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摘要：由羟乙基纤维素和聚吡咯烷酮混合组成筛分介质，在涂敷聚硅氧烷的毛细管柱上，研究了 C-,8A- DEF G
+4HI ! J K.1A "片段分离的最佳条件。实验表明，混合筛分介质与单一的羟乙基纤维素筛分介质相比，改变了
筛分介质的孔径大小，抑制了毛细管壁对 DEF的吸附，从而改善了分离，并首次在同一条件下将所含的 #(个片段
完全分离。方法简便、快速，曾应用于两组盐生盐杆菌 DEF片段的分离及其碱基对数目的推测。
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$ 前言

近年来，毛细管电泳在分子生物学、分子医学和

生命科学方面应用日益广泛［#］，在脱氧核糖核酸

（DEF）片段的分离和测序方面的应用尤其频繁。
用于分离 DEF片段的毛细管电泳方法主要有毛细
管凝胶电泳［!］和无胶毛细管电泳［( M *］。前者以凝

胶作筛分介质，分离效率高，但制柱技术要求高，易

产生气泡，重现性差，且柱寿命短［&］。后者一般以

非交联的高分子化合物溶液作筛分介质，由于其具

有便于注入和冲出毛细管，易实现高效自动化分离

等优点，实际应用中采用较多。文献［#"］报道采用
不同类型和分子质量的线形高分子组成混配的筛分

介质能提高毛细管电泳分离 DEF片段的分辨率。
本文由羟乙基纤维素（K+N）和聚吡咯烷酮

（OPO）混合组成筛分介质，在涂敷聚硅氧烷的毛细
管柱上，探讨了完全分离 C-,8A- DEF G +4HI ! J
K.1A" #(个片段的最佳条件，并在此条件下进行
了两组盐生盐杆菌 DEF 片段的分离，根据迁移时
间与 DEF碱基对数目关系图推测得到其碱基对数
目的大概范围。方法简便、快速，结果令人满意。

% 实验部分

% & $ 仪器及试剂
Q6>4R=-$O;H=>S. #"""型毛细管电泳仪（T;>=,-/

分离产品公司，美国），联想 B*%计算机（OQ G #""ON，
中国），DU$#气相色谱毛细管柱（’! 9 ’ 4,（有效长度
B’ 4,）V #""#, .9 A 9，W X 0科学公司，美国）。

C-,8A- DEF G +4HI ! J K.1A "片段购自华
美生物工程公司（样品浓度为 " 9 ’’ 2 G C），含 #( 个
片段，其编号及长度分别为：# 号，#!’ 86；! 号，’%B

86；(号，*(# 86；B 号，&B# 86；’ 号，# ()’ 86；% 号，
# ’*B 86；) 号，# &"B 86；* 号，! "!) 86；& 号，! ’("
86；#"号，B !%& 86；##号，B &)( 86；#!号，’ #B* 86；
#(号，!# !!) 86。K+N购自 Q>=Y-公司（!’ Z时，质
量分数为 ![的水溶液，粘度为 B O-·S）；OPO 购自
上海佰奥生物科技公司（进口分装，\("）；三羟甲基
氨基甲烷（T=.S）、硼酸和乙二胺四乙酸钠（+DTF）均
为国产分析纯；古生菌 DEF 片段由武汉大学生命
科学院提供。

% & % 筛分介质的制备
筛分介质溶液每天使用前配制，取一定体积的

缓冲溶液的储备液（含 BB’ ,,H/ G C T=.S，BB’
,,H/ G C硼酸和 #" ,,H/ G C +DTF，6K * 9 &）与一定
量的蒸馏水混合加热至近沸，然后趁热搅拌，缓慢加

入一定量的羟乙基纤维素和聚乙烯吡咯烷酮，于磁

力搅拌机上搅拌 # ; 后，再于离心机上（#! """
= G ,.1）离心 #" ,.1，超声脱气后备用。
% & ’ 毛细管电泳方法
进样前，用水和筛分介质分别冲洗 DU$# 柱 #"

,.1，并施加一定电压预平衡至基线稳定，进样浓度
为 " 9 ’’ 2 G C，采用电动进样方式，在负电压下运行，
于 !%" 1,波长处检测。

’ 结果与讨论

’ & $ 筛分介质溶液中各组分及浓度的影响
DU$#气相色谱柱内壁涂层为非极性的聚甲基

硅氧烷，其涂层稳定，重现性好，柱寿命长，因此选作

DEF片段分离的毛细管电泳柱。
用缓冲溶液的储备液稀释成含 *& ,,H/ G C

T=.S，*& ,,H/ G C硼酸和 ! ,,H/ G C +DTF作流动相。
C-,8A- DEF G +4HI! J K.1A"片段常作为标
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示物（!"#$%#）来考察毛细管电泳对 &’( 片段的分
离效果。在以 ) * +,琼脂糖作凝胶介质的平板电泳
分离中，-号和 . 号片段未出峰，-- 号和 -. 号片段
未分离。

