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摘要

采用浓集 飞 机1细胞的 ìj!J式内心 方法分 iAl

小鼠孔癌细胞 66 ， 日Il 从培养;在 2 天 的 P 细 n~;

中分得 P-G 1 部分 ， 由 培养第 7 天的 Q细胞中

分得 Q-G 1 (G o /G 1 )部分。

j句式离心后的 P-G 1 军口 Q-G 1 细胞， 其体

积相应比分离审Ji'fJ P 和 Q 减小; 通 过 FCM i全

检测 ， 分岗后两亚群中 90% 以上的细 )j _!I属 G 1
丰目;但连续 H3 标记结果显示， P-G 1 的标记扣
数和 P 细胞接近 1: ~ 达 97 .1 %, Q-G 1 的标记 jH

数比 Q细胞低仅 1. 7 % ; 放射存活山线表明 ，

分离前的 Q细胞 U~ P 细胞放射敏感性高 ， 分离

后 P-G ， 的放射反应基 本 主j P 细胞相同， 而

Q-G 1IJ甘放射敏感性高于Q细胞。 实验证明 ，在

具有同样 DNA 含量的 G 1 榈细胞，由 于原来

j 实验技术;

所处的生长状态不问( P→G 1 米臼 P 细胞 ， Q-G 1

来自 Q细胞 〉，其结! L_:体积 、 1世殖 能力和l放射

敏感性均现出其旧有的异 )jJ、 特性。
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新生大鼠顶盖脑组织提取液的生化分析

一Phast Systenl 电脑快途电泳

周明华 林斯骏 赵丽萍吴主 印

(香港大学医学院解剖学系 )

电泳( 聚丙烯眈胶 凝 胶电泳， PAGE 或

SDS-PAGE 及等 电聚焦脱 )j;( 电泳， IEF )对蛋

白质的精确分离性能是其他任何方法都难于得

到的， 目前在生命科学中已经成为许多分科研

究的有效工只。 一般 电泳j !j 大块版胶， 在缓冲

槽中垂直向地进行， 或在平面上作等电聚fE J疑

胶电泳( 样品的分离距离 超过 10 JR:米) ， 而且

样品是用得也多。 近年来由于甩泳引用电脑等

技术， 在许多方而都有相应的改进。如超前凝

胶片由于使用共价也捉j应改进了破硝板或聚附

膜[1] ， 并在说(胶片被以塑料 :与衬 ，防止在染色

或干燥时 的变形; 在冷 ~H! 上由于超川 ì*~胶片的

任 /i猝 手]、

(香港中文大学医学院解剖'兰系 )

小切面可减低热量、 (Iì-í坦 l;'~输送 、 j片大丁电场

强度( field stre ngth ) ， 另二 fH);'，I丁'聚 .~， :\ 时间和分

离距 离( 3.8 厘米) ; 使用微量样品能够在较短

的时间里使蛋白质获得良好的分离[ Z - 4]; 使用

缓冲条(琼脂糖加缓冲液 )代 背了援 ì 1 j' 液和缓 ?中

槽 [ 5 ] 。 所以 Görg 等(l 9 8 :D认为这是理 想的平

面电泳设备。 本文用 Phast System 分 l骂了顶iEJ

m组织提取液， 并用 其染色斗f'~ ~ 注ti}~地进行电脑

操作染色。

材料与 贯注

1 .顶盘提取i茧的树备[ó 1 '1 只 Spra ηgue Dawl-
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衰 3 进行 10-1 5 (, ~ 锚区白 :!'~"~ r _À. r; E 前芦 席ey 新ll-:. 7~:-!/ ( 霄浩大 " (~~!J全动物中心i电供 lrE无菌条件

