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实验十二　聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳———
乳酸脱氢酶同工酶的鉴定 　

带电颗粒在电场的作用下，向着与其电性相反的电极方向移动，这种现象称之为电
泳（ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）。 １９５９ 年，Ｓ畅Ｒａｙｍｏｎｄ 和 Ｌ畅Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ 最早建立了利用聚丙烯酰胺
凝胶作为支持介质的区带电泳方法即聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏ-
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）。 聚丙烯酰胺凝胶在一定浓度范围内机械性能好，电渗作用小，化学惰
性强，具有良好的分子筛效应，电泳结果具有很好的重复性，已成为目前生化实验室最
常用的支持介质。 聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳是对天然状态生物大分子进行分离的电
泳，保持了蛋白质的天然构象及其生物学活性。 本实验利用聚丙烯酰胺凝胶净电荷电
泳对乳酸脱氢酶同工酶进行电泳分离，用酶活性染色液对乳酸脱氢酶进行定位染色。

实验目的

学习聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳的基本原理，了解有关乳酸脱氢酶同工酶的知识及活
性染色鉴定法的原理，掌握垂直板聚丙烯酰胺凝胶连续电泳分离技术。

实验原理

聚丙烯酰胺凝胶是由单体丙烯酰胺（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ，Ａｃｒ）和交联剂 Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰
胺（Ｎ，Ｎ′－ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｓａｃｒｙｌａｍｉｄｅ，Ｂｉｓ）在催化剂和加速剂作用下聚合交联而成的三维网状
结构的凝胶。 凝胶的聚合作用通常是使用能提供游离基的催化 －氧化还原体系来完成，是
化学或光化学反应过程。 实验室常用过硫酸铵［ａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ，（ＮＨ４ ） ２ Ｓ２ Ｏ８，ＡＰ］或核
黄素（ ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ 或 ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ２，Ｃ１７ Ｈ２０ Ｏ６ Ｎ４ ）来引发这个反应过程，Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四甲基乙二胺
（Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ，ＴＥＭＥＤ）作为加速剂。 以 ＡＰ －ＴＭＴＥＤ 化学催化
体系为例，ＴＥＭＥＤ 是一种脂肪族叔胺，分子式为：
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它的碱基可催化溶液中的 ＡＰ 使其形成游离氧自由基，激活 Ａｃｒ 单体形成单体长链，同时在
交联剂 Ｂｉｓ的作用下长链彼此交联聚合成凝胶，反应式如下：

（１） ＴＥＭＥＤ 催化 ＡＰ 生成硫酸自由基：
Ｓ２ Ｏ８

２ －→ ２ＳＯ －·
４

（２） 硫酸自由基的氧原子激活 Ａｃｒ 单体并形成单体长链：

（３） Ｂｉｓ在单体长链间连成网状结构：

凝胶的聚合反应受各种因素的影响，如系统中催化剂和加速剂的浓度、ｐＨ、温度、分子氧
和杂质都会影响凝胶的聚合过程。 ＡＰ 和 ＴＥＭＥＤ 浓度的增加可缩短凝胶的聚合时间，但使
用过量的 ＡＰ 和 ＴＥＭＥＤ 在电泳时会引起烧胶和蛋白质条带的畸变，所以在实际操作中应选
择合适的浓度使聚合时间控制在 ３０ ～６０ ｍｉｎ 内较好。 ＴＥＭＥＤ 只能以游离碱的形式发挥作
用，所以在碱性条件下，叔胺才能引发 ＡＰ 产生自由基，使凝胶正常聚合。 温度也是影响凝胶
特性的重要因素，在 ２５ ～３５℃条件下聚合的凝胶透明且有弹性，若温度高，聚合速度加快，导
致凝胶聚合不均匀。 所以聚合的速度会影响交联孔径的大小，若要获得较好的聚焦效果，凝
胶聚合时最好保持温度恒定。 分子氧的存在会阻止碳链的延长，在聚合过程中要尽量避免
接触空气，如可在不连续系统的分离胶聚合时在其表面加一薄层水以隔绝空气。 某些金属
离子或其他杂质也会影响凝胶的化学聚合，所以应选择高纯度的 Ａｃｒ、Ｂｉｓ 和 ＡＰ。 化学聚合
的凝胶孔径较小，常用于制备分离胶（小孔凝胶），重复性好。



70　　　 基础生物化学实验

凝胶溶液中单体和交联剂的总浓度和两者的比例是决定聚丙烯酰胺凝胶的特性包括其

机械性能、弹性、透明度、黏着度及孔径大小的主要因素。 凝胶总浓度 T 为凝胶溶液中单体
和交联剂的总质量浓度，实际应用时采用其质量浓度（ｇ· １００ ｍＬ －１）的数值表示。 交联度 C
为凝胶溶液中交联剂占单体和交联剂总量的质量分数。

T ＝a ＋bm ×１００％
C ＝ b
a ＋b ×１００％

式中，a为丙烯酰胺单体的质量（ｇ），b为交联剂 Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰胺的质量（ ｇ），m 为
溶液的终体积（ｍＬ）。 通常 a∶b在 ３０左右，并且丙烯酰胺浓度高于 ３％，凝胶透明并且有弹性。

聚丙烯酰胺凝胶的三维网状结构具有分子筛效应，孔径的大小取决于凝胶的总浓度 T
和交联度 C。 有效孔径随着凝胶总浓度的增加而减小，在凝胶总浓度一定时，交联剂含量不
同也影响着凝胶的孔径。 凝胶浓度不同，平均孔径也不同，不同大小和形状的大分子通过凝
胶孔径时所受的阻滞力也不同，加上大分子的电荷效应，使分子大小不同、所带净电荷数量
不同的大分子在凝胶中的迁移率不同而得以分离。 在实际工作中，常依据待分离蛋白质的
相对分子质量来选择合适的凝胶浓度，使蛋白质混合物得到最大限度的分离。 表 ３ －１ 列出
了聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质的相对分子质量与凝胶浓度的关系，当已知待分离蛋白
质的相对分子质量范围时可以查到适合使用的凝胶浓度。 当分离一个未知样品时，常用
７畅５％的标准胶或梯度凝胶来测试，而后确定适宜的凝胶浓度。

表 3 －1　蛋白质相对分子质量与凝胶浓度的关系
蛋白质相对分子质量范围 适用的凝胶质量浓度 T／％

＜１ ×１０４ ２０ ～３０
１ ×１０４ ～４ ×１０４ １５ ～２０
４ ×１０４ ～１ ×１０５ １０ ～１５
１ ×１０５ ～５ ×１０５ ５ ～１０

＞５ ×１０５ ２ ～５

在大部分生物大分子中都同时存在阳离子和阴离子基团，这些基团的解离常数不同，溶
液的 ｐＨ 决定被分离物质带电基团的解离程度，即决定生物大分子所带净电荷的数量，所以
ｐＨ 影响着生物大分子的电泳迁移率。 蛋白质的带电行为是蛋白质电泳技术的基础，蛋白质
分子中可解离的基团除肽链末端 α－氨基和 α－羧基外，还有多肽链中氨基酸残基上的侧链
基团如 ε －氨基、β－羧基、γ－羧基、咪唑基、呱基、酚基和巯基等，蛋白质的净电荷来自于这
些可解离基团所带正负电荷的总和。 溶液的 ｐＨ 距离蛋白质的等电点 ｐI 越远，蛋白质带电
性越强，泳动速度越快；反之蛋白质的泳动速度越慢，所以在电泳分离蛋白质时，要选择合适
ｐＨ 的缓冲液，使待分离的各种蛋白质所带的电荷数量有较大差异，有利于彼此分开。 多数
蛋白质的等电点在中性偏酸性范围，通常是将样品在碱性缓冲系统中进行电泳，蛋白质分子
带负电荷，以不同速度向阳极迁移。 许多蛋白质的 ｐI 在 ｐＨ ４ ～７ 范围内，所以通常使用 ｐＨ
８畅０ ～９畅５ 范围的缓冲系统。

聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳是对天然状态的蛋白质进行分离，保持蛋白质的天然构
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象及其生物学活性。 利用蛋白质分子带有净电荷的性质和数目差异、相对分子质量及分
子形状等因素，使蛋白质在电场中具有不同的泳动速度和方向，从而达到分离的目的（图
３ －１）。

图 3 －1　在净电荷聚丙烯酰胺凝胶电泳中蛋白质分离的影响因素
（ ａ）电荷因素：蛋白质分子形状和大小相同，所带电荷性质和数量不同　（ ｂ）分子大小：蛋白质
分子形状和所带电荷性质和数量相同，分子大小不同　（ ｃ）分子形状：蛋白质分子所带电荷性
质和数量相同，分子形状不同

