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针对蛋白质分析的全面解决方案

Jess/Abby/Wes

全自动 Western

Milo

单细胞 Western

Ella

微流控全自动 ELISA

Maurice

CE-SDS + icIEF 双功能 CE

MFI 

微流成像颗粒计数分类仪

FluorChem

多功能成像

PROTEIN SIMPLE -- 创新蛋白质分析技术专家
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最重要的三点

I. 一抗

• 一个 好的一抗 是做好免疫学实验的前提

II. 样品浓度

• 信号 与 样品浓度 应该有 线性 关系

III. 抗体稀释度

• 不会造成 “有或无” 的结果

• 与真实定量或重复性有关

• 优化好的抗体浓度应该是:

• 足够高到饱和

• 背景足够低

所有利用抗体定量的检测技术

都会涉及这三点
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I. 一抗

免疫检测结果依赖于抗体质量

• 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

背景 = ~300

背景 = ~30,000
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I. 一抗

a) 一抗的选择对于一个好的免疫测定试验至关重要

• 抗体不好，免疫检测的结果也不会好

b) 寻找合适的抗体

• 寻找适用于 Simple Western 的抗体

• 寻找能在多种免疫测定中使用的抗体（WB/IP）

• 筛选一种以上的抗体

ProteinSimple抗体库：
http://proteinsimple.com/antibody/antibodies.html
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II. 样品浓度

过量或过少的上样导致结果不好

- 峰情况反常 (本该是一个条带)
- 峰变宽
- 信号值高

- 未检测出峰
- 背景相对较低

800,000

无线性 – 高信号 无线性 – 低信号

3,500
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II. 样品浓度

• 梯度稀释样品确定线性范围
• 信号“恢复”成单独的峰

样品需梯度稀释以确定线性范围
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III.抗体稀释度

抗体稀释比例

化
学

发
光

信
号

值

不饱和 饱和

抗体不饱和的免疫测定

会导致重复性不好

• 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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III.抗体稀释度

抗体稀释比例

化
学

发
光

信
号

值

信号:  
背景:

11

• 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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优化思路

I. 信号灵敏度

II. 重现性

III. 免疫检测

IV. 微调运行参数
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I. 信号灵敏度

三种因素可以提高信号强度:

• 样品因素:

• 增加最终蛋白的浓度

• 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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II. 重现性

• 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
• 抗体不同批次
• 保存条件

• 定量方法

• 仪器使用+耗材

Abcam GAPDH 抗体 [EPR16891]

变异系数来源于多个方面
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II. 重现性

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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II. 重现性

• 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

System Control 在荧光 Master Mix 中
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III.免疫检测

样品制备也会影响实验结果

• 默认 Wes/Jess 样品处理条件:
• 40mM DTT (还原), 1% SDS, 95℃ 加热 5 mins

• 根据目的蛋白属性调整处理条件: 如 更低的温度，或者更长/短的加热时间

• 参照文献里报道的目的蛋白在传统 WB 上的处理条件

• 不同的裂解液，参照裂解液兼容性表，或者在线网址：https://proteinsimple.docebosaas.com

https://proteinsimple.docebosaas.com/
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合理的对照可帮助评估免疫实验

类型 目的 如何：

无一抗 确定二抗和样品的非特异结合情况 用封闭液替代一抗

0.1X Buffer + FL 
Master Mix（无样品）

确定一抗和荧光内参等是否有非特异性结合 用0.1X Sample Buffer + 1X FL master mix 替代样品

无生物素标记试剂(总
蛋白检测试剂盒)

确定在细胞或组织裂解液中是否有内源性类生物素分
子

用 Antibody Diluent 替代生物素化的试剂

重组蛋白
确定目的蛋白的分子量，最小化细胞/组织裂解物背
景的复杂性

使用约 50-10 µg/mL 的终浓度

过表达细胞裂解液 确定目标峰 转染后的细胞裂解液，作为阳性对照.

