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戊二醒诱发红外荧光用于凝胶中蛋白质的检测与定量
何刚李京宝王亮商澎蓦爱荣*

(西北工业大学生命科学院，西北工业大学特殊环境生物物理研究所，

空间生物实验模拟技术国防重点学科实验室，西安 710072)

摘要 蛋白质检测与定量分析在生物化学分析中非常重要，基于戊二醒与蛋白质相互作用

后在近红外光谱区域产生非特异性荧光的性质，且荧光信号强度与蛋白质含量存在线性关系，建立

一种凝肢中蛋白质检测与定量分析的方法. 该方法在室温下凝肢染色需要 1 h，但凝肢经过微波炉

加热处理，整个染色过程可在 3-5 min 内完成，且无需脱色，操作简使，所检测的蛋白质含量低至

7.8 吨，不失为一种简便、快速有效的蛋白质电泳分析方法。
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十二炕基磺酸铀聚丙烯酿肢凝胶电泳(SDS

PAGE)可用于检测蛋白质的相对分子质量和纯度， 广

泛应用于生命科学研究IIL 目前大多数实验室电泳后

主要采用考马斯亮蓝染色和银染色等方法对其蛋白

质进行检测与定量分析。 1963 年， Fazekas 等[2)就

筛选了大量染料用于电泳后的凝胶中蛋白质的定量

分析，结果发现，在一定浓度范围内，凝胶中蛋白质

与考马斯亮蓝R-250(Coomassie Brilliant Blue R-250, 

CBB R-250)形成的络合物含量遵循比尔朗伯定律。

由于红外荧光具有较高的信噪比，较强的穿透力而被

广泛应用于成像，临床诊断等[3-5)0 Shen 等[6)利用考

马斯亮蓝R-250产生的红外荧光成功进行了凝胶中蛋

白质的定量分析，所检测的蛋白质含量低至 10 吨 。

戊二醒(Glutaraldehyde)在细胞生物学中常用作

电镜制样时样品固定剂，它是一种双官能团交联剂，对

生物样品固定效果好[7.8)。在 1963 年即有研究发现，

戊二醒作为固定剂能够诱发生物样品产生自发荧

光I9MIll，该荧光能被棚氢化铀所悴灭[8) 0 1981 年，

Collins 等[10)研究了戊二醒固定生物样品时诱发产生

的荧光光谱特性，荧光在所选激发波长 420 nm-560 

- nm范围内均有吸收，在所选发射波长520 nm-600 nm 

范围内均有发射。在前期研究中，我们利用戊二醒

诱发的红外荧光信号强度与细胞数量之间的线性关

系建立出一种细胞计数方法[7) 。 在此基础上，我们还

建立出一种凝胶中蛋白质检测与定量分析的方法，用

于实验室电泳后凝胶中蛋白质的检测与定量分析，报

告如下。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

牛血清白蛋白(Bovine serum alburnin, BSA， 西安

宝信生物公司)，戊二醒(美国 Sigma 公司)，格兰仕

WD800G 型微波炉(广东格兰仕公司)， Odyssey 双红

外荧光扫描成像系统(美国 LI-COR Biosciences 公

司)， Biorad GelDoc XR凝胶成像系统(美国 Bio-Rad

公司)。

1.2 方法

1.2.1 戊二酶凝肢染色 SDS-PAGE 电泳(5% 的

浓缩胶， 10% 的分离胶，电泳电压 120V，电泳时间约

60 min)完毕后，取出凝胶置于培养皿用蒸馆洗涤去

除残留缓冲液，然后浸泡于用 lxPBS 配制的浓度为

0.5% 或 1% 戊二醒溶液中，放入微波炉小火档位(功

率约 320W)加热 3-5 rnin，用蒸馆水洗涤凝胶 3-5 次，

最后用 Odyssey 双红外荧光扫描成像系统进行扫描

成像(扫描参数设置:图像分辨率为 169μm，图像质

量为中等，扫描焦距为 0.5mm，扫描通道为 700 nm, 

扫描强度为 5.0) 。

1.2.2 考马斯亮蓝 R-250 凝肢染色 SDS-PAGE 

电泳(5% 的浓缩胶， 10% 的分离胶，电泳电压 120 V, 

电泳时间约 60 min)完毕后，取出凝胶置于培养皿用

蒸馆水洗涤去除残留缓冲液，然后浸泡于用50%甲醇
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和 10% 乙酸配制的 0.01%考马斯亮蓝R-250 中，在摇

