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序

在这些年来的准备和酝酿之后 ， 在这中秋佳节之夜 ， 我决心
开始再度圆我的梦 ——— 继 枟荧光实验技术枠 、 枟分光光度实验技
术枠 等十本著作后 ， 奉献我这十五年来在电泳技术中的各种成功
与失败的小结 。 在将近 ２００ 次的电泳讲座中 ，同行们给予了我那
么多的支持 、 鼓励甚至是赖以生存的力量 。 希望这本小册子能作
为对大家的答谢 ，也作为对这世界上最爱我的妈妈的回报 ， 还作
为给女儿的礼物 ，希望这些实践对她有用 。

在我开始闯入电泳领域后 ， 我崇拜的居里夫人的名言一直伴
随着我 ， 那就是 “科学的探讨研究其本身就含有至美 ， 其本身给
人的愉快就是酬报 ， 所以我在我的工作里寻得了快乐 。” 是的 ，
三十年来 ，我在这五彩缤纷的光谱世界和你追我赶的电泳世界里
寻得了快乐和生活的力量 ， 我找到了我的 “等电点” 位置 ， 吸收
着和发射着我自己的光彩 。

郭尧君

１９９４ ． ９ ． ２８

编写本书的消息传出后 ，同行们以极大的热情来电来函关注
着编写的进展 。 由于 １９９５ 年筹备大型研讨会和筹建 “Pharmacia
Biotech Centre of Excellence” 不得不中断了将近二年 。 在大家的
鼓励和支持下 ， 现在终于脱稿 ， 在此表示深深的感谢 。 由于水平
有限 ， 缺点和错误在所难免 ，诚恳欢迎您批评指正 。

中国科学院生物物理研究所

郭尧君

１９９８ ． ４ ． １６
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目 　 　录

序

第一章 　 电泳概论 （ １ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 １畅１ 　 电泳的早期历史 （ ２ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 １畅２ 　 电泳的简单原理 （ ６ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 １畅３ 　 电泳的大致分类 （ ８ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 １畅４ 　 凝胶电泳技术的历史 （ ９ ）… … … … … … … … … … … … … …

　 参考文献 （ １０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

第二章 　 凝胶电泳的支持介质 （ １４ ）… … … … … … … … … … … … …

　 ２畅１ 　 聚丙烯酰胺凝胶的形成和结构 （ １５ ）… … … … … … … … …

　 ２畅２ 　 丙烯酰胺和 N ， N 甲叉双丙烯酰胺的纯化和
毒性 （ １８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ２畅３ 　 引发剂 、增速剂和聚合 （ ２０ ）… … … … … … … … … … … … …

　 ２畅４ 　 聚丙烯酰胺凝胶的有效孔径和分子筛效应 （ ２３ ）… … …

　 ２畅５ 　 琼脂糖凝胶的性能 、 结构与特点 （ ２５ ）… … … … … … … …

　 ２畅６ 　 电泳新介质 （ ３２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 参考文献 （ ３５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

第三章 　 凝胶电泳仪器的进展 （ ３８ ）… … … … … … … … … … … … …

　 ３畅１ 　 电泳槽 （ ３８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ３畅１畅１ 　圆盘电泳 （ ３９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ３畅１畅２ 　垂直电泳 （ ４１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ３畅１畅３ 　水平电泳 （ ４３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ３畅１畅４ 　水平平板电泳的优点 （ ４４ ）… … … … … … … … … … … … … …

　 ３畅２ 　 电源 （ ４６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ３畅３ 　 外循环恒温系统 （ ４７ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 ３畅４ 　 凝胶干燥器 （ ４７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
·iii· 　



　 ３畅５ 　 各种灌胶模具 （ ４８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ３畅６ 　 电泳转移 （ ４８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ３畅７ 　 电泳洗脱仪 （ ５０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ３畅８ 　 制备电泳仪 （ ５０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ３畅９ 　 凝胶扫描和摄录装置 （ ５２ ）… … … … … … … … … … … … … …

　 参考文献 （ ５３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

第四章 　 常规聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ ５４ ）… … … … … … … … … … …

　 ４畅１ 　 原理 （ ５４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅１畅１ 　蛋白质的电泳行动 （ ５４ ）… … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅１畅２ 　原理 （ ５５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅１畅３ 　缓冲系统的选择 （ ５７ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ４畅１畅３畅１ 　 pH 的选择 （ ５７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅１畅３畅２ 　 离子强度的选择 （ ５９ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅１畅４ 　凝胶浓度的选择 （ ６１ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ４畅１畅４畅１ 　 浓缩胶与分离胶 （ ６２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅１畅４畅２ 　 浓缩胶的作用原理 （ ６３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅１畅４畅３ 　 均一胶和梯度胶 （ ６４ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅１畅５ 　连续电泳和不连续电泳 （ ６４ ）… … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅１畅６ 　分子量测定 （ ６６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ４畅２ 　 方法 （ ６９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅２畅１ 　制胶 （ ７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ４畅２畅１畅１ 　 垂直平板电泳的制胶 （ ７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅１畅２ 　 水平平板电泳的制胶 （ ７３ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅２畅２ 　样品的准备 （ ７９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ４畅２畅２畅１ 　 选择合适的样品缓冲液 （ ７９ ）… … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅２畅２ 　 蛋白标准的准备 （ ７９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅２畅３ 　 样品浓度 （ ７９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅２畅４ 　 加样要求 （ ８０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 ４畅２畅３ 　电泳 （ ８０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅３畅１ 　 垂直电泳 （ ８０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ４畅２畅３畅２ 　 水平电泳 （ ８１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 ４畅２畅４ 　检测 （ ８２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ４畅２畅４畅１ 　 早期染色方法 （ ８２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ·iv·



