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Tr ic ine-SD S-PAGE法分析腮腺唾液蛋白

郭　颖　罗海燕　黄　宁　杨美薷　吴　琦　王伯瑶

　　多种口腔疾病或系统性疾病的发生、发展过程中, 唾液

成分的质和量都可能发生改变 1 。唾液蛋白作为唾液的主

要有机成分, 与唾液的多种生理功能密切相关 2 。因此研究

唾液蛋白对于了解机体的生理及病理状况具有重要意义。

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE) 是常用

的唾液蛋白的分离方法。传统的 SD S2PA GE 系统由

L aemm li建立, 该系统对分子量在 20 kD 以下的蛋白分离

欠佳3 , 需通过繁琐的操作制备梯度凝胶。而腮腺唾液的主

要成分富脯蛋白和富组蛋白的分子量为 10～ 40 kD 和 3～ 5

kD , 故分析腮腺唾液蛋白需要对L aemm li的方法进行改

进。既往研究发现经 SD S2PA GE 电泳后, 唾液富脯蛋白难

以着色。但可去除乙酸脱色液中的其他有机溶剂成分, 使富

脯蛋白发生变色效应呈紫红色, 与其它蛋白区分 4 。

本实验旨在L aemm li方法的基础上, 采用N 2三羟甲基
甘氨酸 (T ricine)代替常用的甘氨酸, 用 T ricine2SD S2PA GE

方法慢离子电泳分析腮腺唾液蛋白, 探求适合于腮腺唾液

蛋白分析的电泳方法, 同时改进常规的染色方法, 确定CBB

R 2250染色后紫红色区带和蓝色区带的数目, 为进一步研

究唾液蛋白提供方法学依据。

1　材料和方法

1. 1　试剂

T ricine购自M erck 公司, 聚丙烯酰胺凝胶电泳试剂及

蛋白质分子量标准品均为 Gibco 产品, 其余试剂为国产分

析纯。

1. 2　腮腺唾液的收集和处理

试验时, 每隔 20秒在舌尖部滴一滴 215%柠檬酸以刺

激唾液分泌。用仿制的Carlson2C rit tenden装置收集禁食 2

小时后 (上午 10: 00～ 12: 00) 的刺激性腮腺唾液。收集 3

m l唾液于刻度离心管内, 然后取出 100 Λl唾液, 加入等体

积 2×SD S样品缓冲液, 内含 8% (0128 mo löL ) SD S、24%

(3129 mo löL ) 甘油、 100 mmo löL T ris、 4% (0157 mo lö

L ) 巯基乙醇及溴酚蓝, 230 ℃冰冻保存备用。依此法先后

收集 25名正常青年、7例牙龈炎及 13例牙周炎患者腮腺唾

液为样品。

1. 3　腮腺唾液蛋白含量的测定

蛋白含量的测定采用考马斯亮蓝 G2250 (CBBG2250)

微板法 5 , 以牛血清白蛋白 (BSA ) 为标准。

1. 4　腮腺唾液蛋白的 T ricine2SD S2PA GE 分析

参照 Schaβgger等 3 的方法进行。电泳装置为M in i2p ro2

tean Ê型电泳仪 (B io2rad产品) , 板胶厚 0175 mm。分离胶

浓度分别为 1615%和 10% , 浓缩胶浓度为 4%。采用不连

续缓冲系统, 阳极缓冲液为 012 mo löL T ris (pH 819) , 阴

极缓冲液为 011 mo löL T ricine内含 011% (3147 mmo löL )

