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摘要　为建立分辨率高、重复性好的血清样品双向电泳技术，从血清样品的水化、等电聚焦、胶条
的平衡、胶条的染色等几个方面对双向电泳操作条件进行了分析。结果表明采用以下的操作过

程可以获得分辨率高、重复性好的双向电泳结果：样品水化２ｈ（２５℃）；胶条泡涨１２～１６ｈ（２５℃）；
１７ｃｍ胶条的等点聚焦程序采用 ２５０Ｖ线性１ｈ／１０００Ｖ线性１ｈ／４０００Ｖ线性２ｈ／８０００Ｖ线性３小时／
８０００Ｖ线性１０ｈ／５００Ｖ快速０．５ｈ，１１ｃｍ的胶条的等点聚焦程序采用２５０Ｖ慢速４ｈ／１０００Ｖ快速２ｈ／
４０００Ｖ快速１ｈ／８０００Ｖ快速２．５小时／８０００Ｖ快速７ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ；两次平衡各１５～２０ｍｉｎ；银
染条件为固定两小时或过夜，敏化５０～６０ｍｉｎ，定影３０～４０ｍｉｎ，显影１０ｍｉｎ左右，终止１０ｍｉｎ。这
一研究对利用双向电泳分析血清蛋白具有很好的参考价值。
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　　蛋白质的比较分析是寻找新的功能蛋白和疾病标
志蛋白，探讨生理机制的有效途径［１～４］。以固相 ｐＨ梯
度等电聚焦为第一向，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳为第二向的双向
电泳具有分辨率高、重复性好等优点，在蛋白质组学研

究中广泛应用［５～７］。双向电泳操作影响因素较多，导致

实验失败的原因往往难以确定［８］，其中的任何一个因

素没控制好都会导致整个操作失败。血清样本是医学

研究中经常采用的研究材料，但血清蛋白质组学的研

究尚处于发展中［９］。血清样本由于含有较高浓度的盐

类和脂类、氨基酸、酚类、糖类以及核酸等成分，严重影

响了双向电泳的分离效果。另外，血清中蛋白含量种

类丰富，并且高丰度蛋白质的浓度与低丰度蛋白质的

浓度比值可达１０９倍，这使得某些有意义的蛋白在电泳
中会被遮蔽。因此，血清蛋白质组学的研究中，要得到

分辨率高、重复性好的血清样品双向电泳分离图谱并

不容易［１０］。尽管有很多关于双向电泳条件的报

道［１０～１７］，但这些报道只是对单一条件的优化，包括样本

制备方法，染色方法等，由于没有对多种因素进行综合

考虑，实际操作中仍然难以得到好的结果。本文对血

清样本双向电泳的各个环节进行了分析，供从事血清

样品双向电泳分离研究者参考。

１　材料与方法

１．１　仪器与设备

　　ＰＲＯＴＥＩＮ ＩＥＦＣＥＬＬ５２６ＢＲ０５３６３等电聚焦仪及

附件、ＢＩＯＲＡＤＰＲＯＴＥＩＮ ⅡＸＩＣＥＬＬ电泳槽及附件

等为ＢＩＯＲＡＤ公司产品；７８１磁力加热搅拌器为上海

华燕医疗器械有限公司产品；ＧＬ２０Ｂ高速冷冻离心机

为上海安亭公司产品。

１．２　材料与试剂

　　乳腺癌患者血清由云南省肿瘤研究所提供，样本

来自临床肿瘤病理检测血清剩余血清，肿瘤确证按临

床病理诊断标准确定；健康人群的血清采自云南省中

心血站，样本来自献血检样剩余血清；尿素、三（羟甲

基）氨基乙烷（Ｔｒｉｓ）、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、ＳＤＳ、

低熔点琼脂糖、甘氨酸购自Ｂｅｂｃｏ公司；ＣＨＡＰＳ购自夏

斯生物公司；ＩＡＡ、甘油、ＤＴＴ购自 Ｓｉｇｍａ公司；硫脲、

ＥＤＴＡ、透析袋（ＭＥＣＯ为１０００）、ＰＥＧ２００００购自上海

生物工程公司；三氯乙酸、丙酮、溴酚蓝、盐酸、乙酸、
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乙醇、硫代硫酸钠、醋酸钠、硝酸银、碳酸钠购自天津生

