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活性蛋白整体方案
Active Protein Solutions

免疫印迹（Western Blot）的常见问题（FAQ）

1. Western blot 结果中的背景为什么较高?

可能的原因及建议

1. 膜封闭不够——延长封闭的时间；选择更加适合的封闭液。

2. 一抗稀释度不适宜——对抗体进行滴度测试，选择最适宜的抗体稀释度。

3. 一抗孵育的温度偏高——建议 4℃结合过夜。

4. 膜在实验过程中干过——实验过程中要注意保持膜的湿润。

5. 检测时曝光时间过长——减少曝光时间。

2. Western blot 结果中杂带较多

可能的原因及建议

6. 目的蛋白有多个修饰位点（磷酸化位点、糖基化位点、乙酰化位点等），本身可以呈现多条带。

查阅文献或进行生物信息学分析，获得蛋白序列的修饰位点信息，通过去修饰确定蛋白实际大小。

7. 目的蛋白有其它剪切本——查阅文献或生物信息学分析可能性。

8. 样本处理过程中目的蛋白发生降解——加入蛋白酶抑制剂；样本处理时在冰上操作。

9. 上样量过高，太敏感——适当减少上样量。

10.一抗特异性不高——重新选择或制备高特异性的抗体。

11.一抗不纯——纯化抗体

12.一抗或者二抗浓度偏高——降低抗体浓度。

3. Western blot 结果中无信号或显示信号弱

可能的原因及建议

13.检测样本不表达目的蛋白——选择表达量高的细胞作为阳性对照，用于确定检测样本是否为阴性。

14.检测样本低表达目的蛋白——提高上样量，裂解液中注意加入蛋白酶抑制剂。

15.转移不完全或过转移——可以用丽春红染膜并结合染胶（考马斯亮蓝）后确定条带是否转至膜上或转移过

头；适当调整转膜的时间和电流。

16.抗体不能识别测试种属的相关蛋白——购买抗体前应当认真阅读抗体说明书，确定其是否能够交叉识别测

试种属的对应蛋白。

17.一抗孵育时间不足——建议 4℃结合过夜。
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18.二抗与一抗不匹配——选择针对一抗来源的种属的抗体。

19.洗膜过度——洗膜时间不宜过长，加入的去垢剂不宜过强或过多，建议使用 0.1%的弱去垢剂 Tween-20。

4. 其它现象：

20.膜上多处出现黑点或黑斑——抗体与封闭试剂发生非特异性的结合。

21.反白（条带显白色）——目的蛋白含量太高或者一抗浓度偏高。

22.蛋白分子量偏低或偏高——胶浓度不适合，高分子量要用低浓度胶；小分子蛋白要用高浓度胶。

5. TBS 与 PBS 的区别

PBS 的缓冲能力强于 TBS（因为混合缓冲液在一定的离子强度下常常具有更宽的缓冲范围），TBS 在 PH7.0

以下缓冲能力较弱（不过 PBS 易污染）。但我们常常要根据我们实验目的选用合适的缓冲液，如在蛋白纯化中进行

阴离子交换层析，阳离子缓冲液首选 TBS；阳离子交换层析时，阴离子缓冲液则首选 PBS。

Western blot 中使用 TBS 和 PBS 均可，只是要根据需要选择合适的浓度。

6. Western 是否可以同时加两种或者多种一抗

通常情况下只加一种一抗。做 Western 在同一张膜上检测目的蛋白和内对照，也是先上目的蛋白的一抗、二

抗，ECL 显色、压片、洗片；漂洗以后，再上内对照的一抗、二抗，ECL 显色、压片、洗片。

7. PVDF 与 NC 膜的区别

PVDF 膜价格较贵，可重复使用，但结合能力较强。

NC 膜价格比较便宜，应用较广，结合牢固性较 PVDF 膜差，韧性也不如 PVDF，不能重复使用，但蛋白吸附

容量高，亲水性较好。

8. Western 一抗的选用

理论上单抗比多抗的特异性要好，但单抗种类较少一般价格偏高，所以一般来说多抗足够了。

9. Western 抗体和 ELISA 抗体的区别

一般来说用于 western 的抗体主要识别氨基酸序列特异性；而可用于 ELISA 的抗体则要看抗原种类，有些是

识别氨基酸序列特异性，有些是识别构像特异性。所以一般根据抗体说明书来确定。

做免疫印迹时选择抗体主要应考虑两个问题，一是所选抗体是否能识别凝胶电泳后转印至膜上的变性蛋白，另

一个是所选抗体是否会引起交叉反应条带。

10. “短路”现象的产生和处理
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如果纸、膜比凝胶大就比较容易形成短路了，上下两层虑纸也不能因过大而相互接触，这样同样会短路，电流

不会通过胶和虑纸。转移前和转移过程中看看电压就行，正常的半干是慢慢变高的，最后结束时一般是开始的 1.5-3

倍都是正常的。一般 Buffer 和滤纸选的对就不会短路。

11. Western Blot 的染色

23.阴离子染料是较常用的，特别是氨基黑，脱色快，背景低检测极限可达到 1.5μg，考马斯亮蓝虽然与氨基

黑有相同的灵敏度，但脱色慢，背景高。丽春红 S 和快绿在检测后容易从蛋白质中除去，以便进行随后的

氨基酸分析。缺点是：溶剂系统的甲醇会引起硝化纤维素膜的 皱缩或破坏。不能用语正电贺的膜。灵敏度

低。

24.胶体金，灵敏度高，检测范围可到 pg 级，但染色比稳定。

25.生物素化灵敏度位于 1、2 之间，可用于任何一种膜。

12. 大分子量蛋白转移效率低的解决方法

可以在转移缓冲液中加入 20%甲醇（是指终浓度），因为甲醇能增加蛋白质和 NC 膜的结合能力，同时可以延

长高分子量蛋白质转移时间；转移缓冲液加入终浓度 0.1% SDS，也是为了增加转移效率；选用优质的转移膜，或

使用小孔径的 NC 膜（0.2 微米）；使用戊二醛交联。太大时还可以考虑用琼脂糖胶；提高转移电压／电流；增加

转移时间。

13. DAB 显色、碱性磷酸酶-抗碱性磷酸酶显色原理

DAB 显色在辣根过氧化酶的作用下能形成一种灰褐色的产物，该产物难溶于醇和其他有机溶剂，DAB 的氧化

还能引起聚合作用，导致与四氧化锇反应而增加其染色强度和电子密度。碱性磷酸酶-抗碱性磷酸酶显色中，酶将

奈酚磷酸（底物）水解成酚类和磷酸。酚和无色的重氮盐（显色原）结合而产生有色的、不溶性偶氮染料。

14. 酶显色与荧光显色的优缺点

免疫酶技术就是用酶标记已知抗体（或抗原），然后与组织标本在一定条件下反应并结合，结合形成的复合物

中所含有的酶分子遇到底物时，会催化底物水解、氧化或还原，从而发生显色反应。免疫酶组化技术分为酶标记法

与非标记抗体技术，前者是将酶通过交联剂结合在抗体分子上，形成酶标记抗体。后者是将酶作为抗原与相应的特

异性抗体连接进行的免疫反应，称为非标记抗体酶技术。

免疫荧光技术中的荧光抗体染色标本不能长期保存，对组织细胞的细微结构分辨不清，但免疫酶技术则能克服

上述不足，标记免疫酶技术的敏感性更优于免疫荧光法。酶显色产物具有较高的电子密度，经过适当处理还可以进

行免疫电镜观察。
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