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Western-blot检测蛋白表达的方法改进及初步应用

Modified western-blot method to detect protein expression and its primary application

张莉萍1 ,蒋纪恺2 , Joe Tam3
　　(重庆医科大学:1第二临床学院检验科 , 重庆 400010;2 临床生物化学教研室 ,重庆 400016;3香港

大学医学院生物化学系)

　　提　要:目的　探讨Western-blotting-增强化学发光法(ECL)在分析细胞周期调控蛋白表达中的应用。方法　采用 K562 细胞 ,

制备细胞核 ,对电泳 、封闭 、结合 、检测等关键步骤进行了实验条件的摸索和改进 , 并对我室研究苦参碱诱导 K562 细胞分化机制的

细胞周期蛋白的表达进行了分析。结果 　30μg核蛋白质即可检测到 K562 细胞中 ,均有不同程度的 CyclinE、Cdk2、CyclinD1、Cdk5 表

达。结论 　Western-blotting-ECL法特异性强 、灵敏度高 , 是分析蛋白质表达较为理想的方法。

　　Western印迹技术是当前分析细胞蛋白质表达的

常用分子生物学技术 ,但鉴于其底物显色的检测系统
不可能完全排除背景颜色且灵敏度相对较低 ,我们在
总结国外有关报道的前提下 ,对Western-blotting 某些
重要步骤进行了摸索和改进 ,建立了分析蛋白质表达
的Western-blotting-增强化学发光法(Enhanced chemillu-
minescence , ECL),并分析了我室研究苦参碱诱导 K562

细胞分化机制的细胞周期蛋白的表达。

1　材料和方法

1.1　实验材料
1.1.1　K562 细胞株　　由香港大学医学院生物化学系提供 ,
在实验室常规传代培养。

1.1.2　苦参碱　　本实验室自备。

1.1.3 　CyclinD1(R1-124), CyclinE(HE12), Cdk5(J-3), Cdk2(D-
12), Western-blotting 第二抗体(Santa Cruz Biotechnology),Western-

blotting 检测试剂 ECL(Amersham LIFE SCIENCE), 高敏感光胶

片(Hyperfilm , Amersham International plc Amersham place)均由香
港大学医学院生物化学系提供。

1.2　实验方法
1.2.1　细胞培养　　K562 细胞在 0.05%FBS 的培养液中培养

1 ～ 3 d , 苦参碱处理组加入苦参碱(0.1 mg/ ml)后作用 1～ 3 d。

1.2.2　细胞核制备　　NP-40 裂解法 , 参考文献[ 1] 略有改进。

将收集的 K562 细胞(2×107)用 PBS 洗涤 1 次 , 加入冰预冷的
RIPA裂解液(1×PBS , 1%NP-40 , 0.5%脱氧胆酸钠 , 0.1%SDS ,

10 mg/ml PMSF 临用前加入)冰浴 30 min , 然后混匀细胞 , 再加入

10 μl 10 mg/ml PMSF ,冰浴 30 min , 15 000×g , 4 ℃, 20 min。上清
液即为细胞核提取液 ,并作蛋白质定量检测 , -70 ℃存放备用。

1.2.3　取 30μg核蛋白质 10% PAGE-SDS , 6% PAGE-SDS , 80 V ,

2.5 h , 然后电转印于硝酸纤维素膜上。
1.2.4　封闭　　用 BlottoA(1×TBS , 5% Milk , 0.05% Tween-

20)4 ℃封闭 4 h。洗膜数次。
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1.2.5　用抗靶蛋白的第一抗体(0.1～ 1.0 μg/ml)与硝纤膜室
温下孵育 2 h , 洗膜数次(TBS , 0.05% Tween-20)。
1.2.6　加入标记有 HRP的二抗(1∶500-1∶5 000)孵育 30 min , 洗
膜数次。
1.2.7　同时采用酶促底物显色法和 ECL(等量加入化学发光信号
和增强试剂1～ 20 min)法检测印迹膜。ECL即增强化学发光[ 2] ,采
用HRP标记的抗体耦联发光反应进行检测,然后用高敏感光胶片
曝光 ,自显影而确定抗原-抗体-抗体在硝纤膜上的位置。

2　结果

2.1　电泳条件的选择
2.1.1　蛋白质用量　　在实验中蛋白质用量分别选择 10、30、
50 、100μg进行电泳 ,结果发现 30μg 核蛋白质即可有肉眼可见
的 、清晰的电泳带出现。
2.1.2　凝胶浓度的选择　　本实验选择 10%PAGE-SDS 和 6%
PAGE-SDS 的堆积胶(Stack gel), 80 V , 2.5 h ,可以达到最佳分离
效果。

2.2　封闭液和封闭时间的选择
　　封闭液中分别选用是否含Tween-20 , 25 ℃, 30 min;4 ℃, 2、4、

24 h 封闭 ,发现 4 ℃, 4 h的条件下,封闭效果最好 ,即背景色浅。

2.3　Western印迹膜的检测

　　同时采用酶促底物显色法和增强化学发光法检测 ,发现酶
促底物显色法呈色浅且非常缓慢 , 最多长达 4 h ,日照会褪色;

