
 

免疫荧光染色试剂盒－抗兔AF555 

产品编号 产品名称 包装 
P0179 免疫荧光染色试剂盒－抗兔AF555 >300次 

产品简介： 
 免疫荧光染色试剂盒(Immunol Fluorence Staining Kit)系列是碧云天开发的用于细胞或组织切片免疫荧光染色的试剂盒。在有

适当的一抗检测特定的目标蛋白时，就可以使用免疫荧光染色试剂盒检测到红色、绿色或蓝色等荧光。 
 免疫荧光染色试剂盒－抗兔AF555 (Immunol Fluorence Staining Kit with AF555-Labeled Donkey Anti-Rabbit IgG)，含有

AF555标记的驴抗兔IgG (H+L)抗体，可以用于检测兔来源的相应一抗，观察到的颜色为非常鲜艳的红色。 
 AF染料是一系列由香豆素(Coumarin)、罗丹明(Rhodamine)、黄嘌呤(Xanthene)和花青(Cyanine)等传统染料经磺化

(Sulfonation)和额外的化学修饰而合成的荧光染料，由Molecular Probes公司研发并注册了商标Alexa Fluor。相应的荧光探针
例如Alexa Fluor 488常被简称为AF488，甚至直接被简称为488。AF系列染料具有以下优点：家族成员众多，激发和发射光谱跨
越可见光到红外光，具有蓝色到红色各种荧光颜色，可选择性强；相较于合成AF的原始染料，磺化使染料带负电并具有亲水性，
无需使用有机溶剂即可与靶标偶联，所得偶联物在储存期内不易沉淀；化学修饰提高了染料的性能，使染料具有更好的光稳定性
和信号强度，用户有更多的时间采集、捕捉荧光信号，也更适合低丰度靶标的检测；具有优良的生物相容性和低毒性[1]；pH敏感
性更低，在4-10的宽pH范围内保持高荧光强度，化学稳定性强。AF系列染料可广泛用作抗体和其它蛋白质的标记，是荧光显微镜、
流式细胞术、荧光酶标仪等基于荧光的应用中的最常用的一类荧光染料。 

 AF555是一种常用的非常明亮的红色荧光探针。它比绝大部分常用的红色荧光探针更加明亮，更加不容易淬灭，而且背景更低。
AF555的荧光光谱和Cy3非常接近。AF555的吸收(激发)和发射峰参见下表。 

Fluorophore Absorption Peak (nm) Emission Peak (nm) 
AF555 555 565 

 本试剂盒提供了含有荧光标记抗体稳定剂的免疫荧光染色二抗稀释液，可以确保荧光标记抗体稀释后在4ºC可以保存长达6个月，
并且在6个月内至少可以重复使用10次。 

 本试剂盒含有抗荧光淬灭封片液，可以使荧光更加持久。 
 本试剂盒对于六孔板内的细胞样品或常规切片，至少可以检测300个样品。 

包装清单： 
产品编号 产品名称 包装 
P0179-1 抗兔AF555 0.03ml 
P0179-2 免疫荧光染色二抗稀释液 50ml 
P0179-3 抗荧光淬灭封片液 15ml 
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保存条件： 
-20ºC保存，一年有效。同时抗兔AF555需避光保存。 

注意事项： 
 需荧光显微镜或激光共聚焦显微镜。 
 在使用抗荧光淬灭封片液的情况下可以减缓淬灭，但仍宜尽量避光，特别是需要尽量缩短在荧光显微镜下的观察时间。 
 荧光物质均易发生淬灭，染色后宜尽快进行荧光显微镜下的观察。如果不能及时观察可以4ºC避光保存，但存放时间通常不宜超过

一周，随着存放时间的延长可能会导致观察效果越来越差。 
 免疫荧光染色效果的好坏和一抗的关系非常密切。建议选购有较多文献报道的并注明可以用于免疫荧光染色的一抗用于本实验。 
 如果观察时发现荧光过弱，可以适当提高一抗的浓度；如果荧光还是比较弱，可以适当提高荧光标记抗体的浓度。 
 需自行配制用于免疫荧光染色的相关试剂，需自备盖玻片和载玻片(可以向碧云天订购)。 
 本产品仅限于专业人员的科学研究用，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，不得存放于普通住宅内。 
 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。  

使用说明： 
1. 免疫荧光染色的准备工作： 

a. 固定液的准备： 
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订货 e-mail: order@beyotime.com 
技术咨询: info@beyotime.com 
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推荐使用碧云天生产的免疫染色固定液(P0098)，也可以用4%多聚甲醛作为固定液，或根据特定的一抗或样品采用有效成分为
乙醇、甲醇或其它类型的固定液。 

b. 洗涤液的准备： 
推荐使用碧云天生产的免疫染色洗涤液(P0106)，也可以按照如下方法配制TBSTx作为洗涤液： 
10XTBS的配制：称取24.2g Tris (Tris碱), 80g NaCl；用盐酸调节pH值至7.6，定容至一升。 
TBS配制：把10XTBS按照1:9的比例用水稀释至1X即为TBS。 
TBSTx的配制：在TBS中加入Triton X-100使最终浓度为0.1%，混匀，即为TBSTx。 

c. 封闭液的准备： 
推荐使用碧云天生产的免疫染色封闭液(P0102)，也可以按照如下方法配制含5%BSA的TBSTx作为封闭液： 
含5%BSA的TBSTx的配制：在100毫升TBSTx中加入5克BSA，溶解并混匀，即为含5%BSA的TBSTx。 

d. 一抗稀释液的准备： 
推荐使用碧云天生产的免疫染色一抗稀释液(P0103)，也可以使用上述封闭液，即含5%BSA的TBSTx，作为一抗稀释液。 

e. 一抗的稀释： 
按照一抗说明书中推荐的用于免疫荧光染色的稀释比例用一抗稀释液稀释一抗。 

f. 荧光标记二抗的稀释： 
把荧光标记的二抗，按照1:1000的比例用本试剂盒提供的免疫荧光染色二抗稀释液进行稀释。根据荧光的强弱，稀释的比例可
以适当提高或降低。 

