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达。雄激素还可通过引起 Poly(A)聚合酶活性

增加等变化影响转录后加工。最后讨论了靶组

织染色质结梅特点及染色质上受体复合物结合

位点的分布。
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扫描电镜的细胞表面分子标记术*

洪龙生

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

细胞表面分子的一个重要特点是与特异的

配体结合， 并能将信息传至细胞内使之产生生

物效应。 耍了解细胞表面分子的上述特点常需

测定它们的分布和数量。早先，人们川曾用荧

光标记的自己体在光镜下观察细胞表面分子，以

后为弥补光镜分辨率的不足而用免疫酶标[21 ，

或铁蛋白标记[3] ， 使它能在透射电镜 (TEM)下

观察 ， 但 TEM 的每一个超薄切片中所 得的表

· 承蒙顾国彦教授的直接指导和周郑老师的不断
鼓励 、 帮助， 特此致谢。
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面积太少。采用连续超薄切片 ，工作量又太大。

扫描电镜 (SEM)的分辨率比光镜高得多 ， 立体

感强， 样品的制备也相对较易， 逐步成为研究

细胞表面的有力工具。通过近二十年的探索，

在测定细胞表面特异分子和基团的分布与数量

方面建立了一些方法， 积累了不少经验。 本文

仅就 SEM 的细胞表面标记术作一简述。

-、标记韧的选择和制备

标记物(Marker)必须是在 SEM 下 易于识

别 ， 稳定性好，并能直接或间接地与细胞表面

分子专一地结合的颗粒(或分子 ) 。

SEM 对标记物的要求如下:

1. 形状和大小应选择易与背景 的形态

有区别的、 形状一致、 大小均匀的标记物。如

果细胞表面有圆形突起物，则圆柱形或杆状的

标记物就比球形的好。若需同时观察两种不同

受体的分布， 可使用两种不同形状的标记物。

标记物的大小应略大于 SEM 的分辨率。 比如 ，

要获得细胞表面特异分子的分布图和数量， 在

高分辨率的 SEM 下使用 1 0-50 毫微米大小的

标记物 ，可不致于遮盖细胞表面本身的结构 (如

微绒毛，福l错:等 ) ;用直径 80- 1 50 毫微米的标

记物，可在低倍率的 SEM 下同时观察到几个

标记细胞。此外，标记物必须是稳定的， 即在

SEM 样品制备过程中， 其大小、 形状不变。通

常使用的固定法既能固定细胞， 也能稳定标记

物。 标记物长期存放容易产生自凝。二旦自 J疑 ，

不仅分子大小发生变化 ，其表面性质也有改变 ，

以致在细胞表而出现非特异的结合，故标记物

常需新鲜制备。

2. 种类 表 1 中歹IJ举了目 前国 内 外已使

用的几类标记物。

(1) 血蓝蛋白 存在于无脊椎动 物(如文

蛤、 螺类 、 堂等)的淋巴液中。由于取材容易，

纯化简便[灯，大小有别 ， 形状各异，又具有双

表 1 细胞表面标记物

名 称

1. 生物大分子:

血蓝蛋白一海 螺

中国主运

文蛤

铁蛋白

烟草花叶病病毒(TMV )

灌木矮缩病病毒(BSV)

猿猴空泡病毒(SV40 )

噬茵体 飞， T2 

2 . 入工合成颗粒z

聚苯乙烯胶乳球

聚甲基丙烯酸甜

共聚微小球

合快葡聚糖

胶体金

3 . 其它 z

荧光紊

直径大小(纳米)

35 x 50 

25 

60 

]。一 1 5

15 x 300 

30 

40-50 

22 0 

200一1000

50 0一1000

30-3,10 

20-40 

5-150 

形状 特异性能

圆柱 休

圆柱休

球 ?吕

球 形 以共价键形式

棒 形 通过 NH2 连接
球 形

头尾结合

球 形 以呈交化为吉tf-i 合形式

球 形

球 形迎il NH:， COOH ，OH 共价结合

球 Jf:; 通jJ- C (、儿0H 或 NH2 共价结合
球 形通过其表面负电荷与蛋白结合

过氧化物酶反应产物 根据反应时间不同可能在 30一50 粗糙的圆形

3日 放射白 JU才咐，于 200-- 300 不规则的古以粉，沉掂
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功能基团，对伴刀豆球蛋白 A(ConA)有 高亲

