
3　讨论

　　端粒酶具有双重作用 。端粒酶的过量表达是肿瘤

细胞无限增殖的必要条件 ,另一方面端粒酶的适量表

达可以减缓染色体端粒丢失速度 ,从而延长细胞的寿

命[ 1 ～ 3] 。由于 hTRT基因是端粒酶组份中真正具有调

控端粒酶活性的亚单位 ,为此 ,我们成功构建了 hTRT

正 、反义真核表达载体 ,一方面为肿瘤细胞的 hTRT 反

义基因治疗创造条件 ,另一方面亦可以将 hTRT 正义

真核表达载体导入正常体细胞中 ,从而为建立来源于

正常体细胞的永生化细胞株奠定基础。
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双向电泳法分离 LDH同工酶异常带

Separating abnormal bands of isoenzyme with two-dimensional electrophoresis

刘泽军 ,江海洪　　(第三军医大学附属西南医院检验科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　采用双向电泳方法分离 LDH 同工酶的拖带现象。方法　经常规同工酶电泳后 , 改变方

向 90°,再进行第2 次电泳将异常带分开。结果　经过 2次电泳后 ,拖带现象消失 , 5 种同工酶被清晰的分离。

结论　普通电泳 、免疫电泳 、双向电泳的结合使用 ,能有效的分离异常同工酶 , 消除拖尾现象 , 确定异常电泳

带的性质。

　　LDH 同工酶电泳分析以其组织特异性高而在临

床上广泛应用。各种不同的疾病可出现不同的典型酶

谱 ,借此可以准确地对病灶来源准确定位 、判断疾病进

程和预后状况。但在实际检查工作中 ,常常出现一些

既不是任何疾病的典型酶谱 ,也不是正常酶谱形式的

异常谱型[ 1] ,拖尾现象是其中之一 ,它的出现影响到各

同工酶带的分离 ,给正确提供检验报告造成困难。我

们经过反复试验 ,当出现拖带现象时采用经过两次电

泳 、改变方向的双向电泳法 ,可有效的分离同工酶异常

带 ,确定拖尾性质。
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1　材料与方法

1.1　仪器和试剂
　　Paragon 电泳系统(Beckman), 光密度计(Appraise Densitome-

ter System , Beckman), 涤纶基醋纤膜(浙江台州路桥四青生化材

料厂), 抗人 IgG ,抗人 IgA ,抗人 IgM(Beckman)。

1.2　方法
1.2.1　LDH 同工酶测定　　采用本室建立的涤纶膜测定法 ,

在Paragon电泳仪上使用涤纶膜作载体 , 电泳缓冲液为 Tris-HCl-

巴比妥-EDTA , pH 8.6 , 150 V , 30 min条件下电泳 , 然后使用夹心

法活性染色 , 最后浓度为:乳酸锂 120 mmol/L ,MTT 2 mmol/L ,

PMS 0.08 mmol/ L ,NAD 5 mmol/ L及 Tris-HCl 50 mmol/ L, 在 37°C

下孵育 25 min , 5%醋酸终止反应 , 600 nm 处光密度计扫描。

1.2.2　免疫对流电泳[ 2] 　　在浸泡好的薄膜的阴极侧 10 mm

处点上病人血清和对照血清约 5 μl , 再在距阴极侧 13 mm 处分

别点上抗 IgG 、抗 IgA 和抗 IgM , 然后置入 Paragon 电泳槽中 , 150
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V电泳 30 min , 取出电泳膜 ,置于生理盐水中过夜洗脱蛋白质 ,

第 2天进行 LDH 同工酶活性染色。

1.2.3　双向电泳　　按常规点样 , 150 V , 电泳 30 min 后 , 改变

方向 90℃,再电泳 15 min , 然后同工酶活性染色。 双向免疫电

泳步骤基本同双向电泳 , 只是点样时在血清的正极侧 3 mm 处

点上抗血清 ,染色前要先洗脱蛋白质 , 其余步骤均相同。

2　结果

　　图 1为一拖带现象的同工酶电泳谱 , 其中在 3 带和 5 带之

间形成拖带 ,分离不开。图 2 为经双向电泳后的染色图像 , 拖

尾现象消失 , 各同工酶被分开。 免疫对流电泳鉴定 LDH-免疫

球蛋白复合物 ,经染色后没有出现被染色带。

图1　同工酶拖带的电泳酶谱形式(第 2泳道)

图 2　双向电泳后的酶谱形式

3　讨论

　　LDH同工酶在各种疾病中的酶谱形状不同 ,如心

肌疾病型 、肝脏疾病型 、肌肉疾病型 、血液疾病型等类

型 ,临床上根据这些不同谱型可对各种疾病进行正确

诊断[ 3] 。但有时检查中却出现一些既不是已知疾病的

典型图谱 ,也不是正常谱型 。这些异常结果常给报告

结果带来困难 ,影响病人的诊断和治疗 。

　　电泳中拖带现象是异常酶谱的一种 ,其特征是在

各同工酶中形成连接各带的拖尾现象 ,使得各带之间

不能清晰的分离 ,扫描时也不能算出各带所占比例的

正确结果 ,造成试验失败 。拖带现象的出现可能由于

血中的某些物质与某一种或几种同工酶结合形成复合

物 ,在电场中电泳时随结合的同工酶一起移动 ,如果结

合较松散 ,则在移动过程中逐渐解聚 ,导致拖尾现象。

如果结合较紧密 ,则拖尾现象较轻或者不出现 ,如大部

分的 LDH-Ig 免疫球蛋白复合物
[ 4 , 5]

。

　　分析中使用改变方向的双向电泳法可以将结合较

松散的聚合物分开 ,因为改变方向电泳后 ,第 1次电泳

中脱落下来的物质已基本不影响 LDH 同工酶的迁移

率 ,因此各同工酶带按照自己的电泳距离移动 ,在电泳

膜上形成近似对角线的图像 ,比较图 1和图 2 ,可以看

出经两次电泳后 ,拖尾消失 ,同工酶被分开 ,因此可以

较容易的算出各带所占比例 ,给临床报告结果 。

　　经免疫对流电泳鉴定 ,没有观察到染色带 ,证明本

例不是酶-免疫球蛋白复合物 ,可能是结合较松散的聚

合物 ,经双向电泳证实确实如此。因此将普通电泳 、免

疫电泳 、双向电泳结合应用 ,对异常同工酶谱型的分

析 ,特别是拖尾现象的解决 ,是一个有效的方法。
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