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内容提要

!!本书为高等医学院校实验教材"经两年教学实践后修订再版)主要介绍与医学相关的常

用生物化学与分子生物学实验技术"分为概论(蛋白质实验(酶学实验(物质代谢实验(核酸实

验(特色创新实验及实验设计-个章节"分别介绍了相关实验中常用的一般仪器(方法及#&项

具体的实验技术"每项技术又包含目的(原理(材料(方法及注意事项等内容)为了进一步提高

学生的专业外语水平"每项技术均附有英文对照)本书可供不同医学专业的本科(专科及研究

生教学使用"也可作为本研究领域科研工作者的参考书)
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第!章!概论 !!"###############################

!第一节!常用生物化学与分子生物学实验方法 !!"#################

!!一!分光光度法 !!"#############################

!!二!层析 !""################################

!!三!电泳 !#"################################

!!四!离心技术 !$"##############################

!第二节!常用生物化学与分子生物学仪器设备的基本操作 !!%"###########

!!一!实验室基本操作技能 !!%"#########################

!!二!实验室常用仪器的使用方法 !!&"######################

!第三节!实验样品的制备 !!’"#########################

!!一!血液样品的制备 !!’"###########################

!!二!尿液样品的制备 !!’"###########################

!!三!组织样品的制备 !!$"###########################

!!四!微生物样品的制备 !!$"##########################

!附录(!实验室规则 !!$"###########################

!附录)!实验室安全 !&%"###########################

!附录*!实验记录及实验报告 !&%"#######################

!附录+!实验室用水的种类和标准 !&!"#####################

第"章!蛋白质实验 !&""############################

!!一!蛋白质分离纯化的原则 !&""########################

!!二!蛋白质分离纯化的一般程序 !&,"######################

!!三!蛋白质的浓缩!干燥和保存 !&-"######################
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!!五!蛋白质的鉴定 !&’"############################

!实验!!蛋白质的分离纯化 !&$"########################

!./01234156!!710828639585:0;23<3=863959<0296135 !&$"#############

!!实验!>!!盐析法分离血浆白蛋白 !&$"####################
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!!./01234156!>"!(<<3536B0;23<3=863959<62B0@35 !"#"##############
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第#章!酶学实验 !#$"#############################

!!一!酶的分离纯化 !#$"############################

!!二!酶活力测定 !-%"#############################

!!三!同工酶 !-!"###############################

!实验,!影响酶促反应速度的因素 !-!"#####################
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!实验H!血清淀粉酶活性的测定 !-’"######################
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!实验#!米氏常数的测定 !’%"#########################
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!实验$!血清脂蛋白琼脂糖凝胶电泳 !$’"####################
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!!%%"###################################

!实验!%!转氨基作用!纸层析法" !!%!"#####################
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!实验!!!血尿素氮测定 !!%#"#########################
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!!二!核酸的鉴定 !!!""############################

!!三!核酸的保存 !!!""############################

!!四!常用核酸的提取方法 !!!""########################

!第二节!核酸扩增 !!!H"############################

!!一!聚合酶链反应的基本原理 !!!H"######################

!!二!I*V反应体系 !!!#"##########################

!!三!I*V技术的主要类型和应用 !!!-"#####################

!第三节!分子杂交 !!!-"############################

!!一!+W(印迹 !!!’"#############################

!!二!VW(印迹 !!!$"#############################

!!三!蛋白质印迹 !!!$"############################

!!四!原位杂交 !!&%"#############################

!!五!菌落杂交 !!&%"#############################

!!六!斑点杂交 !!&%"#############################

!第四节!核酸的测序技术 !!&!"#########################

!!一!785F12双脱氧链终止法 !!&!"#######################

!!二!C8/84>S3A126化学降解法 !!&&"#####################

!!三!全自动的+W(测序法 !!&""#######################

!第五节!基因芯片技术 !!&""##########################

!第六节!酵母杂交系统 !!&,"##########################

!!一!酵母双杂交系统 !!&,"##########################
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!!二!酵母单杂交系统 !!&H"##########################

