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等电聚焦电泳法测定蛋白质的等电点 

 

实验原理 

    等电聚焦（Isoelectric focusing，简称 IEF）是六十年代中期出现的新技术。近年

来等电聚焦技术有了新的进展，已迅速发展成为一门成熟的近代生化实验技术。目前等

电聚焦技术已可以分辨等电点（pI）只差 0.001pH 单位的生物分子。由于其分辨力高，

重复性好，样品容量大，操作简便迅速，在生物化学、分子生物学及临床医学研究中得

到广泛的应用。 

    蛋白质分子是典型的两性电解质分子。它在大于其等电点的 pH 环境中解离成带负

电荷的阴离子，向电场的正极泳动，在小于其等电点的 pH 环境中解离成带正由荷的阳

离子，向电场的负极泳动。这种泳动只有在等于其等电点的 pH 环境中，即蛋白质所带

的净电荷为零时才能停止。如果在一个有 pH 梯度的环境中，对各种不同等电点的蛋白

质混合样品进行电泳，则在电场作用下，不管这些蛋白质分子的原始分布如何，各种蛋

白质分子将按照它们各自的等电点大小在 pH 梯度中相对应的位置处进行聚焦，经过一

定时间的电泳以后，不同等电点的蛋白质分子便分别聚焦于不同的位置 。这种按等电

点的大小，生物分子在 pH 梯度的某一相应位置上进行聚焦的行为就称为“等电聚焦”。

等电聚焦的特点就在于它利用了一种称为两性电解质载体的物质在电场中构成连续的

pH 梯度，使蛋白质或其他具有两性电解质性质的样品进行聚焦，从而达到分离、测定

和鉴定的目的。 
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    两性电解质载体，实际上是许多异构和同系物的混合物，它们是一系列多羧基多氨

基脂肪族化合物，分子量在 300~1000 之间。常用的进口两性电解质为瑞典

Pharmacia-LKB 公司生产的 Ampholine 和 Pharmalyte，价格昂贵。国产的有中国军

事医学科学院放射医学研究所和上海生化所生产的两性电解质，价格便宜，质量尚佳。

两性电解质在直流电场的作用下，能形成一个从正极到负极的 pH 值逐渐升高的平滑连

续的 pH 梯度。若不同的 pH 值的两性电解质的含量与 pI 值的分布越均匀，则 pH 梯度

的线性就越好。对 Ampholine 两性电解质的要求是缓冲能力强，有良好的导电性，分

子量要小，不干扰被分析的样品等。 

    在聚焦过程中和聚焦结束取消了外加电场后，如保持 pH梯度的稳定是极为重要的。

为了防止扩散，稳定 pH 梯度，就必须加入一种抗对流和扩散的支持介质，最常用的这

种支持介质就是聚丙烯酰胺凝胶。当进行聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳时，凝胶柱内即

产生 pH 梯度，当蛋白质样品电泳到凝胶柱内某一部位，而此部位的 pH 值正好等于该

蛋白质的等电点时，该蛋白质即聚焦形成一条区带，只要测出此区带所处部位的 pH 值，

即为其等电点。电泳时间越长，蛋白质聚焦的区带就越集中，越狭窄，因而提高了分辨

率。这是等电聚焦的一大优点，不像一般的其他电泳，电泳时间过长则区带扩散。所以

等电聚焦电泳法不仅可以测定等电点，而且能将不同等电点的混合的生物大分子进行分

离和鉴定。 

    早期的等电聚焦电泳是垂直管式的，其特点是体系是封闭的，不与空气接触，可防

止样品氧化。近年来，又发展了超薄层水平板式等电聚焦电泳。此法的优点是加样数量
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多，节省两性电解质，电泳后固定、染色、干燥都十分迅速简便，其最大优点是防止了

