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细胞线粒体提取纯化试剂盒说明书

（同样说明书见英文版）

本试剂盒仅供科研使用
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一、背景介绍

1、结构

线粒体是真核细胞内的双层膜细胞器，一般呈短棒状或圆球状，直径在 0.5 到 10 微

米左右（因生物种类和生理状态而异）。线粒体由外至内可划分为外膜、膜间隙、内膜和基

质四个功能区。外膜比较光滑，内膜则向内褶皱形成线粒体嵴。嵴形状是判断线粒体的重要

形态学指标。

2、功能

线粒体是真核生物进行氧化代谢的部位，是糖类、脂肪和氨基酸等进行三羧酸循环

和氧化磷酸化的场所，产生的 ATP是生物重要的能量来源。因此，线粒体是细胞产生生物能

量，进行有氧呼吸的主要场所，被称之为细胞的“能量工厂。线粒体还可以储存钙离子，可

以和内质网、细胞外基质等结构协同作用，从而控制细胞中的钙离子浓度的动态平衡。

线粒体具有独立的DNA。与细胞核DNA 不同，线粒体DNA 属于母系遗传。与线

粒体异常相关的疾病，是一大类遗传代谢病。其临床表现复杂，临床上确诊比较困难，往往

需要通过大分子酶学活性检测分析并结合遗传学基因分析的双重手段确定病因。

线粒体作为生物能代谢的主要细胞器，对各种异常代谢和细胞损伤最为敏感。最常

见的病理改变可以概括为线粒体氧化磷酸化异常以及线粒体数量、大小和结构的改变。此外，

线粒体的损伤和衰老与保健也有着密切的关联。如果能够保持线粒体的完好无损就可以保持

细胞的活力，就能够有更强的新陈代谢，也能够抵抗衰老。有关线粒体内外膜活性，电子传

递链功能以及线粒体DNA、RNA和蛋白质合成等实验研究一直是生物医学研究的重要内容。

而线粒体的完整性对于实验研究的可靠性有着决定性的影响。因此分离提取到较好的线粒体

是实验中最为关键的一个环节。
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二、实验原理

本试剂盒根据不同细胞器在沉降系数方面的差异，通过系列离心，搭配试剂盒内特定

缓冲溶液获取高度纯化、结构完整的线粒体。

实验采用较温和的方法破碎细胞，将线粒体释放出来。随后用较低的离心力离心去除

大部分细胞器，上清用较高的离心力离心沉淀线粒体。此方法操作简单，能较快获取大量

线粒体。实验示意图

三、实验材料及仪器准备

1、试剂盒内容

编号 名称 规格 数量 保存

1 试剂 A 50ml 1 瓶 2-8℃冷藏

2 试剂 B 10ml 1 瓶 2-8℃冷藏

3 试剂 C 50ml 1 瓶 2-8℃冷藏

4 试剂D（100×） 10ml 1 瓶 -20℃冷藏

5 台盼蓝染色液 10ml 1 瓶 2-8℃冷藏

6 使用说明书 10ml 1 份 2-8℃冷藏

2、仪器准备：涡旋震荡仪、细胞研磨器
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四、样本收集

1、收集细胞：

对于贴壁细胞：吸弃培养基，PBS 洗一遍，用胰酶消化细胞，37℃ 5 分钟。1000rpm 室

温离心 5分钟，收集细胞。

对于悬浮细胞：1000rpm室温离心 5分钟，收集细胞。

2、洗涤细胞：用预冷的 PBS 轻轻重悬细胞沉淀，1000rpm 室温离心 5分钟，弃上清。

重悬细胞并计数。

五、操作步骤

1、准备溶液：

根据实验需要，取适量试剂 A，按比例加入试剂D（100×），混匀即可，配置成 AD

混合液。

2、预处理：按每 2000 万个细胞，加入 0.3-0.5ml 预冷的 AD混合液，轻轻悬浮细胞，

放置于冰上 5分钟。（注：小体积研磨破碎效率高于大体积）

3、研磨：

破碎细胞过程如下：使用研磨器研磨大约 30-45 次，并进行匀浆效果鉴定实验（不同细

胞不同匀浆器所需的匀浆次数有所不同）。

通常建议研磨途中取 10ul 细胞匀浆液，加入 10ul 台盼蓝染色液，混匀后显微镜下观察

台盼蓝染色阳性（蓝色）细胞的比例。如果阳性细胞比例不足 50%，即可增加 10 次匀

浆，随后进行相同的检测操作。当阳性比例超过 50%时即可进行下一步，切勿过度研

磨，否则会导致线粒体的损伤。

4、用 AD混合液冲洗研磨器壁，连同研磨后的匀浆液转移至 5ml 离心管中，4℃，1000g
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离心 10 分钟，将获得的上清转移至另一离心管中，4℃，10000g 离心 10 分钟。

5、将沉淀用试剂 C洗涤一次，4℃，10000g 离心 10 分钟，沉淀即为纯化后结构完整的

线粒体。

6、线粒体的处理：

客户可以根据自己的实验需要将纯化后的线粒体产品进行以下处理

A：加入 100-250ul 试剂 C重悬线粒体，得到线粒体悬液，进行线粒体活性相关的检测。

B：向线粒体沉淀中加入 200-500ul 试剂 B（含试剂D），冰上裂解 0.5 小时。最后 4℃，

12000g 离心 10 分钟，上清即为线粒体蛋白样品。

六、注意事项

1、建议单次提取的细胞数量至少为 2*107个，否则可能会得到的线粒体数量过少。

2、实验过程中所有的操作都需要在冰上完成，以减少蛋白质降解。试剂D（100×）

需要在实验开始前按比例加入，其有效时间约为一小时，需要尽快完成提取以免其失

效。

3、线粒体的使用（适用于线粒体代提客户）：

本试剂盒提取的线粒体使用保护剂进行保护运输，客户在收到线粒体之后需自行离心

去除保护剂，即加入 2ml 试剂 D并吹打混匀，10000g 离心 10 分钟，得到的沉淀即为线

粒体产品。
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