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细胞增殖是细胞在周期调控因子的作用下!通过
3K#

复

制%

6K#

转录和蛋白质合成等一系列复杂反应而进行的分裂

过程!是生物体生长%发育%繁殖和遗传的基础&

,

'

$细胞增殖检

测广泛应用于分子生物学%免疫学%肿瘤生物学%药理学等研究

领域!是评价细胞代谢%生理和病理状况的重要方法&

0

'

$目前!

常用的方法包括胸腺嘧啶核苷渗入法%

"$$

检测法%羟基荧光

素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂"

4X7]

#检测法等$但最直接精确的

就是利用胸腺嘧啶核苷酸类似物检测新合成的
3K#

!即
I5

乙炔

基
50i

脱氧尿嘧啶核苷"

I5@Q[

2

=

2

U50i5C@LH
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SAECE=@

!

]Cb

#和
I5

溴
5

0i5

脱氧尿嘧啶核苷"

I5VAL<L50i5C@LH

2
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8ACb

#标记&

.

'

$

?

!

]Cb

检测增殖细胞的特点及原理

!!

]Cb

是一种胸腺嘧啶核苷的类似物!其化学结构特点是

脱氧胸腺嘧啶环上与
I

位
4

原子相连的甲基被乙炔基取代!

在
7

期细胞增殖时可作为底物掺入到正在复制的
3K#

链中!

通过与染料的共轭反应可以进行高效快速的细胞增殖检

测&

%5I

'

!其中!乙炔基能够与一种荧光标记的小分子叠氮化合物

探针反应!形成稳定的三唑环!该反应是一种被称作,

FUEFW

-化

学作用的
4S

d催化的环加成作用&

/5-

'

$

]Cb

的&

.d0

'环加成

作用由
4S

d催化完成!由于
4S

d盐的低溶解度!

4S

d通常以配

基的形式引入到&

.d0

'环加成作用之中&

&

'

$与传统的免疫荧

光染色比较!

]Cb

反应非常快速!能在几分钟内完成!且不需

要进行
3K#

变性处理!只需简单的几个步骤!使得组织成像

更简单易行&

%

'

!因此也适用于高通量筛选试验!尤其适合进行

PE6K#

%

<E6K#

%小分子化合物及其他药物的筛选实验&

(5,+

'

$
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]Cb

标记技术在细胞增殖检测中的应用进展

!!

近年来!

]Cb

标记技术在检测细胞增殖的实验中发挥了

重要作用!使用范围越来越广泛$有学者&

,,

'将
]Cb

作为细胞

增殖的分子探针!应用于高含量的
PE6K#

"

[E

?

[5FL=Q@=QPE65

K#

!

:47

#筛选试验!对细胞增殖进行评估$

T[=L

等&

,0

'首次

并成功利用噬菌体荧光标记与
]Cb

来评估噬菌体的宿主范

围!并揭示
]Cb

可能会应用于各种类型的噬菌体$

1SL

等&

,.

'

通过腹腔注射
]Cb

!检测
1O

及
MEPQ;A

大鼠导管球囊损伤后

新生内膜形成的
3K#

合成情况!验证了
]Cb

掺入和染色是血

管内膜检测
3K#

合成快速%有效的手段$

ME@VSPF[

等&

,%

'使

用
]Cb

和流式细胞仪研究人巨细胞病毒细胞周期的基因表

达$

7S=

等&

,I

'发现!

]Cb

阳性细胞数与
]Cb

浓度!孵育时间!

以及,

FUEFW

-反应溶液的体积相关!最佳的
]Cb

浓度
,+

!

I+

'

<LU

(

>

!最佳孵育时间为
&

!

,0[

$

:LP[E

等&

,/

'通过把
]Cb

掺入到
3K#

中!产生复制带!分析复制带染色体结构!对染色

体高级结构的功能意义提出了新的见解$

_[;L

等&
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'发现

]Cb

与
3K#

的结合会诱导
3K#

损伤!并通过细胞周期扰乱

细胞的进展!随后诱导细胞凋亡!此外!在非小细胞肺腺癌

#I%(

细胞上进行了测试&

,&5,(

'

$

#=C@AP@=

等&

0+

'的研究发现!

]Cb

在体外和体内都对细胞存活具有很高的冲击!从体内移

植到再生肌肉!

]3b

标记的干细胞难以存活!即使在低
]Cb

浓度下!细胞存活和表型都大幅受损!肌分化潜能也受到抑制$

OL[U<@E@A

等&

0,

'使用
]Cb

标记小鼠胚胎干细胞后得出结论!

]Cb

的使用对
3K#

标记是有限的!因为长时间的培养将发生

一定程度的
]Cb

依赖性细胞周期扰动和细胞死亡!不同细胞

系中细胞死亡的程度与
]Cb

的掺入量有关!减少标记过程中

]Cb

使用浓度很可能会限制其对细胞增殖的影响$

!

!

8ACb

检测增殖细胞的特点及原理

!!

8ACb

是另一种嘧啶类似物!其化学结构特点是溴替代了

胸腺嘧啶环与
I

位
4

原子连接的甲基!可竞争性掺入到
7

期新

合成的
3K#

中!利用免疫荧光技术标记增殖细胞&

00

'

!如同时

结合其他细胞标记物进行双重染色!可判断细胞种类及增值速

度!对研究细胞动力学有重要意义$目前!

8ACb

标记新合成

3K#

的方法在动物细胞组织的肿瘤生物学%遗传学%分子生物

学等领域得到广泛应用&

0.

