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摘要：细胞周期指细胞从第一次分裂结束产生新细胞到第二次分裂结束所经历的全过程，

细胞周期进程中存在多个检验点。在 G1 期和 S 期之间存在 DNA 合成起始转换点，简

称 S 期检验点；在 G2 期和 M 期之间存在有丝分裂诱导转换点，简称 G2/M 检验点。检

测 S 期检验点通常采用 BrdU 或 EdU 方法。BrdU (5-Bromo-2ʹ-Deoxyuridine) 全称 5-

溴-2'-脱氧尿嘧啶核苷，EdU(5-Ethynyl-2ʹ-Deoxyuridine) 全称 5-乙炔基-2'-脱氧尿嘧啶

核苷，它们均为胸腺嘧啶类似物，能够在 S 期替代胸腺嘧啶 (T) 掺入正在复制的 DNA

中。BrdU 可以使用抗 BrdU 单克隆抗体检测，EdU 通过与分子染料的共轭结合，高效、

快速检测细胞中的 DNA 复制。在有丝分裂期组蛋白 3-H3Ser10 被磷酸化修饰，这是细

胞有丝分裂进程中的特征性事件。检测 G2/M 检验点通常使用抗磷酸化组蛋白 3-H3Ser

10 抗体 (p-H3) 免疫染色方法，通过对阳性细胞进行计数，分析细胞是否进行了正常的

有丝分裂。本文将依次对上述方法进行介绍。 

关键词：S 期检验点，G2/M 检验点，BrdU，EdU，p-H3 

 

方法 1：EdU 法检测果蝇幼虫眼成虫盘 S 期检验点 

 

摘要：使用 EdU 法检测果蝇幼虫眼成虫盘中的 S 期检验点 (Daul 等，2010；Song 等，
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2018)。 

 

材料与试剂 

1. 盖玻片(22 × 22 mm) 

2. 标准级显微镜载载玻片(25 × 75 mm，厚度 1 mm ± 0.2 mm) 

3. 解剖皿 

4. 1.5 ml 离心管 

5. 果蝇三期幼虫 

6. 羟基脲 (Hydroxyurea, HU) 

7. 果蝇食物 

8. 1× PBS 

9. Triton X-100 (Sigma, catalog number: T8787) 

10. 1× Click reaction buffer 

11. CuSO4 

12. Alexa Fluorazide 

13. Reaction buffer additive 

14. SFX-Insect 培养液 (HyClone, catalog number: SH30278.02) (4 °C 保存) 

15. Click-iT EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit (Invitrogen, catalog number: C10337) 

(4 °C 保存) (见溶液配方) 

16. 抗荧光淬灭剂 (Beyotime, catalog number: P0128) (-20 °C 保存) 

17. 指甲油 

18. 0.5% PBST (见溶液配方) 

19. 3% BSA (见溶液配方) 

20. 3.7%甲醛 (新鲜配制) (见溶液配方) 

 

仪器设备 

1. 解剖镊 

2. 解剖显微镜 (奥林帕斯，model: SZ51) 

3. 转移脱色摇床 (奥豪斯，model: TS-8) 

http://www.bio-protocol.org/e1010293
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4. 共聚焦显微镜 (徕卡，model: TCS SP5) 或正置荧光显微镜 (蔡司，model: Imager 

Z2) 

 

