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 免疫电镜定位酶的探针一蛋白 A胶休金复合物

( PA-Au Complexes )的制备和检验来

王 美琪王伟君张正福

( 1:11 国 1、|学院上海悦物生理研究所 200032) 

60 年代切 Feldherr and Marshal 将肢体金

作为电镜研究的一种特殊 标记物。 1 971 年

Taylor 引进 f一种免疫肢体金方法用于电镜工

作，从而开始了胶体金应用的新纪元 。

在揣液中金颗位呈圆形， 用 电镜观察其边

缘是平时、 完整、界线十分清楚，使它具有确

定性。肢体金的一个重要性质是金颗拉表而带

有负电荷，由于静电的排斥力， 使胶体金在水

中保持稳定状态。如将电解质加入到胶休金海

液中 ， 其内子jZ围绕金颗位， 金!自1位被压缩，

使颗槌间的血肉近到临界距出 ， 当颗粒的内聚

力出现 JH，就会产生絮凝现象。在 1901 年

Zsigmondy 观察了电解质引起肢体金凝结的现

象， 可在胶体金j容液中预先加入各种蛋白质得

到防止，这个重要的发现奠定了用胶体金与蛋

白质结合成复合物可作为细胞化学和免疫细胞

化学定位晦的探针的应用基础。

由于金颗粒的特性决定了肢体金具有独特

的优越性，根据定位对象的分子量大小可制备

相应大小的金属íi挝 、 甚至可在一张切片内 ， 用

两种不同直径大小的金颗位作标记物定位两种

不同分子单的酶， 胶体金不仅可作透射电镜、

冰冻蚀刻;民主位酶的j;f~针， 当金 颗1世小子 80 nm

时在透射光下呈桔红色，因此它可作光学显微

镜的主位酶的扣~针。

将蛋白 A与胶体金结合形成 PA-Au 复合

物作为探针研究酶的分布定位甚至藉助计算机

统计，可作酶的中I~确立呈。 这项技术成为当今

细胞化~'Y: fll免疫细胞化学研究方法上的突破衣|

址新:ìll:以 。

为了将 PA-Au 复合物应用于偶联因子

( CFj )免疫学研究， 我们按照 Frens [l] 和I J. R

oth( 2]M. C. Wang (王美琪)和 I.R Kennedy[ 3] 

的方法，以 HAuC14 为原料， 用 拧悻酸三饷还

原方法定向 11]IJ 备各种不同直径的金颗粒的胶体

金洛液并能成功地将 它与蛋白 A结合，形成

PA-Au 复合物。 经检捡所市IJ备的 PA-Au ~乏合

物具合格性和使用价值。可作为免疫电镜定位

酶的探针。

我们实验室近年来引进和地立γ整套的以

PA-Au 复合物为探针的免授电镜 技术， 以作

者 íjjlj备的夜菜叶绿体偶联因子(CF j ) 专一 性抗

体( Ab CFj )染色[竹， 已开始应用于偶联因子

( CF j )在叶绿体类囊体膜上的分布状态的研究，

并初获结果。这项技术的引进和建立为我国植

物 、 植物生理学领域内在分子水平上打i确定位

酶的研究提供了新的手段，也为研究光合作用

叶绿体类囊体膜上一些关键酶系的柏确分布创

造了必要的条件。这项新技术有较广阔的应用

前景。

材料和 方法

一、胶体金的制备和检验

(一)肢体金的制备 参照 G . Frens [ l J 仙 J. Ro

th l 别的方法制备胶体金 ， 女Q~jO备念颗也应径为 5-12

m 的j旋体金溶液用 白 {磷还鼠 HAuCl" 如制备六子

才2课题为国家;自然抖学基金资助项目。
*叶绿体偶联园子 ( CF1 )免展学研究 1 . 夜采~ 111-绿

体偶I议庆|子专一 -t1j二 fliJi/c体 ( Ab CF 1 );IìO备 ， ;支必1'1: (植

物乙七:m~:::迎 i巾 ， 1990(6):52-G4。
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12 nm 直径的金颗粒的肢体金溶液则用拧橡酸三锦还
原 HAuCl，。 我们采用拧棕般三制还原 HAuCl ， 的方

