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In-cell Western 和 Cell ELISA 在大分子量蛋白质

相对定量中的应用
高翔毒爱荣李京宝商澎*

(西北工业大学生命科学院， 西北工业大学特殊环境生物物理学研究所，

空间生物实验模拟技术国防重点学科实验室， 西安 710072)

摘要 探讨两种新的检测方法一一In-cell Westem和 Cell ELISA在大分子量蛋白质相对定

量中的应用 。 将培养细胞原位固定、通透化、封闭，然后加入目标蛋白质的一抗、红外荧光标记

的二抗或酶标记的二抗， 使用双红外成像系统或多功能酶标仪对目标蛋白质进行相对定量。通过

这两种方法检测模拟失重环境对成骨细胞中大分子量骨架相关蛋白 -一橄管微丝交联因子

(microtubule actin cross-linking factor 1, MACFl )含量的影响，结果表明模拟失重环境促进了MACFl

表达， 且这两种方法检测结果一致. In-cell Westem和 Cell ELISA这两种检测方法灵敏迅速、操作

简便， 可以用于大分子量蛋白质的相对定量。
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对于细胞中特定蛋白质的相对定量， 当前研究中

经典的方法就是将细胞裂解后提取总蛋白进行 SDS­

PAGE[l]和 Westem 印迹法[2]。但是由于在大分子量

蛋白质(分子量大于400 kDa)检测方面 SDS-PAGE存

在一定的局限性，因此本文介绍两种新方法一-In­

cell Westem和 Cell ELISA检测法以相对定量大分子

量蛋白质。

In-cell Westem [3，4]和 Cell ELISA [5.6]是依据抗原

抗体结合的免疫学原理利用特异性抗体(一抗)在固定

化细胞的原位与目标蛋白质进行结合，然后再使用红

外标记的二抗或酶标记二抗对一抗进行标记，通过检

测二抗的总荧光量或酶反应产物的量从而达到定量

某种特定目标蛋白质的 目的。

本文利用In-cell Westem和Cell ELISA这两种新

的方法来检测模拟失重环境对成骨细胞中大分子量

蛋白质微管微丝交联因子(microtubule actin cross­

linking factor 1, MACF1) (分子量约为 608 kDa) [7]表

达量的影响，结果表明这两种方法可以较好地解决实

验中遇到的一些困难，而且简单实用、结果可靠。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

MEM培养基(HyClone， 美国 Thermo Fisher 公

司)，非 CO2依赖培养基 Leibovi钮's L-15 (Gibco，美国

Invitrogen 公司)，胎牛血清(HyClone， 美国 Thermo

Fisher 公司) 0 MACFl 兔多抗(北京奥维亚生物技术

有限公司)， IRDye™ 800 标记的羊抗兔二抗(美国

Rockland 免疫化学品公司)，核染料 DRAQ5 (英国

Biostatus有限公司)， 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二

抗(美国 Santa Cruz 生物技术公司)， 四 甲基联苯肢

(TMB， 美国 AMRESCO 公司)， 96 孔培养板(Costar

3599，美国Coming公司)和96孔可拆式微孔板(Costar

9102，美国 Corning 公司)。可产生大梯度强磁场的

JMTA-16T50MF 超导磁体(日本 JASTEC 公司 ) ，

Odyssey 双红外成像系统(美国 LI-COR 公司); Syn­

e电yHT多功能酶标仪(美国 BioTek公司); HERAcell 

150细胞培养箱(德国 Heraeus公司); 1575型微孔板洗

板机(美国 Bio-Rad 公司); Polymax 1040 振荡混匀器

(德国 Heidolph 公司) 。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 小鼠成骨样细胞 MC3T3-El 购

自中国医学科学院基础医学研究所基础医学细胞中

心，用含 10% 胎牛血清的 MEM 培养基在 100 ml 细

胞培养瓶中， 于 37 .C 、 5% CO2及饱和湿度条件的
细胞培养箱中进行培养。取对数生长期的 MC3T3-
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El 细胞，用 0.25% 膜蛋白酶消化单层培养细胞，用含

