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荧光蛋白质免疫印迹—
入门指南

表1. 免疫印迹检测技术对比

化学发光 荧光

信号源 酶促反应的间接信号 荧光基团的直接信号

信号持续时间 较短（几分钟到几小时） 较长（几天到几周）

灵敏度 优异，可用底物种类多样 良好，但可能需要更高浓度的二抗

一致性 印迹间可能存在差异 印迹间的重复性较高

检测 胶片和成像仪器 需要带有合适光源和滤光片的成像仪器

定量 单通道检测使标准化较为困难 带有内部对照的多重分析技术使标准化较易实现

其他注意事项 • 相似分子量的靶点需要进行剥离和印迹的重新检
测

• 曝光时间可以较长，因为捕捉信号时不需要激发
光源

• 需要注意避免荧光背景

• 由于少量的激发光会穿过滤光片，因此曝光时间更长会导
致背景荧光较高。

蛋白质免疫印迹是生命科学研究中的一项重要技术。尽管

大多数生命科学研究者采用化学发光底物进行检测，但由于

对多重分析的需求不断增加，现在越来越多的科学家正在

使用荧光检测法。随着先进的数字成像仪器，如Invitrogen™ 

iBright™ FL1000成像系统的推出和荧光偶联技术的改进，现

在科学家们已经拥有利用一系列荧光染料和抗体来进行免

疫印迹检测的必备工具。这些进步不仅为进行荧光检测提供

了便利，而且成本下降、灵敏度提高。总体而言，荧光检测法

和化学发光检测法的免疫印迹流程类似，两种方法各有优点

（表1）。在此我们向您分享我们关于荧光免疫印迹的实践经

验，助您成功使用荧光免疫印迹。

 

优化的荧光检测注意事项

开始使用荧光免疫印迹时，需要对一些试剂和步骤进行优

化，以保证背景荧光不会干扰到目标蛋白质的检测。以下为

开始时的一些操作建议：

• 含有溴酚蓝的样品缓冲液会发出荧光，可能会增强背景荧

光。建议考虑使用不含溴酚蓝的荧光相容性样品缓冲液，

如Invitrogen™荧光相容性样品缓冲液（货号LC2570）。 

建议：如果使用含有溴酚蓝的样品缓冲液，则可在转
印前使染料前沿与凝胶分离开或在转印后从印迹膜
上切下染料前沿，以防止产生背景荧光信号。



• 建议减少凝胶中上样的分子量标记物的数量。可使用标准
的预染分子量标记物，但是如果标记物包含荧光条带，则
需对上样量进行优化，因为过度上样会增强背景荧光并增
加对邻近泳道的信号渗透。Invitrogen™ iBright™预染蛋白
质分子量标准品（货号LC5615）可提供预染蛋白质和用于
检测的荧光条带。一般情况下，2–4 µL的iBright预染蛋白
质分子量标准品足以看清楚和进行荧光检测。

• 为了消除主要的背影荧光源，可使用自发荧光较低的
膜，包括硝酸纤维素NC膜和低荧光PVDF膜，如Thermo 
Scientific™低荧光PVDF转印膜（货号22860）。

• 建议只使用经过过滤的高质量缓冲液，如Thermo 
Scientific™ Blocker™ FL荧光封闭缓冲液（货号37565）。因
为漂洗和封闭缓冲液中的微粒和污染物可能会遗留在膜
上并产生荧光伪迹。另外，在封闭去污步骤中最好不要使
用去污剂，因为普通的去污剂会有自发荧光并增强非特异
性背景。

• 处理膜时必须佩戴手套并使用清洁的镊子，以尽量避免
膜上出现可能会增强背景荧光并造成伪迹的污染和刮痕。

• 使用荧光法时二抗的浓度一般较高。需进行优化才能实
现较高的信噪比，但不论是何种荧光偶联物，在iBright 
FL1000成像系统上成像的建议浓度范围一般均为0.4-0.1 
µg/mL（1:5000–1:20000）（图1）。Invitrogen™ Alexa 
Fluor™ Plus二抗具有高信噪比和较低的交叉反应性，可减
少优化所需的时间。 

