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聚丙烯酰胺凝胶电泳的快速脱色方法
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提要  以牛血清白蛋白为材料进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)和十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)，凝
胶固定后，用考马斯亮蓝 R-250 染色后比较传统脱色液(冰乙酸 - 甲醇溶液)和不同盐溶液(NaCl、KCl、CuCl2)的脱色效果
的结果表明：PAGE 和 SDS-PAGE 胶，0.25 和 0.5 mol·L-1 NaCl，在 70℃ (PAGE)、50℃ (SDS-PAGE)下脱色，约 2~4 h，
效果好，灵敏度高，背景低。
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聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamide gel

electrophoresis，PAGE)是蛋白质分离纯化和分子

量分析最常用的方法。电泳后的凝胶可以通过多

种染料染色检测，最常用的是考马斯亮蓝

(Coomassie brilliant blue, CBB)染色法。此法具有

特异性强、操作简单及干扰因素少等优点，但也

有灵敏度不高、染色和脱色时间过长等不足之

处。后来，有人创建了NaCl (郭尧君2001)、KCl

(Higgins和Dahmus 1979)、CuCl2 (Lee等1987)等

金属盐类染色法，但迄今这些盐在染色和脱色中

所起的作用却鲜有报道。为此，本文对 PAGE 和

十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳( S D S -

PAGE)凝胶染色后的脱色方法进行了系统的研究，

建立了一种快速、有效的脱色法——盐脱色法。

此法可以提高考马斯亮蓝染色后常规脱色法的灵敏

度、分辨率和脱染效率。现报道如下。

材料与方法

1  材料

牛血清白蛋白(bovine serum albumin，BSA)。

2  方法

2.1  PAGE 和 SDS-PAGE  PAGE 用连续垂直平板

电泳系统；SDS-PAGE 用不连续垂直平板电泳系

统(郭尧君2001)。

2.2  染色和盐脱色  PAGE和 SDS-PAGE电泳后的

凝胶用蒸馏水漂洗 2 次，再用固定液(50% 甲醇，

10%冰醋酸)在常温下固定30 min，后用蒸馏水漂

洗2次，再用考马斯亮蓝R-250于 50℃下染色30

min (PAGE)和45 min (SDS-PAGE) (郭尧君1991)，

最后分别转入不同浓度盐溶液和常规脱色液(冰乙

酸- 甲醇溶液)中脱色 2~4 h，观察结果。

2.3  温度实验  脱色在不同温度下进行，每隔一定

时间观察脱色效果。

2.4  电泳灵敏度的测定  同一块凝胶上，依次加入

不同蛋白含量的BSA 样品，观察电泳灵敏度情况。

实验结果

1  不同浓度NaCl、KCl 和 CuCl2 对脱色的影响

不同浓度NaCl、KCl和CuCl2于室温下对染色

后的凝胶进行脱色的结果表明：盐浓度越高，越

有利于脱色；但盐浓度过高(大于1.0 mol·L-1)，分

辨率会降低，脱色效果也会下降，特别是

PAGE，只能在低浓度(小于 0.5 mol·L-1)条件下才

能获得较好的脱色效果；由于铜离子带有颜色，

所以高浓度(大于1.5 mol·L-1) CuCl2的凝胶会染上

蓝绿色，背景较深(图 1-l)，不利于观察。经过

重复试验和分析统计，要获得较好的脱色效果(背

景较浅，蛋白带较深)，在 PAGE 中 NaCl、KCl

和 CuCl2的最佳脱色浓度均为0.25 mol·L-1，而在

SDS-PAGE 中均为 0.5 mol·L-1 (图 1、2)。
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图1  SDS-PAGE后不同浓度盐溶液脱色效果的比较
a、b、c、d 分别为 0.25、0.5、1.0、1.5 mol ·L-1 的

