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南京诺唯赞生物科技股份有限公司成立于 2012 年，致力于酶和抗体的研发和生产。诺唯

赞始终秉持创新，致力突破，坚持从技术源头开始开发，将制备出具有世界一流品质的产

品作为目标。通过多年孜孜以求，诺唯赞在酶工程以及抗体制备两大技术平台上实现了关

键性的技术突破。“精英团队，专业服务”是诺唯赞人不懈奋斗的宗旨，我们专注于品质

与创新，围绕着动物疫病检测不断开发新技术、提供优质产品及专业服务，推动中国生物

技术产业的整体发展与提升，实现民族产业的做强做大。在做强做深产品与技术链的同时，

诺唯赞一直不忘恪守自己的使命，用优质的产品和一流的服务为客户创造价值。
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第一章 细胞培养

1.1 细胞培养概述

1.2. 细胞培养相关产品推荐

◆  1.1.1. 细胞培养概念

动物细胞培养即让动物细胞在适宜的人工环境中体外生长的过程。细胞可直接从组织中通过机械或酶法进行解离而来，也

可以来源于已建立的细胞系或细胞株。

◆  1.2.1. 产品介绍

Vazyme 胎牛血清为纯天然制品，不含任何人为添加成分，通过 3 次 0.1 μm 过滤除菌，使用前无需再过滤。三款胎牛血

清可涵盖多种细胞类型的培养，为细胞提供所需的营养物质和多种生长因子，有效促进细胞生长。

◆  1.2.2. 产品优势

（1）抗体水平低，生长因子高

（2）细胞倍增时间短、细胞培养状态稳定

（3）批次稳定性强，单批产量大

◆  1.2.3. 性能展示

（1）细胞生长曲线

◆  1.1.2. 原代细胞与传代细胞

原代细胞：从动物体中分离后培养的细胞，一般将培养的第 1 代与传代 10 代以内的细胞统称为原代细胞。

传代细胞：适应在体外培养条件下持续传代培养的细胞称为传代细胞，即细胞系。

◆  1.1.3. 细胞培养条件

（1）环境条件

a. 无菌无毒：当细胞被置于体外培养后，便失去了对微生物和有毒物质的抵抗能力，一旦被污染或自身代谢物积累等，可

能导致细胞死亡。因此培养环境无毒和无菌是保证培养细胞生存的首要条件。

b. 适宜温度：细胞应在其最适温度下培养，细胞对低温的耐受力较对高温强，低于适宜温度对细胞代谢虽有影响，但并无

伤害作用，高于适宜温度细胞会普遍受到损伤。

c. 适宜 pH：培养的最适 pH 值为 7.2 ～ 7.4 之间，细胞培养最适 pH 值随培养的细胞种类不同而不同。

d. 适宜渗透压：细胞必须生活在等渗环境中，大多数培养细胞对渗透压有一定耐受性，人血浆渗透压 290mOsm/

kg*H2O，可视为培养人体细胞的理想渗透压。

e. 气体环境：细胞所需气体主要是氧气和二氧化碳，氧气参与三羧酸循环，二氧化碳主要与维持培养基的 pH 有直接关系。

一般将细胞置于 95％空气和 5％二氧化碳的混合气体环境中培养。

◆  1.1.4. 营养条件

细胞体外生长需要充足的营养物质，主要包括氨基酸、碳水

化合物、无机盐、维生素、促生长因子、激素以及微量元素等。

细胞培养通常采用完全培养基，即基础培养基（如 MEM、

DMEM、RPMI 1640 等）添加适量血清、抗生素等，见图 1。

血清在细胞生长中发挥重要作用，主要包括：

（1）提供基本营养物质：氨基酸、维生素、无机物、脂类物质、核酸衍生物等。

（2）提供激素和各种生长因子：胰岛素、肾上腺皮质激素、类固醇激素等；成纤维细胞生长因子、表皮生长因子、血小

板生长因子等。

（3）提供结合蛋白：结合蛋白在细胞代谢中起重要作用，携带重要的低分子量物质；如白蛋白携带维生素、脂肪、激素等，

转铁蛋白携带铁。

图 1 完全培养基组成

另：Vazyme 可提供无外泌体、透析等特殊用途胎牛血清特征 原代细胞 细胞系

增殖能力 较弱 强

繁殖代数 一般只能传 10 代之内 50 代左右或以上

培养难易程度 较为困难 容易

遗传完整性 遗传物质未改变 发生改变

生物特性 接近体内细胞生理学 随着分裂次数而偏离

增殖能力 较弱 强

产品名称 货号 应用

Fetal Bovine Serum F101 用于各种常规细胞培养，包括工具细胞、肿瘤细胞和不同种属细胞

Fetal Bovine Serum，Advanced F102 用于各种常规细胞培养，以及原代细胞、干细胞等珍贵细胞的培养

Fetal Bovine Serum，Prime F103 用于各种常规细胞培养，以及部分原代细胞、干细胞等珍贵细胞的培养

根 据 4 种 细 胞 的 生 长 曲 线， 选 取 细 胞 生 长 速 度 较 快 的 两 个 时 间 点， 对 4 种 血 清 使 用 效 果 进 行 排 序， 可 得：

F102>F103>Supplier A>F101，其中 Supplier A 为澳洲来源胎牛血清。

图 2 使用不同血清的细胞生长曲线测试
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1.3. 常见问题解答

（2）细胞活力

Q1：是否需要在使用前对血清进行过滤？

A1：不必，使用前不需要过滤血清，可直接使用。血清产品工艺生产中就包含膜过滤步骤，无需重复过滤。

Q2：血清如何保存？

A2：正常保存于 -20℃或 -80℃低温条件下，长期保存建议置于 -80℃，未拆封血清建议于 -80℃保存，2~8℃溶解后

的血清建议尽快使用，尽量不超过一个月。

Q3：血清如何融解？

A3：从冰箱中取出血清，放于 2~8℃融化，融化过程中不时旋转混匀。充分融解后分装或平衡到室温后使用。

Q4：血清有效期多久？

A4：-80℃保存，大部分血清效期是 5 年（避免反复冻融）。

Q5：为什么存放于冰箱中的血清会出现沉淀？如何避免该现象？

A5：在 2~8℃条件下存放，血清中的多种蛋白会形成肉眼可见的沉淀，如纤维蛋白，单体时处于溶解状态，在冻融过程

中会发生聚集，形成肉眼可见的沉淀。但该现象一般不会影响血清的性能。可以 400 g 离心 5 分钟，取上清，然后过滤。

为尽量避免出现血清沉淀现象，建议血清分装成一次性用量存于 -15℃至 -20℃冰箱，避免反复冻融和融化后的血清在

2~8℃条件下长时间放置。

图 3 使用不同血清的细胞活力测试

取细胞生长速度较快的时间点检测不同血清培养的细胞活力，对 4 种血清的性能进行排序，可得：F103>Supplier 

A>F102>F101，，其中 Supplier A 为澳洲来源胎牛血清。

Q6：热灭活对血清的作用是什么？补体是什么？

A6：热灭活步骤能够灭活补体系统。补体会参与以下事件中：溶解细胞事件，平滑肌收缩，肥大细胞与血小板释放组胺，

吞噬作用增强，趋化作用，淋巴细胞与巨噬细胞的活化等。Vazyme 胎牛血清使用前无需热灭活处理。

Q7：不同品牌血清颜色为什么有差异 ?

A7：血清中含有微量的血红蛋白，与采集血液过程中血细胞的破裂数目有关，只要血红蛋白的含量在药典规定范围内（中

国药典规定血红蛋白含量≤ 200 mg/ml，具体数值可查看 COA），颜色的深浅和血清品质无关，不影响细胞培养。

Q8：细胞培养中出现黑点是污染吗 ? 如何处理 ?

A8：首先，要肉眼观察培养基是否浑浊，然后在镜下观察培养细胞生长的状态，黑点是否游动。如果细胞被污染，微生物

则会大量繁殖，培养基就会迅速变黄、变浑浊。如果在镜下观察细胞，生长状态良好，与黑点出现前相比，没有任何变化，

那么，黑点的出现可能与以下几种情况有关：

① 细胞生长过老，破碎的细胞残骸；

② 配制培养基的 pH 值偏高，不宜细胞生长；

③ 培养原代细胞中出现小黑点，可能是原代组织中的杂质，多次传代可以消除；

④ 血清等级不足以维持细胞良好的生长等。

Q9：更换血请后，细胞不适应，应当如何处理？

A9：① 提高血清添加比例，比如由原来的 10% 提高为 12-15%；

② 梯度替换血清，新旧血清 2:8，4:6，逐步替换为新血清；

③ 提高传代比例，比如由原来的 1:3 变为 1:2。
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第二章 细胞转染

