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摘= =要：肿瘤是一类与细胞周期密切相关的疾病。流式细胞术对肿瘤细胞周期的分析可以观察到肿瘤细胞倍体的变化，有助

于肿瘤的早期发现和治疗。区分肿瘤细胞所处于的细胞周期，明确地了解每个时相所占细胞周期的比例，对于肿瘤药物的研

发具有重要意义。该文着重对 dM期和 dN期，dO期和j期，以及 p期细胞的测定方法进行归纳、总结，并对这些方法的优

缺点及适用条件进行阐述和总结，为肿瘤药物的研发及基础研究等方面的科研工作提供参考。=
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有资料表明肿瘤是一类细胞周期性疾病xNz，因

此在肿瘤生物学及肿瘤药理学领域对肿瘤细胞周期

的分析对肿瘤生物学特征及肿瘤药物作用机制的研

究具有重要的意义。流式细胞术是目前分析细胞周

期较常用且较先进的技术，可以对肿瘤细胞的周期

进行分析，通过 akA 含量和异倍体细胞的存在与

否来了解肿瘤细胞组织的恶性程度和发展趋势以及

药物对肿瘤的影响。但流式细胞术通过 akA 含量

分析只能将细胞周期分为 P 个细胞群体，即 dMLdN
期细胞、p 期细胞、dOLj 期细胞，无法将处于 dM
期细胞和dN期细胞以及dO期细胞和j期细胞进行

区分，而在相关的科研工作中，研究任意一个细胞

周期细胞的比例对于深入研究肿瘤的发生、发展以

及治疗具有重要意义的。因此基于这样一个现状和

认识，本文整理了细胞周期不同的测定方法，有吖

啶橙（Al）法、双参数二维流式细胞术法、j期=
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阳性标志物 éJeP 蛋白标记的方法、激光共聚焦扫