和性，故广泛用以测定细胞表面 ConA 受体的

分布[5J。若将血蓝蛋白与抗体分子或其它分子

连结， 通过抗原一抗体， 或受体一自己体反应，

可检测细胞表面其它分子的分布。

(2) 病毒颗粒和噬菌体 常用的病毒颗粒

和噬菌体的繁殖、 纯化都较简易。如纯化烟草

花叶病毒(Tobacco mosaic virus , TMV) ，只需

将感染了病毒的烟草叶抽提物离心 ， 10-15 % 

展糖梯度， 50 , 000 g 离心 2 小时即成。又如噬

菌体 飞， 培育于大肠杆菌 (E. Coli B) 中，纯

化时将细菌裂解，低速离心除去细胞碎片， 上

清液在 11 ， 000 g 离心 30-40 分钟 ， 沉淀悬浮

于 PBS 中， 再离心一次即可。 已有多种植物病

毒和一种动物病毒作标记物。 TMV 适于低倍

SEM 下观察 ， 在高倍 SEM 下， 因它的分子较

长会遮盖细胞表面另一些(邻近的)分子的结合

位点。 TMV 在纯化或标记过程中有 时 会断裂

成长短不一的断片，而不易与细胞表面的微绒

毛或突起相区别。芫菁黄色花叶病病毒(Turnip

yellow mosaic virus) ， 灌木矮缩病病毒

(Bushy stunt virus) ， 南方豆 英花 叶 病病毒

(Southern Bean mosaic virus) 等也都被用作

标记物。此外 ， 猿猴空 j包病毒(SV40 ) 也用作过

标记物。噬菌体(T" T2 )[ð J ( 图 1 ) 具有清晰的

六角形头部， 加上尾部， 直径约 220 毫微米，

适于在低倍率的 SEM 下使用 。

(3) 铁蛋白 一般从马脾中 提取纯化而

得[ 7J。其分子直径约为 10-15 毫微米 (随材料

制备方法的不同而略有差异)。目前国 内常用的

SEM 一般尚观察不到铁蛋白颗粒。

(4) 人工合成 的 胶 乳 微 小球 Molday

等[ 8 J人工合成了多种规格的聚乙烯胶乳颗粒，

直径从 30-340 毫微米，可以选择使用。这种

颗粒缺乏特异的反应基团， 常需接上各种化学

功能基团如竣基、氨基或控基等后方能使用 [9 J 。

这种小球称为共聚小球。共聚小球能大量合成 ，

稳定性强，大小均一，加 20 x 10-3mol/ L NaN3 

可民期贮存。 若小球中包了荧光染料 [ 9 J则既能

在荧光显微镜下，又可在 SEM 下观察 [ 1 0J ( 图

2 )。利用不同直径的共聚小球 ， 还可在同一个

细胞上观察到不同受体分子的分布[Il J ( 图 3 ) , 

或区分不同类型的细胞[12 J 。 上海医化所也合成

了有功能团的竣化聚苯乙烯胶乳[ 1 3 ] ， 并成功地

标记了 A型红血球表面的A抗原。但目前国内

制备出的胶乳颗粒直径还太大， 大小也不完全

一致，因而影响了检测的精度。

(5) 胶体金粒 Horisberger 等 [1 4 J用肢体

金粒作标记物，在酵母细胞上已得满意结果(图

4 )。 胶休金有两大优点 ，一是市IJ备简便， 能制

成各种大小。 通过表面的负 电荷能吸附抗体分

子、植物凝集素和 蛋 白 A(Protei n A) 等。 其

二，金是重金属，电子密度强， 具有强烈的二

次电子散射， TEM、 SEM 都可使用 。胶体金易

聚集成团， 引起非特异性吸附， 若在制备时 加

防护剂则可避免。用肢体金作标记物的具体操

作和注意事项可参阅文献[ 15J 。

(6) 其它标记物过氧化物酶也可用于标

记。酶能催化产生电子密度较强的产物， 故也

有应用辣根过氧化物酶， 或用抗酶抗体连成的

"酶桥"间接标记细胞。它的直径大小根据酶反

应时间的长短而有差异。 一般 约为 30一50 毫

微米。缺点是形状不规则， 有时易与粗糙的细

胞表面混清。此外，还有 咀-放射自显术的 银

颗粒、荧光素分子和氧化硅小球等。

二、配体(Ligand)

标记物-般不能与细胞表面特异分子直接

相连， 除非通过配体。 配体是能与细胞表面某

种分子或基团特异结合的物质。 自己体选择的要

求是特异性强， 亲和性高。 目前最广泛使用的

自己体有植物凝集素[l Z ] ， 抗体分子[川和药物[16 J 

等。

1. 植物凝集素 是一类能与特异的糖结

合的蛋白质。细胞表面有多种糖蛋 白 ， 它们各

具特异的生物学功能， 因此可用植物凝集素来

标记和观察它们在细胞表面的分布和数量。 一

种糖蛋白含有多种糖类残基， 而糖残基的军'1 ' 类
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有限(仅约 9 种 ) ，故不同糖蛋白常含有同种糖

