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基于 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记法检测细胞周期动力学的方法
袁　月１，２，艾立丽２，张　鹏１，２

（贵州医科大学１基础医学院生物学教研室、２组织工程与干细胞实验中心，

功能核酸生物药研究重点实验室，贵阳　５５０００４）

摘要　目的　建立一种基于５-乙炔基-２′-脱氧尿苷（ＥｄＵ）和５-溴脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）双标记法检测细胞周期 Ｓ期时间
（Ｔｓ）和总细胞周期时间（Ｔｃ）的方法。方法　通过ＥｄＵ和ＢｒｄＵ双重标记ＨＥＫ２９３Ｔ细胞后进行免疫荧光染色，利用高内涵细
胞成像分析仪采集荧光信号，统计整个细胞群中ＥｄＵ阳性和ＢｒｄＵ阳性细胞个数，基于之前发表文章中的细胞周期计算公式，
对其进行改进后，可精准计算出细胞的Ｔｓ和Ｔｃ时长，并利用建立的方法对人胚胎干细胞细胞周期时长进行计算。结果　根
据ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记的方法计算出人胚胎干细胞的Ｔｓ为１０.９ｈ，Ｔｃ为１５.３ｈ。结论　基于ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记法能检测出细
胞的Ｔｓ和Ｔｃ时长，是一种可以精准高效检测细胞周期的方法。
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　　真核细胞的周期包括细胞生长、ＤＮＡ复制和分
裂等不同阶段［１］。细胞周期检测的常用方法是流

式细胞术，此方法的准确性受到细胞数量、染料的比

例和流式细胞仪的参数设定等因素影响［２］，并且得

到的细胞周期只能显示各时期的比例，并不能得到

细胞周期的时长。因此，准确计算细胞周期时长对

细胞生物学的研究至关重要。

　　核苷类似物可以通过细胞 ＤＮＡ复制插入基因
组，常用的核苷类似物有５-乙炔基-２′-脱氧尿苷（５-
ｅｔｈｙｎｙｌ-２′ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＥｄＵ）和５-溴脱氧尿嘧啶核苷
（５-Ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｃ，ＢｒｄＵ），通过检测细胞中 ＥｄＵ
或ＢｒｄＵ的标记情况，可确定细胞的增殖状态和周
期分布［３－７］。之前有文章［８］通过核苷类似物双标记

的方法检测细胞周期的时长，但是文章中使用的计

算公式并不能准确地计算出细胞周期。因此，该研

究基于之前发表文章［８］中的细胞周期计算公式，对

其进行改进，利用 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞作为模型系统，使
用ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ对其进行双标记，计算出细胞的总

细胞周期时间（ｔｏｔａｌｃｅｌｌ-ｃｙｃｌｅ，Ｔｃ）和Ｓ期时间（ｓｙｎ-
ｔｈｅｓｉｓ-ｐｈａｓｅ，Ｔｓ），并使用人胚胎干细胞对所建立的
方法进行可行性检测。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞（上海中乔新舟
生物科技有限公司，货号：ＺＱ００８３）；ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ

