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使用 BrdU 抗体进行标记的实验步骤

ICC实验步骤:

固定、通透、DNA变性

(1) 冰预冷70%乙醇室温固定5min

(2) PBS漂洗3次，每次5min

(3) 3.2M HCl（PBST配制）室温孵育30min

(4) 除去HCl后，用PBST漂洗2次，每次5min

免疫染色

0.1% triton X-100通透5min

封闭、一抗、二抗

FC实验步骤：

(1) 细胞pellet在在涡旋仪上震荡并缓慢滴加2~5mL 70%冰预冷乙醇（4℃放置），

冰上固定至少30min（Clemens lab protocol：时间至少24h）

(2) PBS漂洗1次

(3) 2M HCl（透膜液配制）室温变性30min，离心去除上清

(4) 加入0.1M 硼酸钠缓冲液（pH8.5）中和15min，离心去除上清，PBS漂洗1次

(5) 山羊血清封闭

(6) 加入稀释好的anti-BrdU一抗，室温孵育1h（根据抗体一般的孵育时间决定）

(7) 二抗

(8) 7-AAD或PI在最后检测前15min加入。
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