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电泳技术在蛋白质分析中的应用进展
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　　随着人类基因组计划的逐步完成，人类进入了后基因组时

代，蛋白质组则是其中的重要方面，寻求一种快速、高效的蛋白

检测技术已成为时代的需求。毛细管电泳质谱（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅ

ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＣＥＭＳ）技术综合了 ＣＥ的

高灵敏度、高分离效率所需的样品量少、成本低以及 ＭＳ的定

量、高选择性等多方面优势，在蛋白质检测方面有很强的优势。

芯片电泳及阵列化技术不仅使检测更方便、快捷，而且实现了

高通量检测。现已成为进行蛋白质组学分析的常用技术手段。

本文就电泳技术在蛋白质分析中的应用进展作一综述。

１　ＣＥ的特点

ＣＥ由于其自身具有的高分辨率、高灵敏度、重复性好、进

行定量分析和自动化程度高等诸多优点［１］，在其出现后的几年

时间里就已成为蛋白质、核酸及其他生物分子分离和分析的一

项重要技术，ＭＳ技术由于其在物质检测方面的高特异性及较

高的分辨能力而得到广泛的应用，ＣＥＭＳ技术一经推出即引

起了大家的重视，并在生命科学研究中得到广泛应用。现在已

成为蛋白质组学研究中的首选技术［２］。

ＣＥＭＳ技术集合了２种检测方法的优势，扩大了ＣＥＭＳ

所能分析样品的范围。通过与不同 ＭＳ联用可以获得不同的

分离能力及分离效果，适用于不同样品的分离情况［２３］。

ＣＥＭＳ技术分在线联用和离线联用２种方式。ＣＥ与 ＭＳ

离线联用的关键是对已分离样品的有效收集，并不涉及真正意

义上的联用接口技术；与离线联用相比，二者在线联用具有样

品损失少、自动化程度高、分析速度快等优点，其应用比离线联

用广泛得多。ＣＥ与 ＭＳ在线联用需要设计合适的接口，能够

将已分离的样品全部转移到 ＭＳ仪中，同时实现样品快速、高

效地离子化。二者联用中的接口技术是影响检测效果的关键。

电喷雾离子化（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ）和基质辅助激光解

吸电离（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＭＡＬＤＩ）是

目前应用比较广泛的ＣＥＭＳ技术
［３］。ＥＳＩ、ＭＡＬＤＩ与ＣＥ的

联用大大增加了ＣＥ技术在蛋白质以及多肽分析领域中的应

用［４８］。ＭＡＬＤＩ与 ＭＳ联合在杂质的处理方面具有明显优势，

但是由于在 ＭＳ检测前一般会进行样品的纯化加工，且

ＭＡＬＤＩＭＳ的连续直接进样模式会引起检测峰变宽，影响检

测结果［９１０］。

ＥＳＩＭＳ是比较常用的方式，因为此方法可以将液相的蛋

白质直接转化成气象离子。可进行生物大分子的分离和检测。

其最重要的问题就是阻止ＣＥ对 ＭＳ中电离的影响。ＣＥ和

ＥＳＩ电流回路的分离在物质分离和检测过程中是必须要考虑

的，因为这可能会影响电喷雾的离子化效率。特别是运用ＥＳＩ

的正性检测负性蛋白的过程中，为了提高分离效率，提高电压

也是非常必要的，因提升电压引起的发热现象对物质的分离结

果基本无影响［６］。

目前ＣＥＥＳＩＭＳ接口主要分为鞘液接口和无鞘液接口２

种。（１）鞘液接口技术。在多数产品中用于分离的毛细管被另

一个直径更大的同轴管包裹，支持鞘液最终在毛细管介导下通

过外管，既不通过外加泵，也不通过水动力学，而是在圆锥体内

直接与毛细管的缓冲液进行混合，关闭电流循环。由于此技术

提供了更灵活的检测方式，已被广泛应用于蛋白质分析［１１］。

毛细管柱通过一个非常细的金属管插入ＥＳＩ的电离区，可以将
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鞘液转移到毛细管柱的出口处。由于鞘液与毛细管柱中的样

