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红细胞膜蛋白的SDS凝胶电泳分析‘）

王壮 李小兵 王苏生
（中国科学院遗传研究所，北京）

．高等动物的红血细胞是没有细咆核的高度

分化的细胞。由于取材方便，分离和纯化膜的

手续简便，所以被广泛采用作为膜生物学研究
的材料，21

在细胞膜的结构成分中，蛋白质占有重要

地位。膜蛋白不仅包括多种特异的酶类和受

体，而且还包含共些遗传标记物（如组织相容杭

原）。它的组分的差异在某种程度上反映了细
胞的分化情况。在蛋白质化学的研究中，凝胶

电泳是广为采用的技术［f3)，为了获得纯化的膜

蛋白作为抗原，我们用SDS聚丙烯酸胺凝胶电

泳分析测定了几种动物红细胞膜蛋白的分子量

和相对百分组成，并对 SDS凝胶电泳测定膜蛋
白分一子量的方法进行了讨论。

材 料 和 方 法

红细胞膜取材于人、普通统羊、狗、家兔和

豚鼠。

作为分子量参照物的牛血清白蛋白为上海

牛奶公司出品；丫一球蛋白为本实验室自己提取

（硫酸按四次沉淀的兔Y球蛋白）；醛缩酶为德

国Combithek公司出品；核塘核酸酶为英国

Light公司出品；细胞色素C为美国Sigm。公司
出品；丙烯酸胺和甲叉双丙烯肤胺为本实验室

用工业制品纯化［+)0

红细胞膜的制备

参照Stech等的方法〔41，保存在阿瓦氏液中

的新鲜血液或用肝素抗凝的新鲜血液加3-4倍

体积生理盐水洗涤三次以上。沉积的红细胞按

1:40(v/v）加人10 in M Tris-HCI pH 7.2低渗缓

冲液，于4℃放置过夜，然后25,000 g 40C离心
30分钟，收集膜沉淀。再反复用上述低渗缓冲液

洗涤并离心4-i次，至n+}LC制品为白色。用改良

过的 Lowry法〔51测定膜制品的蛋白含量。

红细胞膜的解离

取蛋白浓度为3-6 mg1ml的膜制品0.75

ml，加人制样液0.25二！（制样液含4多SDS, 4 0多

蔗糖，40 m M EDTA, 160 mM二琉基苏糖醇的

pH 7.4 40 mM Tris-HCI缓冲液其中二琉基苏

糖醇可用，多统基乙醇代替），在37℃保温30

分钟，此时膜制品为澄洁透明溶液。加入一滴

1%溪酚蓝作电泳指示染料，直接用于电泳。

膜蛋白的电泳

电泳系统如下：分离胶浓度5.6%，交联度

40：1.08，含40 mMTris, 20 mAINaAc, 2mAINa;

EDTA,。．1 % SDS，用HAc调pH至7.4;浓缩

胶浓度3%，交联度40:1.08，含20mAI Tris, 3

m M NaAc, 0.1 % SDS，用 1 N HCI调pH至

5.5；上槽缓冲液含3 0 r37 M巴兆妥，8.3 mAlTris,

0.1 % SDS, pl-l '7.0；下槽缓冲液含4 0 m M Tris,

2 0 m 111 NaAC, 2 m M Na, EDTA, 0.1多SDS,,

在电泳中，加样量为8-10 lug膜蛋白／mm̀
加样面；电压梯度为10-12 V/cm胶长／电流密

度0.1 mA/MMZ胶截面；电泳时间约3-4小时。

电泳完毕后，将凝胶置于含0.25多考马斯

亮兰R250,40多甲醇,10多冰乙酸的染色液中，
30℃染色一小时左右。在10多甲醇-7外冰乙酸

脱色液中脱色10-12小时。再用上述染色液重

新染色一小时左右，以后再脱色，至本底完全透

明。

Wang Zhu,-nr,> ez al.! Analysis of Erythrocyte Mernb-
rave Proteins on Sl)S-polvacrylarnide Gei Elec-
trophoresis

1)本实验承科学院感光研究所马金石等同志提供扫描仪，
协助扫描，表示感谢。
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有保留价值的凝胶，在含有10多甘油的脱

