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不同裂解液对血管蛋白提取和磷酸化蛋白免疫印迹的影响 
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摘 要：为寻找一种适合血管组织蛋白提取的裂解液配方以及用于磷酸化蛋白的免疫印迹分析，运用 3种不 

同的细胞裂解液 A，B和 c，分别对经预处理的等量猪冠状动脉血管样品进行总蛋白的提取，BCA法测蛋白含量，聚 

丙烯酰胺凝胶电泳(sD PAGE)对蛋白进行分离 ，免疫印迹法检测 pERK，p-AKT，p-MLC和 p-MYPT1 4种磷酸化 

蛋白表达以比较 3种裂解液的裂解效果．结果表明，3种裂解液均可以满足一般免疫印迹分析的要求 ，其中C液提取 

的蛋白浓度最低，B液提取的蛋白含量最高，但不适于低含量的小分子磷酸化蛋 白p-MLC的检测，A液用于免疫印 

迹检测大、中、小 3种分子量的磷酸化蛋白效果最佳．即细胞裂解液 A(50 mmol·L PH 7．4 Tris-HC1，150 mmol· 

I NaC1，0．1％ SDS，1 NP-40，1 mmol·L— EDTA，1 mmol·L-。EGTA，临用前加 入蛋 白酶 抑制剂和 磷酸酶抑 

制剂)可作为提取血管组织总蛋白进一步用于 Western检测的一种理想配方． 
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约有 1／3的哺乳类动物蛋白质以共价键的形式与磷酸盐结合，其可逆磷酸化几乎控制细胞生命的所有 

方面，如部分蛋白激酶通过与 ATⅡ，ET一1，PDGF等多种血管活性物质的相互调控影响血管平滑肌细胞 

(SMC)的功能和结构，直接参与动脉粥样硬化(arteriosclerosis，AS)、高血压、冠脉痉挛和心肌缺血等心血 

管疾病的发病_1 ]．故检测猪等哺乳动物血管等组织磷酸化蛋白对于动物一些重大疾病的防治具有十分重 

要的意义． 

检测蛋白磷酸化有多重方法，其中，免疫印迹最为常用；该技术是将凝胶电泳分离蛋白与固相免疫相结 

合检测多种抗原或病毒抗体的一项分子生物学技术。成功运用此技术的关键是样品的制备，样品处理合适与 

否、提取蛋白浓度的高低以及质量的优劣都会直接影响实验结果的可靠性．实际上，在生命过程中发挥关键 

调控作用的功能蛋白质常常是一些低丰度蛋白 ]，因此，在蛋白提取、检测等环节能否保证低丰度蛋白被检 

测到，往往直接影响实验的成败．目前提取蛋白所用的裂解液种类繁多，效果差异性较大．提取液的盐浓度、 

pH值、表面活性剂的使用、提取温度以及对提取物的保护等都会影响提取效果．其中，裂解液中所使用的表 

面活性剂的种类和浓度对细胞的裂解及不同部位蛋白的释放至关重要，直接影响提取的效果． 

提取后蛋白的定量对免疫印迹的成功 与否也非 常重要，常用 的蛋 白定 量方法主要有 Lowry法、BCA 

法、Bradford法、紫外分光光度法、双缩脲法和凯氏定氮法等．其中，Bradford法和 BCA使用最为普遍．二者 

测定原理不同[5 ]．但均会受到裂解液成分的影响，如去污剂 Triton XlOO，SDS，CHAPS等可造成 Brad— 

ford法定量值的增高_7 ；而螯合剂 EGTA，EDTA和还原剂 DTT则分别造成 BCA法定量值的降低和增 

高 ]．同Bradford法相比，BCA法干扰物质少，更灵敏，易于操作_9]．本文在盐浓度、pH值、温度和对提取物 

的保护一致的前提下，对实验室使用的配方进行改良，运用表面活性剂的种类和浓度不同的 3种细胞裂解液 

对猪冠状动脉血管组织研磨样品进行裂解，BCA法测蛋白含量，并通过聚丙烯酰胺凝胶电泳对提取的蛋白 
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进行分离，因本实验室致力于冠状动脉平滑肌细胞收缩及增殖分子机理的相关研究，故以t3-actin(43 kDa)为 

