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	1.已完成转印的印迹膜：使用任何合适的电泳法分离蛋白质，并将这些蛋白质转移到硝酸 纤维素膜上，也可使
	2.用于处理放射显影胶片的胶片暗盒、显影和定影试剂。
	3.用于孵育的旋转摇床其他试剂
	4.稀释缓冲液：使用Tris或磷酸盐缓冲液。
	5.洗涤缓冲液：将5 mL 10%的Tween-20加入1000 mL稀释缓冲液（Tween-20的
	6.封闭试剂：将0.5 mL10%的Tween-20加入100 mL的封闭缓冲液，选择一种与稀释缓冲
	7.一抗： 选择一种目标蛋白质特异性抗体，使用稀释缓冲液制备该抗体的1 mg/ml储液。使用封闭试剂
	8.HRP标记的二抗：选择一种与二抗特异性结合的HRP标记二抗，使用稀释缓冲液制备该抗体的1 mg/
	一抗稀释范围为1 mg / mL原液二抗稀释范围为1 mg / mL原液
	1:1,000-1:5,000 或 0.2-1.0 µg/mL1:20,000-1:100,000
	进行蛋白质印迹操作流程
	1.将印记膜从蛋白转印设备中取出， 加入合适的封闭液在温室下孵育20-60分钟， 同时振荡。
	2.将膜从封闭液中取出，与一抗工作液在室温孵育1小时，同时振荡或在2-8℃孵育过夜，不振荡。
	3.用适当的缓冲液充分洗涤印迹膜。（将足量的洗涤缓冲液加至膜上，保证缓冲液将膜完全覆盖，振荡孵育≥5
	4.用10-50 ng/mL二抗孵育印迹膜约30-60分钟
	5.重复步骤3， 以除去未结合的HRP标记二抗（ 膜与HRP标记二抗孵育后必须进行彻底洗涤）
	6.通过混合等份的本产品溶液A和本产品溶液B来制备发光工作溶液。每平方厘米印记膜使用0.1 mL发光
	7.将印迹膜置于新配置的工作溶液中孵育5分钟
	8.去除多余的工作溶液。
	9.将印迹膜放在透明的塑料包装或薄片保护膜中，去除气泡0
	10.将印迹暴露于X射线胶片或成像系统
	1. 将包在塑料纸（膜）中的印记膜置于胶片暗盒中，蛋白质面朝上，除适用于胶片曝光的灯（如红色安全灯）
	关闭所有的灯。
	注： 胶片必须在曝光期间保持干燥，为获得最佳效果，采取以下措施：
	确保将多余的底物溶液从膜和塑料纸上完全去除在整个胶片处理期间，使用手套。
	切莫将印记膜置于已显影的胶片上，因为胶片上的化学物质会减弱信号
	2.将X光胶片置于膜的上面。建议第一次曝光60秒。之后可调整曝光时间以达到最佳结果。化学发光反应在底
	警告：胶片与膜之间的任何移动可能在胶片上造成人为的非特异信号。
	3.使用合适的显影剂和定影剂对胶片进行显影。如果信号太强，则缩短曝光时间或将印 记膜进行剥离并降低抗体浓

