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荧光标记二抗使用说明书

Labeled Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Antibodies

产品列表：

产品货号 标记物 激发波长 发射波长 规格

L100A Andy Fluor 350 345 nm 440 nm 100 µg
L100B Andy Fluor 350 345 nm 440 nm 500 µg
L103A Andy Fluor 405 405 nm 450 nm 100 µg
L103B Andy Fluor 405 405 nm 450 nm 500 µg
L106A Andy Fluor 430 430 nm 540 nm 100 µg
L106B Andy Fluor 430 430 nm 540 nm 500 µg
L109A Andy Fluor 488 495 nm 520 nm 100 µg
L109B Andy Fluor 488 495 nm 520 nm 500 µg
L113A Andy Fluor 555 553 nm 565 nm 100 µg
L113B Andy Fluor 555 553 nm 565 nm 500 µg
L116A Andy Fluor 568 578 nm 605 nm 100 µg
L116B Andy Fluor 568 578 nm 605 nm 500 µg
L119A Andy Fluor 594 590 nm 615 nm 100 µg
L119B Andy Fluor 594 590 nm 615 nm 500 µg
L125A Andy Fluor 647 650 nm 665 nm 100 µg
L125B Andy Fluor 647 650 nm 665 nm 500 µg
L128A Andy Fluor 680 680 nm 700 nm 100 µg
L128B Andy Fluor 680 680 nm 700 nm 500 µg
L131A Andy Fluor 750 750 nm 770 nm 100 µg
L131B Andy Fluor 750 750 nm 770 nm 500 µg
L134A Cy3 550 nm 565 nm 100 µg
L134B Cy3 550 nm 565 nm 500 µg
L137A Cy5 650 nm 667 nm 100 µg
L137B Cy5 650 nm 667 nm 500 µg
L140A Cy5.5 680 nm 700 nm 100 µg
L140B Cy5.5 680 nm 700 nm 500 µg
L143A Cy7 750 nm 770 nm 100 µg
L143B Cy7 750 nm 770 nm 500 µg
L146A FITC 490 nm 520 nm 100 µg
L146B FITC 490 nm 520 nm 500 µg
L149A Biotin - - 100 µg
L149B Biotin - - 500 µg

产品介绍

荧光标记二抗作为免疫荧光检测的常规试剂，可广泛应用于荧光显微镜，共聚焦荧光

扫描显微镜，流式细胞仪，以及 western-blot检测。Applied BioProbes公司推出的一
系列 Andy Fluor标记二抗具有荧光信号强，光稳定性好，背景低等优点，为广大科研
用户提供多种颜色荧光标记二抗的选择。

Applied BioProbes公司采用高效价的二抗结合公司优化的标记技术确保每个抗体分子
标记 2~8个荧光基团。荧光标记二抗经过严格 QC，保证抗体中不含游离的染料，产
品具有很高的灵敏度，及很低的非特异性染色。
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产品规格

产品形态：冻干粉

缓冲液：PBS，pH值 7.4

稳定剂：0.1％BSA

防腐剂：0.02％叠氮钠

溶解与贮存：冻干粉于 2-8 ºC，避光保存。准备使用时，用蒸馏水溶解产品（即 100
微克抗体加 50微升蒸馏水或 500微克抗体加 250微升蒸馏水）制成 2 mg/ml的储存
液。轻柔混匀，如有沉淀离心去除。未经稀释的储存液在 2~8ºC可稳定保存 6个月。
若要长期保存，添加等体积的甘油，并在-20 ºC存储。每次使用当天新鲜配制的稀释
液。

