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SIMPLE WESTERN SIZE 方法优化

如何选择初始实验条件

高级条件优化
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如何选择初始实验条件
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SIMPLE WESTERN SIZE 检测流程

1) 样本制备-提取蛋白

2) 测定蛋白浓度(BCA法)

3) 选择合适的分离试剂盒(2-40kDa, 12-230kDa 或 66-440kDa) 和分析类型

(Wes免疫分析或总蛋白检测，Jess化学发光、荧光、总蛋白归一化)

4) 设计板布局

5) 准备样品、抗体和其他试剂

6) 加样

7) 放入毛细管卡盒、样品板，点击运行
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样品制备影响实验结果
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• 根据样品类型和目的蛋白属性选择、调整样品制备条件: 

如蛋白提取方法、变性方法的优化

• 不同的裂解液，参照裂解液兼容性表

• 参照文献里报道的目的蛋白在传统 WB 上的处理条件
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最重要的三点

所有利用抗体定量的检

测技术都会涉及这三点

• 一抗
• 一个 好的一抗 做好免疫学实验的前提

• 样品浓度
• 信号 与 样品浓度 应该有 线性 关系

• 抗体稀释度
• 定性实验无需过多关注
• 定量实验需要优化抗体稀释度
• 优化好的抗体浓度应该是:

• 足够高到饱和
• 背景足够低
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一抗的选择对于一个好的免疫测定试验至关重要
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• Simple Western 验证过的抗体
• ProteinSimple 抗体数据库
• 文献（www.proteinsimple.com/citations.html）

• 传统 Western 用过的抗体
• 与传统 Western 选择的抗体标准类似

• 稀释度越高越好（说明抗体效价高）
• 应用越广泛越好（说明抗原表位容易接近）

• 筛选一种以上抗体
• 与传统Western和ELISA类似, 越多备选一抗越好

http://www.proteinsimple.com/citations.html
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一抗首选在SIMPLE WESTERN上验证过的抗体

http://www.proteinsimple.com/antibody/antibodies.html
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一抗的选择对于一个好的免疫测定试验至关重要
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• Simple Western 验证过的抗体
• ProteinSimple 抗体数据库
• 文献（www.proteinsimple.com/citations.html）

• 传统 Western 用过的抗体
• 与传统 Western 选择的抗体标准类似

• 稀释度越高越好（说明抗体效价高）
• 应用越广泛越好（说明抗原表位容易接近）

• 筛选一种以上抗体
• 与传统Western和ELISA类似, 越多备选一抗越好

http://www.proteinsimple.com/citations.html
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一抗优化流程
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确定测试抗体

筛选多达12种抗体

定性或者定量?

继续进行实验

筛选/优化
1-2 种抗体定性

定量
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定性结果的实验优化

• 筛选新抗体时，尝试高的抗体浓度

• 1:10 （不能高于1:5）

• 如果做过传统 WB，测试 100倍 或者 20倍于传统 western blot 的浓度.

例如: 
如果传统 WB 使用 1:2000 的抗体稀释度在 Simple Western 上尝试
1:20 (100x) or 1:100 (20x)的抗体浓度。

一般推荐简单的抗体筛选来优化定性实验
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例如，可以在一次运行中筛选多种抗体

12

无样品对照

抗体 1

3.0 mg/mL

1:10 1:10

无样品对照

抗体 2

1:10 1:10

3.0 mg/mL

样品 (浓度不超过3.0 mg/mL)

无样品对照

抗体 3

1:10 1:10

3.0 mg/mL 无样品对照

抗体 4

1:10 1:10

3.0 mg/mL

• 测试多种抗体 (最多12 种抗体)

• 使用高的样品浓度 (不超过 3 mg/mL)

• 无样品对照用于测试抗体背景
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定量结果的实验优化

• 筛选抗体

• 抗体浓度/稀释比例的优化

• 样品浓度的优化
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抗体稀释比例

化
学

发
光

信
号

值
抗体不饱和的免疫测定会导致重复性不好

14

不饱和 饱和

• 抗体不饱和，导致检测精确度

不好

• 一旦您的抗体饱和，生物学重

复的变异系数将大大降低
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抗体稀释比例

化
学

发
光

信
号

值
优化好的抗体浓度：刚饱和的抗体浓度
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信号:  
背景:

• 优化好的抗体浓度:

• 足够高到饱和

• 不能太高导致背景提高

• 抗体浓度避免落在低浓度区

间 (红色区) 以及指数期（橙

色区）

• 注意当抗体浓度太高，可能

会导致高背景 (浅红色区)

• 平台期的前端是最理想的浓

度 (绿色区)
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一抗 5 倍梯度稀释可帮助确定抗体是否饱和
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• 对于大部分抗体，测试 1:10, 1:50, 和 1:250 三种稀释倍数

• 或者 100 µg/mL, 20 µg/mL 和 4 µg/mL 三种不同抗体浓度

• 或者，如果您的抗体在传统 WB 上工作过，稀释倍数大于1000

• 测试 100倍, 20倍, 4倍 于传统 WB 的抗体浓度

• 例如，在传统 WB 中稀释倍数为 1:2000, 在Simple Western 条件摸索中，尝试

1:20, 1:100, 和 1:500 三种抗体浓度

• 二抗也需要饱和



© 2019 Bio-Techne®. All rights reserved.

当 您 的 一 抗 饱 和 了 :

• 您的样品浓度需要令您的目标蛋白浓度落在定量线性范围内

• 理想情况下, 落在橙色区间

确定线性范围对于定量试验同样重要

17

梯度稀释Hela 裂解液- 检测 DnaK

动态范围 ~ 4.2 log
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当您的一抗饱和了:
• 您的样品浓度需要使目标蛋白浓度

落在定量线性范围内
• 理想情况下, 落在橙色区间
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• 内源性蛋白常用细胞/组织裂解液浓度: 
• 2.00 mg/mL

• 0.50 mg/mL

• 0.125 mg/mL

• 优化样品浓度之前，需要了解您研究的特殊需求

• 其它样品的摸索浓度：

样品4倍梯度稀释能帮助确认样品的定量线性区间

◼重组蛋白，纯化后的蛋白

• 10 µg/mL

• 2.0 µg/mL

• 0.4 µg/mL

◼ 过表达/表达丰度高的细胞裂解液

• 0.5 mg/mL

• 0.1 mg/mL

• 0.02 mg/mL

4倍稀释

4倍稀释

18
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做过 WESTERN的样品浓度
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• 比传统Western终浓度高 3倍 作为起始浓度

• 从该浓度开始，依次稀释 5倍
• 例如传统 Western 上样浓度是 0.33mg/mL
• Simple Western 相应浓度（/每孔）

• 1mg/mL (3X)
• 0.2mg/mL (0.6X)
• 0.04mg/mL (0.12X)
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把这些条件集中到一次运行中…

20

样品

0.13 mg/mL
0.50 mg/mL

2.0 mg/mL

0.13 mg/mL
0.50 mg/mL

2.0 mg/mL

0.13 mg/mL
0.50 mg/mL

2.0 mg/mL

1:10 antibody dilution
1:50 antibody dilution

1:250 antibody dilution

No sample

No Primary 
antibody

• 3 种抗体浓度 X  3 种样品浓度，共 9 根毛细管

• 两个关键阴性对照
• 无一抗对照 (测试样品和二抗的交叉反应情况)
• 无样品对照 (测试一抗背景)

• 共 11 根毛细管，25 根毛细管卡盒可优化 2 种样品和一抗
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第一次实验原则
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第一次实验的目的是确定最佳的样本/抗体浓度，
为以后的实验做准备

对于每一个新抗体

1. 最少测试 3 种抗体稀释度

（最高浓度 1:5，一抗 5 倍梯度稀释可帮助确定抗体是否饱和）

2. 最少测试 3 种样品浓度

（样品4倍梯度稀释能帮助确认样品的定量线性区间）

3. 设定无样品对照

4. 设定阳性对照（阳性样本+阳性抗体）

5. 使用默认运行程序、参数
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The most critical part of CEI is optimizing the assay conditions for each antibody purchased from different vendors, 

type of antibody (monoclonal vs. polyclonal), optimum protein concentrations, sample preparation, sample 

denaturation temperature, and electrophoresis voltage applied on the capillaries. We have developed a single-assay 

format optimization method for the CEI that should be implemented before any new assays, which will save time and 

resources. 