SD S和 011 mo löL T ris (pH 8125) , 凝胶缓冲液为 3 mo löL

T ris内含 013% (0101 mo löL ) SD S (pH 8145)。唾液样品

经 40 ℃水浴 30分钟后, 在每样品池内加样 15 Λl, 于 80 V

恒压电泳。电泳后, 用两种染色方法处理凝胶。方法 1: 以

含 011% (112 mmo löL )考马斯亮蓝R 2250、40%乙醇、10%

乙酸的染液染色 7小时, 10%乙酸脱色过夜。方法 2: 以含

011% (112 mmo löL ) 考马斯亮蓝R 2250、46%甲醇、9%乙

酸的染液染色 7小时, 以含 10%乙酸、25%甲醇的脱色液

脱色过夜。

2　结　　果

腮腺唾液经 1615% T ricine2SD S2PA GE, CBB R 2250染

色, 10%乙酸脱色, 可分离出 15条以上蛋白区带, 分子量

在 3～ 100 kD , 其中有十多条呈紫红色的富脯蛋白区带 (图

1)。若脱色液中含有甲醇 (方法 2) , 则蓝色区带仍很明显,

但未显现紫色区带 (图 2)。此外, 从图 1、图 2还可以看到,

不同个体蛋白区带的染色深浅不一, 表明腮腺唾液蛋白的

T ricine2SD S2PA GE 电泳图谱存在明显的个体差异。

腮腺唾液经 10% T ricine2SD S2PA GE 分析, 不同的染

色方法得到的电泳图谱与 1615%的板胶相似, 但对分子量

在 43 kD 以上的蛋白区带分离效果优于 1615%的板胶。

3　讨　　论

T ricine2SD S2PA GE 可使小分子量蛋白得到很好的分

离, 1615%的 T ricine2SD S2PA GE 适于分离分子量在 1～ 70

kD 的蛋白。本实验结果发现采用 1615%的 T ricine2SD S2

PA GE 使主要的腮腺唾液蛋白都得到较好的分离。这与用

5%～ 20%的梯度凝胶电泳结果相似6 。而且通过调节凝胶

浓度, 也可使高分子量蛋白得到很好的分离。本实验采用的

10% T ricine2SD S2PA GE 对分子量在 43 kD 以上的蛋白分

离效果好。由于电泳系统内没有尿素和甘氨酸, 不会影响蛋
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白质氨基酸序列的测定。

本实验采用两种染色方法对电泳后的凝胶进行处理,

发现CBB R 2250染色, 10%乙酸脱色, 可以清晰地显现紫

红色的富脯蛋白区带, 而脱色液中含有甲醇的方法只显出

蓝色区带。本实验进一步证实了Beeley等的观点。富脯蛋

白的这种变色效应与CBB R 2250和富脯蛋白的特殊结构有

关 6 。

本实验结果表明不同个体之间唾液蛋白存在明显差

异。牙周病患者与正常个体腮腺唾液蛋白 T ricine2SD S2
PA GE 电泳图谱的差别是由疾病所致还是个体差异的缘

故, 有待进一步研究。

本实验采用的 T ricine2SD S2PA GE 方法分析腮腺唾液

蛋白, 操作简便, 不必对唾液样品进行脱盐、浓缩等处理,

可直接加样, 样品用量少, 分辨率高, 尤其适合于小分子量

蛋白的分离。此方法还可以应用于全唾液及颌下腺- 舌下

腺唾液蛋白的分离纯化。

(本文图见中心插页 8) 　　
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菌斑中超氧化物阴离子自由基的测定

阎　鹏　黄力子　王成龙　王多宁

　　菌斑作为龋病病因的始动因素, 已经得到公认。为了更

深入研究菌斑、氧自由基与龋病发病的关系, 作者对菌斑中

氧自由基进行检测。

1　材料和方法

1. 1　主要仪器和试剂

发光光度计 (D G3030型, 华东电子管厂) ; 分析天平

(1ö100000, 上海分析仪器厂) ; 匀浆器 (6 m l, 第四军医大

学玻璃试验设备室制) ; L um ino l液 (简称L ) , 011 mmo l,

PB∶CB = 1∶1体积比, pH = 910 (第四军医大学化学教研

室制) ; 牛血超氧化物歧化酶 (SOD ) , 生理盐水稀释浓度为

011 m göm l (甘肃省夏河生物制剂厂) ; 生理盐水 (简称N S,

陕西省康乐制药厂) ; 96孔培养板 (瑞士产) ; 酶联免疫检

测仪 (D G2022A 型)。

1. 2　实验原理 1

由于自由基很不稳定, 无法分离, 用化学方法检测自由

基比较困难。但可以用间接方法证明自由基的存在。本实验

利用化学发光剂L um ino l与自由基反应, 使之激活, 当其返

回基态时就向外发光, 用发光光度计可计数。超氧化物歧化

酶能特异抑制超氧化物阴离子自由基, 所以能抑制L um i2

no l的发光。根据组织发光强度是否被抑制可以间接检测超

氧化物阴离子自由基。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　样品采集 2 　选择无口腔软组织炎症、无牙周疾

病的志愿者 31例, 男性 14人, 女性 17人, 年龄 16～ 40岁。

采样前 24小时禁止口腔卫生, 正常饮食。样品采集前用清

水充分漱口以去除食物残渣及软垢。收集自然非刺激性混

合性唾液 1 m l, 为对照组; 再用棉垫隔离牙菌斑收集区, 用

无菌蜡刀和探针刮取全牙面菌斑 (下颌前牙区除外) , 用菌

斑染色剂检测所取部位, 若该部位仍残留部分菌斑, 则上述

所取菌斑为有效, 为实验组。否则为无效。取样均在上午 8

～ 9时, 10时进行发光强度测定。

1. 3. 2　实验步骤　先测定发光值强度。测定条件为 25 ℃,

60 秒。实验组样品加 110 m l N S, 匀浆管内匀浆, 取 011 m l

匀浆液置于化学发光管中, 分别加N S 或 SOD 液 10 Λl测

定本底后, 加L 液 011 m l进行化学发光测定, 得到 (N S+

L ) 组和 (SOD + L ) 组发光值。同法取 011 m l唾液分别加

(N S+ L ) 和 (SOD + L ) 测定发光值作为对照组值。

蛋白定量3 采用考马斯亮蓝法测定。取 015 m göm l牛
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