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空间组学是一门突破性研究学科，该系统将空间成像与基因组学、

转录组学和蛋白质组学等多种组学技术相结合。其目的是研究生

物分子在组织和细胞内的空间分布及功能状态。与传统批量分析

方法（仅计算大量细胞之间信号的平均值）不同，空间成像技术

能够完整保留生物样本的空间信息。该技术使研究人员能够掌握

在天然组织环境中细胞与分子的空间分布及相互作用机制。

免疫荧光成像是一种广泛应用的技术，其通过抗体的特异性识别

机制，实现对细胞与组织内靶标分子的检测与可视化。但要对复

杂组织进行分析，需对相对足量的蛋白质靶标进行标记和测量，

以捕获到真实的细胞多样性数据。常规显微镜系统仅能同时捕获

图 1. 4 重标记的健康结肠组织，采用 Invitrogen ™ EVOS ™ M7000 智能
细胞成像系统进行成像。由于靶标数量不足导致可获取的信息受限，由

此影响对组织微环境的深入分析。

图 2. 使用 8 种不同标记物 +DAPI 对健康结肠组织进行染色并采用 EVOS 

S1000 空间成像系统进行成像。多重免疫荧光染色技术能够提供在组织

样本中生物分子与细胞的空间定位及相互作用等丰富的生物学信息。

表 1：多重（≥ 6 标）免疫荧光染色的技术优势

单染色 2-5 标 多重（≥ 6 标）

蛋白质定位 • • •

蛋白质共定位 • •

生物标记物表达 • • •

同时检测 RNA 和蛋白质 •

复杂细胞表型 •

组织结构 •

细胞微环境的特性分析 •

利用 EVOS S1000 空间成像系统
解码生物复杂性

四至五个不同的荧光通道信号，该技术局限往往制约了上述涉及

的多靶标分析。

赛默飞生命科学特别推出了 Invitrogen ™ EVOS ™ S1000 空间成像

系统，该款多模态仪器独特设计了用于单次图像采集时同步解析

9 种荧光发射光谱信号，实现组织内多靶标蛋白质的清晰成像、

精准识别和精确定位。EVOS S1000 空间成像系统的设计兼顾高

效的成像速度并使得样本保持了最佳的原始状态。另外，赛默飞

生命科学也充分发挥了其在抗体、荧光分子及标记解决方案领域

行业领先的技术专长，也同步推出配套试剂方案，让实验设计和

开发同图像采集一样简便高效。
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关键术语和定义

空间生物学是一门研究生物分子、细胞及组织在其原生环境中的空间分布与相互作用机制的

学科。空间生物学的目标在于标记和检测细胞的空间定位与相互作用，从而揭示空间微环境

对生物功能的影响机制，帮助研究人员深入了解空间多样性。

空间转录组学是一项能够让研究人员标记并测量组织样本特定位置处基因表达水平的技术。

空间蛋白质组学重点研究在亚细胞层面蛋白质的定位及其动力学。该技术能检测细胞内蛋白

质的分布位置及在组织切片中的定位和相互作用机制。

多组学是一门综合性研究学科，通过对单样本进行基因组学、转录组学、蛋白质组学、表观

基因组学、脂质组学或代谢组学等多种数据采集，生成两个或更多数据集。

空间成像是一项空间生物学成像技术，其利用多种技术，在保留细胞空间背景下，实现对单

细胞的成像与分析。该技术帮助提供各种信息，例如细胞类型、细胞状态、细胞功能、细胞

在时空上的特性、细胞间相互作用、细胞微环境或网络及原生状态下组织微环境的体系结构。

多重免疫荧光是一项可在单个组织样本中实现多个蛋白质标记物可视化的技术。蛋白质可通

过两种方式进行标记，包括直接标记法，即使用荧光基团偶联抗体直接标记；间接标记法，

即先与一抗结合，再通过荧光基团偶联的二抗或辣根过氧化物酶偶联的二抗（与荧光底物反

应）实现标记。

循环成像是一项通过重复进行抗体标记、成像及清除 / 淬灭原始信号的循环检测技术，从而

产生多重成像组合检测的技术。
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9标组织一步法成像

EVOS S1000 空间成像系统凭借其先进功能，可为空间生物学和

组织学实验提供卓越的平台和技术支持。该技术可简化组织样本

多重免疫荧光图像的采集过程，从而快速获得蛋白质的空间定位

信息。EVOS S1000 系统可以在一次扫描中同步成像最多 8 个靶

标加细胞核染色信号（DAPI）。

EVOS S1000 系统通过其光谱解析能力，可将多重数据采集拓展

至更广泛的检测组合。应用该先进技术可同步分析更多的蛋白靶

标，避免来自相邻通道的串色效应。另外，EVOS S1000 系统将

光谱解析作为图像采集的一部分流程并会自动完成，而无需任何

额外后处理步骤。

光谱解析作为图像处理的自动步骤，这一先进功能可在避免发生

串色效应的前提下，实现对相邻通道信号的精准分辨。最终可获

得边界清晰的图像，为后续数据分析提供更好的数据质量。此外，

与循环成像系统相比，一步法成像技术能更好地保留原始组织的

完整性。

技术优势包括：

• 可在单轮检测中快速完成 9 标高分辨率图像采集

• 简化光谱拆分工作流程，可在采集过程中自动完成；生成光

谱拆分报告以对数据质量进行验证

• 不局限于特定组织标记方法或专利染料

• 可采集荧光和苏木精与伊红（H&E）图像

投入更多精力强化数据分析，而非耗费在数据生成上

EVOS S1000 系统执行 9 标成像的平均用时 45 分钟 用时减少约 80%

4 小时其他技术执行 9 标成像的平均用时
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光谱解析技术可有效消除光谱重叠影响，
轻松获得高质量图像