　 　 　 ４畅２畅４畅２ 　 考玛斯亮蓝染色 （ ８３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅３ 　 银染色 （ ８７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅４ 　 其他染色方法 （ ９１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅５ 　 一些蛋白的染色方法 （ ９２ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅６ 　 同工酶染色 （ ９５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅７ 　 荧光探针法 （ １００ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅８ 　 免疫方法 （ １０２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅９ 　 电泳转移 （ １０３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ４畅２畅４畅１０ 　 电泳后蛋白带的氨基酸分析 （ １０３ ）… … … … … … … … … … …
　 　 ４畅２畅５ 　照相 ，凝胶干燥 （ １０４ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅２畅６ 　定量测定 （ １０５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ４畅３ 　 实验考虑 （ １０６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅１ 　电泳方法和方式的选择 （ １０６ ）… … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅２ 　最佳凝胶浓度和缓冲系统的选择 （ １０６ ）… … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅３ 　凝胶聚合不佳的原因和对策 （ １０７ ）… … … … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅４ 　样品的预处理 （ １０８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅５ 　阳极电泳和阴极电泳 （ １０８ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅６ 　半干技术 （ １０９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅７ 　检测方法的选择 （ １１１ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅８ 　电泳过程中的不正常现象和对策 （ １１２ ）… … … … … … … … …
　 　 ４畅３畅９ 　电泳结果的分析 （ １１３ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　参考文献 （ １１５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

第五章 　 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ １２３ ）… … … … … … … … … … …

　 ５畅１ 　 原理 （ １２３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅１畅１ 　蛋白质分子的解聚 （ １２３ ）… … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅１畅２ 　缓冲系统的选择 （ １２６ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅１畅３ 　凝胶浓度的选择 （ １２７ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅１畅４ 　分子量测定 （ １２８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ５畅１畅４畅１ 　 分子量测定的理论背景 （ １２８ ）… … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅１畅４畅２ 　 蛋白标准 （ １２９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅１畅４畅３ 　 分子量的计算 （ １３０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 ５畅１畅５ 　低分子量多肽的 SDS电泳 （ １３１ ）… … … … … … … … … … … …

　 ５畅２ 　 方法 （ １３２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
·v· 　



　 　 ５畅２畅１ 　制胶 （用于垂直电泳或水平电泳） （ １３２ ）… … … … … … … …
　 　 ５畅２畅２ 　样品的准备 （ １３７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ５畅２畅２畅１ 　 样品缓冲液的配制 （ １３７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅２畅２ 　 蛋白标准的准备 （ １３８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅２畅３ 　 样品浓度和加样要求 （ １３８ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅２畅３ 　电泳 （ １３８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ５畅２畅３畅１ 　 垂直电泳 （ １３８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅３畅２ 　 水平电泳 （ １３８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅２畅４ 　检测 （ １３９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ５畅２畅４畅１ 　 考玛斯亮蓝染色 （ １４０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅４畅２ 　 银染色 （ １４１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅４畅３ 　 其他染色方法 （ １４４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅４畅４ 　 荧光探针法 （ １４５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅４畅５ 　 电泳转移 （ １４５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅４畅６ 　 电泳后蛋白带的氨基酸组成和序列分析 （ １４５ ）… … … … … … … …

　 　 　 ５畅２畅４畅７ 　 电泳后的肽图分析 （ １４５ ）… … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅２畅５ 　照相 ，凝胶干燥 （ １４６ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅２畅６ 　定量测定 （ １４６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ５畅３ 　 实验考虑 （ １４６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅３畅１ 　 SDS电泳是测定蛋白质亚基分子量的最佳选择 （ １４６ ）… … …
　 　 ５畅３畅２ 　凝胶浓度和缓冲系统的选择 （ １４７ ）… … … … … … … … … … …
　 　 ５畅３畅３ 　 SDS 琼脂糖凝胶电泳 （ １４８ ）… … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅３畅４ 　去污剂的选择 （ １４９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ５畅３畅４畅１ 　 阳离子去污剂 （ １４９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅３畅４畅２ 　 无离子去污剂 （ １５０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅３畅４畅３ 　 酸 尿素去污剂 （ １５０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅３畅４畅４ 　 电荷位移电泳 （ １５０ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅３畅５ 　样品的处理 （ １５１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ５畅３畅５畅１ 　 还原 SDS 处理 （ １５１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅３畅５畅２ 　 带有烷基化作用 （alkylation） 的还原 SDS 处理 （ １５２ ）… … … … …

　 　 　 ５畅３畅５畅３ 　 非还原的 SDS 处理 （ １５２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 ５畅３畅６ 　半干技术 （ １５３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅３畅７ 　检测方法的选择 （ １５４ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ５畅３畅８ 　生物活性的恢复 （ １５４ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 ·vi·



　 　 　 ５畅３畅８畅１ 　 在凝胶中恢复活性 （ １５５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅３畅８畅２ 　 电泳转移后恢复生物活性 （ １５６ ）… … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ５畅３畅８畅３ 　 洗脱后在自由溶液中恢复生物活性 （ １５６ ）… … … … … … … …
　 　 ５畅３畅９ 　电泳过程中的不正常现象和对策 （ １５６ ）… … … … … … … … …
　 　 ５畅３畅１０ 　电泳结果的分析 （ １５６ ）… … … … … … … … … … … … … … …

　 参考文献 （ １５７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

第六章 　 载体两性电解质 pH梯度等电聚焦 （ １６１ ）… … … … … … …

　 ６畅１ 　 原理 （ １６１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅１畅１ 　蛋白质的等电点 （ １６１ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅１畅２ 　等电聚焦 ———在 pH梯度中的电泳 （ １６２ ）… … … … … … … …
　 　 ６畅１畅３ 　等电聚焦的分辨率 （ １６４ ）… … … … … … … … … … … … … … …

