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biotin-TUNEL fAlEAT XS

£55: B0068

FitRM: A miET-20°CHErF, B Al B G B
¥, BRREKE. BREANIMIE.

85 A EFo G ERRNERMOE. FE, EMREK, HE
PRI

EmEn:
(20T) (50T)

IA.Biotin TUNEL Reaction Buffer 1 mL 2x1.25 mL
B.TdT fig 40 pl 100 pU
C.Streptavidin-HRP 20 L 50 ul
D.Streptavidin-HRP #&RER& 1 mLU 2x1.25 ml
E. 20* DAB solution 50 U 125 pU
F. Stabilized Peroxide Buffer 1 ml 2x1.25 mL|
G. 10xChromogenic Enhancer 100 pl 250 pl
H. Proteinase K (2 mg/mL) 40 ul 100 pL
I. DNase | (2 U/pL) 5 pl 13 L
U. 10 x DNase | Buffer 100 py 260 pL|

FEmiEN:

AT — N E2EE 2R DNA B0, XMIEMIE
BERNRHENE, PENRERER DNA RER£97 180bp-200bp
ROEEENE, RIMIRAETEERER kP EIERAIE Ladder EE, &
HHIERA TUNEL %, RIFRIRIEIEREERERES (Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase, TdT) fE/AT4RiEHTZ DNA fJ 3'-OH
RinEBNEYER (Biotin) #RICHY dUTP (Biotin-X-dUTP), BE/E
FERIT S YIEE (HRP) #RCH Streptavidin(Streptavidin-HRP)
BRES, &EE HRP BEWTETD DAB BERETATAE, N
MBS E B BAEMRF AT AL, AT ESAEERE
{EAY4BITLTIRAE DNA HOBTSE, EMiRE 3-OH Rk, RAOBERR
&, TUNELERTLUSIRMRIXT AT AIBE R TR, mARAsE
R ERRERBRIZYN AT TOASARAT DNA SERTZAI4EN, B—ME R,
BRI,
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EAB*:

SRt (B%)

PBS &Mk (1x,pH7.4)

0.4% Triton X-100 (PBS #giH)

0.1% Triton X-100 (PBS #g#l, E& 5 mg/mLBSA)
A%ZEEEE (PBS El)

EANE

BEAR (ARSI REEA). AR ARG
MRS EEERE R

30% H202

To/KEREE

SRS

ddH20

2. (UBEEE: HEENME

=R

1. FEREREETRRNEOEER, BT8R,
2. BREINRT HRP BIDHIVER, SER P IBEDERS B BRI MINKF,
3. TEBEASTIRERR, TRk LRME, BoRSRE, &Y
EDRERRHRED S, -20 CESLRE.

4. TUNEL RRi&. Streptavidin-HRP T{Ei&. DAB BEKIIEIA
MA.

5. DAB EEEENEN, ESEENEHIEZE, REBFE. 085
B, BREEEER. RIESRIRA,

6. RS EAYEEIERS, TULSHEERES; H0, &
TREEREEECE), WA,

7. FERUR RS H EFEFR T EBAEA.

8. ATHEMRLTEE, BEEEHEENIRELSNE.

SR
FER—: BiFdnR
1. SRSk :
(1) WEFISFAESRESOET,
(2) 1000 rpm, ZEELS min, IVORFE EER.
2. HRERSiTE:
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5100 uL PBSER, 1000 rpm{BiEE(S5 min, £ &,
i BHEEVEREEERATE, RELRASWREAZEE—HED