为使算法发挥最佳解析功能，需通过未染色样本及单色（单独染

色）对照样本成像，提取每种荧光分子的特征光谱。完成所有上

述组分数据采集后，EVOS S1000 系统软件将生成光谱解析矩阵

并将其保存在成像协议中（图 4）。然后，该解析矩阵可供用户

在之后使用同样方法制备组织样本时进行选择并自动加载应用。

通过光谱解析技术，可同时解析多达 9 种不同荧光分子的光谱特征。

该专利技术可在发射光谱明显重叠的情况下，精确识别并检测单张图像中的多个荧光分子（图 3）。

EVOS S1000 系统还会生成解析质量指标报告。该功能可使用户

能够在启动多重图像采集前，对光谱解析质量进行定性与定量评

估。此外，仪器软件还内置了针对特定组织和荧光分子类型的标

准协议，其中包含解析矩阵及质量指标报告。

图 3. 多种染料的发射光谱示例。这些光谱图显示了 8 种 Invitrogen ™ Alexa Fluor ™和 Alexa Fluor ™ Plus 染料和 DAPI 的发射光

谱特征。虽然存在光谱重叠，EVOS S1000 成像系统仍能通过软件算法将发射信号分离至独立的发射通道，从而彻底消除来

自相邻通道的串色效应。

图 4.EVOS S1000 空间成像系统通过其光谱解析功能生成多重数据。该软件功能支持研究人员轻松同步可视化所有通道，

并提供质量指标报告，以便于获取高分辨率的数据。
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The unmixing quality metrics report of the EVOS S1000 Imaging 

System offers transparency into the unmixing process. The report 

provides an overview of the precision and effectiveness of our 

spectral unmixing process.

Before image acquisition for a new protocol, researchers 

can easily navigate through the unmixing matrix generation 

process with a user-friendly wizard. Briefly, for each unstained 

and single-color sample, the appropriate excitation LED is 

used to collect emission spectra across the target as well as 

support channels. Our advanced algorithm then uses spectral 

unmixing to effectively establish the relative contribution of each 

individual fluorophore at every pixel position across an image. 

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures © 2024 Thermo Fisher Scientific
Inc. All rights reserved. All Unmixing Metrics Report trademarks are the property of Thermo Fisher
Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified.

Figure 3. Visualization of the raw images acquired for SCC Samples (in each column) in each of
the primary channels (in every row).

In Figure 4, the images obtained after applying the unmixing matrix are shown. Columns represent the
SCC samples whereas rows correspond to the primary channels that were in the protocol, listed in the
Sample information in page 1. In this image, the unmixing matrix has been applied to each SCC, thus
separating signals into their own target channels and eliminating signal bleedthrough.

A high-quality unmixing matrix is expected to result in:

• a high signal output in all primary channels along the diagonal line
• a low signal in off-target channels, outside the diagonal line

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures © 2024 Thermo Fisher Scientific
Inc. All rights reserved. All Unmixing Metrics Report trademarks are the property of Thermo Fisher
Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified.

Figure 4. Visualization of the spectrally unmixed images acquired for SCC Samples (in each
column) in each of the primary channels (in every row).

Quantitative unmixing metrics

In Figure 5, a quantitative assessment of the unmixing quality is presented, via the calculation of the
Fraction Bleedthrough (FB) remaining in off-target channels, with an additional visualization using
heatmaps. This parameter is defined as the ratio of the signal observed in off-target channels to the signal
of the target fluorophore (obtained in primary channels) after unmixing has been applied. It is used for
quantifying the fluorescence seen in the unmixed images shown in Figure 4.

A high-quality unmixing matrix is characterized by FB values that are equal or less than 0.25. If the values
are found to be above this threshold, it is recommended that the pair of fluorophores in question is first
identified. Then, their spectral intensities should be further examined in the “Masks and extraction channel
images” section. Also, please refer to the “Troubleshooting tips” section for more information.

Spectral imaging with confidence—
unmixing quality metrics report

While the raw data may initially show signal bleed-through 

across emission wavelengths (Figure 5A), the application of the 

unmixing matrix to the raw images (Figure 5B) demonstrates the 

algorithm’s success in resolving the spectral emission signals and 

significantly eliminating bleedthrough to help ensure accurate and 

reliable results.

Our report includes both qualitative and quantitative metrics, 

providing detailed insights and suggesting areas that may 

require troubleshooting. This empowers users to optimize their 

experiments with higher confidence. 

A B

EVOS S1000 成像系统的解析质量指标报告可全面呈现解析处理

的过程。该报告还提供光谱解析处理的精密度和效能指标概述。

研究人员在为新协议执行图像采集前，可通过用户友好型安装向

导轻松完成解析矩阵生成流程。简单来讲，针对每个未染色及单

色标记样本，系统会选用相应的激发 LED 光源，同时采集目标通

道与支持通道的发射光谱。然后，软件的先进算法利用光谱解析

技术，可有效确定图像中每个像素位置上各荧光分子的相对效能。

空间成像质控无忧— 
光谱解析质量指标报告让数据更可靠

虽然原始数据可能最初显示发射波长间存在串色效应（图 5A），

但将解析矩阵应用于原始图像后（图 5B），该算法成功实现了

光谱发射信号的解析，并显著消除了串色效应，确保了结果的准

确性与可靠性。

该报告同时包含定性与定量指标，不仅能提供详细的数据解析，

还可指出需排查的区域。这一功能使用户能够快速优化实验，获

得更高的数据置信度。

原始 SCC 样本图像

主
要
通
道

解
混
通
道

解析后的 SCC 样本图像

图 5. 各单色对照（SCC）样本的原始图像与解析图像的可视化结果，各列显示不同样本，各行展示不同主通道的成像效果。（A）对角线上的图像对

应于在其主要通道中针对靶标采集的原始图像。在原始图像中，当荧光分子在非目标通道（即对角线以外区域）被检测到信号时，即可观察到光谱重叠。

（B） 将解析矩阵应用于各单色对照样本，由此将信号分离至其自己的目标通道，消除信号串扰。
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Figure 6. Formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) kidney sample stained with the Invitrogen™

Aluora™ Spatial Amplification Rainbow Kit (Cat. No. A40002450). Images on the top show raw spectrally 
mixed data, while images on the bottom show processed and unmixed data.