而等量加入化学发光信号和增强试剂 , 在 1～ 20 min 内 , 压片 ,
自显影 ,则可清晰地显示 K562 细胞中 CyclinD1 , CyclinE , Cdk2 ,

Cdk5的不同表达 , 见图 1。

图 1　Western-blotting-ECL检测 K562细胞

A:CyclinE的表达;B:Cdk2的表达;C:CyclinD1的表达;D:Cdk5

的表达;1 ,3 , 5:未经苦参碱作用的 K562细胞分别培养 24 、48 、

72 h;2 ,4 , 6:苦参碱作用的 K562细胞分别培养 24 、48 、72 h
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3　讨论

　　Western-blotting 技术是检测细胞内蛋白质表达的
专用分析技术 ,但由于其检测系统通常采用酶促底物
显色法 ,因其灵敏度较低 、且显色缓慢而使其应用受到
一定限制。本研究使用的 Luminol-H2O2-HRP 系统建立
的Western印迹-增强化学发光法(ECL),它将Western-
blotting 的特异性和增强化学发光法的灵敏度结合起

来 ,提高了Western-blotting 技术的灵敏度 , 且发光信号
可稳定在 20 min无影响

[ 3]
。

　　电泳条件的选择是Western-blotting 技术的关键环
节之一 。国外绝大多数学者均采用 10%PAGE-SDS单
一浓度胶检测细胞周期蛋白的表达[ 4] ,本实验证实采
用 10%PAGE-SDS 和 6%PAGE-SDS 的堆积胶(Stack
gel)[ 5] ,80 V ,2.5 h ,可以将分子量大小不同的蛋白质
在很短的时间内 ,调节在同一起点上 ,分离效果优于单
一浓度胶 。
　　封闭可能结合非相关蛋白的位点也直接影响
Western印迹法的检测效果[ 5] 。因此在实验中我们对
封闭条件作了改进 , 选择的封闭液中含有 0.05%
Tween-20 ,4 ℃,4 h ,这样既不影响抗体与靶抗原的特
异性结合 ,又可有效降低非特异性结合背景。
　　Western印迹膜同时采用酶促底物显色和 ECL 试

剂检测 ,结果显示前者呈色浅 ,且非常缓慢 ,日光照射
4 h后即褪去;而ECL试剂可以快速(反应1 min)、清晰
地显示出所测靶蛋白的表达 ,大大提高了检测反应的
灵敏度 , 且所发的光可以持续稳定较长的时间(20
min)。结果显示 ,在未经作用的 K562细胞中 ,CyclinE

和Cdk2的表达增强;而在苦参碱作用后分化的 K562

细胞中 ,CyclinD1 和 cdk5 的表达增强。提示 Cyclin和

Cdk的表达与细胞增殖和分化密切相关。
　　目前 ,国外有关Western-blotting 检测细胞周期蛋白
表达的报道很多。大多数学者采用的蛋白质用量为 50

～ 100μg ,选择10%PAGE-SDS单一浓度胶 ,封闭条件为
25 ℃,30min ,而本实验采用NP-40裂解法制备细胞核 、
Stack胶分离蛋白质 、增强化学发光法检测 ,蛋白质用量
降低为30μg ,从而使该方法能更广泛地应用于难得标
本的分析 ,扩大了Western印迹技术的应用范围。
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超氧化离子水的体外杀菌试验

Experimental study of antimicrobial effect of super-oxidizad water

陈　萍 ,刘　丁 ,张志诚 ,邓光贵　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所感染监控中心 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　研究超氧化离子水对细菌 、病毒的杀灭效果。方法　通过定量杀菌试验 、乙型肝炎表面抗原破坏试验 、金属腐
蚀性试验进行比较杀菌性能。结果　在无有机物存在的条件下 15 s可杀灭细菌繁殖体 , 作用 30 s可破坏乙型肝炎表面抗原 ,作用

10 s可杀灭枯草杆菌的芽孢 ,对金属腐蚀性小。结论　超氧化离子水对微生物有较强杀灭作用 ,可作为医院消毒使用。

　　超氧化离子水(Super-oxidized water)是将加入少量
氯化钠的自来水 ,通过离子隔膜电解 ,在阳极产生具有
1 100 mV以上的氧化还原电位(Oxidation reduction po-
tential ,ORP)和 pH 2.7以下的特殊离子水 。由于该水
的强氧化能力和低的 pH 值 ,对细菌微生物具有一定
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的抗菌活性[ 1] ,为了进一步评价超氧化离子水的消毒效
果 ,我们对其进行了有关实验的研究 ,现将结果报告如

下。

1　材料与方法

1.1　消毒剂的制备
　　超氧化离子水是在自来水中加入氯化钠 ,配制成氯化钠浓

度为 10%的水溶液 ,将氯化钠充分溶解后 , 通过连续式电解水
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