法 ， 制备几种不同直径金颗粒的肢体金溶液。

1. 胶体金制备前的条件准备

(1) 净化和1日;化所用的一切玻璃容器 为保持胶

体金溶液不污染、 石损失、 不被容器壁所吸附，实验

所需的各种玻璃器皿必须用洗液洗泣> ， 用重蒸t留 7]( 冲

洗， 待干后用硅炕处理玻璃器皿的内表面 ， 干后再用

重蒸馆水洗一次才能使用。

(2) 所甫的各种试剂和 l溶液全部要用重蒸馆水配

制。

2 . 制备肢体金的程序

溶液配制 : 以 HAuCl， 为原料 ， 用重蒸馅7]( 配成

O.Ol% ( W /V )的 HAuCl ， 的浴液 ， 新 配制 l %(W / V ) 

拧核酸三纳( trisodi um ci tra t的。

以制备直径为 C18.72nm )肢体金溶液为例加以说

明 g 取 15 ml 0 .Ol % HAuCl， 溶液放入大试笆'内 ， 将

试管放置在水浴锅内加热并煮沸(最好采 用可调温度

的恒温水浴锅)将 2 ml 1%的拧核酸三 制倾注到煮沸

的 0.01 %HAuCl " 溶液内再继纹加热 ， 使其?昆匀、 观

察颜色变化， 直到反应完全， 颜色变化为深拈红色为

止。 深桔红色的溶液即肢体金溶液。 布|j备的金颗粒直

径的大小 r)还原剂 l %(W/V )的拧棕酸三铀的用主;多

少来控制。

(二)金颗粒直径大小的 测址在!检验 1. 测胶体

金溶液的最大吸收值的方法 : J. Roth l 2 J文献对胶体

金性质的分析中所报道， 红色的胶体金在可见光谱波

OD~2 .∞ 

. ' . . Au直径
。) 18.72nm 
(2) 25.92nm 
(3) 36.61nm 
(4) 56.26om 

hhhh 

nm 550 

国 跤休金i容:夜的最大吸收值班~J定结果

长 520-540 nm 范围之间有一个单…的 i吸收峰为依

据， 用双光路分光光度计( UV 3000)实际测定了本实

验室最近制备的四种胶休 金的最大吸收值， 如图所

示: 其最大吸收峰的波长分别为 519 . 5 11m 、 523 . 0

nm 、 530 . 0 nm 及343 . 5 nm . 

2 . 用电镜拍照以上四种系同直径大小的金颗粒，

用光镜口1Ji!~其电镜底片内金颗粒直径的实际长度 ， 经

统计计算可得出胶体金颗粒直径的实际长山， 其结呆

如表、 图版图 1- 4 所示。

二、蛋白 A-胶体金复合物 (PA-Au Complexes ) 

的制备

参照文献【2 ] J . Roth 的方注 :

1. 制备所言Iff直径大小的胶休金浴i位 . 选择了两

种不同直径的金颗粒， 标号如 ~- : I 1 )直径为

18 . 72 nm . (2)直径为 25.92 nm 。 用( l)、 (2)两种胶

体金溶液分别与 Pro t ein A 结合 ， 形成 iklJ .'fl l' PA-Au 

Complexes。 综合程序如下所述:

2. 用。 . 2 mol/ L K2C03 将肢体金自~ rH 调到与

蛋白A的等电点目P pH 6. 5 。

3. m~召 J. R oth l 2 J 和 M .Binder ( j 9í 8 '的方法。

首先选择蛋白 A 与肢体金结合的合适用jf. 经实验选

择出约 10 rnl 肢体金溶液古用 50 问(微克 ) Protein A 。

4 . 蛋白 A 与胶休金的结合z 以 (1) 号 肢体金为

例 : [(1)与 (2 ) 结合方法相同〕取 20 rnl fl'J( J)胶体金溶

液， 用 o . 2 mol/ L K2C0 3 'Ì}司 pH :f.IJ 6 . 5 , j] iJ入 1 00 吨蛋

白A搅匀放置 15 分钟 ， 加少 ~ HSA (约 5一10 rng. 将

HSA 配制为 0 . 5 mg/ml PBS ) ， 使 PAι Au 结合.