The resulting data from the EVOS S1000 Spatial Imaging System spectral unmixing software 

enable high-resolution images (Figure 6).

Observe similar staining of structures in the raw channels 

capturing Invitrogen™ Aluora™ dyes, including Aluora™ 488, 

Aluora™ 514, and Aluora™ 555 dyes, as well as Aluora™ 647 

and Aluora™ 700 dyes due to the overlap of emission spectra. 

Automated processing (spectral unmixing) of this image 

with the EVOS S1000 Spatial Imaging System software 

allows for the distinct staining across each channel to 

be revealed in unmixed images. The resulting composite 

image is more defined and useful for quantitative imaging. 

Primary antibodies to each target were detected with Invitrogen™

Aluora™ spatial amplification dyes, including Aluora™ 430 

dye with antibody targeting CK8 (blue), Aluora™ 488 dye with 

antibody targeting AQP4 (green), Aluora™ 514 dye with antibody 

targeting CK19 (yellow), Aluora™ 555 dye with antibody targeting 

AQP2 (orange), Aluora™ 594 dye with antibody targeting MCM2 

(red), Aluora™ 647 dye with antibody targeting CK18 (violet), 

Aluora™ 700 dye with antibody targeting AQP1 (magenta), and 

Aluora™ 750 dye with antibody targeting SMA (white).

Spatial imaging workflow guide    thermofisher.com/evoss1000 7
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由于染料的发射光谱重叠，在原始通道中可观察到 Invitrogen ™ 

Aluora ™系列染料（包括 Aluora ™ 488、Aluora ™ 514、Aluora ™ 

555 及 Aluora ™ 647 和 Aluora ™ 700）对组织结构产生相似的染

色效果。通过 EVOS S1000 空间成像系统软件对该图像进行自动

化处理（光谱解析），可在解析后的图像中清晰显示各通道的不

同染色效果。得到的合成图像界限清晰度显著提升，更适用于定

量成像分析。

采用 EVOS S1000 空间成像系统光谱解析后得到的高分辨率图像（图 6）。

各个靶标的一抗均采用 Invitrogen ™ Aluora ™空间信号扩增染料进

行检测，具体包括 Aluora ™ 430 染料标记 CK8 抗体（蓝色）、

Aluora ™ 488 染料标记 AQP4 抗体（绿色）、Aluora ™ 514 染料

标记CK19抗体（黄色）、Aluora™ 555染料标记AQP2抗体（橙色）、

Aluora ™ 594 染料标记 MCM2 抗体（红色）、Aluora ™ 647 染料

标记 CK18 抗体（紫色）、Aluora ™ 700 染料标记 AQP1 抗体（品

红色）、Aluora ™ 750 染料标记 SMA 抗体（白色）。

原始图像

解析后

合并后图像

图 6. 经福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）的肾脏样本，采用 Invitrogen ™ Aluora ™ Spatial Amplification 

Rainbow 试剂盒（产品目录号 A40002450）进行染色。上图显示原始光谱混合数据，下图则显示经过处理和

解析后的数据。

合并后图像
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Single software ecosystem: 
from scanning to unmixed images

The EVOS S1000 Spatial Imaging System has a single software designed for a unified 

and simplified user experience. Utilize the same workflow regardless of plex (Figure 7).

1

2

3

4

5

7

6

EVOS S1000 空间成像系统采用一体式智能化软件设计，为用户提供流程统一且简便的操作体验。

无论检测通道数量多少，均可采用相同的简单工作流程（图 7）。

“采用创新的 EVOS S1000 [ 系统 ]，我们可以平行运行更

多项目。该技术可以让我们在无需反复去除抗体或荧光分

子的前提下实现多重检测，并大幅缩短样本处理的时间。

Carolina Osés Sepúlveda,
SciLife

Stockholm, Sweden

图例
1. 成像参数设置

2. 自动对焦和曝光

3. 曝光参数设置

4. 解析矩阵创建工具

5. 全景扫描

6. 工具按钮

7. 扫描与采集队列

智能化软件系统： 
从图像采集到光谱解析

图 7.EVOS S1000 空间成像系统采用一体化智能软件生态系统和
简便的用户界面。
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Seamless compatibility with data analysis programs
Data analysis is critical to bring context to labeled tissues imaged by the EVOS S1000 

Spatial Imaging System. Images are saved as unmixed, stitched OME-TIFF files in 

either pyramidal or single-layer format. Raw tiles can also be saved, whenever desired. 

The output unmixed, stitched OME-TIFF files are compatible with several downstream 

analysis programs, including HALO™, Visiopharm™, and QuPath analysis software.

