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CCK-8 细胞增殖与毒性检测试剂盒

用户手册

CellCellCellCell CountingCountingCountingCounting Kit-8Kit-8Kit-8Kit-8

UserUserUserUserManualManualManualManual

产品简介：

� CCK-8试剂盒，是一种基于WST-8的广泛应用于细胞增殖和细胞毒性的快速高灵敏

度检测试剂盒。

� WST-8是一种类似于MTT的化合物，在电子耦合试剂1-Methoxy PMS存在的情况下，

可以被还原生成橙黄色水溶性的甲臜（Formazan） (图1)。细胞增殖越多越快，则

颜色越深；细胞毒性越大，则颜色越浅。对于同样的细胞，颜色的深浅和细胞数目

呈线性关系。

图 1. WST-8 分子结构式及其检测原理
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产品优势：

本试剂盒提供了一种灵敏度高、操作简便、使用安全的细胞增殖与毒性检测方法。

与传统的MTT实验相比具有明显的优势：

� CCK-8 法是用于细胞因子等诱导的细胞增殖检测，也可以用于抗癌药物等对细胞有

毒试剂诱导的细胞毒性检测，或一些药物诱导的细胞生长抑制检测等与细胞活性和

增殖相关的实验的一种高灵敏度，无放射性的比色检测法。

� CCK-8 法对细胞无毒性，可以多次测定选取最佳测定时间，与 MTT方法相比线性

范围更宽，灵敏度更高。

� CCK-8 溶液不需配制，可以直接加入到细胞样品中，即开即用，比MTT更加稳定，

实验结果重复性好，适合大规模，高通量的样品检测。

� MTT实验生成的 formazan不是水溶性的，需要使用 DMSO等有机溶剂溶解；而本

方法产生的 formazan是水溶性的，不仅省去了溶解步骤，更因此而减少了该操作步

骤带来的误差。

产品包装：

产品货号 规格 数量

D002-1 50次 0.5ml×1管

D002-2 500次 1ml×5管

D002-3 10000次 25ml×4瓶

贮藏条件：

CCK-8 溶液在避光、0-5℃的条件下可以保存 1年，若长期不用可在-20℃下避光保

存 2年。建议分装后保存于-20℃，使用时提前于 4℃解冻，请避免反复冻融，否则增加

背景值，干扰实验结果。

mailto:service@research-bio.com
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所需的设备及耗材：

� 10ul、100-200 ul以及多通道移液器

� 酶标仪（带有 450 nm滤光片）

� 96孔培养板

���� CO2 培养箱

使用方法：

1. 在96孔板中接种细胞悬液 (100 ul /孔 )，通常细胞增殖实验每孔约2000个细胞，细胞

毒性实验每孔约5000个细胞，具体每孔所用的细胞的数目，需根据细胞的大小，细

胞增殖速度的快慢等因素决定)。

2. 按照实验需要，进行培养并给予0-10ul特定的药物刺激，处理一段适当的时间 (例如:

6,12, 24或48小时)。

3. 每孔加入10ul CCK-8溶液。如果起始的培养体积为200ul，则需加入20ul CCK-8溶液，

以此类推。可以用加相应量细胞培养基和CCK-8但不加细胞的孔作为空白对照，若

担心所使用的药物会干扰检测，需设置加相应量细胞培养液、药物和CCK-8溶液但

不加细胞的孔作为空白对照。

4. 在细胞培养箱内继续孵育1-4小时，具体时间可以通过预实验确定。预实验时可以在

0.5、1、2和4小时后分别用酶标仪检测，然后选取吸光度范围比较适宜的一个时间点

用于后续实验。

5. 用酶标仪测定在450 nm处的吸光值，若无450nm滤光片，可以使用420-480nm的滤光

片。如果样品为高浑浊度的细胞悬液，可以使用大于600nm的波长，例如650nm，作

为参考波长进行双波长测定。

6. 如果需要暂时不测定O.D值，可以向每孔中加入10ul 0.1M HCl溶液或者1% w/v的SDS

溶液，避光保存在室温，24小时内吸光度不会发生变化。

mailto:service@research-bio.com
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注意事项：

1. 使用 96 孔板进行检测时，如果细胞培养时间较长，请注意蒸发问题。可将 96 孔板

外围一圈加培养基、水或 PBS保湿。同时，可以把 96孔板置于培养箱内靠近水盘的

位置以缓解蒸发。

2. 培养时间根据细胞种类的不同和每孔内细胞数量的多少而不同。在正式实验前，建

议先做预实验摸索铺板的细胞数量以及加入 CCK-8 试剂后的培养时间。

3. 铺板时请注意保证每个孔细胞数量均匀，建议铺板过程中注意时常混匀，防止因细

胞沉淀造成不均匀。加入 CCK-8 后请前后左右轻轻晃动培养板数次，使培养基和

CCK-8 溶液充分混匀。

4. 本试剂盒的检测依赖于脱氢酶催化的反应，如果待测物质有氧化性或还原性，可在

加 CCK-8 之前更换新鲜培养基，去掉药物的影响。若药物影响比较小的情况可以不

更换培养基，直接扣除培养基中加入药物后的空白吸收即可。

5. 加入 CCK-8 时，如果细胞培养时间较长，培养基颜色或 pH值已变化，建议换用新

鲜的培养基。

6. 用酶标仪检测前需确保每个孔内没有气泡，否则会干扰测定。

7. 本试剂盒系无菌灌装生产。在使用过程中，请在生物安全柜内无菌操作，避免污染。

8. 为了您的健康和安全，请穿着实验服并戴一次性手套或乳胶手套操作。
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