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聚丙烯酰胺凝胶电泳!
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"是分离&纯化蛋白质的常用技术'传统的基于
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方法!
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胶"制备的

十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺电泳胶!

2*2C%,>&

"能够基于蛋白质分子量的不同分离蛋白质$蛋白质分离性能良好$但存在

电泳时间长&保质期短等缺点$其应用有一定的局限性'本研究用三异丙醇胺&三乙醇胺等成分代替
-:?@@AB

胶中的三羟

甲基氨基甲烷的盐酸盐!

3DBEC5+A

"作为缓冲物质$获得
(

型和
((

型两种新型电泳胶'电泳实验的结果表明这两种新型电

泳胶保持了
-:?@@AB

电泳胶优良的蛋白质分离性能$并能够耐受更高的电压$具有更快的电泳速度'加速寿命实验的结果

表明这两种新型电泳胶具有比
-:?@@AB

胶和现在流行的商业预制胶更长的保质期'新型
(

电泳胶比新型
((

电泳胶分离性

能更好$保质期更长$在
=6F

可储存
"!

天$相当于在
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的保质期
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个月'
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电泳)
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*是带电粒子在电场作用下向电性相反的电

极移动的过程'电泳过程中$粒子所带电荷数&分子大

小&形状等各不相同$从而在电场中有不同的移动速度

而分离'聚丙烯酰胺电泳胶简称
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"$以聚丙烯酰胺凝胶作为支持

介质$利用分子筛效应分离蛋白质和寡核苷酸'电泳

过程中的蛋白质迁移率与分子量&形状&电荷量均相

关)
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完善了不连续电泳技术$用于分离大分子蛋白'

不连续缓冲体系由电泳缓冲液&堆积胶&分离胶组成'

蛋白质样品在堆积胶中经过大孔径凝胶的堆积效应被

浓缩在一个狭窄的区带$形成相同的分离起点%蛋白质

进入分离胶后$较小孔径凝胶的分子筛效应将它们分

离开)

G

*

'经过多年发展$

2*2C%,>&

具备了分辨率高&

重复性较好&灵敏度高&上样量少等特点$成为广泛应

用的蛋白质分离方法)

#
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目前实验室常用的
-:?@@AB

法配制的
2*2C%,>&

胶虽然优点突出$但存在保质期短&耐受电压较低&电

泳时间长等问题'一些生命科学公司研发了预制胶产

品$在保持
-:?@@AB

胶良好分离性能的基础上$缩短了

电泳时间$延长了电泳胶的保质期'例如
]BVC':M

公司

的一种蛋白质凝胶适用电压为
#$$

!

=$$1

$电泳时间

在
=$@B;

左右$在
#

!

8F

时保质期为
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个月%

&̂ ]BVC
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的预制胶适用电压为
"!$1

$电泳时间在
G$

!

!$@B;

$

GF

时可保存
"8

个月'但目前市场上流行的

预制胶价格较高$电泳时间仍然较长$且使用时受限于

与之相匹配的电泳系统'制备一种兼备
-:?@@AB

胶分

离性能和易制备特性$且拥有商业预制胶较长保质期

优点的电泳胶十分必要'到目前为止$这方面的主要

进展是邸铭洋等用三异丙醇胺代替
-:?@@AB

胶中的三

羟甲基氨基甲烷
C

盐酸盐!

3DBEC5+A

"作为缓冲物质$制

备了聚丙烯酰胺浓度为
6_!̀

的电泳胶)

!
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'初步研究

表明$这种电泳胶对蛋白质标准有良好的分离效果并

具有较长的保质期'
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本研究在探究影响电泳胶的保质期关键因素的基

础上$以三异丙醇胺和三乙醇胺代替
3DBEC5+A

作为缓

冲物质$制备了含有不同浓度聚丙烯酰胺的两种新型

电泳胶'对它们性能的全面研究表明$这两种新型电

泳胶均保持了
-:?@@AB

胶良好的蛋白质分离性能$适

用电压和耐受的最高电压均高于目前市场上流行的商

业电泳胶$电泳速度更快$保质期更长$具备良好的应
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公司"%电子天平!

