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对细胞膜质蛋白共定位染色方法的改良
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摘要:［目的］将流式细胞术染色方法进行改良用于 T 细胞膜质蛋白共定位的共聚焦显微镜检测，在共定位表达于细胞

膜上的 CD4 和细胞质内表达的 TIPE2 蛋白较常规镜检免疫荧光染色法可提高实验效率。［方法］取小鼠脾脏 T 细胞，

用流式细胞术的染色方法代替实验室常规免疫染色法，对细胞膜上的 CD4 与细胞质内的 TIPE2 蛋白进行染色，制片并

在激光共聚焦显微镜下观察。［结果］小鼠脾脏 CD4 + T 细胞上出现了 TIPE2 蛋白的共表达，符合实验预期，同时实验

效率从原有 10%提高到 90%。［结论］采用该染色方法后突破了常规免疫荧光染色必须要在载玻片上进行的局限，简

化了操作，保证了实验的有效性，提高实验效率。
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An improved method for co － localization immunofluorescence
staining of plasma proteins in T cell membrane

DI An － jie1，WU Qing － yu1，TAN Kai2，XU Shuang － yue1，LAN Tian － shu3，WANG Yi － nan1，

ZHUANG Guo － hong1* ，YAN Guo － liang1*

( 1． Department of Medical College，Xiamen University，Xiamen 361000，China; 2． Fuzhou Medical College
of Nanchang University，Fuzhou 344000，China; 3． Xiamen Medical College，Xiamen 361000，China)

Abstract: ［Objective］The flow cytometry staining method was improved for the confocal microscopy detection of cytomem-
brane － cytoplasmic protein co － location for a special T cell，which had TIPE2 protein expressed in cytoplasm of CD4 + T cells．
This method had more efficient than the conventional immunofluorescence staining method．［Method］Take the mouse spleen T
cells，replace the normal immunostaining method in the laboratory according to the staining method of flow cytometry，dye the
CD4 on the cell membrane and the TIPE2 protein in the cytoplasm，observe under the laser confocal microscope．［Ｒesult］The
results showed that TIPE2 protein co － expression appeared within mouse spleen CD4 + T cells，which was consistent with previ-
ous reports． The experimental efficiency was updated from 10% to 90% ．［Conclusion］This promoted staining method breaks
through the limitations of the conventional immunofluorescence staining on the slides with suitable operation，the result showed
the effectiveness of the experiment．
Keywords: improved method; protein colocalization; immunofluorescence; laser confocal

免疫荧光技术是 20 世纪中期发展起来的一种

可以对细胞蛋白进行定性、定位以及定量分析的生

物学检测技术［1］。它的原理是将已知的抗原或抗体

标记上荧光素制成荧光标记物，再用这种带着荧光

的抗体( 或抗原) 作为分子探针检测细胞或组织内

的相应抗原 ( 或抗体) 。荧光素受激发光激发可发

出不同波长的荧光，分析不同荧光的强度从而达到

检测目的。免疫荧光技术具有特异性强、敏感度高、

速度快的优势，同时也存在非特异性染色、结果判定

仍有主观掺杂、技术程序比较复杂的缺点［2 － 3］。
其中，制作细胞标本后的染色步骤是制约这项

技术发展的一个重要瓶颈。目前国际通用的对于细

胞样品进行免疫染色的方案大多是通过固定剂固定

－ 洗涤剂漂洗 － 血清 /BSA 封闭 － 一抗孵育 － 荧光

二抗染色 － DAPI 染色 － 封片 － 荧光显微镜观察这

样的步骤进行的［3 － 6］。尤其是对于细胞上蛋白共定
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位的染色方法具有高度的一致性［7 － 11］。
依照文献介绍这样的染色方法也适用于活细

