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o YHEAAIEZEFMIGIEE FIREES (555 88-8824)
o RAHMESITRER (555 222026)
o  HRERIBUR AT (N EEBREEINGIF) (500X) (555 00-4975) si&EH REHHNHEIFIE A7 (500X)
£35S 00-4980) SHAEFIEEEER ARiR (555 00-4506) HEREERRIK (555 00-4505)
FRIRANE R E
BB 0XRERS 9 MEIBKES, & IXBERLER. BMREE 8.5 mL1X HRERR.
12 x 75 mm EHISLIE £ 18
1.5 & RMBER.
2.[E)E A AT EE LA E M AR T A TRE . BXFEMRER, FEHI]
3XTRMEREMRICHITRE. BXFAER, HSRMEMRETIRAE.
ARE—REFR, FLEHIOTRIEFERUTEBEMABRER. BEKREL 100 pL ZREH.
5.0 100uL IC EE kB E A, <FERIERES .
6.EER TS 20-60 N%h. EEK.
7NN 2 mLAXEKR, E=EET 400-600xg b5 7. FLEE.
BEEETH.
I AMTUEERT 100uL IX BREF . MAEEFENERBRAN—MLUENABRANRE, HEZERTHESE
20-60 7r¥h. EEE.
10.70 2 mL IX B fEi%, E=EIRT 400-600 x g =il 5 474, F LA
MEEF 105,
124 MpEETELARNRANABARLERP.
13 B R AR AR
96 FLIR L4 S B
1.5 & RABER.
2. [FLE]E A AT EE BRI A ITRE . AXIFEMES, ESAEMRREE, BIELRE C RER
eSS
TR EMRICHITRE. BAXFAER, HSRNMERRALEREE, RESHEARERESE.
ARE—REFR, FLEHOTRIEFERUTEBEABRER. BEKRBEL 100 pL ZREH.
5.8FL7%M 200uL IC BEE&KRE EMM. RFFEHMTZLEETRAMABREP. EEBR.
B6.AEER TS 20-60 /4. BEA.
7.EIRT 400-600 x g BUHM 5 7Hh. F LA
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8. 7L 200 pL 1X FEfEK, =BT 400-600 x g B/ILHESR 5 4. FLE,
9.AFIKAIPERE, A X BEHRIGEIVFEHEL 100 pL.

10.[FIE| EE@AAEPMA 2 L 2% EENR/ARRIIEHA. ZEWFHE 15 7.

1MABEE, MABEENEFBHERALRNERARE, FESETHS 30 Sl E. Bk.
12.8FL9 A 200l 1X #§FRI&R, EIRT 400-600 x g BLHM 5 Fh. F LB

13.EEE 13 5.

14383 MREETELFRNRRABALERT.

15,8 R AR 4

BESTEB: —H&: WA (&) BEAR

U TRMEL BT AR B Ak FEIR SRR E S FRARANRE, aEanE. ZRESRIEEEMKE
ZRI—APRP. EEATRNGMRNERET, B TRMNFSMAMET. BX Foxp3 AARET
FERES (525 00-5523-00) S5HMETFHRENFREN, HERAMFEEIEENUSIEFMAREYE

ab

BE o
o 12x75mm EKIXESR 96 7L V Bl U BURMETEER
(AT A B E 4R SE 144 (FVD) eFluor 455UV, 450, 506, 520, 660 #1780 (55 473% 65-0868.
65-0863. 65-0866., 65-0867. 65-0864. 65-0865)
o [AEIEE/MRILE
o [MEEEKRILE
o SORBEE
e Foxp3 /HRAFEIEHMBELEREAE (55 00-5523)
o MRS HEER (185 222026)
FRIRANE R
> 1% 11 4xFoxp3 Bl E /KRR AR (#00-5123) 5 3 143 Foxp3 Bl E/MEIERFEFI(#00-5223)/R &, #IZHHtEm
Foxp3 EE/MHETIER. WMRESHHE, WESMRFE 1 mL TER.
> 1 10xAERIELIE (#00-8333) 5 9 MERIEKRSE, #l& 1xRRGETIER. WREE+SLRE, U
MEREE 8.5 mL TIER-
12 x 75 mm EHISLIE £ 18
15 RMBER. HSARNERMEMRES&RERESE.
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2.[AIE](E A AT B 4RBSE el st Rt T e . ERIFIEER
TR EARCHEITRE. BXRIFEMES, HSIHMEM
4 RE—RBEERTERE, FLEHKOTRRHERUTEMETUE. BEKREL 100 pL ZRAEFR.
5. @B MERMA 1 mL Foxp3 Bl E /AR TVERRFHBORRIE

