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表 l 线性关系
、

线性范围与检测限

组分 直线回归方程 相关系数
线性 范围

(尸g )

检 测限

(尸g )

P I Y ~ 一 0
.

3 74 + 2
.

5 5 l X 10一 6 X

P S Y ~ 一 0
.

12 5 + 1
.

3 7 5 X 1 0一 s
X

0
.

9 9 7 3 0
.

2~ 16 0
.

0 1 2

0
.

9 9 9 1 0
.

2~ 16 0
.

0 14

PE Y = 一 0
.

2 18+ 6
.

7 0 7 又 1 0一 ? X 0
.

9 9 7 4 0
.

4~ 32 0
.

0 1 1

P C Y = 一 0
.

7 3 1+ 9
.

4 5 3 X 1 0一 7
X 0

.

9 9 8 8 0
.

8~ 6 4 0
.

0 3 1

2
.

3 检测限与灵敏度

在前述色谱条件下
,

由基线噪音计 算信 噪比 ( S /

N )为 2 时各被测磷脂组分的检测限
,

结果见表 1
。

检测

限这一结果表明
,

本法的灵敏度是 比较高的
。

将检测器

灵敏度上调还可进一步提高本方法灵敏度
,

但从我们

测定的数百份标本来看
,

这 一灵敏度 已足以满足生物

样品测定要求
。

2
.

4 精密度

取同一样品在 l d 内重复进样 5 次
,

以计算 日内

变异系数
。

同时
,

对同一样品连续测定 7 d
,

以计算 日间

变异系数
,

结果见表 2
。

结果表 明
,

日内及 日间变异系

数均小于 5%
,

说明本法比较稳定
、

重复性好
。

P l
、

P S
、

P E 和 P C 标准的加入量分别为 2 0 拼g
、

2 0 拜g
、

4 0 拼g 和 8 0 拜 g
,

然后按前述方法提取磷脂
,

计算每种

磷脂的回收率
,

结果见表 2
。

四种磷脂的平均回收率均

在 80 % 以上
,

说 明本方法的准确性较高
。

2
.

6 应 用实例

我 们采 用本 法测 定 了 10 只正 常 大 鼠肺组 织
、

B L C F
、

肝组织及肝细胞线粒体磷脂含量
,

结果 见表 3
。

任何生物样品只要经过磷脂提取这一预处理步骤
,

均

可采用 H P L C 分离测定
,

且快速简便
。

表 3 正常大鼠肺组织
、

B L C F
、

肝细胞线粒体磷脂含呈

肺组织 B L C F 肝细胞线粒体
( rn g /g 肺 ) (二 g / g 肺 ) (尸g / m g 蛋 白 )

4
.

0 4 士 0
.

8 8 0
.

4 8士 0
.

0 9 8
.

1 2士 0
.

7 7

3
.

2 6士 0
.

8 7 0
.

3 2士 0
.

1 6 4
.

2 7士 0
.

6 3

4
.

8 1士 1
.

2 2 0
.

6 4士 0
.

2 6 9 4
.

3 0 士 8
.

4 0

3 8
.

95士 6
.

9 3 6
.

7 7士 1
.

7 9 10 6
.

8 5士 9
.

6 3
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表 2 变异系数与回收率
参考文献

组分
日内 C V 日 I司 C V

( %
, n = 5 ) ( %

, n ~ 7 )

回收率
( %

. n
一 5 )

8 3
.

5 8 士 7
.

5 8

8 7
.

8 3士 6
.

2 5

IPsP

P E 1
.

84

P C 1
.

3 2

8 7
.

7 3士 7
.

7 7

9 6
.

6 7士 5
.

9 3
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5 回 收率

生物体液或组织 中的内源性物质的回收实验
,

是

一较为复杂的问题
,

一般多采用标准加入法
。

我们也采

用标准加入法
,

在同一肺组 织样品中加入 磷脂标准
,
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.

肺表面 活性物质的检测
.

北京 医

科大学学报
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S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳技术的改良及其应用

A n im P r o v e d m e t h o d f o r S D S
一

P A G E a n d i t s a P P l i e a t i o n

胡承香 张玉纯 李 磊 顾长国 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第一研究室 ) 重庆
,
6 3 0 0 42

生 物样 品分子 量 的测 定方 法有 多 种
,

近年 来
,

S D S
一

P A G E 用于生物样品的分离
、

纯化和鉴定评价较

高
,

其主要作用是分辨率高
,

设备简化
,

方法易行
,

时间

短
,

用量少 l( ~ 5 拜g )
,

其分 离水平达 1--0
’

一 10
一 ”
克

级
,

凝胶透明易干燥保存 〔’ 3。

我们在创伤血清免疫抑制

物的分离 中发现
,

S D S 电泳制胶容 易失败
,

为克服这
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S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳技术的改良及其应用

一难点
,

本室建立了一种新的封漏法和制胶技巧
,

既简

便可靠
,

又经济实用
,

为该项技犬的推广应用创造了有

利条件
。

材料和方法

1
.