Ｅｄｕ-４８８细胞增殖检测试剂盒（上海碧云天生物技
术股份有限公司，货号：Ｃ００７１Ｓ）；ＢｒｄＵ和硼酸（德
国 Ｓｉｇｍａ-Ａｌｄｒｉｃｈ公司，货号：Ｂ５００２、Ｂ７９０１）；Ａｎｔｉ-
ＢｒｄＵ（英国Ａｂｃａｍｐｌｃ公司，货号：ａｂ６３２６）；山羊抗
大鼠二抗ｃｙ３（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，货
号：Ａ１０５２２）；４％多聚甲醛、ＤＡＰＩ、抗荧光衰减封片
剂和吐温-２０（北京索莱宝科技有限公司，货号：
Ｐ１１１０-５００ｍｌ、Ｃ００６０、Ｓ２１００、Ｔ８２００）；双抗（青 －链
霉素混合液）、ＰＢＳ和胎牛血清（上海逍鹏生物科技
有限公司，货号：Ｃ３４２０、Ｃ３５８０-０５００、Ｃ０４００１-５００）；
ＤＭＥＭ基础培养基（美国 ＧｒａｎｄＩｓｌａｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公
司，货号：Ｃ１１９９５５００ＢＴ）；胰蛋白酶（上海奕杉生物
科技有限公司，货号：ＥＳ００１４）；牛血清白蛋白（上海
生工生物公司，货号：Ａ５０００２３-０１００）；Ｙ-２７６３２２ＨＣｌ
（美国ＣｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司，货号：Ｓ１０４９）；ｍＴｅＳ-
ＲＴＭ１培养液（加拿大ＳＴＥＭＣＥＬＬＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，
货号：８５８５０）。
１．１．２　主要仪器　ＣＯ２细胞培养箱（贵州宝途企业
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投资管理有限公司，型号：３１１１）、Ｏｐｅｒｅｔｔａ高内涵显
微成像系统（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，型号：ＨＨ１６００）
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞在含有１０％胎牛
血清的 ＤＭＥＭ完全培养基中，放置在 ３７℃、５％
ＣＯ２的恒温培养箱中进行培养，细胞密度为７０％ ～
８０％时进行传代。人胚胎干细胞在过夜包被 Ｍａｔｒｉ-
ｇｅｌ基质胶的培养皿中生长，传代第１天使用含有终
浓度为１０μｍｏｌ／ＬＹ-２７６３２２ＨＣｌ的ｍＴｅＳＲＴＭ１培养
液，１ｄ后换液为不含Ｙ-２７６３２２ＨＣｌ的ｍＴｅＳＲＴＭ１培
养液，放置在３７℃、５％ ＣＯ２的恒温培养箱中进行培
养，细胞密度为７０％～８０％时进行传代。
１．２．２　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ标记 Ｓ期细胞　细胞生长密度
达到７０％～８０％时，将细胞消化后接种于铺有细胞
爬片的６孔板内培养４８ｈ，使用１０μｍｏｌ／ＬＥｄＵ标
记细胞２０ｍｉｎ，通过ＰＢＳ洗涤３遍以去除 ＥｄＵ。换
正常培养基培养１ｈ后，进一步使用１００μｍｏｌ／ＬＢｒ-
ｄＵ标记２０ｍｉｎ，使用ＰＢＳ洗涤３遍以去除ＢｒｄＵ。
１．２．３　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ荧光标记细胞　收集被ＥｄＵ／Ｂｒ-
ｄＵ标记的细胞爬片，使用４％多聚甲醛室温下固定
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ。２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ变
性３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，硼酸钠缓冲液（０.１ｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ８.５）中和１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次。４％ ＢＳＡ室温下
封闭１ｈ。一抗使用ＢｒｄＵ进行１∶２００稀释，４℃孵
育过夜，ＰＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。二抗使用山羊
抗大鼠ｃｙ３进行１∶５００稀释，室温避光孵育 １ｈ，
ＰＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ Ｅｄｕ-４８８细
胞增殖检测试剂盒配置的 Ｃｌｉｃｋ反应液室温避光孵
育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ染色５
ｍｉｎ后清洗，封片剂封片后显微镜观察染色情况。
１．２．４　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ信号采集　利用高内涵细胞成
像分析仪采集荧光信号，Ｈａｒｍｏｎｙ图像分析方法对
采集的荧光信号进行初步筛选。首先基于 ＤＡＰＩ通
道图像进行细胞圈选：根据细胞圆润度、单个细胞面

积进行筛选，剔除粘黏细胞及大小异常细胞，获取单

个完整细胞，在此基础上，使用 Ｒ４.３.０软件对细胞
核内的ＥｄＵ／ＢｒｄＵ荧光信号强度进行定量，基于视
野内无细胞区域和 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ阴性细胞的荧光强度
确定荧光阈值，并将ＥｄＵ阳性的细胞群定义为 ＥｄＵ
＋ｖｅ，ＢｒｄＵ阳性的细胞群定义为 ＢｒｄＵ＋ｖｅ，ＥｄＵ单
阳性细胞群定义为ＥｄＵ＋ｖｅ＆ＢｒｄＵ-ｖｅ。
１．２．５　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ标记的动力学参数计算　ＥｄＵ／
ＢｒｄＵ是双胸腺嘧啶类似物，可整合到 Ｓ期合成的
ＤＮＡ中。使用ＥｄＵ／ＢｒｄＵ依次间隔标记增殖细胞，