BUB3 L5 (

8], BRAIRIENAMESLNKMRIEREE, URAE FIE e
DB AE.
3. BE=E:
(1) IMANEE4%ZREE (PBSES)) ROESMME, 4 CEE
30min, 2000 rpmE(5 min, PBSE2IX,
4. B\E:
(1) SINER0.4% TritonX-100 (PBSELH) , Z=EiEiEiE20 min,
2000 rpmEi»5 min, PBSi&iE2R,
5. iR EAMEEE:
(1) SAMERINAI00 uLEBRI3% H0,8 (FEE : ddH0
H:0,=8:1:1; FEFeH]) , REWRESMAR, =R
20 min, LUKEAIEPIRRISEERE, FIERPBSER2R.
6. $EE$B|=. TUNEL REL,
BET: MEmpskamEes
1. fHRELLIE:
(1) 1Bai—RIEFUARP IR, (B4R ARDARI70%~85%,
BN EE S IR AR SEAG IR T T IR AR,
2. #HpiEsk:
(1) EEEEFRPIREMEETR,
(2) 1R{EEFIRAE, AR RATRAIPBS R ESER MM —R (IR0 :
96FLHRIN100 uL/FL, 48FLARINTS0 pL/FL, 24FL4RAN250 L/
FL, 1274RAN500 pL/FL, 6FLARANT mL/FL) . FEiREWRI%PBS,
i NSRRGSR, STLATIEH BRI E S,
3. BE=E:
(1) INEBA%SEEE (PBSES) ROESMHE, 4 CEE30
min, 2000 rpm&:>5 min, PBSi&%2R.
4. BE:
(1) SINER0.4% TritonX-100 (PBSEZH) , Z=EiEi@EiE20 min,
2000 rpmEi»5 min, PBSi&EiE2R,
5. MRS EAMEEE:
(1) SAMERINA100 uLEBRI3% H0,8K (FEE : ddH0
H20,=8:1:1; FEfFeH]) , REWRESMAR, =B
20 min, LUKEAMEPIRRISENERE, FISRPBSER2R,
6. $E$|=. TUNEL REL,
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(1) BRENAEFIREL, HET60 CHUEFHEHGC0 min.

- ,/'

Pt

1 1
\

2. BRigSkk:

(1) ZERHEHE10 min, MAFER R, BEE10 min, T
IKZEES min, 95%ZEE5 min, 90%ZEE5 min, 70%ZEE5 min,
ddH,0}Hi%E5 min, iR,

(2) BB TH A REARENRE, ReREBNERITHALE, L
ETBESRC.

i ZHRRES, SFER, BEERNETHRTIHERE,
3. iBiE:

(1) #1 :5089L04, 52 mg/mLEgEES> C(Proteinase K)i&i&FAPBS
RRRELIREA0 pg/mL, MR LFEMNI00 UL, EERES
SEHAXLE, 37 °CHEE30 min,

it B CAIBEAREIZIE, NMEELLRORBEATOHA
MIZHITIREL, IRESINCIER, BN EHKSENBR) R RS
PERSBRPMNEIR F ERGERIXEG, iR AT SESRE A E AR TS,
MIIRCHER, HEIEFNER, B CRIRE. BEiE. BES
RIEARR BB AT

4. ki%:

(1) BEEABAPBSER=IR, &KR5 min, FEERESRN
IR, BUEFRE AR EEPRFEE. AR ER
REVEBE F#HITHT.

i X—SwaEEs CikisT
5. PR SR :

(1) BMHBINAI00 uLEBRIZ% HO0,AK (FRES : ddH,0 :
H.0,=8:1:1; #iffcH) , BEWRESME, EREEHT
20 min, LUKEMBEAIRINISCERS, HESAPBSIEE2R,

6. #$B=. TUNEL TR,
BERN: &5IR
1. B=E:

(1) BE: BHKEDR, FAEREEER, BIARRBNIRSRE
BB (PBSERH)) 1, =BEE30 min, B FH#ARAPBSE
=R, 8X10 min,

it EROREEEATE, MINSEREHR. UERERTETRE
INER 2 mg/mL HREERE 10 min, FFRRBNEER, BT
PBS i&iE.

. BNAFETHEEANNCR AL

()
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2. BiE:

(1) $1 : S0B9LLRY, $62 mo/mLENES CARAPBSHBEELIRE
40 pg/mL, A/ MEA LiEIN100 pL, EAREEE BRI,
37 °C§EE30 min,

iE: B C AIBEAREIZIE, NMEESLRIOREEFTOHA
MIHITIREL, RSTNCHEE. WENEHKSENABR) RS
RSB NEIR A ERCEIIXGG, TRENATREERE AT,
FIARICHER. NERIEFIER, H5 C(Proteinase K)ATRE. ¥
BiYE., RERRIEAERBEEREARHITI.

3. k&

(1) BYRHEABAPBSER=R, &R5 min, FERRESRN
RIR, BRI AR PRFEE. ARARIER
RAVEIEE T#HITONT.

i X—SRIBAES CikigTg, BUSMETHESAITFERAL
4. iR EEREEA :

(1) 8AMERIIA100 uLEBRI3% H0.i8M (FRES : ddH,0 :
H,0,=8:1:1; #ffcH)  BEWRESME, ZRECHT
20 min, LUKEMERIRASSENERS, BEERPBSER2IR.

