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Abstract: R ecen t studies indicate tha t sigm a recep to r s a re a class o f non-op iate, non-dopam inerg ic p ro te in s. T he

s tru ctu re, phy s io lo g ical and b io ch em ica l function s, and th e pha rm aco lo g ica l significance o f sigm a recepto rs a re no t

com p lete ly unde rstood. A w ide va r ie ty o f hum an tum o rs, including m alignant m e lanom a, non-sm all ce ll lung
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99
Tc

m标记 annex in V进行体内凋亡显像的研究

朱小华

(同济医科大学附属同济医院核医学科,湖北 武汉　 430030)

摘　要: 细胞凋亡早期,磷脂酰丝氨酸 ( PS)从细胞膜脂双层的内层迁移至外层。 根据磷脂结合蛋白 V ( annex in V )

高度亲和 PS的特性, 利用 99T cm标记的 annex in V可以进行体内凋亡细胞的显像。

关键词: 　细胞凋亡;　 99T cm标记的 annex in V; 　磷脂酰丝氨酸; 　核素显像
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　　 细胞凋亡 ( apop to sis)在诸多生理和病理过程

中起着重要的作用, 是当今生命科学领域的新热点

之一。近年来,有关凋亡分子机制、信号转导、基因调

控方面的研究已经取得很大进展, 而作为所有研究

基础的凋亡检测技术也是层出不穷。目前,利用放射

性核素标记磷脂结合蛋白 V ( annex in V )进行体内

凋亡显像已成为一些学者研究的方向。

1　细胞凋亡

细胞的死亡有两种方式: 坏死与凋亡。细胞凋亡

是细胞内死亡程序活化导致的细胞自杀 ( su icide)。

凋亡大多发生在生理情况下, 某些病理性刺激也可

以诱导细胞凋亡的发生。 外界刺激经过复杂的信号
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转导系统传入细胞核, 活化细胞凋亡相关基因的表

达,启动细胞凋亡程序,最终由内源性核酸酶沿核小

体切断 DNA链, 导致一系列凋亡表型改变, 包括:

①染色质边缘化 (m a rg ina t ion), 细胞核高度凝聚

( condensa t ion); ②脑浆浓缩,胞质气泡 ( cy top la sm ic

vacuo les)形成; ③核酸内切酶激活, 于染色质上核

小体连接区切断 DNA链,使之降解为规则的 180～

200碱基对的 DNA片段; ④脑膜包裹 DNA 片段、

细胞器和胞质成份形成凋亡小体 ( apop to t ic body ),

最后被巨噬细胞吞噬, 在溶酶体内降解; ⑤细胞内

Ca
2+
浓度增加; ⑥ capases家族蛋白酶活化;⑦与脑

浆蛋白质交联有关的转谷氨酰胺酶活性增高;⑧细

胞膜脂双层内层的磷脂酰丝氨酸 (PS)外翻至膜外,

有利于巨噬细胞的识别和吞噬。 细胞凋亡时细胞膜

始终保持完整,细胞内容物无溢出,故不引起炎症反

应。

上述 PS的再分布过程简述如下:正常情况,细

胞膜脂双层中磷脂的分布是不对称的:磷脂酰胆碱

(PC )和鞘磷脂主要分布于细胞膜脂双层的外层,

PS、磷脂酰乙醇胺 (PE )和磷脂酰肌醇主要分布于细

胞膜脂双层的内层。这种不对称分布受三种转运蛋

白共同作用的调节
[1 ]
: A T P依赖性氨基磷脂特异性

移位酶 ( t ranslo case )能迅速将 PS和 PE从细胞膜

外层转运到细胞膜内层; AT P依赖性非特异性脂质

翻转酶 ( f loppase)能缓慢地将膜脂从细胞膜内层转

运到细胞膜外层; C a
2+ 依赖性非特异性脂质爬行酶

( scrm b lase)允许膜脂在膜脂双层之间任意地移动。

在生理性 Ca2+ 浓度下, 活性 的 tran slo ca se和

f loppase共同维持膜脂不对称分布的动态平衡, 而

scramb lase处于失活状态。细胞凋亡的早期,细胞内

Ca
2+ 浓度增加, scram b lase被激活, 而 t ranslo case

活性受到抑制,从而使 PS由膜内层迁移至膜外层。

这一凋亡的普遍现象发生在凋亡形态学改变之前。

细胞凋亡涉及到生命活动中的许多重要领域,

如胚胎发育、造血、免疫、肿瘤等,其生物学意义在于

清除多余的、无用的、衰老的、异常的、有害的细胞,

维持器官、组织、细胞数目的相对平衡。越来越多的

证据表明,许多疾病和病变与细胞凋亡的异常有关,

其中肿瘤、自身免疫疾病 (如系统性红斑狼疮、免疫

介导的肾小球肾炎 )、疱疹病毒和腺病毒感染等与凋

亡抑制有关; 而获得性免疫缺陷综合征 (A IDS ),神

经变性疾病 (如 A lzhe im er病、帕金森病、色素性视

网膜炎 )、再生障碍性贫血、心脑缺血性疾病、器官及

骨髓移植排斥反应、病毒性肝炎以及酒精中毒性肝

病等则与凋亡的升高有关。人们可以通过抑制或者

诱导细胞凋亡的方法来治疗相关的疾病,因此定量

检测凋亡和监测其变化对认识疾病,评价、指导疾病

的治疗以及开发新药等具有重要意义。

2　凋亡的体外检测方法

根据凋亡的形态学和生化特点, 人们研究出了

许多种体外检测凋亡的方法, 如:

( 1)电镜形态学观察, 是确定凋亡最经典、最可

靠的方法,但不能定量;

( 2) DNA凝胶电泳,依据“阶梯状” ( ladde r)条

带来确定凋亡,方法简便, 但只能半定量,且灵敏性

较差,要求所测标本的细胞数在 10
6
以上;

( 3)酶联免疫吸附法 (E L ISA )核小体测定,灵敏

性高,可检测凋亡细胞数达 5× 102 /m l,但不能精确

定量;

( 4)流式细胞仪定量分析,包括①检测 DNA含

量的碘化丙啶 ( P I)染色法, 根据亚二倍体峰即 A P

峰的高低来测定凋亡细胞百分率, 易漏检和错检, 适

用于大批量定量检测凋亡; ②检测形态学及细胞膜

完整性的 H o342、 PI双染色法, 可区分坏死、凋亡和

活细胞; ③检测 DNA裂点的原位切口平移 ( ISN T )

和切口末端标记 (TUN EL )技术, TUN EL技术是目

前最常用的方法,但易受坏死细胞的干扰,因此需先

用荧光镜检以保证 TUN EL染色细胞不存在坏死

细胞; ④检测细胞膜 PS再分布的 annex in V 联合

P I法, 这是近几年才出现的新的凋亡检测方法, 较

以上各法有更高的灵敏度和特异性,且不需固定, 是

较理想的检测方法。

3　磷脂结合蛋白 V ( annexin V )

A nnex in V 为 Ca
2+
依赖性磷脂结合蛋白家族

中的一员, 曾经有多种称谓: PA P-I ( p lacen tal

ant ico agu lan t pro te in I)、 IBC ( inh ib ito r o f b lo od

coagu lat ion )、 L ipoco rt in V、 35K Ca le lectr in、

Endonex in Ⅱ、 PP4 ( p lacenta l pro tein 4)、VA C-α,

( v ascu la r an t ico agu lan t-a lpha )、 35-γCa lcim ed in、

Ca lphob ind Ⅰ 、 A n cho r in C II, 1990年 C rum p ton

M J和 D edm an JR倡议统一名称为 annex in V
[2 ]
。

annex in V 由位于人染色体 4q26～ q28的 annex in

V 基因编码,含有 319个氨基酸,包括四个 70～ 80

氨基酸重复单元,分子质量为 36 000。 annex in V与
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PS有高度亲和力, 作用位点是第 187位的色氨