品液混合，可以形成非常稳定的电喷射流［６］。与非鞘液连接方

式相比，由于鞘液的引入，对样品进行了稀释，因而降低了检测

的灵敏度。为获取稳定分析物的分离，不仅要考虑静电力参

数，其他有关ＥＳＩ自身的参数也需纳入考虑，并达到最优状态，

如鞘液组成、流速、毛细管端口的位置、干燥气的温度、电离气

体的流速和压力等，最终才可获得一个很高的检测信号［１２］。

获得电喷雾的稳定需要复杂的参数平衡，如毛细管位置、鞘液

的流速和ＥＳＩ条件
［１１］。鞘流液技术的应用可以有效加强电喷

雾形成过程的稳定性。可以减少非挥发组分的影响，提高检测

的选择性［１３］。由于此连接方式的高稳定性，其优势可有效克

服低灵敏度造成的影响。低流速可以降低鞘液的稀释作用，同

时，铂丝构成电流回路可避免因流速低所造成的断流，且通过

流速的调节可有效提高电离效率和检测效果［１４］。（２）非鞘液

接口技术。非鞘液接口技术由于不存在任何稀释效应而逐渐

受到研究者的青睐。此技术不能像鞘液接口技术那样依靠稳

定的喷雾实现电流回路，因此，必须采用一些其他的方法来形

成电流回路。将ＣＥ中毛细管的末端做成锥形，并在其上涂渍

一层导电材料，如金、聚合物或传导金属丝等，利用导电材料形

成电流回路。但此方法耗时长，装置的坚固性和稳定性有待进

一步提高。由于导电材料的自身特点导致电喷雾流不稳定，实

验的重复性较差，但是，与鞘液连接技术相比，该法在混杂物质

的分离中具有明显优势，而且具有很好的可操作性和较高的灵

敏度［１，１５］。液接型接口是接口技术中比较特别的一种。与其

他非鞘液接口相比，液接型接口可以通过液接液体来改变ＣＥ

运行缓冲液的组成，使其满足电喷雾离子源的要求。与鞘液接

口相比，液接型接口不存在鞘液的稀释作用。然而，液接型接

口最大的问题在于液接处有一定的死体积，会影响分离的效

果。通过在液接型接口上加压可在一定程度上解决这个问题。

ＣＥＭＳ既可以对经过蛋白酶水解后形成的蛋白片段进行

检测，通过对蛋白肽谱图进行分析，确定蛋白质的种类，也可对

完整的蛋白进行检测，同时还可对蛋白转录后的修饰以及不同

生物分子的构型进行分析，为分子鉴定提供依据［３］。目前，此

技术已在临床蛋白质组研究中得到了广泛应用。运用此技术

对各种体液实施检测，可有效地对相关疾病进行诊断［３］。如通

过对尿液中各种蛋白质及肽的分析，确定是否患有肾病或肿

瘤［３］。但是，二者之间的连接方式仍然是一个问题，目前对蛋

白质组进行分析的平台建立尚不完善。

２　芯片ＣＥ

芯片ＣＥ是近几年才发展起来的分离、分析新技术，具有

微型化、快速、高效等优势［１６］。所需样品量较常规ＣＥ更少，且

应用范围广，可用于氨基酸、多肽、蛋白质、ＤＮＡ及寡核苷酸的

分离、分析等。在生物技术和生命科学领域中获得了广泛应

用［１７］。

芯片ＣＥ技术是在芯片上进行常规ＣＥ操作，利用玻璃、石

英或各种聚合物材料加工微米级通道，以高压直流电场为驱动

力，对样品进行进样、分离及检测［４］。它与常规ＣＥ的分离原

理相同。与常规ＣＥ系统相比，芯片ＣＥ系统还具备分离时间

短、分离效率高、系统体积小、易于操作等优点。芯片ＣＥ的上

述优点使其在近几年得到了快速发展，成为蛋白质分离、分析

的重要手段［１８］。芯片ＣＥ的一般构造包括２条互相垂直的管

道和４个存储池。短管道用于样本的加入，长管道用于分

离［１９］。当样品加入到样品池后，短管道两侧的电压导致样品

发生移动，样品从样品池流向废料池。当电压发生改变，样本

便进入分离阶段［１８］。

芯片ＣＥ分离蛋白质主要采用区带电泳、凝胶电泳、等电

聚焦、胶束电动色谱及二维电泳等模式［４］。在芯片ＣＥ分离蛋

白质的研究中所要解决的一个重要问题就是通道表面对大分

子蛋白质的吸附问题。蛋白质与芯片通道内壁之间的微小吸

附效应就会降低蛋白质的分离效率，引起峰形变宽拖尾，影响

分离的重现性。在毛细管区带电泳分离模式下，一般采用通道

内壁永久改性和缓冲液中加入添加剂进行动态修饰两种方法

来抑制蛋白质的吸附。芯片ＣＥ除存在上述问题外，其检测手

段的单一性也限制了它的广泛应用［２０］。目前芯片ＣＥ普遍采

用的是紫外或荧光检测，与 ＭＳ的联用尚存在很大的问题，所

以其检测的灵敏度及分析效果与常规ＣＥ之间还存在一定的

差距。

３　展　　望

目前ＣＥ技术已得到广泛应用，尤其在蛋白质的分离鉴定

方面，其对于研究蛋白质结构的表征，包括纯度、浓度、等电点、

相对分子质量、肽谱、氨基酸序列、Ｎ端氨基酸序列的测定以

及蛋白质间相互作用方面具有独到优势［２１］。但是，随着蛋白

质组学的提出，对ＣＥ技术的检测和分离效果以及大规模、高

通量检测提出了更高的要求。其自身的理论和技术尚需不断

完善［１２］。

ＣＥ技术目前的发展趋势包括ＣＥＭＳ、芯片ＣＥ以及实现

阵列化。虽然对于上述３个方面，科学家们已经做了大量的工

作，并且取得了一定的成绩，但其中涉及的共同问题尚需解决，

如寻求合适的样品预富集技术、毛细管中固定分离相的改进以

及分离后样品的联合检测技术等。相信随着ＣＥ技术的不断

发展和改进，其在基础研究以及临床实践方面都将得到更广泛

地应用。
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允许范围内。在精密度和正确度均通过的条件下对健康人群