-F断头吐气 ， 11'< jy[ î:: 'I[<j价l织 ， 才"仰起IJi竞 F利离j民艘 ，

弄~iI-:i'm 0 . 03 ?~!尸;可'1' J 6í;J T 37 CC - I'~ïì'j{巳 30 分钟 ， 到世用

MEM 冲洗三i人 3 再 JJrJ入 1 ;~ j l ' l O mmol jL Tri s-HC1 

pH 7 . 2 ， 斤j ;~'í代 ;'~ JJ ，万;心 (1 50 0 rpm , 10 分 钟) ; 最后

用 0. 2 i功米 ， f::: iti:;过 ~'! E:. ! _ i曰:支， !I L;I);-;'夜 PilTIU(t'~取液。

2. PhastSystem 电泳仪 此也 泊、 仪 (LKB 瑞典)

由电脑控制工巧程序 ， 巾， 段是镀 t，k棒 ， 自动控制温

度。 微最样品.;j，用 J. 2 :n吃 31;1&升涂于涂样器 |二 o

í f(;ljlj ì疑 W( ) '1 ' (20% ~I !:)~ PAG 巳、 SDS-PAGE 20 %ì疑

胶 、 J 0一 15 %Mi立 自 然 PAGE 和 1 l EF 3- 9 ,Pharmacia , 

LKB Jfiti~H.!-) 为 50 x '13 x 0. 45 毫米。选适宜 的缓冲条

(由缓冲液和， f'f~脂将';liIJ成的固体条 ) 安放于缓冲条夹持

器 l二 ， 并j气愤够在 100 、 200 、 400 、 8 00 和 1600 Vh 

「包泳之后， 在~~妻表而 jý]lj:f号'L二 的 pH 和离 子 ft 参 m

Olsson 等的 22:我~ 5 J编制各个 Fi.!，泳 程 序 (见表 1 、 2 、

3 和 1 )分别输入 Phas tSystem FI!泳仪备用 。

3. 桦品:余敛' 取 1 二二 F卡1][ !X; 提取液 ， j悯 干 帕拉

!饺 1\f iJ页 ( paraf il m) ， 在粉、 「: ;付 r~'苦之后敲样 tl击 ， 再称

苦! 涂料器， {,I',' ，!仁宇7 汁\+rJ ~lrr}~， t击 ; 也可仁1 月1微奇:注射器

直接涂干涂，盯苦苦|。 当输入编制的电泳程序之后 ， 安

放在改样器MJ!'(，j涂样 ~1~开始与 J疑胶而接触， 使样品

散布于 J剧院 ， :f)~ rr气涂料然才离刑二凝胶片， 开始 llil永。

4 . 负~1'1染色方法 见 ( 71 。

袋 1 进行 20 % 自然 PAGE 的程序

ß;- f~~ 
，)\在 j 于;

Itur 1!1};t: 1 扎力
(v) ( rnA) ( w) 

度
川

日
旺
勾1

·1

( Vhn 

1 1贝 1 11. ;); 400 10 . 0 ?O lS 

2 1;~H!tWJ 400 1. 0 2 . 0 15 

10 

2 

3 分离 400 10 . 0 2 .0 ]5 170 

a. Vh( 1 包 [[ X 小时)表示控制每一个程序的时间。

b. 第二个自』序涂料器由累积 10 Vh 时间开始与

破胶!百接触， 至Ij J 2 Vh 时脱离接触。

装 2 进行 SDS-PAGE 的程序

~­

!YM 
也只与电流 电力 温度
(v) ( mA ) ( w ) ( OC) Vh 有!

j于

1 Tiíi 电 ;'1~ 250 10 3 15 

2 已与样 ; (月 250 1 3 15 1 

3 分 i注: 250 10 3 15 95 

-画面凶，ι_"，._--'......-..，__._申ι.庐~咽- -~-_._---_.-

J ~ 2() "'F-

~j;' 科 「杠 ffi I U.~'i1ì: 111 J J 、~/lJt r ~:~ 
Vh 

!殿 序 ( v) (mA ) (w ) (c) 

