
检测报告
	项目名称：
	Tunel(白光)


	委托方（甲方）：
	


	联系人：
	


	受托方（乙方）：
	


	联系人：
	


1 样本信息

样本类型：
储存条件：

1)石蜡切片制片，组织取样后应立即放入固定液中，避免冻存;

2)冰冻切片制片应取用新鲜组织;

3)组织蜡块可以保存很长时间，但是石蜡切片理论上不能超过半年。冰冻切片不能超过3个月
检测内容：Tunel（白光）
样本数量：

2 仪器与试剂
2.1 主要仪器

表1 实验所用主要仪器
	名称
	型号
	生产商

	脱水机
	武汉俊杰电子有限公司
	JT-12J

	包埋机
	武汉俊杰电子有限公司
	JB-L8

	病理切片机
	上海徕卡仪器有限公司
	LEiCA RM2245

	冻台
	武汉俊杰电子有限公司
	JB-L8

	组织摊片机
	武汉俊杰电子有限公司
	JK-6

	烤箱
	绍兴市上虞区沪越仪器设备厂
	101-1B

	载玻片
	江苏世泰实验器材有限公司
	80302-2101

	盖玻片
	江苏世泰实验器材有限公司
	10212432C

	压力锅
	浙江苏泊尔股份有限公司
	YW183FAI

	涡旋混合器
	Kylin-Bell
	QL-866

	摇床
	Kylin-Bell
	TS-200

	移液枪
	Dragon
	YE193AL0293070

	组化笔
	北京索莱宝科技有限公司
	YA0310

	显微镜
	OLYMPUS
	DP26


2.2 主要试剂
表2 实验所用主要试剂

	名称
	生产商
	货号

	无水乙醇
	国药集团化学试剂有限公司
	100092683

	二甲苯
	国药集团化学试剂有限公司
	10023418

	Tunel试剂盒
	武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司
	E-CK-A331

	中性树胶
	北京索莱宝科技有限公司
	G8590


3 实验方法

试剂配制 

1)1×蛋白酶 K 工作液  取 1 ul Proteinase K (100×) 加入 99 ulPBS 中，混匀。现用现配。 

2)1×DNase I Buffer 工作液  按照 9：1 的比例用 ddH2O 将 DNase I Buffer (10×) 稀释待用。现用现配。 

3)DNase I 工作液（200 U/mL） 用 1×DNase I Buffer 工作液，按照 99：1 稀释比将 DNase I (20 U/ul) 稀 释待用。现用现配。 注：DNase I 会在剧烈混合下变性，建议不要涡旋 DNase I 溶液。

4) 1×DAB 工作液 按照 19:1 的比例用DAB Dilution Buffer 将DAB Concentrate (20×) 稀释待用。现用现配。
固定与通透

1.细胞样本

1)细胞爬片：将细胞爬片浸入 PBS 漂洗 1 次，滤纸吸干周围水分，再浸入固定液（自备），室温固定 15~20 min 或 4°C 固定 1~2 h。

细胞涂片：收集细胞，加入一定体积的 PBS 重悬细胞沉淀，然后加入和PBS 等体积的固定液（自备），室温固定 15~20 min 或 4°C 固定 1~2 h。600×g 离心 5 min，PBS 重悬，取 25~50 ul 细胞悬液涂片在载玻片上晾干。

注：细胞固定是 TUNEL 实验的重要步骤。未固定的细胞可能会丢失较小的 DNA 片段，导致较低的信号。

2)固定好的样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

3)将样本浸入阻断剂（自备）中，室温（15~25°C ）封闭 10 min。

4)封闭好的样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

5)将样本浸入通透液（自备）中，37°C 作用 10 min。

6)将通透好的样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

2.石蜡切片

1)用常规方法将切片脱蜡水化。将切片浸入二甲苯（自备）脱蜡 2 次，每次 10 min；无水乙醇（自备）浸泡切片 2 次，每次 5 min；90%、80%、70%的乙醇水溶液（自备）各一次，每次 3 min。

