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多肽的电泳分离 *

摘要 目的 : 对 4种 PA GE方法进行比较 , 选择出适用于分离小分子质量多肽的电泳方法。方法 : 用常规

SDS- PA GE、低分子质量 Tricine-SDS- PA GE、多肽 SDS- PA GE以及含尿素的多肽 SDS - PA GE 4种方法对相同的

样品进行电泳分离 , 并对分离效果进行比较。结果 : 常规 SDS- PA GE 不适合分离小分子质量多肽 , Tricine-

SDS- PA GE对分子质量小于 10 ku的样品效果不佳。多肽 SDS- PA GE能分离分子质量在 5～20 ku的多肽 ,含尿素

的多肽 SDS- PA GE对分子质量小于 5. 0 ku的多肽也能很好的分离。结论 :含尿素的多肽 SDS- PA GE对小分子质

量多肽的分离效果最好 ,可根据实验的需要选择适合的电泳方式。
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Abstract Objective : To select an ideal met hod for t he separation of polypeptide , and compare t he four

SDS- PA GE met hods in separating low molecular weight polypeptide . Metho ds : Identical samples of low molec2
ular p rotein marker and polypeptide molecular marker were elect rop horesised by conventional SDS- PA GE ,

Tricine-SDS- PA GE , SDS- PA GE for polypeptide and t he SDS- PA GE containing urea . The separating effect s of

t hese four met hods were compared. Re sult s : Routine SDS- PA GE was not adaptable for separating low molecular

weight peptide . Low molecular weight peptide ( < 10 ku) was not separated by Tricine-SDS- PA GE well . Low

molecular weight polypeptide (5～10 ku) could be separated by polypeptide SDS- PA GE. If urea were applied ,

polypeptide SDS - PA GE could separate t he peptide lower t han 5 ku. Conclusion : Containing urea polypeptide

SDS - PA GE had t he highest abilit y of separating low molecular weight peptide . The suitable met hod should be

applied depends on t he needs of t he experiment .
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蛋白质电泳技术是生物化学实验的一个关键

技术 , 并正在成为后基因组时代中蛋白质组学研究

的核心技术。几乎所有的蛋白质分析中都使用聚丙

烯酰胺凝胶电泳技术 , 其在分离小分子质量多肽类

样品时所遇到分离效果不佳的问题逐步引起研究

人员的关注和重视。因此 ,对该技术本身的分辨率、

灵敏度、速度和准确度的要求也不断提高。本研究

对 4种电泳方法进行比较 , 以便于在实验中选择适

合的蛋白质凝胶电泳方法对多肽进行分离。

1 材料与方法
111 材料 丙烯酰胺、N , N’- 亚基丙烯酰胺、尿素和三羟

甲基甘氨酸 ( Tricine) 购自美国 Amersham Place Lit tle

Chalfout 公司 ; 三羟甲基氨基甲烷 ( Tris)、多肽分子质量标

志购自美国 Sigma公司 ; 氨基乙酸、考马斯亮蓝 G - 250和

考马斯亮蓝 R - 250购自上海化学试剂公司 ; 低分子质量蛋

白质标志购自华美生物工程公司 ; EPS 301 电源为美国

p harmacia 公司产品 ; MV - Ⅱ型小型双垂直板电泳槽购自

大连捷迈科贸有限公司 ,垂直玻璃板 8 cm×8 cm ,凝胶厚度

为 1. 0 mm。

1. 2 4种电泳法对相同的样品进行分离 A法 :常规十二烷

基硫酸钠 (SDS)聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PA GE) [1 ] ;B法 :低分

子质量三羟甲基甘氨酸 ( Tricine) SDS- PA GE [2 ] ; C法 :多肽

SDS- PA GE [3 ] ;D法 :含尿素的多肽 SDS- PA GE [4 ]。

1. 2. 1 凝胶液配制方法 A、B、C、D法配制分别见参考文

献 [1～4 ] ,4种方法的主要不同之处在于 : (1) A法 p H值浓缩胶

为 6. 8 ,分离胶为 8. 8 ,B、C、D法浓缩胶、间隔胶和分离胶浓

缩胶 p H值均为 8. 45。(2) A法和B法分离胶凝胶浓度 ( T)为

10 % ,交联度 (C)为 3. 3 % ,C法和 D法分离胶 T为 16. 5 % ,

C为 6 %。(3) C法和 D法在浓缩胶和分离胶之间增加了间隔

胶 T为 0 % ,C为 3. 3 %。(4) D法分离胶中含 6 mol / L 尿素。

天津市自然科学基金重点项目 (项目编号 :033801611)

