PROTEAN IEF Cell

ReadyPrep 2-D Starter Kit

中文簡易操作手冊

[image: image1.jpg]\

\

\

A\

N





[image: image2.png]



汎泰儀器有限公司

一. IEF Cell 規格
輸入電源
 



90–264 VAC, 47–63 Hz

保險絲 




10A, 250 V, SLO-BLOW, 3AB Ceramic Body

電源線

 


3-wire; grounded

電源輸出

電壓

 50–10,000 V, 1 V increments
電流

 0–2.4 mA, 0.01 µA increments

功率

 0–24 Watts

設定時間 




00:01–99:00 hours:minutes or 0–99,999 volt-hours

聚焦盤
材質 Polycarbonate
可使用膠條大小  7, 11, 17, 18, 24 cm

容量 12 strips per tray

7 cm 
17 cm

電極長度

 64.5 mm  162 mm

 

可使用膠條長度
 82.3 mm  181 mm

Peltier 平臺




聚焦盤容量 
一個24 cm, 18cm ,17 cm, 11cm tray 或兩個7 cm trays
溫度範圍
 
10–25 °C ± 0.5 °C @ max. ambient of 30 °C

15–25 °C ± 0.5 °C @ max. ambient of 35 °C

水合/平衡盤

材質 Polystyrene

容量 12 strips per tray

可容納膠條長度 80 mm for 7 cm tray, 186 mm for 17 cm tray

環境需求



For indoor use only.

For use at altitudes up to 2000 meters.

To be operated between 10 °C and 35 °C ambient.

To be operated with a maximum relative humidity

or 90% for temperatures up to 35 °C.

用電規範
 


CE, EN61010-1

大小

 


28(W)x30(D)x14(H) cm

重量
 



12.5 lb. (5.7 kg)

使用介面



Control panel 12 key alpha-numeric keypad with 4 soft-keys and

3 function keys. Graphics display, 4 lines x 21 characters Programmable Rehydration and focusing time, platform temperature, parameters current limit per IPG strip, voltage and voltage ramping type for each step.

Voltage Ramping Profiles Slow, Linear or Rapid Protocol capacity 3 semi-programmable, pre-loaded methods. 10 programmable methods with up to ten (10) steps. Data collection RS232 serial port and optional thermal printer
二. 基本介紹
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IEF Cell 正面圖

· Control keys 

控制rehydration/Focusing程式開始, 暫停及停止
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開始
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停止  [image: image6.png]


暫停

· Alphanumeric keypad

EXIT : 回前一頁或跳出   CE: 清除輸入文字
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背面圖
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Focusing Tray (聚焦盤)              Rehydration/Equilibration Tray（拋棄式水合盤）

■  Votage Ramping 方法
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三. 藥品準備及樣品前處理 
· ReadyPrep 2-D Starter Kit (163-2105)內容物
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■  配製所需Reagent

1. 取Nanopure water 6.1 ml加入 Rehydration / Sample Buffer中 ( 形成A瓶

（可搖晃與隔水加熱以加速均勻混合）

2. 取A瓶2 ml加入E.coli Protein Sample 中（原有2.7 mg）, 此時會配置成1.35 mg/ml

的Buffer ( 形成B瓶=Sample
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	■ 加入聚焦盤的每一個well中所需Sample量

	 7 cm IPG Strip

11 cm IPG Strip

17 cm IPG Strip

Minimum rehydration volume 

Rehydration strip to a gel

Thickness of 0.5mm and gel

Composition of 4%T/3%C

125ul

185ul

300ul

Maximum rehydration volume Increased rehydration volume allows for lager protein sample load, facilitates entry of larger protein, 

And minimizes protein solubility problems

250ul

365ul

600ul




■ 準備上機
1. 取ddH20 先大略沖過Focusing Tray, 再用拭鏡紙擦乾Tray的每一個well與電極絲

(電極絲尤其要擦乾！) 

