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细胞增殖的意义

         细胞增殖（Proliferation）是生活细胞的重要生理功能之

一，是生物体的重要生命特征，是生物体生长、发育、繁殖

和遗传的基础。
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细胞增殖的方式

细胞以分裂的方式进行增殖。

真核生物的分裂方式：

有丝分裂：真核细胞增殖的主要方式

无丝分裂

减数分裂
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细胞增殖的研究意义

         通过检测细胞增殖可以了解细胞的生长速率和活力，

对于细胞生长和分化研究至关重要。

         在药物开发过程中也常被用于评估药物的毒性和对

癌细胞生长的抑制情况。
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细胞增殖的研究方法

l 膜损伤检测 

l 代谢活性检测    

l DNA合成检测

l 细胞荧光标记检测

l ATP水平测定    

CCK-8、MTT...

台盼蓝、LDH...

CellTiter-Glo...

BrdU、EdU...

CFDA SE、Calcein AM...
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细胞增殖的研究方法

1. 膜损伤检测
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膜损伤检测
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       用台盼蓝、中性红等染料对细胞进行染色，正常细胞会排斥台盼蓝，而丧失
细胞膜完整性的细胞能被台盼蓝染色；中性红可以被活细胞所摄入，并在溶酶体
中积累，在细胞受到损伤时，中性红的摄入能力会下降。通过计算染料摄取比例，
就可以反应细胞的增殖或毒性情况。

细胞计数板 自动细胞计数仪



膜损伤检测
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台盼蓝活死细胞计数——细胞计数板法

细胞计数板一般有二个 chambers，
分别刻有 9 个 1 mm² 大正方形， 4 
个角落之正方形再细刻为 16 个小格，
深度均为 0.1 mm。当 chamber 上
方盖上盖玻片后，每个大正方形之
体积为 1 mm²×0.1 mm=0.1 mL。

计数每个大正方形内之细胞数目，
乘以稀释倍数，再乘以 10000，即
为每 mL 中之细胞数目。



膜损伤检测
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台盼蓝活死细胞计数——细胞计数板法
1、取少许细胞悬液（约 15 μL）自血球计数盘 chamber 上方凹槽加入，
盖上盖玻片，于 100倍倒置显微镜下观察；
2、计数四个大方格之细胞总数，再除 4，乘以稀释倍数，最后乘以 
10000，即为每 mL 中细胞悬浮液之细胞数。若细胞位于刻线上，只计
上线与右线之细胞 （下线与左线之细胞）。计算公式为：4 个大格细胞
总数×稀释倍数×10000/4=细胞数/mL。

注意：
（1）计数板计数时，最适浓度为 5～100000 细胞/mL，此范围外计数
误差偏大。高浓度细胞悬液，可取出部分作稀释或连续稀释后计数。
（2）吸管吸取细胞，让吸管在计数板一侧的凹槽处流出液体，至盖玻
片被液体充满为止，不要溢出盖玻片，也不要过少或带气泡；（有人认
为，10 uL 就可以被虹吸作用吸入且铺满计数板）。
（3）移液器（20 μL 的微量加样器）吸取 20 μL 细胞悬液至计数板边
缘，液体经虹吸作用进入凹槽。
（4）静置半分钟再于显微镜下观察。



细胞增殖的研究方法

2. 代谢活性检测 
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代谢活性检测
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       通过在细胞中添加四氮唑盐，可以进行线粒体内脱氢酶代谢活性的测定，活
细胞能将四氮唑盐（如MTT、XTT、WST-1、WST-8）还原为有色的甲瓒
（Formazan），再通过分光光度计或酶标仪可以进行定量检测。CCK-8（基于
WST-8）试剂盒能高度准确地检测细胞增殖，比MTT法及XTT法的灵敏度高5倍。



