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1.	 产品描述

非放射性丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶检测系统（Serine/Threonine Phosphatase Assay System）为测定蛋白质丝氨酸 / 苏
氨酸磷酸酶活性提供了一种快速、方便、灵活的方法。该系统通过测量钼酸盐：孔雀石绿：磷酸盐复合物（molybdate: 
malachite green: phosphate complex）的吸光度来确定磷酸酶反应中产生的游离磷酸盐的量（1-3）。该系统允许使用
各种缓冲液条件和底物（包括天然磷酸化蛋白或合成磷酸肽）。

蛋白质磷酸化在调节许多不同的细胞过程中发挥着重要作用，包括分化、细胞分裂、新陈代谢、收缩性、受精和记忆（相
关综述见参考文献 4-17）。这些反应受蛋白激酶和蛋白磷酸酶之间微妙平衡的调节。通过测量放射性磷酸盐与蛋白质或
特定肽底物的结合情况可以相对容易地研究蛋白激酶，但研究蛋白磷酸酶的特征则比较困难。一种方法是使用放射性标
记的磷酸酶底物。然而，这种方法有几个缺点：用放射性磷酸盐预先标记蛋白质底物耗费时间，必须反复制造标记的底物，
而且得到的底物很少能以最佳浓度使用。
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1.	 产品描述 ( 接上页 )

蛋白磷酸酶可分为两大类： 1) 从含有磷酸酪氨酸的蛋白质或肽中去除磷酸盐的磷酸酶； 2) 从含有磷酸丝氨酸或磷酸苏
氨酸的蛋白质或肽中去除磷酸盐的磷酸酶。为了区分这两类磷酸酶，我们设计了两种检测系统。

酪氨酸磷酸酶检测系统（Cat.# V2471；已停产）含有两种化学合成的磷酸肽：END(pY)INASL (18) 和 DADE(pY)
LIPQQG (19)，它们是许多蛋白酪氨酸磷酸酶的底物。丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶检测系统（Cat.# V2460）含有化学合成的
磷酸肽 RRA(pT)VA，这种多肽底物与多种丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶兼容，如蛋白磷酸酶 2A、2B 和 2C（20）。然而，该
系统所提供的磷酸肽对于蛋白磷酸酶 1 （PP1）而言是一种较差的底物，因为蛋白磷酸酶 1 对底物结构的要求更为严格。

丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶检测系统的线性范围为 0-4,000pmol 磷酸盐标准品，检测灵敏度为 ≥500pmol 磷酸盐标准品。 虽
然该系统的检测范围下限灵敏度低于放射性检测，但是它的底物浓度和工作线性范围与常用的使用磷酸肽底物的磷酸酶
的 Vmax 和 Km 值相符。这一特点能更准确地评估动力学数据，而所谓的更灵敏的方法却无法做到这一点。在更高一些的
线性范围内工作还能降低检测到异常磷酸酶活性（源自某些磷酸酶具有杂泛性）的可能性。在这一灵敏度范围内，低纳
克级水平的磷酸酶也可以进行检测。

除了测量部分分馏和纯化样品中的磷酸酶活性外，丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶检测系统还能测量细胞或组织的粗提取物中的磷
酸酶活性。对于这种应用，在进行检测之前，可使用试剂盒中随附的离心柱（Spin Columns）去除这些制备物（指细胞
或组织的粗提取物）中的高浓度磷酸盐。（离心柱能快速有效地去除样品中的游离磷酸盐和其他低分子量抑制剂。）此外，
该系统中独特的钼酸盐染料添加剂（Molybdate Dye Additive）与钼酸盐染料溶液（Molybdate Dye Solution）混合使用
还有助于溶解暴露在钼酸盐染料溶液酸性条件下的蛋白质（单独使用钼酸盐染料溶液可能会导致蛋白质沉淀）。
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图 1 概述了使用该系统测量部分纯化的酶制剂或细胞 / 组织提取物中的丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶活性所需的步骤。

样品制备

检测

或

并且

不完全纯化的酶，
或柱分馏产物，
或完全纯化的酶

组织提取物或细胞裂解物

准备钼酸盐染料 / 添加剂混合物。

向所有孔中加入与酶反应（或标准品）等体积的
钼酸盐染料 / 添加剂混合物以停止反应。

在室温条件下让染料显色 15 分钟。

 使用微孔板检测仪测量 600nm或 630nm波长处的吸光度。

准备磷酸盐标准品的梯度稀释液
以生成游离磷酸盐标准曲线。

在试剂盒提供的 96 孔板中准备反应预混液。
加入含酶制剂的样品以启动磷酸酶反应。

使用试剂盒提供的
离心柱去除内源性

磷酸盐。
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图 1. 使用丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶检测系统测量丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶活性所需步骤概览。该系统可用于测量部分纯化的酶制剂和组织提
取物 / 细胞裂解物中的磷酸酶活性。
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2. 样品组分和储存条件