作者单位 :300070 天津医科大学内分泌研究所

*



天津医药 2004年 10月第 32卷第 10期 605

1. 2. 2 电泳缓冲液组成 4种方法的主要不同之处在于 : A

法阳、阴极缓冲液均含 Tris、甘氨酸和 SDS ,p H值均为 8. 0 ,

而 B、C、D法阳极缓冲液中只含 Tris , p H值为 8. 9 ,阴极缓

冲液中含 Tris、Tricine和 SDS ,p H值为 8. 25 [1～4 ]。

1. 2. 3 上样缓冲液组成及样品准备 A 法使用溴酚蓝作指

示剂 ,B、C、D法使用考马斯亮蓝 G - 250。

1. 2. 4 电泳条件 预电泳恒电流 25 mA , 预电泳时间 30

min ;浓缩胶电泳恒电流 25 mA ,间隔胶电泳恒电流 50 mA ,

分离胶电泳恒电流 50 mA。

1. 2. 5 染色 A 法和 B 法染料使用考马斯亮蓝 R - 250 , C

法和 D法使用考马斯亮蓝 G - 250 ,染色 45 min后脱色。

2 结果

2. 1 4种方法的电泳结果 以低分子质量蛋白质

标志 (97. 4 ,66. 2 ,43. 0 ,31. 0 ,20. 1 ,14. 4 ku)和多肽

分子质量标志 (16. 95 , 14. 44 , 10. 6 , 8. 16 , 6. 21 ,

2. 51 ku)作为样品。由图 1 ,2可见 ,A 法可以将分子

质量在 14. 4～97. 4 ku的低分子质量蛋白质标志清

晰的分离 ,而对分子质量在 2. 51～16. 95 ku的多肽

分子质量标志却只能看到 16. 95 ku 和 14. 44 ku

2条带 ; B 法对多肽的分离效果有所提高 , 但 8. 16

ku和 2. 51 ku 2条带却无法分离 ; C法可以清晰的

分离包括 8. 16 ku在内的 5个电泳条带 , 却不能分

离 2. 51 ku条带 , D法可以清晰的分离多肽分子质

量标志的 6条带。

图 2 多肽分子质量标志结果

图 1 低分子质量蛋白质标志结果

2. 2 直线回归分析 将 B、C、D 3种方法对多肽分

子质量标志的分离结果以分子质量 (MW) 对数

(lgMW)为横坐标以相对迁移率 ( Rf )为纵坐标进行

直线回归分析 ,回归方程分别为 : Y = - 1. 054 X +

4. 312 , Y = - 0. 968 X + 4. 2699 , Y = - 1. 0606 X +

4. 2771 ,相关系数分别为 0. 91 ,0. 93 ,0. 97 , t 值分别

为 2. 92 ,4. 38 ,7. 98 ( P < 0. 05 或 P < 0. 01) 。

3 讨论

分子质量小于 15 ku的多肽在常规 SDS- PA G-

E系统中由于其形成的 SDS- 多肽胶束大致是球形

而不是椭圆形 , 其长度和直径在同一个数量级 , 且

其内部较多的电荷不能被结合的 SDS电荷所覆盖 ,

所以偏离了相对迁移率和分子质量对数的相互关

系 [5 ]。本研究中使用 Tris- Tricine系统 (B、C、D法)

可以提高分子质量小于 20 ku蛋白质的分辨率 , 其

优越性在于以 Tricine 代替甘氨酸作为终止离子 ,

在常规 SDS- PA GE电泳中 , 作为终止离子的甘氨

酸在酸性浓缩胶中移动的非常慢 , 因而较大分子质

量的蛋白质也会被很好的浓缩 , 然而分子质量低于

20 ku 的蛋白质则会因与 SDS的共迁移影响分离

效果。当 Tricine作为终止离子时 ,其在蛋白浓缩时

与甘氨酸的作用大不相同 , 它可以将小分子质量多

肽微团浓缩到尽可能窄的范围内 ,使 SDS和多肽得

到分离从而改善分离效果。另外 Tris- Tricine 系统

不使用甘氨酸可以防止在下一步的氨基酸序列测

定中的干扰 ,而且 C、D法所述电泳受样品中离子浓

度和 p H值的干扰很少 , 甚至可以允许蛋白质样品

中的高离子浓度 [5 ]。

本文所述 B 法使用 Tris- Tricine系统可以提高

分子质量小于 20 ku蛋白质的分辨率 , C法在此基

础上提高了交联度 (6 %) 和凝胶浓度 (16. 5 %) ,该

凝胶的孔径可以达到满意的分离分子质量在 5～

20 ku的蛋白质 , 这种方法比现已建立的其他电泳

方法都优越 [6 , 7 ]。D法在 C法的基础上又引入了尿

素 ,可以有效地减少多肽与 SDS的结合量 ,电泳谱

带随着尿素和 SDS的浓度改变 , 分子质量小于 5

ku的肽类都能达到很高的分辨率 ,上述结果与相关

报道一致 [8 ]。多肽 SDS- PA GE 和含尿素的多肽

SDS- PA GE都是很好的分离小分子质量多肽 (5～

20 ku)的电泳方法。本研究对几种常用的蛋白质电

泳方法进行了比较 , 旨在对实验中选择适当的电泳

方式有所帮助。
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关键词 严重急性呼吸综合征 基础疾病 治疗探讨

