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为什么归一化对于一个可靠的免疫定量实验很重要 ?

• 控制实验变异系数
– 最小化变异系数(实验设计)

•生物学重复
•人员/移液误差
•技术限制 (如 western blot 的转膜)

– 校正误差(归一化)
•通过校正不同泳道间的误差，降低重复样本的变异系数

• 归一化 – 主要目标是降低泳道间差异，便于进行定量比较
– “对所有目标蛋白丰度进行总蛋白归一化是减少计数误差，进行蛋白表达量相对比较
的一种更可靠手段。” 

• 无归一化: 生物学差异是否由实验误差引起？
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归一化方法各有优劣
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• 归一化方法
–内参蛋白

• 单个内参蛋白的信号
(GAPDH, Actin, Tubulin, 
etc.)

–总蛋白染色

• 所有蛋白的总信号强度

• 哪种方法好 ? 

– 每种方法各有优劣

– 不同验证过程

– 选择哪种依赖于实验设计以
及实验误差来源



两种归一化方法对线性区间有要求
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Simple Western 总蛋白分析和目的蛋白归一化流程：

对于目的蛋白信号，无论是内参蛋白归一化还是总蛋白归一化，都需要选择裂解液浓度落在线
性范围中间。



内参蛋白归一化



内参蛋白经常超出线性范围

–内参蛋白一般高表达，因此经常因为低估蛋白丰度而超出线性范围

–确保内参蛋白稳定表达且在线性范围内
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内参蛋白目的蛋白

目的蛋白理想上样量:

10-20 ug

内参蛋白理想上样量:

2-10 ug

管家蛋白(HKP) 信
号可能跟目的蛋白
线性范围错开



Compass for SW 软件简化内参蛋白归一化流程

• 命名目标蛋白和内参蛋白
• 选择内参蛋白 (Edit > Analysis > Loading Controls)
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• 首先计算每个泳道的归一化因子，然后对每个信号的峰面积进行校正，确定校正面积



Simple Western 
总蛋白归一化
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Proteinsimple蛋白均一化的解决方案

Total Protein Detection Assay Protein Normalization Assay Module
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原理不同

前者是利用Biotin标记的染料，借助SA-HRP进行化学发光检测，后者是利用
TAMRA的荧光染料，借助荧光通道进行检测



试剂及适用的仪器类型不同

Total Protein 

Detection Module

Protein Normalization Assay 

Module

分离试剂盒 相同 (毛细管和样品板都一样)

检测试剂盒 DM-TP01 AM-PN01(包含毛细管，板子，
Standard pack及均一化试剂)

之前的DM-TP02中的Protein 

Normalization Reagent (8 tubes)

货号已从043-825更新为043-824

仪器型号 Jess/Wes/Peggy 

sue/Sally sue

Jess
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试剂制备方法不同
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运行程序不同
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Protein Normalization不可以单独运行，必需跟化学发光或者荧光检测同时进行，而
Total Protein Detection可以单独运行。也就是说如果您想同时做蛋白均一化和靶蛋白检
测时，前者可以在同一根毛细管内实现，而后者可以在同一个Run的不同毛细管内进行



分析方法及结果展示不同
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Total Protein Detection数据分析流程为：

1、先将capillary中的数值复制到excel中

2、选择一个样品(或者一根毛细管)的total protein 

area作为参比，其他样品均除以该值，得到每个样
品的均一化系数

3、最后每个样品某个靶蛋白的峰面积乘以对应的均
一化系数即可获得均一化之后的该蛋白相对表达量

4、设置无生物素标记对照，观察内源性生物素蛋白



Protein Normalization数据分析流程为：

1、Compass工具栏可以自动选择PN模式，如下图蓝色圆圈

2、可在Edit>Analysis>Normalization选择那个毛细管作为参比，并选择计算面积的分子量区间

3、在Lane界面可以直观的看到均一化之后的结果，如下图有PN Corr. Area及PN%
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总蛋白归一化对于免疫定量实验是可靠内参方案
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Simple Western 的蛋白归一化试剂对免疫检测无明显影响
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蛋白归一化信号和总蛋白检测趋势相近
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荧光 化学发光



附加资源

21