产品 规格 目录号

Serine/Threonine Phosphatase Assay System 96 reactions V2460

每个系统包含足够进行 96 次磷酸酶反应并检测的试剂。包括：

● 20ml Molybdate Dye Solution（钼酸盐染料溶液）
● 200μl Molybdate Dye Additive（钼酸盐染料添加剂）
● 1ml Phosphate Standard, 1mM （磷酸盐标准品）
● 1mg Ser/Thr Phosphopeptide （Ser/Thr 磷酸肽）
● 1 96-Well Plate (½ -area, flat-bottom) （96 孔半区微孔板）
● 4 Spin Columns, Reservoirs and Adaptors （离心柱、储液管与适配器组合）
● 40ml Sephadex®  G-25 （Sephadex®  G-25 葡聚糖凝胶过滤介质）
● 25ml Phosphate-Free Water（无磷酸盐水；无磷水）

储存条件： 将整个系统保存在 4℃。 96 孔板和离心柱组合可在室温下保存。重组的 Ser/Thr 磷酸肽 ( 第 3.B 节方法制备 ) 
可在 4℃ 或 -20℃ 下保存。

3. 实验开始前

3.A 选择检测形式

磷酸酶检测可在试剂盒提供的 96 孔半区微孔板（Costar® Cat.# 3690）或其他光学质量好的标准 96 孔板中进行。相较
于标准 96 孔板，本系统提供的 96 孔板的孔径和容积（190μl）均有所减小，可容纳标准的 50μl 反应液（或标准品）加 
50μl 钼酸盐染料 / 添加剂混合物的检测体系。系统提供的 96 孔半区微孔板由于其孔形状高而窄，比标准 96 孔板的吸光
度读数更高。所提供平板的 96 孔形式可以非常方便地在多种条件下使用多个时间点进行样品分析。

请在所有孔都用完之后再丢弃提供的平板。请勿重复使用已进行过染色反应的孔。

如果您选择使用标准 96 孔板形式进行检测，则以 50-100μl 体积进行磷酸酶反应，并按照第 4.A 节所述加入与您选定的
反应等体积的钼酸盐染料 / 添加剂混合物。

在任何给定的磷酸盐浓度（和样品体积）下，标准板的光学密度通常只有所提供的 96 孔板的一半左右，因此阴性对照样
品的本底会相应更低。由于标准板的灵敏度较低，因此可以准确测量较高浓度的磷酸盐（在微孔板读数仪的光学元件产
生非线性反应之前，最多可检测 4nmol 磷酸盐）。两类平板的比较见图 2。
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4.B. Preparing the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA Complex

We strongly recommend that you optimize transfection conditions for each cell line; see Section 4.E. A ratio of 0.3µl of 
FuGENE® SI Transfection Reagent to 1pmol of siRNA works well for HEK293 cells in each well of a 96 well plate. For other 
cell types, the optimal amounts of FuGENE® SI Transfection Reagent and siRNA may differ. If you have optimized 
transfection parameters, use the empirically determined transfection conditions and adjust the FuGENE® SI Transfection 
Reagent volume and siRNA amount in this protocol accordingly. If you choose not to optimize transfection parameters, 
use the general conditions recommended below.

This protocol prepares 250µl of FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex, which is sufficient to transfect cells in  
25 wells of a 96-well plate, five wells of a 24-well plate, one 35mm culture dish or one well of a six-well plate when using 
0.3µl of FuGENE® SI Transfection Reagent, 1pmol of siRNA and 10µl of transfection complex per well. To prepare 
sufficient volume for additional wells or larger culture vessels, scale up all volumes accordingly. See Tables 1 and 2.

The FuGENE® SI Reagent-RNA complex must be prepared in serum-free medium even if cells are transfected in the 
presence of serum.

1. Before use, equilibrate FuGENE® SI Transfection Reagent and serum-free medium to room temperature.

2. Mix the FuGENE® SI Transfection Reagent by inverting or vortexing briefly.

3. Add 117.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 7.5µl of FuGENE® SI
Transfection Reagent directly to the medium. Immediately vortex at high speed for 1 second to mix.
Add FuGENE® SI Transfection Reagent directly to the serum-free medium. Do not allow undiluted FuGENE® SI
Transfection Reagent to contact the sides of the tube or plate.
Note: To avoid pipetting small volumes of reagent, you can perform serial dilution of the reagent in serum-free
medium. Use intermediate dilutions immediately and discard any unused intermediate dilutions.

4. Add 122.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 2.5µl of 10µM RNA, and
vortex briefly to mix.
Note: The concentration of diluted RNA is 200nM. This results in an approximately 10nM siRNA during transfection.

5. Combine 125µl of diluted FuGENE® SI Transfection Reagent prepared in Step 3 and 125µl of diluted siRNA prepared
in Step 4 in a sterile tube or U- or V-bottom plate. Immediately vortex to mix.

6. Incubate the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex for 5–15 minutes at room temperature. Proceed to
Section 4.C to transfect cells using the traditional or rapid protocol. Proceed to Section 4.D to transfect cells using
the reverse protocol.
Note: The optimal incubation time is typically 5–15 minutes, depending on the cell line used. We do not recommend
incubation times longer than 15 minutes.

!

!
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Figure 2. Comparison of absorbance results for the Phosphate Standard when using the supplied 96-Well 
Plate (½-area, flat-bottom; squares) and standard plates (circles). Samples were measured in triplicate. The 
inset depicts the lower, linear detection range from the same experiments.

