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小鼠肾脏组织的双向电泳
梁　恒 , 邢建宇 , 刘希成 , 黄黎明
(西安交通大学生命科学与技术学院 , 710049 , 西安)

摘要 : 对小鼠肾组织双向电泳 (2 - DE)实验中的样品保存、裂解液、胶条泡胀和染色等步骤研究发现 :在 -

73 ℃,以液态保存的样品仍需尽量以相同的保存时间用于对比 ,或使用新处理的样品使 2 - DE图谱反映样

品原先的蛋白质组成 ;优化的裂解液组成是尿素 9. 8 mol/ L、Tris 40 mmol/ L、CHAPS 40 g/ L、D TT 23 mmol/

L、CA 5 g/ L、PMSF 1 mmol/ L 和 ED TA 1 mmol/ L ;胶条泡胀采用主动方式有利于大分子量蛋白质的 2 - DE

分离 ;银染色过程中采用充分的水洗步骤使之获得背景鲜明的 2 - D图谱.在优化条件下 ,高分子区及碱性

区蛋白质均得到理想分离 ,获得蛋白质点数达 1 491个 ,明显优于已有文献方法.
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Two2Dimensional Gel Electrophoresis of the Mouse Kidney Tissue

L iang Heng , Xing Jianyu , L iu Xicheng , Huang L i ming
(School of Life Science and Technology , Xi′an Jiaotong University , Xi′an 710049 , China)

Abstract : After investigating of the sample storing ,lysis solution , IPG gel rehydration and staining etc. in two2
dimensional gel electrophoresis (2 - DE) experiments of the rat kidney tissue ,it is found that even stored in - 73

℃,the same old samples are needed for comparing their 2 - DE maps. By many 2 - DE experiments we obtained

suitable lysis solution (Urea 918 mol/ L , Tris 40 mmol/ L ,CHAPS 40 g/ L ,D TT 23 mmol/ L ,CA 5 g/ L ,PMSF 1

mmol/ L and ED TA 1 mmol/ L) for the rat kidney tissue. The active in2gel rehydration is helpful to the separa2
tion of large molecular weight proteins in the IPG gel ,but increases the danger of small molecular weight protein

running out f rom it . During the process of staining ,sufficiently washing steps ensures the lighter background and

clear protein spots. As a result ,we achieved preferable separation in the high molecule dist rict and alkaline sec2
tion ,and got a more satisfactory 2 - DE pattern of the rat kidey tissue with 1 491 spots than that obtained in the

references.

Keywords : rat kidney tissue ; tw o2di mensional elect rophoresis ; proteome

　　随着固定 p H梯度胶条的出现 ,双向电泳 (2 -

DE)已经成为蛋白质组研究中的核心技术之一.双

向电泳/质谱 (2 - DE/ MS)蛋白质组解决方案能够

在整体水平上 ,大规模、快速地鉴定复杂蛋白样

品[1～3 ] .该方案先通过 2 - DE图谱寻找差异蛋白

质 ,再用 MS确认差异蛋白质的精细分子量. 2 - DE

实验周期长、步骤多、操作性强 ,如样品处理[4 ]、上

样方式[5 ]、等电聚焦和染色[6 ]等各个环节均影响 2

- DE的分离效果.若某一蛋白质在 2 - DE图谱上

缺失 ,则该蛋白质就不会在 MS分析中出现 ,这直接

关系着蛋白质组分析的准确性和可靠性.另外 ,对于

不同来源、不同组织的样品 ,一般都需要摸索其专用

的实验条件.因此 ,针对具体样品 2 - DE实验条件

的优化是蛋白质组分析的先决条件.

近年来 ,2 - DE集中应用于肝脏、肺脏和胃等组

织的蛋白质组学研究中[7～9 ] ,但肾脏组织的 2 - DE

报道较少. Steiner等对喂食环孢霉素 A的小鼠肾脏组

织进行了2 - DE分离分析[10 ] ,Witzmann等报道了铅
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中毒小鼠肾组织的 2 - DE图谱研究结果[11 ] ,两者

均使用考马斯亮蓝染色 ,其 2 - DE效果有待提高.

要获得分离效果较好的 2 - DE图谱 ,须针对 2 - DE

的多个实验环节进行筛选和对使用方法进行改进.

本文研究了小鼠肾组织蛋白的裂解液组成和试剂二

硫苏糖醇 (D TT)的用量、样品保存时间和两种胶条

泡胀方式等环节对 2 - DE分离效果的影响 ,在优化

条件下 ,获得的小鼠肾组织 2 - DE图谱在总蛋白质

个数、碱性蛋白质个数和整体分离效果方面优于已

有文献报道的结果[12 ,13 ] .