描显微术法、teëíern=bloí法、光谱法等，希望以此

能够对细胞周期测定的相关研究提供一定的参考和

借鉴。=
N= =区分 dMLdN期细胞的方法=

由于 dM期与 dN期的 akA 含量相同，目前常

用碘化丙啶 xOz（éroéádáum，mf）、苏木精J伊红 xPz

（hem~íoñólánJeoëán，eb）、Q，SJ联脒JO笨基吲哚xQz

（Q，SJdá~mádánoJOJéhenóáándole，aAmf）等染料进

行标记 akA，通过被标记 akA的荧光强度采用流

式细胞仪判定细胞周期，只能确定细胞处于 dMLdN
期，而不能明确细胞是在 dM期还是 dN期，更不能

更细致的区分是 dN早期还是 dN晚期xRz。经过整理

发现，将 dM期细胞和 dN期细胞能够区分开的方法

主要有以下几种。=
NKN= =吖啶橙（Al）法= = =

Al法是通过 Al与 akA和 okA结合后颜色

的不同来区分 dMLdN期细胞的，Al与 akA结合后

发出绿色荧光，而与 okA结合后发出红色荧光xSz。

细胞在 dM期不合成 okA，在 dN期合成 okA，因

此根据okA被Al染成绿色的数量区分dM期和dN
期细胞，同时能够对二者进行定量。魏文等xRz研究

了青蒿琥酯钠体内给药后小鼠骨髓细胞周期的变

化，通过双参数二维等高图显示akAJokA的含量，

用 Al法确定了青蒿琥酯钠可以阻滞小鼠正常骨髓

细胞在 dM期。因此采用此法可将 dM期和 dN期细胞

分开。=
Al法作用于活细胞效果较好xTz，即细胞无需固

定即可在培养液内直接染色，省去了固定的步骤。

可以同时测定 akA和 okA两个参数，无需分别检

测。可以观察细胞周期的动态变化，能测定不同周

期时相细胞的 okA含量xUz，最主要的是其能通过与

okA结合来区分 dM期和 dN期细胞xVz。但 Al染色

法也存在一些不足，比如 Al染料比较黏着，容易

残留在流式细胞仪管道内，并且不易清洗，造成应

用其他染料时受到干扰，因此应用此法检测时需要

准备一套专用的流式细胞仪样品管和喷嘴。另外，

试剂的高酸性也容易造成流式细胞仪样品管的堵

塞，这些问题造成了 Al染色法应用和发展受到了

一定的限制xNMz，而且相对 mf染色法而言，Al染色

法染色步骤比较繁琐，不如 mf染色法操作简便xRz。=
NKO= = cyclin=bLakA二维流式细胞术法= = =

cóclán= b 为 dN 期细胞周期特异性蛋白，通过

cóclán=bLakA双参数流式细胞术分析，根据 cóclán=b
表达的有无，将 dMLdN期区分开，再根据 cóclánb在

dN期由低到高的变化特点可以进一步将 dN期细胞

分为 dN早期和 dN晚期细胞xNNJNOz。wh~ng 等xNPz通过

流式 cóclán=bLakA双染法，对人脑胶质瘤细胞rORN
进行细胞周期分析，结果如图 N所示，dM期细胞不

表达 cóclán=b，因此在最下方；dN早期细胞为 cóclán=
b弱阳性，在中部；而 dN晚期细胞为强阳性，在上

方。王尊等xNQz采用 Cóclán= bLakA 双参数分析法测

定了紫外线照射后的jliqJQ急性淋巴细胞白血病

细胞所处于的细胞周期，证明了凋亡发生在特异性

细胞的 dN晚期。=
cóclánLakA 二维流式细胞术是通过抗体与细

胞周期蛋白特异性结合，观察二维等高图 cóclán蛋
白表达情况来区分细胞周期的。其可以避免对细胞

使用同步化，因此能检测特征相同的细胞，也能检

测不同特征的单个或多个细胞。但是单个

cóclánLakA 分析不能同时区分一个样本中细胞的

各个周期。此法的不足在于操作较复杂，并且成本

较高，所以在应用上会受到一定的限制。=
此方法在操作时需注意由于不同细胞膜受体表

达量不同，造成细胞周期特异性凋亡的最佳时间点

不同，如果作用时间过长会产生细胞碎片，并且细

胞的代谢产物对培养环境会造成影响，如果出现旁

观者效应则会影响结果的分析xNRz。=

=

图 N= = cyclinb二维等高图=
cigK=N= = qwoJdimensional=contour=map=of=cyclinb=

O= = p期细胞的鉴定方法=
鉴定 p期最常用的方法为 mf染色法，通过流式

细胞术获得直方图后，经流式细胞仪数据处理软件

处理即可确定 p期细胞的比例。其原理是根据细胞

周期各时相的 akA含量不同，p期的含量介于二倍
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体和四倍体之间，mf 可以和 akA 结合，通过其荧

