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流式细胞术在细胞凋亡研究中的应用

胡庆柳丁振华

(第一军医大学基础部放射医学教研室 广州 510515) 

细胞凋亡(apoptosis)也称为细胞程序性死

亡 ( programmed cell death) 、 细胞编程死亡，

早期称为细胞间期死亡。细胞凋亡与细胞的另

一种死亡方式一一坏死 (necrosis) 有着本质的

区别。从形态上看， 凋亡细胞会出现胞核及胞浆

的浓缩，随后是染色质的断裂，凋亡小体的形

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



1997 年

(
棋
川
、
d
向
以)
EQ
U

101 -10 1 102 

吐2
，巳」、

50 
32.3υb 

(' 1)4 + (,D8"' 

C' D4(绿包尖Ytl

1 1 0 
σ
b
 

e r r -4 1 >><>l a i 

杂

102 

i池乡
一物

成。 凋亡小体被邻近细胞吞噬， 因此 ， 凋亡过
程一般不伴有炎症。各种分析细胞凋亡的方法

正是利用了细胞凋亡的上述某些特征。

传统的光镜和电镜技术为研究正在死亡和

已经死亡的细胞以及区分凋亡和坏死提供了很

好的分析方法，但不能进行定量。 生物化学方

法如 DNA 片段的测定， 虽然能定量， 但测定的

是凋亡细胞的平均比例。流式细胞术 (Flow

Cytometry)通过荧光激发分选细胞， 可以大量

快速地测定单个细胞。到目前为此， 国外已经研

究出至少六种利用流式细胞术分析细胞凋亡的

方法， 即 Hoechst-P 1 染色法、 选择性光解法 、

乙醇抽提法、叮咬橙(AO)染色法 、末端标记法 、

缺口平移法。 其中町睫橙染色法利用凋亡细胞

DNA 对变性敏感性的增强 ; Hoechst-P 1 染色

法利用凋亡细胞膜通透性的增强， DNA 可染

性的降低。其他主要是利用凋亡细胞发生 DNA

断裂这一特性。

生胞细

(‘ D4' CD8 

Hoechst-PI 染色法

用 Hoechst 33342 (Ho 3 42 ) 将细胞染色 7

分钟， 区分活细胞和凋亡细胞，另加腆化丙览

(PI )或 7-氨基放线菌素 D( 7-AAD)以区 分失

去了细胞膜的细胞和凋亡细胞。 Ho 3 42 染色

一 、

1000 

箭头所指为凋亡细胞埠，凋亡细胞占

32.3% 。

( 引自 Telford WG et al., 1994 , Journal of 
Immunological Methods, 172. 1-16) 

图 2

10' 

3 ) ( l 

弱的细胞为活细胞; Ho 342 染色亮， 而 PI 或

7-AAD 染色为阴性的细胞是洞亡细胞 ;Ho 342 

染色亮 ， PI 或 7-AAD 染色为阳性的细胞是失

去了细胞膜的细胞。 流式细胞仪可以区分这三

种细胞 ， 并用软件分析各种细胞所占的比例[1 1

(见图 1 ) 。

这种方法尤其适用于 DNA 可染性降低，

很难观察 DNA 断片的凋亡细胞。

何~
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活细胞占 81 % (门 ， 死细胞 占 12 %

(d) J 凋亡细胞占 7% (a ) 。

〈 寻|自 Schmid 1 et al., 1994 ,Cytometry, 15 . 
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图 1
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二、乙醇 抽提法

先用乙醇固定细胞，再用腆化丙腔(PI)染

色，用流式细胞仪分析 DNA 荧光含量。 由于

凋亡细胞中的 DNA 断片在乙醇固定过程中部

分地被抽提，凋亡细胞的荧光明显减弱。 还可

以用连接异硫氨酸盐荧光素(FITC) 的抗 CD 4

抗体(绿色荧光)和连结藻红蛋白(PE)的抗CD8

抗体(橙色荧光)进行免疫 表型标 记。(图 2

为流式细胞仪图像示例 )

