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固定方式对神经细胞膜 7ANGB’ 免疫细胞化学定位的影响
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摘要!目的 探讨不同固定方式对神经细胞膜 7ANG 受体 7B’ 亚基免疫细胞化学定位结果的影响$并确定 7B’ 在膜

上的亚细胞定位分布&方法 采用免疫细胞化学 GP? 法观察不同固定方式分组时 7B’ 亚基在神经元膜上的定位分布&

结果 !!"4!纯甲醇和!!"4!纯丙酮固定 &4H9: 组呈现 7B’ 典型的细胞膜阳性染色$定位在神经元两极靠近树突起始部

及树突干上& +Q多聚甲醛及加上 "M&Q戊二醛固定 !"4H9: 组呈现染色假阴性& (&Q乙醇固定 ’"4H9: 组呈现细胞膜染色

假阴性$细胞核染色假阳性&结论 每种抗原免疫细胞化学检测中都有各自最适合的固定方法&7ANGB’ 抗原需要应用

缓和的固定方式$!!"4!纯甲醇和!!"4!纯丙酮 &4H9: 短时间固定效果最好& 7ANGB’ 分布于神经元膜两端树突起始

部及树突干上&
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7$ 甲基 $N$ 天冬氨酸!7ANG"受体是中枢神经

系统最主要的兴奋性氨基酸受体$在许多重要的生理

和病理过程如 dDF 的产生’缺血性神经元坏死’神经

退行性变’癫痫等起着关键作用 (’)& 7ANG 受体是

由不同亚单位组成的异聚体$ 现已发现的 7B’ 亚单

位’+ 种 7B! 亚单位和 7B# 亚单位均已被克隆 (!$#)&
7B’ 是 7ANG 受体复合物的必需功能亚单位$7B!
是调节亚单位$不同比例 7B! 与 7B’ 组合形成不同

的 7ANG 受体亚型$ 产生不同的电生理学及药理学

特性(+)&因此 7B’ 亚基的研究具有重要意义&7B’ 在

神经元膜上的定位分布$ 是研究 7B’ 亚基胞外区结

构域三维构象的基础&本研究应用免疫细胞化学方法

定位标记$大鼠皮层神经元 7B’ 亚基胞外区$探讨不

同固定方式对神经元膜的影响&

’44材料和方法

’M’44材料

’M’M’44实验动物 新生 ’!4@ 以内 e9C180 大鼠$雌雄不

限$购自军事医学科学院动物中心&
’M’M!444试剂 胎牛血清’马血清’NAIA 粉剂! ]95</4
公司$美国"$阿糖胞酐!F@80H8<98 公司$美国"$NGP’
牛血清白蛋白’ 胰蛋白酶’ 多聚赖氨酸’ 谷氨酰胺

!,9KH8 公司$美国"$其他试剂均为国产分析纯& 兔抗

7ANGB’ 多 克 隆 抗 体 !’ "!""$,8:184?0-b 公 司 $美

!""+S!+T+U44444444444444444444444444444444444444444444444444444444第一军医大学学报![4=90C14A9;4A234W:9E" #%(* *



国!" 生物素化抗羊兔抗体 #!!"##"$%&’() 公司"美

国!"*+, 复合物#!!-##"$%&’() 公司"美国!$ 多抗针

对大鼠源 ./0*)! 亚基膜外区 . 端 !123!" 位氨基

酸序列多肽"与小鼠%人序列有高度保守性$
!4!5366仪 器 设 备 /,72!8*, 二 氧 化 碳 细 胞 培 养 箱

#三洋公司" 日本!"9:2;# 荧光相差显微镜#7<=>?@A
公司"日本!$
!5- 方法

!5-5!66原代皮层神经元培养 无菌条件下切取 ;8B酒

精浸泡 !6>CD 乳鼠头" 解剖出完整鼠脑" 取皮质"漂

洗"剪切成 #586>>3 碎块$ #5-8E胰蛋白酶 3;!"培养

箱中消化 3#6>CD"接种液洗 3 次后混悬"反复吹打"
收集含单细胞悬液的上清液约 FG86>< 于培养瓶中$
细胞记数"接种密度 -58#!#HI>< 于放置浸泡过多聚赖

氨酸盖玻片的 386>> 培养皿" 每皿 -6><$ 培养 -F6J
待细胞贴壁"换全液培养 FG86K"观察神经元生长良

好"换用阿糖胞酐培养液半液#F6!LI><!"培养 F"G;-6J
抑制神经胶质细胞及杂细胞生长"得到相对单纯培养

的原代神经细胞$ 以后每隔 3GF6K 换液 ! 次"每次半

量换液$ 至 !-6K 进行免疫细胞化学标记$
!5-5-66细胞固定方法分组 取 !" 皿"按固定方式分为

H 组$ 第"组&FE多聚甲醛固定 -#6>CD"第#组&!-#!
"冰丙酮固定 86>CD" 第$组&!-#!"冰 甲 醇 固 定 86
>CD"第%组&18E乙醇固定 !#6>CD"第&组&FE多聚