胞［12］，然而通过深度比较，笔者认为该染色方案对

活细胞存在毒性和破坏性，固定剂和洗涤剂的使用

会对实验结果产生干扰，造成假阳性或假阴性，实验

效率低下，需要反复多次摸索适宜抗体浓度条件，且

对照不易控制，国内相关的实验论坛上也已经就此

进行过讨论，对时间成本是极大的浪费。本实验创

新性采取了一种新的改良自流式细胞术的染色方

法，对细胞膜质蛋白进行免疫荧光染色，在共聚焦检

测后发现结果良好、成功率高且可重复等优势。故

撰文介绍该改良方法。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验材料

SPF 级 C57BL /6 小鼠，6 ～ 8 W，体质量 20 ± 2 g，

购于厦门大学实验动物中心。标准动物饲料喂养，

室温 25 ± 2 ℃，湿度 50% ～60%。
1． 1． 2 试剂

抗体 FITC － anti － CD4 购自美国 Biolegend 公司

( No． 203305) ，0． 5 mg /mL; anti － TIPE2( 肿瘤坏死因

子 － α － 诱导蛋白 8 － 2) 购自美国 Thermo 公司( No．
PA5 ～ 38711) ，1 mg /mL; 驴抗兔二抗购自美国 Bio-
legend 公司( No． 406421) ，0． 2 mg /mL。
1． 1． 3 仪器

共聚焦激光扫描显微镜，型号: FV1000，Olym-
pus。
1． 2 方法

1． 2． 1 脾脏细胞制备方法

小鼠脱颈处死后，切开腹部取出脾脏，并与少量

PBS 放于 15 mL 离心管中充分研磨，加入 5 mL PBS
充分混匀，静置 1 min; 待悬液分层后取上层细胞悬

液至一新的 15 mL 离心管中 800 r /min，离心 5 min，

取沉淀加入红细胞裂解液 2 ～ 3 mL 裂解红细胞 3 ～
5 min; 再加入 8 mL PBS 吹打混匀，1 200 r /min 离心

5 min; 离心后弃去上清液，在沉淀中加 PBS 1 mL吹

打混匀后计数备用。
1． 2． 2 膜质蛋白共定位免疫荧光染色

用含有 0． 5%小牛血清的 PBS 调节细胞悬液至

细胞数为 1 × 107 个细胞 /mL; 取 100 μL 放置于 1． 5
mL 的 EP 管中 1 100 r /min，离心 3 min 并去掉上清;

取 Permeabilization buffer 和 Fixation 按 3∶ 1 的体积比

混匀后，按 100 μL /管加入上述 EP 管中，4 ℃避光孵

育 20 min; 不用洗涤，直接加入 TIPE2 一抗( 0． 5 μL /
100 μL) ，4 ℃避光孵育 20 min; 随后体积内同时加

入 PE 标记的驴抗兔二抗 ( 1 ∶ 500 ) 和 FITC － anti －
CD4( 0． 5 μL /100 μL ) ，4 ℃ 避 光 孵 育 40 min; 用

FACS buffer ( 200 μL /管) 1 100 r /min，洗涤离心 3
min，重复 1 次; 体系中加入 DAPI( 1∶ 3 000) 100 μL，