If a plate reader is unavailable, you may use larger volumes (e.g., 400μl of reaction mixture and 400μl of Molybdate 
Dye/Additive mixture) so that cuvettes and a spectrophotometer can be used. Determine the minimum volume that can 
be used in a disposable cuvette (the dye will stain cuvettes). Half of this volume must be the Molybdate Dye/Additive 
mixture (prepared in Section 4.A); and the other half can be reaction mix or a combination of reaction mix and water. 
The system contains enough Molybdate Dye Solution for about 50 reactions with a final volume of 800μl (reaction 
mixture plus Molybdate Dye/Additive mixture).

3.B.  Substrates

Phosphopeptide

Reconstitute the supplied Ser/Thr Phosphopeptide to 1mM with 1.33ml of the supplied Phosphate-Free Water. For 
general use, 5μl of this reconstituted substrate in a 50μl reaction is sufficient and will yield 100μM peptide, resulting in 
the release of up to 5nmol phosphate during the reaction. For kinetic data, perform a substrate concentration analysis 
by titrating the amount of substrate in the reaction over a range of 10–400μM, depending on the Km value of the 
enzyme under study.
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图 2. 使用提供的 96 孔半区板（方块）和标准 96 孔板（圆点）测量磷酸盐标准品吸光度结果的比较。样品一式三份。插
入图显示了相同实验中较低的线性检测范围区间的结果。

如果没有微孔板读数仪，那么需要使用较大的检测体系（如 400μl 反应混合物加上 400μl 钼酸盐染料 / 添加剂混合物），
以便使用比色皿和分光光度计进行吸光度读取。请自行确定一次性比色皿（染料会对比色皿染色，建议使用一次性比色皿）
中可使用的最小检测容量。其中一半体积必须是钼酸盐染料 / 添加剂混合物（在第 4.A 节中制备）；另一半可以是反应
混合物或反应混合物与水的混合物。如果使用最终体积（反应混合物加钼酸盐染料 / 添加剂混合物）为 800μl 的检测体系，
系统中的钼酸盐染料溶液足够进行约 50 次检测反应。

3.B 底物

磷酸肽

用 1.33ml 提供的无磷水将提供的 Ser/Thr 磷酸肽重新溶解，构成 1mM 的底物溶液。对一般用途来说，在 50μl 反应中
加入 5μl 重构底物即可，这样可产生 100μM 磷酸肽，从而在反应过程中释放出最多可达 5nmol 磷酸盐。如需获得动力
学数据，可根据所研究酶的 Km 值，在 10-400μM 范围内滴定反应中的底物量，进行底物浓度分析。
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磷酸蛋白

其他底物，比如组蛋白、酪蛋白或相关磷酸酶的天然底物也可用于该检测。这些蛋白质中有些可以通过商业途径以部分
去磷酸化状态获得，但在使用前通常需要进行大量透析以去除游离磷酸盐。此外，大分子量蛋白质、有多个磷酸化位点
的蛋白质或在强酸中溶解度有限的蛋白质需要先进行第 3.D 节所述的初步测试。

3.C 缓冲液

磷酸酶是一个大家族，众多磷酸酶的最佳反应条件是多种多样的；因此一个通用的缓冲液系统是无法被提供的。第 5 节
中列出了部分磷酸酶类型的建议缓冲液。

3.D 测试反应中的组分

由于该系统测定的直接指标是游离磷酸盐，因此任何含磷酸盐的缓冲液（如 PBS）均与本系统不兼容。含有磷酸盐的反
应成分（如磷酸甘油）可能会干扰分析，具体取决于其浓度、纯度和在强酸中的稳定性。高浓度的还原剂可能会随着时
间的推移而漂白染料的颜色，导致灵敏度降低。最终浓度为 0.02% 的 β- 巯基乙醇对灵敏度没有影响；0.05% 的 β- 巯基
乙醇仅有轻微影响；0.1% 的 β- 巯基乙醇会使灵敏度降低约 20%（最终浓度指在磷酸酶反应中的最终浓度）。许多去污
剂（例如 Triton® X-100）可在浓度小于等于 0.1%( 指在磷酸酶反应中的最终浓度 ) 的条件下使用，但更高的浓度可能会
产生较高的背景。如果磷酸酶反应中需要高浓度的去污剂，可通过同时在磷酸盐标准品中加入相应浓度的去污剂来测定
背景值（详细说明见第 4.B 节步骤 1 后的注意事项）。此外，某些蛋白质（如酪蛋白）不溶于强酸，加入钼酸盐染料 /
添加剂混合物后会沉淀，因此需要额外处理步骤（见本节注意事项）。

为测试各种组分的适用性，可在总共 50μl 的溶液中以最高使用浓度加入单个或组合组分。向其中加入 50μl 的钼酸盐染
料 / 添加剂混合物（在第 4.A 节中制备），混匀后室温下孵育 15 分钟（如果含有 5μg 以上的蛋白质，则孵育 30 分钟）。
同时制备一份对照反应，其中应含有 50μl 提供的无磷水并加入 50μl 钼酸盐染料 / 添加剂混合物。若测试组分组保持黄
色（与对照组一致）且不会导致沉淀，则该组分与本系统兼容。可通过测定 600-630nm 波长下的光密度（吸光度）来确
定准确的测试组分组产生的背景值。本底对照产生的背景值（平板加水 / 染料混合物）通常在 0.06 至 0.13 之间，具体
值取决于所使用的平板类型和检测波长。