细胞固定方法最大的优点是能把荧光免疫

表型与 DNA 染色结合起来。甲醒一般作为荧

光免疫表型的固定液，因为它能使细胞膜上的

蛋白质交联，很少损伤细胞膜。 乙醇不能使细

胞膜上的蛋白质交联， 损坏细胞膜，同时使联

接在重要标志上的抗体丧失。可是 ， 一部分洞

亡细胞用甲醒固定不显现。轻微的乙醇固定方

法解决了荧光免疫表型与细胞凋亡分析结合的

问题，同时保持了膜的结构。

这一方法结析的是完整细胞的调亡，比分

析细胞裂解产物的 DNA 断片或从凝胶电泳获

得的 DNA 断片相对量更能反映洞亡细胞的实

际百分数，更有相关价值[ 8 ] 。

三、叮咬橙 (AO) 染色法

町院橙掺入双链 DNA 呈绿色荧光 ， 与单

链 DNA (变性 DNA)连接则呈红色荧光 ， 红色

与绿色荧光(或总荧光)的比率反应每一细胞中

变性 DNA 的比率。由于凋亡细胞对变性的敏

感性增强，因此细胞中红色荧光的比率高。

细胞作变性处理，然后用 AO 染色，再用

流式细胞仪分析细胞的荧光，用适当的软件处

理，即可得出凋亡细胞的百分比(见图 3 )。 该

法和末端标记法有良好的直线相关性 [ 2 ] 。

四、选择性光解法

这一方法的原理是: 5-Br-2'-脱氧腺音或

5-1-2' -脱氧腺昔能掺入正在复制的 DNA 中，

随后在掺入的部位发生光解。用外源末端脱氧

图 3 H 所指为凋亡细胞峰

(寻|自 Gorczyca W et al. , 1993, EXPERI­
MENTAL CELL RESEARCH,207: 202-205) 

核苦酸转移酶催化，光解后的单链缺口被地高

辛或生物素连结的 dUTP 标记。凋亡细胞中的

双链 DNA 片段也可以被标记，然而与光解后

的 DNA 不同， 凋亡细胞中的低分子量 DNA

可以从细胞中抽提出来 ， 洗脱的程度可由 甲醒

来调节。这样 ， 凋亡细胞可通过片段 DNA 的

1000 

~Oll 

。
E
ih 

200 1QO 

图 4 Ap 所指分别为凋亡细胞区域和凋亡

细胞蜂

(引自Xun L et al. , 1994 ,CANCER RE­
~EARCH， 54; 4289-42~ 3) 
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量来区分和定量。用这种选择性光解的方法可
以探测到细胞中低于百分之一基因组的复制。

传统的分析 DNA 复制的方法是用抗体探

测胸腺唔睫类似物 5-Br-脱氧腮昔(BrdUrd) 的

掺入。这要求加热或用酸变性 DNA ， 以使抗

原决定簇(BrdUrd)能接受抗体。这一步骤与凋

亡细胞的探测是不相容的， 因为调亡细胞 DNA

在加热或用酸处理过程中被完全抽提。 而用选

择性光解法不需 DNA 的变性 ， 是根据掺入了

BrdUrd 的 DNA 在紫外线下 会 发 生降f悍的特

性。

从流式细胞仪分析的结果看，处于 Gl 和

G2+M 期的细胞中不能掺入 BrdUrd 或

IdUrd , 其绿色荧光与未经紫外线照射的细胞

一致。相反， s 期细胞表现强的绿色荧光。

该方法可用于研究人肿瘤细胞增殖和死亡

的预后， DNA 复制和未复制细胞对不同处理

的凋亡反应[4 ] (图 4 为流式细胞仪图像示例 )。

五、 末端标记法 (TdT 法〉

即用末端脱氧核苦酸转移酶(TdT) 介导的

dUTP-生物素(或 FITC-12-dUTP)缺口末端标

记 (TUNEL)DNA 断片。 这种方法可与表面免

疫荧光染色相结合。所用表面免疫荧光染色剂

是 R-藻红蛋白 (PE)连结 的抗 CD 4 抗体(黄

色)和连有生物素的抗 CD8 抗体、 链霉素抗生

.l 2υII 4Ull GOυ 1 81J1J • 10011 
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图 5 Ap 所指为凋亡细胞区域

(寻|自 Sgonc R et al., 1994, TIG7 10(Z)) 

物素蛋白 (Cy. Cy-CD 8 ~是色阳性为红色)。流

式细胞仪图像见图 5 。

结果是凋亡细胞 FITC-dUTP 染色为阳性

(亮绿色 )， PE-CD 4 和 Cy-CD 8 染色至少有

一种为阳性(作者用本法研究 BALBjC 鼠胸腺

细胞的凋亡) [5] 。

六、缺口平移法 (NT 法)

