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细胞凋亡检测方法新进展
高  超　华子春*

(南京大学医药生物技术国家重点实验室, 南京 210093)

摘要      细胞凋亡是生命科学研究的热点之一, 检测细胞凋亡的方法层出不穷。目前, 用于体

外细胞凋亡检测的方法已相对成熟, 比如: 流式细胞术、TUNEL检测法、DNA片断检测等。而用

于体内细胞凋亡检测的试剂则正在研究之中, 各种检测试剂不断出现。其中, Annexin V、Synap-
totagmin I-C2A、ApoSense家族分子与其他检测试剂相比具有一定的优势。该文在介绍几种常用

的体外细胞凋亡检测方法的同时, 重点介绍上述三种试剂。
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1   引言
细胞凋亡(apoptosis)又称程序性细胞死亡(pro-

grammed cell death, PCD), 是细胞在一定生理或病理

条件下, 按照自身程序主动性、生理性的死亡过程。

细胞凋亡涉及一系列基因的激活、表达以及调控, 
是细胞为更好地适应生存环境而采取的主动死亡过

程。细胞凋亡不仅在胚胎发生、器官发育及机体免

疫等过程中至关重要, 而且在心血管病变、神经性

病变、肿瘤的发生等疾病中起重要作用[1]。一些通

过激活或抑制细胞凋亡来治疗疾病的方法不断出

现, 如Caspases的激活剂或抑制剂、Bcl-2和survivin
的反义RNA、重组的TRAIL等[2]。因此, 研究细胞

凋亡对基础研究和临床应用有重要价值。体外细胞

凋亡检测的方法已相对成熟, 比较常用的方法是应

用Annexin V-FITC与PI双标记结合流式细胞术检测

细胞凋亡。体内细胞凋亡检测目前还处于成长期, 
但在临床应用上的价值则日益凸显[3]。本文在介绍

细胞凋亡的形态和生化特征改变的基础上, 综述了

常用的体外检测方法, 并重点介绍体内凋亡检测方

法中尚处于研究阶段的三类分子。

2   细胞凋亡的形态学和生化特征变化
细胞凋亡过程中伴随着一系列的形态学变化, 

首先是细胞变圆并与邻近细胞脱离, 细胞质及胞浆

浓缩, 染色质固缩并聚集于核膜附近, DNA通常在核

小体连接区被降解为180 bp~200 bp的整数倍片段, 
细胞膜突出形成质膜小泡, 脱落后形成凋亡小体, 其
内可保留完整的细胞器和致密染色质。由于凋亡小

体被周围细胞吞噬, 无细胞内容物外泄。因此, 不同

于坏死, 细胞凋亡过程中的形态学和生化变化可以

很大程度地减轻对组织的损害[4]。

最初人们仅从形态学特征的改变加以认识, 如
细胞核皱缩、染色质凝集、细胞膜翻转、DNA片段

化、线粒体肿胀和凋亡小体形成等。进一步的研究

表明细胞凋亡涉及一系列复杂的生化反应, 是一个

需要一系列酶参与的级联反应, 涉及不同基因的表

达及调控、信号传导[2]。目前已知的凋亡通路包括

线粒体通路、死亡受体通路和内质网通路。线粒体

在凋亡过程中扮演重要角色, 如Caspase激活因子的

释放、电子传递链的变化、线粒体膜电位的去极化、

细胞的氧化还原反应。线粒体膜上具有调控凋亡的

Bcl-2家族蛋白, 该蛋白的结合状态将调节线粒体膜

电位的变化, 改变细胞色素C(cytochrome C, Cyt C)
等的释放, 从而通过激活Caspase通路导致细胞凋亡, 
或直接作用于细胞核引起细胞凋亡。

3   细胞凋亡的体外检测
3.1  形态学检测

细胞凋亡与坏死的区别最早是通过电子显微

镜(electron microscopy, EM)发现的。电镜可以观察
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到细胞结构在凋亡不同时期的变化, 由于凋亡细胞

