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血清蛋白质组双向凝胶电泳技术的建立 

母昭德 -．3，彭咏波 t，易发平 ，邱宗荫 

(重庆医科大学：1．药学院药物分析教研室；2．生物化学与分子生物学教研室；3，医学检验系，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立血清蛋白质组双向凝胶电泳(2一DE)技术。方法：对血清蛋白质2一DE的各种条件进行调整、优化。结果：建 

立了稳定的2-DE技术。结论：已建立的血清蛋白质 2-DE技术，将为进一步开展疾病的血清蛋白质组学研究奠定基础。 
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Establishment of two-dimensional polyacrylamide gel eIectrOphOreSiS for 

seru m proteom ics 

MU zhaode，et al 

(Department ofPharmaceutica]Analysis，College ofPharmaceutica]，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To establish a two—dimensional polyacrylamide gel electrophoresis(2一DE)technique for serllm proteomics．Meth— 

otis：Various conditions of serllm proteomic 2-DE were adjusted and optimized、Results：A steady 2-DE technique was established、Con—- 

clusions：Our established 2-DE technique of serllm proteins can be effectively applied in serllm proteomics of diseases． 
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血清具有所含蛋白质种类多、样品获取容易和 

安全及样品中含机体在各种特殊时刻及时分泌的 

各种蛋白质表型(phenotype)等特点，是寻求疾病标 

志物的重要源泉，因此，通过血清蛋白质组学(serllm 

proteomics)研究 ，寻找特定疾病的特异蛋白质或发 

现新的疾病相关蛋白质，能为疾病的诊断或治疗提 

供新的依据，也可能进一步阐明一些复杂疾病的发 

病机制。 

目前，尽管已经发展了多种蛋白质组学研究技 

术 ，然而双向凝胶电泳 (two—dimensional polyacry— 

lamide gel electrophoresis，2一DE)和质谱(Mass spec— 

trometry，MS)【 仍然是蛋白质研究的核心技术。尽管 

如此，重复性和稳定性仍然是 2一DE技术存在的主 

要问题。因此，本实验对血清蛋白质 2-DE的条件进 

行了全面的调整优化，建立稳定的血清蛋白质分离 

技术，为进一步的疾病血清蛋白质组学研究奠定基 
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1 材料和方法 

1．1 研 究材料 

血清标本取 自重庆医科大学附属第二医院药品临床研 

究基地，并签定健康志愿者知情同意书。 

1．2 主要 试剂和仪 器 

高丰度蛋白质(白蛋白，免疫球蛋白A、G，转铁蛋白。亲 

血球蛋白，抗胰蛋白酶 、触珠蛋白)分离柱，4ml蛋白质离心浓 

缩柱 (5 ku)，0．22 m血清过滤柱，缓冲溶液 A，缓冲溶液 B 

均购 自安捷伦公司；尿素，二硫苏糖醇(D．rr)。CHAPS，SDS， 

Tris，碘乙酰胺 ，矿物油 ，甘油，丙烯酰胺，甲叉双丙烯酰胺均 

购自上海生工；两性电解质(pH4 6，pH5 7)购自 Bio—Rad公 

司，碳酸氢胺为 Sigma产品；硫代硫酸钠、碳酸钠 、硝酸银 、甲 

醇、无水乙醇 、甲醛 、冰醋酸等均为国产分析纯；Millipore去 

离子水 Bio—Rad公司等电聚焦仪(Protean IEF Cel1)、垂直电 

泳 系统 (Protean 1I xI Cel1)，中 晶 4850 1I透 射 扫描 仪 ， 

KDC一160HR高速冷冻离心机。 

1．3 研究方法 

1．3．1血 清 样 品 的 收集 取 志 愿 者 静 脉 血 3ml，4~C下 

4000r／min离心 15min，上清液在 4~C下 2400r／min离心 5rain 

后 I，分装到硅烷化 EP管中，一80~C保存。 
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坏；如果 SDS—PAGE胶的浓度过大 ，对绝大多数蛋 

白质的分离效果均不太理想 ，经过比较，我们选择 

10％的胶浓度 。 

实验中的其它一些条件和方法，如等电聚焦的 

电压设置、垂直板 SDS—PAGE电泳的电流设置、染 

色方案等均是经过反复比较、优化调整而得到： 

总之，我们对 2-DE的条件、标本预处理等各个 

环节进行了调整、优化，建立了相对稳定的血清蛋白 

质 2-DE技术，2一DE图谱斑点匹配率为 85％，为进 
一 步分离、鉴定 、分析疾病相关血清蛋白质 ，开展疾 

病的血清蛋白质组学具体研究打下了良好的基础。 
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