本实验聚丙烯酰胺凝胶电泳是连续系统，是指电泳系统采用相同孔径的凝胶和相同的
缓冲系统（样品缓冲液、凝胶缓冲液和电极缓冲液），在 ｐＨ 恒定、离子强度不同的条件下进
行区带电泳。 该方法制备凝胶简单，一般只用于分离一些比较简单的样品，最大的不足是分
辨率不高。 但对于一些浓度比较高的样品，在加样量很少的情况下，有时也能得到较好的分
离效果。

１９５９ 年 Ｍａｒｋｅｒｔ 等用电泳的方法将从牛心肌提纯的乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）结晶分离出 ５ 条区带，由阳极到阴极依次命名为 ＬＤＨ１ 、ＬＤＨ２ 、ＬＤＨ３ 、ＬＤＨ４ 、ＬＤＨ５ ，它们
均具有 ＬＤＨ 催化活性，从而首先提出了同工酶（ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ）的概念。 目前已知 ＬＤＨ 同工酶
是由 Ｈ 和 Ｍ ２ 种亚基按不同比例组成的四聚体，它们是 Ｈ４ （ＬＤＨ１ ），Ｈ３ Ｍ（ ＬＤＨ２ ），Ｈ２ Ｍ２
（ＬＤＨ３ ），ＨＭ３（ＬＤＨ４ ）及 Ｍ４（ＬＤＨ５ ）５ 种（图 ３ －２）。 ＬＤＨ 同工酶广泛分布于动植物及微生
物中，动物各组织中 ＬＤＨ 同工酶各组分含量不同。

图 3 －2　LDH同工酶亚基的组成

蛋白质经过净电荷聚丙烯酰胺凝胶电泳后可以保持其原有的分子构象和生物学活性

包括酶活性，这就给同工酶的检测创造了条件，在凝胶上对同工酶进行原位染色，这是一
种特异性的染色方法。 本实验用同工酶活性染色对 ＬＤＨ 进行鉴定，即染色液中含有乳酸
脱氢酶的底物，ＬＤＨ 与底物的反应，用甲硫吩嗪（ ｐｈｅｎａｚｉｎｅ ｍｅｔｈｏｓｕｌｐｈａｔｅ，ＰＭＳ）作为电子
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的中间载体，氯化硝基四氮唑蓝（ｎｉｔｒｏｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＮＢＴ）作为最终电子受体，底
物脱下的氢最后传递给 ＮＢＴ，ＮＢＴ 被还原后，产生蓝紫色的不溶于水的物质以对 ＬＤＨ 定
位。 反应式如下：

器材与试剂

1畅实验器材
电子分析天平，小型台式离心机，玻璃匀浆器，小型夹心式垂直板电泳槽，电泳仪（与电

泳槽型号配套），可调式移液器，微量进样器（５０ μＬ），电热恒温水浴。
2畅实验材料
小鼠骨骼肌、肝、心肌和脑组织。
3畅实验试剂
（１） ３０％凝胶贮液　含有 ２９１ ｇ／Ｌ Ａｃｒ 和 ９ ｇ／Ｌ Ｂｉｓ水溶液（T ＝３０％，C ＝３％），充分溶

解后过滤置于棕色瓶中，４℃保存。
（２） Ｔｒｉｓ －甘氨酸缓冲液贮液（ｐＨ ８畅９）　称量 １２ ｇ 甘氨酸，６ ｇ Ｔｒｉｓ，用去离子水溶解并

定容至 １ Ｌ。 该溶液原浓度用于配制凝胶，稀释 １０ 倍即组织匀浆缓冲液，稀释 ２ 倍即电极缓
冲液。

（３） １００ ｇ／Ｌ 过硫酸铵（ＡＰ）贮液　用去离子水小量配制，分装在小离心管中，４℃保存
１ 周， －２０℃保存 ２ 个月。

（４） ＴＥＭＥＤ　４℃保存。
（５） 样品处理液　４００ ｇ／Ｌ 的蔗糖溶液（含少许溴酚蓝）。
（６） ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ 磷酸钾盐缓冲液， ｐＨ ７畅５ 　称量 １９畅０３ ｇ Ｋ２ ＨＰＯ４ · ３Ｈ２ Ｏ，２畅２６ ｇ

ＫＨ２ ＰＯ４ ，用去离子水溶解并定容至 ２００ ｍＬ。
（７） ＬＤＨ 同工酶染色贮存液
贮液Ⅰ：含有 ５ ｍｇ／ｍＬ 氧化型辅酶Ⅰ（ＮＡＤ ＋）的水溶液，置于棕色瓶中 ４℃保存 ２ 周，

－２０℃保存半年。
贮液Ⅱ：含有 ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ ７畅５ 磷酸钾盐缓冲液 ５ ｍＬ，氯化钠 １４畅６ ｍｇ，６０％的乳酸钠

０畅４６ ｍＬ，ＰＭＳ １畅０ ｍｇ，ＮＢＴ １０ ｍｇ，用去离子水溶解并定容至 ２１ ｍＬ，此溶液为黄色，置棕色
瓶中 ４℃保存 ２ 周， －２０℃保存半年。 如果溶液变成绿色，则不能使用。

使用当天，贮液Ⅰ和贮液Ⅱ按照 ４ ∶２１ 比例混合，置于棕色瓶中备用。
（８） 脱色液　７％的乙酸溶液。
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实验步骤

1畅样品制备
断脊椎处死小鼠，取适量小鼠骨骼肌、肝、心肌和脑组织，加入 ５ 倍组织重的匀浆缓冲

液，用玻璃匀浆器匀浆，将匀浆液离心（１０ ０００ ｒ／ｍｉｎ，１５ ｍｉｎ），吸出上清液，加入等体积 ４００
ｇ／Ｌ 的蔗糖（含少许溴酚蓝）混匀，放置 ４℃冰箱中备用， －２０℃可保存 １ 年。

2畅安装夹心式垂直板电泳槽（以 GE公司 SE250 小型垂直板电泳槽为例）
（１） 夹心式垂直板电泳槽的组成　此电泳装置分为灌胶模具和电泳槽两个部分。 首先

需要在灌胶模具上制备凝胶板（图 ３ －３），然后将凝胶板移到电泳槽中进行电泳（图 ３ －４）。

图 3 －3　GE公司 SE250小型垂直板灌胶模具的组装

（ ａ）凝胶模的组装　包括凹形铝板、玻璃板、垫片（０畅７５ ｍｍ）　（ ｂ）灌胶模具各部件的组装　（ ｃ）组装
完成的灌胶模具
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图 3 －4　GE公司 SE250小型垂直板电泳槽的组装
（ ａ）将凝胶模安装在电泳槽本体上　（ ｂ）电泳槽各部件，包括下液槽、电泳槽本体（上液槽） 、安全盖（带导线）等

（２） 灌胶模具各部件的组装
① 凝胶模的组装：将洗净干燥的玻璃板、垫片、凹形铝板按照图 ３ －３ａ 所示组装，两侧及

下端对齐，注意勿用手指接触玻璃板和铝板的灌胶面。
② 将凝胶模安装在固定架上：将凝胶模插入固定架，使凹形铝板紧贴固定架的背板，将

固定架放在一个水平玻璃板上，使凝胶模各部件与固定架的压条下端对齐，轻轻拧紧螺丝，
使压条紧压凝胶模。

③ 将固定架安装在底座上：将固定架置于底座上，螺丝朝外，凸轮插入固定架两侧并旋
转 １８０°使凝胶模的下缘在固定架的橡胶垫上被压紧，这样就形成了一个两侧和底部均密闭
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的夹心式凝胶模（图 ３ －３ｂ、３ －３ｃ），准备灌胶。
3畅制胶
表 ３ －２ 列出了不同质量浓度凝胶的配方。 根据乳酸脱氢酶的分子大小，选用质量浓度

为 ６％的凝胶，也可以使用 ７畅５％的标准胶。 在小烧杯中按所使用的凝胶质量浓度配制凝胶
混合液。

表 3 －2　制备连续聚丙烯酰胺凝胶电泳不同质量浓度凝胶的配方
溶液成分

１０ ｍＬ倡凝胶液中各成分的体积（C＝３％）
T＝６％ T＝７畅５％ T＝１０％ T＝１２％ T＝１５％

３０％凝胶贮液／ｍＬ ２畅０ ２畅５ ３畅３ ４畅０ ５畅０
Ｔｒｉｓ －甘氨酸缓冲液贮液

（ｐＨ ８畅９）／ｍＬ ５畅０ ５畅０ ５畅０ ５畅０ ５畅０
去离子水／ｍＬ ２畅９５ ２畅４５ １畅６５ ０畅９５ ０
１０％ ＡＰ／μＬ倡倡 ５０ ５０ ５０ ５０ ５０

