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毛细管电泳差异性检测尿液蛋白方法初探

姚远，景换利，高卫平
（天津医科大学生物医学工程学院,天津 300070）

摘要 目的：使用毛细管电泳(CE)与二极管阵列检测(DAD)联用技术(CE-DAD)的差异检测方法，优化膀胱癌患者尿液特异性蛋
白的检测条件。 方法：对 5例膀胱癌患者及 5例健康志愿者尿液蛋白中的低丰度蛋白进行含量的差异检测，并使用电解质添加
剂对原缓冲体系进行优化，对电渗流进行有效控制，提高低丰度蛋白的分离效率。 结果：确立了使用毛细管电泳与二极管阵列
检测联用技术对正常人组与非肌层浸润性膀胱癌患者组尿液蛋白的差异检测最佳条件，并经 ELISA 法平行试验，显示两组低
丰度蛋白存在差异相关性。 结论：对 CE-DAD 的差异检测条件进行了初步的探索，为未来标准化检测方法的建立奠定了基础。
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Study on the difference detection method for urinary proteomic by CE-DAD technology
YAO Yuan, JING Huan-li, GAO Wei-ping
（College of Biomedical Engineering, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China）
Abstract Objective: To explore an optimized method for difference detection of urinary proteomic in patients with bladder cancer (BCs)
by capillary electrophoresis separation technique coupled with diode array detector (CE-DAD). Methods: For detecting the difference in
the contents of each urinary low-abundance proteins between the two groups, electrolytic additives were used to improve the buffer
system, and the concentration of electro-osmotic flow was well controlled in this condition, in order to increase the separation efficiency.
Results: The optimal conditions were established to detect the difference between the bladder cancer and the control group by CE-DAD,
and the difference and correlation were also tested by the parallel experiment of ELISA method. Conclusion: This paper makes a
preliminary exploration on the condition of difference detection by CE -DAD, and establishes the foundation for the institution of
standardized experimental method in the future.
Key words capillary electrophoresis; urinary proteomic; difference detection; electro-osmotic flow

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，患病男
女比例为 4∶1， 其中 70% ~ 80%的患者为非肌层浸
润性膀胱癌，20% ~ 30%为肌层浸润性膀胱癌[1]。 对
于膀胱癌的临床筛查，检测效率尤为重要。 毛细管
电泳（CE）这一分离手段，因其成本低、操作简便、耗
时短等独特的优点而广泛的应用到 相关检测研究
中[2-3]。 本文拟探讨优化一种毛细管电泳与二极管阵
列检测器联用技术（CE-DAD）的差异检测方法的条
件， 使用超滤离心管对低丰度蛋白质进行有效提
取，并使用电解质添加剂提高分离过程中缓冲溶液
的离子强度； 观察分离过程中电流的波动情况，并
通过对电流稳定性的干预提高检测结果的重复性，
从而对正常人与膀胱癌患者的尿液低丰度蛋白质
进行差异检测。
1 材料与方法
1.1 仪器与材料 Agilent 7100 高效毛细管电泳仪

（美国 Agilent Technology），带有柱上二极管阵列检
测器（波长范围: 190 ~ 400 nm）； 弹性石英毛细管
(河北省永年县润丰有限责任公司），内径 75 μm；高
速冷冻离心机(德国 Sigma)，用于尿液样本的离心；
1.5 mL/100 KDa 超滤离心管和 PVDF 膜 （德国
Millipore）；BLCA-4 ELISA试剂盒（上海研生生化）；
使用安捷伦化学工作站和 SPSS 17.0 计算机软件进
行数据处理。
1.2 试剂的选取与制备 在整个试剂制备过程中，
所有的化学品均属分析纯及以上，试剂制备中均使
用 Milli-Q 超滤后的超纯水。 原溶液的准备：乙腈、
甲酸、甲醇、25% 氢氧化铵溶液、1 mmol/L 苯甲基磺
酰氟(PMSF)溶液、4 mol/L 氯化钠溶液及 2% 十二烷
基硫酸钠 (SDS) 溶液， 以上所有的溶液必须通过
0.45 μm 薄膜过滤器进行过滤之后使用， 以防止存
在大颗粒物阻塞毛细管。 此外，为了防止溶液在电
泳过程中产生气泡，在所有样本上机测试前，需使
用超声清洗器进行气泡去除工作 5 min。
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1.3 方法
1.3.1 原理 Amaya 等 [4-5]使用酸性无盐缓冲液环
境对毛细管中尿液蛋白进行分离，重复性好，且有很
好的分离效果。本文借鉴了该方法，并在此基础上加
以改进， 在该方法提出的酸性无盐缓冲液中加入了
电解质，以提高柱效；包日煌等[6-7]使用发光二极管诱
导荧光毛细管电泳（ＣE-LED-IＦ）对肝硬化与正常人
的血清蛋白图谱分别进行了检测以及差异分析，结
果表明两组间血清蛋白差异显著，且重复性好。

