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恒流湿法电转
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&结果
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不能使
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6 较大分子蛋白质全部转膜!凝胶有残留&

6''-,

以上则可使大部分或全部转膜!胶上未见残留&结论
!

电流强

度对较大蛋白质转膜有影响&
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可作为
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6 左右较大分子蛋白质从
?b+1+<!,>4

凝胶转膜的最佳恒流强度&
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是目前定量分析生物组织蛋白质表达最常

用的方法之一#但应用该法测定组织中大蛋白质分子时常常遇

到困难#测定不灵敏#结果不稳定#致使人们往往需要花费大量

的时间和财力摸索实验条件'

%<6

(

)根据作者经验#控制好大蛋

白质转膜条件是提高测定灵敏性和稳定性的关键步骤之一#其

中#电流强度是一个重要因素)但查阅文献#有关详细研究不

同电流强度影响的报道几乎没有)本研究将探索不同电流强

度对较大分子蛋白质湿法转膜效率的影响#为测定者提供实

用*明了的实验数据)
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材料与方法
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方法
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常规方法制作
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电泳
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预染标志蛋白质上样体积
W;

)电泳装置于冰

水中进行分级恒压电泳#全程记录电流值#数值为
(

次记录$
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次&的平均数#见表
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)电泳完毕#凝胶拍照)
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膜后对
20

膜和凝胶拍照)
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染胶
!

对凝胶进行考马斯亮蓝染色#以使蛋白条带较

为清晰)染色
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"

('-:C

#蒸馏水漂洗
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次过夜)染色前

后对胶拍照)
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分级恒压电泳时间及电流变化

电压$

`

& 标志蛋白质的电泳位置 时间$

-:C

& 电流$
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准备进入浓缩胶
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#' %%
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实验条件控制
!

为利于结果比较#作者严格控制实验条

件#确保前后实验条件一致#主要措施有!不同电流强度电转均

重复
6

"

E

次%均使用同一电泳*电转装置%电泳液*电转液均为

一次性使用#以避免溶液离子强度改变造成的影响%均在冰水

中进行电泳和电转#以避免室温改变带来的影响等)
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结
!!

果
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不同电流强度对$
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6 标志蛋白质转膜的影

响#见图
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!标志蛋白质电泳后在凝胶上的影像%

"

!按不同电流强度从对应

凝胶电转后
20

膜上标志蛋白质条带的影像)

图
%
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不同电流强度对#
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#W'

$

V%'

6

标志蛋白质转膜的影响

D&D
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不同电流强度转膜后$
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&

V%'

6标志蛋白质在凝胶

上的残留状况#见图
#
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图
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显示#相对分子质量为$
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#W'

&

V%'

6 的蛋白质能

够在
?b+1+<!,>,

胶上得到很好分离#还显示各次电泳的结

果基本一致)图
%"

显示#

%''

*

#''-,

恒流
#I

#

#W'V%'

6 较

大分子蛋白质不能全部从
?b+1+<!,>,

凝胶上转移到
20

膜上#凝胶上有残留$图
#

&)而且#

%''-,

恒流转膜率明显低

于
#''-,

)

6''-,

以上恒流则可使全部或大部分转膜#胶

上未见残留)图
%"

*图
#

结果显示#对于$

6(

"

%6'

&

V%'

6 较小

相对分子质量的蛋白质#

%''

"

W''-,

恒流似乎均可使其全

部转膜#胶上无残留)
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6标志蛋白质转膜后在凝胶上$未染胶&的影像%

"
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6标志蛋白质转膜后经考马斯亮蓝染胶后的影像)

图
#
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不同电流强度转膜后#

6(

"

#W'

$

V%'

6

标志蛋白质在凝胶上的残留状况

D&E

!

不同恒流$

%''

"

W''-,

&电转时电压的变化#见图
6

)图

6

显示#转膜电流越高#电压越大)

%''

和
#''-,

恒流转膜

时#随着时间延长#电压略有升高且显示稳定%

6''

*

E''

和
W''

-,

电转时#电泳仪显示电压数值一直有所波动#并随着时间

的延长#电压逐渐降低)

图
6

!!