实验步骤 

1. 收集活跃的果蝇三期幼虫，使用辐照或羟基脲 (Hydroxyurea, HU) 处理实验组果

蝇，诱导产生 DNA 损伤。将实验组果蝇和对照组果蝇幼虫放置于捣碎的食物中，

25 °C 培养 2 h。 

2. 挑取实验组和对照组果蝇幼虫各 15 只，在装有 1× PBS 的解剖皿中一次解剖果蝇

幼虫，将幼虫眼成虫盘和肌肉组织一起解剖出来，清除干净脂肪，放入含有 1 ml 

SFX-Insect 培养液的离心管中。 

3. 加入 1 μl 10 mM EdU 溶液，放置于摇床上，室温慢速孵育 20 rpm/min × 30 min。 

4. 吸去上清，加入 1 ml 3.7%甲醛溶液，放置于摇床上，室温慢速固定 20 rpm/min ×15 

min。 

5. 吸去上清，加入 1 ml 3% BSA 溶液，清洗 2 遍。 

6. 吸去上清，加入 1 ml 0.5% PBST，放置于摇床上，室温慢速通透处理 20 rpm/min 

× 20 min。 

7. 吸去上清，加入 1 ml 3% BSA 溶液，清洗 2 遍。 

8. 吸去上清，加入 100 μl Click 反应液，室温避光孵育 30 min。 

9. 吸去上清，加入 1 ml 3% BSA 溶液，清洗 1 遍。 

10. 在平皿中加一滴 1× PBS，二次完全解剖幼虫眼成虫盘。 

11. 加一滴抗荧光淬灭剂于载玻片上，转移幼虫眼成虫盘至抗荧光淬灭剂中。盖上干净

的盖玻片，四周涂上指甲油，4 °C 保存样品。 

注：尽快进行拍照，样品保存不超过 3 天。 

12. 显微镜观察 (图 1)。 
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图 1. EdU 法检测果蝇三期幼虫眼成虫盘的 S 期检验点. 在 HU 药物处理后，位于

眼成虫盘形态发生沟前区的 EdU 阳性细胞数明显减少，荧光强度明显减弱。比例尺：

50 μm。 

 
方法 2：BrdU 法检测果蝇幼虫脑组织 S 期检验点 

 

摘要：使用 BrdU 法检测果蝇大脑组织中的 S 期检验点 (Jaklevic 和 Su，2004；Song

等，2018)。 

 

材料与试剂 

1. 解剖皿 

2. 标准级显微镜载载玻片 (25 × 75 mm，厚度 1 mm ± 0.2 mm) 

3. 盖玻片 (22 × 22 mm) 

4. 1× PBS 

5. Triton X-100 (Sigma, catalog number: T8787) 

6. SFX-Insect 培养液 (HyClone, catalog number: SH30278.02) (4 °C 保存) 

7. 3.0 N HCl 

8. 羊血清 

9. BrdU (Roche, catalog number: 10280879001) 

10. anti-BrdU 抗体 (Sigma, catalog number: B2531) 

11. 二抗 (相应于一抗) 

12. Alexa Fluor 488 (Cell Signaling Technology, catalog number: 4408S) (4 °C 保存) 

13. 抗荧光淬灭剂 (Beyotime, catalog number: P0128) (-20 °C 保存) 

http://www.bio-protocol.org/e1010293
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14. 指甲油 

15. 0.3% PBST (见溶液配方) 

16. 3.7%甲醛 (新鲜配制) (见溶液配方) 

17. 封闭液 (见溶液配方) 

 

仪器设备 

1. 解剖镊 

2. 解剖显微镜 (奥林帕斯，model: SZ51) 

3. 转移脱色摇床 (奥豪斯，model:TS-8) 

4. 共聚焦显微镜 (徕卡，model: TCS SP5) 或正置荧光显微镜 (蔡司，model: Imager 

Z2) 

 

