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!技术与方法!

肺癌组织蛋白质组双向凝胶电泳方法的建立和优化

王建设!

!庞明珍!

!吴逸明"
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摘
!

要"目的
!

建立和优化肺癌组织蛋白质组双向凝胶电泳"

"/R&

%技术!获取高分辨率(重复性好的蛋白质
"/R&

图谱&方

法
!

提取肺癌组织蛋白!以固相
J

T

梯度胶条做第一向等电聚焦电泳!十二烷基磺酸钠
/

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

*R*/1-'&

%为第二

向!在上述过程中分别对蛋白提取(等电聚焦电泳和凝胶染色进行控制和优化!利用
25L

K

E+L,AEG"R

J

7LA:>B5<#%

分析软件获得

二维凝胶图像&结果
!

实验重复
0

次!共获
!4

幅二维凝胶图像!平均蛋白质点数为
!!0?\4?

$随机选取
!

例标本的
"

幅图像!利

用软件对
"

幅图像中蛋白点进行匹配!匹配率为
;%#$U

&结论
!

优化肺癌组织蛋白质组
"/R&

技术可获得高分辨率(重复性好的

蛋白质
"/R&

图谱!为开展肺癌组织蛋白质组学研究打下基础&

关键词"肺肿瘤$蛋白质组$电泳!凝胶!双向

96:

!

!%#0;<;

"

=

#:,,>#!<?!/@0$@#"%!!#0$#%!;

文献标识码"

-

文章编号"

!<?!/@0$@

"

"%!!

%

0$/0$@%/%"

C-&0%1$-#6*"&0"4'

.

&$6$E0&$'"'+&>'34$6*"-$'"01

.

'1

)

0,(

)

106$4*

/

*1

*1*,&('

.

#'(*-$-+'(

.

('&*'60"01

)

-$-'+12"

/

&26'(&$--2*

G"#

&

'("#=,-

!

#

F"#

&

?(#

&

K,-#

!

#

G%$(:(#

&

"

#

$

!6!-M(+0**-

&

-0

1

W0>"9(0#"#;C->,#0*0

&.

#

!-M(

#

!-#"#$4@%0%

#

+,(#"

%

"6)>,00*0

1

F%M*(>!-"*9,

#

4,-#

&

K,0%D#(<-8=(9

.

#

4,-#

&

K,0%

#

!-#"#$4%%%!

#

+,(#"

&

7%-&(0,&

!

8%

9

*,&$5*

!

.6E,ALF7:,DL>96

J

A:5:OEADEAEID>:

b

BE6HAP6/9:5E>,:6>L7

J

67

C

LIG

C

7L5:9E

K

E7E7EIAG6

J

D6GE,:,

$

"/R&

&

H6G

J

G6AE65L>L7

C

,:,6H7B>

K

AB56GA:,,BE:>6G9EGA66FAL:>"/R&

J

G6AE:>5L

J

P:ADD:

K

D/GE,67BA:6>L>9FEAAEGGE

J

ELALF:7:A

C

#:*&#'4-

!

1G6AE:>,HG657B>

K

AB56GA:,,BEPEGEESAGLIAE9#2556F:7:OE9

J

T

K

GL9:E>A

$

21'

&

,AG:

J

,PL,B,E9A6

J

EGH6G5:,6E7EIAG:IH6IB,:>

K

E7EIAG6

J

D6GE,:,

$

ADEH:G,A9:5E>,:6>

&#

L>9,69:B5969EI

C

7,B7HLAE/

J

67

C

LIG

C

7L5:9E

K

E7E7EIAG6

J

D6GE,:,

$

*R*/1-'&

&

,EGME9L,ADE

,EI6>99:5E>,:6>#2>

J

G6IE9BGE,LF6ME

#

J

G6AE:>ESAGLIA:6>

#

:,6E7EIAG:IH6IB,:>

K

E7EIAG6

J

D6GE,:,L>9

K

E7,AL:>:>

K

PEGEI6>AG677E9L>9

6

J

A:5:OE9

#

GE,

J

EIA:ME7

C

#25L

K

E+L,AEG"R

J

7LA:>B5<#%L>L7

C

O:>

K

,6HAPLGEPL,B,E9A6

K

L:>AP6/9:5E>,:6>L7

K

E7:5L

K

E,#;*-21&-

!

