
简介 

免疫印迹是一种功能强大的常用技术，可用于鉴别并定量复杂

混合物中的特定蛋白。该技术最初由Towbin et al.建立，能够

实现对固定于硝酸纤维素膜或PVDF膜上的蛋白质样本的间接

检测。在常规免疫印迹流程中，首先通过SDS-PAGE分离蛋白

质样本，然后在电场作用下转移至膜上。封闭后，使用靶向目

的抗原的一抗(单克隆或多克隆)检测膜。漂洗后再使用靶向一

抗的酶标二抗孵育膜。酶的活性，例如碱性磷酸酶(AP)和辣根

过氧化物酶(HRP)，是生成信号所必需的。最后，再次漂洗膜，

使用适当的酶底物进行孵育，即可生成可采集的信号。

该指南介绍了使用化学发光底物进行免疫印迹检测的通用

方案和影响因素。文中采用了相关的Thermo ScientificTM 和

InvitrogenTM 蛋白质研究产品作为参考，但所述的策略和方法

适用于大多数增强型化学发光(ECL)分析与检测。

化学发光免疫印迹的类型和影响因素 

辣根过氧化物酶(HRP)是Western blot中最常用的酶，在本文

中会作为示例通篇讨论。最常用的HRP底物基于鲁米诺，可生

成化学发光信号。化学发光的原理是化学反应过程中生成的

能量以光的形式释放。在HRP和过氧化物缓冲液的作用下，鲁

米诺氧化并形成激发态产物，发出光线的同时逐渐衰变为基

态。因为只有在酶-底物反应过程中发射光线，一旦酶附近的

底物耗尽，信号输出就会停止。相比之下，显色底物(如DAB)生

成的沉淀即便是在反应终止后仍在膜上可见。我们介绍了几

种最常用的Thermo Scientific SuperSignalTM HRP和PierceTM 

ECL化学发光底物(表1)，它们均可用于化学发光免疫印迹检

测，具备不同的灵敏度水平，可依据靶蛋白丰度、包含靶蛋白的

样品浓度、所需的灵敏度和检测仪器进行选择。

表1  Thermo Scientific Pierce ECL和SuperSignal系列化学发光底物

 
Pierce™ ECL 
substrate

Pierce ECL™ Plus 
substrate

SuperSignal™ 
West Pico PLUS 
substrate

SuperSignal™ West 
Dura substrate

SuperSignal™ West 
Femto substrate

检测灵敏度 低至中皮克 低皮克 高飞克 中飞克 低飞克

信号持续
时间 0.5–2 小时 5 小时 6–24 小时 24 小时 8小时

检测方法 X 光胶片、CCD
成像仪

X 光胶片、CCD 成像
仪、荧光成像仪

X 光胶片、CCD 成
像仪

X 光胶片、CCD 成
像仪

X 光胶片、CCD 成
像仪

适用情形
靶点丰度较高，样
本充足，底物适合
日常使用

靶点丰度较低，样本
有限，适合化学荧
光检测

靶点丰度较低，样
本有限，需要较入
门级ECL底物更高的
灵敏度

靶点丰度较低，样本
有限，适合CCD成像
仪采集图像

靶点丰度极低，样本
最珍贵，需要最高的
检测灵敏度

产品优势
低成本；从其他
入门级ECL底物轻
松切换

最佳检测灵活性，
可提供化学荧光检
测方案

超值之选；满足绝大
部分常规免疫印迹检
测的需求

最长信号持续时间 最高检测灵敏度

技术指南  化学发光底物
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一. 信号采集 

尽管免疫印迹功能强大且应用广泛，但对难以捕捉的化学发

光信号的采集经常令人沮丧。由于免疫印迹包括一系列相关

联的技术，需要大量技巧，因此可能导致信号采集失败的因素

有很多。有这么多的变量(表2)，印迹问题的疑难排除就好比是

大海捞针。经典的实验方案通常不适用于特殊样本的检测。例

如，一抗可能无法识别变性状态的固定化抗原。尽管使用非变

性条件可以使蛋白质保持天然状态，但这会增加靶点分子量测

定的难度。此外，极大的或疏水性蛋白质通常无法高效地转移

至膜上。因此通常需要调整Towbin最初的实验方案，以确保对

靶点的成功检测。这可能需要使用不同的间接检测试剂，或直

标一抗用于直接检测。有时候甚至无需转移，可以在凝胶上直

接完成检测。

二. 信号强度和持续时间

当所有免疫印迹的影响因素都达到最佳条件时，化学发光信号

可持续6-24 小时。这具体取决于使用的特定底物，以及体系中

的酶-底物的比例。尽管印迹膜上的底物量是相对恒定的，但

酶的量取决于加入量及其他因素(表2)。免疫印迹体系中过多

的酶标记物（比如二抗）是引起信号变化、高背景、信号持续时

间短和灵敏度较低的首要原因。

信号发射曲线缓慢衰减 ( 图1) 是理想的状态，说明系统的各组

分已经过优化，可以获得重复性好的结果。信号迅速衰减则可

能会导致偏差、低灵敏度以及信号无法采集。持久的信号可以

最大程度地降低由转印效率、不同底物批次和其他因素引起的

差异性。

HRP与鲁米诺的氧化反应过程中生成的自由基可与HRP结合，

导致酶不能再与底物相互作用。体系中大量的HRP可以生成

大量自由基，提高了HRP失活的概率。自由基还会损伤抗原、

抗体和膜，抑制重新检测的有效性。

表2. 影响免疫印迹结果的因素

因素 可变特性

目的抗原 构象、稳定性、可用的表位

聚丙烯酰胺凝胶 制造商、聚丙烯酰胺百分比、储存条件和时
间、批次

印迹膜 制造商、类型、批次

一抗 特异性、效价、亲和力、孵育时间和温度

HRP标记物 酶活化水平和活性、种属来源、浓度

封闭缓冲液 类型、浓度、交叉反应性

漂洗液 缓净液、体积、漂洗时长、频率

底物 灵敏度、生产批次、储存条件和时间

检测方法 膜存放时间、成像仪器制造商、曝光时间

图1. 信号发射曲线示例。当免疫印迹体系中存在过多酶时，会在加人底物后
迅速达到信号输出峰值，并迅速耗尽底物（信号1）. 在理想系统中，信号发射
强度会在加入底物约5分钟后达到峰值，并维持若干小时的平台期（信号2)。
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你知道吗？

面对多种化学发光底物，要从那款用起？试一试
SuperSignal West Pico Plus化学发光底物吧（货号
34580），这是最通用的Western blot 底物，能应对大部
分蛋白样品。
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三. 直接和间接方法

