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(57)摘要

本发明涉及一种用于增强免疫印迹检测信

号的抗体稀释液，每1L抗体稀释液包括：聚乙烯

醇0.25～2.5g，聚乙烯吡络烷酮0.25～2.5g，表

面活性剂0.1～2g，卡松防腐剂0.015～0.75mL，

余量为0.01～0.1moL/L的TBS缓冲液，所述TBS缓

冲液的pH为7.2～7.6。本发明的用于增强免疫印

迹检测信号的抗体稀释液可以用于免疫印迹检

测的抗体稀释，避免蛋白质引起的污染产生的较

高背景，显示出较强的信噪比，同时增强免疫印

迹信号强度和灵敏度。
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1.一种用于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液，其特征在于，每1L抗体稀释液包括：

聚乙烯醇0.25～2.5g，聚乙烯吡络烷酮0.25～2.5g，表面活性剂0.1～2g，卡松防腐剂

0.015～0.75mL，余量为0.01～0.1moL/L的TBS缓冲液，所述TBS缓冲液的pH为7.2～7.6。

2.根据权利要求1所述的一种用于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液，其特征在于，

所述表面活性剂为烷基糖苷。

3.根据权利要求2所述的一种用于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液，其特征在于，

每1L抗体稀释液包括：

聚乙烯醇1g，聚乙烯吡络烷酮0.5g，烷基糖苷1g，卡松防腐剂0.15mL，余量为0.02moL/L

的TBS缓冲液，所述TBS缓冲液的pH为7.2～7.6。
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一种用于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫印迹检测技术领域，具体涉及一种用于增强免疫印迹检测信号的

抗体稀释液。

背景技术

[0002] 免疫印迹检测时分子生物学、生物化学和免疫遗传学等生命科学研究中常用的一

种试验方法，其原理是通过SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳区分待测样品不同组分，再在电流的

作用下，使蛋白质从凝胶转移至印迹膜上，通过特异性抗体作为探针，对靶抗原蛋白质进行

检测，通过分析特异性反应的位置和强度获得特定蛋白质在所分析的细胞和/或组织中的

表达情况的信息，免疫印迹检测过程中可以应用DAB显色，ECL化学发光底物显色，荧光标记

的二抗直接显色等，该技术已经被广泛应用于蛋白质表达水平的检测中。

[0003] 抗体稀释液是在免疫印迹检测时用于一抗和二抗的稀释和配制。

[0004] 现有的免疫印迹检测时用的抗体稀释液通常由牛血清蛋白(BSA)、脱脂牛奶、酪蛋

白、动物明胶等蛋白质配制而成，易导致抗原或抗体的交叉污染，产生的背景较高，信噪比

比较低，且无信号增强作用。

发明内容

[0005] 本发明为解决以上技术问题提供了一种信噪比低、能够增强免疫印迹的信号强度

和灵敏度的抗体稀释液。

[0006] 本发明解决上述技术问题的技术方案如下：一种用于增强免疫印迹检测信号的抗

体稀释液，每1L稀释液包括：聚乙烯醇0.25～2.5g，聚乙烯吡络烷酮0.25～2.5g，表面活性

剂0.1～2g，卡松防腐剂0.015～0.75mL，余量为0.01～0.1moL/L的TBS缓冲液，所述TBS缓冲

液的pH为7.2～7.6。

[0007] 进一步，所述表面活性剂为烷基糖苷。

[0008] 进一步，每1L抗体稀释液包括：聚乙烯醇1g，聚乙烯吡络烷酮0.5g，烷基糖苷1g，卡

松防腐剂0.15mL，余量为0.02moL/L的TBS缓冲液，所述TBS缓冲液的pH为7.2～7.6。

[0009] 本发明的有益效果是：本发明的用于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液能够用

于免疫印迹检测中一抗和二抗的孵育，待检测蛋白质结合在硝酸纤维素膜或聚偏二氟乙烯

膜等固相支持物上，其中聚乙烯醇和聚乙烯吡络烷酮能够增强抗体和膜上的蛋白质的结

合，从而增强免疫印迹检测的信号的强度和灵敏度，同时该抗体稀释液中并不存在常规蛋

白质成分(如牛血清蛋白、脱脂牛奶、酪蛋白等)，可以有效避免外源蛋白引起的抗原抗体的

非特异性结合，降低背景，显示出较强的信噪比。

附图说明

[0010] 图1为本发明免疫印迹检测的成像图；
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具体实施方式

