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同工酶分析一般常用淀粉凝胶电泳进行
,

但

它常受淀粉质量的制约
,

在 淀粉的水解和制胶过

程较难标准化
,
因而不易掌握

,

其机械强度不够也

木易操作
。

而聚丙烯酸胺凝胶电泳具有优于淀粉

凝胶 电泳的一些特性
,

如有较高的分辨率
、

机械强

度高
、

可采用高纯度制品重复性好
。

当用一般的

聚丙烯酸胺凝胶电泳分析同工酶和蛋白时
,

常出

现区带不集中
,

或区带很少
,

不能达到分离的 目

的
。

我们吸取了聚丙烯酸胺凝胶可 以在较广的范

围内控制凝胶孔径的优点
‘’」 ,

及淀粉凝胶电泳常

用的一些缓冲液和显色系统的基础上
‘, 〕 ,

对凝胶

不同的浓度梯度
,
凝胶中缓冲液的种类与浓度

,

电

极 缓冲液的种类和浓度等方面
,

进行了系统的 比

较和选择
,

并得到 了较好的分离效果 �图版 �月一

� �
,

个体间同工酶的多态现象可充分显示 出来�图

版 � � � ,

钓
,

同时还与 �肠 聚丙烯 酸胺 盘状 电 泳

的分析结果 进行了比较 �图版 � � � ,

��
,

表明本文介

绍的方法具有较高的分辨率
�

泳槽�北京
“

六一”仪器厂生产�
,

将制凝胶板的模

具装配好后
,

用溶化的 � � 琼脂糖�用电极缓冲液

配 �封底
,

稍等片刻即可灌胶
。

试剂 � � � 。

液 �用于配 �� � 的胶液�—
称取丙烯酸胺 , �

�

� � ,

双丙 烯 酸 胺 �
�

�� ,

用 蒸

馏水配成 ��� � 几 � � , ,

液 �用 于 配 �� � 的 胶

液�—
用 � � 。

液稀释一倍 � � � 液�用于配 ��

的胶液 �—
称取丙烯酸胺 �

�

� � � ,

双丙 烯 酸 胺

�
�

� �� ,

用蒸馏水配成 � � � � �  � � 液—
�

�

��

过硫酸按 � � � � � 缓冲液—
称 取三经 甲基氨

基甲烷 � ‘� � � � � �
�

� , � ,

乙二胺四乙酸二钠 �
�

� , �
,

硼酸 � �
�

� � ,

用蒸馏水配成 � � � � � � � � � �
�

� � � �
� � 缓冲液—

称取 � � � , ��
�

�, � ,

柠檬酸 �
�

� 斗� ,

用蒸馏水配成 �� � � � � � �� �
�

�� � � � � � 。
液
—�� � � � 的 � � � 缓冲液中加 �

�

�� � � � � � � � �
,

� , � ’ , � ‘一
四甲基乙二胺 � � � � � 。

液—
�� ��

的 � � 缓冲液中加 �
�

�耐 的 � � � � � 和 � , ��
的蒸馏水

。

浓度梯度混合器 由两 支内径相同的平底玻

梯 度 胶 的 制 备

制凝胶板的模具 电泳槽是 用夹芯式垂直电 �� � �年 � 月 � 日收到
。
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璃管 � 和 � 组成�内径 �
·