3*#$$$#,

$余姚市金诺天平仪器有

限公司"%光照培养箱!
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真空封口机!
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"&甘氨酸!

\8_!̀

"!

2B

S

C

@:C,AMDBJL
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四甲基乙二胺!
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"$考马斯

亮蓝
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公司"%预染色蛋白质标准和未染

色蛋白质标准!
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生命科学有限公司"%预制电泳胶

!
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公司$分离胶浓度分别为
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&
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实验方法
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电泳胶的制备
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制备分离胶浓度为
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&
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&
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的
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胶&新型
(

&新型
((

电泳胶

若干块$用于检验其最大耐受电压和保质期'电泳胶

配方如表
"

&

#

所示'通常浓度为
=̀

!

!̀

的堆积胶对

蛋白质有明显的浓缩作用)

7

*

$本研究配制堆积胶浓度

为
G̀

'制备电泳胶时$

,%2

和
3&R&*

最后加入$其

他溶液需要先充分混合均匀并排气$否则影响电泳胶

凝固速度'灌入分离胶后用
RBAABCH

水液封$以减少空

气对
,%2

产生自由基反应的不利影响$加速凝固过程'

待分离胶凝固完全$冲洗残留试剂$灌入堆积胶$插入

梳子'堆积胶凝固后$若当天进行电泳$则将梳子取出

并冲洗加样孔$备用'在检验电泳胶保质期实验中$电

泳胶梳子保留$放入塑料封口袋中$填充适量电泳缓冲

液$用真空封口机抽气并密封$置于恒温培养箱中'
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/

$

/C
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的质量比配置成的水溶液$

过滤除去不溶物$在棕色瓶中避光保存%

3DBEC5+A

溶液使用
5+A

调节
W

5

值%

"$`,%2

溶液需新鲜配置%
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为分离胶浓度$如需制作
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电泳胶最大耐受电压测定
!!

电泳缓冲液含有
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(
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(

-

甘氨酸$

$_"̀ 2*2

'将

电泳胶安装在电泳槽内$电泳槽注入缓冲液$使电泳胶

的上端和下端浸入其中$取
!

#

-

预染色蛋白质标准或

未染色蛋白质标准注入上样孔'电泳开始时$采用较

低电压使蛋白质在堆积胶中浓缩成狭窄的区带'增大

电压使蛋白质进入分离胶'当蛋白质标准的指示剂前

沿接近电泳胶底部时$电泳结束'测量蛋白质条带到

指示剂的长度$以及两胶界面到指示剂的长度$由二者

比值计算相对迁移率
"

'

未染色蛋白质标准经
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!

#$@B;

染色&

G

!
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脱

色后测量计算
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!染色液为
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的考马斯亮蓝
'#!$

溶液$溶剂为水&甲醇&冰醋酸按照约
!d!d"

体积比

混合%脱色液成分为水&甲醇&冰醋酸按照约
7d=d"

体积比混合"

)

6
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'

当蛋白质分子量在
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!

#$$K*

时$蛋白质的分子

量的对数与相对迁移率的关系符合下式#

A

S

#$c%"e&

'

式中#

#$

为蛋白质相对分子量$在
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!

#$$K*

之间

时$

#$

与相对迁移率
"

呈线性关系%

%

为斜率%

&

为

截距$该方法测定蛋白质分子量的相对误差为

f"$̀

)

8
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'根据蛋白质分子量对迁移率曲线拟合度
'

#

的数值$结合电泳条带图像$以判断蛋白质的分离效

果'测试不同浓度
-:?@@AB

胶&新型
(

和新型
((

电泳

胶以及预制胶的最大耐受电压!即能维持
"ZE<A

S

#$

曲线拟合度不低于
$_\\$$

的电压"$并在最大电压下

对比各电泳胶对蛋白质的分离情况'

"<#<=

电泳胶的加速寿命实验
!!