A

B C

数据分析对于解读通过 EVOS S1000 空间成像系统成像的标记组织是至关重要的。

图像以未解析的拼接OME-TIFF文件格式保存，可选择金字塔或单层的存储层次结构。

还可根据需要选择保存原始分块图像。解析拼接 OME-TIFF 的输出文件，可与多种下

游分析程序兼容，包括 HALO ™、Visiopharm ™及 QuPath 等分析软件。

我们使用 EVOS S1000 空间成像系统，在 20 倍物镜下成功采

集了乳腺导管癌组织切片的高分辨率图像（未显示全部数据）。

从该组织图像的 81 mm2 子区域中，我们成功区分出 8 种不同

生物标记物及 DAPI 的特异性染色模式（图 8A：左图显示单

个通道，右图显示合成图像；具体标记物参见图 8B）。通过

HALO ™定量图像分析软件进行图像处理后，对 81 mm2 切片中

识别出的 106 万个细胞进行了特性分析。总体而言，基于标记

与数据分析程序无缝兼容

图 8. 单细胞分割与表型分析揭示免疫细胞亚群的空间分布特征。

案例研究：采用定量图像分析探索乳腺癌肿瘤微环境

物染色阳性，25% 的细胞被分类为免疫细胞。23% 的非免疫细

胞被分类为增殖（PCNA+）细胞。此外，我们能够表征这些细

胞的位置，发现增殖细胞在整个样本中呈非选择性分布，而免

疫细胞则主要定位于细胞外基质蛋白波形蛋白存在的区域（图

8C）。该发现为理解该切片的肿瘤周围免疫细胞亚群分布限制

提供了关键线索，这些信息在非空间性的批量表型分析（如流

式细胞分析或单细胞 RNA 测序）中是无法获得的。

波形蛋白

表型 靶标

B 细胞 CD20+

巨噬细胞 CD68+

细胞毒性 T 细胞 CD3+ CD8+

辅助性 T 细胞 CD3+ CD4+

增殖细胞 PCNA+

组织结构

细胞微环境的特性分析

细
胞
数
量

波形蛋白 - 波形蛋白 +

B 细胞

巨噬细胞

细胞毒性细胞

T 辅助性 T 细胞

增殖细胞

其他
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Antibody and reagent solutions that simplify 
spatial imaging experiments
Utilizing the appropriate labeling technique turns the execution of a multiplex imaging experiment for 

spatial biology into a viable and efficient process.

Our solutions, including IHC-verified primary conjugated antibodies, antibody conjugation kits, and 

spatial amplification assays, overcome the restrictions imposed by secondary detection methods that 

stem from a limited range of secondary antibody species. The benefit of our approach lies not only in 

facilitating multiplex experiments with reduced spectral overlap for high-resolution images, but also in 

delivering flexibility within experimental design and component interchangeability (Figure 9).

Spatial imaging workfl ow
Spatial multiplex spectral imaging workflow
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Figure 9. Examples of images collected 
using a combination of Invitrogen™

spatial imaging antibodies and reagents.

利用适配的标记技术，可大幅提高空间生物学多重成像实验的效率和可行性。

我们提出的解决方案，包括经 IHC 验证的直标抗体、抗体标记试剂盒及空间信号扩增体系，突破传统二抗

检测方法的种属限制。我们技术的优势不仅在于能减少光谱重叠来获取高分辨率图像，从而促进多重实验

的开展，还在于为实验设计和定制化提供了高度灵活性（图 9）。

【抗体与试剂】简化空间成像的配套方案
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1 2 3

空间成像工作流程

制备样本和标记蛋白质

FFPE 组织
切片

脱蜡和修复 标记 图像采集 解混和拼接 成像 分割和表型分析 高级分析

图像采集、预处理和初步分析 提取特征和进一步分析

图像采集和初步分析 图像与数据分析

表 2：标记技术的比较。

Aluora 空间组学信号
扩增试剂

组织染色验证的直标一抗
ReadyLabel 抗体标记

试剂盒

优势 信噪比更高，一抗用量更少 快速多色标记 不挑抗体

标记耗时（多重通道高达 9标） ≥ 12 小时 1-2 小时 1-2 小时

信号放大程度 ++++ +++ ++

多重标记流程 逐步进行 一步到位 一步到位

一抗要求 未标记或生物素标记的抗体 不适用 未标记的抗体

检测高丰度靶标 ++++ +++ ++

检测低丰度靶标 ++++ ++ ++

常见抗体稀释比例 1:1,000 至1:50,000 1:10 至1:200 1:10 至1:200

自动化兼容性 ++++ ++++ ++++

图 9. Invitrogen ™空间成像抗体和试剂的
标记结果示例。
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DAPI

SMA

CD68

CD20

CD8

FoxP3

PanCK

Ki67

CD4

13.5%

<1%

<1%

24.5%

62%

Validated* primary antibody conjugates

Discover the power of precision with Invitrogen™ conjugated 

primary antibodies, designed and validated for optimal 

compatibility with the EVOS S1000 Spatial Imaging System. 

Our catalog contains antibody clones that have been extensively 

tested in-house on FFPE tissues and are validated for their 

specificity, sensitivity, and reliability. The use of primary antibody 

conjugates eliminates the need for secondary antibody incubation 

steps, simplifying the staining protocol, and helping provide time- 

and labor-saving advantages by means of a single addition step. 

Direct binding to target proteins also minimizes cross-reactivity 

and nonspecific background staining (Figure 10).

Our antibodies recognize a number of targets including:

• Proliferation markers

• Cluster of diff erentiation (CD) markers

• Immune checkpoints

• Structural markers

• Transcription factors

Simultaneously using multiple primary antibodies conjugated 

to fluorophores shortens the time to a stained tissue sample. 

Primary antibodies conjugated to fluorophores can detect high- 

to low-abundance proteins and enable sharp staining of proteins 

(Figure 10).