酸 [3 ]。正常人血浆 annex in V水平仅有 0～ 5ng /m l,

羊水中约有 12～ 107ng /m l, 而细胞内含量相对较

高:培养的脐静脉内皮细胞 4080± 2568ng /m l, 血小

板 178± 107ng /m l, 白细胞 564± 384ng /m l, 红细胞

8. 4± 4. 3ng /m l。 annex in V可以从胎盘提取, 也可

以在大肠杆菌中利用 DNA重组技术大量制备。

从 annex in V名称的历史可以看出,它曾经被

作为一种抗凝剂来研究。由于在激活的血小板表面

可以表达大量的 PS,近年来 annex in V也被建议用

来进行体内血栓的显像。 S tra t ton JR等 [ 4]的研究结

果显示, 用
99
T c

m
-N 2-S2-annex in V进行急性血栓的

显像较标记血小板、抗体、抗体片段等进行显像具有

潜在的优点。 另外, annex in V与细胞分化、增殖过

程的信号转导有关,并调控与信号转导有关的 cPKC

( conven tiona l pro tein k inases C ) 和 cPLA 2

( cy to so lic pho so lipa se A 2 ) 的 活 性 [5 ]。 最 近

K atayanag i K等 [6 ]报道, annex in V有可能作为肝

内小胆管的标志物。

4　 99
Tc

m标记 annexin V检测凋亡

由于 PS从细胞膜的脂双层内层迁移至外层是

细胞凋亡级联反应的初始事件, 因此利用 annex in

V高度亲和 PS可以早期检测凋亡的发生。 目前已

用 F ITC ( f luo resce in iso th io cyanate )标记 annex in

V对多种细胞的凋亡进行了体外检测,包括造血细

胞、神经元细胞、成纤维细胞、内皮细胞、平滑肌细

胞、肿瘤细胞、淋巴瘤细胞、鼠胚胎细胞以及植物细

胞、昆虫细胞 [7～ 10 ], 其结果用 P I染色矫正后较

TUN EL等方法具有更高的灵敏度和特异性。

然而,体外检测凋亡需要对组织进行活检, 具有

创伤性,一些学者便利用放射性核素示踪的特点尝

试用放射性核素标记的 annex in V进行体内凋亡细

胞的显像。 B lankenberg FG 等
[11～ 13 ]

