
蛋白质的印迹法
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所谓印迹?去就是生物样品(如核酸、蛋白质

等〉先经过凝胶(琼脂、聚丙烯眈股等〉电泳后，

载有样品区带或点子的凝肢通过压片扩散或电

泳迁移，把凝胶中分离的样品转移到硝酸纤维

素滤纸上，并用一定的探针进行检测的方法.

自从 Southern[1]首先建立核酸的印迹法

之后. Renart川、 Bittner[町、 Bowen[4] 等许

多学者加以应用与改进，使该法更加完善.

印迹?去既能保持样品在凝胶分离中的状

态，又不受凝胶孔径等的制约(样品巳转移到

硝酸纤维素滤纸上).有利于样品的分析，因此

该法广泛应用于生化、免疫、遗传等领域的研

究.

近年来我们在开展大鼠肝及其肝癌染色质

非组蛋白研究的过程中，深感非组蛋白种类

多，含量少，分离分析均较困难.为此，我们

建立了印迹法，准备利用一定的 DNA 做探针

来识别和了解它与非组蛋白结合的情况，以便

进一步分级分离特异结合的蛋白质.

材料与方法

-、材辑

小牛胸腺组蛋白〈范佩芳同志赠送).人血清白蛋

白〈上海生物制品所产‘品)，大昆主肝癌 (BERH-2) 的

DNA 按山岸秀夫等问方法制备的。

硝酸纤维素滤纸〈型号为 WX，孔径。 .22 微米，

上海医药工业研究院产品〉。

二、方法

1.十二统基硫酸纳一聚丙烯跌胶凝胶电泳(SDS

PAGE) 

10% 、 12.5% 聚丙烯院胶凝胶〈均匀胶〉或 10一

15%梯度聚丙烯跌胶凝胶，分别加入 10-20 微克人血

清白蛋白， 10 微克小牛胸!尿组蛋白。也泳装置和电泳

条件参考以前发表的工作 [6呵。

2. 蛋白质的转移

(1)夹心法，按 Bowen j去，电ìi}.结束悟，取出凝

胶片浸泡子转移液(50 mM NaCl 、 2mMEDTA、 0.1

mM蔬基乙醇和 10 mM Tris-HCl pH7 .0)中两小时，
然后作压片，具体作法是以凝胶片为中心，在凝胶片

的两边分别依次铺上〈贴上〉硝酸纤维素谑纸，普通滤

纸 3-4 张，泡沫塑料，最后加上多孔的有机玻璃板，

用 C 字型轧头夹紧，浸也于转移液中，让凝胶上的蛋

白质扩散到硝酸纤维素滤纸上。

(2) 电泳转移法s 按 Towbin i:去[町，装片的方法

基本上同(口，所不同的是仅在凝胶片的一侧加硝酸

纤维素滤纸，此纸面向阳极，夹好片子后，插入电极槽

(19x12x15 厘米〉中央，也就是正负极的中央，充满电

泳转移溶液(12.5 mM Tris-96mM 甘氨酸:-10% 甲醇)

约 2500 毫升，在 80 毫安，室温中电泳 2 小时。

3. 鉴起蛋白质是否从凝胶上转移到硝酸纤维素

滤纸上

(1)染色法，把转移后的硝酸纤维索滤纸在

0.2%氨基黑-7.5%三氯醋酸溶液中，染 60分钟，退色，

水洗涤，烘干。或漫入 0.2% 考马斯蓝溶液〈染料溶于

醋酸:甲醇:水= 1 : 5 : 5 溶液中)，退色， 7]( 洗涤，

烘干保存。转移前和转移后的凝胶片也可用氨银染

色。

(2) 放射自显影s小牛胸腺组蛋白按 Greenwood

和 Hunter 的方法[9]用 125 礁标 i己。取 5 -10 x 10' cpm 

标记的组蛋白，经电泳分离，电泳转移，烘干硝酸纤

维京滤纸后，做放射自显影，曝光 6 天。

( 3) 转移率s 以 (2) 标记的组蛋白，每子L样品槽

加样 5 -10 x 10' cpm，经电泳后， ~疑胶片按祥品槽的

间隔处纵切成条，做不同时间的电泳转移，转移后的凝

胶条和纸，分别测定 cpm，以两者 cpm 值的和为分母，

纸上 cpm 值为分子，计算转移的百分数。

(4)与 DNA 结合I DNA 用 125 腆按 Gets 等人

(1 0] 的方法标记。已转移到硝酸纤维素滤低 1-(10m蛋
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白，按 Bowen 方楼与同位素标记的 DNA 一道温育，

