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离心超滤法去除血清大相对分子质量高丰度蛋白质的实验研究
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建立离心超滤法去除血清中大相对分子质量高丰度蛋白质的实验方法!研究其去除效果及重复性$方法
!
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#混合!将混合后的血清分别加入相对分子质量分离点"

Zf!a

#为
$%%c$%
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5%c$%

'
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'%c$%

' 及

$%c$%

' 超滤膜离心管中!离心
$5M:;

"

&%%%c

H

#$滤液真空冷冻干燥后!以超纯水按浓缩
$%

倍复溶$分别应用
"@:K:;A*.1.*

,<WP

凝胶电泳法和二元梯度高效液相色谱法"

O,V!

#分析比较血清中大相对分子质量高丰度蛋白质去除效果!考察经
5%c$%

'

超滤膜离心去除血清中大相对分子质量高丰度蛋白质后保留低丰度蛋白质的重复性$结果
!

以选择
Zf!a

为
5%c$%

' 和
'%c

$%

' 较为适宜$电泳分离结果显示!经离心超滤后滤过液中大相对分子质量高丰度蛋白质!特别是清蛋白得到有效去除$

O,V!

检测结果显示!选用
Zf!a

为
5%c$%

' 超滤膜分离后!血清低丰度蛋白质数量保留适中$重复性统计结果显示!小相对分子质量

低丰度蛋白质相对保留时间和相对峰面积
CJ/

值分别小于
%43#̂

和
545#̂

$结论
!

离心超滤法去除血清中大相对分子质量高

丰度蛋白质步骤较为简便%重复性好!为进一步深入研究血清蛋白质组学奠定了基础$

关键词"蛋白质组学'
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蛋白质作为基因功能的主要体现者#在催化生命体内进行

各种反应(调节代谢(抵御外来物质入侵(控制遗传信息等方面

都起着至关重要的作用#是生命科学中极为重要的研究对象'

血清蛋白质组学是蛋白质组学研究中的重要分支#其研究目标

之一就是全面而系统地认识健康和疾病状态下血清蛋白质组

成的差异#从中寻找可用于早期诊断疾病和预测预后的血清标

志蛋白质)

$*'

*

'由于血清蛋白质组成极其复杂且丰度差异极

大#而这些标志物或靶蛋白在血浆和血清中的含量又大多很

低#上千种的低丰度蛋白质只占血清蛋白质总量的约
$̂

#而

//

种高(中丰度蛋白质却占了约
88̂

)

3

*

'因此#在进行血清蛋

白质组学研究之前#必须尽可能去除那些干扰低丰度蛋白质研

究的高丰度蛋白质#同时又能最大可能地保留与之共存的低丰

度蛋白质#这是进行血清蛋白质组学研究必须首要解决的问

题)

5*0

*

'本研究探讨了选用不同相对分子质量分离点$

Zf*

!a

%超滤膜对大相对分子质量高丰度蛋白质离心超滤的去除

效果#以及对小相对分子质量蛋白质的富集作用'并对
5%c

$%

' 超滤膜去除大相对分子质量高丰度蛋白质的重复性和稳

定性进行了考察#建立了一种能有效去除血清清蛋白等大相对

分子质量高丰度蛋白质的离心超滤去除法#为进一步深入研究

血清蛋白质组学奠定了基础'
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资料与方法

B4B
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一般资料
!

$%

例本院门诊健康体检者#年龄
/'

!

'5

岁#

平均$

'%4'S34'

%岁#分别抽取空腹静脉血
'MV

#分离血清后

分装置于
70%b

冰箱保存'

B4C
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方法

B4C4B
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主要仪器
!

高效液相色谱仪$

O,V!

%系统由
fDBA@)

$5/5

二元泵(

fDBA@)/88&

二极管阵列检测器(

fDBA@)0$0

E

C?)

自动进样器及
PM

E

=GA@/

色谱工作站组成$美国
fDBA@)

公

司%'

O!*'%$&+

高速冷冻离心机$科大创新股份有限公司中

佳分公司%#

P.,'%%

电泳仪(

\P*$&%

微型垂直电泳槽$上海天

能公司%#

+3%*&&%'

真空冷冻干燥机$香港
.;:

9

LA@)

公司%#吹气

式浓缩干燥仪$汉邦科技有限公司%'

B4C4C
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主要材料和试剂
!

eCB@DKAC

离心超滤管$美国
Z:CC:*

E

=@A

公司%#流动相采用色谱纯级乙腈(三氟乙酸$美国
"AL:D

公司%配制#蛋白质
ZD@QA@

$

:;I:B@=

H

A;

公司%#除注明外#试验

中其余试剂均为分析纯级试剂'试验用水使用超纯水'内标

+

85'/
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国际检验医学杂志
/%$$

年
$/

月第
'/

卷第
/%

期
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储备液$

$M

H

"

MV

%由硫酸阿托品$含量测定用对照品#中国药

品生物制品检定所%配制成水溶液#置于
3b

冰箱中保存'流

动相配制!

