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Western Blot检测试剂盒

产品货号： AR0040

产品名称： Western Blot检测试剂盒

产品批号： 见包装标签

产品组份： 见表格

产品规格： 见表格

保存条件： 见表格

产品 规格 储存温度 保质期

RIPA裂解液 5ml 4℃ 一年

PMSF 50μl -20℃ 一年

磷酸酶抑制剂 50μl -20℃ 一年

BCA蛋白浓度测定试剂盒 50T 室温 一年

ECL发光检测液 15ml+15ml 4℃ 一年

彩色预染Marker(10-180KDa) 25μl -20℃ 一年

GoatAnti-Rabbit IgG(H+L)-HRP 20μl 4℃ 一年

GoatAnti-Mouse IgG(H+L)-HRP 20μl 4℃ 一年

脱脂奶粉 15g 4℃ 一年

5 × SDS-PAGE 上样缓冲液 1ml×2 -20℃ 一年

PBS缓冲液(10×) 125ml 室温 一年

TBS-T缓冲液(10×) 125ml×2 室温 一年

电泳缓冲液(10×) 125ml×2 室温 一年

转膜缓冲液(10×) 125ml×2 室温 一年

PVDF膜(6×8.5cm) 5片0.2μm+5 片0.45μm 室温 一年

转膜滤纸(9×7.5cm) 30片 室温 一年

未提供试剂：甲醇

使用说明：

本试剂盒提供的产品可提供完成 5块凝胶（约 50个样）对应的Western Blot实验，收

到该试剂盒后，请按照说明书所提供的保存条件进行保存。

上述列表中的物品如有损失和缺失，请及时联系技术支持。本试剂盒只能应用于科研，

不能应用于临床。

实验操作指南：

蛋白样品的制备

1.样品的处理

取适当量的 RIPA裂解液（见附表），放与 4℃预冷，使用前数分钟内加入 PMSF（见

https://m.elabscience.cn/p-goat_anti_rabbit_igg_(h%2Bl)(peroxidase_hrp_conjugated)-24504.html
https://m.elabscience.cn/p-goat_anti_mouse_igg(h%2Bl)(peroxidase_hrp_conjugated)-24572.html
https://m.elabscience.cn/p-5%C3%97sdsloadingbuffer-134087.html
https://m.elabscience.cn/p-systempbsbuffer_(10_%C3%97)-134086.html
https://m.elabscience.cn/p-tbstbuffer(10_%C3%97)-134093.html
https://m.elabscience.cn/p-electrophoresisbuffer_(10_%C3%97)-134091.html
https://m.elabscience.cn/p-transmembranebuffer_(10_%C3%97)-134092.html
https://m.elabscience.cn/p-pvdfmembrane(0.45%CE%BCm)-134089.html
mailto:boster@boster.com
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附表）和磷酸酶抑制剂（见附表）。

组织样本处理：

手术切除的组织块迅速置于预冷的 PBS（见附表）中，漂洗数次，洗净组织血迹，用滤

纸吸干组织表面液体，将组织切成几个较小的组织块。称量组织，按组织净重(g)：裂解液

(ml)=1：10的比例，加入相应体积的裂解液进行匀浆，匀浆器匀浆，肉眼观察无明显组织块，

冰上孵育 30分钟。10000g离心 10分钟，取上清，即为蛋白提取物。

细胞样本处理：

贴壁细胞，细胞刮刮下细胞，计数，并收集 5×106个细胞，600g离心 5分钟，尽量吸尽

上清，用预冷的 PBS（见附表）重悬细胞，600g离心 5分钟收集细胞，尽量吸尽上清，加入

0.5ml的预冷的裂解液，用移液器吹打数下，冰上孵育 30分钟，10000g离心 10分钟，取上

清，即为蛋白提取物。

悬浮细胞，计数，并收集 5×106个细胞，600g离心 5分钟，尽量吸尽上清，用预冷的

PBS（见附表）重悬细胞，600g离心 5分钟收集细胞，尽量吸尽上清，加入 0.5ml的预冷的

裂解液，用移液器吹打数下，冰上孵育 30分钟，10000g离心 10分钟，取上清，即为蛋白提

取物。

注：裂解产物中经常会出现一小团透明胶状物，属正常现象。该透明胶状物为含有基因组

DNA的复合物，可以通过超声处理打碎打散该透明胶状物，随后离心取上清用于后续实验，

超声条件：在 100-120W的功率下，超声处理样本 1min，冰浴条件下进行，超声 2s，间隔 2s。

2.BCA法测定蛋白浓度（参见附录中 BCA蛋白浓度测定试剂盒使用说明）。

3.用 PBS调整蛋白浓度，加入 5×SDS-PAGE上样缓冲液（使用说明参见附录）。

注：待测样本建议总蛋白上样量为 50μg，尽量保持单个待测样本上样体积为 10μl。

电泳

1.根据靶蛋白的分子量大小配制不同浓度的凝胶（凝胶配制见附录）。每个泳道加入待测

样本和蛋白Marker（见附录），加入电泳缓缓冲液（见附录），开始电泳。

2. 80V恒压电泳，待溴酚蓝跑到凝胶分界处，改为恒压 120V，跑完全程，电泳结束。

转膜

1.根据靶蛋白的分子量选择不同孔径的 PVDF膜（见附表），将 PVDF膜置于甲醇中 15s

使其活化，将 PVDF膜浸入水中 1-2min以置换甲醇，将 PVDF膜浸泡在转膜缓冲液（见附录）
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中 5min以置换水，同时将滤纸和纤维垫浸泡在转膜缓冲液中待用。

2.按照黑色板（负极）-纤维垫-滤纸-凝胶-膜-滤纸-纤维垫-白色板（正极）依次放好，排出

气泡，夹紧后放入湿转电转槽内，根据靶蛋白分子量调整转膜条件。转膜过程在低温下进行。

注：此为湿转的参考步骤，如用其他转膜方法，请依据具体情况进行调整。

3.转膜完成后，小心取出 PVDF膜，TBS-T溶液（见附表）洗涤 3次，每次 10min。

免疫印迹

1.用含 5%脱脂奶粉（见附表）的 TBS-T溶液浸泡 PVDF膜，室温封闭 1.5h，摇床摇晃。

2.用含 5%脱脂奶粉的 TBS-T溶液按照说明书推荐的稀释比稀释相应的一抗，使 PVDF膜

浸泡于一抗孵育液中，4℃孵育过夜，摇床摇晃。

3.TBS-T溶液洗涤 PVDF膜 3次，每次 10min。

4.用含 5%脱脂奶粉的 TBS-T溶液按照说明书推荐的稀释比稀释相应的二抗，室温孵育

1.5h，摇床摇晃。

5.TBS-T溶液洗涤 PVDF膜 3次，每次 10min。

显色曝光

1.将 ECL发光检测液中的 A液和 B液按 1:1比例混匀。

2.PVDF膜从 TBS-T溶液洗液中取出后用滤纸吸干，均匀滴加 ECL混合液与 PVDF膜上，

排出气泡，即可曝光。

3.调节仪器，多次曝光获取最佳图片效果。
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