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细胞凋亡的研究 
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摘要：细胞凋亡是一种进化保守的细胞死亡形式，在细胞正常的生理状态中具有极其重要的作用。本文综合概述了细胞凋亡的

特点、机理及其检测方法。 
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Abstract: Apoptosis is a type of cell death with a constancy of evolution, which plays an important role in normal cell metabolism. This 

article mainly describes the characteristics, mechanism and the detection methods of apoptosis. 
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1  细胞凋亡的概念 

细胞凋亡的概念是 1972 年英国阿伯丁大学病理

教授 Kerr 等人[1,2]首次提出的。细胞凋亡（Apoptosis，
APO）是指为维持内环境稳定，由多种基因控制的细

胞自主的有序的死亡过程，所以也常被称为细胞程序

死亡（programmed cell death，PCD）。它不是病理条

件下的一种自体损伤现象，而是一个主动的过程，涉

及一系列基因激活、表达以及调控等作用，是为更好

地适应生存环境而主动争取的一种死亡过程。 
1.1  细胞凋亡与坏死的区别 

坏死（Necrosis）是细胞因受到强烈的理化或生物

因素作用而引起细胞的无序变化性死亡过程。它依次

表现为细胞胀大、胞膜破裂、细胞内容物外溢、核变

化较慢、DNA 降解不充分和引起局部严重的炎症等现

象。 
细胞凋亡则是细胞对环境的生理性病理刺激信

号、环境条件的变化或缓和性损伤而产生的应答有序

变化的死亡过程。在此过程中，细胞质膜先发生反折，

包裹断裂的染色质片段或细胞器，然后逐渐分离形成

众多的可被邻近细胞吞噬的凋亡小体（Apoptotic 
Bodies）。整个过程中由于细胞质膜保持了良好的整合

性，内容物不会逸散到胞外环境中，不引发炎症反应。 
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A坏死细胞                    B细胞凋亡 

图1 坏死和细胞凋亡的区别 

1.2  细胞凋亡的特征 
（1）形态学特征：首先是细胞表面的特化结构

如微绒毛消失；染色质凝集，嗜碱性染色增强，细胞

核崩解。此时线粒体仍保持正常形态，但核糖体逐渐

从内质网脱离。最后细胞体积缩小，一部分细胞质和

核碎片由膜包裹成程序死亡小体。它们再由细胞表面

出芽脱落，并被巨噬细胞、上皮细胞吞噬。 
（2）生物化学特征：一方面，DNA 片断化——

核小体间连接 DNA 的部位被降解，产生寡聚核小体

DNA 片段，即 180~200 bp 的 DNA 片断；另一方面，

在细胞凋亡的过程中往往还有新的表达和某些生物大

分子的合成作为调控基因。 

2  细胞凋亡的信号传导途径 

细胞凋亡的信号传导途径极其复杂，但许多细胞

凋亡的诱因常通过相同的路径来传导死亡信号，这些
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路径被称为凋亡信号传导的基本通路。Lockshin 通过

观察鳞翅目昆虫节间肌肉的正常衰变及变性肌肉的超

微结构改变，得出结论：当细胞受到生理性和病理性

刺激作用后能触发凋亡起始信号，按一系列精确的反

应程序启动自身遗传机制，形成级联放大的信号传导

和基因表达；再通过信号传导系统将信号传导至效应

器，最终导致生理性死亡[3]。在此过程中存在多种传

导途径，其中死亡配基（FAS 和 TNF）和细胞内应激

（cellular stress）是两条最为重要的传导途径。 
2.1  FADD Caspase-8 通路 

死亡受体（Death Receptor）是能够诱导细胞凋亡

的 TNF 超家族的亚型，目前已发现 FAS、TNF-R1、
TRAMP、TRAIL-1 和 TRAIL-2 五个家族成员。这些

受体同属 I 型膜蛋白，其共同特点是胞外部分富含半

胱氨酸残基，胞内部分含有与死亡信号传导相关的死

亡区域（death domain）[4]。除 TRAMP 外，TNF 死亡

受体家族相应的配基已被确定，其结构也具有相似性，

皆属 II 型跨膜蛋白；由三个相同的亚单位组成的活性

配基与受体结合后促使受体聚合而激活。此外配基也

可由金属蛋白酶催化后以可溶性形式存在。受体通过

死亡区域直接或间接与细胞内衔接蛋白（adoptor 
protein）FADD 相偶联。FADD 是一种胞浆蛋白，C
端含有死亡区，N 端是一种新的蛋白基序，是死亡信

号传导的必需成分，称死亡效应区（death effect 
domain，DED）[5]，当 FADD 与受体结合后，借助于

DED与FLICE偶联形成DISC（death inducing signaling 
complex）复合物。FLICE 即 Caspase-8 前体，其 N 端

