
Η ΘΕΩΡΙΑ ΚΑΙ ΤΑ ΓΕΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΤΟΥ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ ΒΡΙΣΚΟΝΤΑΙ ΣΤΟ 

1Ο ΜΕΡΟΣ 

 

Πείραμα 2ο: Ανίχνευση της α-λακταλβουμίνης στα διάφορα στάδια της 

απομόνωσής της με τη μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης - 2η εργαστηριακή ημέρα 

 

 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΣΥΣΚΕΥΕΣ 

- Αναδευτήρας-Shaker 

- ΤΒS διάλυμα (20ml για το πρωτοταγές αντίσωμα και περίπου 20-30 mL για κάθε 

πλύση της μεμβράνης) 

- Bovine a-lactalbumin antibody HRP conjugated (BETHYL Laboratories, INC) σε 

αραίωση 1: 1000 σε  TBS (ενδέχεται ανάλογα με τις οδηγίες που δίνονται γα τη 

μεμβράνη η αραίωση του αντισώματος να διαφοροποιηθεί) 

- Διάλυμα υποστρώματος για το συζευγμένο ένζυμο (horseradish peroxidase): 

1 ml διαλύματος chloronaphthol (30mg/ml σε μεθανόλη) 

 10ml μεθανόλης 

Προσθέστε TBS (Θ δωματίου) μέχρι 50ml. 

 26μl υπεροξείδιο του υδρογόνου 35%. 

- Petri πιάτα διαμέτρου 9cm 

 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

- Πλύνετε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με απιονισμένο νερό και κατόπιν με διάλυμα 

TBS (τρεις αλλαγές, 10΄κάθε φορά). 

- Τοποθετήστε τη μεμβράνη στο διάλυμα του πρωτοταγούς αντισώματος (αραίωση 

αντισώματος 1:1000 ή διαφορετική σε 20ml TBS, ) και επωάστε υπό ανάδευση για 

90΄ περίπου. 

- Πλύνετε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης  με διάλυμα TBS   (τρεις αλλαγές, 10 λεπτά 

κάθε φορά, υπό ανάδευση). 

- Μεταφέρετε τη μεμβράνη στο διάλυμα του υποστρώματος για την υπεροξειδάση.  

Οι ενεργές περιοχές χρωματίζονται μέσα σε 15 λεπτά το πολύ, αλλά η αντίδραση 

συνεχίζεται για 4 ώρες ακόμα.  

- Όταν οι μπάντες έχουν αποκτήσει την επιθυμητή ένταση χρώματος σταματήστε την 

αντίδραση βουτώντας τη μεμβράνη σε απιονισμένο νερό. Μπορείτε να στεγνώσετε τη 



μεμβράνη σε χαρτί και να τη φυλάξετε μακριά από το φως. Οι μπάντες όμως θα 

ξεθωριάσουν με το πέρασμα του χρόνου. 

- Συγκρίνετε τη μεμβράνη με το gel που βάψατε με Coomassie. 
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