2. 以7 cm為例,取Sample 125ul ,平均置入Focusing Tray的每一個well中,

儘量將sample注入兩邊電極以內的位置
(可將Tray稍微墊高,使注入的溶液可以緊靠每一well的下緣)
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3. 取Wicks二片，使用二次水潤濕，置於兩個電極上方，小心不要有氣泡產生

(※   a.因為E.coli Protein Sample已經非常純，故可以省略此步驟

b.放wicks目的：可吸附雜質及鹽類, 避免污染物損壞電極和影響實驗)
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（rehydration步驟前放置wicks）

→ 此為實驗進行過程中，無 pause的步驟，

即rehydration步驟（12hr）結束後，機器直接進入Focusing步驟。

直到S4-Hold Step結束。
[image: image16.png]



（rehydration 後, 於focusing 前放入wicks）

→ 此為實驗過程進行時，有 pause的步驟，

即rehydration步驟（12hr）結束後，機器會先pause，

使用者可在此時放入wicks後，再按run，機器才會繼續進行Focusing反應。

直到S4-Hold Step結束。
4. 帶上手套,使用兩支原廠專用鑷子,小心夾住膠條兩側,迅速撕去strip 膠條上的保護膜,將IPG Strip Gel 之面朝下,緩慢放入Focusing Tray中。

(注意事項： a. 使用ReadyPrep 2-D Starter Kit 請選擇pH4 -7的strip

b.勿讓手直接碰觸到膠條，因為手溫會影響膠條

c. 注意不要有氣泡產生，因為氣泡會影響聚焦的結果

d. 請留意Tray & Strip的正負極放置方向              ）
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5. 最後取1 ml之礦物油，平均加在Strip上，注意一定要完全覆蓋整個Strip，以防止Buffer之蒸發而乾掉燒焦

Strip Length                       7 cm        11 cm       17cm

Mineral Oil                       1 ml        1.5 ml       2.5 ml

6. 將上蓋蓋好，將tray置於 IEF Cell上之正確位置(留意正負極擺放位置)。
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四、PROTEAN IEF Cell 操作步驟
■ 預設程式(Preset Method)

打開IEF Cell背部電源, 可見到下列畫面, 按下預設之程式 (PRESET METHOD)

依指示完成設定，依strip長度，選擇Focuing step。(7 cm 為例)

→ ↗Linear ΔV
→ REHYDRATION: yes
   GEL LENGTH : 07

→ REHYDRATION STEP: active 50V
→ INSERT PAUSE AFTER REHYDRATIOIN : NO 

→ S1   250V  15min

   S2   4000V [image: image21.png]


 2 hr   (即2hr 後會從250V拉到4000V)

→ S3   4000V [image: image22.png]


 20000 VHOURS 

   (即達到4000V之後，會使S3的時間換算累積到20000V*Hr)

→ S4   500V / HOLD : yes
→ ENTER # OF GELS: 2

→ PRESS [image: image23.png]


 TO  START
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■ 自行設定方法(NEW METHOD)
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■ 一般設定方法步驟
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R (Rehydration)： 水合反應,Active 50 V, 12hr , 目的是將rehydraction buffer及sample混合
並吸入IPG Strip膠條中

S1 (Condition Step)：設定250V,15 mins,其作用在於移去鹽類離子及污染物 

S2 (Voltage Reagent)：建議使用線性模式(Linear)將電壓提升到Focusing Voltage

S3-Final Focusing：此步驟為真正等電聚焦設定,其設定之設定值如下:

         Voltage        IPG Strip      累積V*hr數值
      4000V         7 cm          20000 V*hr

      8000V         11 cm         40000 V*hr

     10000V         17 cm         60000~80000 V*hr

 S4-Hold Step：設定500 V, 以避免過度反應

(※ 當反應完成後即可進行平衡反應以便做2nd dimension SDS-PAGE分析)

· 平衡buffer配置 & strip平衡
	 7 cm IPG Strip

11 cm IPG Strip

17 cm IPG Strip

Equilibration buffer I

2.5ML

4ML

6ML

Equilibration buffer II

2.5ML

4ML

6ML




1. 取13.35 ml  30% Glycerol Solution 加入Equilibration buffer I瓶中 ( 形成C瓶(=Buffer I)

