
biotin-TUNEL 细胞凋亡试剂盒

货号：B0068

存储条件：-20℃储存。

产品组分：

20T 50T

A.Biotin TUNEL Reaction Buffer 1 mL 2×1.25 mL

B.TdT 酶 40 μL 100 μL

C.Streptavidin-HRP 20 μL 50 μL

D.Streptavidin-HRP 稀释液 1 mL 2×1.25 mL

E.DAB 浓缩液（20×） 50 μL 125 μL

F. DAB 稀释液 1 mL 2×1.25 mL

G.显色增强剂（10×） 100 μL 250 μL

H.Proteinase K (2 mg/mL) 40 μL 100 μL

I.DNase I (2 U/μL) 5 μL 13 μL

J.10×DNase I Buffer 100 μL 260 μL

注:

(1) 组分 A、C、E、F 需避光保存。

(2) 组分 B、C、H、1 请注意冰上操作。

(3) 组分 F 避免反复冻融，建议分装保存。

(4) 使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。

产品简介：

细胞凋亡的一个显著特点是细胞染色体 DNA 的降

细胞发生凋亡时，一些 DNA 内切酶被激活，这些内

切酶会切断核小体间的基因组 DNA，产生 180 bp-

200 bp 的 DNA 片段，断裂的 DNA 片段暴露出大量

的粘性 3'-OH 末端，可在脱氧核糖核苷酸末端转移酶

（TdT）的催化作用下，与生物素（Biotin）-dUTP 结

合，随后和辣根过氧化物酶（HRP）标记的 Strep-

tavidin（Streptavidin-HRP）结合，最后在 HRP 的

催化下通过 DAB 显色来显示凋亡细胞，从而通过光学

显微镜直接进行凋亡细胞的检测，这类方法称为脱氧核

糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法（Terminal

-deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP

nick end labeling, TUNEL）。

本试剂盒应用范围广，可用于检测冷冻或石蜡切片

中的细胞凋亡情况，也可检测培养的贴壁细胞或悬浮细

胞的凋亡情况。可选择性的检测凋亡细胞，而非坏死细

胞或因辐照和药物治疗而造成的 DNA 链断裂的细胞。

使用方法：

实验材料（自备）

PBS 缓冲液（pH~7.4）

0.4% Triton X-100（PBS 配制）

1%Triton X-100（PBS 配制）

石蜡切片处理相关试剂

4%多聚甲醛（PBS 配制）

免疫组化笔

3% H2O2（甲醇：ddH2O：H2O2=8:1:1；新鲜配制）

中性树脂

ddH2O

注意事项：

1. 荧光物质均易发生淬灭，染色后的样品宜避光保存。

2. 在使用 DAPI 荧光封片剂的情况下，虽然可减缓淬灭，

仍需尽量避光。

3. 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套

操作。

实验设计

A. 阳性对照（可选）：

DNase I 处理制备阳性对照载玻片。DNase I 可以消化

单链或双链 DNA 产生单脱氧核苷酸或单链或双链的寡

脱氧核苷酸的核酸内切酶，人为造成细胞凋亡。

B. 阴性对照（可选）：

使用不含 TdT Enzyme 的 Biotin TUNEL Reaction

Buffer，用 ddH2O 替代 TdT Enzyme。

C. 实验处理组。

D. 实验对照组。



实验步骤

1. 样本准备：

（1）对于贴壁细胞或细胞涂片

a. PBS 清洗 1 次。

注：如果担心细胞涂片的细胞贴得不牢，可以干燥样品使细胞贴得

更牢。

b. 固定：加入适量 4%多聚甲醛（PBS 配制），4℃固

定 30 min。PBS 清洗 2 次。

c. 通透：加入适量 0.4% Triton X-100（PBS 配制），

室温通透 20 min。PBS 清洗 2 次。

d. 封闭：每孔加入 100 μL 左右的 3% H2O2 溶液，

并使其充分覆盖细胞，室温避光封闭 20 min，以灭活

细胞内源的过氧化氢酶，随后用 PBS 清洗 2 次。

e. 转步骤 2. TUNEL 反应。

（2）对于悬浮细胞或细胞悬液

a. 收集细胞（3-5×106个细胞），1000 rpm 离心 5 min，

PBS 清洗 2 次。

b. 固定：加入适量 4%多聚甲醛（PBS 配制）充分重悬

细胞，4℃固定 30 min。2000 rpm 离心 5 min，PBS

清洗 2 次。

