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为什么要多因子检测?

在一个毛细管中有更多相关数据点

• 用内参蛋白归一化

• 同一样品检测多种靶蛋白

• 总蛋白和磷酸化蛋白



多因子检测例子:
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用内参蛋白归一化 检测多个目标蛋白 磷酸化/总蛋白



用 Simple Western 进行多因子检测
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化学发光

Wes/Jess

化学+荧光+总蛋白检测双色荧光 化学+荧光

Jess
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化学发光多重检测工作流程

摘自：“Multiplexing with Simple Western”
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更换内参，使其可以完全分开

From:《CST Guide: Pathways & Protocols》

分子量相差>10%



对于丰度高的蛋白，可选择 HRP 直接标记一抗
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对于不同宿主来源一抗，二抗饱和也很重要

10摘自：“Multiplexing with Simple Western”

抗兔和抗小鼠二抗 1:1 混合时，信号有明显下降，而使用20X 抗兔二抗和1X抗小鼠二抗混合时，信号无明显下降。



二抗选择不当也会产生交叉反应

Product Name Product Part 
Number (vial)

Minimal cross-reactivity 
against:

Host Species Specificity

Anti-Rabbit HRP / 
20X Anti-Rabbit HRP

042-206 / 
043-426

None Goat Heavy and Light 
chains

Anti-Mouse HRP 042-205 None Goat Heavy and Light 
chains

Anti-Goat HRP 043-522 Chicken, Guinea Pig, Syrian 
Hamster, Horse, Human, Mouse, 
Rabbit, Rat

Donkey Heavy and Light 
chains

Anti-Human IgG HRP 043-491 Human IgA, Human IgM, Bovine, 
Horse, Mouse, Rabbit

Goat Fc region



化学发光的多重检测总结
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注意事项 要求

分子量 >10%

抗体特异性 背景干净，在MW附近无杂带

线性范围 有交叉，可用同一上样浓度

一抗种属 尽量一致

二抗种属 尽量一致

推荐二抗 货号

Anti-Mouse Secondary HRP Antibody PS  042-205

Anti-Rabbit Secondary HRP Antibody PS  042-206

Anti-Human IgG Secondary HRP Antibody PS  043-491-2

Anti-Goat Secondary HRP Antibody PS  043-522-2

Anti-Rat Secondary HRP antibody Abcam Ab6734
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双色荧光的多重检测

摘自：“Multiplexed Fluorescent Westerns on Jess”
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双色荧光的多重检测总结
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注意事项 要求

抗体特异性 背景干净

线性范围 有交叉，可用同一上样浓度

荧光通道 低丰度蛋白用NIR Channel
高丰度蛋白用IR Channel

一抗种属 尽量不同

二抗种属 尽量一致

推荐二抗 货号

Anti-Rabbit Secondary NIR Antibody 043-819

Anti-Rabbit Secondary IR Antibody 043-820

Anti-Mouse Secondary NIR Antibody 043-821

Anti-Mouse Secondary IR Antibody 043-822
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荧光和化学发光相结合的多重检测
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- - - - + + + + 磷酸酶处理

Total EGFR (R&D AF231, Goat)

pEGFR (PA5-17848, Rabbit)

HSP60 (R&D AF1800-SP, Mouse)

Total EGFR/pEGFR

HSP60

Anti-Goat HRP + Anti-Rabbit 
NIR + Anti-Mouse IR (RTU; 
1:20; 1:20)
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荧光和化学发光相结合的多重检测总结
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注意事项 要求

抗体特异性 背景干净

线性范围 有交叉，可用同一上样浓度

灵敏度 CHEMI>NIR>IR Channel

通道选择 低丰度尽量用化学发光

一抗种属 尽量不同

二抗种属 尽量一致

Emission Wavelength
NIR = ~700 nm
IR = ~800 nm

推荐二抗 货号

Anti-Mouse Secondary HRP Antibody+ Anti-

Rabbit 650 Antibody

PS  042-205

NBP1-72732C
Anti-Rabbit Secondary HRP Antibody + Anti-

Mouse 650 Antibody

PS  042-206

NBP1-75147C
Anti-Goat HRP + Anti-Rabbit NIR + Anti-Mouse 

IR 

PS  043-522-2

043-819

043-822
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荧光+化学发光+总蛋白均一化的多重检测
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荧光/化学+蛋白均一化的多重检测总结
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注意事项 要求

分子量大小 12-230kD

抗体特异性 背景干净

线性范围 0.2-1.2 mg/ml

灵敏度 CHEMI>NIR>IR Channel

通道选择 低丰度尽量用化学发光

一抗种属 尽量不同

二抗种属 尽量一致
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