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(4) 细胞对游离 HRP 不显示特 异性高亲

和力的结合。

(5) 生长在不含 LDL-HRP 是培养液中的

细胞也无这种特殊性反应。

上述结果说明 ， LDL-HRP 是结 合于质膜

表面有外被区特异性 的 、 高亲和力的 LDL 受

体上。
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甲2巨球蛋白的丙烯酷股梯度 SDS 凝胶板电泳分析

范佩芳 :尤芝芬

(上海医科大学放射医学研究所〉

鉴定一种蛋白质的性质和纯度有多种方

法，而利用丙烯酷胶 SDS /.疑胶电泳来鉴定蛋

白质， 判'二测定其分子量， 具有设备简单， 操作

简便， 样品量少， 分辨率高 和可重复性等优

点， 因此已 成为 蛋白质分子量测定的常用方

?去。

甲 z 巨球蛋白〈简称 α2M )是存在于人和动

物血清中一种分子量很大的糖蛋白 ， 是天然蛋

白酶抑制剂，其分子量为 725 ， 000 。 分子结构

的特点之一是内部存在许多二硫键， 使肤链连

结成一个具有空间结构的大分子。天然的有抑

制蛋白酶活性的 α2M 和失去抑制活性的 α2M ，

经 SDS 热引导和蔬基乙醇还原分解成的亚基

分子量是特异的， 有明显差别的[ 1 ， 2] 。 不同来

源的 α2M 经上述相同处理后，亚基分子量也略

有差异 [3 ] 。 我们利用这些性质，采用 3一25%

丙烯耽股梯度 SDS 凝胶板电泳来鉴定纯化过

的猪 α2M， 大鼠 α2M (两者均为本实验室制品〉

和人 α2M 制剂(上海市生物 制品所 85 年 产

品 )。 通过与进口的人 α2M 和其他球蛋白分子

量比较，可鉴定上述几种制品的质量 (包括纯

化程度和抑制活性〉。 并从亚基分子量和对热

引导敏感性来比较不同来 源 的 α2M 种属之间

的异同。由于 α2M 有上述的特有的分子结构，

因而采用丙烯眈胶梯度 SDS 凝胶电泳法来鉴

定 α2M 远远胜于琼脂电泳、 Tris一甘氨酸一丙烯

眈胶凝胶电泳、 等电点聚焦i疑胶电泳等方法，

使实验得到理想结果。

材料和方法

猪α2M 和大鼠 α2M(本实验室制备， 均 取血浆经

过 Sephacryl S-300 和琼脂电泳分离纯化) 、 人 α2M制
剂(上海生物制品所 1985 年产品〉和人丙种球蛋白制

剂(上海生物制品所) 、 进口 人 α2M 与人 IgM (均为

Calbiochem. Behring 公司〉、丙烯殷胶 (Fluka 公司〉、

甲叉双丙烯跌胶(Aldrich 公司 ) 、 TEMED (B. D. H 

公司) 、 标准高分子量蛋白质药箱(Pharmacia 公司)。

一、 3一25%丙烯散胶梯度 SDS 凝胶板电泳

1)蛋白质样晶电泳前的预处理 蛋白质样品溶
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褒 I 丙烯醺朦梯度 SDS 凛胶板溶液的配制

