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摘要 目的：比较 EdU标记对三种癌细胞和小鼠对细胞增殖的影响，为 EdU作为标记开展相关细胞增殖实验和临床研究提供依

据。方法：本研究使用不同剂量 EdU对人非小细胞肺癌 A549细胞、人宫颈癌 Hela细胞、人肝癌 Huh7进行标记 2 h，然后使用荧

光显微镜观测 EdU在细胞中的标记效率，并使用多波长荧光酶标仪检测这三种癌细胞系标记后的荧光强度；使用流式细胞仪检

测小鼠经不同剂量的 EdU干预 12 h后，体内肺、肝、肾组织标记的荧光强度。结果：与对照组相比，经 EdU处理后，A549和 Hela

细胞系的荧光强度，三个剂量组均有显著性差异（P＜0.01），Huh7细胞系的荧光强度，50 滋mol/L有显著性差异（P＜0.05）；EdU在

小鼠体内组织肺、肝、肾组织中均有分布，且在肝组织中分布比肺组织和肾组织高。结论：EdU的体外癌细胞与小鼠体内组织细胞

的标记效率各不相同，建立的 EdU体外标记癌细胞和小鼠体内组织的方法简单，易操作。
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An EdU-based Method for in vitro Cancer Cells and Mouse
in vivo Tissues Cells Labeling*

To investiagte the effects of EdU on cell proliferation after in vivo tissue labeling of three types of cancer

cells and mice, and to provide basis for EdU as a marker for relevant cell proliferation experiments and clinical studies. In this

study, human non-small cell lung cancer A549 cells, human cervical cancer Hela cells and human liver cancer Huh7 cells were labeled

with different doses of EdU for 2 h. The labeling efficiency of EdU in the cells was observed by using fluorescence microscopy, and the

fluorescence intensity of the three cancer cell lines were measured by using a multi-wavelength fluorescence enzyme standard. The fluo-

rescence intensity of lung, liver and kidney tissue markers in vivo were measured by using flow cytometry in mice after 12 h of interven-

tion with different doses of EdU. Compared with that in the control group, the fluorescence intensities of A549 and Hela cell

lines after EdU treatment were significantly different in all three dose groups (P<0.01), and the fluorescence intensity of Huh7 cell line
was significantly different at 50 滋mol/L (P<0.05); EdU distributed in lung, liver and kidney tissues in mice in vivo, and the distribution

was higher in liver tissues than in lung and kidney. The distribution of EdU was higher in liver tissues than that in lung and kidney tis-

sues. The labeling efficiency of EdU varies between cancer cells and mouse in vivo tissue cells. The labeling efficiency of

EdU in cancer cells in vitro and mouse in vivo tissues are different The established method for in vitro labeling of cancer cells and mouse

in vivo tissues with EdU is simple and easy to operate.
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前言

5-乙炔基 -2'脱氧尿嘧啶核苷（EdU）是一种胸腺嘧啶核苷

类似物，能够在 DNA复制 S期替代胸腺嘧啶渗入正在合成的

DNA中，并与显色剂发生共轭反应，被逐渐用于检测细胞增

殖[1,2]。Sallic等[2]首次研究了通过使用 EdU标记后哺乳动物增
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殖细胞 DNA合成情况，随后的研究将其应用于检测多种病生