在透射电镜下特征明显, 所以EM是区别凋亡与坏死

的黄金标准[5]。EM样品制作过程较复杂, 设备仪器

昂贵, 因而没有广泛应用。细胞涂片或组织切片经

hematoxylin和eosin(H&E)染色后, 即可直接在光学

显微镜(light microscopy, LM)下观察。光镜下凋亡

细胞体积缩小、细胞核固缩、染色体集中在核膜内

侧, 细胞膜皱缩并包裹细胞碎片形成“凋亡小体”。

该方法简便易行, 但分辨率低, 不易检出早期的凋亡

细胞。而且, 某些类型的细胞坏死与细胞凋亡形态

相似, 不易区分。该方法主观性较强, 可用于凋亡检

测的初步判断。光镜的精确性可以通过使用荧光得

到提高, 体外培养的细胞经荧光染料处理后, 在荧光

显微镜(fluorescence microscopy, FM)下可观察到凋

亡细胞的细胞核改变和凋亡小体的形成。这些方法

只适用于体外培养的细胞的检测, 但在定量和定性

方面较差, 故在实际应用中很少被单独使用。

3.2  DNA片段化检测

DNA被核酸酶剪切被认为是最显著的生化变

化[1]。凋亡细胞的DNA被核酸内切酶在核小体单位

间断裂, 形成180 bp~200 bp或其整数倍的寡核苷酸

片段, 用琼脂糖凝胶电泳检测显示梯形条带。而坏

死细胞 DNA则被降解成弥散条带。此方法简便易行,
但梯状条带不能区分细胞凋亡与坏死。此外, DNA
电泳法不能进行准确定量。

3.3  TUNEL检测法

TUNEL法最早由Gavrieli[6]于1992年引入。基

本原理是: 由于细胞凋亡中断裂的DNA链会产生

大量的3’-OH末端, 把脱氧核糖核苷酸末端转移酶

(TdT)和生物素或地高辛标记的dUTP放在一起温育, 
TdT将标记的dUTP连接到凋亡细胞DNA片段的3’末
端, 然后再用荧光染料标记的生物素或地高辛抗体

作为二抗进行反应, 这样可使产生DNA 断裂的凋亡

细胞标记有增强的荧光[7]。正常细胞几乎没有DNA
的断裂, 很少能够被染色, 而凋亡细胞则显色。但

TUNEL法也有其局限性, 如: 组织固定、处理的过

程本身会改变检测结果, 对细胞凋亡不是特异性的, 
坏死细胞也会被标记。尽管如此, TUNEL法在体外

原位检测方面显示出优越性, 被广泛使用。

3.4  细胞色素C的定位检测

正常情况下, 细胞色素C存在于线粒体双层膜

之间参与细胞内电子传递。当细胞受到凋亡刺激之

后, Cyt C从线粒体释放到细胞质, 并与细胞质中的

凋亡蛋白激活因子1(apoptotic protease activating fac-
tor-1, Apaf 1)结合形成复合物，启动Caspase级联反

应从而引起细胞凋亡[8]。凋亡发生时线粒体内膜上

的Cyt C氧化酶亚单位IV(COX4)作为线粒体富集的

标志保留在线粒体内, 从凋亡细胞和非凋亡细胞中

分离出富集的线粒体, 用Cyt C抗体和COX4 抗体可显

示Cyt C和COX4的位置, 从而检测凋亡细胞的发生。

3.5  Caspase-3和PARP的活性检测

在哺乳动物细胞凋亡过程中, 一类半胱氨酸-
门冬氨酸特异性蛋白酶起关键作用, 称为Caspase。
Caspase主要以酶原形式存在于正常细胞中, 通过发

生蛋白水解活化。Caspase有多种成员, 可逐级水解

活化, 参与炎症反应和凋亡过程[9]。其中Caspase-3
是凋亡通路下游的水解酶, 它在凋亡信号传导的许

多途径中发挥功能。正常细胞中Caspase-3以酶原形

式存在于胞浆中, 在凋亡的早期阶段被激活, 活化的 
Caspase-3由两个大小亚基组成, 裂解相应的胞浆胞

核底物, 最终导致细胞凋亡。因此, Caspase-3常被作

为细胞凋亡的早期检测指标。但在细胞凋亡的晚期

和死亡细胞, Caspase-3的活性明显下降, 无法直接区

分凋亡与坏死细胞。

PARP是第一个被认识的Caspase-3底物, 出现

在凋亡早期。正常或轻度DNA受损的细胞由PARP
帮助修复DNA, 维持基因组稳定。当损伤过度时, 细
胞凋亡的启动使PARP水解形成相对分子质量为89 
kDa和24 kDa两个片段[10], 因此可以用针对PARP大
片段降解产物的抗体检测细胞是否发生凋亡。