直接检测法使用的是直标一抗。由于无需加入二抗进行孵育，

该方法所需的时间短于传统的免疫印迹方法，此外还可避免

二抗交叉反应产生的背景信号。直接检测还可以实现多个靶

点的同时检测。但是，标记一抗有时会对其免疫活性具有副

作用，即便是在最理想的情况下，直标一抗也无法实现信号扩

增。因此，直接方法的灵敏度一般低于间接方法，仅适用于靶

点丰度相对较高的情况。另一种选择是使用生物素化一抗，这

是一种既可扩增信号且无需二抗的间接检测方法。使用生物

素化试剂进行标记一般会使每个抗体分子获得多个生物素化

基团。每个生物素化基团能够与酶标亲和素、链霉亲和素或

Thermo Scientific NeutrAvidin™ 中性亲和素（货号31000）相

互作用。这些酶可以催化相应底物的转化以实现信号的扩增。

一般使用亲和素结合物替代二抗，其最佳摩尔浓度与二抗相

当。相比HRP（分子量40kDa）或者AP（分子量140kDa），生物

素的分子量较低（通常小于2kDa），可减少空间位阻，一抗可

获得更好的功能体现。

四. Far-Western 方法

有时靶向特定抗原的抗体不适用于免疫印迹分析或者仅仅是

无法获取。如果可以提供与靶蛋白结合的分子作为探针，则仍

可以进行印迹检测。该类型的应用被称为Far-Western blot，

常用于蛋白质:蛋白质相互作用的检测或分析。这种方法存在

大量可变因素，涉及前面提到的所有策略。类似于一抗，所用

的标记结合蛋白通常在体外翻译反应中使用35S标记。将探

针生物素化并使用亲和素或亲和素样结合物进行检测是另一

种方法，它对于信号放大具有附加效应。必须小心确保探针

没有过度标记，以免影响其与靶点相互作用的能力。此外，可

以在细菌中表达带有标签的重组探针，如GST、HA、c-Myc或

FLAG，通过靶向特定标签的标签抗体进行检测。与其他印迹

应用一样，Far-Western 方法适用于膜或凝胶的检测。

优化指南

每个免疫印迹系统都需要进行优化以获得稳定理想的结果。

影响信号强度和持续时间的因素有很多，而每一种都有其优化

策略。以下内容就是关于几种常见因素的讨论。指南文末的实

验操作包含了针对优化步骤的详细介绍与建议。

一. 印迹膜

膜成分基本不会影响HRP-鲁米诺的相互作用及后续的信号生

成。但是，硝酸纤维素和PVDF膜在蛋白质结合特性方面确实

存在差异。一般而言，PVDF膜与蛋白质的结合能力更强，具有

较高的拉伸强度和极佳的操作特性。但是，PVDF膜的疏水性

更高，难以浸润，有时会导致较高的背景信号。由于不同生产

厂家的PVDF膜性能存在差异，科研工作者需要在已经证实的

系统中进行优化。为获得最佳结果，可在使用珍贵的样本或抗

体之前，先根据实验经验检测印迹膜。考虑到不同批次的膜可

能存在批间差异，使用新批次的印迹膜之前进行检测会有所

帮助。

二. 蛋白转印

不同蛋白质的转印效率差异巨大。在不同条件下，蛋白质的凝

胶迁移能力及其与膜结合的倾向存在差异。转印效率取决于

诸多因素，如凝胶组分、凝胶与膜的接触、电极位置、转印持续

时间、蛋白质大小和组成、场强、缓冲体系以及是否存在去污

剂。在低离子强度缓冲液和低电流条件下，大多数蛋白质可以

实现最佳转印效果。然而，快速转印则需要高离子强度，可在