理状态下骨髓基质干细胞、神经干细胞、耳蜗细胞等，或者通过

使用 EdU检测细胞的线粒体 DNA状态，以进一步分析其生

成、复制过程[3-7]。这些研究结果表明，在细胞标记方面，EdU的

使用表现出对细胞的温和作用，在研究相关疾病、药物毒性或

者癌变等方面具有巨大潜力。近年来，使用 EdU标记细胞反映

细胞的增殖活性的研究逐渐增多[8,10]，其对细胞的标记水平与

细胞活性相关，细胞活性高、分裂增殖快，相同时间内细胞标记

的染色率高[11,12]。EdU法无需使用抗体、操作便捷、检测灵敏度

高，是一种在 BrdU法基础上升级换代的新方法。胸腺嘧啶核苷

类似物掺入复制 DNA后的检测是研究细胞 DNA合成、细胞

周期进展、细胞增殖动力学、细胞分裂和细胞活力的有力工具。

本实验通过设置不同浓度 EdU标记不同癌细胞与小鼠，

使用荧光酶标仪与流式细胞术检测标记水平，探求最佳标记浓

度与标记时间，得到最佳标记方法，以期为通过研究细胞 DNA

合成、细胞周期进展等评价药物毒性、癌变等相关疾病实验研

究提供方法学参考。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

胎牛血清（Gibco）、RPMI 1640（Gibco）、DMEM 培养基

（Gibco）、0.25%胰酶（Gibco）、青霉素 - 链霉素溶液（10000

U/mL，索莱宝）、胶原酶Ⅰ（索莱宝）、EdU检测试剂盒购自碧云

天（C0078S）、其他细胞培养相关试剂与耗材均购于北京索莱

宝公司；人非小细胞肺癌 A549细胞、人宫颈癌 Hela细胞、人肝

癌 Huh7细胞购于国家实验细胞资源共享平台（北京总部）；24

只 SPF级 ICR小鼠，雄性，6~8周龄，18~20 g，购自斯贝福（北

京）生物技术有限公司，合格证号 SCXK（京）2019-0010。本实

验经北京中医药大学实验动物伦理委员会批准并通过（动物伦

理编号：BUCM-4-2020100805-4199），所用实验动物均符合伦

理委员会规定；HERAcell vios 160i CO2培养箱（美国 Thermo

Scientific公司）；Spectra Max M3荧光酶标仪（美国 Molecular

Devices公司）；Revolve正倒置一体荧光显微镜（美国 ECHO

公司）；FACSCelesta流式细胞仪（美国 BD公司）。

1.2 方法

1.2.1 A549细胞、Hela细胞和 Huh7培养与分组 取冻存细

胞并复苏，用含 10%胎牛血清、1%青霉素 -链霉素溶液的 RP-

MI 1640培养基培养 A549细胞，用含 10%胎牛血清、1%青霉

素 -链霉素溶液的 DMEM培养基培养 Hela 细胞、Huh7 细胞

（37℃、5% CO2）。当传代至 2-3代时，观察到细胞的培养状态良

好，将细胞按照 5× 104个 /mL，分别接种于 96孔板，当细胞生

长至 80%饱和度时，24 h后换液，分为正常组和 EdU低剂量组

（12.5 滋mol/L）、EdU 中剂量组（25 滋mol/L）、EdU 高剂量组
（50 滋mol/L）。
1.2.2 荧光染色检测不同 Edu浓度对不同来源癌细胞细胞的标