化试剂有限公司；两性电解质 ＢＩｏＬｙｔｅ、ＩＰＧ胶条、低

熔点琼脂糖封胶液、血清及血浆处理试剂盒 ＡｕｒｕｍＴＭ

ＳｅｒｕｍＰｒｏｔｅｉｎＭｉｎｉＫｉｔ等购自ＢＩＯＲＡＤ公司。

１．３　方　法

１．３．１　血清样品的处理　经过分析比较，血清样本采

用ＡｕｒｕｍＴＭ ＳｅｒｕｍＰｒｏｔｅｉｎＭｉｎｉＫｉｔ处理具有很好的效

果。主要操作步骤为：取血清１ｍｌ加１００ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ

至混合液终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，４℃条件下４００００ｇ离心

３０ｍｉｎ，取上清 ８０μｌ用试剂盒 ＡｕｒｕｍＴＭ ＳｅｒｕｍＰｒｏｔｅｉｎ

ＭｉｎｉＫｉｔ处理，完毕后，４℃保存备用。

１．３．２　蛋白定量　用 Ｒａｍａｇｌｉ改进了的 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法求

得样品中蛋白的浓度。

１．３．３　蛋白质的水化　（１）水化液的选择　分２种处

理：（ｉ）取 ５μｌ血清样本，加入 ３００μｌ水化液 Ｉ［尿素

８ｍｏｌ／Ｌ，ＣＨＡＰＳ４％，ＤＴＴ６５ｍｍｏｌ／Ｌ（使用时加入），

ＢｉｏＬｙｔｅ０．２％（ｗ／ｖ）（使用时加入），溴酚蓝０．００１％，

超纯水配制），２５℃放置２ｈ，期间轻柔摇动３次，每次

２ｍｉｎ］；（ｉｉ）取５μｌ血清样本，加入２００μｌ水化液（ＩＩＩ）

［尿素 ５ｍｏｌ／Ｌ，硫脲 ２ｍｏｌ／Ｌ，ＣＨＡＰＳ２％，ＳＢ３１０（Ｎ

ｄｅｃｙＮ，Ｎｄｉｍｅｔｈｙｌ３ａｍｍｏｎｉｏ１ｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ）２％，