加速寿命实验用以检

验的
-:?@@AB

胶&新型
(

&新型
((

电泳胶以及预制胶的

保质期'将
-:?@@AB

胶&新型
(

&新型
((

电泳胶和
]BVC

':M

预制胶置于恒温培养箱中!分离胶浓度均为

"$̀

"$调节至
=6F

恒温保存'在第
7

&

\

&

"#

&

"!

天分

别将胶取出进行电泳$检验其对蛋白质的分离效果'

若电泳胶出现气泡&漏胶或变形$则不进行电泳$视作

该电泳胶已经达到最长保质期'

"<#<G

电泳胶变质过程中表观活化能的估算
!!

电泳胶

变质是复杂的反应'依据阿伦尼乌斯公式$结合不同

保存温度条件下电泳胶的保质期$可计算几种电泳胶

变质过程中的表观活化能'活化能反映化学反应速

度$在本研究中可作为比较几种电泳胶的变质速度的

一种依据'重复
"<#<=

中步骤$但将电泳胶保存温度设

置为
G!F

$检验它们在该温度下的保质期'跟据电泳

胶在
=6

和
G!F

的保质期$计算电泳胶的表观活化能$

从而能够从理论上计算电泳胶在一般储存条件

!

GF

"下的变质时间'
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表
#

!

Ǹ

分离胶配方!总体积
"$@-

"

3:OA?#

!

.VD@PA:TBV;VXǸ E?

W

:D:TBV;

S

?A

!

3VT:AZVAP@?"$@-

"

试剂

'?:

S

?;T

-?:@@AB

胶

-:?@@AB

S

?A

新型
(

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A(

新型
((

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A((

=$̀

丙烯酰胺单体(
/

$

/

+

C

亚甲基二丙烯酰胺

=$̀ ,JD

U

A:@BM?

(

]BEC:JD

U

A:@BM?

!

$<==!

"

@-

!

$<==!

"

@-

!

$<==!

"

@-

"$$@@VA

(

-

甘氨酸

"$$@@VA

(

->A

U

JB;?

b "<$$@- "<$$@-

$<!@VA

(

-

三羟甲基氨基甲烷
C

盐酸$

W

5c7<8

$<!@VA

(

-3DBEC5+A

$

W

5c7<8

b b b

"<!@VA

(

-

三羟甲基氨基甲烷
C

盐酸$

W

5c8<8

"<!@VA

(

-3DBEC5+A

$

W

5c8<8

#<!$@- b b

$<"@@VA

(

-

三羟甲基氨基甲烷
C

盐酸

$<"@@VA

(

-3DBEC5+A

b "<$$@- "<$$@-

!$@@VA

(

-

三异丙醇胺

!$@@VA

(

-3DBCBEV

W

DV

W

:;VA:@B;?

b "<$$@- b

!$@@VA

(

-

三乙醇胺

!$@@VA

(

-3DB?TL:;VA:@B;?

b b "<$$@-

"!$@@VA

(

-

牛磺酸

"!$@@VA

(

-3:PDB;?

b #<$$@- #<$$@-

!$@@VA

(

-

乙醇酸

!$@@VA

(

->A

U

JVABJ:JBM

b "<$$@- "<$$@-

"$̀

十二烷基硫酸钠

"$̀ 2*2

"$$<$$

#

- "$$<$$

#

- "$$<$$

#

-

RBAABCH

水

RBAABCHQ:T?

!

6<=Gb$<==!

"

@-

!

=<8Gb$<==!

"

@-

!

=<8Gb$<==!

"

@-

四甲基乙二胺

3&R&*

"$<$$

#

- "$<$$

#

- "$<$$

#

-

"$̀

过硫酸铵

"$̀ ,%2

!$<$$

#

- !$<$$

#

- !$<$$

#

-

注#对于
-?:@@AB

胶$

!

