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检测结题报告
客户姓名

订单编号

项目启动日期

项目完成日期

报告撰写人

报告复核人

报告授权人

报告生效日期



电话：177-2982-5736               座机：028- 65735060                                                         公司网址： http://www.cdacsw.cn1


尊敬的客户：
您好！
成都奥创生物科技有限公司是联合多家高校、科研院所发起，由一批基础生物学、生物医药、临床医学领域杰出的科学家带队组成。主营业务包括整体课题项目服务实验（分子、蛋白、细胞、动物、病理等），全方位生物、医学研究技术服务和科研设计咨询、生物医药企业CRO外包服务等。
成都奥创生物联合多位来自于了中山大学、四川农业大学、华中农业大学、四川大学、中科院等著名高校以及研究机构的专家学者担任企业顾问，其中专业覆盖肿瘤学、蛋白免疫学、分子生物学、细胞生物学、形态学等诸多领域，并与国内相关领域的专家以项目合作的方式联合开展转化医学研究，组成了一个优势交叉互补、高度专业的科研团队，负责研发课题的具体实施和推进，确保各项目的高效与质量。致力于实验科研平台互联，资源共享。借助此平台为广大科研院校，生物医药企业及个人提供分子、蛋白、细胞、病理等研究技术服务。
1． 整体项目平台
能为广大客户提供从课题咨询，课题设计，项目实施到论文撰写，润色，发表等一站    式整体课题外包服务，强大的科研团队，全面的技术平台和完善的管理体系，让您的课题进展更加高效。
2． 核酸研究平台
服务项目：核酸抽提，常规PCR，荧光定量PCR，微滴式数字PCR，载体构建，甲基化检测等。
3． 蛋白与免疫平台
服务项目：Western blot，IP/COIP检测，无标记分子互作检测，ELISA，多因子蛋白悬液芯片检测，蛋白表达纯化，蛋白质谱等。
4． 细胞研究平台
服务项目：细胞周期，细胞凋亡，细胞增殖，细胞共培养及趋化，细胞迁移及侵袭，细胞粘附检测，流式细胞检测，稳转细胞系构建，细胞单克隆形成检测，双荧光素酶检测，显微拍照检测等。
5． 病毒包装平台
服务项目：慢病毒包装，逆转录病毒包装，腺病毒包装，腺相关病毒包装等。
6． 病理染色
服务项目：各类切片及染色服务，电镜检测，免疫荧光，免疫组化，tunel，原位杂交染色，全景扫描，分析阅片等。
7． 动物模型平台：
服务项目：常见疾病动物模型及肿瘤模型构建，肝功，肾功，血糖，血脂，无机离子，尿常规，凝血检测，血常规等生化检测。
我们的服务承诺：  █ 唯一  █ 真实  █ 专业  █ 效率
欢迎科研院所、医院、生物医药企业的广大用户来我公司进行科研项目订制，我们将为您提供专业高效的一站式科研服务。


[bookmark: _Toc169612771][bookmark: _Toc3116][bookmark: _Toc169253391]声明

为保证独立、客观、公正地从事检验检测工作，提高服务质量。现以奥创生物名义，向社会各界和客户作如下声明，并接受有关单位和客户的监督。
1、遵守国家的各项法律、法规、政策，严格执行有关标准，规范及细则等技术文件开展检测工作，以诚实、公正的态度确保检测工作质量，并对检测结果负责。
2、公司具有固定的工作和检验检测场所，拥有与开展的检测工作相匹配的专业技术、管理人员，拥有相关检测所需的设备设施。
3、承诺对客户的技术、资料、数据和其他商业机密严格保密，切实维护客户的权益，绝不利用客户的技术和资料从事技术开发和技术服务。
4、承诺对所有委托方一视同仁，提供相同的优质、高效服务，保证检测数据和结果的真实、客观、准确。
5、承诺出具的检验检测数据、结果独立于所涉及的利益相关方，不受任何可能干扰其技术判断因素的影响，确保检验检测数据、结果的真实、客观、准确。
以上声明，本公司全体人员必须严格遵守。