残基而与同种植物凝集素起反应，因此植物凝

集素作为自己体的特异性不如抗体分子强。

2. 抗体分子 细胞表面分子大多 有很强

的抗原性， 能引起相应的抗体。 一般抗体分子

为免疫球蛋白 G(IgG)，它有二个功能团，为

了避免因其结合而引起细胞表面分子凝集，通

常先经木瓜蛋白酶 水解成 Fc 末日 F(ab)z 两部

分。 F(ab) z 再经含疏基的物质处理可得单价的

F(ab) , F(ab) 与 IgG 具有相同功能，能与细胞

表面相应的分子结合而表现其亲和性，避免了

上述的缺点。

三、标记物与配体的联结

1.共价键结合法 戊二酷是一种常用的、

能在 二 个 氨基 间交联的双功能交联剂。

Avrameas[l 7]用它将过氧化物酶与配体交联，施

?冒康 [ 7] 等将铁蛋白 、 我们[4]将血蓝蛋白与抗体

分子或凝集素交联。交联可分一步或二步进行。

具体操作是: 一步法 ， 用 0.2 毫升 0.05% 的戊

二睦缓慢地力j]到 2 毫升含 2- 4 毫克抗体分子

和 1 0一20 毫 克 的 标记物溶液 中〈溶液 以

0.01 mol j L PBS 稀释) ，在 25"c下搅拌 1 小时，

再以甘氨酸终止反应。此法程序简便，但能形成

五种产物 : 游离的抗体和标记物、抗体-标记物、

标记物-标记物、 抗体-抗体。二步法，标记物

5-10 毫克/毫升 在 PBS 液 稀释 下与 1-5%

的戊二醒室温反应 1一2 小时，过量的戊二睦以

SephadexG 50 层 析柱洗脱， 或以二次 1 立升的

PBS 液透析过夜。再加等体积的 1-2 毫克/

毫升的抗体分子于上述活化的标记物溶液中，

室温搅拌6-1 2小时 ， 最后以甘氨酸 0.05 mo1jL

浓度终止反应。二步?去能减少分子间交联，特

异性较高。

除戌二醒外 ， 还有人 [ 13]用碳化二亚胶与援

基基团交联， 产生能与氨基起反应的结合物。

Singer 还曾用 m-二次 甲苯、二异氧化物等作交

联， 但这些试剂与戊二醒相比，交联后产物的

活力都低。许多生化学者用不均一双功能团试

剂作交联剂 ，取得良好效果。 3-(2-吭吭二硫基〉

丙酸-N 唬E自!就亚胶醋(SPDP)的一端为援基，

能与蛋白分子的氨基交联，另一端是双硫键，

可与蛋白的硫氢基交联， 可避免交联时产生多

种成分的弊病[ 18] 。

2. 非共价键吸附注 聚苯乙烯胶 乳球和

胶体金表雨虽不含化学功能团，但可非特异地

吸附配体。疏水的胶乳小球一 般以 1 毫克/毫

升的悬液和 0. 2 moljL 的 IgG 在 PBS pH 7.6 

