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摘要 蛋白质复合体(protein complexes, PCs)在细胞组成及各类生理生化过程中发挥重要而关键的作用, 如质膜

形成、信号转导、抗原抗体识别、物质运输、能量代谢、蛋白质合成与降解、DNA损伤修复等. 但由于其结构

的复杂性, 分离纯化对PCs的结构与功能研究至关重要; 如何保持PCs结构完整性及生物活性是该领域研究的热

点问题之一. 凝胶电泳技术由于其简便、易操作、经济、高效等特点, 在PCs研究中得到广泛的应用. 本文概括

适用于PCs研究的非变性凝胶电泳和多种电泳级联的方法、特点及相关技术流程, 为有效分离PCs提供一定的理

论基础和技术参考, 并基于此进一步系统性地综述这些技术在细胞、细胞外以及非细胞PCs中的研究进展. 凝胶

电泳技术在PCs研究中已取得长足进步, 但仍有较大的发展空间, 例如个性化、模块化、微型化、自动化是其将

来发展的主要趋势. 可以预见的是, 随着凝胶电泳方法与其他联用技术的进一步发展, 人们对PCs的了解也将不断

加深.
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蛋白质复合体(protein complexes, PCs)是由多个

蛋白质或亚基通过疏水性相互作用, 氢键、盐键以及

范德华力等非共价键结合的一类具有四级空间构象的

特定相互作用蛋白质集群
[1]. PCs组成性蛋白质(亚基)

具有特定空间排布序列及构象布局, 从整体上行使一

种或多种特定的生物学功能
[2]. 作为21世纪后基因组

时代蛋白质组学研究热点之一, PCs参与调控生物体

内众多生理生化过程, 在质膜形成
[3]
、信号转导

[4]
、

抗原抗体识别
[5]
、物质运输

[6]
、能量代谢

[7]
、蛋白质

合成与降解
[8]
、DNA损伤修复

[9]
等过程中均发挥重要

作用. 例如, 核孔复合体参与核膜的形成, 精确调控细

胞核与细胞质间的物质运输及信号转导, 是控制细胞

生长发育的重要通道
[10]; 呼吸链复合体与能量代谢过

程密切相关, 不同类型呼吸链复合体具有不同功能,
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共同参与线粒体电子传递以及H+
梯度形成, 后者作为

能量来源直接参与ATP合成
[11]; 蛋白酶体广泛存在于

真核细胞中, 参与胞内蛋白质降解, 其不同的含量及

修饰将直接影响蛋白质调控及稳态维持
[12]; Fanconi贫

血单泛素连接酶复合体参与DNA损伤修复, 同时具有

稳定复制叉和调节胞质分裂等维护功能
[13]. 因此, 对

PCs深入研究有助于揭示其在细胞生理生化过程中的

调控机制及解读生命活动本质规律
[14]. 近年来, 随着

生物学技术不断发展完善, 对某些PCs生物学功能研

究日益深入, 但对于生物体内绝大多数PCs复杂生物

学功能及作用机理研究仍显不足.
与单一蛋白质相比, PCs往往具有较大的分子量

或体积, 其结构的复杂性以及亚基之间相互作用的多

样性使PCs研究相较于一般蛋白质更为艰难. 此外, 生
物体在响应外部刺激时通常也会引起体内PCs组成性

蛋白质亚基的多种翻译后修饰
[15], 进一步增加研究

PCs结构与功能的难度. PCs亚基间的非共价键相互作

用, 在分离纯化过程中极易受到实验步骤或实验试剂

的影响而破坏, 引起亚基间的解离, 进而有可能导致

其生物学功能的部分或全部丧失. 此外, 在PCs分离纯

化过程中普遍存在蛋白质非特异性聚集现象, 也会对

PCs的深入分析造成一定干扰. 因此, 在PCs分离纯化

过程中如何消除蛋白质非特异性聚集现象并保持PCs
结构完整性及生物活性一直是该领域研究的热点问题

之一.
对于PCs的研究报道最早可追溯于20世纪初

[16].
经过近百年发展, 目前对PCs研究方法大致可分为原

位研究和离体研究两个方向: 原位研究无需将PCs提
取分离, 而是依靠分子标记等方式检测分析PCs于细

胞内分布及与其他分子相互作用的情况, 研究手段主

要包括酵母双杂交(yeast two-hybrid, Y2H)[17]、荧光

共振能量转移显微技术(fluorescence resonance energy
transfer microscopy, FRET microscopy)[18]、双分子荧

光互补技术(bimolecular fluorescence complementation,
BiFC)[19]等; 离体研究需将PCs分离提纯, 避免细胞内

其他成分对分析PCs结构与功能时造成干扰, 方法主

要包括膜分离法(membrane separation)[20]、密度梯度

离心法(density gradient centrifugation, DGC)[21]、分析

超速离心法(analytical ultracentrifugation, AUC)[21]、免

疫共沉淀法(co-immunoprecipitation, Co-IP)[22]、亲和

层析法(affinity chromatography)[23]、凝胶电泳技术
[24]

等. PCs经上述技术分离提纯后可通过质谱(mass spec-
trometry, MS)[25]、核磁共振(nuclear magnetic reso-
nance, NMR)[26]、中子散射(neutron scattering)[27,28]、
天然质谱(native mass spectrometry, nMS)[29]等其他技

术进一步表征其序列或空间结构.
离体研究中分离提纯步骤可极大减少干扰因素,

降低PCs分析难度, 故该研究方式是目前PCs结构与功

能表征普遍采用的分析策略. 其中, 膜分离法依据渗透

与反渗透原理, 采用不同孔径半透膜对样品进行分离,
具有适用范围广、操作简单、能耗低、分离速度快的

优点, 但分离受膜孔径大小限制, 分辨率低, 膜易受污

染
[30]. DGC与超速离心法利用样品中各组分沉降系数

差异加速PCs的沉降, 具有应用广、操作简单、分离

速度快的优点, 但对于分子量相近的PCs分离效果不

佳
[31]. Co-IP通过抗原抗体特异性结合使特定PCs沉淀

以达到分离提纯目的, 通过该方法获得的PCs大多处

于天然状态并具有生物活性, 同时也尽可能避免分离

过程中其他不可控因素的影响, 提高实验的重现性,
但该方法需在实验前预测目的蛋白以选择合适抗体,
大大降低其广谱适用性

[22]. 亲和层析法核心在于固定

相与待分离样品(例如PCs)具有特异亲和性, 可根据亲

和性程度不同实现分离提纯目的, 该方法具有分离效

率高、分析速度快、检测灵敏度高等特点, 但操作复

杂、特异性配基昂贵等不足极大限制该方法的广泛应

用
[32]. 凝胶电泳技术根据蛋白质等电点(isoelectric

point, pI)、分子量(molecular weight, MW)、分子形状

等不同物理特性差异而实现其在凝胶中移动速率不

同, 以完成分离提纯目的
[33]. 凝胶电泳技术出现较早,

技术较为成熟, 相对于上述其他技术具有操作简单、

经济、高效、适用对象无偏好性等优点, 在PCs研究

中得到较为广泛的应用
[24,34]. 因此, 本文系统性综述

多种凝胶电泳技术及其在PCs研究中的应用进展.
1937年, 化学家Tiselius[35]首次利用电泳完成复杂

生物样本中血清蛋白的成功分离, 并因此获得1948年
诺贝尔化学奖, 充分彰显电泳的重要性

[36]. 早期电泳

技术基本以自由电泳(电泳介质为溶液)为主, 因外加

电场产生的焦耳效应易使溶液流动发生扰动
[37], 致其

处理复杂样品的分辨率及分离效果降低, 难以满足后

续实验对样品分离纯化的要求. 为克服该问题, 以滤

纸
[38,39]

、琼脂糖凝胶
[40]

、醋酸纤维素薄膜
[41]

、聚丙

烯酰胺凝胶(polyacrylamide gel, PAG)[33,42]等为载体的
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区带电泳在20世纪中叶得到快速发展. 在此之后, 1959
年及1966年先后出现的非变性PAG电泳技术(native
PAG electrophoresis, Native-PAGE)[33]及等电聚焦电泳

技术(isoelectric focusing, IEF)[43,44]在一定程度上克服

之前电泳技术对PCs及相互作用蛋白质分离的不足.
随后,众多学者以Native-PAGE和IEF为基础,不断对其

成胶配方及电泳试剂进行更新与优化, 衍生/拓展出一

系列适用于PCs或相互作用蛋白质分离纯化的新型凝

胶电泳技术, 如蓝色非变性PAGE(blue native-PAGE,
BN-PAGE)[45,46]、无色非变性PAGE(colorless native-
PAGE, CN-PAGE)[47,48]、高分辨无色非变性PAGE
(high resolution CN-PAGE, HrCN-PAGE)[49,50]、苯乙

烯马来酸PAGE(styrene maleic acid-PAGE, SMA-
PAGE)[51](图1). 此外, 还有学者通过不同电泳技术间

的互相级联, 利用不同的蛋白质分离原理而实现PCs
或相互作用蛋白质的高效分离纯化. 例如, 非变性微

型凝胶二维电泳(nondenaturing micro two-dimensional
electrophoresis, Nondenaturing μ2-DE)[52~55]技术成功级

联非变性IEF(Native-IEF)和Native-PAGE(表1), 完成凝

胶的微型化. 为实现PCs或相互作用蛋白质高效分离

纯化及其亚基亚型的全面电泳表征分析, 四维正交凝

胶电泳系统(four-dimensional orthogonal electrophor-
esis system, 4-DES)[56]、广谱4-DES(broad-spectrum 4-
DES, BS4-DES)[57]也已成功构建. 这两种系统成功级

联Native-IEF, Native-PAGE, 变性IEF(denaturing IEF)
及十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium do-

decyl sulfate-PAGE, SDS-PAGE)四种电泳技术(表1).
不同类型的凝胶电泳技术在PCs研究中各有侧重, 如

Native-PAGE衍生技术BN-PAGE, CN-PAGE, HrCN-
PAGE及SMA-PAGE多用于膜蛋白质复合体的分离纯

化研究; 而电泳级联技术则适用于PCs及其亚基亚型

分离纯化及表达差异研究. 值得注意的是, 上述众多

电泳技术与其他现代分析技术(例如质谱技术)的偶联,
可进一步完成对PCs及其亚基亚型鉴定及翻译后修饰

的深入研究
[57].

