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不同参数对蛋白免疫印迹法结果的影响
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摘要:［目的］探讨曝光时间、洗脱时间等参数对蛋白免疫印迹法结果的影响。［方法］通过测量灰度值，比较不同曝光

时间( 6 s 和 21 s) 、洗脱时间( 30 min 和 8 h) 以及图像处理软件( Image J 和 Imagequant TL) 对蛋白免疫印迹法结果的影

响。［结果］上样量比值为 2∶1 的蛋白曝光 6 s 的灰度值读数分别为 14766 ± 724 和 7171 ± 577 ( n = 3 ) ，均数比值为

2． 1∶1。延长曝光至 21 s 后相同样品灰度值分别为 14932 ± 1198 和 11994 ± 616 ( n = 3) ，均数比值减小为 1． 2∶1; 洗脱

30 min和 8 h 后的曝光结果相比，上样量为 1． 64 μg 蛋白灰度值分别为 23713 ± 1895 和 22892 ± 571 ( n = 3) ，差异无统

计学意义; Image J 和 Imagequant TL 两种软件对倍比梯度上样的蛋白样品读值，比值分别为 1 ∶ 0． 56 ∶ 0． 41 ∶ 0． 22 和

1∶0． 59∶0． 40∶0． 15; 对两组读值进行直线回归分析，可得斜率分别为 0． 13 和 0． 14，提示两组读值趋势一致。［结论］曝

光时间对蛋白免疫印迹法结果有明显影响，高丰度蛋白需要低曝光时间，才能保持确切的倍比关系; 洗脱时间超过

30 min对蛋白免疫印迹法灰度值结果没有直接影响; 不同图像处理软件对灰度值结果分析趋势一致。
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Effects of different parameters on the results of immunoblotting
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Abstract: ［Objective］To investigate the effects of parameters such as exposure time and elution time on the results of immu-
noblotting experiments．［Method］Comparing the effects of different exposure time ( 6 s and 21 s) ，elution time ( 30 min and
8 h) and image processing softwares ( Image J and Imagequant TL) on immunoblotting results by measuring the gray density
values．［Ｒesult］The grayscale values of protein exposed 6s with a 2∶1 ratio were 14766 ± 724 and 7171 ± 577( n = 3) ，respec-
tively，and the mean ratio was 2． 1 ∶ 1． However，after extended exposure time to 21 s，the gray value of the same sample was
14932 ± 1198 and 11994 ± 616( n = 3) ，respectively，and the mean ratio decreased to 1． 2∶1． Compared with the exposure re-
sults after elution for 30 min and 8 h，the grayscale values of protein loading were 23713 ± 1895 and 22892 ± 571( n = 3) after
elution． The differences were not statistically significant． The Image J and Imagequant TL softwares compared the reading values
of the protein samples on the multiple ratio gradient with the ratios of 1∶0． 56∶0． 41∶0． 22 and 1∶0． 59∶0． 40∶0． 15． Through line-
ar regression analysis，it can be concluded that the slope of the equation is similar，0． 13 and 0． 14 respectively，and the two
lines almost coincide．［Conclusion］The exposure time significantly changed the results，and high protein density required low
exposure time to maintain the best multiple ratio relationship． The elution time more than 30 min had no direct effect on the re-
sults of immunoblotting grayscale． The different kinds of processing software have no obvious influence on the gray value result．
Keywords: immunoblotting; Western Blot; Grey value; exposure time; elution time
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蛋白免疫印迹法( 又称 Western Blot) 是每个蛋