也含有 DED，C 端含有典型 ICE 蛋白酶结构域，裂解

后导致 Caspase-8 自我活化，进而激活下游效应

Caspase 诱导细胞凋亡[6]。体外研究表明 Caspase-8 能

够直接裂解 Caspase-3,4,7,9,10，通过其他 Cas2pase 可
间接裂解 Caspase-2,6[7]。 
2.2  Apaf-1 Caspase-9 通路 

Zou 等对经 CDNA 克隆并纯化的 Apaf-1 进行研

究指出：Apaf-1 是最近在哺乳动物中发现与线虫

CED-4 同源的唯一成员；但结构较 CED-4 复杂，含有

3 个不同的结构域，C 端为 WD40 重复序列，中间是

CED-4 同源序列，N 端为与 Caspase 相同的 CARD 结

构域（caspase recruitment domain，CARD），借此与其

他含有 CARD 基序的 Caspase 结合。在非凋亡细胞中，

CARD 并不暴露，不能与 Caspase 结合。在凋亡早期，

Apaf-1 结合 ATP 和从线粒体释放出来的细胞色素 C，
导致构型变化暴露 CARD，与 Caspase-9 前体形成四

元复合物，最终活化 Caspase-9；同样，Caspase-1 和

Caspase-2 也含有 CARD 结构域，可能也由 A2paf-1
介导激活[8]。 

Apaf-1 介导细胞凋亡可能是不同细胞毒性损伤

（包括放射线照射，化疗药物，细胞因子撤除等）杀

伤细胞的主要机理之一。Bcl-2 蛋白家族对其调控具有

重要作用，Bcl-2、Bcl-XL 的 BH4 区域和 Apaf-1 的 N
端结合阻止 Caspase-9 活化，不同的细胞内应激信号

通过 P53 使 Bax，Bik（Bcl-2 蛋白家族 BH3 成员）表

达上调，同 Bcl-2、Bcl-XL 相互作用竞争 Apaf-1 结合

位点使之解离，同时形成离子通道释放细胞色素 C 结

合 Caspase-9，然后再激活下游 Caspase-3,6,7，裂解底

物促使细胞凋亡[9]。 

3  细胞凋亡的调控基因 

基因是生物体活动的总指挥，调控细胞的生长与

凋亡。细胞凋亡的主动性和程序性以及细胞凋亡时的

形态学和生化变化也是一系列基因的激活、表达、调

控的结果。细胞凋亡的相关调控基因包括促进细胞凋

亡的基因和抑制细胞凋亡的基因两大类[10]，它们相互

牵制，相互影响，共同影响细胞凋亡。 
3.1  凋亡促进（apoptosis on）基因 

凋亡促进基因包括野生型 P53，ICE，TGFB，Fas，
c-myc，Ced-3，Ced-4，Bax 等。其中 Ced-3、Ced-4
是在线虫体内发现的，而 P53、ICE 等存在于哺乳动

物中。P53 为肿瘤的抑制基因，分为两型：一型为野

生型，可使细胞周期停止在 G1 期，抑制细胞繁殖，

诱导易感细胞发生凋亡；另一型为具有突变能力的变

异型。白介素 1B 转换酶（interlukin1-B-converting 
enzyme，ICE），与线虫细胞凋亡相关基因 Ced-3 有较

高的同源性，具有直接诱导细胞凋亡的作用[11]。Fas
为死亡受体，Fas-L 是 T 淋巴细胞产物，Fas 和 Fas-L
结合诱导细胞凋亡。癌基因 c-myc 是调控细胞周期的

主要基因。研究表明，c-myc 在哺乳动物的细胞凋亡

中发挥作用，它的过度表达既可使细胞周期变短、分

裂增加，也可使细胞凋亡，这主要取决于能否获得关

键的生长因子。Cleveland[12]认为，抑癌因素存在时，

c-myc 促进凋亡，而有致癌因素时，c-myc 促进增殖。

Bax 为 Bcl-2 基因家族成员，可诱导细胞凋亡[13]。 
3.2  凋亡抑制（apoptosis off）基因 

凋亡抑制基因包括 bcl-2，Rb，ced-9，突变型 P53
等。B 细胞淋巴瘤白血病基因 2（B cell lymphoma 
leukemia gene 2，bcl-2）是细胞凋亡研究中最受重视

的原癌基因之一。Yang 等对 bcl-2、细胞色素 C、细

胞凋亡三者之间的关系进行研究得出结论：bcl-2 对细
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胞凋亡的调节作用是一个关键因素，它能通过阻止细