高电流条件下进行。转印后可使用免疫印迹兼容型或可逆的染

料进行膜染色，以评估转移效率。
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三. 封闭缓冲液

适用于免疫印迹的封闭试剂种类很多。因为没有一种封闭试剂

适用于所有系统，必须根据实验效果来选择。最佳的封闭缓冲

液可最大程度地提高信噪比，且不会与系统的抗体或靶点反

应。例如，使用亲和素/生物素系统时，使用5%脱脂牛奶作为封

闭试剂会导致高背景，因为牛奶含有大量内源性生物素，可与

亲和素结合。此外，牛奶中含有磷酸酶，可能会导致蛋白样品

脱磷酸化，从而影响磷酸化蛋白的检测。当改变底物、抗体或

靶点时，如果封闭缓冲液不是最适合于新的体系，也可能会导

致信号降低或背景升高。

一些体系可通过向封闭缓冲液中加入表面活性剂(如Thermo 

ScientificTM TweenTM 20) 达到更理想的效果。表面活性剂可

以阻止封闭试剂与靶点的非特异性结合，从而最大程度地降

低背景。但是，加入过多的表面活性剂也会对封闭效果造成

影响。通常，去污剂的最终浓度为0.05%；但是并非所有系

统均需要加入表面活性剂进行优化。我们推荐使用杂质含量

较低的高品质去污剂。比如Thermo ScientificTM TweenTM 20 

Surface-Amps去垢剂(货号28230)，此去垢剂不含过氧化物

和醛酮类，会大大降低这些杂质对检测结果的影响。Thermo 

Scientific™ StartingBlock™ T20 PBS封闭缓冲液(货号37579) 

或者TBS封闭缓冲液 (货号37543) 含有0.05%的Tween 20去

垢剂。

四. 抗体

蛋白质免疫印迹通常利用可识别复杂蛋白质混合物中的特定

蛋白质或表位的一抗来检测封闭的膜。一抗的选择取决于待

测的特定抗原及可用的抗体。还必须注意，并非所有的一抗都

适用于蛋白质免疫印迹。因此，只有已经过验证适用于该应用

领域的抗体才可选用。通常，最终使用标记的二抗检测目标抗

原 (间接检测)。可用于蛋白质免疫印迹检测的标记二抗种类

众多。二抗的选择取决于一抗的动物种属(宿主种属)或与一抗

连接的标签 (如生物素、多个组氨酸 (6xHis)、血凝素 (HA) 等)。

例如，如果一抗是未标记的小鼠单克隆 (IgG或IgM) 抗体，则二

抗必须是来源于非小鼠宿主的抗小鼠IgG或抗小鼠IgM抗体。

* “验证”或其他类似含义的词仅涉及需要进行功能测试以确认抗体适用于标示研究技术的供研究使用
的抗体。不保证产品经过临床或诊断使用验证。

你知道吗？

我们的Invitrogen™ 抗体已经过全面验证*，无需使用者再
筛选多种抗体找出适合的那支。我们提供的数万种抗体覆
盖50多个研究领域，确保适用于标示的应用和种属。

此外，我们还提供各种高品质的标记和未标记二抗，可用
于一抗的荧光、比色和化学发光检测，适用于蛋白质免疫
印迹及其他诸多领域。

如需了解更多信息，请登录

thermofisher.com/antibodies
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不仅一抗与抗原的亲和力至关重要，一抗和二抗的浓度也会

