 将 难 
于 变性 ,也 不 能 与 SDS 呈 饱 和 状态 结合 。 将 蛋白 质 样品 和 分 子 量 标志 物 在 一 系列 不 同 浓 
BEE LL Ik ,并 绘制 出 每 一 多 肽 的 Ferguson 图 , 便 可 以 检查 出 异常 现象 。 理 论 上 ,所 有 
SDS- 多 肽 复合 物 具有 相同 的 电荷 密度 ,因而 具有 相同 的 Yo 值 (图 5,A)。 实 际 上 ; 常 不 能 获 
得 这 一 理想 情况 ， 但 是 大 多 数 具 有 "正常 ”行为 的 多 肽 大 致 接近 这 一 状况 ,其 Ri 值 与 处 于 

es TI2 。 



BBE UT Jo T = 0 的 标准 多 肽 的 Rs 值 相似 (如 图 7)， 而 异常 的 多 肽 其 Yo 明显 不 同 。 

eT 

rf 图 7 FA SDS-PAGE 法 获得 的 标准 多 肽 Ferguson 图 的 典型 分 析 。 A， 肌 球 
HA; B， 麻 蛋白 酶 原 ; C, FMAM; D， 卵 清 蛋白 ; E， 谷 氨 酸 脱 
2%; F， 牛 血清 白 蛋白 ; G， 磷 酸化 酶 a。 经 允许 从 参考 文献 [127] 中 复制 

(也 可 参阅 文献 [8，128])。 

许多 糖 蛋白 即使 在 过 量 的 SDS 和 莹 基 试 剂 存在 的 条 件 下 也 显示 出 异常 行为 ,其 原因 

很 可 能 是 由 于 它们 只 是 分 子 中 的 蛋白 质 部 分 与 SDS 相 结 合 。 由 于 与 SDS 结合 降低 , 导 
致 净 电 荷 减少 ,多 肽 在 电泳 时 泳 动 率 降低 ， 结 果 使 测定 的 分 子 量 偏 高 。 但 是 , 随 着 聚 丙 烯 

酰胺 凝 胶 浓 度 的 增加 ,分 子 筛 作 用 超过 电荷 作用 , 糖 蛋白 的 表 观 分 子 量 降低 ， 并 接近 其 真 
实 分 子 量 。 基 于 这 一 点 ，Segrest 和 Jacksont 提 出 
了 一 种 测定 糖 蛋 白 分 子 量 的 方法 ,方法 是 在 一 系列 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 浓度 中 ,以 标准 蛋白 质 作 参 比 ， 测 
定 糖 蛋 白 的 表 观 分 子 量 , 以 获得 一 接近 糖 蛋 白 真 实 
分 子 量 的 最 小 分 子 量 〈 图 8)。 另 一 种 方法 是 利用 
浓度 梯度 凝 胶 。 

强 碱 性 蛋白 质 , 如 组 蛋白 ， 在 SDS-PAGE 上 
也 显示 异常 行为 ,移动 时 比 根据 其 已 知 分 子 量 所 预 
期 的 速度 慢 。 
最 后 ， 若 以 SDS 作 唯 一 的 解 离 剂 ， 在 均一 浓 

度 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 ,即使 其 浓度 为 15% ， 也 不 
能 成 功 地 分 离 分 子 量 低 于 10,000 的 多 肽 (图 6)。 在 
含有 高 百 分 浓 度 交 联 剂 的 12.5% 聚 丙烯 酰胺 BEBE 
中 ， 合 并 使 用 8 mol/L 尿素 和 SDS， 能 够 改善 这 
些 寡 肽 的 分 离 效 果 。 

在 浓度 梯度 凝 胶 上 进行 SDS-PAGE ”过 
去 ,虽然 用 SDS-PAGE 进行 的 多 肽 分 子 量 测 定 ， 
普遍 采用 均一 浓度 的 丙烯 酰胺 凝 胶 , 但 最 近 已 越 来 
越 多 地 应 用 浓度 梯度 凝 胶 来 达到 上 述 目的 。 

10-3 X 表 观 分 子 量 

3 

5 75 10 125 
PUA Bere Be C4} 

图 8 FRA ed ie EA) PS a RO BH 
测定 糖 蛋白 的 分 子 量 x2。 人 红细胞 糖 
蛋白 (@ ); 人 红细胞 膜 经 胰 蛋 白 酶 水 解 
的 糖 蛋白 CO); 人 红细胞 膜 糖 肽 片 归 
Cm); 高 分 子 量 猪 核酸 酶 (全 ); 低 分 子 
量 猪 核酸 酶 (A) (经 允许 从 参考 文献 

[15] 复 制 )。 



糖 蛋白 在 横 坐 标 所 示 的 各 种 均一 浓度 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 ,用 SDS- 磷 酸 缓冲 系统 电 

泳 。 通 过 比较 糖 蛋白 与 已 知 分 子 量 的 标准 多 肽 的 泳 动 率 ， 测 出 每 一 糖 蛋白 在 该 凝 胶 浓 度 

下 的 表 观 分 子 量 。 从 丙烯 酰胺 浓度 增加 而 糖 蛋白 的 表 观 分 子 量 降低 中 ， 说 明 糖 蛋白 在 

SDS-PAGE 上 的 行为 异常 ; 非 糖 基 化 的 多 肽 在 各 种 浓度 的 丙烯 酰胺 凝 胶 中 ， 显 示 出 相同 

的 分 子 量 。 虽 然 图 中 各 糖 蛋白 所 显示 的 接近 最 小 分 子 量 与 其 真实 分 子 量 相 近 ， 但 即便 用 

这 种 作 图 法 ”9, 含 唾液 酸 和 不 含 唾液 酸 的 糖 蛋白 的 行为 也 表现 出 明显 的 差异 ， 因 此 , 测 得 

的 任何 未 知 糖 蛋 白 的 分 子 量 仍然 仅仅 是 近似 值 。 

X 8 

成 胶 装 置 和 贮 液 模 

电泳 时 ， 电 流通 过 凝 胶 产 生 热 量 。 由 于 移动 中 离子 的 泳 动 率 随 温度 升 高 而 增加 ， 显 

然 , 若 需要 重 现 电泳 分 离 效果 , 则 必须 控制 温度 。 此 外 , 若 热效应 显著 时 , 则 从 凝 胶 中 心 到 

凝 胶 表 面 将 形成 温度 梯度 , 它 将 引起 蛋白 质 在 凝 胶 中 心 处 的 移动 比 在 凝 胶 表 面 快 ,并 导致 

蛋白 质 区 带 扭曲 。 温 度 升 高 还 能 使 不 稳定 的 蛋白 质 失 活 。 

实际 温度 取决 于 产 热 速度 与 散热 速度 。 产 热 速 度 与 通过 的 电流 成 正比 A RAK 

导电 性 缓冲 液 ; 或 者 若 必 须 采 用 高 导电 缓冲 液 时 ,用 较 低 的 输入 功率 和 延长 电泳 时 间 便 

可 以 减少 产生 的 热量 。 后 文 将 述 及 适宜 的 缓冲 系统 及 电泳 条 件 。 采 用 柱 胶 和 尽 可 能 薄 的 

板 胶 以 利于 散热 ,但 板 胶 足够 厚 以 便 对 样品 有 适当 载 量 。 实 际 上 ,用 于 分 析 性 的 蛋 自 质 单 

向 区 带电 泳 ,其 凝 胶 厚 度 不 应 超过 0.6 cm, 最 好 小 于 0.6 cm。 此 外 ,在 非 解 离 缓冲 系统 中 ， 

电泳 分 离 不 稳定 的 天 然 蛋白 质 最 好 在 具有 某 种 冷却 凝 胶 设 备 的 仪器 上 进行 。 由 于 温度 的 

微小 变化 所 引起 的 多 肽 样品 泳 动 率 的 微小 变化 ， 可 以 通过 分 子 量 标志 多 肽 泳 动 率 的 改变 

来 补偿 ,所 以 , 在 板 胶 电 泳 仪 中 用 SDS-PAGE 对 蛋白 质 混合 物 作 单纯 的 比较 分 析 时 ， 通 

常 不 需要 冷却 。 然 而 ， 和 其 它 各 种 缓冲 液 一 样 ， 以 SDS-PAGE 定量 研究 蛋白 质 的 泳 动 

率 ,必须 精确 控制 温度 ( 见 第 二 章 )。 

柱 腕 电泳 仪 

凝 胶 得 以 在 内 形成 的 圆柱 状 管 应 以 玻璃 制 成 ， 用 于 单 向 电泳 分 离 的 玻璃 管内 径 通常 

为 0.4 一 0.6cm， 壁 厚 0.1 cm， 某 些 双向 分 离 的 柱 胶 常 常 更 细 ( 第 5 章 )。 由 于 有 机 玻璃 管 

不 能 象 玻璃 管 一 样 有 效 地 散热 ,因此 ,在 蛋白 质 的 分 析 性 区 带电 泳 中 应 避免 使 用 有 机 玻璃 

管 。 玻 璃 管 确切 的 长 度 因 实验 室 而 异 , 取 决 于 使 用 者 个 人 的 经 验 。 一 般 来 说 ,玻璃 管 应 比 

凝 胶 总 长 度 约 长 2 一 3 cm。 常用 的 长 度 为 12 cm， 它 既 能 用 于 仅 有 9 一 10 cm 分 离 胶 的 连 

续 缓 冲 系统 ,又 能 用 于 具有 相同 长 度 的 分 离 胶 ， 但 又 外 加 约 长 1 cm 的 浓缩 胶 的 不 连续 组 

冲 系统 。 整 个 玻璃 管 的 直径 应 当 均一 ， 其 末端 应 烧 制 光滑 。 

制备 凝 胶 时 ,玻璃 管 必 须 严格 保持 垂直 状态 ， 以 保证 形成 一 个 水 平 而 清晰 的 弯 月 面 。 

可 从 市 场 上 购买 以 这 种 方式 固定 凝 胶管 的 支架 ， 实 验 室 中 也 很 容易 用 木 条 和 适当 大 小 的 

夹子 制 做 。 电 泳 时 ， 将 柱 胶 移 至 如 图 9 所 示 的 电泳 仪 中 。 仪 器 主要 用 有 机 玻璃 制 成 。 北 

胶管 用 托 在 上 贮 流 槽 底部 小 孔 中 的 硅 橡 胶 垫圈 悬挂 ; 不 需要 的 小 孔 全 部 用 橡皮 塞 堵 住 。 

14 。 
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铂 电极 与 每 一 凝 胶管 的 距离 应 当 相 等 ,因此 电极 应 旦 环 状 , 并 置 于 槽 的 中 央 。 较 简易 的 电 

泳 仪 无 冷却 水 套 , 仅 靠 下 贮 液 槽 的 大 热 容量 来 达到 冷却 目的 。 更 复杂 的 电泳 仪 ,其 上 贮 液 

槽 可 互 换 , 因 而 能 够 托 住 不 同 直径 的 柱 胶 ,同时 还 有 若干 其 它 改进 ( 第 2 章 )e 

图 9 一 种 典型 的 柱 胶 电 泳 仪 。 所 示 模 型 《Bio-Rad 150A 型 ) 由 有 机 玻璃 制 
成 ?还 配备 带 有 冷却 水 套 的 下 贮 滚 槽 ， 以 及 托 住 12 支 外 径 0.7 一 0.85 cm CH 
0.5cm)、 长 15 cm 的 玻璃 管 。 更 新 的 型 号 Bio-Rad 155) 系 采用 中 心 冷却 ， 
而 不 用 冷却 水 套 ， 且 上 贮 液 槽 可 互 换 * 以 便 托 住 外 径 0.4 一 1.7 cm 的 玻璃 管 。 

板 胶 电泳 仪 

已 设计 出 用 于 蛋白 质 和 核酸 分 级 分 离 的 垂直 或 水 平板 胶 电 泳 仪 。 蛋 白质 的 等 电 聚 焦 

及 免疫 电泳 大 多 仍 利用 水 平板 胶 电泳 ,而 蛋白 质 的 聚 丙烯 酰胺 板 胶 的 区 带电 泳 ,目前 几乎 

总 是 以 垂直 的 方式 进行 ;的 确 , 不 连续 缓冲 系统 的 分 离 只 能 在 垂直 的 凝 胶 上 完成 。 最 普遍 

采用 的 仪器 之 一 是 由 Studier RIA", All 展示 了 根据 这 种 装置 改进 的 电泳 仪 , 实验 
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室 中 很 容易 制作 。 电 泳 仪 主要 由 两 只 用 一 块 完整 的 有 机 玻璃 支架 托 住 的 贮 液 槽 组 成 ， 在 

上 贮 滚 槽 刻 有 一 槽 口 。 凝 胶 在 两 块 厚 约 0.3 cm 的 玻璃 板 中 形成 。 其 中 一 块 玻璃 板 呈 和 拖 

形 ，17 cm X 19.5 cm， 第 二 块 与 第 一 块 玻璃 板 大 小 相同 ， 但 在 17 cm 的 一 端 开 一 个 深 
2.0 cm 和 长 14 cm 的 缺口 。 将 两 块 玻璃 合 起 来 并 在 两 板 之 间 垂 直方 向 的 边缘 ， 安 放 有 机 

玻璃 垫 片 (长 22.0 cm， 宽 1.0 cm 和 厚 0.15 cm ) 以 形成 凝 胶 模 具 。 凝 胶 聚 合 时 ， 利 用 有 机 

玻璃 的 样品 梳 在 凝 胶 中 形成 样品 地， 改变 梳 齿 的 数目 及 斥 二 能 方便 地 改变 样品 池 的 数目 

和 大 小 。 某 些 有 用 的 样品 梳 可 参见 图 10。 下 文 将 详 述 这 种 板 凝 胶 的 灌注 方法 。 用 弹性 

大 的 金属 弹簧 夹 将 夹 在 两 块 玻璃 板 之 间 的 聚合 凝 胶 安 装 在 电泳 仪 上 ， 让 有 槽 口 的 玻璃 板 

与 上 贮 液 槽 缺口 紧密 接触 ,并 排 成 一 条 线 , 以 便 凝 胶 上 部 与 上 贮 液 槽 中 的 缓冲 流 接 触 。 凝 

胶 底 部 淄 人 下 贮 液 槽 的 缓冲 液 中 。 由 于 在 一 块 板 胶 上 可 分 析 多 个 样品 ， 所 以 铀 电极 安放 

在 与 每 一 样品 等 距离 的 位 置 上 , 即 处 于 上 、 下 贮 滚 槽 之 中 的 长 边 方向 上 。 从 许多 厂家 也 能 
购置 相似 的 电泳 仪 (如 Raven Scientific Ltd., Bethesda Research Labs Inc.) 

重要 的 是 应 该 指出 ,利用 这 种 电泳 仪 时 ,多 数 凝 胶 是 不 冷却 的 ， 研 究 者 依靠 使 用 极 薄 

的 〈0.75 一 1.5 mm) 板 凝 胶 有 效 地 散热 。 这 种 电泳 仪 在 室温 下 进行 SDS-PAGE 效果 很 

好 。 然 而 ,使 用 过 高 的 输入 功率 时 ,必须 谨防 超过 板 胶 的 散热 能 力 ; 否则 由 于 凝 胶 中 心 区 

域 温度 较 周 围 部 位 高 ,以 致 位 于 中 央 部 分 的 多 肽 比 位 于 边沿 部 分 的 泳 动 快 ,结果 多 肽 组 分 

呈现 弯曲 图 象 。 采 用 某 些 市 售 的 可 冷却 垂直 板 凝 胶 电 泳 系 统 中 任何 一 种 (如 图 1 已 ,在 较 

高 电压 下 用 较 短 时 间 进 行 SDS-PAGE 分 离 ， 可 以 防止 出 现 上 述 效 应 。 尽 管 如 此 ,价格 低 

廉 制 作 简便 的 Studier 型 电泳 仪 ,足以 满足 大 多 数 用 SDS-PAGE 作 多 肽 样品 组 分 的 比较 
研究 及 测定 分 子 量 的 需要 。 不 稳定 天 然 蛋白 质 在 非 解 离 缓冲 系统 中 的 电泳 分 离 ， 最 好 利 

用 冷却 的 板 胶 电 泳 仪 在 4 一 8% 下 进行 。 

电泳 所 需要 的 其 它 装置 

除 标准 的 实验 室 玻璃 制品 及 磁力 搅拌 器 外 ， 其 它 可 能 需要 的 装置 如 下 ， 

G) 一 只 15 W 日 光 灯 : 用 于 使 核 黄 素 催化 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 发 生 光 聚合 作用 。 

Gi) 微 升 注射 器 或 微量 吸管 : 用 来 将 样品 加 于 凝 胶 上 。 也 可 以 用 其 它 的 代 有 用品， 如 

各 种 带 塑 料 头 的 可 调式 移 液 器 ， 微 量 头 (microcape) (经 校正 体积 已 知 的 玻璃 毛细 管 ) 和 
已 校正 的 活塞 式微 量 注射 器 。 在 柱 胶 上 加 试 样 时 ,选择 哪 种 吸 液 器 由 个 大 爱好 决定 ,但 在 
需要 细心 地 加 样 于 板 胶 上 细 而 窜 的 样品 池 时 ， 最 好 配备 一 支 50 由 或 100 由 的 微量 注射 
器 。 

《十 ) 一 台 泵 :用 于 制备 丙烯 酰胺 浓度 梯度 凝 胶 ， 也 用 于 细心 地 铺 制 板 面 平整 的 凝 

胶 。 
Civ) 一 套 电源 组 件 : 能 提供 500 V 电压 和 100 mA 左右 的 电流 。 在 许多 情况 下 是 

否 应 当 使 用 恒定 电流 或 恒定 电压 条 件 并 不 重要 ， 但 装备 一 台 多 功能 电源 以 便 适 用 手 其 它 
方式 的 操作 是 值得 的 。 虽 然 能 够 组 装 简易 、 价 廉 而 又 常 能 满足 要 求 的 电源 ,但 已 有 若干 适 
用 的 电源 作为 商品 供应 。 若 凝 胶 进 行 电泳 脱色 ,那么 拥有 另 一 全 电流 输出 量 大 《1 一 2A 入 
电压 低 的 电源 部 件 是 值得 的 ;实际 上 ,一 组 汽车 电池 充电 器 即 足以 胜任 。 
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图 10 Studier WRB HIM, (2) 电泳 仪 的 外 形 图 ，(b) 电泳 仪 及 供 制备 板 胶 用 的 有 槛 玻璃 组 合 部 件 的 

摄影 图 。 电 访 仪 由 有 机 玻璃 构成 其 中 包括 20.5cmX20.5cmX0.9cn 底座 及 由 底座 支撑 着 的 一 块 大 小 
为 21.3cmX17.8 cmX0.9cm 并 在 17.8 cm 一 端 开 有 一 条 深 3cm、 长 14cm 缺口 的 垂直 板 。 WEA 

17.8 cm 的 另 一 端 则 粘 接 在 距 底座 边沿 一 端 12.5 cm 的 底座 上 。 上 贮 液 槽 的 底部 及 三 条 边 均 由 0.3 cm 厚 
的 有 机 玻璃 板 制 成 ， 形 成 长 14.6 cm、 宽 6.0 cm'\ 深 7.0 cm 〈 从 外 围 测量 ) 的 小 槽 。 小 槽 固定 在 电泳 仪 的 
垂直 板 上 ， 令 垂直 板 成 为 小 槽 的 第 四 面 ， 并 与 槽 的 上 部 边沿 齐 平 。 下 贮 液 槽 长 17.8cm、 宽 6.0 cm、 深 
6.5cm, (FEW) ,由 一 块 厚 0.3cm、 长 29.8cm、 宽 6.5cm 的 有 机 玻璃 板 构成 槽 的 三 边 , 然 后 粘 接 到 垂 
直板 的 下 部 《垂直 板 的 一 部 分 作为 槽 的 第 四 边 ) 和 电泳 仪 的 底座 上 〈 构 成 槽 底 )。 两 块 2.5cmX0.9cmX 
0.9cm 的 有 机 玻璃 板 胶着 在 下 贮 波 模 的 底部 ;两 者 相距 12 cm (从 二 长 方 体 的 中 心计 算 ) 并 与 垂直 板 相 连 ; 成 
为 板 胶 玻 璃 板 夹 层 的 支持 物 。 铂 丝 电极 分 别 通过 上 、 下 贮 槽 的 后 部 和 前 部 ， 用 小 块 胶着 的 有 机 玻璃 板 固 
Eo 电极 与 装 在 上 贮 沪 槽 侧面 的 有 机 玻璃 板 (3.0cmX1.5cmX1.5cm) 上 的 插头 连接 。 出 于 安全 目的 ,可 
以 用 厚 0.3cm 的 有 机 玻璃 制作 盖子 ?并 安装 一 个 与 电泳 仪 上 插头 相连 的 插座 * 然后 与 电源 相连 。 只 有 盖 上 
盖子 才能 接 通电 源 。 电 泳 时 用 电扇 吹风 常 有 助 于 板 胶 冷 却 。 这 时 > 电泳 仪 插头 与 电源 组 相连 而 未 加 盖 , 但 必 
须 认 识 到 这 种 作法 对 安全 构成 潜在 的 危险 。 板 胶 玻璃 板 及 边沿 垫 片 的 大 小 可 参阅 正文 。 用 来 形成 样品 池 的 
样品 梳 用 0.15cmX2.5cmX13.0co 的 有 机 玻璃 条 制 成 ;其 13.0cm 一 侧切 有 1.25cm BMH, KOM 

梳 齿 的 另 一 侧 与 一 条 使 样品 梳 在 使 用 时 保持 水 平 的 有 机 玻璃 条 (0.15cmX1.25 cmX13.0 cm) 粘 接 起 来 。 
我 们 感到 图 10 玻璃 板 夹层 部 位 中 所 显示 的 样品 梳 较为 适用 ， 它 具有 合适 的 齿 间 距 GAR 0.7cm, 间距 

0.25cm)，13 个 大 小 适中 的 样品 地 ， 可 以 同时 分 析 多 个 样品 ， 然 而 样品 池 的 数量 及 大 小 完全 取决 于 研究 者 

的 倾向 。 凝 胶 聚 合 时 ， 玻 璃 板 夹层 密封 的 方法 之 一 是 用 紧 靠 玻璃 板 夹层 前 部 所 示 的 有 机 玻璃 槽 密封 ， 详 情 

参阅 图 12 的 说 明 。 
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试剂 

丙烯 酰胺 和 双 丙 烯 酰胺 丙烯 酰胺 和 双 丙 烯 酰胺 均 为 神经 性 毒剂 ,因此 , 浆 理 含有 
这 类 试剂 的 溶液 都 应 戴 薄 塑 料 手套 ， 不 得 用 口 吸 移 液 管 。 聚 丙烯 酰胺 本 身 无 毒 ， 但 通常 
含有 一 定数 量 的 未 聚合 的 有 毒 单 体 。 AD 

目前 有 几 个 厂家 供应 高 纯度 的 丙烯 酰胺 及 双 丙烯 酰胺 ， 它 们 极其 成 功 地 应 用 于 大 多 
ee oe Pee 

。 一 种 方法 是 在 50°C 下 将 70 g 丙烯 酰胺 溶 于 1 1 氧 仿 中 ,自然 过 滤 热 盗 液 并 在 —20°C 
存 这 使 其 重 结晶 。 用 过 涉 方 法 收集 结晶 ,以 冷 氧 仿 稍 加 洗涤 ,然后 在 真空 和 毁 器 中 充分 二 
燥 。 双 两 燃 栈 胺 系 将 10 ¢ 粗 制 品 50°C 下 溶 于 11 丙 贾 中 , 热 过 小 后 保存 于 20 处 。 过 
滤 收 集结 日 ,用 冷 丙酮 稍 加 洗涤 后 干燥 。 nes 

SDS 虽然 有 几 种 规格 的 SDS 商品 供应 ,但 只 能 应 用 高 纯度 的 试剂 。 SDS 
中 有 许多 间 题 可 以 归 因 于 所 用 的 SDS 纯度 ; Swaney 3°" HE, SHIRA WHS 
图 象 〈 以 及 表 观 分 子 量 ) 随 SDS 的 来 源 而 异 。 这 一 现象 仅 在 SDS- 不 连续 缓冲 系统 而 不 
是 在 连续 SDS- 磷 酸 系统 观察 到 。 幸 而 可 以 从 许多 厂家 (如 BDH Chemicals Led., Bio-Rad 

11 可 冷却 的 垂直 板 胶 电泳 仪 。 所 展示 的 型 号 系 由 Bio-Rad Laboratories Ltd 生产 的 Protean Cell 2) 
《由 Hoefer Scientific Instruments 制造 )。 可 以 同时 电泳 两 块 板 胶 。 每 块 板 胶 是 在 两 块 均 未 开 槽 的 玻璃 
#& (16.0cmX18.0cmX0.3cm) 之 间 形 成 ;玻璃 板 之 间 用 厚 0.075, 0.15，0.3 或 0.6 cm oe Sy 
(PVC) 作 垫 片 隔 开 ; 垫 片 放 置 在 两 块 玻璃 板 之 间 垂 直方 向 的 两 边 ， 并 用 塑料 夹 夹 住 。 夹 层 底 
架 硅 橡胶 垫 片 底部 的 到 碳 酸 醒 凸 轮 密封 ;如 上 图 左 侧 所 示 。 凝 胶 注 入 后 令 其 聚合 ;样品 池 的 形成 天 疡 样 如 正 
文 所 述 。 从 铸 形 架 上 取 下 板 胶 夹 层 * 用 相同 的 凸轮 系统 将 其 紧 紧 固定 在 上 贮 液 槽 另 一 硅 橡 胶 热 片 正 。 正 \ 下 
贮 液 槽 均 注 满 缓冲 液 ; 下 槽 中 缓冲 波 用 流 经 位 于 二 块 凝 胶 板 之 间 的 玻璃 管 换 热 器 的 冷却 剂 来 冷却 缠 用 和 磁力 
棒 搅 拌 器 搅拌 。LKB Instruments Ltd 出 售 一 种 由 Hoefer Scientific Instruments 制造 , 并 与 上 述 电 访 仪 ， 

sea AS TAIRA L8 SEALE A TNL 
橡皮 垫圈 而 不 是 由 凸轮 操作 的 密封 系统 固定 在 上 贮 液 槽 上 。 

) 
es。 18 。 

q 
: 



Laboratories Ltd.) 购 到 适用 于 电泳 的 高 纯 SDS。 然 而 应 当 劝 告 人 们 ， 只 能 选择 和 使 用 同 

一 来 源 的 SDS。 必 要 时 可 用 乙醇 将 SDS 重 结晶 ,即将 大 约 200g SDS 溶 于 31 沸腾 乙醇 ， 
常 压 下 趁 热 过 滤 , 在 4°C 下 存放 以 便 SDS 重 结晶 , 过 滤 收 集结 晶 并 干燥 。 

尿素 ”使 用 尿素 的 主要 问题 在 于 化 学 异 构 作 用 使 贮备 流 中 的 和 氰 酸 盐 离子 积 育 。 和 握 

酸 盐 与 氨基 反应 形成 氮 甲 酰基 衍生 物 ， 于 是 改变 了 蛋白 质 的 电荷 量 。 若 此 反应 进行 不 完 

全 ， 将 产生 几 种 电荷 量 不 同 的 蛋白 质 的 假象 。 最 简单 的 补救 方法 是 使 用 新 制备 的 尿素 溶 

液 及 在 允许 的 情况 下 ， 在 缓冲 液 中 加 入 其 游离 氨基 可 以 中 和 每 酸 超 离子 的 Tris. HR 

酸 盐 离子 的 生成 随 温度 的 升 高 而 增加 ,所 以 如 有 可 能 ,应 避免 加 热 含 尿素 的 溶液 。 正 确 的 
操作 是 在 应 用 之 前 ,将 尿素 溶液 通过 一 个 混合 离子 交换 树脂 柱 , 以 去 除 离子 。 

ITEMED 使 用 的 TEMED 应 为 无 色 洲 体 。 多 数 商 品 来 源 的 TEMED 其 纯度 至 
少 为 99% 。 

使 用 的 其 它 各 种 试剂 均 应 为 最 高 纯度 。 

贮备 液 

详细 的 方法 步骤 随 凝 胶 的 类 型 及 所 选用 的 缓冲 系统 而 变化 ， 但 某 些 化 学 药品 及 溶液 
在 许多 方法 中 是 通用 的 ,因而 进行 如 下 概述 。 贮 备 液 一 旦 制 成 ,其 中 大 部 分 在 所 述 及 的 条 
件 下 可 以 稳定 几 个 月 ,因而 研究 者 如 欲 试验 不 同 的 凝 胶 系统 , 仅 需 制备 新 鲜 的 缓冲 液 。 

Ci) 丙烯 酰胺 - 双 丙 烯 酰胺 (30:0.8): 30 g 丙烯 酰胺 和 :0.8 g 双 丙烯 酰胺 溶 于 水 中 , 使 
最 终 体 积 为 100 ml。 用 Whatman No.1 滤纸 过 滤 并 在 深 色 瓶 中 于 4%C 下 贮存 。 长 期 贮存 
时 ,丙烯 酰胺 单 体 将 水 解 产 生 丙烯 酸 和 氨 。 为 了 保证 实验 结果 的 重 现 性 ,每 次 只 应 当 制备 
供用 1 一 2 个 月 的 丙烯 酰胺 - 双 丙 烯 酰胺 贮备 液 。 

(ii) TEMED; 应 用 原 包 装 液 。 未 经 稀释 的 液体 4 下 贮 于 深 色 瓶 中 是 稳定 的 。 
iii) 过 硫酸 铵 (1.5% ,重量 /体积 ): 0.15 g 过 硫酸 铵 咨 于 10 ml 水 中 。 这 种 溶液 不 稳 

定 ， 应 在 用 前 制备 。 
(iv) 核 黄 素 (0.004% ， 重量 /体积 ): ine BRAM F 100 ml 水 中 。 溶 液 贮 于 深 色 

瓶 中 4°C 下 稳定 。 
(v) SDS(10%, 重量 /体积 ): 10g SDS 溶 于 水 中 ,至 最 终 体 积 为 100 ml。 溶液 应 透 

明 无 色 。 落 水 温 过 低 ，SDS 仅 部 分 溶解 , 需 将 溶液 加 热 。 室 温 下 溶液 在 数 周 之 内 稳定 ,但 

表 1 制备 SDS- 磷 酸 (连续 ) 缓 冲 系 统 的 凝 胶 的 配方 

丙烯 酰胺 的 最 终 浓度 《907 

WM iyhs ZL507 of, 22 dif 1020 Dep 
ce 液 at) tu ae 

丙烯 酰胺 - 双 丙烯 20.0 17.5 15.0 12-5 10.0 7.5 

 REEBA, pH7.2| 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 
0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 
1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 
2.2 4.7 13 2) 12st ae 
0.015 | 0.015] 0.015 | 0.015 | 0.015 

加 让 Fur 30 ml BEI SWEAT FE ENO PRIRIAL AVAL (ml), 
be me LL See AYE IT EARTH A BA Cl), 

e 19 e 

. Peon “| RE 



遇 冷 则 产生 沉淀 ‘ 

(vi) 电泳 缓冲 液 : 人 见 下文 )。 

凝 胶 混 合 液 的 制备 

上 表 所 列 配方 凝 胶 混合 物 的 数量 ,可 以 满足 制备 12 一 15 支柱 胶 或 一 块 标准 尺寸 板 胶 

的 需要 。 不 连续 缓冲 系统 中 的 浓缩 胶 混 合 物 的 体积 ， 足 以 满足 在 浓缩 胶 聚 合 前 冲洗 分 离 

胶 的 表面 并 聚合 浓缩 胶 。 在 任何 浓度 已 确定 的 TEMED 中 ,高 浓度 凝 胶 常 比 低 浓度 凝 胶 ， 

聚合 更 迅速 。 因此 ， 上 表 给 出 的 TEMED 体积 只 是 一 种 参考 数值 ， 应 当 调 整 TEMED 

的 体积 ,以 便 能 在 10 一 30 分 钟 内 使 凝 胶 聚 合 。 

ft % 4&2" A % (SDS-PAGE) 

#1 MR 2 分 别 详尽 地 列举 了 SDS- 磷 酸 (连续 ) 系 统 \ 大 体 上 依据 Weber 和 Osborn 

所 述 外) 及 SDS- 不 连续 缓冲 系统 (基于 Laemmli HR!) 中 ,缓冲 剂 的 组 成 及 凝 胶 混 合 物 

制备 的 资料 。 注意 SDS- 不 连续 系统 中 浓缩 胶 的 丙烯 酰胺 浓度 是 恒定 的 ， 而 不 考虑 分 离 

胶 所 选取 的 丙烯 酰胺 浓度 。 

非 解 离 缓冲 系统 

各 种 蛋白 质 对 离子 强度 \ 离 子 种 类 和 所 需 的 辅助 因子 的 敏感 性 有 很 大 差别 。 因 此 ;区 
带电 泳 天 然 蛋白 质 所 选择 的 缓冲 液 完 全 取决 于 所 研究 的 蛋 昌 质 。 

pH3 至 10 的 任何 一 种 缓冲 液 几 乎 都 可 以 用 于 连续 缓冲 系统 的 电泳 。 一 般 说 来， 只 
_ 82 制备 SDS- 不 连续 缓冲 系统 凝 胶 的 配方 

| 少 缩 胶 。 | 浓缩 胶 分 离 胶 中 的 丙烯 酰胺 浓度 (96)* 
CER GIURBRR |( 核 黄 素 作 贮 液 槽 缓冲 液 ? 

作 催化 剂 ) 催化 剂 ) |20.0 |17.5 115.0 |12.5 |10.0 | 7.5 

aa 2.5 2.5 . (20.0 |17.5 [15.0 |12.5 |10.0 | 7.5 

ERA HIE KS 5.0 5.0 ary el as AS ee a 

分 离 胶 缓冲 贮备 液 * 一 一 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | oe 
mma | 。 一 - |-|;-|-|]-|-]- I 
10% SDS 0.2 0.2. | 0.3 10:3 | 0.3. | 0.3 |.0-3a% 0.3 Se: 
1.5% it Hee 1.0 二 phe hid Dy MS i, fe Aa Retest oe wad DEE 
0.004% HH = 2.5 A, + RR PUES eee Page Tf 8 age 
水 11.3 9.8 | 4.45 | 6.95 | 9.45 [11.95 14.45 16.95 |19.45 eee 
TEMED 0.015 | 0.015 | 0.015] 0.015| 0.015] 0.015/0.015 | 0.015| 0.015 a 

缓冲 液 的 最 终 浓 度 : 浓缩 胶 : 0-125 mol/L Tris-HCl, pH6.8; 分 离 胶 : 0.375 mol/L Tris-HCl, oH. 83 
液 槽 缓冲 液 : 0.025 mol/L Tris, 0.192mol/L HAM, pH8.3, 

a。 纵 行 中 数字 为 制备 30 ml 凝 胶 混 合 物 时 所 需 各 种 试剂 的 体积 〈ml)。 下 ay 

b. 制备 IL 贮 液 槽 缓冲 液 所 需 试剂 的 体积 (ml), . Pa 放生 
c. 浓缩 胶 缓冲 贮备 液 : 0.5 mol/L Tris-HCl (pH 6-8): 6.0 g Tris WF 40 ml 水 中 ， 用 1 mol/L. HOC : 

48ml) 调节 pH 至 6.8， 加 水 至 100 ml, MHA Whatman | 号 滤纸 过 滤 并 于 4"C 贮 存 。 
d. 分 离 胶 绥 冲 贮备 液 : 3.0 mol/L Tris-HCl (pH8.8): 36.3g Tris 和 48.0ml 1 mol/L HCl He 

100ml, fA Whatman | 号 滤纸 过 滤 后 贮 于 4°, 
e。 贮 液 槽 缓冲 贮备 液 : 0.25 mol/L Tris,1.92mol/L 甘氨酸 ，196 SDS (pH8.3):30.3g Tris, | 
酸 及 10.0g SDS 制备 成 IL 水 溶液 并 贮 于 4c, 

es 20 。 

ant | 



\ 

连续 缓冲 液 5 倍 浓度 ) 6.0 
1.59% 过 硫酸 钱 < 1.5 

ok : 25 

有 离子 强度 较 低 因而 导电 性 弱 的 溶液 适 于 作为 电泳 缓冲 液 ,因为 它 生 热 少 。 另 一 方面 , 若 
BPSK, BARRE. DR, MELA BRE, RP 
用 的 特定 缓冲 离子 及 所 研究 的 蛋白 质 的 性 质 。 但 总 的 说 来 ， 电 泳 液 的 浓度 范围 约 为 
0.01 mol/L 至 0.1 mol/L。 广 泛 采用 的 典型 缓冲 系统 为 Tri- 甘氨酸 (pH 8.3—9.5); 
Trs- -硼酸 (pH 8.3—9.3); Tris- 醋 酸 (pH 7.2—8.5); Tris- 柠 檬 酸 (pH 7. 0 一 8.5 )。 通 党 

Tris 浓度 为 0.02 一 0.05 mol/L. 对 于 碱 性 蛋白 质 , 可 以 采用 8- 丙 氨 酸 -醋酸 盐 (pH 范围 
4.0 一 5.0)， 其 中 有 - 丙 氨 酸 的 浓度 为 0.01 一 0.05mol/L。 适 宜 pH 的 选择 已 在 前 文 讨 论 。 若 
发 现在 整个 电泳 过 程 中 必须 借助 于 还 原 剂 以 保持 蛋白 质 的 活性 ， 可 以 在 凝 胶 混合 液 中 加 
人 二 硫 苏 糖 醇 〈1 mmol/L)。 一 旦 选 定 合适 的 凝 胶 浓度 及 缓冲 液 , 即 可 按照 表 3 的 说 明 配 
制 凝 胶 混合 液 , 表 3 中 所 示 的 缓冲 液 为 5 倍 浓度 的 缓冲 液 驻 备 液 。 

表 3 制备 非 解 离 连 续 缓冲 系统 凝 胶 的 配方 

丙烯 酰胺 浓度 (96) 贮 液 二 
贮备 液 

20.0 

丙烯 酰胺 - 双 丙 烯 酰胺 〈30:0.8) | 20.0 

TEMED4 0.015 0.015 | 0.015} 0.015 

a。 纵 行 中 数字 为 制备 320ml 凝 胶 混合 液 所 需 各 种 试剂 的 体积 ml)。 
be 制备 IL 贮 液 槽 缓冲 液 所 需 试剂 的 体积 (ml), 
c。 如 有 必要 ?可 以 2. 5ml 核 黄 素 (0.0043%6 重 量 / 体 积 ) 代替 过 硫酸 铵 作 到 合 催化 剂 ， 并 相应 调节 水 的 体积 。 在 

低 pH 值 时 , 核 黄 素 通常 比 过 硫酸 铁 /TEMED 有 效 而 后 者 则 在 高 pH 值 时 更 有 效 。 
d. GAM pH 缓冲 液 则 需要 增加 TEMED 的 浓度 。 

表 4 列举 了 三 种 早期 用 于 天 然 蛋 白质 电泳 的 不 连续 缓冲 系统 的 详细 资料 。 高 pH 的 
Omstein-Davis 系统 应 用 最 普遍 ， 而 低 pH 缓冲 系统 适用 于 碱 性 蛋白 质 。 中 人 性 pH 系统 组 

” 冲 能 力 低 ， 因 此 很 少 应 用 。 但 可 以 保存 某 些 在 偏 酸 或 偏 碱 条 件 下 不 稳定 的 酶 的 活力 。 关 
5 列 出 了 用 这 三 种 缓冲 系统 制备 凝 胶 混 合 液 所 需要 的 试剂 体积 。 此 外 ， 第 2 章 叙 述 了 用 
前 可 应 用 的 不 连续 缓冲 系统 用 计算 机 输出 的 数值 。 

柱 胶 的 制备 

连续 缓冲 系统 

1. 使 用 比 凝 胶 长 2 一 3 cm 的 玻璃 管 。 重 要 的 是 应 保证 凝 胶管 绝对 清洁 ,以 便 凝 胶 能 

均一 地 粘 附 于 玻璃 管 上 。 将 玻璃 管 淄 人 铬 酸 中 过 夜 ,用 蒸馏 水 清洗 ,最 后 用 乙醇 浸 洗 并 干 
燥 即 可 达到 上 述 要 求 。 可 

| 晶 然 在 电泳 后 , 沿 管 壁 注 水 常 能 方便 地 将 浓度 低 于 12% ORRNGRAE bE, 
随 着 凝 胶 百 分 浓 度 的 增加 , 取 胶 逐渐 困难 。 为 了 使 灌水 法 易于 将 凝 腔 务 出 5 柯 用 0.5 96 = 
基 三 氧 硅烷 的 四 氧化 碳 无 水 溶液 将 玻璃 管 硅烷 化 (商品 名 ‘Repeleote’, Hopkin 和 Williams 
Lid. 生产 )。 硅 烷 化 试剂 的 使 用 说 明 由 制造 厂家 提供 ， 但 应 强调 的 是 ,这 些 试剂 剧 毒 ， 使 
用 时 应 当 小 心 , 应 在 通风 良好 的 通风 橱 中 进行 。 硅 烷 化 玻璃 管 粘 附 性 能 减弱 ,意味 着 百 分 
率 较 低 的 凝 胶 电 泳 时 有 可 能 类 玻璃 管 中 滑 出 。 这 一 问题 可 以 在 屯 泳 前 ;用 一 节 长 2 一 3mm 

ea” ee 
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表 4 ， 非 解 离 不 连续 系统 的 缓冲 液 
RE 

高 pH AERA RS 
在 pH8.3 浓缩 pH 9.5 分 离 
浓缩 胶 缓冲 液 : Tris-HCl (pH 6.8):6.0g Tris 溶 于 40 ml 水 中 , 以 Imol/L HCI ( 约 48-Oml) 

滴定 至 pH 6.8， 加 水 至 最 终 体积 100 ml, 

分 离 胶 缓冲 液 : Tris-HCl (pH 8.8):36-3g Tris 与 48.0 mll mol/L HCl 混合 ， 加 水 至 最 终 体 

积 100 ml。 必 要 时 可 用 HCl 滴定 至 PH 8.8。 

Cie MM: Triste (pH 8.3) 应 用 的 确切 浓度 是 将 3.0 g Tris 和 14.4g 甘 氨 酸 和 次 于 

水 ?并 稀释 至 IL. 

中 性 pH 的 不 连续 缓 征 液 2” 

在 pH7.0 浓缩 * 于 pH 8.0 分 离 。 

GARB MH: Tris- 磁 酸 盐 (pH 5.5):4.95 g Tris AF 40 ml 水 中 ， 以 lmol/L 磷酸 滴定 至 - 

e pH 5.5。 加 水 至 最 终 体积 为 100 ml。 

分 离 胶 缓 羡 液 : Tris-HCl (pH 7.5): 6.85 g Tris AF 40 ml 水 中 ， 以 1 mol/L HCl 滴定 至 

pH7:5。 加 水 至 最 终 体 积 为 .100 ml, 

贮 液 槽 缓冲 液 : Tris- 二 乙 基 巴 比 妥 酸 (pH7.0):55.2g 二 乙 基 巴 比 妥 酸 和 10.0 g Tris 溶 于 水 并 

稀释 至 IL, 

低 pH 不 连续 缓冲 液 忆 ” 

在 pH5.0 浓缩 ， pPH3.8 分 离 。 
浓缩 胶 组 冲 液 : 醋酸 -KOH (pH 6.8); 48.0 ml 1 mol/L KOH 和 2.9ml 冰 酷 酸 混合 ;然后 加 水 ” 

至 最 终 体积 为 100 ml。 
分 离 胶 组 剖 液 : 酷 酸 -KOH (pH 4.3):48.0 ml 1 mol/ ‘L KOH 和 17.2 ml KEBEBEA ?加 水 至 最 

终 体 积 为 100 ml, 

Rik wae: 醋酸 -68- 丙 氨 酸 (pH 4.5):31.2g 8- 丙 氨 酸 与 8.0ml KBBATKHMRE IL, 

RS 制备 非 解 离 不 连续 缓冲 系统 北 胶 的 配方 / 

浓缩 胶 \ 以 分 离 胶 中 丙烯 酰胺 的 浓度 (92) 7h 
贮 备 ® Bax |——____ | a 

催化 剂 ) (20-0 |17.5 |15.0 12.5 |10.0 | 7.5 |5.0 | © 

丙烯 酰胺 - 双 丙烯 酰胺 (30:0.8) | 2.5 = [20.0 117.5 |15.0 |12.5 [10.0 | 7.5 [5.0 | ”三 

浓缩 胶 缓冲 贮备 液 * 5.0 ci Come oc ee le EY" 
Sy BS Beeb IHR = 3.75.) 3.75.| 3.75 | 3.75-| 3.75 |.3-75 9 Sage 一 

PRGA ER — saat acl ory 3a = Se = — {1,000 CBIR TERE) 
1.5%it Wee eR 一 155 ES hs 1 15 ata 
0.0049%6 核 黄 素 2.5 二 | 仙人 ee ose 
水 10.0 | 4.75 | 7.25 | 9.75 |12.25 |14.75 17.25 (19.75 一 
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a， 纵 行内 数字 代表 制备 30 ml 凝 胶 混合 液 所 需 各 种 试剂 的 体积 (ml), bi) fae 
b. 制备 LL MARAT ATA WAR Cl), : 

c. 贮备 液 按 表 4 所 述 方法 制备 。 ye 
d. EFUB REAR A AAC AA IR PH 不 连续 缓冲 系统 ,其 分 离 胶 中 的 TEMED 体积 应 当 增 至 0.15ml, 并 
相应 调节 水 的 体积 。 低 pH 条 件 下 ; 核 黄 素 通常 比 过 硫酸 铵 /TEMED 有 效 ; 而 在 高 pH 条 件 下 ;后 者 更 有 效 。 

WAC SRC wD (Tygon) 管 ， 将 一 片 尼 龙 网 (孔径 约 100 um) 装 在 凝 胶管 的 底 

部 来 解决 。 we 
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4. 决 定 分 离 胶 的 浓度 后 ， 除 TEMED 外 , 按 表 1(SDS- 磷 酸 盐 ) 或 表 3( 非 解 离 缓冲 

液 ) 所 指出 的 体积 ,在 器 壁 厚 的 小 烧瓶 中 ， 制 备 凝 胶 混 合 液 并 用 水 泵 脱 气 一 分 钟 。 脱 气 除 
有 助 于 重复 聚合 速度 外 ， 还 可 以 防止 在 凝 胶 中 形成 气泡 。 

5. 加 入 适当 体积 TEMED， 迅 速 而 又 和 组 地 搅拌 使 其 混合 。 立 即将 混合 液 注 人 各 玻 

璃 管 达 刻度 处 ， 应 细心 操作 以 免 带 人 任何 气泡 。 上 述 要 求 可 以 用 一 支 Pasteur 吸管 或 

10ml 装 有 长 钝 针头 的 注射 器 ,将 尖端 降 至 玻璃 管 底部 后 再 排出 凝 胶 液 来 实现 。 
6. 凝 胶管 一 旦 注 满 凝 胶 混 合 液 后 ， 随 即 在 凝 胶 液 上 部 覆盖 一 层 厚 约 0.5 cm、 最 好 与 

凝 胶 缓冲 液 组 成 相同 的 缓冲 液 ( 也 常 以 水 代替 ), 以 隔绝 氧气 ( 氧 抑制 聚合 作用 ), 并 保证 凝 

胶 表 面 形成 平坦 的 弯 月 面 。 加 入 缓冲 液 时 应 当 极 其 小 心 ， 避 免 加 入 的 覆盖 层 与 凝 胶 溶 液 
相 混合 ; 若 发 生 混合 ,在 凝 胶 的 顶端 将 形成 一 条 丙烯 酰胺 浓度 降低 的 扩散 界面 ， 并 降低 区 

带 的 清晰 度 。 在 凝 胶 上 部 履 盖 深 液 的 方法 有 多 种 ， 最 简便 的 方法 或 许 是 用 一 支 带 有 针头 
体积 小 的 注射 器 。 注 射 器 内 吸 满 待 加 的 缓冲 液 ， 控 干 针头 然后 轻 轻 将 不 带 液 滴 的 针头 与 
凝 胶 混 合 液 的 表面 接触 ， 针 尖 紧 贴 玻璃 管 壁 。 再 将 针尖 提高 2 mm, 留 下 一 条 湿 的 痕迹 至 
凝 胶 的 表面 。 针 人 尖 紧 贴 于 管 壁 ,将 注射 器 内 液体 缓慢 推出 ,同时 提高 针尖 使 其 始终 比 液 面 

高 出 2 mmo。 此 时 ,在 凝 胶 混 合 液 和 覆盖 液 之 间 可 以 见 到 一 条 明显 的 界面 。 还 有 一 些 工作 

者 愿意 使 用 带 有 针头 弯 成 90?” 的 注射 器 ， 或 用 Pasteur 吸管 加 覆盖 液 。 无 论 应 用 哪 种 方 

法 ， 重 要 的 是 加 覆盖 洲 时 应 尽 可 能 少 地 发 生 混合 现象 。 
7. 凝 胶 静 置 待 其 聚合 (10 一 30 分 钟 )。 在 此 期 间 任何 振动 都 将 导致 形成 止 凸 不 平 的 
凝 胶 表 面 。 聚 合 时 , 原 有 的 分 界面 消失 ， 而 在 稍 低 的 部 位 出 现 另 一 分 界面 ,此 界面 即 为 聚 
合 后 的 凝 胶 表 面 。 

8. 新 分 界面 形成 后 , 凝 胶 静 置 10 一 15 分 钟 ， 然 后 除去 水 或 缓冲 液 覆 盖 层 。 若 凝 胶 随 
即使 用 ,以 贮 液 槽 缓冲 滚 清 洗 凝 胶 表 面 ,并 用 此 缓冲 液 覆 盖 。 若 能 避免 脱水 ， 凝 胶 也 可 以 

贮存 。 贮 存 时 , 需 除 去 覆盖 层 , 凝 胶 表 面 用 与 凝 胶 中 缓冲 液 组 分 相同 且 新 配制 的 缓冲 液 冲 
洗 。 随 后 ,将 较 多 的 缓冲 液 加 于 凝 胶 表面 上 ,并 用 蜡 膜 或 橡皮 塞 密封 - 

不 连续 缓冲 系统 

不 连续 缓冲 系统 二 层 凝 胶 的 制备 是 先 在 管 中 聚 合 分 离 胶 ， 然 后 在 分 离 胶 的 顶部 聚合 
浓缩 胶 通 常 ,浓缩 胶 的 高 度 和 体积 应 为 样品 的 二 倍 以 上 。 高 约 1.0 cm 的 浓缩 胶 足以 适用 
于 大 多 数 样品 ,万 一 需要 加 体积 大 的 稀 蛋 白质 溶液 样品 ,浓缩 胶 的 大 小 应 作 相应 的 调整。 
步 又 1 一 7 与 上 述 连 续 缓冲 系统 的 步骤 1 一 7 相同 ,但 在 凝 胶管 上 二 处 作 标志 ,一 处 标 

出 分 离 胶 欲 达到 的 高 度 , 另 一 处 则 在 分 离 胶 上 部 1 em 处 标 出 浓缩 胶 的 高 度 。 凝 胶管 用 按 
表 24(SDS- 不 连续 缓冲 系统 ) 或 表 5 ( 非 解 离 不 连续 缓冲 系统 ) 详 述 的 方法 所 制备 的 分 离 
胶 混合 液 ， 充 满 到 第 一 个 标志 处 。 

8 待 分 离 胶 聚 合 后 ， 立 即 贷 去 覆盖 液 , 制备 浓缩 胶 ( 见 表 2 的 SDS- 不 连续 缓冲 系统 
或 表 5 的 非 解 离 系 统 )。 若 反应 用 过 硫酸 锐 作 聚合 催化 剂 , 除 TEMED 外 ,将 所 有 组 分 混 
合 , 然 后 在 注 人 浓缩 胶 之 前 ,加 入 适当 体积 的 _TEMED。 若 用 核 黄 素 代替 过 硫酸 铵 ， 由 于 
凝 胶 溶液 光照 后 才能 产生 聚合 ,所 以 _TEMED 可 以 在 灌注 凝 胶 前 的 任何 时 候 加 在 浓缩 胶 
混合 液 中 。 

9, 用 一 支 Pasteur 吸管 吸取 少量 浓缩 胶 混合 液 冲 洗 分 离 胶 的 表面 ， 然 后 取出 。 每 支 
e 23 « 
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凝 胶管 再 注入 浓缩 胶 混合 液 至 另 一 标志 处 ,并 按照 上 述 步骤 6 RES Hi Kare ale 

缓冲 液 覆 盖 在 凝 胶 的 上 部 。 若 浓缩 胶 以 核 黄 素 作 聚 合 催 化 剂 ， 在 距 凝 胶 2 一 5 cmj 处 需 放 

置 一 支 日 光 灯 ， 以 起 动 聚 合 反应 。 | 

10. 浓缩 胶 聚 合 后 , 移 去 覆盖 液 ,用 贮 液 槽 缓冲 液 清 洗 凝 胶 表 面 ， 弃 去 此 液 后 ; 凝 胶 上 

的 空间 用 贮 液 模 缓冲 该 充满 。 

凝 胶 制 备 后 应 及 早 使 用 ， 这 是 因为 浓缩 胶 、 分 离 胶 及 贮 液 槽 缓冲 液 的 不 同 对 浓缩 现 

象 的 发 生 极为 重要 ， 在 贮存 过 程 中 这 三 种 缓冲 液 因 扩散 作用 而 混合 。 一 种 简便 的 方法 是 

在 相应 的 位 置 上 到 合 分 离 胶 ， 并 用 分 离 胶 的 缓冲 液 漂洗 ， 随 后 在 分 离 胶 上 覆盖 同一 缓 神 

液 。 凝 胶 在 使 用 前 才 在 相应 部 位 上 聚合 浓缩 胶 。 

板 胶 的 制备 . 
下 述 灌注 板 胶 的 方法 适用 于 改进 的 板 开 槽 口 的 Studier 电泳 仪 (图 10), 这 类 仪器 广 

泛 应 用 于 SDS-PAGE 的 工作 中 。 商业 上 提供 的 各 种 可 冷却 板 胶 电泳 仪 ,不 论 使 用 的 是 

有 村口 的 或 无 槽 口 的 玻璃 板 ， 其 凝 胶 板 大 小 (包括 凝 胶 厚 度 ) 以 及 密封 玻璃 板 的 方法 都 不 
相同 。 然 而 ,灌注 均一 浓度 聚 丙烯 酰胺 板 胶 和 制备 样品 池 的 方法 大 体 相同 ;而 与 所 用 的 仪 
器 无 关 。 所 遇 到 的 主要 差别 是 玻璃 板 密封 的 方法 不 同 。 仪 器 制造 厂家 的 说 明 书 可 供 参 阅 。 

制备 板 胶 时 ,应 戴 合 适 的 塑胶 手套 ,以 免 皮 肤 蛋白 质 污染 凝 胶 板 。 

ik Ub Oe OP ARR 

1. 象 柱 胶 的 制备 一 样 ， 保 证 板 胶 的 玻璃 板 极其 清洁 以 便 凝 胶 对 玻璃 有 良好 的 粘着 性 
甚 为 重要 。 玻 璃 板 淄 人 铬 酸 中 过 夜 后 , 先 用 水 后 用 乙醇 清洗 使 其 洁净 ,然后 将 玻璃 板 与 凝 
胶 上 部 接触 的 一 边 放 在 清洁 的 洪 纸 上 ， 并 戴 手 套 取 一 张 用 丙酮 浸 过 的 薄 绸 糠 拭 。 最 后 以 
乙醇 漂洗 ， 令 玻璃 板 在 空气 中 干燥 。 ee 

2. 通常 用 有 机 玻璃 薄板 或 Teflon 垫 片 将 玻璃 板 隔 开 适 当 距 离 ,无 论 是 不 同 的 热 片 还 

是 相同 的 垫 片 ， 其 厚度 必须 均一 ， 以 便 玻璃 板 接触 良好 ， 形 成 的 凝 胶 厚 度 交 二 o 常用 的 
SDS-PAGE 凝 胶 一 般 厚 1.5mm， 尽 管 也 用 厚 0.75 mm 的 凝 胶 成 功 地 进行 过 实验 。 有 几 种 
方法 用 来 密封 玻璃 板 夹层 。 对 Studier 有 槽 口 的 板 系统 sa, 我 们 尝试 过 的 最 日 的 方法 是 涂 
少量 凡士林 于 垫 片上 ,将 这 些 垫 片 放 置 在 未 开 模 口 的 玻璃 板 的 边缘 ,再 将 有 槽 瑟 的 玻璃 板 
面 朝 下 放 在 垫 片上 面 。 进 行 上 述 操作 应 戴 手 套 ， 操 作 应 细心 ， 将 凡士林 公 抹 在 板 的 边沿 
上 ,不 得 接触 板 的 其 它 任何 地 方 , 用 弹力 大 的 金属 夹 将 板 组 合 在 一 起 ， 人 金属 赤 应 正好 压 在 
垫 片上 。 然 后 将 组 合 物 垂直 地 放置 在 有 机 玻璃 槽 上 (图 12a)， 并 用 10ml 按 下 述 步 骤 3 的: 
方法 制备 的 丙烯 酰胺 混合 液 装 满 有 机 玻璃 槽 来 密封 底 边 。 对 于 梯度 凝 胶 \ 槽 系 用 10ml 浓 
度 最 大 的 丙烯 酰胺 混合 液 装 满 。 待 密封 胶 聚 合 后 ， 再 灌 人 丙烯 酰胺 胶 。 采 用 凝 胶 堪 密封 
玻璃 板 底部 的 优点 是 , 当 丙烯 酰胺 聚合 后 组 合 物 即 可 进行 电泳 ,而 不 必用 其 它 方法 作 进 一 “ 
步 处 理 。 i» 43 

另 一 种 常用 的 组 装 方法 是 利用 三 个 垫 片 ,玻璃 板 组 合 物 的 每 一 垂直 边 放 置 王 块 热 片 ， 
另 一 块 放置 在 底 边 〈 图 12 b)， 密 封 的 方法 是 组 装 前 涂 油 脂 , 或 组 装 后 将 2 驳 吉 楷 的 琼脂 
糖 滴 于 组 合 物 的 边沿 上 ， 或 用 耐 SDS 缓冲 液 浸 泡 的 特殊 胶布 〈 例 如 UFTI/AT Beas 
Universal Scientific Ltd.) 密封 。 待 丙烯 酰胺 凝 胶 聚 合 后 ,于 电泳 前 移 去 底 边 的 捍 片 呆 

3. 灌 胶 过 程 中 将 夹 紧 的 板 组 合 物 保持 垂直 位 置 ， 确 定 了 适宜 的 分 离 胶 浓度 局 R 
ea 246 
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TEMED 外 , 取 各 成 分 相应 的 体积 ( 见 表 1 中 的 SDS- 磷 酸 盐 或 表 3 中 的 非 解 离 缓冲 系 绕 ) 
置 大 小 的 厚 壁 烧瓶 中 ,以 制备 凝 胶 混 合 液 。 用 水 泵 脱 气 1 OS, MA TEMED 轻 轻 地 混 
侣 后 ,立即 将 凝 胶 溶 液 注 人 玻璃 板 之 间 , 直 至 距 顶 部 不 足 0.5 cm。 随即 将 有 机 玻璃 样品 梳 
插 信 两 块 玻璃 板 之 间 ， 并 浸 人 凝 胶 混合 液 中 。 梳 齿 应 紧 贴 玻璃 板 上 。 需 要 特别 注意 梳子 
的 下 部 不 应 含有 气泡 ， 否 则 将 形成 形状 不 规则 的 样品 池 。 

(a) | , oOo 
图 12 密封 玻璃 板 夹层 底部 的 方法 。(a) 利用 在 有 机 玻璃 块 ( 厚 1.25 cm, 宽 5.0 cm， 长 
19.5cm) 中 铣 出 的 一 条 有 机 玻璃 醒 ( 深 0.6cm， 宽 1.3cmj 长 19.0 cm)， 装 人 玻璃 板 夹 层 

后 ,容量 约 为 10 ml。(b) 三 坪 雪 片 的 用 法 。 每 一 步 怠 的 细节 见 正文 ， 

4. 静 置 组 合 物 待 凝 胶 聚 合 (10 一 30 分 钟 )， 已 聚合 的 依据 是 在 凝 胶 / 空 气 分 界面 下 出 

现 一 条 明显 的 分 界线 。 再 经 历 10 分 钟 后 细心 地 取出 样品 梳 。 
5, 若 凝 胶 随 即使 用 ,取出 样品 梳 后 所 形成 的 样品 地， 用 Pasteur 吸管 或 装 有 针头 的 注 

射 器 吸取 贮 流 模 缓冲 臣 漂 洗 ， 然 后 再 用 贮 液 槽 缓冲 液 充 满 。 取 出 样品 梳 时 ， 样 品 池 的 凝 
胶 若 被 和 弄 牌 ,可 用 一 支 注 射 针 头 或 微型 药 勺 拨 正 至 垂直 状态 。 若 凝 胶合 贮存 备用 ,样品 池 

应 当 用 凝 胶 的 缓冲 液 漂洗 后 ， 再 用 同一 缓冲 液 充满 。 

某 些 需要 应 用 连续 缓冲 系统 的 场合 ,分 离 胶 太 脆 , 使 样品 池 难 于 形成 。 这 时 可 在 分 离 
胶 顶 部 聚合 一 低 浓 度 (3.75—5.0% ) 的 胶 即 可 克服 这 一 困难 8 这 类 胶 中 形成 样品 池 的 方 
法 与 不 连续 缓冲 系统 ( 见 下 文 ) 所 涉及 的 方法 相同 ,但 其 凝 胶 浓度 低 , 且 缓冲 液 为 分 离 胶 的 
缓冲 液 (如 表 10)。 

RE RP 系统 

_ 未 渤 续 缓 首 系统 需 利用 聚合 于 分 离 胶 顶 部 的 浓缩 及 于 是 样品 池 是 在 浓缩 胶 中 形成 。 
1 一 2 洗 净 凝 胶 板 ， 并 按 连 续 缓冲 系统 制备 板 胶 的 方法 中 所 述 及 的 步骤 1 一 2 BR. 

3. 确定 了 适宜 的 分 离 胶 浓度 后 ,在 一 个 小 的 厚 壁 烧瓶 中 , 按 表 2 对 SDS- 不 连续 或 表 
5 对 非 解 离 缓冲 系统 所 列 出 的 体积 ,将 各 组 分 (TEMED 除外 ) 混合 以 制备 凝 胶 混 合 液 。 用 

水 稍 将 混合 物 脱 气 一 分 钟 , 加 入 适当 体积 的 TEMED， 并 温和 地 混 匀 溶 液 。 

° 2. 
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4. 将 分 离 胶 混 合 液 注 人 玻璃 板 之 间 空 间 , 并 使 项 部 留 下 足够 的 空间 ,以 便 随 后 聚合 浓 

缩 胶 和 制备 样品 池 。 浓 缩 胶 的 高 度 至 少 为 样品 高 的 二 倍 ; 大 多 数 情况 下 2cm 即 满足 要 求 。 

考虑 到 样品 池 的 深度 , 这 意味 着 在 分 离 胶 的 上 部 需要 留 下 3.5 cm 的 空间 。 所 需要 的 分 离 

胶 的 体积 显然 取决 于 凝 胶 的 大 小 , 若 利用 图 10 中 所 示 的 仪器 ,其 体积 为 30 mlo RA 

塑料 管 的 蠕动 泵 或 带 有 细 管 的 注射 器 ， 将 分 离 凝 胶 的 缓冲 液 逐渐 地 铺 在 凝 胶 表 面 上 。 管 

尖 的 位 置 应 当 丛 在 凝 胶 的 表面 之 上 ， 同 时 又 位 于 玻璃 板 的 中 央 以 便 向 内 输送 缓冲 液 。 

5. 聚 合 后 (10 一 30 分 钟 ) 的 特征 是 在 聚合 凝 胶 及 覆盖 层 之 间 出 现 一 明显 的 界面 ,将 组 

合 物 倾斜 使 覆盖 的 缓冲 液 流出 。 虽 然 可 以 聚合 相应 的 浓缩 胶 并 随即 使 用 ， 但 通常 于 使 用 

前 在 分 离 胶 上 覆盖 一 层 分 离 胶 缓冲 液 ， 并 放置 过 夜 。 

6. 按照 表 2 SDS- 不 连续 或 表 5 非 离 解 的 缓冲 系统 中 所 列 出 的 配方 制备 浓缩 胶 。 

7. 取 少 量 的 浓缩 胶 混合 物 漂洗 分 离 胶 的 表面 。 倾 出 后 ， 凝 胶 板 之 间 的 剩余 空间 用 浓 

BILE WET 
8. SRILA ARABIA KH, HARES TH AEA To MIRA 

素 催 化 浓缩 胶 的 聚合 作用 ,应 在 距 凝 胶 2 一 5 cm MHI B—3CH IGT. AMRG RM FE 

合 浓缩 胶 时 应 将 组 合 物 静 置 。 

9. 聚合 后 ,细心 地 取出 样品 梳 露 出 样品 池 ， 然 后 用 贮 液 槽 缓冲 滚 床 洗 ， 并 用 同一 缓冲 

液 注 满 。 取 出 样品 梳 时 , 若 样品 池 之 间 的 间隔 胶 位 置 发 生 改 变 , 可 用 竹 射 器 针头 或 微型 药 

勺 予 以 整 直 ， BLED BEB Hc WKAR —-BAE » HI WL IBN Fo ‘a 

样品 制备 ~ 

解 离 缓 冲 系统 (SDS-PAGE) 

重要 的 是 不 能 使 凝 胶 过 量 负 载 ， 否 则 区 带 将 扭曲 。 板 胶 中 一 样品 池 加 样 过 量 所 能 引 
起 相 邻 样品 的 区 带电 泳 图 扭曲 。 在 另 一 种 情况 下 ， 加 样 量 过 低 可 能 使 某 些 次 要 成 分 不 能 
测 出 ,甚至 主要 成 分 带 染色 后 因 着 色 太 浅 而 无 法 摄影 记录 。 因 此 在 电泳 前 ;用 标准 方法 测 “ 
定 样品 蛋白 质 的 浓度 是 有 益 的 。 为 了 获得 最 佳 效 果 ， 凝 胶 上 每 种 多 肽 应 加 了 到 面部, 通 
常 加 50 一 100 pg 复杂 的 混合 物 。 加 样 体积 也 很 重要 。 起 始 带 的 厚度 即 加 样 体积 , 对 连续 
缓冲 系统 (SDS- 磷 酸 盐 ) 蛋 白质 区 带 的 清晰 程度 有 极 大 的 影响 ， 因此 样品 体积 应 尽 可 能 地 
小 。SDS- 不 连续 系统 的 浓缩 效应 意味 着 这 一 方法 基本 上 与 体积 无 关 ， 实际 上 在 板 胶 电泳 

中 ,样品 池 限 制 了 样品 的 体积 ,同时 大 体积 样品 需要 的 浓缩 胶 多 ， 还 出 现 多 肤 区 带 交 旁 路 “ 
扩散 。7 mm 宽 的 样品 池 厚 1.5 mm 的 板 胶 ， 在 加 入 10 一 30 dl 样品 时 可 以 获得 最 佳 结果 ,，” 
EMA 60 ol REG AROS WR. ERB NABER, 以 全 区 得 最 适 的 分 B 
辩 率 ,由 于 柱 胶 的 横 截面 较 大 ,加 样 量 (微克 水 平 ) 及 样品 体积 可 相应 增加 
SS a A ATE OT Ro AH 

RFR Ri RUT te PO KR Le (分 子 量 20,000) A HES, HAAS ; 
醇 固体 与 装 有 蛋白 质 样品 稀 淤 液 的 透析 袋 的 外 部 相 接 做 。 Sephadex G-100 BR GH200 也 
能 以 类 似 的 方式 应 用 。 样品 用 上 述 任 一 方法 浓缩 后 ， 对 于 SDS- 磷 酸 缓冲 液 系统 ;样品 b 

应 对 0.01 mol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 (pH7.2) 透析 ; 对 于 SDS-RRRAB, RRM 
0.0625 mol/L Tris-HCl (pH 6.8) 透析 ， 以 便 脱 盐 或 除去 可 能 干扰 电泳 的 小 芬 手 的 聚 乙 
“BAR. 由 于 钾 离 子 沉淀 SDS， 所 以 操作 中 必须 予以 除去 。 324 RAAY 0.01 mol/L 
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磷酸 缓冲 液 (pH7.2) BR 0.0625 mol/L Tris-HCl (pH 6.8) 样品 蛋白 质 溶液 ,应 用 浓 的 贮 
备 液 调整 ,使 其 含 2% SDS, 5% .2- 笠 基 己 醇 ,10 多 蔗糖 (或 甘油 ) 及 0.002 多 省 酚 蓝 。 由 于 
用 SDS-PAGE 沿 定 共 子 重 依赖 于 各 种 多 肽 均 具 有 相同 的 电荷 密度 ， 即 单位 重量 的 多 肽 
结合 SDS 的 数量 相等 ,因此 溶液 中 存在 过 量 的 SDS 是 重要 的 。 若 样品 蛋白 质 的 含量 已 
知 , 工 作者 应 当 计 算 SDS 是 否 确实 过 量 ; 至 少 必须 是 3:1 的 比值 。 对 SDS 不 连续 系统 
样品 的 缓冲 液 。 加 入 SDS 的 浓度 达 5 多 也 不 会 产生 有 害 的 影响 。 二 硫 苏 糖 醇 可 代替 2- 
莹 基 乙 醇 来 有 解 多 肽 的 二 硫 键 ， 它 具有 无 臭 及 不 易 自 动 氧化 的 优点 。 芒 糖 (或 甘油 ) 的 加 
人 和 人 系 用 来 增加 样品 的 密度 ,以 便 加 样 于 凝 胶 上 时 样品 能 维持 良好 的 覆盖 层 状态 ,在 电泳 初 
期 不 致 与 槽 缓冲 液 发 生 对 流 混合 。 

浓缩 蛋白 质 样 品 ， 尤 其 是 样品 数量 较 多 的 常用 的 方法 是 ， 用 10 匈 三 氧 醋酸 (TCA) 
( 冰 水 中 维持 30 分 钟 ) 沉 淀 蛋白 质 ， 随 后 离心 (10,000Xg 5 分 钟 )， 再 用 乙醇 -乙醚 (1:1 
体积 /体积 ) 反 复 洗 去 TCA。 除 了 能 迅速 浓缩 大 量 样品 外 ,还 能 同时 除去 干扰 的 盐 类 及 某 
些 不 能 透析 的 杂质 。 尽 管 如 此 ,必须 谭 慎 应 用 TCA 沉淀 法 ,因为 某 些 糖 蛋白 和 组 蛋白 溶 
于 低 浓 度 TCA 中 ,而 在 其 它 场合 ,蛋白 质 可 以 沉淀 。 但 若 重 新 完全 溶解 样品 于 缓冲 液 中 
则 极为 困难 。 因 此 ,在 常规 地 应 用 TCA 沉淀 之 前 ,检查 这 一 方法 对 所 研究 的 蛋白 质 的 效 
率 是 有 价值 的 。 用 乙醇 -乙醚 洗涤 后 ， 对 SDS- 磷 酸 缓冲 系统 ，TCA 沉淀 可 直接 溶 于 
0.01 mol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 (pH7.2)， 缓 冲 液 中 还 含有 2% SDS, 5% 2-H He CB. 10% 
蔗糖 或 甘油 、0.002 匈 溴 酚 蓝 ;对 SDS- 不 连续 缓冲 系统 则 深 于 .0.0625 mol/L Tris-HCl 
CpE 6.8)， 该 缓冲 液 也 含有 2% SDS, 5% 2-H BE 107% 蔗糖 或 甘油 、0.002 多 Hei - 
蓝 。 样 品 应 呈 蓝 色 。 若 曙 黄色 即 表 明 样品 中 仍 含有 足以 干扰 电泳 的 -了 TCA， Bain A a 

” 微 升 浓 Na,HPO, (Xf SDS- 磷 酸 系统 ) 或 Tris CX} SDS- 不 连续 系统 ) 以 调节 pH 但是， 

过 量 地 加 入 浓 缓 冲 液 ,电泳 过 程 中 蛋白 质 的 浓缩 和 分 离 可 能 产生 问题 ， 因 此 ,更 好 的 办 法 
是 一 开始 即 彻底 地 清除 TCA。 假 若 蛋白 质 颗 粒 在 混合 时 不 完全 溶 于 中 性 溶液 ;可 能 是 由 
于 SDS 的 数量 不 足 。 

一 种 更 为 简便 并 能 造 免 酸 中 和 问题 的 方法 是 丙酮 沉淀 法 。 向 样品 中 加 入 5 倍 体积 冷 
丙酮 ,混合 后 于 —20°CHE 10 分 钟 。 离 心 (10,000xg 5 分 钟 ) 收 集 沉淀 蛋白 质 , 通 过 反复 
沉淀 洗涤 。 干 燥 后 ,将 蛋白 质 颗粒 直接 溶 于 适当 的 样品 缓冲 液 中 , 即 可 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 
胶 电泳 分 析 。 就 象 用 TCA 沉淀 一 样 ,在 常规 地 利用 这 类 浓缩 方法 之 前 ,验证 所 研究 的 蛋 
白质 是 否 能 完全 沉淀 是 重要 的 。 
电泳 前 ， 将 SDS-PAGE 的 样品 在 沸水 浴 中 加 热 3 SH. 这 一 措施 保证 了 蛋白 质 的 

变性 。 低 温 不 能 解 离 某 些 “ 亚 稳 态 "蛋白 质 复合 物 ， 特 别 是 某 些 可 以 逐步 降解 其 它 蛋 白质 
样品 的 蛋白 酶 。 加 热 后 , 令 样 品 冷 至 室温 。 最 后 ,极其 重要 的 是 ,应 当 用 离心 法 (10,000X 
g5 分钟 ) 除 去 各 种 不 溶性 物质 ， 否 则 在 凝 胶 电 泳 时 它 将 引起 蛋白 质 不 规则 地 “成 层 ”。 样 
品 可 区 立即 使 用 或 贮存 于 一 20%C 冰箱 中 s 冷却 时 ; SDS 从 溶液 中 结晶 析出 ; 故 贮存 样品 
在 用 前 必须 加 温 。 

某 些 蛋 白质 ,特别 是 核 非 组 蛋白 , 欲 使 大 多 数 这 类 和 蛋白质 进 大 凝 胶 ， 在 SDS- 样 品 组 
冲 液 中 需要 有 浓度 达 8 mol/L 的 尿素 。 同 样 , 免疫 沉淀 物 及 膜 蛋白 的 SDS- 样 品 缓冲 液 ， 
常 加 入 尿素 以 促进 溶解 。 加 入 尿素 后 的 样品 缓冲 液 不 必 加 入 芒 糖 或 甘油 以 增加 其 密度 。 
若 加 样 前 样品 必须 加 热 ， 样 品 的 缓冲 剂 应 含有 Tris， 目 的 是 将 蛋白 质 的 氰 化 修饰 作用 减 
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4 % : | 
至 最 小 程度 。 

分 子 量 标准 品 当 进 行 分 析 性 SDS-PAGE 时 ， 同 时 电泳 一 组 分 子 量 已 知 的 多 
肽 是 有 益 的 。 尽 管 这 对 于 测定 样品 多 肽 分 子 量 是 必需 的 。 若 只 是 定性 地 了 解 样品 蛋 白质 
的 组 成 ， 同 时 电泳 多 肽 标准 品 也 是 有 价值 的 ， 因 为 它 提供 了 一 个 方法 来 量度 各 次 凝 胶 电 
泳 之 间 的 重 现 性 。 表 6 列 出 了 某 些 蛋白 质 标准 品 商品 。 每 一 标准 蛋白 质 应 溶 于 适当 的 样 
品 缓冲 液 ,其 浓度 为 1 mg/ml, 100°C 加 热 3 分 钟 , 分 成 小 包装 后 冷冻 贮存 。 进 行 样品 分 
析 时 , 取 一 小 包装 的 分 子 量 标准 品 融 化 ,加 温 溶解 沉淀 的 SDS， 与 样品 蛋白 质 同 时 在 柱 胶 
或 同一 板 胶 的 平行 样品 池上 电泳 。 电 泳 后 ,将 凝 胶 染 色 , 脱 色 ， 并 量度 样品 和 标志 多 肽 沪 
动 的 距离 。 放 射 性 标记 的 蛋白 质 样品 的 分 子 量 , 通 过 同时 电泳 放射 性 标记 的 标志 和 蛋 自 质 ， 
随后 用 放射 自 显影 或 荧光 显影 来 测定 ,标记 蛋白 质 可 在 实验 室 合成 吧 或 购买 市 售 商品 。 另 
一 方法 是 ,也 可 以 加 入 未 标记 的 标志 蛋白 质 , 染 胶 显示 出 每 一 成 分 的 位 置 后 ， 在 自 显影 前 
用 一 小 滴 放 射 性 墨水 注射 在 染色 带 上 ， 以 便 指 出 其 位 置 。 用 标准 多 肽 的 数据 作出 分 子 量 

表 6 标准 多 肽 的 分 子 量 *， al 

多 ik Ss oF 

肌 球 蛋白 ( 免 肌 ) 重 链 212,000 
RNA 3848 (E. coli) 8'- 亚 基 165,000 

8- 亚 基 155,000 

B- 半 乳糖 苷 酶 (EB. coli) 130,000 

BRE (LAS a CHL) 92,500 

牛 血 清白 蛋白 68,000 

触 酶 ( 牛 肝 ) 57,500 

丙酮 酸 激酶 ( 免 肌 ) 57,200 

谷 氨 酸 脱 氢 酶 ( 牛 肝 7) 53,000 

延 胡 索 酸 酶 ( 猪 肝 ) 48,500 

SEA 43,000 

烯 醇化 酶 ( 兔 肌 ) 42,000 

乙醇 脱 氢 酶 ( 马 肝 7) 41,000 

醛 缩 酶 ( 兔 肌 ) 40,000 

RNA RAB CE. coli) a-WH 39,000 

甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氨 酶 ( 免 肌 ) 36,000 

乳酸 脱 氢 酶 ( 猪 心 ) 36,000 

碳酸 本 酶 29,000 

BE A Nel A 25,700 

胰 蛋 白 酶 抑制 剂 (大 豆 ) 20,100 

肌 红 蛋白 ( 马 心 ) 16,9504 

cx- 乳 清 蛋白 (牛乳 ) 14,400 

HS BANG SAYA) 14,300 
细胞 色素 < 11,700 

a. FE LEA th AL > BS BE KE ED EOE 但 它们 有 时 可 能 引起 其 
它 多肽 标准 品 的 水 解 ; 因 而 删 去 。 

b。 此 处 列 出 的 多 肤 分 子 量 主要 来 自 参考 文献 [489] 及 附录 III 中 所 列 出 的 参考 文献 。 这 些 多 肽 分 子 量 是 在 
过 量 斑 基 试 剂 存在 的 状态 下 测定 的 。 内 容 更 为 丰富 的 合适 的 多 肽 名 称 可 以 原始 文献 中 查 出 。 

ce 分子量 分 布 范围 从 接近 12,000 至 68,000 之 间 十 分 适宜 ,但 只 有 少数 具有 亚 基 结构 的 蛋白 质 适 应 以 上 范围。 
通过 交 联 形成 一 系列 低 聚 ”“”"” 的 多 肽 来 克服 这 一 困难 。 可 以 购 得 这 些 多 肽 的 试剂 药 箱 。 

d. 从 参考 文献 [129] 所 列 出 的 序列 数据 计算 出 来 。 
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对 数 (logy) 与 泳 动 距离 的 校正 曲线 ， 然后 根据 样品 多 肽 的 泳 动 距 离 从 曲线 上 测 出 其 分 
子 量 。 为 了 排除 可 能 存在 的 异常 性 ,至 少 应 当 在 另 一 种 浓度 不 同 的 凝 胶 中 重复 进行 分 析 ， 

并 且 表 明 所 测定 的 分 子 量 数 值 无 明显 改变 。 理 想 的 情况 是 若 能 获得 足够 数量 的 样品 ， 可 

在 几 种 凝 胶 浓 度 中 电泳 ,并 作出 Ferguson 图 。 

非 解 离线 冲 系统 

加 样品 蛋白 质 于 板 胶 上 ， 每 种 成 分 在 加 样 体积 中 含量 为 1 一 10 weg， 对 于 复杂 的 蛋 日 

质 混合 物 约 为 100 ugo ee ee 蛋 日 质 样品 应 当 溶解 于 

稀 缓 冲 液 中 ， 其 浓度 为 凝 胶 缓冲 液 的 — 二 一 二 。 缓 冲 液 还 含有 10% Hem (或 甘油 ) 及 标志 

AB} (0.002 %) ,标志 染料 的 选择 由 ory pH 决定 。 碱 性 PH 的 电泳 分 离 , 一 般 用 省 
酚 蓝 作 标 志 染 料 , 甲 基 绿 则 用 于 酸性 pH 的 电泳 。 是 否 可 以 使 用 稀 样 品 缓冲 液 取决 于 北 
胶 缓 冲 液 的 浓度 , hates > tale egal 利用 某 种 不 

连续 缓冲 系统 进行 分 析 ， 样品 应 当 溶解 在 稀释 至 二 a g 的 浓缩 胶 缓冲 贮备 液 中 ， 且 含 

10 匈 蔗糖 (或 甘油 ) 及 适当 的 标志 染料 (最 终 浓度 0. 00296)» 

AS Re AM. Ce RRR). 离子 交换 层 析 Diaflo 膜 滤器 真空 超 泪 ,冰冻 干 

燥 ， 或 用 亲 水 多 聚 物 如 聚 乙 二 酵 或 Sephadex， 能 将 稀 样 品 浓缩 ， 这 取决 于 所 研究 的 蛋白 

质 。 显 然 ,用 来 浓缩 SDS-PAGE 样品 的 三 毛 栈 酸 沉 淀 法 , 不 能 用 于 天 然 蛋 白质 样品 的 浓 

缩 。 必 要 时 ,样品 应 对 电泳 缓冲 液 ( 不 含 蔗糖 \ 甘 油 及 标志 染料 ) 透 析 ， 以 除去 盐 及 其 它 能 

干扰 电泳 分 析 的 低 分 子 量 杂质 。 再 将 所 有 样品 离心 4.%C 下 .10,000Xg 15 分 钟 ), 完全 除 
去 可 能 干扰 电泳 的 不 溶性 物质 ;加 入 蔗糖 或 甘油 使 最 终 浓度 为 10 旬 , 最 后 加 入 标志 染料 。 

通常 ， 制备 天 然 蛋白 质 样品 涉及 的 所 有 步骤 均 在 低温 《0 一 4%C) 下 进行 ， 以 降低 使 蛋 

白质 活性 丧失 的 变性 作用 和 减 小 蛋白 酶 对 样品 的 水 解 。 蛋 白 酶 抑制 剂 ， 如 对 具有 丝氨酸 
活性 中 心 的 蛋白 酶 的 抑制 剂 , 葵 甲 基 磺 酰 所 〈PMSF，phenylmethylsulphony fluoride)， 有 助 

于 抑制 蛋 折 酶 的 水 解 作 用 。 所 有 这 些 蛋 白 酶 抑制 剂 共同 的 问题 是 它们 只 能 应 用 于 不 使 研 

究 的 蛋白 质 失 活 的 样品 中 。 电 泳 一 旦 准备 好 ,样品 可 以 立即 使 用 ;或 者 贮 于 4 % 含 甘油 的 

样品 缓冲 液 中 。 若 蛋白 质 样 品 在 上 述 条 件 下 稳定 ， 可 冰冻 保存 。 

加 样 和 电泳 

对 任何 缓冲 系统 加 液体 样品 的 方法 对 柱 胶 和 板 胶 基 本 一 样 。 本 节 列 举 的 板 胶 加 样 法 

是 针对 Studier 的 开 槽 口 玻璃 板 系统 "9, 在 此 系统 中 ,加 样 前 板 胶 安 装 在 电泳 仪 上 。 某 些 

可 冷却 的 商品 电泳 仪 在 未 开 槽 口 的 玻璃 板 之 间 形 成 的 板 胶 ， 只 是 在 加 样 后 才 安装 在 电泳 
仪 上 。 安 装 的 方法 随 应 用 的 商品 电泳 仪 的 类 型 而 异 ( 见 图 11 图 注 )。 

工 从 柱 胶 或 板 胶 的 底部 除 掉 橡 皮 塞 , 蜡 膜 等 凝 胶 形成 物 。 将 凝 胶 安 放 在 电泳 仪 的 相应 

位 置 圭 。 柱 胶 装 在 固定 于 电泳 仪 上 缓冲 液 槽 的 价 皮 垫圈 内 《图 9)。 将 在 开 槽 口 的 玻璃 板 
夹层 中 形成 的 板 胶 用 金属 夹 固定 在 电泳 仪 的 位 置 上 ， 令 玻璃 板 夹层 的 槽 口 与 上 贮 液 槽 的 

MOMS (A 13)。 在 玻璃 板 夹 层 和 电泳 仪 之 间 夹 人 一 块 硅 橡胶 片 (与 有 模 口 的 玻璃 板 大 

小 相同 ) ,以便 将 电泳 仪 和 玻璃 板 之 间 密 封 。 若 硅 橡 胶片 在 用 前 稍 加 预 热 ， 可 以 获得 良好 

的 密封 效果 。 另 一 种 方法 是 沿 电泳 仪 槽 口 涂抹 一 层 凡 士 林 ， 这 样 当 玻璃 夹层 夹 在 相应 位 
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置 上 时 即 可 密封 。 
2. 加 贮 液 模 缓 冲 液 于 电泳 仪 的 下 槽 中 。 然 后 ， 重 要 的 是 从 凝 胶 底部 除去 气泡 ， 否 则 

会 仿 碍 凝 胶 和 贮 液 槽 缓冲 液 之 间 的 电路 接触 均 
一 。 用 一 支 弯 头 的 Pasteur 吸管 排出 气泡 ” 柱 

胶 排 气泡 的 另 一 方法 是 用 戴 手 套 的 指头 轻 弹 凝 

胶管 的 顶部 ， 很 容易 除去 凝 胶 柱 中 的 气 渔 。 
3. 将 柱 胶 或 板 胶 电泳 仪 上 所 有 不 用 的 用 来 

固定 凝 胶 的 孔道 塞 住 ， 向 上 槽 中 加 类 电极 缓冲 
液 。 

4. 查 漏 后 ， 用 一 支 Pasteur 吸管 吸取 电极 
缓冲 液 注 入 板 胶 各 样品 池 中 ， 或 者 是 桩 胶 的 表 
面 上 以 洗涤 凝 胶 表面 。 也 可 以 用 贮 液 槽 缓冲 液 
充满 凝 胶 表 面 上 的 空间 ， 以 除去 所 有 的 气 海 5 

5. 用 微量 注射 器 或 微量 吸管 ， 细 心地 将 料 
| 品 加 在 凝 胶 表 面 上 。 加 样 器 的 顶端 应 保持 在 涛 

ils MBSE Stidice Bene, ox | 胶 表 面 以 上 一 2mm ib, Ce 
实例 的 密封 是 通过 在 玻璃 板 夹层 与 电泳 仪 之 间 ，， 槽 缓冲 液 的 混合 减 至 最 低 程 度 。 浓 样品 被 交 人 

夹 - 片 硅 橡胶 垫 来 实现 \ 见 正文 )。 凝 胶 表 面 上 并 形成 界限 极其 清晰 的 一 层 。 若 板 
胶 中 的 空白 样品 槽 都 以 等 体积 空白 样品 缓冲 液 注 满 ,可 以 得 到 最 好 的 结果 。 

6. 对 于 SDS-PAGE 和 在 其 它 缓冲 系统 中 带 负 电荷 的 蛋白 质 电 泳 ,电源 箱 的 正极 与 下 
槽 相连 ,负极 与 上 槽 相连 ， 这 时 的 电源 箱 应 处 于 关闭 状态 。 若 电泳 带 正 电荷 的 蛋白 质 , 则 
贮 液 槽 的 极 性 应 颠倒 。 

7. 电 源 箱 与 外 电源 相连 搂 ， 打 开 开关 并 调节 输出 到 所 需 的 电流 和 电压 数值 。 电 泳 条 
件 用 恒 流 或 恒 压 表示 。 虽 然 只 有 在 恒 压 条 件 下 电泳 才能 给 与 蛋白 质 以 恒定 的 泳 动 率 ， 但 
二 种 操作 方式 都 允许 。 确 切 的 电泳 条 件 取决 于 应 用 的 缓冲 液 和 凝 胶 条 件 ， 通 常 需要 在 实 
验 中 确定 。 一 般 说 来 ,电流 太 大 有 产生 过 热 的 危险 ,而 电压 过 低 又 延长 电泳 时 间 ， 且 由 于 
区 带 的 扩散 作用 而 降低 分 辩 率 。 对 于 SDS- 磷 酸 缓冲 系统 ， 样 品 进 胶 前 每 条 柱 胶 加 4mA 
的 恒定 电流 ， 待 样品 进 胶 后 每 9 cm 柱 胶 加 6 mA 恒定 电流 , 电泳 的 时 间 约 为 ANT (5 % 
胶 )、4 小 时 (10 匈 胶 ) 或 8 小 时 (15 匈 胶 )。 对 于 导电 性 低 的 SDS- 不 连续 系统 和 每 条 柱 胶 
加 ?3 mA HELE, BEIM 100 V 恒 压 可 以 在 相似 的 时 间 内 完成 电泳 总 恒 压 下 较 奖 的 往 胶 直 
泳 的 时 间 成 比例 增加 。 同 样 , 对 于 SDS- 不 连续 系统 的 板 胶 , 其 电泳 条 件 取决 手 凝 胶 大 小 
及 凝 胶 浓度 。 对 于 前 已 述 及 的 板 胶 形式 , 操作 者 对 10% 丙 烯 酰胺 凝 胶 ， 可 以 在 室温 下 用 
50V 左右 电泳 过 夜 。 百 分 浓度 更 高 的 板 胶 电泳 过 夜 , 则 需要 较 高 的 电压 。 此 外 , 板 胶 也 可 
以 在 白天 用 25 一 30 mA 的 桓 定 电流 电泳 , 或 用 120 V 浓缩 后 随即 用 200 V 恒 压 电泳 5 

非 解 离 缓冲 液 的 电泳 条 件 变 化 极 大 ， 它 取决 于 应 用 的 缓冲 液 的 导电 性 8 通常 每 条 柱 
胶 不 应 超过 2 mA 和 100—200 V， 以 免 过 热 。 

电泳 后 的 凝 胶 分 析 
操作 诈 胶 时 ,为 防止 皮肤 上 的 蛋白 质 转移 到 凝 胶 上 , 戴 橡 胶 手套 是 十 分 重要 的 * 弛 站 
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凝 胶 的 取出 

除去 边沿 垫 片 ,在 未 开 槽 口 的 一 端 轻 轻 地 拆 开 玻璃 板 ( 以 免 损坏 易 碎 的 开 有 醒 吕 的 一 

端 ) 便 可 方便 地 取出 板 胶 。 让 凝 胶 留 在 无 模 口 的 玻璃 板 上 。 百 分 浓度 较 高 的 凝 胶 (丙烯 酰 
胺 约 10 多 以 上 ), 可 以 用 母 指 和 食指 在 凝 胶 的 底部 细心 地 将 它 提起 ,并 转移 到 合适 的 方形 

耐 溶剂 的 塑料 盘 中 〈 理 想 的 盘子 至 少 比 凝 胶 长 , 宽 5 cm)， 以 便 刘 泡 在 缓冲 液 中 或 进行 分 

，” 析 时 所 用 的 染色 液 中 。 有 些 工作 者 发 现 ， 可 以 用 一 把 宽 的 塑料 刮刀 处 理 较 低 百 分 率 的 板 
胶 。 

柱 胶 的 取出 较 困 难 。 基 本 上 可 采用 两 种 方法 之 一 : 即 沿 管 壁 注水 将 凝 胶 从 完整 的 管 
中 移出 ;或 破碎 凝 胶管 并 洗 去 凝 胶 上 的 玻璃 管 碎片 。 沿 管 壁 注水 的 目的 是 用 水 压 将 凝 胶 轻 
轻 地 从 管 壁 上 和 剥离 ,而 不 致 损伤 凝 胶 。 一 手 担 住 柱 胶 , 另 一 只 手 用 一 支 装 有 长 而 细 的 钝 针 

头 ( 如 6cm 的 23 号 针头 ), 在 凝 胶 表 面 和 管 壁 之 间 注 水 , 同时 应 缓慢 转动 凝 胶 ( 见 图 14)。 
在 硅烷 化 的 玻璃 管 中 , 凝 胶 通 常 很 容易 消 出 ， 所 以 操作 应 当 在 塑料 盘 上 进行 (不 是 在 洗涤 

FEE! )o . 若 凝 胶 不 易 剥 离 , 则 应 在 玻璃 管 的 另 一 端 进行 同样 的 操作 。 必 要 时 ,在 取出 松动 
的 凝 胶 的 最 后 步骤 中 ， 在 凝 胶管 的 一 端 用 一 支 Pasteur 吸管 球 加 压 。 这 种 沿 管 壁 注水 的 

方法 能 较 好 地 取出 低 浓 度 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ( 低 于 12 多 左右 ), 但 凝 胶 浓 度 达 12 多 以 上 ， 特 
别 是 当 凝 胶 在 未 经 硅烷 化 处 理 的 玻璃 管 中 聚 合 时 ， 可 能 需要 应 用 将 玻璃 管 破碎 的 第 二 种 

方法 。 有 几 种 破碎 玻璃 管 的 办 法 。 也 许 最 简便 的 方法 是 将 凝 胶管 包 在 纸 里 ， 再 放 在 老虎 

图 14 用 沿 管 壁 注水 法 从 玻璃 管 中 取出 柱 胶 。 

CO 

= | k 

e 31 « 



钳 夹板 之 间 。 夹 紧 夹板 直至 听 到 破碎 声音 ,然后 松 开 。 凝 胶管 沿 着 其 纵向 破 成 碎片 ;用 水 

洗 去 这 些 碎 片 ， 可 得 到 完整 无 损 的 凝 胶 。 另 外 ， 也 可 以 用 重 锤 从 一 端 开始 小 心 胡 雁 玻璃 

管 ， 而 不 损伤 凝 胶 。 

一 旦 取出 柱 胶 或 板 胶 ， 必 须 标 出 凝 胶 的 末端 。 此 外 ， 有 时 也 需要 标 出 标志 染料 的 位 

置 ， 以 便 随 后 用 于 RR 值 的 测定 。 在 凝 胶 染 料 前 沿 部 位 插入 一 段 细 金属 丝 BEA 

0.1 mm)， 即 可 满足 这 两 种 要 求 。 此 外 ,也 可 以 在 这 一 部 位 注入 少量 印度 墨水 。 

蛋白 质 的 染色 及 定量 

蛋白 质 浓 度 足 够 高 的 区 带 ， 可 以 直接 在 280 n 处 用 光 密 度 扫 描 来 定位 。 将 凝 胶 放 在 

合适 的 石英 槽 中 (或 在 石英 管 中 操 作 )， 用 任何 一 种 装备 有 凝 胶 扫 描 附件 的 适宜 的 现代 分 

光 光 度 计 扫描 。 就 象 未 反应 的 丙烯 酰胺 单 体 一 样 ， 许 多 单 体 贮备 液 中 存在 着 各 种 紫外 吸 

收 杂 质 ， 它 们 产生 高 吸收 的 本 底 。 虽然 选 用 纯 试 剂 和 选择 正确 的 聚合 方案 可 以 消除 茶 些 
问题 ,但 这 一 方法 对 大 多 数 的 应 用 仍 不 适用 , 因为 蛋白 质 在 280 9 处 的 消光 系数 很 低 ， 光 

散射 也 可 能 是 一 个 严重 的 问题 。 这 些 限 制 意味 着 只 有 大 的 组 分 才能 被 精确 定量 。 由 于 这 ， 
一 原因 ， 和 常用 的 方法 是 将 蛋白 质 区 带 与 容易 观察 的 试剂 反应 ， 以 提高 蛋白 质 测 定 的 灵敏 

度 。 某 些 试剂 可 以 与 任何 种 类 的 蛋白 质 发 生 反应 而 与 生物 活性 无 关 , 它 将 在 下 文中 述 及 。 

这 类 试剂 中 ,由 于 考 马 斯 蓝 应 用 简便 且 广 泛 , 所 以 在 早期 研究 中 最 常用 的 方法 是 考 马 斯 监 
染色 。 

考 马 斯 蓝 染 色 

早期 大 多 数 的 蛋白 质 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 工作 中 ， 采 用 ( 酰 ) 胺 黑 (amido black) 作 
染色 剂 ,由 于 考 马 斯 蓝 远 比 胺 黑 灵 敏 , 所 以 它 几 乎 完全 代替 了 胺 黑 。 用 考 马 斯 蓝 在 窜 的 蛋 
ARK HE, 通常 可 以 测 出 0.2 一 0.5 wg 的 任何 蛋白 质 ， 对 某 些 蛋白 质 的 染色 定量 至 少 可 
到 15 ugo 

早期 操作 中 ,共同 的 特点 是 先 在 凝 胶 上 固定 蛋白 质 , 然 后 将 它们 染色 ， 但 这 些 操 作 已 
为 蛋白 质 固 定 和 染色 同时 进行 的 方法 取代 。 由 于 考 马 斯 蓝 主 要 是 非 极 性 的 。 通 常德 用 其 
甲醇 溶液 ， 然 后 脱色 从 凝 胶 上 除去 过 量 染料 。 除 非 研究 者 希望 检查 不 能 进入 分 离 胶 的 蛋 
白质 ， 否 则 在 分 离 胶 染色 前 常 弃 去 浓缩 胶 。 

已 应 用 各 种 不 同 配方 的 染色 液 ,其 染料 ,甲醇 和 醋酸 的 比例 各 不 相同 。 常用 的 配方 如 ， 
Fo : a 

溶 考 马 斯 蓝 R250 “于 水 :甲醇 : 冰 栈 酸 (5:5:2, BALL) HR EE 01%, A 
经 Whatman No. 1 滤纸 过 滤 除 去 不 溶性 物质 。 每 条 柱 胶 放置 在 一 只 试管 中 并 用 康 色 液 
充满 ,室温 下 至 少 放 置 4 小 时 。 染 色 所 需 的 最 短 时 间 与 凝 胶 的 厚度 和 浓度 有 关 , 凝 胶 波 度 ， 
增加 则 染色 所 需 的 时 间 也 增加 。 温度 较 高 时 例如 40 一 50*c ， 染 色 速 度 增加 ,但 详 际 上 让 “ 
凝 胶 在 室温 下 于 染色 液 中 放置 过 夜 并 于 次 日 脱色 ， 更 为 简便 。 板 胶 放 置 在 盛 看 淘 色 液 的 
塑料 盘 中 , 若 胶 厚 1.5mm， 则 在 室温 下 放置 4 一 6 小 时 即 充分 染色 。 有 些 研究 者 发 现 况 色 
和 脱色 时 ,将 板 胶 置 于 尼龙 网 上 并 悬挂 在 一 有 机 玻璃 架 上 更 有 效 。 曾 报道 高 浓度 SDS + 
扰 考 马 斯 蓝 染色 , 租 若 每 块 胶 用 10 倍 以 上 体积 的 染色 液 染色 ， 例 如 每 一 板 胶 用 500ml Be 
色 液 染色 , 即 可 避免 SDS 对 染色 的 干扰 。 
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染色 后 ， 应 除去 过 多 的 染色 剂 ， 以 便 蛋 白带 能 清晰 可 见 。 可 应 用 两 种 不 同 的 脱色 方 

法 : 即 扩散 脱色 或 电泳 脱色 。 在 扩散 脱色 法 中 ,将 凝 胶 转移 至 含 12.5 多 异 丙 醇 的 10 多 醋 

酸 中 。 在 室温 下 放置 48 小 时 期 间 , 随 着 染色 剂 从 凝 胶 滤 除 ， 不 断 地 更 换 脱色 滚 (温度 较 高 

则 脱色 较 快 )。 虽然 在 这 段 时 间 里 背景 的 颜色 大 部 分 被 除去 ， 但 为 了 获得 完全 透明 的 背 

景 , 需 要 更 长 的 脱色 时 间 。 用 含 30 多 甲醇 的 10 多 醋酸 脱色 更 快 ， 但 脱色 后 的 凝 胶 不 应 保 

存在 这 一 脱色 液 中 ， 因 为 蛋白 质 带 也 将 脱色 。 另 一 种 取代 脱色 共 的 方法 是 加 入 几 死 阴 离 
子 交 换 树 脂 ， 待 染料 从 凝 胶 中 渗 出 时 即 被 吸附 。 有 柱 胶 或 板 胶 用 的 扩散 脱色 剂 商品 〈 如 