10% 胎牛血清的MEM培养液配成单个细胞悬液， 以

每孔2xl04个细胞接种于96孔培养板或 96孔可拆式

微孔板中，每孔体积 200μ1。将培养板放入上述条

件的培养箱中培养 6 h， 待细胞完全贴壁后更换无血

清MEM培养液培养 18 h 以使细胞周期同步化。之

后更换非CO2依赖培养液(含 10%胎牛血清)，将细胞

分为两组，实验组细胞放入由超导磁体产生的磁悬浮

模拟失重环境(0 g) [8]培养 24 h (37 .C 、无 CO2); 对
照组细胞放置于 37 .C、无CO2 的培养箱中培养 24h。

1.2.2 In-cell Western 处理后的细胞立即用每孔

200μ11xPBS 缓冲液室温小心洗涤一次。然后每孔

加入 150μl新鲜配制的4%多聚甲醒固定缓冲液室温

静置固定细胞 30 min。再加入每孔 200μl 的 0.1%

Triton X-I00缓冲液对固定化的细胞进行通透化处理

5 次，每次 5 min。

每孔加入 150μ 含 I% BSA 的 PBS 缓冲液对细

胞室温封闭 120 min。封闭完成后，每孔加入 50μl

用 PBS 稀释的 MACFl 兔多抗室温温育 120min。再

在每孔中加入 200μ含 0.1% Tween-20 的 PBS 缓冲

液洗涤细胞 5 次，每次 5 min 。

每孔加入 50μl用 PBS稀释的 IRDye™ 8∞标记

的羊抗兔二抗(可在 800 nm处发出红外荧光)室温避

光温育 120 min， 二抗温育液中同时含有可在 700nm

处发出红外荧光的核染料 DRAQ5 0 再在每孔中加

入 200μl含 0. 1 % Tween-20 的 PBS 缓冲液避光洗涤

细胞 5 次，每次 5 min o 最后完全移除洗涤液，避光

晾干 30 min，然后将 96 孔培养板用 Odyssey 双红外

成像系统以 700 nm与 800nm双通道进行扫描成像，

即可获得结果图像。

1.2.3 Cell ELISA 处理后的细胞立即用每孔200

μ11xPBS 缓冲液室温小心洗涤一次。然后每孔加入

150μl新鲜配制的4%多聚甲醒固定缓冲液室温静置

固定细胞 30 min o 再加入每孔 200μl 的 0.1 % Tri- . 

ton X-100 缓冲液对固定化的细胞进行通透化处理5

次，每次 5 min 。

每孔加入 150μl含 I% BSA 的 PBS 缓冲液对细

胞室温封闭 120 min 。 封闭完成后，每孔加入 50 μl

用 PBS 稀释的MACFl 兔多抗室温温育 120 min。再

在每孔中加入 200μI 含 0. 1% Tween-20 的 PBS 缓冲

液洗涤细胞 5 次，每次 5 min 。

每孔加入50 J.ll用 PBS稀释的辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗室温避光温育120 min。再在每孔

