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快速诱导细胞凋亡方法探讨
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摘 要:[目的]利用流式细胞仪检测细胞凋亡在基础研究、疾病诊断及预后预测及评价中具有重要的应用价

值.补偿调节所需的单阳染色管的制备,是流式细胞术检测凋亡过程的一个重要步骤.探讨了快速诱导不同细胞系和

原代细胞凋亡的方法,优化用于检测细胞凋亡的流式单阳染色管快速制备.[方法](1)分别用100μmol/LH2O2、体

积分数4%多聚甲醛、75%乙醇和反复冻融的方法处理293T细胞15min、30min、1h,AnnexinV-PE/7-AAD双标记

流式检测293T细胞凋亡率.(2)体积分数1%乙醇、5%乙醇、10%乙醇和20%乙醇处理293T细胞、RAW264.7细胞、

HeLa细胞、T细胞和B细胞1min,流式细胞仪检测细胞凋亡情况.[结果](1)293T细胞经100μmol/LH2O2、体积

分数4%多聚甲醛、75%乙醇和反复冻融法处理后,几乎所有细胞均处于凋亡状态.(2)293T细胞、RAW264.7细胞、

T细胞和B细胞用1%乙醇处理1min,HeLa细胞用20%乙醇处理1min,可出现较明显的凋亡现象.[结论]细胞凋

亡实验时,根据细胞的生长特性,可选择体积分数1%~20%的乙醇诱导1min,作为制备单阳染色管的最佳方案.
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细胞凋亡一直是生物医学领域的研究热点[1].凋亡可发生在任何部位,对个体发育和维持内环境稳定有

着不可或缺的作用[2].凋亡的检测,不仅被广泛应用于器官发育及药物评估等基础研究中,在疾病的发展及

预后分析中的应用也已显示出重要的价值[3-5].目前流式细胞术是检测凋亡比较常用的方法之一.Annexin
V(膜联蛋白V)与7-AAD(7-氨基放线菌素)常用于流式细胞检测.然而利用流式细胞术通过AnnexinV/7-
AAD标记进行凋亡检测时,如果AnnexinV的标记荧光素和7-AAD发射光谱存在光谱重叠现象,就需对这

一现象进行补偿调节,光谱重叠补偿算法在流式数据分析中越来越重要,该算法不仅影响定性分析检测结果

的正确性,而且直接决定定量分析检测结果的准确性.所以补偿调节所需的单阳染色管的制备,已成为流式

凋亡实验的重要步骤之一.
目前,常用的细胞凋亡流式单阳染色管的制备方法有反复冻融以及不同体积分数的乙醇、H2O2、多聚甲

醛处理,但是几种处理方法需要的时间以及效果目前尚未有报道,本研究利用免疫学实验常用的几种细胞系

和原代细胞对这一问题进行了探讨,并找出不同细胞凋亡流式单阳染色管制备的最佳方案.

1 材料与方法

1.1 材 料

BDFACSCantoTMII流式细胞分析仪;BDFACSAriaTMIII流式细胞分选仪;凋亡试剂盒购自Invitro-
gen公司;CD3抗体、CD19抗体购自Biolegend公司;SPF(无特定病原体动物)级C57小鼠,体质量20g,8
周龄,由苏州大学动物实验中心提供;红细胞裂解液购自康为世纪公司;30%H2O2 购自上海凌峰化学试剂

公司;无水乙醇购自国药集团化学试剂有限公司;4%多聚甲醛购自Biosharp公司.
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1.2 方 法

1.2.1 细胞培养

将293T细胞、RAW264.7细胞、HeLa细胞置于含体积分数10%胎牛血清、质量浓度100mg/L青霉素

和100mg/L链霉素的DMEM培养基中,37℃、5% CO2 培养箱中培养,胰酶消化传代,继续培养,待细胞

状态良好,进入后续实验.
1.2.2 细胞分选

取C57小鼠脾脏,研磨,离心弃上清,红细胞裂解液裂解红细胞,PBS(磷酸盐缓冲液)终止后,离心弃上

清,1mL1PBS重悬,加入CD3抗体、CD19抗体染色30min,离心弃上清,用含2%FBS的1×PBS重悬细

胞,过滤后上机分选.
1.2.3 细胞凋亡诱导

用不含EDTA(乙二胺四乙酸)胰酶消化293T细胞,分别用100μmol/LH2O2、体积分数4%多聚甲醛、
体积分数75%乙醇处理15min、30min、1h,反复冻融的样本分别在-20℃条件下冷冻15min、30min、1h
后室温融化,进行细胞凋亡检测;