3.6  线粒体膜电位的检测

线粒体在凋亡中起关键作用，在线粒体尚未发

生明显的形态变化时, 其膜电位已经发生了变化[9,11]。

线粒体膜电位的下降被认为是细胞凋亡过程中最早

发生的事件。一旦线粒体膜势能耗散, 细胞凋亡将

不可逆转。线粒体膜电位变化的检测属于电化学的

方法, 使用时需始终保持平衡染液pH的一致性。

3.7  TFAR19的表达与细胞定位

凋亡相关蛋白TFAR19 (TF-1 cell apoptosisrelated 
gene 19)是由Ma等[12]发现的, TFAR19蛋白在细胞凋

亡早期表达量显著增加, 并且从细胞质转移到细胞

核, 加速了磷脂酰丝氨酸的外翻以及染色体DNA的

片段化, 具有促进细胞凋亡的功能。因此, TFAR19
蛋白可以作为早期细胞凋亡的检测分子。用荧光素
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标记的TFAR19单克隆抗体作为探针, 可以检测凋亡

早期TFAR19蛋白的表达水平变化及核转位现象[13]。

需要指出的是, 一旦TFAR19转移到细胞核, 这种核

转位现象将从凋亡初期一直维持到凋亡末期, 从而

可以延长凋亡检测的时间。

3.8  ELISA法

细胞凋亡时钙-镁依赖性核酸酶进入核小体间切

割DNA, 产生180 bp~200 bp或其倍数的核小体片段。

而核小体由于与组蛋白H2A、H2B、H3和H4形成紧

密复合物而不被核酸内切酶切割。采用双抗体夹心

酶免疫法, 应用抗DNA和抗组蛋白的单克隆抗体, 与
核小体片段形成夹心结构, 可特异性检测细胞溶解

物中的核小体片段[13]。ELISA可用于贴壁培养细胞、

悬浮培养细胞、血清、血浆等的检测[5]。该方法可

检测早期细胞凋亡, 灵敏度高, 适用于多样本[14]。

3.9  流式细胞术

流式细胞术已经成为生命科学研究中的一门

常用技术, 应用FCM法可以定量检测凋亡细胞并同

时获得多项参数。流式细胞术主要包括多种方法, 
其中Annexin V/PI法是目前较为流行的检测细胞凋

亡的方法。细胞凋亡时磷脂酰丝氨酸(phosphatidyl-
serine, PS)由细胞膜内侧翻转到细胞膜外侧[15]。An-
nexin V是一种钙依赖性的磷脂结合蛋白, 对PS具有