PCs结构的完整性直接影响着电泳分离效果及后

续研究结果的可靠性, 因此如何实现PCs非变性分离

是电泳领域研究热点之一. 尽管目前许多基于不同分

离原理、分离目的的凝胶电泳技术已经得到广泛应

用, 但目前关于这些凝胶技术的系统性综述仍显不足.
因此, 本文基于多种适用于PCs研究的凝胶电泳技

术、特点及相关技术流程, 系统性综述这些技术应用

于细胞膜、细胞质、细胞核及其他非细胞结构PCs的
研究进展, 以期为PCs深入研究及相关凝胶电泳技术

进一步拓展提供一定参考.

1 适用于PCs研究的凝胶电泳技术

随着电泳技术的不断发展与完善, 迄今为止已经

涌现出多种针对PCs不同特性而实现分离纯化的凝胶

电泳技术, 主要分为两大类: (i) 利用单一分离原理的

非变性凝胶电泳技术, 如最早应用于细胞质PCs分离

图 1 非变性凝胶电泳技术研究进展
Figure 1 Research advances in non-denaturing gel electrophoresis
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纯化的Native-PAGE, IEF电泳和以Native-PAGE为基础

衍生的BN-PAGE, CN-PAGE, HrCN-PAGE, SMA-
PAGE技术等; (ii) 利用多种分离原理的级联电泳技术

如Nondenaturing μ2-DE, 4-DES和BS4-DES(表1). 在非

变性凝胶技术方面, Native-PAGE于1959年被首次开发

并成功应用于血清白蛋白和血红蛋白的分离纯化
[33].

该电泳技术的核心在于凝胶、缓冲液配制过程中并不

添加变性试剂(如SDS、尿素、硫脲等). 针对PCs的靶

向性分析, Native-PAGE通常可以根据待分离PCs酸碱

性调整凝胶pH值, 用以增强特定PCs的电泳分离效果.
1966年出现的IEF则是利用PCs的两性解离特性, 根据

PCs等电点差异而实现不同PCs之间的分离, 具有较高

分辨率(ΔpI=0.01 pH)[57]. 目前, IEF电泳在PCs等电点

测定、分离、富集、纯化分析中得到广泛应用
[33].

BN-PAGE, CN-PAGE, HrCN-PAGE及SMA-PAGE则以

Native-PAGE为基础, 遵循尽可能不破坏PCs结构的原

则, 在制胶及电泳缓冲液配制过程中通过改变部分试

剂来实现PCs高分辨率非变性电泳分离效果. 例如,
BN-PAGE与Native-PAGE相比, 主要区别在于在BN-
PAGE凝胶制备及电泳缓冲液配制过程中添加考马斯

亮蓝(coomassie brilliant blue, CBB), 利用CBB−
离子与

蛋白质的强结合力以提高PCs水溶性并防止蛋白质非

特异性聚集, 进而实现BN-PAGE对于PCs高效分离效

果(该电泳技术尤其适用于膜蛋白质复合体的分离纯

化)[33]. 但是过多的CBB−
离子结合会使PCs中部分亚基

间产生过强的库伦斥力, 容易引起亚基的解离, 进而造

成PCs结构的部分破坏
[33]. CN-PAGE通过替换BN-

PAGE中的CBB试剂, 增加PCs分离种类. 例如, 使用洋

地黄皂苷(digitonin)替换考马斯亮蓝G250, 从而更好地

保证PCs的完整结构. HrCN-PAGE在CN-PAGE的基础

上进行进一步改良, 添加中性去污剂如十二烷基-β-D-
麦芽糖苷(N-dodecyl-β-D-maltoside, DDM)等以提高分

辨率. SMA-PAGE是利用苯乙烯马来酸脂质颗粒(SMA
lipid particle, SMALP)的特性对PCs进行分离的电泳技

术, 在分离过程中对膜蛋白的结构具有良好保护效果,
常用于膜蛋白的分离提纯. 以上电泳衍生技术一般用

于膜蛋白以及相互作用蛋白质的研究中, 在检测分离

特定种类PCs方面各具优势. 在电泳-电泳级联技术方

面, Nondenaturing μ2-DE将两种非变性电泳结合成二

维电泳技术, 该技术可在保持PCs结构不变的同时检

测样品中特定PCs的浓度及其分布, 常与液相色谱-质
谱联用(liquid chromatography-mass spectrometry,
LC-MS)进行定量分析. 4-DES和BS4-DES将非变性电

泳与变性电泳方法相结合, 对样品进行多次分离富集.

表 1 凝胶电泳技术种类及特点

Table 1 Types and properties of gel electrophoresis techniques

电泳 时间 特点 原理 主要用途 文献

Native-PAGE 1959/2021 不添加SDS、巯基乙醇等致蛋
白质变性的试剂

等电点、分子的大小
和形状

蛋白质非变性分离、
蛋白质相互作用鉴定

[33,34]

IEF 1966/2017 凝胶具有pH梯度 等电点 同工酶、蛋白质微量分析 [43,44]

BN-PAGE 1991/2023 添加温和试剂CBB替代SDS
提高分辨率

避免样品聚集、排除
电荷数干扰

分离膜蛋白、疏水性PCs [45,46]

CN-PAGE 1994/2019
无带电荷染料, 添加洋地黄皂

苷替换CBB提高
分辨率

分子的大小、形状和
带电荷量

分离膜蛋白超复合体、具
有酶活性的低聚物

[47,48]

HrCN-PAGE 2007/2023
添加无色的阴离子去污剂、

中性去污剂提高
分辨率

增大溶解性、排除电荷
数干扰

分离膜蛋白复合体 [49,50]

SMA-PAGE 2019 添加SMA保护膜蛋白 分子的大小和形状 膜蛋白分离、提纯 [51]

Nondenaturing μ2-DE 1982/2016 综合的电泳分离方法、
保持蛋白活性

等电点、分子的大小
和形状

分析PCs的浓度及其
分布情况

[52,53,55]

4-DES 2010 综合的电泳分离方法、
分离~3.0~8.4等电点范围

等电点、分子所带电荷、
分子的大小和形状

分析PCs种类、含量、
亚基亚型差异

[56]

BS4-DES 2012 综合的电泳分离方法、
分离~3.0~11.0等电点范围

等电点、分子所带电荷、
分子的大小和形状

分析PCs种类、含量、
亚基亚型差异

[57]
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4-DES在检测PCs及其亚基亚型特征的同时可对其进

行分离富集. 相较于4-DES, BS4-DES进一步扩大PCs
的可检测范围, 增加对极端碱性PCs的适用性. 为更好

地理解及应用这些凝胶电泳技术, 本研究还对这些技

术的特点、原理及相关技术流程进行详细阐述.

1.1 单一分离原理的非变性凝胶电泳技术

(1) Native-PAGE. Native-PAGE是最早应用于PCs
分离提纯的凝胶电泳技术. 该技术在凝胶制备、缓冲

液配制过程中不添加变性试剂, 从而最大限度地保持

蛋白质活性, 因此可用于蛋白质相互作用的分析. Na-
tive-PAGE分离原理与样品等电点、分子量及其形状

有关, 如图2A所示. 为保持PCs的结构, 制备样品时需

先对样品进行初步的非变性提取, 电泳需要在较小电

流以及较低温度的条件下进行
[58]. 对于电泳分离结果

受等电点影响的样品, 在分离酸性PCs与碱性PCs时会

出现电泳方向相反的情况, 因此, 在分离之前需要根据

样品的酸碱性选择合适的凝胶及pH环境. 例如, 分离

酸性PCs时要在偏碱性的缓冲系统中进行, 使PCs整体

带负电荷, 而分离碱性PCs时通常则是在微酸的环境

中进行, 其电极方向与分离酸性PCs时相反.
Native-PAGE的实验流程可分为5大模块: 凝胶制

备、样品准备、电泳、凝胶处理以及检测分析. 首先

是电泳凝胶制备, 在该步骤中, 分离酸性PCs和分离碱

性PCs的凝胶所用的缓冲液pH存在差异, 并且使用的

示踪剂也不同, 如酸性PCs一般使用溴酚蓝, 碱性PCs
则可以使用甲基绿进行标记. 其次是样品准备, 将调整

到合适浓度的样品加入到加样孔中, 在调整电极方向

后进行电泳. 最后是电泳后凝胶处理, 即对凝胶进行

染色、脱色以及图像采集等; 此外, 也可以切割凝胶

后提取胶粒中PCs进行后续分析.
Native-PAGE不添加任何对蛋白质结构造成改变

的试剂, 因此在分离过程中能够保持最为完整的PCs
结构以及其生物活性

[33,59]. 然而PCs的电泳分离效果

也易受到其等电点、分子量和形状等因素的影响, 容

易引起Native-PAGE分辨率的降低.
(2) IEF. PCs具有两性解离的物理特性, 其pI为复

合体在溶液呈现电中性时的pH值[60]. 基于等电点差

异IEF实现不同PCs的有效分离. 如图2B所示. 在电泳

过程中, 当PCs移动到凝胶特定位置(即该处pH=pI)时,
PCs由于呈电中性而失去电场力作用, 从而停止运动,

最终具有相同等电点的PCs聚集在一个狭窄区带内.
因此, 在IEF中需要使用pH梯度凝胶作为分离PCs的
载体介质, 并且该凝胶需满足从正极到负极pH值呈

线性升高的要求. 在制备pH梯度凝胶过程中用于形

成pH梯度的常用方法有3种: 载体两性电解质(carrier
ampholyte, CA)、固定化电解质(immobilized pH gra-
dient, IPG)以及载体两性电解质-固定化电解质复合

电解质(IEF on CA containing IPG, ICAPG)[61]. 综上

所述, IEF分离PCs仅取决于样品等电点, 其分辨率在

理论上没有上限, 因此窄pH范围和高场强条件下的

IEF分辨率极高. 这一特性有效弥补Native-PAGE分辨

率不足的缺陷, 在分离等电点不同的PCs时具有极大

优势.
基于薄层PAG的IEF操作与基本实验流程略有不

同, 凝胶需进行预聚焦以形成线性pH梯度
[62]. 电泳后

检测与其他电泳的后续检测方法相同, 处理后的凝胶

通过适当方法用于PCs种类鉴定以及PCs亚基亚型组

成等后续研究. 例如, Hegen等人
[63]

使用IEF有效分离

脑脊液样品中的PCs, 随后对其进行免疫印迹检测
[64],

该方法成功地对样品脑脊液中的寡克隆区带进行有效

分析.
IEF介质种类多样, 不仅可在装有溶液的玻璃管

(如毛细管)中进行, 也可在琼脂糖平板凝胶中进行
[65],

聚丙烯酰胺凝胶也是其常用电泳载体介质. 超薄IEF
技术(ultrathin-layer IEF, UTL-IEF)的出现使IEF电泳技

术得到更加广泛的应用
[66,67]. Stastna和Slais[68]发明的

二维凝胶IEF(two-dimensional gel IEF, 2-D gel IEF)适
用于分离较低浓度的蛋白质样品. 该技术能够在同一

凝胶横向和纵向两个方向上先后实现蛋白质两次IEF
电泳分离,从而增加IEF分辨率. 更为重要的是,其分离

过程在同一块凝胶中进行, 进而有效避免样品的损失

和污染. 该方法成功实现β-乳球蛋白两种不同形式在

单纯一维IEF中的分离.
IEF基于等电点分离PCs在理论上具有极高的分

辨率, 但在实际应用中无法实现对等电点相近或相同

PCs的完全分离. 并且由于PCs存在聚集现象, IEF对该

类PCs如线粒体呼吸链复合体Ⅰ~Ⅴ无法进行分离
[47].

