
电泳技术结合计算机凝胶图像系统检测细胞凋亡  

    细胞凋亡是当前细胞生物学研究的热点之一。凋亡细胞发生胞体皱缩、质膜起泡、染色质凝聚以及胞核

呈半月形、DNA片断化，因此琼脂糖凝胶电泳呈梯状条带等特征性变化[1]。细胞凋亡检测方法有多种，如形

态学观察[2]、DNA琼脂糖凝胶电泳[3]、流式细胞术[4]、TUNEL染色[5]等。不过上述方法仅适合细胞凋亡的

定性及部分定量的检测，形态学方法虽然也可用来定量，但统计细胞数有限，且逐个计数细胞工作量非常大。

因此，我们设计了本实验，拟利用琼脂糖凝胶电泳结合凝胶图像光密度分析系统(GDAS)[6]处理同时对凋亡细

胞作定性和定量检测。 

    

1  材料和方法 

    1.1  实验动物和试剂 

    1.1.1  实验动物   18~20 g雌性昆明小鼠，第一军医大学动物所提供。 

    1.1.2 实验试剂   碘化丙啶(propidium iodide，PI)、hepes液、巯基乙醇酸钠、地塞米松购自美国

Sigma公司; RPMI 1640购自德国GIBCO BRL 公司。TUNEL试剂盒、核糖核酸酶和蛋白酶K购自德国

Boehringer Mannheim公司；牛血清购自杭州四季青生物材料厂。其他试剂均为进口试剂或国产分析纯。 

    1.2  方法 

    1.2.1 细胞培养   按1次/d，1 ml/次连续3 d于小鼠腹腔注射1%巯基乙醇酸钠，停1 d后，按鄂征等人

的方法[7]取腹腔巨噬细胞(台酚兰吞噬实验显示99%为巨噬细胞)，以1×106个/ml接种于6孔细胞培养板
(Nunc，丹麦)，用含10%小牛血清的RPMI 1640培养于37℃，含5% CO

2
孵箱(Quene System，美国)内。12 h

后加入大剂量地塞米松(1×10-4mol/L)处理细胞[8][9][10]。 

    1.2.2  DNA琼脂糖凝胶电泳   按Messmer等[3]人的方法进行。电泳后的凝胶用GDAS作定量分析。 

    1.2.3  流式细胞术   按上述条件培养、处理的巨噬细胞，按每个样品1×106个，用细胞刮从培养板上

刮下，离心收集。按Schmid方法[4]制样，PI染色，Elite流式细胞仪(COULTER，美国)采集数据(激发光波长

488 nm，发射光波长633 nm)，并用Multicycle分析软件分析，通过计数凋亡区(亚二倍体区)细胞数量得出

凋亡率。 

    1.2.4  计算机凝胶图象分析系统   GDS 7500 (UVP Ltd，英国)，紫外光(254 nm、302 nm) /可见

光/背景光光源；8~48 mm黑/白变焦摄像头；电耦合电子数字感应装置(Charge coupled device, CCD)，敏

感度0.06 Lux/pt，象素分辨率NTSC 768×494；Image Store 7 500快速影像模/数转换存储装置；1 024×

768逐行扫描监视器；256级灰阶感光热敏式视濒打印机(Sony Ltd，日本)；PC486/66微机；GelBase/Gel 

Blot/Gel Excel分析软件包(UVP Ltd，美国)。 

    

2   结果 
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    2.1  地塞米松诱导巨噬细胞DNA降解 

    DNA琼脂糖电泳结果如图1所示，大剂量地塞米松处理巨噬细胞0.5 h即可见到少量DNA条带，处理1.0 h

后条带增多，呈现典型的梯状。随后，处理时间越长，梯状条带越明显。 

    图1  地塞米松诱导巨噬细胞DNA降解 
    Fig.1 Dexamethasone induced a DNA ladder in macrophages

    A: Control; B-E: The mouse peritoneal macrophages were incubated with dexamethasone 
for 0.5 , 1.0 , 2.0  and 4.0 h respectively)

    2.2  地塞米松诱导巨噬细胞DNA降解的定量分析 

    凝胶图像光密度分析凋亡细胞DNA琼脂糖凝胶电泳结果见表1，地塞米松处理0.5、1.0、2.0、4.0 h后巨

噬细胞片段化DNA的比例分别为16.37%、30.72%、35.87%、56.60%。 

    2.3  流式细胞仪检测巨噬细胞凋亡 

    用流式细胞仪分析经地塞米松处理的巨噬细胞，揭示生长周期出现典型的凋亡峰，地塞米松处理时间越

长，凋亡峰越明显。统计分析得出地塞米松处理0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 h巨噬细胞的凋亡率分别为：

18.0%、25.5%、36.3%、56.4%、76.1%(图2)。 

    图2  流式细胞仪检测经地塞米松处理不同时间后巨噬细胞DNA的降解 
    Fig. 2 Time-dependent effects of dexamethasone on apoptosis rate of macrophages 

assayed by flow cytometry



    

3  讨论 

    本实验应用琼脂糖凝胶电泳结合GDAS法分析细胞凋亡发现GDAS检测的片段化DNA比例和流式细胞术得出的

凋亡率基本一致，表明DNA琼脂糖凝胶电泳不仅是一种特异性的细胞凋亡生化定性研究方法，通过GDAS还可对

细胞凋亡率作准确的定量分析。计算机凝胶图像定量分析细胞凋亡率是通过分析电泳后样品区带象素光密度，

又将每一象素分成256个灰度级别，通过计算机对大量灰度值的累加计算比较而得到，其检测灵敏度可达0.02 

ng。 

    常用的细胞凋亡检测方法仅适用于作定性或非准确定量检测。为实现同时对细胞凋亡作准确定量检测，

Schmid[4]在原来用PI标记凋亡细胞DNA的基础上，根据凋亡细胞磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine，PS)

由胞膜内层转移到胞膜外层这一特征性变化，同时对样品作PS标记后用流式细胞术检测。Gong等[11]先将凋

亡细胞提取DNA用琼脂糖凝胶电泳作细胞凋亡定性检测，之后标记这些细胞的DNA作流式细胞术检测。两种方

法都可实现同时对细胞凋亡作定性和定量检测，但前一种方法需对样品作双标，且PS标记用荧光Annexin-V费

用大。后一种方法需对样品作电泳和流式细胞术两种检测，不但费时费力，且先将凋亡细胞提取DNA会影响流

式细胞术检测结果。 

    采用琼脂糖凝胶电泳结合GDAS同时定性定量分析细胞凋亡机制，仅需将凋亡细胞提取DNA作常规电泳后对

电泳凝胶作分析即可，方法简便且费用较低。由于只提取凋亡细胞样品DNA，所以对检测结果影响小，保证了

结果的准确性和重复性。但在实验中我们也发现，电泳结果的好坏与凋亡率的准确性密切相关，所以须有好的

电泳结果，电泳时间不足、太过或者凋亡率太低时，DNA梯状条带不明显，影响结果的准确。如果只用于定性

检测细胞凋亡，则对电泳结果的要求较低，得出DNA的梯状条带即可。 

    综上所述，我们认为琼脂糖凝胶电泳结合GDAS是一种简便、低耗、准确易行的细胞凋亡定性定量检测方

法。 

    (责任编辑：吴锦雅) 
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