Target protein: total and phosphorylated transactivation response DNA/RNA binding protein (TARDP). Due 

to its size (43 kDa), the acronym TDP-43 will be used.
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样品制备的优化

23

Figure 2: Signal clarity depends on the sample quality. (A) Whole platelet lysate homogenate interferes with anti-TDP-43 antibody 

binding; therefore, a noisy electropherogram was observed. (B) Platelet cytosolic fraction was obtained from subjecting the whole lysate to 

centrifugation(16,000 x g for 30 min). Most of the membranous proteins were removed; hence, anti-TDP-43 antibody binding to TDP-43 
protein was enhanced(blue line trace).
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样品浓度与抗体稀释比例的优化

24

Figure 1: Assay layout. Both primary antibody and target protein sample optimization can be performed in one assay. Capillaries 2–7, 8–

13, 14–19, and 20–24 represent various protein concentration and primary antibody range. Capillary 25 represents positive control. Anti-
ERK antibody was used
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优化结果

25

Figure 3: Linear dynamic range for platelet cytosol protein concentration. (A) Both protein concentrations and antibody titrations were 

optimized in one plate during the same run. (B) The linear working range (0.2–0.8 mg/mL) for protein was established. A 0.5 mg/mL protein load 
was labeled by a-ERK antibody as the positive control (capillary 25). 

Antibody dilution：1:300
Sample concentration: 0.5mg/mL
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ALS患者血小板裂解上清液中TDP-43水平检测
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Figure 5: A representation of predictive phosphorylation value (PPV) of TDP-43. Absolute amount of phosphorylated TDP-43 

and pan TDP-43 alone did not show much difference between the ALS and control groups. However, PPV indicated a slight increase 

in the ALS cohort, although there was no statistical difference between the two groups due to insufficient numbers of subjects (ALS = 

25, control = 27). A low Cohen's d value between the means of ALS and control group showed a low effect size between the two 
groups due to small sample size (control = 25, ALS = 27).
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TDP-43蛋白的绝对定量

27
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SIMPLE WESTERN 
高级条件优化
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高级实验优化概览
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• 信号灵敏度
• 样品因素
• 抗体因素
• 运行参数
• 检测方法

• 免疫检测
• 抗体条件
• 样品条件
• 共同实验对照

• 重现性优化

• 微调运行参数
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1.3种因素可以调整以优化信号强度/灵敏度

30

• 样品因素:
• 增加最终蛋白的浓度（注意背景、非特异性）
• 考虑先进行样品免疫沉淀

• 抗体因素:
• 增加抗体浓度
• 考虑信号放大: 生物素化二抗+ strep-HRP
• 考虑不同的抗体品牌

• 运行参数:
• 增加样品上载时间
• 增加抗体孵育时间
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样品因素

增加样品浓度

0.1mg/mL
1mg/mL

IKK beta in HeLa Lysate (anti IKK beta, Novus, NB100-56509, 1:12.5) 
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抗体因素

抗体稀释倍数:
1:20

1:100

TAZ in 0.5mg/mL HeLa 
Lysate (anti TAZ, Novus, 
NB110-58359) 

Ab 
dilution

Signal/ 
Noise

Signal/ 
Baseline

1:100 23.1 8.5

1:20 37.4 21

• 抗体浓度提高信号明显提高，背景信号略微增加
• 计算 Signal/Baseline, Signal/Noise 以确定数据是否改善

增加抗体浓度



© 2019 Bio-Techne®. All rights reserved.

Graph View

Stacking (sec) 6 9 12 15 18

Sample (sec) 3.6 5.4 7.2 9 10.8

Separation time 40min

• 保持 stacking:sample 上样比
（1.7:1 for 12-230kDa）

• 保持分离分辨率

默认运行条件

SYSSystem 
Control

运行参数
增加样品上载时间

运行参数
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运行参数

Tubulin (CS2105)NOTE: 注意背景信号是否也增加，本例中背景信号无明显增加

30min
1h
2h

背景信号扣除 原始数据

30min
1h
2h

增加抗体孵育时间以增加抗体结合
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在 SIMPLE WESTERN 中化学发光相比于NIR 和 IR 具有更高灵敏度

35

化学发光和 NIR

A431 裂解液 @ 1 µg/µL. Target = HSP60 (1:50). FL 曝光时间300sec.