Primary antibodies conjugated to fluorophores are available in 

multiple formats:

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ 420 Dye

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ Plus 488 Dye

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ 514 Dye

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ Plus 555 Dye

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ Plus 594 Dye

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ Plus 647 Dye

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ 700 Dye

• Invitrogen™ Alexa Fluor™ Plus 750 Dye

* The use or any variation of the word “validation” refers only to research-use antibodies that were subject to functional testing to confirm that the 
antibody can be used with the research techniques indicated. It does not ensure that the product(s) was validated for clinical or diagnostic use.

Search for your clone at thermofisher.com/spatialabs
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若需搜索抗体，请登录：thermofisher.com/spatialabs

*“验证”一词及其任何变体使用仅指经过功能检测确认抗体可与指定的研究技术一起使用的研究用抗体。
无法确保产品在临床或诊断用途上经过验证。

利用 Invitrogen ™直标一抗精准摸索浓度，我们专为 EVOS S1000

空间成像系统设计并验证，实现系统最佳兼容性。我们的抗体包

含经 FFPE 组织进行广泛检测的抗体克隆，其特异性、灵敏度和可

靠性均经过验证。使用直标一抗可简化染色流程——无需二抗孵

育步骤，单次添加即可完成染色，显著提升实验效率。同时与靶

蛋白直接结合能够有效降低交叉反应及非特异性背景（图 10）。

我们的抗体可特异性识别以下多种靶标：

• 增殖标记物

• 分化群（CD）标记物

• 免疫检查点

• 结构标记物

• 转录因子

使用多个直标一抗同时进行检测，可显著缩短组织样本染色的时

间。直标一抗可以实现从高丰度到低丰度的蛋白质检测，能够获

得清晰的蛋白质染色图谱（图 10）。

我们现可提供多个染料偶联的直标一抗：

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ 420 染料

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ Plus 488 染料

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ 514 染料

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ Plus 555 染料

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ Plus 594 染料

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ Plus 647 染料

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ 700 染料

• Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ Plus 750 染料

经验证的* 直标一抗

图 10. 采用 EVOS S1000 空间成像系统和空间成像抗体染色结肠腺癌的
示例数据。标记物 CD68、CD20、CD4、CD8 和 FoxP3 分别标记巨噬细

胞、B 细胞和 T 细胞亚群，而 SMA、PanCK 和 Ki67 识别关键结肠癌组

织结构和增殖细胞。TLS：三级淋巴结构。

标记约 1 h

B 细胞

巨噬细胞，<1%

T- 辅助细胞

Tregs，<1%

细胞毒性 T 细胞

肿瘤 TLS 细胞成分

11thermo�sher.cn/evoss1000空间生物学成像分析-工作流程指南



ReadyLabel Antibody Labeling Kits: 
conjugate any primary antibody

Table 3. Conjugation kits and services.

Starting material Starting antibody Time savings

Do-it-yourself Provide your own IgG capture spin 
columns and reactive dyes Provide your own antibody ++

ReadyLabel Antibody 
Labeling Kits 

ReadyLabel Antibody Labeling Kits 
have dyes and columns

Provide your own antibody 
in BSA/other protein stabilizers ++

Custom conjugation services 
from Thermo Fisher Scientific

Services have all needed materials, 
equipment, and expertise

Provide your own antibody 
in BSA/other protein stabilizers +++

ReadyLabel kits are equipped with a 

selection of our most popular and trusted 

Alexa Fluor and Alexa Fluor Plus dyes to 

produce high yields of bright, covalently 

bound conjugates (Figure 11).

• No antibody purifi cation needed

• Label 20 μg or 100 μg of IgG antibody

• Five labeling reactions per kit

• Labeled antibodies are ready in
60 minutes

• High signal-to-background ratio

• Single or multiplex staining
Figure 11. FFPE human tonsil tissue stained with ReadyLabel kit antibody conjugates. 
Invitrogen™ ReadyLabel™ Alexa Fluor™ 420 smooth muscle actin, ReadyLabel™ Alexa Fluor™ 514 
CD20, ReadyLabel™ Alexa Fluor™ Plus 555 PCNA, ReadyLabel™ Alexa Fluor™ 594 CD45RB, 
ReadyLabel™ Alexa Fluor™ 647 E-cadherin, ReadyLabel™ Alexa Fluor™ 700 cytokeratin, 
and ReadyLabel™ Alexa Fluor™ Plus 750 CD68 antibody conjugates were used for staining. 
Images were collected on the EVOS S1000 Spatial Imaging System at 20x.

Get your kit at thermofisher.com/readylabel

If a commercially available conjugated antibody is not available or you’re using a custom 

antibody, Invitrogen™ ReadyLabel™ Antibody Labeling Kits offer an easy, do-it-yourself 

solution for generating covalently labeled probes. These kits include a comprehensive 

range of EVOS S1000 imaging system–ready Alexa Fluor and Alexa Fluor Plus dyes, 

enabling you to produce a conjugated, purified antibody in just one hour.  
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ReadyLabel抗体标记试剂盒： 
可标记任何一抗