ＤＴＴ６５ｍｍｏｌ／Ｌ，使用时加入，ＢｉｏＬｙｔｅ０．２％（ｗ／ｖ）（使

用时加入），溴酚蓝 ０．００１％，超纯水配制，２５℃放置

２ｈ，期间轻柔摇动３次，每次２ｍｉｎ］。

　　（２）不同温度条件下的水化处理

　　根据水化液的比较，水化液（ＩＩＩ）具有较好的效果，

因此以采用水化液（ＩＩＩ）进行温度条件探索。（ｉ）取

５０μｌ经试剂盒处理过的血清，加入２５０μｌ水化液（ＩＩＩ），

１０℃放置２ｈ，期间轻柔摇动３次，每次 ２ｍｉｎ。（ｉｉ）取

５０μｌ经试剂盒处理过的血清，加入２５０μｌ水化液（ＩＩＩ），

２５℃放置２ｈ，期间轻柔摇动３次，每次２ｍｉｎ。

１．３．４　等电聚焦程序的比较　样品水化完毕，胶条充

分泡涨，放入聚焦仪中，按表１聚焦程序进行比较［１８］。

１．３．５　胶条的平衡　胶条聚焦完毕后，把胶条用平衡

液 Ｉ（平衡液母液现加 ＤＴＴ）（４ｍｌ／１１ｃｍ胶条或 ６ｍｌ／

１７ｃｍ胶条）和平衡液 ＩＩ（平衡液母液现加 ＩＡＡ）（４ｍｌ／

１１ｃｍ胶条或６ｍｌ／１７ｃｍ胶条）进行两次平衡［９］。

　　平衡时间及ＤＴＴ和ＩＡＡ的用量对电泳效果有较大

的影响，为比较其效果，对平衡时间及ＤＴＴ和ＩＡＡ的用

量各分２组条件进行试验。平衡时间：（１）胶条的两次

平衡时间都为１０ｍｉｎ。（２）胶条的两次平衡时间都为

表１　等电聚焦程序ａ）

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｇｅｌｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇｐｒｏｇｒａｍｍｅ

胶条长度 序号 聚焦程序

１１ｃｍ Ｉ ２５０Ｖ慢速３０ｍｉｎ／１０００Ｖ快速６０ｍｉｎ／８０００Ｖ线性４ｈ／
８０００Ｖ快速５ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ

１１ｃｍ ＩＩ ２５０Ｖ慢速 １ｈ／１０００Ｖ快速 １．５ｈ／８０００Ｖ慢速 ４ｈ／
８０００Ｖ快速６ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ

１１ｃｍ ＩＩＩ ２５０Ｖ快速２ｈ／１０００Ｖ快速１ｈ／８０００Ｖ快速２ｈ／８０００Ｖ
快速７ｈ／５００Ｖ快速１ｈ

１１ｃｍ ＩＶ ２５０Ｖ慢速 ２．５ｈ／１０００Ｖ快速 １ｈ／８０００Ｖ快速 ３ｈ／
８０００Ｖ快速７ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ

１１ｃｍ Ｖ ２５０ｖ慢速 ３．５ｈ／１０００Ｖ快速 １．５ｈ／８０００ｖ快速 ３ｈ／
８０００Ｖ快速７ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ

１１ｃｍ ＶＩ ２５０Ｖ慢速４ｈ／１０００Ｖ快速２ｈ／４０００Ｖ快速１ｈ／８０００Ｖ
快速２．５ｈ／８０００Ｖ快速７ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ

１１ｃｍ ＶＩＩ ２５０ｖ慢速 ０．５ｈ／１０００Ｖ快速 ０．５ｈ／４０００Ｖ快速 １ｈ／
８０００Ｖ线性１ｈ／８０００Ｖ快速５ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ

１１ｃｍ ＶＩＩＩ
２５０Ｖ慢速 ３ｈ／１０００Ｖ快速 １ｈ／４０００Ｖ快速 １小时／
６０００Ｖ快速１ｈ／８０００Ｖ快速１ｈ／８０００Ｖ快速６ｈ／５００Ｖ
快速０．５ｈ

