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经建立[34] 0 Mack 等[34]制备的 CD)17- 1A 为通

过 Gly-Ser '连接子连接的两个不同的单链 Fv

片段 (bispecific single-chain antibody) ， 分子量

为 60KDa ， 与抗原结合能力好且易纯化，体外、

动物模型及 I 期临床均显示了对 17-1A 阳性肿

瘤强烈的细胞毒性。

随着以上问题的解决(抗体人源化及小型

化) ，将把 BSAb 导向治疗推向一个新高度 ，使

之成为继手术、化疗、放疗之后的新的肿瘤辅助

治疗手段。
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细胞凋亡与坏死的鉴别及研究方法进展

4呈尉新 会而蜗

(第一军医大学病理生理教研室 广州 510515 ) 

1972 年， Kerr 等[1]首次提出细胞调亡的概

念，由于对这种细胞死亡的新模式研究有助于

理解胚胎发育、免疫耐受、细胞群体稳定等重要

生命现象，并对认识、治疗爱滋病、癌症这些威
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及膜通透性的指标)下降. merocyanin540 荧光

增强(反映脂质双分子层密度下降〉[6] ，因此，调

亡细胞(特别是晚期的调亡细胞〉膜通透性也是

增加的，这种增加是逐步的，与坏死细胞的膜通

透性急速增加不同，因而以这种拒染试验区分

调亡与坏死时要慎重排除晚期调亡细胞。

表 1 凋亡与坏死的比较

士h
v

杂学物生胞细第 2 期第 20 卷

细胞肿胀、溶解，无
凋亡小体形成，细
胞器肿胀变性，周
围组织炎症反应
非能量依顿、4"C亦
可发生，离子分布
稳态失衡
DNA 随机断裂，发
生较迟〈溶解后断
裂)

溶酶体酶的作用，
不需蛋臼质合成

不需基因调节
细胞群体死亡、巨
噬细胞吞噬、明显
的炎症反应

细胞坏死

以质膜丧失完整性
和电化学梯度、胞
浆内容物外泄为特
征的细胞死亡
病理性
膜起泡，泡内不含
细胞器、膜完整性
快速丧失
染色质呈絮状

细胞惆亡

形态表现为细胞缩
小、核断裂 、质膜出
芽、调亡小体形成
的细胞死亡

生理或病理性
膜出 芽 ， 芽内含细
胞器，膜结构改变，
膜 完 整性逐步丧
失 、 染色质在核膜
下半月状聚集
细胞缩小、凋亡小
体形成、 细胞器完
整、周围组织正常

能量依赖 、 4 "C不会
出现 ， 含高度受控
的激活或~Êj解过程
DNA 断裂发生较
早，非随机断裂成
50/300恼， 接着断
裂成 180bp 或其整
数倍片段
核酸内切酶的作
用，有时需大分子
(蛋 白质〉的合成
有时需基因调节
单个细胞死亡、巨
噬细胞或邻近细胞
吞噬、无炎症反应

诱导剌激
形态特征

生化特征

生理意义

概念

浓染 t试扎验 Ho倪echs创t3334ι2 、 Ho倪echs创t-

33258 等为膜i通E透性染料，可使惆亡细胞着色

浓密，这可能与惆亡细胞膜通透性增加有关，也

有人认为是 P 糖蛋 臼膜泵失活 .Ho倪echs刚st 染料

从调亡细胞运出减少所致【阳6J

双重染色 利用对正常和调亡细胞跨膜

i通E透性不同(也可能还与惆亡细胞 DNA 与染

料结合能力不同有关)的两种 DNA 染料同时

染细胞，为鉴别惆亡或坏死细胞提供了较好的

方法。日丫院橙(AO.一种膜通透性较高的染料)

和 EB 双重染色的方法就应用较多。对正常细

胞 .AO 将其染为强绿色 .EB 染色较弱 z对调亡

细胞 .AO 染色仍为阳性 .EB 红染轻度增加;对

坏死细胞 .EB 红染明显增强 .AO 染色却变暗

一、细胞凋亡和坏死的区别

细胞调亡与坏死可以从概念、形态、生化等

方面进行区分，为简明起见，以表 1 描述。

胁人类生存的疾患具有潜在价值，有关细胞调

亡的研究很快成为生物领域科研的热点。 1980

年. Wyllie 等对细胞死亡进行了新分类，把病理

因素作用使细胞膜失去完整性导致的细胞溶解

称为坏死(necrosis) .生理或病理条件下基因控

制的细胞死亡称为调亡 (Apoptosis)[ZJ。已有学

者认为 Oncosis(源于希腊字 onkos. 意为肿胀)

