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NIATHURACTIZERE DNA SHEEN, ARG NI4EeiEEee. R
1,

5 BrdU #&75E4BEL, EdU eNSEREIMES, +92Z2—1F
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BFE: 252.2
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2. ZFE RN RERE A ERGRIRTREME, SRR, BRI RS,
3. WA MIARTE-20°CEEYEIRTT, 1 5FR%L ECERGAR, -20°CiEE
HiFE, 1 NBEN, -80°CEYRE, 6 NABEL.

4. BER—RUFE, KREZELE.

5. FPm{NBRTRI, ANMERTIRRSHEGST, MERTEMmEER,
MEFRTEREEA.

6. NTENZETMER, BFLRRAR IRNEFEERLE.
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PBS 100 pL 1T mL 2mL 10 mL 50 mL 500 mL

EdU B AIREZE /9 5 mg/kg, FREREDS 0.5~1 mg/mL,
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1. 5 EdU 35 (BASHES%E%K 2)

(1) FFFAR: KIBZPDRMmE, MISEEST. BRTEST. IPSiEsT.
BEEkTEA, HPLUSETsRE.

(2) FRICHTA: RAERCHEHKIBRASCI BNTE, NFEIEERAE
LERFAEIERE (< 12h) , KNS EEENAREET AR EK
FHEFRE (40 7 REEKAGE) .
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BRSO,

(4) BUEEER: RIBE PSR BROMIE, — RIS A SMALFIEEE
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(1) AR ZERREEE 208, ®X10min, ZEBHEE (100%,
95%, 85%, 75%) K&& 1R, X5 min, EEFKEE1R, &
IR 3 min,

Q) ETFAE: HERSEIER, IMNEERE, 4°CExE 10 min,
XI&EER, FPBSiE% 3R, X5 min,

T BRESRERSENEER, SERPRXEEANRITERE, EETHBLIMA 2
mg/mL HEEi&% 10 min, FHABNERER, BT PBS &k,

4. BYRFERT, BENEEAREAEER (FLRERE) , BTG
EBERIINEREER (0.5% Triton X-100 in PBS) , B4R,
=S 15 min, ERRBEREA PBS Bk 3R, R 5 min,

i BRI AR ENERRR, BRIGNE, EAREETEENE, ©H
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AN 50 UL 4% REEEER, =EES 20 min 5§, AREER.
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FE, RREREHRES-20°C, IHF—F, BE—BETiRE, U
B A RE .

i FEHSHES E R IR FXBMEA 5xiEkE A,
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RE£ES LA 10 ANEARE1
1xClick-iT EdU REZEdE (45 B) 860 plL
CuSO, (4% C) 40 uL
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BRFR 1 mL
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MR, BFLIDA 100 L Click-iT TEK, 199BSMH.

(t) =B s 30 min,

U\) MIEHA: KRRECEREY, F 3% BSAin PBS, &% 3R,
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TR R RIS, BRENEE R AR R,
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(—) LAPBS## Hoechst 33342 (4H%5 F) & 1:2000 & 1xHoechst
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(Z) TR RBREBE=, (J\)BY PBS, 0 100uL Hoechst 33342
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REBEIRERRERERE ETER) .

(=) mpEkEA: S0 100 pL 1xHoechst 33342 A%, =R LIE
B 15~30 min,

(PU) Bk Hoechst 33342 &7, IINIEE PBS i&Ei% 3 X, &)X 5 min,
A, #E (BRIDR)

(—) AR £ PBS, BRI AR 75%ZE2 2 min-85%
ZEE 2 min-95%ZE8 2 min-Jo/KZ B8 5 min-Fo/K B 5 min, #4787
K, MAZREH 5 min, #TER, REBTAFNZREREH, @t
A EMMAPHUREHITE A
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% (1EdU AEEAESERBEMRTES. /MR —& EdU
SLIERY R E VRAEREIEAKERY 1/5~1/10, BAMEERL9) 20~30%, AR
TRFREBNVARMBAEERERTEE, SALERER, F
ERFAIKATERY EdU 4-IERTIE],

(2)EdU SMERTRRE KGR~ MR SER AR A A
1,

()LIeRFINRAERT e EFEAS EdU BAREMEERTMAERER
EficH EdU 15578, TRESEMIRELSME GO/G1 BimMSEIREkt
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DREIETHERRSECRRLES.

(O TRBIEEER, ANREMIMEIER (B RIEAEEIR AS49, Hela EdU
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BFR, WTEER, AISERRIKE EdU SEREIVRE5TENH
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Fluorophore Excitation Emission
(nm) (nm) 1BREXF =R

YF®488 Azide 495 519 Fms FEERATR

YF®555 Azide 555 565 C6005 | Cell Counting Kit-8 (CCK-8) ZRREEMIHFIE

YF®594 Azide 594 617 C4041 |Calcein AM ($5E45E AM)

YF®647A Azide 650 670 C6034 | YF®488 Click-iT EdU 1B FrmiEtEiEa it HIE (FE5st)
Hoechst 33342, bound to DNA 350 461 C6044 | YF®555 Click-iT EdU B S (BT EssY)
NG H SRR A T B AGHORRE, MBRRAIRE, TSR EETRRTE C6045 | YF®594 Click-iT EdU BRI EmIidHIR (I &3Y)
igﬁggéa( 2 C6046 | YF®647A Click-iT EdU IR
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	产品货号
	E6032S/E6032M/E6032L
	储运条件
	-20℃避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。
	产品特点
	快速高效：点击化学反应，仅需几分钟可检测细胞DNA复制活性，准确检测细胞增殖能力；
	简便、精准：不需要DNA变性、蛋白酶处理、抗原抗体过夜孵育，能够更好地保护细胞形态；
	适用性广：适用范围广，适用于细胞和各种动物活体注射；
	使用方便：可搭配我司其它试剂使用，方便灵活。
	产品组分
	产品参数
	注意事项
	1.使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
	2.该产品对皮肤有不可逆损伤的可能性，请注意防护，避免吸入性风险。
	3.试剂保存：粉末在-20℃避光保存，1年有效；配置成溶液，-20℃避光保存，1个月有效，-80℃避光保
	4.请使用一次性手套，废液请妥善处理。
	5.本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品，不得存放于普通住宅内。
	6.为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