5. $35|,=, TUNEL JRL,
BFER: AiEkE

(1) #1: 10M9LLBIFddH20354853)(10x DNase | Buffer)#HERk 1

xDNase | BuffergzFl.

i#&AN100 pL 1xDNasel BufferB|EAMBRIHEAR £, BELLHE

AKX, =BFES min,

FH1xDNase | BufferlA1 : 100#848451(DNase | (2 U/uL)E
£iRE20 U/mLNTIER,

#ZXBuffer, MA100 PLREF20 U/mLAIDNase ITIER, =
BIFE15 min, FERKARIEARREAREHTRIEEE,
JAEXEA15~30 min,

i RREATILAEIRMEE 15 min; YIRHEARILL 37°CHEE 30 min

(5) #ADNaselI{F#&, PBSiE2R.

T PR BB TR A R IR, B Y B PR = TUNEL
ML,
%4 B=. TUNELREL

)

(3)

@

TUNEL RRRi:
1. Bl TUNEL RRHR :
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(1) MEHA, Kk EBRTRSY, BTRKRERH, PBHERIAT
£ ¢ 45 B(TdT Enzyme) B9 4 4> A(Biotin TUNEL Reaction

L )

Buffer),

TUNEL Rz | 1M 54 | 107 | 50 M | 100 4
il x x x X (=N
H9 B 2 uL 10 uL | 20 pL | 100 pL | 200 L

480 p
Ho A 48 puL | 240 pL 24 mL | 4.80 mL
L
TUNEL iR 500 p
50 uL | 250 pL 2.5 mL 5mL
AT L

it REREINEEEFESE, SIERSEHARRBREIRC,
2. XTFURERANAE . ARiA RSB RYIFA
(2) 7ERESREINS0 ul TUNELRRZK, 37 CCBEIEE60 min, 55

A A RIB AR AR TR, HRKXAEN60~120
min,

iE: 50 uL TUNEL isRES IR, TIREE 96 FLik. 48 FlLiR. 24 7L

REg 12 FUREI—FL, SNRE 6 FUMRFPEI— L TUNEL AR

{$£F3 100 pL.

i MRS R AR A TIREAE 24 FUAR. 12 FUAREE 6 LIRS,

AILAERRFEARE, SBTEREAEHESE B ESR BT

BREEFLER/INORTZEBRL S, 00 TUNEL AR B =ERR L, TLL

5Lk TUNEL #&iikER %, FEFE TUNEL RSO B=itR. BT

HFEEANEREEERRARE—MASEE—5, FFERFZIMIREH

BoinE, HEAERETBAREESIFNEER R, EaILARRE

AERE— M XIGHTRE, FENEIEES RTINS RN

PRFINNEEXLMRRRRE, MMRERD TUNEL IRRYZER .

i B ARIBA R ARREUH TAE, MR mENEEHE

£ 60 min, BRY R HEREWFSETE 120 min,

(3)FETUNELREIR, PBSIEHERE, BBFF0.1% TritonX-100 (PBS

Fedl, HPE&5 mg/mL BSA) iEWE3IR, &IR5 min, (EFEM
RRBRCYERT S,
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3.3 TR AR AR EE
(1) 8/MEAEIAS0 L TUNELR R Z SN, 37 Gt
1¥530 min, 8R10 minBNERKRITFREEIME.
i IEFERKARIEARNAEEILETRIERE, FEXEHN15~30
min,
(2) 2000 rpmEy5 min, HERTUNELKRESK, FI0.1% TritonX-100
(PBSEZHI, EFS5 mg/mLBSA) &2k, &)X5 min, &
BRI R AR SR T2,
4.Streptavidin-HRP T{E#&#1 DAB & & & AIBCH
(1) Streptavidin-HRPT{Ei&aVEeH (ETLA) :

V20260410

(2) DABE & 8380 S] (AR -

DAB Z &SR RET 100 M
1 ANEEZS | 5 ANEEZS [10 MEARB0 M
il PN

A G

(10xChromogenic| 5 pyL | 25 pL | 50 pL | 250 pL | 500 pL

Enhancer)

ddH,0 45 yL | 225 L | 450 pL |2.25 mL| 4.5 mL
BYWAFR 50 pL | 250 pL | 500 pyL | 25mL | 5mL

Streptavidin-HRP 10 MR 100 ¢
1AEER |5 MR 50 MEA
T{EHEH F:S ZiS

iz
C(Streptavidin-HRP| 1 pL 5upL | 10 pL | 50 pL | 100 pL
)

iz
D(Streptavidin-HRP| 49 pL | 245 pL|490 pL (245 mL| 49 mL
Buffer)

Streptavidin-HRP

50 uL |250 pL|500 pL|2.5mL | 5mL
TERISATR

iE: Streptavidin-HRP T{ERECHIAIHRE K LIRF, BRES, R
RIZIES.