Bio-Rad Laboratories Ltd.)， 这 些 物 质 通 常 是 一 简 适 于 吸附 染料 的 树脂 或 活性 碳 。 

由 于 考 马 斯 蓝 是 阴离子 染料 ， 所 以 可 用 电泳 法 脱色 。 虽 然 可 以 从 横向 或 纵向 进行 电 

泳 脱 色 ,但 采用 横 癌 电泳 脱色 较 好 ,因为 这 一 方向 凝 胶 电 泳 的 距离 较 短 ， 因 而 电泳 所 需 时 

闻 较 少 。 有 柱 胶 和 板 胶 横 向 电泳 脱色 仪 高 品 ， 但 在 普通 研究 室 工 作 间 容 易 加 工 制造 。 凝 

胶 放置 在 有 和 孔 的 塑料 片 之 间 , 水 平 电极 置 于 二 侧 。 脱 色 仪 用 7 多 醋酸 充满 ,并 与 一 个 能 提 

供 大 电流 《0.25 一 1.0 A) 的 商品 电源 器 或 一 组 汽车 充电 器 (能 发 出 ~12 V，3 A) 相连 接 。 

由 于 输入 功率 高 , 贮 液 槽 应 当 装 备 有 高 效 的 冷却 系统 。 脱 色 在 15 一 30 SHAK. BE 

的 是 应 注意 ， 若 脱色 进行 过 久 ， 某 些 蛋白 质 区 藻 也 能 发 生 脱色 ， 弱 染色 带 也 可 能 完全 脱 

色 。 

已 报道 过 为 了 考察 蛋白 质 区 带 图 谱 , 不 需要 进行 脱色 的 染色 技术 。 在 这 类 方法 中 ,将 

考 马 斯 蓝 溶 于 TCA”) 或 过 氧 酸 2 中 ,在 这 两 种 溶剂 中 ， 考 马 斯 蓝 是 相当 难 溶 的 ,结果 

形成 的 主要 是 染料 -蛋白 质 复合 物 。 因 此 染色 迅速 ,着 色 深 的 蛋白 质 区 带 在 数秒 内 显现 出 

”来 ,大 约 45 分 钟 以 后 ,着 色 最 深 , 尽 管 某 些 工作 者 报道 这 类 染色 方法 不 如 基于 甲醇 的 染色 
和 脱色 法 那样 灵敏 。 本 法 的 优点 是 迅速 ,而 且 TCA 比 醋酸 固定 效果 更 好 ， 因 此 , 若 工作 
者 怀疑 染色 时 有 蛋白 质 从 凝 胶 上 丢失 ， 即 可 优先 考虑 这 一 方法 。 第 2 章 中 将 更 为 详细 地 
讨论 。 但 是 ,大 多 数 工作 者 仍 继续 用 以 甲醇 为 基础 的 考 马 斯 蓝 染色 法 ,进行 蛋白 质 区 带 的 
常规 鉴定 和 定量 。 

考 马 斯 蓝 染 色 后 的 蛋白 质 定量 : 有 许多 专 为 扫描 而 设计 的 仪器 和 对 凝 胶 扫 描 的 标准 
分 光 光 度 计 的 附件 。 利 用 后 一 仪器 ,每 条 脱色 的 柱 胶 置 于 装 有 7% 醋酸 的 浅 玻 璃 槽 中 。 也 
可 以 从 板 胶 上 将 每 一 样品 的 电泳 轨道 切 下 ， 置 于 槽 上 进行 扫描 。 这 类 仪器 的 大 多 数 都 是 
将 凝 胶 以 恒定 的 速度 对 一 条 垂直 而 又 固定 的 细 平 行 光束 (550nm) 进 行 移动 ,并 通过 光电 管 
测定 透射 光 , 结 果 经 分 光 光 度 计 的 输出 记录 在 绘图 纸 上 。 令 人 遗憾 的 是 ,相当 数量 的 这 类 
仪器 的 光学 性 质 不 佳 ,以 致 用 肉眼 能 清楚 地 辨别 开 来 的 区 带 , 密度 计 常 常 不 能 清晰 地 绘 出 
分 离 的 峰 (图 15)。 某 些 密度 计 装 有 密度 计 记 录 的 自动 积分 仪 , 它 们 将 每 一 峰 的 峰 下 面积 
自动 积分 。 用 这 一 方法 可 以 测定 不 同 凝 胶 中 某 一 成 分 的 量 , 若 缺乏 自动 积分 仪 设备 ,人 们 
可 以 剪 下 记录 纸 上 的 峰 并 称 重 。 此 外 ,对 于 分 离 良 好 的 染色 区 带 ， 可 将 其 切 下 ,并 浸渍 在 
呈 多 (体积 比 ) 吡 啶 水 溶液 中 室温 下 振荡 过 夜 ,以便 洗 出 考 马 斯 蓝 cae 吡 啶 使 染料 最 大 吸收 
值 从 550nm 漂移 至 605 amo 在 605nam 下 将 洗 脱 的 染料 定量 ,可 以 对 区 带 中 范围 在 1 一 100 
吧 的 蛋白 质 定量 。 这 一 方法 对 双向 凝 胶 电 泳 后 斑点 中 的 蛋白 质 定量 特别 有 用 (第 5 章 )。 

不 同 蛋 白质 结合 考 马 斯 蓝 的 数量 不 同 ， 所 以 用 染色 方法 定量 测定 某 一 蛋白 质 的 含量 
需要 制备 该 蛋白 质 的 标准 曲线 。 这 一 特点 适合 于 扫描 定量 或 洗 脱 定量 。 但 是 ， 若 以 其 它 
蛋白 质 作 标 准 , 本 法 能 测定 多 组 分 样本 中 某 一 特定 蛋白 质 的 相对 含量 ,尽管 仍然 需要 对 所 
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图 15 考 马 斯 蓝 染 蛋白 质 区 带 后 的 光 密 度 分 析 。 ae POSES MR TCOEAR A 9 ARE BBE Va 
Booth 博士 惠 赠 ) 在 6 一 1892 线 性 梯度 浓度 聚 丙 烯 酰胺 板 胶 上 的 分 析 结果 。 用 考 马 斯 蓝 
展示 了 板 胶 电泳 轨迹 的 照片 ?照片 以 上 的 图 是 这 一 电泳 轨迹 在 550nm 处 的 光 密度 扫描 图 sb 
志 多 肽 (RNA SRB oe, 6, 8’ WHE, 牛 血 清白 蛋白 和 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 )， 在 在 6- 189 

性 梯度 浓度 的 板 胶 上 进行 分 析 的 电 沪 轨迹 其 染色 和 扫描 如 a 所 述 。 

研究 的 蛋白 质 测定 染料 的 吸收 值 与 数量 的 线性 关系 。 
蛋白 质 染 色 区 带 的 摄影 : 为 保存 起 见 , 柱 胶 可 放置 在 密封 管 中 ， od 
一 一 一 一 -一 一 
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2 el 再 令 其 二 ae a ae ERA _ 
明和 保存 在 记录 本 中 。 柱 胶 最 好 也 用 拍照 方法 记录 电泳 结果 。 沿 沿 纵向 切 成 薄片 后 可 将 
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和 干 友 吗 ， 但 通常 不 这 样 做 ， 因 为 干 胶 ( 放 射 自 显影 和 荧光 显影 ) 应 用 的 最 好 形式 是 板 胶 而 
不 是 柱 胶 。 
O 温 柱 胶 或 板 胶 的 摄影 是 将 其 直接 放 在 一 个 具有 乳白 色 屏 〈 吕 免 捕 获 气泡 ) 的 光源 上 ， 
在 援 影 过 程 中 加 入 7 多 醋酸 保持 凝 胶 在 湿润 状态 下 。 应 使 用 细 颗 粒 的 全 色 eT, lm 
‘Tiford Pan F >A HB HSK A 1 3 OB BL IN — ,以 便 日 后 鉴别 样品 。 同 

样 ,应 保证 拍摄 全 凝 胶 , 以 便 将 来 有 必要 作 数 据 分 析 时 ,可 从 照片 上 计算 蛋白 质 的 Re 值 。 
BRM: 只 有 厚 1.5 mm 以 下 的 板 胶 才 能 成 功 地 进行 干燥 ; 较 厚 的 凝 胶 干 燥 时 常 

常 危 裂 , 因 此 必须 水 平地 切 成 薄片 。 已 有 能 进行 这 一 工作 的 仪器 商品 ,但 最 好 的 方法 是 一 
开始 即 用 薄 的 板 胶 进 行 电泳 ,这 就 吉 免 了 切片 操作 。 

”到 丙 烯 酰胺 凝 胶 在 干燥 时 若 无 任 何 支持 物 ， 它 们 将 发 生 皱 缩 。 但 若 放置 在 作 垫 的 滤 
纸 上 千 燥 ; 凝 胶 的 大 小 应 与 滤纸 相同 。 有 各 种 类 型 的 凝 胶 干 燥 仪 商品 ,它们 适用 于 不 同 大 
小 的 凝 胶 , 同 时 带 有 或 不 附带 增加 干燥 速度 的 加 热 器 。Bio-Rad 凝 胶 干 燥 仪 (图 16) 足以 
放置 两 块 标准 尺寸 的 板 胶 ， 还 装 有 由 定时 计 控 制 的 加 热 器 ， 故 予以 特别 介绍 。 两 块 厚 
15mm 的 板 胶 用 这 种 仪器 干燥 一 般 在 1 小 时 以 内 完成 。 若 凝 胶 在 干燥 前 先 浸没 在 含 3 匈 ， 

冉 油 的 溶液 中 过 夜 ,， 可 获得 最 佳 效果 。 该 溶液 中 应 含有 浓度 足够 高 的 异 丙 醇 或 甲醇 ， 以 

防 凝 胶 膨 胀 而 超过 其 原来 的 大 小 ,否则 将 发 生 龟 裂 。 某 些 浓度 梯度 凝 胶 \ 如 6 一 18 多 丙烯 

图 16 Bio-Rad 224 型 凝 胶 干 燥 器 。 附 着 在 仪器 上 的 硅 橡胶 片 已 被 卷 起 ， 露 出 在 干燥 时 用 于 支 
托 凝 胶 的 不 做 钢板 。 凝 胶 干 燥 时 需要 的 有 和 孔 塑 料 薄板 此 处 未 显示 。 

酰 胶 ) 若 首先 淄 人 30 多 甲醇 -3 多 甘油 的 混合 液 中 , 也 能 成 功 地 干燥 , 但 更 高 浓度 凝 胶 的 

干燥 会 遇 到 困难 。 将 两 张 3 MM 滤纸 条 放置 在 不 锈 钢 托 板 上 并 用 水 浸 湿 。 然后 将 板 胶 或 

ERMA HAE | ,注意 凝 胶 下 不 得 压 有 气泡 ,在 干燥 时 它 可 能 引起 龟 裂 。 凝 胶 上 再 覆盖 

一 张 预先 淄 湿 的 玻璃 纸 , 然 后 铺 一 张 多 孔 塑 料 板 ,最 后 放 上 硅 橡 胶片 ( 附 在 仪器 上 )， 形 成 

不 漏 气 的 密封 。 用 一 只 良好 的 水 泵 或 配备 有 冷 指 形 水 捕获 器 的 真空 泵 提供 真空 ， 并 打开 

加 热 器 。 干 燥 所 需 的 确切 时 间 取 决 于 使 用 的 凝 胶 大 小 及 浓度 。 若 凝 胶 在 完全 干燥 前 让 空 

气 进入 组 合 物 ， 那 末 凝 胶 势 必 发 生 龟 裂 。 最 后 干燥 的 凝 胶 夹 在 滤纸 垫 和 起 防护 作用 的 玻 

FRA Zio 在 干燥 放射 性 凝 胶 时 ， 以 Saran Wrap ik (cling film) 代替 玻璃 纸 , 以 

Ce 
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曾 介绍 过 某 些 能 在 实验 室 制造 的 凝 胶 干 燥 器 ,其 中 最 简单 的 是 Maizel WR BO 

BR 6, 

EET PRARRKRR LOSE RRRAERREL, RUS SHE 
灵敏 100 倍 , 显 然 可 以 检测 0.38ng/mm 的 牛 血清 白 蛋白 。 银 染色 的 相对 密度 与 某 些 蛋白 
质 ( 如 磷酸 化 酶 ) 的 浓度 大 致 呈 线性 关系 ， 但 对 其 它 蛋 白质 (如 牛 血 清白 蛋白 ) 在 相同 范围 
时 却 表现 非 线性 关系 。 本 法 的 广泛 应 用 及 可 靠 性 尚 待 证 明 。 最 近 已 经 报道 吧 一 种 仍 保持 
原 方法 灵敏 度 的 简便 方法 。 

RAZ Mh Hid 

已 设计 出 一 种 在 电泳 前 用 荧光 分 子 将 蛋白 质 共 供 偶 联 标记 ， 于 电泳 后 通过 扫描 来 测 
定 荧光 区 带 的 方法 。 虽然 应 用 丹 磺 酰 氯 〈dansyl chloride) 的 丹 磺 酰 化 是 以 这 种 方式 标记 
蛋白 质 的 最 初 方法 ， 但 最 近 的 分 析 工 作 倾向 于 应 用 “ 菊 光 胺 ”{4- phenylspiro-[furan- 
2(3H), I-phthalan]-3, 3’-dione}, FALL PY ‘Fluran’, HEE SARRAAR, Ait 
是 游离 的 荧光 胺 还 是 水 解 产物 均 不 发 荧光 ,标记 的 蛋白 质 是 唯一 的 荧光 物质 。 这 一 试剂 
的 主要 优点 是 增加 了 检测 的 灵敏 度 ( 蛋 白质 一 旦 标记 上 菊 光 胺 , 即 可 检测 到 lng 量 的 蛋白 
质 ) ,同时 还 能 监视 电泳 分 离 过 程 ， 即 简单 地 在 暗室 中 用 紫外 线 照 射 凝 胶 。 荧 光 胺 的 不 足 
之 处 是 它 与 蛋白 质 反应 时 ， 将 一 个 氨基 转变 成 一 个 羧基 ， 结 果 将 改变 蛋 自 质 在 不 含 SDS 
缓冲 液 中 的 泳 动 率 。 事实 上 ， 已 报道 荧光 胺 改变 某 些 蛋白 质 在 SDS-PAGE 中 的 泳 动 
率 c]， 虽 然 其 它 工作 者 利用 相同 的 蛋白 质 发 现 它们 仍然 遵守 通常 的 及 与 分 子 量 的 对 数 
(login) SA, Barger SS 介绍 了 另 一 种 称 之 为 MDPF [2-methoxy-2, 4-diphenyl- 

3(2H)-furanone] 的 荧光 标记 物 , 其 优点 是 在 聚 丙烯 酰胺 凝 蛟 上 MDPF mice AR 
光 可 保持 数 月 ;而 荧光 胺 则 在 24 小 时 后 减弱 。 用 MDPF 标记 时 ,荧光 强度 在 蛋白 质 浓度 
1 一 500ng 范围 内 呈 线 性 关系 ,标记 蛋白 作 SDS-PAGE 分 析 时 ,其 分 子 量 的 对 数 (logu) 与 
Ri 之 间 仍然 呈 线 性 关系 。 有 关 荧 光 胺 和 MDPF 的 应 用 及 扫描 所 需 设备 的 详尽 资料 ， 在 
另 一 文献 也 作 了 介绍 2。 

可 能 是 由 于 荧光 蛋白 质 的 定量 需要 特殊 的 扫描 装置 。 在 大 多 数 情 况 下 仍 应 用 考 马 斯 
蓝 , 所 以 在 电泳 前 预先 用 荧光 分 子 标记 蛋白 质 的 技术 ， PAE SP HP BE 
中 广泛 应 用 。 
电泳 后 的 蛋白 质 区 带 , 也 可 以 用 荧光 分 子 标记 测定 e*20, 但 这 类 技术 在 分 析 性 区 带电 

泳 中 应 用 不 普遍 。 

放射 性 蛋白 质 的 检定 

蛋白 质 可 以 在 合成 过 程 中 利用 标记 氮 基 酸 标 记 , 或 者 在 合成 后 通过 磺 化 ̀ 还 原 性 甲 基 
化 等 方法 进行 放射 性 标记 (附录 II)。 放 射 性 标记 的 主要 优点 是 对 凝 胶 电 泳 后 的 放射 性 标 
记 和 蛋白 质 的 检定 , 远 比 非 标记 蛋白 质 的 染色 法 灵敏 。 有 二 种 基本 可 行 的 方法 8。 第 一 种 是 将 
凝 胶 紧 靠 民 射线 胶片 ,放射线 使 底片 上 的 卤化 银 结晶 产生 银 原子 ,将 底片 显影 后 可 观察 到 

”它们 (图 17a)。 这 种 方法 有 某 些 重要 变动 以 增加 检测 的 灵敏 度 , 但 有 时 是 为 了 保 董 底 捕 影 
。 像 吸光 率 和 样品 放射 性 之 间 的 线性 关系 ( 见 下 文 )。 底 片 影 象 可 以 用 摄影 或 用 装备 有 拍 莉 

s 36 。 



Be eS 图 17 用 (a) 放射 自 显影 法 或 (b) 将 凝 胶 切片 ?随后 闪烁 计数 切片 中 的 含量 来 测定 放射 
性 蛋白 质 区 带 。 详 尽 的 方法 见 正 文 。 此 处 所 显示 的 样品 为 [“"S]- 甲 硫 氨 酸 标记 的 盘 基 网 

RAE (Dictyostelium discoideum) 孢子 蛋白 亚 组 分 | 

附件 的 分 光 光度 计 测定 光 密 度 的 方法 来 记录 。 后 一 方法 也 可 以 通过 量度 峰 面 积 进 行 定 
量 ; 尽 管 在 扫描 染色 区 带 时 相 邻 的 区 带 分 辩 率 不 佳 。 第 二 种 方法 是 电泳 后 将 凝 胶 切 片 ,并 
用 闪烁 计数 测定 每 片 切片 中 的 放射 性 蛋白 质 含量 《图 17 b)。 这 是 最 常用 的 定量 方法 , 特 

别 是 在 双 标 记 实 验 中 。 但 是 ,这 个 方法 的 分 辩 率 取决 于 切片 的 大 小 ,就 凝 胶 的 切片 技术 而 
言 ,通常 不 小 于 0.5 mmo 用 射线 胶片 对 全 胶 进 行 检定 能 获得 更 高 的 分 辩 率 。 因此 应 当 
开始 时 就 采用 ;特别 是 对 较 复 杂 的 蛋白 质 混合 物 ,以 便 鉴 定 样品 中 多 肽 的 数量 。 

射线 胶片 的 应 用 方法 

由 于 曝光 时 间 与 应 用 的 同位 素 种 类 、 每 一 蛋白 质 区 带 的 放射 性 强度 以 及 研究 者 是 希 
望 只 检测 大 组 分 或 者 是 希望 检测 小 的 组 分 等 有 关 ， 所 以 对 于 每 一 凝 胶 的 最 适 曝光 时 间 必 
须 通过 实验 来 测定 。 为 了 检测 蛋白 质 混 合 物 中 的 全 部 或 绝 大 多 数组 分 ， 可 能 需要 用 几 种 
不 同 的 曝光 时 间 , 因 为 长 时 间 曝 光 可 以 检测 较 小 的 区 带 , 但 在 长 时 间 曝 光 过 程 中 ， 大 组 分 
的 摄影 影 象 出 现 区 带 的 扩展 ， 结 果 区 带 变 得 不 清楚 还 可 能 重 倒 。 
”直接 放射 性 自 显影 : 用 粘膜 (防止 凝 胶 脱水 和 保持 胶片 温润) 密封 板 胶 或 柱 胶 切 片 于 
买 射 线 胶片 上 ,可 以 极 容易 地 检定 湿 凝 胶 上 的 2 部 或 25I 标记 的 蛋白 质 。 但 是 ,， 若 凝 胶 首 先 
在 一 张 Whatman 3MM 滤纸 上 干燥 ， 分 辩 率 将 大 大 提高 。 一 般 是 将 凝 胶 用 考 马 斯 蓝 染 
色 ; 并 在 干燥 前 脱色 ;以 便 放射 自 显影 的 影像 可 以 与 染色 蛋白 质 区 带 的 图 象 相 比较 。 为 了 
有 利于 染色 的 干 凝 胶 和 射线 胶片 的 影 象 易于 排列 比较 ， 有 益 的 方法 是 在 自 显影 之 前 ， 
在 凝 胶 周 边 的 滤纸 上 滴 数 滴 放 射 性 墨水 〈~ 1ucvC/ml 墨水 )。 这 种 墨水 也 用 于 标记 凝 胶 
(因而 也 是 和 射线 胶片 ) 以 免 后 来 发 生 差错 。 将 用 放射 性 墨水 标记 的 染色 干 胶 直接 放置 在 
XX 射 线 胶片 上 ， 夹 在 一 个 放射 性 显影 的 暗盒 中 ， 或 用 金属 夹 夹 在 玻璃 板 之 间或 硬 质 纤维 
板 之 间 , 然 后 包 在 一 个 黑 塑料 袋 或 放 在 不 漏 光 的 盒 中 。 了 曝光 (应 放置 在 远离 电离 辐射 外 照 
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射 源 的 地 方 ) 后 ,按照 制造 厂家 的 说 明 书 将 胶片 显影 。 

) 用 Kodirex X 射 线 胶 片 直接 对 聚 丙烯 酰胺 干 凝 胶 进 行 放 射 性 自 显 影 ，”"C〈6;000dpm/ 

cm’), *S (6,000dpm/cm’), 251 (1,600dpm/cm’) 和 *P (500dpm/cm’) 曝光 24 小 时 ;胶片 

上 影 象 的 吸光 度 即 为 0.02 As 单位 ( 恰 在 空白 以 上 能 观察 到 )552?9。 胶片 影 象 的 吸光 度 与 ， 

样品 放射 性 成 比例 。 遗 憾 的 是 ,由 于 低能 量 的 8 粒子 不 能 穿 透 凝 胶 基 质 , 所 以 不 能 测 HS 

但 是 , 荧光 显影 ( 见 下 文 ) 能 测 9H， 且 能 提高 %C MS 用 直接 放射 性 自 显影 所 能 达到 的 灵 

EE, bah, Laskey 和 Millssg 对 这 一 方法 作 了 改进 , 称 为 "间接 放射 性 自 显影 ”, 与 

直接 放射 性 自 显影 法 相 比较 ， 它 明显 地 提高 了 对 5 和 ?P 的 测定 效率 。Laskey ITM 

光 显 影 和 间接 放射 性 自 显影 的 方法 学 进行 了 述评 ea。 
7H, “CAPS 的 荧光 显影 : 在 荧光 显影 中 ， 凝 胶 漫 人 闪烁 液 〈2，5 diphenyloxazole; 

PPO) Hh, FRAT —70C FSX 射线 胶片 曝光 。 若 在 较 高 的 温度 下 曝光 ， 则 方法 灵 

敏 度 下 降 。 虽 然 标记 在 蛋白 质 上 的 钥 发 射 的 低能 量 8 粒子 不 能 穿 透 凝 胶 基 质 和 直接 使 

X 射线 胶片 曝光 ， 但 它们 可 以 与 凝 胶 中 的 PPO FRM, He 粒子 的 能 量 转换 成 可 见 

光 ， 后 者 能 使 对 蓝光 敏感 的 和 射线 胶片 感光 。 于 是 通过 增加 光 的 穿 透 性 从 而 克服 了 辞 品 

| AE BET 8 粒子 的 吸收 问题 。 

荧光 显影 的 基本 操作 参见 表 7。 它 适 用 于 未 固定 的 凝 胶 及 染色 的 凝 胶 。 若 将 凝 胶 女 

泡 于 二 甲 基 亚 砚 (DMSO)， 因 除 去 蛋白 质 区 带 中 一 些 考 马 斯 蓝 使 染色 较 弱 的 区 带 消失 ， 

另外 凝 胶 中 的 PPO 产生 的 沉淀 使 染色 区 带 模糊 。 由 于 上 述 原 因 ， 在 进行 荧光 显影 之 前 ， 

应 当 摄 影 记 录 已 染色 的 凝 胶 。 凝 胶 在 干燥 后 和 夹 在 X 射线 底片 上 之 前 , 先 用 放射 性 墨水 

点 在 凝 胶 的 周边 作 一 标记 ,有 助 于 凝 胶 上 的 荧光 显影 的 影 象 与 染色 的 区 带 进 行 比 较 。 

遗憾 的 是 , 若 用 未 经 处 理 的 X 射线 胶片 ， 荧 光影 象 的 吸光 度 Regie og 

Rl 荧光 显影 基本 操作 技术 ” 

注意 事项 : 整个 操作 过 程 应 戴 橡 皮 手 套 ; 以 免 皮 肤 接触 DMSO, 
1. 电泳 后 或 染色 -脱色 后 ;将 凝 胶 淄 于 20 倍 体积 的 DMSO 中 30 分 钟 ?随后 再 用 新 的 DMSOP 
溶液 浸泡 30 分 钟 。 上 述 DMSO 可 以 分 别 贮存 并 用 于 处 理 其 它 凝 胶 〈 按 上 述 次 序 )。 ARE 
长 期 使 用 ;因为 必须 将 水 全 部 除去 否则 PPO 不 可 能 人 胶 。 
2. RBIS 4 倍 体积 2096〈W/W) PPO 的 DMSO 溶液 中 3 小 时 c。 
3. MRF 20 倍 体积 的 水 中 1 小时。PPO 能 溶 于 DMSO th, 但 不 能 溶 于 水 。 因 此 ，EEO 
在 凝 胶 基质 中 沉淀 ;将 凝 胶 变 成 乳白 色 。 
4. HSFRB ER. Ea: 
5 将 凝 胶 放置 在 X 射线 胶片 上 并 在 一 70%C 下 曝光 。Kodak X-Omat R, XR1 是 最 敏感 的 胶 ，、 
片 ;但 在 不 能 使 用 此 胶片 时 ,应 当 用 敏感 性 稍 次 的 Fuji RX BREE, BMT 
用 于 荧光 显影 中 胶片 的 相对 敏感 性 ,放射 自 显 影 常用 的 Kodirex 和 Kodak -No-screen X Hf 

线 胶 片 ,不 能 记录 由 荧光 显影 技术 所 产生 的 可 见 光 , 不 能 用 于 茨 光 显 影 。 
6. 曝光 后 在 升温 之 前 ， 先 将 胶片 解 开 ( 以 避免 底片 有 形 的 模糊 ) 并 按照 制造 厂家 的 说 明 书 显 
影 。 

a. 摘自 参考 文献 [35，37]。 

b. 若 凝 胶 的 丙烯 酰胺 少 于 MASA 0.57 EH, 可 用 甲醇 代替 DMSO, HKE BRAT 2 PARORS 

中 .30 分 钟 , 随 后 在 新 的 甲醇 中 浸泡 30 4} Bh, ARRIBA 10% (重量 /重量 ) PPO 甲醇 中 3 小 时 。 最 后 在 
不 加 热 条 件 下 真空 干燥 。 

c. 加 入 工 体 积 PPO 的 DMSO 流体 到 3 体积 的 1095 (体积 /体积 ) 乙 醇 中 ;可 以 从 DMSO Hpi RY PPO. 
10 4} Fite APR, PPO 沉淀 以 20 倍 体积 的 水 洗涤 然后 空气 干燥 。 

P| d. GRRE TMM GR WARES 3 步 以 后 即 凝 胶 干 燥 前 将 凝 胶 浸 于 含 392 甘 油 的 3096 甲 酵 溶液 中 ,可 以 成 功 
4 地 将 凝 胶 干 燥 。 
| 
i" es 38 。 
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光 显 影 检 定之 前 , HRA BI (<1 毫秒 ) 感光 来 克服 s9。 控制 和 射线 胶片 预先 感光 的 操 

作 细 节 见 表 8。 若 胶片 预先 曝光 至 吸光 度 在 0.1 和 0.2 Ay 单位 ， 则 荧光 显影 影 象 的 吸光 

度 与 样品 的 放射 性 成 正比 ,与 直接 的 放射 性 自 显影 法 比较 ， 方 法 的 敏感 性 仍然 增加 ,可 以 

WR 400dpm/cm? 的 #C BY*S, BK 8,000 dpm/cm’ AY°H ( 表 9)。 应 该 指出 ,只 有 在 胶片 预先 

曝光 的 条 件 下 ,荧光 显影 图 象 吸光 度 的 增 量 才能 代表 样品 中 放射 性 的 真实 分 布 。 因 此 , 预 

先 将 胶片 曝光 到 吸光 度 为 0.15 Aso 单位 ， 已 常规 地 用 于 各 种 荧光 显影 定量 的 方法 中 。 由 

表 8 用 于 定量 荧光 显影 的 长 -射线 胶片 的 预 曝 光 ” 

利用 电子 闪光 器 (如 Vivitar 283) 的 一 次 闪光 来 预 曝 光 。 闪 光 时 间 必 须 短 促 ( 委 1 毫秒 )， 因 为 较 长 时 

间 的 闪光 只 能 增加 底片 本 底 的 吸光 度 , 并 不 增加 胶片 的 敏感 度 。 为 了 克服 电容 器 充电 时 的 细微 差别 ?闪光 器 
应 在 充电 后 至 少 发 光 30 秒 后 才能 使 用 。 为 了 减少 光 的 输出 和 温 射 光源 ?在 闪光 器 的 窗 上 装 三 块 关 片 : 

Gi) 一 块 红外 吸收 滤 片 : 放 在 紧 靠 闪光 器 的 地 方 > 以 保护 其 它 滤 片 免 受 所 产生 的 热量 损害 。 
Gi) 一 块 有 色 滤 片 : WURDE. REA HAY Kodak Wratten No. 22 适用 于 上 述 闪 光 器 ?而 栖 红 

色 的 Kodak Wratten No. 21 适用 于 较 弱 的 闪光 器 。 

Git) 芯 松 的 纸 ( 如 Whatman No.1 滤纸 ): 将 灯泡 的 图 象 漫 射 开 来 ;使 胶片 曝光 均匀 。 
改变 胶片 和 光源 的 距离 (通常 为 60 一 70 cm),， 或 暗箱 孔径 栏 的 直径 大 小 ， 可 以 对 发 光 强 度 进行 微调 节 。 

| “ 预 曝光 用 黄色 纸 作 胶 片 的 背景 ， 凝 胶 放 在 胶片 向 光源 的 一 面 。 用 任 一 种 常用 的 分 光 光 度 计 测 量 预 曝 光 胶 片 

在 540 om 处 本 底 的 吸光 度 ， 并 与 未 曝光 的 胶片 进行 比较 ?以便 判断 预 曝 光 的 程度 。 预 曝 光 胶 片 的 保存 不 予 

介绍 。 

放射 性 蛋白 质 桩 品 产生 的 图 象 的 吸光 度 , 可 以 用 扫描 分 光 光 度 计 在 540nm 处 扫描 定量 胶 
片 影 象 吸光 度 与 放射 性 强度 之 间 的 线性 关系 ,以 及 试验 中 所 应 用 的 范围 ,应 当 用 液体 闪烁 

| 测量 方法 ,通过 测定 有 关 凝 胶 切片 的 实际 放射 性 ;对 每 批 胶 片 进行 检查 。 
将 和 射线 胶片 的 预 曝 光 增 加 到 0.2 Ayo MALLE, BRAID APH, “MC 和 *S 检测 

的 敏感 谍 有 所 增加 ,但 影 象 的 吸光 度 不 再 与 样品 中 的 放射 性 成 比例 吧 。 

KVL, Chamberlain™ 介绍 在 荧光 显影 中 ,用 水 杨 酸 钠 作 荧光 体 来 代替 PPO。 水 杨 酸 
BRT PPO 的 特点 之 一 是 它 的 价格 低廉 。 另 一 主要 优点 是 水 杨 酸 盐 是 水 溶性 的 ,因此 以 
水 杨 酸 盐 作 荧光 体 进行 荧光 显影 ,就 训 免 了 凝 胶 长 时 间 在 DMSO 中 平衡 及 随后 的 用 水 洗 
涤 ; 一 般 需 平衡 0.5 一 1 小 时 ,而 不 是 在 DMSO-PPO 系统 中 需 平衡 5 小 时 。 根据 目 前 已 出 

版 的 资料 , 用 水 杨 酸 盐 及 预 曝光 的 X 射线 胶片 作 荧光 显影 ， 其 敏感 性 与 DMSO-PPO 系 
统 相同 ， 荧 光 显 影 影 象 的 吸光 度 与 样品 放射 性 之 间 存 在 着 相似 的 线性 关系 昭 。 唯 一 不 足 
的 是 与 PPO 比较 ,用 水 杨 酸 盐 作 荧光 体 其 胶片 影 象 有 轻微 扩散 。 

*“P 或 2 的 间接 放射 性 自 显影 : 该 方法 是 将 凝 胶 (未 作 其 它 处 理 的 湿 胶 或 干 胶 ,染色 
的 或 未 染色 的 凝 胶 ) 放 在 一 张 预 先 曝 光 的 X 射线 胶片 上 , 于 胶片 的 另 一 侧 放 一 张 钨 酸 钙 
射线 增 感 屏 , 再 将 整个 夹层 放 于 一 79%c 下 让 胶片 曝光 so。 样品 中 发 射 的 放射 线 穿 过 胶 
片 ; 产 生 通 常 所 说 的 直接 放射 性 自 显影 影 象 ,但 增 感 屏 能 更 有 效 地 吸收 完全 穿 过 胶片 的 身 
线 ,并 产生 多 个 光子 ,这 些 光子 又 返回 胶片 ， 结 果 在 放射 性 自 显影 的 影 象 上 又 登 加 一 层 光 
摄影 的 影 象 。 由 上 述 方法 所 获得 的 分 辨 力 略 低 于 直接 放射 性 自 显影 法 ， 但 灵敏 性 显著 增 
加 。 利用 预先 曝光 至 0.15 As 单位 的 Kodak X- Omat R 胶片 和 一 张 Fuji Mach II, 3k 

Dupont Cronex Lightning Plus 增 感 屏 , 与 直接 放射 性 自 显影 法 比较 , 对 部 的 检测 效率 提 
高 16.5 倍 ,对 PL 则 提高 16 倍 , 因 而 约 100dpm 的 PT/cmz 或 50dpm 的 2/cmz 即 可 使 胶片 

和 



表 9 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 放射 性 同位 素 检 测 方法 的 灵敏 度 ” 

24 小 时 中 为 获得 可 检定 多 比 直接 放射 性 自 显影 法 
所 需 提高 的 倍数 

Asyo 一 0.02) A 位 素 Ok BR CAs — 0-02) 

ol 间接 放射 性 自 显影 ~ 100 u 
¥4 McA Be 50 10.5 
uc 荧光 显影 400 15 
25S 荧光 显影 400 15 

‘H 荧光 显影 8,000 

a. 经 允许 引 自 参考 文献 [38]。 数据 系 于 一 70% FRB RH ME MICE (Avo 一 0.157 在 未 上 曝光 胶片 
本 底 的 吸光 度 之 上 。 作 比较 用 的 直接 放射 性 自 显影 是 Kodirex 胶片 。 

感光 变 黑 ( 表 9)。 胶片 影 象 的 密度 仍 与 样品 的 放射 性 成 比例 ， 因 而 可 用 于 定量 研究 。 象 

在 荧光 显影 中 一 样 , 将 胶片 预 曝 光 至 0.2 Aso 单位 以 上 ,仍然 可 以 增加 测定 效率 ,但 是 胶片 
影 象 和 放射 性 之 间 不 再 呈 线 性 关系 。 

X 射线 胶片 对 间接 放射 性 自 显影 的 适应 性 ， 与 荧光 显影 中 测定 光子 的 情况 相同 《 表 
7)o 钨 酸 钙 增 感 屏 (可 以 反复 使 用 ) 的 来 源 也 是 重要 的 ，Fuji Mach Il 或 Dupont Lightning 
Plus 增 感 屏 对 间接 放射 性 自 显影 效果 最 佳 。 人 参考 文献 [36] 列举 了 其 它 增 感 屏 的 性 能 。 

用 射线 胶片 测定 双 标 记 同 素 : McConkey” 讨论 了 用 X 射线 胶片 进行 双 标记 同 
位 素 研究 的 途径 ,还 叙述 了 用 于 这 一 目的 的 方法 。 将 用 来 制备 荧光 显影 的 凝 膀 、 对 X- 射 

线 胶 片 曝 光 ， 该 胶片 对 产生 的 光 闪 烁 敏感 ， 因 而 既 测 ”C 又 测 (有 见 前 述 )5 -然后 将 凝 胶 
放置 在 Kodak No-Screen X 射线 胶片 上 , 该 胶片 对 荧光 不 敏感 ， 故 通过 直接 放射 性 自 显 
影 仅 测 定 “C。 比 较 二 种 胶片 上 产生 的 影 象 ,人 们 得 以 鉴别 二 种 或 其 中 任意 一 种 同位 素 标 
记 的 蛋白 质 。 

Walton 等 “也 发 表 了 一 种 类 似 的 方法 。 先 作 荧光 显影 的 凝 胺 ,对 敏感 的 X 射线 胶 
片 曝 光 , 因 而 既 测 “C NUH. 然后 用 不 褪色 的 墨水 将 凝 胶 涂 黑 , 并 对 另 一 张 胶片 作 直 接 
At BIH. H/C 比值 超过 40:1， 由 于 黑 墨 水 阻止 3H 发 射 的 光子 达到 胶片 ， 所 
以 互 几乎 全 部 在 荧光 显影 中 测 出 ， 而 直接 放射 性 自 显影 显示 的 仅 为 YC。 最 后 建立 的 另 
一 种 方法 是 使 用 彩色 负片 2。 它 由 三 种 感光 乳胶 组 成 ,每 种 乳胶 对 三 种 加 和 的 原色 《 红 、 
绿 和 蓝 ) 之 一 灵敏 。 由 于 多 层 胶 片 曝光 需要 通过 不 同 厚度 的 乳胶 ,因此 不 同 能 量 的 射线 穿 
入 不 同 的 深度 ,结果 三 层 中 的 曝光 率 不 同 , 最 终 产 生 不 同 的 颜色 。 

将 凝 胶 分 段 和 计数 的 方法 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 后 ,将 凝 胶 分 段 并 对 各 段 凝 胶 溶 解 行内 烁 计数 ， ate aie 
组 分 定量 应 用 最 广泛 的 方法 。 其 原因 之 一 是 现代 闪烁 光谱 仪 能 区 分 不 同 能 量 的 射线 ; 
而 能 对 不 同 同位 素 标 记 的 样品 进行 定量 (而 不 只 是 检 出 )。 
分 段 方法 : 在 滤纸 上 已 干燥 的 板 胶 或 柱 胶 可 用 剪刀 剪 成 小 片 ， 由 于 难以 获得 宽度 均 
一 的 小 块 , 所 以 是 不 精确 的 ,因此 ,通常 当 凝 胶 仍 在 潮湿 状态 时 即 切 片 。 然 而 ,车工 作者 希 
望 对 单个 区 带 进行 定量 ， 或 测量 经 放射 性 自 显影 或 荧光 显影 测定 双 标记 区 带 同位 素 的 比 
例 时 ,用 干 凝 胶 切片 仍然 是 有 利 的 。 若 用 于 放射 性 自 显影 或 荧光 显影 的 凝 胶 未 经 染色 ,可 
以 将 放射 性 自 显影 拍照 (作为 永久 性 记录 ) 给 区 带 定位 ， 然 后 将 有 关 的 区 带 影 象 从 胶片 上 
航 F。 将 胶片 放置 在 未 染色 的 凝 胶 上 ,作为 模板 以 标志 出 放射 性 区 带 的 位 置 ,并 从 凝 胶 上 
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切 下 放射 性 区 带 。 简 单 地 加 常规 的 闪烁 液 于 干 凝 胶 切 片 中 , RNR A he a OP Be TAY 

BRD. MA PPO dT Rte BARR EMEA YC, “SR 酒 的 凝 胶 切片 ， 也 

EDA HEAD a BEE iT AR FEI KH BSE, Laskey” 已 注意 到 ,在 后 一 种 情况 

下 ,不 需要 在 计数 前 加 和 人 闪烁 剂 , 因 为 凝 胶 切 片 已 含有 PPO. BAK, 二 胶 切片 可 以 直接 

按 下 文 叙 述 的 方法 水 解 ,或 者 是 干 胶 切 片 再 水 化 时 凝 胶 中 的 放射 性 蛋白 质 泄漏 出 来 ,因而 
可 进行 放射 性 测量 。 

有 许多 用 于 湿 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 切片 装置 ( 见 参考 文献 [43])， 其 中 只 有 部 分 装置 同 

时 适用 于 柱 胶 和 板 胶 。 采 用 Mickle 凝 胶 切片 器 (Joyce Loebl) AY, 柱 胶 或 板 胶 的 泳 动 轨 

迹 片 眉 固 定 在 一 个 滑动 轮 的 架 板 上 ， 该 滑动 轮 架 板 有 节奏 地 以 恒定 的 小 距离 通过 一 把 闸 

刀 。 对 于 大 多 数 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 最 小 的 适用 切片 其 大 小 约 为 0.5 mm。 操作 时 手工 移 去 
切片 。 然 而 ,最 简单 \ 应 用 最 广泛 的 一 种 切片 装置 ,是 由 一 系列 刀片 用 铝 ,不锈钢 或 塑料 垫 

图 18 “一 种 手工 操作 的 此 胶 切片 器 (Bio-Rad model 190)。 (a) 凝 胶 切 片 加 
由 一 系列 刀片 构成 ;刀片 之 间 由 0.1 cm 厚 的 金属 热 片 隔 开 。 图 中 取出 四 片 刀片 
和 三 片 垫 片 ， 并 展示 在 凝 胶 切 片 器 的 前 面 。(b) 待 切 的 凝 胶 保持 在 塑料 管 构成 

的 槽 中 ,如 图 所 示 。 

片 隔 开 而 形成 ,实验 室 工作 间 很 容易 制 成 一 种 适用 的 装置 ,但 是 某 些 型 号 的 商品 制 成 的 切 

片 更 均一 (如 Bio-Rad Laboratories Ltd.; 图 18)。 

由 于 柱 胶 在 低 浓 度 时 呈 粘 笛 状 ,而 在 高 浓度 时 又 似 橡 胶 ;, 它 们 都 难以 切片 ， 故 需要 冰 
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冻 以 利于 切片 。 冰 冻 凝 胶 的 温度 是 重要 的 ,因为 若 凝 胶 温度 过 低 , 它 很 难 切 片 而 且 在 切片 

时 容易 碎 裂 。 最 容易 的 方法 是 将 凝 胶 置 于 一 70*c 下 约 1 小 时 。 此 外 ,可 以 将 凝 胶 置 于 银 

销 梭 中 并 放置 在 干冰 上 ,使 凝 胶 恰 好 冰冻 。 冰 冻 时 凝 胶 应 保持 直线 状态 ,将 冰冻 的 凝 胶 放 

在 一 张 塑料 板 上 ,或 放 在 一 条 用 塑料 管 切 成 的 槽 中 (图 18)， 切 片 刀 沿 凝 胶 的 长 轴 方 向 排 

列 。 然后 用 力 压 下 切片 刀 , 同 时 在 与 凝 胶 垂 直 的 方向 上 来 回 摇动 ,以 便 刀 片 进 大 凝 胶 。 用 

一 支 注 射 器 针头 ;一 把 解剖 刀 或 一 把 细 凶 子 ,将 凝 胶 切 片 从 刀片 间 转 移 至 计数 杯 中 。 然后 

在 自来水 下 洗涤 刃 片 , 甩 去 过 量 的 水 ,在 已 经 反复 使 用 的 滤纸 垫上 吸 干 。 若 切片 时 凝 胶 碎 

裂 严重 , 则 应 在 切片 前 将 凝 胶 稍 融 。 BERANTRREAK HMA 10 多 甘油 ;也 能 防 

止 凝 胶 碎 裂 。 

板 胶 先 按 单个 的 泳 动 轨 迹 切 割 分 开 。 切 割 时 用 解剖 刀 常 造成 凝 胶 括 裂 。 更 好 的 方法 

是 用 一 把 刀口 锋利 而 又 平 的 长 刀 ， 沿 泳 动 轨 迹 的 延伸 方向 一 次 切 下 凝 胶 。 用 柱 胶 切 片 器 

(HEX) 可 以 将 板 胶 的 泳 动 轨 迹 横向 切片 ， 但 通常 不 需 冰 冻 ， 可 能 是 由 于 凝 胶 的 厚度 

(0.75 一 1.5 mm) 关系 。 

计数 方法 : 液体 闪烁 计数 是 同位 素 定 量 的 首选 方法 。 为 了 获得 最 高 的 计数 效率 ， 需 

要 将 蛋白 质 从 凝 胶 切片 中 洗 脱 下 来 。 有 二 种 方法 可 供 选用 。 一 是 将 凝 胶 溶 解 ， 另 一 种 方 

法 是 使 凝 胶 膨 胀 并 将 蛋白 质 滤 出 。 

双 丙 烯 酰 胺 交 联 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 可 以 用 过 氧化 氮 加 热 溶解 。 

GD #WA Umm) 置 闪烁 杯 中 ,在 室温 下 过 夜 或 在 50%C 下 经 2 FR 

Gi) 每 杯 中 加 入 0.25 ml 30 (重量 /体积 ) H:O:， 盖 紧 杯 盖 将 杯 倾斜 ， ear 

体 , 50°C 保温 使 凝 胶 溶 解 。 

(iii) 开 盖 前 将 杯 冷 至 室温 。 然 后 每 杯 加 入 5 ml 或 10 ml ZSSKBEAVDARR, Wi 
YAH NCS (Amersham-Searle) 和 甲苯 闪烁 液 〈5.0 g PPO，0.5gPOPOP WF 11H #) 

以 1:5 体积 比 混合 而 成 。 一 种 价格 较 低 的 闪烁 液 是 Triton X-100: AZAR C1 体积 

Triton X-100:2 体积 甲苯 闪烁 液 )。 在 这 种 情况 下 ， 凝 胶 切片 溶 于 0.5 ml130 狠 (重量 / 休 
积 ) H:O;， 然 后 加 入 4.5 ml Triton X-100: HAWK. 二 种 方法 均 产 生 完 全 透明 的 计 

BU A Ko 

BIR AAPA “CL “CO, IBAA BA 5%, ， 但 Goodman “4 用 碱 性 过 

At tA “CO, 的 改进 方法 无 CO, 逸 出 。 除 试剂 中 加 1 体积 的 浓 NH,OH ([6260.88) 

至 99 体积 30%( 重 量 /体积 ), 并 预先 冷 至 4°C 的 H:O, 外 ， 其 操作 步骤 与 上 述 方法 相同 。 

混合 物 置 于 冰 上 并 立即 使 用 。 PM AAR EE 37°C, (850° 也 是 常用 的 温 

尽管 NCS- 甲 茉 闪烁 滚 可 以 制备 出 透明 的 计数 混合 液 ， 但 是 用 Triton X-100: HGR 
液 制备 的 计数 混合 液 略 带 雾 状 。 化 学 发 光 有 时 是 一 个 问题 。 这 时 的 计数 杯 应 出 扁 24 小 
时 计数 2 次 ,或 者 直到 获得 稳定 的 计数 值 为 止 。 因 化 学 发 光 所 产生 的 计数 一 般 在 三 8 小 时 

内 衰减 至 本 底 水 平 。 

溶解 凝 胶 的 另 一 种 方法 是 利用 对 化 学 水 解 更 敏感 的 交 OEM RPMS ARS 
这 类 不 稳定 的 交 联 剂 可 供 利 用 。 乙 烯 二 丙烯 酸 酯 (ethylene diacrylate) 具有 一 个 酯 键 而 不 

是 双 丙 烯 酰胺 的 酰胺 键 ,因此 乙烯 二 丙烯 酸 酯 交 联 的 凝 胶 可 以 用 碱 溶解 ma。 可 惜 ,由 于 这 
种 对 碱 的 不 稳定 性 ， 使 乙烯 二 丙烯 酸 酯 不 适用 于 数量 众多 的 pH 偏 高 条 件 下 的 蛋白 质 电 
泳 。N，, N - 双 丙 烯 酰 胱 胺 〈BAC, N, N’-bisacrylylcystamine) 是 一 种 含 二 硫 键 的 双 两 烯 栈 
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胺 类 似 物 ， 应 用 这 种 交 联 剂 使 得 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 可 以 溶 于 2- 王 基 乙 醇 中 (详细 内 容 见 参 

考 文献 [46])。 显然, 这 种 对 斑 基 试剂 敏感 的 性 质 ， 限 制 BAC 应 用 在 不 含 王 基 的 蛋白 电 

泳 中 。 最 常用 的 不 稳定 交 联 剂 是 N, N'- 二 烯 两 基 酒 石 酸 二 酰胺 (N, N’-diallyltartardia- 

mide，DATD)， 它 含有 易 被 高 碘 酸 氧化 的 1, 2- 二 醇 〈1，, 2-diol) 结构 。 然 而 ,分子 当 量 

数 相 等 的 DATD 取代 双 丙 烯 酰胺 后 生成 的 凝 胶 ， 其 物理 强度 降低 。 通过 增加 交 联 剂 的 

比例 ; 凝 胶 强度 偏 低 的 性 质 可 以 得 到 纠正 。 某 些 工作 者 应 用 丙烯 酰胺 : DATD (30:3) 代 
蔡 丙 烯 酰胺 : 双 丙 烯 酰胺 (30:0.8), 但 Spath 和 Koblet”) 发 现 需要 将 DATD 的 量 增加 

Z| 27% , 凝 胶 才 与 含 5 多 双 丙烯 酰胺 的 凝 胶 具 有 相似 的 物理 性 质 ( 交 联 剂 百 分 数 系 以 单 体 

总 量 的 百分数 表示 )。 此 外 ，DATD 交 联 的 凝 胶 比 用 2.6 多 或 5 多 双 丙 烯 酰胺 交 联 的 凝 胶 

具有 更 大 的 孔径 ， 因 此 蛋白 质 比 在 各 种 浓度 的 丙烯 酰胺 凝 胶 中 泳 动 更 迅速 。 这 点 可 通过 

增加 丙烯 酰 腔 凝 胶 的 浓度 来 补偿 。 

DATD 交 联 凝 胶 的 溶解 是 向 凝 胶 中 加 入 0.5 ml 2% (重量 / 体 积 ) 过 碘 酸 , 并 在 室温 下 

经 历 1 一 2 小 时 。 凝 胶 溶解 后 剧烈 混合 以 便 凝 胶 分 散 开 来 ,然后 加 和 与 水 混 悬 的 闪烁 液 并 

对 样品 计数 。Anderson 和 MecClurer4a 发 现 , 加 入 5 ml 0.3% (HB/KR) PPO, 25%(# 

量 / 体 积 ) Triton X-114 的 二 甲苯 溶液 , 对 这 一 应 用 特别 适用 ， 对 汪 和 ?+C 计数 效率 高 。 

分 别 达 到 47 多 和 93 免 。 也 可 应 用 其 它 与 水 混 悬 的 闪烁 液 。 

为 了 提高 闪烁 计数 效率 ， 从 凝 胶 中 滤 取 蛋白 质 的 另 一 方法 可 以 按照 几 种 方案 进行 。 

在 原始 的 操作 中 ， 是 将 每 片 凝 胶 在 65"c FRF 0.5 ml NCS 42 小 时 使 其 膨胀 ， 然 后 加 

大 10ml FAZSTA RI. BRIE NCS 稀释 (NCS: 水 =9:1)， 否 则 高 浓度 的 聚 丙烯 酰胺 

凝 胶 不 发 生 膛 胀 。 这 类 方法 中 的 另 一 种 是 在 计数 前 向 每 片 凝 胶 加 10 ml 闪烁 液 〈14.0g 
PPO，0.21g POPOP,143ml NCS, 3.751 甲 茶 ), 并 在 37°C FRR. RUE, AloyoO™ 

建议 将 10 ml 闪烁 液 ( 每 升 甲 茶 中 含 6.0 g PPO, 10m! NCS, 10 ml hyamine hydroxide) 直 

接 加 至 Imm 厚 的 误 凝 胶 切片 中 ,简单 地 振 摇 ,室温 下 经 48 小 时 后 测量 其 放射 性 。 本 法 的 

产 率 及 计数 效率 优 于 碱 性 过 氧化 物 溶 解法 。 最 后 ，New England Nuclear (NEN) salad 

—MEBIBAHIAIK, FRR MB Ah ein ich SE A Ito 

KD CAAT HE MY 

Martin 43°" BUS J MAR ER BAD BS A, 测定 亮 氮 酸 比 放射 

性 的 方法 。 蛋 白质 在 HC! 中 水 解 并 测定 放射 性 , 同时 利用 氮 酰 基 合 成 酶 (amino-acyl synt- 

hetase) 测定 亮 氢 酸 的 含量 。 一 种 更 新 的 利用 放射 性 标记 丹 磺 酰氯” 的 方法 ,使 操作 者 能 
对 经 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 的 任 一 蛋白 质 的 数 种 氨基 酸 的 比 放 射 性 或 氨基 酸 含量 进行 

测定 。 
四 

糖 和 蛋白 及 磷 蛋 白 的 测定 

糖 蛋白 易于 在 育 丙 烯 酷 胺 凝 胶 上 定位 *. 也 容易 和 其 它 非 糖 基 化 的 蛋白 质 区 别 开 来 。 

过 去 ,最 常用 的 测定 方法 是 过 碘 酸 -Schiff (PAS) 染色 法 ， 但 近来 出 现 了 某 些 其 它 有 用 的 

方法 ， 其 中 包括 在 电泳 前 选择 性 地 用 放射 性 标记 糖 〈 在 体内 用 糖 的 前 体 标 记 或 在 体外 标 

记 )， 然 后 在 电泳 后 ,利用 放射 性 标记 的 荧光 的 或 与 过 氧化 物 酶 偶 联 的 外 源 凝集 素 , 经 荧光 

显影 或 放射 自 显影 对 糖 蛋白 进行 测定 。 上述 及 其 它 糖 蛋白 的 检测 方法 参见 附录 Il 

es 43 。 



按照 附录 工 几 种 方法 中 的 任何 一 种 都 可 以 测定 磷 蛋 白 ， 但 最 灵敏 的 方法 是 在 体内 用 

2P 标记 蛋白 质 ,经 凝 胶 电 泳 后 用 放射 性 自 显影 来 检测 磷 蛋 白 。 脂 类 和 核酸 也 可 被 标记 , 因 

此 在 电泳 前 应 从 样品 中 将 它们 除去 。 另 一 种 方法 是 电泳 后 进行 酸 水 解 能 除去 标记 的 核 

Boo; 必要 时 ,蛋白质 首 先 用 考 马 斯 蓝 染 色 ,然后 凝 胶 在 7 多 TCA 中 平衡 过 夜 , 随 后 在 7 多 

TCA 中 于 90°C 水 解 30 分 钟 。 在 24 小 时 期 间 于 室温 下 将 凝 胶 浸 在 7 多 TCA 中 并 数 次 更 

换 溶液 ， 可 除去 标记 的 核 苷 酸 。 在 此 期 间 凝 胶 在 往复 式 振荡 器 上 温和 地 振 摇 。 若 凝 胶 在 

酸 水 解 前 已 染色 , 则 应 按 常规 脱色 ,干燥 并 进行 放射 性 自 显 影 。 标 记 脂 类 随 缓 冲 液 前 沿 移 

动 ， 其 中 大 部 分 在 染色 和 脱色 步骤 中 被 抽 提 除去 。 

应 用 免疫 学 方法 检测 和 蛋白质 

若 能 得 到 特异 性 专 一 的 抗体 ,即使 是 在 SDS 存在 的 条 件 下 进行 电泳 ; 电泳 后 也 常常 - 
可 以 检测 出 特定 的 蛋白 质 。 已 设计 几 种 方法 来 测定 特异 的 蛋白 质 。 例 如 将 洗涤 过 的 凝 胶 
与 专 一 的 抗体 保温 ， 随 后 再 与 偶 联 辣 根 过 氧化 物 酶 的 抗 -IgG 保温 ， 即 可 观察 到 抗原 ae 
进一步 再 与 3, 3’ -二 氨基 联 苯胺 和 过 氧化 氢 保 温 后 , 则 形成 抗原 -抗体 -抗体 -过 氧化 物 酶 
复合 物 , 以 清晰 的 染色 区 带 的 形式 出 现 。 另 一 种 方法 是 将 凝 胶 与 放射 性 抗体 相 接触 后 , 进 
行 放射 性 自 显影 ,也 能 检测 抗原 。 双 抗体 法 是 可 取 的 , 它 将 放射 性 标记 在 与 第 二 抗体 起 直 
接 反应 的 第 二 抗体 上 ,或 者 用 2"I 标记 金黄 色 葡萄 球菌 蛋白 A (Staphylococcus aureus Protein 
A， 它 与 IgG 的 Fc 端 结合 ) 以 代替 第 二 抗体 ca。 为 了 获得 良好 的 信息 /本 底 的 比值 ， 需 
要 细心 地 洗涤 。 一 种 有 前 途 的 改进 是 首先 将 蛋白 质 转移 到 重 氮 化 蒜 甲 氧 基 滤 纸 (diazobe- 
nzyloxymethyl paper) 上 ， 使 其 共 价 偶 联 cn。 在 依次 与 未 标记 的 抗体 及 25 标记 的 金黄 色 
葡萄 球菌 蛋白 A 保 温 后 , 用 放射 性 自 显影 来 检定 特异 抗原 。 抗 体 和 蛋白 人 能 用 尿素 和 2- 
斑 基 乙醇 除去 ， 滤 纸 再 用 于 研究 特异 性 不 同 的 抗体 。 

另 一 种 方法 是 切 下 凝 胶 条 ,并 用 交叉 免疫 电泳 检定 特异 性 抗原 ,在 交叉 免疫 电泳 过 程 
中 ,抗原 从 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 电泳 迁移 至 含 抗体 的 琼脂 糖 凝 胶 上 ， 并 产生 特异 性 的 抗原 - 
抗体 沉淀 反应 9。 已 报道 一 种 更 简便 的 方法 ， 即 将 含 抗体 的 琼脂 糖 直 接 铺 在 电泳 后 的 育 

丙烯 酰胺 板 凝 胶 的 表面 。 蛋 白质 抗原 从 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 扩散 出 来 ， 并 与 琼脂 糖 凝 胶 中 

的 抗体 反应 产生 称 之 为 免疫 拷贝 ”(immunoreplica) 的 免疫 沉淀 图 象 ,此 图 象 可 用 染色 或 

用 ` 工 标 记 的 蛋白 质 A 显 示 出 来 吕 。 这 类 方法 中 的 其 它 几 种 可 参见 附录 Io 

酶 的 检测 

凝 胶 切片 后 再 通过 扩散 洗 脱 使 样品 洗 至 适当 的 缓冲 液 中 ,可 对 酶 进行 测定 。 然 而 ;这 
种 操作 方法 对 于 大 批 样品 是 耗费 精力 的 ,而 且 若 两 种 酶 的 泳 动 率 差 别 不 大 则 可 能 被 忽略 。 

另 一 种 方法 是 在 原 位 对 特异 酶 染色 。 这 一 方法 的 主要 限制 是 只 能 对 数量 不 多 的 几 种 酶 进 

行 测定 ,其 次 是 结果 不 易 定 量 。 因 此 , 它 主要 用 于 板 凝 胶 电 泳 后 的 大 量 样品 申 对 某 三 特殊 
的 酶 进行 分 析 比 较 , 或 者 在 制备 性 的 工作 中 对 酶 定位 ， 其 它 蛋白 质 虽 未 观察 到 ;但 可 能 以 
杂质 的 形式 存在 于 制剂 中 。 

通过 在 四 哗 盐 (tetrazolium salt) 的 溶液 中 保温 凝 胶 , 可 对 脱 氢 酶 定位 ,四 唑 盐 在 反应 
中 作为 最 终 的 电子 受 体 被 还 原 后 ， 产 生 有 色 的 甲 膀 〈formazan)。 硝 基 蓝 四 哈 (nitroblue 
tetrazolium, NBT) Air pn an (methyl thiazolyl tetrazolium, MTT) 已 广泛 用 来 测 
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phate, PMS) 作为 还 原 辅酶 或 酶 辅 基 和 四 哗 盐 之 间 的 氨 离 子 〈hydride-ion carrier) 载体 。 

由 于 四 唑 盐 是 光敏 性 的 ,保温 必须 在 黑暗 中 进行 。 有 时 候 不 含 脱 氢 酶 也 观察 到 着 色 带 ”“， 

因此 必须 作对 照 以 保证 研究 的 只 是 酶 反应 。 利 用 在 酶 反应 中 生成 有 色 的 色 原 物质 或 产生 

荧光 的 荧光 原 物 质 作 底 物 ， 极 易 测定 水 解 酶 。 转 移 酶 和 蜡 构 酶 不 适应 这 种 方法 ， 通 浓 需 

要 将 酶 在 具有 脱 氢 酶 偶 联 反应 的 混和 体系 中 进行 测定 ， 在 混合 体系 中 酶 反应 将 生成 某 种 

产物 ， 它 能 被 混合 体系 中 的 脱氧 酶 作用 。 按 上 述 方法 定位 的 是 脱 氢 酶 的 产物 ， 但 定位 的 

确 是 转移 酶 或 异 构 酶 。 由 于 偶 联 酶 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 渗透 性 不 佳 ， 因 此 有 色 产 物 仅 

在 凝 胶 的 表面 形成 。 将 包含 有 偶 联 酶 在 内 的 检定 混合 物 即 指示 胶 ( 常 为 琼脂 糖 ) 铺 在 聚 丙 

烯 酰胺 凝 胶 的 表面 上 ， 并 令 凝 胶 彼此 接触 ， 可 减少 区 带 的 扩散 及 试剂 的 体积 。 若 采用 这 

种 方法 ,应 加 一 滴 样 品 到 指示 胶 上 作为 阳性 对 照 , 以 保证 偶 联 酶 在 琼脂 糖 处 理 过 程 中 仍 保 

存活 性 。 

各 种 酶 的 检测 方法 参见 附录 Io 

分 离 蛋 昌 质 的 回收 

制备 大 量 的 某 一 蛋白 质 最 好 选用 第 2 章 所 介绍 的 特殊 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 仪 ， 该 

仪 辟 在 蛋白 质 区 带 从 大 的 柱 胶 底部 洗 脱 下 蛋白 质 时 , 即 可 收集 蛋白 质 区 带 。 然 而 ,毫克 数 

量 以 下 的 数 种 蛋白 质 的 分 离 ， 可 以 从 柱 胶 或 改进 的 板 胶 上 切 下 各 个 样品 带 来 获得 。 用 板 

胶 分 离 时 , 凝 胶 不 是 制 成 各 别 的 样品 池 , 而 是 用 缓冲 液 覆 盖 在 凝 胶 的 混合 液 上 ， 形 成 一 连 

。 续 平 坦 的 弯 月 面 , 或 者 用 一 个 齿 "长 与 凝 胶 宽度 相近 的 样品 梳 制 成 一 个 样品 池 。 聚 合 后 ， 
”加 样品 于 凝 胶 上 ,在 凝 胶 的 整个 上 部 边缘 形成 一 连续 的 样品 层 。 在 通常 的 板 凝 胶 上 ,用 不 
连续 缓冲 系统 可 加 2.0 ml 含 数 毫克 的 蛋白 质 样品 。 用 较 厚 的 侧 垫 片 制 成 较 厚 的 板 凝 胶 也 
能 增加 凝 胶 的 样品 容量 。 电 泳 后 ， 蛋 白质 即 分 离 成 横向 穿 过 凝 胶 的 区 带 。 

蛋白 质 区 带 的 定位 

一 且 电 泳 完成 ,在 切 下 蛋白 质 区 带 之 前 须 先 定位 。 一 般 说 来 ,从 固定 、 染 色 的 凝 胶 区 
带 中 获得 的 蛋白 质 产 率 ， 比 未 固定 的 凝 胶 少 得 多 ， 因 此 后 来 设计 了 几 种 蛋白 质 定位 的 方 
2 | 

; CG) 将 凝 胶 切 成 片 , 借 扩散 作用 用 合适 的 缓冲 液 对 每 片 凝 胶 进 行 洗 脱 , 然后 分 析 有 关 
和 蛋 自 质 。 和 天然 蛋白 质 的 分 析 是 根据 蛋白 质 的 生物 活性 (如 酶 )。 用 SDS-PAGE 分 离 已 变 

性 的 有 关 蛋 白质 ;也 能 在 37°C 下 过 夜 洗 脱 到 0.01 mol/L NH\HCO,, 0.05% SDS 的 溶液 
中 ,随后 冰冻 干燥 ,然后 取 每 分 洗 脱 液 的 一 部 分 ,在 一 块 分 析 性 板 凝 胶 上 分 别 上 样 电泳 , 并 
按 常 规 方法 染色 和 脱色 来 定位 。 

Gi) 另 一 方法 是 从 板 凝 胶 的 两 边 纵向 切 下 两 条 胶 ， 同 时 从 板 凝 胶 的 中 央 纵向 切 下 一 
罕 条 凝 胶 , 用 考 马 斯 蓝 将 三 条 凝 胶 条 染色 ,而 玻璃 板 上 其 余 凝 胶 用 薄膜 覆盖 贴 紧 ， 置 冰箱 
中 保存 。 然 后 ,将 染色 的 凝 胶 条 与 未 染色 的 凝 胶 排 成 一 线 (不 要 相互 接触 ), 根 据 染色 凝 胶 
的 蛋白 区 带 位置 ， 从 未 染色 的 凝 胶 上 切 下 有 关 蛋 白质 的 区 带 。 用 柱 胶 代替 板 凝 胶 可 将 一 
条 柱 胶 染色 和 脱色 ,并 以 蛋白 质 的 Re 作为 依据 ， 从 其 它 相 同 的 但 未 经 染色 的 柱 胶 上 切 下 
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蛋白 区 带 。 然 而 ,本 方法 通常 用 于 板 凝 胶 而 不 用 于 柱 胶 , 因 为 在 板 凝 胶 上 可 以 获得 更 均一 

的 迁移 率 。 若 用 板 凝 胶 使 等 回收 的 区 带 与 可 能 存在 的 杂质 很 好 分 离 ， 本 法 可 以 获得 良好 

的 结果 。 
(ii) 将 整个 不 含 SDS 的 未 染色 的 凝 胶 浸 于 pH6.8、 含 0.003 多 (重量 /体积 )1 = 苯胺 

$£-8-ZE GRRE (1-anilino-8- naphthalene sulphonate, ANS) 的 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 中 ， 

可 以 检测 出 凝 胶 上 的 蛋白 质 区 带 @。 用 紫外 灯 照 射 时 ， 在 5 一 10 分 钟 内 荧光 蛋 自 区 带 即 

显现 出 来 。 通 常 可 观察 到 含 20mg 蛋白 质 的 区 带 。 本 法 优 于 凝 胶 边 沿 切 条 染色 的 方法 ;在 

上 述 第 让 条 中 , 当 样品 体积 大 于 数 毫 升 时 则 不 能 分 成 区 带 。 本 法 的 另 一 改进 是 ;为 了 减少 

在 大 孔径 凝 胶 中 的 扩散 作用 ,将 ANS 溶解 于 75 儿 饱和 硫酸 镁 溶液 中 o 

(iv) 对 SDS-PAGE 分 离 后 的 多 肽 定位 ， 日 渐 普 及 和 十 分 灵敏 的 方法 是 首先 将 大 量 ， 

的 样品 与 一 分 已 与 丹 磺 酰 氯 反应 的 样品 多 肽 混合 。 电 泳 时 , 丹 磺 酰 化 的 多 肤 与 其 未 经 修饰 
的 多 肽 完全 一 致 地 同步 泳 动 电 泳 后 , 作为 标志 物 在 紫外 灯 下 观察 凝 胶 吧 人 as。 由 于 丹 磺 栈 
化 反应 改变 了 多 肽 的 电荷 量 , 这 一 方法 通常 仅 适 用 于 含 SDS HEH, SDS BF 
避 了 有 丹 磺 酰 化 反应 所 引起 的 电荷 量 的 微小 变化 。 本 法 的 另 一 优点 是 ， 大 们 只 需要 将 凝 胶 
简单 地 在 紫外 灯 下 照射 观察 , 即 可 了 解 在 电泳 或 扩散 洗 脱 期 间 多 路 从 凝 胶 上 回收 的 过 程 。 

(v) 也 可 以 借 助 酷 乞 酸 和 色 氨 酸 在 紫外 线 照 射 下 产生 的 克 对 未 染色 洗 胶 上 的 蛋 
白质 定位 ka， 但 这 种 方法 很 少 应 用 。 

(vi) 许多 其 它 在 SDS-PAGE 后 不 用 染料 对 多 肽 定位 的 方法 ， 如 在 0 一 4%C 下 将 凝 胶 
冷却 产生 沉淀 , 或 与 钾 离 子 或 阳离子 表面 活性 剂 保温 生成 沉淀 来 观察 SDS= “FREED. 
但 目前 应 用 极 少 。 有 关 这 些 和 其 它 “ 直 接 检测 ”的 方法 参见 附录 I. 

(vii) 将 凝 胶 与 适当 的 反应 混合 物 保温 〈 附 录 D， 可 以 在 原 位 对 某 些 酶 定位 5 酶 活 
性 通常 是 在 颜色 或 荧光 强 弱 上 发 生 某 些 变化 ， 根 据 这 些 变化 对 酶 定位 由 于 只 能 观察 到 
特异 酶 ,因此 切 下 的 区 带 很 可 能 有 其 它 蛋 白质 污染 ， 符 别 是 由 于 有 色 的 或 荧光 的 反应 产物 
易于 扩散 而 形成 宽带 。 

Gil) 最 后 ， 可 以 用 考 马 斯 蓝 染 色 观察 重 白质 带 。 TORS SRE 
失 活 ,因此 这 种 方法 只 适用 于 在 随后 的 分 析 中 与 活性 无 关 的 蛋白 质 。 染色 和 脱 鱼 时 间 应 
尽 可 能 短 ， 以 便 既 能 观察 到 区 带 又 能 使 染色 剂 和 固定 剂 次 人 凝 胶 的 数量 减少 8 RAN 
胶 用 水 漂洗 以 除去 过 量 的 固定 剂 ， 然后 切 下 有 关 蛋 白质 区 带 。 这 种 蛋白 质 定位 和 洗 脱 广 
法 是 Cleveland 肽 图 法 的 基础 ( 见 第 6 章 )。 

蛋白 质 的 洗 脱 

UH Uy AANA ROARED, a 
凝 胶 不 干扰 抗体 的 产生 ， 因 此 通常 不 需要 将 蛋白 质 与 其 分 离开 来 。 将 凝 胶 切片 简单 地 与 
弗 氏 佐 剂 (Ereund's adjuvant) 匀 浆 ， 并 直接 注射 ( 见 第 7 章 )。 由 SDS- 多 肽 复 客 物 激 活 
的 抗体 ;常常 既 能 沉淀 天 然 蛋 白质 又 能 沉淀 变性 多 肽 。 

出 于 其 它 目的 ,通常 需要 将 蛋白 质 与 凝 胶 基 质 分 离开 来 。 理 论 上 ,最 简便 的 方法 可 能 
是 溶解 凝 胶 , 然 而 ,不 仅 这 些 溶解 试剂 对 蛋白 质 极其 有 害 , 而 且 凝 胶 的 交 联 也 是 未 稳定 的 | 
结果 使 蛋白 质 受 聚 丙烯 酰胺 长 链 分 子 的 污染 。 目 前 尚 无 适用 的 方法 可 简便 和 吝 量 郊 队 去 
这 类 污染 物 。 
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两 种 常用 的 回收 蛋白 质 的 方法 是 扩散 和 电泳 洗 脱 。 电 泳 洗 脱 的 主要 优点 是 迅速 ， 同 

时 洗 脱 蛋 白质 的 体积 一 般 比 扩散 洗 脱 小 得 多 。 扩 散 洗 脱 较 简单 ,但 蛋白 质 的 回收 ,特别 是 

在 缺乏 SDS 存在 的 情况 下 可 能 欠 佳 ， 

TRAM 

用 解剖 刀 或 匀 浆 器 将 凝 胶 切 片 细 细 捣 碎 得 泡 。 这 种 操作 增加 了 凝 胶 的 表面 积 ， 若 

加 入 适宜 的 缓冲 液 , 则 洗 脱 容易 进行 。 遗 憾 的 是 ,一 方面 为 了 减少 洗 脱 后 的 回收 问题 需要 
保持 尽 可 能 小 的 体积 , 另 一 方面 为 了 获得 良好 的 产 率 又 需要 应 用 体积 足够 大 的 缓冲 液 , 这 

两 者 之 间 存 在 着 矛盾 。 用 相当 于 凝 胶 3 倍 体积 的 缓冲 波 与 凝 胶 混 合 过 夜 ， 例 如 将 样品 放 

置 在 处 于 垂直 旋转 盘 上 有 塞 的 硅烷 化 试管 中 ， 于 次 日 又 重复 抽 提 是 一 种 合理 的 方法 。 若 
| 和 蛋白质 在 较 高 的 温度 下 稳定 ， 可 采用 较 高 的 温度 以 加 速 洗 脱 过 程 。 例 如 ，SDS- 多 肽 复合 

物 能 在 37°C PUREE 0.05% SDS 的 缓冲 液 中 。 扩 散 洗 脱 蛋白 质 的 回收 程度 随 天 
， 然 蛋白 质 的 不 同 而 变化 极 大 ， 但 是 若 洗 脱 缓冲 液 中 含 0.05 一 0.1 多 SDS， 则 回收 可 达到 

， 20 多。 在 各 种 情况 下 的 凝 胶 碎 片 可 简单 地 离心 除去 。 用 尿素 或 盐酸 且 可 以 除去 SDS [ 见 

后 文 均一 性 和 同一 性 中 的 第 Civ) 节 ]。 

BRL 

Bizitwh—* VRARMRBRORPRRABRESRRMEE, KSRERRBK 
将 蛋白 质 从 凝 胶 中 移出 而 进入 一 个 小 室 中 ,小 室 通过 一 层 透析 膜 与 贮 液 模 缓冲 液 相 接 触 。 
SARK, 保留 在 洗 脱 的 小 室 中 。 这 类 装置 从 需要 熟练 的 精巧 工艺 制造 啊 直到 常规 

.和 柱 胶 的 简单 接收 纯 ”, 而 某 些 装置 已 商品 化 (如 JSCO)。 第 3 章 也 叙述 了 某 些 适用 的 仪器 

及 其 应 用 方法 。 

基本 技术 的 改进 

BRHF BSH 

| 分 子 量 低 于 10,000 左右 的 寡 肽 ,即便 用 15 多 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 SDS-PAGE 也 不 能 

完全 分 离 (图 6)。 然 而 ,利用 高 比值 双 丙烯 酰胺 交 联 剂 / 丙 烯 酰胺 (1:10) 制 备 的 12.5 多 育 

丙烯 酰胺 凝 胶 , 在 含有 SDS 及 8 mol/L 尿素 的 缓冲 液 中 , 寡 肽 的 分 离 得 到 明显 改善 2] 在 

这 种 条 件 下 , 某 些 蛋白 质 ( 如 细胞 色素 “ 和 肌 红 蛋白) 的 溴 化 氰 裂解 产物 电泳 时 ,其 寡 肽 分 

子 量 的 对 数 Cogn) 与 分 子 量 为 2,500-17;000 片段 的 泳 动 率 之 间 呈 良好 的 线性 关系 (A 

19)o 可 惜 的 是 ,天然 小 肽 常 不 遵循 线性 关系 , 据 认 为 这 是 由 于 在 这 种 状况 下 ,小 肽 的 固有 
电荷 及 其 构象 对 泳 动 率 有 更 大 的 影响 。 因 此 用 这 种 方法 测定 各 种 寡 肽 的 分 子 量 仅 属 近似 
值 。 详 尽 的 方法 参见 表 10。 

特殊 蛋白 质 的 分 离 

本 章 前 述 的 电泳 方法 虽然 能 分 离 众多 的 细胞 蛋白 质 ， 但 某 些 特殊 的 蛋白 质 在 常用 的 

缓冲 液 中 不 易 溶 解 , 因 此 它们 的 分 级 分 离 需要 特殊 的 电泳 系统 。 这 些 分 离 方 法 叙述 如 下 。 
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107 X 分 子 量 

ED 10 

移动 距离 (cm) 

19 根据 Swank 和 Munkers 方法 , 寡 肽 在 SDS- 尿 素 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 
上 的 泳 动 率 "93。 电 泳 按 表 10 所 述 的 方法 在 板 凝 胶 上 进行 。 寡 肽 按 分 子 量 递减 
的 顺序 是 : 马 心肌 红 蛋 白 〈 分 子 量 1 6,950), DOMABA RMR ， 
I + IIK14,404)、I(8,159)、II(6;214) 和 11(2,512), 马 心 肌 红 蛋白 及 其 溴 
化 氰 裂解 片 侦 的 分 子 量 系 从 参考 文献 [129] 所 述 的 序列 数据 中 计算 获得 。 

组 蛋白 

组 蛋白 是 一 类 小 的 、 强 碱 性 蛋白 质 。 大 多 数 场合 下 可 分 成 五 大 类 : H1, H2A, H2B, 
H3 和 H4 ， 通 过 乙酰 化 磷酸 化 以 及 ADP- 核 糖 基 化 作用 所 产生 的 电荷 变化 习 可 出 现 某 
些 变异 类 型 。 有 关 这 类 蛋白 质 电泳 分 析 的 主要 问题 ， 是 在 变性 剂 缺 乏 的 条 件 下 组 蛋 自 不 
溶解 。 用 SDS 作 变 性 剂 ,这 类 蛋白质 可 以 用 SDS-PAGE 分 析 , 这 时 蛋白 质 的 分 级 分 离 主 
要 依据 分 子 的 大 小 ; 因此 ，SDS-PAGE 对 组 蛋白 分 子 大 小 的 分 级 分 离 是 有 用 的 。 得 不 能 
分 析 具 有 不 同 电荷 的 组 蛋白 类 型 。 婚 与 分 子 大 小 又 与 电荷 量 有 关 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 
的 分 级 分 离 ,需要 应 用 的 变性 剂 既 能 防止 组 蛋白 凝聚 ,又 能 保持 不 同 蛋白 质 之 间 的 电荷 差 
别 。 达 到 这 一 目的 的 有 效 方法 是 利用 酷 酸 -尿素 缓冲 系统 中 ， 然 而 即便 在 这 种 条 件 下 ,也 
常常 难以 将 组 蛋白 H2A、H2B 和 H3 完全 溶解 ,或 难于 鉴别 次 要 的 修饰 类 型 。 在 酸性 - 尿 
素 缓冲 系统 中 ,加 入 非 离子 型 去 污 剂 ( 常 为 Triton X-100 或 Triton DF-16) 可 以 明显 地 
改善 这 类 组 蛋白 的 分 辨 力 @m。 下 文 将 详 述 用 于 组 蛋白 分 级 分 离 的 主要 凝 胶 系统 。 最 后 ， 
某 些 组 蛋白 经 修饰 后 的 产物 对 酸 不 稳定 〈 例 如 某 些 磷酸 化 的 组 蛋白 )， 不 能 在 酸性 < 尿素 
系统 中 测定 ， 但 可 应 用 中 性 pH 的 缓冲 系统 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 来 分 级 分 离 四 8 Har 
dison 和 Chalkley! 最 近 对 组 蛋白 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 的 各 种 方法 作 了 述评 。 

组 蛋白 的 SDS-PAGE: 数 种 方法 应 用 于 组 蛋白 的 SDS-PAGE, ， 这 些 方法 的 差别 在 
于 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 应 用 双 丙 烯 酰胺 的 比例 不 同 ; 以 及 确切 的 缓冲 条 件 也 未 相同 ; 彻 如 ， 
含有 或 缺乏 尿素 或 SDS. Thomas 和 Kornberg”) 用 Laemmli 的 碱 性 系统 四 ( 表 2), #4 

三 个 方面 加 以 改进 : 分 离 胶 \18 多 聚 丙烯 酰胺 ) 中 的 Tris 缓冲 液 浓度 增加 到 0.75 mol/L, 
丙烯 酰胺 与 双 丙烯 酰胺 的 比值 增加 到 30:0.15， 以 及 电极 缓冲 液 含有 0.05 mol/L Tris, 

0.38 mol/L HAM, 0.1% SDS， 其 pH 为 8.3。 试剂 及 凝 胶 制 备 中 的 其 它 详尽 说 明 可 参 

阅 前 文 所 述 。 板 胶 的 厚度 为 1.5mm， 长 或 为 15cm 或 为 30cm。 用 于 电泳 的 样品 可 为 纯 的 
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表 10 WeERKDF RHRR-SDS-PAGE RH 

丙烯 酰胺 - 双 丙 烯 酰胺 : 12.5 g 丙烯 酰胺 和 1.25 g MAMMA KI BR 50 ml， 然 后 用 Whatman 

No. 1 sR. BRE 4 下 稳定 。 

凝 胶 组 冲 液 贮 备 液 : 21% SDS 的 1.0 mol/L HasPO, 并 用 Tris 碱 调 pH 至 5.0。 

贮 流 槽 绥 冲 液 贮 备 液 : 20.1% SDS 的 0.1 mol/L H;PO, 用 Tris 碱 调 pH 至 6.8。 

样品 组 冲 液 : &1% SDS, 8 mol/L 尿素 和 1% 2-H ZT BAY 0.01 mol/L H;PO, 用 Tris Mi pH 至 

6.8, 

1. 混合 下 列 物质 以 制备 凝 胶 混合 液 ; 

丙烯 酰胺 - 双 丙 烯 酰胺 15.0 ml 
凝 胶 缓冲 液 贮备 液 3.0 ml 

RE 14.4 
6M MARA HRA) 0.3 ml 

加 水 至 最 终 体 积 为 30 ml, 
2. 溶液 脱 气 1 分 钟 ;加 入 20 wl TEMED， 立 即 灌注 制备 柱 胶 "。 

3. BERT HEAR, MARK, HRAKEA 0.002% (重量 /体积 )。 然 后 将 样品 加 热 使 寒 
肽 变性 ， 用 前 冷 至 室温 。 在 早期 的 研究 中 "9 2， 加 热 步骤 为 OC, 经 历 10 分 钟 ， 但 最 近 分 析 应 用 的 是 
100"C， 加 热 3 分 钟 。 分 子 量 的 标志 物 可 以 通过 溴 化 氰 的 裂解 来 制备 ,但 也 有 商品 供应 。 

4. 柱 胶 在 6 一 8 V/cm 的 条 件 下 电泳 ?直至 省 酚 蓝 接近 凝 胶 的 末端 。 
5.- 电 泳 后 , 凝 胶 用 0.25% 考 马 斯 蓝 R220 的 甲醇 :水 : 冰 栈 酸 G:5:1) 染色 。 在 含 12.592 异 丙 醇 的 

1092 栈 酸 中 用 扩散 法 脱色 ;由 于 某 些 小 肽 在 电泳 脱色 时 泳 动 ,因此 不 推荐 应 用 电泳 脱色 法 来 脱色 。 

a. 根据 参考 文献 [67] 所 述 的 方法 。 
© be 对 样品 进行 比较 时 板 胶 比 柱 胶 更 优越 ,在 板 胶 中 应 用 高 交 联 度 的 分 离 胶 则 凝 胶 极 易 碎 裂 ， 以 致 在 制备 样品 池 

时 池 间 隔 常 破 裂 。 因 此 在 12.59% 凝 胶 的 顶部 聚合 一 层 低 浓度 的 凝 胶 (3.7596)。 但 使 用 同一 种 缓冲 液 ， 这 样 
样品 池 在 3.7592 肥 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 形成 。 具 有 前 述 大 小 的 标准 板 胶 需 在 100 V 条 件 下 电泳 过 夜 。 

20 FARA MARR BA BARA. (a) SDS-PAGE 〈 板 凝 胶 的 轨迹 ， 经 允许 从 参考 文献 
[72] HSH); 《〈b) 2.5mol/L 尿素 -0.9 mol/L ARR 〈9 cm HER); (c) 2.5 mol/L 尿素 ， 

1.0 mol/L 醋酸 (25cm 柱 胶 ); (d) 2-5 mol/L 尿素 -0.9 mol/L AR-0.49% Triton X-100 
(9cm #EB). (6), (c) 和 《〈d) 中 的 资料 均 经 允许 从 参考 文献 [71] 中 复制 。 
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组 蛋白 也 可 以 为 完整 的 染色 质 。 电泳 是 在 30 mA 下 约 经 6 小 时 (15 cm 长 凝 胶 ) ,或 功率 
y 4W B24 st (30 cm 长 凝 胶 ), 直 到 省 酚 蓝 染料 到 达 凝 胶 的 底部 。 按 前 述 方法 用 考 马 
斯 蓝 染 色 和 脱色 。 分 离 样 品 的 实例 见 图 20 ae 
虽然 组 蛋白 用 SDS-PAGE 分 离 主要 是 根据 分 子 的 大 小 , 但 它们 的 泳 动 率 比 依据 其 已 

知 分 子 量 所 预期 的 速度 低 c。 这 可 能 是 由 于 组 蛋白 中 高 百分比 的 碱 性 氨基 酸 降低 了 整个 
分 子 的 负电 荷 。 若 仅仅 依据 组 蛋白 在 SDS-PAGE Lik SURES 
比较 进行 计算 ,这 种 现象 的 实际 结果 将 是 过 高 地 估计 了 组 蛋白 的 分 子 量 。 

酸 -尿素 凝 胶 ， 依 据 电 荷 和 分 子 大 小 在 醋酸 -尿素 凝 胶 系 统 中 分 离 组 蛋 自 的 区 带 图 
谱 ， 取 决 于 pH 和 尿素 浓度 ， 但 常用 的 分 析 系统 是 含 2.5 mol/L 尿素 的 09mol/EL HM 
(pH 2.7)， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 浓度 为 15%da。 不 用 浓缩 胶 。 若 在 这 类 系统 ,在 9cm 长 的 
分 离 胶 上 可 以 将 组 蛋白 分 离 为 5 个 主要 的 区 带 (图 20 b)， 与 此 相反 的 是 某 些 因 共 价 修饰 
或 序列 的 异 质 性 所 致 的 小 区 带 ， 只 有 在 更 长 的 凝 胶 (25cm) 上 电泳 后 才能 观察 到 【图 
20 c)。 有 关 酸 -尿素 系统 的 详细 内 容 见 表 11。 

表 11 分 离 组 蛋白 用 的 醋酸 -尿素 缓冲 系统 * 

ISK A: 聚 丙烯 酰胺 - 双 丙 烯 酰胺 ，60.0 g 丙烯 酰胺 和 0.4 g 双 丙 烯 酰胺 溶 于 水 中 ， 并 稀释 至 100 ml。 将 

它 与 3g Amberlite MB-1 混合 树脂 搅拌 30 分 钟 以 除去 离子 ， 并 在 用 前 过 滤 。 溶 液 在 4 下 稳 

定 。 

WRB: 含 49%2( 体 积 / 体 积 ) TEMED 的 43.2952( 体 积 /体积 ) 的 冰 酶 酸 水 溶液 。 深 液 在 4SC FRE. 

| KC: 40mg WHR RIF 20 ml 去 离子 的 4 mol/L 尿素 溶液 中 (用 前 制备 ) 。 

| 1. 1 体积 的 盗 液 B 与 5 体积 的 溶液 C 相 混合 并 脱 气 。 另 取 两 体积 的 A 溶 液 在 另 一 _ Kee, 

2. SHHADBRKHAR HK LBSE—ERAN 0.9 mol/L BR, 为 了 使 组 蛋白 获得 最 佳 分 离 结果 , 聚 “ 

合 后 的 凝 胶 应 再 放置 30 一 60 分 钟 。 

3. 用 0.9 mol/L 栈 葡 充满 贮 液 槽 后 ? 凝 胶 在 130V 下 预 电 泳 直至 获得 恒定 电流 。 预 电 沪 对 组 蛋白 良好 

的 分 离 是 极为 重要 的 。 
| 4. 不 含 DNA 的 组 蛋白 样品 溶 于 含 2.5 mol/L 尿素 的 0.9 mol/L 栈 酸 中 , 且 浓 度 为 1Tmg/ml， 然后 

加 样 。 柱 胶 长 gm， 电 泳 方向 是 从 阳极 (十 ) 到 阴极 (一 ) ;在 130V 室温 下 经 历 3 一 4 小时。 在 这 二 系统 中 斩 

人 甲 基 绿 作 指 示 染 料 是 有 益 的 ， 因 为 蓝 色 染料 恰 在 泳 动 最 快 的 组 蛋白 (44) 的 前 面 ;因而 可 以 指示 电泳 的 

进程 。 对 于 很 长 的 凝 胶 〈25 cm)， 在 200 V HE 44°C 下 电泳 约 需 48 小 时 。 

5。 电泳 后 ? 凝 胶 用 0.192 考 马 斯 蓝 R 250 的 甲醇 :水 :醋酸 (5:5:1) 溶液 染色 ， ES 10M OR 

醇 中 用 电泳 或 扩散 方法 脱色 。 

a. 根据 参考 文献 [68，71] 所 述 的 方法 。 

酷 酸 -尿素 方法 的 不 足 之 一 是 这 类 溶剂 不 能 将 组 蛋白 与 DNA 完全 解 离 ， 结 果 是 在 
电泳 前 必须 首先 将 蛋白 质 纯化 以 除去 DNA 〈 见 第 5 章 )。 此 外 , 可 在 样品 缓冲 液 中 加 人 
阳离子 去 污 剂 谢 化 十 六 烷 三 甲 基 胺 (cetyltrimethylammonium bromide，CTAB)， 使 组 蛋白 

与 DNA 完全 解 离 "4。 

Triton- 酸 -尿素 凝 胶 : RAFAT MASH ,通常 为 Triton X-100, 加 至 酸 -= 尿素 凝 胶 
系统 中 ， 结 果 在 去 污 剂 和 组 蛋白 的 蕊 水 区 之 间 形 成 胶 态 分 子 团 《micells)。 这 导致 组 蛋白 
和 去 污 剂 形成 复合 物 并 降低 了 各 组 蛋白 的 泳 动 率 ， 泳 动 率 的 降低 与 其 疏水 性 成 比例 (A 
20d). 利用 这 一 方法 有 可 能 分 离 的 组 蛋白 ， 其 疏水 区 域 仅 有 一 个 中 性 氨基 酸 发 生 恋 化 ， 
这 种 变化 使 去 污 剂 的 结合 发 生 改 变 "9。 大 多 数 的 实例 中 ， 通 常 是 保持 去 污 剂 液 度 恒 定 为 
6 mmol/L Triton 〈0.4 多 )， 而 尿素 的 浓度 却 发 生变 化 合 的 抑制 剂 )。 RAM 
骨 的 确切 浓度 由 欲 获得 良好 分 离 的 组 蛋白 组 分 决定 。 Triton- 酸 -尿素 系统 主要 的 不 足 是 

ea。 SO 。 



由 于 甲 硫 氨 酸 残 基 的 氧化 人 为 地 使 组 蛋白 发 生变 化 ;氧化 后 的 组 蛋白 改变 了 Triton 的 结 
合 特性 。 为 了 避免 这 种 可 能 的 假象 ,样品 不 得 不 分 离 出 来 并 贮存 在 还 原 剂 存在 的 条 件 下 。 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 预 电泳 后 必须 用 还 原 剂 净化 ( 凝 胶 的 聚合 是 以 氧化 剂 作 催化 剂 )。 Zweid- 
ler 对 本 法 作 了 详尽 的 说 明 po。 
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数量 的 蛋白 质 以 凝聚 状态 保留 在 凝 胶 的 顶部 。 通常 仅 含有 SDS 或 尿素 的 系统 即 足以 使 
蛋白 质 完全 解 聚 ， 而 不 必 二 者 都 存在 于 凝 胶 和 样品 溶液 中 。 实 际 上 ， 利 用 表 2 所 叙述 的 
SDS-PAGE 不 连续 系统 ,在 适当 的 溶液 中 加 入 尿素 ,使 凝 胶 中 的 最 终 浓度 达 4mol/L 即 能 
获得 良好 的 分 离 效果 吗 。 对 于 大 多 数 复杂 的 混合 物 , 已 证 实用 12-15% RA MRR 
是 合适 的 。 

制备 电泳 样品 时 ,应 避免 能 产生 沉淀 的 步 又。 样品 对 0.1% (重量 /体积 ) SDS 透析 后 
最 好 用 冰冻 干燥 方法 浓缩 。 此 外 ,浓缩 SDS 或 尿素 溶液 中 的 蛋白 质 也 可 以 应 用 聚 乙 二 
醇 或 Sephadex G-200。 

将 蛋白 质 样品 溶 于 1%〈 重 量 /体积 ) SDS、5 匈 《体积 /体积 ) 2- 斑 基 忆 醇和 8 mol/L 
尿素 溶液 中 并 加 在 凝 胶 上 。 由 于 尿素 可 能 产生 的 问题 是 出 现 氰 酸 盐 离 子 ， 一 般 建 议 加 入 
5mmol/L Tris-HCl (pH 6.8)。 同 桩 ,如 有 可 能 应 当 如 免 对 样品 加 热 ， 因 为 加 热 样品 可 显 
著 增 加 和 氰 酸 盐 离子 生成 的 速率 。 溶液 中 含 8 mol/L 尿素 足以 增加 样品 的 密度 ， 并 确保 在 
不 加 入 芒 糖 或 甘油 的 条 件 下 加 样品 于 凝 胶 上 无 困难 。 

攻 胶 可 以 用 前 已 述 及 的 方式 用 考 马 斯 蓝 染 色 。 脱 色 后 ， 揭 示 出 大 部 分 非 组 蛋白 部 分 
是 极 复杂 的 混合 物 。 由 于 这 一 原因 ,双向 凝 胶 电 泳 可 以 更 好 地 测定 这 类 复杂 的 样品 ,目前 
已 被 认为 是 更 为 有 益 的 分 析 方法 ( 见 第 5 章 )。 

核糖 体 肥 和 白 

核糖 体 蛋白 是 不 易 溶解 于 非 解 离 缓冲 滚 中 的 碱 性 蛋白 质 。 可 以 根据 分 子 大 小 在 10 多 

丙烯 酰胺 凝 胶 上 ,用 SDS- 磷 酸 缓冲 系统 (如 人 参考 文献 [76]9 将 核糖 体 蛋 白 成 功 地 分 离开 

来 。 也 可 以 应 用 SDS- 不 连续 缓冲 系统 , 尤其 是 应 用 6 一 18 儿 线性 梯度 凝 胶 ， 可 以 获得 良 

好 的 分 离 效 果 。 在 上 述 各 种 条 件 下 ,核糖 体 或 核糖 体 亚 基 都 能 直接 溶 于 含 SDS 的 样品 组 

TRH MARE RNA。 

利用 分 子 大 小 和 电荷 分 离 核糖 体 蛋白 质 时 ， 需 用 尿素 以 保持 样品 的 可 溶性 。 分 离 可 

在 连续 缓冲 系统 《如 含 0.9 mol/L 酯 酸 的 6.0 mol/L 尿素 ;参考 文献 [77]) 或 在 经 Reisfeld 

等 改进 的 含 8 mol/L 尿素 的 低 pH 不 连续 系统 (参考 文献 [10]; 表 4 ) 中 完成 9。 然而 , 虽 

然 SDS-PAGE 一 直 广 泛 用 于 核糖 体 蛋白 质 的 单 向 电泳 分 离 ， 但 目前 个 别 核糖 体 蛋白 质 

更 详尽 的 研究 ， 其 中 包括 利用 电荷 分 离 的 研究 ， 是 采用 双向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 〈 见 第 

5 章 )。 

RE a 

过 量 的 SDS 能 溶解 原核 或 真 核 细胞 全 部 或 接近 于 全 部 的 膜 蛋白 。 因 此 ，SDS-PAGE 

o 51 。 



目前 广泛 用 来 研究 膜 蛋 白 混合 物 的 复杂 性 及 多 肽 分 子 量 的 测定 。 膜 的 SDS-PAGE 方法 
与 前 已 叙述 的 其 它 蛋 白质 的 方法 相同 ， 但 最 好 是 在 样品 缓冲 液 中 加 入 8 mol/L RR, W 
确保 膜 蛋 白 的 变性 (如 参考 文献 [79])。 此 外 ,暴露 于 细胞 表面 的 浆 膜 蛋白 的 检定 是 用 55 
通过 乳 过 氧化 物 酶 〈Lactoperoxidase) 法 标记 其 酷 氨 酸 中 ， 随 后 将 全 细胞 提取 物 的 SDS- 
PAGE 作 放 射 性 自 显影 。 也 可 以 应 用 其 它 几 种 试剂 对 细胞 表面 蛋白 质 作 放 射 性 标记 四。 
缺点 之 一 是 SDS 抽 提 膜 常 使 溶解 的 蛋白 质 失 活 。 相 反 , 用 Triton X-100 ft SDS 

来 抽 提 膜 常 能 保存 蛋白 质 的 生物 活性 不 足 之 处 是 这 种 去 污 剂 不 能 提取 所 有 的 膜 蛋白 。 
提取 后 ， 用 已 介绍 过 的 SDS- 不 连续 缓冲 系统 方法 来 分 级 分 离 蛋白 质 ， 但 方法 中 用 10 多 
(体积 /体积 ) Triton X-100 代替 10 多 (重量 /体积 ) SDS。Dewald SF" 对 膜 蛋 白 的 制备 
及 用 Triton X-100 电泳 ， 和 某 些 膜 的 标志 酶 的 测定 作 了 更 详尽 的 说 明 。 Lubrol!® 和 
Sarkosyl™ 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 中 ， 也 用 其 它 去 污 剂 如 脱氧 胆 酸 钠 四 来 分 析 膜 蛋 自 。 

还 有 其 它 目的 在 于 溶解 所 有 了 膜 蛋 白 的 电泳 系统 ,但 与 SDS-PAGE 不 同 , 它们 的 分 级 
分 离 是 根据 分 子 的 电荷 和 分 子 大 小 。 早 期 广泛 应 用 的 方法 是 用 酚 :醋酸 : 尿 素 溶解 ， 然 后 
在 含 5mol/L 的 尿素 和 35 儿 醋酸 的 酸性 凝 胶 中 电泳 sn。 三 氯 乙 醛 水 合 物 也 能 极其 有 效 地 
溶解 膜 蛋白 ， 然 后 在 含有 这 一 试剂 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 依据 分 子 电荷 和 分 子 大 小 来 分 级 
分 离 膜 蛋白 吧 。 目 前 这 些 方法 很 少 应 用 。 

最 后 ,人 们 可 以 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胺 上 进行 膜 蛋白 的 “电荷 转移 电泳 > pein elec- 
trophoresis)。 这 一 方法 的 根据 是 完整 的 膜 蛋白 具有 使 其 固定 于 膜 脂 上 的 下 水 区 域 ; 而 外 局 
膜 蛋 白 或 可 溶性 蛋白 质 则 无 此 芒 水 区 。 即 亲 水 性 蛋白 质 结合 Triton X-100 数量 很 少 , 甚 
至 不 结合 ,而 具有 朴 水 区 域 的 膜 蛋白 能 结合 大 量 的 Triton X-100。 因此 ， 与 单纯 Triton 
X-100 相 比 较 ,在 Triton X-100 离子 型 去 污 剂 混合 物 中 ,完整 膜 蛋白 的 泳 动 率 发 生 改 变 

(它们 形成 了 带电 的 离子 型 去 污 剂 Triton X-100- 蛋 白质 复合 物 )， 而 亲 水 性 蛋 自 质 的 沪 
动 率 不 变 。Helenius 和 Simons) 最 初 的 研究 是 利用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 。 然 而 ,这 一 方法 也 
可 以 用 于 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 。 例如 Bordier 等 中 发 现在 SDS- 不 连续 缓冲 系统 中 ， 用 
0.5% Triton X-100 加 0.25 狗 脱氧 胆 酸 钠 代 替 SDS， 与 单独 的 Triton X-100 去 污 剂 相 

比较 ,四 种 膜 蛋白 复合 物 泳 动 率 显著 增加 ,表明 这 类 膜 蛋 白 包含 有 下 水 区 域 ， 因 而 可 能 是 
完整 的 膜 蛋 白 。 泳 动 率 改变 的 幅度 应 该 是 膜 蛋白 中 蔚 水 区 域 大 小 的 量度 。 