2.1. 细胞转染概述

2.2. 化学转染实验流程及注意事项

◆  2.2.2. 转染注意事项

（1）细胞准备

a. 细胞状态。使用形态正常，活率在 90% 以上的健康细胞，确保细胞没有被细菌、真菌或支原体污染。如果细胞是近期

复苏的细胞，需要在转染前传代 3-4 次。

b. 细胞密度。建议在转染前 24 h 接种细胞，贴壁细胞转染时的细胞密度一般在 70%-90%。

不同培养板的细胞接种量。

c. 细胞培养基。细胞培养基中可以添加血清，血清有助于维持转染后的细胞状态，但最好不要在培养基中添加抗生素，对

于一些敏感细胞，抗生素的存在会引起细胞毒性。

（2）转染试剂的稀释

a. 稀释液的选择。建议使用 opti-MEM 减血清培养基稀释，血清的存在会影响转染复合物的形成。

b. 转染试剂的量。需要进行优化，可以固定核酸的量，设置转染试剂的梯度，建议转染试剂和 DNA 的比例在 1:1~1:5。

c. 稀释时动作要轻柔，避免剧烈吹打和涡旋。

（3）核酸的稀释

a. 核酸的质量。对于质粒 DNA，需要使用高纯度、无菌、无内毒素的高质量 DNA（建议用无内毒素质粒 DNA 提取试剂

盒抽提质粒），对于 siRNA，同样需要保证高纯度。

b. 核酸的量。可以建立梯度摸索最佳投入量。

c. 稀释时动作要轻柔，避免剧烈吹打和涡旋。

（4）转染复合物的制备

a. 加样顺序。Lipomaster 系列转染试剂的加样顺序为稀释后的核酸加入到稀释后的转染试剂中。

b. 转染复合物的孵育，孵育时间按照说明书设置。

（5）转染复合物滴加入细胞中

a. 转染复合物滴加时需要逐滴加入，并及时充分混匀，避免培养基局部转染试剂浓度过高。

b. 转染后 6-8h 可更换新鲜培养基。对于一些敏感细胞，换液可以降低细胞毒性。

◆  2.2.1. 转染流程

转染操作流程见图 2

细胞转染是指将外源分子如 DNA、RNA 等导入到真核细胞的技术。细胞转染是基因表达、基因调控等研究的必备工具，

实现外源基因的递送有很多方法和途径，比如化学转染（阳离子聚合物、脂质体等）、病毒侵染和电转染等，见图 1。

理想的细胞转染方法应具有转染效率高、细胞毒性小及重现性好等特点。不同的转染方法各有利弊，没有一种转染试剂是

普遍适用的，需要依据实际的实验需求选择合适的转染技术及转染试剂。常用转染方法的原理，特点和适用范围详见表 1。

图 1 常见的细胞转染方法

转染方法 转染类型 原理 特点 适用细胞系

阳离子聚合物 瞬转 / 稳转

带正电的阳离子聚合物与核酸的磷

酸基团形成带正电的复合物后，与

带负电的细胞膜接触，通过细胞的

内吞作用进入细胞

1、成本较低

2、局限性较大，只适用于

少数好转的细胞，不能转

RNA

易转染的细胞，

如 293T/Vero/HeLa 等

工具细胞

阳离子脂质体 瞬转 / 稳转

带正电的脂质体靠静电作用和 DNA

结合形成 DNA- 脂质体复合物，然

后通过细胞的内吞作用进入细胞

1、价格一般高于阳离子聚

合物类

2、通用型，细胞兼容广，

兼容 RNA 转染

各种细胞系 / 原代细胞

电穿孔 瞬转 / 稳转

高脉冲的电压破坏细胞膜，在细胞

膜表面形成孔道，DNA 通过孔道进

入细胞

1、多用于难转染细胞

2、可用于 10kb 以上质粒

或基因组片段的转染

3、细胞致死率高

4、仪器限制（需要电转仪）

难转细胞 / 非工具细胞

病毒侵染

（慢病毒、腺

病毒等）

稳转

包装系统由两部分组成，即包装成

分和载体成分。包装好的假病毒颗

粒可以直接用于宿主细胞的感染

1、转染效率高

2、操作复杂，实验周期长
特定宿主细胞

图 2 转染操作流程

表 1 不同转染方法的比较
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（6）观察分析转染结果

a. 选择合适的分析方法。若转染的质粒表达荧光蛋白可以使用荧光显微镜观察或流式细胞仪分析转染效率。此外，可以运

用 qPCR 检测 mRNA 或 WB 检测目的蛋白表达。

b. 合适的检测时间。不同的蛋白达到最高表达水平的时间有所差异，需要根据实际情况调整检测时间。

◆  2.3.1. Lipomaster 2000 Transfection Reagent

（1）产品介绍

Lipomaster 2000 Transfection Reagent 是一种由脂质体介导的转染试剂，适用于多种贴壁或悬浮细胞的质粒 DNA、

RNA 转染。本产品经过精心设计，使其兼具优异的脂质体 / 核酸复合物形成能力和转染到细胞内核酸的快速释放能力，保

证了优异的转染性能和较低的细胞毒性。

（2）产品优势

① 细胞兼容广，可用于多种贴壁 / 悬浮细胞的转染

② 转染效率高，对于质粒 DNA、RNA 均能实现高效转染

③ 细胞毒性低，转染后无需更换培养基

◆  2.3.2. Lipomaster 3000 Transfection Reagent

（1）产品介绍

Lipomaster 3000 Transfection Reagent 是一种由脂质体介导的转染试剂，适用于多种贴壁或悬浮细胞的质粒 DNA、

RNA 转染。Lipomaster 3000 Reagent 结构明确，可实现高效、高重复性的细胞转染 , T3000 Enhancer Reagent 作

为转染试剂增强剂可以辅助 DNA 快速入核，两者搭配使用对大片段质粒和难转染细胞具有较高的转染效率。

（2）产品优势

① 高效转染，可高效转染大片段质粒和难转染的细胞

② 兼容广泛，可用于质粒 DNA、mRNA、siRNA 等的转染

③ 性质温和，对细胞作用温和，毒性低

（a） 单质粒（8.6 kb）；（b）单质粒（13 kb）；Vazyme #TL301 与 Supplier A 转染 RNA 结果图：（c）mRNA；（d）

siRNA。

◆  2.3.3.TL201&TL301 性能展示

（1）细胞兼容性

（2）转染效率

图 3  Vazyme #TL301 与进口产品 Supplier A、Vazyme #TL201 在不同细胞中的转染结果

图 4  Vazyme #TL301 与 Supplier A、Vazyme #TL201 转染大片段质粒结果图

2.3. 细胞转染相关产品推荐

2.4. 常见问题解答

产品名称 货号 应用 推荐指数

ExFect Transfection Reagent T101 贴壁细胞的质粒 DNA 转染 +++

Lipomaster 2000 Transfection Reagent TL201 贴壁或悬浮细胞的质粒 DNA、RNA 转染 ++++

Lipomaster 3000 Transfection Reagent TL301 高效转染多种细胞类型，包括难转染细胞 +++++

Q1：转染效率低 / 转染失败

A1：①转染试剂与核酸的比例不合适，可以通过预实验优化转染试剂与 DNA 的比例。

②转染试剂原液或 / 和核酸原液未经无血清培养基稀释直接混合。转染试剂原液和核酸原液需分别在无血清培养基条件下

按一定比例稀释后再进行混合孵育。

③转染时细胞密度不合适。多数情况下，当细胞汇合度达到 60%-80% 时，转染可以取得较高的转染效率。然而细胞类型

不同，合适的转染密度也不尽相同，可以通过预实验优化细胞转染密度。

④细胞状态偏差。使用形态正常，活率在 90% 以上的细胞进行转染，确保细胞没有被细菌、真菌、黑胶虫或支原体污染。

如果细胞是近期复苏的细胞，需要在转染前传代 3-4 次，尽量取 30 代以内的细胞进行转染。

⑤ DNA 质量偏低。为实现高效率、低毒性的转染，应使用高纯度、无菌、无内毒素的质粒 DNA。

Q2：转染后细胞状态差

A2：①转染后细胞培养时间过长。多数情况下，在完全培养基中进行转染，24 h 内无需换液处理，但是培养时间过长可

能会导致细胞状态较差，建议根据实验需要合理安排后续实验时间。

②转染时细胞密度不合适。多数情况下，当细胞汇合度达到 60%-80% 时转染可以取得较高的转染效率。细胞密度过低导

致细胞生长缓慢，对外来刺激变得较为敏感，使得转染毒性增高。细胞密度过高，会导致细胞发生接触抑制，加快细胞凋亡。

③转染试剂过量。转染试剂过量会导致较高的细胞毒性，尝试降低转染试剂的使用比例。

④转染试剂 / 核酸复合物加入培养基时分布不均匀。局部转染试剂 / 核酸复合物浓度过高是导致细胞毒性偏高的常见原因之

一。当转染试剂 / 核酸复合物添加到细胞培养孔 / 皿之后，应即刻轻轻摇动培养板 / 皿，使之完全混匀。

⑤细胞状态偏差。使用形态正常，活率在 90% 以上的细胞进行转染，确保细胞没有被细菌、真菌、黑胶虫或支原体污染。

如果细胞是近期复苏的细胞，需要在转染前传代 3-4 次，尽量取 30 代以内的细胞进行转染。
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第三章 细胞分选