白质分析实验室的标准工具［1］，它是指把聚丙烯酰

胺( SDS － PAGE) 凝胶电泳中分离的蛋白转移到聚

偏氟乙烯 ( PVDF) 膜上，然后用抗体等对其进行检

测，以识别特定的多肽［2 － 3］。这种技术对蛋白质混

合物中特定蛋白的鉴别和鉴定具有高敏感度和准确

性［4］，对于研究特定蛋白相对丰度、相对分子量等也

具有重要的作用［5 － 6］。因此，其在许多科学研究领

域如分子生物学等学科中得到广泛应用［7］。
Western Blot 实验步骤总体分为蛋白制备、电

泳、转膜、一抗二抗孵育等五大步骤［8］，正是由于步

骤繁多，每一步都可能影响结果可靠性和重现性［8］。
有研究分析 Western Blot 半定量检测对促红细胞生

成素纯度的误差，发现总体误差大于 35%［9］。另一

以丙型肝炎病毒编码的核心蛋白为目的蛋白的研究

检测其分析误差为 15% 左右，其中蛋白上样量、抗

体浓度等可变因素均可成为其误差源［10］。因此，严

格控制参数变化是做好 Western Blot 的关键。
目前已有研究表明在实验过程中对于磷酸化蛋

白湿转比半干转效果更佳，蛋白稀释比为 1 ∶ 5 000
时蛋白信号较好［11］; 对于 P － 糖蛋白同样湿转且条

件为 120 V，2 h 更好［12］; 而 3 种常用细胞裂解液适

用于不同分子量蛋白并影响其光密度值［13］。综上

可知，不同实验条件对结果确实有一定影响，但以上

极少有涉及到抗体孵育以后实验参数的作用。特别

是实验后期曝光时间、洗脱时间等参数对结果分析

也具有重要影响。洗脱可以消除背景并除去未结合

的抗体，而 洗 脱 时 间 过 长，则 会 减 少 蛋 白 表 达 信

号［14］; 成像分析则是膜上的蛋白与一抗结合后再与

酶标的二抗结合起反应，加入化学发光底物后，通过

化学发光法将化学发光信号转化为图片形式，进行

成像灰度分析以确定蛋白表达［15］。故本文拟比较

曝光时间、洗脱时间以及不同图像处理软件等对蛋

白灰度值检测稳定性的差异，以期在蛋白质检测层

面为进一步深入研究蛋白提供技术参数支持。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验材料

1 只 6 w 的 SPF 级雄性小鼠( C57BL /6 ) 购自上

海斯莱克公司。
1． 1． 2 试剂

十二烷 基 硫 酸 钠 ( SDS ) 、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷

( Tris) 、甘氨酸( Glycine) 、甘油、甲醇( Methanol) 、氯
化钠( NaCl) 、氯化钾( KCl) 、磷酸二氢钾( KH2PO4 ) 、
十二水合磷酸氢二钠( Na2HPO4·12H2O) 购自国药

集团化学试剂有限公司; ＲIPA( Ｒadio Immunoprecipi-
tation Assay) 裂解液、溴酚蓝、BSA 牛血清蛋白、吐温

－ 20、通用型 ECL 化学发光试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司; 预染蛋白 Marker 购自美国 Ther-
mo Fisher 公司; 5 × 上样缓冲液、12% 电泳预制胶 15
孔、HＲP( 辣根过氧化物酶) 标记的山羊抗兔 IgG 购

自上海生工生物有限公司; β － actin 抗体( β － actin
( 13E5) Ｒabbit mAb) 购自美国 CST 公司。
1． 1． 3 仪器

MU － C04 － 0120 干式恒温器、GS － 10 轨道式

摇床购自杭州米欧仪器有限公司; Mircrofuge 22Ｒ 台

式高速 离 心 机 购 自 美 国 贝 克 曼 库 尔 特 公 司; Five
Easy Plus 台式 pH 计购自美国梅特勒托利多有限公

司; MP3 多功能微型垂直板电泳系统、PVDF 膜( 0． 2
μm) 、小型湿式转印电泳槽购自美国伯乐公司; Am-
ersham Imager 600 化学发生物分子成像仪购自美国