通过免疫荧光可区分出确定的细胞群。根据这些细

胞群的荧光标记量，基于以下公式计算出增殖细胞

群的总细胞周期时间Ｔｃ和Ｓ期时间Ｔｓ：

　　ＢｒｄＵ＋ｖｅ％ ＝ ＢｒｄＵ＋ｖｅ

（ＢｒｄＵ＋ｖｅ＋ＢｒｄＵ－ｖｅ）
（１）

　　ＢｒｄＵ＋ｖｅ％ 为 ＢｒｄＵ阳性细胞占比，表示任何时
刻处于Ｓ期的细胞比例，分母表示细胞总数，分子表
示ＢｒｄＵ阳性细胞数。

　　Ｔｓ＝１ｈ×
ＢｒｄＵ＋ｖｅ

（ＥｄＵ＋ｖｅ＆ＢｒｄＵ－ｖｅ）
（２）

　　ＴＳ表示增殖细胞群的 Ｓ期持续时间，分母为
ＥｄＵ阳性（ＥｄＵ标记时处于 Ｓ期）并且 ＢｒｄＵ阴性
（ＢｒｄＵ标记时已退出 Ｓ期）的细胞总数，表示 ＥｄＵ
标记时处于Ｓ期而ＢｒｄＵ标记时已退出Ｓ期进入Ｇ２
期的细胞，分子表示 ＢｒｄＵ阳性细胞数，１ｈ表示
ＥｄＵ和ＢｒｄＵ标记的时间间隔为１ｈ。

　　ＴＣ＝
ＴＳ

ＢｒｄＵ＋ｖｅ％
（３）

　　ＴＣ表示增殖细胞群的总细胞周期时间。
１．２．６　绘制 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ荧光标记荧光分布散点图
　为直观显示 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ荧光标记分布情况，通过
Ｒ４.３.０软件包“ｇｇｐｌｏｔ２”绘制两者荧光标记表达量
的散点图。

１．２．７　人胚胎干细胞验证可行性　人胚胎干细胞
的发育可塑性使其在基础研究和再生医学领域具有

无限的可能，且人胚胎干细胞细胞周期目前研究较

多，相对比较明确。之前对胚胎干细胞的周期进行

研究中发现，胚胎干细胞 ＴＣ时长为１５～１６ｈ，５０％
～７０％处于Ｓ期［９］。因此，本研究选用人胚胎干细

胞来对ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记法检测细胞周期动力学的
方法进行可行性验证。

２　结果

２．１　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ实验设计　使用 ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ分
别对ＨＥＫ２９３Ｔ细胞进行间隔标记。假设细胞周期
是均匀分布的，则 ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ初始标记的细胞量
一致，同周期的细胞，单位时间内退出Ｓ期的细胞量
也是一致的。基于此，假设Ｓ期的细胞数量为３，则
ＥｄＵ标记上的细胞数为３，间隔时间为１ｈ，使用Ｂｒ-
ｄＵ进行标记，被 ＥｄＵ标记的细胞里会有１个细胞
退出Ｓ期，进入Ｇ２期，而ＢｒｄＵ能标记上的细胞数也
为３，且有２个细胞为ＥｄＵ和ＢｒｄＵ标记期间一直处
于Ｓ期的细胞 ，见图１Ａ；根据同周期细胞，单位时
间内退出 Ｓ期的细胞数量一致，ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ标记
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的间隔时间改为２ｈ，则当ＢｒｄＵ进行标记时，被ＥｄＵ
标记的细胞里会有２个细胞退出 Ｓ期，进入 Ｇ２期，
而ＢｒｄＵ能标记上的细胞数为３，其中有１个细胞为
ＥｄＵ和ＢｒｄＵ标记期间一直处于Ｓ期的细胞，见图１
Ｂ。根据之前文章中的描述［８］，ＴＳ１和ＴＣ１分别为：

　　ＴＳ１＝１ｈ×
ＥｄＵ＋ｖｅ＆ＢｒｄＵ＋ｖｅ

ＥｄＵ＋ｖｅ／ＢｒｄＵ( )－ｖｅ （４）

　　分子表示ＥｄＵ和ＢｒｄＵ标记期间一直处于Ｓ期
的细胞，分母表示ＥｄＵ标记以后，并且 ＢｒｄＵ标记前
退出Ｓ期的细胞，文章里 ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ的标记间隔
时间为１ｈ。

　　ＴＣ１＝
ＴＳ１

（ＢｒｄＵ＋ｖｅ／ＢｒｄＵ－ｖｅ）
（５）

　　分母表示任何时刻处于Ｓ期的细胞与非Ｓ期细

胞的比值，根据之前文章中的公式（４），假设ＥｄＵ和
ＢｒｄＵ标记时间间隔分别为１ｈ、２ｈ，根据（４）公式计
算得ＴＳ１分别为：

　　ＴＳ１－１ｈ＝１ｈ×( )２１ ＝２ｈ （６）

　　ＴＳ１－２ｈ＝２ｈ×( )１２ ＝１ｈ （７）

　　ＴＳ１随着标记时间间隔的改变而改变，结果不合
理，且（５）中的分母表示 Ｓ期与非 Ｓ期的比例，即
（５）表示非Ｓ期的周期。
　　对公式进行改进，假设 ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ标记时间
间隔分别为１ｈ、２ｈ，根据（２）公式计算得ＴＳ为：

