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一种应用流式细胞术快速分选活的衰老细胞的方法
阳  晶  黄岚珍  黄希仕  杨飞城  沈  珂  蒋晓山*

(桂林医学院科学实验中心, 桂林 541004)

摘要      衰老细胞是细胞老化研究的重要模型 , 目前还缺乏从混合细胞群中分选活的衰老细

胞的有效方法。该研究以1.0 μg/mL顺铂诱导的人鼻咽癌CNE 2细胞衰老为研究模型 , 根据细胞大

小和自发荧光 (脂褐素积累 )两项物理特征 , 采用FACS Aria III流式细胞仪在Purity模式下设门分选

活的衰老细胞(SEN)和增殖细胞(PROL), 收集细胞 , 再分别进行回测分析和衰老相关β-半乳糖苷酶

(SA-β-gal)染色验证。结果从SEN门控获得分选纯度为74.7%的活的衰老细胞 , 分选出的细胞可重

新贴壁; 其中, 72.1%的细胞呈SA-β-gal染色阳性, 与PROL门控分选获得的细胞(8.01%)相比较有显

著差异(P<0.01)。该研究提供了一种基于流式细胞仪快速分选活的衰老细胞的方法。
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A Rapid Flow Cytometric Method for Sorting of Living Senescent Cells

Yang Jing, Huang Lanzhen, Huang Xishi, Yang Feicheng, Shen Ke, Jiang Xiaoshan*
(The Center for Science Research, Guilin Medical University, Guilin 541004, China)

Abstract       Senescent cells provide an important model for the study of aging. However, there is lack of 
effective methods to isolate living senescent cells from a mixed population of cells. The purpose of this study was 
to explore a rapid flow cytometric method for high-throughput sorting of living senescent cells. In a cellular 
senescence model of cisplatin-induced human nasopharyngeal carcinoma CNE 2 cells senescence, we used a FACS 
Aria III flow cytometry to sort living senescent cells (SEN) and proliferating cells (PROL) based on two physical 
characteristics of the cell size and autofluorescence (lipofuscin accumulation). A sorting purity of 74.7% of living 
senescent cells was obtained from the SEN gate in the Purity model by this method. The sorted cells could adhere 
to growth and 72.1% of cells sorted from the SEN gate were positive for the senescence-associated β-galactosidase 
staining, while only 8.01% from the PROL gate (P<0.01). Our study provides a rapid method for sorting of living 
senescent cells based on the flow cytometric technology.

Keywords        senescent cells; flow cytometry; cell sorting; senescence-associated β-galactosidase; CNE 2 cells

细胞衰老是指细胞从活跃增殖进入不可逆转

的生长停滞状态的过程。衰老的细胞在一段时间内

仍然维持代谢活动 , 但失去了对有丝分裂原刺激的

反应和合成DNA的能力, 细胞周期停滞, 出现体积变

大、扁平、核膜内陷、细胞器变形、脂褐素(lipofuscin)
沉积等形态学改变, 并表达在pH6.0时有高酶活性的

β-半乳糖苷酶 [1]。衰老细胞是细胞老化研究的重要

模型 , 目前还缺乏从混合细胞群中分选活的衰老细

胞的有效方法。本研究基于BD FACS Aria III流式细

胞仪检测技术平台 , 以细胞形态大小和胞浆脂褐素

相结合作为分选参数 , 在顺铂 (cisplatin)诱导的人鼻

咽癌CNE 2细胞衰老模型中成功地分选出高纯度的

活的衰老细胞 , 为开展衰老活细胞分选与定量分析

提供了一种新的高通量的简便方法。
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1   材料与方法
1.1   主要试剂与仪器

X-gal(美国 Sigma公司)溶于二甲基甲酰胺(美
国Amresco公司), 贮存液浓度为40 mg/mL, −20 °C
避光保存 ; 顺铂 (美国Sigma公司)溶于去离子水 , 贮
存液浓度为100 μg/mL; RNA酶和碘化丙锭 (PI)(美
国Sigma公司); 戊二醛(成都科龙化工试剂厂)。BD 
FACS Aria III流式细胞仪和流式细胞分选管(美国