胞凋亡信号传导系统的最后共同通道而抑制细胞凋亡
[14]。对哺乳动物能抑制多种细胞类型的细胞凋亡，抑

制由多种因素引起的细胞凋亡。突变型 P53 丧失野生

型 P53 诱导细胞凋亡的作用，可抑制细胞凋亡。突变

型 P53 还可拮抗 c-myc 引起的凋亡敏感性，从而对凋

亡起到间接负调控作用[6]。 

4  病毒感染诱导的细胞凋亡 

病毒感染导致的细胞毒凋亡大多数是由病毒编码

的蛋白产物直接诱导，也可能由病毒感染机体后，刺

激机体细胞产生细胞免疫反应来间接诱导，这种作用

可能是通过效应细胞T细胞和自然杀伤细胞的功能来

完成。 
病毒感染细胞后能够利用细胞的生物大分子合成

与能量代谢系统来合成病毒蛋白和完成基因组的复

制，并装配成成熟的病毒粒子。一些病毒具有能够诱

导细胞凋亡的基因，另外一些病毒具有抑制细胞凋亡

的基因。还有一些病毒既有诱导细胞凋亡的基因，又

有凋亡抑制基因。在病毒感染细胞的过程中，病毒感

染是宿主细胞凋亡的刺激和诱导因素，细胞凋亡是病

毒感染导致细胞死亡的主要途径，往往会导致严重的

疾病。 

5  细胞凋亡检测方法 

5.1  细胞形态学观察法 
通过光学显微镜、荧光显微镜或电子显微镜，都

能不同程度地观察到细胞凋亡的变化。但普通光学显

微镜下很难达到满意效果，透射电镜可以观察到凋亡

不同时期的细胞结构变化，所以可以对细胞凋亡提供

最确切的证据。 
5.2  免疫学和分子生物学方法 
5.2.1  DNA 凝胶电泳 

正常活细胞的 DNA 凝胶电泳为一条区带：凋亡

细胞由于 DNA 被裂解成单个核小体和寡聚核小体，

电泳时呈现特征性的“阶梯状”条带，坏死细胞的 DNA
是被随即破坏的，电泳时出现类似血涂片的连续性改

变。这是判断细胞有无发生凋亡的一种简便方法。但

该法敏感性较差，检测敏感度为 106个细胞/ml 以上，

只适用于含有单一细胞成分标本的测定，对组织细胞

组成复杂者，不能确定凋亡发生于哪类细胞。 
5.2.2  原位杂交或免疫组织化学方法 

利用原位杂交、免疫组织化学等实验，检测 Bax、
Bcl-2、c-myc、Fas/fasL 等凋亡相关调控基因的表达水

平。此方法适用于冰冻或石蜡包埋的标本，方法相对

简便易行，可原位观察目的基因在哪些种类细胞表达

及具体分布。 
5.2.3  免疫印迹（Immunoblotting）技术 

通过电泳分离细胞核基因组DNA或目的蛋白质，

然后电印迹（electroblotting）转移到硝酸纤维素膜上，

用带有放射性标记的 DNA 探针与之杂交或蛋白质特

异性抗体共同孵育，利用放射自显影技术或光化学底

物进行显色进行观察。 
5.2.4  原位末端标记法（In Situ End-Labeling，ISEL） 

其基本原理是将渗入到凋亡细胞中的外源性核苷

酸在酶的催化下与凋亡细胞因内源性核酸酶激活而产

生的单股或双股断链相结合，再通过一定的显示系统

使之显示出来。通常有两种方法：一种是 DNA 聚合

酶Ⅰ或 Klenow 大片段介导的原位缺口平移（In Situ 
Nick Translation，ISNT）法，另外一种是由末端脱氧

核糖核酸转移酶（terminal deoxynucleotidyl transferase，
TDT）介导的 dUTP 缺口末端标记技术（TUNEL）。
ISNT是利用DNA聚合酶将带有标记物的外源掺入的

核苷酸整合到凋亡细胞内断裂的 DNA3’-羟基末端，

通过合适的显示系统，观察是否有核苷酸掺入到 DNA
的断端。TUNEL 法是原位检测细胞凋亡最为敏感、

快速、特异的方法，检测原理与 ISNT 相似，所介导

的酶是 TdT，该酶能将带有标记物的外源性核苷酸无

需 DNA 模板连接到凋亡细胞 DNA 断裂的 3’-羟基末

端。 
总之，检测细胞凋亡的方法很多，但都有其自身

的缺点和局限性。相信随着对细胞凋亡机理认识的更

加深入和了解，将会涌现出许多基于全新分析原理、

特异性强、自动化程度高、简单快捷的测试方法。 
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