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摘  要: 聚丙烯酰胺凝胶电泳是蛋白质分离的关键方式, 随着蛋白质印迹法的应用, 常被用作生物医学等方

面分析的下游工具。近年来, 近红外荧光材料膜的运用以及 3D 打印等新兴技术逐渐应用于组织工程中, 对蛋

白质免染系统提出了更高的定量要求。本文阐述了免染系统的原理, 操作和分析中存在的问题及改进方法, 并

对免染技术的发展进行了展望, 以期为实现标准免染技术对蛋白质的准确计量分析提供基础和思路。 
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ABSTRACT: Polyacrylamide gel electrophoresis is a key method for protein separation. With the application of 

western blotting, it is often used as a downstream tool for biomedical analysis. In recent years, the application of 

near-infrared fluorescent material membranes and emerging technologies such as 3D printing have gradually been 

applied to tissue engineering, putting forward higher quantitative requirements for stain-free systems. This article 

described the principle of the stain-free system, the problems in its operation and analysis, and its improvement 

methods. It also looked forward to the development of stain-free technology, hoping to provide the basis and ideas for 

realizing the accurate measurement and analysis of protein by standard stain-free technology. 
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0  引  言 

聚丙烯酰胺凝胶电泳(ployacrylamide gel electroph 

oresis, PAGE)是以聚丙烯酰胺凝胶作为电中性介质的一

种电泳技术 , 常用作蛋白质分离鉴定 , 也可广泛应用于

分离、鉴定、纯化 DNA 和小分子多肽等的现代生物技术

研究[1]。 

蛋白质印迹法自 1979 年首次应用以来, 因其能够实
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现对蛋白质印迹的准确密度计量分析, 逐渐成为测定复杂