而由于PCs在等电点处溶解度变小, 在进行IEF时等电

点处常发生PCs析出现象, 同样不利于后续实验的

开展.
(3) BN-PAGE. BN-PAGE是以Native-PAGE以及
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SDS-PAGE为基础进行改良并用于分离PCs的电泳技

术
[69], 其特点主要是在电泳中使用CBB以及温和去污

剂
[70], 并且不加入使蛋白质变性的巯基乙醇

[71], 因此,
该技术能够在电泳中保持PCs的原有形态. PCs表面可

以按一定比率
[72,73]

结合带负电荷的CBB染料, CBB染
料能够在避免PCs非特异性聚集的同时排除样品在电

场中因带电荷数不同对分子移动速率造成的干扰, 进

而极大提高电泳的分辨率
[74], 如图3所示. 一般情况下,

CBB可以覆盖在PCs疏水基团上
[75], 有效地促进PCs的

溶解, 使BN-PAGE对一些疏水性PCs具有良好的分离

效果.
BN-PAGE技术的关键在于处理样品时低盐状态

的保持以及去污剂的选择
[76]. 此外, 由于电泳具有浓

缩分离效果, 因此胶粒中的样品纯度通常较高, 能够

在脱色提取后用于其他仪器检测
[24].

近年来, 根据不同PCs的特性, 基于BN-PAGE的电

泳技术的改良在不断进行. 例如, Strecker等人
[77]

改良

大孔天然蓝色凝胶电泳(large pore blue native gel
electrophoresis method, lpBN-PAGE), 其原理是在Na-
tive-PAGE制胶过程中改变丙烯酰胺和双丙烯酰胺的

浓度, 从而制得可分离PCs分子量上限高达45 MD的凝

胶, 在lpBN-PAGE中通过该凝胶成功分离超过10 MD
的超大型PCs. 陆等人

[78]
在对A型肉毒毒素的活性药用

成分结构分析中对BN-PAGE进行改良: 调整缓冲液的

配比及电泳时间以提高分辨率, 采用优化浓度以及在

配比后使用丽春红替代原来的考马斯亮蓝G250, 从而

使得样品处理过程更加温和, 最后通过改变试剂配比

以及脱色方法将凝胶进行适当处理以便于后续分析.
与Native-PAGE相比, BN-PAGE不仅提高分辨率,

而且与SDS-PAGE联合可以检测分离的PCs亚基亚型.
但由于CBB的加入改变PCs的带电情况, 可能会造成

部分PCs的结构发生改变, 因此该技术对一些易变性

样品的分离效果不理想.
(4) CN-PAGE. 相较于BN-PAGE, CN-PAGE最大

的特点是不加入带电荷的染料, 在分离过程中对PCs
的影响更小

[79]. 因此, 该电泳技术能够将生物膜蛋白

质中的超复合体
[80]

或线粒体ATP合酶中具有酶活性的

低聚物
[81]

等进行完整的分离, 并且在胶内酶催化活性

测定以及荧光标记检测中更具优势.
CN-PAGE与BN-PAGE的操作流程基本相同, 但在

图 2 Native-PAGE与IEF分离PCs模式图. A: Native-PAGE. 图中凝胶为梯度聚丙烯酰胺凝胶, 剖面放大图中蓝色线条代表聚
丙烯酰胺,线条密度表示凝胶浓度/孔径大小. a为分子量较大的PCs, b为分子量较小的PCs; B: IEF. c为具有较高pI值的PCs, d为
具有较低pI值的PCs
Figure 2 Diagram of the Native-PAGE and IEF for PCs isolation. A: Native-PAGE. The figure depicts gradient polyacrylamide gel, where the blue
line in the enlarged section signifies polyacrylamide, and the line density represents the concentration or pore size of the gel. In this figure, a denotes
PCs with higher molecular weights and b denotes PCs with lower molecular weights; B: IEF. In this figure, c denotes PCs with higher pI values, and d
denotes PCs with lower pI values
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配制阴极缓冲液时使用洋地黄皂苷替换考马斯亮蓝

G250, 并且在对样品进行分析鉴定时常与SDS-PAGE
或与LC-MS等技术联用. Lucker等人

[82]
将光谱技术与

CN-PAGE偶合, 同时结合二级质谱, 实现对类囊体膜

复合体的高精度定性定量分析. Newell等人
[83]

结合

BN-PAGE和CN-PAGE的优点开发一种混合电泳方法,
即BCN-PAGE. 该方法成功应用于线粒体疾病诊断研

究中, 实现皮肤成纤维细胞内物质中特定PCs的稳定

分离.
由于CN-PAGE不使用带电荷染料, PCs在该技术

中的移动速率取决于其本身分子的大小、形状及所带

电荷的综合情况. 因此, 该电泳技术相较于BN-PAGE,
其电泳分辨率相对较低, 并且只能分离pI值小于胶内

pH值的PCs[84], 如胞质酸性水溶性PCs或pI<7的膜

PCs等.
(5) HrCN-PAGE. HrCN-PAGE与BN-PAGE的不同

在于该技术使用无色阴离子去污剂以及中性去污剂替

代CBB. 这些去污剂与PCs结合从而屏蔽PCs自身的电

荷, 进而降低电泳过程中PCs自身电荷对迁移速率的

影响, 有效弥补CN-PAGE分辨率低以及可检测样品范

围小的缺点. HrCN-PAGE分辨率与BN-PAGE接近, 但
该电泳技术增加疏水性蛋白质的溶解性, 从而降低

PCs之间的非特异性聚集作用
[85].

研究表明, HrCN-PAGE中去污剂的选择与PCs分
离效果密切相关. 例如Wittig等人

[49]
将样品处理中采

用DDM溶解膜蛋白复合体的不同HrCNE电泳技术进

行对比 , HrCNE-1选用添加DDM的阴极缓冲液 ,
HrCNE-2则选用添加聚乙二醇辛基苯基醚(Triton X-
100)的阴极缓冲液. 两种方法的分离结果与采用CN-

PAGE和BN-PAGE方法的结果进行对比, 发现HrCNE-1
对牛(Bovini)心线粒体膜蛋白复合体的结构保护以及

分离效果都优于其他电泳方法. 此外, HrCN-PAGE可
以直接进行胶内酶活检测以及荧光活性检测, 并且不

会受到其他因素(如CBB)的干扰
[86,87]. 例如, 在二维电

泳HrCN-PAGE/SDS-PAGE中, 样品可以先在HrCN-
PAGE中进行酶活性检测

[88], 随后使用SDS-PAGE对其

亚基进行分离. 近年来, 关于HrCN-PAGE电泳技术的

改进仍在进行中, 如Ladig等人
[89]

开发基于组氨酸和脱

氧胆酸盐的HDN-PAGE. 与HrCN-PAGE相比, HDN-
PAGE更改部分缓冲液成分并提高其pH值, 在分析叶

绿体膜、类囊体膜的PCs中具有更好的分离效果.
BN-PAGE, CN-PAGE以及HrCN-PAGE皆是以Na-

tive-PAGE为基础, 针对不同特性的PCs进行个性化调

整而出现的凝胶电泳技术. 不仅如此, 还有大量以其

为基础进行个性化调整的凝胶电泳技术, 例如专用于

分离类囊体PCs的天然绿色凝胶电泳(native green gel
electrophoresis, NG-PAGE)[90], 该方法同时采用凝胶微

型化的设计, 节省试剂的同时缩短电泳时间.
(6) SMA-PAGE. 相较于BN-PAGE, CN-PAGE在凝

胶制备模块进行试剂替换, SMA-PAGE脱离传统电泳

直接对样品进行分离的思路, 在样品准备模块中添加

SMA先行处理样品. 传统去污剂存在破坏PCs结构导

致样品聚集的风险, 而该试剂能够与膜PCs周围磷脂

结合, 进而产生包含膜PCs及其周围脂质的SMALP颗
粒, 有效避免分离膜蛋白过程中原脂质环境的丢失,
进而避免蛋白质稳定性降低、溶解效果差等不利影

响
[91].
SMALP颗粒是SMA共聚物

[92], 将环绕膜PCs的脂

质包裹在内部的纳米级脂质盘, 增强内部包裹的膜

PCs结构稳定性. 此外, SMA大小均一, 具有很高的负

电荷密度
[51]. 对于SMALP颗粒具体的物化结构, Jam-

shad等人
[93]

对SMA与1,2-二肉豆蔻酰-sn-甘油-3-磷酰

胆碱(1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,
DMPC)混合制得的SMALP颗粒进行全面分析. 在该研

究中, 利用中子小角散射结合电子显微镜(electron mi-
croscope, EM)检测SMALP颗粒的形状及尺寸, 并通过

傅里叶变换衰减全反射红外光谱法探究SMA中化学

基团在颗粒中对脂质的取向, 随后采用核磁共振波谱

法分析确定SMA苯乙烯基团与脂酰基链的相互作用,
最后使用差示扫描量热法(differential scanning calori-

图 3 BN-PAGE中CBB与PCs结合消除电荷差异
Figure 3 CBB combined with PCs in BN-PAGE to eliminate charge
difference
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metry, DSC)来分析SMALP的形成对脂质相变的影响.
这些研究不仅解析SMALP颗粒保留天然膜环境作为

最小功能单位的机制, 更为应用该颗粒进行膜PCs的
研究提供参考.

