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Hoechst 33342 与 DAPI 标记细胞核对胞内活性氧检测效果的比较
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨 Hoechst 33342 与 DAPI 两种荧光染料标记细胞核后对细胞内活性氧水平的影响。 方法摇
静息培养的血管平滑肌细胞加入晚期糖基化终末产物作用 10 min,加入标记活性氧的荧光探针 H2DCFDA,再分别

加入 Hoechst 33342 和 DAPI 不同荧光染料进行核标记。 荧光显微镜下观察细胞核被标记的数目与细胞内活性氧

的荧光水平。 结果摇 Hoechst 33342 染料标记 5 min 后即可见细胞核被标记上,随着时间的延长被标记的核数目并

不发生改变;而与之明显不同的是,DAPI 染料标记 5 min 时,只有几个细胞核被标记上,但随着时间的延长被标记

的核数目越来越多。 Hoechst 33342 标记后细胞内活性氧的荧光强度并不随时间的延长发生变化,而 DAPI 标记后

细胞内活性氧绿色荧光的细胞数就越少,DAPI 标记的细胞核数与显示活性氧绿色荧光的细胞数呈反比。 这些结

果提示,DAPI 染料在标记细胞核时破坏了活性氧在细胞内的储存,干扰了实验结果。 结论 摇 检测细胞内活性氧

时,应使用 Hoechst 33342 核标记染料而不能用 DAPI。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the influence on the level of intracellular reactive oxygen species (ROS) by stai鄄
ning the cell nuclei using two fluorescent dyes —Hoechst 33342 and DAPI, respectively. 摇 摇 Methods摇 Vascular smooth
muscle cells (VSMC) were stimulated with advanced glycation end products (AGE) for 10 minutes and then incubated
with 2爷,7爷鄄dichlorofluorescin diacetate (H2DCFDA). 摇 After that, cell nuclei were stained with Hoechst 33342 and DAPI
respectively. 摇 And through the analysis of the number of labeled nuclei and the level of intracellular ROS by fluorescence
microscopy, the fluorescence intensity of intracellular ROS were detected by staining with two different fluorescent dyes.
Results摇 After staining with Hoechst 33342 for 5 min, cell nuclei were labeled immediately and the number of them did
not change with the increase of staining time. 摇 However, there were only a few cell nuclei could be labeled when the cells
were stained with DAPI for 5 min, with the increase of staining time, more and more cell nuclei could be labeled. 摇 Sur鄄
prisingly, the fluorescence intensity of Hoechst 33342 group showed no significant differences staining at 5, 10 and 20 min.
However, with the increase of staining time, the more the cell nuclei were labeled with DAPI, the less the fluorescence in鄄
tensity of ROS was. 摇 These results suggest that DAPI damages the storage of intracellular ROS during the nuclei staining,
thus disturbing the experimental results. 摇 摇 Conclusion摇 Cell nuclei should be stained with Hoechst 33342 not DAPI dur鄄
ing the detection of intracellular ROS.
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摇 摇 活性氧(reactive oxygen species,ROS)是生物体

内一类活性含氧化合物的总称,它包括超氧阴离

子、过氧化氢、羟自由基等[1]。 研究显示,在高血

压、高血脂、糖尿病血管病变如动脉粥样硬化等疾

病的发生过程中,细胞内 ROS 水平迅速升高,促进

上述疾病的发生、发展 [1鄄4]。
H2DCFDA 探针是一种常用的检测细胞内 ROS

水平的荧光探针[5]。 H2DCFDA 本身没有荧光,探
针进入细胞后,被细胞内的酯酶水解生成 DCFH,细
胞内产生的 ROS 氧化 DCFH,生成发出荧光的 DCF,
通过荧光显微镜检测 DCF 的荧光强度可以判断细