!!三!酵母三杂交系统 !!&#"##########################

!第七节!+W(重组技术 !!&#"#########################

!!一!+W(重组技术的基本要素 !!&-"######################

!!二!+W(重组技术的基本流程 !!&’"######################

!!三!+W(重组技术的支撑技术 !!"!"######################

!实验!&!核酸提取 !!"&"###########################

!./01234156!&!./628=63959<5;=?13=8=3: !!"&"#################

!!实验!&>!!血液基因组+W(的提取 !!"&"###################

!!./01234156!&>!!I21082863959<F15941+W(<294A?99: !!"""#########

!!实验!&>&!大鼠肝脏VW(的提取 !!","####################

!!./01234156!&>&!I21082863959<6968?VW(<294286?3D12@ !!"H"########

!实验!"!基因扩增 !!"#"###########################

!./01234156!"!S151840?3<3=86395 !!"#"####################

!!实验!">!!应用I*V技术扩增血红蛋白!基因 !!"#"##############

!!./01234156!">!!(40?3<3=863959<XA>!F151ABI*V !!"’"###########

!!实验!">&!从总VW(中采用逆转录I*V扩增S(I+X !!"$"##########

!!./01234156!">&!(40?3<BS(I+X<2946968?VW(ABVU>I*V !!,%"######

!实验!,!核酸凝胶电泳 !!,&"#########################

!./01234156!,!W;=?13=8=3:F1?1?1=6290E921@3@ !!,&"##############

!!实验!,>!!核酸琼脂糖凝胶电泳 !!,&"####################

!!./01234156!,>!!(F829@1F1?1?1=6290E921@3@9<5;=?13=8=3: !!,""########

!!实验!,>&!核酸聚丙烯酰胺凝胶电泳 !!,H"##################

!!./01234156!,>&!I9?B8=2B?843:1F1?1?1=6290E921@3@9<5;=?13=8=3: !!,-"#####

!实验!H!核酸杂交 !!H%"###########################

!./012341568?!H!XBA23:3Q86395 !!H%"#####################

!!实验!H>!!+W(印迹杂交 !!H%"#######################

!!./012341568?!H>!!79;6E125A?9635F !!H&"##################

!!实验!H>&!VW(印迹杂交 !!HH"#######################

!!./01234156!H>&!W926E125A?96635F !!H-"##################

!实验!#!大肠杆菌的培养及感受态细胞的制备 !!H$"###############

!./01234156!#!I21082863959<=94016156"#$%&’+XH"AB;@35F=8?=3;4=E?923:1
416E9: !!#!"###############################

!实验!-!质粒提取 !!#&"###########################

!./01234156!-!I21082863959<0?8@43:+W( !!#&"################

!!实验!->!!碱裂解法小量提取质粒+W( !!#&"#################

!!./01234156!->!!C353021082863959<0?8@43:+W(AB8?R8?351?B@3@ !!#,"####
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F?B=9?!I.S" !!-!"#############################

!实验!$!+W(的琼脂糖凝胶电泳回收 !!-""###################

!./01234156!$!V1=9D12B9<+W(<2948F829@11?1=6290E92163=F1?@ !!-,"######

!实验&%!目的基因与载体的连接 !!-#"#####################
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!实验&!!电转化法制备感受态细胞 !!-’"####################
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!实验&&!转化子的鉴定 !!’!"#########################

!./01234156&&!7=211509@363D16285@<92435F=?951@ !!’&"#############

!实验&"!质粒+W(的酶切鉴定 !!’""######################
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第&章!特色创新实验 !!’-"##########################

!实验&,!异常血红蛋白的筛查 !!’-"######################

!./01234156&,!(A59248?E149F?9A35@=211535F !!’$"##############

!实验&H!血红蛋白电泳释放实验 !!$&"#####################

!./01234156&H!.?1=6290E921@3@21?18@161@69<E149F?9A35 !!$""##########

第’章!实验设计 !!$-"############################

!!一!实验设计的基本要素 !!$-"########################

!!二!实验设计的基本原则 !!$’"########################

!!三!实验构思与设计 !!$’"##########################

!!四!实验设计的基本内容 !!$$"########################
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!!!知识目标"
掌握#生物化学与分子生物学常用实验方法的原理和应用’常用生物化学与分子生物

学仪器设备的基本操作)
熟悉#实验样品的制备’实验室安全守则)
了解#实验室规则)
!能力目标"
通过本章节的学习"对生物化学与分子生物学实验技术的种类(原理和应用有一个总

体的了解"认识到这些实验技术在推动生物学及医学发展中的重要作用"激发学习兴趣"
逐步培养科学的思维和认知能力)