　　ＴＳ－２ｈ＝ＴＳ－１ｈ＝１ｈ×( )３１ ＝３ｈ （８）

图１　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＥｄＵ／ＢｒｄＵｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇ

Ａ：ＥｄＵａｎｄＢｒｄＵｍａｒｋｉｎｇｗｉｔｈｏｎｅｈｏｕｒ’ｓｉｎｔｅｒｖａｌ；Ｂ：ＥｄＵａｎｄＢｒｄＵｍａｒｋｉｎｇｗｉｔｈｔｗｏｈｏｕｒｓ’ｉｎｔｅｒｖａｌ．

·２７１２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



　　此时，ＴＳ不随着标记时间间隔的改变而改变，
ＴＳ的长短与 Ｓ期被标记上的细胞数相关。综合公
式（６）、（７）、（８）结果，提示改进后的公式（２）能合
理表示增殖细胞群的ＴＳ。
２．２　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ荧光标记细胞结果　对标记后的
细胞进行免疫荧光染色并采集荧光信号，ＥｄＵ／ＢｒｄＵ
双阳性细胞表示在ＥｄＵ和ＢｒｄＵ标记期间一直处于
Ｓ的细胞，见图２Ａ，ＥｄＵ单阳性细胞表示在 ＥｄＵ标
记期间处在Ｓ期，ＢｒｄＵ标记时细胞已经退出 Ｓ期，
进入了Ｇ２期，见图２Ｂ，在整个 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ标记期间
都处在Ｓ期以外的其它细胞，则不会被标记上，见图
２Ｃ。
２．３　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ信号采集结果　 高内涵 Ｈａｒｍｏｎｙ
图像分析方法对采集到的荧光信号进行初筛，再通

过Ｒ软件分析获得荧光信号，由散点图可看出，被
标记上的细胞群有 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双阳性、ＥｄＵ单阳性

和ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双阴性，见图３Ａ。ＥｄＵ的荧光信号强
度分布在１５０００～３００００的细胞数最多，而ＢｒｄＵ的
荧光强度分布在８０００～１５０００最多，这是由于在
ＥｄＵ／ＢｒｄＵ标记的间隔期１ｈ内，ＥｄＵ随着 ＤＮＡ的
复制而增多，见图３Ｂ、３Ｃ。
２．４　细胞周期动力学计算　基于 Ｈａｒｍｏｎｙ图像分
析方法及Ｒ软件对细胞核内的ＥｄＵ／ＢｒｄＵ荧光信号
强度进行定量，基于视野内无细胞区域和 ＥｄＵ／Ｂｒ-
ｄＵ阴性细胞的荧光强度确定荧光阈值，ＥｄＵ单阳性
细胞数为１０７２，ＢｒｄＵ阳性细胞数为８３７１，总细胞
数为１９４６１，则根据公式可计算出 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标
记的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，ＢｒｄＵ的荧光率 ＢｒｄＵ＋ｖｅ％
为：

　　ＢｒｄＵ＋ｖｅ％ ＝ ＢｒｄＵ＋ｖｅ

ＢｒｄＵ＋ｖｅ＋ＢｒｄＵ( )－ｖｅ ＝
８３７１
１９４６１＝

４３.０％ （９）

图２　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记免疫荧光染色 ×２０

Ｆｉｇ．２　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＥＫ２９３ＴｃｅｌｌｓｗｉｔｈＥｄＵ／ＢｒｄＵｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇ×２０

Ａ：ＥｄＵ／ＢｒｄＵｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｂ：ＥｄＵｓｉｎｇｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｃ：ＥｄＵ／ＢｒｄＵｄｏｕｂｌｅｎｅｇａｔｉｖｅ．

图３　ＥｄＵ／ＢｒｄＵ信号分布统计图
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　　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的ＴＳ期时长为：

　　ＴＳ＝１ｈ×
ＢｒｄＵ＋ｖｅ

ＥｄＵ＋ｖｅ＆ＢｒｄＵ( )－ｖｅ ＝１ｈ×
８３７１
１０７２＝

７.８ｈ （１０）
　　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的ＴＣ期时长为：

　　ＴＣ＝
ＴＳ

ＢｒｄＵ＋ｖｅ( )％ ＝ ７．８４３．０％ｈ＝１８．１ｈ （１１）

２．５　人胚胎干细胞的 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ信号采集结果　
高内涵Ｈａｒｍｏｎｙ图像分析方法对采集到的荧光信号
进行初筛，再通过 Ｒ软件分析获得荧光信号，由散
点图可看出，人胚胎干细胞中被标记上的细胞群有

ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双阳性、ＥｄＵ单阳性和 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双阴
性，见图４。
２．６　人胚胎干细胞的细胞周期动力学计算结果　
对人胚胎干细胞的 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ荧光标记信号后，基
于视野内无细胞区域和ＥｄＵ／ＢｒｄＵ阴性细胞的荧光
强度确定荧光阈值，ＥｄＵ单阳性细胞数为３２１，ＢｒｄＵ
单阳性细胞数为３５０８，总细胞数为４９１２，则根据公
式可计算出 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记的人胚胎干细胞中，
ＢｒｄＵ的荧光率ＢｒｄＵ＋ｖｅ％为：

　　ＢｒｄＵ＋ｖｅ％ ＝ ＢｒｄＵ＋ｖｅ

ＢｒｄＵ＋ｖｅ＋ＢｒｄＵ( )－ｖｅ ＝
３５０８
４９１２＝

７１.４％ （１１）
　　人胚胎干细胞的ＴＳ期时长为：

　　ＴＳ＝１ｈ×
ＢｒｄＵ＋ｖｅ

ＥｄＵ＋ｖｅ＆ＢｒｄＵ( )－ｖｅ ＝１ｈ×
３５０８
３２１ ＝

１０．９ｈ （１２）
　　人胚胎干细胞的ＴＣ期时长为：

　　ＴＣ＝
ＴＳ

ＢｒｄＵ＋ｖｅ( )％ ＝１０．９７１．４％＝１５．３ｈ （１３）

　　（１２）、（１３）检测结果与文献报道的符合［９］。提

示使用人胚胎干细胞检测 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记法检测
细胞周期动力学的方法具有可行性。

３　讨论

　　细胞周期长度不是固定的，而是根据细胞类型
以及它们所处的环境变化的［１０－１２］。通过检测细胞

周期的时长，可以了解细胞生命活动和增殖情况，这

对于研究生物体的发育、生长和组织修复等生命过

程非常重要［１３］，良好的检测方法有助于在生物医学

研究和临床治疗中准确揭示细胞周期的动态变化，

满足分子生物学、发育生物学、肿瘤学等多个领域的

研究需求。

　　细胞周期检测方法包括流式细胞术、同位素法
检测、周期相关蛋白检测、标记 ＤＮＡ复制等多种技
术。然而，现有的细胞周期检测方法仍存在一些局

限。流式细胞术是通过碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，
ＰＩ）、４′，６-二脒基-２-苯基吲哚（４′，６-ｄｉａｍｉｄｉｎｏ-２-ｐｈｅ-
ｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）和烟酸己可碱（Ｈｏｅｃｈｓｔ）等对 ＤＮＡ
含量进行染色，进而检测处于 Ｇ０／Ｇ１、Ｓ和 Ｇ２／Ｍ阶
段的细胞比例［１４］，虽然能快速得到大量样本的细胞

周期分布信息，却只能检测光学信号的强弱与总量，

难以提供细胞形态学的信息，且 ＰＩ是根据 ＤＮＡ含
量不同来分析细胞各时期所占比例，不能检测出细

胞周期的具体时长。本研究建立的 ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标
记法检测细胞周期，通过统计单位时间内退出 Ｓ期
的细胞数，计算出细胞的Ｔｓ和Ｔｃ时期的具体时长，
后续实验可以结合流式细胞术检测出的各时期所占

比例，推算出细胞周期其它时期的具体时长。流式

细胞术实验通常需要大量细胞进行检测，且染色和

洗涤过程中极易造成细胞丢失［１５］，这对于难以获得

图４　胚胎干细胞ＥｄＵ／ＢｒｄＵ信号分布统计图
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或者稀有的细胞样品而言，是一个巨大的挑战，然而

本研究建立的方法可以很好地解决这个问题。首

先，本实验中的免疫荧光染色不需要对细胞进行消

化，一定程度上减少了细胞的损耗，其次，细胞数量

不需要很多，可以均匀铺板在爬片上即可。虽然同

位素标记法在精度上有其优势，但是同位素法检测

细胞生长和增殖需要放射性同位素及特定的仪器设

备，且为了准确测量细胞周期的时长，需要在不同时

间点对细胞进行同位素标记，并测量标记物的累积

量，且使用放射性同位素标记 ＤＮＡ存在辐射风险，
因此，在应用上有一定的局限性。本研究中使用的

高内涵细胞成像分析仪收集荧光信号与Ｈａｒｍｏｎｙ图
像分析对采集的荧光信号进行初筛的仪器是可替代

的，免疫荧光染色后的细胞可以使用普通荧光显微

镜进行荧光信号采集，之后利用 ＩｍａｇｅＪ软件中的
ＳｔａｒＤｉｓｔ插件，即可对采集的荧光信号进行初筛的计
算。因此本研究建立的方法中仪器具有可替代性，

使得该方法更容易实施，具有普遍性，只测量一次就

可以检测到不同时间点的细胞中ＤＮＡ复制情况，该
方法更省时、方便。此外，ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ具有较小的
分子量，使用它们进行双标记细胞的细胞周期计算，