经过几次洗涤后，烘干，做放射自显露，曝光 6 天。

结果

-、转移

人血清白蛋白和小牛胸腺组蛋白分别通过

10% 和 12.5% 聚丙烯眈胶凝胶电泳后，进行

电泳转移，然后用考马斯蓝或氨银染色，结果

如图 1 、 2 所示，聚丙烯眈胶凝胶中的蛋白质

大部分能转移到硝酸纤维素滤纸上，被转移的

凝胶条上仅残留部分蛋白区带(图 2.b) 或几乎

呈空白的凝胶条(图1. b).在凝胶浓度相同〈均

匀胶〉的条件下，蛋白质分子量不同，它们被转

圈 l 人血清白蛋白电泳和转移的回曾

a. 转移前凝胶片的蛋白区带
b. 转移后凝胶片的状态

C. 转移到硝酸纤维素滤纸上的蛋白区带

固 2 小牛胸腺组蛋白电豫和转移的田曾

a. 转移前i疑胶片的蛋白区带

b. 转移后凝胶片的状态

C. 转移到硝酸纤维素滤榻上蛋白区带

移到纸上的速度也不一样，大分子转移慢，小

分子转移快.为了达到不同分子量，有比较一

致的转移速度，可采用梯度凝胶分离.
转移还可通过放射自显影的方法来证明，

即以标记的小牛胸腺组蛋白，经 SDS 凝胶电

泳和电泳转移之后，硝酸纤维素滤纸烘干，此

纸在暗室中与X光底片紧贴在一道，夹在两片

玻璃之间，橡皮筋扎紧，外面包上黑纸，放在

无放射性物质干扰的干燥暗室中，曝光 6 天，

结果如图 3.

l 糠丁慧 i 
固 3 125.标语的小牛胸腺组蛋白撞射自显

'路田曾

上图表明用 125 腆标记的组蛋白电泳转移

后可通过放射自显影直接观察转移的效果.

二、转移事

取一定量 125腆同位素标记的人甲胎蛋白

或小牛胸腺组蛋白，经凝胶电泳后，按样品槽

把凝胶片纵切成条，取一条凝胶条剪碎，装瓶

测定脉冲数(cpm)，其余凝胶条贴上硝酸纤维

素谑纸进行电泳转移，转移分为 1、 2、 8、 4 小

时等四个组，按时取出凝胶条和据:纸，分别测

定凝胶条和纸上的 cpm，转移率如表 1.

褒 1 蛋白眉MlII眼辑移到硝瞌纤维素.纸

上的百分事

YI五|川 ~-I---; 川
重球、、( %> 

备注

从上表结果表明电泳转移蛋白质速度相当

快，基本上以 2 小时转移为适当，转移率达70%

以上，向落合广(1982)的结果相似 [11].转

移时间再延长，蛋白质转移率增加有限.

三、与 DNA 结合

蛋白质转移到硝酸纤维素熔纸后，把此纸

浸j包于结合缓冲溶液(lOmMTris-HCl pH7.0 , 
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lmMEDT A , O.O~!%BSA ， O.02%Ficoll , 

0.02%polyvinyl pyrollidone) 中，轻微振荡

30 分钟，然后移入 10 毫升含 1-2x106 cpm的

125I-DNA 的结合缓冲洛液，振荡约 1 小时，移

入不合牛血洁白蛋白的结合缓冲液中洗两次，

再用含有 100m MNaCl 的结合缓冲浪洗两次，

烘干〈纸片_.定要烘干，否则将来放射自显影曝

光后，纸张与 X光底片粘贴在一道，不容易分

开，影响放射白显影的效果)，做放射自显影，

结果如图 4.