是与细胞调亡相并存的模式，而坏死是两种模

式细胞死亡的终末表现[3J 。这也许更精确，但为

了与引用文献一致，本文仍将细胞调亡与坏死

作为细胞死亡的两 种模式使用。通常认为调亡

和坏死是细胞相互排斥的选择，即细胞要么调

亡，要么坏死。但大量实验表明，调亡和坏死可

相继发生;1:午多因素(如氧自由基)既可引起调

亡，也可引起坏死;在一定条件下，惆亡模式的

死亡还可转化为坏死模式的死亡['J;bc1 - 2 的过

度表达不但抑制细胞调亡的发生，而且可以保

护细胞免受坏死因素的损伤作用;也有实验提

示脑部缺血址的中央是坏死，周围是惆亡[5J 。细

胞调亡的提出也促使人们对传统认为的坏死性

细胞死亡重新审视，以便从新的角度进一步认

识缺血性心、脑、肾等重要疾病，区分惆亡和坏

死及对区分方法的认识或改进就显得尤为重

要。本文综合有关文献对此作一初步探讨。

二、鉴别凋亡与坏死的有关方法

1.检测细胞膜通透性改变的方法

j巨染试验 台盼蓝、腆化丙院 (PD 、澳化

乙链 (EB)等为膜不3m透性染料，可使坏死细胞

核着色、活细胞及调亡细胞不着色。以台盼蓝拒

染试验为最常用、且快速、价廉，但一次检测样

本有限，且有主观性，难以定量调亡或坏死的细

胞数。另外，有实验发现非固定的调亡细胞与正

常细胞相比，乙酷乙酸盐保留量(表示细胞活力
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(EB 诱导 AO 染色猝灭) 0 PI 和 Hoechst 33258 
双染的流式细胞仪及荧光显微镜检查鉴别调亡

或坏死细胞也被广为应用。

择放试验 包括51Cr 、 3H-TdR 、 LDH 等

的释放试验口，81. 前两者需放射性同位素在实验

前标记细胞，仅适用于有增殖或代谢活性细胞。

LDH 存在于所有细胞的线粒体，其释放量是较

好的判断细胞群体坏死的指标。但是，激活的效

应细胞〈如细胞毒 T 淋巴细胞)LDH 释放量也

增加，在判断其细胞毒性时意 义不明确，且

LDH 半衰期短，只限于分析 2-8 小时内的高

毒性试验.

2. 检测细胞膜表面标记改变的方法

调亡细胞早期变化是细胞质膜表面的改

变，但对这些改变至今认识不多，其中较肯定的

是磷脂酷丝氨酸 (PS)从细胞的内表面移位于

细胞的外表面。 Annexin V(膜联蛋白〉是一种

Ca2+依赖性磷脂结合蛋 白，与 PS 有高度亲和

力，这种蛋白可作为一种检测 PS 暴露于细胞

表面的敏感探针检测细胞调亡，荧光或生物素

标记的 Annexin V 已被使用 (9-10]。但由于细胞

坏死时细胞结构破坏， PS 也暴露于细胞外表

面，需结合膜通透性指标才能区别调亡与坏死.