浓度 梯度 凝 胶 

浓度 梯度 凝 胶 的 应 用 

随 着 泳 动 距离 增加 而 丙烯 酰胺 浓度 也 逐渐 增加 (因而 孔径 逐渐 减 小 ) 的 梯度 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 , 目 前 已 广泛 用 来 代替 单一 浓度 的 凝 胶 。 它 不 仅 应 用 于 样品 蛋白 质 的 组 成 分 析 , 也 
用 于 以 SDS 作 解 离 剂 的 分 子 量 的 测定 。 虽然 阶梯 式 梯度 (step gradients)( 在 这 种 梯度 
中 ,不 同 浓度 凝 胶 一 层 重 登 于 另 一 层 之 上 ) 曾 用 于 早期 的 工作 中 ， 但 是 在 两 层 凝 胶 的 交办 
处 可 人 为 地 产生 多 种 组 分 区 带 的 假象 。 目 前 常用 的 是 连续 丙烯 酰胺 浓度 梯度 。 在 线性 或 
凹 形 梯度 中 ,常用 的 浓度 是 3 一 30 多 丙烯 酰胺 ,实际 选择 的 范围 取决 于 待 分 级 分 离 蛋 白质 
的 大 小 。 在 梯度 凝 胶 中 电泳 时 ， 蛋 白质 泳 动 直至 孔径 减 小 到 阻碍 蛋白 质 进一步 泳 动 男 。 
当 这 种 “孔径 限制 一旦 达到 ,蛋白 质 区 带 图 型 不 再 随时 间 明 显 改 变 , 尽 管区 带 的 移动 并 未 
完全 停止 。 

es 57 。 



梯度 凝 胶 电 泳 的 主要 优点 之 一 是 泳 动 的 蛋白 质 不 断 地 进入 孔径 逐渐 减 小 的 凝 胶 区 ， 

因此 泳 动 蛋白 质 带 的 前 沿 比 后 沿 阻 滞 更 甚 , 结 果 形 成 的 蛋白 质 带 区 带 明显 。 此 外 ,孔径 的 

梯度 增加 了 在 一 块 凝 胶 上 能 同时 分 级 分 离 的 分 子 量 范围 。 因 此 ， 与 单一 浓度 的 凝 胶 相 比 

较 ， 用 SDS-PAGE 的 梯度 板 胶 ， 不 仅 能 将 复杂 的 蛋白 质 混 合 物 分 离 成 更 清晰 的 蛋 白 质 

带 , 而 且 几 乎 可 以 测定 全 部 组 分 的 分 子 量 ,而 不 问 其 分 子 量 的 大 小 。 在 梯度 凝 胶 中 ， 曾 用 
非 解 离 缓冲 系统 来 分 析 天 然 蛋白 质 , 但 目前 应 用 较 少 ( 见 下 文 )。 

用 梯度 凝 胶 测 定 分 子 量 

SDS-PAGE (SDS- 变 性 蛋白 质 ): 对 于 均一 浓度 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 在 分 子 量 的 对 数 

Clog) 与 Re 值 或 SDS- 多 肽 复合 物 泳 动 的 距离 之 间 存 在 着 线性 关系 。 然 而 ,对 于 线性 浓 

度 梯度 凝 胶 ， 线 性 关系 则 存在 于 分 子 量 的 对 数 〈logio) 和 聚 丙烯 酰胺 浓度 《多 工 ) 的 对 数 

《logio) 之 间 吧 ”六 。 可 以 预计 * 即 便 在 非 线性 浓度 梯度 中 也 存在 着 这 种 关系 ,但 应 用 线性 

梯度 计算 多 工 的 数值 更 简便 。 方 法 是 将 未 知 样品 蛋白 质 和 一 套 适 宜 的 标准 蛋白 质 加 于 一 

块 线性 梯度 的 板 胶 上 ,然后 进行 电泳 ,直至 标志 染料 到 达 凝 胶 的 边缘 。 染 色 后 测量 蛋白 质 

区 带 位 置 并 计算 每 条 区 带 相 对 应 的 多 IT。 例如 ,在 5 一 20 多 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 泳 动 至 一 半 

距离 的 某 种 多 肽 ,其 允 工 将 为 12.5 多 。 以 标准 蛋白 质 分 子 量 的 对 数 Clog) 对 log %T 作 

图 ,可 得 到 一 条 标准 曲线 ,从 标准 曲线 上 可 以 测定 样品 蛋 曰 质 的 分 子 量 。 重 要 的 是 对 每 一 

具体 的 板 胶 , 必 须 同 时 电泳 分 子 量 已 知 的 标志 和 蛋 昌 质 ,并 绘 出 该 凝 胶 的 标准 曲线 。 

多 肽 分 子 量 的 对 数 Cog) 和 log ST 的 线性 关系 范围 由 聚 丙 烯 酰胺 梯度 条 件 决 

定 。 例如 ，7 一 25 双 工 (Csi: 一 1%), DFBN EE 14,300 一 330,000 之 间 29; 5 一 209 
工 (Cai. = 2.6%), 分子量 约 在 14,300 一 210,000 的 范围 (图 21);3 一 30% T(Cai, 一 8.4%), 

分 子 量 约 在 13,000—950,000 之 间 ?"。 对 于 分 子 量 的 测定 ,每 一 实例 均 较 受 严格 限制 的 任 

何 单一 浓度 的 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 优 越 。 而 且 某 些 证 据 表明 , 糖 蛋白 在 梯度 凝 胶 中 进行 SDS- 

PAGE 时 ,与 在 单一 浓度 凝 胶 中 的 行为 不 同 , 不 表现 异常 行为 ， 可 能 是 由 于 梯度 凝 胶 中 的 

上 吕 径 梯度 所 引起 的 分 子 饰 效应 ， 超 过 了 由 于 糖 蛋白 结合 SDs 的 数量 较 少 所 引起 的 异常 
电荷 效应 。 因 此 ， 能 选用 梯度 凝 胶 作 糖 蛋白 分 子 量 测定 的 基质 。 

梯度 凝 胶 除了 上 述 优点 外 ,重要 的 是 应 当 注 意 , 用 梯度 胶 分 离 二 种 蛋白 组 分 的 效果 并 
不 比 用 单一 的 ,最 适 浓度 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 好 ( 见 第 2 章 )。 因 此 ,操作 时 应 当先 用 梯度 胶 
fe SDS-PAGE 以 测定 蛋白 质 混合 物 的 复杂 性 ， 并 获得 组 分 分 子 量 的 计算 值 。 若 多 肽 分 
离 良 好 , 即 表示 此 条 件 适 宜 。 然 而 , 若 有 关 的 蛋白 质 分 子 量 的 分 布 范围 较 小 ， 那 么 应 当 用 
各 适 的 单一 浓度 凝 胶 进 行 SDS-PAGE， 以 获得 组 分 的 最 佳 分 离 。 
天 然 蛋 白质 :就 象 在 SDS-PAGE 的 情形 一 样 ,与 均一 浓度 的 凝 胶 相 比较 , 梯度 凝 胶 

能 在 更 大 的 分 子 量 范围 内 对 天 然 蛋 白质 进行 分 离 ， 同 时 能 获得 更 清晰 的 蛋白 质 区 带 。 某 
些 研究 者 (例如 参考 文献 f92, 93]) 基 于 天 然 蛋白 质 的 泳 动 距离 ,用 聚 丙烯 酰胺 梯度 凝 胶 来 
测定 其 分 子 大 小 ;而 另 一 些 作者 发 现 , 只 是 当 所 研究 的 蛋白 质 为 单一 的 肽 链 及 均一 的 低 聚 
物 时 , 测 得 的 数值 才 准确 吧 , 并 且 提 出 在 线性 聚 丙烯 酰胺 梯度 凝 胶 上 电泳 的 天 然 蛋 白质 的 
分 子 量 , 最 好 是 通过 测定 其 在 凝 胶 中 泳 动 的 速率 来 确定 gu。 象 单一 浓度 凝 胶 一 样 ;与 用 含 
SDS 缓冲 液 在 梯度 凝 胶 上 测定 多 肽 分 子 量 相 比较 , 在 天 然 蛋 白质 分 子 量 的 测定 中 很 少 应 
用 梯度 凝 胶 。 
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图 21 在 5 一 20% 线 性 梯度 板 胶 中 ;以 多 肽 分 子 量 的 对 数 (logio) 与 logio22T 作 

图 所 获得 的 校正 曲线 。 按 分 子 量 递减 顺序 排列 的 标志 多 肽 为 : VRE OFT 
量 212,000), RNA 聚合 酶 6’(165,000) 和 WHE (155,000), BA ME 
酶 (130,000) ,磷酸 化 酶 a(92,500)， 牛 血清 白 蛋 白 (68,000), hie (57,500), 
卵 清 蛋白 (43,000) ,甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 (36,000) ， 麻 蛋白 原 A(25,700), 

大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 (20,100) 及 溶菌 酶 (14,300), 

.| 浓度 梯度 凝 胶 的 制备 
实验 室 中 很 容易 制备 线性 和 四 形 梯度 浓度 的 板 胶 和 柱 胶 。 虽 然 梯度 板 胶 的 应 用 远 比 

相应 的 柱 胶 广 泛 。 大 量 制 备 梯度 柱 胶 或 板 胶 需 要 利用 一 种 专用 的 凝 胶 形成 塔 。 然 而 ， 梯 
度 板 胶 一 次 常 需要 一 至 二 块 。 因 此 ,虽然 用 凝 胶 形成 塔 能 大 量 制备 和 贮存 板 凝 胶 , 但 板 胶 、 
的 逐一 制作 常 更 方便 。 若 有 一 台 蠕 动 泵 和 一 个 合适 的 梯度 发 生 器 ( 见 下 文 )》 即 可 方便 地 
制作 。 B 

PRPS WGA RIK BE BEBE Db TE CE PRE HIE BCE EH HAO BS BE BBE, DZD ea PRA 
生 的 热 引 起 对 流 扰动 使 凝 胶 液 挫 混 。 为 了 避免 凝 胶 液 的 混合 , 某 些 工作 者 令 聚 合 催化 剂 形 
成 梯度 ,以 便 聚 合作 用 首先 在 凝 胶 的 顶部 ( 低 浓 度 丙 烯 酰胺 ) 发 生 , 然 后 逐渐 移 至 底部 。 

线性 梯度 板 胶 : 有 作为 商品 的 线性 梯度 发 生 器 ， 或 者 在 实验 室内 用 有 机 玻璃 制造 。 
两 贮 液 槽 的 横 截 面积 必须 严格 相等 (否则 不 能 产生 线性 梯度 )， 两 贮 液 槽 之 间 由 三 两 通 阔 
门 控制 的 管道 相连 接 。 利用 这 类 设备 制备 线性 梯度 板 胶 的 典型 装置 见 图 226 BRE 

器 的 出 口 通过 细 和 孔径 的 塑料 (Tygon) 管 与 蠕动 泵 相连 ,然后 再 连 到 按 前 述 方式 组 装 的 玻 
璃 板 夹 层 中 。 将 塑料 管 切 成 45” 角 ， 用 胶布 将 切口 的 边缘 固定 在 夹层 中 未 开 槽 吕 玻 璃 板 

的 中 央 位 置 上 《图 22)。 按 照 这 一 操作 程序 ,首先 将 浓度 最 大 的 丙烯 酰胺 溶液 注 大 玻璃 板 

夹层 中 ， 沿 着 未 开 槽 玻璃 板 的 内 表面 流 至 底部 。 随 着 夹层 中 丙烯 酰胺 混合 沪 水 平面 的 增 

高 ;丙烯 酰胺 浓度 持续 降低 。 若 细心 地 进行 上 述 操作 ， 出 现 混合 的 可 能 性 出 人 意外 地 少 。 

某 些 商品 仪器 和 目 制 装置 在 制备 丙烯 酰胺 浓度 梯度 时 ， 系 从 一 块 板 胶 托 架 的 底 上 注 人 丙 
烯 酰胺 混合 被 。 此 时 ， 首 先 将 浓度 最 低 的 丙烯 酰胺 混合 液 注 入 夹层 中 。 
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磁力 搅拌 器 

图 22 制备 梯度 聚 丙烯 酰 胺 板 胶 的 装置 。 A 和 了 3 分别 为 梯度 发 生 器 的 贮 液 机 
和 混合 室 , 用 夹 钳 安装 在 磁力 搅拌 器 上 方 约 lcwm ht. REE B 内 置 磁 世 棒 并 经 
一 两 通 阀 门 控制 的 通道 与 贮 流 槽 A 相 连 。 连 接 兢 度 发 生 器 、 蠕 动 泵 及 玻璃 板 夹 
层 的 塑料 管内 径 为 0.075 cm 或 0.15 cm。 最 简便 的 方法 是 将 塑料 管 切 成 45” 

am 角 然 后 固定 在 无 槽 口 玻 璃 板 内 面 中 间 的 位 置 上 ， 切 口 的 边缘 朝向 这 块 玻璃 板 ， 
将 塑料 管 向 板 中 心 推进 约 1 cm 并 在 二 玻璃 板 之 间 固 定 住 管 的 切口 。 若 塑料 管 
的 外 径 太 大 使 管 不 能 插 和 中心 部 位 ?可 切 一 段 适 当 大 小 的 细 孔 径 塑 料 管 或 用 一 

支 注射 针头 插入 塑料 管 中 即 足以 克服 这 一 困难 。 

用 于 制备 梯度 凝 胶 的 丙烯 酰胺 混合 液 的 确切 组 成 ， 取 决 于 浓度 梯度 的 范围 及 应 用 的 

缓冲 系统 。 大 多 数 梯度 凝 胶 进 行 SDS-PAGE 所 应 用 的 是 SDS- 不 连续 缓冲 系统 《〈 表 2)0 

两 种 分 别 相应 于 梯度 中 浓度 最 低 和 最 高 的 丙烯 酰胺 混合 液 He 2 所 述 细节 制备 ,但 聚合 
催化 剂 的 数量 减少 ,以 便 操 作者 在 凝 胶 聚 合 之 前 有 时 间 制 备 梯度 ,同时 令 最 高 浓度 的 丙烯 

酰胺 混合 液 含有 15% (重量 /体积 ) 蔗 糖 〈4.58/30ml)， 以 便 稳 定 密 度 梯度 。 表 12 列 出 了 

用 于 SDS- 不 连续 缓冲 系统 ,制备 5 一 20% 线性 梯度 凝 胶 《2.6 多 双 丙 烯 酰胺 ) 混合 液 的 组 

Ko 
表 12 制备 5 一 2092 梯 度 凝 胶 的 凝 胶 混 合 液 

592 丙 烯 酰胺 混合 物 *: 
5.0ml 丙烯 酰胺 - 双 丙 烯 酰胺 (30:0.8) 

3.75ml 分 离 胶 组 冲 液 的 贮备 液 ; 3.0mol/L Tris-HCl (pH 8.8) 
0.3ml 10% SDS 

0.7ml 1.5% 过 硫酸 铵 

20.25 ml 水 

205%2 丙 烯 酰胺 混合 液 *: 

20.0ml 丙烯 酰胺 =- 双 丙烯 酰胺 (30:0.8) 

3.75ml REMI SK; 3.0mol/L Tris-HCl (pH8.8) 

0.3 ml 10% SDs 

0.7ml 1.55%9 过 硫酸 铵 

4.5g 蔗糖 (相当 2.5 ml) 
2.75 ml 水 

a. 临近 河 注 凝 胶 之 前 加 入 TEMED (10ynl) 以 起 动 聚 合 反 应 ( 见 正 文 )。 

凝 胶 混合 物 脱 气 ,然后 向 每 分 凝 胶 混合 液 中 加 入 TEMED (每 30 ml 凝 胶 混合 液 加 
10 由 )。 将 浓度 低 的 混合 液 加 于 贮 液 槽 A (图 22) ,打开 梯度 发 生 器 A、B 贮 液 槽 之 间 的 连 
通 管 ,使 其 冯 满 混合 液 ,然后 将 其 关闭 * 让 已 经 流 人 混合 室 B (图 22) 的 凝 胶 盗 液 全 部 返回 
He Ao 区 几 液 查 B 内 加 入 等 体积 的 高 浓度 的 混合 液 。 计 算出 的 A、B 槽 中 溶液 体积 ， 
应 相当 于 最 终 的 分 离 关 区 体积 的 一 半 。 对 于 标准 的 有 模 口 的 玻璃 板 组 装 物 ， 每 个 贮 液 模 
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需要 15 ml 丙烯 酰胺 混合 液 。 TIABOKRHARCRERHHAREBRA. ERMADY 

防 由 于 磁力 搅拌 器 产生 的 热 而 引起 过 早 地 聚合 。 为 了 和 避免 发 生 这 种 情况 ， 应 当 将 梯度 发 

生 器 支撑 (用 一 支 夹 钳 ) 在 搅拌 器 上 方 约 lcm 处 。 将 梯度 发 生 器 贮 液 槽 间 的 浆 门 打开 ， 并 

开动 蠕动 泵 和 磁力 搅拌 器 。 凝 胶 混 合 液 流 入 玻璃 板 夹层 的 流速 应 当 约 为 3.0ml/ 分 钟 。 

BRIRAKERWRAKER BERER LNW SSREAZE GT FRA BA 
一 缓冲 液 的 烧瓶 中 [ 即 3.75 ml 3.0 mol/L Tris-HCl,pH 8.8, 0.30 ml 10% SDS (重量 / 体 
积 )，25.95 ml 水 ]， 流 量 降 至 0.5 ml/ 分 钟 。 这 一 操作 用 来 在 分 离 胶 上 铺 一 层 缓冲 小 。 梯 

度 注入 后 立即 用 水 冲洗 梯度 发 生 器 ,以 防止 丙烯 酰胺 在 装置 中 聚合 。 板 胶 聚 合 后 ,将 凝 胶 

倾斜 以 除去 覆盖 液 ， 在 应 有 位 置 上 按 前 述 方法 聚合 浓缩 胶 及 制备 样品 池 。 

某 些 工 作者 在 灌注 梯度 凝 胶 时 ,宁愿 用 核 黄 素 作 聚 合 催化 剂 而 不 用 过 硫酸 较 , 因 为 它 
可 以 容许 有 更 充裕 的 时 间 来 进行 操作 而 不 必 担 心 凝 胶 过 早 地 聚合 。 这 时 核 黄 素 在 凝 胶 混 

RAW RARER 0.5 mg/ml， 以 代替 过 硫酸 贸 ， 混 合 液 注入 后 在 获 光 灯 下 光照 30 分 

钟 使 梯度 凝 胶 聚 合 , 然 后 可 加 和 浓缩 胶 。 实际 上 ,在 聚合 过 程 中 芒 糖 梯度 即 足以 稳定 丙烯 

酰胺 的 梯度 ,所 以 不 需要 为 保证 板 胶 先 自 顶 部 聚合 而 制备 聚合 催化 剂 的 梯度 。 但 是 ,在 发 

EX MIRA, 应 当 调 节 催 化 剂 的 浓度 ， 以 便 低 浓度 丙烯 酰胺 混合 小 在 25 一 30 

分钟 内 聚合 ,高 浓度 混合 液 则 在 40 一 45 分 钟 内 聚合 。 
四 形 梯度 板 此 胶 : 用 制备 线性 梯度 族 胶 的 梯度 发 生 器 ， 可 以 形成 四 形 梯度 聚 两 类 本 

BERET ERAN tH RY EB 

a 

图 23 PBBEPR PSM AGR ME RHI, a HET Sco FIAT EAI 52090 CHR SR™) BRE b 和 <，RNA 聚合 酶 <、B 及 B' WH, 牛 血清 白 蛋白 和 大 豆 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 ， ; soe eee ee 离 后 分 别 分 布 在 线性 S— 207% MIL 5— 20 RGR RR E, SERS MBSR, dy FBS ERERAMREERARLANS RA MS; FoI AUS [>S] 蛋氨酸 标记 全 白质 的 亚 组 分 ， 在 6 一 189 线 性 梯度 到 丙 烯 酰胺 板 胶 上 ,用 SDS- 不 连续 缓冲 系统 分 析 的 结果 。 利 用 樟 庭 板 胶 分 级 分 离 
其 它 复杂 多 肽 的 实例 见 图 2 及 15。 a 

te 
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胺 板 胶 。 例 如 ,制备 总 体积 为 30ml 5—20% HORN BEES EM, 是 将 7.5 ml 20 狗 丙烯 酰胺 
混合 液 置 于 混合 槽 B 中 ,并 用 一 个 橡皮 塞 封 住 槽 口 。 短 暂 地 插 人 一 皮下 注射 器 针头 ,使 覃 
内 压力 与 大 气压 平衡 。 贮 液 槽 A 中 装 和 人 22.5 ml 5% 丙 烯 酰胺 混合 液 。 然 后 按 制备 线性 梯 
度 涛 胶 的 同样 方式 灌注 板 凝 胶 ( 见 前 文 )。 灌 注 时 , 槽 B 的 体积 维持 恒定 ,并 不 断 地 被 来 自 
赂 液 蓝 A 的 液体 稀释 。 这 种 方法 产生 呈 指 数 形式 降低 的 丙烯 酰胺 浓度 梯度 ， 结 果 形 成 如 
图 23 a 所 示 的 四 形 浓度 梯度 ,其 范围 从 凝 胶 底部 的 20 黎 到 凝 胶 顶 部 的 OCHA MAY 
要 ， 可 在 相应 的 部 位 聚合 浓缩 胶 。 

样品 制备 及 电泳 

样品 制备 与 均一 浓度 凝 胶 应 用 的 方法 相同 。 电 泳 条 件 取决 于 缓冲 系统 及 构成 梯度 的 
凝 胶 浓度 , 对 于 上 述 使 用 SDS- 不 连续 缓冲 系统 的 5 一 20 狼 线性 梯度 凝 胶 , 或 在 25 mA 恒 
流下 电泳 5 小 时 ,或 在 90V 恒 压 下 电泳 过 夜 ， 或 者 待 示 啼 染料 泳 至 凝 胶 的 底部 。 电 泳 后 
凝 胶 的 分 析 与 均一 浓度 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 方法 相同 。 线 性 或 四 形 梯 度 凝 胶 分 离 后 的 蛋白 
质 区 带 在 染色 后 均 极 为 清晰 (分 别 见 图 23 b 和 23c)， 但 区 带 的 分 布 取 决 于 选用 的 梯度 类 
型 ;四 形 梯 度 凝 胶 对 高 分 子 量 多 肽 的 分 离 优 于 线性 梯度 凝 胶 ,但 对 低 分 子 量 多 肽 的 区 带 分 
离 能 力 下降 。 在 作者 实验 室 中 ， 由 于 线性 梯度 凝 胶 图 象 比 凹 形 梯度 凝 胶 更 适宜 于 多 肽 分 
隆 量 的 测定 , 所 以 对 于 分 子 量 范围 较 大 的 复杂 的 多 肽 混合 物 作 单 向 SDS-PAGE， 稍 采用 

线性 梯度 板 胶 ( 例 如 图 23 d)。 

大 批量 凝 胶 

若 有 多 通道 蠕动 泵 及 体积 足够 大 的 梯度 发 生 器 ， 可 以 一 次 制备 数 块 梯度 凝 胶 。 利 用 
北 胶 形成 塔 ， 可 以 制备 数量 较 多 的 梯度 板 胶 ， 已 有 几 种 类 型 的 商品 ， 虽 然 其 中 每 一 种 仅 

用 来 制作 一 种 大 小 规格 的 板 胶 。 然 而 在 实验 室 中 也 可 以 用 有 机 玻璃 方便 地 制作 适当 的 装 
置 。 实 际 止 是 由 一 只 有 机 玻璃 盒 构成 ， 盒 的 底部 逐渐 变 细 而 成 漏斗 状 以 托 住 板 胶 的 组 装 

物 。 凝 胶 混 合 液 从 漏斗 状 的 底部 进入 装置 ， 它 降低 了 液体 流速 并 扩大 液体 的 水 平 截面 ,，. 

并 且 与 凝 胶 支 托 物 的 底部 面积 相对 应 。 有 关 凝 胶 塔 的 构成 和 应 用 的 详细 说 明 参 见 有 关 文 
献 [88,94,95]。 利 用 凝 胶 塔 制作 梯度 板 胶 的 最 大 实际 问题 ,是 如 何 避 免 在 体积 如 此 大 的 丙 

烯 酰胺 进行 聚合 反应 时 ,释放 大 量 的 热 所 引起 的 对 流 。 出 于 这 一 理由 ,重要 的 是 设计 聚合 
催化 剂 的 浓度 应 使 催化 聚合 的 发 生 是 从 顶部 开始 再 逐渐 至 底部 。 

除了 制备 梯度 板 胶 外 ， 凝 胶 塔 也 可 用 于 制备 大 量 浓度 均一 的 板 胶 或 柱 胶 。 

微型 柱 胶 和 微型 板 胶 

为 了 分 析 少 量 的 蛋白 质 ， 已 建立 起 许多 微型 凝 胶 系统 。 最 小 的 凝 胶 是 在 毛细 管 中 形 

成 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ， 能 分 析 单 个 细胞 中 所 含 的 蛋白 质 。 用 适当 大 小 的 毛细 管 ， 可 以 制作 

1 一 100 ul 均一 浓度 或 梯度 浓度 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 。 Neuhoff 利用 体积 为 ul 的 毛细 

管 凝 胶 , 染 色 后 检测 了 1 ng 的 白 蛋 白 。 微 型 板 胶 也 用 于 蛋白 质 的 分 析 ， 但 对 某 一 蛋白 质 
所 得 到 的 最 高 灵敏 度 是 20 ng。 

微型 柱 胶 

Neuhoff 叙述 了 制备 和 分 析 毛 细 管 均一 浓度 和 梯度 浓度 凝 胶 的 详细 方法 。 对 于 均 
4 

57 。 
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—KENEREXERERARRNEGIh, PRRARRAKRY23EA RA 
EAHKAAE 2 mm 的 代用 粘土 垫上 ,将 毛细 管 底部 密封 ,用 一 支 直径 比 盛 凝 胶 的 毛细 管 
更 细 的 硬 质 玻 璃 毛细 吸管 吸水 铺 在 凝 胶 上 。 聚 合 后 ， 除 去 覆盖 层 并 用 毛细 吸管 加 蛋白 质 
溶液 《0.1 一 1.0 wl, KEE 1 一 3mg/ml) FRB LE, 毛细 管 中 的 空隙 用 电极 缓冲 液 注 满 。 注 
满 后 ,折断 毛细 管 插 人 代用 粘土 中 的 那 部 分 ， 将 凝 胶 电 泳 。 Grossbachc7 不 用 代用 粘土 作 
凝 胶 的 密封 剂 ,而 用 微型 操作 器 制备 50wl 毛细 凝 胶 。 还 能 在 相应 的 位 置 上 聚合 分 离 凝 胶 
和 在 加 样 之 前 聚合 浓缩 胶 。 利用 毛细 作用 5 RARER” 能 在 毛细 管 中 制备 梯度 凝 
胶 。 

尽管 有 了 这 些 方法 ,但 近 几 年 来 很 少 利 用 毛细 柱 胶 ,其 原因 可 能 是 为 了 获得 良好 的 北 
胶 (特别 是 以 水 作 凝 胶 的 履 盖 物 ) 需 要 有 一 定 的 经 验 , 而 且 与 标准 的 柱 胶 比 较 ; 蛋 白质 组 分 ， 
的 分 离 也 不 佳 , 至 少 在 较 小 体积 的 毛细 管 凝 胶 中 是 如 此 。 此 外 ,染色 蛋白 质 区 带 的 定量 只 

能 用 微量 光 密 度 计 测定 ,而 不 能 用 常用 的 扫 摘 分 光 光 度 计 。However Condeelis 描述 在 

100 wl 和 250 wl 体积 的 Drummond microcaps 中 制作 的 中 等 大 小 凝 胶 ， 可 以 分 析 毫 微克 

范围 的 蛋白 质 〈 图 24)。 能 应 用 本 章 介绍 的 各 种 连续 和 不 连续 凝 胶 的 缓 神 系统 ， 但 是 

Condeelis*™ 发 现 , 这 种 大 小 的 凝 胶 用 不 连续 缓冲 系统 并 不 改善 分 离 的 效果 s 表 13 WHT 

这 种 微型 凝 胶 对 蛋白 质 的 负荷 量 和 灵敏 度 。 也 许 最 有 用 的 微型 凝 胶 是 250 由 大 小 的 凝 

胶 ; 它 们 能 测定 2ng 的 某 一 蛋 折 质 , 象 标准 尺 才 的 凝 胶 一 样 ， TORE aa 

白质 区 带 定量 。 
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24 UR RE RI. RE ek: a，20 ng BRAM 
在 标准 的 0.5 cm 内 径 的 柱 胶 上 ， b ,总 蛋白 0.5 ug 加 在 0.15 cm 的 微型 柱 胶 上 ， co REA 
O-1 pg 加 在 0.07 cm 微型 柱 胶 上 。 凝 胶 用 SDS- 不 连续 缓冲 系统 电 瀛 ,然后 用 考 马 斯 蓝 染 色 : AL 

B 和 C 分 别 为 ab 和 “三 种 凝 胶 在 光 密 度 计 上 扫描 的 结果 。 经 允许 从 参考 文献 [100] 复制 。 
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微型 板 胶 

已 报道 的 某 些 微型 板 状 聚 丙烯 醚 胺 凝 胶 装 置 ， 最 小 的 型 式 是 从 显微镜 载 玻璃 片上 切 

下 的 玻璃 板 制 成 , 火 小 为 7.5 cm X 2.5 cm 或 7.6 cm X 3.8 cmto。 它 们 有 可 能 在 清晰 

的 区 带 中 检测 出 20 ng 的 蛋白 质 。 但 是 如 此 大 小 的 凝 胶 应 用 时 会 产生 某 些 问题 。 沿 凝 胶 

长 轴 方 向 电泳 时 仅 能 同时 电泳 三 个 样品 ,而 与 标准 规格 大 小 的 凝 胶 相 比 , 沿 短 轴 方 向 电泳 

分 离 组 分 则 更 受 限制 。 因 此 ,微型 板 胶 的 应 用 有 限 是 在 意料 之 中 的 。 最 近 Matsudaira 和 

Burgess?) 报道 了 一 种 中 等 大 小 的 板 胶 〈8.2cm x 9.2 cm)， 该 凝 胶 对 21 个 样品 具有 良好 

的 分 离 能 力 , 对 某 一 蛋白 质 的 灵敏 度 为 20 ng， 尽 管 对 很 深 的 区 带 需 要 加 样 100 ng, 

琼脂 糖 - 丙烯 酰胺 混合 凝 胶 

不 能 制备 单 体 总 浓度 小 于 2.2 多 左右 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 。 单 体 总 浓度 在 2.2—-3.0% 
的 凝 胶 虽 能 产生 胶 凝 作用 ,但 难以 操作 , 低 浓 度 凝 胶 几 乎 是 一 种 粘性 液体 。 对 于 大 多 数 蛋 
白质 的 电泳 分 析 ,研究 者 不 可 能 应 用 这 种 低 浓 度 的 丙烯 酰胺 凝 胶 。 但 是 ,加 入 最 终 浓 度 达 
0.5 免 的 琼脂 糖 则 增加 了 机 械 强 度 , 并 应 用 于 核糖 体 \ 聚 核糖 体 ne%g 和 某 些 病毒 的 分 级 分 
离 。 与 由 8 个 核糖 体 组 成 的 多 核糖 体 粒子 在 凝 胶 中 泳 动 ， 其 泳 动 率 大 体 上 与 粒子 重量 的 
“对 数 〈log o) 相 对 应 。S. L. Bunting #1 A. C. Peacock 博士 详尽 叙述 了 混合 凝 胶 的 制备 
及 其 电泳 技术 cao 

表 13 微型 柱 胶 的 性 质 ” 

柱 胶 型 式 piglets Niin 每 条 区 带 能 测定 的 
Buk Cue) 样品 体积 《pi) 

0.25—2.0 (#38 (8 0.5) 

0.1 一 0.5( 最 适 值 0.27 

区 10 

3X 10-* 

250ul Drummond microcap 中 的 微型 柱 胶 

100u1 Drummond microcap PASH AE Be 

a. MBA Riri A Ss A C100), 

均一 性 和 同一 性 

在 某 一 实验 条 住 下 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 区 带电 泳 ， 测 得 的 蛋白 质 区 带 即使 表现 为 一 条 
也 不 能 证 明基 均一 。 由 于 在 聚 丙烯 酰 胺 族 胶 电 瀛 中 应 用 非 解 离 的 缓冲 条 件 所 引起 的 分 级 
分 离 作 用 ,是 根据 分 子 的 大 小 和 电荷 ,因此 可 能 有 两 种 蛋白 质 ， 其 电荷 量 或 分 子 大 小 各 不 
相同 ,但 在 所 选择 的 条 件 下 电泳 的 沪 动 速率 相同 ,并 形成 一 条 区 带 。 因 此 ， 在 确定 蛋白 质 
宰 品 的 均一 性 或 司 二 征 之 前 ， 天 然 蛋 白质 总 是 应 当 在 几 种 不 同 的 pH 及 凝 胶 浓度 中 作 电 
RAM. 第 2 章 叙述 了 用 Ferguson 作 图 法 分 析 同 一 性 的 试验 。 由 于 SDS-PAGE 分 级 
分 离 仅仅 依据 分 子 的 大 小 ， 与 此 同时 所 观察 到 的 蛋白 质 带 数目 不 一 定 与 样品 混合 物 中 各 
种 多 肽 的 数目 相等 ; 任 一 区 送 都 可 能 含有 几 种 分 子 量 完全 相同 的 不 同 组 成 。 由 于 上 述 原 
AL BoE RERISS— BE, LB ER UL Ds EE WLR I IB Tk CLE 5 
章 ), 即 第 一 向 是 其 蛋白 质 的 电荷 量 为 基础 ， 第 二 向 用 _SDS-PAGE_ 册 根据 分 子 的 大 小 将 
性 白质 分 离 。 双 向 聚 再 烯 酰胺 族 胶 电汇 后 显现 为 一 个 斑点 的 即 为 均一 性 的 良好 指 征 ， 尽 
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-~ 管 不 是 绝对 的 证 据 ( 见 第 5 章 )。 
若 单 向 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 的 有 关 蛋 白质 区 带 为 单一 的 纯 蛋 白质 ， 可 用 某 些 方 

法 获得 该 蛋白 质 的 结构 及 与 其 它 蛋 白质 在 同一 性 或 非 同一 性 方面 的 资料 。 
@ 仅 用 5 一 10nmol 蛋白 质 即 能 从 凝 胶 上 直接 测定 染色 蛋白 质 带 的 氨基 酸 组 

成 bag。 念 人 遗 央 的 是 ,由 于 聚 丙烯 酰胺 水 解 产生 大 量 氨 ,妨碍 了 碱 性 氨基 酸 的 测定 , A 
此 最 好 是 在 分 析 前 将 蛋白 质 洗 脱 下 来 。 仍 然 可 能 遇 到 的 问题 之 一 是 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 常 含 
有 杂质 ， 随 着 氨基 酸 组 成 测定 灵敏 度 的 增高 ， 杂 质 的 影响 也 变 得 越 来 越 重要 。 就 象 预计 
的 那样 ,干扰 的 程度 取决 于 洗 脱 的 凝 胶体 积 。 通 过 分 析 等 体积 空白 凝 胶 切 片 ; 可 以 对 这 三 
问题 作 某 些 校正 。 cua 

Gi) 用 肤 图 法 也 可 以 对 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 的 多 肽 定性 。 若 得 到 少量 的 多 肤 ， 
可 以 在 胰 蛋 白 酶 消化 前 从 凝 胶 上 将 多 肽 洗 脱 ,随后 用 放射 性 碘 标记 ,可 增加 检测 肽 的 灵敏 
FEM, Elder 等 eol 叙述 了 一 种 更 为 简单 的 方法 ， 即 用 SDS-PAGE 分 离 的 多 肤 在 凝 胶 
上 用 放射 性 碳 标 记 和 用 胰 蛋 白 酶 水 解 。 胰 蛋白 酶 水 解 的 肽 片 易于 从 凝 胶 上 洗 脱 ， 并 用 双 
向 层 析 和 放射 性 自 显影 分 析 。 利 用 仅仅 微克 量 的 总 蛋白 可 以 分 析 完 整 的 多 组 分 系统 。 方 
法 是 在 固定 、 染 色 的 蛋白 质 带 上 ， 甚 至 在 贮存 数 年 的 干 凝 胶 上 进行 , 仅 需 工 作 数 天 中 若 蛋 
白质 混合 物 过 于 复杂 不 能 将 其 适当 地 分 离开 来 ,最 好 用 双向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 《 见 第 5 
章 ) ,然后 应 用 Elder 肽 图 法 进行 分 析 。 这 种 肽 图 法 在 方法 学 上 的 唯 二 缺 上 是 在 从 本 的 蛋 ， 
白质 中 ， 必 须 含 有 某 种 对 放射 性 碘 化 作 用 敏感 的 氨基 酸 残 基 ( 见 附 录 ID)。 另 三 种 快速 的 
肽 图 法 是 将 经 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电泳 分 离 的 蛋白 质 ,在 凝 胶 上 令 蛋 白质 水 解 ,随后 进行 第 二 
向 的 SDS-PAGE 分 离 ， 这 时 肽 的 产物 依照 分 子 的 大 小 分 离开 来 a。 第 6 章 将 详 述 这 二 
方法 。 

(iit) 有 几 种 方法 可 用 于 经 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 后 的 蛋白 质 的 未 器 肆 
序列 分 析 , 这 些 方法 均 借助 于 异 硫 氰 酸 茶 酯 (phenylisothiocyanate，PITC) 起 反应 , 顺序 地 
除去 N 末 端 氨基 酸 ， 即 称 Edman 降解 法 。 起 初 ，Wiener 等 ea 介绍 将 蛋白 质 洗 脱 到 含 
SDS 的 缓冲 液 中 ,随后 应 用 改良 的 丹 磺 酰 -Edman 降解 反应 。 虽 然 操 作 相对 简便 , 但 这 种 
方法 只 能 鉴定 数量 较 少 的 残 基 。 重 要 的 改进 是 Bridgen 所 叙述 的 自动 固 相 程序 azaa。 蛋 
白质 从 凝 胶 上 洗 脱 ,并 与 二 - 异 硫 握 酸 茶 酯 活化 的 《di-isothiocyanate-activated) 玻璃 欠 质 共 
Grew, GVA [°S]-PITC 进行 Edman 降解 。 用 薄板 层 析 , 随后 再 用 放射 性 自 显影 来 
鉴别 放射 性 氨基 酸 的 衍生 物 。 应 用 这 一 方法 ，10 wg 溶菌 酶 (700 pmol) 就 足以 测定 20 个 
N 末 端 氨基 酸 残 基 的 顺序 0)。Laursen 和 Machleidt 对 固 相 序列 法 的 最 新 进展 作 了 述 
PE, 蛋白 质 也 能 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 和 序列 分 析 前 在 体内 标记 ea。 量 然 理论 上 可 
能 具有 极 高 的 灵敏 度 ， 但 是 这 种 方法 只 能 应 用 于 在 体内 标记 能 产生 比 活性 高 的 数量 有 限 
的 蛋白 质 。Bhown 等 讨论 了 这 类 限制 及 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 的 蛋白 质 其 它 的 序列 
分 析 策略 mo。 

Civ) 虽然 在 非 解 离 缓 冲 系统 中 易于 将 蛋白 质 从 电泳 的 凝 胶 上 洗 脱 下 来 , 同时 还 可 以 
比较 不 同 蛋白 质 区 带 的 生物 活性 ， 但 是 对 于 用 SDS-PAGE 分 离 的 变性 多 肽 有 时 也 能 作 
到 这 一 点 : 用 尿素 和 Dowex 树脂 ea 或 通过 含 尿素 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 辆 以 除去 
SDS， 可 成 功 地 将 几 种 从 凝 胶 上 洗 脱 下 来 的 酶 恢复 其 天 然 状态 。 作 为 这 一 方法 的 发 展 ， 
Manrow 和 Dottin™” 叙述 了 一 种 双向 凝 胶 系 统 的 方法 ， 蛋 白质 混合 物 在 柱 胶 王 用 SDS- 
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PAGE “8—ADADH ,然后 用 板 胶 在 尿素 和 Nonidet P40 存在 的 条 件 下 ， 作 第 二 向 

的 等 电 聚焦 。 第 二 向 凝 胶 中 的 尿素 和 非 离子 型 去 污 剂 从 多 肽 中 除去 了 SDS， 随 后 用 缓冲 

液 平衡 以 除去 板 胶 中 的 尿素 ,其 结果 是 多 肽 恢复 了 天 然 状 态 , 并 能 通过 生物 活性 的 分 析 来 

定位 。 因 此 ， 本 法 既 具 有 双向 凝 胶 电 泳 的 高 分 辩 率 ， 又 能 在 功能 的 基础 上 鉴别 分 离 的 多 
Hko 最 近 ，Hager 和 Burgess” 叙述 了 另 一 种 方法 ， 此 法 至 少 对 某 些 蛋白 质 的 复 性 比 用 

“尿素 优越 。 在 SDS-PAGE 后 用 KCL“ 染 色 ”, 在 凝 胶 上 显现 出 蛋白 质 区 带 ， 切 下 区 带 并 

RR, SKE 0 0.1% SDS 缓冲 液 中 扩散 洗 脱 。 再 用 丙酮 沉淀 浓缩 多 肽 (大 部 分 SDS BR 
去 )。 沉淀 溶 于 盐酸 肌 并 稀释 ;多 肽 则 恢复 到 天 然 状 态 。 恢复 到 最 初 活性 的 百分数 取决 于 
选择 的 复 性 方法 以 及 研究 的 具体 蛋白 质 。 
CD 某 些 蛋白 质 自身 的 许多 特性 革 只 能 利用 由 该 蛋白 质 产生 的 抗体 所 进行 的 免疫 沉 
演 反 应 和 SDS-PAGE 来 确定 。 从 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 洗 脱 下 来 的 蛋白 质 可 以 作为 免疫 搞 
厦 , 所 可 以 将 整个 凝 胶 切 片 浸 软 后 注射 。 若 用 SDS-PAGE 制备 多 肽 , 通常 不 必 在 注射 前 
除去 SDS， 形 成 的 抗体 常常 既 能 沉淀 天 然 蛋白 质 又 能 沉淀 变性 蛋白 质 。 单 专 一 性 抗体 
(monospecific antibody) 借助 载体 蛋白 的 直接 免疫 沉淀 或 间接 免疫 沉淀 ， 即 单 专 一 性 免 
IgG 再 用 羊 抗 免 IgG59， 可 用 来 从 复杂 的 混合 物 中 沉淀 蛋白 质 。 然 后 用 去 污 剂 如 Triton 
X-100" RASS Do" 反复 洗涤 除去 污染 蛋白 质 。 一 种 较 新 的 方法 是 利 
用 金黄 色 葡 萄 球菌 蛋白 A， 它 是 细菌 的 包 膜 蛋白 , 并 对 包括 IgG 在 内 的 某 些 免 疫 球 蛋 白 
Fo 部 分 具有 极 强 的 亲和力 ep20。 加 入 灭 活 的 金黄 色 葡 萄 球菌 以 便 结 合 免疫 复合 物 ， 
芍 后 通过 细菌 的 自然 沉降 来 纯化 。 更 细致 的 改进 是 不 用 细菌 而 用 蛋白 A-Sepharose 来 减 

地 非特 异 蛋白 质 的 结合 。 用 上 述 任 一 方法 纯化 后 ， 在 含有 SDS 的 样品 缓冲 液 中 加 热 深 
胡 免 疫 复合 物 并 进行 SDS-PAGE。 由 抗体 专 一 性 地 沉淀 的 多 肽 , 可 借助 接种 免疫 前 的 血 
清 对 照样 品 在 同一 板 胶 的 另 一 样品 池 中 电泳 的 结果 来 鉴定 。 多 肽 抗原 电泳 后 的 进一步 鉴 
证 可 以 与 有 关 标 准 多肽 比较 来 测定 分 子 量 ， 或 者 与 纯化 的 抗原 共同 电泳 。 若 研究 的 多 肽 
的 分 子 量 相 当 于 抗体 轻 链 的 分 子 量 ( 约 为 23,500) 或 重 链 的 分 子 量 ( 约 为 50,000)， 则 样品 
春 解 离 时 删 去 综 基 试剂 或 用 木瓜 蛋白 酶 水 解 抗 体 , 均 能 和 避免 在 SDS-PAGE 上 共同 移动 。 

若 沉淀 的 蛋白 质 抗原 超过 总 蛋白 质 的 0.1 多 时， 这 一 方法 的 效果 最 好 ,虽然 也 成 功 地 
“对 低 浓 度 的 特异 蛋白 质 进行 了 分 析 。 这 种 方法 更 常用 于 : 

(a) 用 某 种 蛋白 质 激 活 的 抗体 所 进行 的 免疫 交叉 反应 和 SDS-PAGE， 可 以 分 析 两 种 

来 源 不 同 的 蛋白 质 的 相互 关系 。 另 一 种 做 法 是 先进 行 SDS-PAGE ， 然 后 对 分 离 的 蛋白 区 
带 作 免 疫 交 叉 反 应 。 

(>) 免疫 沉淀 后 再 进行 SDS-PAGE， 是 目前 追踪 特异 蛋白 质 在 体内 或 体外 合成 最 常 
用 的 方法 (如 人 参考 文献 {125])。 蛋 白质 用 放射 性 氨基 酸 (通常 为 [HH]- 亮 氮 酸 或 [5S]- 蛋 

BIS) 标记 ， 免 疫 沉 淀 并 用 SDS-PAGE 分 级 分 离 。 电 泳 后 , 切 下 特异 的 蛋白 质 区 带 并 

测定 其 放射 性 。 免疫 沉淀/SDS-PAGE 协同 应 用 优 于 单纯 免疫 沉淀 的 主要 点 是 ，SDS- 

PAGE 可 以 将 特异 沉淀 的 蛋白 质 与 参与 免疫 沉淀 反应 非特 异 的 蛋白 质 分 离开 来 ， 因 而 显 
著 地 降低 了 本 底 的 计数 。 

《ec) 本 法 也 能 用 来 分 离 微 克 数 量 的 与 免疫 有 关 的 蛋白 质 , 供 进一步 分 析 。 例 如 ，Platt 

等 “4 利用 E. coli 乳酸 阻 遏 物 激活 的 抗体 ,分离 出 突变 蛋白 质 ， 蛋 白质 的 分 析 系 通过 N 
末端 氨基 酸 的 序列 分 析 并 与 野生 型 相 比 较 而 加 以 证 实 。 
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矫 作 物 及 故障 

GD) 不 能 聚合 ， 通 常 是 由 于 制备 的 试剂 浓度 不 准确 ， 或 者 凝 胶 混 合 液 中 漏 加 茶 一 试 

剂 ， 也 可 能 是 试剂 不 纯 。 最 简单 的 补救 办 法 通常 是 弃 去 溶液 并 用 纯 试 剂 配制 一 批 新 鲜 深 

Ko MRR MBIA Hh MARA TE 

Gi) 按照 本 章 所 确定 的 时 间 过 程 , 对 于 均一 浓度 的 凝 胶 ， 聚合 作用 通常 应 在 10 一 30 

分 钟 内 发 生 。 纠 正 聚 合 过 快 或 过 慢 的 最 容易 的 方法 是 改变 聚合 催化 剂 的 浓度 s 

Gi) 聚合 时 凝 胶 龟 裂 (通常 只 在 高 浓度 凝 胶 上 发 生 ), 常常 是 由 于 聚合 反应 本 身 产 生 

过 量 的 热 , 这 可 以 用 冷 溶液 来 补救 。 对 于 柱 胶 , 使 用 硅烷 化 的 玻璃 管 也 可 能 有 益 。 ER 

或 板 状 凝 胶 逐 一 地 制备 ， 龟 裂 问题 通常 在 大 多 数 浓 度 的 凝 胶 中 不 会 遇 到 。 电 泳 时 凝 胶 发 

生 龟 裂 ,是 由 于 输入 的 电流 过 大 使 凝 胶 过 热 所 引起 的 :5 "ARS ear 

电泳 来 弥补 。 
iv) 若非 解 离 缓冲 液 的 离子 强度 浓度 高 到 足以 防止 天 然 蛋白 质 发 生 凝 聚 ， 那么 样品 

中 的 不 溶性 物质 常 为 变性 蛋白 质 , 电 泳 前 必然 离心 除去 。 在 含 SDS 的 缓冲 液 申 样品 不 深 

解 ,其 原因 是 SDS 浓度 过 低 , 还 原 剂 数 量 不 足 或 pH 偏 低 , 特 别 是 在 蛋白 质 用 TCA pie 

后 更 是 如 此 。 

Cv) -样品 加 到 板 胶 的 样品 池 中 不 能 在 槽 的 底部 形成 一 层 样品 层 ， oe tt 
EPRI Ta TTR EC He» BQ eT ak I AS BS BS DG» Fe AR OE IB i AB 

enh alae ABET 车 时 间 不 长 可 利 

只 连接 水 泵 的 注射 器 针头 ， 迅 速 从 样品 池 中 除去 过 量 的 凝 胶 。 本 

(i) FEW ARR NA LIE, WTR AR ee | 

容器 清洁 的 情况 下 , 低 浓度 的 凝 胺 有 时 也 从 管 中 脱 落 ; SHOR RIE j 
防止 凝 胶 的 滑脱 。 

(i) 有 时 在 电泳 过 程 中 ， 柱 胶 的 顶部 向 内 收缩 且 与 管 壁 分 离开 来 ， ee 
CAR LERRMERS MMS BA). ERR LMS NTR, BOB IAY 
RBARRADNHAAK. RRPMARBERFERRWRHEBRD TR, Be 
荷 量 的 物质 ， 尤 其 是 样品 中 含有 高 浓度 的 核酸 时 更 是 如 此 ( 低 浓度 凝 胶 常 可 耐 受 )e 若 遇 
到 这 类 问题 ,可 以 用 数 种 方法 中 的 任何 一 种 来 降低 核酸 的 浓度 ( 见 第 5 BE) We: 

(viii) SDS-PAGE 的 染色 效果 不 佳 ， TL ARAFAT SDS 
稀释 来 纠正 。 

x) 考 马 斯 蓝 染 色 后 凝 胶 呈 现金 属 光泽 ， 通 常 是 因为 溶剂 蒸发 后 使 染料 在 主 胶 的 这 
一 部 位 上 干燥 。 脱 色 后 凝 胶 的 表面 有 时 可 观察 到 一 薄 层 考 马 斯 蓝 膜 ， 此 时 可 以 将 凝 胶 衣 
人 50 匈 甲醇 中 快速 洗涤 ;或 者 用 甲醇 浸泡 的 滤纸 轻 擦 凝 胶 的 表面 将 膜 除去 。 ， 

(x) 靠近 凝 胶 沈 缘 的 蓝 色 污渍 ,通常 是 由 于 不 戴 手 套 操 作 凝 胶 所 留 下 的 指 印 。，，: 
(xi) 在 板 胶 的 祥 品 轨迹 或 整个 柱 胶 上 观察 到 蛋白 质 区 带 ,， 可 能 是 由 于 样品 缓冲 液 被 

污染 。 若 污染 贮 液 槽 缓冲 液 ， 则 整个 凝 胶 其 中 包括 板 胶 中 未 加 样品 的 样品 池 均 出 现 连续 
不 断 的 染色 区 。 

(xii) 某 一 柱 胶 或 板 胶 样 品 轨迹 在 染色 后 其 蛋白 质 区 带 界 限 不 明显 且 染 色 后 的 林 底 
二 人 Fa 



高 ,是 由 于 样品 蛋白 质 水 解 过度 [ 补 救 方法 见 〈xviii)]。 然 而 , 这 类 现象 也 可 以 在 SDS ix 

(xiii) 染色 区 带 某 些 部 位 染色 密度 的 不 同 , 常常 是 由 于 凝 胶 表 面 参差 不 齐 , 使 样品 在 
_ 电泳 前 积聚 在 较 低 的 部 位 。 粗 心 ,覆盖 凝 胶 无 经 验 或 凝 胶 聚 合 时 振动 ,都 能 引起 凝 胶 表 面 

不 平 。 
Giv) 蛋白 质 的 主要 部 分 不 能 进入 分 离 胶 ,能 引起 凝 胶 起 始点 染色 带 加 深 。 若 凝 胶 浓 

度 相当 低 , 人 们 有 理由 预期 蛋白 质 能 进入 凝 胶 基 质 , 这 一 问题 可 能 是 由 于 电泳 前 样品 中 的 

蛋白 质 凝聚 引起 的 [ 见 前 述 〈iv)] ， 或 者 是 由 于 在 非 解 离 不 连续 缓冲 系统 中 , 电泳 时 在 浓 

缩 胶 中 形成 高 浓度 的 蛋白 质 区 带 而 引起 蛋白 质 沉 淀 。 若 属于 后 一 情况 ， 建 议 操作 者 应 用 

连续 缓冲 系统 和 浓度 较 低 的 样品 。 

Gy) 某 一 柱 胶 或 板 胶 样 品 轨迹 上 分 布 蛋白 质 带 且 同 时 在 凝 胶 的 起 始点 有 和 蛋白质, 则 

表明 蛋白 质 已 沉淀 且 在 随后 的 电泳 过 程 中 被 溶解 。 纠 正 办 法 见 上 述 (iv) 及 (xiv)。 

Gi) 均一 浓度 的 凝 胶 在 真空 干燥 器 中 干燥 时 , 遇 下列 情 形 之 一 则 将 出 现 碎 裂 。 即 凝 
胶 在 干燥 到 适宜 的 程度 之 前 突然 将 干燥 器 打开 ;应 用 厚 的 板 胶 〈 > 1.5mm) 或 柱 胶 切片 ; 

在 干燥 前 将 凝 胶 膨 胀 。 

Gxvii) 荧光 显影 时 射线 胶片 人 为 地 显 黑色 ， 可 能 是 由 于 DMSO 除去 不 适当 所 致 

对 于 后 来 的 凝 胶 ， 在 凝 胶 干 燥 前 于 水 中 应 浸泡 足够 的 时 间 。 

Gxvii) 蛋白 质 区 带 图 形 重 现 性 不 佳 ， 通 常 是 由 于 样品 制备 所 引起 的 ,而 与 聚 丙 烯 本 
胺 凝 胶 电 泳 无 关 。 染色 的 颜色 变 淡 或 某 一 组 分 区 带 完 全 消失 可 能 是 由 于 蛋白 质 被 水 解 。 

就 象 以 前 不 能 观察 到 快速 泳 动 带 的 现象 一 样 。 在 制备 样品 的 过 程 中 ， 低 温 操 作 及 应 用 蛋 

目 酶 抑制 剂 能 消除 这 类 现象 的 发 生 , 若 在 SDS-PAGE 中 出 现 这 类 问题 , 可 以 在 解 离 时 将 

样品 至 少 加 热 到 90*c 并 维持 二 分 钟 来 控制 。 
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第 2 章 “定量 "和 制备 性 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 沪 

Andreas Chrambach 和 David Rodbard 

ilk 5| 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (PAGE) 是 目前 能 根据 分 子 大 小 和 净 电荷 多 少 这 两 种 物理 学 

差别 来 分 商 耸 于 前 叭 一 方法 :一 若 打 分 子 种 类 间 的 性 质 的 差别 不 清楚 。 因 而 所 不 知道 是 
利用 它们 的 大 小 还 是 利用 它们 的 电荷 来 分 级 分 离 是 切实 可 行 时 ,那么 ,此 时 可 选用 这 种 分 
离 方法 。 在 涉及 蛋白 质 混合 物 的 比较 分 析 的 众多 应 用 之 中 ， 第 1 章 叙 述 的 技术 就 能 满足 
需要 。 但 是 ,只 有 几 种 成 分 时 ， 通 过 精确 测定 最 适 孔径 的 大 小 (根据 Fergusoa 曲线 图 分 析 
法 )， 使 所 研究 的 分 子 与 其 移动 非常 相近 的 杂质 分 离开 来 成 为 可 能 , 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 
分 析 法 提供 了 有 关 分 子 大 小 和 电荷 分 离 的 信息 或 两 者 之 一 的 信息 ,是 极为 有 效 的 方法 。 

当 人 们 试图 用 蛋白 质 的 相对 泳 动 率 (R 值 ) 作 为 一 种 理化 工具 来 测定 蛋白 质 的 大 小 和 
电荷 ,或 测定 最 适 孔径 大 小 ,以 便 将 这 一 蛋白 质 与 另 一 蛋白 质 分 离 时 ， 必 须 使 用 具有 能 重 
复 的 凝 胶 。 我 们 已 设计 出 应 用 于 特殊 目的 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 一 “GEE PAGE? ™), 
如 象 以 前 详细 讨论 过 的 那样 乙 , 人 们 严格 控制 试剂 的 纯度 \. 单 体 和 催化 剂 的 浓度 、 折 制 剂 
〈 氧 ) 以 及 温度 ,使 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 聚合 速度 标准 化 ， 则 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 是 能 够 重复 的 < 
本 章 仅 从 这 些 方面 来 叙述 凝 胶 的 聚合 过 程 。 

从 方法 学 上 来 看 ，PAGE 与 SDS-PAGE 的 差别 不 大 ， 因此 除非 文中 另 有 说 明 ， KX 
只 叙述 单纯 的 PAGE 的 方法 ,同时 它 也 适用 于 SDS-PAGE, 

定量 PAGE 电泳 仪 概述 

定量 PAGE 方法 的 主要 操作 是 测定 蛋白 质 的 物理 特性 和 确定 将 任何 两 种 成 分 胃 以 
分 离 的 最 适 分 离 胶 的 浓度 (Topt), 它 需 将 这 些 成 分 在 不 同 浓度 的 凝 胶 中 同时 电泳 。 满 足 
这 一 要 求 ， 最 好 是 采用 凝 胶管 电泳 仪 。 目前 所 用 的 PAGE SPH ok AY BK 5 Ornstein 和 
Davis 最 初 介绍 的 PAGE 装置 不 同 由 ， 主 要 是 通过 下 缓冲 液 贮 液 槽 中 的 套 层 水 来 控制 温 
度 , 这 种 电泳 仪 有 一 个 塑料 的 或 玻璃 的 杯子 (上 缓冲 液 贮 液 槽 ), 在 杯 的 底部 有 多 不 中 容 的 
橡皮 圈 , 装 有 凝 胶 的 玻璃 管 安 置 在 这 些 橡皮 圈 中 ， 凝 胶管 的 一 端 伟 进 第 三 不 杯 中 ( 即 下 组 
冲 液 贮 液 槽 ) ,而 另 一 端 进 入 上 缓冲 液 贮 液 槽 ， 这 种 装置 提供 了 带 有 橡皮 圈 的 内 径 分 别 为 
0.3, 0.6 和 1.8em 的 上 缓冲 液 贮 液 槽 ， 它 有 多 种 用 途 。 通过 维持 下 覃 冷却 剂 的 快速 流动 
(1.5—3.5 L/min) 及 下 槽 缓冲 液 连 续 不 断 地 电磁 搅拌 能 进一步 增强 聚合 和 电泳 时 的 散热 
效率 。 还 有 垂直 水 平装 置 , 安全 连接 装置 及 冷凝 液 排除 器 ,也 较 方便 D。 为 保证 带 有 套 层 
水 的 PAGE 柱 电 泳 仪 (图 1，RND Optical Systems 公司 ， 以 硬 质 玻璃 制造 的 成 品 ) 也 适用 
于 机 械 性 能 不 佳 的 凝 胶 ,下 面 介 绍 设计 和 操作 上 的 特点 。 
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Al 柱 凝 胶 电 泳装 置 。 A， 下 缓冲 液 贮 液 槽 ; B， 带 有 冷凝 液 排出 管 和 垂直 安置 仪器 的 螺旋 调 
_ 节 器 。C， 用 于 内 径 为 0.6cm 的 凝 胶管 的 上 缓冲 液 贮 液 槽 类似 的 用 于 内 径 为 0.3 和 1.8cm 凝 胶 
管 的 贮 液 醒 也 是 仪器 的 一 部 分 ; D， 带 有 上 、 下 电极 的 电极 盖 和 安全 连接 装置 ; E， 和， 类似 的 

用 于 板 凝 胶 的 上 组 冲 流 贮 液 槽 和 电极 盖 ( 倒 放 着 的 位 置 )。 人 至 D 的 工艺 图 供 索 取 。 

@) 凝 胶管 的 静 力 平衡 “将 上 缓冲 液 贮 液 槽 放置 在 下 缓冲 液 贮 液 槽 上 ， 两 槽 内 阳极 
和 阴极 缓冲 液 量 相等 。 | 

Gi) 聚合 温度 和 电泳 温度 相同 ， 目 的 是 防止 凝 胶 的 热膨胀 和 收缩 或 其 中 之 一 发 生 改 
变 而 产生 的 器 壁 粘 着 力 减 小 。 在 电泳 仪 中 ,是 在 操作 的 温度 下 聚合 凝 胶 以 达到 温度 平衡 。 

”通常 蛋白 质 在 0 一 4*C 时 进行 PAGE ， 以 保持 蛋白 质 的 天 然 性 质 。 .SDS-PAGE 也 在 低温 
(5sC) 进 行 , 它 不 是 为 了 防止 变性 (在 烷 基 硕 酸 钠 去 污 剂 存在 下 必定 完全 变性 )， 而 是 为 了 

«= 提高 以 Re 的 变化 所 反映 出 的 聚合 作用 的 重复 性 外。 | 
~—s-« Gi) 凝 胶 的 机 械 支 持 物 “ 在 聚合 和 除去 凝 胶管 的 支持 物 蜡 膜 后 , 凝 胶管 底部 放 一 块 
方形 尼龙 网 (100wm 目 较 宜 )， 再 用 一 内 径 为 gmm、 长 2 一 3mm 的 Tygon 管子 套 在 凝 胶 
管 外 将 尼龙 网 固定 ,不 宜 用 透析 袋 代 替 ,因为 在 局 部 产生 较 大 的 电压 降 ， 而 引起 凝 胶管 底 
部 发 热 。 

Gv) 使 玻璃 表面 极 性 最 大 , 以 利于 亲 水 性 聚 丙烯 酰胺 粘着 “用 氢 氧 化 钾 的 甲醇 溶液 
或 重 铬 酸 钾 清 洁 液 浸泡 凝 胶 管 , 再 用 水 洗 至 中 性 。 要 注意 的 是 ,如 用 去 污 剂 洗 桨 ， 则 得 到 
相反 的 效果 。 

Cy) BRERA “如 用 机 械 性 能 不 稳定 凝 胶 进行 PAGE ， 则 以 线 状 的 1 多 聚 丙烯 栈 
f& (Gelamide 250, Union Carbide 或 Polyscience) 涂 布 凝 胶管 。 

迄今 三 种 最 新 型 号 的 管 凝 胶 电泳 仪 ( 即 RND Optical, Miles 和 Hoefer Scientific) 中 ， 

Mile 生 产 的 装置 是 最 经 济 的 一 种 型 号 ， 尽 管 它 仍然 缺乏 价格 较 贵 的 全 套 硬 质 玻璃 制 成 的 
电泳 仪 的 某 些 性 能 ,例如 有 可 互 换 的 用 于 各 种 直径 的 柱 胶 或 用 于 板 胶 的 上 缓冲 液 贮 液 槽 ， 
与 盖 相 连 的 水 平 仪 及 带 直 立 螺旋 的 仪器 底座 ， 两 者 用 于 调节 凝 胶管 的 垂直 和 收集 器 壁 流 
下 的 冷凝 水 。 其 中 有 些 特点 已 用 于 Hoefer Instrument 制造 的 仪器 中 ; 但 在 设计 上 还 存 
在 一 些 问 题 , 要 在 0 一 2%c 操 作 , 需 要 一 个 一 7%c 的 冷 浴 ， 而 且 安装 橡皮 圈 的 平板 太 薄 , 当 插 

_ 人 或 取出 凝 胶管 时 很 易 将 橡皮 圈 拔 脱 ,在 实验 过 程 中 取出 凝 胶管 时 须 将 冷凝 管 断 开 (除非 
° 65 « 



SLO aa = 

a 

O_O 

==" Se = 

了 人 

不 加 仪器 盖 ), 最 后 ,还 缺少 水 平装 置 和 仪器 底座 ( 见 上 )。 
RND Optical Systems 有 一 种 用 玻璃 制 成 的 特殊 的 凝 胶 柱 电泳 仪 ， 它 有 一 组 六 个 或 人 

个 隔 开 的 上 、 下 缓冲 液 小 槽 ,可 在 不 同 的 pH 离子 强度 ( 见 下 ), 还 原 剂 浓 度 、 辅 助 因 素 等 几 
种 缓冲 液 系统 中 ,同时 进行 凝 胶 电 泳 。 或 可 将 有 机 玻璃 圆 简 粘 连 在 有 机 致 璃 的 上 \ 下 缓冲 
液 寞 中 而 制 成 @。 但 在 这 种 电泳 仪 中 ， 未 考虑 凝 胶 静 力 平衡 的 性 质 。 可 是 由 于 增加 了 北 
胶 长 度 , 约 为 20cm， 因 而 提高 了 凝 胶 的 机 械 稳定 性 。 见 参考 文献 [7] 的 图 5 描绘 的 硬 质 
玻璃 单元 装置 。 

在 三 种 特殊 的 情况 下 , 若 样品 体积 小 ， 直 立 板 状 凝 胶 装置 ( 即 hoefer scientific) 较 方 
便 。 

Gi) 在 最 适 凝 胶 浓 度 下 比较 不 同样 品 中 蛋白 质 泳 动 距离 或 Rt Ao 由 于 是 在 同一 块 
凝 胶 板 上 直接 进行 比较 ,就 像 单 一 试验 一 样 , 避免 了 “实验 之 间 ” 的 误差 四 。 但 是 ， 如 根据 
泳 动 距离 比较 区 带 , 则 要 求 所 有 轨道 上 样品 的 离子 强度 、 缓 冲 液 成 分 \ 样 品 体积 \ 凝 胶 的 确 
切 厚 度 及 器 壁 粘着 力 都 必须 相同 ,以 避免 不 同 轨道 之 间 的 电压 差异 。 

Gi) 车 蛋白 质 分 子 量 的 范围 限制 到 足以 容许 人 们 在 孔径 较 小 的 范围 内 分 析 全 部 的 
蛋白 质 ， 则 采用 垂直 板 电泳 仪 制作 同时 具有 数量 众多 的 标准 分 子 量 的 蛋白 质 的 Ferguson， 
曲线 图 也 是 方便 的 。 

Gi) 最 后 ,垂直 板 电泳 仪 也 适用 于 在 均一 凝 胶 浓 度 下 进行 SDS-PAGE, WRT 
子 的 大 小 来 区 别 蛋白 质 的 亚 基 。 

水 平板 电泳 仪 (如 LKB 或 Pharmacia) 局 限 在 用 于 连续 缓冲 系统 中, 这 是 男 于 它 不 适 
用 于 类 似 的 相 邻接 的 浓缩 胶 和 分 离 胶 的 聚合 。 因 此 ,一 般 说 来 , 它 不 用 于 不 连续 缓冲 系统 
的 PAGE。 但 在 各 种 型 式 的 电泳 仪 中 ,水 平板 电 访 仪 提供 的 机 械 稳 定性 确实 最 好 ,因此 有 
时 对 极 大 的 分 子 或 颗粒 进行 PAGE 时 ,所 用 凝 胶 为 机 械 性 能 不 稳定 的 、 以 10—509 MA 
锯 醛 胺 交 联 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 乌 ,或 琼脂 糖 , 则 水 平板 电泳 仪 便 具有 某 种 优 下 。 

Be BAY we 

可 制 成 单 体 总 浓度 在 3.5—40% 范围 内 的 聚 丙烯 酰胺 凝 腕 ， IL RR AEB 
多 数 蛋白 质 电 泳 移动 的 有 效 孔 径 咱 。 当 以 双 丙 烯 酰胺 为 交 联 剂 ,其 浓度 (和 5 ) EH 2% HK 
到 5 多 时 ,分 子 得 孔径 减 小 ,而 多 C 更 大 时 ,分 子 艇 孔径 亦 渐渐 增 大 ,到 达 50 克 时。 便 趟 再 
表现 出 分 子 筛 效 应 中。 但 由 于 双 丙 烯 酰胺 浓度 增 大 , 凝 胶 的 机 械 稳定 性 降低 ;所 以 实际 上 
(在 0 一 4%C 分 离 时 ) 宜 于 用 其 它 交 联 剂 ,特别 是 N, N'- 双 丙烯 基 酒 石 酸 二 醋 膀 DATDJtm 
代替 双 丙 烯 酰胺 ,或 者 如 有 可 能 ,在 很 大 的 孔径 时 ， 可 用 琼脂 糖 代 替 聚 丙烯 酰 胶 。DATD 
交 联 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ， 当 C 大 于 10 匈 时， 有效 孔 径 不 随 多 C 的 增 大 而 增 天 ， 因 此 , 等 
mol 浓度 交 联 的 凝 胶 ， 在 T 为 10 多 以 上 时 ， 其 阻 兆 性 要 比 双 丙烯 酰胺 交 联 的 磊 胶 大 。 此 
外 ，DATD 交 联 的 凝 胶 的 平均 链 长 减 短 , 未 聚合 的 交 联 剂 的 量 也 减少 ， 这 种 未 聚 侣 的 交 
联 剂 的 量 随 链 长 的 增长 而 增多 。 这 些 性 质 说 明 ，DATD 凝 胶 很 可 能 具有 较 大 的 弹性 、 宙 
械 稳 定性 和 对 玻璃 壁 的 粘着 力 的 优点 am。 

在 几乎 所 有 PAGE 工作 中 ,丙烯 酰胺 、 双 丙烯 酰胺 、 过 硫酸 盐 、 核 黄 素 和 TENME 态 
然 是 实用 的 试剂 。 这 些 试剂 容许 人 们 在 任何 实用 的 pH 离子 强度 和 温度 下 ,在 正 示 买 前 
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浓度 范围 内 于 10 分 钟 内 聚合 。 据 此 ,我们 将 专门 讨论 这 些 试剂 ， 虽 然 有 其 它 一 些 未 经 试 

验 或 偶尔 使 用 的 单 体 、 交 联 剂 和 聚合 催化 剂 可 能 会 提供 目前 尚未 了 解 的 小 孔径 结构 的 分 

离 知 识 , 其 中 有 几 种 试剂 已 经 讨论 过 ”9。 

实验 发 现 , 在 10 士 2 分 钟 内 聚合 用 于 分 析 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 ( 直 径 0.6cm)， 其 单 体 转 

化 成 聚合 物 的 程度 最 高 , 且 平 均 链 长 最 长 。 凝 胶 的 这 两 种 特性 是 互相 矛盾 的 : 即 聚 合 催化 

“ 剂 的 浓度 增 大 , 则 聚合 的 百分数 也 增高 ,但 平均 链 长 却 缩短 。 因 此 ,事实 上 ,人 们 应 使 用 能 
“在 十 分 钟 内 引起 聚合 的 催化 剂 的 最 低 浓 度 。 从 少数 资料 来 看 四 , 选择 这 些 浓 度 时 ,三 种 自 

由 基 的 供 体 / 受 体 ; 过 硫酸 盐 \ 核 黄 素 和 TEMED 似乎 是 可 以 任意 变换 。 在 碱 性 条 件 下 过 
硫酸 盐 效 果 较 好 ,而 在 中 性 和 酸性 时 核 黄 素 较 好 。 如 果 使 用 三 种 而 不 是 两 种 试剂 ,就 能 较 
好 地 控制 育 合 反应 ,因此 ,通常 是 在 过 硫酸 盐 存在 下 应 用 核 黄 素 进 行 光 聚 合作 用 5 。 

在 聚 丙烯 酰胺 聚合 过 程 中 ,应 注意 系统 中 潜在 的 自由 基 供 体 或 受 体 , 并 相应 改变 三 种 
标准 聚合 催化 剂 浓度 ,以 满足 补偿 潜在 的 自由 基 的 需要 。 氧 是 无 处 不 有 的 自由 基 捕 获 剂 ， 
而 且 偏 酸 时 的 作用 方式 也 相似 。 胺 类 类 似 于 TEMED， 可 加 速 聚 合作 用 。 制 做 仪器 的 材 
料 ; 如 软 玻 璃 和 塑料 ;起 抑制 剂 作用 ,而 橡胶 似乎 有 聚合 催化 剂 的 性 质 叫 , 只 要 这 些 因 素 保 
持 不 变 , 就 可 忽略 这 些 因素 ; 对 于 直径 0.6cm 的 凝 胶 在 10 分 钟 内 聚合 , 仍 具有 重复 性 。 

如 欲 制备 能 重复 的 凝 胶 ,“ 十 分 钟 规则 ”特别 重要 。 这 是 因为 单 体 转 化 为 聚合 物 的 百 
分 数 越 低 , 则 根据 Re 测 得 的 孔径 的 可 重复 性 越 小 ms 看 来 ,孔径 大 小 的 变化 与 平均 链 长 有 
关 ; 因 为 在 0 一 4% 形 成 的 “十 分 钟 凝 胶 ”, 其 Ri 值 的 重复 性 比 25%C 时 形成 的 凝 胶 要 好 。 

”在 三 种 情况 下 应 用 PAGE ， 其 凝 胶 的 聚合 与 孔径 的 可 重复 性 无 关 : 
CG) 浓缩 胶 、 等 速 电泳 (第 3 章 ) 或 等 电 聚 焦 电 泳 (第 4 章 ) 中 所 需 的 “ 非 排 阻 性 凝 胶 : 

只 要 这 些 凝 胶 不 明显 地 阻 滞 所 研究 的 蛋白 质 ,那么 它 与 凝 胶 的 实际 浓度 无 关 。 
(ii) SDS-PAGE: 只 要 研究 系统 中 所 有 和 蛋白质, 未 知 的 及 标准 的 享有 相同 表面 电荷 密 

BE (Ferguson 曲线 图 上 的 Y 值 , 见 下 文 ), 只 要 标准 分 子 量 蛋白 质 及 未 知 物 在 同一 凝 胶 浓 
度 下 进行 SDS-PAGE， 那 么 在 一 个 较 宽 的 范围 内 与 平均 孔径 的 大 小 无 关 。 

Gi) 在 同一 凝 胶 上 比较 许多 蛋白 质 的 泳 动 距离 时 : 在 此 情况 下 ， 显 然 不 能 确定 “最 
， 适 和 孔径 ”(Topb， 而 不 得 不 以 “平均 孔径 ”所 代替 ( 见 下 文 )。 | 

缓冲 系统 的 选择 

不 连续 的 和 连续 的 区 带电 泳 
蛋白 质 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 可 用 连续 的 或 不 连续 (多 相 ) 的 缓冲 系统 进行 。 不 连续 

缓冲 系统 的 PAGE (多 相 区 带电 泳 ，MZE ) 较 单 一 的 连续 缓冲 系统 的 PAGE (连续 区 带电 
泳 ;CZE) 的 主要 优点 是 能 将 样品 在 分 离 前 就 浓缩 成 狭窄 的 起 始 区 带 。 这 是 由 于 形成 了 
泳 动 界面 的 缘故 。 

混合 物 中 含有 移动 较 快 的 带电 部 分 (先导 成 分 ) 和 移动 较 慢 的 部 分 (后 续 成 分 )， 它 们 
在 施加 的 电场 下 形成 泳 动 界面 。 实 际 上 泳 动 界面 迅速 形成 是 由 于 首先 由 静态 的 相 界 面 将 

两 种 成 分 分 离 ， 再 由 密度 差异 来 稳定 。 例 如 使 含 后 续 成 分 的 上 层 液 相 和 含 先导 成 分 的 下 

凝 胶 相 得 以 分 离 〈 图 2)， 系 统 中 一 旦 施加 了 电场 ， 由 于 极 性 使 先导 成 分 在 后 续 成 分 之 前 
移动 ,于 是 便 形 成 了 泳 动 界面 。 达 稳定 态 时 其 特点 是 先导 成 分 \ 后 续 成 分 和 中 间 的 带电 成 
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分 移动 的 速度 相等 ,而 且 这 些 成 分 在 泳 动 界 面 内 按 先 后 次 序 排列 , 泳 动 界面 不 仅 由 移动 着 

的 各 成 分 的 速度 控制 "而且 也 与 电压 、pHL、 hae 

Ko 

2. 在 电场 作用 下 通过 带电 的 先导 成 分 (L) MRK (T) HAMA ARB. CR 
共同 的 成 分 。 影 线 表示 较 介质 (图 中 为 空白 ) 密 集 的 介质 ( 凝 胶 )。 实 线 代表 凝 胶管 ， 庶 线 代 表 泳 动 

界面 点 线 表 示 为 静态 界面 。 左 图 : 电泳 前 。 右 图 : 在 电场 作用 下 。 

依据 这 一 现象 将 所 研究 的 蛋白 质 或 是 在 泳 动 界 面 内 浓缩 (“ 选 择 性 堆积 仿 ; 而 另 一 些 
(“ 未 堆积 2) 蛋 白质 则 保留 在 堆积 区 之 外 ;或 者 是 将 其 选择 性 地 排 阻 在 堆积 区 之 外 ;而 杂质 
则 限制 在 泳 动 界 面 内 ,这 种 现象 称 之 为 稳 态 堆积 (SSS)。 一 般 说 来 ,在 分 析 生 物 材 料 时 , 利 ， 
用 稳 态 堆积 蛋白 质 样品 ， 其 浓度 极为 重要 ， 因 此 ， 我 们 将 在 此 专门 讨论 与 MZE 有 关 的 
PAGE, 但 是 ,如 果 是 浓度 高 的 样品 , 每 毫升 含 蛋白 质 达 Ime 或 超过 Ime, ;并 且 应 用 这 一 
浓度 和 在 离子 强度 很 低 ( 小 于 0.01lmol/L) 时 进行 电 访 ， 人 们 将 选用 CZE， aan 
下 CZE 起 始 区 带 的 宽度 和 分 辨 力 与 MZE 没有 明显 的 差别 ez。 

多 相 的 和 单一 的 缓冲 液 的 PAGE 之 间 的 其 它 区 别 很 小 。MZE 中 最 适 ， pH 用 于 分 析 
每 一 凝 胶 中 单一 的 区 带 , 或 才 分 析 每 一 凝 胶 切片 的 活性 ; 而 CZE 则 必须 分 析 不 同 pH 时 ， 
的 全 部 凝 胶 。MZE 的 一 个 明显 的 缺点 是 选择 缓冲 系统 需要 计算 机 输出 * 并 掌握 一 些 原 理 
和 专门 术语 及 利用 某 些 不 常用 的 缓冲 液 中 。 就 计算 R: 值 的 参考 区 带 带宽 说 来 ,CZE 和 
MZE 之 间 也 略 有 不 同 : 在 MZE 中 ,这 种 区 带 是 泳 动 界 面 ; 它 能 使 蛋白 质 和 示 踪 染料 或 其 
中 之 一 浓缩 成 极 清晰 区 带 ,并 保持 清晰 的 程度 ,而 与 移动 距离 无 关 。 但 在 CZE 中 ,染料 的 
区 带 更 宽 ， 并 随 移动 距离 的 增 大 而 加 宽 。 因 在 CZE 中 ， R: 值 的 确定 与 染料 的 沪 动 距离 
有 关 , 这 种 较 宽 的 参考 区 带 常常 对 Ri 值 引入 较 大 误差 。 

可 供 选 择 的 不 连续 缓冲 系统 : Jovin 输出 5 
Jovin™) 和 Everaetso 从 理论 上 将 泳 动 界面 分 为 两 种 目 HK eOREA, fe 

们 的 理论 已 编 人 计算 机 程序 。 Jovin EFL AF RHEE wh CJovin 输 
Hi”), 它 详尽 地 描述 了 在 各 种 pH 状态 下 泳 动 界面 的 物理 性 质 。“Jovin 输出 ”由 国家 技术 
情报 服务 处 (NTIS) 标定 了 价格 ， 编 在 缩微 胶片 上 (公开 牌号 258309—259312), 并 附带 
目录 (编号 196090), 它 罗列 了 四 千 多 种 能 建立 泳 动 界 面 的 缓冲 系统 的 主要 性 质 。 

相反 Routs 的 Everaets 理论 程序 尚未 设计 出 一 本 描述 稳 态 泳 动 界面 的 缓冲 系统 配方 
的 小 册子 ; 也 未 详细 列 出 各 种 缓冲 液 的 物理 性 质 。 至 今 至 多 用 于 液 相 中 分 子 量 小 的 化 合 
物 和 . Everaets 首创 的 毛细 管 装置 中 o0。 它 与 Jovin 装置 相 比 。 有 其 优点 ， 可 用 于 计算 各 
组 连续 的 泳 动 界面 ,其 中 每 一 组 都 能 提供 理想 的 移动 范围 , 即 对 单一 蛋白 质 或 一 组 泳 动 率 
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相似 的 蛋 自 质 提 供 选 择 性 的 移动 间隔 "。 近 来 Svendsen 提出 了 图 解法 ， 用 于 蛋白 质 分 级 

分 离 的 连续 泳 动 界面 "3, 但 其 程序 和 某 些 实验 应 用 尚未 发 表 , 这 里 不 予 讨论 。 

表 1 Jovin 输出 专门 术语 

成 分 相 CPHASE) 堆积 界限 

(Constituents) 指令 组 (As Set) 工作 (Operative) TRE (Function) (Stacking Limits) 

(1) = 后 续 成 分 ALPHA,cx 王 (1) ELAR F, RM(1, ZETA) 

(2) = 先导 成 分 BETA, 6 一 (2) ZETA, €=(4) ESE BEE HR E> RM(2, BETA) 

(浓缩 胶 ) 

《3) = 先导 成 分 GAMMA,7 ”PI, 关 一 (9) FRRA HR F> RM(1, PI) 

=(3) ARB) 

(6) = 共同 成 分 EPSILON,8 FRR > RM(2, 
=(11) LAMBDA) 

系统 号 Rist PH (4) pH (2) pH 人 9) pH (3) RM (1, RM (2, RM (1, 
ieee OEE tH ,范围 ft 4) #8 2). 7H 9) 范围 

zs 35 18 18 83 

_ 40sd 35191983 

2051 36 8 5 

2952 36 15 99 5 

2053 36 te 18-47 

6.00 4.79 7.50 0.123 42 0.41 
4241/9241 bald 9。22 4.41/ 41 acter Pas -0-00 1-420 0.20/3.19 0.006/-0.44 

6.09 0.61 
4.417 9041 4.007 9.29 4.417 9.41 4.407 9.29 -0。 a06/=0 44 -0. i/o 263 -0.004/-0.46 

6.78 4.28 7.50 7.01 1629 o28 
6.78/ 8.15 3.91/ 7.87 6.78/ 8.15 3.87/ 7.84 -0. wird. 41-1. 207-1. 28 -0.101/-0.48 

. © 4013 7.50 7.01 -0.0 0.64 0.28 
5.34/ 8.13 3.19/ 7698 6.89/ 813 5S. 1” 7282 -0。 605/~0. 40 -0.12/-0.66 -0.122/-0.40 

6.00 4.45 7.50 14 2028 0.27 0.28 $88: 3 

3 Jovin 输出 目录 CNTIS PB No. 196096) 中 有 代表 性 的 一 页 。 相 的 选 定 见 表 1。 

日 期 =03x26x70 包子 计算 机 系统 号 =JOV -CHR 2052 
极 性 = - 〈 向 阳极 移动 ) BRE = OC 

CONSTIT 成 分 4 = NO. 36 = + N-2-C2MAX-2-AL KER 
CONSTIT 24> 2 = NO. 15, MAR 
CORSTIT 成 分 3 = NO。 99 » 氨 化 物 
CONSTIT 成 分 6 = NO. 5 ， 4- 甲 其 吡啶 

相 
a (1) & (4) B (2) m (9) a4 (8) Y top 

ci 6.0400 0.0600 0.0254 
c2 0.0486 0.0397 
c3 0.0443 
C6 0.0250 0.0240 0.0323 0.3075 0.3128 0.3264 

0 0.599 0.599 . 0.669 12.1416 10.191 7.364 

@ (1) 0.164 0.164 0.591 
® (2) 0.663 1.000 
@ (3) 1.090 

(6) 0.274 0.274 0.992 0.049 0.098 0.136 

"RMC1)- -0.077 -0.077 -0.278 
RNC2) -0.438 -0.660 
RMC3) 1.626 
RM(6) 0.195 0.195 0.704 0.035 0.070 0.096 

PH 6.63 6.63 4.13 7.50 7.17 7.08 ， 

离子 强度 0.0066 0.0066 6.0321 0.0150 0.0307 0.0443 | 
0 0.748 0.748 4.241 1.708 4.056 9.997 
K 189. 189. 1004. 418. 962. 2333. 
v -0.163 -0.103 -0.103 -0.163 -0.163 -0.163 
E 0.026 0.024 0.026 0.047 0.064 0.088 

4 代表 性 的 缓冲 系统 No. 2052 的 物理 性 质 ，Jovin 输出 描述 的 每 一 缓冲 系统 的 第 2 页 上 所 提供 的 形式 。 
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因此 ,本 章 仅 限于 Jovin 理论 的 语言 和 “Jovin 输出 ”的 格式 。 表 工 概 述 有 关 的 专门 术 

语 。 图 3 一 7 描述 了 一 种 代表 性 的 “多 相 ” 缓 冲 系统 ， 编 号 2052 的 Jovin 输出 。 由 于 有 

多 行 数 字 、\ 许 多 符号 和 希腊 字母 ,图 表 和 表格 显得 杂乱 ， 然 而 ， 如 果 读 者 接着 读 下 去 ， 那 

么 ,他 将 逐步 掌握 迷惑 人 的 符号 ,并 觉察 到 在 这 些 图 表 中 实际 上 只 有 很 少 的 几 个 参数 和 符 

号 , 读 完 本 章 后 ,读者 就 会 熟悉 它们 。 

PHASES ZETA(4)、BETA(2)、GAMMA(3)、PI(9) 的 组 冲 液 配方 

-€ (4) ,B(2),7¢3). 2 (9) 相 缓冲 液 配 方 
成 分 1 倍 于 4 相 ，4 们 于 2 相 “4 倍 于 3 相 “4 信 于 9 相 

N-2-ZMAHK-2-A7 EGR 克 7.29 1:85 
ey 克 1.74 

3 17.74 
4 - Asem ne ye 2.23 1.20 12.16 11.45 
水 加 至 1 升 100 Ft 100 毫升 100 3+ 

SR BE = pH (25°C) 
6.27 4.09 6.86 ’ 

K (25) 523. 1964. 4387. ae. 

图 5 代表 性 的 缓冲 系统 No. 2052 缓冲 系统 的 配方 ，Jovin 输出 描述 的 每 一 缓冲 系统 所 提供 的 形式 。 

堆积 和 不 堆积 范围 “. 
5 (4)akrC 9 AT PNAsE B (2) BA (8) 相 Y (3) 相 
站 1 H CUS), (人 了 二 古风 

-0.005 0.010 0.0409 0.0005 5.34 -0.12 0.182 0.0484 0.0083 3.19 0.0 0.0 0.8 
“0.028 0.060 0.0400 0.0045 6.15 -0.17 0.265 0.0484 8.0128 3.40 0.0 6.0 8.8 
6.052 0.110 0.0400 0.0117 6.43 -0.27 0.415 0.0484 0.0201 3.69 0.0 0.0 2.0 

0.075 0.160 0.0400 0.0228 6.62 -0.42 0.641 0.0484 0.0312 4.09 0.0 0.0 0.0 
0.099 0.210 0.0400 0.0385 6.76 -0.61 0.923 0.0484 9.0469 4.92 0.0 0.0 0.0 
-0.122 0.260 0.0400 0.0597 6.89 -0.65 0.990 6.0484 0.0681 5.83 0.1008 0.1292 5.66. 
0.146 0.310 0.0409 0.0875 6.99 -0.66 0.996 0.0484 6.0959 6.21 0.0846 0.1421 6.04 
“0.169 0.360 0.0400 0.1237 7.09 -0.66 0.998 6.0484 @.1320 6.45 0.0728 0.1600 6.29 
0.193 0.410 0.0400 0.1701 7.18 -0.66 0.998 0.0484 0.1785 6.64 0.0639 0.1830 6.48 
0.216 0.460 0.0400 0.2298 7.27 -0.66 0.999 0.0484 0.2382 6.80 0.0570 6.2117 6.66 
0.240 0.510 0.04600 0.3068 7.36 -0.66 0.999 0.0484 0.3152 6.95 0.0514 0.26476 6.79 
0.263 0.560 0.0400 0.4070 7.44 -0.66 0.999 0.0484 0.4154 7.09 0.0468 0.2925 6.93 
0.287 0.610 0.0400 0.5392 7.53 -0.66 1.000 9.0484 6.5476 7.22 0.0430 0.3499 7.06 
-0.310 0.660 0.0400 0.7177 7.63: -0.66 1.000 0.0484 0.7261 7.36 0.0397 0.4248 7.20 
0.334 0.710 0.0400 0.9663 7.73 -0.66 1.000 0.0684 0.9747 7.49 0.0369 0.5262 7.33 
0.357 0.760 0.0400 1.3290 7.84 -0.86 1.000 0.0484 1.3374 7.64 0.0345 0.6705 7.43 
0.381 0.810 0.0400 1.8957 7.97 -0.66 1.000 0.0484 1.9040 7.79 0.0324 0.8914 7.63 
0.404 0.860 0.0400 2.8849 8.13 -0.66 1.000 0.0484 2.8933 7.98 0.0305 1.2710 7.82 

6 ”代表 性 的 缓冲 系统 No. 2052 的 缓冲 子 系统 表 ，Jovin 输出 描述 的 每 一 缓冲 系统 
的 第 3 页 上 提供 的 形式 。 

再 推 积 参 数 

£17 gg > (7) cc72 cc6 P ANS 23 0.009 -0.154 0.376 0.0233 0.3056 one 0 了 020237 ae eae x 
Be abet ch ore ect. eos) o8300s Fer7 00284 0.0124 6.82.0.086 60. . 0.219 0.0198 0.3019 8.05 0.0312 0.0152 7.24 0.042 34. 