　 ６畅２ 　 载体两性电解质和 pH 梯度的形成 （ １６６ ）… … … … … … …
　 　 ６畅２畅１ 　历史 （ １６６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅２畅２ 　合成 （ １６７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ６畅２畅２畅１ 　 Ampholine 的合成 （瑞典 LKB 公司） （ １６７ ）… … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅２畅２ 　 Servaly te 的合成 （德国 Serva 公司） （ １６８ ）… … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅２畅３ 　 Pharmaly te 的合成 （瑞典 Pharmacia 公司） （ １６９ ）… … … … … …

　 　 　 ６畅２畅２畅４ 　 实验室合成 （ １７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅２畅５ 　 中国军事医学科学院的载体两性电解质 （ １７０ ）… … … … … … …
　 　 ６畅２畅３ 　特性 （ １７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ６畅２畅３畅１ 　 分子量小 （ １７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅３畅２ 　 可溶性好 （ １７１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅３畅３ 　 缓冲能力强 （ １７２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅３畅４ 　 导电性均匀 （ １７２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅３畅５ 　 紫外吸收低 ， 不发荧光 （ １７２ ）… … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅３畅６ 　 容易从聚焦的蛋白带中除去 （ １７３ ）… … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅３畅７ 　 无毒 、 无生物学效应 （ １７３ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅２畅３畅８ 　 螯合性质 （ １７３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅２畅４ 　 pH梯度的形成 （ １７３ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 ６畅３ 　 薄层分析等电聚焦的方法 （ １７５ ）… … … … … … … … … … …
　 　 ６畅３畅１ 　聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦 （ １７５ ）… … … … … … … … … … … …
　 　 　 ６畅３畅１畅１ 　 制胶 （ １７５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅３畅１畅２ 　 等电聚焦 （ １７９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

·vii· 　



　 　 　 ６畅３畅１畅３ 　 pH 梯度测定 （ １８０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅３畅１畅４ 　 固定 、 染色 、 脱色 （ １８０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅３畅１畅５ 　 保存 （ １８１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅３畅２ 　琼脂糖凝胶等电聚焦 （ １８１ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ６畅３畅２畅１ 　 制胶 （ １８１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅３畅２畅２ 　 等电聚焦 （ １８３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅３畅２畅３ 　 pH 梯度的测定 （ １８３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅３畅２畅４ 　 固定 ， 染色 ， 脱色 ， 保存 （ １８４ ）… … … … … … … … … … … …

　 ６畅４ 　 实验考虑 （ １８４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅１ 　稳定介质的选择 （ １８４ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅２ 　稳定介质的电内渗 （ １８５ ）… … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅３ 　载体两性电解质和 pH梯度范围的选择 （ １８７ ）… … … … … …
　 　 ６畅４畅４ 　丙烯酰胺的聚合 （ １８９ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅５ 　电极溶液 （ １９１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅６ 　四甲基乙二胺 （TEMED） 对丙烯酰胺凝胶的聚合和

pH梯度的影响 （ １９２ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅７ 　样品的预处理 （ １９４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅８ 　加样方法 （ １９６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅９ 　电参数 （电压 ，电流 ，功率 ，温度和时间） （ １９７ ）… … … …
　 　 ６畅４畅１０ 　 pH梯度和 pI的测定 （ ２０１ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅１１ 　聚焦后的检测 （ ２０２ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ６畅４畅１１畅１ 　 各种染色方法 （ ２０２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅４畅１１畅２ 　 扫描与定量 （ ２０３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅４畅１１畅３ 　 电泳转移 （ ２０４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅４畅１１畅４ 　 双向电泳 （ ２０４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅４畅１１畅５ 　 滴定曲线 （ ２０４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ６畅４畅１２ 　聚焦过程中出现的问题及解决方法 （ ２０４ ）… … … … … … …
　 　 　 ６畅４畅１２畅１ 　 聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦 （ ２０４ ）… … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ６畅４畅１２畅２ 　 琼脂糖凝胶等电聚焦 （ ２０８ ）… … … … … … … … … … … … …

　 参考文献 （ ２１０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

第七章 　 固相 pH梯度等电聚焦 （ ２１４ ）… … … … … … … … … … … … …

　 ７畅１ 　 原理 （ ２１４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅１畅１ 　固相 pH梯度介质的结构和合成 （ ２１４ ）… … … … … … … … …
　 ·viii·



　 　 ７畅１畅２ 　 Immobiline的物化特性 （ ２１９ ）… … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅１畅３ 　固相 pH梯度的原理 （ ２２３ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ７畅１畅３畅１ 　 Henderson唱Hasselbalch 公式 （ ２２３ ）… … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅１畅３畅２ 　 一个 pH 范围的固相 pH 梯度 （ ２２４ ）… … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅１畅３畅３ 　 窄范围和宽范围的 pH 梯度 （ ２２６ ）… … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅１畅３畅４ 　 固相 pH 梯度的计算机模拟 （ ２３３ ）… … … … … … … … … … …
　 　 ７畅１畅４ 　分辨率 （ ２３４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ７畅２ 　 方法 （ ２３８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅２畅１ 　制胶 （ ２３８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ７畅２畅１畅１ 　 选择 pH 范围 ， 计算缓冲与滴定 Immobiline 的体积 （ ２３８ ）… … …

　 　 　 ７畅２畅１畅２ 　 贮液配置 （ ２３９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅２畅１畅３ 　 模具组装和凝胶溶液的配制 （ ２３９ ）… … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅２畅１畅４ 　 灌胶 （ ２４０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅２畅１畅５ 　 洗胶和吹胶 （ ２４０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅２畅２ 　等电聚焦 （ ２４１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅２畅３ 　 pH梯度的测定 （ ２４２ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅２畅４ 　检测 （ ２４２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ７畅２畅４畅１ 　 各种染色方法 （ ２４２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅２畅４畅２ 　 凝胶干燥与保存 （ ２４３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅２畅４畅３ 　 扫描与定量 （ ２４３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅２畅４畅４ 　 双向电泳 （ ２４３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ７畅２畅４畅５ 　 电泳转移 （ ２４３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ７畅３ 　 实验考虑 （ ２４３ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅１ 　固相 pH梯度的优缺点 （ ２４３ ）… … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅２ 　 pH范围的选择 （ ２４５ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅３ 　灌胶与聚合 （ ２４５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅４ 　洗胶与干胶 （ ２４６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅５ 　离子强度 ，缓冲能力和导电性 （ ２４７ ）… … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅６ 　电内渗 （ ２４８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅７ 　蛋白质的可溶性和添加剂 （ ２４９ ）… … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅８ 　盐对固相 pH梯度等电聚焦的影响 （ ２５１ ）… … … … … … … …
　 　 ７畅３畅９ 　电参数 （ ２５２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅１０ 　等电点的实验测定 （ ２５３ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅３畅１１ 　与质谱连用 （ ２５４ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