实验步骤 

1. 挑取 DNA 损伤处理后的实验组和对照组果蝇三期幼虫各 15 只，在装有 1× PBS 的

解剖皿中一次解剖果蝇幼虫，将大脑和肌肉组织一起解剖出来，清除干净脂肪，放

入含有 1 ml SFX-Insect 培养液的离心管中。 

2. 加入40 μl 10 mg/mlBrdU母液，放置于摇床上，室温慢速孵育20 rpm/min × 15 min。 

3. 吸去上清，加入 800 μl 3.7%甲醛溶液，放置于摇床上，室温慢速固定 20 rpm/min 

× 20 min。 

4. 吸去上清，加入 800μl 0.3% PBST 溶液，放置于摇床上，室温慢速清洗 20 rpm/min 

× 10 min，清洗 3 遍。 

5. 吸去上清，加入 200 μl 3.0 N HCl，室温浸泡 30 min。 

6. 吸去上清，加入 800 μl 0.3% PBST 溶液，放置于摇床上，室温慢速清洗 20 rpm/min 

× 10 min，清洗 3 遍。 

7. 吸去上清，加入 800 μl 封闭液，放置于摇床上，室温慢速孵育 20 rpm/min × 2 h。 

8. 吸去上清，加入 100 μl 1:200 稀释的抗 BrdU 抗体，4 °C 孵育过夜， 

9. 回收抗体。加入 800 μl 0.3% PBST 溶液，放置于摇床上，室温慢速清洗 20 rpm/min 

× 10 min，清洗 3 遍。 

10. 吸去上清，加入 200 μl 1:400 稀释的抗一抗种属的相应二抗，室温避光孵育 2 h。 

http://www.bio-protocol.org/e1010293
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11. 吸去上清，加入 800 μl 0.3% PBST 溶液，放置于摇床上，室温慢速清洗 20 rpm/min 

× 10 min，清洗 3 遍。 

12. 在干净平皿中加一滴 1× PBS，二次完全解剖大脑组织。 

13. 加一滴抗荧光淬灭剂于载玻片上，用镊子轻托大脑至抗荧光淬灭剂中。盖上干净的

盖玻片，四周涂上指甲油，4 °C 保存样品。 

注：尽快进行拍照，样品保存不超过 3 天。 

14. 显微镜观察 (图 2)。 

 

 
图 2. BrdU 法检测果蝇三期幼虫大脑组织 S 期检验点. 在 HU 药物处理后，大脑组

织的 BrdU 阳性细胞数明显减少，荧光强度明显减弱。比例尺：50 μm。 

 

方法 3：p-H3 抗体检测果蝇幼虫翅膀成虫盘 G2/M 检验点 

 

摘要：使用抗磷酸化组蛋白 3-H3Ser10 抗体 (p-H3) 免疫染色方法检测 G2/M 检验点 

(Liu 等，2012；Yuan 等，2018)。 

 

材料与试剂 

1. 标准级显微镜载载玻片 (25 × 75 mm，厚度 1 mm ± 0.2 mm) 

2. 盖玻片 (22 × 22 mm) 

3. 解剖皿 

4. 1.5 ml 离心管 

5. 果蝇三期幼虫 

6. 1× PBS 

7. Triton X-100 (Sigma, catalog number: T8787) 

8. 3.7%甲醛 (新鲜配制) 

http://www.bio-protocol.org/e1010293
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9. 二抗 (相应于一抗) 

10. Anti-phospho Histone H3 (Ser10) antibody (Millipore, catalog number: 2900699) 

(4 °C 保存) 

11. Alexa Fluor (anti-rabbit)488 (Cell Signaling Technology, catalog number: 4412S) 

(4 °C 保存) 

12. 抗荧光淬灭剂 (Beyotime, catalog number: P0128) (-20 °C 保存) 

13. 指甲油 

14. 0.3% PBST (见溶液配方) 

15. 封闭液 (见溶液配方) 

 

仪器设备 

1. 解剖镊 

2. 解剖显微镜 (奥林帕斯，model: SZ51-SET) 

3. 转移脱色摇床 (奥豪斯，model: TS-8) 

4. 共聚焦显微镜 (徕卡，model: TCS SP5) 或正置荧光显微镜 (蔡司，model: 

Imager Z2) 

 