生物化学与分子生物学%=>:9?@8>ABCDE;F8:G@9HGEC=>:G:ID&是医学生的一门极为重要
的基础课程"是生命科学的共同语言)目前生物化学与分子生物学的理论与技术方法已经渗
透到生物学乃至基础医学与临床医学的各个学科"并越来越多地被应用于临床疾病的诊断(治
疗和预防"成为医学生步入#%世纪医学殿堂的必备条件)

第一节!常用生物化学与分子生物学实验方法

一#分光光度法

!!分光光度法%A7@9BC:7?:B:8@BCD&是利用物质所特有的吸收光谱来鉴别物质或测定其含
量的一项技术"此技术灵敏(精确(快速和简便"为生物化学研究中广泛使用的方法)

!一"分光光度法的基本原理
基本原理是朗伯/比尔定律%JE8=@CB/+@@CJE6&"又称吸收定律"即当一束平行单色光垂

直通过某一均匀非散射的吸光物质时"其吸光度%E=A:C=E;9@"K&与吸光物质的浓度%9:;9@;/
BCEB>:;"3&及吸收层厚度%G@;IB?"J&成正比"用公式表示为

!L!"#
其中"! 为吸光度"!为摩尔吸光系数""为吸光物质浓度"# 为吸光溶液的厚度)
光波是指波长在$’1’1(8的电磁波%图%/%&"颜色跟波长和频率有关"分为可见光和不可

见光%表%/%&)可见光指能引起视觉的电磁波"波长在5$$’-$$;8"其中紫光频率最大"波长最
短"红光恰好相反)不可见光主要包括红外线(紫外线(伦琴射线)发射光的物体叫作光源"光源
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分为自然光和人造光)按照发光原理分为辐射发光(电子发光(化学发光(生物发光等)

图!"!!光波的种类及波长范围

表!"!!可见光的波长与频率对照

名称 波长%;8& 频率%MNO&

紫光 5$$’51& -($’0.$
蓝光 5&$’5.$ 0.$’0#$
青光 5.$’5($ 0$$’0#$
绿光 &$$’&0$ 0$$’&1$
黄光 &.$’&(& &1$’&%$
橙光 &(&’0$& &%$’5.$
红光 0$&’-$$ 5.$’5$&

!二"分光光度法的应用

%’定量分析!在实际工作中"由于盛放溶液的比色杯厚度是一致的"待测物质的浓度可
通过以下几种方法测得)

%%&标准比较法%ABE;FECF9:87ECEB>P@8@B?:F&#在相同条件下"配制标准溶液和待测样
品溶液"测定它们的吸光度)比较两者的吸光度"即可求出待测样品溶液的浓度)

"待测L
!待测

!标准
<"标准

%#&标准曲线法%ABE;FECF9HCP@8@B?:F&#配制一系列浓度由小到大的标准溶液"测出其
吸光度)以各标准溶液的浓度为横坐标"相应的吸光度为纵坐标"在方格坐标纸上绘出标准曲
线)在相同条件下测出待测样品的吸光度后"从标准曲线上可以直接查出其浓度)此法通常
适用于大批样品的分析)

%1&标准系数法%ABE;FECF9:@QQ>9>@;B8@B?:F&#多次测定标准液的吸光度后"按下式求出
标准系数)

标准系数 L 标准液浓度!标准液平均吸光度
也可从标准曲线上求出标准系数"再用同样方法测定待测溶液的吸光度"并代入下式求出

待测物质的浓度)

试读结束：需要全本请在线购买： www.ertongbook.com
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"待测L!待测<标准系数
%5&回归分析法%C@IC@AA>:;E;EGDA>A&#将制作标准曲线的各种标准液浓度"与其相应的吸

光度"用回归分析法求出一个回归方程式)以后"只要测定条件不变"将样品液吸光度值代入
该方程式"则可算出样品液的浓度)

#’定性分析!将各种不同波长的单色光分别通过一定浓度物质的溶液"测定此溶液对每
一种单色光的吸光度"然后以波长为横坐标"吸光度为纵坐标绘制吸光度/波长曲线"此曲线称
为吸收光谱曲线)各种物质都有一定的吸收光谱曲线"因此应用吸收光谱曲线可对有机化合
物(生物物质和药物等进行某些特性或结构分析)当将一种未知物质和已知物质的吸收光谱
曲线比较时"若两者相同"可推断它们是同一种物质"从而对该物质做出鉴定)

1’物质纯度分析!分光光度法也可用来测定物质的相对纯度)例如R,K纯品的!#0$!