Becton-Dickinson公司), OLYMPUS IX51型倒置显微

镜(日本Olympus公司), CO2细胞培养箱(美国NBS公
司), 恒温培养箱(LRH-150B, 广东医疗器械厂)。
1.2   细胞株与细胞培养

人鼻咽癌细胞株CNE 2购自中国科学院上海生

命科学研究院细胞库, 常规培养于含体积分数10%
的胎牛血清 (美国HyClone公司)+1%青霉素/链霉素

的RPMI1640(HyClone)培养基中, 5% CO2、37 °C的
培养箱中培养, 每3~4 d换液传代。

1.3   衰老细胞的诱导与收集

采用顺铂诱导的鼻咽癌CNE 2衰老细胞为研究

模型。细胞分别接种于直径10 cm培养皿 (流式细胞

术分析与分选检测用)和6孔培养板(β-半乳糖苷酶活

性检测用)。先用1.0 μg/mL顺铂处理细胞48 h, 然后

PBS洗 2次、更换正常培养基继续培养 6 d; 以等体

积PBS作为顺铂对照。处理组和对照组细胞用胰蛋

白酶 -EDTA消化 , 4 °C下收集于含10%胎牛血清的

RPMI1640培养基中, 细胞计数, 将细胞浓度调整到

2.0×106/mL, 置冰上备用。

1.4   细胞周期分析

取0.5 mL上述细胞悬液, 加1.0 mL PBS, 200 ×g
离心5 min, PBS重悬细胞, 70%乙醇固定, 100 μg/mL 
RNA酶处理, 50 μg/mL PI染色后上流式细胞仪(激
发波长488 nm, 发射波长618 nm)检测细胞周期分布

(DNA含量)情况。

1.5   流式细胞仪分选活的衰老细胞

未固定细胞的自发荧光在FITC-FL1下测量 (对
数型), 细胞大小在FSC下取线性刻度测量。首先在

FSC/SSC散点图中设门圈活细胞群, 排除凋亡细胞

和碎片。然后根据衰老细胞具有体积较大和胞浆

脂褐素 (自发荧光 )沉积两项特征, 在FSC/FITC-FL1
散点图中分别设置衰老细胞 (senescent cells, SEN)
和增殖细胞 (proliferating cells, PROL)分选门控 , 其
中FITC-FL1和FSC值都最大的细胞群为衰老细胞, 

FITC-FL1和FSC值都最小的细胞群为增殖细胞。取

70 μm的喷嘴, 震荡频率87 kHz, 鞘液压力为70 psi。
选择Purity分选模式 , 以每秒低于100个细胞的速度

分选, 分选细胞直接流入装有含 10%胎牛血清+1%
青霉素/链霉素的RPMI1640培养基的分选管, 置冰

上备用。

1.6   分选前后细胞的衰老相关β-半乳糖苷酶(SA-
β-gal)活性检测

分选前: 顺铂及PBS对照处理CNE 2细胞(6孔培

养板) 8 d, 吸弃上清, PBS洗2次, 室温下用0.2%戊二

醛固定5 min, PBS洗2次, 每孔加入1.0 mL染色液

(1 mg/mL X-gal, 150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L MgCl2, 
5 mmol/L K3Fe(CN)6, 5 mmol/L K4Fe(CN)6, 40 mmol/L 
NaPi, pH6.0), 置37 °C恒温培养箱中避光染色6~24 h[1-2]。

光镜下随机取 20个视野 (200×), 计数蓝染的细胞。

分选后: 分选获得的衰老细胞和增殖细胞经低速离

心(200×g, 5 min)后用含10%胎牛血清+1%青霉素/链
霉素的RPMI1640培养基重悬, 种于6孔板培养, 24 h
后行SA-β-gal染色, 步骤同上。

1.7   统计学分析

采用SPSS 20.0统计学软件, 结果以均数±标准

差表示, Student’s t-test分析其统计学意义, 当P<0.05
时, 判定具有显著性差异。

2   结果
2.1   分选前细胞衰老标志验证及周期检测

经 1.0 μg/mL顺铂处理 48 h、后续培养 6 d, 
CNE 2细胞明显变大、变扁平, 细胞内颗粒增加, 约 
79.31%的细胞呈SA-β-gal染色阳性 (图1), 提示细胞

内β-半乳糖苷酶活性增加, 进入衰老状态。细胞周期

的分布也发生变化 , 与对照组相比 , 顺铂处理后S期
和G2/M期细胞分别增加了30.68%和71.61%, 差异有

统计学意义, 而G0/G1期细胞相应减少(表1)。
2.2   设置门控分选活的衰老细胞

根据衰老细胞具有体积较大和因脂褐素沉积

而自发荧光两项特征, 且自发荧光在各个荧光通道

接收到的荧光强度位于同一等级为依据, 在 SSC/
FITC-FL1散点图中设置门控分选衰老细胞(SEN)
和增殖细胞(PROL), 采用 Purity分选模式, 分选速

