
重庆医科大学学报 20o7年第 32卷第2期 (JoumalofChongqingMedicalUniversityZOO*／．Vo1．32No·2I 一 117一  

鞘  文章编号：0253—3626(2007)02-01 17-04 

HeLa细胞蛋白质组双向电泳技术的建立 
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【摘 要】目的：建立和优化HeLa细胞蛋白质组分析所需的样品处理方法和双向电泳技术。方法：用三种不同配方的裂解液提 

取HeLa细胞中的蛋白质，进行双向凝胶电泳，用Amersham ImageMaster VDS—CL型凝胶成像系统获取凝胶图像，以PDQuest 

(7．4．O)软件进行比较分析。结果：联合使用硫脲和尿素有利于蛋白质的提取，增加碱性蛋白点的检出数量；广谱蛋白酶抑制剂的 

使用可大大增加双向电泳可检出的蛋白点数，同时使可检出的碱性蛋白点明显增加。结论：本文建立了HeLa细胞双向电泳分 

析方法，提高了2-DE图谱中蛋白位点的分辨率和重复性，获得了较为理想、清晰的双向电泳图谱，为其蛋白质组学进一步研究 

奠定了基础。 
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Establishment of a two-dimensionaI electrophoresis technique 

for proteome of HeLa cells 

soNG Min。et al 

(Laboratory of Pharmaceutical Analysis，College of Pharmacy，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To establish and optimize the two-dimensional gel electrophoresis(2-DE)and the preparation of protein 

samples for the proteome of HeLa cells．Methods：The proteins of HeLa cell were extracted by three different lysis buffers to do 

2-DE．The gel images then were acquired by Amersham ImageMaster VDS—-CL to do the comparative analysis with PDQuest 

(7．4．0)software．Results：The combination of Thiourea and Urea Can be favorable for the extraction of proteins．and increase the 

amount of the detectable spots for the alkaline protein．Th e application of broad-spectrum protease inhibitor could increase the 

am ount of the detectable protein spots in 2-DE remarkably，and also the alkaline protein spots．Conclusions：A two—dimensional 

electrophoresis technique for HeLa cells was established an d all ideal 2-DE map with higher resolution an d better reproducibil- 

ity for HeLa ceils Was obtained clearly，which laid a foundation for the further studies on pmteome of HeLa cells． 

【Key words]HeLa cells；Two—dimensional gel electrophoresis：Proteome 

双向电泳技术是分离细胞和组织蛋 白质组的 

核心技术【l|2】，而有效的、可重复的样品制备方法是 

双向电泳成功的关键[31。因此，选择合适的样品制备 

方法，对获得较为满意的双向电泳图谱非常重要。 

本实验通过三种裂解液分别对 HeLa细胞进行蛋白 

质提取，所得样品经双向电泳和图像软件分析，建 

立了HeLa细胞蛋白质组的双向电泳分离技术 ，为 

HeLa细胞比较蛋白质组学的研究奠定了基础。 

1 材料与方法 

作者介绍：宋 敏(1976一 )，男，硕士， 

主要研究方向：新药药理与新药开发。 

1．1 材料 

1．1．1 主要设备 

Bio—Rad protein IEF cell型等 电聚焦 仪及 Bio—Rad 

protein lI XI cell型垂直电泳槽 (Bio—Rad公司产品)；Ame卜 

sham ImageMaster VDS—CL型 凝胶 成 像 系统 (Amersham 

pharmacia公司产品)及 PDQuest(7．4．O)图像分析软件(Bio— 

Rad公司产品)；二氧化碳细胞培养箱。 

1．1．2 主要试剂 

IPG干胶条(pH=3～10，L=17cm)、两性电解质(Pharma— 

lyte，pH3～10)、碘 乙酰胺(iodoaeetamide)均购 自Bio—Rad公 

司；低分子量蛋白质 Marker、30％丙烯酰胺(acrylamide)，甲叉 

双丙烯酰胺(29：1，3．3％C)、甘氨酸(Glycine)、三羟甲基氨基 

甲烷 ( s)、二 硫 苏 糖 醇 (Dithiothreitol，DTr)、硫 脲 
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(Thiourea)、十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulphate—poly— 

