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流式细胞仪检测细胞凋亡的几种方法的比较 

吴建勇，赵德璋 

(重庆医科大学生命科学研究院，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探索运用流式细胞仪来检测细胞凋亡的方法。方法：采用流式细胞仪对 DNA含量、磷脂酰丝氨酸、线粒体膜电 

位、钙离子浓度的检测，分析细胞凋亡情况。结果：DNA含量测定存在一定误差；磷脂酰丝氨酸测定能准确反映细胞早晚期凋亡 

情况；线粒体膜电位、钙离子浓度测定能准确反映凋亡细胞的生理指标 ，如果结合形态学分析将更为客观。结论：通过比较实验 

方法，为将来采用流式细胞仪检测细胞凋亡提供更准确的实验方法。 
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Comparison among several methods for apoptosis examination by Flow 

Cytometry 
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【Abstract]Objective：To explore the methods of using Flow Cytometry to examine the apoptosis．Methods：Flow Cytometry was used to 

examine the DNA content，the phosphatidyl serine，the mitcchondrial membrane potential and the calcium ion，the apoptosis WaS 

analyzed．Results：The DNA content had some deflexion．The phosphatidyl serine examination can reflect the eady and advanced stage 

apoptosis punctually．The mitcehondrial membrane potential and the calcium ion examination can reflect the physiological index of 

apoptosis cel1．But if combined with morphology the analysis will be more objective．Conclusion：Through comparing empirical method， 

we find more precise methods of using the Flow Cytometry to examine the apoptosis in the future． 

【Key words】Flow Cytometry；Apoptosis；DNA content；Phosphatidyl serine；Mitcchondrial membrane potential；Calciumion 

以往分析细胞凋亡只是关心细胞是死是活，而现在更加 

关注细胞到底是怎么死的，因为哪条通路受到了影响，究竟哪 

个阶段发生了凋亡，应该如何去阻止它。凋亡是一个相当复杂 

的信号级联，参与其中的蛋白活性起了至关重要的作用_1]。然 

而，凋亡和坏死的许多特征相互重叠，因此有必要采用两种或 
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更多不同的方法来验证细胞的死亡方式。 

流式细胞仪(Flow cytomet，FCM)是一种在功能水平上对 

单细胞或其它生物粒子进行定量分析和分选的检测手段， 

流式细胞仪的优点是速度快、精度高、准确性好，当细胞发 

生凋亡这样缓慢和不一致的过程时，流式细胞仪的检测更为 

准确『2l。 

本研究通过流式细胞仪对细胞DNA含量、磷脂酰丝氨酸、 
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线粒体膜电位、钙离子浓度的检测，来探讨几种方法对细胞 

凋亡分析的特点，总结出最适合流式细胞仪分析细胞凋亡的 2 结 果 

方法。 

1 材料和方法 

1．1 细胞 和主要试 剂 

人脐静脉内皮细胞(Human umbilica vascular endo~eliM 

cell，HUVEC)购至武汉细胞库 、脂多糖(Lipopolysaccharides。 

LPS)购至 sigma公司，Annexin V—FITC／PI细胞凋亡检测试剂 

盒购至 roch公司，jc一1、罗丹明 123膜电位检测试剂盒，Flu— 

o一3钙离子浓度检测试剂盒购至碧云天公司。 

1．2 细胞培养 

在 DMEM／F12完全培养基(内含 10％胎牛血清，100~g／ml 

青霉素、100 I~g／ml链霉素)中培养 ，贴壁生长至融合状态，用 

1．25 g／L的胰酶消化传代，选择生长 良好的 HUVEC进行实 

验。对照组为未加药的 HUVEC细胞组 ，实验组为加入浓度 

为 2O ms／L的 LPS刺激一定时间的 HUVEC细胞组。各组细 

胞终浓度均为 5 X 105个 ／ml。 

1．3 方法 

1．3．1 DNA含量分析法 胰酶消化细胞 ，经 PBS洗 2次，收 

集细胞。加入预冷 70％乙醇 ，于 4~C固定过夜。离心收集细胞， 

加入溴化乙锭(50~g／m1)，RNase A(100 I~g／m1)，4oc避光孵育 

30 min。上流式细胞仪进行检测。 

1．3．2 磷脂结合蛋白AnnexinV—FITC／PI法 胰酶消化细胞 ， 

经 PBS洗 2次，收集细胞。加人 FITC标记的Annexin—V室温 

避光 30 min，再加入 PI，避光反应 5 min后，加入适量 Buffer， 

上流式细胞仪进行检测(具体步骤参照试剂盒说明书)。 

1．3I3 线粒体膜电位检测法 胰酶消化细胞 ，经 PBS洗 2 

次，收集细胞。分别用终浓度为 Rhodamine 123(1 mmol／L)或 

终浓度 JC一1(1 mmol／L)进行染色，37~C平衡 30 min，流式细 

胞仪检测细胞的荧光强度(具体步骤参照试剂盒说明书)。 

1．3．4 钙离子浓度检测法 胰酶消化细胞 ．经 PBS洗 2次， 

收集细胞。浓度为 5 mol／L的 F1ou一3／AM，在 37~C恒温下负 

载 30 min，使 Fluo一3进入细胞内，充分洗去未负载上的荧光 

探测剂。上机检测(具体步骤参照试剂盒说明书)。 
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A．对照组 B．经 LPS刺激组 

