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琼脂糖等电聚焦法快速测定碱性磷酸酶同工酶 · 

王 玻 邓 君 杨振华 

摘要 奉研究的目的是建立高灵敏度分离碱性磷酸酶同工酶的方法，具体采 

用琼脂糖等电聚焦法分离其同工酶，电泳前先用神经氨酸苷酶对几种组织提取蔽 

和病人血清进行处理。该法可将肝、骨、小肠以及胎盘同工酶分离出多条区带，具 

有操作简单、灵敏度和分辨率高、重复性好的优点。 

关键词 碱性磷酸酶同工酶 琼脂糖等电聚焦 神经氨酸苷酶 

Rapid determination alkaline ph0 phn isoe~ es by agar~e Iseelectrtc focusiag 

Wang Bo，Deng Jun and Yang Zkenhua 

Laboratory，Bering Hospital，Beijing 100730tChina 

Abstract The ob)ective of 01,12"study was to develop a high resolving power method to detect alka— 

line pkosphatase isoenzymes．Isoelectric focusing for separating alkaline phosphatase isoenzylnes was es— 
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碱性磷酸酶(ALP)广泛存在于人体各种组 

织器官中，如肝脏、骨、小肠、胎盘、。肾、肺等，它 

们至少来源于四种不同的基因位点，自从报道 

存在ALP以来，此酶一直用于诊断肝、骨的疾 

病。 

目前已有多种不同的方法分离ALP同工 

酶，如醋酸纤维薄膜电泳法0 、琼脂糖电泳 

法L 、聚丙烯酰胺电泳法0]、聚丙烯酰胺等电聚 

焦(IEF)法“ 以及免疫学法0：等，但这些方法要 

么无法很好分离肝和骨同工酶；要么灵敏度和 

重复性较差，从而使得应用受到限制。本研究的 

目的是建立一种高灵敏度、高分辨率分离各种 

ALP同工酶并定量测定的方法。 

1 材料和方法 

1．1 仪器 

等电聚焦(IEF)采用LKB一2117多用途 

电泳仪，扫描使用日本常光公司的Micon一2O 

光密度扫描仪。 

1．2 试剂 

4o 两性电介质(pH3．0～9．5)由军事医 

学科学院生产，琼脂糖为Pharmacia公司生产， 

甘油为北京市燕京制药厂生产，山梨醇由浙江 

永嘉精细化工厂生产，a一萘磷酸钠为Rothe公 

司生产，固兰B盐为Fluka公司生产，神经氨酸 

苷酶为Sigma公司生产，蛋白标准品为Phar 

macia公司生产。 
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1．3 试剂配制 

· 阳极电极溶液：0．2 mol／L柠檬酸钠溶液； 

阴极：0．5 mol／L乙醇胺溶液。 

基质液：a一萘磷酸钠 30 mg溶于 l0 mI 

10．5 二乙醇胺，加入2 硫酸镁溶液200 ul。 

呈色剂：固兰B盐5mg溶于pH4．7的乙 

酸缓冲液lml中 

神经氨酸苷酶处理标本：溶解一瓶神经氨 

酸苷酶(10 u／瓶，TypeV)于1 ml磷酸氢二钠／ 

柠檬酸缓冲液(259 mmol／L，pH4．0)中。每 

40uI样本加10u|神经氨酸苷酶溶液，37℃水浴 

15分钟，此溶液在25℃时为pH5 8～6．0。 

1．4 组织提取和酶的测定 

人体组织来源于一例心肌梗塞死亡病人的 

尸解，其肝脏功能，肾脏功能均正常，胎盘组织 

来源于正常分娩的人体胎盘。 

1．4．1 骨组织的提取：将所取骨组织在低温下 

’ 完全粉碎，每克骨组织加 4 ml Tris缓冲液 

(pH7．4，10 mmol／L)，用组织捣碎机在低温搅 

拌后加入等体积的正丁醇，在室温下轻轻振荡 

两小时后离心(4℃，13 000 g，30分钟)，将有机 

相再次离心(4℃，60 000g，30分钟)，取上清 

液，置一20℃低温保存。 

1．4．2 肝脏、小肠和胎盘组织的提取：将组织 

剪成小碎块，每克组织加4 ml Tris缓冲液 