·ix· 　



　 　 ７畅３畅１２ 　电泳过程中出现的问题和解决方法 （ ２５４ ）… … … … … … …

　 ７畅４ 　 等电聚焦技术的进展 （ ２５５ ）… … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅４畅１ 　第一代等电聚焦 （ ２５５ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅４畅２ 　第二代等电聚焦 （ ２５６ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅４畅３ 　第三代等电聚焦 （ ２５６ ）… … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ７畅４畅４ 　第四代等电聚焦 （ ２５７ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 参考文献 （ ２５８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

第八章 　 双向电泳 （ ２６２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 ８畅１ 　 概述 （ ２６２ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ８畅１畅１ 　 O摧Farrell系统 ——— ISO DALT系统 （ ２６３ ）… … … … … … … …
　 　 ８畅１畅２ 　 IPG DALT系统 （ ２６４ ）… … … … … … … … … … … … … … …

　 ８畅２ 　 方法 （ ２６５ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
　 　 ８畅２畅１ 　 ISO DALT方法 （ ２６５ ）… … … … … … … … … … … … … … …
　 　 　 ８畅２畅１畅１ 　 等电聚焦凝胶的准备 （ ２６５ ）… … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅２ 　 样品的准备和加样 （ ２６６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅３ 　 等电聚焦 （ ２６６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅４ 　 pH 梯度的测定 （ ２６６ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅５ 　 平衡 （ ２６７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅６ 　 SDS 凝胶的准备 （ ２６７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅７ 　 二向间的转移 （ ２６７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅８ 　 SDS 电泳 （ ２６７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅１畅９ 　 检测 （ ２６７ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 ８畅２畅２ 　 IPG DALT方法 （ ２６８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅１ 　 固相 pH 梯度凝胶或凝胶条的准备 （ ２６８ ）… … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅２ 　 溶液配制 （ ２６８ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅３ 　 凝胶的重新水化 （ ２６９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅４ 　 样品准备和加样 （ ２６９ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅５ 　 等电聚焦 （ ２７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅６ 　 pH 梯度的测定 （ ２７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅７ 　 平衡 （ ２７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅８ 　 SDS 凝胶的准备 （ ２７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅９ 　 二向间的转移 （ ２７０ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … …

　 　 　 ８畅２畅２畅１０ 　 SDS 电泳 （ ２７１ ）… … … … … … … … … … … … … … … … … … … …
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第一章 　电泳概论

什么是电泳 ？我想借用著名瑞典物理化学家 ， 诺贝尔奖金获
得者 Arne Tiselius １９５９ 年为 Electrophoresis Theory ， Methods ，
and Applications［１］一书所写的序中的定义 ——— 电泳是指荷电的
胶体颗粒在电场中的移动 。

在离子移动的物理化学理论中 ， 按照 Debye唱Hückel 的理论 ，
电泳决定于环绕每个离子的离子雰中的扩散双电层 。当离子的尺
寸越大 、溶液的离子强度越高时 ， 这种电泳现象就变得越明显 。
所以电泳现象中的表面电势和双电层的因素起着决定性的作用 。
Picton和 Linder［２ ，３］ 、 Hardy［４ ，５ ，６］ 、 Ellis［７］和 Powis［８］的早期研究
证明了这一点 。 Hardy［４ ，５ ，６］发现 ， 许多生物胶体 ， 如蛋白质 、 酶
等有特征的电泳迁移率 （electrophoretic mobility） 。 此迁移率在
很大程度上取决于溶液的 pH 。 因此利用这种电泳特征作为对物
质的鉴定引起人们广泛的兴趣 。 特别在那个时候 ， 关于蛋白质和
酶的化学本质和物理性质还知道得不多 。 以后 ， 电泳不仅作为一
种现象 ，而且作为一种技术方法得到不断发展 。 从界面分离到各
种区带电泳 ， 开辟了混合物的电泳分析的可能性 。 由于电泳性质
的高度特异性 ， 甚至用结晶纯化的样品也可在电泳分析中分出两
个或更多的电泳带 。 又由于电泳方法的温和性 ， 对不稳定的生物
大分子的分离纯化有时比其他分离技术如沉淀 、 离心 、 层析等更
为方便 、 可靠 ， 甚至可作为具有一定规模的制备方法 。

Tiselius教授［１］在他的序中最后提到 ： 电泳方法的发展及其
应用是物理方法在生物化学和生物学问题的应用中的一个具有成

果的不平常的范例 。 希望将来的发展是由不同科学领域间密切合
作而获得益处 。 尽管很多工作仍待进行 ， 但电泳鼻祖的这段结论
与希望正在得到证实和实现 。
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１畅１ 　电泳的早期历史

１８０９年 ， 俄国物理学家 Reǔss［９］进行了世界上第一次电泳实
验 。他用两根玻璃管插入一块湿粘土中 ， 容器灌满水 ， 管底放一
层沙 ， 然后封闭起来并通电 。其结果是连接阳极的管中的水由于
胶体粘土颗粒通过沙层的电泳迁移而变得混浊 ， 而连接阴极的管
中的水变得清澈 ，并且增加了体积 ， 显示了电渗透现象 。 这个早
期实验为电泳理论和技术的发展及其应用奠定了基础 。