图 1 DNA含量测定结果 

2．1 通过 DNA含量分析细胞凋亡 

细胞凋亡时，核酸内切酶激活，导致 DNA断裂。用碘化 

丙啶(PI)染色后分析 ，可在二倍体 ．峰前出现“亚二倍体” 

峰，即凋亡峰，根据此峰可测出凋亡细胞百分率}引。从图 1中 

可以看出，经 LPS刺激后的细胞 ，DNA发生断裂 ，凋亡峰明 

显增加。对照组(G1：64．27％，S：21．07％，G2：14．66％，Apoptosis： 

0．10％)；实验组(Gl：54．14％，s：27．34％，G2：l8．5l％，Apoptosis： 

14．73％)。通过 DNA含量测定检测细胞凋亡的方法简便 ，结 

果直观，实验成本较低，但是其局限性在于特异性和敏感性 

均不高。 

2．2 通过 AnnexinV—nTC／PI法分析 细胞 凋亡 

细胞膜的重排发生在凋亡的早期 ，这种重排导致磷脂酰 

丝氨酸(Ps)从细胞膜的内侧翻转到细胞膜的表面 ，暴露在 

细胞外环境中 。这一事件可通过 Annexin v的染色来检测。 

AnnexinV是一种 ca“依赖的磷脂结合蛋白，可与凋亡细胞 

膜上外翻的 Ps相结合，采用荧光(如 FITC)标记的 Annex— 

in—V来与凋亡细胞结合151。碘化丙啶是一种核酸染料，在凋 

亡中晚期的细胞和死细胞，PI能够透过细胞膜而使细胞核红 

染。因此将 Annexin—V与 PI匹配使用 ，就可以将凋亡早晚期 

的细胞以及死细胞区分开来。从图 2中可以看出，经 LPS刺 

激后的细胞，坏死细胞 、早期凋亡及晚期凋亡细胞都明显增 

加。对照组(UL：0．76％，UR：0．38％，LL：98．26％，LR：0．61％)；实 

验组(uL：8．61％，UR：2．94％，LL：72．7l％，LR：15．75％)。这种 

方法的特点就是细胞分群 比较明显，结果更为灵敏，但是试 

剂费用也比较昂贵。 

2．3 通过线粒体膜电位检测分析细胞凋亡 

JC一1在浓度低或线粒体膜电位低时以单体存在 ，激发 

波长为 488 am，发射波长为 529 nm，呈绿色荧光。当浓度升 

高或线粒体膜电位升高时形成聚合体 ，此时激发波长为490 

nm，发射波 590 am，呈红橙色荧光 。从图 3可以看出，经 

LPS刺激后的细胞，从红色荧光(细胞处于正常状态 )到绿 

色荧光的变化，说明膜电位下降，该细胞可能处于凋亡早期。 

对照组(UR：98．65％，LR：1．35％)；实验组(UR：76．48％，LR： 
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图2 磷脂酰丝氨酸测定结果 
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23．52％)。这种方法比较直观地反映了膜电位的升降情况。 

罗丹明 123(Rhodamine 123)是一种可透过细胞膜的阳 

离子荧光染料，是一种线粒体跨膜电位的指示剂。正常细胞 

中能够依赖线粒体跨膜电位进人线粒体基质 ，荧光强度减弱 

或消失。而在凋亡发生时，线粒体膜完整性破坏，线粒体膜通 

透性转运孑L开放，Rho123重新释放出线粒体，发出强黄绿色 

荧光。从图4可以看出，经 LPS刺激后的细胞，绿色荧光强度 

增加，意味着膜电位下降，细胞发生凋亡。对照组 (Mean： 

】3．49)；实验组(Mean：26．79)。同 JC一1法一样，该法通过对细 

胞生理指标的监测检测来反映细胞凋亡，结果直观、灵敏。 

2．4 通过钙离子浓度检测分析细胞凋亡 

Fluo一3一Am为高度特异性 Ca2~荧光指示剂，可以灵敏地 

反映细胞内游离钙离子浓度的变化 ，Fluo一3一Am进入细胞后 

经非特异性酯酶脱去 Am酯，成为脂溶的 Fluo一3留在细胞 

内，当Fluo一3与细胞内游离钙结合后，其荧光强度是本身的 

3 讨 论 
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40倍以上。从图5可以看出。经 LPS刺激后的细胞 ，绿色荧 