[0011] 以下结合附图及具体实施例对本发明的原理和特征进行描述，所举实例只用于解

释本发明，并非用于限定本发明的范围。

[0012] 实施例1

[0013] 配制1L浓度为0.02mol/L的pH为7.2～7.6的TBS缓冲液，具体配制方法如下：称取

Tris  2.42g、NaCl  5.84g溶于800mL蒸馏水中，用HCl将pH调至7.2～7.6，然后加蒸馏水定容

至1L。

[0014] 取800mL配制好的TBS缓冲液，加入1g聚乙烯醇、0.5g聚乙烯吡络烷酮和1g烷基糖

苷，搅拌均匀，量取1mL浓度为15％的卡松溶液，加入800mLTBS缓冲液中，然后用TBS缓冲液

定容至1L。

[0015] 实施例2

[0016] 配制1L浓度为0.01mol/L的pH为7.2～7.6的TBS缓冲液，具体配制方法如下：称取

Tris  1.21g、NaCl  5.84g溶于800mL蒸馏水中，用HCl将pH调至7.2～7.6，然后加蒸馏水定容

至1L。

[0017] 取800mL配制好的TBS缓冲液，加入0.25g聚乙烯醇、1g聚乙烯吡络烷酮和0.1g烷基

糖苷，搅拌均匀，量取0.1mL浓度为15％的卡松溶液，加入800mL  TBS缓冲液中，然后用TBS缓

冲液定容至1L。

[0018] 实施例3

[0019] 配制1L浓度为0.1mol/L的pH为7.2～7.6的TBS缓冲液，具体配制方法如下：称取

Tris  12.1g、NaCl  5.84g溶于800mL蒸馏水中，用HCl将pH调至7.2～7.6，然后加蒸馏水定容

至1L。

[0020] 取800mL配制好的TBS缓冲液，加入1g聚乙烯醇、2.5g聚乙烯吡络烷酮和1g烷基糖

苷，搅拌均匀，量取5mL浓度为15％的卡松溶液，加入800mLTBS缓冲液中，然后用TBS缓冲液

定容至1L。

[0021] 实施例4

[0022] 配制1L浓度为0.02mol/L的pH为7.2～7.6的TBS缓冲液，具体配制方法如下：称取

Tris  2.42g、NaCl  5.84g溶于800mL蒸馏水中，用HCl将pH调至7.2～7.6，然后加蒸馏水定容

至1L。

[0023] 取800mL配制好的TBS缓冲液，加入2.5g聚乙烯醇、0.25g聚乙烯吡络烷酮和2g烷基

糖苷，搅拌均匀，量取1mL浓度为15％的卡松溶液，加入800mL  TBS缓冲液中，然后用TBS缓冲

液定容至1L。

[0024] 对比例1

[0025] 配制常规抗体稀释液1号，其配制方法如下：每1L抗体稀释液1号中含有50g脱脂奶

粉，0.5mL  Tween-20，余量为浓度为0.02mol/L的pH为7.2～7.6的TBS缓冲液。

[0026] 对比例2

[0027] 配制常规抗体稀释液2号，其配制方法如下：每1L抗体稀释液2号中含有30g牛血清

蛋白(BSA)，0.5mL  Tween-20，余量为浓度为0.02mol/L的pH为7.2～7.6的TBS缓冲液。

[0028] 试验例

[0029] 利用实施例1和对比例1、2中制备的抗体稀释液分别进行免疫印迹检测，具体步骤
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如下：

