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In Situ BrdU Cell Proliferation Assay Kit

——细胞增殖检测试剂盒

产品货号 包装规格

A055 50次

储存条件：4 ℃，避光保存。
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In Situ BrdU Cell Proliferation Assay Kit

产品货号: A055

试剂盒组份：

组份 试剂名称 包装 浓度 储存条件

组份 A BrdU 50 mg - 4℃
组份 B BrdU Detection Antibody 50 µl 100× 4℃
组份 C Anti-mouse Andy Fluor

488-labeled Antibody
50 µl 100× 4℃

组份 D Antibody Diluent 50 ml 1× 4℃
注：按照推荐的储存条件保存有效期为 6个月。

产品介绍：

直接测定 DNA合成是细胞增殖检测的最准确方法之一，是测定物质毒性、评估
药物安全评价、细胞健康的基本方法。BrdU（5-溴脱氧尿嘧啶核苷）是一种胸
腺嘧啶核苷酸类似物，在细胞周期的 S期，和细胞一起孵育的 BrdU能掺入 DNA
分子中，再结合 BrdU抗体与掺入 DNA的 BrdU特异性结合，就能够检测到 DNA
复制活跃的细胞。

BrdU细胞增殖检测试剂盒适用于组织样本（石蜡包埋、冰冻和超薄切片）和细
胞样本（细胞涂片或爬片）的 BrdU染色，具有荧光信号强、背景低等特点。

实验所需耗材（不包含在试剂盒中）

• 二甲苯和乙醇

• 蒸馏水或去离子水

• PBS（pH 7.4）
• 细胞固定液（含 3.7%多聚甲醛的 PBS）
• 细胞通透液（含 0.1% Triton X-100的 PBS）
• 含 3% BSA的 PBS（pH 7.4）
• 2N HCl
• 磷酸盐/柠檬酸缓冲液（pH 7.4，182 ml 0.2 M 磷酸氢二钠+ 18 ml 0.1 M 柠
檬酸）

• Mini PAP Pen
• Mounting Media

实验步骤

BrdU标记

用 BrdU免疫组化检测细胞增殖之前，BrdU需要掺入到活细胞或组织中。BrdU



3

标记可以在体内或体外进行，主要取决于实验研究的目的。BrdU使用浓度因细
胞样品或组织类型不同而不同，建议的起始浓度为 10 µM。

1. BrdU体外标记

首先制备 10 mM BrdU in DMSO浓缩液，然后用培养基稀释至终浓度为 10 µM
的工作液，在 37℃孵育 1~4小时。BrdU孵育时间取决于细胞或组织样本的类型。
移除培养液，用 PBS清洗细胞，重复一次。

2. BrdU体内标记

用 PBS配制终浓度为 10 mg/ml的 BrdU工作液。小鼠腹腔注射 BrdU工作液，
以每公斤体重注射 70 mg BrdU计算。注射 1~4小时之后取组织样本制成组织切
片。注射 1小时之后，BrdU可以在胸腺和骨髓处检测到；注射 24小时之后，
BrdU可以在大部分的组织中检测到。

固定、通透和变性处理

A.细胞样品

1）移除 PBS，加入 1 ml细胞固定液（含 3.7%多聚甲醛的 PBS）。
2）室温孵育 15分钟。
3）加入 PBS清洗细胞，重复两次，每次 2分钟。
4）移除 PBS，加入 1 ml 细胞通透液（含 0.1% Triton X-100的 PBS）。
5）室温孵育 20分钟。
6）移除细胞通透液，加入 1 ml 2N HCl。
7）冰上孵育 10分钟，然后室温孵育 10分钟。
8）移除酸溶液，加入 1 ml 磷酸盐/柠檬酸缓冲液（PH 7.4）。
9）室温孵育 10分钟。
10）加入细胞通透液清洗细胞，重复两次，每次 2分钟。

B.冰冻切片

1）使用液氮或在液氮中预冷的异戊烷快速冷冻新鲜组织，适量加入 OCT包埋
剂浸没组织。制作切片之前可以将冷冻组织块放置于-80℃储存备用。
2）开始制作切片时，将冷冻组织块转移到一个低温恒温箱（比如-20℃冰箱），
使得冷冻组织块的温度平衡到低温恒温箱的温度。

3）使用冰冻切片机将冷冻组织块切薄片到合适的厚度（一般为 5~10 µm）。
4）将组织切片铺到载玻片上，以备用于免疫组织化学分析。
5）使用冰冷的丙酮或甲醇固定 10分钟，空气干燥 30分钟。
6）加入 1 ml 2N HCl，冰上孵育 10分钟，然后室温孵育 10分钟。
7）移除酸溶液，加入 1 ml 磷酸盐/柠檬酸缓冲液（PH 7.4）。
8）室温孵育 10分钟。
9）加入细胞通透液清洗切片，重复两次，每次 2分钟。

C.石蜡切片

1）用二甲苯对石蜡切片进行脱蜡处理，重复两次，每次 5分钟。
2）用无水乙醇进行水合处理，重复一次，每次 2分钟。
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3）用 95%乙醇进行水合处理，重复一次，每次 2分钟。
4）用蒸馏水清洗切片。
5）加入 1 ml 2N HCl，冰上孵育 10分钟，然后室温孵育 10分钟。
6）移除酸溶液，加入 1 ml 磷酸盐/柠檬酸缓冲液（PH 7.4）。
7）室温孵育 10分钟。
8）加入细胞通透液清洗切片，重复两次，每次 2分钟。

BrdU检测

1）制备 1×BrdU抗体检测液，用抗体稀释液 1:100稀释 BrdU抗体（组份 B）。
2）制备 1×Andy Fluor 488二抗溶液，用抗体稀释液 1:100稀释抗小鼠 Andy
Fluor 488二抗（组份 C）。
3）移除细胞通透液，加入 100 µl 1×抗体检测液。
4）4℃孵育过夜，或室温湿盒中孵育 1小时。
5）加入细胞通透液清洗，重复两次，每次 2分钟。
6）移除细胞通透液，加入 100 µl 1×Andy Fluor 488二抗溶液。
7）室温湿盒中孵育 1小时。
8）加入 PBS清洗，重复两次，每次 2分钟。
9）载玻片上放上盖玻片，抗淬灭剂封片。
10）使用合适的滤光片进行荧光成像分析。
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