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肝癌细胞线粒体的纯化及双向凝胶电泳分析 
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【摘 要】目的：建立纯化肝癌细胞线粒体的方法，通过双向电泳及酶活力测定确认纯化效果。方法：使用蔗糖密度梯离心法 

分离纯化线粒体，双向凝胶电泳分析纯化过程中样品蛋白质图谱的变化。结果：通过标志酶活力的监测，梯度离心后线粒体 

纯提高近 12倍，线粒体蛋白质在双向凝胶电泳中得到很好的显现。结论：使用蔗糖密度梯度心法可有效地分离纯化线粒体． 

为线粒体蛋白质组后续研究奠定了基础。 
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lsolation and 2一DE analysis of mitochondria of cultured hepatoma celJs 

LiXing．et al 

(Department ofLaboratory Sciences，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To make the isolation and 2一DE analysis of mitochondria，in order to prepare the following proteomic study on 

mitochondria of hepatoma —cel1．Methods：Mitochondria was separated from cell homogenate by means of density gradient centfifuga— 

tion，and 2一DE was conducted to examine the protein profile of mitochondrial preparations．Results：The increase in purity of mito— 

chondria was found tO be 12 times by density gradient centrifugation．Mitochondrial proteins were displayed well in the 2一DE pattern 

after purification．Conclusion：The ksolation ptmedure．s practicable，which provides a basksforthefollowing protmmic study onmitocl'~mdfia． 

【Key words】Mitochondria；Density gradient centrifugation；Two—dimensional gel electrophoresis 

研究表明，线粒体在细胞凋亡启动中扮演重要 

角色，它通过释放某 些凋亡诱 导物启动 细胞 凋 

亡[ ， 。但是，在肿瘤发生、发展问的关系仍有待于 

进一步认识，对肿瘤细胞线粒体蛋白质组的研究将 

有助于回答这些问题E3 J。为了得到可信的研究结 

果，线粒体的分离与纯化是十分关键的一步。本文 

用蔗糖密度梯度离心法分离纯化肝癌细胞线粒体， 

并进行了双向凝胶电泳分析，取得较好效果，为了一 

步的质谱鉴定、生物信息学分析创造了充分的条件。 

1 材料与方法 

1，1 研究材料 

肝癌细胞株 QgY一7703，购自重庆医科大学超声医学 

研究所。 

作者介绍：李 兴(1967一 )，男，博士生， 

主要研究方向：亚细胞器蛋白质组学。 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(30476021)。 

1．2 主要试剂和仪器 

pH3—10固相pH梯度胶条(IPG，immobiline pHaradient 

DryStrip)、两性电解质Bio—Iyte购自Bio Rad公司；碘乙酰 

胺、二硫苏糖醇、丙基硫酸盐(CHAPS)购自Sigma公司；丙 

烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、尿素购自生工公司。Beckman L7 

型超速离心机；Bio—rad proteinlEF cell型等电聚焦仪及 Bio 

— rad protein II XI celI型垂直电泳槽；AInershan ImageMas— 

ter VDS—CL型凝胶成像系统及 ImageMaster 2DV2002．1图 

像分析软件。 

1．3 细胞培养和收集 

QGY一7703细胞株培养于含 10％血清的 RPMI一1640 

培养基中，生长至对数期，0．25％胰酶消化并收集细胞，用 

PBS溶液洗涤细胞3次，细胞计数。 

1．4 线粒体的分离纯化 

1．4．1 细胞的破碎 4 2×108QGY一7703细胞悬浮于8ml甘 

油介质(1．2rrd／L甘油，5n~-d／L Tns }甩 buffer，pH7，4)，412 

轻搅 15min，然后 1000g离心 5min，倾去上清；沉淀中加入 

6ml蔗糖溶液(0．25mol／L蔗糖，1，Ommol／L Md ，5mrnol／L 

Tris HCL buffer，pH=7．4)，412轻搅 20min；细胞悬液于 

Dounce匀浆器中匀浆 10～12次，相差显微镜观察细胞 95％ 
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以上破碎。 