1　材料和方法

1 . 1　试剂

3 - [ ( 3 - 胆酰胺丙基) - 二乙胺 ] - 丙磺酸

(CHAPS) ,三羟甲基氨基甲烷 ( Tris) ,苯甲基磺酰氟

(PMSF) ,二硫苏糖醇 ( D TT) ,丙烯酰胺 ( Acry2
lamide) ,N ,N′- 甲叉双丙烯酰胺 ( N , N′- Methy2
lene bisacrylamide) ,过硫酸铵 (APS) ,四甲基乙二胺

( TEMED) ,十二烷基磺酸钠 ( SDS) ,低相对分子质

量标准蛋白质均购自华美生物工程公司 ;载体两性

电解质 (CA ,p H值为 3. 5～9. 5) ,购自北京经科宏

达生物技术公司 ;矿物油和 IPG干胶条购自 Bio2
Rad公司 ;其他试剂均为国产分析纯.

1 . 2　设备

PRO TEAN IEF Cell 等点聚焦仪、PRO TEAN

II Xi垂直电泳槽和 PDQU EST图像分析软件 (Bio2
Rad 公司) ; UL T Freezer (美国 Thermo Forma 公

司) ;电热恒温水浴锅 (北京化玻联医疗器械公司) ;

TGL216 G2A高速冷冻离心机 (上海安亭科学仪器

厂) .

2　实　验

2 . 1　匀浆法提取小鼠肾脏组织蛋白质

用 4 ℃预冷生理盐水清洗新鲜小鼠肾脏至发

白 ,除去表面包膜 ,滤纸吸干后称量 ,每 50 mg湿的

小鼠肾脏组织加入 1 mL 裂解液 (9. 8 mol/ L 尿素 ,

40 g/ L CHAPS , 40 mmol/ L Tris ,23 mmol/ L D TT ,

5 g/ L CA ,p H值为 3. 5～9. 5 ,1 mmol/ L PMSF和 1

mmol/ L ED TA) ,冰浴下匀浆至无可见组织块 ,冰上

静置 10～15 min ,17 ℃、15 000 r/ min离心取上清 ,

用 Lowry法[12 ]定蛋白总量 ,其质量浓度约为 20 g/

L .

2. 2　等电聚焦电泳( IEF)

将 - 20 ℃保存的 17 cm IPG胶条室温放置 10

min ,沿壁在泡胀槽中加入 300μL IPG胶条泡胀液

(8 mol/ L 尿素 ,40 g/ L CHAPS ,18 mmol/ L D TT ,5

g/ L CA ,p H值为 3. 5～9. 5 ,痕量溴酚蓝) ,将胶条胶

面向下轻放入泡胀槽中 ,在胶条表面加入 2 mL 矿

物油防止水分蒸发 ,20 ℃泡胀 16 h.操作条件如表

1 ,总电压与时间的乘积约为 74 250 V·h.在被动式

胶条泡胀基础上 ,若在泡胀过程中给胶条两端加一

较小的恒压 (如 50 V) ,就形成主动式胶内泡胀方

式.

表 1　IEF电泳参数设置 (20 ℃)

电压/ V 时间/ h 升压方式

200 1 快速

500 2 快速

1 000 1 线性

8 000 7 线性

8 000 4 快速

2. 3　SDS2PAGE电泳

第二向 SDS2PA GE电泳前采用一次平衡的方

法 , IPG预制胶条在平衡液 (50 mmol/ L Tris2HCl ,

p H为 8. 8 ,6 mol/ L 尿素 ,20 g/ L SDS ,体积分数为

30 %的甘油和 65 mmol/ L D TT)中平衡 30 min.在

电极缓冲液 (25 mmol/ L Tris ,192 mmol/ L 甘氨酸

和 1 g/ L SDS)中浸湿平衡后的胶条 ,并放置于 12 %

SDS凝胶 (组成见表 2)上 ,加含有溴酚蓝的琼脂糖

溶液 (25 mmol/ L Tris ,192 mmol/ L 甘氨酸 ,1 g/ L

SDS ,5 g/ L 琼脂糖和痕量溴酚蓝)密封.先进行 16

mA/胶电泳 30 min ,然后换成 24 mA/胶电泳至溴酚

蓝指示线前沿到达凝胶的底线 ,停止电泳.

