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а) суммарный белок
1. Отобрать 200 мкл ночной культуры в пробирку Eppendorf и центрифугировать при 12000 g в течение 2 мин.
2. Осадок суспендировать в 200 мкл буфера: 50 мМ Трис-HCl, pH 6.8, 1 мМ ЕДТА, 1% SDS, инкубировать при 95°С в течение 5 мин.
1. 3. Отделить дебрис центрифугированием при 12000 g (5 мин). Перенести 50 мкм супернатанта в  другую пробирку, смешать с равным объемом буфера, для нанесения на гель: 50 мМ Трис-HCl, pH 6.8, 8% SDS, 40% β-меркаптоэтанола, 20% глицерина, 0.01% краски и прогреть при   95°С в течение 5 мин.
б) водорастворимый цитоплазматический белок
1. Отобрать 400 мкл ночной культуры в пробирку Eppendorf и центрифугировать при 12000 g в течение 2 мин.

2. Суспендировать  клетки в 50 мкл буфера: 50 мМ Трис-HCl, pH 8, 5 мМ ЕДТА, 100 мМ NaCl, 0.1 мМ PMSF, 1 мг/мл лизоцима. Поместить пробирку в лед на 30 мин.
3. Добавить 350 мкл  буфера для лизиса: 20 мМ Трис-HCl, pH 6.8, 1 мМ ЕДТА, 0.1% Trilon X-100. Инкубировать при 4°С в течение 8 часов, затем центрифугировать в течение 10 мин при 12000 g. Отобрать 50 мкл супернатанта (сверху) в отдельную пробирку и смешать с равным объемом буфера для нанесения на гель. Прогреть при 95°С в течение 5 мин.
Фракционирование белков E. Coli по Маниатису
1. Осадить клетки с 1 мл культуры (12000g, 4°С, 1 мин).
2. Суспендировать клетки в 100 мкл свежеприготовленного раствора: 30 мМ Трис-HCl, pH 8, 1 мМ ЕДТА, 20% сахарозы (w׀v), 1 мг/мл лизоцима. Инкубировать во льду в течение 10 мин.
3. Центрифугировать в тех же условиях, что и ранее. Тщательно отобрать супернатант - в нем представлены периплазматические белки.
4. Суспендировать осадок в 0,1 М Трис-HCl, pH 8. Разрушить клетки путем двухкратного замораживания при -70°С (или в жидком азоте) и оттаиванию при 37°С.
5. Центрифугировать при 12000 g  и 4°С в течение 4 мин. Супернатант отобрать. Это – цитоплазматическая фракция белков.
6. Растворить мембранные белки в 1% Trilon X-100 в течение 10 мин при 4°С.
