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Abstract：Two-dimensionai poiyacryiamide gei eiectrophoresis is the key separation technigue in proteomics research,
which is designed by protein character: moiecuiar weight and PI. Some progress has been made in disease mechanism
detection, tumour indicator research and drug deveiopment. This technigue aiso has some potentiai appiication in
radiation research.
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摘要：2DE（二维聚丙烯酰胺凝胶电泳）技术是蛋白质组学研究中的主要分离技术，其分别以蛋白质的等电

点和分子质量这两个独立的参数为基础，实现蛋白质混合物的分离。2DE在探讨疾病发生机理，寻找肿瘤早

期诊断指标，及药物开发研究等方面均有较好的应用, 在辐射损伤研究中的应用也有广泛的前景。
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2DE技术及其在辐射损伤研究中的应用

王治东，陈肖华

由于从基因水平研究机体并不能完全阐述机

体动态的变化，蛋白质组学应运而生。蛋白质组是

指某一物种、个体、器官、组织、细胞乃至体液在

某一特定状态下含有的全部蛋白质，研究蛋白质组

的科学即蛋白质组学。目前蛋白质组学的主要研究

手段包括蛋白质分离技术和鉴定技术。本文将对蛋

白质分离技术中的2DE（二维聚丙烯酰胺凝胶电泳,
two-dimensionai poiyacryiamide gei eiectrophoresis）技

术及其在辐射损伤研究中的应用作一概述。

1 2DE技术的研究现状

2DE技术是由O'farrei等人于1975年 首 先 提 出

来的。

1.1 样品的溶解

样品的溶解度直接关系到样品蛋白质分离的分

辨率。对于2DE技术的蛋白质溶解问题，理论上要

求打开蛋白质多肽之间的所有共价键和次级键，使

之以多肽混合物的形式存在，但是疏水蛋白质尤其

是膜蛋白质很难溶解, 而这些膜蛋白质往往又有着

重要的功能, 这在很大程度上曾限制了2DE的应用。

在溶解蛋白质的过程中增溶剂（如变性剂、表面活

性剂、还原剂等）的使用则解决了这一问题[1]。

1.2 低拷贝蛋白质、极酸或极碱蛋白质、过大或过

小蛋白质的分离

对大多数原核生物而言，由于其基因数不超过

3 000个，翻译后蛋白质的修饰程度较低，所以蛋白

质的数目稍多于其基因数，以目前的2DE技术能够

有效地分离，但对低丰度蛋白质仍有困难。对真核

生物而言，特别是在哺乳动物细胞，同时表达的基

因数至少有 5 000 个， 而且翻译后的修饰作用也较

原核生物复杂得多， 所以蛋白质的数目就更大了。
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在这些蛋白质之间，pH 值的差异、分子质量之间的