率<100 evt/s。结果在顺铂处理的CNE 2细胞中, 从
SEN和PROL门控分别分选到占活细胞群总数20.9%
的衰老细胞和73.3%的增殖细胞 (图2A); 对SEN门
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表1  顺铂对CNE 2细胞周期的影响(%, mean±S.D., n=3)
Table 1  Effect of cisplatin on cell cycle progression in CNE 2 cells (%, mean±S.D., n=3)

Group G0/G1 S G2/M 

Vehicle 73.78±6.13 18.50±3.94 7.72±2.43

Cisplatin (1.0 μg/mL) 59.24±3.06 27.01±0.99* 13.74±3.40*

*P<0.05 vs vehicle group.

A: CNE 2细胞经1.0 mg/L顺铂处理48 h后换液继续培养6 d, 行衰老相关β-半乳糖苷酶染色, 相差显微镜观察(200×)细胞衰老情况, PBS为空白对

照; B: 20个随机视野计数的SA-β-gal染色的阳性细胞数的统计学分析, 图示3次独立实验的均数±标准差分析结果。

A: SA-β-gal staining for CNE 2 cells at day 8 after 48 h treatment with 1.0 mg/L of cisplatin. Senescent cells were examined by a phase-contrast mi-
croscopy (200×). PBS was used as the vehicle control; B: statistical analysis of positive cells of SA-β-gal staining from A. The results represented the 
mean±S.D. of 3 independent experiments.

图1  顺铂诱导CNE 2细胞衰老

Fig.1  Cisplatin induced senescence of CNE 2 cells
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A: 设置门控分选顺铂诱导的CNE 2衰老细胞(SEN)和增殖细胞(PROL); B: 回测SEN门控中分选出的细胞; C: 回测PROL门控中分选出的细胞; 
D: 衰老细胞和增殖细胞的分选纯度的统计学分析结果, 图示3次独立实验的均数±标准差分析结果。

A: the gates to sort senescent cells (SEN) and proliferating cells (PROL) were defined; B: reanalysis of CNE 2 cells sorted in the SEN gate; C: re-
analysis of CNE 2 cells sorted in the PROL gate; D: statistical analysis of purity of sorted senescent and proliferating cells. The results represented the 
mean±S.D. of 3 independent experiments. 

图2  根据细胞大小(FSC)和脂褐素含量(FL-1)分选衰老细胞和增殖细胞

Fig.2  Cell sorting of senescent and proliferating cells according to size (FSC) and lipofuscin content (FL-1)
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控和PROL门控分选出的细胞再经流式细胞仪回测

分析 , 纯度分别达到74.7%和91.8%(图2B和图2C), 
表明通过设门分选 , 各门控内细胞均得到有效分离

(P<0.05, 图2D)。
2.3   分选细胞的衰老标志检测

衰老细胞的重要特征之一是表达在pH6.0时有

高酶活性的β-半乳糖苷酶 , 催化底物X-gal生成深蓝

色沉积产物。为检测分选细胞的活力及验证其衰老

相关的β-半乳糖苷酶活性, 我们将SEN门控和PROL
门控分选获得的细胞接种于6孔培养板 , 24 h后检查

发现 , 细胞能够贴壁生长良好 ; 进一步行SA-β-gal染
色 , 结果显示 , SEN门控分选获得的细胞蓝染率为

72.1%, 而PROL门控分选获得的细胞蓝染率仅8.0%, 
差异有统计学意义(P<0.01, 图3)。

3   讨论
细胞衰老在生物个体老化、肿瘤生长抑制等过

程中起重要作用。1961年 , Hayflick和Moorhead[3]首

先描述体外培养中的衰老细胞不可逆地失去增殖潜

能并伴随体积变大、扁平、核膜内陷、细胞器变形

以及脂褐素沉积等表型变化。衰老细胞是研究细胞

衰老的理想模型 , 但是目前还缺乏从活细胞群中有

效分选衰老细胞的方法。本研究采用BD FACS Aria 
III流式细胞仪检测平台 , 以细胞大小和脂褐素相结

合作为分选参数 , 对顺铂诱导的CNE 2衰老细胞的

分选技术进行了探索。

顺铂, 化学名为顺式二氨基二氯络铂, 系临床常

用的细胞周期非特异性广谱抗肿瘤药物 , 能够通过

P53依赖或非依赖途径在体外诱导人乳腺癌、肺癌、

鼻咽癌等多种肿瘤细胞发生衰老 [4]。衰老细胞在一

段时间内仍然维持代谢活动 , 但失去了对有丝分裂

原刺激反应的能力 , 细胞周期停滞 , 表达在pH6.0时
有高酶活性的β-半乳糖苷酶 [1]。Yang等 [5]研究发现 , 
在DNA受损前 , p53基因在鼻咽癌细胞CNE 2中已有

