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检测细胞洲亡的方法包括光镜、电镜观察

细胞形态的改变或用 Giemsa (或荧光染料)对

细胞核染色、进行流式细胞术 (flow cytometr y) 

测定[ 1] 。传统的用流式细胞术检测调亡的方法

有以下几种: Hoechst-PI 染色法 、 乙醇抽提法、

日丫睫橙 (AO ) 染色法、选择性光解法、末端标记

法、缺口平移法凶 。

这几种方法的原理都是基于内漉性核酸酶

的激活引起 DNA 的损伤。 而细胞调亡并不总

是伴随 DNA 的断裂，至少在调亡的早期阶段

不会出现[3·4] ，因此，这几种方法不能检测处予

调亡早期阶段的细胞。而光镜和电镜检测调亡

不仅麻烦，而且不准确。

现介绍一种检测早期调亡细胞的新方法:

Annexin V -PI 双染色法。

材料与 方法

1.主要试剂

PI 为 slgma 公司产 品 。 Annexin V 为

BOEHRINGER MANNHEIM(宝灵受)公司产品 。

2. 液体配制 (参考宝灵曼公司 )

Hepes 缓冲液 100mmol/L Hepes , 140mmol/ L Na­

Cl ,5mmol / L CaCl,pH7. 4. 

PI 储存液用 Hepes 缓冲液将 PI 稀释成 1 00μg/ml

(宝灵曼公司为 50μg/mD ，避光保存。

染色液 20μ1 Annexin V + 500μ1 Hepes 缓冲液(宝

灵曼公司为 1000μ1) +500μ1 P I 储存液(宝灵曼公司为

20μD 。

3. 染色步骤

细胞经处理(用 0.25 %的膜蛋白酶将细胞消化下

来后收集)后用 D-Hank' s 液 (NaC l 8.0 , KCl 0.4 , 

Na,HPO, • H,O O. 06 ,KH,PO, O. 06 , Na HC03 O. 35 ,g/ 

L)洗涤;用 100μl 染色液重;悬细胞，室温避光温育 1 0一

15min;D-Hank' s }夜洗涤;加入 O. 4ml Hepes 缓冲液 ;

500 目 筛网过滤;上机测试 。

4 . 样品准备

样品 l 生长良好的正常 NIH3T3 细胞，按上述

染色步骤进行染色

样品 2 生长良好的正常 NIH3T3 细胞，染色过

程中缺口]步

样品 3 UVB 照射 1 0min 后培养 9 小时的

NIH3T3 细胞，按上述染色步骤进行染色

结果

图中分为四个象限(Bl 、 B2 、 B3 、 B4) ， Bl 代

表细胞碎屑 ; B2 代表坏死细胞 ;B3 代表正常活

细胞 ;B4 代表调亡细胞。样品 1 :正常细胞占

97.3% 、坏死细胞占 0.5 % 、 调亡细胞占1. 2 %

(见图 1) ;样品 2: 正常细胞占 84.5% 、坏死细

胞占 4.7 % 、调亡细胞占 10.2% (见图 2) ;样品

3 : 正常细胞占 84. 8% 、坏死细胞占1. 0% 、调亡

细胞占 1 2.4% (见图 3) 。

讨 论

i衷方法的原理是:在调亡的早期阶段，变化

发生在细胞膜[5 .6. 7] 。其中的一个变化就是磷脂

酌丝氨酸 (PS)从细胞膜内层转移到细胞膜外

层，这样， PS 就暴露在细胞膜外表面川。 Fadok

等[的研究表明，在淋巴细胞的调亡过程中，巨噬

细胞特异地识别暴露在细胞表面的 PS 。

A nnexin V 是一种依赖于 Ca2+ 的磷脂蛋

白，对 PS 有高度的亲和力。这种蛋白可用来作

为探测暴露在细胞表面的PS的一种敏感的探

本文 1 998 年 9 月 22 日收到， 1999 年 11 月 1 日接

受。

·国家自然科学基金资助项目，NQ 39670192. 
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UVB 照射 lOmin 后培养 9 小时的 NIH3T3细