ＴＥＭＥＤ／μＬ ５ ５ ５ ５ ５
　　倡 ＧＥ 公司 ＳＥ２５０ 小型垂直板电泳槽凝胶板需配制凝胶溶液 ５ ｍＬ ／凝胶板 。

倡倡 可根据室温和聚合情况予以适当调整 ＡＰ 和 ＴＥＭＥＤ 的加入量，使凝胶溶液在 ４０ ～６０ ｍｉｎ 内聚合完全。

加入 ＡＰ和 ＴＥＭＥＤ 后立即混匀，迅速将凝胶溶液灌注在玻璃板和凹形铝板的间隙中，
灌注时可用烧杯沿着玻璃板内侧缓缓倒入，也可以用可调式移液器加入。 当凝胶溶液距凹
形铝板上缘 ２ ～３ ｍｍ 时，立即轻轻将样品槽模板插入凝胶溶液中，目的是使凝胶溶液聚合
后，在凝胶顶部形成数个加样槽。 灌胶模具在室温下垂直放置，４０ ～６０ ｍｉｎ 聚合反应完成。

4畅加样
（１） 将凝胶板安装在电泳槽本体上　将凝胶板从灌胶模具上取下，安装到电泳槽本体

上，使凹形铝板紧贴在本体的密封橡胶封条上，用弹簧夹夹紧（图 ３ －４ａ），在凝胶板和本体
之间形成一个封闭的上液槽。

（２） 加样的准备工作　在上液槽和下液槽中均加入电极缓冲液，注意上槽电极缓冲液
要高过凹形铝板，凝胶板与下液槽之间的缝隙处充满电极缓冲液，这样电泳时就形成了电流
通路。 将上样指示器（印有样品槽模板形状的塑料片）贴在玻璃板上，使其与样品槽重合
（加完样后将其取下再进行电泳），小心拔出样品槽模板。

（３） 加样　用微量进样器吸取 ３ ～１０ μＬ 样品溶液，小心地将样品加在样品槽底部（图
３ －５），注意样品溶液不能漫过样品槽，每加一种样品后要用去离子水清洗进样器，避免样品
相互污染。 样品加入体积可以根据每次制备的样品 ＬＤＨ 浓度而定，一般肝脏 ＬＤＨ 浓度高，
只需加 ３ μＬ，脑的 ＬＤＨ 浓度较低需要加 ８ ～１０ μＬ，骨骼肌和心肌居中。

5畅电泳
加样后，盖上电泳槽安全盖，将电泳槽的正负电极与电泳仪的正负电极正确连接，调至

恒压 ８０ Ｖ，观察样品中的溴酚蓝指示剂全部进入凝胶后，将电压提高到 １２０ ～１５０ Ｖ，继续电
泳，直到溴酚蓝前沿到达距凝胶下端约 ０畅５ ｃｍ 时，关闭电源。
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图 3 －5　加样示意图
6畅染色、脱色和照相
电泳结束后，将凝胶板取下，取出垫片，用薄尺子轻轻将玻璃板和凹形铝板撬开，在凝胶

下部切去一角以标注凝胶的方位，然后将带有凝胶的一块板反扣过来，胶面朝下，用尺子小
心地将凝胶从一角剥离，直到凝胶完全掉入一个装有活性染色液的培养皿中。 轻轻摇动培
养皿，使凝胶完全浸泡在染色液中，放入 ３７℃电热恒温水浴中避光保温，待大多数条带显现
蓝紫色时除去染色液，显色时间一般为 １０ ～２０ ｍｉｎ。 加入脱色液终止酶促反应，并使凝胶底
色脱去直至背景清亮，脱色过程约需 ５ ｍｉｎ，即可用凝胶成像仪照相。

实验结果

图 ３ －６ 是正常小鼠骨骼肌、心肌、肝和脑组织提取液的 ＬＤＨ 同工酶电泳条带图谱。
从图中看到，动物不同组织中 ＬＤＨ 同工酶各组分含量不同，如骨骼肌和肝脏中 ＬＤＨ５ 含量

丰富，但其他组分含量并不相同，骨骼肌含有少量的 ＬＤＨ１ ～ＬＤＨ４ ，但肝中几乎不含
ＬＤＨ１ ～ＬＤＨ４ 。

图 3 －6　聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳分离小鼠 LDH同工酶活性染色结果
１畅骨骼肌　２畅心肌　３畅肝　４畅脑
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注意事项

１畅选择高纯度的 Ａｃｒ 和 Ｂｉｓ，否则会影响凝胶的聚合与电泳的分离效果。 Ａｃｒ 和 Ｂｉｓ 均
为神经毒剂，对皮肤有刺激作用，操作时应避免皮肤接触和吸入粉尘，尽量避免污染台面及
用具，灌胶剩余的凝胶溶液应待聚合后再丢弃。

２畅玻璃板、凹形铝板及垫片均应严格地清洗，应注意使用海绵清洗，避免产生划痕。
３畅灌注凝胶溶液时，凝胶中及样品槽下沿不能存有气泡，凝胶溶液应充满样品槽间隙，

凝胶聚合后必须再放置 ２０ ～３０ ｍｉｎ 使其充分“老化”，这样才能使凝胶均一，样品槽底部平
整，才有可能得到平整的电泳条带。

４畅根据乳酸脱氢酶的分子大小，凝胶的质量浓度选择 ６％比较适宜，但由于 ６％的凝胶
比较软，给后期操作带来不便，所以也可以选用 ７畅５％的标准胶，但要注意电泳时要在溴酚蓝
走出凝胶下沿后继续电泳 ３０ ～６０ ｍｉｎ，这样才能使各同工酶条带分离效果较好。

５畅ＬＤＨ 同工酶活性染色时间不宜过长，当大多数条带显现蓝紫色时即可终止染色。 使
用后的染色液如果仍为黄色，则可再次使用，显色时间会较慢，但不影响最后的染色效果，染
色液变为绿色则不能再使用。

思考题

１畅聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳分离蛋白质的特点是什么？
２畅连续电泳的特点是什么？ 有什么优缺点？
３畅简述 ＬＤＨ 同工酶活性染色的原理，分析活性染色与常用的考马斯亮蓝染色法有什么

本质的不同？ 在实验过程中需要注意什么问题？
４畅本实验的样品处理液中加入溴酚蓝和蔗糖的作用是什么？

实验十三　SDS －聚丙烯酰胺凝胶电泳———
测定蛋白质相对分子质量 　

ＳＤＳ －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ-ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ-
ｓｉｓ，ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）是在聚丙烯酰胺凝胶系统中加入一定量的阴离子去污剂和强还原剂后，
蛋白质分子解聚成单链并与 ＳＤＳ 结合形成带负电的复合物，该复合物的电泳迁移率主
要取决于蛋白质的相对分子质量，即 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ 是根据蛋白质分子大小不同进行分离，
因此 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ 可以用于测定单链蛋白质或亚基的相对分子质量。 由于 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ 不
连续系统电泳具有较强的浓缩效应，分辨率比 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ 连续系统电泳要高得多，所以
ＳＤＳ-ＰＡＧＥ 不连续系统电泳是生物化学实验室中测定蛋白质相对分子质量及纯度常用
的实验方法。
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实验目的

了解 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 的基本原理，掌握垂直板 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 不连续电泳技术，学习 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 测定蛋白质相对分子质量的方法。

实验原理

十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ，ＳＤＳ）是一种阴离子去污剂，能破坏蛋白质分子
内和分子间的非共价键，使分子去折叠，破坏蛋白质分子内的二级和三级结构，并与蛋白质
分子结合形成蛋白质 －ＳＤＳ 复合物。 β－巯基乙醇（β－ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ）和二硫苏糖醇（ｄｉ-
ｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）作为一种强还原剂，作用是使蛋白质分子中半胱氨酸残基之间的二硫键打
开并不易再氧化。 在样品溶液中同时加入 ＳＤＳ 和 ＤＴＴ 后，蛋白质分子被解聚成组成它们的
亚基。 由于 ＳＤＳ 带有大量负电荷，蛋白质 －ＳＤＳ 复合物所带的电荷大大超过了蛋白质分子
原有的净电荷量，从而降低或消除了各种蛋白质分子之间天然的电荷差异。 ＳＤＳ 与蛋白质
结合后还引起了蛋白质构象的改变，在水溶液中的形状近似于雪茄烟形的长椭圆棒形结构
（图 ３ －７），其短轴的长度相同，长轴的长度则与蛋白质亚基的相对分子质量成正比，这样的
蛋白质 －ＳＤＳ复合物在凝胶中的迁移率不再受蛋白质原有的电荷和形状的影响，而只与椭
圆棒的长度也就是蛋白质亚基相对分子质量有关。

