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／-提 要 木文介 r在Pha st Sy stem全自动电泳仪上用梯度SDS—PAGE，结台银染法对 
正常人 CSF的测定结果 cSF无前浓缩即可检出 12种组分，分辨率远鞍一般电诛方法为高。该法 

操作简 、快速 、规范、易于推广 

苎 。 ；十二烷基是 _ 中图分类号 R446 14( D； 一 

脑脊液 (CSF)含有多种蛋白质成份，在某 

些神经疾患中，异常蛋白质成份的出现可作 

为特异性诊 断指标“】。因此 ，这些 蛋白质成 份 

的检出受到人们重视，电泳是常用的分离、检 

测手段。但是，由于 CSF所含蛋白总量低 ，蛋 

白成份的分子量分布范围广 ，常规电泳分离 

方法往往难以将其完全分离。本文报告了以 

梯度的 SDS—PAGE系统，在 Phast SvsIeITI全 

自动电泳仪上对未经浓缩的正常人 CSF样 

品进行分离 ，以银染法检出，取得满意的结 

果。 

l 聩 s责法 

1 1 仪 器 瑞 典 Plmrrrracia公 司 生 产 的 Phast 

sYsytem全 自动电泳仪 ．配 Phast Gel Gradient8—25 

聚丙烯酰胺薄层凝胶板发 Phast Gel SDS Buffer Seal口 

(缓冲凝胶荣) DISKBOY离心机。LIBROR AEG一220 

电子分析天平 、Uv一120分光光度计。 

1．2 试剂 

】2】 考马斯亮蓝 G一250(cBBc一25O)溶液：cB 

BG 一25O l~0Mg溶 于 95％ 乙醇 5嘶1I中 加 入 85％ 

10{~n1．用 D珏0谢 至 1O00ml。 

1 2．2 样 品 缓 冲 液 ：称 取 T血 3 o~7os，E1)- 

TA0 1860g，溶解于 50Oml跟蒸水中，用盐酸调节 PH 

至 8 0 

1 2 3 A液 取样品缓冲液 7 5ml，加入 B一巯基 

乙醇 2 5ml，溴酚蓝 0．005g，SDS 0 75g。 一20~C冰箱 

保存 

1．2．4 银驰 试剂 

1．2．4．1 固定液 醋酸：甲醇 ：水 =1：4：5 

1．2．4．2 清洗液 乙醇：水 =1：4 

1．2．4．3 增教剂 (新鲜配制) 25％戊二醛用跟蔫 

水 l：l稀 释 。 

】2．4．4 银驰液 (新鲜配制) 取 20％硝酸银溶液 

200t~l，加氮水 200Itl，4％氢氧化钠溶液 1 0ral，20％乙 

醇 18．6Ⅱd(按顺序加入)。 

1．2．4．5 扩展液 取 20％乙醇 20ml，加 37％甲醇 

20gl，2 3M柠檬酸溶液 5 l。 

calculated content of fibdnogen)． 

The above par删 I髓 weren,essured in 70 paljeI with col'ollal~heart dise,~se(CI／E,】_0f whom 7 patients had 

acute myocardial infarction(MI)．and in B eentrol group 0f加 healthy persons．CST in the patient group was slgnif~- 

cantly shorter titan that in the control group．The fact that MCE，FC，AFE and CEF wece his~r than th~se in the 

conh~l g -IlJ m s of stmistlcal significance．The values FIrE，Wrr，and others showed m apparent differences in the 

two ~xcmps．These restdts suggested tlmt in patients th CHD there is an inctrased elottability and relatively instal- 

ficient tlbclnolytic activity No differences,,dth statistical signilicar~e w fe found between the patients with MI and 

wifl~Oul MI 
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l 2．4．6 保持液 甘油 ：醋酸：水 =I：l：8 

