
1.1 4 ℃，300 g×5 min离心去除细胞及碎片

2.1 加入与细胞培养上清液等体积的无水甲醇和1/4体积的
氯仿，用力震荡1 min， 4 ℃静置10 min
2.2 12000 g×5 min，4 ℃离心

3.1 离心后丢弃上清,加入500 μL无水甲醇，涡旋10 s
3.2 12000 g×10 min，4 ℃离心

4.1倒置离心管在滤纸上沥干或真空干燥10-15 min，去除残
余溶剂

5.1 按原细胞培养上清液体积的1/25加入2× SDS loading 
buffer重溶蛋白质沉淀

1.样本处理

2.沉淀

3.去上清

4.洗涤

6.溶解

上清蛋白提取

5.干燥



常见问题解析

1. 蛋白沉淀少或看不见怎么办? 

①样本上清液中蛋白质过低，建议冻干浓缩后再提取；②检查无水甲

醇与氯仿质量（建议使用HPLC级），确保无水甲醇和氯仿的体积比正确；

③优化孵育条件：将冰浴或-4℃的时间延长至30 min。如果效果仍不明显，

可-20℃，孵育至少30 min，或过夜；③优化离心参数：提高离心转速和

延长离心时间，可4℃离心，13000 g×10 min；④所有有机溶剂预冷至

4℃，降低蛋白变性风险。

2. 蛋白质沉淀难以溶解怎么办? 

①干燥不宜过度，干燥至 "湿润块状"即可；②必要时用超声仪辅助溶

解（功率200 W，超声3-5次，每次10 s，避免过热变性）。

3. 相分离时分层不明显，为什么?

①甲醇与氯仿比例错误，氯仿不足；②离心转速和时间不足：优化离

心参数，增加离心转速和离心时间，可4℃，15000 g×10 min，促进分层。
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