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引言
01



研究背景与意义

直接蓝71是一种常用的蛋白质染料，具有灵敏度高、特异性好、操作简便等优点。免

洗脱染色方法能够减少实验步骤和时间，提高实验效率。

直接蓝71免洗脱染色的优势

一种广泛应用于生物医学研究领域的蛋白质分析技术，用于检测蛋白质的表达、定位和

相互作用。

蛋白质免疫印迹技术

在蛋白质免疫印迹实验中，内参方法是保证实验结果准确性和可比性的关键步骤，能够

消除实验过程中的非特异性干扰和误差。

内参方法的重要性



国内外研究现状
目前，国内外学者在蛋白质免疫印迹内参方法学研究方面取得了一定的进展，

但仍存在一些问题，如内参蛋白的选择、染色方法的优化等。

发展趋势
随着生物医学研究的不断深入和技术的不断发展，蛋白质免疫印迹内参方法学

研究将更加注重实验结果的准确性和可重复性，同时探索新的内参蛋白和染色

方法。

国内外研究现状及发展趋势



研究目的：本研究旨在建立一种基于直接蓝71免洗脱

染色的蛋白质免疫印迹内参方法，提高实验结果的准确

性和可比性，为生物医学研究提供可靠的技术支持。

研究内容

内参蛋白的选择和验证 直接蓝71免洗脱染色条件的优化

实验结果的准确性和可比性验证 方法的应用和推广

研究目的和内容



实验材料与方法
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蛋白质样品

抗体

直接蓝71染料

PVDF膜

实验材料

使用已知浓度的牛血清白蛋白

（BSA）作为标准蛋白，以及

待测的蛋白质样品。

用于免洗脱染色的直接蓝71染

料。

选择特异性针对目标蛋白质的

抗体，以及对应的二抗。

用于蛋白质免疫印迹的PVDF膜。



1

2

3

将待测蛋白质样品与标准蛋白进行适当稀释，使

其浓度在检测范围内。

蛋白质样品的制备

将蛋白质样品进行SDS-PAGE电泳分离，得到蛋

白质条带。

SDS-PAGE电泳

将电泳后的凝胶上的蛋白质条带转移至PVDF膜

上。

转膜

实验方法



用封闭液对PVDF膜进行封闭，以减少非特异性结合。

封闭

将特异性抗体与PVDF膜上的目标蛋白质结合，形成抗原-
抗体复合物。

抗体孵育

将二抗与抗原-抗体复合物结合，形成二抗-抗原-抗体复合
物。

二抗孵育

实验方法



将直接蓝71染料与二抗-抗原-抗体复

合物结合，实现免洗脱染色。

使用扫描仪或相机获取染色后的PVDF

膜图像，并进行定性和定量分析。

实验方法

图像获取与分析

直接蓝71免洗脱染色



图像预处理

对获取的图像进行裁剪、

旋转、调整亮度和对比

度等预处理操作，以便

更好地观察和分析结果。

利用图像处理技术识别

并定位PVDF膜上的蛋白

质条带。

通过算法去除图像背景，

并对条带信号进行校正，

以消除实验过程中的误

差和干扰。

根据已知浓度的标准蛋

白建立标准曲线，对待

测蛋白质样品进行定量

分析，计算其浓度或相

对表达量。

对实验过程进行质量控

制，确保实验结果的准

确性和可重复性。同时，

对同一蛋白质样品进行

多次重复实验，以验证

方法的稳定性和可靠性。

条带识别与定位 定量分析 质量控制与重复性
检验

背景去除与校正

数据处理与分析



直接蓝71免洗脱染色法研究
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直接蓝71是一种阴离子染料，可以与蛋白质中的阳离子基团

（如氨基）发生静电相互作用，从而实现对蛋白质的染色。

在免疫印迹实验中，直接蓝71可以与固定在膜上的蛋白质结

合，形成可见的蓝色斑点。

染色原理

首先，将免疫印迹膜浸泡在直接蓝71染色液中，使染料与蛋

白质充分结合；然后，用去离子水冲洗膜表面，去除未结合

的染料；最后，将膜晾干或烘干，即可观察到染色的蛋白质

斑点。

染色步骤

染色原理及步骤
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