成都奥创生物科技有限公司
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1、 [bookmark: _Toc7121][bookmark: _Toc5015]实验简介
[bookmark: _Toc25476][bookmark: _Toc3757]免疫荧光技术（Immunofluorescence technique）又称荧光抗体技术，是标记免疫技术中发展最早的一种。它是在免疫学、生物化学和显微镜技术的基础上建立起来的一项技术。很早以来就有一些学者试图将抗体分子与一些示踪物质结合，利用抗原抗体反应进行组织或细胞内抗原物质的定位。
可用于研究细胞分子的定位，表达和功能，以及疾病的发生机制和诊断，用于检测细菌，病毒等微生物中的特定蛋白质，从而为疾病的诊断和治疗提供帮助。
2、 [bookmark: _Toc12070]实验仪器、试剂耗材
[bookmark: _Toc21979]3.1仪器
	仪器名称
	品牌
	型号

	组织脱水机
	武汉俊杰电子
	JT-12S

	石蜡包埋机
	武汉俊杰电子
	JB-L5

	病理切片机
	上海徕卡仪器
	RM2016

	冻台
	武汉俊杰电子
	JB-L5

	组织摊片机
	武汉俊杰电子
	JK-5/6

	烤箱
	绍兴泸越
	101-3B

	微波炉
	格兰仕微波炉电器有限公司
	P70D20TL-P4

	脱色摇床
	谷歌生物
	TSY-B

	涡旋混合器
	谷歌生物
	MX-F

	掌上离心机
	谷歌生物
	D1008E

	移液枪
	Dragon
	KE0003087/KA0056573

	组化笔
	Gene tech
	GT1001

	冰箱
	青岛海尔股份有限公司
	BCD-192TGN

	荧光生物显微镜
	广州市明美光电技术有限公司
	MF23-M


[bookmark: _Toc17005]3.2试剂
	试剂名称
	品牌
	货号

	无水乙醇（AR）
	成都科隆
	05.001.0170A

	二甲苯（AR）
	成都科隆
	05.001.0586A

	EDTA（PH8.0)抗原修复液
	biosharp
	BL618A

	EDTA(PH9.0)抗原修复液
	biosharp
	BL617A

	柠檬酸（PH6.0)抗原修复液
	biosharp
	BL604A

	胰蛋白酶修复5X
	bioss
	C-0012

	PBS缓冲液
	servicebio
	G0002

	4%多聚甲醛
	biosharp
	BL539A

	山羊血清
	索莱宝
	SL038

	一抗
	/
	/

	二抗
	/
	/

	DAPI
	biosharp
	BS097-10mg

	自发荧光淬灭剂B液
	/
	/


[bookmark: _Toc6885]3.3耗材
	耗材名称
	品牌
	货号

	粘附性载玻片
	江苏世泰
	80312/80302

	显微镜盖玻片
	江苏世泰
	80340-1630

	组织包埋盒
	江苏世泰
	22022

	病理刀片
	epredia
	MX35 ULTRA


3、 [bookmark: _Toc14512][bookmark: _Toc6790][bookmark: _Toc14063][bookmark: _Toc17182][bookmark: _Toc8714][bookmark: _Toc27275][bookmark: _Toc9168]实验步骤
[bookmark: _Toc8661]3.1石蜡切片脱蜡至水，春夏秋：二甲苯I 10min-二甲苯II 10min-二甲苯III 10min-无水乙醇I 5min-无水乙醇II 5min-95%乙醇 5min-85%乙醇 5min-75%乙醇 5min-纯水 5min。冬天：二甲苯每缸时间延长至15min。
[bookmark: _Toc18583]3.2抗原修复，组织切片置于Tris-EDTA抗原修复缓冲液（PH9）/枸橼酸缓冲液(PH6)的修复盒中于微波炉内进行抗原修复，中火8min至沸，停火8min保温再转中低火7min。自然冷却后将玻片置于PBS中在脱色摇床上晃动洗涤3次，每次5min。