内参，利用免疫印迹法对样品中与细胞增殖相关的中等分子量含量较高的磷酸化蛋白 pERK(42 kDa)和 

pAKT(60 kDa)-】 u]以及在平 滑肌细胞收缩 中起作 用的含量较低 的小分 子量磷酸化蛋 白 pMLC 

(20 kDa)_1 H]和分子量较大的磷酸化蛋白pMYPT1(140 kDa)[】 的表达情况进行检测，从而确定一种 

裂解效果好，能满足免疫印迹对小分子、低含量磷酸化蛋白进行有效检测的裂解液配方，为应用血管等组织 

的免疫印迹为蛋白检测平台的研究奠定基础． 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

猪冠状动脉血管环，9-actin抗体(Santa Cruze)lpERK，pAKT，pMYPT1和 PMLC抗体(Cell Signal— 

ling)以及辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG(Santa Cruze)；BCA蛋白浓度测定试剂盒(碧云天)；Pro—light 

HRP化学发光检测试剂(Tiangan公司)；彩色预染蛋白分子量 Marker(Invitrogen)；其他所用试剂均为国产 

或进口分析纯．克氏液(K—H液)按文献[1 新鲜配制． 

1．2 方法 

1．2．1取材及血管预处理 

冠状动脉的分离参考杨敬辉等L1 ]方法，仔细剔除分离到的冠状动脉血管壁上的脂肪、纤维组织和外膜， 

注意尽量减少对组织的损伤，将分离出的冠状动脉血管剪成长约 3 mm的血管环，每个血管环用两根不锈钢 

微型挂钩贯穿血管管腔，下方固定，上方用一细钢丝连通过张力换能器悬吊于张力传感器的力臂上，水平放 

入含 1O mL K—H液的37℃恒温浴槽中，浴液中持续通入含 95％ O +5 CO 的混合气体，调整血管环张 

力，直至其前负荷为 2．0 g，平衡约 2 h，期间每 15 rain换液一次，使用 Powerlab生物信号测定系统记录血管 

环张力变化．平衡后，以 60 mmol／L KC1反复刺激血管环，每次刺激后用 K—H 液冲洗 3次，每次间隔 

10 min，观察收缩张力的变化，前后 3次的最大收缩幅度差小于 5 9，6时即可进行下一步实验[18-a9]． 

1．2．2 总蛋 白提取和浓度测定 

破碎组织采用液氮研磨加机械匀浆法，将预处理的血管环用研钵在液氮冷冻条件下研成粉末，每 1 g样 

品分别加入 0．5 ml A、B和 C裂解液(配方见表 1)，使用组织匀浆器匀浆 30 s；混合物置冰水混合物上裂解 

1 h，期间于涡旋振荡器充分混匀 5—6次以保持悬浮；然后 4℃条件下 12 000 r·rain 离心 20 rain；取上 

清．按试剂盒说明书用 BCA法进行蛋白质定量，分装后置一8O℃保存或直接电泳． 

表 1 3种裂解液配方 

1．2．3 SDS—PAGE、转移及各蛋白表达的 Western检测 
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各组样品均取其最大浓度测量管进行 SD&PAGE，预制胶浓度为 4％～12 ，每孔蛋白上样总体积 