对信号的生成产生深远的影响。印迹膜上捕获的信号过强可

能是由于一抗或二抗(或两者兼有)浓度过高引起的。通常尽量

降低一抗的浓度会更有帮助，因为这会促进靶点特异性的结

合和低背景。如果由于高背景或抗体结合力低导致信号不足，

则可使用增强剂产品进行预处理，以提高蛋白质免疫印迹的信

号。Thermo Scientific™ SuperSignal™ 蛋白质免疫印迹信号增

强剂 (货号46640) 有助于提升目的蛋白的检测。它是包含膜处

理试剂和一抗稀释液的双组分系统，可提高信号强度和灵敏

度，从而优化系统的信噪比 (图2)。

如果在印迹膜上无法捕获足够的信号，建议剥离印迹膜上的

所有检测试剂，用相同浓度的不同一抗或不同浓度的该抗体

重新检测。这通常可以节约珍贵的样本和时间；但剥离不充分

会使活性HRP残留在印迹膜上，生成干扰信号。要检测剥离的

印迹膜上是否有活性HRP残留，可以重新加入底物后检测信

号。如果有大量的非活性HRP分子未被去除，则重新检测时也

会抑制一抗与靶点的结合。剥离并重新检测印迹膜是获取特

定系统的信息并保护珍贵样本的高效方法。

五. 检测方法

传统方法常使用胶片检测免疫印迹化学发光信号。胶片无需昂

贵的设备，可提供极佳的灵敏度。遗憾的是，每张胶片只能使

用一次，在判断曝光时长是否合适前必须进行显影。预实验和

失误(例如使用多张胶片)通常在所难免。为了掌握信号与背景

之间的平衡，一般都需要按照不同的时长曝光多次。如果胶片

过爆了，信号可能会被背景掩盖，或是相近的条带模糊一团。

这时可以使用Thermo Scientific Pierce胶片背景消除剂(货号

21065)等试剂来“挽救”过曝的胶片(图3)。

图3.使用4-20%的SDS-PAGE凝胶分离人TNFα然后转移至硝酸纤维素膜
上。封闭后，使用小鼠抗人TNFα和山羊抗小鼠HRP抗体分析印迹，然后使用
SuperSignal West Dura底物检测。胶片曝光30秒后，形成大量背景斑点（A）。
然后使用Pierce背景消除液处理胶片2分钟，可去除斑点和条带的过度曝光（B）
。

 A B     图2.SuperSignal蛋白质免疫印迹信号增强剂可降低背景，实现低丰度靶
点的检测。将K562细胞裂解物上样至Tris-甘氨酸SDS-PAGE凝胶，每个泳
道分别为1.25、2.5、5和10 μg。(左) 电泳后，将蛋白质转印至硝酸纤维素膜 (
货号：88013) 上，使用Thermo Scientific™ SuperBlock™ 封闭缓冲液 (货
号：37535) 封闭膜。使用1 μg/mL的小鼠ERK 1一抗 (货号：MA1-13041) 检测
印迹，然后使用0.08 μg/mL的HRP标记山羊抗小鼠IgG (货号：31430) 二抗检
测。使用Thermo Scientific™ Pierce™ ECL底物 (货号：32209) 进行检测。一
抗和标记二抗均在封闭缓冲液中稀释。(右) 除使用SuperSignal蛋白质免疫印
迹信号增强剂外，该实验方案与上述实验方案相同。使用抗原预处理溶液预
先处理膜10分钟，用水冲洗，随后使用封闭缓冲液孵育。在一抗稀释液中稀释
一抗，然后检测膜。

无信号增强剂 加入SuperSignal信号增强剂

~ 1秒

3 分钟

5 分钟

15 分钟

MW 1.25 2.5 5 10 µg MW 1.25 2.5 5 10 µg
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电荷藕合器件(CCD)成像系统现在常用于化学发光检测。这类

成像仪与附带的分析软件，比如InvitrogenTM iBright CL1000

智能成像系统(货号A32749)，能够调整背景信号，进行光密度

测定。成像系统相比胶片检测具有优势：较大的动态范围和简

便的成像控制可实现理想的图像记录，且不存在高背景或高

信号强度影响数据的问题。此外，优化的成像时间可以避免条

带信号饱和，并能够观察到微小的强度变化。相比之下，胶片

的动态范围更小，条带信号会迅速达到饱和。当信号强度较高

时，胶片的低动态范围、容易迅速达到饱和的特性以及曝光控

制的限制因素经常会导致图像的过度曝光。

常见问题指南 

一. 无信号

初次曝光时无法采集信号表示免疫印迹体系需要优化。信号

缺失通常是由系统中HRP过多引起的。当未检测到信号时，减

少酶结合物的用量似乎是违反直觉的；但为了成功采集信号，

酶和底物之间必须保持正确的平衡。酶对底物的氧化作用是

不可逆的，因此一旦底物被氧化，便无法再与酶反应来生成光

线。由于酶活性的存在，底物成为限制因素，一旦耗尽就会导

致信号输出的衰减。很少情况下，信号缺失是由活性酶量的不

足引起的。免疫印迹体系中的许多因素都会引起酶量过多或过

少。

要生成可以采集的信号，需要调整体系参数。为了获得重复性

好的结果，可以配制新凝胶、减少加样量或滴定抗体。当优化

抗体浓度时，可对印迹膜进行两次成像：一次是在底物孵育后

立即成像，第二次是在孵育底物后间隔一段时间成像(如1小时)

