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BioCanvasTM

Ultra Plex CFPTM Kit (Gen 1)

货号：RK50080

规格：5T (20重)、25T (100重)

 产品简介

利用可剪切性荧光探针 SPATOMICS® CFPTM，灵活擦除复用，轻松实现多轮 mIHC。

特点：

1. 独家荧光素可剪切技术，灵活擦除复用：支持珍贵样本重复利用，告别"切片焦虑症"，染

错色无忧纠错重染

2. 单样本多组学，深度解析组织奥秘：20重蛋白共标，轻松实现

3. 即插即用，零门槛升级：无需额外平台投资，传统mIHC升级无忧

 产品组分

试剂盒 序号 货号 试剂组分 5T规格 25T规格 推荐稀释比 存储条件 数量

Kit A

1 RM70080 SPATOMICS®CFP荧光素 440

10 μL/管 50 μL/管 100-500

-20℃ 1

2 RM70081 SPATOMICS®CFP荧光素 490 -20℃ 1

3 RM70082 SPATOMICS®CFP荧光素 555 -20℃ 1

4 RM70083 SPATOMICS®CFP荧光素 645 -20℃ 1

Kit B

5 RM70084 SPATOMICS®CFP反应缓冲液（1×） 4 mL/瓶 20 mL/瓶 1× 2-8℃ 1

6 RM70086 荧光剪切试剂A液(浓缩液，5×) 800 μL/支 1.5 mL/支 5× 2-8℃ 1

7 RM70087 荧光剪切试剂B液(浓缩液，20×) 200 μL/支 0.4 mL/支 20× 2-8℃ 1

8 AS100 酶标羊抗鼠/兔聚合物 4 mL/瓶 20 mL/瓶 1× 2-8℃ 1

9 RM02984 抗体洗脱液（mIHC专用） 6 mL/瓶 30 mL/瓶 1× 2-8℃ 1
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*注：

1. SPATOMICS®CFP荧光素（RM70080-RM70083）：解冻后，将 CFP荧光素置于 2-8℃

保存，并在 4周内用完。稀释后的 CFP荧光素（在反应缓冲液中）可置于 2-8℃避光保存，

24 h内用完。-20℃可保存 6个月；

2. SPATOMICS®CFP 反应缓冲液（RM70084）：在 2-8℃可保存 6个月；

3. 荧光剪切试剂：使用前将 A液（5x，RM70086）、B液（20x，RM700867）以及去离子

水按比例混合，如配 1mL=200μL A液+50μL B液+750μL去离子水；

4. 不同波长 CFP荧光素激发波长和发射波长信息如下：

CFP Fluorophores Excitation (peak nm) Emission (peak nm)

CFP 440 435 480

CFP 490 490 515

CFP 555 557 570

CFP 645 655 670

 配套试剂

乙醇、脱蜡液、抗原修复液、PBS缓冲液、TBS缓冲液、Tween20、封闭缓冲液、阻

断缓冲液等，部分试剂配方如下：

1. 1×PBS缓冲液，pH 7.2±0.2（1000 mL）

磷酸二氢钾 0.07 g

氯化钾 0.10 g

氯化钠 7.89 g

十二水合磷酸氢二钠/无水磷酸氢二纳 1.13 g/0.45g

先加入 800 mL蒸馏水，充分混匀后用稀 HCl溶液和 NaOH 溶液调节 pH值到 pH

7.2±0.2，然后补充蒸馏水至总体积 1000 mL；2~8℃或者室温保存使用。

2. 1×PBST溶液

1×PBS溶液中按 0.1%比例加入吐温 20，充分混匀，2~8℃或者室温保存使用。

3. 1×TBS缓冲液，pH 7.2±0.2（1000 mL）

三（羟甲基）氨基甲烷 1.21 g

氯化钠 8.8 g

先加入 800 mL蒸馏水，充分混匀后用稀 HCl溶液和 NaOH 溶液调节 pH值到 pH

7.2±0.2，然后补充蒸馏水至总体积 1000 mL；2~8℃或者室温保存使用。

4. 1×TBST溶液（1000 mL）
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1×TBS溶液中按 0.1%比例加入吐温 20，充分混匀，2~8℃或者室温保存使用。

