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理。在细胞及分子药理学中，目前已在培养的

心肌细胞证实存在肾上腺素能←和萨受体、

胆险能M受体[1町、前列腺素受体及组织胶矶、

H2 受体等.培养的心肌细胞也是研究强心

式、抗心律失常药物及保护缺血性心肌损伤的
药物，进行药物筛选的良好工具之一[ 19). 

结 语

本文对近年国外心肌细胞培养的研究进展

作了概要综述.现已可从人、犬、兔、豚鼠、

鼠、鸡等多种动物的胚胎、新生或成年动物的

心肌进行细胞培养、形成自发性节律搏动，利

用生物学、形态学、生理、生化等先进手段，

对培养的心肌细胞的生长、发育、代谢、电生

理特性以及搏动节律失常、心肌损伤等病理模

型进行了深入研究，为从细胞及分子水平了解

心肌的发生、形态、病理及药理等问题，提供

了一个重要的研究工具.
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环核苦酸的免疫细胞化学

林 f中翔

(北京市肿瘤防治研究所细胞生物学研究室)

』、言l 吉

环核甘酸兔疫细胞化学技术自 1972 年

Wedner 等(1 ，")建立以来，已有不少进展。 它

是以 Coons 等 [3J 显示组织内抗原定位的免疫

细胞化学技术为基础，用环核昔酸抗体进行定

位的方法.这种方法与亚细胞组分的环核昔酸

生化测定互相配合，更有利于闸明问题的本

质。同一组织或细胞内环核音酸的定位与定量

测定结果共同分析，有助于从结构与功能的关

系上探索环核音酸在生命活动中的重要作用，

对研究环核苦酸在肿瘤生长的调控作用上更有

意义.

免疫细胞化学的方法有许多种[叫，在环核
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音酸免疫细胞化学中应用较多的是间接免疫荧

光技术。用未标记的抗体-酶方法显示环核昔

酸定位的研究也有报道[5叫。 本文着重介绍环

核昔酸的免疫荧光细胞化学技术和有关的理论

探讨。

二、环核苦酸兔擅荧光细胞化学技术

1 .抗体z 本方法的关键是制各有高度特

异性的环核昔酸抗体。环核苦酸 (cAMP、

cGMP)是一种小分子半抗原物质， 必须通过

2'-0位的取代眈基与大分子蛋白质连接形成

的结合物，才能免疫动物产生抗体。一般使用

2'-0 唬咱眈环核昔酸市IJ备免疫原，这是制备环

核昔酸抗体的重要环节.此外，动物的条件和

免疫的方法也影响抗体的生产.根据经验，用

年龄在半年以内未交配的健康家兔，进行多途

径多位点免疫注射，效果较好。 以 cAMP 为

例，抗体制备方法如下: [注]

(1) 试剂 2'-0琉甜雕环腺音酸 (S­

cAMP) ，西德或美国产;牛血清白蛋白 (BSA) , 

英国产;跟化二亚胶(EDC，缩合剂)Merk 厂

产。

(2) 免疫原的制备川取 10 毫克 ScAMP ，

20 毫克 BSA ， i容于 2 毫升双蒸水内，加 EDC

10 宅克，调至 pH5.5，置暗处，室温反应 18

小时。将反应物移入透析袋内，在磷酸盐缓冲

盐水(PBS ， O.OlM , pH7 .4) 内透析， 4"C, 48 

小 II ，_J- 0 产物为 ScAMP-BSA 结合物， ScAMP/

BSA 克分子比为 5-6/1，冻干后用作免疫原。

(3) 免疫方法采用家兔。取 ScAMP­

BSA (1 毫克/只)陷于生理盐水 (0.5 毫升/

只〉内，与等量全福氏佐剂 (Complete Freu­

nd's Adjuvant)研磨制成乳剂， 进行背部皮

内多点注射和足膜皮下注射o 1-2 月后进行

加强免疫，以后每间隔 2-4 周加强免疫注射

一次。于每次加强免疫后第 7-10 天，取耳静

脉 lúLililJ 成 1[1川青检查抗体.采用羊也可以制备抗

cAMP IfTL清[8].