代谢活性检测 

常用代谢类细胞增殖检测方法的比较
检测方法 MTT法 XTT法 WST-1法 CCK-8法

甲瓒产物的水溶性 差（需加有机
溶剂溶解）

好 好 好

检测灵敏度 高 很高 很高 最高

检测时间 较长 较短 较短 最短

检测波长 560-600nm 420-480nm 420-480nm 430-490nm

细胞毒性 高，细胞形态
完全消失

很低，细胞形
态不变

很低，细胞形
态不变

很低，细胞形
态不变

试剂稳定性 一般 较差 一般 很好

批量样品检测 可以 非常适合 非常适合 非常适合

便捷程度 一般 便捷 便捷 非常便捷
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代谢活性检测

★ 细胞增殖及毒性检测试剂盒(CCK-8),增强型
（Meilunbio®货号：MA0218）

Cell Counting Kit-8（简称CCK-8），是一种基于WST-8而广泛应用

于细胞增殖和细胞毒性的快速、高灵敏度检测的试剂盒。
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CCK-8 原理

CCK-8试剂中含有的主要成分WST-8【2-(2-甲氧基-4-硝基苯基)-3-(4-硝基苯基)-5-
(2,4-二磺酸苯)-2H-四唑单钠盐】在电子耦合试剂1-Methoxy PMS（1-甲氧基-5-甲
基吩嗪鎓硫酸二甲酯）存在条件下，可以被线粒体内的脱氢酶还原为具有高度水

溶性的橙黄色甲瓒产物Formazan，生成的Formazan数量与活细胞的数量成正比。

用酶标仪在450nm波长处测定其光吸收值，可间接反映活细胞数量。         

         细胞增殖越多越快，则颜色越深；细胞毒性越大，则颜色越浅。
16



细胞毒性试验流程

1 2 3 4

5 6 7

在96孔板中每孔加入100μl的细
胞悬液

在培养箱中预培养细胞 向培养板中加入药物 在培养箱中培养一段时间(可根
据自己的实验情况调整)

向每孔加入10μl CCK-8溶液 在培养箱中培养一定时间 用酶标仪测定在450nm处的吸光
度
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细胞毒性试验流程

数据整理：

细胞存活率 = [(As - Ab)／(Ac - Ab)] ×100% 
抑制率 = [(Ac - As)／(Ac - Ab)] ×100% 
As：实验孔（含有细胞的培养基、CCK-8、待测药物）的吸光度 
Ac：对照孔（含有细胞的培养基、CCK-8、没有待测药物）的吸光度 
Ab：空白孔（不含细胞和待测药物的培养基、CCK-8）的吸光度
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细胞毒性试验流程

计算IC50—spss软件用法



细胞毒性试验流程

计算IC50—spss软件用法



细胞毒性试验流程

计算IC50—spss软件用法
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细胞毒性试验流程

细胞存活率曲线： 细胞存活率柱状图：
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CCK-8常见问题与解答

1. CCK-8对于不同的细胞，灵敏度是否一样？
不一样，悬浮细胞与贴壁细胞相比较难显色。对于贴壁细胞，一般加入
CCK-8培养0.5-4小时吸光度已经很高，但对于悬浮细胞则可能吸光度较低，
可以通过延长CCK-8的加入时间或增加细胞数量来解决。

2. 哪些物质会影响CCK-8的测定？
当有氧化还原性物质存在时会影响CCK-8的测定，因此当所加药物为氧化
还原性物质时需要换液再进行检测。

3. 如何设定空白对照？
在不含细胞的培养基中加入CCK-8，培养一定的时间，测定450 nm的吸光
度即为空白对照。在做加药实验(细胞毒性实验)时，还应考虑药物的吸收，
可在不含细胞，加入药物的培养基中加入CCK-8，培养一定的时间，测定
450 nm的吸光度作为空白对照。
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CCK-8常见问题与解答

4. 每次测定的数值不一样，是什么原因？如何解决？
可能会有以下几个原因：
1)当在培养箱内培养时，培养板最外一圈的孔最容易干燥挥发，由于体积
不准确而增加误差。一般情况下，最外一圈的孔只加培养基，不作为测定
孔用。
2)有可能会因为CCK-8沾在壁上而产生误差，建议在加入CCK-8后，轻轻
敲击培养板以帮助混匀。
3)每孔的细胞数量过多或过少。请预先在1,000~100,000个/孔范围内摸索
条件。
4) 重复试验请保证孵育时间、接种细胞数相同。
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CCK-8常见问题与解答