。两次检测可提供关于最佳酶浓度的信息，有助于优化参数。

比如一开始即产生了信号，但是1个小时或者其他合理时间段

后信号消失，有可能HRP的使用量过高。

此外，如果初次曝光未能采集信号，进行第二次底物孵育可能

会生成信号(若足够量的HRP失活的同时保持部分有活性)。

剥离印迹膜上的所有检测试剂并重新检测可以节省宝贵的样

本，同时优化参数。重新孵育底物并剥离印迹膜只能恢复部分

体系信息。如果需要印迹膜之间有较好的一致性，则在每次实

验时必须使用相同的条件，遵循相同的操作步骤。

二. 信号迅速衰减

当生成的信号快速衰减时，也需要优化免疫印迹体系(如上节

所述)。好消息是已经获得了信号，表示现在的体系正在接近最

佳印迹条件。有时尽管所有参数均相同，某个系统的信号衰减

速度仍较正常情况更快。在全面优化的体系中可以将出现此类

结果的概率降至最低。可获取成功但非最理想结果的体系易

受到流程中轻微变化的影响，如转印效率，储存和操作过程中

的样本与抗体活性的变化。

三. 新的底物无法产生信号

有时候仅仅是特定系统中使用的底物瓶子或批次改变，便无法

采集信号。一般情况下这是由未经全面优化的免疫印迹体系引

起的。免疫印迹底物本身存在差异。许多制造商将底物的灵敏

度差异控制在微小范围内，底物之间会存在批次间的轻微差

异。在全面优化的印迹系统中，底物灵敏度的差异以及其他变

量通常可忽略或无法察觉。

四. 膜上出现褐色或黄色条带

当HRP被氧化或失活时会变为褐色。一定量的酶结合物中始

终存在一部分被氧化的酶结合物。在优化的体系中，被氧化的

HRP的量极少，无法在印迹膜上观察出来。出现黄色或褐色条

带说明存在大量的HRP，因此被氧化和失活的部分变得可见。

生成黄色条带的印迹系统需要大幅减少酶结合物的用量来进

行优化。此外，局部区域HRP过量将会在底物存在的情况下生

成过多的自由基。这些自由基可以灭活HRP并破坏抗体、靶点

和膜，抑制重新检测的有效性。

五. 条带或整个印迹膜在暗室中发光

如果经过底物孵育后，条带或整个印迹可以发光，则表示系统

中存在过量HRP。这种情况表示HRP标记二抗需要稀释，一抗

也可能需要稀释。免疫印迹体系中的许多因素都会引起酶量过

多。如果整个印迹膜发光，除了优化封闭和洗涤条件，还需要

优化样品，一抗和二抗稀释度。
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六. 假带/ 空带

蛋白质条带呈光晕状、条带中央无信号或者在黑暗的背景下整

个条带呈白色，通常被称为假带。这表示白色区域的底物被耗

尽。假带效应的最常见原因是凝胶上的靶蛋白量过多，以及二

抗浓度过高。

七. 高背景

高背景信号是由于封闭不充分、抗体与封闭缓冲液交叉反应

或酶结合物用量过多引起的。研究人员有时认为，特定的底物

会产生背景或提高背景。在酶不存在的情况下，底物本身不会

产生信号。当使用灵敏度更高的底物时，如果不调整体系以适

应底物灵敏度，则通常会产生高背景。使用最佳的抗体浓度可

以促进靶点特异性的结合，并降低背景。

使用化学发光底物进行印迹和剥离的通用实验方案

本节将深入介绍免疫印迹、抗体剥离和实验优化的操作方案。

本指南虽然未覆盖免疫印迹实验中所有可能发生的情况，但可

作为了解该技术的操作方法、限制因素和应用前景的概述。

我们为免疫印迹实验提供种类丰富的蛋白预制胶、电泳缓冲

液、封闭和洗涤缓冲液、一抗和二抗、化学发光底物、胶片、成

像系统和相关免疫印迹辅助试剂与仪器。请浏览最后一页的

相关产品列表，或登录 www.thermofisher.com/western 了解

更多信息。

一. 常规免疫印迹实验方案

1. 利用凝胶电泳分离样本中的蛋白质。

2. 配制转印缓冲液：将Tris-甘氨酸转印缓冲液溶解于400 

mL 超纯水和100 mL 甲醇中 (25 mM Tris、192 mM甘氨

酸，pH 8.0、20%甲醇 )。在4°C下使用并保存转印缓冲

液。

3. 制备凝胶“三明治”(图4)用于湿式转印。对于半干式转印，

在阳极和阴极之间以相同的顺序制备三明治。

图4.电转设置方法

Gel
Transfer membrane

Filter paper

Pads

Support grid

Gel/membrane/filter

Bu�er tank

anode (+)