如果无法获得市售的直标抗体或您正使用定制的抗体，Invitrogen ™ ReadyLabel ™抗体

标记试剂盒可提供简便、DIY 的解决方案，以拿到共价标记的抗体。这些试剂盒包括一

系列专为 EVOS S1000 成像系统准备的 Alexa Fluor 及 Alexa Fluor Plus 染料，让您仅需

1 小时即可制备出纯化好的直标抗体。

表 3：标记方法对比。

起始原料 起始抗体 节省时间

自己动手
用户自备 IgG 捕获离心柱及反

应性染料
用户自备抗体 +

ReadyLabel 抗体标记试剂盒
ReadyLabel 抗体标记试剂盒包

含染料和离心柱

用户自备含 BSA/ 其他蛋白稳定

剂的抗体
++

表 4：ReadyLabel 抗体标记试剂盒订购信息。

ReadyLabel 试剂盒配备了我们的热门、口碑产

品 Alexa Fluor 及 Alexa Fluor Plus 染料系列，可

制备高产率的高亮度共价标记抗体（图 11）。

• 无需进行抗体纯化

• 标记 20 μg 或 100 μg 的 IgG 抗体

• 每个试剂盒可进行 5 次标记反应

• 60 分钟内完成标记

• 高信噪比

• 单色、多色实验均适用
图 11. 采用 ReadyLabel 试剂盒抗体偶联物染色的 FFPE 人扁桃体组织。

Invitrogen ™ ReadyLabel ™ Alexa Fluor ™ 420 平滑肌肌动蛋白、ReadyLabel ™ Alexa Fluor ™ 

514 CD20、ReadyLabel ™ Alexa Fluor ™ Plus 555 PCNA、ReadyLabel ™ Alexa Fluor ™ 594 

CD45RB、ReadyLabel ™ Alexa Fluor ™ 647 E- 钙粘蛋白、ReadyLabel ™ Alexa Fluor ™ 700 细胞

角蛋白和 ReadyLabel ™ Alexa Fluor ™ Plus 750 CD68 标记抗体用于染色。采用 EVOS S1000 空

间成像系统在 20 倍放大倍数下采集图像。

ReadyLabel试剂盒 Alexa Fluor 420
试剂盒

Alexa Fluor 488
试剂盒

Alexa Fluor 514
试剂盒

Alexa Fluor 
Plus 555试剂盒

Alexa Fluor594
试剂盒

Alexa Fluor647
试剂盒

Alexa Fluor700
试剂盒

Alexa Fluor 
Plus 750试剂盒

Flex
试剂盒 

生物素
试剂盒

产品目录号
（5×20 µg IgG）

R10725 R10709 R10720 R10721 R10722 R10710 R10723 R10724 R10701 R10711

订购试剂盒请登录：thermofisher.com/readylabel
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Three-step detection workflow
Aluora spatial amplification reagents: 
flexible multiplexing of eight biomarkers

Figure 12. Reduced exposure times result in less background noise and autofluorescence interference. An FFPE intestine sample was stained 
with Invitrogen™ PCNA monoclonal antibody (PC-10) (Cat. No. 13-3900) diluted 1:1,000 and then detected with Invitrogen™ Alexa Fluor™ 594 secondary 
antibody (left), Aluora™ 594 spatial amplification reagents (center), or Akoya™ Opal™ 620 reagents (right). Exposure times listed for each were for optimal 
signal detection.

When antibody targets are in low abundance or primary antibody 

supply is limited, Aluora spatial amplification reagents offer a 

flexible labeling approach compatible with EVOS S1000 and 

other spatial imaging systems. Available in eight colors, these 

reagents can be combined with DAPI for a complete 9-plex 

panel or used interchangeably with other labeling methods. 

Aluora reagents enhance fluorescent signals using exceptionally 

bright fluorophores and enzyme-mediated attachment of 

multiple fluorophores to target proteins. This covalent labeling is 

resistant to stripping and relabeling, making it compatible with 

primary antibodies of the same species without cross-reactivity 

concerns. Individual dyes or preconfigured kits are available for 

detecting mouse, rabbit, or biotin-labeled antibodies at working 

concentrations as low as 1:50,000.

Benefits include:
• Detection of low protein expressors—amplifi cation of

fl uorescence enables the detection of low-abundance targets
above background noise; targets such as transcription factors,
membrane receptors, and other proteins (Figure 12)

• Antibody fl exibility—use primary antibodies from the same
host species, as enzyme-mediated signal amplifi cation of the
target requires primary antibody stripping between rounds
of labeling

• Optimized dyes—eight Invitrogen™ Aluora™  fl uorophores with
similar brightness and distinct emission spectra are compatible
with both spectral and cyclic imaging systems; DAPI is included
as the ninth marker

• Instrument compatibility—specifi cally designed for
fl uorescence spectral imaging on most fl uorescent multiplex
imagers, including the EVOS S1000 Spatial Imaging System
and other microscopes and spatial platforms with similar
laser excitations
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Aluora空间信号扩增试剂：
可实现8种生物标记物的灵活多重检测

图 12. 曝光时间缩短导致背景噪声和自发荧光干扰减少。FFPE 肠道样本使用 Invitrogen ™ PCNA 单克隆抗体（PC-10）（产品目录号 13-3900；稀释

度 1:1,000）染色，然后用 Invitrogen ™ Alexa Fluor ™ 594 二抗（左图）、Aluora ™ 594 空间扩增试剂（中图）或对标的 TSA 试剂（右图）进行检测。

所列的曝光时间均为实现最佳信号检测而设定。

一抗标记 二级 HRP Ab 标记 Aluora 试剂扩增 共价 Aluora 标记
剥离

针对多重 Aluora 标记可重复操作

当抗体靶标丰度较低或一抗供应量有限时，Aluora 空间扩增试剂

可提供与 EVOS S1000 及其他空间成像系统兼容的灵活标记解决

方案。这些试剂可提供 8 种颜色，与 DAPI 结合使用构建完整的

9 标组合检测，亦可与其他标记方法共同使用。Aluora 试剂采用

超高亮度荧光分子，通过酶介导方式将多个荧光分子连接到靶蛋

白上，从而增强荧光信号。该共价标记技术具有耐剥离和重复标

记的特性，使其可与同种属的一抗兼容，且无需担心交叉反应问

题。我们可提供单个染料或搭配好的试剂盒，适用于检测小鼠、

家兔或生物素标记的抗体，其工作浓度最低可达 1:50,000。

优势包括：

• 可检测低丰度靶点—荧光信号扩增技术能够检测出高于背景

噪声的低丰度靶标；靶标包括转录因子、膜受体和其他蛋白

质等（图 12）

• 抗体使用灵活性—可使用来自同一宿主种属的一抗，因为靶

标的酶介导信号扩增需要在多轮标记之间剥离一抗

• 优化染料—8 种 Invitrogen ™ Aluora ™荧光分子具有相近亮度与

不同的发射光谱，并与光谱成像和循环成像系统兼容；其中

DAPI 是第 9 种标记物

• 仪器兼容性—专为大多数荧光多重成像系统上的荧光光谱成

像而设计，包括 EVOS S1000 空间成像系统及具有相似激光

发射的其他显微镜和空间平台
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Table 5. Aluora spatial amplification reagent ordering information.