(1) DABR&iKEH (MEHA) :

ZIRFINAEES, 3%69 H202 TIECTIA (PBS #H)

100 M
DAB ZERECH] |1 MEA |5 MEAR 10 MFEARS0 MER *
284> E(20xDAB
25 L | 125 pyL| 25 pL | 125 pL | 250 pL
Solution)

284> F(Stabilized
44 yL | 220 pL | 440 pL | 22 mL | 44 mL
Peroxide Buffer)

3% H,0, 35 L |17.5 uL| 35 uL | 175 pL | 350 L
BRER 50 uL | 250 pL | 500 L | 25mL | 5mL

iE: R H202 BERA SR MIE TRENSS HRP P45
&R,
i B9 EERRBRTERMEARSRS.
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iT: DAB EEIGEREHI RS, mBNIBERHITIRE,
SHmER

(1) HRPIEE: SMEEATEINS0 uL Streptavidin-HRPITER, IN=

PR RRE, 37 “CEBEIFE30 min,

i WNSR{EF 6 FUREEA, EEIIN Streptavidin-HRP T{E#g 100 L,
B AREZARTLUELEE Streptavidin-HRP TERIATR, Es5ee
BEERT,

(1) #&i%: mFStreptavidin-HRPIEMR, FIPBSYEIR3IR, B8IR5

min,
(2) DABEf: SMHATEMS0 UL DABREHRK, =RBUEES
min,

it EEERETREERME FENMRESIER, MBI
Nire/ifEENE. SELHEEEN, ZARIERE, FEERN
SEMETLREESERHTRITEE, FEKXEZ 1~30 min,
(3) &RI-BE:RF DAB Bk, F PBS MEifHEA 3%, &K 5 min,
&I RERRN
(4) BEEE (AE) -
TR
(5) SAEATEM 50 uL DAB Bk, =RESLFE 5 min, X
REEERKR, A PBS MkHR 3R, 8K 3 min, hIHEEEE
R,
(6) BEFR (k) : WIHARRERRPESLER, =EHS
3~5min, PBS ¥E&HEEA 3R, &K 3min,
(7) BUKERSHA (REDAERTE) @ PRARREN 95%Z
EZRE7K 5 min—100% ZEERR7K 2 MR, &R 3 min—ZFRZKIERR 2
R, 8RS min; EINREREE, MESRE, BRERSER
BRE A
(8) FRRMRIRZESARATHRIR, MEEAREN 100 uL PBS {RSHAIR
i, MBEITENFRE PO,

DAB BBRXEFH S IERESHAHE
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	1.收集与洗涤细胞：
	（1）收集待测悬浮细胞悬液至离心管中。
	（2）1000 rpm，室温离心5 min，小心吸弃上清液。

	2.细胞重悬与计数：
	（1）使用PBS重悬并细胞计数。
	（2）取3~5×10⁶ 个细胞，1000 rpm低速离心5 min，去除PBS。
	（3）使用100 μL PBS重悬。1000 rpm低速离心5 min，去除上清。

	3.固定：
	（1）加入适量4%多聚甲醛（PBS配制）充分重悬细胞，4 ℃固定30min。2000 rpm离心5 min

	4.通透：
	（1）加入适量0.4% TritonX-100（PBS配制），室温通透20 min。2000 rpm离心5

	5.内源性过氧化物酶封闭：
	（1）每个样品加入100 μL左右的3% H2O2溶液（甲醇∶ddH2O∶H2O2=8∶1∶1；新鲜配制）

	6.转步骤三、TUNEL反应。
	方案二：贴壁细胞或细胞爬片
	1.细胞处理：
	（1）提前一天在孔板中接种细胞，使得细胞汇合度达到70%~85%，待细胞贴壁后按照实验设计处理细胞。