１７ｃｍ ＩＸ ２５０Ｖ线性１ｈ／１０００Ｖ线性１ｈ／４０００Ｖ线性２ｈ／８０００Ｖ
线性３ｈ／８０００Ｖ线性１０ｈ／５００Ｖ快速０．５ｈ

　　ａ）表中程序均设定极限电流为６５μＡ／根胶，聚焦温度为２０℃

２０ｍｉｎ。ＤＴＴ、ＩＡＡ的用量：（１）ＤＴＴ用量０．１３ｍｍｏｌ／ｍｌ，

ＩＡＡ用量０．１４ｍｍｏｌ／ｍｌ；（２）ＤＴＴ用量０．１９５ｍｍｏｌ／ｍｌ，

ＩＡＡ用量０．２１ｍｍｏｌ／ｍｌ。

１．３．６　染色　染色采用银染方法［１４］。电泳结束后，取

出凝胶放入染色盘中，经固定、敏化、定影、显影，得到

染色后的凝胶，采集图像。染色过程中敏化后的洗脱

充分与否及最后的显影时间对结果的影响较大，为比

较其效果，对洗脱和显影各分两组条件进行实验。洗

脱：（１）洗脱３×５ｍｉｎ；（２）洗脱５×５ｍｉｎ。显影：（１）显

影３０ｍｉｎ；（２）显影１０ｍｉｎ。

２　结　果

２．１　蛋白质的水化条件对电泳效果的影响

２．１．１　不同配方的水化液对结果的影响　把样品用

不同配方的水化液处理（图１），结果表明用水化液（Ｉ）

处理样品所得蛋白点很少，用水化液（ＩＩＩ）处理相同样

品所得的蛋白点要多一些。由此可知水化液（ＩＩＩ）比水

化液（Ｉ）更能使蛋白质分散于溶液中，即水化液（ＩＩＩ）的

水化效果比水化液（Ｉ）的水化效果好。

２．１．２　不同温度下水化效果比较　为了探讨温度对

水化条件效果的影响，选择低温（１０℃）和室温（２５℃）

两种处理，结果表明１０℃放置２ｈ所得蛋白点不多同时

也存在少许纵横条纹（图２ａ）；２５℃放置２ｈ虽存在较

多的纵横条纹但所得蛋白点多（图２ｂ），由此可知，温

度对蛋白质的水化影响较大，一般在２５℃环境中进行

水化为宜。

４７
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图１　不同配方水化流对结果的影响
（ａ）水化液（Ｉ）（ｂ）水化液（ＩＩＩ）

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｔｏｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ

图２　温度对结果的影响
（ａ）１０℃，２ｈ（ｂ）２５℃，２ｈ

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ

２．２　聚焦程序对电泳效果的影响

　　把样品用不同的聚焦程序进行处理（图３），结果表

明，程序Ｉ所得的蛋白点少，程序 ＩＩ所得的蛋白点少

且有一些纵横条纹，程序ＩＩＩ所得蛋白点几乎没有，程

序ＩＶ所得蛋白点少且纵横条纹多而粗，程序Ｖ所得蛋

白点几乎没有且纵横条纹多，程序ＶＩ所得蛋白点较清

楚，程序ＶＩＩ得到的蛋白点较多但有一些纵横条纹，程

序ＶＩＩＩ得到一些蛋白点但也有一些纵横条纹，程序ＩＸ

得到的蛋白点较多且纵横条纹相对较少。由此可知，

等电聚焦的程序设置是非常重要的，１１ｃｍ胶条采用程

序ＶＩ合适，１７ｃｍ胶条采用程序ＩＸ合适。

图３　聚焦程序对结果的影响
（ａ）程序Ｉ（ｂ）程序ＩＩ（ｃ）程序ＩＩＩ（ｄ）程序ＩＶ（ｅ）程序Ｖ（ｆ）程序ＶＩ（ｇ）程序ＶＩＩ（ｈ）程序ＶＩＩＩ（ｉ）程序ＩＸ

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｌｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇｐｒｏｇｒａｍｍｅｓｔｏｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ
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２．３　胶条平衡对结果的影响

２．３．１　平衡时间对电泳效果的影响　胶条聚焦完毕

后，平衡不同的时间有不同的效果（图４）。胶条的两次

平衡时间皆不足 １５ｍｉｎ所得蛋白点不多且纵条纹很

多，胶条的两次平衡时间都在１５～２０ｍｉｎ所得的蛋白

点多且纵条纹很少。由此可知，两次平衡时间应该在

１５～２０ｍｉｎ为宜。

图４　平衡时间对结果的影响
（ａ）平衡１０ｍｉｎ（ｂ）平衡２０ｍｉｎ

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｌｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅｔｏｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ

２．３．２　ＤＴＴ和 ＩＡＡ用量的影响　在平衡液母液中加

不同量的ＤＴＴ、ＩＡＡ进行胶条的平衡（图５），结果表明

按参考用量ＤＴＴ０．１３ｍｍｏｌ／ｍｌ，ＩＡＡ０．１４ｍｍｏｌ／ｍｌ，所得

蛋白点不多且有较多的纵条纹。按如上用量的１．５倍

加入则得到较多的蛋白点且纵条纹较少。因此，在实

验中 ＤＴＴ的用量为 ０．１９５ｍｍｏｌ／ｍｌ，ＩＡＡ用量为

０．２１ｍｍｏｌ／ｍｌ（平衡液 Ｉ和平衡液 ＩＩ用量为４ｍｌ／１１ｃｍ

胶条或６ｍｌ／１７ｃｍ胶条）。

图５　ＤＴＴ、ＩＡＡ用量对结果的影响
（ａ）ＤＤＴ０．１３ｍｍｏｌ／ｍｌ；ＩＡＡ０．１４ｍｍｏｌ／ｍｌ

（ｂ）ＤＤＴ０．１９５ｍｍｏｌ／ｍｌ；ＩＡＡ０．２１ｍｍｏｌ／ｍｌ

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｔｈｅＤＴＴ

ａｎｄＩＡＡｔｏｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ

２．４　凝胶的染色对结果的影响
２．４．１　凝胶敏化后的洗脱充分与否对结果的影响　
凝胶染色过程中敏化后洗脱３×５ｍｉｎ和洗脱５×５ｍｉｎ，

其效果（图６）完全不同。凝胶染色过程中敏化后洗脱３

×５ｍｉｎ，凝胶背景很深位点模糊不清；洗脱５×５ｍｉｎ后

凝胶较透明，位点清晰，有利于结果的分析。由此可

见，凝胶在敏化后要洗脱充分彻底，不然就会背景很

深，从而干扰蛋白质差异点的寻找。

图６　凝胶敏化后的不同洗脱时间对结果的影响
（ａ）洗脱３×５ｍｉｎ（ｂ）洗脱５×５ｍｉｎ

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｉｎｓｉｎｇ

ｔｉｍｅｔｏｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ

２．４．２　凝胶显影时间对结果的影响　凝胶染色过程

中显影时间的长短对实验结果的影响比较表明，显影

时间过长会使凝胶背景很深而影响结果分析（图７）。

由此，操作中凝胶的显影时间应恰当，不能太长，否则

会使凝胶的背景深而干扰蛋白质差异点的寻找。

图７　凝胶显影时间对结果的影响
（ａ）显影３０ｍｉｎ（ｂ）显影１０ｍｉｎ

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅｔｏｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ

２．５　体系的重复性

　　通过优化双向电泳中蛋白质的水化、等点聚焦、胶

条的平衡、凝胶的染色等关键步骤，建立了稳定性好、

重复性高的双向电泳技术体系。重复４次，结果基本

能重复，图８显示了其中的２次结果，可见相同条件的

结果基本能重复。

２．６　乳腺癌患者血清样本的双向电泳分析

　　乳腺癌患者的血清作为乳腺癌阳性样本，用健康
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２００７，２７（１２） 向明钧 等：血清样本双向电泳操作条件优化

图８　双向电泳最优条件下两次重复结果

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅｔｗｏｒｅｐｅａｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｓｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

人群的血清为对照（阴性）样本，分别用试剂盒处理后，

按已建立的最佳条件进行电泳分析，比较阳性和阴性

样本，可以找到特异的蛋白位点（图９）。

图９　乳腺癌样本的双向电泳分析
（ａ）乳腺癌病人的血清样本 （ｂ）健康人的血清样本

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅ２ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｔｈｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔ’ｓｅｒｕｍ

３　讨　论

　　在双向电泳中，样品水化对结果影响较大［１５］。目

前，对样品的水化主要有热 ＳＤＳ法与直接溶解法。热
ＳＤＳ法［１０］是把血清与 ＳＤＳ的缓冲液混合，在９５℃下
加热５ｍｉｎ，待冷却后用缓冲液稀释。直接溶解法是取