3.B 底物（接上页）

表 1. 所提供的 Ser/Thr 磷酸肽的物理特性。

磷酸肽 序列 分子量 制成 1mM 溶液所需水的体积

Ser/Thr Phosphopeptide RRA(pT)VA 754Da 1.33ml



普洛麦格 ( 北京 ) 生物技术有限公司
Promega (Beijing) Biotech Co., Ltd

地址：北京市东城区北三环东路 36 号环球贸易中心 B 座 907-909
电话：010-58256268          网址：www.promega.com

技术支持电话：400 810 8133
技术支持邮箱：chinatechserv@promega.com

7

CTB218
2023 制作

8 Promega Corporation · 2800 Woods Hollow Road · Madison, WI  53711-5399 USA · Toll Free in USA 800-356-9526 · 608-274-4330 · Fax 608-277-2516
TM711 · 9/23 www.promega.com

4.B. Preparing the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA Complex

We strongly recommend that you optimize transfection conditions for each cell line; see Section 4.E. A ratio of 0.3µl of 
FuGENE® SI Transfection Reagent to 1pmol of siRNA works well for HEK293 cells in each well of a 96 well plate. For other 
cell types, the optimal amounts of FuGENE® SI Transfection Reagent and siRNA may differ. If you have optimized 
transfection parameters, use the empirically determined transfection conditions and adjust the FuGENE® SI Transfection 
Reagent volume and siRNA amount in this protocol accordingly. If you choose not to optimize transfection parameters, 
use the general conditions recommended below.

This protocol prepares 250µl of FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex, which is sufficient to transfect cells in  
25 wells of a 96-well plate, five wells of a 24-well plate, one 35mm culture dish or one well of a six-well plate when using 
0.3µl of FuGENE® SI Transfection Reagent, 1pmol of siRNA and 10µl of transfection complex per well. To prepare 
sufficient volume for additional wells or larger culture vessels, scale up all volumes accordingly. See Tables 1 and 2.

The FuGENE® SI Reagent-RNA complex must be prepared in serum-free medium even if cells are transfected in the 
presence of serum.

1. Before use, equilibrate FuGENE® SI Transfection Reagent and serum-free medium to room temperature.

2. Mix the FuGENE® SI Transfection Reagent by inverting or vortexing briefly.

3. Add 117.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 7.5µl of FuGENE® SI
Transfection Reagent directly to the medium. Immediately vortex at high speed for 1 second to mix.
Add FuGENE® SI Transfection Reagent directly to the serum-free medium. Do not allow undiluted FuGENE® SI
Transfection Reagent to contact the sides of the tube or plate.
Note: To avoid pipetting small volumes of reagent, you can perform serial dilution of the reagent in serum-free
medium. Use intermediate dilutions immediately and discard any unused intermediate dilutions.

4. Add 122.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 2.5µl of 10µM RNA, and
vortex briefly to mix.
Note: The concentration of diluted RNA is 200nM. This results in an approximately 10nM siRNA during transfection.

5. Combine 125µl of diluted FuGENE® SI Transfection Reagent prepared in Step 3 and 125µl of diluted siRNA prepared
in Step 4 in a sterile tube or U- or V-bottom plate. Immediately vortex to mix.

6. Incubate the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex for 5–15 minutes at room temperature. Proceed to
Section 4.C to transfect cells using the traditional or rapid protocol. Proceed to Section 4.D to transfect cells using
the reverse protocol.
Note: The optimal incubation time is typically 5–15 minutes, depending on the cell line used. We do not recommend
incubation times longer than 15 minutes.

!

!

注意：如果加入钼酸盐染料 / 添加剂混合物后出现蛋白质沉淀，可使用更低浓度的蛋白质进行反应，或在反应完成后，
先用 10μg 蛋白酶 K 在含有 5mM CaCl2（蛋白酶消化反应中的最终浓度）的缓冲液中于 30℃ 下处理反应 5 分钟，然后
再加入钼酸盐染料 / 添加剂混合物（钼酸盐染料 / 添加剂体积应等于磷酸酶反应加上蛋白酶 K 与对应缓冲液的总体积）。
第 4 节中描述的标准方案可在存在 >200μg BSA（或 75μg 乙酰化 BSA）或约 50μg 组织提取物蛋白质的情况下进行精
确测量，且无需在反应后进行蛋白酶消化。

重要：如果出现蛋白质沉淀，要么使用较低浓度的蛋白质，要么在反应完成后用蛋白酶 K 处理反应。

4. 检测方案

以下方案可用于定量检测细胞裂解物、组织提取物、部分分馏样品或纯化酶中的蛋白质丝氨酸 / 苏氨酸磷酸酶活性。对于
部分纯化的样品（如细胞裂解物、组织提取物、部分分馏样品），需要确保其中的游离磷酸盐浓度低于 5μM（前提是每 
50μl 反应中样品添加量为 5μl；若需添加更多样品，则应确保游离磷酸盐浓度更低），除此之外无其他特殊的样品制备
步骤要求。

