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细胞泛素化水平评估操作规程

1 范围

本文件规定了细胞泛素化水平评估操作的基本要求、试剂与材料、检测方法、结果分析与判定、质

量控制、记录与报告。

本文件适用于以采用免疫学检测方法对培养细胞中蛋白泛素化水平进行检测、分析和评估的实验操

作。

2 规范性引用文件

本文件没有规范性引用文件。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

泛素化 ubiquitination

泛素分子在泛素激活酶、泛素结合酶和泛素连接酶的作用下，以共价结合方式连接到底物蛋白上的

翻译后修饰过程。

3.2

细胞泛素化水平 cellular ubiquitination level

细胞样本中目标蛋白或总蛋白发生泛素化修饰的相对程度，通常通过免疫学检测方法进行定量或半

定量分析。

4 基本要求

4.1 实验环境要求

4.1.1 实验室应具备细胞培养、蛋白提取和免疫学检测所需的环境条件，并设置相对独立的样本处理

区、试剂配制区、检测操作区和结果分析区，各区域应保持整洁、有序。

4.1.2 实验环境条件应符合下列要求：

a) 实验室环境温度应控制在 18 ℃～26 ℃，相对湿度应控制在 30%～70%；

b) 细胞培养环境应维持在 37 ℃，CO₂浓度为 5%；

c) 蛋白提取及样本处理过程应在 2 ℃～8 ℃条件下进行；

d) 实验室供电系统应满足仪器设备运行要求，关键设备应配备备用电源。

4.1.3 实验过程中产生的废液、废弃耗材及生物废弃物应分类收集，并按实验室管理要求进行处置。

4.2 人员要求

4.2.1 操作人员应具备细胞培养、蛋白检测及结果分析相关知识，并能够按照规定完成细胞泛素化水

平评估操作。

4.2.2 操作人员应经过岗位培训和技术考核，培训内容应包括：

a) 细胞培养和样本处理操作；

b) 蛋白提取和免疫检测操作；

c) 仪器设备使用方法；

d) 实验室安全防护要求。

4.2.3 经考核合格后，操作人员方可独立开展实验。涉及蛋白定量、免疫印迹及结果分析等关键操作

的人员，应经过专项培训并具备相应操作能力。

4.2.4 实验记录应及时填写，记录内容应完整、真实，并由操作人员确认。
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4.3 仪器设备要求

