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基于免疫荧光法对人工红细胞膜骨架蛋白 spectrin

的定位分析
王 莹 l 王 翔 1 * 李遥金 2 刘峰 l 肖科 l 熊延连 1

e 教育部生物流变科学与技术重点实验室， 重庆大学生物工程学院， 重庆 400044 ;

2 第三军医大学西南医院， 重庆 400038)

摘要 本文建立免疫荧光方法对人工红细胞膜蛋白进行荧光定位，从膜结构蛋白 角度分析

本实验室构建的人工红细胞 也为血液代用品的评价提供了新的途径。 以荧光标记兔抗人免疫球

蛋白为抗体， 采用 间接免疫荧光染色法对红细胞膜蛋白 spectrinαl 原住标记， 在激光共聚焦显微镜

下以 48 8 nm 蓝光激发荧光， 通过对比天然红细胞和人工红细胞的 spectrin 分布， 分析人工红细胞

的构象和重建的过程。 与天然红细胞类似 人工红细胞在膜上有血影蛋白分布， 本实验荧光原位标

记结果进一步揭示了人工红细胞的体外构建过程。

关键词 免疫荧光法;人工红细胞; 血影蛋白;定位

免疫荧光(Immunofluorescence ， 1FT)作为一门

新兴技术，具有灵敏度高、特异性好、显色特别、

检测速度快和在细胞水平定位准确等传统技术不可

比拟的优势，己在现代生物学和医学领域得到广泛应

用[叫。

血影蛋白 (spectrin)又称收缩蛋白，由 α和 P亚基

构成，具有多个肌动蛋白连接位点。据报道[M] ， 血

影蛋白能为膜双层结构提供力学支持并在成纤维细

胞、神经细胞、肌细胞、淋巳细胞等中参与信号

转导 。 血影蛋白是红细胞膜蛋白最主要的组成成分

之一，约占膜提取蛋白总量的 25%-30%，在维持红

细胞形态、保持细胞膜完整性以及调控红细胞携氧

等方面发挥着至关重要的作用[飞本课题组提出的

基于细胞骨架的红细胞重建，以引入膜骨架蛋白使其

自组装为特点，形成具有天然红细胞力学特性的人工

红细胞。 因此 spectrin 作为红细胞膜骨架主要蛋白 ，

对其进行原位分析在人工红细胞膜结构鉴定中具有

关键作用 。

，..、

本文运用间接免疫荧光法，对天然红细胞和人工

红细胞膜 spectrin蛋白进行原位标记分析， 旨在阐明人

工红细胞和天然红细胞在形态及结构等方面的异同。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1 .1 细胞来源 天然红细胞来自查体合格的成

年人外周血 。

人工红细胞本实验室 自制 。

1 . 1 .2 抗体 兔抗人spectrinα1 (H-ll0) 多克隆IgG

抗体购自美国 SANTACRUZ 公司，兔 IgG 抗体购 自

美国 SANTA CRUZ 公司，标记异硫氨酸醋荧光素

(FITC)的山羊抗兔多克隆 IgG 抗体购自北京中衫金

桥公司 。

1.2 方法

1.2.1 细胞收集 天然红细胞取全血 100μl加入

1 ml PBS 缓冲液(pH 7 .4)缓慢混匀 ， 900 r/min 离心 3

min ， 弃上清 。 重复洗涤两次 。 收集红细胞备用 。

人工红细胞取人工红细胞悬液2∞μ2 0仙/min

离心 5min，弃上清。 PBS 缓冲液重复洗涤两次。收

集细胞备用 。

1.2.2 细胞的免疫荧光标记 天然红细胞向样品

加入 500μ12% PFA 和 500μ10.0075% 戊二醒， 室温

固定 30 min 。 等渗 PBS 洗涤一次， 加入 0. 03% Tri­

ton X-100 1 时，处理 1 min, 3 700 r/min 离心 5min， 弃

上清。 PBS 洗涤一次 。 5 % BSA lml 室温封闭 40

min o Spectrin 抗体溶液(1 : 100) 500μl 室温摇床

孵育 4 h，使抗体和红细胞 spectnn 特异位点充分结

合。 PBS 洗涤两次，加入 FITC 标记的山羊抗兔荧光
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抗体(1 : 100) 500 !-1 1 ， 室温摇床孵育 1 h 后 ， PBS 离