本磷酸酶测定方法可使用多种缓冲液、还原剂、去污剂和甘油。不过，为确保这些成分的兼容性，请按照第 3.D 节所述
对所有上述试剂进行预试验。

4.A 制备染料

根据您选择的特定的检测形式和样品数量来确定全部反应的体积。在提供的 96 孔板或其他标准板中制备的反应，每个 
50μl 反应需要 50μl 钼酸盐染料 / 添加剂混合物。（可使用更大的反应体积。）如果使用分光光度计测量结果，大约需要
每 400μl 反应添加 400μl 钼酸盐染料 / 添加剂混合物。在实验的当天配制钼酸盐染料 / 添加剂混合物。制备方法为：每 
1mL 钼酸盐染料溶液中加入 10μl 钼酸盐染料添加剂并混匀。

不要打算将已经混合好的试剂（钼酸盐染料 / 添加剂混合物）留待将来使用。钼酸盐染料 / 添加剂混合物相对不稳定；应
只准备一天之内所需的量即可。

注意：若使用部分纯化或纯化的样品，请直接进入第 4.C 节。

4.B 制备组织提取物或细胞裂解物

细胞裂解物和组织提取物中含有毫摩尔浓度的游离磷酸盐，会干扰该磷酸酶检测。此外，高浓度的 ATP 会增加本底，并
由样品中污染的激酶导致磷酸化作用。因此，您需要从样品中去除这些成分。

使用的样品提取方法既可能影响磷酸酶的回收，也可能影响这些酶的抑制剂的存在状况。
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4.B. Preparing the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA Complex

We strongly recommend that you optimize transfection conditions for each cell line; see Section 4.E. A ratio of 0.3µl of 
FuGENE® SI Transfection Reagent to 1pmol of siRNA works well for HEK293 cells in each well of a 96 well plate. For other 
cell types, the optimal amounts of FuGENE® SI Transfection Reagent and siRNA may differ. If you have optimized 
transfection parameters, use the empirically determined transfection conditions and adjust the FuGENE® SI Transfection 
Reagent volume and siRNA amount in this protocol accordingly. If you choose not to optimize transfection parameters, 
use the general conditions recommended below.

This protocol prepares 250µl of FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex, which is sufficient to transfect cells in  
25 wells of a 96-well plate, five wells of a 24-well plate, one 35mm culture dish or one well of a six-well plate when using 
0.3µl of FuGENE® SI Transfection Reagent, 1pmol of siRNA and 10µl of transfection complex per well. To prepare 
sufficient volume for additional wells or larger culture vessels, scale up all volumes accordingly. See Tables 1 and 2.

The FuGENE® SI Reagent-RNA complex must be prepared in serum-free medium even if cells are transfected in the 
presence of serum.

1. Before use, equilibrate FuGENE® SI Transfection Reagent and serum-free medium to room temperature.

2. Mix the FuGENE® SI Transfection Reagent by inverting or vortexing briefly.

3. Add 117.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 7.5µl of FuGENE® SI
Transfection Reagent directly to the medium. Immediately vortex at high speed for 1 second to mix.
Add FuGENE® SI Transfection Reagent directly to the serum-free medium. Do not allow undiluted FuGENE® SI
Transfection Reagent to contact the sides of the tube or plate.
Note: To avoid pipetting small volumes of reagent, you can perform serial dilution of the reagent in serum-free
medium. Use intermediate dilutions immediately and discard any unused intermediate dilutions.

4. Add 122.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 2.5µl of 10µM RNA, and
vortex briefly to mix.
Note: The concentration of diluted RNA is 200nM. This results in an approximately 10nM siRNA during transfection.

5. Combine 125µl of diluted FuGENE® SI Transfection Reagent prepared in Step 3 and 125µl of diluted siRNA prepared
in Step 4 in a sterile tube or U- or V-bottom plate. Immediately vortex to mix.

6. Incubate the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex for 5–15 minutes at room temperature. Proceed to
Section 4.C to transfect cells using the traditional or rapid protocol. Proceed to Section 4.D to transfect cells using
the reverse protocol.
Note: The optimal incubation time is typically 5–15 minutes, depending on the cell line used. We do not recommend
incubation times longer than 15 minutes.

!

!

4.B 制备组织提取物或细胞裂解物（接上页）

样品和柱制备

用户需提供的材料 
（第 5 节提供了所需溶液的组分详情）

• 50ml 的一次性锥形离心管（例如，Corning Cat.# 430290）

• 适当的磷酸酶储存缓冲液 （详情请参考下述步骤 1 的注意事项）

• Sephadex® G-25 储存缓冲液（用于储存制备好的柱子）

1. 向 1g 组织中加入 3ml 磷酸酶储存缓冲液并在 0-4° C 条件下匀浆 30 秒。
 注意：磷酸酶储存缓冲液配方的选择取决于多个因素，包括要检测的是膜结合磷酸酶还是细胞质磷酸酶。磷酸酶

