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Western 印迹中蛋白质定量分析的替代方法

王尧尧*税朝祥方秋红

(清华大学第一附属医院中心实验室和内科，北京 100016)

摘要 Westem 印迹广泛采用显像密度计法对特异性蛋白质表达进行定量，但是仍然存在敏

感性的问题尚未解决。同时，昂贵的试剂与复杂的设备限制了其应用。建立了一种改良定量检测

法，使用碱性磷酸酶标记的第二抗体，以蔡盼磷酸盐和快红作反应底物。吸附膜上的终未显色用有

机溶剂洗脱，通过测定光吸收值定量。结果显示该法史简便、快速、经济而不失其敏感性。

关键词 Westem 印迹;蛋白质定量分析

Westem 印迹是利用 SDS- 聚丙烯酷氨凝胶电泳

(SDS-PAGE)分辨蛋白质样品，再转移至醋酸纤维或

聚偏氟乙稀(polyvinylidene fluoride, PVDF)吸附膜上，

以酶标记的特异抗体直接或间接检测特异性蛋白质

的表达，并分析其相对含量。常用的定量分析法包

括使用化学发光剂(chemiluminescence)作为酶反应底

物，经曝光处理在放射性感光胶片上显带，再以显像

密度计(image densitometer)以及相应的计算机软件进

行定量扫描分析川。实践中，我们发现显像密度计

仍然存在敏感性的问题，所测得的定量指标与蛋白质

样品含量的相关性较差，而且使用化学发光剂和放射

性感光胶片等材料的费用十分昂贵。相应的特殊设

备和计算机软件系统也限制了开展工作的条件。本

文介绍一种碱性磷酸酶(ALP)标记抗体探测、以荼

盼磷酸盐与快红做底物的显带法，经有机溶剂洗脱后

可直接对 Western 印迹定量分析，方法简便、快速、

经济，而且不影响其敏感性。

1 材料与方法

蛋白质样品来自培养的人体肺成纤维母细胞。

纤维母细胞以 2x 10 4 个 Icm 2 接种于盛有 10 ml 

Dulbecco 改进的 Eagle培养基(DMEM， Sigma)培养液

和 10% 小牛血清 (FBS) 的 100mm X 20mm培养皿

(Corning)中。培养在含 5% CO2、充分湿化的 37 'C恒

温培养箱(三洋)进行。成纤维母细胞达到 80% 以上

汇合后弃上清液，用 4'C磷酸盐缓冲液(PBS ， pH 7.4) 

洗细胞 3 次。每只皿加 0.5 ml 低渗蛋白提取液[35

mmol/L Tris-HCl 、 0.4 mmol/L EDT A、 10 mmol/L 

MgC12 及 0.1% 蛋白酶抑制剂混合物 (protease inhibi

tor cocktail, Sigma), pH 7.4]，待细胞被充分覆盖，用

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

自制橡皮刮解离细胞，收集样本至 1.5 ml无菌离心管，

置 -20 'C过夜。复温后剧烈振荡 15 s 促进细胞裂

解，离心 10 000 g 10 min 去不溶物。上清液中的蛋

白质含量用BCA微孔板法定量I坷，使用牛血清白蛋白

(BSA) 做标准品。

将不同浓度的蛋白质样品稀释至终体积为 20μl

的上样缓冲液 (0.5 mol/L Tris-HCl 、 10% 甘油、 2%

SDS 、 5% 二至在基乙醇及 0.1% 澳酣兰， pH 6.8) , 96 

'C加热 5 min 变性。分别以 3% 和 9% 的 SDS- 聚丙

烯酷氨为浓缩胶和分离胶，在含有甘氨酸与 SDS 的

Tris 电极缓冲液( pH 8.3 )中以 200 V 电压电泳 45

min。用平板法(Bio-Rad)、含 20% 甲醇和 10% SDS 

的 Tris I 甘氨酸缓冲液、 20 V/45 min 转移蛋白质样

品至 PVDF 吸附膜(Amer由am)上。 PVDF 膜浸泡于

封闭液 (0.1 mol/L Tris-HCl 、 0.1% 吐温 -20 、 1%

BSAl是 5% 马血清， pH 7.6) 0.5 h，与 1 : 2 500 稀释
于 Tris-HCl 、 0.1% 吐温 -20 及 1% 马血清 (pH 7.6) 

的鼠抗波形蛋臼 (vimentin) 抗体(中杉金桥公司)在室

温反应 1 h 或 4 'C温育过夜。洗涤 3 次后加入 1 : 

2500 稀释、 ALP 标记的马抗鼠免疫球蛋白 IgG(中

杉金桥公司)，室温反应 1 h，洗 3 次。最后与 ALP

底物溶液[按每 10 ml Tris-HCl (0.1 molι， pH 9.5)加

入 2mg事先用 10μl 无水乙醇溶解的茶酌 AS-MX磷

酸盐(naphthol AS-MX phosphate)和 5 mg 快红 (fast

red TR, Sigma)] 室温下反应至特异红色蛋白质带清

晰显现。平板扫描摄像后，沿边缘将特异蛋白质带
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表 1 Western 印迹不同蛋臼质定量分析法比较