取值范围为
G

!

"!

%对于新型
(

和
((

电泳胶$

!

取值范围为
G

!

""

'配制大于
""̀

浓度的新型分离胶时$配方

中
RBAABCH

水体积!

=_8Gb$_==!

"

@-

出现负值$需进行适当调节'例如
"!̀

的分离胶配方$可配制
=$̀

丙烯酰胺单体(
/

$

/

+

C

亚甲基

二丙烯酰胺体积为
G_6$@-

$

RBAABCH

水体积为
$

$总体积为
\_G@-

的电泳胶溶液'

!

.VD-?:@@AB

S

?A

$

TL?Z:AP?VX!D:;

S

?EO?TY??;G

!

"!

%

XVD;?YKB;M(:;M;?YKB;M((?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A

$

TL?Z:AP?VX!D:;

S

?EO?C

TY??;G

!

""<QL?;

W

D?

W

:DB;

S

;?YE?

W

:D:TBV;

S

?AYBTLJV;J?;TD:TBV;LB

S

L?DTL:;""̀

$

TL?RBAABCHY:T?DZVAP@?

!

=_8Gb$_==!

"

@-

:

WW

?:DE;?

S

:TBZ?B;TL?XVD@PA::;M;??METVO?:M

I

PET?M:

WW

DV

W

DB:T?A

U

<.VD?N:@

W

A?

$

YL?;@:KB;

S

"!̀ E?

W

:D:TBV;

S

?A

$

TL?RBAABCHY:C

T?DZVAP@?

!

=_8Gb$_==!

"

@-B;3:OA?#:;M=L:E;?

S

:TBZ?Z:AP?

$

EVBT;??MTVO?:

WW

DV

W

DB:T?A

U

:M

I

PET?MTVTVT:AZVAP@?VX\_G@-VX

EVAPTBV;YBTLG_6$@-=$̀ ,JD

U

A:@BM?

(

]BEC:JD

U

A:@BM?:;M$@-RBAABCHY:T?D<

"

!!

表观活化能计算方法如下#

Kc(?

b)

:

'3

'

式中#

K

是温度为
*

时的反应速率常数%

'

是气体摩尔

常数%

(

是指前因子%

)

:

为表观活化能'

上式两边取对数#

!

A;KcA;(b

)

:

'3

'

,

是与
3

无关的常数$两边求微分#

MA;K

M3

c

)

:

'3

#

'

再求不定积分$得#

!

A;Kc

b)

:

'3

e+

'

当温度分别为
*

"

和
*

#

时$反应速率常数分别为

K

"

和
K

#

$则#

A;K

"

c

b)

:

'*

"

e+

$

A;K

#

c

b)

:

'*

#

e+

'

\6



中
!

国
!

海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
#$#"

年

两式相减得#

A;

K

#

K

"

cb

)

:

'

!

"

*

#

b

"

*

"

"

cb

)

:

'

*

"

b*

#

*

"

*

#

' !

"

"

设温度为
*

"

时的反应速率为
K

"

$反应时间为
,

"

%

温度
*

#

的反应速率为
K

#

$反应时间为
,

#

'假设几种电

泳胶变质的反应程度基本相同$则

,

"

K

"

c,

#

K

#

' !

#

"

将实验温度&相应的保质期代入!

:

"!

O

"式$联立得

到表观活化能
)

:

的估算值'

#

!

结果与讨论

#<"

电泳胶凝固时间

在室温下!

#!F

"$制备的各类电泳胶凝固时间如表

=

所示'新型
(

电泳胶所需的凝固时间最短$

-:?@@AB

胶

所需时间最长'新型
(

&新型
((

电泳胶相对于
-:?@@AB

胶凝固速度更快$主要与牛磺酸的加入量有关'在一定

范围内$牛磺酸浓度越高$电泳胶凝固速度越快)

!

*

'此

外$经实验验证$未排气的新型电泳胶混合液难以凝固'

表
=

!