BLCA-1 和 BLCA-4 为表达于膀胱癌肿瘤组织
的核转录因子[8]，最初由 Getzenberg 等[9]发现。 其中，
BLCA-1 在正常人膀胱组织中不表达， 只在膀胱癌
患者组织中有表达 [10]；BLCA-4 在膀胱癌组织中及
其癌旁组织中都有表达，但正常人膀胱组织中不表
达[11-12]。 研究人员曾使用酶联免疫法在尿液中检测
BLCA-4 核基质蛋白， 结果表明用此蛋白诊断膀胱
癌的灵敏度在 89%~96%之间，特异性达到 100% [13]；
另有研究表明用 BLCA-1 蛋白诊断膀胱癌的灵敏
度为 80%，特异性为 87% [10]；二者的表达并不受肿
瘤分期的影响。 然而，BLCA-1 的功能在目前研究
还较少，且尚无进一步的证据证明其与膀胱癌进展
之间的关系 [14]。 因此，本文使用 ELISA 方法检测
BLCA-4 作为平行实验来验证实验的有效性。
1.3.2 尿液样品的采集与预处理 尿液试验样品
取自 5 名膀胱癌患者 (患者来自天津医科大学总医
院，经病理学检查，5 人均被确诊为非肌层浸润型膀
胱癌，并在手术摘取癌症组织前取样)和 5 名健康志
愿者，分别取其自发第二次晨尿储存，然后取少量
尿样置于离心管，以 3 000 r/min 离心 10 min，并离
心多次，除去尿沉渣，取其上清液转移到 8 mL 的离
心管，以 1/1 000(v/v)的比例加入 PMSF 饱和溶液配
制成混合溶液，每个样本分两部分于-20℃冷藏。 这
两部分样品将分别用于毛细管电泳的检测和 ELISA
的鉴定试验。
1.3.3 样品处理 毛细管电泳检测部分样品处理：
取 2 mol/L 尿素, 100 mmol/L 氯化钠溶液, 0.012 5%
氢氧化铵溶液和 0.01% SDS 配成尿素缓冲液，与已
经 PMSF 处理过的样品按 1∶1 混合加入超滤浓缩离
心管， 以 10 000 r/min 离心 30 s 之后冷藏在 4 ℃；
ELISA 法鉴定试验部分样品处理： 将已经 PMSF 处
理过的样品加入超滤浓缩离心管以 10 000 r/min 离
心 30 s，收集浓缩后的尿液样品。
1.3.4 毛细管电泳环境预处理 运行缓冲液的制
备：118 μL 的甲酸和 47 μL 的甲醇加入到 10 mL 的
乙腈当中，使用超纯水将体积调至 50 mL。每天试验

前需使用 1.0 mol/L 氢氧化钠 (压力 990 mbar) 将毛
细管清洗 30 min 之后才可以使用；尿样通过气压进
样(50 mbar，180 s)，每次注入样品之前，毛细管都必
须依次通过 0.10 mol/L 氢氧化钠，水，运行缓冲液分
别冲洗 3 min。 毛细管电泳分离在电压 25 kV、温度
25 ℃ 的条件下进行，分离时间 60 min。
1.3.5 ELISA 蛋白鉴定方法 在酶标包被板上设标
准品孔 10 孔并对标准品进行稀释；分别设空白孔、
待测样品孔，在酶标包被板上待测样品孔中先加样
品稀释液 40 μL，然后再加待测样品 10 μL，混匀；置
37 ℃温育 30 min；弃液，每孔加满洗涤液洗涤，重复
5 次；除空白孔，每孔加入酶标试剂 50 μL；再次温
育并洗涤；每孔先加入 50 μL 显色剂 A，再加入 50
μL 显色剂 B，混匀，37 ℃避光显色 15 min；加入终
止液 50 μL；以空白孔调零，450 nm 波长依序测量各
孔的吸光度(OD 值)。
2 结果
2.1 检测波长的选取 根据 DAD 检测器的检测原
理，检测蛋白通常会选取 200 nm、214 nm、254 nm 和
280 nm 作为检测波长。 如图 1，由于本试验缓冲液
中含有尿素，尿素在短波紫外区有强吸收，其缓冲液
电泳图在短紫外区（如 200 nm 和 214 nm）受其影响
较大(如红色点画框所示)，因此不宜作为此试验的检
测波长；此外，由于紫外吸收检测法在背景缓冲液具
有紫外吸收特性时会有少量补偿，因此在空白检测
试验时，缓冲液分别在 200 nm、214 nm、280 nm 波
长下出现了很明显的基线下移（右侧黑体数字表示
相对负吸收值）， 这一基线上的变化会提高物质的
检出限，因而，为获得更低的检出限，减少这一补偿
所带来的影响，本文选用 254 nm 作为检测波长。
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运行环境：运行缓冲液为 20%乙腈，0.94%甲酸；毛细管有效长度为
530 mm，内径为 75 μm，电压为 25 kV
图 1 检测波长的选取
Fig 1 Selecting detection wavelength
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指标 %RSDs * %RSDs **