4.3.1 细胞泛素化水平评估所用仪器设备应满足实验要求，主要包括二氧化碳培养箱、低温离心机、

电泳仪、转膜仪、成像系统及移液器等。

4.3.2 主要仪器设备应符合下列要求：

a) 二氧化碳培养箱温度控制偏差应不超过±0.5 ℃，CO₂浓度控制偏差应不超过±0.5%；

b) 低温离心机温度控制范围应满足 2 ℃～8 ℃，转速误差应不超过设定值的±5%；

c) 电泳仪输出电压误差应不超过设定值的±10%；

d) 移液器应至少每 12 个月校准一次，并在校准有效期内使用。

4.3.3 仪器设备应按规定进行维护和校准，相关记录应完整保存。运行异常或超过校准有效期的设备

不得用于实验检测。

5 试剂与材料

5.1 试剂

5.1.1 细胞泛素化水平评估所使用的试剂应满足蛋白提取、免疫检测和信号显色要求，并在有效期内

使用。试剂的保存和使用条件应符合产品说明书要求。

5.1.2 细胞裂解液应选用适用于总蛋白提取的裂解液，使用前应充分混匀，并按规定比例加入蛋白酶

抑制剂。蛋白酶抑制剂宜按每 1 mL 裂解液加入 10 μL 的比例配制，配制后的裂解液应在 2 ℃～8 ℃

条件下保存，并于 4 h 内使用。

5.1.3 泛素抗体应根据检测目标选择适宜规格，工作浓度宜控制在 1:500～1:2000 范围内。二抗试剂

应与一抗来源匹配，工作浓度宜控制在 1:2000～1:5000 范围内。抗体稀释液应现配现用，稀释后的抗

体应按规定条件保存。

5.1.4 化学发光显色试剂应在使用前配制，配制后应在 30 min 内使用。出现沉淀、浑浊、变色或超过

有效期的试剂不得用于实验。

5.2 材料

5.2.1 细胞泛素化水平评估所用材料应满足样本培养、样本处理和蛋白检测要求，并符合实验操作条

件。

5.2.2 培养细胞样本应生长状态良好，无污染，检测时细胞汇合度宜控制在 70 %～90 %。每次检测所

用细胞数量宜不少于 1×10⁶个，并按实验要求进行收集和处理。

5.2.3 离心管应根据样本处理体积选择适宜规格，常用规格为 1.5 mL 或 15 mL，使用前应确认无污染、

无破损。

5.2.4 电泳胶应根据目标蛋白分子量选择适宜浓度，分离胶浓度宜为 8 %～12 %。转膜材料宜采用 PVDF

膜或 NC 膜，使用 PVDF 膜时应先用甲醇浸润 10 s～15 s 后再进行转膜操作。

5.2.5 移液枪头、培养皿等一次性耗材应保持无菌状态，并在有效期内使用。受污染、破损或超过有

效期的材料不得用于实验。

6 检测方法

6.1 样本制备

细胞样本应在规定培养条件下生长至适宜状态后进行收集，检测时细胞汇合度宜控制在70 %～90 %。

样本制备应按以下步骤进行：

a) 弃去培养液后，使用预冷磷酸盐缓冲液清洗细胞 2次；

b) 贴壁细胞采用细胞刮刀收集，悬浮细胞采用离心方式收集，离心条件宜为 1000 r/min～1500

r/min，离心 5 min；

c) 收集细胞沉淀后，按每 1×10⁶个细胞加入 100 μL～200 μL 裂解液的比例加入预冷裂解液，

并置于冰上裂解 30 min，期间每 10 min 混匀一次；

d) 裂解完成后，于 4 ℃条件下以 12000 r/min 离心 10 min～15 min，取上清液作为总蛋白样本；
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e) 采用蛋白浓度测定方法测定总蛋白浓度，并根据检测要求调整蛋白浓度备用。

6.2 泛素化检测

6.2.1 蛋白质印迹法

采用蛋白质印迹法检测细胞泛素化水平时，应按以下步骤进行：

a) 将蛋白样本与上样缓冲液混匀后，于 95 ℃条件下加热变性 5 min，每孔蛋白上样量宜为 20 μ

g～40μg；

b) 根据目标蛋白分子量选择适宜浓度的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离，浓缩胶电压宜为 80 V，

分离胶电压宜为 100 V～120 V，电泳至目标条带充分分离；

c) 电泳结束后进行转膜，宜采用湿转法，在 100 V 条件下转膜 60 min～90 min；

d) 转膜完成后使用封闭液于室温封闭 1 h，随后加入泛素一抗，在 2 ℃～8 ℃条件下孵育 12 h～

16 h；

e) 一抗孵育结束后，使用洗膜液清洗膜 3 次～5次，每次 5 min，然后加入二抗于室温孵育 1 h；

f) 二抗孵育结束后再次洗膜 3次～5 次，每次 5 min，加入化学发光显色试剂显影，并使用成像

系统采集检测结果；

g) 采用图像分析软件分析目标蛋白泛素化条带灰度值，并与内参条带灰度值进行比值计算。

6.2.2 免疫沉淀法

采用免疫沉淀法检测细胞泛素化水平时，应按以下步骤进行：

a) 取总蛋白样本进行浓度测定，每次免疫沉淀所用总蛋白量宜为 500 μg～1000 μg；

b) 向蛋白样本中加入目标蛋白抗体，在 2 ℃～8 ℃ 条件下孵育 12 h～16 h，使抗体与目标蛋

白结合；

c) 抗体孵育完成后加入蛋白 A或蛋白 G琼脂糖珠，继续孵育 2 h～4 h，孵育过程中缓慢混匀；

d) 孵育结束后，在 4 ℃条件下离心收集沉淀，并用预冷洗涤缓冲液洗涤 3 次～5 次，每次离心

条件宜为 3000 r/min，离心 3 min；

e) 洗涤后的沉淀加入上样缓冲液，于 95 ℃条件下加热 5 min 后进行电泳分离；

f) 后续转膜、抗体孵育和显影步骤按 6.2.1c）～f）执行；

g) 根据目标蛋白泛素化条带强度进行结果分析，并与对照样本比较评估泛素化水平变化。

7 结果分析与判定

7.1 结果分析

7.1.1 检测结果应采用图像分析软件对目标蛋白泛素化条带灰度值进行分析，并以目标蛋白泛素化条

带灰度值与内参条带灰度值的比值作为泛素化水平分析指标。

7.1.2 蛋白质印迹检测结果分析应按以下步骤进行：

a) 采集目标蛋白泛素化条带及内参蛋白条带图像，并确认条带清晰、无明显拖尾或背景异常；

b) 采用图像分析软件测定目标蛋白泛素化条带灰度值及内参蛋白条带灰度值；

c) 按公式（1）计算样本泛素化相对表达值：

i

t

A
A

R  ········································································（1）

式中：

R——样本泛素化相对表达值；

At——目标蛋白泛素化条带灰度值；

Aᵢ——内参蛋白条带灰度值。

7.1.3 当采用免疫沉淀法检测时，应采用目标蛋白泛素化条带灰度值进行分析，并与对照组灰度值进

行比较，计算相对表达变化倍数。

7.1.4 同一样本应至少进行 3 次独立重复检测，并取平均值作为最终结果。

7.2 结果判定
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7.2.1 结果判定应以试验组样本泛素化相对表达值与对照组样本泛素化相对表达值的比值作为判定依