1．4．2 线粒体粗提物的分离 细胞匀浆于 lO00g离心 

5min，收集上清，上清于20000g离心 16min。收集沉淀，用 

悬浮缓冲液(0．25mol／L蔗糖，1．Ommol／L M ，lOmmol／L 

HEPES—NaOH，pH7．4)洗涤2次，此沉淀即为富含线粒体 

的粗提物；收集20000g离心即为富含线粒体的粗提物；收集 

20000g离心后上清，于 lO0000g离心60min，收集沉淀，悬浮 

缓冲液洗涤2次，此沉淀即为富含内质网的粗提物。 

1．4．3 线粒体的纯化 在15ml离心管中先加入5ml 1．5rrd／ 

L的蔗糖溶液(含 lOmmol／L Tris—HCl，1 mmol／L EDTA， 

pH7．5)，然后在蔗糖液面上轻轻加一层5ml 1．0mol／L的蔗 

糖溶液(含 10mmol／L Tris—HCI，1 mmol／L EDTA，pH7．5)， 

形成 10ml的蔗糖浓度梯度。将线粒体粗提物悬浮于 1．5ml 

悬浮缓冲液中，轻轻加于蔗糖浓度梯度上，60000g离心 

30min，线粒体在 1．0mol／L和 1．5mol／L蔗糖梯度交界处形 

成一薄层。吸出线粒体，用悬浮缓冲液稀释蔗糖，20000g离 

心20min沉淀线粒体。 

1．5 线粒体纯度的鉴定1 6 

一 般通过测定一些与细胞器特定功能相关的酶来作为 

细胞器纯度的指标。琥珀酸脱氢酶是三羧酸循环的酶之一， 

可作为线粒体纯度的指标，酶比活力越高线粒体越纯；内质 

网膜中含有的NADPH一细胞色素 C还原酶可作为内质网 

含量的指标，5’一核苷酸酶作为细胞膜含量的指标。对于线 

粒体的纯化过程而言，内质网和细胞膜被视为杂质，因此它 

们的比活力应越低越好。琥珀酸脱氢酶活力按碘硝基四唑 

紫方法测定，NADPH一细胞色素 C还原酶活力测定按细胞 

色素C被还原的量来计算，5’一核苷酸酶活力通过测定无机 

磷的释放量来计算。 

1．6 电泳样品的制备 

L02全细胞、线粒体粗提物、纯化线粒体 3种样品，先分 

别加30--100~1裂解液 I(40mmol／E Tris—base，pH8．4)，反 

复冻融 3～4个循环，加入 20／~g／ml D ase，4~C作用 20min， 

以降解 DNA。然后分别加入 100--300／．1的蛋白质裂解液Ⅱ 

(8M尿素，4％CHAPS，50mmol／L DTT，0．2％Ampholyte，痕 

量溴芬蓝，强烈震荡混匀5min，12000r／min离心30min，收集 

上清即为蛋白质提取物，测定蛋白浓度，液氮保存。 

1．7 双 向凝胶 电泳 7 

1．7．1 等电聚焦 被动水化 12～16h，250V 30min，IO00V 

1h，10000V 5h，总电压积为 60000Vh。 

1．7．2 s[) PAGE 13％胶浓度，10mA／gel电泳 1h，加大 

电压为20～30mA／gel电泳6h，至溴芬蓝接近凝胶底线： 

1．7．3 染色 考马斯亮蓝 R一250染色液染色 1h，脱色液 

脱色至背景清晰。 

1．8 图像分析 

染色后凝胶由Image Scaner采集图像，分离所得蛋白质 

点由Image Master软件进行分析 

2 结 果 

2．1 线粒体纯化结果(见表 1) 

表 1 肝癌细胞线粒体纯化结果 

注： 酶活力以酶蛋白作用底物 1h后所产生的吸光度值来表示；比活力以lO0~g蛋白产生的酶活力来表示。 

一线粒体纯化倍数= 甏 镭 譬 
琥珀酸脱氢酶比活力的数据表明，线粒体粗提 

物较之细胞匀浆 ，线粒体蛋白纯度提高6倍 ；纯化线 

粒体较之线粒体粗提物 ，纯度又提高近 2倍；即是说 

经过蔗糖梯度离心后 ，线粒体蛋白纯度提高了 l2 

倍。5’一核苷酸酶和NADPH 细胞色素 C还原酶 

比活力数据表明，线粒体粗提物中虽然富集了较多 

的线粒体蛋白，但也含有大量的细胞膜蛋白和相当 

的内质网蛋白，而在纯化线粒体中基本除去了这两 

⋯线粒体回收率= 甏 絮鬟舞蔫器毳 
种蛋白质。表中还可看到，通过 20000g和 lO0000g 

的差速离心，线粒体蛋 白和细胞膜蛋白主要存在 

20000g沉淀中，而 lO0000g纯度含有大部分的内质 

网蛋白和部分细胞膜蛋 白。因此我们选择 20000g 

沉淀来进行蔗糖梯度离心纯化线粒体蛋白。 

2．2 向凝胶 电泳结果 

QGY一7703全细胞双向电泳图谱上有蛋白质 

斑点数约 870个左右(图 1)，线粒体粗提物图谱上 
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有蛋白质斑点数约380个左 “图2)，纯化线粒体 

