
0541 电泳法 

电泳是指溶解或悬浮于电解液中的带电荷的蛋白质、胶体、大分子或其他粒子，在电流

作用下向其自身所带电荷相反的电极方向迁移。电泳法是指利用溶液中带有不同量电荷的阳

离子或阴离子，在外加电场中使供试品组分以不同的迁移速度向对应的电极移动，实现分离

并通过适宜的检测方法记录或计算，达到测定目的的分析方法。电泳法一般可分为两大类：

一类为自由溶液电泳或移动界面电泳，另一类为区带电泳。 

移动界面电泳是指不含支持物的电泳，溶质在自由溶液中泳动，故也称自由溶液电泳，

适用于高分子的检测。区带电泳是指含有支持介质的电泳，带电荷的供试品(如蛋白质、核

苷酸等大分子或其他粒子)在惰性支持介质(如纸、醋酸纤维素、琼脂糖凝胶、聚丙烯酰胺凝

胶等)中，在电场的作用下，向其极性相反的电极方向按各自的速度进行泳动，使组分分离

成狭窄的区带。区带电泳法可选用不同的支持介质，并用适宜的检测方法记录供试品组分电

泳区带图谱，以计算其含量(％)。除另有规定外，各不同支持介质的区带电泳法，照下述方

法操作。采用全自动电泳仪操作时，参考仪器使用说明书进行；采用预制胶的电泳时，参考

各电泳仪标准操作规程进行；结果判断采用自动扫描仪或凝胶成像仪时，参考仪器使用说明

书进行。 

第一法  纸电泳法 

纸电泳法以色谱滤纸作为支持介质。介质孔径大，没有分子筛效应，主要凭借被分离 

物中各组分所带电荷量的差异进行分离，适用于检测核苷酸等性质相似的物质。 

(一）仪器装置   

包括电泳室及直流电源两部分。 

常用的水平式电泳室装置如图，包括两个电泳槽 A 和一个可以密封的玻璃（或相应材

料）盖 B；两侧的电泳槽均用有机玻璃（或相应材料）板 C 分成两部分；外格装有铂电极

（直径 0.5～0.8cm）D；里格为可放滤纸 E 的有机玻璃电泳槽架 F，此架可从槽中取出；两

侧电泳槽 A 内的铂电极 D 经隔离导线穿过槽壁与电泳仪外接电源相连。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

电源为具有稳压器的直流电源，常压电泳一般在 100～500V，高压电泳一般在 500～10 
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000V。 

   (二）测定法 

1．电泳缓冲液  枸橼酸盐缓冲液（pH3.0）：取枸橼酸（C6H8O7•H2O）39.04g 与枸橼酸

钠（C6H5Na3O7•2H2O）4.12g，加水 4000ml，使溶解。 

    2．滤纸  取色谱滤纸置 1mol/L 甲酸溶液中浸泡不少于 12 小时，取出，用水漂洗至洗

液的 pH 值不低于 4，置 60℃烘箱烘干，备用。可裁成长 27cm、宽 18cm 的滤纸，或根据电

泳室的大小裁剪，并在距底边 5～8cm 处划一起始线，每隔 2.5～3cm 做一点样记号。 

3．点样  有湿点法和干点法。湿点法是将裁好的滤纸全部浸入枸橼酸盐缓冲液（pH3.0）

中，湿润后，取出，用滤纸吸干多余的缓冲液，置电泳槽架上，使起始线靠近负极端，将滤

纸两端浸入缓冲液中，然后用微量注射器精密点加供试品溶液，每点 10μl，共 3 点，并留 2

个空白位置。 

    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，然后将电泳缓冲液用喷雾器喷湿滤纸，点样处最后喷湿，本法适用于浓度低的供

试品溶液。 

    4．电泳  于电泳槽中加入适量电泳缓冲液，浸没铂电极，接通电泳仪稳压电源，电压

梯度调整为 18～20V/cm，电泳约 1 小时 45 分钟，取出，立即吹干，置紫外光灯（254nm）

下检视，用铅笔划出紫色斑点的位置。 

    5．含量测定  剪下供试品斑点以及与斑点位置面积相近的空白滤纸，剪成细条，分别

置试管中，各精密加入 0.01mol/L 盐酸溶液 5ml，摇匀，放置 1 小时，用 3 号垂熔玻璃漏斗

滤过，也可用自然沉降或离心法倾取上清液，按各品种项下的规定测定滤纸或上清液的吸光

度，并计算含量。 

第二法  醋酸纤维素薄膜电泳法 

醋酸纤维素薄膜电泳法以醋酸纤维素薄膜作为支持介质。介质孔径大，没有分子筛效应，

主要凭借被分离物中各组分所带电荷量的差异进行分离，适用于血清蛋白、免疫球蛋白、脂

蛋白、糖蛋白、类固醇激素及同工酶等的检测。 

(一) 仪器装置 

电泳室及直流电源同纸电泳。 

(二) 试剂 

（1） 巴比妥缓冲液（pH8.6）  取巴比妥2.76g、巴比妥钠15.45g，加水溶解使成1000ml。                                 

（2）染色液  常用的有以下几种，可根据需要，按各品种项下要求使用 

①氨基黑染色液  取 0.5g 的氨基黑 10B，溶于甲醇 50ml、冰醋酸 10ml 及水 40ml 的混

合液中。 

②丽春红染色液  取丽春红 9.04g、三氯醋酸 6g，用水溶解并稀释至 100ml。 

③含有醋酸的丽春红染色液  取丽春红 0.1g，醋酸 5ml，用水制成 100ml 的溶液。4℃

保存。 

④含有三氯醋酸和 5-磺基水杨酸的丽春红染色液  取丽春红 2g，三氯醋酸 30g，5-磺基

水杨酸 30g，用水溶解并稀释至 100ml。 

  （3）脱色液  取乙醇 45ml、冰醋酸 5ml 及水 50ml，混匀。 
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（4）透明液  取冰醋酸 25ml，加无水乙醇 75ml，混匀。 