3.1. 磁性细胞分选概念

3.3. 细胞分选相关产品推荐

3.2. 磁性细胞分选的分类 

细胞分选是指从全血、组织或者多细胞悬液中分离纯化目标细胞。分选方法主要有两种，一种是通过流式细胞仪对标记有

特异性荧光的细胞进行分选，一种是通过免疫磁珠进行磁性分选。磁性细胞分选的主要原理是细胞通过生物活性分子连接

到具有超顺磁性的磁珠上，在磁场的作用下，被磁珠标记的细胞滞留在磁场中，未被标记的磁珠会流出或被吸出从而被收集，

当去除磁场后，被标记的细胞可被洗脱收集，由此目标细胞和非目标细胞得以分离。 

磁性细胞分选所用的磁珠一般是以氧化铁为核心，使用良好生物相容性材料包被，外层经过生物活性分子偶联修饰的具有

超顺磁性的纳米或微米颗粒。从标记方法进行分类可以分为两类：直接标记和间接标记，直接标记的生物活性分子修饰主

要是单克隆抗体修饰，间接标记的生物活性分子修饰主要包括抗免疫球蛋白、抗生物素、链霉亲和素、抗荧光素修饰。从

磁珠是否可以被解离方面分为三类：只解离磁珠、同时解离磁珠和抗体以及不可被解离。从分选方法方面分为四类：阳性

细胞分选、阴性细胞分选、去除细胞分选和多级细胞分选。

使用 Vazyme 细胞分选试剂盒进行阴性选择获得的目的细胞有较高的纯度（图 a）和得率（图 b）

图 1 磁性细胞分选示意图 图 2 Vazyme T 细胞分选操作流程

图 3 Vazyme 细胞分选试剂盒纯度和得率测试结果

分选方法 分选原理 优劣势分析

阳性细胞分选
磁珠结合目标细胞从而使其从混合物中分离

出来的方法

优势：分选纯度高

劣势：目的细胞被标记上磁珠和抗体，可能会影响下游

的实验；

阴性细胞分选

磁珠结合非目标细胞从而使目标细胞从混合

物中分离出来的方法，阴性细胞分选需要磁

珠和非目标抗体混合物，该抗体混合物能够

特异性识别非目标细胞

优势：能够获得更大量的目标细胞，目标细胞未接触磁

珠，目的细胞未被激活，刺激小，损伤很小

劣势：分选纯度相对降低，同时可能混有其他未知细胞

或碎片

表 1 阳性细胞分选和阴性细胞分选方法比较

产品名称 货号 应用

Mouse CD3+ T cell Isolation Kit CS101 小鼠 CD3+ T 细胞分离纯化

Mouse CD4+ T cell Isolation Kit CS102 小鼠 CD4+ T 细胞分离纯化

Mouse CD8+ T cell Isolation Kit CS103 小鼠 CD8+ T 细胞分离纯化

◆  3.3.1. 产品介绍

Vazyme 小鼠细胞分选试剂盒可以从小鼠淋巴结、脾脏及其混合样本中分离、纯化 T 细胞。试剂盒采用阴性选择的方法，

通过磁珠和 Streptavidin-Biotin 系统去除非目的细胞，可以在 16 min 左右快速得到高纯度、高活性、无磁珠标记的目的

细胞。

◆  3.3.2. 产品优势

纯度高：分选细胞的纯度可高达 96-99%

活性好：阴性选择，磁珠不与细胞直接接触 

速度快：无需分离柱，16 min 即可获得目的细胞

无刺激：磁珠粒径小，分选后细胞无异常激活，不影响下游实验

◆  3.3.3. 性能展示

（1）分选纯度高，得率高



细胞蛋白线产品册丨细胞分选南京诺唯赞生物科技股份有限公司

16 17

使用 SYTOX 对分选前后的样本进行染色，相对于分选前细胞而言，使用 Vazyme T 细胞分选试剂盒分离的细胞，活性

基本保持不变（图 a）。此外，Vazyme T 细胞分选试剂盒可以兼容脾脏、淋巴结及其混合样本（图 b）。

图 4 Vazyme 细胞分选试剂盒分选后细胞活性检测（a）以及样本兼容性检测（b）

（2）细胞活性高，样本兼容广

3.4. 常见问题解答

Q1：分选纯度低

A1：① 死细胞过多。制备单细胞悬液时，应尽量轻轻研磨样本，避免细胞破损。可用台盼蓝染色判断细胞状态。

② 红细胞裂解不充分。建议适当增加裂解液使用量或延长裂解时间。

③ 初始细胞量或细胞浓度过高 / 低。本产品分选细胞数量为 1×108-1×109 cells，进行分选前应使用细胞计数仪或流

式细胞仪进行细胞数目测定。试验中细胞浓度应调整为（1×108 cells）/ml。

④ 产品组分未充分混匀。Isolation Cocktail 和 Streptavidin Beads 添加后应充分吸打混匀，其中 Streptavidin 

Beads 组分容易沉降，每 1 - 2 min 应吸打混匀 1 次。

⑤ 孵育时间不足。应严格按照说明书推荐时间进行孵育。

⑥ 流式检测问题。建议使用说明书推荐的抗体染色，5×105 cells 添加 0.5 μl 检测抗体，避光条件下，冰上孵育

30 min 或室温 15 min。

Q2：分选得率低

A2：① 计算方式不恰当。得率计算公式为：（分选后细胞数 × 分选后目的细胞纯度）/（分选前细胞数 × 分选前目的

细胞纯度）。

② Streptavidin Beads 孵育时间过长。建议按照说明书推荐时间进行孵育。 Streptavidin Beads 孵育时间过长可能

会导致非特异性吸附。

③ 分选细胞浓度不恰当。建议细胞浓度为 1×108 cells/ml。

Q3：死细胞过多

A3：① 制备单细胞悬液时，应尽量轻轻研磨样本，避免细胞破损。

② 分选过程应尽量保持动作轻柔，避免造成过大的机械损伤。

③ 制备单细胞悬液后，尽快进行细胞分选，时间越长，细胞死亡越多。

Q4: 分选结果存在高背景或非特异性染色

A4：① 分析样品中含细胞粘连体或死细胞，可以设置单细胞群设门，使用活性染料，排除粘连体和死细胞。

② 存在异常散射特性，可能显示死细胞和碎片；使用时确保细胞样本新鲜，细胞尽量都放在冰上操作，使用活性染料去

除死细胞对于分选结果的影响。

③ 染料孵育时间过长，染料孵育时间可参照说明书推荐的使用时间。

Q5: 分选结果存在无染色或弱染色

A5：① 细胞群的设门不正确，对细胞群进行正确的设门。

② 荧光染料淬灭，荧光直标抗体及荧光直标抗体染色后的样本需注意避光保存。

③ 抗体过期或未按照正确温度条件贮藏，确认抗体在有效期内、并且按照正确的方式贮存。

④ 细胞数量过多，可以调整细胞群至推荐的密度。

⑤ 荧光染料温度储存不当，若使用的荧光染料是基于 PE 或 APC，需确保产品未冷冻。

⑥ 流式细胞仪通道选择不当，确认使用正确的激光激发荧光染料，并使用正确的通道分析染料发射信号。

⑦ 测试组织上可能不存在靶抗原，检查相应的抗原细胞表达的文献，并同时检测已知抗原表达的阳性对照与检测材料。
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第四章 细胞凋亡

4.1. 细胞凋亡概述、原理、流程及注意事项

分选方法 分选原理

电子显微镜观察
电子显微镜下观察到凋亡细胞除染色质发生变化，亚细胞结构出现变化，如核破裂，形成电

子密度增强的膜包体；凋亡小体形成等

细胞核形态染色
凋亡细胞其中一个形态学特征是染色质浓聚，且细胞核结构在凋亡后期崩解，那么观察核形

态也是较为直接的指标

Annexin-V/PI

双染法

Annexin V 能与磷脂酰丝氨酸 PS 高亲和力特异性结合。在细胞凋亡早期，只分布在正常细

胞膜脂质双层内侧的 PS 翻向外侧，用标记了荧光素的 Annexin V 作为荧光探针，并搭配

PI、7-AAD 等核酸染料使用，能够准确区分正常细胞、凋亡早期和凋亡晚期细胞

线粒体膜电位检测
凋亡早期，线粒体膜电势发生破坏，细胞受到凋亡诱导后线粒体膜电位的变化使得膜的通透

性发生改变，可使用荧光探针检测线粒体膜电位变化

DNA 片断原位标记法

（TUNEL 法）

凋亡细胞的 DNA 双链断裂或一条链出现缺口，产生一系列 3’-OH 末端，在末端转移酶（TdT）

作用下，将脱氧核糖核苷酸和生物素所形成的衍生物标记到 DNA 的 3′末端，从而进行凋

亡细胞的检测

凋亡分子检测
在凋亡早期 Caspase-3 被激活，通过检测 Caspase 3 剪切体的含量或 Caspase 3 的活

性来反应细胞凋亡过程

表 1 不同检测方法的原理

◆  4.1.4.TUNEL 法检测流程和注意事项

（1）实验步骤

（1）实验步骤

◆  4.1.1. 细胞凋亡概述

细胞凋亡（apoptosis）指为维持内环境稳定，由基因控制的细胞自主的有序的死亡。 细胞凋亡涉及一系列基因的激活、

表达以及调控等的作用，它并不是病理条件下自体损伤的一种现象，而是为更好地适应生存环境而主动争取的一种死亡过程。

◆  4.2.1.Annexin V-PE/7-AAD Apoptosis Detection Kit 产品介绍

将 Annexin V 以藻红蛋白 (PE) 标记，标记后的 Annexin V 保留了与 PS 的高亲和力，可作为探针，利用流式细胞仪进行

细胞凋亡的检测。7- 氨基放线菌素（7-AAD）是一种核酸染料，其不能透过正常细胞或早期凋亡细胞完整的细胞膜，但

可穿透膜损伤细胞如晚期凋亡细胞或坏死细胞的细胞膜并与其内的 DNA 结合。因此将 Annexin V-PE 与 7-AAD 进行共

染，就可以将处于不同凋亡时期的细胞区分开来。

◆  4.2.2. 产品优势

（1）染色特异性强

（2）试剂盒中含有 7-AAD，可与 Annexin V -PE 配合区分早凋 / 晚凋细胞

◆  4.1.2. 细胞凋亡常见检测方法及原理

◆  4.1.3.Annexin V 法检测流程及注意事项

（2）注意事项

a. 由于细胞凋亡是一个快速的过程，建议样品在染色后 1 h 内进行上机分析。

b. 由于是通过检测细胞膜的变化来确定凋亡的发生及其所处阶段，所以染色前，不能用破坏细胞膜完整性的固定剂和穿透

剂固定或穿膜。

c. 整个操作过程动作要尽量轻柔，勿用力吹打细胞，避免对细胞造成机械性损伤。

（2）注意事项

a. 固定：选择 4% 多聚甲醛作固定液，乙醇、甲醇、酸性固定液，会导致标记效率低；固定时间不宜过长，过长导致交联

程度过高，进而降低标记效率；

b. 通透：通透时间过长会增加组织切片从载玻片上脱落的风险，过短则可能造成通透处理不充分，影响标记效率，为得到

更好的结果，需要优化孵育时间；

c. 标记：标记时间不宜过长，并严格按照说明书配制反应体系；

d. 终止 / 洗涤：标记结束后的洗涤次数可增加到 5 次；也可在 PBS 清洗结束后，用含 0.1% Triton X-100 和 5 mg/ml 

BSA 的 PBS 洗 3 次，彻底将游离未反应标记物清除。

细胞收集

PBS 洗涤

Binding 

buffer 重悬
流式检测染色

样本预处理 终止 / 洗涤

洗涤样本

2-3 次
分析样本

平衡

（室温10-30 min）

标记

（37℃，60 min）

染色

（室温复染 5 min）

4.2. 细胞凋亡相关产品推荐

产品名称 货号 应用

TUNEL FITC Apoptosis Detection Kit A111

石蜡切片、冰冻切片、贴壁和悬浮培养细胞的凋

亡检测
TUNEL BrightGreen Apoptosis Detection Kit A112

TUNEL BrightRed Apoptosis Detection Kit A113

Annexin V-FITC/PI Apoptosis Detection Kit A211

贴壁及悬浮培养细胞的凋亡检测；区分存活的早

期细胞和坏死或晚期凋亡细胞
Annexin V-PE/7-AAD Apoptosis Detection Kit A213

Annexin V-APC/PI Apoptosis Detection Kit A214
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◆  4.2.3. 性能展示

◆  4.2.4.TUNEL BrightGreen Apoptosis Detection Kit 产品介绍

TUNEL BrightGreen Apoptosis Detection Kit 是 TUNEL FITC Apoptosis Detection Kit (A111) 的升级版本。试剂盒

中包含小分子化合物 Bright 因子，可与 FITC 非共价结合，增强其稳定性，并使其信号放大，从而使标记物更亮，抗淬灭

能力更强。

◆  4.2.5. 产品优势

（1）Bright 因子，使得荧光更亮，抗淬灭能力更强

（2）高活性的重组 TdT 酶保证荧光掺入效率

（3）适用于细胞爬片、石蜡切片和冰冻切片

◆  4.2.6. 性能展示

◆  4.3.1.Annexin V 法检测凋亡常见问题

◆  4.3.2.TUNEL 法检测凋亡常见问题解答

(A)0 μM. (B)4 μM.(C)8 μM.(D)12 μM.(E)16 μM.(F) 竞争封闭实验，采用 16 μM CPT 诱导 Jurkat 细胞 4 小时后，参照

说明书收集并洗涤细胞，于染色前加入无染料标记的 Annexin V 蛋白孵育 10 分钟，再进行 Annexin V-PE/7-AAD 染色。

无染料标记的 Annexin V 结合了细胞上的 PS，再进行染色时，Annexin V-PE 无法结合 PS，说明了染色的特异性。

(A-C) 分别为 BrightGreen 染色后于紫外光 (460 nm) 下照射 1 min、3 min、6 min 后拍照观察；(D-F) 分别为 FITC 

染色后于紫外光 (460 nm) 下照射 1 min、3 min、6 min 后拍照观察。

图 1  Annexin V-PE/7-AAD 染色检测不同程度凋亡

图 2 组织切片经 DNase I 处理后 TUNEL 染色

4.3. 常见问题解答

Q1：染色失败或者阳性率偏低？

A1：① Annexin V 法染色失败，最常见的实验操作原因是贴壁细胞消化不当。Annexin V 跟 PS 的结合需要 Ca2+，

Binding Buffer 中含有 2.5 mM 的 Ca2+，含 EDTA 的胰酶消化会影响染色，建议使用无 EDTA 的胰酶。

② Binding Buffer 的瓶盖要紧闭，防止空气中的 CO2 进入后形成碳酸钙沉淀，减少游离 Ca2+，导致实验失败。

③如果是贴壁细胞，药物诱导后漂浮的细胞也要收集，这部分细胞往往是凋亡阳性的细胞，丢弃会造成阳性结果偏低。

Q2：为什么会出现假阳性？

A2：①细胞本身活力低：建议用台盼蓝染色计算细胞活力，阴性对照台盼蓝拒染的细胞应大于 95%。

②细胞操作不当：操作过程中吹打细胞过于剧烈，贴壁细胞消化过程中消化时间过长，均可能导致细胞膜破坏，出现假阳性。

③诱导时间过长：诱导时间过长会使营养物质耗尽，导致细胞状态差，假阳性结果偏高。

Q1：背景值比较高

A1：①如果样本是切片，回溯切片制作时有无血液、体液残留；如果是石蜡切片，脱蜡不彻底时石蜡会沾染料造成绿色背

景；细胞爬片本身的固定情况，考虑到细胞自身的状态是不是出现破裂；

②操作过程中应保持湿润状态，不能出现干片的情况，否则会产生高背景；

③清洗不彻底

④ TdT 浓度太高，反应时间过长。

Q2：结果出现假阳性，如何排查问题？

A2：①内源性核酸酶切割：主要是固定没做好，内源性核酸酶残留；

②操作：干片会导致非特异性；

③脱蜡和切片制作：蜡、组织中未除净的血液、体液、脂肪等都会沾染料；

④标记体系：TdT 酶浓度太高，反应时间过长。
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第五章 细胞增殖