c. 通透：加入适量 0.4% Triton X-100（PBS 配制），

室温通透 20 min。2000 rpm 离心 5 min，PBS 清洗 2

次。

d. 封闭：每孔加入 100 μL 左右的 3% H2O2 溶液，轻

轻吹吸重悬细胞，室温避光封闭 20 min，以灭活细胞

内源的过氧化氢酶，随后用 PBS 清洗 2 次。

e. 转步骤 2. TUNEL 反应。

（3）石蜡组织切片

a. 烘片：将切片样本置于烘箱中，60℃烘片 1h。

b. 脱蜡与水化：将切片样本依次浸入二甲苯 I（10 min）

→ 二甲苯 II（10 min）→ 100％乙醇 I（5 min）→

100％乙醇 II（5 min）→ 95%乙醇（5 min）→ 90%

乙醇（5 min）→ 80%乙醇（5 min）→ 70%乙醇（5

min）→ ddH2O（5 min）→PBS（5 min）。

注：二甲苯有毒，易挥发，请在通风橱中进行此操作

c. 用滤纸吸干切片样本周围液体，用免疫组化笔圈好样

本轮廓，以便下游通透与标记。

注：若在后续实验操作中发现免疫组化笔画的轮廓圈被破坏，需及

d. 通透：按 1: 50 的比例，将 2 mg/mL 的 Proteinase 

K 溶液用 PBS 或 ddH2O 稀释至终浓度 40 µg/mL，在

每个样本上滴加 100 µL，使溶液覆盖全部样本区域，

37℃孵育 30 min。

注：Proteinase K 可通透细胞膜和核膜，从而使后续步骤的染色

试剂充分进入细胞核进行反应，提高标记效率。孵育时间过长会增

加组织切片在后续洗涤步骤中从载玻片上脱落的风险，过短则可能

造成透性处理不充分，影响标记效率。为得到更好的结果，

Proteinase K 的浓度、孵育时间、温度需根据不同类型组织样本

进行优化。

e. PBS 漂洗切片 3 次，每次 5 min。

注：这一步必须把 Proteinase K 洗涤干净，否则会严重干扰后续

的标记反应。

f. 封闭：将切片样本浸入 3% H2O2 溶液中，室温

（15-25℃）封闭 20min，以灭活切片内源的过氧化

氢酶。

g. PBS 漂洗切片 3 次，每次 5 min，用滤纸吸去多余

的液体，将处理好的样品放在湿盒中保持湿润。

h. 转步骤 2. TUNEL 反应。

（4）冰冻组织切片

a. 固定：取出冰冻切片，并回温至室温（玻片上无水

汽）。将切片样本浸入 4%多聚甲醛（PBS 配制）中，

室温固定 30 min。PBS 缓慢漂洗 3 次，每次 5min。

注：若是担心甲醛清洗不干净，影响最终染色效果。可在甲醛固定

完成后加入适量 2 mg/mL 甘氨酸清洗 10 min，中和残留的

固定液，再进行 PBS 清洗。

b. 通透：将切片样本浸入 1% Triton X-100（PBS 配

制）中，室温促渗 5 min。

注：孵育时间过长会增加组织切片在后续洗涤步骤中从载玻片上脱

落的风险，过短则可能造成透性处理不充分，影响标记效率。

c. PBS 漂洗切片 3 次，每次 5 min。

d. 封闭：将切片样本浸入 3% H2O2 溶液，室温孵育

20 min，以灭活切片内源的过氧化氢酶。

e. PBS 漂洗切片 3 次，每次 5 min，用滤纸吸干切片样

本周围液体，用免疫组化笔圈好样本轮廓，以便下游标

记。将处理好的切片放在湿盒中保持湿润。

注：若在后续实验操作中发现免疫组化笔画的轮廓圈被破坏，需及

时补画。
时补画。



f. 转步骤 2. TUNEL 反应。

（5）阳性处理（仅阳性对照进行此步骤，其他样品直

接进行 TUNEL 反应步骤）

a. 按 1: 10 的比例用 ddH2O 将 10×DNase I Buffer

稀释成 1× DNase I Buffer 备用。

b. 滴加 100 µL 1× DNase I Buffer 到已处理的样本上，

覆盖全部样本区域，室温平衡 5 min。

c. 用 1× DNase I Buffer 以 1: 100 稀释 DNase I（2 U/

μL）至终浓度 20 U/mL 的工作液。

d. 弃去 Buffer，加入 100 μL 浓度为 20 U/mL 的

DNase I 工作液，室温或 37℃处理 15~30 min（仅供

参考：细胞样本可以室温孵育 15 min；切片样本可以

37℃孵育 30 min）。

e. 弃去 DNase I 工作液，PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

f. 转步骤 2. TUNEL 反应。

2.TUNEL 反应

（1）配制 TUNEL 反应液（即用即配）：

TdT

1 个样品 5 个样品 10 个样品

酶 2 μL 10 μL 20 μL