但在同时出现调亡和坏死的标本，即使结合膜

通透性指标，晚期调亡和坏死仍很难区分。

3. 检测细胞骨架改变的方法

细胞缩小、调亡小体形成都牵涉细胞骨架

改变 o Grand 等川发现一种与细胞调亡时骨架

改变明显相关的蛋白质，在活细胞及坏死的细

胞中均检测不到，故特称为调亡特异蛋臼，用粘

附式细胞仪检测调亡特异蛋白可成为诊断或定

量调亡细胞的特异方法 ，结合形态指标有助于

区分调亡和坏死。

4. 检测细胞内死亡抗原

Fernandez 等(12]分离 出一种单克隆抗体

一-BV2 ，将 BV2 用荧光标记后只染惆亡或坏

死的细胞，由此认为调亡或坏死的细胞内存在

一种死亡抗原，BV2 作为这种死亡抗原的特异

抗体可用于研究细胞死亡机制。由于坏死细胞

BV2 的染色仅限于细胞浆内的特定部位〈高尔

基复合体内) ，惆I二细胞的 BV2 染包没有这种

限制，理论上可一次区分活细胞、调亡或坏死细

胞。

s . 检测染色质改变的方法

在许多(但不是所有)细胞系中，调亡细胞

的形态变化总伴随着内源性核酸内切酶激活介

导的染色质的断裂，DNA 在核小体连接区被酶

切断，降解为 180 一 200bp 或它的整数倍的各

种片段，这种片段一直被当作调亡细胞的生物

化学标志 (hallmark ) ，尽管最近有关形态学和

缩时摄影术的证据表明细胞调亡可以在没有

DNA 断裂的情况下发生(13-旧 ， 但不能否认这

种独特的 DNA 断裂发生于绝大多数调亡细

胞，因此检测 DNA 片段的方法仍然是检测调

亡的主要手段。气

(1) DNA 片段秸脂糖凝股也泳法 从

洞亡的细胞中提取的 DNA 由于有 DNA 片段

的存在，在含 EB 的琼脂糖凝胶电泳上呈典型

的"梯状"条带，坏死时 DNA 随机断裂伴组蛋

白降解，在琼脂糖凝胶电泳上呈模糊的膜状条

带。这种定性的鉴别方法需较大数目的调亡细

胞的存在，通过 Klenow 聚合酶在 DNA 粘性末

端或 T4 多核昔酸激酶在 DNA5'端用32p 标记

后可大大提高其敏感性[17-181，但凋亡和坏死共

存时无法鉴别.

(2) DNA 片段的定量 调亡细胞 DNA

断裂发生于质膜溶解之前，坏死细胞 DNA 的

断裂发生于质膜溶解之后，提取具有完整质膜

的细胞的 DNA 片段进行定量代表细胞调亡的

程度。 DNA 片段的分离及定量方法较多，但都

只能反映细胞总体情况，还未发现鉴别调亡与

坏死的较好方法。

(3) TUNEL 及 ISNT 调亡细胞 DNA

断裂后，其 3'端可在末端脱氧核背酸转移酶作

用下结合生物素、digoxingenin、或 FITC 等标

记的 dUTP，利用这种 原理的方法称为

"terminal transferase deoxyuridine nick-end 

labelling" ，缩为 TUNEL ，这种方法可较容易地

用于组织切片或培养细胞的检测，被戏称为检

测调亡的"石萃试验"。另一种酶介导的 DNA
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标记方法，原位缺口翻译 OSNT)是在 DNA 聚

