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产品使用与责任

本公司所有研发产品均仅限科研使用，不得用于注射、食用或其他用途，

不得用于人体。

鉴于产品的特殊性，强耀生物仅对未使用的产品质量负责，不对买方使用

我司产品引起的任何利润与损失或间接损失或损害承担责任。

强耀生物不做对产品使用范围的保证（包括但不限于对适销性、适用性、

不侵权等其他相应权利的所有保证）,不保证可以达到特定的实验结果。
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简介

强耀生物生产的新型冠状病毒肽库系列产品（下称新冠肽库），包含了目

前新型冠状病毒的多种主要突变毒株序列。采用科研所需的氨基酸重叠优化排

列顺序进行了分段。

新冠肽库试剂可以有效的代替蛋白质（例如重组蛋白质或病原体裂解物）

来进行您需要的实验。由于不是经过抗原呈递的外部途径生产所得，新冠肽库

试剂提供了比蛋白质抗原更有效的刺激作用。

新冠肽库试剂一般可以用于 T 细胞的抗原特异性刺激实验，强耀生物为国

内外各大研究所在新型冠状病毒的基础研究提供了有效的实验产品。这些实验

包括抗原特异性 T 细胞的检测、计数或功能分析，增殖研究和 T 细胞扩增研究

等。
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产品说明

1、新冠肽库

除另有说明外，新冠肽库试剂内每个小编号都包含了指定蛋白质抗原序列

的 15个氨基酸序列，相邻肽之间一般是有 9 个氨基酸重叠。所有肽均经过化学

合成、纯化和分析鉴定。

2、存储

无论何种状态和形式下，我们推荐产品尽量都要在-20℃或更低的温度下进

行保存，原内包装可直接放入低温冰箱。

在此温度下，产品自购买日期起至少可稳定 6 个月。溶解后会降低其长期

稳定性。

3、制备储液

制备储备溶液时，最好在室温下将新冠肽库冻干产品溶解在二甲亚砜

(DMSO) 中。我们建议逐步添加 DMSO，每次 10 µl，轻微摇晃，直至其完全溶解。

有必要情况下可以适当进行超声波助溶，避免加热！如需要，建议分装成小包

装，并密封保存在 -20°C 或以下。储备溶液可以用补充培养基进一步稀释。

避免重复解冻和冷冻已溶解的新冠肽库试剂。

注意：为避免细胞毒性，在细胞刺激试验中 DMSO 的最终浓度应低于 1%

(v/v)。在使用 DMSO 溶解制备新冠肽库储备溶液时应优先考虑这一点。
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操作指南

本说明以 T 细胞刺激实验为范本大概说明新冠肽库的常规适用方案，仅供

参考。

1、试剂准备

• 用于溶解肽库试剂的二甲基亚砜 (DMSO)

• 用于 PBMC 制备的 Ficoll 溶液

• 用于洗涤细胞的磷酸盐缓冲盐水 (PBS)

• 细胞培养基

• 牛血清白蛋白/胎牛血清/人 AB 血清 补充缓冲液或培养基

• 青霉素/链霉素（仅用于长期细胞培养）

• Brefeldin A (BFA) 抑制细胞因子的分泌

• 葡萄球菌肠毒素 B (SEB) 作为阳性刺激对照（或替代品）

试剂 溶剂 浓度

BFA Ethanol (95%) 5 mg/ml

SEB DMSO 1 mg/ml

2、细胞刺激实验

PBMC 应重悬于细胞培养基中。 我们建议补充 RPMI 1640 含有 2 mmol/l L-谷氨

酰胺和 10% (v/v) 热灭活胎牛血清（“完全培养基”）。 长期刺激可能需要抗生素
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协议（例如增殖测定），但不一定适用于短期刺激。细胞悬液应调整为 5x10
6
个细胞