图 3 －7　免疫球蛋白分子在 100℃用 SDS和 DTT处理 3 ～5 min后解聚成
单链分子并形成带负电荷的蛋白质－SDS复合物

不同浓度和交联度的凝胶对蛋白质亚基 －ＳＤＳ 复合物具有阻滞作用，在电场下，相对分
子质量大的亚基受到的阻力大，在凝胶中迁移速度慢，反之相对分子质量小的亚基受到的阻
力小，在凝胶中迁移速度快。 不同相对分子质量的亚基受阻程度不同，表现出不同的迁移距
离，这样利用凝胶的分子筛效应就把同一样品中不同大小相对分子质量的蛋白质亚基分开。
１９６９ 年 Ｗｅｂｅｒ等人对 ３７ 种已知相对分子质量的蛋白质进行测定，实验证实电泳迁移率与相
对分子质量的对数呈线性关系（图 ３ －８），符合下列方程式：

ｌｇM ｒ ＝－b· mＲ ＋K



第三章　电泳技术 79　　　

式中：M ｒ 为蛋白质或亚基的相对分子质量，mＲ 为电泳相对迁移率，b 为斜率，K 为截距。 在
一定的条件下，b 和 K 均为常数。 所以采用 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 不仅可以根据相对分子质量大小对
蛋白质进行分离，而且可以根据电泳迁移率大小测定蛋白质的相对分子质量，测定范围为
M ｒ １５ ０００ ～２００ ０００。

图 3 －8　37种蛋白质相对分子质量的对数与电泳相对迁移率的关系图
M ｒ 为 １１ ０００ ～７０ ０００，１０％凝胶，ＳＤＳ －磷酸盐缓冲系统，ｐＨ ７畅２

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 在制备样品的过程中蛋白质与 ＳＤＳ 结合的程度是实验成败的关键之一。
ＳＤＳ与蛋白质结合是按照质量成比例进行结合的，当 ＳＤＳ 单体浓度大于 １ ｍｍｏｌ／Ｌ 时，它与
大多数蛋白质结合的质量比为 １畅４ ｇ ＳＤＳ ∶１ ｇ 蛋白质，如果达不到这个比率，蛋白质 －ＳＤＳ
复合物的构象就会发生变化，影响测定结果。 为保证 ＳＤＳ 与蛋白质充分结合，要求蛋白质分
子内的二硫键被彻底打开，蛋白质分子完全解聚，在较低离子强度的溶液中 ＳＤＳ 的总量至少
要比蛋白质的量高 ３ 倍，这样 ＳＤＳ 才能定量地结合到蛋白质分子上，并使之具有相同的构
象，蛋白质亚基的相对分子质量才能定量测出。

在测定蛋白质相对分子质量时，通常选用已知相对分子质量的标准蛋白质作为参照物，
与未知相对分子质量的待测蛋白质在同一块凝胶上进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ，用标准蛋白质的相对
迁移率与相对分子质量的对数作图，可获得一条 mＲ ～ｌｇM ｒ 标准曲线，根据未知蛋白质的相
对迁移率即可在标准曲线上求得其相对分子质量。 有许多蛋白质由几个亚基（如血红蛋白）
或两条以上肽链（如免疫球蛋白 ＩｇＧ）组成，利用 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 测定的相对分子质量只是它们
的亚基或单条肽链的相对分子质量，为了得到更全面的信息，还必须用其他方法测定其相对
分子质量和肽链的数目等参数，与 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 结果互相参照。

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 作为一种单向电泳技术，根据电泳系统中的缓冲液、ｐＨ 和凝胶孔径的区别
来分类，可分为 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 连续系统和 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 不连续系统两种类型，不连续系统需要
分别制备分离胶和浓缩胶，其他操作方法与连续系统完全相同。 由于 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 不连续系
统对样品具有较强的浓缩效应，因而它的分辨率比 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 连续系统大大提高，虽然制
胶操作难度较大，但是它具有连续体系不可比拟的优越性，尤其是在分离比较复杂和特殊的
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样品时，所以人们更倾向于采用不连续体系。
不连续系统电泳是指使用不同孔径的凝胶和不同缓冲体系的电泳方式，与连续系统相

比具有很大的不同。 在电泳过程中，由于浓缩胶的浓缩效应使样品先在浓缩胶和分离胶的
界面上被浓缩成一窄带，然后进入一定浓度或浓度梯度的分离胶，受到凝胶的分子筛效应和
电荷效应的作用表现出不同的迁移率，从而使样品各组分分离。 不连续系统电泳有 ４ 个不
连续性：①凝胶浓度不连续。 分离胶和浓缩胶浓度不同，浓缩胶浓度低，属于大孔胶，所以对
蛋白质分子没有分子筛作用，只起浓缩作用；分离胶浓度较高，属于小孔胶，具有分子筛效应
将蛋白质分离。 ②缓冲液离子成分不连续。 常用的凝胶缓冲系统为 Ｔｒｉｓ（三羟甲基氨基甲
烷） －ＨＣｌ 系统，但其在浓缩胶和分离胶中浓度不同；电极缓冲液为 Ｔｒｉｓ －Ｇｌｙ（甘氨酸）系
统，甘氨酸在浓缩胶和分离胶中的解离程度不同；Ｃｌ －

和 Ｇｌｙ －
在浓缩胶中迁移速度不同，造

成离子成分的不连续性。 ③缓冲液 ｐＨ 梯度不连续。 样品缓冲液 ｐＨ ６畅８，浓缩胶缓冲液 ｐＨ
６畅８，分离胶缓冲液 ｐＨ ８畅９，电极缓冲液 ｐＨ ８畅３，浓缩胶与分离胶之间 ｐＨ 的不连续性，是为
了控制 Ｇｌｙ －

的解离度，从而控制其有效迁移率。 ④电位梯度不连续。 样品和浓缩胶缓冲液
均使用 ｐＨ ６畅８ 的 Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 系统，电极缓冲液使用 Ｔｒｉｓ －Ｇｌｙ 系统，电泳开始后，缓冲系统中
ＨＣｌ全部解离成 Ｃｌ －，在电场中迁移速度快，为先导离子，走在最前面，其后形成一个低电导
区，具有较高的电位梯度；甘氨酸解离度较小，仅有 ０畅１％ ～１％解离成 Ｇｌｙ －，在电场中迁移
很慢，为尾随离子，走在最后面；样品中蛋白质在此 ｐＨ 下也带负电，移动速度介于两者之间。
这 ３ 种离子同时向正极方向移动，Ｃｌ －

后面较高的电位梯度使后面的蛋白质和尾随离子加速

移动，当 ３ 者的移动速度相同时，在先导离子和尾随离子之间就形成了一个稳定的不断向阳
极移动的界面，蛋白质在这个界面上逐步堆积成一个狭窄的中间层，从而达到样品浓缩的目
的。 当 Ｇｌｙ －－蛋白质 －－Ｃｌ －

的移动界面到达浓缩胶和分离胶的界面时，由于分离胶缓冲液
的 ｐＨ 是 ８畅９，导致 Ｇｌｙ 的大量解离，此时 Ｇｌｙ －

的迁移速度也随之增加，赶上并超过蛋白质紧
随 Ｃｌ －

之后移动，蛋白质移动速度较慢被留在后面，不再受离子界面的影响，被堆积的样品
组分从凝胶不连续的界面开始，在分离胶中以固定的电位梯度进行电泳，受到分离胶电荷效
应和分子筛效应的作用使各个组分被分级分离。

器材与试剂

1畅实验仪器
恒温金属浴，其他仪器与聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳相同（见实验十二）。
2畅实验材料
（１） 小鼠 ＩｇＧ
（２） 标准蛋白质　包含 ６ 种预染的已知相对分子质量的标准蛋白质，相对分子质量范

围为 １畅４ ×１０４ ～９畅７ ×１０４ ，各组分分别为：兔磷酸化酶 Ｂ（９７ ４００）、牛血清白蛋白（６７ ０００）、
兔肌动蛋白（４３ ０００）、牛碳酸酐酶（３１ ０００）、胰蛋白酶抑制剂（２０ １００）及鸡蛋清溶菌酶
（１４ ４００）。 使用前无需加热，电泳过程中可以观察到预染蛋白质条带的迁移。