野生型 Vs 基因敲除样
品

确定目标峰
调节目标蛋白对应的 RNA 转录水平，然后作为阴性/阳
性对照。

血浆/血清加标
检测临床样品前，确定血浆/血清中目的蛋白的检测
可行性

获得纯的重组目标蛋白，与血清进行不同比例(如：10, 
20, 40% 等).混合后检测

III.免疫检测
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IV.微调运行参数

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

仅增加浓缩胶上载量
• 增加峰的锐利度和分辨率
• 保持默认样品上载量

增加分辨率 Stacking

Sample

lo
a
d

增加浓缩胶和样品上载量
• 用于增强信号
• 保持 Stacking/Sample 比例不变

增加信号 Stacking

Sample

lo
a
d

通过调整浓缩胶和样品的上载时间来增强信号或提高分辨率
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优化方法

I. 定性

II. 定量

III. 多因子检测
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I. 定性

一般推荐简单的抗体筛选来优化 定性 实验

• 筛选新抗体时，尝试高的抗体浓度

• 1:10 或者 1:50

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

• 此外增加一个 “无样品对照” 测试抗体背景

• 使用高的样品浓度 (不超过 3 mg/mL)
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I. 定性

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)

• 测试多种抗体的目的 (最多12 种抗体)

• 每种抗体用量不超过 2 µL

• 如果抗体浓度为1:50，则抗体用量不超过1ul

• 无样品对照用于测试抗体背景

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

24
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II. 定量

抗体稀释比例

化
学

发
光

信
号

值 • 为了确定抗体饱和浓度，

• 至少需要测试3种抗体浓度，

观察曲率

• 抗体浓度跨度区间需要合适

25

信号:  
背景:

至少需要摸索 3 个抗体浓度
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II. 定量

一抗 5 倍梯度稀释可帮助确定抗体是否饱和

• 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



© 2021 Bio-Techne®. All rights reserved.

II. 定量

Jess 上梯度稀释- DnaK，NIR

动态范围 ~ 4.2 log
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DnaK in Hela Lysate (µg/mL)
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确定线性范围对于定量试验
来说同样重要

样品浓度需要令目标蛋白浓度落在
定量线性范围内

理想情况下, 落在橙色区间
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II. 定量

样品4倍梯度稀释能帮助确认样品的定量线性区间

• 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：

➢ 重组蛋白，纯化后的蛋白

• 10 µg/mL

• 2.0 µg/mL

• 0.4 µg/mL

➢ 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
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II. 定量

• 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

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

抗体 1:10 稀释
抗体 1:50 稀释

抗体 1:250 稀释
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III.多因子检测

多因子检测需要考虑什么 ?

• 目标蛋白的分子量差异

• 各个目标蛋白独立进行过条件优化

• 单独靶标的背景

• 一抗种属

• 二抗种属
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III.多因子检测

化学发光多因子检测工作流程

摘自：“Multiplexing with Simple Western”
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III.多因子检测

12 40 66 116 180MW (kDa)

β-Actin GPMNB

单独小鼠 α-β-Actin 抗体

单独羊 α-GPMNB 抗体

两种抗体混合

多因子检测，
有些一抗混合时不兼容
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III.多因子检测

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。

对于不同宿主来源一抗，一抗和二抗浓度饱和都很重要
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III.多因子检测

- - - - + + + + 磷酸酶处理

Total EGFR

pEGFR

HSP60

Total EGFR/pEGFR

HSP60

JESS 能在同一根毛细管中
检测总目标蛋白，磷酸化
蛋白和内参蛋白
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III.多因子检测

一根毛细管内进行两轮免疫学
检测 (2 次连续检测，每轮只测
1个靶点)

可用于化学发光、荧光及总蛋
白检测

节省单个数据点检测费用

利用Simple Western技术独有
的蛋白质与毛细管共价交联固
定
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公众号报修流程
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PROTEINSIMPLE
SIMPLE YOUR PROTEIN ANALYSIS

Maurice

• Simple icIEF + CE-SDS

MFI

• Simple Particle Analysis

Ella

• Simple ELISA

Jess/Wes/Abby

• Simple Western

Milo

• Simple Sc-Western

FluorChem

• Simple Imaging

4000-863-973