[0030] (1)配制SDS-PAGE凝胶，其中浓缩胶浓度为5％，分离胶浓度为10％；

[0031] (2)电泳：在同一块凝胶上的6个样品孔中依次将样本A、样本B、样本A、样本B、样本

A、样本B进行上样并电泳，其中浓缩胶电压55V，分离胶电压75V，电泳2h左右，；

[0032] (3)转膜：将电泳分离的6个泳道的样本蛋白自凝胶转移至印迹膜上，转膜时间为

70min，电流值为150mA；

[0033] (4)封闭：用封闭液处理印迹膜，室温下摇床上摇动1.5h，以封闭印迹膜上剩余的

疏水结合位点；

[0034] (5)孵育一抗：

[0035] 将上述印迹膜剪开使之分成3张小膜，分别为印迹膜α、印迹膜β和印迹膜γ，每张

小膜上均有蛋白样本A和蛋白样本B对应的泳道；

[0036] 将一抗β-Actin用实施例1制备的用于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液稀释

至0.5ug/ml，然后用稀释后的一抗β-Actin孵育印迹膜α，孵育条件为4℃摇床摇动15小时；

[0037] 将一抗β-Actin用对比例1制备的常规抗体稀释液1号稀释至0.5ug/ml，然后用稀

释后的一抗β-Actin孵育印迹膜β，孵育条件为4℃摇床摇动15小时；

[0038] 将一抗β-Actin用对比例2制备的常规抗体稀释液2号稀释至0.5ug/ml，然后用稀

释后的一抗β-Actin孵育印迹膜γ，孵育条件为4℃摇床摇动15小时；

[0039] (6)洗膜：将印迹膜α、印迹膜β和印迹膜γ用TBST洗膜3次，每次5分钟；

[0040] (7)孵育二抗：

[0041] 将HRP-羊抗兔用实施例1制备的用于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液1:

10000稀释，然后用稀释后的HRP-羊抗兔二抗孵育印迹膜α，孵育条件为4℃摇床摇动1.5小

时；

[0042] 将HRP-羊抗兔用对比例1制备的常规抗体稀释液1号1:10000稀释，然后用稀释后

的HRP-羊抗兔二抗孵育印迹膜β，孵育条件为4℃摇床摇动1.5小时；

[0043] 将HRP-羊抗兔用对比例2制备的常规抗体稀释液2号1:10000稀释，然后用稀释后

的HRP-羊抗兔二抗孵育印迹膜γ，孵育条件为4℃摇床摇动1.5小时；

[0044] (8)洗膜：将印迹膜α、印迹膜β和印迹膜γ用TBST洗膜3次，每次10分钟；

[0045] (9)ECL发光显色：同时将印迹膜α、印迹膜β和印迹膜γ于自动城乡分析仪上自动

成像。

[0046] 自动成像的结果如图1所示，其中印迹膜α、印迹膜β和印迹膜γ上自左至右分别为

样本A和样本B，印迹膜α上目的蛋白条带信号强度强于印迹膜β和印迹膜γ，背景比印迹膜β

和印迹膜γ低，信噪比比印迹膜β和印迹膜γ高；用实施例2、3和4中制备的用于增强免疫印

迹检测信号的抗体稀释液进行免疫印迹检测蛋白信号强于也强于对比例1和对比例2，背景

比使用对比例1和对比例2低，信噪比比使用对比例1和对比例2高。经实验验证，本发明的用

于增强免疫印迹检测信号的抗体稀释液可以用于免疫印迹检测的抗体稀释，避免蛋白质引

起的污染产生的较高背景，显示出较强的信噪比，同时增强免疫印迹信号强度和灵敏度。

[0047] 以上所述仅为本发明的较佳实施例，并不用以限制本发明，凡在本发明的精神和

原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图1
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