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1. НАЗНАЧЕНИЕ

Стабилизирующий фиксирующий раствор 
BD™ Stabilizing Fixative (3-кратный 
концентрат) предназначен для 
консервирования иммунофлуоресцентного 
окрашивания клеток периферической 
крови человека моноклональными 
антителами перед анализом методом 
проточной цитометрии.

2. КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ И 
ПОЯСНЕНИЯ

Флуорохромы, нуждающиеся в 
эффективном переносе энергии на Cy™7* 
(PE-Cy7 и APC-Cy7†) и H7 (APC-H7), 
могут распадаться и излучать донорской 
частью флуорохрома. Такой распад может 
быть вызван воздействием света в 
процессе окрашивания и длительным 
хранением в содержащих формальдегид 
буферных растворах после окрашивания. 
Стабилизирующий фиксирующий раствор 
BD stabilizing fixative снижает частоту 
распада второго типа в упомянутых 
последовательных конъюгатах.

* Cy™ является товарным знаком компании GE 
Healthcare. Этот продукт является предметом 
прав собственности GE Healthcare и 
Университета Carnegie Mellon, изготавливается и 
продается по лицензии GE Healthcare. Этот 
продукт лицензирован для продажи 
исключительно для диагностики in vitro. Он не 
лицензирован ни для каких других применений. 
Если вам нужна какая-либо дополнительная 
лицензия для использования этого продукта, 
верните этот продукт нераспакованным в 
BD Biosciences, 2350 Qume Drive, San Jose, 
CA 95131, и заплаченные за него деньги будут 
возвращены.

† APC-Cy7: патент США № 5714386 
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3. ПРИНЦИПЫ МЕТОДИКИ

При использовании методики 
окрашивания лизирования с отмывкой для 
последовательных конъюгатов Cy7 и H7 
ресуспендируйте отмытые клетки в 
неконцентрированном стабилизирующем 
фиксирующем растворе BD stabilizing 
fixative а не в 1%-м растворе 
параформальдегида (PFA).

4. РЕАГЕНТ

Поставляемый реагент
Стабилизирующий фиксирующий раствор 
BD stabilizing fixative (3-кратный 
концентрат) поставляется в 90 мл 
патентованного буферного раствора, 
содержащего менее 3 % формальдегида. 
Этого количества достаточно для 
500 тестов при использовании методик 
лизирования с отмывкой BD.

Стабилизирующий фиксирующий раствор 
BD stabilizing fixative поставляется в виде 
3-кратного концентрата для использования 
на станции для автоматического 
лизирования и отмывки BD FACS™ Lyse 
Wash Assistant (LWA).

Реагент содержит 2,81 % формальдегида, 
номер CAS 50-00-0, и 4,01 % десятиводного 
динатрийтетрабората, номер CAS 1303-96-4. 

Меры предосторожности
Только для диагностики in vitro.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ. Любые 
биологические образцы и материалы, 
соприкасающиеся с ними, представляют 
потенциальную биологическую 
опасность. Обращайтесь с материалами 
как с потенциальными источниками 
инфекции1,2 и при утилизации соблюдайте 
меры безопасности, соответствующие 
законам, принятым на федеральном, 
региональном или местном уровне. 
Никогда не набирайте жидкость в пипетку 
ртом. Следует использовать 
соответствующую защитную одежду, 
средства защиты глаз и перчатки.

Инструкции по разбавлению
Разбавьте 1 часть 3-кратного концентрата 
2 частями деионизированной воды 
комнатной температуры (20–25 °C). 
Готовый неконцентрированный раствор 
стабилен в течение одного месяца при 
условии хранения в полистирольном 
контейнере при температуре 2–8 °C.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Не храните 
неконцентрированный стабилизирующий 
фиксирующий раствор BD stabilizing 
fixative во флаконах из полиэтилена 
высокой плотности, поскольку это может 
повлиять на рабочие характеристики.

Опасность

H341 Предположительно вызывает 
генетические дефекты. 
H350 Может вызывать рак. Путь 
воздействия: оральный. 
H360 Может нанести ущерб 
плодовитости или нерожденному 
ребенку. 

H317 Может вызывать аллергическую 
кожную реакцию.

