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7_89_A9_E5_88_86_E6_c23_18434.htm 由于电泳法具有灵敏度

高、重现性好、检测范围广、操作简便并兼备分离、鉴定、

分析等优点，故已成为生物技术及生化药物分析的重要手段

之一。现就该方法基本原理，分类和应用概要介绍如下。 （

一）电泳法的基本原理和分类 在电解质溶液中，带电粒子或

离子在电场作用下，以不同的速度向其所带电荷相反方向迁

移的现象叫电泳。 电泳分离是基于溶质在电场中的迁移速度

不同而进行的。一个离子在电场中的移动速度为（公式） （

式中解释） 根据电泳的分离特点及工作方式，电泳可分为三

大类： （l）自由界面电泳：在二根U形管里的溶液中，同种

分子的构型及荷电情况基本一致，在电场影响下，它们逐渐

密集而与其他电泳迁移率不同的物质之间形成明显的界面。 

（2）区带电泳：在电泳过程中，应用各种不同的惰性支持介

质，在电场作用下，使具有不同泳动速度的组分形成各自区

带的电泳。根据所用的支持物不同可分为：纸电泳法、醋酸

纤维素薄膜电泳法、聚丙烯酰胺凝胶电泳法和十二烷基硫酸

纳（SDS）聚丙烯酰胺凝胶电泳法。 （3）高效毛细管电泳：

是在一根内径约50μm的毛细管中，在高压电场下进行样品

分离分析的一种新型电泳技术。 （二）常用电泳法的类型及

其应用 1．纸电泳法纸电泳法是用滤纸作为支持介质的一种

电泳法，其操作要点如下： （1）缓冲液的选择：应根据供

试品的理化特性，需要的电泳速度和分辨力，选择适宜的缓

冲液、pH值和离子强度。 （2）滤纸的裁剪：滤纸可按需要



裁成与电泳槽相当的长方形或长条形，样点的间距为2～3cm

，滤纸长度视电源输出最高电压及所需的电场强度而定，电

压恒定时，所需场强越大，滤纸裁得越短。 （3）点样方法

：分干点法与湿点法。干点法是将供试品溶液点于滤纸上，

吹干，再点，反复数次直至点完规定量的供试品溶液，然 后

用喷雾器将滤纸喷湿，点样处最后喷湿。干点法能浓缩供试

品，适用于稀的供试品溶液。湿点法是将滤纸全部浸入缓冲

液中，湿润后，取出，用滤纸吸干多余的缓冲液，滤纸点样

部分需用架子架起，点的次数不宜过多，稀的供试品溶液应

预先浓缩。湿点法优点是可保持供试品的天然状态，点样后

立即接通电源以免扩散。 （4）电泳及区带显示：将点好的

滤纸放电泳槽上。控制电压、电流和电泳时间。电泳后，滤

纸从槽中取出，晾干或烘干。不同的供试品采用不同的显色

方法，如核苷酸类药物可直接在紫外光灯下观察定位，而有

些物质必须用显色剂显色。 （5）定量测定：纸电泳的定量

方法与纸色谱的定量方法一样，可以用洗脱法或光密度计扫

描法进行。但目前光密度计扫描法已被醋酸纤维素薄膜电泳

法取代。这是因为在纸电泳法中，支持物滤纸对蛋白质样品

的吸附力较大，且滤纸本身为极性物，透明化步骤较烦，不

利于光密度计扫描法定量测定。 纸电泳法可用于蛋白质、核

苷酸等生化药物的测定。如核苷酸，具有共轭双键的嘌呤或

嘧啶碱基，在一定的pH条件下，具强紫外吸收，电泳后滤纸

在紫外光灯下显示紫色，用铅笔定位，剪下相应的部位，进

行洗脱，在特定波长下测定供试品的吸收度，按其吸收系数

可计算出某一核苷酸的含量。三磷酸腺苷二钠（ATP）的含

量测定即属于此类。 ATP在生产中易带入ADP等杂质，储存



中也易分解成ADP，因而采用纸电泳分离ATP后的分光光度

法进行测定。测定方法如下： 取本品，精密称定，加水制成

每1ml中约含10mg的溶液，照中国药典附录纸电泳法测定。电