!#.$为%’."若比值高"说明含有S,K’比值低说明有蛋白质存在)S,K纯品的!#0$!!#.$为

#’$"比值低于%’-时"说明有蛋白质污染)
!三"分光光度法的误差

%’溶液浓度!待测物质溶液的浓度过高或过低都会偏离朗伯/比尔定律"影响检测的准
确度)一般情况下"待测物质溶液浓度的吸光度为$’%’$’.最符合光吸收定律"此时检测线
性好"读数误差小)如吸光度不在此范围"可适当稀释或浓缩比色溶液再进行测定)

#’干扰物质!某些物质能干扰待测物质显色反应过程"或其本身具有与待测物质相同或
相似的光吸收特性)这些物质存在于待测溶液中时"会使溶液测定值与待测物质实际浓度不
相符合"因而产生误差)

1’反应条件!溶液7N(环境温度和显色时间等反应条件的改变"都会引起待测物质的结
构或成分发生变化"从而使溶液颜色的深浅度发生改变"进而产生误差)

5’反射光与散射光!待测溶液与参比溶液的光折射率不同时"会引起发射损失的不同)
待测溶液浑浊"入射光通过时会产生散射效应)这些非吸收作用都会产生测量误差)

&’狭缝宽度!分光光度计单色器分出来的单色光是通过狭缝截获的"如果狭缝的质量不
好或开得过大"所截获的单色光的单一性差"杂波会与测定光波一起通过待测溶液"干扰测定"
产生误差)

0’仪器噪声!分光光度计的噪声主要由光源强度(电子器件和光电管产生)仪器噪声过
大"可严重影响测定的灵敏度和准确度)

-’吸收池!吸收池的不匹配(透光面不平行或定位不准确等"都会使其透光率产生差异"
使测定结果产生误差)

二#层!析

!一"层析技术的基本原理
层析%9?C:8EB:ICE7?D&是利用混合物中各组分物理化学性质"如吸附力%EFA:C=E=>G>BD&(

溶解度%A:GH=>G>BD&(分子形状%8:G@9HGECA?E7@&(分子大小%8:G@9HGECA>O@&及分子极性%8:/
G@9HGEC7:GEC>BD&等的差异"使各组分不同程度地分布于两相中"从而使各组分以不同的速度随
流动相向前移动而达到分离的目的)固定不动的相称为固定相%ABEB>:;ECD7?EA@&"流过固定
相的液体或气体称为流动相%8:=>G@7?EA@&)此法最初用于各种植物色素的分离"因其在吸
附柱上形成色谱"故又称为色谱层析法或色谱法)
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!二"层析技术的主要类型
层析法根据分离原理不同分为以下几种)

%’分配层析!7ECB>B>:;9?C:8EB:ICE7?D"!利用混合物在两种或两种以上的不同溶剂
%A:GP@;B&中的分配系数%7ECB>B>:;9:@QQ>9>@;B&不同而使物质分离的方法"相当于一种连续性的
溶剂抽提%@TBCE9B>:;&)如用带水的材料%载体&作为一种液相%固定相&"加入与水不相溶的溶
剂作为另一种液相%流动相&"根据混合物各组分在两相中分配程度不同而将其分开"形成层析
谱)

分配层析中的载体只起负载固定相的作用"通常是一些吸附力小(反应性弱的惰性物质"
如淀粉(纤维素粉(滤纸等)固定相除水外"也可用稀硫酸%F>GHB@FAHGQHC>9E9>F&(甲醇%8@B?E/
;:G&(仲酰胺%A@9:;FECDE8>F@&等强极性溶液"流动相则采用比固定相极性小或非极性的有机
溶剂)

纸层析%7E7@C9?C:8EB:ICE7?D&是应用最广泛的一种分配层析"以滤纸为载体"滤纸上吸
附的水作为固定相)某些有机溶剂如醇%EG9:?:G&(酚%7?@;:G&等为常用的流动相)把欲分离
的物质加在纸的一端"当流动相流过时"待分离物质将在两相间不断地进行分配)在固定相中
分配系数较高的成分"随流动相移动的速度较慢’反之"在流动相中分配系数较高的成分"随流
动相移动的速度较快)不同物质移动速率可用$Q值%C@GEB>P@B:QC:;BPEGH@&表示