光强度直接反应细胞内的 akA 含量。高默杰等xNSz

通过流式二维直方图证实硅巴因和华蟾毒配基均可

引起 eeédO细胞发生 p期阻滞。=
另外一个分析p细胞比例的方法是aolbe~re等xNTz

于 NVUP年报道的 _rdr与 akA同步分析细胞增殖

周期的方法。这个方法的测定原理是 _rdr 为胸腺

嘧啶脱氧核苷类似物，_rdr 暴露出来能够被抗

_rdr单抗识别，如果将 akA双链打开变成两个单

链核酸，_rdr 能够竞争性地与 p 期细胞新合成的

akA 结合，通过免疫荧光技术对增殖细胞进行标

记，从而实现对 p期的分析xNUz。p~ë~ká等xNVz发现在

培养细胞过程中掺入 _rdr，并分别于连续增长的时

间点收集细胞，经处理后通过流式细胞术可测定 p
期的细胞含量。=

近年来，bdr标记方法在细胞增殖实验中使用

越来越广泛。bdr标记方法的原理是 p期细胞在增

殖的过程中，bdr作为底物结合到正在复制的 akA
链中，再通过偶联把所有含有新合成 akA 链的

akA标记上特殊荧光。这样就可以通过检测荧光的

情况，检测细胞的增殖和周期。weng 等xOMz用 bdr
标记法研究动物神经细胞的增殖，并与 _rdr 标记

的方法结果进行比较，从而证实了 bdr标记法检测

细胞增殖是可行的。=
另外，还有一些方法可以将 p期进行更详细划

分的方法，比如增殖细胞核抗原（mCkA）LakA流

式细胞术xONz，可以将 p期分为不同的 p亚期xOOz。=
_rdr标记法使用过程中，在 _rdr与抗体结合

前，首先要将 akA 变性，akA 变性会导致 akA
的双链结构被破坏，从而影响其他染料的结合，因

此存在导致准确性降低等问题。而由于 bdr的相对

分子质量小于 _rdr，更容易在细胞内扩散，另外不

需要对样品进行严格的变性处理，从而有效地避免

样品损伤，因此具有更高的灵敏度和更快的检测速

度。缺点是 bdr也有一定的毒性，会对 akA产生

一定的损伤xOPz。应用最广泛的还是 mf染色法，操作

方便，实验快速，可进行定量，最主要的是其实验

成本低，无需使用抗体即可检测出 p期细胞，适合

大样本量的预实验和新药筛选。而 mCkALakA 流

式细胞术则是应用在要求更精准的实验中，因此可

针对不同的实验要求来选择实验方法。=
P= = dOLj期的区分方法=

由于 dO期和 j 期的 akA 含量相同，目前常

用碘化丙啶xOQz等染料标记，流式细胞仪测定细胞周

期的方法，只能确定细胞处于 dOLj 期，而不能明

确细胞是在 dO期还是 j期。经过整理发现，目前

区分 dO期和j期的方法主要有以下几种。=
PKN= = j期阳性标志物 pJeP蛋白标记的方法= = =

磷酸化组蛋白 eP（éJeP）是细胞有丝分裂的标

志性受体，只出现在有丝分裂的染色体上，因此j
期细胞 éJeP 表达呈阳性，而 dO期细胞 éJeP 表达

呈阴性xORz。llekë~ndrm~ëíukhov 等xOSz发现神经酰胺

激酶抑制剂（ksmJOPN）能分别阻滞肺癌和胃癌细

胞在细胞的 j期，加入一抗 éJeP和 Aleñ~= QUU荧
光标记的二抗，采用流式细胞术，通过 éJeP 抗体

标记细胞的数量来代表 j期的细胞数，计算 j 期

细胞占所有细胞的百分比（即有丝分裂指数），通过

百分比的增加可以证实细胞被阻滞在j期，并进一

步通过weëíern=bloí法检测j期标志性蛋白 éJeP组
蛋白的表达情况xOSz，证实 ksmJOPN能将细胞阻滞在

j期而不是 dOLj期的边缘，证实 éJeP抗体标记法

测定j期细胞的可行性。廖菁等xOTz通过免疫荧光显

微镜观察细胞有丝分裂情况，用双重免疫荧光染色，

加入 éJeP抗体，再用 cfqC标记的兔二抗与其结合