cathode (–)
Electrodes

Direction of
transfer



8

4. 将蛋白质从凝胶转移至膜上。对于湿式转印，使用适用于

8×10cm 凝胶的小型转印装置，40 V 转印90分钟，使缓冲

液温度保持在4°C。对于半干式转印，使用15V转印90分

钟。

5. 取下膜，室温下使用封闭缓冲液孵育20-60分钟，以封闭

非特异性结合位点。

6. 使用含10%封闭液的一抗溶液(参见表3)孵育印迹膜，孵育

1 小时。如果需要，可以2-8°C过夜孵育印迹膜。

7. 使用含0.05% Tween-20 的Tris缓冲液(TBS)、磷酸盐缓冲

液(PBS)或其他生理洗涤缓冲液漂洗膜3次，每次5分钟。

如果使用直标一抗，则跳至第10步。

8. 使用含10% 封闭液的酶标二抗 ( 参见表4) 孵育印迹膜，室

温孵育1小时。

9. 在漂洗缓冲液中漂洗膜5次，每次5分钟，去除未结合的抗

体。进行酶标二抗孵育后，必须彻底漂洗膜。

10. 配制底物。使用足够体积以确保印迹膜被底物完全浸湿，

且不会变干 (0.1 mL/cm2)。

11. 使用Pierce ECL 底物孵育印迹膜1 分钟，使用SuperSignal 

底物则孵育5分钟。

12. 从底物中取出印迹膜，将其置于塑料膜保护装置上。塑料

片保护装置可以很好地发挥作用，但也可以使用保鲜膜。

去除印迹膜与膜保护装置表面之间的全部气泡。

13. 通过胶片曝光或CCD 成像系统对印迹膜进行成像。

14. Remove the blot from the substrate and place it in a 

plastic membrane protector. A plastic sheet protector 

works well, although a plastic wrap may also be used. 

Remove all air bubbles between the blot and the surface 

of the membrane protector. 

15. Image the blot using film or a cooled CCD camera.

你知道吗？

• 使用我们的Invitrogen™ iBlot 2干式转印系统或Power 
Blotter快速半干转印系统，你可以在10分钟内完成转印
步骤。如需了解更多信息，请登录thermofisher.com/
transfer

• 所有封闭、抗体孵育和漂洗步骤均可自动化操作。使
用我们的Invitrogen™ iBind™ 和iBind™ Flex全自动蛋
白质免疫印迹处理系统。如需了解更多信息，请登录 
thermofisher.com/ibind

二. 抗体剥离实验方案 

1. 配制剥离缓冲液。推荐从下列剥离缓冲液中选择使用：

• Thermo Scientific RestoreTM 抗体剥离缓冲液      
          (货号21059)

• Thermo Scientific RestoreTM Plus 加强型抗体剥离缓冲

液 ( 货号46428)

• 0.1 M 甘氨酸•HCl (pH 2.5-3.0)

• 50 mM Tris•HCl (pH 7)、2% 十二烷基硫酸钠 (SDS)、50 

mM 二硫苏糖醇 (DTT)

2. 将需要剥离的印迹膜置于剥离缓冲液中。使用足够体积

的缓冲液，以确保印迹膜完全浸湿(8x10cm印迹膜需要约

20mL 的缓冲液)。

表4.使用Thermo ScientificTM 化学发光底物时建议的二抗浓度

底物 Pierce ECL Pierce ECL Plus
SuperSignal  
West Pico PLUS

SuperSignal  
West Dura

SuperSignal  
West Femto

推荐的二抗稀释度 1:1,000–1:15,000 1:25,000–1:200,000 1:20,000–1:100,000 1:50,000–1:250,000 1:100,000–1:500,000

表3.使用Thermo ScientificTM 化学发光底物时建议的一抗浓度

底物 Pierce ECL
Pierce ECL 
Plus

SuperSignal  
West Pico PLUS

SuperSignal  
West Dura

SuperSignal  
West Femto

推荐的一抗稀释度 1:1,000 1:1,000 1:1,000 1:5,000 1:5,000
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3. 室温孵育5-15分钟。优化孵育时间和温度是获得最佳结