一一一一一一一一

1 7页电泳 tlO O 20 :、 15 平。

2 涂样期 400 2 5 15 2 

3 J八7 肯r叮r 100 20 5 1 S 268 

褒 4 进行 IEF 3 -9 的IEF字

步 T!f 1[1,[[ rl!. Ì!;,: i !:J, ) ) 
骤 }于 (v) (mA) (w) 

Jt til l fL It沪:j "
Vh 

( C) 

15 75 

15 15 

15 .J 10 

1 预电泳 2000 2.5 3.5 

2 涂样期 20 0 2.5 3.~ 
3 分离 2000 2.5 3.5 

:'. S1~色 Phast System 'lr 1气 7i'J 乎川是?可 1:斤的 ，通

过共 10 个出口 JW与容器 !UÚ:跤 ， iJJI 气 If)) (lJ 口气 '

按程序自动 11[(填充和JJI! 空波休。 斤~ (,-/ ! ! 二 ~J 诅!空手口在

于丽的传1:0;器 ，使温 13\(' =L~ ;I1IJ T主阻:fIJ SO'C 箩 九 液休1'( 8 

毫升/分钟的1捉迷 i后环运行。 :qJ交 J \-(: i!~ 色 tl;!li ì J才 问定

于旋转架上， 不|τ染色过程 r! 1 1;班胶片i'i7 1 归 于(0 1':"'01" 0 1与染

液等有比较均匀的接触。 作用的时 间 " J1'(由 0.1 分钟

到 99 分钟 o Phas t System 通过?我却j Il!. ;;，;，气气 i ηi:J L能够f7·

贮 9 科!染色方法，何种可以包括:20 í、 Jj，归。专马

其rr亮兰染色和脱色的全过丰忏'{I为 30- ，; 0 介'1:1 1 1 川、 川 ，

氨俄染色的全过程也只需要 50 多分忡。

费 5 自然;疑般电泳后考马斯克兰

染色约电脑程序

:仨 溶 入口 IU 口 nJ i'!可洞 口工

嚷液号内 号码 (m i!l) ( OC) 

染色 。 7 50 

2 脱色 2 。 SO 

3 脱色 η d 。 10 50 

4 脱色 4 。 l S 50 

D 保存 5 。 1:; 50 

结果 与讨论

以 Phast System 电泳仪、 PhastGel ;fI J 缓

冲条对顶盖提取液分别 进行了 20%自然

本研究 1:8存港大学、 民学院、 於p，ê 3G0031 07 ()2 

和 UPGC 2214000 30 等基金资助。
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开~ 1 2 卷结 3 期 细胞生物 学 杂志 11i 

PAGE、 SDS -PAGE 、 10-15% 梯度自然

PAG E 和 IEF :\一- 9 电泳，其结果:

(1)20% 1' 1 然 PA GE 电泳参数 见 表 1 。

电泳后经绍'Í : l~ 染色显现约有 25 条明显的蛋白

带(1主! j λ .~~;: !ì 电蛋白 ，;;; fl 叫示 ìll低分子量远白质

中1-1 Ll t&, ~ J 于 _i l'. 在，1 L KD 以上有 6 条蛋白惰，

在 25 ， 5 KD ,'1': :1 5 KD 有 6 条蛋白'时， 在

14 . 4 KD 主 :~.l . 8 KD 有 7 条蛋白带。 此外，大

于 9 1 KD {j'一条蛋白伟，小于 H.4 KD 有 5

条蛋白节。 扑H1";周明 fl二和赵丽萍的实验表明 ，

顶盖jA1 月义掖是 {f生物活性的， 对培养视网膜细

胞的生 !乏有促进作用 [6] 。

国 1 1，丁:生提cy. j富 的 20 ;/~ 自 然 PAGE

后在i 银染t主 的固 JE

1j~i~1 分子 iH KD) : 94 (1) 、 67( 2) 、 4 3(3) 、

30 ( ，j ) 、 20(5) 'iI 1 1. 4(6) 。

(2) SDS-PAGE 电站〈参数见表 2 0 1页 AL

捉以液经ì_1 Ccnt ri con-1 0 微浓缩苦苦(70 00 rpm , 
15 分忡) , !徐小于 1 0 KD 蛋白质和 Centric-

011-30 微浓 器( 7000 叩门1 ， 20 分钟 )除去大于

30 KD 蛋 白 日 ， 剩下的 ，Æ: ;'IÌ( J]J1等量 1 0 mmol j L 

T ris-lO%SDS- l mmol j L EDTA-IO% 阳就基乙

醇 ， i同匀后进ij- 电泳。 经结;恨 t1，~ 包显现 19 条

蛋 白甜;(图二 ) ， 这些蛋白·谐和标准低分子量蛋

白质相比较，分子量在 ，19 KD 以上有 7 条蛋白

带 ， 25 . ::; KD 三 30 KD 干j ， [ 条蛋白带 ， 16. 2 KD 

主 2 '1 1< D 有 3 条:五白 :if。此 外，尚有大于

!L， KD 有 J 条 i主臼 :w n-j j\于，1 ，1 . 4. KD 有 3 条最

图 2 顶量在摄取液的 SDS-PAGE

后~银染包的图福

怀ìfi 分子里 ( K9 ) : 9,j (川 、 67(2 人 43(3) 、

30( ，1) 、 ;W( 5) 平 i I1 ，1. 4(6) 。

固 3 顶益提取液的10~15% PAGE

后氨银染色的图相

杭i住 7J 子量 ( KD ) : 94 (1)、 67 (2) . 刊 (3) 、

30( 4) 、 20(5) i'lJ 1,1‘ j (G) 。

臼 J肘。

(3) 10-15%梯度自然 PA.GE IÌl ì'在参数见

表 3 0 ]岚 J~G: 1足取液 也泳后 ， 经氨 i i : 染 色兑现

;-l 0 条 蛋白;酌 ， 手1] 标准低分子量最白质[1'1]比较 ，

分 子量在 39 KD 以上有 5 条蛋白箭 ， 25. 5 KD 

空 白 KD 有 5 条蛋白带， 在 1 "1. 7 KD :"E 24 KD 

有 11 条蛋白带。 尚有大于 91 KD I'J~ 有 3 条有1

小于 14.4 KD 的有 6 条蛋白卅。从梯)主棋!皮 Iß

M， !到相 rll 叮以打出，小分子 ~ : ni l~lID~' 1句J:ttn J~rìU 

J&浓度 I'i~ :;i;} J首 ， 其 ;王:三过二度逐 i.m- Vr~ é~:Q ， 这 vλ
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图 4 顶盖t~IiZ泼的 IEF 3-9~;电器这