迁移时间 9.3 1.2

峰面积 5.8 1.5

峰高 8.9 4.8

表 1 不同试验条件下迁移时间、峰面积以及峰高的相对标准差(n=10)
Tab 1 The %RSDs results in the different conditions (n=10)

*优化前的电泳环境 ；**优化后的电泳环境

2.2 对电渗流的抑制
2.2.1 缓冲液中 pH 值的选取 为有效控制电渗
流，本文对缓冲液的 pH 值进行考察。图 2 表明不同
的 pH 值（2.8~4.2）对尿蛋白分离的影响。 本文选用
主峰即高分子量蛋白的峰高测量分辨率。随着缓冲液
pH 值的增加，其分辨率也相应增加。 pH 为 3.6 时，
分辨率达到最大值， 之后随着 pH 值的增大而逐渐
下降，因此本试验选定缓冲液的 pH 为 3.6。

2.2.2 分离过程中的电流控制 使用原酸性无盐
缓冲体系分离样品时，因其电解质含量少，加入样
本后会破坏分离过程中的背景缓冲液电解质平衡，
使得分离过程中电流波动较大， 且变化无规律，相
应得到的电泳结果的重现性差。 为获得更好的分离
效果以及重复率，使用缓冲液添加剂技术增加背景
缓冲液的电解质浓度，达到提高整体电流，稳定电
流波动的目的。
2.2.3 缓冲液中电解质添加含量 本文对电解质
（NaCl）的添加含量进行了考察。 如图 3，在 0 mol 和
0.002 mol 时，尿液蛋白分离并不完全，在 0.004 mol
和 0.006 mol 时，尿液蛋白有了明显的分离，然而，
在 0.006 mol 时的蛋白电泳图谱基线有所上扬，易
破坏重复性，因此选用 0.004 mol 的 NaCl 作为电解
质添加剂。
2.2.4 毛细管有效长度选择 由于毛细管电泳中
因高电压所带来的焦耳热严重影响着试验的重复
性，在不更改缓冲液配方的前提下，加长了毛细管
的长度，选用了有效长度为 816 mm 的毛细管，使得
平均电流值降低了近一倍，且分离过程中的电流依
然保留了平缓的特性。
2.2.5 试验方法的重复性 对同一样本重复 10 次，
记录迁移时间、峰高以及峰面积，并计算 10 次测量
的相对标准差，来比较优化试验条件前与优化试验
条件后的重复率。 由表 1 可知，检测条件优化后该

试验的重复率有显著提高。

2.3 方法验证 为验证该检验方法的可靠性，本文
收集了 5 名患者的自发性第二次晨尿作为试验样
本中的试验组，另收取 5 名健康志愿者的自发性第
二次晨尿作为试验样品中的对照组， 两组在年龄、
性别、种族均不构成统计学差异。

通过两组电泳图谱对比的差异来评价该检测
方法的有效性。 除主峰外，有 6 个蛋白峰被检测出，
依次为 peak‘1’、 peak‘2’、 peak‘3’、 peak‘4’ 、peak
‘5’、 peak‘6’，见图 4（正常人尿蛋白图谱）和图 5
（膀胱癌患者尿蛋白图谱）。

分别对两组中这 6 个峰的各个峰面积进行积
分计算，并将结果分别通过 t 检验证明其差异性，数
据处理结果见表 2。
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图 2 运行缓冲液 pH值的选取
Fig 2 Selecting pH values of running buffer
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Fig 3 Comparison of electrophoretograms among different

contents of electrolyte

姚 远，等. 毛细管电泳差异性检测尿液蛋白方法初探第 4 期 361



4 期：3 校

峰序号 t df Sig.(2-tailed)* %RSDs

Peak1 -22.018 58 4 <0.000 1 1.6a 1.3b

Peak2 -2.806 21 2.175 0.054 78 1.4a 1.4b

Peak3 -7.360 18 4 0.001 82 1.2a 1.3b

Peak4 -3.802 48 4 0.019 06 1.5a 1.2b

Peak5 3.593 05 4 0.022 9 1.3a 1.2b

Peak6 0.207 62 4 0.845 67 1.2a 1.3b

表 2 两组间蛋白峰的差异比较结果(t 检验)和组内蛋白峰的重复性
考察(相对标准差)