胞 ，按上述染色步骤进行染色

B1. 1. 7;B2. 1. 0;B3. 84. 8;B4. 12. 4 

100 10 
Annexin 

图 3生长良好的正常 NIH3T3 细胞 ，按上述染色步

骤进行染色

B1 .0. 9;B2.0. 5;B3.97.3 ;B4. 1.20 

图 1

就可以区分坏死和调亡，因为调亡细胞膜完整，

PI 染色阴性，而坏死细胞 PI 染色阳性。这样，

Annexin V 和 PI 染色均为阴性的为正常活细

胞; Annexin V 阳性而且 阴性的为例亡细胞;

Annexin V 和 PI 染色均为阳性的为坏死细胞。

样品 1 的实验结果与镜下观察一致;样品

2 的实验结果是染色后未经洗涤造成的假象;

样品 3 的实验结果与以前所作实验[11]具有良

好的一致性。 因此，笔者认为，染色过程的 [3J步

CD-Hank' s 、液洗涤)是极为重要的一步，在实
验过程不应省略该步。另外，笔者在实验中采用

宝灵曼公司提供的 PI 浓度对细胞染色，细胞均

不染，加大浓度后 PI 才能染上。在实验中应采

用的最适 PI 浓度是多少还有待于进一步探索，

可能是不同的细胞株适用不同的 PI 浓度。生长良好的正常 NIH3T3 细胞 ，染色过程中缺

口]步

B1 , 0 , 6 ;B2.4. 7;B3:84. 5;B4. 10.20 

2 

4 

1000 100 10 
Annexin 

0.1 

图 2

要

本文介绍了一种定量检测早期调亡细胞的

流式细胞术一一- Annexin V -PI 双染色法，并作
了一些改进 。

摘

针 ，并用来检测调亡细胞[ 1. 9. 1 0] 。 由于坏死细胞

失去了膜的完整性， PS 也可以暴露在细胞表

面， Annexin V 染色也是阳性的 。 结合 PI 染色
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A BST R ACT 

A flow cytometry to de tect early apoptos is is int rod uced and improved in this thesis. 

Key words : Apoptosis Flow cytometry Annexin V PI 

(上接插页 3)

延长细胞的 G1 期或迫使细胞处于 Go 期而使较

长时间地维持细胞高密度培养 ，高效地生产 目

的产物;还可以避免衰老死亡细胞释放的蛋白

酶降解目的产物。应用 CHO 细胞无血清悬浮

培养技术，使活细胞密度达到 1 X 107ce ll /ml 水

平以上，与传统的批式培养相比产物浓度提高

5-10 倍，相对应的培养基成本明显下降。

参考 文献 :

[ 1 J 陈昭烈，肖成祖，生物工程进展， 1994 , 14 

[ 2 J 徐宏武，生物工程进展， 1 997 ， 17 (2): 48 一

50. 

[ 3 J Palermo 0 P , Degraaf M E , Maroti K R et 

a l. , 1991, J Biotech . ,19 :35-48. 

[ 4 J 刘小萍等，生物工程学报， 1997 ， 13 (3): 269 

一 2 72 .

[ 5 J Nienke Vriexen , Bastiaan Romein et al. , 
1997 , Biotechllology alld Bioellgilleerillg. , 
54 :27 3一 286.

[ 6 J Broad 0 , Boras to n R , Rhodes M et al. , 
199 1 ,Cytotechllology. ， 5 :47 一 55.

[ 7 J Kelvin H . Lee , Adriana Sburiati et al., 
1996 , Biotech1lOlogy alld Bioellgilleerillg. , 
50: 273-279. 

[ 8 J Martin Schroder , Peter Friedl., 1997 , 
B iotech1lology a1ld Bioellgùleerillg. , 53: 547 
-559. 

[ 9 J 邓继先等 ， 军事医学科学院院刊， 1997 ， 121

(4) : 244 -250. 

[ 1 0J 邓继先等， 生物工程学报， 1997 ， 13(的: 375 
-379. 

[l1 J 陈昭烈等 ， 生物工程学报， 1996 ， 12 (3):289

-294. 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志