(pH7．4，10 mmol／L)，用组织捣碎机在低温下 

粉碎，其它步骤同骨组织的提取。 

1．4．3 总ALP活性测定：采用酶动力学方法， 

试剂为中生公司生产的ALP临床诊断试剂，反 

应温度37℃，用日立 7150全自动生化分析仪 

测定(正常值范围20～100 U／L)。 

1．5 实验方法 

制胶：模具准备：取玻璃板两块(11 cm×1 3 

cm)，将0．5 rf~ii1厚的橡瞳隔片放在两块玻璃 

板之间，用夹子将两块玻璃板夹紧。 

． 瞳液配制：取琼脂糖 0．1 g，硫酸锌 

0．00Bg，加去离子水 5 ml，煮沸 15分钟，加 

5O 甘油5 ml混合，待温度降至70~C左右时， 

加两性电解质0．8ml。 

灌胶：将胶液注入模具的两块玻璃板之间， 

l5分钟后移去上方玻璃板，将胶板置于4~C保 

存待用。 

神经氨酸苷酶处理样本：每40 uI样本加 

神经氨酸苷酶l0 uI，37℃水浴15分钟。 

等电聚焦 将胶板置于电泳槽的冷却板上， 

阴级和阳极电极条分别用相应的电极液润湿， 

放在相应的位置上，加样滤纸位置离阴极端 

2．5 cm处，加样前预电泳15分钟，其上限电压 

2000V，上限电流50 mA，功率5W。等电聚焦条 

件：上限电压 700V，上限电流 50mA，功率 

15W，6℃，80分钟；聚焦20分钟时，去掉加样 

滤纸。 

呈色与扫描：IEF结束后，在胶面均匀涂布 

1．5mI基质液，放45℃温箱温育25分钟后，用 

流水冲去多余的基质液，加入0．5 ml新配制的 

呈色液，待区带呈现清楚后，用光密度计扫描， 

滤光片570 nm，狭缝1 mm，光密度计自动打印 

图谱，并给出每一蜂的百分比。 

等电点的测定：在对组织提取液进行IEF 

时，同时对蛋白标准品进行测定，聚焦结束后将 

带有蛋白标准液的凝胶片切割下来，进行考马 

斯亮蓝染色，将其与同时进行IEF的ALP同 

工酶区带进行比较，得出各区带的等电点。 

2 结果 

2．1 灵敏度和准确性 

将一例骨转移癌患者血清(总酶活性550 

U／L，热失活法测骨ALP同工酶所占比例为 

60 )经神经氨酸苷酶处理后用本法在同一块 

板上进行IEF，结果见表1。 

表1 ALP同工酶经神经氨酸酶处理后进行 

IEF的线性范雷 

活 性 

(U／L) 

区 带 

4．3 

4．5 

4．5土 

0．2 

4．4 

550 

275 

138 

MIs 

Cv( ) 

等 
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2．2 精密度 

将上面标本进行精密度测定，每块板加7 

个样本，并在相同的条件下进行3块板的测定， 

所测批内和批间的变异系数均小于1o ，表明 

本法具有良好的精密度。 

2．3 神经氨酸苷酶的处理 

样本经神经氨酸苷酶处理前后进行IEF 

的区带数目及等电点存在差异：肝和骨ALP易 ． 

受神经氪酸苷酶的作用，小肠同工酶不受神经 

氨酸甘酶的作用，胎盘同工酶受其作用较小，结 

果见表2 

表2 几种组织提取涟和病人血清的等电点的测定(pH3~9．5) 

4．4—4．8 6．2—6 7 

5 4 

坤墨皇氮酸瞥酶处理后 

5．8 

6．1 7 O 

6．9 

4 8 

5 7 

6 5 

7．4 

4．4— 5．2 4 8—5 4 4．5—4 8 4．4—4 8 

5 9 

6 6 

6．9 

6．6 

6．8 

7．O 

7．6 

5．8 

6．3 

6．6 

5．8 

6．5 

6 7 

注：LAP 组织肝ALP同工酶iBAP 组织骨ALP同工酶,FAP 组织胎盘ALp同工酶；lAP 组织小肠ALP同工酶 

病人1为骨转移癌患者i病人2为毛细管支气管患者{病人3为梗阻性黄胆 胰头癌患者，病人4为肾癌患者 

2．4 正常值 

对40例正常人(年龄范围：20～61岁，39 

士1O岁)血清样本进行测定，经神经氨酸苷酶 

处理前为一条压缩良好的肝带和一条弥散的骨 

带；处理后为两条向阳极泳动速度减慢的、压缩 

良好的两条区带，结果见表3。 

表3 40例正常人ALP总活性及同工酶结果(脑土 ) 

