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　　摘　要 :目的　探讨 TUNEL 法检测细胞凋亡的最佳条件。方法　各取 20 例大肠癌组织和鼠脑组织 ,

分成 A、B两组 ,A组按照宝灵曼公司推荐的条件操作 ,B组按照本实验室改进后的条件操作。结果　A组与

B组细胞凋亡阳性率无区别 ( P >0.05 ) ,A组背景着色明显高于 B组 ( P <0.01 ) 。结论　改良后的 TUNEL

操作条件更准确地反映出细胞凋亡状态。
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　　Abstrac:Objective　Toinvesti gatetheo ptimalconditionsona poptoticcellsdetectedb yterminaltransferase

deoxyuridinenick 2endlabelin g ( TUNEL ) . Methods　20humanlar geintestinalcarcinomasand20ratcerebrum

tissueswerese pratedintotwo groups.Grou pAwasconstitutedof10humanlar geintestinalcarcinomasand10

ratcerebrumtissues,therestservedas groupB.Grou pAwastreatedaccordin gtoconditionsrecommendedb y

Boehrin gerMannheimcom pan y, groupBwastreatedaccordin gtoourlaborator yim provedconditions. Results　

Nosi gnificantdifferencesof positiverateofa poptoticcellswereobservedbetween groupAand groupB ( P >0.

05) .Back groundstainin gwassi gnificantl yhi gherin groupAcom paredto groupB ( P <0.01 ) . Conclusion　Im2
provedTUNELmethodcoulddetecta poptoticcellsmorecorrectl y.
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　　原位细胞凋亡检测技术是一种敏感、快捷的检测

细胞凋亡技术 ,对于福尔马林固定的石蜡切片组织 ,

在进行此项技术检测时 ,若处理不当 ,易形成假阳性 ,

而影响结果判断 ,本文应用原位凋亡检测试剂盒辣根

过氧化物酶 ( TUNEL )方法 ,对福尔马林固定的石蜡

包埋组织切片用不同条件进行处理 ,通过摸索 ,获得

较为理想的效果。

1　材料和方法

1.1 　主要试剂及设备 　原位细胞凋亡检测试剂盒

(宝灵曼公司) ;微波炉 (ywy781 医用型)

1.2 　组织标本 　人大肠癌组织 20 例 ;缺氧处理的

SD大鼠脑组织 20 例 ;两种组织经 10% 福尔马林固

定 24h, 石蜡包埋 ,切片厚度为 4μm。

1.3 　实验分组　A组和 B组均有 10 例大肠癌组织

和 10例鼠脑组织。

1.4 　操作步骤

(1)组织切片脱蜡入水 ,蒸馏水洗。(2) A组经蛋白酶

K37℃消化 15min。B 组将组织切片置入 0.01M

PH6.0 柠檬酸缓冲液中 ,微波处理 8min, 温度达

75℃,冷却 15min [1] 。(3) 1%小牛血清 ,37 ℃,15min。

(4) A组 :加入末端脱氧核苷酸转移酶溶液 ( TdT ) ,荧

光素连接核苷酸混合液 ,均按 1:10 稀释。B组 :TdT

荧光素连接核苷酸混合液均按 1:15 稀释。(5) 10%

小牛血清 ,37 ℃,15min。(6) A组 :加入辣根过氧化物

酶连接荧光素抗体 ( POD) ,0.01M,PH7.4PBS 缓冲

液 ,均按 1:1 稀释。B组 :将 POD、PBS均按 1:4 稀释

加入切片上[2] 。(7) DAB显色 ,苏木素复染 ,脱水透

明 ,封片。

1.5 　阳性结果判断标准　凋亡细胞阳性率 <5% 多

( - ) ,5%～25% ( + ) ,25%～50% ( ++ ) ,5%～75%

( +++ ) ,>75% ( ++++ ) 。

1.6 　统计学处理 　数据经秩和检验处理 , P <0.05

为统计学有差异。

2　结果

　　A组中组织切片的阳性率及背景无很高 ,B组阳

性率高 ,但无背景着色 ,见表 1和表 2,经秩和检验 ,A

组中鼠脑和大肠癌细胞组织细胞凋亡阳性率与 B组

无差别 ( P >0.05 ) ;A组中鼠脑和大肠癌组织背景着

色与 B组有明显统计学差异 ( P <0.01 ) 。
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　表 1　不同条件下 TUNEL 法检测大肠癌细胞凋亡结果

细胞凋亡阳性率 背景着色

++++ +++ ++ + 2 (++++ ) (+++ ) (++ ) (+) (2)

A组 8例 2例 0 0 0 2例 7例 1例 0 0

B组 1例 9例 0 0 0 0 0 0 1例　9例

　表 2　不同条件下 TUNEL 法检测鼠脑组织凋亡结果

细胞凋亡阳性率 背景着色

++++ +++ ++ + 2 (++++ ) (+++ ) (++ ) (+) (2)

A组 9例 1例 0 0 0 1例 9例 0 0 0

B组 2例 8例 0 0 0 0 0 0 1例　9例

3　讨论

　　原位凋亡辣根过氧化物酶法 ( TUNEL )检测细胞

凋亡 ,容易出现假阳性 ,其原因复杂[3] ,可能是标本

中有处于分裂期细胞 ,出现 DNA 自然断裂 ,也可能

是坏死细胞 DNA 断裂 ,或是 TUNEL 法实验操作过

程中试剂浓度选择不当造成。前两者造成的假阳性 ,

显色程度较浅 ,可与真正细胞凋亡区别 ,并可通过选

择标本而得以排除 ,后者造成假阳性特别强 ,且背景

深 ,不易排除 ,我们采用不同的实验条件 ,取得满意效

果。

　　我们将实验分成 A 组和 B 组 ,A 组按照宝灵曼

公司提供的试剂说明书实验操作步骤及试剂浓度操

作 ,B组按照我们摸索的条件操作。结果表明 ,A 组

假阳性高 ,且背景着色深 ,B 组阳性率高 ,无背景着

色。较准确的检测出凋亡细胞 ,需选择合适的 TdT

及 POD 浓度 ,不同的组织需要的浓度 ,一般情况下

TdT 为 1:10～1:15 稀释 ,POD 为 1:2～1:4 稀释。

　　在鼠脑和大肠癌组织中 TdT 为 1:15 稀释 ,POD

为 1:4 稀释。宝灵曼公司推荐使用蛋白酶 K消化 ,

结果则假阳性率高 ,背景深。我们采用柠檬酸缓冲液

75℃微波处理 ,效果好。在实验操作中必须充分洗涤

组织切片 ,防止非特异性结合 ,这也是实验成功的重

要因素[4] 。
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失[5] ,而 p16 的表达能诱导 Rb 基因转录下调[6] ,说

明 p16 与 Rb在 G12S期构成一个反馈调节环。我们

发现 p21 WAF1与 pRb 的表达显著相关 ( P <0.005 ) ,而

p21 WAF1与 p16 同属 CKI 家族 ,是否与 pRb 也存在反

馈调节机制 ,尚待进一步证实。

　　我们的研究显示 p21 WAF1与 cyclinD1 无相关性 ,

但 Liukkonen 等[7]对 207 例浅表性 BTCC 的研究表

明两者的表达相关 ,可能与样本较小有关。

　　本研究表明 ,p21 WAF1/c yclinD1/ pRb 通路异常

与 BTCC 的发生、发展密切相关 ,联合检测它们对于

准确评价 BTCC 的生物学特性 ,估计预后 ,指导治疗

具有重要意义。
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