GE 公司，图像处理软件 Image J( 版本号为 1． 8． 0) ，

图像处理软件 Imagequant TL( 版本号为 8． 1) 。
1． 1． 4 培养基

分别按照表 1 配制所需溶液，均混匀后常温保

存备用。1 × 磷酸盐吐温缓冲液 ( PBST) : 10 × PBS
稀释成 1 × PBS，取 100 mL10 × PBS 于量筒内，再加

900 mL 超纯水定容至 1 000 mL，加 1 mL 吐温 － 20
搅拌均匀( pH =7． 2) 。

表 1 5 × SDS － PAGE 电泳缓冲液的配制

Tab． 1 Preparation of 5 "Electrophoretic buffer

Composition Content

Tris 15． 1 g

Glycine 94． 0 g

SDS 5． 0 g

ddH2O Add to total volume 1 000 mL

表 2 1 × 转移缓冲液的配制

Tab． 2 Preparation of 1 "Tris － Glycine transfer buffer

Composition Content

Glycine 14． 4 g

Tris 3． 0 g

Methanol 200 mL

ddH2O Add to total volume 1 000 mL
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表 3 10 × PBS 溶液的配制

Tab． 3 Preparation of 10 × PBS

Compositions Content

NaCl 80． 0 g

KCl 2． 0 g

KH2PO4 2． 4 g

Na2HPO4·12H2O 36． 0 g

ddH2O Add total volume 1 000 mL

1． 2 方法

1． 2． 1 蛋白制备

小鼠( C57BL /6) 脱颈处死后肺组织取材，液氮

下研磨后称重，按每 20 mg 组织加入 150 ～ 200 μL
ＲIPA 裂解液，冰浴静置 1 h 充分裂解蛋白; 在 12 000
r /min，4 ℃、20 min 条件下离心后备用。
1． 2． 2 BCA 法测定蛋白质浓度

测得肺组织蛋白原液浓度为 6． 55 mg /mL。
1． 2． 3 样品准备

先将 5 × 上样缓冲液与裂解液按照 1∶ 4 的比例

混匀，与样品、裂解液以 2∶ 2∶ 1 的体积比混合形成母

液，再对倍稀释。加样前先 100 ℃加热 5 min，然后

以 10 000 r /min、4 ℃离心 10 min，使蛋白样品充分

变性。
1． 2． 4 SDS － PAGE 电泳

将凝胶玻璃板固定于电泳装置并放入电泳槽

内，在槽内外加入 1 × SDS 电泳缓冲液。对照孔加入

蛋白 Marker，其他孔加入等体积梯度浓度样品。加

样完成后，接通电源，由于使用的是连续不分层的预

制胶，故将电压调至 110 V，约 90 min 电泳至溴酚蓝

到达分离胶的底部时停止。
1． 2． 5 湿转移

电泳结束后，取干净的电转槽，倒入转移缓冲

液。将转印夹置于平面，依次平铺放上海绵、薄滤

纸、胶( 切除多余部分) 、PVDF 膜 ( 甲醇溶液中浸泡

活化 1 min) 、薄滤纸、海绵合成三明治结构放入装有

冰盒的转移槽内，并将整个转移槽放入冰水混合物

中，保持转膜过程中的低温，120 V 转膜 1 h。
1． 2． 6 封闭、抗体孵育及检测

将转膜后的 PVDF 膜放入抗体孵育盒中，加入

适量的封闭液，在室温下孵育 1h 左右以封闭膜上剩

余疏水结合位点。按照比例为 1∶ 1 000 将 1 μL 的抗

体加 到 1 mL 封 闭 液 中，4 ℃ 摇 床 过 夜 孵 育。用

PBST 洗膜 3 次，每次 10 min 以洗去未结合的抗体;