5. CCK-8能否检测细菌细胞？
可以检测E.coli，但不能检测酵母细胞。向100μl E.coli培养液中加入10 μl 
CCK-8溶液，并培养1-4个小时或过夜。

6. 怎样确定合适的接种细胞数和孵育时间？
当使用标准96孔板时，贴壁细胞的最小接种量至少为1,000个/孔。具体接
种量和孵育时间需要通过制作标准曲线来确定，吸光度在0.2~2.5之前线性
关系都很好，最佳吸光度是在1.0左右，找到标准曲线上1.0对应的细胞数，
按照相同的孵育时间操作即可。
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细胞增殖的研究方法

3. DNA合成检测 
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DNA合成检测

27

       细胞的增殖生长伴随着DNA的合成，因此DNA的合可以被用来检测细胞增
殖、活力及凋亡。直接检测细胞中DNA的合成，即核苷渗入法是目前公认的最
精确的检测细胞增殖的方法。DNA合成检测主要用到两种DNA合成掺入物：
BrdU及EdU，它们都是胸腺嘧啶的非放射性类似物，能掺入到增殖细胞的DNA
中，再通过对BrdU及EdU的检测进而对DNA的合成量进行测定



DNA合成检测



代谢活性检测

★ EdU-488细胞增殖检测试剂盒
（Meilunbio®货号：MA0424）
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EdU-488细胞增殖检测试剂盒(Meilun EdU Cell Proliferation Kit with Alexa Fluor 488)，是一种利用核苷渗入法对
细胞增殖情况进行快速、简单、高灵敏检测的试剂盒。其原理为：试剂盒中的EdU(5-ethynyl-2' -deoxyuridine)是一种
胸苷(T)类似物，EdU可以在在细胞周期的S期中替代胸苷掺入到新合成的DNA中；另一方面，EdU上的乙炔基能与叠
氮化物(如荧光探针Alexa Fluor 488 Azide)通过Cu+的催化发生共价反应，形成稳定的三唑环，该反应非常迅速，被称
作点击反应(Click reaction) (图1)。通过点击反应，新合成的DNA会被绿色荧光标记，然后通过检测荧光信号实现细胞
增殖的检测。

图1. EdU法中的点击反应原理图。掺入到细胞DNA中的EdU与荧光探针或生物素等标记的叠氮化物，在铜离子的催化下发生共价反应，形成稳定
的三唑环，使细胞DNA标记上荧光探针或生物素。



EdU-488操作步骤
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1. 需自备试剂

（1）10mM PBS, pH7.2-7.6 (Meilunbio®货号：MA0015)。

（2）固定液-----4%多聚甲醛in PBS (Meilunbio®货号：MA0192)。

（3）洗涤液-----3% BSA in PBS, pH7.2-7.6。

（4）通透液-----0.3~0.5% Triton X-100 in PBS。

（5）去离子水或超纯水。



EdU-488操作步骤
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2. 检测体系的确定
（1）以下操作步骤是以6孔板或常规切片检测体系为例的，如果使用其他容器，
检测体系可以相应按比例调整，具体检测时Click反应液的使用量请参考表1。
（2）以下操作步骤是以贴壁细胞或组织切片为例的，如果检测的是悬浮细胞，
请按常规的悬浮细胞的操作方式进行，比如在相关步骤中增加离心步骤等。细胞
数在10-100万的悬浮细胞可以使用500μl的检测体系，可以根据细胞数的多少相
应调整检测体系。
                                                 表1. Click反应液的使用量参考