电泳胶凝固时间!体积
"$@-

#浓度
"$̀

"

3:OA?=

!

>?A:TBV;TB@?VX?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A

!

ZVAP@?"$@-

$

"$̀

" (

@B;

-:?@@AB

胶

-:?@@AB

S

?A

新型
(

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A(

新型
((

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A((

分离胶
2?

W

:D:TBV;

S

?A #! "6 #$

堆积胶
2T:JKB;

SS

?A =$ #= #!

#<#

电泳胶的最大耐受电压和分离性能

实验结果表明$不同浓度的
]BVC':M

预制胶&新型

(

&新型
((

电泳胶的最大耐受电压均在
=!$1

左右$各

类电泳胶在一般工作电压和最大耐受电压下的电泳耗

时如表
G

所示'

-:?@@AB

胶最大耐受电压约为
#G$1

$

不宜在
=!$1

电压条件下电泳'

在最大耐受电压
=!$1

下的各类电泳胶的电泳时

间如表
!

所示$电泳图像如图
"

所示'表
!

中拟合度

'

#为
#

!

=

次电泳结果的平均值'图
"

中$各条带分子

量!

K*:

"从上到下依次为#

"=$

$

"$$

$

6$

!橙色"$

!$

$

=!

$

#!

$

#$

$

"!

'

表
G

!

不同电压下电泳耗时!

"$̀

分离胶"

3:OA?G

!

3B@?CJV;EP@B;

S

:TMBXX?D?;TZVAT:

S

?E

!

"$̀ E?

W

:D:TBV;

S

?A

" (

@B;

]BVC':M

预制胶

]BVC':M>?A

新型
(

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A(

新型
((

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A((

-:?@@AB

胶

-:?@@AB

S

?A

##$1

电泳耗时

##$1&A?JTDV

W

LVD?EBETB@?CJV;EP@B;

S

#8 #= =$ G!

=!$1

电泳耗时

=!$1&A?JTDV

W

LVD?EBETB@?CJV;EP@B;

S

"8 "G #$

,

表
!

!

标准曲线拟合度及电泳用时

3:OA?!

!

2T:;M:DMJPDZ?XBT:;M?A?JTDV

W

LVD?EBETB@?

分离胶浓度

2?

W

:D:TBV;

S

?A

JV;J?;TD:TBV;

(

`

]BVC':M

预制胶

]BVC':M>?A

'

#

时间

3B@?

(

@B;

新型
(

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A(

'

#

时间

3B@?

(

@B;

新型
((

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A((

'

#

时间

3B@?

(

@B;

6<! $<\\#" "! $<\\$! "# $<\\$$ "6

"$ $<\\"$ "8 $<\\$\ "G $<\8== #$

"# $<\8G7 ## $<\\$$ #$ $<\88# #=

"! $<\7== =# $<\88! #8 $<\87$ =!
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!!

在
=!$1

电压下$预染色标准蛋白的电泳时间随

分离胶浓度升高而增加'在同等浓度分离胶中$标准

蛋白在新型
(

电泳胶中电泳速度最快$在预制胶中次

之$在新型
((

电泳胶中电泳速度最慢'电泳过程中蛋

白质的迁移速度与缓冲体系&支持介质性质等密切相

关$由于新型
(

&

((

新型电泳胶中分别以三异丙醇胺和

三乙醇胺作为缓冲组分$相同条件下两种电泳胶的电

泳时间差异显著'

!!

:

"$!

M

"$!

S

"$!

I

"为
6_!̀

&

"$̀

&

"#̀

&

"!̀

的
]BVC':M

预制胶%!

O

"$!

?

"$!

L

"$!

K

"为
6_!̀

&

"$̀

&

"#̀

&

"!̀

的新型
$

电泳胶%!

J

"$!

X

"$!

B

"$!

A

"为

6_!̀

&

"$̀

&

"#̀

&

"!̀

的新型
((

电泳胶'!

:

"$!

M

"$!

S

"$!