$QL 色斑中心至加样点中心的距离!溶剂前沿至加样点中心的距离
每一种物质在一定溶剂中的分配系数是一定的"$Q值也是恒定的"因此可以根据$Q值来

鉴定被分离的物质)

#’吸附层析!E=A:C7B>:;9?C:8EB:ICE7?D"!溶液中的溶质随流动相通过吸附介质时"溶
质会被吸附介质表面的吸附基团吸附)常用的吸附介质有氧化铝(硅胶(活性炭等"它们对不
同物质的吸附能力不同"利用这种差异可将混合物分离)根据操作方式的不同分为柱层析与
薄层层析两种)

%%&柱层析%9:GH8;9?C:8EB:ICE7?D&#柱层析是用一根玻璃管柱"下端铺垫棉花或玻璃
棉"管内加吸附剂粉末"用一种溶剂润湿后"即成为吸附柱)然后从柱顶加入要分离的样品溶
液"待全部流入吸附柱后立即加入洗脱剂进行洗脱)在此过程中"管内连续进行溶解"吸附"
再溶解"再吸附的过程"被分离物随洗脱剂以不同速率向下流动"达到最后分离)通常非极性
或极性不强的有机物如胡萝卜素(磷脂(胆固醇等用此法分离最为合适)

%#&薄层层析%B?>;GED@C9?C:8EB:ICE7?D&#在玻璃板上将吸附剂均匀地铺成薄层"将样品
点到薄层上后用合适的溶剂展开)由于各组分性质不同"迁移速度因此不同"展开一定距离
后"即得到互相分离的组分斑点)可用适当方法使各组分在板上显示其位置"如组分本身有颜
色"即可直接观察"否则可喷显色试剂或在紫外灯下观察荧光)

1’离子交换层析!>:;/@T9?E;I@9?C:8EB:ICE7?D"!以离子交换剂为固定相"依据流动相
中的组分离子与交换剂上的平衡离子进行可逆交换时结合力大小的差别进行分离的一种层析
方法)离子交换剂上带有酸性或碱性基团"分别能与溶液中的阴离子或阳离子进行交换%图

%/#&)如有两种以上的成分吸附在离子交换剂上"洗脱时亲和力%即静电引力&强的离子移动
较慢"而亲和力弱的离子移动较快先被洗脱下来"进而将它们分开)

目前多采用人工合成的离子交换剂"即离子交换树脂"呈球状或无定形粒状)按照所交换
离子的性质将离子交换树脂分为两大类#阳离子交换树脂*具有酸性%负电&基团"能交换阳离
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图!"#!离子交换树脂

子+和阴离子交换树脂*具有碱性%正电&基团"能交换阴离子+)按离子解离性的大小"又可将
离子交换树脂分为强弱两种)

阳离子交换树脂
强酸性

磺酸基%"*U1N&
酚羟基%"UN&,

弱酸性 羧基%"3UUN&
, !阴离子交换树脂

强碱性 季胺基%,S1UN&

弱碱性
仲胺基%",NS&
叔胺基%",S#&
伯胺基%",N#&
$
%

&

$
%

&

5’凝胶层析!I@G9?C:8EB:ICE7?D"!也称凝胶过滤%I@GQ>GBCEB>:;&(排阻层析%@T9GHA>:;

图!"$!分子筛层析

9?C:8EB:ICE7?D&或分子筛层析%8:G@9HGECA>@P@9?C:8EB:ICE7?D&"是利用网状结构的凝胶具
有的分子筛效应"将被分离物质按照分子大小不同进行分离%图%/1&)分子量小的物质可以
进入凝胶颗粒内部"行程长"较晚被洗脱出来’分子量较大的物质不可以进入凝胶颗粒内部而
从凝胶颗粒之间流出"行程短"较早被洗脱出来)因此凝胶层析可以去除大分子溶液中的小分
子物质"被广泛应用于高分子的蛋白质(酶和核酸等的分离和提取)凝胶的种类很多"常用的
主要有葡聚糖凝胶%A@7?EF@T&(聚丙烯酰胺凝胶%7:GDE9CDGE8>F@&(琼脂糖凝胶%EIEC:A@&"以及
聚丙烯酰胺和琼脂糖之间的交联物)葡聚糖凝胶又名
右旋糖酐%F@TBCE;&"是应用最广的凝胶)不同规格型
号的葡聚糖具有不同的交联度和吸水性"吸水性通常
用英文字母V表示)一般V值越小"交联度越大"吸水
性越小’相反"V值越大"交联度越小"吸水性就越大)