下缓慢搅拌 ( 4 oC , 6 小时)使其吸!啊。肢体金

在水中表面带负电荷， 它能快速地吸附一层蛋

白分子，但这种金粒在缓冲液中会絮凝，用聚乙

二醇能阻止自 J疑。加 NaN3 0.5 毫克/毫升，并保

存在 4 "C可维持二年以上不失活。蛋白的浓

度、 缓冲液的 pH 值对这种非共价键的吸附影

响很大，故在联结前先要了解最适浓度等。如

对肢体金，可先将配体f昔比稀释 ， 与一定浓度

的紫红色胶体金液混合， 加入适量 NaCl ，振荡

摇 3-5 分钟后视溶液的颜色不再从紫红色变

蓝色的那管稀释液为肢体金吸附的最适浓度。

3. 配体一标记物的纯化和注意事项用戊二

隆等均一双功能团试剂作交联的反应物因有多

种成分，在使用前需将配体一标记物分离出来。

一般以柱层析分离纯化[1 7 ] ， 若使用 亲 和 层 析

柱，则更能获得纯度好、活性高的结合物。利

用某些连有糖基的凝胶可直接纯化某些相应的

标记植物凝集素。此外，硫酸馁沉淀 、 超速离

心[1町、密度-梯度离心等都能达到纯化目的。测

试纯化后结合活性的方法很多 ， 常用的有免疫

电泳法、 抗体-抗体i疑集?去，血球凝集法等。

结合物一般应灭菌或加 10 x 10-3mo1jL NaN3 

贮存于 4 oC ， 避免冰冻保存 (因冰融 后 常自

凝和失活〉。如果加了 Na叭， 在使用前需去

除，不然会影响抗原的 分 布和细胞的形
态[20

四、细胞表面分子的标记法与结果的分析

1. 标记细胞表面分子的方法 ，按结合物与

细胞表面分子结合的形式可分直接法和间接法
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两种。直接法:指细胞表面分子在适当的温度、

时-间 、 缓冲液等条件下与结合物直接(一步 )结

合(图 1 )。此法的优点是快速简便，细胞与自己

体结合仅需-次温育和l洗涤，故当细胞与配体

结合时可以控制细胞表面分子的重新分布，标

出的位点也比间接法更接近于原位。但要注意

选择的标记物之大小不能超过欲测分子位点的

问隔， 要求配体的纯度也较高。对抗体分子来

说，自从单克隆抗体问世以来， 纯度问题已经

得到解决。

( -< +也曾与一 嗡〈⑩

图一直接(-步)标记法

杂交 J;，体

也总协牛刷、
王::;: 4寺异抗体 协次空哉<r
1J!1~ (泉 一 抗体) 飞益必s:7，Þr. iC1却

1lt标记物抗体
院与 日(与-抗同种动物)

吗91J)句川全〈摇摇
引!I!!! lliH JiH.j: (孔抗体) 叫半为:记物

通?rf闹!
T忧坷 i往55垃豆u豆uA均踩5寻íl川L百?

