蛋白质双向电泳
蛋白质的双向电泳的第一向为等电聚焦（Isoelectrofocusing,IEF）,根据蛋白质的等电点不同进行分离；第二向为SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），按亚基分子量大小进行分离。经过电荷和分子量两次分离后，可以得到蛋白质分子的等电点和分子量信息。
等电聚焦是一种特殊的聚丙烯酰胺凝胶电泳，其特点是在凝胶中加入一种两性电解质载体，从而使凝胶在电场中形成连续的pH梯度。蛋白质是典型的两性电解质分子，它在大于其等电点的pH环境中以阴离子形式向电场的正极移动，在小于其等电点的pH环境中以阳离子形式向负极移动。这种泳动只有在等于等电点的pH环境中才停止。如果在一种pH梯度的环境中将含有各种不同等电点的蛋白质混合样品进行电泳，那么在电场作用下，不管这一群混杂的蛋白质分子原始分布如何，各蛋白质分子将按照它们各自的等电点大小在pH梯度相对应的位置进行聚集经过一定时间后，不同的蛋白质组分便分割在不同的区域之中。这个过程称作等电聚焦蛋白质聚集的部位蛋白质所带电荷为零，测定此部位的pH值，即可知该蛋白质的等电点。
    十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），主要用于测定蛋白质亚基分子量，SDS是一种阴离子去污剂，作为变性剂和助溶剂，它能段裂分子内和分子间的氢键，使分子去折叠，破坏蛋白质分子的二级和三级结构。强还原剂则能使半光氨酸残基之间的二硫键段裂。在样品和凝胶中加入SDS和还原剂后，分子被解聚成它们的多肽链。解聚后的氨基酸侧链与SDS充分结合形成带负电荷的蛋白质-SDS胶束，所带的负电荷大大超过了蛋白质分子原有的电荷量，这就消除了不同分子之间原有电荷的差异。因此这种胶束在SDS-聚丙烯酰胺凝胶系统中的电泳迁移率不再受蛋白质原有电荷的影响，而主要取决于蛋白质或亚基分子量的大小。当蛋白质的分子量在15KD到200KD之间时，电泳迁移率与分子量的对数呈线性关系。
    蛋白质双向电泳是将蛋白质等电点和分子量两种特性结合起来进行蛋白质分离的技术，因而具有较高的分辨率和灵敏度，已成为蛋白质特别是复杂体系中的蛋白质检测和分析的一种强有力的生化手段。
Waters NanoACQUITY UPLC

仪器参数选择
高压梯度泵：

1. 标配二个高压梯度泵（主泵和辅助泵各一套）；可构成2D二维色谱系统、2D分离操作模式：Desalting- RP Separation, SCX Trapping-RP Separation, RP-RP Separation
2. 流速范围：200nL/min- 100μL/min连续可调，无需分流，采用热电藕传感器高精度流速控制，必须不拆卸仪器硬件和配件，减少故障率。
3. 最大操作压力：(10,000 psi；延迟体积：<1μL；梯度精度：SD <0.25min (n=6)

自动进样器

1. 样品盘数：2块，兼容2mL样品瓶、96或384多孔板、0.65或1.5mL微量离心管样品盘；

2. 进样体积：0.1-20 μL，以0.1μL为增量；进样精度：<0.3% RSD；进样线性度：>0.999；进样残留：<0.005%

3. 温控范围：4-40(C，以0.1(C为增量

柱温箱

1. 温控范围：室温+5(C-65(C，以0.1(C为增量

2. 柱容量：可容纳250mm长nano色谱柱，或1.0mm内径UPLC色谱柱

紫外检测器
1. 波长范围：190-700nm；谱带宽度：5nm；波长重现性：(0.25nm； nano流通池：横向透射模式

2. 流通池死体积<10nL；最高操作压力：(1,000 psi

Off-Line MALDI点样/微量收集一体化系统

1. 主体结构：XYZ 结构主体，开放式支架；定位精度：(0.1mm

2. 能与bruker 点样板兼容，能同时点4块384样品板。
配套固相萃取装置、固相萃取小柱（分离蛋白、多肽）300根以上。

原装操作软件

1. 需兼容Microsoft Windows 7操作系统, 软件能对整套系统进行控制进行数据采集、数据处理、定性分析和定量分析、建立数据库功能，GLP认证、自动校正和全自动分析功能
2. 配套商用台式电脑、正版Windows专业版操作系统、激光打印机
飞行时间质谱仪（BRUKER BIFLEXIII）
1、 将胶用ddH2O洗三遍，每次10分钟，最后一次洗先倒ddH2O,重新加入ddH2O以刚好盖住胶面为宜。