(4) 抗体的检查用 cAMP 放射免疫测

定法[7]，检查抗体与同位素 CHI贞 125 1)标记

cAMP 的结合率。 以结合率达 50% 的抗lfrl洁

稀释倍数表示效价。经验证明，抗体效价达

1:1000 的抗血洁，用于免疫荧光细胞化学定

位，可以显示出 cAMP 的特异荧光。

无论进行环核音酸的放射免疫生化测庄，

还是进行免疫细胞化学定位研究，选择抗体的

首要标准是抗体的特异性.除检查抗体与抗尿

的亲和力外，还需检查抗体与抗以类似物的交

叉反应。组织内 ATP 的含量比环核音酸高，

检查抗体与 ATP 的交叉反应也1L~重妥. 特#

性高的抗环腺苦酸抗体，在常规检测中，对

ATP 和 5'-AMP 元交叉反应，与其它玉石书、王F

酸反应的区别系数为 103-104 • 这样的抗体)(J

抗原的亲和力强，在以 125 1 为放射源的环核音

.酸放射兔疫测定中，测定水平可达 10- 8←10- 9

M[7]. 如用乙耽化方法[町，测定水平提高 100

倍.因为抗体对于结构和免疫原(玻咱眈坏核

晋酸)相近似的乙眈化环核昔酸具有更大的亲

和力.最近 Rosenberg 等 [10]用经过乙眈化处

理的新鲜标本进行环核昔酸间接免疫荧光染

色，证明乙眈化方法也增强环核昔酸的免疫细

胞化学反应.

2. 组织标本的处理z 新鲜组织冷冻后，

在低温恒冷箱内制成厚 2-6μm 的切片.组织

应采用骤冷法进行冰凉，并用适宜的固定剂固

定切片.丙嗣或乙醇固定过的切片，往往不能

显示出环核昔酸的特异荧光[1' 11]. 用聚甲酶

缓冲洛液作固定剂，可较好地保存组织形态，

又不影响 cAMP 免疫荧光定位[51. 氯仿一甲

醇混合液既有脱脂作用，又能固定蛋白质保持

组织结构，也可作为 cAMP 免疫细胞化学的

固定剂[ 12]。已知组织内的环核苦酸包括与受

体蛋白质结合的和游离的两种形式.在间接免

疫荧光染色的洗涤过程中，游离的部分丢失，

只有结合的环核昔酸得以保存而显示荧光.凡

破坏坏核昔酸免疫荧光染色的固定剂，很可能

是破坏了环核音酸与受体的结合，使呈游离状

态而洗涤丢失;也可能掩盖环核昔酸分子的抗
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原决定簇，使不易为抗体识别，因而不显示免

疫荧光[E]. 组织内的脂质成分往往导致非特异

荧光着色，并阻碍抗体与抗原的接近而影响其

反应。氯仿一甲醇为脱脂性固定剂，可以克服

脂质的障碍，促进抗原抗体反应l13] ， 故效果

较好.

3. 环核誓酷的兔瘟荧光染色步骤: 见二丧

1: 

囊 1 环核苦酸兔擅荧光细胞化学染

色步骤(间接法) [5] 

