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蛋白免疫印迹法检测小分子蛋白的实验条件优化研究 *
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摘要 目的：蛋白免疫印迹法自发明以来被广泛应用于现代生物学研究中的蛋白质定性和半定量分析。为了提高蛋白免疫印迹法

的检测效率，需针对不同蛋白的特性调节相关的实验条件参数。本文旨在探讨免疫印迹法不同参数对小分子蛋白检测效果的影

响，从而优化并获得最佳实验条件。方法：比较不同转膜电压和时间、转移缓冲液甲醇含量、不同化学发光剂对小分子蛋白的检测

效果。结果：选择 20 V、10 min转膜电压和时间所获得的信号显著高于 10 V、25 min转膜条件，选择含 20 %甲醇转移缓冲液所获

得的信号显著高于无甲醇转移缓冲液，选择飞克级化学发光剂所获得的信号显著高于纳克级化学发光剂。结论：选用高电压、短

时间组合，选择含 20 %甲醇转移缓冲液和飞克级化学发光剂信号均有助于小分子蛋白免疫印迹检测。
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Optimization Research on the Western Blot Experimental Conditions for
Detecting Small Molecule Proteins*

Since the invention of the Western blotting method, it has been extensively applied as a protein qualitative
and semi-quantitative analysis method in modern biology research. In order to improve the efficiency of this method, adjustments of the

related experimental parameters were needed according to the characteristics of different proteins. Our purpose is to investigate the ef-
fects of different parameters of the Western blot in detecting small molecule proteins, thus optimize and get the ideal experimental condi-

tions. Comparing the effects of different transfer voltages and times, different methanol contents of transfer buffer and different

chemiluminescence reagents of western blot technology. The signal of small protein obtained at 20 V for 10 min was much high-

er than that transferred at 10 V for 25 min. The signal of the 20 % methanol in transfer buffer was significantly higher than that of the 0 %

methanol in transfer buffer. The effect of chemiluminescence reagent at femtogram level was superior to that of the nanogram level.
Choosing high voltage and short time, choosing transfer buffer containing 20 % methanol and chemiluminescence reagent at

femtogram level could be helpful in the detection of small molecule proteins by using the western blot assay.
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前言

蛋白免疫印迹技术(Western blot)由美国斯坦福大学的乔
治·斯塔克发明，其基本原理是通过特异性抗体对凝胶电泳处

理过的蛋白样品进行着色，再通过分析着色的位置和深度获得

目的蛋白在样品中的表达情况信息[1-3]。蛋白免疫印迹技术集凝

胶电泳、蛋白转印和免疫学标记等三部分于一体，在现代生物

医学中广泛应用[4,5]。然而该方法涉及步骤、因素较多，因此针对

不同分子量蛋白需要选择不同参数以便获得较好的检测结果，

常见的影响因素有：转印电压及时间、转移缓冲液成分、化学发

光显色液等[6,7]。

本研究选择 10-20 kD小分子蛋白作为研究对象[8]，拟比较

不同转印电压及时间组合、转移缓冲液中甲醇成分含量、不同

检测级别化学发光显色液等参数对免疫印迹法结果的影响，以

期为小分子蛋白质研究提供实验技术支持。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
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十二烷基磺酸钠、过硫酸铵、丙烯酰铵、甲叉双丙烯酰铵、

四甲基乙二胺、三羟甲基氨基甲烷、甘氨酸、聚偏二氟乙烯膜

（PVDF膜）、Immobilon western 辣根过氧化物酶(HRP)底物增

强化学发光剂购自美国密理博公司；细胞裂解液、蛋白上样缓

冲液、ECL化学发光试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。小

分子蛋白一抗和 HRP标记二抗均购自美国细胞信号通路技术

公司。小型垂直电泳槽、半干转印仪、Gel-doc凝胶成像系统购

自美国伯乐公司。

1.2 凝胶电泳分离
配制 SDS-PAGE相关缓冲液及凝胶，并根据目的蛋白分

子量选取 14 %的浓缩胶配方[9]。10× Tris-SDS-PAGE电泳缓冲

液室温保存，浓缩胶缓冲液和分离胶缓冲液 4 ℃避光保存。按
4:1比例将蛋白样品与 5× SDS上样缓冲液混匀，100 ℃煮沸 3

min，使蛋白样品充分变性。将预染 marker和蛋白样品加入上
样孔中，恒压 80 V，开始电泳，待样品跑至浓缩胶底部充分压

至线性，将电压调至 120 V，继续电泳至溴酚蓝跑至分离胶底

部，结束电泳。

1.3 蛋白半干转印

取出电泳完毕的凝胶并切除多余部分，利用甲醇浸泡 1

min激活 PVDF膜并将厚滤纸置转印缓冲液浸泡 15 min[10]。在

半干转印槽中按厚滤纸、PVDF膜、凝胶、厚滤纸的顺序排列，

避免并消除产生气泡。本研究比较了 20 V、10 min和 10 V、25

min两组参数(即高电压、短时间和低电压、长时间组合)，以及

含有 20 %甲醇和不含甲醇的转移缓冲液对小分子蛋白免疫印

迹法结果的影响。

1.4 封闭、抗体孵育及显色

小分子蛋白转移至 PVDF膜后，用 5 %脱脂奶粉（溶于 PB-

ST中）在摇床上孵育 2 h以封闭膜上剩余的疏水结合位点。加

入用 5 %脱脂奶粉稀释的一抗(1:1000稀释)室温孵育 2 h，再用
PBST漂洗 3次洗去未结合的抗体，10 min/次。加入 PBST稀
释的 HRP标记二抗(1:5000稀释)，室温孵育 2 h。用 PBST洗去