缺口平移法 (Nick Translation)是 利用大

肠杆菌 DNA 聚合酶 I 的 5'-3' 的核酸连接酶

活性以及 5'-3' 的核酸外切酶活性，一方面在

切口处以碱基五补的原则在 3ι连基位结合上

新的 dNTP(包括 dATP， dGTP , dCTP , dTTP, 

其中一种是被标记的) ， 另一方面又将 5' 末端

的单核苦酸移除， 其结果使切口沿着 DNA 平

移， 在平移的过程中就形成了结合有标记核苦

酸的 DNA 片段( 图像示例见图 6 )。
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图 6 Ap 所指分别为凋亡细胞区域和凋亡

细胞峰

( 51 自 Gorczyca W et al. , 1993 , CANCER 
RESEARCH, 53 . 1945-1951) 

用 60%或 70% 乙醇固定细胞后再用缓冲

液洗涤，凋亡细胞中 的低分子 量 DNA 会流

失， 高分子量 DNA 或与核质相连的 DNA 仍

保留在细胞中。 凋亡细胞在流式细胞仪直方图

中以 DNA 含量减低为标志。
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用 TdT 法和 NT 法研究细胞凋亡与其他方

法相比有以下几个优点: ①标记反 应直接在

DNA 断片的 3七末端发生 ， 因而是 从分子水

平研究凋亡细胞的裂解;② DNA 断裂是在凋

亡的极早期发生，因而可用来研究凋亡的早期

事件;③因为除了测 DNA 断裂还可以测 DNA

含量， 所以测凋亡可以与细胞在循环周期中的

位置或染色体的倍数联系起来; ④ 反 应 可以

在固定的细胞上发生，细胞在乙醇中固定的时

间可以变动，对 DNA 断裂的探测没有影响。

这为积累和运送临床标本提供了可能。

TdT 法与 NT 法相比 ， TdT 更优越z ① 

TdT 法标记凋亡细胞 DNA ， 荧光更 强，因而

更敏感; ②从标记反应的动力学者， TdT 更

快， 30 分钟的孵育时间就足够了， 而 NT 法则须

几个小时间。

凋亡早期阶段细胞的分离和它们早期裂解

的探测有助于弄清凋亡过程的早期步骤. 从形

态上看， 染色质结构的早期变化很重要，早期

变化形成 300-50 kp 的 DNA 片段，用原位缺

口平移法和流式细胞术可以探测到。 这有助于

我们发现启动染色体断裂的因子。

凋亡所涉及基因的蛋白产物的抗体已经获

得， 用流式细胞术研究细胞周期循环和诱发凋

亡基因的表达将是一个富有成果的研 究领

域[1]。

摘 要

本文综述了目前使用流式细胞术研究细胞

凋亡的几种方法。 即 Hoechst-PI 染色法、选

择性光解法 、 乙醇抽提法、即f览橙 (AO ) 染色

法 、 末端标记法 、 缺口平移法。简要介绍了这

几种方法的原理和优缺点。
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突触小泡膜蛋白-SB 蛋白的若干研究进展

i余日主女工 * 吴後才每

(南京大学生物科学与技术系神经生物学研究室 210093 ) 

突触是神经信息传递的关键结构，化学突

触的信息传递通过突触小泡释放神经递质而完

成。神经冲动到达突触前末梢引 起 Ca2+ 快速

内流， Ca2 + 触发突触小泡沿突触前膜贴靠并

与其融合，经胞吐作用向突触间隙释放递质，

然后小泡膜进入再循环 (recycling)而重新被利

用。鉴于突触在信息传递中的重要性，人们从

形态学、生理学、药理学及生物化学多种途径

对突触结构和功能进行了大量研究9 目前，已

从突触的亚微结构层次向分子水平深化，其中

关于突触前末梢内各种蛋白质的分离纯化 、 鉴

定以及对其作用机理的研究引起了广泛的重

视， 取得了令人瞩目的进展。尤其在突触小泡

向突触前膜移 动、 接近 (approach ) 、 停靠

(docking) 、 融合 (fusion )及胞吐作用等一系列

步骤的动态过程中，各种类型的突触蛋白究竟

· 吴霞梅教授实验室的访问学者，工作单位为浙江

师范大学生物学系，
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