(三) 测定法 

（1）醋酸纤维素薄膜  取醋酸纤维素薄膜，裁成 2cm×8cm 的膜条，将无光泽面向下，

浸入巴比妥缓冲液（pH8.6）中，待完全浸透，取出夹于滤纸中，轻轻吸去多余的缓冲液后，

将膜条无光泽面向上，置电泳槽架上，经滤纸桥浸入巴比妥缓冲液（pH8.6）中。 

（2）点样与电泳  于膜条上距负极端 2cm 处，条状滴加蛋白质含量约 5％的供试品溶

液 2～3μl，一般应在 10～12V/cm 稳压或 0.4~0.6mA/cm[总电流量=电流量(mA/cm)×每条膜

的宽度（cm）×膜条数]稳流条件下电泳至区带距离以 4～5cm 为宜 

    （3）染色  电泳完毕，将膜条取下浸于氨基黑或丽春红染色液中，2～3 分钟后，用脱

色液浸洗数次，直至脱去底色为止。 

    （4）透明  将洗净并完全干燥后的膜条浸于透明液中，一般浸泡 10～15 分钟，待全部

浸透后，取出平铺于洁净的玻板上，干后即成透明薄膜，可用与于相对含量、纯度测定和作

标本长期保存。 

    （5）含量测定  未经透明处理的醋酸纤维素薄膜电泳图可按各品种项下规定的方法测

定，一般采用洗脱法或扫描法，测定各蛋白质组分的相对含量（％）。 

    洗脱法  将洗净的膜条用滤纸吸干，剪下供试品溶液各电泳图谱的电泳区带，分别浸于

1.6％的氢氧化钠溶液中，振摇数次，至洗脱完全，照紫外-可见分光光度法(附录 0401)，在

各品种项下规定的检测波长处测定洗脱液的吸光度。同时剪取与供试品膜条相应的无蛋白质

部位，同法操作作为空白对照。先计算吸光度总和，再计算各蛋白质组分所占比率（％）。 

扫描法  将干燥的醋酸纤维素薄膜用薄层色谱扫描仪采用反射（未透明薄膜）或透射（已

透明薄膜）方式在记录器上自动绘出各蛋白组分曲线图，横坐标为膜条的长度，纵坐标为吸

光度，计算各蛋白质组分的含量（％）。亦可用微机处理积分计算。 

第三法  琼脂糖凝胶电泳法 

琼脂糖凝胶电泳法以琼脂糖作为支持介质。琼脂糖是由琼脂分离制备的链状多糖。其结

构单元是 D-半乳糖和 3，6-脱水-L-半乳糖。许多琼脂糖链互相盘绕形成绳状琼脂糖束，构成

大网孔型的凝胶。这种网络结构具有分子筛作用，使带电颗粒的分离不仅依赖净电荷的性质

和数量。还可凭借分子大小进一步分离，从而提高了分辨能力。本法适用于免疫复合物、核

酸与核蛋白等的分离、鉴定与纯化。 

DNA 分子在琼脂糖凝胶中泳动时有电荷效应和分子筛效应。DNA 分子在高于等电点的

pH 溶液中带负电荷，在电场中向正极移动。由于糖-磷酸骨架在结构上的重复性质，相同数

量的双链 DNA 几乎具有等量的净电荷，因此它们能以同样的速率向正极方向移动。在一定

浓度的琼脂糖凝胶介质中，DNA 分子的电泳迁移率与其分子量的常用对数成反比；分子构

型也对迁移率有影响，如共价闭环 DNA>直线 DNA>开环双链 DNA。适用于检测 DNA，

PCR 反应中的电泳检测，方法见各品种项下。 

方法 1 

1．仪器装置  电泳室及直流电源同第一法纸电泳。 

    2．试剂 

（1）醋酸-锂盐缓冲液（pH3.0）  取冰醋酸 50ml，加水 800ml 混合后，用加氢氧化锂
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固体适量调节 pH 值至 3.0，再加水至 1000ml。 

    （2）甲苯胺蓝溶液  取甲苯胺蓝 0.1g，加水 100ml 使溶解。 

3．测定法 

（1）制胶  取琼脂糖约 0.2g，加水 10ml，置水浴中加热使溶胀完全，加温热的醋酸-锂

盐缓冲液（pH3.0）10ml，混匀，趁热将胶液涂布于大小适宜（2.5cm×7.5cm 或 4cm×9cm）

的水平玻璃板上，涂层厚度约 3mm，静置，待凝胶结成无气泡的均匀薄层，即得。 

    （2）对照品溶液及供试品溶液的制备  照各品种项下规定配制。 

    （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，经滤纸桥与缓冲液接触。于凝胶板负极端分别点样 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 20 分钟，关闭电源。 

    （4）染色与脱色  取下凝胶板，用甲苯胺蓝溶液染色，用水洗去多余的染色液至背景

无色为止。 

方法 2 

1．仪器装置  电泳室及直流电源同第一法纸电泳。 

    2．试剂   

(1) 巴比妥缓冲液(pH8.6)  称取巴比妥 4.14g、巴比妥钠 23.18g，加水适量，加热使之

溶解，放冷至室温，再加叠氮钠 0.15g，溶解后，加水稀释至 1500ml。 

(2) 1.5%琼脂糖溶液  称取琼脂糖 1.5g，加水 50ml 和巴比妥缓冲液(pH8.6)50ml，加热

使完全溶胀。 

(3) 0.5％氨基黑溶液  称取氨基黑 10B 0.5g，溶于甲醇 50ml、冰醋酸 10ml 及水 40mI 的

混合液中。 

(4) 脱色液  量取乙醇 45ml、冰醋酸 5ml 及水 50ml，混匀。 

(5) 溴酚蓝指示液  称取溴酚蓝 50mg，加水使之溶解，并稀释至 100ml。 

3．测定法 

(1) 制胶  取上述 1.5％的琼脂糖溶液，趁热将胶液涂布于大小适宜的水平玻璃板上，

涂层厚度约 3mm，静置，待凝胶凝固成无气泡的均匀薄层，即得。 

(2) 对照品和供试品溶液 

对照品  正常人血清或其他适宜的对照品。 

供试品溶液的制备  用生理氯化钠溶液将供试品稀释成蛋白质浓度为 1％～2％的溶液。 

   （3） 点样与电泳 在电泳槽内加入巴比妥缓冲液(pH8.6)；于琼脂糖凝胶板负极端的 1/3

处打孔，孔径 2~3mm，置于电泳槽架上，经 3 层滤纸搭桥与巴比妥缓冲液(pH8.6)接触。测

定孔加适量供试品溶液和 1 滴溴酚蓝指示液，对照孔加适量对照品及 1 滴溴酚蓝指示液。

100V 恒压条件下电泳 2 小时(指示剂迁移到前沿)，关闭电源。 

   （4） 染色与脱色  取下凝胶板，用 0.5%氨基黑溶液染色，再用脱色液脱色至背景无色。 

第四法  聚丙烯酰胺凝胶电泳法 

聚丙烯酰胺凝胶电泳法以聚丙烯酰胺凝胶作为支持介质。聚丙烯酰胺凝胶是由丙烯酰

胺单体和少量的交联剂甲叉双丙烯酰胺，在催化剂作用下聚合交联而成的三维网状结构的凝

胶。单体的浓度或单体与交联剂比例的不同，其凝胶孔径就不同。使用聚丙烯酰胺凝胶作为
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支持介质进行电泳，生物大分子保持天然状态，其迁移速率不仅取决于电荷密度，还取决于

