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上海生物样本库 
质量管理体系文件 

文件名称 蛋白质提取控制程序 编号 SOP-SC-031-01 

批 准 人  批准日期  实施日期  

 

蛋白质提取控制程序 

1.目的 

规定从人体组织中提取蛋白质的工作程序和技术要求。 

2.适用范围 

适用于从人体组织中提取蛋白质(如总蛋白、细胞膜蛋白、细胞核蛋白和细

胞质蛋白等)和保存蛋白质。 

3.定义和术语 

3.1 破碎 

指用物理、化学、等方法来破坏细胞膜从而将胞内物质释放至周围环境的过

程。 

3.2 提取 

指用适当的溶剂和方法，将经过处理或破碎的细胞中被提取的蛋白质充分释

放出来并与杂质分离的过程。 

4.职责 

4.1 样本库实验技术员负责从不同样本中提取蛋白质。 

5.设备和器材 

见正文内容 

6.正文 

6.1 组织蛋白的提取 

6.1.1 脏器组织的选择及预处理 

新鲜获取的脏器组织用缓冲盐溶液洗去残留血液和污染物，迅速剥去脂肪和

筋皮等结缔组织，冲洗干净。用组织剪或手术刀将组织分离成 1cm3 左右的小块。
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最好选择新鲜的组织，但有些情况下，如果是以小块组织快速冰冻并且保存时间