合酶 I 的作用下将生物素等标记的核昔酸原位

掺入 DNA 缺口，再用免疫组化等方法使细胞

染色。一般认为，调亡细胞双链 DNA 断裂发生

早于非特异性 DNA 断裂，且明显多于单链

DNA 断裂，坏死细胞早期亦可发生 DNA 随机

断裂，但与调亡细胞相比则相当弱;用于

TUNEL 的末端脱氧核昔酸转移酶既可标记双

链 DNA 断裂，亦可标记单链 DNA 断裂，但没

有核酸外切酶的活性，不能放大 DNA 断裂处

的信号，因而不能分辨稀少的 DNA 断裂。用于

ISNT 的 DNA 聚合酶 I 具有核酸外切酶的活

性，主要用于 DNA 单链断裂的检测。如果以上

假设正确，TUNEL 检测调亡及总的死亡细胞

就优于 ISNT，但坏死细胞晚期 DNA 断裂明显

增加，TUNEL 染色也呈阳性，故不能鉴别惆亡

与坏死。细胞坏死时 DNA 单链断裂较多，加之

ISNT 可放大 DNA 断裂处的信号，判断坏死

ISNT 应该较优，已有实验表明 ISNT 反应阳

性与细胞坏死的形态指标的出现具有较好的相

关性。对于机体而言，损伤剌激不可能象试管内

实验那样同时作用于所有细胞，某一组织切片

可能含有拥亡或坏死各期的细胞， (，用亡晚期的

细胞出现非特异性 DNA 断裂，ISNT 检测呈阳

性，坏死晚期的细胞 DNA 降解大大增加，没有

核酸外切酶活性的末端转移酶也可将其标记，

如果死亡机制未明，单靠一种方法就很难辨明

是调亡还是坏死。联合两种方法染系列切片，结

合核形态检查就能确定主要的死亡模式而不会

忽略次耍的死亡模式，从而有利于认识死亡机

制[19) 。

(4) 单细胞在是胶分析一彗主分析 单细

胞凝胶分析，又称为彗星分析 (the comet 
assay) [20]是一种直接显示单个细胞 DNA 损伤

的微电泳技术。将少量细胞悬浮于载玻片上的

一薄层凝胶内，裂解后电泳，在电流的作用下，

带电的 DNA 移出细胞核，受损 DNA 或 DNA

片段移动较快，用与 DNA 结合的荧光染料染

色后，在紫外激发光照射下显示彗星样图案。细

胞惆亡时 DNA 在质膜损伤以前断裂，这种断

裂很容易被这种方法显示，被称为"调亡彗星"，

调亡彗星的数量可代表调亡细胞的数量，其荧

光强度的测量可用于 DNA 片段的定量。细胞

惆亡时，DNA 断裂一旦启动，很快结束，几乎不

存在中等程度 DNA 的损伤;坏死时 DNA 被动

降解，各种程度的损伤都可能存在，因此，这种

方法有可能将调亡和坏死分开。

(5) 流式细胞仪检测 用流式细胞仪定

量调亡细胞的方法多种多样，尽管对其检测原

理都不完全清楚，但调亡细胞染色质结构的改

变在多种检测中都被使用，因此在此一并讨论。

经典方法: Nicoletti 等 [21)介绍的用 PI 染

色的方法被广泛采用，是流式细胞仪检测调亡

的经典方法。调亡细胞经乙醇固定、低渗打洞、

PI 染色后，用流式细胞仪检测荧光标记的

DNA 含量，在 DNA 直方图上出现 DNA 含量

减少的亚二倍体峰，经证实该区的细胞即调亡

细胞 。而坏死时，细胞周期中的细胞均出现不同

程度的减少，亚二倍体细胞量多少不等。但当调

亡和坏死共存时难于分辨。在光散射图谱

上[22) , 1':用亡细胞出 现低于正常的前散射(反映

细胞大小)和高于正常的侧散射 (反映细胞内的

颗粒性) ，坏死时则呈较高的前、侧散射光谱，光

散射特征可以和 DNA 含量联合应用检测调

亡。

多重染色法 :经典 PI 染色遇到的问题可以

用双重染色法解决。 Hoechst33342 和 PI 双染

的方法较为多用 C叫。用 TUNEL-FITC 和 PI 双

染等标记细胞在流式细胞仪检测，可测出不同

细胞周期时相发生的调亡。上述 AnnexinV 、

BV2 等标记细胞后均可用于流式细胞仪检测，

结合上述双染法很可能既灵敏又特异，但因费

用昂贵，其应用受到限制。

7-氨基放线菌素 D(7-AAD)染色流式细胞

仪碰测[2 ， -25): 7-AAD 是一种 DNA 插入型染

料，它选择性地结合于胞暗院与鸟瞟岭之间 。很

多实验表明，用 7-AAD 染色在 7-AAD 荧光强

度与前散射的散点图上一次就可分出活细胞

(7-AAD 染色阴性)、调亡细胞 (7-AAD 染色

月号)、坏死细胞 (7 -AAD 染色强)三种细胞群，而
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且 .7-AAD 的激发光波民为 488nm、发射光搜

长为 650nm.这种发射光、波长与 R-藻红蛋白只

有较少重叠，用一般的流式细胞仪单撒发光即

可进行多色检测。 7-AAD 检测的细胞在 2%多

聚甲醒固定前染色，染色时细胞的形态或生理

特性被保存，细胞渗透性没有改变，可反映惆亡

或坏死细胞的早期变化。 固定后进行流式细胞

仪检测，可能感染的样本也不会对工作人员造

成危害。该方法测定时并不依赖断裂的低分子

量 DNA 片段的漏出，三群细胞很可能是反映

细胞膜生理状况改变的不同 ，这有利于研究细

胞死亡的机理。这种方法快速而且相对价廉，加

之流式细胞仪本身的特性，是鉴别调亡与坏死

的较好方法。

6. 细胞形态指标及检测细胞死亡的"金标

准"