分子大小和形状。可以用来研究生物大分子的特性，如电荷、分子量、等电点等。根据仪器

装置的不同分为水平平板电泳、垂直平板电泳和盘状电泳。根据制胶方式的不同又可分为连

续电泳和不连续电泳。 

(一)  仪器装置 

通常由稳流电泳仪和圆盘电泳槽或平板电泳槽组成。其电泳室有上、下两槽，每个槽中

都有固定的铂电极，铂电极经隔离电线接于电泳仪稳流挡上。使用垂直平扳板电泳槽的测定

法参见第五法 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳法。，使用圆盘电泳槽方法如下。 

(二) 试剂 

（1）溶液 A  取三羟甲基氨基甲烷 36.6g、四甲基乙二胺 0.23ml，加 1mol/L 盐酸溶液

48ml，再加水溶解并稀释至 100ml，置棕色瓶内，在冰箱中保存。 

    （2） 溶液 B  取丙烯酰胺 30.0g、次甲基双丙烯酰胺 0.74g，加水溶解并稀释至 100ml，

滤过，置棕色瓶内，在冰箱中保存。 

    （3）电极缓冲液（pH8.3）  取三羟甲基氨基甲烷 6g、甘氨酸 28.8g，加水溶解并稀释

至 1000ml，置冰箱中保存，用前稀释 10 倍。 

    （4） 溴酚蓝指示液  取溴酚蓝 0.1g，加 0.05mol/L 氢氧化钠溶液 3.0ml 与 90％乙醇

5ml，微热使溶解，加 20％乙醇制成 250ml。 

    （5）染色液  取 0.25％（g/ml）考马斯亮蓝 G250 溶液 2.5ml，加 12.5％（g/ml）三氯

醋酸溶液至 10ml。 

    （6）稀染色液  取上述染色液 2ml，加 12.5％（g/ml）三氯醋酸溶液至 10ml。 

（7）脱色液  7％醋酸溶液。 

(三) 测定法 

（1）制胶  取溶液 A 2ml，溶液 B 5.4ml，加脲 2.9g 使溶解，再加水 4ml，混匀，抽气

赶去溶液中气泡，加 0.56％过硫酸铵溶液 2ml，混匀制成胶液，立即用装有长针头的注射器

或细滴管将胶液沿管壁加至底端有橡皮塞的小玻璃管（10cm×0.5cm）中，使胶层高度达 6～

7cm，然后徐徐滴加水少量，使覆盖胶面，管底气泡必须赶走，静置约 30 分钟，待出现明显

界面时即聚合完毕，吸去水层。 

    （2）对照品/分子量标准品溶液及供试品溶液的制备  照各品种项下的规定。 

（3）电泳  将已制好的凝胶玻璃管装入圆盘电泳槽内，每管加供试品或对照品/标准品

溶液 50～100μl，为防止扩散可加甘油或 40％蔗糖溶液 1～2 滴及 0.04％溴酚蓝指示液 1 滴，

也可直接在上槽缓冲液中加 0.04％溴酚蓝指示液数滴，玻璃管的上部用电极缓冲液充满，上

端接负极，下端接正极。调节起始电流使每管为 1mA，数分钟后，加大电流使每管为 2～

3mA，当溴酚蓝指示液移至距玻璃管底部 1cm 处，关闭电源。 

    （4）染色和脱色  电泳完毕，用装有长针头并吸满水的注射器，自胶管底部沿胶管壁

将水压入，胶条即从管内滑出，将胶条浸入稀染色液 10～12 小时或用染色液浸泡 10～30 分

钟，以水漂洗干净，再用脱色液脱色至无蛋白区带凝胶的底色透明为止。 

(四) 结果判断 

将胶条置灯下观察，根据供试品与对照品/标准品的色带位置和色泽深浅程度进行判断。 
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（1）相对迁移率  供试品和对照品/标准品的电泳区带有时可用相对迁移率（R'm）进

行比较。其计算式如下： 

 ）相对迁移率（ mR
距离进胶端到溴酚蓝区带的

标准品区带的距离/品进胶端到供试品或对照

 

    （2）扫描  将清晰的胶条置双波长薄层扫描仪或凝胶电泳扫描仪中扫描并积分，由各

组分的峰面积计算含量（％）。 

第五法  SDS-聚丙烯酰胺凝胶电脉法（SDS-PAGE 法） 

    SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 PAGE 法是一种变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳方法。SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳本法分离蛋白质的原理是根据大多数蛋白质都能与阴离子表面活性剂十二

烷基硫酸钠（SDS）按重量比结合成复合物，使蛋白质分子所带的负电荷远远超过天然蛋白

质分子的净电荷，消除了不同蛋白质分子的电荷效应，使蛋白质按分子大小分离。 

(一)  仪器装置 

恒压或恒流电源、垂直板或圆盘电泳槽和制胶模具。 

(二) 试剂   

(1)水 （电阻率不低于 18.2MΩ•cm）。 

    (2)分离胶缓冲液（4×，A 液）A 液  1.5mol/L 三羟甲基氨基甲烷-盐酸缓冲液。称取三

羟甲基氨基甲烷 18.15g，加适量水溶解，用盐酸调 pH 至 8.8，加水稀释至 100ml。 

(3)30%丙烯酰胺溶液（B 液）B 液  30%丙烯酰胺-0.8%N，N'-亚甲基双丙烯酰胺溶液称

取丙烯酰胺 58.0g、N’N-亚甲基双丙烯酰胺 2.0g，加温水溶解并稀释至 200ml，滤纸过滤（避

光保存）。 

(4)C 液  1%十二烷基硫酸钠溶液。10%SDS 溶液（C 液） 称取十二烷基硫酸钠 10g，

加水溶解并稀释至 100ml。 

(5)D 液  10%N，N，N’，N’-四甲基乙二胺。四甲基乙二胺溶液（TEMED,D 液） 商品

化试剂。 

(6)E 液  10%过硫酸铵溶液，临用前配制。10%过硫酸铵溶液（E 液） 称取过硫酸铵

10g，加水溶解并稀释至 100ml。建议临用前配制，或分装于-20℃可贮存 2 周。 

(7)浓缩胶缓冲液（4×，F 液）  0.5mol/L 三羟甲基氨基甲烷-盐酸缓冲液。称取三羟甲

基氨基甲烷 6.05g，加适量水使溶解，用盐酸调 pH 值至 6.8，加水稀释至 100ml。 

(8)电极缓冲液（10×）  称取三羟甲基氨基甲烷 330g、甘氨酸 14.4144g、十二烷基硫酸

钠 110g，加适量水溶解水溶解并稀释至约 800ml，用盐酸调 pH 值至 8.38.1~8.8 之间，加水

稀释至 1000ml。 

(9)非还原性供试品缓冲液（4×）  称取三羟甲基氨基甲烷 0.3033.03g、溴酚蓝 220mg、

十二烷基硫酸钠 0.88.0g，量取盐酸 0.189ml、甘油 440ml，加水溶解并稀释至约 l080ml。用

盐酸调节 pH 值至 6.8，加水稀释至 100ml。该缓冲液用于非还原型 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳。如用于还原型 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，则再加 β-巯基乙醇 2ml。 