图谱上有蛋白质斑点数约 155个左右(图3) 
ll 

图3 纯化线粒体的职向电泳图谱 

电泳结果表明，线粒体粗提物较之全细胞，蛋白 

质斑点数减少一半以上，同时也出现了不少新的蛋 

白斑点．有的甚至呈深染色状(图2中圆圈内)，说明 

经过离心能大大降低样品的复杂度．并相应富集某 

些蛋白质 对比纯化线粒体图谱与全细胞、线粒俸 

粗提物图谱，差别非常显著。纯化线粒体图谱中的 

蛋白质斑点在全细胞、粗提物图谱卜少有发现．蛋白 

质斑点匹配率非常低。图中还可看到，线粒体蛋白 

质主要集中在巾性、中高分子量【x域，经过梯度离 

心，一些蛋白质已得到高度富集。 

3 讨 论 

线粒体分离纯化到日前为止还是一个没有很好 

解决的难题，分离纯化线粒体的技术7『法有多种，离 

心技术是其中不可或缺的核心手段．这是一项技术 

性、经验性很强的工作 细胞中各种 细胞结构的 

构成和性质各不相『石J，彼此紧密联系．因此．所建觑 

的分离技术路线和条件应尽最避免交叉污染 此外 

样品的形态和状态也影响着分离纯化的条件，例如 

组织与培养的细胞、 同的细胞株之间，它们分离纯 

化条件是不同的．甚至长久传代后的细胞分离纯化 

条件也会发生变化。本文在分离纯化体外培养的肝 

癌细胞线粒体时，碰到的主要问题是细胞破碎困难， 

该细胞株经长期传代，一般的匀浆作用难以将其破 

碎，我们使用强烈的甘油吸收法结合~unce匀浆器 

才得到良好的破碎效果 线粒体粗提物离心时．我 

们将离心速度从文献中的 J0o00g提高到 20000g， 

大大提高了线粒体的回收率 从坏志酶的结果看， 

分离效果是成功的，得到了较好的线粒体纯化度和 

回收率。 

双向电泳的结果表明，粗提物中线粒体蛋白虽 

已较高富集，但杂质蛋白质仍然很多，电泳图谱中线 

粒体蛋白质不能得到很好显现，说明用粗提物作为 

研究线粒体的样晶是不合适的 同时还说明，从细 

胞或组织的双向电泳分析中是不太可能得到很多线 

粒体蛋白质方面的信息，可以想见其许多它细胞器 

的蛋白质也会在电泳中丢失，因此纯化过程是亚细 

胞蛋白质组学十分必要和关键的，它大大提高了目 

标蛋白质的丰度，使我们在现有的技术条件下能检 

测到，保证获得真正的亚细胞蛋白质信息 进行亚 

细胞蛋白质组研究的另一个好处是，能直接将蛋白 

质与其细胞定位联系起来．这对后续的功能研究是十 

分有用的。运用c’』)NA克隆研究肝癌细胞基因的差 

异表达已有相关报道 8，本文结果则为在蛋白质水平 

进行肝癌细胞基因差异表达的研究提供了一个途径 

和基础，从不同的层面得到新的信息。(下转第177页) 
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“2K1C”所致的兔离体肥厚心肌的僵硬度 比正常离 

体心肌僵硬度大，且肾动脉缩窄时间越长，兔心脏脏 

壁越厚，其僵硬度越大。“2KIC”所致的心肌僵硬度 

度增加，主要是因为肾素血管紧张素醛固酮系统的 

激活引起 I型和Ⅲ型胶原水平增生_1 。 

然而，离体心肌僵硬度和活体心肌僵硬度是存 

在一定差异，所以更有价值的结果还需进一步在活 

体状态下进行实验获得。 

总之 ，印压方法对离体心肌僵硬度进行评估，是 

一 种较直接且有效的可行方法。为活体状态下通过 

心导管术应用印压装置对舒张末期心肌的被动僵硬 

度进行评估，提供了理论基础和实验依据。 
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