１８１６ 年 Porrett［１０］在电泳实验中首次使用荷电的动物膜蛋
白 ， 为电泳在生物学中的应用打开了大门 。 在同一世纪 ，
Hardy［４］报道了带有负电的变性卵白蛋白可以通过加酸而变成带
正电 ， 增加酸的浓度在迁移率变成零时的 pH 即为等电点 ， 揭示
了这些颗粒具有两性表面 。 Quincke［１１］证实了带电颗粒在电场中
的迁移与电位梯度成线性关系 。 Helmholtz［１２］和 Smoluchowski［１３］
则用复杂的公式计算认为这些颗粒具有光滑的表面和不均匀的电

荷分布 。
首先使用 V 型槽和 U 型管槽的是 Picton 和 Linder［２ ，３］ 。 他

们研究了 As２ S３ 、 虫胶片 （shellac） 、 高铁水合物 、 血红蛋白和一
些胶体颗粒的电流方向和酸碱特性的相互关系 。 通过电流方向的
变化证实了它们的两性现象的可逆性 。 １９０９ 年 Michaelis［１４］把胶
体离子在电场中的迁移定名为 “电泳” 。 他在 U 型管槽中通过在
不同 pH的迁移速度测定了转移酶和催化酶的等电点 ， 甚至想纯
化这些物质 ， 但在那时还不可能 。 Abramson［１５］和 Michaelis 一
起［１６］用多个实验观察了由蛋白膜包裹的显微颗粒的尺寸 、 形状
和方向对电泳迁移率的影响 。他们发现 ， 即使它们在形状 、 尺寸
上有很大的变化 ，也不能观察到电泳迁移率的差别 ，但电泳对检
测病毒 、 细菌 、 精子 、 细胞表面的生物处理或化学处理所引起的
变化是一个很灵敏的技术 。 经突变或化学处理颗粒的表面 ， 其电
荷密度的不同用显微镜或移动界面电泳法都能被分辨 。
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２０世纪的 ２０ 年代和 ３０ 年代 ， 电泳理论和实践有了很大的
发展 。 瑞典乌普萨拉 （Uppsala） 大学的物理化学教授 Svedberg
和他的同事 Jette［１７］ 、 Scott［１８］利用在长波紫外光激发时蛋白质发
绿色荧光的现象 ，在电泳过程中 ， 对卵白蛋白进行照相 。 考虑到
荧光污染和需要长时间曝光的困难 ， Svedberg 教授和他的学生
Tiselius［１９］使用了光学方法观察卵白蛋白的电泳迁移过程 ， 以便
直接测量感光板上电泳带的迁移距离 。 以后这个装置又由

图１畅１ 　 Tiselius电泳槽（C）和电极（V１和 V２）［２０］

Tiselius教授修改 （见图１畅１ ）［２０］ 。他用这个装置首先证明了血清
是由白蛋白 ， α 、 β和 γ球蛋白组成的［２０］ 。为此他在 １９４８ 年荣获
了诺贝尔奖 。 移动界面电泳方法是用一个 U 形玻璃管 ， 在 U 形
管的下面部分放胶体溶液 ， 如蛋白溶液 。 U 形管的管臂连接到
电极上 ， 这样在已知电位梯度的影响下 ， 缓冲系统中蛋白质界面
的移动就能被观察到 。 Tiselius把 U 形管分成几个部分 ， 每个部
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分填以研碎的玻璃珠 （ground glass joints） 。 当一定组分的蛋白
质移到 U 形管的特定位置时 ， 此组分就被分离 。 Tiselius 装置中
最重要的改进是利用叫做 “纹影法 （schlieren）” 或 “阴影照相
法 （shadow）” 来观察蛋白质界面的移动 。 当光束通过一个具有
不同折射指数的两种液体的界面时 ， 光就被折射到具有比较大折
射指数的液体侧 。蛋白质和缓冲液具有不同的折射指数 ， 并且这
种差异与蛋白质浓度成比例 ，因此蛋白质和缓冲液的界面将是不
透明的 ， 界面的位置就能呈现一条黑带而准确地定位在玻璃底板
上 。虽然纹影黑带的垂直宽度是与蛋白质浓度成正比 ， 但在那时
还不能准确计算蛋白质的浓度 。 为了准确定量 ， 以后又由
Philpot［２１］和 Svensson［２２］ 改 进 为 圆 柱 形 透 镜 系 统 和 Long唱
sworth［２３ ～ ２４］的扫描方法 。

人血清蛋白用界面移动方法分离的最佳条件是 ０畅１ mol／L
（pH ８畅６）的巴比妥缓冲液 。 此时白蛋白具有最快的迁移速度 ，
接着是 α１ 、 α２ 、 β和 γ 球蛋白［２４ ～ ２７］ 。 健康人群的血清蛋白的组
成比例是白蛋白 ５６ ％ ～ ６２ ％ ； α１ 球蛋白 ４ ％ ～ ７ ％ ； α２ 球蛋白
９ ％ ～ １１ ％ ； β 球蛋 白 １１ ％ ～ １５ ％ ； γ 球 蛋 白 １２ ％ ～
１６ ％ ［２７ ～ ２９］ 。 这些组分有时可能与别的分子结合 ， 如白蛋白可能
与胆红素 、胆汁盐等结合 。 α１ 球蛋白中可能含有酸性糖蛋白 、
胆红素球蛋白和脂蛋白等 。 α２ 球蛋白中含有糖蛋白以及和碳水
化合物结合的粘蛋白 。 β 球蛋白占血浆中所有脂的 ７５ ％ 。 在 β１
球蛋白中有结合金属的铁和铜蛋白 。 一些抗原和 β２ 球蛋白结
合 。 γ 球蛋白的组分中可能含有抗原 、 抗毒血清 、 抗体和过敏
反应素等 。