据。

7.2.2 试验组与对照组比较时，应按公式（2）计算泛素化变化倍数：

C

S

R
RF  ········································································（2）

式中：

F——泛素化变化倍数；

RS——试验组泛素化相对表达值；

RC——对照组泛素化相对表达值。

7.2.3 结果判定应符合下列要求：

a) 当 F＞1.2 时，判定为细胞泛素化水平升高；

b) 当 0.8≤F≤1.2 时，判定为细胞泛素化水平无明显变化；

c) 当 F＜0.8 时，判定为细胞泛素化水平降低。

7.2.4 检测结果存在明显异常值时，应重新进行检测并复核结果。

7.2.5 实验结果应结合重复检测结果进行综合判定，并形成检测记录。

8 质量控制

8.1 对照设置要求

8.1.1 细胞泛素化水平评估实验应设置阳性对照和阴性对照，并与待测样本在相同实验条件下同步进

行检测。阳性对照应选用已知可诱导泛素化水平变化的样本或处理条件，阴性对照应选用未处理样本或

不含目标检测成分的样本。

8.1.2 对照样本的制备、处理及检测步骤应与待测样本保持一致，包括样本收集、蛋白提取、电泳分

离、抗体孵育及显影分析等过程。阳性对照和阴性对照检测结果应符合预期变化趋势，否则本次实验结

果不应作为最终判定依据。

8.2 重复性要求

8.2.1 同一样本应至少进行 3 次独立重复检测，每次检测应独立完成样本制备、蛋白提取和泛素化检

测过程。重复检测结果应进行统计分析，并取平均值作为最终检测结果。

8.2.2 重复检测结果之间的相对偏差应控制在合理范围内，同一样本重复检测结果的相对标准偏差

（RSD）宜不大于 15%。当重复检测结果偏差超过规定范围时，应检查样本状态、试剂条件及检测过程，

并重新进行检测。

8.3 实验过程控制要求

8.3.1 实验过程中所使用的试剂、材料和仪器设备应符合本文件第 4 章和第 5章规定的要求。关键试

剂应在有效期内使用，关键设备应在校准有效期内运行。

8.3.2 样本处理、蛋白提取、电泳分离、转膜、抗体孵育及显影分析等关键步骤应按照本文件第 6章

规定的方法进行，实验条件发生偏离时应记录具体情况，并对检测结果进行复核。

8.3.3 实验过程中出现条带异常、背景过高、对照结果异常或重复性不符合要求等情况时，应判定该

次检测结果无效，并重新进行实验。

8.4 偏差控制要求

8.4.1 实验结果分析过程中，应对异常值进行识别和复核。当检测结果明显偏离重复检测平均值，且

无合理解释时，该结果不得用于最终结果计算。

8.4.2 对实验过程中出现的样本异常、试剂异常、设备异常及操作异常等情况，应进行记录，并采取

相应纠正措施后重新检测。

8.4.3 实验偏差处理过程应形成记录，并纳入实验结果审核内容。

9 记录与报告
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9.1 实验记录要求

9.1.1 细胞泛素化水平评估全过程应形成完整实验记录，记录内容应真实、准确、完整，并具有可追

溯性。

9.1.2 实验记录内容应至少包括样本信息、试剂信息、仪器设备信息、检测条件、检测结果及操作人

员信息。样本信息应包括样本名称、样本编号和处理条件；试剂信息应包括试剂名称、批号和有效期；

仪器设备信息应包括设备名称和编号；检测条件应包括样本处理条件、电泳条件、转膜条件和抗体孵育

条件。

9.1.3 实验记录应在实验完成后及时填写，不得随意涂改。确需修改时，应保留原始记录并标注修改

信息。

9.2 结果报告要求

9.2.1 检测完成后应形成结果报告，结果报告应包括样本信息、检测方法、检测结果、结果判定及检

测日期等内容。

9.2.2 检测结果应包括目标蛋白泛素化相对表达值、重复检测平均值及结果判定结论。结果判定应依

据本文件第 7 章规定执行，并明确标注样本泛素化水平为升高、降低或无明显变化。

9.2.3 结果报告应由检测人员填写，并经审核人员审核确认后方可出具。

9.3 记录保存要求

9.3.1 实验记录和结果报告应按实验室文件管理要求分类保存，保存内容应完整、清晰，并便于查阅。

9.3.2 原始实验记录、检测图像及结果报告的保存期限应不少于 3年。电子记录应定期备份，纸质记

录应妥善归档保存。
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