5.1. 细胞增殖概述

◆  5.1.3.CCK-8 实验操作流程和注意事项

（1）实验步骤

◆  5.1.1. 细胞增殖概念

细胞增殖是生活细胞的重要生理功能之一，是生物体的重要生命特征。细胞的增殖是生物体生长、发育、繁殖以及遗传的基础。

◆  5.1.2. 细胞增殖常见检测方法及原理 ◆  5.2.2. 产品优势

（1）操作简便：即开即用，无需配制其他试剂

（2）灵敏度高：灵敏度、线性相关性高，重复性好

（3）细胞毒性低：对细胞毒性低，不影响后续实验

◆  5.2.1. 产品介绍

CCK-8 试剂中含有 WST-8（水溶性四唑盐）在电子载体 1-Methoxy PMS 的作用下被细胞中的脱氢酶还原为具有高度

水溶性的橙色甲臜产物，生成的甲臜物的数量与活细胞的数量成正比，使用酶标仪在 450 nm 波长处测得的吸光值即可间

接反映活细胞的数量。本产品可广泛应用于细胞增殖和细胞毒性检测，是一款快速、高灵敏度、无放射性的检测试剂。

以 HEK293 悬浮细胞为样本铺 96 孔板，单组三个复孔设 9 个细胞数梯度，每组细胞数分别为：0、400、800、1600、

3200、6400、12800、25600、51200/ 孔，进行 CCK-8、WST-1、MTT 法比较，实验结果表明 CCK-8 法灵敏度更

高，线性范围更宽。

◆  5.2.3. 性能展示

（2）注意事项

ａ．首次实验时，建议先摸索最佳的细胞接种数目以及最佳的 CCK-8 Solution 的孵育时间 ( 常规孵育时间为 1-4 h)。

ｂ．实验操作中避免产生气泡。 

ｃ．测定细胞数量时，为保证单次实验结果稳定性和重复性，建议每次同时做标准曲线。

培养箱中预培养

（推荐时间18-24 h）

培养箱中孵育 1-4 h

（培养时间可调整）

接种细胞至96孔板，

终体积为 100 μl

加入相应药物到

孔板中

37℃培养箱

培养

96 孔板中，加入 10 μl CCK-8 Solution（若不需

药物培养，接种完细胞后可直接跳到这一步

酶标仪检测

450 nm 处吸光值

5.2. 细胞增殖相关产品推荐

产品名称 货号 应用

CCK-8 Cell Counting Kit A311 用于细胞增殖测试、细胞毒性测试和药物筛选等

图 1 细胞增殖概述图

图 2 CCK-8、WST-1、MTT 法检测 HEK293 细胞增殖结果图

检测方法 检测试剂 检测原理

DNA 合成检测 EdU

EdU 是一种胸腺嘧啶核苷类似物，在细胞增殖时期代替 T 渗入正在复制的 DNA

分子，通过基于 EdU 与荧光染料的特异性反应检测 DNA 复制活性，检测 EdU

标记便能准确地反映细胞的增殖情况

代谢活性检测 CCK8

CCK-8 试剂中含有 WST-8，在电子载体 1-Methoxy PMS 的作用下被细胞中

的脱氢酶还原为高度水溶性的橙黄色甲臜，生成甲臜物的数量与活细胞数量成正

比，可间接测定活细胞数量

抗原检测 Ki67
Ki67 在细胞周期中存在于除了处于 G0 阶段的所有细胞中，因此 Ki67 可以作为

细胞增殖标记物。

ATP 浓度检测 /

ATP 与活细胞数目具有良好的线性关系，当细胞死亡时，ATP 会迅速水解，借助

ATP 依赖的荧光素酶催化的萤火虫荧光素发光反应测量其发光值，发光值与 ATP

量成正比
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5.3. 常见问题解答

Q1：一个孔中应接种多少个细胞？

A1：当使用标准 96 孔板时，贴壁细胞的最小接种量至少为 1,000 cells/ 孔 。检测白细胞时的灵敏度相对较低，因此推荐

接种量不低于 2,500 cells/ 孔 。

Q2：CCK-8 Solution 对细胞有毒性吗 ?

A2：CCK-8 Solution 本身的细胞毒性很低，不会影响细胞的生长。因此，经过 CCK-8 Solution 处理的细胞可以弃去

上清后再加入细胞培养液继续培养。

Q3：实验过程中，处理细胞用的不是 96 孔板，如何确定加入 CCK-8 Solution 的体积 ?

A3：CCK-8 Solution 的加入量是细胞板中每孔培养基体积的 10%，按照该比例进行换算即可。如果是使用 384 孔板进

行细胞增殖与活性的检测，建议先将 CCK-8 Solution 用 ddH2O 稀释 1 倍后，加入细胞板中每孔培养基的 20% 体积即可。

Q4：如果测得的吸光值很低，如何解决 ?

A4：①增加细胞数量。

②延长加入 CCK-8 Solution 后的孵育时间。

Q5：每次测定的数值不一样，是什么原因？如何解决？

A5：①当在培养箱内培养时，培养板最外一圈的孔最容易干燥挥发，由于体积不准确而增加误差。 一般情况下，最外一

圈的孔只加培养基，不作为测定孔用。

②有可能会因为 CCK-8 沾在壁上而产生误差，建议在加入 CCK-8 后，轻轻敲击培养板以帮助混匀。

③每孔的细胞数量过多或过少，请预先在 1,000 ～ 100,000 cells/ 孔范围内摸索条件。

第六章 双萤光素酶报告基因检测

6.1. 双萤光素酶报告基因概述

6.2. 双萤光素酶检测相关产品推荐

◆  6.1.1. 双萤光素酶原理

基于萤光素酶（Luciferase）的发光原理，研究出双萤光素酶报告基因检测系统，该系统包括萤火虫萤光素酶（Firefly 

luciferase）和海肾萤光素酶（Renilla luciferase）。两者可催化各自的底物发生氧化作用产生生物荧光，产生的荧光数

值大小即表示两种酶的表达量多少。

◆  6.1.2. 双萤光素酶报告基因实验流程及注意事项

（1）实验步骤

目的序列构建到报

告基因载体上

共转染主报告基因

和内参基因

裂解细胞取上清，加入萤火

虫萤光素酶底物检测活性

加入海肾萤光素酶底

物检测活性

（2）注意事项

a. 先设置酶标仪程序，设置好酶标仪程序，运行到测试前一步，再开始加样。程序设置选择“化学发光 /luminscence/

LUM/ 全波长”，不要选择某一波长检测。

b. 加样用排枪，加样时间尽量不要超过 90 s。裂解液或者 Luciferase 底物可以预先放入酶标板中，用排枪同时加另外一种。

c. Renilla 底物是溶于无水乙醇的，极易挥发，如发现液体体积有明显减少，请加入无水乙醇补足体积后保存，即用即盖，

计算用量。Renilla 与 Stop & Reaction buffer 现用现配，不要提前预混。

d. 试剂使用完后注意保存条件，luciferase 底物分装后放在 -80℃保存，Renilla 放在 -20℃保存。

产品名称 货号 应用

Dual Luciferase Reporter Assay Kit DL101 检测基因调控作用

◆  6.2.1. 产品介绍

Dual Luciferase Reporter Assay Kit 用于检测报告质粒转染细胞后Luciferin 底物萤光强度，从而反映萤光素酶的表达量，

达到检测基因调控的目的。首先以萤光素（Luciferin）为底物检测萤火虫萤光素酶 (Firefly luciferase)，后以腔肠素为底

物检测海肾萤光素酶（Renilla luciferase), 实现双萤光素酶报告基因检测。

◆  6.2.2. 产品优势

（1）萤光信号强 : 用于弱启动子或低水平表达调控的检测 

（2）检测范围宽 : 线性范围达 8 个数量级 (R2>0.99) 

（3）灵敏度高 : 检测限低至 10-18 mol
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第七章 支原体检测与清除

7.1. 支原体检测

◆  7.1.1. 支原体污染概述

支原体是一种大小仅为 0.2-0.3 μm，无细胞壁的生命体。据统计，在细胞培养过程中，支原体感染发生率超过 63%，因

而细胞培养过程中避免支原体污染是一个世界性的难题。当细胞被支原体污染后，细胞内的 DNA、RNA 及蛋白表达均可

能发生改变，而细胞的生长率通常并未发生显著变化，因而细胞被支原体污染一般难以察觉。

◆  7.1.2. 支原体污染检测方法及原理

◆  6.2.3. 性能展示

分别构建 Firefly luciferase 表达载体及 Renilla luciferase 表达载体，共同转染 HEK293T 细胞。使用 Vazyme（V）与

其他品牌（P/T/Y/B）同类型试剂盒裂解细胞并检测 Luciferin 及 Coelenterazine 萤光强度。结果显示： Vazyme 的双

萤光素酶检测试剂盒中两种底物的萤光强度与进口品牌 P 公司一致，均显著高于 T/B/Y 公司同款产品。

图 2 CCK-8、WST-1、MTT 法检测 HEK293 细胞增殖结果图

表 1 不同支原体检测方法及其原理

6.3. 常见问题解答

Q1：荧光值低？

A1：①转染效率与表达效率

很多实验可能需要转两个质粒，有些还要 NC mimics，很有可能出现没转染进去或者转染效率低的情况，此时荧光值可能

会很低，建议多做预实验优化转染条件，如：转染试剂的用量、DNA/RNA 用量和比例、细胞密度、试剂和 DNA 混合孵

育时间，建议在质粒上加 GFP 验证转染效率。另外，质粒转进去了但是表达量低，也会造成荧光值的情况，可以适当减

少裂解液用量来提高蛋白浓度，同时设置多个复孔，减少因低浓度造成的孔间差异。

②加样速度 / 即加即检：闪光型检测试剂如果不立即测定，萤光容易淬灭，建议使用排枪加样，加完立即检测。建议客户

提前设置好检测程序（化学发光 /luminescence/ 全波长）。

③试剂存放：注意试剂的存放条件防止失效。

④反应体系：注意反应体系中细胞裂解液与底物的比例，如果要减少底物用量，那么需要相对应的减少裂解液用量以平衡

反应体系。

Q2：复孔差异大的原因？

A2：①实验平行复孔（不同细胞孔的裂解液复孔）：不同孔之间的数值影响因素非常多，建议在铺板时尽量把同一批培养

的细胞均匀的分布到每一个孔中，同一实验组转染时尽量做预混 mix，避免单孔加样，建议做同一个细胞孔裂解液的技术

性平行来验证试剂重复性；

②来源于同一个细胞孔的裂解液复孔：注意实验操作，加样顺序和速度，加样量，检查排枪加样是否存在不均一问题。

Q3：不同次实验结果差异大的原因？

A3：①检查试剂的有效性，在此期间试剂存放是否有问题；

②不同次实验中的细胞状态、细胞密度和实验操作之间都会存在差异，尽量选择同一批次或者相近批次的细胞进行试验，

如果最终结果的相对萤光素酶活性的趋势是一致的，则没有问题。

检测方法 原理

培养法
采用肉汤精氨酸培养基，半流体培养基，加入待测细胞上清，37℃培养 30 天，肉汤精氨酸培养基变黄变粉、

半流体培养基出现絮状沉淀可判断存在支原体污染

指示细胞法
将供试品接于指示细胞培养后，用特异性荧光染料染色，在荧光显微镜下可见附在细胞表面的支原体

DNA 着色

化学发光法
在支原体裂解后，该支原体特异性的酶，在底物存在下，具有 ADP 转化成 ATP 的功能，荧光素酶可以

利用产生的 ATP 与荧光素酶底物发生反应，产生可检测到的光，从而可以判断支原体污染情况

PCR 法
针对支原体 16S rRNA 序列保守区域设计特异性引物，进行 PCR 扩增后，经过核酸电泳可判断有无支

原体存在

qPCR 法
通过特异性引物，探针（FAM 标记）扩增检测支原体基因组中 16S rRNA 编码区，定性检测样本中支

原体 DNA

等温扩增法
基于等温扩增 LAMP 技术，试剂中预混 Bst 等温扩增酶、引物、羟基萘酚蓝（HNB）等组分，只需加入模板，

恒温孵育，根据颜色变化判断支原体污染情况
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◆  7.2.1. 产品介绍

