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重组小分子多肽的 52567483 分析方法
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摘 要：比较了小分子多肽 52567483的各种显色方法，结果表明，考马斯亮蓝 ;6!<#染色需要 $

!=以上的样品，相对分子质量 $ ###左右的肽才能得到清晰条带，而对含量低的基因工程产物不
能显色 (银染可用于检测微量的分子多肽，银染过程中用戊二醛和甲醛进行敏化而减少固定时间，
可显著提高检测灵敏度，是检测微量基因工程产物的好方法 (
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!#世纪 :#年代，5J+YAR&建立了 5256聚丙烯酰
胺凝胶电泳（52567483）方法之后，经过 ?FBFR，
8’&UUX+,,和 2&D=’+U等人多次改进，已显示出了在
分离、鉴定和纯化蛋白质方面的优越性，但对于相

对分子质量小于 "# ### 的蛋白质，传统的 5256
7483 分析方法无能为力 ( !# 世纪 /# 年代，
5KJZ==FR等建立了以 ORAKA,F替代甘氨酸作为阴极

拖尾离子分析小分子多肽的方法［"］(之后，许多学
者进行了多次改进，第四军医大学石继红等用凝胶

总质量浓度（O）":# = [ C，交联度（W）:# = [ \=，含 :
X&’ [ C尿素的分离胶分离小分子多肽，用考马斯亮
蓝 ;6!<#染色，上样量达 < ] "#!=时可以显示相对
分子质量为 ! <"! 的多肽［!］(基因工程生产的小分
子多肽类药物的分离和分析，需要更加稳定的电泳
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系统和灵敏的显色方法 !作者在实验过程中比较了
各种显色方法和缓冲系统，建立了一个重现性好、

灵敏度高的方法，对微量小分子重组肽的分析得到

比较满意的结果 !

! 材料与方法

! " ! 试剂和仪器
丙烯酰胺："#$#%#& 公司产品；’，’’(甲叉双丙

烯酰胺（分析纯）：)*+,+%公司产品；-.*/：上海化学
试剂公司产品；-.*0*$1：2,.1/0+公司产品；过硫酸
铵和 -3435：)6)产品；757、尿素、甘油、硝酸银均
为国产分析纯；双波长飞点凝胶扫描系统：岛津

7864259: 公司产品；小型垂直式电泳附件模具，
;5(<=>稳亚稳流电泳仪：上海医用分析仪器厂 !
! " # 分析用样品
人胰岛素：上海第一生化药业公司上海生物化

学制药厂产品（重组人胰岛素水溶液，= ! ?
,@ A ,B）!分析用样品：本实验室构建的重组酵母
C7>>D(EF6"GH("2C>DD，甲醇诱导表达后取发酵上
清液（重组表达产物相对分子质量约 D ===）和提取
胞内产物 !
! " $ 电泳及染色方法
! !$ !! 电泳贮存液配制及胶的制备 按 70IJ@@1.
（>GKL）的方法 !阳极缓冲液：= ! < ,+% A B -.*/ 用 8"%
调节 E8 至 K ! G；阴极缓冲液：= ! > ,+% A B -.*/，= ! >
,+% A B -.*0*$1，= ! => @ A B 757；胶缓冲液：M ! = ,+% A B
-.*/，= ! =M @ A B 757，用盐酸调节 E8 K ! N；丙烯酰胺
贮液：称取 NK @丙烯酰胺和 > ! D @ ’，’ ’(甲叉双丙
烯酰胺于 >== ,B 水中，溶解混匀后即得到凝胶总
质量浓度（-）NG ! D @ A B，交联度（"）M= @ A O@ 的贮存
液 !分离胶、间隙胶和浓缩胶的组成见表 > !

表 ! 分离胶、间隙胶、浓缩胶组成
%&’"! ()*+),-.-)/ )0 ,1+&2&.-/3，,+&412 &/5 ,.&46-/3 317,

组 成
丙烯酰胺
贮液 A ,B

胶缓
冲液 A ,B

尿素
质量 A @
加水量 A

,B
>=P过硫酸胺
溶液 A!B

-3435 A
!B

总体积 A
,B

浓缩胶质量分数 NP -，MP" = !< = ! GM Q > ! ML <D < ! D < ! DM

间隙胶质量分数 >=P -，MP" = !? > ! == Q > ! N= <D <D M ! =<
分离胶质量分数 >? ! DP -，MP"，
? ,+% A B脲 M ! M= M ! M= M ! ? > ! == ?= ?= >= ! =D