具有更高的灵敏度和准确性、同时检测不同细胞周

期阶段的优点。

　　本研究建立的ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记法检测细胞周
期法也有一定的局限性。本研究的公式是建立在细

胞周期均匀分布的基础上，即同样时间内，处于Ｓ期
的细胞，ＤＮＡ复制速度是相等的，所有ＥｄＵ和 ＢｒｄＵ
初始标记ＤＮＡ的量一致，所以ＥｄＵ和ＢｒｄＵ处理时
间需严格把控。另外，铺板的细胞不能过于密集、聚

团生长，否则很难区分单个细胞，从而影响结果的准

确性。

　　总之，本研究优化了双胸腺嘧啶标记检测细胞
周期的方法，使用ＥｄＵ／ＢｒｄＵ双标记ＤＮＡ，通过免疫
荧光染色后统计荧光强度，可以计算出细胞周期的

Ｓ期时长与总细胞周期时长。本研究为细胞周期的
计算提供了一种新方法，为探索细胞周期调控的机

制和深入理解细胞周期的动态变化提供技术和方法

支持。
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［５］ ＺｈｏｕＹ，ＴｕＢ，ＳｏｎｇＫ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＬＫＢＨ５ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＵｎｉｖＭｅｄＡｎ-

ｈｕｉ，２０２２，５７（１２）：１８７０－４．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００

－１４９２．２０２２．１２．００４．

［６］ ＭａｒｔｙｎｏｇａＢ，ＭｏｒｒｉｓｏｎＨ，ＰｒｉｃｅＤＪ，ｅｔａｌ．Ｆｏｘｇ１ｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒ

ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｖｅｎｔｒａｌｔｅｌｅｎｃｅｐｈａｌｏｎａｎｄｒｅｇｉｏｎ-ｓｐｅｃｉfiｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｄｏｒｓａｌｔｅｌｅｎｃｅｐｈａｌｉｃｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．

Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ，２００５，２８３（１）：１１３－２７．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｙｄｂｉｏ．

２００５．０４．００５．

［７］ ＢｉａｌｉｃＭ，ＡｌＡｈｍａｄＮａｃｈａｒＢ，ＫｏｉｌａｋＭ，ｅｔａｌ．ＭｅａｓｕｒｉｎｇＳ-

ｐｈａｓｅｄｕｒａｔｉｏｎｆｒｏｍ ａｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｄｕａｌＥｄＵ-ＢｒｄＵ

ｐｕｌｓｅ-ｃｈａｓｅｌａｂｅｌｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ，２０２２，１３（３）：

４０８．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｇｅｎｅｓ１３０３０４０８．

［８］ ＨａｒｒｉｓＬ，ＺａｌｕｃｋｉＯ，ＰｉｐｅｒＭ．Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｔｏ：ＢｒｄＵ／ＥｄＵｄｕａｌｌａ-

ｂｅｌｉｎｇｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃｅｌｌ-ｃｙｃｌｅｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｄｅｆｉｎｅｄｃｅｌｌｕｌａｒｓｕｂ-

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌＨｉｓｔｏｌ，２０１８，４９（４）：４４７．ｄｏｉ：１０．１００７／

ｓ１０７３５－０１８－９７８３－２．

［９］ ＰａｄｇｅｔｔＪ，ＳａｎｔｏｓＳＤＭ．Ｆｒｏｍｃｌｏｃｋｓｔｏｄｏｍｉｎｏｅｓ：ｌｅｓｓｏｎｓｏｎｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇｆｒｏｍｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔ，

２０２０．ｄｏｉ：１０．１００２／１８７３－３４６８．１３８６２．

［１０］ＫüｈｌＮＭ，ＲｅｎｓｉｎｇＬ．Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｅｆｆｅｃｔｓｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０００，５７（３）：４５０－６３．ｄｏｉ：１０．１００７／

ＰＬ０００００７０７．

［１１］ＤｏｕｇｌａｓＲＭ，ＨａｄｄａｄＧＧ．Ｇｅｎｅｔｉｃｍｏｄｅｌｓｉｎａｐｐｌｉｅｄｐｈｙｓｉｏｌｏ-

ｇｙ：ｉｎｖｉｔｅｄｒｅｖｉｅｗ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｘｙｇｅｎｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｃｔｉｖ-