6.2-8°C A EIRIFE 30-60 o¥h. ®EF. CNERHMAIE 2-8°CEXAFEKIL 18 BT
7HEMA 2 mL 1IxEERTIER, EEIRT 400-600% g B 5 980, FLE.

8[MEIEEE 7 5.

9.EFI KM 1 RPERIUE. WEH 100 pL.

10.[FIE| EE@AAEPMA 2 L 2% EENR/ARRIMMEHA. EEETHEE 15 59,

MR, MAHFEENTOLBRRELAENABAE, HEZETHE 30 78l E. B,
1288 MAN 2 mL 1xFER, E=BT 400-600x g BLHSm 5 o4, HLEE.

13.EEE 125,

14 3L EMPEETELSFRNRABEERP.

15 B R AL S T A

96 FLIREW ST

1. HZRMPER. FERARNARAET ERIERIELER.

2.[FT i) A AT &€ ZRAEE MR TR TR B, BEZIFHERNTENRRRE, BRIESE C
XK EFMCHITRE. BXFEMAGEE, HEAMMRALERERE, BRESEA.
ARE—RGEERRE, FLEFHONRIEERSTT 2 EEITUE.

5.8FLMA 200 pL Foxp3 EE/MIETIER K. =IFFEHMTEERBTRMAARP. ATEERR.
6.2-8°C A EIRIFE 30-60 o¥h. ®EF. CNERHMAIE 2-8°CEXPEKIL 18 BT
7FEEIET 400-600 x g B OHR S5 2. FLE.

8. FFLMMA 200 pL 1X #EPER, FEEIRT 400-600 x g BiEm 5 4. FLA.

9L.EEE 8 H.

10.ERI K AP ERIE, A X BERRFBETIETEL 100 pL.

M[FHE|EERAEF N 2 L 2% EE /N R/ KRR MFEHH. EERTHE 15 2.

12.858%, MAEFEENERBRRALUENMEEARE, FEZETHES 30 o8l L. B,
13.FLANA 200 pL 1x#GfE&, EZIRT 400-600 x g BHiLHm 5 8. FLEE.

14EEE 13 5.

15 L EMEETELSARMNRAmEERP.
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16. BT R AL
BESRC: BER/FEORDE

UTHRELSBAFRRSTEREE S FM—LEABABREESER. EZRELES, BEZEAREL
B, STFHRBREEARQN, &EMNBEBARMEEMMNAFERBAEBLABANMAUEHFEESERSE
M. flan, A TIESHERL-STAT1 (Y701) BEBEERL, ATLLA IFNy BUEEEMAM, ME T MEHiF
SHERL-ERK1 /2 (T202/Y204) MmETF PMA (5B E3ES C BUEHR) st CD3 32k,
—RREEEM
1LRABRENMATATACRAEAR, BTRERESNENR, #—SoMBBREESR; B, GLEE
BRENHEMERER.

SEMAE EREREYNRARETRNEESEANERE, BATRNMIHIESESES. Eit, EH%)
B F NS ITRERE. HR, REEARXCTSHARNEARLECHERNSE. I8, BRTREEN
Z4h, —EEARMIGESMEMANE, XEMIZEE. RIBEEEBMBEREENEAEANNTKREEE
THMEFER. AXMAREMNE, ESEREEEEESEM.