标本进行检测。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对不同方法检测结

果、农村与城市人群检测结果及各年龄段人群检测结果进行统

计学分析。按ＣＬＳＩＣ２８Ｐ３文件建议的Ｄｉｘｏｎ法判断离群值，

剔除离群值。按ＣＬＳＩＣ２８Ｐ３文件推荐的非参数法计算９５％

参考区间的上、下限［１］，计算参考区间。按ＣＬＳＩＣ２８Ｐ３文件

推荐的 ＨａｒｒｉｓａｎｄＢｏｙｄ法，即比较犣值和犣值来判断是否

需要按性别对参考区间进行分组，若犣＞犣，则需要分组，以

α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２种方法检测铁、镁的结果　２种方法检测铁、镁测定结

果的差异无统计学意义（犘分别为０．２０７、０．６３０），将２种方法

的铁、镁检测结果合并为一组。

２．２　农村与城市人群铁、镁检测结果　农村与城市人群铁、镁

测定结果的差异无统计学意义（犘分别为０．４１３、０．５１６），将农

村与城市人群铁、镁测定结果合并为一组。

２．３　各年龄段人群铁、镁检测结果　１８～＜３０岁、３０～＜４０

岁、４０～＜５０岁、５０～＜６０岁、６０～＜８０岁人群铁检测结果的

差异无统计学意义（犘＞０．０５），将各年龄段人群铁检测结果合

为一组。１８～＜３０岁、３０～＜４０岁、４０～＜５０岁、５０～＜６０

岁、６０～＜８０岁人群镁检测结果的差异无统计学意义（犘＞

０．０５），将各年龄段人群镁检测结果合为一组。

２．４　男、女性受检者铁、镁的检测结果　男、女性受检者铁

９５％参 考 区 间 分 别 为：１０．０５～３６．２１ｍｍｏｌ／Ｌ、６．１９～

３０．８７ｍｍｏｌ／Ｌ；男、女性受检者镁 ９５％ 参考区间分别为：

０．７６～１．０６ｍｍｏｌ／Ｌ、０．７４～１．０４ｍｍｏｌ／Ｌ。铁检测的犣、犣

值分别为７．２２、４．８０，犣＞犣，需要分组；镁检测的犣、犣值分

别为１．９０、３．５４，犣＜犣，不分组。

３　讨　　论

微量元素可以作为酶、激素等的辅助因子，参与机体的各

种代谢，并与冠心病、高血压、不孕症的发病等有关［２３］。目前

微量元素的研究多集中在孕妇和儿童，正常健康人群的研究较

少［４］。本研究对检验前的质量进行了有效控制，分析前质量保

证在参考区间研究和检验质量控制中有重要意义。健康参考

人群的筛选是本次研究的关键内容之一，为了保证研究的科学

性和可靠性，本研究结合调查问卷和实验室检查，在调查问卷

阶段将对人群进行身高、体质量、血压、脉搏及尿常规初筛。本

研究所有样本都在样本采集后２ｈ内离心，并在离心后４ｈ内

完成分析。建立参考区间的一个重要前提是检测结果准确可

靠。本研究在检测评估阶段完成并合格后才进行健康人群参

考区间的检测，并应用卫生部临床检验中心下发的正确度评定

样本，保证了检测结果的可靠性。结果显示，２种方法、城市与

农村人群、各年龄段人群铁、镁检测结果的差异均无统计学意

义，可将结果合为一组。男、女性铁检测结果有差异，需按性别

进行分组，即，男性：１０．０５～３６．２１ ｍｍｏｌ／Ｌ，女：６．１９～

３０．８７ｍｍｏｌ／Ｌ；男、女性镁检测结果的差异也无统计学意义，

可将其合为一组，参考区间为０．７４～１．０６ｍｍｏｌ／Ｌ。本研究统

计了西北地区健康人群铁、镁的检测结果，包括市民、农民、学

生及军人等；采用了２种不同的检测系统。由于微量元素的结

果不仅与性别、年龄等生理因素有关，还具有地理、地域分布特

性［４５］，本研究结果显示，西北地区健康人群铁、镁结果有所提

高，并且高于目前临床所用的参考区间；与国内检测结果（全国

６家实验室参与了中国人群参考区间的建立）也有所差异，其

９５％参考区间窄于国内检测结果的９５％参考区间。

参考文献

［１］ 曾洁，陈文祥，申子瑜．参考区间研究现状概述［Ｊ］．中华检验医学

杂志，２０１０，３３（６）：５７０５７３．

［２］ 宋俐．微量元素与预防保健［Ｊ］．临床合理用药杂志，２００９，２（５）：

６７６７．

［３］ 郭宏昌，高琦，褚小宗．微量元素与不孕症［Ｊ］．河南预防医学杂

志，２００１，１２（５）：３１０３１１．

