
Visual Protein一應俱全 !
提供一系列Western Blot所需試劑

讓你實驗不煩惱~

撰稿:黃育慈

西方墨點法(Western Blot)為常見的免疫學實驗技術之一，這項技術是由美國史丹佛大學的Towbin, et al. 於1979年提

出此方法的雛形，主要是polyacrylamide gel上的蛋白質轉漬到nitrocellulose轉漬膜上的方法以及應用，然而在1981年時，

Burnette將這種利用抗體與抗原之間高度專一性結合去偵測蛋白質的方法命名為Western blotting，又稱做immunoblotting。

Western blot目前已成為實驗室研究蛋白質最常使用的研究方式也成為許多研究生的基本技能。其中Western blot的相關

實驗試劑種類繁多，如何快速選定商品，幫助實驗進行更為重要。岑祥公司提供一系列蛋白電泳所需試劑,讓你一次搞定以下

為大家整理一些Western Blot流程及所對應的產品線。

蛋白質樣本來源有很多，包含動植物組織、細胞及純化蛋

白等。在做Western blot之前，需要使用裂解液將細胞打破，以

提取細胞內的蛋白質做測定。最常見的為RIPA Cell Lysis Buffer

，RIPA細胞裂解液對細胞膜、細胞質、細胞核具有強的裂解能力

，能有效提取細胞內蛋白質。通常研究人員會在Lysis Buffer添加

蛋白酶抑制劑，來防止蛋白質被降解，然而ExtractPROT M 

Protein Extraction Reagent，此配方不需再額外添加蛋白酶抑制

劑，即可長期保存提取的蛋白質，維持蛋白質特性。

在開始跑電泳之前，可使用蛋白質定量試劑去測定樣本內蛋白質濃度，以確保加入適當的樣本總量，避免後續訊號太弱或

太強。通常市面上使用的蛋白質測定方法為Dual-RangeTM Bradford Protein Assay Kit及Dual-RangeTM BCA Protein Assay Kit。

Bradford染劑為Coomassie Brilliant Blue G-250，在酸性環境下與蛋白質結合，使試劑顏色由褐色轉為藍色，此專一性呈色與蛋

白質濃度呈正比，其反應會受到界面活性劑(detergent)的干擾，由於detergent會與蛋白質形成複合物，干擾commassie染劑與

蛋白質的結合，進而影響Bradford assay的結果，還原劑(reducing agent)則不會影響反應，因此Bradford試劑對reducing agent

具有高耐受性。BCA(bicinchoninic acid)kit試劑組為兩劑型，試劑A含有BCA，試劑B則含有硫酸銅(CuSO4)。

A 樣品製備

ExtractPRO™ Protein 
Extraction Reagent

RIPA Cell Lysis Buffer

B 濃度測定

Exosome Marker Detection -
高靈敏度時間差螢光檢測法

Exosome膜上富有exposed domains的Tetraspanin蛋白〈如CD9、CD63、CD81…等〉並用做於exosome的生物標誌，

而這些不同的Tetraspanin蛋白在不同類型的細胞exosome膜上表現出明顯的差異。研究顯示，癌細胞會異常分泌大量的

exosome，而癌細胞與正常細胞之exosome中的cargo分子也因為癌症表型而有所不同。這也表示，癌細胞的發展與exosome

的數量與當中的cargo分子差異有關。基於正常細胞與癌細胞以上的差異，使用exosome進行癌症的判斷以及針對癌症來源

exosome的治療策略也將受到期待。然而治療藥物與策略的開發過程中，闡明其分泌的分子機制及篩選有效抑制劑為一大挑

戰，因此，使用高通量與高精確度的exosome定量系統對於將來臨床或是exosome研究領域的發展將是不可或缺。

德國盤式判讀儀大廠BMG Labtech使用高通量盤式儀PHERAstar FSX搭配TRIFic™ Exosome Detection Kit對前列腺及直

腸癌細胞exosome膜表面上CD9、CD63、CD81 Tetraspainin蛋白濃度進行測試分析(圖一)。

經PHERAstar FSX測試，結果顯示在兩種癌細胞的序列

稀釋樣品中exosome膜上CD9、CD63、與CD81的R2值均表

現極好的線性，這與total protein concentration的表現一致。

除此之外，其error bars顯示出非常小的訊號變化，這證明

BMG Labtech高通量盤式判讀儀對於TRIFic™ Exosome偵測

表現出色的一致性與可重複性。同時，在signal to blank ratio

測試中，更進一步證明BMG Labtech高通量盤式判讀儀在大

範圍的訊號下TRF訊號的一致性。

圖一、實驗原理與其實驗結果。
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