1．2．5 蛋白质标准液 ：含磷酸化酶 B(94KD)、牛血 

清 白蛋白 (67KD)、肌 动蛋白 ’(43K13)、碳酸酐酶 

(30KD】、TWv外壳蛋 白 (i7 5KI)) 其浓度为 l嘴 · 

ml～ 。 r． 

1 3 CSF样品处理 

样品液 “ 12 OCORPM离心 15rain、取上消渡保 

存。 

1．4 CSF总蛋白质定量 

1．4．1 标准曲线 按表 I操作 

混匀 ，室温放置 2min后，用空白调零 ，在 

k595nm处测定。 

1．4．2 样品蛋白质含量测定 取样 品5,ul， 

加人双蒸水 0．095ml，CBBG一0250 5．0ml，混 

匀 室温放置 2min后 ，用上述空白调零 ，在 

~．595nm处测定。 

1 5 电泳 

1．5．1 操作程序 按表 2设定 

I 5．2 取离心后的样品 20,ul，加 A液 2Ottl， 

放人沸水浴 3min。 

1．5．3 放置好加样梳 ，分别取 (2)的样品溶 

液 4／tl和蛋白质标准液 舭l，进行点样。 

1．5．4 取 一张 Pbast Gel Gradient 8—25胶 

片砍入电泳毫，放好缓冲凝胶条，调整室内架 

子至规定位置，将加样梳置于架子上。关闭 

电泳室盖后开始电泳操作 。 

1．6 银染 将胶片从电泳室取出后 ，按以 

下顺序操作 ： 

1 6．1： 定 在固定液中裎泡 5min； 

1．6．2 清洗 用双蒸水浸泡清洗 5min； 

1．6．3 增敏 在增敏液中浸泡 7，5nnn； 

1．6．4 清洗 用双蒸水清洗胶片两次，各 

5min； 

1．6 5 清洗 用清洗液浸泡胶片 7．5inin； 

l 6．6 染 色 胶 片 放 入染 色 液 中浸 泡 

7．5rain； 

1．6．7 清洗 用清洗l液浸泡胶片两次，各 

5min； ． 

I．6 8 扩展 胶片破A扩展液 中浸泡 3— 

6rain； 

1．6．9 保 持 胶 片放 入 保 持 液 中浸 泡 

3min； 

1．6．10 用双蒸水洗净胶片，放置亮干，保 

存。 

以上银染法的每一步都需均匀震荡，银 

染色用的试剂纯度以及蒸馏水的纯度都极大 

地影响银染色的质量。 

表 1 蛋白质标准溶液反应条件 

· l8 
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2 结果 与讨论 
t  

2 1 CSF中总蛋白质含量的测定 

本研究用考马斯亮蓝法测定 CSF总蛋 

白吉量 。标 准 曲线 在 0 02～0 10mg-l nI 的 

范 围呈现 良好的线性关 系，如图 l所示 。按该 

法 所 测 得 的 CSF蛋 白质 总 量 为 0 34rag· 

n1～ 在 正 常 人 CSF蛋 白 质 总 量 范 围 内 

(0 I 5～0 45ml-ml )。 

2 2 样 品处理 

C5F中蛋白质含 量仅有血浆中的 0．5％ 

实验结果表明，标准蛋白质进行 SDS— 

PAGE后，其分子量对数与迁移率 Rf值之间 

呈现 良好的线 性关 系 ，如图 3所示 。 

对 CSF蛋 白质的电泳分离与 检出难度 

较大，主要是 CsF各种蛋白质成份分子量分 

布宽 、含量低，致使用一般电泳方法难以对其 

进行高分辨的分离和高灵敏度检测。本文用 
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圈 2 银染法检测正常人 CSF蛋白区带图 
A l：1稀释样品的蛋白区带 ；B．未经稀释样品的 
蛋白区带 ；C 标准蛋白区带 
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周 3 标准叠白质分手■与 Rf的线性关系 

1．磷酸化酶 B， 2．牛血清白蛋白 

3．肌动蛋白．4．碳酸酐酶 ，5．Twv外壳蛋白 

DETECTION OF PRO3"EINS IN CERE． 

BR0SPINAL FLUID (CSF) USING PHAST 

Chert Sixiu．et al 

Dept of Administ rative Labo rato ry Section 

T his Paper describes a method fo r detecting proteins in unconcentrated cereb rospinal fluid 

{CSF) T he tinet hod is based on SI)S—PACE using Phast System．the protein bands a re detected 

by direct Silve r Staining A protein pattern including 12 tompohunts w as obtained．Advantages of 

the met hod presented here include optimal resolution and standardization of the separation and 

silver staining cotditimrrs，in combination with s and convenience 
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