2. 準備適當之容器，將Strip取出後，先以“背膠面”在濾紙上稍做滴油的動作，再把Strip過ddH2O一至兩次，把底部的水及礦物油使用濾紙大致去除，然後將膠條面朝上放在拋棄式水合盤中，注入C瓶2.5ml之Buffer I，於shaker中進行搖晃20分鐘。

(此為平衡一的部分)

3. 取13.35 ml  30% Glycerol Solution與0.5克的 Iodoacetamide加入Equilibration buffer II瓶中 ( 形成D瓶(=Buffer II)

( ※ 可先取5 ml Glycerol加入Iodoacetamide中，溶解後倒入Equilibration buffer II瓶中，再將剩下的8.35 ml Glycerol 加入Equilibration buffer II瓶中 )

4. 平衡一做好後，將Strip取出，再以“背膠面”在濾紙上滴乾殘餘的Buffer I，然後將膠條面朝上放在拋棄式水合盤中的另一個well中，注入D瓶2.5ml之Buffer II，再於shaker中進行搖晃20分鐘。（此為平衡二的部分）

5. 完成後將Strip取出，即完成Strip平衡之程序。

再將Strip置於SDS-PAGE 膠片上進行2nd Dimension Analysis。

(若當天不打算進行2nd dimension，則IPG strip 可在IEF結束之後，先不必進行平衡反應，而將Strip放在拋棄式水合盤中連同Lid ，至於-80℃冰箱中保存。)
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五、2-D SDS-PAGE電泳分析
· 鑄膠 ( 7 cm使用Mini-PROTEAN Ⅲ ; 17 cm 使用PROTEAN II XL,1.5mm )
1. 以7 cm為例，先將1.5mm Spacer Plates  &  Short Plates用酒精擦拭乾淨，

將大、小玻璃置入注膠架時，底部必須在同一平面，再將玻璃架於注膠台上

2. 配置10%之SDS-Polyacrylamide Gel

7 cm          17 cm
a. 取一支50 c.c.離心管                           

b. 加入30% Acrylamide/Bis 29:1 Solution (161-0156)   6.7 ml         39.6 ml
c. 加入1.5M(pH=8.8)之Tris-HCl (161-0798)          5.0 ml         30 ml
d. 加入10%SDS solution (161-0416)                 0.2 ml         1.2 ml
e. 加入10%APS solution (161-0700)                 0.2 ml         1.2 ml
f. 加入TEMED solution (161-0800)                0.008 ml        0.048 ml

g. 加入ddH2O                               加水到所需量    加水到所需量

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

2片Gel共計  溶液20 ml        120 ml

3. 將溶液加入大、小玻璃夾縫中，Load入的溶液高度約從玻璃上緣算起0.5-1.0 cm，

於上層加入75 or 95%之酒精壓平（若不使用酒精，亦可放置1.5 mm Prep/2-D Comb），

小心不要有氣泡產生（若需加入標準品可在一小濾紙上滴上standard，同樣放入Gel 上即可）

4. 大約等待1-3 hr後，膠片即凝結完成，再往下進行電泳部分。

（可放至4℃冰箱中幫助凝膠）

· 跑電泳（Run SDS-PAGE）

1. 先將Overlay Agarose  (此為low melting ) 用微波爐預熱使其溶化，置於一旁冷卻後，稍後可以封膠使用。

2. gel凝結後，先將酒精層倒出來並儘量以拭鏡紙吸乾，再換水層加入該空隙中，（此步驟是為了讓strip放入玻璃片時能夠迅速滑到定位）。

3. 將Strip”膠面朝前”小心放入膠片之上緣空隙中，使其與gel面接觸，此時要特別小心：

strip與gel的接觸面處絕對不可以有氣泡產生，然後將水層倒出來。

4. 再取一些溶化好的Low melting Agarose加滿整片膠片的上緣，即完成封膠之步驟，等到Agarose凝固後，strip也固定不再移動，方可跑電泳。