中加入 200μl 含 0.1% Tween-20 的 PBS 缓冲液避光

洗涤细胞 5 次，每次 5 min 。 再在每孔中加入 100μl

现配的 ELISA 底物使用液(含 0.5 ml 底物溶液、 10

ml 底物缓冲液、 0.8μ1 30% H202)于 37 .C反应 30

min o 最后在每孔中加入 50 μ ELISA终止缓冲液(2

mol/L H2S04溶液)振荡片刻，将96孔培养板用Synergy

HT 多功能酶标仪在 450 nm 扫描检测，即可获得结

果 。

1.3 统计学分析

实验数据以均值 ± 标准差表示，以 GraphPad

Prism 5 .0 数据统计软件进行统计学分析， P<0.05 认

为具有显著性差异。

2 结果

2.1 In-cell Western检测模拟失重环境对MACFl

含量的影晌

Odyssey双红外成像系统以 700nm与 800nm双

通道扫描两组样品，每组 5 个复孔，获得图像结果(图

lA)。使用 Odyssey 双红外成像系统自带的分析软件

分别获取双通道扫描结果的荧光数值，然后用800nm

通道的荧光数值除以对应7∞ nmii道的荧光数值，所

得的结果经统计软件GraphPad Prism 5.0 进行分析。

磁悬浮条件下培养 24 h 后，实验组MC3T3-El

细胞中 MACFl 的含量(0.5463土0.0254)高于对照组

(0 . 5 324士 0 . 01 6 8) ， 该结果说明模拟失重环境下

MC3T3-El 细胞中 MACFl 的表达有增加的趋势，统

计分析表明这种趋势的增加没有显著性的差异(P=

0.6599) (图 lB) o

2.2 Cell ELISA 检测模拟失重环境对MACFl 含

量的影晌

Synergy HT 多功能酶标仪在 450 nm扫描检测

四组样品，每组4 个复孔，扫描所获得的数值结果经

统计软件 GraphPad Prism 5 .0 进行分析。

磁悬浮条件下培养 24 h 后，实验组MC3T3-El

细胞中MACFl 的含量(1.4508土0.0 1 10)明显高于对照

组(1.2522土0.0367)， 两者之间的差异具有显著性(P=

0.0021)，该结果表明，模拟失重环境促进了 MC3T3-

El 细胞中 MACFl 的表达(图匀。

3 讨论

3.1 In-cell Western 与 Cell ELISA检测法的特点

与常规的Western 印迹法相比， In-cell Western 

和 Cell ELISA检测法是在细胞原位检测目标蛋白质，
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Fig.l The effects of simulated weightlessness on the expression of MACFl in MC3T3-El ceUs detected by In-ceU Wωtern using 

Odyssey Infrared Imaging System (A) and the results of statistic analysis (B) 

Control Og 

量的依据。而在 In-cell Western 检测时，使用细胞

核酸的荧光标记物(例如DRAQ匀， 即以细胞数作为内

参， 这样的内参选择其实更为合理，因为某些管家基

因编码表达的蛋白质在某些特殊的环境中也可能发

生变化 。

Cell ELISA 除了可极大地减少因裂解细胞获取

总蛋白而造成的损失之外，对于细胞中某些低丰度的

蛋白质的检测也十分有利，在Cell ELISA分析过程中，

通过酶与底物反应的级联放大作用，可以将那些低丰

度的蛋白质检测出来。

3.2 实验结果分析

从实验结果来看， In-cell Western 检测法利用

Odyssey 双红外成像系统的近红外探针，提高了检测

灵敏度，可检测出蛋白质数量或者修饰化程度上的微

小改变，并且结合 Odyssey 双红外成像系统自带的分

析软件分析最终的红外荧光图像可以直接获得双通

道扫描结果的荧光数值，使数据处理更加便捷。由

In-cell Western 检测 MACFl 的结果可见两个检测通

道的荧光信号都较好，而且每组内不同复孔间的荧光

信号平行性也较好，因此， In-cell Western检测法完全

适用于大分子量蛋白质 MACFl 的相对定量。

而Cell ELISA检测法则利用 Synergy HT多功能

酶标仪进行扫描直接获得实验数据，因此可以直接对

数据进行处理。由 Cell ELISA检测 MACFl 的结果

可见该方法灵敏度较高，迅速简便，每组内不同复孔

Fig.2 The effects of simulated weightlessness on the 

expression of 岛tACFl in MC3T3-El detected by Cell ELISA 

methods (**P < 0.01 vs control) 

Control 
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可用于 96 孔培养板或 384 孔培养板中细胞蛋白质的

相对定量分析，其所需时间短于 Western 印迹法，而

且还具杳特异 、 灵敏及操作简便的特点。

In-cell Western用红外标记的二抗直接标记细胞

内的蛋白质，可定量每个微孔内的总荧光量，在分析

过程中，省略了细胞裂解物的制备、制胶〉电泳以

及转膜等这些费时又易于产生错误的步骤。 In-cell

Western避免了细胞裂解过程的不稳定性和人工产物

的干扰，并且可同时进行多个样品的检测。在 West­

ern 印迹法中，往往使用蛋白质分子量标准(marker)作

为定性判断目标蛋白质的基准，同时使用一些管家基

因编码表达的蛋白质作内参，作为目标蛋白质相对定
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间的光吸收值平行性较好，因此， Cell ELISA检测法