1 试剂

S D S
一

聚丙烯酸胺凝胶 电泳所用试剂 为电泳级或 A R 级
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 简便封漏法 封边胶制备
:

30 环A cr
一
B IS 0

.

5 m l
,

3
.

0

m o
l / L T

r is
一
H C I ( p H S

.

8 ) 3 ~ 3
.

5 m l
,

1 0% A P 0
.

2 m l
,

T E M E D

15 川
,

临用前配备
.

取平整洁净电泳玻板
,

加边条
,

夹子固定
,

用

Z c m 宽透明胶带紧密封边 34/ 周 (加样边除外 )
,

无皱折和气

泡
,

再吸取 1
.

s ml 封边胶内封一次
,

多余的胶 立即弃除
,

铁夹

固定
,

垂直平稳放置
,

约 5~ 10 m in 胶凝结
,

封边完毕
,

胶室制

成以备灌胶
。

1
.

2
.

2 制胶 各试剂依次
、

准量
、

贴壁加人
,

充分混 匀
,

室温

静置片刻连续倾入胶室
,

立即加水封顶
.

胶凝后 ( 30 ~ 40 m in 凝

结为佳 )
.

反复用水冲洗 去除未凝 固的 A c 卜 B i s
一 g el 液

,

滤纸条

沾干水迹
.

加样品梳和浓缩胶混合液
,

胶凝后 ( 约 20 ~ 30 m in )
,

用水反复冲洗弃除未凝的胶液
,

加样孔校正
,

长针头吸 尽余水
。

此时弃除透明胶带和铁夹
,

置电泳槽固定
,

所得胶板平整光滑
,

加样方便
,

分离效果好
.

讨论

垂直平板 S D S 电泳是测定分子量
,

分离
、

纯化和鉴

定生物样品的好方法
,

但因制胶和封漏难 以 达到理想

效果
,

而影响实验结果
。

为更好地解决问题
,

我们建立

了一种新的封漏法
,

此法与其它的经典方法比较具有

其突出优点
:

①封边胶不会浸入凝胶聚合的腔隙
,

阻碍

凝胶的聚合
。

②封边胶组成与分离胶相似
,

导 电性能

好
,

不污染蛋白带
。

③无需反复进行加热
、

冷却
,

且凝结

过程中不易形成裂隙
,

出现漏水漏胶现象
。

④电泳前勿

需排气泡
,

容易清洗
,

剥胶
。

⑤重复性好
,

成功率高
,

快

速简便
,

经济实用
。

制胶技巧
:
S D S 电泳技术 中

,

制胶可谓是关键 一

步
,

如果制胶失败
,

将造成时问浪费和经济损失
。

如果

制成的凝胶不均匀
、

不平整或出现漏斗状裂痕
,

将直接

影响实验结果
。

针对这一情况
,

我们在大量实践中摸索

出制胶技巧
,

各试剂依次
、

准量混 合
,

胶浓度愈高
,

A P

和 T EM E D 的量愈严格控制
,

宁少勿多
,

A P 临用时配

制
,

凝胶混合液连续倾注胶室
,

立即加水封顶
,

胶凝结

后用水冲洗要彻底
。

制备浓缩胶时
,

最好是先加样品梳

后 灌胶
,

不易产生气泡
。

扒梳动作平稳缓慢
,

加样孔

校直
.

样品和标准蛋白处理的关键
:

制备 S D S 电泳样品

的关键是使蛋白质变性和断开二硫键
,

并与 S D S 充分

结 合
。

影响它 们结合的 因素主要有三个
:

①溶液中
S D S 单体的浓度

。

单体的浓度与 S D S 总浓度
、

温度和

离子强度有关
。

为保证蛋 白质与 S D S 充分结合
,

它们

的重量比应为 1 : 3 或 1 : 4
。

②样品缓冲液的离子强

度
。

S D S 结 合到蛋 白质分子上的量仅取决 于平衡 时

S D S 单体的浓度
,

不是 S D S 的总浓度
,

而 只有在低离

子强度的溶液 中
,

S D S 才具有较高的平衡浓度
。

③二

硫键是否完全被还原
。

只有在蛋白质分子内的二硫键

被彻底还原后
,

S D S 才能定量地结合到蛋 白质分子上

并使之具有相同的构象
。

这就是在样品缓冲液和加样

前加二琉基乙醇的缘故 zj[
。

蛋 白质变性一般在 10 0 ℃

水浴中保温 2 ~ 5 m in
。

标准蛋白经同法处理
,

其选择

原则是标准蛋 白的构象和行为应尽可能与未知蛋白相

似
,

分子量的范围略高于或低于未知蛋白的分子量
。

电泳参数选择
:

在 S D S 电泳中
,

电压不应有 明显

变 化
。

我 们通常 选 用的 电参 数 是
:

浓缩 胶 段
:

恒 压

S V c/ m
,

恒流 12 m A /板 ;
分离胶段

:

恒压 巧 V c/ m
,

恒

流 18 ~ 20 m A /板
,

若 电流 电压急剧改变表 明电泳状

态不正常
。

实验随时观察 电参数变化
。

每 30 m in 将上

下槽电极缓冲液交换
,

以确保电泳参数的稳定
。

S D S 电泳技术 在创伤血清免疫抑制物分离 中的

应用
:

我们收集家免双后肢粉碎性骨折伤前和伤后第

1
、

2
、

4 d 血清及机 械创伤病人血清
,

正常健康者血清

作对照
。

血清标本与样品缓冲液适量混合
,

在 1 00 ℃水

浴 中保温 3 ~ s m in
,

冷却后加 5一 10 川 /管 2
一

琉基 乙

醇
,

离心取上清加样
,

点样要稳
、

准
、

快
,

以防样品扩散
。

电泳时选用恒压 S V c/ m
,

约 30 ~ 4 0 m in 到达分离胶

前沿
,

因胶浓度高
,

迁移阻力大而使样品压缩成一条细

线
,

此时加压至 15 V / e m
,

电泳 2~ 3 h 结束
。

取胶
,

经

考马斯亮蓝染 色 Z h
,

在摇床上脱色过夜
,

其间换 液 2

一 3 次
,

电泳带清晰明显
。

结果提示
,

创伤血清异常蛋

白带的出现频率与创作程度正相关
,

创伤家免尤以伤

后第 2 天为明显
,

创伤病人血清出现异常蛋 白带预示

其预后不 良
。

并经计算测得该异常蛋白带的分子量约

为 9 0 0 0
,

此 异 常蛋 白质可能为创伤血 清 免 疫抑制

物 l “ 。

注意事项
:
( l) 一切器皿均需洁净

,

尤其是 电泳玻

璃板和样品梳光滑平整
。

( 2) 电泳中途不 能断 电和振

荡
。

( 3) 染色和脱色时间视样品浓度而定
,

随时调整
。

( 4 ) 水洗过程要 充分
,

但 尽力避 免胶体 膨胀 和破裂
。

( 5) 凝胶不宜久置脱色液和蒸馏水中
,

宜干燥保存
。
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固定剂对染色效果影响的研究

S t u d y o n t h e e f f e e t s o f f i x a t i v e s o n s t a i n i n g

古 德全 闰国和 柔永萍 (第三军医大学预防医学系防原 医学教研室 ) 重庆
.

6 3 0 0 3 8

固定对染色效果的影响
,

直接关系到组织化学染

色的成败和质量的高低
。

为此
,

我们观察研究了 7 种固

定剂对 13 种不同染色效果的影响
,

并简要阐述了有关

固定的作用机理与染色效果的相关性和出现染色差别

的主要原因
.

为准确选择适当的固定剂和染色方法
,

提

供了可靠依据
.

材料和方法

雄性健康小鼠
,

体重 25 9 左右
,

使颈椎脱位活 杀
.

取十二指

肠
,

剪成若干段
,

分别放入 10 % 中性缓冲福 尔马林 ( N B F )固定

2 4 h
、

酒精
一

甲醛 (A F ) s h
、

甲醛钙 ( F e a
) 2 4 h

、

C
a r n o y 氏液 s h

、

oB
u in 氏液 2 4 卜

、

K
a r n o r s

k y 氏液 4℃ x Z h
、

H
e l ly 氏液 1 2 h

.
固

定条件及冲洗步骤均按各固定剂的要求
.

固定后同时按常规脱

水
、

透明和 浸蜡
,

并将各固定剂固定的组织块依次包埋在一 个

蜡块上
。

连续切片数十张
,

其厚度均为 4 尸m
.

分别用 A B C 免疫

组化法
,

以抗 N 型胶原单克隆抗体 (重庆医科大学病理生理教

研室提供 )为一抗显 示基底膜
;
用 S P 法

,

以免抗第通因子相关

抗原 (迈新公司出售 )和羊抗鼠 坛A (s ig m
a )为一抗分别显 示血

管 内皮第姐因子和固有层 内浆细胞
,
用 P A S 法 和六胺银法分

别显 示 粘多糖
,
A B 法显 示 酸性粘多糖

; F e u ! g en
一
A B 法 显 示

D N A 和酸性粘多糖
; F eu lg en 改良法 显示 D N A ;

cS ih f f
一

亚甲兰

法显示 D N A 和 R N A
、

天青 I 伊红法显示浆细胞
;
w

e ig e r t 氏间

苯二酚 品红法显示弹力纤维 ( E F )
;
V

.