心洗涤 3 次， 弃上清，制成 0 . 2 ml 细胞悬液。

人工红细胞除省去 0.03% Triton X- IOO 处理步

骤，其他操作过程均与天然红细胞相同 。

负对照除一抗使用兔 IgG 抗体外，其余与前述

实验组相同 。

1.2.3 观察 将样品滴片， 于 OLYMPUS IX71 荧

光显微镜(激发波长 492 nm, xlOO 油镜)下观察结果 。

将细胞涂片置于 TCS SP5/Leica DMI6000 型激

光共聚焦显微镜上，使用488nm激光激发荧光进行检

测，单层扫描图像从屏幕上显示后被照相机拍摄 。

2 结果

用兔 IgG 抗体替换兔抗人 spectrinαl 抗体进行

染色作为负对照实验，以 488 nm 氧离子激光激发未

见明显荧光信号(数据未列出)，说明实验结果可靠，

spectri n 的染色是特异的 。

用兔抗人 spectrinαl 为一抗， FITC 偶联山羊抗

兔 IgG 为二抗进行间接免疫荧光标记实验。 在荧光

倒置显微镜和激光共聚焦显微镜下观察结果。 图 lA

为未经处理的天然红细胞在显微镜下直接观察的结

果，可明显看出双凹碟盘状结构 。 经过 2% PFA+ 

0.0075% 戊二醒固定和 0.03% Triton X- IOO 处理后

(图 1酌，细胞结构仍然保持完整， 透明度增大 。 图

lC 为荧光染色后的红细胞，其绿色荧光信号在细胞

周缘明亮中间较暗， 并且呈不均匀的点状分布 。

图 2分别为天然红细胞和人工红细胞经 FITC 染

色后激光共聚焦单层扫描图像，其中 A 为明场， B 为

488 nm 氧离子激光激发荧光图像， C 为叠加场 。 从

(A) (B) 

，研究论文·

图中可以看出，人工红细胞能与天然红细胞一样被

spectrinαl 抗体特异性荧光标记， 天然红细胞绿色荧

光信号在细胞周边呈点状明亮分布，人工红细胞荧光 J

信号则比较均匀 。 天然红细胞大小比较均一， 约为

7~8μm，人工红细胞直径分布更广 。

同时，激光共聚焦显微镜下可清晰观察到人工红

细胞在自组装中的膜融合过程(见图 3)，膜双分子层

汇聚后封闭成环，该过程为人工红细胞基于力学原理

重建的重要依据 。

3 讨论

成熟红细胞不具细胞核， 其力学特性主要由细胞

膜骨架提供。 在低渗或去垢剂(如 Triton X- IOO)等条

件下极易破溶 。 这为在保持红细胞完整形态下对膜

蛋白原位标记造成了障碍 。 本研究中，固定液的选

择显得尤为重要， 以 2% 多聚甲自主单独固定， 经 Tri­

ton X-IOO 处理时红细胞立即破溶，通过向固定液中

加入 0.0075% 戊二眶，可缓解细胞的破溶，其原理可

能是戊二醒的醒基(-CHO)与红细胞膜蛋白上的氨基

(-NH2)交联[9l，从而加强了红细胞膜的机械性能。

s pec tnnα1 抗体与人血影蛋白的结合位点为

541~50位氨基酸残基，位于胞质端，抗体需穿过细胞

膜方可与抗原充分结合。 Triton X-IOO (聚乙二醇辛

基苯基酣)作为一种非离子型表面活性剂，它能溶解

脂质，以增加抗体对细胞膜的通透性。 介于红细胞无

核结构的特殊性，本实验中 Triton X-IOO 的工作浓度

为 0.03%，远低于普通细胞通透性处理中通常使用的

浓度 1% 或 0.3% 。 且处理时间应严格控制， 一般不宜

超过 3min，红细胞开始发生溶血时应马上离心分离 。

(c) 

Fig.l Immunofluorescence stained spectrinαI of natural RBC in front and behind 
A: natural RBC (inverted phase-contrast microscope) after centrifuged and purified; B: RBC fixed by 2%PFA+0.0075% glutaral (GA)and reated 
by 0.03% Triton X-1 00 (inverted phase-contrast microscope); C: the result of spectri n αI stained by FITC (inverted phase-contrast microscope) 
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(A) (8) (c) 

(D) (E) (F) 

Fig.2 Laser scanning confocal microscopy of natural and artificial red blood cells spectrinαI f1 uorescence staining images 