MREEEMFERARE (HTEESIEHRFEREERIT) , AELBROARRTRERE G,

F e EEE/ FES B MR ERNARREMEE (BRTH) .
i FR B o e St
Alexa Fluor 488 PE
eFluor 660 PE-tandems
Alexa Fluor 647 PerCP
eFluor 450 PerCP-tandems
FITC APC

APC-tandems

2T NEEEARAE, BMBVUSHARBEEEFRILS. EBEERE, SITHEZM EDTA AR RAIEHAITVIRH 5%
ELR. WMRAFERAXCIRARCEOANREQEELCEGNRY, TUERREDE.
RS

e 12 x 75 mm EEIXE L 96 FL V Bla U BURMEFRHER

o HikiHLUEFRE
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o BIELRBEHRI
o —Hi GRXER)
o MAMPSITRER (555 222026)
o ICEE®& (%5 00-8222)
* 90-100% FEz (HPLC %)
o [AIiE]Fc $#6A:  4hifkAodi/NR CD16/CD32 (#55 14-0161) SRLELAIA FC ZRLEEHIHIF
LW LSE
1. EAERIIE T E P HlE B TR BFRgmA.
2. 40T, DL 1-5%10 6 NERR mL EAEMEFREFER.
3.37°C T, AFZEARESAELIERRIMMME. 2EE 37°C HERCIENAMEAIAMEXTE .
A[MEMREBREZMEERARE (ESBS5F) , NERSHBERARMBENE, MR Mmiamin
RELTRRBIRESE PR R LG MERANE
5. FERIMERLERAT, BITEE AN IC BEREZERNBI M P HIRIEE & K E E MM LUZ LRI .
6.7 E iR N B M 10-60 78, B,
7EZEIRT 400-600 x g BELHm 5 7. FLEE.
8GR EE T RIAMEIAS, A 1 mL L8 90-100%BEE. SRIERAIE 2-8°C THBEE/ 30 S 4.
AR —BEmMARE, WEAFTLIE<-20°C THEFKIL 4 B.
9. i3 E AT R 4R AR s A 4R A
10.7£Z IR T 400-600 x g =L 4HAE 5 77580, F LA
M ARN AR E R 1x10 7 NMER/ mL E2408, FI§ 1x10 6 MK (100pL) FS B EMARNEF.
12.[ATE] £ EH, FRMSLAI/NER CD16/CD32 S A Fc ZRE S IMEIFIEF, AT MmAIEYS F M
Fc T SM&E4.
13. 5EMABFENERBREE, HEZERTHE 30-60 78, B,
AR MRFE, TURMNHITRAXCMMBMABRERRE. BTHIERGREREESE TR RE RS
&, BEiES R EEMEEN AR R.
14. N 2 mL RRAAARLE R, EFIRT 400-6—x g Bl 4-5 8. FLEAE.
15.E8F 14 5.
1653 EMMERTELFRNRRABARLERT.
17 B RN AR AR
96 FLIRZRLSE
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1. ERIEF & P HIE A TR Birdh.

2. MARETTEL, LA 1-5%10 6 MAM/ML A EHEFETER.

S.[EAFLPMAZBELRIEFIA 100 pL FH7E.

4. [@FLHMAN 100 L 4fE, FHEMFHMEES 37°CHE. 18fEE 37°C BB RAIEAVMAIEABAMEXTR .
S5[HE|MREBEZAIFERALE (EPR6 ) , WERASMPAEICRRMBERNE, MR MM
RHERRBRELSE DA R EMBRAIR

6. ERIHHEALERAT, B EZEEFLFMA 200 pL IC ElE ik E £ Z0Re LU LEFRIE .

8.2 R 600 x g /LR 4-5 7. FLEF.

BMEMTEESTRAMA G, FHEFlhmA 100 uL F4H 90-100% BEE. SRITE A FHTE 2-8°C gk £5
BERED 30 7.

FE: —BMARE, @MATLE<20°C TEEFEKE 4 A.

10.70 200 pL SRR AAEAR SR, EEIRT 600 x g Bl 4-5 H4h. FLE.

MEEE 105

12.[FTi%] ERER, FERASULRIR/NR CD16/CD32 S A FC ZAZEAIIFIFIEIA, ATLAPERTZRAMAI ISR
FC N SM%EE.