（10）还原性供试品缓冲液（4×） 称取三羟甲基氨基甲烷 3.03g、溴酚蓝 20mg、十二

烷基硫酸钠 8.0g，量取甘油 40ml，加水溶解并稀释至约 80ml，加入 β-硫基乙醇 20ml，用盐
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酸调节 pH 值至 6.8，加水稀释至 100ml（或称取三羟甲基氨基甲烷 3.03g、溴酚蓝 20mg、十

二烷基硫酸钠 8.0g，量取甘油 40ml，加水溶解并稀释至约 80ml，用盐酸调节 pH 值至 6.8，

加水稀释至 100ml。在使用前，加入二硫苏糖醇至 100mmol/L）。 

(1011)分子量标准品  所选用的标准品的分子量范围应须将供试品待测样品的分子量

包括在其中。 

(11)固定液(蓝染法)  称取三氯醋酸 5g，加水 200ml 溶解后，加甲醇 200ml，再加水至

500ml。 

固定液(银染 A 法)  取甲醇 250ml、冰醋酸 60ml，加水稀释至 500ml。 

固定液(银染 B 法)  取甲醇 50ml，37％甲醛溶液 54μl，加水至 100ml。 

(12)脱色液(银染 A 法)  取乙醇 100ml、冰醋酸 50ml，加水稀释至 1000ml。 

(13)辅染液(银染A法)  称取重铬酸钾10g，量取硝酸2ml加适量水溶解并稀释至200ml。

用前 40 倍稀释。 

(14)银染液(银染 A 法)  称取硝酸银 2.04g，加水溶解并稀释至 1000ml。 

硝酸银溶液(银染 B 法)  取硝酸银 0.8g，加水至 4.0ml，将此溶液滴加到 0.1mol/L 氢氧

化钠溶液 20ml 与 25％氨溶液 1.5ml 的混合液中，摇匀，用水稀释至 100ml。 

(15)显色液(银染A法)  称取碳酸钠 30g，加适量水溶解，加甲醛 0.5ml 并稀释至 1000ml。 

显色液(银染 B 法)  取 1％枸橼酸溶液 2.5ml，37％甲醛溶液 270μl，加水至 500ml。 

(16)终止液(银染 A 法)  取冰醋酸 10ml，加水稀释至 1000ml。 

终止液(银染 B 法)  取冰醋酸 100ml，加水至 1000ml。 

(17)考马斯亮蓝染色液  称取考马斯亮蓝 R250 1g，加入甲醇 200ml、冰醋酸 50ml、水

250ml，混匀。 

(18)考马斯亮蓝脱色液  取甲醇 400ml、冰醋酸 100ml 与水 500ml，混匀。 

(19)保存液  取冰醋酸 75ml，加水至 1000ml，摇匀。 

供试品溶液的制备  将供试品与供试品缓冲液按 3：1 的比例混匀，或照各品种项下的

规定制备，除另有规定外，置水浴中 100℃加热 3～5 分钟；对照品/标准品溶液同法操作。 

（12）考马斯亮蓝染色法溶液 

固定液  称取三氯醋酸 5g，加水 200ml 溶解后，加甲醇 200ml，再加水至 500ml。 

染色液  称取考马斯亮蓝 R250 1g，加入甲醇（或乙醇）200ml 充分溶解，混匀后加入

冰醋酸 50ml、水 250ml，混匀。 

脱色液  取甲醇（或乙醇）200ml、冰醋酸 100ml 与水 700ml，混匀。 

保存液  取冰醋酸 75ml，加水至 1000ml，摇匀。 

（13）银染法溶液 

银染 A 法 

固定液  量取无水乙醇 500ml、冰醋酸 100ml，超纯水 400ml，混匀。 

脱色液  量取无水乙醇 300ml、加超纯水 700ml，混匀。 

增敏液  称取 0.1g 无水硫代硫酸钠置烧杯溶解后，定容至 250ml。 

银染液  称取硝酸银 0.5g，加水溶解，加入 250μl 甲醛，加水稀释至 250ml。 

显色液  称取无水碳酸钠 7.0g，加适量水溶解，加入 2ml 增敏液、250μl 甲醛、加水稀
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释至 250ml，临用新配。 

终止液  量取冰醋酸 25ml，加水 475ml，混匀。 

银染 B 法 

固定液  量取甲 250ml、37%甲醛溶液 0.27ml，加水稀释至 500ml。 

硝酸银溶液  取硝酸银 0.8g，加水至 4.0ml，将此溶液滴加到 0.1mol/L 氢氧化钠溶液

20ml 与 25%氨溶液 1.5ml 的混合液中，摇匀，用水稀释至 100ml。临用前配制，避光保

存。 

显色液  取 2%枸橼酸溶液 2.5ml，37%甲醛溶液 0.27ml，加水稀释至 500ml。 

终止液  取冰醋酸 10ml，加水稀释至 1000ml。 

（三）3.测定法 

    3.1.凝胶制备 

(1) 制备分离胶溶液分离胶制备  根据不同分子量的需要，按下表表1制成分离胶溶液，

灌人模具内至一定高度，加水封顶，室温下聚合(室温不同，聚合时间不同)。 

凝胶种类 

凝胶浓度 

分离胶溶液 浓缩胶溶液 

4.5% 5%     7.5%      10%      12.5%      15%      17.5% 

试

液

/ml 

A 液 4 4 4 4 4 4  

B 液 2.7 4 5.4 6.7 8 9.4 1.35 

C 液 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 0.9 

D 液 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.07 

E 液 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.07 

F 液       2.25 

H2O 7.3 6 4.88 3.3 2.28 0.88 4.33 

表 1  分离胶溶液制备 

分离胶体积 
各种分离胶体积中应加入溶液成分体积（ml） 

5 10 20 25 50 

7.5%丙烯酰胺      

水 2.3 4.6 9.3 11.5 23.2 

30%丙烯酰胺溶液 1.25 2.7 5.3 6.7 13.3 

分离胶缓冲液 1.25 2.5 5.0 6.3 12.5 

10%SDS 溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

10%过硫酸铵溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

TEMED 溶液* 0.003 0.006 0.012 0.015 0.03 

10%丙烯酰胺      

水 1.9 4.0 7.9 9.9 19.8 

30%丙烯酰胺溶液 1.7 3.3 6.7 8.3 16.7 

分离胶缓冲液 1.3 2.5 5.0 6.3 12.5 
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10%SDS 溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