图1. 使用Alexa Fluor Plus荧光二抗可实现优异的检测和较高的灵敏度。图像以灰度显示以便进行对比。使用稀释度为0.4-0.1 µg/mL（1:5000–1:20000
）的二抗时，曝光时间少于30s。对HeLa细胞裂解液进行连续稀释（每个泳道中上样20-2.5 µg），在SDS-PAGE凝胶上电泳，然后将其转印至硝酸纤维素膜
上。先后使用1:1000稀释度的Invitrogen™ HDAC1多克隆抗体（货号 PA1-860）和1:5000、1:10000或1:20000稀释度的Invitrogen Alexa Fluor Plus二抗（货
号A32731、A32732、A32733、A32734或A32735）进行过夜孵育。使用智能曝光工具iBright FL1000成像系统捕捉图像；每张膜的曝光时间列在右侧的表
格中。所有图像均单独调整为同样的色度水平。

HeLa 溶解产物

Alexa Fluor Plus 488

Alexa Fluor Plus 555

Alexa Fluor Plus 647

Alexa Fluor Plus 680

Alexa Fluor Plus 800

二抗稀释比率

二抗终浓度

1:20,000

0.1 μg/mL

0.05 0.97 1.36

0.77 1.25 1.59

12.74 19.54 27.55

11.06 11.03 17.24

1.49 2.43 2.84

智能曝光时间 (s)

1:10,000

0.2 μg/mL

1:5,000

0.4 μg/mL

20 μg 20 μg 20 μg
2.5 μg 2.5 μg 2.5 μg

建议：避免在膜上使用钢笔，因为许多墨水会发荧光。
建议使用铅笔。



建议：不要往封闭液中添加去污剂，否则可能会增强
背景荧光。

建议：对于一般孵育盒，至少用15 mL封闭缓冲液（对
于mini印迹）和30 mL的封闭缓冲液（对于midi印迹）
，以将膜完全覆盖。避免使用小体积，因为摇晃和覆
盖的不同会导致背景荧光较高或不均匀。

建议：可减少漂洗时间，可用蒸馏水冲洗孵育盒4次，
然后继续用漂洗缓冲液漂洗3次，每次5分钟。

材料

• 硝酸纤维素膜或低荧光PVDF膜（货号：22860，或同类产
品）

• 经过过滤的封闭缓冲液（如封闭剂FL荧光封闭缓冲液，货
号37565）

• 漂洗缓冲液（如含0.05%Tween™-20去污剂的Tris缓冲液
或磷酸盐缓冲盐水，货号28360或28352）

• 一抗和荧光标记的二抗

1. 完成蛋白质转印后，用去离子水漂洗膜4次，在摇床上洗涤，每次持续
5分钟。

2. 用去离子水将封闭剂FL荧光封闭缓冲液（10×）稀释至1×。

建议：可将等量的蛋白质样品用于荧光和化学发光
法。一般根据靶点的丰度和样品的浓度上样10–50 
µg的裂解液。

建议：使用Alexa Fluor Plus二抗时，将膜干燥可提
高信噪比；如果将膜适当储存，信号可在几天到几
周的时间内保持稳定。

• 孵育盘或容器（如Thermo Scientific™ Mini或Midi凝胶孵
育盘，货号22843或22841）

•  iBright FL1000成像系统或同类产品

图2.干燥或湿润的膜可提供相似的荧光成像结果。对HeLa细胞裂解液
进行连续稀释（每个泳道中上样20~2.5 µg），在SDS-PAGE凝胶上电
泳，然后将其转印至硝酸纤维膜。先使用1:1000稀释度的HDAC1多克
隆抗体（货号PA1-860）过夜孵育，再用1:10000（0.2 µg/mL）稀释度的
Invitrogen Alexa Fluor Plus 555山羊抗兔IgG（H+L）高度交叉吸附二抗
（货号A32732）在室温孵育1小时后检测。使用智能曝光工具在iBright 
FL1000成像系统上捕捉图像。每张膜的图像均单独调整为同样的色度水
平。Alexa Fluor Plus 555信号为伪彩黄色。 

Alexa Fluor Plus 555

曝光时间

1.2 seconds

0.4 seconds干燥

HeLa 
裂解液

20 μg
2.5 μg

湿润 

步骤

荧光蛋白质免疫印迹流程

8. 在室温下用稀释的二抗孵育膜1小时，并摇晃。注意避光。

9. 用漂洗缓冲液漂洗6次并摇晃，每次5分钟。注意避光。

10. 可在膜仍然湿润时立即对其进行成像，或在其变干后进行成像（图
2）。在成像前将每个印迹放入文件保护袋中或放在清洁表面上以
防止污染。选择智能曝光工具，如选择荧光检测法，设定不同的荧
光通道在iBright FL1000系统上成像。

