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(57)摘要

本发明公开一种提高检测灵敏度的蛋白质

免疫印迹法，有将蛋白质转移至硝酸纤维素薄膜

及封闭步骤，其特征在于：将被转移上蛋白质的

硝酸纤维素薄膜放入0~25℃的50%甲醇中轻柔震

荡30 min，取出后室温放置10 min，然后50~100

℃加热30 min，待恢复至室温后再进行封闭。操

作简单，可有效避免蛋白质在洗净液反复洗涤及

孵育过程中发生从膜上脱离现象，使Western 

blot能准确反应抗原含量且实验结果再现性强，

提高了蛋白质免疫印迹法检测的灵敏度，特别适

用于来源珍贵的痕量样品检测和分析。
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1.  一种提高检测灵敏度的蛋白质免疫印迹法，有将蛋白质转移至硝酸纤维素薄膜及

封闭步骤，其特征在于：将被转移上蛋白质的硝酸纤维素薄膜放入0~25℃的50%甲醇中轻柔

震荡30  min，取出后室温放置10  min，然后50~100℃加热30  min，待恢复至室温后再进行封

闭。
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提高检测灵敏度的蛋白质免疫印迹法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种蛋白质免疫印迹法，尤其是一种检测结果准确且再现性好，可提

高检测灵敏度的蛋白质免疫印迹法。

背景技术

[0002] 蛋白质免疫免疫印迹法（Western  blot）由Harry  Towbin实验室发明创造，是基础

科学研究和临床实验中最常用的蛋白质分析工具。具体方法是根据蛋白质分子量、电荷和

构象不同，采用非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（Native-PAGE）或十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE）分离天然蛋白质或变性蛋白质；凝胶上被分离的蛋白质条带，常用湿

转或半干转的方式转移到固相载体（例如硝酸纤维素薄膜、聚偏氟乙烯膜）上，固相载体以

非共价键方式吸附蛋白质，并能保持电泳分离多肽的生物学活性不变；使用脱脂奶粉、牛血

清白蛋白（BSA）等溶液进行封闭；使用含有表面活性剂Tween-20的洗液进行洗涤，以防止一

抗与固相载体的非特异性结合所造成的染色背景过深现象；被转移到固相载体上的蛋白质

或多肽作为抗原，与相应的抗体形成抗原-抗体复合物，再与酶或同位素标记的第二抗体结

合，经底物显色或放射自显影以检测电泳分离的目的蛋白。现有方法的膜上蛋白质在用含

有诸如吐温20等界面活性剂的洗净液反复洗涤和孵育过程中，会发生不同程度的脱离，致

使Western  blot存在不能准确反应抗原含量和实验结果再现性差等缺点。

发明内容

[0003] 本发明是为了解决现有技术所存在的上述技术问题，提供一种结果准确且再现性

好，可提高检测灵敏度的蛋白质免疫印迹法。

[0004] 本发明的技术解决方案是：一种提高检测灵敏度的蛋白质免疫印迹法，有将蛋白

质转移至硝酸纤维素薄膜及封闭步骤，其特征在于：将被转移上蛋白质的硝酸纤维素薄膜

放入0~25℃的50%甲醇中轻柔震荡30  min，取出后室温放置10  min，然后50~100℃加热30 

min，待恢复至室温后再进行封闭。

[0005] 本发明是在转膜后（蛋白质转移至硝酸纤维素薄膜）及封闭前这段时间内进行处

理的方法，操作简单，可有效避免膜上蛋白质在洗净液孵育和反复洗涤过程中发生脱离的

现象，使得Western  blot能准确反应抗原含量且实验结果再现性好，提高了蛋白质免疫印

迹法检测灵敏度，特别适用于来源珍贵的痕量样品检测和分析。

附图说明

[0006] 图1是本发明实施例1与其他蛋白质免疫印迹法的免疫染色图。

[0007] 图2是本发明实施例1与现有蛋白质免疫印迹法不同抗体的免疫染色图。

[0008] 图3是本发明实施例1与现有蛋白质免疫印迹法重现性对比图。

[0009] 图4是本发明实施例2与其他蛋白质免疫印迹法的免疫染色图。

[0010] 图5是本发明实施例2与现有蛋白质免疫印迹法不同凝集素的免疫染色图。
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[0011] 图6是本发明实施例2与现有蛋白质免疫印迹法重现性对比图。