［４］ 廖燕霞．广州市芳村区２５３例正常儿童全血微量元素水平分析

［Ｊ］．广东微量元素科学，２００５，１２（８）：２６２８．

［５］ 苗健，高琦，许思来．微量元素与相关疾病［Ｍ］．石家庄：河南医科

大学出版社，１９９７．

（收稿日期：２０１４０２２８）

（上接第１３１５页）

［７］ ＫｌａｍｐｆｌＣＷ．Ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃ

ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗｉｔｈｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ

ｓｉｓ，２００６，２７（１）：３３４．

［８］ ＫｌａｍｐｆｌＣＷ．ＣＥｗｉｔｈＭＳｄｅｔｅｃｔｉｏｎ：ａｒａｐｉｄｌｙｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｈｙｐｈｅｎ

ａｔｅｄｔｅｃｈｎｉｑｕｅ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２００９，３０（Ｓｕｐｐｌ１）：Ｓ８３９１．

［９］ 徐静，万家余，许娜，等．ＭＡＬＤＩ质谱成像的样本制备技术及应用

研究进展［Ｊ］．中国实验诊断学，２０１２，１６（１０）：１９３９１９４２．

［１０］洪剑锋．质谱技术在卵巢癌血清多肽分析过程中的应用［Ｊ］．科技

信息，２０１２（１９）：５２５３．

［１１］曹卫荣，张世光，王晓婧，等．毛细管电泳技术在蛋白质生物制品

分析中的应用研究进展［Ｊ］．化学与生物工程，２０１２（６）：２０２３．

［１２］陈泓序，张新祥．免疫亲和毛细管电泳的研究进展［Ｊ］．色谱，

２００９，２７（５）：６３１６４１．

［１３］胡月芳，李建平，刘蓉，等．毛细管电泳电致化学发光联用技术应

用进展［Ｊ］．理化检验：化学分册，２０１１（５）：６１８６２３．

［１４］邓樱花，王红，张华山．高效液相色谱和毛细管电泳分离荧光检测

小分子氨基生物物质的进展［Ｊ］．分析科学学报，２０１０，２６（１）：

１０３１０８．

［１５］周志贵，李珉，白玉，等．毛细管电泳质谱联用技术的新进展［Ｊ］．

色谱，２００９，２７（５）：５９８６０８．

［１６］陈执中．新的芯片毛细管电泳及其联用技术研究应用进展［Ｊ］．药

物生物技术，２００７，１４（１）：７１７５．

［１７］董娅妮，方群．微流控芯片毛细管电泳在蛋白质分离分析中的应

用研究进展［Ｊ］．色谱，２００８，２６（３）：２６９２７３．

［１８］ＴｒａｎＮＴ，ＡｙｅｄＩ，ＰａｌｌａｎｄｒｅＡ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔｉｎｎｏｖａｔｉｏｎｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｎｍｉｃｒｏｃｈｉｐｓｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｅｔｈｏｄｓ：ａｎｕｐｄａｔｅ

［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２０１０，３１（１）：１４７１７３．

［１９］刘春叶，许旭，张剑．毛细管电泳ＤＮＡ分离的理论进展［Ｊ］．化工

时刊，２００９，２３（２）：６２７２．

［２０］李想，童艳丽，刘翠，等．毛细管电泳与芯片毛细管电泳的双检测

技术［Ｊ］．分析化学，２００９，３７（１０）：１５４７１５５４．

［２１］ＪｉａｎｇＣ，ＡｒｍｓｔｒｏｎｇＤＷ．ＵｓｅｏｆＣＥｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｉｎｄ

ｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２０１０，３１（１）：１７２７．

（收稿日期：２０１４０１１４）

·３２３１·国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０