5. pH 6.0 0.01M柠檬酸修复液（1000 mL）

一水合柠檬酸 0.4 g

二水合柠檬酸三钠 3 g

先加入 800 mL蒸馏水，充分混匀后，补充蒸馏水至总体积 1000 mL；2~8℃或者室

温保存使用。

6. pH 9.0 0.01M Tris-EDTA修复液（1000 mL）

三（羟甲基）氨基甲烷 1.21 g

二水合乙二胺四乙酸二钠盐 0.37 g

先加入 800 mL蒸馏水，充分混匀后，补充蒸馏水至总体积 1000 mL；2~8℃或者室

温保存使用。

7. 抗体封闭缓冲液（1X，10 mL）

BSA 0.1 g

山羊血清 0.5 mL

使用 PBS定容至 10 mL。

8. 3% H2O2阻断剂（1X，10 mL）

H2O2原液（30%） 1 mL

PBS 9 mL

 操作流程

烘烤（30 min）

脱蜡（35 min）

抗原修复（20 min）

内源性 HRP失活（5 min）

蛋白封闭与背景成像（45 min）

蛋白封闭与背景成像（45 min）

抗体染色（1 h 30 min）

抗体剥离（30 min）

蛋白封闭（5 min）
抗体 1-3



第 4 页 共 7 页

抗体染色（1 h 30 min）

抗体剥离（30 min）

组织成像

**信号剪切（30 min）

抗体染色（1 h 10 min）

抗体剥离（30 min）

蛋白封闭（5 min）

抗体染色（1 h 10 min）

组织成像

 操作步骤

烘烤、脱蜡、复水

1. 烤片：将石蜡切片按同一朝向放置在切片架上，将其放入 54~60℃的恒温箱中烤片 30

min。

注意：可视切片上石蜡融化程度适当延长烤片时间，烤片时间不可超过 1 h，烤片时间过长

可能会造成抗原损失。

2. 脱蜡至水：按照脱蜡液 1、脱蜡液 2、脱蜡液 3、无水乙醇 1、无水乙醇 2、95%乙醇、

80%乙醇的顺序依次将石蜡切片放入缸中，脱蜡液试剂缸每缸 5 min，乙醇试剂缸每缸 3

min；用流水清洗切片 3 min。

抗原修复与内源性 HRP灭活

3. 抗原修复：根据所检一抗说明书，选择合适的抗原修复缓冲液和修复方法。

4. 划线：擦干组织周围水分(组织上必须保留水分) ，用免疫组化疏水笔在组织周围划圈，

TBST浸泡 2*2min。

5. 内源性 HRP灭活：去除切片上的缓冲液；滴加 3% H2O2阻断剂，室温下孵育 5 min，

用于内源性 HRP（辣根过氧化物酶），灭活后 TBST清洗 2次。

蛋白封闭与背景成像（45 min）

6. 蛋白质封闭：滴加抗体封闭缓冲液，在室温下孵育 20-30 min，TBST清洗 2次。

7. （可选）DAPI复染细胞核，TBST清洗两次。

8. （可选）背景成像：在 DAPI通道以及所有 CFP荧光通道对组织切片进行成像，以确定

抗体 4

抗体 5-7

抗体 8
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背景荧光值。

抗体染色（1 h 30 min）

9. 一抗孵育：按照一抗说明书推荐，将一抗按一定比例稀释。滴加稀释后的一抗溶液，在

室温下孵育 30 min，TBST清洗 2次，每次 5 min。

*注：抗体标签上的稀释倍数仅为建议值，每种样本/标记物的最佳浓度可能需要优化。

10. 二抗孵育：滴加酶标羊抗鼠/兔聚合物（RK50080(2-2)中 AS100），在室温下孵育 15

min，TBST清洗 2次，每次 5 min。

11. 按 1:100-500 稀释 CFP 荧光素，如按 1:200 则 1 mL CFP 反应缓冲液（1X，

RK50080(2-2)中 RM70084）+5 µL CFP荧光素（500x）+1 μL 3% H2O2（1000x）。(一

般情况下建议 CFP440按 1:100稀释,CFP490\CFP555\CFP645按 1:500稀释，可根据预

实验结果进行适当调整)。

*注：CFP荧光素使用前需融化并轻柔漩涡混匀。

12. 荧光素孵育：滴加配制好的荧光素，在室温下孵育 10 min，TBST清洗 2次，每次 5 min。

*注：CFP荧光素在解冻后，需在 2-8°C保存，并在 4周内使用完毕；稀释后的 CFP荧光

素（在反应缓冲液中）需在 2-8°C避光保存，并在 24 h内使用完毕。

抗体剥离&后续染色 （30 min）

（将抗体洗脱液放入已设定为 45°C的孵育箱中预热 10 min）；

13. 抗体洗脱：滴加 45℃预热的抗体洗脱液（RK50080(2-2)中 RM02984），45℃ 静置