V后面的阿拉伯数字代表凝胶吸水值的%$倍"因此根
据柱床体积可以估算出葡聚糖凝胶干粉的用量)例
如"V&$代表每克干胶可以吸&I水)

&’亲和层析!EQQ>;>BD9?C:8EB:ICE7?D"!是利用
生物高分子物质能与相应配基特异性可逆结合的原理
对高分子进行分离纯化的方法)生物大分子间存在很
多特异性相互作用"如抗原与抗体(R,K与互补R,K
或S,K(酶与底物或抑制剂(激素%或药物&与受体(糖
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图!"%!亲和层析分离蛋白质

蛋白与它相应的植物凝集素等的结合"这种结合
力就称为亲和力)如果将配基共价连接在固相载
体上"制备成吸附系统"则通过层析柱的生物高分
子就能以高亲和力与配基特异结合"使它与其他
杂质分离开来"从而达到纯化的目的)层析时%图

%/5&"层析柱中有一定的配基浓度"上样后"所分离
的物质与相应配基形成特异复合物)随着样品的
不断加入"复合物形成增多"从而形成紧密的吸附
带)此时应选择适当离子强度及7N 的缓冲溶液
使其更易于形成复合物"然后用平衡缓冲液充分
洗涤"以除去非特异性吸附的杂质"使柱中只留下
特异性吸附的物质"最后再改变缓冲液的7N或离
子强度"将所要分离的物质从吸附柱中洗脱下来"也可加入可溶性配基作竞争性洗脱)

三#电!泳

!一"电泳的基本原理
电场中带电颗粒向与它电性相反的电极移动的现象称为电泳%@G@9BC:7?:C@A>A&)由于混

合物中各组分所带电荷的性质(数量"以及分子量各不相同"在电场中的泳动方向和速度也不
同"因此可以将不同组分分离)

!二"影响电泳速度的因素

%’粒子本身的因素!氨基酸(蛋白质等很多物质都具有可解离的酸性或碱性基团"它们
在特定的缓冲溶液中会进行解离从而携带一定的电荷)一般在碱性环境中%7N’7)&分子带
负电荷"在电场中向阳极移动’在酸性环境中%7N(7)&分子带正电荷"在电场中向阴极移动)
当其他电泳条件恒定时"带电粒子的泳动速度主要取决于其电荷数(分子大小和分子形状)

#’电泳介质的7N!决定带电粒子的解离方向和程度"即带电粒子所带净电荷的性质和
多少)对蛋白质和氨基酸等两性电解质而言"介质的7N距等电点越远"所带净电荷越多"泳
动速度也越快’反之则越慢)因此"当电泳分离某一混合物时"应选择一个合适的7N"使各种
蛋白质所带净电荷量差异较大"以利于彼此的分离)为了使电泳过程中溶液的7N恒定"必须
采用缓冲溶液)

1’缓冲液的离子强度!>:;>9ABC@;IB?"!离子强度如果过低"缓冲液的缓冲容量小而不易
维持7N恒定’离子强度过高"则降低带电粒子的带电量"使电泳速度减慢)一般常用的离子
强度在$’$#’$’#8:G!J)

5’电场强度!@G@9BC>9Q>@GFABC@;IB?"!即每厘米的电势差"也称电势梯度)电泳时需要选
择合适的电场强度)电场强度越高"带电粒子的移动速度越快"但产热也会增加"进而引起蛋
白质变性(缓冲液水分蒸发过多和支持物上离子强度增加"因此高压电泳%电场强度’&$W!