3畅实验试剂
（１） １００ ｇ／Ｌ ＳＤＳ 贮液　必须选用高纯度的 ＳＤＳ（电泳级），否则会影响电泳条带的分辨
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效果，室温保存。
（２） 电极缓冲液　含 ２５ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，１９２ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｇｌｙ，１ ｇ／Ｌ ＳＤＳ，ｐＨ ８畅３，可配成 ５ ×贮

液备用。
（３） 样品溶解液　在 ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ ６畅８的 Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ缓冲液中含有 １０ ｇ／Ｌ ＳＤＳ、ｌ％巯基

乙醇或 １００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＤＴＴ、ｌ０％甘油和 ０畅２ ｇ／Ｌ的溴酚蓝。 还原剂如用 ＤＴＴ，需在临用前加于样
品溶解液中。 当样品是溶液时，可以配制高浓度的样品溶解液（２ 倍或 ４ 倍），处理样品时按照
比例与待测样品混合（蛋白质的终浓度一般为 ０畅０５ ～１ ｍｇ／ｍＬ），这样可以加大样品的浓度。

（４） 浓缩胶缓冲液贮液　１畅０ ｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 缓冲液，ｐＨ ６畅８，４°Ｃ 保存。
（５） 分离胶缓冲液贮液　１畅５ ｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 缓冲液，ｐＨ ８畅９，４°Ｃ 保存。
（６） 固定液　５０％乙醇，４０％去离子水，１０％乙酸。
（７） 染色液　１００ ｍｇ 考马斯亮蓝 Ｇ －２５０ 溶于 ５０ ｍＬ 无水乙醇中，加入 １００ ｍＬ ８５％磷

酸，１００ ｇ硫酸铵，用去离子水稀释到 １ ０００ ｍＬ，用滤纸过滤。
（８） 脱色液　０畅２５ ｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ溶液。
３０％凝胶贮液、１００ ｇ／Ｌ ＡＰ 水溶液与聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳相同（见实验十二）。

实验步骤

1畅样品制备
称取 １ ｍｇ 小鼠 ＩｇＧ 干粉，加入 １ ｍＬ 样品溶解液使其充分溶解，此溶液置于小离心管

中，轻轻盖上盖，置于金属浴中加热 ３ ～５ ｍｉｎ，取出冷却至室温，即可加样。 处理好的样品溶
液可在冰箱保存较长时间，使用前在金属浴中重新加热 １ ～２ ｍｉｎ。

2畅实验仪器组装
实验仪器组装与聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳相同（见实验十二）。
3畅制胶
（１） 制备分离胶　安装好灌胶模具，然后根据所测定蛋白质相对分子质量的范围，选择

相应的凝胶浓度，按照表 ３ －３ 给出的数值在小烧杯中按所需凝胶浓度配制一定体积的凝胶
混合液。 本实验选用 １２％的凝胶。

表 3 －3　SDS－PAGE不连续系统分离胶的配方

溶液成分
１０ ｍＬ凝胶液中各成分的体积（C＝３％）

T＝６％ T＝７畅５％ T＝１０％ T＝１２％ T＝１５％
去离子水／ｍＬ ５畅３ ４畅８ ４畅０ ３畅３ ２畅３

３０％凝胶贮液／ｍＬ ２畅０ ２畅５ ３畅３ ４畅０ ５畅０
分离胶缓冲液／ｍＬ ２畅５ ２畅５ ２畅５ ２畅５ ２畅５
１００ ｇ／Ｌ ＳＤＳ／ｍＬ ０畅１ ０畅１ ０畅１ ０畅１ ０畅１
１００ ｇ／Ｌ ＡＰ／μＬ倡 ５０ ５０ ５０ ５０ ５０

ＴＥＭＥＤ／μＬ ５ ５ ５ ５ ５
　　倡过硫酸铵和 ＴＥＭＥＤ 的量可根据室温和聚合情况予以适当调整，使凝胶溶液在 ４０ ～６０ ｍｉｎ 内聚合完全。
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凝胶溶液中加入过硫酸铵和 ＴＥＭＥＤ 后立即混匀，迅速在凝胶模的间隙中灌注凝胶溶
液（灌注方法与聚丙烯酰胺凝胶净电荷电泳相同，见实验十二），留出灌注浓缩胶所需要
的空间（即从凹形铝板上沿开始计算，留出样品槽模板的齿长再加 １ ｃｍ），用滴管或移液
器小心地沿玻璃板内壁向凝胶溶液表面缓缓加入一薄层去离子水（高度 ３ ～４ ｍｍ）密封，
将灌胶模具在室温垂直放置，此时可观察到凝胶溶液和去离子水的界面平整。 待 ４０ ～６０
ｍｉｎ 后分离胶完全聚合，倾斜灌胶模具倾出分离胶上覆盖的去离子水层，并用滤纸条吸干
残留水分。

（２） 制备浓缩胶　浓缩胶的质量浓度一般选择 ５％，按表 ３ －４ 制备浓缩胶。
表 3 －4　SDS－PAGE不连续系统浓缩胶的配方

溶液成分
５ ｍＬ凝胶液中各成分的体积（C＝３％）

T＝５％
去离子水／ｍＬ ３畅４
３０％凝胶贮液／ｍＬ ０畅８３
浓缩胶缓冲液／ｍＬ ０畅６３
１００ ｇ／Ｌ ＳＤＳ／μＬ ５０
１００ ｇ／Ｌ ＡＰ／μＬ ２５
ＴＥＭＥＤ／μＬ ５

加入 ＡＰ 和 ＴＥＭＥＤ 后立即混匀，迅速在凝胶模的间隙中灌注浓缩胶溶液，当凝胶溶液
距凹形铝板上沿 ２ ～３ ｍｍ 时，插入样品槽模板，室温垂直放置，等待凝胶溶液聚合。

4畅加样
将聚胶后的凝胶板转移到电泳槽上安装好，在上液槽和下液槽中加入电极缓冲液，放好

上样指示器，拔出样品槽模板，用微量进样器加样，标准蛋白质加样量为 ５ μＬ，样品溶液加
５ ～１０ μＬ，最后在空的样品槽中加入等体积的样品溶解液。

5畅电泳
盖上电泳槽安全盖，将电泳槽的正负电极与电泳仪的正负电极正确连接。 调至恒压

８０ Ｖ，待指示剂全部进入分离胶后，电压提高到 １２０ ～１５０ Ｖ，继续电泳直到溴酚蓝前沿到达
距凝胶下沿约 ０畅５ ｃｍ 时关闭电源，停止电泳。

6畅染色
电泳结束后，取出凝胶。 如果要做标准曲线，则需在溴酚蓝区带中心用金属丝做好标

记，在凝胶下部切去一小角以标注凝胶的方位（注意，凝胶如果用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹实验，则要
保持凝胶完好）。 本实验采用考马斯亮蓝 Ｇ －２５０ 染色法，先将凝胶用固定液固定 １ ｈ，倾去
固定液后加入考马斯亮蓝 Ｇ －２５０ 染色液染色 １ ～２ ｈ，倾出染色液，加入脱色液，每隔 ２ ～３ ｈ
更换 １ 次，直到凝胶的蓝色背景完全褪去。
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实验结果

1畅标准蛋白质及样品在 SDS －PAGE凝胶上的分离示意图（图 ３ －９）

图 3 －9　标准蛋白质及小鼠 IgG在 SDS －PAGE凝胶上的分离示意图
１畅蛋白质标准品　２，３畅小鼠 ＩｇＧ

从图 ３ －９ 中可以看到，ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 的结果是样品 ＩｇＧ 有两条电泳条带，测定结果是
ＩｇＧ 的重链和轻链的相对分子质量，由 ＩｇＧ 的结构可知，ＩｇＧ 的相对分子质量应该是两条重
链和两条轻链的相对分子质量之和。

2畅利用相对迁移率计算相对分子质量
通常以相对迁移率 mＲ 来表示迁移率，用直尺分别测量出标准蛋白质及指示剂的迁移距

离，即从分离胶顶端到蛋白质样品区带中心或指示剂区带中心的距离（图 ３ －９），计算出每
一种蛋白质的 mＲ ：

相对迁移率 mＲ ＝蛋白质样品的迁移距离（ｃｍ）
指示剂的迁移距离（ｃｍ）

以标准蛋白质的相对迁移率为横坐标，标准蛋白质相对分子质量的对数值为纵坐标绘
制标准曲线。 根据样品蛋白质与标准蛋白质在同一电泳条件下迁移的距离，计算出其相对
迁移率 mＲ ，从标准曲线上即可求得样品蛋白质的相对分子质量。 对于垂直板电泳，可直接
以标准蛋白质的迁移距离对标准蛋白质相对分子质量的对数作图，根据待测蛋白质样品的
迁移距离同样可求得其相对分子质量。