固 4 小牛胸腺组l蛋白与山I-DNA 结合的固谙

从上图可以看出大鼠肝癌的 DNA 能够和

小牛胸腺组蛋白结合，此结合十分牢固.同时

观察到 125 1 -DNA 量的不同，直接影响放射白

显影的曝光时间，如每毫升结合缓冲液中含有

2 X 105cpm 的 125 卜。NA ，则曝光时间为 6 天，

每毫升结合缓冲浪中含有 1 X 105cpm 的 125 1_

DNA，曝光时间可适当延长.

讨论

一、转移

1.转移法的比较z 我们用三种转移法，即

South巳rn1去， Bowen 1:去和 Towbin i-去作了比

较。 Southern 1:去，利用吸水纸把蛋白质(Sou

thern 做核酸转移)引向一个方向扩散，扩散时

间约两天，每次转移一张硝酸纤维素滤纸.

Bowen 1去把凝胶夹在两张硝酸纤维素滤纸之

间，自然扩散两天，一次可以转移两张硝酸纤

维素滤纸，有利于做比较试验.但是，几次试

验的结果，我们感到不满意，转移到硝酸纤维

素滤纸上的蛋白区带的边缘较模糊，也许是扩

散时间过长的缘故口巴! 'Towbin j去，上面已经

讲过了，它的特点是转移快，转移时间短，蛋

白质区带紧密。我们还友现，蛋白质转移与硝

酸纤维素拙纸的孔径有关，滤纸的孔径小(0.22

微米〉蛋白质在转移的过程中损失少， 反之，

fL径大(0.45微米〉蛋白质损失多，可能是某些

小分子蛋白质穿孔而丢失。因此，蛋白质的转

移，应选用与其分子量相适应的硝酸纤维素施

纸的孔径，使转移的效果更为满意。

2. 电泳转移缓冲溶液的选择:我们曾使用

巴比妥缓冲洛液，醋酸缓冲陆;在等，电泳转移

的效果均欠佳。Towbin用 25mMTris-192mM

甘氨酸-20%甲醇的电泳缓冲溶液进仔电泳转

移，其效果很好。为了节省试剂和1费用，才巴此

缓冲液的浓度减半使用，电移率达 70% 以上 9

转移的蛋白民带清晰，结果较满忘。如呆在电

泳转移洛j夜中加入少量 SDS，又控制硝酸纤维

素掠纸的孔径，也许电泳转移的效呆更好。

二、蛋白质分子量与凝股浓度对电泳转移

的影晌

不同分子量的蛋白质采用不同浓度的凝

胶，使蛋白质的分离能达到预期的要求，这是

众所周知的。小牛胸腺组蛋白用 10-15% 梯度

胶的浓度，则蛋白质区带分离相当洁晰，也有

利于电泳转移.因为这种梯度凝胶的浓度从上

到下递增，而蛋白质分子量从上到下边减，可

能电泳转移较容易，而且电旅转移的效呆也较

一致.用 12.5% 均匀胶，也能洁晰地把组蚕白

的五种成分区分开，电移率与梯度胶的相似。

但对于 H 1 的转移，稍欠于梯度胶。总之，无

论 12.5% 均匀胶还是 10-15% 梯度版者[5j革命

于分离和转移小牛胸腺组蛋白.

三、印迹法的应用

蛋白质转移到硝酸纤维京iL~纸上， M兔了

凝胶的厚度、孔径等阻隔，对于1i31 究宝白质与

蛋白质，蛋白质与核酸(包括 RNA 与 DNA)

之间相互关系等都是十分有利的。

本文着重谈了蛋白质转移法的建立，并初J

步做了 DNA 结合的试验.大鼠肝癌 DNA 能

够和小牛胸腺组蛋白结合，而且这种结合十分

牢固.但是大鼠肝癌 DNA 不能和标准低分子

量蛋白中的磷酸化酶 b 、白蛋白、卵洁蛋白相

碳酸所酶等结合，这种现象可能由 f组蛋白含

(下转第 7 页〉
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有较多碱性基因，等电点偏碱，而自蛋白等是

球形蛋白，碱性氨基酸不如组蛋白多，等电点

偏酸等缘故。

还初步做了免疫反应，以抗原经过凝胶电

泳分离，电泳转移，把抗原转移到硝酸纤维素

墟纸之后，依次同第一抗体和第二抗体(125 腆

标记)温育，做放射自显影，结果可以观察到抗

原抗体专一结合反应.
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