未结合的 HRP标记的二抗，10 min/次，漂洗 3次。加入化学发

光显色液，室温反应 1 min，再将膜沥干，利用 Gel-doc凝胶成

像系统采集相应信号，观察蛋白表达量变化。本研究比较了飞

克级和纳克级化学发光显色液对小分子蛋白免疫印迹法结果

的影响。

2 结果

2.1 20 V、10 min转膜条件所获得的信号显著高于 10 V、25 min

实验比较了高电压、短时间和低电压、长时间组合对于小

分子蛋白转印结果的影响，发现半干转印时选择 20 V、10 min

和 10 V、25 min 参数对分子量为 10 kD的蛋白都出现条带聚

集无弥散、背景清晰的条带，但 20 V、10 min 的转膜条件组合

获得的小分子蛋白信号强度明显高于 10 V、25 min(图 1)，提示

高电压、短时间的转膜条件组合优于低电压、长时间的转膜条

件组合。

2.2 含 20 %甲醇转移缓冲液信号显著高于无甲醇转移缓冲液

实验比较了甲醇在转移缓冲液中作用。研究发现使用含

20 %甲醇转移缓冲液时，可见小分子蛋白条带清晰聚集、无弥

散，而使用不含甲醇转移缓冲液时，同等条件下不能检测到蛋

白信号(图 2)，提示甲醇在小分子蛋白转印中起重要作用。

2.3 使用飞克级化学发光剂信号显著高于纳克级化学发光剂

实验使用不同检测级别化学发光剂发现两者都能检测到

清晰聚集、无弥散的蛋白条带，但使用飞克级化学发光剂可以

更迅速的检测到小分子蛋白条带，且信号更强(图 3)。

2.4 实验参数比较和优化选择

本研究比较了转膜电压、时间组合，转移缓冲液中甲醇含

量和化学发光剂灵敏度对小分子蛋白Western blot检测效果的

影响(表 1)。结果发现，选择高电压、短时间组合，使用含 20 %

甲醇的转移缓冲液转膜并配合飞克级化学发光剂检测，可以更

迅速有效获得小分子蛋白的信号。

3 讨论

根据最初对 DNA Southern 印迹法的命名，1981 年尼尔 o

伯奈特首次将蛋白免疫印迹法称为 Western blot，而后者逐渐

成为作为分子生物学、生物化学和免疫遗传学等研究领域常用

的检测蛋白表达水平的实验方法[11]，现有大量针对提高 West-

ern blot实验敏感性、速度、质量的文献可供参考[12]，按照严格规

范方法操作的Western blot还可以获得蛋白的定量数据[13,14]。

图 1 电压和时间对小分子蛋白免疫印迹结果影响

Fig. 1 The effects of voltage and time of western blot in detecting small

molecule proteins

图 2 转移缓冲液中甲醇含量对小分子蛋白免疫印迹结果的影响

Fig 2 The effects of methanol content in transfer buffer of western blot in

detecting small molecule proteins

图 3 化学发光剂对小分子蛋白免疫印迹结果的影响

Fig.3 The effects of chemiluminescence reagent of western blot in

detecting small molecule proteins
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转印是Western blot的关键环节，即将凝胶中已分成条带

的蛋白质转移到一种固相支持物上，PVDF膜因其蛋白结合力

高，韧性较好，化学性质稳定而较为常用[15]。其中 0.2 滋m孔径

的膜吸附小分子蛋白的能力高于 0.45 滋m孔径的膜，可有效避

免小分子蛋白丢失[16]，而本研究检测蛋白分子量在 10-20 kD左
右，故选择孔径为 0.2 滋m的 PVDF膜。

电压和时间是影响转印效率的关键条件[17,18]，需要根据目

的蛋白分子量、凝胶厚度等因素调节。本研究均采用 0.75 mm

薄胶进行电泳分离，而对于 10-20 kD的小分子蛋白，实验发现

高电压、短时间组合优于低电压、长时间的转膜条件组合，提示

高电压有助于小分子蛋白从胶上转移到 PVDF膜，而短时间也
可能会降低小分子蛋白分解概率。

转移缓冲液成分也是影响转膜效率的因素之一。在转移缓

冲液中，甲醇被认为可通过疏水作用增加了膜结合蛋白的能

力，然而甲醇又会减少小分子蛋白的洗脱效果，因此需要提前

确定转移缓冲液中合适的甲醇浓度[19]。本研究发现浓度为 20 %

的甲醇可以有效获得小分子蛋白免疫印迹信号，而缺少甲醇的

转移缓冲液无法将小分子蛋白转印至 PVDF膜。

在化学发光法的选择上，HRP活性高且特异性强[20,21]，而本

实验结果显示飞克级化学发光剂和纳克级化学发光剂都能获

得一定的阳性蛋白信号，但飞克级化学发光剂获得的阳性信号

明显增加且响应时间更少，有利于小分子蛋白检测。
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表 1 实验参数比较

Table 1 The comparison of experimental parameters

Experimental parameters Optimization Comparison

Transfer voltage 20 V 10 V

Transfer time 10 min 25 min

Methanol contents of transfer buffer 20 % 0 %

Chemiluminescence reagents Femtogram level Nanogram level
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