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一种改进的双色 SDS--PAGE凝胶和可视化上样电泳方法
盖　颖　王文棋　蒋湘宁
（北京林业大学生物科学与技术学院）

摘要：SDS--PAGE电泳是蛋白质分析和研究中的重要高效手段．由于分离胶、浓缩胶与电泳缓冲液以及空气都是无
色透明的物质�在胶的制作和点样过程中仅仅通过浓缩胶相与缓冲液水相或空气相对光的折射来准确判断点样孔
的位置并进行点样操作�因而比较困难．该文介绍1种在浓缩胶中添加颜色染料�使浓缩胶显现颜色�以此可视化
区分浓缩胶中点样孔（井）位置的方法�可以准确而高效完成点样操作�使传统的 SDS--PAGE 点样过程通过折光性
来判断变为可视化准确判断�提高点样效率和电泳质量．
关键词：蛋白质分析�双色可视化上样�SDS--PAGE电泳
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SDS-PAGE is a very powerful and effective method in protein analysis．Sometimes it is difficult to locate
the sample wells and spaces between them�because the isolation gel�concentration gel and electrophoresis
buffer are transparent and colorless and they could only be identified and distinguished by light refraction in the
process of sample loading．This paper introduces a new method in which dye is added into the concentration
gel to make it different by resulting in a dua-l color phases of SDS-PAGE gel．With this method�it is very easy
to see the loading wells by eyes．The process of sample loading can be finished in an accurate and efficient way
and electrophoresis quality can also be improved by visible color border among phases between wells and gel．
Key words　 protein analysis�dua-l color visible loading�SDS-PAGE electrophoresis

　　SDS--聚丙烯酰胺凝胶（SDS--PAGE）电泳［1］方法
自1964年诞生以来�由于其简便易行、分辨率高、适
用性广而广为生物化学与分子生物学研究与教学使

用�并得到不断改进和完善［2--5］ ．通常情况下 SDS--烯
酰胺凝胶电泳使用一种不连续的缓冲液系统．在这
一系统中�凝胶分为低浓度的浓缩胶和高浓度的分
离胶�蛋白质分子在电泳过程进行的分离中既有凝
胶的分子筛效应又有电泳分离的电荷迁移效应［3］ ．
电泳时凝胶中的样品里的 SDS 多肽复合物在电场
的作用下沿移动的界面迁移．浓缩胶的作用是使样
品在分离胶界面迅速富集形成一个极薄的层面�极
大地浓缩样品的体积．当样品浓缩到分离胶界面后

开始真正的电泳分离．
传统 SDS--PAGE 方法首先是在蛋白质 SDS--

PAGE胶灌制好以后通过浓缩胶与电极液或空气对
光的折射来判断点样孔的位置用于点样�根据浓缩
胶与分离胶的浓度差对光的折射来判断浓缩胶与分

离胶的界面［4］ ．通过对光的折射来分辨点样孔和胶
的界面�常常由于经验和环境有时比较困难．因此�
准确分辨出点样孔的位置来提高上样的准确性和效

率�是获得完美 SDS--PAGE电泳结果的关键之一．
无论是湿法上样还是干法上样都会遇到估计和

判断点样孔位置和点样孔通顺状况的问题．湿法上
样往往会遇到在电极液中拔梳子�看不到梳子是否
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被垂直拔出、点样时准确定位上样孔困难等问题�主
要原因是因为浓缩胶、分离胶、电极缓冲液及空气等
都是无色透明物质�仅仅只能依靠它们之间对光的
折射产生的界面来估计和判断．而干法上样还需用
水冲洗梳子孔�用滤纸吸干孔内的液体�比湿法上样
还要麻烦．虽然电泳技术在不断改进和完善�并在生
命科学研究中得到广泛普及应用［6--9］ �但双色可视制
胶电泳的方法仍未见报道．