染成绿色，最后加入 eoechëíPPPQO染色液对所有细

胞进行染色染成蓝色，确定j期细胞的数量。=
通过荧光显微镜，流式细胞术和 weëíern= bloí

法分别能检测出j期阳性标志性受体 éJeP的表达

情况，荧光显微镜和 weëíern= bloí法可以对j期的

细胞进行定性分析，流式细胞术可以对其进行定量

分析，因 éJeP 为有丝分裂期的特异性蛋白，可采

用多种方法对其检测，来验证实验的准确性。=
PKO= =激光共聚焦扫描显微术测定法= = =

激光共聚焦扫描显微镜通过 dO期和 j期的细

胞形态的差异可以将 dO期和 j期细胞加以区分。

dO期细胞体积大，细胞核丰富呈大圆形、马蹄形、

肾形或分叶状，但无明显极性并且不存在分裂相。

j期细胞已经开始分裂，染色体沿赤道板开始一分

为二的分裂，从分裂早、中、晚期呈现一系列明显

的极向性特征。形态特征表现为细胞膜首先向一端

或两端突出，细胞形状出现梨形、榔头形等不规则

变化，随后细胞核呈靴形、花生形、哑铃状等不规

则形变化。钟以胜等xOUz利用甲安吖啶和长春花碱作

用于jliqJQ急性淋巴细胞白血病细胞，通过共聚

焦扫描显微镜发现甲安吖啶能诱导细胞产生 dO 期
阻滞，而长春花碱能诱导细胞产生 j 期阻滞形态=



= = arug=Evaluation=oesearch= =第 QN卷=第 U期= = OMNU年 U月=

= = =

•=NPTT=•=

特征。=
激光共聚焦显微镜是继流式细胞术分析后，能

通过细胞形态区分细胞周期的又一使用较广泛的仪

器，它的应用始于 OM世纪 UM年代，可以对组织细

胞内的多种生化成分进行定性、定量、定位的检测。

此方法在区分细胞周期实验方面具有操作简便，分

辨力较高，能对活细胞进行动态监测，断层扫描和

三维图像重建等优点，但其是通过不同细胞周期所

处的形态进行分析，因此只能对结果进行定性分析，

并且需要借助流式细胞术来确定大致的细胞周期

后，再对细胞周期进行细致的区分。=
PKP= = cyclin=ALakA二维流式细胞术= = =

cóclán=A在dO期表达阳性，而在j期表达阴性。

在 cóclán=ALakA的流式细胞仪的二维等高图上，可

以通过 cóclán=A的表达情况将同为四倍体的dO期和

j期细胞区分开来，以akA的含量为横坐标，cóclán=
A表达的荧光强度为纵坐标，cóclán=A在j期为阴

性，而在 dO期为 cóclán= A 阳性xNMz，如图 O。dong
等xNNz采用多参数流式细胞术利用长春花碱作用急

性淋巴细胞白血病jliqJQ细胞，发现同为四倍体

的 dO期和j期细胞可以通过 cóclán= A荧光强度表

达的强弱对细胞周期进行区分。=
此法的适用范围及操作注意事项同 NKO。=

=

图 O= = cyclinA二维等高图=
cigK=O= = qwoJdimensional=contour=map=of=cyclin=A=

PKQ= =testern=blot法= = =
某些抗肿瘤药物作用于肿瘤细胞后，通过激活

相应检验点的相关蛋白，触发信号传导级联反应，

激活由共济失调J毛细血管扩张突变基因（Aqj）及

Aqj和 o~dJP相关蛋白（Aqo）调节的网络系统，

将损伤信号传递至 dOLj 期检测点的核心因子

CdkNxOVz。CdkN 作为催化亚基与 cóclán_N 组成高度

保守的蛋白激酶复合物J细胞成熟促进因子（jmc），
jmc是真核细胞有丝分裂 dOLj期转换所必须的蛋

白激酶，是 dO期进入j期的必要条件，jmc的激

活有赖于 cóclán_N的表达，因此如果 cóclán_N的表

达有所升高，表明 jmc被激活，细胞进入 j期；

CdkN 在 dO晚期表达，如果表达有所下降则表明细

胞进入了j期。llekë~ndrm~ëíukhov等xOSz通过实验