电极液的电渗作用而引起正负两极 pH 梯度的漂变。 

    测定 pH 梯度的方法有四种： 

    1. 将胶条切成小块，用水浸泡后，用精密 pH 试纸或进口的细长 pH 复合电极测定

pH 值，然后作图。 

    2. 用表面 pH 微电极直接测定胶条各部分的 pH 值，然后作图。 

3. 用一套已知不同的 pI 值的蛋白质作为标准，测定 pH 梯度的标准曲线。 

4. 将胶条于－70℃冰冻后切成 1mm 的薄片，加入 0.5ml 0.01M KCl，用微

电极测其 pH。 

仪器和用具 

    1. 电泳仪 

    2. 垂直管式园盘电泳槽一套 

    3. 注射器与针头 

    4. 移液管：10ml、5ml、2ml、1ml、0.1ml 

    5. 小烧杯若干 

    6. 培养皿一套 

    7. 直尺 

    8. 小刀 

    9. 精密 pH 试纸和带细长复合 pH 电极的 pH 计 
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    10. 塑料薄膜和橡皮筋 

试剂 

    1. 丙烯酰胺 

    2. 甲叉双丙烯酰胺 

    3. 两性电解质 Ampholine（40%，pH3.5~9.5） 

    4. 过硫酸胺（催化剂） 

    5.  TEMED（四甲基乙二胺）（加速剂） 

    6. 磷酸 

    7.  NaOH 

    8. 三氯乙酸（TCA） 

溶液配制 

    1. 丙烯酰胺贮液（30%丙烯酰胺，交联度 2.6%）：，30g 丙烯酰胺和 0.8g 甲叉双

丙烯酰胺溶于 H2O，定容至 100ml，滤去不溶物后存于棕色瓶，4℃可保存数月。（全

班公用）（另一配方为 29.1g 丙烯酰胺和 0.9g 甲叉双丙烯酰胺溶于 H2O，定容至

100ml，交联度为 3.0%）。 

    2. 两性电解质 Amphline（40%）的加入量为：50l /ml 胶液。 

    3. 过硫酸胺：配成 1mg/ml 的浓度，当天配制，配 100ml 全班公用。胶液中的加

入量为 0.5mg/ml 胶液。 

    4.  TEMED：胶液中的加入量为 1l/ml 胶液。 
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    5. 蛋白质样品：选用两种等电点相差较大的蛋白质，每根垂直管中每种蛋白质的

加样量控制在<100g。蛋白质样品配制成各为 5mg/ml 的浓度。配 2.5ml 全班公用。 

    6. 固定液：10%的三氯乙酸，每组配 50ml。 

7. 阳极电极液：0.1M H3PO4 

   3.4ml 浓磷酸（85%）加 H2O 至 500ml，每个电泳槽用 500ml。 

    8. 阴极电极液：0.5M NaOH 

       2g NaOH 加 H2O 溶解至 500ml，每个电泳槽用 500ml。 

操作步骤 

    1. 配胶 

      

   胶浓度     5.0%     4.8%     5.0% 

胶液总体积     8ml     10ml     12ml 

丙烯酰胺贮液     1.33ml     1.60ml     2.0ml 

Ampholine     0.40ml     0.50ml     0.60ml 

TEMED     0.008ml     0.010ml     0.012ml 

蛋白质样品     0.080ml     0.100ml     0.120ml 

H2O     2.26ml     2.79ml     3.27ml 

过硫酸铵(1mg/ml)     4.0ml     5.0ml     6.0ml 

 

   装管数 

 

    4 支 

 

    5 支 

 

    6 支 
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    过硫酸铵是胶聚合的催化剂，因此最后加入，加毕，立即摇匀，因胶很快就会聚合，