7 ”代表 性 的 缓冲 系统 No. 2052 再 堆积 缓冲 液 表 ，Jovin 输出 描述 的 每 二 缓冲 系统 
的 第 3 页 上 提供 的 形式 。 

定量 PAGE 方法 

策略 

因为 PAGE 是 基于 分 子 大 小 和 净 电 荷 多 少 来 分 离 分 子 的 , 所 以 分 离 时 选择 最 适 的 电 
泳 PH 和 聚 丙烯 酰胺 孔径 是 合理 的 。 又 因为 在 不 连续 缓冲 系统 中 ，PAGE 的 pH 与 离子 
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强度 和 其 它 参 数 对 天 然 蛋白 质 的 稳定 性 十 分 重要 ， 它们 能 够 借助 利用 每 一 条 件 下 的 单一 

北 胶 ,评价 各 区 带 或 凝 胶 切片 堆积 区 ) 的 结果 而 达到 尽 可 能 完善 。 和 孔径 大 小 的 最 佳 化 则 

需要 分 析 众多 的 凝 胶 和 每 一 凝 胶 中 的 许多 切片 ， 故 在 PAGE 分 级 分 离 的 起 始 步 又 时 就 使 

pH 最 佳 化 ?22， 随 后 选择 最 适 孔 径 ， 这 种 做 法 是 省 力 的 。 一 旦 对 特定 的 分 离 选择 出 最 适 

pH 和 和 孔径 ,就 能 有 效 地 进行 分 析 性 的 和 制备 性 的 PAGES 
至 今 , 预 测 分 离 最 适 pH 的 方法 是 根据 分 子 的 净 电 荷 ( 电荷 分 级 分 离 ")， 其 理由 是 欲 

分 离 的 大 分 子 所 带 净 电荷 越 少 , 则 相对 的 净 电 荷 差 异 就 越 大 ， 电荷 分 级 分 离 "就 越 有 效 。 
为 此 ， 进 行 系统 研究 以 测定 能 使 所 研究 的 蛋白 质 阴离子 堆积 的 最 小 pH 和 蛋白质 阳 离子 

堆积 的 最 大 pH。 这 种 系统 研究 可 在 一 次 实验 或 少数 几 次 实验 中 完成 ; 它 取 决 于 如 何 精确 

地 选择 分 离 时 所 需要 的 pH。 对 于 在 最 适 pH 或 接近 最 适 pH 时 对 蛋白 质 稳定 性 极为 重要 

的 其 它 参 数 , 如 离子 强度 ,电泳 温度 、\ 凝 胶 氧 化 还 原 条 件 、 挨 人 到 凝 胶 中 的 金属 离子 、 络 合 

剂 或 去 污 剂 的 最 适 条 件 , 最 好 在 浓缩 胶 中 进行 选择 ,这 是 由 于 在 相同 的 最 适 条 件 下 浓缩 胶 
比分 离 胶 有 更 多 的 优点 ， 即 对 于 每 一 种 特定 的 研究 条 件 仅 需 分 析 一 个 凝 胶 切 片 。 如 使 用 

内 部 分 室 的 凝 胶 柱 电泳 仪 ”, 由 于 有 相当 数量 的 小 室 , 故 能 在 一 次 实验 中 研究 各 种 不 同 的 

条 件 ;, 可 以 在 数 个 工作 日内 对 各 有 关 条 件 作 大 致 的 了 解 。 

mis pH 

步骤 1: 选择 在 理想 pH 范围 内 使 泳 动 界 面 给 慢 出 现 的 给 冲 系统 

系统 目录 (NTIIS PB 编号 196090) 用 于 选择 理想 的 堆积 pH{ 表 :1 中 的 pH(CZETA) 

或 图 3 中 的 pH647)]。 在 查看 目录 中 PH(4) 的 数值 (图 3， 第 ?7 行 ) 时 ， 在 每 个 pH(4) 值 

下 用 斜 线 (/) 隔 开 的 两 个 数值 表示 的 pH(4) (HAD BT RE “RANGE” NAAR 

目录 中 列 出 了 缓冲 系统 的 编号 。 带 正 电荷 的 蛋白 质 在 .0%c 时 需 查 编号 为 1 一 691 的 

缓冲 系统 ; 25%C 时 则 查 编号 692-1578。 带 负电 荷 蛋 白质 在 .0%C 时 应 查 编号 为 1579 一 2969 
的 缓冲 系统 ，25%C 时 则 查 2970 一 4269。 因 此 ， 人 们 应 在 这 四 种 范围 内 选择 所 需要 的 “ 象 

限 ̀ ,并 开始 读 下 ,pH(4) 行 的 pH 的 最 大 和 最 小 值 , 以 便 确 定 .SYSTEM NO 的 编号 (图 3 的 

第 1 一 2 行 )， 它 是 根据 合理 的 PH(4) RAEN. PHC) 不 仅 指出 了 下 堆积 限 的 界限 [图 

3 AY 11 77 RM(1, ZETA) 或 RM(1, 4)] ， 而 且 也 指明 了 某 些 有 希望 的 缓冲 剂 (图 3 第 
3 一 6 行 成 分 “CONSTITUENTS” 项 )。 

同时 标明 -下 堆积 界限 ”的 RM(1，ZETA) 值 表示 与 Na+(RM) 有 关 的 “组 分 泳 动 率 ”， 
即 后续 缓 冲 液 〈 表 1 的 CONSTITUENT 1) 呈现 在 操作 堆积 相 ( 即 PHASE 4 或 ZETA) 

之 中 。 组 分 泳 动 率 是 带电 部 分 的 泳 动 率 ， 它 随 总 浓度 中 相应 的 带电 的 和 不 带电 的 部 分 的 

mol 数 的 增加 而 增 大 。 实 际 上 ，RM(1,ZETA) 值 表示 的 是 蛋白 质 在 特定 的 泳 动 界 面 内 堆 

积 的 最 小 泳 动 率 , 这 时 应 使 用 RM(1,ZETA) 数值 小 的 系统 ， 因 为 它 容许 所 研究 的 蛋白 质 

在 泳 动 速度 减 慢 的 同时 ,也 就 是 说 接近 其 等 电 点 进行 堆积 。RM (1, ZETA) 的 “ 低 值 ?为 
0.050 AA. pH 距 等 电 点 越 远 , 蛋 白 蛋 堆积 的 RM(1,ZETA) 值 可 能 也 越 大 。 因 此 ,为 了 选 

怪 目 录 中 适宜 的 pH AA, 应 该 同时 观察 图 3 中 的 第 7 和 11 行 。 在 进行 这 种 考查 时 将 注 

意 到 很 少 遇 到 RM(1 ,4) 值 小 的 系统 。 一 些 这 样 的 缓冲 系统 已 在 文献 中 列 出 (参考 文献 [7] 

的 图 8 参考 文 献 [2] 的 附录 C 及 参考 文献 [16] 的 附录 1 的 上 凝 胶 缓冲 液 )。 但 在 所 列 出 

的 缓冲 系统 中 , 绝 大 多 数 给 出 的 泳 动 界 面具 有 较 宽 的 泳 动 率 范围 [RM(2，BETA) 一 
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RM (1,ZETA)], Ate RW pH 梯度 变化 急剧 ,在 堆积 区 中 缺少 缓冲 能 力 。Jovin 程序 
(Newby, A. C 等 ,在 编制 中 ) 能 获得 在 堆积 区 中 具有 更 强 的 缓冲 能 力 的 系统 , 它 在 运用 典 
型 的 “Jovin 输出 ”的 同时 ， 利 用 数量 有 限 的 缓冲 成 分 (这 类 缓冲 成 分 列 于 参考 文献 [2] 的 

6 参考 文献 [17] 的 图 4 及 缓冲 系统 目录 的 首页 上 )。 一 且 已 知 其 PK 值 和 离子 泳 动 
率 的 缓冲 剂 成 分 数量 增加 , 则 有 更 多 的 这 类 系统 可 供 选 用 。 

假如 我 们 在 缓冲 系统 中 所 选择 的 pH 内 不 能 查 出 具有 RM (1, ZETA) 数值 很 小 的 组 
冲 系 统 , 此 时 可 能 需要 查阅 已 有 编号 的 缓冲 系统 的 子 系统 。 图 3 第 11 行 各 RM{(1，4) 数 
值 之 下 所 列 出 的 RM(1,4) 9H “RM(1,4)RANGE” #814 RM(1,ZETA) 可 能 的 最 低 值 ; 它 
可 以 由 针对 每 个 系统 特征 的 四 种 缓冲 成 分 (图 3 第 3 一 6 行 ) 制 得 。 然 而 ， 和 应 于 RM (1, 
4)RANGE (图 3 第 11 行 ) 的 pH(4) RANGE (图 3 第 7 行 ) AWW RM(C1, ZETA) 的 最 

小 值 往往 是 不 理想 的 PH(ZETA) 值 。 因 此 实际 上 ， 合 理 的 数值 应 选择 在 RM(1, ZETA) 
和 pH(ZETA) 数值 之 间 。 但 目录 上 查 不 出 这 一 折衷 的 数值 ， 因 为 它 只 列 出 了 RM(1，4) 
和 pH(4) 的 最 小 值 和 最 大 值 , 并 无 这 些 参数 的 中 间 值 ,因而 不 得 不 求助 于 Jovia 输出 第 3 
页 上 的 每 一 系统 (图 6 第 1 和 5 行 ), 它 记 录 在 NTIS 的 缩微 胶片 上 。 在 选择 RM(I,ZETA) 
时 需 注 意 这 一 事实 , 即 随 着 RM(1,ZETA) 减 小 的 同时 ,上 堆积 界限 RM(2;BETA) (图 6 第 
6 行 ) 也 随 之 减少 , 它 可 能 减 小 到 使 混合 物 中 各 蛋白 质 不 能 堆积 的 程度 , 即 是 说 , Remo 
的 一 部 分 的 泳 动 率 可 能 超过 RM(2，BETA) ,因此 ,为 达到 合适 的 堆积 限定 范围 ,人 们 必须 
使 RM(1,ZETA) 的 数值 大 于 所 要 求 的 最 小 值 。 

为 了 明确 地 选择 “Jovin 输出 ”中 任何 系统 的 “ 子 系统 ”， 将 采用 革 些 术语 局: 以 阿拉 伯 
数字 表示 通过 PHASE BETA 和 了 PHASE ZETA 泳 动 界面 的 “ 子 系统 ”, 每 一 系统 依次 列 在 、 
输出 的 第 3 页 上 《图 6 从 上 至 下 )。 图 6 例子 表明 ，RM(1，4) 值 为 一 0.122 的 MZE 缓冲 
系统 2052 的 子 系统 应 标明 为 2056.62 。 

SDS- 多 肽 复合 物 的 堆积 容许 有 较 高 的 下 堆积 界限 [RM(1,ZETA) Bt RMI, EBD]。 这 
是 因为 SDS- 多 肽 复合 物 的 净 电 荷 由 于 结合 带 负 电荷 的 去 污 剂 而 显著 增高 。 SDS- 多 肽 复 
SE pH > 7 时 ,一 个 有 代表 性 的 下 堆积 界限 [RM(1 ,ZETA) 为 0.2]a。 

在 许多 情况 下 ， 有 几 种 缓冲 系统 能 在 欲 获得 的 pH 条 件 下 工作 ， 并 且 能 提供 RM, 
ZETA) 的 低 值 。 为 了 在 其 中 进行 选择 ， 要 考虑 目录 (图 3) 中 第 3、4 和 6 行 的 缓冲 成 分 
CONSTITUENTS 1、2 和 6, 亦 即 每 个 系统 的 后 续 成 分 ,先导 成 分 和 共同 成 分 的 性 质 : 组 
冲 能 力 [pH(ZETA) 到 pK 的 近似 程度 ] \ 溶 解 度 ̀. 光 学 性 质 、 对 蛋白 质 活 性 的 相 容 性 、 纯 
品 的 商品 来 源 以 及 价格 。 

步骤 2: 缓冲 液 的 制备 

为 了 从 实验 上 测定 使 阴离子 蛋白 质 堆积 的 最 小 pH (或 使 了 离子 蛋 日 质 堆积 的 最 大 
pH)， 对 每 种 选 定 的 缓冲 系统 必须 制备 其 浓缩 胶 缓 冲 液 “上 凝 胶 ” 缓 冲 液 )、 阴 航 缓冲 液 
和 阳极 缓冲 液 《 上 ”和 “下 ”缓冲 液 )。 Jovin 输出 的 第 2 页 给 出 了 每 种 系统 的 “配方 ” 

1) fff, LAMBDA 相 和 PI 相 沪 动 界面 的 子 系统 依照 它们 在 图 6 PHASE GAMMA 行 的 垂直 出 现 的 顺序 ( 稳 
也 一 13 行 ) 用 罗马 数字 表示 。 因 此 ，RM(1;,9) = 0.122 的 系统 应 标明 为 2052.0.1. 除非 Jovin 输出 第 2 页 上 
显示 的 数值 变化 而 同时 改变 了 RM(1，4) 的 值 。 虽 然 多 数 计算 出 的 PI/LAMBDA 界面 显示 高 的 RM(I;PI) 
值 ? 但 在 PHASE PI 和 PHASE ZETA 时 蛋白 质 仍 能 堆积 即 看 来 好 象 不 堆积 ， 然而 并 非 不 能 堆积 蛋白 质 。 

人 



(“RECIPE”) (图 5)， 它 详细 列 出 了 浓缩 胶 缓冲 液 的 成 分 (PHASE2 浓度 的 4 倍 ) 和 上 组 
冲 液 成 分 ( 按 常规 制备 , 同 PHASE4)2。 上 缓冲 液 由 适宜 于 所 研究 的 蛋白 质 的 pH、 任意 浓 
度 的 CONSTITUENT 1 和 6 组 成 ( 表 1)。 这 对 于 防止 样品 在 电源 接 通 前 的 短暂 时 间 内 
上 缓冲 液 接触 并 进入 密度 稳定 的 样品 相 界面 而 引起 变性 是 重要 的 。 同 样 ， 下 缓冲 液 成 分 
中 员 要 含有 CONSTITUENT 6, 就 不 会 影响 蛋白 质 的 性 质 。 因 为 蛋白 质 不 与 下 缓冲 液 接 
触 ,其 pH 也 不 受 影 响 。CONSTITUENT 5 中 的 组 成 ;如 K+ 或 Cl 是 任意 确定 的 ; 它 取决 
于 系统 的 极 性 。 也 可 使 用 其 它 的 平衡 离子 ， 只 要 这 种 带电 离子 在 通过 凝 胶 时 不 产生 电解 
产物 即 可 。 习 惯 上 ,在 制备 的 下 缓冲 液 内 系统 的 通常 成 分 为 0.0525mol/L (CONSTITUE- 
NT 6) 和 0.05mol/L HCl (对 阴离子 蛋白 质 而 言 ) 或 0.05mol/L KOH (对 阳离子 蛋白 质 而 
言 )。 

为 了 制备 特定 子 系统 的 上 缓冲 液 ，PHASE BETA 上 两 种 缓冲 液 成 分 各 自 的 最 终 的 
mol 浓度 ，CONSTITUENT 2(C2) #1 CONSTITUENT 6(C6) 可 内 “Jovin 输出 ?第 3 页 

上 每 一 系统 的 子 系统 表 中 查 出 (图 6 第 8 和 9 行 )。 所 制备 的 上 凝 胶 缓冲 液 为 其 终 浓度 的 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 系统 No. 2052 

FRR 上 上 凝 胶 土 缓 冲 液 下 组 冲 液 

(GAMMA) (BETA) (AIPHA) (EPSILON) 
a See NN 

pea/100miL| PH OK | pe stoom| PH X | peasy | PRK | pays | PH 
2G 25 25°C 258; 

ee | mes | eR | 稀释 4 人 

INHCI 6.86 3B 1.74¢ 4.09 Aces 7.29g| 6.27 INHCI 5.46 

4= 甲 基 吡 喧 4387 4- 甲 基 吡 啶 1964 4- 甲 基 吡 啶 | 523 4- 甲 基 吡 啶 | 4912 

12.16g 1.20g 2523g 5.8g 

KP mg 

RN mg PH(PI) / = 7.50 

PH(ZETA) = 6.63 
. %Y a) 10.0 %T 6.25 

RM(1,ZETA) = 0.077 
at Wierd b) 20.0 C ) 

c) 40.0 Y%oc 20 RM(2,BETA) = 0.438 

——— RM(1,PI) =0.278 

TD/100ml! 凝 胶 TD/100ml 凝 胶 0qc( 电 访 时 ) 二 0 

Cul) (CD 
a) Pa Ah) =1333.2 

b) 示 踪 染料 ”一 
c) 

图 8 利用 MZE 缓冲 系统 No. 2052 获得 的 PAGE MMAR. 因 各 实验 室 在 某 一 %6T、 
Jor. PH 和 离子 强度 下 于 10 分 钟 内 聚合 的 催化 剂 浓度 各 异 ， 故 表 中 未 给 出 催化 剂 浓度 。 Ane 

写 : TD =TEMED, KP 一 Wh, RN= BRK, K= 电导 率 (umhos/cm), 

1) “Jovin 输出 缓冲 液 配 方 上 的 上 组 冲 液 成 分 按 常 规 配制 ， 其 成 分 与 PHASE ALPHA 和 ZETA 相同 这 就 消 
除了 系统 的 静态 界面 。 

ea 7T3 。 



4 倍 , 按 常 规 此 缓冲 液 是 聚 丙烯 酰胺 聚合 混合 物 的 四 分 之 一 ( 见 图 8)。 利 用 子 系统 时 ， 可 

以 利用 对 特定 缓冲 系统 RECIPE (415, PHASE4) 的 上 缓冲 液 , 下 缓冲 液 仍 保持 不 变 。 

从 “Jovin 输出 ”得 到 的 系统 其 工作 堆积 相 的 离子 强度 各 不 相同 。 但 是 ,为 了 比较 各 

PERN pH, HAYES EHR (PHASE ZETA) 的 离子 强度 彼此 相等 。 各 缓冲 

系统 离子 强度 比较 适宜 的 数值 为 0.01mol/L。 按照 系统 输出 〈 图 4) 第 2 页 上 ION. STR 

(ZETA) 注 明 的 数值 ， 计 算出 工作 离子 强度 为 0.01 所 需 的 因数 ， 再 将 此 因数 用 在 季 入 于 

PHASE2 (浓缩 胶 缓 冲 液 ) 缓 冲 液 RECIPE #AY CONATITUENT 2 和 6( 图 5) 中 ， 即 获 

得 相等 的 离子 强度 ,所 以 , 列 出 的 缓冲 系统 数值 (参考 文献 [7] 的 图 8) 乘 以 必需 的 因数 使 

离子 强度 为 0.01mol/L。 但 应 注意 ,系统 输出 的 第 2 页 (图 4) 提供 的 各 子 系统 (图 ©) 的 离 
子 强度 值 只 能 由 Jovin 程序 (NTIS PB No. 196092) 计算 出 来 。 

步骤 3: 浓缩 腕 的 制备 

浓缩 胶 只 作为 堆积 时 的 抗 对流 介 质 。 因 为 蛋白 质 的 移动 比 形成 泳 动 界 面 的 缓冲 液 成 
分 缓慢 ,因此 ,蛋白 质 在 浓缩 胶 中 就 如 同 在 能 有 效 地 减弱 区 带 扩散 的 凝 胶 浓度 中 三 样 ， 其 
移动 也 不 受阻 滞 , 换 句 话说 , 凝 胶 应 是 抗 对 流 的 ,又 是 “ 非 排 阻 性 的 ”。 而 且 , 它 还 应 能 很 好 
地 粘着 在 器 壁 上 ,因为 缺乏 这 种 器 壁 粘 着 性 ,电流 就 不 能 均匀 地 流 过 凝 胶 横 截面 ， 而 主要 
是 沿 着 凝 胶 与 容器 的 内 表面 流动 ， 结 果 引 起 区 带 几 何 形状 的 扭曲 而 降低 分 辨 为 。 器 壁 分 
离 严 重 时 将 导致 蛋白 质 活 漏 ,或 在 凝 胶 与 器 壁 之 间 移 动 。 

Zé “FEAL” SPH, Ornstein 最 先 使 用 的 MZE 中 的 聚 丙烯 酰胺 四 工 为 3.125 允 ， 
Cai, 为 20 多 的 凝 胶 , 相 比 之 下 , 它 是 非 排 阻 性 的 。 但 机 械 稳定 性 和 器 壁 类 着 性 不 佳 ， 除 非 
象 PAGE 一 样 有 牢固 的 分 离 胶 支持 。 因 此 ,，T 为 5 多 Coary 为 15 儿 的 凝 胶 略 有 排 阻 性 ， 
但 有 良好 的 器 壁 粘着 性 和 弹性 ,显然 有 利于 我 们 利用 浓缩 胶 对 最 适 的 电泳 pH 进行 研究 
与 蛋白 质 分 子 量 有 函数 关系 的 排 阻 程度 用 堆积 的 状况 来 衡量 。 任 何 蛋白 质 在 特定 药 比 
胶 浓度 下 ， 能 在 泳 动 界面 内 移动 (具有 高 的 pH 值 和 低 的 置换 速度 ) 可 看 成 是 “ 非 排 阻 性 ” 
的 Cs。 第 3 章 图 !1 描述 了 非 排 阻 性 的 以 15% DATD 交 联 的 凝 胶 浓度 am; CRT RAS 
种 分 子 量 的 蛋白 质 。 

对 于 待 试 的 每 一 缓冲 系统 ， 需 要 有 一 台 单 独 的 PAGE 电泳 仪 (图 1) 或 在 同一 电泳 人 
PRAT ANS, HME Mle BRAM HL 0.5—3.5 L/min 的 速度 流 过 的 循 ， 
环 冷却 剂 冷却 到 0 一 4 ， 并 在 此 温 下 达到 平衡 。 用 三 棱 兜 刀 将 外 径 0.8em, 内径 0i6em 
的 硬 质 玻 管 切 成 长 12.0cm 的 小 管子 (如 免 玻 璃 导 进 入 管内 )， 用 火 小 心地 将 管 口 凯 制 光 
消 ， 但 不 要 使 内 径 缩 小 ， 再 以 拉 紧 的 蜡 膜 重复 绕 封 管 底 ， 将 所 需 数量 的 管子 垂直 地 插 人 
上 缓冲 液 槽 内 中 间 有 和 孔 的 橡皮 圈 中 (图 1)， 上 缓冲 液 槽 内 未 放 管子 的 孔 用 橡皮 塞 塞 紧 。 
然后 将 上 缓冲 液 模 下降 到 下 缓冲 液 模 的 2/3 处 (同上 图 ，A)。 如 欲 进 行 光 聚合 ， 则 将 电 
泳 仪 放置 在 两 组 装 有 6 只 20W 的 日 光 灯 管 中 间 ， tL AAT 器 内 
(Buchler 仪器 ) 即 可 。 

电泳 仪 内 应 装 有 足够 量 的 下 缓冲 液 ,而 上 缓冲 液 槽 内 亦 装 有 足够 的 上 缓冲 液 ,以 使 凝 
胶管 浸 在 可 控制 温度 的 缓冲 液 内 。 下 缓冲 液 应 进行 电磁 搅拌 ， 以 散发 聚合 和 通电 时 产生 
的 热量 。 

上 冯 胶 缓冲 液 为 丙烯 酰胺 和 交 联 剂 (T 10% 5 CbAin 15%) WIC Ko ASAE EBB 
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则 ， 见 前 文 )， 并 在 冰 中 冷却 《以 便 在 0%"C 聚 合 凝 胶 和 电泳 )、 在 放 有 小 搅拌 棒 的 25ml 安 

MIP HGRA AM: ”将 5ml 丙烯 酰 胺 - 交 联 剂 的 贮备 液 。 2.5ml RRA MH KR 

2.5mil 起 始 贮备 液 相 混合 ( 见 图 8)， 立 即 放 人 在 冰 水 浴 上 的 真空 器 内 《带电 子 真 空 控制 王 

WAR), F OCHA 5 分 钟 至 1333.22Pa〈 图 9， 也 见 参考 文献 [2,18])。 如 果 能 提供 

县 有 能 重复 的 氧 分 压 , 也 能 应 用 另 一 种 部 分 脱 气 的 方法 ,例如 用 流速 恒定 的 氮气 吹 一 定 的 

时 间 握 ; 而 未 加 控制 的 真空 泵 或 抽 气 泵 脱 气 效果 不 能 重复 。 

ORR 

垫圈 

| ak KIA 

VW \4 NHR Yin 
TL 4 A RS hea 

一 一 一 喇 一 

Ho 聚合 混合 物 脱 气 装置 示意 图 "2。 

最 后 加 入 聚合 催化 剂 TEMED( 通 常 每 10ml 聚合 混合 物 加 入 5p) ， 混 合 物 立即 吸 人 
二 至 凝 胶管 中 ;此 时 不 打开 聚合 用 灯 。 用 一 支 涂 有 润 消 剂 dubriseal) 的 1ml 玻璃 注射 器 , 装 

有 :23 号 6cm 长 的 针头 ,或 一 支 1000l 的 Hamilton 注射 器 加 水 覆盖 混合 物 ， 小 心 不 要 扰 

动 凝 胶 表 面 。 当 凝 胶 上 的 水 层 有 1 一 2mm 高 即 可 ,打开 聚合 用 灯 ; 照 射 30 分 钟 , 然 后 倒转 

于 缓冲 液 槽 ;使 水 层 渐 渐 地 吸 在 滤纸 上 ,用 锋利 的 单 面 刀片 沿 着 玻 管 乔 去 封口 的 蜡 膜 ， 将 
装 有 凝 胶管 的 上 缓冲 液 糟 放 到 下 缓冲 波 槽 中 。 

步骤 4: 样品 的 制备 

如 欲 电泳 时 将 所 研究 的 蛋白 质 与 污染 物 堆 积 ,并 在 分 离 胶 中 加 以 分 离 ;而 堆积 的 蛋 昌 

质 用 通常 的 PAGE 染色 法 来 检定 的 话 ， 那 么 每 根 分 析 凝 胶 ( 内 径 0.6cm) 的 蛋白 质 加 样 量 

为 5 至 数 百 微 克 。 若 以 测定 活性 或 同位 素 分 析 法 来 检定 蛋白 质 ， 则 蛋白 质 加 样 量 可 低 至 

检定 方法 能 检定 的 限度 。 蛋白 质 的 加 样 量 不 足 微克 量 时 ， 必 须 在 样品 中 加 和 人 微克 量 的 其 

它 蛋 白质 ;防止 介质 对 蛋白 质 的 非特 异性 吸附 "”。 显 然 ; 加 和 的 蛋白 质 其 分 子 大 小 不 受 限 

制 ， 但 只 要 加 大 的 蛋白 质 在 选用 的 缓冲 系统 中 与 所 研究 的 蛋白 质 带 有 相同 的 净 电 荷 。 通 

向 选择 的 杂 蛋 白质 在 所 研究 的 蛋白 质 之 前 移动 ， 而 杂 蛋 白质 易于 用 凝 胶 过 滤 法 从 欲 分 离 
的 蛋白 质 中 去 除 。 

通 汕 用土 缓冲 液 制备 样品 ， 其 中 含有 足够 量 的 蔗糖 或 甘油 或 其 它 不 带电 荷 的 粘 稠 的 

落 加 剂 ; 以 便 在 上 缓冲 液 和 样品 相 之 间 形 成 明显 的 相 界面 ， 同 时 还 含有 适宜 的 示 踪 染料 ， 
即 这 种 带电 荷 的 染料 在 上 、 下 堆积 的 界限 内 移动 。 当 先导 成 分 (CONSTITUENT2) 在 选用 

的 缓冲 系统 内 为 强酸 或 强 碱 时 ,从 理论 上 分 析 ,要 求 不 用 上 缓冲 液 而 用 上 凝 胶 缓冲 液 制 备 
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样品 。 但 是 , LERRYE MIRA) pH(PHASE BETA) 常常 不 是 偏 酸 就 是 偏 碱 ， 不 适宜 于 保 
持 蛋 白质 的 活性 ,或 与 等 电 点 太 接近 , 易 使 蛋白 质 凝 集 或 沉淀。 假设 示 踪 染料 在 特定 的 堆 
积 界 限 内 堆积 , 则 它 的 区 带 界面 效 窑 ， 且 不 随 移动 距离 增长 而 加 宽 。 为 了 检验 这 一 假设 ， 
必须 证 明 ， 染 料 在 凝 胶 讳 或 者 是 在 后 续 成 分 (C1) 的 前 沿 移动 ， 或 者 是 在 先导 成 分 《C2) 
的 后 治 移 动 ,为 此 , 宜 用 化 学 方法 检测 这 些 成 分 ( 见 下 )。 

样品 体积 可 与 凝 胶 的 体积 相等 。 因 此 ,实际 上 样品 体积 是 不 受 限制 的 。 但 是 ; 料 唱 体 
积 越 大 ,蛋白 质 堆积 所 需 的 时 间 也 越 长 。 所 以 ;真正 限制 样品 体积 的 因素 是 凝 胶 的 长 度 和 
为 使 重 白质 浓度 达到 稳 态 所 需要 的 时 间 。 如 果 样 品 体积 小 ， 每 根 分 析 凝 胶 加 200 岂 或 更 
少 些 ， 则 用 一 支 以 润滑 剂 润滑 的 硬 质 注射 器 式 的 微量 吸管 控制 器 (微量 化 学 特制 品 ) 通 过 
非 压缩 性 的 微量 吸管 或 Hamilton 注射 器 (100ml) 直接 将 样品 溶液 加 在 浓缩 胶 的 顶端 ,这 
样 ， 样 品 溶液 很 易 在 上 缓冲 液 下 铺 成 一 层 。 如 果 样 品 体积 较 大 ， 则 将 样 晶 吸 至 凝 胶 的 表 
面 ， 随 后 覆盖 缓冲 液 。 这 种 覆盖 易于 进行 而 不 扰动 样品 与 上 缓冲 液 之 间 的 界面 。 方 法 是 
用 巴 斯 德 吸管 将 缓冲 液 加 在 清洁 的 凝 胶管 内 壁 上 端 ， 并 沿 管 壁 向 下 形成 一 连续 细 流 。 郑 
玻 管 不 干净 , 则 缓冲 液 将 聚 结 成 小 滴 , 滴 下 则 冲 坏 界面 。 使 用 这 二 种 方法 覆盖 时 ,必须 注意 
在 操作 时 保证 不 破坏 界面 。 

PRS: 电泳 

为 了 尽快 地 达到 稳 态 ， 人 们 应 使 用 与 电泳 仪 散热 能 力 相 适应 的 最 高 电压 。 如 用 直径 
为 0.6cm 的 标准 凝 胶 ,蛋白 质 的 加 样 量 不 超过 200wg, 若 凝 胶 按 前 述 方法 完全 淄 在 0 
不 断 搅 拌 的 液体 冷却 剂 (下 缓冲 液 ) 中 ,可 将 电流 控制 在 1 一 2mA。 

为 达到 稳 态 必须 给 以 足够 的 堆积 时 间 。 对 于 分 析 性 工作 (200wg RED), AIRE 
BARERVNEAK SEM RHE. KREME RAB NDF 100pl/ BR), 
EMMETT SOO NEERECRHESE ORR OM. ATR 
‘BHR ZR [RM(1, ZETA) % 0.005—0.020 或 RM(2, ZETA) >% 0.1—0.2] 4h, Hh tk 
时 间 通常 1 一 2 小 时 即 已 足够 。 
为 了 估价 pH 对 堆积 的 影响 ,其 它 参数 如 离子 强度 ,温度 和 电流 密度 必须 粗 同 ， 因 此 

在 一 个 多 室 的 电 沪 仪 中 电 访 是 有 益 的 "， 但 是 ,所 有 浓缩 胶 工 作 组 冲 液 《PE ZETA) 
的 离子 强度 要 相等 ,通常 为 0.01lmol/L ( 见 上 )。 

FRO: 浓缩 胶 分 析 

关闭 电源 后 ,用 橡皮 塞 将 管 项 端 塞 紧 ， 升 起 上 缓冲 液 槽 ,将 管子 向 下 拉 直 至 橡皮 塞 守 
住 管 孔 ， 这 样 分 别 取 出 不 同 pH 值 的 浓缩 胶 。 塞 紧 橡皮 塞 再 继续 电泳 。 用 一 只 长 6 的 
23 号 皮下 注射 用 的 钝 针头 连 到 自来水 龙头 .虹吸 管 或 注射 器 上 ,将 水 沿 凝 胶管 湿润 一 男 ， 
取出 凝 胶 。 因 为 浓缩 胶 属 机 械 不 稳定 性 胶 , 需 将 玻 管 垂直 放 在 工作 台面 上 1 一 2 处 ,证 
水 从 注射 器 中 滴 出 。 连续 的 水 流 似乎 会 破坏 凝 胶 。 当 针 头 从 一 端 沿 着 凝 胶 的 四 周 硬 大 
后 ,倒转 凝 胶管 ,并 从 另 一 端 湿润 凝 胶 , 直到 凝 胶 滑 出 到 清洁 的 表面 ,如 蜡 膜 目 。 

为 了 检查 所 研究 的 蛋白 质 在 不 同 pH 的 胶 中 是 否 堆积 , 需要 对 堆积 的 状况 加 以 识别 。 
通 贡 观察 示 踪 染料 。 如 高 于 或 低 于 堆积 的 pH 值 ， 则 示 踪 染料 外 观 为 一 条 清晰 的 有 色 特 
征 区 带 ， 和 表示 已 堆积 。 当下 堆积 界限 极 低 (0.005 一 0.05)， 且 pH 为 中 性 ， 或 其 中 情况 
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之 一 时 ， 有 时 可 用 有 色 蛋 白质 ， 如 血红 蛋白 、 铁 蛋白 、 细 胞 色素 < 来 标明 可 见 的 泳 动 界 
面 。 若 非 此 种 情况 ,有 时 可 根据 后 续 成 分 (C1) 和 先导 成 分 (C2) 的 专 一 性 的 沉淀 来 定位 
界面 。 例 如 磷酸 盐 用 醋酸 钢 , 硫 酸 盐 用 氧化 钢 ， 毛 化 物 用 硝酸 银 来 沉淀 。 这 时 ,将 凝 胶 浸 
人 沉 淀 剂 的 溶液 中 ,用 芳 有 印度 墨水 的 注射 针头 标 出 凝 胶 上 清晰 的 沉淀 界面 。 然 后 将 同一 
凝 胶 进行 蛋白 质 染 色 。 最 后 ,如 果 仍 然 不 能 了 解 蛋白 质 是 否 堆积 ， 可 使 用 等 电 聚焦 中 pH 
梯度 测定 法 来 测定 整个 凝 胶 的 pH ( 见 第 4 章 ), 将 界面 定位 于 pHCBETA) 和 pH(ZETA) 
之 间 的 拐点 上 。 

切 下 凝 胶 上 推 积 区 带 , 混 悬 于 测定 的 缓冲 液 中 测定 其 活性 。 另 一 方法 是 ,标记 出 与 凝 
_ 胶 长 度 有 关 的 堆积 位 置 ,将 凝 胶 固 定 和 染色 。 如 果 蛋 白质 已 经 堆积 , 则 以 染色 显现 的 堆积 
位 置 曙 现 一 条 清晰 的 、 微 呈 杏 仁 形 的 区 带 ， 与 凝 胶 长 度 有 关 的 堆积 位 置 应 和 验证 堆积 的 
染料 的 位 置 相 一 致 。 如 有 怀疑 ， 则 应 以 实验 证 明 ， 改 变 电 泳 时 间 ， 推 积 的 宽度 和 外 形 不 
变 。 当 然 ,除非 我 们 用 相似 的 样品 ,否则 所 检定 的 染色 的 堆积 区 带 并 不 说 明 所 研究 的 蛋白 
质 是 否 堆积 。 假 定 样品 中 存在 着 可 染色 数量 的 蛋白 质 ， 人 们 只 能 从 不 存在 未 堆积 的 染色 
的 蛋白 质 区 带 来 推测 所 研究 的 蛋白 质 已 经 堆积 ， 因 为 这 种 未 堆积 的 染色 的 蛋白 质 区 带 以 
扩散 的 带 的 形式 在 堆积 区 带 后 移动 。 

若 依靠 染色 方法 来 阐明 堆积 的 位 置 ,重要 的 是 有 效 而 迅速 地 固定 蛋白 质 区 带 ,以 便 保 
持 筑 型 的 具有 堆积 特征 的 清晰 的 区 带 界面 。 用 三 氯 醋酸 溶液 比 用 醋酸 -甲醇 水 液 固定 蛋 
白质 好 。 我 们 倾向 于 采用 Diezel 等 人 的 染色 法 中, 因为 它 可 在 30 分 钟 内 给 出 无 底 色 的 凝 
Beis (ULF BR 11)。 

扒 积 界限 的 选择 
堆积 的 pH 最 合适 的 话 ， 那 么 所 研究 的 蛋白 质 的 两 种 选择 性 堆积 (SSS),，[ 甚 至 堆积 

的 分 辩 力 (ITP)， 见 第 3 章 ] 将 取决 于 尽 可 能 狭 罕 的 堆积 界限 ;不 需要 的 移动 慢 的 杂质 能 

被 阻 滞 在 堆积 区 带 之 后 移动 。 这 种 技术 和 选择 最 适 pH 的 技术 几乎 完全 相同 ， 不 同 之 处 
在 于 各 种 浓缩 胶 是 用 最 适 pH 的 同一 缓冲 系统 的 子 系统 制备 。 因为 开始 时 ， 我 们 就 假定 

所 研究 的 蛋 自 质 泳 动 率 最 小 ， 所 以 ，RM(1，ZETA) 值 将 增 至 最 大 值 , 以 便 与 蛋白 质 的 堆 

” 积 相 适 应 。 因 此 ， 根 据 所 选 系统 的 子 系统 表 的 第 1 行 可 得 到 增 大 的 RM(1, ZETA) 值 
《图 6)。 按 同一 表 上 第 8 和 9 AY CONSTITUENT2 和 6 的 最 终 浓度 的 4 倍 (PHASE- 

BETA) 制备 与 子 系统 相应 的 上 凝 胶 缓冲 液 系 统 。 如 果 有 必要 的 话 , 则 表 中 列 出 的 子 系统 

申 间 部 分 的 数值 能 用 图 解 内 插 法 求 得 , 即 绘制 RM(1,ZETA) 对 CONSTITUENT6 (第 9 

行 的 参数 CO) 的 最 终 浓 度 曲 线 图 ， 以 及 绘制 C2 (第 8 行 ) 对 RM(1;,ZETA) 的 曲线 图 (其 

中 CONSTITUET2 是 可 变 的 )。 下 堆积 界限 RM(1，ZETA) 达 最 大 值 时 必然 引起 pH 的 

“ 徽 小 变化 ,这 与 前 节 所 述 的 使 pH 最 佳 化 相反 ， 然 而 下 堆积 界限 最 大 值 所 致 的 pH 变化 很 

小 ; 它 对 蛋 自 质 泳 动 速度 的 影响 通常 可 以 忽略 不 计 。 制 备 凝 胶 ,电泳 和 凝 胶 的 分 析 ， 均 按 
上 述 选择 pH 的 方法 进行 。 

对 蛋白 质 稳定 和 分 离 最 佳 条 件 的 选择 

如 果 对 所 研究 蛋白 质 的 检测 系 根据 其 活性 ， 且 推 积 的 蛋白 质 活 性 的 回收 率 低 于 理论 
但, 那么 可 以 通过 改变 浓缩 胶 的 离子 强度 ,电泳 时 的 温度 、 凝 胶 氧 化 还 原 条 件 , 用 带电 的 还 
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原 剂 以 电泳 方式 洗涤 凝 胶 ， 或 将 金属 离子 如 Cat+、Mg++ 或 络 合 物 、 芒 糖 、 甘 油 或 与 蛋 
白质 活性 相 适 应 的 去 污 剂 加 入 到 浓缩 胶 内 来 改善 最 适 pH 或 接近 最 适 pH， 并 使 RM (1， 
ZETA) 达 最 大 值 。 在 每 种 情况 下 , 浓缩 胶 内 引入 诸 因素 中 的 某 一 因素 ， 即 用 上 上 述 与 选择 
最 适 pH 完全 相同 的 方法 进行 检测 ,例如 切 下 浓缩 胶 测 定 其 活性 。 关 于 这 个 方面 ;还 有 少 
数 几 个 专门 问题 需要 指出 。 

离子 强度 “为 了 改变 堆积 的 离子 强度 ,只 要 改变 浓缩 胶 缓 冲 液 的 浓度 ,上 导 下 缓冲 液 
仍 保持 不 变 。 离 子 强度 不 同 的 凝 胶 不 应 在 同一 电泳 仪 中 电泳 ， 因 为 它们 之 间 存 在 着 与 离 
子 强度 成 反比 的 电压 梯度 。 即 便 能 控制 各 种 离子 强度 凝 胶 的 总 功率 ， 即 各 电流 强度 之 和 
乘 以 各 电压 之 和 ,不 同 离子 强度 凝 胶 间 的 功率 差别 仍 不 了 解 。 在 各 人 台电 泳 仪 中 比较 不 同 离 
子 强度 的 凝 胶 ,功率 能 保持 恒定 , 且 其 数值 可 测 知 。 但 至 今 尚 缺乏 控制 功率 水 于 TW 的 电 
源 。 实际 上 每 只 0.6cm 的 凝 胶 给 予 1W 的 功率 显然 太 大 。 因 此 ， 在 上 上述 电 泳 条 件 下 比较 
不 同 离子 强度 的 堆积 实验 时 ,最 好 是 控制 功率 或 电压 ， 使 电泳 开始 时 ,离子 强度 最 高 的 凝 
胶 增 至 0.25W。 在 恒 电 压 下 ， 离 子 强度 较 低 的 凝 胶 功率 最 小 ， 且 随 电泳 时 间 的 延长 而 减 
小 。 因 为 恒 压 时 ,电流 随时 间 而 减 小 。 因 此 ,为 与 电泳 仪 的 热 交 换 能 力 相 适 应 ) 电泳 时 每 
只 凝 胶 不 超过 0.25W。 当 然 , 凝 胶 能 耐 受 的 最 大 功率 0.25W 是 可 变 的 ”因为 它 不 仅 与 每 
一 特定 电泳 仪 的 散热 能 力 有 关 ， 而 且 也 与 所 研究 的 蛋白 质 对 热 敏 感性 有 关 所 以 在 各 种 
情况 下 ,此 值 应 作 调 整 。 

堆积 的 宽度 与 离子 强度 成 反比 。 因 为 堆积 区 内 和 蛋白质 浓度 是 受 调节 的 ,这 就 是 说 离 
子 强度 与 堆积 蛋白 质 浓度 成 正比 。 因 此 离子 强度 是 最 好 的 调节 剂 ， 人 们 可 以 通过 调节 离 
子 强度 而 任意 改变 堆积 的 长 度 和 堆积 区 的 蛋白 质 浓度 。“Jovin 输出 ”典型 的 缓冲 系统 , 其。 
离子 强度 实际 下 限 值 为 0.0020mol/L20， 上 限 值 随时 间 而 定 。 由 于 散热 容量 有 限 , 所 以 电 
源 的 功率 不 能 随 离子 强度 的 增 大 而 增 大 。 

温度 “Jovin 输出 ?详细 说 明了 0 和 25% 时 的 堆积 系统 , 所 以 易于 在 两 种 温度 下 比 “ 
较 堆积 区 内 和 蛋白质 的 活性 ， 至 少 已 经 知道 只 有 在 下 缓冲 液 温度 为 0 一 2 之 间 电 泳 时 , 蛋 ， 
白质 生物 活性 才能 保持 ,这 时 还 需要 将 电泳 仪 用 聚氨酯 类 泡沫 包围 起 来 四 。 另 三 方面 ,发 
现 0%C 时 蛋白 质 的 溶解 度 比 25*C 时 大 ， 但 是 堆积 区 的 高 浓度 蛋白 质 在 0% 易 凝固 而 25% — 
却 不 易 凝固 ,因此 在 数 小 时 的 时 间 ， 利 用 浓缩 胶 试 验 所 研究 的 蛋白 质 在 已 知 的 温度 = 活性 
曲线 范围 内 的 关系 ,看 来 是 合理 的 。 

氧化 还 原 条 件 FT SW FLA BL FA EI FE AE 
基 催 化 作用 , 它 产 生 了 较 高 浓度 的 过 氧化 物 ， 并 在 聚合 后 保留 在 凝 胶 中 ， 它 们 不 带电 荷 ，， 
不 能 用 预 电 泳 的 办 法 清除 ， 仅 能 用 带电 荷 的 在 电泳 时 可 移动 的 还 原 剂 (ES2RsCO6- 或 
HS-R-NH}) 通过 凝 胶 清 除 。 典型 的 例子 是 工 为 10 多 的 分 析 族 胶 , pH ee 
Se mol YRC AORTA”. IE, RRR ERAS EMS 
下 的 电泳 中 可 移动 的 带电 荷 的 还 原 剂 还 原 。 为 了 维持 相 的 界面 ， 还 原 剂 层 应 含有 30 一 
40 多 的 蔗糖 。 在 上 蛋白质 样品 之 前 用 带电 荷 的 还 原 剂 扫 过 凝 胶 ， 使 凝 胶 完 全 处 于 还 原状 
态 。 对 每 根 直 径 为 0.6cm 的 浓缩 胶 建议 用 还 原 剂 的 量 为 5 一 20umol。 在 带 负 电 的 缓冲 系 

统 中 (阴离子 蛋白 质 ) 常 用 斑 基 乙酸 为 还 原 剂 , 它 能 调节 含 共同 成 分 (C6) 的 工作 浓缩 胶 的 “ 

pH(PHASE ZETA), 因为 它 属 于 一 种 强酸 , 如 不 精确 调节 pH， 就 应 该 用 固体 的 或 未 稀 
释 的 CONSTITUENT6 中 和 。 
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金属 离子 和 整合 剂 ”如 要 保持 蛋白 质 的 活性 ,可 在 上 \、 下 缓冲 液 糟 内 加 和 人 离子 添加 

剂 ,如 金属 离子 或 整合 剂 , 使 未 加 剂 达 稳 态 浓度 ， 沙 加 剂 取 决 于 移动 的 极 性 。 通 常 能 耐 受 

而 不 影响 堆积 的 浓度 为 0.01mol/ 工 ， 并 应 尝试 几 种 浓度 。 

芒 糖 \ 甘 油 、 乙 二 醇 ”一 般 说 来 ,蛋白 质 在 电泳 特别 是 堆积 时 (因为 堆积 时 蛋白 质 达 

高 浓度 ) 能 产生 沉淀 和 变性 ,有 时 可 在 聚合 混合 物 中 加 入 蔗糖 \, 甘 油 或 乙 二 醇 , 以 改善 溶剂 

的 性 质 。 从 堆积 区 能 有 效 地 回收 蛋白 质 的 活性 , 常用 20 一 60 多 的 溶液 进行 试验 。 一 般 , 不 

售 这 类 添加 剂 的 上 \ 下 缓冲 液 能 达 此 目的 ,尽管 电泳 时 凝 胶 中 共 加 剂 渐渐 减少 。 由 于 凝 胶 

的 粘度 随 非 离子 沙 加 剂 的 加 和 而 加 大 ， 通 过 凝 胶 的 电压 也 增加 ,因此 ,为 防止 因 电流 过 大 

而 产生 过 多 的 热量 ,应 减 小 电流 。 

去 污 剂 ”水 不 溶性 的 疏水 性 蛋白 质 可 在 去 污 剂 存在 下 进行 电泳 。 在 非 离子 型 去 污 

剂 、 带 电荷 的 胆 酸 型 去 污 剂 或 “不 带电 荷 的 ”两 性 去 污 剂 ( 如 “Zwittergent 3-14”, Calbio- 

chem) 存在 下 能 保持 蛋白 质 的 活性 。 最 适宜 的 去 污 剂 是 两 性 离子 基 团 与 胆 酸 型 刚性 碳 氢 

骨架 相连 接 的 分 子 29。 因 为 即使 是 这 类 “温和 的 ”去 污 剂 在 很 高 浓度 时 也 能 使 蛋白 质变 

性 ， 通 常 由 实验 测 出 能 耐 受 的 去 污 剂 最 大 浓度 。 分 析 不 同 去 污 剂 浓度 下 凝 胶 堆 积 情况 容 

易 求 出 。 带 电 的 去 污 剂 须 加 到 阳极 槽 中 或 阴极 槽 中 ,这 取决 于 去 污 剂 极 性 ,同时 还 须 加 到 

凝 胶 中 。 蛋 白质 有 时 也 能 溶解 在 低 浓度 的 去 污 剂 中 ,因此 , 当 蛋 白质 与 去 污 剂 混合 后 ， 所 
获得 的 活性 回收 率 较 高 。 亦 已 报道 ,去 氧 胆 酸 盐 和 Lubrol 对 腺 苷 酸 环 化 酶 的 分 析 是 有 利 

的 ca。 

最 适 孔径 : Ferguson 曲线 图 

定量 PAGE 有 两 个 目的 : 确定 适宜 的 分 级 分 离 方法 〈“ 最 适 孔 径 ”，Toe) 以 提供 最 佳 
的 分 离 和 物理 特性 。 这 两 种 目的 均 由 实验 绘制 的 Ferguson 曲线 图 (以 log Ri HT % TE 
图 ) 来 达到 ， 即 以 几 种 凝 胶 浓 度 进 行 PAGE， 并 测定 每 一 凝 胶 上 和 蛋白质 的 Ri 值 。 理 想 的 
R; 4954 0.25—0.85 之 间 , 此 范围 外 的 Ri 值 是 不 精确 的 , 它 将 极 大 地 降低 从 统计 学 上 
评价 Ferguson 曲线 图 的 加 权 函 数 的 意义 Cs。 一 个 研究 人 员 只 需 一 天 即 可 完成 这 种 实 

， 验 。 

DRT 分 离 胶 缕 冲 系统 分 离 腕 和 聚合 催化 剂 浓度 的 选择 

分 离 胶 中 Rs 值 范围 在 0.25 一 0.85 之 间 的 未 堆积 蛋白 质 可 分 别 或 联合 应 用 两 种 方法 

来 测定 。 首先 通过 升 高 《阴极 系统 ) 或 降低 (阳极 系统 ) pH 将 可 能 增 大 分 离 相 (PHASE 

PD， 在 Jovin 输出 "中 标明 为 RM(1,PI) 或 RM(1,9) 的 下 堆积 界限 。 其 次 ， 加 大 凝 胶 浓 

度 ， 使 凝 胶 提 供 的 泳 动 率 在 理想 的 范围 内 。 凝 胶 浓度 的 增 大 以 及 从 “ 非 排 阻 性 ”的 高 交 联 

度 的 凝 胶 到 多 IT 增高 的 同时 以 2 一 5 多 Cai, 交 联 凝 胶 的 这 种 变化 ， 使 蛋白 质 对 成 分 的 移动 

Sz SIRI LE RM(1,PD) 的 数值 小 ， 即 蛋白 质 不 堆积 。 经 典 的 圆 盘 电泳 同时 采用 了 
这 两 种 方法 。 

分 离 胶 缓冲 液 (PHASE GAMMA) — “Jovin 输出 ”上 的 物理 性 质 表 ( 图 4) 和 配方 表 

(AS) 列 出 的 分 离 胶 缓冲 液 ， 看 起 来 所 研究 的 蛋白 质 在 “ 非 排 阻 凝 胶 ” 中 不 堆积 ， 它 未 考 
虑 到 凝 胶 ， 也 不 能 期 望 它 在 特殊 应 用 中 对 合适 的 凝 胶 浓 度 提 供 数值 为 0.25 一 0.85 之 间 的 

Re 值 ,因此 ,实际 上 任意 选择 合适 的 凝 胶 浓 度 是 合理 的 ,例如 ,根据 “Jovin 输出 ”提供 的 组 
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冲 液 (图 5 上 4 倍 于 PHASE3 的 浓度 ) 制备 的 T 为 5 一 12 多 之 间 的 任 一 浓度 和 Cais 为 2% 

的 分 离 胶 。 如 果 电 泳 后 Ri 过 大 。 则 应 从 子 系统 表 ( 图 6 第 1 行 ) 中 选择 随 RM(159) 增 大 

的 下 凝 胶 缓冲 液 。 同 一 表 上 的 第 11 和 12 行 给 出 的 配方 ， 以 下 凝 胶 缓冲 流 的 两 种 缓冲 成 

分 在 PHASE GAMMA 中 最 终 的 mol 浓度 表示 [ 表 中 标明 为 3) A (6)s 图 4 的 上 端 对 

特殊 系统 中 的 CONSTITUENT3 和 6 的 化 学 成 分 作 了 规定 。 WRT A S—12% WHER 

的 Re 过 小 ,可 应 用 同 法 相应 地 选用 RM(1,PI) 减 小 的 子 系统 。 

分 离 胶 “一旦 按 上 述 讨论 的 原则 初步 选 好 分 离 胶 缓冲 液 后 ， 就 必须 选择 确定 分 离 

胶 的 参数 , 即 凝 胶 的 浓度 (多 T,， %C) 和 聚合 催化 剂 的 浓度 。 

选择 的 %T 的 范围 应 使 提供 的 Re 值 0.25 一 0.85 之 间 。 PAGE 应 在 三 种 或 四 种 凝 胶 诊 度 ， 

如 547.5 Fl 10 多 的 分 离 胶 中 进行 。 按 步骤 11 的 方法 测 Re 值 ( 见 下 文 罗 依照 步骤 12 的 方 

法 在 半 对 数 坐 标 纸 上 绘 制 出 初步 的 Ferguson 曲线 图 。 从 图 中 可 读 出 Rs 值 为 0.25 一 0.85 © 

之 间 的 多 T。 在 此 数值 的 范围 内 以 相等 的 间隔 选择 其 余 的 凝 胶 浓 度 。 总 之 ,为 了 极其 精 

确 地 绘制 Ferguson 曲线 图 ,应 该 选择 七 种 (但 至 少 是 三 种 ) 凝 胶 浓 度 进行 试验 s 
OC 和 交 联 剂 的 选择 取决 于 研究 的 目的 和 所 研究 的 蛋白 质 的 分 于 大 小 。 如 大 们 的 目 

的 仅 在 于 分 析 性 研究 , 那么 在 各 种 凝 胶 浓 度 中 Cais 为 5 多 交 联 的 凝 胶 具 有 最 大 的 排 阻 性 。 

但 它 有 缺点 ， 甚 至 工 为 10 多 的 凝 胶 也 是 不 透明 的 呈 ， 由 于 这 种 凝 胶 相 当 僵 硬 ;， 器 壁 粘着 
力也 因而 减 小 。 因 此 ， 如 和 欲 进 行 制备 性 PAGE， 它 要 求 大 块 的 凝 胶 具 有 最 大 的 器 壁 粘着 - 

力 , 所 以 为 了 维持 分 析 和 制备 条 件 的 一 致 性 ， 最 好 选用 分 析 水 平 的 2 多 Cai 的 凝 胶 。 选 择 
%C 的 另 一 着 眼 点 是 多 C 和 Ferguson 曲线 图 的 斜率 互相 有 关 。 Ferguson HRA eH, 
则 能 用 于 制作 分 子 量 标准 曲线 的 凝 胶 浓 度 范 围 就 越 宽 上 。 如 果 人 们 的 目的 主要 是 测定 分 
子 量 , 那 么 C 为 2 多 是 合适 的 。 最 后 , 如 果 分 析 分 子 量 大 的 蛋白 质 或 分 子 量 大 的 蛋 自 质 与 
非 离子 型 去 污 剂 形成 的 复合 物 吃 姑 ， 则 宜 用 Coam 15% 的 凝 胶 ， 因 为 它 能 制备 成 孔洞 
相对 开放 的 凝 胶 ， 并 保持 凝 胶 的 机 械 稳定 性 和 良好 的 器 壁 粘 着 力 。 不 管 按 什么 标准 来 选 
择 多 C， 要 得 到 线性 的 Ferguson 曲线 图 ,十 分 重要 的 是 各 种 浓度 的 凝 胶 的 多 C 应 保持 恒定 
值 。 
催化 剂 的 选择 ”要 选择 在 10 分 钟 内 聚合 的 催化 剂 , 必 须 对 每 一 种 凝 胶 浓度 进行 试 

验 。 大 体 上 是 固定 过 硫酸 钾 和 核 黄 素 的 浓度 ， 在 向 聚合 物 中 加 入 TEMED 后 聚 谷 作 用 在 
+43 SIA RAE, Ze 0"C 时 聚合 的 最 终 浓 度 是 : 0.015 色 过 硫酸 钾 ，5 X 10°C RRC 

8)。 在 保持 这 二 种 催化 剂 浓度 不 变 的 同时 ， 向 凝 胶 混 合 液 中 加 入 TEMED， 用 量 是 每 
毫升 凝 胶 加 0.1 一 2 岂 4 TEMED。 凝 胶 进 行 10 分 钟 的 光 聚 合作 用 (所 用 方法 见 步 骤 3)o = 
格 检查 凝 胶 表 面 是 否 平 直 ( 如 表面 凸 起 ,表示 催化 剂量 过 多 ;如 表面 凹陷 , 则 说 明 俱 化 剂量 
太 少 。 若 以 平均 链 长 为 标准 , 则 情况 相反 )。 将 凝 胶 倒 置 , 如 已 聚合 , 则 从 凝 胶管 中 取出 并 ， 
测 其 机 械 稳 定性 。 必 要 时 加 大 过 硫酸 钾 ( 碱 性 系统 中 ) 或 核 黄 素 (酸性 系统 中 ) 的 浓度 ,使 
凝 胶 在 10 分 钟 内 聚合 。 通 常 ,催化剂 的 浓度 随 凝 胶 浓 度 的 增 大 而 减 小 。 

步骤 8: 分 离 胶 的 和合 

制 好 凝 胶管 后 插 人 电泳 仪 中 , 按 步 又 3 所 述 方法 聚合 凝 胶 ,不同 之 处 只 是 用 双 丙 燃 栈 
胺 作 交 联 剂 ,聚合 物 中 加 入 的 TEMED 的 量 与 GT 成 反比 ,这 是 因为 不 同 量 的 TEMED 占 
据 了 一 定 的 空间 ( 见 图 :8)。 通 常 , 须 细心 地 操作 移 沪 管 ,检查 贮备 液 的 pH 和 电导 (图 8)， 
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和 对 聚合 混合 物 保持 恒定 的 脱 气 条 件 (如 °C: 1333Pa BR 25°C 2666Pa 5 分 钟 ) 来 精确 地 控 
制 PAGE 的 凝 胶 浓度 上 。 图 9 为 适用 的 脱 气 装置 au。 对 于 直径 为 0.6cm ROBE, HEARS 
胶体 积 常 为 1.2ml。 

步骤 9 浓缩 胶 的 聚合 

从 下 组 冲 液 贮 液 槽 (图 1，A) 取出 上 缓冲 液 贮 液 寞 (图 1，c)， 并 倒转 ， 振 摇 缓 冲 液 
财 液 槽 ;使 分 离 胶 上 履 盖 的 水 吸 到 滤纸 上 。 或 者 是 用 外 科 机 托 吸 去 覆盖 的 水 层 。 轻 轻 地 
除 掉 凝 胶管 底 的 蜡 膜 。 按 步骤 3 详 述 的 方法 使 浓缩 胶 聚 合 在 分 离 胶 上 ， 浓 缩 胶体 积 应 为 
样品 体积 的 2 倍 以 上 。 直 径 为 0.6cin 的 凝 胶 其 浓缩 胶 常 为 0.5ml， 如 果 样 品 体积 很 大 , 例 
如 对 于 这 种 规格 的 凝 胶 有 1 一 3ml， 则 必须 将 凝 胶管 延长 , 以 适应 样品 外 加 两 倍 体积 的 浓 
缩 胶 的 需要 。 由 于 以 双 丙 烯 酰胺 交 联 的 浓缩 胶 的 机 械 稳定 性 不 良 ， 应 该 用 滤纸 或 棉 托 吸 
去 覆盖 的 水 。 

om 10: ORE IK RARE P Bah HEME 

RARE (步骤 4) 制备 样品 。 每 根 直径 为 0.6cm 的 凝 胶 在 0 一 4%C 进 行 PAGE 时 ， 
电流 控制 在 1 一 2mA， 而 在 25%c 电 泳 则 控制 在 2 一 4mA 范围 。 当 分 离 胶 中 标志 泳 动 界面 
的 示 踪 染料 移动 至 距 凝 胶 底 部 2 一 3mm 时 停止 电泳 ， 从 上 缓冲 液 贮 液 槽 中 按 步 又 6 的 方 
法 逐一 地 取出 各 凝 胶管 。 根 据 凝 胶 浓 度 的 不 同 ， 采 用 下 列 三 种 方法 中 的 一 种 从 凝 胶管 中 
取出 凝 胶 。 
 @ 对 于 以 2 一 5 多 双 丙 烯 酰胺 交 联 的 为 5 一 12 多 的 牢固 的 凝 胶 , 用 一 支 带 有 23 号 
Gem 长 钝 针头 的 皮下 注射 器 ,通过 橡胶 管 与 水 龙头 相连 接 ; 以 持续 不 断 的 水 流向 凝 胶管 四 
局 注水 油 湿 凝 胶 ， 如 果 从 两 端 润 湿 后 凝 胶 仍 不 能 从 管 中 滑 出 ， 则 可 以 向 管内 吹 气 挤 出 凝 
~ : 

(iit) 欲 取出 高 浓度 的 凝 胶 即 工 为 12 一 40 匈 的 凝 胶 ,用 重 檀 将 管子 击破 后 ， 在 水 中 将 
凝 胶 剥 离 出 来 。 将 凝 胶管 置 于 硬 的 表面 上 ， 用 一 重 相 从 凝 胶管 的 一 端 开始 轻 击 凝 胶管 不 “ 

， 会 损坏 凝 胶 。 此 一 方法 也 适用 于 不 同 多 工 的 很 长 的 凝 胶 。 
Gi) 最 后 一 种 方法 ,对 于 3.5 一 5 多 同一 类 型 的 凝 胶 , 或 含 10 一 30% Cars MERE, 按 前 

述 方法 用 一 注射 针头 向 凝 胶 滴 加 水 , 弃 去 浓缩 胶 ,如 果 人 们 想 要 试图 检查 因 蛋 白质 分 子 凝 
聚 而 不 能 进 浓 缩 胶 或 观察 未 堆积 的 移动 成 分 则 保留 浓缩 胶 。 

PUL: MRR fe Re 的 计算 

将 一 根 芯 有 印度 墨水 的 注射 针头 插 人 凝 胶 底部 作 标 记 。 依 同样 的 方法 可 标明 堆积 的 
$a. 另 一 种 方法 测量 与 凝 胶 的 长 度 有 关 ， 从 管内 取出 凝 胶 前 ， 直 接 测 量 凝 胶管 ， 或 者 
根据 凝 胶 的 偏振 片 照片 (polaroid photography) 或 者 是 利用 测量 Ri 的 电子 装置 来 测定 
Ri (8, 

用 (i 对 蛋白 质 染 色 ，(i) RRMA, Gi) 凝 胶 纵 切 后 或 全 凝 胶 进 行 放 射 自 
显影 ,可 获得 凝 胶 图谱 。Ri 值 的 测定 将 在 第 iv HPA. 

G) 染色 ”对 蛋白 质 的 染色 方法 应 该 迅速 提供 无 染色 本 底 的 图 谱 ， 利 用 一 种 有 效 的 
固定 剂 ， 如 三 所 乙酸 ,以 沉淀 全 部 的 蛋白 质 , 并 防止 蛋白 质 渐渐 溶解 。 根 据 这 些 标准 选择 
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的 较 好 方法 是 Diezel 等 人 提出 的 染色 法 ca。 此 实验 室 特别 描述 了 酸 溶性 蛋白 质 的 染色 方 

法 外。 另 一 种 方法 是 蛋白 质 在 12.5%TCA 中 变性 5 Sh, A A ee (1.2m BBA 

40ml) 使 蛋白 质变 性 , 便 可 忽视 凝 胶 对 固定 液 的 稀释 作用 。Diezel 方法 是 在 固定 液 申 加 入 

2ml 0.25% 考 马 斯 亮 蓝 G250 的 水 溶液 ，30 分 钟 后 将 凝 胶 转 移 到 体积 为 9ml AY te MR a BY 

Reh, Shwe 5 多 酷 酸 ,图 谱 立即 显现 ,清晰 无 底 色 , 至 少 在 数 个 月 内 是 稳定 的 。 应 该 

注意 ,即使 用 醋酸 溶液 稀释 后 ，TCA 的 最 终 浓 度 仍 为 2 邑 左右。 但 残留 的 TCA 对 继续 固 

定 是 不 适宜 的 。 另 一 染色 方法 是 , 在 开始 时 短 时 间 固 定 后 ， 放 在 考 马 斯 亮 蓝 R-250 饱和 

的 12.5% TCA 中 30 分 钟 ,使 蛋白 质 染 色 ,再 转移 至 试管 中 , 并 贮存 在 1OZTCAK™, 

法 除了 不 使 用 较 差 的 固定 液 如 醋酸 外 ,还 有 一 优点 ， 即 残留 在 10 多 ICA 中 的 染料 或 加 到 

10% TCA 中 的 少量 染料 逐渐 地 吸附 在 染色 的 蛋白 质 区 带 上 ， 置 暗 处 贮存 时 使 区 带 变 黑 。 

但 此 法 有 两 个 缺点 ,第 一 , PARE AH HLA. HEE ml 010% 

料 水 溶液 与 50m125% TCA 混合 ,再 加 49ml 水 ,立即 混 匀 ， 这 种 染 液 在 一 天 内 是 稳定 的 5 

第 二 , 凝 胶 在 10% TCA 中 存放 两 周 后 发 生 级 缩 。 

SDS-PAGE 或 含有 其 它 去 污 剂 的 PAGE 染色 产生 了 特殊 的 问题 。 这 些 去 污 剂 能 与 - 

酸性 固定 液 和 染料 竞争 ， 例 如 带电 荷 的 去 污 剂 ， 如 SDS， 竞 争 蛋 白质 与 阴离子 染料 的 反 

应 ， 也 妨碍 阳离子 染料 的 使 用 ， 所 以 必须 分 散 去 污 剂 的 胶 粒 结 构 ， 以 便 使 去 污 剂 单 体能 

从 凝 胶 中 扩散 出 来 而 有 效 地 固定 蛋白 质 。 本 法 试图 用 酸性 醇 液 使 SDS 胶 粒 解 离 来 达 此 

目的 。 一 般 说 来 ,这 些 方法 不 能 可 靠 有 效 地 固定 蛋白 质 。 此 外 ,在 酸性 醇 液 申 染 色 的 本 

底 较 深 ， 需 长 时 间 才 能 将 染料 洗 脱 &0。 利 用 在 12.5%TCA 和 50% 甲醇 (B. An der Lan, 

在 制备 中 ) 中 的 活性 碳 吸 附 SDS 和 染料 〈 即 用 扩散 脱色 仪 ，Hoefer Scientific Instruments)， 

显然 明显 地 加 快 了 单 体 SDS 从 凝 胶 中 扩散 的 速度 和 凝 胶 脱 色 的 速度 (CB. An der Lan,， 待 

发 表 )o E Bet J 

Gi) 凝 胶 横 切片 和 测定 ”使 用 仪器 和 技术 可 将 凝 胶 横 向 切 成 lmm 薄片 ,切片 的 厚薄 

钾 凝 胶 类 型 而 定 ， 适 用 于 特定 实验 的 凝 胶 浓 度 范 围 。 选 择 切 片 器 的 标准 是 它 应 能 切 各 种 

直径 的 凝 胶 。 无 论 用 凝 胶 浸 涡 法 或 用 保留 未 切片 的 残留 端 切除 移动 界面 前 沿 部 分 的 切片 

技术 均 用 得 不 多 了 ，, 因 这 样 处 理 难以 用 Re 表示 区 带 的 特征 。 至 今 尚 缺少 一 种 能 根据 不 同 

%T FIGC 而 改变 切片 的 厚薄 并 适应 不 同 大 小 凝 胶 和 测定 Rs 值 的 商品 切片 器 。 本 实验 室 

忆 报 道 了 一 种 隔膜 式 切片 器 , 它 符合 上 述 标准 ,可 由 现 有 的 商品 配件 组 装 而 成 思 (图 10)5 

一 种 市 售 的 带 有 电 振 动 器 的 金属 丝 切片 器 〈hoefer scientific) 适用 于 大 分 子 蛋 自 质 所 用 
的 15% DATD 交 联 的 弹性 较 大 的 凝 胶 , 至 少 是 用 于 T 大 于 5 多 的 凝 胶 。 但 是 目前 这 类 切 

片 器 的 振动 频率 偏 高 ,需要 通过 变阻器 根据 多 T 和 凝 胶 直 径 成 比例 地 减 慢 。 

通过 对 凝 胶 切 片 的 同位 素 测 定 或 凝 胶 切片 提取 物 中 蛋白 质 活性 的 分 析 得 到 有 蛋白质 图 

谱 。 在 前 一 情况 下 ,如 欲 对 8- 晓 变 的 放射 性 同位 素 进 行 测定 , 则 需 将 切片 溶解 四 ， 而 对 7 

旷 变 的 同位 素 即 可 直接 用 凝 胶 切 片 进 行 测定 。 溶 解 凝 胶 的 条 件 到 决 于 %T 和 选用 的 交 联 
剂 ( 人 参考 文献 [3]; 也 参见 第 1 章 )。 

凝 胶 切 片 活性 的 测定 通常 是 将 凝 胶 切 片 培育 在 测定 液 中 。 和 蛋白 质 从 凝 胶 中 扩散 出 来 

的 速度 随 蛋 日 质 的 构象 、. 聚 丙烯 酰胺 对 蛋白 质 吸附 的 程度 以 及 凝 胶 浓 度 的 变化 而 变化 ; 贡 

欲 获 得 共有 最 高 活性 的 洗 脱 液 ,应 该 绘制 扩散 时 间 对 活性 的 时 间 曲 线 。 

Git) 放射 自 显影 ”通常 是 将 往 凝 胶 作 纵向 切片 或 将 1 一 2mm 厚 的 板 凝 胶 在 滤纸 上 
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Al0 凝 胶 切片 器 示意 图 。 适 用 于 直径 为 0.3.0.6 和 1.8cm 的 柱 凝 胶 。 除 3.6\7\、8 部 件 外 ,其 它 
部 件 有 商品 出 售 。 设 计 见 参考 文献 [31]。 

手 燥 后 进行 放射 自 显影 ， 以 检定 放射 性 蛋白 质 ( 第 1 BE) og 因为 高 浓度 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
手 燥 时 易 龟 裂 ， 所 以 在 干燥 前 先 将 凝 胶 用 5 多 聚 乙 二 醇 ( 分 子 量 为 20,000) 和 5 匈 甘 油 的 
溶液 平衡 半 小 时 。 本 实验 室 已 制 成 0.6cm RRA HBO, 其 结构 见 图 11 (结构 详 
ARAM). GAMERA (Miles, Elkhard, Ind), 但 它 仅 适 用 于 直径 0.5cm 的 凝 胶 , 还 缺 
悄 旋 紧 的 螺旋 及 在 台面 上 切片 所 需要 的 稳重 的 底座 。 切 片 干 燥 机 商品 (Hoefer Instruments) 
是 令 人 满意 的 。 以 7 晓 变 标记 的 蛋白 质 可 直接 将 凝 胶管 置 于 胶片 上 曝光 作 放 射 自 显影 
(Kodak X-Omat R，XRI)， 如 有 必要 ,可 利用 增 感 屏 (dupont lightning plus)。 凝 胶 放 置 在 
装 于 适宜 的 上 缓冲 液 贮 液 槽 内 的 截面 为 长 方形 (内 径 2X4mm) 的 管子 中 ， 最 适合 做 放射 
自 显 影 (B， An der Lan 等 , 待 发 表 )。 若 凝 胶 上 每 条 蛋白 质 区 带 计 数 为 5X 10xpm 即 可 直 
入 商品 红眼 

11 用 于 直径 1.8cm 的 凝 胶 的 带 导向 板 的 纵向 切片 器 ， 由 A， 铝 金属 座 ; B, APL SCAN ERE 
支持 架 ; C， 带 不 对 称 固 定 的 凝 胶 切割 丝 的 金属 丝 架 。 
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Gv) 2, 的 测定 “测定 蛋白 质 在 分 离 胶 中 与 蛋白 质 区 带 前 的 泳 动 界面 有 关 的 移动 距 

离 ,是 蛋白 质 区 带 图 谱 的 特征 (相对 泳 动 率 ，Re)。 在 许多 情况 下 ,以 在 特定 的 堆积 界限 之 

间 [RMC1,PI) 和 RM(2，LAMBDA)] 移动 的 染料 (“ 示 踪 染 料 ") 来 标明 泳 动 错 面 的 前 沿 。 

而 在 另 一 些 情况 下 ， 采 用 化 学 检测 法 来 检定 后 续 成 分 (Cl) 或 是 先导 成 分 (C27 以 确定 泳 

动 界面 ,例如 , 凝 胶 中 硫酸 盐 与 0.1mol/L 氯 化 刍 培 育 ,氧化 物 则 与 硝酸 银 培育 ( 见 步 又 6)。 

或 者 用 同位 素 分 析 法 测定 标记 CONSTITUENT 1 或 2 。 现 有 一 种 测定 Re 的 电子 装置 ?” 

用 来 测定 染色 凝 胶 图 谱 的 Rt， 并 有 商品 供应 〈Hoefer Scientific). 如 果 制 备 的 凝 胶 具 有 

重复 性 ,又 在 严格 控制 条 件 下 电泳 ， 那 么 Re 值 也 具有 高 度 重 复 性 ""。 测 定 每 一 种 凝 胶 浓 

度 下 所 研究 的 蛋白 质 和 分 子 量 标准 蛋白 质 区 带 的 Re 值 , 是 定量 PAGE 所 要 求 的 唯一 的 

实验 工作 , 它 提供 了 “Re 和 T” 数据 组 ,以 便 计 算 Feguson 曲线 图 和 用 一 组 命名 为 PAGE- 

PACK” 的 计算 机 程序 ,以 全 自动 化 的 形式 计算 出 其 它 参数 ””“。 

PAGE PACK 

数据 文件 程序 输入 输出 

f re 一 rr 
aa 

| 1. PAGEPACK 指令 

| 2. PAGE 程序 FORTRAN 程 序 

4 3. ;01 数据 卡 Rg, 7T 

4 RFT1 Kou ’ , ) : 
5. 02 数 据 卡 Prot.#, Kp 

4, 6. PLOTRUN R, MW 

| 7. 03 数 据 卡 Prot .#, KR 

B Re 

iw Ray 

, 8. GIANTRUN 去 uw 
Mw 
R 

9. 04 数 据 卡 和 

10. CHARGE Moy V 

11. 06 数 据 卡 [Kp» Yo RIA 
[KR， Ty R]B 

12 TOPT 下 Bia 

13. "MUNI" IDENT 7 个 参数 T WH 

别 显著 

12 PAGE-PACK 计算 机 文件 和 程序 一 览 表 。 ‘ 
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步骤 12. Ferguson 曲线 图 的 计算 

在 半 对 数 坐 标 纸 上 绘 制 Re-%T 一 组 测定 值 的 Ferguson 曲线 图 CBM log wR, 3ST Jo 

如 果 起 始 在 大 的 范围 内 使 用 前 文 建议 的 最 少数 量 的 凝 胶 浓 度 , 此 曲线 图 将 标明 欲 使 Re 值 

在 0.25 一 0.85 的 理想 范围 内 所 需要 的 该 凝 胶 的 浓度 。 为 了 获得 曲线 最 适 的 统计 学 意义 ， 

希望 在 此 范围 内 有 .7 组 Re-%T 数据 , 最 少 需要 三 个 组 数 。 因 此 实际 上 这 一 步 是 重复 步 

又 8 一 11， 以 累计 Ferguson 曲线 图 所 需 的 点 数 ， 手 工作 图 允许 我 们 将 点 定 在 实验 证 实 确 

实 需要 的 地 方 。 

PAGE-PACK 是 用 于 制作 和 评价 Ferguson 曲线 图 的 计算 机 程序 27"“”"0， 它 提供 足 

够 的 统计 学 上 无 误差 的 数学 操作 并 较 快 地 给 出 Re%T 组 的 数据 。 美国 生物 医学 计算 技 
术 情 报 中 心 、Room1302、Vanderbilt 医学 中 心 、Nashvillt、Tennesee37232 将 PAGE-PACK 

制 成 磁带 \ 表 格 及 指令 的 形式 ， 程 序 统一 编号 为 MED-34-PAGE-PACK。 程 序 以 Fortran 

IVG 的 形式 编写 。 图 12 列 出 了 PAGE-PACK 的 

肉 容 及 它们 以 NIH 形式 的 编排 。 相应 于 这 些 内 18， 一 天 eit | 
容 的 程序 名 称 在 指令 中 给 出 。 图 13 一 23 列 出 了 800 . -一 蛋白 质 编号 

SLU) PAGE-PACK 关键 程序 的 输入 和 输出 的 35 ”3 的 ” 
格式 。 oo oes 

将 各 种 多 的 Re 值 输 进 到 输入 文件 中 (图 : 535 
13), 最 好 使 用 远程 终端 机 。 输 入 RFTI 程序 以 便 fg: °979 
计算 Ferguson 曲线 图 的 斜率 ,Kx、 排 阻 系数 (测定 全 o tame ar 
BFK), Ferguson 曲线 图 的 7 截 距 , yo CWE Ps =k 

分 子 净 电荷 )， 它 们 的 标准 差 和 (log R/T ride 
相关 系数 。 图 14 中 这 些 参数 以 箭头 或 括号 指明 。 «SS, 898 
并 以 数字 形式 计算 出 Kx 和 加 的 95 和 可 信 限 的 连 4.5 625 
合 包 络 线 ， 在 以 刀 为 对 数 坐标 的 半 对 数 坐 标 纸 6: 465 

“上 ,用 手工 绘制 出 包 络 线 (图 15)。 最 后 , RFTI 程 8 300 
序 担 供 了 具 95 匈 可 信 限 的 包 络 线 和 Ferguson 1G. :140 
共同 组 成 的 图 象 ， 以 利于 对 曲线 (图 中 十 字 影 线 ) 
及 综合 观察 时 (图 中 影 线 ) 进 行 观察 (图 16)。 13 DATA01 号 文件 输入 格式 。 

同一 性 试验 

若 在 各 种 凝 胶 浓 度 ,最 适 pH、 离 子 强度 、 温 度 以 及 提供 最 大 稳定 性 和 活性 的 其 它 条 

件 的 缓冲 系统 中 制作 Ferguson 曲线 图 时 均 出 现 单一 成 分 ， 表 明 分 子 是 均一 的 。 若 应 用 其 
它 的 物理 方法 来 检查 均一 性 所 根据 的 分 子 性 质 与 PAGE 分 离 所 根据 的 分 子 性 质 相 同 ， 显 

然 不 应 利用 这 一 方法 , 尤其 是 这 种 “独立 的 方法 ”在 以 理论 塔 板 数 N 表 示 的 数值 比 PAGE 
低 时 更 是 如 此 。 

不 同时 间或 不 同 实验 室 进行 的 各 次 实验 之 间 经 常会 提出 分 子 同一 性 的 问题 。 这 一 问 

题 只 有 在 分 析 工作 是 在 完全 相同 的 PAGE 条 件 下 进行 才能 解决 ， 也 可 根据 研究 的 每 一 

成 分 的 浓度 分 布 图 象 的 形态 〈 峰 形 )， 或 是 根据 Rt 值 或 Ferguson 曲线 图 来 解决 同一 性 问 
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输出 1 

是 期 二 1980 年 4 月 22 日 

系统 18.2.0. RE 2.00 BAR 800.00 few RK 

- RF 预定 的 RF log(RF) log(RF) 

3.50 0.9590 0.93358 “一 0.01818  —0.01802 0.24112 

3.75 0.9350 0.88710 —0.02919 —0.02858 0.23415 

4.50 0.7300 0.76118  —0.13668 -—0.13630 0.21158 

5.00 0.6400 0.68720 —0.19382  —0.19275 0.19541 

6.00 0.5330 0.56024 ”一 0.27327 0.27274 0.16165 

7.00 0.4700 0.45673 —0.32790 —0.32772 0.12831 

8.00 0.3900 0.37235  —0.40894  —0.40846 0.09792 

9.00 0.3200 0.30356 —0.49485 —0.49424 0.07219 

10.00 0.2400 0.24748  —0.61979  —0.61959 0.05174 

未 加 权 回 归 方 程 
允 平 均 数 一 6.31 Y 平 均 数 三 一 0.2781 ”反对 数 (Y 平 均 数 ) 一 0.527147 

Y @§B A = 0.27499E + 00 REZ A = 0.022982 
RwR A = 1.88359 反对 数 (4 + 1 个 标准 差 ) 王 1.98595 
斜率 了 B = —0.87709E 一 01 RES B= 0.34406E — 02 

FAX R = 0.994658 

变异 Y = 0.42497E — 01 
Y RH#=0.51756E — 03 
平方 残余 和 一 0.36229E — 02 
X maw =56.75 

logY 总 和 三 一 2.5026 X 测 得 值 的 平方 和 一 401.562 

X maa XlogY 之 积 的 总 和 二 一 19.61520 logY 的 平方 和 王 1.0359 

加 权 回 归 方 程 

最 大 可 能 的 方法 10 次 重复 

| Y, = 1.908236 | | Kz = 0.08871 | 

X FR —=5. 35818 了 平均 数 一 一 0.194691 RF 平均 数 一 0.63872 
Y 截 距 C = 0.28063E + 00 标准 差 C 三 '0.23708E 一 01 
反对 数 C = 1.908236 
Y。 +1 个 标准 差 二 2.01530 、 标准 差 Y。 王 0.10706 ee fe 
#438 D = —0.08871 RES D = 0.41816E — 02 <——— 

—_>i8% R = 0.998905 

as 5 Y = 0.47821E — 02 
Y RX#—=0.83704E — 04 
Wl = ARES =0-91490E 一 02 
EAR M=0-58593E — 03 

WHEL X 测 有 全 之 积 的 总 和 一 7.46965 WRU X mauz REF M=44.81082 
WRU log¥ 之 积 的 总 和 WHlLllogY 之 积 平方 和 一 0.91098E — 01 

一 一 0.27141E + 00 权 的 总 和 王 1.39406 

WRI X maui logY 之 积 的 总 和 一 一 1.87893 
总 和 (WXX) = 4.78703 总 和 (WYY) =0.38257E—01 总 和 (村 XY) = 一 0.42466E + 00 

平方 残余 和 除 以 权 数 总 和 三 0.42030E-03 

All4 REFTI 程 序 的 输出 格式 ;五 个 主要 的 输出 参数 列 在 方 格 内 或 以 箭头 标 出 。 

Aer, 后 一 种 方法 是 最 适 的 解决 方法 ， 即 在 同一 图 上 ( 半 对 数 坐 标 纸 上 ，》 BURBS 

标 ) 画 出 两 条 有 关 的 Ferguson 曲线 图 的 Kx 和 ) 具有 95 多 可 信 限 的 连 合 包 络 线 (AIS), 
即 可 解决 同一 性 问题 。 二 种 成 分 的 包 络 线 重 倒 ,表明 它们 在 特定 的 条 件 下 是 不 能 分 辩 的 。 
不 重 登 则 表示 可 以 区 别 , 部 分 重 登 则 需 分 析 。 如 果 包 络 线 大 小 差别 很 大 ;通过 增加 较 大 包 

络 线 数据 点 《Re-%T 组 ) 的 数目 使 其 减 小 到 较 小 包 络 线 的 大 小 。 如 果 呈 椭圆 形 重 倒 ,而 且 
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在 相同 的 条 件 下 最 好 是 同时 进行 成 分 分 析 BBA Be Ae AB TT ERR HF 

利用 IDENT 程序 来 减 小 Ra-Yo 包 络 线 29 (图 12)。 本 文 未 提供 运用 这 一 程序 的 指令 , 以 

免 因 此 次 要 的 方面 而 使 PAGE-PACK 的 主要 问题 复杂 化 ,但 是 已 编制 出 了 BASIC 程序 和 

指令 以 供 索 取 应 用 。 

输出 2 

星期 二 1980. 4 .22 « 

系统 18.。 2 2.0. 交 联 度 2.00 蛋白 质 800.00 
y6 和 KR 共同 的 95% 可 信 限 
F= 7 

0.28063E+00 -0.08871 5.35818 -0.19469 
9 1.39406 0.83704E-04 4.78703 

|-Kal 

图 15 REFTI 程序 输出 格式 ( 续 )。 用 数字 《图 上 部 ) 表示 的 Ke A yo 的 9592 可 信 限 连 合 包 络 线 及 
在 半 对 数 坐 标 纸 上 需 要 用 手工 作出 的 图 (图 下 部 )。 

分 子 大 小 和 电荷 异 构 

45 PAGE 在 同一 凝 胶 内 或 不 同 凝 胶 之 间 的 区 带 不 能 提供 关于 每 条 区 带 中 各 蛋白 质 

之 间 物 理 关系 的 任何 资料 ， 相 反 ，Ferguson 曲线 图 分 析 ， 特 别 是 据 此 衍生 得 到 的 Ke 对 

入 的 曲线 图 确实 提供 了 这 种 信息 (图 15)。 例 如 , 平行 的 Ferguson 曲线 图 阐明 了 分 子 大 小 

相同 而 净 电 荷 不 同 ( 电 荷 异 构 ); Ferguson 曲线 图 在 yo 轴 或 近 yo 轴 的 交叉 则 认为 是 一 类 低 

聚 物 ( 亦 即 表面 净 电 荷 密度 相同 ) ,但 分 子 大 小 有 所 不 同 ( 分 子 大 小 异 构 )( 参 见 第 1 章 及 参 

考 文献 [36])。 交叉 的 Ferguson 曲线 图 则 表明 各 物质 之 间 在 电荷 和 大 小 上 均 不 相同 〈 见 

”第 1 章 ;参考 文献 17] 的 图 19)。Kz 与 % 的 曲线 图 也 提供 相似 的 信息 ， 但 对 这 些 参数 增 

加 了 统计 学 的 意义 。 例如 ， 沿 着 Kx 轴 的 Ke 和 yo BY 95 多 可 信 限 的 连 合 包 络 线 彼此 之 间 

互相 重 登 , 则 证 明 为 分 子 大 小 异 构 , 而 沿 着 % 轴 的 包 络 线 彼 此 之 间 可 互 换 则 表明 为 电荷 

异 构 。 一 般 说 来 ,同一 蛋白 质 有 几 种 寡 育 体 和 电荷 异 构 体 ,所 以 ,从 图 中 数 种 能 相互 代替 的 
由 水 平和 垂直 方向 组 成 的 包 络 线 图 象 表明 分 子 是 均一 的 。 如 果 仅 计算 凝 胶 上 蛋白 质 区 带 

的 条 数 ， 仍 不 能 了 解 分 子 是 否 均一 。 甚 至 一 系列 Ferguson HAA, ABELBA, A— 

图 形 无 统计 学 范围 内 的 重 登 性 ， 那 也 不 能 明确 提出 分 子 是 相同 还 是 不 同 的 证 据 ， 以 及 是 

电荷 异 构 或 分 子 大 小 异 构 关系 的 证 据 。 但 后 一 关系 可 根据 椭圆 形 ” 的 图 形 来 直接 加 以 证 

明 。 因 此 ,这 是 应 用 PAGE-PACK 计算 而 不 用 未 经 计算 分 析 的 Ferguson 曲线 图 的 主要 理 

HZze 
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星期 二 1980, 4, 22., 
系统 18. 2 .0 交 联 度 2.00 蛋白 质 g00.00 

这 ae 

20.00 式 

图 16 REFTI 程序 输出 格式 ( 续 )。logRe 5%T 曲线 图 (Ferguson 曲线 图 )。 十 字 影 线 表示 与 直 
线 相交 的 9538 可 信 限 包 络 线 ? 影 线 为 整体 观察 时 相应 的 包 络 线 。 

物理 特性 

在 95 多 可 信 限 范围 内 的 Kp 和 » 值 , 是 来 自 实验 测定 分 子 大 小 和 净 电 荷 的 一 种 方 
法 , 这 就 是 说 它们 不 是 来 自任 何 设想 。 因 此 ， 以 蛋白 质 的 Kx 和 » 的 95 匈 可 信 限 连 合 包 
络 线 来 描述 蛋白 质 ， 因 为 它 直接 估算 出 蛋白 质 分 子 在 特定 的 缓冲 介质 中 的 分 子 大 小 和 电 
荷 状 态 。 人 们 能 选择 朴 水 性 程度 不 同 的 缓冲 介质 ， 发 现 大 分 子 的 主要 性 质 ( 即 电荷 \ 大 小 
ALBEE) 都 表现 在 PAGE 包 络 线 内 。 这 一 事实 说 明 除 了 PAGE 以 外 采用 其 它 对 上 述 
性 质 灵敏 的 方法 来 检查 分 子 的 性 质 或 探查 各 部 分 的 分 子 性 质 就 显得 繁琐 多 余 。 其 它 一 些 
对 分 子 大 小 或 电荷 敏感 的 分 级 分 离 方 法 ， 如 凝 胶 过 滤 、DEAE- 或 CMC- 层 析 ， 实 际 上 不 
如 PAGE 有 效 ， 因 为 它们 的 理论 塔 板 数 较 低 a2n。 应 该 指出 ,与 PAGE 相同 的 其 它 利 用 分 
子 大 小 不 同 进行 分 级 分 离 的 完 长 的 方法 ,只 适用 于 含 数 种 成 分 系统 的 分 析 , 而 不 适用 于 多 
种 成 分 系统 的 分 析 。 测 定 Top MF), 并 用 Top 对 蛋白 质 进行 分 级 分 离 时 仅 适 用 于 含 
少数 成 分 的 简单 混合 物 。 这 是 因为 在 多 成 分 系统 条 件 下 ， 由 于 人 们 不 能 确定 在 亏 种 OT 
时 的 蛋白 质 区 带 (RD) 是 否 相应 于 另 一 多 工时 的 同一 蛋白 质 ,因而 不 能 绘制 出 Ferguson 曲 
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线 图 。 因 此 ,在 能 测定 任何 两 种 成 分 分 离 胶 的 最 适 浓度 之 前 需要 先 对 多 成 分 系统 进行 预 
分 离 。 

至 于 作为 测定 分 子 大 小 的 Ky 的 物理 意义 和 测定 分 子 净 电荷 的 yo 值 的 物理 意义 还 不 
清楚 。 从 孔径 理论 考虑 ,以 Kx 表示 分 子 大 小 的 特征 取决 于 凝 胶 类 型 ， 例 如 ， 在 理想 的 情 
BLE, Ke 值 可 从 实验 上 由 末端 可 忽略 的 长 纤维 组 成 的 凝 胶 中 求 出 , 它 反 映 了 分 子 表面 的 
面积 。 而 与 此 相应 的 是 ,在 “点 凝 胶 ” 中 ,这 类 凝 胶 纤维 的 长 度 短 到 可 以 忽略 不 计 ， 推 测 的 
Ky 值 将 反映 分 子 的 体积 ?72。 这 些 推测 显然 似是而非 , 仍 急 待 进行 试验 证 实 。 目 前 这 种 推 
测 仅 作为 一 种 准则 用 来 解释 Kx 对 分 子 大 小 的 量度 。 同 时 假定 常用 的 以 2 一 5 多 双 丙烯 酰 
HEBER PAGE 是 一 种 “无 限 长 的 和 一 维 的 型式 ,而 以 5 一 10 匈 双 丙 烯 酰胺 交 联 的 凝 胶 ,或 
以 DATD 高 度 交 联 的 凝 胶 近似 于 “无 长 度 或 零 维 的 ” BAO, 在 真正 的 凝 胶 中 人 们 期 
望 的 凝 胶 是 一 种 介 于 “一 维 的 > 和“ 零 维 的 ”中 间 类 型 , 它 取决 于 多 C 和 聚合 的 速度 (催化剂 
浓度 `\ 温 度 )， 而 聚合 速度 与 平均 链 长 成 反比 。 

解释 作为 分 子 净 电 荷 一 种 量度 的 yo 的 意义 甚至 比 解释 Ka ( 见 上 述 有 关 讨论 ,参考 文 
献 [26，27，38]) 的 意义 更 困难 。 问题 是 y 值 与 Ka 相似 ， 也 随 钨 C 的 变化 而 变化 , 除 
AE %C 为 高 浓度 (10-50%) 它 才 保 持 不 变 四 。 因为 分 子 的 化 合 价 不 随 色 C 的 变化 而 变 
化 ;所 以 尚 难 确定 某 种 jy。 簿 可 用 来 计算 化 合 价 。 其 次 ， 在 T 为 0 一 2 匈 的 范围 内 作出 的 
Ferguson 曲线 图 可 能 是 非 线性 的 ,由 于 不 能 制备 这 一 浓度 的 凝 胶 , 因而 既 不 能 证 实 也 不 能 
否定 这 一 见解 。 人 下 文 将 进一步 说 明 。 
尽管 将 yo 变换 为 化 奉 价 有 某 些 缺 点 , 但 解释 和 评价 各 类 物质 之 间 以 净 电荷 表示 的 性 质 上 
ee 

$e) RAMA FANS FENDER, 以 及 将 Yo 0 FHL 由 电泳 的 泳 动 
全 梳 藉 于 许多 设想 ， 因 此 十 分 重要 的 是 区 别 以 Ka 和 ) 表示 的 分 子 特 征 ， 
风 ; 查 难于 概念 化 ,而 以 转变 的 参数 描述 的 分 子 特 征 虽 然 不 够 精确 ， 但 以 大 

家 熟悉 的 形式 表达 出 来 8 例如 ,由 PAGE 测 得 的 以 分 子 量 为 60,000 来 描述 一 个 分 子 ， 这 
给 人 们 一 个 形象 ,而 相应 的 Ka0:04《 它 更 精确 ) 来 表示 , 却 不 能 给 人 们 这 种 印象 ， 除 非 Ke 
得 到 普遍 应 用 时 未 行 。 因 此 有 理由 认为 目前 “转变 ”参数 仍然 有 价值 ,借助 于 PAGE-PACK 
按 以 下 步骤 进行 转换 : 

步骤 13， 分 as Ferguson 曲线 图 

扣 质 标准 品 必须 表现 为 一 条 主要 的 区 带 。 目前 虽然 有 用 于 SDS-PAGE 

的 分 子 量 站， 但 缺乏 用 于 PAGE 的 天 然 蛋 白质 商品 。 所 选择 的 标准 蛋白 质 其 

分 子 量 范 未 知 物 的 分 子 量 在 内 ,并 尽 可 能 在 化 学 组 成 上 类 似 于 未 知 蛋白 质 , 如 糖 

蛋白 、 脂 蛋白 不 能 混合 ,球形 蛋白 不 能 与 完全 不 对 称 的 蛋白 质 相 混合 。 假 设 能 这 

样 选择 标准 别 j 那 委 七 种 标准 分 子 量 的 蛋白 质 即 足以 满足 需要 。 事 实 上 ,人 们 很 少 能 如 此 
选择 ,因为 的 蛋白 质 在 这 些 方面 都 有 变化 ， 着 人 使 组 分 和 构象 上 的 差别 随机 分 本 ， 

a: cabs. secede anenaenns ae ndeah 
整 浓缩 胶 的 叭 积 界 限 (图 6) 和 在 同一 分 离 胶 中 比较 未 知 的 和 标准 的 蛋白 质 。 绘 制 10 一 20 
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种 分 子 量 相差 较 大 的 标准 蛋白 质 的 Ferguson 曲线 图 ， 要 求 在 孔径 范围 较 大 的 凝 胶 中 进行 

PAGE， 因 而 最 好 是 在 凝 胶管 中 进行 电泳 。 这 就 要 求 作 大 量 工作 。 如 果 一 个 操作 人 员 每 

天 用 两 台电 泳 仪 ,每 台电 泳 仪 有 12 一 14 根 凝 胶 或 二 个 Ferguson 曲线 图 ， 一 天 最 多 也 只 能 

处 理 四 种 蛋白 质 , 因 此 ， 制 作 一 条 标准 曲线 至 少 需要 2 一 4 天 的 工作 。 若 分 子 量 范围 小 到 

足以 在 四 种 凝 胶 孔 径 下 分 析 全 部 的 蛋白 质 ， 此 过 程 就 可 因 其 中 一 种 因素 而 缩短 。 在 这 一 
情况 下 ， 每 一 特定 多 工 浓度 的 垂直 板 胶 是 节省 人 力 的 。 否 则 绘制 标准 品 Ferguson 曲线 图 

的 方法 与 前 述 方 法 相同 。 

对 于 SDS-PAGE 而 言 ，Ferguson 曲线 图 上 标准 的 和 未 知 的 蛋白 质 的 相对 自由 泳 动 

率 加 是 相等 或 几 近 相 等 ; 尚 需 实 验 来 证 实 。 如 果 在 工 浓度 为 零 或 接近 于 零 时 ,任何 标准 品 

或 未 知 物 的 » 值 不 同 于 蛋白 质 所 共有 的 % 值 ， 这 是 由 于 SDS 量 不 足以 使 蛋白 质 表 面 达 
到 饱和 程度 (在 1%SDS 100*C 下 反应 时 间 不 够 );, 或 者 是 由 于 与 非 蛋白 质 部 分 发 生 共 价 结 

合 ， 因 而 SDS-PAGE 中 分 子 量 的 测定 只 能 用 下 述 与 PAGE 相同 的 方法 来 解决 》 并 假定 

SDS- 多 肽 复合 物 的 构象 是 任意 卷曲 的 ， 即 以 分 子 量 (MW ) Ht Ky 的 标准 曲线 来 测定 ( 步 

又 14)。 反 之 ， 若 在 多 T 为 零 或 接近 于 零 时 标准 品 和 未 知 物 的 确 具 有 共同 的 . %%， 则 可 借 

助 于 logo (MW) Xt Re 的 S 形 标准 曲线 ， 或 者 在 限定 的 分 子 量 范围 内 《用 步骤 14 中 的 

GIANTRUN 程序 图 17 中 ， 输 入 标准 品 和 未 知 物 的 “REF” 和 -Re 值 ) 于 曲线 中 间 的 线性 部 

分 ,或 用 适当 的 平滑 而 又 对 称 的 对 数 曲线 的 非 线性 部 分 , 在 一 种 多 宝 浓度 的 凝 胶 中 测定 分 

FB, : 7 ; 

血球 凝集 素 FOTIA pH2.9 
GIANTR 

KR<— RPG ME IRC Hk» HEBEL IE» SDS-FR PA Ie O 
51.<—BAREK  -0567<—Kp 

6. 04674 

45. - .08044 标准 蛋白 质 

114. -09134 

Ie - 1096 输入 文件 DATA03 

60. e331 

800. 08871 愉 

801. 10887 . 林 知 物 
999 

输出 1 

蛋白 质 名 称 SFB 半径 KR” 
51.0 木瓜 蛋白 酶 20700 1.82430 0.05670 — 

6.0 REAR 21600 1.85040 0.04674 

45.0 Lactoperoxase* 93000 3.01030 0.08044 

114.0 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 气 酶 140000 3.45000 0.09134 

11.0 7 球 蛋 白 160000 3.60700 0.10960 

60.0 过 氧化 氢 酶 * 232000 4.08260 0.13310 

图 17 GIANTRUN 程序 输入 格式 。 上 图: 输入 文件 DATA03; FA: #ABZA 

* 疑 为 乳 过 氧化 物 酶 。 一 一 译 者 

步骤 14: Kp 转换 为 分 子 半径 (及 ) 和 分 子 量 (MW) FF 

将 未 知 物 和 标准 品 的 Ky 值 输入 到 数据 文件 中 (图 17， 上 图 )。 BURSORR ISAT 的 
es 90 。 



“Ky” 的 输入 确定 了 数据 分 析 的 类 型 ， 即 根据 球 蛋白 [CKa) WR] 或 随机 卷曲 的 蛋白 质 

(Ky 对 MW) 的 标准 曲线 来 计算 分 子 几 何平 均 半径 尺 和 分 子 量 MWs 然后 ， 由 程序 将 这 
些 输入 数据 综合 (图 .17， 下 图 )， 根 据 球 蛋 白 的 标准 曲线 来 计算 未 知 物 的 R MW 和 标 

准 曲线 的 相关 系数 ,同时 还 提供 以 十 字 影 线 表示 的 和 适用 于 综合 观察 的 ,以 影 线 表 示 出 的 

具有 95 多 可 信 限 的 包 络 线 标 准 曲线 图 (图 19)。 类 似 的 计算 和 曲线 (未 表明 ) 也 用 于 随机 

卷曲 的 蛋白 质 ; 在 Ke HMR A MW 时 假设 以 下 三 种 情况 : 

@) 未 知 蛋白 质 和 标准 蛋白 质 具 有 一 般 的 球状 或 随机 卷曲 的 构象 。 

《iD 微分 比 容 为 0.74。 

Gi) 未 知 物 和 标准 品 无 水 合作 用 。 
为 了 减 小 上 述 假设 引起 的 误差 ， 应 选择 与 未 知 物 构象 相同 的 标准 品 进行 试验 。 如 果 

未 知 物 是 一 种 结合 蛋白 ， 也 应 选择 结合 相同 部 分 的 标准 蛋 折 。 由 上 述 三 种 假设 与 客观 实 

际 不 一 致 所 引起 的 系统 误差 , 随 标 准 品 数目 的 增加 而 减 小 。 

对 于 SDS-PAGE， 在 上 述 指定 的 范围 内 可 用 同一 程序 (图 17 一 19) 将 Re 转变 为 
MW. 这 时 用 字母 RF 代替 KR 输入 到 输入 文件 中 (DATA 03， 图 17)， 再 以 Rs BRS 
Kz 输入 。 

和 输出? 
星期 二 1980 年 4 月 22 日 
血球 凝集 素 1 和 对 照 pH2.9 
运算 数据 
X = KR? Y 一 半径 

0.23812E + 00 ”0.18243E + 01 
0.21619E 二 00  0.18504E + 01 
0.28362E 十 00  0.30103E + 01 
0.30223E 十 00 0.34500E + 01 
0.33106E + 00  0.36070E + 01 
0.36483E + 00 0.40826E + 01 

抛物 线 试 验 中 非 线性 不 显著 
依 和 的 未 加 权 爱 性 回归 方程 

Y = —0.17941E + 01 + (0.16468E + 02)- xX 

天 平均 数 王 0.28934E + 00 Y 平 均 数 一 0.29708E 十 01 
Y@ia A, = —0.17941E + 01 标准 差 A, = 0.53607E + 00 

斜率 By = 0.16468E + 02 标准 差 B, = 0.18246E + 01 
一 相关 R = 0.97632 

Y R#=0.51976E — 01 
0- 子 系统 一 > = 0.22798E + 00 总 和 (XX) = 0.15612E 一 01 

XY AMR BAA 
X = 0.11739E + 00 + (0.57882E 一 01) . Y 

Xi#EB A, = 0-11739E + 00 标准 差 A, = 0.19835E 一 01 
斜率 B, = 0.57882E 一 01 PREZ B, = 0.64131E — 02 
X RH =0.18269E 一 03 
0- 子 系统 一 和 一 0.13516E — 01 总 和 (YY) 一 0.44419E +01 
自由 度 为 4 时 的 二 值 王 2.77 

利用 》 依 区 的 回归 方程 内 插 未 知 数 
HARM KR 半径 上 限 FBR 分 子 量 上 限 下 限 ”名称 
800.0 0.08871 |3.1108| 3.7931 2.4285 102620. | 186036. 48824. 
801.0 0.10887 pe 4.3507 2.9285 | 164356. | 280739. 85616. 