移动界面电泳技术的应用使解决生理学和医学问题达到了一

个新的水平 ， 并且改变了许多陈旧的概念 ， 使与蛋白有关的研究
得到了极好的结果 。 尽管在 ５０ 年代以后电泳方法开始使用固体
介质 ， 但这无碍于我们回顾在将近 ２００年来为此技术做出贡献的
杰出的物理学家 、化学家 、 物理化学学家和生理学家们 。
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表 1畅1 　早期电泳技术和装置的发展历史

作 　 　 者 年 　 代 贡 　 　 　 　 　 　 　 献

Reǔss［９］ １８０９ 第一次电泳实验

Porret t［１０］ １８１６ 首次使用荷电的包有膜的动物蛋白

Quincke［１１］ １８６１
证实带电颗粒的迁移与电位梯度成线
性关系

Helmholtz［１２］ １８７９ 用公式计算颗粒表面的电荷分布

Picton 和 Linder［２ ，３］ １８９２ ～ １８９７ 首先使用 V 型池和 U 型管池

Hardy［４］ １８９９
揭示了颗粒的两性表面和卵白蛋白的
等电点

Smoluchowski［１３］ １９０３ 用公式计算颗粒表面的电荷分布

Michaelis［１４］ １９０９
测定了酶的等电点和胶体离子在电泳
中的迁移

Ellis［７］ １９１２ 观察电泳迁移

Powis［８］ １９１５ 观察电泳迁移

Svedberg［１７ ，１８］ １９２３ ～ １９２４ 在电泳时对白蛋白荧光照相

Abramson［１５ ，１６］ １９３４ 电泳迁移和颗粒的形状和尺寸无关

Tiselius［２０］ １９３７
移动界面方法和将血清分离成血清白
蛋白和球蛋白

Philpot［２１］ １９３８ 使用圆柱形透镜系统

Svensson［２２］ １９３９ 使用圆柱形透镜系统

Longsworth［２３ ，２４］ １９３９ ～ １９４２ 扫描方法

Longsworth［３０］ １９４６ 利用红外线

Kegeles 和 Gosting［３１］ １９４７ 使用 Gouy 光学系统
Labhar t 和 Staub［３２］ １９４７ 微电泳

Coulson 等 ［３３］ １９４８ 用低浓度溶液

Moore 和 White［３４］ １９４８ 使用折叠光学系统

Lotmar［３５］ １９４９ 微电泳

Reiner 等 ［３６］ １９５０ 使用折叠光学系统
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１畅２ 　电泳的简单原理

生物大分子如蛋白质 、 核酸 、 多糖等常以颗粒分散在溶液
中 ，它们的净电荷取决于介质的 H ＋ 浓度或与其他大分子的相互

作用 。 在电场中 ，带电颗粒向阴极或阳极迁移 ， 迁移的方向取决
于它们带电的符号 ， 这种迁移现象即谓电泳 。迁移的方式目前可
以分为三类 ： 根据分子尺寸大小和形状 、 分子所带的电荷或分子
的生物学与化学特性 。

如果把生物大分子的胶体溶液放在一个没有干扰的电场中 ，
使颗粒具有恒定迁移速率的驱动力来自于颗粒上的有效电荷 Q
和电位梯度 E 。 它们与介质的摩擦阻力 f 抗衡 。 在自由溶液中 ，
这种抗衡服从斯托克斯定律 （Stokes摧 Law） 。

f ＝ ６π r vη
这里 v 是在介质粘度为 η中半径为 r 的颗粒的移动速度 。 但在凝
胶中 ， 这种抗衡并不完全符合斯托克斯定律 。 f 还取决于介质中
的其他因子 ， 如凝胶厚度 、 颗粒尺寸 、甚至介质的内渗等［３７］ 。

电泳迁移率 （mobility） μ 规定为在电场强度 E 的影响下 ，
颗粒在时间 t 中的迁移距离 d 。

μ ＝ d
t · E

　 　 　 　 　 　 　 或
μ ＝ V／ E

这个参数的单位是 cm２ ·s － １ ·V － １ 。 它的符号决定于颗粒的净电
荷 。迁移率的不同提供了从混合物中分离物质的基础 ， 迁移距离
正比于迁移率 。 但在不同实验中 ， 迁移距离或迁移率的比较只能
在 t 和 E都相同的条件下才能进行 。 理想的情况是如果其他条
件都相同 ，则第二个实验用第一个实验的双倍电压和一半时间
时 ，迁移距离 d 应该相等 ， 但实际上只可能是大致相等 ， 因为
还有其他因素的干扰 ， 如由于增加电压而产生的热等影响 。 但是
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用这两个因子的乘积可用于很快地寻找电泳分离的最佳条件 。所
以电泳的电源采用 “伏·小时” 而不单纯采用 “小时” 作为电泳
参数是可取的 。

电场强度 E 、 电流密度 J和导电性 K 有关 ， 所以带电颗粒
的移动速度也能表示为 ：

V ＝ E · m ＝ m · J／ K
　 　大部分的生物大分子都有阳离子和阴离子基团 ，称为两性离
子 。这些基团的解离常数不同 ， 所以大分子的净电荷取决于环境
的 pH 。且其 pH 将影响分子的迁移率 。 离子强度则决定大分子
颗粒的电动电位 ， 带电颗粒的迁移率与离子强度的平方根成反
比 。低离子强度时 ， 迁移速率快 。 高离子强度时 ， 迁移速率慢 ，
但电泳谱带要比低离子强度时细窄［３７］ 。 缓冲液的 pH 和离子强
度的选择是很重要的 ， 它们对电泳参数的设置考虑将起关键的作
用 。