生物样品中蛋白质的关键技术。标准免染技术不仅体现了

基于染色法的总蛋白定量方法的优势, 更是能够通过检测

和校正误差来为蛋白质印迹实验操作过程中数据的标准化

处理提供了稳妥的质控工具[2]。标准免染凝胶成像系统更

是一种可重复、快速、环保的聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)分析

工具, 可实现蛋白质分析工作流程的高效及可视化。由于

其易于操作使用及其蛋白质定量和数据分析能力的优势, 

标准免染系统成为第一个能够替代几十年来传统考马斯蓝

凝胶染色技术的体系[3]。本文阐述了免染系统的原理, 操

作和分析中存在的问题及改进方法, 并对免染技术的发展

进行了展望, 以期为实现标准免染技术对蛋白质的准确计

量分析提供思路。 

1  标准免染技术的原理及应用 

1.1  标准免染技术的原理 

标准免染系统是在利用 SDS-PAGE 标准惯例的基础

上, 建立的一个快速而容易使用的蛋白质可视化系统。标

准免染系统使用的标准蛋白试剂、样品制备方法和电泳方

法与传统聚丙烯酰胺凝胶电泳相同。免染系统由 3 部分组

成: 标准免染凝胶、标准凝胶成像仪和 Image Lab™软件[4]。

在凝胶制剂中掺入三卤代化合物, 在电泳结束后, 将凝胶

从盒中取出, 放入标准免染凝胶成像仪中, 通过紫外线透

照激活凝胶 1 min, 分离后蛋白质中所含色氨酸残基在合

适的成像系统中暴露在 UV 照射下时被催化, 与免染凝胶

中的三卤化合物发生共价反应, 所得的“活化”蛋白质被激

发产生荧光信号。根据色氨酸残基的数量产生不同强度的

荧光, 被电荷耦合器件(charge coupled device, CCD 摄像机

检测和捕捉[5], 进而在 Image LabTM 软件中生成凝胶数字

图像, 系统可以根据标准蛋白 marker 自动估算各泳道中蛋

白条带的相对分子质量。因此, 标准免染技术在 Western

印迹过程中凸显出更多的优势[6]。 

1.2  标准免染技术的应用 

标准免染系统广泛应用于食品分析检测以及现代生

物医学中, 而蛋白质印迹技术是复杂生物环境中检测和定

量蛋白质 常用的分析技术之一。蛋白质印迹技术往往作

为分子生物学、生物化学和免疫遗传学等研究领域常用的

检测蛋白表达水平的下游技术, 结合其他分析软件或影像

软件使用, 从而达到更好的蛋白质表达评价效果。 

1.2.1  分子结构评价 

随着生命科学以及计算机科学的发展, 分子对接技

术广泛应用于生物科技领域, 例如, 天然产物小分子配体

与靶标蛋白的相互作用评价等, 分子对接技术通过算法的

优化以及分子动力学模型的完善, 终通过蛋白质印迹技

术实现对目的蛋白的表达评价[7]。 

张文通[8]通过湿转法转膜､封闭及抗体杂交后, 辣根

过 氧 化 物 酶 - 增 强 化 学 发 光 法 (horseradish peroxidase 

enhanced chemiluminescence, HRP-ECL) 鉴 定 后 放 入

KODAK 全光谱多功能活体成像系统中曝光。 终通过

IMAGE J 图像分析软件, 并结合使用 AUTODOCK VINA

分子对接方法评价 TGFBR1(Transforming growth factor 

beta receptor 1)与山柰酚-3-O-芸香糖苷(KR)之间的关系。

Western blot 为分子结构评价提供了新颖的质控工具。 

1.2.2  3D 组织结构打印 

近年来, 3D 打印飞速发展, 已逐渐广泛应用于多个生

物医学学科领域, 而蛋白质印迹技术作为其协作工具, 也

有了新的要求和挑战。例如, 心血管领域的 3D 打印因其特

殊精度要求, 促使蛋白质印迹检测的定量愈加精确[9]。 

徐臣年等[10]通过心血管 CT 扫描后利用 Mimics 软件

进行血管重建、3D 打印, 终通过蛋白印迹法(Western 

blot) 检 测 其 β- 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 (major 

histocompatibility complex)、心房利钠肽(atrial natriuretic 

peptide)等含量, 验证 3D 打印将应用于临床心血管生物产

品的制作的可行性, 同时也说明 Western blot 是 3D 打印技

术及横主动脉缩窄(transverse aortic coarctation, TAC)模型

影像学评价等综合运用的重要工具。 

杨家祥[11]通过 Western blot 茜素红钙染色(Alzarin-red 

S)检测骨髓间充质干细胞( bone marrow mesenchymal stem 

cells, BMSCs)、骨形态发生蛋白 -7(bone morphogenetic 

protein-7, BMP-7)及骨桥蛋白(osteopontin, OPN)表达情况。

通过 Micro-CT 扫描后, 利用 Micro-view 软件进行三维重

建, 终观察目的胫骨修复状况。3D 生物打印将成为组织

工程和生物医学系统开发的强大制造工具, 而蛋白质印迹

技术则是 3D打印在医学方面应用发展强有力的支撑工具。 

2  标准免染系统的优点及研究进展 

2.1  标准免染系统的优点 

传统的染色与脱色, 一般先用考马斯亮蓝 R-250 染色

液对电泳后的 SDS-PAGE 凝胶染色, 再用常规脱色液(冰

醋酸-甲醇体系)进行脱色处理, 此过程不仅耗时较长, 而

且脱色时间较难控制, 得到的凝胶背景色往往过深或弱带

不显示[12]。另外, 甲醇是易燃、易挥发的有毒液体, 被人

体吸收后能够经代谢形成甲酸, 在眼部积累, 对眼部造成

不可逆转的永久性损伤[13]。冰醋酸对身体的影响则是慢性

的, 长期反复接触, 可导致皮肤干燥、脱脂和皮炎等[14]。

而使用免染系统则省去了电泳后的固定、染色、脱色等步

骤。可使实验时间缩短 70%左右。成像和分析步骤实现自

动化, 从而将电泳后染脱色时间从 2 h 以上缩短到约 2~   

5 min, 显著提升了实验效率, 同时整个过程避免甲醇、乙

酸试剂的使用[15]。 
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在传统考马斯染色法体系中对凝胶脱色会导致背景