4 ℃下孵育 5 min; 立即取 10 μL 滴在载玻片上，盖

上盖玻片进行观察; 也可放置 4 ℃冰箱保存 6 ～ 8 h，

以防止荧光淬灭。

2 结果与分析

2． 1 显微镜观察结果

显微镜下( 400 × ) 观察结果显示，使用传统免

疫荧光染色法染色细胞数量为 2 ～ 5 个 /视野，改良

后的染色细胞数量为 30 ～ 40 个 /视野。
对小鼠脾脏细胞进行了 CD4、TIPE2 蛋白染色，

和 DAPI 染色，在共聚焦显微镜下可观察到 CD4 和

TIPE2 蛋白双信号，同时，通过合并图片后两个信号

重合度高且明显。进行了 3 次重复实验，得出结果

一致，见图 1。
2． 2 染色方法的比较分析

改良后的染色方法不需要对细胞进行前固定，

可重复性好。此外，从组织中提取的 T 细胞无法长

时间贴壁培养，而笔者的染色方法都是在 1． 5 mL
EP 管中进行，不需要对细胞进行贴壁固定，将原本

需要准备 3． 5 d 的实验缩短到 30 min，同时该方法

可以完全避免因实验操作步骤繁琐而造成的细胞脱

落，减少 了 实 验 失 败 的 次 数，从 而 有 效 提 高 实 验

效率。
最后，实验室常规免疫荧光染色操作中，对于荧

光抗体的使用比例大都参考 Westen Blotting 的抗体

使用参数，而该参数的使用需实验者反复摸索从而

确定合适的抗体浓度。在本实验改良后的染色方法

中，借鉴了同样在 EP 管里进行染色的流式细胞染色

方法及抗体使用参数，不需反复摸索抗体的使用浓

度而可以直接使用抗体参数，从而保证了染色的高

成功率和可重复性。
方法改良之后，实验时间缩短到原来的 1 /54，

实验效率大幅提高。改良前后方法的具体对比如表

1 所示。
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图 1 小鼠脾脏细胞 CD4 与 TIPE2 蛋白共定位免疫荧光染色

注解: DAPI( 上) 低倍镜下，细胞核 DAPI 染色; DAPI( 下) 高倍镜下，细胞核 DAPI 染色; CD4( 上) 低倍镜下，CD4 蛋白荧光染色; CD4 ( 下) 高

倍镜下，CD4 蛋白荧光染色; TIPE2( 上) 低倍镜下，TIPE2 蛋白荧光染色; TIPE2( 下) 高倍镜下，TIPE2 蛋白荧光染色; Merge( 上) 低倍镜下，三

种染色图片合并; Merge( 下) 高倍镜下，三种染色图片合并。

Fig． 1 Mice spleen cells CD4 and TIPE2 protein co － located immunofluorescence staining

Note: DAPI( up) At low magnification，nuclear DAPI staining; DAPI( down) At high magnification，nuclear DAPI staining; CD4( up) At low magnifi-

cation，CD4 protein fluorescence staining; CD4( down) At high magnification，CD4 protein fluorescence staining; TIPE2 ( up) At low magnification，

fluorescence staining of TIPE2 protein; TIPE2( down) At high magnification，fluorescence staining of TIPE2 protein; Merge( up) At low magnifica-

tion，combination of three stained pictures; Merge( down) At high magnification，combination of three stained pictures．

表 1 两种免疫荧光染色方法的比较

Tab． 1 Comparison of two immunofluorescence staining methods

步骤 经典免疫荧光染色法 流式细胞术免疫荧光染色

细胞制备 细胞贴壁生长，3 d 含 0． 5% 小牛血清的 PBS，制成细胞悬液，1 100 r /min，离心 3 min

固定剂固定 4% 多聚甲醛，浸泡 15 min Permeabilization buffer: Fixation = 1∶3，4 ℃，避光孵育 20 min

洗涤剂漂洗
PBS，洗涤 2 次，5 min /次

0． 2% Triton X － 100，冲洗 5 min
—

血清 /BSA 封闭 5% 脱脂牛奶，阻断 30 min —

一抗孵育 4 ℃，过夜( 12 h) 4 ℃，避光孵育 20 min

荧光二抗染色 37 ℃，避光孵育 1 h 4 ℃，避光孵育 20 min

( 离心洗涤) — FACS buffer，1 100 r /min 洗涤 2 次，3 min /次

DAPI 染色 4 ℃，孵育 5 min 4 ℃，孵育 5 min

封片 √ √

荧光显微镜观察 √ √

时长总计 4． 5 d ＜ 2 h

3 讨论

目前已有文献报道 TIPE2 可以促进 Fas 介导的

T 细胞凋亡，TIPE2 敲除或者缺失的 CD4 + T 细胞凋

亡明显减少［13］。为了得到 CD4 + T 细胞内同时有

TIPE2 的共表达这一结果，庄国洪等［14］在另一篇文

章中通过 real － time PCＲ 的检测推测心脏移植物中

的 TIPE2 可能主要来自 T 细胞，并通过此方法证实

了 CD4 + 及 CD8 + T 细胞和 TIPE2 的关系，从而佐

证了实验设想，得出推论。
实验室常规用流式细胞术对 T 细胞进行定量的

检测，然而若是要对 T 细胞细胞膜和细胞质中的蛋
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白质进行共定位，以确定两者之间的功能相关性，那