13. §fLMAKFENERBREE, HEZERTHE 30-60 78, B,

E: MRFE, TUERMHITRERENARABERLE. BTHERGRARESSEENRBERERES,
EitiES R B E Rk e E.

14. 00 200pl RN R ER, EEIRT 600xg Bl 4-5 0%, FLE.

15.E8F 14 5.

1653 EMMERTELFRNRRABARLERT.

17 B RN AR AR
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	操作步骤A： 两步法：细胞内（细胞质）蛋白质
	操作步骤B： 一步法：细胞内（核）蛋白质
	操作步骤C： 固定/甲醇的两步法 （磷酸化信号蛋白的固定染色方案）
	一般注意事项
	为了获得荧光抗体的最佳性能，请将抗体4°C避光保存。 切勿冷冻。
	使用前，快速离心抗体以恢复最大体积。 不建议涡旋抗体。
	除非操作步骤中注明，否则所有染色操作应在冰上或在4°C下进行并尽可能避光。
	细胞内抗原检测所需的固定和破膜步骤可改变细胞的光散射性质，并可能增加非特异性背景染色。 在染色液中加
	操作步骤 A： 两步法：细胞内（细胞质）蛋白质
	以下操作步骤允许在单细胞水平同时分析细胞表面分子和细胞内抗原。 在该操作步骤中，固定步骤之后是破膜，
	该操作步骤推荐用于体外或体内活化后个体细胞中的胞浆蛋白、细胞因子或其他分泌蛋白的检测。 对于细胞因子
	对于核蛋白如转录因子的检测，请参见下面的操作步骤B： 一步法：细胞内（核）蛋白。 对于一些磷酸化的信
	材料
	12x75 mm圆底试管
	[可选] Invitrogen™产品线，如可固定活性染料
	荧光偶联抗体
	细胞内固定和破膜缓冲液组合（货号
	流式细胞分析染色液（货号222026）
	细胞刺激混合剂（加上蛋白质转运抑制剂）（500X）（货号
	缓冲液和溶液制备 
	将1份10X浓缩液与9份蒸馏水混合，制备1X破膜液工作液。 每个样品需要8.5 mL 1X的破膜液。
	12 x 75 mm管的实验步骤
	1.制备单细胞悬液。
	2.[可选]使用可固定化细胞活性染料对细胞进行染色。 有关详细信息，请参阅
	3.对细胞表面标记进行染色。 有关详细信息，请参阅
	4.最后一次洗涤后，弃上清并脉冲涡旋样品以完全解离细胞团块。 通常保留约100 μL残余体积。
	5.添加100μL IC固定液来固定细胞，之后涡旋混合。
	6.在室温下孵育20-60分钟。 避光。
	7.加入2 mL 1X透化液，在室温下400-600 x g 离心5分钟。 弃上清。
	8.重复第7步。
	9.将细胞沉淀重悬于100μL 1X透化液中。 加入推荐量的直接偶联的一抗以检测细胞内抗原，并在室温
	10.加入2 mL 1X破膜液，在室温下400-600 x g离心5分钟。 弃上清。
	11.重复第10步。
	12.将染色细胞重悬于适当体积的流式细胞术染色液中。
	13.通过流式细胞术分析样品。
	96孔板实验步骤
	1.制备单细胞悬液。 
	2.[可选]使用可固定化细胞活性染料对细胞进行染色。 有关详细信息，请参阅活性染料染色，操作步骤C最
	3.对细胞表面标记进行染色。 有关详细信息，请参阅细胞表面靶标染色，操作步骤A最佳操作步骤。
	4.最后一次洗涤后，弃上清并脉冲涡旋样品以完全解离细胞团块。 通常保留约100 μL残余体积。
	5.每孔添加200μL IC固定液来固定细胞。 最好使细胞完全重悬于添加的溶液中。 可选择移液。
	6.在室温下孵育20-60分钟。 避光。
	7.室温下400-600 x g离心样品5分钟。 弃上清。
	8.每孔中加入200 μL 1X破膜液，室温下400-600 x g离心样品5分钟。 弃上清。
	9.在剩余体积中重悬沉淀，用1X透化液将体积调节至约100 μL。