'

$

A

!

8ACb

标记技术在细胞增殖检测中的应用进展

!!

&+

年代以来!国外对
8ACb

标记方法进行了大量研究!其

作为
3K#

前体类似物替代掺入
7

期细胞!阳性结果表达了
7

期细胞新合成
3K#

的水平$研究发现!

8ACb

用于神经前体

细胞的研究!克服了以往实验方法无法对原位标记新生细胞的

增殖及分化进行观察的缺点!用于原位标记齿状回神经前体细

胞可以准确地反映成年脑组织神经发生水平&

0%50/

'

$

$;=;W;

等&

0-

'用
8ACb

和
OE/-

抗体通过荧光双标染色和过氧化物酶免

疫组化!准确测定增殖细胞中
7

期分数$

T

?

;B;

等&

0&

'则通过

对孕鼠进行腹腔注射
8ACb

!清楚地观察到新生鼠嗅觉系统相

关的大脑区域
F5XLP

蛋白阳性细胞数明显增加$

7F[<SFW

等&

0(

'通过用
8ACb

掺入标记新生成的神经干细胞!快速地追踪

到其最终位置!并量化
8ACb

阳性细胞的密度$

8L=\EFE=E

等&

.+

'利用
8ACb

标记准确定位微小病毒
8,(

感染的细胞!并

在增殖细胞体外感染的过程中测定
3K#

含量!发现
8ACb

剂

量不受细胞和病毒复制的干扰!是研究病毒
5

宿主之间相互作

用及不同疾病病因作用的有价值的工具$

!@A<@SU@=

等&

.,

'用

8ACb

标记技术检测和鉴定特异性猫
$

淋巴细胞病毒抗原体

外增殖反应$

9\;P[WE=;

等&

.0

'通过
8ACb

标记技术发现!在训

练的影响下!小鼠大脑中各种结构的
8ACb

阳性细胞数增加!

表明
3K#

合成增加$

GLAQS

?

;U

等&

..

'利用
8ACb

和绿色荧光蛋

白表达!隔离了非洲猪瘟病毒重组体!进一步为野生型病毒基

因组的处理提供了有效方法$然而!细胞的生长特性也会受到

8ACb

的影响!导致细胞出现分化异常%毒性反应%增殖抑制%

3K#

突变及细胞周期延长等变化&

.%5.I

'

$值得注意的是!

8ACb

,&I%

重庆医学
0+,I

年
,,

月第
%%

卷第
.0

期

$

基金项目!国家自然科学基金资助项目"

.,0/+0I.

!

&,,/+.-+

#)云南省应用基础研究
5

昆医联合专项"

0+,,X80,(

#$

!

作者简介!罗涛

"

,(&(a

#!硕士!主要从事人体解剖与组织胚胎学研究$

!

#

!

通讯作者!
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的标记率不高且对标记细胞具有一定的毒性!毒性作用将随着

标记时间的延长而增强!在体外应用时毒性较大!而应用于体

内时!毒性明显减轻&

.%5./

'

$

H

!

]Cb

标记与
8ACb

标记方法的比较

!!

首先!相比于
8ACb

检测方法!

]Cb

在
3K#

合成的过程

中引入快速,

FUEFW

-化学反应!并且不需要苛刻的%化学性的或

3K#

结构酶的破坏&

.-

'

$而
8ACb

抗体分子大!掺入双链
3K#

内的
8ACb

!以氢链与腺嘌呤结合!不能直接与
8ACb

抗体反

应!需经解链暴露出
3K#

双链中的
8ACb

方能被染色$

3K#

内部较难变性!如需在测定细胞增殖能力的同时检测细胞的总

3K#

含量!变性条件下的
3K#

双链结构受到严重破坏!其他

核酸标记探针就不容易识别
3K#

!因而也无法准确统计新合

成
3K#

总量$

3K#

变性可能破坏细胞内蛋白的抗原识别位

点!限制了
8ACb

检测法中同时检测其他蛋白的应用&

.&5.(

'

$其

次!

]Cb

只有
8ACb

抗体大小的
,

(

I++

!在细胞内更容易扩散!

不需要严格的样品变性处理!有效地避免了样品损伤!有助于

在组织%器官的整体水平上观测细胞增殖的真实情况!具有更

高的灵敏度和更快的检测速度&

%+

'

$但是!与
8ACb

一样!

]Cb

也有毒性!

]Cb

的掺入会对裂殖的
3K#

产生损伤!影响细胞

的连续繁殖&

%,

'

$同样类似的毒害效应也发生在
]Cb

标记动

物细胞基因组
3K#

时!表明
]Cb

只能用于短时期和单细胞周

期的实验标记!而
8ACb

则适用于连续标记多个细胞周期&

I

'

$

M

!

结
!!

语

!!

]Cb

与
8ACb

标记作为两种胸苷类似物掺入到新合成的

3K#

链中来检测细胞增殖!是一种新型的非放射性同位素细

胞增殖检测方法!在细胞培养%实体组织及临床研究均得到了

广泛的应用$但两种方法都各有长短!所以!在具体的实验中!

应结合实验目的与实验要求!使用多种检测手段!以便更加简

单%快速%准确地反映实验结果!双重或多重标记往往会达到事

半功倍的效果$在未来的科研进程中!

]Cb

和
8ACb

标记肯定

会继续发挥其突出的作用!当然!新的细胞增殖检测手段也必

然会随之产生$
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