Spatial amplification reagent or kit (Cat. No.)

Aluora 430 Aluora 488 Aluora 514 Aluora 555 Aluora 594 Aluora 647 Aluora 700 Aluora 750

Spatial amplification dye  AS430HRP  AS488HRP AS514HRP  AS555HRP  AS594HRP  AS647HRP  AS700HRP  AS750HRP

Spatial amplification goat 
anti-mouse HRP kit   A40001329   A40001330   A40001331   A40001332   A40001333   A40001334   A40001335   A40001336

Spatial amplification goat 
anti-rabbit HRP kit   A40001337   A40001338   A40001339   A40001340   A40001341   A40001342   A40001343   A40001344

Spatial amplification 
streptavidin HRP kit A40001345 A40001346 A40001347 A40001348 A40001349 A40001350 A40001351 A40001352

Figure 13. FFPE brain tissue stained with the Aluora Spatial Amplification Rainbow Kit (Cat. No. A40002450) and imaged on the EVOS 
S1000 Spatial Imaging System. The following Invitrogen antibodies and Aluora dyes were used for staining: Calbindin D28K Recombinant 
Polyclonal Superclonal™ Antibody (15HCLC) (1:500, Cat. No. 711443) with Aluora 430 dye; GFAP Antibody (1:1,000, Cat. No. AB7260) with 
Aluora 488 dye; TLE1 Recombinant Rabbit Monoclonal Antibody (ARC0793) (1:5,000, Cat. No. MA5-35377) with Aluora 514 dye; MAP2 
Monoclonal Antibody (AP18) (1:1,000, Cat. No. MA5-12826) with Aluora 555 dye; Olig2 Antibody (211F1.1) (1:1,000) with Aluora 594 dye; NECAB1 
Polyclonal Antibody (1:500, Cat. No. PA5-54734) with Aluora 647 dye; FOXP2 Monoclonal Antibody (CL5312) (1:5,000, Cat. No. MA5-31419) with 
Aluora 700 dye; and GAD67 Antibody (1G10.2) (1:500, Cat. No. MAB5406) with Aluora 750 dye.

See the difference at thermofisher.com/aluora

Detection of low protein expressors
Amplification of fluorescence enables the detection of low-abundance targets above 

background noise. Examples are transcription factors, such as REST (RE1-silencing 

transcription factor) or NR2F1 (a nuclear receptor subfamily member), or membrane 

receptors such as GPR37 (G-protein–coupled receptor 37), among others (Figure 13).

14 Spatial imaging workflow guide    thermofisher.com/evoss1000

可检测低丰度蛋白

荧光信号放大技术能够检测出高于背景噪声的低丰度靶标。示例包括转录因子（如 REST 

[RE1 沉默转录因子 ] 或 NR2F1 [ 核受体亚家族成员 ]），以及膜受体（如 GPR37 [G 蛋白

偶联受体 37]）等（图 13）。

图 13.FFPE 脑组织用 Aluora Spatial Amplification Rainbow 试剂盒（产品目录号 A40002450）染色并在 EVOS S1000 空间成像系统上进行成像。
以下 Invitrogen 抗体和 Aluora 染料用于染色：钙结合蛋白 D28K 重组多克隆抗体（15HCLC）（1:500，产品目录号 711443）和 Aluora 430 染料；

GFAP 抗体（1:1,000，产品目录号 AB7260）与 Aluora 488 染料；TLE1 重组单克隆抗体（ARC0793）（1:5,000，产品目录号 MA5-35377）与 Aluora 

514 染料；MAP2 单克隆抗体（AP18）（1:1,000，产品目录号 MA5-12826）与 Aluora 555 染料；Olig2 抗体（211F1.1）（1:1,000）与 Aluora 594

染料；NECAB1 多克隆抗体（1:500，产品目录号 PA5-54734）与 Aluora 647 染料；FOXP2 单克隆抗体（CL5312）（1:5,000，产品目录号 MA5-

31419）与 Aluora 700 染料；及 GAD67 抗体（1G10.2）（1:500，产品目录号 MAB5406）与 Aluora 750 染料。

表 5：Aluora 空间扩增试剂订购信息。

空间扩增试剂或试剂盒（目录货号）

Aluora 430 Aluora 488 Aluora 514 Aluora 555 Aluora 594 Aluora 647 Aluora 700 Aluora 750

空间扩增染料 AS430HRP AS488HRP AS514HRP AS555HRP AS594HRP AS647HRP AS700HRP AS750HRP

空间扩增山羊抗小鼠
HRP 试剂盒

A40001329 A40001330 A40001331 A40001332 A40001333 A40001334 A40001335 A40001336

空间扩增山羊抗兔
HRP 试剂盒

A40001337 A40001338 A40001339 A40001340 A40001341 A40001342 A40001343 A40001344

空间扩增链霉亲和素
HRP 试剂盒

A40001345 A40001346 A40001347 A40001348 A40001349 A40001350 A40001351 A40001352

若需了解这些产品的不同之处，请登录：thermofisher.com/aluora
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Antifade mountants for stabilizing and preserving 
fluorescent signals in labeled tissue samples
Irreversible photobleaching can significantly reduce fluorescence 

sensitivity. To address this, Invitrogen™ ProLong™ and SlowFade™

glass antifade mountants are engineered to provide exceptional 

protection against photobleaching for fluorophores across the 

visible and near-infrared spectra. With a refractive index (RI) 

of 1.52, similar to glass coverslips and closely matching tissue 

components, these mounting media facilitate high-resolution 

multiplexed imaging (Figure 14).