<

流动相$含
%4$̂

三氟乙酸的超纯水溶液%&

T

流

动相$含
%4$̂

三氟乙酸的乙腈%#使用前以
%435MM

滤膜减压

过滤'

B4C4D
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色谱条件
!

色谱柱!
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高效液相色

谱分离柱$

/5%MMc34#MM

#
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)

M

&江苏汉邦科技有限公司%'

检测波长!

e\/$3;M

#流速!

%4&%MV

"

M:;

#进样体积!
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)
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#

自动进样器温度!

//b

#色谱分离柱温!

'%b

'梯度洗脱时间

程序!

5̂ T

流动相保持
#M:;

#到
5#M:;

时
T

流动相增加至

85̂

#保持
/M:;

'
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离心超滤去除大相对分子质量高丰度蛋白质
!

离心超

滤管按说明以超纯水清洗预处理'取
3MV

混合人血清加入

$#MV/%̂

乙腈稀释#置摇床轻微震摇
'%M:;

'取
5MV

稀释

血清加至离心超滤管中#

/%b

下离心
$5M:;

$

&%%%c

H

%#滤液

立即置于
70%b

冰箱冷冻
/3(

后真空冷冻干燥'

B4C4F
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电泳
!

将上述冻干粉用
$%%

)

V

超

纯水复溶$原血清约浓缩
$%

倍%'取复溶液
/%

)

V

#加入上样

缓冲液
'

)

V

$

0c

%后置于
85b

水浴加热
5M:;

'取样品采用

/%

)

V

等量上样#

"@:K:;A*.1.*,<WP

凝胶电泳分离#

3%\

"胶

/%M:;

#

&%\

"胶
/%M:;

#然后
$%%\

"胶
/(

#考马斯亮蓝
+/5%

染色#脱色液脱色)

&

*

'
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统计学处理
!

实验数据采用
.,..$'4%

统计软件进行分

析#以计量资料
@S?

表示'

C

!

结
!!

果

C4B

!

不同
Zf!a

离心超滤管对大相对分子质量高丰度蛋白

质的去除效果
!

分别选取
Zf!a

为
$%%c$%

'

(

5%c$%

'

(

'%c

$%

' 及
$%c$%

' 超滤膜离心管#取健康体检者血清按,离心超滤

去除大相对分子质量高丰度蛋白质-步骤处理后进行蛋白质

"@:K:;A*.1.*,<WP

电泳分离检测#结果见图
$

'

!!

泳道
$

!

$%%c$%

'

&泳道
/

!

5%c$%

'

&泳道
'

!

'%c$%

'

&泳道
3

!

$%c

$%

'

&

Z

!标记'

图
$

!!

不同
Zf!a

离心超滤管去除血清大相对分子质

量高丰度蛋白质后
"@:K:;A*.1.*,<WP

凝胶谱图

!

-

!内标&

Zf!a

!

5%c$%

'

'

图
/

!!

去除血清大相对分子质量高丰度

蛋白质后高效液相色谱图

C4C

!

重复性实验
!

选取
Zf!a

为
5%c$%

' 超滤膜离心管#

平行取
#

份健康体检者混合血清#分别按,离心超滤去除大相

对分子质量高丰度蛋白质-步骤处理'将冻干粉用
$%%

)

V

超

纯水复溶#配制成供试品溶液#以二元梯度高效液相色谱进样

检测'选取
8

个共有峰为考察峰$图
/

%#结果显示#

#

份试样共

有峰相对保留时间和相对峰面积
CJ/

值分别小于
%43#̂

和

545#̂

#见表
$

'

表
$

!!

离心超滤去除大相对分子质量高丰度蛋白质

!!

重复性分析#

Zf!a

"

5%c$%

'

%

%6#

$

峰号
相对保留时间

@S? CJ/

$

^

%

相对峰面积

@S? CJ/

$

^

%

$ %43$&S%4%%$ %4/'8 %4/8&S%4%$ '4'5#

/ %40%%S%4%%' %43/8 %43%$S%4%$0 34/'8

' %4080S%4%%/ %4/5$ %4%#/S%4%%$ $4#$'

3 %4&##S%4%%' %4'3# %4%/8S%4%%$ '433&

5 %48#0S%4%%$ %4$%' %4%/#S%4%%$ '4&3#

内标
$4%%%S%4%%% %4%%% $4%%%S%4%%% %4%%%

# $4/#8S%4%%/ %4$5& %4%$&S%4%%$ 5455#

0 $4'$%S%4%%$ %4%0# %4%/'S%4%%$ 34'3&

& $4''5S%4%%' %4//5 %4%'3S%4%%$ /483$

8 $4030S%4%%& %435& %4/83S%4%$$ '403$

D

!

讨
!!

