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Western Blot技术概述
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Western Blot技术利用抗体与抗原之间的

特异性结合，检测细胞或组织中特定蛋白

质的表达。

抗体与抗原的特异性结合

通过SDS-PAGE凝胶电泳将细胞或组织中的

蛋白质按分子量大小分离。

SDS-PAGE分离蛋白质

将分离后的蛋白质从凝胶转移到固相支持

物（如PVDF膜或硝酸纤维素膜）上。

蛋白质转移到固相支持物

用特异性抗体与固相支持物上的蛋白质结

合，通过显色反应显示目标蛋白质的存在。

抗体孵育与显色

Western Blot技术原理



技术改进
随着技术的发展，Western Blot技术不断改进和完善，包括抗体选
择、显色方法、自动化等方面。

高通量与定量化
近年来，高通量Western Blot技术和定量化分析方法的发展，进一
步提高了该技术的检测效率和准确性。

初期建立
Western Blot技术最初由Towbin等人于1979年建立，用于检测
蛋白质的表达和分布。

Western Blot技术发展历程



Western Blot技术应用领域

生物医学研究

Western Blot技术在生物医学研究中广泛应用，用于检测疾病相关蛋
白质的表达和变化，如癌症、神经退行性疾病等。

药物研发

该技术可用于药物研发过程中药物靶点的验证和药物作用机制的阐明。

临床诊断

Western Blot技术可用于临床疾病的诊断和治疗监测，如自身免疫性
疾病、感染性疾病等。

生物安全

该技术可用于生物安全领域，如检测生物武器相关蛋白质、监测生物
恐怖袭击等。



细胞样品处理与制备
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细胞培养与收集方法

贴壁细胞培养

采用适当的培养基，在37℃、5% 

CO2条件下进行贴壁细胞培养，待细

胞长至80%-90%融合度时，可进行传

代或收集。

悬浮细胞培养

悬浮细胞在培养基中自由生长，需定

期搅拌以保持细胞均匀分布。收集时，

将细胞悬液移至离心管中，进行离心

沉淀。

细胞收集与处理

去除培养基，用PBS清洗细胞，加入

适量胰蛋白酶进行消化。消化完成后，

加入培养基终止反应，收集细胞悬液。



裂解液成分
细胞裂解液主要成分包括表面活性剂、蛋白酶抑制剂、pH缓冲剂等，可有效

破碎细胞膜，释放细胞内蛋白质。

裂解液优化
针对不同细胞类型和研究目的，可调整裂解液成分及浓度。例如，增加表面活

性剂浓度可提高蛋白质提取效率，但同时可能增加非特异性蛋白的提取。

细胞裂解液选择与优化



利用染料与蛋白质结合的原理，通过比色法测定蛋白质含
量。该方法操作简便、快速，但易受去污剂等干扰。

Bradford法

基于蛋白质在碱性条件下与Cu2+络合并将Cu2+还原为
Cu1+的原理，通过比色法测定蛋白质含量。该方法准确
性较高，但操作相对繁琐。

BCA法

利用蛋白质在碱性条件下与Folin酚试剂反应生成蓝色化合
物的原理，通过比色法测定蛋白质含量。该方法灵敏度高，
但操作复杂且易受干扰。

Lowry法

蛋白质定量方法比较



抗体选择与使用策略
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由单一B细胞克隆产生，具有高度特异性和一致性，
适用于定量和定性分析。

单克隆抗体

由多个B细胞克隆产生，可识别多个抗原表位，具
有更高的灵敏度和更广泛的适用性。

多克隆抗体

通过基因工程技术生产，具有批次间一致性和长
期稳定性，适用于大规模和高通量分析。

重组抗体

抗体种类及特性分析



特异性

选择只与目标蛋白特异性结合的

抗体，避免交叉反应和非特异性

结合。

亲和力

选择高亲和力的抗体，以确保在

低浓度下也能与目标蛋白紧密结

合。

可重复性

选择经过验证且具有良好批次间

一致性的抗体，以确保实验结果

的可靠性。

抗体选择原则与建议

030201



抗体浓度

通过预实验确定最佳抗体浓度，

以确保充分结合目标蛋白并降低

背景噪音。

孵育时间

根据抗体特性和实验需求优化孵

育时间，以确保充分结合并降低

非特异性结合。

温度和pH值

控制适当的温度和pH值，以维持

抗体的稳定性和活性，并促进与

目标蛋白的结合。

抗体使用浓度及孵育时间优化



Western Blot实验操作要点
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电压和时间设置

根据凝胶浓度和蛋白大小，设置适当的电压和时间，以确保蛋

白充分分离且不移出凝胶。

01

凝胶浓度选择

根据目标蛋白的分子量大小选择合适的凝胶浓度，以确保蛋白

的有效分离。

02

电泳缓冲液

使用合适的电泳缓冲液，如Tris-甘氨酸或Tris-HCl，以保持电泳

过程的稳定性和分辨率。

SDS-PAGE电泳条件设置
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