NV BW DY = 

图 18 GIANTRUN 程序 的 输出 格式 ( 续 )。 方 框 内 或 以 箭头 指明 的 为 主要 的 输出 参数 。 
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0.200 - 
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0.300 - 
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0.500 - SR 
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0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 “6.8 

图 19 GIANTRUN 程序 的 输出 格式 〈 续 ) REA (Ke)? HR (om) 的 标 EI ‘ : nm) 的 标准 曲线 。 半 径 轴 上 

线 的 负 截 距 系 推 测 以 量度 聚 丙 烯 酰胺 纤维 素 的 厚度 ?71。 线 上 标明 的 符号 及 可 信 限 与 图 16 mat 

步骤 15: Yo 转换 与 化 合 价 ， 了 

Yo Al R 值 是 转换 成 计算 自由 泳 动 率 Ms (sae) 和 化 合 价 了 ( 净 质 子 数 /每 个 分 子 ) 
cm 

的 输入 参数 (图 20)。 a a en 如 根据 Debye-Hueckel 理论 在 带电 大 

分 子 周 围 存在 的 电势 梯度 ; 大 离子 为 球状 的 ; 小 离子 (缓冲 液 ) 为 单价 的 ; 净 电 荷 小 于 105 

表面 电荷 均一 ;大 离子 为 刚性 ;大 离子 不 导电 ; 缓冲 液 和 水 的 介 电 常 数 相等 ; 牛顿 粘 滞 度 

(Newtonian viscosity)。 从 Yo 计算 化 合 价 和 解释 与 Y 有 关 的 其 它 问题 ,已 在 前 文 讨 论 。 

最 适 分 离 孔 径 

a digs: Slate Kay YMRNBARKW, HR FLA REE A PAGE 进 

ER 最 为 重要 的 操作 条 件 。 前 文 已 介绍 最 适 孔 径 的 理论 基础 及 其 图 解法 Bo 
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CHARGE 程序 DATA04 文件 

星期 二 ，1980 年 4 月 工 日 

本 程序 由 国立 卫生 研究 所 国立 儿童 保健 和 成 人 生育 研究 分 所 

国立 卫生 研究 所 David Rodbard 设计 ，Loel Graber 行 Fortran 翻译 

系统 18.00 交 联 度 2.0 蛋白 质 801.0 Yo = 2.094193 

RM(1,9) 离子 强度 ”温度 MUC(Nat) MUCATYE) 输入 
0.140 0.150 0 0.000245 0.34235E — 04 

自由 泳 动 率 一 0.7169462E — 04< -一 一 一 

半径 一 0.3640001E 一 06 

平衡 离子 半径 二 0.2500000E 一 07 输出 

DEBYE-HUCKEL 厚度 倒数 一 0.3978788E + 07 

1.44828 BY HENRY 函数 一 Xi = 0.1043548E + 01 

电荷 (库仑 /分 子 )=Q = 0.1957434E 一 10 

化 合 价 ( 净 质 子 数 /分 子 )=V; = 0.1222637E + 02< 一 一 一 

I 一 1 时 的 泳 动 率 一 .1 一 0.4179173E — 0.4 

3.73944 的 HENRY 函数 一 Xi = 0.1116080E + 01 

图 20 CHARGE 程序 输入 和 输出 格式 。 箭 头 标明 主要 的 输出 参数 。 

步骤 16: 最 过 孔 径 的 计算 

将 待 分 离 的 两 种 蛋白 质 的 特征 参数 Key You R 和 测定 时 的 电泳 时 间 和 温度 同时 输 
人 到 工 -OPT 程序 中 《图 21)。 T-OPT 程序 即 可 计算 出 两 种 蛋白 质 具 有 最 适 分 辩 率 的 凝 

胶 浓 度 〈 图 22)， 并 绘制 分 辩 率 对 凝 胶 浓 度 的 曲线 图 (图 23)。 如 果 凝 胶 浓度 为 零 时 具有 

最 适 分 辩 率 , 则 这 种 输出 对 利用 等 电 聚 焦 电 泳 或 等 速 电泳 也 给 出 确切 的 回答 。 在 图 22 和 
23 给 出 的 实例 中 , 确实 存在 一 种 最 适 条 件 ， 但 预料 它 的 分 辩 率 比 最 适 条 件 下 的 10.8 允 工 

略 低 。 不 过 ,在 许多 情况 下 ,真正 的 最 适 条 件 是 ST = 0， 它 提供 的 预测 分 辩 率 比 多 工 为 

任何 浓度 下 的 PAGE 所 能 预期 的 分 辩 率 高 。 至 少 我 们 在 进行 两 种 或 数 种 成 分 的 分 离 时 ， 

人 
要 条 件 ( 见 第 3 章 和 第 4 章 )。 

温度 “〈C) 
360. 电泳 时 间 《分 钟 

maser YR HY | 

ae: 本 ( 毫 微米 ) } 输入 

0 ve (Ri 单位 | } 

r Peto 06 数 据 文件 

图 21 IT-OPT 程序 的 输入 格式 ，A、8 为 待 分 离 物质 。 

制备 性 PAGE 

任何 一 种 制备 性 PAGE， 无 论 是 用 切片 法 和 切片 提取 法 ”“ 或 者 是 用 连续 区 带 洗 脱 

法 “， 只 能 应 用 于 简单 的 蛋白 质 混合 物 。 复杂 的 混合 物 必 须 在 应 用 制备 性 PAGE 之 前 ， 

用 层 析 及 其 它 分 级 分 离 方 法 将 混合 物 分离 成 较为 单纯 的 混合 物 。 对 简单 和 复杂 的 混合 物 

分 离 方法 上 的 这 种 差别 来 自前 文中 曾 予 以 讨论 的 最 适 多 工 的 性 质 。 因 此 ， 在 复杂 的 混合 

es 93 。 



星期 二 1980424 8 228 

本 程序 由 国立 卫生 研究 所 国立 儿童 保健 和 成 人 生育 研究 分 所 国立 

卫生 研究 所 Dayid Rodbard 设计 ，Loel Graber 行 Fortran 翻译 

输出 1 

EF =0.0 rt [a] = 360. 
A: Yi = 1.908236 Kp = 0.08871 73 = 3.11100 
B: Y, = 2.094193 Kp = 0.10887 半径 二 3.64000 
Va 0-0 Vo — 0.0 

A 和 了 B 的 泳 动 率 相 等 时 的 凝 胶 浓 度 2.003214 

最 佳 分 离 时 的 凝 胶 浓 度 6.414705 

最 适 分 辨 时 的 凝 胶 浓 度 “10.826197 一 -一 一 一 

A 未 堆积 时 的 凝 胶 浓 度 3.163477 

B 未 堆积 时 的 凝 胶 浓度 2.948625 

T= 0h} A—# Tmax 和 TopT 

分 子 大 小 和 电荷 对 分 离 的 相反 作用 ;我 们 建议 改变 A 的 pH 进行 等 电 

聚焦 或 等 速 电泳 ;如果 你 用 二 聚 体 或 寡 聚 体 则 除外 。 

凝 胶 浓 度 分 离 ye ES AWKADR BURR 
0.0 一 .185958 —1.096735 1.90824 2.09419 

6.414705 0.095316 1.152947 0.51474 0.41942 

10.826197 0.070252 1.384117 0.20905 0.13879 

3.163477 0.052435 0.441305 1.00000 0.94757 

2.948625 0.044863 0.368598 1.04486 1.00000 

30.000000 0.003027 0.472873 0.00416 0.00113 

B22 T-OPT 程序 的 输出 格式 。 HAIDA BRERA RABI, MURR 
出 在 96T = 0 It BRABANT 

物 中 , 若 将 与 待 分 析 蛋 白质 区 带 相 邻 的 每 一 种 蛋白 质 区 带 的 To 计算 出 来 ,并 综合 孝 

Bo To 的 折衷 值 进行 电泳 ， 则 原来 在 凝 胶 图 谱 中 距 所 研究 的 蛋白 质 区 带 较 远 的 区 

带 ， 此 时 将 移 至 其 邻近 处 ， 而 使 所 研究 的 蛋白 质 与 其 相 邻 的 蛋白 质 不 可 能 获得 足够 的 分 

离 ， 以 便 进 行 制备 性 分 离 。 这 一 点 对 基于 凝 胶 切片 和 凝 胶 提 取 的 制备 方法 同样 是 确 

切 的 。 正 如 在 制备 性 洗 脱 的 PAGE 中 一 样 ， 虽 然 在 第 一 种 情况 下 出 现 区 带 可 能 提示 两 种 

蛋白 质 之 闻 可 以 分 离 ， 但 在 两 蛋白 质 区 带 相 邻 的 情况 下 完全 可 能 出 现 区 带 的 重合 。 然 而 

事实 上 ,染色 凝 胶 图 谱 上 的 区 带 很 少 是 区 带 的 最 宽 分 布 ”多 ,， 因为 染色 方法 不 灵敏 而 不 能 
观察 到 。 

凝 胶 切 片 的 提 权 

若 同时 分 离 数 条 区 带 ， 适 宜 的 方法 是 将 区 带 切 下 并 从 凝 胶 切 片 中 提取 分 离 的 蛋白 

质 “。 若 制备 的 单一 成 分 达 毫 克 量 级 以 上 ， 则 " 洗 脱 -PAGE”( 见 下 文 ) 节 省 劳力 。 当 然 ， 

切 下 凝 胶 进 行 提取 是 较 安 全 的 制备 方法 , 即 是 说 , 它 不 象 洗 脱 -PAGE 法 那样 ,由 于 选择 不 

合适 的 条 件 而 使 样品 全 部 丢失 。 

以 切片 提取 法 分 离 单一 成 分 时 ， 要 综合 考虑 所 研究 蛋白 质 区 带 与 邻近 区 带 分 离 的 最 
适 凝 胶 浓 度 。 为 了 同时 分 离 数 种 大 小 不 同 的 成 分 ， 须 赁 经 验 找 出 平均 的 凝 胶 浓度 ， 以 便 

区 带 尽 可 能 分 布 于 全 凝 胶 。 原则 上 ， 具 有 与 各 种 成 分 相 适 应 的 Teore 的 “阶梯 式 凝 胶 ” 

(step-function gels) 看 来 是 最 适宜 的 。 至 少 在 凝 胶 的 某 一 区 带 上 能 提供 最 适 多 了 的 孔径 

梯度 胶 使 数 种 蛋 日 质 在 平均 孔径 凝 胶 中 相互 之 间 分 离 % 

«© 94 。 
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曲线 图 解 实 例 
ses A 的 RF 

Jaseres A fy RF 加 上 2 个 标准 差 

B AY RF 减 去 2 个 标准 差 

第 1 章 已 描述 了 制备 性 PAGE 凝 胶 中 和 蛋白质 区 带 定位 的 方法 。 

及 .ca 

23 T-OPT 程序 的 输出 格式 ( 续 )。 用 分 辩 率 对 96T[RRRRR] 作 图 以 及 用 与 制备 性 洗 脱 PAGE 
有 关 的 Tax5%TISSSSSS] 作 图 。 

6 1.8 2.8 
Ree): oe: eee Meal | 

&- 

x6 j 
, 4 

8 

We 。 

Poth, : 

me : 

Rhy 2 
Rg: 
R- 
R. 
rR. 
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R 
R 

ts 

a 
lg 

fe 

bass : 
fh 

和 

输出 2 

0 A 的 REF 减 去 2 个 标准 差 
也. 二. 的 RE 

>……B AY RF 加 上 2 个 标准 差 
8.…….5 RF 的 标准 差 X11.79552 

如 果 选 用 横 切 凝 胶 

的 方法 ,无 论 是 隔膜 切片 器 后 ,或 者 是 目前 带 有 高 频 振 动 器 的 金属 丝 切片 器 商品 (Hoefer)， 

显然 均 适 用 于 分 离 胶 的 切片 。 PAGE BR GEL 2 一 5 多 双 丙 烯 酰胺 交 联 、 匈 工 的 数 

值 较 大 ) 切 片 的 重复 性 比 等 速 电泳 或 等 电 聚 焦 电 泳 的 非 排 阻 性 " 凝 胶 要 好 所 ,而 且 ， 它 随 

色 工 数值 的 增 大 而 增加 。 虽 然 通过 扩散 作用 可 将 蛋白 质 从 凝 胶 中 回收 ,但 回收 速度 慢 , 且 

只 能 回收 部 分 样品 。 因 此 ， 我 们 建议 采用 第 3 章 等 速 电泳 中 所 叙述 的 稳 态 堆积 法 来 洗 脱 

和 浓缩 蛋 白 质 ,但 下 列 因素 除外 : 

Gi) PEGE 载 样 量 比 等 速 电泳 小 1 一 2 个 数量 级 。 在 典型 的 分 离 实验 中 ,对 于 互相 邻近 
的 狭 带 ， 一 般 载 样 量 为 0.1mg。 若 以 聚 丙烯 酰胺 为 基质 ， 用 稳 态 堆积 法 提取 和 浓缩 样品 
时 ,样品 因 吸 附 到 聚 丙 烯 酰胺 上 而 引起 损失 0。 因 此 ,必须 使 浓缩 胶 的 体积 足够 小 ， 以 便 

as。 95 。 



满足 样品 与 浓缩 胶 的 体积 为 1;2 的 要 求 ， 需 要 有 足够 长 度 的 凝 胶 ， 以 便 在 电场 下 定量 提 

取 切 片 ,同时 也 希望 聚 丙烯 酰胺 的 吸附 效应 减 至 最 小 程度 ?9, 使 每 毫升 凝 胶 的 蛋白 质 不 少 

于 0.2 一 0.3mg。 若 只 有 数 毫 克 蛋 白质 ， 则 减 小 带 收集 杯 的 凝 胶 漏 斗 的 漏斗 柄 部 分 至 与 直 

径 为 0.6cm 的 凝 胶管 相 适应 “”” (第 3 章 图 4)。 

Gi) 与 等 电 聚 焦 电泳 相反 ， 但 与 等 速 电泳 一 样 ，PAGE 形成 的 区 带 中 的 蛋白 质 是 可 

溶 的 ,因此 ， 凝 胶 切片 能 直接 用 稳 态 堆积 法 提取 ,而 不 必 预 先进 行 溶解 。 又 因为 PAGE 凝 

胶 对 蛋白 质 的 扩散 和 移动 的 限制 远 比 等 速 电泳 大 ,所 以 电泳 提取 的 时 间 更 长 ,这 取决 于 切 

片 的 凝 胶 浓 度 和 蛋白 质 的 不 对 称 性 。 同 时 浓缩 胶 的 体积 也 相应 地 增 大 ( 同 理 , 用 疹 透 法 从 

PAGE 切片 中 提取 蛋白 质 不 如 从 等 速 电泳 的 切片 中 有 效 ， 即 便 将 渗透 时 间 从 几 小 时 延长 

至 几 天 ， 这 取决 于 前 已 述 及 的 诸 因素 ,其 产 率 也 很 少 超过 70 多 )， 继 稳 态 堆积 和 提取 切片 

后 ,将 电泳 缓冲 液 换 成 挥发 性 缓冲 液 , 再 用 凝 胶 过 滤 法 将 蛋 白 质 与 非 蛋 白质 杂质 分 离 并 冰 

冻 干 燥 CR 3 章 )。 

连续 区 带 洗 脱 

如 需要 从 数 毫 克 以 上 的 混合 物 中 分 离 出 单一 的 蛋白 质 ， 则 应 采用 制备 性 的 洗 脱 - 

PAGE。 参 考 文献 中 已 描述 了 多 种 形式 的 制备 性 洗 脱 -PAGE 电泳 仪 ”…。 若 适当 地 考虑 电 

泳 仪 水 及 的 物理 原理 和 缓冲 液 特 性 ， 其 中 许多 是 能 应 用 的 。 本 文 仅 介 绍 一 种 洗 脱 =PAGE 

电泳 仪 的 操作 方法 (图 24)， 它 已 用 于 本 实验 室 ”“"92， 同 时 也 是 可 供 选 用 的 商品 (Polyprep 
200, 凝 胶 横 截面 20cm2，Buchler Scientific Instrument)。 鉴 于 PAGE REED (0.1lmg/cm? HE 

胶 )， 即 使 应 用 凝 胶 横 截面 为 20cm 左右 的 这 种 相当 大 的 电泳 仪 (这 里 已 提供 了 详细 的 方 
法 )， 也 仅 能 纯化 毫 区 量 的 蛋白 质 。 因此， 制备 性 洗 脱 -PAGE 应 采用 最 大 的 凝 胶 表 面 面 

积 , 并 对 它 维持 恒温 ,也 就 是 电泳 仪 越 大 , 则 电热 耗 散 越 有 效 。 

有 关 洗 脱 -PAGE WAKA MARK” (SBI [19] 的 附录 [IUD。 
聚合 作用 ， 

ike ia 下 绿 冲 液 贮 液 瓶 .ME 
图 24 Polyprep-200 洗 脱 -PAGE 电泳 仪 (Buchler Instruments) 图 示 。 其 设计 的 详细 介绍 见 参 

考 文献 [2?41》19](〈 附 录 III)。 聚 合 物 隔 板 (p) SRR (ME) 依次 安装 在 凝 胶 柱 上 。 毛 细 管 \ 凝 胶 

到 柱 和 上 缓冲 小 槽 带 有 水 夹层 。 

步骤 1: 仪器 的 准备 

凝 胶 柱 底部 安装 一 网 状 的 聚合 物 (P) 来 封闭 ,聚合 物 的 表面 为 十 分 光滑 的 聚 丙烯 ,其 
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中 央 毛 细 管 CC) 进 入 洗 脱 容器 , 关闭 压力 计 管 口 (M)。 为 保证 聚合 混合 物 不 进 和 毛细管， 
将 毛细 管内 充满 分 离 胶 缓冲 液 。 用 止血 钳 夹 住 毛细 管 上 部 的 洗 脱 液 导 管 ， 毛 细 管 轻 压 在 
聚合 物 上 , 绷 紧 网 状 接合 物 ,使 毛细 管 固定 在 中 央 位 置 , 松 开 止 血 钳 ; 观 察 毛细 管 的 封闭 情 
况 。 如 果 缓 冲 液 流 到 聚合 物 上 , 则 稍微 加 大 毛细 管 对 聚合 物 的 压力 ,或 者 在 毛细 管 底部 的 
表面 涂 少许 润滑 剂 (注意 不 要 堵 死 毛 细 管 ) 后 ,再 绷 紧 网 状 接 合 物 ,仪器 接 上 冷却 系统 但 不 
通 人 冷却 剂 。 仔 细 地 校准 电泳 仪 的 垂直 状态 、 确 保 区 带 与 洗 脱 室 平行 ,以 便 电 泳 时 区 带 最 
后 能 泳 入 洗 脱 室 中 。 

步骤 2:， BRKF> 

或 长 或 短 的 分 析 性 分 离 胶 都 在 凝 胶 柱 内 聚合 。 由 于 每 条 蛋白 质 区 带 迁 移 到 凝 胶 的 底 
部 须 经 历 较 长 的 时 间 ， 同 时 所 用 的 大 凝 胶 柱 在 电泳 10 一 15 小 时 后 ， 其 机 械 稳定 性 不 良 。 
所 以 凝 胶 长 度 应 减 至 最 小 。 为 了 使 凝 胶 具 有 良好 的 器 壁 粘 着 力 ， 最 好 选用 2% Cy 进行 
交 联 。 凝 胶 柱 内 壁 涂 Gelamide-250 (Polysciences) 以 增加 壁 粘着 力 ， 这 是 值得 采用 的 方 
法 。 显 然 ， 在 聚合 和 电泳 过 程 中 需要 强 的 器 壁 粘着 力 和 维持 凝 胶 的 流体 静 力 平衡 。 它 们 
随 凝 胶 的 长 度 和 浓度 的 减 小 而 增强 。 应 考虑 使 用 最 有 效 的 分 离 胶 浓度 (Tax*)， 而 不 采 
用 具有 最 佳 分 辩 率 的 浓度 (Te) (这 对 制备 性 洗 脱 PAGE 分 离 条 件 实现 最 佳 化 是 切实 可 
FHI") 例如 ， 在 凝 胶 图 谱 中 以 邻近 杂质 的 每 一 区 带 的 凝 胶 浓度 为 函数 作 Trina 的 曲线 
图 ,可 以 使 人 们 得 到 洗 脱 PAGE 的 最 适 的 折衷 的 多 T (图 23 标明 -s-s-s-s-)。 

最 适 分 离 胶 的 高 度 仍然 需要 凭借 经 验 来 确定 。 实 验 表 明 ,在 泳 动 界面 前 沿 (Ri 一 1.0) 
洗 脱 后 ,在 5 一 6 小 时 之 内 将 所 需要 的 区 带 洗 脱 是 合适 的 。 在 与 凝 胶 机 械 稳 定性 相 适 应 的 
限度 内 ;调节 凝 胶 长 度 以 便 能 进行 这 样 的 快速 洗 脱 。 
”设计 洗 脱 PAGE 分 离 胶 的 另 一 依据 是 凝 胶 的 膨胀 程度 随 电 泳 时 间 而 变化 。 由 于 洗 

脱 小 室 通常 为 Imm 高 ， 即 便 凝 胶 稍 微 膨 胀 也 会 堵塞 洗 脱 室 。 为 防止 凝 胶 膨胀 ， 可 增 大 
移 C， 但 凝 胶 对 器 壁 的 粘着 力 下 降 。 另 一 种 方法 是 采用 另 一 种 交 联 剂 ， 如 用 DATD 代替 
双 丙 烯 酰胺 ,这 样 可 减 小 凝 胶 的 膨胀 。 在 实验 前 将 分 离 胶 聚 合 过 夜 也 能 使 凝 胶 充 分 膨胀 。 
然而 , 若 洗 脱 时 间 为 5 小 时 且 工 小 于 12 匈 ， 则 膨胀 实际 上 不 成 为 一 个 问题 。 但 匈 T 的 数 
值 更 大 时 ,膨胀 问题 就 值得 注意 。 

将 聚合 混合 物 注 入 装 在 上 缓冲 液 槽 上 的 标准 锥 形 阴 接头 (J) 中 ， 通 过 一 根 能 自由 通 
过 密封 在 相应 阳 接 头 的 橡皮 塞 上 的 硬 而 薄 的 塑料 管 (覆盖 装置 ) 将 水 覆盖 在 凝 胶 面 上 ， 再 
与 适当 的 以 0.3 一 1.0ml/min 速度 供水 的 泵 相连 ,在 不 扰动 育 合 混合 物 表面 的 前 提 下 ,使 水 
流 尽 可 能 大 。 注 人 聚合 混合 物 后 ,立即 以 1 一 3.5 1/min 的 速度 通 人 冷却 剂 。 在 聚合 混合 物 
的 表面 上 有 2mm 高 以 上 的 水 层 时 ， 中 止 覆 盖 水 层 。 打 开 三 音 同 轴 的 聚合 照明 灯 ( 说 明 见 
前 文 )。 让 聚合 作用 进行 1 小 时 ,然后 再 用 相同 的 方式 在 分 离 胶 顶部 聚合 浓缩 胶 。 

步骤 3: KRSwWHEK 

打开 压力 计 管 (M) 和 中 央 毛 细 管 (C), 将 紧 夹 在 装 于 实验 固定 架 的 环形 座 上 的 电泳 

仪 提升 到 工作 人 台 之 上 ,细心 而 又 缓慢 地 抽出 (无 螺旋 ) 聚 合 物 ， 以 避免 给 凝 胶 加 压 , 因 为 这 

种 压力 不 能 迅速 地 通过 狭 罕 的 空气 口 I AIC 而 排除 。 
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步骤 4: 洗 脱 室 的 形成 

为 形成 高 Imm 的 洗 脱 室 ,实验 前 先 在 下 缓冲 液 槽 内 固定 好 玻璃 隔 板 的 位 置 ， 再 将 玻 
璃 隔 板 放 在 四 周 有 有 机 玻璃 针 边 的 平面 上 ,其 上 再 放 玻 璃 柱 , 反 时 针 方向 旋转 半 圈 扣 紧 玻 

Bik, 再 覆盖 约 lm 高 的 洗 脱 缓冲 液 [， 用 实验 固定 架 将 装置 下 降 到 下 缓冲 流 槽 \ 槽 内 

充满 下 缓冲 液 ) 内 s 当 凝 胶 柱 降 至 下 缓冲 波 槽 时 , 须 小 心 勿 使 空气 残留 在 凝 胶 下 面 , 待 过 量 

的 洗 脱 缓冲 液 溢出 至 收集 器 中 ， 如 此 即 形成 了 洗 脱 室 。 拧 紧 固 定 在 下 缓冲 波 槽 上 端 并 间 

隔 90° 角 的 四 个 贾 形 螺旋 ,使 凝 胶 柱 与 下 缓冲 槽 之 间 连 接 与 空气 隔绝 ， 为 使 系统 密闭 ， 

需 将 互相 对 应 的 螺旋 连续 而 又 缓慢 地 拧紧 。 松 开支 持 凝 胶 柱 的 环形 座 上 的 夹子 。 

步骤 5: 洗 脱 室 的 灌注 

关闭 中 央 毛 细 管 (C), 将 电泳 仪 倾斜 在 实验 台 上 ,使 压力 管 管 底 高 于 洗 脱 室 的 洗 脱 液 
的 流入 口 ， 打 开 洗 脱 缓冲 液 IIPHASE-BETA) 的 流入 口 (D), 并 与 盛 在 Mariotte Hf th AY 
缓冲 液 I 相连 接 ， 而 Mariotte 瓶 悬挂 在 夹 持 凝 胶 柱 的 同一 实验 固定 架 的 环形 座 上 ， 升 高 
Mariotte Hi ,使 洗 脱 缓冲 液 开始 自动 流入 洗 脱 室 中 , 洗 脱 室 中 的 残留 空气 通过 压力 计 管 CM) 
或 相 邻 的 洗 脱 室 滋 水 口 逐渐 排出 , 待 压力 计 管 充满 缓冲 液 ,将 倾斜 的 电泳 仪 垂 直 放 置 ， 借 
助 实验 固定 架 调 节 Mariotte 瓶 的 水 平面 ， 使 压力 计 管 (M) 内 洗 脱 缓冲 液 的 液 面 与 凝 胶 表 
面 持平 此 时 洗 脱 室内 充满 缓冲 液 而 无 空气 泡 。 凝 胶 呈 静 力 平衡 状态 ,再 打开 中 央 毛 细 管 。 

PRO, 上 缓冲 液 槽 充 液 

将 上 缓冲 液 泵 人 或 和 注 人 《小 心 不 要 破坏 凝 胶 表面 ) 接 头 \J) 中 ， 同 时 升 高 盛 有 洗 脱 组 

Hi 1 AY Mariotte 瓶 ,使 压力 计 管 (M) 内 缓冲 液 与 上 缓冲 液 维持 在 同一 水 平面 上 ,直至 快 
将 上 缓冲 波 槽 充满 。 此 时 ， 不 得 启动 维持 上 缓冲 液 槽 和 一 只 二 ! 的 缓冲 液 瓶 之 间 的 上 组 
THR FL EIA AAR 0 

步骤 7: 下 缓冲 液 的 循环 

将 下 缓冲 液 不 断 地 泵 人 下 缓冲 波 槽 内 ,并 用 虹吸 法 吸出 ,由 于 这 一 型 号 的 电泳 仪 的 下 

缓冲 液 与 玻璃 隔膜 (ME) 接触 ,因此 下 缓冲 液 浓 度 实 际 上 应 尽 可 能 高 (为 常用 于 分 析 水 平 
AYP eR BERS 3 一 10 倍 )， 以 便 防 止 由 于 “离子 渗透 性 "不 良 的 Corning7930 玻璃 膜 所 
引起 的 洗 脱 室 的 pH 变化 。 

YRS: 洗 脱 液 的 流动 

关闭 压力 计 管 , 将 中 央 毛 细 管 (《C) 经 导管 与 洗 脱 液 和 泵 相连 。 使 洗 脱 室 中 的 缓冲 液 以 

1.2 一 1.5ml/ 分 钟 的 流量 吸 人 毛细管, 连接 毛细 管 和 和 泵 的 导管 ,再 进入 泵 内 。 待 缓冲 液 进 入 

泵 中 ,打开 压力 计 管 ， 重 新 调节 Mariotte AMEE, 使 在 泵 人 洗 脱 缓冲 液 的 过 程 中 上 缓冲 

液 和 压力 计 管 的 水 位 相同 。 

步骤 9: 加 样 

如 果 样 品 量 较 小 (10 一 20ml)， 用 配料 泵 将 样品 加 在 凝 胶 表 面 上 。 如 样品 量 大 ，, 将 样 
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品 逐 渐 地 加 到 凝 胶 表 面 上 。 AA ACR RA EAs OOml) 将 上 缓冲 补 履 

盖 硅 凝 胶 表 面 上 ,不 得 破坏 样品 -缓冲 液 之 间 的 界面 。 样 品 可 加 至 200ml。 再 开始 循环 上 

缓冲 液 。 

步骤 10. 电泳 

因为 1.scm 厚 的 圆 形 凝 胶 散热 能 力 比 0:6em 的 凝 胶 小 ,因此 应 控制 电流 在 40 一 50mA/ 
cm? 的 范围 ， 而 不 使 用 与 凝 胶 表面 成 正比 的 电流 〈74mA)a9g。 在 分 析 性 或 制备 性 凝 胶 电 
泳 中 ,电压 应 尽 可 能 高 但 不 超过 仪器 的 散热 能 力 ,所 以 选用 的 电流 大 小 取决 于 冷却 剂 的 流 
速 、 操 作 的 温度 和 仪器 的 设计 。 检 查 产 热 是 否 过 多 的 方法 是 取出 制备 性 凝 胶 并 对 蛋白 质 
进行 染色 。 若 散热 量 适中 , 则 环形 带 应 精确 地 与 整个 凝 胶 的 表面 平行 。 如 果 散 热 不 良 , 则 
蛋白 质 在 凝 胶 中 心 的 移动 速度 比 在 冷却 四 周 的 快 。 若 应 用 有 色 蛋 白质 ,如 血红 蛋白 ,来 观 
察 产 热 引 起 的 效果 ,由 于 它 超常 的 溶解 度 和 耐 热 的 性 质 ,将 导致 作出 错误 的 结论 。 

待 以 示 踪 染料 标记 的 堆积 前 沿 到 达 洗 脱 室 时 ， 用 洗 脱 缓冲 液 IC(PHASE ZETA) 代 
蔡 洗 脱 缓冲 液 KPHASE BETA)。 为 了 方便 和 消除 对 凝 胶 的 压力 变化 ， 将 两 种 缓冲 液 并 
排 地 夹 紧 在 同一 实验 固定 架 上 ,并 保持 在 同一 水 平面 上 ,用 一 根 立 形 管 将 两 缓冲 液 连 接 起 
来 ,这 样 从 一 种 缓冲 液 换 成 另 一 种 缓冲 液 仅仅 只 需 改 变 夹 管 的 位 置 。 
洗 陪 缓冲 液 I 和 开 的 制备 需 进一步 讨论 。 将 洗 脱 缓冲 液 的 bH 调节 到 在 洗 脱 室 中 与 

洗 脱 缓冲 液 相 接触 的 凝 胶 缓冲 液 的 pHE， 即 开始 时 为 PHASE BETA， 至 堆积 区 到 达 洗 脱 
室 时 为 PHASE ZETA。 然 而 , 无 论 在 pH (BETA) 或 (ZETA)， 洗 脱 缓冲 液 仅 含 共同 成 
分 C， 而 不 需 任何 特殊 的 C 的 平衡 离子 ， 因 为 平衡 离子 不 进入 凝 胶 。 象 下 缓冲 液 一 样 ， 
通常 利用 Cl- 或 K+ 作为 洗 脱 缓冲 液 内 的 Cs 的 平衡 离子 。 制 备 洗 脱 缓冲 液 涉 及 的 另 一 问 
题 是 防止 蛋白 质 在 从 洗 脱 室 中 流出 以 前 ， 迅 速 通过 玻璃 隔膜 。 通 过 增加 洗 脱 缓冲 液 的 离 
子 强度 可 以 减 慢 洗 脱 室 中 蛋白 质 的 移动 速度 。 通常 它们 的 浓度 比 相 接触 的 凝 胶 相 大 3 一 
5 倍 。 

HHL: 洗 脱 液 的 检测 和 回收 

考虑 到 PAGE 的 载 样 量 ， 即 每 平方 厘米 凝 胶 0.1Img， 六 速 为 Iml/min 的 洗 脱 液 不 可 

能 象 在 常规 的 层 析 中 一 样 , 用 分 光 光 度 计 检 测 。 如 将 洗 脱 速度 由 1.0ml/min 减 小 到 0.1ml/ 

min, Beli Re 值 也 同时 减 小 , 虽 稍 能 降低 稀 释 的 程度 "9 ,但 仍 不 能 满足 对 洗 脱 液 进 行 连 

续 光 学 检测 的 需要 。 较 好 的 方法 是 取 0.1ml 洗 脱 液 再 电泳 ， 以 检测 洗 脱 液 中 所 研究 的 蛋 

白质 ， 除 非 它 能 通过 分 析 或 用 同位 素 分 析 法 测 出 ”。 已 设计 出 能 大 量 浓缩 的 装置 以 用 于 

制备 性 洗 脱 PAGE， 它 能 通过 稳 态 堆积 法 “9 将 30 一 100ml 的 蛋白 质 洗 脱 流 浓 缩 至 lml 的 

收集 杯 中 ,但 是 用 透析 膜 代 替 玻 璃 隔膜 所 设计 的 收集 杯 ”” 看 来 较 好 。 

e 99 。 

“=e 



第 3 章 S RARE K 

Nga Y. Nguyen 和 Andreas Chrambach 

引 lit 

等 速 电泳 与 等 电 聚 焦 电泳 相似 ,属于 一 种 "电荷 分 级 分 离 方法 ,也 就 是 说 它 对 不 同 分 

子 的 分 离 主 要 是 由 于 分 子 的 净 电 荷 不 同 , 而 不 是 由 于 分 子 的 大 小 不 同 。 因 此 ,应 用 等 速 电 

泳 于 特定 的 分 离 问题 ， 其 基础 是 由 了 AGE 中 Ferguson 曲线 图 〈 第 2 章 第 79 页 ) 分 析 测 定 

的 最 适 孔 径 , 尤 其 是 在 工 的 百 分 浓 度 为 零 时 所 确定 的 孔径 (第 92 页 )o 

术语 等 速 电泳 中 是 稳 态 堆积 2 或 不 连续 区 带电 泳 (MZE)《〈《 见 参考 文献 [3], 第 2 章 ) 

的 同 义 语 。 但 实际 上 有 区 别 地 利用 这 些 术 语 是 合适 的 : 稳 态 堆积 是 将 所 研究 的 蛋白 质 限 

定 在 泳 动 界 面 内 ( 选择 性 地 堆积 ”), 而 另 一 些 ( 未 堆积 的 ”) 蛋 白质 仍 保持 在 堆积 区 以 外 ， 

或 使 所 研究 的 蛋白 质 选 择 性 地 排 阻 在 堆积 区 以 外 ( 选择 性 地 不 堆积 ")， 而 将 杂 蛋 自 质 限 

定 在 泳 动 界面 内 来 达到 分 级 分 离 的 ; 等 速 电泳 则 是 将 要 分 离 的 蛋白 质 和 其 污染 物 都 堆积 

在 堆积 区 之 中 。 
用 等 速 电泳 方法 很 容易 将 两 种 蛋白 质 堆 积 起 来 而 加 以 分 离 。 然 而 ,由 于 蛋白 质 以 连 

接 的 形式 堆积 起 来 ， 所 以 不 可 能 在 PAGE 分 析 水 平 上 ， 即 在 微克 量 水 平 上 进行 分 离 。 这 

点 是 真实 的 ， 除 非 人 们 能 找到 一 种 在 两 种 蛋白 质 之 间 移 动 的 小 分 子 物 质 ( 间隔 物 )o 由 

于 人 们 通常 不 能 找到 这 类 间隔 物 ， 又 由 于 在 稳 态 实验 的 时 间 内 和 实验 中 能 获得 的 移动 路 

程 上 不 能 分 离 出 足够 数量 的 需要 的 多 种 间隔 物 %3, 所 以 我 们 在 讨论 分 离 操作 时 将 不 考虑 

利用 间隔 物 。 为 了 进行 凝 胶 的 等 速 电 泳 分 离 , 即 使 利用 标准 的 分 析 规 模 的 PAGE 电泳 仪 ， 

也 需要 毫克 量 的 蛋白 质 。 因 此 ,本 章 介绍 的 等 速 电泳 分 离 蛋白 质 仅 属 制 备 性 的 , 且 限 于 应 

用 毫克 量 范围 的 分 离 。 若 不 如 此 ， 人 们 必须 用 在 无 凝 胶 下 按 比例 减 小 至 毛细 管 的 电泳 装 

置 "。 人 然而 ,这 样 应 用 目前 看 来 是 困难 的 , 因为 缺少 特殊 的 间隔 物 ， 不 能 检测 堆积 的 前 沿 

和 后 尾 ; 也 检测 不 出 堆积 区 的 前 沿 和 后 沿 , 以 及 在 堆积 区 中 特殊 移动 的 蛋 白 质 区 带 。 所 以 

本 文中 我 们 不 讨论 微克 量 蛋 白质 的 分 析 性 水 平 的 毛细 管 等 速 电 泳 。 
本 文 也 讨论 以 上 述 严 格 意义 所 确定 的 并 作为 电荷 分 级 分 离 方法 已 应 用 于 制备 性 电泳 

的 稳 态 堆积 法 。 

操作 程序 

稳 态 堆积 条 件 的 最 佳 化 

蛋 日 质 等 速 电泳 的 第 一 步 是 将 欲 分 离 的 蛋白 质 堆积 。 第 2 章 所 叙述 的 原理 和 方法 也 

用 来 选择 最 适 条件 ， 以 便 确 定 pHE、 堆 积 界限 和 维持 天 然 蛋白 质 的 稳定 性 的 其 它 重 要 条 

件 , 同 时 也 用 来 选择 电泳 仪 和 凝 胶 , 这 里 仅 补 充 几 点 说 明 : 
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胶 应 象 等 电 聚 焦 一 样 ， 具 有 最 大 的 机 械 稳 

(iD 用 于 等 速 电泳 时 的 最 适 pH 的 要 求 比 稳 态 堆积 更 高 。 即 它 将 应 用 Jovin 输出 《第 
2 章 ) 的 最 小 pH (对 阴离子 系统) 或 最 大 pH( 对 阳离子 系统 ) 各 自 的 子 系统 。 

Gi) 注意 堆积 区 的 pH 梯度 的 陡 度 ， 
即 堆积 界限 RM(2，BETA) 和 RM(1， 

ZETA) 之 间 的 差别 。 对 等 速 电 泳 分 离 而 

言 , 这 类 参数 的 差别 不 大 , 因此 pH 梯度 平 
坦 是 合适 的 ,这 与 等 电 聚 焦 电泳 类 似 ,看 来 

是 最 适宜 的 “。 在 这 一 条 件 下 ， 堆 积 区 内 

107 2950 mt Z HA OC 

15 %CobATD 

rics 

的 缓冲 能 力也 最 强 。 ip 
Gi) 由 于 等 速 电泳 与 PAGE AM, 它 

无 分 离 胶 支持 ， 所 以 其 “ 非 排 阻 性 的 "浓缩 

定性 。 因 此 , 凝 胶 应 以 DATD( 在 0—4°C) 

2K, 在 经 甲醇 性 氨 氧 化 钾 清 洗 的 \ 涂 有 

Gelamide 25 O(Polysciences) 的 硬 质 玻 璃 管 

中 成 胶 并 象 等 电 聚焦 一 样 (参考 文献 [7] a eRe 
和 第 4 章 ) 以 尼龙 网 支持 。 等 速 电泳 通常 图 1 15%Cparp 交 联 的 聚 丙烯 酰胺 对 不 同 分 子 量 

抽风， Cum, H ， 2 生生 各 
分 子 量 高 达 5 X 10; 的 分 子 表现 为 “ 非 排 液 系 2950，PHASE ZETA pH 10.45，RM (1， 

阻 性 的 ”( 图 1)。 ZETA) = 0.064,0"C]cm。 

堆积 区 内 的 分 离 试验 
一 且 待 分 离 的 蛋白 质 在 最 适 pH、 最 小 的 堆积 界限 的 范围 内 ,以 及 在 维持 活性 所 必需 

的 各 种 因素 下 堆积 后 ， 其 堆积 的 长 度 以 两 种 方式 增加 : 增加 蛋白 质 的 加 样 量 及 减 小 离子 

强度 。 然 后 切 下 堆积 区 ,切片 并 利用 切片 分 析 法 鉴定 分 离 程度 。 

@ 蛋白 质 加 样 量 ”直径 为 0.6cm RRA BI 15mg 的 蛋 晶 质 。 蛋白 质 加 样 量 的 

增 大 ， 由 于 堆积 区 蛋 白 质 浓度 受 限制 , So SHERATON AKA ATA) AA Bl fas 

分 离 所 经 历 的 距离 二 者 均 随 蛋白 质 加 样 量 的 增 大 而 增加 《也 随 蛋白 质 成 分 的 复杂 化 而 增 

长 ) 所 以 须 应 用 长 凝 胶管 。 实 际 上 , AB 0.6cm、 长 50cm 的 硬 质 玻璃 管 及 第 2 BA 1 Ar 

描述 的 电泳 仪 并 带 有 高 60cm 的 下 缓冲 液 贮 液 槽 (同一 图 中 的 A 部 件 ) 是 最 适合 的 。 

蛋白 质 加 样 量 大 也 影响 所 选用 的 电压 。 当 向 系统 〈 凝 胶 和 电解 质 缓冲 波 ) 加 100V 以 

”上 的 电压 时 ， 堆 积 区 的 蛋白 质 很 容易 热 变性 且 开 始 妹 凝 。 这 可 能 是 由 于 堆积 区 的 高 浓度 

蛋白 质 〈20 一 100mg/ ml) 与 水 和 盐 相 结 合 的 结果 叫 。 一 且 发 现 加 凝 ,迅速 降低 电压 ， 常 能 

使 加 凝 现象 消失 。 

Gi) 工作 堆积 胶 的 离子 强度 (PHASE ZETA) 当 离 子 强度 减 至 最 小 值 0.0020 时 ， 
堆积 区 的 长 度 变 得 最 长 “。 借 助 于 减低 ION.， STR (ZETA) 到 预期 的 0.0020 所 需要 的 系 

数 〈 第 2 章 图 4)， 来 稀释 堆积 胶 缓冲 液 (PHASE BETA). 若 离子 强度 减 小 到 此 值 以 下 ， 

显然 要 破坏 稳 态 ( 即 清晰 的 区 带 界面 )， 这 可 能 是 由 于 蛋白 质 的 缓冲 能 力 和 导电 能 力 变 得 

比 缓冲 剂 的 相应 能 力 更 重要 “。 

¢ 101° 



Gi) 电泳 ， 除 了 在 电泳 过 程 中 间隙 地 测定 凝 胶管 中 堆积 的 长 度 来 判定 稳 态 的 终点 
外 ,电泳 系 按照 稳 态 堆积 的 方式 进行 。 因 为 蛋白 质 高 浓度 堆积 时 ,自身 显 淡 黄色 ,又 因 "“ 延 
续 堆 积 区 ”的 边缘 清晰 ,而 且 示 综 染 料 常常 标志 这 些 边缘 ,尤其 是 边缘 的 前 沿 ; 所 以 堆积 的 
长 度 很 易 看 出 。 当 延续 堆积 区 的 长 度 达到 恒定 时 ,可 判断 已 达 稳定 态 , 便 停止 电泳 。 

(iv) 延续 堆积 胶 的 切片 ”在 延续 堆积 区 上 下 数 厘 米 处 切断 凝 胶管 ， 从 管 中 取 凝 胶 ， 
其 方法 与 第 1 及 2 章 所 叙述 的 方法 相同 。 然 后 将 凝 胶 切 成 Imm 的 薄片 。 看 来 ， RAK 
频 振荡 器 的 金属 丝 切 片 器 (hoefer scientific) 适合 于 切 DATD 交 联 的 凝 胶 四 。 用 切片 或 
部 分 切片 洗 脱 液 或 两 者 兼用 来 分 析 PAGE 的 蛋白 质 图 谱 。 垂 直板 凝 胶 电泳 仪 适用 于 这 一 
目的 。 图 2 表明 了 对 含有 各 种 电荷 异 构 的 人 生长 激素 同 功 激 素 的 延续 堆积 胶 〈《0.6cm 北 
胶 ) 所 作 的 典型 分 析 结 果 %%%。 各 种 蛋白 质 之 间 的 分 离 为 渐进 性 的 ， 表 明 堆 积 成 分 的 分 离 
星 重 倒 分布 am。 尽 管 如 此 ， 在 第 14 和 15 切片 之 间 的 主要 蛋白 质 B 清 晰 地 与 C 分 离 。 
此 ， 在 第 15 和 24 切片 之 间 得 到 了 均一 的 B 组 分 。 同 样 ,在 第 10 和 9 切片 中 ,组 分 C 和 
组 分 D 分 离 良好 。 但 是 ， 在 任何 切片 中 ，C 不 能 与 B 完 全 分 离 。 混 合 物 内 组 分 也 含量 居 
多 ， 其 分 布 的 宽度 与 邻近 的 其 它 同 功 激素 相 重 倒 , 仅 卫 组 分 除外 (第 2 一 5 切片 ;图 2 未 指 
出 )。 

图 2 “用 等 速 电泳 分 离 的 蛋白 质 再 用 PAGE 电泳 的 分 析 结 果 。 35 mg 人 生长 激素 在 长 em, BE 
0.6cm BEB CT 392，Cparp 15%) 上 ,以 MZE 1954.4 缓冲 系统 于 0 一 4C 下 进行 等 速 电泳 "9。 

凝 胶 切 片 提 取 法 进行 制备 性 等 速 电泳 

已 经 指出 ， 推 积 区 内 的 分 离 试 验 必 须 在 毫克 水 平 的 蛋白 质 上 进行 ， 即 制备 规模 的 水 

平 。 但 是 等 速 电泳 可 使 用 直径 更 大 的 凝 胶 , 加 入 更 多 的 制备 量 的 样品 。 实 际 上 , 凝 胶 的 直 

径 需要 与 合理 的 电泳 速度 及 电泳 仪 的 散热 能 力 相 适应 ,最 大 不 得 超过 1.8cmms 

电泳 分 离 和 凝 胶 切 片 

直径 为 1.8cm 堆积 胶 的 电泳 方法 与 直径 为 0.6cm 的 凝 胶 几 乎 完全 相同 ， 但 有 一 点 例 
外 , 即 为 了 防止 蛋 白 质 在 延续 堆积 胶 内 发 生 絮 凝 , 电 泳 时 的 电压 通常 须 低 于 直径 较 小 的 凝 
胶 。 蛋 白质 的 加 样 量 与 凝 胶 的 表面 面积 成 正比 ,因此 1.8cm 凝 胶 的 加 样 量 可 以 比 0.6cm 的 

凝 胶 大 一 个 数量 级 ， 一 般 约 150mg", ATR 2 章 描述 的 上 缓冲 液 贮 液 槽 (图 1，c) 可 容 

纳 6 根 直 径 为 1.8cm 的 凝 胶管 , 所 以 每 次 电泳 能 分 级 分 离 le 蛋白 质 ， 因 此 利用 一 个 小 的 
普通 的 PAGE 电泳 仪 几 乎 可 以 进行 工业 规模 的 分 离 。 

切断 直径 较 大 的 凝 胶管 和 凝 胶 需 特殊 的 方法 和 装置 。 为 了 在 凝 胶管 堆积 区 上 下 几 厘 
米 处 切断 凝 胶管 ， 用 三 棱 键 刀 在 管 的 四 周 刻 一 道 痕 ， 再 将 在 煤气 的 氧 焰 上 上 烧 至 灼热 的 硬 
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质 玻 棒 插 进 刻 痕 内 ， 令 管 断裂 ， 最 好 用 一 种 前 文 所 述 的 按 比例 增 大 的 金属 丝 切片 器 : 

(图 3)， 将 含有 堆积 蛋白 质 的 凝 胶 切 成 荆 一 2mm HY. 

方法 中 与 堆积 胶 分 离 试 验 唯一 不 同 

的 是 蛋白 质 的 回收 问题 。 ” 

用 和 白质 的 回收 过 程 

步骤 1: 切片 的 分 析 和 收集 

将 凝 胶 切 片 悬浮 于 缓冲 液 中 ,用 

Spal 扩散 洗 脱 液 作 凝 胶 电 泳 或 等 电 聚 焦 

电泳 分 析 ， 其 余 的 扩散 洗 脱 液 和 切片 则 

保存 于 4°C, 根据 凝 胶 图 谱 的 分 析 结 

果 ， 收 集 切 片 。 将 收集 的 凝 胶 切 片 加 入 

漏斗 形 稳 态 堆积 胶 的 装置 中 ， 这 是 一 种 

为 把 堆积 的 蛋白 质 收集 在 含 缓冲 液 的 小 

杯 中 而 设计 的 装置 ， 以 便 从 切片 上 电泳 

提取 和 浓缩 提取 液 〈 人 参考 文 献 [12], Wh 

下 文 步骤 3)< 

步骤 2: 选择 稳 态 浓缩 胶 以 提取 和 
浓缩 切片 中 的 蛋 和 白质 图 3 “用 于 直径 为 1.8cm 的 等 速 电 泳 凝 胶 的 金属 丝 切片 

: 器 。 设计 见 参考 文献 [11] (目前 ,MRA Corporation 已 
按 前 述 方法 和 参考 文献 [13] 选择 生产 )， 适 用 于 切 直径 更 大 的 凝 胶 。 信 ， 有 槽 的 凝 胶 支持 

稳 态 堆积 系统 ， 以 便 所 研究 的 蛋白 质 在 HS B, 人 金属 丝 格 ; 2， 切片 支持 盘 。 

其 稳定 的 pH 和 离子 强度 下 堆积 。 由 于 这 一 步 不 涉及 纯化 作用 ， 所 以 根据 另 一 判断 标准 

来 选择 堆积 界限 : 即 能 提供 一 个 快速 的 界面 转移 速度 ， 那 就 是 选择 与 堆积 蛋白 质 相 协调 

的 ,堆积 蛋白 质 在 该 PH 条 件 下 是 稳定 的 RM(2,BETA) #1 RM(1,ZETA) 的 最 高 值 
步骤 3: 电泳 仪 的 装配 吕 

首先 试验 浓缩 涡 斗 ,以 确保 其 不 闯 漏 。 将 圆 形 透 析 膜 (EB 0.005cm， 直 径 .4cm) 润 记 

用 塑料 圈 将 膜 紧 绷 在 收集 杯 的 底部 (图 4), 漏斗 垂直 地 插入 倒 放 在 滤纸 片上 的 收集 杯 中 ， 

里 面 装 满 水 并 放置 1 小 时 ,如 1 小 时 后 滤纸 仍 保 持 干燥 ,表明 收集 杯 不 漏水 ， 再 轻 轻 地 将 

收集 杯 与 漏斗 拆 开 。 

其 次 ,将 浓缩 调 斗 涂 一 层 琼脂 糖 。 在 装 有 空气 冷凝 器 的 烧瓶 中 于 沸水 洽 加 热 至 80"， 

制备 1% w/v 琼脂 糖 (无 电 内 次 现象 ,例如 Iso-Gel, Marine Colloids) 溶液 。 将 此 溶液 加 于 

已 在 60% 烤 箱 中 预 热 的 硬 质 玻 璃 制 成 的 浓缩 漏斗 内 , 令 其 流下 ， 漏 斗 于 60" 加 热 至 少 3 

小 时 以 烤 干 漏斗 壁 。 在 图 4 描述 的 电泳 仪 浓 缩 涡 斗 中 ， 以 选 定 的 凝 胶 缓 冲 液 配 成 0.75 多 

琼脂 糖 制 备 浓缩 胶 。 其 步骤 如 下 : BLES 1 多 琼脂 糖 溶液 ， 以 3:1 的 体积 比 与 预 热 

至 60% 的 凝 胶 缓冲 让 混 合 ， 室 温 下 将 混合 液 倒 人 涂 有 琼脂 糖 的 浓缩 漏斗 中 (底部 以 蜡 膜 

密封 ), 放 置 1-2 小 时 以 形成 凝 胶 。 凝 胶体 积 至 少 为 样品 体积 的 3 倍 , 实 际 上 ， 通 常 将 凝 

胶 加 至 漏斗 柄 上 2cm 即 已 足够 。 随 即 用 浓缩 胶 缓 冲 液 覆 盖 琼 脂 糖 凝 胶 , 并 放置 过 夜 。 

近来 经 验 表 明 ， 琼 脂 糖 可 能 干扰 某 些 MZE 缓冲 系统 的 实验 ,因此 可 能 需要 用 凝 胶 切 

片 提 取 法 并 以 聚 丙烯 酰胺 基质 代替 琼脂 糖 ;》 通过 稳 态 堆积 来 浓缩 蛋白 质 。 浓 缩 漏 斗 的 涂 

。 103。 



图 4 从 凝 胶 切片 中 提取 和 浓缩 蛋白 质 的 电泳 仪 22。 

布 和 凝 胶 浓 度 的 选择 遵循 前 述 第 〈ii) 节 指 出 的 关于 稳 态 堆积 的 最 适 条 件 的 原理 和 方法 。 

待 琼脂 糖 凝 胶 或 育 丙 烯 酰胺 凝 胶 形成 后 ,去 疹 蜡 膜 , 装 有 凝 胶 的 漏斗 悬挂 在 电泳 仪 的 

下 缓冲 滚 〈0 一 4"C) 中 (图 4)。 

步骤 4 用 稳 态 准 积 法 从 凝 胺 切片 中 电泳 提取 和 浓缩 妥 白 质 四 
将 示 踪 染料 加 入 到 由 凝 胶 切片 和 含 10 多 蔗糖 的 缓冲 扩散 液 组 成 的 样品 内 ， 上 槽 电极 

铂 丝 弯 至 样品 上 lem 处 (图 4)。 然 后 细心 加 样 ， 但 不 得 扰动 上 缓冲 液 和 样品 之 间 的 分 界 

面 加 样 ， 可 徒手 操作 注射 器 或 用 多 道 配 料 泵 同时 将 缓冲 液 输入 到 数 个 漏斗 中 来 完成 。 当 

上 缓冲 液 加 至 电极 时 ,打开 电源 并 继续 加 入 上 缓冲 液 直 至 漏斗 形 槽 充满 为 止 , 此 时 未 装 收 

集 杯 ， 以 每 平方 厘米 凝 胶 6 一 7?mA ATT Ha RET ko SUA RACER 
缩 蛋 白 质 堆积 区 域 距 漏斗 底 0.5cm 时 装 上 收集 杯 ， 细 心地 将 倒置 的 漏斗 柄 垂直 地 插入 小 

杯 中 ,然后 减 慢 速度 ,通常 将 电 流 调 至 每 平方 厘米 凝 胶 3.0 一 3.5mA， 继 续 电泳 ,加 在 系统 

的 电压 为 50V。 当 堆积 区 进入 洗 陪 杯 后 再 电泳 2 一 3 小 时 。 用 巴 斯 德 吸管 收集 杯 内 《标的 

体积 1 ml , 柄 的 内 径 1.3cm， 外 径 1.5cm， 若 柄 为 0.6cm， 则 体积 相应 减 小 ) 的 溶液 ， 并 用 

凝 胶 过 沽 法 纯化 。 AAA 
步骤 5: REA Fo RAE RP RRL RE 

Sephadex G-50(〈 中 等 粒度 ) 于 沸水 中 或 者 最 好 是 在 索 氏 提取 器 (Soxhlet) 中 于 100°C 

连续 提取 24 小 时 ,以 除去 可 溶性 的 葡 聚 糖 双 。 再 混 悬 于 0.02mol/L NH,HCO; 中 (pH8.0), 

它 由 NH'OH 和 CO, 合成 (能 彻底 冰冻 干燥 )， 再 装 人 60 X 0.9cm 的 柱 中 并 平衡 ， 以 蔓 色 

葡 聚 糖 测定 外 体积 。 上 柱 的 浓缩 液体 积 不 超过 1 一 2ml。 蛋 白质 在 外 体积 内 洗 脱 , 并 冰冻 
于 燥 。 

从 等 速 电泳 后 的 凝 胶 切片 上 分 离 蛋白 质 的 方法 ， 有 两 点 与 PAGE 或 等 电 聚 焦 电 泳 后 

的 凝 胶 切片 不 同 : 

G@) 等 速 电泳 加 样 量 很 高 ,以 致 用 稳 态 堆积 法 从 切片 中 提取 和 浓缩 蛋白 质 时 ,尽管 凝 
胶体 积 相当 大 《10 一 30ml)， 也 不 必 担 心 蛋白 质 吸附 在 凝 胶 上 而 遭 到 的 损失 。 只 有 当 表面 

积 为 1.32cm( 柄 上 ) 的 每 一 漏斗 加 样 量 减少 至 数 毫 克 蛋 白质 时 ,在 稳 态 堆积 时 由 吸附 造成 
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的 损失 才 增 至 20 一 30 多 ha。 当然 ,这 种 损失 可 通过 降低 凝 胶 的 直径 和 体积 来 补偿 。 
Gi) 等 速 电泳 区 带 中 蛋白 质 高 度 浓 缩 ， 但 不 沉淀 ， 而 等 电 聚 焦 电泳 中 等 电 区 带 则 相 

反 , 因 此 前 者 不 必 在 提取 前 溶解 。 
这 种 从 等 速 电泳 凝 胶 切片 上 分 离 蛋白 质 的 方法 ， 一 般 情 况 下 ， 产 物 的 回收 率 可 达 

70%, TiPLEE 90%", 

用 连续 区 带 洗 脱 法 进行 制备 性 等 速 电泳 

WIR , 

参考 文献 中 记载 了 多 种 形式 的 制备 性 洗 脱 PAGE HALON, FSAI He VER BRAY 
物理 学 原理 和 缓冲 液 特性 ,其 中 许多 是 可 用 的 。 本 实验 室 使 用 的 电泳 仪 是 Buchler Polyrep 
200 (HER ARI AR 20cm’, Buchler Scientific Instruments), 

由 于 堆积 区 中 的 蛋白 质 浓 度 高 (20 一 100mg/ml)， 这 种 电泳 仪 ( 第 2 章 图 24) 在 
PAGE 为 毫克 量 制 备 时 ,用 在 等 速 电泳 可 达 克 制 备 量 , 这 属于 小 规模 的 试验 性 工业 生产 四。 
因此 ,除非 所 研究 的 蛋白 质数 量 很 大 ,否则 必须 减 小 凝 胶 的 截面 积 。 等 速 电泳 中 一 根 直 径 
仅 为 3mm 的 凝 胶 柱 便 能 分 离 毫 克 数 量 的 血红 蛋白 ta。 虽然 很 少 应 用 如 此 大 小 的 电泳 仪 ， 
但 易于 装配 ,用 一 只 流动 池 (crossflow-cell) 连接 到 分 析 规 模 的 凝 胶管 的 底部 即 成 (Hoefer 
Instruments 或 Savant Instruments), 

等 速 电 泳 的 洗 脱 方法 基本 上 遵循 前 文 已 介绍 过 的 用 于 制备 性 PAGE 的 连续 性 区 带 洗 

脱 法 (第 2 章 , 人 参考 文献 [11] 的 附录 IT) ,但 有 一 点 不 同 , 即 应 用 了 一 种 凝 胶 ， 即 堆积 胶 。 

参考 文献 [4] 报道 了 将 这 一 方法 应 用 于 等 速 电泳 对 典型 蛋白 质 和 人 生长 激素 同 功 激素 的 

分 离 。 

在 最 适 的 pH 及 堆积 界限 、 离 子 强度 为 .0.0020 和 辅助 因子 最 适宜 的 条 件 下 制备 最 长 

的 凝 胶 〈polyprep 200 装置 中 为 200ml)。 其 制备 方法 与 制备 分 析 规 模 的 浓缩 胶 的 详细 步 

又 相同 ;不同 之 处 是 三 种 贮备 液 ( 单 体 \ 浓 缩 胶 缓冲 液 及 起 动 剂 ， 见 第 2 章 图 8) 的 温度 须 

更 严格 地 控制 在 聚合 时 的 温度 ,一般 为 0 一 2%C。 和 蛋白质 在 堆积 区 的 浓度 达 20 一 100mg/ml 

时 具有 膨胀 堆积 区 的 特性 ,这 可 能 是 由 于 摄取 了 奖 透 水 的 结果 ,因此 ,使 用 以 DATD 2K 

ANSE BE GEA TA 5%, Coa 为 15 多 )， 这 种 凝 胶 在 膨胀 的 堆积 区 通过 时 和 通过 后 仍 

能 维持 与 器 壁 的 粘着 力 。 

在 100 一 150V 电压 《可 调 ) 下 进行 电泳 , 应 同时 观察 堆积 区 有 无 絮凝 发 生 ， 如 果 堆 积 

区 出 现 热 沉淀 , 则 减 小 电压 使 其 消失 。 

在 制备 性 洗 脱 等 速 电泳 中 ， 洗 脱 液 的 分 析 只 能 是 对 洗 脱 液 进 行 分 析 性 PAGE 或 作 特 

殊 的 测定 ,然而 ,与 洗 脱 PAGE 相反 ， 洗 脱 波 的 凝 胶 分 析 图 谱 并 不 直接 代表 制备 时 所 分 离 

的 同 荷 异 构 蛋 白 , 也 不 代表 等 速 电泳 所 分 离 的 每 一 区 带 内 大 小 各 异 的 异 构 体 , 因 此 ， 从 制 

备 性 等 速 电 泳 凝 胶 中 洗 脱 的 同 荷 异 构 体 的 PAGE 图 谱 , 由 于 蛋白 质 的 各 种 寡 聚 体 的 存在 ， 

因而 显现 出 不 均一 性 。 这 点 可 用 2g 卵 清 蛋白 和 2g 牛 血 清白 蛋白 混合 物 的 洗 脱 图 谱 来 说 

BAC AIS). 从 PAGE 中 观察 到 的 这 两 种 蛋白 质 并 不 象 人 们 根据 等 速 电泳 图 谱 或 理论 包 

所 预料 的 那样 分 离 成 清晰 的 区 带 , 而 呈 狭 罕 的 重 倒 分布, 这 与 分 析 性 等 速 电泳 的 研究 结果 
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5 ”用 PAGE 分 析 从 制备 性 洗 脱 等 速 电泳 实 验 中 获得 的 洗 脱 液 毫升 )。 2g 牛 血 清白 蛋白 和 
2g 卵 清 蛋 白 混 合 物 加 在 200ml 凝 胶 柱 上 (T 为 5%9，Cparp 为 159%)。 并 以 MZE 2365 为 缓冲 系 

统 ? 在 0 一 4*C 下 洗 脱 洗 脱 速度 1.5ml/minco。 

相 一 致 吧 。 尽 管 如 此 , 这 种 混合 区 带 仍然 不 超过 区 带 长 度 的 10 锡 ,与 系统 内 大 量 的 蛋白 质 
样品 相 比 可 忽略 不 计 。 

连续 区 带 洗 脱 法 进行 制备 性 稳 态 堆积 

制备 性 稳 态 堆积 可 选择 性 地 堆积 比 所 研究 的 蛋白 质 移 动 更 快 的 杂质 ， 并 在 洗 赔 
PAGE 的 电泳 仪 中 ( 见 前 文 ) 洗 脱 下 含 杂质 的 堆积 区 ， 然 后 再 堆积 所 研究 的 未 堆积 的 蛋白 
质 成 为 一 条 浓缩 的 区 带 (第 二 次 堆积 )， 在 开始 堆积 后 即 洗 脱 e。 制 备 性 再 堆积 的 方法 与 
第 2 章 描述 的 制备 性 PAGE 方法 几乎 完全 相同 ， 不 同 之 处 是 连续 使 用 两 种 上 和 酯 缓冲 液 
(PHASE ZETA 和 TAU)7)， 相 应 的 洗 脱 缓冲 液 由 PHASES PI 和 PSI 组 成 (第 2 章 图 7)。 

从 Jovin 输出 第 3 页 的 RESTACKING PARAMETERS 表 中 ( 第 2 章 图 7) 选择 出 将 

赶 上 未 堆积 蛋白 质 移动 的 第 二 泳 动 界 面 。 此 时 ,下 堆积 界限 以 RM(7，PST) 标明 ,并 使 所 
研究 的 蛋白 质 在 RM(7, PSI) 界面 内 再 堆积 。 根 据 经 验 ,这 种 选择 按 上 述 蛋白 质 堆积 的 方 
法 进行 。 通 过 选择 堆积 界限 或 分 子 饰 或 二 者 兼用 的 方法 ， 使 蛋白 质 在 缓冲 液 系 统 中 不 堆 
积 ,电泳 一 段 时 间 后 (由 经 验 决定 ), 用 与 所 选择 的 再 堆积 系统 有 关 的 PHASE TAU 中 的 
组 分 之 一 取代 上 覃 缓冲 液 ， 新 组 成 的 上 缓冲 液 在 泳 动 中 形成 第 二 泳 动 界面 而 再 堆积 蛋白 
质 , 在 堆积 区 以 浓缩 的 方式 洗 下 蛋白 质 。 

应 该 注意 : 上 述 方法 只 能 应 用 于 在 再 堆积 所 研究 的 蛋白 质 时 不 存在 与 其 共同 堆积 的 
杂 蛋 白质 en。 在 相反 的 意义 上 说 ， 稳 态 堆积 法 用 在 制备 性 的 工作 中 也 可 选择 性 地 堆积 所 
研究 的 蛋白 质 ,而 不 堆积 杂 蛋 白质 。 但 至 今 尚 未 见 这 类 报道 。 
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第 4 章 “分析 和 制备 性 凝 胶 聚 焦 电 泳 

”Birgit An Der Lan 和 Andreas Chrambach 

应 用 凝 胶 聚 焦 电 泳 的 时 机 

与 等 速 电 泳 (第 3 章 ) 一 样 ， 聚 焦 电 泳 也 是 一 种 用 于 分 离 具有 不 同 净 电 荷 数 分子 [“ 带 
BS’ Ccharge isomers’)] 的 方法 : 即 蛋白 质 在 pH 梯度 中 泳 动 , 并 依据 各 自 的 等 电 

ACD) 进行 分 离 。 正 如 第 2 章 所 述 及 的 那样 , 也 存在 某 些 实例 ， 它 们 与 仅 依靠 分 子 的 净 

电荷 即 可 获得 最 佳 分 离 效果 的 “电荷 异 构 现象 ”( charge isomerism”) 不 同 。 在 这 类 实例 

中 ,; 待 分 离 蛋白 质 的 分 子 大 小 和 净 电 荷 均 不 相同 ,但 与 其 它 任何 浓度 的 凝 胶 比 较 ， 它 们 在 

多 工 一 0 时 的 分 离 效 果 最 佳 ( 见 第 2 章 图 4)。 

在 这 类 实例 中 ;应 用 等 电 聚焦 电泳 而 不 采用 等 速 电泳 的 理由 有 四 方面 : 

G) 与 等 速 电泳 不 同 ,聚焦 电泳 分 离 的 蛋白 质 区 带 是 不 连续 的 , 因此 ， 可 以 通过 染色 

法 观察 而 不 必 经 第 2 向 或 其 它 分离 步 又 。 

Gi) 应 用 等 速 电泳 时 ,系统 所 含 的 组 分 越 多 ,为 达到 稳定 状态 所 需要 的 时 间 和 泳 动 的 
距离 也 越 长 。 在 聚焦 电泳 中 ， 达 到 稳定 状态 所 需 的 路 径 长 度 及 时 间 与 加 到 凝 胶 上 的 蛋白 

质 种 类 和 数量 无 关 。 也 许 这 是 由 于 一 且 载 体 的 组 分 达到 稳定 状态 ， 聚 焦 能 应 用 的 电压 梯 

度 较 等 速 电泳 高 ;也 可 能 是 在 稳定 状态 下 电流 小 ,结果 在 相等 的 电压 条 件 下 热效应 小 的 缘 

故 。 

Gi) 不 需要 预先 了 解 或 系统 测定 待 研究 蛋白 质 的 带电 性 质 。 

Civ) 聚焦 电泳 操作 不 需要 专门 的 物理 化 学 知识 。 

然而 ,聚焦 电泳 也 具有 等 速 电泳 所 不 具备 的 问题 : 

@ 蛋白 质 在 等 电 点 或 其 附近 具有 沉淀 的 倾向 。 在 液 相 基质 中 , 能 引起 蛋白 质 沉 积 ， 

在 凝 胶 中 至 少 阻止 蛋白 质 达到 其 等 电 点 区 域 。 蛋 白质 在 等 电 点 区 域 的 不 溶性 也 使 得 从 雍 

胶 中 分 离 出 蛋白 质 比 等 速 电泳 更 困难 。 

(载体 组 分 分 配 不 均匀 将 引起 某 些 区 域 电热 效应 增强 ，pH 梯度 中 各 部 分 的 电压 
梯度 的 不 同 也 妨碍 了 聚焦 电泳 的 数据 应 用 于 蛋白 质 的 物化 分 析 。 

Gi) 聚焦 电泳 处 于 稳定 状态 时 ,其 离子 强度 一 般 至少 比 等 速 电泳 小 一 个 数量 级 。 如 

此 低 的 离子 强度 有 利于 蛋白 质 和 载体 组 分 之 间 、 各 蛋白质 之 间或 者 蛋白 质 与 核酸 之 类 的 

其 它 大 分 子 之 间 以 离子 键 的 形式 发 生意 外 的 结合 。 这 些 相互 作用 可 以 改变 蛋白 质 的 表 观 

等 电 点 (apparent PI), 

Gv) 或 许 由 于 应 用 了 较 高 的 电压 梯度 , 聚焦 电泳 的 稳定 状态 比 等 速 电泳 衰变 更 快 。 

《v) 蛋白 质 到 达 等 电 状 态 的 速度 取决 于 它 的 滴定 曲线 的 形状 。 滴 定 曲线 在 接近 其 等 
电 点 附近 位 置 时 , 呈 平 坦 形状 的 蛋白 质 在 pH 梯度 中 不 能 到 达 其 等 电 区 域 。 

然而 一 般 说 来 ,与 等 速 电泳 相 比较 ,聚焦 电泳 的 优点 胜 过 其 缺点 ， 特 别 是 在 分 析 工 作 
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中 。 

仪 at 

柱 胶 与 水 平板 胶 装 置 

聚焦 电泳 的 随时 检测 聚焦 电泳 是 在 “自然 的 ” pH 梯度 下 进行 的 电泳 ,“ 自 然 的 ” 
pH 梯度 由 电场 产生 ,而 不 是 由 梯度 发 生 器 制备 。 这 种 pH 梯度 是 不 稳定 的 ;一 旦 产生 , 立 

即 开始 衰变 而 无 稳定 状态 存在 。 从 pH 
梯度 的 “动力 学 "考察 ， 在 电 聚 焦 的 过 程 
中 ;蛋白 质 之 间 的 分 离 也 在 不 断 地 变化 。 
因此 ， 最 佳 的 分 离 只 能 在 各 个 不 同时 间 
中 通过 检测 凝 胶 来 决定 ， 多 和 柱 胶 电泳 仪 
容许 在 不 同时 间 里 分 析 某 二 柱 胶 上 的 蛋 
白质 区 带 图 形 及 pH 梯度 ， 而 不 干扰 其 
它 柱 胶 。 可 是 无 论 是 pH 梯度 的 动态 变 
化 还 是 蛋白 质 区 带 图 形 ， 都 不 容易 在 水 
平 的 或 垂直 的 板 电泳 仪 上 检测 叫 。 然 而 ， 
对 于 特定 的 pH 梯度 及 蛋白 质 的 分 离 而 
言 ,一 旦 确定 了 最 适宜 的 时 间 , 假 定 蛋白 
质 桩 品 在 一 个 小 的 样品 体积 (二 100um) 
中 能 达到 足够 的 浓度 ， 则 板 电 泳 仪 有 利 
于 对 不 同样 品 的 蛋白 区 带 进行 比较 。 至 
今 ,水 平板 电泳 仪 几乎 常用 于 这 一 目的 。 
由 于 在 电 聚 焦 中 pH 的 梯度 的 均一 性 和 
稳定 性 仍然 存在 着 问题 ， 目 前 应 用 垂直 
板 电泳 尚 存在 着 困难 。 

Al FERC. 详细 说 明 见 第 2 章 图 1。 需 要 时 可 仪器 的 材料 。 直 到 最 近 ， 柱 电泳 仪 

人 中 存在 的 问题 是 在 聚焦 电泳 中 常用 的 阳 
极 强 酸性 电解 液 和 阴极 强 碱 性 电解 液 的 条 件 下 ， 塑 料及 其 连接 处 不 牢固 。 因 而 追 使 大 们 、 

去 制备 全 玻璃 电泳 仪 ( 见 第 2 章 和 参考 文献 [1])。 自 从 出 现 了 弱酸 和 弱 碱 的 阳极 与 阴极 

电解 液 之 后 ,这 一 观点 尚 在 争议 中 ,但 是 由 于 玻璃 稳定 ,也 不 存在 粘 接 \ 泄漏 及 在 长 期 使 用 

中 起 雾 和 龟 裂 等 问题 ， 所 以 直到 现在 还 在 吸引 着 人 们 。 图 1 为 一 种 适用 于 聚焦 电泳 的 装 

置 (参阅 第 2 章 图 1)。 

凝 胶 的 机 械 稳定 性 ”聚焦 电泳 中 凝 胶 的 膨胀 与 pH 有关, 因此 与 等 速 电泳 比较 , 粘 

壁 的 问题 更 为 突出 。 虽 然 在 水 平板 电泳 仪 中 这 一 问题 并 不 存在 ， 但 在 柱 电泳 仪 中 却 成 为 

问题 。 但 是 ,可 以 用 在 浓缩 胶 中 所 应 用 的 相同 操作 来 弥补 ( 见 第 2，3 章 )， 即 凝 胶 的 流体 

静 力 平衡 ,聚合 温度 与 电泳 温度 以 及 凝 胶 的 机 械 支 持 物 的 温度 相同 ,用 强 碱 洗涤 玻璃 表面 

使 极 性 增 至 最 大 ,用 线 状 的 聚 丙烯 酰胺 覆盖 凝 胶管 ,以 及 采用 具有 良好 弹性 及 壁 粘着 性 质 

的 凝 胶 。 如 果 采 用 了 这 些 方法 ， 粘 壁 现象 对 聚焦 电泳 是 适宜 的 。 粘 壁 现象 最 好 通过 阳极 
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电解 液 和 阴极 电解 液 在 电泳 仪 中 互 换 位 置 来 检查 ; 若 粘 壁 现象 仍然 存在 , 则 梯度 的 形状 和 
范围 不 受 影响 ( 见 下 文 及 参考 文献 [2])。 

散热 ”聚焦 电泳 时 ,分 辩 率 随 电压 增加 而 改善 。 然 而 增加 电压 的 代价 是 增加 了 电 
热 。 因 此 分 辩 率 决定 于 电泳 仪 的 散热 能 力 。 在 人 们 孝 虑 到 整个 梯度 的 各 部 分 导电 性 不 均 
一 时 ,这 点 尤为 重要 。 当 梯度 一 旦 形成 ,全 电流 可 能 是 低 的 ， 但 在 经 过 某 一 载体 组 分 特有 
的 电 聚 焦 时 间 后 ， 各 种 类 型 的 pH 梯度 中 已 表明 均 能 形成 导电 性 最 大 的 区 域 必 然 局 部 发 
热 54。 因 此 ,电泳 仪 的 传 热 能 力 越 好 ,这 类 问题 就 越 少 。 在 这 方面 , 柱 电泳 仪 比 任何 形式 
的 水 平板 电泳 仪 更 有 效 ,因为 凝 胶管 完全 被 温度 受到 控制 且 不 断 搅 动 着 的 液体 包围 着 , 同 
时 凝 胶 与 液体 相隔 仅 Imm。 由 于 板 电泳 仪 的 噬 胶 极 薄 ， 凝 胶 的 面积 与 质量 的 比值 增 大 ， 
因此 水 平板 胶 的 散热 优 于 柱 胶 。 但 是 大 多 数 水 平板 胶 的 热量 只 能 从 一 个 表面 上 散 出 。 在 
这 类 电泳 仪 中 ,总 是 用 几 层 具有 不 同 传 热 性 质 的 材料 将 凝 胶 与 冷却 表面 隔 开 ,这 些 材料 为 
铝 / 水 /玻璃 ， 在 某 些 设计 不 良 的 型 号 中 甚至 用 塑料 /空气 /塑料 。 冷 却 水 平板 胶 最 有 效 的 
方法 是 采用 Peltier O38, LSA BIER EMAIL (MRA 公司 )， 通 过 一 薄 层 塑 
料 (Marine Colloids Div. FMC 公司 的 “ 凝 胶带 ”) 与 凝 胶 隔 开 。 

板 电泳 仪 的 其 它 问题 ”水 平板 电泳 仪 具有 柱 电泳 仪 所 不 具备 的 某 些 问题 : 
G) 板 胶 朝 向 空气 的 表面 能 吸收 Co,， 因 而 可 能 影响 pH. 
Gi) 由 于 在 聚焦 电泳 的 全 部 过 程 中 难以 保持 水 蒸汽 处 于 饱和 状态 ， 潮 湿 的 空气 不 断 

从 凝 胶 表面 逸 出 ,局 部 地 区 失 水 则 增加 该 地 区 电压 ,结果 造成 蛋白 质 区 带 扭曲 ， 同 时 也 改 
变 了 凝 胶 的 结构 , 即 形成 < 通道 ”或 丧失 通 透 性 。 

Gi) 电极 和 纸 芯 与 凝 胶 的 接触 可 能 不 均匀 ， 结 果 引 起 整个 凝 胶 的 电场 强度 不 均一 ; 
此 外 , 纸 芯 的 某 些 区 域 可 能 干燥 。 

Gv) 与 柱 电 泳 仪 比较 ,样品 体积 更 受 限制 ,因为 样品 不 是 加 在 凝 胶 的 窗 儿 内， 就 是 吸 
附 在 滤纸 条 上 ,而 0.6cm 直径 的 柱 胶 可 加 样 0.5 二 1.0ml。 

(v) 除非 凝 胶 仪 水 平 位 置 安放 良 好 ， 和 否则 阳极 和 阴极 电解 液 贮 液 槽 之 间 通 过 凝 胶 将 
发 生 虹 吸 作 用 。 

(vi) 有 些 电泳 仪 的 电解 液 贮 液 槽 太 小 ， 因 而 不 能 使 用 难 溶 的 和 (或 ) 弱 电解 质 ( 见 下 
Xo 

熟练 而 灵巧 的 操作 也 许 能 克服 水 平板 电泳 方法 中 遇 到 的 这 些 困 难 ， 但 是 这 些 困难 在 
水 平 凝 胶 所 获得 的 大 多 数 图 形 中 有 所 反映 ， 表 现 为 凝 胶 中 的 各 条 轨道 区 带 的 迁移 距离 不 
均一 和 区 带 的 不 对 称 性 。 

电压 控制 装置 

当 人 们 使 用 电 聚 焦 凝 胶 的 末端 载体 组 分 , 即 弱电 解 质 作 阳 极 和 阴极 电解 液 时 ,控制 凝 
胶 本 身 而 不 是 电解 液 和 凝 胶 的 电压 就 显得 极为 重要 (理由 如 下 )。 若 人 们 利用 几 个 同样 的 
凝 胶 , 则 电压 的 监测 系 通过 二 根 屏蔽 的 铂金 丝 穿 过 上 贮 液 槽 ,分 别 与 一 根 凝 胶 的 上 底 和 下 
底 相 接触 来 实现 〈 图 2)。 下 部 的 铂金 丝 插 人 该 凝 胶管 邻近 的 小 孔 中 并 弯 成 一 个 角度 以 便 
与 凝 胶 底 部 相连 接 ; 上 部 的 铂金 丝 经 电极 固定 板 的 小 孔 直 插 人 管 中 , 并 用 固定 板 上 的 尼龙 
RI MELEE. 作者 的 实验 室 已 设计 出 一 种 改进 的 电源 电压 装置 ， 用 来 控制 加 
于 凝 胶 上 的 电压 ， 同 时 在 电 聚 焦 过 程 中 能 对 缓冲 液 的 电导 变化 作出 相应 的 补偿 (An der 
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梯度 监测 装置 

测定 pH 梯度 不 需要 特殊 的 装置 。 可 以 用 刀片 ,通过 眼睛 或 尺子 测量 , 将 凝 胶 切 成 8 
或 16 片 。 切 片 在 脱 气 的 KCl 稀 溶 液 (如 .0.025mol/L) 中 浸泡 .30 分 钟 即 可 测定 pH。 两 性 

电解 质 载 体 的 浓度 、 温 度 、 粘 度 以 及 CO? 
的 吸收 对 pH 值 的 影响 通常 可 以 忽略 不 
计 ; 尽 管 上 述 因素 可 引起 pH 值 的 误差 达 
百 分 之 几 ,对 于 大 多 数 的 研究 ,这 种 忽略 
是 恰当 的 ， 因 为 实际 上 聚焦 电泳 的 目的 
是 使 各 蛋白 质 达到 一 恒定 的 pH 区 域 ， 
并 得 到 最 佳 的 分 离 ， 而 不 是 对 它们 的 等 
电 点 作 精确 的 物理 化 学 测定 。 

若 测定 凝 胶 的 pH 梯度 确 属 必 要 ， 
而 凝 胶 随 即 被 染色 或 分 析 ， 或 若 在 不 同 
的 时 间 里 必须 对 数 种 pH 梯度 进行 测 、 
定 ， 最 方便 的 方法 是 利用 接触 电极 
(DESAGA No. 122060) 直接 在 凝 胶 表 

面 上 测定 pH 梯度 。 最 好 用 手工 操作 ， 
以 便 保 证 在 各 pH 部 位 上 有 足够 的 时 间 

图 2 在 应 用 弱酸 为 阳极 电解 液 与 弱 碱 为 阴极 电解 液 的 ” 测 得 稳定 值 ， 有 一 种 半自动 化 的 pH 梯 
聚焦 电泳 中 监测 电极 与 电源 的 连接 。 电 极 I 和 II 连接 到 oll azo BBs Re 
BCE ATE BREA SAE RAH FE, TiS Ec 度 测定 装置 商品 〈 图 3; 275 Ci [61) 
的 电压 降 无 关 。 若 用 未 经 改进 的 电源 供电 ， 则 只 通过 电 (Hoefer Scientific)， 但 使 用 时 必须 注意 
QU 与 电源 连接 ,此 时 监测 电极 I 与 另 一 伏特 计 连 接 。 下 列 几 点 : 

(GD 装置 中 的 Ingold 接触 电极 的 反应 时 间 缓 慢 ， 每 扫描 长 4.5cm 凝 胶 最 少 需要 9 分 
这 

AS 聚焦 电泳 柱 胶 的 pH 梯度 测定 装置 。 将 凝 胶 放 置 在 小 匣 (第 2 部 分 ) 中 。 一 支 接触 复合 pH 
电极 〈Ingold 电极 Inc.) 安装 于 电极 插座 11 上 。 当 小 匣 移 动 通过 静止 的 电极 时 ， 凝 胶 上 的 pH 梯 
度 即 被 自动 记录 下 来 。 扫 描 速 度 应 小 于 0.5cm/min。 其 它 部 分 的 细则 和 说 明 参 见 文献 [6]。 
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钟 ( 目 前 Hoefer 仪 扫描 快 得 多 )， 而 用 旧 电 极 或 在 电极 的 膜 表面 上 附着 有 聚 丙 烯 酰胺 或 蛋 

白质 的 电极 ， 所 需要 的 时 间 更 长 。 因 此 每 次 使 用 后 应 清洗 接触 电极 。 Ingold' 仪 右 广 提供 

的 含 NaOcCl 的 清洗 液 并 不 总 是 有 效 的 。 事实 上 证 明 ， 单 一 的 清洗 手段 (如 探 半 ，3mol/L 

KCI，1NHCI) 不 能 有 效 地 延长 电极 的 使 用 寿命 。 

Gi) 在 梯度 的 起 始 及 结束 处 ,同样 也 由 于 电极 反应 迟缓 , 用 测量 装置 测 得 的 pH 值 可 

能 不 准确 。 为 了 解决 这 一 问题 ,扫描 前 电极 应 放置 在 凝 胶 的 一 端 上 ,并 令 其 平衡 。 扫 描 结 

束 时 ,电极 应 放置 在 凝 胶 的 另 一 端 ,直至 pH 读数 稳定 。 

Gi) 落 与 PE 有 关 的 凝 胶 膨 胀 引起 凝 胶 的 直径 有 明显 的 改变 时 ， 应 用 手 调整 电极 的 

高 度 ; 使 接触 电极 处 在 凝 胶 表 面 的 槽 中 。 

至 今 ,仪器 应 用 的 结果 表明 , 该 仪器 节省 劳力 并 可 用 于 pH 近似 值 的 测定 ， 精 确 度 为 

pH 单位 的 十 分 之 几 。 若 需 进 行 精确 的 测定 , 则 应 该 运用 手工 的 测定 值 来 校正 用 自动 扫描 

所 得 的 结果 。 

5 pH 梯度 的 测定 不 同 , 沿 pH 梯度 测定 蛋白 质 活性 的 图 形 需要 一 种 专门 的 仪器 ， 即 

能 够 重复 将 凝 胶 连 续 切 成 厚 Lm 薄片 的 横向 切片 器 .聚焦 电泳 的 凝 胶 比 大 多 数 凝 胶 更 难 

切片 ( 见 第 1 章 和 第 2 章 ), 因 为 聚焦 电泳 需要 应 用 以 5%T、15 匈 Comp 类 型 为 代表 的 有 

弹性 的 开 孔 胶 〈 见 下 文 和 参考 文献 [7])o 目 前 , 尚 缺 乏 可 将 凝 胶 切 成 薄片 而 误差 极 小 的 横 

向 切片 器 商品 供应 29 ,但 是 最 近 二 种 市 售 改良 的 振动 金属 丝 切 片 器 (vibrating wire slicer) 
(Hoefer 仪 器 厂 或 Bio-Rad Laboratories Ltd.) 有 可 能 使 操作 者 将 6 匈 工 切 出 重复 性 良好 的 

切片 ;更 细心 时 甚至 对 5S%T. 15% Coar 胶 也 能 切 出 重复 性 良好 的 切片 : 操作 者 可 用 一 

只 变阻器 降低 切割 丝 的 振动 频率 ， 同 时 将 凝 胶 放 置 在 有 栅 格 的 槽 中 ， 有 权 的 栅 格 可 以 容 

许 金 属 丝 穿 过 凝 胶 所 在 的 平面 ,因而 能 保证 凝 胶 完 全 截断 ”。 我 们 也 发 现 数 毫米 厚 0.5 X 

10cm 床 积 的 1 一 2 多 琼脂 糖 ,能 有 效 地 代替 有 栅 格 的 小 模 。 

凝 Be 

同等 速 电 泳 一 样 (第 3 章 ), 聚 焦 电 泳 需要 “ 非 排 阻 性 的 ”\ 抗 对 流 的 凝 胶 。 基 于 三 种 理 
由 ,选择 合适 的 凝 胶 比 等 速 电 泳 更 严格 。 | 

@) 4S SRB pl MADRE ALTAR EA OBS, Thi 
且 能 使 它们 完全 停顿 下 来 ,形成 虚假 的 pl。 

Gi) 由 于 凝 胶 在 pH 梯度 各 区 域 的 膨胀 程度 不 同 , 因 此 粘 壁 问题 更 为 严重 。 
Git) 为 了 能 在 尽 可 能 短 的 时 间 内 从 凝 胶 上 溶解 和 提取 处 于 稳定 状态 下 的 等 电 点 沉 

淀 , 要 求 凝 胶 具有 最 大 的 孔径 。 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 

满足 上 述 三 种 互 不 协调 的 要 求 最 恰当 的 溶液 是 5%T、15% Coary RR MBE HT 

确定 蛋白 质 的 活性 部 位 ， 需 对 作 切 片 的 凝 胶 作 确切 的 定位 ， 可 应 用 具有 同一 交 联 度 的 

6T 胶 。 这 类 凝 胶 比 现 有 的 各 类 凝 胶 具 有 更 好 的 弹性 和 粘 壁 性 质 。 正如 第 3 章 图 1 所 

示 , 这 类 凝 胶 并 非 象 人 们 所 希望 的 那样 是 “ 非 排 阻 性 ? 凝 胶 ; 6 多 工 凝 胶 能 阻 滞 分 子 量 超过 
100,000 的 分 子 ,而 5 多 工 凝 胶 则 能 排 阻 分 子 量 超过 500,000 的 分 子 。 然 而 ,用 于 评价 “ 非 
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排 阻 性 ”的 浓缩 标准 [pH10.5, RM(1,9) = 0.0645 见 第 2 章 ] 对 聚焦 电泳 来 说 是 不 够 严 

格 的 。 如 上 所 述 , 当 接近 pl 时 , 随 着 泳 动 速度 的 下 降 , 阻 滞 作 用 表现 得 更 明显 ， 而 在 等 速 
电泳 中 ; 当 泳 动 速度 恒定 时 , 阻 滞 作 用 则 保持 不 变 。 

利用 前 面 介 绍 的 阳极 和 阴极 电极 液 可 互 换 的 柱 电 泳 仪 ;能够 方便 地 试验 粘 壁 效 应 ; 若 

粘 壁 不 合适 , 则 pH 梯度 朝 浸 泡 凝 胶 的 较 低 的 电解 液 PH 方向 变化 ”。 

Sephadex 凝 胶 

若 聚 丙烯 酰胺 损害 蛋白 质 的 活性 或 待 分 离 的 蛋白 质 分 子 很 大 ,聚焦 电泳 可 在 
Sephadex G-75 (Ultrodex, LKB) 凝 胶管 中 进行 。 将 Sephadex HARB, Win x 

丙烯 酰胺 凝 胶 填 充 ( 人 参考 文献 [10] 及 An der Lan, B., Allenmark, S., Fitze, P. 和 Jackiw, 

A.， 待 发 表 )。 但 是 与 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 比 较 , 它 有 某 些 缺点 ， 不 宜 于 用 和 常规 方法 将 凝 胶 切 

片 。 目 前 ,这 类 凝 胶 必 须 在 冰冻 并 从 凝 胶管 中 挤 出 之 后 , 置 于 冷 盘 中 手工 切片 。 也 可 以 使 

用 一 种 自动 闸 刀 样 凝 胶 切 片 器 (如 Joyce-Loebl Ltd. 的 Mickle 凝 胶 切 片 器 )， 但 使 用 时 必 

须 用 致 冷 剂 而 不 能 用 固体 Co， 因为 凝 胶 吸 入 CO. 气体 后 将 改变 切片 的 pHoe 

琼脂 糖 凝 胶 

尽管 琼脂 糖 已 大 量 应 用 于 水 平板 聚焦 电泳 ， 同 时 至 少 在 某 些 缓冲 系统 中 (第 3 章 ) 也 

应 用 于 等 速 电 泳 , 但 应 用 于 柱 聚 焦 电 泳 目 前 还 存在 着 某 些 问题 ,即便 是 在 胶 化 前 涂 琼 脂 糖 

于 管 壁 上 以 增强 粘 壁 效应 时 也 是 如 此 。 在 10 一 20V/cm 聚焦 电泳 数 小 时 后 ， 粘 壁 作 用 开 

始 降低 ， 最 终 至 凝 胶 从 管 中 脱 出 。 用 不 含 明 显 带电 《硫酸 基 ) 基 团 的 琼脂 糖 〈 IoGe ， 

Marine Colloids Div. FMC Corporation) ， 也 观察 到 相同 的 现象 ， 它 表明 这 一 问题 不 是 由 

于 电荷 作用 。 聚焦 电泳 中 琼脂 糖 的 物理 不 稳定 性 的 另 一 可 能 原因 是 凝 胶 随 pH 的 变化 而 

膨胀 和 (或 ) 皱 缩 。 

另 一 问题 是 琼脂 糖 凝 胶 上 形成 的 pH 梯度 不 如 聚 丙烯 酰胺 稳定 ， 尤 其 是 在 较 高 驳 工 

条 件 下 所 形成 的 pH 梯度 。 梯度 的 稳定 性 欠 佳 可 能 与 琼脂 糖 的 孔径 较 大 有 关 。 此 外 ， 推 

测 pH 梯度 形成 的 等 速 电泳 性 质 e 可 能 是 这 种 相对 不 稳定 的 原因 。 某 些 以 琼脂 糖 作 基质 

的 缓冲 系统 (第 3 章 ) 不 能 浓缩 蛋白 质 的 事实 支持 了 这 一 设想 。 

pH 梯度 的 形成 

最 初 ， 聚 焦 电 泳 的 研究 是 利用 合成 的 两 性 电解 质 载体 产生 的 pH 梯度 来 进行 的 。 常 
见 的 具有 不 同 pK 值 的 缓冲 剂 的 混合 物 能 产生 自然 pH 梯度 的 事实 ,为 寻求 最 佳 分 离 效果 

极 大 地 扩大 了 选择 pH 梯度 的 随意 性 ”。 有 几 种 措施 可 供 选 用 : 
G) 用 缓冲 剂 聚焦 电泳 ”能 制备 包含 待 分 离 物质 狭窄 的 PI 在 内 的 水 平 pH 梯度 。 

Gi) 通过 选择 具有 合适 pH 值 的 电解 质 ， 能 够 将 pI 值 超出 所 需 pH 范围 之 外 的 载体 
组 分 置换 到 阳极 或 阴极 电解 质 中 , 即 "组 分 替代 ”2。 

Citi) 调节 阳极 电解 液 的 pH 值 可 改变 pH BREE, 

“Ampholine” 与 缓冲 液 

聚焦 电泳 分 级 分 离开 始 时 ， 有 益 的 做 法 总 是 选择 pH 梯度 范围 较 宽 的 Ampholine， 以 

e112 



避免 对 蛋白 质 种 类 或 其 表 观 pI (6 Ol) 进行 推测 。 用 适当 的 人 工 合成 的 两 性 电解 质 混 合 

ty, BRK Ampholine， 易 于 制备 陡峭 的 PHBE. 这 类 物质 有 商品 供应 (FI 范围 2 一 11 
Servalyt，3 一 10 Pharmalyte 或 Bio-Lyte， 或 3.5 一 10 LKB Ampholine; 见 表 1)， 也 可 以 在 

实验 室 中 合成 9。 由 于 pH 梯度 很 陡 , 所 以 蛋白 质 泳 动 速度 保持 相当 高 , 直至 抵达 其 等 电 

点 位 置 附近 。 但 是 ,这 种 范围 广 的 pH 梯度 极 难 稳 定 。 它 们 主要 的 作用 是 确定 所 需 pH 的 

范围 。 正如 所 预计 的 那样 ， 其 分 离 效 果 不 及 较 平 坦 的 pH 梯度 所 获得 的 结果 ”2。 RA 

工 范围 较 窜 的 Ampholine ( 表 1) 或 将 合适 的 缓冲 剂 相 混合 呈 ， 能 制备 其 pH 范围 接近 于 

有 关 蛋 白质 FI 值 的 平坦 pH 梯度 。 表 2 列举 了 某 些 可 选择 已 证 实 适 于 制备 聚焦 电泳 pH 

梯度 的 缓冲 剂 。 此 外 ,通过 选择 对 贮 液 槽 电解 质 合 适 pH 的 载体 组 分 即 组 分 替代 ”, 也 能 

制备 平坦 的 pH 梯度 “2。 
表 1 商品 性 载体 两 性 电解 质 的 PI 范围 

商品 名 称 供应 厂家 

Hite FR 

Ok Pig 

JT EE 

fl ~ dunsae Mitac 
pH 

目前 ,由 于 人 们 对 pH 梯度 形成 机 理 的 了 解 仍 不 足以 从 载体 组 成 、 阳 极 和 阴极 电解 质 

的 pK 值 来 推测 PH 梯度 ,因此 ，pH 梯度 的 制备 除了 根据 经 验 以 外 ， 不 得 不 系统 地 进行 。 

同样 地 是 pK 值 适 用 的 缓冲 剂 在 数量 上 和 化 学 性 质 上 极为 受 限 ,尤其 是 当 人 们 选用 pH 梯 

度 比 非 两 性 电解 质 (设想 其 PK 值 与 两 性 电解 质 的 pl 值 接近 ) 更 稳定 的 两 性 电解 质 时 更 是 

如 此 。 襄 且 , 在 估算 数 种 缓冲 剂 的 组 成 时 所 付出 的 劳动 ;也 是 设计 缓冲 剂 pH 梯度 时 的 一 

个 极 大 的 限制 。 用 目前 的 知识 只 能 通过 改善 载体 缓冲 剂 混合 物 的 组 成 来 改变 pH 梯度 的 

某 些 性 质 : 即 加 酸 则 使 pH 梯度 更 酸 ， 加 碱 则 使 pH BRE ROY. pH 梯度 朝 更 高 方向 改 

N 变 的 另 一 方法 是 利用 具有 较 高 pK 值 的 阳极 电解 液 , 直 至 阳极 电解 液 的 pH 接近 聚焦 电泳 
BEAR AMAT pH 值 咏 。 进 一 步 增加 阳极 电解 液 的 DHL, 将 导致 凝 胶 中 的 载体 组 分 置换 
到 阳极 电解 液 中 "。 

两 性 或 非 两 性 载体 组 分 

形成 目 然 pH 梯度 的 速率 与 载体 组 成 是 否 是 两 性 的 、 非 两 性 的 或 者 是 二 者 的 混合 物 
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无 关 ; 换 言 之 ，pH 梯度 可 能 通过 一 种 非 等 电 的 机 理 方式 形成 ?2。 实际 的 问题 是 为 了 获得 

一 种 合乎 要 求 的 pH 梯度 究竟 选取 哪 种 载体 组 分 。 等 速 电泳 或 聚焦 电泳 的 理论 均 未 涉及 

这 一 问题 。 从 聚焦 电泳 的 经 典 理 论 知道 思 ，pHL 梯度 仅 与 两 性 电解 质 载体 组 分 有 关 ;, 良 好 

的 组 分 在 其 泳 动 率 为 零 ( 即 pD) 时 ,应 提供 最 大 的 导电 性 。 只 有 当 载 体 组 分 上 的 酸 与 碱 性 

功能 基 的 pK 值 在 数值 上 十 分 接近 时 才能 满足 这 种 条 件 。 要 求 两 性 电解 质 载体 组 分 具有 

数值 相近 的 pK 值 的 这 一 限制 ,实际 上 完全 排除 了 所 有 可 供应 用 的 酸 、 碱 pK 值 相 差 较 大 

的 两 性 电解 质 缓冲 剂 。 非 两 性 电解 质 缓冲 剂 在 距离 其 PK 数值 为 2 个 pH 单位 的 范围 时 ， 

其 泳 动 率 为 零 , 此 时 的 导电 性 极 差 ,同时 也 形 失 其 缓冲 能 力 。 

尽管 如 此 ， 确 能 用 各 种 形式 的 载体 组 分 形成 梯度 ， 处 于 泳 动 率 为 和 雯 的 状态 下 ， 即 导 

电 人 性 和 缓冲 容量 最 小 的 非 两 性 电解 质 缓冲 剂 通过 其 本 身 5229 或 与 两 性 缓冲 剂 ， 甚 至 其 

pK 值 与 两 性 缓冲 剂 的 pI 值 数 值 相 差 甚大 者 相 混合 呈 ,可 产生 有 应 用 价值 的 pH 梯度 。 

平坦 的 和 陡峭 的 PH 梯度 

若 阳极 电解 液 和 阴极 电解 液 的 pH 数值 与 凝 胶 未 端的 pH 数值 祖 接 近 ， 梯度 的 pH 范 

围 越 罕 , 则 梯度 似乎 越 稳定 。 同 样 ，pH 范围 越 接 近 中 性 ，pH 梯度 也 越 稳定 ;至 少 当 人 们 

利用 终端 载体 组 分 作 阳 极 和 阴极 的 电解 质 时 的 情况 是 如 此 。 人 然而 从 分 离 的 观点 来 看 ， 至 

今 尚 不 了 解 梯度 平坦 到 何 种 程度 较为 适宜 。 我 们 早先 的 越 平坦 越 好 ”的 观点 看 来 是 有 问 

题 的 ， 因 为 在 其 pI 值 附近 具有 平坦 滴定 曲线 的 蛋白 质 似乎 不 能 以 适当 的 速度 进入 凝 胶 。 

不 足 为 奇 的 是 ， 区 带宽 度 随 pH 梯度 趋向 平坦 而 增加 ; 结果 分 辩 力 降低 以 致 几乎 完全 抵 

销 了 分 离 过 程 中 的 改进 ”“…'"?9。 与 平坦 pH 梯度 有 关 的 另 一 问题 是 由 于 蛋白 质 迁 移 速 度 降 

低 , 其 聚焦 时 间 明 显 延 长 。 于 是 在 中 等 程度 陡峭 ”的 pH 梯度 中 ， 如 目前 含 2 个 pH 单位 

范围 的 两 性 电解 质 载体 商品 ( 表 1)， 进 行 分 级 分 离 似乎 是 一 种 满意 的 折衷 方法 。 这 也 是 

目前 应 用 的 两 性 电解 质 缓冲 剂 所 能 达到 的 缓冲 聚焦 的 pH 范围 ( 见 表 2)。 

pH 梯度 的 直线 性 

常 根 据 载体 提供 线性 梯度 的 能 力 来 选择 载体 组 分 。 然 而 ， 线 性 化 对 聚焦 电泳 的 有 效 

分 离 并 非 必须 。 重要 的 是 其 pH 梯度 在 待 分 离 蛋白 质 等 电 区 域 中 应 适度 平坦 。 pH 梯度 
的 直线 性 取决 于 所 选取 的 载体 组 分 种 类 。 仅 用 8 一 10 种 缓冲 剂 已 制备 出 有 用 的 , 包含 

2 一 3 个 pH 单位 的 非 线性 pH 梯度 ”"a。 

高 离子 强度 下 电 聚焦 

若 蛋白 质 需 要 高 离子 强度 以 保持 其 稳定 性 和 活性 ， 可 加 盐 至 各 相 中 以 增加 离子 强 

度 2"。 这 必然 引起 电热 效应 的 增强 。 此 效应 只 能 通过 采用 极 低 的 电压 来 克服 ， 并 通过 延 

长 电泳 时 间 予 以 补偿 。 可 替代 加 盐 效 果 的 另 一 种 方法 是 在 高 浓度 载体 组 分 中 进行 聚焦 电 

1) 这 一 观点 的 间接 证 据 是 ， 通 过 当 泳 动 率 为 零 时 先导 成 分 处 于 静止 状态 下 的 等 速 电泳 机 理 “2” 可 以 产生 PH 梯 
度 。 若 这 一 观点 正确 ?由 于 各 组 分 均 处 于 远离 具 pI 值 的 pH 条 件 下 * 即 均 带 有 电荷 ;因此 :将 按照 组 分 泳 动 率 
的 顺序 排列 ,在 组 分 泳 动 的 整个 轨迹 上 产生 导电 性 。 基 于 这 一 假说 ， 为 了 从 组 分 的 p 天 值 推算 出 pH 梯度 ;从 
们 应 当 计算 出 稳 态 顺序 移动 界面 及 各 相 有 效 的 PHA"? 为 达到 这 一 目的 在 所 需要 的 计算 程序 编制 出 来 之 
前 ， 人 们 除了 根据 经 验 系 统 地 改变 组 分 以 获得 所 希望 的 PH HERE ZI) BIE He 
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R2 形成 自然 PH 梯度 混合 物 的 缓冲 剂 

A RK pK pl — pK 

MES 6. 3.08 

ACES 6. 3.45 

BES Mes 3.58 

MOPS 7 3.60 

TES 7. 3.75 

HEPES Te 3 

LR 3. 
EPPS 8. 4.00 

RAR 4. 
TAPS 8. 4.20 

Ae 4. 

N-=(2 FH) 8. 3.08 
氨 酸 (tricine) 

N- 二 ( 羟 乙 基 ) 甘 氨 酸 8. 

甘 氨 酰 -甘氨酸 8. 
吡啶 2 

天 冬 酰 胺 8. 3.45 

RAB 9. 3.59 
丝氨酸 9. 3.47 

FEAR 9. 3.91 
异 亮 氨 酸 9. Se72 

HAR 9. 3.72 
Bistris 6. 

Bistrispropane 6. 