3畅比较法
如果结果要求不是很精确时，通常将未知蛋白质与标准蛋白质的相对位置目测进行比

较，粗略估计未知蛋白质的相对分子质量。
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注意事项

１畅在 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 中影响迁移率的因素很多，在每次制胶和电泳过程中，很难将各项条
件控制得完全一致，因此，用 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 测定蛋白质相对分子质量时，必须每次在同一块凝
胶上将标准蛋白质和未知样品同时进行电泳，这样可以排除影响因素。

２畅灌制分离胶时做水封的作用：一是隔绝空气，避免氧气对凝胶聚合的影响，二是使凝
胶表面平整。 需要注意的是加入去离子水时要缓慢，避免水滴狠砸胶面与凝胶溶液融合。

３畅考马斯亮蓝 Ｇ －２５０ 染色法的优点是考马斯亮蓝 Ｇ －２５０ 能快速结合蛋白质，染色时
间短，而且背景颜色很浅，易于脱色，对于蛋白质含量较大的样品染色 １ ｈ 即可直接观察结
果。 固定液用乙醇代替甲醇，脱色液用 ０畅２５ ｍｏｌ／Ｌ氯化钾代替 ７％乙酸，使实验操作更加安
全环保。 在染色液中加入 １００ ｇ／Ｌ 硫酸铵，可使其染色灵敏度明显提高，染色 ２ ｈ 能够达到
最佳效果，对于浓度较低的样品可适当延长染色时间。 虽然考马斯亮蓝 Ｇ －２５０ 染色法灵敏
度略逊于 Ｒ －２５０ 染色法，但是经过方法改良基本能达到 Ｒ －２５０ 的染色水平，所以考马斯亮
蓝 Ｇ －２５０ 染色法是一种适用于蛋白质电泳定量分析快捷实用的实验方法。

思考题

１畅试述 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 不连续系统中浓缩胶和分离胶的作用机制，说明不连续系统电泳
的优点。

２畅简述 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 测定蛋白质相对分子质量的原理及计算方法。

实验十四　聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳
———测定蛋白质等电点 　

等电聚焦（ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ，ＩＥＦ）是一种利用蛋白质分子或其他两性电解质分子
具有不同等电点的性质，在一个稳定、连续、线性的 ｐＨ梯度中进行分离的高分辨率的分
离分析技术。 近年来，等电聚焦电泳技术的分辨率有了很大提高，有文献报道等电聚焦
电泳的分辨率可以达到 ０畅００１ ｐＨ 单位的生物大分子，目前应用超薄水平板式等电聚焦
电泳具有散热效果好、节省试剂、加样数量多等优点，而且电泳后凝胶处理方便，结果重
复性好。 等电聚焦后呈现高分辨率的蛋白质条带可以对样品进行定量分析和辨认，也
可通过电泳转移或双向电泳对蛋白质条带进行进一步分析。

实验目的

学习等电聚焦的理论知识，掌握等电聚焦测定蛋白质等电点的实验技术。
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实验原理

由于各种蛋白质的氨基酸组成不同，因而有不同的等电点。 当环境的 ｐＨ ＞ｐI 时，蛋白
质带负电荷，在电场的作用下向正极移动；当环境的 ｐＨ ＜ｐI 时，蛋白质带正电荷，在电场的
作用下向负极移动；当环境的 ｐＨ ＝ｐI时，蛋白质所带净电荷为零，在电场的作用下不发生移
动。 因此可以利用蛋白质不同的等电点对其进行分析和分离。

等电聚焦电泳技术就是在电泳支持介质中加入载体两性电解质（ ｃａｒｒｉｅｒ ａｍｐｈｏｌｙｔｅｓ），通
以直流电后在正负极之间形成稳定、连续的线性 ｐＨ 梯度，蛋白质在凝胶中在电场力作用下
泳动，在迁移过程中自身电荷被凝胶中的相反电荷中和，随着等电点位置的临近自身的电荷
越来越少，当蛋白质分子到达它的等电点位置时，分子所带净电荷为零，就不能再迁移，蛋白
质分子如有扩散，带有载体两性电解质的凝胶介质会使其荷电，阳极或阴极则将其重新吸引
到等电点位置，因此蛋白质只能在与其本身 ｐI 相等的 ｐＨ 位置被聚焦成窄而稳定的区带
（图 ３ －１０），这种“聚焦效应”使等电聚焦的分辨率大大高于常规电泳。

图 3 －10　等电聚焦的“聚焦效应”

载体两性电解质是由脂肪族多氨基多羧基的异构物和同系物组成，有连续改变的氨基
与羧基比，它既带有酸性基团（ＮＨ ＋

３ ）又带有碱性基团（ＣＯＯ －），即它既可释放质子，又可接
受质子，在酸性条件下带正电荷，在碱性条件下带负电荷，当它所带的正负电荷相等即净电
荷为零时呈电中性，此时溶液的 ｐＨ 即等于该两性电解质的等电点 ｐI。 反应式如下：
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载体两性电解质的质量是高分辨率等电聚焦的关键因素，理想的载体两性电解质应该
溶解性好，导电性能良好，化学性质稳定，在等电聚焦过程中能形成连续稳定的 ｐＨ 梯度，保
持均匀的电场，不影响蛋白质活性。 载体两性电解质紫外吸收低，与蛋白质可逆结合，易从
聚焦的蛋白质条带中除去，有利于蛋白质的检测和分析。

在制备等电聚焦聚丙烯酰胺凝胶时，将两性电解质混溶在凝胶中，此时载体两性电解质
分子所带总的净电荷为零（图 ３ －１１ａ）。 电泳时在电场作用下，载体两性电解质分子将向正
极或负极方向泳动，到达净电荷为零的位置时停止。 具有最低和最高等电点的分子带电荷
最多，泳动速度最快，所以 ｐI梯度从正、负极两端开始形成（图 ３ －１１ｂ），然后不同 ｐI 的载体
两性电解质分子逐渐到达其等电点位置而形成一个连续的 ｐI梯度（图 ３ －１１ｃ）。

图 3 －11　载体两性电解质在电场中形成 pI梯度的模式图
（ ａ）原始状态　（ ｂ） ｐI 梯度的形成过程　（ ｃ）形成连续的 ｐI 梯度

在溶液中的载体两性电解质一方面受溶液 ｐＨ 的影响，决定其带电的性质；另一方面它
又影响周围环境，使溶液 ｐＨ有所改变。 根据载体两性电解质的特性，它在泳动过程中不断
地与溶液交换质子，改变了周围溶液的 ｐＨ，当达到平衡时，载体两性电解质到达等电点并停
留在自己的 ｐI 区域，ｐI即是此处溶液的 ｐＨ。 所以，随着载体两性电解质 ｐI 梯度的形成，环
境溶液也形成连续的 ｐＨ 梯度。 由于凝胶的防对流扩散作用，使 ｐＨ 梯度保持稳定不变，这
样也就形成了从阳极到阴极逐渐增加的平滑而连续的 ｐＨ 梯度。

电极溶液通常是由不挥发的酸或碱配制，多数以强酸或强碱被作为宽 ｐＨ 范围的电极
液，弱酸或弱碱被作为窄 ｐＨ 范围的电极液。 使用合适的电极液可以增加 ｐＨ 梯度的稳定
性，提高分辨率。 每次实验应使用相同浓度和相同体积的电极液，才能得到重复的实验结
果。 对于不同 ｐＨ 范围的载体两性电解质，阳极、阴极电极溶液可按表 ３ －５ 选用。

表 3 －5　用于不同 pH范围载体两性电解质的电极溶液

ｐＨ范围 阳极 阴极

３畅５ ～９畅５ １ ｍｏｌ／Ｌ磷酸 ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
２畅５ ～４畅５ １ ｍｏｌ／Ｌ磷酸 ０畅４ ｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ
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续表