! !$ !# 样品缓冲液的制备及样品的处理> 胰岛素

样品 D!B（M!@），发酵液及胞内提取液各 <D!B 与
上样缓冲液（D= ,,+% A B -.*/·8"%，E8 ? ! K，质量分
数 <P 757，= ! >P溴芬蓝，体积分数 >=P甘油，<P
巯基乙醇）按质量分数 > R >混匀，煮沸 M S D ,*$ !
! !$ !$ 电泳条件> M= T 电泳 > S < I，当样品全部
进入浓缩胶后，将电压升至 >== T，电泳约 ? I，当溴
酚蓝到达底部时停止电泳 !
! !$ !8 显色> 考马斯亮蓝染色按参考文献［>］的方
法；银染程序一［M］：体积分数 M=P乙醇，>=P冰乙酸
室温平缓摇动固定 N I；体积分数 M=P乙醇洗 M=
,*$；去离子水洗 M次，每次 >= ,*$；质量分数 = ! >P
硝酸银室温 M= ,*$；去离子水冲洗凝胶的两面，每
次 <= /；质量分数 < ! DP碳酸钠，= ! =<P甲醛显色至
所需对比度；体积分数 DP乙酸终止显色 !
程序二：体积分数 D=P乙醇，>=P冰乙酸固定

M= ,*$；体积分数 M=P乙醇，质量分数 ? ! KP乙酸
钠，= ! ><DP戊二醛，= ! <DP五水硫代硫酸钠浸泡 M=
,*$；蒸馏水洗 M次，每次 D ,*$ !质量分数 = ! >P硝
酸银室温作用 <= ,*$，蒸馏水洗凝胶的两面；质量
分数 < ! DP碳酸钠，= ! =<P甲醛显色至所需对比度；

体积分数 DP乙酸终止显色［N］!
程序三：体积分数 N=P乙醇，>=P乙酸固定 >=

,*$；去离子水漂洗 >= ,*$；质量分数 = ! =DP戊二
醛，= ! =MLP甲醛，体积分数 N=P乙醇固定敏化 D
,*$；体积分数 N=P乙醇漂洗 <= ,*$；去离子水洗
<= ,*$；质量分数 = ! =<P硫代硫酸钠敏化 > ,*$；去
离子水漂洗 < 次，各 D ,*$；质量分数 = ! >P硝酸银
银染 <= ,*$；去离子水漂洗，并冲洗凝胶的两面；质
量分数 < ! DP碳酸钠，= ! =<P甲醛显色至所需对比
度（若干分钟）；体积分数 DP乙酸终止显色［N］!
! !$ !9 定量分析 用双波长凝胶扫描的方法分析
目的蛋白质含量 !

# 结果与讨论

图 >为银染程序一实验结果，图 < 为银染程序
二实验结果，图 M为银染程序三实验结果，图 N为考
马斯亮蓝染色结果 !
凝胶双波长扫描结果表明，胞内提取物和胞外

分泌物中目的蛋白质质量分数均为 >=!@ A ,B !目的
蛋白质质量分数分别占胞内、胞外总可溶性蛋白质

质量分数约 M=P和 KP !实验结果表明，用考马斯亮
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蓝 !"#$% 染色，胰岛素加样量在 &!’ 以上时，可以
得到相对分子质量 ( %%%和 & %%%的 #个条带，但发
酵液上样量在 #$!) 约含 % * &!’ 目的蛋白质时不
能得到清晰的条带 *目的小分子肽上样量在 % * &!’
时银染可以得到清晰的低分子条带，而程序一的显

色灵敏度大大低于程序二和程序三，而且重现性也

不如程序二和程序三 *可能原因是，小分子肽在显
色过程很容易被洗脱，因此减少固定时间及洗涤时

间就很重要 *程序一固定、洗涤时间过长，程序二和
程序三由于用异戊醛和甲醛固定敏化而缩短了固

定时间，因而显色效果好 *因此，在检测发酵液中

微量小分子肽时，作者推荐使用银染程序三的显色

方法 *
电泳缓冲系统是影响电泳结果的重要因素 *由

于本实验所用的阴阳极缓冲液 +, 值及组成不同，
电泳过程中阴阳极缓冲液 +, 会趋向一致，所以每
次电泳最好使用新鲜的电泳缓冲液（最多可重复使

用一次）*阴极缓冲液所使用的 -./0/12价格昂贵，每
次电泳更换阴极缓冲液成本较高，实验过程中，用

-./0/12将使用过的阴极缓冲液调至 +, 3 * #$，阴极
缓冲液可以重复使用多次且有较好的重现性 *

4 *胰岛素标准；# *重组菌发酵液

图 ! 银染程序一
"#$% ! &’( )#*+, -*.$*/0 .) +#12(* 31.,,#4$

4 *胰岛素标准；# *对照菌发酵液；& *重组菌发酵液

图 5 银染程序二
"#$% 5 &’( +(6.47 -*.$*/0 .) +#12(* 31.,,#4$

4 *胰岛素标准；# *对照菌胞内提取液；

& *重组菌胞内提取液；5 *重组菌发酵液

图 8 银染程序一
"#$% 8 &’( ,’#*7 -*.$*/0 .) +#12(* 31.,,#4$

4 * 重组菌发酵液；# * 重组菌胞内提取液；

& * 胰岛素标准

图 9 考马斯亮蓝染色
"#$% 9 :..0/++#( 3*#11#/4, 31;( 31.,,#4$
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