论

理想的蛋白质去除技术应该是能尽可能地去除所不需要

研究的蛋白质#同时又能对所需要研究的低丰度蛋白质类的含

量或活性不产生干扰(影响#或者将其影响降到最低)

8

*

'目前#

使用较多的高丰度蛋白质去除法是免疫亲和层析法#它通过配

基与目标蛋白质的免疫结合作用而将目标蛋白质提取出来或

将其去除'其特点是在去除效率(去除专一性或是一次性去除

的蛋白质的种类等方面都具有优势)

$%*$$

*

'但该方法成本高#

操作繁琐#使其应用受到很大的限制)

$/

*

'超滤离心分离技术

是通过膜表面的微孔结构借助离心力作用对蛋白依据相对分

子质量大小进行选择性分离的技术#是一种更为简便的高丰度

蛋白质物理去除方法'血浆中蛋白质浓度分布域可达
$%

个数

量级)

$'

*

#而清蛋白作为血清中含量最高的蛋白质#其相对分子

质量约为
#%c$%

'

#含量可达总蛋白量的
#%̂

以上'因此#通

过选择合适的
Zf!a

超滤膜#可有效地去除血清中清蛋白等

高丰度蛋白质'实验显示#当
Zf!a

为
$%%c$%

' 时#由于无

法截留清蛋白#致使许多低丰度蛋白质的信息被其掩盖#而当

Zf!a

为
$%c$%

' 时#大相对分子质量高丰度蛋白质被去除

的同时#某些低丰度蛋白质也被同时截留'因此#实验以选择

Zf!a

为
5%c$%

' 或
'%c$%

' 超滤膜为宜'电泳分离结果显

示#经离心超滤后滤过液中大相对分子质量高丰度蛋白质#特

别是清蛋白得到有效去除'本实验选择
Zf!a

为
5%c$%

' 超

滤膜'实验中加入
/%̂

乙腈稀释血清#一方面降低了样本的

黏稠度#有利于血样通过滤膜'另一方面#加入
/%̂

乙腈可以

破坏低丰度蛋白与清蛋白的相互吸附作用#降低附着效应#更

有利于去除大相对分子质量高丰度蛋白质#保留低丰度蛋白

质)

$3

*

'当蛋白质液体混合物在离心力作用下流经膜表面时#

小分子蛋白质可以透过分离膜#而大分子蛋白质则被膜所截

留'离心分离过程应注意控制离心速度和离心时间#以避免膜

损伤而使大相对分子质量蛋白质透过'本实验控制离心力为

&%%%c

H

#离心时间
$5M:;

为宜'
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MAK<

%编码合成一种新的青霉素结合蛋白$

,A;:K:CC:;T:;L:;

H

,@=BA:;

#

,T,

%

/D

导致#

,T,/D

与
,

*

内酰胺类抗菌剂的亲和力低

从而产生耐药)

/

*

'按
!V.-

要求#当葡萄球菌被确认为
Z+.

时#其对青霉素类(头孢菌素类(碳青霉烯类(碳头孢类和含
,

*

内酰胺酶抑制剂的抗菌剂均应视为耐药'尽管可能出现体外

试验为,敏感-#体内用药时常为耐药'携带
MAK<

基因的

Z+.

往往同时也耐氨基糖苷类(大环内酯类(四环素类(盐酸

克林霉素类抗菌剂)

'*3

*

'本院分离的葡萄球菌对万古霉素(替

考拉宁
$%%̂

敏感#

Z+.

的中重度感染首选万古霉素(替考拉

宁等糖肽类抗菌剂'对呋喃妥因(利福平(复方新诺明(米诺四

环素耐药率较低'值得注意的是#本院分离葡萄球菌的
1

试

验阳性率较高$金黄色葡萄球菌为
'#̂

#凝固酶阴性葡萄球菌

为
5#̂

%'提示临床微生物实验室对葡萄球菌进行常规
1

试

验的重要性#以指导临床医师正确使用克林霉素'

革兰阴性杆菌是本院医院感染的主要病原菌'排在首位

的是肺炎克雷伯菌#且对多种抗菌剂耐药率高'

P.TV)

的产

生和传播是革兰阴性杆菌多重耐药的重要原因之一#已成为临

床感染治疗的严峻挑战)

5

*

'体外药敏试验头孢他啶的耐药率

明显低于头孢噻肟#与王鹏等)

#

*报道的一致#这与国内医院头

孢噻肟的使用量明显大于头孢他啶有关'说明本院革兰阴性

杆菌所产生的
P.TV)

主要为
!"Y*Z

型有关'本次研究显示#

本院分离的革兰阴性杆菌对阿莫西林(替卡西林(头孢噻吩(哌

拉西林(头孢呋辛(庆大霉素等耐药率较高#亚胺培南(头孢哌

酮"舒巴坦(头孢吡肟(阿米卡星(哌拉西林"他唑巴坦显示了良

好的抗菌活性)

0*&

*

'

抗菌剂合理使用#能减缓药物对细菌的选择压力#减少细

菌耐药产生)

0

*

'本院神经外科
-!e

念珠菌的感染已经比较常

见#位于常见分离菌株的第
3

位#占
$%̂

'由于病原菌的多重

耐药性与传播性#除合理应用抗菌剂(加强耐药监测外#还应加

强临床消毒(隔离制度的落实#医务人员勤洗手#严格无菌操

作#对病区内环境定期做好监测#防止院内交叉感染'同时#加

强医务人员有关细菌耐药知识的培训'
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