泳毕，取出吹干，置紫外光灯（254nm）下检视，用铅笔划

出跑在滤纸最前面的紫色斑点，剪下供试品斑点和与斑点面

积相近的空白滤纸并剪成细条，分别放入试管中，精密加

入0.01mol／L盐酸液5ml，搅匀，放置 1R，待纸纤维全部下沉

，倾取上清液，照分光光度法，在257士1nm波长处测定吸收

度，减去滤纸空白吸收度的平均值，按C的吸收系数（E）

为263计算含量。 2．醋酸纤维素薄膜电泳法 本法是用醋酸纤

维素薄膜为支持物的一种电泳方法。醋酸纤维素薄膜是纤维

素的羟基乙酰化形成的纤维素醋酸酯，将其溶于有机溶剂后

，涂抹而成的均匀薄膜。醋酸纤维素薄膜电泳己应用于血清

蛋白、脂蛋白等的分离和定量测定。 3．聚丙烯酰胺电泳法

聚丙烯酰胺电泳法（简称PAGE）是以人工合成的聚丙烯酰胺

作为惰性支持介质的电泳方法。其分离效果主要取决于分子

所带电荷与分子大小的比例，也取决于与分子量大小有关的

分子筛效应。PAGE依电泳槽和凝胶层中的缓冲液体系pH和

凝胶孔径大小是否一致而加以区别，相同的为连续体系，不

相同的为不连续体系。圆盘电泳属于后者。 PAGE与其他电

泳法比较具有如下优点：①电泳区带狭窄不易扩散，供试品

用量极微，电泳分离时间短，设备简单，分辨率高，重复性

佳，已广泛用于酶、蛋白、聚核苷酸、多肽的分析鉴定和少

量制备。②凝胶是以单体-烯酰胺和交联剂．甲撑双丙烯酰胺

聚合而成的纵链交错的且有“分子筛效应的三维网状结构”

。其机械性能优良，对热稳定，无色透明，无杂质，不溶于



缓冲液，在280nm波长处无紫外吸收。电泳时无电渗和吸附

作用，适于供试品的定量和精制。 4． SDS聚丙烯酰胺凝胶电

泳法（简称SDELPAGE） SDSPAGE是测定蛋白和酶等大分子

物质分子量的有效方法。其原理是根据大多数蛋白都能与阳

离子表面活性剂十二烷基硫酸纳（SDS）按重量比结合成复

合物，使蛋白分子所带的负电荷远远超过天然蛋白分子的负

电荷，消除了不同蛋白分子的电荷效应，使蛋白分子相对迁

移率（Ri）的大小完全取决于分子量的高低，可从已知分子

量的标准蛋白的对数和相对迁移率所作的标准曲线中求出供

试品的分子量。 SDSPAGE的优点是设备简单、操作方便、试

剂易得、误差较小、重复性好。该法可用常规染色法，亦可

用紫外吸收扫描法进行分子量测定、电泳纯度检查和电泳成

分百分含量测定。 5．琼脂糖凝胶电泳法 琼脂糖凝胶电泳是

以琼脂糖为基质的一种电泳方法。现简述如下： （1）制胶

：取琼脂糖约0.2g，加水10ml置水洛加热使溶胀完全，然后加

入温热的醋酸-盐盐缓冲液（pH3.0），混匀，趁热将胶液涂

布于大小适宜（7.5cm×2.5cm或9cm×4m）的玻璃板上，厚

度约3mm，静置，待凝胶结成无气泡的均匀薄层，即得。 

（2）标准晶溶液及供试品溶液的制备：照各药品项下规定配

制。 （3）点样与电泳：在电泳槽内加入醋酸．锂盐缓冲液

（pH3.0），将凝胶板置于电泳槽架上，经滤纸桥浸入缓冲液

。于凝胶板极端分别点样1μl，立即接通电源，在电压梯度

约30V／cm，电流强度1～2mA/cm的条件下，电泳约20min，

关闭电源。 （4）染色与脱色：取下凝胶板，用甲苯胺蓝溶

液（0.1％，W／V）染色，用水洗去多余的染色液至背景无

色为止。 （5）定量：选择适宜的检测方法如分光光度法等



，以标准晶对照法进行样品的含量测定。 （6）应用：由于

琼脂糖凝胶具有较大孔径，因此，琼脂糖凝胶电泳法特别适

用于RNA、DNA等核糖核酸类及其衍生物类药物的分离。
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