血清直接与上样缓冲液混合，由于缓冲液的一些物质

如尿素在３０℃以上会使蛋白质发生甲酰化从而干扰蛋

白质的分离，同时 ＳＤＳ的负电荷也会影响样品的等电
点，从而干扰等电聚焦，因此，我们实验中选用直接溶

解法水化样品。为使蛋白质（水溶性的和疏水的）尽可

能地溶解，我们采用了不同的水化液（Ｉ和 ＩＩＩ）进行水

化，最后确定水化液 ＩＩＩ（尿素 ５ｍｏｌ／Ｌ，硫脲 ２ｍｏｌ／Ｌ，
ＣＨＡＰＳ２％，ＳＢ３１０（ＮｄｅｃｙＮ，Ｎｄｉｍｅｔｈｙｌ３ａｍｍｏｎｉｏ

１ｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ）２％，ＤＴＴ６５ｍｍｏｌ／Ｌ）效果最好；同
时比较了不同温度下的水化效果，确定在２５℃下水化

得到很好的效果。

　　等电聚焦是双向电泳中的关键步骤，聚焦效果的

好坏关系到蛋白分离的成败［１９，２０］。目前已有报道之间

的程序都不一样［９～１２］，我们比较了９种不同的聚焦程

序，确定１１ｃｍ胶条采用程序 ＶＩ（２５０Ｖ慢速４ｈ／１０００Ｖ

快速２ｈ／４０００Ｖ快速１ｈ／８０００Ｖ快速２．５ｈ／８０００Ｖ快速

７ｈ／５００Ｖ快速３０ｍｉｎ）最合适，１７ｃｍ胶条采用程序 ＩＸ

（２５０Ｖ线性 １ｈ／１０００Ｖ线性 １ｈ／４０００Ｖ线性 ２ｈ／８０００Ｖ

线性３ｈ／８０００Ｖ线性１０ｈ／５００Ｖ快速０．５ｈ）合适。

　　由于第一向聚焦和第二向 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳的背景

不一致，在进行第二向电泳之前必须把聚焦后的胶条

进行平衡［２１］。平衡为两次，第一次是用胶条平衡缓冲

液Ｉ，使聚焦后聚集的蛋白质再次分散并被 ＳＤＳ包裹；

第二次是用胶条平衡缓冲液ＩＩ，使第一次平衡中被活化

的基团被封闭以及去掉第一次平衡中残留的 ＤＴＴ。为

使两次平衡达到很好的效果，我们比较了两次平衡的

时间及ＤＴＴ和ＩＡＡ用量对实验结果的影响，得出了最

佳的平衡时间和合适的 ＤＴＴ、ＩＡＡ用量：两次平衡时间

应该在１５～２０ｍｉｎ为宜；ＤＴＴ的用量为０．１９５ｍｍｏｌ／ｍｌ，

ＩＡＡ用量为０．２１ｍｍｏｌ／ｍｌ（平衡液Ｉ和平衡液ＩＩ用量为

４ｍｌ／１１ｃｍ胶条或６ｍｌ／１７ｃｍ胶条）。

　　凝胶染色的方法很多，常见的有考马斯亮蓝染色、

银染、放射自显影和使用荧光染料［２２～２４］。考虑到成本

及操作方便等因素，大多用考马斯亮蓝染色和银染。

考马斯亮蓝染色的检测极限一般认为是１００ｎｇ，灵敏度

是银染的１／１００，故在研究分析中用银染较多。我们比

较了银染中敏化后洗脱时间及显影时间长短对结果的

影响，得出了最佳的时间：洗脱５×５ｍｉｎ；显影１０ｍｉｎ。

　　我们经过了较为详细的探讨分析，建立了重复性

好、分辨率高的血清样品双向电泳技术体系。由于不

同的样本，设备，处理条件都会有差异，因此需要对具

体的样本进行条件优化，本研究就双向电泳的主要影

响因素对分离效果的影响以及优化范围提供了很好的

参考。
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