电泳是离子在电场中通过介质的移动 ， 但以上讨论的一些因
子都将影响各种形式的电泳 。不管是在自由溶液中的移动界面电
泳或有支持介质 （如淀粉 、 聚丙烯酰胺 、 醋酸纤维素 、 纸） 的电
泳 ，特别在用支持介质时 ， 有更多的因素影响迁移率和分离带的
细窄程度 ，包括支持介质的吸附效应 、材料的不均一性以及支持
介质分子本身带电基团的离子交换和电内渗等 。

从以上可以看到电泳的基本原理是很简单的 ， 但是由于带电
颗粒在电场中通过介质的迁移要受很多因素的制约而变得复杂 。
但也正因为这些不同因素的制约 ， 能使电泳技术应用于不同的研
究中 。 如分子的大小是一个重要影响因素 ， 所以 SDS 电泳能用
于测定生物大分子的分子量 。再如阴离子基团和阳离子基团的平
衡使分子的净电荷等于零 ， 据此用等电聚焦技术可以分离不同等
电点的蛋白质 。 所以根据电泳的原理和影响因素可以设计不同的
电泳方法以达到预期的目的 。
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１畅３ 　电泳的大致分类

原则上按电泳的原理来分 ， 现在有三种形式的电泳分离系
统 ：即移动界面电泳 （moving boundary electrophoresis） 、 区带电
泳 （zone electrophoresis） 和稳态电泳 （steady state electro唱phore唱
sis） 或称置换 （排代） 电泳 （displacement electrophoresis） 。

在自由移动界面电泳中 ，电场是加在大分子溶液和缓冲溶液
之间的一个非常窄的界面上 。带电分子的移动速率通过观察界面
的移动来测定 。 如果大分子的离子溶液是不均一的 ，就能观察到
多个移动的界面 。缓冲液的选择是很重要的 ，它必须与大分子的
离子溶液形成鲜明的界面 。 要准确测量界面的移动 ，还必须使界
面两边的电场和 pH 大体恒定 ， 电泳过程中在电极上不产生气
泡 ，而电泳过程中产生的焦耳热借对流循环可以不扰动界面 。对
界面的移动备有观察和照相设备 。 图１畅１ 所示的 Tiselius电泳槽
正是进行自由移动界面电泳的最理想的设备 。

区带电泳是在半固相或胶状介质上加一个点或一薄层样品溶

液 ，然后加电场 ，分子在支持介质上或支持介质中迁移 。 支持介
质的作用主要是为了防止机械干扰和由于温度变化以及大分子溶

液的高密度而产生的对流 。 但是支持介质有时会吸附不同分子或
起分子筛作用 （层析效应） 而对分离起破坏或帮助的作用 。 区带
电泳使用不同的支持介质 ， 早期有滤纸 、 玻璃珠 、 淀粉粒 、 纤维
素粉 、 海砂 、 海绵 、 聚氯乙烯树脂 ； 以后有淀粉凝胶 、 琼脂凝
胶 、醋酸纤维素膜 ， 现在则多用聚丙烯酰胺和琼脂糖凝胶 。

８０年代末发展起来的毛细管电泳 （capillary electrophoresis）
是一种新型的区带电泳方法 ， 又称毛细管区带电泳 （capillary
zone electrophoresis） 。 它是在毛细管中装入缓冲液 ， 在其一端注
入样品 ， 在毛细管两端加直流高电压实现对样品的分离 ， 分离后
的样品依次通过设在毛细管一端的检测器检出 。

稳态电泳或称置换电泳的特点是分子颗粒的电泳迁移在一定
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时间后达到一个稳态 。 在稳态达到后 ， 带的宽度不随时间而变
化 ，等电聚焦和等速电泳应该是属于这一类［３８］ 。

１畅４ 　凝胶电泳技术的历史

从 １９世纪初到 ２０ 世纪中的 １５０ 年中 ， 早期电泳技术虽然得
到了发展 ，但从 ２０世纪 ５０ 年代后 ， 使用凝胶作为支持介质的电
泳技术得到了更快地发展和应用 ， 见表１畅２ 。

表1畅2 　凝胶电泳技术的发展历史

作 　 　 　 者 年 　 代 内 　 　 　 　 　 容

Svesson H ．［３９］ １９４８ 提出 pH 梯度理论
Grabar P ．和 Williams C ．A ．［４０］ １９５３ 免疫电泳

Kolin A［４１ ～ ４４］ １９５４ ～ １９５８ 人工 pH 梯度
Raymond S ．和 Weintraub L ．［４５］ １９５９

使用聚丙烯酰胺作为电泳支持
介质

Svesson H ．［４６］ １９６１ 载体两性电解质的理论基础

Hjerté n S ．［４７］ １９６２ T 和 C 的计算公式

Hjerté n S ．［４８］ １９６３ 不连续电泳

Fazekas de st 等 ［４９］ １９６３
考玛斯亮蓝染色 （用于纸 、琼脂
等）

Orenstein L ．［５０］ １９６４ 不连续电泳

Davis B ．J ．［５１］ １９６４ 不连续电泳

Vesterberg O ．［５２］ １９６４ 合成载体两性电解质

Ferguson K ．A ．［５３］ １９６４
Ferguson 作 图 法 （用 于 淀 粉 凝
胶）

Meyer T ．S ．等 ［５４］ １９６５
考玛斯亮蓝染色（用于聚丙烯酰
胺凝胶）

瑞典 LKB 公司 ［５５］ １９６６ Ampholine 专利
Shapiro A ．L ．等 ［５６］ １９６７ SDS 电泳
Hedrick J ．L ．等 ［５７］ １９６８

Ferguson 作图法 （用于聚丙烯酰
胺凝胶）
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续表
作 　 　 　 者 年 　 代 内 　 　 　 　 　 容