I

"#

6_!̀

$

"$̀

$

"#̀

$

"!̀ ]BVC':M>?A

%!

O

"$!

?

"$!

L

"$!

K

"#

6_!̀

$

"$̀

$

"#̀

$

"!̀ /?Y

?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A(

%!

J

"$!

X

"$!

B

"$!

A

"#

6_!̀

$

"$̀

$

"#̀

$

"!̀ /?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A((<

"

图
"

!

=!$1

电压实验电泳图

.B

S

<"

!

&A?JTDV

W

LVD?EBEB@:

S

?E:T=!$1

!!

表
!

&图
"

结果表明$

=!$1

电压条件下$不同浓度

新型
(

和新型
((

电泳胶均能获得清晰的分离条带$标

准曲线拟合度良好$其中新型
(

电泳胶
'

#波动范围最

小$

]BVC':M

预制胶的拟合度波动范围最大'比较几种

电泳胶的
'

#平均值$新型
(

电泳胶的平均分离性能最

佳'分离胶浓度较高时!

"!̀

"$

]BVC':M

预制胶&新型

((

电泳胶的部分蛋白质条带出现模糊&扩散的现象$可

能是电泳耗时较长$产生热量较多$电泳系统温度升高

导致电泳胶分离能力下降'根据
"ZE<A

S

#$

曲线方

程$计算出的蛋白质分子量$与已知的标准分子量对比

的结果表明$实验测得的分子量在
]BVC':M

预制胶&新

型
(

电泳胶&新型
((

电泳胶中的相对误差分别为

$_G!̀

&

$_#7̀

&

$_=7̀

$新型
(

电泳胶测定蛋白质分子

量时的相对误差最小'新型
(

&新型
((

电泳胶和
]BVC

'M:

预制胶中的未染色蛋白质标准的迁移率曲线与上

述结果相近$两种新型电泳胶染色&脱色效果良好$条

"8



中
!

国
!

海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
#$#"

年

带清晰'

#<=

电泳胶保质期的确定

将在
=6F

恒温保存的
-:?@@AB

胶&新型
(

&新型

((

电泳胶和
]BVC':M

预制胶在第
7

&

\

&

"#

天取出进行

电泳$电泳图片如图
#

所示'各类电泳胶保质期如表

7

所示'在
=6F

条件下加速寿命实验结果表明$第
7

天
-:?@@AB

胶对蛋白质的分离能力明显下降$蛋白质

条带出现模糊&扩散和变形$并且存在拖尾现象'

7

天

之后的
-:?@@AB

胶出现气泡和漏胶现象$不宜进行

电泳'

!!

:

"$!

O

"$!

J

"分别为新型
(

电泳胶保存
7

&

\

和
"#

天%!

M

"$!

?

"$!

X

"分别为新型
((

电泳胶保存
7

&

\

和
"#

天%!

S

"$!

L

"为
]BVC':M>?A

预制胶保存
7

和
\

天%

!

B

"为
-:?@@AB

胶保存
7

天'!

:

"$!

O

"$!

J

"#

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A(ETVD?M7

$

\

$

:;M"#M:

U

E

%!

M

"$!

?

"$!

X

"#

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A((ETVD?M7

$

\

$

:;M

"#M:

U

E

%!

S

"$!

L

"#

]BVC':M>?A(ETVD?M7

$

\M:

U

E

%!

B

"#

-:?@@AB

S

?AETVD?M7M:

U

E<

"

图
#

!

加速寿命实验电泳图!

=6F

"

.B

S

<#

!

&A?J

W

LVD?EBEB@:

S

?VX:JJ?A?D:T?MABX?T?ET

!

=6F

"

表
7

!

电泳胶加速寿命实验保质期与表观活化能

3:OA?7

!