肝~I 一更1'1"一程 序
1 取小块新鲜组织，立即技入致冷剂(-70 'C)内，

l骤冷冻结i' 一
，制成恒冷箱冰冻切片，厚 2-6μm，铺在载玻片

1上，立即吹干z

3ii商加 I 级抗体(兔抗环核昔酸血清，或其Ig组分) , 
i在密闭湿容器内， 24 'C，反应5-20分钟p

4jPBS洗涤10分钟，年?VPiz--一----_.._--
: 1 2 %聚甲献:1'1=注明主2些二一一-
6 IPBS洗涤 3 分钟，换液 3 次， 一

7 滴加荧光标记的 I 级抗体(FITC-羊抗兔 IgG 血
i清)，在密闯湿容器内， 24 'C，反应5-20分钟5

.~_Ip_~些吧?二年←古丝丝二一 一→-
_9 I甘 ìEà-PBS液(l: 1)封加盖片二一

国外多使用环核昔酸抗血洁的 Ig 组分，

或提纯的 IgG 作为 I 级抗体，认为这样可以

消除非特异必光[51. 如有特异性的、高效价抗

血洁，经过适当稀释后，也可以也直接作为 I 级

抗体，进行环核背酸免疫荧光染色 [12]. 由于

免疫细胞化学反应的条件不同于放射免疫测定

反应的条件，所以需要的抗体浓度比放射免疫

测定中的要高.抗体的稀释倍数要经过试验摸

索决定。延长抗原抗体的反应时间，可以相应

地提高抗体的稀释倍数.原则上，以能充分显

示坏核昔酸荧光染色图象，又能最大限度减低

fr.特异荧光的抗体稀释度为宜。

对比在不同实验条件下，同一组织或细胞

内环核苦酸荧光染色强度，可反映环核昔酸相

对含量及分布的变化。 Ortez 等[ 14J 发展了组

织内环核昔酸免疫荧光染色的半定量测定法，

如与同一组织的生化测定结果结合进行分析，

则更有说服力。

三、理论上的探讨[5]

1.与受体结合的环核苦酸: Steincr 等

[5]认为免疫细胞化学染色显示的是组织内与受

体结合的环核昔酸。抗体如何识别出巳结合的

环核昔酸? cAMP 的 c6 位氨基←NH2 )是与

受体蛋白质结合的位点[ 15] 。 放射免疫测寇的

资料表明 cAMP 抗体对 N6-丁眈-cAMP Ffl对

cAMP 有同样的亲和力，但与 cGMP 的交叉

反应却很小 (<10- 4 )[7]. cGMP 与 cAMP 不

同之处是 cGMP 的 c6 位取代基是因iff基 (-c = 

0)而非氨基，真c2位的取代基为氨基HLi cA MP 

c2 位无取代基。这种在瞟岭核上电荷的差别

对抗体结合的影响很大.反之 ， cAMP I出岭

核 N6 位增加一个大的无电荷取代基础P N o-丁

眈-cAMP)对抗体的结合却无影响。 Stein巳r

等 [5] 由此设想，环核昔酸与受体蛋白质的结合

和与抗体的结合，二者在空间构型和电物理力

上有差别，所以抗体能够识别巳与受体蛋白质

结合的环核昔酸分子，与之结合.

2. 组织内环核苦酸的抗原决定簇[ 5] 在

兔疫荧光染色过程中，组织内哪些部位上的环

核昔酸能被抗体识别而显示荧光呢?这取决于

环核昔酸分子的抗原决定簇(即 l黑岭核 t的特

殊取代基和磷酸二百旨键)能否被抗体识别.大

部分的抗原决定簇能被抗体识别，则可以染出

环怯苦酸特有的荧光定位图形。如果部分抗原

决定簇被掩盖，不能被抗体识别而结合，就不

能显示环核昔酸荧光.在分析荧光染色结果

时，必须把这种可能性考虑在内。

3. 可溶性 cAMP-受体结合物 组织

内 cAMP 与可溶性受体蛋白质的结合物在染

色的洗涤过理中可能丢失而不显示荧光;也可

能与抗体结合后，沉淀在别的部位.这些问题
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表 2 不同试剂对大鼠肝组织内环核苦酸兔擅荧光染色的影响*[5]

! 荧光染色的强度及分布
i式齐1)名称及浓度 | 一一一…一一-→一一…←一一 一一←→→←一一一一一一一

cAMP cGMP 

PBS 荧光减退 | 无影响

一些ATP(川 | 逆转PBS影响 L~雪L
MgC12 (1川) 1 无 影 响 | 核内网状荧光减退，核仁及胞膜的荧光增强

caClz <101M) ! 无 影 响 i 各部位的荧光都增强

EDTA <1γ!甲:一 L JC 一旦 uínJ _J ~É3 JlBl即哩白白兰民主导些芒一一一 一
EDTA <1 0- 4M) I 

无 影 响 | 逆转单独用EDTA的效应十

CaC12 <1 0- 4M) 

*冷i豆、切片， "在加 I 级抗体前，先度在 PBS 内，或浸在上述试剂的 PBS 溶液内， 37t ，保温 30 分钟，
然后按环核音酸间接免疫荧光染色步骤处理。