细胞接种容器 384孔板 96孔板 48孔板 24孔板 12孔板 6孔板 5.5cm皿

Click反应液体积 20μl 50μl 70μl 100μl 200μl 500μl 1ml



EdU-488操作步骤
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3. EdU标记与固定、通透

3.1 对于培养细胞
（1）将适当数量的待测细胞接种于6孔板中，培养过夜至恢复正常状态后，进行所需要的药物处理或者其它刺激处理。

（2）配制2XEdU工作液：用完全培养基稀释EdU(10mM)至合适的浓度，配成2X的EdU工作液。例如，推荐的EdU工作液(1X)的终浓度为10μM，那么
需要用完全培养液1:500稀释EdU(10mM)至浓度为20μM，即配成2XEdU工作液(20μM)。
【注】EdU的使用浓度应根据所使用的的细胞类型做相应的优化，推荐用户以10μM的EdU初始浓度进行摸索优化，一般的贴壁肿瘤细胞使用10μM就可
以。细胞培养基种类、细胞类型、细胞生长密度和增殖速度等多方面因素都有可能影响EdU的掺入效果，因此建议用户在预实验中设置一系列的EdU浓
度梯度，以确定最佳浓度。如果之前使用过BrdU进行实验，则可以参考BrdU的终浓度作为EdU的终浓度。您也可以参考附表1.细胞实验EdU孵育浓度
及时间参考。
（3）37℃预热2XEdU工作液，等体积加入6孔板中，使6孔板中的EdU终浓度变为1X。例如如果终浓度为10μM，6孔板中每孔原来有培养基1ml，则将

1ml 2XEdU工作液(20μM)加入到每孔中。如果培养基原有体积过大，可以先吸除适量的培养基，再加入与剩下培养基等体积的2XEdU工作液；或者可

以增加EdU的浓度并减少工作液的体积，例如2ml培养液中加入220μl 10XEdU工作液(100μM)。
【注】更换所有的培养液可能会对细胞的增殖有影响，因此不建议更换所有的培养液。

（4）继续孵育细胞适当时间。该孵育时间的长短取决于细胞生长速率，通常宜继续孵育细胞周期10%左右的时间。您也可以参考附表2.常见细胞系
EdU孵育时间参考。
【注】孵育时间小于45min时，建议提高EdU的浓度；孵育时间大于20h时，建议适当降低EdU的浓度。

（5）EdU标记完成后，去除培养基，加入1ml 固定液，室温固定15-30min。
（6）去除固定液，以每孔1ml的洗涤液洗涤细胞3次，每次3-5min。
（7）去除洗涤液，加入1ml通透液，室温孵育10-15min。
（8）去除通透液，以每孔1ml的洗涤液洗涤细胞1-2次，每次3-5min。
（9）转步骤4。
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3.2 对于组织切片样本
可以通过注射或进食等方式进行动物体内的EdU标记。以下是以小鼠为例的，其它动物体内EdU标记条件请参考相关文献，也可以参考附表3进行条件
优化。

（1）用PBS配制成一定浓度的EdU，对于小鼠，可按照10-200mg/kg的用量进行腹腔注射、特定组织或器官局部注射或者加入饮用水。

【注】EdU具体用量与动物的种类、体重和使用方式有关，可以参考相关文献，因此建议用户在预实验中设置一系列的EdU浓度梯度，以确定最佳浓度。

推荐用户以50mg/kg的EdU初始浓度进行摸索优化。如果之前使用过BrdU进行实验，则可以参考BrdU的终浓度作为EdU的终浓度。或者直接使用

50mg/kg的浓度进行测试。也可以参考附表2。
（2）EdU标记4小时后或根据特定实验确定的适当时间后，快速处死小鼠，取出所需组织，按照常规步骤制作冰冻切片或石蜡切片。EdU标记的时间

也根据相关参考文献自行调整。

（3）对于冰冻切片：

a. 加入适量固定液，室温固定15min。
b. 去除固定液，用适量洗涤液洗涤3次，每次3-5min。
c. 去除洗涤液，加入适量通透液，室温孵育10-15min。
d. 去除通透液，用适量洗涤液洗涤1-2次，每次3-5min。
e. 抗原修复(选做)：如果同时需要进行目的蛋白的免疫荧光染色，并有必要进行抗原修复，可以使用适当的抗原修复液（美仑货号：MB9895）进行抗

原修复处理。

f. 转步骤4。
（4）对于石蜡切片：

a. 脱蜡：二甲苯中脱蜡5-10min。换用新鲜的二甲苯，再脱蜡5-10min。无水乙醇5min，换新的无水乙醇3min。95%乙醇3min。85%乙醇3min。75%
乙醇3min。50%乙醇3min。PBS 5min。
b. 抗原修复(选做)：如果同时需要进行目的蛋白的免疫组化染色，可以使用适当的抗原修复液（美仑货号：MA0184、MA0188）进行抗原修复处理。