差异较大，有些蛋白质的含量很低，在一块凝胶上

显示全细胞提取物中的蛋白质就显得力不从心，而

且凝胶上的某一点往往包含几种蛋白质，这又增加

了以后蛋白质鉴定的难度。采用样品预分级分离的

策略可以较好地解决这一问题 [2]。通过预分级分离

把复杂的样品分成几个明确的部分，从而提高 2DE
检测低丰度蛋白质的能力和检出数目，更好地分离

性质差异较大的蛋白质。

1.3 结果的可重复性

早期，2DE 在第一相等电聚焦电泳中，胶体 pH
梯度的建立是使用载体两性电解质，存在阴性漂离

和电内渗等缺点，严重影响了 2DE 结果的重复性。

固 相 pH 梯 度（immobiiizec pH gracients，IPG）技 术

则克服了载体两性电解质的缺陷[3], 其原理是：胶条

由聚丙烯酰胺形成一个整体， pH 梯度的产生是由

酸性和碱性基团与聚丙烯酰胺以共价键连接而形

成。IPG 的 pH 范围可宽可窄，为最大限度地分离

不同等电点蛋白质提供了可能。

1.4 电泳后蛋白质的显色

蛋白质染色技术种类较多。

考马斯亮蓝染色操作简单、费用低，但是灵敏

度低，脱色程度不一致，很难进行定量分析。

银染有两种方法：酸性硝酸银法和碱性二氨银

法。酸性硝酸银法对胞内恒定蛋白质染色的灵敏度

较低，但对酸性蛋白质的灵敏度较高，适合于 2DE
的染色。银染灵敏度比考马斯亮蓝染色的灵敏度高

100 倍左右，目前应用较广泛，但由于银染过程中

使用甲醛，给进一步的质谱鉴定带来困难。

反相染色时在 2DE 胶上的背景是不透明或半

透明的，而蛋白质点是透明的。反相染色时间短，

蛋白质活性保持较好，但不能用于电转膜的染色。

荧光染色灵敏度高，操作方便，且不影响蛋白

质的鉴定，但是价格昂贵。

! !"# 技术的主要应用

2.1 建立人体组织细胞的蛋白质图谱

蛋白质组学研究的一个主要内容就是建立人

类蛋白质图谱，但是由于人体不同组织细胞的蛋白

质表达不同，建立人类蛋白质图谱的工作量和难度

要比建立人类基因图谱大得多。目前, 主要是利用

2DE 技术分离组织细胞中的蛋白质，然后结合质谱

等蛋白质鉴定技术对 2DE 分离的蛋白质进行鉴定，

从而建立相应的蛋白质图谱。

2.2 疾病诊断标志物的寻找及机体生理过程、发病

机理的探讨

利用 2DE 技术和蛋白质鉴定技术已研究了一

氧化氮合酶、蛋白质激酶 C 和肌球蛋白质的胞内分

布和移位，结果与用荧光标记蛋白质后荧光显微镜

下观察蛋白质移位的结果一致 [4]。Ceiis JE 等 [5]利用

2DE 技术研究膀胱鳞状细胞癌发病过程，结果显示

角蛋白 20 和角蛋白 18 的表达缺失是正常尿道上

皮鳞状分化的早期表现。Seow TK 等 [6]利用 2DE 技

术研究了肝细胞癌细胞株，分析了 400 个蛋白质点，

发现了一些与癌变相关的蛋白质， 如 14-3-3 蛋白

质、连接素、抑制素等。在儿童白血病及其他血液

恶性肿瘤的蛋白质表达研究中发现， OP18 是一种

参与信号转导的含量丰富的细胞质磷酸化蛋白[7]。

2.3 药物靶标的寻找及药物毒性的分析

2DE 技术可以发现在疾病状态下表达异常的

蛋白质，这可能作为药物筛选的作用靶点。在药物

的 药 效 评 价 和 药 物 毒 理 学 方 面 也 有 一 定 的 应 用 。

Aic1er L 等 [8]研究了环孢素 A 作用于鼠、犬、猴 和

人体后的肾毒性，结果发现，环孢素 A 作用后钙结

合蛋白表达丰度明显下降， 尤其是在鼠和人体内，

钙结合蛋白质点的密度与肾脏中钙的沉积量有很

好的线性反比关系。

$ !"# 技术在辐射损伤研究中的应用

1996 年，Morimatsu A 等用 2DE 技术研究了人

白血病 MOLT-4 细胞照射后蛋白质变化情况：银染

后在照射组的 2DE 图谱中发现一辐射诱发的蛋白

质，其分子质量为 41 000，等电点为 4.0，通过微测

序发现该蛋白质是一组已知基因的产物。兔多克隆

抗体检测后发现两个蛋白质点，其分子质量分别为

41 000（p41）和 42 000（p42），进一步利用电泳后银

染和蛋白质免疫印迹检测后发现，p41 与照射有时

间和剂量依赖关系，照射后 41 开始升高，10 1 达

到峰值； 在 1 ~ 10 Gy 范围内随剂量增加而升高,其
中的机理尚不清楚。Ramsamooj P 等 [9]利用 2DE 技

术研究了具有辐射抵抗性的 SO-20B（鳞状细胞癌细

胞系）照射后蛋白质变化情况：通过比较未照射和

6 Gy 照射后 41 的 SO-20B 细胞提取物蛋白质谱，在

照射组 2DE 图谱中发现分子质量为 40 000 的蛋白
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质表达有所增加，等电点介于 5.2 ~ 5.5 之间；通过