在分析免疫细胞化学染色结果时，都应引起重

视。尤其在应用本技术研究激素剌激引起的环

核昔酸含量和分布的变化时，应辅之以环核昔

酸的生化测定和IcAMP一蛋白激酶活性的测定。

三种结果1'/1 比较，作出判断。新鲜组织切片用

固定剂处剧，是否有助于保留 cAMP 可j容性

蛋白受体于其原位上，还有待于探索。

4. 游离的环核苦酸 未经固定的组织切

片，经过免疫荧光染色的洗涤步骤后，组织内

游离的环核昔酸丢失。测定洗涤液内环核昔酸

的含量，即代表丢失的数量。在基础条件下，

机体组织内游离的环核昔酸含量很少[1町，经激

素剌激后则显著增多，其含量往往超过最大程

度激活蛋白激酶所需的浓度。综合分析 cAMP

生化测定、免疫荧光半定量测定和蛋白激酶活

性测定结果，可以了解其巾游离的 cAMP 的

相对含量。从理论上看，与受体结合的 cAMP

比游离的 cAMP 更重要。 因为已知哺乳类体

内的 cAMP 只有在与受体结合后， 才发挥其

生Jffl fl: HJ. 

四、应用免~细胞化学方法研究

cAMP 、 cGMP 与组织内受

体结合的调节机制[ 5] 

以某些固定剂、 PBS、二价阳离子或核苦

酸类试剂处理新鲜组织切片，均能改变 cAMP

或 cGMP 的免疫荧光染色，提示上述试剂可

能影响环核音酸与组织内受体的结合@进一步

的研究发现，某些因素只影响 cAMP 而不影

响 cGMP 的免疫荧光，另…些因素的作用则

相反(表 2). PBS 使 cAMP 荧光减返， 减退

的程度与 PBS 内 NaCl 浓度正相关， 并有赖

于温度的增J咸阳。 Mg-ATP 则逆转 PBS 的主

述效应。 EDTA、 EGTA 和 Ca 离子可影响

cGMP 荧光染色.这些结果提示免疫细胞化

学方法可用于研究环核昔酸与组织内受体结合

的调节机制.

五、展望[ 5] 

环核苦酸免疫荧光染色的可重复性表明它

的可靠性。本方法有助于了解异质组织内不同

的细胞其环核昔酸榈对含量及分布的差别，对

研究在激素剌激前后组织内环核昔酸的变化更

为有用。正常细胞转化后或肿瘤细胞逆转后，

细胞内 cAMP 含量有明显变化， 在这个领剧

中应用环核苦酸免疫细胞化学技术进行研究，

是有待于开展的[lZL

组织内的 cGMP 免疫荧光，大量地定位

于胞膜和核内，表明此处有 cGMP 受体蛋白

存在. cGMP 在这些部位的作用还不清楚，很
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可能与 Ca 肖子的活动密切相关[17'18]. Ca 离

子也是细胞内"第三信使"，因此对细胞内 Ca

离子的测定、定位和1 cGMP 免疫荧光染色相

结合，将有助于阐明 cGMP 在细胞功能活动

中的作用和调控机制。

用免疫荧光细胞化学方法研究环核苦酸与

组织内受体结合的调控因素，被认为是最有前

途的研究领域[5]. cAMP、 cGMP 与各自受体

的结合，似乎受到不同的调节。从免疫细胞化

学得到的线索，经过生化测定的验证，将有助

于了解环核昔酸和其它因素在调节细胞代谢中

的作用和相互关系，

发展超微结构的环核苦酸免疫细胞化学技

术，可进一步了解环核昔酸的精确定位.光学

水平的未标记抗体一酶方法显示环核昔酸定位

的工作已见报道[5 ， 6] , 在此基础上发展电镜技

术应是不困难的，关键在于寻找适宜的固定方

法。超微结构水平的环核昔酸免疫细胞化学研

究的开展，有助于阐明(l)cAMP、 cGMP 在

细胞膜上的位置和作用以及与胞质内微管、微

丝的关系; (2)在激素分泌活动中，环核昔酸

作用在何处; (3)cGMP 在核内的精确定位，

是在染色质 DNA 上还是在其支架蛋白质上?

光学和电镜水平的研究与环核晋酸的生理学研

究相结合，则更有必要。
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注2 上海第二医学院同位素室戴腾昌等及北京
中国医学科学院基础所刘景生等报道了

cGMP 抗血清制备及用乙曹先化和非乙眈化
放射免疫测定法检查抗体的经验(内部资
料). cAMP 抗血清的制备及检查可参考

"cAMP放射免疫测定法的建立及测定箱的

制备" (徐英杰、林仲翔、刘景生、刘伯春，
中国医学科学院年报 1980 ,P. 35-39) 。
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