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本文引用：邵利伟，詹合琴，崔泰震，等．红细胞预处理对小鼠脾组织Ｐ物质蛋白条带表达的影响［Ｊ］．新乡医学

院学报，２０１５，３２（１０）：９０３９０６． 【基础研究】

红细胞预处理对小鼠脾组织 Ｐ物质蛋白条带表达的影响

邵利伟１，詹合琴１，崔泰震１，孙祥德２，刘　巍２

（１．新乡医学院药学院药理学教研室，河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院药学院药物分析教研室，河南　新乡　
４５３００３）

摘要：　目的　针对蛋白质印迹技术难以检测常规方法处理后的脾组织中的 Ｐ物质（ＳＰ）蛋白，探讨更佳的脾组
织处理方法。方法　小鼠颈椎脱臼处死，取脑组织测质量后进行粉碎，离心弃上清液，按照１１０（ＷＶ）的比例加入
细胞组织快速放射免疫沉淀裂解液和蛋白酶抑制剂混合物，裂解３０ｍｉｎ后进行提取。脾组织蛋白按照以下３种方法
进行提取：（１）采取与脑组织蛋白提取方法一致的常规方法进行提取；（２）脾组织预先采用胶原酶Ⅰ进行消化，用红细
胞裂解液裂解和Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤处理后再进行蛋白提取；（３）脾组织不进行Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤，其他步骤均与第２种方法
一致。最后所有组织均按相同步骤进行蛋白质印迹技术检测，观察ＳＰ蛋白表达水平。结果　用常规方法提取后，脑
组织总蛋白中ＳＰ蛋白条带表达明显，脾组织总蛋白中未检测到ＳＰ蛋白条带。脾组织用红细胞裂解液处理后提取的
总蛋白中ＳＰ蛋白表达条带较为明显，但有非特异性条带。脾组织用红细胞裂解液和Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤处理后提取的总
蛋白中ＳＰ蛋白条带表达明显，无非特异性条带。结论　用红细胞裂解液和Ｈａｎｋ′ｓ液预处理小鼠脾组织，可排除红细
胞的干扰，提高其蛋白提取率，有利于Ｐ物质在蛋白质印迹技术中的条带表达。
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　　蛋白质印迹技术是分子生物学、生物化学和免
疫遗传学中常用的实验方法，通过此方法可以获得

特定蛋白质在细胞或组织中表达情况的信息［１］。

蛋白质印迹技术步骤较多，从蛋白提取至最后化学

发光显影、灰度检测，每一个细节的处理均对结果的

准确性极为重要［２］。在此过程中，蛋白提取是该技

术的关键环节，样品处理是否合适，获得的蛋白含量

高低以及质量优劣直接影响分析结果的可靠性［３］。

不同组织因结构和成分不一，其处理与蛋白提取方

法应该有所不同，但作者检索文献发现，以往的研究

不管是何种组织，均为参照常规方法进行操作［４５］。

显然，这种无差别的处理方法可能会影响不同组织、

不同蛋白质的表达结果。脾是机体最大的免疫器

官，是机体细胞免疫和体液免疫的中心［６］。脾功能

紊乱与多种疾病相关，对脾组织某些蛋白表达的研

究可能涉及多种疾病的发病机制。Ｐ物质（ｓｕｂ
ｓｔａｎｃｅＰ，ＳＰ）蛋白是神经肽中含量最丰富的一种脑
肠肽，具有痛觉传递、胃肠运动、参与炎症反应和免

疫调节等作用［７］。作者在以往实验中发现，在脾组

织中正常表达的ＳＰ蛋白，用常规方法提取后未能检
测出目的蛋白。某种物质在某种组织无法检测到的

最重要原因可能是确实无表达，或者总蛋白提取质

量存在问题。而脾是人体的“血库”，含有大量红细

胞，红细胞中的大量血红蛋白可能影响某些目的蛋

白的检测。本研究主要探讨预先处理脾组织中红细

胞对其ＳＰ蛋白表达的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　清洁级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠９只，体质量
１８～２２ｇ，购于河南省华兰生物工程技术有限公司
实验动物中心，合格证号：ＳＣＸＫＨｅｎａｎ２０１００００１。
１．２　主要试剂和仪器　十二烷基硫酸钠聚丙烯酰
胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）试剂盒、高灵敏度化学
发光检测试剂盒、ＳｕｐｅｒＢｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒、
ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液（５×）、蛋白酶抑制剂混合物
（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）和抗 βａｃｔｉｎ
单克隆抗体均购自北京康为世纪生物科技有限公