SMALP颗粒对膜蛋白结构及功能具有一定的保

护作用. SMALP颗粒能够分离膜PCs与周围部分脂质

从而有助于研究膜PCs周围局部脂质环境. 膜PCs在经

过SMA-PAGE分离后, 还可以与其他技术, 如MS, 冷冻

电镜(cryo-electron microscopy, cryo-EM)等联用, 从而

进一步检测样品理化性质. SMALP颗粒在SMA-PAGE
电泳中极为重要, 因为电泳过程中分离对象为包裹膜

PCs的SMALP颗粒. 如图4所示, 其内部的膜PCs大小

以及囊泡形状与该技术分离效果密切相关.
尽管如此, SMA形成SMALP颗粒也存在一些不

足. 例如其形成的SMALP圆盘状纳米颗粒最大直径接

近15 nm, 通过计算可知, 可与该颗粒结合的膜PCs分
子量小于400 kD[93]; 此外, 由于SMA在pH低于6.5时不

溶于水, 因此形成并维持SMALP颗粒需在pH高于6.5
的环境中, 这对后续以SMALP颗粒为样品的实验产生

一定的限制, 即实验环境要求pH高于6.5; 最后, 由于

SMA聚合物是二价阳离子的螯合剂, 其产生的螯合物

往往不可溶, 因此实验样品中高浓度二价阳离子的存

在会造成SMALP颗粒一定程度的瓦解, 不利于后续

分析.

1.2 利用多种分离原理的级联电泳技术

(1) Nondenaturing μ2-DE. Nondenaturing μ2-DE是
将两种非变性电泳结合的二维电泳技术, 其一维和二

维电泳分别由IEF和Native-PAGE组成. 该技术能够在

保持PCs结构不变的同时利用二维电泳的优点检测样

品中特定PCs的浓度及其分布情况, 并且能够按照不

同物理特性将样品分离, 有效地解决单一电泳中相同

特性PCs在同一点重合的问题. 与普通电泳相比, Non-
denaturing μ2-DE中第二维电泳采用微型化的设计, 使
用的凝胶尺寸较小, 使得该方法的样品、凝胶试剂用

量以及电泳所耗时间明显减少.
如图5所示, 在组成Nondenaturing μ2-DE的电泳

中, 第一维电泳使用IEF电泳, 应用于该电泳技术的凝

胶的选择取决于样品的种类
[94,95]. 在IEF电泳中, 通电

产生的热量可能会破坏PCs结构, 因此合适的电泳时

间以及电压对一维IEF电泳非常重要
[96]. 第二维电泳

通常使用Native-PAGE, 该技术中所使用的凝胶是由

一维IEF上分离的样品切取条带制作而成. 第二维电

泳使用的凝胶较小, 减少制备凝胶所需试剂量以及电

泳所需时间. 此外电泳后可从凝胶中提取样品进而应

用于其他研究方法, 如Chen等人
[55]

将大鼠(Rattus nor-

图 4 SMA作用于膜PCs形成SMALP颗粒模式图
Figure 4 The particle pattern diagram of SMALP by SMA acting on
membrane PCs

图 5 非变性微型2DE流程图
Figure 5 Flowchart of the non-denaturing micro 2DE
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vegicus)血浆蛋白进行Nondenaturing μ2-DE分离后, 提
取相应凝胶分离样品, 随后用LC-MS/MS对这些样品

进行定性定量分析, 成功绘制大鼠血浆蛋白质组图谱.
(2) 4-DES. 4-DES是将非变性电泳和变性电泳技

术级联的综合电泳方法, 该技术通过运用不同的分离

原理以及PCs本身具有的物理特性, 将复杂样品中各

类PCs进行细致地区分. 4-DES由非变性的一维、二维

电泳以及变性的三维、四维电泳组成
[56], 利用样品等

电点、分子所带电荷、分子大小和形状进行分离, 使

得凝胶清楚呈现出PCs在种类、含量上的差异, 从而

得到生物样本广谱PCs凝胶电泳表达谱.
4-DES由非变性的第一维非变性薄层等电聚焦电

泳(nondenaturing or native thin layer IEF, nondenaturing
or native tl-IEF)、第二维Native-PAGE和变性的第三维

变性等电聚焦电泳(denaturing IEF)、第四维SDS-
PAGE级联而成. 非变性第一、二维将一维线性分辨

率扩展为二维平面分辨率, 在不改变PCs结构及生物

活性情况下提高分离效果. 随后采用碱-超声蛋白萃取

方法从凝胶中提取分离后的PCs, 通过SDS-PAGE以及

MS对其组成成分进行初步检测, 之后使用变性第三、

四维电泳分离待测PCs中的亚基, 最终通过MS等技术

鉴定亚基的具体类别
[97].

4-DES对PCs以及相互作用蛋白质的分离提取具

有一定的广谱性, 可用于完整分离并富集样品中的

PCs并对其亚基亚型进行检测. 但由于受凝胶pH范围

的影响, 在分离提取如极端碱性PCs方面有一定的局

限性.
(3) BS4-DES. BS4-DES是在4-DES的基础上进行

改进的电泳方法, 该技术针对4-DES对极碱性蛋白质

检测的不足, 在第二维电泳原有碱性非变性凝胶电泳

(basic-native-PAGE)的基础上构建酸性非变性凝胶电

泳(acidic-native-PAGE), 将可检测PCs等电点范围由原

来3.0~8.4扩展到3.0~11.0[57], 实现对更多种类的PCs进
行检测.

如图6所示, BS4-DES的操作流程与4-DES相似,
可以分为六大部分

[57], 主要操作包括非变性第一维电

泳、非变性第二维电泳、胶内样品提取、变性第三维

电泳、变性第四维电泳以及样品检测. 首先利用PCs
等电点的不同对待测样品进行第一维电泳, 第一维电

泳选用Nondenaturing或Native tl-IEF. 电泳后将凝胶沿

泳道切成条带以进行第二维电泳. 第二维电泳使用Ba-

sic-native-PAGE或Acidic-native-PAGE.在该操作中,先
将第一维电泳后含样品的凝胶条带在平衡缓冲液中进

行平衡使PCs重新带电, 之后制作第二维电泳凝胶. 凝
胶类型的选取取决于待分离样品的等电点, 例如, 若待

测PCs等电点在3.0~8.4范围内选择使用Basic-native-
PAGE, 若在8.4~11.0范围内则选择Acidic-native-
PAGE. 若样品的等电点在以上pH范围内均有分布时

应该分别选取不同凝胶条带进行Basic-native-PAGE和
Acidic-native-PAGE,之后将电泳后凝胶染色进行分析.
对于切取待测PCs所在凝胶, 使用氨水-超声胶内萃取

方法将样品进行萃取浓缩. 接着进行第三维和第四维

电泳, 采取Denaturing IEF和SDS-PAGE将分离富集的

PCs样品进行分离, 最后将提取的样品进行检测分析,
如将样品提取后进行MS检测以确定其序列信息.

综上所述, 凝胶电泳技术具有操作简单、经济、

高效、适用对象无偏好性等优点, 并且针对不同类型

PCs开发的不同电泳技术均有保持其结构及生物活性

的特点. 截至目前, 多种凝胶电泳技术已在PCs研究中

得到较为广泛的应用. 在实际应用中这些电泳技术在

分离不同PCs时各具优势与不足. 可以预见, 电泳技术

的不断发展与改良将进一步推动生物样品PCs的有效

分离, 促进PCs的深度研究, 极大拓展电泳技术的应用

领域.

2 凝胶电泳技术在PCs研究中的应用

PCs种类繁多, 主要分布在细胞中, 不同种类PCs
执行不同生理功能. 研究PCs在细胞中的含量、组成

及功能有助于解并揭示其在细胞生理生化过程中的机

理, 对阐释细胞生命活动机理至关重要.
调整后的凝胶电泳技术可对PCs进行完整分

离
[98,99]. 而不同凝胶电泳方法各具特点, 在区分样品中

不同种类PCs时, 需根据目标PCs类型及其理化特性选

择合适的电泳方法(表2).
凝胶电泳技术可对PCs进行分离提纯, 以达到后

续分析技术的基本检测条件. 例如, 电镜单颗粒分析

技术对待测样品有很高的要求, 在解析其空间结构时

样品需呈单分散状态才能进行成像分析. SMA-PAGE
中形成的SMALP颗粒可以满足cryo-EM单颗粒分析技

术检测时对蛋白质样品状态的要求
[51]. 使用SMA包裹

PCs形成蛋白质-SMALP颗粒, 纯化后提取或直接从凝
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胶转移至EM网格上进行成像, 可清楚观察到呈单分散

状态的蛋白质-SMALP颗粒, 该结果有效证明SMA-
PAGE处理后的样品能够满足cryo-EM单颗粒分析技

术成像的要求.
实验验证方面, 凝胶电泳技术结合其他检测技术

可作为一种系统的分析方法对实验结果进行对比验

证. 例如, 利用大肠杆菌异源性表达Aquifex aeolicus
F1FO ATP合酶时

[172], 通过亲和尺寸排阻色谱纯化样

品, 随后使用BN-PAGE、免疫印迹分析以及质谱方法

测定酶活性, 最后使用单粒子EM观察其结构. 该研究

图 6 BS4-DES分离原理. 图片修改(引用)自文献[57](开放获取)
Figure 6 The separation principle of BS4-DES. Adapted (reproduced) from ref. [57] (Open Access)
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表 2 研究PCs及相互作用蛋白质的凝胶电泳技术与相关联用技术

Table 2 Gel electrophoresis and correlation techniques to study PCs and interacting PCs

时间 蛋白质复合体类型 联用技术 文献

Native-PAGE

2016 绿脓杆菌(Pseudomonas aeruginosa) MexAB-OprM
复合体

纳米磷脂盘、尺寸排阻色谱、透射电子显微镜
(transmission EM, TEM) [100]

2017 人类(Homo sapiens)血清、血浆蛋白质复合体 LC-MS/MS [101]

2017 大肠杆菌(Escherichia coli)细菌铁蛋白质 尺寸排阻色谱, 温度相关圆二色光谱, TEM [102]

2018 海洋红大藻(Centroceras clavulatum)新型藻蓝、藻红蛋
白质

紫外光谱分析, SDS-PAGE和LC-MS/MS [103]

2018 人类、酵母(yeast)胰岛素降解酶(insulin-degrading
enzyme, IDE) LC-MS/MS [104]

2019 HIV-1细胞融合抑制剂T20 圆二色光谱 [105]

2019 人类单宁酸-血浆蛋白复合体
动态光散射、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
(MALDI-TOF MS)、圆二色光谱、扫描电子显微镜

(scanning EM, SEM)
[106]

2019 青霉菌(Penicillium)异质二聚体凝集素 SDS-PAGE [107]

2019 钩端螺旋体(Leptospira)超分子ErpY样脂蛋白 SDS-PAGE, 化学交联, 动态光散射, 场发射TEM [108]

2020 酵母细胞纤维素体 免疫荧光显微镜, MS [109]

2020 人类保守转运蛋白颗粒复合体 免疫荧光显微镜, SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [110]

2020 ErpA载体蛋白、泛醌氧化还原酶 蔗糖梯度离心 [111]

2020 铁蛋白 SDS-PAGE, MALDI-TOF/TOF-MS [112]