30 tzg(蛋白 ：上样缓冲液一1：1)，以彩色预染标准蛋白 Marker做指示，100 V电泳 1 h左右停止．取下凝 

胶，将与胶等大的 PVDF膜浸入 100 甲醇中10～15 S至 PVDF膜呈均一透明并下沉，取出膜同凝胶、滤纸 

一 起浸人转膜缓冲液中平衡 10 min．在装有冰水预冷转移缓冲液的容器中按照从正极到负极的顺序依次放 

置 3层滤纸、PVDF膜、凝胶、3层滤纸，每层均精确对齐并排除气泡，100 V转移 2 h后，取出PVDF膜，1× 

TBST洗涤 3次(5 min／次)，加入 5 BSA室温振摇封闭 l h，弃封闭液，l×TBST洗涤 3次(5 min／次)．对 

照彩色预 染 Marker分 子 量 为 37 kD、50 kD、80 kD 处 将 PVDF 膜 剪 成 4条 ，分 别 用 pMLC，pERK 

(42 kDa)、pAKT和pMYPT1一抗(1：1 000)4℃孵育过夜．之后 1×TBST缓冲液洗涤 PVDF膜 4次(7 

min／次)，与 HRP标记羊抗兔 IgG二抗(1：5 000)室温振摇孵育 1 h，1×TBST缓冲液洗涤 4次(7 min／ 

次)．ECL显色，化学发光成像仪(富士 LAS．3000，日本)成像，Science Lab2005软件进行图像进行分析． 

1．2．4 统计学处理 

所得数据以均数±标准差(x±s)表示，采用 GraphPad Prism 5软件进行方差齐性检验，组间比较采用 t 

检验或单因素方差分析(one way ANOVA)，P<0．05为差异有统计学意义． 

2 结果与分析 

2．1 3种方法得到的蛋白定量结果 

各上清液按 BCA法进行蛋 白质定量(图 1)，由图 1可 

知，3种裂解液法得到的蛋白含量 B组最高，A组居中，c组 

最低，且各组之间比较均具有显著性差异(P<0．05)． 

2．2 总蛋白中 pMLC，pERK，pAKT，pMYPT1和 ／3-actin 

的表达 

3种 裂 解 液 提 取 所 得 pMI C，pERK，pAKT 和 

pMYPT1的 Western blot结果 和光密度分析结 果见图 2， 望 

／3-actin作为内参，由图 2可知，对于中等分子量的pERK， 掣 

pAKT，／3-actin和分子量较大的pMYPT1等，3种裂解方法 黑 ， 

都可满足免疫印迹方法检测蛋白的要求；但对于小分子量 

的 pMl C，B裂解液所获蛋几乎检测不到，检测的 4种蛋 白 

A裂解液所获蛋白均显著高于 C裂解液所获蛋(A与 C相 

比：P<0．01)；A、B裂解 液液所获蛋 白得到的 pERK，pA一 

KT与／3-actin的光密度比值虽无显著差异(P>0．05)；但大 

分子量的 pMYPT1与 ／3-actin比值 A裂解液所获蛋显著高 

A B C 

网 l BCA测定结果 

于B，B与 C裂解液所获蛋无显著差异(pMYPT1：A与 B相比：P-<0．05；B与 c相比：P>0．05)；根据上述 

蛋 白免疫印迹效果分析 ，A裂解液为比较理想的血管组织总蛋 白提取液． 

3 讨 论 

对低含量小分子磷酸化蛋白的免疫印迹检测中，在样品制备、蛋白提取和免疫印迹等环节通过多种方法 

提高样品的蛋白总浓度、目标蛋白的浓度和分辨率是改善实验条件的常用策略．由于匀浆过程中蛋白质被蛋 

白酶降解的可能性小，所以匀浆是简便、迅速和风险小的组织破碎方法．因此，本文采用液氮研磨和组织匀浆 

结合的方法破碎血管组织． 

在蛋白质的提取这一环节有不同组成、不同浓度的多种裂解液可供选择，不同的裂解液适用的对象不 

同、裂解的效果也不一样，不存在适合所有组织的裂解液配方，因此根据实验材料和待测目标蛋白种类、存在 

部位及分子量大小的差异，选择合适的裂解液是获得可靠的免疫印迹结果的首要前提．本文以猪冠状动脉血 

管为研究对象，通过对表面活性剂组合不同的 3种裂解液得到样品的蛋白含量和不同分子量磷酸化蛋白免 
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疫印迹效果的比较研究，寻找适合血管组织蛋白提取和磷酸化蛋白免疫印迹的合适裂解液配方，以期为后续 