aerylamide，SDS)、超纯 脲 (ultra urea)、 四 甲基 乙二 胺 

(TEMED)、丙基硫酸盐 (CHAPS)、考马斯亮蓝 R一250及 

G250、苯甲基磺酰氟(PMSF)、肽蛋白酶抑制剂均购自Sigma 

公司；其余试剂均为国产分析纯。人宫颈癌(HeLa)细胞由重 

庆医科大学实验动物中心保存。 

1．1．3 溶液配制 

1．1．3．1 裂解液：参考 Gorg~总结的三种裂解液配方并稍作 

改进，配制裂解液，具体配方见表 1。 

表 1 三种裂解液的配方 

1．1．3．2 水化上样液：尿素8mol／L、4％CHAPS、少量溴酚蓝。一 

20℃保 存。使 用前 lml加入 0．01gDTF、101xl两性 电解 质 

(20％，m／V)。 

1．1．3．3 平衡液 ：6mol／L尿素 、2％SDS、0．375mol／L Tris—HC1 

pH8．8、20％甘油、少量溴酚蓝，一20~C保存。平衡液 a：使用前 

10ml平衡液储存液加 200mgDIT；平衡液 b：使用前 lOml平 

衡液储存液加 250mg碘乙酰胺。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 

HeLa细胞培养于含 lOOml／L灭活的小牛血清 、100kU／L 

青霉素和链霉素的RPMI 1640的培养液中，培养条件为37~C． 

50ml／L CO2。 

1．2．2 样品处理 

待细胞培养至 80％左右密度时，用预冷的PBS清洗 3 

次 ，离心 ，分别收集 lxl&细胞悬于 50ixl的裂解液 1、2及 3 

中。之后，快速冻融 3—4个循环 ，以 13000g离心 lh，收集上 

清液，用Bradford法测定其蛋白浓度四，样品分装，一80~C保存 

备用嘲。 

1．2．3 双向电泳及图像分析 

1．2．3．1 第一向固相 pH梯度等电聚焦：根据蛋白定量的结果， 

取三种样品各1mg加入水化上样液中，使总体积为500ixl后加 

入样品槽，将 IPG胶条室温平衡后，置于样品槽中进行重泡 

涨171，用IPGphor等电聚焦仪，按如下程序自动进行：①13h重泡 

涨；~25ov，30min除盐；③1000V，lh除盐；④10000V，5h线性 

升压；⑤10o00v，6h等电聚焦；~5oov，维持4h。 

1．2．3．2 平衡：将等电聚焦后的 IPG胶条放入 5ml平衡液 

中，于摇床上平衡 15min，再进行另 15min平衡(2．5％碘乙酰 

胺替代2％DIT，其余组分同上)。 

1．2．3．3 第二向垂直平板 SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS— 

PAGE)：配制 12％SDS—PAGE均匀胶。将平衡后的 IPG胶条 

移至凝胶的上方，用 5％低熔点琼脂糖封闭。凝固后用 Pro— 

tein I1 XI Cell电泳系统进行 电泳。电泳缓冲液为 Tris— 

Glycine-SDS(Tris6．04g，甘氨酸 28．8g，SDS2g于 2000ml水溶 

液 中)，设置温度 15~C，先按 10mA／gel电泳 40min，再按 30 

mMgel恒流电泳至溴酚蓝前沿达玻璃板底部停止。 

1．2．3．4 考马斯亮蓝染色：将 2-DE胶放入 固定液(500ml乙 

醇+100ml冰醋酸，加水至 1000m1)中固定后 ，考马斯亮蓝 R一 

250染色液 (0．5g考马斯亮蓝 R-250+50ml冰醋酸+250ml无 

水乙醇，加水至 500m1)中染色 ，然后在脱色液(80ml冰醋酸 

+250ml无水乙醇+670ml蒸馏水)中脱色至背景清晰，蒸馏水 

反复洗涤多次。 

1．2．3．5 图像的获取：用 Amersham ImageMasterVDS—CL型 

凝胶成像系统对考马斯亮蓝 R一250染色的 2一DE胶进行扫 

描，并利用 PDQuest(7．4．0)产生光密度图象，进行斑点检测和 

对比分析。 

2 结 果 

以裂解液 1、2,3分别提取 HeLa细胞的蛋白 

质，所得样品各进行 3次双向凝胶电泳 ，用 PDQuest 

(7．4．0)检出的蛋 白质斑点平均数分别是 ：390~ 

13，820~12和 628~15，蛋白质斑点匹配率分别是： 

72．2％，79％，76％，凝胶图像分别见图 3中A、B、C。 

电泳结果表明，采用裂解液 2制备的样品较采 

用裂解液 1、3制备的样品可获得更多的可检出的 

蛋白质点 ，蛋白斑点匹配率也较高；同时，裂解液 2 

所得到的样品中，出现了大量碱性蛋白斑点，有的 

甚至呈深染色状。说明裂解液 2大大增加了 H La 

细胞蛋白质的溶解性。 

3 讨 论 

要获得高分辨和重复性好的双向凝胶电泳图 

谱，建立有效的可重复的样品制备方法是十分关键 
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l{ H--La细胞双向电泳【裂解液 2) { }leI 细胞双 向电泳{裂解液 3 