11. 如需干燥膜，为了在干燥时保证避光，将膜放置在两片滤纸之间。
将膜干燥可延长膜的储存时间并能够减少曝光时间。为防止光漂
白将膜储存在阴暗处。3. 在室温下用充足体积的封闭液孵育膜15至30分钟，并摇晃。

4. 根据供应商的建议用封闭缓冲液稀释一抗。

5. 用一抗孵育膜1小时，并轻轻摇晃，4°C孵育过夜。

6. 用漂洗缓冲液漂洗膜6次并摇晃，每次5分钟。

7. 用适当体积的漂洗缓冲液稀释偶联二抗，浓度为0.1-0.4 µg/mL。或
者，也可用封闭缓冲液稀释二抗。将2 mg/mL的抗体储备液稀释为
1:5000至1:20000： 

 – 1:5000：用15 mL的漂洗缓冲液稀释3 µL的二抗

 – 1:10000：用15 mL的漂洗缓冲液稀释1.5 µL的二抗

 – 1:20000：用15 mL的漂洗缓冲液稀释0.75 µL的二抗 



建议使用的二抗
用于免疫印迹的宽范围Invitrogen Alexa Fluor和Alexa Fluor Plus偶联二抗可提供

不重叠光谱，以进行多重分析。同一泳道里的多个靶点蛋白可以用不同颜色的荧

光展现出来。我们的Alexa Fluor Plus二抗兼具更好的灵敏度和更低的背景荧光，

可获得更好的多重分析结果。以下是用于蛋白质免疫印迹的二抗示例。

订购信息

抗体 偶联物 数量 货号

山羊抗小鼠IgG（H+L）高度交叉吸附二抗

Alexa Fluor Plus 488 1 mg A32723

Alexa Fluor Plus 555 1 mg A32727

Alexa Fluor Plus 647 1 mg A32728

Alexa Fluor Plus 680 1 mg A32729

Alexa Fluor Plus 800 1 mg A32730

山羊抗兔IgG（H+L）高度交叉吸附二抗

Alexa Fluor Plus 488 1 mg A32731

Alexa Fluor Plus 555 1 mg A32732

Alexa Fluor Plus 647 1 mg A32733

Alexa Fluor Plus 680 1 mg A32734

Alexa Fluor Plus 800 1 mg A32735

如需了解更多有关二抗的信息，请访问 thermofisher.com/secondaryantibodies

Performance 
guaranteed

条款及条件适用。如需了解我公司有关抗体性能保证的所有详细信息，请访问 thermofisher.com/antibody-performance-guarantee

如需了解更多有关Alexa Fluor Plus二抗新产品的信息，请访问 
thermofisher.com/alexafluorplus

Alexa Fluor



如需了解智能凝胶成像系统，请访问 thermofisher.com/ibright

如需了解严格验证的抗体，请访问 thermofisher.com/antibodies

疑难解答

问题 可能原因 解决方案

总体背景水平高

二抗浓度较高，导致背景增强
• 降低抗体浓度

一抗浓度较高，导致检测到非特异性条带

封闭步骤中的去污剂可能是导致荧光检测法
时有背景荧光的一个来源

• 使用不含去污剂的封闭缓冲液

漂洗不足会导致背景荧光较高，信噪比较低

• 增加漂洗次数和/或每次漂洗所使用的缓冲液体
积

• 将Tween-20去污剂加入到漂洗缓冲液中，使最终
浓度达到0.05%

曝光时间过长

• 减少曝光时间

• 在iBright FL1000系统上使用智能曝光工具获取
优化图像

背景荧光水平不均匀

漂洗和孵育体积较低
• 对于一般孵育盒，应当使用至少15 mL的体积（对
于mini印迹）和30 mL的体积（对于midi印迹），以
将膜完全覆盖

PVDF没有用甲醇或乙醇进行适当预湿处理，
或在印迹时没有保持充分湿润

• 在蛋白质转印和转印缓冲液平衡前，确保用甲醇
或乙醇使膜充分湿润

• 如果印迹过程中膜变干，几秒内用100%的甲醇或
乙醇将其再次湿润并在继续进行封闭步骤前用去
离子水冲洗。

信号弱或无信号

一抗浓度不够 • 增加一抗浓度

抗体可能已失去活性 • 进行斑点杂交，以测定其活性

曝光时间过短

• 增加曝光时间

• 在iBright FL1000系统上使用智能曝光工具获取
优化图像

仪器设置错误 • 确保为荧光基团选择了正确的激发和发射波长
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