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WB 实验结果常见问题分析 

 

 

1，电泳完 marker形状正常但转完膜 marker出现涣散？ 

一般是因为胶跟膜贴合不够紧密。有些三明治夹用久了会变形，一般是中部向外凸，导

致夹的不够紧。如果三明治夹未发生明显变形，有可能是海绵用久了，可以加多点滤纸或者

加多一层海绵。 

 

2，条带不整齐、畸形、拖尾？ 

（1）可能是由于胶凝固不均匀，建议待胶完全凝固后上样； 

（2）可能是有气泡在胶的下边缘，建议电泳前，检查凝胶避开有气泡的位置上样； 

（3）转膜过程中胶与膜中间有气泡，建议转膜时充分排除气泡，多检查几遍； 

（4）条带拖尾，可能原因是蛋白杂质较多。 

可能出现的条带 原因 怎么解决 

微笑条带：整体出现

“︶”形状 

一是电泳速度过快； 

二是电泳温度过高，使得胶变

形。 

可通过减少电压等减慢电泳

速度；可在冷室或者冰浴中进行

电泳或者改变电泳 pH。 

皱眉条带：成现“︵”皱

眉状 

可能是由于装置不合适，特别

可能是凝胶和玻璃挡板底部有气

泡，或者两边聚合不完全。 

可通过调整装置来避免该问

题 

其它条带均正常，个别

条带出现变形：“▔ ▔ ︶ 

▔ ▔” 

现该现象可能的原因是 SDS-

PAGE 胶中有气泡或者不溶性颗

粒。 

在配胶过程中药消息，避免

使用有杂质的液体 

小分子量蛋白跑的比较快

根据蛋白分子量大小分开 
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哑铃状条带：“﹊” 

一是由于配置胶有问题，胶凝

固后不均一；二是样品可能含有过

多杂质。 

一可重新配胶，确保胶的质

量；二样品使用前对其离心，以

去除多余杂质。 

条带粘连：不同孔目标

条带连在一起，中间无间隔 

可能是上样量太多，或者是制

胶问题，分离胶和浓缩胶之间有间

隙，样品窜孔。 

可通过减少上样量和提高配

胶质量来避免该问题。 

3，显影后条带“两端粗中间细”？ 

（1）转膜没做好散热，由于转膜槽中心部离外槽的冰块或者冰水混合物最远，故中心

部散热最差，导致中心部蛋白转膜效率下降。 

（2）孵抗体时，未充分覆盖膜，比如中间有气泡、膜不平整。 

（3）活化前中间部膜被污染过，导致该部位的正电荷被中和了一部分。 

 

4，泳道背景高？ 

常见原因是一抗特异性不好；一抗二抗浓度过高；蛋白提取不纯；封闭不足；清洗不充

分等。建议降低一抗浓度、孵育时间以及缩短二抗孵育时间；增加封闭液浓度和封闭时间；

增加膜的洗涤次数、时间或严格程度。 

 

5，条带信号太低甚至无信号？ 

可能是上样量不足；样品的问题，蛋白提取不充分；也可能是抗体问题，过期或者稀释

浓度太高；洗涤过程中蛋白被从膜上洗掉。 

建议：利用丽春红对膜染色，若有条带在，则进一步排查抗体问题，若没有观察到条带，

则是样品问题。 

注：丽春红带负电荷，可以与带正电荷的氨基酸残基结合，同时丽春红也可以与蛋白的非极性区相结

合，从而形成红色的条带，用来评估蛋白印迹的转印效率。在 0.1% NaOH 中短暂孵育即可脱色，染色剂

不会改变膜结合蛋白，随后的 Western 印迹检测不受影响。 

 

6，孵完抗体的膜想要再次孵育新的抗体又不想再次转膜怎么办？ 

 

可以使用博鹭腾蛋白印迹膜再生液（WS001）进行洗脱，用于去除结合在蛋白印迹膜

（PVDF 膜或 NC 膜）上的一抗和二抗的洗涤液。在不影响目的蛋白的情况下，可使同一
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张蛋白印迹膜进行多次抗体检测。省去反复电泳和转膜等步骤，操作简单快速。 
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