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Invent ® RIPA裂解液 

目录号: INKLWB500T   500ML 

描述： 

RIPA(Radio-Immunoprecipitation Assay)裂解液用于从哺乳动物细胞和组织中提取蛋白质已经有数十年时间。 

裂解液中含有低浓度的离子型和非离子型表面活性剂，不会干扰抗原-抗体结合。操作方法相对简单，提取的

蛋白质可用于 Western blotting, ELISA 和免疫沉淀等应用。虽然 RIPA 裂解液被广泛使用，但在使用过程中存

在以下风险问题（详见第 3页 RIPA裂解液存在的潜在使用风险）: 

1.使用 RIPA 裂解液提取的蛋白图谱并非完整。 

2.不可溶组分中丢失的蛋白质是不成比例的，非选择性和不可预测的。 

3.研究证实使用 RIPA 进行细胞凋亡研究时会产生许多偏差数据。 

4.由于蛋白丢失，提取的蛋白质的数量和比例与细胞或组织中实际存在的蛋白质的数量和比例存在偏差，从

而导致实验数据偏差，特别是涉及定量和半定量实验时。 

 

鉴于上述问题，使用 RIPA 裂解液进行蛋白样品制备存在一定的风险。如果您决定在您的研究中使用 RIPA

裂解液，本款 RIPA 裂解液（Cat# INKLWB500T）的表现与任何其他品牌一样好。如果您介意上述实验风

险，我们强烈建议您使用基于离心管柱技术的新一代柱式法蛋白质提取工具（Cat#SD-001/SN-002），这种新

技术可以快速提取蛋白质(最快 1 分钟)，且不会人为改变蛋白质图谱,可获取高质量高得率蛋白质。 

更多信息请访问: https://www.inventchina.cn/pro_view.asp?id=85&class=1 

配方： 

10 mM Tris-HCl (pH 8.0)，150 mM NaCl，1% Triton X-100，0.5% Sodium deoxycholate，0.1% SDS， 

1mM EDTA (pH 8.0) 

 

所需附加材料： 

离心机，离心管，组织匀浆器，洗涤缓冲液如 PBS，蛋白酶和/或磷酸酶抑制剂。 

 

运输和储存：常温运输，4℃储存。 
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操作方法： 

RIPA 裂解液中不含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂。如需要请在 RIPA 裂解液中加入蛋白酶抑制剂，如研究涉

及磷酸化蛋白，则需同时在裂解液中加入磷酸酶抑制剂。（各类抑制剂的添加方法请按照抑制剂母液比例，例

如母液是 100x，添加时按照 1：100添加，即 1ml裂解液中添加 10ul抑制剂）。 

细胞样品： 

1. 低速离心（500Xg，5min）收集培养的细胞。贴壁细胞可以通过细胞刮刮拭或胰蛋白酶消

化后，低速离心收集细胞。用预冷的 PBS 清洗细胞沉淀两次，完全去除上清液。 

注意：对于贴壁细胞，用 PBS冲洗后，也可将 RIPA裂解液直接加入培养容器中，使用细胞刮

刀将裂解物收集到一侧并转移到离心管中。然后转至步骤 3和步骤 4。 

2. 在细胞沉淀中加入适量的预冷RIPA裂解液，用移液器上下吹打重悬细胞沉淀(通常1ml RIPA

裂解液可用于1-5 X 107个细胞的裂解，裂解液加入量根据细胞量按比例适当调整)。 

3. 裂解物在冰上孵育 5-30 分钟，孵育后涡旋震荡混匀样品，4℃，8,000Xg，离心 10 分钟。 

4. 将上清（提取的蛋白溶液）转到一个新的管中，用于下游实验或储存于-80℃备用。 

 

组织样品： 

将一块新鲜或冷冻的动物组织放入离心管中，用预冷的 PBS 清洗两次，加入预冷的 RIPA 裂解

液覆盖组织(1ml RIPA 裂解液可用于 20-100 mg 组织的裂解，裂解液加入量请根据组织样品量

按比例适当调整)。按照前述方法使用前在 RIPA 裂解液中添加蛋白酶抑制剂/磷酸酶抑制剂。

用合适的组织匀浆方法(如研磨仪或塑料杵)将组织匀浆 30 秒至 1 分钟。匀浆后按照上述步骤 3

和 4 进行操作。 

注意：匀浆后如见黏液样聚集物，离心前用移液器将其取出。蛋白质浓度测定可使用 BCA或

Lowry分析法。对于免疫沉淀，我们建议将提取的蛋白用 IP缓冲液 1:2 ~ 1:3进行稀释后实

验。 
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RIPA裂解液存在的潜在使用风险 

经典的 RIPA 裂解液由低浓度的十二烷基硫酸钠(SDS，一种变性表面活性剂)，和用于破坏蛋白质-蛋白

质相互作用的脱氧胆酸钠等成分组成。虽然 RIPA 裂解液有很多不同的配方，但不论哪种 RIPA 裂解液提取

蛋白质都会产生两种不同的组分：即 RIPA 可溶组分和 RIPA 不可溶组分。通常实验者只使用 RIPA 可溶组分

进行下游实验，而 RIPA 不可溶组分被丢弃。近年来，研究发现 RIPA 不溶组分中仍含有蛋白质，越来越多

的研究者对使用 RIPA 裂解液可能存在的问题密切关注。 

 

 