倒数苎 ! 竺! ! 三竺!兰! 
LAP BAP 

3 讨论 

薄层聚丙烯酰氨凝胶IEF法对于ALP同 

工酶的分析具有较琼脂糖电泳等其他方法更高 

的灵敏度和分辨率，能够将ALP同工酶分离出 

更多的区带，但它的操作较为复杂，而以琼脂糖 

作为支持物进行IEF，具有以下的优点；(1)制 

胶和电泳的时间较短且操作简单；(2)易于染 

色、吹干和保存；(3)具有与聚丙烯酰胺IEF相 

似的高灵敏度。目前国外亦有报导用IEF分离 

ALP同工酶，但其实验结果不理想，有的产生 

了区带扩散导致分辨率下降【 ，有的虽可分离 

出lO～20条区带 ]，但其结果不脂被肯定或 

重复。 

我们所建立的经过改进的琼脂糖IEF法， 

在琼脂糖中加入了一定浓度的甘油和少量的锌 

离子，使方法的灵敏度、重复性和分辨率均得以 

提高，并消除了因pH梯度不稳定所导致的区 

带不规则和出现“假区带”，这也是本实验的独 ． 

特之处。加入一定量的甘油使分离效果明显改 

善的原因在于甘油是小分子物质，进入琼脂糖 

2  4  8 4 6  1  5  8 4 6  

； 6  7 7  5 6  6 7 7  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


● 

中国骨质疏松杂志 1998年8月第4卷第3期 19 

凝胶后，添塞了琼脂糖分子之间的空隙，增加了 

胶的硬度，防止了区带扩散，而且甘油不会抑制 

AI P的活性，不和两性电解质结合，对pH梯 

度也无影响。另外，我们还发现，甘油浓度在一 

定的范围内，可使制胶后凝胶收缩现象减少，且 

更易保存胶片。为了证实锌离子的作用，我们制 

备一块加锌离子和一块不加锌离子的凝胶板， 

在相同的条件下进行电泳，发现不加锌离子胶 

板所得区带的颜色比加了锌离子的浅，而且有 

的低活性区带甚至消失，说明锌离子在IEF分 

离ALP同工酶中起着重要的作用，它可避免酶 

的失活。 

Stinson争 报道肝脏、骨、小肠、胎盘组织 

中都仅存在一条ALP同工酶区带，经神经氨酸 

苷酶处理后仍不能区分区带是来源于肝还是 

骨}Henry“ 等报道在四种组织提取液(肝、骨、 

小肠和胎盘)中ALP同工酶区带均为两条，经 

神经氨苷酶处理后，骨和胎盘ALP只是提高了 

等电点，但仍为扩散的区带；Elkhart 报道胎 

盘提取液仅存在一条区带(pI一4．6)；Lo等0 

发现人类胎盘组织有两条区带(pI一4、23和 

4．24)。采用本法对经神经氨酸酶处理过的标本 

进行 IEF，发现胎盘 ALP有四条区带，小肠 

ALP有五条区带，肝ALP有四条区带，而骨 

ALP有一条区带。 

从表2可以看到，组织提取液和病人血清 

标本的肝和骨ALP同工酶区带经神经氨酸苷 

酶处理前后的等电点具有一定差异，这是因为 

神经氨酸苷酶可切割ALP侧链的唾液酸残基， 

使分子所带负电荷减少，从而使区带向阳极泳 

动速度减慢；而小肠同工酶由于不含唾液酸残 

基，故而经神经氨酸苷酶处后区带位置无变化。 

总之，本法对于分离ALP同工酶较以往的 

方法在分离效果、分辨率、重复性以及分离的区 

带数方面均有很大的改进，是进一步探讨ALP 

同工酶意义的较好方法。 
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