2020 脱氢抗坏血酸还原酶 SDS-PAGE, 免疫印迹分析, LC-MS/MS [113]

2020 ATP合酶-光系统I反应中心超复合体 蔗糖梯度离心, 免疫印迹分析, nLC-MS/MS [114]

2020 β-葡萄糖苷酶同工型II分子聚集体 SDS-PAGE, 醋酸尿素PAGE, nano LC-ESI-MS/MS [115]

2020 神经源性丝氨酸蛋白酶抑制剂-组织型纤溶酶原激活剂 SDS-PAGE, 免疫荧光染色 [116]

2020 植物产生的猪瘟病毒(Swine fever virus) E2融合蛋白 尺寸排阻色谱, SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [117]

2020 梭状芽孢杆菌(Clostridium) Na+转运型谷氨酰辅酶
A脱羧酶

SDS-PAGE, 尺寸排阻色谱, 激光诱导液珠离子解析质谱
(laser-induced liquid bead ion desorption mass

spectrometry, LILBID-MS), TEM
[118]

2020 新型蛋白酶体组装中间体sub-13S SDS-PAGE, LC-MS/MS [119]

2021 人类PYRIN结构域蛋白3 SDS-PAGE, 尺寸排阻色谱 [120]

2021 酪蛋白胶粒
SDS-PAGE, 高效液相色谱(high performance liquid
chromatography, HPLC), 尺寸排阻色谱, 小角X射线

散射、分析超速离心
[34]

2022 纤维蛋白、葡萄球菌(Staphylococcus)凝固酶
尺寸排阻色谱、核磁滴定法、荧光各向异性法、

圆二色光谱
[121]

BN-PAGE

2006 膜复合体 IEF/SDS-PAGE [24]

2015 类囊体膜蛋白 Nano HPLC-ESI-MS/MS [122]

2016 瞬时受体电位通道Melastatin 4 尺寸排阻色谱, TEM, 荧光寿命成像 [123]

2017 疟原虫(Plasmodium)蛋白质输出复合体PTEX孔蛋白亚
基EXP2 尺寸排阻色谱, SDS-PAGE, EM [124]

2017 叶绿体膜TOC-TIC超复合体 SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [125]

2018 蛋白质螺旋结构域CHCHD10 2D-BN-PAGE/SDS-PAGE, 免疫荧光分析, TEM [126]

2018 VirB6/VirB10相互作用蛋白 SDS-PAGE, 免疫印迹分析, 荧光显微镜 [127]

2018 酸敏感离子通道/ATP敏感P2X受体的同源受体
膜片钳技术、免疫共沉淀、免疫荧光/共聚焦激光

扫描显微镜
[128]

中国科学: 生命科学 2024 年 第 54 卷 第 5 期

893



(表2续1)

时间 蛋白质复合体类型 联用技术 文献

2019 叶绿体MORF2-MORF9 Co-IP-MS [129]

2019 肽基甘氨酸α酰胺化单加氧酶-V-ATPase 免疫印迹分析, LC-MS/MS, Co-IP [130]

2019 杆状病毒PIF复合体 LC-MS/MS, 免疫印迹分析, Co-IP [131]

2019 线粒体钙单向转运蛋白mtCU 免疫印迹分析 [132]

2019 Β位淀粉样前体蛋白裂解酶1 免疫印迹分析, Co-IP [133]

2020 线粒体酰基载体蛋白及其相互作用蛋白
亲和富集质谱(Affinity enrichment-mass spectrometry,

AE-MS) [134]

2020 P型Na/K-ATP水解酶复合体 SDS-PAGE, 毛细管免疫印迹光谱分析, MS [135]

2020 叶绿体金属蛋白酶 SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [136]

2020 细胞通讯网络因子6、线粒体呼吸复合体 SDS-PAGE, 免疫印迹分析, EM [137]

2020 线粒体Ca2+转运单向复合体-线粒体ATP合酶 免疫共沉淀、酵母双杂交技术、免疫荧光显微镜 [138]

2020 脑血清素受体-KIF13A复合体 SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [139]

2020 线粒体呼吸链复合体V及其相互作用蛋白质 nano-ESI-LC MS/MS [140]

2020 小麦(Triticum aestivum L.)线粒体氧化磷酸化复合体 SDS-PAGE, MALDI-TOF/TOF-MS [141]

2020 钙蛋白酶CAPN3同源三聚体 SDS-PAGE, 免疫印迹分析, Co-IP [142]

2020 PsbQ样蛋白3 SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [143]

2020 ORAI1蛋白低聚体复合体 免疫印迹分析, SDS-PAGE [144]

2021 阿尔茨海默病脑前额叶皮层PCs 2D-BN-PAGE/SDS-PAGE, LC-MS/MS, Co-IP,
免疫印迹分析

[145]

2021 噬菌体T4衣壳蛋白, 牛心脏线粒体呼吸链复合体Ⅰ,
补体蛋白C5, C6

SDS-PAGE, LC-MS, 胶内交联质谱(In-gel cross-linking
mass spectrometry, IGX-MS) [146]

2021 细胞色素bc1-aa3超复合体
SDS-PAGE, 免疫印迹分析, 尺寸排阻色谱法,

nano-LC-MS/MS [147]

2021 拟南芥(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.)质体编码RNA
聚合酶(plastid-encoded RNA polymerase, PEP)复合体

实时荧光定量PCR, SDS-PAGE, 免疫印迹分析,
共聚焦激光扫描显微镜

[148]

2021 秋葵(Abelmoschus esculentus (L.) Moench)叶绿体
PSII核心二聚体等PCs

2D-BN-PAGE/SDS-PAGE, MALDI-TOF/TOF MS,
免疫印迹分析

[149]

2021 LHCII-PSI-LHCI超复合体 NG-PAGE, SDS-PAGE、 [150]

2021 线粒体呼吸链超复合体 免疫印迹分析, TEM, 动态光散射、 [151]

2021 类囊体色素-蛋白质复合体 圆二色光谱, 小角中子散射, TEM, SEM, HPLC [152]

CN-PAGE

2013 异位F0F1 ATP合酶 SDS-PAGE, 免疫印迹分析, LC-MS/MS [153]

2017 有色类囊体膜复合体 LC-MS/MS, SING光谱分析 [82]

2018 微拟球藻(Nannochloropsis granulata)色素-蛋白质复合体
超分子

SDS-PAGE, LC-MS/MS [80]

2019 拟南芥叶绿体金属蛋白酶FtsH Phos-tag SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [154]

2019 拟南芥PCs LC-MS/MS [79]

2019 光系统II修复相关PCs SDS-PAGE, LC-MS/MS [48]

2019 线粒体呼吸链超复合体 BN-PAGE, 免疫印迹分析 [155]

2020 磷酸甘油糖异构酶聚合体 SDS-PAGE, 动态光散射, TEM, 荧光显微镜 [156]

2020 光捕复合体(light -harvesting complex, Lhc) 蔗糖梯度离心, lpBN-PAGE, SDS-PAGE, LC-MS/MS [157]

2021 拟南芥/小立碗藓(Physcomitrella patens)类囊体PCs SDS-PAGE, 免疫印迹分析 [158]

2021 岩藻黄质叶绿素a/c结合蛋白(fucoxanthin Chl a/c binding
protein, FCP)复合体

SDS-PAGE, HPLC, 时间分辨荧光分析法 [159]

2021 PSI-PSII巨型复合体, PSII-LHCII超复合体, PSI-LHCⅠ,
LHCII三聚体

SDS-PAGE, 蔗糖密度梯度离心, 免疫印迹分析,
LC-MS/MS [160]

郝其琛等: 基于凝胶电泳技术的蛋白质复合体研究进展

894



验证大肠杆菌异源性表达超耐热菌(Aquifex aeolicus)
F1FO ATP合酶与超耐热菌中提取的ATP合酶复合体

具有相同的酶活性和结构, 该异源性表达方法为研究

呼吸复合体、核孔复合体或转运体系统等其他相关膜

蛋白复合体提供新的研究思路.

2.1 凝胶电泳技术在细胞PCs研究中的应用

细胞中PCs可根据其位置分为膜PCs和非膜PCs.
分离检测这些PCs时采用合适的电泳方法会极大提升

结果的准确度.

(1) 凝胶电泳技术在膜PCs研究中的应用. 叶绿体

膜、线粒体膜、细胞膜乃至核膜上都分布有独特的

PCs. 这些PCs功能不同, 相互协作共同发挥一种或几

种生物学功能, 在细胞中发挥着信号转导, 物质筛选、

运输等重要作用
[173~175]. 对这些PCs的研究有助于揭示

生物膜系统能量转化、信号传导以及物质筛选等功能

的运行机理. 目前研究的膜PCs主要集中在能量传

递、物质筛选方面: 能量传递包括光系统复合体、呼

吸链复合体; 物质筛选则包括细胞膜通道蛋白、受体

蛋白以及核孔复合体
[176~178]. 分析这些PCs的作用机理

(表2续2)

时间 蛋白质复合体类型 联用技术 文献

HrCN-PAGE

2007 线粒体膜蛋白 SDS-PAGE [49]

2011 叶绿体膜复合体
HD(组氨酸-脱氧胆酸盐)Native-PAGE, MALDI-TOF/

TOF MS [89]

2013 孔蛋白复合体 2D-HrCN-PAGE/SDS-PAGE [161]

2014 膜蛋白 MALDI-TOF/TOF-MS [85]

2020 G蛋白-B类降钙素样G蛋白偶联受体及相互作用蛋白质 SDS-PAGE [162]

2021 线粒体呼吸链复合体I、酮戊二酸脱氢酶复合体 蛋白质印迹分析, LC-MS/MS [163]

IEF

2010 促红细胞生成素 Nano-ESI-MS/MS [62]

2015 血清蛋白 SDS/ SAR(十二烷基肌氨酸钠)-PAGE, LC-MS/MS [164]

2017 酵母、人癌细胞蛋白质 LC-MS [44]

2019 甲状腺肿瘤相关抗体 双向差异凝胶电泳(2D-DIGE)、免疫印迹分析 [165]

2020 葡萄球菌(Staphylococcus)蛋白质 2D-DIGE, MS [166]

4-DES/BS4-DES

2010 细胞质蛋白质 MALDI-TOF/TOF MS [56]

2012 血清蛋白复合体
基质辅助激光解吸/电离傅里叶变换离子回旋共振质谱

(MALDI-FTICR MS) [57]

Nondenaturing μ2-DE

2007 人血浆蛋白 MALDI-TOF MS [167]

2007 人血浆蛋白 MALDI-MS [168]

