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TUNEL 法检测抑郁模型大鼠海马细胞凋亡的改进及应用 *
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摘要 目的：探讨 TUNEL 法检测抑郁模型大鼠海马神经元细胞凋亡的改良方法。方法：20 只 SD 大鼠随机分为空白对照组、模型

组。复制孤养加慢性轻度不可预见性的应激抑郁模型（21 天）。分别采用 TUNEL 试剂盒标准法和改良法观察大鼠海马区凋亡细

胞的变化。结果：改良法与试剂盒标准法比较，非特异性染色明显减轻，背景清晰，差异明显。结论：改良的 TUNEL 法检测海马神

经元细胞凋亡结果更真实可靠。
关键词：抑郁模型；海马；细胞凋亡；TUNEL
中图分类号：Q95-3，R749 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）17-3221-03

Application Experience of TUNEL in Detecting Hippocampus
Apoptosis of Depression Rats*

WANG Fa-wei1, HUANG Quan-zhi1, XU Cheng-yong1, SUN Zhi-gao1, CHEN Li-ping1, HU Ya-zhuo2, HAN Zhi-tao2△

(1 Department of Traditional Chinese Medicine, Chinese PLA General Hospital Beijing,100853, China;
2 Institute of Geriatrics，Chinese PLA General Hospital Beijing, 100853, China)

ABSTRACT Objective: To investigate the method to detect the hippocampus apoptosis of chronic stress depression rats. Methods:
20 SD rats were randomly divided into control group and model group. The model group was given the chronic unpredicted mild stress
for 21 days to induce depression. The hippocampus apoptosis was detected by the TUNEL kit method and the improvement method.
Results: Compared with TUNEL kit method, the improvement method avoided false positive reactivity, and a clear background was obse-
rved. Conclusion: The improvement TUNEL method is a better way to detect the hippocampus apoptosis of chronic stress depression
rats.
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前言

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end labeling) 又称脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导

的缺口末端标记法是目前应用广泛的检测细胞凋亡的技术，是

Gavriel[1]等于 1992 年提出来标记 DNA 断裂末端，进而在单细

胞水平上显现凋亡细胞的方法。实际应用中本方法却容易发生

非特异性染色严重、背景着色深等问题，严重影响实验结果的

准确性[2]。试验中应用该方法检测慢性应激抑郁模型大鼠海马经

元细胞凋亡时发现应用试剂盒说明书的标准方法结果不理想，

非特异性染色严重，后经过多次试验并借鉴一些免疫组化技术[3]

反复摸索改进取得了满意的结果，现将应用体会介绍如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂

SPF 级雄性 SD 大鼠 20 只，体重 200±20 g ,解放军总医院

实验动物中心提供，许可证编号：SLXK 京 2009-0007。DeadE-
ndTM Colorimetric TUNEL System 试剂盒 美国 Promega Corpor-
ation 产品（lot：320684）。全自动真空脱水机（LEICA ASP300）、

组 织 包 埋 机 （L EICA EG1140H）、石 蜡 切 片 机（LEICA
RM2135）、展片机（LEICA HI1210）均为德国 LEICA 公司产

品。光学显微镜为日本 OLYMPUS BX60 系统显微镜。APES 防

脱玻片、PBS 缓冲液、3% H2O2 为北京中杉金桥生物技术有限

公司产品。
1.2 实验方法

1.2.1 动物分组及模型建立 动物饲喂于解放军总医院实验动

物中心 SPF 级啮齿类动物实验室，温度 20-24℃，噪声≤60dB，

相对湿度 40～70%，昼夜节律 12／12 h。20 只 SD 大鼠随机分

为 4 组：正常对照组Ⅰ和Ⅱ、模型组Ⅲ和Ⅳ，每组 5 只。其中Ⅰ、
Ⅲ组采用试剂盒标准说明书方法，Ⅱ、Ⅳ组采用改良的方法，设

不加 TdT 酶反应液的阴性对照。造模方法：采用孤养加慢性轻

度不可预见性的应激（chronic unpredictable mild stress, CUMS）
抑郁模型[4]。
1.2.2 TUNEL 方法 标本预处理：造模成功后将所有大鼠用

10%水合氯醛(3 mL／kg)腹腔注射麻醉，暴露心脏，以 0.9% 生

理盐水(37℃)约 250 mL 经升主动脉灌注冲洗后，灌注 4 %多聚

甲醛溶液(4℃，pH=7.4)200 mL，直至动物四肢僵硬[5]。断头取

脑，脑组织置于 10%中性福尔马林溶液中固定 24 小时[6]，参照
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大鼠脑立体定位图谱[7]对大鼠海马组织取材，常规脱水，浸蜡包

埋，切片捞于 APES 防脱玻片上（片厚 4μm），60℃烤箱 2 小时。
TUNEL 步骤：根据试剂盒说明书改良：（1）石蜡组织切片

常规脱蜡至水过梯度酒精 100%、95%、85%、70%、50%的乙醇

各浸洗 1 次，每次 3min；PBS 浸洗 5min×3；（2）20ug/ml 蛋白酶

K 溶 液 室 温 10min 后 PBS 浸 洗 5min×3；（3）3%BSA 溶 液

37℃湿盒中封闭 15min；（4）Equilibration Buffer（平衡缓冲液）

湿盒中室温平衡 10min；（5）TdT 酶反应液 37℃湿盒中孵育

60min（在反应区域盖上塑料盖玻片）；（6）2×SSC 溶液室温浸

泡 15min 终 止 反 应 后 PBS 浸 洗 5min×3；（7）3%H2O2 浸 泡

15min 后 PBS 浸洗 5min×3；（8）3%BSA 和 0.1%TritonX-100
混合液浸洗 5min×3；（9） 抗生物素蛋白链菌素辣根过氧化物

