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La La cienciaciencia del Western Blotdel Western Blot

EstrategiasEstrategias parapara mejorarmejorar los los WBWB´́ss

D. en C. Samuel García Nieto

Asesor Life Sciences, Millipore

AntecedentesAntecedentes

 Western Blot (WB) es un pilar de la investigación
de proteínas y es ampliamente usado para detectar
y cuantificar proteínas en mezclas complejas. 

 WB y la detección es un proceso con múltiples
pasos. 

 La optimización de las concentraciones de 
reactivos, de los materiales y de la técnica es la 
clave para un WB exitoso.  

RequisitosRequisitos parapara un WB un WB exitosoexitoso

 PROTEÍNA blanco y la selección de ANTICUERPO
 La proteína debe ELUIR del gel durante la 

transferencia
 La proteína debe ADSORBERSE a la membrana

durante la transferencia. 
 La proteína debe ser RETENIDA por el blot durante

el procesamiento post-transferencia. 
 La proteína unida debe estar DISPONIBLE para

que el ANTICUERPO detecte a la proteína blanco. 
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ProblemasProblemas queque puedenpueden encontrarencontrar::

1. Pobre transferencia
2. Pérdida de proteínas pequeñas
3. Visualización de proteínas antes de 

inmunodetección
4. Baja especificidad con fondo alto
5. Alto fondo en general
6. Control de la especificidad del anticuerpo
7. Dificultades al re-analizar
8. Artefactos en el blot 
9. Alto fondo de autofluorescencia

WESTERN BLOTTING DETECTION

 Sample prep chemicals
 Electrophoresis hardware
 Pre-cast gels
 Protein loading buffers
 Running buffers
 Gel stains
 Protein standards

Gel Electrophoresis

 Blotting (tank or semi-dry) 
hardware

 Transfer buffers
 NC or PVDF membranes
 Blotting paper
 Membrane sandwiches
 Blot stains

Separates a complex mixture of 
proteins into individual components.

Transfers separated proteins to a 
microporous membrane, e.g., 
PVDF.

Identifies presence or 
absence of specific proteins

Western BlotWestern Blot

 Blocking reagents
 Wash buffers 
 Primary antibody
 Secondary antibody
 Detection reagents

 Chromogenic
 Chemiluminescent
 Fluorescent

 X-ray film /processing equipment
 Imaging Equipment

PrepararPreparar muestrasmuestras

Gel Electro-
phoresis

Membrane
Transfer Blocking

Antibody
Addition Detection

Sample
Prep

 Preparación
Medio de cultivo
Lisado celular
Homogenizados de tejido
Lisar células para liberar la proteína

ElectroforesisElectroforesis & & TransferenciaTransferencia

 Separar proteínas por
electroforesis en gel 
1-D  
2-D 

Gel Electro-
phoresis

Membrane
Transfer Blocking

Antibody
Addition Detection

Sample
Prep
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 Transferir proteínas hacia una
membrana
Tanque húmedo
Semi-seco

Gel Electro-
phoresis

Membrane
Transfer Blocking

Antibody
Addition Detection

Sample
Prep

Wet Tank System

Semi-Dry Tank System

ElectroforesisElectroforesis & & TransferenciaTransferencia MembranasMembranas parapara blotsblots

 Polyvinylidene fluoride 
(PVDF)
0.45 µm y 0.22 µm
Baja fluorescencia

 Nitrocelulosa
0.45 µm

 Nylon (Neutral y Cargado
positivamente)
0.45 µm 

FactoresFactores relacionadosrelacionados a la a la proteproteíínana::

 Qué propiedades de la proteína determinan si se 
unirá durante la transferencia? 
Velocidad de elución desde el gel 

- Masa
–Valores de corriente / voltaje
Estado químico de la molécula
-hidrofocidad

–Grado de glicosilación u otras modif. post-
traduccionales

–Cantidad de SDS asocidado
–pI

TransferenciaTransferencia pobrepobre

Problema #1
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MejorandoMejorando la la transferenciatransferencia

 Ajustar condiciones de transferencia
Metanol
SDS
Voltaje

 Equilibrar gel y membrana en buffer de 
transferencia
Incubar por 5 - 30 mins

 Buffers:
Towbin buffer (Tris/glycine transfer buffer): 25 

mM Tris base, 192 mM glycine,10% (v/v) 
methanol, pH 8.3)

 Original Reference:

 Towbin H, Staehelin J, Gordon J. “Electrophoretic transfer of proteins 

Solución #1

AjustarAjustar composicicomposicióónn de buffer de de buffer de 
transferenciatransferencia

 Metanol estabiliza el gel:
Previene que el gel se “hinche” manteniendo

una buena resolución de bandas durante la 
transferencia

Disminuye la posibilidad de que las proteínas
salgan del gel, las detiene e incremente su
exposición a la membrana

Incrementa la capacidad proteíca de “pegarse” a 
la membrana al quitar el SDS 

Benéfico para proteínas pequeñas

Solution #1

AjustarAjustar el buffer de el buffer de transferenciatransferencia

 SDS cubre a la proteína y le da una alta carga
negativa:
La proteína se mueve rapidamente por la 

membrana
Limita la oportunidad de las proteínas de 

interactuar con la membrana y unirse
Agente solubilizante excelente por lo que es

benéfico para proteínas grandes o de membrana
 Se debe ajustar la concentración de SDS y metanol

de acuerdo a la meta del experimento. 