2 . 4　染色

对 Pharacia L KB 公司推荐的方法[8 ]进行了优

化.电泳结束后立即将胶片浸泡在固定液 (乙醇∶冰

表 2　SDS2PA GE均一胶配方

储存液 用量/ mL

292 g/ L 丙烯酰胺和 8 g/ L 甲

叉双丙烯酰胺储存液 20

Tris2HCl缓冲液 1215

100 g/ L SDS 015

双蒸水 17

TEMED(用前加) 0102

100 g/ L 过硫酸铵 (用前加) 012

终体积 50
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醋酸∶蒸馏水为 4∶1∶5)中至少 3. 5 h ,最好让凝胶在

固定液中过夜 ,使蛋白质沉淀完全并使 SDS从凝胶

中扩散出去. 然后在敏化液 (乙醇 75 mL ,醋酸钠

1710 g ,戊二醛 1125 mL ,硫代硫酸钠 015 g ,加水至

250 mL)中敏化 30 min ;用蒸馏水洗 3 次 ,每次 10

min ;再于银溶液 (硝酸银 01325 g ,甲醛 100 mL ,加

水至 250 mL)中进行银染反应 30 min ;接着在显色

液 (碳酸钠 1215 g ,甲醛 100 mL ,加水至 500 mL)显

色 10～20 min ,其间换液 3次 ,蛋白点显示深棕色为

止 ;将凝胶放在 1416 g/ L ED TA溶液中进行终止反

应 10 min ; 用 蒸 馏 水 洗 3 次 , 每 次 5 ～

10 min. 　　　　　

3　结果与讨论

3 . 1　样品处理及保存时间

采用文中第 2节的实验方法 ,对保存在 - 73 ℃

下同一小鼠肾脏组织的匀浆样品 ,用 2 - DE方法研

究保存时间、操作条件以及其他未知因素对样品蛋

白质组成的影响.样品处理当天、保存 7 d、21 d的匀

浆样品的 2 - DE结果如图 1所示.其中 ,图 1a中蛋

白质点多而且轮廓清晰 ;图 1b 中点的周围比较朦

胧 ,按相对分子质量分离的纵向有拖尾且无法达到

如图 1a所示的分离效果 ;图 1c中的点拖尾现象非

常严重 ,点的朦胧轮廓与背景溶为一体且出现了一

些小点 ,其图谱与前两幅图谱相差较大.这预示着要

得到可靠的 2 - DE图谱 ,要尽量减少样品保存时间

的差异.最好使用新鲜处理的样品 ,以得到能够反映

样品真实组成的、分离效果较好的、最清晰的 2 -

DE图谱 ,用于对比分析.

3 . 2　裂解液组成

对于不同组织 ,需要用不同成分的裂解液才能

达到较好的裂解效果[13 ] .组织样品成分复杂 ,样品

处理的各个环节均对 2 - DE分离有影响 ,其中裂解

液的组成影响最为显著.高相对分子质量蛋白质容

易产生凝聚 ,不利于在泡胀时浸入胶条内 ,若在等电

聚焦分离过程中发生凝聚沉淀 ,就无法得到分离效

果良好的 2 - DE图谱.实验尝试了多种裂解液组成

对 2 - DE效果的影响 ,其中图 2a和图 2b的裂解液

的共同组成部分是 Tris 40 mmol/ L、CHAPS 40 g/

L、D TT 23 mmol/ L、IPG buffer 5 g/ L ,简称溶液 S.

采用文中第 2节的实验方法 ,分别使用裂解液 A (溶

液 S + 9. 5 mol/ L 尿素)和裂解液 B (溶液 S + 918

mol/ L 尿素 + 1 mmol/ L PMSF + 1 mmol/ L ED TA)

得到相应的图 2a 和图 2b.用 PDQU EST软件统计

图 2a的蛋白质点数为 89 个 ,图 2b为 205 个.这说

明采用裂解液 B能够明显增加蛋白点个数 ,显著改

善高分子区的分离效果.这主要是裂解液 B能有效

地促进肾脏组织中较多的蛋白质溶解 ,防止高分子

区蛋白质在等电聚焦分离过程中凝聚沉淀 ,从而改

善了 2 - DE分离效果.

(a)样品处理当天

(b)样品在 - 73 ℃保存 7 d

(c)样品在 - 73 ℃保存 21 d

图 1　样品保存时间对 2 - DE高分子区

图谱分离效果的影响

　　裂解液中D TT具有破坏蛋白质二硫键、维持蛋

白质完全还原的作用 ,D TT的用量对碱性蛋白的 2

- DE分离影响更为明显. D TT的解离常数约为 8

左右 ,若 D TT的用量过少 ,就起不到维持还原状态

的作用 ,用量过多会影响 p H梯度 ,引起碱性区图谱

扭曲.对于不同的样品 ,D TT的用量也会有所不同.