A: bright field image of stained natu ra l red blood cells; B: fluorescence image of natural red labeled by spectrin α1 FITC; C: image addition resu lt 

of natural red blood cell s under bri ght fi eld and with fluorescence labe led; D: bri ght field image of art ificia l red blood cells after stained ; E: 

fluorescence images of artifi cial red bl ood cell s labeled by spec trin α1 FITC; F: image addition result of artif icial red blood ce ll s under bright 

fie ld and with fl uorescence labeled 

(A) (8) 

Fig.3 Laser scanning confocal rnicroscope imagine of artificial 

blood cell under reconstructing 

A: the br ightfie ld imagine of RB C under reconstructing; B: FITC 

labeled spec t ri n α1 f lu orescence imag ine of b loo d ce ll unde r 

reconstruct lng 

本实验结果显示，人工红细胞能够被 spectrinαl

抗体特异性标记，证明了血影蛋白被成功重建到了人

工红细胞，参与形成了膜结构。天然红细胞需用

T r ito n X-IOO 处理增加l膜的通透性， 方可使抗体进入

胞质端与抗原结合，而人工红细胞无需 Triton X-I00 

处理即可标记，这说明了血影蛋白在其表面也有分

布。原因可能是膜蛋白在重新形成人工红细胞膜过

程中结合在了磷脂双分子层的外侧或者是结合过程

中发生了翻转。 对比天然红细胞和人工红细胞的荧

光信号可以发现，天然红细胞荧光信号在膜上呈规则

的点状分布， 而人工红细胞则呈均匀分布。这可能

是由于血影蛋白在膜骨架中以头碰头的方式形成六

边形的网状结构I IOJl]，而在人工红细胞中血影蛋白则

随机插入磷脂双分子层的结果 。

本研究实现了在保持红细胞形态和结构完整的

条件下对其特定膜蛋白的免疫荧光标记，可显示目标

蛋白在细胞中的原位分布状况。运用间接免疫荧光

法对天然红细胞和人工红细胞的膜蛋白分布进行原

位对比分析，以此研究人工红细胞的结构及重建过程，

为基于膜骨架蛋白的重建人工红细胞相关研究提供

了一条新颖的技术道路，该方法在膜蛋白结构和功能

研究方面也具有广泛的应用价值 。
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红细胞膜蛋白的免疫荧光标记为解析人工红细

胞膜蛋白结构提供了直观的信息，通过对不同种膜蛋

白进行标记， 荧光亮度可在一定程度上反应每种膜蛋

白的含量，荧光的分布可以反应出蛋白-磷脂、蛋

白 - 蛋白之间的结合关系 。 细胞重建或者说膜双分

子层的重建是一个复杂而有序的生物学过程， 该方法

的运用可实现对细胞重建的不同阶段的蛋白定位，从

而为细胞重建原理及过程解析提供重要依据 。

如图 3所示，本实验观测到人工红细胞膜双分子

层融合的过程，这是人工红细胞膜结构重建过程的直

观证据。 另一方面，通过对不同种属或不同发育阶

段红细胞的膜蛋白定位(如 spectrin 和带 3 蛋白)可从

红细胞的角度对不同种属生物间的同源性、 差异性

以及生物进化过程中的保守性、 变异性进行研究。
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Immunofluorescence Technique for Location Analysis of Artificial Red 

Blood Cells Cytoskeletal Proteins-Spectrin 
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Abstract In this paper, we reported a new way to locate membrane protein of artificial red blood cells 

(RBC) and also provided a new method to estimate blood substitute by using immunofluorescence technique. By 

appling this method, we analyzed the artificial RBC reconstructed by our laboratory from the view of membrane 

structural proteins. The conformation of artificial RBC and its reconstrucing processes were analyzed by the com­

parison of distribution of spectrin in both natural RBC and artificial RBC , while spectrinα1 was coloured in situ by 

indirect immunofluorescence method using fluorescence labeled rabbit-anti-human immunoglobulina and the fluo­

rescence detected with laser scanning confocal microscope (LSCM) was excited by blue light of 488nm wavelength. 

It is similar to natural RBC , spectrin also distributed in the cytomembrane of RBC. Besides, our results further 

revealed the reconstructing processes of artificial RBC in vitro. 

Key words immunofluorescence method; membrane protein; artificial red blood cells; localization 
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