	2.细胞清洗：
	（1）直接在培养板中吸弃细胞培养液。
	（2）根据培养板规格，加入对应体积的PBS轻柔洗涤细胞一次（例如：96孔板加100 μL/孔，48孔板加1

	3.固定：
	（1）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 mi

	4.通透：
	（1）加入适量0.4% TritonX-100（PBS配制），室温通透20 min。2000 rpm离心5

	5.内源性过氧化物酶封闭：
	（1）每个样品加入100 μL左右的3% H2O2溶液（甲醇∶ddH2O∶H2O2=8∶1∶1；新鲜配制）

	6.转步骤三、TUNEL反应。
	方案三：石蜡切片
	1. 烘片：
	（1）将石蜡切片置于切片架上，放置于60 ℃烘箱中烤片60 min。

	2. 脱蜡与水化：
	（1）二甲苯中脱蜡10 min。换用新鲜的二甲苯，再脱蜡10 min。无水乙醇5 min。95%乙醇5 m
	（2）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。

	3. 通透：
	（1）按1∶50的比例，将2 mg/mL的组分C(Proteinase K)溶液用PBS稀释至终浓度40 

	4. 洗涤：
	（1）将切片样本浸入PBS漂洗三次，每次5 min，用滤纸吸去多余的液体，将处理好的样本放在湿盒中保持湿润

	5. 内源性过氧化物酶封闭：
	（1）每个样品加入100 μL左右的3% H2O2溶液（甲醇∶ddH2O∶H2O2=8∶1∶1；新鲜配制）

	6. 转步骤三、TUNEL反应。
	方案四：冷冻切片
	1. 固定：
	（1）固定：取出冰冻切片，并回温至室温。将切片样本浸入4%多聚甲醛（PBS配制）中，室温固定30 min。
	（2）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。
	（1）按1∶50的比例，将2 mg/mL的组分C溶液用PBS稀释至终浓度40 µg/mL，在每个样本上滴加

	3. 洗涤：
	（1）将切片样本浸入PBS漂洗三次，每次5 min，用滤纸吸去多余的液体，将处理好的样本放在湿盒中保持湿润

	4. 内源性过氧化物酶封闭：
	（1）每个样品加入100 μL左右的3% H2O2溶液（甲醇∶ddH2O∶H2O2=8∶1∶1；新鲜配制）

	5. 转步骤三、TUNEL反应。
	方案五：阳性处理
	（1）按1∶10的比例用ddH2O将组分J(10×DNase I Buffer)稀释成1×DNase
	（2）滴加100 µL 1×DNaseI Buffer到已处理的样本上，覆盖全部样本区域，室温平衡5
	（3）用1×DNase I Buffer以1∶100稀释组分I(DNase I (2 U/μL))至
	（4）弃去Buffer，加入100 μL浓度为20 U/mL的DNase I工作液，室温孵育15 m
	（5）弃去DNaseI工作液，PBS清洗2次。
	转步骤三、TUNEL反应。

	TUNEL反应：
	1. 配制TUNEL反应液：
	（1）现配现用，冰上轻柔混匀，按下表体系配制，阴性对照仅加入不含组分B(TdT Enzyme)的组分

	2. 对于贴壁细胞、细胞涂片或组织切片：
	（2）在样品上加50 μL TUNEL反应液，37 ºC避光孵育60 min，孵育时长可根据不同的样
	（3）弃去TUNEL反应液，PBS清洗2次后，再用0.1% TritonX-100（PBS配制，其中

	3.对于悬浮细胞或细胞悬液
	（1）每个样本管加入50 μL TUNEL反应液轻轻重悬细胞，37 ℃避光孵育30 min。每隔10
	注：孵育时长可根据不同的细胞类型进行灵活调整，调整区间为15~30 min。
	（2）2000 rpm离心5 min，弃去TUNEL反应液，用0.1% TritonX-100（PB

	4.Streptavidin-HRP工作液和DAB显色液的配制
	（1）Streptavidin-HRP工作液的配制（现配现用）：
	（1）DAB显色液配制（现配现用）：
	（2）DAB显色增强液配制（现配现用）：

	5.样品显色
	（1）HRP孵育：每个样本滴加50 μL Streptavidin-HRP工作液，加盖防蒸发膜，37
	（1）洗涤：吸弃Streptavidin-HRP工作液，用PBS洗涤3次，每次5 min。
	（2）DAB显色：每个样本滴加50 μL DAB显色液，室温避光孵育5 min。