1 

2 | 分离胶25%梯度液

3 I 间隔肢 3%凝肢液

4 I , 电极液

0.05 

液〈包括标准分子量蛋白质和被检测样品〉各自加等体

积两倍浓的 SDS 样品溶液 (20 x 10-3mol/L Tris-HCl 

pH8.0 含2 .0 %SDS ， 25%甘油 ， 2 x 10- 3mol/L EDTA , 

2.0%疏基乙醇一一临用时加 ) ，在 100'C沸水浴中加热

5 分钟， 自然冷却 ， 放置冰箱待用。

2) 3→25%丙烯醺黯梯度 SDS凝胶板配制基本

按 Mahadik 方法 [.j配制，已简略歹Ij表 I 说明。 按溶液

1 分别配制等体积 3%和 25%丙烯跌EF 分离胶溶液，

分别倒入梯皮管， 借助电磁搅拌器和电子微量泵使两

液形成梯度，恒速流入预先制好的垂直凝肢板槽内(情

大小为 120 x 120 x 1 毫米3)，置于光照下， 半小时左

右凝肢，再灌注 10 毫米高的 3%间隔胶(按表 I 溶液

3 配制)， 4'C保存过夜。

3) 电泳 电极液为 Tris-甘氨酸 pH 8.3 (按表 I

溶液 4 配制) ， 己处理好的各蛋白样品 I-I~ 加入适量

。.04%澳盼蓝以指示电泳的前沿。 电泳开始时电压为

300 伏， 待样品进入凝胶后改用 150 伏， 直至电泳结

束。电泳过程中始终用冷却板冰水回流冷却。

4) 固定、染色、脱鱼和凝胶极保存 电泳结束，

先用 95% 乙醇溶液固定一小时，然后用。.2%考马斯

蓝 G 250 溶液(含 4 0% 乙醇， 10% 冰醋酸)，染色过

夜， 第二天用 40% 乙醇、 10%冰醋酸溶液快速脱色 2

小时，再改用 7%冰醋酸溶液进一步脱色直至底色脱

清为止。为保存凝胶板， 在脱色液内加 5%甘油 ，照相

或用凝肢干燥器干燥。

二、 标准分子量蛋白质曲线的制作及蛋白质或亚

基分子量测定

标准分 子量是根据半分子铁蛋 白 M. W= 

220 ， 000、牛血清白蛋白 M.W= 67 ， 00 0、过氧化氢酶

亚基 M.W=GO ， OOO ，乳酸脱氢酶亚基 M.W=36 ， OOO ，

铁蛋白亚 基 M.W =18 ， 500，另有人 IgM 的重链

M，W=75 ， OOO 、 轻链 M， W = 22 ， 500 等的电泳迁移~g

15 

i 2 1 0.叫 ω i 0.1 I 

L_:J~半土比1立l

离求得的标准分子置蛋白 质电泳相对迁移率和它们各

自的分子量对数值作图，得到回归直线，再根据 α2M

亚基的相对迁移率从直线上查出它们的分子量。

结果

标准分子量蛋白质在 3-25 %丙烯眈胶梯

度 SDS 凝胶上的电泳 带见图 3 、 图 4 。它们

的电泳相对迁移率与其分子量对数作图，得出

国归直线。见图 1 。 其相关系数 r = 一 0.9989 ，

非常接近 1 ，从图中看出已知分子量的蛋白质

都在直线上，测得的 α2M 各亚基分子量均在已

f lxw 
~ 

1 X10 

固 1 标准分子量在 SDS 梯度凝胶电泳上
相对电泳迁移率对分子量对数作圈

1. 半分子铁蛋白

3. 牛血清白蛋白

5. 乳酸脱氢酶

7. 铁蛋白亚基

2. IgM 的重链

4 . 过氧化氢酶亚基
6, IgM 的轻链
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185 ,000 