根据抗体说明书按照比例为 1∶ 10 000 将 1 μL 的抗

体加入到 10 mL 的封闭液中，室温下孵育 1 h。用

PBST 洗膜 3 次，每次 10 min，另外一组则洗膜总时

间为 8 h。将膜取出用显色液中 A 液与 B 液等比例

混匀后浸润进行显影，分别曝光 6 s 和 21 s 及利用

Image J 和 Imagequant TL 两种图像处理软件读取灰

度值检测蛋白表达量变化。
1． 2． 7 统计学处理

实验数据用均数 ± 标准误差( means ± SEM) 表

示，实验独立重复 3 次，采用 SPSS 24． 0 软件进行 t
检验、直线回归分析，P #0． 05 表示具有显著性差异。

2 结果与分析

2． 1 不同曝光时间对蛋白免疫印迹法检测蛋白结

果的影响

实验分析比较了不同曝光时间对实验结果的影

响。用 Image J 对 4 条蛋白条带进行多次灰度值读

值分析，上样量为 6． 55 μg 和 3． 28 μg ( 比值为 2∶ 1)

的蛋白曝光 6 s 后的灰度值读数分别为 14766 ± 724
和 7171 ± 577( n = 3 ) ，均数比值为 2． 1 ∶ 1，倍比关系

接近于其上样量; 但曝光 21 s 后两上样量的灰度值

均变大，分别为 14932 ± 1198 和 11994 ± 616 ( n =
3) ，均数比值为 1． 2∶ 1，与上样量相比已不成倍比关

系( 图 1) 。结果提示: 如 β － actin 这样的高丰度蛋

白需要相对较低的曝光时间，才能保持确切的倍比

关系，或者建议可采用连续曝光，找到最符合的曝光

时间。

图 1 不同曝光时间对蛋白免疫印迹结果的影响

Fig． 1 Effects of different exposure times on Western Blot results
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2． 2 不同洗脱时间对蛋白免疫印迹法检测蛋白结

果的影响

实验分别比较了蛋白上样量为 1． 64 μg 和 0． 82
μg 在 30 min 和 8 h 洗脱时间对于蛋白免疫印迹法

转印蛋白结果的影响，发现两次洗脱都很干净，β －
actin 都出现聚集无弥散、背景清晰的条带( 图 2) ，蛋

白上样量为 1． 64 μg 在洗脱 30 min、8 h 后的灰度值

分别为 23713 ± 1895 和 22892 ± 571 ( n = 3) ，无统计

学差异( P $0． 05) ; 蛋白上样量为 0． 82 μg 在洗脱 30
min、8 h 的灰度值分别为 13514 ± 3354 和 11117 ±
4175( n = 3) ，无统计学差异( P $0． 05 ) 。提示: 洗脱

时间超过 30min 并不会改变蛋白结果图像灰度值之

间的差异。

图 2 洗脱时间对蛋白免疫印迹结果的影响

Fig． 2 Effects of elution times on Western Blot results

2． 3 不同图像处理软件对蛋白免疫印迹法检测蛋

白结果的影响

实验按照 6． 55 μg、3． 28 μg、1． 64 μg、0． 82 μg
的蛋白梯度上样获得信号后，分别用 Image J 和 Im-
agequant TL 读取灰度值并进行比值比较( 图 3) 。以

各组 6． 55 μg 蛋白灰度值为 1，其它各浓度蛋白灰度

值均数比分别为 1∶ 0． 56∶ 0． 41∶ 0． 22 和1∶ 0． 59∶ 0． 40
∶ 0． 15。对上述两种软件获得的蛋白灰度值比值进

行直线回归分析，相关系数 Ｒ2分别为 0． 99 和 0． 97，

提示两种软件获得各组浓度灰度值呈现良好线性关

系。比较线性方程斜率，分别为 0． 13 和 0． 14，提示

两种软件读值对组内梯度上样的蛋白样品灰度值趋

势一致。

图 3 不同软件对蛋白免疫印迹结果的影响

Fig． 3 Effects of different softwares on Western Blot results

3 讨论

蛋白质印迹法是由瑞士的 Towbin Harry 在 1979
年提出的，Burnette Neal 于 1981 年首次称其为 West-
ern Blot［16］。在过去的 30 年中，蛋白免疫印迹法的

