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甲醇固定导致绿色荧光蛋白的荧光消失
李荣芳 1 ， 2 袁慧 l 刘定干 2*

( , 湖南农业大学动物科技学院，长沙 410128; 2 中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所

分于牛物学国家重点实验室，上海 200031)

摘要 发现用甲醇固定转染了绿色荧光蛋白 (GFP)基因的细胞会导致 GFP 的荧光消失，而

当用聚甲醒固定时， GFP 的荧光就没有失去。因此建议避免用甲醇对有 GFP 表达的细胞进行免疫

组化前的固定。
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绿色荧光蛋r' 1(GFP)用作报告基|大1 ， J 、泛用于基

因转染和I 表达研究。

在细胞免疫组化实验中，细胞固定是必不可少的

步骤。同;屯的作用七要是最大限度地保存细胞的抗

剧性和|屿 11:抗 !!ii 弥散。 4% 多聚甲醉和 100% 甲醇是

两种常规的( ~乏山川的固定剂。有文献报道说甲醇

IIT 以 1日 J 含 GFP 的细胞同定，并显示 GFP 的荧光山。

我们利川 JJi1质体的 过性转染，将带有增强的绿

色荧)'(.;茧 (1 (EGFP)基网的质粒作为报告质粒，把我们

感兴剧的仰;ltiti 核酸)L; 1牛导入人肝癌细胞株 SMMC-

7721 ，然 fi进行免疫化学反应，试图观察该元件表达

1门对Jt片红tlJ血什架茧内的分布影响。 但是，出乎意

料的是，{I:.ill行免泣化学反应前，如果使用了 100%

11 1 醉作为|叫~剂，川IJ ú:反应完成后观察时，完全观察

不到 EGFP 的中、)1\F荧光而其他免疫染色的荧光仍然

有!_l(阴 1) 0 I(U 、 !1 使用果甲醒为固定剂时， EGFP 的

荧光就没有失去(图匀。

接下来我们又具体观察了在免疫组化各步反应

中， GFP 荧光强度的变化 c 由民]3 口J见，多聚甲醒

固定的细胞，在整个免疫组化过程中，其 EGFP 的荧

光强度几乎保持不变;而与多聚甲醒固定不同，甲醇

固定的细胞其EGFP的荧光强度il~固在和通透后与初

始相比没有明显变化，但在← A抗反应过后其荧光强度

开始减弱，最终在实验完成(图 1)后消失。这说明甲

醇可能促进 GFP 荧光的汗灭。

鉴于此，我们建议，对「使}jj 了脂质体为转染剂

的、含 GFP 的细胞及其他类似细胞，如而进伞步做

免疫化学染色，最好不用可l醉来回定细胞，以免 GFP

荧光的丢失。
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Abstract It was found that the f1uorescence of GFP in cells transfected with green f1uorescent protein 

(GFP) gene disappeared when those cells were fixed with methanol , whereas those fixed with paraformaldehyde 

remained f1uorescent brightly. Therefore it is suggested that methanol be avoided in fixing cells expressing GFP for 

immunohistochemistry. 
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图 1 使用 100% 甲醇作为固定剂的细胞免疫荧光染色结果

(在 confocal 荧光显微镜下观察)

图 2 使用聚 甲醒为固定剂的细胞兔症荧光染色结果( 在

confocal 荧光显微镜下观察)

细胞核(蓝色)和细胞角蛋白 1 8 (红色)的荧光清晰可见 ， 但 GFP 的

荧光( 绿色)不能观察到 。

细胞核(蓝色)和细胞角蛋臼 1 8(红色) ， 可观察到 GFP 的明亮的绿

色 荧 光 。
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图 3 在荧光显微镜下观察到的免疫组化过程中 GFP 荧光强度的变化
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