生化實驗3－蛋白質SDS-PAGE膠電泳分子量分析

1. 原理：SDS-PAGE（Sodium dodecyl sulfate－polyacrylamide gel electrophoresis）為變性（denature）的蛋白質電泳，可依分子量分離出不同大小的蛋白質成分，其後以CBR染色或銀染判讀結果。

2. 藥劑：Acrylamide + bis-acrylamide ( 37.5 : 1 )、APS (ammonium persulfate)、TEMED、Running buffer及Sample buffer。

3. 儀器：SDS-PAGE電泳槽套組、電源供應器。

4. 實驗方法：

a. 下層製膠（Running gel）－組合置膠器後，於下層膠體溶液中迅速加入APS及TEMED混合均勻，注入玻璃板間空隙達孔梳下1 cm左右，再注入少量去離子水隔離空氣，靜置凝膠約30 min。

b. 上層製膠（Stacking gel）－將下層膠上方的水分倒掉，同樣於上層膠體溶液中迅速加入APS及TEMED混合均勻，注入玻璃板間至上緣，並插入孔梳，靜製凝膠約30 min。

c. 樣品前處理－取樣品與sample buffer等量混合，水浴100℃三分鐘後快速離心取上層液。

d. 電泳操作－架設電泳裝置套組，將running buffer倒入電泳槽中，取下孔梳，分別將處理好的樣品各20μl注入well內。蓋上電泳槽，連接電極線於電源供應器，調整電壓至80 V開始跑電泳約30 min，至上下膠體間集膠，後電壓調至120 V，由追蹤染劑觀察蛋白質泳動情形，接近膠體底部時停止電泳。

e. 膠片暫存：小心取出玻璃板及膠片（夾著），以buffer潤濕紙巾後包覆，放入夾鍊袋中冷藏於4℃。

課程指導：林文風（5103）

實驗協助：陳運源（5103）、楊喬筑（5123）

