SDS-PAGE蛋白胶的制备及目的蛋白的检测
12 %分离胶的制备
⑴ 按照表1中的顺序依次加入溶液，用玻璃棒轻轻朝一个方向搅拌使其混匀，避免产生气泡；
⑵ 用微量移液枪将混匀的凝胶溶液小心缓慢地加入组装好的制胶器内；
⑶ 加入适当的量后，在分离胶溶液的界面上小心地覆盖约1 ml无水乙醇，使其均匀地覆盖到分离胶溶液上；
⑷ 将配胶模具在室温条件下垂直静置约45 min，等待分离胶的聚合。
5 %浓缩胶的制备
⑴ 待分离胶聚合后，将分离胶上层的无水乙醇弃去，并用吸水纸将其残余的无水乙醇小心吸干，切勿碰到分离胶；
⑵ 按照表2配制5 %的浓缩胶溶液，用玻璃棒轻轻朝一个方向搅拌使其混匀，避免产生气泡；
⑶ 用微量移液枪将混匀的浓缩胶溶液小心缓慢地加入分离胶上面，并插入合适的梳子；
⑷ 室温条件下静置约45 min，待凝胶完全凝固后，小心拔去梳子，将1×电泳缓冲液缓慢倒入上、下储槽中，缓冲液的量应没过短板约0.5 cm以上，即可准备加样。
表1 12 %分离胶的制备
Table 2 Preparation of separating gel（12 %）
	试剂 Reagent
	剂量 Dosage

	ddH2O
	3.3 ml

	30 %丙烯酰胺凝胶储备液
	4.0 ml

	1.5mol/L Tris分离胶缓冲液（pH 8.8）
	2.5 ml

	10 % SDS
	0.1 ml

	10 % AP
	0.1 ml

	TEMED
	0.004 ml

	反应体系总体积
	10.0 ml


表2 5%浓缩胶的制备
Table 3 Preparation of Stacking gel （5%）
	试剂 Reagent
	剂量 Dosage

	ddH2O
	3.4 ml

	30 %丙烯酰胺凝胶储备液
	0.83 ml

	1.0 mol/L Tris浓缩胶缓冲液（pH 6.8）
	0.53 ml

	10 % SDS
	0.05 ml

	10 % AP
	0.05 ml

	TEMED
	0.005 ml

	反应体系总体积
	5.0 ml


SDS-PAGE检测目的蛋白的表达
⑴ 样品的制备与上样：取诱导后的3 ml菌液12 000 × g室温离心30 s，弃上清，加200 μl PBS缓冲液吹打混匀，按1∶4的比例加入5 × 蛋白电泳上样缓冲液，吹打混匀后100 ℃煮沸10 min，12 000 × g离心5 min。取10 μl上清样品进行SDS-PAGE电泳分析，以诱导的含有空载体pET-32a(+)和未经IPTG诱导的样品为阴性对照。
⑵ 电泳条件：浓缩胶采用80 V稳压电泳；待溴酚蓝迁移至浓缩胶与分离胶的交界处，将电压调至100 V稳压电泳，待溴酚蓝迁移到分离胶的底部时关闭电源，停止电泳。
⑶ 考马斯亮蓝染色：电泳结束后，切下分离胶，将其移入含有适量考马斯亮蓝染液的培养皿内。放置脱色摇床上，缓慢振荡染色45 min-60 min。
⑷ 脱色：弃去染色液，在水中漂洗数次，然后用脱色液脱色数次，至显示出清晰的条带为止。
