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IMC Experiment Workflow

一、切片样本的准备和储存

二、实验设计

三、Panel验证（即预实验）

四、正式实验

五、数据分析



切片的选择



切片的制备

• FFPE切片需要经过中性甲醛固定、石蜡包埋、切片等步骤

• 冰冻切片则需要OCT包埋剂中将组织速冻，冰冻切片等步骤

• Hyperion实验切片厚度要求<=7um，文献中最常用的厚度：5um

组织样本处理、切片等步骤，与免疫组化制备方法相同



切片的保存

冰冻切片

包埋冷冻好的组织块和切片都可以在-80保存一年。切片样本需要装在密

封的盒子中冻存，取出切片时注意先平衡温度至室温后再打开盒子，以

免生成冷凝水。

良好的切片质量，对于获得高质量的实验数据至关重要

https://www.novusbio.com/sample-preparation-for-ihc-experiments



切片的保存

石蜡切片

• 影响因素：空气（引起氧化）、水（引发水解）以及阳光（温度以及辐射的影响）等

• 石蜡块中的组织由于有包埋石蜡的阻隔，处于相对封闭的状态，一般情况下可以在常温

保存数年。

• 石蜡切片，组织已经被暴露出来，保存的条件、抗体种类都有可能对结果产生很大影响。

因此，我们强烈建议对研究项目进行良好的设计和规划，尽可能多的使用Fresh Cut的

切片。



切片的保存

石蜡切片

1）在毫无保护的情况下常温放置，会迅速导致部分抗原信号的降低、丢失。



切片的保存

石蜡切片

2）在文献中验证的保存方法有以下策略：

A 充氮隔绝空气(Nitrtogen Storage)

B 石蜡封闭(Paraffin coating)；

C 降低温度（4度保存）；

由于不同抗原性质存在非常大的差异，使用单一策略可能效果不佳，文章

里更多的是验证这些策略的组合以提高抗原信号的保存程度
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1、检测靶标蛋白的筛选

1.1组织结构相关蛋白



1、检测靶标蛋白的筛选

1.1组织结构相关蛋白

网址：https://www.proteinatlas.org/humanproteome/tissue

https://www.proteinatlas.org/humanproteome/tissue


1、检测靶标蛋白的筛选

对于后期图像处理

时进行单细胞化非

常有帮助

1.2定位于细胞边缘的蛋白



1、检测靶标蛋白的筛选

1）做好信息收集，认真查阅每个蛋白在目标组织中的表达情况，包括表
达强度、阳性率等情况。剔除组织不表达的目标蛋白，以防止后续的资
源浪费。

对于人的样本，Protein ATLAS网站可以提供详细的参考资料。

2）对于组织中阳性细胞非常稀少的marker，应谨慎处理，结合目标蛋白
在课题中的重要性，决定是否保留。

3）对于表达量很低的蛋白，也要谨慎处理。IMC实验需要很多抗体共用
一个抗原修复条件，每个抗体不一定是在它的最适合的条件下染色的，
所以Panel中如果有过多的低表达目标蛋白会给后续的实验条件的优化带
来一定困难。

1.3与课题相关的目标蛋白



2、抗体的选择

2.1预标记抗体

尽量多的使用预标记抗体，可以简化预实验阶段的验证工作，提高实验的成功率。

*IMC抗体货号都以字母“D”结尾，规格为25ug，碱性抗原修复，全部是人的



2、抗体的选择

2.1预标记抗体

小部分用于质谱流式悬液检测（Helios）抗体可以和冰冻切片反应。

如果手上已经有相关的抗体，可以自行进行validation，挑选出可以使

用的部分；

如果手上没有，建议直接购买合适的第三方抗体进行标记。



2、抗体的选择

2.2第三方抗体

为了使金属Label反应正常进行，第三方抗体的要求具体如下：

• 抗体可以用于IHC-P或IHC-F（具体选择哪种，要根据样本种类决定）

• 抗体本身是裸抗，即不带有荧光或其他性质的标签；

• 抗体中不含有BSA、血清这些大分子添加物；

• 同一Panel抗原修复条件保持一致（仅对FFPE样本）



2、抗体的选择

2.2第三方抗体

• 在选择抗体的过程中需要向裸抗供应商询问其适合的抗原修复条件，

务必保持一致，以便保证所有抗体均可以做出想要的信号。

• 优先选择那些在IMC文章中已经报道使用过的克隆号，这样可以提高

后面实验的成功率。

酸性修复（citrate buffer pH6.0）

碱性修复(Tris/EDTA buffer pH9.0)

FFPE样本抗原修复条件的选择



3、金属标签匹配（配色）

1）预标记抗体的标签种类，尽量多的使用预标记抗体，可以简化预实验

阶段的验证工作，提高实验的成功率。

2）通道之间的相互影响，这里主要指部分同位素的impurity导致的对邻

近一些通道影响。这个影响比例虽然很小，但是应该避免把信号强度悬

殊的marker安排在相关通道上。

3）目标蛋白的表达强度，对于Hyperion来说在159~169之间是灵敏度最

高的区域，因此可以考虑把较弱的抗体放在这个区域内。（关于目标蛋

白的表达强度信息可以从ATLAS网站上获得，在查阅相关数据时注意选

择匹配的组织类型。）

4）使用镧系金属，总数35个



3、金属标签匹配（配色）

Panel Design Helper

链接: https://pan.baidu.com/s/1ATFOLpsbW-UCcKpWGHmESQ 密码: f36a

https://pan.baidu.com/s/1ATFOLpsbW-UCcKpWGHmESQ
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IMC预实验

Workflow
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A Hyperion analysis workflow

Show and Export 

image files in various 

formats

Single cell 

segmentation

Perform higher-

order analysis 

(and other software or tool boxes)



Step 1: Preliminary View and File Conversion
Fluidigm MCD Viewer 



Step 2: Cell Segmentation 

Cell Profiler



Visualization Data analysis

Subpopulations
Networks

Microenvironment

Schapiro et al. Pre-print: https://doi.org/10.1101/109207

Data processing
Spatial gating

Clinical/patient data

Step 3: Perform higher-order analysis 
histoCAT Toolbox (Univ. Zurich)



Simplify the complex 
quest to understand and 
apply biology.
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