用不含EDTA胰酶消化293T细胞、RAW264.7细胞、HeLa细胞、分选原代鼠源T细胞和B细胞,分别

用体积分数1%乙醇、5%乙醇、10%乙醇和20%乙醇处理1min后进行细胞凋亡检测.
1.2.4 细胞凋亡检测

用不含EDTA 胰酶消化293T、RAW264.7、HeLa细胞,用1×PBS洗涤细胞二次,2000r/min离心

5min,PBS重悬计数;分选出的T、B细胞2000r/min离心5min,1×PBS重悬计数,每个处理组5×105 个

细胞,加入300μLBindingBuffer混悬细胞,加入AnnexinV-PE和7-AAD混匀.室温、避光反应15min,流
式细胞仪定量分析细胞凋亡水平.
1.2.5 凋亡检测试剂剂量优化.

凋亡诱导的293T细胞,离心重悬后,分别用1μL、2μL、3μL、4μL、5μL的AnnexinV-PE和7-AAD
进行染色15min,流式检测凋亡.

2 结 果

2.1 凋亡检测试剂AnnexinV-PE和7-AAD用量确定

为了确定凋亡检测试剂AnnexinV-PE和7-AAD的使用剂量,将凋亡细胞分别用1μL、2μL、3μL、

4μL、5μL的AnnexinV-PE和7-AAD进行染色15min,流式检测凋亡.如图1所示,4μLAnnexinV-PE
和7-AAD即可检测到凋亡的饱和状态.

2.2 不同的方法对293T细胞凋亡的影响

流式检测细胞凋亡如图2所示.
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100μmol/LH2O2 处理293T细胞15min、30min、1h,各时间点均有95%以上的细胞发生凋亡(图
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2A);体积分数4%多聚甲醛处理293T细胞15min、30min、1h,各时间点均有99%细胞发生凋亡(图2B);
体积分数75%乙醇处理293T细胞15min、30min、1h,各个时刻98%以上的细胞均处于凋亡晚期(图2C);
反复冻融法处理293T细胞15min、30min、1h,所有时间点90%以上细胞处于凋亡状态(图2D).这几种方

法处理后,凋亡率较高,不适用于细胞凋亡实验单阳染色管的制备条件.
2.3 不同体积分数的乙醇对几种细胞系凋亡的影响

不同体积分数的乙醇对细胞系凋亡的影响见图3.

体积分数1%乙醇处理293T细胞1min,早期凋亡为69.6%,晚期凋亡为4.93%,其他体积分数处理后

38第2期             朱雪梅,等:快速诱导细胞凋亡方法探讨



凋亡发生率均较高(图3A);体积分数1%乙醇处理RAW264.7细胞1min,早期凋亡为35.1%,晚期凋亡为

11.3%,其他体积分数处理RAW264.7细胞,凋亡发生率较高(图3C);体积分数20%乙醇处理 HeLa细胞

1min,早期凋亡在41.2%,晚期凋亡为5.46%,其他体积分数处理 HeLa细胞后,凋亡不明显(图3B).如图

3D所示,对于293T、RAW264.7细胞,1%乙醇处理1min,凋亡效果较明显;对于 HeLa细胞,需要在20%
乙醇处理1min条件下,凋亡效果明显.1%乙醇可作为293T细胞、RAW264.7细胞凋亡检测单阳染色管的

制备条件;20%乙醇可作为HeLa细胞凋亡检测单阳染色管的制备条件.
2.4 不同体积分数的乙醇对原代细胞凋亡的影响

经过处理的C57小鼠脾脏细胞中含有51.3%的B细胞和30.7%的T细胞(如图4A),通过流式分选技

术将原代细胞中的B细胞和T细胞纯化后,用不同体积分数的乙醇处理.1%乙醇处理B细胞1min,早期凋

亡为37.6%,晚期凋亡为18.6%,其他体积分数处理后,晚期凋亡会相应增加(图4B);不同体积分数的乙醇

处理T细胞,早期凋亡在6%左右,晚期凋亡在7%左右(图4C).如图4D所示,1%乙醇处理原代细胞1min,
可作为凋亡检测单阳染色管的制备条件.
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3 结论与讨论