10%过硫酸铵溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

TEMED 溶液* 0.002 0.004 0.008 0.01 0.02 

12%丙烯酰胺      

水 1.6 3.3 6.6 8.2 16.5 

30%丙烯酰胺溶液 2.0 4.0 8.0 10.0 20.0 

分离胶缓冲液 1.3 2.5 5.0 6.3 12.5 

10%SDS 溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

10%过硫酸铵溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

TEMED 溶液* 0.002 0.004 0.008 0.01 0.02 

12.5%丙烯酰胺      

水 1.5 3.1 6.3 7.8 15.7 

30%丙烯酰胺溶液 2.1 4.2 8.3 10.4 20.8 

分离胶缓冲液 1.3 2.5 5.0 6.3 12.5 

10%SDS 溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

10%过硫酸铵溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

TEMED 溶液* 0.002 0.004 0.008 0.01 0.02 

15%丙烯酰胺      

水 1.1 2.3 4.6 5.7 11.5 

30%丙烯酰胺溶液 2.5 5.0 10.0 12.5 25.0 

分离胶缓冲液 1.3 2.5 5.0 6.3 12.5 

10%SDS 溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

10%过硫酸铵溶液 0.05 0.1 0.2 0.25 0.5 

TEMED 溶液* 0.002 0.004 0.008 0.01 0.02 

注：根据不同品种需求，如需配制不同比例或不同体积的分离胶，可参考此表进行适

当调整。 

*根据商品化试剂浓度、操作便利性需求，可调整浓度及加入体积。 

(2) 制备浓缩胶溶液浓缩胶制备  待分离胶溶液聚合后，用滤纸吸去上面的水层，再灌

入按表 2 配制的浓缩胶溶液(配方见上表)，插入样品梳，注意避免气泡出现。 

表 2  浓缩胶溶液制备 

溶液成分 
各浓缩胶体积中应加入溶液成分体积（ml） 

5 10 

水 2.9 5.8 

30%丙烯酰胺溶液 0.75 1.5 

浓缩胶缓冲液 1.25 2.5 
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10%SDS 溶液 0.05 0.1 

10%过硫酸铵溶液 0.05 0.1 

TEMED 溶液* 0.005 0.01 

注：*根据商品化试剂浓度、操作便利性需求，可调整浓度及加入体积。 

3.2 供试品溶液制备  除各论另有规定外，供试品溶液制备如下。 

（1）非还原供试品溶液制备  按各论要求制备供试品溶液，将供试品溶液与非还原型供试

品缓冲液按 3:1 体积比混匀，置水浴或 100℃块状加热器中加热 5 分钟，冷却至室温。对照

品/标准品溶液同法操作。 

（2）还原供试品溶液制备   按各论要求制备供试品溶液，将供试品溶液与还原型供试品

缓冲液按 3:1 体积比混匀，置水浴或 100℃块状加热器中加热 5 分钟，冷却至室温。对照品

/标准品溶液同法操作。 

3.3  电泳  除各论中另有规定外，按照如下步骤操作。 

（1）上样  待浓缩胶溶液聚合后，小心拔出样品梳，将电极缓冲液注满电泳槽。进行纯度

和杂质检查时，在加样孔中加入供试品溶液与对照品/标准品溶液不低于 1μg（银染法）或

10μg 以上（考马斯亮蓝染色法）。进行鉴别和分子量测定试验时，可根据产品特性酌情降

低上样量。 

（2）电泳 

恒压电泳  初始电压为 80V，进入分离胶时调至 150~200V，当溴酚蓝迁移胶底处，停止电

泳。 

恒流电泳  以恒流 10mA 条件下开始电泳，至供试品溶液进入分离胶后将电流调至

20mA，直至电泳结束。 

(3) 加样  待浓缩胶溶液聚合后小心拔出样品梳，将电极缓冲液注满电泳槽前后槽，在

加样孔中加入供试品溶液与对照品/标准品溶液 5μg(银染法)或 10μg 以上(考马斯亮蓝染色

法)。 

(4) 电泳  垂直板电泳：恒压电泳，初始电压为 80V，进入分离胶时调至 150~200V，当

溴酚蓝迁移胶底处，停止电泳。或恒流电泳，以恒流 10mA 条件下开始电泳，至供试品溶液

进人分离胶后将电流调至 20mA，直至电泳结束。 

圆盘电泳：调节电流使每管 8mA。 

(5)3.4 固定与染色 

①（1）考马斯亮蓝法  电泳完毕，取出胶片(条)，置固定液中 30 分钟，取出胶片(条)，

置染色液中 1～2 小时，用脱色液脱色至凝胶背景透明后保存在保存液中。取出电泳凝胶片，

置固定液中 60 分钟，取出胶片置过量考马斯亮蓝染色液中 1~2 小时，弃去染色液，置过量

脱色液中，根据需要多次更换脱色液，脱色至凝胶背景透明后保存在保存液中。 

②（2）银染法  除另有规定外，银染法一般不用于定量试验；做定性试验时，上样量

可以适当增加；做纯度试验时，若结果的量效关系不成正比，建议用考马斯亮蓝法染色。 

银染 A 法  将电泳后的凝胶浸入固定液中 10～12 小时，取出，用脱色液漂洗 3 次(温

度应不低于 25℃)，每次 10 分钟；漂洗后的凝胶浸于辅染液中 7～10 分钟后取出，用水浸洗

3 次，每次 2 分钟；将浸洗后的凝胶浸于银染液中，置较强日光或类似光源下照射 30 分钟，
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再于室内光线下放置 20 分钟；将凝胶自银染液中取出，用水浸洗 2 次，每次 1 分钟；然后