色去除不完全, 会使得肉眼很难观察凝胶中的弱带; 此外

长时间的脱色会导致弱带的丢失, 影响实验效果。而采用

标准免染系统则不会被高背景信号所屏蔽, 既易于蛋白质

的观察和定量, 又可以观察到弱带。因此, 标准免染凝胶

所产生的低背景图像为非定量和定量凝胶分析提供了优越

的实验基础[16]。 

2.2  标准免染系统研究进展 

标准免染系统近数十年来取得了长足的发展, 已广

泛应用于生物医学、组织工程等方面, 与此同时, 随着 3D

打印的应用, 蛋白质印迹技术成为不可或缺的支持工具。

另一方面, 蛋白质印迹膜的改良、以及红外荧光材料的应

用, 蛋白质印迹的技术日益成熟。而蛋白质定量精度的提

升、蛋白质印迹膜的改良以及定量过程中标准模型的建立

与应用还有较大的提升空间。 

2.2.1  蛋白质定量精度的提升 

蛋白质印迹实验过程较长, 在各个操作步骤(如: 电

泳、转膜等)都会增加实验误差的几率, 从而影响蛋白质定

量准确性, 通常会增加相对恒定表达的“管家蛋白”作为内

参载量对照[17]。管家蛋白表达恒定通常是假设的, 在某些

条件下可能会发生改变。此外, 由于抗体动态范围的局限

性, 会使信号检测系统易于饱和。目前, 针对所述问题, 国

内外学者进行了一系列的研究和探讨[18]。 

王文倩等[19]通过比较转膜电压和的时间组合后, 使

用含 20%甲醇的转移缓冲液转膜并配合飞克级化学发光剂

检测, 可以更迅速有效地获得小分子蛋白的信号, 提高蛋

白检测的灵敏度。陈彩萍等[20]则将不同浓度的凝胶以一定

比例组合, 组合后的凝胶能够充分发挥两部分凝胶的各自

分离能力, 同时检测大分子蛋白和小分子蛋白, 具有较强

的实用性。 

BUTLER 等[21]在不同的 SDS-PAGE 条件下采用红外

荧光或化学发光检测蛋白质印迹, 对 7 篇文献中的数据进

行了对比, 观察到非线性密度测定数据存在误差, 提出进

行专门设计的蛋白质印迹分析, 以建立检测的动态范围的

建议, 从而使蛋白质印迹数据的定量更加精确。 

2.2.2  蛋白质印迹膜的改良 

蛋白质印迹通常使用硝酸纤维素或聚偏氟乙烯膜 , 

而聚偏氟乙烯因其高蛋白质结合能力和较高的灵敏度等优

点脱颖而出。同时, 纯聚偏氟乙烯膜的孔径效应证实孔径

在蛋白质印迹分析中起着至关重要的作用[22], 微孔膜是蛋

白质结合的蛋白质印迹的基底, 孔径决定了蛋白质不通过

时结合膜的大小[23]。 

目前, 已经进行了各种尝试来修饰用于蛋白质印迹

分析的聚偏氟乙烯膜。例如, TANG 等[24]等证明, 用金量

子点改性的聚偏氟乙烯膜可以 大限度地减少小分子穿

过膜的渗透。CHO 等[25]制造了用于检测蛋白质的聚偏氟

乙烯纳米纤维 , 而不需要甲醇预湿步骤 , 显著提高了实

验 效 率 , 避 免 了 实 验 过 程 中 甲 醇 对 人 体 的 损 伤 。