2008 人血浆蛋白 SDS-PAGE, MALDI-MS [94]

2011 大肠杆菌可溶性蛋白质 SDS-PAGE, MALDI-MS-PMF [169]

2014 高密度脂蛋白质 LC-MS/MS [95]

2015 人血浆蛋白 LC-MS/MS [96]

2015 可溶性蛋白质 LC-MS/MS [170]

2016 大鼠血浆蛋白 LC-MS/MS [55]

SMA-PAGE

2019 膜蛋白 LC-MS, cryo-EM [51]

2019 膜蛋白、磷脂 LC-MS/MS [91]

2020 高密度脂蛋白 LC-MS/MS [171]
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对阐释能量转化、细胞间协同、细胞调控等现象具有

重要意义.
(i) 叶绿体膜相关复合体. 叶绿体膜相关复合体主

要包括光系统复合体, 其位于类囊体膜上并参与光合

作用. 光系统复合体通常以超复合体的形式存在, 包

含捕光复合体和光反应中心复合体, 以光能为驱动力

为后续能量固定过程提供电子, 同其他PCs共同参与

光合作用
[179]. 光系统复合体可分为光系统Ⅰ复合体

(plastocyanin-ferredoxin oxidoreductase, PSI)和光系

统Ⅱ复合体(water-plastoquinone oxidoreductase, PSII).
研究表明, 复杂样品中的这两种光系统复合体可通过

凝胶电泳方法实现有效分离, 从而为其后续结构及相

关生物学功能研究奠定基础.
在叶绿体类囊体PCs研究中, 最初应用于分离线

粒体中高分子量复合体的lpBN-PAGE[77]
电泳技术针

对样品经个性化优化后可用于分离类囊体膜

PCs[122,180]. 通过利用lpBN-PAGE分离拟南芥类囊体膜

PCs, 并结合二维SDS-PAGE以及MS, 结果有效证明非

贴附类囊体区域中色素-蛋白质复合体在短期光适应

方面发挥重要作用. Kouril等人
[181]

利用CN-PAGE检测

并高产率地从类囊体膜中分离出光系统Ⅰ-还原型烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸脱氢酶超复合体(photosys-
tem I-NAD(P)H dehydrogenase complex, PSI-NDH)后,
酶解后运用LC-MS/MS对分离的PCs进行鉴定. 通过单

粒子EM对经CN-PAGE纯化的PSI-NDH空间结构进行

观察分析, 并将结果与X射线技术检测得到的相关数

据进行拟合, 最终构建出在20 Å分辨率下的PSI-NDH
结构功能模型. 相较于CN-PAGE, 改良后的BN-PAGE
也可用于类囊体膜相关PCs的纯化与检测. 叶绿体中

存在大量为光合作用酶提供附着位点的基粒, 这些基

粒由于排列形式不同而导致其功能不同. 通常基粒可

分为堆叠型与未堆叠型, 但通过cryo-EM观察发现基

粒边缘因其特殊结构可能存在第三个功能区域. 因此,
Koochak等人

[182]
将类囊体膜分离成核心、边缘和薄层

三类并统计各组分差异, 采用改良后的BN-PAGE对
PSII超复合体进行检测, 然后借助免疫印迹等方法分

析PSII超复合体完整结构及其亚基组成进而推断各区

域功能. PSI反应中心能与多个光捕获复合体Ⅱ(light-
harvesting complex II, LHCII)组成PSI-LHCII巨复合

体, 此类巨复合体对光强变化反应迅速, 并可通过非

变性凝胶电泳进行观测. 利用由BN-PAGE改良的NG-

PAGE, Schwarz等人
[183]

对菠菜(Spinacia oleracea L.)
PSI-LHCII巨复合体的组成进行表征, 结果表明该巨复

合体的动力可能依赖于PSII核心磷酸化, 对于当前的

类囊体动力学模型构建具有深远意义. 通过适当调整

BN-PAGE凝胶成分配比, 该技术可实现叶绿体外/内
包膜上转座子(translocon at the outer/inner envelope
membrane of chloroplasts, TOC-TIC)超复合体的分离.
利用该方法Chen和Li[125]成功发现豌豆(Pisum sativum
L.)叶绿体膜TOC-TIC上存在叶绿体前蛋白, 证明叶绿

体前蛋白可通过TOC-TIC超复合体介导进入叶绿体.
(ii) 线粒体膜相关复合体. 线粒体膜复合体包括位

于线粒体外膜的translocase of the outer mitochondrial
membrane(TOM)复合体、位于线粒体内膜的内膜载

体转位酶复合体(translocase of the inner mitochondrial
membrane 22 complex, TIM22 complex),前序列转位酶

复合体(presequence translocase of the inner mitochon-
drial membrane 23 complex, TIM23 complex), prese-
quence translocase-associated motor(PAM)复合体, 以及

位于线粒体内膜参与能量代谢的呼吸链复合体.
TOM复合体负责将外界前体蛋白跨线粒体外膜

转运至线粒体膜间隙中, 其主要组成亚基包括Tom5,
Tom20, Tom40等. Wang等人

[184]
在对TOM核心复合体

组装结构研究中, 先通过BN-PAGE及免疫印迹对TOM
核心复合体进行检测, 随后采用MS以及cryo-EM对

sorting and assembly machinery(SAM)-TOM40复合体

的结构进行研究, 为进一步阐明TOM-SAM超级复合

体的结构提供依据. TIM22复合体位于线粒体内膜, 主
要由Tim22, Tim9, Tim10等亚基组成. Gebert等人

[185]
采

用BN-PAGE对琥珀酸脱氢酶亚基3(subunit 3 of succi-
nate dehydrogenase, Sdh3)的功能进行检测, 通过对

Tim35进行35S标记, 发现Tim18组装到TIM22复合体

中需要Sdh3, 随后通过SDS-PAGE和蛋白质印迹进一

步进行分析, 最终发现Sdh3存在于至少两种线粒体内

膜PCs中, 并在电子传递和蛋白质组装中起重要作用.
TIM23复合体位于线粒体内膜 , 主要组成亚基为

Tim21, Tim23, Tim50等. Gomkale等人
[186]

在研究

TOM-TIM23超复合体中的蛋白质相互作用时, 借助

BN-PAGE检测TOM-TIM23超复合体的形成过程, 发

现其含量随前体蛋白Jac1sfGFP含量的升高而上升, 并生

成稳定的TOM-TIM23易位中间体, 为随后研究TOM
和TIM23膜间空间界面的分子环境及其相互作用提供
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良好的检测对象.
呼吸链复合体位于线粒体内膜, 参与呼吸作用, 负

责形成膜内外H+
梯度, 为H+-ATP酶合成ATP提供最直

接的驱动力, 是线粒体中能量转化的重要PCs之一. 呼
吸链复合体包括复合体Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ和Ⅳ, 在线粒体中共

同参与电子的传递. 线粒体膜上附着的大多数PCs都
参与呼吸作用 , 使用BN-PAGE分离线粒体中的膜

PCs[187], 结合SDS-PAGE、免疫印迹法和放射自显影

技术, 可对线粒体呼吸链复合体亚基结构、线粒体蛋

白导入机制进行分析. 该方法同样适用于分析过氧化

物酶体. 凝胶内活性测定法(in-gel activity assay, IGA)
因无需特异性抗体而可替代蛋白质印迹法研究真核生

物中多种超复合体, 但复合体Ⅲ的辅酶难以获得, 因此

无法使用IGA对复合体Ⅲ进行分析. 新开发的IGA-细
胞色素c(IGA-cytochrome c, IGA-Cyt c)方法可用于检

测复合体Ⅲ及复合体Ⅳ在凝胶中的活性
[88]. 利用Cyt c

与复合体Ⅲ、复合体Ⅳ的缔合特性, 可通过hrCN/SDS
2D-PAGE进行检测. 在第一维电泳后将hrCN-PAGE条
带浸入去污剂孵育松散样品结构, 使Cyt c与复合

体Ⅲ、复合体Ⅳ的缔合状态出现差异, 进而可通过

IGA检测复合体Ⅲ. 电子传递链(electron transport
chain, ETC)是由呼吸链复合体通过不同的组合方式形

成的具有高催化效率及稳定性的超复合体, 通过BN-
PAGE结合其他检测方法可对ETC与脂肪酸β-氧化

(fatty acid β-oxidation, FAO)相关酶的相互作用进行研

究
[188].
(iii) 细胞膜PCs. 细胞膜PCs有信号转导、物质筛

选等功能, 是细胞与外界进行物质、信息交流的重要

通道. 在细胞膜PCs中, 通道蛋白开关以及受体蛋白相

关的信息介导通路存在复杂的调控机制. 凝胶电泳可

用于检测这些目标PCs的分子量及其相互作用蛋白质,
同时通过比较分析膜PCs亚基组成及占比, 对研究细

胞膜PCs空间结构以及功能位点具有重要参考价值.
电泳过程中, 根据膜PCs特性对样品进行适当处

理可明显抑制样品降解, 同时对电泳相关参数进行优

化可提高电泳分离效果. 例如, 通过SMA与脂质相互

作用的特性将膜PCs包裹后进行SMA-PAGE电泳
[91],

根据分子大小不同将样品与SMA结合形成的SMALP
颗粒从凝胶中分离提取, 随后利用LC-MS/MS及EM对

该颗粒进行检测, 可在检测目标PCs的同时实现对其

周围脂质环境特征的分析. 凝胶电泳技术同样可用于

估量膜蛋白复合体及其组成亚基的分子量, 为分析膜

蛋白空间结构及亚基数量提供参考. Melastatin 4型瞬

时受体电位通道(transient receptor potential melastatin
4 channel, TRPM4)的突变、不规则表达和持续激活与

人类多种心血管疾病有关. Constantine等人
[123]

利用纯

化的异源表达TRPM4-增强型绿色荧光蛋白(enhanced
green fluorescent protein, eGFP)融合蛋白, 通过BN-
PAGE, 多角度激光散射和EM研究洗涤剂胶束中

TRPM4-eGFP的寡聚状态 . 在使用BN-PAGE对
TRPM4-eGFP进行分离时得到一条明显的条带, 该条

带在凝胶中所在位置的分子量约为单体TRPM4-eGFP
分子量(167 kD)的3.8倍, 表明该PCs很可能是四聚体.
该结果为提出TRPM4形成四聚体离子通道的观点提

供充分的证据. 非变性PAGE也可用于膜PCs及相互作

用蛋白质的检测. 例如在G蛋白偶联受体(G protein-
coupled receptors, GPCRs)、降钙素基因相关肽(calci-
tonin gene-related peptide, CGRP)和肾上腺髓质素