光强度增加，意味着细胞发生凋亡。对照组(Mean：8．71)；实 

验组('Mean：22．80)。该法可以弥补通常采用的原子吸收光谱 

法测定组织钙不能区别细胞内外 ca2+含量之不足，但是外界 

环境因数的干扰会对实验结果带来一定误差。 

FLI—．H FL1—．H 

A．对照组 B．经 LPS刺激组 

图 3 线粒体膜电位测定结果(JC一1法) 
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B．经 LPS刺激组 

图4 线粒体膜电位测定结果(Rho123法) 

C．叠加图 
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A．对照组 

Fluo一3 

B．经 LPS刺激组 

图5 钙离子浓度测定结果 

综上所述，每一种检测方法都有各自的优势 ，但没有一 

种是十全十美的。因此，在选择凋亡检测方法的时候 ，应该首 

先了解每种方法的优缺点。例如 DNA含量测定的亚 ．峰 

并非凋亡细胞所特有，凋亡细胞、机械损伤细胞 、低 DNA含 

量的细胞或不同染色体结构的细胞均可造成亚 峰。因 

此，这种方法我们不推荐使用。Annexin—V—FITC／PI法虽然比 

nu( 3 

C．叠加图 

较灵敏，但是也存在缺点的缺点：①不能区分晚期凋亡细胞 

和坏死细胞(因为晚期凋亡细胞膜的通透性已有增强，PI可 

能会透过其细胞膜使其着色)。②并非所有凋亡的细胞 Ps都 

外翻 ，Annexin—V也可能结合在坏死组织细胞的 P=s以及活 

化的血小板上的 PS。另外，细胞因补体活化的裂解，PS也会 

暴露出来。此法在标本制备过程中应多加注意，尽量降低晚 

期凋亡和坏死比例 ，增加早期凋亡细胞比例 ，也能比较客观 

地反映细胞凋亡情况。 

LPS诱导 HUVEC细胞凋亡可能是通过膜电位下降，线 

粒体不能维持其功能而导致的。线粒体跨膜电位的下降，被 
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认为是细胞凋亡级联反应过程 中最早发生的事件 ，它发生在 

细胞核凋亡特征(染色质浓缩、DNA断裂)出现之前 ，一旦线 

粒体崩溃，则细胞凋亡不可逆转【7'81。Barreso G等证实精子线 

粒体膜电的丧失是精子凋亡的一个普遍特征，发生于多种因 

素所诱导的精子凋亡过程中19]。吴永明等探讨精子早期凋亡 

过程中质膜磷脂酰丝氨酸(PS)外翻与线粒体膜电位丧失的 

相关性 ，证明凋亡精子百分率与线粒体膜电位丧失精子百分 

率间均呈正相关Il01。钙离子是细胞内最重要的第二信使之 

一

，参与调控细胞和组织的许多生理活动l̈1】。钙离子在细胞 

凋亡过程中发挥着重要作用 ，早在 1977年 ，Kaiser等发现在 

糖皮质激素诱导的胸腺细胞凋亡中，有 ca 内流增强的现象【 。 

大量实验结果证明，在大多数细胞凋亡过程中，细胞内钙离 

子浓度有所增加。而另一方面，在很多实验系统中，细胞内钙 

离子浓度的降低也可促进细胞凋亡。因此，可能不只是细胞 

内钙离子浓度的升高或降低引起细胞凋亡，而起决定作用的 

因素在于维系某一细胞生存的钙离子浓度的稳态失调[13】。流 

式细胞术一次测量细胞数量大 ，故测定结果较为准确 ，误差 

小，因此在活的细胞中进行测定 ，极有助于生命科学中对线 

粒体膜电位和 ca 浓度变化的研究。但是 ，这些染料并不能 

说明细胞凋亡的机制 ，应与其他凋亡检测方法进行综合分 

析，如将 caspase分析、形态学、生化等方法共同使用。 

随着流式细胞仪技术的发展以及越来越多的荧光探针 、 

检测试剂盒的出现。流式细胞仪以其快速 、灵敏、准确的特 

点，成为检测细胞凋亡的重要手段。除上述 4种方法外，还可 

测定溶酶体质子泵、凋亡细胞内pH值和 RNA含量等的特征 

变化，在选择方法前还需考虑细胞样品性质、凋亡诱导剂特 

性、所需要获得的信息及技术限制。另外，采用流式细胞仪对 

凋亡细胞的单一特征测定通常不足以判定细胞亡 ，应进行多 

参数分析或结合形态学的评价才更为准确。随着对细胞凋亡 

研究的不断深入，流式细胞仪在细胞凋亡研究中势必将会发 

挥更加重要的作用。 
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