Clarke M ．H ．G ．等 ［５８］ １９６８ 交叉免疫电泳

Weber K ．和 Osborn M ．［５９］ １９６９ SDS 电泳技术的改进
Laemmli U ．K ．［６０］ １９７０ 不连续 SDS 电泳
Laurell C ．B ．等 ［６１］ １９７２ 火箭电泳

瑞典 LKB 公司 ［６２］ １９７３ 水平电泳槽 Multiphor Ⅰ

Rilbe H ．［６３］ １９７３ 等电聚焦分辨率公式

O′Farrell P ．［６４］ １９７５ ISO唱DAL T 双向电泳
Southern E ．［６５］ １９７５ Southern 印迹法（DNA）
Gasparic V ．等 ［６６］ １９７５ ～ １９８１ Immobiline 合成专利
Rosengren A ．等 ［６７］ １９７６ ～ １９７７ 滴定曲线

Towbin H ．等 ［６８］ １９７９ Western 印迹法（蛋白质）

Switzer R ．C ．［６９］ １９７９ 银染色

Merril C ．R ．等 ［７０］ １９７９ 银染色

Oakley B ．R ．等 ［７１］ １９８０ 银染色

Bjellgvist B ．等 ［７２］ １９８２ 固相 pH 梯度技术
Görg A ．等 ［７３］ １９８５ IPG唱DAL T 双向电泳
Mocremans M ．等 ［７４］ １９８５ 金染色

瑞典 Pharmacia 公司 ［７５］ １９８６ 半干技术
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第二章 　凝胶电泳的支持介质

电泳的早期形式 ， 即在自由溶液中进行的移动界面电泳已成
为历史 ， 代之以采用支持介质 （或称稳定介质） 的区带电泳现在
被广泛地使用 。 采用支持介质的目的是防止电泳过程中的对流和
扩散 ， 以使被分离的成分得到最大分辨率的分离 。 为此 ， 支持介
质应具备以下特性 ： 化学惰性 ； 不干扰大分子的电泳过程 ； 化学
稳定性好 ，均匀 ；重复性好 ；电内渗小等 。

固体支持介质可以分为两类 ： 一类是如纸 、 醋酸纤维素薄
膜 、硅胶 、矾土 、纤维素等 。 这些介质相对来说是化学惰性的 ，
能将对流减到最小 ， 使用这些支持介质进行蛋白质分离和在自由
溶液中一样是基于 pH 环境中的蛋白质的电荷密度 。 但在有些情
况下 ， 它们也会与迁移颗粒发生相互作用而参与分离过程 。 另一
类是淀粉 、琼脂糖和聚丙烯酰胺凝胶 。与上述相比 ，这些凝胶不
仅能防止对流 ， 把扩散减到最小 ， 而且它们是多孔介质 ， 孔径尺
寸和生物大分子具有相似的数量级 ， 因而具有分子筛效应 。 使用
这些凝胶进行分离不仅取决于大分子的电荷密度 ， 还取决于分子
尺寸 。 如具有相同电荷密度和不同尺寸的两种蛋白质使用纸电泳
不可能分离好 ，而使用梯度凝胶电泳来分离 ， 由于分子筛效应 ，
小分子会比大分子跑得快而使分辨率提高 。 为此第一类支持介质
现在已被第二类支持介质所代替 ， 而淀粉凝胶又由于其批号之间
的质量相差甚大 ，很难得到重复的电泳结果 ，且胶层厚 、 分辨率
低 、电泳时间长 、操作麻烦 ，实验室中已很少使用 。琼脂糖凝胶
孔径较大 ， 对大部分蛋白质只有很小的筛效应 。 自从 １９５９ 年
Raymond和 Weintraub［１］首次使用聚丙烯酰胺作为电泳的支持介
质 ，特别是 １９６４ 年 Ornstein［２］和 Davis［３］发表他们有关的基础工
作以来 ， 聚丙烯酰胺已成为目前生化实验室最常用的支持介质 。
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由于它的高分辨率 ， 不仅能分离含有各种大分子物质的混合物 ，
而且可以研究生物大分子的特性 ， 诸如电荷 、分子量 、 等电点以
至于构象 。可以说它是电泳过程中的 “雷锋” ， 起了铺路石子的
作用 。

２畅１ 　聚丙烯酰胺凝胶的形成和结构

聚丙烯酰胺凝胶 （polyacrylamide gel ， PAG） 是由丙烯酰胺
（acrylamide） 和交联试剂 N ， N′ 甲叉双丙烯酰胺 （ N ， N′
methylenebisacrylamide） 在有引发剂和增速剂的情况下聚合而成
的 。丙烯酰胺的单体形成长链 ， 由 N ， N′ 甲叉双丙烯酰胺的双
功能基团和链末端的自由功能基团反应而发生交联 。聚丙烯酰胺
凝胶的化学结构式和三维网状结构见图２畅１［４］和图 ２畅２ ［５］　 ， 两个
单体的物理化学特性见表２畅１ 。

表2畅1 　丙烯酰胺和 N ， N′ 甲叉双丙烯酰胺的物理化学特性
特 　 　 性 丙 　 烯 　 酰 　 胺 N ， N′ 甲叉双丙烯酰胺

分子式 CH２ CH CO NH２ （CH２ CH CO NH）２CH２

分子量 ７１畅０８ １５４畅１７

外 　 观 白色结晶粉末 白色结晶粉末

气 　 味 无 无

pH ＞ ５（５ ％ 水溶液） ＞ ５（２畅５ ％ 水溶液）

可溶性 ２畅０（水） ０畅３１（水）
（g ．ml － １ ，３０ ℃ ） １畅１（甲醇）

０畅４（丙酮）
０畅４（氯仿）

熔点或沸点 ℃ ８４畅５ ± ０畅３ １８５（聚合时）

密度（D３０
４ ） １畅１２２ 　 　 —

保存要求 密封 、 避光 冷 、 密封 、 避光

毒性 中枢神经毒物 中枢神经毒物
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