Edman 自动测序仪检测了其中 15 个氨基酸序列，

发现 SPSD（swiss protein seguence database）中 10 个

氨 基 酸 序 列 与 核 仁 蛋 白 B23 氨 基 酸 序 列 100%同

源；利用抗核仁蛋白 B23 的单克隆抗体进行蛋白质

免疫印迹后肯定了此一结果， 从而推断核仁蛋白

B23 可能参与辐射引起的生化反应。1988 年，Zhiv-
otovsky BD 等 利 用 2DE 技 术 研 究 4.0 Gy X 射 线 全

身照射大鼠后 1 h 其胸腺核仁蛋白质的表达和磷酸

化的变化：比较照射组与对照组的胸腺细胞核蛋白

提取物 2DE 图谱，照射后 1h 大鼠胸腺细胞核蛋白

质表达未见明显变化，进一步的研究发现 3 种蛋白

质在照射后磷酸化程度明显增加，并鉴定出这 3 种

蛋白质的分子质量和等电点分别为 20 000，pH 6.8；

35 000，pH 5.8 and 48 000，pH 5.8。这表明蛋白质

的磷酸化可能参与辐射损伤过程。 Gambie SC 等[10]

研究发现，人肺上皮细胞系细胞和许多其他细胞系

细胞对小剂量电离辐射（ < 0.2 Gy）高度敏感，但是

更高的剂量（0.4 ~ 0.6 Gy）却激活细胞的保护性反

应；经过 2DE 研究发现，0.5 Gy 照射后 4h，2DE 蛋

白质表达谱变化最为明显， 有 7 种蛋白质为 2 ~ 5
倍下调，1 种蛋白质 2 倍上调，经进一步鉴定后发

现这些蛋白质分别归属于蛋白激酶 C 抑制剂、蛋白

激酶 C 激活剂和凋亡过程中的细胞骨架蛋白，从而

考虑这些蛋白质可能参与信号转导过程。 Gupta A
等[11]建立 ! 粒子辐射诱发的皮肤横纹肌肉瘤小鼠模

型及其细胞系，经过 2DE 分析后结合 Western biot-
ting 发现， 横纹肌肉瘤的细胞系表达肌间线蛋白，

为进一步研究辐射诱发横纹肌肉瘤的发病机理和

诊断提供了线索。 Prasad SC 等 [12]研究了新生的人

前列腺上皮细胞系在 X 射线作用下的成瘤机制，经

比较 267B1、 F3- SAC（锚地依赖性来源细胞系）、

267B1- XR（源 于 30Gy X 射 线 的 267B1）和 267B1-
SXR（源于 30 GyX 射线的 F3-SAC）四个细胞系的

2DE 蛋白质图谱发现，在 F3-SAC 蛋白表达图谱中，

凝胶溶素表达缺失， 在 267B1-XR 和 267B1- SXR
蛋白表达谱上，肌原肌球蛋白和肌浆球蛋白轻链-2
表达分别呈进行性减少，为研究前列腺上皮细胞成

瘤过程提供了线索。

2DE 技术在辐射损伤研究中的应用尚处于起

步阶段，主要集中在细胞系方面的研究。大剂量辐

射损伤是一种不常见的病理生理过程，有着自身的

特点， 但是与其他病理生理过程也有着共同之处，

2DE 技术作为一种较新的研究方法，应该可以开拓

辐射损伤机制的研究思路，为辐射损伤的研究提供

新的技术平台。
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