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胶休金标记技术

夏诗茂洪涛

(中国预防医学科学院病毒学研究所 北京)

凌古争萍

(中国药品生物制品检定所北京)

1962 年 ， Feldherr 和 Marshall [1]第一次介

绍了胶体金可作为一种在电子显微镜 (以下简

称电镜〉下 示 踪的标志 (tra臼) 0 1971 年，

Faulk[ 2 ， 3]首先将胶体金作为一种特异的标记物

(marker )应用于电镜研究中。近十年来 ， 肢体

金标记技术不仅越来越广泛地应用于透射电镜

中研究各种生物大分子的定位、 定性、 形态发

生、 抗原特性等， 而且同样可用于扫描电镜和

光学显微镜方面。

一、原理与特点

氯化金在还原剂作用下(也可用其它方法〉

聚合形成特定大小的金颗粒，彼此因静电作用

相互排斥使其保持一个较稳定的肢体状态， 故

称作胶体金(colloidal gold)。肢体金颗粒表表

能结合多种生物大分子 〈如免疫球蛋白、葡

萄球菌A蛋白、植物凝血素、刀 豆球蛋白 A

等 ) [4 .5 ]。因此可利用肢体 金 的这些物理学特

性(特定大小和形状 、 高电子密度、 颜色反应

等)和活化后不同的生 物 学特点， 在细胞生物

学领域内开展多方面的标记研究工作。而且 i亥

方法具有如下许多优越性 g

1. 肢体金为颗粒性标记物 ， 因此具有精确

的定位能力，标记后不影响对细胞超微结构的

分辨。

2. 具有高电子密度，电镜下很容易观察

和辨认。与铁蛋白标记物相比，后者密度相对

较低，其核心在电镜下易与其它重金属染 料

(如铅、铀等)的污染颗粒相混淆。

3. 活化后的肢体金颗粒在细胞上 的非特

异性吸附较低。

4. 金颗粒的高电子密度使其具有很好的
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发射二次电子的能力， 所以是一较理想的用于

扫描电饶观察的标记物。

5 . 胶休金本身的颜色以及与其它显色染

料结合应用能满意地用于光学显微镜观察。

6 . 从市1]备上论 ，胶体金的 11jl ]备过程比较简

便。 虽然， 目前对它结合多种生物大分子的机

理所知l较少， 但只要有精确的试剂浓度、 pH

值和离子强度，生物大分子能很容易地吸附到

金颗粒表面， 这一过程不涉及到化学反应。

7 ; 采用不同的还原剂以及通过对其剂量

的控制或程序的改变可以制成不同大小的金颗

粒(3一 1 0 0 nm ) 。用小颗粒肢体金标记能在更高

分辨率的水平上进行电镜观察，由于空间位阻

小而能更多地结合到特定部位，因此可提高标

记的敏感性和精确定位能力 P 应用大颗粒肢体

金进行标记， 可在较低分辨率的水平上进行透

射 、 扫描或光学显微镜观察， 且能提高观察效

率; 利用不同大小的肢体金同时分别标记多种

抗原， 可获得多标记效果。

二、方 法

金[6 )。 目前有更多的实验室仅以拧陪酸为还原剂即可

制成不同大小的金颗粒[ 7)。我们实验发现， 拧i楼酸法

制备的金颗粒其均一性和分散性均优于抗坏血酸、法和

白磷法生产的肢体金， 而且能 获得更好的标记效

果(8)。图 1-4 为几种不同方法制备的胶体金电镜图像。

胶体金制备一般需在中性 pH(7 . 2 左右)条件下进

行， 其溶液为红色，大颗粒胶体金呈紫红色， 凝聚后

的肢体金呈紫色。正常情况下， 胶休 金溶液(或称溶

胶)应清澈而不含任何可见的沉淀或漂浮物， 否则很

可能是由于不洁的溶液、 试剂、 瓶皿等所致。 这将造

成如下结果: 1 ) 不能获得预期大小的金颗粒， 幻 影

响到下一步生物大分子与金颗粒的结合以及活化后肢

体胶的稳定性。因此，为了获得高质量的肢体金，应选

择最纯净的各有关试剂。如有条件， 所有配制好的试

剂用前最好再经超过滤处理， 以去除其中的分子聚合

体和可能混入的杂质。 制备所需的水以三蒸去离子7.](

最理想， 各类器皿均需经严格清洗[ ') ， 盛肢体金的瓶

皿经过硅化后则能更有效地保存肢体金。 肢体金在活

化之前具有→定的稳定性， 4 "c 可存放数日，若经超过

滤和透析处理后加叠氮讷能保存数月 [9) 。

(二〉肢体盒的活化(即肢体金与具有生物

学活性的大分子的结合)

1. 生物大分子哥哥备

〈一 ) 肢体金制备 盐类成分能影响胶体金的吸附能力 ， 过量的盐则

在氯化金溶液中加入不同的还原剂可制备出不同 使金颗粒发生凝集。因此， 生物大分子应该溶解在无
大小直径的金颗粒。常用的三种还原剂 (拧橡酸、抗坏 盐或极低盐浓 度的溶液中。 但是某些大分子在这种情
血酸和自磷) 可分别制备出大、中和小三种主要肢体 况下可能形成多聚体(特别是在较高的浓度下〉或有其