将凝胶浸于显色液中，每隔 2 分钟换液 1 次，直至蛋白质条带显色完全；将凝胶浸于终止液

中 10 分钟后，取出凝胶保存于水中。将电泳后的分离胶浸入超纯水漂洗数秒，弃去超纯水

并浸入固定液中固定 30 分钟以上。取出，用脱色液漂洗 2 次，每次约 15 分钟；弃去脱色液

并浸入超纯水中约 20 分钟；取出凝胶，浸入增敏液中约 3 分钟；用水浸洗 3 次，每次约 20

秒；将浸洗后的凝胶浸于银染液中，银染约 20 分钟；取出凝胶，用水浸洗 3 次，每次约 20

秒；弃去超纯水，将凝胶浸于显色液中，显色至蛋白质条带清晰；迅速弃去显色液并浸入超

纯水漂洗 5~10 秒；迅速弃去超纯水并浸入终止液，终止显色反应 10 分钟；取出凝胶保存于

水中。 

银染 B 法  胶片浸在固定液中至少 2 小时后弃去固定液，用水浸洗至少 1 小时；胶片

置 1%戊二醛溶液中 15 分钟后，用水洗 2 次，每次 15 分钟；胶片置硝酸银溶液中于暗处浸

泡 15 分钟后，用水洗 3 次，每次 15 分钟；胶片置显色液中，待各带显出后置终止液中。 

(四)4 结果判断 

用卡尺或用扫描定位法测量溴酚蓝指示剂和蛋白迁移距离（如为圆盘电泳还应测量染色

前后胶条长度，垂直板电泳胶片厚度低于 1mm，染色前后胶片长度基本不变）。按下式计算

相对迁移率： 

相对迁移率（R’m） =
蛋白迁移率

脱色后胶条长度
×

脱色前教条长度

溴酚蓝指示剂迁移距离
 

（1）供试品主成分迁移率应与对照品迁移率一致。 

（2）分子量  以 R'm为横坐标，标准蛋白质的分子量对数值为纵坐标，进行线性回归，

由标准曲线求得供试品的分子量。 

（3）纯度  取凝胶置薄层扫描仪，以峰面积按归一化法计算。 

如使用商品化的 SDS-聚丙烯酰胺预制胶电泳系统，生产厂家可能提供不同表面积和厚

度的凝胶，为了达到最优的分离度，按厂家推荐的条件进行电泳，电泳时间和电流/电压需

要按照厂家说明进行调整。 

凝胶显色处理完毕后，对其进行拍照或扫描，通常用商品化的带有数据分析软件的凝胶

扫描系统进行拍照和分析，得到相对迁移率值或以其他形式如分子量等体现的相对迁移率。

每条谱带距分离胶顶部的距离为迁移距离，将每条蛋白质谱带的迁移距离除以染料前沿的迁

移距离，即为蛋白的相对迁移率，计算公式如下： 

相对迁移率(Rm)=蛋白迁移距离/溴酚蓝指示剂迁移距离 

然后根据需要进行以下结果分析。 

4.1 鉴别试验 

供试品主成分相对迁移率应与对照品相对迁移率一致，相对迁移率偏差应不得过 5%。 

4.2 分子量测定 

采用本通则进行蛋白分子量测定，通常适用于能够在 SDS-PAGE 体系内具有良好谱带

行为的球形蛋白，对于难以形成均一带型或系统适用性不能符合本通则要求的复杂蛋白如复

杂糖蛋白、PEG 修饰蛋白等，如需在各论中进行分子量测定，建议采取其他更准确的测定方

法。 
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4.2.1 系统适用性试验要求：除另有规定外，应符合以下要求。 

(1)用于绘制标准曲线的分子量标准品，其电泳图谱应包括不少于 5 个条带，并应符合

说明书提供的谱带图示，在泳道中从上至下的分布范围与其标准蛋白分子量相一致。待测样

品的分子量应包含在分子量标准梯度范围内。 

(2)以商品化分子量标准蛋白各条带相对分子量的对数为纵坐标，以其相对迁移率为横

坐标，按软件计算，线性回归，所得标准曲线回归常数 R² ≥ 0.95。 

4.2.2 分子量测定：将供试品蛋白相对迁移率代入计算，由分子量标准蛋白的标准曲线

求得供试品分子量。 

4.3 纯度和杂质分析：除另有规定外，应符合以下要求。 

4.3.1 系统适用性试验要求 

(1)每次试验应随行适宜的分子量蛋白标准品，其分离情况应符合 4.2.1 的要求。 

(2)灵敏度要求：应配制灵敏度对照溶液随行分析以避免过度脱色等影响，在本方法推

荐的进样量条件下，应保证相当于供试品浓度 1%含量的条带能显色。 

(3)在各论中规定杂质限度法检查的情况下，应通过稀释供试品溶液，制备与该杂质浓

度相对应的对照溶液。例如，当限度为 5%时，对照溶液应为供试品溶液的 1:20 稀释度。 

(4)线性：按照特定品种分析范围要求，将供试品溶液稀释成从标准规定限度至 100%供

试品溶液浓度的 3～5 个浓度梯度，以各条带扫描光密度值为纵坐标，以其浓度为横坐标，

经软件处理，进行线性回归，R²≥0.95。 

4.3.2 纯度和杂质分析 

(1)杂质限度分析：供试液电泳图中除主谱带外的任何谱带显色强度均不超过对照溶液

的主谱带。 

(2)纯度分析：经凝胶成像仪扫描，按峰面积归一化法计算结果。 

方法适用性考虑 

1.  供试品适用范围：SDS-PAGE 分析通常需要根据具体情况优化和证明对特定目标蛋

白质和/或目标杂质以及样品基质的适用性。在开发和优化方法时以及随后的结果判定中，

应考虑蛋白质的特性如分子大小、氨基酸序列和共价修饰。 

(1)本法适用于对分子量范围为 14000～100000 道尔顿的单体蛋白质的分析。对于超出

该分子量范围的蛋白质，可在本方法应用范围内，通过采用相关技术手段(如梯度凝胶，特

定缓冲系统)实现分析目的。如采用三(羟甲基)甲基甘氨 酸(Tricine)-SDS 凝胶，以 Tricine 作

为电泳运行缓冲液中的拖尾离子，用于分离 10000 道尔顿以下至 15000 道尔顿的小分子量

蛋白质和多肽。 

(2)SDS-PAGE 用于经修饰的蛋白质或多肽(如糖基化、聚乙二醇化等)分析时，由于 SDS

不以类似于多肽的方式与碳水化合物基团结合，导致染色强度可能存在差异。此外，所测得

的表观分子量可能与其真实分子量存在差异。再者，此类修饰可能引入异质性，导致染色蛋

白质条带拖尾或变形。 

(3)采用非还原条件 SDS-PAGE,保留了蛋白质的寡聚形式，与还原条件下 SDS 与蛋白质

结合方式不同，标准蛋白和待测蛋白的泳动速率可能不成比例，因而非还原电泳通常不用于

分子量的测定，主要用于纯度和杂质的测定。 
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2. 梯度浓度凝胶电泳 

对于某些特定品种的分析，为达到更好的分离效果、分离更宽分子量范围的蛋白质，需

要采用梯度浓度的分离胶。表 3 给出了梯度凝胶参考应用范围。经充分验证，可采用自制梯

度凝胶或商品化预制梯度凝胶产品。 

表 3 梯度凝胶参考应用范围 

丙烯酰胺(%) 蛋白质分子质量范围(kDa) 

5～15 20～250 

5～20 10～200 

10～20 10～150 

8～20 g～150 

3. 染色方法的选择 

本法常用染色方法为考马斯染色法和银染色法。采用考马斯染色法检测的蛋白质浓度

通常约为 1～10 μg 蛋白/谱带，银染色法通常可以检测到含 10～100ng 的谱带。考马斯染色

法通常比银染色法具有更好的线性，但其响应值和范围取决于蛋白质特性和染色时间。依据

具体品种特性，经充分验证后，也可采用其他染色法和商品化试剂盒，如荧光染料染色法等。 

4. 系统适用性要求 

在新方法开发和验证过程中，应根据产品特性和分析项目需求，进行系统适用性试验，

产品各论中应设置合理的系统适用性要求。 

5.商品化预制凝胶和预配制试剂 

可使用商品化市售产品，代替本方法中所述的凝胶和试剂，前提是市售凝胶和试剂能够

提供相当的结果，并且符合各论中规定的系统适用性要求。 

第六法  等电聚焦电泳法 

等电聚焦(isoelectric focusing,IEF)电泳法是两性电解质在电泳场中形成一个 pH 梯度，由

于蛋白质为两性化合物，其所带的电荷与介质的 pH 值有关，带电的蛋白质在电泳中向极性

相反的方向迁移，当到达其等电点(此处的 pH 值使相应的蛋白质不再带电荷)时，电流达到

最小，不再移动，从而达到检测蛋白质类和肽类供试品等电点的电泳方法。 

本法用于蛋白质的定性鉴别、等电点测定、限度检查以及定量测定。 

方法 1：垂直板电泳法 

除各论中另有规定外，按以下方法测定。 

1．仪器装置  恒压或恒流电源、带有冷却装置的垂直板电泳槽和制胶模具。 

2．试剂 

(1) 水(电阻率不低于 18.2MΩ•cm)。 

(2) A液  称取丙烯酰胺 29.1g、亚甲基双丙烯酰胺 0.9g，加适量水溶解，并稀释至 l100ml，

双层滤纸滤过，避光保存。 

(3) B 液  10％过硫酸铵溶液，临用前配制或分装于-20℃可贮存 2 周。 

(4) 供试品缓冲液(4 倍浓度)  取甘油 8ml、40%两性电解质(pH3~10)溶液 4ml，加水至

20ml。加 0.1％甲基红溶液 20μl。 
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(5) 标准品 pI 标准  商品化试剂，所选用的标准品 pI 标准的等电点范围一般应涵盖供

