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免疫组化试剂盒（抗小鼠）说明书

产品货号：RC31215

产品规格：100T
[bookmark: _GoBack]
产品描述 ：免疫组化（IHC）试剂盒套装为免疫组化检测提供一站式解决方案，方便快捷。用于检测以小鼠单克隆或多克隆抗体为一抗的免疫组化实验。抗原与一抗形成抗原抗体复合物，生物素化二抗特异性结合上述复合物，经辣根酶标记的链酶卵白素特异性识别生物素，最后经辣根酶底物显色即可检测相应抗原。
保存 条件 ： 2-8℃避光封闭保存。

产品 规格及组成成分 ：
 
	试剂盒 成 分 
	100 Tests

	试剂 1：1×PBS 缓冲液（干粉）  
	1L×8 袋

	试剂 2：100×柠檬酸钠抗原修复液  
	32ml

	试剂 3：内源性过氧化物酶阻断剂（即用型）  
	5ml

	试剂 4：抗体稀释液（即用型）  
	5ml

	试剂 5：封闭用正常山羊血清工作液（即用型）  
	5ml

	试剂 6：生物素标记羊抗小鼠 IgG（即用型）  
	5ml

	试剂 7：辣根酶标记链酶卵白素工作液（即用型）  
	5ml

	试剂 8：DAB kit (20×)显色液  
	0.5ml

	试剂 9：DAB kit (20×)稀释液 
	0.5ml

	试剂 10：苏木素染液（即用型）  
	6ml

	说明书  
	1 份


储存条件及有效期：2-8℃避光封闭保存，一年有效。各组分试剂瓶打开后 4℃保存一个月。

样本要求 ：新鲜活检样本组织，中性福尔马林或多聚甲醛，固定时间 12-48h，参照病理技术规范要求取材、脱水、石蜡包埋并制成蜡块，蜡块在常温条件下保存有效期有 5 年。组织切片厚度为 3-5μm 并黏附在防脱玻片上，轻拍切片架并用吸水纸吸干组织切片中的水滴，再放入 56-60℃恒温箱中烘烤 2h 后，从恒温箱中移出玻片放在温室下冷却。如果切片在室温下（15-28℃）保存，为了良好的重现组织中的抗原分布情况，请于切片制作后 7 天内完成检测。





实验操作步骤：
仪器 、设备：
移液枪、免疫组化笔、水浴锅、计时器、孵育湿盒、切片架、盖玻片、光学显微镜、洗瓶等。
操作步骤：
1、脱蜡水化。将石蜡切片置于新鲜二甲苯脱中浸泡 15 分钟，重复三次。去除多余的液体后，依次置于无水乙醇、95%乙醇、90%乙醇、80%乙醇、70%乙醇，各浸泡 5 分钟，蒸馏水（或自来水）冲洗 5 分钟。用 PBS 缓冲液（试剂 1，将干粉溶解于 1L 去离子水中）冲洗切片 5 分钟，重复三次。
2、抗原修复。将脱蜡水化后的组织切片置于烧杯（或修复盒）中的耐高温塑料切片架上，加适量修复液 1×柠檬酸钠抗原修复液（试剂 2，将 100×柠檬酸钠抗原修复液加去离子水稀释成 1×柠檬酸钠抗原修复液），液面要浸过切片组织一定高度，将修复盒置于沸水中煮沸修复 15 分钟后取出玻片，自然凉至室温。用 PBS缓冲液冲洗切片 5 分钟，重复三次。
注意：抗原修复时，修复液务必保证切片始终浸泡在液体内，一般情况：修复液的量约为 800mL/1 架。
3、 阻断内源性过氧化物酶。用吸水纸擦干玻片，免疫组化笔在组织周围画圈，滴加 50μL 内源性过氧化物酶阻断剂（试剂 3）到切片组织上以阻断内源性过氧化物酶，室温孵育 30 分钟，用 PBS 缓冲液冲洗切片 5分钟，重复三次。
4、 血清封闭。用吸水纸擦干玻片，滴加 50μL 正常山羊血清工作液（试剂 5），37℃封闭 20 分钟，以减少非特异性染色。
5、 一抗孵育。用抗体稀释液（试剂 4）将一抗原液稀释成工作液，用吸水纸擦干玻片组织周围的液体，滴加适量抗体工作液，置于湿盒 4℃孵育过夜或 37℃孵育 1h-2h。
6、 复温。4℃过夜后从冰箱拿出样本，在室温下孵育 15min 复温（抗体孵育为 4℃过夜选用此步骤，如室温孵育直接进入下一步清洗）。用 PBS 缓冲液冲洗切片 5 分钟，重复三次。
7、 二抗孵育。吸水纸擦干切片后滴加 50μL 生物素标记的羊抗小鼠 IgG（试剂 6），37℃孵育 20 分钟，用PBS 缓冲液冲洗切片 5 分钟，重复三次。
8、 三抗孵育。吸水纸擦干切片后滴加 50μL 辣根酶标记的链酶卵白素孵育（试剂 7），37℃孵育 20 分钟，用 PBS 缓冲液冲洗切片 5 分钟，重复三次。
9、 显色。甩去 PBS 缓冲液，吸水纸擦干切片； 每张切片滴加新鲜配制的 DAB 工作液 50μL（试剂 8：试剂 9：试剂 1=1:1:18 比例配置），孵育 3-5min，光学显微镜下观察染色结果，切勿显色过深；显色后用自来水冲洗切片终止显色。
10、 复染。滴加适量苏木素染液（试剂 10）复染，孵育 1-5 分钟，自来水冲洗 5 分钟，滴加盐酸酒精分化液分化 30 秒，自来水冲洗。
11、 脱水封片。将玻片依次置于 70%乙醇、80%乙醇、90%乙醇、95%乙醇、无水乙醇，各浸泡 5 分钟，再将玻片放入二甲苯中浸泡 15 分钟，重复三次。玻片取出来稍晾干，用中性树胶封片。

结果判断：
在光学显微镜下对染色的切片观察并判断。苏木素染细胞核为蓝色，DAB 显色的阳性表达为棕黄色。




注意事项：
1.  检测样本时需同时做阴性对照和阳性对照，否则结果不可取。
2.  本品中的配套试剂，请不要用其他生产商产品替换使用。
3.  DAB 为致癌物质，请采取必要的防范措施，现用现配。
4.  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。
5.  此试剂是否可用于除中性福尔马林或多聚甲醛之外固定的组织未得到验证。
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