具体实施方式

[0012] 实施例1：

按照现有技术蛋白质免疫印迹法将健康人血清蛋白质（10μg）进行前期处理及10％

SDS-PAGE电泳后转到硝酸纤维素膜（NC）上，之后再按照本发明的方法：将被转移上蛋白质

的NC膜放入0℃的50%甲醇中轻柔震荡30  min，取出后室温放置10  min，然后50℃加热处理

30  min，待恢复室温（18~25℃）后用0.5%小牛血清白蛋白BSA进行封闭，后续的抗体孵育、洗

膜和检测等均按照现有技术方法，采用驴抗人的IgG抗体进行免疫染色。

[0013] 图1为本发明实施例1与其他蛋白质免疫印迹法的免疫染色图。

[0014] 图1中i：现有方法，转膜后直接封闭；ii：转膜后在室温下干燥30  min后封闭； 

iii：转膜后50℃加热30  min后封闭；  iv：转膜后浸入0℃的50%甲醇后30  min封闭；v：本发

明实施例1。

[0015] 结论：不同处理方法中本发明实施例1的免疫染色效果最佳。

[0016] 图2是本发明实施例1（不同浓度）与现有蛋白质免疫印迹法不同抗体（HP、IgG、

ST6Gall、EFF1A2）的免疫染色图。

[0017] 图2中数字表示血清蛋白质上样量（μg）及敏感度；a）现有技术；b）本发明实施例1，

c）柱形图是灰度分析结果（黑色：现有技术；白色：本发明实施例1）。

[0018] 结论：应用不同抗体进行免疫染色，比较现有技术与本发明实施例1敏感度强弱，

应用image  lab软件进行灰度分析得出结论，本发明实施例1的敏感度是现有技术的1.5~10

倍。

[0019] 图3是本发明实施例1与现有蛋白质免疫印迹法重现性对比图。

[0020] 图3中从上之下分别是现有方法（TM）和本发明实施例1（FM）的不同抗体（HP、

EFF1A2、IgG）染色图，柱形图是灰度分析结果。

[0021] 结论：应用不同抗体进行免疫染色，应用image  lab软件进行灰度分析得出结论，

本发明实施例1的重现性明显优于传统方法。

[0022] 实施例2：

按照现有技术蛋白质免疫印迹法将健康人血清蛋白质（6μg）进行前期处理及10％SDS-

PAGE电泳后转到硝酸纤维素膜（NC）上，之后再按照本发明的方法：将被转移上蛋白质的NC

膜放入室温（18~25℃）的50%甲醇中轻柔震荡30  min，取出后室温放置10  min，然后100℃加

热处理30  min，待恢复室温（18~25℃）后用0.5%小牛血清白蛋白BSA进行封闭，后续的抗体

孵育、洗膜和检测等均按照现有技术方法，采用凝集素进行免疫染色。

[0023] 图4为本发明实施例2与其他蛋白质免疫印迹法的凝集素（LCA，SNA）免疫染色图。

上面为凝集素LCA染色，下面为凝集素SNA染色。

[0024] 图4中：i：现有方法，转膜后直接封闭；ii：转膜后在室温下干燥30  min后封闭； 

iii：转膜后100℃加热30  min后封闭；  iv：转膜后浸入室温50%甲醇30  min后封闭；v：本发

明实施例2。

[0025] 结论：不同处理方法中本发明实施例2的免疫染色效果最佳。

[0026] 图5是本发明实施例2（不同浓度）与现有蛋白质免疫印迹法不同凝集素（PHA-E、
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LCA、PHA-L、AAL）的免疫染色图。

[0027] 图5中数字表示血清蛋白质上样量（μg）及敏感度；a）现有技术；b）本发明实施例2，

c）柱形图是灰度分析结果（黑色：现有技术；白色：本发明实施例2）。

[0028] 结论：应用不同凝集素进行免疫染色，比较现有技术与本发明实施例2敏感度强

弱，应用imageJ和quantity  one软件进行灰度分析得出结论，本发明实施例2的敏感度是现

有技术的1.7~13倍。

[0029] 图6是本发明实施例2与现有蛋白质免疫印迹法重现性对比图。

[0030] 图6中从上至下分别是现有方法（TM）和本发明实施例1（FM）的不同凝集素（PHA-E、

AAL、LCA）染色图，柱形图是灰度分析结果。

[0031] 结论：应用不同凝集素进行免疫染色，应用image  lab软件进行灰度分析得出结

论，本发明实施例2的重现性明显优于传统方法。
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图1

图2
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图3
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图4

图5
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图6
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