储存缓冲液一般会包含还原剂、二价阳离子螯合剂和各种蛋白酶抑制剂。如果可在反应混合物中对样品进行适当
稀释，可使用高达 1% 的去污剂（如 Triton®  X-100）来制备膜结合磷酸酶。参考文献 21-24 提供了各种磷酸酶储
存缓冲液的配方，可供参考。培养的细胞采用相同方法在磷酸酶储存缓冲液中匀浆，细胞量需自行调整。

2. 将匀浆得到的裂解物以 100,000 × g 离心 1 小时（4° C），以除去其中的颗粒物质。
 注意：以 100,000 x g 离心裂解物 1 小时非常必要。裂解物必须如此严格地离心以去除其中的微粒体部分。如果

裂解物没有清除干净，剩余的微粒体颗粒物质可能会降低后续去除游离磷酸盐的效率（影响程度取决于残留颗粒
的数量）。 离心是去除颗粒物质的最佳方法，离心速度不应降低。

3. 在离心柱（指系统中的 Spin Column）中加入 10 ml 去离子水，然后让其沥干（依靠重力）。离心柱开始进行第
一次排空液体时，请用 10ml 注射器对离心柱施加轻微压力，或轻摇离心柱。随附的适配器（Adaptor；蓝色圆环）
允许离心柱用在大多数标准 50ml 一次性锥形离心管中进行离心（离心时无需盖子）。让离心柱中液体排入废液桶中。

4. 通过轻轻摇动或用广口吸管吹吸来重悬 Sephadex® G-25 树脂。

 不要涡旋（vortex）或用磁力搅拌棒搅拌树脂。

5. 用移液管吸取 10ml 重悬的 Sephadex® G-25 树脂悬浊液到离心柱中，使其在重力作用下排空流动相到一个备用
的 50ml 管（或废液桶）中。从管中弃去流出的液体。

6. 在色谱柱（指上一步骤准备的离心柱 + 树脂）中加入 10ml 冷的磷酸酶储存缓冲液（与制备样品所用相同）。

7. 让色谱柱在重力作用下排空，并弃去流出到试管中的液体，然后用备用的50ml 离心管以600 × g 离心 5 分钟（4°C），
以除去残余的附着在 Sephadex® 珠子周围的缓冲液。

8. 将与适配器组装好的色谱柱放入提供的储液管（50ml 管）中，然后加入 250μl 组织提取物或细胞裂解物。( 可使
用更大体积的样品；详情请查阅步骤 9 后的注意事项）。

9. 600 × g 离心 5 分钟（4° C ），磷酸酶储存缓冲液中的裂解物样品将以加入时原始体积存在于储液管底部。
 注意： 
 1.  储液管中得到的样品流出相应含有 4-10% 的内源性磷酸盐（相比于未流经色谱柱的原始样品）。这个下降的 

   磷酸盐含量应已足够低，可以在进行大多数实验时将本底降到最低。如果必须进一步去除更多磷酸盐，则将收 
                集的样品流出相通过第二个色谱柱。如果要确定样品比活性（specific activities），需测量减磷酸盐样品的蛋     
                白质浓度。
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 2.  在步骤 8 中使用更大的样品量会降低去除游离磷酸盐的效率。例如，如果在步骤 8 中使用 500μl 样品，大约 
                85-90% 的内源性磷酸盐将被去除。
 3.  离心柱可用至少 25ml 去离子水或无磷酸盐缓冲液洗涤（洗涤时依靠重力让流动相排出），并储存在     
                Sephadex® G-25 储存缓冲液中（使整个柱子浸没在储存缓冲液中）。将用过的湿润色谱柱（指上述已装入    
               Sephadex® G-25 树脂并浸没在储存缓冲液中的离心柱）保存在 4° C 下。按照第 4.B 节中的样品和离心柱制备 
               说明，可重复使用离心柱和 Sephadex® G -25。即，可将保存在储存缓冲液中的色谱柱按照第4.B节第5步所述，
               排空流动相，接着按照第 6-7 步所述，用冷的磷酸酶储存缓冲液润洗色谱柱，最后按照第 8-9 步来处理样品。

4.C 磷酸酶检测操作方案

用户需提供的材料

（第 5 节提供了所需溶液的组分详情）

• 酶特异性 5X 反应缓冲液（PPase-2A 5X 反应缓冲液，PPase-2B 5X 反应缓冲液或 PPase-2C 5X 反应缓冲液）

1. 用提供的无磷水稀释提供的 1mM 磷酸盐标准品制成适当的稀释磷酸盐标准品，即以 1:20 的比例稀释提供的标准品，
生成每微升含 50pmol （50μM）磷酸盐的溶液。用上述稀释标准品制备系列稀释标准液样品孔：每孔样品总体积为 
50μl，分别加入 0、100、200、500、1,000 和 2,000pmol 稀释游离磷酸盐标准品和对应体积的 1X 反应缓冲液（分
别为 50μl, 48μl, 46μl, 40μl, 30μl, 10μl），这些样品用于制作标准曲线。

2. 直接在提供的 96 孔板（或其他选定的反应板 / 管）中配制适当的反应预混液（不包括酶样品），预混液应包括：
10μl PPase 5X 反应缓冲液（详见第 5 节），5μl 1mM 磷酸肽。制备时注意不要产生气泡。

