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摘要 目的：比较不同细胞固定液对荧光蛋白淬灭情况以及核内、胞浆蛋白免疫荧光染色的影响。方法：分别对融合了 RFP和 GFP

基因的鼻咽癌 HK1细胞采用 95 %乙醇、75 %乙醇、甲醇、丙酮：甲醇 =1：1、5 %冰乙酸、Carnoy固定液进行固定，然后采用免疫荧

光法对细胞进行免疫染色。结果：六种固定液均能使荧光蛋白猝灭。免疫荧光染色方面，对于核蛋白染色，75 %乙醇、95 %乙醇、丙

酮：甲醇 =1：1、Carnoy固定液固定后核区获得明显的荧光染色，而采用甲醇、5 %冰乙酸固定后荧光染色不明显。对于胞质蛋白染

色，按荧光染色的清晰程度分为固定于 Carnoy固定液 >丙酮：甲醇 =1：1>甲醇 >5 %冰乙酸 >75 %乙醇 >95 %乙醇，前四者固定

可见分布于胞质，75 %乙醇或 95 %乙醇固定的目标蛋白定位不清。结论：六种不同的固定液在有效失活荧光蛋白的情况下对核蛋

白及胞浆蛋白抗原性的影响略有不同，可根据研究目的蛋白表达的部位及特点来选用合适的固定液。
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Effects of Different Fixatives on the Quenching of Fluorescent Proteins
Cell Lines and Intracellular Protein Fluorescence Staining*

Comparing the effects of different cell fixatives on the quenching of fluorescent proteins and the nuclear

and cytoplasmic protein antigenicity. Nasopharyngeal carcinoma HK1 cells fused with RFP and GFP genes were fixed with

95% ethanol, 75% ethanol, methanol, acetone: methanol=1:1, 5% glacial acetic acid, Carnoy’fixative, respectively. All cells were

stained by immunofluorescence method. Six fixation buffers can quench the fluorescent protein. For immunofluorescence staining,

for nucleoprotein staining, 75 % ethanol, 95 % ethanol acetone: methanol = 1:1 fixation, Carnoy's fixative fixed nuclear staining after

obtaining significant fluorescent staining. The fluorescence signal was weakened by fixation with methanol, 5 % glacial acetic acid. For

cytoplasmic protein staining, the performed according to the clarity of fluorescent staining was Carnoy's fixative > acetone: methanol = 1:

1 > methanol fixation > 5 % glacial acetic acid > 75 % ethanol > 95 % ethanol, the first four were fixedly distributed in the cytoplasm, 75 %

ethanol and 95 % ethanol was fixedly distributed in the nucleus. Six different fixatives have slightly different effects on the

antigenicity of nuclear protein and cytosolic protein in the case of effective inactivation of fluorescent protein. The appropriate fixative

can be selected according to the location and characteristics of the protein expression of the research object.

Fluorescent protein; Quenching; Immunofluorescence; Fixation method

前言

荧光蛋白是生物学研究上的革新，通过对目标基因及蛋白

的荧光标记，可以作为示踪剂观察到细胞的活动[1]，也可以作为

报告基因应用到多种生物学及分子生物学的研究中[2,3]。因为绿

色荧光蛋白研究的突出贡献，美籍华人科学家钱永健也因此获

得了 2008年诺贝尔化学奖。然而，在许多研究中，需运用免疫

荧光法对融合了荧光蛋白的细胞胞内蛋白进行定位观察，而荧

光蛋白的发射波长会与部分荧光染料的发射波长发生重叠，特

别是在多标记时，若不能有效的失活荧光蛋白，将会对目的蛋
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白的定位以及相关的成像分析产生影响[4,5]。而部分固定液在失

活荧光蛋白的同时会对目标抗原性造成一定的损伤，影响检测

结果，为了检验不同固定液的作用，我们选取含 RFP和 GFP的

鼻咽癌细胞作为研究模型，采用不同固定液进行固定，观察荧

光蛋白猝灭情况以及对胞核和胞质蛋白免疫荧光染色的影响，

为实验条件摸索奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

携带 GFP和 RFP的鼻咽癌 HK1细胞均为本课题组前期

构建过稳定表达 A蛋白（定位在细胞核及部分线粒体中）的慢

病毒感染细胞，分别为 HK1-RFP和 HK1-GFP，慢病毒载体购

于广州复能基因有限公司。B为看家基因，常规主要表达于细

胞胞浆中，经WB验证，两种 HK1细胞中均稳定表达 B蛋白和

少量 A蛋白。DMEM培养基和胎牛血清购于美国 Gibco公司。

鼠抗 A蛋白单克隆抗体购于美国 Santa Cruz公司，兔抗 B蛋

白单克隆抗体购于英国 Abcam公司，荧光二抗 Anti-mouse IgG

(H+L) F (ab')2 Fragment (Alexa Fluor誖 488 Conjugate) 和 An-

ti-rabbit IgG (H+L) F(ab')2 Fragment (Alexa Fluor誖 594 Conju-

gate)购于美国 CST公司。正常山羊血清、胰蛋白酶 -EDTA消

化液(0.25 %)和 Carnoy固定液购于北京索莱宝公司。其余试剂

均为国产分析纯级。载玻片培养系统（8腔室）购置于德国 Ep-

pendorf公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与接种 将 HK1-RFP和 HK1-GFP分别接种