记效率 使用 EdU分组处理细胞后，孵育 2 h，4%多聚甲醛

30 min固定，0.5% TritonX-100通透 10 min，每孔 1 mL洗涤液

洗涤 1-2次后加入 0.5 mL Click反应液，轻摇培养板以确保均

匀，孵育 30 min（室温、避光），弃液后洗涤液洗 3次，荧光酶标

仪检测荧光强度，并使用荧光显微镜观察标记情况。

1.2.3 小鼠分组及腹腔注射 EdU 24只小鼠随机分为 4组，

每组 6只，给药组 EdU（ 12.5 mg/kg、25 mg/kg、50 mg/kg）腹腔

注射、对照组给予同体积的生理盐水，所有小鼠均在一次给药

12 h后取材，收集小鼠右肺中叶、肝脏右叶前端、左肾上半部进

行 EdU的标记观察。

1.2.4 肺组织总细胞悬液的制备与流式细胞术检测肺组织标记

效率 持眼科镊将小鼠肺组织剪碎（1 mm3），使用小鼠肺组织

固定位置（右肺中叶），PBS轻混悬，4℃、1000 r/min离心 5 min

弃上清，2-3次后，上清澄清状态，加入 3 mL 0.1%胶原酶Ⅰ消

化液溶液，培养箱 37℃、5% CO2中 15-20 min，期间轻振荡，使

主要肺组织块消化成单细胞悬液，筛网（100 滋m）过滤细胞悬
液，滤液中主要为肺上皮细胞和肺成纤维细胞，1000 r/min离心

5 min，去上清（直接倒），加入冰冷的 PBS重悬沉淀，用血细胞

计数仪或全自动细胞计数仪进行细胞计数，调整细胞浓度（1×

107个 /mL）。使用 EdU染色试剂盒说明书操作要求染色细胞

后，通过流式细胞仪检测 EdU阳性细胞数。

1.2.5 可用于流式细胞术的肾组织总细胞悬液的制备与流式细

胞术检测肾组织标记效率 持眼科剪将小鼠的左肾上半部剪

成 1 mm3大小的组织块，然后用预冷的 PBS溶液轻轻混悬后，

4℃、1000 r/min离心 5 min，轻轻倒掉上清，重复 2-3次至上清

澄清状态，加入 3 mL 0.1%胶原酶Ⅰ消化液，于 37℃、5% CO2

培养箱中消化 15-20 min，期间轻轻地振荡使大部分肾组织块

被消化为单细胞悬液，轻柔并充分吹打均匀，100 滋m筛网过滤
细胞悬液，去除组织块，滤液为总细胞，主要为肾足细胞和上皮

细胞。1000 r/min离心 5 min，去上清（直接倒），加入 5 mL红细

胞裂解液（1× ），冰上孵育 4-5 min，轻轻摇晃（混匀），10 mL冰

冷的 PBS终止裂解，之后以 4℃ 450× g离心 10 min，去上清。

加入冰冷的 PBS重悬沉淀，用血细胞计数仪或全自动细胞计

数仪进行细胞计数，调整细胞浓度（1× 107个 /mL）。使用 EdU

染色试剂盒说明书操作要求染色细胞后，通过流式细胞仪检测

EdU阳性细胞数。

1.2.6 可用于流式细胞术的肝组织总细胞悬液的制备与流式细

胞术检测肝组织标记效率 持眼科剪将小鼠肝组织剪碎

（1 mm3），PBS溶液轻轻混悬后，4℃、1000 r/min离心 5 min，轻

轻倒掉上清，重复 2-3次至上清澄清状态，加入 3 mL 0.1%胶原

酶Ⅰ消化液，于 37℃、5% CO2培养箱中消化 15-20 min，期间轻

轻地振荡使大部分肾组织块被消化为单细胞悬液，轻柔并充分

吹打均匀，100 滋m筛网过滤细胞悬液，去除组织块，滤液为总
细胞如：肝实质细胞，肝窦内皮细胞等 1000 r/min离心 5 min，

去上清（直接倒），5 mL红细胞裂解液（1× ）冰上孵育 4-5 min，

轻轻摇晃（混匀），10 mL PBS终止裂解，之后以 4℃ 450× g离

心 10 min，去上清。加入冰冷的 PBS重悬沉淀，用血细胞计数

仪或全自动细胞计数仪进行细胞计数，调整细胞浓度（1× 107

个 /mL）。使用 EdU染色试剂盒说明书操作要求染色细胞后，

通过流式细胞仪检测 EdU阳性细胞数。

1.2.7 统计学分析 所有实验数据经过 SPSS 22.0软件分析，

所得结果使用 "x± s" 表示，组别之间差异分析方法采用
One-Way-Anova，P＜0.05表示有统计学意义。

2 结果

1406窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.8 APR.2023

2.1 荧光酶标仪检测 EdU对不同来源癌细胞的荧光标记

EdU标记三种不同来源癌细胞，使用荧光酶标仪检测发

现，与正常组相比，经 EdU处理后，随着 EdU浓度增加，A549

细胞和 Hela细胞荧光强度显著增加，三个剂量组均有显著性

差异（P＜0.01）；与正常组相比，Huh7细胞 EdU低剂量组和中

剂量组无显著增加，高剂量组有显著性差异（P＜0.05），见表 1。

Note: compared with the control group, **P＜0.01,*P＜0.05; EdU LD:EdU low dose group, EdU MD:EdU medium dose group, EdU HD:EdU high dose

group.

表 1 不同浓度 EdU对不同来源癌细胞标记的荧光强度（N=6）

Table 1 Fluorescence intensity of cancer cells labeled with different concentrations of EdU (N=6)

Groups A549 Hela Huh7

Control 11234.29± 6411.70 8273.17± 1170.25 3608.13± 406.65

EdU LD 25417.58± 3380.21** 30685.16± 2455.26** 3756.09± 148.33

EdU MD 26381.53± 4633.35** 33607.26± 1179.12** 4187.97± 310.08

EdU HD 33396.96± 4555.05** 37139.55± 2134.53** 4695.90± 781.18*

2.2 荧光显微镜观察 EdU对不同来源癌细胞的荧光标记

EdU标记三种不同来源癌细胞，使用正倒置一体荧光显微

镜观察发现，与正常组相比，经 EdU处理后，随着 EdU浓度增

加，A549细胞和 Hela细胞荧光强度显著增加；与正常组相比，

Huh7细胞 EdU高剂量组荧光强度有显著增强，见图 1。

图 1不同浓度 EdU对 A549细胞、HeLa细胞、Huh7细胞标记的荧光染色（10× 10）

Fig.1 Fluorescence of A549 cells, HeLa cells, Huh7 cells labeled with Different concentrations of EdU（10× 10）