/ml，使 200 µl 细胞悬浮液含有 10
6
个细胞。

推荐使用带盖无菌 PE 管（4.5-15ml），为了尽量减少试管之间关于细胞与试剂接

触时间的差异，我们建议在添加细胞悬液之前，将所有所需的试剂放置在每个试管中。

2.1 简化步骤：

2.1.1 新冠肽库试剂、阳性和阴性刺激溶液 100µl 分别添加到对应的试管中。

2.1.2 每管加入 100 µl BFA 溶液。

2.1.3 每管加入 200µl 体积的细胞悬液。

2.1.4 添加 600µl 完完培养基以调整最终体积。最终测定终体积为 1000µl。

2.1.5 孵育时间一般为 6-16 小时。

注意：直到孵化时间结束的所有程序都应在无菌条件下进行。

2.2 详细步骤：

2.2.1 准备 T 细胞刺激实验

2.2.1.1 在完全培养基中制备新冠肽库工作溶液。取可完成 25 次测试的新冠肽库试

剂溶解在 50 µl DMSO 中。如果需要少于 25 次测试，请将未使用的储备溶液分装在 -

20°C 或更低温度下。通过用完全培养基按 1:50 稀释所需量的新冠肽库储备溶液来

制备新冠肽库工作溶液。 添加 100 µl 新冠肽库工作液到每个需要刺激的试管中。

2.2.1.2 在完全培养基中按 1:50 稀释 DMSO，制备阴性对照溶液。 将 100 µl 阴性对

照溶液添加到指定为阴性对照的每个试管中。

2.2.1.3 在完全培养基中稀释阳性对照来制备阳性对照溶液。例如，如果您希望使用
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终浓度为 1 µg/ml 的葡萄球菌肠毒素 B (SEB)，而您的储备液为 1 mg/ml，请在完全

培养基中按 1:100 稀释您的 SEB 储备液。将 100 µl 阳性对照溶液添加到指定为阳

性对照的每个试管中。

2.2.1.4 由 BFA 储备溶液制备 BFA 工作溶液。我们建议使用终浓度为 10 µg/ml 的

BFA。与阴性和阳性刺激对照一样，您也可以在补充培养基中添加 BFA 原液。如果您的

BFA 储备溶液为 5 mg/ml，请在完全培养基中按 1:50 稀释。每管加入 100µl BFA 溶

液。不同浓度的储备溶液需要您调整稀释步骤。

注意：如果您在进行肽刺激的同时使用蛋白质或细菌或病毒裂解物进行刺激，则应稍

后（至少一小时后）添加 BFA 工作溶液。

2.2.2 进行刺激实验

2.2.2.1 向每个试管中加入 200 µl 细胞悬液，轻轻混匀。向每个试管中加入 600 µl

完全培养基并再次混合。

2.2.2.2 在标准培养箱中培养（37°C，加湿 5% CO2）。盖子可以放在每个管子上，

但在孵化过程中不能盖紧，以进行气体交换。根据您的实验需求，可以刺激细胞 6 到

16 小时。

2.2.2.3 如果没有立即加入 BFA，请在所需时间向每管中加入 100μl 新鲜制备 BFA

工作溶液。

注意：始终使用相同的条件以确保测定之间的可比性。 可选方案在前 2 小时内

以 500 µl 的总体积进行检测，2 个小时后添加 500 µl 完全培养基（包含 BFA 工作

溶液）。另有方案建议在孵化结束前两小时添加 BFA 工作溶液。 您可以根据自身实验

需求制定您自己的实验方案或查阅文献。这些检测方法没有单一的最佳方案。请确保
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DMSO 浓度在任何时候都不超过 1% (v/v) 以避免毒性。

2.2.3、结束孵化

2.2.3.1 向每个试管中加入 3 ml 冰 PBS 以停止孵育。离心（400xg，8 分钟，4°C）

去除上清液。如果倒出上清液，建议在纸巾上吸干管子，同时将它们保持在倒置位置

以去除多余的液体。切勿多次倒置试管以避免细胞损失。

2.2.3.2 小心地将细胞沉淀重新悬浮在剩余的液体中。再次添加 3 ml 2 mM EDTA 溶

液（ PBS ） 。将所有试管在 37°C（水浴）下孵育 10 分钟。紧紧关闭管子，以免

水溅到管子里。

2.2.3.3 小心地低速涡旋管子 30 秒，再次离心（400xg，8 分钟，4°C），去除上清

液。

2.2.3.4 用剩余的液体重新悬浮细胞沉淀，加入 1 ml 含有 0.5% (w/v) 牛血清白蛋

白的 PBS。

2.2.3.5 离心（400xg，8 分钟，4°C），去除上清液。在剩余的液体中重新悬浮细胞

沉淀。

2.2.3.6 根据您的首选方案进行表面染色、细胞透化和/或细胞内染色。

2.2.4 数据采集

我们不推荐任何特定的采集或分析方案，请遵循自身实验室的标准方法。
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