○蛋白质图谱不完整 

Li[1]比较了小鼠脾脏组织和肝脏组织使用 RIPA 裂解液提取后 RIPA 可溶组分和 RIPA 不可溶组分以及基

于离心管柱技术的蛋白提取试剂盒（Invent Cat#SD-001/SN-002)提取的蛋白质图谱（图 1），发现 RIPA 不可

溶组分的蛋白质图谱与 RIPA 可溶组分相似，但不完全相同。不可溶组分的蛋白质覆盖了整个蛋白质图谱，

且不同样品的 RIPA 不可溶组分发现的蛋白质种类也因样品而异。在不同的样本中，蛋白质的损失似乎是不

可预测的。然而，柱式法蛋白提取试剂盒提取的蛋白具有更完整的蛋白质图谱，因为其不产生不可溶组分，

且操作快速简单。 

根据这些结果说明 RIPA 裂解液提取的蛋白质图谱是不完整的，蛋白丢失导致了蛋白比例的改变。使用

RIPA 裂解液提取的蛋白质用于定性和定量实验时可能会出现严重的数据偏差问题。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1. 
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○内参不齐 

内参不齐是 WB 实验中常见的问题，出现的可能原因是在某些样品中管家基因的表达并不恒定，或者浓

度检测不准确，但样品提取方法也会影响内参。 

为了测试 RIPA 裂解条件对免疫印迹结果的影响，Kevin 等人[2]使用 RIPA 裂解液裂解 HT-29 人结肠腺

癌细胞，在等体积的含二巯基苏糖醇的 Laemmli 样品缓冲液中煮沸 RIPA 不可溶组分，然后对 20 种不同的

蛋白靶点进行免疫印迹。与预期的一样，RIPA 裂解液有效地溶解了许多细胞质蛋白:GAPDH, Hsp90 和

Iκβα，各种激酶(图 2A 和 B)。RIPA 裂解液液提取出了细胞骨架蛋白和细胞骨架相关蛋白、肌动蛋白(actin)

和黏附激酶(FAK)。然而，微管蛋白(tubulin)和中间丝蛋白(lamin A 和 KRT5)大量流失到 RIPA 不可溶组分中

(图 2C)。值得注意的是，RIPA 不可溶组分不仅限于细胞骨架蛋白:转录因子 GATA2 和细胞粘附蛋白 β-

catenin 也存在于不可溶组分中。相反，用 Laemmli 样品缓冲液裂解的不可溶组分，配合使用针筒剪切粘性

基因组 DNA 溶解出了在可溶组分中不存在的与 DNA 紧密相关的蛋白质(如组蛋白) (图 2D)。尽管蛋白质在

各种裂解液中的溶解度有所差异，但这些结果表明，在开始免疫印迹研究之前，最好先确定提取的方法是否

适合于目的蛋白质提取。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2. 
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○影响磷酸化蛋白检测   

Ni Hui 等[3]研究了不同蛋白提取方法对 PI3K / Akt / mTOR 信号通路相关蛋白表达的影响。 取空白组 3 只大

鼠和模型组 3 只大鼠的双侧海马组织，分别采用 RIPA 裂解法和 Invent 柱式法蛋白提取试剂盒进行蛋白提

取。 WB 检测 PI3K / Akt / mTOR 信号通路相关蛋白的表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3.采用不同蛋白提取方法对两组大鼠进行 PI3K / Akt / mTOR信号通路相关蛋白电泳 

1:空白+Invent 组; 2:模型+Invent 组; 3:空白+ RIPA 组; 4: 模型 + RIPA 组 

结果显示（图 3），RIPA 提取的样品 PI3K/β-actin、p-Akt/Akt 和 p-mTOR / mTOR 的表达水平显著低于

Invent 柱式法。 Invent 柱式法提取的样品，空白组 PI3K/β-actin、P -Akt/Akt、P -mTOR / mTOR 的表达量与

模型组比较差异有统计学意义(P = 0.001)，模型组 PI3K/β-actin、P -Akt/Akt、P -mTOR / mTOR 的表达量显著

低于空白组; RIPA 提取的样品，PI3K/β-actin、P -Akt/Akt、P -mTOR / mTOR 表达水平在两组间差异无统计

学意义(P > 0.05)。   

磷酸化蛋白的表达量很低，仅占总蛋白的一小部分。 在蛋白提取过程中容易发生降解或处理不当导致

快速去磷酸化，从而使磷酸化蛋白在 Western Blot 检测中结果不理想。如果在提取蛋白质的过程中丢失了部

分蛋白质，磷酸化和非磷酸化蛋白质的比例就会发生改变，从而导致数据偏差。 
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○导致高背景的意外因素 

许多因素都可能导致 WB 高背景，包括但不限于抗体稀释不当、封闭不足、封闭试剂的干扰、洗涤不足和转

印膜质量差等因素。 除上述因素外，WB 中影响背景的另一个因素是使用的蛋白质样品制备的方法和试

剂。 当 WB 出现高背景问题时，很少有研究人员意识到蛋白质提取的方法可以显著地影响背景。下面两张

图平行比较了不同的蛋白质提取方法，即 RIPA 裂解液法和 Invent 柱式蛋白提取法提取的样品，对 WB 背景

的影响（图 4）。 

结论:蛋白的提取方法显著影响了 WB 的背景，Invent 柱式法蛋白提取法优于 RIPA 裂解液法。   

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4. 

如果您在使用 RIPA 裂解液时遇到上述类似问题，我们强烈推荐您使用柱式法蛋白质提取技术。 更多信息

请访问: https://www.inventchina.cn/pro_view.asp?id=85&class=1 
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本品仅供研究使用，不可用于临床诊断。 
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