首先，我们以 -,的 /01与上述缓冲溶液组成
筛分介质进行 2"!34" &’( 5 0678! 9 /:;4 "片段
的分离，结果长度较短的 &’(片段 - 号，. 号，< 号
和 =号以及较长的 &’(片段 +号，>号和 ?号得到
较好分离，但 @号和 A号，--号和 -.号片段未能分
离，-<号是一峰包，未见明显谱峰，可能吸附严重。
由于 BCB是一种易溶于水的线形高分子物质，

溶于水后能与 /01一起形成一种胶态溶液，改变了
筛分介质的孔径大小，利于某些 &’(片段的分离。
另一方面，BCB的加入还可抑制毛细管内壁对 &’(
的吸附，降低电渗流，利于改善筛分介质选择性。在

上述筛分介质中，我们加入 -) !2质量分数为 -),
的 BCB水溶液，使其在整个介质中的质量分数为
.,，在相同条件下，对 2"!34" &’( 5 0678! 9
/:;4 "片段进行了分离，结果见图 -。可见在此条
件下，@号和 A号，--号和 -.号 &’(片段分别得到
了较好的分离，-<号片段也出现明显的峰。这说明
BCB在改善分离和抑制管壁吸附方面具有一定的
作用。在此条件下分离 &’( 片段，最高柱效可达
= * . D -)@ 5 !。

图 ! "#$%&# ’()* +,-.! / 012&"片段的电泳图
3145 ! +67,89-:;79-49#$ -< "#$%&#
’()* +,-.! / 012&" <9#4$728=

17;4:E:7;F：&GH- 6"I:JJ"#K 67JL!;（@. * @ 6!（%MM%6E:N% J%;OEP，
=@ 6!）D -))#! :* 4*）；- * ), PK4#7QK%EPKJ6%JJLJ7F%（!"FF I%#6%;EH
"O%）；. * ), I7JKN:;KJIK##7J:47;%（!"FF I%#6%;E"O%）（#%J"E:N% !7J%6LH
J"# R%:OPE :F "37LE <)，)))）；3LMM%#，>? !!7J 5 2 S#:FH>? !!7J 5 2
37#:6 "6:4H. !!7J 5 2 0&S(，I/ > * ?；F%I"#"E:7; N7JE"O%，T @ $C；
E%!I%#"EL#%，.@ U；:;V%6E:7;，T -) $C D ) * @ F；4%E%6E:7; "E .A)
;!；F"!IJ% 67;6%;E#"E:7;，) * @@ O 5 2 *

B%"$F：- W -.@ 3I；. W @A= 3I；< W ><- 3I；= W ?=- 3I；@ W - <+@
3I；A W - @>= 3I；+ W - ?)= 3I；> W . ).+ 3I；? W . @<) 3I；-) W = .A?
3I；-- W = ?+< 3I；-. W @ -=> 3I；-< W .- ..+ 3IW

/01和 BCB 的浓度对 &’( 片段迁移行为的
影响较大。在筛分介质中，/01 自身以及与 BCB
之间相互缠绕，形成类似凝胶中的“筛孔”，随着它们

浓度的增加筛分介质中“筛孔”孔径减小，对 &’(
片段迁移阻力增大；同时介质的粘度也随浓度的增

加而增大，导致 &’(片段电泳淌度减小，迁移时间
增长。当 BCB的质量分数为 . * ),而 /01的质量
分数低于 - * ),时，? 号、-) 号、-- 号、-. 号片段不
能分离，另外 +号、>号片段和 @号、A号片段也不能
分离。当 /01的质量分数大于 - * =,时，介质粘度
过大，筛分溶液进入和洗出毛细管比较困难。因此

/01的质量分数选取 - * ),。BCB 的质量分数在
- * >, X . * =,范围内对分离影响不大。浓度过小，
对分离的改善不明显；浓度过大，反而不利于一些大