125 ,000-

62 ,0 00 

图 2 猪 α2M 的 3→25 %丙烯酶
肢梯度 SDS 凝胶板电泳

A、 B一一猪 α2M

C 一一-进口人 α 2M

-22C 、 000 -

一 13 0 .000

- 85 .000 

- 67 、 000
60.000-

- 36.000 
- 29 .000 

图 3 大鼠 α2M 3- 25 % 图 4 人 α2M 制剂3-25 %
丙烯ftII:股梯度 SDS 丙烯醺胶梯度 SDS

凝胶板电泳 凝胶板电泳

A: 大鼠 α2M

B : 进口人 α2M

C: 标准;与分子量药箱

A: 标准高分子量药箱

B: 入 α2M 制剂

C: 人丙球制剂

热处理， 大鼠 α2M 主要有两条电泳亚带， 其分

子量为 130 ， 000 和 29 ， 000 ， 还有 一 条色诚的

90 ， 000 分子量的电泳带。人 α2M 市IJ 剂的电泳

结果显示它除了与人丙种球蛋白制剂有相同的

53 ， 000 和 22 ， 500 的 IgG 的重链和轻链外， 属

于 α?M 的主要有 85 ， 000 分子量亚节和较快的

62 ， 000 分子量的电泳亚带。

讨论

本实验采用 3一25 %丙烯酌股梯度 SDS 凝

胶板电泳和 Tris一甘氨酸 pH 8 . 3 的电极液系

、 统。 由于被视|蛋 白 质 α2M 是一种分子量很大

的糖蛋白 ， 其分子量为 72 5 ， 000 ， 它的亚基分

子量最大的也有 185 ， 0 00 ， 为此我们用高分子

量蛋白质校正药箱并自己有 人 IgM 的 重 链和轻

链为已知标准分子量。电泳结果绘制的标准分

子量回归直线 ， r = - 0 . 9989 ， 是一条理想的直

线。 这是因为除了在灌胶时凝胶成均匀的线性

梯度是重要因素外，对 于高分子量 的蛋白质

SDS 凝胶电泳必须选择凝胶浓度差距较大的丙

烯眈胶梯度。这样使高分子量蛋白质不受丙烯

毗胶交联度大小的影响而得到正 确的 Rf 值 。

本实验选月~ 3-25 %丙烯眈胶梯度 SDS /.疑胶板

电泳， 得到理想的标准分子量回归直线。从而

认为我们被测的 α2M 的各样品的 分子 量也是

可靠的。

图 2 指示猪 α2M 与人 α2M 有相似的亚基

分子 量，它们 分别 为 185 ， 000 、 125 ， 000 和

62 ， 000 三条电泳带。表明猪 α2M 和人 α2M 由

分子量非常相似的亚基组成。 这三条不同分子

量的亚带与文献报 蓝 的人 α2M 的亚基完全一

知分子量范围内。 致iZ1，均代表天然有抑制蛋白酶活性的 α2M经

图 2 主要鉴定纯化的猪血浆 α2M 的亚 基 SDS 热引导和疏基乙醇还原后的产物。猪 α2M

分子量 ， 并配有进口的人 α2M ff'比较。图 2 指 ' 的三条电泳带图谱清晰， 表明我们纯化的猪

出猪α2M 与人 α2M 溶于 SDS 样品洛液(见材料

与方洁) ， 经 1 00 0C1弗水浴处理 5 分钟后，两者均

具有亚基分子量 185 ， 0 00 、 125 ， 000 和 62 ， 000

的三条亚带。 大鼠 α2M 和人 α2M 击IJ剂的 SDS

l毡泳结果见图 3 、 图 4 。 上述两样品经相同的

α2M 的质量不低于进口的人 α2M。

医1 3 主要鉴定大鼠 α2M ， 它在梯度 SDS f疑

胶电泳图谱上主 要有两条电泳带， 分子量为

130 ， 0 00 和 29 ， 00 0，还有一条较 j芜的 90 ， 000

分子量的电泳带。 根据文献报道[3 1 ，由于大鼠
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α2M 对 SDS 热引导和疏基乙醇还原不比人α2M

敏感， 因而图 3 中的只有一条 130 ， 000 分子量

的电泳带(相 当 于人或 猪 α2M 的 125 ， 000 的电

泳带)代表有抑制活性的大鼠 α2Mo -条较深

的 29 ， 000 和另一条较浅的 90 ， 000 分子量的电

泳带代表失去抑制活性的蛋白部分。

人 α2M 市IJ剂的 电泳见图 4 。 从它的 纯度

来看， 它混有相当量的人丙种球蛋白 ， 为分子

量分别 为 53 ， 000 和 22 ， 500 的二 条亚带。一条

屿， 000 分子量的 电泳带， 代表了 人 α2M 与蛋

白酶结合， 失去了抑制活力的蛋白部分经 SDS

热引导和蔬基乙醇还原后的亚基带。 一条较浅

的 62 ， 000 分子量的电泳带表明制剂中只存在

少量有天然抑制活性的 α2M。近来文献报道，

失去抑制活性的 α2M， 在炎症反应中起了反馈

调节作用 [5] 。 该现象是否可为临床用此fljlJ剂治

疗辐射灼伤病有显著疗效提供依据， 有待今后

进一步研究。

SDS /.疑胶电泳测定蛋白质分子量对某些特

殊蛋白质会产生与实际分子量 偏 离 较大的结

果[叫，如糖 蛋白 ， 由 于糖蛋白的糖部分不被

SDS 包被，因而糖基的含量和性质会影响分子

量的测定。 α2M 是一种大分子的糖蛋白 ， 它的

185 ， 000 的亚基带相对迁移率 Rf 值偏大，从回

归直线上查得分子量约 170 ， 000 ，比实际的小，

因而有的文献把这一电泳带称为 170 ， 000 分子

量， 这说明这一亚带含有糖基。

摘 要

甲z 巨球蛋白 (简称 α2M )是一 种分子量为

725000 的大分子糖蛋 白。 天然 有活性的和失

活的 α2M 经 SDS 热引导和蔬基乙醇 还原分解

的亚基分子量有明 显差别。 不同来海 的 α2M

亚基分子量也略有差异。本实验用 3-25%丙

烯眈胶梯度 SDS 凝胶板电 泳来鉴定 纯化的

猪 α2M 、 大鼠 α2M 和 人 α2M 市IJ 剂 。 结果指

出猪 α2M 和人 α2M 均有 1850 00 、 125000 和

62000 三条亚带 ， 代表有活性的天然 α2M，大

鼠 α2M 电 泳图谱指出 ， 130000 分子量亚带代

表天然 α2M， 290 00 和 90000 分子量二带为失

活部分。 人 α2M 市IJ剂图谱表明 除 了混有两种

球蛋白外，只有一条 62000 分子量亚带代表少

量有活性的 α2M。
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血清中甲2 巨球蛋白对膜蛋白酶抑制活力测定

范佩芳 i尤乏芬.

〈上海医科大学 上海放射医学研究所)

甲z 巨球蛋白 (简称 α2M )是存在于人和脊

椎动物血清中的主要蛋白质之一，是多种蛋白

酶的抑制剂， 并有体内多余蛋白酶的"清道夫"

作用。健康人 α2M 在血清中的含量较稳定，但

当机体出现某些庆病时， 含量就会有变化[ J ， ZJ 

因为当机体出现某些炎症时， 细胞会坏死， 大

量蛋白酶被释放，机体就会 动员 α2M 拘l 制多

余的蛋白酶z 另一方 面 α2M 是)种分子量很

· 二kl1'I=得到金为翘耕授 、 何介非Þi {，jIJ教疫的fH教 ，

在此表/j"衷心"li.~i射 。
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