胞内 ROS 水平[6]。 但目前,在检测 ROS 的过程中

对产生 ROS 荧光的细胞进行细胞核标记的相关报

道尚少见。 标记细胞核的化学试剂有很多种,常用

的有 DAPI 和 Hoechst 33342。 DAPI 是一种常用的

标记细胞核的荧光染料,它可与细胞核中的双链

DNA 相结合,常用于标记固定细胞的细胞核[7,8]。
Hoechst 33342 也是一种常用的标记细胞核的荧光

染料,它选择性地与细胞核中的双链 DNA 相结合,
常用于活细胞的细胞核标记[9,10]。 那么,这两种胞

核染料究竟哪一种对产生 ROS 的细胞进行核标记

的效果好? 目前尚无相关报道。 为此,本研究通过

在荧光显微镜下观察 Hoechst 33342 与 DAPI 两种

荧光染料分别标记产生 ROS 荧光的血管平滑肌细

胞(vascular smooth muscle cells,VSMC)的细胞核的

效果,从而选出一种较好的染料能够应用于通过荧

光方法检测 ROS 时对细胞的细胞核进行标记,希望

能够为 ROS 的检测提供更好的技术支持。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

摇 摇 台盼蓝、Hoechst 33342、DMSO 购于美国 Sigma鄄
aldrich 公司;DAPI 购于美国 Roche 公司;ROS 检测

试剂 H2DCFDA 购于美国 Invitrogen 公司;DMEM 培

养基购于美国 Life 公司;胎牛血清购于天津市灏洋

生物科技有限公司;牛血清白蛋白(bovine serum al鄄
bumin,BSA)购于广州斯佳生物科技公司;晚期糖基

化终末产物(advanced glycation end products,AGE)。
1. 2摇 细胞培养及处理

参照文献[11]方法,体外分离 C57BL / 6J 小鼠

的主动脉,通过酶消化法进行分离、培养出小鼠主

动脉 VSMC。 在 37益、5%CO2 条件下培养于含 10%
胎牛血清的 DMEM 培养基中。 实验分组:参照文献

[12],按照直径为 35 mm 的细胞培养皿中 AGE(阳

性对照)终浓度为 50 mg / L,分别作用细胞 0、10、
10、10 及 10 min 设为一组,随后用终浓度为 16
滋mol / L Hoechst 33342 染料染色 0、0、5、10 及 20
min;使相同终浓度为 50 mg / L AGE 同样作用细胞

0、10、10、10 及 10 min 为另一组,随后用相同终浓度

为 16 滋mol / L DAPI 染料染色 0、0、5、10 及 20 min。
1. 3摇 细胞活性的形态学检测

取对数生长期的 VSMC,接种于含有盖玻片的

直径为 35 mm 的细胞培养皿(Corning, USA)中,待
细胞生长为典型形态,融合度为 70% ~ 80% 时,换
用无血清 DMEM 培养基培养 24 h,在光学显微镜下

拍片;弃去培养皿内的无血清培养基,PBS 清洗 2
次,加入浓度为 0. 2% 的台盼蓝染液,室温下染色 2
min[13],取出盖玻片,PBS 清洗残留染液,50% 甘油

封片,在光学显微镜下观察拍片。
1. 4摇 晚期糖基化终末产物的制备

参照文献[12]方法,将 1 mmol / L 无脂肪酸的

BSA 与 0. 5 mol / L 葡萄糖溶于 PBS(0. 2 mol / L,pH
=4. 0)中,反应混合物用 PBS 进行透析,透析后用

0. 22 滋m 微孔膜过滤除菌,在 37益、5% CO2 无菌条

件下避光孵育 8 周。 荧光分光光度计检测其激发光

波长峰值为 370 nm,发射光波长峰值为 440 nm ~
450 nm,鉴定符合 AGE 特征性荧光光谱。 BSA 法测

定蛋白浓度,以蛋白浓度代表 AGE 浓度。
1. 5摇 细胞内活性氧检测

H2DCFDA 探针进入细胞后,被细胞内的酯酶

水解生成 DCFH,细胞内产生的超氧阴离子和过氧

化氢等 ROS 氧化 DCFH,生成发出荧光的 DCF,通过

检测 DCF 的荧光可以检测细胞内 ROS 水平[6]。 取

含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基培养 VSMC,均匀

地接种于含盖玻片的直径为 35 mm 的细胞培养皿

内,待细胞生长到融合度为 70% ~ 80% 时,换用无

血清的 DMEM 培养基培养 24 h。 不同处理因素作

用后,盖玻片用无血清培养基清洗 1 次,加入含 10
滋mol / L H2DCFDA 探针的无血清培养基,在条件为

37益、5%CO2 的细胞培养箱内孵育 30 min[14]。 随

后,用无血清培养基清洗盖玻片 2 次,PBS 清洗 2
次,50% 甘 油 封 片, 在 荧 光 显 微 镜 ( Carl Zeiss,
Oberkochen,Germany)下随机拍片,绿色荧光强度用

