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活性蛋白整体方案

Active Protein SolutionsFar-Western Blot

Far-western blot 是一种检测蛋白间相互作用的分子生物学方法。它可以验证已知蛋白间的相互作用，或分析已知

蛋白和未知蛋白间的相互作用。Far-Western blot 技术与 Western blot 相似。在 Western blot 实验中，用特异

性抗体（一抗）去检测膜上的蛋白，HRP 标记的二抗与一抗结合，通过显影观察膜上的蛋白。而在 Far western blot

中，将靶蛋白固定在 PVDF/NC 膜上，用诱饵蛋白(已知蛋白）作为探针去检测膜上的靶蛋白，再利用特异性抗体孵

育、检测，以此来分析靶蛋白和诱饵蛋白间的相互作用。

Far-western blot 分析范围

 分析已知蛋白间的相互作用；

 分析已知蛋白和未知蛋白间的相互作用；

Far-western blot 的优缺点

优点：

 实验重复性好；

 Far-western blot 可以一次对多个组织样本进行分析；

 具有相互作用的蛋白的分子量可以立即确定；

缺点：

 实验过程涉及多个洗涤步骤，弱相互作用很难被检测到；

 如果靶蛋白在组织中含量低则相互作用很难被检测到；

 实验可能涉及蛋白变性及复性，无法检测依赖于天然结构的相互作用。

实验流程

Far-western blot 实验流程主要包括：①凝胶电泳；②转膜；③封闭；⑥孵育；⑦检测。下面对 Far-western blot

的实验操作流程做系统介绍。
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图 1：Far-western blot 实验流程

凝胶电泳

通过凝胶电泳将样品中不同大小的蛋白分离开来。电泳可以用十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳 SDS-PAGE

或天然 PAGE 分离。

转膜

样品中的蛋白在凝胶上分离后，将蛋白质从凝胶转移到膜上。此步骤的目的为将蛋白附着到膜的表面，使蛋白变得

易于探测。在转膜的过程中需小心操作，避免污染问题。如果转膜过程存在污染，则最终检测结果会出现很高的背

景。

封闭

转膜结束后一般采用异源性蛋白质封闭整张膜，以阻塞非特异性结合位点。常用的封闭剂有脱脂奶粉、BSA 等。需

要说明的是，封闭剂有可能会发生交叉反应或者以其它的方式破坏待研究的蛋白相互作用，需要根据经验确定合适

的封闭剂。

探针孵育

将诱饵蛋白与封闭后的膜共孵育，使诱饵蛋白与 NC 膜上相互作用的蛋白结合，孵育后洗去未结合的诱饵蛋白。探

针蛋白通常可以利用大肠杆菌表达系统生产出来，虽然细胞裂解液也可以作为探针蛋白，但是为了降低实验背景，

最好选择纯化的蛋白作为探针（诱饵蛋白的纯度越高，实验的成功率就越高）。

探针蛋白检测

检测探针蛋白的策略通常有以下几种：

 未标记的诱饵蛋白→酶标记的诱饵特异性抗体→ 底物试剂

 放射性标记的诱饵蛋白→ 暴露于胶片

http://www.detaibio.com/topics/sds-page-technology.html
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 生物素化的诱饵蛋白→ 酶标记的链霉抗生物素蛋白→ 底物试剂

 融合标记的诱饵蛋白→ 标签特异性抗体→ 酶标记的二抗→ 底物试剂

实验对照设置

为了提高结果的准确性，需要设置合适的实验对照。例如，如果诱饵蛋白为 GST-融合蛋白，则单独设置一组 GST

标签实验组作为阴性对照，排除 GST 标签本身与膜上的靶蛋白存在非特异性结合的可能性。

Far-western blot VS.Western blot

注意事项:

检测标记时，通常用酶（辣根过氧化物酶或碱性磷酸酶）标记抗体。相比之下，诱饵蛋白不选用酶标记，因为大的

酶标记可能在空间上阻碍诱饵和靶蛋白之间结合。

相关阅读

 免疫共沉淀（Co-IP）

 生物膜干涉技术（BLI）

 蛋白质芯片技术

Far-western bloting western bloting

实验目的 检测蛋白质间相互作用 蛋白检测

凝胶电泳 还原或非还原条件（通常） 还原（通常）或非还原条件

转模 根据经验确定最佳的膜和转移系统 根据经验确定最佳的膜和转移系统

封闭 根据经验确定封闭剂 根据经验确定封闭剂

探针 诱饵蛋白 一抗

实验对照 需要 不需要

http://www.detaibio.com/topics/co-ip-overview.html
http://www.detaibio.com/Interaction-theory.html
http://www.detaibio.com/topics/protein-microarrays.html
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