ｉｔｙ：ａｐｒｏｆｉｌｅｏｆｄｅｌａｙａｎｄａｒｒｅｓｔ［Ｊ］．ＪＡｐｐｌＰｈｙｓｉｏｌ（１９８５），

２００３，９４（５）：２０６８－８３．ｄｏｉ：１０．１１５２／ｊａｐｐｌｐｈｙｓｉｏｌ．０１０２９．

２００２．

［１２］ＫｈａｎＡ，ＳｉｎｇｈＰ，ＳｒｉｖａｓｔａｖａＡ．Ｉｒｏｎ：ｋｅｙｐｌａｙｅｒｉｎｃａｎｃｅｒａｎｄ

ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ？［Ｊ］ＪＴｒａｃｅＥｌｅｍＭｅｄＢｉｏｌ，２０２０，６２：１２６５８２．ｄｏｉ：

１０．１０１６／ｊ．ｊｔｅｍｂ．２０２０．１２６５８２．

［１３］马艺戈，王冰蕊，高　洁，等。氯化高铁血红素诱导Ｋ５６２细

胞红系分化对其细胞周期的影响［Ｊ］．生物技术进展，２０２０，

１０（４）：４０９－１６．ｄｏｉ：１０．１９５８６／ｊ．２０９５－２３４１．２０２０．００３３．

（下转第２１８２页）

·５７１２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



ｔｈｅｐｒｉｍａｒｙａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙａｇｇｒｅｇａｔｅｄａｒｅａｓｂｅｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｏｔｈｅｒｒｅｇｉｏｎｓ（Ｐ＜０.０１）．Ｔｈｅ
ＫｒｉｇｉｎｇｉｎｔｅｒｐｏｌａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍａｐｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｆｏｕｒｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅｓｉｎｓｏｕｔｈｅｒｎＸｉｎｊｉａｎｇｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔｏｂｅｈｉｇｈ-
ｒｉｓｋｒｅｇｉｏｎｓｆｏｒｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ（ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅ＞３００／１０００００）．Ｔｈｅｏｖｅｒａｌｌｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｉｎｔｈｅｎｏｒｔｈｅｒｎｒｅｇｉｏｎｗａｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｌｏｗ，ｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｅｓｔｒａｔｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＵｒｕｍｑｉ，ｒａｄｉａｔｉｎｇｏｕｔｗａｒｄｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｏｆｔｕ-
ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎＸｉｎｊｉａｎｇｓｈｏｗｓａｎｕｐｗａｒｄｔｒｅｎｄｂｅｆｏｒｅ２０１８，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａｙｅａｒ-ｏｎ-ｙｅａｒｄｅｃｒｅａｓｅ．Ｔｈｅｃｅｎｔｒｏｉｄｏｆｔｈｅ
ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｓｈｉｆｔｓｔｏｗａｒｄｓｔｈｅｎｏｒｔｈｅａｓｔ．Ｆｒｏｍ２０１０ｔｏ２０２２，ｔｈｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｅｐｉｄｅｍｉｃｉｎＸｉｎｊｉａｎｇｅｘｈｉｂｉｔｓａｎｏ-
ｔａｂｌｅｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ，ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙｐｒｏｍｉｎｅｎｔｉｎｔｈｅｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎｒｅｇｉｏｎ，ｗｈｅｒｅｔｈｅｆｏｕｒｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅｓｃｏｎｓｔｉ-
ｔｕｔｅｈｉｇｈ-ｒｉｓｋａｒｅａｓｆｏｒｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ．ＴｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｏｒｔｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎＸｉｎｊｉａｎｇｓｈｏｕｌｄｐｒｉｏｒｉｔｉｚｅ
ｔｈｅｒｅｇｉｏｎｓｗｉｔｈｈｉｇｈｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｃｉｄｅｎｃｅ，ｉｎｔｅｎｓｉｆｙｉｎｇｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｍｅａｓｕｒｅｓａｓｗｅｌｌａｓｐｏｌｉｃｙｓｕｐｐｏｒｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；Ｋｒｉｇｉｎｇｉｎｔｅｒｐｏｌａｔｉｏｎ；ｃｅｎｔｅｒｏｆｇｒａｖｉｔｙｔｒａｎｓｆｅｒｍｏｄｅｌ；ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ；ｓｐａ-
ｔｉｏ-ｔｅｍｐｏｒａｌｓｃａｎｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ；ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎａｌｅｌｌｉｐｓｅａｎａｌｙｓｉｓ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏｓ．７２１６３０３３，７２０６４０３６，７２１７４１７５）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＺｈａｎｇＬｉｐｉｎｇ，Ｅ-ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｌｐ１２１９＠１６３．ｃｏｍ