2L?AXABX?:;M:

WW

:D?;T:JTBZ:TBV;?;?D

SU

VX?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A

-:?@@AB

胶

-:?@@AB

S

?A

]BVC':M

预制胶

]BVC':M>?A

新型
(

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A(

新型
((

电泳胶

/?Y?A?JTDV

W

LVD?EBE

S

?A((

GF

保质期

2L?AXABX?XVDGF

(

M:

U

G86 8\= "#"8 ""=6

=6F

保质期

2L?AXABX?XVD=6F

(

M:

U

7 \ "! "G

G!F

保质期

2L?AXABX?XVDG!F

(

M:

U

= G 7 7

表观活化能
)

-

(

K9

-

@VA

b"

,

WW

:D?;T:JTBZ:TBV;?;?D

SU

6"<$8 8=<"7 \=<\7 87<8\

!!

第
7

天时两种新型电泳胶分离蛋白质的条带均比

较清晰$且标准曲线拟合度均优于
-:?@@AB

胶$新型
(

电泳胶的线性关系最好'

]BVC':M

预制胶标准曲线拟

合度较好$但蛋白质条带出现扩散现象'第
\

天新型

#8
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(

&新型
((

电泳胶的标准曲线拟合度仍在
$_\8$$

以上$

所得蛋白质条带较清晰%而
]BVC':M

预制胶中所得的蛋

白质条带出现明显的模糊扩散现象$对蛋白质分离效

果明显降低'第
"#

天新型
(

&新型
((

电泳胶中所得的

蛋白质条带出现轻微扩散和拖尾$标准曲线拟合度略

有下降$分离能力仍然较好'新型
(

电泳胶标准曲线的

拟合度更高'两种新型电泳胶均未出现变形&气泡$表

明它们性质稳定$能在较长时间内保持蛋白质分离性

能$保质期显著优于
]BVC':M

公司的预制胶'

]BVC':M

预制胶在保存第
\

天后出现变形和气泡$而新型
(

&新

型
((

电泳胶分别在第
"!

&

"G

天出现气泡'

理论上$

-:?@@AB

胶中的
3DBEC5+A

$以及两种新型

电泳胶中的三乙醇胺和三异丙醇胺都属于胺类'胺类

是典型的亲核试剂$能够亲核攻击酰胺基团带正电的

碳原子$进行胺交换反应'因此$这三种胺都有破坏聚

丙烯酰胺三维网状结构的可能性'这三种亲核试剂

中$

3DBEC5+A

是伯胺$发生胺交换反应相对更容易$但

反应条件也比较苛刻!在酸性或碱性条件使酰胺键的

稳定性受到破坏"%经过较长的时间$其,

/5

#

基团与

聚丙烯酰胺会逐渐发生反应$如图
=

!

:

"所示$反应使交

联结构的酰胺键断开$三维网状结构遭到破坏$电泳胶

逐渐失去了分子筛效应$分离能力下降)

!

*

'三乙醇胺

和三异丙醇胺都是叔胺$对酰胺进行亲核攻击非常困

难$甚至无法进行'同时$两种新型电泳胶中的甘氨酸

成分有利于保持它们的空间网状结构$并减轻蛋白质

条带的拖尾情况'两种新型电泳胶配方中
3DBE

的含量

远低于
-:?@@AB

胶$并采用牛磺酸&乙醇酸作为缓冲成

分$通过调节
W

5

减少聚丙烯酰胺的中酰胺键在酸性条

件下被破坏的程度$从而延长了电泳胶的保质期)

!

*

'

从图
=

!

O

$

J

"可以看出$三异丙醇胺与三乙醇胺虽然性

质相似$但三异丙醇胺立体空间结构相对于三乙醇胺

具有更强的支撑&分散性能$且与酰胺键发生反应时的

空间位阻更大$变质过程更加缓慢'以上分析表明$新

型
(

电泳的保质期应该长于新型
((

电泳胶并远远长于

-:?@@AB

胶$与我们的实验结果相符'电泳胶稳定性

的增强也有助于其耐受更高的电压$使两种新型电泳

胶能够承受
=!$1

的电压$耐压性能显著高于
-:?C

@@AB

胶'

'VY?AA

等人的研究表明$

2*2C%,>&

在
=6F

下

恒温保存
"

天约等于
GF

下恒温保存
"

个月)

\

*

'由

于
]BVC':M

预制胶使用时$距离生产日期约
#

个月$通

过换算后该预制胶保质期为
""

!

