
Ｎ末端脑钠肽分子与ＢＮＰ分子以１∶１的比例存在于血

循环中，由于其在血液中半衰期长（６０～１２０ｍｉｎ），生理活性相

对稳定，低浓度的胆红素、血红蛋白不会影响体外检测，但高浓

度的脂血，严重的溶血或黄疸会影响到样本以及偶合物在硝基

纤维膜上的层析过程，所以在检测Ｎ末端脑钠肽时，应避免此

类样本。

胶体金法作为第三代检测方法，逐渐应用于床旁检测与实

验室检测，其主要特点是速度快、便捷，多通道仪器适用于批量

分析。

通过本组研究表明，胶体金法检测 Ｎ末端脑钠肽来鉴别

心源性呼吸困难和非心源性呼吸困难是一个可靠的快速检测

方法，且能够真实反应体内Ｎ末端脑钠肽水平，能在较短时间

内为临床医师提供敏感、特异的诊断指标，为临床医师赢得时

间，及时采取干预措施，值得为临床所推广。所以笔者认为由

于胶体金法检测Ｎ末端脑钠肽的简便、快速（２０ｍｉｎ结束），在

得到严格的质量控制下，应成为一种常规检测方法。
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·检验技术与方法·

超薄型琼脂糖凝胶板的制作及血清蛋白电泳方法的建立

王月婷，陆桂琴，苏照环，于嘉屏△

（上海迪安医学检验所研发实验室，上海２００４３３）

　　摘　要：目的　制作超薄型琼脂糖凝胶板并建立血清蛋白电泳检测方法。方法　采用软玻璃及透明胶片自制胶板模具；采用

透明胶片刻制加样膜条；恒压６５Ｖ电泳分离血清蛋白。结果　所配制的琼脂糖凝胶板厚度小于０．８ｍｍ；一块板同时可分析８个

样品；各蛋白区带的批内犆犞值小于１６％，批间犆犞值小于２７％；１２０名体检正常人血清的参考范围为：清蛋白５３．１％～７０．３％、

α１球蛋白０．９％～３．５％、α２球蛋白３．５％～８．９％、β球蛋白７．１％～１４．３％和γ球蛋白１３．０％～２５．４％。结论　自制的超薄型

琼脂糖凝胶电泳板能清晰分离血清中５类蛋白质，染色脱色时间短，背景清楚，性能指标稳定，可用于血清蛋白的分离及检测。

关键词：血清蛋白电泳；　琼脂糖凝胶；　参考范围

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１６．０４５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１６２１５５０２

　　血清蛋白电泳是检测血清蛋白质类的常用方法，其电泳图

谱可了解患者血清蛋白质全貌，用于初筛试验，为疾病诊断提

供较全面的信息［１］。目前各医疗机构检验科应用的方法大多

为国外的全自动电泳仪，价格昂贵，分析成本很高［２］。醋酸纤

维素薄膜电泳存在灵敏度差，重复性不佳等缺点，且图谱难以

保存［３］。本文报道了一种超薄型琼脂糖凝胶板的制作方法并

用于血清蛋白电泳检测，价格低廉，操作简便，适合在中小型医

院检验科应用。

１　材料与方法

１．１　样品来源　收集各个年龄段体检正常的人血清样品，当

天检测。

１．２　仪器与试剂　ＤＹＹ６Ｄ型电泳仪电源（北京市六一仪器

厂）；ＤＹＣＰ３８Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器厂）；培清ＪＳ６８０Ｄ

全自动凝胶成像分析仪（上海培清科技有限公司）。凝胶缓冲

液：ｐＨ８．６三羟甲基氨基甲烷缓冲液。称取三羟甲基氨基甲

烷１．２１２ｇ，ＥＤＴＡ０．２９ｇ，ＮａＣｌ１５．８５ｇ，调ｐＨ值至８．６，去离

子水定容至１０００ｍＬ。电极缓冲液：ｐＨ８．６巴比妥缓冲液，离

子强度为０．０７５。称取巴比妥２．７６ｇ，巴比妥钠１５．４ｇ，ＥＤＴＡ

０．２９ｇ，调ｐＨ值至８．６，去离子水定容至１０００ｍＬ。琼脂糖凝

胶板：０．６５％的琼脂糖凝胶。称取琼脂糖０．６５ｇ，溶于５０ｍＬ

的凝胶缓冲液，去离子水定容至１００ｍＬ。氨基黑１０Ｂ染液：称

取氨基黑１０Ｂ０．１ｇ，溶于无水乙醇２０ｍＬ中，加冰乙酸５ｍＬ，

甘油０．５ｍＬ使其溶解。再称取磺基水杨酸２．５ｇ，溶于少量

去离子水中，加入前液。最后去离子水定容至１００ｍＬ。脱色

液：甲醇４５ｍＬ，冰乙酸５ｍＬ，去离子水定容至１００ｍＬ。

１．４　方法

１．４．１　模具及胶板的制作　取一块长２０ｃｍ、宽１５ｃｍ、厚０．８

ｍｍ的台面软玻璃，将中央长９．５ｃｍ、宽６．５ｃｍ的面积裁空，

下衬１０ｃｍ×７ｃｍ的透明胶片，胶片需紧贴挖空部分的边缘，

不能漏胶。将沸水浴融化后的琼脂糖凝胶冷却至６０℃左右，
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倒在模具的胶片上，用载玻片从裁空的一边拉向另一边，使凝