必须立即装管。通常化学聚合的胶液，需在过硫酸铵加入前进行减压抽气处理，本实验

将此抽气步骤省略并不影响实验结果。 

    2. 装管 

    每个学生装两支管，每组装四支。先用肥皂洗手，然后将圆盘电泳槽的玻璃管洗净，

底端用塑料薄膜和橡皮筋封口，垂直放在试管架上，用移液管将配好的胶液移入管内，

（每根玻璃管的容量约为 1.5~1.8ml）,液面加至距管口 1mm 处，用注射器轻轻加入少

许 H2O，进行水封，以消除弯月面使胶柱顶端平坦。胶管垂直聚合约 30 分钟，聚合完

成时可观察到水封下的折光面。 

3. 装槽和电泳 

用滤纸条吸去胶管上端的水封，除去下端的薄膜，水封端向上，将胶管垂直插入圆

盘电泳槽内，调节好各管的高度，记下管号。每支管约 1/3 在上槽，2/3 在下槽。上槽

加入 500ml 0.1M H3PO4，下槽加入 500ml 0.1M NaOH，淹没各管口和电极，用注

射器或滴管吸去管口的气泡。上槽接正极，下槽接负极，开启电泳仪，恒压 160V，聚

焦 2 至 3 小时，至电流近于零不再降低时，停止电泳。 

%6.2%100
8.030

8.0
=

+
=C交联度
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4. 剥胶     

取下胶管，用 H2O 将胶管和两端洗 2 次，用注射器沿管壁轻轻插入针头，在转动

胶管和内插针头的同时分别向胶管两端注入 H2O 少许，胶条即自行滑出，若不滑出可

用洗耳球轻轻挤出。胶条置于小培养皿内，记住正极端为“头”，负极端为“尾”，若分

不清时，可用 pH 试纸鉴定，酸性端为正，碱性端为负。 

    5. 固定 

取 2 支胶条置于一个小培养皿内，倒入 10%三氯乙酸溶液至没过胶条，进行固定，

约半小时后，即可看到胶条内蛋白质的白色沉淀带。固定完毕，倒出固定液，用直尺量

出胶条长度“L2”和正极端到蛋白质白色沉淀带中心（即聚焦部位）的长度“L’”。 

固定后的胶条可在康强 860 紫外/可见分光光度计上用 280nm 或 238nm 波长作凝胶

扫描，然后用扫描图作相应的测量和计算。 

6. 测定 pH 梯度 

 将放在另一个培养皿内未固定的胶条，用直尺量出待测 pH 胶条的长度“L1”。按

照由正极至负极的顺序，用镊子和小刀依次将胶条切成 10mm 长的小段，分别置于小

试管中，加入 1ml H2O，浸泡半小时以上或过夜，用仔细校正后的带细长 pH 复合电极

的 pH 计测出每管浸出液的 pH 值。 

数据处理 

    1. 以胶条长度（mm）为横座标，pH 值为纵座标作图，得到一条 pH 梯度曲线。

所测每管的 pH 值为 10mm 胶条的 pH 的混合平均值。作图时将此 pH 值取为 10mm
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小段中心即 5mm 处的 pH 值。 

    2. 用下式计算蛋白质聚焦部位至胶条正极端的实际长度 L ： 

        

                   

     上式中：  L’——量出蛋白质的白色沉淀带中心至胶条正极端的长度。 

               L1——测 pH 的胶条的长度 

               L2——固定后胶条的长度 

3. 根据计算出的 L，由 pH 梯度曲线上查出相应的 pH 值，即为该蛋白质的等电点。 

4. 画出固定后所测胶条的示意图。 

附注 

1.对两性电解质的要求 

两性电解质是等电聚焦的关键试剂，所以对两性电解质的质和量都要特别注意。两

性电解质含量以 2%～3%较适合，能形成好的 pH 梯度。由于载体两性电解质是由多乙

烯多胺与丙烯酸进行加成反应生成的混合物，防止时间过长会分菌，分解变质，不能使

用。 

2.指教注意的问题 

（1）丙烯酰胺最好是重结晶的。 

（2）过硫酸铵一定要新配制。 

2

1
'

L

L
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（3）所有水要用双蒸水。 

（4）制胶时，玻璃板和模板必须水平放置。 

（5）模板要平直光滑，不然灌胶时易溅漏。 

3、防止烧胶 

（1）平板等点聚焦电泳的胶很薄（0.6mm），当问柳在 8mA 时，电压可上升到 550V

以上，由于阴极飘移，造成局部电流过大，胶承受不了而被烧断。 

（2）防止烧胶的办法：注意观察，稳流 8mA，电压上升到 550V 时，立即关电源。用

恒功率电泳仪，控制输出功率在指定范围。在一定功率范围内，改进冷却条件，使因电

流产生的热量及时散去。 

（3）如果胶被烧了，可在烧断的位置换上一条宽的电极条压过断缝或在电源电极条内

侧加一电极条，以此补救。 

4.搅拌制作注意事项 

固定液可使蛋白质变性，不再扩散，故一定要多换一次；在电泳后取胶、固定、染

色直至制干胶板都必须仔细，防止胶被损坏。 

 

 