20-30min，TBST清洗 2次，每次 5 min。

14. 重复步骤 6-13，使用另一波长的 CFP荧光素，完成第 1轮后续靶点染色。

*注：后续重复的步骤 6时间可缩短为 5min，可省略步骤 7和 8。

15. 完成第一轮所有靶标后，DAPI复染并封片成像。成像后如需进行后续步骤，则可玻片

浸泡于 TBST中 2-5 min后，轻轻将盖玻片移除，即可进行后续染色步骤。

信号剪切

16. 信号剪切：用 45℃预热的去离子水配制荧光剪切试剂（如配 1mL=200μL 荧光剪切试

剂 A液+50μL 荧光剪切试剂 B液+750μL去离子水），滴加荧光剪切试剂，45℃孵育 15

分钟，2次。即滴加配制好的荧光剪切试剂，45°C的孵育箱中，孵育 15分钟后，TBST

清洗 1次，再滴加荧光剪切试剂，重复 1次剪切步骤。

*注：荧光剪切试剂须现配现用。

17. TBST清洗 2次，每次 5 min。

18. （可选）重复步骤 6至 8，进行蛋白质封闭和背景成像；

19. 重复步骤 9至 15，进行第 2轮染色。

*注：每轮染色结束后进行成像，方可进行信号剪切并完成后续轮次染色。
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20 重复步骤 6-19，完成后续轮次染色。

*注：最后一轮无需进行信号剪切。

组织成像

21. 重复步骤 7-8，复染 DAPI；

使用与背景成像（步骤 8）相同的设置对每个靶标进行成像，以捕获已显色的信号；确

保成像参数（如曝光时间、增益、通道选择等）与背景成像一致，以便后续分析中区分特异

性信号与背景信号；保存成像结果，用于后续的图像分析。建议按照靶标或实验组别对图像

进行命名和分类，以便于后续处理和分析。

短期保存建议

对于短期保存（最长 4周）：建议将染色后的样本放入避光盒中，并在 4°C保存；避

免长时间暴露于光照下，以防荧光信号淬灭。

FAQ

常见问题 原因分析 解决方案

无阳性信号

样本不表达目的抗原 使用阳性样本同步检测

样本前处理不规范导致抗原丢失

使用标准的样本处理前处理方法，如固定液使用 4%

中性福尔马林、组织离体后 30 min内及时固定、

固定时间充分等

成像设备滤光片参数与所使用的 CFP荧光

素不匹配

确认成像设备滤光片的激发波长和发射波长，选择

与之匹配 CFP荧光素

曝光不足 确认成像设备或采图软件曝光适中

阳性信号弱

抗原修复不足，抗原决定簇暴露不充分 尽量使用一抗说明书推荐的修复方式，或加强修复

一抗浓度过低

提高一抗浓度，使用一抗说明书推荐的稀释比，可

使用阳性样本通过普通 IHC或者单色mIHC对一抗

浓度进行梯度摸索

检测的样本目的蛋白低表达
推荐使用低表达、中表达、高表达的阳性样本进行

同步检测

成像设备滤光片参数与所使用的 CFP荧光

素不够匹配

确认成像设备滤光片的激发波长和发射波长，选择

与之最匹配 CFP荧光素

曝光不足 确认成像设备或采图软件曝光适中

阳性信号过强 一抗浓度过高
降低一抗浓度，使用一抗说明书推荐的稀释比，可

使用阳性样本通过普通 IHC或者单色mIHC对一抗
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浓度进行梯度摸索

曝光过度 确认成像设备或采图软件曝光适中

不同靶点信号交

叉

抗体洗脱不彻底
保证洗脱温度和洗脱时间；更换更强的洗脱方式，

如热修复方式

阳性过强，相邻激发光信号有溢出
降低抗体浓度或 CFP荧光素浓度；缩短孵育时间；

采图软件减少曝光时间

CFP荧光素顺序或不同丰度靶点顺序不合适

建议 CFP荧光素染色顺序为：CFP 645→CFP555

→CFP490→CFP440；

建议不同丰度靶点染色顺序为：低丰度→中丰度→

高丰度

信号剪切后有荧

光信号残留

剪切剂失效 保证剪切剂现配现用

剪切不彻底 可适当延长单次荧光剪切试剂孵育时间至 30 min

阳性过强

部分靶点表达过高，或者一

抗浓度过高导致阳性过强，

可能会导致剪切效果欠佳，

可尝试多次剪切或适当延长

剪切时间以达到更好的剪切

效果。

部分靶点表达过高，或者一抗浓度过高导致阳性过

强，可能会导致剪切效果欠佳，可尝试多次剪切或

适当延长剪切时间以达到更好的剪切效果。

曝光过强
剪切后镜检或采集图片可使用剪切前相同的参数设

置
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