B- 丙 氨 酸 3.30 
PERE Cimidazole) 

7- 氨 基 丁 酸 (GABA) 3.80 
GACA 3.15 

三 乙醇 胺 - 
AEPD 

RAR 

a 
Mae 1.06 

TR 

三 乙 胺 

1。 资料 来 自 : a) Calbiochem 目录 ; b) 理化 手册 ; c) Merck 索引 。 

2. RHA 20°C; **A 18°CH HRA pK 值 及 pl 值 均 为 25"C 下 数值 。 

3. 磺 酸 类 组 冲剂 的 各 个 pI 值 按 pl = pK/2 计算 ? 即 pK (R-SO;H) = 0.00, 

4. 溶解 度 不 大 的 化 合 物 ( 如 谷 氨 酸 和 组 氨 酸 ) 或 pI — pK 数值 大 于 4 (如 牛 磺 酸 ) 的 化 合 物 不 包括 在 表 内 。 

泳 。 但 是 ,即使 是 浓度 在 0.1 至 1.0mol/L 的 条 件 下 ，pH 梯度 中 的 任何 点 上 的 导电 性 ， 也 

就 是 离子 强度 仍然 很 低 。 尽管 如 此 ， 在 这 一 条 件 下 仍然 有 可 能 保持 蛋白 质 的 天 然 性 质 。 

\ 为 保持 蛋白 质 的 天 然 性 质 ，Ampholine〈 表 1) 的 最 终 浓度 可 高 达 20% ， 其 它 可 溶性 缓冲 

剂 的 浓度 则 可 在 mol 水 平 的 范围 ( 表 2)。 

载体 组 分 在 整个 pH 梯度 中 的 分 布 呈 非 连 续 状 态 。 育 焦 电泳 一 段 时 间 后 ， 通 常 在 中 

s*BES*e 



i 

性 部 位 〈 见 下 文 ) 出 现 电压 峰 。 曾 试图 向 载体 组 分 中 加 入 PK 值 差 别 很 大 的 两 性 化 合 物 ， 

如 三 甲 胺 基 丙烷 - 磺 酸 盐 (trimethylamino-propane-sulfonate)， 以 消除 这 类 “电导 间 随 ” 

(conductance gaps)20。 然 而 即使 这 类 化 合 物 浓度 大 于 1mol/ 直 ， 也 不 能 消除 < 电导 间隙 ”， 

无 疑 ,这 正 是 因为 它们 不 能 导电 所 致 

另 一 种 使 聚焦 电泳 凝 胶 更 易 导 电 或 导电 更 均匀 的 方法 ,是 将 PK HERA “AR 

载体 两 性 电解 质 ” ， 例 如 多 种 氨基 酸 , 加 于 体系 中 。 尽 管 干扰 了 稳定 状态 因而 可 能 对 分 离 

作用 产生 不 利 影响 ,但 它们 能 暂时 地 提高 电导 性 。 

去 污 剂 存在 下 的 聚焦 电泳 

若 人 们 乐意 等 待 ， 离 子 型 去 污 剂 对 于 pH 梯度 的 形成 是 适宜 的 。 如 前 所 述 ， 在 加 入 

离子 型 去 污 剂 后 导电 性 增加 人 迫使 人 们 降低 电压 ， 以 便 不 超过 仪器 的 散热 能 力 ， 尽 管 利 用 

一 个 电 冷 却 装置 十 分 有 效 的 聚焦 电泳 仪 能 改变 这 种 情况 。 相 反 ， 非 离子 型 的 和 两 性 去 污 

剂 却 与 聚焦 电泳 方法 极为 协调 。 它们 不 引起 pH 梯度 2 或 电导 性 出 现任 何 明 显 的 变化 ， 

尽管 它们 能 抑制 蛋白 质 和 载体 两 性 电解 质 之 间 的 相互 作用 B。 烷 基 - 磺 三 甲 镑 乙 内 酯 型 

(alkyl-sulfobetaine) 的 两 性 去 污 剂 ( 如 Calbiochem-Behring 的 Zwittergent 3 一 14) 已 有 商品 

供应 。 曾 报道 具有 刚性 碳 氢 骨架 的 类 似 去 污 剂 ,在 适当 条 件 下 不 会 使 蛋白 质变 性 29。 

阳极 和 阴极 电解 锌 的 选择 

经 典 聚 焦 电泳 应 用 的 是 强酸 性 阳极 电解 液 和 强 碱 性 阴极 电解 液 。 其 基本 原理 是 ， 当 

载体 组 分 迁移 到 凝 胶 的 末端 并 与 强酸 或 强 碱 接触 时 ,将 发 生 质子 化 或 去 质子 化 ,因而 改变 “ 

它们 的 泳 动 方向 , 并 保留 在 凝 胶 中 。 但 是 , 若 人 们 采用 pH 梯度 的 未 端 载体 两 性 电解 质 作 

阳极 电解 液 和 阴极 电解 疲 , 同 样 也 可 以 产生 pH 梯度 ,在 这 种 情况 下 ,还 具有 另 一 优点 ,， 即 

pH 梯度 的 稳定 性 随时 间 的 增加 而 增强 王 “”。 重 要 的 是 应 避免 平衡 离子 的 存在 ,它们 可 能 

携带 过 量 的 电流 通过 pH 梯度 凝 胶 而 引起 发 热 。 因 此 , 若 末 端 组 分 为 两 性 电解 质 , 则 应 选 

择 等 电 形 式 。 同 样 ， 若 末端 组 分 为 非 两 性 的 ， 则 应 当选 取 完 全 质子 化 的 酸 或 完全 去 质子 

化 的 碱 ， 且 距 pK 值 为 二 个 或 二 个 以 上 pH 单位 。 在 缓冲 剂 聚焦 电泳 中 ,“ 末 端 ” 组 分 易 

于 识别 ;， 它 仅仅 是 在 载体 组 成 的 混合 物 中 具有 最 高 或 最 低 的 pK (Hak pl 值 的 成 分 。 AA 

“Ampholine” 产 生 pH 梯度 ， 则 将 阳极 和 阴极 电解 质 最 终 浓 度 为 0.02 一 0.03mol/ 直 ， 并 使 

混合 液 中 载体 两 性 电解 质 为 1 一 2 匈 。 混合 物 中 pPI 值 超过 阴极 电解 液 DH BRR PA 
解 液 pH 的 各 载体 组 分 将 迁移 到 电解 液 槽 中 ( 组 分 替代 ”， 人 参考 文 献 [12])， 而 将 阳极 电 

解 质 和 阴极 电解 质 作为 凝 胶 的 末端 组 分 保留 在 凝 胶 的 未 端 。 > 

显然 ,通过 选择 阳极 电解 质 及 载体 组 分 4， 可 以 在 一 定 范 围 内 调节 pH 梯度 ,， 尽管 实 

际 上 阳极 末端 的 工作 pH 并 不 与 选 定 的 阳极 电解 液 的 pH (TI. 例如 ， 利 用 pl 范围 为 

4 一 8 的 Ampholine 和 pH 3.3(pK 6.21) AU —FA ARR (cacodylic acid) 作 阳 极 电 解 液 ， 形 成 

阳极 末端 为 pH 5 的 pH 梯度 。 在 相同 的 系统 中 , 若 采 用 pH 为 2.8 (PK 5.12) 的 二 甲 基 丙 

烯 酸 作 阳极 电解 质 , 则 末端 pH 为 422。 尚 缺乏 简便 易 行 的 方法 来 预测 为 获得 所 需要 的 阳 

极 及 阴极 末端 的 工作 pH。 因 此 可 能 需要 系统 地 改变 不 带电 荷 形 式 的 阳极 电解 质 , 即 距 其 

P 玉 值 2 个 或 2 个 以 上 pH 单位 或 在 其 PI 值 处 ， 直 至 选取 的 pH 产生 所 需要 的 末端 工作 

。116。 



pH 值 ?5。 此 外 ,通过 系统 地 组 分 替代 也 能 达到 这 一 目的 。 

阳极 电解 液 和 阴极 电解 该 的 浓度 越 高 ， 其 pH PERERA EO, 考 串 到 溶解 度 及 经 约 

Ax, 通常 采用 0.1mol/L 溶液 。 由 于 可 供应 用 的 等 电 的 阳极 电解 液 /阴极 电解 液 及 完全 

质子 化 或 去 质子 化 的 酸 和 了 碱 的 缓冲 容量 低 ， 为 了 维持 电泳 槽 中 的 pH ANE, 需要 采用 大 的 

PEL HE, HO AR Be HF HBC To 所 推荐 的 凝 胶 柱 电泳 仪 的 贮 液 槽 容量 可 达 500ml 或 更 大 ， 

伍 是 相当 数量 的 水 平板 电泳 仪 缺乏 这 种 大 容量 的 贮 液 槽 。 由 于 电解 反应 甚至 在 大 贮 液 覃 

中 也 容易 引起 pH 改变 ,因此 电泳 时 应 定期 检查 pH 值 , 若 pH 或 导电 性 发 生 明 显 改变 , 应 

更 换 电 解 液 溶 该 。 于 是 ,与 利用 强酸 和 强 碱 作 阳极 电解 液 和 阴极 电解 液 相 比较 ,用 末端 组 

分 作 阳 极 电解 深 和 阴极 电解 液 时 具有 某 些 实际 困难 及 耗费 问题 。 但 是 ， 由 于 需要 保持 梯 

度 稳定 ,特别 是 平滑 的 pH 梯度 的 稳定 ， ee ee ee 

Fa FLAS 28 > PE BAR AO BRA HAE PE BE Ao 

聚焦 电泳 的 动力 学 

pH 梯度 

最 初 ,人 们 认为 聚焦 电泳 产生 一 种 "平衡 状态 ” ,首先 是 载体 组 分 的 平衡 状态 产生 一 稳 

定 的 pH 梯度 ,随后 是 蛋白 质 在 各 自 的 等 电位 置 达 到 平衡 。 人 们 普遍 支持 的 观点 是 , 蛋白 

质 的 分 级 分 离 是 在 稳定 状态 下 , 即 在 梯度 开始 衰变 之 前 发 生 , 这 一 见解 基于 观察 到 蛋白 质 

图 谱 相 当 迅 速 地 形成 的 事实 。 然 而 ,这 些 图 谱 不 可 能 是 恒定 的 ,因为 它们 未 必 能 反映 出 各 

自 的 等 电位 置 。 实 际 上 ,人 们 能 够 限定 载体 组 分 和 蛋白 质 的 稳定 状态 仅 与 特定 的 伏特 -时 

间 因 素 有 关 ; 即 pH 梯度 的 形成 和 衰变 (以 及 蛋白 质 达到 其 等 电位 置 ) 为 所 加 电压 和 电泳 

时 间 的 函数 。 例 如 , 在 20 一 40V/cm 胶 条 件 下 ,通过 将 载体 组 分 按 PI 的 顺序 或 组 分 的 泳 动 

率 排 列 起 来 ,在 数 小 时 内 即 形成 自然 pH 梯度 ;可 以 认为 这 种 排列 为 一 种 “稳定 状态 ”。 然 

而 ,在 凝 胶 等 电 聚 焦 的 大 多 数 状况 下 ，pH 梯度 似乎 是 在 不 断 地 运动 ， 以 致 在 pH 梯度 的 

形成 和 衰变 中 建立 的 稳定 状态 事实 上 是 暂时 的 。 

载体 组 分 分 布 上 的 改变 部 分 地 与 此 有 关 FMA yS pH 梯度 的 动力 学 问题 (参考 文献 

[28] 和 图 4)e 例 如 ,在 阳极 为 强酸 性 阴极 为 强 碱 性 电解 液 的 条 件 下 , 在 pI 为 3.5 一 10 的 

Ampholine 系统 中 ,载体 两 性 电解 质 首 先 从 pH 梯度 的 中 性 中 心 区 逐渐 消失 ， 并 在 一 条 酸 

性 和 碱 性 峰 中 积聚 。 随 后 , 碱 性 ,中 性 和 酸性 组 分 相继 地 泳 动 至 阴极 电解 液 贮 液 槽 中 , 而 

酸 逐 渐 从 阳极 电解 液 贮 液 槽 中 移出 ， 直 至 pH 梯度 破坏 和 凝 胶 酸化 。 与 载体 组 分 移动 有 

关 的 pH 梯度 自身 则 在 典型 条 件 下 聚焦 电泳 数 小 时 内 达到 所 谓 的 PERS”, BURAK 

跨度 (span)， 在 经 历 通 常 的 阴极 漂移 ”(cathodic drift) 过 程 中 ，pH 梯度 逐渐 变 平 坦 和 

扭曲 。 选 择 一 种 与 阳极 酸性 电解 被 相 比较 为 强 碱 的 阴极 电解 液 ,也 能 引起 相反 的 阳极 条 
移 ”(anodic drift)”。 因 此 ,有 般 常 没有 真正 而 又 持久 的 pH 梯度 可 以 确认 。 在 弱酸 性 的 阳 

极 电解 液 和 弱 碱 性 的 阴极 电解 液 之 间 建 立 的 罕 范 围 的 pH 梯度 ,能 稳定 数 天 ”7 ， 可 能 

是 由 于 处 于 暂时 状态 的 某 些 载体 组 分 对 系统 的 电导 作用 的 结果 〈 基 本 的 设想 是 不 均一 的 

导电 引起 pH 梯度 的 破坏 )o 在 pH 梯度 破坏 的 条 件 下 ， 也 不 存在 蛋白 质 分布 的 稳 态 。 然 

而 ， 在 pH 梯度 破坏 的 电压 -时 间 因 素 系统 内 ， 和 蛋白 质 的 确 能 逐渐 接近 一 恒定 的 pH。 A 

KE MEA MMS. ATK BRIE pH 确认 其 稳定 状态 ,尽管 在 梯度 中 的 这 一 pH 位 置 是 在 
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两 性 电解 质 

~ 
20 10 20 

蜂胶 切片 序号 

图 4 聚焦 电泳 过 程 中 pH 梯度 形成 的 动力 学 。 将 含 *C-Ampholine MARR ke BH 1—192h, 
并 分 析 pH 梯度 及 “C-Ampholine 的 分 布 (摘自 参考 文献 [28])。 

变化 着 。 ; 

由 于 蛋白 质 向 其 等 电 pH 部 位 泳 动 缓慢 ( 见 下 文 ) ,因此 pH 梯度 的 不 稳定 性 在 聚焦 电 
泳 的 实 牙 中 是 重要 的 。 而 且 由 于 二 种 原因 ,和 蛋白质 必 须 ̀ 到 达 ” 或 极为 接近 其 等 电位 置 : 

@ 若 人 们 在 暂时 状态 期 间 完成 分 离 工作 ， 即 在 混合 物 中 的 各 蛋白 质 逐 渐 接 近 其 
PI 区 域 的 渐 近 相 (asymptotic phase) VAT, 即 在 “图 型 恒定 ”(pattem constancy) 之 前 完成 

分 离 工作 , 则 与 通常 实验 中 所 得 到 的 结果 比较 , 蛋 白 质 相 对 位 置 的 重 现 性 主要 决定 于 各 次 

实验 之 间 电 压 梯度 和 凝 胶 浓度 的 一 致 性 。 由 于 相同 的 原因 ,分 关 率 很 少 能 重复 。 
Gi) 根据 pH 来 确定 蛋白 质 的 特征 将 变 得 无 意义 并 且 更 具 随 意 性 ， 除 非 pH EAD 

5 pl 值 大 致 相 等 

分 别 或 合并 应 用 下 列 方 法 以 稳定 pH 梯度 : 

(GD 将 pH 范围 变 窗 ， 至 多 为 包含 待 分 离 物 质 pI 在 内 的 2 一 3 个 p 芯 单位。 通过 选择 

缓冲 剂 的 聚焦 电泳 中 的 载体 组 分 …， 或 在 组 分 替代 中 令 阳 极 电解 液 的 pH 值 高 于 阳极 末 

端 选 定 的 PH 值 , SRA HARIKA pH 值 低 于 阴极 末端 选 定 的 pH 值 "2， 都 能 获得 狭 窜 的 

pH 范围 。 此 外 ， 也 可 以 通过 减少 阳极 末端 和 不 带电 荷 的 阳极 电解 质 (例如 完全 质子 化 的 

酸 ; 见 参考 文献 [13]) 之 间 的 pH 差 使 pH WHA 

Gi) 令 阳 极 末端 组 分 的 PH 与 阳极 电解 液 pH 相同 , 并 令 阴 极 末端 组 分 的 pH 与 阴极 

电解 液 pH 相同 3。 

(iii) 在 溶解 度 和 价格 许可 的 条 件 下 ， 可 以 将 阳极 和 阴极 电解 该 的 浓度 尽 可 能 地 增 

高 23。 通 常 应 用 0.1 mol/L 溶液 。 

Gv) 经 充分 清洗 、 涂 胶 、 机 械 支持 及 流体 静 力 学 平衡 , 使 凝 胶 具 有 粘 壁 的 性 质 。 HB 

性 质 的 改善 总 是 使 梯度 更 稳定 ,用 反 转 极 性 (阳极 首先 在 顶端 , 然后 在 底部 ) 并 证 实 对 pH 

梯度 无 任何 影响 的 方法 来 检查 粘 壁 作用 的 改善 2 。 
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Cv) 可 以 增加 载体 两 性 电解 质 的 浓度 。 

(vi) 可 以 增加 粘度 。 但 是 ， 增 加 粘度 似乎 只 在 某 些 场合 中 有 效 〈 实 例 见 参 考 文献 
[29])， 而 在 其 它 场合 中 无 作用 (实例 见 参考 文献 [28])， 其 原因 尚 不 明了 。 

蛋白 质 

蛋白 质 在 pH 梯度 中 朝 其 等 电 部 位 泳 动 的 速度 通常 缓慢 (图 5)。 其 泳 动 速度 受 蛋白 
质 满 定 曲线 控制 而 且 , 随 着 蛋白 质 在 pH 梯度 中 接近 其 等 电位 置 , 泳 动 速度 不 断 降低 。 沪 
动 速度 缓慢 部 分 是 由 于 凝 胶 的 分 子 利 作 用 ， 这 不 仅 是 在 有 了 明显 限制 性 孔径 的 凝 胶 中 是 如 
此 ,甚至 在 实验 中 已 表明 为 非 限制 性 的 凝 胶 也 是 如 此 叫 , 由 于 低 的 泳 动 速度 对 凝 胶 基质 中 
任 全 微小 的 阻 滞 效 应 更 敏感 ,在 接近 pI 的 过 程 中 , 凝 胶 逐 渐变 成 更 具有 阻 滞 性 。 

pH 

聚焦 时 间 〈 小 时 ) 

AS “聚焦 电泳 时 间 对 蛋白 质 表 观 等 电 点 的 影响 。 破 伤风 毒素 在 Ampholine (pH 3.5—10) RW 
丙烯 酰胺 凝 胶 4692T，1599CpArp) 中 ;经 不 同时 间 的 聚焦 电泳 ， 然后 分 别 测定 破 和 伤风 毒素 的 表 观 

pI( 搞 自 参 考 文献 [5])。 

为 了 在 理想 的 分 辩 率 的 条 件 下 获得 可 重 现 的 分 离 效 果 ， 必 须 通过 实验 测定 泳 动 到 一 
恒定 pH 部 位 中 所 需要 的 聚焦 电泳 时 间 。 若 pH 保持 恒定 的 时 间 比 达到 这 一 pH 所 需要 
的 时 间 长 二 倍 以 上 , 则 这 一 pH 值 定义 为 某 一 蛋白 质 在 特定 的 载体 组 成 , 离子 强度 和 温度 
条 件 下 该 蛋白 质 特征 的 表 观 pfp7 )。 只 有 这 种 pH 值 可 以 作为 鉴别 蛋白 质 的 物理 常数 。 
由 于 缺少 蛋白 质 泳 动 到 一 恒定 pH 的 依据 ， 使 至 今 在 凝 胶 聚 焦 电 泳 研究 中 已 报道 的 大 多 
数 “pP 值 无 意义 。 因 此 , 对 每 一 种 分 离 而 言 ， 首 先 必须 在 实验 中 测定 待 分 离 蛋 白质 达到 
恒定 pH 值 所 需要 的 时 间 。 然 后 , 人 们 应 按 前 述 方法 在 确定 的 (最 大 ) 电 压 下 ， 设 法 使 pH 
在 需要 的 时 间 内 稳定 下 来 。 

” 当 蛋 白质 在 凝 胶 上 逐渐 接近 其 pl 部 位 时 ,由 于 区 带 中 的 浓度 相当 高 ， 结 果 常 常 发 生 
蛋白 质 等 电 沉淀 。 这 种 沉淀 在 分 析 性 操作 中 危害 较 小 是 由 于 蛋白 质 沉淀 带 仍然 能 泳 动 ， 
推测 可 能 是 通过 再 溶解 和 再 沉淀 的 过 程 来 实现 ,尽管 它 可 能 是 蛋白 质 在 接近 其 pI 区 域 时 
的 另 一 阻 滞 因 素 。 与 此 相反 ， 在 制备 性 规模 的 聚焦 电泳 中 ， 蛋 白质 沉淀 确实 表现 出 有 重 
要 影响 。 区 带 中 的 蛋白 质 等 电 沉淀 的 时 间 越 长 ,从 区 带 上 溶解 蛋白 质 就 变 得 越 来 越 困 难 。 
或 许 是 由 于 相同 的 原因 , 当 聚 焦 电泳 的 时 间 大 大 超过 达到 pl 值 的 时 间 时 ， 随 着 到 焦 电泳 
时 间 的 增加 ,蛋白 质 活性 的 回收 率 似乎 也 降低 ca。 

导电 性 

聚焦 电泳 中 的 另 一 个 动力 学 因素 ， 于 凝 胶 内 在 最 大 电压 下 申 泳 一 段 时 间 后 ， 常 在 
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pH6 左右 出 现 。 导 电 性 在 pH 梯度 中 旺 不 均匀 分 布 ， 即 开始 时 pH 梯度 未 端的 电压 最 大 ， 
然后 逐渐 变化 到 中 性 的 中 央 部 位 电压 最 大 ， 这 一 事实 直到 最 过 建立 了 二 种 量度 剖 电 往 的 
方法 以 后 才 为 人 们 所 认识 ee。 这 一 现象 在 目前 所 考察 过 的 各 种 两 性 电解 质 载体 所 形成 
的 pH 梯度 中 ,以 及 在 仅 用 赖 氨 酸 ( 阳 极 电压 最 高 )、 谷 氨 酸 (阴极 电压 最 高 ) 所 形成 的 pH 
梯度 中 ,甚至 在 载体 组 分 完全 不 明确 的 凝 胶 ( 中 性 部 位 电压 最 高 ) 中 均 观 察 到 &4。 这 些 资 
料 表明 ,电压 最 大 区 (电导 间隙 ) 是 在 载体 组 分 已 迁 出 的 pH 梯度 区 内 形成 。 

局 部 电压 最 大 则 凝 胶 的 其 余部 分 电压 降低 ， 并 降低 泳 动 率 。 较 为 缓慢 的 泳 动能 阻止 
蛋白 质 到 达 其 等 电 部 位 , 并 产生 一 pH 恒定 的 坪 全 值 的 假象 ， 即 形成 虚假 的 pT 值 。 这 一 
间 题 可 以 通过 在 凝 胶 两 端 加 样品 后 ， 测 定 其 PT 值 来 检查 。 除了 向 各 相 中 加 入 0.1mol/L 
KCl 使 分 离 进行 异常 缓慢 外 ， 至 今 无 其 它 的 补救 方法 中 。 试 图 添加 两 性 电解 质 使 电导 空 
隙 中 导电 ,但 至 今 未 获得 成 功 。 

分 析 性 凝 胶 聚 焦 电泳 程序 

RRA BARES ORE. 程序 中 许多 步骤 与 PAGE 和 等 速 电泳 相同 

〈 见 第 2，3 章 ), 但 为 了 阅读 方便 ,其 中 某 些 部 分 在 本 节 中 再 略 加 复述 。 

步骤 1: 仪器 Ee 

FAK 12cm (内 径 0.6cm， 外 径 0.8cm) 的 硬 质 玻璃 凝 胶管 , 管 的 二 端 在 火焰 上 略 烧 光 
滑 。 凝 胶管 用 甲醇 性 KOH 清洗 ， 再 冲洗 至 中 性 ， 并 用 1% Gelamide 250 (Polysciences 或 
Union Carbide) 充满 玻 篱 管 , 再 用 滤纸 吸 干 来 涂 布 玻 管 中 。 室 温 下 放置 数 天 干燥 后 ,随即 
将 玻璃 管 贮 于 无 侍 处 待 用 。 准 备 一 块 (2 x 2cm) 的 尼龙 网 (88um，Small Parts Inc.) 和 
内 径 为 0.7cm、 长 2mm ACI AARC IER (Tygon) 管 , 以 便 在 聚合 后 作 凝 胶 的 机 
械 支 持 物 。 | 
柱 电 泳 仪 与 PAGE 和 等 速 电泳 中 所 应 用 的 仪器 相同 ( 见 第 2 章 图 1)， 并 按 图 1 所 示 

制作 。 若 需要 监测 或 控制 凝 胶 的 电压 ,同时 每 一 玻璃 管 中 凝 胶 组 分 相同 ， 则 按 图 2 所 示 ， 
将 上 、 下 监测 电极 安装 在 上 缓冲 液 贮 液 槽 中 。 用 蜡 膜 (Parafilm) 将 凝 胶管 一 端 封 死 , 并 取 
必要 数量 的 凝 胶管 安装 在 上 缓冲 液 旺 液 槽 中 ， 通 过 橡胶 垫圈 和 导 和 孔 使 凝 胶管 保持 垂直 状 
态 ， 多 余 的 橡胶 垫圈 则 用 橡皮 塞 堵 住 。 再 将 上 缓冲 液 贮 液 槽 置 于 下 缓冲 液 贮 液 槽 之 上 。 

由 于 聚合 作用 应 当 在 与 聚焦 电泳 相同 的 温度 下 进行 ， 所 以 聚合 前 下 缓冲 滚 贮 液 槽 应 
充满 电解 液 ( 见 步骤 3)。 利 用 流速 为 1.5 一 3.5L/min 的 冷却 剂 ,并 持续 搅动 下 槽 的 缓冲 液 ， 
将 仪器 温度 经 常 维持 在 0 一 4%C。 

步骤 2A: 又 丙 烽 酰胺 凝 胶 的 聚合 

一 般 常 采用 5 多 或 6%T. 15% CoArp RENT 第 3 章 的 图 1 提供 了 一 种 粗略 
估计 这 类 凝 胶 对 大 小 不 同 的 各 种 蛋白 质 分 子 的 排 阻 范围 。 应 当 用 浓度 最 高 又 无 排 阻 效 应 
的 凝 胺 ， 因 为 这 类 凝 胶 的 机 械 稳定 性 和 粘 壁 性 最 好 。 应 当 注意 的 是 ， 图 1 (第 3 章 ) 中 的 
“无 排 阻 效应 ”的 标准 对 聚焦 电泳 来 说 (参看 前 述 讨论 ) 是 不 够 严谨 的 。 某 些 实验 者 继续 使 
用 双 丙 烯 酰胺 交 联 的 凝 胶 〈 见 第 5 章 )， 虽 然 这 类 凝 胶 比 DATD 交 联 凝 胶 的 排 阻 作 用 更 
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在 25ml 琥珀 色 的 瓶 中 制备 聚合 混合 物 ， 瓶 中 置 一 小 磁力 搅拌 棒 并 与 仪器 温度 平衡 。 

将 丙烯 酰胺 -DATD 贮备 液 , 两 性 电解 质 或 缓冲 剂 的 混合 物 与 起 动 剂 贮备 流 按 正确 的 比例 

〈 表 3) 相 混 合 。 凝 胶 混 合 物 用 真空 泵 脱 气 5 分钟。 为 了 能 重复 脱 气 过 程 ， 可 利用 一 定制 

的 真空 抽 气 机 。 脱 气 后 加 入 TEMED (4 10ml 凝 胶 混 合 物 加 Sel), BREA 1.6ml 凝 胶 

混合 物 , 然 后 细心 地 用 一 支 装 有 23 号 针头 的 1ml 注射 器 在 凝 胶 上 部 盖 上 厚 2mm 的 水 层 。 

也 可 以 用 一 支 100 岂 的 Hamilton 注射 器 。 在 这 两 种 情况 下 ， 必 须 十 分 小 心 不 得 搅动 凝 胶 

的 表面 。 用 荧光 灯 照 射 凝 胶 30 分 钟 , 使 凝 胶 发 生 光 聚合 作用 。 为 了 使 聚合 作用 均一 ， 应 

按 前 述 方法 那样 使 用 一 组 荧光 灯 。 

表 3 聚焦 电泳 中 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 制备 

在 一 次 典型 的 应 用 中 ，0 一 4*C 下 按 下 述 方法 制备 10ml 用 于 到 焦 电泳 的 聚 

ce 15% Cparp (8.5g 丙烯 酰胺 十 1.5g DATD/100ml) 
2.5ml 4% “Ampholine” (或 2.5ml 组 冲剂 混合 物 , 每 一 组 分 均 为 0.4mol/L) 
2.5ml 0.06% 过 硫酸 钊 ，0.0029%6 核 黄 素 。 
混合 后 ，0*C 下 将 聚合 混合 物 真 空 (1333.2Pa) 脱 气 5 分 钟 , 然 后 加 入 Syl 

TEMED 以 起 动 聚合 反应 。 聚 合 时 间 为 30 分 钟 。 

碱 性 ( 胺 ) 载 体 组 分 可 能 以 TEMED 的 方式 催化 交 联 么 丙烯 酰胺 的 聚合 作用 ， 其 结果 
是 聚合 速度 过 于 迅速 ,产生 平均 链 长 短 和 机 械 稳定 性 不 佳 的 凝 胶 。 为 了 避免 这 一 缺点 ,在 

采用 碱 性 载体 组 分 时 ,为 了 使 聚合 作用 大 约 在 10 分 钟 以 内 完成 ， 应 当 将 三 种 聚合 起 动 齐 

的 浓度 降低 。 实 际 上 ,保持 二 种 聚合 起 动 剂 浓 度 恒定 ， 并 系统 地 降低 第 三 种 起 动 剂 浓 度 ， 
极 易 达 到 这 一 速度 。 在 高 PE 条件 下 发 生 过 度 催 化 时 ,系统 地 降低 过 硫酸 钾 的 浓度 , 是 使 
过 高 的 聚合 速度 降低 的 最 为 有 效 的 方法 "”。 

步骤 2B: 柱 形 Sephadex 凝 胺 的 制备 G0 

将 0.2g Sephadex G-75 (Ultrodexz，LKB)， 或 根据 蛋白 质 分 子 的 大 小 选择 的 其 它 凝 胶 

WBE IR, SA 5ml 载体 两 性 电解 质 或 所 需要 的 pH 范围 和 浓度 的 缓冲 剂 混合 物 相 混 合 

并 制 成 浆 状 物 , 再 根据 产品 说 明 书 让 凝 胶 膨 胀 数 小 时 ,以 备 每 一 凝 胶管 应 用 。 制 作 的 硬 质 

玻璃 管 至 少 长 20cm (内 径 0.6cm， 外 径 0.8cm) ， 管 的 一 端 在 火焰 上 烧 光 滑 以 防 损伤 橡胶 

垫圈 。 将 玻璃 管 插 人 一 塑料 滤器 的 支架 上 ， 支 架 上 装 有 直径 为 lcm 的 尼龙 网 (100m) 滤 

膜 ， 滤 膜 紧 贴 在 玻璃 管 的 底部 (图 6B)。 将 组 合 物 置 于 真空 室 上 (图 6A)。 每 一 玻璃 管用 

搅动 的 凝 胶 悬 序 充 满 , 注 意 避 免 混 人 气泡 ,在 真空 状态 下 令 凝 胶 压 实 。 长 的 玻璃 管 容许 

将 全 部 凝 胶 浆 一 次 加 入 。 玻 璃 管 一 旦 用 凝 胶 填 实 ,应 立即 撤去 真空 ,同时 在 Sephadex 柱 的 

上 端 聚 合 0.5ml 含有 阳极 电解 液 或 阴极 电解 液 的 丙烯 酰胺 溶液 (6 一 10 多 T，2% Cais) 使 
其 密封 。 待 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 塞 形成 后 ,将 玻璃 管 倒 置 并 从 上 端 取 出 约 0.5ml Sephadex, FF 

用 含有 另 一 种 电极 电解 波 的 丙烯 酰胺 在 管内 聚合 一 个 类 似 的 凝 胶 塞 。 聚 合 混合 液 中 可 加 

染料 以 标志 出 相应 的 凝 胶 塞 。 如 果 需 要 ,可 截 去 玻璃 管 过 长 的 部 分 ,这 样 可 以 防止 在 凝 胶 

管 中 凝 胶 以 上 出 现 大 的 电压 降 吧 ,可 能 是 由 于 在 “阴极 漂移 ?的 过 程 中 ,从 凝 胶 中 移出 的 等 

电 组 分 取 伐 了 电极 电解 液 的 缘故 5。 若 玻璃 管用 蜡 膜 密封 ， 至 少 可 在 冰箱 中 贮存 一 周 。 
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6 “聚焦 电泳 中 用 来 装填 柱状 Sephadex 凝 胶 的 真空 室 (An der Lan, B., Allenmark, S., 

Sullivan, J., Fitze, P. 和 Jackiw, A., 正在 制作 )。 有 机 玻璃 盒 (A) 中 有 一 个 能 装 20 支 Sephadex 

凝 胶管 的 装置 (B)。 可 以 同时 装 20 支 内 径 为 0.6cm 的 硬 质 玻璃 管 〈《C)， 装 有 托 套 的 小 孔 C(D) 用 

来 将 流体 收集 到 一 个 乳头 状 接口 的 引流 管 * 再 流入 试管 (E)， 试管 置 于 试管 架 (F) 上 。 经 接头 (Gy) 
将 小 室 抽 真 空 。 用 硅 橡 胶 垫 圈 CH) (图 上 不 能 见 到 ) 和 一 个 弹簧 夹 (I) 将 小 室 密 封 。 过 滤 托 套装 
置 (B) 的 部 件 分 解 图 见 右 图 。 它 由 一 个 改进 的 Millipore BREE (Bl 和 一 块 托 有 一 张 直 径 
lem 的 尼龙 网 (1004) 滤 膜 (B47 的 隔膜 (B57) 组 成 。 通过 一 个 具有 小 突 边 的 塑料 (Lexan) 管 托 
套 (B2) 和 一 个 聚 四 氟 乙 烯 垫 圈 (B3)， 将 直径 0.8cm 的 玻璃 管 (C) 固定 在 尼龙 网 上 。 用 装 在 凝 胶 

管 托 套 中 的 二 只 O 型 垫圈 及 滤 膜 托 套 中 的 一 只 O 型 垫圈 (B6) 密封 。 

步骤 3: 聚焦 电泳 仪 的 组 装 

聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 一 旦 制 成 ， 即 将 上 缓冲 液 贮 液 槽 取出 并 倒置 。 用 滤纸 轻 轻 地 吸 去 履 

盖 在 凝 胶 上 的 水 层 , 用 刀片 乔 去 每 支 玻璃 管 一 端 上 的 蜡 膜 ,再 放 上 一 块 尼 龙 网 (2 X 2cm, 

8825 Small Parts Inc.)， 并 用 一 截 长 2mm、 内 径 0.7cm 的 Tygon 管 固 定 。 必 须 细心 操作 ， 

在 凝 胶 和 尼龙 网 之 间 不 得 混 有 气泡 。 若 蛋白 质 样 品 为 阴离子 的 ， 则 下 层 缓冲 液 贮 被 槽 中 

注 人 阳极 电解 该 , 若 蛋 白质 是 阳离子 的 , 则 注 和 人 阴极 电解 该 ， 然 后 上 缓冲 液 贮 液 槽 以 另 一 

种 电解 液 充满 。 两 缓冲 液 贮 波 模 中 的 电解 液体 积 应 当 相 同 。 每 种 电解 液 的 浓度 至 少 应 为 

0.1mol/ 工 ， 并 与 末端 组 分 即 梯度 形成 时 凝 胶 末端 的 组 分 相同 。 此 外 ， 除 含有 再 和 OH- 

外 ,两 种 电解 液 中 均 不 得 含有 平衡 离子 。 在 对 照 凝 胶 上 进行 测定 时 , 阳极 电解 液 的 pH 应 

尽 可 能 地 接近 pH 梯度 形成 后 凝 胶 阳 极 末端 的 PH 借助 电极 夹 (第 2 BA 1 中 的 盖 D) 

的 水 平面 和 调节 仪器 底座 上 的 螺旋 (同上 图 部 位 B)， 使 电泳 仪 处 于 垂直 状态 。 对 仪器 的 

最 后 检查 是 凝 胶 的 顶部 及 底部 应 元气 泡 。 

步骤 4A: Homey RA iM he ee LE 

直径 0.6cm 的 凝 胶 上 每 条 区 带 可 载 S—2,000ng 蛋白 。 聚 焦 电 泳 前 ,应 将 任何 有 可 能 

影响 梯度 形成 或 蛋白 质 有 效 碟 的 非 蛋白 质 污染 物 除 去 (如 核酸 )。 实验 表明 ,样品 体积 应 

小 于 lml， 最 好 小 于 0.5ml。 为 了 便于 染色 ， 每 区 带 最 好 负载 5 一 25wg; 老 进 行 制备 , B 

径 0.6cm 的 凝 胶 中 每 条 区 带 可 以 容纳 1 一 2mg 样品 ,这 由 有 关 蛋 白质 之 间 的 分 离 和 分 布 的 
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在 这 两 种 情况 下 的 pH 中 ， 蛋 白质 是 带电 的 。 例 如 ， 对 于 阴离子 蛋白 质 来 说 ，PI 范围 为 

7 一 9 或 8 一 10， 其 实际 pH DAA S MINKA WEPRSAM PR fo 应 当 避 免 选 

用 接近 或 等 于 样品 的 等 电 点 pH; 若 以 工 范 围 为 3 一 10 的 两 性 电解 质 混合 物 制备 样品 ,或 

者 在 接 通电 源 前 令 两 性 电解 质 混合 物 从 凝 胶 中 扩散 到 未 经 缓冲 的 样品 中 ， 篆 篆 容 易 做 到 

这 点 。 将 载体 两 性 电解 质 加 到 样品 中 的 确 会 轻微 改变 凝 胶 的 pH 梯度 ， 尽 管 这 种 影响 在 

样品 体积 很 小 时 微不足道 。 

加 入 10 一 30 多 蔗糖 或 甘油 常 使 样品 密度 增加 ; 但 浓度 过 高 可 以 引起 凝 胶 表 面 脱水 。 

为 了 便于 观察 样品 ， 可 以 在 样品 中 加 入 诸如 伊 凡 斯 蓝 (Evans blue) (pl 一 5.35) 或 甲 基 

IK (pl = 3.60) 染料 。 这 类 两 性 染料 在 达到 其 等 电位 置 时 , 又 可 以 作为 pH 的 标志 物 ; 然 

后 迅速 扩散 。 

若 样品 体积 小 , 即 在 分 析 规 模 的 凝 胶 中 样品 为 200ml 或 不 足 2004l， 用 100m Hami- 

lton 注射 器 的 针尖 在 上 贮 波 槽 电解 液 之 下 ， 很 容易 刚好 在 凝 胶 的 表面 将 样品 铺 成 一 层 。 

若 样品 体积 较 大 则 在 加 入 上 贮 液 槽 缓冲 液 之 前 ， 先 用 吸管 将 样品 加 到 凝 胶 表 面 ; 然后 用 

Pasteur 吸管 吸取 上 贮 波 槽 缓冲 液 , 并 细心 地 加 在 样品 上 ,直至 玻璃 管 完全 充满 。 随 后 将 上 

缓冲 液 加 于 上 贮 液 槽 中 至 所 需要 的 水 平 。 无 论 采 用 哪 种 加 样 方法 ， 重 要 的 是 应 保证 样品 

ALC RHE RR ZARA RD. FIP EES oh OE REBAR AN AE 
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方法 特别 有 用 。 优 点 是 能 应 用 大 体积 样品 ， 同 时 样品 也 不 与 强酸 和 强 碱 接触 。 主 要 的 问 

题 是 ,首先 ,聚合 时 部 分 蛋白 质 样 品 不 可 逆 地 吸 留 在 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 基 质 上 ， 这 就 增加 了 

凝 胶 染 色 的 背景 ;其 次 ,样品 可 能 被 聚合 反应 修饰 ;最 后 , 由 于 凝 胶 混 合 物 的 pH 通 稼 与 蛋 

白质 等 电 点 的 pH 接近 ,因此 蛋白 质 溶解 度 较 低 。 

步骤 4B: 样品 加 于 柱 形 Sephadex 凝 胶 上 

若 样 品 体 积 小 (50wl 或 更 小 )， 可 用 Hamilton 注射 器 穿 过 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 塞 将 样品 

注 和 人 柱 中 。 才 样品 体积 大 但 又 小 于 柱 的 空 体积 , 则 将 载体 组 分 透析 至 样品 中 ,然后 在 聚 两 

烯 酰胺 凝 胶 塞 形成 之 前 ， 凝 胶 柱 仍 处 于 真空 状态 下 直接 将 样品 加 在 Sephadex 柱 上 。 为 了 

控制 加 样 过 程 , 即 防止 样品 在 流 人 柱子 时 被 流失 ,可 以 在 加 样 前 直接 加 数 微 升 蓝 色 葡 聚 糖 

于 柱 中 。 遗 憾 的 是 ,第 二 种 加 样 方法 不 能 使 蛋白 质 在 聚焦 电泳 前 充分 带电 ,因而 在 电 聚 焦 

前 不 能 完全 溶解 ， 因 为 这 时 的 蛋白 质 是 在 组 分 混合 物 的 平均 pH ARIMA. 较 大 体积 

的 样品 只 能 以 与 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 柱 相同 的 方式 加 样 , 即 在 聚 丙烯 酰胺 塞 的 上 方 , 以 适当 的 

阴极 电解 流 或 阳极 电解 液 加 样 。 显 然 ， 在 这 种 情况 下 ， 凝 胶 塞 对 蛋白 质 应 当 是 非 排 阻 性 

的 ; 故 推荐 采用 15% Coparp 及 尽 可 能 低 的 多 T(〈5 多 或 更 低 ) 的 凝 胶 作 上 部 的 凝 胶 塞 。 

步骤 5: 聚焦 电泳 

若 两 性 电解 质 混合 物 的 pH 或 蛋白 质 通 过 的 凝 胶片 段 上 暂时 的 pH 对 蛋白 质 无 害 和 

使 蛋 白 质 不 溶解 ,那么 应 在 聚焦 电泳 开始 前 加 样 。 在 这 种 状况 下 ,样品 加 入 后 立即 在 每 管 

直径 为 0.6cm ARE EDN lmA 的 电流 。 当 电 压 达到 与 仪器 散热 能 力 相 适应 的 最 大 数值 
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WH 20 一 40v/cm 凝 胶 , 应 将 电源 接 至 电压 控制 器 上 。 

目前 尚未 见 到 瓦特 控制 数 低 于 1W 的 电源 。 因 此 聚焦 电泳 一 开始 ， 至 少 用 5 一 10 只 

凝 胶管 实现 对 瓦特 的 控制 。 同 样 ,在 聚焦 电泳 的 后 一 阶段 , 当 电流 逐渐 降低 时 ， 电 源 的 电 

压 通常 达 到 极限 ,电源 自动 地 与 电压 控制 接 通 。 

采用 强酸 阳极 电解 液 和 强 碱 阴 极 电 解 液 时 ， 通 过 贮 液 槽 的 电压 降 可 以 忽略 不 计 ， 整 

个 系统 可 加 200V 电压 ,此 数值 大 致 与 凝 胶 两 端的 电压 相等 。 然 而 ， 当 采用 弱酸 或 弱 碱 性 

不 带电 的 阳极 电解 液 和 阴极 电解 液 时 ， 通 过 贮 液 槽 的 电压 降 就 大 得 多 ， 此 时 不 通 忽 略 不 

计 。 因 而 必须 放 一 对 铀 电极 使 之 与 上 贮 液 槽 中 一 条 具有 对 照 性 的 凝 胶 的 顶部 和 底部 接触 

(图 2)， 并 用 一 个 外 加 的 伏特 计 测 量 凝 胶 两 端的 电压 ， 根 据 测量 的 数值 来 调节 系统 的 电 

压 。 由 于 电泳 时 凝 胶 和 贮 液 槽 中 的 电压 变化 ， 系 统 的 固定 电压 不 能 精确 地 维持 在 所 希望 

的 20 或 40v/cm 凝 胶 , 因 此 ,在 聚焦 电泳 过 程 中 需要 重新 调节 电压 。 最 近 ， 通 过 电源 的 改 

进 ， 使 得 有 可 能 控制 凝 胶管 两 端的 电压 ， 因 而 使 这 一 问题 得 到 了 解决 《An der Lan, B., 

Chidakel, B. E. 和 Chrambach，A. 正在 制作 )。 

蛋白 质 的 加 样 量 对 于 起 始 电压 的 确定 有 明显 的 影响 。 当 每 条 凝 胶 的 蛋白 质 加 样 量 超 

过 100 一 200wg 时 ,起 始 区 带 对 电热 效应 极为 敏感 ， 其 原因 与 制备 性 等 速 电 泳 中 大 量 浓缩 

的 情况 完全 相同 ( 见 第 3 章 ), 即 在 制备 性 等 速 电泳 中 ， 可 能 由 于 蛋白 质 将 水 和 盐 固定 化 ; 

因此 在 蛋白 质 区 带 上 产生 了 数值 较 大 的 电压 降 ， 这 一 效应 通过 在 凝 胶 上 形成 一 自 色 蛋 白 

质 沉 淀 带 而 显示 出 来 。 蛋白 质 带 一 旦 出 现 ， 将 加 在 凝 胶 上 的 电压 调节 到 20v/cm 或 更 低 

的 范围 ,种 能 使 蛋白 质 带 消失 。 

加 样 前 先 形成 pH 梯度 常常 是 有 益 的 。 这 时 对 蛋白 质 接 触 的 pH 范围 完全 了 解 , 因 而 

能 避免 蛋白 质 在 不 利 的 pH 条 件 下 变性 和 沉淀 ， 并 能 使 区 带 朝 蛋白 质 EI 部 位 泳 动 的 速度 

达到 最 大 值 。 操 作 程 序 是 在 凝 胶 上 加 电压 ， 并 待 电流 以 指数 形式 降 至 稳定 的 低 值 时 再 加 

样品 。 通 常 ， 每 厘米 凝 胶 加 电压 20 一 40v， 经 1 小 时 左右 电流 即 降低 到 一 适当 数值 。 北 

胶 的 预 聚 焦 不 能 明显 地 减少 在 梯度 消失 前 用 于 分 离 蛋白 质 的 聚焦 总 时 间 。 

在 带电 荷 的 还 原 剂 存在 的 条 件 下 进行 预 聚焦 ， 也 能 减少 或 消除 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 中 的 

氧化 因素 呈 。 可 以 用 与 加 蛋白 质 样 品 相同 的 方法 ,将 5 一 20xM 预先 用 阴极 电解 小 滴定 到 

阴极 端 pH 的 入 基 乙酸 加 到 凝 胶 的 阴极 端 ， 并 令 其 在 加 入 蛋白 质 之 前 迅速 流 过 凝 胶 。 另 

外 ,也 可 以 在 蛋白 质 样品 下 铺 一 层 较 浓 的 还 原 剂 溶液 ， 将 还 原 剂 与 蛋白 质 同时 加 大 (由 于 

凝 胶 的 还 原作 用 与 PE 有关 ， 故 均一 的 还 原作 用 需要 斑 基 乙酸 在 pH 梯度 形成 之 前 加 入 ， 

即 在 加 电压 之 前 加 入 。 但 是 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 聚 合作 用 完成 之 前 不 能 获得 这 类 均一 的 还 

原作 用 ,这 是 由 于 聚合 作用 必须 在 氧化 条 件 下 进行 。) 

步骤 6A: 又 丙烯 酰胺 凝 胶 的 取出 及 pH 梯度 的 测定 

聚焦 电泳 在 一 定时 间 间 隔 内 ,如 4,8,16,24,48 小 时 相继 取出 凝 胶管 。 在 每 支管 的 顶 

部 塞 一 小 橡皮 塞 。 然 后 将 凝 胶管 从 贮 液 槽 下 部 垫圈 中 抽出 ， 同 时 凝 胶管 顶端 的 小 塞 将 垫 

圈 的 小 孔 密 封 。 然 后 从 下 部 将 小 塞 拉 紧 ， 再 用 洗 瓶 将 橡皮 塞 周 围 的 上 缓冲 液 贮 液 福 的 下 

表面 洗 净 ， 以 避免 阳极 电解 液 和 阴极 电解 液 之 间 的 交叉 污染 。 然 后 重新 放置 好 贮 液 槽 并 

对 其 余 的 凝 胶 继续 进行 聚焦 电泳 。 某 些 工 作者 感到 这 种 方法 很 难 掌握 ， 宁 愿 在 凝 胶管 取 

出 之 前 ,将 上 贮 小 槽 电解 液 倒 出 。 必 须 十 分 细心 ,以 免 下 贮 液 槽 中 的 电解 液 污 染 上 贮 小 模 
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电解 液 。 
凝 胶 的 阳极 端 可 以 用 插 人 一 支 皮 下 注射 器 针头 形成 的 一 个 气泡 来 标志 。 为 了 使 标志 

更 明显 ,针头 可 以 先 芯 上 不 溶 于 水 的 标志 物 如 印度 墨水 。 用 一 支 与 注射 器 \ 虹 吸管 或 自 来 
水 龙头 相连 接 的 23 号 6cm 长 的 皮下 注射 针头 ， 沿 管 壁 注水 将 凝 胶 从 玻璃 管 中 冲 出 。 从 

Gelamide 250 涂 布 过 的 凝 胶管 中 取出 凝 胶 比 从 未 涂 布 过 的 凝 胶管 中 取出 更 为 困难 。 而 且 
由 于 在 育 焦 电泳 中 对 机 械 性 能 不 稳定 的 “ 非 排 阻 性 ” 凝 胶 的 需要 ， 以 及 凝 胶 的 膨胀 随 pH 

值 而 异 ,取出 凝 胶 时 应 格外 细心 。 水 应 逐 滴 地 从 针尖 流出 , 沿 凝 胶管 壁 注水 时 不 要 将 针尖 
插 和 人 凝 胶 中 ; 管 应 保持 垂直 状态 ,并 紧 靠 工作 人 台面, 以便 凝 胶 宰 到 工作 全 上 时 不 致 断裂 ; 凝 

胶 的 二 端 均 应 沿 管 壁 注水 ,直至 凝 胶 不 需要 空气 压力 能 自由 地 从 玻璃 管 中 消 出 。 

用 接触 电极 进行 人 工 操作 或 用 如 梯度 监测 装置 一 节 详 述 的 半自动 PH 梯度 测量 仪 

《图 3)， 可 以 在 活性 测定 或 染色 的 同一 凝 胶 上 测定 其 pH 梯度 。 将 凝 胶 置 于 仪器 槽 中 ,并 
用 0.025mol/L KCl 溶液 湿润 ， 令 接触 电极 以 小 于 0.5cm/min 的 速度 扫 过 凝 胶 ，pPH 值 则 
描绘 在 自动 记录 仪 上 。 此 外 ,将 一 条 有 代表 性 的 凝 胶 切 成 薄片 。 再 将 切片 浸 于 0.5ml KCl 

稀 溶 液 中 ,手工 测定 pH 值 。 设 想 的 前 提 是 ， 用 于 染色 及 活性 分 析 的 凝 胶 上 的 pH 梯度 与 

代表 性 凝 胶 上 测 得 的 pH 梯度 完全 相同 。 这 种 假设 要 求 各 凝 胶 中 的 凝 胶 组 分 \ 体 积 、 样 品 
的 离子 强度 和 体积 都 完全 一 致 。 

步骤 6B: Sephadex 凝 胶 的 取出 及 pH 梯度 的 测定 

聚焦 后 取出 凝 胶管 并 包 以 蜡 膜 ， 将 凝 胶管 置 于 一 20" 冰 箱 中 直至 完全 冻结 。 由 于 凝 

胶管 易于 破碎 ， 所 以 不 提倡 快速 冷冻 。 在 碎 干 冰 的 上 面 放 置 一 块 平 玻璃 即 成 为 一 个 冷却 
的 切割 工作 面 。 凝 胶管 用 手 稍 许 加 温 后 ， 用 一 根 合适 的 玻璃 棒 将 冷冻 的 Sephadex 凝 胶 从 

玻璃 管 中 推 至 玻璃 板 上 。 这 种 操作 应 在 对 照 凝 胶 上 试验 1 一 2 次 ,以 便 估计 需要 融 冻 的 最 
小 程度 。 保 持 在 室温 下 的 刀片 易于 将 冰冻 的 Sephadex 切 开 ， 而 冷冻 过 的 刀片 易 使 凝 胶 破 

有 裂 。 凝 胶 切片 应 当 用 冷却 过 的 凶 子 夹 取 , 并 放 人 玻璃 管 中 , 用 与 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 切 片 相同 
的 方式 作 pH 或 活性 测定 。 

步骤 7， 染色 或 活性 测定 

聚焦 电泳 后 凝 胶 的 染色 比 PAGE 更 为 困难 ， 因 为 两 性 电解 质 具有 与 蛋白 质 相 似 的 固 
定 和 染色 性 质 。 人 们 可 以 利用 下 列 事实 , 即 一 般 是 蛋白 质 不 溶 于 3.5% 过 氧 酸 (PCA) ,而 
两 性 电解 质 易 溶 吗 ; 另 一 方面 ,利用 缓冲 剂 进行 聚 焦 电 泳 ,蛋白 质 可 以 用 相当 有 效 的 固定 
剂 三 氯 乙酸 (TCA) 固定 s9; 两 种 情况 下 均 可 用 考 马 斯 蓝 G-250 染色 。 

若 采 用 TCA 为 固定 剂 ，Diezel °° 叙述 的 方法 较 好 。 将 每 条 凝 胶 浸泡 在 40 倍 过 量 
的 12.5% TCA 5 分 钟 以 固定 蛋白 质 ， 然 后 加 入 足 量 的 0.25 多 考 马 斯 亮 蓝 G-250 水溶 
液 ,使 最 终 浓 度 达 0.0125 匈 。 在 染色 液 中 浸泡 30 分 钟 后 ,将 凝 胶 转 移 到 一 个 装 有 9ml 5% 
栈 酸 的 有 螺旋 盖 的 玻璃 管 中 。 蛋 白质 区 带 立 即 清晰 可 见 而 无 明显 的 背景 ， 其 图 象 至 少 可 
以 稳定 数 月 。 用 于 特殊 的 酸 溶性 蛋白 质 染色 的 改进 方法 见 前 文 。 

在 Vesterberg 的 PCA 方法 中 (参考 文献 [37] 中 的 方法 B)， 凝 胶 在 40ml 深 液 A 
(236ml 水 中 溶解 9g 磺 基 水 杨 酸 ，30g TCA) 中 60%C 保 温 30 分 钟 。 然后 放置 在 10ml 装 
PAIK BOCK 0.1g 考 马 斯 亮 蓝 G-250，200ml 水 ，8.7ml 61.3% PCA 混合 后 再 加 水 ， 使 最 
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终 体 积 为 300ml 并 过 滤 ) 的 有 螺旋 盖 的 试管 中 , 再 在 60%c 下 保温 30 分 钟 ， 凝 胶 贮 存 于 稀 

释 一 百倍 的 B 深 液 中 。 

Sephadex 凝 胶 柱 不 能 用 通常 的 方法 染色 。 用 Lowry 法 测定 洗 脱 臣 中 的 蛋 自 质 谊 度 ， 

可 确定 蛋白 质 带 的 位 置 , 若 洗 脱 液 中 蛋白 质 浓 度 太 稀 ， 则 在 进行 蛋白 质 测定 前 用 CA 沉 

淀 。 也 许 , 常 用 于 Sephadex 薄 层 分 离 上 的 “接触 印痕 法 ”( contact print technique”) 能 应 

用 于 Sephadex 柱 胶 , 因 为 它 在 PAGE 中 已 应 用 于 柱状 凝 胶 。 

为 了 进行 活性 测定 ,用 前 述 方法 将 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 切 成 厚 Imm AYRE, Sephadex et 

胶 则 用 刀 片 切 成 相应 的 薄片 。 必 要 时 ,将 凝 胶 切 片 在 强酸 或 强 碱 性 pH KH OC PA 

一 极 短暂 的 时 间 , 使 等 电 状 态 的 蛋白 质 沉 淀 物 溶解 。 这 一 方法 的 主要 问题 是 蛋白 质变 性 。 

另 一 方法 是 将 凝 胶 切 片 直接 在 分 析 用 混合 物 中 保温 。 任何 一 种 能 抑制 等 电 帝 淀 的 方法 ， 

如 在 凝 胶 中 加 入 20 多 甘油 吧 ， 或 到 达 等 电 点 后 减少 聚焦 电泳 的 时 间 , 看 来 均 有 利于 活性 

ANTES, 当 蛋 白质 需 要 Triton X-100 之 类 助 溶剂 以 阻止 等 电 沉淀 时 ， 应 注意 去 污 剂 

与 载体 两 性 电解 质 形成 的 复合 物 能 不 断 地 从 凝 胶 中 泳 出 ; 这 可 能 使 蛋白 质 发 生 不 可 逆 沉 

ve™, 同样 ,“ 非 排 阻 性 ”的 增加 或 基质 吸附 力 的 降低 也 有 助 于 活性 的 回收 。 例如 ， 

Ultrogel (一 种 琼脂 糖 - 聚 丙 烯 酰胺 混合 的 聚合 物 )59 或 Sephadex G-75 (Ultrodex) (An der 

Lan. 等 ,在 所 引 的 书 中 ) 已 成 功 地 回收 了 蛋白 质 的 活性 ， 然 而 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 却 不 能 回 

收 活性 。 

YRS: Hp? 鉴别 雪白 质 及 其 特征 

与 凝 胶 长 度 有 关 的 区 带 距 离 及 pH 位 置 可 用 来 确定 某 一 区 带 的 pH 值 。 用 这 些 pH 

值 对 聚焦 电泳 时 间作 图 可 得 到 一 条 曲线 (图 5)， 曲 线 趋 近 于 平台 -的 数值 即 蛋白 质 特征 

性 的 pL 。 为 了 确定 某 一 特定 的 区 带 是 否 是 育 焦 电泳 产生 的 假象 ,将 区 带 切 下 并 将 凝 胶 切 

片 在 同一 系统 中 再 聚焦 ,一 般 是 有 价值 的 。 在 某 些 情况 下 ， 例 如 当 pl 值 的 物理 化 学 意义 

显得 重要 时 ,人 们 也 能 够 试验 在 PP 时 蛋白 质 与 载体 两 性 电解 质 之 间 的 缔 合 作用 ， 方 法 是 

在 诸如 浓 尿 素 溶液 ”9 之 类 的 解 离 介 质 中 ， 或 者 是 在 以 缓冲 剂 作 载体 组 分 的 条 件 下 进行 

聚焦 电泳 ,或 者 是 在 凝 胶 的 二 端 加 样 并 比较 所 测 得 的 接近 平坦 的 pH 值 。 

rally THE BoE IBS AR FB ok 

与 在 蔗糖 密度 梯度 中 的 聚焦 电泳 相 比较 , 制 备 性 凝 胶 聚 焦 电泳 主要 有 三 个 优点 : 
@) 当 蛋 白质 加 样 量 大 时 ,蛋白 质 的 等 电 沉 淀 对 分 离 无 干扰 。 

Gi) 凝 胶 基 质 作 为 一 种 抗 对 流 基质 ,可 以 增加 区 带 的 清晰 程度 。 

(ii 洗 脱 时 区 带 不 出 现 互 相 混合 。 

与 液 相 基质 比较 , 凝 胶 聚 焦 电 泳 不 足 之 处 是 ,电泳 分 离 后 需要 从 凝 胶 切 片 中 溶解 、 扩 

散 或 电泳 出 蛋白 质 。 实 际 上 ， 将 凝 胶 切 片 并 从 凝 胶 切 片 中 提取 和 蛋白质 是 目前 制备 性 凝 胶 

电泳 普遍 应 用 的 唯一 方法 。 从 凝 胶 切片 中 提取 蛋白 质 的 程序 基本 上 遵循 分 析 性 聚焦 电泳 
中 记述 的 方法 。 此 外 ,也 可 以 应 用 前 述 的 但 经 过 以 下 改进 的 稳 态 浓缩 法 来 获得 。 

仪器 

BERRA dnl] PAGE 和 等 速 电泳 法 ( 见 第 2 章 和 第 3 章 ) 一 样 ， 制 备 性 凝 
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胶 聚 焦 电 泳 系 通过 增加 凝 胶 的 表面 积 来 实现 。 凝 胶 的 大 小 因而 也 是 载 样 量 受 仪器 实际 散 

热 速 率 的 限制 。 虽 然 聚 焦 电 泳 的 分 辩 率 随 凝 胶 长 度 的 增长 成 比例 增加 ， 但 等 速 电泳 中 的 

长 凝 胶管 及 位 置 较 低 的 下 贮 液 槽 (第 3 章 ) 仅 在 必要 时 使 用 。 制 备 性 聚焦 电泳 通常 是 在 直 

径 1.8cm 的 凝 胶 上 进行 , 凝 胶 相 当 短 ,以 便 工 作者 得 以 利用 分 析 性 凝 胶 中 所 应 用 的 相同 的 

下 缓冲 液 贮 液 槽 (图 1)。 凝 胶管 需 按 前 文 所 述 的 方法 用 Gelamide 250 涂 布 ， 并 以 尼龙 网 

作 凝 胶 的 机 械 支 持 物 , 因 为 在 直径 大 的 凝 胶管 中 ， 和 欲 使 凝 胶 保 持 适 当 的 粘 壁 性 比 在 0.6cm 

分 析 性 凝 胶管 中 更 困难 。 

切片 器 “ 凝 胶 在 PH 梯度 中 的 非 均 一 性 可 能 使 得 纵向 或 绝 大 多 数 横向 金属 丝 切片 

器 不 适用 于 和 聚 焦 电 泳 的 凝 胶 。 为 了 将 凝 胶 纵向 切片 ,推荐 手工 操作 切片 机 的 刀片 ;需要 横 

向 切片 时 ， 可 用 膜 切 片 器 将 15% DATD 交 联 的 凝 胶 切 成 厚 2mm 的 切片 。 当 用 变阻器 显 

著 降 低 振动 频率 时 ,市 售 的 电 振动 金属 丝 切片 器 也 能 切割 直径 1.8cm 的 凝 胶 。 

pH 梯度 测量 装置 “手工 操作 的 接触 电极 方法 可 应 用 于 大 凝 胶 。 此 外 ,图 3 所 描述 

的 仪器 配备 有 直径 1.8cm 的 槽 供 选用 。 

Hi ” 凝 胶 直径 越 大 ,发 散 电 热 的 效率 越 低 。 因 此 ,制备 规模 的 聚焦 电泳 的 电压 应 

低 于 分 析 性 规模 的 电压 。 在 典型 的 实例 中 吧 ， 观 察 到 电压 必须 从 适宜 于 分 析 性 规模 凝 胶 

AY 15V/cm 降 至 10V/cmo 

程序 

步骤 1 一 3: 凝 胶 聚 焦 电 泳 

提供 最 适 分 辩 率 所 的 分 析 性 凝 胶 电 泳 条 件 可 应 用 于 一 条 或 数 条 直径 为 1.8cm AY HK 

胶 , 利 用 一 个 具有 与 凝 胶管 粗细 一 致 的 橡胶 垫圈 的 上 缓冲 芒 贮 液 寞 。 其 电压 应 当 降 低 , 而 

冷却 剂 的 流动 速度 以 及 下 缓冲 液 贮 液 槽 中 的 磁力 搅拌 速度 应 加 至 最 大 ， 以 补偿 由 于 凝 胶 

直径 加 大 所 和 致 的 散热 速率 降低 。 若 数 条 凝 胶 同时 电泳 ,那么 各 凝 胶 条 的 体积 离子 强度 及 

蛋白 质 加 样 量 均 应 完全 相同 ,以 防止 各 凝 胶 之 间 电 场 强 度 不 同 。 操 作 中 的 电压 、 蛋 白质 加 

样 量 以 及 凝 胶 的 长 度 对 于 所 需要 的 分 离 均 应 尽 可 能 最 大 ， 这 些 参数 应 在 进行 制备 性 实验 

”之 前 先 在 分 析 性 规模 中 测定 。 每 平方 厘米 凝 胶 的 蛋白 质 区 带 可 加 入 4 一 8mg 蛋白 质 ， 这 

RATRERAWREMEARY™; 每 条 凝 胶 所 载 的 蛋白 质量 与 凝 胶 表 面积 成 正比 。 

凝 胶 缘 焦 电泳 开始 时 控制 电流 为 4mA/cm? 凝 胶 ， 直 至 整个 凝 胶 所 加 的 电压 达到 10 一 12 

V/cm。 此 后 ,应 将 电压 维持 在 容许 的 最 大 数值 。 待 有 关 的 蛋白 质 到 达 其 PI , 或 在 获得 更 

好 分 辩 率 稍 后 的 某 一 时 间 呈 ， 应 结束 聚焦 电泳 。 

步骤 4: 凝 胶 的 取出 、 切 片 ; 蛋 和 白质 的 溶解 、 再 分 析 和 收集 

应 用 与 制备 性 等 速 凝 胶 电 泳 相 同 的 方法 ( 见 第 3 章 )， 细 心地 从 管 中 取 出 凝 胶 。 用 膜 

片 切片 器 将 凝 胶 切 成 厚 2mm 的 切片 。 从 含有 等 电 沉 淀 带 的 凝 胶 切 片 中 提取 蛋白 质 需 使 

其 溶解 。 可 以 将 它们 在 冰 水 浴 中 与 偏 碱 的 pH 溶液 短 时 间接 触 而 使 蛋白 质 溶解 ， 并 尽 可 
能 地 减少 同时 发 生 的 蛋白 质变 性 。 典 型 的 方法 如 下 : 将 每 条 凝 胶 祖 应 部 位 的 切片 集中 于 

闪烁 瓶 中 ,用 0.05mol/L NH,OH 刚好 浸没 ,在 冰 水 浴 上 放置 10 分 钟 ， 然 后 以 选 作 浓缩 用 

的 多 相 缓 冲 系统 中 的 酸性 组 分 或 NatHzPO4 中 和 。 为 了 能 在 随后 的 凝 胶 电 泳 步 又 中 将 蛋 

ARMA, 在 每 一 切片 的 悬浮 液 中 加 入 蔗糖 使 最 终 浓度 达 10% ， 取 部 分 溶液 作 分 析 性 聚 
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焦 电泳 或 PAGE， 切片 悬浮 沪 则 贮存 于 4sC。 然 后 按 区 带 图 谱 及 时 将 切片 集中 。 

PRS: HAYA 

用 第 3 章 介绍 的 稳 态 浓缩 提取 和 浓缩 仪 从 收集 的 凝 胶 切片 中 回收 蛋白 质 。 选 择 从 凝 

胶 切 片 中 提取 和 浓缩 蛋白 质 的 等 速 电泳 缓冲 洲 ,完成 稳 态 浓缩 蛋白 质 的 程序 ,以 及 最 后 除 

去 非 蛋 白质 的 、 聚 丙烯 酰胺 类 的 污染 物 和 非 挥发 性 缓冲 剂 ， 其 方法 与 第 3 章 所 叙述 的 相 

同 。 

直到 最 近 ， 从 聚焦 电泳 凝 胶 切 片 中 回收 蛋白 质 的 产 率 约 为 70% 包 2。 若 凝 胶 切 片 在 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 用 稳 态 浓缩 法 提取 , 数 毫克 样品 蛋 白 质 的 纯度 低 至 30 多 ,相反 , 若 用 琼 

脂 糖 进行 稳 态 浓缩 ,蛋白 质 样 品 的 纯度 可 高 达 90% EM, 

用 凝 胶 过 滤 能 从 蛋白 质 中 除去 大 部 分 载体 两 性 电解 质 。 用 透析 法 ， 若 结合 作用 相当 

强 . 则 用 电 透 析 法 可 以 定量 地 除去 缓冲 液 载体 组 分 ,但 不 能 除去 商品 性 的 合成 的 载体 两 性 

电解 质 混合 物 , 因 为 这 些 混合 物 中 ,至 少 在 某 些 情况 下 ,含有 分 子 量 大 且 不 能 透析 的 成 分 ; 

与 特殊 的 人 工 合成 的 并 具有 正常 分 子 量 分 布 的 载体 两 性 电解 质 相 比较 ， 凝 胶 过 滤 时 分 子 

量 大 的 成 分 除去 较 少 5。 在 聚焦 电泳 前 ， 将 商品 性 的 合成 的 两 性 电解 质 混合 物 预先 通过 

Amicon UM-2 超 滤 膜 ， 可 以 避免 产生 这 一 问题 。 此 外 ,工作 者 也 可 以 用 另外 的 滤 除 步 又 

如 离子 交换 层 析 " ,将 残存 的 载体 两 性 电解 质 混 合 物 从 蛋白 质 中 除去 ,尽管 由 于 所 使 用 的 

特殊 分 级 分 离 基 质 或 容器 壁 的 吸附 作用 ， 有 可 能 损失 部 分 甚至 全 部 蛋白 质 。 权 衔 损失 有 蛋 

白质 样品 的 风险 ， 人 们 常常 宁愿 蛋白 质 桩 品 中 含有 少量 人 工 合成 的 载体 两 性 电解 质 混合 

Do ‘ 
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第 5 章 双向 凝 胶 电 沪 

John Sinclair 和 David Rickwood 

导 

蛋白 质 的 电泳 分 离 已 成 为 分 离 和 检定 各 种 蛋白 质 的 主要 方法 之 一 ， 它 不 但 应 用 于 分 
析 ;, 而 且 用 于 制备 。 这 种 分 离 方式 不 仅 取决 于 多 肽 的 分 子 量 ， 而 且 与 整个 分 子 的 电荷 有 
关 , 后 者 又 由 多 肽 的 氨基 酸 组 成 \ 有 无 去 污 剂 及 溶液 的 pH 决定 。 

正如 在 本 书 其 它 章节 所 详 述 的 那样 ;有 两 种 分 离 类 型 ,一 种 是 根据 与 多 肽 分 子 大 小 及 
净 电荷 数 有 关 的 泳 动 率 , 另 一 种 类 型 则 为 平衡 分 离 方 法 ,诸如 仅仅 依据 电荷 而 与 其 分 子 量 
大 小 无 关 的 多 肽 分 离 方 法 一 一 等 电 聚焦 。 不 论 选 取 哪 种 方法 ,的 确 存在 着 这 种 可 能 性 , 即 
两 种 或 两 种 以 上 的 多 肽 ,特别 是 当 最 初 的 样品 为 复杂 的 蛋白 质 混合 物 时 ,能 在 同一 个 蛋白 
质 区 带 中 共同 迁移 。 多 肽 的 共同 迁移 不 仅 掩 盖 了 和 蛋白质 真 实 的 复杂 性 , 而 且 也 掩盖 了 各 
区 带 中 某 些 组 成 数量 上 的 变化 。 由 于 上 述 原 因 ， 建 立 了 经 第 一 向 电泳 分 离 后 再 在 与 第 一 
向 呈 垂 直 的 方向 上 , 作 第 二 向 电泳 的 双向 分 离 方法 。 
、 戏 向 电泳 分 离 的 设计 应 使 多 肽 在 各 向 上 根 气 未 周 的 原理 进行 分 离 。 二 向 均 依据 相似 
的 原理 进行 的 多 肽 分 离 方 法 所 获得 的 结果 是 一 系列 基本 上 呈 对 角 线 分 布 的 点 ， 其 分 辩 率 
并 不 比 单 向 分 离 的 结果 优越 。 面 各 向 根据 不 同 原理 进行 分 离 的 双向 电泳 除 能 改善 分 离 
处 , 若 细心 地 选择 各 向 所 应 用 的 分 离 方式 ,还 能 另外 获得 与 多 肽 基本 参数 有 关 的 资料 。 例 

ti, <3 en a 

ll 

如 ,从 SDS 电泳 结果 可 以 估计 多 肽 的 分 子 量 。 另 一 方面 , 等 电 聚 焦 系 基 于 多 肽 的 等 电 点 

进行 分 离 , 而 等 电 点 反映 出 多 肽 的 氮 基 酸 组 成 , 有 时 也 反映 出 翻译 后 修饰 的 程度 。 Ak, 
利用 这 两 个 因素 ,人 们 可 以 迅速 估计 和 蛋白质 的 分 子 量 及 等 电 点 。 

然而 ,蛋白 质 样品 本 身 的 性 质 可 能 限制 了 某 些 分 离 方法 的 应 用 。 例 如 , 某 些 蛋白 质 可 
能 较 碱 或 较 酸 , 以 致 其 等 电 点 处 于 凝 胶 的 pH 梯度 范围 以 外 。 此 外 , 双向 分 离 不 能 保证 
单一 的 点 即 代表 单个 多 肽 ,尤其 是 当 起 始 样品 为 多 种 蛋白 质 时 《例如 全 细胞 蛋白 ) 更 是 如 

此 ;更 确切 地 说 ,应 用 双向 分 离 的 目的 是 使 多 肽 共同 迁移 的 可 能 性 减 至 最 小 程度 。 需 要 注 

意 的 另 一 因素 是 ,致使 多 肽 共同 迁移 的 原因 可 能 不 是 由 于 它们 具有 相似 的 大 小 或 电荷 ,而 

是 由 于 它们 彼此 发 生 相 互 作 用 ,其 结果 是 它们 以 聚集 体 的 形式 而 不 是 以 单一 的 多 肽 移动 。 

核 和 膜 中 的 蛋白 质 经 常 形成 极 稳定 的 聚焦 物 , 因 此 ,这 类 样品 的 分 离 必须 在 能 确保 其 完全 
解 离 的 基质 中 进行 。 本 章 叙 述 双向 分 离 的 某 些 方法 及 其 在 分 离 某 些 特 殊 样品 时 的 改进 。 

仪 as 

大 多 数 情况 下 ， 专 门 用 于 双向 凝 胶 分 析 的 仪器 数量 很 少 ， 如 本 节 结 束 时 所 讨论 的 那 
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器 是 有 价值 的 。 

第 一 向 凝 胶 

第 一 向 凝 胶 电 泳 通 常 是 在 柱 胶 上 进行 , 柱 胶 装 于 一 个 能 容纳 8 或 12 支 凝 胶管 的 简单 

电泳 仪 中 。 某 些 情 况 下 ,也 可 以 在 板 胶 上 电泳 样品 ,然后 将 板 立 切 成 条 以 便 作 第 二 向 分 离 。 

板 胶 上 电泳 样品 的 优点 是 所 有 样品 都 在 极其 相同 的 条 件 下 进行 分 离 , 因 此 ,不 同样 品 的 分 

离 状况 比 在 不 同 的 柱 胶 上 进行 的 电泳 分 离 更 为 相似 。 但 另 一 方面 , 由 于 板 状 薄 凝 胶 条 的 

物理 强度 有 限 ,因而 在 用 缓冲 液 平 衡 的 过 程 中 ,难于 进行 大 量 操作 。 再 者 , 若 第 一 向 分 离 

采用 等 电 聚 焦 的 方式 ,那么 使 用 柱 胶 有 助 于 样品 在 电泳 前 在 整个 凝 胶 中 混合 ,而 这 种 混合 

是 某 些 方法 所 要 求 的 。 

第 二 向 凝 胶 

第 二 向 凝 胶 的 分 离 总 是 在 板 胶 上 进行 。 早 期 的 某 些 论 文采 用 相当 厚 的 板 胶 (0.35cm)， 

以 便 与 较 厚 的 第 一 向 凝 胶 一 致 。 这 种 板 凝 胶 的 问题 是 不 能 完全 干 透 ;》 通常 只 有 当 凝 胶 
厚 为 0.15cm 或 更 薄 时 才能 完全 干 透 。 用 来 支 托 板 胶 的 材料 也 很 重要 。 通常 使 用 玻璃 
板 ,尽管 它们 容易 破碎 。 塑 料 板 虽 然 更 耐用 ,但 与 玻璃 板 比较 ,导热 性 能 差 , 不 适用 ,因为 
凝 胶 极 易 发 生 过 热 , 其 结果 导致 蛋白 质 区 带 扭曲 。 

需要 将 第 一 向 凝 胶 加 于 板 胶 上 也 影响 板 的 设计 。 将 第 
一 向 凝 胶 加 到 板 胶 上 的 具体 方法 多 种 多 样 ， 在 某 些 情况 下 
必须 将 板 加 以 修改 。 实例 之 一 是 应 用 切 成 斜 角 的 板 〈 图 
la), 由 于 这 种 板 比 通常 的 板 厚 ， 因 而 在 顶部 形成 “V” 形 ， 

| 第 一 向 凝 胶 可 安放 其 中 并 起 到 密封 的 作用 。 凝 胶 电 泳 时 ， 
| | 这 些 切 成 斜 角 的 板 还 需要 一 块 衬 板 。 在 某 些 情 况 下 使 用 厚 
| | 凝 胶 板 能 显著 地 减少 凝 胶 的 冷却 ， 因 而 必须 应 用 较 低 的 电 

流 以 便 使 凝 胶 处 于 冷却 状态 。 也 可 以 应 用 正常 的 薄 凝 胶 
板 ,此 时 ,可 以 将 板 倾斜 而 形成 一 条 安放 凝 胶 的 槽 (图 1b), 
并 在 相应 的 位 置 将 凝 胶 密 封 。 一 块 通常 的 衬 板 和 一 块 切 成 
斜 角 的 板 合 并 使 用 也 同样 有 效 〈 图 lc)， 其 优点 是 比较 简 
单 , 并 且 比 两 块 均 为 厚 玻 璃 的 板 更 容易 冷却 。 

上 述 各 例 中 的 一 个 问题 是 柱 胶 紧 靠 在 板 的 顶部 。 若 柱 
胶 用 前 述 系统 的 丙烯 酰胺 浓缩 胶 密封 在 相应 的 位 置 ， 由 于 

gs d BBL RATER, REMBMOBRAMRRERA, GR 
说 浓缩 胶 不 可 能 将 柱 胶 完全 密封 。 一 种 可 供 选 用 的 方法 是 ， 
的 方法 a, Meee Mtoe og 用 琼脂 糖 将 凝 胶 密封 在 应 有 的 位 置 ， 尽 管 凝 胶 与 热 琼脂 糖 
Ra bud ion 二 接触 可 能 对 所 分 离 的 蛋白 质 产 生 有 害 的 影响 。 组 装 时 将 第 
«IEEE Odom 多 权 中 一 向 凝 胶 挤 压 在 凝 胶 板 之 间 能 解决 这 一 问题 (图 1d)。 原 

间 。 来 比 板 胶 厚 得 多 的 柱 胶 可 以 满意 地 挤 压 进去 ， 而 凝 胶 及 分 
离 结果 均 不 受 这 一 方法 的 影响 。 这 种 方法 一 个 较 次 要 的 缺点 是 ,在 制备 第 二 向 凝 胶 以 前 ， 
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作 者 BE BARK 板 胶 大 小 参考 文献 

E, Kaltschmidt 和 H. G. Wittmann 19X 20cm [13] 

\B. Dean 13X 16cm (21) 

N. G. Anderson 和 N. L. Anderson 17X17cm [20] 

J. I. Garrels 20X17cm [1] 

M, I, Jones, W. E. Massingham 17X17cm [25] 

和 S. P. Spragg 
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上 上述 类 型 的 电泳 仪 只 能 容纳 一 块 凝 胶 。 作者 实验 室 中 有 四 套 电泳 仪 同时 操作 , 这 种 

夫 型 的 仪器 对 许多 用 户 是 适用 的 。 然 而 ,在 某 些 必 须 电 泳 多 块 板 胶 的 场合 中 ,应 用 一 种 能 

同时 电 读 数 块 板 胶 的 电泳 仪 是 值得 考虑 的 。 在 这 类 电泳 仪 上 电泳 凝 胶 的 另 一 优点 是 ,各 
凝 胶 板 均 在 同一 条 件 下 进行 电泳 ， 因 此 更 便于 进行 比较 。 曾 报道 过 宽度 达 80cm 的 极 宽 
的 凝 胶 ”, 但 已 研制 的 绝 大 多 数 类 型 的 电泳 仪 是 用 来 电泳 数 块 标准 尺寸 的 凝 胶 。 图 2 为 多 
板 胶 电泳 仪 的 实例 , 表 1 列 出 了 某 些 参考 文献 , 若 读者 

和 欲 组 装 这 种 类 型 的 仪器 ， 可 在 这 些 文献 中 找到 有 益 的 

资料 。 然 而 ， 重 要 的 是 应 该 认识 到 不 仅 存 在 着 操作 大 

量 凝 胶 的 问题 , 而 且 也 存在 着 将 大 量 凝 胶 染 色 、 脱色 、 

照 象 以 及 在 某 些 场合 下 进行 放射 自 显 影 的 问题 。 经 常 

面临 的 问题 不 是 电泳 大 量 的 凝 胶 ， 而 是 在 电泳 后 对 大 
量 凝 胶 进 行 处 理 的 问题 。 

双 回 凝 胶 电 访 的 一 般 技 术 

操作 双向 凝 胶 的 技艺 只 能 在 实验 室 中 通过 实践 来 
掌握 ， 而 且 操作 的 实际 步骤 将 取决 于 实际 应 用 的 双向 

技术 。 杰 节 专 门 论述 大 多 数 双向 凝 胶 电泳 分 离 通常 采 
用 的 实验 技术 及 一 般 程序 。 此 外 ; 读者 应 当 阅 读 第 1 
SE ME) re 图 :2 电泳 多 块 板 胶 的 电泳 仪 . 图 中 所 示 为 BYE MARR - 般 技 术 的 有 关 章 节 。 CAMRHK, A, SHR He 

璃 板 ; MP 为 中 间 部 分 ; RP 和 LP 分 别 
溶液 和 仪器 为 仪器 的 右 侧 和 左 侧 ; AB 为 阳极 贮 液 槽 ; 

CB OPRAH HS C， 阴 极端 《经 允许 从 
如 前 所 述 , 丙 烯 酰胺 溶液 有 剧 毒 , 故 操作 时 必须 极 参考 文献 [13] 复 制 )。 

其 谦 愤 。 双 向 凝 胶 电 泳 应 用 的 溶液 与 单 向 分 离 中 所 使 用 的 相似 。 然而 ， 双向 分 离 的 整个 
操作 更 复杂 ,因此 ,只 要 有 可 能 ,用 来 制备 和 电泳 凝 胶 所 需要 的 所 有 溶液 ,都 应 该 预先 制备 
成 贮备 液 。 大 多 数 溶液 可 以 贮存 于 一 20%c 或 在 抑 菌 剂 诸如 氯仿 存在 的 条 件 下 贮 于 5%cC。 
在 这 方面 存在 着 某 种 限制 。 例 如 ;应 在 制备 凝 胶 的 当天 配制 过 硫酸 贸 溶 液 。 此 甸 , 深 液 中 
尼 素 的 站 在 能 导致 氰 酸根 离子 的 形成 , 它 能 修饰 和 降解 多 肽 。 握 酸 根 离子 形成 的 速度 随 
温度 升 高 而 增加 , 但 加 入 含 游离 氨基 的 化 合 物 可 以 中 和 形成 的 氰 酸根 离子 。 因此 尿素 深 
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液 应 当 在 临 用 前 制备 ,并 在 应 用 前 通过 一 混合 树脂 柱 除 去 离子 , 然后 保持 冷却 状态 ， 如 有 
可 能 即 用 Tris 缓冲 液 缓冲 。 

最 初 ,在 需要 还 原 剂 的 操作 中 采用 2- 斑 基 乙 醇 。 然 而 , 当 达 到 有 效 浓度 ( 约 10m mol / 

L) Nt, 2-F#E CBM ARAMA A, 如 有 可 能 应 当 使 用 在 低 浓 度 时 即 

有 效 的 还 原 剂 如 二 硫 苏 糖 醇 。 在 下 述 方案 中 ， 应 用 2- 往 基 乙 醇 可 能 对 凝 胶 产 生 有 害 影响 
的 各 种 情况 , 均 用 二 硫 苏 糖 醇 作为 还 原 剂 。 不 同 于 原始 方案 之 处 均 在 正文 中 予以 指明 。 另 - 

一 种 聚合 抑制 因素 是 氧 ,因此 在 用 前 将 凝 胶 溶液 真空 脱 气 能 促进 聚合 速度 ;这 一 措施 也 可 
以 减少 凝 胶 聚 合 时 气泡 的 形成 。 

如 前 节 所 指出 , 双向 凝 胶 所 应 用 的 仪器 完全 是 常规 性 的 电泳 仪 。 最 为 重要 的 是 保证 

凝 胶管 和 凝 胶 板 清洁 ,以 便 保证 凝 胶 均 一 地 粘 附 于 玻璃 上 。 用 板 胶 进 行 分 离 时 凝 胶 易 于 

撕 裂 ,这 时 清洁 问题 尤为 重要 ; 凝 胶 板 必须 用 铬 酸 清洗 ,再 用 蒸馏 水 洗涤 ,随后 以 乙醇 冲洗 

并 干燥 。 有 些 方法 也 推荐 在 用 前 将 凝 胶管 和 凝 胶 板 硅烷 化 ,但 这 种 操作 却 产 生 了 凝 胶 , 尤 

其 是 用 于 第 一 向 丙烯 酰胺 百 分 浓 度 低 的 柱 胶 ， 可 能 从 玻璃 管 中 消 出 。 于 是 在 应 用 硅烷 化 

的 凝 胶管 时 ,最 好 在 电泳 凝 胶 之 前 先 用 尼龙 网 或 开 孔 的 蜡 膜 盖 在 凝 胶管 的 底部 。 

样品 的 制备 

桩 品 和 加 入 样品 的 溶液 随 分 离 类 型 的 不 同 而 有 极 大 的 差别 。 因 此 ， 在 样品 的 制备 方 
法 上 也 存在 相似 的 差异 ,本 文 仅 给 予 一 般 的 提示 。 读 者 应 当 查阅 本 书 前 述 的 相应 章节 。 

制备 样品 最 重要 的 原则 也 许 是 确保 样品 溶液 中 不 含有 因 和 蛋白 质 凝 聚 而 产生 的 颗粒 物 
质 , 否 则 由 于 聚集 物 在 样品 缓冲 液 中 缓慢 溶解 ,而 可 能 出 现 明显 的 条 纹 。 作 为 一 个 常规 的 
预防 措施 ,是 在 样品 加 于 第 一 向 凝 胶 之 前 , 将 样品 在 微型 离心 机 (microfuge) 上 离心 (4 
10,000 X g) 5 分钟 。 

另 一 问题 可 能 是 样品 中 有 与 多 肽 相互 作用 的 核酸 它们 对 在 凝 胶 上 获得 的 分 辩 率 将 
产生 不 良 的 影响 。 在 一 向 应 用 了 聚焦 电泳 的 双向 凝 胶 电 泳 中 ,这 个 问题 显得 尤为 严重 。 因 
此 ,特别 是 从 核 蛋白 复合 物 中 制备 蛋白 质 时 ,必须 采取 将 核酸 污染 减 至 最 少 的 步 台 。 
某 些 场合 下 ,通过 选择 性 地 提取 或 沉淀 步 又 可 区 陈 于 核酸 ,如 从 染色 质 中 用 酸 提 取 组 

蛋白 及 用 氧化 锂 沉淀 zRNA 从 核糖 体 中 分 离 核糖 体 蛋 白 。 用 速度 区 带 或 等 密度 离心 
法 能 除去 高 分 子 量 的 核酸 中 。 由 于 在 CsCl 或 csSO, 梯度 上 不 能 形成 小 颗粒 状 的 大 蛋 
白质 凝聚 物 , 同 时 等 密度 离心 也 可 用 来 浓缩 蛋白 质 样品 ， 因 此 CsCl 或 Cs,SO, 梯度 的 等 
密度 离心 分 离 常 被 认为 是 较 好 的 分 离 方法 。 某 些 蛋白 质 经 等 密度 离心 后 , CR LB 
成 的 小 颗粒 很 难 溶 于 尿素 ,甚至 不 溶 于 SDS， 在 这 种 情况 下 ， 最 好 降低 样品 的 裁量 或 降 
低 梯度 溶质 的 浓度 ,以 确保 蛋白 质 在 梯度 中 形成 区 带 。 上 述 离心 方法 不 能 除去 分 子 量 较 
低 的 核酸 。 
将 可 通过 离子 交换 齐 柱 也 能 除去 样品 中 的 核酸 。 可 以 利用 的 离子 交换 剂 之 一 是 

LORE WHORES ES SER AH RAR AMS STS HR BAT 
RR LVR HS Sey PE AE eh FB 2 LE RE 
品 损 失 。 此 外 ,核酸 的 吸附 条 件 可 能 导致 某 些 强酸 性 蛋白 质 选 择 性 地 损失 。 

最 后 一 种 除去 核酸 的 方法 是 用 特异 性 核酸 酶 消化 核酸 。 然 而 ， 这 种 方法 无 疑 是 在 术 
品 中 加 入 了 额外 的 蛋白 质 , 除非 应 用 与 Sepharose 连接 的 不 溶性 酶 类 。 极 为 重要 的 是 确保 
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样品 和 核酸 酶 中 无 蛋白 水 解 酶 的 活性 。 最 后 ， 蛋 白质 样品 与 核酸 结合 能 部 分 地 折 制 核酸 

酶 的 活性 。 
在 速度 区 带电 泳 的 分 离 中 ， 加 入 标志 出 离子 前 沿 的 染料 有 助 于 保证 蛋白 质 不 致 于 沪 

至 凝 胶 的 底部 以 外 。 在 平衡 法 如 电 聚 焦 的 实例 中 ,应 将 凝 胶 电 泳 不 同 的 时 间 , 或 者 在 凝 胶 

的 两 端 加 样 , 以 确保 多 肽 达到 平衡 位 置 。 

第 一 向 凝 胶 的 制备 

这 是 双向 凝 胶 分 离 中 最 简单 的 一 向 。 用 第 工 章 详 述 的 方法 在 凝 胶管 中 制备 凝 胶 , 用 

本 章 后 节令 述 的 任 一 方法 分 级 分 离 蛋 白质 。 应 当 强 调 指出 ， 双 向 分 离 的 最 终 效果 与 第 一 
向 分 离 的 结果 密切 相关 。 因 此 ,读者 应 当 准 备 尝试 改变 本 章 叙 述 的 方法 ,以 获得 最 佳 的 分 

离 效果 。 只 要 凝 胶 的 方向 及 其 性 质 被 清楚 地 标明 后 ,电泳 后 的 凝 胶 《 仍 在 玻璃 管 中 ) 可 贮 
fT —20°C 的 低温 冰箱 中 。 

平衡 第 一 向 凝 胶 以 便 进 行 第 二 向 分 离 

.和 碎 裂 玻璃 管 取出 凝 胶 , 必 要 时 用 注射 器 针头 沿 管 壁 注水 轻 轻 挤 压 凝 胶 并 从 管 中 推 出 。 

经 冰冻 再 融化 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 一 般 易于 从 管 中 取 出 。 重 要 的 是 不 应 将 皮肤 上 的 蛋白 质 

转移 至 凝 胶 上 ,所 以 在 进行 这 一 操作 时 均 应 戴 软 塑 料 手套 。 此 外 ,不 要 让 凝 胶 与 任何 纸张 

接触 ,因为 凝 胶 特 别 是 百 分 浓 度 低 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 易 于 粘 附 在 上 述 表面 上 。 若 必须 将 
凝 胶 平 放 , 应 将 凝 胶 放 置 在 铝 箱 槽 中 ;否则 应 将 它们 放 在 手套 的 掌心 位 置 。 

BPS LEHR Lin, CA, CASA BRRHE TNE 

终 保持 这 些 方向 的 标志 是 极其 重要 的 。 作者 实验 室 是 在 凝 胶 的 一 端 插 和 一段 细 金属 丝 

《直径 约 0.lmm) 来 标记 。 在 速度 区 带电 泳 时 , 金属 丝 标志 物 具 有 二 种 效果 ; 若 电线 插 在 
通常 用 标志 染料 表明 的 离子 前 沿 ,那么 在 进行 第 二 向 分 离 前 在 这 一 部 位 切断 凝 胶 , 即 便 凝 

胶 电 泳 的 距离 不 同 , 人 们 也 能 使 凝 胶 上 各 点 的 位 置 标准 化 。 在 平衡 系统 的 情况 下 ,不 存在 

离子 前 沿 , 仅 需 简单 地 采用 一 个 固定 的 常规 惯例 ,例如 ,总 是 标志 出 凝 胶 的 底 边 。 百 分 浓度 

低 的 聚 丙烯 酰胺 电 聚 焦 的 凝 胶 从 玻璃 管 中 移 出 后 其 酸性 末端 膨胀 ， 这 有 助 于 鉴别 凝 胶 的 

两 端 。 除 利用 金属 丝 标志 出 凝 胶 的 一 端 外 , 也 可 以 向 凝 胶 的 一 端 注 和 少量 印度 墨水 。 

在 这 一 阶段 中 ;也 可 以 将 凝 胶 放 在 适当 的 加 以 标明 的 铝 稍 槽 内 贮存 于 一 20%c 的 低温 
冰箱 中 。 在 这 一 条 件 下 多 肽 既 不 降解 ,蛋白 质 区 带 也 不 会 扩散 。 

下 一 步骤 是 平衡 柱 胶 以 便 进 行 第 二 向 电泳 。 应 当 强 调 的 是 ,平衡 的 时 间 ̀ 温 度 及 缓冲 

液 多 少 都 带 有 经 验 性 质 。 在 各 种 方法 中 建议 平衡 的 总 时 间 从 5 分 钟 至 2 小 时 不 等 。 时 间 

过 长 和 温度 过 高 则 增加 分 子 的 扩散 速度 ,因而 对 最 终 获得 的 分 辩 率 可 能 产生 不 良 影响 。 若 
凝 胶 电 泳 类 型 与 发 表 的 方法 完全 相同 , 则 已 发 表 的 方法 应 当 是 满意 的 。 然 而 ,读者 可 能 希 
望 在 其 自身 进行 的 具体 分 离 工作 中 获得 最 佳 的 平衡 条 件 。 

平衡 过 程 中 的 问题 之 一 ,是 它 不 仅 使 凝 胶 中 的 pH 和 离子 含量 平衡 ， 而 且 也 导致 凝 
胶 中 的 大 分 子 物质 丧失 。 这 种 作用 可 能 有 助 于 从 等 电 聚 焦 的 凝 胶 中 除去 低 分 子 量 的 两 性 

电解 质 。 然 而 ,不 太 理 想 的 是 凝 胶 中 的 多 肽 ,特别 是 低 分 子 量 的 多 肽 可 能 损失 。 平 衡 时 多 

肽 的 损耗 可 能 高 达 25 多 ,因而 对 于 载 量 低 的 蛋白 质 来 说 ， 这 种 损失 可 能 是 特别 严重 的 问 

题 。 平 衡 前 将 凝 胶 染 色 可 以 极 大 地 减少 蛋白 质 的 损失 。 染色 步骤 固定 了 多 肽 , 并 使 平衡 
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时 蛋白 质 的 扩散 作用 降 至 最 低 。 进行 第 二 向 电泳 时 , 这 一 步骤 似乎 不 会 导致 多 肽 在 第 一 

向 凝 胶 上 滞留 量 增 加 。 本 法 的 一 个 优点 是 在 进行 第 二 向 扎 泳 之 前 有 可 能 分 析 多 肽 的 分 

布 。 

第 二 向 凝 胶 的 制备 

在 平衡 第 一 向 凝 胶 时 ,及 早 地 安装 电泳 仪 并 着 手 制备 第 二 向 凝 胶 是 可 取 的 。 按照 标 

准 方法 制备 聚 丙烯 酰胺 板 胶 。 分 离 胶 可 以 是 均一 的 ， 对 于 极 不 均一 的 样品 也 可 以 是 梯度 

胶 ,或 为 线性 梯度 ,或 为 指数 梯度 ， 可 用 适宜 类 型 的 梯度 仪 制备 。 制 备 这 类 梯度 时 ， 从 一 

块 凝 胶 到 另 一 块 凝 胶 其 梯度 图 形 总 可 能 发 生 某 种 变化 ,因此 ,在 第 二 向 上 电泳 适当 的 标准 

标志 多 肽 是 合适 的 。 若 样 品 混合 物 中 含有 截然 不 同 的 泳 动 率 高 和 泳 动 率 低 的 组 分 ， 可 采 

用 不 连续 梯度 ,虽然 在 这 种 凝 胶 上 进行 分 离 党 在 两 种 浓度 凝 胶 的 界面 上 产生 假 带 。 A 

品 多肽 具有 相似 的 泳 动 率 , 那 么 用 单一 浓度 的 凝 胶 党 常 可 以 获得 最 适 的 分 离 效果 ,这 种 凝 
胶 不 仅 较为 简便 ,而 且 结 宁 的 重 现 性 也 最 好 。 

通常 将 第 一 向 凝 胶 放 在 板 胶 的 项 部， 并 用 百 分 浓 度 低 的 聚 丙烯 酰 胺 浓缩 胶 密 封 在 相 

应 的 位 置 上 。 重 要 的 是 浓缩 胶 的 聚 丙烯 酰胺 百 分 浓 度 要 小 于 它 所 包围 的 第 一 向 凝 胶 ， 否 

则 相当 数量 的 蛋白 质 将 保留 在 第 一 向 凝 胶 中 。 用 聚 丙烯 酰胺 浓缩 胶 密 封 第 一 向 凝 胶 时 ， 

最 接近 空气 的 凝 胶 常 常 不 能 聚合 而 遗留 在 暴露 的 凝 胶 顶 部 ， 并 能 对 第 二 向 分 离 产生 不 良 

的 影响 。 这 一 问题 能 够 得 到 解决 , 象 通常 一 样 在 分 离 胶 的 顶部 加 浓缩 胶 ,然后 用 适当 缓冲 

液 配制 的 1% 琼脂 糖 将 第 一 辐 凝 胶 密 封 于 这 一 位 置 ; 这 一 方法 已 被 广泛 采用 。 用 琼脂 糖 

在 相应 位 置 上 密封 凝 胶 时 ， 通 过 吸 干 浓缩 胶 顶 部 的 液体 并 完全 吸 去 平衡 后 第 一 向 凝 胶 上 

的 过 量 液 体 ， 可 以 提高 分 辩 率 。 无 论 应 用 哪 种 方法 ,重要 的 是 确保 第 一 向 凝 胶 尽 可 能 放 

直 , 并 使 第 一 向 凝 胶 的 周围 无 气泡 。 在 密封 凝 胶 装 置 前 , 应 在 板 胶 的 一 端 制备 祥 品 池 ， 以 

便 用 标准 的 标志 多 肽 来 校正 凝 胶 , 此 时 滑 加 入 标志 染料 。 然后 将 凝 胶 置 于 垂直 板 电泳 仪 
上 电泳 ,直至 标志 染料 到 达 凝 胶 的 底部 。 

多 肽 分 布 的 分 析 

检测 多 肽 的 方法 主要 分 成 二 类 ; 染色 法 及 用 于 放射 性 标记 多 肽 的 放射 自 显 影 法 。 大 

多 数 染色 步骤 极为 相似 ,与 第 工 章 单 向 凝 胶 电泳 中 所 述 及 的 方法 无 明显 差别 。 

检测 多 肽 的 染色 步骤 

经 常 改 变 的 因素 是 染色 剂 浓度 、 染 色 溶 剂 的 组 成 、 凝 胶 染 色 时 的 温度 及 桨 色 的 时 间 。 

另外 ,在 许多 情况 下 所 采用 的 条 件 常常 属于 经 验 性 的 ,虽然 某 些 研究 已 指出 ; 某 些 染料 ,最 

明显 的 是 考 马 斯 蓝 , 比 其 它 染 料 更 敏感 ,能 在 凝 胶 上 检测 微克 数量 级 的 多 肽 。 

表 2 所 列 出 的 染色 方法 已 用 于 本 章 后 文 所 述 及 的 凝 胶 分 离 方法 中 ， 是 染色 步骤 费 型 
的 范例 。 许 多 染色 技术 是 相似 的 ,本 书 的 结尾 处 能 查 到 大 量 文献 。 

与 含 两 性 电解 质 的 凝 胶 或 第 一 向 凝 胶 含 有 两 性 电解 质 的 第 二 向 凝 胶 染 色 有 关 的 问题 

之 一 ,是 两 性 电解 质 本 身 具 有 小 肽 的 行为 。 因 此 它们 能 结合 SDS 并 进入 凝 胶 中 , 泳 动 至 紧 

人 靠 染 料 前 沿 的 后 部 ,并 与 大 部 分 用 来 检测 蛋白 质 的 染料 相 结合 。 若 板 胶 的 丙烯 酰胺 百 分 洲 

度 高 ,或 板 胶 的 底部 丙烯 酰胺 百 分 浓 度 高 的 梯度 凝 胶 , 那 么 有 可 能 让 标记 染料 与 两 性 电解 
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胶 底 部 逸 出 。 也 设计 了 某 些 其 它 不 同 的 方法 以 减少 两 性 电解 质 的 干扰 s 例 如 ;如 O'Farrell 

述 及 的 四 ,将 凝 胶 浸 于 50 狗 乙醇 、7 多 《体积 /体积 ) 冰 栈 酸 和 0.005 多 考 马 斯 蓝 中 防止 
多 肽 脱色 ), 可 除去 大 部 分 两 性 电解 质 而 仅 在 染料 前 沿 留 下 一 条 极 细 的 区 带 。 此 外 , 与 多 
肤 结 合 的 染色 剂 的 色泽 通常 与 两 性 电解 质 的 不 同 , 这 使 二 种 染色 带 能 清楚 地 区 别 开 来 不 
过 可 能 产生 桨 色 后 的 两 性 电解 质 掩 盖 了 低 分 子 量 多 肽 存在 的 问题 。 在 这 种 情况 下 必须 提 
取 两 性 电解 质 。 

其 它 显现 多 肽 的 方法 ,一 般 比 常用 的 多 肽 染色 法 较 少 使 用 , 但 不 需要 染色 或 脱色 ， 它 
是 将 凝 胶 在 25%C 下 浸 于 10 倍 体积 4mol/L 醋酸 钾 中 经 历 2 小 时 ,使 游离 的 SDS 沉淀 。 其 
结果 是 除 SDS 与 多 肽 结合 的 部 位 外 ， 凝 胺 变 得 不 透明 四 。 某 些 特殊 类 型 的 多 肽 常常 能 
以 其 特殊 的 性 质 进 行 检 测 。 例 如 ,在 未 变性 的 凝 胶 中 ,能 进行 分 光 光 度 分 析 的 酶 可 以 通过 
在 合适 的 酶 分 析 混 合 物 中 将 凝 胶 保 温 , 使 其 专 一 性 地 染色 ,而 糖 蛋白 能 用 过 碳酸 盐 -Schiff 
反应 检测 四 。 附 录 工 列 出 了 检测 凝 胶 中 多 肽 方法 的 参考 文献 目录 。 

放射 自 显 影 检测 标记 多 肽 

如 前 所 述 , 放射 性 同位 素 的 应 用 对 多 肽 的 定位 提供 了 一 个 极为 灵敏 的 方法 。 与 通常 

的 染色 法 所 获得 的 灵敏 度 相 比较 ， ee, | ees 样品 载 量 的 降低 在 定量 和 
定性 上 极 大 地 提高 分 辩 率 。 

R2 和 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 染 色 技 术 一 览 表 

一 -一 -一 -一 -一 -一 

A. 在 含 0.192 考 斯 蓝 的 甲醇 ?水 ? 酷 酸 (5:5:| 对 甲 
1) 中 浸 3 一 4 小 时 

B, 在 含 0.192 考 马 斯 蓝 的 5096TCA 中 浸泡 | 用 792 醋酸 换 | 除去 两 性 电解 质 [10] 

C. 在 含 0.5599 胺 黑 的 5092 醋酸 中 浸泡 15 分 | 在 1% 栈 酸 中 [13] 

D. 在 含 0. “4 illegal :醋酸 (5:5; [18] 
Ds 3 JJ 

E. ES 25% 异 丙 醇 , 1092 栈 酸 ， 和 0.025 一 |， 用 102%6 栈 栈 换 | “ 另 一 任 选 的 染色 步 台 是 在 含 
0.05% 考 马 斯 蓝 溶液 中 尖 泡 过 夜 ， 随 后 在 | 液 数 次 *]0.002592 考 马 斯 蓝 的 10% aR 
含 10% $F A BE, 10% 醋酸 和 0.0025 一 中 淄 兆 过夜” 有 助 于 使 凝 胶 图 谱 
0.005% 考 马 斯 蓝 溶液 中 浸 泡 6 一 9 小 时 BR Tea tbr 