G 法显示胶原纤维
.

光镜

对比观察
,

并按染色的优劣和组织细胞结构的破坏程度评估分

值
,

极好 9 1~ 1 0 0 分
,

好 8 1~ 9 0 分
,

较好 7 1 ~ 8 0 分
,

一般 6 1~

7 0
,

较差 5 1~ 6 0
,

差 4 1 ~ 5 0 分
,

极差 2 1 ~ 4 0 分
,

阴性或阳性移

位为 O分
。

2 结果

A B C 法显示荃底膜
,

以 N B F 固定最好
,

尤其对小肠绒毛上

皮细胞荃底膜显示很清楚
,
其次是 F c a

(图 1 )
; A F 和 B o iu n

氏

液固定除粘膜下及隐窝周围略显弥漫性阳性外
,

其余部位均阴

性 (图 2 ) ; C a r n o y
、

k a r n o r s
k y 和 H e

ll y 氏全为阴性
.

S P 法显示

血管内皮第姐 因子
,

以 F ca 固定最佳
,

在粘膜下层固有层的血

管内皮及 毛细血管中有较多的均匀的棕黄色颗粒
,

背景清晰
,

对 比度很好 ; N B F 固定的同 F ca 相差不多
,

只是清晰度略次 .

OB iu
n
氏液固定的亦可

.

只是反应强度不如 N B F
; A F 固定的血

管内皮细胞只有少量的阳性颗粒
,

清晰度也差
,

尤其组织和细

胞结构严重破坏
;
C

a r n o y 和 H el ly 氏液 固定的基本相同
,

均 只

在粘膜下血管内皮有少量阳性颗粒
,

而固有层毛细血管全为阴

性
; K ar no

r s
k y 氏液 固定的各部血管全阴性

.

S P 法显示浆细胞
,

以 C ar
n o y 氏液和 oB iu n

氏液固定的最好
,

固有层内有大量 阳

性细胞
,

背景清晰
,

对 比度十分好 (图 3 )
; N B F

、

F
e a 、

H
e
l ly 氏和

A F 固定的阳性反应差不多
,

均强度差
,

清晰度不够
,

尤其 A F

固定的非特异性着色较强
;
K ar

n
or sk y 氏液 固定的全阴性

。

天青

I 伊红法显示浆细胞
.

以 A F 固定最好
,

色彩鲜艳
、

清晰
,

但组

织和细胞收缩 明显
;
其次是 N B F 和 F c a ;

C ar
n o y 氏液固定的细

胞核着色浅
; K a

nr or
s k y 氏液固定的细胞着色深

,

但细胞界线模

糊不清
; B o u

in 和 H e
ll y 氏液 固定的胞核均几乎不着色 (图 4 )

.

P A S 法显示粘多糖
,

以 C
a
nr

o y 氏液 固定的最好
,

绒毛上皮细胞

游离缘和杯状细胞强 阳性
,

基底膜也有轻度到中度阳性反应 ;

A F
、
F ca

、

N B F
、

oB iu
n
氏液 固定的

,

只胞核着色不同程度的不如

C
a r n o y 氏

. K a r n o r s
k y 氏液固定的阳性反应弥漫

,

对 比度+ 分

差
.

六胺银法显示粘多糖
,

以 OB iu
n
氏液固定的最好

,

杯状细胞

和上皮细胞游离缘以及基底膜均强 阳性
,

对比清楚
, N B F

、
F c a

、

A F 和 C ar n o y 氏液固定的
,

只基底膜显示较差
,

其余部位的阳

性反应和 B ou in 氏液基本相同
; K ar no sr k y 氏液固定的阳性反

应弱
,

对 比度差
; H e

ll y 氏液 固定的
,

除杯状细胞有阳性反应外
,

其余部位均阴性
.

A B 法显示酸性粘多搪
,
7 种固定剂固定的均

有阳性反应
,

而且部位相同
;
但从清晰度看

,

C ar no y 氏液最好 ,

K
a r n o r s

k y 氏液最差
.

F
e u

lg
e n 一

A B 法显示 D N A 和酸性粘多糖

及用改 良 F e 。
l g

e n
法显 示 D N A

,

均以 C ar n o y 氏液固定最好 ,

OB iu n
氏液最 差

;
其余几种固定亦可

。

cS ih ff
一

亚 甲兰法显示


