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sljs—PAGE～叫胶电泳是检测蛋白酶抑制剂的常用方法 ．基本原理为：聚丙烯酰胺凝 

胶 中加八 SDS和明胶 ，SDS使蛋 白酶抑制剂发生可逆变性 。电泳完毕，用 T ton X一100恢 

复凝胶板 中蛋白酶jf；『制剂的活性 ．凝胶扳置于蛋 自酶溶液里保温， 舍蛋白酶抑制剂部位的 

明胶不被蛋白酶水解而晕觋蛋白染色带．SOS—PAGE一明胶电泳检测蛋白酶抑制剂时，在 

l霹一块凝胶板 J：可同时检测酸性 碱性及 中性 的蛋白酶抑制剂 ，但电泳后处理 (包括复 

性 ，酶解 ．漂洗和染色)时问饮 t约 2O h)，而 且对于同 一样品中分子量榴近的蛋白酶抑 

制剂用渡方法得不到很好 的分离手『J检测 因此 ，我们发展 了，常规 PAGE一明胶 电泳检测 

法． 本方法 {、必复性 ，电泳后处理时间大为缩短 (约 3 h)，在 一定程度上也提高 r检测灵 

敏度．尤其适 于捡蹦在 SOS—PAGE一明胶电泳中得不到很好分离的蛋 白酶抑制剂样品 

l 材料与方法 

波叶青牛胆 (Tinospora crispa)采 自西积版纳，置 一20％冷藏待用；大 豆胰蛋白酶抑 

制剂 (Soybean Trypsin Inhibitor)、Acrylamide(Acr)为 Sigma产品 ；N．N’一Methylene—his一 

u,lamide fBis)为 Fluka产品；其余试剂均为国产分析纯。 

SDS—PAGE：按 Laen~di(1970)的 方法进 行 ： 
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SDS—PAGE一明胶电泳：采 用 Jatinder(1983)等 的方法 ，凝 胶板在胰 蛋 白酶溶液 

f140 B?OLE units／mL)中保温 16 h，复性，清洗 ，染色等其它步骤约需 4 h 

常规 PAGE一明胶 电泳 ： 

1]PAGE一明胶 电泳 根据 Pharmacia(1984)方法进行，略作改动。 

碱性 PAGE一明胶系统 (适于检测 中性或酸 眭的蛋白酶抑制荆 )：分离胶含 7％ Arc 

0 2％ Bis和 0．75mg／mL明胶 ，pH 8 ；浓缩胶 含 4％ Arc和 0．1％ Bis，pH 6．8 酸性 PACE 

一 明胶系统 (适于检 测碱性 的蛋 白酶抑制 剂 )：分 离胶含 14％ Arc、0 1％ Bis和 0 75 

mg／mL明胶 ，pH 4．3；浓缩胶 含 4％ Arc和 0 1％ HIs，pH 6．8 

2)酶解 根据 Rosenberg(1996)的方法进行。电泳完毕 ，将凝胶板置干 0 1rag／m1 

f220 BAEE tmits／mL)胰蛋自酶溶液中，37℃下保温 1 h 室温下用 50 mmol，／L Tris—HcI， 

pH 7 5(内含 0．2mol／LNaC1，0．O1 mol／L CaCiz，0 01％ ZnC12，O．02％ Na )的反应基质溶 

液漂洗酶解过的凝胶板 1 h并多次更换溶液 ，在摇床上进行。胰蛋白酶溶液 由反应基质溶 

液配制而成。 

3)显色 漂洗完毕 ，染色 1 h后脱色至背景清晰。染色液 ：0 1％ (w／v)氨基黑 

10／3、30％ (v／v)甲醇、10％ (v／v)乙酸一脱色液：40％ (v／v)甲醇 、10％ (v／v)乙 

驻 

2结果与讨论 

SDS—PAGE一明胶电泳是检测蛋 白酶抑制剂的常用方法 Jatinder(1983)等的 SDS— 

PAGE一明胶检测法耗时长，凝胶板与蛋白酶溶液 (140 BAEE units／n1I)的保温时间为 16 
～ 18 h，复性等其它处理约需 4 h，电泳后处理过程总共需要 20 h茌右。用这种方法检测 