Используйте защитные перчатки/очки. 
Пользуйтесь защитной спецодеждой. 
При ПОПАДАНИИ НА КОЖУ (или 
волосы): загрязненную одежду следует 
немедленно снять. Промойте кожу водой 
или примите душ. В случае воздействия, 
в том числе предположительного: 
обратитесь к врачу. При раздражении 
кожи или сыпи: обратитесь к врачу. 
Выполняйте утилизацию содержимого/
контейнера с соблюдением мер 
предосторожности, описанных в 
местных/региональных/
государственных/международных 
нормативных требованиях. 

Опасность
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Хранение и обращение
Стабилизирующий фиксирующий раствор 
BD stabilizing fixative (3-кратный) 
стабилен при указанных условиях 
хранения до истечения срока годности, 
указанного на этикетке флакона.

Не используйте реагент в случае 
обнаружения каких-либо изменений в его 
внешнем виде. Выпадение осадка или 
изменение цвета означает нестабильность 
или непригодность.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Не храните 
3-кратный стабилизирующий 
фиксирующий раствор BD stabilizing 
fixative в емкостях LWA дольше пяти 
месяцев. Хотя емкости LWA изготовлены 
из полиэтилена высокой плотности, 
стабилизирующий фиксирующий раствор 
BD stabilizing fixative можно хранить в 
них до пяти месяцев при условии 
предварительной промывки емкостей 
деионизированной водой.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Не храните в 
стабилизирующем фиксирующем 
растворе BD stabilizing fixative образцы, 
окрашенные конъюгатами AmCyan. 
Воздействие стабилизирующего 
фиксирующего раствора BD stabilizing 
fixative на эти конъюгаты может привести 
к повышенной засветке канала FITC.

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ Не храните в 
стабилизирующем фиксирующем 
растворе BD stabilizing fixative образцы, 
окрашенные конъюгатами PE, поскольку 
это может привести к снижению 
интенсивности окрашивания.

5. ПРИБОР

Образцы, фиксированные 
стабилизирующим фиксирующим 
раствором BD stabilizing fixative, можно 
анализировать на проточных цитометрах, 
оснащенных соответствующим 
компьютерным оборудованием и 
программным обеспечением. Проточный 
цитометр должен быть оборудован для 
обнаружения светорассеяния и 
соответствующей флуоресценции, а также 
необходимым аналитическим ПО (таким 
как ПО BD CellQuest™, BD CellQuest™ 
Pro, BD FACSDiva™ или 
BD FACSCanto™ Clinical Software) для 
сбора и анализа данных. Инструкции см. в 
руководстве пользователя цитометра.

6. ПРОЦЕДУРА

Поставляемый реагент
BD stabilizing fixative, 3-кратный 
концентрат (номер по каталогу 339860).

Необходимые, но не поставляемые 
реагенты и вещества

• Неконцентрированный лизирующий 
раствор BD FACS™ Lysing Solution. 
Инструкции по разбавлению и меры 
предосторожности см. в руководстве по 
использованию продукта.

• Одноразовые полистирольные пробирки 
12 × 75 мм Falcon®‡ или аналогичные

• Моноклональные антитела 
BD Biosciences к антигенам лейкоцитов 
человека.

• Мешалка «вортекс».

• Центрифуга.

• Микропипетка с наконечниками.

‡ Falcon является зарегистрированным товарным 
знаком компании Corning Incorporated.
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• Раствор BD CellWASH™ (номер по 
каталогу 349524) или промывочный 
фосфатный буфер (PBS), содержащий 
0,1 % азида натрия.

• Буферный раствор для окрашивания, 
состоящий из PBS с 0,2 % бычьего 
сывороточного альбумина (BSA) и 0,1 % 
азида натрия.

• Неконцентрированный 
стабилизирующий фиксирующий 
раствор BD stabilizing fixative. См. 
«Инструкции по разбавлению» на стр. 2.

Подготовка образцов
Окрасьте образцы цельной крови согласно 
указаниям в соответствующем 
руководстве по использованию реагента. 
Лизируйте эритроциты в соответствии с 
указаниями, используя разбавленный 
(неконцентрированный) лизирующий 
раствор BD FACS Lysing Solution. 
Пробирки необходимо защищать от 
прямого света. Проводите процедуру при 
комнатной температуре (20–25 °C).

