
 
  

   

Western blotting protocol 
 

 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
样品制备 
 
Iba1 重组蛋白 
向带有 His 标签的 Iba1 重组蛋白中加入 SDS 样品缓冲液，并进行热处理（95℃，5 分
钟）制备样品。 
 
小胶质细胞 
① 用 0-1 日龄大鼠脑组织制备原代混合胶质细胞，培养 2 周，期间每 2-4 天更换一次
培养基。 
② 轻摇培养瓶，将脱落的细胞接种到培养皿中。 
③1 小时后弃去上清液，用 PBS 洗涤贴壁细胞（小胶质细胞），再加入 SDS 样品缓冲
液进行裂解。 
④ 将细胞裂解液先用超声破碎，再经热处理（95℃，5 分钟），制备样品。 
 
神经元 
① 从 17 日龄的胚胎大鼠大脑，制备原代培养神经元。 
② 培养 1-2 天后，用 PBS 洗涤，再加入 SDS 样品缓冲液进行裂解。 
③ 将细胞裂解液先用超声破碎，再经热处理（95°C，5 分钟），制备样品。 
 
大脑皮层 
① 取成年大鼠大脑皮层，用 PBS 洗涤后放入离心管中，用研磨棒研磨。 
② PBS 重悬，于冰上进行超声破碎（1 x 10 times）。 
③ 4°C、12000 g 离心 15 分钟，取上清液转移到新离心管中。 
④ 热处理（95℃，5 分钟）以制备样品。 
 
SDS-PAGE：5.5%浓缩胶, 12.5 %分离胶, 100V 
封闭：3%脱脂奶粉/TBS，室温，1 小时。 
一抗：抗 Iba1 抗体，用 3%脱脂奶粉/TTBS 稀释至 0.5 μg/mL，4℃孵育过夜。 
二抗：过氧化物酶标记的抗兔抗体，用 3%脱脂奶粉/TTBS 按 1：5000 比例稀释，室
温孵育 1 小时。 
 

 
 
 

泳道 

1. Iba1 蛋白（10ng） 

2. 大鼠小胶质细胞（10μg） 

3. 大鼠神经元（10μg） 

4. 大鼠大脑皮层（150μg） 