ｐＨ范围 阳极 阴极

４畅０ ～６畅５ ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ乙酸 ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
５畅０ ～８畅０ ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ乙酸 ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
２畅５ ～４畅０ １ ｍｏｌ／Ｌ磷酸 ２％载体两性电解质，ｐＨ ６ ～８
３畅５ ～５畅２ １ ｍｏｌ／Ｌ磷酸 ２％载体两性电解质，ｐＨ ５ ～７
４畅５ ～７ １ ｍｏｌ／Ｌ磷酸 １ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
５畅５ ～７畅７ ２％载体两性电解质，ｐＨ ４ ～６ １ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
６ ～８畅５ ２％载体两性电解质，ｐＨ ４ ～６ １ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
７畅８ ～１０ ２％载体两性电解质，ｐＨ ４ ～８ １ ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠

根据等电聚焦的原理，样品加在凝胶上任何位置都可得到相同的结果（图 ３ －１２）。 但
为了不使电泳带畸变和蛋白质变性，不要将样品加在等电点位置和紧靠阳、阴极的位置。 如
果是未知等电点的样品，可用不同加样量、不同加样位置来确定合适的加样浓度和位置。 样
品如加在其等电点位置附近，样品溶解度小，不易从滤纸块渗透到凝胶中。 一般 ｐI 在 ６ 以
下的样品置于负极附近，ｐI在 ６ 以上的样品置于正极附近，加样点要离电极至少 １ ｃｍ，以防
蛋白质变性。 加样量取决于样品中蛋白质种类、数量、ｐＨ 梯度范围、凝胶厚度及检测方法的
灵敏度。 高浓度样品可用微量进样器直接加在胶面上，较稀样品用几层擦镜纸浸透样品溶
液放在胶面上，聚焦一段时间后，去掉加样滤纸，可减少拖尾现象。 一般用考马斯亮蓝 Ｒ －
２５０ 染色时，对 ０畅５ ｍｍ 厚的凝胶，样品浓度为 ０畅５ ～２ μｇ／μＬ，加样体积为 ５ ～２０ μＬ，如果样
品较浓，可直接在凝胶上滴加 １ ～３ μＬ 样品。 如果用银染法检测，加样量可减少 ２０ ～５０ 倍。

图 3 －12　等电聚焦的加样方式
（ ａ）样品加在凝胶上任何位置　（ ｂ）聚焦后结果相同　（ ｃ）样品混合在整个凝胶中

在等电聚焦过程中电流会越来越小，当样品到达等电点位置时，电流为零，此时认为聚
焦完成。 为提高分辨率和缩短电泳时间，采用较高的电压，这就要求载体两性电解质导电性
能好，电泳装置的冷却效果好，避免凝胶过热，造成样品变性，影响 ｐＨ 梯度的稳定性，甚至烧
胶。 等电聚焦的时间决定于凝胶的 ｐＨ 范围、样品的迁移率和电泳的电参数，一般在窄 ｐＨ
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范围所需电泳时间较长，在宽 ｐＨ 范围所需电泳时间相对较短。 等电聚焦的时间对电泳分离
效果是重要的，聚焦时间不够，不能达到预期的分离效果；聚焦时间过长，ｐＨ 梯度会发生改
变，样品生物活性丧失，也会影响分离效果。 实验操作中，开始电泳时要求恒压 ６０ Ｖ，
１５ ｍｉｎ，目的在于使泳动快的小分子载体两性电解质在短时间内形成一个粗略的 ｐＨ 梯度；
此后恒流 ８ ｍＡ，是为了避免此时介质中带电颗粒较多、电流过高而破坏凝胶；当各种蛋白质
逐渐泳动到各自等电点位置时，带电颗粒逐渐减少，出现电阻增大、电压随之增高的现象，当
电压升到 ５５０Ｖ 时，带电颗粒已大为减少，恒压到 ５８０ Ｖ，继续电泳 ２ ～４ ｈ；当电流接近于零
时，电泳也到此结束，此时蛋白质颗粒不再泳动，集中在它的等电点位置，因此等电点不同的
蛋白质彼此分开。

器材与试剂

1畅实验仪器
稳流稳压电泳仪（１００ ｍＡ，６００ Ｖ），水冷式平板等电聚焦电泳槽及配件，可调式移液器

（２０ μＬ），眼科剪子和镊子，擦镜纸，滤纸，坐标纸等。
2畅实验材料
（１） 待测蛋白质样品溶液　称鸡卵清清蛋白、牛血清白蛋白、马血红蛋白、糜蛋白酶原

Ａ 各 １ ｍｇ，用 １ ｍＬ 超纯水溶解。
（２） 等电点蛋白质标准样品　按照使用说明溶解，其中包含胰蛋白酶原（ｐI ９畅３０），植

物外源凝集素（碱性带） （ｐI ８畅６５），植物外源凝集素（中性带） （ｐI ８畅４５），植物外源凝集素
（酸性带）（ｐI ８畅１５），马肌红蛋白（碱性带）（ｐI ７畅３５），马肌红蛋白（酸性带）（ｐI ６畅８５），人碳
酸酐酶 Ｂ（ｐI ６畅５５），牛碳酸酐酶 Ｂ（ｐI ５畅８５），β乳球蛋白 Ａ（ｐI ５畅２０），大豆胰蛋白酶抑制剂
（ｐI ４畅５５），淀粉葡萄糖苷酶（ｐI ３畅５０）。

3畅实验试剂
（１） ４０％载体两性电解质　为略带黄色的水溶液，ｐＨ ３畅５ ～１０，４℃保存。
（２） 电极液　阳极液∶１ ｍｏｌ／Ｌ 磷酸；阴极液∶０畅５ ｍｏｌ／Ｌ 氢氧化钠。
（３） 固定液　３５ ｍＬ甲醇，１０ ｇ三氯乙酸，３畅５ ｇ磺基水杨酸，加去离子水并定容至 １００ ｍＬ。
（４） 考马斯亮蓝 Ｒ －２５０ 染色液　称取 ０畅１ ｇ 考马斯亮蓝 Ｒ －２５０，加入 ３５ ｍＬ ９５％乙

醇，１０ ｍＬ 冰乙酸，混匀，用去离子水定容至 １００ ｍＬ，必要时过滤。
（５） 脱色液　取 ２５ ｍＬ ９５％的乙醇，１０ ｍＬ无水乙酸，加去离子水至 １００ ｍＬ。
（６） 液体石蜡
电泳试剂均用超纯水配制。 ３００ ｇ／Ｌ凝胶贮液、１００ ｇ／Ｌ ＡＰ、ＴＥＭＥＤ 同聚丙烯酰胺凝胶

净电荷电泳（见实验十二）。

实验步骤

1畅安装电泳槽
本实验采用水冷式平板等电聚焦电泳槽，电泳槽内有冷凝管道，电极板上镶有铂金电
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极丝（图 ３ －１３ａ）。 平板电泳槽调水平，槽上铺一张滤纸，上面放一块玻璃板（１１畅５ ｍｍ ×
１１畅５ ｍｍ ×２ ｍｍ），玻璃板上放塑料模具（厚度 ０畅５ ｍｍ，中间开孔 ９ ｃｍ ×９ ｃｍ） （图 ３ －
１３ｂ），用铁文具夹将模具和玻璃板固定在水平电泳槽上，在模具上面，文具夹的另一端再
放上一块玻璃板。

图 3 －13　聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳操作示意图
（ ａ）平板电泳槽和电极板　（ ｂ）准备制胶　（ ｃ）制胶　（ ｄ）放置电极条　（ ｅ）电泳

2畅制胶
按照表 ３ －６ 配制凝胶，凝胶质量浓度 T ＝７畅５％，交联度 C ＝３％。
将凝胶溶液混匀后，从远离文具夹的一端开始灌胶，边灌胶边向文具夹方向推动上面的

玻璃板，使模具框内充满凝胶溶液，其中不能有气泡，上面的玻璃板一直推到文具夹处，使两
块玻璃板把凝胶溶液封在框内（图 ３ －１３ｃ）。

灌胶后室温放置约 １ ｈ，凝胶聚合，此时可在模具和凝胶的边缘观察到折光，待凝胶老化
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表 3 －6　等电聚焦凝胶配方
溶液成分 各成分所需体积

３０％凝胶贮液／ｍＬ ２畅０
超纯水／ｍＬ ５畅５

４０％载体两性电解质／ｍＬ ０畅５
１００ ｇ／Ｌ过硫酸铵／μＬ ６０

ＴＥＭＥＤ／μＬ ８

０畅５ ｈ后，将两块玻璃板小心打开，凝胶和模具会自然地贴在其中一块玻璃板上，小心去掉模
具和凝胶周围的残胶。

在电泳槽上涂一层液体石蜡，再铺一张方格坐标纸，坐标纸应浸透石蜡，与电泳槽间无
气泡，将带胶的玻璃板放在坐标纸上面，玻璃板与坐标纸之间应无气泡，以保证凝胶板和冷
却板之间接触良好。 将 １ ｃｍ宽、９ ｃｍ 长的两层滤纸条浸透电极液，在一张干滤纸上吸去表
面多余的电极液，铺在凝胶两端，使电极条和凝胶紧贴，剪去两端多余的部分，电极条的长度
要一致，平行放置。 用干滤纸吸干胶面上的残液，即可准备加样（图 ３ －１３ｄ）。