[bookmark: _Toc15458]胰蛋白酶修复：将切片画好组化圈平放于湿盒内（湿盒内加少量水防止抗体蒸发），加入配制好的胰蛋白酶修复液，放入37℃烘箱，20min，取出后将玻片置于PBS中在脱色摇床上晃动洗涤3次，每次5min，
[bookmark: _Toc3453]高压PH6修复：将切片放入盛有枸橼酸缓冲液(PH6)修复液的高压锅中，修复液淹没切片，盖上锅盖加热至沸，根据切片组织和表达位置选择修复时间，关火自然冷却后将玻片置于PBS中在脱色摇床上晃动洗涤3次，每次5min。
[bookmark: _Toc21139][bookmark: _Toc9898][bookmark: _Toc10198]3.3血清封闭，切片稍甩干后用组化笔在组织周围画圈（防止抗体流走），在圈内滴加5%山羊血清均匀覆盖组织，室温封闭30min。
[bookmark: _Toc16348][bookmark: _Toc7473]3.4孵育一抗，轻轻甩掉封闭液，在切片上滴加PBS按一定比例配好的一抗，切片平放于湿盒内4°C孵育过夜。（湿盒内加少量水防止抗体蒸发）
[bookmark: _Toc26506]3.5孵育二抗，玻片置于PBS（PH7.4）中在脱色摇床上晃动洗涤3次，每次5min。切片稍甩干后在圈内滴加组化试剂盒内与一抗相应种属的二抗（CY3/FITC标记）覆盖组织，室温孵育50min，避光，将玻片置于盛有PBS（PH7.4）中在脱色摇床上晃动洗涤3次，每次5min。
[bookmark: _Toc29286]3.6DAPI复染细胞核，玻片置于PBS中在脱色摇床上晃动洗涤4次，每次5min。切片稍甩干后在圈内滴加DAPI染液，避光室温孵育5min。玻片置于PBS中在脱色摇床上晃动洗涤4次，每次5min。
[bookmark: _Toc10349][bookmark: _Toc30989]3.7免疫标记后的自发荧光淬灭；滴加组织自发荧光淬灭剂B液覆盖组织室温避光孵育5 min，流水冲洗3min。
[bookmark: _Toc17436][bookmark: _Toc10388]3.8封片；切片稍甩干后用抗荧光淬灭封片剂封片
[bookmark: _Toc25600]3.9镜检。
表1.抗体列表
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4、 [bookmark: _Toc22120]结果分析
4.1图像采集
采用数字切片扫描仪/显微镜进行图像采集。每张切片先于低倍下观察全部组织，再分别选取3个视野采集200/400倍显微图像。dapi染细胞核为蓝色荧光，阳性结果根据二抗不同表达为红/绿。所有采图结果见附件。
表2.染色图例
	
	
	

	（切片编号）_40.0x1-1
	（切片编号）xxx_40.0x1-2
	（切片编号）xxx_40.0x1-3


4.2光密度测量
采用Image-ProPlus图像分析系统测定所采集全部图像积分光密度（IOD）表示；每例样本的积分光密度为3张图像的平均值。原始结果见附件。
表3.积分光密度结果
	编号
	指标名称
	编号
	指标名称

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


5、 [bookmark: _Toc28351][bookmark: _Toc18712]参考文献
1.Yasushi Horai;Tetsuhiro Kakimoto;Kana Takemoto;Masaharu Tanaka.Quantitative analysis of histopathological findings using image processing software.2017
2.崔巍.王硕仁.朱陵群.平均光密度值分析法和阳性染色面积分析法在免疫荧光图像分析中的对比研究.2008.09
3.李枫.图像分析中光密度参数物理意义的正确理解和使用.
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Chengdu Ultron Biotechnology Co., Ltd