	10.[可选]直接向细胞中加入2 μL 2％正常小鼠/大鼠血清封闭。 室温孵育15分钟。
	11.不洗涤，加入推荐量的直接偶联抗体以检测细胞内抗原，并在室温下孵育30分钟以上。 避光。
	12.每孔中加入200μL 1X破膜液，室温下400-600 x g离心样品5分钟。 弃上清。
	13.重复第13步。
	14.将染色细胞重悬于适当体积的流式细胞术染色液中。
	15.通过流式细胞术分析。
	操作步骤B： 一步法：细胞内（核）蛋白质 
	以下操作步骤可以在单细胞水平同时分析细胞表面分子和细胞内抗原，包括核抗原。 该操作步骤将固定和破膜结
	材料
	12 x 75 mm圆底试管或 96孔V型或U型底微量滴定板
	[可选]可固定细胞活性染料（FVD）eFluor 455UV、450、506、520、660和780
	[可选]正常小鼠血清
	[可选]正常大鼠血清
	荧光偶联抗体
	Foxp3 /转录因子固定破膜染色液组合（货号
	流式细胞分析染色液（货号
	缓冲液和溶液制备
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	将1份10×破膜透化液（#00-8333）与9份蒸馏水混合，制备1×破膜液工作液。 如果在管中染色，
	12 x 75 mm管的实验步骤
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	9.在剩余体积的1×破膜液中重悬沉淀。 通常为100 μL。
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	11.不洗涤，加入推荐量的荧光偶联抗体以检测细胞内抗原，并在室温下孵育30分钟以上。 避光。
	12.每管加入2 mL 1×破膜液，在室温下400-600× g离心样品5分钟。 弃上清。
	13.重复第12步。
	14.将染色细胞重悬于适当体积的流式细胞染色液中。
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	2.[可选]使用可固定细胞活性染料对细胞进行染色。 更多详情请见“活力染料染色，操作步骤 C”
	3.对细胞表面标记进行染色。 有关详细信息，请参阅细胞表面靶标染色，操作步骤A。
	4.最后一次洗涤后，弃上清并脉冲涡旋样品以完全离解沉淀。
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	6.2-8°C或室温孵育30-60分钟。 避光。 （小鼠样品可在 2-8°C遮光孵育长达18小时）。
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	8.每孔加入200 µL 1X破膜液，在室温下400-600 x g 离心样品5分钟。 弃上清。
	9.重复第8步。
	10.在剩余体积中重悬沉淀，用1X破膜液将体积调节至约100 μL。
	11.[可选]直接向细胞中加入2 μL 2％正常小鼠/大鼠血清封闭。 在室温下孵育15分钟。
	12.不洗涤，加入推荐量的直接偶联抗体以检测细胞内抗原，并在室温下孵育30分钟以上。 避光。
	13.每孔加入200 µL 1×破膜液，在室温下400-600 x g 离心样品5分钟。 弃上清。
	14.重复第13步。
	15.将染色细胞重悬于适当体积的流式细胞染色液中。
	16.通过流式细胞仪分析。
	操作步骤C： 固定/甲醇的两步法
	以下操作步骤允许同时分析细胞表面分子和一些细胞内磷酸化信号蛋白。 在该操作步骤中，固定之后用甲醇处理
	一般注意事项
	1.荧光偶联的抗体可用于染色表面蛋白质，用于免疫表型分析细胞，进一步分析磷酸化蛋白质；但是，有必要考
	活细胞上表面标志物的抗体染色可能改变信号蛋白的表达，因为可能刺激/抑制信号传导事件。 因此，在细胞刺