.DEES

J

EG:5E>APL,GE

J

ELAE9ADGEEA:5E,

#

L>9LA6AL76H!4AP6/9:5E>,:6>L7

K

E7:5L

K

E,PEGE6FAL:>E9P:ADLMEGL

K

E

J

G6AE:>,

J

6A,6H

!!0?\4?#.P6:5L

K

E,6HL,L5

J

7EPEGE,E7EIAE9GL>9657

C

#+LAID:>

K

ADE

J

G6AE:>,

J

6A,:>ADE":5L

K

E,B,:>

K

,6HAPLGE9E56>,AGL/

AE9L5LAID:>

K

GLAE6H;%#$U#<'",12-$'"

!

"/R&

J

G6AE:>5L

J

P:ADD:

K

D/GE,67B,:6>L>9FEAAEGGE

J

ELALF:7:A

C

IL>FE6FAL:>E9F

C

6

J

A:5:O:>

K

"/R&AEID>:

b

BEH6G

J

G6AE65L>L7

C

,:,6H7B>

K

AB56GA:,,BE

#

L>97L

C

ADEH6B>9LA:6>H6GHBGADEG

J

G6AE65:I,GE,ELGID6H7B>

K

AB56G#

=*

)

>'(4-

!

7B>

K

>E6

J

7L,5,

%

J

G6AE65E

%

E7EIAG6

J

D6GE,:,

#

K

E7

#

AP6/9:5E>,:6>L7

!!

随着后基因组时代的到来#蛋白质组研究越来越受到国内

外科学工作者的密切关注'蛋白质组的研究能深入了解生命

活动的全貌及其本质和规律)

!

*

'双向凝胶电泳$

AP6/9:5E>/

,:6>L7
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D6GE,:,
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"/R&

&是蛋白质组学研究的重要技术

之一)

"

*

#而蛋白质样品的制备是
"/R&

的关键)

0

*

'获得高分辨

率(重复性好的蛋白质
"/R&

图谱是蛋白质组学研究的前提'

本研究以肺癌组织为材料#采用不同的样品制备方法和聚焦条

件的优化进行比较#确定了适合肺癌组织蛋白质样品的制备方

法#获得了较好的效果'

?

!

资料与方法

?#?

!

一般资料
!

肺癌组织标本!

"?

例肺癌组织标本来源于郑

州大学第一附属医院胸外科'主要试剂和设备!丙烯酰胺(甲

叉双丙烯酰胺(

]

#

]

#

]k

#

]k/

四甲基乙二胺$

.&+&R

&(两性电

解质(

(T-1*

购自
*:

K

5L

公司%二硫苏糖醇$

R..

&(十二烷基

磺酸钠$

*R*

&购自
*67LGF:6

公司%超声细胞粉碎机为宁波新芝

仪器研究所生产%

!?I5

J

T0

"

!%21'

预制胶条$线性&(等电

聚焦仪(

25L

K

E*IL>>EG

型凝胶图像扫描仪(

25L

K

E+L,AEG"R

J

7LA:>B5<#%

凝胶图像分析软件(十二烷基磺酸钠
/

聚丙烯酰胺

凝胶$

*R*/1-'&

&垂直电泳单元等均为美国
'&

公司产品'

?#@

!

方法

?#@#?

!

肺癌组织蛋白样品的制备
!

将肺癌标本从
f@%e

冰

箱取出#用预冷的生理盐水$

$e

&洗去血污#取黄豆大小肺癌

组织$约
4%%5

K

&#无菌纱布吸去多余水分'参照文献)

$

*#采

用两种方法提取蛋白!一步法#按
![0

比例在剪碎后的肺癌组

织中加入样品裂解液)含
?567

"

8

尿素#

"567

"

8

硫脲#

$%

K

"

8

(T-1*

#

<45567

"

8R..