Tab 2 The difference between groups (t-test) and the repeatability
in the group (%RSDs) of each peaks’ areas

从表中可以看出，peak1、peak3、peak4 和 peak5
在两组间存在明显的统计学差异，其余两个差异不
显著。 此外，还有 6 个峰只存在于膀胱癌患者的尿
液蛋白电泳图谱中， 如图 5 所示的 peak‘a’、 peak

‘b’、 peak‘c’、 peak‘d’、peak‘e’、peak‘f’，推测为膀
胱癌患者尿液蛋白谱图的特异性蛋白峰。

为验证本实验中的结果，使用 ELISA 方法对上
述毛细管电泳实验结果中膀胱癌患者以及正常人
尿液蛋白差异进行验证性鉴定。 该平行实验使用与
上述毛细管电泳方法分离过后的膀胱癌患者与正
常人尿液蛋白样品的同源样本作为检测样本，对比
二者中的 BLCA-4 核基质蛋白表达量。

由图 6 可知，BLCA-4 在正常人尿液样品中几
乎没有表达，而在患者尿液样品中有高表达，从而
证明本实验中毛细管电泳在膀胱癌尿液蛋白图谱
所对比得出的差异蛋白峰中应有一个为鉴定中的
BLCA-4。
3 讨论

随着尿液蛋白质组学研究的不断深入，目前以
检测氨基酸序列为目的的尿液蛋白质组学的分析
技术得到了迅猛的发展[15-16]。 一些基于质谱联用的
技术，如 SELDI-MS [17]、2DE-MS [18]及 LC-MS [19]开始
广泛用于尿液蛋白的分析。然而，因其成本高昂，耗时
长，且操作复杂等原因难以在临床中应用[20-21]。宋珑[22]

等曾使用 CE-LED-IF对尿液蛋白进行差异检测，但
蛋白提取过程过于简单， 高丰度的蛋白没有得到有
效的去除，低丰度蛋白也没有有效的浓缩，因此实验
结果并不能强有力地证明差异的有效性。

本文探讨优化了一种使用 CE-DAD 技术对尿
液蛋白进行差异检测方法的条件，以用于非肌层浸
润性膀胱癌的低丰度蛋白的检测。 为获得更好的检
测效果，本文分别对检测波长，分离环境的 pH 值进
行了选择和优化，并对分离过程中的电渗流进行了
有效的控制。 同时，实验过程中还发现分离过程中
的电流波动与分离的重复性和结果的稳定性存在
关系，为提高检测的重复性，适当提高了缓冲液中
电解质的浓度，稳定了分离过程中毛细管两端的电
流，并对 5 名已确诊的非肌层浸润性膀胱癌患者与
5 名正常人的尿液样品进行差异检测。结果显示，共
有 6个蛋白峰在两组电泳图谱中共同存在，经过 t检
验， 其中 4个蛋白峰显示两组间差异具有统计学意
义，余下 2 个差异不明显；另外，还有 6 个蛋白峰为
膀胱癌患者特异蛋白峰，只存在于实验组的电泳图
谱中；经过 ELISA 方法的分析鉴定，初步证明了该
方法能够检测出正常人尿液中和膀胱癌患者尿液
中低丰度蛋白质的差异化表现。 本实验仅对膀胱癌

peak1~6为共有蛋白峰。 运行环境：运行缓冲液为 20%乙腈，0.94%甲酸，
0.004 mol的氯化钠作为添加剂； 毛细管有效长度为 816 mm， 内径为
75 μm，电压为 25 kV
图 4 正常人的尿液低丰度蛋白图谱
Fig 4 Separation of urinary proteomes of healthy subjects

peak1~6为共有蛋白峰，peak‘a’~‘f’为膀胱癌患者特异性蛋白峰。运行环
境：运行缓冲液为 20%乙腈，0.94%甲酸，0.004mol的氯化钠作为添加剂；
毛细管有效长度为 816mm，内径为 75μm，电压为 25kV
图 5 膀胱癌患者的尿液低丰度蛋白图谱
Fig 5 Separation of urinary proteomes in patient with BCs

* P<0.05；a 实验组内的相对标准差；b 对照组内的相对标准差
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图 6 膀胱癌患者与正常人尿液中 BLCA-4的蛋白含量对比
Fig 6 Up-regulation of the BLCA-4 in bladder cancer patients’

urine sample
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患者的毛细管电泳尿液蛋白谱图中的特异蛋白峰
进行了初步鉴定，要进一步的逐一鉴定本实验中对
比得出的差异蛋白峰，还需在后续实验中通过毛细
管与质谱的联用来实现。

综上所述，本文优化了毛细管电泳与二极管阵
列检测联用技术的差异检测条件，并对该方法的应
用进行了初步的探索，为未来标准化检测方法的建
立奠定了基础。
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