	如果在固定前需要表面染色（由于固定引起的抗原决定基破坏），只有当偶联的荧光染料对甲醇暴露有抗性时，才
	2.对于贴壁细胞，我们建议将细胞固定在平板/孔中。 固定后，刮下细胞或用EDTA溶液处理进行收获并继
	材料
	12 x 75 mm圆底试管或96孔V型或U型底微量滴定板
	自选组织培养基
	自选细胞刺激剂
	一抗（荧光直标）
	流式细胞分析染色液（货号
	IC固定液（货号
	90-100％甲醇（HPLC 级）
	[可选]Fc封闭： 纯化的抗小鼠CD16/CD32（货号 
	实验步骤
	1.在合适的培养基中制备用于刺激的目标细胞。
	2.细胞计数，以1-5×10 6个细胞/ mL在合适的培养基中重悬。
	3.37°C 下，在需要的时间点用适当的处理来刺激细胞。 记住在 37°C孵育未处理的细胞作为阴性对
	4.[可选]如果在固定之前需要表面染色（在步骤5中），则使用与抗甲醇荧光染料偶联的抗体，如“流式细胞
	5.在刺激期结束时，通过将等体积的IC固定液直接添加到细胞中并涡旋混合来固定细胞以停止刺激。
	6.在室温下孵育样品10-60分钟。 避光。
	7.在室温下400-600 x g 离心样品5分钟。 弃上清。
	8.将细胞沉淀重悬于剩余体积中，加入1 mL预冷的90-100％甲醇。 涡旋混合并在2-8°C下孵育
	  注意： 一旦加入甲醇，细胞可以在<-20°C下储存长达4周。
	9.用过量体积的流式细胞染色液洗涤细胞
	10.在室温下400-600 x g离心细胞5分钟。 弃上清。
	11.用流式细胞染色液以1x10 7个细胞/ mL重悬细胞，并将1x10 6个细胞（100μL）等分
	12.[可选] 在染色前，使用纯化的抗小鼠CD16 / CD32或人Fc受体结合抑制剂封闭，可以阻断
	13.每管加入推荐量的直接偶联抗体，并在室温下孵育30-60分钟。 避光。
	注意： 如果需要，可以同时进行表面染色和细胞内磷酸染色。 由于并非所有抗体克隆都与固定的抗原决定簇结
	14.加入2 mL流式细胞术染色液，在室温下400-6—x g离心4-5分钟。 弃上清。
	15.重复第14步。
	16.将染色细胞重悬于适当体积的流式细胞术染色液中。
	17.通过流式细胞术分析样品。
	96 孔板实验步骤
	1.在合适的培养基中制备用于刺激的目标细胞。
	2.细胞计数，以1-5×10 6个细胞/mL在合适的培养基中重悬。
	3.向孔中加入含有适当刺激剂的100 μL培养基。
	4.向孔中加入100 μL细胞，并在所需的时间点 37°C孵育。 记住在37°C孵育未处理的细胞作为
	5.[可选]如果在固定之前需要表面染色（在步骤6中），则使用与抗甲醇荧光染料偶联的抗体，如“流式细胞
	6.在刺激期结束时，通过直接向孔中加入200 μL IC固定液来固定细胞以停止刺激。
	7.黑暗中在室温下孵育平板10-60分钟。 避光。
	8.室温600 x g离心平板4-5分钟。 弃上清。
	9.将细胞沉淀重悬于残余体积中，并向孔中加入 100 μL预冷的90-100％甲醇。 涡旋混合并在2
	注意： 一旦加入甲醇，细胞可以在≤20°C下储存长达 4 周。
	10.加入200 µL流式细胞术染色液，在室温下600 x g离心4-5分钟。 弃上清。
	11.重复第10步
	12.[可选] 在染色前，使用纯化的抗小鼠CD16/CD32或人FC受体结合抑制剂封闭，可以阻断细胞
	13.每孔加入推荐量的直接偶联抗体，并在室温下孵育30-60分钟。 避光。
	注：如果需要，可以同时进行表面染色和细胞内磷酸染色。 由于并非所有抗体克隆都与固定的抗原决定簇结合，
	14.加入200μl流式细胞术染色液，在室温下600×g离心4-5分钟。 弃上清。
	15.重复第14步。
	16.将染色细胞重悬于适当体积的流式细胞术染色液中。
	17.通过流式细胞术分析样品。