"#

个月$与产品说

明基本相符'根据
'VY?AA

的结果推断$在
GF

冷藏条

件下$新型
(

&新型
((

电泳胶可以分别保存约
"!

&

"G

个

月$保质期较
]BVC':M

预制胶更长$明显长于
-:?@@AB

胶'

图
=

!

!

:

"酸性条件下
3DBE

与酰胺键反应%

!

O

"三乙醇胺结构和!

J

"三异丙醇胺结构

.B

S

<=

!

!

:

"

3DBED?:JTEYBTL:@BM?OV;MEP;M?D:JBMBJ

JV;MBTBV;E

%!

O

"

TDB?TL:;VA:@B;?ETDPJTPD?:;M

!

J

"

TDBBEV

W

DV

W

:;VA:@B;?ETDPJTPD?

#<G

电泳胶变质过程的表观活化能

两种新型电泳胶和
-:?@@AB

胶保质期的结果都是

根据较高温度下加速实验的结果推定的'通过计算电

泳胶变质过程中的表观活化能$能够推算电泳胶在理

论上的保质期'四种电泳胶变质过程的表观活化能如

表
7

所示'几种电泳胶表观活化能由大到小排序为#

新型
(

电泳胶&新型
((

电泳胶&

]BVC':M

预制胶&

-:?C

@@AB

胶'表观活化能数值越高$反应进行越慢$这进

一步说明了新型
(

电泳胶具有更加稳定的化学性质$从

而具有较长的保质期'根据表观活化能推算电泳胶在

GF

储存条件下的理论保质期列于表
7

$其中新型
(

电

泳胶保质期最长$可达
=

年以上'根据表观活化能计

算的四种电泳胶的保质期比根据
'VY?AA

研究结果推

算的保质期明显偏长$因此需要进一步通过实验验证

这四种电泳胶在
GF

下的确切的保质期'

#<!-:?@@AB

胶和两种新型电泳胶的理化参数

-:?@@AB

胶和两种新型电泳胶的部分理化参数如

表
6

所示'

=8
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国
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海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
#$#"

年

表
6

!

三种电泳胶部分理化参数!
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分离胶"
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!
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(
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W
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S
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电泳胶颜色
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W
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S
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无色透明
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W
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无色透明
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W
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无色透明

+VAVDA?EE:;MTD:;E

W

:D?;T

初固化时间(
@B;

(;BTB:AJPDB;

S

TB@?

6 ! !

总固化时间(
@B;

3VT:AJPDB;

S

TB@?

=$ #= #!

最高耐受电压(
1

R:NB@P@YBTLET:;MZVAT:

S

?

#G$ =!$ =#$

最高耐受电压下总电泳耗时(
@B;

3VT:A?A?JTDV

W

LVD?EBETB@?CJV;EP@B;

S

:TTL?LB

S

L?ETYBTLET:;MZVAT:

S

?

G! #$ #!

保质期!

=6F

"(月

2L?AXABX?

7 "! "G

理论保质期!

GF

"(

M

3L?VD?TBJ:AEL?AXABX?

G86 "#"8 ""=6

=

!

结语

最大电压耐受实验和加速寿命实验结果表明$新

型
(

和新型
((

电泳胶具备了
-:?@@AB

胶对蛋白质良好

的分离性能$并且制胶时凝固速度更快%耐受工作电压

高达
=!$1

$完成电泳时间更短%新型
(

和新型
((

电泳

胶配方中的缓冲物质三异丙醇胺和三乙醇胺能有效保

护聚丙烯酰胺的三维网状结构$保质期超过现有的商

业预制胶$具有良好的应用前景'
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