(adrenomedullin, ADM)受体的偶联表征中
[162], 通过

Native-PAGE和hrCNE进行检测, 评估在哺乳动物细胞

中表达的CLR-RAMP异二聚体的形成和热稳定性. 该

研究进一步测定受体激动剂对mini-Gs(mGs)偶联受体

和mGs对激动剂占据受体的表观亲和力, 为了解CGRP,
AM和AM2/IMD信号通过其共享受体传递的共性和差

异提供依据, 有助于未来的结构研究和治疗肽类似物

的开发. 对样品进行适当处理可实现非变性PAGE对
膜蛋白结构进行解析, 同时分析非同源性亚基的相互

作用. 例如, 通过Native-PAGE和EM研究绿脓杆菌

MexAB-OprM复合体
[100]. 该膜PCs由内膜转运蛋白,

外膜通道和周质衔接蛋白组成. 将各部分单独插入纳

米磷脂盘后按一定比例混合并通过Native-PAGE进行

分离, 分析各部分在完整膜PCs中的占比; 同时将该膜

PCs利用尺寸排阻色谱提纯后经EM分析空间结构, 最

终得到其具体组成结构, 为革兰氏阴性细菌抗药性研

究以及抑制剂的开发提供参考.
核膜上的核孔复合体(nuclear pore complexes,

NPCs)连接细胞核与细胞质, 是细胞核控制细胞的重

要通道. NPCs控制细胞核中核糖的进出, 对细胞的生

命周期、物质合成及对外界信息反应有重要调控作

用. 核孔复合体分子量极大, 功能涉及基因表达调控,
当前研究多为SDS-PAGE结合免疫印迹分析, 联用MS
及cryo-EM检测其亚基序列和空间结构

[176~178].
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凝胶电泳在研究膜PCs时通常须添加CBB, 洋地

黄皂苷等温和去污剂以增加膜PCs的溶解度, 选用的

分离方法以BN-PAGE居多. 同时针对膜PCs可能存在

少量脂质成分, 在分离过程中破坏其周围脂质环境可

能导致结构发生改变的特点, 专门用于分离膜PCs的
电泳方法如SMA-PAGE也在不断探索中.

(2) 凝胶电泳技术在细胞非膜PCs研究中的应用.
细胞质是细胞进行生命活动的重要区域, 包括基质及

细胞器, 执行代谢及物质合成功能. 细胞质中存在大

量核糖体、酶等生物大分子以及代谢产物、营养物质

等. PCs在细胞质的生物大分子中作为参与细胞各种

生理功能的重要成分, 研究其功能与结构可为解析细

胞运作以及细胞生命活动机理提供佐证. 相比分离膜

蛋白需在电泳中添加CBB试剂增溶膜蛋白, 非膜PCs
的提取更加温和, 例如对分子量较大、结构易破坏的

非膜PCs常采用Native-PAGE进行提取分离, 也可添加

更为温和的试剂如洋地黄皂苷等替代CBB进行提取.
(i) 细胞质PCs研究. 蛋白酶体是一种大型蛋白质

复合体
[189], 广泛分布在各类细胞的细胞质中

[12]. 作为

泛素-蛋白酶体系统的重要组成成分, 蛋白酶体可通过

降解生物体内蛋白质实现调控细胞周期、信号转导、

细胞凋亡
[190]

等多种生理生化过程. 蛋白酶体结构复

杂, 至少由32种不同亚基组成
[191], 例如26S蛋白酶体

全酶包含2个19S调节颗粒(19S regulatory particle, RP)
和1个20S核心颗粒(20S core particle, CP), 而这些颗粒

内部包含不同种类的亚基. RP位于CP的两端, 可识别

带有泛素化标签的蛋白质, 而CP具有蛋白质水解活性,
其酶活性位点位于桶状结构内部

[192,193].
Native-PAGE在蛋白酶体全酶研究中具有在分离

过程中保持PCs结构完整的特点, 因此在非变性分离

提纯中应用广泛. Elsasser等人
[194]

将Native-PAGE分离

蛋白酶体的流程进行总结, 在凝胶制备阶段,对比丙烯

酰胺浓度为3%~4%制得的凝胶对蛋白酶体的分离效

果, 最终确认浓度为3.5%的聚丙烯酰胺凝胶对蛋白酶

体分离效果最为理想.
对于组成蛋白酶体的RP, CP颗粒, 同样可通过Na-

tive-PAGE进行分离纯化
[195]. Leggett等人

[196]
通过离子

交换树脂和亲和纯化蛋白酶体后, 采用凝胶电泳纯化

蛋白酶体的主要亚组件如CP, RP等核心颗粒, 随后利

用多种活性分析结合Native-PAGE进行对比研究纯化

后蛋白酶体功能. 蛋白酶体CP是由4个堆叠的7亚基异

聚环以α7β7β7α7结构排列的桶状复合体, 其蛋白质水

解位点位于中心β环内侧, 而降解底物经RP的识别后

须穿过CP-RP界面到达CP. 在对组成该界面两个对齐

异聚环亚基研究中, 通过3.5%(w/v)Native-PAGE对制

备的总细胞裂解物中的蛋白酶体进行粗分离, 并用蛋

白酶体20S荧光底物(suc-LLVY-AMC)对分离后的蛋白

酶体进行活性检测
[197], 随后通过免疫印迹法检测RP

中6个亚基与CP中7个α亚基的相互作用, 发现环CP-
RP界面存在不对称性.

此外, Native-PAGE可分离纯化26S蛋白酶体用于

后续单粒子cryo-EM分析
[198]. 例如, Iwanczyk等人

[199]

开发出一种高效纯化方法, 可产生大量稳定的Blm10-
20S蛋白酶体复合体, 这些样品可用于cryo-EM以获得

Blm10-20S蛋白酶体复合体的图像.
除利用Native-PAGE对蛋白酶体进行分离提纯外,

该方法还可与其他电泳联合, 如Native-PAGE可与

SDS-PAGE组合为2D Native/SDS PAEG对样品进行分

离鉴定; 而联用2D Native/SDS PAGE以及suc-LLVY-
AMC凝胶活性测定方法还可获得分离的蛋白酶体活

性及组成信息, 通常用于检测RP和RP-CP复合体的结

构及活性
[200]. Roelofs等人

[58]
经实验发现在凝胶中加

入ATP可有效保持蛋白酶体复合体结构的完整性, 而

通过基因改造技术使蛋白酶体复合体带有荧光标记可

实现凝胶中蛋白酶体复合体快速筛选检测; 同时将2D
Native/SDS PAGE与免疫印迹法相结合,在显著提高目

标蛋白质检测的灵敏度的同时还可额外提供分子量等

信息
[201]. 而在研究蛋白酶体稳定性可通过蛋白水解活

性位点参与变构调节中
[202], 开发出的高分辨率2D Na-

tive/SDS PAEG系统克服Native-PAEG不能完全揭示样

品中复合体数量或类型的缺点, 结合体外蛋白酶体重

组分析发现酵母CP-RP复合体中包含紧密结合的ATP,
并且发现蛋白酶体抑制剂能够有效稳定蛋白酶体结

构, 防止CP-RP的解离. 由此判断CP-RP相互作用的稳

定性与溶液中ADP或ATP有关, 推测蛋白质降解过程

可能会抑制蛋白酶体分解, 间接提高蛋白质水解速率.
凝胶电泳还可对实验结论进行验证. Verma等

人
[203]

利用亲和纯化方法从出芽酵母细胞中分离纯化

完整的26S蛋白酶体, RP和CP, 并开发出一种能够识别

这些蛋白酶体相互作用蛋白的方法, 利用该方法可通

过质谱检测直接分析大蛋白复合体(direct analysis of
the composition of large protein complexes, DALPC)的
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组成.该研究利用Native-PAGE评估并验证纯化的蛋白

酶体复合体和亚复合体的组装状态及其活性. 同样, 在
探究脑26S蛋白酶体及其相互作用蛋白的研究中, Tai
等人

[204]
采用亲和纯化方法从大鼠大脑皮层的细胞溶

质和神经元突触隔室中分离出26S蛋白酶体, 并通过

LC-MS/MS比较突触和胞质中发现的26S蛋白酶体亚

基和蛋白酶体相互作用蛋白质,随后通过Native-PAGE
检测分离纯化的蛋白酶体的完整性,发现在皮层中26S
蛋白酶体(19S-20S-19S)比例高于肝脏或肾脏, 且不同

种类蛋白酶体分布在不同细胞和组织之间, 甚至在大

脑细胞中不同亚细胞区室之间分布也存在差异; 随后

将培养的神经元暴露于谷氨酸受体激动剂N-甲基-D-
天冬氨酸(N-methyl-D-aspartate, NMDA)中, 通过梯度

Native-PAGE观察26S蛋白酶体的分解情况, 发现蛋白

酶体及其相互作用蛋白质的含量可通过神经元活动而

改变.
除蛋白酶体外, 非变性PAGE同样可对细胞质中其

他PCs进行分离. 例如在植物细胞质中, BN-PAGE可作

为分离提纯方法对实验结论进行验证. 大量研究发现,
NDUFAB1是维持细胞活性必需的线粒体酰基载体蛋

白(acyl carrier protein, ACP), 可以与含有亮氨酸-酪氨

酸-精氨酸序列(leucine-tyrosine-arginine motif, LYRM)
的蛋白质家族相互作用, 但部分功能仍然未知, 通过

AE-MS等多种方法对NDUFAB1作用网络进行研

究
[134], 结果表明其与9个已知的LYRM蛋白以及20多

个线粒体呼吸链复合体、线粒体核糖体组装相关蛋白

质之间存在联系;随后通过BN-PAGE分离众多蛋白质,
结合免疫印迹方法对之前得到的分析结果进行验证.
CN-PAGE同样可作为分离方法对细胞质PCs进行分

离, 也可与其他检测方法联用进行鉴定分析. 例如,
赵

[205]
在制胶过程中调整丙烯酰胺浓度优化凝胶孔径,

通过CN-PAGE分离细胞裂解液中的PCs, 随后结合

SDS-PAGE与MALDI-TOF/TOF MS研究其中热休克

蛋白的相关结构信息. 在研究白天和夜间拟南芥PCs
的差异实验中

[79], CN-PAGE与LC-MS/MS联用作为

PCs定量分析的新方法, 通过该方法发现MS分离的

PCs可沿分子量梯度建立丰度相关的分布, 有助于鉴

定白天及夜间PCs丰度变化情况, 并对蛋白质间相互

作用进行预测. Kifer等人
[44]