细胞凋亡是一种基本生物学现象,指为维持内环境稳定,由基因控制的细胞自主地有序死亡,是调控生

物体发育、进化、细胞更新和维持细胞内环境稳定的一种重要机制[6-7].凋亡过程的紊乱可能与许多疾病的

发生有直接或间接的关系,如肿瘤、自身免疫性疾病等.
1992年FADOD报道在凋亡早期位于细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserin,PS)迁移至细胞

外侧.AnnexinV是一种具有很强的抗凝血特性的血管蛋白,与带负电荷的磷脂具高亲和力,利用其特性可以

检测细胞早期凋亡[8-9].但坏死细胞PS亦暴露于外表并与AnnexinV结合,因此使用AnnexinV不能区分

坏死或凋亡[10-12].7-AAD是一种非渗透性染料,可以通过坏死细胞的细胞膜与DNA结合,将坏死或者凋亡

晚期细胞区分开来.AnnexinV/7-AAD法检测细胞凋亡比较省时,结果可靠,是目前较理想的凋亡定量检测

方法之一[13].
本文以细胞系和原代细胞为研究对象,用100μmol/LH2O2、体积分数为4%多聚甲醛、75%乙醇和反

复冻融方法处理后,发现细胞凋亡百分比达到95%左右,不适合单染管的制备.H2O2 是一种强氧化剂,被世

界卫生组织列为3类致癌物清单;多聚甲醛对呼吸道有强烈刺激性,可引起鼻炎、咽喉炎、肺炎和肺水肿;反
复冻融时间长,操作烦琐.选取相对安全的乙醇进行不同体积分数刺激细胞凋亡.使用体积分数1%、5%、

10%和20%乙醇处理后,发现293T细胞、RAW264.7细胞及原代细胞T和B细胞使用1%乙醇处理1min,
即可发生比较明显的凋亡效果;HeLa细胞需在20%乙醇处理1min条件下,发生比较明显的凋亡效果,可
能由于HeLa细胞是癌细胞,其细胞内的生理生化环境与正常细胞不同导致其对外部环境的敏感度与正常

细胞不同,那么20%乙醇是否可以作为癌细胞的凋亡刺激条件有待进一步研究.
本研究发现,体积分数1%乙醇处理1min和20%乙醇处理1min分别为正常细胞和HeLa细胞刺激凋

亡的最佳方案,为细胞凋亡流式单阳染色管的制备提供参考.
作者贡献:朱雪梅和李艳梅为共同第一作者.
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Themethodsofinducingapoptosisrapidly

ZhuXuemei,LiYanmei,WeiLin

(InstituteofBiologyandMedicalSciences,SoochowUniversity,Suzhou215123,China)

Abstract:[Objective]Flowcytometryhastheimportantapplicationvaluetobasicresearch,diseasediagnosis,progno-
sispredictionandevaluation.Thepreparationofsinglepositivestainingtubesforcompensationisacrucialstepinthedetection
ofapoptosisbyflowcytometry.Inthispaper,themethodoffastinducingapoptosisofdifferentcelllinesandprimarycellswas
discussed.[Methods](1)293Tcellsweretreatedwith100μmol/LH2O2,4%paraformaldehyde,75%ethanol,andfreezing/

thawingfor15minutes,30minutesand1hour,respectively.AnnexinV-PE/7-AADdual-labelwasusedtodetecttherateof
apoptosisbyflowcytometry.(2)293Tcells,RAW264.7cells,HeLacells,TcellsandBcellsweretreatedwith1%ethanol,

5%ethanol,10%ethanoland20%ethanolforoneminute,andtheapoptosiswasdetectedbyflowcytometry.[Results](1)

Aftertreatedwith100μmol/LH2O2,4%Polyformaldehyde,75%ethanolandfreezing/thawing,293Tcellswereallapoptot-
icalmostly.(2)293Tcells,RAW264.7cells,Tcells,Bcellsweretreatedwith1%ethanolforoneminute,HeLacellswere
treatedwith20%ethanolforoneminute,whichresultedinsignificantapoptosis.[Conclusion]Accordingtothegrowthcharac-
teristicsofcells,1%-20%ofethanolcanbeusedtoinduceapoptosis,whichisthebestmethodtopreparesinglepositivestai-
ningtubefordetectingapoptosisbyflowcytometry.

Keywords:apoptosis;flowcytometry;AnnexinV-PE/7-AAD
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