Image Pro Plus 软件进行分析。
1郾 6摇 Hoechst 33342 与 DAPI 染料标记细胞核

将 Hoechst 33342 与 DAPI 染液分别加入到

37益 温 浴 的 无 血 清 培 养 基 中, 终 浓 度 均 为 16
滋mol / L。 静息培养的 VSMC 用 50 mg / L AGE 作用

10 min,加入 H2DCFDA 探针孵育 30 min,将盖玻片
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用无血清的 DMEM 培养基清洗 2 次,弃去废液。 不

同组内分别加入上述配置的浓度均为 16 滋mol / L 的

Hoechst 33342 与 DAPI 染液,染色时间分别是 0、0、
5、10 及 20 min,染色结束后,PBS 清洗盖玻片 2 次,
50%甘油封片,在荧光显微镜下随机观察拍片,绿色

荧光强度用 Image Pro Plus 软件进行分析。
1郾 7摇 统计学方法

每组实验重复 3 次以上,计量资料以x 依 s 表

示,组内比较采用单因素方差分析,两两比较采用

LSD鄄t 检验,P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 血管平滑肌细胞活性

摇 摇 光镜下,无血清 DMEM 培养基培养 24 h 后的

VSMC 完全贴壁,界限清楚,呈长梭形,胞核位于细胞

中央,呈圆形或椭圆形。 用浓度为 0. 2%的台盼蓝染

液染色后,光镜下观察到,VSMC 的形态与未染色时

无差别,未见呈蓝染的死亡细胞。 提示 VSMC 有平滑

肌细胞特性,且活性较好,可用于后续研究(图 1)。

图 1. VSMC 活性的形态学检测( 伊 100) 摇 摇 A 为饥饿 24 h
后的 VSMC,B 为饥饿 24 h 后 0郾 2%台盼蓝染液染色的 VSMC。

Figure 1. The morphological detection of the activity
of VSMC

2郾 2摇 Hoechst 33342 与 DAPI 染核后对血管平滑肌

细胞活性氧荧光强度的影响

正常 VSMC 内 ROS 水平较低,用浓度为 50
mg / L AGE 作用 10 min 后,VSMC 内的 ROS 水平显

著升高(P < 0郾 05)。 Hoechst 33342 染料标记 5 min
后即可见细胞核被标记上,且随着时间的延长被标

记的核数目不发生改变;而 DAPI 染料标记 5 min
时,只有几个细胞核被标记上,随着时间的延长被

标记的核数目逐渐增多。 Hoechst 33342 染料标记

后细胞内的 ROS 荧光强度并不随时间延长而发生

变化,与未标记组 ROS 荧光强度无显著性差异(P >
0郾 05);而 DAPI 标记随时间的延长被标记上的细胞

核数目越多,显示 ROS 绿色荧光的细胞数就越少,
细胞内 ROS 荧光强度越低,均与未标记组的荧光强

度有显著差异(P < 0郾 01;图 2 和表 1)。

图 2. Hoechst 33342 与 DAPI 染核后对 VSMC 内 ROS 荧光

强度的影响( 伊 200)摇 摇 A 为阴性对照组,B 为阳性对照组,C 为

AGE 刺激后 DAPI 标记 5 min 组,D 为 AGE 刺激后 Hoechst 33342 标

记 5 min 组,E 为 AGE 刺激后 DAPI 标记 10 min 组,F 为 AGE 刺激后

Hoechst 33342 标记 10 min 组,G 为 AGE 刺激后 DAPI 标记 20 min 组

H 为 AGE 刺激后 Hoechst 33342 标记 20 min 组。

Figure 2. The influence of Hoechst 33342 and DAPI on flu鄄
orescence intensity of ROS in the vascular smooth
muscle cells