1. К 100 мкл цельной крови в 
полистирольной пробирке 12 × 75 мм 
добавьте соответствующий объем 
конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител. 
Относительно объема см. 
соответствующую маркировку 
флакона c антителами.

2. Аккуратно перемешайте содержимое 
пробирок на «вортексе» и инкубируйте 
в течение 15–30 минут в темноте при 
комнатной температуре (20–25 °C).

3. Добавьте 2 мл неконцентрированного 
лизирующего раствора BD FACS 
Lysing Solution в каждую пробирку.

4. Мягко встряхните пробирки на 
«вортексе» и инкубируйте в течение 
10 минут в темноте при комнатной 
температуре.

5. Центрифугируйте пробирки при 300g 
в течение 5 минут.

6. Отделите супернатант аспирацией.

7. В каждую пробирку добавьте 2 мл 
раствора BD CellWASH или буфера 
окрашивания. Дополнительную 
информацию см. в руководстве по 
использованию конъюгированных с 
флуорохромом моноклональных 
антител.

8. Центрифугируйте пробирки при 300g 
в течение 5 минут.

9. Отделите супернатант аспирацией.

10. Добавьте в пробирки по 0,5 мл 
неконцентрированного 
стабилизирующего фиксирующего 
раствора BD stabilizing fixative.

ВНИМАНИЕ! Не используйте 
стабилизирующий фиксирующий 
раствор BD stabilizing fixative для 
многоцветного анализа с применением 
конъюгата РЕ или AmCyan. 
Дополнительную информацию см. в 
руководстве по использованию 
конъюгированных с флуорохромом 
моноклональных антител.

11. Мягко встряхните пробирки на 
«вортексе» и инкубируйте в течение 
30 минут в темноте при температуре 
2–8 °C.

12. Тщательно перемешайте содержимое 
пробирок перед анализом. До анализа 
храните пробирки при 2–8 °C в 
темноте. Рекомендуется анализировать 
образцы в пределах 24 часов после 
окрашивания.
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ВНИМАНИЕ! Эмиссионные спектры 
некоторых конъюгатов PE-Cy7, APC-Cy7 
и APC-H7 меняются при длительном 
воздействии параформальдегида. Для 
хранения окрашенных клеток в течение 
ночи промойте и ресуспендируйте их в 
буфере без параформальдегида после 
часовой фиксации.

7. РЕЗУЛЬТАТЫ

Следующие репрезентативные данные 
были получены с использованием 
образцов периферической крови, 
обработанных, как описано в данном 
руководстве. Окончательное 
ресуспендирование проводилось в PBS, 
PBS с 1%-м параформальдегидом или 
стабилизирующем фиксирующем 
растворе BD stabilizing fixative.

ПРИМЕЧАНИЕ Хранение 
окрашенных клеток в стабилизирующем 
фиксирующем растворе BD stabilizing 
fixative может привести к легкой 
деградации характеристик прямого 
светорассеяния.

Табл. 1  Процент засветки в 2 часа, 24 часа и 
48 часов при использовании PBS, 1%-го PFA 

или стабилизирующего фиксирующего раствора 
BD stabilizing fixative с CD45 APC-Cy7

Буфер

% 
засвет-
ки в 

2 часа

% 
засвет-
ки в 

24 часа

% 
засвет-
ки в 

48 ча-
сов

Измене
ние 

засвет-
ки в % 
между 

48 часа-
ми и 

2 часа-
ми

PBS 17,26 16,23 18,26 1,00

PFA 16,95 18,47 44,73 27,78

BD stabilizing 
fixative

17,46 21,17 25,67 8,21

Табл. 2  Процент засветки в 2 часа, 24 часа и 
48 часов при использовании PBS, 1%-го PFA 

или стабилизирующего фиксирующего раствора 
BD stabilizing fixative с CD20 APC-Cy7