98&常需要冷却装置)但是电场强度过低"电泳速度太慢"会导致电泳区带扩散从而影响分离
效果)

&’电渗!@G@9BC::A8:A>A"!在电场作用下液体相对于和它接触的固相载体做相对运动的
现象)如滤纸可以吸附水分子的羟基而带负电荷"而与纸相接触的水溶液带正电荷"液体便向
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阴极移动)由于电渗现象往往与电泳同时存在"所以带电粒子的移动同时受电泳及电渗的影
响"如电泳方向与电渗相反"则实际电泳的距离等于电泳距离减去电渗的距离’如方向相同"则
实际电泳距离等于电泳距离加上电渗的距离)电渗所造成的移动距离可用不带电的有色染料
或有色葡聚糖点在支持物的中心"以观察电渗的方向和距离)

!三"常用电泳技术
电泳技术的种类很多"根据有无固体支持物"可分为界面电泳%=:H;FECD@G@9BC:7?:C@A>A&

和区带电泳%O:;@@G@9BC:7?:C@A>A&两大类)界面电泳是指在溶液中进行的电泳"没有固体支
持物)当溶液中有几种带电粒子时"通电后由于不同粒子泳动速度不同"在溶液中形成相应的
区带界面)由于界面电泳分离后不易收集"故目前已很少使用)区带电泳是指在支持物上进
行的电泳"其分离效果远比界面电泳好)根据支持物的不同"常用的区带电泳又可分为纸上电
泳(醋酸纤维素薄膜电泳(琼脂糖凝胶电泳及聚丙烯酰胺凝胶电泳等)

%’纸上电泳!7E7@C@G@9BC:7?:C@A>A"和醋酸纤维素薄膜电泳!9@GGHG:A@E9@BEB@8@8=CE;@
@G@9BC:7?:C@A>A"!纸上电泳是以滤纸为支持体进行电泳"现已基本被醋酸纤维素薄膜电泳所
代替)醋酸纤维素薄膜是一种细密而薄的微孔膜"其优点是对样品的吸附性小(电渗作用小(
电泳速度快和所需样品量小)长期以来"醋酸纤维素薄膜电泳以其操作简便(快速(区带清晰(
容易定量(价廉等优点被广泛用于科学实验(生化产品分析以及临床检验"如血浆蛋白质(脂蛋
白(糖蛋白(核酸及其他生物大分子的分析检测)

#’琼脂糖凝胶电泳!EIEC:A@I@G@G@9BC:7?:C@A>A"!琼脂糖是从海藻中分离的多糖"由%/
半乳糖和#/半乳糖通过糖苷键交替构成的线性多聚物"呈白色粉末状)制成凝胶后"胶内形
成的网格状空隙直接参与带电粒子的分离)电泳过程中"样品分子通过空隙时会受到阻力"大
分子物质在电泳时受到的阻力比小分子的大"所以在琼脂糖凝胶电泳中"带电粒子的分离不仅
依赖于净电荷的性质和数量"还与分子大小有关"分辨能力大大提高)目前"常用琼脂糖作为
电泳支持物分离蛋白质和同工酶)将琼脂糖电泳与免疫化学相结合"发展成免疫电泳技术)
另外"琼脂糖凝胶电泳也常用于分离(鉴定核酸"如R,K鉴定"R,K限制性内切核酸酶图谱
制作等)

1’聚丙烯酰胺凝胶电泳!7:GDE9CDGE8>F@I@G@G@9BC:7?:C@A>A#4KVX"!以聚丙烯酰胺凝
胶作为支持介质的一种常用电泳技术)聚丙烯酰胺凝胶由单体丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺在
自由基的催化下聚合而成)催化聚合的方法包括化学聚合法和光聚合法)化学聚合以过硫酸
铵%E88:;>H87@CAHGQEB@"K4&为催化剂"以四甲基乙二胺%B@BCE8@B?DG@B?DG@;@F>E8>;@"

YXMXR&为加速剂)在聚合过程中"四甲基乙二胺催化过硫酸铵产生自由基"后者引发丙烯
酰胺单体聚合"同时甲叉双丙烯酰胺与丙烯酰胺链间发生交联"从而形成三维网状结构)

根据有无浓缩效应"聚丙烯酰胺凝胶电泳分为连续系统和不连续系统两大类)连续系统
电泳体系中"电泳缓冲液7N与制胶缓冲液相同"带电颗粒主要依据电荷效应和分子筛效应分
离)不连续体系由电极缓冲液(浓缩胶及分离胶所组成)浓缩胶是由过硫酸铵催化聚合的大
孔胶"凝胶缓冲液为7N0’-的YC>A/盐酸)分离胶是由过硫酸铵催化聚合的小孔胶"凝胶缓冲
液为7N.’(的YC>A/盐酸)电极缓冲液是7N.’1的YC>A/甘氨酸缓冲液)两种孔径的凝胶(两
种缓冲体系(三种7N使不连续体系形成了凝胶孔径(7N(缓冲液离子成分的不连续性"这是
样品浓缩的主要因素)不连续电泳过程中"除了电荷效应外"还有分子筛效应和浓缩效应)

分子筛效应%8:G@9HGECA>@P@@QQ@9B&是指凝胶聚合物的多孔网状结构对大分子物质的穿



(!!!!