证实 cóclán_N 在 perNPP 磷酸化位点浓度相关性上

调；CdkN在 qórNR磷酸化位点下调，都证实了细胞

阻滞在 j 期而不是 dO 期，因此通过 cóclán_N 和

CdkN的表达可以区分 dO期和j期细胞。=
teëíern= bloí 法是测定肿瘤细胞周期应用非常

广泛的方法，通过一系列细胞周期蛋白的级联反应

来确定细胞所处的周期，但此法只能是对细胞周期

进行定性分析而非定量分析。此法不能单独作为鉴

定细胞周期的方法，需与其他方法联用会更有说= =
服力。=
PKR= =吖啶橙（Al）法=

Al 是非特异性阳离子染料，利用流式细胞术

和 Al 多向性染色的特点，可以鉴别原位 akA 对

酸的敏感性。j 期细胞染色质较密，akA 对酸敏

感且易变性而被染成红色，所以变性细胞即j期细

胞，而 dO期细胞 akA 对酸不敏感，akA 不易变

性，经 Al 染色呈绿色。褚嘉佑等xSz应用吖啶橙酸

变性染色法流式细胞术检测，用 RJ氟脱氧尿嘧啶核

苷同步化技术处理肺癌细胞系 diCJUO和 eACJUQ，
应用吖啶橙酸变性染色法流式细胞术检测发现细胞

j期比例明显增加。=
此法的适用范围如 NKN所述。=

PKS= =光谱法= = =
光谱法分为细胞自发荧光光谱法和紫外光谱

法。其原理是细胞在分裂过程中的 dN、p、dO、j
期等不同细胞周期变化过程中，细胞内的氨基酸、

核酸、蛋白质等胞内荧光物质会不断的发生变化，

从而造成荧光光谱的峰位、峰强等峰谱信息的变化，

因此找出这些参数变化与细胞各个周期的关系，建

立特定周期细胞的荧光光谱或者紫外光谱模型，即

可实现对细胞所处的具体细胞周期进行定性研究。

林晓钢等xPMz采用紫外光谱法测量 eei~ 细胞周期，

对 dO期和 j 期的细胞进行了较好的区分，提供了

一个除了采用流式细胞仪对细胞周期进行测定以外

的有一个较好的细胞周期测定方法。=
采用光谱法测定细胞周期方法的主要优点有制

样程序简单，操作方法简便，仪器设备普及率较高，

测定准确性高，测量速度快等诸多的优点，应用细
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胞吸收峰强度随细胞周期变化的关系，可很方便地

对细胞周期进行判断，有利于在生物医学研究过程

中推广应用xPNz。=
Q= =结语=

测定细胞周期应用最广泛的技术为流式细胞

术，本文主要介绍将细胞周期进行详细划分研究的

方法，为肿瘤生物学及肿瘤药理学的研究提供参考。=
目前细胞周期测定的方法中，mf染色法的应用

最广泛，但其不能对细胞周期进行详细的区分，并

且其检测结果的重复性不是很好，其原因就在于实

验研究过程中每个批次的细胞在周期运行时处于不

同的时相的比例是不同的，为了避免这个问题可以

采用细胞周期同步化的方法对目标细胞进行同步化

预处理xPOz。而 cóclánLakA二维流式细胞术则不需要

对细胞进行同步化，使得操作步骤简化，但因为其

使用成本较高，因此未得到广泛的应用。另外j期

阳性标志物 éJeP蛋白标记方法区分dOLj期细胞也

是由于成本较高造成应用受限。Al 法是很早应用

的检测方法，但因其操作的局限性，应用收到了一

定限制。teëíern=bloí法是较为常用的技术，但其只

能对细胞周期进行定性分析，因此在准确度方面有

所欠缺。光谱法操作方便，仪器设备要求不高，因

此在今后的生物学研究中会得到广泛的应用。=
不同的方法有不同的特点和适用范围，在实验

过程中，可根据实验室实验条件、实验结果的精准

度来选择，以及实验的具体目标来选择适合的方法

进行，以期达到理想的效果。=
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