Буфер

% 
засвет-
ки в 

2 часа

% 
засвет-
ки в 

24 ча-
са

% 
засвет-
ки в 

48 ча-
сов

Измене
ние 

засвет-
ки в % 
между 

48 часа-
ми и 

2 часа-
ми

PBS 25,02 23,67 26,86 1,84

PFA 23,97 27,09 99,72 75,75

BD stabilizing 
fixative

24,06 28,73 34,92 10,86

Табл. 3  Процент засветки в 2 часа, 24 часа и 
48 часов при использовании PBS, 1%-го PFA 

или стабилизирующего фиксирующего раствора 
BD stabilizing fixative с CD8 APC-Cy7

Буфер

% 
засвет-
ки в 

2 часа

% 
засвет-
ки в 

24 ча-
са

% 
засвет-
ки в 

48 ча-
сов

Измене-
ние 

засвет-
ки в % 
между 

48 часа-
ми и 

2 часа-
ми

PBS 17,93 16,60 18,30 0,37

PFA 18,13 19,87 38,65 20,52

BD stabilizing 
fixative

17,80 23,22 27,45 9,65
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4. ОГРАНИЧЕНИЯ

• Стабилизирующий фиксирующий 
раствор BD stabilizing fixative 
специально разработан для 
использования с проточными 
цитометрами марки BD FACS™.

• Предпочтительный антикоагулянт — 
ЭДТА. Компания BD обладает 
ограниченной информацией об 
использовании других антикоагулянтов, 
например гепарина.

ГАРАНТИЯ

Если не указано иначе, в любых применимых 
общих условиях продажи компании BD для 
клиентов за пределами США при приобретении 
данных изделий применяются следующие 
гарантийные обязательства.

В СООТВЕТСТВИИ С НАСТОЯЩИМ ДОКУМЕНТОМ ГАРАНТИЙНЫЕ 
ОБЯЗАТЕЛЬСТВА РАСПРОСТРАНЯЮТСЯ НА ПРОДАННЫЕ ИЗДЕЛИЯ 
ТОЛЬКО С ЦЕЛЬЮ ПОДТВЕРЖДЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА И СОДЕРЖИМОГО, 
ЗАЯВЛЕННОГО НА ЭТИКЕТКЕ ИЛИ НА МАРКИРОВКЕ ИЗДЕЛИЯ В МОМЕНТ 
ДОСТАВКИ ЕГО ЗАКАЗЧИКУ. КОМПАНИЯ BD ОТКАЗЫВАЕТСЯ ОТ ВСЕХ 
ДРУГИХ ГАРАНТИЙ, ЯВНЫХ ИЛИ НЕЯВНЫХ, ВКЛЮЧАЯ ГАРАНТИИ 
ПРИГОДНОСТИ И СООТВЕТСТВИЯ ДЛЯ ЛЮБОЙ КОНКРЕТНОЙ ЦЕЛИ, А 
ТАКЖЕ ГАРАНТИИ НЕНАРУШЕНИЯ ПАТЕНТОВ. ИСКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ 
ОТВЕТСТВЕННОСТЬ КОМПАНИИ BD ОГРАНИЧИВАЕТСЯ ЗАМЕНОЙ 
ИЗДЕЛИЙ ЛИБО ВОЗМЕЩЕНИЕМ ПОКУПНОЙ ЦЕНЫ. КОМПАНИЯ BD НЕ 
НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ ЗА МАТЕРИАЛЬНЫЙ УЩЕРБ ИЛИ ЛЮБЫЕ 
СЛУЧАЙНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ УБЫТКИ, ВКЛЮЧАЯ ТРАВМЫ ИЛИ 
ЭКОНОМИЧЕСКИЕ ПОТЕРИ, ВЫЗВАННЫЕ ИЗДЕЛИЕМ. 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Protection of Laboratory Workers from 

Occupationally Acquired Infections; Approved 
Guideline–Third Edition. Wayne, PA: Clinical and 
Laboratory Standards Institute; 2005. CLSI 
document M29-A3.

2. Centers for Disease Control. Perspectives in disease 
prevention and health promotion update: universal 
precautions for prevention of transmission of human 
immunodeficiency virus, hepatitis B virus, and other 
bloodborne pathogens in health-care settings. 
MMWR. 1988;37:377-388.
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