【注】如果使用蛋白酶K或胰酶进行抗原修复，修复后须反复洗涤干净，避免残留的酶干扰后续标记反应。

c. 转步骤4。
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3. EdU检测
【注】本参考步骤每个样品的反应体系为500μl的Click反应液。用户可根据自己的样本情况参考表1适当调整。对于
切片，可以根据切片大小，每个切片使用100-200μl的Click反应液，其余步骤相同。

（1）配制Click-iT Additive Solution：对于MA0424，用1.3ml去离子水/管溶解Click-iT 
Additive；对于MA0424-L，用10.4ml去离子水/瓶溶解Click-iT Additive。混匀至全部溶解，即为
Click-iT Additive Solution。配制后请按照每次用量适当分装，并-20℃保存，溶液一旦呈现棕色，
则说明有效成分降解不能再用。
（2）请参考下表配制Click反应液。
【注】请严格按照下表中组分顺序和体积配制Click反应液，否则Click反应可能无法有效进行。Click反应液须在配
制后15分钟内使用。
 

组分
以6孔板为例的样品数

1 2 5 10 50
Click-iT Reaction Buffer 430μl 860μl 2.15ml 4.3ml 21.5ml

CuSO4 20μl 40μl 100μl 200μl 1ml
488-Azide 1μl 2μl 5μl 10μl 50μl

Click-iT Additive Solution 50μl 100μl 250μl 500μl 2.5ml
总体积 500μl 1ml 2.5ml 5ml 25ml
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（3）去除上一步骤中的洗涤液。每孔加入500μl Click反应液，轻轻摇晃培养板以确保Click反应液可

以均匀覆盖样品。

（4）室温避光孵育30min。
（5）吸除Click反应液，以每孔1ml的洗涤液洗涤细胞3次，每次3-5min。
（6）此时增殖细胞被标记了明亮的绿色荧光。如无其它特殊要求，即可在荧光显微镜下观察，或者

使用流式细胞仪、多功能酶标仪、高内涵筛选仪器(一般高内涵筛选需要细胞核复染)进行荧光检测分
析。488-Azide的最大激发波长是491nm，最大发射波长是518nm。如果需要检测细胞增殖的比例，

可以参照步骤5对细胞核进行复染。
 
3. 细胞核染色

（1）1X Hoechst 33342溶液的配制：用PBS按1:1000比例稀释Hoechst 33342(1000X)。
（2）吸除步骤5(5)洗涤液，每孔加1ml的1X Hoechst 33342溶液，室温避光孵育10min。
（3）吸除1X Hoechst 33342溶液，以每孔1ml的洗涤液洗涤细胞3次，每次3-5min。
（4）随后即可进行荧光检测。Hoechst 33342为蓝色荧光，最大激发波长为346nm，最大发射波长

为460nm。
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结果：

图1. 检测Jurkat细胞增殖的流式结果图

Jurkat细胞只用EdU标记(左列)，或在标记EdU前30min用

10mM的DNA合成抑制剂羟基脲(Hydroxyurea)处理(右列)，

2小时后染色，然后通过流式细胞仪进行检测。从流式结果

图中可以看出，仅EdU标记的细胞有较高比例的绿色荧光

阳性细胞，呈现绿色荧光阴性(弱染色)和阳性(强染色)的两

个峰，分别对应于未增殖细胞和增殖细胞。经过

Hydroxyurea处理的细胞，绿色荧光阳性的细胞几乎完全消

失，仅剩下一个绿色荧光阴性的峰。
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结果：

图2. 检测HeLa细胞增殖的荧光显微镜图

Hela细胞只用EdU标记(左列)，或在标记EdU前30min用

10mM的DNA合成抑制剂羟基脲(Hydroxyurea)处理(右列)，

2小时后染色（步骤最后染Hoechst，方便观察增殖细胞比

例），然后通过荧光显微镜进行检测。镜下可见，仅EdU标

记的细胞有一部分染上绿色荧光的增殖细胞，未增殖细胞

的细胞核呈蓝色单染，增殖细胞的细胞核呈绿色和蓝色双

染；经过Hydroxyurea处理的细胞，几乎没有呈绿色荧光的

增殖细胞，绝大多数细胞核仅呈蓝色。