注：EdU LD:EdU低剂量组, EdU MD: EdU中剂量组, EdU HD:EdU高剂量组。

Note: EdU LD:EdU low dose group, EdUMD: EdU medium dose group, EdU HD: EdU high dose group.

2.3 小鼠肺、肝和肾单组织单细胞悬液的检测

使用流式细胞仪检测小鼠肺、肝、肾组织总细胞的情况。结

果显示，从小鼠肺、肝、肾组织中获得了足量的单细胞悬液，细

胞的分群比较明显（图 2）。

2.4 不同浓度 EdU标记后小鼠体内主要组织分布

使用流式细胞仪检测小鼠经不同浓度 EdU标记后肺、肝、

肾组织的分布情况。结果显示，不同浓度 EdU在小鼠肺、肝、肾

组织中均有分布，并且呈现出剂量依赖性，随着 EdU标记浓度

的降低而降低。另一方面，同一浓度 EdU标记小鼠在不同组织

中分布有所区别，三种主要组织中，在肝组织中分布较肺组织

和肾组织高，肾组织分布相对较低（图 3）。

3 讨论

随着细胞生物学的发展，对细胞的存活、迁徙、分布和转归

等研究，发展出不同的示踪技术以进行识别的监测，其中对细

胞进行核标记是最常用的方法之一。细胞的增殖能力是细胞的

一个重要功能，目前经常使用的 MTT检测法、CCK-8检测法

等都是基于细胞活性检测细胞增殖和细胞毒性实验常用的检

测方法，能检测细胞整体增殖效果，但很难实现单细胞检测而

受到限制。最精确的检测检测细胞 DNA的复制和细胞的增殖
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图 2小鼠肺、肝、肾组织单细胞悬液总细胞检测

Fig. 2 Mouse pulmonary, liver and kidney tissue single cell suspension total cell assay

注：A.小鼠肺组织单细胞悬液细胞情况；B.小鼠肝组织单细胞悬液细胞情况；C.小鼠肾组织单细胞悬液细胞情况

Note: A. Cellular profile of single cell suspensions of mouse pulmonary tissue; B. Cellular profile of single cell suspensions of mouse liver tissue;

C. Cellular profile of single cell suspensions of mouse kidney tissue.

图 3 不同浓度 EdU对小鼠肺、肝、肾组织标记的影响

Fig. 3 Effects of different concentrations of EdU on pulmonary, liver and kidney tissues of mice

注：A.不同浓度 EdU对小鼠肺组织的标记；B.不同浓度 EdU对小鼠肝组织的标记；C.不同浓度 EdU对小鼠肾组织的标记

Note: A. Mouse pulmonary were labeled with different concentrations of EdU; B. Mouse liver were labeled with different concentrations of EdU;