床上摇动 30 min 进行染色，蒸馆水洗涤去除多余染

色液，用 40% 甲醇和 7%醋酸配制的脱色液进行脱色

3-5 h，用蒸馆水洗涤凝胶 3-5 次，最后用凝胶成像系

统进行扫描成像。

1.2.3 数据分析 通过Odyssey 2.1 系统应用软件

进行荧光信号强度值定量分析，实验重复 3 次，每次

3个平行样品，全部数据使用均以 GraphPad 阳sm5.0

软件进行统计分析处理并作图。

2 实验结果

2.1 戊二睦浓度对;疑胶染色的影晌

实验中，我们比较了浓度分别为 0. 5 % 、 1 % 、

2% 戊二醒的凝胶染色结果，结果表明， 浓度为 1% 的

戊二醒染色荧光信号强度值略高于浓度为 0.5% 的

(图 1) 。 可根据凝胶中蛋白质含量选择适当的戊二醒

浓度进行实验，对于凝胶中蛋白质含量较高时，选择

0.5% 戊二醒， 凝胶中蛋白质含量较低时，选择 1% 戊

二醒或者更高浓度。

2.2 温度对凝胶染色的影晌

为证实温度对凝胶染色效果的影响，我们比较了

室温(RT)、 37
0

C 、 60
0

C，以及微波炉小火档位(320 W) 

条件下的凝胶染色结果， 其中微波炉处理凝胶时间为

3 min，其余条件处理凝胶时间均为 10 min。结果表

明，随着温度的升高，条带颜色深浅度逐渐增强， 荧

光信号强度值也逐渐增加，微波炉加热处理的凝胶条

带颜色更深，荧光强度值更高(图 2) 。
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All gels were stained in a Petri dish with a glutaraldehyde staining 
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Fig.2 The etTect of temperature on staining 

AlI gels were stained in a Petri dish with a 0.5% glutaraldehyde staining 
solution. Gels were loaded 1 μg BSA. 

2.3 ;疑胶中蛋白质含量的定量分析

为证实荧光信号强度与凝胶中蛋白质含量存在线

性关系，对牛血清臼蛋白标准品梯度稀释。∞ nglμ1 -

0 .78 ng/μ1)，并对结果进行线性回归分析。结果表明，

在所检测范围内，其红外荧光信号强度与凝胶中蛋白

质含量存在良好一次线性关系(泸>0.99) ， 能较为准确

反映凝胶中蛋白质含量(图 3) 。

2.4 考马斯亮蓝 R-250 染色与戊二醒染色的比较

我们通过SDS-PAGE电泳从人骨肉瘤MG-63细

胞提取的蛋白质，比较了考马斯亮蓝 R-250(图 4A)染
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Fig.3 Quant itation of BSA in SDS.PAGE gels stained with 

1 % glutaraldehyde staining solution under 320 W microwave 

treatment for 5min 

Gels were loaded with 2 000 ng 田7 . 8 ng protein. A: imaging by 
fluorescence is shown. B: the fluorescence response is Iiner over the 

range shown. The regression equation is y=0.0035x+3.6601, r1= 
0.9964. 
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(A) (B) 质的检测与定量分析，通常使用的戊二醒浓度为0.5%

(用时新鲜配制)，微波炉加热处理凝胶时间为 3 mino 

由于微波加热处理凝胶时会有刺激性气味的戊

二醒气体逸出， 对眼睛、 皮肤和粘膜有强烈的剌激

作用，实验室应有较好的通风条件。

总之，该方法是一种简便、快速有效的蛋白质

电泳分析方法，能够运用于电泳后凝胶中蛋白质的检

测与定量分析。

Fig.4 Comparison between CBB R -250 stain (A) and 0.5% 参考文献(References)
glutaraldehyde stain (B) 1 Pal JK, Sarkar A, Katoch B. Detergent-mediated destaining of 

Protein extracts from MG-63 cells. The 5μg proteins were loaded; coomassie bri1liant blue-stained SDS polyacrylamide gels. In-

staining and destaining were done as described in the text. dian J Exp Biol 2001; 39(1): 95. 

色与戊二醒(图 4B)染色结果，结果表明:两种染色方

法的蛋白质条带基本一致(图的。

3 讨论
本文基于戊二醒诱发产生的红外荧光，建立了一

种凝胶中蛋白质检测与定量分析的方法。该方法在
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推测:温度的升高，蛋白质被快速固定，微波炉加热

有利于戊二醒的渗入，增强井加速了与蛋白质结合，大

大缩短了二者反应时间。
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896 · 技术与方法·

Glutaraldehyde Induced Infrared Fluorescence for Detection and 
Quantitation of Protein in Polyacrylamide Gels 

Gang He, Jing-Bao Li, Liang Wang, Peng Shang, Ai-Rong Qian* 

(Key Laboratory for Space Biosciences and Biotechnology, Institute of Special Environmental Biophysics, Faculη ofL价

Sciences, Northwestem Polytechnical Universi纱， Xi'an 710072, China) 

Abstract Protein detection and quantitation is very important in biochemical analysis. Reaction of 

glutaraldehyde with proteins results in nonspecific infrared fluorescence at some excitation wavelengths, and the 

intensity of fluorescence was directly proportional to protein content over the range of 7.8 ng to 2 000 ng for our 

test protein, BSA. We took advantage of this property to develop a new method for detection and quantitation of 

proteins in polyacrylamide gels. The staining can be perfo口ned at room temperature, but is faster when gels expo

sure to microwave. Staining requires only 3-5 min, don't need destaining process. The method can be used for 

routine analytical pu甲oses due to its sensitivity, speed and simplicity. 

Key words SDS-PAGE; glutaraldehyde; infrared fluorescence; protein quantitation 
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