Biotin TUNEL

Reaction Buffer 48 μL 240 μL 480 μL

TUNEL 反应液

总体积 50 μL 250 μL 500 μL

（2）每个样本加入 50 μL TUNEL 反应液，使反应液

均匀覆盖样本。37℃孵育 60 min。

注：50μL TUNEL 反应液适合涂片、切片或 96 孔板（其他不同

孔板可以适当调整 TUNEL 反应液体积，覆盖细胞即可）。如果

待检测的样品为涂片、切片或在 24 孔板、12 孔板或 6 孔板中，

可以使用防蒸发膜，或自行尝试使用自封袋或者其它适当材料自行

裁剪成比孔略小的圆形塑料片，滴加 TUNEL 反应液后覆盖在样

本上，可以防止 TUNEL 反应液蒸发，并且使 TUNEL 反应液均

匀覆盖样本。

（3）弃去 TUNEL 反应液，PBS 清洗 1 次，再用 PBS

（含 0.1% TritonX-100 和 5 mg/mL BSA）清洗 3 次。

3. Streptavidin-HRP 工作液和 DAB 显色液的配制

（1）Streptavidin-HRP 工作液的配制（即用即配）：

1 个样品 5 个样品 10 个样品

Streptavidin-HRP 1 μL 5μL 10μL

Streptavidin-HRP 稀释液 49 μL 245μL 490μL

Streptavidin-HRP 工作液

总体积
50 μL 250μL 500μL

（2）DAB 显色液的配制（即用即配）：

1 个样品 5 个样品 10 个样品

DAB 浓缩液（20×） 2.5μL 12.5μL 25μL

DAB 稀释液 47.5μL 237.5μL 475μL

总体积 50μL 250μL 500μL

注：1）不要使用含有叠氮化钠的缓冲液，叠氮化钠是一种 HRP

抑制剂。

2）DAB 浓缩液（20×）/DAB 稀释液必须完全融化混匀后使用。

3）配制好的 DAB 显色液可在 4℃避光稳定保存 5 天，工作液内

出现的任何沉淀均不影响染色。对于出现沉淀的工作液，建议高速

离心后取上清使用。

（3）DAB 显色增强液的配制（现配现用）：

1 个样品 5 个样品 10 个样品

显色增强剂（10×） 5μL 25μL 50μL

DdH2O 45μL 225μL 450μL

总体积 50μL 250μL 500μL

注：显色增强剂（10×）必须完全混匀后使用。

4. 样品显色

（1）每个样本加入 50 μL Streptavidin-HRP 工作液，

37℃避光孵育 30 min。

注：50 μL Streptavidin-HRP 工作液适合涂片、切片或 96 孔板

（其他不同孔板可以适当调整 Streptavidin-HRP 工作液体积，

覆盖细胞即可）。为防止 Streptavidin-HRP 工作液蒸发，建议

在样本上覆上防蒸发膜。

（2）弃去 Streptavidin-HRP 工作液，PBS 清洗 3 次。



（3）每个样本加入 50 μL DAB 显色液，室温避光孵

育 1~30 min 或更长时间，孵育时间根据样本显色情况

而定，若无背景出现则可继续孵育至显色达到预期深浅。

（4）去除 DAB 染色工作液，用 ddH2O/PBS 冲洗样

品 3~5 次以中止显色反应。

（5）（可选）DAB 显色较浅时或需进一步增强信号时，

可选显色增强步骤。

a. 最后一次洗涤完毕后，去除 ddH2O/PBS，加 50 μ

L 显色增强液，确保能充分覆盖样品。室温避光孵育

1~30 min 或更长时间， 孵育时间根据样本显色情况

而定，直至 DAB 在表位处产生的浅棕色沉淀变成深棕

色沉淀且无明显非特异及背景着色。

b. 去除显色增强液，用 ddH2O/PBS 冲洗样品 3~5 次

以中止增强显色反应。

（6）（可选）切片样本：加入适量苏木素染色液或甲

基绿染色液进行细胞核染色。弃去染色液 PBS 清洗 2

次。

（7）（可选）切片封片：每个样本滴加 50 μL 中性树

脂，盖上盖玻片，用镊子的钝端轻轻敲击盖玻片，去除

气泡以使封片完全。

（8）用滤纸吸去多余的液体，向样本区域加 100 μL

PBS 保持样本湿润，立即在光学显微镜下分析样本。

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．叠氮化钠对 HRP 有抑制作用，实验中请勿使用含有

叠氮化钠的试剂。

3．本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不

得用于食品和药品，不得存放于普通住宅内。

4．为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套

操作。