#

%#!

K

"

8

苯甲基磺酰氟$

1+*a

&#

%#%%!

K

"

8-

J

G6A:>:>

*#制备组织匀浆%冰浴中超声粉碎处理
4

5:>

#功率
"4%`

#工作
4,

#间歇
!%,

#共
"%

次%

!4%%%

K

$e

离

心
$45:>

#避开脂质层#吸取上清液后#再
$%%%%

K

$e

离心
$4

5:>

#吸取上清液'

ZGL9H6G9

法测定蛋白浓度 #分装
f@%e

冰

箱保存'两步法#上述方法取得的样品用
"fRI7EL>/B

J

Q:A

处

理#按照
"fRI7EL>/B

J

试剂盒说明书'

?#@#@

!

第一向固相
J

T

梯度$

21'

&等电聚焦电泳
!

将冻干的

蛋白质样品$分别以银染胶
!%%

!

K

和考马斯亮蓝染胶
!5

K

的

上样量&重悬于水化上样缓冲液$含
?567

"

8

尿素#

"567

"

8

硫

脲#

$%

K

"

8(T-1*

#

<45567

"

8R..

#

"

K

"

8

两性电解质和

%#%!

K

"

8

溴酚蓝&中#控制总体积
!?I5

胶条不超过
$%%

!

8

#

置冰上
!D

后#在胶条上方加矿物油覆盖#将聚焦槽平稳移置

聚焦仪#设置等电聚焦程序)

4/<

*

'本实验分别采用
-

(

Z

两种程

序#设置极限电流为每胶
4%

!

-

#聚焦温度为
!?e

#见表
!

'

%@$0

重庆医学
"%!!

年
!"

月第
$%

卷第
0$

期



表
!

!!

!?I521'

胶条等电聚焦程序

程序
4%)

主动
"4%)

线性
4%%)

快速
!%%%)

快速
!%%%%)

线性
!%%%%)

快速
4%%)

快速

- !"D 0%5:> !D f 4D <%%%%)D ;;D

Z !"D 0%5:> !D !D 4D <%%%%)D ;;D

!!

f

!此项无数据'

!!

完成等电聚焦的胶条#置水化盘中#先后加入平衡缓冲液

%

$

<567

"

8

尿素#

"%

K

"

8*R*

#

%#0?4567

"

8

J

T@#@.G:,/

T(7

#体积分数
"%U

甘油和
"%

K

"

8R..

&和平衡缓冲液
+

$

<

567

"

8

尿素#

"%

K

"

8*R*

#

%#0?4567

"

8

J

T@#@.G:,/T(7

#体积

分数
"%U

甘油和
"4

K

"

8

碘乙酰胺 &中#进行二次平衡#每次平

衡
!"5:>

'

?#@#A

!

第二向
*R*/1-'&

垂直电泳
!

制备
!"U*R*/1-'&

均一胶'将蛋白质
+LGQEG

点样于滤纸#置胶条的.

X

/极端#

4

K

"

8

琼脂糖凝胶封口#设置电泳程序$

!?I5

胶条 #每胶
!%

5-

#

0%5:>

后提高电流至
"45-

&#进行
"/R&

#当溴酚蓝至凝

胶下缘
%#4I5

时停止电泳'

?#@#B

!

凝胶的染色
!

采用硝酸银染或考马斯亮蓝染色'参考

文献)

?/@

*的方法'

?#@#F

!

凝胶图像分析
!

染色后的
*R*/1-'&

#用
25L

K

E*IL>/

>EG

型凝胶图像扫描仪扫描成像#数字化图像用
25L

K

E+L,AEG

"R

J

7LA:>B5<#%

软件分析'图像分析过程包括蛋白质点的检

测(蛋白质点的匹配和背景的消减等'

@

!

结
!!

果

@#?

!

两种聚焦程序比较
!

任选一例样品在其他处理方面均一

致的情况下#分别采用程序
-

和程序
Z

进行等电聚焦#结果程

序
-

聚焦时间为
0%D4%5:>

#程序
Z

聚焦时间为
"?D"%5:>

'

@#@

!