表 1. Hoechst 33342 与 DAPI 染色对血管平滑肌细胞内

ROS 荧光强度的影响(x 依 s, n = 50)
Table 1. The influence of Hoechst 33342 and DAPI on fluo鄄
rescence intensity of ROS in the vascular smooth muscle cells

分摇 组 未标记组
Hoechst 33342
染料标记组

DAPI
染料标记组

阴性对照 6郾 0 依 4郾 0
阳性对照 24郾 9 依 14郾 4a

染色 5 min 22郾 2 依 14郾 9b 15郾 8 依 12郾 6bce

染色 10 min 22郾 4 依 16郾 2b 7郾 7 依 8郾 4cde

染色 20 min 20郾 7 依 14郾 4b 6郾 3 依 6郾 4cde

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与阴性对照组比较;c 为 P < 0郾 01,与阳

性对照组比较;d 为 P < 0郾 01,DAPI 染料标记组间比较;e 为 P <
0郾 05,与 Hoechst 33342 染料标记组相同染色时间点比较。
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3摇 讨摇 论

ROS 逐渐成为分子家族领域中的研究热点,其
作为细胞内一种重要的信号分子参与细胞多种功

能的调控。 采用荧光探针通过荧光显微镜检测细

胞内 ROS 水平的方法已得到广泛应用[15],然而,在
此检测过程中对产生 ROS 荧光的细胞的细胞核进

行标记的相关报道尚少见,这对细胞内 ROS 荧光水

平的定量分析带来了较大困难。 为了探讨这一有

意义的问题,本研究通过观察对静息培养的 VSMC
加入 AGE 作用 10 min,诱导 VSMC 内的 ROS 水平

迅速增加,再分别用 Hoechst 33342 和 DAPI 两种荧

光染料分别对产生 ROS 的细胞进行核标记,比较两

种荧光染料标记细胞核后对细胞内 ROS 水平的影

响。 研究结果表明,DAPI 染料在标记细胞核时破坏

了 ROS 在细胞内的储存,干扰了实验结果,而 Ho鄄
echst 33342 染料不仅能够快速的标记细胞核,且不

影响细胞内已产生的 ROS 水平。 所以,通过荧光方

法检测 ROS 时,应使用 Hoechst 33342 染料标记细

胞核,而不能使用 DAPI 染料,因其标记细胞核后会

导致细胞内的 ROS 水平显著减低。 何种原因导致

DAPI 染料破坏了 ROS 在细胞内的储存? 目前尚不

清楚。
尽管如此,亦有少数文献中报道其使用 DAPI

染料对产生 ROS 细胞的细胞核进行标记,然其标记

效果亦不理想,通过观察分析其实验结果发现,DA鄄
PI 染料标记的细胞核数目越多,其细胞显示的 ROS
绿色荧光反而减弱。 这些研究报道与上述的研究

结果相一致。 这些结果同样提示 DAPI 染料不能用

于标记产生 ROS 细胞的细胞核。 而本研究所使用

的另一种荧光染料—Hoechst 33342 与 DAPI 染料相

比,产生了截然不同的效果,其不仅能够快速标记

细胞核,且不影响细胞内的 ROS 荧光水平,是检测

ROS 水平的过程中一种理想的核标记染料。
近年来 ROS 在心血管疾病的研究中取得了一

定的进展,为高血压、高血脂、糖尿病血管病变等多

种疾病的研究提供了新的突破途径。 研究显示,在
上述疾病的发生过程中,机体内的 ROS 平衡失调,
细胞内的 ROS 水平显著升高[1,3,4]。 由此可见,对
ROS 这一重要因素进行深入研究显得颇为重要。
本研究通过采用 Hoechst 33342 染料对产生 ROS 的

细胞的细胞核进行标记的方法,解决了在 ROS 检测

过程中对细胞核进行快速标记的问题,能够更好的

对细胞内 ROS 水平进行定量分析,从而方便了 ROS

的研究过程,为未来发现上述疾病新的干预靶点及

提出更优的治疗方案起到十分有意义的作用。
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