果的关键。有时需要孵育至少15分钟，并在37°C下进行。

如果使用低pH的甘氨酸缓冲液，则需在70°C下孵育30分

钟。

4. 从剥离缓冲液中取出印迹膜，使用漂洗缓冲液(含0.05% 

Tween-20 的PBS/TBS或其他生理缓冲液) 漂洗。

5. 如需检测酶标二抗和一抗是否彻底去除，可进行下列检

测。如果检测到信号，则重复步骤2-4，再次剥离5-15分钟

或提高温度至37°C。优化剥离时间和温度可确保抗体全

部去除，同时防止破坏抗原。

• 要检测酶标二抗是否彻底去除，可直接使用底物孵育膜

后对印迹膜进行成像。胶片曝光5分钟后，如果未检测

到信号，则表示已成功从膜上去除了酶标二抗。

• 要检测一抗是否彻底去除，可使用酶标二抗孵育膜，然

后使用漂洗缓冲液漂洗。加入底物孵育后对印迹膜进行

成像。胶片曝光5分钟后，如果未检测到信号，则表示已

成功从膜上去除了一抗。

6. 确定抗体完全剥离后，开始第二次检测。一般而言，印迹

膜可以剥离并重复检测多次，但可能需要更长的曝光时间

或更灵敏的底物。如果抗原不稳定，重新检测可能会导致

信号减弱。如果你需要通过检测看家基因表达的蛋白，对

样本上样量进行均一化，建议首次曝光时先检测目标蛋

白，以防印迹剥离后信号减弱。

化学发光免疫印迹的优化方案

一. 抗原浓度的优化 

1. 在SDS-PAGE样本缓冲液中配制不同浓度的蛋白样本，并

检测各种样本浓度。样本浓度需要在所用底物的检测范围

内。

2. 将相同体积的各个浓度样本上样至凝胶，进行电泳分离。

将样本转印至膜上。

3. 使用标准的封闭试剂封闭膜，使用一抗和酶标二抗进行孵

育。如果不确定最佳稀释比例，则根据底物的灵敏度使用

中间范围的稀释度。

4. 漂洗膜并加入底物，对印迹膜进行成像。

二. 膜封闭的优化

1. 电泳分离蛋白质样本并转印至膜上，或按“信号采集”一

节所述将蛋白质样本点布于膜上。

2. 根据设定的检测条件数目，将膜剪裁为膜条。使用下列组

合检测每种封闭液：

• 封闭液 + 一抗 + 酶标二抗 + 底物

• 封闭液 + 酶标二抗+ 底物

• 封闭液 + 底物

3. 将膜条置于各种封闭试剂中，确保膜条完全浸于溶液内。

室温下摇晃孵育各膜条1小时。

4. 加入含有10%(v/v)封闭试剂的一抗至对应的组内。将其他

组的膜条保留在封闭液中直至开始检测。如果不确定最佳

稀释比例，则根据底物的灵敏度使用中间范围的稀释度。

5. 除“封闭液+底物”组外，其他组都加入含有10%(v/v)封闭

试剂的酶标二抗溶液，如果不确定最佳稀释比例，则根据

底物的灵敏度使用中间范围的稀释度。

6. 漂洗膜并加入底物，对印迹膜进行成像。

三. 一抗浓度的优化

1. 电泳分离蛋白质样本，转印至膜上。或者按“抗原浓度的

优化”一节所述，将蛋白质样本点布于膜上。使用适当的

封闭试剂封闭膜。根据待检测的一抗稀释液数目，将膜剪

裁为膜条。

2. 使用含10% 封闭试剂(v/v)的漂洗缓冲液制备一抗稀释液，

加至膜条上。室温下孵育1小时。

3. 洗涤膜条，加入酶标二抗室温孵育1小时。再次洗涤，使用

适当的底物激发信号。通过胶片曝光或CCD成像系统检

测信号。

四. 膜漂洗的优化 

1. 使用漂洗缓冲液，如含0.05%Tween-20的PBS或TBS或其
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他生理缓冲液。