司；细胞组织快速放射免疫沉淀裂解液（ｒａｄｉｏｉｍｍｕ
ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ，ＲＩＰＡ）、抗βａｃｔｉｎ鼠
单克隆抗体购自上海碧云天生物技术研究所；氯化

钠购自南京化学试剂股份有限公司；Ｔｗｅｅｎ２０购自
河北赛亿生物科技有限公司；三羟甲基氨基甲烷、胶

原酶Ⅰ、红细胞裂解液、Ｈａｎｋ′ｓ液购自美国Ｓｉｇｍａ公

司；ＳＰ蛋白兔多克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。ＪＹ９９ＩＩＤＮ超声波细胞粉碎仪（新
芝生物科技有限公司），ＳＯＲＶＡＬＬＳｔｒａｔｏｓ高速冷冻
离心机（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），Ｓｐｅｃｔｒａ
Ｍａｘｉ３ｘ多功能酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公
司），Ｔｅｔｒａｃｅｌｌ小垂直板电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司），ＧｅｌＤｏｃＩｔ２ＩｍａｇｅｒｓＵＶＰ凝胶成像系统（美国
ＵＶＰ公司）。
１．３　蛋白提取
１．３．１　脑组织蛋白提取　将小鼠颈椎脱臼处死，冰
上取脑组织，去除小脑后用分析天平精确测剩余脑

组织质量后剪碎，用超声波细胞粉碎仪进行破碎后，

加入 １ｍＬ生理盐水，４℃、２５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ后弃去上清；再按照１１０（ＷＶ）的比例加
入ＲＩＰＡ和ＰＭＳＦ，放置冰上，裂解３０ｍｉｎ（每１０ｍｉｎ
轻轻 吹 打 １次，促 进 裂 解）；最 后 在 ４ ℃、
１３０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１５ｍｉｎ，移取上清备用。
１．３．２　脾组织蛋白提取　脾组织蛋白按照以下３
种方法进行提取：（１）常规方法提取：与提取脑组
织蛋白的方法一致；（２）用红细胞裂解液和 Ｈａｎｋ′ｓ
液处理后提取：用分析天平精确测量脾组织质量，

用剪刀剪碎；按照 １１０（ＷＶ）比例加入
２．３３ｇ·Ｌ－１胶原酶Ⅰ，３７℃水浴消化 １ｈ，４℃、
５００ｒ·ｍｉｎ－１离心７ｍｉｎ，去除上清；同样按照 １
１０（ＷＶ）的比例加入红细胞裂解液，轻轻吹打，
冰上裂解１～２ｍｉｎ，４℃、５００ｒ·ｍｉｎ－１离心７ｍｉｎ，
去上清，收集沉淀，加 １ｍＬＨａｎｋ′ｓ液，４℃、
５００ｒ·ｍｉｎ－１离心３次，每次３ｍｉｎ；最后加入 ＲＩ
ＰＡ和ＰＭＳＦ混合液，冰上裂解３０ｍｉｎ（每隔１０ｍｉｎ
轻轻吹打 １次）；在 ４℃、１３０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心
１５ｍｉｎ后移取上清待用。（３）免除 Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤
方法的提取：此部分组织不进行 Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤，其
他步骤均与第２种方法一致。
１．４　蛋白定量与处理　按照ＳｕｐｅｒＢｒａｄｆｏｒｄ蛋白定
量试剂盒说明书要求测定组织蛋白在５９５ｎｍ处的
吸光度值，稀释蛋白标准品至不同浓度，用酶标仪分

别测其在５９５ｎｍ处的吸光度值，绘制标准曲线，计
算样品中的蛋白含量。最后用双蒸水将各样品质量

浓度定量至２ｇ·Ｌ－１，加ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液（还
原，５×），在沸水中煮 １０ｍｉｎ，置于 －８０℃冰箱中
待用。