用
99
T c

m
标记

annex in V 与 HYN IC ( hyd razion ico t inam ide )形成

的络合物进了体外凋亡细胞检测、动物体内放射性

分布研究和动物凋亡模型显像。

首先,将 annex in V溶液 ( 5. 6ng /m l)与琥珀酰

亚胺基 6-HYN IC室温下轻混、避光 3h后加入磷酸

缓冲液终止反应, 经透析、离心后形成 HYN IC-

annex in V。然后,将 74M Bq( 10mC i)
99
T c

m
-葡庚糖与

100μl( 100μg ) HYN IC-annex in V室温下避光孵育

1h后加入磷酸缓冲液 ( pH 7. 4,含 0. 1%人血清白蛋

白 )至 1m l,经 S eph adex G -25层析柱淋洗后以 1m l

为等份收 集, 薄 层色谱法 测得 99
T c

m -HYN lC-

annex in V放化纯 97%以上。

标记后的 annex in V与 PS的亲和力不受影响。

且 99
T c

m -HYN IC-annex in V 在体内结合稳定, 血液

清除快, 静脉注射 99T cm -HYN IC-annex in V 1h后小

鼠血液放射性仅为注射时的 3% 。正常情况下,体内

分布显示肾脏摄取 annex in V最多 (约 52% ID ), 其

次为肝脏 (约 12. 8% ID ), 而心、脑、胸腺摄取

annex in V很低 (小于 0. 2% ID);肾组织冰冻切片放

射自显影显示放射性显著浓聚于肾皮质,这是由于

肾皮质含有高数量的 PS以及近端肾小管能非特异

地摄取低分子质量的蛋白质 [14, 15 ]; 静脉注射 99T cm-

HYN IC-annex in V后 1h显像显示肾脏明显显影,

而肝影轮廓不清晰。

上述实验结果显示,诱导凋亡的 Ju rkat T 成淋

巴细胞和离体 Ba lb /c小鼠胸腺细胞摄取 99T cm-

HYN IC-annex in V 明 显 增 加, 且 摄 取
99
T c

m
-

HYN IC-annex in V的放射性计数与流式细胞术检

测 F ITC-annex in V的荧光数呈线形相关; 动物凋

亡模型如 F as介导的肝细胞凋亡、急性心脏异种移

植排斥反应和环磷酰胺治疗 B细胞淋巴瘤时发生

的凋亡都可以通过核素显像的方法明显地表现出

来, 离体及 RO I(感兴趣区 )分析均显示凋亡组织放

射性计数较对照组显著增高, 与凋亡组织学分级具

有相关性;同时,用环孢霉素治疗移植排斥反应后凋

亡的明显减少也可以通过显像的方法及时表现出

来。 这些结果显示了用放射性核素标记 annex in V

进行体内凋亡细胞显像及监测凋亡变化的可能性。

体外实验 [13 ]还发现, 坏死的细胞也摄取

annex in V,这一方面可能由于细胞膜的完整性受到

不可逆的损伤,使 annex in V与细胞膜内层的 PS相

结合; 另一方面可能由于限制 PS位于膜内层的能

量系统功能衰竭而使 PS从膜内层被动分布于膜外

层。因此, annex in V不能绝对区分坏死和凋亡。尽

管如此,坏死的发生在体内多数情况下是非常少的。

5　结语

由于 PS从细胞膜脂双层内层迁移至外层是细

胞凋亡早期的普遍现象, 因此从理论上讲,
99
T c

m
标

记的 annex in V能够检测所有类型细胞的凋亡, 即

其应用的普遍性, 从而为无创伤性早期检测体内细

胞凋亡、监测临床治疗效果提供了可能,并有助于相
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关药物的研制。 同时, 99
T c

m标记的 annex in V显像

还具有以下优点:① annex in V为人体内蛋白,不具

有抗原性,且显像剂量的 annex in V无抗凝血性;②

annex in V分子量较小, 渗透力强, 血液清除快, 靶

与本底比值高,静脉注射 99
T c

m标记的 annex in后 1h

即可进行显像, 成像清晰; ②可以利用 DNA重组技

术大量制备 annex in V。

然而, 我们必须看到, annex in V还不能绝对区

分坏死和凋亡,目前的研究也仅仅处于动物实验阶

段,是否所有组织类型的凋亡都能通过核素显像的

方法表现出来尚未得到证实, 并且放射性核素标记

annex in V显像所需的凋亡细胞数量尚未确定。这

一切都有待于今后进一步的研究。
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The study about imaging of apoptosis w ith
99
Tc

m
-labled annex in V

ZHU X iao-hua

(D epar tm ent of N uc lear M ed icine, Tongj i H osp ita l, Tongj i un iver sity, H ubei W uhan 430030, Ch ina )

Abstract: Pho spha tidy lser ine expo sure s on th e ou te r lea fle t o f th e p lasm am em brane lip id bilay e r a t the beg inning

o f apop to sis. 99T cm -labe led annex in V can be used to im age apop to sis in v iv o acco rd ing to annex in V h as a h igh

a ffin ity w ith PS.

Keywords: 　 apopto sis; 　 pho spha tidy lse rine; 　 99T cm -labeled annex in V;　 radionuc lide im ag ing
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