FES 1% 考 马 斯 亮 蓝 R250;7.590 BRM) 7.5% 本 
50% 甲醇 的 水 溶液 中 浸泡 [一 4 小 时 BE 和 50% 甲醇 

ABR ARK 
G. EE 0.1% JE 0.7% BAM 30% 乙醇 的 | 在 含 726 醋酸 

TR HET 80°C 浸泡 3 小 时 或 室温 下 过 夜 | 和 2092 乙 醇 的 水 
SK PEK 

将 细胞 与 放射 性 氨基 酸 接触 ,可 以 在 活体 中 标记 蛋白 。 然 而 ,内 源 人 性 氨基 酸 库 经 常 仿 

得 这 种 标记 程序 ,同时 前 体 的 代谢 也 能 导致 非特 异性 的 挨 人 。 蛋 白质 在 体外 合成 或 化 学 修 

饰 如 碘 化 ” 或 还 原 性 甲 基 化 号 (此 过 程 涉 及 蛋白 质 的 某 些 氨 基 与 甲醛 和 和 氢 硼 化 钠 反 应 ) 进 

行 标记 ,可 获得 更 高 的 放射 性 比 活性 。 上 述 两 种 试剂 均 能 用 同位 素 标记 。 可 应 用 于 体外 

标记 蛋白质 的 方法 的 完整 文献 参见 附录 I。 电 泳 后 检测 放射 性 标记 和 蛋白质 的 放射 性 自 显 
影 和 欧 光 显影 程序 ;已 在 第 1 章 中 详 述 。 

[12] 

[14] om 

[15] 
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如 上 文 所 述 , 用 放射 性 氨基 酸 标记 体内 和 蛋白质, 能 对 在 代谢 过 程 生成 的 其 它 大 分 子 引 

起 无 规则 的 标记 〈randomisation)。 同样 ， 研 究 体 内 蛋白质 翻译 后 的 修饰 作用 如 磷酸 化 和 

乙酰 化 ,也 能 受 无 规则 标记 的 影响 。 例 如 磷酸 盐 容易 摊 人 到 脂 类 ，, 和 蛋白质 和 核酸 中 ,而 脂 

类 和 核酸 的 污染 在 分 析 磷 蛋白 时 很 可 能 引起 问题 。 甚至 在 体外 标记 蛋白 时 ,许多 反应 也 

标记 诸如 核酸 和 脂 类 等 的 污染 物 , 而 后 者 可 能 掩盖 多 肽 在 凝 胶 中 的 分 布 。 从 放射 自 显影 

的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 中 除去 核酸 污染 物 的 典型 方法 是 电泳 凝 胶 后 ,再 将 凝 胶 在 7 多 ICA 中 

浸 2 小 时 , 随后 在 7 多 TCA PT 90°C A 30 分 钟 使 核酸 水 解 。 用 7 多 以 上 浓度 TCA 

洗涤 凝 胶 以 除去 标记 的 核 昔 酸 , 按 要 求 皱 缩 ,干燥 后 再 作 放 射 自 显影 。 AM. CREDA 

下 ,例如 在 等 电 聚 焦 中 ,样品 电泳 前 必须 除去 核酸 ,以 便 得 到 最 佳 的 分 离 效果 ;这 点 将 在 本 

章 的 其 它 部 分 予以 讨论 。 

双向 凝 胶 电泳 的 比较 分 析 

通常 凝 胶 电 泳 是 在 一 个 、 二 个 或 多 个 不 同 的 样品 比较 的 基础 上 进行 的 。 用 板 胶 进 行 
单 向 电泳 分 离 时 ,各 样品 均 在 相同 的 条 件 下 电泳 ,电泳 条 件 的 任何 微小 变化 对 禅 品 的 影响 
均 祖 同 。 然 而 ,除非 使 用 专门 的 电泳 仪 , 否 则 双向 凝 胶 通 常 只 能 分 离 一 种 样品 。 由 于 诸如 
等 电 聚 焦 凝 胶 的 pH 梯度 范围 和 形状 的 微小 变化 ,在 未 平衡 凝 胶 上 电泳 的 距离 ， 以 及 第 
一 向 凝 胶 放 置 在 板 胶 上 的 伸展 程度 ,使 凝 胶 的 图 谱 很 少 能 完全 重复 。 因 此 ,用 蛋白 质 的 绝 
对 迁移 距离 来 分 析 蛋 白质 ,即便 不 是 完全 不 可 能 ,也 是 困难 的 。 

虽然 已 应 用 与 计算 机 联 用 的 微型 光 密 度 显示 仪 (mirodensitometric tracings) 进行 分 
析 上 , 但 大 多 数 分 析 是 利用 凝 胶 某 些 区 域 重合 的 可 能 性 , 通过 视觉 观察 某 些 待 研究 碍 点 的 
有 无 或 强度 的 减少 的 方法 来 进行 。 多 数 情况 下 以 大 的 蛋白 质 但 点 作为 内 标准 或 参 比 点 ， 
并 通过 与 这 些 标 志 物 的 祖 对 位 置 比较 来 分 析 次 要 蛋白 。 如 有 可 能 ,特别 是 在 第 三 向 上 ,应 
电泳 标准 蛋白 ,以 便 对 电泳 不 同时 间 的 凝 胶 进 行 比较 。 当 将 蛋白 质 合成 与 用 标记 氮 基 酸 进 
行 的 放射 自 显影 斑点 的 相对 强度 联系 起 来 时 ， 应 当 认 识 到 不 同 多 肽 中 某 一 氨基 酸 的 百 分 
含量 变化 极 大 。 例 如 , 若 以 [只 ]- 甲 硫 氨 酸 作为 标记 氨基 酸 ,为 了 说 明 这 一 事实 ; 即 某 些 蛋 
白质 ,如 抗 生 物 素 中 甲 硫 氨 酸 的 含量 约 为 大 多 数 其 它 蛋 白质 的 2 一 4 倍 , 必 须 作 某 种 校正 。 
对 于 任何 一 种 标记 氨基 酸 ,同样 的 理由 也 是 成 立 的 ,除非 待 比较 的 蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 已 
知 , 否 则 不 能 进行 校正 。 若 蛋白 质 标记 是 在 体内 进行 ,细胞 内 的 氨基 酸 库 不 仅 在 秒 同 的 细 
WANT, 而 且 在 同一 细胞 的 不 同 生 理 状态 下 均 有 明显 差别 。 由 于 单个 资 点 的 大 小 既 
与 曝光 时 间 又 与 蛋白 质 痪 点 的 放射 性 有 关 , 这 也 能 引起 困难 。 例 如 ,二 个 或 三 个 位 置 非常 
接近 的 蛋白 质 斑点 , 在 放射 自 显影 上 可 能 显现 为 一 个 斑点 。 缩短 放射 自 显影 曝光 的 时 间 
有 时 可 以 解决 这 一 问题 。 同 样 , 若 利 用 同位 素 标记 来 分 析 蛋 白质 的 修饰 作用 * 开 点 强度 的 
增加 既 可 能 是 由 于 修饰 蛋白 质数 量 的 增加 , 也 可 能 是 由 于 该 蛋白 质 修饰 作用 的 增强 。 考 
马 斯 蓝 染色 能 有 助 于 区 别 这 两 种 不 同 的 情况 。 

根据 等 电 点 及 分 子 量 进行 蛋白 质 双向 分 离 

虽然 有 各 种 不 同类 型 的 蛋白 质 双 向 分 离 方法 ， 作 者 还 是 选取 这 种 方法 及 与 其 有 关 的 

改进 方法 作为 主要 方法 ,这 不 仅 是 由 于 它 已 表明 适用 于 种 类 繁多 的 蛋白 质 , 而 且 也 由 于 它 
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既 能 提高 多 肽 的 分 辩 率 ,又 能 提供 有 关 多 肽 的 分 子 量 、 氨基酸 组 成 及 在 某 些 场合 下 它们 的 

翻译 后 修饰 作用 的 信息 。 这 种 简单 的 方法 有 许多 变动 , 本 文 仅 述 及 为 大 多 数 人 确认 的 在 

第 一 向 进行 等 电 聚 焦 \, 第 二 向 进行 SDS 凝 胶 电泳 的 方法 。 

等 电 聚 焦 分 离 多 肽 的 技术 系 以 多 肽 的 等 电 点 为 基础 。 因 此 ;可 以 获得 有 关 蛋 白质 氢 

基 酸 组 成 的 信息 。 和 蛋白质 的 分 子 量 仅 影 响 蛋 白质 到 达 其 等 电 点 的 速度 ， 由 于 分 离 作 用 是 

一 种 平衡 分 离 , 只 要 pH 梯度 维持 稳定 ， 电 泳 时 间 不 影响 所 获得 的 分 离 效果 。 这 种 形式 

的 分 离 , 随后 在 第 二 向 上 以 分 子 量 为 基础 进行 的 分 离 ， 通 常 为 SDS-PAGE， 极 大 地 促进 

了 多 肽 定性 任务 的 完成 。 这 种 类 型 的 双向 分 离 能 揭示 出 有 关 多 肽 的 其 它 信息 , MLE 

有 的 灵敏 度 及 高 分 辩 率 ,使 其 在 各 种 蛋 自 质 的 分 离 和 分 析 中 成 为 一 种 极 有 价值 的 工具 。 

第 一 向 分 离 

第 4 章 已 详细 叙述 了 等 电 聚 焦 在 蛋白 质 分 离 中 的 应 用 ， 建 议 读者 参阅 该 章节 以 便 掌 

担 这 一 技术 的 基本 知识 。 通 常 是 使 商品 性 的 两 性 电解 质 在 凝 胶 两 端 施加 的 电场 作用 下 形 

成 聚焦 的 _ pH 梯度 \ 见 第 4 章 )。 pH 梯度 一 般 在 电泳 第 一 小 时 内 形成 ， 多 肽 的 移动 较为 

缓慢 ， 最 终 在 梯度 中 到 达 其 等 电位 置 ， 此 时 蛋白 质 不 带 净 电 荷 ， 因而 停止 移动 。 RRR 

时 间 足 够 ,蛋白 质 将 仅仅 根据 其 等 电 点 在 凝 胶 中 占有 位 置 , 而 与 其 它 因素 无 关 , 然而 应 当 

记 住 ,在 采用 变性 条 件 时 ,变性 多 肽 的 等 电 点 可 能 与 天 然 蛋 白质 的 不 同 。 虽 然 本 法 是 一 种 

平衡 法 ,但 许多 因素 能 够 影响 所 获得 的 分 离 效果 。 不 同 商标 ,甚至 同一 商标 的 不 同 批号 的 

两 性 电解 质 可 能 不 同 , 因 而 产生 的 梯度 稍 有 差异 。 此 外 ，, 祥 度 易 朝 碱 性 端 漂 移 。 这 两 种 困 

难 都 可 以 通过 检查 与 其 它 凝 胶 同时 制备 并 同时 电泳 的 空白 凝 胶 的 ,pH 梯度 来 克服 。 其 它 

必须 注意 的 问题 是 某 些 多肽 样品 的 等 电 点 可 能 位 于 梯度 范围 之 外 ， ee 

Ko FR, HPS RR ERE RAAT EH A ED EH RA THRE A. B 

此 ,十 分 重要 的 是 应 当 吕 免 采 用 任何 可 能 导致 多 肽 发 生化 学 修饰 的 步 又 ， Dae AS 

微小 不 均一 性 的 假象 。 

某 些 工 作者 已 经 建立 了 一 种 将 等 电 聚 焦 和 SDS-PAGE 合并 应 用 的 双向 分 离 方法 。 

然而 ， 正 是 O'Farrell!” 最 先 提出 用 同位 素 标 记 蛋 白质 有 可 能 分 离 数 千 种 不 同 的 多 肽 。 

利用 灵敏 度 较 低 的 常用 染色 方法 能 够 分 离 的 蛋白 质数 量 少 得 多 ， 这 是 由 于 在 第 一 向 凝 胶 

中 加 样 量 必须 更 多 。 O'Farrell 设计 的 方法 已 广泛 应 用 于 分 离 原核 和 真 核 有 机 体 的 蛋白 

质 , 并 能 用 来 分 离 多 种 类 型 的 细胞 蛋白 。 然 而 , 重要 的 是 不 能 言 目 应 用 这 一 方法 ; 因为 这 
一 方法 不 适用 于 所 有 的 蛋白 质 。 

如 前 文 所 述 ,由 于 这 一 分 离 方法 对 多 肽 的 电荷 非常 敏感 ,因此 必须 避免 任何 可 能 引起 

样品 等 电 点 人 为 地 发 生 改 变 的 任何 步骤 ( 见 一 般 技 术 )。 核 酸 含量 高 的 样品 在 聚焦 电泳 前 
必须 进行 处 理 以 除去 核酸 , 否则 它们 能 与 碱 性 蛋白 质 和 两 性 电解 质 反 应 。 反应 的 结果 是 

使 第 一 向 凝 胶 上 多 肽 斑点 模糊 不 请 或 出 现 条 纹 。 用 一 般 技 术 章节 中 述 及 的 任 一 常规 方法 
可 除去 核酸 。 

所 应 用 的 这 胶 和 缓冲 系统 见 表 3。 将 凝 胶 混 合 物 脱 气 , 然 后 加 和 10 ul 新 配制 的 10% 

过 硫酸 铵 起 动 聚合 反应 将 凝 胶 溶液 吸 人 凝 胶管 (内 径 0.25cm， 长 13cm) 至 距 顶 端 0.5cm 

处 , 履 盖 一 层 水 放置 约 60 分 钟 。 吸 去 覆盖 物 后 ,在 凝 胶 的 表面 上 加 254] 样品 缓冲 液 再 平 

衡 1 小 时 ,样品 缓冲 该 配制 如 下 : 
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9.5mol/L RE 

5 % 2- Sit Fé CE 

2% Nonidet P-40 

1.6% Ampholines (pH5—7) 

0.4% Ampholines (pH3.5—10) 

PRACRE SE bE, 凝 胶 放置 在 电泳 仪 中 * 电 泳 仪 的 下 槽 装 有 10m mol/L HPO, 并 

表 3 第 一 向 等 电 聚焦 凝 胶 的 制备 (OFarrell 法) 

制备 10ml 第 一 向 凝 胶 混 合 该 : 

5.5g 尿素 ( 超 纯 级 ) 
1.33ml 28.38% 丙烯 酰胺 ,1.62952 双 丙 烯 酰胺 

2ml 10% Nonidet P-40(NP40) 

0.4ml 40% Ampholines (pH5—7) 

9.1 ml40% Ampholines (pH3.5—10) 

1.95ml 水 

5ul TEMED 

LOpl 109% 3S wER Be 

a， 另 一 种 制备 DAITD- 交 联 凝 胶 的 配方 见 第 4 章 。 

SARE, E27 20m mol/L NaOH 并 与 阴极 端 相 连 。 每 条 凝 胶 上 铺 25ul EG 
新 配制 的 样品 缓冲 液 , 首 先 在 200V FALE 15 分 钟 , 然 后 在 300V 预 电 泳 30 分 钟 , 最 后 
在 400V 再 预 电 泳 30 分 钟 。 预 电 泳 凝 胶 后 , 从 上 缓冲 液 贮 液 槽 中 除去 NaOH, #4D 
地 吸 去 凝 胶 上 部 的 液体 。 通 常 是 将 25ml AY 20wg 左右 放射 性 标记 蛋白 质 的 样品 缓冲 
液 加 于 凝 胶 上 。 若 凝 胶 上 部 的 空 柱 小 于 lcm， 加 入 的 样品 最 多 可 达 100ul。 若 样品 不 是 
复杂 的 多 肽 混合 物 , 凝 胶 上 的 加 样 量 可 以 减少 。 若 多 肽 欲 用 考 马 斯 蓝 染色 法 检测 , 则 加 样 
量 应 增 至 50 一 250wg 蛋白 质 ,其 数量 取决 于 样品 的 复杂 程度 。 然 后 以 10l 覆盖 缓冲 液 
[9mol/L 尿素 、0:89% Ampholine (PH5 一 7)，0.2% Ampholine (pH3.5 一 10)] 覆盖 样品 。 

再 用 新 配制 的 20mmol/L NaOH 充满 上 缓冲 液 贮 液 槽 ， 继 续 在 400V 电泳 13.5 小 时 或 
在 300V 下 电泳 18 小 时 。 在 上 述 两 种 情况 下 电泳 至 最 终 时 ， 将 电压 增 至 800V 使 区 带 
清晰 。 

轻 轻 加 压 将 柱 胶 从 玻璃 管 中 挤 出 ,再 用 5ml 由 2.3 多 SDS、5 多 2- 琉 基 己 醇 、10% H 
YHA 62.5mmol/L Tris-HCl(pH6.8) 组 成 的 SDS 样品 缓冲 液 平 衡 二 次 ,每 次 60 分 钟 。 

第 二 向 分 离 

制备 一 块 丙烯 酰胺 浓度 为 10 一 16 多 并 呈 指 数 梯度 浓度 形式 的 板 胶 , MRR 16.4cm, 

高 14.6cm 和 厚 0.8mm， 浓 缩 胶 为 4 多 丙烯 酰胺 浓度 凝 胶 。 分 离 胶 是 用 2 个 如 表 4 所 

示 的 丙烯 酰胺 贮备 波 制 成 的 梯度 溶 沾 ， 利 用 梯度 发 生 器 制备 而 成 。 在 凝 胶 溶液 即将 注 人 

梯度 发 生 恬 之 前 加 人 过 硫酸 入 。 将 脱 气 的 稀 溶 液 (16ml) 注 和 人 标准 的 指数 梯度 发 生 器 的 贮 
NEE HR 5ml 已 脱 气 的 浓 溶 液 注 入 用 磁力 搅拌 器 不 断 搅 拌 的 混合 室 中 。 打 开 两 槽 间 

的 连通 管 ， 通过 重力 或 蠕动 泵 以 5ml/min 左右 的 流速 灌注 凝 胶 , 直至 凝 胶 距 玻璃 板 顶部 

约 2.5cm。 凝 胶 灌 注 装 置 的 混合 室 中 仍然 存留 一 定数 量 的 丙烯 酰胺 溶液 , 极为 重要 的 是 在 
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凝 胶 溶 液 聚 合 前 应 将 装置 中 的 凝 胶 弃 去 并 冲洗 整个 装置 。 ERRLER-Ek, KES 

一 小 时 。 吸 去 履 盖 层 以 后 ,再 加 稀释 4 倍 的 分 离 胶 缓冲 液 , 并 将 凝 胶 放置 过 夜 。 

表 4 第 二 向 分 离 凝 胶 的 制备 (O'Farrell 法 ) 

分 离 胶 

PRIA K: 
4ml 0.4% SDS, 1-5mol/L Tris-HCl (pH$.8) 

5.3ml 29.2% FteRtihk, 0.8% 双 丙 烯 酰胺 

6.7ml 水 

8ul TEMED 

25ul 10% Withee 

WIE IK 

2ml 0.4% SDS, 1.5mol/L Tris-HCl (pH8.8) 

4.3ml 29.2% 丙烯 酰胺 , 0.8% 双 丙 烯 酰胺 

1.7ml 75% 甘油 

4ul TEMED 

10pl 10% it ime ee 
Wie. : 

1.25ml 0.4% SDS, 0.5 mol/L Tris-HCl(pH6.8) 

0.75ml 29.2% 丙烯 酰胺 ; 0.8% 双 丙 烯 酰胺 

3.0ml 水 

5ul TEMED 

15 Al 1095 过 硫酸 铵 

,在 平衡 第 一 向 柱 胶 时 , 按 表 .4 的 方法 制备 浓缩 胶 ,， MA 10% 过 硫酸 贸 以 起 动 聚合 反 
应 除去 梯度 分 离 胶 上 的 缓冲 液 覆盖 层 , 将 浓缩 胶 注 人 板 的 顶端 。 通过 覆盖 一 层 水 或 在 
凝 胶 止 方 放 一 条 Teflon 胶带 排 去 浓缩 胶 上 的 空气 ,以 保证 与 空气 隔绝 。 聚 合 后 除去 覆盖 
层 或 Tetlon 条 ,用 水 洗涤 凝 胶 顶 部 , 用 滤纸 吸 干 或 吸 去 过 量 的 液体 。: 柱 胶 密 封 于 浓缩 胶 
土 取决 于 应 用 哪 种 双向 凝 胶 板 ;吸取 少量 热 的 含 19% 琼脂 糖 的 SDS; 样品 缓冲 液 , 加 到 本 
章 前 述 的 凝 胶 板 的 倾斜 角 中 ， 或 者 是 加 到 将 板 倾斜 成 一 定 角度 所 形成 的 槽 中 。 应 当 小 心 
操作 以 确保 柱 胶 周 围 无 气泡 。 琼 脂 糖 将 柱 胶 密 封 于 浓缩 胶 中 约 需 5 分 钟 。 凝 胶 在 20mA 
恒定 电流 下 电泳 4 小 时 左右 ;或 在 标志 染料 逸 出 凝 胶 之 前 ( 见 下 文 ), 采用 0.192mol/L 甘 
氨 酸 、25m mol/L Tris 碱 和 0.1% SDS 为 电极 缓冲 液 , 外 加 二 滴 1% 溴 酚 蓝 作 标志 染料 。 
电泳 后 从 凝 胶 板 之 间 细 心 取出 凝 胶 , 用 放射 自 显影 或 考 马 斯 蓝 染色 ( 见 表 2 ,程序 B) 对 多 
KEL 应 用 这 一 技术 的 典型 分 离 见 图 3。 

用 前 文 给 出 的 配方 在 第 一 向 凝 胶 中 形成 的 pH 梯度, 大约 在 pH7 以 上 趋向 于 不 稳定 。 
如 前 所 述 ,用 不 同类 型 的 两 性 电解 质 可 能 获得 不 同 的 结果 ,因此 ,为 了 进行 比较 性 研究 ;应 
当 采 用 相同 的 两 性 电解 质 。 两 性 电解 质 系统 的 限制 在 于 梯度 的 pH 范围 。 虽 然 pH3.5 一 10 
的 Ampholines 的 pH 范围 较 广 ,但 它 并 不 包含 所 有 的 蛋白 质 类 型 。 例 如 , 极 碱 或 极 酸 的 
多 肤 或 是 不 能 进入 凝 胶 ,或 是 逸 出 凝 胶 之 外 。 若 第 一 向 的 电泳 缓冲 液 互 换 位置 , 并 将 样品 
加 于 柱 胶 的 酸性 未 端 , 在 定量 上 也 能 观察 到 相似 的 结果 ,同时 可 以 发 现 , 若 采用 这 种 程序 ， 
碱 性 多 肽 更 易于 聚焦 〈 见 后 文 )。 范 围 狭窄 的 .pH 梯度 能 够 有 效 地 分 离 不 太 复杂 的 混合 
物 或 已 知 等 电 点 的 样品 ,而 范围 宽 的 pH 梯度 对 复杂 的 蛋白 质 混合 物 具有 最 佳 的 分 离 效 
果 。 若 欲 应 用 窜 范 围 的 pH 梯度 , 则 必须 改变 第 一 向 的 缓冲 系统 。 采 用 放射 性 标记 蛋白 
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质 并 用 放射 自 显影 检测 ,其 灵敏 度 比 通常 的 染色 法 提高 4 个 数量 级 * 以 上 。 因此 ， 能 观察 

”第 -一向 电 泳 辑 样 处 2 

图 3 用 O’ Farell 法 进行 蛋白 质 的 双向 分 离 。 全 部 细胞 蛋白 质 用 [?S]- 甲 硫 氢 酸 标记 用 正文 
所 述 的 O'Farrell 技术 分 离 》 多 肽 用 放射 自 显影 定位 。 

到 占 总 蛋白 质 10 一 10 多 的 蛋白 质 。 如 此 高 的 灵敏 度 及 分 辩 率 对 众多 的 不 同类 型 蛋白 
质 的 分 析 是 极 有 价值 的 。 

基本 技术 的 改进 

在 SDS 存在 下 已 经 湾 解 的 样品 ， 通 过 简单 地 加 入 体 尿素 至 最 终 浓 度 为 9.5mol/ 工 

后 仍然 可 以 在 第 一 向 凝 胶 上 电泳 。 由 于 在 高 浓度 尿素 和 非 离 子 去 污 剂 存在 下 ， 蛋 白质 与 

SDS 的 反应 很 小 ，SDS 在 这 种 环境 中 似乎 不 影响 蛋白 质 的 等 电 点 。 若 人 们 和 欲 获得 良 好 

的 分 离 效果 ,上 述 方法 的 缺陷 之 一 是 样品 的 体积 受 限 制 , 而 这 一 点 是 极为 重要 的 。 作 者 实 

验 室 中 常规 性 地 应 用 一 种 能 加 更 大 样品 体积 的 类 似 系 统 于 第 -一 向 电 聚 焦 的 凝 胶 中 ， 它 能 

避免 由 于 样品 加 于 极 酸 或 极 碱 的 环境 中 可 能 产生 的 电 聚 焦 的 矫 作 物 。 虽 然 样品 会 发 生 某 

种 程度 的 吸 留 , 但 可 以 增加 样品 体积 来 有 效 地 补偿 这 一 缺点 。 另外 ，pH 梯度 在 更 高 的 

pH 范围 时 侨 向 于 更 稳定 。 第 一 向 凝 胶 按照 表 5 的 配方 单独 制备 。 凝 胶 混 合 物 脱 气 ,加 

K10% 过 硫酸 冬 以 起 动 聚合 作用 。 凝 胶 注 和 长 14cm、 内 径 0.25cm 的 凝 胶管 中 ,使 胶 

长 10cm， 用 水 覆盖 并 放置 60 分 钟 。 将 凝 胶 转 移 至 电泳 仪 中 ， 在 上 贮 液 槽 《阴极 ) 为 

5 多 1,2- 二 氮 基 乙 烷 ,下 贮 液 寞 (阳极 ) % 5% GE) 磷酸 的 条 件 下 ， 以 150V 恒 压 电泳 .24 

小 时 。 电 泳 后 , 轻 轻 加 压 将 凝 胶 挤 出 ,并 进行 第 二 向 分 离 的 平衡 。 凝 胶 分 别 用 50ml 下 列 

缓冲 液 于 37°C 振 摇 30 分 钟 。 即 : 

(i) 8mol/L 尿素 ，0.1mol/ 工 磷酸 钠 〈(pH7.0)，1% SDS, 1m mol/L 二 硫 苏 糖 醇 ， 

5mmol/L Tris fix, 

Gi) 8mol/L JR¥, 0.01mol/L 磷酸 钠 (pH7.0), 1%SDS, Immol/L 二 硫 苏 糖 醇 ,， 
5mmol/L Tris Bo 

(iii) 8mol/L RZ, 0.01mol/L 磷酸 钠 (pH7.0), 0.1% SDS, Immol/L =FER RE 

* 原文 为 4 倍 。 一 一 译 者 注 

。140 。 
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醇 ;*5mmol/L Tris 碱 。 | 

第 二 向 凝 胶 与 Laemmli 的 凝 胶 系统 相似 , 但 由 含 4mol/L 尿素 的 5 一 20% Re 
酰胺 梯度 浓度 组 成 ,其 浓缩 胶 为 4 多 丙烯 酰胺 ,并 按照 表 6 给 予 的 配方 制备 

凝 胶 板 的 底部 用 10ml 浓 溶 液 再 加 入 Sul TEMED Fi 0.2ml 新 配制 的 10% 过 硫 
酸 较 经 聚合 后 来 密封 。 核 黄 素 溶液 ( 表 6) 也 用 于 聚合 反应 ; 在 稀 的 及 浓 的 溶液 行将 注 和 人 } 
梯度 发 生 器 之 前 将 核 黄 素 加 人 溶液 。 凝 胶 用 5ml SHHSHRES ,覆盖 的 缓冲 液 系 由 
2.54ml 3mol/L Tris-HCl(pH8.8), 17.26ml 水 和 0.2ml10% SDS MIRA BI: 并 借助 | 
欧 光 源 使 其 聚合 。 在 加 入 浓缩 胶 之 前 ,处 于 这 一 阶段 的 凝 胶 可 放置 过 夜 。 

表 5 第 一 向 电 聚焦 凝 胶 的 制备 iy 

0.5ml AT 8mol/L 尿素 溶液 中 的 样品 其 蛋白 质 含 量 达 800ug 

0.133ml 28.38% 丙烯 酰胺 ,1.629%9 双 丙烯 酰胺 

0.3g 超 纯 尿 素 

0.2ml 10% Nonidet P-40 i 
0.05m140% Ampholines (pH3.5—10) 

2ul TEMED 

Spl 10% WitRR 

表 6 第 二 向 分 离 凝 胶 的 制备 | 
es 4 

分 离 胶 省: 
RMR 〈30ml): 

1.5g 丙烯 酰胺 f 
0.04g- 双 丙烯 酰 术 t 
3.75ml 3mol/L Tris-HCl (pH8.8) 

0.3ml 10%SDs 

9ml 水 

101 TEMED . 
15ml 8mol/L 尿素 

1.5ml 核 黄 素 (8mg/ ml) 

RISK 0m!) . | 4 
6.0g 丙烯 酰胺 

0.16g 双 丙 烯 酰胺 ; 
3.75ml 3mol/L Tris-HCI (pH8.8) 

0.3ml 10% SDs 

4.5¢ FER 
3ml 水 

10ul TEMED 
15ml 8mol/L 尿素 

1.5ml RRR (8mg/ml) 

Vi Fa Be 

2.5ml Imol/L Tris-HCl (pH6-8) 

1.75ml 40% 丙烯 酰胺 , 1.06% 双 丙 烯 酰胺 

5.15ml 水 

10ml 8mol/L 尿素 

0.2ml 10% SDS 

7.5ul TEMED 

300pul 5% thie 

。141 。 



浓缩 胶 用 Teflon 条 密封 并 待 其 聚合 60 分 钟 。 聚 合 后 ,除去 Teflon , 将 凝 胶 顶 部 

假 干 。 除 以 lmmol/L = HEF RCS 5%2- 斑 基 乙 醇 外 ,按照 D?Earrell 方法 将 柱 胶 安放 

在 凝 胶 的 顶部 。 在 浓缩 胶 的 一 端 制作 一 个 用 于 标志 蛋白 质 单 向 分 离 的 样品 池 ， 标 志和 蛋白 
质 是 用 8mol/L 尿素 、50mmol/ 工 Tris- 了 CI(pH8.0)、10%SDS、12%2- 莹 基 乙 醇 、10% 甘 

油 及 2 滴 1% 溴 酚 蓝 制 备 而 成 。 省 酚 蓝 作为 追踪 染料 。 凝 胶 板 以 0.192mol/ 工 HAR, 

25mmol/L Tris #1. 0.1%SDS 作 电 泳 缓冲 液 ; 在 150V 恒 压 下 电泳 过 夜 或 直至 追踪 染料 

逸 出 为 止 。 电 泳 后 从 凝 胶 板 中 细心 地 取出 凝 胶 ;, 在 .0.1% 考 马 斯 蓝 的 水 :甲醇 : 醋酸 (体积 

比 5:5:1) 混合 液 中 染色 3 一 4 小 时 ,用 不 含 考 马 斯 蓝 的 上 述 溶 液 脱色 MREKNR. Bw 

型 的 分 离 图 谱 见 图 4。 

ee -— .-.. _ SDS 
a ee TE ret 

eee 

oes 

gp OK BEY 

图 4 用 改进 的 O'Farrell 系统 对 蛋白 质 进 行 双 向 分 离 。 (@) 胞 浆 蛋 白质 和 (©) 盘 基 网 柄 菌 
细胞 核 经 等 密度 离心 除去 核酸 污染 物 ， 再 进行 双向 凝 胶 电 泳 分 离 ， 如 正文 所 述 第 一 向 为 等 电 聚 焦 

(CEF)， 第 二 向 为 SDS-PAGE, 

影响 分 离 的 因素 

知 采用 这 一 方法 , 则 样品 在 挫 人 到 电 聚 焦 的 凝 胶 中 之 前 ,必须 先 将 样品 充分 透析 ， 使 

样品 中 高 的 离子 浓度 降低 。 已 发 现 SDS 能 干扰 第 一 向 分 离 ; 虽 然 它 不 影响 蛋白 质 的 等 电 

点 ?但 SDS 确实 对 pH 梯度 的 线性 状态 产生 不 良 的 影响 。 与 各 种 等 电 聚 焦 分 离 有 关 的 

一 个 问题 是 产生 已 在 第 4 章 中 详 加 讨论 的 所 谓 梯度 床 移 现象 。 幸 运 的 是 ， 这 种 影响 只 是 

在 电泳 超过 24 小 时 以 上 才 真 正 变 得 明显 。 最 近 已 尝试 用 等 电 聚 焦 方法 来 分 离 碱 性 蛋白 

质 。 这 一 方法 称 之 为 非 平 衡 pH 梯度 电泳 法 , 它 将 样品 朝 阴极 电泳 一 短暂 时 间 吕 。 这 种 

分 离 方 法 采用 的 凝 胶 系 统 与 O'Farrell 最 初 设计 的 相同 ， 唯 一 的 差别 是 凝 胶 不 必 预 电泳 ， 

FHA Arete 400Y 下 电泳 4 一 5 小 时 。 由 于 这 种 系统 不 再 是 平衡 系统 ,再 一 次 指出 , 为 了 

比较 电泳 结果 , 将 电泳 条 件 标准 化 是 极为 重要 的 。 这 种 改进 的 真正 不 利之 处 在 于 只 能 提 

供 很 少 甚至 不 能 提供 有 关 多 肽 等 电 点 的 信息 。 
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前 节 所 述 及 的 基本 的 双向 分 离 技术 已 广泛 应 用 于 具有 各 种 不 同性 质 的 蛋白 质 。 然 
而 ;用 这 种 技术 分 离 膜 蛋 白 是 困难 的 ;因为 膜 蛋白 易于 凝聚 o 但 是 在 这 种 情况 下 ,采用 离 
子 型 和 非 离子 型 的 去 污 剂 ,有 助 于 对 原核 及 真 核 细胞 膜 蛋白 获得 高 分 辩 率 的 分 离 5 Ames 
和 Nikaido 已 经 成 功 地 分 离 了 细菌 胞 膜 蛋白 、 哺 乳 动物 细胞 膜 蛋白 以 及 病毒 蛋白 的 制 
Fil, 将 膜 或 包 膜 蛋白 在 含 2%SDS、0.5mmol/ 工 MgCl, 和 50mmol/L Tris-HCl (pH6.8) 

溶液 中 , 70°C 加 热 30 4 SHAE, ASHE, 再 用 2 倍 体积 的 样品 稀释 缓冲 液 〈9.5 
mol/L 尿素 ; 由 0.4% pH3.5—10, 0.8% pH5—6, 0.8% pH6—8 组 成 的 2% Ampholin- 

<3; 5 多 2- 斑 基 乙 醇 ; 8% Nonidet P-40) WR 为 了 防 目 第 一 向 的 斑点 出 现 条 纹 ， 念 
Nonidet P-40 与 SDS 最 终 的 百分比 为 8 是 极其 重要 的 。 
除 柱 胶 中 的 Ampholines 总 浓度 为 2 (由 pH4—6, pH6—8 和 pH3.5 一 10， 体 积 

比 为 2:231 组 成 ), 以 及 将 0.4ml(0.14mg/ml) 核 黄 素 和 1 和 (体积 /体积 ) TEMED 加 到 
15ml 凝 胶 混 合 液 以 起 动 育 合 反 应 外 ,聚焦 电泳 均 按 前 节 所 述 的 方法 进行 。 凝 胶 灌注 后 其 
上 再 覆 盖 一 层 8mol/L 尿素 。 用 日 光 灯 照射 使 聚合 反应 进行 30 分 钟 。 然后 每 条 凝 胶 上 
最 多 加 入 100m (49 100wg) 的 蛋白 质 ( 见 前 节 ) RUMI, BRE 300V 下 电泳 18 
水 时 ,随后 在 400V 下 电泳 1.5 小 时 , 以 便 获得 明显 的 区 带 。 第 二 向 分 离 为 SDS-PAGE， 
采用 Laemmli 的 不 连续 缓冲 系统 ， 用 30% 丙烯 酰胺 、 0.8% 双 丙 烯 酰胺 贮备 液 制 成 的 
10% 丙烯 酰胺 作 分 离 胶 ,5% 丙烯 酰胺 作 浓 缩 胶 。 第 二 向 凝 胶 的 制备 见 表 7。 凝 胶 混合 
物 脱 气 ， 加 入 新 配制 的 10% 过 硫酸 猎 溶 液 使 聚合 。 按 表 7 所 述 制备 20ml 5 多 丙烯 酰胺 
浓缩 胶 。 浓缩 胶 混 合 液 脱 气 ， 加 入 新 配制 的 10% 过 硫酸 猎 使 聚合 。 WED RR (FE 
约 Imm) 后 ,其 上 为 厚 2.5cm 的 浓缩 胶 。 平 衡 等 电 聚 焦 的 凝 胶 , 并 用 热 琼脂 糖 密封 于 浓 
缩 胶 上 上 。 第 二 向 电泳 最 初 在 15mA 恒 流 下 开始 ,随后 增 至 30mA 电泳 ,直至 溴 酚 蓝 标 志 
染料 泳 出 凝 胶 为 止 。 电 泳 后 从 凝 胶 板 上 细心 地 取出 凝 胶 , 然 后 染色 、 脱 色 使 多 肽 显现 出 来 
( 见 表 2 程序 E)。 

Rl 用 于 分 离 膜 蛋白 的 第 二 向 凝 胶 的 制备 

分 离 胶 

供 制 备 40ml 10% 丙烯 酰胺 分 离 胶 用 : 

13.3ml 30% 丙烯 酰胺 , 0.8% WA MRK 
0.4ml 10%SDs 

7.5ml 3mol/L Tris-HCl(pH8.8) 

102ITEMED 
18.7ml 水 

0.1ml 10% whee 

浓缩 胶 

3.33ml 30% 丙烯 酰胺 ,0.85 WARK 

0.2ml 10%SDs 

2.5ml 1 mol/L Tris-HCI(pH6.8) 

5ul TEMED 
14ml 水 

S0ul 10% White 
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合并 应 用 等 电 聚 焦 和 SDS 凝 胶 电泳 可 以 分 级 分 离 大 多 数 的 蛋白 质 。 然而 ， 某 些 类 
型 蛋白 质 的 分 离 通 常 应 用 其 它 的 双向 分 离 系统 ,这 不 是 由 于 样品 不 适 于 较 常 用 的 方法 ;就 

是 由 于 历史 的 原因 已 建立 了 其 它 的 方法 。 作为 后 一 种 情况 的 一 个 实例 是 , 核糖 体 蛋 白质 
总 是 采用 一 种 标准 系统 进行 分 离 , 这 是 人 们 最 早 设计 的 一 种 双向 系统 ; 使 各 研究 者 对 不 

同类 型 核 蛋 白 体 的 研究 结果 得 以 进行 比较 ,目前 已 为 人 们 普遍 接受 。 

虽然 本 节 所 叙述 的 方法 已 应 用 于 某 些 特定 类 型 的 蛋白 质 ， 但 并 不 意味 着 这 一 技术 不 

适用 于 其 它 类 型 的 蛋白 质 。 因此 ， 万 一 经 常 合 并 应 用 的 等 电 聚 焦 和 SDS 凝 胶 电泳 技术 
不 适用 ,下 述 方法 之 一 可 能 给 出 所 需要 的 分 辩 率 。 

核糖 体 蛋白 

由 Kaltschmidt 和 Wittmann"! 设计 并 经 Howard 和 Traut“ 加 以 改进 的 方法 ， 和 党 

用 来 分 离 原核 细胞 和 真 核 细 胞 的 核糖 体 蛋 白 。 其 第 一 向 为 不 连续 的 凝 胶 ， 第 三 向 为 连续 

的 凝 胶 , 两 向 中 均 含 有 高 浓度 的 尿素 。 第 一 向 柱 胶 的 样品 置 于 大 孔径 的 琼脂 糖 凝 胶 中 ;而 

琼脂 糖 凝 胶 则 位 于 孔径 较 小 的 丙烯 酰胺 分 离 胶 的 中 间 。 Kaltschmidt 和 Wittmann 最 初 
应 用 大 孔径 的 丙烯 酰胺 凝 胶 ， 但 由 于 蛋白 质 在 丙烯 酰胺 样品 胶 中 不 迁移 而 使 样品 遭 到 损 

失 , 这 就 导致 利用 Howard 和 Traut 设计 而 加 以 改进 的 琼脂 糖 样品 凝 胶 的 方法 中 在 改进 

的 条 件 下 ,样品 胶 中 总 电荷 为 阳性 或 阴性 的 蛋白 质 将 在 相反 的 方向 上 浓缩 和 移动 。 

第 一 向 凝 胶 和 缓冲 液 的 组 成 按照 表 8 制备 。 将 凝 胶 溶 液 脱 气 , 再 加 入 15m! 新 配制 

的 7% 过 硫酸 铵 令 其 聚合 。 溶液 量 足 以 制备 20 支柱 胶 。 长 18cm、 内 径 为 0.5cm 的 玻 

璃 管 ， 一 端 以 蜡 膜 或 类 似 的 材料 或 橡皮 塞 密 

封 ( 见 第 工 章 )。 分 离 胶 灌 注 至 玻璃 管 的 一 半 ， 

其 上 覆盖 一 层 水 ， 放 置 40 分 钟 待 凝 胶 聚 合 。 

R&S 用 于 分 离 核 籍 体 蛋白 质 凝 胶 的 制备 和 

第 一 向 凝 胶 (pH8.6) 

54.0g 尿素 
6.0g 丙烯 酰胺 聚合 后 除去 覆盖 层 。 将 0.1 一 0.15ml SER 
te 双 丙 烯 酰胺 质 50 一 100ug 的 样品 , 在 65%C 下 与 等 体积 

re <9 1% 琼脂 糖 电 泳 缓冲 液 (pHB.6) 混合 。 电 
7.3g Tris Tk 泳 缓冲 液 (pH8.6) 的 制备 如 下 : 

0.45mlTEMED 360g RA 

水 加 至 148.5ml 
Th aia 9 Byes 2.4g EDTA-Na 

36g RK 9.6g 硼酸 
| 18g 丙烯 酰胺 14.53g Tris 碱 

0.5g 双 丙烯 酰 胺 
weet Smol AA (bk A 水 加 至 on 

0.58ml TEMED 将 琼脂 糖 样品 铺 于 分 离 胶 上 并 有 覆盖 一 层 
5-3ml Uni 水 ,放置 待 固化 。 除 去 覆盖 层 后 ,用 分 离 胶 填 

Kae i 装 凝 胶管 直至 距 顶部 0.3m, HBUKE 
盖 , 放 置 待 其 聚合 。 第 一 向 电泳 在 pH8.6 的 电泳 缓冲 液 中 进行 ， 阴 极 与 上 缓冲 液 贮 液 模 

相连 ,缓冲 液 中 含 0.5 多 FR G(pyronine G) 作 追踪 染料 。 最 初 在 3mA/ 管 条 件 下 电泳 30 
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分 钟 使 蛋白 质 浓缩 ,然后 将 电流 增 至 6mA/ 管 继续 电泳 5 一 6 小 时 ， 直 到 追踪 染料 到 达 北 

胶 底 部 。 电 泳 后 ;细心 地 挤 出 柱 胶 ， 每 一 柱 胶 在 150ml 平衡 缓冲 液 (pH5.2) 中 平衡 , 平 

衡 缓冲 液 的 组 成 如 下 : 
8mol/L 尿素 

0.074% 冰 醋 酚 

12mmol/L AML 

平衡 69 5) SHAE], B/D RIK 2 IK 

然后 将 柱 胶 转移 至 板 电泳 仪 中 ,用 第 二 向 分 离 胶 (pH4.5) 密封 ,其 组 成 见 表 8。 

溶液 在 临 用 前 脱 气 ， 每 10ml 凝 胶 溶 液 加 和 大 3341 新 配制 的 10% Whe Re ER 

合 s6。” 将 含 0.1 多 焦 宁 G 的 20 多 甘油 作为 追踪 染料 铺 在 已 浸没 在 电泳 缓冲 液 中 的 柱 胶 上 

.部 ， 每 升 电泳 缓冲 液 含 甘氨酸 14g AKER 1.5ml, H pH 值 为 4.0 板 胶 电泳 时 阳极 

位 于 上 部 ,在 40V 下 电泳 30 一 60 分 钟 使 蛋白 质 浓 缩 , 然 后 电压 增 至 80 一 150V， 继 续 电 

泳 :6 一 12 小 时 。 实 际 应 用 的 电压 对 和 蛋白质 的 分 离 结果 影响 很 小 ,除非 电压 导致 大 电 度 , 因 

此 选择 某 一 特定 电压 的 主要 标准 通常 是 根据 是 否 便利 。 电泳 后 , 从 凝 胶 板 上 取出 凝 胶 并 

染色 ( 见 表 2 VE RCRA) 图 5 显示 一 种 代表 性 的 分 离 结果 as 

另 一 种 代替 将 样品 置 于 琼脂 糖 样品 凝 胶 中 的 方法 ， 是 将 等 量 的 蛋白 质 加 于 二 条 较 短 

的 分 离 胶 上 (每 条 凝 胶 长 9cem) KRHA 0.5%) 焦 宁 G 作 追 踪 染 料 , 从 阳极 到 阴极 

的 方向 电泳 , 另 一 条 则 以 0.1% 省 酚 蓝 为 追踪 染料 , 从 阴极 至 阳极 的 方向 电泳 ， 电 泳 条 件 

与 前 述 的 条 件 相 同 。 凝 胶 按 前 述 的 方法 平衡 后 放置 在 板 电 泳 仪 中 , 两 条 胶 的 样品 起 始点 

彼此 相 邻 并 位 于 凝 胶 板 的 中 央 , 按 前 述 的 方法 进行 第 二 向 电泳 。 

由 于 这 种 分 离 方法 在 第 二 向 采用 了 连续 缓冲 系统 ,因此 , 在 进行 第 二 向 分 离 之 前 , 必 
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5 核糖 体 蛋白 的 双向 分 离 。 用 3mol/L Licl,4mol/L 尿素 提取 E.Coli MRE600 30S 核 糖 体 
亚 基 蛋白 ,并 按 正文 中 所 述 的 方法 用 双向 凝 胶 电 泳 分 离 (经 允许 从 参考 文献 [14] 复 制 )。 

须 用 缓冲 流连 续 平衡 以 降低 柱 胶 的 离子 含量 。 All, 当 蛋 白质 从 低 导 电 区 移 向 高 导电 区 

时 所 能 观察 到 的 区 带 区 分 明晰 的 现象 不 能 出 现 。 

©1456 



某 些 相应 的 改进 , 其 中 包括 改变 第 一 向 分 离 胶 的 组 成 和 pH 值 ,， 以 及 在 第 三 向 中 加 

A SDS, 已 经 成 功 地 用 于 核糖 体 蛋 白 的 分 离 。 本 文中 不 拟 详 加 讨论 , 但 本 法 的 扼要 氢 述 

及 其 参考 文献 可 参阅 表 9。 

48 

用 等 电 聚 焦 方法 分 离 组 蛋白 所 遇 到 的 困难 , 使 得 人 们 选用 另外 的 双向 分 离 技术 。 在 

低 浓 度 丙 烯 酰胺 , 低 pH 条 件 下 分 离 组 蛋白 是 基于 反映 组 蛋白 的 氨基 酸 组 成 的 电荷 。 而 

在 SDS 存在 的 条 件 下 组 蛋白 的 分 离 则 是 根据 组 蛋白 的 分 子 大 小 ， 虽 然 与 其 它 的 蛋白 质 

相 比 较 组 蛋白 的 迁移 不 规则 。 其 它 分 离 方式 取决 于 非 离子 型 去 污 剂 诸如 TritonX-100, 

TritonDF-16 或 Lubrol-WX 与 蛋白 质 结 合 的 程度 , 它 与 蛋白 质 的 臣 水 程度 成 正比 。 这 种 

结合 极 大 地 减少 了 和 蛋白质 的 泳 动 率 , 同 时 分 离 的 各 种 组 蛋白 的 亚 型 不 同 于 用 酸性 尿素 或 

SDS-PAGE 所 获得 的 结果 。 

如 Hoffman 和 Chalkley") 所 述 , 在 第 一 向 为 酸性 尿素 凝 胶 和 第 二 向 为 Tritoa- 酸 性 

尿素 凝 胶 的 双向 系统 中 , 已 极其 成 功 地 分 离 了 组 蛋白 。 由 于 在 这 类 凝 胶 系 统 中 组 蛋白 的 

分 离 基础 不 同 ,通常 可 以 得 到 良好 的 分 离 结果 。 应 用 Triton 凝 胶 所 遇 到 的 一 个 问题 ， 是 

组 蛋白 中 特别 是 甲 硫 氮 酸 的 氧化 而 出 现 虚 假 的 电泳 图 谱 的 可 能 性 。Triton 对 氧化 后 的 组 

蛋白 亲和力 较 低 ,这 可 能 导致 出 现 人 为 的 异 质 性 。 因 此 , 将 组 蛋白 维持 在 还 原 环 境 中 , 例 

如 Immol/L 二 硫 苏 糖 醇 , 以 阻止 氧化 作用 的 发 生 是 有 益 的 。 这 种 分 离 方法 的 缓 训 液 与 凝 

胶 系 统 见 表 10。 

表 9 用 于 分 离 核糖 体 蛋 白 的 其 它 双 向 凝 胶 电 泳 方法 

作者 ea 胶 参考 文献 

L. J. Mets 和 世 . Boro-| 第 一 向 为 8mol/L 尿素 pH5.0 的 45%2 丙 烯 酰胺 柱 胶 ， 随 后 在 含 [22] 
grad SDS 的 10 9 丙烯 酰胺 板 胶 上 分 离 

O. H. W. Martini 35 —IAl 4 RHR- pea ee 492 丙烯 酰胺 柱 胶 ?随后 在 含 SDS 的 12% [23] 
AR MRR ED 

W. L. Hoffman 和 R.| 先 用 含 Triton X-100 的 尿素 - 酷 酸 盐 5) 的 85 丙烯 酰 胺 柱 [24] 
M. Dowben 胶 ? 随 后 在 含 SDS 915% 丙烯 酰胺 板 胶 上 分 离 

胶 溶 液 系 由 0.9mol/L BBR, 2.5mol/L 尿素 、15% 丙烯 酰胺 和 0.1% 双 丙 烯 酰胺 组 

成 。 将 凝 胶 混 合 液 脱 气 ,灌注 人 0.3cm X 7cm 柱状 凝 胶管 中 ,用 0.5ml 0.9mol/L 次 醋酸 

覆盖 。 聚 合 后 柱 胶 放置 在 电泳 仪 中 ,以 0.9mol/L 酷 酸 作 电 泳 缓冲 液 ,在 130V 电压 下 预 

电泳 4 小 时 。 然后 将 样品 置 于 柱 胶 的 顶部 ， 室 温 下 在 电流 为 1.5mA/ 凝 胶 从 阳极 到 阴极 
¢ 

表 10 用 于 组 蛋白 双向 分 离 凝 胶 的 制备 

第 一 向 凝 胶 

3.0ml 40% 丙烯 酰胺 ，0.267925 双 丙 烯 酰胺 
1.0ml 43.2% vkM, 4% TEMED 

4.0mI5mol/L RH, 0.2% ithe we 

第 二 向 凝 胶 

3.0ml 40% 丙烯 酰胺 , 0.267% 双 丙 烯 酰胺 
1.0ml 43.2% 冰 醋 酸 ，450TEMED 

4.0ml 2%Triton X-100, 5mol/L 尿素 , 0.2% 过 硫酸 铵 
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方向 电泳 约 2 小 时 。 可 用 甲 基 绿 为 追踪 染料 ,在 这 一 系统 中 ,该 染料 蓝 色 组 分 的 迁移 恰 在 

组 蛋白 H4 之 前 。 

第 二 向 凝 胶 的 制备 见 表 10。 将 溶液 脱 气 , 按 上 述 比 例 混合 。 然后 将 凝 胶 混 合 液 灌 注 

人 凝 胶 板 中 ,以 形成 0.3cmX 14cmX 10cm 的 板 胶 ,其 上 再 覆盖 一 层 由 0.9mol/ 工 醋酸 、1 9 

Triton X-100 组 成 的 溶液 待 凝 胶 聚 合 。 聚 合 后 ,以 0.9mol/L 醋酸 、19% Triton X-100 作 电 

泳 缓冲 液 , 在 20mA 人 恒 流 下 将 板 胶 预 电 泳 12 小 时 , 预 电 泳 后 倾 去 电泳 缓冲 液 ， 并 用 2ml 

Triton 凝 胶 混 合 物 将 第 一 向 凝 胶 密 封 于 板 胶 上 。 凝 胶 上 再 覆盖 一 层 由 0.9mol/L 醋酸 、19 

Triton X-100 组 成 的 溶液 ,并 使 其 聚合 约 1 小 时 。 然 后 用 0.9mol/L 栈 酸 .1 和 Triton X- 
100 溶液 作 电 极 缓 冲 液 ， 在 20mA 人 恒 流 条 件 下 将 第 二 向 凝 胶 从 阳极 向 阴极 方向 电泳 15 

水 时。 电泳 后 ,细心 地 从 凝 胶 板 上 取出 凝 胶 , 在 含 0.1% 胺 黑 的 0.7% 醋酸 和 30 和 乙醇 的 

溶液 中 , 80°C 3 小 时 或 在 室温 下 过 夜 染 色 ,然后 在 7% 醋酸 和 20% 乙醇 中 脱色 。 

在 作者 实验 室 中 ,组 蛋白 及 来 自 较 低 等 真 核 生物 的 “类 组 蛋白 ”的 双向 分 离 , 第 一 向 通 

和 营 采 用 酸性 尿素 凝 胶 ， 第 二 向 则 为 高 pH 的 SDS 凝 胶 分 离 。 酸性 尿素 系统 系 Reisfeld 

等 叹 的 改良 法 ，SDS 板 胶 则 来 源 于 Thomas 和 Kornberg"? 的 方法 。 

BR 9mol/L 尿素 外 ， 所 有 溶液 均 能 冰冻 在 暗 处 贮存 数 周 。 分 离 胶 〈pH4.7) 是 按照 

表 11 所 列 配方 制备 。 加 入 过 硫酸 贸 之 前 , 用 栈 酸 将 按 比例 混合 后 制 得 的 凝 胶 混 合 物 pH 

表 11 用 于 分 离 组 蛋白 的 双向 凝 胶 的 制备 

第 一 向 凝 胶 

分 离 胶 : 

4.0m160% 丙烯 酰胺 ， 0.4% 双 丙 烯 酰 胺 
2.0ml 0-48mol/L KOH, 17.2% 冰 酷 司 ，4950 'TEMED 

9.0m19mol/L 尿素 

50u11595 Whee 

浓缩 胶 : 

2.0ml 10% 丙烯 酰胺 。2.592 双 丙 烯 酰胺 
1.0ml 0.048mol/L KOH,2.87% KERR, 0.46% TEMED 

4.0ml 9mol/L 尿素 

1.0ml1(0.4mg/ml) 核 黄 素 

第 二 向 凝 胶 

分 离 胶 〈50ml): 

30ml 30% 丙烯 酰胺 ;0.1592 双 丙 烯 酰胺 
0.5ml10%SDs 

12.5ml 3mol/L Tris-HCl(pH8.8) 

12.5ul TEMED 
加 水 至 50ml 

浓缩 胶 《〈20ml): 

3.33ml30% 丙烯 酰胺 , 0.8% 双 丙 烯 酰胺 
0.2ml 10% SDS 

2.5mllmol/LTris-HCI(pH6. 8) 

10u1 TEMED 

加 水 至 20m! 

一 -一 一 -一 一 -一 

调节 至 4.7。 将 凝 胶 混合 物 脱 气 后 ,加 入 新 配制 的 15% 过 硫酸 匀 以 起 动 聚合 反应 ,然后 将 

CEB SHEA 14cm X 0.5cm 的 柱状 凝 胶管 中 直至 10cm 刻度 处 。 凝 胶 用 一 层 水 覆 
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盖 , 并 放置 1 小 时 待 其 聚合 。 聚 合 后 除去 覆盖 物 , 代 之 以 约 150ul 按照 表 11 的 配方 制 成 

的 浓缩 胶 。 再 覆盖 一 层 水 ， 日 光 灯 照射 30 分 钟 使 其 聚合 。 聚合 后 ， 将 100-200m， 含 

200 一 300wg 组 蛋白 的 7?mol/L 尿素 样品 溶液 加 于 浓缩 胶 上 ,在 150V AEP, ABTS 

31.2g8 丙 氨 酸 和 8.0ml 冰 酯 酸 的 溶液 作 电泳 缓冲 补 , 从 阳极 到 阴极 方向 电泳 3 小 时 。 可 

用 溶 于 尿素 中 的 焦 宁 G 作 标 志 染 料 。 电 泳 后 ， 加 压 将 柱 胶 轻 轻 推出 , 37s*c FH FWA 

液 中 依次 平衡 1 小 时 。 

(i) 1%SDS, Immol/L 二 硫 苏 糖 醇 ,0.lmol/I 磷酸 盐 ,10mmol/E Tris-HCl(pH7.0); 

Gi) 1%SDS, lmmol = FREE, 0.01mol/L 磷酸 盐 ， 10mmol/L Tris-HCl 

(pH7.0); 
(iii) 0.1%SDS, Immol/LIFiA ERE, 0.01mol/L BER AMPH, 10mmol/L Tris- 

HCl(pH7.0). 

平衡 后 将 柱 胶 转移 至 第 二 向 凝 胶 上 。 
将 凝 胶 混合 液 脱 气 , 加 入 125 el 新 配制 的 10% 过 硫酸 匀 以 起 动 聚 合 反应 。 灌 胶 后 ， 

用 0.75mol/L Tris-HCl(pH8.8) 和 0.1%SDS 组 成 的 溶液 覆盖 , 待 其 聚合 1 小 时 。 RF 

后 ， 倾 去 覆盖 层 ， 用 少量 不 含 过 硫酸 铵 的 浓缩 胶 溶液 湿润 分 离 胶 的 顶部 。 分 离 胶 系 按照 
表 11 制备 。 
加 入 100 新 配制 的 10% 过 硫酸 钴 使 浓缩 胶 聚 合并 以 水 覆盖 。 聚合 后 除去 覆盖 

层 , 用 62.5mmol/L Tris-HCl (pH6.8), 2.3%SDS, Immol/L 二 硫 苏 糖 醇 的 19% SRB 

将 柱 胶 密封 在 浓缩 胶 上 。 可 用 省 酚 蓝 作 标 志 染 料 。 然 后 用 0.05mol/L Tris 碱 ,0.38mol/ 
L 甘氨酸 和 0.1%SDS 组 成 的 溶液 作 电 极 缓冲 液 , 在 150Y 恒 压 下 将 凝 胶 电泳 过 夜 ,或 直 
至 标志 染料 逸 出 凝 胶 为 止 。 电泳 后 从 凝 胶 板 上 细心 地 取出 凝 胶 ， 在 含 01% 考 马 斯 蓝 的 
甲醇 :水 : 冰 栈 酸 (5:5:1 体积 比 ) 深 液 中 染色 3 小 时 。 在 不 含 考 马 斯 蓝 染 料 的 同一 溶剂 中 
扩散 过 夜 脱色 。 组 蛋白 典型 的 分 离 图 谱 见 图 6。 

图 6 组 蛋白 的 双向 分 离 。 (a) 从 盘 基 网 柄 菌 纯化 的 组 蛋白 ， (Pb) 从 小 牛 胸腺 纯化 的 组 蛋白 ,用 
正文 所 述 的 方法 进行 双向 凝 胶 电 泳 分 离 。 

核 蛋 白 

由 于 蛋白 质 凝集 所 引起 的 问题 使 分 离 核糖 体 的 方法 不 能 应 用 于 某 些 蛋 白质 ,尤其 是 
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核 蛋 白 的 分 离 。 Orrick 等 aa 已 经 建立 了 一 种 高 分 辩 率 的 双向 分 离 系统 用 来 分 离 核 和 核 

仁 的 提取 物 , 它 可 以 用 来 代替 由 O'Farrell” 设计 并 已 广泛 应 用 的 分 离 方 法 。 该 方法 是 在 

酸性 pH 条 件 下 ,用 连续 缓冲 系统 作 第 一 向 分 离 , 随 后 在 尿素 和 SDS 存在 下 以 分 子 量 为 

基础 进行 第 二 向 分 离 。 凝 胶 按 表 12 所 示 配 方 制 备 。 

表 12 ”用 来 分 离 核 蛋白 的 凝 胶 的 制备 

第 一 向 凝 胶 

5.0ml & 40% 丙烯 酰胺 , 1.4% 双 丙烯 酰胺 的 .4mol/L 尿素 溶液 
5.0ml 含 4%TEMED 的 2mo!l/L 尿素 溶液 

5.0ml 0.21% it FERRER, 21% 冰 栈 酸 的 6mol/L 尿素 溶液 

第 二 向 凝 胶 

18ml 20% 丙烯 酰胺 ;0.5295 双 丙 烯 酰胺 的 8mol/L 尿素 溶液 
7.5ml10.2%TEMED, 0.4%SDS 的 0.4mol/L 磷酸 钠 (pH7.1) 

4.5ml 0.5% 过 硫酸 铵 的 8mol/L 尿素 溶液 

将 凝 胶 灌 注入 长 12cm， 内 径 0.5cm 的 凝 胶管 中 使 胶 长 为 9.5cm。 放置 60 分 钟 令 

其 聚合 。 用 含 0.9mol/L 醋酸 的 4.5mol/L 尿素 作 电极 缓冲 液 ， 在 120V 下 预 电 泳 2 小 
时 ,然后 将 20 一 50Al 由 0.9mol/L 酯 酸 ,10mol/ RA, 1%2-RMAECBAKHSA ZAM 

4 500ug 的 样品 混合 液 加 于 凝 胶 上 ,继续 在 120V 相当 于 每 管 凝 胶 2.5mA 的 条 件 下 电 

泳 5 小 时 。 

第 一 向 凝 胶 电 泳 后 ,可 以 将 凝 胶 纵 向 切 开 ,以 便 可 以 直接 用 染色 法 观察 到 蛋白 质 在 北 

胶 中 的 分 布 。 另 一 半 用 来 进行 第 二 向 电泳 。 凝 胶 依 次 在 下 列 溶液 中 于 45°C 保温 35 分 

钟 : 

(i) 2%SDS, 0.1mol/L PRGA, 6mol/L 尿素 ，lmmol/L 二 硫 苏 糖 醇 2 (pH7.1); 

(ii) 1%SDS, 10mmol/L 磷酸 钠 ，6mol/L RA, Immol/L 二 硫 苏 糖 醇 2 (pH7.1); 

(iii) 0.1%SDS, 10mmol/L 磷酸 钠 ，6mol/L- 尿素，lmmol/L = FEHB (pH 

ie ; : oe 

图 7 核 仁 蛋白 的 双向 分 离 。 从 纯化 的 大 鼠 肝 细胞 核 仁 中 提取 的 酸 溶性 核 仁 蛋白 ， 按 正文 所 述 方 
法 作 双 向 凝 胶 电泳 分 离 。 

1) 原始 论文 中 用 1922- 斑 基 乙 醇 作 还 原 剂 。 
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按 表 12 所 述 制备 第 二 向 凝 胶 。 将 用 这 种 方法 制 成 的 25ml 凝 胶 混 合 液 往 大 以 形成 

10cm X 9.5cm X 0.3cm 的 凝 胶 板 ,加 一 层 水 覆盖 。 

用 SDS 缓冲 液 平 衡 的 部 分 柱 胶 组 组 地 浸 于 密封 凝 胶 的 混合 液 中 ， 此 混合 六 除 含 最 

IRE) 10mmol/L 的 磷酸 盐 (PH7.1) 外 ， 其 余 各 成 分 均 与 第 二 向 板 胶 相 同 。 WA 

5ml 密封 胶 将 第 一 向 凝 胶 与 第 二 向 凝 胶 粘 接 。 用 含 0.1%SDS 的 -0.lmol/L 磷酸 盐 

(pH7.1) 作 电 泳 缓冲 液 , 每 一 板 胶 用 50mA 电流 电泳 16 小 时 。 电 泳 后 ,从 凝 胶 板 上 细心 

地 取出 凝 胶 并 染色 。 

蛋白 质 的 第 一 向 凝 胶 分 离 系 基于 与 多 肽 氨基 酸 组 成 有 关 的 电荷 量 的 差异 。 虽然 如 

此 ， 由 于 较 大 的 肽 移动 比 氮 基 酸 组 成 相同 的 较 小 的 肽 缓慢 ， 因 此 肽 的 分 离 也 与 分 子 量 有 ) 

关 。 因 而 凝 胶 板 上 最 终 所 获得 的 图 谱 基本 上 呈 对 角 线 分 布 〈 图 7)， 分 辩 率 可 能 低 于 用 等 

电 聚 焦 和 SDS-PAGE 所 获得 的 结果 。 但是， 样品 中 氮 基 酸 组 成 彼此 明显 不 同 的 多 肽 将 

分 布 在 远离 对 角 线 的 区 域 。 
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第 6 章 蛋白 质 部 分 水 解 后 的 SDS- 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 电 泳 肽 图 

B. David Hames 

+ illg 

在 含 SDS AZM HH FA AR PS he EK (SDS-PAGE) 对 蛋白 质 进 行 分 级 分 

离 , 是 一 种 具有 高 分 辩 力 的 方法 ,已 广泛 用 来 研究 混合 样品 的 组 成 。 然而 , 由 于 分 级 分 离 

仅仅 根据 分 子 的 大 小 ,因此 不 能 作出 这 样 的 推 煌 , 即 由 于 两 种 多 肽 在 SDS-PAGE 中 具有 
相同 的 泳 动 率 , 因而 它们 必然 相关 。 相 反 ,， 虽然 是 前 体 与 产物 的 关系 ,或 者 是 在 制备 过 程 

中 人 为 地 降解 的 结果 ,两 种 蛋白 质 可 能 紧密 相关 ,但 却 具 有 不 同 的 泳 动 率 。 在 各 种 情况 下 

人 们 希望 了 解 两 种 或 两 种 以 上 多 肽 区 带 之 闻 的 真实 关系 。 有 各 种 不 同 的 方法 可 用 来 解决 

这 一 问题 ( 见 第 工 章 ), 例 如 ,氨基 酸 的 组 成 分 析 \ 免 疫 特性 及 肽 图 。 实 际 上 , 肽 图 被 看 作 是 

蛋白 质 检 定 中 一 种 极 严格 的 试验 标准 ，James 最 近 对 此 已 进行 了 综述 ”"。 将 经 典 的 双向 

胰 蛋 白 酶 指纹 法 加 以 改进 ,可 将 这 一 技术 应 用 于 少量 的 蛋白 质 , 而 这 类 蛋白 质 通常 可 在 分 

析 性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 后 得 到 (参考 文献 [2 一 4])o。 另外 ，Cleveland 等 ”最 近 介 绍 了 一 

种 灵敏 的 鉴别 蛋白 质 的 试验 ,方法 同样 根据 蛋白 质 的 裂解 ,操作 仅 需 数 小 时 ; 而 且 能 同时 
比较 数 种 多 肽 ， 所 需要 的 仪器 只 是 标准 板 电泳 仪 。 这 种 方法 特别 适用 于 第 一 向 用 SDS- 

PAGE 分 级 分 离 的 多 肽 肽 图 ,同样 也 适用 于 用 各 种 方法 纯化 的 蛋白 质 。 

在 Cleveland 的 方法 中 ,经 SDS-PAGE 后 ,通过 短暂 的 染色 和 脱色 ,可 对 有 关 的 多 肽 

定位 ,然后 切 下 有 关 的 多 肽 , 并 将 凝 胶 切 片 放置 于 按 SDS- 不 连续 缓冲 系统 制备 的 聚 丙烯 

酰胺 板 胶 的 样品 池 中 。 样品 池 中 也 加 入 已 知 数量 的 在 SDS 存在 下 仍然 共有 活性 的 特异 

蛋白 酶 。 在 进行 第 二 向 电泳 分 离 时 ， 蛋 白 酶 消化 每 一 多 肽 所 产生 的 肽 片 按 其 分 子 量 进 行 

分 离 。 肽 的 区 带 图 谱 反 映 着 蛋白 质 底 物 及 应 用 的 蛋白 水 解 酶 的 特征 ， 因 此 通过 简单 地 比 

较 肽 的 区 带 图 谱 , 可 以 阐明 多 肽 之 间 的 关系 。 

必须 强调 指出 ， 用 双向 电泳 法 制备 的 肽 图 仍然 是 一 种 鉴别 多 肽 极 有 说 服 力 的 检验 试 

Ho FA Cleveland 方法 制备 的 单 向 凝 胶 电泳 肽 图 的 价值 ， 在 于 它 能 迅速 简便 地 评价 数 种 

蛋白 质 样 品 之 间 的 关系 。 通 常 , 若 用 这 种 方法 获得 的 两 种 蛋白 质 肽 图 不 相似 ,表明 酶 水 解 

前 的 这 两 种 蛋白 质 关 系 不 密切 。 相 反 , 若 图 谱 相似 , 特别 是 当 仅 应 用 一 种 蛋白 酶 时 , 不 能 

作为 具有 同一 性 的 证 据 。 幸好 至 少 有 七 种 具有 不 同 特异 性 的 蛋白 酶 能 应 用 于 这 种 方法 。 

这 就 是 综合 利用 一 种 蛋白 酶 消化 , 分 离 出 肽 的 片段 后 ,再 用 第 二 种 蛋白 酶 水 解 , 则 增加 了 

双向 肽 图 分 析 方 法 在 多 肽 序列 比较 中 的 说 服 力 。 本 章 介绍 Cleveland 程序 的 基本 方法 学 

及 其 对 研究 者 可 能 有 益 的 某 些 改进 。 
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制备 SDS-PAGE 肽 图 所 需要 的 唯一 设备 ,是 第 1 章 介绍 的 标准 板 电泳 仪 e 

Ti tie, 学 

实验 步骤 

若 分 析 的 多 肽 区 带 不 经 洗 脱 即 进行 分 析 ， 那 末 蛋 白质 混合 物 最 初 的 SDS-PAGE 分 

级 分 离 应 该 采用 板 胶 形 式 ， 以 便 凝 胶片 段 容易 安放 在 进行 蛋白 水 解 的 第 2 向 凝 胶 的 样品 

池 中 。 按 照 前 文 叙 述 的 方法 ,用 SDS 不 连续 缓冲 系统 制备 第 一 向 板 胶 并 进行 电泳 〈 第 1 

章 )。 电 泳 后 , 板 胶 在 0.1% 考 马 斯 蓝 的 甲醇 :水 : 冰 栈 酸 〈5:5:1 体积 比 ) 的 溶液 中 染色 不 

超过 30 分 钟 ， 然 后 在 含 5 多 《体积 比 ) FR 10% CARE) 醋酸 溶液 中 用 扩散 法 脱色 

最 多 60 分 钟 。 再 用 水 床 洗 凝 胶 并 将 凝 胶 放置 在 灯箱 上 的 半 透 明 玻璃 板 上 ;用 刀片 切 下 待 

研究 的 多 肽 区 带 。 然 后 适当 修整 切片 ,以 便 能 方便 地 放 在 第 二 向 板 凝 胶 的 样品 池 中 ,每 块 
切片 在 10ml 0.125mol/L Tris-HCl(pH6.8) 和 0.1%SDS 组 成 的 溶液 中 浸泡 30 分 钟 ,并 

偶尔 搅拌 令 其 平衡 。 Cleveland 等 呈 在 凝 胶 缓 冲 沪 中 还 加 入 Immol/L EDTA， 人 得 据 报道 

一 种 最 有 应 用 价值 的 蛋白 酶 ,金黄 色 葡 萄 球菌 V8 蛋白 酶 , 活化 时 需要 二 价 的 阳离子 ， 故 

此 时 不 加 EDTA。 浸 泡 后 , 凝 胶 切片 可 以 立即 使 用 或 在 —20°C 冰冻 贮存 

按照 SDS- 不 连续 系统 制备 第 二 向 板 胶 , 不 同 之 处 是 浓缩 胶 的 长 度 〈 高 约 5cm) 和 分 

BR (9—llem) 的 长 度 。 分 离 胶 的 最 适 凝 胶 浓 度 取决 于 待 消化 的 多 肽 及 其 肽 产物 的 分 

子 大 小 , 15% 丙烯 酰胺 通常 是 合适 的 , 至 少 在 起 初 的 研究 中 是 如 此 。 应 用 浓度 梯度 凝 胶 
也 能 获得 良好 的 效果 (〈 见 下 文 )。 用 0.125mol/L Tris-HCl (pH6.8), 0.1% SDS 组 成 的 

液体 充满 样品 池 , 用 微型 刮刀 将 凝 胶 的 每 一 切片 水 平地 放置 在 已 形成 的 样品 池 的 底部 。 凝 

胶 切 片 周 围 的 空间 用 含 20% 甘油 的 上 述 缓冲 液 ( 约 10 一 204) 充满 , 凝 胶 切 请 的 表面 也 

覆盖 这 种 缓冲 液 。 最 后 将 10ul 含 10% 甘油 、0.0019 省 酚 蓝 的 上 述 缓冲 液 及 已 知 量 的 

蛋白 酶 加 于 每 一 样品 池 中 。 能 应 用 的 某 些 蛋白 酶 包括 金黄 色 葡 萄 球菌 V8 蛋白 酶 、 木 瓜 

蛋白 酶 \ 枯 草 杆 菌 蛋 白 酶 \ 灰 色 链 霉菌 〈Strebtomycer griseus) 蛋白 酶 .无 花 果 蛋白 酶 、 靡 蛋 

白 酶 和 弹性 蛋白 酶 。 

电泳 开始 时 电 令 为 10mA， 直 至 示 踪 染料 到 达 浓 缩 胶 的 2/3 处 左右 ， 然 后 将 电源 切 

断 并 经 历 一 段 时 间 。 在 这 段 起 始 电泳 期 间 , 蛋 白 酶 和 多 肽 底 物 同时 被 浓缩 并 进行 水 解 s 水 

解 的 程度 取决 于 蛋白 酶 的 类 型 蛋白酶 与 多 肽 的 比值 以 及 浓缩 过 程 的 持续 时 间 。 通 常 , 电 

源 切断 30 一 40 分 钟 , 通过 改变 蛋白 酶 与 多 了 驮 的 比例 可 以 获得 不 同 程度 的 降解 ( 见 下 文 )。 

蛋白 质 水 解 后 ,继续 用 25mA 电流 电泳 ， 直 至 示 踪 染料 到 达 分 离 胶 的 底部 。 按 照 前 述 方 

法 将 凝 胶 染 色 和 脱色 。 若 多 肽 具 放 射 性 ， 1 章 所 述 方 法 制备 用 于 放射 自 显影 或 欧 

光 显 影 的 凝 胶 。 

图 1 和 图 2 展示 了 典型 的 结果 。 图 1 表明 不 同 的 蛋白 质 ( 本 例 中 为 白 蛋白 \ 微 管 蛋白 

和 了 碱 性 磷酸 酶 ) 用 同一 蛋白 酶 水 解 , 或 同一 蛋白 质 用 不 同 蛋白 酶 水 解 , 所 观察 到 的 肽 区 带 

图 谱 的 明显 不 同 。 图 2 展示 了 P23 和 P23* 肽 图 的 比较 结果 。 前 者 (P23) HK 
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图 1 利用 不 同 的 蛋白 酶 所 作 的 白 蛋白 \ 微 管 蛋白 、 碱 性 磷酸 酶 的 肽 图 ;蛋白 质 水 解 在 溶液 中 进行 。 
白 蛋 白 、 微 管 蛋 白 和 碱 性 磷酸 酶 (浓度 均 为 0.67mg/ ml 样品 缓冲 液 ) 在 37°C 下 与 下 列 蛋 白 酶 保温 

30 分 钟 ; 然 后 每 种 样品 取 30&lL 加 样 于 20% 聚 丙烯 酰胺 板 胶 上 。 

A—C, 分 别 用 33yg/ml, 3.3ug/ml, 33ug/ml 木瓜 蛋白 酶 (最 终 浓度 ) 水 解 后 , AEA, KE 
蛋白 和 碱 性 磷酸 酶 的 肽 图 。 

D—F, 分 别 用 133yg/ml, 67yg/ml, 67pg/ml 金黄 色 葡萄 球菌 V8 蛋白 酶 水 解 后 , ASA 
微 管 蛋白 和 碱 性 磷酸 酶 的 肽 图 。 

G—I, 分 别 用 133ng/ml、67pg/ml、67Ag/ml 麻 蛋 白 酶 水 解 后 , 白 蛋 白 \ 微 管 蛋白 和 碱 性 磷酸 
酶 的 肽 图 。 

J-L, 分 别 为 2.5hg 未 水 解 的 白 蛋 白 \ 微 管 蛋白 和 碱 性 磷酸 酶 。 

M—O, 分 别 用 最 大 量 的 木瓜 蛋白 酶 金黄 色 葡 萄 球菌 V8 和 蛋白酶 和 麻 蛋 白 酶 水 解 。 

图 2 “用 金黄 色 葡 萄 球菌 V8 蛋白 酶 水 解 P23 和 P23* 的 肽 
图 ; 水 解 是 在 电泳 时 进行 。 将 前 体 蛋 白 P23 从 SDS BREW 
下 ， 凝 胶 上 载 有 从 T4 鸣 菌 体 突变 种 感染 的 细胞 中 分 离 并 用 
[U-“C]- 亮 氨 酸 标记 的 包 膜 组 分 。 P23*# 蛋白 为 P23 加 工 过 
程 中 的 产物 ， 系 从 载 有 [U-"”Cc]- 亮 氨 酸 标记 的 喉 菌 KK BM 
SDS 凝 胶 上 切 下 。 将 凝 胶 染 色 以 便 观 察 蛋白 区 带 , 含有 P23 和 
P23* 的 凝 胶 切 片 加 于 第 二 个 SDS 凝 胶 〈1595 丙 燃 酰胺) 中， A 
时 加 入 金黄 色 葡萄 球菌 Vi 蛋白 酶 。 在 浓缩 过 程 中 进行 水 解 ( 见 

实验 方法 )。 用 奖 光 显影 法 检测 肽 。 
全 和 了 B 分 别 为 用 0.005Hg 酶 水 解 所 获得 的 P23、P23* 图 谱 。 
C 和 D 分 别 为 用 0.025ug 酶 水 解 所 获得 的 . P23、P23* 图 谱 。 
三 和 F 分 别 为 用 0.5ng 酶 水 解 产生 的 P23, P23* 图 谱 。 

(经 允许 从 参考 文献 [5 ] 中 复制 。) 



T4 头 部 蛋白 质 P23* 的 前 体 , 它 含有 一 个 额外 的 N 末 端 氨基 酸 序列 。 如 所 预期 的 那样 ， 
大 量 的 肽 是 共同 的 ,但 某 些 附加 序列 的 肽 则 不 相同 。 

实施 要 点 

G) 若 多 肽 在 柱 胶 上 分 离 ， 则 在 样品 加 于 板 胶 上 进行 肽 的 分 级 分 离 之 前 应 先 将 蛋白 
区 带 洗 脱 和 水 解 。 稍 加 染色 和 脱色 后 ,将 区 带 从 柱 胶 上 切割 下 来 , 用 电泳 法 洗 脱 ( 见 第 1 
章 )， 或 在 诸如 含 0.1% SDS 的 0.05mol/L 磷酸 缓冲 液 (pH7.5) th, 37°C 下 混合 保温 
过 夜行 扩散 洗 脱 。 用 离心 法 除去 凝 胶 碎片 多 肽 用 冰冻 的 TCA 保温 沉淀 ， 用 乙醇 -乙醚 
《1:1) 洗 2 次 后 ,再 以 0.5mg/ml 的 浓度 溶解 于 0.125mol/L Tris-HCl (pH6.8), 0.5%SDS, 

10% 甘油 和 0.001 % 溴 酚 蓝 组 成 的 溶液 中 。 样 品 在 100°C 加 热 2 分 钟 ， 冷 却 并 加 入 一 定 
量 的 蛋白 酶 ， 于 37°C 下 水 解 30 分 钟 。 然 后 加 入 SDS 和 2- 一 基 忆 醇 使 其 最 终 浓 度 分 别 
达到 2% 10%, 再 在 100°C 下 加 热 2 分 钟 终止 蛋白 质 的 水 解 , 取 20—3 0 (10—15pg) 
NF ARBRE PERKS AR So 

Gi) 溶液 中 已 纯化 的 蛋白 质 也 用 TCA 沉淀 , 以 除去 样品 中 的 缓冲 离子 或 能 干扰 随 
后 电泳 的 其 它 污染 物 。 然 后 按 上 述 〈i) 所 述 的 步 又 进行 水 解 。 

Gi) 对 于 非 放射 性 标记 的 蛋白 质 肽 图 而 言 ,起 始 区 带 中 每 一 多 肽 最 少 需要 lope, 以 
便 易于 用 考 马 斯 蓝 染 色 观 察 多 肽 。 用 这 一 数量 的 多 肽 可 以 观察 到 的 肽 数目 可 达 20 种 。 对 
于 放射 性 标记 的 蛋白 质 , 所 需要 的 多 肽 数量 通常 妥 少 得 多 ,并 且 只 受 蛋 白质 的 比 放射 性 及 ， 
所 应 用 的 检测 系统 的 灵敏 度 限 制 。 标记 蛋白 质 可 以 在 体内 或 体外 用 标记 氨基 酸 前 体 , 通 
常 为 [H]- 亮 氨 酸 或 [5S]- 甲 硫 氨 酸 的 方法 合成 ,并 用 荧光 显影 (第 1 章 ) 测 定 。 然 而 ,多 
肽 混合 物 也 可 以 在 电泳 前 或 从 起 始 的 凝 胶 切 片上 将 多 肽 洗 脱 后 2 汶 , 用 氯 胺 工 作 放 射 性 夏 
ric’, 又 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 后 , 蛋白 质 放射 性 磺 标 记 的 最 新 方法 甚至 不 需 将 蛋白 质 从 

上 时 

‘is aieaal 
2 : 

12.311 2 341.2,.3)1.9.3 
图 3 ”从 丹 磺 酰 化 的 蛋白 质 所 获得 的 肽 图 。 

a， 密 核 病 (densonucleosis) 病 毒 结构 蛋白 1.p49, 2.p59, 3.p69 用 金黄 色 和 葡萄 球 菌 V8 和 蛋白酶 

水 解 后 的 肽 图 。 
b， 用 木瓜 蛋白 酶 作 和 蛋白酶 对 上 述 三 种 病毒 蛋白 水 解 后 的 肽 图 。 
cfd 分 别 为 无 关 的 醛 缩 酶 和 卵 清 蛋白 的 肽 图 。 AA: 1. x- 麻 蛋白 酶 。 “. 金 黄色 葡萄 球 菌 

V8 蛋白 酶 ， 3. 木 瓜 蛋 白 酶 水 解 。 
三 种 病毒 蛋白 肽 图 明显 相似 ?表明 它们 具有 共同 序列 ;箭头 表明 在 蛋白 质 水 解 中 产生 的 具有 较 

高 分 子 量 的 额外 的 蛋白 区 带 。 两 种 无 关 的 蛋白 质 醛 缩 酶 和 卵 清 蛋 白 ? 产 生 的 肽 图 彼此 无 关 。 
(经 允许 从 参考 文献 [ 8 ] 复制 。) 
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凝 胶 上 洗 脱 下 来 %2。 体 外 标记 蛋白 质 的 各 种 详尽 方法 可 参阅 附录 I。 

第 二 种 用 来 提高 肽 检测 灵敏 度 的 方法 ， 是 将 多 肽 与 丹 磺 酰氯 反 应 ”“。 然后 可 以 象 通 

常 一 样 将 丹 磺 酰 化 的 多 肽 水 解 , 再 用 紫外 线 荧光 检测 肽 的 产物 。 据 认为 检测 灵敏 度 比 孝 
马 斯 蓝 染色 法 高 4 一 8 倍 。 图 3 展示 了 应 用 这 种 技术 进行 分 析 的 典型 结果 。 

Gv) 虽然 可 以 通过 调节 浓缩 的 时 间或 蛋白 酶 与 多 肽 的 比例 而 改变 水 解 的 程度 , 但 是 
一 种 便利 的 方法 是 保持 浓缩 时 间 恒 定 并 加 入 数 分 待 比较 的 多 肽 样品 ， 每 分 样品 中 多 肽 数 

量 恒定 但 蛋白 酶 的 用 量 不 同 ( 如 图 2)。 这 种 方法 使 研究 者 有 可 能 选择 最 适 的 酶 浓度 ， 它 
能 产生 分 子 量 范 围 宽 的 片段 , 但 起 初 的 蛋白 质 最 多 只 留 下 一 条 模糊 不 清 的 区 带 。 在 许多 

实例 中 ,蛋白酶 浓度 的 改变 达 10 倍 以 上 时 ,也 未 观察 到 肽 图 有 明显 的 变化 ,但 是 当 肽 图 发 
生 了 改变 ， 这 种 改变 在 蛋 折 水 解 类 型 方面 能 提供 更 多 的 信息 。 一 且 确 定 了 合适 的 蛋白 酶 
浓度 ,每 一 多 肽 可 用 一 系列 不 同 的 蛋白 酶 水 解 ( 如 图 1)。 

若 最 适 水 解 所 需要 的 蛋白 酶 浓度 高 于 考 马 斯 蓝 染 色 测 定 的 最 低 值 ， 那 么 凝 胶 染 色 后 
蛋白 酶 区 带 也 清晰 。 为 了 避免 混 诺 ,电泳 一 分 仅 含 蛋白 酶 的 样品 总 是 有 价值 的 (图 1)。 若 
采用 放射 性 多 肽 ,并 用 放射 自 显影 或 荧光 显影 检测 , 则 不 论 蛋白 酶 浓度 多 高 均 不 能 测 得 蛋 

FBS. 
(v) #2 FR Cleveland 最 初 的 方法 , 肽 的 分 离 胶 是 采用 均一 浓度 的 板 胶 。 实 际 上 , 若 采 用 

浓度 梯度 凝 胶 , 可 以 得 到 清晰 得 多 的 肽 区 带 (图 4)o 已 应 用 各 种 浓度 梯度 凝 胶 , 但 5—20% 
RK 10—25% 线性 梯度 丙烯 酰胺 似乎 是 适宜 的 ， 这 取决 于 原始 多 肽 及 水 解 后 的 片段 大 小 。 
梯度 板 胶 的 制备 见 第 工 章 。 

SO mame emote 一 -一 一 

ee pe: se 

图 4 WHRARRRBRARMKRAAME. A) 均一 的 丙烯 酰胺 凝 胶 SDA 
酰胺 ， 2.6622 MARI) RK Cb) 梯度 凝 胶 〈10 一 2092 丙烯 酰胺 ，592 双 丙 烯 酰胺 ) 分 离 PAD 的 

水 解 产 物 。 图 中 数字 为 P49 水 解 物 进 入 分 离 胶 后 以 小 时 计算 的 电泳 时 间 。 
(经 允许 从 参考 文献 [8 ] 复制 。) 

基本 技术 的 改进 

非 均一 性 掉 白 质 样品 的 肽 图 

Cleveland 等 2 用 来 比较 两 种 或 两 种 以 上 纯化 多 肽 的 基本 方法 适用 于 不 均一 性 蛋白 质 
混合 物 中 各 成 分 的 分 析 ,而 不 必 将 各 成 分 逐一 纯化 呈 。 混 合 物 中 的 蛋白 质 按 常 规 用 SDS- 

PAGE 作 第 一 向 分 离 , 然 后 将 含有 已 分 级 分 离 多 肽 的 整个 凝 胶 条 转移 至 第 二 向 板 胶 上 。 各 
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多 肽 在 凝 胶 中 进行 部 分 水 解 ,然后 在 与 第 一 向 凝 胶 呈 垂直 的 方向 进行 第 二 向 凝 胶 电 泳 ; 结 

果 每 一 多 肽 的 产物 呈 一 系列 斑点 ,分 布 于 未 水 解 的 多 肽 起 始 位 置 之 下 。 

蛋白 质 混合 物 的 第 一 向 分 离 用 SDS-PAGE， 板 胶 厚 1.5mm， 缓 冲 液 为 SDS KE 
续 缓 冲 系统 。 电泳 结束 后 ,将 含有 样品 组 分 已 分 离 的 凝 胶 条 切割 下 来 ， 室温 下 在 50ml 
0.125mol/L Tris-HCl(pH6.8), 0.1% SDS 组 成 的 缓冲 液 中 ， 平 衡 40 分 钟 并 缓慢 搅动 。 

第 二 向 板 胶 厚 1.8mm 《以 便 易 于 转移 凝 胶 条 作 第 二 向 电泳 )， 其 分 离 胶 浓度 为 均一 的 

15% 丙烯 酰胺 ,虽然 应 用 浓度 梯度 凝 胶 能 获得 更 好 的 结果 。 灌注 第 二 向 板 胶 的 浓缩 胶 不 

用 样品 梳 制 备 样 品 池 ; 而 是 用 一 层 水 覆盖 ,以 便 在 聚合 后 获得 一 平整 的 弯 月 面 。 

图 5 ， 非 均一 蛋白 质 样品 的 肽 图 。 人 红细胞 膜 (100ug 蛋白 质 ) 在 4 一 1395 线性 梯度 板 胶 上 电 
泳 ,然后 将 含有 样品 的 雍 胶 条 转移 到 均一 浓度 的 丙烯 酰胺 凝 胶 1596 丙烯 酰 腕 ) 上 ， 用 含有 lye 
SHEMGRA V8 蛋白 酶 的 样品 缓冲 液 覆盖 。 同 一 样品 Glug) 单 向 电泳 后 的 染色 电泳 图 谱 

展现 在 双向 凝 胶 的 上 部 。 
(经 允许 从 参考 文献 [9 ] 复制 。) 

临近 第 一 向 电泳 后 的 凝 胶 条 转移 之 前 ,在 烘箱 上 将 第 二 向 板 胶 预 热 至 50"C。 同时 制 

备 一 分 含 0.125mol/L Tris-HCl(pH6.8) 和 0.1%SDS AY 1% 琼脂 糖 溶液 ， 于 56°C 下 保 

持 熔 化 状态 。 当 凝 胶 条 充分 平衡 后 ,从 烘箱 取出 板 胶 , 倾 去 覆盖 的 水 层 , 浓缩 胶 的 上 部 迅 

速 用 少量 1% 琼脂 糖 热 液 体 冲 洗 。 再 加 入 1% 琼脂 糖 的 热 液体 , 将 第 一 向 凝 胶 条 放置 在 

板 胶 的 玻璃 板 之 间 , 迅 速 将 凝 胶 条 放 平 且 与 浓缩 胶 紧 密 相 接 。 若 欲 使 凝 胶 条 的 顶部 平整 ， 

需 加 入 更 多 的 琼脂 糖 。 待 琼脂 糖 凝 固 后 ,即将 凝 胶 放 置 在 电泳 仪 中 , 用 适宜 于 SDS- 不 连 

续 缓 冲 系统 的 电极 槽 缓冲 液 注 满 电 极 槽 。 然 后 将 选 定 的 蛋白 酶 溶解 在 ml 由 0.125mol/L 

Tris-HCl (pH6.8), 0.1%SDS, 10% 甘油 、0.001 多 省 酚 蓝 组 成 的 溶 小 中 并 加 到 琼脂 糖 

凝 胶 的 表面 上 上。 为 了 使 蛋白 酶 与 多 肽 共同 谊 缩 , 在 4 一 10mA 条 件 下 电泳 一 段 时 间 ; 然 后 

切断 电源 根据 需要 让 蛋白 质 水 解 一 段 时 间 。 早期 的 作者 采用 0.4 一 25wug 的 金黄 色 葡 区 

球菌 V8 蛋白 酶 ,浓缩 时 间 为 1.5 一 7 小 时 。 蛋 白质 水 解 后 ,在 25mA 电流 下 经 历数 小 时 

或 在 4mA 电流 下 过 夜 完成 电泳 。 凝 胶 按 前 述 方法 染色 和 脱色 。 

以 红细胞 膜 为 例 , 经 第 一 向 SDS-PAGE 后 可 观察 到 大 约 30 条 区 带 , 并 能 产生 约 20 
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种 不 同 的 肽 区 带 图 谱 人 《图 5)。 从 图 5 左上 方 延 伸 到 右 下 方 呈 对 角 线 的 斑点 是 由 样品 中 尚 

未 水 解 的 多 肽 形成 。 这 种 方法 的 优点 之 一 ， 是 能 使 研究 者 检测 出 以 前 未 曾 预料 到 的 多 肽 

之 间 存 在 的 相同 的 序列 ,这 是 由 于 这 一 肽 图 显示 出 相似 的 斑点 图 谱 ( 如 图 5 中 箭头 所 示 的 
二 条 区 带 )。 人 然而 必须 时 刻 记 住 的 是 , 应 用 这 些 方法 中 的 任 一 种 时 , 均 假 定 所 研究 的 多 肽 

区 带 为 单一 组 分 。 若 情况 不 是 这 样 而 是 在 所 利用 的 电泳 条 件 下 , 区 带 是 由 泳 动 率 刚 好 相 

一 致 的 不 均一 的 组 分 组 成 ,这 类 方法 产生 的 肽 区 带 图 谱 将 导致 错误 的 结论 。 

资料 的 解释 

Calvert 和 Gratzer"? 提出 了 一 种 用 Cleveland 肽 图 法 来 定量 表达 蛋白 质 相似 程 度 的 

方法 。 从 电泳 的 分 辩 率 考虑 ， 将 凝 胶 含 驮 区 带 图 谱 的 某 一 部 分 与 X 个 连续 的 相等 部 分 进 

行 比较 ,这 些 相等 的 凝 胶 可 能 含 肽 区 带 , 也 可 能 不 含 肽 区 带 。 在 比较 二 种 图 谱 类 型 时 ，m 

为 一 种 图 谱 中 的 某 一 区 带 , - 则 为 另 一 图 谱 中 的 区 带 , 它们 均 分 布 在 六 分 的 部 分 中 , Kit 

发 生 一 致 的 几率 (*) 以 下 式 表示 : 

mini(N —m)!(N — 2)! 

eg Ge 
因此 , 若 * 足够 大 ，P(z) 则 很 小 , 即 区 带 的 一 致 性 完全 不 可 能 是 由 于 区 带 的 偶然 巧合 所 
产生 的 ,所 以 蛋白 质 的 序列 确实 是 类 似 的 。 

例如 ,比较 二 种 收缩 蛋白 亚 基 , 经 木瓜 蛋白 酶 水 解 李 后 的 肽 区 带 图 谱 表明 : 
N= 140(7cm 凝 胶 上 最 大 的 区 带 数 ,分 辩 率 0.5mm) 

m = 23 

n = 20 

x= 11 《外 观 泳 动 率 相等 的 区 带 数 ) 
因此 ， 

Pw) =1 X 107, 

因此 , 不 存在 由 于 偶然 因素 而 造成 区 带 相 -一 致 的 可 能 性 。 确切 的 相关 性 通常 的 标准 
& Pls) < 001, 



第 7 章 免疫 电泳 
Richard D. Jurd 

引 Dil 

免疫 电泳 是 利用 电场 作用 下 带电 蛋白 质 在 凝 胶 中 具有 不 同 的 泳 动 率 ， 以 及 相同 的 蛋 

白质 具有 完整 的 抗原 性 的 特点 。 实 际 上 ,蛋白 质 (或 蛋白 质 混合 物 ) 是 在 琼脂 或 琼脂 糖 凝 

胶 中 电泳 。 在 凝 胶 中 刻 一 槽 ， 其 方向 与 电场 相 平行 ， 同 时 与 蛋白 质 泳 动 的 路 线 相 距 几 毫 

米 ( 图 1)。 电 泳 后 ,将 抗 电泳 蛋白 质 的 抗体 吸入 槽 内 。 抗 体 扩散 至 凝 胶 中 ， 并 与 电泳 蛋白 

质 形 成 不 溶性 抗体 /抗原 复合 物 。 人 们 能 借助 沉淀 弧 线 来 观察 这 类 复合 物 〈 图 22。 沉淀 

弧 线 具有 特殊 的 形状 \ 图 象 ,并 且 离开 加 入 抗原 的 部 位 和 (或 ) 槽 一 段 距离 。 

(a) 

@ i ) 
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(b) ; Oe aie 

if “4 — MEM 
BIO UP 要 和 电泳 后 的 抗原 
ER 

ES 

Al 免疫 电泳 的 原理 。 图 2 由 不 盗 性 抗原 -抗体 复合 物 形 

(2) 抗原 放置 在 凝 胶 上 的 小 孔 中 。 BORD Hk MAR 

(b) 抗原 在 电场 中 电泳 ; 抗 血清 放置 在 凝 胶 上 的 小 槽 内 ， 并 扩 
散 到 凝 胶 中 与 电泳 抗原 相遇 。 

这 类 技术 可 用 于 : 

G) 检查 蛋白 质 制 剂 的 纯度 ; 

Gi) 分 析 蛋 白质 混 合 物 的 组 分 ; 

Gi) 研究 抗 血 清 制剂 中 是 否 具 有 抗 某 种 已 知 抗原 的 抗体 ; 
Gv) 检验 两 种 抗原 是 否 相同 。 

免疫 电泳 特别 适用 于 检定 血清 蛋白 质 的 特性 ,此 外 还 有 其 它 多 种 用 途 。 Roitt WH 

疫 学 观点 阐明 了 免疫 电泳 的 有 关 理 论 概念 ; Weir 对 这 一 领域 作 了 更 为 充分 的 探讨 ”。 

对 免疫 电泳 的 基本 技术 已 进行 了 改进 ,并 逐步 发 展 成 能 进行 定量 的 方法 。 这 种 技术 ， 

其 中 包括 火箭 免疫 电泳 和 双向 (交叉 ) 免 疫 电泳 ,简要 概述 如 下 。 

*。158。 

Se ee eee 

‘ 

——— 

Le ee 



抗原 和 抗体 的 制备 

抗原 

抗原 是 能 引起 一 种 免疫 反应 的 任 一 物质 。 通常 的 抗原 是 外 来 的 组 织 移植 物 、 病 原 性 
微生物 和 诸如 脂 多 糖 和 蛋白 质 之 类 的 大 分 子 。 若 将 蛋白 质 注射 到 肴 椎 动物 体内 , 为 了 能 

产生 抗 这 种 蛋白 质 的 抗体 , 动物 必须 能 识别 这 种 非 自 身 " 所 有 的 蛋白 质 。 糊 椎 动物 特有 
的 免疫 应 答 高 度 的 特异 性 意味 着 ， 免 或 鼠 能 识别 诸如 牛 血 清白 蛋白 之 类 的 蛋白 质 为 非 自 

身 的 蛋白 质 ， 并 诱发 抗体 的 合成 。 相 似 蛋 白质 上 的 相似 抗原 决定 得 可 能 意味 着 一 种 蛋白 
质 可 能 与 另 一 种 蛋白 质 产生 “交叉 反应 "。 这 种 交叉 反应 性 常常 能 用 干扰 交叉 反应 的 蛋白 
质 吸收 "抗体 制剂 的 方法 消除 。 

抗体 的 产生 

抗体 通常 用 新 西 兰 或 荷兰 免 来 制备 ， 当 需要 较 大 量 体 积 的 血清 时 ， 常 使 用 绵羊 和 山 
羊 。 

用 作 和 免疫 原 的 抗原 应 尽 可 能 纯 ， 因 为 制备 纯 抗 原 通 常 比 从 一 个 抗 血 清 制剂 中 除去 不 
需要 的 交叉 反应 更 容易 。 免 疫 程序 变化 很 大 ,对 于 某 一 具体 的 抗原 ,理想 的 免疫 程序 需 通 
过 实验 发 现 。 作 者 发 现下 列 程序 通常 是 可 靠 的 。 

免疫 当天 ”体重 3kg 的 家 免 注 射 lml 含 0.1 一 5.0mg 抗原 蛋白 的 溶液 ， 该 溶液 
由 0.14mol/L NaCl 和 pH 7.3, 0.02 mol/ 工 磷酸 钠 缓冲 液 组 成 (磷酸 缓冲 的 盐 溶 液 ), 注 
射 前 与 lml 完全 弗 氏 佐 剂 乳化 成 总 体积 为 2ml 的 乳 状 液 。 为 了 使 蛋白 质 溶液 与 完全 弗 
氏 佐 剂 充分 乳化 ,将 全 部 组 分 抽 进 一 支 装 有 19 号 针头 的 2ml 玻璃 皮下 注射 器 中 , 再 从 中 
推出 直至 形成 一 种 粘 稠 的 白色 乳 状 液 为 止 。 将 一 滴 乳 状 液 滴 人 冰 水 中 以 检查 乳 状 液 的 稳 
定性 ， 第 二 滴 和 第 三 滴 应 当 漂 泽 在 水 面 上 而 不 弥散 。 乳 状 液 在 免 的 上 肢 和 后 肢 作 皮下 注 
射 ， 每 一 部 位 为 0.5ml (图 3)。 妥 当 的 方法 是 同时 对 两 只 免 进 行 免疫 ， 或 者 在 一 只 免 锡 

图 3 在 免 前 胶 的 上 部 进行 注射 的 方法 。 将 免 放 在 毛巾 上 以 左手 固定 。 
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疫 一 周 后 再 免疫 另 一 只 免 。 
数量 较 少 的 高 纯度 抗原 ( 低 至 50ug 蛋白 质 ) 可 以 用 来 产生 单一 特异 性 抗体 。 数 量 甚 

至 更 少 的 抗原 可 以 分 散在 免疫 吸附 剂 微 晶 纤 维 素 上 ; 已 经 成 功 地 利用 leg HEAR™, 
也 可 以 应 用 在 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 分 离 的 蛋白 质 ,这 时 聚 丙烯 酰胺 起 着 辅助 佐 剂 的 作用 。 用 
等 渗 盐 水 将 含 蛋白 质 的 凝 胶 匀 浆 ;, 然 后 在 注射 前 用 完全 弗 氏 佐 剂 马 化 。 

免疫 后 第 28 天 ”第 2 次 追加 注射 蛋白 质 抗原 的 方法 ; 除 以 不 完全 弗 氏 佐 剂 代替 完 
全 弗 氏 估 剂 外 ， 其 它 与 免疫 当天 相同 ， 注 射 在 肩 肥 骨 之 间 和 娘 骨 之 上 悍 部 之 间 的 皮下 部 
位 ;每 一 部 位 注射 1ml。 

追加 注射 时 也 可 以 注射 “ 铝 沉 淀 ”(alum-precipitated) 的 蛋白 质 抗原 。 含 量 达 2mg/ml 
蛋白 质 的 蛋白 质 溶液 ,与 1/2 体积 1mol/L NaHCO, 混合 ,随后 加 入 1 体积 0.2mol/L Fi 
酸 铝 钾 溶 液 。 蛋 白质 即 吸附 在 生成 的 氢 氧 化 铝 沉 演 上。 缓慢 搅 拌 混合 物 并 放置 30 DFh 
300 X g 离 心 15 分 钟 使 沉淀 成 团 , 用 磷酸 缓冲 的 生理 盐水 洗涤 三 次 。 沉 尝 悬 浮 于 2ml 磷 
酸 缓冲 的 生理 盐水 中 ,于 臀部 和 户 部 肌 内 行 肌肉 注射 ,每 点 0.5ml。 
免疫 后 第 35 天 将 免 放 在 台 上 ,用 一 块 大 布 包 住 , 仅 让 一 只 耳 采 和 头顶 露出 。 轻 

轻 揉搓 耳 采 ， 乔 去 耳 廓 背部 边沿 上 的 软 毛 。 在 边沿 耳 静脉 上 纵向 切 一 长 约 0.2cm HW 
口 。 从 切口 滴 出 的 静脉 血 收 集 在 一 只 100ml 玻璃 烧杯 内 〈 图 4)。 用 这 种 方法 大 约 可 收 

集 25ml 血液 。 在 一 间 安 静 而 温暖 的 室内 , 用 手 拍 免 使 其 安静 并 在 兔 耳 上 方 约 20cma 处 用 
一 只 台灯 将 兔 耳 加 温 , 可 以 增加 血 流 流 速 。 若 血 流 停顿 ,可 以 用 一 块 柔软 的 纱布 轻 轻 擦拭 

图 4 从 免 耳 廓 边沿 静脉 放血 。 用 布 或 毛巾 将 免 包 住 。 用 右手 将 兔 耳 固定 在 小 烧杯 的 上 部 。 

切口 ,使 血 流 恢复 。 结 束 时 ,用 一 团 棉花 紧 压 伤口 30 秒 即 可 止血 。 

免疫 后 第 42 天 SRI 天 一 样 , 可 再 次 取 血 25mlo 
若 需 用 更 多 的 抗 血清 ,可 按 免疫 后 第 28 天 应 用 的 方法 ,再 次 对 免 行 抗原 注射 ,并 在 注 

射 后 第 7 天 和 第 14 天 放血 。 
轻 轻 搅动 血块 以 防止 血块 粘着 在 烧杯 壁 上 ; 然后 在 约 2 汉 冰箱 中 放置 过 夜 。 次 日 从 

略 有 煞 缩 的 血块 中 吸出 淡 黄色 的 血清 ,并 以 1,500xXg 离心 15 分 钟 。 上 清 液 分 成 1ml 一 

分 ; 贮 于 一 10"5 
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抗 血清 商品 

可 选用 许多 常用 抗原 高 滴 度 及 高 特异 性 的 抗 血清 商品 制剂 。 下 列 公 司 的 编目 表 值 得 

查阅 ,尽管 所 列举 的 公司 可 能 有 遗漏 : 
Gibco Biocult Ltd. 