１．５　蛋白质印迹技术步骤　按照试剂盒说明书配
制０．５ｇ·Ｌ－１浓缩胶和１．２ｇ·Ｌ－１分离胶；每个样
品加２０μＬ，先恒压６０Ｖ，待样品跑至分离胶与浓缩
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胶分界处，调电压至１００Ｖ；在恒流２００ｍＡ下ＳＰ蛋
白转膜３０ｍｉｎ；用三羟甲基氨基甲烷 －盐酸缓冲盐
与 Ｔｗｅｅｎ２０混合溶液 （Ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅａｎｄ
Ｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）配制的０．５ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶封闭
１ｈ；将转好的膜放在一抗（ＳＰ为体积分数０５０％，
βａｃｔｉｎ为体积分数０．０５％）稀释液中，４℃环境下
过夜；在ＴＢＳＴ溶液中洗膜后，室温下孵育二抗（ＳＰ
二抗为体积分数 ００５％，βａｃｔｉｎ二抗为体积分数
００２％）１ｈ，再在ＴＢＳＴ溶液中洗膜，最后化学发光
显影成像［８］。

１．６　实验条件控制　严格控制实验条件，确保前后
实验条件一致，主要措施包括：（１）蛋白提取均在同
一时间同一仪器同一环境下进行；（２）均使用同一
电泳、转膜装置；（３）电泳液、转膜液配方一致，均为
一次性使用。

２　结果

２．１　不同组织蛋白常规方法提取对 ＳＰ蛋白表达
的影响　按照常规方法，分别对脑组织和脾组织进
行总蛋白提取，然后按常规操作步骤进行ＳＰ的蛋白
质印迹技术检测，结果显示，脑组织中的 ＳＰ蛋白条
带表达清晰，而脾组织中的 ＳＰ蛋白未检测到条带，
见图１。

ａ１、ａ２、ａ３：脑组织中ＳＰ蛋白显影条带；ａ４、ａ５、ａ６：脾组织中 ＳＰ蛋白

未显影。

图１　常规方法提取的小鼠脑组织和脾组织中ＳＰ蛋白的表
达

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅａｎｄｓｐｌｅｅｎ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｒｏｕｔｉｎｅｍｅｔｈｏｄｓ

２．２　红细胞裂解液处理对脾组织中 ＳＰ蛋白表达
的影响　脑组织常规处理，脾组织用红细胞裂解液
处理后提取总蛋白，然后用常规蛋白质印迹技术进

行检测，结果显示，脑组织中ＳＰ蛋白表达十分清晰，
脾组织中ＳＰ蛋白表达条带较为明显，但有非特异性
条带，见图２。

ａ１、ａ２、ａ３：脑组织中ＳＰ蛋白显影条带；ａ４、ａ５、ａ６：脾组织中 ＳＰ蛋白

显影条带。

图２　红细胞裂解液处理后小鼠脑组织和脾组织中ＳＰ蛋白

的表达

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅａｎｄｓｐｌｅｅｎ

ｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｌｙｓｉｎｇｂｕｆｆｅｒ

２．３　红细胞裂解液和 Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤处理对脾组
织中ＳＰ蛋白表达的影响　脾脏组织经红细胞裂解
液和Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤处理后提取总蛋白，再进行常规
的蛋白质印迹技术检测，结果显示，脾组织中的 ＳＰ
蛋白条带无非特异性条带，条带表达较为明显，与脑