色液中浸泡4小时以上，夹在两层玻璃纸夕间，

固定在适当大小的瓷板或玻璃板上，37℃干燥

24-26小时。干版可长期保存。电泳完毕后，

按公式（1)算出标准蛋白和被测样品蛋白的泪

对迁移率见，。

。 D,·L,
R＿＝ 二二巴一一士生 C1、

LZ·Da

D。为未染色凝胶中指示染料的迁移距离，

D二为染色后凝胶中蛋白区带的迁移距离。Li

为染色前凝胶长度，L，为染色后凝胶长度C110

结 果 和 讨 论

从人和几种动物红细胞膜蛋白的电泳图谱

（见图1)可以看出，几种不同来源红细胞的膜

蛋白都具有6个相应的主要组分，其中组分1,

11, V, VI具有相似的迁移距离；而组分III和IV

的迁移距离则按人、羊、狗、豚鼠的顺序依次递

减，反映出分子量的递增。从图谱上可以看到

羊的膜蛋白多出一个含量相当高的组分，而人

蛋白作为参照物进行分子量测定『2,61。分子量

测定参照物的电泳图谱见图20

图1 红细胞咬蛋白SDS凝胶电泳图谱

A.人；B.羊；C.狗：D.豚鼠的红细胞。箭头指出膜蛋
白主要组分。 B右侧粗箭头指出羊的红细胞膜上的特异组分

（电泳条件见材料方法部分）)o

和其它动物的膜蛋白中与它对应的组分则含量

很低。

为了估计这些膜蛋白组分的分子量，取牛

血清白蛋白，丫球蛋白，醛缩酶等已知分子量的

A A C D

图2 标准蛋白的电泳图谱（电泳条件同图1)

把各个参照蛋白的迁移距离代人上面的公

式（1)，计算各蛋白的相对迁移率 R�,。结果见

表 3,,

以分子量的对数（(Iogmw）为横座标，相对

迁移率（R砂为纵坐标作图，结果如图3。可以

看出，分子量对数和R。呈直线关系，只有丫球

蛋白轻链和醛缩酶略有偏移。

表 1 分子最测定叁照物t̀S rl. ;sic fn早‘）

分子量 泳动距离(D,)

(m m) 

65,000 29.5 

50,000 38.0 

39,500 51..5 

25,000 55.0 

13,700 82.5 

11,700 88.5 

1) L, = 93miu, L, = 101mm, Do＝83nmma

根据图3中直线的纵截距和横截距，可以

导出方程：

，。 1.20 ，log 161 W 二 5.2一 七上上一 R�, (2)
1.04

将公式（1)及表1巾Lt, L2, D,。的数值代

人方程(2)，可得出方程：

log M W“5.2一。.0128Dx (3)
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图3 参照蛋白的分于员-相对迁移率标准曲线

将各蛋白组分的迁移距离 (Dx）代人方程

(3)，即可求出该组分的分子量。结果见表40

表2 几种不同的红细胞膜蛋白生要组分的分子里

组分’） 人 羊 拘 L"K }'A 

1+ 11 238,000 一2一；：一｛：｛ 2'16,000 286,000 

III 85,000 76,')00 90,000 96,000

IV 73,000 50,000 78,000 82,000

V 50,000 31,000 50,000 50,000

VI 31,000 31,000 30,000

组分 人 羊

〔十11 30 2 25.1 33 6 32.6 

III 28．8 34 4 3〔）．0 22.6 

IV 9.6 10 4 9．5 9.9 

V 6．7 5.1 6．奇 6，4 

Vt 7.6 7.7 8 飞 ‘户。，

1）见图10

应当说明，在木文中方程（2),(3）的常数部

分是根据表3中列举的实验数据导出的。在其

它的几次实验中虽然L� LZ, Do, Dr的数值不

尽相同，但用此法求得的分子量是一致的。

为了计算各组分的相对含量，将凝胶板在

595 nm波长扫描，扫描图谱见图4。对所得各

峰的面积积分，可求出各组分的相对含J}_fLt.。结

果见表5。表5中数据表明，不同红细胞膜蛋

白的百分组成不同。

实验过程中，我们曾对使用浓缩胶和不使

用浓缩胶的结果进行比较。在未使用浓缩胶的

情况下，加样量较大时常出现拖尾现象，妨碍含

量佼低的组分的检出。加浓缩胶后，分辨力显

著改善，加样量较大时也能得到相当清晰的图

谱，使对低含量组分的分析成为可能。加浓缩

胶后测得的．人红细胞膜蛋白的分子rj_J_: t与文献报

道的未加浓缩胶7mi}j u}j分予量f61基本一拿o

1）根据图1电泳Nl i扫描积分计算结果。

在 SDS存在时，温度对染色效果有明显影

响，在300C染色和脱色比在10℃下为好，重复

染色也比一次染色效果更好。
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图4 几种动物红细胞电泳的扫描国谱

A．人：B．羊；C.狗；D.豚鼠。

考马蓝染色后在590 mg扫描，从右到左为电泳方向。

表3 几种不同红细胞膜蛋ej主要组分的相对百分含摄‘》
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