显像密度计1tk法 ( i m age dens itometry) DMSO ~在取法(col orimetr i c assay) 萃耳立法评价

无区别抗体标记物

底物

碱性磷酸酶 碱性磷酸酶

化学发光齐IJ 茶盼磷酸盐 价廉

探测信号

定量法

所 flii材料

市样本itJ:

荧光 快红jul色 可见色， 反应易控

无需特殊设备

2 

(A) 

(B) 

显{象密度计

J遵光胶片 ， 11音室条件， lul影装置，电脑软件

通市 10 fl g 

蛋白质盘(μg)

4 8 16 

图 1 Western 印迹分析中 PVDF 膜的染色显带

A 蛋白质样品稀释为 2- 1 6 阳，在 20μl 上样缓冲液里加热变性，经

S DS - PAGE、转膜、抗体杂交，底物反应显带呈红色 ; B 第一抗

体替换为非特异性鼠 IgG 作为 I~J 性对j恼，未jul示染色。

切下， 置入盛有 200μ1/ 孔二甲基亚帆(DMSO)的 96

孔困底微孔板，静置或轻微振荡 15 min， 萃取红色产

物直至PVOF膜上无着色为止，以酶联免疫仪(Thermo)

测波长为 492 nm 的吸收值(A 492 )定量。

2 结果与讨论

荼酣AS-MX磷酸盐在碱性条件下经ALP水解生

成荼盼，后者与偶氨染料快红结合形成难溶于水或一

般性有机溶剂(比如酒精)的红色产物 。 但我们发现

该产物极易珞子 DMSO，因而为 Western 印迹定量分

析提供了更为简便有效的手段 。

图 1 显示， 用茶盼与偶氮染料显色所获得的蛋白

质带呈鲜红色且分辨非常清晰。经萃取后红色蛋白

质带可以消失， DMSO 呈现红色，说明产物被完全洗

脱而溶斗 DMSO 。 这一结果为酶联免疫仪测定吸收
波长进行定量分析打下了基础 。

图 2显示按倍数稀释至0.5-16 阳的蛋白质样品，

经电泳、转膜、抗体杂交井最后显带、脱色， 酶

联免疫仪测定所获得的 A492 值与稀释倍数呈高度正

DMSO 萃取

96 孔板酶标阅读仪

0. 5- 1 6 μg 均可

(A) 

(B) 

0.4 

0.3 
(c) N 

J 02 

。 l

。

简便，费用底

敏感性接近或更好

蛋白质量(μg)

0.5 1 2 4 8 16 

0.5 1 2 4 8 16 

蛋白质量(μg)

图 2 Western 印迹定量分析

A 蛋白质样品稀释为 0 . 5-16 阅， 在 20 μIJ:样缓冲液旦加热变性，

经 SDS-PAGE、转膜、抗体杂交，底物反应显借呈红色; B: 将相

应的特异蛋白质带切下 ， DMSO 卒取后酶联免疫仪测 A492 定iE; C

A 492 与样本蛋白质量关系曲线(y=0 . 99 9) 。

相关(y=0 . 999) 。 该方法省去了显像密度计定量法中

要求的昂贵试剂与复杂设备， 也克服了某些方法敏感

但必需使用同位素的不足 [31 0 DMSO 萃取法敏感性

达到能检测 0.5 问 细胞提取物所含的特异蛋白质成

分， 反复测定 A492 产生的误差低于 3% 。 我们运用该

法分析其他细胞成分也获得敏感而且稳定的结果 。

有关改良后的方法特点和优点见表 1 0 Western 印

迹分析中亦常以 BCIP/NBT 作为 ALP 反应底物进行

显带，在吸附膜上呈深蓝紫色，定量分析中能否用有

机溶剂萃取的办法尚未被尝试。
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Alternative Method for Quantifying Protein Expression in 
Western Blotting Analysis 

Yao-Yao Wang* , Chao-Xiang Shui, Qiu-Hong Fang 

( Central Laboratory and Department of Internal Medicine, First Hospital ofTsinghua Universiη" Beijing JOOOJ6,China ) 

Abstract Image densitometry has been widely used to quantify specific cellular protein expression in 

Westem blotting analysis, but still there exists an unresolved problem of sensitivity. Furthermore, the use of expen

sive reagents and complex equipment limits its application. Here, we establish an improved method for quantitative 

examination by using alkaline phosphatase-labeled secondary antibody in combination with substrate compound 

naphthol AS-MX phosphate and chromagen 4-chloro-2-methylbenzenediazonium salt (fast red TR). The final 

colorization on blotted membrane is eluted using an organic solvent dimethylsulfoxide (DMSO) and quantified by 

reading absorptance at 492 nm. Our results prove that this technique is more simplified, fast and economic, without 

loss of its sensitivity. 
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