Solución #1
ImportanciaImportancia de de equilibrarequilibrar el gelel gel

Solution #1
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PPéérdidardida de de proteproteíínasnas pequepequeññasas

Problema #2
TransfiriendoTransfiriendo proteproteíínasnas pequepequeññasas

 Usar membranas de 0.2um para proteínas <20 kDa

 Limitar equilibrar el gel por solo 10 min para evitar
que las proteínas pequeñas se salgan

 Usar metanol en el buffer de transferencia

 Eliminar SDS de buffer de transferencia

 Disminuir tiempo de transferencia

Solucion #2

0.2um PVDF 0.2um PVDF retieneretiene mmááss queque
0.45um0.45um VisualizaciVisualizacióónn –– TinciTincióónn de de proteproteíínasnas

Gel Electro-
phoresis

Membrane
Transfer Blocking

Antibody
Addition Detection

Sample
Prep

Blockin
gTransfer

Verification

Transillumination

A. Ponceau-S red           B. CPTS              C.  Coomassie- Brilliant Blue                                                 
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SelecciSeleccióónn de de anticuerposanticuerpos

Problema #3
Western Blotting WorkflowWestern Blotting Workflow

Gel Electro-
phoresis

Membrane
Transfer Blocking

Antibody
Addition Detection

Sample
Prep

DiferentesDiferentes clasesclases de de AbAb´́ss

Tipos de anticuerpos: 
 IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM

 IgG es el anticuerpo más
usado en experimentos con 
anticuerpos

FormatosFormatos de de anticuerposanticuerpos

 Policlonales
Derivados de distintas células B 
Reconocen múltiples epítopos
Elegidos para detectar proteínas 

desnaturalizadas (WB)

 Monoclonales
Derivados de una clona celular 
Reconocen un solo epítopo
Excelentes como Ab primario en ELISA 
Detectan antígenos en tejido (IHC) 
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ReactividadReactividad cruzadacruzada

 Se refiere a un Ab uniendose a epítopos de otras
proteínas:
Puede ser causado por baja avidez o 

especificidad del Ab o por multiples antigenos
diferentes que tienen epítopos idénticos o muy
similares

Es deseable cuando:
–Reconocimiento general de un grupo

relacionado de antígenos
–Se intenta marcar entre especies cuando la 

secuencia del epítopo en el antígeno no esta
altamente conservada en la evolución

De De genomagenoma a a proteomaproteoma

Complejidad de las diferentes modificaciones post-
traduccionales en proteínas

Baja Baja especificadespecificad con con fondofondo
altoalto

Problema #4
AjustarAjustar la la concentraciconcentracióónn de de AbAb

 Si la concentración ya sea del 1rio o del 2rio es
muy alta, la especificidad puede disminuir y el 
fondo aumentará

 Una mayor dilución de los anticuerpos puede
resultar en mayor especificidad y menor fondo

Solucion #4
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EfectoEfecto de la conc. del de la conc. del anticuerpoanticuerpo 2rio2rio

Primario= 1:1000

Solucion #4

FondoFondo alto en generalalto en general

Problema #5

BloqueadorBloqueador

 Filtrar la solución antes de usar
 Hacer un dot-blot para optimizar reactivos antes del 

WB
 Determinar si tu reactivo de quimioluminiscencia (o 

cualquier sistema que uses) es compatible con tu
agente bloqueador (leche- ab biotina)

 Compatibilidad puede ser:
Dependiente de producto
 (leche descremada, 
caseina, gelatina, 
Tween®-20)

Dependiente de lote

Solucion #5
ReducirReducir fondofondo

 Si tu fondo aún esta alto después de…
Optimizar bloqueador
Optimizar conc. de Ab
Lavados extensos…
ENTONCES….
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ReducirReducir fondofondo

Lavado con alta conc. 
de sales
Añadir hasta 0.5M 

NaCl y hasta 0.2 % 
de SDS al PBS 
oTBS (buffer de 
lavado)

Lavar por 30 min, 
una o dos veces

Puede mejorar la 
sensibilidad de la 
detección

Std            Extra       High 
Method     TBST       Salt 

wash       wash

Immobilon-P

Immobilon-PSQ

DificultadesDificultades al real re--analizaranalizar

Problema #6

OptimizaciOptimizacióónn

 Intenta secar la membrana post-transferencia antes 
de bloquear

 Usa ReBlot Plus – formulado especificamente para
remover anticuerpos en 10 min. 

 Usa PVDF para esta aplicación dadas sus mejores
propiedades para el manejo

 2 métodos disponibles. Elige el método que te sea 
más conveniente dado que los resultados son 
similares

 Acidico – 25mM glycine-HCl, pH 2, 1% SDS
Detergente – 2% SDS in Tris @ 50°C, 100 mM 

Mercaptoethanol
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ArtefactosArtefactos en los blotsen los blots

Problema #7
ManejaManeja la la membranamembrana con con cuidadocuidado

Usa guantes
Usa pinzas con puntas
suaves o planas
Evita rayar o doblar las
menbranas y que no se 
peguen unas con otras

Solucion #7

AYUDA O DUDAS
http://www.millipore.com/immunodetection/id3/western_blotting

AYUDA O DUDAS

samuel_nieto@millipore.com