两种蛋白质样品提取方法的凝胶图像分析
!

分别采用一

步法和两步法提取肺癌组织蛋白质#聚焦程序和染色方法均一

致#获得的二维凝胶图像比较#一步法凝胶图像$图
!-

&背景较

深#有纵横条纹和蛋白点的拖尾%而两步法则凝胶图像$图
!Z

&

背景干净#没有纵横条纹和蛋白点的拖尾'

!!

-

!一步法凝胶图像%

Z

!两步法凝胶图像'

图
!

!!

蛋白质样品提取方法的凝胶图像

@#A

!

优化后肺癌组织蛋白质组双向凝胶图像的分析
!

采用两

步法提取肺癌组织蛋白质#聚焦程序选择
Z

#硝酸银染色'标

本重复
0

次#共获
!4

幅二维凝胶图像'随机选择其中一个标

本在不同时间获得图像来评价实验的重复性'

25L

K

E+L,AEG

"R

J

7LA:>B5<#%

软件对凝胶图像的分析结果显示#

!4

幅二维

凝胶图像平均蛋白质点数为
!!0?\4?

%两幅图谱中能够匹配

的蛋白点为
!%;0

个#匹配率为
;%#$U

'

A

!

讨
!!

论

自
VkaLGGE77

)

"

*于
!;?4

年首次建立了
"/R&

技术以来#电

泳技术发展迅猛'但是如何制备具有高灵敏度和高分辨率的

"/R&

仍然是现代蛋白质组学研究的重点之一'由于
"/R&

对

批量蛋白质可实现一次性分离#具有高灵敏度和高分辨率#便

于计算机图像处理#可以很好地与质谱分析等鉴定方法匹配#

因而是目前分离蛋白质组分的核心技术'由于各种组织蛋白

的不同#就要求在实验的各个环节进行摸索和控制'

A#?

!

组织蛋白质样品的制备
!

蛋白质样品的制备是关键环

节#关系到蛋白质组研究结果的准确性)

;

*

'样本制备主要包括

蛋白提取与沉淀两个步骤'蛋白提取过程需尽可能地溶解和

解聚蛋白质)

!%

*

'通常采用分级提取蛋白的方法#但是繁琐的

样品制备步骤容易造成样品中蛋白质组分的丢失)

!!

*

'为了尽

可能减少蛋白丢失#本研究采用液氮冷冻研磨的方法提取蛋

白'蛋白质样品中的盐离子(核酸等物质能够对等电聚焦过程

产生显著影响)

!"

*

'盐离子浓度过高将导致水化过程延长#蛋

白质聚焦不完全#使凝胶图像产生明显的横向拖尾#甚至会破

坏胶条'透析可以降低盐浓度#但时间太长%也可以采取凝胶

过滤或沉淀重悬法脱盐#但会造成蛋白质的部分损失'本实验

中采用
"fRI7EL>/B

J

试剂盒处理样品#去除了盐离子#缩短了

聚焦时间'核酸的残留将影响第二向
*R*/1-'&

中高相对分

子质量蛋白分离#导致明显的纵向拖尾'核酸的去除可采用超

声或核酸酶处理#而加入的外源核酸酶则会出现在最终的
"R

胶上'本实验中采用超声波破碎和高速离心的方法除去大分

子的核酸'超声波破碎时应控制好条件#并防止产生泡沫#功

率不可太高#在冰浴中进行#否则产热会加速蛋白的降解#高速

离心时也要保持低温'

A#@

!

第一向
21'

等电聚焦
!

21'

胶条的应用使等电聚焦变得

简单起来#一般生产厂家都给参考的聚焦程序#但是由于每种

样品的不同#很难使用统一的标准#本实验采用的两种聚焦程

序#

-

程序聚焦时#电压升得慢#需要聚集时间延长很多#并且

聚焦后的胶条厚度不均匀#在正极端较薄%而
Z

程序在
-

的基

础上加上一步
!%%%)

快速除盐#缩短了聚焦时间'

A#A

!