 注意：反应预混液成分可包括底物、磷酸酶激活剂或抑制剂（抑制剂特异性信息见表 2）和合适的 PPase 5X 反应
缓冲液（详见第 5 节）。最终反应总体积取决于检测形式。我们建议若使用提供的96 孔半区微孔板则进行 50μl 反应；
若使用标准 96 孔板则进行 50-100μl 反应；若使用本节步骤 7 中的标准一次性比色皿和分光光度计则进行 400μl 
反应。

3. 将包含反应预混液的 96 孔板置于所需的反应温度下 3 分钟（反应温度由用户根据研究的酶来选定）。
 注意：控制反应温度的一种方法是将装有少量水的玻璃皿放入水浴中，使其温度达到平衡。之后 96 孔板可放置在

平衡后的玻璃皿中，便于操作。

4. 将酶样品（1-35μl）加入含有相应反应预混液的孔中，启动反应，并孵育反应所需时间（反应时间由用户根据研究
的酶来选定）。（酶样品与反应预混液的总体积如步骤 2 所述，如果不足则用无磷酸水补齐；各实验组及对照组中
酶样品的体积应相同。）适当的对照反应包括不加酶样品的反应、不加底物的反应以及按照下述步骤 5 中所述在零
时终止完整反应（底物加酶样品）。

5. 加入 50μl 第 4.A 节中制备的钼酸盐染料 / 添加剂混合物来终止反应。（这种混合物是强酸性，可以终止酶促反应，
允许准确地控制反应时间。）应慎用 SDS 等其他终止溶液，因为这些试剂可能会与钼酸盐染料 / 添加剂混合物发生
反应，产生高背景或降低检测灵敏度。

 注意：本节步骤 1 中制备的含有系列稀释磷酸盐标准液的孔中此时同样加入 50μl 钼酸盐染料 / 添加剂混合物。如果
您使用的是标准 96 孔板，请按照第 4.A 节所述加入等体积的钼酸盐染料 / 添加剂混合物。
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4.C 磷酸酶检测操作方案（接上页）

6. 将 96 孔板置于室温条件，孵育 15 分钟。如果每个反应中的蛋白质超过 5μg，则将 96 孔板孵育 30 分钟，因为
高浓度蛋白质会导致延迟显色。

 显色完成后，溶液颜色至少在 2 小时内保持稳定。如果需要进行时程实验，只要确保最后一个时间点在室温下有
适当的显色时间，就可以通过在不同时间添加钼酸盐染料 / 添加剂混合物终止反应来进行时程检测。举例来说，
如果反应能在 30min 室温孵育条件下完成显色，那么最理想的情况就是可以在反应进行的 0-1.5h 的不同时间点
添加钼酸盐染料 / 添加剂混合物终止反应来进行酶反应的时程检测（具体操作时考虑到检测所需时间，0-1.5h 这
个范围可能需要缩小）。

 注意： 如果每个反应中的蛋白质含量超过 5μg，则将 96 孔板孵育 30 分钟。高浓度蛋白质会导致延迟显色。

7. 使用带有 630nm 或 600nm 滤光片的微孔板读数仪读取样品的光密度（吸光度）。630nm 波长的滤光片会使实
验样品和对照样品的吸光度值更高，背景值更高。

 重要： 孔中的气泡或平板底部的水滴会对吸光度读数产生不利影响。

表 2. 初步鉴定细胞 / 组织提取物和柱分馏产物中的磷酸酶的一般方法。
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4.B. Preparing the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA Complex

We strongly recommend that you optimize transfection conditions for each cell line; see Section 4.E. A ratio of 0.3µl of 
FuGENE® SI Transfection Reagent to 1pmol of siRNA works well for HEK293 cells in each well of a 96 well plate. For other 
cell types, the optimal amounts of FuGENE® SI Transfection Reagent and siRNA may differ. If you have optimized 
transfection parameters, use the empirically determined transfection conditions and adjust the FuGENE® SI Transfection 
Reagent volume and siRNA amount in this protocol accordingly. If you choose not to optimize transfection parameters, 
use the general conditions recommended below.

This protocol prepares 250µl of FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex, which is sufficient to transfect cells in  
25 wells of a 96-well plate, five wells of a 24-well plate, one 35mm culture dish or one well of a six-well plate when using 
0.3µl of FuGENE® SI Transfection Reagent, 1pmol of siRNA and 10µl of transfection complex per well. To prepare 
sufficient volume for additional wells or larger culture vessels, scale up all volumes accordingly. See Tables 1 and 2.

The FuGENE® SI Reagent-RNA complex must be prepared in serum-free medium even if cells are transfected in the 
presence of serum.

1. Before use, equilibrate FuGENE® SI Transfection Reagent and serum-free medium to room temperature.

2. Mix the FuGENE® SI Transfection Reagent by inverting or vortexing briefly.

3. Add 117.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 7.5µl of FuGENE® SI
Transfection Reagent directly to the medium. Immediately vortex at high speed for 1 second to mix.
Add FuGENE® SI Transfection Reagent directly to the serum-free medium. Do not allow undiluted FuGENE® SI
Transfection Reagent to contact the sides of the tube or plate.
Note: To avoid pipetting small volumes of reagent, you can perform serial dilution of the reagent in serum-free
medium. Use intermediate dilutions immediately and discard any unused intermediate dilutions.