注：低温可能影响二甲苯脱蜡效果。当室温低于 20°C 时，二甲苯脱蜡时间可延长至 20 min。

2)脱蜡好的样本浸入 PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

3)吸干切片组织周围的水分，每个样本上滴加 100 ul 1×Proteinase K工作液，37°C 反应 20 min。

注：不同组织或物种的样本反应时间可能不同，建议进行预实验，确定反应时间。

4)将通透好的样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

5)吸干切片周围的水分，样本浸入阻断剂（自备）中，室温（15~25°C ）封闭 10 min。

6)样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

3.冰冻切片

1)取出冰冻切片，平衡至室温，再浸入固定液（自备），室温（15~25°C ）固定 30 min。

2)固定好的样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

3)每个样本上滴加 100 ul 1× Proteinase K 工作液，37°C  反应 10 min。注：不同组织或物种的样本反应时间可能不同，建议进行预实验，确定反应时间。

4)将通透好的样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

5)吸干切片周围的水分后，样本浸入阻断剂（自备）中，室温（15~25°C ）封闭 10 min。

样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

标记和显色

预备步骤

1.（可选做）阳性、阴性对照的设置

TUNEL 检测时需设置阳性和阴性对照，以显示实验的客观性及准确性。建议在每次实验中设置阳性对照和阴性对照。

注：阴性对照和阳性对照的制备可以同时进行。

1）阳性对照

a)滴加 100 ul 1×DNase I Buffer 工作液到已通透的样本上,室温平衡 5 min。

b)用吸水纸去除样本上多余的液体。加入 100 ul 稀释后的DNase I 工作液（200 U/mL)，37°C 孵育 10~30 min。

c)样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

2）阴性对照

a)滴加 100 ul 1×DNase I Buffer 工作液到已通透的样本上,室温平衡 5 min。

b)DNase I Buffer 孵育阴性样本，37°C 孵育 10~30 min。

c)样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

2.工作液的配制

1）TdT 酶工作液配制

参考下表配制适当TdT 酶工作液，充分混匀，现用现配。

	
	阳性对照/实验
	阴性对照

	TdT Equilibration Buffer
	40 ul
	45 ul

	Biotin-dUTP
	5 ul
	5 ul

	TdT Enzyme
	5 ul
	0 ul

	TdT 酶工作液总体积
	50 ul
	50 ul


注：

a)TdT Equilibration Buffer 使用前，室温静置直至完全溶解。冰冻的平衡液融化后可能会出现钴盐结晶，此为正常现象。使用前涡旋混匀。

b)TdT Enzyme 对温度较敏感，请严格保存于-20°C ，使用前取出，使用后立即放回。

c)配制TdT 酶工作液时，建议不要涡旋。

2）Streptavidin-HRP 工作液配制

参考下表配制适量的 Streptavidin-HRP 工作液，充分混匀，现用现配。

	
	1 个样品
	5 个样品
	10 个样品

	Streptavidin-HRP
	0.5 ul
	2.5 ul
	5 ul

	PBS
	99.5 ul
	497.5 ul
	995 ul

	Streptavidin-HRP 工作液总体积
	100 ul
	500 ul
	1000 ul


标记和显色步骤

1.每个样本滴加 100 ul TdT Equilibration Buffer ，37°C 反应 10~30 min。

2.吸水纸吸除TdT Equilibration Buffe（注意不要干片）。每个样本滴加50 ul TdT 酶工作液，放入湿盒中 37°C 避光反应 60 min。

3.样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

4.吸水纸吸干水分后滴加100 ul Streptavidin-HRP 工作液，放入湿盒中37°C避光反应 30 min。

5.样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

注：可适当延长洗涤时间或洗涤次数，否则残留的HRP 会增加染色背景。

6.吸水纸吸干样本周围的水分，滴加 100 ul 的 1×DAB 工作液，室温孵育30 s~5 min 或根据显色情况孵育适当时间。

注：如果显色强，可在显微镜下观察到棕色即停止显色；如显色弱，可适当延长显色时间。

7.显色完成后样本浸入PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

8.（选做）：苏木素染色液进行细胞核染色，随后用 PBS 漂洗 3 次，每次 5 min。

9.将切片置于水中冲洗后，将切片依次放入：70%酒精-80%酒精-90%酒精-无水乙醇Ⅰ-无水乙醇Ⅱ-二甲苯Ⅰ-二甲苯Ⅱ中脱水透明，每个试剂中放置 2 min，最后在通风橱中风干切片。

10.将中性树胶（自备）滴在组织旁边，并用盖玻片封片，注意避免产生气泡，封好的切片水平置于通风橱中晾干。

11.光学显微镜下观察、拍照。

结果判读

   苏木素染细胞核为蓝色，DAB显出来的阳性凋亡细胞核为棕黄色
白光TUNEL染色示例图：
[image: image1.jpg]



4.实验结果见附件。