（上接第２１７５页）
［１３］ＭａＹＧ，ＷａｎｇＢＲ，ＧａｏＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅｍｉｎ-ｉｎｄｕｃｅｄ

ｅｒｙｔｈｒｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＢｉｏ-

ｔｅｃｈｎｏｌ，２０２０，１０（４）：４０９－１６．ｄｏｉ：１０．１９５８６／ｊ．２０９５－２３４１．

２０２０．００３３．

［１４］ＬｉｇａｓｏｖáＡ，ＦｒｙｄｒｙｃｈＩ，ＫｏｂｅｒｎａＫ．Ｂａｓｉｃｍｅｔｈｏｄｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２３，２４（４）：３６７４．ｄｏｉ：１０．３３９０／

ｉｊｍｓ２４０４３６７４．

［１５］董　波，陈肖华，张　浩，等．一种改进的用于测定细胞周期

的细胞制备方法［Ｊ］．军事医学科学院院刊，２００２，２６（２）：

１２４－６．

［１５］ＤｏｎｇＢ，ＣｈｅｎＸＨ，ＺｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｍｅｔｈｏｄｏｆｃｅｌｌ

ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｆｏｒｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｓｓａｙ［Ｊ］．ＭｉｌＭｅｄＳｃｉ，２００２，２６（２）：

１２４－６．

Ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｒｅｔｅｒｍｉｎｅｃｅｌｌ-ｃｙｃｌｅｄｙｎａｍｉｃｓ
ｂａｓｅｄｏｎＥｄＵ／ＢｒｄＵｄｕａｌｌａｂｅｌｉｎｇ

ＹｕａｎＹｕｅ１，２，ＡｉＬｉｌｉ２，ＺｈａｎｇＰｅｎｇ１，２

（１ＤｅｐｔｏｆＢｉｏｌｏｇｙ，ＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓＣｏｌｌｅｇｅ，
２ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＴｉｓｓｕｅＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄＳｔｅｍＣｅｌｌＲｅｓｅａｒｃｈ，ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＮｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ-ＢａｓｅｄＢｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ　５５０００４）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｄｕｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ-ｐｈａｓｅ（Ｔｓ）ａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌ
ｃｅｌｌ-ｃｙｃｌｅ（Ｔｃ）ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｕａｌｌａｂｅｌｉｎｇｏｆ５-ｅｔｈｙｎｙｌ-２′ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（ＥｄＵ）ａｎｄ５-Ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｃ（ＢｒｄＵ）．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨＥＫ２９３ＴｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＥｄＵａｎｄＢｒｄＵａｎｄｔｈｅｎｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉ-
ｎｉｎｇ．ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇａＨｉｇｈ-ＣｏｎｔｅｎｔＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆＥｄＵ-ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ａｎｄＢｒｄＵ-ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｎｔｉｒｅｃｅｌｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｄ．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｆｏｒｍｕｌａｉｎａ
ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｐｕｂｌｉｓｈｅｄａｒｔｉｃｌｅ，ｉｔｗａｓｉｍｐｒｏｖｅｄｔｏａｃｃｕｒａｔｅｌｙｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅｄｕｒａｔｉｏｎｏｆＴｓａｎｄＴｃｏｆｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｃｅｌｌｃｙ-
ｃｌｅｔｉｍｅｏｆｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅＥｄＵ／ＢｒｄＵｄｕａｌｌａｂｅｌｉｎｇ，ｔｈｅＴｓｏｆｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗａｓ１０．９ｈ，ａｎｄｔｈｅＴｃｗａｓ
１５.３ｈ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅＥｄＵ／ＢｒｄＵｄｕａｌｌａｂｅｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｄｕｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ，
ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｎａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＥｄＵ；ＢｒｄＵ；ｃｅｌｌ-ｃｙｃｌｅ；ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；ｈＥＳＣ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．３２０００６０１）；ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ
ＰｒｏｊｅｃｔｏｆＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．ＱｉａｎｋｅｈｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ-ＺＫ［２０２１］Ｋｅｙ００５）；ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎ
ＴｅａｍｏｆＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ（Ｎｏ．Ｑｉａｎｊｉａｏｊｉ［２０２３］０６８）．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＺｈａｎｇＰｅｎｇ，Ｅ-ｍａｉｌ：ｐｅｎｇ１２ｚｈａｎｇ＠ｏｕｔｌｏｏｋ．ｃｏｍ
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