于含 10%胎牛血清 /DMEM培养基的透气 T25培养瓶，置于 5%

CO2、37℃的 95 %湿度恒温培养箱中培养。待细胞生长至 80～

90 %的融合度时，用胰蛋白酶 -EDTA消化液(0.25 %)将细胞消

化成 5× 106个 /mL的单细胞悬液。将细胞接种于载玻片培养

系统内，每种细胞接种六个腔室，每腔室细胞密度为 8× 104个。

1.2.2 细胞固定 当细胞贴壁生长密度达到 80～90 %时取

出，吸净培养液，用 1PBS缓冲液洗细胞三次，3 min/次。两种细

胞每孔对应的固定液分为 6种：① 95 %乙醇；② 75 %乙醇；③ 甲

醇；④ 丙酮：甲醇 =1：1；⑤ 5%冰乙酸；⑥ Carnoy固定液。固定条

件均为室温下固定 20 min。固定完毕，用 1× PBS缓冲液洗细

胞三次，5 min/次。

1.2.3 免疫荧光反应 室温下用 5 %正常山羊血清封闭已固

定好的细胞，30 min。每孔加入用抗体稀释液以 1：500稀释比

例的一抗（蛋白 A、B抗体混合液），4℃过夜。一抗孵育完毕，用

1× PBS缓冲液洗细胞三次，5 min/次。每孔加入用抗体稀释液

以 1：1000稀释比例的荧光二抗（兔抗、鼠抗混合液）37 ℃孵育

1 h。用 1PBS缓冲液洗后，加 DAPI复染核，最后镜检。

2 结果

2.1 6种不同的固定液对荧光蛋白 RFP和 GFP的影响

将 6种固定液同时加入对应的孔内，镜下实时观察。甲醇、

丙酮：甲醇 =1：1、5 %冰乙酸和 Carnoy固定液在加入细胞时，

细胞内荧光蛋白 RFP和 GFP的荧光立即消失。95 %乙醇和 75

%乙醇下的 RFP和 GFP随时间增加强度显著降低，且 RFP和

GFP的荧光在 95 %乙醇条件下先于 75 %乙醇条件下消失，两

者荧光在 75 %乙醇约 20分钟时消失。综上，6种不同的固定液

均能使荧光蛋白 RFP和 GFP猝灭，见图 1和图 2。

图 1 不同固定液对 HK1-RFP细胞内 RFP的影响（室温 20 min）

Fig.1 Effect of different fixatives on RFP in HK1-RFP cells (Room temperature for 20 min)

2.2 6种不同的固定液对细胞内核内及胞浆蛋白抗原性的影响

由研究结果可知，无论是 HK1-RFP还是 HK1-GFP细胞，

对于核蛋白 A来说，除甲醇和 5 %冰乙酸获得的荧光染色较弱

外，见图 3C1、3E1、4C1、4E1，95 %乙醇、75 %乙醇、甲醇：丙酮

1:1和 Carnoy固定液固定后均能获得清晰的染色结果，见图

3A1、3B1、3D1、3F1、4A1、4B1、4D1、4F1，其中 75 %乙醇固定后

荧光强度最高。

对于胞质蛋白 B，甲醇、丙酮：甲醇 =1:1、5 %冰乙酸和

Carnoy固定液进行细胞固定后，荧光染色清晰，定位准确，见图

3C2、3D2、3E2、3F2、4C2、4D2、4E2、4F2，其中以 Carnoy固定液

固定的荧光强度最高。而 75 %和 95 %的乙醇组胞浆抗原会出

现向核移位的现象，95 %的乙醇组尤为明显。见图 3A2、3B2、

4A2、4B2。

3 讨论

荧光蛋白是由基因编码的[6]，在研究过程中可以将目的基

因与荧光蛋白基因构成融合基因，转染进入合适的细胞进行表

达，可以起到对细胞进行标记和便于筛选的作用[7]。作为一种常
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图 2 不同固定液对 HK1-GFP细胞内 GFP的影响（室温 20 min）

Fig.2 Effect of different fixatives on RFP in HK1-RFP cells (Room temperature for 20 min)

用的报告基因，荧光蛋白已应用在生物学的许多研究领域中[8,9]，

特别是在肿瘤研究中，它的出现使科研人员能清晰观测到癌细

胞的动态，如癌细胞的生长、入侵、运动和新生成等。常见的荧

光蛋白有红色荧光蛋白(Red fluorescent protein, RFP)、绿色荧

光蛋白(Green fluorescent protein, GFP)和黄色荧光蛋白(Yellow

fluorescent protein, YFP)等。免疫荧光技术是标记免疫技术中发

图 3 不同固定液对 HK1-RFP细胞内蛋白免疫染色的影响

Fig.3 Effect of different fixatives on protein immunostaining in HK1-RFP cells

图 4 不同固定液对 HK1-GFP细胞内蛋白免疫染色的影响

Fig.4 Effect of different fixatives on protein immunostaining in HK1-GFP cells
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展最早的一种，常用于生物学及医学实验中，该技术可对特定