本方法通过在浓缩胶中加入适当量的染料使浓

缩胶带上颜色�使之形成双色可视 SDS--PAGE胶�通
过有颜色的浓缩胶与无颜色的电泳液来准确定位点

样孔的位置并进行准确高效的点样操作�改进与完
善 SDS--PAGE电泳方法并实现方法可视化�希望对
从事 SDS--PAGE电泳工作的研究人员有所参考．
1　试验材料
1∙1　仪器和材料

Bio-Rad Mini ProteinⅡ电泳仪�HE-Taq蛋白．
1∙2　试　剂

丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、SDS 、过硫酸铵、溴
酚蓝、冰醋酸、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、盐酸、甘油�
巯基乙醇、甘氨酸、考马斯亮蓝 R--250、乙醇、四甲
基乙二胺（简称 TEMED） 、分子量标准物质．

2　试验方法
1）8％分离胶的制备：30％丙烯酰胺胶液2∙7

mL；分离胶缓冲液2∙5mL；10％ SDS 0∙1mL；水4∙6
mL；10％ 过硫酸铵溶液100μL；TEMED6μL．

2）4％样品浓缩胶的制备：30％丙烯酰胺胶液
0∙65mL；浓缩胶缓冲液1∙25mL；10％ SDS 0∙1mL；
水3mL；10％ 过硫酸铵溶液50μL；TEMED5μL；少
许溴酚兰染料．

3）将分离胶灌入两块玻璃板之间�放置约30
min�待凝聚后将上层水去尽吸干�然后在分离胶上
倒入浓缩胶�灌满�稍后插入样品梳（如图2）．待浓
缩胶凝聚后�在上下贮槽中倒入电泳缓冲液�取出样
品梳�用微量注射器吸取10μL 样品至凹形凝胶样
品槽．从图3中可以看到呈蓝色的浓缩胶与无色的
分离胶形成鲜明的对比．电泳上样时�由于浓缩胶有
明显的蓝色背景�而梳齿所在的点样孔无色�因此每
个孔道清晰可见．

上样、电泳、染色和脱色过程均按 Frederick ［5］方
法进行．
3　结果与讨论

本方法在向浓缩胶中加入少许溴酚蓝使浓缩胶

带上颜色�有效地解决了以下问题．

图1　Bio-Rad Mini Protean Ⅱ 电泳仪的电泳槽部件

FIGURE1　Apparatus of Bio-Rad Mini Protean Ⅱ electrophoresis

　　1）制胶时�可以实现可视化拔梳子操作�保证梳
子正确垂直拔出．由于有染料颜色引导可视化操作�
即使出现了偏差也可以得到及时纠正．

2）上样时�可以很方便地辨别出点样孔道的位
置�明显提高点样效率与点样质量．

3）经试验�向浓缩胶中加入丫啶橙、苏木色精、
甲苯胺蓝、红四氮唑及中性红�也能使浓缩胶带上不
同颜色�同样起到双色可视效果．从电泳过程中对界
面的迁移和电泳后染色对胶的分析可知�双色胶除
了在浓缩胶中增加了颜色外�对制胶、电泳、染色和
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电泳结果均无不良影响．由于有色和无色相间可以
清晰地分辨出点样孔的位置�而极大地提高了点样

效率和点样质量�从而提高了电泳质量�获得完美的
电泳结果．

单色胶　　　　　　　　　　　　　　　　　双色胶

图2　单色胶与双色可视胶比较
FIGURE2　The comparison between single-color gel and dua-l color gel

左图：单色胶�很难分辨出浓缩胶与分离胶的界面及上样孔
右图：双色可视胶�清楚地分辨出浓缩胶与分离胶及上样孔的位置

图3　单色胶与双色可视胶在点样过程中比较
FIGURE3　The comparison between single-color SDS-PAGE and

dua-l color SDS-PAGE during the process of loading samples

左图：单色胶（S 为未经透析的样品 M为分子量标记） 右图：双色可视胶（S 为经透析的样品 M为分子量标记）
图4　单色胶与双色可视胶电泳结果

FIGURE4　The electrophoresis results of single-color SDS-PAGE and dua-l color SDS-PAGE
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