MycoBlue Mycoplasma Detector 是针对细胞培养物支原体污染快速检测的试剂，使用简便快捷，只需吸取 1 μl 细胞培

养液上清加入反应体系中，60℃孵育 1 h，肉眼观察即可判定结果。无需 PCR/qPCR 仪，无需电泳，在细胞房内即可轻

松完成。经验证，MycoBlue Mycoplasma Detector 适用于各种悬浮、贴壁培养细胞，且具有广泛的培养基兼容性。

◆  7.5.1. 产品介绍

Myco-Off Mycoplasma Cleaner 是新一代的支原体清除试剂，主要用于清除细胞、血清、培养基等中的支原体。本产品

清除原理是通过破坏支原体的膜结构，引发支原体破裂死亡，能有效的清除抗生素耐受型支原体，而不产生耐药性。使用

本产品 3-7 天，便可以完全清除细胞内和细胞外的支原体。

◆  7.5.2. 产品优势

（1）彻底清除支原体：可直接杀死支原体，而非抑制其生长

（2）支原体清除见效快：只需 3-7 天即可获得很好的支原体清除效果

（3）细胞毒性低：对细胞温和，适用于多种常见细胞系及原代细胞

随机挑选 16 个细胞培养物，用三种方法检测支原体，对结果进行比较，结果显示，MycoBlue Mycoplasma Detector 检

测准确性优于优于 PCR 法，媲美 qPCR 法。

◆  7.2.2. 产品优势

（1）操作简便 : 细胞培养上清可直接用于检测 

（2）检测快速 : 1 h 通过颜色判定支原体污染情况 

（3）检测范围广：覆盖所有细胞培养常见的支原体

◆  7.2.3. 性能展示

7.2. 支原体检测相关产品推荐

7.3. 支原体清除相关产品推荐

产品名称 货号 应用

MycoBlue Mycoplasma Detector D101 支原体污染的常规检测

产品名称 货号 应用

Myco-Off Mycoplasma Cleaner D103 清除细胞、血清、培养基等中的支原体

图 2 三种方法检测支原体结果图

7.4. 常见问题解答

Q1：D101 可以检测多少种支原体？

A1：MycoBlue Mycoplasma Detector 可以准确检出 28 种支原体，超过 95% 以上的细胞是被这 28 种支原体所污染。

Q2：D101 的灵敏度是多少？

A2：Myco-Blue Mycoplasma Detector 可从 1 μl 培养上清中准确检出至少 500 cfu 的支原体，即灵敏度为 5×105 cfu/

ml。通常情况下，培养上清中的支原体含量在 106-108 cfu/ml 之间，该试剂可以满足绝大多数实验的需要。

Q3：操作过程中如何避免出现假阳性？

A3：①最重要的是反应结束后，不能打开管盖，否则反应产物会产生气溶胶，导致后续检测出现假阳性；

②实验结束后将反应管扔到实验室外的垃圾桶内，防止意外开盖；

③加样时注意更换枪头，并将阳性对照放在最后一管加入，也可以进一步降低假阳性出现的概率。

Q4：D103 会导致细胞死亡，这是由于什么原因导致的？

A4：经验证在大多数情况下，支原体清除试剂对细胞几乎无毒性。对于部分敏感细胞，D103 对细胞可能会产生一定的影响，

可以将试剂按 1:2,000 或更低倍数稀释，换液频率不需要改变。另外如果细胞污染本身就特别严重的话也会导致细胞死亡。

Q5：D103 适用的细胞类型有哪些？

A5：适用于目前常用的细胞系如小鼠胚胎干细胞或 iPS 细胞、人胚胎干细胞或 iPS 细胞、HEK293、HeLa、HepG2、

COS-7、Vero、Huh-7、MDCK、PANC-1、SW620 等。

Q6：原代细胞能否使用支原体清除试剂 (D103)

A6：可以使用。与其他来源的类似产品相比，本产品在处理 MEF(mouse embryo fibroblast) 等支原体易感细胞系时具

有更高的清除效率和更低的细胞毒性。

Q7：如何处理支原体严重污染的细胞？

A7：对于支原体严重污染的细胞，若 7 天不能清除干净，建议延长处理时间。
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第八章 Western Blot

8.1.Western Blot 概述

8.2.Western Blot 相关产品推荐

◆  8.1.1.Western Blot 概念

Western Blot 是一种常用的生物化学分析技术，用于检测和分离蛋白质。该技术通过将待检样品蛋白质进行电泳分离，然

后转移至固定膜上，再与特异性抗体结合，最后使用化学发光或染色方法检测目标蛋白质。Western Blot 可以定量检测蛋

白质的表达水平，同时也可以确定蛋白质的大小和相对丰度，广泛应用于蛋白质功能、诊断疾病以及新药物开发等研究领域。

◆  8.1.2.Western Blot 实验流程

Western Blot 实验流程主要包括以下几个步骤：样品制备和电泳、蛋白转印、膜上抗体结合和显影检测，见图 1。

图 1 Western Blot 实验流程图

产品名称 货号 应用

增强型 ECL 化学发光检测试剂盒（即用型） E411 用于以 HRP 标记的目的蛋白 / 目的核酸的显影定影（普敏型）

SuperPico ECL Chemiluminescence Kit E422 用于以 HRP 标记的目的蛋白 / 目的核酸的显影定影（高敏型）

SuperFemto ECL Chemiluminescence Kit E423 用于以 HRP 标记的目的蛋白 / 目的核酸的显影定影（超敏型）

180 kDa Prestained Protein Marker MP102
10 种预染蛋白质组成，用于判断 10-180 kDa 目标蛋白的

分子量及检测 Western Blot 的转膜效率

180 kDa Plus Prestained Protein Marker MP201
11 种预染蛋白质组成，用于判断 10-180 kDa 目标蛋白的

分子量及检测 Western Blot 的转膜效率

250 kDa Plus Prestained Protein Marker MP202
11 种预染蛋白质组成，用于判断 12-250 kDa 目标蛋白的

分子量及检测 Western Blot 的转膜效率

One-Step PAGE Gel Fast Preparation Kit

（6%/8%/10%/12%/15%）
E301-305

6%、8%、10%、12%、15% 的快速制胶试剂盒，用于分

离不同大小区间的蛋白质分子

Phos-assay Acrylamide PA101
特异性结合磷酸化氨基酸，使磷酸化蛋白电泳迁移率降低，

用于分离和检测磷酸化蛋白

Anti-phospho-Akt (Ser473) Rabbit mAb RA2102
特异地识别多种细胞系和组织内 Akt 的磷酸化，适用

于 WB、IF 和 IHC 实验

Anti-phospho-Erk1/2 (Thr202/Tyr204) 

Rabbit mAb
RA2202

特异地识别多种细胞系和组织内 Erk 的磷酸化，适用

于 WB、IF 和 IHC 实验

DYKDDDDK Tag Mouse mAb RA1003
用于检测含有 HA 标签的靶蛋白，适用于 WB、

IP 和 IF 实验

HA Tag Mouse mAb RA1004
用于检测含有 HA 标签的靶蛋白，适用于 WB、

IP 和 IF 实验

Myc Tag Mouse mAb RA1005
用于检测含有 Myc 标签的靶蛋白，适用于 WB、

IP 和 IF 实验

◆  8.2.1. 产品介绍

超敏型化学发光检测试剂盒以化学发光方法检测蛋白质或核酸类生物大分子，可通过辣根过氧化物酶 (HRP) 实现目的蛋

白或核酸的免疫印迹检测。本试剂盒包含增强型的鲁米诺底物和稳定的过氧化物体系，在灵敏度检测方面有显著提升，能

检测低至飞克级的微量蛋白。印迹膜 ( 如 NC、PVDF) 经过 ECL 工作液孵育后，可用 X 光胶片曝光，也可以直接进行

CCD 扫描拍照。

◆  8.2.2. 产品优势

（1）灵敏度高，检测可低至飞克级

（2）防过曝性能好，高 μg 蛋白防过曝
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◆  8.2.3. 性能展示

（1）高灵敏度

（2）防过曝性能好

飞克级检测，使用纯化蛋白进行检测，Vazyme 的超敏型 ECL 化学发光试剂检测阈值可达 32 fg。

293 细胞蛋白样本检测结果显示：Vazyme 的超敏型 ECL 化学发光试剂灵敏度优于同类产品。

本实验设置了 4 个不同浓度梯度的蛋白质，Vazyme 的超敏型 ECL 化学发光试剂的过度曝光时间晚于同类产品，且同类

产品过度曝光程度更高。

不同 ECL 发光液在凝胶成像仪自动曝光条件下，Vazyme 的超敏型 ECL 化学发光试剂成像时间短于同类产品。

图 2 纯化蛋白样本 Western 检测结果

图 3 不同 ECL 发光液 293 细胞蛋白样本 Western 检测结果

图 5 不同 ECL 发光液过度曝光结果显示

图 4 不同发光液自动曝光时间显示

8.3. 常见问题解答

Q1：无阳性条带或条带弱

Q2：非特异性条带或多条带

Q3：高背景

可能原因 解决方法

一抗或二抗失效 更换抗体，选择现配现用工作液

一抗 / 二抗不匹配 更换为与一抗物种相匹配的二抗

发光液失效 更换新的发光液

样本中不含目的蛋白或目的蛋白含量太低
设置阳性对照，确定样本中是否表达靶蛋白；
增加样本上样量解决靶蛋白含量低

抗体染色不充分 增加抗体浓度；延长孵育时间

溶液中有辣根过氧化酶抑制剂 所有溶液和器皿中避免含有叠氮化钠

抗体活性降低 选择在有效期内的抗体；工作液现配现用，避免长时间放置

洗膜过度 缩短洗涤时间

曝光时间过短 延长曝光时间

封闭过度 减少封闭剂的量或缩短时间；换用不同封闭剂类型

蛋白转移不充分
优化转膜条件；调整转膜时间；严格按照配方配制转膜液，如为 PVDF
膜，需提前用 100% 甲醇浸泡 15s -2 min 进行活化

可能原因 解决方法

抗体浓度过高 降低抗体 ( 一抗、二抗 ) 浓度

一抗的特异性不够 使用单克隆或者亲和纯化的抗体，保证抗体的特异性

二抗的非特异性结合 不加一抗，其他操作过程不变，即可验证背景是否由二抗系统来源：重新选择二抗

蛋白上样量过大 降低上样量

蛋白降解 避免反复冻融；使用新鲜制备的样本，并使用蛋白酶抑制剂

剪切体、异构体存在 分析不同剪切体、异构体的大小并核对

细胞传代过多，导致蛋白变异 使用原代或传代少的细胞作对照

可能原因 解决方法

封闭不充分 增加封闭液孵育时间，或者提高温度，选择合适的封闭试剂

洗膜不充分 增加洗液体积和洗涤次数 ; 洗涤液中加入 Tween-20

二抗浓度过高 降低二抗浓度

二抗的非特异性背景 不加一抗，其他操作过程不变，即可验证背景是否由二抗系统来源，重新选择二抗

抗体与封闭蛋白有交叉反应 更换封闭剂；洗涤液中加入适量 Tween-20 可减少交叉反应

曝光过度 缩短曝光时间

检测过程中膜干燥 保证充分的反应液，避免出现干膜现象
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Q4：条带异常