�� �
、

高 �� � �
。

� 管底

部有一侧管
, � 管底部直径的两端则伸出两个侧

管
,

其中一个侧管通过细的乳胶管与 � 管底部的

管相连
,

在乳胶管上用一鳄鱼夹来代替�
、
�管之侧

间的开关
。
� 管的另一侧管与穿刺针�外径 �� � � ,

长 �� �� 。� 相连
。

当打开磁力搅拌器的开关时
,

� 管液面降低
, � 管中的稀胶液不断进人 � 管

,

通

过 � 管中的磁力棒使两种不同浓度的胶液均匀混

合
,

形成不 同的浓度梯度
。

制胶 不同的同工酶和蛋白质所选用的凝胶

浓度和缓冲液见表 � 。

量出制 凝胶板的模具所 需

胶液的总体 积
,
以 �邝 总体积为 � 份

,

按下列比例

分别配置两种胶液 � 浓胶液�巧肠 或 �� � �—
�

份 � 液 十 � 份 � 液 十 � 份 � 液 �稀胶液�� 呢 �—
� 份 � 液 � � 份 � 液十 � 份 � 液

。

先将 � 肠 的胶

液倒人 � 管
,

松开鳄鱼夹使稀胶液充满乳胶管�赶

出气泡�
,

再将鳄鱼 夹夹紧
。

当浓胶液倒入 � 管时

将穿刺针往 上翘以免溶液漏 出
。

排除穿刺针与侧

管接头处的气泡
,

再将磁力搅拌器和鳄鱼夹打开
,

穿刺针的末端对准制胶玻板的中央
,

混合后的胶

液将沿着玻板徐徐流下
。

待 �
、
� 管中的胶液流尽

�约需 �� �� �正好距短玻板的顶端约 �� �
。

在胶

液面上小心地加入蒸馏水约 。
�

�� �
,

控 制温度�冬

季可放入温箱� 使胶液在 �� � �� 之内聚合
。

聚合

时间太慢对 梯度胶的形成不利
。

聚合后将上层 的

水吸干
,

加人样品槽胶 液 �按 �
�

, 份 � 液 十 � 份
� 液 � � 份 �液配成�

,

再将样品槽模板放入
,

待

聚合后将此模板拔 出即可加样
。

加 样 与 电 泳

样品按常规方法制备
。

加样前
,

样品与等量

的 ��  蔗糖溶液 �加微量澳酚兰作指示剂�混合

后加入样品槽中
,
在加电极缓冲液之前

,
先小心地

将样品层的上面加 满缓冲液
。

与样品端相连的一

方为负极端
。

电压 � � � � ,

电泳 � , � 。

表 � 凝胶 浓度和缓冲液的选择
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表 2 同工酶的显色系统
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同工酶和蛋白的 显色系统

血 红蛋白
、

血清蛋白和 肌肉蛋 白的染色可在

大培养皿内进 行
,
取 知m l lZ % 三氯 醋酸

,
Z m ll %

考马斯 亮兰 R 250 (溶解在乙醇中)配成染液
,
在

37 ℃ 温箱中染色 4h
,

擦去附着在凝胶表 面 的 染

料
,

用水漂洗两次后加人 7% 的醋酸
,

再放人温箱

内
,

两天后图谱会更加清晰
。

同工酶的显色系统列于表 2 ,

其中底物
、

N A D

( 辅酶 l)
、

P
M S

( 吩唉二 甲 醋 硫 酸 盐)
、

N A D P

( 辅酶 }
.
1) 和 M gCI

:
都可配成溶液放入冰箱中备

用
。

酉旨酶的底物不 溶于水
,

可按下列方法配成贮

液 : 0
.
39 1一

酷酸蔡醋加 10m l丙酮
,

待溶解后再

加 ‘。
m1 蒸馏水

。
N “T

(氯 化硝基 四氮哩兰 )不易

溶解
,

可配成稀溶液 (l, m g
/
3 0 m

l)
。

显色液须临

用前配
,

其中含缓冲液 lom l,
N B T 30

m l
,

底物
、

辅

酶
、

p M s 等约 ro m l,

这样最终体 积 为 , o m l 左

右
。

显色时可将显色槽 (大培养皿) 放入温箱 中

〔37 ℃ )
,

直到区带清楚为止
。

酶谱用水漂洗三次

后放人 1% 醋酸中固定
,
由于酸的作用

,

显色强度

会逐渐变淡
,

应及时 拍照记录
。
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。
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