胶均匀布满整个胶片，防止气泡产生。待凝胶凝固后，用小刀

沿中空软玻璃边缘分离凝胶，之后从一端将软玻璃模具小心的

揭除，即完成凝胶板的制作。再将一裁成与胶板同样大小的保

鲜薄膜贴于凝胶板上，放置塑料盒中，放２～８℃冰箱待用。

１．４．２　加样模条的制作　取一长１７ｃｍ、宽２ｃｍ的透明胶

片，在其中央用手术刀片等间距刻长４ｍｍ，宽０．８ｍｍ共计８

个加样微孔，孔间距约３ｍｍ。

１．４．３　电泳操作　（１）从冰箱取出凝胶板，恢复至室温后，在

距凝胶板一侧的边缘约１ｃｍ处覆盖一条宽为２ｃｍ的滤纸条，

吸去多余水分，然后将加样膜条置于其上并使其紧贴胶板，避

免气泡产生。将２μＬ血清样品加入孔中，注意使加入的样品

均匀的充满孔内，静置５ｍｉｎ，待血清样品扩散进入胶内，用一

条新的滤纸条覆盖于加样孔膜上，吸去多余的样品，然后除去

加样孔膜。（２）将琼脂糖凝胶板放在电泳槽上，加样侧置于阴

极，两端用八层纱布搭桥，电泳条件为恒压６５Ｖ，时间３０ｍｉｎ。

（３）电泳毕，取出凝胶板，氨基黑１０Ｂ染色２０ｍｉｎ。再置于脱

色液中脱色至背景干净为止。（４）把脱色干净的凝胶板置于全

自动凝胶成像分析仪下扫描，计算各条带的光密度百分比。

１．５　统计学处理　血清蛋白电泳结果采用百分比的形式，因

结果服从正态分布，参考值范围用狓±１．９６狊。

２　结　　果

２．１　电泳图谱　超薄型琼脂糖凝胶电泳分离血清蛋白图谱，

见图１。

图１　　超薄型琼脂糖凝胶分离血清蛋白条带图谱

２．２　批内精密度试验　取同一份血清在同一张凝胶板上点样

８份，电泳后扫描求得结果。分别计算平均值（狓），标准差（狊），

变异系数（犆犞）。如表１所示。

表１　　批内精密度试验结果

蛋白 平均值（狓，％） 标准差（狊，％） 犆犞（％）

清蛋白 ６３．７９ ２．８１ ４．４０

α１球蛋白 ２．１ ０．３２ １５．２５

α２球蛋白 ６．７３ ０．５２ ７．７９

β球蛋白 １０．１４ １．２４ １２．２４

γ球蛋白 １７．２０ １．４９ ８．６９

２．３　批间精密度试验　取同一份血清在不同的５张凝胶板上

分别电泳，扫描求得结果。分别计算平均值（狓），标准差（狊），变

异系数（犆犞）。如表２所示。

２．４　参考范围的确立　取１２０份正常人的血清，进行血清蛋

白电泳，计算均值（狓），标准差（狊），确立参考范围。清蛋白：

５３．１％～７０．３％；α１球蛋白：０．９％～３．５％；α２球蛋白：３．５％

～８．９％；β球蛋白：７．１％～１４．３％；γ球蛋白：１３．０％～２５．

４％。

表２　　批间精密度试验结果

蛋白 平均值（狓，％） 标准差（狊，％） 犆犞（％）

清蛋白 ６４．２８ ２．８４ ４．４２

α１球蛋白 ２．０２ ０．４２ ２０．８３

α２球蛋白 ６．５２ １．７２ ２６．４０

β球蛋白 １０．３８ １．８７ １７．９８

γ球蛋白 １６．８４ １．６８ ９．９５

３　讨　　论

应用现有技术方法所配制的琼脂糖凝胶电泳板，其厚度往

往超过３ｍｍ，不仅影响蛋白质迁移率，还影响染色效果，因为

胶板太厚染料不易渗透进去，蛋白质条带往往形成空泡，对扫

描定量结果直接造成影响；另外，脱色时间也很长，且不易脱色

干净。此外，经典的加样方式是通过齿状加样模具在胶板上留

下凹槽来加样，会导致电泳胶板破损，无法使用。针对现有技

术存在的上述问题，本研究提供了一种超薄型琼脂糖凝胶电泳

胶板的制备方法并用于分离血清蛋白。与现有技术相比，本研

究采用自制的塑料薄板作为模具，所制备的琼脂糖板厚度为小

于０．８ｍｍ，电泳通电顺畅，染色时间缩短，且染色完全，脱色时

间极短，蛋白质分离的分辨率很高，且与加样薄膜配套使用，操

作更简便，点样效果极佳。本法模具的材料易获得，成本低廉，

制作简单，电泳操作简单，分离效果好。显色干燥后的胶片可

长期保存。

血清蛋白电泳实验可将血清中的蛋白质分离为清蛋白、

α１球蛋白、α２球蛋白、β球蛋白和γ球蛋白，是了解患者血清

蛋白质全貌的有价值的方法，可用为初筛实验。如急性炎症或

急性时相反应时常以α１、α２ 区带加深为特征；肾病综合征、慢

性肾小球肾炎时呈现清蛋白下降，α２、β球蛋白升高；缺铁性贫

血时可由于转铁蛋白的升高而呈现β区带增高，而慢性肝病或

肝硬变呈现清蛋白显著降低，γ球蛋白升高２～３倍，示免疫球

蛋白多克隆高，甚至可见βγ桥，还可在γ区呈现细而密的寡

克隆区带；单克隆免疫球蛋白异常症（Ｍ 蛋白血症）则在电泳

区带αγ区呈现致密而深染，高度集中的蛋白克隆增生区带

（Ｍ蛋白区带）
［４６］。因此，分析血清蛋白电泳分离图谱，有助

于对疾病的正确诊断，其应用前景十分广阔。
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