完全适用于大分子量蛋白质 MACFl 的相对定量。

值得一提的是，由于In-cell Westem与CellELISA

在实验原理、操作步骤及检测方式等方面都不尽相

同，因此使用这两种检测法对相同目标蛋白质进行检

测的结果可能会存在差异。

3.3 应用范围

一般情况下，蛋白质的分子量越大，在进行SDS­

PAGE时PAGE胶的浓度就应该越低，但实际上PAGE

胶的浓度不可能太低(胶的浓度越低，胶就越脆，操作

时就越易碎)。而且进行 SDS-PAGE时通常都会使用

蛋白质marker进行定性分析，以判断电泳后目标蛋白

质条带的最终位置，但常用的蛋白质marker最大分子

量是2∞kDa左右，如果目标蛋白质的分子量较大时

(刘∞kDa)，则蛋白质.marker将无法作为确定目标蛋

白质最终位置的分子量标准。在进行这样的 SDS­

PAGE 实验时，还有一个方法就是利用凝胶梯度混合

器制备梯度PAGE凝胶，以保证大分子量蛋白质与蛋

白质marker同时保留在PAGE胶中，但现在大多数实

验室使用的都是小型凝胶系统(Mini-PROTEAN 电泳

槽)，制备 PAGE胶的体积仅约 5 时，而目前最小的凝

胶梯度混合器的容积为 15 时，最小装液总量为 6 m1，

如果使用这种凝胶梯度混合器灌制 PAGE胶，则会因

液体量太少而导致凝胶梯度不均匀，最终影响电泳过

程中蛋白质条带的分布。

对于大分子量蛋白质的相对定量， In-cell West­

em与 Cell ELISA检测l法由于不需要SDS-PAGE就可

以对目标蛋白质进行检测因此与常规的 Westem 印

迹法相比就更加具有优势。

同样地，对于贴壁生长的细胞，用Westem 印迹

法检测细胞膜蛋白或细胞外基质蛋白时(如整合素、

纤连蛋白等)，往往会因为这些蛋白质与生长底物之

间有直接或间接的连接而无法获得全部的目标蛋白

质，但对于 In-cell Westem与 Cell ELISA检测法则不

存在这样的问题，目标蛋白质是在细胞被固定后于原

位进行检测，如此就显示出了这两种新方法在检测膜

蛋白或细胞外基质蛋白时的优势。

然而，任何检测方法都有各自的适用范围和优缺

点， In-cell Westem 与 Cell ELISA检测的结果中也可

能会再非特异性荧光(显色)，对此可以通过更换识别

目标蛋白不同表位的抗体或优化抗体的使用浓度等

手段来降低非特异性荧光(显色)。此外， In-cell 

Westem与Cell ELISA可能不适用于细胞核内或细胞

器内蛋白质的检测。

综上所述， In-cell Westem 和 Cel1 ELISA检测法

快速灵敏，操作简便，而且能够同时检测多个样品，可

适用于细胞骨架蛋白、细胞膜蛋白及细胞外基质蛋

白等蛋白质的相对定量特别是大分子量蛋白质的相

对定量。另外，对于一些不具备 Odyssey 双红外成

像系统的单位，采用 Cell ELISA检测法廉价简便、结

果可靠。
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886 ·技术与方法.

Application of In-cell Western and Cell ELISA for Relative 
Quantification of Large Molecular Weight Protein 

Xiang Gao, Ai-Rong Qian, Jing-Bao Li, Peng Shang* 

(Key Laboratory for Space Biosciences and Biotechnology, Faculη ofL拚 Sciences， lnstitute of年ecial

Environmental Biophysics, Northwestem Polytechnical University, Xi'an 710072, China) 

A bstr act The pu叩ose of this study is to discuss two new methods, In-cell Westem and Cell ELISA, 

which are used to relatively quantify the large molecular weight proteins. Cultured cells were f1xed in situ, permeablized, 

blocked, and then prim缸y antibody for the aim protein and secondary antibody labeled by IRDye™ 8∞ or horserad­

ish peroxidase (HRP) were added respectively. The aim proteins were relatively quantif1ed using Infrared Imaging 

System or Multi-Mode Microplate Reader. The expression of microtubule actin cross-linking factor 1 (MACFl), a 

cytoskeleton related protein of large molecular weight, was detected by the two methods in osteoblast. The resu1ts 

of both In-cell Westem and Cell ELISA showed that the expression of MACF 1 was increased under simulated 

weightlessness environment. With the advantages of sensitivity, rapidity, and convenience, In-cell Westem and Cell 

ELISA are therefore useful two new methods to relatively quantify the large molecular weight proteins. 

Key words In-cell Westem; Cell ELISA; large molecular weight protein; relative quantification 
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