片段的分离，且增加了介质的粘度。实验中选取的

BCB质量分数为 . * ),。
> 5 ? 温度的影响
温度主要影响筛分介质的粘度和“筛孔”的大

小。一方面，随温度升高，介质粘度减小，&’(片段
迁移速率增大，使某些碱基对数目接近的片段分离

变差。另一方面，随温度升高，/01 分子在筛分溶
液中运动活跃，造成“筛孔”孔径减小，使碱基对数目

较大的片段分离变差，而有助于碱基对数目小的片

段的分离。实验表明，当电泳温度为 =@ U时，@ 号
和 A号片段可以分离，但 -- 号和 -. 号片段不能分
离。当电泳温度过低时，溶胶介质粘度太高，柱前过

滤困难，而且电泳速度太低。实验中选择电泳温度

为 .@ U。
> 5 > 电压对分离的影响
电压对分离的影响表现在两方面，一是对 &’(

片段电泳淌度的影响，电压高 &’(迁移速度加快，
使各片段迁移速率的差别减小，分离选择性变差。

另一方面，&’( 片段，特别是大片段在电泳中会沿
电场方向定向伸展［--］，这种伸展在低电场时对分离

影响不大，但随电场强度增加，伸展程度增大，造成

谱带扩宽，分离变差。我们在 T < * ) $C X T .) $C
范围内，研究了电压对 2"!34" &’( 5 0678! 9
/:;4"片段分离的影响，发现随电压降低，分离度
变好，但电压过低，分离时间增加。实验中选择

T @ * ) $C的电压。
图 .是 &’(片段迁移时间与其碱基对数目的

关系曲线。对长度小于 - ))) 3I的短链 &’(片段，
其迁移时间与碱基对数目呈良好线性关系，相关系

数为 ) * ?>> +。而长度大于 - ))) 3I的长链 &’(片
段，其迁移时间与碱基对数目的对数呈良好的线性

关系，相关系数为 ) * ?>> .。
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图 ! 迁移时间与 "#$片段长度的关系
%&’( ! )*+,-&./01&2 .3 4&’5,-&./ -&4* ,/6

+*/’-1 .3 "#$ 35,’4*/-0
!"" #$%&’(’$%) *+, (-, )*., *) ’% /’0 1 2 1

7 盐生盐杆菌 "#$片段的分离鉴定

盐生盐杆菌（-*"$3*#(,+’4. -*"$3’4.）是一种只
能在高浓度盐溶液（5 .$" 6 7 8*9"）下生长良好的极
端嗜盐古生菌。它不仅具有特殊的分类地位，而且

其细胞膜上还含有具特殊功能的膜蛋白 细菌视

紫红质［2:］，因而受到国内外学者广泛重视，相关的

分析研究十分活跃。将处理好的盐生盐杆菌 ;8!
的两组片段（片段!和片段"）用少量无菌水稀释
后，在最佳条件下分别进行实验，结果见图 <。由图
<可知，这两组 ;8! 片段电泳后分别得到两个峰，
依据 ;8! 片段迁移时间与所含碱基对数目的关
系，计算其碱基对数目分别在 <=> 3?，<@> 3?和 A>>
3?，= :>> 3?左右。

图 8 盐生盐杆菌 "#$片段!（,）和片段"（9）的电泳分离图
%&’( 8 :+*;-5.21*5.’5,40 .3 "#$ 35,’4*/- ’5.<2!（,）,/6 "#$ 35,’4*/- ’5.<2"（9）.3 1,+.9,;-*5&<4 1,+.9&<4

!"" #$%&’(’$%) *+, (-, )*., *) ’% /’0 1 2 1
2 B <=> 3?；: B <@> 3?；< B A>> 3?；5 B = :>> 3?B
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"美国《化学文摘（8-）、《科学引文索引》（!8K）、《工程索引》（9K）、美国 +K-LM=系统检索和收录期刊
"中国化学文摘数据库、中国化学化工文摘、中国化学化工期刊文献总录、中国石油化工文摘等收录期刊

"获 BFFD年度化工系统优秀信息成果二等奖期刊
"国内唯一报道膜技术、膜材料、膜装置、膜过程和水处理技术等内容的专业性学术刊物

主要内容：介绍有关膜和膜技术及水处理技术的基础理论研究；报道国内外膜科学和技术及水处理技

术等的最新研究成果及在石油、化工、冶金、医药、食品、环保、生物制品提纯等领域的应用成果和产业化情

况；反映该学科的发展动态和趋势及最新信息等。

读者对象：从事膜分离技术研究、教学及应用等的科研人员、大专院校师生和工程技术人员等。

国内统一刊号：7# Y-)6SZ[ J ?P 国际出版物连续刊号：/<<# 6SS\)][-Z 邮发代号：̂Z)ZS 全国各地
邮局均可订阅。定价：] R SS元 J期，全年 Z] R SS元。漏订者可到编辑部补订（另加 6^T邮费）。
地址：北京市朝阳区北土城西路 [号 邮编：6SSS-[
电话：（S6S）Y-2\YYZ- 传真：（S6S）Y-2\YY-^
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感谢广大读者及客户多年来给予的大力支持和良好合作

欢迎订阅投稿及刊登广告
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