	自备材料
	1.耗材
	(1)离心管 (2)免疫组化笔

	2.试剂
	(1)无水DMSO (2)1×PBS (pH 7.2~7.6) (3)固定剂（丙酮）(4)通透液(0

	3.仪器
	荧光显微镜或流式细胞仪


	操作步骤
	一、动物EdU注射造模及组织切片染色
	（一）实验前须知
	（二）EdU标记
	1.动物EdU注射（具体参数可参考表2）
	(1)注射方式：依据客户实验而定，如腹腔注射、皮下注射、肌肉注射、尾静脉注射等方式，其中以腹腔注射为多。
	(2)标记时间：最佳标记时间依据具体实验目的而定，小肠等增殖快的组织宜采用短时间标记（< 12 h），大脑
	(3)标记浓度：最佳标记浓度依据具体标记时间而定，5 mg/kg剂量适合大部分实验。
	(4)取样部位：依据客户实验目的而定，一次标记可以对多种组织和器官切片，由于小肠上皮组织增殖较快，可以作为


	（三）切片处理
	1.切片前处理：组织器官最好进行清洗，以去除血液、组织或器官中残留的EdU，降低背景。
	2.切片厚度：3~10 μm为宜，切片过厚可能影响切片背景。
	3.切片后处理：
	(1)石蜡切片处理：二甲苯脱蜡2次，每次10 min，乙醇梯度（100%，95%，85%，75%）水合各1
	(2)冰冻切片处理：放置恢复到室温，加入适量丙酮，4℃固定10 min。去除固定液，用PBS清洗3次，每次

	4.将切片稍甩干，用组化笔在组织周围画圈（防止液体流走），稍干后在圈内加入适量通透液（0.5% Trit


	二、EdU标记细胞
	（一）EdU储液准备
	（二）细胞标记
	1.取对数生长期细胞，以每孔4×103~1×105细胞（可根据细胞大小、生长速度以及实验处理的具体要求调
	2.根据实验需要进行各种药物处理。
	3.用细胞完全培养基按一定比例稀释10 mM EdU储液至合适浓度后加入细胞中，混匀；设置不加 EdU 
	注：EdU的标记浓度需根据细胞类型加以调整，建议以10 μM的初始浓度进行摸索。
	4.细胞培养箱中孵育2 h。
	注：最佳孵育时间与细胞周期有关，大多数肿瘤细胞系均可采2 h的孵育时间。EdU浓度与孵育时间相关，短

	（三）细胞固定及促渗
	1.孵育完成后，去除培养基。以1×PBS清洗细胞两次，每次5 min，以除去未掺入DNA的EdU残留，贴
	2.每孔加入50 μL 2 mg/mL甘氨酸溶液，室温孵育5 min，中和残留的固定液。
	3.以每孔100 μL 3% BSA洗涤细胞2次。
	4.去除洗涤液，加入100 μL 0.5% Triton X-100，室温孵育10 min。


	三、EdU检测
	（一）准备1×Click-iT EdU反应缓冲液（组分C）：10×组分C试剂以去离子水稀释10倍即可。
	（二）制备一份5×的Click-iT EdU反应添加物储液（组分E）：加0.3 mL去离子水至30 mg的
	（三）准备1×Click-iT EdU缓冲液添加物：以去离子水稀释5×储液至1×，溶液应新鲜配制，当天用完
	（四）依据表3准备Click-iT反应混合物。表3要求添加的组分对于反应来说非常重要，否则反应无法有效进行
	（五）切片样本：去除步骤一/（三）/4的PBS，加入100 μL Click-iT反应混合物（表3）至每个
	（六）细胞样本：去除促渗剂，每孔100 μL的3% BSA洗涤液洗涤2次。每孔加入100 μL Click
	（七）室温避光孵育30 min。
	（八）切片样本：去除反应混合物，用3% BSA in PBS，清洗3次。
	（九）细胞样本：除去Click-iT工作液，以100 μL 3% BSA洗涤细胞2 次后，去除洗涤液，加入
	（十）切片样本：（加强）加入适量甲醇清洗2次，覆盖样本即可，每次5 min。去除甲醇，加入适量PBS清洗3

	四、DNA复染
	（一）以PBS稀释Hoechst 33342（组分F）储液1：2000至1×Hoechst 33342溶液
	（二）切片样本：去除步骤三，（八）的PBS，加入100μL Hoechst 33342溶液至每个切片，覆盖
	（三）细胞样本：每孔加100 μL 1×Hoechst 33342溶液，室温避光孵育15~30 min。
	（四）去除Hoechst 33342溶液，加入适量PBS清洗3次，每次5 min。

	五、封片（组织切片）
	（一）石蜡切片：去除PBS，将石蜡切片依次放入75%乙醇2 min-85%乙醇2 min-95%乙醇2 m
	（二）冰冻切片：去除PBS，向样本上加入中性树胶进行封片。

	六、成像及分析
	七、染色效果图（图2）

	FAQ
	1.问：什么样的信号才是真正的EdU阳性信号？
	2.问：整个细胞都有EdU信号，或背景信号很强是什么原因？怎么解决？

	相关联产品