LIN-MOSHIER 等[26]通过使用辣根过氧化物偶联的抗肌

动蛋白抗体进行实验, 该协议在不增加实验成本以及不

损失高数据质量的前提下, 使蛋白检测时间缩短到 1~3 h, 

显著提高了 Western blot 的效率。 

2.2.3  近红外材质的运用 

蛋白质的近红外荧光检测因其克服了传统化学发光

检测方法的局限, 摆脱了传统酶促反应的依赖, 能够在低

背景下的高信噪比达到精准定量的优点从而得到推广[27]。

ORNBERG 等[28]将基于近红外的量子点结合到聚偏氟乙

烯膜上, 将玻璃纤维涂覆在改性的硝酸纤维素上, 该方法

被提议作为传统聚偏氟乙烯膜的替代物, 以实现更好的蛋

白质转移和固定。PADMAVATHY 等[29]则利用一种能够显

示出近红外(near infrared, NIR)发射特性的自发荧光纳米

多孔聚偏氟乙烯[poly(1,1-difluoroethylene), PVDF]膜来检

测蛋白质印迹过程中的高分子量和低分子量蛋白质, 并提

供 了 一 种 在 蛋 白 质 转 移 过 程 中 使 用 近 红 外 发 射

ALK-PVDF 膜的通用和有效的方法。 

3  使用标准免染系统中遇到的问题及改进措施 

3.1  凝胶制备液的渗漏 

免染预制胶在制作过程中, 很容易出现渗漏的情况, 

一旦出现渗漏 , 会导致预制胶的液面过低 , 点样孔的位

置变低, 从而影响点样操作。此外免染预制胶中除了含有

聚丙烯酰胺外, 还含有荧光剂。丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰

胺单体及溶液是中枢神经毒物 , 具有较高的生物毒性 , 

且在不凝结的情况下 , 毒性较高 , 容易造成水污染和环

境污染[30]。荧光剂具有较高的致癌性, 荧光剂被人体吸收

后不易分解和排出 , 并在体内逐渐蓄积 , 会成为潜在的

致癌因素[31]。同时荧光剂会与伤口处的人体蛋白质结合, 

导致伤口愈合时间长。因此, 在操作中尽量避免胶液的渗

漏问题。 

3.2  保存时出现涨胶的情况 

免染预制胶在保存的过程中, 如果存放时间过长, 会

出现涨胶现象, 另外, 随着保存时间的延长, 预制胶包装

中注入的保存液减少, 胶体与板之间容易形成空隙。由于

空隙的存在, 电泳时极易形成波浪形的褶皱[32]。 

对于上述问题, 免染预制胶在长期保存时, 要确保包

装的密封性, 并在包装中加入适量保存液, 密封完全后置

于 4 ℃冰箱中保存。 

3.3  凝胶状况对免染电泳效果的影响 

聚丙烯酰胺凝胶(polyacrylamide gel, PAG)是由丙烯
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酰胺 (acrylamide)和交联试剂 N, Nˊ- 甲叉双丙烯酰胺

