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它是分子生物学、生物化学和免疫遗传学中常用的
一种实验方法。

其基本原理是通过特异性抗体对凝胶电泳处理过的
细胞或生物组织样品进行着色。通过分析着色的位
置和着色深度获得特定蛋白质在所分析的细胞或组
织中表达情况的信息。

蛋白质印迹法（免疫印迹试验）即Western Blot



WB应用领域

基因在蛋白水平的表达研究 疾病早期诊断

临床样本



传统Western: 费事费力

Load gel

Build 

Sandwich

Develop



传统Western: 结果重现性较差

Day 2

Day 1



一、全自动Wes的原理及其应用



美国ProteinSimple公司于2014年推出
全自动蛋白表达分析系统（Wes）

全部过程在毛细管内自动完成

与传统 Western blot 不同, 全自
动Wes无需：

制胶和跑胶

转膜

人工孵育或清洗

压片显影

主观性数据处理

毛
细
管



SDS-PAGE

有毒有害的试剂，如TEMED

繁冗的制胶与电泳

重复性和稳定性较差



大分子量蛋白质检测无忧

轻松完成小至2KD蛋白检测

毛
细
管
电
泳
优
势

分辨率大概2KDa



毛
细
管
电
泳
优
势

灵敏度更高

IL-1α 灵敏度高56倍以上、IL-6灵敏度高13倍以上



+

全自动Wes试剂盒

毛细管 样品板

操作说明书

注：试剂盒规格
根据分析的蛋白大小：2-40kDa、12-230kDa、66-440kDa
根据通量：13孔和25孔，可以搭配选择

室
温
保
存

4
℃

冰
箱
保
存



+

加样 运行 结果

操
作
简
单

准备样品和试剂

Wes全自动蛋白表达分析系统简明用户手册



黄色的门打开

一次上机运行时间3个小时



Biotnylated 

Standards

Fluorescent

Standards

多种结果呈现方式

泳道图

峰型图

成像图

确定无误



适用的样品类型

血浆/血清
激光捕获显微切割样本 (LCM)