图 2 不同裂解液处理 ⅢIl 1．．细胞的双 向电泳凝胶图 

的一步．也是最罔难的一步 制备样品时．应使所有 

待舒析的蛋r]样品处于溶解状态f}If也括多数疏水性 

蛋白J．强此，细胞裂解液的选择和 力‘的优化是一 

个重曼的环节 细胞裂解液岔亩受性剖、丧而活性 

剂 还原剂 起载体作用的阿性电解质以及蛋 F1质 

酶抑制剂等 

尿素是常用的壹性剂+它ITIf以破坏蛋白质的二 

级和 级结构．使蛋n质充分伸展 ．通常在裂解液 

中使用高浓度(8toob'L】的尿素以尽可能溶解蛋闩喷． 

但应注意不要刘溶披加热．冈为超过 30 ：会导致蛋 

向质氨摹甲融化改变蛋门质的等电点 硫脲的使用 

可 大大增加蛋白质的溶解性能，特别足改善膜蛋 

白质的提取 i．世由r硫脲在水中溶解性差．常需垂 

高浓度的硪素助溶 从研究的实验结果看．裂鼹傲 

2、3中联合使用了2tooI／L硫脲与 8mo J几尿素，所获 

得的蛋白点数均超过了裂解液 】的样品 

为了完全使蛋向质折叠打开．需断开蛋fL{质分 

子内的二硫罐．一般使艄还原剂 D丌 但碱性条件 

下．DTr可能会干扰等电聚焦的 【)H梯度+H rbert 

等I’I使用 正 J 基瞵ftriI】u【vl1 hoopl1in ，lrJ{P)穗代 

DTI’ 能大大提高蛋白质溶解度及提高蛋l t质从辩 
一 向刮嚣5二向电泳巾的转移 

CHAPS为耐性离 去污剂．主 是破坏蛋门厦 

分子闻的疏水相 作用．提高蛋白质的溶解性 ．通 

常使用的浓度为4％ 在裂解液 3中还加入了另一 

种去污刹 SDS，它能有 J地溶解膜蛋门．但不利于 

稳定等电聚焦中蛋门的等电点 从实验结果看，SDS 

的加人使碱 性别蛋 的数屋有所增加，f1=l没有达 

副使用裂解液 2的效果 

裂解渡 2 其它两种裂解液最大的不同是加 

入了防止蛋白质水解的蛋白酶抑制剂 由于每一种 

蛋 酶抑制剂仪对一类蛋白酶发q 作用．所以。本 

研究采用由 lIlliI11)I／1 f：n1’A．1mmol／1 PNSF，0 71o． nl 

抑从素．()5 gm．j妊肽素组战的r‘谱蛋rt酶抑制剂． 

其中．PN5F(Pl㈦_、l『1l [1l、l、l1 tiff l nlI{II 】不可逆蚋I 

剖丝氡陵水解酶和一些半胱氮酸水解酶 ，EDTA抑 

制金属蛋向酶，抑肽索(∽mlati r-I抑制灭冬 酸蛋 

广]酶．亮肽素f LetLpepl[I]1抑制多刊t丝氨酸和半胱氨 

陵蛋向酶 在这一配山中 即使没有像裂解液 I、3 

))1；样 八 40lilt1111l的 lrris—HCI缓|11I液，电获得了lE 

较理想的坫果 

奉研究结果提示．在制备圳胞蛋h质样品时 ． 

有阿点是需要考虑的：①联合使用硫腿和尿素有利 

于蛋九质的提取．增加碱性蛋向点的硷 数量 ；② 

} 。懵蛋向酶抑带j剂的使崩可以有效地抑制蛋向质 

水睥，大大增加双向电泳可检 的蛋白 数．同时 

髓可捡fH的碱性蛋白 明显增加 