试品的等电点。 

(6) 固定液  称取三氯乙酸 34.5g、磺基水杨酸 10.4g，加水溶解并稀释至 300ml。 

(7) 脱色液(平衡液)  取 95%乙醇 500ml、冰醋酸 160ml，加水稀释至 2000ml。 

(8) 染色液  称取考马斯亮蓝 G250(或 R250)0.35g，加脱色液 300ml，在 60~70℃水浴中

加热，使溶解。 

(9) 保存液  取甘油 30ml，加脱色液 300ml，混匀。 

(10) 正极液(0.01mol/L 磷酸溶液)  取磷酸 1ml，加水至 1800ml。 

(11) 负极液(0.01mol/L 氢氧化钠溶液)  称取氢氧化钠 0.4g，加水溶解并稀释至 1000ml。 

3．测定法 

(1) 制胶  装好垂直平板电泳槽，压水，于玻璃板和玻璃纸之间加入 60％甘油 1ml。取

水 12ml，甘油 2ml，A 液 4.0ml、两性电解质(pH3～10)溶液(或其他两性电解质)1.0ml，混

匀，脱气，再加 B 液 72μl，N，N，N'，N'-四甲基乙二胺 3μl，混匀后注入槽内聚合，插入

样品梳，注意避免气泡出现。 

(2) 供试品溶液的制备  将供试品对水透析(或用其他方法)脱盐后，与供试品缓冲液按

3：1 体积比混匀。供试品溶液最终浓度应不低于 0.5mg/ml。或按照各品种项下的方法制备。 

(3) 电泳  待胶溶液聚合后小心拔出样品梳，将电极缓冲液注满电泳槽前后槽，样品孔

每孔加供试品缓冲液 20μl，接通冷却循环水，于 10℃、250V(约 10mA)条件下电泳 30 分钟。

每孔分别加供试品溶液与标准品溶液各 20μl，于 10℃、500V(约 10mA)，上限电压 2000V 条

件下，电泳约 3.5 小时。 

(4) 固定与染色  电泳结束后，即将凝胶放入固定液中固定 20 分钟以上；取出，放人入

平衡液中 20~30 分钟；再放入染色液中 40～60 分钟，然后用脱色液浸洗至背景无色，取出

放入保存液中 30 分钟；亦可做成干胶保存。 

4．结果判断 

凝胶显色处理完毕后，对其进行拍照或扫描，通常采用商品化的带有数据分析软件的凝

胶扫描系统。下述各项要求可基于数据分析软件给出结果进行判定。 

(1)4.1 鉴别  供试品主成分迁移距离应与标准品一致，迁移距离相对偏差应不得过 5%;

或供试品等电点谱带分布情况与对照品相似。 

(2)4.2 等电点测定 

4.2.1 系统适用性试验要求：除另有规定外，应符合以下要求。 

等电点标准条带应符合说明书提供谱带图示，在泳道中的分布范围与其标准蛋白等电点

相一致。每条带距凝胶正极端的距离为迁移距离，以各标准品的等电点(pI)对其相应的迁移

距离作线性回归，所得标准线性方程 R² ≥ 0.95。 

4.2.2 等电点测定：将供试品的迁移距离代入线性回归方程，求出供试品的等电点。 

4.3 纯度和有关物质检查 

4.3.1 系统适用性试验要求：除另有规定外，应符合以下要求。 

(1)每次试验应随行适宜的等电点蛋白标准品，其分离情况应符合 4.2.1 的要求。 

(2)进行纯度分析时应进行灵敏度考察。除另有规定外，在各论要求的进样量条件下，相
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当于供试品溶液浓度 1%的灵敏度对照溶液条带应显色。 