酶溶液室温反应 30min 后 PBS 浸洗 5min×3；（10） 镜下控制

DAB 显色，显色后自来水流水冲洗 5min 终止反应；（11）苏木

素复染 2min，自来水冲洗 2min；（12）盐酸酒精分化 2 秒，自来

水冲洗 5min；（13） 脱水室温下依次用 50%、70%、85%、95%、
100%的乙醇各浸洗 1 次，每次 2min；（14）二甲苯透明，中性树

胶封片，显微镜下观察。
1.3 图像分析

光镜下观察各组切片，采用 Image pro-plus5.1 图像分析系

统分析每张照片，计数凋亡细胞个数，每张切片取五个不同的

视野观察。
1.4 统计学方法

使用 SPSS13.0 统计软件。所有计量数据以均数±标准差

(x±s)表示，进行正态性检验，组间比较采用 t 检验。P＜0.05 为

差异具有统计学意义。

2 结果

TUNEL 法染色后，正常神经元细胞经苏木素复染后核应

呈蓝黑色，TUNEL 阳性细胞形态学上表现为胞体缩小，核固

缩，染色质凝聚，呈棕黄色或黄褐色颗粒，表现出凋亡的特征[8]。
采用试剂盒标准法的Ⅰ组、Ⅲ组切片海马神经元细胞核几乎均

呈棕黄色，非特异性染色严重，模型组和正常组无比较意义。采

用改良法的切片Ⅱ组可见少量阳性凋亡神经元细胞 （7.07±
1.74），Ⅳ组可见一定数量棕黄色核染的凋亡细胞 （13.66±
3.79），周围见大量蓝黑色核染的正常神经元细胞，对比明显，

结构清晰，定位明确。经改良后 TUNEL 法测定的阳性细胞凋

亡数正常组和模型组比较差异有统计学意义（P <0.01）。（见图

1、图 2）

图 1 正常组 TUNEL 法检测凋亡结果

Fig.1 Results of TUNEL in control group

A 采用标准法 B 采用改良法（×400）
A. method of standard B. method of improvement（×400）

图 2 模型组 TUNEL 法检测凋亡结果

Fig.2 Results of TUNEL in model group

C 采用标准法 D 采用改良法（×400）
C. method of standard D. method of improvement（×400）

3 讨论

细胞凋亡(apoptosis)又称程序性细胞死亡(programmed cell
death，PCD)，是细胞在一定生理或病理条件下，按照自身程序

生理性的死亡过程[9]。现代研究显示，许多疾病的发生与细胞异

常凋亡有关，如 Alzheimer 氏综合征、Hodgkin 氏综合征、移植

排斥、自身免疫性疾病、肿瘤、ADIS 等,因此对细胞凋亡的研究

成为研究疾病机制和药物开发的热点之一[10-12]。据报道慢性应

激增加海马神经元细胞凋亡，引起海马结构和功能的变化，参

与抑郁症的发病[13-15]。随着凋亡研究的不断深入，各种各样检测

凋亡的新技术和新方法相继建立，其中不少检测试剂已经商品

化，从而有力推动了该领域研究的进展。迄今为止，透射电镜仍

然为最经典、可靠的判定细胞凋亡的方法，被认为是鉴定细胞

凋亡的金标准,但是电镜观察只能定性，不能定量，且由于标本

处理过程复杂，需要昂贵的设备因而较难推广应用[16]。TUNEL
技术较其它方法，由于其技术成熟、操作简捷、结果特异性强、
能准确的反应细胞凋亡形态特征、染色定位及其在组织中的分

布，可检测出极少量的凋亡细胞，在细胞凋亡的研究中被广泛

采用[17]。但是在某些情况下(如固定、石蜡包埋操作不慎，细胞受

到机械损伤或受到紫外线照射、化学物质刺激时)，TUNEL 法

可能产生高达 20％的假阳性[18] ,严重影响实验结果的可靠性。
试验中我们发现 TUNEL 试剂盒价格较贵，可测标本数较少，

完全按照说明书操作步骤较多，操作过程耗时较长，实验结果

并不理想。通过反复摸索对实验操作步骤进行了改进：1、减去

了两步 4％多聚甲醛固定，这两次固定是为了减少在频繁的冲

洗切片时造成切片脱落、破裂，经过对比我们发现去掉这两次

固定对实验结果没有影响。2、将 0.3%H2O2 改为 3%H2O2 提高

封闭非特异性抗原的效果。3、在蛋白酶 K 通透组织后，用 3%
BSA 溶液封闭 15min，减少非特异性染色[19]。4、在滴加 HRP 前

再用 3%BSA 和 0.1%TritonX-100 浸洗三次，进一步加强封闭，

减少非特异性染色和背景着色。5、将 TUNEL 反应液从说明书

的 1:100 浓度稀释为 1：300，不仅能避免染色过强而且减少了

试剂用量。通过这些改进，我们的实验结果较为满意，我们的整

个研究过程更加科学研究结果更加真实可信。慢性轻度不可预

见性的应激抑郁模型主要模拟了人类抑郁的快感缺乏、运动能

力及社会交往能力下降、探索行为能力下降、侵犯攻击能力缺

陷、性行为能力下降等症状，是国际上公认的抑郁症模型，文献
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报道这种慢性应激引起的抑郁状态及行为异常可保持数月[20]，

在抑郁症的研究中被广泛应用。
综上所述，本研究通过对 TUNEL 试剂盒技术的改良在检

测慢性轻度不可预见性的应激抑郁模型大鼠海马神经元细胞

凋亡时取得了满意的效果，增加了实验结果分析的准确性，减

少了可能对实验结果产生影响的干扰因素，可能对采用相同模

型检测海马细胞凋亡的其他研究者有一定的借鉴意义。
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