凝胶片}， ~去后， 缸银3条 t!~m

,-*, 

1号、 :c一等 l巳点 (pl ) : 9.30 (川、 8 . 45(2 ) 、 7. 3 5 ( 3) 、

5 . 85( 4) 、 5 . 2 0( 5) 平日 4 .55( 6 ) 。

有利于蛋 白质的集中浓纯而显带( 图 3 )。

( ,1) IEF 3-9 ， 使用 PhastGel 快 速 平 T1 1

等 电聚拉版胶电泳，电泳参数见表 4 0 J1íi ~~; 提

JJx液电泳后， 经1ft: ♀l~染色显 现 52 条 等电 点

(pI)蛋白带， 和标准等电点蛋白 质相比较，

pI 9.3 0 王 í .3 5 有 8 条蛋白带，占总蛋白 rf+~-; I~i'~j 

的 15 . 385%; pI 6 .85 至 3 . 50 有 44 条 蛋白

带，占总蛋白带的 84 . 6 1 5 % ， 表 明顶 盖提取

液的蛋白质成分中主要是酸性蛋白质(图 L1 )。

PhastSystem 的主要操作步骤 是由电脑控

制的， 月j 镀!比电极能够直接放在凝胶上， 既稳

定又保技良好的接触。 同时用 平衡-电荷琼脂

糖 IEF( 带高浓度缓冲物 )，既控制了 电子内 洁、

也具有高度缓冲性能，使之产生低热，从而达

到高电场强度和快速分离( 30 分 '1; 1 11 )，电泳后

~白 fif也比较挺直，保证了结果的准确性和可

重复性。

PhastSystem 染色捕是古闭的 ， 能自 动控

制高达 50CC的温度和脱胶片的旋 转速度。

Olsson 等指出凝胶片的适宜转速 和 温 度 的增

高，都会 )JII 快脱 色， 如I i且 度 由 20CC增高到

40"C时， 脱色时间捕/iii. 40 %l 5 J。考 马斯亮兰

染色(ft Ifl l 台击 自量不低于 20-30 毫橄克 )[8 J只
需 30-50 分钟 ， 但一-般在室温下进行这种染色

时， 至少需要 1 天的时间 ， 甚至 长达一 周。

01ssol1 等特别指出， 高温会使酸性假染色的三

氯酣酸固定和显色背景加深，使1耐性银染色

已经沉淀i尘假文被提j院重 l吸收，所以， 这些步

骤一定更在主温下进行[5 J 。 但是蛋白对银染色

远比考马斯兰要为敏感 [6 ， 9 J 。

总之 ， PhastSystem 特别适合检测 蛋白质

的约度和亲在l 层析纯化后的蛋白质恃性，也适

合酶解立后!可检~;H。由 电脑控制的自动染色，

条件稳定，排除人为 li~影响。 此外， 应用预制

的 Ph[l stGe1 也免除丙烯眈胶聚合时 对人体的

直接影响。 ]页革提取液经过 Phas t System 的自

然捉胶电泳、 SDS--PAGE 和梯度凝胶电泳所得

的结果是相似的。 IEF 3-9 电泳的结果表明 ，

此提取液含有约 85%酸性 蛋 白质，而且经过

电泳分离 b~!蛋 白仍保持其生物活性。

摘 军.

本文用 Fbast System 电脑 i大边也泳仪，对

新生大鼠顶过与提取液进行了分尚和自功染缸。

结果: (1) 20 %自然 PAGE 显现 :'> 5 条蛋 白

情， (?) 经微浓 纺 器 1 0 、 30 处理后的 SDS­

PAGE 显 现 19 条 ; ( 3) 10一 : 5 % 柏度自然

PAGE 显现 30 条 ; ( 4) I E F 3-9 电泳显现

52 条 ， 其中扎! 85%是酸性歪白质。 ]页 :11?j是取

液中蛋白的分子量主要介于 1 11 KD 和 100 KD 

之间。此外，对自动染色作了比较。
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l}支体企免疫电子显微技术用于病毒抗原的检测

陈保干

d，切 )U~~.i二'院医学 毕础实验中心!也镜室 )