常见问题 可能原因 解决方法

条带连成一条线 上样量大，一抗浓度高 降低上样量及一抗浓度

条带呈笑脸状
凝胶不均匀冷却，电泳时中间比两端更热 ; 凝
胶浓度不适宜 ; 电压过大

调整胶浓度；降低电泳时的电压

条带呈皱眉状 凝胶和玻璃挡板底部有气泡 ; 两边聚合不完全
电泳槽中加电泳液时排空玻璃挡板下方的气泡
配胶时充分混匀

拖尾 样本中蛋白溶解不好 上样前对样本煮沸 5 min，离心 1 min

出现纹理 ( 纵向条纹 ) 样本中含有不溶性颗粒 上样前对样本煮沸 5 min，离心 1 min

条带偏斜
电极不平衡或者加样位置偏斜；
凝胶不均匀凝固

在未加样孔中加入等量样品缓冲液，配胶时充
分混匀

条带弥散
上样时样品被电泳缓冲液稀释；浓缩胶配制出
错或梳齿底部过短

上样时自底部往上缓缓加样；使用新配制
AP，按照配方配浓缩胶梳齿底部至分离胶顶约
1.0~1.5 cm

条带宽不均 蛋白浓度不同，上样时体积差异过大
浓度高的样本中补充 1× 上样缓冲液至各样本
体积大致相同

背景有不均匀白色斑点 转膜有气泡 , 抗体分布不均匀
仔细检查，避免存在气泡
孵育抗体时使用摇床

第九章 免疫共沉淀

9.1. 免疫共沉淀概述

◆  9.1.1. 免疫共沉淀概念

IP/CoIP 是研究蛋白互作的常用方法。其中免疫沉淀 (Immunoprecipitation,IP) 是一种利用固定在磁珠或琼脂糖树脂等固

相支持物上的特异性抗体对抗原进行亲和纯化的方法。免疫共沉淀 (Co-Immunoprecipitation,CoIP) 是免疫沉淀的延伸，

主要用于检测蛋白 - 蛋白之间的相互作用。

◆  9.1.2. 免疫共沉淀对照组设置

如需验证蛋白 A 和蛋白 B 是否相互作用，需要设置以下实验组：

（1）Input：阳性对照组，进行 IP 前制备蛋白样本时预留下的部分样品，在做 IP 实验之前，需要先跑 WB，确认样本中

含有蛋白 A 和蛋白 B；

（2）IgG：阴性对照组，Anti-A 的同型对照抗体，如 Anti-A 是兔 IgG 型，则同型对照抗体需要选择 Rabbit IgG；

（3）IP：实验组，即免疫沉淀，富集目的蛋白；

（4）Anti-A：A 蛋白的适用于免疫沉淀的（IP 级）抗体；

（5）IB：免疫印迹，用于显示目的蛋白。

◆  9.1.3. 免疫共沉淀实验流程

IP 和 CoIP 实验的流程大致相同，主要包括样品的准备、免疫沉淀、洗涤和下游分析。

具体步骤如下：

图 1 IP/CoIP 实验流程图示

9.2. 免疫共沉淀相关产品推荐

产品名称 货号 应用

Protein A/G Magnetic Beads PB101 用于 IP、CoIP 和 ChIP 实验中目的蛋白的富集

Anti-rabbit IgG for IP (HRP) RA1008 用于消除 IP 和 CoIP 实验中轻重链的干扰

Anti-mouse IgG for IP (HRP) RA1009 用于消除 IP 和 CoIP 实验中轻重链的干扰



细胞蛋白线产品册丨 Western Blot南京诺唯赞生物科技股份有限公司

36 37

◆  9.2.1. 产品介绍

Protein A/G Magnetic Beads 是由聚合物磁性微球与高纯度的重组蛋白 A/G 共价结合而成，磁珠粒径为 1 μm，重组蛋

白 A/G 包含蛋白 A 的 5 个 Fc 结合结构域和蛋白 G 的 2 个 Fc 结合结构域，结合能力较蛋白 A 或蛋白 G 更强。本产品特

异性表面区域更大，抗体结合位点更多，可以大大缩短抗体吸附时间，减少非特异性结合。

◆  9.2.2. 产品优势

（1）Protein A/G Magnetic Beads

特异性好，目的条带单一、背景低

结合效率高，0.5 mg/ml

（2）Anti-rabbit/mouse IgG for IP (HRP)

特异性好：同时避免 IP/CoIP 实验轻重链干扰

◆  9.2.3. 性能展示

（1）Protein A/G Magnetic Beads

特异性好：目的条带单一、背景低

（2）Anti-rabbit/mouse IgG for IP (HRP)

特异性好：RA1008 能有效解决 IP/CoIP 实验轻重链干扰问题

Anti-rabbit IgG for IP (HRP) 和 Anti-mouse IgG for IP (HRP) 仅与天然 IgG 反应，不与变性和还原兔或鼠的 IgG 重链

及轻链结合。相较于常规的 Anti-IgG (H&L) 酶标二抗，本产品在免疫沉淀 (IP) 后进行 Western Blot 检测时，不识别 IP

抗体的重链 ( 约 55 kDa) 和轻链 ( 约 25 kDa)，特异性更好，便于靶蛋白的检测。

使用 Akt Rabbit mAb ( 泳道 3) 免疫沉淀 HeLa 细胞的 Akt，磁珠用 #PB101。泳道 1 为 Input，泳道 2 为 IgG。磁珠

用 #PB101 以 Akt Rabbit mAb 作为一抗检测所有泳道，二抗包括 Anti-rabbit IgG for IP (HRP) #RA1008 (Fig A) 和

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (Fig B)。

使用 Anti-phospho-Akt (Ser473) Rabbit mAb #RA2102 免疫沉淀 293T

细 胞 的 p-Akt 蛋 白。 以 Anti-phospho-Akt (Ser473) Rabbit mAb 一 抗

和抗兔空间构象特异性二抗 Anti-rabbit IgG for IP (HRP) #RA1008 完成

Western Blot 检测。结果显示 PB101 特异性优于 A 公司同类产品。

图 2 Protein A/G Magnetic Beads（Vazyme #PB101）作用结果图

图 5 Anti-rabbit/mouse IgG for IP (HRP)（Vazyme #RA1008）特异性检测

图 3 空间构象特异性二抗作用结果图

图 4 Protein A/G Magnetic Beads
（Vazyme #PB101）特异性检测

9.3. 常见问题解答

Q1：Input 泳道无目的条带，IP 组有目的条带？

A1：目的蛋白丰度不够，Input 组检测不到，IP 组富集能检测到，提高 Input 组上样量。

Q2：Input 泳道有目的条带，IP 无信号或目的条带弱？

A2：(1) 抗体浓度太低，目的蛋白富集少，无法检测到，调整 IP 抗体浓度。

(2) 抗体亲和力低，一般而言，相比于 WB，IP 实验需要更高亲和力的抗体。

(3) 增加抗体与磁珠孵育时间。

(4) IP 抗体未与磁珠结合，正确保存防止磁珠变质或干燥。

Q3：Input 泳道无目的条带，IP 无信号？

A3：(1) 样本降解检测不到，可以冰上操作，裂解样本时，加入蛋白酶抑制剂。

(2) 样本蛋白丰度低，检测不到，可以提高样本量。

Q4：IP 背景高或者出现非特异性信号

A4：(1) 非特异性蛋白与磁珠结合导致背景高，磁珠使用前使用 BSA 进行预封闭、免疫沉淀后增加漂洗次数和盐离子浓度。

(2) 抗体浓度过高或特异性不好，选用合适抗体类型和使用浓度。

(3) 样本降解可能出现高背景，裂解样本时加入蛋白酶抑制剂或新鲜制备样本；投入合适的样本量，样本过多可导致背景高。

Q5：IP 出现轻重链干扰，呈现假阳性或假阴性

A5：普通 Anti-IgG(H+L) 酶标二抗会同时识别原先的 IP 抗体（经洗脱变性后断裂为轻链和重链）和 WB 抗体，导致

膜上至少出现三条不同的带，或者轻重链信号过强，导致目的蛋白信号弱，严重干扰实验结果；可使用本公司构象二抗

#RA1009、#RA1008 避免轻链和重链的干扰。
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第十章 蛋白纯化

10.1. 蛋白纯化概述

◆  10.1.1. 蛋白纯化概念

要进行蛋白质的研究，首先需要构建重组蛋白表达系统，并采用恰当的纯化方法将目的蛋白从复杂的大分子混合物中分离

纯化出来。不同蛋白质的氨基酸序列及空间结构不同，导致其在物理、化学、生物学等性质上存在差异，利用目的蛋白与

其它杂蛋白分子量大小及理化性质的差异，即可实现目的蛋白的纯化，获得高纯度、保留生物学活性及化学完整性的蛋白质。

常用的蛋白纯化方法有：亲和层析、凝胶过滤层析、疏水相互作用层析、离子交换层析等。

◆  10.1.2. 亲和层析概念

亲和层析技术以两个分子间高度特异的生物相互作用为基础，如酶和底物、受体与配基、抗原与抗体等，这些相互作用是

可逆的。目的蛋白能够特异性地与交联在亲和基质上的互补结合物（配基）可逆结合，样品处在利于结合配体的条件下，

未能结合的物质被清洗去除，最后改变成利于解离的条件，将目的蛋白回收。解离可以特异性地通过加入竞争性配体完成，

也可非特异性地通过改变 pH 值、离子强度或极性等条件而实现。在结合的过程中目的蛋白逐渐浓缩并最终以纯化浓缩的

形式被收集。

◆  10.1.3.Ni 亲和层析实验流程

① 配制缓冲液（结合缓冲液、洗杂缓冲液、洗脱缓冲液）

② 裂解样本

③ 蛋白纯化

图 1 常见的蛋白纯化原理示意图（图片来源于网络）

图 2 Ni - TED 蛋白纯化实验流程示意图

表 1 常见的蛋白纯化方法

表 2 常见亲和层析类型

蛋白纯化方法 原理 特点

凝胶过滤层析

利用具有多孔网状结构颗粒的分子筛作

用，根据被分离样品中各组分相对分子质

量大小和形状的差异进行洗脱分离

1、通常多用于最后一步纯化；

2、只需要一种缓冲液；

3、低聚物、去折叠的蛋白分子和缺失蛋白都可以

在逐渐置换缓冲液的过程中与结构完整的天然蛋

白质分子分离开；

疏水相互作用层析

蛋白质疏水基团与带有疏水性的载体在高

盐浓度时结合，可通过逐渐降低盐浓度，

因疏水性不同实现纯化分离

1、适合含有芳香基团的大分子的分离纯化，苯环、

杂环、长碳链均能使蛋白质的疏水性增强；

2、可完全取代传统的盐析沉淀工艺，以保持生物

分子的生物活性。

离子交换层析

不同蛋白等电点差异，分子大小差异，在

同一流动相中电荷密度分布不同，电荷量

不等，与具有相反电荷的离子交换介质结

合强度不同，在流动相洗脱时保留时间不

同，从而得以分离。

1、分辨率高、交换容量大、高流速；
2、应用广泛，是蛋白质、核酸等生物产物的主要
纯化方法；
3、重复性好；

亲和层析

将配基通过共价键可牢固结合于载体上，

利用目的蛋白与配基可逆结合的原理，实

现目的蛋白的分离

1、分离选择性强，效果好，纯化倍数高；

2、能完成一步方法很难完成的分离，通常一步纯

化就可达到 >90% 的纯度；

3、速度快，操作简单，易上手 ;