赵从建等对中枢神经组织进行裂解提取蛋白 ,D TT

的浓度为 10 mmol/ L 时 ,达到了较好的分离效
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果[14 ] ,Ha等用含 100 mmol/ L D TT的裂解液对胃

组织样品处理 ,也得到了较好的分离效果[15 ] .可见 ,

不同样品D TT的浓度是不同的.对小鼠肾脏组织蛋

白提取而言 ,23 mmol/ L D TT裂解液 ,对 2 - DE图

谱碱性区 (p H值为 6. 5～9. 0)的蛋白质取得较好的

分离效果 ,如图 3所示.图 3a的点数为 74 ,图 3b为

84.图 3b不仅在蛋白质点数上比图 3a多 ,且在椭圆

形区域内蛋白点间的分离效果明显比图 3a好 ,主要

是由于 D TT 含量影响蛋白质在 IEF 过程中的分

离.

3 . 3　泡胀方式

第一向 IEF的胶条泡胀有两种方式 ,主动式进

样和被动式进样 ,它们各有利弊.主动式进样更有利

于大相对分子质量蛋白质的进入 ,但在电压的驱动

下 ,也有使小相对分子质量蛋白质跑出胶条的可能.

被动式进样可保证小相对分子质量蛋白质在 IEF

得到良好的分离 ,但可能使一些大相对分子质量蛋

白质难以浸入胶条.采用被动式进样的图 4a和主动

式进样的图 4b ,前者不仅蛋白质点数 (309)较后者

(289)多 ,而且前者的多数蛋白点的丰度也较后者

高.在相同显色时间条件下 ,用 PDQU EST对比分

析图 4a和图 4b ,在其中 133个对应点中 ,图 4a中有

102个蛋白点的丰度是图 4b相应蛋白点的 2 倍以

上.这说明主动式进样可能使得一部分小分子蛋白

质未能完全地维持在胶条内 ,从而在 2 - DE图谱上

显现丰度较低或根本无法显现.

　　　　　　　　　　　　　　(a)裂解液 A　　　　　　　　　　　　　　 　　　(b)裂解液 B

图 2　裂解液组成对 2 - DE高分子区蛋白质分离的影响

　　　　　　　　(a)图 2裂解液 B中含 19 mmol/ L DTT　　　 　(b)图 2裂解液 B中含 23 mmol/ L DTT

图 3　裂解液 DTT的含量对 2 - DE碱性区蛋白质分离的影响

　　　　　　　　　　　　(a)被动式进样　　　　　　　　　　　　　　　　　(b)主动式进样

图 4　IEF胶条进样方式对 2 - DE低分子区蛋白质分离的影响
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3 . 4　染色

在染色方式上采用灵敏度高的银染方法 ,根据

Heukeshoven和Dernick 1985年和 1986年所做的改

进方法[8 ] ,延长了染色中的固定时间.采用过夜固

定方法 ,有效地沉淀了蛋白质 ,较彻底地除去了表面

活性剂 SDS.另外 ,本实验中还增加了去离子水漂洗

的次数及时间 ,如在固定与敏化步骤之间增加两次

水洗 ,每次 1 min.延长敏化和银染之间水洗的次数

至 3次 ,每次 10 min ,这样做使得背景颜色降低 ,蛋

白点更加清晰.

4　结　论

本文对影响小鼠肾脏组织的 2 - DE的几种因

素进行实验研究 ,建立了研究小鼠肾组织的 2 - DE

方法.实验优化了适合裂解肾脏组织蛋白的裂解液

组成 ,裂解液中 D TT的浓度为 23 mmol/ L 时 ,对于

碱性区的蛋白已显示出较好的分离效果 ,但 23

mmol/ L 的浓度并不一定是针对肾脏组织的最佳用

量 ,还需对其进一步优化.实验发现最好使用新鲜处

理的样品来确保图谱反映原先样品的蛋白质组成 ,

使用相同保存时间的样品才能得到可比性较好的结

果.选择主动式泡胀可以增加高分子区的图谱的分

离效果.进一步研究还可采用提升 IEF的电压至 10

kV以缩短 IEF的时间 ,选择新的试剂类型或优化

试剂的用量等.
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