注意事项

 对于微量的液体，每次使用前先离心数秒钟，使液体充分沉降到管底。

 荧光染料均存在淬灭问题，请尽量注意避光，以减缓荧光淬灭。

 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

常规实验操作参考

使用前，抗体储存液做离心处理，取上清做实验。这一步主要是为了去除抗体储存过

程中可能形成的沉淀物而造成非特异性染色的后果。根据不同的实验目的，采用不同

的染色方法，抗体稀释比例需要做相应的调整。一般来说，对于荧光素和生物素标记

的二体，1~10 μg/ml 的终浓度应该适用于大部分的免疫组织化学应用。在流式细胞方
面的应用，建议每 1×106个细胞使用 0.06~1.0 μg的抗体。

荧光显微镜观察实验步骤

免疫组化有很多种方法，以下的实验操作步骤适用于常规的免疫组化染色。对一些特

殊的免疫组化染色，需要进行条件优化，以获得最佳的实验效果。

1 贴壁细胞的细胞爬片制备

1.1 使用无菌的盖玻片培养细胞，推荐使用 18×18 mm的盖玻片，置于 6孔细胞培养
板。

1.2 等细胞在玻片上生长到一定阶段，根据实验要求对细胞进行处理。

1.3 用 PBS轻柔地冲洗细胞。

2 非贴壁细胞的细胞爬片制备

2.1 盖玻片先用 0.01%多聚赖氨酸溶液在室温下浸泡 10分钟。

2.2 移除 0.01%多聚赖氨酸溶液，让盖玻片自然风干。

2.3 离心沉淀细胞，然后用 PBS重悬细胞，并将细胞悬液转移到盖玻片上。

2.4 室温孵育 30~60分钟。在显微镜下观察细胞贴壁情况。
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3 细胞固定及染色

3.1 将细胞生长的盖玻片用含 4%多聚甲醛的 PBS缓冲液固定 15分钟。

3.2 移除细胞固定液，并用 PBS洗涤细胞三次。

3.3 用含 0.1~0.5%Triton X-100的 PBS缓冲液进行细胞透膜处理 5~10分钟。

3.4 移除细胞通透液，加细胞封闭液（含 5% BSA或山羊血清的 PBS），在室温下孵
育 30分钟。

3.5 移除细胞封闭液，加入适量的一抗稀释液进行孵育，一抗稀释比例及孵育条件参
考产家的使用说明。抗体的使用量以覆盖所有细胞为准，一般 150-200 μL足够覆盖整
个区域。孵育时，可以用盖玻片封盖或者放置湿度的培养箱防止抗体稀释液挥发。

3.6 移除一抗稀释液，并用 PBS洗涤细胞三次，每次 5分钟。

3.7 加入适量的二抗稀释液，室温避光孵育 1小时。一般来说，二抗的稀释浓度在
1~10 μg/ml之间可以满足大部分免疫组化实验。建议设置一组不加一抗的细胞作为空
白对照组。

3.8 移除二抗稀释液，并用 PBS洗涤细胞三次，每次 5分钟。

3.9 根据实验要求进行细胞复染实验，比如细胞核或细胞骨架的复染实验。

3.10在一张干净的载玻片上加适量体积的抗荧光淬灭封片液，将含细胞的盖玻片一面
朝下小心地铺到载玻片上，确保抗荧光淬灭封片液均匀覆盖整张盖玻片，不含气泡，

盖玻片四周用指甲油密封。

3.11 选择合适的激发光源和滤光片在荧光显微镜下观察并照相。也可将载玻片置于
4ºC避光保存，便于以后进行显微镜观察。

流式细胞仪观察实验步骤

免疫组化流式实验有很多种方法，以下的实验操作步骤可以作为常规操作的参考。客

户需要对自己特定的实验要求进行优化设计。

1. 在 12×75 mm的流式管中准备 1×106 细胞悬液。

2. 按以上的方法对细胞进行固定和透膜处理。

3. 加入适量的一抗稀释液进行孵育，一抗稀释比例及孵育条件参考产家的使用说明。

4. 离心去上清，用 2~3 ml PBS缓冲液或其它洗涤液洗涤细胞两次。

5. 弃掉上清，用适量的缓冲液重悬细胞。

6. 加入适量的荧光标记二抗稀释液，室温避光孵育 20~30分钟。一般来说，二抗的稀
释浓度在 1~10 μg/ml之间可以满足大部分免疫组化实验。

7. 加 2~3 ml PBS缓冲液或其它洗涤液，离心去上清，重复两次。

8. 用 0.5 ml的缓冲液重悬细胞，并用流式细胞仪进行分析。选择合适的通道采集数
据。
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