
取出加药处理后的细胞培养板，吸弃细胞培养液，PBS洗2次

4%多聚甲醛固定15 min，PBS洗涤3×5 min

加入Hoechst工作液完全覆盖细胞，37 ℃避光孵育20 min

吸弃染色液，PBS洗涤3×5 min

往细胞培养板中加入少量PBS，置于荧光显微镜下观察并拍照

1.样本

2.固定

3.染色

4.洗涤

5.观察

3.1.1 形态学观察（Hoechst染色）



常见问题解析

1. 整个背景荧光强怎么办？

①优化染料浓度和作用时间；②增加洗涤次数和强度，确保充分洗涤，

避免染料残留。

2. 荧光信号弱或未见明显荧光，怎么办？

①增加染料浓度或作用时间；②染料现配现用，使用新鲜配制的染料；

③检查显微镜设置（滤光片、光闸、光路）；④避免过度洗涤，导致弱染

色的凋亡早期细胞或使贴壁细胞脱落。

3. 如何确保荧光定量的准确性？

①采用盲法计数；②随机选取多个代表性视野；③保证细胞铺板均匀；

④利用图像分析软件辅助计数（需设定准确的形态学阈值）。

4. 如何区分细胞凋亡和坏死？

区别 凋亡 坏死

起因 生理性或病理性 病理性变化或剧烈损伤

累及细胞 单个散在细胞 大片组织或成群细胞

细胞膜 保持完整，一直到形成凋亡小体 破损

染色质 凝聚在核膜下呈半月状 呈絮状

细胞器 无明显变化 肿胀、内质网崩解

细胞体积 固缩变小 肿胀变大

凋亡小体 有，被邻近细胞或巨噬细胞吞噬 无，细胞自溶，残余碎片被巨噬细胞吞噬

基因组DNA 有控降解，电泳图谱呈梯状 随机降解，电泳图谱呈涂抹状

蛋白质合成 有 无

调节过程 受基因调控 被动进行

炎症反应 无，不释放细胞内容物 有，释放内容物



收集细胞（约1×10⁵-1×10⁶个/管），用预冷的PBS洗2次

弃上清，用预冷1× Annexin V结合缓冲液重悬细胞

3.1 加入Annexin V-荧光染料，混匀后室温避光孵育15 min
3.2 孵育结束后立即加入PI溶液

加入预冷的1× Annexin V结合缓冲液稀释细胞悬液

染色完成后1 h内进行流式细胞分析，设置激发波长和发射波长

1.样本

2.重悬

3.染色

4.稀释

5.上机

3.1.2 Annexin V/PI染色流式细胞术检测细胞凋亡



常见问题解析

1. 空白组有荧光信号怎么办？

①彻底清洗仪器；②空白组应选用状态良好的正常细胞，如细胞状态过

差无法恢复或存在污染，应及时更换细胞。

2. 坏死细胞比例过高，如何处理？

①缩短凋亡诱导时间；②降低PI浓度（建议20-50 μg/mL），严格计时；

③更换新鲜培养基，检查细胞状态。



4%多聚甲醛固定15 min，PBS洗涤3×5 min

滴加0.2% Triton X-100覆盖细胞，室温孵育10 min

4.1 吸弃平衡液，加TUNEL标记工作液，37℃避光孵育60 min
4.2 PBS洗4×5 min（避光）

5.1 滴加DAPI工作液覆盖细胞，室温避光孵育5 min
5.2 PBS洗3×3 min（避光）

1.样本

2.固定

3.通透

4.平衡

5.染核

3.1.3 TUNEL检测细胞凋亡

取出加药处理后的细胞培养板，吸弃细胞培养液，PBS洗2次

往细胞培养板中加入少量PBS，置于荧光显微镜下观察并拍照6.观察



常见问题解析

1. 背景过高，存在非特异性染色怎么办？

①增加PBS洗涤次数（≥5次，每次5 min），震荡洗涤效果更佳；②降低

Triton浓度或缩短时间。

2. 信号弱或无信号，怎么处理？

①缩短固定时间，避免使用醇类固定剂；②增加Triton X-100浓度

（0.5%~1%）或延长通透时间，冰上操作防细胞脱落；③延长孵育时间至

90-120 min。
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