分选肿瘤干细胞/造血干细胞/免疫细胞 胚胎等稀缺生物医学样本

植物匀浆液、各类组织、重组蛋白等等



高度重复：准确检出弱效结果

Ab dilution: 1:200
Vendor：MBL

Cat：M185-3L 



ATM 和 ATR 属于 PIKK 家族是 DNA 

损伤检查点的主要成员

ATM ATR



CD34+造血祖细胞

参考文献：Microvesicles from Mesenchymal Stromal Cells 

Are Involved in HPC-Microenvironment Crosstalk in 

Myelodysplastic Patients.PLOS ONE | 

OI:10.1371/journal.pone.0146722 February 2, 2016



参考文献：Cytokinesis failure in RhoA-deficient mouse 

erythroblasts involves actomyosin and midbody dysregulation 

and triggers p53 activation.BLOOD, 17 SEPTEMBER 2015 x 

VOLUME 126, NUMBER 12

影像检测E13.5胚胎鼠卵黄
囊和胚胎肝，RhoA缺陷显
示明显贫血。

RhoA表达水平 Cit-K表达水平



Ab dilution: 1:50
Vendor：Santa
Cat：sc-7963

Lysisi Buffer：普利莱

Catenin

Tubulin

Ab dilution: 1:500
Vendor：Sigma
Cat：T9026



二、NanoPro 1000的原理及其应用



蛋白质的翻译后修饰

● 磷酸化 49 Da

● 乙酰化 170 Da

● 泛素化（76AA） 8500 Da

● 甲基化 15 Da

● ……

● 蛋白质 kDa

这些修饰体往往具有重要的生物学功能，
因此是蛋白质功能研究中的热点



蛋白质的等电点

分辨率可达0.01pH单位，因此特别适合于分离
分子量相近而等电点不同的蛋白质组分



传统检测方法

1. 样品用量大

2. 实验周期长

3. 修饰特异性抗体

• 价格昂贵

• 不易获得

• 无法发现新修饰体



Nanopro 1000毛细管等电聚焦分离技术

吸取样品

等电聚焦分离

蛋白捕获

全景式检测

全自动

5小时获得定量结果
化学发光信
号值定量



准备样品 点击开始 获得结果

NanoPro 1000系统操作规程（SOP）v2

操
作
简
单



HeLa 细胞对 EGF 处理的反应



病理切片

分子水平与蛋白水平的完美结合

K-RAS是RAS基因
家族成员之一，
编码K-ras蛋白



Insulin 处理后 AKT 的变化

AKT2-specific peaks detected AKT1-specific peaks detected

参考文献： Coordinate phosphorylation of multiple residues 

on single AKT1 and AKT2 molecules. Oncogene 2013 Aug



三、Milo单细胞WB的原理及其应用



肿瘤细胞异质性：肿瘤耐药基础+肿瘤恶性标志

干细胞异质性：干细胞分化发育基础

免疫细胞异质性：免疫状态及免疫应答基础

细胞异质性



细胞异质性研究需要单细胞分析技术



流式细胞术单细胞测序

现有研究手段

Protein

RNA

基因水平≠蛋白水平

CD3

C
D
4

 胞内蛋白检测操作难度大

 抗体来源受限：很多靶蛋
白没有流式验证抗体
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传统Western Blot

无法进行细胞蛋白
表达异质性检测

单细胞western blot 检测
细胞蛋白质表达异质性

Western Blot检测技术局限



基于western蛋
白质检测

+
异质性信息

Milo单细胞western blot系统



scWest Kits

Scout Software

全自动电泳分离系统

蛋白表达信号采集系统

Milo单细胞平台组成



单次约1000
个单细胞WB

Milo工作过程
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单细胞蛋白电泳分离



HER2+ 肿瘤细胞异质性
Adv. Mater. 2016, 28, 327–334

肿瘤组织细胞异质性分析



Milo单细胞孔进行免疫细胞荧光 Milo单细胞western blot检测

Day 0： 神经干细胞SOX2+，NEST+

Day 6： 神经干细胞比列从90%下降为40%， 40%分化为神经元，7%星形胶质细胞

Nature method

神经干细胞异质性



Cells Surface marker 

sorting

Collected 

subpopulation

(10,000-100,000 cells)

Single-Cell 

Western

• 检测流式分选细胞内蛋白，比如磷酸化和转录因子

意义：

• 和分选流式组合使用

• 可分析细胞质内、细胞核内蛋白

Milo和分选流式细胞仪组合使用



四、总结



传统 Western
样品制备

制胶、上样和电泳：2 – 3h

转膜：0.5 – 2h

封闭：1 – 2h

一抗孵育：1h

清洗 (3x 5-10 min)

二抗孵育：1h清洗 (3x 5-10 min)

加入化学发光底物

曝光：1-30 min

人工数据分析

Simple Western
样品制备

把样品、封闭液、一抗、二抗、
发光液、洗液加入预分装的板内

将板子和 cartridge 放入 Wes

点击 start 运行程序

得到数据

24h或更
长时间

上机3小时

节
省
您
的
宝
贵
时
间



超灵敏

易操作

蛋白翻译后修
饰Pattern

生物学效应
功能异构体

自动定量

通量灵活

蛋
白
翻
译
后
修
饰

NanoPro 1000特点



单个细胞水平
蛋白质检测

2-4个靶蛋白/
单次

洗脱再杂交可进行数十
个蛋白分析

9个月保存

Western Blot
抗体

CTC等稀缺细
胞

Milo特点

细
胞
异
质
性



使用单位
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核心成员及服务内容

陈希，武汉大学博士
，高级工程师，蛋白
质组学技术专家，在
蛋白质组及生物质谱
领域有14年专业积淀
，发表SCI论文30余篇
，申请发明专利5项，
实用新型专利2项，软
件著作权8项，主持多
项国家及省市基金。

王敏，中国药科大学
硕士，实验师，具有
丰富的液质管理经验
，能够熟练操作使用
多种液质系统及进行
相关维护，熟练掌握
蛋白质样品提取、胶
内酶解、溶液内酶解
、肽段脱盐、分离等
样品前处理方法。

贾书召，华中农业大
学硕士，助理工程师
，主要负责蛋白质组
样本前处理、质谱上
机、数据分析等，在
鉴定蛋白质组学、定
量蛋白质组学、蛋白
质的翻译后修饰及其
定量等研究领域积累
了大量经验。



谢谢
欢迎来中心技术交流

蛋白质组学平台咨询：
陈 希 13517294773
王 敏 13387651430
贾书召 15827113841