3畅加样
借助冷却板上的坐标纸定位，在接近凝胶中部胶面上加样。 取 ５ ～８ 层重叠的擦镜纸，

用眼科剪子剪成约 ５ ｍｍ ×５ ｍｍ 的小块，用眼科镊子夹住，将其浸透样品液，放在凝胶上，使
其紧贴胶面，各样品间隔一定距离。 微量标准样品可少几层擦镜纸或用可调式移液器直接
加在凝胶面上。

4畅电泳
将电极分别放在滤纸电极条的中心，压好电极板，磷酸电极条为阳极，氢氧化钠电极条

为阴极，盖好电泳槽上盖，再调电泳槽水平，接通冷凝水，打开恒流恒压电泳仪，开始电泳（图
３ －１３ｅ）。 恒压 ６０ Ｖ，１５ ｍｉｎ 后，调节恒流 ８ ｍＡ，电压不断上升，直至 ５５０Ｖ 时，关电源；打开
盖子，去掉加样纸，以免纸上残留的样品在染色时干扰结果的判断；打开电源，调节恒压
５８０ Ｖ，继续电泳，２ ～４ ｈ 后电流降为零，停止电泳。 在实际电泳中，当凝胶的电流已达到最
小值，不再降低，即可认为聚焦完成。

5畅凝胶的处理
（１） 固定　小心取出凝胶，放入固定液中固定 ４ ｈ 或过夜，其间更换一次固定液。
（２） 染色　去掉固定液，用脱色液漂洗除去酸溶性的载体两性电解质，然后用考马斯亮

蓝 Ｒ －２５０ 染色 ３０ ｍｉｎ。
（３） 脱色　倾去染色液，用脱色液浸泡凝胶，并及时更换直至凝胶背景无底色。 脱色液

中应有适量的醇，用于溶解染料 －两性电解质复合物，有利于背景脱色，较高的温度和不断
摇动可加速这一过程。

实验结果

1畅标准蛋白质和样品蛋白质的等电聚焦图谱（图 ３ －１４）
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图 3 －14　不同等电点蛋白质的等电聚焦电泳图谱
１畅鸡卵清清蛋白　２畅牛血清白蛋白　３畅马血红蛋白　４畅靡蛋白酶原 Ａ　５畅等电点蛋白质标准样品

2畅绘制等电点的蛋白质标准品的泳动距离与等电点的关系曲线，求出待测蛋白质样品的 pI

目前最常用的方法是用等电点蛋白质标准品来做 ｐＨ 梯度的测定。 已知 ｐI 的蛋白质标
准品与待测蛋白质样品在同一块凝胶上等电聚焦后，根据蛋白质标准品条带所在的位置对
其相应的 ｐI做出关系曲线（图 ３ －１５），再根据待测样品在凝胶上的位置从关系曲线上查出
它的 ｐI。

图 3 －15　不同等电点的蛋白质从阴极到阳极的泳动距离与等电点关系曲线



92　　　 基础生物化学实验

注意事项

１畅等电聚焦对支持介质纯度要求较高，在聚焦过程中聚丙烯酰胺凝胶不影响 ｐＨ 梯度
的形成和蛋白质的分离。 一般在等电聚焦中选择聚丙烯酰胺凝胶质量浓度为 ５％ ～８％，交
联度约 ３％，保证凝胶有良好的机械性能，有弹性和高透明度。

２畅优质的载体两性电解质是得到连续稳定的 ｐＨ 梯度、高分辨率等电聚焦的关键因素，
宽范围 ｐＨ 梯度的载体两性电解质适应范围广，对于具有不同 ｐI 的蛋白质混合样品或未知
蛋白质样品尤其适用；窄范围的 ｐＨ 梯度用于已知 ｐI 的蛋白质样品，可以提供高分辨率，增
大加样量。 对于未知样品，通常先用宽 ｐＨ 范围的载体两性电解质确定待测蛋白质样品的
ｐI位置，然后再用合适的窄 ｐＨ 范围载体两性电解质以高分辨率精确地测定其等电点。

３畅等电聚焦的样品应溶解在水中或极低盐浓度的缓冲液中，因为盐离子会破坏 ｐＨ 梯
度，使蛋白质条带畸变，盐离子还会产生高电流导致烧胶，在等电聚焦之前，可以通过透析或
凝胶过滤柱层析除盐。 样品溶解性要好，否则会产生蛋白质条带的拖尾和纹理现象。 一些
蛋白质在水中溶解度低，可在样品和凝胶中添加适当浓度的甘氨酸、蔗糖、尿素、无离子去污
剂如 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ －１００、ＮＰ －４０、Ｔｗｅｅｎ ２０ 和 Ｃｈａｐｓ等，保持蛋白质的天然结构，增加蛋白质的溶
解度，样品中还可以加入低浓度的还原试剂如β－巯基乙醇、二硫苏糖醇等，防止蛋白质的氧
化，保持酶的生物活性。

思考题

１畅简述等电聚焦测定蛋白质等电点的原理。
２畅在等电聚焦实验操作中应注意哪些细节才能使样品得到很好的分离？

［１］ 萧能 ，余瑞元，陈雅蕙等畅生物化学实验原理和方法畅２ 版畅北京：北京大学出版社，
２００５畅

［２］ 王重庆，李云兰，李德昌，等畅高级生物化学实验教程畅北京：北京大学出版社，１９９４畅
［３］ 郭尧君畅蛋白质电泳实验技术畅２ 版畅北京：科学出版社，２００５畅
［４］ 萨姆布鲁克 Ｊ，弗里奇 Ｅ Ｆ，曼尼阿蒂斯 Ｔ畅分子克隆实验指南畅２ 版畅北京：科学出版

社，１９９３畅
［５］ 洪光元，萧能 ，李建武畅人体乳酸脱氢酶同工酶系统研究（一）畅北京大学学报（自然

科学版），１９８７，２３（６）：９９ ～１０２畅
［６］ 洪光元，李建武，萧能 畅人体乳酸脱氢酶同工酶系统研究（二）畅北京大学学报（自然

科学版），１９８８，２４（２）：１９５ ～２０１畅
［７］ Ｂｒａｄｆｏｒｄ Ｍ Ｍ畅Ａ Ｒａｐｉｄ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｇｒａｍ Ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｐｒｏ-

ｔｅｉｎ Ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎ －ｄｙｅ Ｂｉｎｄｉｎｇ畅Ａｎａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， １９７６， ７２： ２４８ ～２５４畅
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［８］ Ｎｅｕｈｏｆｆ Ｖ， Ａｒｏｌｄ Ｎ， Ｔａｕｂｅ Ｄ， et al畅Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｓ ｉｎ-
ｃｌｕｄｉｎｇ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｇｅｌｓ ｗｉｔｈ ｃｌｅａｒ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ａｔ ｎａｎｏｇｒａｍ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｕｓｉｎｇ Ｃｏｏｍａｓｓ-
ｉｅ Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｂｌｕｅ Ｇ －２５０ ａｎｄ Ｒ －２５０畅Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， １９８８， ９：２５５ ～２６２畅

［９］ Ｃａｎｄｉａｎｏ Ｇ， Ｂｒｕｓｃｈｉ Ｍ， Ｍｕｓａｎｔｅ Ｌ， et al畅Ｂｌｕｅ ｓｉｌｖｅｒ： Ａ ｖｅｒｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ
Ｇ －２５０ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ畅Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ２００４， ２５： １３２７ ～１３３３畅

［１０］ 周国权，巫光宏，黄翠颜，等畅聚丙烯酰胺凝胶电泳的快速脱色方法畅植物生理学通
讯，２００６，４２（１）：９５ ～９７畅

［１１］ 胡晓倩，陈来同，赵健 畅ＳＤＳ －聚丙烯酰胺凝胶电泳染色方法 畅中国生化药物杂志，
２０１１，３２（２）：１２８ ～１３０畅

［１２］ 郭尧君畅薄层等电聚焦技术畅生物物理学报，１９８８，４（４）：３８９ ～３９１畅