1

2

中华人民共和国卫生部 1传染性非典型肺炎临床诊断标准 1中

华人民共和国卫生部办公厅 ,2003 - 05 - 03

陆伟 ,张洪生 ,王凤梅 ,等 1重症 SARS治疗中的有关问题 1天

津医药 ,2003 ,31(9) :566 - 568

严重急性呼吸综合征 (severe acute respiratory syn2
drome , SA RS) 发展迅速 ,短时间内即可导致呼吸衰竭及多

器官功能障碍综合征 (MODS) ,尚无特异性疗法。笔者对救

治的 8例 SA RS合并基础疾病患者的临床资料进行回顾性

分析 ,现报告如下。

1 资料与方法

111 一般资料 8例均为 2003年 4月 —6月收治的确诊

SA RS患者 , 其中男 5例 , 女 3例 , 年龄 33～74岁 , 平均
(59125±15148)岁 , 50岁以下患者 2例。8例中合并心肌梗

死行冠脉支架植入术后者 3例 ,糖尿病 2例 ,风湿性心脏病 1

例 ,肺结核 1例 ,高血压伴慢性肾衰 1例。8例患者均有发热

且体温超过 3815 ℃;均有咳嗽 ,干咳为主 ,痰中带血 3例 ;严

重呼吸困难且血氧饱和度 (SaO 2) < 0. 93者 7例 ; 白细胞计

数均 < 10×109/ L ; X线胸片为多叶病变 ,病变范围超过 1/ 3

者 7例。SA RS诊断依据卫生部公布的传染性非典型肺炎的

临床诊断标准确诊 [1 ]。

112 治疗与结果 所有患者均给予抗病毒药物利巴韦林

015 g , 2次/ d静脉滴注 ;抗生素主要为左氧氟沙星和阿奇霉

素。8例患者均因高热持续不退和 (或)患者 X线胸片病变进

展迅速 , 给予糖皮质激素治疗 , 主要静脉应用甲基强的松龙

80～320 mg/ d , 其中 2例因症状加重采取冲击治疗 , 给予

320 mg ,2次/ d ,维持 2～3 d。8例患者均早期即给予鼻导管

吸氧 ,其中 7例因出现严重呼吸困难 , SaO 2 < 0. 93而采取无

创通气治疗 , 予持续气道内正压 (CPA P) , 水平为 014～1

kPa ,平均为 016 kPa ,人机连接方式为鼻面罩或口鼻面罩。3

例合并心肌梗死患者均同时给予硝酸甘油扩血管、利尿剂及

西地兰强心治疗 ; 2例合并糖尿病患者在使用激素后血糖明

显增高而给予胰岛素治疗 ; 1例合并肺结核者同时应用抗结

核药物。8例患者中治愈出院 3例 ,其中 2例年龄 < 50岁 ;死

亡 5例 ,其中 3例合并心肌梗死冠脉支架植入术后者出现左

心功能障碍 ,给予强心、利尿和扩冠等治疗 ,症状仍无改善 ,

因循环衰竭而死亡 ; 1例合并糖尿病者出现糖尿病酮症酸中

毒、电解质紊乱、昏迷 ,抢救无效死亡 ;1例伴有高血压慢性肾

衰 ,经无创通气后 ,呼吸困难虽有改善 ,但因肾衰加重 ,治疗

无好转 ,逐渐发展至 MODS而死亡。死亡患者中 4例年龄为

60岁以上 ,1例为 57岁。

2 讨论

SA RS是一种烈性传染性疾病 ,且病情进展快 ,特别是重

症患者病情瞬息万变 , 因此应密切观察 , 了解患者的病情变

化。治疗上主要采取综合性治疗措施 , 即早期给氧 , 对症治

疗 , 糖皮质激素联合抗病毒及抗生素治疗。国内一些文献报

道 , SA RS死亡的主要危险因素中包括年龄 > 50岁及伴有冠

心病、糖尿病和慢性阻塞性肺疾病等基础疾病 [2 ] , 与本组观

察结果基本一致。提示 SA RS老年患者及合并基础疾病者 ,

其病情更易转化为重症而增加死亡的危险性。因此 , 对于

SA RS的治疗 ,尤其是年龄 > 50岁、伴有基础疾病者 ,更要给

予高度重视 ,密切监测肝肾功能、心功能、心电图、心肌酶、电

解质和血气分析等指标变化 , 加强对基础疾病的救治 , 以降

低死亡的危险。此外 ,在激素使用方面 ,若应用不当或滥用也

可产生严重后果。因此 ,在 SA RS治疗中使用激素应严格掌

握指征 ,同时要注意防范严重不良反应的发生。
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