Miles Laboratories Ltd. 

Nordic Immunological Laboratories Ltd. 

Wellcome Reagents Ltd. | 

抗体 活性 分 析 

用 简单 的 免疫 扩散 即 能 检查 抗体 活性 。 用 2 号 打 孔 器 《直径 约 0.5cm) 或 Pasteur 

吸管 粗 的 一 端 , 在 装 于 培养 四 的 1% 琼脂 凝 胶 ( 含 0.02 多 BAA) 上 ， 按 图 5 所 示 的 图 型 

打出 一 系列 样品 小 孔 。 凝 胶 应 厚 约 0.2cm。 将 系统 稀释 〈1:1;1:2,1:4;1:8 等 ) 的 抗 血 清 

置 于 外 周一 系列 的 小 孔 中 。 浓 度 为 lmg/ ml 的 抗原 置 于 中 央 小 孔 。 将 板 盖 住 , 在 潮湿 环 

境 下 放置 48 小 时 。 在 抗原 和 抗体 小 孔 之 间 出 现 白 色 沉 淀 线 时 , 表明 血清 中 有 抗体 活性 。 
以 48 小 时 后 显示 可 见 沉淀 线 的 抗 血 清 最 大 稀 度 定 为 抗 血 清 的 BE" 

(a) (b). 

抗 血 清 : 外 围 孔 
s+: 抗原 mgjml 中 心 陛 、 

图 5 免疫 扩散 板 。 
(2) 刻 在 琼脂 凝 胶 上 的 小 孔 格式 及 抗 血清 的 稀释 度 。 
©) 免疫 扩散 板 。 PHFLARRAMBSA (Limulus haemocyanin)， 浓 度 为 Img/ml。 四 周 小 孔 内 含 

壹 血 蓝 蛋白 的 抗 血清 。 其 稀释 度 从 上 部 开始 按 顺 时 针 方向 分 别 为 1:1?1:4;1:16;?1:64;1:2561:1024。 

IgG 抗体 的 纯化 
免疫 电泳 研究 中 最 有 用 的 抗体 是 免疫 球 蛋 白 中 的 各 种 IgG。 从 兔 血清 中 制备 IgG 部 

分 通常 是 有 益 的 ， 因 为 抗 血清 中 IgM 抗体 的 存在 ， 在 免疫 电泳 的 凝 胶 中 能 产生 第 二 条 
(IgM- 抗 原 复合 物 ) 沉 淀 线 , 使 沉淀 图 型 的 分 析 更 困难 。 

血清 (100ml) 与 60ml & 0.02mol/L Tris-HCl,l1mmol/L EDTA (pH 8.0) 的 饱和 

硫酸 铵 溶液 混合 ， 室 温 下 放置 30 分 钟 ， 在 4,000Xg 条 件 下 离心 45 DS, TERA 于 
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40ml 同一 缓冲 液 中 。 再 用 硫酸 铵 沉淀 (用 24ml 盐 溶液 ), 直 至 沉淀 变 成 白色 。 最 后 将 沉 

淀 溶 于 20 ml 0.005mol/L 磷酸 钠 (pH 8.0) 中 ,溶液 对 该 缓冲 液 透 析 。 

IgG 粗 制 品 溶液 用 DEAE- 纤 维 素 离子 交换 柱 层 析 进 一 步 纯化 。 所 用 的 Whatman 
DEAE- 纤 维 素 (DE52) (W. 和 R. Balston Ltd) 与 蛋白 质 溶液 的 比例 为 3g/ml， 并 加 

和 0.5mol/L NaH,PO, 直至 溶液 达 pH8.0 ,溶液 用 0.005mol/L 磷酸 钠 组 冲 液 (pH 8.0) 

稀释 ,每 5ml 缓冲 液 约 需 1 克 温 纤维 素 。 搅 拌 匀 浆 并 令 其 沉积 30 分 钟 ， 以 便 形 成 10cm 

高 的 柱 床 。 弃 去 上 层 清 液 , 再 加 入 1/2 体积 的 0.005mol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 (pH 8.0) 并 

充分 搅拌 。 匀 浆 灌注 和 一 短 而 粗 并 有 一 个 放 液 口 的 柱 中 (直径 约 为 高 度 的 115)， 将 0.005 

mol/L 磷酸 钠 (pH8.0) 和 泵 人 柱 中 ,流量 为 60ml/ 时 /cm 柱 内 截面 积 。 一 般 洗 一 只 15cm 

xX 3cm 的 柱子 应 当 用 SL 缓冲 液 。 

将 透析 过 的 蛋白 质 制 剂 加 于 柱 的 顶端 。 装 在 梯度 混合 器 的 混合 室 中 的 起 始 缓 神 液 

(0.005mol/L 磷酸 钠 ，pH8.0) 以 60ml/ 时 的 流量 泵 入 ， 并 监测 洗 脱 样品 中 的 蛋白 含量 。 
SRA 0.25mol/L 磷酸 钠 (pH 8.0)， 它 随后 逐渐 加 到 盛 在 梯度 混合 器 混合 室 中 

的 起 始 缓冲 液 内 ,以 形成 离子 强度 梯度 〈 其 形态 应 为 凸 形 梯度 )。 洗 脱 下 的 第 二 个 蛋白 峰 

含有 IgG。 洗 脱 液 可 用 超 滤 , 例 如 ,用 装 有 PM 10 滤 膜 的 Amicon 装置 浓缩 。 

IgG 进一步 用 Sephadex G-200 (Pharmacia Ltd) BERETS. 约 20g (FH) 

Sephadex G-200 在 0.14mol/L NaCl, 0.02mol/L 磷酸 钠 (pH7.3) ARHWBRRA, FH 

水 浴 加 热 约 6 小 时 令 其 膨胀 。 待 膨胀 凝 胶 冷 却 , 即 在 与 真空 泵 相连 接 的 Buchner 滤 瓶 中 

搅拌 下 脱 气 5 分 钟 ; 这 一 操作 除去 了 能 使 蛋白 质 区 带 洗 脱 异 常 的 气泡 。 RRB 

棒 灌 注 人 处 于 垂直 状态 的 层 析 柱 (00cm x 2.6cm) Ho 全 部 凝 胶 匀 浆 必 须 一 次 注入 柱 

Ao FARE BRHA, 让 凝 胶 在 数 小 时 内 帝 积 。 用 3 倍 体积 磷酸 缓冲 的 生理 盐水 流 过 

层 析 柱 使 柱 填充 。 应 当 用 蠕动 泵 将 流量 维持 在 15 一 25ml/ 时 。 将 7.5ml IgG 制剂 (浓度 

约 2mg/ml) 加 于 柱 上 ,然后 将 流量 调节 至 15 一 25ml/ 时 , 用 分 部 收集 器 收集 洗 脱 液 ， 每 

DRA 3ml。 分 析 样 品 中 蛋白 质 的 浓度 , 洗 脱 的 第 2 峰 内 含 IgG。 

不 需要 的 抗体 活性 的 去 除 

用 与 抗原 有 关 的 蛋白 质 在 含有 抗 血 清 或 IgG 制剂 的 琼脂 糖 凝 胶 上 进行 免疫 扩散 ， 能 

显示 出 由 于 享有 共同 的 抗原 决定 得 而 产生 的 不 需要 的 交叉 反应 。 例如 ， 由 于 蛋白 质 X, 

蛋白 质 Y 和 2 都 具有 共同 的 抗原 决定 往 , 因 此 ,和 蛋白质 和 的 抗 血 清 能 与 蛋白 质 Y 和 2 发 生 

交叉 反应 。 吸 附 作用 能 除去 这 类 交叉 反应 。 以 上 述 蛋 白 为 例 , 抗 X 的 抗体 能 够 与 蛋白 质 

Y 和 Z 混 合 (准确 数量 由 实验 确定 ), 于 4 % 下 存放 过 夜 。 次 晨 将 混合 物 在 5000Xg FR 

心 30 分 钟 ,以 除去 抗原 -抗体 复合 物 。 可 以 用 免疫 扩散 检查 上 清 波 中 是 否 仍然 存留 有 抗 Y 

或 抗 Z 的 抗体 活性 。 为 了 完全 去 除 不 需要 的 抗体 活性 , RAN YNZ 蛋白 的 最 低 值 可 

以 通过 实验 来 确定 。 

简易 免疫 电泳 

仪器 

电泳 槽 (图 6) 
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电源 组 

伏特 计 

小 孔 打 孔 器 一 一 Pasteur 吸管 或 打 孔 器 商品 ( 见 下文 ) 

切 开 凝 胶 用 的 工具 刀片 和 直 尺 或 市 售 装置 ( 见 下 文 ) 

打 和 孔 及 切 成 纵 条 用 的 模板 
显微镜 载 玻 片 〈7.5cm X 2.5cm) 

配备 有 酒精 水 准 器 的 水 平台 

TG TA 
微量 注射 器 (Hamilton Bonaduz AG) 

组 织 染 色 缸 和 载 片 台 

磁力 搅拌 器 及 有 关 部 件 

试剂 

纯 琼 脂 或 其 它 琼脂 糖 。 

BZ keh 

按 下 列 配 方 制备 1L BMPR (pH8.2): 

5,5 -二 乙 基 巴 比 受 酸 钠 盐 : 12g AF 800ml 水 中 

5,5 -二 乙 基 巴 比 妥 酸 : 4.4g WF 150ml 水 中 5.5 -二 乙 基 巴 比 妥 酸 需 加 热 至 

95°C 使 其 溶解 

将 二 溶液 混合 ,用 Smol/L NaOH 调节 pH 至 8.2, 加 入 0.15g Fim (thiom- 

ersal) 后 ,将 体积 调 至 1L。 注 意 这 种 缓冲 液 有 毒 ! 

磷酸 缓冲 的 生理 盐水 溶液 (pH 7.3) 

染色 液 
eR BA MW R-250 0.1g 

5 Jo (RFR / RRR ABER KY IK = :100ml 
* | 

偶 氮 胭脂 红 (azocarmine) lg 

Imol/L BER 450ml 

0.lmol/L Bam 450ml 

甘油 100ml 

脱色 液 

5 多 (体积 /体积 ) 酷 酸 水 溶液 

图 6 ARKH RRA. 
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方法 

琼脂 或 琼脂 糖 均 能 用 于 免疫 电泳 ,二 者 都 能 应 用 于 这 一 方法 中 。 然 而 ;琼脂 糖 价 格 较 

贵 ,其 结果 并 不 优 于 价格 较 低 廉 的 了 琼脂。 将 2g 左右 的 琼脂 与 98ml BBA 

在 沸水 洽 中 加 热 。 

用 乙醇 将 载 玻 片 洗 净 并 用 玻璃 刀 标 出 阳极 及 所 用 的 抗原 和 抗体 ， 将 载 玻 片 置 于 水 平 

人 台 或 其 它 的 水 平面 上 。 

所 有 载 玻 片 都 预先 用 熔化 的 琼脂 在 其 表面 涂 一 层 膜 , 载 片 恰好 为 琼脂 覆盖 。 待 琼 脂 

凝固 并 干燥 。 这 一 步骤 使 琼脂 具有 粘 附 玻 片 的 作用 ,从 而 防止 在 洗涤 时 琼脂 凝 胶 漂 离 。 

然后 将 3.5ml 熔化 的 琼脂 轻 轻 吸 到 预先 已 涂 布 琼 脂 的 载 玻 片上 ， 静 置 ， 直 至 琼脂 冷 

AURA. RA 7 所 示 , 用 一 支 Pasteur 吸管 的 尖端 在 琼脂 上 打 和 孔 ; 将 孔 内 的 琼脂 吸出 。 根 

据 蛋 白质 抗原 的 性 质 , 小 孔 可 位 于 中 央 或 周围 。 电 泳 血清 的 蛋白 质 时 ,小 孔 通常 位 于 载 玻 

片上 邻近 阴极 端的 部 位 。 用 解剖 刀 或 单 刃 刮 刀 刻 一 槽 , 在 电泳 完成 后 才 将 槽 中 琼脂 条 除 

去 。 已 有 成 套 的 专门 用 来 开 槽 和 打 孔 的 模具 商品 , 以 满足 经 常 应 用 这 一 方法 的 工作 者 的 

需要 。 其 详细 内 容 见 下 文 。 

用 50ul-Hamilton 精密 注射 器 取 2ul 蛋白 

过 ” ， 质 - 巴 比 妥 缓 冲 液 样品 (浓度 为 Img/ml) 加 于 小 
2 孔 〈 样 品 池 ) 中 。 将 载 玻 片 横 放 在 电泳 槽 的 桥 上 

〈 图 6)， 用 巴 比 妥 缓冲 液 将 装 有 电极 的 贮 沪 槽 注 

o Ho FAAMKE DR SBRA SRN BAA 

7 湿 , BHECORIURBCOY ACS MELE O.Scm ERR 
RS AS ES Hie UF EA ASE TH BK 

图 7 在 免疫 电泳 载 玻 片 上 切 胶 的 方式 。 块 载 玻 片 。 

盖 住 电泳 槽 ,电极 与 能 提供 恒定 直流 电流 的 电源 相连 接 。 每 一 块 载 玻 片 供 10mA 左 

右 电流 ,其 电压 约 6V/cms 最 适 电泳 时 间 由 实验 确定 。 然 而 ,对 于 血清 蛋白 而 言 , CRM 

由 于 省 酚 蓝 能 与 快速 移动 的 白 蛋白 组 分 相 结 合 而 能 监测 这 种 蛋白 质 的 移动 状况 ;因此 ,加 

人 极 少量 的 1 多 溴 酚 蓝 即 可 以 作为 有 效 的 标志 物 。 电 泳 时 间 常 为 20 一 80 分 钟 

电泳 后 ,从 电泳 槽 中 取出 载 玻 片 , 挖 出 槽 中 的 琼脂 ,将 约 0.1ml 抗 血清 《或 含 IgG 的 ， 

抗体 制剂 ) 注 入 槽 中 。 然 后 在 旭 润 的 环境 中 室温 下 放置 48 小 时 “ 展 谱 ”, 随后 观察 沉淀 弧 

线 。 

永久 性 免疫 电泳 板 很 容易 制 成 。 反复 用 1 升 磷 酸 盐 缓冲 的 生理 盐水 搅拌 洗涤 2 小 

时 ,然后 用 蒸馏 水 洗 2 次 可 将 载 玻 片 上 未 沉淀 的 蛋白 质 除去 。 凝 胶 在 37°C 温 箱 中 干燥 过 

夜 。 干 燥 后 ,用 胺 黑 将 弧 线 染 成 蓝 黑 色 或 用 考 马 斯 蓝 R-250 染 成 品 蓝 色 。 染 色 的 凝 胶 板 

在 染料 液 中 放置 10 分 钟 , 然 后 在 5 多 醋酸 溶液 中 反复 浸 洗 以 除去 游离 的 染料 。 此 外 ,用 偶 

氮 胭 脂 红 可 以 将 驱 线 染 成 深 红 色 钾 。 除 染 色 应 当 为 3 小 时 以 及 每 次 栈 酸 浸 洗 应 为 1 小 时 

外 ， 其 它 操作 步骤 与 胺 黑 染 色 步 骤 相 同 。 用 偶 氮 胭脂 红 染 色 并 经 干燥 的 载 玻 片 在 照片 放 

大 器 可 以 直接 作为 “负片 "拍照 (图 8)。 

有 许多 商品 性 的 免疫 电泳 药 箱 及 其 附件 。 本 文 对 Gelman Hawkesley 和 Shandon 
Southern AY BRE RR. Millipore Ltd 制作 了 极 灵 巧 \ 小 规格 的 “Immunoagaroslide” 免 
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图 8 载 玻 片 直 接 放 在 照片 放大 器 的 底片 架 上 摄制 的 载 玻 片 免疫 电 泳 图 。 图 中 为 已 进行 电泳 的 非 
洲 爪 蛙 血 清 与 锡 抗 爪 蛙 血 清 抗 体 的 反应 。 阳 极 在 右 侧 。 

疫 电 泳 系统 , 系 将 预先 切 好 的 琼脂 糖 凝 胶 固着 在 酷 酸 纤维 素 纸板 上 并 包 在 锡 稍 袋 中 。 在 一 
种 专门 设计 的 电泳 槽 中 能 同时 在 二 块 “Immunoagaroslides” 板 上 分 析 8 种 抗原 样品 (图 
9)。 

图 9 Millipore“Immunoagaroslide” 系统 的 载 玻 片 。 平 行 电泳 四 种 抗原 制剂 : 从 上 至 下 : 非洲 

爪 蛙 胆 着 ; 爪 蛙 内 脏 ; 爪 蛙 血 清 ; 爪 蛙 胆 眷 。 三 条 平行 槽 中 的 抗体 均 为 免 抗 爪 蛙 血 清 制剂 。 

除 蛋 白质 染色 法 外 ,其 它 检测 方法 包括 〈a) 放射 免疫 电泳 〈 一 种 用 放射 性 碘 标 记 蛋 
白质 的 自 显影 技术 ) 和 (b) MEHR. 

放射 免疫 电泳 

利用 这 种 改进 的 基本 免疫 电泳 系统 可 以 检测 少量 抗原 ， 这 对 于 鉴别 蛋白 质 中 的 微量 
组 分 特别 有 用 。 方法 中 涉及 蛋白 质 混合 物 的 放射 性 碘 化 作 用 , 然后 用 放射 自 显影 技术 检 
测 免疫 沉淀 ， 它 远 比 上 述 简单 的 染色 法 灵敏 。 放 射 免疫 电泳 的 一 个 范例 是 在 个 体 发 生 过 
程 中 对 新 蛋白 质 ( 如 成 人 血红 和 蛋白) 出现 的 研究 。 按 下 文 述 及 的 方法 将 胎儿 血红 蛋白 制剂 
矶 化 。 碘 化 后 的 蛋白 质 与 不 含 放射 性 的 成 年 人 血红 蛋白 及 作为 载体 的 胎儿 血红 蛋白 混 
合 ,将 制剂 电泳 。 电 泳 后 的 蛋白 质 与 抗 成 年 人 的 和 抗 胎儿 的 血红 蛋白 抗 血 清 反 应 ,并 对 干 
燥 \ 染 色 后 的 载 玻 片 进行 放射 自 显影 。 若 观察 到 成 年 人 血红 蛋白 沉淀 驱 线 上 有 银 颗 粒 , 则 
表明 胎儿 血 中 存在 着 成 年 人 血红 蛋白 。 这 一 技术 比 仅仅 观察 弧 线 的 方法 更 灵敏 。 技 术 的 
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另 一 实例 可 参见 Jurd 等 的 资料 ”。 

FA Hunter 和 Greenwood MARTE LD 55 将 蛋白 质 ( 约 0.1mg) Bt MLSs 

白质 通过 一 支 预先 以 不 含 放射 性 的 〈 冷 的 ”) 待 研究 蛋白 质 饱 和 的 Sephadex G-25 柱 

(20cm X 2.2cm), DARE “I Ayr 放射 计数 器 测量 洗 脱 样品 中 的 放射 性 。 收集 

放射 性 蛋白 质 样 品 并 超 滤 浓 缩 。 若 样品 中 放射 性 碘 标 记 的 蛋白 质数 量 很 少 ， 建 议 将 它们 

与 不 含 放射 性 的 载体 蛋白 质 相 混合 。 将 制剂 电泳 并 与 抗体 反应 。 

经 和 干燥、 染色 的 免疫 电泳 板 送 人 45°C ASE 7k RRA Ilford K5 核 乳 液 中 ， 以 便 涂 

上 核 乳液 。 用 _ Kodak D196 显影 剂 显影 及 固定 前 , 将 载 玻 片 干燥 并 在 4%C 下 于 暗盒 中 放 

置 10 天 。 显微镜 下 用 10 倍 目镜 和 10 倍 、40 倍 或 100 倍 物镜 在 油膜 下 观察 载 玻 片 〈 图 
10)。 

(a) 2 

(b) | 

图 10 放射 免疫 电泳 。(a) ‘Vl 标记 蛋白 质 的 放射 自 显影 , 其 沉淀 线 上 显现 有 银 颗粒 。 蛋白 质 为 
“71 BRIGHOUSE TEMA IgM, (b) 以 成 年 非洲 爪 蛙 的 白 蛋白 作为 载体 与 免 抗 乓 尾 血 清 的 搞 

体 反 应 其 沉淀 驱 线 上 无 银 颗 粒 的 放射 自 显影 。( 放 大 20 倍 ? 详 细 内 容 参 见 参考 文献 [7])。 

酶 检测 法 

酶 活性 是 检测 某 些 少量 抗原 的 另 一 灵敏 方法 。 某 些 酶 抗原 ， 甚 至 在 免疫 电泳 板 上 与 

抗体 形成 复合 物 时 ,也 能 与 其 基质 反应 。 在 适当 的 指示 剂 存 在 的 条 件 下 , 将 沉淀 线 染 色 ， 

可 以 使 弧 线 更 清晰 。 例 如 ， RRM GERM 2-( 对 - 碘 葵 基 )-3(〈 对 - 硝 葵 基 )-5- 茶 基 四 
WA (48) 氧化 物 [2-(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-Phenyl tetrazolium chloride] (#878 

A RET, 黄 味 叭 脱氧 酶 与 抗 黄 嘎 叭 脱 氢 酶 的 沉淀 线 染 成 粉红 色 。 其 它 适 用 的 活性 染 

BI ZS ULAR BP Se I, 
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免疫 电泳 法 的 其 它 改进 

对 流 电 泳 bis. 
本 法 系 利 用 在 pH 8.2 电泳 时 ,7Y- 球 蛋白 ( 它 包 含 大 多 数 抗体 ) 朝 阴极 移动 ,而 大 多 数 

其 它 蛋 白质 朝阳 极 移动 这 一 事实 。 因 此 ,抗体 及 抗原 彼此 相向 移动 ， 形 成 抗体 -抗原 复合 
物 沉淀 线 。 由 于 电场 加 速 蛋 白质 的 移动 ,因此 ;这 一 技术 比 直接 免疫 扩散 法 能 更 快 地 获得 

结果 。 
琼脂 凝 胶 板 的 制备 与 免疫 电泳 法 相同 ,样品 孔 的 位 置 见 图 11 。 将 抗体 、 抗 原 分 别 置 

于 靠近 阳极 和 阴极 的 小 孔 中 。 电 泳 蛋白 质 并 

在 15 分 钟 内 检查 ; 若 已 形成 抗体 -抗原 复合 
物 , 应 能 观察 到 沉淀 线 或 弧 线 。 

“火箭 ”免疫 电泳 

本 法 是 免疫 电泳 的 改进 ， 以 便 对 抗原 浓 A 
度 进行 定量 。 在 含有 抗体 的 琼脂 中 , 大 多 数 蛋 白质 抗原 在 电场 作用 下 移 向 阳极 。 抗 体 
蛋白 质 则 向 阴极 移动 《与 对 流 电 泳 类 似 )。 当 抗体 与 抗原 相遇 时 ， 它 们 将 形成 抗体 -抗原 
复合 物 。 抗 体 或 抗原 过 量 时 ,这 类 复合 物 溶解 ， 但 接近 等 价 点 (equivalence point) Ht, 形 
成 的 复合 物 沉淀 具有 “火箭 ”形状 。 若 有 更 多 的 抗原 到 达 火 箭 , 沉 淀 即 再 溶解 ,并 进一步 向 
阳极 移动 。 最 后 , 当 不 再 有 更 多 的 抗原 来 维持 迁移 时 ,火箭 即 变 为 固定 不 变 。 火 箭 下 部 的 
凝 胶 区 与 抗原 浓度 成 正比 。 应 用 从 免 抗 血清 中 制备 的 单一 特异 性 节 G， 可 以 避免 火箭 上 
出 现 多 条 沉淀 线 。 

将 琼脂 (2 多 ) 巴 比 妥 缓冲 溶液 (pH 8.2) BE, 冷 至 56*。 在 试管 中 用 磷酸 盐 缓冲 
的 生理 盐水 将 抗 血 清 稀释 5 倍 并 加 温 至 569C。 取 2ml 热 琼 脂 与 lml 稀释 的 抗 血 清 混 
合 物 注 和 人 已 预先 涂 布 过 的 显微镜 载 玻 片上 ( 见 免疫 电泳 一 节 ), 保 持 玻 片 水平 并 使 其 凝结 。 
在 玻 片 一 端 打 二 个 小 孔 〈 图 12)， 加 入 已 知 稀释 度 的 蛋白 抗原 。 必要 时 可 以 采用 大 载 玻 
片 , 以 便 有 较 多 的 桩 品 孔 同 时 电泳 数量 较 多 的 蛋白 质 样品 。 电泳 蛋白 质 90 一 150 分 钟 左 
右 (每 张 玻 片 约 7.5mA，5 一 10V/cm)。 按 前 述 方法 对 玻 片 去 蛋白 质 ,染色 并 干燥 。 

下 一 步 系 测量 火箭 弧 。 若 继续 电泳 直至 火箭 停止 移动 , 火箭 的 高 度 即 与 蛋白 质 抗 原 
浓度 成 正比 (图 13)s 火箭 峰 高 应 在 1 一 5cm 之 间 。 凝 胶 中 抗体 浓度 应 予 调整 以 满足 这 一 
需要 。 画 出 标准 曲线 (图 14), 从 标准 曲线 上 可 测定 未 知 抗 原 的 浓度 。 注意 ， 这 类 标准 曲 
线 不 通过 原点 。 

双向 免疫 电泳 (交叉 免疫 电泳 ) 

用 双 阿 免疫 电泳 技术 可 以 将 火箭 免疫 电泳 加 以 改进 ; 这 一 方法 对 蛋白 质 混 合 物 的 定 

量 以 及 蛋白 质 混 合 物 组 分 的 分 析 特 别 有 益 。 蛋白 质 抗原 在 琼脂 糖 凝 胶 中 电泳 分 离 (第 一 

向 分 离 ), 随 后 在 与 第 一 向 呈 垂 直方 向 并 含 抗体 的 凝 胶 上 进行 第 二 向 电泳 (图 15)。 

首先 ,将 3ml im 50°C 的 1.5% 琼脂 糖 溶液 倾注 在 清洁 的 显微镜 载 玻 片上 , 待 琼 

间 糖 凝固 后 ,在 载 玻 片 的 一 端 打 一 小 孔 , 加 入 蛋白 质 抗 原 , 蛋白 质 电泳 30 一 60 分 钟 (电压 
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降 为 8V/cm)。 用 一 刀片 沿 凝 胶 周 围 切 去 0.2cm， 并 将 边缘 加 以 修整 。 让 凝 胶 从 载 玻 片 
上 滑 到 15cm x 17.5cm 玻璃 板 的 一 端 , 玻 板 的 其 余部 分 用 含有 抗体 的 1.5% 琼脂 糖 溶液 
涂 布 。 琼脂 糖 溶液 的 制备 是 将 抗体 稀释 5 倍 , 再 与 等 体积 的 3 多 琼脂 糖 溶液 相 混合 。 待 

[+] 

加 抗体 的 凝 胶 

火箭 弧 线 (| 

图 13 火箭 免疫 电 沪 板 : 板 上 有 7 个 抗原 小 孔 平 行 电泳 。 抗 
RAWSMAE (Aspergillus nidulans HRECKAB ES 
有 免 抗 黄 味 吟 脱 氢 酶 抗体 的 凝 胶 中 电泳 。 右 侧 三 列 火箭 系 原 
型 构 人 梨 曲霉 的 标准 抗原 浓度 ， 左 侧 的 四 只 和 孔 含 有 从 各 种 突变 

+ 型 的 子 帮 菌 类 获得 的 抗原 制剂 (浓度 未 知 ) (经 Dr. Heather 
| X= gua 度 Sealy-Lewis 人 允许 拍照 )。 

图 12 火箭 免疫 电泳 原理 

5'0 

2 
x 

| 8 a 加 抗体 的 琼脂 本 
& dg Mt < 

‘a ie 
#5 Pp 

tf [baat & 
* 水 

x) -一 一 一 一 
二 本 第 一 向 电泳 方向 ， 

图 14 ”火箭 免疫 电泳 的 标准 曲线 : 每 条 曲线 系 在 某 一 固定 搞 图 15 ”双向 免疫 电泳 原理 (交叉 免 
体 浓度 的 凝 胶 中 测 得 。 注 意 曲 线 不 通过 原点 。 HE IK) 

琼脂 糖 凝固 后 ,将 玻 板 置 于 电泳 槽 中 并 与 宽 滤 纸 世相 接 , 在 1 一 2V/cm 电压 降 条 件 下 电泳 
8 一 16 小 时 。 然 后 可 检查 凝 胶 。 必 要 时 ,可 以 将 凝 胶 干 燥 并 染色 (图 16)。 

这 种 方法 有 助 于 提供 有 关 抗 原 同一 性 或 异 质 性 的 信息 。 图 17 系 两 种 或 多 种 抗原 串 

列 (tandem) 电泳 的 状况 。 若 第 二 向 电泳 后 获得 的 沉淀 线 融合 ,表明 反应 相同 ,并 且 可 以 

认为 抗原 是 相同 的 。 若 沉淀 线 交 叉 ， 表 明 为 异 质 反应 ; 齿轮 状况 淀 线 则 表明 反应 部 分 相 
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图 16 WRENS KARL KA, 再 在 含有 免 抗 黄 味 叭 脱 氢 酶 抗体 的 凝 胶 上 电泳 所 获得 的 
沉淀 线 照 片 。 照 片上 显示 出 一 条 弧 线 ?表明 该 制剂 为 纯 品 ;水 平 线 表示 系统 中 摊 人 黄 味 叭 脱 氢 酶 的 

参 比 样品 ( 见 图 18)( 经 Heather Sealy-Lewis 博士 允许 拍照 )。 

同 。 在 交叉 - 线 免疫 电泳 (Cross-line immunoelectrophoresis) 中 ,可 以 将 某 一 抗原 的 参 比 线 

HRSRPRRQ ° 

ron oo 

HRERP RHO 

@ 7A 

© 部 分 相同 

图 17 串 列 交叉 免疫 电泳 原理 。 MOF 
所 获得 的 电泳 图 谱 表示 抗原 (a) 相同 ，(b) 

Als (c) 部 分 相同 。 

挨 人 到 系统 中 (图 18)。 
有 关上 述 基 本 免疫 电泳 方法 的 各 种 精巧 

改进 的 详细 说 明 , 读 者 可 参看 Weir™ 和 Ax- 
elsen 等 ao 的 著作 。 这 类 方法 中 有 许多 可 以 
用 来 准确 定量 蛋白 质 混 合 物 中 的 蛋白 质 抗 
原 。 

凝 胶 含 抗 I。 抗 K 和 抗 L 

| Sith], KML 

® \ 

RI, KAIL 

\ 

图 18 交叉 - 线 免 疫 电泳 原理 。 注意 ， 参 比 抗原 
在 电泳 开始 后 加 入 。 
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与 免疫 电泳 有 关 的 许多 问题 可 以 借助 经 验 或 通过 简单 的 实验 来 解决 ;例如 ,改变 电泳 

时 间 \ 电 流 和 (或 ) 电压 可 能 得 到 更 好 的 分 离 或 使 沉淀 区 分 辩 率 更 好 。 几 个 具有 共性 的 其 
它 困难 列举 如 下 : 

G) 抗体 滴 度 低 。 可 能 需要 采用 更 严格 的 免疫 程序 , 每 7 天 或 14 天 用 抗原 免疫 一 次 ， 
连续 十 周 以 上 。 要 小 心 由 于 使 用 过 量 抗原 引起 的 免疫 过 度 , 而 可 能 激发 对 抗原 的 “高 区 带 

耐 受 性 “[ 或 免疫 麻 兽 ], 后 者 可 能 使 抗体 完全 隐 退 ,以 致 循环 系统 中 无 抗体 存在 ;或 者 可 能 

使 动物 遭受 外 伤 , 以 致 免疫 应 答 受 抑 。 注 意 , 随 着 时 间 的 延长 .反复 冰冻 和 熔融 , 抗 血 清 也 

容易 丧失 活性 。 

G@) 抗 血清 与 杂 和 蛋白 的 交叉 反应 。 应 当 使 用 较 纯 的 抗原 制剂 进行 免 变 ， 或 者 可 以 用 
杂 和 蛋白 吸附 抗 血清 。 

Gi) 蛋白 质 在 凝 胶 上 迁移 不 佳 。 改 变 电 泳 时 间或 缓冲 液 的 pH 
Gv) 洗涤 时 凝 胶 从 载 玻 片 上 麻 离 。 使 用 预先 涂 布 的 载 玻 片 (参见 免疫 电泳 一 节 )。 

《v 染料 被 部 分 凝 胶 而 不 是 被 沉淀 红 线 吸附 ,是 由 于 不 适当 的 洗涤 蛋白 质 方法 所 致 。 

综合 性 参考 文献 

Roitt, I. M. (1977) Essential Immunology， 第 3 版 ，Blackwell Scientific Publications, Oxford. (一 本 优秀 的 

有 关 免 疫 学 原理 的 导论 )。 
Hudson, L, and Hay F. C. (1976) Practical Immunology, Blackwell Scientific Publications，Oxford。( 实 用 免 

疫 学 技术 导论 ;对 初学 者 特别 有 益 )。 
Weir, D. M. (ed) (1978) Handbook of Experimental Immunology, Vol 1，Immunochemistry， 第 3 版 ，Blac- 

kwell Scientific Publications，Oxford。( 有 关 免 疫 学 方法 的 标准 教材 : ”参阅 第 19 章 ; 免疫 扩散 和 免疫 电泳 

法 由 O. Ouchterlony 及 L. A. Nilsson 执笔 )。 

Axelsen, N. H., Kr@ll, J. and Weeks, B(ed)(1973)A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis: Methods 

and Applications, Universitetsforlaget, Oslo. (综述 了 基础 免疫 电泳 原理 中 某 些 更 精巧 的 改进 方法 )。 
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附录 工 多 肽 检测 方法 文献 目录 

多 肽 检测 的 一 般 方法 

REE 

〈 酰 ) 胺 黑 10B, SOB R, RE FCF 的 比较 : 
Wilson, C. M. (1979) Anal Biochem. .96,1263， 
考 马 斯 蓝 R 250 FR-CRA RMA: 
Weber, K and Osbom, M. (1969) J. Biol. Chem. 244, 4406. 
Wilaéey_C..M6--G1979)>-Aniel.’ Biochem: 96,1 263: 
考 马 斯 蓝 R250 FAB-CRA RMA: 
Fairbanks, G., Steck. T. L. and Wallach, D. D. H. (1971) Biochemistry 10, 2606. 

快速 酸性 考 马 斯 蓝 染 色 法 不 需要 脱色 : 
Blakesley, R. W. and Boezi, J. A. (1977) Anal. Biochem. 82, 580. 

Chrambach, A., Reisfeld, R. A., Wyckoff, M. and Zaccari, J. (1967) Anal. Biochem. 

20, 150. 

Diezel, W., Kopperschlager, G. and Hoffman, E. (1972) Anal. Biochem. 48, 617. 

Malik, N. and Berrie, A. (1972) Anal. Biochem. 49, 173. 

Reisner, A. H., Nemes, P. and Bucholtz, C. (1975) Anal. Biochem. 64, 509. 

用 快 绿 对 等 电 聚 焦 凝 胶 上 的 蛋白 质 染 色 : 
Allen, R. E., Masak, K. C. and McAllister, P. K. (1980) Anal. Biochem. 104, 494. 

aR BER RR BE: | 
Oakley, B. R., Kirsch, D. R. and Morris, N. R. (1980) Anal. Biochem. 105, 361. 

Switzer, R. C., Merril, C. R. and Shifrin, S. (1979) Anal. Biochem. 98, 231. 

用 Fe’*-bathophenan throline-sulphate 对 蛋白 质 染 色 : 

Graham, G., Nairn, R. S. and Bates, G. W. (1978) Anal. Biochem. 88, 434. 

用 丹 宁 酸 (tannic acid) 染 天 然 蛋白 质 ,以 便 回 收 蛋白 质 : 
Aoki, K., Kajiwara, S., Shinke, R. and Nishira, H. (1979) Anal. Biochem. 95, 575. 

电泳 前 的 蛋白 质 染 色 法 : 
Bosshard, H. F. and Datyner, A. (1977) Anal. Biochem. 82, 327. 

Sun, S. M. and Hall, T. C. (1974) Anal. Biochem. 61, 237. 

伪 染 问题 。 在 某 些 条 件 下 用 考 马 斯 蓝 染色 可 以 观察 到 伪 染 现象 。 

用 二 甲 基 辛 二 酰 亚 胺 〈dimethylsuberimidate) 作 蛋 白质 交 联 剂 时 的 伪 染 问题 : 

Burke, W. F. and Reeves, H. C. (1975) Anal. Biochem. 63, 267. 

LKB Ampholines 的 擅 染 问题 : 

Otavsky, W. I. and Drysdale, J. W. (1975) Anal. Biochem. 65, 533. 
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荣光 染色 法 

电泳 前 用 荧光 基 轩 标记 

丹 磺 酰氯 〈dansyl chloride): 

Schetters, H. and McLeod, B. (1979) Anal. Biochem. 98, 329. 

Stephens, R. E. (1975) Anal. Biochem. 65, 369. 局 

Tjissen，P. and Kurstak, E. (1979) Anal. Biochem. 99, 97. 

荧光 胺 Cfluorescamine); 

Douglas, S. A., La Marca, M. E. and Mets, L. J. (1978) in Electrophoresis 278 

(Catsimpoolas, N., ed.), Elsevier/North-Holland, Amsterdam, Vol 2, p. 155. 

Eng, P. R. and Parker, C. O. (1974) Anal. Biochem. 59, 323. 

Ragland, W. L., Benton, T. L., Pace, J. L., Beach, F. G. and Wade, A. E. (1978) 

in Electrophoresis’78 (Catsimpoolas, N., ed.), Elsevier/ North-Holland, Amsterdam, Vol. 2, 

p. 217. 

Ragland, W. L., Pace, J. L. and Kemper, D. L. (1974) Anal. Biochem. 59, 24. 

MDPF [2- A a3£-2, 4-— A 3E-3(2H)-RK Mi A] ~[2-methoxy-2, 4-diphenyl-3(2H)-fu- 

ranone]: 

Barger, B. O., White, F. C. Pace, J. L., Kemper, D. L. and Ragland, W. L. (1976) 

Anal. Biochem. 70, 327. 

Douglas, S. A. et al. (1978) see above. 

Ragland, W. L. et al. (1978) see above. 

DACM [N-(7- 二 甲 基 毛 基 -4- 甲 基 顺 式 邻 羟 茶 丙烯 基 ) 马 来 酰 亚 胺 ] [N-7-dimethylamin- 

o-4-methylcoumarinyl) maleimide]; 

Yamamoto, K., Okamoto, Y. and Sekine, T. (1978) Anal. Biochem. 84, 313. 

425 — BE (O-phthaladehyde): 

Weidekamm, E., Wallach, D. F. H. and Fliickiger, R. (1973) Anal. Biochem. 54, 102. 

Fok Jal 3236 A oi 

这 类 方法 极 少 用 于 分 析 性 研究 工作 中 。 
FZ SEA RARE (anilinonaphthalene sulphonate): 

Hartman, B. K. and Udenfriend, S. (1969) Anal. Biochem. 30, 391. 

荧光 胺 : 
Jackowski, G. and Liew, C. C. (1980) Anal. Biochem. 102, 34. 

OY -REBENY WE (p-Hydrazinoacridine); 

Carson, S. D. (1977) Anal. Biochem. 78, 428. 

直接 检测 法 

利用 蛋白 质 的 磷 光 现象 : 

Mardian, J. K. W. and Isenberg, I. (1978) Anal. Biochem. 91, 1. 

冷冻 法 检测 SDS- 多 肽 : 
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Wallace, R. W., Yu, P. H., Dieckart, J, P. and Dieckart, J. W. (1974) Anal. Biochem, 

61, 86. 

通过 与 Kt 离子 形成 沉淀 ,检测 SDS- 多 肽 : 
Nelles, L. P. and Bamburg, J. R. (1976) Anal. Biochem. 73, 522. 

用 酯 酸 钠 检测 SDS- 多 肽 : 

Higgins, R. C. and Dahmus, M. E. (1979) Anal. Biochem. 93, 257. 

通过 与 阳离子 表面 活化 剂 反 应 ,检测 SDS- 多 肽 : 
Takagi, T., Kubo, K. and Isemura, T. (1977) Anal. Biochem. 79, 104. 

以 荧光 分 子 作 前 标记 : 参阅 荧光 染色 法 部 分 。 

WA: 参阅 染色 方法 部 分 。 

以 放射 性 同位 素 为 基础 的 检测 方法 

电泳 前 体外 放射 性 标记 和 蛋白质: 参阅 附录 IL. 

BRE HARB id BAR: Christopher, A. R., Nagpal, M. L., Carroll, A. R. and 

Brown, J. C. (1978) Anal. Biochem. 85, 404. 

Elder, J. H., Pickelt, R. A., Hampton, J. and Lerner, R. A. (1977) J. Biol. Chem. 

252, 6510. 
放射 标记 探 针 的 应 用 : 

放射 标记 抗体 或 蛋白 质 A 

放射 标记 外 源 凝 集 素 

FAX SARA (X-ray intensifying screen) 进行 间接 放射 自 显影 (2TI，2P): 

Laskey, R. A. (1980) in Methods in Enzymology (Grossman, L. and Moldave, K., eds), — 

Academic press, New York, Vol. 65, p. 363. 

Laskey, R. A. and Mills, A. D. (1977) FEBS Lett. 82, 314. 

用 PPO 作 荧 光 显 影 CS, “C, *H): 

Bonner, W. M. and Laskey, R. A. (1974) Eur. J. Biochem. 46, 83. 

Laskey, R. A. (1980) in Methods in Enzymology (Grossman, L. and Moldave, K., eds), 

Academic Press, New York, Vol. 65, p. 363. 

Laskey,R. A. and Mills, A. D. (1975) Eur. J. Biochem. 56, 335. 

用 水 杨 酸 钠 进 行 获 光 显影 : 
Chamberlain, J. P. (1979) Anal. Biochem. 98, 132. 

用 射线 胶片 作 双 标记 检测 : 

Gruenstein, E. I. and Pollard, A. L. (1976) Anal. Biochem. 76, 452. 

Kronenberg, L. H. (1979) Anal. Biochem. 93, 189. 

McConkey, E. H. (1979) Anal. Biochem. 96, 39. 

Walton, K. E., Styer, D. and Gruenstein, E. (1979) J. Biol. Chem. 254, 795. 
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特殊 多 肽 的 检测 方法 

糖 蛋 白 

高 磺 酸 席 夫 法 (Periodic Acid Schiff) (PAS); 

已 经 发 表 了 许多 改进 方法 ,其 中 一 部 分 列举 如 下 : 

Fairbanks, G., Steck, T. L. and Wallach, D. L. H. (1971) Biochemistry 10, 2026 240/ 

J/Glossman, H. and Neville, D. M. (1971) J. Biol. Chem. 246, 6339. 

Matthieu, J. M. and Quarles, R. H. (1973) Anal. Biochem. 55, 313. 

Zaccharias, R. J., Zell, T. E., Morrison, J. H. and Woodlock, J. J. (1969) Anal. Bioc- 

hem. 31, 148. 

Alcian blue: 

Wardi, A. H. and Michos, G. A. (1972) Anal. Biochem. 49, 607. 

XY — PEE AY BE GEIEZRE): 
Carson, S. D. (1977) Anal. Biochem. 78, 428. 

唾液 酸 糖 肽 的 全 染色 : 

Green, M. R. and Pastewka, J. V. (1975) Anal. Biochem. 65, 66. 

King, L. E. and Morrison, M. (1976) Anal. Biochem. 71, 223. 

Behm: 
Racusen, D. (1979) Anal. Biochem. 99, 474. 

菊 光 外 源 北 集 素 fluorescent lectins): 

Furlan, M., Perret, B. A. and Beck, E. A. (1979) Anal. Biochem. 96, 208. 

放射 标记 的 外 源 凝 集 素 : 
Burridge, K. (1978) in Methods in Enzymology (Ginsburg, V., ed.), Academic Press, 

New York, Vol. 50, p. 54. 

Rostas, J. A. P., Kelly, P. T. and Cotman, C. W. (1977) Anal. Biochem. 80, 366. 

与 乙醇 脱 氢 酶 或 乳酸 脱氧 酶 共 价 结合 的 外 源 凝 集 素 : 

Avigad, G. (1978) Anal. Biochem. 86, 443. 

5 Bid AC eB a SSR ER: 

Wood, J. G. and Sarinana, F. O. (1975) Anal. Biochem. 69, 320. 

交叉 外 源 凝 集 素 电泳 : 
West, C. M. and McMahon, D. (1977) J. Cell Biol. 74, 264. 

FAA ic AR SB: 

Gahmberg, C. G. (1978) in Methods in Enzymology (Ginsburg, V., ed.), Academic Press, 

New York, Vol. 50, p. 204. 

用 半 乳 糖 基 转 移 酶 标记 含有 末端 N- 乙 酰 氨基 葡 糖 的 糖 蛋白 : 
Wallenfels, B. (1979) Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 76, 3223. 

磷 和 蛋白 

全 染色 : 
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Green, M. R., Pastewka, J. V. and Peacock, A. C. (1973) Anal. Biochem. 56, 43. 

FARR eK 
Cutting, J. A. and Roth, T. A. (1973) Anal. Biochem. 54, 386. 

酸性 磷 蛋 白 ( 卵 黄 高 磷 蛋 白 ) 〈《phosvitin): 
Hegenauer, J., Ripley, L. and Nace, G. (1977) Anal. Biochem. 78, 308. 

放射 标记 

核 蛋白 

省 化 乙 锭 (ethidium bromide): 

Goodwin, G. H. (1981) in Gel Electrophoresis of Nucletc Acids: A Practical Approach 

(Rickwood, D. and Hames, B. D., eds), Information Retrieval Ltd, London. 

Se: 
Dahlberg, A. E., Dingman, C. W. and Peacock, A. C. (1969) J. Mol. Biol. 41, 139. 

Goodwin, G. H. (1981): see above. 

亚 甲 蓝 : 

Dahlberg et al. (1969): see above. 

用 蛋白 吸着 法 检测 结合 DNA 的 蛋白 质 : 
Bowen, B., Steinberg, J., Laemmli, U. K. and Weintraub, H. (1980) Nucl. Acid Res. 

8, 1. 

具有 可 以 进行 反应 的 琉 基 蛋白 质 

DACM[N-(7- 二 甲 氮 基 -4- 甲 基 顺 式 邻 羟 茶 丙烯 基 ) 马 来 酰 亚 胺 ] 
Yamamoto, K., Okamoto, Y. and Sekine, T. (1978) Anal. Biochem. 84, 313. 

DTNB [5;,5 -二 硫 代 双 (2- 硝 基 葵 甲酸 )][5,5'-di-thiobis (2-nitrobenzoic acid)]; 

Zelazowski, A. J. (1980) Anal. Biochem. 103, 307. 

2838 
联 吡 啶 = 亚 铁 厂 化 物 。 (dipyridyl-ferrous iodide): 

Zelazowski, A. J. (1980) Anal. Biochem. 103, 307. 

胶原 (蛋白 ) 及 原 胶原 蛋白 

McCormick, P. J. Chandrasekhar, S and Millis, A. J. T. (1979) Anal. Biochem. 97, 359. 

也 Risk Tj. “tk 

凝 胶 与 放射 标记 抗体 培育 : 
Burridge, K. (1978) in Methods in Enzymology (Ginsburg, V., ed.), Academic Press, 

New York, Vol. 50, p..54. 

Kasamatsu, H. and Flory, P. J. (1978) Virology 86, 344. 
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凝 胶 先 与 非 标记 抗体 ,随后 再 与 PU-SAABB: 
Burridge, K. (1978) im Methods in Enzymology (Ginsburg, V., ed.), Academic Press, 

New York, Vol. 50, p. 54. 

Adair, W. S., Jurivich, D. and Goodenough, U. W. (1978) J. Cell Biol. 79, 281. 

Bigelis, R. and Burridge, K. (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 82, 322. 

Saltzgaber-Miiller, J. and Schatz, G. (1978) J. Biol. Chem. 253, 305. 

RHR BA AE (diazobenzyloxymethyl paper) 化 的 滤纸 上 ,随后 以 [TI]- 

蛋白 A 进 行 免疫 鉴别 : 
Renart, J., Reiser, J. and Stark, G. R. (1979) Proc. Nat. Acad. Sci U. S. A. 76, 3116- 

凝 胶 与 荧光 素 标 记 抗 体 培育 : 
Groschel-Stewart, U., Schreiber, J., Mahlmeister, C. and Weber, K. (1976) Histochemistry 

46, 229. 

Stumph, W. E., Elgin. S. C. R. and Hood, L. (1974) J. Immunol. 113, 1752. 

凝 胶 与 偶 联 过 氧化 物 酶 的 抗体 ,然后 与 3, 3’ -二 氨基 联 苯胺 (3, 3’-diaminobenzidine HR 

定位 : 
Olden, K. and Yamada, K. M. (1977) Anal. Biochem. 78, 483. 

Parish, R. W., Schmidlin, S. and Parish, C. R. (1978) FEBS Lett. 95, 366. 

Van Raamsdonk, W., Pool, C. W. and Heyting, C. (1977) J. Immunol. Methods 17, 

337. 

用 含有 抗 血 清 的 琼脂 糖 履 盖 以 生成 免疫 拷贝 : 
Showe, M. K., Isobe, E. and Onorato, L. (1976) J. Mol. Biol. 107, 55. 

Saltzgaber-Miiller, J. and Schatz, G. (1978) J. Biol. Chem. 253, 305. 

交叉 免疫 电泳 : 
Chua, N. H. and Blomberg, F. (1979) J. Biol. Chem. 253, 3924. 

Converse, C. A. and Papermaster, D. S. (1975) Science 189, 489. 

. & ee Me 

由 于 Shaw 和 Prasad’, Siciliano. 和 Shaw”) 及 Harris 和 Hopkinson®*>«! 最 近 发 表 

的 三 篇 报告 介绍 了 测定 各 种 酶 的 试剂 的 制备 和 应 用 , 因而 具有 特殊 的 实用 价值 。 某 一 具 

体 酶 的 测定 常常 可 以 应 用 几 种 方法 。 在 这 方面 ，Harris 和 Hopkinson") 提供 了 大 量 

文献 。 在 已 发 表 的 方法 中 ,大 多 数 与 淀粉 凝 胶 电 泳 有 关 , 但 是 其 中 有 许多 也 可 以 应 用 聚 丙 

ta EAR REBEL Dk Gabriel 评述 了 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 检测 酶 的 方法 。 下 表 中 列举 了 

能 在 凝 胶 上 进行 检测 的 酶 ， 每 一 种 酶 后 还 附 有 特定 的 可 供 查阅 的 实验 资料 及 其 它 有 关 参 

考 文 献 的 说 明 。 有 关 在 凝 胶 上 检测 酶 的 一 般 方 法 及 某 些 注意 事项 已 在 本 书 前 述 章节 中 讨 

论 。 
酶 参考 文献 

酸性 磷酸 酶 [1],[2],[3a], [4], [5] 

Cli) SKB [1], [2], (3a], [6] 

REAM RR AE BS CAMP 焦 磷 酸化 酶 ) [3a], [7], [8] 
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BRE i [2], [3a], [9] | 

Rem [3c], [10] 

腺 苷 酸 激酶 C1], [2], [3a] (10 . 

ADP- 糖 原 转 移 酶 [4]，[12] 

两 氨 酸 氨 基 转 移 酶 [2]，[3a]，[13] 

(〈 乙 ) 醇 脱 氢 酶 [1]，[2]，[3a]，[4]，[141。，[15] 

‘REG [1], [2], [3a], [16] 
ERS C1), (3a], [4], [17] 
胺 氧化 酶 [4], [18] 

BRERA [3b], [4], [19], [20] 
AMP 脱 氨 酶 f3e]5 £21], £22) 

淀粉 酶 [3a]， [4]， [23], [24] 

邻 氨 基 苯 甲酸 合成 酶 [25] 
MARS [3c], [21], [26] 

HAG) RAR GU) [3c], [21] 
芳香 族 氨 基 酸 脱羧 酶 [27] 

芳香 族 氨 基 酸 转氨酶 [1] 

芳 基 酰 胺 酶 类 让 4] 

FERRERS “ [3a], [28], [29] 

天 冬 氨 酸 转氨酶 [1], [2], (3a], [4], [30] 7 

BREE AT [1]， [3a]， [31]， [32] 

~ 过 氧化 氢 酶 [1]，[2] 和 [3a] ( 仅 在 淀粉 凝 胶 上 )?[4] 

、 Aa [4] 
\ 纤维 素 酶 [33] 

胆 碱 酯 酶 [4]，[34] 

REA [35] ， 
柠檬 酸 合成 酶 [3a]，[36] 

肌 酸 激酶 [1]，[3a]，[4]，[37] 

35 环 AMP RAR [3a]，[4]，[38] 

Katy ia [3a], [39] 
细胞 色素 b, ARR [3a]， [40]， [41] 

二 氢 尿 喀 啶 脱 氢 酶 [43] 

二 肽 酶 [42]( 也 可 参阅 肽 酶 ) 

DNA RAH [4], [44] 

弹性 蛋白 酶 及 弹性 蛋白 酶 原 [45] 

i BS [2]; [3a]， [46] 

酯 酶 [1], [2]; [3a]， [JJy> [5]， [47] 

叶酸 盐 还 原 酶 [4] 

果糖 -1?6- 二 磷酸 酶 [1] 

果糖 基 转 移 酶 [48] 

工 - 岩 藻 糖 脱 氢 酶 [49] 

cx- 岩 藻 糖 苷 酶 [3a]，[4]，[50] 

延 胡 索 酸 酶 C1), [2], (3cl, [51] 

EFL [3a], [4], [52] 

7 FRE 6- Re hi SS gy 
半 乳 糖 -1- 磷 酸 尿 苷 酰 转 移 酶 [3a], [4], (53] 〈 也 可 人 参阅 半 乳 糖 基 转 移 酶 项 ) 
cx- 半 乳糖 苷 酶 {2], (3a], £54], (55) 

6--F FL S [3a], [4], [56], (57), [58] 

IEEE [59] 
葡萄 糖 氧化 酶 [4] 
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葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 

cx- 葡 糖苷 酶 

6-H 

8- 葡 糖 背 酸 酶 

谷 氨 酸 脱 氢 酶 

谷 氨 酸 - 草 酰 乙 酸 转氨酶 

SAR-A MRR AMS 

谷 氨 酰 胺 酶 

SMH RAYS 

& DEH As 

SRK S 转移 酶 

甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 气 酶 

甘油 激酶 

甘油 -3- 磷 酸 脱 气 酶 

糖 原 磷 酸化 酶 
glycolate oxidase 

aw 

乙 二 醛 酶 

SERS ia) BS 
SREB 

已 糖 激酶 

氨基 已 糖 栈 
高 丝氨酸 脱 氢 酶 

FER Bs A has 

D(-)3-#T Bias 

225 A Shia is 

KREK-SE4CRRBRERBM 

无 机 焦 磷 酸 酶 

Ke Re) f= RE 

转化 酶 

Se RRA 

FBR AA) 

cx- 酮 成 二 酸 半 醛 脱 氢 酶 

4%- 酮 异己 酸 脱氧 酶 

cx- 酮 -6- 甲 基 成 酸 脱 氢 酶 

乳酸 脱 氢 酶 

亮 氨 酸 氨 肽 酶 

BRS 

硫 辛 酰 脱 氢 酶 

苹果 酸 脱氧 酶 

苹果 酸 合成 酶 

苹果 酸 酶 

甘露 糖 -磷酸 异 构 酶 

cx- 甘 露 糖苷 酶 

B8-N- 乙 酰 -氨基 已 糖苷 酶 
NADH 心肌 黄 酶 

NAD (P) KE 

硝酸 盐 还 原 酶 

亚 硝 酸 盐 还 原 酶 

核酸 酶 类 

核 背 磷酸 化 酶 
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[1], [2], (3al, [60] 

[3a], [4], [61] 

[3al5 [4], [62] 

C1], [2], [3b], (631, [64] 

[1], [3b], [4], [65] 

见 天 冬 氨 酸 氨基 转移 酶 

见 丙 氨 酸 氨基 转移 酶 

[66] 

[3a], [67] 

[1], [3a], [68] 

[69] 

[1], [2] (3a), [4], (70) 

[4], [8] 

[1], [2], (3a], [4], £70] 

tad 
[3c], [71] 

[4], [72], [73] 
{3a], [3b], [70], [74], [75] 

[3a], [4] 

[3a], [76] 

Piienbsais [4], [8], [77], [78] 

WL 6-N- 乙 酰 氨基 已 糖苷 酶 

[4], [79] 

[3b], [80] 

[1] 

[4] 

C1], [3a], [4], [8], [81] 

C1], C3a], [4], [82] 

[3a] 

[83] 

bids [2], [3a]， [4]， [84]， [85] 

[86] 

[4] 

[4] 

£47] 

[1]; [2], [3a], [4], (87), [88] 

[1], [89] 

[4], [90] 〈 也 可 参阅 磷酸 脂 酶 ) 
[4], [91] 

[1], [2], (3a], [4], [92] 

[93] 

[2], [3a], [94], [95] 
[2], [3a], (96) 

[2], [3a]， [73]， [97] 

[2]，[3a]，[98] 

也 可 参阅 细胞 色素 bs A 

[3b]，[99]，[100] 

[4]:[101] 
[102] 

[103]，[104]( 也 可 参阅 核糖 核酸 酶 ) 

[2]，[3a]，[105]，[106] 



< 

BERS 

鸟 氨 酸 氨 甲 酰基 转移 酶 
氧化 酶 
PEP 羧 化 酶 
肽 酶 类 

过 氧化 物 酶 
Cae 
磷酸 果糖 激酶 
RR BSH 
7a 
i BNL 
Re tt aN 
ihe Ht Mee OL 
磷酸 乙醇 酸 磷酸 本 
ENS 
磷酸 转移 栈 
血 纤维 蛋白 溶 酶 原 激活 齐 
多 核 苷 酸 磷 酸化 酶 ， 
蛋白 栈 

“蛋白 酶 抑制 剂 
蛋白 激酶 
吡 哆 醇 激 酶 ( 吡 哆 醛 激酶 ) 
焦 磷酸 酶 
FARRER ALAS 
Aaa 
MAB RA 
核糖 核酸 酶 
山梨 ( 醇 ) 糖 脱 氢 酶 
枯草 杆菌 蛋白 酶 
蔗糖 磷酸 化 酶 ，。 
亚 硫 酸 氧化 栈 
超 氧 化 物 歧 化 酶 
苏 氨 酸 脱 氨 栈 
胸 苷 激酶 
海藻 糖 酶 . 
RASA 
=e 
BEAM 
酷 氨 酸 转氨酶 
UDPG [iS 

UDPG 焦 磷酸 化 酶 
UMP 激酶 

脲酶 
REY RA 

[4],[107] 
(3aJ, [108] 
[4],[109] 
[110] 

[1], [2]5(3a], CM1], C112] 〈 也 可 参阅 二 肽 酶 ,三 

kis) 
C[1],(2]5(5] | 

参阅 有 关 的 磷酸 酶 
[3a], [4], [113], (114) 

[1], [2], (3a], (115) 

C1], [2], (3a], [3b], [4], [116] 

[1], (2], (3a), [4], [117] 

[2], (3a], [118] 

[2], (3a], (1191, [120] 

[3e}5-L121) 

[122] 

[8] 
[123] 

[4], [124] 

[123],[125],[126] (th 5] Sia RAMS. th BF BE A BE 

蛋白 酶 , 胰 蛋 白 酶 ， 弹 性 蛋白 酶 , 血 纤维 蛋白 溶 酶 原 激活 

剂 ) 
[127] 

[128],[129] 

[3b], [130] 

可 参阅 无 机 焦 磷酸 酶 
[110] 

[2], [3a], [131] 

[1] 

[1],[4]:[132]( 也 可 参阅 核酸 酶 ) 
[1]， [3a]， [70] 

SE 2 

[aa 
1134] 

3a], [135], [136] 
[137] 

(1] 
[138]5[139}- 

i [2], [3a]， [139]， [140] 

[141] 

[142] 

[143] 

[4] 

{3a}, [4], [144] 

[3a], (145) 

[4],[146] 

[1] 
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附录 II 同位 素 标记 和 蛋白质 用 试剂 

许多 用 于 同位 素 标记 蛋白 质 的 试剂 已 有 商品 供应 , 下 文中 将 予以 概括 。 表 中 列 出 的 
试剂 是 按 字 母 顺序 排列 并 述 及 其 性 质 与 应 用 有 关 的 参考 文献 。 

co). Ua | ape 

Rh EH & “i 标 ct Kk 剂 

Ni 乙酸 酝 
游离 氨基 Bolton 和 Hunter 试剂 

CN 末端 或 赖 氨 酸 残 基 )7 ABRRA 

Ce WAKER (Ethyl acetimidate) 

1-9-2, 4-—iHBA 

is -23 

isethionyl acetimidate 

马 来 酸 酝 

甲 基 35- 二 碘 羟 基 茶 亚 胺 

(methyl 3, 5-diiodohydro-xybenzimidate) 

St ARABS (phenyl isothiocyanate) 

AC Hh / St PARR PA aT 

N- 琥 珀 酰 亚 胺 丙 酸 (N-succinimidyl propionate) 

-SH 乙酸 本 

iz ALE 
《〈 半 胱 氨 酸 残 基 ) ACB 

W-ARABE (p-chloromercuribenzenesulphonic acid) 

W-ARA PK (p-chloromercuribenzoic acid) 

丹 磺 酰 氧 

N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 

碘 乙 酰胺 
碘 乙 酸 〈Iodoacetamide) 

ae ~ \ on 乙酸 本 

= FBR 
酚 羟 基 a 

(〈 酷 氨 酸 残 基 ) 

>" FBR 
] ] a 
\NH 

PKB HE 

(BARRE) 

-CH,OH CR ET 

脂肪 族 羟基 =A BRM (DFP) 

(4 / FABRE) 
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ae 

CBR CH 或 “C) 

CRRA IESE © PLA (CS PT ARE IR ER 
和 NARA ) ; ) | ay 

re) 
I VA 

—C—NH—CH—CH,OH H;C—C 
| S 
c=o + aie 
| ié 
NH HsGEC 
| \ 

re) 
O re) 

NH 
| 

1. Avivi，P.，Simpson，S. A, Tait, J. F. and Whitehead, J. K. (1954) Proceeding 2nd Radioisotope 

Conference, Oxford; Butterworths, London; Vol. 1, p. 313. 
2. O'Leary, M. H. and Westheimer, F. H. (1968) Biochemistry 7, 913. 

3. Ostrowski, K., Barnard, E. A. Sawicki, W., Chorzelski, T. Langner, A. and Mikulski, A. (1970) 

J. Histochem. Cytochem. 18, 490. 
Heinegard, D. K. and Hascall, V. C. (1979) J. Biol. Chem. 254, 921. 
Whitehead, J. K. (1958) Biochem. J. 68, 662. 

Barnard, E. A. Wieckowski, J. and Chiu, T. H. (1971) Nature (London) 234, 207. 

Brems, D. N. and Rilling, Hans, C. (1979) Biochemistry 18, 860. 

Gersten, D. M. and Goldstein, L. S$. (1979) Int. J. Appl. Radiat. Isot. 30, 469. oN aus 

Bolton 和 Hunter 试剂 (71) 

本 试剂 对 游离 氨基 具 专 一 性 ,已 广泛 用 于 温和 的 反应 条 件 下 碘 标 记 蛋 白质 。 

1 
—C—NH—CH—(CH,),—NH, 

| 
c=o 

ha 
| 

+ 

O 

pee le ie aries Woe Mage | 
Nek! 7 

| oO 

NH 
i | 
c=0 费 

— Cc —NH—CH—(CH,),—NH— Cc —CH, —CH,— < S-on 
I I 二 
O Oo 

1. KaA&gedal, B. and Kallberg, M. (1977) Clin. Chem. 23, 1694, 
2. Roberts, R., Sobel, B. E. and Parker, C. W. (1978), Clin. Chim. Acta 83, 141. 
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3. Culvenor, J. G. and Evans, W. H. (1977) Biochem. J. 168, 475. 

4. Pinder, J. C., Phethean, J. and Gratzer, W. B. (1978) FEBS Lett. 92, 278 

溴 乙酸 (“C) 

. 卤 乙 酸 、 溴 、 氧 和 碌 乙 酸 是 应 用 最 广泛 的 蛋白 质 烷 基 化 试剂 , 主要 与 半 胱 氨 酸 残 基 反 
应 。 反 应 性 与 钢化 物性 质 有 关 , 并 按照 碘 乙 酸 > 省 乙酸 二 氧 乙酸 顺序 降低 。 

溃 乙 酸 是 相当 温和 的 烷 化 剂 ,但 选择 性 不 强 , 除 屏蔽 极 好 的 斑 基 外 ，, 省 乙酸 与 大 多 数 
Pi KWo 

Oo 

| O 
—C—NH—CH—CH,—sH v7; 

+ Br—CH,—C 
ia Nou 
NH 

| 
I 2 

— C—NH—CH—CH,— S —CH,— C 

| 
c= OH 

| 
NH 

| 

1. Glick, D. M, Goren, H. J. and Barnard, E. A. (1967) Biochem. J. 102, 7c. 

2. Fanger, M. W., Hettinger, T. P: and Harbury, H. A. (1967) Biochemistry 6, 713. 

ACH ("C) 

ACMRMERFRCLR. HFERESERRERMEERAWRERM, Alt 

用 于 选择 性 极 强 的 烷 化 反应 中 。 

re) 
] re) 

—C—NH—CH—CH,—SH WA 
| + cil—cH,— se 
c=o ao 
| OH 
NH 

) | 
O re) 
| Yi 

—C—NH—CH—CH,— § —CH,— C 
| ss 
C=O OH 
| 
NH 
| 

1. Gerwin, B. I. (1967) J. Biol. Chem. 242, 451. 

W-ARSRBR (He) 

在 pHS FAKES AMRER A F—-WSRERM. LKR BAY RMR 

收 , 反 应 可 用 于 定量 。 
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I 
—C—NH—CH—CH,—SH 

co 
NH 
| 

| 
O O 

—C—NH-—CH—CH,— § —us—¢<_S- ! ~o 

Lio 6 
NH 

1. Velick, S. F. (1953) J. Biol. Chem. 203, 563. 

W-AREPR CHe) 

SH-ARERRAU ARAMA “He 标记 琉 基 。 
O 

I “ 
—C—NH—CH—CH,—SH 

+, ) Chip + eg 
‘oH 

oO 
7 

A Street crt te | ~ S- 人 
emo OH 

NH 

| 

Waterman, M. R. (1974) Biochim. Biophys. Acta 371, 159. 

Boyer, P. D. (1954) J. Am. Chem. Soc. 76, 4331. 

Bucci, E, and Fronticelli, C. (1965) J. Biol. Chem. 240, PC551. 

Guha, A. Englard, S. and Listowsky, I. (1968) J. Biol. Chem. 243, 609. 
Erwin, V. G. and Pedersen, P, L. (1968) Anal. Biochem. 25, 477. Pe ee 

丹 磺 酰氯 (45- 二 甲 胺 -1- 蔡 磺 酸 毛 ) CH K NC) 

Py iia Bt AS AE TRE MAR AERA. TS ,与 脂肪 族 羟 基 的 反应 极 慢 。 

本 试剂 与 蛋白 质 或 多 肽 末端 氨基 反应 形成 具有 强烈 荧光 的 磺胺 ,因而 已 广泛 用 于 检 

测 微量 的 蛋白 质 。 生成 的 磺胺 在 热 酸 中 稳定 ， 采 用 丹 磺 酰 氧 的 分 析 方 法 比 使 用 1- 氟 -2， 

4- 二 硝 基 茶 的 方法 灵敏 度 大 100 倍 。 
2 ate 

O 
| aV/\, 

—NH— C—CH—NH, + 4 fale) 

tie 
o=s=o 

cl 

| 
se。 183° 



Oo 

—NH— —CH— NH — { i> 
| ie Se 
R O SS 和 让 

Chen, R. F. (1968) Anal. Biochem. 25, 412. 

Gray, W. R. and Hartley, B. S. (1963) Biochem. J. 89, 59P. 

Schultz, R. M. and Wassarman, P. M. (1977) Anal. Biochem. 77, 25. 

Venn, R. F., Basford, J. M. and Curtis, C. G. (1978) Anal. Biochem. 87, 278. 

Airhart, J., Kelley, J., Brayden, J. E. and Low, R. B. (1979) Anal. Biochem. 96, 45. Se SS 

DFP 〈 二 异 丙 基 氯 磷酸 ) CH) 

二 异 丙 基 氟 磷 酸 (DFP) 是 丝氨酸 残 基 的 专 一 试剂 ,在 许多 蛋白 酶 和 酯 酶 中 , 它 以 一 

种 伪 底 物 的 方式 与 活性 部 位 丝氨酸 反应 。 亲 电子 的 磷 与 产 基 反应 形成 稳定 的 修饰 酶 。 
Oo Oo 

| I | 
— C—NH—CH—CH,OH F—P—O—CH 

| + | 

| | 
NH CH 
| ZN 

HC. ’)- Cay 

O O 
I | | 

—C—NH—CH—CH,— 0— P —O—CH 
| 

C 一 O CH; 

| | 
NH cH 
| Aon 

H,C CH; 

—_ Darzynkiewicz, Z. and Barnard, E. A. (1967) Nature (London) 213, 1198. 

2. Budd, G. C, Darzynkiewicz, Z. and Barnard, E. A. (1967) Nature (London) 213, 1202. 

3. Ostrowski, K., Barnard, E. A. Darzynkiewicz, Z. and Rymaszewska, D. (1964) Exp, Cell Res. 36, 

43, 
4. Rogers, A. W., Darzynkiewicz, Z. Salpeter, M. M., Ostrowski, K. and Barnard, E. A. (1969) J. 

Cell Biol. 41, 665. 
5. Fischer, E. P. and Thompson, K. S. (1979) J. Biol. Chem. 254, 50. 

乙 基 亚 胺 乙 酯 〈”C) 

本 试剂 在 相当 温和 的 条 件 下 专 一 地 与 游离 氨基 反应 。 能 滩 人 细胞 而 不 损坏 膜 的 功 
能 ,并 且 能 在 生理 条 件 下 标记 蛋白 质 。 

在 水 中 乙 基 亚 胺 乙 基 迅速 水 解 ,但 产物 不 干扰 主要 反应 。 
oO NH-H I assy RS 

—NH—cC—CH—NH, H,C—¢ 1 
I i Nocu,cH, 

NH-HCI 

—NH— l —CH—NH— C—CH; 

| 
及 

1. Hunter，M. J. and Ludwig, M. L. (1962) J. Am. Chem. Soc. 84, 3491. 
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2. Whiteley, N. M. and Berg, H. C. (1974) J. Mol. Biol. 87, 541. 

N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 〈”C) 

本 试剂 专 一 地 与 更 为 暴露 的 莹 基 反 应 ， 在 中 性 pH 条 件 下 ,可 以 在 很 大 的 温度 范围 

内 应 用 。 虽然 N- 乙 基 马 来 酰 亚 胺 能 定量 地 测定 斑 基 ， 但 也 可 以 广泛 用 来 研究 活性 部 位 

的 斑 基 取代 对 酶 活性 的 影响 。 

O 
| I 

—C—NH—CH—CH,—SH JN 
| N—CH,CH, 
\7 C=O 

NH O 

| 
O 
人 

| NECHCR 
—C—NH—CH—CH,—S—\ a 

ae | FTP Se 
NH 

Sekine, T., Barnett, L. M. and Kielley, W. W. (1962) J. Biol. Chem. 237, 2769. 

Lai, Tzen-son (1971) J. Chin. Chem. Soc. (Taipei): 18(3), 145. 

Barns, R. J. and Keech, D. B, (1968) Biochim. Biophys. Acta 159, 514. 

Yamada, S. and Ikemoto, N. (1978) J. Biol. Chem. 253, 6801. 
Kielley, W. W. and Barnett, L. M. (1961) Biochim. Biophys. Acta 51, 589. 

Riggs, A. (1961) J. Biol. Chem. 236, 1948. 
Gadasi, H. Maruta, H., Collins, J, H. and Korn, E. D. (1979) J. Biol. Chem. 254, 3631. Pile Bea allt all a oe 

1- 氟 -2,4- 二 硝 基 茶 CH  “C) 

该 试剂 广泛 用 于 在 弱 碱 条 件 下 鉴别 末端 氨基 酸 。 修饰 捧 水 解 后 可 以 分 离 出 Ne 

残 基 并 可 以 与 标准 比较 来 鉴别 。 
在 强 碱 pH 条 件 下 , 1- 氟 -2，4- 二 硝 基 葵 也 与 酚 基 、 和 储 基 和 咪唑 基 反 应 ， 但 在 pHs 

用 2- 莹 基 乙 醇 处 理 修饰 的 蛋白 质 ,可 以 取代 这 类 二 硝 基 茶 基 。 

NO, 

mV + 2 ~\—No ) rie 

| 
NO, 

R 

| > 
—NH—C—cH—NH—¢ S—no, 

| jae 

R 

Whitehead, J. K. (1961) Biochem. J. 80, 35P. 

Schultz, R. M., Bleil, J. D. and Wassarman, P. M. (1978) Anal. Biochem. 91, 354. 

Travis, J. and McElroy, W. D. (1966) Biochemistry 5, 2170. 

Gerber, G. B. and Remy-Defraigne, J. (1965) Anal. Biochem, 11, 386. ere 
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FH (Cc) 
甲醛 主要 与 诸如 氰 氢 硼 化 钠 之 类 的 还 原 剂 合 并 应 用 , 可 游离 氨基 进行 还 原 性 甲 基 化 。 

然而 ,由 于 该 试剂 具有 良好 的 反应 性 及 水 溶性 ,也 可 用 来 与 莹 基 和 氨基 反应 产生 交 联 。 
O 

I 
—C—NH—CH—(CH,),—NH, 

C=O HCHO 

I 
— C—NH—CH—(CH,),— N=CH, 

—C—NH—CH—(CH,),—NH—CH, 

C=O 
| 
NH 
| 

Dottavio-Martin, D. and Ravel, J. M. (1978) Anal. Biochem. 87, 562. 

Rice, R. H. and Means, G. E. (1971) J. Biol. Chem. 246, 831. 

Nelles, L. P. and Bamburg, J. R. (1979) Anal. Biochem. 94, 150. 

Peterson, D. T., Merrick, W. C. and Safer, B. (1979) J. Biol. Chem. 254, 2509. 

Tolleshaug, H., Berg, T., Frélich, W. and Norum, K. R. (1979) Biochim. Biophys. Acta 585, 71. 
MacKeen, L. A. DiPeri, C. and Schwartz, I. (1979) FEBS Lett. 101, 387. RN 

碘 (DJD) 
由 于 [5I- 碘 半衰期 较 ML 长 CI 为 60 天 ， “I 为 8 天 )， 而 且 其 了 射线 穿 和 力 较 

弱 , 使 用 时 较 安 全 ,因此 常用 “Il 来 标记 蛋白 质 。 碘 化 作用 系 在 适 于 形成 阳离子 :I 的 氧 
:化 环境 下 应 用 研 化 钠 来 实现 。 要 保存 蛋白 质 活 性 ,反应 条 件 的 选择 是 极 重要 的 , 但 是 18 
子 的 形成 可 以 用 化 学 反应 或 酶 学 方法 催化 实现 ”。 虽然 在 碱 性 更 强 的 条 件 下 ， 组 氨 酸 也 
可 以 碘 化 , 但 栈 氨 酸 是 最 常 修饰 的 氨基 酸 

OH 

NA 
RS are Ny, 

A ou, 
"oe ane H,N—CH—CooH 

x 
BA 
} 

cx, 
H,N—CH—COOH 
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AFRO im AY OL brid ERE AA YS SAE SAY Bolton 和 Hunter 试剂 。 
1. Bolton, A. E, (1977) Radioiodination techniques (Review 18), Radiochemical Centre, Amersham, 

we 
2. ‘Samols, E. and Williams, H. S. (1961) Nature (London) 190, 1211. 

3. Greenwood, F. C., Hunter, W. M. and Glover, J. S. (1963) Biochem. J. 89, 114. 

4. Redshaw, M._R. and Lynch, S. S. (1974) J. Endocrinol. 60, 527. 

5. _ Thorell, J. I. and Johansson, B. G. (1971) Biochim, Biophys. Acta 251, 299. 

AC AE CC) 

PAZ Rete SEBEL CMRI RL RNS FA 一 半 胱 氨 酸 
转变 成 衍生 物 ,该 衍生 物 在 缺 氧 条 件 下 ,对 酸 水 解 稳定 。 

O O 
1 VA 

—C—NH—CH—CH,—sH. +. I—CH,—C 
| NS 
c 一 O NH, 

1 | 
NH . 
| | ’ 

fe) Le 
| a 

—G—NH—CH- CH,— 5s —CH,—C 
| AS 
C 一 0 NH, 

NH 

Truitt, C. D., Hermodson, M. A. and Zalkin, H. (1978) J. Biol. Chem. 253, 8470. | 

Inagami, T. and Hatano, H. (1969) J. Biol. C453. 
Inagami, T. (1965) J. Biol. Chem. 240, PC 3hem. 244, 1176. 
Heinrikson, R. L. (1966) J. Biol. Chem. 241, 1393. 

‘Anderson, J. M. (1979) J. Biol. Chem. 254, 939. » 
Toste, A. P. and Cooke, R. (1979) Anal. Biochem. 95, 317. 

Nusgens, B. and Lapiede, Ch. M. (1979) Anal. Biochem. 95, 406. 
Kréger, M., Sternbach, H. and Cramer, F. (1979) Eur. J. Biochem. 95, 341. po CNR Nyt 

ACH CH 或 “C) 

磺 乙 酸 在 诸 卤 族 乙 酸 中 的 反应 性 最 强 ( 见 省 乙酸 和 和 毛 乙 酸 )。 主 要 与 半 胱 氨 酸 残 基 反 
应 ,但 选择 性 不 强 。 随 着 pH 降低 ,反应 性 增加 , 碘 乙 酸 也 将 与 甲 硫 氨 酸 、 组 氢 酸 、 赖 所 
酸 、 天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 残 基 反 应 。 

O O 
| 

— C —NH—CH—CH,—sH 1 —CH,— 
| + nee OH 

| 
NH 

| | 
O O 
| a 

—C—NH—CH—CH,— s —CH, +€ 
| 
c=0O OH 
| 
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1. Takahashi, K., Stein, W. H. and Moore, S. (1967) J. Biol. Chem. 242, 4682. 

2. Baldwin, G. S. Waley, S. G.’and Abraham, E. P. (1979) Biochem. J. 179, 459. 

3. Harris, I., Meriwether, B. P. and Harting Park, J. (1963) Nature (London) 198, 154, 
4. Colman, R. F, (1968) J. Biol. Chem. 243 2454. 
5.) “Brice, ‘PsA, ae S., and Stein, W. H. (1969) J, Biol. Chem. 244, 924. 
6. Li, T. K. and. Vallee, B. L. (1965) Biochemistry 4, 1195 
7 Crestfield A. M,, Stein, W. H. and Moore, ’S. (1963) J. Biol. Chem. 238, 2413, 

8. Neumann, R. P., Moore, S. and Stein, W. H. (1962) Biochemistry 1, 68. 

9. Weinryb, I. (1968) Arch. Biochem. Biophys. 124, 285. 

10. Baldwin, G. S. Waley, S. G. and Abraham, E. P. (1979) Biochem. J. 179, 459; 

11. Wiman, K., Tragardh, L., Rask, L. and Peterson, P. A. (1979) Eur. J. Biochem. 95, 265. 
12. Holmgren, A. (1979) J. Biol. Chem. 254, 3664. 

13. Anderson, P. J. (1979) Biochem, J. 179, 425. 

乙 磺 酰 乙 酰 亚 胺 (°C) 

与 乙酰 亚 胺 乙 酯 不 同 , 乙 磺 酰 乙酰 亚 胺 不 能 闯 人 到 完整 的 细胞 中 ,因此 可 用 来 标记 膜 

外 表面 上 的 蛋白 质 。 在 相当 温和 的 条 件 下 ,本 试剂 专 一 地 与 游离 氨基 反应 。 
O NH 

| ll 
—NH— C —CH—NH, + CH,;—C —O—CH,CH,SO; 

1 

R 

NH 
fl ' I 

—NH— C—CH—NH—C—CH, . 

R 

有 关 使 用 这 种 试剂 的 参考 文献 ,可 参阅 乙酰 亚 胺 乙 酯 。 

BRB ('C) 

ATARK AAT AEN TE eet SREBAR A 于 水 ， 在 中 性 pH 条 件 下 稳 

定 , 但 酸化 时 则 迅速 水 解 。 这 种 水 解 比 相应 的 琥珀 酰 衍生 物 的 水 解 更 迅速 ( 见 下 文 )。 
筑 基 的 马 来 酰 化 作用 衣 慢 ;酸化 不 能 逆转 这 一 反应 。 

O 
| 人 v ” ~~ Bal 

—C—NH—CH—(CH,),_NH, + Ho—c& CARMA 
O 

c=O HC-CL 
| X 
NH Cay # yt 

| | 
O O Oo 
| | VA 

—C—NH—CH—(CH,),—NH— C —CH=CH— ¢ 
| NS 
c=0 

(3 ee 

| 
NH 
| 

1. Butler, P. J. G, Harris, J. I, Hartley, B. S. and Leberman, R. (1969) Biochem. J. 112, 679. 

甲 基 3,5- 二 碘 羟 基 葵 亚 胺 CPD) 

本 试剂 用 来 标记 赖 氨 酸 残 基 及 末端 氨基 。 它 比 Bolton 和 Hunter 试剂 温和 并 具有 
保存 蛋白 质 电荷 的 优点 。 
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O 
| a 

— C—NH—CH—(CH,),—NH, 
| 
C 一 O 

NH 

1 
9 I 
f NH—CH—(CH,),—NH 人 sgl 了 a 7 2)4—_ 2 jp 

| + on—< _ S-é 
c=o Pant 
| I OCH, 
NH 
| 

ras 
Hale ye 

O 一 《 入 oH 
4 = 

—C—NH- CH--(CH,),—NH *y 

c=0O 

NH 

Wood, F. T, Wu, M. M. and Gerhart, J. C. (1975) Anal. Biochem. 69, 339. 
Ulevitch, R. J. (1978) Immunochemistry 15, 157. 

Morgan, J. L., Holladay, C. R. and Spooner, B. S. (1978) FEBS Lett. 93, 141. 

Morgan, J. L. Holladay, C. R. and Spooner, B.S. (1978) Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 75, 1414. 

Miller, N. E., Weinstein, D B. and Steinberg, D. (1978) J. Lipid Res. 19, 644. 

Subramani, S., Bothwell, M. A., Gibbons, I., Yang, Y. R« and Schachman, H. K. (1977) Proc. Nat. 

Acad. Sci. U. S. A. 74, 3777. 

AuPyne 

异 硫 氰 酸 茉 酯 OC 或 “3) 

本 试剂 易 与 未 端 氨基 反应 ， 因 而 可 以 在 分 步 降 解 过 程 中 用 来 分 析 肽 的 氨基 酸 序 列 

(edman 降解 )。 所 形成 的 葵 乙 内 酰 硫 逐 (phenylthiohydatoin) 可 以 通过 与 标准 比较 进行 

鉴定 5 

党 - 

=H Gc C can, + s=c=n—¢'S se 

R R 

O 
| I | 

—NH— C—CH—NH— (\—CH—NH—c— Nig S 
| — 

jer+ 

R RNTeG 
本 

— — — N- eg fe 
R， | 
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Callewaert, G. L. and Vernon, C. A. (1968) Biochem. J. 107, 728. 

Laver, W. G. (1961) Biochim. Biophys. Acta 53, 469, 

Laver, W. G. (1961) Virology 14, 499. 

Geising, W. and Hornle, S. (1973) in Peptides (Proceedings of the 11th Peptide Symposium, 
1971), published 1973, p. 146 (in German). 

5. Levy, N. L. and Dawson, J. R. (1976) J. Immunol. 116, 1526. 

SP 

SH CH) 

在 游离 氨基 的 还 原 性 甲 基 化 反应 中 , 氢 硼 化 钠 可 以 替换 氢 硼 化 钾 《〈 人 参见 下 文 )。 与 在 

水 溶液 中 立即 水 解 的 氢 硼 化 钠 不 同 , 本 试剂 具 水 溶性 , 且 在 水 溶液 中 短 时 期 稳定 。 

| 
— C--NH—CH—(CH,),-NH, + HCHO —> 

| 
c=0O 
| 
NH 
| 

1 

hi 
\KBH, 

O 

ze Geir. Yonnekor, NCO) 

c=0O 

NH 
| 

1. Kumarasamy, R. and Symons, R. H. (1979) Anal. Biochem. 95, 359, 

氨 硼 化 钠 CH) 

氢 硼 化 钠 与 甲醛 ( 见 上 文 ) 一 起 使 游离 氨基 发 生还 原 性 甲 基 化 。 甲 醛 与 氨基 反应 形成 
席 夫 碱 (Schiff’s base)， 语 者 再 被 氨 硼 化 物 还原 。 应 用 所 标记 的 氢 硼 化 钠 ， 可 以 生成 N- 
CH] FARMED. 

| 
—C—NH—CH—(CH,),—-NH, + HCHO —> 

| 
c=O 

NH 

I 
—C—NH—CH—(CH,),—N=CH, 

| NaBH, 
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1 
— C—NH—CH—(CH,),—NH--CHy 

| 
C=O 
| 
NH 

Biocca, S., Calissano, P., Barra, D. and Fasella, P. M. (1978) Anal. Biochem. 87, 334. 

De La Llosa, P., Marche, P., Morgat J. L. and De La Llossa-Hermier, M. P. (1974) FEBS Lett. 
45, 162. 

Means, G. E, and Feeney, R. E. (1968) Biochemistry 7, 2192. 

Moore, G. and Crichton, R. R. (1973) FEBS Lett. 37, 74. 

Chansel, D., Sraer, J., Morgat, J. L., Hesch, R.D. and Ardaillou, R. (1977) FEBS Lett. 78, 237. 

Ascoli, M. and Puett, D. (1974) Biochim. Biophys. Acta 371, 203. 

Keul, V., Kaepueli, F., Ghosh, C., Krebs, T., Robinson, J. A. and Retey, J. (1979) J. Biol. Chem. 

254, 843. 

Bo 

SP PO 

RBH (“C) 

游离 氨基 的 琥珀 酰 化 系 在 温和 的 碱 性 溶液 中 完成 ， 反 应 条 件 与 用 醋酸 酝 乙 酰 化 的 条 

件 相 似 。 不 过 ,阳离子 基 团 乙酰 化 产生 电 中 性 的 产物 ,而 琥珀 酰 化 则 产生 阴离子 产物 。 由 
于 这 一 原因 ,琥珀 酰 化 的 蛋白 质 比 乙酰 化 蛋白 质 溶解 性 更 强 。 

虽然 在 酸性 条 件 下 琥珀 酰 化 反应 是 可 逆 的 ， 但 是 与 相应 的 马 来 酰 化 蛋白 的 水 解 作用 
相 比较 , 反 应 不 易 进行 ( 见 马 来 酸 栈 一 节 )。 

O O 
I a 

—NH—C—CH—NH, + H,C—C 
| Ns 
R O 

& 
H,C—C 

NS 
| O 

fe) 
| | V4 

—NH— C—CH—NH—C—CH,—CH,—C 
| 
R O- 

1. Habeeb，A. F. S. A.，Cassidy，H. G. and Singer, S. J. (1958) Biochim. Biophys. Acta 29, 587. 
2. Chu, F. S., Crary, E. and Bergdoll, M. S. (1969) Biochemistry 8, 2890. 

3. Frist, R. H, Bendet, J. J., Smith, K. M. and Lauffer, M. A. (1965) Virology 26, 558. 

N-RBRLERAB CH) 

本 试剂 对 游离 氨基 特异 ,反应 方式 与 Bolton 和 Hunter 试剂 相似 ( 见 上 文 )。 HOF 

较 Bolton 和 Hunter 小 ,因而 反应 时 具有 对 蛋白 质 结构 改变 较 少 的 优点 。 

O 
| 

— ©—-NH—CH—(CH,),—NH, + CH,CH,— a4 7 a a 

ge 
NH 
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O 

2 外 —NH—CH--(CH,),—NH— d —CH,—CH, 

c=0 

wa 

至 今 文献 中 尚未 发 表 有 关 应 用 这 一 化 合 物 的 报道 。 但 是 放 化 中 心 (Radiochemical 

Centre) (Amersham) 已 应 用 本 试剂 制备 N=-[ 丙 酰 -H] 丙 酸 酯 化 的 c- 金 环 蛇 毒 。 标记 

后 的 蛋白 质 具 有 与 天 然 蛋白 质 相似 的 生物 活性 。 
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附录 II 选择 蛋白 质 标志 物 的 分 子 量 及 等 电 点 

下 表 所 列举 的 是 根据 亚 基数 、 亚 基 分 子 量 (无 入 基 试剂 存在 条 件 下 思 及 等 电 点 选择 出 

的 蛋白 质 标 志 物 , 其 中 绝 大 部 分 为 相当 纯 的 商品 。 从 下 列 原 始 文献 中 可 以 得 到 更 完整 的 

资料 : 
分 子 量 : Handbook of biochemistry and Molecular Biology，( 第 3 fig; 1976), Proteins 

Vol II (Fasman, G. D., 44), CRC 印刷 ， Cleveland, p. 326, 

蛋白 质 来 源 亚 基 分 子 量 等 电 点 

腺 叮 叭 磷酸 核糖 基 转 移 酶 人 3 11,000 4.8 
神经 生长 因子 小 鼠 2 13,259 9.3 

核糖 核酸 酶 牛 1 13,700 7.8 

血红 蛋白 免 4 16,000 7.0 

\\ER BR BS S. aureus i 16,800 9.6 

6-FLREA He 2 17,500 52 

HARKR=C HAS 人 a 22,000 3.0 

RE BR AR 3 23,000 RS 

REAR 1 24,500 9.3 

REARRA 牛 1 25,700 9.2 

磷酸 丙 糖 异 构 酶 免 2 26,500 6.8 

FL S A 2 27,000 5.7 

HARB 人 4 30,000 9.2 

脱氧 核糖 核酸 酶 I a 1 31,000 4.8 

尿酸 酶 猪 4 32,000 6.3 
甘油 -3- 磷 酸 脱 气 酶 免 2 34,000 6.4 

苹果 酸 脱 氢 酶 猪 2 35,000 5.1 

(COBRA 酵母 4 35,000 5.4 

Hb A PARE OU 猪 1 38,000 10.2 

醛 缩 酶 酵母 2 40,000 SA2 

胃 和 蛋白 酶 原 猪 1 41,000 3.7 

己 糖 激酶 酵母 2 51,000 5.3 

fe i) AAs AE 2 54,000 a7 

WAS 牛 - 57,500 5.4 

Ba HE Re Bs 小 牛 2 69,000 4.4 

乙酰 胆 碱 酯 酶 He 4 70,000 4.5 

甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 % 2 72,000 8.5 

6-H RRB AR 2 75,000 6.0 

赖 氨 酸 脱羧 酶 E, coli 80,000 4.6 

BRAK 猪 92,000_ 4.8 

磷酸 烯 醇 丙 柄 酸 羧 化 酶 E. coli 99, 600 5.0 

eRe ta BA RG 8 AS 菠菜 130,000 4.9 

脲酶 刀 豆 240,000 4.9 

1) MEA SER FAT SDS-PAGE 中 合适 的 多 肽 分 子 量 请 参阅 第 1 BH 6。 
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等 电 点 : Malamud, D. and Drysdale, J. W. (1978)Anal. Biochem. 86, 620, 

Righetti, P. G. 和 Caravaggio, T. (1976) 已 经 发 表 了 另 一 篇 与 蛋白 质 分 子 量 和 等 

电 点 有 关 的 资料 CJ. Chromatogr. 127，1.)。 

若 已 查 明 标准 蛋白 质 中 包含 的 组 分 在 一 种 以 上 ， 由 于 选用 的 蛋白 舌 可 能 是 这 一 混合 

物 中 较 次 要 的 一 种 组 分 ,因此 ,应 用 标准 蛋白 质 混 合 物 时 应 极其 谨慎 。 
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附录 IV ”供应 电泳 专用 附件 的 厂商 

许多 大 公司 已 在 其 它 国家 建立 了 子 公司 ， 但 是 大 多 数 较 小 的 公司 是 通过 代理 商 出 售 
其 产品 。 与 下 面 所 列 地 址 联系 ,可 以 极为 便利 地 购 到 所 需要 的 附件 : 
W and R Balston Ltd.; Springfield Mill, Maidstone, Kent, England. 

BDH Chemicals Ltd.; Poole BH12 4NN, Dorset, England. 

Bio-Rad Laboratories; 2200 Wright Avenue, Richmond, Calif. 94804, U. S. A. 
Boehringer Mannheim GmBH Biochemica; P. O. Box 310120, 6800 Mannheim 31, West Germany. 

Buchler Scientific Instruments; Fort Lee, N. J. 07024, U. S. A. 
Calbiochem-Behring; La Jolla, Calif. 92037, U. S. A. 
Difco Laboratories Ltd.» P. O. Box 14B, Central Avenue, East Moseley, Surrey, England. 
Eastman Kodak Co.; 343 State Street, Rochester, N. Y. 14650, U.S. A. 
Fisher Scientific Pittsburgh, Pa. 15219, D. S. A. 

Gelman Sciences Incorporated; 600 South Wagner Road, Ann Arbor, Mich. 48106, U. S. A. 12 Peter 
Road, Lancing, Sussex, England. 

Gibco Biocult Ltd.; 3 Washington Road, Sandyford Industrial Estate, Palsiey, Renfrewshire PA3 4EP, 

Scotland. 

Hamilton Bonaduz AG; CH 7402 Bonaduz, Switzerland. 

Hamilton Co.; Reno, Nev., U. S. A. 

Hanimex (UK); Faraday Road, Dorcan, Swindon SN3 5HW, Wiltshire, England. 
Hoefer Scientific Instruments; 520 Bryant Street, Sen [rancisco, Calif. 94107, U. S. A, 

Ilford Ltd.; Christopher Martin Road, Basildon SS14 3ET, Essex, England. 
Ingold Instrumentation; 113 Hartwell Avenue, Lexington, Mass. 02173, U. S. A. 
ISCO; P. O. Box 5347, Lincoln, Neb. 68505, U. S. A. 

Joyce-Loebl Ltd.; 48 Princes Way, Team Valley, Gateshead on Tyne NE11 OUJ, England. 

LKB Produkta AB; S-16125, Bromma, Sweden. 

Marine Colloids Division, FMC Corporation; P. O. Box 308, Rockland, Mass. 04841, U. S, A. 
Microchemical Specialities; Berkley, Calif. 94707, U.S. A. 

Miles Research Products Division, Miles Laboratories Ltd.; Stoke Poges, Slough SL2 4LY, England. 
Elkhart, Ind. 46514, U. S. A. 

Millipore Corporation; Bedford, Mass. 01730, U. §. A. Millipore House, Abbey Road, London NW10 
7SP, England. 

MRA Corporation; Clearwater, Fla. 33515, U. S. A. 

National Technical Information Service (NTIS); Springfield, Va. 22161, U. S. A. 
New England Nuclear Research Pdoducts; NEN Ciemicals GmBH, Postfach 401240, 6072 Dreieich, 

West Germany: NEN Corporation, Boston, Mass. U. S. A. 

Nordic Immunological Laboratories; P. O. Box 54, Maidenhead, Berkshire, England. 
Oxoid Ltd.; Wade Road, Basingstoke RG24 OPW, Hants, England. 
Pharmacia Fine Chemicals AB; P. O. Box 175, $-75104, Uppsala 1, Sweden. 
Polysciences; Paul Valley Industrial Park, Warrington, Pa. 18976, U. S. A. 
Radiochemical Centre; Amersham, Buckinghamshire, England. 
Raven Scientific Ltd.; Sturmer End. Haverhill, Suffolk, England. 

RND Optical Systems Inc.; 2466 Bowersox Road, New Windsor, Md. 21776, U. S. A. 
Savant Instruments; Hicksville, N. Y. 11801, U. S. A. 
Serva Feipbiochemica GmBH and Co.: D-6900, Heidelberg 1, P. O. Box 105260, West Germany. 
Shandon Southern; 93-96 Chadwick Road, Astmoor Industrial Estate, Runcorn, Cheshire, England. 
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