NaCl; e、f、g、h 分别为 0.25、0.5、1.0、1.5 mol·L-1 的

KCl；i、j、k、l 分别为 0.25、0.5、1.0、1.5 mol·L-1 的

CuCl2; 1、2分别为1.0和0.5 mg BSA (25℃脱色4 h)。

图2  PAGE后不同浓度盐溶液脱色效果的比较
a、b、c 分别为 0.125、0.25、0.5 mol·L-1 的 NaCl; d、

e、f 分别为 0.125、0.25、0.5 mol·L-1 的 KCl；g、k、i 分

别为 0.125、0.25、0.5 mol·L-1 的CuCl2; 1、2 分别为 1.0 和

0.5 mg BSA (25℃脱色2.5 h)。

图3  SDS-PAGE后不同温度下0.5 mol·L-1

盐溶液脱色效果的比较
a、b、c、d 分别为 25、50、60、7 0℃的 Na C l ;  e、

f、g、h 分别为 25、50、60、70℃的 NaCl ; i、j、k、l

分别为25、50、60、70℃的 CuCl2; 1、2 分别为1.0和 0.5 mg
BSA (脱色 2 h)。

图5  SDS-PAGE后盐溶液脱色与常规脱色灵敏度比较
a、b、c、d 分别是冰乙酸- 甲醇、0.5 mol·L-1 NaCl、0.5

mol·L-1 KCl、0.5 mol·L-1 CuCl2 脱色；1~9 分别是 6.0、5.0、

4.0、3.0、2.0、1.0、0.5、0.25、0.1 mg BSA。a 是 25℃

脱色 3 d; b、c、d 是 25℃脱色 4 h。

图4  PAGE后不同温度下0.25 mol·L-1

盐溶液脱色效果的比较
a、b、c 分别为 25、50、70℃的 NaCl; d、e、f 分别

为 25、50、70℃的 KC l;  g、h、i 分别为 25、50、70℃

的CuCl2; 1、2分别为1.0和0.5 mg BSA (脱色2.5 h)。

图6  PAGE后盐溶液脱色与常规脱色灵敏度比较
a、b、c、d分别是冰乙酸-甲醇、0.25 mol·L-1 NaCl、0.25

mol·L-1 KCl、0.25 mol·L-1 CuCl2 脱色；1~8 分别是 5.0、4.0、

3.0、2.0、1.0、0.5、0.2、0.1 mg BSA (25℃脱色 2.5 h)。



植物生理学通讯  第42卷 第1期，2006年2月 97

2  不同温度对盐脱色的影响

在脱色最佳盐浓度下，温度越高，脱色时间

越短。但当温度高于 70℃时，会出现两种情况：

一是脱色过度，导致蛋白带颜色较浅(图3-d); 二

是高温下凝胶皱缩，影响脱色，背景较高(图 3-

h)。高于 70℃的 CuCl2 有漂白凝胶的作用(图3-l、

图4-i)。相比而言，PAGE中，0.25 mol·L-1 NaCl、

KCl和CuCl2的最佳脱色温度分别是70、50、50℃；

SDS-PAGE中，0.5 mol·L-1 NaCl、KCl和 CuCl2 的

最佳脱色温度分别是 50、60、50℃ (图 3、4)。

3  脱色时间对电泳灵敏度影响

在 SDS-PAGE 中，用盐脱色能大大减少脱色

时间，原来的脱色需几天才可以观察到蛋白带，

现在短短几十分钟内蛋白带就出现了，且3~4 h后

的脱色效果达到最佳。0.5 mol·L-1 NaCl、KCl和

CuCl2可检测到0.1 mg的蛋白，而常规脱色法一般

只能检测到0.5 mg的蛋白(表 1、图 5)。

在PAGE中，用盐脱色能在较短时间(2.0~2.5

h)内得到良好效果，而且0.25 mol·L-1 NaCl和KCl

与常规脱色有相同的灵敏度，能检测出0.1 mg的
蛋白含量；0.25 mol·L-1 CuCl2脱色的灵敏度略低

于常规脱色，只能检测0.2 mg的蛋白含量(表 2、

图 6)。

讨    论

经 PAGE 和 SDS-PAGE 后的凝胶，一般先用

考马斯亮蓝R-250染色，再用常规脱色液(冰乙酸-

甲醇溶液)脱色，这样不仅费时低效，而且甲醇

有一定毒性，操作时不够安全(肖亚中等 2002)。

PAGE 和 SDS-PAGE 后，先将凝胶固定，后

表1  SDS-PAGE后不同盐脱色时间与灵敏度的比较

    
脱色方法

           染色时间/      脱色时间/      蛋白质最低

                                         min                  h      检出量/mg

常规脱色 30  >72 0.5

NaCl 脱色 30      4 0.1

KCl 脱色 30      4 0.1

CuCl2 脱色 30      4 0.1

染色温度为50℃，常规脱色、KCl 脱色、CuCl2 脱色温度为

50℃，NaCl 的脱色温度为 70℃，NaCl、KCl、CuCl2 的浓度

为 0.5 mol·L-1。

表2  PAGE后不同盐脱色时间与灵敏度的比较

    
脱色方法

           染色时间/      脱色时间/      蛋白质最低

                                         min                 h      检出量/mg

常规脱色 45 2.5 0.1

NaCl 脱色 45 2.5 0.1

KCl 脱色 45 2.5 0.1

CuCl2 脱色 45 2.5 0.2

染色温度为 50℃，脱色温度为 25℃，NaCl、KCl、CuCl2

的浓度为 0.25 mol·L-1。

用考马斯亮蓝R-250于 50℃下染色30 min (SDS-

PAGE)或 45 min (PAGE)，再用不同的盐溶液

(NaCl、KCl、CuCl2)脱色，相对于常规脱色法而

言有一定的优点，不仅脱色时间大大缩短(由原来

2~5 d 缩短到 2~4 h)，而且灵敏度提高，能够检

测0.1 mg的蛋白质，背景也大大降低，具有较好

的分辨率，稳定性也较好，在盐脱色液中可以存

放半年以上而蛋白带不褪色。

脱色的盐溶液浓度和温度不宜太高：浓度太

高，凝胶会皱缩，而且脱色效果会受到削弱；温

度太高，凝胶也会皱缩和卷曲，而且蛋白带和背

景会一起脱色，分辨率下降，CuCl2 甚至在高温

下对凝胶还有漂白作用。另外，各种盐脱色之间

有一定差别：SDS-PAGE 的 KCl 脱色背景带浅蓝

色，需要较长的时间才能完全脱干净；而 CuCl2

脱色在浓度高时，由于铜离子本身带有颜色，凝

胶会染上蓝绿色，且CuCl2 在 PAGE 中脱色的灵敏

度不高；NaCl 价廉易得，且不含毒性，脱色所

用时间短，背景低、灵敏度高，脱色效果显著。

总之，本文方法的最佳效果是： PAGE用0.25

mol·L-1 NaCl 于 70℃下脱色；SDS-PAGE 用 0.5

mol·L-1 NaCl 于 50℃下脱色。
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