较高亲和性。它可以较为敏感地检测细胞膜表面的

翻转的PS, 可特异结合异硫氰酸荧光素(FITC)而保

持细胞膜的完整性。另外, 变性染色质的荧光染料

碘化丙啶(PI)不进入细胞质, 因而, 在流式细胞仪得

到的双变量散点图上, 正常活细胞均低染, 凋亡细胞 
Annexin高染PI低染, 坏死细胞均高染。该方法快速

可靠, 不需要固定细胞, 从而避免了TUNEL法因固

定而出现的DNA片段丢失。Annexin V/PI法是目前

较为理想的检测细胞凋亡的方法, 缺点是细胞膜的

改变持续时间有限, 选择检测的时机很重要。

3.10  乙酰胆碱酯酶的变化

乙酰胆碱酯酶(acetylcholinesterase, AChE)是主

要存在于神经系统的一种水解酶, 在神经传导中执

行重要的功能。AChE的经典功能是水解神经递质

乙酰胆碱, 终止神经递质对于突触后膜兴奋刺激作

用, 从而保证神经信号在生物体内正常的传导。近

年来发现它的许多非经典功能, 其在神经细胞的分

化、迁移、突触的形成、细胞粘附、肿瘤细胞的增

殖与分化等过程中发挥重要作用。体外研究发现当

细胞处于凋亡状态时会大量表达AChE[16]。使用反

义核酸的方法来抑制乙酰胆碱酯酶的表达, 可以使

一部分细胞免于凋亡[17]。因此, 可以尝试把AChE的
变化作为检测细胞凋亡的指标。

4   细胞凋亡的体内检测
细胞凋亡在维持多细胞生物机体稳态、生长发

育等生命活动中发挥重要作用。不正常的细胞凋亡

会导致组织功能紊乱, 包括自身免疫疾病、神经退

行性疾病、肿瘤等。肿瘤的治疗方法很多, 有效的

肿瘤治疗包括通过化疗药物诱导体内细胞凋亡。临

床上迫切需要非损伤性的方法来检测癌症病人使用

药物的效果, 以及对新药药效作出评价[18]。因此, 体
内细胞凋亡检测试剂备受瞩目, 目前只有处于临床

阶段的体内细胞凋亡检测试剂, 常规检测试剂尚未

出现。Annexin V是最早被广泛研究的一类蛋白质

分子, 其多种改造后的变体已经面世。Synaptotag-
min I-C2A同样具有结合PS的特性, 但和Annexin V
的变体相比其Kd值偏大, 有待改进。另外还有一类

放射性小分子化合物——ApoSense家族被用作示踪

剂, 此类分子分子量小(300 bp~700 bp)且具有结合

磷脂双分子层的特性, 其家族成员在体内细胞凋亡

检测上的地位不断攀升。除此之外, 还有通过噬菌

体展示文库筛选到的PS结合肽、阳离子脂质体等, 
因其功能有待进一步验证, 所以它们的研究价值不

如前面三类分子。至于Caspase-3的活性示踪物, 由
于Caspase-3不仅仅在细胞凋亡中发挥作用, 所以其

研究价值也体现不出来[19]。

4.1  Annexin V在临床上的应用

人膜联蛋白V(Annexin V)具有抗血液凝固的生

理作用, 最早从人胎盘发现。目前已经发现160个膜

联蛋白家族成员, 它们都具有钙离子依赖的结合细

胞膜上带负电磷脂的特性。在细胞中参与膜转运及

膜表面一系列依赖于钙调蛋白的活动，包括囊泡运

输、胞吐作用中的膜融合、信号传导和钙离子通道

的形成、调控炎症反应、细胞分化和细胞骨架蛋白

间的相互作用等。Annexin V是Annexins家族中研究

最早、分布最广泛、含量最丰富的成员之一, 人An-
nexin V的相对分子质量为 36.5 kDa, 是一条由320个
氨基酸残基组成的单链蛋白。其主要生理功能包括: 
钙离子通道活性、抗凝活性、蛋白激酶C抑制活性

等。利用Annexin V与磷脂酰丝氨酸的高亲和力结
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合特性开发的新型分子探针、药物载体已经得到应

