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本说明仅供参考

超滤离心管

蛋白浓缩和换 Buffer 通常会使用到超滤管，有多种不同 MWCO 和处理量的型号可选，

视目的蛋白的分子量与浓缩前体积、浓缩目标体积而定。

超滤离心管具有快速超滤功能，能够达到较高的浓缩系数，易于从稀释液和复杂的样本

组合中进行浓缩回收。其竖式设计以及可用的滤膜表面积能提供快速的样本处理和较高的样

本回收率（通常大于 90%的初始溶液），并能进行多倍浓缩。竖式设计将溶质极化之后造成

的滤膜结垢降至最低，过滤装置中的物理止滤点防止过滤器旋转过度使样本干燥和造成样本

的损失。浓缩液用移液管从过滤器的样本槽中收集，而超滤出液则收集到所提供的离心管中。

该装置可在离心机中进行。装置未经消毒，只供一次使用（但是国内众多科研院所及科研单

位的老师，都在重复使用，毕竟使用一次就扔掉太浪费。）

超滤离心管储存在 15-30 °C 下，保质期自生产之日起 3 年。整套装置包括一个盖子、

一个过滤器和一个离心管，如右图所示：

一、使用方法：

1 预清洗：超滤离心管的过滤薄膜含有微量甘油。如果此材料干扰分析，可用缓冲液或

超纯水预清洗。如果干扰仍然存在，用 0.1 M NaOH 清洗，然后用缓冲液或超纯水再次清洗

后甩干。

注意：Amicon® Ultra 超滤离心管中的滤膜一旦润湿后应避免重新干燥。若在预清洗后

没有立即使用该装置，则应保持滤膜湿润，直到使用该装置为止。
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2. 向超滤离心管加入不超过处理量的样品。

3. 将盖好盖子的超滤离心管放入离心转子中。

4. 适当转速离心。（关于旋转时间，请参见图 1 和图 2 以及表 1 和表 2）

5. 如要回收浓缩后的样品，在超滤离心管底部插入一个移液管，然后左右摇摆着吸取样

本，以确保完全回收。超滤液可以保存在离心管中。

二、除盐或渗滤举例：

除盐、更换缓冲液或渗滤是去除含有生物分子的溶液中的盐分或溶剂的重要方法。可以

在超滤离心管中，通过浓缩样本、然后向浓缩液加入任何所需溶剂复原至样本原始体积的方

式，去除盐分或更换缓冲液。可重复“洗出”过程，直到污染微溶质的浓度充分降低为止。

请参见下文举例。

三、性能

1 流速

影响流速的因素包括样本的浓度、起始体积、溶质的化学性质、相对离心力、离心转子

的角度、滤膜类型以及温度。图 1 和图 2 以及表 1 和表 2 可用来估计对各种蛋白质分子量标

准达到给定的滤出液体积或浓度所需的时间。15 mL 样本旋转时间一般约需 15 至 60 分钟（取

决于装置的标称分子量限值）。尽管大部分样本在离心过程的前 15 至 30 分钟滤过，但一般

在旋转 15 至 60 分钟之后才能达到最低浓缩液体积（150–300 µL）。
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图 1 图 2

图 1. 典型的滤出液体积与旋转时间（摆桶式转子），旋转条件：4,000 g 室温 15 mL 起始体积。所使用

的蛋白质分子量标准：对 3K 和 10K 使用细胞色素 c，对 30K 和 50K 使用 BSA，对 100K 使用 IgG，n=6。

图 2. 典型的滤出液体积与旋转时间（定角转子），旋转条件：5,000 g 室温 12 mL 起始体积。所使用的

蛋白质分子量标准： 对 3K 和 10K 使用细胞色素 c，对 30K 和 50K 使用 BSA，对 100K 使用 IgG，n=6。

表 1. 典型的浓缩液体积与旋转时间（摆桶式转子）

浓缩液体积（uL）

旋转时间/分钟 3K 透析管 10K 透析管 30K 透析管 50K 透析管 100K 透析管

10 -- 668 361 249 7420

15 -- -- -- 201 --

20 -- 219 206 175 2216

30 537 145 155 -- 244

40 331 146 135 -- 141

45 299 -- -- -- --

60 209 -- -- -- --

旋转条件： 4,000 × g，室温，15 mL 起始体积。所使用的蛋白质分子量标准： 对 3K 和 10K 使用细胞

色素 c，对 30K 和 50K 使用 BSA，对 100K 使用 IgG，n=6（3 批滤膜的平均值）。灰色的体积是用来计

算表 4 中蛋白质回收量的体积。

表 2. 典型的浓缩液体积与旋转时间（定角转子）

浓缩液体积（uL）

旋转时间/分钟 3K 透析管 10K 透析管 30K 透析管 50K 透析管 100K 透析管

10 -- 994 411 136 2760

15 -- -- -- 113 --

20 -- 273 140 91 400

30 947 159 111 -- 166

40 529 101 90 -- --

45 462 -- -- -- --

60 268 -- -- -- --
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旋转条件： 5,000 × g，室温，12 mL 起始体积。所使用的蛋白质分子量标准： 对 3K 和 10K 使用细胞