高表达, 因此不能发生G1期阻滞, 而G2期阻滞则不受

影响。本实验采用顺铂处理8 d的鼻咽癌CNE 2细胞

为模型 , 经顺铂诱导后 , CNE 2细胞发生上述典型的

衰老表型改变, 细胞周期阻滞在G2/M期。

细胞分选是根据细胞不同的物理特征 , 采用流

式细胞仪对单个细胞进行分离检测。衰老细胞体积
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A: SEN门控和PROL门控分选的CNE 2细胞分别种于6孔培养板, 24 h后行SA-β-gal染色检测(200×); B: 20个随机视野计数的SA-β-gal染色阳性

细胞数的统计学分析, 图示3次独立实验的均数±标准差分析结果。

A: SA-β-gal staining of CNE 2 cells respectively sorted from the SEN and PROL gates (200×); B: statistical analysis of positive cells of SA-β-gal stain-
ing from 20 randomized fields. The results represented the mean±S.D. of 3 independent experiments.

图3  SA-β-gal染色验证分选获得的衰老细胞

Fig.3  SA-β-gal staining verified the sorted senescent cells
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变大、扁平, 脂褐素沉积。脂褐素系溶酶体作用后

未消化物质所形成的细胞内沉积物 , 具有自发荧光

特性 , 发射波长介于500~565 nm[6]。由于未经修饰

的衰老细胞不存在二元标志物 , 其细胞大小和脂褐

素含量与增殖细胞间呈现明显的渐进性差异 [7]。因

此, 这些细胞在FSC(测量细胞大小)/FITC FL-1(检测

自发荧光, 检测波长515~545 nm)散点图上显示的是

一群非独立细胞群体 , 分选过程中需要人为设置和

选择衰老细胞 (SEN)和增殖细胞 (PROL)分选门的位

置。FSC测量可以使用线性或对数刻度 , 但我们发

现用线性刻度可以获得更好的分辨率。值得注意的

是, 喷嘴尺寸直接决定分选液滴的大小, 一般要求喷

嘴直径为样本细胞直径的3~6倍, 直径太小液滴包裹

不全细胞, 导致细胞受损; 太大则一个液滴包裹两个

以上细胞, 在Purity分选模式下, 会影响得率。另外, 
分选时的震荡频率和鞘液压力对分选具有相当的影

响: 高频易产生不含细胞的空液滴, 低频会导致一个

液滴中包含阴性和阳性的细胞, 影响得率; 鞘液压力

值越大对细胞的损伤也越大。本研究选取70 μm的

喷嘴 , 相对应的震荡频率为87 kHz、鞘压为70 psi, 
获得较理想的分选纯度和细胞活性。

对于非独立细胞群体 , 由于分选结果通常只能

使目的细胞富集, 并不能产生一个纯的细胞群体, 为
获得高纯度衰老细胞 , 选择Purity分选模式 , 它仅在

只含目的细胞的情况下才进行分选 , 掺有非目的细

胞的液滴不能得到分选。此外 , 从概率分布角度分

析 , 流式图上的信息是以细胞真实数据为中心的正

态分布 , 与实际数据有一定差距。本研究设置SEN
门控 , 衰老细胞分析率约为20.9%(SEN门控内的细

胞数/活细胞群门中的细胞总数), 分选出的细胞再经

流式细胞仪回测分析 , 纯度达到74.7%, 与SA-β-gal
染色阳性率72.1%基本一致。分选细胞能够贴壁生

长, 证明活力良好, 可以作为进一步开展衰老细胞的

生物学行为研究的细胞模型。

综上所述 , 本研究采用流式细胞分选技术 , 通
过设置适宜的分选参数分析细胞的形态和自发荧

光, 获得高纯度的CNE 2衰老细胞, 方法可靠易行。
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