在研究IEF与LC-MS/MS
联用时对上述研究方法进行优化, 提出三种算法, 使

检测中LC-MS/MS不必对每个IEF样品分别进行分析

以节约实验成本和分析时间, 同时扩大检测范围, 通过

分析酵母和人癌细胞中非变性PCs对方法进行验证.
此外, Jin等人

[170]
通过将Nondenaturing μ2-DE与nano-

UPLC-MS/MS联用对人支气管平滑肌细胞中的可溶

性蛋白质进行分析, 最终鉴定出4323个可溶性蛋白质

的天然蛋白图谱, 并设计“重叠搜索”方法比对鉴定的

天然蛋白图谱以预测蛋白质在电泳期间是否存在相互

作用, 该方法可同时分析Nondenaturing μ2-DE中存在

的多种蛋白质复合体, 为检测分析阶段的自动化分析

及预测提供新的思路.
(ii) 细胞核内PCs研究. 核蛋白一般是指在细胞核

中起支持、调控、转录、合成相关作用的蛋白质. 对

核蛋白复合体的研究有助于揭示细胞核中遗传物质的

复制、转录以及与遗传物质调控相关作用机理, 并为

细胞分裂分化相关生物过程研究提供新的思路与

方法.
非变性PAGE可用于核PCs的分离提纯. 在DNA损

伤反应方面,范科尼贫血症(Fanconi anemia, FA)通路和

跨损伤DNA合成(translesion DNA synthesis, TLS)通路

是最早发现受可逆泛素化调节的DNA损伤修复途径,
其中USP1-UAF1复合体通过去泛素化调节FA及TLS.
在探究USP1-UAF1抑制剂对去泛素化以及DNA损伤

反应的影响实验中, Liang等人
[206]

选择ML323作为抑

制剂, 通过8% Native-PAGE分离USP1-UAF1复合体,
对比由紫外线、顺铂诱导产生的DNA损伤反应中的

去泛素化, 研究USP1-UAF1在细胞对DNA损伤反应中

的作用.非变性PAGE也用于核PCs的分离. Luo等人
[207]

在对核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)进行电泳迁

移率变动分析(electrophoresis mobility shift assay,
EMSA)时开发出一种可从少量细胞中获得高纯度核蛋

白的方法,并在6%(v/v)的非变性PAGE中分离出核PCs.
一般认为, 在质体编码的光合作用基因表达研究

中,质体编码的RNA聚合酶(plastid-encoded RNA poly-
merase, PEP)复合体的组装被认为是激活质体编码的

光合作用基因表达的限速步骤. Ji等人
[148]

通过BN-
PAGE对原质体和前质体进行分离, 发现其中存在完

整的PEP复合体, 证明黑暗环境下黄化质体和前质体

中存在组装完整PEP复合体的过程, 与之前检测到黑

暗中PEP活性抑制因子表达量降低相一致, 表明PEP复
合体的组装很可能不是激活质体编码光合作用基因表

达的限速步骤.
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2.2 凝胶电泳技术在细胞外分泌PCs研究中的应用

外分泌PCs自核糖体产生, 经内质网、高尔基体

加工后由囊泡包裹穿过细胞膜进入细胞外部环境中,
包括酶、抗体以及执行转运、信号传递相关功能的

PCs. 该方面研究可为探究机体内稳态以及适应外部

环境相关机理提供参考.
触珠蛋白(haptoglobin, HP)广泛分布在血清中, 负

责清除游离的血红蛋白以避免其对肾小管造成损伤.
作为一种细胞外分泌PCs, HP经电泳分离后共有4种复

合体表型
[57], 其中Hp1-1, Hp2-1, Hp2-2在正常血清中

表达, 而Hp0型常在白血病患者血清中分离得到. 不同

类型Hp由不同多肽链组成, 通过BS4-DES系统分离后

在凝胶中得到直观显示. 此外也发现Hp2-1, Hp2-2存
在多聚体, 相比SDS-PAGE分离正常和不同患者血清

Hp, BS4-DES系统分离后凝胶上呈现出明显差异, 表

明其在疾病诊断方面具有潜在应用价值.
Hakamada等人

[124]
研究疟原虫蛋白质输出复合体

(plasmodium translocon of exported proteins, PTEX)中
构成跨膜孔的蛋白质EXP2时, 采用BN-PAGE和尺寸

排阻色谱对其在膜上构成的孔进行分子量测定, 同时

采用EM以及测量孔通道电流的方法计算得到孔洞直

径及EXP2的亚基数量, 综合两种方法测得的结果确定

该孔蛋白复合体包含10~12个EXP2亚基, 为解析PTEX
转运蛋白质机制及开发针对PTEX的新药物提供参考.

2.3 凝胶电泳技术在病毒相关PCs研究中的应用

病毒结构简单, 主要由外部蛋白质衣壳及内部包

裹的遗传物质组成. 凝胶电泳技术可对病毒相关蛋白

质进行分离提纯, 对比分析其分子量大小以及相互作

用等信息, 为病毒相关毒理机制研究以及疫苗开发、

转基因载体构建等应用提供参考.
牛乳头瘤病毒的E5蛋白是一种具有44个残基的

跨膜蛋白, 其可与血小板衍生出的生长因子β受体

(platelet-derived growth factor β receptor, PDGFβR)
跨膜结构域(transmembrane domain, TMD)相结合,
进而引起受体二聚化并激活. Karabadzhak等人

[208]
通

过BN-PAGE确定E5/PDGFβR跨膜复合体的分子量,
并使用抗PDGFβR抗体检测到一条明显的条带, 通过

对比该条带与可溶性球蛋白标准品位置,最终计算出

E5蛋白相对分子量约为60 kD. 杆状病毒入侵昆虫中

肠细胞多依赖于其表面的感染性因子(per os infec-
tivity factor, PIF)复合体, Wang等[131]

人通过BN-
PAGE、免疫印迹分析及LC-MS/MS联用对三种不同

杆状病毒分析, 表明该复合体完整结构由9种PIF组
成, 其中PIF1, PIF2, PIF3组成其核心复合体. Park等
人

[117]
利用基因工程技术使植物产生猪瘟病毒E2重

组蛋白, 并进一步采用Native-PAGE结合尺寸排阻色

谱对该重组蛋白质结构进行分析, 之后将其作为抗原

注射到小鼠及仔猪体内,检测发现实验动物产生大量

抗体, 证明该蛋白质可作为抗原用于猪瘟病毒疫苗的

开发.

3 总结与展望

研究PCs以及蛋白质相互作用的凝胶电泳技术关

键在于保持PCs结构完整及生物活性. 随着凝胶电泳

技术发展成熟, 可针对不同PCs及相互作用蛋白质的

特性进行调整, 不仅可以用于分离这些复合体, 同时

可在分离PCs及相互作用蛋白质后保持其结构及生物

活性正常, 并用于后续其他检测方法. 然而, 凝胶电泳

技术在对PCs的分离研究中仍存在诸多问题: PCs种类

多、功能复杂, 研究不同PCs需要针对其特点采用不

同方法; 部分PCs的极端特性使普通凝胶电泳技术已

较难分离得到高纯度样品; 在保持样品结构方面, 普

通凝胶电泳技术没有针对性地对目标样品进行保护,
少量样品在电泳分离过程中及分离后会出现结构改变

的情况.
针对以上问题, 目前凝胶电泳技术已出现技术个

性化、模块化、微型化以及自动化的趋势. 个性化解

决PCs及相互作用蛋白质种类多、功能复杂造成其不

同特性对电泳分离造成影响的问题. 分离不同种类

PCs需根据其特性对凝胶电泳技术进行相应调整, 使

其最大程度适用于分离该类样品, 提高分离纯度并根

据该类PCs特性进行针对性保护. 由于PCs种类多、功

能复杂而产生大量个性化电泳, 用于总结归类凝胶电

泳技术模块化方法则应运而生. 大多数凝胶电泳技术

都需经过制胶、样品准备、电泳、凝胶处理、检测分

析5个步骤, 模块化可在这五部分基础上进行改动. 微

型化是电泳发展的另一趋势. 电泳微型化主要体现在

凝胶大小上, 小型凝胶分离样品也可与正常凝胶相比

无明显区别, 在满足分离样品的同时减少试剂使用,

郝其琛等: 基于凝胶电泳技术的蛋白质复合体研究进展

900



缩短电泳时间, 避免长时间电泳产生的热量对PCs结
构造成影响. 此外电泳自动化目前已得到广泛应用,
通过自动化可实现电泳的标准化操作, 达到高效、快

速分离样品的目的. 凝胶电泳技术还在不断发展优化,
随着更多PCs的发现并对其深入分析, 凝胶电泳技术

将会得到更广泛的应用.
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Recent advances in gel electrophoresis for the study of
protein complexes

HAO QiChen, QIN Liang, CHEN LuLu, HU Hao, LI JinRong, LIU HaiQiang, XU HuaLei,
GUO Hua, YANG ChenYu, WU Ran, JIANG DongXu, CHEN DiFan, ZHOU YiJun &

WANG XiaoDong
Key Laboratory of Mass Spectrometry Imaging and Metabolomics (Minzu University of China), State Ethnic Affairs Commission; Centre for Imaging

& Systems Biology, College of Life and Environmental Sciences, Minzu University of China, Beijing 100081, China

Protein complexes (PCs) occupy indispensable roles in cellular composition, as well as various physiological and biochemical
processes. These vital functions encompass plasma membrane formation, signal transduction, antigen and antibody recognition,
substance transport, energy metabolism, protein synthesis and degradation, and DNA damage repair. However, the separation and
purification of PCs are crucial for comprehending their intricate structural nature and functional properties. Ensuring the structural
integrity and biological activity of PCs has become a significant concern within this field. Gel electrophoresis has been extensively
utilized in studying PCs due to its simplicity, operational ease, cost-effectiveness, and high efficiency. In this review, we
comprehensively examine non-denaturing gel electrophoresis techniques and various electrophoresis cascade methods, elucidating
their respective attributes and associated technical procedures, all of which are suitable for studying PCs. This review provides a
robust theoretical foundation, serving as a valuable technical resource for the efficient isolation of PCs. Additionally, it systematically
evaluates the progress made in research involving cellular, extracellular, and non-cellular PCs, based on the aforementioned
technologies. Despite significant advancements achieved through gel electrophoresis, there remains ample room for further
development. Future directions in this technology involve customization, modularization, miniaturization, and automation, which
emerge as primary trends shaping its evolution. Through progressive advancements in gel electrophoresis and synergistic integration
of complementary techniques, our comprehension of PCs is destined to reach uncharted depths. The remarkable evolution of gel
electrophoresis, coupled with synergistic technologies, will undeniably propel our understanding of PCs toward new frontiers.

gel electrophoresis, protein complex, native, separation and purification, interactive protein
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