
醋酸纤维薄膜电泳法

    分离血清蛋白质



电泳分离、分析和鉴定带电粒子

在一定的电场条件
下，每一种分子都
具有特定的电荷、
大小及形状，在一
定时间内它们在相
同电场中泳动速度
不同，各自集中在
特定的位置上而形
成紧密的泳带，进
而达到分离目的。



掌握醋酸纤维素薄膜电泳分离血清蛋白
质的基本原理 ;

熟悉基本操作过程;

了解方法学评价和临床意义 。

实 验 目 的



实 验 原 理



本实验是以醋酸纤维素薄膜作为支持物的区带电泳。

本实验将少量血清用点样器点在浸有缓冲液的醋酸纤维薄膜上，
薄膜两端经过滤纸与电泳槽中缓冲液相连，所用缓冲液pH值为
8.6，血清蛋白质在此缓冲液中均带负电荷，在电场中向正极泳
动； 

由于血清中不同蛋白质带有的电荷数量及分子量不同而泳动速度
不同。带电荷多、分子量小者泳动速度快；带电荷少、分子量大
者泳动速度慢，从而彼此分离； 

电泳后，将薄膜取出，经染色和漂洗，薄膜上显示出五条蓝色区
带，每条带代表一种蛋白质，按泳动快慢顺序，各区带分别为清
蛋白、α1-球蛋白、 α2-球蛋白、 β-球蛋白和γ-球蛋白。 

实 验 原 理



由于染色时染料与蛋白的结合量与区带中的蛋白量成正比，因此，
将蛋白染色区带剪下，经洗脱、比色或经透明处理后直接用光密
度计扫描，即可计算出各区带蛋白的相对百分数。

实 验 原 理



一、试剂 
     (1)新鲜血清

     (2)巴比妥-巴比妥钠缓冲液(pH8.6)：称取巴比妥1.66g和巴比妥钠
12.76g，溶于少量蒸馏水后定容1000ml。 

     (3)染色液：称取氨基黑10B0.5g，加入蒸馏水40ml，甲醇50ml和
冰醋酸10ml，混匀，贮存于试剂瓶中。 

     (4)漂洗液：取95％乙醇45ml，冰醋酸5ml和蒸馏水50ml，混匀。 

二、器材 
    电泳仪、电泳槽、醋酸纤维素薄膜、点样器、滤纸、剪刀、镊子。

试 剂 和 器 材



一、醋酸纤维素薄膜的润湿和选择 
  将2×8cm 醋酸纤维薄膜迎着光辨别光泽面和无光泽面。在无光

泽面距短边一端1.5cm处用铅笔轻轻画一条点样线，将薄膜无光
泽面朝下放入缓冲液中浸泡20min，整条薄膜颜色一致且无白色
斑点，方可用于点样。（使用镊子拿取薄膜） 

  二、制作电桥

    在两个电极槽中，各倒人等体积的电极缓冲液（巴比妥缓冲液，
pH=8.6）。在电泳槽的两个膜支架上各放两层纱布，使纱布一端
的长边与支架前沿对齐，另一端浸入电极缓冲液内。当纱布全部
润湿后，用玻璃棒轻轻挤压在膜支架上的纱布以驱逐气泡，使纱
布的一端能紧贴在膜支架上。纱布是两个电极槽联系醋酸纤维素
薄膜的桥梁。

操  作  方  法



操  作  方  法

_ + _



三、点样

  用镊子取出浸透的薄膜，夹在两层粗滤纸内吸去多余的缓冲液，
然后平铺滤纸上（无光泽面朝上）。同时，取一玻璃载玻片在上
面滴一滴血清，点样器（用盖玻片的一边）在血清上蘸一下（可
来回移动一次），再将点样器轻印在加样线上，使血清渗透到薄
膜内，形成均匀的直线。 

操  作  方  法

注意：不能注意：不能
超出边缘；不超出边缘；不
能重复点样；能重复点样；
必须与短边平必须与短边平
行；要适量、行；要适量、
均匀，并避免均匀，并避免
弄破薄膜弄破薄膜。。



四、电泳

  用镊子将点样端的薄膜平贴在阴极电泳槽支架的滤纸桥上(点样面
朝下)、另一端平贴在阳极端支架上。要求薄膜紧贴滤纸桥并绷
直，中间不能下垂。盖上电泳槽盖。用导线将电泳槽的正、负极
与电泳仪的正、负极分别连接，接通电源，在室温下电泳，电压
160V，电泳30min。

五、染色与漂洗

    电泳完毕后，切断电源，用镊子将薄膜取出，直接浸于氨基黑
10B染色液中，5min后取出。再浸泡于漂洗液，反复漂洗，直至
背景无色、电泳条带清晰为止。

操  作  方  法



六、结果判断  
     一般经漂洗后，薄膜上可呈现清晰的5条区带，由正极端起，依

次为清蛋白、 α1-球蛋白、 α2-球蛋白、 β-球蛋白和γ-球蛋白。 



 1、醋酸纤维素薄膜一定要充分浸透后才能点样。点样后电泳槽
一定要密闭。

 2、点样时，应将薄膜表面多余的缓冲液用滤纸吸去，以免引起
样品扩散。但不宜太干，否则样品不易进入膜内，造成点样起始
点参差不起，影响分离效果。

 3、点样时，动作要轻、稳，用力不能太大，以免损坏膜片或印
出凹陷影响电泳区带分离效果。

 4、点样前沿要平，点样好坏是电泳图谱是否清晰的关键。

 5、点样量要控制好，少则区带不清，多则有拖尾现象。

 6、电泳槽的正、负极与电泳仪的正、负极分别连接，注意不要
接错。

 7、通电过程中，不准取出或放入薄膜。通电完毕后，应先断开
电源后再取薄膜，以免触电。

注 意 事 项



临床意义



方法评价



思考题


