
磷酸化蛋白凝胶检测试剂盒
产品货号：26613

产品规格：10 MINIGELS

产品简介：

在含Ca2+离子的环境中，NaOH可将蛋白质中的磷酸基团水解成游离的PO43+离子，PO43+离子随即与Ca2+离子反应形

成不溶性的磷酸钙，磷酸钙在钼酸铵和硝酸作用下，形成不溶性的复合物，此复合物经甲基绿染色，形成绿色或蓝绿色

的条带。本试剂盒是针对SDS-PAGE中的磷酸化蛋白检测而设计的，无需经过Western blot实验，且具有磷酸化蛋白特异

性，可以从样品中特异性地检测出磷酸化蛋白。本试剂盒的检测灵敏度取决于目的蛋白质的磷酸化程度，可检测出50ng
的酪蛋白。本试剂盒可以染10片小胶块（6×8cm）。

产品组成：

试剂名称 规格 保存条件

6× 溶液1 100mL 2-8℃
1× 溶液2 200mL 2-8℃
4× 溶液3 50mL 2-8℃
10× 溶液4 20mL 2-8℃
2× 溶液5 100mL 2-8℃
5× 溶液6 40mL 2-8℃
10× 溶液7 20mL 2-8℃

操作步骤：

1. 请先将各浓缩液用双蒸水稀释相应倍数制成1倍浓度工作液再使用。

2. 将溶液3置于60°C水浴中保温。

3. 取出电泳后的聚丙烯酰胺凝胶，加入20mL的溶液1，置于摇床上，振荡30min。
4. 倾出溶液1，加入20mL溶液2，置于摇床上，振荡30min。
5. 倾出溶液2，加入20mL纯净水，置于摇床上，振荡3min，重复此步骤1次。

6. 倾出纯净水，加入20mL溶液3，置于60°C恒温培养箱中，静置20min。
7. 倾出溶液3，加入20mL溶液4，置于摇床上，振荡10min。
8. 倾出溶液4，加入20mL溶液5，置于摇床上，振荡20min。
9. 倾出溶液5，加入20mL溶液6，置于摇床上，振荡染色15min。
10. 倾出溶液6，加入20mL溶液1，置于摇床上，振荡脱色5~10min，重复此步骤2次。

11. 待绿色的条带显示后，加入20mL溶液7，置于摇床上，振荡过夜进一步脱色。

注意事项：

1. 实验前，根据所染胶块的数量，取一定体积的各种溶液，用双蒸水稀释为一倍浓度后再使用。

2. 本试剂盒的检测灵敏度取决于目的蛋白质的磷酸化程度，由于不同磷酸化蛋白磷酸化程度不同，所以本试剂盒对于

不同磷酸化蛋白的检测灵敏度也有所不同。

3. 为了获得最佳染色特异性，应先除去凝胶上的所有SDS和固定液（50%甲醇+10%乙酸）（另行配置）。固定步骤可

除去SDS，水洗步骤可除去固定液。为确保除去所有SDS和固定液，有必要进行多次固定及多次水洗。在固定和水洗

步骤中，较大的或较厚的凝胶可能需要更多的固定液或更长的孵育时间，此固定步骤可以在跑完PAGE电泳后先向凝

胶里加入20mL固定液（液体完全覆盖胶面即可）固定3次，每次10min或过夜固定后水洗3~5次，再进行后续磷酸化



染色。

4. 加入溶液6后可以进行微波染色同时可能需要延长凝胶的脱色时间，将凝胶放回到溶液7中继续孵育脱色。

5. 步骤4中须将装凝胶的容器和凝胶表面残留的Ca2+清洗干净，否则将导致高背景且难于脱色；但水洗时间不可过长，

否则将导致检测灵敏度下降，甚至实验失败。

6. 步骤5中装凝胶的容器须盖上盖子，否则可能导致凝胶卷曲，并产生高背景。

7. 步骤6中不可进行振荡操作，否则可能导致检测灵敏度下降或非特异性条带产生。

8. 本说明书所使用的试剂量和实验时间是针对80×60×1mm的凝胶制订的，若凝胶体积较大或较小，可适量调整试剂用

量和实验时间。

9. 产品中的保存条件及有效期均以未开封情况下计算，为了防止产品与空气接触发生化学反应影响产品性能，将未使

用完毕的组分按存储要求保存同时建议开封后的组分尽快使用完毕。

10. 使用后请旋紧瓶盖，防止溶液挥发和与空气中的物质发生化学反应。

11. 本试剂盒只能够用于体外实验，不能够用于临床、治疗和动物体内实验等，由此产生的后果概不承担责任。

运输和保存条件：

常温下运输，收到后将本试剂盒于4°C的环境中保存，保质期两年。