分子的位置和细胞结构的信息以图像的形式直观呈现[10]。在许

多研究中，转染荧光蛋白融合基因的细胞由于后续实验的要求

也常常需要进行免疫荧光染色，用于细胞生物学中以研究组

织，细胞和亚细胞水平上的差异蛋白质表达，定位及分布[11,12]。

由于荧光二抗所发出的荧光在波长上常常与荧光蛋白的重叠，

如何避免荧光蛋白对实验结果的干扰同时最大程度的保持胞

内蛋白的抗原性显得尤为重要。所以，实验结果准确性的关键

所在取决于选取合适的固定液。

在免疫荧光实验中，固定这一步骤的目的在于保持细胞或

组织的原有形态结构完整性。固定液能阻止内源性溶酶体酶对

自身细胞和组织的自溶、抑制细菌和霉菌的生长，其化学性质

使细胞中的蛋白质、脂肪、糖、酶等成分转变为不溶性物质，以

保持生前的形态，同时使组织内各种物质成分产生不同的折光

率，便于染色、观察和鉴定。固定液可分为醛类固定液、醇类固

定液、氧化剂类固定液、苦味酸盐类固定液等，较为常用的固定

液如醛类中的多聚甲醛和福尔马林、醇类中的甲醇和乙醇。由

于多聚甲醛和福尔马林不能有效的猝灭荧光蛋白，所以本研究

主要选取了 95 %乙醇、75 %乙醇、甲醇、丙酮：甲醇 =1：1、5 %

冰乙酸、Carnoy固定液作用于融合了 RFP、GFP基因的鼻咽癌

模型进行研究，观察细胞内荧光蛋白猝灭情况以及对胞核和胞

质蛋白免疫荧光染色的影响。为了避免实验条件所带来的误

差，故所有细胞实验条件设定均为室温下固定 20 min。研究结

果显示，在相同的处理温度和时间下，95 %乙醇、75 %乙醇、甲

醇、丙酮：甲醇 =1：1、5 %冰乙酸、Carnoy固定液均能使荧光蛋

白猝灭，这与张广峰等的研究结果相似[13]。

本研究还发现，不同固定液对胞内蛋白抗原性产生不同影

响。就乙醇固定而言，乙醇是一种蛋白质沉淀剂，一般认为能较

好地保存抗原，特别是核内抗原，可见核染色清晰，有研究指出

乙醇对某些蛋白免疫识别可能在很大程度上得到保护[14]。而对

于胞质蛋白 B，75 %乙醇固定可见分布于胞质和胞核，95 %乙

醇固定的可见分布于胞核，这可能和乙醇的性质有关，乙醇具

有固定、硬化和脱水的作用，其特点是杀死快，渗透强，可使细

胞或组织变硬。同时乙醇固定使细胞发生收缩[15]，能使某些胞

质蛋白易位到核内的原理有关[16]，从实验结果来看，提示胞质

蛋白易位程度可能和乙醇的浓度有关。使用甲醇固定时，其脂

溶性会损伤细胞通透性，使得核区荧光染色不明显[17]，这可能

和甲醇固定液对细胞核固定不良且会使蛋白降解有关[18]，同时

甲醇固定影响结构完整性的特性使得胞质蛋白荧光染色较为

弥散[19]。而使用丙酮：甲醇 =1：1固定后可见核蛋白有清晰的染

色，这可能与丙酮存在有关，丙酮中和了甲醇对核区抗原不利

的影响，在室温下能保持靶蛋白的抗原性[20]，而胞质蛋白染色

清晰度稍显不足，推测与丙酮固定不完全有关[21]。此外，5 %冰

乙酸固定后核区无明显的荧光染色，胞质固定后所获得的染色

效果也较差，推测与冰乙酸属有机强酸有关，导致细胞膨胀破

裂、细胞内结构散失，会损伤细胞抗原性。而对于使用 Carnoy

固定液，核区和胞质区域获得了较为清晰的荧光染色，这可能

与其成分有关，该固定液含 60 %乙醇、30 %氯仿和 10 %冰乙

酸[22]，其特点是能迅速穿透细胞，将其固定并维持染色体等结

构的完整性，还能够增强染色体的嗜碱性，达到优良染色效果。

有文献报道了 Carnoy固定液适用于蛋白质的组织化学检测，

已用于许多常规和特殊染色技术中[23]，并能保留细胞形态和分

子完整性[24]。

综上所述，本研究主要阐述了 6种不同的固定液对细胞内

荧光蛋白淬灭情况以及胞内蛋白免疫染色的影响。6种不同的

固定液均能使荧光蛋白猝灭。而对于选择细胞固定液来说，各

种固定液均有自己的特点，实验人员还需根据目的蛋白的特

性、定位及分布来选择较为合适的固定液进行固定。同时，也要

控制好固定的时间及温度，以获得满意的结果。
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