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实验原理
[bookmark: _Toc30960][bookmark: _Toc16193][bookmark: _Toc14195][bookmark: _Toc40800936]衰老细胞通常体积会变大，表达pH 6.0时有高酶活性的β-半乳糖苷酶。染色中以X-ga1（5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷）为底物，在衰老特异性的β-半乳糖苷酶催化下，半乳糖苷键被水解生成深蓝色产物，光学显微镜下很容易观察到变成蓝色的表达β-半乳糖苷酶的细胞或组织。
实验结果判读


衰老细胞呈深蓝色，
细胞核核呈红色。

[bookmark: _Toc6957][bookmark: _Toc23195][bookmark: _Toc4575]实验仪器
	[bookmark: _Toc40800938]仪器名称
	品牌
	型号

	冰冻切片机
	Thermo
	HM525 NX

	载玻片
	皮诺飞生物科技有限公司
	S193333

	电热鼓风干燥箱
	上海光地仪器设备有限公司
	101A-3

	生物显微镜
	NIKON
	E100

	拍照显微镜
	NIKON
	ECLIPSE-Ci

	扫描仪
	济南丹吉尔电子电子有限公司
	Pannoramic SCAN Ⅱ
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试剂
	[bookmark: _Toc457908951][bookmark: _Toc457909481]试剂
	品牌
	货号

	OCT包埋剂
	SAKURA
	4583

	中性树胶
	国药集团化学试剂有限公司
	10004160

	β-半乳糖苷酶染色试剂盒
	abcam
	Ab65351




耗材：


微波修复盒，玻璃缸，染色架，染色杯，盖玻片，胶头滴管，组化笔，湿盒，洗瓶，计时器

[bookmark: _Toc17259][bookmark: _Toc20640][bookmark: _Toc4111]实验步骤	
[bookmark: _Toc24639]烤片
将切好的冰冻切片立马放入β-半乳糖苷酶试剂盒内的专用固定液染色液1内，室温固定15min,
[bookmark: _Toc30024][bookmark: _GoBack]染色
1 将固定好的切片放入微波修复盒内，加满纯水浸没片头，洗3遍，每次2min,
2 配制孵育液：
染色液2 :染色液3：染色液4 = 940ul: 10ul： 50ul,混匀，
3 组化笔画圈圈住组织，置于湿盒内待染，湿盒内放少许水，用胶头滴管滴加孵育液完全覆盖组织，加盖，于37℃过夜孵育16h-24和，
4 用洗瓶冲洗掉染液，置于染色架内，用微波修复盒盛装纯水浸洗3次，
5 将切片置于湿盒内待染，用胶头滴管滴加染色液5 完全覆盖组织，室温染色1-3min,纯水洗3次。

[bookmark: _Toc14861] 脱水
脱水：
切片入染色缸中的无水乙醇I 5min 
转至染色缸中的无水乙醇II 5min
再转至染色缸中的无水乙醇Ⅲ 5min 
封片
切片入染色缸中的二甲苯Ⅰ5min 
转入染色缸中的二甲苯Ⅱ5min
放入风口快速吹干后，用中性树胶封片。
[bookmark: _Toc2155][bookmark: _Toc26063][bookmark: _Toc40800941]
染液名称表
	染液名称
	主体成分
	保存条件

	染液1
	固定液
	4℃

	染液2
	缓冲液
	4℃

	染液3
	铁氰化钾
	4℃

	染液4
	X-gal
	4℃

	染液5
	核固红
	RT




   













本公司承诺实验结果真实可靠，若您对实验结果存有疑问，请在一个月内及时回复我们。本公司还将您的实验产品（标本及已提蛋白）在实验完成后，保存三个月，若您有需要请及时与我们联系。在以上规定期限内，本公司将积极配合您对实验结果的复核，以及产品的管理。若超过以上期限，本公司将不再承担责任和义务。
    衷心感谢您对武汉皮诺飞的信任，祝您实验顺利！
公司地址：湖北省武汉市江夏区神墩四路666号国英种业A栋14楼        网址：http://www.pinuofei.com1
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