2. 一抗孵育后漂洗膜至少3次，每次5分钟，酶结合物孵育后

漂洗至少5次，每次5分钟。

3. 如果最后检测显示非特异性背景，则使用更大体积的漂洗

缓冲液或增加漂洗次数和时间。如果仍未改善，则可能是

其他步骤存在问题。

五. 酶标二抗浓度的优化 

测定新免疫印迹体系的最佳浓度时，一个简单的实验有助于避

免信号变化导致的失败。

1. 在三个 ( 或更多) 凝胶孔中加入相同量的目的蛋白。

2. 电泳分离蛋白质样本，转移至膜上。封闭非特异性结合位

点，使用一抗检测。

3. 洗涤后，从印迹膜上切下包含靶蛋白的膜条。

4. 使用不同浓度的酶标二抗检测各膜条。例如，对于 

SuperSignal West Pico PLUS 底物，使用 1:40 K、1:60 K 

和1:80 K 的稀释度(从1 mg/ml 储存溶液 )。室温摇晃孵育

膜条1小时。

5. 冲洗膜条并加入底物。底物孵育后，对膜条进行成像。

6. 等待1-2小时后再次对膜条进行成像。

7. 评估结果。例如，如果第二次曝光使用1:80K稀释可以获

得信号，而其他两个信号很微弱，则1:80K稀释度最接近

最佳条件。但是如果1:40K稀释可以获得很强的信号，而

其他两个信号很微弱，则浓度更高的稀释度更接近最佳条

件。

六. 检测方法的优化 

1. 电泳分离蛋白质样本，并转移至膜上或按“抗原浓度优

化”章节所述将蛋白质样本点布于膜上。

2. 封闭非特异性结合位点并使用一抗和含有10%封闭剂

(v/v)的酶结合物进行检测。

3. 如果抗体浓度未经过优化，则选择中间范围的数值。每次

孵育后洗涤膜。

4. 根据设定的底物曝光条件数目，从膜上切下膜条。配制底

物工作液待用。

5. 按照底物说明书，使用底物孵育膜条一段时间。

6. 用镊子从底物中取出膜条，轻拍边缘使之位于纸巾上，去

除多余的底物。

7. 将膜条置于塑料盖上，使用不同的时长对印迹膜进行成

像。选择信号清晰且背景较低的时间点。
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了解更多信息，请登录 thermofisher.com/western

订购信息
产品 规格 货号

蛋白质电泳    

Mini Gel Tank and Blot Module 套餐 1套 NW2000

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
10 to 180 kDa

10 x 250 
µL

26617

PageRuler™ Plus Prestained Protein 
Ladder, 10 to 250 kDa

10 x 250 
µL

26620

NuPAGE Bis-Tris中性pH预制胶 多种 多种

NativePAGE Bis-Tris 非变性预制胶 多种 多种

PowerEase™ 300W 电源 (230 VAC) 1台 PS0301
如需查看其他产品，请登录thermofisher.com/proteinelectrophoresis

蛋白质转印    

小型湿转模块 1个 B1000

PVDF膜，0.45 μm，26.5 cm x 3.75 m 1卷 88518

Pierce一步法转印缓冲液 200 mL 84742

iBlot 2干式转印设备 1台 IB21001

Power Blotter系统 1台系统 PB0012

Power Blotter XL系统 1台系统 PB0013
如需查看其他产品，请登录 thermofisher.com/proteintransfer

封闭缓冲液    

SuperBlock (PBS) 封闭缓冲液 1 L 37515

SuperBlock (TBS) 封闭缓冲液 1 L 37535

SuperBlock T20 (PBS) 封闭缓冲液 1 L 37516

SuperBlock T20 (TBS) 封闭缓冲液 1 L 37536

SuperBlock (PBS) 封闭缓冲液——印迹 1 L 37517

SuperBlock (TBS) 封闭缓冲液——印迹 1 L 37537

Pierce无蛋白 (PBS) 封闭缓冲液 1 L 37572

Pierce无蛋白 (TBS) 封闭缓冲液 1 L 37570

Pierce无蛋白T20 (PBS) 封闭缓冲液 1 L 37573

Pierce无蛋白T20 (TBS) 封闭缓冲液 1 L 37571

StartingBlock (PBS) 封闭缓冲液 1 L 37538

StartingBlock (TBS) 封闭缓冲液 1 L 37542

StartingBlock T20 (PBS) 封闭缓冲液 1 L 37539

StartingBlock T20 (TBS) 封闭缓冲液 1 L 37543

Pierce快速封闭缓冲液 500 mL 37575
如需查看其他产品，请登录 thermofisher.com/blockingbuffers

产品 规格 货号

自动化蛋白质免疫印迹处理系统

iBind Flex蛋白质免疫印迹处理系统套装 1 kit SLF2000S

IBind蛋白质免疫印迹处理系统套装 1 kit SLF1000S

如需查看其他产品，请登录 thermofisher.com/ibindflex

化学发光底物    

Pierce ECL蛋白质免疫印迹底物 500 mL 32106

Pierce ECL Plus蛋白质免疫印迹底物 100 mL 32132

SuperSignal West Pico Plus化学发光
底物

500 mL 34580

SuperSignal West Dura化学发光底物 200 mL 34076

SuperSignal West Femto最高灵敏度化
学发光底物

200 mL 34096

如需查看其他产品，请登录 thermofisher.com/chemisubstrates

CCD成像系统    

iBright CL1000成像系统 1 台 A32749

iBright FL1000成像系统 1 台 A32752

如需查看其他产品，请登录 thermofisher.com/ibright

剥离缓冲液    

Restore抗体剥离缓冲液 500 mL 21059

Restore PLUS加强型抗体剥离缓冲液 500 mL 46430
如需查看其他产品，请登录 thermofisher.com/strippingbuffers

X光胶片    

CL-XPosure胶片，13 x 18 cm 100 张 34090
如需查看其他产品，请登录 thermofisher.com/film

抗体    

Invitrogen一抗和二抗，用于蛋白质免疫
印迹分析

多种 多种

如需了解更多信息，请登录 thermofisher.com/antibodies
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