不长的话，也可选用冰冻组织。建议冰冻组织保存在-50℃以下，因为由于冰晶

形成导致的溶媒体蛋白酶的释放可能引起蛋白的降解。对于易分解的蛋白质，应

选用新鲜材料制备。 

6.1.2 组织的破碎 

人们所需的蛋白有些分泌于细胞外，用适当的溶剂可直接提取；多数存在于

细胞内，游离在细胞质中或与细胞器紧密结合。而欲提取存在于细胞内的物质时，

必须将细胞破碎。脏器的细胞膜较脆弱极易破损，往往在组织绞碎或提取时就破

坏了。破碎的主要目标是用最快的速度得到最大程度的细胞破碎率，并能保证蛋

白质的完整性。 

A.匀浆法 

电动玻璃匀浆器常用于匀浆肝、心、肌肉等软组织的匀浆，通常以 500～1500 

rpm 的速度，匀浆 3～6次，每次 5～10 秒。 

手动玻璃匀浆器常用于脑组织的匀浆，匀浆 10～20 次。 

刀片式和肉切式组织匀浆器以 1000～3000 rpm 的速度，匀浆 3次，每次 20～

30 秒。次间暂停几秒。 

匀浆过程应注意维持低温。玻璃匀浆器可外置冰水浴，其他匀浆容器可预冷

或在冷室内进行匀浆。 

B.超声法 

将处理的组织混悬在至少两倍体积的缓冲液内，将超声探头没入混悬液内进

行超声破碎。 

超声波的频率和作用时间与需要处理的靶物质的体积有关。一般输出功率

100～200W，破碎时间 1～10 分钟，一般约 2分钟。 

C.液氮研磨 

通常每个冻存管内放入 80mg 组织，迅速放入液氮中冻存。在冷室内将组织

从液氮中取出，立即放入事先用液氮预冷的研钵中，敲碎成小块后迅速用力研磨

至粉末。研磨过程中始终保持研钵内有适量液氮。研磨的程度以肉眼见组织成微

细均匀的粉末即可。注意处理不同的样本时，用不同的研钵，以避免可能的交叉

污染。 
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6.2 蛋白的分离和纯化 

蛋白质的分离纯化方法很多，主要有： 

根据蛋白质溶解度不同的分离方法 

6.2.1 蛋白质的盐析 

中性盐对蛋白质的溶解度有显著影响，一般在低盐浓度下随着盐浓度升高，

蛋白质的溶解度增加，此称盐溶；当盐浓度继续升高时，蛋白质的溶解度不同程

度下降并先后析出，这种现象称盐析，将大量盐加到蛋白质溶液中，高浓度的盐

离子（如硫酸铵的 SO4 和 NH4)有很强的水化力，可夺取蛋白质分子的水化层，

使之“失水”，于是蛋白质胶粒凝结并沉淀析出。盐析时若溶液 pH 在蛋白质等电

点则效果更好。由于各种蛋白质分子颗粒大小、亲水程度不同，故盐析所需的盐

浓度也不一样，因此调节混合蛋白质溶液中的中性盐浓度可使各种蛋白质分段沉

淀。 

影响盐析的因素有：（1）温度：除对温度敏感的蛋白质在低温（4 度）操作

外，一般可在室温中进行。一般温度低蛋白质溶介度降低。但有的蛋白质（如血

红蛋白、肌红蛋白、清蛋白）在较高的温度（25 度）比 0 度时溶解度低，更容

易盐析。（2）pH 值：大多数蛋白质在等电点时在浓盐溶液中的溶介度最低。（3）

蛋白质浓度：蛋白质浓度高时，欲分离的蛋白质常常夹杂着其他蛋白质地一起沉

淀出来（共沉现象）。因此在盐析前血清要加等量生理盐水稀释，使蛋白质含量

在 2.5-3.0%。 

蛋白质盐析常用的中性盐，主要有硫酸铵、硫酸镁、硫酸钠、氯化钠、磷酸

钠等。 其中应用最多的硫酸铵，它的优点是温度系数小而溶解度大（25 度时饱

和溶液为 4.1M，即 767 克/升；0度时饱和溶解度为 3.9M，即 676 克/升），在这

一溶解度范围内，许多蛋白质和酶都可以盐析出来；另外硫酸铵分段盐析效果也

比其他盐好，不易引起蛋白质变性。硫酸铵溶液的 pH 常在 4.5-5.5 之间，当用

其他 pH 值进行盐析时，需用硫酸或氨水调节。 

蛋白质在用盐析沉淀分离后，需要将蛋白质中的盐除去，常用的办法是透析，

即把蛋白质溶液装入秀析袋内（常用的是玻璃纸），用缓冲液进行透析，并不断

的更换缓冲液，因透析所需时间较长，所以最好在低温中进行。此外也可用葡萄

糖凝胶 G-25 或 G-50 过柱的办法除盐，所用的时间就比较短。 
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6.2.2 等电点沉淀法 

蛋白质在静电状态时颗粒之间的静电斥力最小，因而溶解度也最小，各种蛋

白质的等电点有差别，可利用调节溶液的 pH 达到某一蛋白质的等电点使之沉淀，

但此法很少单独使用，可与盐析法结合用。 

6.2.3 低温有机溶剂沉淀法 

用与水可混溶的有机溶剂，甲醇，乙醇或丙酮，可使多数蛋白质溶解度降低

并析出，此法分辨力比盐析高，但蛋白质较易变性，应在低温下进行。 

根据蛋白质分子大小的差别的分离方法 

6.2.4 透析与超滤 

透析法是利用半透膜将分子大小不同的蛋白质分开。 

超滤法是利用高压力或离心力，强使水和其他小的溶质分子通过半透膜，而

蛋白质留在膜上，可选择不同孔径的泸膜截留不同分子量的蛋白质。 

6.2.5 凝胶过滤法  

也称分子排阻层析或分子筛层析，这是根据分子大小分离蛋白质混合物最有

效的方法之一。柱中最常用的填充材料是葡萄糖凝胶（Sephadex ged）和琼脂糖

凝胶（agarose gel）。 

根据蛋白质带电性质进行分离 

蛋白质在不同 pH 环境中带电性质和电荷数量不同，可将其分开。 

6.2.6 电泳法 

各种蛋白质在同一 pH 条件下，因分子量和电荷数量不同而在电场中的迁移

率不同而得以分开。值得重视的是等电聚焦电泳，这是利用一种两性电解质作为

载体，电泳时两性电解质形成一个由正极到负极逐渐增加的 pH 梯度，当带一定

电荷的蛋白质在其中泳动时，到达各自等电点的 pH 位置就停止，此法可用于分

析和制备各种蛋白质。 

6.2.7 离子交换层析法 

离子交换剂有阳离子交换剂（如：羧甲基纤维素；CM-纤维素）和阴离子交

换剂（二乙氨基乙基纤维素；DEAE?FONT FACE="宋体" LANG="ZH-CN">纤维素），

当被分离的蛋白质溶液流经离子交换层析柱时，带有与离子交换剂相反电荷的蛋

白质被吸附在离子交换剂上，随后用改变 pH 或离子强度办法将吸附的蛋白质洗
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脱下来。（详见层析技术章） 