用[18]。

早在1994年, 99mTc-Annexin V就被用于心房颤动

病人心房内血栓的检测。尽管结果是让人失望的, 但
这项研究表明99mTc-rhAnnexin V可以以安全剂量用

于临床放射影像。Kemerink等[20]用99mTc标记Annex-
in V与BTAP的络合物, 然而过程复杂, 而且反应条

件苛刻, 以及较低的标记纯度(30%~40%), 因而效果

并不理想。Tokita等[21]用99mTc标记Annexin V与肼基

尼克酰胺(HYNIC)络合物, 99mTc-HYNIC-Annexin V 
表现出更好的肾、肝、膀胱吸收情况, 尤其在腹部

有较好的影像。在标记过程中, HYNIC用来修饰

rhAnnexin V的氮端Lysine残基, 然后方便99mTc去标

记此化合物。将HYNIC-Annexin V与99mTc-高锝酸

盐在锡黄酮存在及室温条件下连接5~10分钟即可。

虽然99mTc-HYNIC-Annexin V不集中在肝或经肠道

排泄, 但却集中在肾皮质, 从而限制了任何肾旁结构

的可视度。尽管有以上缺点, 99mTc-HYNIC-Annexin 
V还是被用来确定化疗疗效, 检测急性心肌梗塞的

细胞凋亡情况, 确诊红斑狼疮, 检测心肌梗塞进程以

及易损斑块、急性中风和阿尔茨海默病人成像[19]。

其它的放射性标记的Annexin V还有V-117、
V-128。V-117是在野生型Annexin V的N端添加6个氨

基酸(Ala-Gly-Gly-Cys-Gly-His), 且第Cys-316被替换

成Serine。V-128则是在氮端具有一个内源性的螯合

位点(Ala-Cys-Gly-Cys-Gly-His)的融合蛋白。V-117
和V-128在肾脏驻留时间上与99mTc相比有一定优势

(在肠腹部的背景和肾脏放射剂量上降低), V-117的
生物分布与HYNIC-Annexin V相比又具有明显优

势[21]。另外, 还有实验室使用18F标记Annexin V。 
与其他Annexin V衍生物相比, Annexin V-128是An-
nexin V的衍生物中用于SPECT、PET成像以及作为

荧光探针的理想选择。另外, 南京大学医药生物技术

国家重点实验室构建了一种新的rAnnexin V[22]——

在N末端添加10个连续的组氨酸, rAnnexin V保留了

Annexin V原有的特性, 同时又增添了螯合金属离子的

能力, 提高了与放射性元素的结合效率及稳定性, 简
化了标记方法及反应条件等。已经证明, rAnnexin V
对于不同类型的凋亡细胞均具有良好的靶向性[23~27]。

4.2  Synaptotagmin I-C2A的研究现状

突触结合蛋白(synaptotagmin, Syt)是1981年被

发现的一类跨膜蛋白, 广泛存在于神经和内分泌细

胞内的分泌囊泡上, 作为钙离子依赖性神经递质和

激素释放过程中的钙离子感受器[28]。synaptotagmin
是囊泡膜的重要组成成分之一, 占囊泡总蛋白质量

的7%~8%, 由一个位于囊泡的N端、一个单链的跨

膜区和一个长的胞质区组成。Syt触发和调节囊泡

与靶膜的融合过程, 参与对神经递质和激素释放过

程的严格调控, 以及对细胞的蛋白质与膜转运的调

节[29,30]。突触结合蛋白I (syt I)是突触结合蛋白家族

中最具有代表性的成员, syt I的胞质区域(C2AB)由
高度保守的两个拷贝的 C2结构域组成——靠近囊

泡膜的C2A和远离的囊泡膜的C2B, syt I通过C2AB 
结构域在胞吐过程以及与细胞内组分相互作用中发

挥作用。

核磁共振光谱(MRS), 尤其是核磁共振成像(MRI)
可以作为一个有效的临床检测手段, 然而, 相对较低

的敏感度和空间分辨率限制了它在细胞凋亡检测方

面的应用。和Annexin V一样, Syt I-C2A也是以依

赖Ca2+的方式与带负电的磷脂结合。用Annexin V 
在体内检测细胞凋亡存在空间分辨率相对较低的缺

点, 尽管已经达到1 mm~3 mm的空间分辨率。基于此, 
Zhao等[31]设计了一种非侵入的高分辨率的方法—把

Syt I的C2A结构域与超顺磁性氧化铁纳米颗粒连

接[31]。体外实验表明可以减少自旋-自旋弛豫时间

(T2), 体内试验表明在存在高水平细胞凋亡的肿瘤区

域T2加权像增强。

Jung等[32]制备了生物素标记的C2A-GST融合蛋

白, 并分别与抗生物素蛋白和抗生物素蛋白链菌素

(二者与生物素有高结合力)连接, 用于细胞凋亡的

检测。T1或T2加权像结果表明二者都可以用于细

胞凋亡的检测。美中不足的是, 超顺磁性氧化铁颗

粒(SPIO)过大, 限制了造影剂由血管向肿瘤部位的

扩散。另外，抗生物素蛋白和抗生物素蛋白链菌素都

有一定的抗原性, 用钆(Gd)代替将是个不错的选择。

Fang等[33]用99mTc-标记的C2A检测急性心脏细

胞死亡。伽马计数表明, 心肌梗死组织放射活性是

非对照组的(10.2±5.7)倍, 预示着C2A有望成为心肌

梗死分子探针。

4.3  ApoSense家族 
Damianovich等[34]开发了一类小分子化合物—

ApoSense家族, 它们可以在凋亡或坏死细胞内积累。

动物实验表明, ApoSense是一种灵敏的、特异性的

细胞凋亡检测剂。Damianovich等分别用荧光和放射
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标记了ApoSense家族的一个成员——丹磺酰半胱氨

