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1 first barrior filtor: lots through
only blue light with & wavelength
between 450 and 430 nm

3 second barrier filer: cuts out
unwanted fluorescent signals,
passing the specific green
fluarescein amission babween
520 and 560 nm

2 beam-splining mirrar; reflécts
light below 510 nm but
transmits light above 510 nm
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演示者
演示文稿备注
由汞灯发出的各种谱线的光线，经激发滤光片后只让某一种波长的紫外光线通过，如波长为404.7nm蓝紫光，经反光镜后，激发样品产生荧光。激发滤光片将其他波长的光线滤掉，并使样品激发荧光，所以称其为激发滤光片。通常，激发产生的荧光波长比激发样品的光的波长大得多，是可见光。这样产生的荧光和透过样品的一部分激发光(紫外光)，经物镜成像后，人眼即可用目镜观察荧光图像。为了防止紫外光进入目镜视场，降低图像衬度和损伤人眼，放置了一块截止滤光片，它只让某一部分波长的谱线通过，如只让500～750nm的可见光通过，而不让500nm以下的光通过。
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> 405nm BOEEE50mW : DAPI, Hoechest 3334215 (7575

> 488nm EEEE20mW: FITC, GFP, Alexa 488%5 40,757 ¢

> 552nm E)t#$20mW: RFP, mCherry, Cy3, Alexa 555%%
AR )i

> 638nm BOE3E30mW: Cy5, Alexa 64755 iT 4041565
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o EHPMTINE: FEEA, EERNERE, SRBSHS
o HyDigillss: HFitiest, SRNE, ERSMANSTE.
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Courtesy of ME Torres-Padilla (Team L. Tora) & Marc
Koch (Imaging Centre IGBMC).
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Marc Koch (Imaging
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Colocalization
Pearson’s Correlation 0.8405
Overlap Coefficient 0.9435
Colocalization Rate 9492 %
Colocalization Area 65.25 pm?=
Area lmage 242128 pm*
Area Fareground &8.74 pm*
Area Background 238252 pm*
Channel 1 Channel 2
Mean Intensity Image 3.0 427
Mean Intensity Colocalization 58.94 a7.68
Intensity Sum Image 70274 1119142 20 40 &0 =
Intensity Sum Colocalization 487008 15201




No FRET signal

é 436 nm
A :
CFP YFP
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演示者
演示文稿备注
荧光共振能量转移是指在两个不同的荧光基团中，如果一个荧光基团（供体 Donor）的发射光谱与另一个基团（受体Acceptor）的吸收光谱有一定的重叠，当这两个荧光基团间的距离合适时（一般小于100Å），就可观察到荧光能量由供体向受体转移的现象，即以前一种基团的激发波长激发时，可观察到后一个基团发射的荧光。
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Excitation

952 nm fluororescent

molecules

Movement of fluorescent
molecules into the
bleached
area (recovery)

Complete Recovery



演示者
演示文稿备注
利用高能激光照射细胞的某一特定区域，使该区域内标记的荧光分子不可逆的淬灭，这一区域称荧光漂白（photobleaching）区。随后，由于细胞质中的脂质分子或蛋白质分子的运动，周围非漂白区荧光分子不断向光漂白区迁移。结果使荧光漂白区的荧光强度逐渐地回复到原有水平。
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Wavelength (nm)
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