凝胶的染色
!

目前最常用的染色方法有银染和考马斯亮

蓝染色'银染的方法种类很多#但是其准确的染色机制还不是

特别的清楚'大致的原理是银离子在碱性
J

T

环境下被还原

成金属银#沉淀在蛋白质的表面上而显色'很多银染程序都使

用了戊二醛#它能提高银染的灵敏度和染色结果的重复性#但

是因为戊二醛会修饰蛋白质#从而会影响对蛋白质点的质谱鉴

定和分析)

!0/!$

*

'由于银染的灵敏度很高#可染出胶上低于
!

>

K

蛋白质点#故广泛的用在
"R

凝胶分析上)

!4/!<

*

'待找到自己

感兴趣的蛋白质点后#再通过考染富集该目的点#然后做进一

步的肽段指纹图谱分析$

1+a

&或序列测定'
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圆/状的生长)

;

*

'

@#@

!

平滑肌免疫组化鉴定
!(

肌动蛋白免疫组化染色可见细

胞质内含有与细胞长轴相平行的黄色颗粒#证实为平滑肌细

胞#细胞纯度在
;4U

以上)

!%/!!

*

'

A

!

讨
!!

论

随着动物组织细胞培养技术和培养基质量的不断提高#目

前对于血管平滑肌细胞的体外分离培养有很多报道#但对老龄

*R

大鼠的血管平滑肌细胞的报道少见#由于老龄动物组织细

胞较年轻的动物组织细胞不易培养#寻找一种稳定的对老龄

*R

大鼠的血管平滑肌细胞培养的方法是非常重要的#本研究

经过多次预实验#包括组织植块培养法(悬浮组织块培养法(酶

消化分散细胞原代培养法#发现#植块培养法和悬浮组织块培

养法成功率低#不易掌握#不能稳定地获得实验所需的细胞#即

使成功#但耗时长#并且易产生成纤维细胞等杂质#

%#"U

+

型

胶原酶消化分离细胞原代培养法可稳定(大量的获得实验所需

的细胞'这可能是因为老龄动物血管平滑肌细胞出现增龄变

化#分离后休眠期长#进入分裂的细胞而不易在体外生长增殖#

而且老龄动物动脉血管中膜#胞外基质增加#血管平滑肌细胞

被增高的弹力膜和胶原纤维分隔#组织植块培养法中细胞爬出

阻力增大#酶消化法可将胞外基质消化#细胞易游离出来'总

之成功的老龄
*R

大鼠血管平滑肌细胞培养需要重视以下几

点!$

!

&快速(仔细(彻底剥离血管中膜层#以获得高纯度的平滑

肌组织%$

"

&组织块应尽量剪碎#便于很好地消化#消化程度是

以肉眼不见消化液中的组织块#而是均匀黏稠状的混悬液为

宜#在相差显微镜下可见大小成团细胞和单个细胞#如果
!"

"

!@D

都不能很好地消化组织块#应及时更换胶原酶%$

0

&高质

量的
+

型胶原酶和胎牛血清是成功的关键%$

$

&分离组织时动

作一定要轻柔#避免对血管组织的过度损伤%$

4

&在开始培养的

?"D

内#必须绝对静置#以防刚贴壁的细胞重新漂浮而死亡%

$

<

&传代时掌握好消化的时机是成功的关键#当细胞变成不透

亮并细胞间有间隙出现#即可终止消化#消化后以成片成团的

细胞成活率为高%$

?

&细胞培养全过程中要求严格的无菌操

作)

!"

*

'

本实验用
%#"U

+

型胶原酶$用含的
"%U

胎牛血清

R+&+

"

a!"

培养基配制&消化老龄
*R

大鼠主动脉平滑肌细

胞#并综合运用自然纯化法(差速贴壁法纯化获得高纯度血管

平滑肌细胞#经鉴定#细胞纯度可达
;4U

以上#本方法稳定易

掌握#具有一定的推广价值#为心血管系统病研究提供稳定的

细胞来源'
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