不同恒流#

%''

"

W''-,

$电转时电压的变化

E

!

讨
!!

论

实验表明#

%''

*

#''-,

恒流电转
#I

不足以使
#W'V%'

6

较大相对分子质量的蛋白质从
?b+1+<!,>,

胶上全部转膜#

导致凝胶上有残余#这将影响随后的定量分析灵敏度)结果还

显示#

%''

"

6''-,

恒流转膜#

#W'V%'

6 左右的蛋白质的转移

量与电流强度呈正比#即电流越大#转移量越大)

6''

"

W''

-,

恒流转膜
#I

#

#W'V%'

6 蛋白质似乎全部可转移出胶#凝胶

上不见残留)但超过
E''-,

#转膜量似乎也下降#这可能与蛋

白质透膜有关)电流强度*电转时间*蛋白质相对分子质量都

是影响透膜的因素#电流强度越大#电转时间越长#蛋白质相对

分子质量越小#透膜越多'

E

(

)考虑到电流过大#产热较多#从而

有可能影响蛋白质标本和转膜以及透膜丢失的问题#对于
#W'

V%'

6 的蛋白质#可选择
6''

"

E''-,

恒流范围)如果同时兼

顾小分子蛋白质一起转膜#以
E6V%'

6 相对分子质量的蛋白

质
!

<$/H:C

作为内参时#

6''-,

则为最佳选择转膜电流)

对于$

6(

"

%6'

&

V%'

6 的较小相对分子质量蛋白质#

%''

"

W''-,

恒流
#I

可以全部转移#凝胶上没有残留)为了使转

膜过程中电压稳定产热少#对于$

6(

"

%6'

&

V%'

6相对分子质量

的蛋白质#可选择
%''

"

#''-,

恒流转膜)

本次实验中作者把转膜时间固定为
#I

#实际操作中有人

习惯使用较长的转膜时间#甚至过夜)转膜时间过长有可能发

+
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生透膜现象#尤其当蛋白质含量少时更易发生'

E

(

)

a.BH.GC

N98H

方法步骤多*时间长#缩短转膜时间有利于缩短实验时间

和便于安排作息时间)有文献报道#慢转$

EY

过夜&的效果好

于快转$冰水中
#I

&

'

W

(

)本实验结果说明#较大相对分子质量

蛋白质
#I

转膜时可通过增加电流强度来提高转膜效率)应

注意#当增加转膜电流强度时#转膜最好在冰水中进行#以避免

电流产热较多)

本次实验作者使用
'&EW

&

-

孔径的
20

膜)

20

膜是蛋白

印迹最广泛使用的转移介质#有蛋白结合能力强*背景低*信噪

比高*使用简便*价格便宜等优点)通常
#'V%'

6 以上的蛋白

质用
'&EW

&

-

孔径的
20

膜#小于
#'V%'

6 可用
'&#

&

-

膜#小

于
DV%'

6 用
'&%

&

-

膜)除了
20

膜#根据情况还可选择聚偏

二氟乙烯$

!̀ 1g

&膜*尼龙膜等#

!̀ 1g

膜优点较
20

膜多#但

价格较贵'

(

(

)

研究提示#对于相对分子质量大于
W''V%'

6 的超大蛋白

质#用
+1+<!,>4

分离十分困难#可采用
+1+<

琼脂糖凝胶电

泳系统'

D

(

)结果提示#可用涵盖目标蛋白质相对分子质量的预

染彩色标志蛋白质进行预实验#摸索转膜最佳条件#可在凝胶

和膜上直接观察转膜效率#方法简便有效)

较大分子蛋白质$

#W'V%'

6 左右&湿法转膜#采取
6''

"

E''-,

恒流电转
#I

$冰水中&#转膜效率较高)
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