0- 何怀、 1巳己物 ( 

抗 I g且抗体

管11苦水岳阳4日lJ
图 2 间接(多步)法。 数字表示结合步骤

A . 杂交抗体法

B. 未标记抗体法

C . 半抗原夹心法

D. 间接桥法

间接法: 为防止在细胞标记过程中自己体受

损，或亲和力降低， 需用问接j去(图 2 )。此法

包括二步 : 先接上抗细胞表面特异分子的抗体

(称第一抗体， 一般为兔血清) ， 再用接好抗第

一抗体的 IgG(称第二抗体， ~般用羊血清)的

生物去凝jfd号 ~ 
;:: 、矿 主主 自川日匾' ‘ 

v哟 _!" - .Ìl("哟 -一_..- 刃而曲同.向
,.,. .'" "" -'--

A-. t1i iG细胞 来和去-标 1己 1;tJ 留F
l~标记的细胞

图 3 生物素亲和素(ABC )标记法

结合物， 与结上-抗的细胞温育即可。由于免

疫学的飞快发展，在标记中还可变换抗体分子

的形式，其活性不变， 效果更佳。 如杂交抗体

技术[ZI J ， 是将第一抗体的 F(ab ) 与抗标记物

抗体分子的 F(ab)交联在一起。半抗原夹心法

是以半抗原修饰一抗，再与结合物(抗半抗原的

抗体与标记物相连〉起反应。还有间接桥法[叫，

未标记抗体法[ 22]和生物素一亲和素(即 ABC)

法 ( 图 3 )。 这些方法虽有优点，但因操作程序

过长，可能会引起细胞表面形态的改变革口增加

非特异性。

2. 标记细胞的操作步骤生长在盖片上

的， 或吸附在涂有多聚赖氨酸玻片上的细胞，

经生理缓冲液洗涤后， 滴上结合物温育 1-30

分钟 (直接法);或滴上第一抗体，温育、洗涤，

再滴上第二抗体和/或结合物温育 (间接法〉。洗

涤后将标记的细胞固定于 0.2%戊二醒中(肺

酸铀盐或磷酸缓冲液)， 1 小时后便可进行

SEM 的样品制作。 其程序如下: 洗去 戊二睦 ，

细胞经 "锹酸单宁酸一饿酸" 法处理 各 10一30

分钟 ， 水洗后乙醇脱水， 经醋酸异戊醋、临界

点干燥， 真空喷涂碳和金， SEM 观察。

3. 结果分析 实验组如果是阴性，则要考

虑(1) 第一抗体(或自己体) ， 或结合物是否有活

性?故标记前要测试它们的活力 、最适浓度等 ，

已建立的各种免疫学测试法都可使用 。 (2) 不

适当的标记条件也会导致阴性结果。如细胞在

标记前先固定，则 会使表面抗原或受体失

活[23] ， 若未固定的细胞又可能在标记过程中引

起细胞表面分子的重新分布[24]，或内吞而淹

没。此外， 可能由于标记物太大，在细胞表面

产生了空间障碍而使结果呈弱阳性。若发生这

种情况可考虑用间接免疫荧光术，或放射自显

术，或免疫酶标，乃至以极短的温育时间来证
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实细胞表面确有该种分子存在， 再以较小的标

记物(如铁蛋白 、 胶体金等)作标记物。 实验组

获得阳性结果时也不可随便轻信， 每次实验中

必须设计好相应的对照组，以证明实验组的特

异性。 如欲测凝集素受体，必须有相应的糖基

作竞争抑制对照; 若测细胞表面抗原，则必须

先将该抗原位点封闭， 或以正常血清替代抗血

清作对照。

摘要

近年来扫描电镜的细胞表面分子标记术有

较大进展，使用的标记物巴达十几种，这些标

记物具有易识别 、 稳定性好等特点。使用的配

体则有植物凝集素、 抗体和药物三类。通常标

记物与配体的连接采用两种方法，即采用交联

剂的共价键法及非共价键吸附注。标记物-配

体复合物可采用层析、 离心等方法分离纯化，

然后通过各种方法与细胞表面的特异分子结

合，从而在扫描电镜下观察、 分析这些表面分

子的数量和分布。 本文对该技术所涉及的实验

方法及注意事项作了较详尽的讨论。
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