酸(DDC), 在三种急性肾小管坏死动物模型做了体内

肾小管损伤检测: 肾热缺血/再灌注、远端肾小管坏

死以及盲肠结扎/穿孔术诱导的脓毒症。不同的模型

表明ApoSense可以作为诊断用显像剂以实时监测各

种类型的肾实质损伤, 从而评价其分布与强度。不

同于Annexin V的是, DDC集中在凋亡细胞内部, 有
利于信号的放大, 从而提高信噪比。然而DDC相关

的放射自显影试验并未开展, 成为此项研究的限制。

Aloya等[35]用ApoSense家族的另一个成员NST-
732分别进行了细胞死亡的体内和体外实验。在体外, 
NST-732在多种类型凋亡细胞内选择性积累。在体内, 
NST-732同样在临床相关的啮鼠动物模型细胞选择

性吸收: 放射诱导的淋巴细胞死亡、肾缺血/再灌注、

脑中风。NST-732的吸收与组织病理学的评价一致。

尽管DDC和NST-732都是小分子化合物, 在进

入细胞方面有一定优势, 但仍有许多问题亟待解决。

比如: 二者的注射剂(70 mg/kg)量显著高于大部分用

于小动物实验的放射性造影剂(0.01 mg/kg~1 mg/kg)
或荧光探针(1 mg/kg~5 mg/kg)。而且, 至今没有确凿

的数据支撑ApoSense家族成员用于体外凋亡检测的

亲和力, 同样没有清除或常规的生物分布数据, 尤其

在改进背景比率和清除方面存在问题。

g-羧基谷氨酸(Gla)在凝血因子结合带负电磷

脂表面中起重要作用。基于Gla的烷基丙二酸结构, 
Cohen等[36]设计了一种新型的小分子化合物——

2-(5-氟代戊基)-2-甲基丙二酸(ML-10), 其中的丙二

酸模体在ML-10的功能中起重要作用。ML-10的吸

收与Caspase的激活、Annexin V的结合、线粒体电

势的变化等呈正相关。又由于ML-10上有荧光原子，

ML-10有望应用于PET。Shirvan等[37]首次将18F-ML-
10用作体内中风成像PET探针, 为临床诊断决策提供

了参考。进一步的应用研究仍在进行之中。

5   结语
细胞凋亡的生理生化过程十分复杂, 细胞凋亡

检测对于基础研究和临床诊断具有重要意义。目前

用于体外细胞凋亡检测的方法很多, 但每种方法都

有自身的局限性。进行细胞凋亡检测时, 可以根据

样本的特点, 选择合适的方法或多种方法同时进行

检测。同时, 了解各种方法的原理有助于对检测结

果作出客观判断。用于体内细胞凋亡检测的试剂尚

处在研究阶段, 有意思的是它们的检测原理大都是通

过与凋亡细胞表面结合, 这和示踪剂在体内滞留时

间较短的要求相一致, 进入细胞就又多了一层屏障。

Annexin V及其变体、Syt I-C2A和ApoSense家族的某

些分子的临床应用取决于它们研究的进展。相信随

着对细胞凋亡认识的不断深入和检测技术的发展, 特
异性更强、灵感度更高的体内细胞凋亡检测试剂将

会面世。
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Progress on Detection of Apoptosis
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Abstract        Apoptosis is one of the hotspots in life science research, and there are many methods applied in 
detecting cell apoptosis. In vivo detecting assays are relative mature now, such as flow cytometry assay, TUNEL as-
say, DNA ladder assay and so on. However, in vitro detecting assays are still exploring. Now, there are three major 
reagents applied in in vitro apoptosis detecting: Annexin V, Synaptotagmin I-C2A and ApoSense family. This re-
view focuses on introducing the above three major in vitro apoptosis detecting reagents.
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