（可放至4℃冰箱中幫助Agarose凝固）

5. 跑膠用之緩衝溶液為 1X之Tris / Glycine / SDS之Running Buffer (可使用10X之Tris / Glycine / SDS 161-0732 做10倍稀釋)，加入電泳槽內之緩衝溶液原則上外部Buffer量要超過膠片玻璃之下緣三分之一，而上層Buffer量要蓋過白金絲之高度。

6. 蓋上電泳槽上蓋，插上電源，固定電壓100V跑90分鐘即完成SDS-PAGE之程序。

(17 cm設定條件：16 mA/gel for 30 min, then 24 mA/gel for ~5 hr)

7. 完成後，要小心取下膠片〈可於水中完成此動作〉，然後將膠片置於容器中，即可準備進行染色之動作。

■ 染色與退染（Stain & Destain）
方法（一）

1. 將膠片置於適當之容器中，倒入Coomassie Brilliant Blue R-250 Stain的溶液，

量的多寡以蓋過整個膠片為主。

2. 染色進行約30分鐘。（依照當時的染劑新鮮程度來稍做調整）

3. 染色後，將膠片取出，置於退染之溶液中 ( 50%水 + 10% Acetic Acid + 40% Methanol )，

退染至肉眼可見膠片之結果為主。

方法（二）

1. 將膠片置於適當之容器中，倒入Bio-Rad Bio-Safe Coomassie Stain的溶液，

量的多寡以蓋過整個膠片為主。

2. 染色進行約30分鐘（依照當時的染劑新鮮程度來稍做調整）

3. 染色後，將膠片取出，直接置於水中做退染的動作，退染至肉眼可見膠片之結果為主，

約2-3小時後可以看到結果。

------------------------------------------------------------------------------------------
※依照以上之步驟，即可完成2-D Gel之膠體實驗，而後可依個人之後續研究以及運用，搭配其他儀器或方法，作更詳細之實驗步驟。

------------------------------------------------------------------------------------------

六、故障排除與附件
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Number __Product Description

1654000  PROTEAN IEF System, complete, inchucles basic unit 17 and 7 cm
focusing trays with hd. 1 pack each of 17 and 7 cm rehyclration/
ecqulbration trays with fids. 2 pairs o forceps. 1 pack of electrode
wicks, mineral o, clearing buushes.

165.4001  PROTEAN IEF Cell, 90-240 VAC, basic unil, inchues the cell and
instnuction manual

1654010 17 em focusing tray with lid, 1

165.4080 7 cm focusing tray with ld, 1

1654015 Disposable rehydrationlequilibration tray with lid, 17 cm, 25

165.4085  Disposable rehydration/eauilibration tray with lid, 7 cm, 25




[image: image33.png]1654070 Forceps, 1 pair
1654071 Electrode wicks, pre-cut, 4 mm x 20 mm, 500
165.4072  Cleaning brushes, 2

165.4080  Thermal Printer, with cable and power adaptor, 100V
165.4082  Thermal Printer, 120V

165.4085  Thermal Printer, 220V

170.2412  Thermal Printer Paper, 10 rcls

1632129 Mineral oil, 500 ml

ReadyStrip™ PG Strips
163.2000  ReadyStrip IPG Strips pH 340, 7 cm, 12
163.2001  ReadyStrip IPG Strips pH 47,7 cm, 12

163.2003  ReadyStrip IPG Strips pH3.6,7 cm, 12

163.2004  ReadyStrip IPG Strips pH 58,7 cm, 12

163.2005  ReadyStrip IPG Strips pH7-10,7 cm, 12
163.2007  ReadyStrip IPG Strips pH3-10, 17 cm, 12
163.2008  ReadyStrip IPG Strips pH 4.7, 17 cm, 12
1632010 ReadyStrip IPG Strips pH 3.6, 17 cm, 12
1632011 ReadyStrip IPG Strips pH 5.8, 17 cm, 12
163.2012  ReadyStrip IPG Strips pH 7-10. 17 em. 12
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