大豆胰蛋白酶抑制剂 (,％ybean Twpsin hahlbitor，SBTI)和波 叶青牛胆粗提胰蚩白酶抑制剂 

(Tbwspora crispa Trypsin hahibitor，FCI]) 结果见图 1：a b．经过改进，我们提高了蛋白酶 

溶液的浓度 ，将凝胶板与蛋 白酶溶液 (220 BAEE unib／rnI_)的保温时间缩短为 l h，其它 

步骤同 Jatinder的方法，电泳后处理过程只需 5 h(圉 J：c d)。 比较分析 电泳图谱发现 ： 

第 一，电泳后处理过程所用时问越长 (图 1：a，b)，不同蛋白酶抑制剂娃示的染色轮廓越 

不清晰 ，其原因可能是蛋白酶抑制剂在长时间的处理过程中发生扩散 ，使得同一泳道中不 

同抑制剂之间的界限模糊不清；第二，图 1中 a和 c的上样量相同，但 c的染色结果却 比 

a多了～条带，分析其原因可能是在长时间的处理过程 中，该抑制刹 由于分子量较小而更 

易扩散，直至从凝胶中消失，最终未表现出抑制效果 ；还有可能是在复杂的处理过程中丧 

失 厂其抑制活性。而短时间的处理 (图 1：c，d)减少了蛋白酶抑制剂发生扩散和抑制活 

性丧失的可能性 ，从而可清晰辨认不同抑制剂显示的染色轮廓 ，在一定程度 提高了灵敏 

度 一 

样品中经常会含有多种蛋白酶抑制剂 如果这些蛋白酶抑制剂具有较大的分子量差 

异 那么用 SDS—PAGE一明胶电泳检测法可以较好地检测 到各抑制剂的活性 。但是如果 

这些抑制剂具有十分相近的分 子量 (如波叶青牛胆粗提胰蛋白酶抑制剂)，SDS—PAGE一 

明胶电泳对其就不能进行很好的分离和检测。圉2显示波叶青牛胆粗提胰蛋白酶抑制剂在 

SDS—PAC,E一明胶和常规 PAGE一明胶电泳 中的检测结果并与不含 明胶的电泳结果进行比 
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较 得知 ：波叶青 牛脾粗提 抑制剂 存 SI)s—PAGE和 Sns～P,~GE—l_月胶 }J 示 3条沾 蚩 

带 (罔 2：a．c{)；证碱性 PAGE I 旺示 4条蛋 白染色带 (图 2：b ，而 碱 性 PAGE一-̈』】腔 

电泳 检洲 发观 )￡广『-3条 具有 胰 蛋 白酶 抑 制 活 力 (冈 !： )；疗：酸 性 PAGE-{- 小 6条 特 

(图 2： )，『̂】酸 PAGE一明胶 电泳 检删结 _粜是其 中 4条具 抑制活 力 (图 2： ”外 ．比 

较 DS—PACE一明胶 j常规 PAGE一删胶 电泳 ( 2：(j，e，f)，发现前 者 的 }‘样 量虽 毡 

者的 5倍 ，但 其蛋 一染 色带明显 浅 ] 后肯 ．说明常 规 PAGE一日爿胶 电泳 的检 删 良敏 比较 

高。 
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K实验结果表明，仅用 SDS—PAGE一明胶 电泳尚不足以完全检测到样品中的萤 自 

酶抑制活性。在检测分子量相近而电荷密度不同的蛋 白酶抑制剂样品时 ，常规 PAGE一叫 

胶电泳检测法要比 SDS—PAGE一明胶 电泳具有明显的优势，表现在步骤简单，电泳舌处 

理时间大为缩短 ，蛋白染色带轮廓清晰，灵敏度较高等多个方面 ． 
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