
IMMUNOBLOTTING 

Metoda western-blot 

Materiały publikowane w formie „jest jak 

jest”, mogą wymagać rozszerzenia lub 

komentarzy.  



Western blot 

 metoda detekcji konkretnych białek w homogenacie 
komórkowym lub ekstrakcie białkowym poprzez ich 
rozdział elektroforetyczny, unieruchomienie na 
membranie i wykorzystanie odpowiednich przeciwciał. 

 pozwalają potwierdzić zakażenie w przypadku testów 
przesiewowych o specyficzności mniejszej niż 100%. 
Wśród badań serologicznych możemy wyróżnić badanie 
odczynów (pozwalają określić występowanie przeciwciał, 
co do których nie mamy wiedzy, do jakiej klasy należą, 
np. odczyn lateksowy w przebiegu mononukleozy 
zakaźnej) oraz badanie specyficznych przeciwciał 
(obejmują wykrywanie przeciwciał w klasach IgM 
(przeciwciała wczesne) oraz w klasie IgG -przeciwciała 
późne). 



ETAPY:  

1. Przygotowanie materiału do badań 

 

2. Rozdział białek w żelach 
poliakrylamidowych. 

 

3. Transfer białek z żelu na membranę 
nitrocelulozową/PVDF/nylonową 

 

4. Detekcja białek  



Przygotowanie próbek do elektroforezy 
 

 Aby rozdział elektroforetyczny zachodził ze względu na ciężar białka 
próbkę przed nałożeniem na żel należy zredukować w odpowiednim 
buforze redukującym i temperaturze. W buforach redukujących 
stosuje się: merkaptoetanol lub DTT (ditiotreitol) oba związki 
redukują (przecinają) mostki dwusiarczkowe (S-S) pomiędzy 
białkami czyli denaturują drugorzędową strukturę białka. Taki 
zabieg ma na celu wykluczenie, że biako o większej masie ale 
bardziej „upakowane ” wędruje szybciej w żelu niż białko o 
mniejszej masie za to mniej „upakowane”. Dobry rozdział 
elektroforetyczny osiąga się wtedy, gdy objętość próbki nie 
przekracza 10% objętości ścieżki, a ilość białek nakładanych na 
studzienkę znajduje się w przedziale 1-50 µg. Ponadto próbka nie 
może zawierać zbyt dużej ilości soli, która w postaci zjonizowanej 
powoduje powstawanie smug i niejednorodności prążków.  
 



Transfer białek na membranę 
 



Immunodetekcja białek 
 

Membrana po inkubacji z przeciwciałem pierwszorzędowym.  



Membrana po inkubacji z przeciwciałem pierwszo i drugorzędowym.  



Przeciwciało drugorzędowe związane jest z enzymem (HRP, AP), który po 
dodaniu odpowiedniego substratu powoduje reakcje barwną. 



Zastosowanie metody 

 Diagnostyka chorób bakteryjnych (borelioza). 

 Diagnostyka chorób wirusowych (HIV, koronawirus 
wywołujący SARS, wirus HSV będący czynnikiem 
etiologicznym opryszczki). 

 Wykrywanie niektóre chorób pasożytniczych, jak 
wągrzyca spowodowana przez larwy tasiemca 
uzbrojonego. 

 Wykrywanie chorób genetycznych, np. pewne formy 
niedokrwistości Fanconiego. 

 Możliwe jest również zastosowanie tej techniki w 
diagnostyce nowotworów 