4、载量高，填料使用体积少。

类型 纯化原理 特点

His - tag 亲和层析
IDA、NTA、TED 配基填料螯合金属离

子可以特异性结合带 His 标签的重组蛋白

1、配体简单、吸附量大；

2、分离条件温和；

3、通用性强。

GST - tag 亲和层析

利用 GST 融合蛋白与固定的谷胱甘肽

（GSH）通过硫键共价结合，通过 GSH

交换洗脱的原理来进行纯化。

1、对带 GST 标签的蛋白质进行快速简单的一步

纯化；

2、温和的洗脱条件可保留蛋白的抗原性和功能。

Strep - tag 亲和层析

填料偶联 Streptactin-XT 蛋白，可用于

从多种表达系统包括杆状病毒、哺乳动物

细胞、酵母和细菌中纯化 Strep 标签蛋白

1、快速纯化，简单洗脱；
2、生理条件下的温和洗脱保留了目标蛋白的活性；
3、再生快速简便；
4、耐受各种去污剂、变性剂和其他添加剂。

Flag - tag 亲和层析

填料以抗 Flag (DYKDDDDK) 抗体为亲

和配体，可以实现一步纯化原核、酵母或

哺乳动物细胞表达的 Flag 标签融合蛋白

1、非变性纯化，可以纯化有活性的融合蛋白，并且

纯化效率高；

2、适合哺乳动物表达的珍贵样品（表达量低、表达

成本高、纯度要求高），方便后续进行抗原 - 抗体检测。

Protein A 亲和层析

以偶联有耐碱 Protein A 的高度交联琼脂

糖凝胶为基质，适用于从细胞培养液中捕

获单克隆抗体或者 Fc 融合蛋白，也适用

于从腹水或者血清中捕获多克隆抗体

Protein A 亲和层析纯化可以获得更高的纯度，一步

就可以获得抗体纯度大于 98%，而且在回收率上也

有明显优势，亲和捕获回收率可达 95%。

④ SDS - PAGE 检测

注：具体实验流程可参考实验指导手册（https://www.vazyme.com/product/868.html）
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10.2. 蛋白纯化相关产品推荐

产品名称 货号 应用

HisGrip Elite HP101

His - tag 蛋白纯化
Ni Elite Beads (TED) HP201

HisGrip Master HP102

Ni Sepharose FF (NTA) HP202

◆  10.2.1. 产品介绍

HisGrip Elite 以高度交联的 6% 琼脂糖凝胶为基质，通过化学方法偶联羧甲基乙二胺 (TED) 为配体，螯合镍离子后，形成

非常稳定的八面体结构。与 IDA、NTA 等其它类型 Ni 填料相比，HisGrip Elite 具有更强的兼容性，在常用的试剂中 Ni 离

子的脱落极低，对 EDTA、NaOH、DTT 等具有很强的耐受性，可以直接用 NaOH 溶液对填料进行清洗而无需反复再生。

可以适配商品化的各类中低压色谱系统，如 ÄKTA 等，方便客户用于纯化 His - tag 蛋白。

HisGrip Master 以高度交联的 6% 琼脂糖凝胶为基质，通过化学方法偶联次氮基三乙酸 (NTA) 为配体，螯合镍离子后，形

成非常稳定的八面体结构，可以耐受一定浓度的还原剂、变性剂或螯合剂等苛刻条件。与其它类型的 Ni 离子填料相比，

HisGrip Master具有更高的蛋白载量。可以适配商品化的各类中低压色谱系统，如ÄKTA等，方便客户用于纯化His - tag蛋白。

HP101/HP201 纯化含 5 mM 或 10 mM EDTA/DTT 的样品，目的蛋白的纯度和回收率无显著变化，与进口品牌 

Supplier A 相当。综合比较，HP101/HP201 耐受 10 mM EDTA/DTT，且性能不受影响。

在相同条件下，用某 60 kDa 重组蛋白的原核细胞裂解上清进行载量测试 HP101/ HP201 动态载量高达 50 mg/ml 以上，

高于进口品牌 Supplier A，表明 HP101/HP201 的动态载量更高。

以进口品牌 Supplier A 为对照，HP101/HP201 可以兼容不同类型的表达系统和大分子蛋白的纯化，纯化效果≥进口品

牌 Supplier A，同时兼容可溶上清和包涵体样品，有着较好的样品兼容性。

用同一根柱子纯化某原核表达重组蛋白，连续测试 20 

次，纯化性能无显著变化。实验仅测试 20 次，实际使

用次数更多，且使用次数与蛋白样品有关。

◆  10.2.2. 性能展示 

（1）HisGrip Elite（TED 型）（#HP101&#HP201） 

a. 强化学耐受性，无需剥镍再生

b. 动态载量高（每毫升填料结合 His - tag 蛋白的能力）

c. 兼容性强

d. 填料寿命长

图 3 HP101 预装柱（左），HP201 填料（右）

图 4 DTT 耐受性测试对比结果图

图 5 EDTA 耐受性测试对比结果图

图 6 动态载量对比结果图

图 8 使用重复性测试结果图

图 7 样本兼容性测试结果图
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用同一根柱子纯化某原核表达重组蛋白，连续测试 10 次，纯化性能无显著变化。实验仅测试 10 次，实际使用次数更多，

且使用次数与蛋白样品有关。

在相同条件下，用某 60 kDa 重组蛋白的原核细胞裂解上清进行载量测试，HP102/ HP202 动态载量高达 80 mg/ml，高

于进口品牌 Supplier A，表明 HP102/HP202 的动态载量更高。

以进口品牌 Supplier A 为对照，HP102/HP202 可以兼容不同类型的表达系统和大分子蛋白的纯化，纯化效果≥进口品

牌 Supplier A，同时兼容可溶上清和包涵体样品，有着较好的样品兼容性。

（2）HP102&HP202 （NTA 型） 

a. 动态载量高 （每毫升填料结合 His - tag 蛋白的能力）

c. 填料寿命长

b. 兼容性强

图 9 HP102 预装柱（左） ，HP202 填料（右）

图 12 使用重复性测试结果图

图 10 动态载量对比结果图

图 11 样本兼容性测试结果图

10.3. 常见问题解答

Q1：Ni 亲和层析产品适用于哪些仪器？

A1：预装柱（HP101/HP102）必须搭配仪器使用，适用于各种进口或国产品牌的中低压层析系统，如 GE 的 ÄKTA 系列

等，也可搭配恒流泵或蠕动泵。填料（HP201/HP202）可搭配重力柱、层析柱使用。

Q2：预装柱最大的流速是多少？

A2：1 ml 预装柱最大流速 4 ml/min，推荐的流速为 1 ml/min；5 ml 预装柱最大流速 20 ml/min，推荐的流速为 5 ml/min。

实际纯化过程中，流速需要综合考虑样品结合时间、反压等因素。流速越快，样品结合时间越短，捕获纯化效果会随之降低；

同时流速越快，柱子反压越高，一般限压 0.3 MPa。因此，建议在实际操作过程中，使用推荐流速，或者根据具体情况调

整合适的流速，既保证有足够的结合时间，又不超压。

Q3：TED 和 NTA 两款填料耐受 EDTA 和 DTT 的浓度？样本是否要透析处理？原因？

A3：① TED 填料经过 5 mM EDTA 和 5 mM DTT 处理 24 h 性能不下降，样品中含 10 mM EDTA 和 10 mM DTT 纯

化性能也不下降，说明 TED 完全能够耐受 10 mM EDTA 和 10 mM DTT。待纯化样品若含有 EDTA 或 DTT，不需要透

析处理。

② 经过测试，样品中含 5 mM DTT，NTA 填料的纯化性能未见明显下降，说明 NTA 可以在短时间内耐受一定浓度的

DTT。不建议在样品中添加 EDTA 和 DTT，但若含有低浓度的 EDTA 和 DTT，短时间不会对 Ni 填料造成明显影响，但

不建议长时间接触。

Q4：层析柱进气

A4：接柱过程中引入气体或在使用过程中缓冲液走空导致；

① 接柱过程中注意排除引入的气泡； 

② 使用过程中避免缓冲液走空；

③ 如果进入气泡，可用合适的高流速冲洗排气。

Q5：柱子压力过高

A5：① 填料堵塞；细胞分泌上清或裂解液有微量固体颗粒，建议在上样前用 0.22 μm 或者 0.45 μm 滤膜过滤，或通过

离心去除。适当加大离心转速、延长离心时间，去除效果更好。

② 样品粘稠；细胞裂解物中的核酸物质会导致样品黏稠，可添加适量核酸酶消化核酸，降低黏度。
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Q6：洗脱组分中没有目的蛋白 