就只能通过免疫染色的方法来进行。而就目前技术

发展而言，免疫荧光染色技术所能达到的效果较之

常规免疫染色和 HE 更精确，是绝大多数实验室都

会采用 的 实 验 手 段，在 染 色 方 法 上 也 基 本 大 同

小异［7 － 9，11，15 － 18］。
实验室常规用于 T 细胞膜质蛋白共定位的方法

第一步都是要使用固定剂对细胞进行处理，亦有学

者专门对不同固定剂渗透方法对活细胞观察效果的

影响加以研究［19］。但这样的固定剂通常会破坏细

胞膜结构，如果仅仅针对细胞膜上的两种蛋白共定

位或仍然可行，但对于分别处在细胞膜和细胞质中

的不同蛋白进行共定位则难度较大，且破膜后很难

排除假阳性，导致实验数据无法取舍，达到准确判断

的目的。笔者用传统免疫荧光染色方法进行了反复

的实验，实验步骤如表 1 中所示，但实验结果不理

想: 原免疫荧光染色法用时近 1 周，单视野中细胞计

数只有 1% ～3% 的染色效率。因此，笔者探索用流

式细胞染色的方法改良染色，对小鼠脾脏细胞进行

两种蛋白的共定位，激光共聚焦显微镜观察，而改良

后的染色方法效率提高了近 54 倍，并最终得到了如

图 1 所示的理想结果。
经过对相关文献的汇总查阅，笔者发现流式细

胞技术通常作为染色后的检测手段多有报道，如郭

继强等［20］利用不同的染色方法相互佐证鉴定同一

细胞类型，张志霞等［21］ 通过实验验证新型化学染

料。而仅在 2012 年刘良忠等［22］报道过一种简化染

色法，但该文献报道的流式细胞染色技术仅能定性

细胞类型或检测已知 marker 的细胞分型 /筛选，没

有提供细胞共定位的实验结果。本文创造性的把改

良后的流式细胞染色技术运用于细胞膜质蛋白共定

位荧光染色中，通过共聚焦显微镜的观察可以对细

胞膜质蛋白 marker 进行共定位，简化方法，提高效

率，结果准确。

4 结论

通过系统改良后对 T 细胞进行免疫荧光染色，

将实验时间缩短到原来的 1 /54，实验效率提高了

54 倍。
改良后的染色方法突破了常规免疫荧光染色必

须要在载玻片上进行的局限性，简化了操作，提高实

验效率，结果更可靠，并减少了对样品和试剂的各种

无效浪费。
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在致病 力 方 面 的 作 用 已 经 通 过 动 物 实 验 得 到 了

证实［11 － 13］。

前噬菌体基因并不只是细菌基因组一种被动的

遗传物质，也是细菌生命活动中相当活跃的参与

者［14］。作为细菌间基因水平转移的重要载体，前噬

菌体的存在不仅赋予细菌基因组生物多样性，也影

响着宿主菌的生命活动［15］。因此，要充分了解与人

类关系极为密切的细菌群体，就不能忽视细菌染色

体中前噬菌体基因的研究。

本文采用基因工程方法成功构建了重组载体

pET － 32a ( + ) － PT1028OＲF001，表达了相对分子

质量为 82． 4 kDa 的重组 PT1028OＲF001 蛋白，为进

一步研究该前噬菌体基因的功能打下一定基础。
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