4. Add 122.5µl of serum-free medium to a sterile tube or well of a U- or V-bottom plate. Add 2.5µl of 10µM RNA, and
vortex briefly to mix.
Note: The concentration of diluted RNA is 200nM. This results in an approximately 10nM siRNA during transfection.

5. Combine 125µl of diluted FuGENE® SI Transfection Reagent prepared in Step 3 and 125µl of diluted siRNA prepared
in Step 4 in a sterile tube or U- or V-bottom plate. Immediately vortex to mix.

6. Incubate the FuGENE® SI Transfection Reagent-RNA complex for 5–15 minutes at room temperature. Proceed to
Section 4.C to transfect cells using the traditional or rapid protocol. Proceed to Section 4.D to transfect cells using
the reverse protocol.
Note: The optimal incubation time is typically 5–15 minutes, depending on the cell line used. We do not recommend
incubation times longer than 15 minutes.

!

!

酶 磷酸肽底物 各种蛋白磷酸酶抑制剂存在条件下的酶活性

蛋白磷酸
酶类别

含磷酸酪
氨酸的多肽

含磷酸苏
氨酸的多肽

钒酸盐
Vanadate 氟化钠 NaF EDTA

( 无 Mg2+)
EGTA

( 无 Ca2+)
冈田酸

Okadaic Acid
三氟拉嗪

Trifluorperazine

PTPases    ++++ - - ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

PPase-2A - ++++ ++++ - ++++ ++++ - ++++

PPase-2B    ++ +++ ++ - ++++ - ++++ -

PPase-2C - ++++ ++++ - - ++++ ++++ ++++

++++ 高活性； 
+++ 中度高活性； 
++ 中等活性； 
+ 低活性；
— 非常低的活性或没有能检测到的活性。
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[ 底物 ] (μM)

S = 仅底物，不含抑制剂
F = 含 50mM NaF
V= 含 1mM Sodium vanadate
nM OA = 含 12nM Okadaic acid
μM OA = 含 5μM Okadaic acid
I = 含 50ng/μl PPTase-1 inhibitor-1

图 3. 使用所提供的磷酸肽生成的典型数据。纯化的蛋白磷酸酶 2A（PPase 2A） 在 30℃与下列成分反应 10 分钟： （图
A）PPase-2A 缓冲液中的 200μM Ser/Thr 磷酸肽，以及（图 B）PPase-2A 缓冲液中不同浓度的 Ser/Thr 磷酸肽。图
B 中插入图部分以 Lineweaver-Burk 图（双倒数作图法）的形式显示了数据的动力学分析， 测定的 Km 为 310μM，Vmax 
为 5.3nmol/minute/μg 。图 C 展示的数据使用 HeLa 细胞裂解物 (250μl) 获得，该细胞裂解物使用提供的 Sephadex® 
G-25 色谱柱过滤一次以去除游离磷酸盐。图 C 实验中，样品与底物（100μM Ser/Thr 磷酸肽）在含或不含抑制剂的条
件下孵育 30min，测试的抑制剂条件包括： 50mM 氟化钠 (NaF)，1mM 钒酸钠，12nM 冈田酸，5μM 冈田酸和 50ng/μl 
PPase-1 inhibitor-1。磷酸酶活性呈现底物依赖性，对高浓度的蛋白酪氨酸磷酸酶抑制剂钒酸钠相对不敏感，但对丝氨酸
/ 苏氨酸磷酸酶抑制剂氟化钠处理呈现明显抑制作用。有关抑制剂特异性的信息，请参见表 2。缓冲液的成分见第 5 节。
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5. 缓冲液和溶液组分

Sephadex® G-25 储存缓冲液
 10mM      Tris (pH 7.5) 
   1mM      EDTA 
     0.02%      叠氮化钠

磷酸盐标准品
   1mM      KH2PO4

PPase-2A 5X 反应缓冲液
   250mM      咪唑 (pH 7.2) 
   1mM      EGTA
       0.1%      β- 巯基乙醇 
 0.5mg/ml     BSA

PPase-2B 5X 反应缓冲液
    250mM     咪唑 (pH 7.2) 
       1mM     EGTA
      50mM     MgCl2 
       5mM     NiCl2
 250μg/ml     钙调蛋白
       0.1%     β- 巯基乙醇

PPase-2C 5X 反应缓冲液
   250mM     咪唑 (pH 7.2) 
       1mM     EGTA
     25mM     MgCl2
       0.1%     β- 巯基乙醇
 0.5mg/ml     BSA
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6. 相关产品

发光法通用型激酶测定

产品 规格 目录号

Kinase-Glo® Max Luminescent Kinase Assay 10ml* V6071

Kinase-Glo® Plus Luminescent Kinase Assay 10ml* V3771

Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay 10ml* V6711

* 还有其他规格可供选择。

产品 规格 目录号

SignaTECT® Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase Assay System 96 reactions V8161

放射性同位素方法激酶测定
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