实验选用I,H3～l0 17cn1 ff{】I Pf；干胶条．1～3n】g 

的蛋『Lj质上样量．聚焦{乜泳 伏时数不低于 70000 

为宜 存 IPC胶条重泡涨时 对比了辛动水化和被动 

水化方法．主动水化 性进胶条对蛋白质的吸收．尤 

其是大分子蛋向质的吸收．仉是容易是失小分子监 

向质；而被动水化川容易丢失大分子蛋门磺IIt rh于 

H I．a细胞蛋l I质中存在很多重要的小分子蛋白质． 

故奉实验经反复比较选f_}j r被动水化 

增加上样量可 提高低1|度蛋白的榆出率．但 

同时可能出现高卞度蛋向对低底 F度蛋白的掩盖 

经本研究结果表明 上样量勾im 时昕得结果较勾 

玛】想 

此外，在进行 [EF时 ，颓在脞荣羊̈ 电板之问邱 

上湿搁的小纸片 以便吸收盐离子和补充水份．还可 

以在阴被加上20盯̈．1I，I／I DTr湿润纸片以减少碱性 

液 
解 

～ 裂 

泳 
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胞 
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端的水平条纹并且有助碱性蛋白质的聚焦。 

在第二向 SDS—PAGE前对胶条进行平衡的目 

的是打开蛋白分子中的二硫键，使分离的蛋白亚基 

充分与 SDS结合。两步平衡是造成蛋白损失的主要 

原因，大约7％～10％ 的蛋白在此过程中损失，其中 

第一步的损失较大，凝胶条中的载体两性电解质可 

以有助于减少蛋白的损失。 

在电泳参数一致的情况下分别比较了 10％，12％ 

分离胶的分离效果，结果显示 10％和 12％的分离胶 

分离效果均较良好，但在凝胶成像时，10％的分离胶 

在转移过程中容易弄碎，因此我们选用了 12％的分 

离胶。 

本研究从 HeLa细胞的蛋白提取、第一向等电 

聚焦和第二向SDS—PAGE、染色和 2-DE图像采集 

处理等几个方面优化了双向凝胶电泳条件 ，提高了 

HeLa细胞 2-DE图谱中蛋白位点的分辨率及重复 

性，获得了比较理想的HeIJa细胞的蛋白质双向电 

泳图谱，该蛋白图谱可用于 HeLa细胞比较蛋白质 

组学研究，为其深入研究奠定了基础。 
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系统而言，它具有操作简单 ，重组成功率较高、重组 

时间较短而被人们广泛应用。并且因为它同时携带 

了GFP，可在包装和扩增的同时直接观察转染和感 

染的效率 ，大大缩短了基因治疗的构建和鉴定过 

程，克服了传统方法步骤周期长，效率低的缺点。 

本实验构建了含有人全长的 MDR1基因的腺病 

毒载体，经酶切鉴定、基因测序、PCR扩增证实重组 

腺病毒构建成功，为下一步实验打下良好的基础。 

(通讯作者：金先庚) 
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