A6：① 目的蛋白流穿；可能是由于 His 标签没有充分暴露，可在蛋白中加入适量的尿素或盐酸胍等变性剂，或者考虑更

换标签位置；适当提高缓冲液 pH、降低咪唑浓度、调整缓冲液中盐离子浓度或者更换缓冲液都可能会提高 His 标签蛋白

的挂柱能力。

② 表达量太低；目的蛋白表达量过低，富集的蛋白太少未能检测到，可优化表达条件，提高表达量。

③ 目的蛋白在洗杂阶段洗出；目的蛋白结合较弱，可降低洗杂液中咪唑浓度或提高洗杂液的 pH。

④ 目的蛋白结合过强，不易洗脱；增加洗脱液中的咪唑浓度，或降低洗脱液的 pH。

⑤ 蛋白易降解；在样品中添加适量的蛋白酶抑制剂，如 1 mM PMSF。

Q7：洗脱组分中蛋白杂带较多

A7：① 洗杂不彻底；增加洗杂液的洗脱体积，或提高洗杂液中的咪唑浓度。

② 样品中含有其他的组氨酸标签蛋白；可优化咪唑洗脱浓度或调节 pH 洗去杂带。使用离子交换层析或分子筛等纯化手段

进一步纯化蛋白。

Q8：上样过程中蛋白发生浑浊或沉淀

A8：① 操作温度太低；蛋白不失活的情况下可室温进样。

② 蛋白稳定性差；探究蛋白的 pH、温度、盐浓度稳定性，选择合适的缓冲液。

③ 洗杂不彻底：样品和缓冲液中可添加表面活性剂稳定蛋白，如 0.1% 的 Triton X-100 或 Tween-20。

第十一章 蛋白磷酸化检测

11.1. 蛋白磷酸化概述

◆  11.1.1. 蛋白磷酸化概念

蛋白质磷酸化是蛋白质翻译后修饰方式中最常见的也是最重要的一种类型，参与多种信号传导和细胞代谢通路，在调节生

命体活动中发挥着不可替代的作用。

◆  11.1.2. 蛋白质磷酸化的研究方法

真核生物中主要通过 Ser、Thr 和 Tyr 残基磷酸化，原核生物中主要通过 Asp、Glu 和 His 残基磷酸化，有些蛋白质在原

核生物和真核生物中均可以被磷酸化，磷酸化位点是 Arg、Lys 和 Cys 残基。常见的检测方法有 32P 同位素放射性标记法、

磷酸化抗体免疫印迹、磷酸化蛋白质组学和 Phos-tag SDS-PAGE 等。

传统方法在安全性、成本、设备或抗体种类上存在一定局限性，在这种情况下，Phos-assay 应运而生。

图 1 蛋白磷酸化原理图解

表 1 常见蛋白磷酸化研究方法

方法 原理简述 优点 缺点

免疫印迹 使用磷酸化抗体检测蛋白磷酸化状态
1、特异性强、分辨率高

2、操作简单

1、磷酸化抗体特异性差尤其植物磷

酸化抗体制备难度大

2、难以检测到蛋白多个磷酸化位点

3、无法揭示不同激酶对同一底物蛋

白磷酸化的作用

蛋白质组学

利用亲和纯化技术富集磷蛋白和磷酸

肽，LC-MS/MS 检测分析蛋白序列

和相应位点的磷酸化修饰

1、能够同时检测多个蛋白的

磷酸化形式

2、定性能力强

1、成本较高

2、需要专业设备，磷酸化肽段信号

易被覆盖

芯片技术 将蛋白磷酸化的信号转化为荧光信号
1、能够同时检测多个蛋白的

磷酸化状态
2、高通量

1、数据分析较复杂

同位素标记
将带有 32P 标记的磷酸基团转移到底

物蛋白上，放射自显影检测

1、灵敏度高

2、测试结果准确

1、实验室要求高，有放射性危害

2、无法检测内源性蛋白磷酸化
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◆  11.1.3.Phos-assay 实验原理

Phos-assay（#PA101）是一种能与磷酸分子特异性结合的双核金属络合物，用于分离和检测磷酸化蛋白。使用过程中

只需在常规的 SDS-PAGE 凝胶中添加 Phos-assay 和金属离子 (Mn2+ 或 Zn2+) 即可。固定在凝胶上的 Phos-assay

复合物可以特异性结合磷酸化氨基酸，使得磷酸化蛋白电泳迁移率降低，从而实现磷酸化和非磷酸化蛋白的分离。Phos-

assay SDS-PAGE 操作简单，能检测不同形式的磷酸化蛋白，不受磷酸化抗体限制，可用于免疫印迹、质谱分析等。

◆  11.2.1. 产品介绍

在配胶过程中加入 Phos-assay 和相应金属离子 (Mn2+ 或 Zn2+)，电泳过程中可以降低磷酸化蛋白电泳迁移率，从而实现

磷酸化和非磷酸化蛋白的分离。Phos-assay SDS-PAGE 操作简单，能检测不同形式的磷酸化蛋白，不受磷酸化抗体限

制，可用于免疫印迹、质谱分析等。

◆  Phos-assay 的优势

◆  Phos-assay 的实验流程

（1）操作简单，无放射性

（2）同时检测磷酸化与非磷酸化蛋白

（3）根据磷酸化水平进行分离，磷酸化水平相同，磷酸化位点不同也可以分离

图 2 Phos-assay 检测蛋白磷酸化原理图解

图 4 不同方法检测蛋白磷酸化差异点展示

图 5 不同处理条件下纯化蛋白的 CBB 染色结果图

图 3 Phos-assay 检测蛋白磷酸化实验流程图解

11.2. 蛋白磷酸化检测相关产品推荐

产品名称 货号 应用

Phos-assay Acrylamide PA101 磷酸化蛋白的检测，不受磷酸化抗体以及磷酸化氨基酸种类限制

◆  11.2.3. 性能展示

（1）分离效果好

使用碱性磷酸酶以时间梯度和剂量梯度处理 α- 酪蛋白和 β- 酪蛋白，使用常规 SDS-PAGE 和 Phos-assay SDS-

PAGE 用 CBB 染色检测样品中磷酸化与非磷酸化蛋白的变化情况。
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（2）适用范围广

除了纯化蛋白，Phos-assay SDS-PAGE 还可以检测细胞裂解液、组织裂解液和激酶反应液等多种样本类型的磷酸化与

非磷酸化蛋白表达。

图 6 不同样本磷酸化与非磷酸化蛋白检测结果图

11.3. 常见问题解答

Q1：CBB 染色的凝胶不能清楚地脱色？

A1: 对于纯化蛋白 CBB 染色，电泳结束后，只需将 (1.0 mm) 凝胶浸泡在 50 ml 快染考马斯亮蓝染液浸泡 15 min 即可脱

色，微波炉加热 5 min，更换 ddH2O，重复 2 - 3 次可以使条带更清晰。除了 CBB 染色外，凝胶也可用银染、荧光染色、

阴性染色。

Q2：蛋白 Marker 条带弯曲，以及 Marker 是否依然具有原有的作用？

A2：一般预染 Marker 在 Phos-assay 凝胶中会产生弯曲条带，可以加入等体积的 10 mM 金属离子来改善这一现象，

蛋白 Marker 仅可作为转膜效率的参考基准，无法推断蛋白分子量。

Q3：按照实验流程方法配制 Mn2+-Phos-assay 胶，剩余的分离胶溶液发黄是否正常？

A3：属于正常现象，Mn2+ 会在碱性条件下形成沉淀从而溶液变黄，配好分离胶溶液混匀及时灌胶，不影响凝胶Phos-assay性能。

Q4：除了使用此产品还需要什么试剂和仪器？

A4：只需要相应的金属离子，其余试剂和仪器和常规 SDS-PAGE 一致，电泳后续需要含有 10 mM EDTA 洗胶缓冲液

预处理凝胶。

Q5：实验所需要的甲醇和金属离子需要什么纯度级别的试剂？

A5：市售分析纯即可。

Q6：可以检测哪些样品？

A6：样品可以为纯化蛋白、组织均浆液、组织裂解液、体外酶反应液等，且样品来源无物种特异性。

Q7：每孔蛋白上样量需要多少？

A7：通常情况下，纯化蛋白上样量为 5 - 10 μg，组织或细胞提取液上样量为 15 - 30 μg，具体需要根据磷酸化蛋白表达

进行调整。

Q8：配制好的 Phos-assay 凝胶可以存放使用吗？

A8：Mn2+-Phos-assay 凝胶因在碱性缓冲液导致不稳定，建议现配现用，Zn2+-Phos-assay 凝胶在中性缓冲液可以 4℃

保存 3 个月。

Q9：Phos-assay 凝胶可以分离多大的蛋白？

A9：根据文献报道和客户实验验证，可分离 4 - 350 kDa 大小的蛋白。

详见 Phos-assay (#PA101) 产品指导手册，下载网址：https://www.vazyme.com/product/755.html

附录一：细胞生物学产品概览

应用场景 产品列表 产品货号 产品用途

细胞培养 胎牛血清 胎牛血清
F101/F102/

F103
多种细胞类型的培养

细胞转染

DNA 转染 ExFect 阳离子聚合物转染试剂 T101 用于贴壁细胞的质粒 DNA 转染

DNA、RNA 转染 Lipomaster 2000 脂质体转染试剂 TL201
多种贴壁 / 悬浮细胞的质粒 DNA、

RNA 转染

DNA、RNA 转染 Lipomaster 3000 脂质体转染试剂盒 TL301
多种贴壁 / 悬浮细胞的质粒 DNA 和
RNA 转染，包括部分难转染细胞

细胞分选 小鼠 T 细胞分选

小鼠 CD3+ T 细胞分选 CS101 小鼠 CD3+ T 细胞分离纯化

小鼠 CD4+ T 细胞分选 CS102 小鼠 CD4+ T 细胞分离纯化

小鼠 CD8+ T 细胞分选 CS103 小鼠 CD8+ T 细胞分离纯化

污染检测与
清除

支原体污染检测 支原体检测试剂盒 D101
" 悬浮和贴壁培养细胞支原体检测 

实验室的日常支原体检测 "

支原体污染清除 支原体清除试剂 D103 清除细胞、血清、培养基中的支原体

双萤光素酶 基因表达和调控 双萤光素酶报告基因检测试剂盒 DL101
检测基因调控作用；研究转录因子、

启动子和 miRNA 等

细胞凋亡

TUNEL 法凋亡检测

绿色荧光 TUNEL 凋亡检测试剂盒 A111

石蜡切片、冰冻切片、细胞爬片和细
胞涂片的凋亡检测

升级绿色荧光 TUNEL 凋亡检测试剂盒 A112

升级红色荧光 TUNEL 凋亡检测试剂盒 A113

Annexin V 法凋亡检测

Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒 A211

贴壁或悬浮细胞的凋亡检测，可区分
早凋和晚凋

Annexin V-PE/7-AAD 凋亡检测试剂盒 A213

Annexin V-APC/PI 凋亡检测试剂盒 A214

细胞增殖 细胞增殖和毒性检测 CCK8 细胞增殖检测试剂 A311
检测细胞的活力、细胞增殖和细胞

毒性
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附录二：蛋白生物学产品概览

应用场景 产品列表 产品货号 产品用途

免疫印迹

蛋白定量

BCA 蛋白定量试剂盒 E112

蛋白定量检测分析

Bradford 蛋白定量试剂盒 E211

凝胶电泳

一步法快速制胶试剂盒 E301-E305 分离不同分子量大小的蛋白

180 kDa 蛋白 Marker MP102/MP201

指示电泳进程和转膜情况

250 kDa 蛋白 Marker MP202

抗体孵育

Flag/HA/Myc 标签抗体 RA1003-RA1005 检测带有 Flag/HA/Myc 标签的蛋白

p-Erk/p-Akt 磷酸化抗体 RA2102/RA2202 检测 Erk 和 Akt 蛋白磷酸化情况

化学发光检测

超敏型化学发光液 E423 表达量极低的目的蛋白显影

升级高敏型化学发光液 E422 日常蛋白的显影

增强型化学发光液 E411 表达量较高的蛋白显影

蛋白修饰 蛋白磷酸化检测 通用型磷酸化检测试剂盒 PA101 检测目的蛋白的磷酸化情况

蛋白互作 IP/CoIP

蛋白 A/G 免疫磁珠 PB101 目的蛋白的富集或互作研究

空间构象特异性二抗 RA1008/RA1009 解决鼠 / 兔 IP 抗体造成的轻重链干扰

蛋白纯化 亲和层析

镍亲和层析填料（TED 型） HP101/HP201 His 标签蛋白的纯化

镍亲和层析填料（NTA 型） HP102/HP202 His 标签蛋白的纯化

蛋白免疫 免疫组化 鼠兔通用型免疫组化（IHC）检测试剂盒 HC301 石蜡切片等多种样本类型的 IHC 检测

速溶颗粒 电泳缓冲液 1×PBS、TAE、TBE 速溶颗粒 G101-103 快速配制精准稳定的常用缓冲液
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