(N,Nˊ-methylenebisacrylamide)在有引发剂和增速剂的情况

下聚合而成的[33]。丙烯酰胺的单体形成长链, 由 N,Nˊ-甲

叉双丙烯酰胺的双功能基团和链末端的自由功能基团反应

发生交联[34]。 

在免染预制胶的制作过程中, 凝胶的状况对凝胶的

质构及使用具有很重要的影响。凝胶受多重因素的影响, 

如气温、凝胶的浓度、制胶的试剂的纯度和两板之间的

夹缝的厚薄等[35]。环境温度较高时, 凝胶速度快, 在这种

情形下制得的胶质构较脆, 在拔出梳子时容易破坏点样

孔, 在电泳后取下时容易破碎; 环境温度较低时, 凝胶速

度慢, 放置较长时间后, 胶液仍可以流动, 导致局部凝结, 

局部未凝结 , 有时还会形成波浪形或者锯齿形的纹路 , 

这都是凝胶不均匀的情形[36]。两板之间的夹缝的厚薄决

定凝胶的厚度, 凝胶的厚度过厚会影响凝胶的凝结时间

和凝胶质量以及成像效果[37]。 

3.4  电泳结果有拖尾及阴影 

在电泳的过程中会产生条带拖尾或者是整块胶在

凝胶成像系统下带有阴影, 此时条带的分辨率就变得很

低, 并且会出现所有条带的溴酚蓝前沿线不平整、中间

突出, 两端向内翘起或者是溴酚蓝前沿线条带中间部分

向内凹, 两端向外突出的情况。拖尾现象通常是因为样

品点样量过多和溶解不完全引起的(如图 1)[38]。可以在

加样前对样品进行离心, 过滤去除不溶物。也可以通过

选择适当的缓冲溶液和凝胶缓冲液改进样品的溶解性

质, 或者适当加入表面活性剂增溶(如图 2)。在凝胶成像

系统下存有阴影, 是因为还原剂在加热的过程中被氧化

失活 , 使解离的蛋白质分子重新折叠和亚基重新缔合 , 

由于其分子量通常要比目标条带大, 所以会生成未知条

带或阴影(如图 3)[39]。为解决这一问题, 在样品制备时, 

根 据 需 要 在 煮 沸 变 性 后 适 量 加 入 二 硫 苏 糖 醇

(dithiothreitol, DTT)或 Beta 巯基乙醇, 从而补充还原剂

的不足 , 同时要提高水的纯度 , 采用重蒸水或者去离子

水(如图 4)[40]。当出现前沿线不平整的情形时, 中间向里

凹的原因是在凝胶的过程中 , 中间部分的凝结度不好 , 

不够均匀 , 需要均匀凝结后再做后续实验; 中间鼓起的

原因一般由于两板之间的底部间隙气泡未排除干净, 或

者聚合不完全, 可以在使用时在两板之间加入适量的缓

冲液以排除气泡 [41]; 同时电泳的速度跟电压有关, 电压

升高 , 蛋白质迁移速率增加 , 电泳速度加快 , 在确保电

泳条带的良好的前提下适当提高电压可以缩短电泳时

间 , 提高效率。但是随着电压的升高 , 电泳温度升高且

热量不能及时散出 , 会出现微笑型的前沿线 , 即凝胶中

部的样品在电场的迁移速率比左右两侧快, 导致条带成

为弧形[42]。 

3.5  凝胶成像软件的使用 

成像效果还与凝胶成像软件的匹配程度以及灵敏度

有关。目前市面上的免染预制胶的凝胶成像系统软件主要

有 Image Lab 和 1D 凝胶分析软件 Quantity One[43]。Image 

lab 软件是实验中 常用的凝胶分析软件, 不仅功能丰富, 

而且自动化程度较高, 为标准免染实验过程中精确的数据

处理与分析提供了新颖独特的质控工具[44]。 

 

 
 

注: 1. 1 mg/mL 溶菌酶; 2. 0.8 mg/mL 溶菌酶;  

3. 0.1 mg/mL 溶菌酶。 

图 1  拖尾现象 

Fig.1  Tailing phenomenon 
 

 
 

注: 1. 1 mg/mL 溶菌酶; 2. 0.8 mg/mL 溶菌酶;  

3. 0.1 mg/mL 溶菌酶。 

图 2  电泳正常成像 

Fig.2  Normal electrophoretic imaging 

 

 
 

注: 1. 1 mg/mL 溶菌酶; 2. 0.8 mg/mL 溶菌酶;  

3. 0.1 mg/mL 溶菌酶。 

图 3  阴影现象 

Fig.3  Shadow phenomenon 
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注: 1. 1 mg/mL 溶菌酶; 2. 0.8 mg/mL 溶菌酶;  

