
冻融法大肠杆菌专用裂解液（非变性，含PMSF）
产品货号：D10040
产品规格：100ml/500ml
产品简介：

在大肠杆菌蛋白制备过程中，细胞裂解是获取目标蛋白的关键环节。大肠杆菌专用裂解液是一款专为裂解大肠杆菌

而设计的高效产品，只需将菌体与裂解液混匀后，冻融一次即可破碎菌体，释放蛋白，不再需要使用传统裂解方法如超

声破碎、高压均质、溶菌酶解等。本裂解液不含还原剂、强变性剂等烈性成分，组分温和，对绝大多数蛋白结构和活性

无影响，可用于后续蛋白活检测等常规生化分析、标签蛋白的分离纯化或蛋白表达筛选等实验。

产品组成：

试剂名称 100ml 500ml 保存条件

冻融法大肠杆菌专用裂解液（非变性） 100ml 500ml 2-8℃
PMSF 干粉 20mg 100mg 2-8℃
PMSF 溶剂 1ml 5ml 2-8℃

磷酸酶抑制剂 Cocktail（100×，干粉） 1ml 5×1ml 2-8℃
产品特点：

1. 操作简便：产品中包含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂成分，只需简单的混匀和冻融操作，即可破碎菌体，释放蛋白，

完成提取流程。

2. 高效裂解：对于蛋白的提取效率大于超声破菌的 80%。

3. 组分温和：本裂解液不含还原剂、强变性剂等烈性成分，可维持蛋白原本空间结构。

4. 下游兼容：可直接用于 GST/His标签的亲和层析纯化蛋白，无需溶液置换操作。

5. 灵活搭配：可搭配全能核酸酶降解菌体裂解后的核酸，以降低裂解液粘度。

操作步骤：

建议以菌体沉淀（g）/裂解液（mL）= 1:30比例搭配使用，以充分破碎细胞。裂解液的添加比例可根据表达量与所需蛋

白浓度在 1:10至 1:50范围有所调整。

1. 4°C 4000×g离心 20min或 4°C 12,000×g离心 1min，弃上清，收集大肠杆菌菌体沉淀。

2. 取适量裂解液，按体积比 100:1加入 20mg/mL PMSF和磷酸酶抑制剂，现用现加。

注：磷酸酶抑制剂干粉加入 1mL双蒸水，即为 100×磷酸酶抑制剂 Cocktail溶液。

例：3mL裂解液使用前加入 30μL PMSF，30μL磷酸酶抑制剂，搭配混入 0.1g菌体沉淀。

3. 将裂解液和菌体吹打混匀，转移重悬菌液置于-20°C或-80°C冰箱至完全凝固。

注：若暂时不需要解冻破碎，可以在-80°C冰箱保存约 3-30 d。保存时长主要跟蛋白性质有关，蛋白越稳定保存时间

越长。

4. 裂解时取出室温自然化冻，4°C 12,000×g离心 15-20min，收集裂解上清或沉淀并置于冰水浴或冰上留作后续实验（可

溶性蛋白在上清中，包涵体蛋白在沉淀中）。

注：若上清浑浊可再次离心，上清中如混有不溶性杂质会影响后续纯化获得的蛋白浓度。

5. （选做）如果裂解后上清非常粘稠，可加入全能核酸酶降解核酸，降低上清粘稠度，或者使用注射器反复抽吸，以

剪切粘稠的基因组 DNA等。然后再次离心。

6. 使用 BCA蛋白浓度检测试剂盒和 SDS-PAGE电泳检测裂解效果，如图所示：



冻融裂解法 超声裂解法 冻融裂解法 超声裂解法 注：1/2/5/6：冻融裂解法获得的蛋白

3/4/7/8：超声裂解法获得的蛋白

注：图为不同破菌裂解方式下，不同菌株的蛋白提取情况。左图为 BCA检测的蛋白浓度，右图为对应的 SDS-PAGE效果，

每组 2个重复。蛋白 Marker（10-250 kDa），使用一步法免染 PAGE凝胶（10%），在紫外下对比总蛋白的提取效果（右

图）。

注意事项：

1. 因产品中所含物质竞争性地抑制了 MBP蛋白与直链淀粉树脂的结合，因此本产品与 MBP-tag纯化体系不兼容。其

它常见的 His-tag、GST-tag等技术体系不受影响。

2. 可以根据需要在裂解液中额外添加其他蛋白酶抑制剂，包括蛋白酶抑制剂混合物（细菌，100×），通用蛋白酶抑制

剂（100×）或根据具体用途选择蛋白酶抑制剂混合物（通用型，质谱兼容）等。

3. 裂解液的融化过程建议在室温条件下自然解冻，低温下的缓慢化冻会降低蛋白得率。

4. 自然解冻裂解菌体后续的操作建议在 4℃或冰上进行，防止蛋白降解。

5. 如有必要，可以考虑选购全能核酸酶降低产物的粘稠度。

6. 本产品仅限科研使用。为了您的安全和健康，请穿实验服并戴好一次性手套操作。

常见问题：

1. 抽提蛋白产量低：

a. 菌体裂解后上清粘稠度太高。增加裂解液加入比例或添加全能核酸酶等以降低粘稠度。

b. 菌体浓度与处理量不适配：当菌体浓度过高或单次处理体积过大时，冷冻过程中体系内部温度不均，部分菌体无法

充分结冰；解冻时也难以实现均匀溶解，导致局部菌体裂解不充分，整体效率降低。

c. 解冻方式不当，建议使用室温条件自然融化。

d. 菌体保存时间过长或条件不当，可能导致菌体难以裂解，建议换用新鲜培养菌体进行实验。

e. 菌体添加裂解液后未混匀或冷冻不充分导致裂解不彻底。

2. 蛋白降解：

a. 磷酸酶抑制剂和 PMSF制成溶液后，需在-20℃保存。

b. 蛋白酶抑制剂需现用现加，未添加蛋白酶抑制剂、抑制剂过期、添加比例不准确或蛋白酶抑制剂冷冻条件下析出未

充分重新溶解，可能会造成蛋白降解。

c. 自然解冻后续冰上操作不严格，存在温度过高或时间过长。需在冰上进行，避免蛋白降解。

d. 菌体保存时间过长或条件不当，建议换用新鲜培养菌体进行实验。

保存条件：

常温运输；2-8°C储存，保质期 18个月。干粉制成溶液后-20°C保存。


