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内容概要

本书是一本比较全面的病原生物学研究技术指导用书。
书中主要涉及现代生物学技术、分子生物学技术、免疫学技术、遗传与进化技术，以及基因组、蛋白
组、转录组、代谢组等组学技术。
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章节摘录

　　通常可采用细胞或组织中的全蛋白质组分进行蛋白质组分析，也可以进行样品预分级，即采用各
种方法将细胞或组织中的全体蛋白质分成几部分，分别进行蛋白质组研究。
样品预分级的主要方法包括根据蛋白质溶解性和蛋白质在细胞中不同的细胞器定位进行分级，不仅可
以提高低丰度蛋白质的上样量和检测，还可以针对某一细胞器的蛋白质组进行研究。
（一）蛋白质的提取进行样品制备时，首先要明确其研究目的。
研究目的是获得尽可能多的蛋白，还是所感兴趣的某些蛋白；是要求全蛋白表达谱，还是可重复的清
晰图谱；是需要让蛋白变性后进行双向电泳，还是需要保持蛋白质的活性。
目的不同，蛋白质提取液的成分就不同。
如更注重保持蛋白质的活性，则需用等缓冲液；要进行双向电泳，提取液就需含强变性剂等成分。
　　1.组织细胞破碎有些蛋白质分泌于细胞外，用适当的溶剂可直接提取；有些则存在于细胞内，这
类蛋白质又有游离蛋白质和结合蛋白质之分，前者游离在细胞质中，后者则与细胞器紧密结合。
欲抽提存在于细胞内的蛋白质时，首先应将组织细胞粉碎以便抽提。
细胞破碎主要采用机械裂解和化学法，两者联合有协同作用，可尽可能地溶解和解聚蛋白。
此外细胞破碎时会逸出蛋白酶，处理过程中添加PMSF等蛋白酶抑制剂可保持蛋白的完整性。
同时，操作应尽量在低温条件下进行，所使用的溶液最好先经过预冷处理。
　　（1）机械破碎：包括研磨法、机械匀浆法、超声破碎法、压力杯法、冻融裂解法和渗透溶胞法
等。
　　1）研磨法：研磨法是最常用的组织细胞破碎方法。
将细胞组织置研钵中，研磨成粉末。
为了提高研磨效果，可加入少许石英砂研磨。
采用匀浆器也能把细胞破碎，此法多用于实验室。
　　2）机械匀浆法：这类方法一般较为剧烈，用组织捣碎器（8000～10000r／rain）或电动匀浆器处
理可将细胞破碎。
但机械匀浆时须保持低温环境，以防温度升高引起蛋白质变性，且时间不宜过长。
　　3）超声破碎法：是借助声波的震动力破碎细胞的有效方法。
为了防止电器长时间运转产热过多，样品处理应在冰浴中进行，并采用间歇处理的办法，即超声处
理10秒后放置10秒，然后再超声处理，如此反复1～2分钟。
用超声波处理细菌和酵母菌悬液时，时间可适当延长。
　　⋯⋯
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