(3)在进行有关物质限度检查的情况下，应通过稀释供试品溶液，制备与该有关物质限量

浓度相对应的对照溶液。例如，当限度为 5%时，对照溶液应为供试液的 1:20 稀释度。 

4.3.2 结果分析 

(1)有关物质限度检查：除主谱带外，供试液 IEF 电泳图中任何谱带显色强度均不得过

对照溶液的主谱带。 

(2)纯度检查：经凝胶成像仪或其他相似仪器扫描，按峰面积归一化法定量计算结果。 

方法 2：水平板电泳法 

除各论中另有规定外，按以下方法测定。 

1．仪器装置   

恒压或恒流电源、带有冷却装置的水平电泳槽和制胶模具。 

2．试剂 

(1) 水(电阻率不低于 18.2MΩ·cm)。 

(2) A 液  称取丙烯酰胺 29.15.0g、亚甲基双丙烯酰胺 0.90.15g，加适量水溶解．并稀释

至 10050ml，双层滤纸滤过，避光保存。 

(3) B 液  10%过硫酸铵溶液，临用前新配制，或分装于—20℃可贮存 2 周。 

(4) 50%甘油  取甘油 50g,加水混合均匀后定容至 100ml。 

(4)(5) 标准品 pI 标准  商品化试剂，所选用的标准品 pI 标准的等电点范围一般应涵盖

供试品的等电点。 

(5)(6) 固定液  称取三氯乙酸 34.5g、磺基水杨酸 10.4g，加水溶解并稀释至 300ml。甲

基红试液 称取甲基红 5mg, 加 0.05mol/L 氢氧 化钠 10ml 溶解，混匀。 

(6)(7) 脱色液（平衡液）  取 95%乙醇 500ml、冰醋酸 160ml，加水稀释至 2000ml。固

定液 20%三氯乙酸。 

(7)(8) 染色液  称取考马斯亮蓝 G250（或 R250）0.35g，加脱色液 300ml，在 60~70℃

水浴中加热，使溶解。染色贮备液称取考马斯亮蓝 G250(或 R250)1.0g,加水 20ml 溶解，作为

溶液 1;称取硫酸铵 125g,加水 400ml 溶解，作为溶液 2;称取磷酸 20g,作为溶液 3;将溶液 3 加

入到溶液 1 中，加热搅拌待考马斯亮蓝 G250(或 R250)完全溶解后，过滤，加入溶液 2 混合，

并加水至 1L,混匀，即得，用前应充分摇匀。 

(8)(9) 保存液  取甘油 30ml，加脱色液 300ml，混匀。工作染色液  取 60ml 染色贮备

液，与 30ml 甲醇(或乙醇)混匀，临用新配。 

(9)(10) 正极液(0.5mol/L 磷酸溶液) 量取磷酸 501.6ml,加水至 180050ml。 

(10)(11) 负极液((1.0mol/L 或 0.2mol/L 氢氧化钠溶液)  称取氢氧化钠 8g，加水溶解并

稀释至 1000ml。1.0mol/L 氢氧化钠溶液：称取氢氧化钠 2g，加水溶解并稀释至 50ml。0.2mol/L

氢氧化钠溶液：称取氢氧化钠 0.4g，加水溶解并稀释至 50ml。 

3．测定法 

(1) 制胶 

5%凝胶：量取 A 液 6.252.5ml、pH3～10 两性电解质(或各论项下规定的其他 pH 范围两

性电解质)1.50.35ml、水 17.11.25ml，50%甘油 0.5ml，混匀，抽气 5～10 分钟，加 B 液 17525μl
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和 N，N，N'，N'-四甲基乙二胺 206μl(根据凝胶速度可适当调整试剂的加入量)，混匀后缓慢

地注入水平模具内，室温下聚合。如果无法聚合，视情况增加 N,N,N',N'-四甲基乙二胺的量，

使得胶在 30～60 分钟内聚合。 

7.5%凝胶：取 A 液 7.5ml,pH3～10 的两性电解质(或各论项下规定的其他 pH 范围两性

电解质)0.7ml,水 0.8ml,50%甘油 1.0ml,混匀，抽气 5～10 分钟，加 B 液 50μl,N,N,N',N'-四甲

基乙二胺 12μl,混匀后缓慢地注入水平模具内，室温下聚合。如果无法聚合，视情况增加

N,N,N',N'-四甲基乙二胺的量，使得胶在 30～60 分钟内聚合。 

注：根据制胶模具大小以及品种各论项下需求，可按比 例调整各溶液体积。 

(2)预电泳 将已聚合的聚丙烯酰胺凝胶放在冷却板上，其间涂以水、液体状石蜡或煤油

并等适宜液体以避免产生气泡的产生。 

(2)(3) 供试品溶液的制备  将供试品对水透析(或用其他方法)脱盐，并使蛋白质或多肽

含量调节在每 0.5～5mg/ml 范围。或按照各品种项下的方法制备。按各论项下的样品前处理

方法制备供试品溶液，使其蛋白或多肽浓度在 0.5～5mg/ml,然后在每 10～20μl 供试品溶液

中加入 1pI 的甲基红试液，加入 10%的两性电解质，混合均匀。如需使用对照品溶液，同法

制备。 

(3)(4) 电泳  用正极液与负极液分别润湿正极与负极电极条，然后分别放于正极与负极

上，将加样滤纸放在凝胶上。分别加供试品溶液与标准品溶液各 5~30μl。将电极对准电极条

的中心，加盖，在上限电压 2000V、上限电流 50mA、功率为每 1cm 胶 1W、温度 4℃的电

泳条件下，开始电泳，电泳 30 分钟后去掉加样滤纸，待电流不再变化时停止电泳。如有必

要可在起始电压 200V 下预电泳 30 分钟。将加样滤纸条以一定间隔置于凝胶上，加入供试

品、对照品及等电点标准溶液 10～20μl。选择恒压方式进行电泳，起始电压为 200V。电泳

0.5～1 小时待甲基红迁出加样条后，调高电压至 400V,电泳至电流不再变化，再适度调节至

所需电压继续电泳，待电流不再变化时停止电泳。预制凝胶的预电泳及电泳，按照各等电聚

焦电泳仪标准操作规程进行。 

(4)(5) 固定与染色  同等电聚焦垂直板电泳。电泳完毕后，取出胶片，置于固定液中固

定 20 分钟以上，取出胶片，置染色液中染色至待测条带清晰后(通常需要 30 分钟～1 小时)

转入水中，漂洗后取出晾干，亦可做成干胶永久保存。 

4．结果判断  同等电聚焦垂直板电泳法。 

方法适用性考虑 

1. 等电聚焦分离特性 等电聚焦电泳中相邻两个条带间的分离效率通过确定最小 pI 差

异(∆pI)来评价： 

 

∆pI = 3 × √
D（dpH/dx）

E（− dμ/dpH）
 

 

式中  D 为蛋白质的扩散系数； 

dpH

dx
为 pH梯度； 

E 为电场的强度，V/cm； 
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−
dμ

dpH
为在接近 pI的区域，溶质迁移率随 pH变化而变化。 

对于某个给定的蛋白质分子，D和−
dμ

dpH
是常数，不会改变，因此可以降低 pH 

梯度范围以及提高电场强度来改善分离效果。例如，如果某个蛋白 pI 值在 pH5 左右，则使

用 pH2.5～6.0 的范围比使用 pH3～10 的范围更能够提升其与等电点相近蛋白之间的分离效

果。 

在使用载体两性电解质制备的 IEF 凝胶上，蛋白质谱带之间分离度可满足一般需求。使

用固定化 pH 梯度可进一步提高分离度。使用载体两性电解质制备的凝胶通常能够分离 pI 差

异约 0.02pH 单位的蛋白，而固定 pH 梯度可以分离 pI 差异约 0.001pH 单位的蛋白质。 

2. 系统分离验证  建议在方法开发过程中进行此验证，无需列入常规检验的操作程序。

本验证可包括以下要求. 

2.1  该体系能够形成具有预期特征的稳定 pH 梯度，可采用已知等电点的预染 pH 标准

蛋白进行评价。 

2.2  将预染色蛋白(如血红蛋白)或其他指示剂在凝胶表面的不同位置点样，开始聚焦分

析，当电泳达到稳态后，所有点样泳道应产生相似的谱带。例如，可尝试在凝胶中间和靠近

两端选择 3 个位置点样观察。 

2.3  将待测样品电泳图谱与其对照品的相比，应匹配， 

2.4  满足各论中规定的任何其他验证标准。 

3. 注意事项 

3.1  样品中含有盐可能会产生问题，宜于去离子水或 2%两性电解质中制备样品，必要

时使用透析或凝胶过滤。 

3.2  为保护蛋白质免受极端 pH 环境的影响，点样位置不应过于靠近电极区域。 

3.3  等电聚焦期间产生大量热量，应采取必要的冷却装置，并将凝胶冷却温度设置至

4℃。 

4. 系统适用性要求  在新方法开发和验证过程中，应根据产品特性和分析项目需求，

进行系统适用性试验，产品各论中应设置合理的系统适用性要求。 

5. 商品化预制凝胶和预配制试剂  可使用商品化产品代替本通则中所述的凝胶和试剂，

前提是商品化凝胶和试剂能够提供相当的结果，并且符合各论中规定的系统适用性要求。 
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