
亚细胞结构蛋白提取试剂盒
产品货号：26516
产品规格：50 assays
产品介绍：

本试剂盒是专门针对从各种动物细胞中快速高效地抽提分离不同亚细胞蛋白质组份而设计的。运用含有不同去污剂

的抽提试剂对动物细胞按照亚细胞结构进行有序的抽提，可将细胞内的蛋白依次分离成四部分分别是：胞浆蛋白、细胞

膜和细胞器膜蛋白、核蛋白、细胞骨架（微丝和中等纤维）蛋白和核基质蛋白。除了细胞骨架蛋白和核基质蛋白不能够

用于EMSA，酶活测定等需要蛋白活性相关研究外，分离得到的其他各蛋白组分可直接用于1D/2D电泳、Western Blot分析、

酶活测定和蛋白定位研究等。

产品组成：

产品名称 规格 保存条件

Extraction Buffer 1 25mL 2-8℃
Extraction Buffer 2 25mL 2-8℃
Extraction Buffer 3 13mL 2-8℃
Extraction Buffer 4 13mL 2-8℃
Protease Inhibitor 1mL -20℃
Extraction Reagent 3.8mg -20℃，避光

Wash Buffer 100mL 2-8℃
产品特点：

1. 提取的蛋白绝大多保持原有活性和完整性；

2. 操作简便、蛋白产量高、无需超高速离心；

3. 每次可以从 5×106悬浮或贴壁培养的细胞中提取几乎所有蛋白质；

4. 根据不同蛋白质在不同去污试剂中的溶解能力的不同，将细胞中不同部分的蛋白质有顺序地依次提取，可以提高蛋

白质的提取效率和蛋白质的浓度；

5. 整个实验过程大概需要两个小时左右。

操作步骤：

1. 实验前，将 Extraction Reagent溶解于 250μl双蒸水中，溶解后置于-20°C保存待用。

2. 对于悬浮生长的细胞：用预冷的Wash Buffer洗细胞两次，3000rpm（800g）离心 5min 收集细胞，称量细胞湿重并记

录。

对于贴壁生长的细胞：用预冷的Wash Buffer洗细胞两次，用细胞刮刮除细胞后重悬，将细胞悬液转移到2mL无菌洁

净的离心管中，低速离心后去除上清再用Wash Buffer洗涤一次。

3. 胞浆蛋白抽提：

1) 对于悬浮生长的细胞：以每 100mg 湿重细胞为例，需要向其中加入 500μl预冷的 Extraction Buffer 1、5μl溶解

后的 Extraction Reagent溶液和 5μl的 Protease Inhibitor，轻轻将细胞颠倒重悬；

对于贴壁生长的细胞：按每个T25培养瓶（约1~5×106个细胞）加入1mL预冷的Extraction Buffer 1和10μl的Protease
Inhibitor（无需加入Extraction Reagent溶液）；

2) 将预冷并处理好的细胞悬液放置在脱色摇床上中速振荡 5~10min，直到 95~100%的细胞被裂解，可以用台盼蓝

检查细胞的破碎情况；

3) 转置冷冻离心机，于 4°C，3000rpm（800g）离心 5~10min，小心地吸取上清，分装并超低温保存于-70°C，即

为胞浆蛋白和可溶性细胞骨架蛋白抽提液，保留沉淀进行下一步提取。

4. 细胞膜和细胞器膜蛋白抽提：

1) 向步骤 3-3中获得的沉淀中加入：

对于悬浮生长的细胞：按照每100mg湿重细胞沉淀中加入500μl预冷的Extraction Buffer 2和5μl的Protease Inhibitor
轻轻将沉淀重悬；

对于贴壁生长的细胞：按每个T25培养瓶（约1~5×106个细胞）加入1mL预冷的Extraction Buffer 2和10μl的Protease
Inhibitor，轻轻将沉淀重悬；



2) 将预冷并处理好的细胞放置在脱色摇床上中速振荡 30min左右。

3) 转置冷冻离心机，于 4°C，7500rpm（5000g）离心 5~10min，小心地吸取上清，分装并超低温保存于-70°C，即

为细胞膜/细胞器膜蛋白抽提液，保留沉淀进行下一步提取。

5. 核蛋白抽提：

1) 向步骤 4-3中获得的沉淀中加入：

对于悬浮生长的细胞：向每100mg湿重细胞沉淀中加入250μl预冷的Extraction Buffer 3和2.5μl的Protease Inhibitor
并将沉淀重悬，并用玻璃匀浆器进行中速匀浆5次（力度不要过大，轻轻用玻璃杵匀速研磨）或脱色摇床上中速