组织基本类似，见图３。

ａ１、ａ２、ａ３：脑组织中ＳＰ蛋白显影条带；ａ４、ａ５、ａ６：脾组织中 ＳＰ蛋白

显影条带。

图３　用红细胞裂解液和Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤处理后小鼠脑组织

和脾组织中ＳＰ蛋白的表达

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅａｎｄｓｐｌｅｅｎ

ｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｒｅｄｂｌｏｏｄｌｙｓｉｎｇｂｕｆｆｅｒａｎｄ

Ｈａｎｋ′ｓｂａｌａｎｃｅｄｓａｌｔｓ

３　讨论

脾是一个储血器官，含有大量的红细胞，而红细

胞可能影响其总蛋白提取的质量与含量。针对脾的

特殊性，在提取脾组织总蛋白以前要去除红细胞。去

除红细胞的试剂主要为红细胞裂解液和Ｈａｎｋ′ｓ液。
红细胞裂解液是一种去除红细胞最简便易行的

试剂，其既不损伤有核细胞，又能充分去除红细胞，

主要用于经酶消化分散的组织细胞的分离纯化、淋

巴细胞的分离纯化以及组织细胞蛋白与核酸提取等

实验中红细胞的去除［９１０］。经红细胞裂解液裂解得

到的组织细胞中不含红细胞，可进一步用于原代培
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养、细胞融合、流式细胞分析、核酸与蛋白的分离和

提取等。Ｎａｋａｚａｍａ等［１１］曾用红细胞裂解液裂解脾

组织中的红细胞，然后进行脾细胞与骨髓瘤细胞的

融合。Ｓｈｅｋｈａｒ等［９］用红细胞裂解液裂解脾组织中

的红细胞后，从脾组织中分离纯化 Ｔ细胞。因此，
本实验在提取脾组织中蛋白前，先用红细胞裂解液

对脾组织中的红细胞进行裂解是比较合理的。在本

实验中发现，单用红细胞裂解液预处理脾组织后，可

观测到较清楚的ＳＰ蛋白条带，但其条带显色较浅，
且含非特异性条带，未达到满意的实验效果。

Ｈａｎｋ′ｓ液是常见的平衡盐溶液之一，常用于配
制培养基或洗涤细胞等［１２］。用 Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤可以
有效去除裂解后的残余成分，进一步降低红细胞的影

响，从而提高所提取总蛋白的纯度。本实验中，脾组

织先用红细胞裂解液裂解，再用Ｈａｎｋ′ｓ液进行洗涤
处理后提取总蛋白，蛋白印迹技术结果显示，ＳＰ蛋白
条带表达明显，无非特异性条带，结果较为理想。

有些研究者在对脾组织中的蛋白进行蛋白印迹

技术检测时，并未对脾组织进行特殊处理，如郭勇

等［１３］研究ＭＦＧＥ８蛋白在梗阻性黄疸小鼠脾脏中的
表达水平时，柯琴梅等［１４］在研究溃疡性结肠炎大鼠

脾脏组织中的１３ａｒｒｅｓｔｉｎ１表达时，也能得到预期的
结果。但是，用蛋白印迹技术检测ＳＰ蛋白在脾组织
中的表达必须经过处理才能实现，这种实验方法的非

一致性可能与不同目的蛋白在脾组织中的表达量不

同有关。总之，本实验对用蛋白印迹技术检测脾组织

ＳＰ蛋白的方法进行了改良，虽然其总蛋白提取方法
也较为繁琐，但对于特殊组织中用蛋白印迹技术难以

检测到的蛋白表达不失为一种参照和借鉴。
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ｆｏｒｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓｆｒｏｍｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｓｃｉＢｉｏｅｎｇ，２０１３，
１１５（１）：１００１０３．

［１３］　郭勇，熊琦，唐永梁，等．ＭＦＧＥ８基因在梗阻性黄疸小鼠免疫
组织中的表达及临床意义［Ｊ］．重庆医学，２０１４，４３（１６）：
２０１９２０２１，２０２５．

［１４］　柯琴梅，吴霁，范恒．乌梅丸对 ＴＮＢＳ诱导的溃疡性结肠炎大
鼠脾脏组织 βａｒｒｅｓｔｉｎ１表达的影响［Ｊ］．山东医药，２０１３，５３
（２７）：２３２５．

（本文编辑：李胜利　英文编辑：王　燕）
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［１０］　庆伟霞，李明静，王勇，等．木犀草素及其苷与牛血清白蛋白

的相互作用研究［Ｊ］．分析试验室，２００８，２７（５）：５０５３．

［１１］　郁彩虹，张耀东，高裙裙，等．分子对接和荧光光谱法研究槲

皮素与β葡萄糖苷酶的相互作用［Ｊ］．光谱学与光谱分析，

２０１１，８（３１）：２１５１２１５５．

（本文编辑：杨　博　英文编辑：杨　博）
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