C. Mouse kidney were labeled with different concentrations of EdU.

方法是检测细胞中 DNA的合成，如最初广泛使用的氚标记胸

腺嘧啶脱氧核苷（[3 H]thymidine）掺入法，但是该方法由于有放

射性，检测耗费的时间长达数天甚至数月，随后逐渐被基于抗

体检测的 BrdU（bromo-deoxyuridine）法所替代，BrdU 法适用

于体内检测目标细胞的增殖，但是 BrdU掺入法有一个不容忽

视的缺点，抗 BrdU抗体分子太大，双链 DNA中配对的碱基对

会阻碍掺入的 BrdU与抗 BrdU抗体的结合，同时，BrdU抗体

分子较大导致穿透大块组织标本需要较长的时间,延长抗体的

孵育时间，又造成工作效率降低。BrdU法步骤较多，且需要使

用 BrdU抗体，稳定性比较差，成本比较高[13-15]。EdU掺入法作

为近年来发展起来的一种检测细胞 DNA复制和增殖方法，体

内和体外增殖反应中都可以利用 EdU 掺入法检测细胞的增

殖，其分子量仅为 252.22，易透过细胞膜，可以有效并快速的扩

散，其标记原理是基于其结构中的乙炔基与荧光标记小分子叠

氮化合物探针反应，形成三唑环结构，复杂且稳定，使得检测灵

敏度更高[16-18]。

近年来，作为新型细胞核标记物之一的 EdU，逐步被用于

标记细胞的 DNA复制、增殖等检测。有研究者使用 EdU介导

的增殖细胞周期进行标记，研究 VEGF-B诱导的心脏血管的发

育和功能[19]；有研究发现[20]，在小鼠心脏组织细胞增殖的检测过

程中，使用 EdU能够在不同时期、不同状态下强烈并敏感的标

记心肌组织细胞，故 EdU标记可作为检测心脏再生的新方法。

有研究者使用荧光原位杂交实验检测干细胞样细胞，再使用

EdU进行标记识别增殖的细胞，结合双标记的结果鉴定活跃增

殖的干细胞样细胞[21]；有研究者，使用 EdU标记乳腺癌细胞，研

究功能获得性突变体 p53 R273H与复制 DNA和 PARP1相互

作用[22]；有研究者使用 EdU标记实验分析评估异种移植细胞的

细胞周期动力学，从而在稳态、LGR5消融和 5-氟尿嘧啶诱导

的粘膜损伤的背景下分析了慢循环人类干细胞或分化细胞的

克隆形成能力[23]。另有研究者[24,25]在脂肪干细胞进行体外标记

后体内示踪的实验中发现，EdU的使用可以用于标记与示踪体

内脂肪干细胞。有研究者[26-29]对 A549细胞、神经干细胞、骨髓

细胞、肺动脉平滑肌细胞等使用 EdU掺入法进行检测，发现

EdU标记细胞能力可能反映出细胞的增殖活性，其对细胞的标

记水平与细胞活性相关，具体表现为活性细胞分裂增殖较快而

具有更高的染色率，细胞活性降低或平台期的细胞具有分裂增

殖减慢的特点而导致低染色率。因此，使用 EdU检测细胞增殖

活性实验应注意细胞状态，细胞状态优良且处于对数期的检测

结果相对可靠。另一方面，高浓度或者长时间的 EdU标记细胞

也将会对其代谢、增殖等生物学过程产生不良影响，故 EdU的

使用浓度需要确定，过高浓度的使用易导致细胞死亡，在 EdU

标记骨髓间充质干细胞实验中发现，10-8 mol/L浓度下 EdU标
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记没有细胞毒性，标记后对干细胞的分化、细胞因子分泌等没

有显著作用[30]。通过使用 EdU对 T淋巴细胞亚群进行标记后

发现细胞数量在 106时，EdU标记的最佳浓度为 10-50 滋M，最
适培养时间为 8-12 h[31]，掺入 EdU的淋巴细胞可在 4℃、-80℃

和液氮中保存长达 21天，该研究以通过 EdU掺入和流式细胞

术检测体外 T淋巴细胞亚群的增殖并优化了检测条件。

尽管 EdU较传统细胞核标记物具有一定优势，但是也存

在一定的局限性。EdU标记受细胞增殖速度影响，细胞不活跃影

响 EdU标记的效率，通过提高浓度和延长孵育时间增加 EdU

标记的效率，又存在增加细胞毒性的风险。因此，EdU标记癌细

胞与小鼠体内主要组织分布，作用浓度以及作用时间，值得我

们进行研究。本研究初步建立了 EdU标记不同来源癌细胞的

检测方法，即细胞浓度为 5× 104个 /mL接种于细胞培养板

24 h后换液，A549细胞和 HeLa细胞使用 12.5 滋mol/L EdU处

理，孵育 2 h后标记效果较佳，Huh7细胞使用 50 滋mol/L EdU

处理，孵育 2 h后标记效果较佳；同时发现 EdU能迅速灵敏的

标记正常的肝、肺和肾脏细胞，其中在小鼠肝组织中标记水平

较高，标记数量呈现剂量依赖性，因这一技术具有更加简单、快

速、准确的特点，同时表现出对细胞生长、分化等过程影响较小

的温和特性，所以 EdU的使用具备良好的应用与发展前景，本

实验为后续通过研究细胞 DNA合成、细胞周期进展等评价药

物毒性、癌变等相关疾病实验研究提供方法学参考。
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