为了将片 j也显示抗!以-抗体复合 物 在细胞

超做结均内的其二位 ， Singer( 1959 )首先提出了

用电子致峦物质议 tt 臼标记抗体的方法， 并得

到丁广泛的 i三月1。但由于经铁蛋白标记的抗

原一一抗体 ZL合物 (i0 :!ltíi hì:l主任过大，以致达不

到抗l趴在 ，).主微结向上的准确定位。

自 1\)8 ;:; 年以米 ， 一种 l二!肢体金作为标记

的免挝细胞化学 ;工iÌ去问到普遍的应川 1 ， 并在应

用 rl: l 发展成为一种新川免疫电子1r_~ti技战技术。

它的特点是 H~ 1JI-~ ~~ki ~星 ;j)IJ:(;♀I:I:l各种大 /1叫、同的金

颗颗i 走粒h江IL。 ;刁亦1茄;λ)ν可'才fJ !J jJ、，fj 辛种r:}♀( ， j卜、刁不二斗!问司的企 1且挝b阳』击抖iii ~j、7冲f

不同的抗休， 川J 以在: I司一标本上显示同种不同

的抗惊。 这种方怯凶广泛运用于细胞内某些生

物活性物的 ;"i~ ;.立 位，如)民)尿 l且也细胞内各种分

;豆、蛋白'I'I{] íi::位 ， Iti 细胞线拉体内结构主臼的定

位等。但是很少应jj-J 于病毒抗虹的检测 。 此外

为了抗版的 民好保存及金颗粒易于进入到细胞

内部， 在国外一般均采用冰冻起?llJ 切片。在国

内目前由于起/t.1i ìlj ~ 说:切片机的数量少， 使此方

法的 JW广应用受到一定的限制。 本实验参照有

关文献[I4]，将超 ， :，' 冰冻切片'改为低温也j盟的

jE 规起 i".\i. W 尸1 ，以直型单纯也应师莓( HSV-2)

为例 ， 进行 f .lt止示 的注;.: fjL ~~(的实验， 现:1等结果

jlb豆夕1 1 丁 :

材料 与方法

一、金摞针的制备

1. Jl交 f~，尘(i(j :iiU :f,;-

>1<:);"去 11州刊刊九-~ 'J :松酸个11] ì3~ JI;( i飞去 II1 ， 刀;r': )iJ

10 nm 大 'hiJ笠 'fJJI犯 d

陈毅L 诲

。胡北医学院的毒字:研究听细胞生的主)

A (è注 : 1% HAuCJ, 
双蒸水

B 液 . 1 %拧橡酸铀

1%探酸

。 . 1 mol j L K1C03 

双蒸水加至 20 ml 

1 ml 

79 ml 

-1 ml 

0 . 1 mJ 

0 . 025 mJ 

将 A、 B 两液分别加热至 60 0C , i'f: i'~\ 1'1' 1" I夺 B ~夜

jJ iJ入 A ;夜之内 ， j斗:tlt去实力口热毛 dlij海 1 n' 钟， 此 ij{ì夜 1不

ìW -0, ~Ij 1监变红 ， 最后出现紫主[色， 表明胶~.j;.金颖位已

经形成。使用前将其 pH mi用 0 .1 m ;:， ! / L 的 K ，Co ) 调

立二 6.0 。

2 . A 蛋白一金颗粒复合物 (rAg )(j(ji]生各

*5主证明用以稳过 !ml 胶休金所 'Jr;: A 蛋白;三大

约为 5 μg， 所以将 255 μg (溶于 0 . 3 ml li甘3<X必水 1=1:) )的

A 蛋白力H入到 50 ml 的胶休金内 ， 5 ;'j'飞i!1 日再加 5%

聚乙二醉 (PEG )(Carbowax 20 molj L i ü . 5 ml, i、:保证

金颗松的最大稳定性 c 然后以 60 ， 000 rpm 岛，e，、 L15 分

钟。 济红色疏松之沉淀物用 PBS i昆若、生原 体积的

1% ， 并 1 0C储存， 备用。

二、病毒样本的制备

以帘规组织培养方法 (Eagl e 培养法 ， i村合/卜 1.1二血

清 10 % ， 青 、 链 ;远东各 100 单位jm! )J去养J取 代兔盟肾

细胞 (BRK ) 。待单层形成时， 接和í' HSV-2(333)株 ，

24 小时 j吕 立即收集细胞， 同时收柴未鸡染 细胞作为

对n贺 。

三、兔抗 HSV-2 血清系由湖北医学院瘸毒所细

胞生精鑫提供，兔JJt安先效价为1:5 00 。

四、电镜标本之制备

将培养细胞的培养液吸去， 用 PBS 将培养瓶洗i自1

多次 ， 然后用橡皮刮子吁附攘的细胞轻轻刮下， 连带

少挝(ì:j PBS , 11飞速 (500 rpm ) 离心 15 分钟， 弃上 i诗

液，加 l % J戈二隆于离心管内，因;主 1 小时。为避免
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