的平滑肌收缩信号通路相关研究提供合适的蛋白提取和免疫印迹方法．研究结果显示，3种裂解液提取的蛋 

白均可满足 t3-Actin等普通蛋白和 pERK、pAKT等含量较为丰富的磷酸化蛋白的免疫印迹研究要求，但是 

样品的蛋白测量浓度与免疫印迹检测效果并不一致，A法得到的蛋白浓度低于 B法，但在免疫印迹分析中 4 

种目标蛋白比同等转膜条件下 B液裂解得到的条带相当(pERK，pAKT)或更为清晰、明显(pMLC，pMYP— 

TI)，原因可能是：① 裂解液中某些组成成分可能会对定量结果产生一定干扰．有研究证明，裂解液中还原剂 

DDT将 Cu抖还原为 Cu ，对 BCA法产生较大干扰，会使定量值偏高 ；BCA法对 DDT的最高可接受浓 

度是 1 mmol·I l2卜 ，本文仅 c液含 DTT且其浓度为 1 mmo|·L-。，但本文 C液得到的蛋白含量最 

低，故不是还原剂引起的．EDTA和 EGTA虽可螯合铜离子，但其在裂解液中的含量低于BCA法的最高耐 

受浓度 10 rnmol·L。。。，不会对结果产生较大影响，且 3种裂解液含有等量的EDTA和 EGTA；故其浓度差 

异有可能只是因为表面活性剂的不同产生的，裂解液 B与 A相比，增加了较高浓度(1 )的强离子去污剂 

SDs，加入较多的去污剂可一定程度上提高其裂解效果，这可能是B液定量结果高于A液的主要原因．② 多 

个去污剂同时使用可能会破坏部分蛋白．裂解效果和蛋白破坏是矛盾的，蛋白裂解效率增加的同时也提高了 

蛋白被破坏的概率，不考虑蛋白破坏这一因素一味增加去污剂的种类或提高其用量就会造成一定冲突口 ．B 

液中使用了SDS，NP-40和脱氧胆酸钠 3种去污剂，裂解效果增强的同时可能导致了部分蛋白尤其是小分子 

蛋白的降解，故其小分子蛋白免疫印迹效果较差．因此对裂解液中去污剂的种类和用量要根据待测目标蛋白 

的性质、大小等特征来确定，决不能一味提高总蛋白含量而不顾蛋白的破坏．由上述分析可知，因 B液过多 

去污剂的使用虽然增强了裂解效果提高了总蛋白浓度，但同时对部分蛋白的降解作用使得免疫印迹灵敏度 

下降，分辨率降低，尤其是对小分子量蛋白影响更大．因此，对血管组织的裂解及免疫印迹分析用 A裂解液 

更为合适，该结果为后续研究中对不同磷酸化蛋白的准确分析奠定了坚实的基础． 

pMLC Ser20 

pMYPTI Thr850 

pER ，z 蘸 
13-Actin 

A B 

A：3种裂解液提取所得pMLC，pERK，pAKT~HpMYPT1的Western blot结果，D—actin为内参 

B：对Western Blot结果的光密度分析 

图2 3种裂解液法得到的几种磷酸化蛋白免疫印迹效果比较 
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Effect Analysis of Different Cell Lysate on the Extraction of Total Protein 

form Vascular Tissue and Detection of Phosphor-Protein by W estern Blot 

REN Xiangbo ，WU Xiuli ，LI Fen ’ 

(1．College of Life Sciences，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China；2，Key Laboratory for 

Microorganisms and Functional Molecules，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：To search a suitable cell lysate for extraction of total proteins from vascular tissue for detection of phosphor- 

protein by Western blot．Methods；The proteins were extracted from pretreatment vascular tissue by three different cell lysates： 

A，B and C．Then total proteins were collected and quantified with the method of BCA assay．The proteins were separated by 

SDS-PAGE，and the phospho卜protein of pERK，pAKT，pMLC，and pMYPT1 were assessed by Western blot． Results：all 

samples can be used to detect protein level by Western blot．The concentration of proteins extracted by cell lysate C was low— 

est．Though the concentration of proteins extracted by cell lysate A were lower than by cell lysate B，the effect of cell lysate A 

was better than that of cell lysate B used in Western blot，especially in detection of pMLC．Conclusion：The cell lysate A(50 

mn~lol·L_。PH 7．4 Tris—HCl，15O mmol·L NaCl，0．1 SDS，1 NP一 40，1 mmol·L～ EDTA，1 mmol·L-。EGTA， 

protease and phosphatase inhibitors can be added just before use)is more suitable for extracting proteins from vascular tissue． 

Keywords：cell lysate；vascular tissue；protein extraction；western blot 