色素 c，对 30K 和 50K 使用 BSA，对 100K 使用 IgG，n=6（3 批滤膜的平均值）。灰色的体积是用来计

算表 4 中蛋白质回收量的体积。

2、蛋白质截留率

Amicon® Ultra 超滤离心管的特征由标称分子量限值（NMWL）描述，即它们截留超

过一定分子量的分子的能力。分子量接近 NMWL 的溶质可能只有部分被截留。滤膜的截留

率取决于溶质的分子大小和形状。在大多数应用中，分子量是用来评估截留特性的一个方便

的参数。建议在浓缩应用中使用 NMWL 至少比蛋白质分子量小两倍的滤膜。请参见表 3。

表 3. 蛋白质分子量标准的典型截留率

表 3 和表 4 的旋转条件： 摆桶转子（4,000 × g, 15 mL 起始体积），或者定角转子（5,000 × g, 12 mL

起始体积），室温，n=6（3 批滤膜的平均值）。

表 4. 典型的浓缩液回收率
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3 浓缩液回收率

浓缩液中的样本回收量低可能由于吸附损失、过度浓缩、或者样本穿过滤膜造成。

● 吸附损失取决于溶质浓度、其疏水性、温度、与过滤装置表面的接触时间、样本成分

及 pH 值。为最大限度地降低损失，离心后请立即取走浓缩后样本。

● 如果样本起始浓度高，请监视离心过程，以免使样本过度浓缩。过度浓缩可导致沉淀

和样本损失。

● 如果样本看起来渗过了滤膜，请选用较低 NMWL 的超滤离心管。

4 化学相容性

Amicon® Ultra 超滤离心管适用于生物液体及水溶液。使用前，请检查样本与装置的化

学相容性。

表 5. Amicon® Ultra 超过滤器的化学相容性
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四、注意事项：

1. 超滤管滤膜一旦湿润后不可再次干燥。

2. 使用后的超滤管保存在 20%的乙醇中 4℃保存。

五、产品订购信息
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六、超滤离心管使用过程中的几个问题：

1、如何选择合适的超滤管：这主要是由截留分子量 MWCO 和处理体积来决定的。到底

选择多大截留分子量比较合适呢？3kDa、10kDa、30kDa、50kDa、还是 100kDa？通常应

截留分子量不应大于目的蛋白分子量的 1/3，比如目的蛋白分子量为 35kDa，就可以选择

10kDa 截留分子量的超滤管。若目的蛋白分子量为 10kD 左右，则可以用截留分子量 3kD 的

超滤管。认真阅读使用说明书，注意超滤膜对各种化学物质的耐受程度有所不同。

2、注意转速和加速度不可太快，否则直接损坏超滤膜。开始离心超滤（离心机预冷至 4

度）。不同离心机的转速 rpm 换算成 g 之后，有所不同。离心机的加速度调至最低档，减

小对膜的压力。注意，一定要等离心机达到目的转速之后，方可离开离心机，否则离心机出

问题时，无法第一时间处理，后果不可预测！在实际使用中，一般转速开的比说明书里的要

低，这样可以延长离心管的使用寿命。

3、当浓缩到剩下 1ml 时，【取 50ul 国产 Bradford 溶液，加入 10ul 流穿，看有没变

蓝色，以此判断超滤管是否漏掉蛋白。如果管漏了，将上层和流穿重新倒入新管中开始超滤。

要精确判断是否漏管，用 5mg/ml 的 BSA 离心 10min，再取流穿，跑蛋白胶或 Bradford

粗测】，继续加入剩下的蛋白液浓缩（在冰上操作，防止蛋白受热），直到所有浓缩液都加
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完为止。离心过程中注意是否发生蛋白沉淀，导致堵管。若发生沉淀，要确定沉淀的具体原

因，是蛋白浓度过高还是 Buffer 不合适；前者可用多根超滤管同时超滤，降低浓度的办法解

决，后者的方法是换不同的 Buffer，直到蛋白不发生沉淀为止。

4、前面几步用以浓缩蛋白，如果要换 Buffer，在总蛋白液浓缩至 1ml 左右的时候，轻

轻加入新的 Buffer（经 0.22um 超滤膜超滤），再浓缩至 1ml 左右，连续三次，最后一次的

浓缩终体积根据需要的蛋白浓度而定，一般不多于 500ul，也有浓缩至 200ul 以内的情况。

按照每次至少 10 倍 左右的体积浓缩算，三次达到 1000 倍以上，基本上可以达到换 buffer

的目的。

5、取出最终蛋白浓缩液的操作在冰上操作，用黄枪头（200ul）取，轻轻顺着边缘插入

枪头，轻轻吹打、混匀蛋白液，注意不要碰到超滤膜，然后吸取 浓缩液，每次吸接近 200ul，

直到吸完。管底剩下的最后一点浓缩液不必吸取，否则难度太大，有可能损坏超滤膜。最后

加入超纯水到超滤管中，没过超滤膜，防止膜失水变干。

6、以下是处理超滤管，重复利用超滤管的步骤。

7、倒出超滤管里的水，用超纯水轻轻润洗几次，【若管底有可见的蛋白沉淀，可以先加

入水，然后用枪头吹打，注意不要碰到膜，吹打至沉淀悬起，然后倒掉，不可用自来水猛冲】

然后加入 0.1M 的 NaOH 溶液，室温放置 20min，期间平衡超滤管。再离心 10min。倒出

残留的 NaOH 溶液，将管芯浸入超纯水的烧杯(1 或 2L)中,放置几个小时,再换新的水,放置几

个小时，不断稀释 NaOH 浓度。50ml 管和盖子用自来水洗，内壁再用超纯水洗干净。

8、取出浸没的管芯，加至接近满的超纯水，50ml 管也加满超纯水，将管芯慢慢放入 50ml

离心管，排出部分水，然后盖上盖子，放 4 度保存，直到下次使用。
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