相差显微镜、扫描电镜、荧光显微镜、透射

电镜甚至普通光镜都可不同程度地区分调亡或

坏死在不同阶段的表现。 Moffitt[叫提出甲基绿

-派诺宁染色区分惆亡和坏死的方法:调亡细胞

的细胞质内可见致密的派诺宁红染颗粒，坏死

细胞的细胞质内由于 RNA 合成较少就没有这

种颗粒。透射电镜是较可靠的方法，但费时、费

力、不易定量，大量标本的检查几乎是不可能

的。粘附式细胞仪具有多种用途，可将细胞各个

切面的形态检查与大分子的定位结合起来，并

具有统计的功能，可较好地鉴别不同细胞的调

亡与坏死。但组织或细胞标本通常含有包括调

亡或坏死不同阶段的各种细胞，单用某种手段

就可能漏检，特别是某些小量的或短时间内发

生的细胞死亡。不同的固定方法造成的某些人

工假象使得形态指标不能重复因而更加不可

靠。缩时摄影术 (Time-lapse photography )可排

除以上问题，被公认为检测细胞死亡的"金标

准 "[2汀，但由于这种检测需要昂贵的设备及特

殊的技能而并未广泛应用。

二、结 语

法的进展也就受到了限制，随着认识加深，某些

方法很可能因不合理而被淘汰，同时，检测方法

的改进也将加快对死亡机制的认识，而对死亡

机制的认识有助于理解重要的生物现象，对诊

断和治疗人类疾病将有深远意义。

摘 要

细胞死亡有两种模式 z调亡和坏死。本文从

形态、生化指标等方面讨论两者的区别，并着重

比较各种研究方法，包括检测调亡的"金标准"、

死亡抗原、惆亡特异蛋白、TUNEL 和 ISNT 、彗

星分析、流式细胞仪在鉴别调亡和坏死中的作

用，结合有关研究方法的进展寻求研究目的相

关的优化选择。
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神经丝的结构与功 能

佟向军陈建国 程中和

(北京大学生命科学学院 北京 100871) 

神经丝 (Neurofilaments ，简称 NFs)属于

中间丝蛋白家族的第 IV 类型，广泛存在于动

物的成熟神经元中。在有髓鞠的轴突中，神经丝

是最为丰富的一种骨架成分，几乎充满整个轴

浆旧。神经丝是典型的 10nm 纤维，轴突内的神

经丝互相平行排列，神经丝之间以及神经丝与

相邻微管之间存在直径 3-6nm ，长 20-50nm

的横桥连接，这些特征与其他类型的中间丝在

组织形态上有显著不同[刀。神经丝、微管连同轴

突质膜下的带状微丝网一起构成轴浆细胞骨

架，这一骨架网络与轴突形态的维持和轴浆运

输有密切关系。在胞体内，神经丝呈随机分布，

横桥结构较少，树突内神经丝沿微管束紧密排

列[2] 。

一、神经丝的成分

在所有的中间丝类型中，神经丝可能是最

为复杂的一类。研究表明，哺乳类的神经丝主要

由三种蛋白组成，它们的电泳分子量分别为

68KD (低分子量神经丝蛋白，简称 NF-L) ，

160KD(中等分子量神经丝蛋白，简称 NF-M)

和 200KD(高分子量神经丝蛋白，简称 NF-H) , 

习惯上称之为神经丝蛋白三组分 (Neurofila­

ments Triplet Prote i ns ，简称 NFTPs)[飞

与其它中间丝蛋白一样，神经丝蛋白在二

级结构上由三部分组成:约含 310 个氨基酸的

α-螺旋杆状区，非螺旋的氨基末端和竣基末端。

与 NF-L 及其他中间丝蛋白相比， NF-M 和

NF-H 的分子量要大得多，这主要是因为它们

的 C 端"尾巴"很长(分别有 438 和 676 个氨基

酸)。用抗 NF-M 和 NF-H 的 C 端的抗体标记

轴突中的神经丝，发现标记位点在神经丝间横

桥以及横桥基部，核心纤维上没有标记;抗 NF­

L 的 c-末端或杆状区的抗体则标记在核心纤

维上[2]。用较温和的方法提取神经丝，金属投影

法显示神经丝是一个灯刷状结构 z主体是直径

10nm 的核心纤维，从核心纤维上每隔 22nm 向

外伸出 2-4 根丝状侧臂 (side arms) ，而仅由

NF-L 体外重组成的纤维则没有这些侧臂存

在阳。抗 NF-H 和 NF-M 的 C 端抗体标记在侧

臂上[气以上事实说明， NF-M 和 NF-H 的 c­

末端非螺旋区不参与 10nm 纤维的构建，而是

突出于纤维表面，构成神经丝间横桥结构。

二、编码神经丝蛋白的基因

三种神经丝蛋白是由三个独立的基因分别

编码的，习惯上分别记作 nfl 、 nfm 和 nfh。其中

nfl 和 nfm 位于同一染色体上，紧密连锁阳， nfh

处于另外的染色体上。三个基因的同源性很强，

并且前两个内含子的位置是完全相同的，它们

可能起源于同一个原始基因[门。

神经丝蛋白基因在进化上是比较保守的。
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