实验步骤 

1. 挑取 DNA 损伤处理后的实验组和对照组果蝇三期幼虫各 15 只，在装有 1× PBS 的

解剖皿中一次解剖果蝇幼虫，将翅膀成虫盘和肌肉组织一起解剖出来，清除干净脂

肪，放置于冰浴的 1.5 ml 离心管中。 

2. 吸去上清，加入 800 μl 3.7%甲醛，放置于摇床上，室温慢速固定 20 rpm/min × 20 

min。 

3. 吸去上清，加入 800 μl 0.3% PBST，放置于摇床上，室温慢速清洗 20 rpm/min × 10 

min，清洗 3 次。 

4. 吸去上清，加入 800 μl 封闭液，室温封闭 1 h。 

5. 吸去上清，加入 100 μl 1:100 稀释的抗 p-H3 抗体，4 °C 孵育过夜。 

6. 回收抗体。加入800 μl 0.3% PBST，放置于摇床上，室温慢速清洗20 rpm/min × 10 

min 清洗 3 次。 

http://www.bio-protocol.org/e1010293
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7. 吸去上清，加入 800 μl 封闭液，放置于摇床上，室温慢速清洗 20 rpm/min × 15 

min。 

8. 吸去上清，加入 200 μl 1:400 稀释的抗一抗种属的相应二抗，室温避光孵育 2 h。 

9. 吸去上清，加入 800 μl 0.3% PBST，放置于摇床上，室温避光慢速清洗 20 rpm/min 

× 15 min，清洗 3 次。 

10. 在平皿中加一滴 1× PBS，二次完全解剖翅膀成虫盘。 

11. 加一滴抗荧光淬灭剂于载玻片上，用镊子轻托样品至抗荧光淬灭剂中。盖上干净的

盖玻片，四周涂上指甲油，4 °C 保存样品。 

12. 显微镜观察 (图 3)。 

 

 
图 3. 抗 p-H3 抗体染色检测果蝇三期幼虫翅膀成虫盘 G2/M 检验点. 共聚焦显微镜

拍摄，HU 处理后，果蝇翅膀成虫盘中阳性信号明显减少。比例尺：50 μm。 

 

注： 

1) 解剖是实验成功的关键。第一次解剖时，将成虫盘或大脑与肌肉一起解剖，并

使成虫盘或大脑尽可能暴露，剔除干净周围脂肪组织，有助于减少非特异结合。 

2) 吸去上一步液体时，去除干净残留液体，包括离心管盖子里的液体，减少残留

液体对下一步实验操作的影响。 

3) 进行通透处理时，孵育时间要恰当，避免孵育时间过长，造成通透过度。 

4) Click 反应液现配现用，使用前 15 min 内配制。 

http://www.bio-protocol.org/e1010293
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5) 操作要准确、快速，减少样品暴露在光照下的时间。 

6) 转移成虫盘或大脑样品至载玻片时，携带的液体宜少，以免盖玻片滑动损伤样

品。注意枪头中是否有未转移的成虫盘或大脑样品，如果有，要重新转移样品。 

7) 封片动作要轻柔，以免盖玻片滑动损坏样品。 

8) 尽快进行拍照，样品保存不超过 3 天。 

 

溶液配方 

1. 0.5% PBST (EdU 染色专用) 

99.5 ml 1× PBS 

0.5 ml Triton X-100 (Sigma, T8787) 

4 °C 保存 

2. 3% BSA (EdU 染色专用) 

0.03 g BSA 

1 ml 1× PBS 

现配现用 

3. Click 反应液 (EdU 染色专用) 

430 μl 1× Click reaction buffer 

20 μl CuSO4 

1.2 μl Alexa Fluorazide 

50μl Reaction buffer additive 

用前 15 min 内配制 

4. 3.7%甲醛 

9.6 ml 1× PBS 

0.4 ml 甲醛 (Sigma, F8775) 

现配现用 

5. 0.3% PBST 

99.7 ml 1× PBS 

0.3 ml Triton X-100 

4 °C 保存 

6. 封闭液 (p-H3 染色专用) 

http://www.bio-protocol.org/e1010293
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950 μl 0.3% PBST 

50 μl 羊血清 

现配现用 

7. 封闭液 (BrdU 染色专用) 

90 ml 0.3% PBST 

10 ml 羊血清 

现配现用 
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