甲醛 M#48E戊二醛固定 !#6>CD$第’组&空白对照组"
!-#!"冰甲醇固定 -#6>CD"一抗用 N+O 代替$
!5-53P6免疫细胞化学 *+, 法 0*+ 显色 培养细胞用

#4#!6>(<IQ6N+O 洗 - 次"室温固定后$ N+O 洗 3#!#6>CD"
F!"冰箱过夜"3ER-7- 室温孵育 8G!#6>CD"抑制内源

性过氧化物酶活性$N+O 洗 3#36>CD$一抗&.S! 多抗

孵 育 "F!"冰 箱 过 夜 $ N+O 洗 3 #!#6>CD$ 二 抗 &
9LTU+C(’CD #L(V’6VD’CU)VWWC’!"3;6" !6J$ N+O 洗 3#!#6
>CD$滴加辣根酶标记链霉卵白素#VXCKCDURSN!"3;6"
3#6>CD$ N+O 洗 3#!#6>CD"快速在蒸馏水中漂洗 ! 遍

后"加入呈色液#* 液&#4#-E0*+"#4-E葡萄糖"#4#FE
氯化铵" 纯水配制"+ 液&#4###;E的葡萄糖氧化酶"
#4!6>(<IQ 醋酸缓冲液 -E硫酸镍铵! 显色 3#6>CD$ 快

速在蒸馏水中过 ! 遍"#4#!6>(<IQ6N+O 洗涤"3#86>CD"
甘油保存于 F6"冰箱$ 空白对照实验以 N+O 代替一

抗"其他步骤相同$ 相差显微镜下观察"摄影$

-66结果

应用!-#6"纯甲醇和!-#6"纯丙酮固定 86>CD 组

#($"3 组"图 !"-!"结果呈现典型的细胞膜染色阳

性"并且 ./0*S! 亚基细胞膜分布主要在神经元两

极靠近树突起始部及树突上"与细胞核平面位置分辩

明显$ 应用 FE多聚甲醛及加上 #48E戊二醛固定 3#6>CD
组#""&组"图 3"H!"与空白对照组染色阴性#’组"
图 F!相比"基本一致"呈现染色假阴性$ 而应用 18E
乙醇固定 !#6>CD 组#%组"图 8!"结果呈现出异常的

细胞核染色假阳性"细胞膜染色假阴性$

图 !666!-#6"纯甲醇固定 86>CD 组染色显示 .S! 膜染

阳性 Y#3##Z
!"#$% &’()*+, -".+/ 0"12 345! )67+ (+1289:* -:7 ; ("9
,2:0"9< ):,"1"=+ ,18"9"9< -:7 >?% :9 12+ (+(@789+Y#3##Z

图 -666!-#6"纯丙酮固定 86>CD 组 染色显示 .S! 膜染阳性

Y#3##Z
A"<$4 &’()*+, -".+B 0"12 345! )67+ ’C+1:9+ -:7 ; ("9

,2:0"9< ):,"1"=+ ,1’"9"9< -:7 >?% :9 12+ (+(D7’9+Y#3##Z

图 366FE多聚甲醛 M#58E戊二醛固定 !#6>CD 组显示

.S! 假阴性Y#3##Z
A"<$E &’()*+, -".+/ 0"12 FG )878-:7(8*/+2H/+ )*6,
5$;G <*61’7’* I%"%J -:7 %5 ("9 ,2:0"9< -8*,+U9+<81"=+

,18"9"9< -:7 >?% Y#3##Z
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!""讨论