NIR 和 IR

样品 名称 峰高 峰面积 信噪比
A-431 Hsp60 Chemi 349873 5126616 21633
A-431 Hsp60 NIR 8009 93108 346

A-431 Hsp60 IR 93 1038 64
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2.免疫检测优化--结果依赖于抗体质量
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背景 = ~300

背景 = ~30,000

• 一个好的一抗:
1. 高信噪比
2. 低背景
3. 条带符合预期

• 一个不好的一抗:
1. 高背景
2. 非特异条带

• 如果背景高:
1. 测试新的一抗
2. 测试不同的封闭液
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不同的封闭液效果不同

37
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3.重现性优化--变异系数来源于多方面

38

Abcam GAPDH 抗体 [EPR16891]
• 移液误差 (小体积!)

• 不同人员

• 稀释方式
• 梯度稀释 vs. 直接稀释

• 裂解液的蛋白定量

• 样品间的生物学重复

• 抗体不饱和

• 试剂&耗材
• 不同批次
• 保存条件

• 定量方法
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蛋白归一化可改善重现性

39参考 application note: “Better Housekeeping: Protein Normalization on Jess”
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峰拟合影响峰定量及重现性

40

• Compass for SW 软件默认用高斯拟合 Gaussian fits

1. 确保软件正确识别并拟合每个峰

2. 确保拟合峰和实际峰形吻合
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SYSTEM CONTROL 在荧光 MASTER MIX 中

41

• System Control 蛋白可帮助减少实验误差

• 不同规格技术重复的 CV 水平
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调整样品和浓缩胶的上载量

默认上载
样本和浓缩胶的上样时间固定

lo
ad

Stacking

Sample

默认上载

增加浓缩胶的上载量
• 改善峰的锐利度和分辨率
• 保持默认样品上样量

增加分辨率

Stacking

Sample

lo
ad

同比例增加浓缩胶和样本
• 用于增加信号
• 保持 Stacking/Sample 比例不变

增加信号 Stacking

Sample

lo
ad

4.微调运行参数优化--调整样品和浓缩胶的上载量
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运行条件

参数 试剂盒 默认条件 范围 备注

Separation Time
分离时间

12-230 kDa 25 min at 375 V 25-31 min 
增加分离时间能增加<75kDa 蛋白的分辨率，但是可能降低高
分子量蛋白分辨率(PLCg)

66-440 kDa 275V, 50 min 50-55 min
增加分离时间，<200kD 蛋白分辨率增加，但可能降低高分子
量（＞200KD）蛋白分离分辨率

2-40kDa 375V, 27 min 27-30 min 增加分离时间会导致1kDa 的荧光内参跑出胶

Sample Loading Time
样品上载时间

12-230 kDa 9 sec 3.6-12.6 sec

增加样品上载时间能增强峰信号，但降低分离分辨率66-440 kDa 8 sec 8-9  sec

2-40kDa 9 s 6-11 s

Stacking Loading
Time

浓缩胶上载时间

12-230 kDa 15 sec 6-21 sec 保持 stacking: sample 上载时间比为 1.7:1

66-440 kDa 12 sec 12-14 sec 保持 stacking: sample 上载时间比为 1.5:1

2-40kDa 12 sec 8-18 sec 保持 stacking: sample 上载时间比为 1.33:1
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如何增强信号 -- 增加浓缩胶和样品上载时间

System Control

ERK2

ERK1

Notes:
• 生物素标记的Marker需要稀释，避免信号饱和
• 该 stacking/sample 上载比仅适用于12-230kDa 试剂盒

Default run
condition

Stacking (sec) 6 9 12 15 18 21

Sample (sec) 3.6 5.4 7.2 9 10.8 12.6

Separation (min) 40 40 40 40 40 50
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Stacking (sec) 6 9 12 15 18 21

Sample (sec) 9

Separation time 40 min

注: 本数据仅适用于12-230kDa 试剂盒

峰锐利度= 峰高
峰宽

Default run
condition

SYS

如何提高分辨率 -- 增加浓缩胶上载时间
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