实验十二  聚丙烯酰胺凝胶电泳

一、目 的
    了解聚丙烯酰胺盘状电泳的基本原理和操作技术。

二、原 理
 聚丙烯酰胺凝胶是一种人工合成的凝胶，是由丙烯酰胺单体和少量交联剂在催化剂和加速剂的作用下发生聚合反应而制得的。聚丙烯酰胺凝胶具有网状结构，其网眼的孔径可用改变凝胶液中单体的浓度来加以控制。一般分离蛋白质选用7.5％聚丙烯酰胺凝胶，分离比较大的分子，如核糖体核酸时则用2.5％凝胶。

凝胶电泳分辨力较高。

三、器 材
    1．电泳仪（600V）及盘状电泳电泳槽。

    2．电泳玻璃管（用碱性较低的玻璃管），内径5－7毫米，长80－100毫米。

    3．玻璃架（制胶时用来垂直插放玻璃管）。

    4．微量注射器或微量吸管。

    5．带长针头的注射器。

    6．日光灯。

    7．带有玻璃珠或玻璃棒的一小段乳胶管。

四、试剂和材料
    1．唾液。

    2．贮液和工作溶液：按下页表配制。

五、操作方法
    一般先制分离胶，再在分离胶上面制作浓缩胶。

 l. 分离胶的制备

将贮液由冰箱取出等达到室温后再按下表中的比例配制工作溶液。先将分离胶液与过硫酸分别放在真空干燥器中。待抽出溶解的空气后取出，赶快混匀，用带长针头的注射器吸取一定量的胶液，沿着管壁加到预先准备好的玻璃管中（玻璃管的一端用带有玻璃珠或小段玻璃棒的乳胶管塞住，乳胶管中加二滴40％蔗糖后插在玻璃架上），灌入的分离胶液高约6．5厘米，然后立即用带弯针头的小注射器在已加入的分离胶液面上，距胶面约0.l厘米处沿管壁缓缓加人3－5毫米高的蒸馏水层，切忌使加入之水呈滴状坠入胶液，这样会使顶部凝胶浓度变稀，改变凝胶孔径。

水层放好后，静置胶液使进行聚合反应。正常情况下10分钟开始聚合，应控制在30分钟到1小时内完成聚合。

刚加水时看出有界面，后逐渐消失。等到再看出界面时表明凝胶已经聚合，再静置30分钟便聚合完全。

	贮液
	100ml溶液中的含量
	pH
	工作溶液混合比

	1


	1mol/L 盐酸               48ml
	8.9


	小孔乳胶（分离胶）

1份1号贮液

2份2号贮液

1份水

4份3号贮液

pH8.9，凝胶浓度7％

	
	Tris                      36.6g
	
	

	
	TEMED                  0.23ml
	
	

	2
	Acr                      28.0g
	
	

	
	Bis                      0.753g
	
	

	3
	过磷酸铵                 0.14g
	
	

	4
	1mol/L 盐酸               48ml
	6.7
	大孔乳胶（浓缩胶）

1份4号贮液

2份5号贮液

1份6号贮液

4份7号贮液

pH6.7，凝胶浓度2.5％

	
	Tris                      5.98g
	
	

	
	TEMED                  0.23ml
	
	

	5
	Acr                      10.0g
	
	

	
	Bis                       2.5g
	
	

	6
	核黄素                    4.0g
	
	

	7
	蔗糖                      40g
	
	

	电极缓冲液

Tri          6.0g

甘氨酸      28.8g

加水到1 L


	8.3
	用时稀释10倍


    2．浓缩胶的制备

    用注射器吸去分离胶上的水层，用滤纸条吸去残留的水液（滤纸不要接触胶面）。

    按比例混匀浓缩胶液（也预先抽气，抽气时不要与核黄素混合，抽完气后再混合），先用这种胶液很快漂洗一下分离胶的顶部，除去漂洗液后，按上法加人浓缩胶液约0.5－l厘米高，并立即仔细加水层。然后在距管10厘米处用日光灯照射进行光聚合。正常情况下照射6－7分钟就可看到浓缩胶显乳白色，表明聚合开始。继续照半小时，使聚合完全。

    除去水层，吸干后用上电极槽缓冲液洗涤，再将这种缓冲液加至管顶，在室温放置0. 5—1小时就可使用。

    浓缩胶应在临用前制备。

      3．加样

    盘状电泳所需样品很少，用1毫克／毫升浓度的样品液每管需5—100微升。

    加样前先把玻璃管下边的橡胶塞除去，要注意先拉开乳胶管使空气进人，再拔下来，防止将凝胶拉坏。下槽中放满缓冲液，把管固定在上槽的洞中，要保证凝胶管垂直和橡皮塞孔密封不漏。管的下端悬上一滴缓冲液，再把上槽放在下槽上，避免管下有气泡。管中凝胶表面上部及上槽灌满电极缓冲液。

    将4号贮液1份，水3份，20％蔗糖溶液4份，混和，然后取唾液3微升，加上述混合液0.15毫升，混匀后小心地加在浓缩胶与电极缓冲液界面处，因样品液比重大，即平铺在凝胶表面。

    指示染料一般用溴酚蓝或酚红，通常每管加 0.l％的染料溶液 0.005毫升，指示染料与样品混合后加人。

    4．电泳

    加完样后接通电源，负极在上，正极在下。调节电流，开始时用l－2毫安／管，电泳l—2分钟，再升高电流到约3－5毫安／管，不要一开始电流很高。电流最好不超过5毫安，以免产热过多，必要时应进行冷却或在冷库内进行。

    当指示染料迁移到凝胶柱的下端附近时就可停止电泳，关闭电源，取出玻管。

    缓冲液可再行使用，但上下槽缓冲液不能混淆，因下槽缓冲液中已混人催化剂及氯离子（快离子），如将它当作上槽液就要影响电泳效果。

    5．凝胶的取出

    将一针头长约10厘米的注射器吸满水。将针头插入凝胶与管壁之间，并紧贴管壁，一面注入水一面慢慢旋转玻管并推针前进，靠水流压力和润滑作用使玻管内壁与凝胶分开，待水从玻管一端流出时，再慢慢将针头退出。然后去掉针头，用注射器向玻管中快速注射水，将凝胶压出玻管。如凝胶浓度较高，取出困难，可用10％的甘油水溶液代替水注入。一般剥胶方向是从浓缩胶端开始。

    6．固定

    为防止凝胶柱内已分离成分的扩散，需进行固定。方法是：把剥出的凝胶柱浸泡在7％乙酸或12．5％三氯乙酸的水溶液中几分钟；或浸泡在用7％乙酸或12．5％三氯乙酸液配制的染色液中，同时进行固定和染色。

    7．染色

在6%乙酸（含1%考马斯蓝）中染色30min，用甲醇：水：浓氨水（64：36：1）脱色1-2天。