5 . 用超离心为法去除未与 Au 结合的 PA 和不稳

íL的金驯柑[ : 将以上 PA-Au 混合物放入 25 rnl 离心

官， tþj MSE 50 型尚心机 SW 2G Rotor :ì拴在j 两次超离

心。第一次 21000 r . p . m ( 60000 x g ) 在 5'C ， 离心 30

分钟去除上洁液，用 20 ml PBS( J ml 巾含 0.5 mg 

HSA )复浴沉淀。 第二次 23000 r .p.m(80000 x g )5 "C , 

;J O '将上消液轻轻 I!K 出， i勾心管底部沉淀 ')J两层， 1 、

E 、 将营底 E 部分暗红色的粗颗粒去除， 取 I 部分深

红色的、 不太紧密的沉淀用 2. 5 ml 含有Î HSA 的 PBS

(0 . 5 mg HSA/mlPBS )复浴，加 0.1 %NaN3 两漓，

放宦冰箱内保存。

结果和 讨论

本实验室能定向地市!I 备所需要的 、 合

格的不同直径的金颗 糙的肢体企;在液，从表
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装

I f 用电镜光镜 I 0.01 %HA叫
柯:品号 金胶体最大吸收入

实ì1i!~Au 颗粒直径 的 用丑 1
1叫时阳

(1) 519 . 5 nm 
个

18 . 72nm 15 ml + 
多 2 ml 

(2) 523 . 0 nm 25 . 92nm 15 ml 1 ml 

( 3) 53 0.0 nm 36.61nm 15 ml 0. 5 ml 

(4 ) 543 . 5 nm 
大 !

66.26nm ]5 ml 少 0 . 1 ml 

所示: 所由IJ 备的 (1 ) ( 2) ( 3 ) (4) 四种不同直

径的金颗粒的胶体金洛液， 其实测金颗粒的直

径大小值与其测得相应肢体金溶液的最大吸收

峰所在的波段值成正比，这与胶体金性质的理

论相符合， 即金颗粒直径越大则其胶体金的最

大吸收峰值往长波方向移动 ， 这可证明四种胶

休金是合格的。同时从表所示 :在制备胶体金时

可固定其 0.01 %的 HAuC14 的用 量，适当变换

其还原剂一1 %拧棕酸三铀的用 置， 能能动地

制备所需直径大小的金颗位的 j民休金。 从箭头

所指这规律是: 所用的 1 %拧橡酸三纳用量多

少是与形成的金颗粒直径大小成反比。

二 、 我们能将不同直径的金颗粒的肢体金

与蛋白 A 成功地相结合，形成蛋白 A-胶体金

复合物 ( PA-Au Complexes)可作为免疫电镜在

分子水平上研究酶分布的新探针，本文已报道

了已倩IJ备两种不同直径金颗粒 ( PA-Au Com

plexes ) , ( 即直径为 18 . 72 nm 和 25 .92 nm ) , 

并以 Au 直径为 18 . 72nm 的 PA-Au 复合物作

探针应用于研究偶联因子 ( CFj )在夜菜叶绿休

类囊体膜上的分布， 作了初步定位观察，可见

所制备的 PA-Au 复合物具有实用价值。 见图

版图 5 - 8 。

摘 要

我们以 HAuC14为原料， 用拧棱酸三铀还原

方法能市IJ备所需直径大小的金胶体溶液 ， 并成

功地制备蛋白 A-肢体金复合物( PA-Au Com

ple汩的，经检验 PA-Au 复合 物具合格性和使

用价值，可作为免疫电镜在分子水平上定位酶

的探针。用作 者自由IJ 的 纯的 CFj 1'i'0抗体( Ab

CF j )[4) 以及我们引进和建立整套制备 PA-Au

复合物和以 PA-Au 作 为探 针的免疫电镜技

术，现已开始应用于研究偶联因子(CFj )在叶

绿休类囊体膜上分布，获初步结果 F 为研究叶

绿体类囊体膜上关键酶系的精确分布创造了必

要的条件。

图版 说明

不同直径金颗粒的电镜照片(放大 75 ， 0 00倍〉

1 . Au 直径为 18 .72nm 2 .Au 直径为 25. 92 口m

3. Au直径为 36.61 nm 4 . Au直径为 66 . 26 nm 
以 PA-AujAbCFj-IgG 标记的蔽菜 I}! 绿体超薄切

片的电镜图 ， 示 CFj 的初步定位。
Au 直径川 18. 72nm ， G 表示叶绿体的基粒。

5. 放大 75000 倍 ， 7 . 放大 4 0500 倍

5 、 7 . 金颗粒基本上分布在叶绿休炎虫草体基粒外

版_I '. , 即 CF ， 基本上分布在叶绿体类褒休基粒外膜
上。 有少j， t非特异性反应。

6 、 8 . 对照实验 ， 以 PA-Auj正常兔血清-IgG 标

记的夜菜叶绿体超薄切片的电镜图 ， 没有金颗粒呈现。，

6 . 放大 75000 倍 ， 8. 放大 4 0500 倍。
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