免疫细胞化学固定的目的是!#"将抗原固定在原

位#!$" 保持其抗原性$ 使抗原能准确可靠地显示出

来% 一个良好的固定剂不但本身不能损害抗原性$还

应很好地保持组织&细胞的结构以及允许大分子进入

细胞内与抗原结合% 然而$目前尚无一种固定剂能完

全达到这些要求% 而体外培养神经元 %&’( 受体作

为膜蛋白$ 其胞外区结构域更易受到固定方式的影

响$造成空间结构的破坏或遮蔽从而丧失抗原性% 因

此$在进行免疫细胞化学时$必须根据预显示抗原对

固定剂的稳定性和组织结构完整性的要求$选择所要

显示抗原最适当的固定方式$最大程度地减少固定对

抗原性和组织结构的破坏作用’)(%
本实验结果表明$培养皮层神经元不同固定方式

引起膜 %&’( 受体 %*# 亚基免疫细胞化学染色结

果不同% 由于其他染色过程同步进行$故由细胞周期

变化以及染色条件方面引起的误差可以排除#而主要

是由于固定的变化$使抗原的稳定性发生了改变% 常

规的 +,多聚甲醛组和 -.),戊二醛组染色出现假阴

性$主要原因)!/"醛类固定剂能与组织细胞内蛋白质

的许多功能基结合$在相邻蛋白质之间形成稳定的桥

键$使细胞膜蛋白和脂类转变成凝胶$抗体转移受到

抑制%!$"假若交联发生在特殊抗原的抗体反应位置$
抗原抗体结合可被干扰或阻断% !!"交联作用使细胞

膜外区 %*/ 抗原分子多肽链 % 端 /01!/2 氨基酸残

基拓扑构象发生变化$出现空间障碍使抗体不能与抗

原决定簇接触#或者使抗原发生分子间交联$从而遮

盖抗原决定簇%!+"醛类作为水溶性固定剂$对于部分

易溶于水并且直接暴露在神经细胞膜表面的 %*/ 抗

原 % 端 /03!/2 残基有破坏作用$导致抗原性消失’4(%
故免疫细胞化学一般不宜选用甲醛固定%乙醇固定组

显示 %*/ 神经细胞核染假阳性%作为蛋白质沉淀剂$
能较好地保存抗原$但对组织和细胞膜结构$通透性

都有明显影响$对形态学干扰大’5(% 冰浴的纯丙酮和

纯甲醇固定剂明显优于乙醇和醛类固定剂% 结果显

示$丙酮和甲醇固定标本的 %6/ 免疫细胞化学染色效

果最佳$既可保持良好的形态$又保护 %*/ 免疫原性$
确保了神经生物学研究中 %&’( 受体免疫细胞化学

结果的准确性和可靠性%这主要是由于其固定作用缓

和$并且固定时间短$温度低$减少了其对抗原的破坏

作用’2(% 固定时间特别要注意$必须最大限度减少固

定时间以避免过度固定所造成的损害%
总之$目前尚无一种固定剂能适宜所有免疫细胞

化学反应% 因此$必须根据目的抗原对固定剂的敏感

性和稳定性以及固定对抗原性和组织&细胞结构的破

坏作用$选择适当固定方式% 对那些预先不知其敏感

性和稳定性的抗原$ 应进行多种固定方式的比较实

验$以确定最适宜的固定剂&固定温度和时间$使其最

大程度地减少对抗原的破坏作用% 否则$会导致结果

误差$甚至出现假阴性或假阳性而造成错误结论%

+7"结论

%&’(*/"是膜蛋白$染色定位显示 %&’( 受体

!下转 !2) 页"

图 +""8$-"!纯甲醇固定空白一抗对照染色显示 %*/"阴性9"!--:
!!!!!"#$% &’()*’+ ,-./+0, 1"203 4")5 678! /9*0 .0)5:(’+
9,"(# ;<= -, )5> /*".:*? :()"@’3? ,5’4"(A (>A:)"B0 CDE

,)-"("(A 9"!--:

图 )7770),乙醇固定 /-7;<= 组染色显示 %*/ 细胞细胞膜

染色假阴性!细胞核假阳性9"!--:
F"A$G H-./+>, 1"2>I 4")5 JGK >)5-(’+ 1’* E8 ."( ,5’4"(A
1-+,>8(>A-)"B> ,)-"("(A ’( )5> .>.L*-(> -(I 1-+,>8/’,")"B>

"( )5> (9M+>"9"!--:

图 477+,多聚甲醛固定 $-7;<= 组 染色显示 %*/ 核染色

假阴性9"!--:
!F"A$N H-./+>, 1"2>I 4")5 %K /-*-1’*.-+I>5?I>
,5’4"(A 1-+,>8(>A-)"B> ,)-"("(A "( )5> (9M+>" 9"!--:

第 + 期 郁毅刚>等.固定方式对神经细胞膜 %&’(*/ 免疫细胞化学定位的影响 !2/* *
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!上接 !"# 页"
主要分布于神经元膜树突起始部及树突干上#由于其

抗 原 决 定 簇 由 膜 外 $ 端 氨 基 酸 序 列 及 三 级 结 构 决

定$易受固定影响$常规的醛类固定剂易使 $%# 胞外

区多肽链拓扑构象改变$出现空间障碍使抗体不能与

抗原决定簇接触%或者使抗原发生分子间交联$从而

遮盖抗原决定簇$因此需要应用缓和的固定方式$ !
&’(!纯甲醇和!&’(!纯丙酮 )(*+, 短时间固定$最为

合适#
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