2. 对于贴壁细胞： 
a. 取普通洁净盖玻片于70%乙醇中浸泡5分钟或更长时间，无菌超净台内吹干或用细胞培养级PBS或0.9%NaCl等溶液洗涤三遍，

再用细胞培养液洗涤一遍。将盖玻片置于六孔板内，种入细胞培养过夜，使约为50%-80%满。 
b. 按照特定的实验目的处理细胞后，吸尽培养液，加入1ml固定液，固定10分钟或更长时间(可4ºC固定过夜)。 
c. 去固定液，用洗涤液洗3次，每次3-5分钟，吸尽液体。洗涤时宜用摇床，或手动晃动数次。 
d. 用封闭液封闭60分钟，可以在摇床上轻轻摇动。 
e. 去封闭液，用稀释的特定一抗作用60分钟，可以在摇床上轻轻摇动。为增强与一抗的结合，可以4ºC作用过夜。 
f. 去除一抗，用洗涤液洗涤3-5次，每次3-5分钟。每次洗涤时都可以在摇床上轻轻摇动。 
g. 去除洗涤液，加入1毫升稀释好的荧光标记的二抗避光孵育60分钟，可以在摇床上轻轻摇动。 
h. 回收荧光标记的二抗，用洗涤液洗涤3-5次，每次3-5分钟，期间适当注意避光操作。每次洗涤时都可以在摇床上轻轻摇动。 
i. 滴一滴本试剂盒提供的抗荧光淬灭封片液于载玻片上，盖上贴有细胞的盖玻片，尽量避免气泡。使细胞接触封片液，切勿弄反。 
j. 如果一抗选用适当，在荧光显微镜下可以观察到红色的荧光。 

3. 对于悬浮细胞： 
a. 离心收集细胞样品于1.5ml离心管内，吸除上清后轻轻弹散细胞。 
b. 加入0.5ml固定液，缓缓悬起细胞，固定10分钟或更长时间(可4ºC过夜)。 
c. 离心去固定液，用洗涤液洗3次，每次3-5分钟。洗涤期间可以用手或摇床轻轻晃动。 
d. 最后一次离心后吸去大部分液体保留约50微升液体，再缓缓悬起细胞，滴加至载玻片上，尽量使细胞分布均匀。 
e. 稍晾干，使细胞贴在载玻片上不易随液体流动。如果条件许可，可以使用适当的离心机，通过离心把细胞贴紧在载玻片上。 
f. 用封闭液封闭60分钟。封闭及后续的操作可以用碧云天的染色缸和染色架或邮寄夹进行操作。 
g. 去封闭液，用稀释的特定一抗作用60分钟。为增强与一抗的结合，可以4ºC作用过夜。 
h. 去除一抗，用洗涤液洗涤3-5次，每次3-5分钟。 
i. 去除洗涤液，加入稀释的荧光标记的二抗避光孵育60分钟。 
j. 回收荧光标记的二抗，用洗涤液洗涤3-5次，每次3-5分钟，期间适当注意避光操作。 
k. 滴一滴本试剂盒提供的抗荧光淬灭封片液于载玻片上，盖上盖玻片，尽量避免气泡。 
l. 如果一抗选用适当，在荧光显微镜下可以观察到红色的荧光。 

4. 对于组织切片： 
a. 对于石蜡切片，需先完成脱蜡、水化和抗原修复。对于冰冻切片可以直接按照下面的步骤操作。 
b. 用固定液固定10分钟或更长时间(可4ºC过夜)。固定及后续的操作可以用碧云天的染色缸和染色架或邮寄夹进行操作。 
c. 去固定液，用洗涤液洗3次，每次3-5分钟，吸尽液体。洗涤时宜用摇床，或手动晃动数次。 
d. 用封闭液封闭60分钟，可以在摇床上轻轻摇动。 
e. 去封闭液，用稀释的特定一抗作用60分钟，可以在摇床上轻轻摇动。为增强与一抗的结合，可以4ºC作用过夜。 
f. 去除一抗，用洗涤液洗涤3-5次，每次3-5分钟。每次洗涤时都可以在摇床上轻轻摇动。 
g. 去除洗涤液，加入1毫升稀释好的荧光标记的二抗避光孵育60分钟，可以在摇床上轻轻摇动。 
h. 回收荧光标记的二抗，用洗涤液洗涤3-5次，每次3-5分钟，期间适当注意避光操作。每次洗涤时都可以在摇床上轻轻摇动。 
i. 滴一滴本试剂盒提供的抗荧光淬灭封片液于载玻片上，盖上盖玻片，尽量避免气泡。 
j. 如果一抗选用适当，在荧光显微镜下可以观察到红色的荧光。 
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