2、 在洗胶的间隔时间内，打开通风橱，清理超净台。

3、 吹干酒精。

4、 将实验所用的器械、工具用酒精擦拭置于操作台面上，试剂也在操作台面上配。

5、 取点（用1.5mm的枪头取点，要全部从胶上取下）。

6、 取出的点置于48孔板上，先将取点时带入的ddH2O先吸去，然后每孔加入100ｕｌddH2O，超声5-10分钟，超声后取出拭干表面的水，离心，使盖沿水甩干，防止污染，再重复两次。

7、 加乙腈50ｕｌ脱水，置于摇床上5分钟；离心，洗去乙腈并置于操作台上晾干。
8、 等待期间配置DTT。
9、 向每个EP管中加入10mM DTT 50ｕｌ，56℃，水浴1小时。
10、 等待过程中，将碘乙酰胺从冰箱中取出，置于暗处使之溶解。

11、 水浴结束后，取出孔板拭干并离心。

12、 配置碘乙酰胺用液：

原浓度：1mol/L,目的浓度：55mM/L,目的体积：50ｕｌ×50

所需碘乙酰胺体积为137.5ｕｌ，故55mM IAA：1mol/L IAA 137.5ｕｌ+25mM NH4HCO3     2362.5ｕｌ

13、 吸干DTT后，快速加入55mM IAA 50ｕｌ，置于暗室45分钟。

14、 等待过程中配置NH4HCO3及乙腈。

15、 吸干IAA 后，依次用25mM NH4HCO3、50%的乙腈及100%乙腈脱水，每次脱水时置于摇床上5分钟，脱水完毕，吸出液体，自然晾干。

16、 在脱水期间，取出0.1ｕg/ｕｌ的胰酶储液用25mM NH4HCO3 稀释10倍。

注意：加酶可离心也可不离心，加时应注意将枪头伸至EP管底部。4℃冰箱保存30分钟，看是否有多余酶液，吸干。然后加入25mM NH4HCO3 7.5ｕｌ，置37℃水浴锅过夜。（10-14h）

1）清洗点样靶： 先用水，甲醇或乙醇冲洗靶面，若靶不容易洗，可用Kimwipes 蘸甲醇擦洗靶面。然后用50％甲醇超声10min，100％甲醇再超声10min后，然后用Kimwipes擦干。
2）溶液配制：
(1)基质溶解液：2mM NH4H2PO4, HCCA用量根据需要调节, 700ul ACN, 300ul 0.1%TFA 振荡至充分溶解，不需离心。
(2)肽段标准品：一瓶标准品＋125ul 0.1%TFA 配成原液(用时将原液稀释1：5倍或1：10倍点靶。)

3）点样：
样品 1ul点于靶上，干燥后再点1ul样品，充分干燥后点少许基质。肽段标准品1ul点于靶上，充分干燥后点少许基质。
4）靶上清洗除盐：1ul 0.1%TFA点于靶上， 待30s-1min后吸弃(将液滴移至旁边疏水的靶面上，吸掉，如果实在吸不掉，则不要吸掉。)，重复以上步骤一次。
注：一块Anchorchip 可以用50次左右。
基质液的量要少，否则会影响质谱结果。
Ultraflex II MALDI-TOF/TOF质谱仪
3．质谱样品检测：
仪器：Ultraflex II MALDI-TOF/TOF质谱仪
激光：SmartBeam 固体激光
电离模式：阳离子模式
参数：Protomics_HP

校准：用肽段标准品做外标校准。
4.结果查询
1)肽质量指纹谱(Peptide Mass Fingerprint,PMF)处理：
  所得 PMF图谱用Flexanalysis 3.0软件处理。
  肽段检测算法为 SNAP算法；
  信噪比(S/N)的域值为 1.5；
  质量因子的域值为 50；
  用胰蛋白酶(porcine trypsin,Promega)的自解片段(trypsin[108-115], 842.5094;trypsin[58-77], 2211.104)作为内标校准。
2）数据库检索:将肽质量指纹谱用Matrixscience网站提供的Mascot搜索引擎进行数据库检索网址http://www.matrixscience.com)。检索条件(Berndt et al., 1999):误差容许范围(mass tolerance ) 100ppm;允许有一个氨基酸的误切(miss cleavage );修饰包含半胱氨酸的甲酰化(Carbamidomethyl )、甲硫氨酸的氧化(methionine  oxidation);实验肽质量指纹谱和理论肽质量指纹谱匹配的肽段至少有五个。