6.2.8 根据配体特异性的分离方法－亲和色谱法 

亲和层析法（aflinity chromatography）是分离蛋白质的一种极为有效的

方法，它经常只需经过一步处理即可使某种待提纯的蛋白质从很复杂的蛋白质混

合物中分离出来，而且纯度很高。这种方法是根据某些蛋白质与另一种称为配体

(Ligand）的分子能特异而非共价地结合。其基本原理：蛋白质在组织或细胞中

是以复杂的混合物形式存在，每种类型的细胞都含有上千种不同的蛋白质，因此

蛋白质的分离（Separation），提纯（Purification）和鉴定（Characterization）

是生物化学中的重要的一部分，至今还没的单独或一套现成的方法能移把任何一

种蛋白质从复杂的混合蛋白质中提取出来，因此往往采取几种方法联合使用。 

6.3 提取方法以及影响提取的因素 

蛋白质提取与制备蛋白质种类很多，性质上的差异很大，既或是同类蛋白质，

因选用材料不同，使用方法差别也很大，且又处于不同的体系中，因此不可能有

一个固定的程序适用各类蛋白质的分离。但多数分离工作中的关键部分基本手段

还是共同的，大部分蛋白质均可溶于水、稀盐、稀酸或稀碱溶液中，少数与脂类

结合的蛋白质溶于乙醇、丙酮及丁醇等有机溶剂中。因此可采用不同溶剂提取、

分离及纯化蛋白质和酶。蛋白质与酶在不同溶剂中溶解度的差异，主要取决于蛋

白分子中非极性疏水基团与极性亲水基团的比例，其次取决于这些基团的排列和

偶极矩。故分子结构性质是不同蛋白质溶解差异的内因。温度、pH、离子强度等

是影响蛋白质溶解度的外界条件。提取蛋白质时常根据这些内外因素综合加以利

用。将细胞内蛋白质提取出来。并与其它不需要的物质分开。但动物材料中的蛋

白质有些可溶性的形式存在于体液（如血浆、消化液等）中，可以不必经过提取

直接进行分离。蛋白质中的角蛋白、胶原及丝蛋白等不溶性蛋白质，只需要适当

的溶剂洗去可溶性的伴随物，如脂类、糖类以及其他可溶性蛋白质，最后剩下的

就是不溶性蛋白质。这些蛋白质经细胞破碎后，用水、稀盐酸及缓冲液等适当溶

剂，将蛋白质溶解出来，再用离心法除去不溶物，即得粗提取液。水适用于白蛋

白类蛋白质的抽提。如果抽提物的 pH 用适当缓冲液控制时，共稳定性及溶解度

均能增加。如球蛋白类能溶于稀盐溶液中，脂蛋白可用稀的去垢剂溶液如十二烷

基硫酸钠、洋地黄皂苷（Digitonin)溶液或有机溶剂来抽提。其它不溶于水的蛋
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白质通常用稀碱溶液抽提。 

影响提取的因素主要是被提取物质在溶剂中的溶解度及由固相扩散到液相

的难易程度。某一物质在某溶剂中的溶解度与该物质的分子结构及溶剂的性质有

关，一般遵守“相似相溶”的原则。搅拌、减少溶剂的粘度和延长提取时间等方

法可以提高被提取物的扩散速度，增强提取效果。提取的原则是“少量多次”，

即对于等量的用于抽提的溶液，分多次提取比一次提取效果好得多。 

一般理想的抽提溶液应具备下述条件：对有效成分溶解度大，破坏作用小；

对杂质不溶解或溶解度很小；来源广泛、价格低廉、操作安全等。目标是回收尽

可能多的蛋白质，并尽可能地减少其他生物材料（如脂类、纤维素、核酸等）的

染。 

7.相关文件 

无 

8.参考标准与文献 

《分子克隆实验指南》第三版，ISBN 7-03-010338-6 

 