3. 0.1 mg/mL 溶菌酶。 

图 4  凝胶正常成像 

Fig.4  Normal gel imaging 
 

一般在使用凝胶成像软件时, 用化学高灵敏度设置

对印迹进行成像, 然后根据需要调整合适的曝光时间和灵

敏度/分辨率设置[45]。如果目标蛋白在使用高灵敏度设置时

在短时间内被检测到, 使用高分辨率图像并根据需要调整

曝光时间[46]。较长的激活时间(如 2 或 5 min)会产生更高的

强度, 但不会影响检测到的总蛋白量的线性关系[47]。在标

准免染系统中可使用任何合适的预染色蛋白质标准品, 但

是由于某些标准品的色氨酸含量较高或预染色时使用的染

料颜色的原因, 这些蛋白质标准品在凝胶成像系统下成像

时会发出非常强的信号, 较强的信号会干扰总蛋白定量的

测定[48]。因此, 应选择合适的蛋白质标准品。 

3.6  Western blot 中的问题及改进措施 

转膜的效果一般与膜的种类、转膜液的选择以及转膜

强度等有关。由于硝酸纤维素 (nitrocellulose, NC)膜和

PVDF 膜与蛋白结合的原理不同, 首先应根据目的蛋白的

特性选择合适的膜, 其次应根据目的蛋白的分子量, 匹配

相应的转膜液并选择合适的转膜强度(时间和电流)。若转

膜强度太强, 则会导致目的条带位置上方的杂带太强, 同

时转膜过程中尽量除去气泡, 使膜、滤纸和胶紧密结合, 

洗膜时控制好洗膜强度。并且在抗体孵育的过程中, 保持

膜的充分浸润。 

4  结语和展望 

标准免染系统因其具有耗时短、环保、高效等优点, 

逐渐成为基础研究以及某些疾病的临床诊断中普遍使用的

工具, 作为实现蛋白质印迹可视化的系统, 终通过完备

的免染体系、良好的样品制备技术、检测方法、软件和分

析的共同协作, 能够精准地确定目的蛋白的分子量[49]。 

本文通过对使用标准免染技术过程中遇到的凝胶渗

漏、凝胶凝结状况不佳、凝胶成像效果差等问题提出了优

化和改进的方法, 优化后的标准免染技术体系能够达到凝

胶完整不渗漏、背景色适合观察、凝胶成像效果良好、条

带清晰, 从而提升蛋白质的分离效果, 实现标准免染技术

对蛋白质的准确计量分析[50]。 

近年来, 具有近红外特性的材料在蛋白质印迹技术

中得到广泛应用。与传统化学荧光发光相比, 其膜和生物

分子在光谱的近红外区具有低得多的自发荧光, 并且其背

景信号低、信噪比高、对组织有更深的穿透, 这些优点使

其比可见光更有利于生物应用[51]。然而, 使用近红外材料

发光的内在毒性是一个重大的限制, 所以聚偏氟乙烯膜的

改性仍需进一步研究和探讨。 

同时, 材料学、生物工程、组织工程等学科领域的不

断发展与融合, 促使 3D 生物打印技术的不断进步, 3D 打

印有望彻底改变医疗行业[52]。然而, 用于组织工程的 3D

打印正处于起步阶段, 开发的 3D 打印组织需结合动物模

型, 利用免疫组化、PCR、蛋白印迹等实验技术在动物体

内进行验证[53]。由于 3D 打印的高精度要求, 这对蛋白质

印迹中的蛋白定量或半定量的精度及准确性提出了较高的

要求。因此, 需采用适当的质量控制策略, 使蛋白质印迹

数据的定量更加标准化, 消除数据收集和分析存在的局限

性, 才能使得蛋白质印迹作为分析的良好工具。 

总之, 标准免染系统是蛋白质印迹法高信息量和低

成本的蛋白质分析工具, 这标志着不仅在生物科学领域

而且在临床领域, 标准免染系统都将是蛋白质分析重要

发展方向。 
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