振荡30min左右；

对于贴壁生长的细胞：按每个T25培养瓶（约1×107个细胞）加入0.5mL的预冷的Extraction Buffer 3和5μl的Protease
Inhibitor，将冰浴细胞放置在脱色摇床上中速振荡30min左右（贴壁细胞不建议用玻璃匀浆器匀浆）；

2) 转置冷冻离心机，于 4°C，9000rpm（6780g）离心 10min，小心地吸取上清，分装并超低温保存于-70°C，即为

核蛋白抽提液，保留沉淀进行下一步提取。

6. 细胞骨架蛋白抽提：

向步骤5-2中获得的沉淀中加入：

1) 对于悬浮生长的细胞：按照每 1mg 湿重细胞沉淀中加入 5μl预冷的 Wash Buffer和 0.5μl的 Protease Inhibitor并
将沉淀重悬，用玻璃匀浆器进行高速匀浆（加大力度，充分裂解细胞释放蛋白）。将匀浆液转置冷冻离心机，

于 4°C，12000rpm（11600g）离心 15min，弃上清，沉淀用-20°C预冷的 90%丙酮清洗一次，冻干后超低温保存

于-70°C，即为细胞骨架蛋白抽提物。

2) 对于贴壁生长的细胞：按每个T25培养瓶（约 1×107个细胞）加入 1mL预冷Wash Buffer和 10μl的Protease Inhibitor
洗涤，弃上清并用 0.5mL 的 Extraction Buffer 4溶解，用小口径枪头反复吹吸，直到不再很粘稠，超低温保存于

-70°C，即为细胞骨架蛋白抽提物。

注意事项：

1. 用双蒸水配置的 Extraction Reagent 置于-20°C保存，保存时间不要超过三个月，可以按照比例称取少量粉末，配置

少量水溶液。

2. 使用前先将所有的 Extraction Buffer振荡混匀，再将 Protease Inhibitor缓慢地加入到各 Extraction Buffer中，边加边混

匀待用。

3. 验过程中注意无菌操作，防止样品和试剂污染，同时所用仪器和抽提液需要预冷并在低温下操作，以保持蛋白活性

和提高蛋白产量。

4. 步骤中的细胞含量仅作为加样参考值，具体可根据实际细胞量及不同细胞裂解程度不同进行换算添加。

5. Extraction Buffer 4溶解的样品和 Extraction Buffer 3（含有较高的盐份）提取的样品，如果用于 2D电泳，请用-20°C
预冷的 TCA/丙酮清洗 2~3次，每次涡旋振荡 30sec，冰上或 4°C静置 15~30min，转置 4°C，15000rpm（20000g），

离心 15min取沉淀，再用预冷的乙醚：乙醇（1：1 V/V）或丙酮洗涤沉淀 2~3次，每次涡旋振荡 30sec，冰上或 4°C
静置 10 ~ 15min，转置冷冻离心机，于 4°C，15000rpm（20000g）离心 15min，一旦离心结束，尽快将 EP管从离心

机上取出，用枪头尽可能去除上清并保留沉淀。冷冻沉淀干燥后再用较强的 2D 电泳样品缓冲液(含有两性电解质)
溶解。其它的提取液可以直接用 2D电泳样品缓冲液(含有两性电解质)溶解。

6. 由于在细胞抽提物中含有去污试剂和变性试剂，请采用我公司的非干扰型蛋白质浓度定量试剂盒或改良型 Lowry法
蛋白质浓度定量试剂盒对提取样品中的蛋白质进行定量。对于一般的染色，可以采用无毒型考马氏亮蓝染色液或高

灵敏考马氏亮蓝染色液或通用型蛋白染色液进行染色。

7. 在步骤 3和步骤 4中，悬浮沉淀和混匀时，不要剧烈振荡，避免造成细胞器或细胞核破裂，影响后续的蛋白抽提和

各部分成分的混杂。

8. 产品中的保存条件及有效期均以未开封情况下计算，为了防止产品与空气接触发生化学反应影响产品性能，将未使

用完毕的组分按存储要求保存同时建议开封后的组分尽快使用完毕。

9. 使用后请旋紧瓶盖，防止溶液挥发和与空气中的物质发生化学反应。

10. 本试剂盒只能够用于体外实验，不能够用于临床、治疗和动物体内实验等，由此产生的后果概不承担责任。

有效期：24个月有效。