Our antifade mountants offer excellent photobleach 

protection, enabling:

• Long and repeat imaging sessions

• High sensitivity

• The highest refractive index for crisper images and
few aberrations

Table 6. Antifade ordering information.

Description Cat. No.

ProLong Glass Antifade Mountant P36980

SlowFade Glass Soft-Set Antifade Mountant S36917 

Figure 14. FFPE mouse brain tissue stained with primary antibodies 
and Aluora spatial amplification reagents. The labeled sample was 
mounted with ProLong Glass Antifade Mountant and imaged on the 
EVOS S1000 Spatial Imaging System.

Protect your samples at thermofisher.com/antifades
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protection against photobleaching for fluorophores across the 

visible and near-infrared spectra. With a refractive index (RI) 
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components, these mounting media facilitate high-resolution 

multiplexed imaging (Figure 14).

Our antifade mountants offer excellent photobleach 

protection, enabling:

• Long and repeat imaging sessions

• High sensitivity

• The highest refractive index for crisper images and
few aberrations

Table 6. Antifade ordering information.

Description Cat. No.

ProLong Glass Antifade Mountant P36980

SlowFade Glass Soft-Set Antifade Mountant S36917 

Figure 14. FFPE mouse brain tissue stained with primary antibodies 
and Aluora spatial amplification reagents. The labeled sample was 
mounted with ProLong Glass Antifade Mountant and imaged on the 
EVOS S1000 Spatial Imaging System.

Protect your samples at thermofisher.com/antifades

图 14. 用一抗和 Aluora 空间扩增试剂染色的 FFPE 小鼠脑组织。标记的

样本经 ProLong Glass 抗荧光淬灭封片剂封片后，使用 EVOS S1000 空

间成像系统进行成像。

如需了解样本保护信息，请登录：thermofisher.com/antifades

抗荧光淬灭封片剂，用于保护和保存已标记组织
样本中的荧光信号
不可逆的光漂白效应会显著降低荧光检测灵敏度。为解决该问题，

Invitrogen ™ ProLong ™和 SlowFade ™ Glass 抗荧光淬灭封片剂经

过特殊设计，可为可见光至近红外光谱范围内的荧光分子提供卓

越的光漂白防护。该系列封片剂的折射率（RI）为 1.52，与玻璃

盖玻片相近且高度匹配组织成分，从而更容易实现高分辨率多重

成像（图 14）。

我们的抗荧光淬灭封片剂具有卓越的光漂白防护性能，能够：

• 支持长时间和重复成像实验

• 高灵敏度

• 高折射率，可呈现更清晰的图像并减少像差

表 6：抗荧光淬灭封片剂订购信息。

描述 产品目录号

ProLong Glass 抗荧光淬灭封片剂 P36980

SlowFade Glass Soft-Set 抗荧光淬灭封片剂 S36917

“EVOS S1000 成像系统配备极速处理软件，我非常惊叹该

实时 [ 观测 ] 模式。我也喜欢该系统光谱解析流程设计上的简

洁高效。该系统确实可与 QuPath 等分析软件兼容。

iulia Bergamaschi, 
Amsterdam Universitair Medische Centra (UMC)

Amsterdam, The Netherlands
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Additional information

Table 7. EVOS S1000 Spatial Imaging System ordering information.

Description Quantity Cat. No.

EVOS S1000 Spatial Imaging System 1 unit AMFS1000

External Dell XE4 Computer, i9-12900 processor, 128 GB DDR4 RAM, 16.5 TB NVMe, 
NVIDIA Quadro RTX A4000 graphics card Included AMFS1000PC

External Dell Ultrasharp 32-inch 4K HDR LCD display Included AMFS1000D

ZEISS OBJ EC Plan-Neofluar 2.5x/0.085 Included AMEP4995

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 10x/0.45 Included AMEP4997

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 20x/0.8 Included AMEP4998

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 5x/0.16 Each (optional) AMEP4999

ZEISS OBJ EC Plan-Neofluar 5x/0.16 Ph1 Each (optional) AMEP5000

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 10x/0.45 Ph 1 Each (optional) AMEP5001

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 40x/0.95 Corr Each (optional) AMEP5002

EVOS S1000 Four Slides Holder 4 units AMEPVH115

EVOS Calibration Slide Included AMEP4720

表 7：EVOS S1000 空间成像系统订购信息。

描述 数量 目录货号

EVOS S1000 空间成像系统 1（台） AMFS1000

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 5×/0.16 每件（可选配） AMEP4999

ZEISS OBJ EC Plan-Neo�uar 5×/0.16 Ph1 每件（可选配） AMEP5000

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 10×/0.45 Ph 1 每件（可选配） AMEP5001

ZEISS OBJ EC Plan-Apochromat 40×/0.95 Corr 每件（可选配） AMEP5002

附加信息

EVOS S1000空间成像系统

空间扩增测定体系

空间生物学资源中心

直标抗体

成像方案手册

ReadyLabel抗体标记试剂盒