使用量不断增加，目前它已经成为全球科学实验室

中使用最广泛的分析技术之一［17 － 18］。这种多步骤

的方法不仅能够确定目标蛋白的存在与否、大小、状
态，还可以对复杂蛋白混合物或匀浆中的特异性蛋

白进行半定量分析［19］。
Western Blot 要获得可量化的结果，通常需要将

样品连续对倍稀释来进行测量［20］。但由于该方法

具有步骤较繁琐，实验变量较多等特性，使得应用该

法测定蛋白量时会降低其灵敏度，成为一种半定量

补充分析方法［21 － 22］。在此之前，已有研究对蛋白免

疫印迹各种参数进行实验结果分析，比如选用高电

压、短时间电泳组合，以及含 20% 甲醇转移缓冲液

则更有助于小分子蛋白免疫印迹检测［23］; 在 0． 1%
转移缓冲液中加入 SDS 及降低甲醇浓度可提高 60
～90 kDa 蛋白的转移结果［24］; 还可以通过设计凝胶

的浓度来使其适合多种分子量的蛋白［25］; 此外不同

裂解液也会影响蛋白显示结果［26］。
基于以上前中期实验变量的研究，由此许多人

忽视了实验后期参数对实验结果的重要性。而本实

验的切入点是实验后期的参数，即比较不同曝光时

间、洗脱时间和不同图像处理软件对蛋白检测结果
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的影响。对于曝光时间，本实验结果显示: 曝光 6 s
其灰度值结果比值 2． 1 ∶ 1 与原始上样量 ( 比值为

2∶ 1) 倍比关系基本一致，但曝光 21 s 后两上样量的

灰度值均变大，分别为 14932 ± 1198 和 11994 ± 616
( n = 3) ，均数比值为 1． 2∶ 1，与上样量相比不成倍比

关系。β － actin 这种结构性表达蛋白通常在样品中

高度表达，曝光时间越长，越容易导致其过曝超出其

检测范围上限，导致有倍比关系的两上样蛋白检测

值接近，趋近于固定值［20，27］。目前还未有研究表示

洗脱时间能否改变灰度值结果，而我们的实验表明，

洗脱 30min 和 8h 后的曝光结果相比，蛋白上样量为

1． 64 μg 在 洗 脱 30 min、8 h 后 的 灰 度 值 分 别 为

23713 ± 1895 和 22892 ± 571 ( n = 3) ，无统计学差异

( P $0． 05) ，说明洗脱 30min 已经可以将未结合的抗

体洗脱完全，并且使背景清晰，故 30 min 和 8 h 结果

无差别。有研究表明虽然图像处理软件的使用逐渐

深入，但其种类繁多，标准不一，对于上样量与灰度

值之间的线性关系存在一定影响［28］，而从本实验来

看 Image J 和 Imagequant TL 这两个不同图像处理软

件读值对其对倍稀释梯度上样量趋势( 两直线方程

斜率接近，分别为 0． 13 和 0． 14) 没有明显影响。

4 结论

用三种不同实验参数的变化对蛋白免疫印迹法

结果进行了比较，发现曝光时间的不同对其结果有

明显改 变 ( 6s 倍 比 关 系 为 2 ∶ 1，21s 倍 比 关 系 为

1． 2∶ 1) ，如 β － actin 这样的高丰度蛋白需要低曝光

时间，才能保持确切的倍比关系，或者可采用连续曝

光，找到最合适的曝光时间; 洗脱 30min 可将未结合

抗体洗脱完全，无需延长时间; 不同图像处理软件

( Image J 和 Imagequant TL) 对蛋白免疫印迹倍比梯

度上样的蛋白样品灰度值结果分析趋势一致。
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全满足后续实验要求。
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