过有一定的阻力)颗粒大(形状不规则的分子受到的阻力大"移动速度慢’颗粒小(形状为球形
的分子受到的阻力小"移动速度快)

浓缩效应%9:;9@;BCEB@F@QQ@9B&存在于不连续电泳)第一"两层凝胶的孔径不同)待分离
的蛋白质分子在大孔径胶中受到的阻力小"移动速度快’移动到小孔径胶处时"阻力突然加大"
移动速度急剧减慢)这样就在两种凝胶的交界处"样品的分离区带变窄"浓度升高’而且样品
中各组分在交界处"由于电荷效应而依次排列开来)第二"通电后"电极缓冲液中的甘氨酸进
入浓缩胶"遇到7N0’-的缓冲液"其解离度明显降低"负电荷减少"向阳极移动速度变慢’相
反"氯离子在任何7N下都处于解离状态"且颗粒和摩擦力都非常小"所以它的泳动速度较快’
而蛋白质在7N0’-的条件下"大部分以负离子形式存在"带较多的负电荷"泳动速度居于甘氨
酸和氯离子中间)结果在浓缩胶中"三种离子的泳动速度为#氯离子’蛋白质离子’甘氨酸离
子)氯离子%快离子&迅速向前移动"在它后面形成一个低离子浓度的低电导区域"电导与电势
梯度成反比"所以低电导区就有较高的电势梯度)这种高电势梯度迫使蛋白质离子和甘氨酸
离子%慢离子&在此区域内加速前进"追赶快离子"夹在快慢离子中间的蛋白质就在这种追赶过
程中被逐渐压缩聚集成一条狭窄的区带)当样品进入分离胶后"7N由0’.变为.’."甘氨酸
的解离度增加"负电荷增多"泳动加快"超过蛋白质的泳动速度时"凝胶中高电势梯度区域消
失"蛋白质样品在均一的电势梯度和7N条件下"在小孔径胶中按分子筛效应和电荷效应进行
分离)

聚丙烯酰胺凝胶具有机械强度好(弹性大(透明(化学稳定性高(无电渗作用(设备简单(样
品用量少%%’%$$(I&和分辨率高等优点"并可通过控制单体浓度或单体与交联剂的比例聚合
成孔径大小不同的凝胶"用于蛋白质和核酸等物质的分离及定性或定量分析)此外"还可加入
去垢剂十二烷基磺酸钠%A:F>H8F:F@9DGAHGQEB@"*R*&"以测定蛋白质亚基的分子量)在实验
中常按样品的相对分子质量%MC&大小来选择适宜的凝胶浓度%表%/#&)

表!"#!不同相对分子质量范围所选用的凝胶浓度百分率

!!!物质 相对分子质量 适用的凝胶浓度%Z&

蛋白质 (%<%$5 #$’1$
%<%$5’5<%$5 %&’#$
5<%$5’%<%$& %$’%&
%<%$&’&<%$& &’%$

’&<%$& #’&
核酸%R,K或S,K& (%<%$5 %&’#$

%<%$5’%<%$& &’%$
%<%$&’#<%$0 #’#’0

根据变性与否分为变性和非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳)

5’等电聚焦电泳!>A:@G@9BC>9Q:9HA>;I@G@9BC:7?:C@A>A#)X["!利用具有7N梯度的支持介
质来分离不同等电点蛋白质的电泳技术波称为等电聚焦电泳)电泳介质中加入两性电解质载
体"如脂肪族多氨基多羧基的混合物"7N范围有1’%$(5’0(&’-(0’.(-’(和.’%$等)
在电场作用下"两性电解质形成一个从阳极到阴极逐渐增大的7N梯度)在这种介质中电泳
时"带负电荷的蛋白质分子向阳极移动"带正电荷的蛋白质分子向阴极移动)当蛋白质分子移
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