图 1 、 2 不同‘拧撒酸还原法和j备的 6nm 和 10nm

直径的胶体金颗粒

图 3 抗坏血酸法制备的平均 1 3 nm 直径的金颗

粒

固 4 自确法制备的平均 5nm 直径的金颗f.O;

它的生物学特性的改变(10) 。 所以 ， 当需要透析这些生

物大分子时， 应考虑到上述特点逃用不同的透析液，

如 0.005 mol/ L NaCl、 EDTA 或乙二醇溶液[2.叫。生

物大分子|阳用前的高速离心或超过滤处理对于去除其

中的聚合体很是必需， 因为大分子团块l反附到金颗粒

表面是造成胶休金不稳定的一个重要原因。

2. 生物大分子的用量及其与肢体金的结合

金颗粒表面过多或过少地结合生物大分子均使肢

体金皇不稳定状态。 它们的最佳结合比例量可通过如

下方法测得: 即一定量的肢体金加到不同稀释度的大

分子溶液中 ， 吸附后再加入 10%NaCl 视其 颜色或紫

外线吸收峰的改变测定之[‘ 010 ) 0 然后按计算结果以

10%一20 %过量加入生物大分 子使达到饱和结合浓

度。 pH 值明显影响吸附过程[10] ，一般讲，肢体金的

pH 应调整到待结合蛋白质的等电点或稍偏碱的范围

中。 当以上条件选定后， 肢体金即可快速加到生物大
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分子溶液中， 倒过来进行可能造成 凝聚或不完全包被

而产生絮脏。 大分子与企颗粒结舍后再加入一定量的

聚乙二醇能进一步稳定已活化(包被 )后的胶体金。 超

离心可将胶休金浓缩并去除其中未结合而游离的生物

大分子。 活化的金颗粒经负染色后在电镜下能见到其

表面的蛋白层 r 12J ， 但是当相对较小分子量的蛋白质与

其结合时则不一定能发现这层蛋白晕。

3. 活化胶休金的稳定性和保存

活化后的胶体金当加入了一定量的聚乙二醇后无

菌条件下子 4 0C可存放数月 或一年以上(2.叫。

(三)肢体金应用在遭射电镜中的几种主

要标记方法

, .包埋前标记
(1 ) 细胞表面标ìc ! 这种标记法可用于细胞膜上

抗原物质的定性、 定位和定最研究。实验 可分 直 接

法、 间接法、 单标记或多标记。显然， 直接法的非特

异性反应少，间接法较敏感及广谱应用范围。单标记

是指用一种胶体金所进行的标记实验E 所谓多标记，

是利用几种不同大小的金颗粒 (每一种金颗粒结合一

种特定的生物大分子)同时标记细胞上相 应 的不同抗

原成分， 以达到了解多种抗原物质的分布状态和相互

关系等[川]。若需 进行定量分析，可通过直接 计

数(1 3J 、 分光光 度测定[1< J、放射检狈IJ(9]或 x-射线分

析[ ISJ多种方法。

(2) 细胞穿透标记g 即使是最小的金颗粒也不能

通过完整的细胞膜进入细胞内。 但是 ，用某些理化方法

(如超声波处理或冻融细胞、 去污剂-皂角试等试剂的

应用 )可人为地使细胞膜的 通透性增大， 使得金颗粒

能自由地迸出细胞浆而达到标记细胞内抗原的目的。

应当注意的是， 对不同的实验需要摸索一个恰当的处

理条件， 使细胞的损害降低到最小限度。 此外， 对细

胞核内 、 细胞器内部和某些致密体结构， 穿透标记还

有很多困难不易解决。

2. 超薄切片后标记

该方法包括低温包埋切片、 冷冻切片和常规包埋

切片标记实验。 其显著特点是g 胶体金可标记到细胞

中任一部位， 目前已在细胞生物学的许多方面得到应

用[山16017J。低温包埋是将组织或细胞经适当固定后

在低温条件下包埋聚合[18 J ， 然后再切片z 而冷冻切片

则省去了包埋步骤， 标本经固定处理后直接在冰凉状

态下切片(5J 。 因此， 这两种方法均能有效地保存组织

细胞的抗原活性。但是， 这类方法所需的试剂、 仪器

设备和技术条件目前在国内还受到一定的限制， 而且

包埋剂和冷冻过程都对细胞超微结构的保存有明显的

影响。

LR white[叫 和 LK4M[叫是现在较多用的两种低

温包埋树脂， 前者对超微结构保存较好， 后者能更多

地保存抗原的活性。如果某些抗原成分能耐受高温聚

合， 样品则可直接以 812 树脂作常规包 埋切片进行标

记实验[31]，可获得最好的超微结构图像。

三、肢体盒标记技术的应用范围

自七十年代初首次用肢体金作为透射电镜

的探针研究沙门氏菌细胞壁-表面抗原的分布以

来， 该技术几经改进日趋完善， 应用范围亦逐

渐扩大。总的说来， 胶体金标记技术主要是用

来进行免疫组织化学和细胞化学方丽的研究。

(-)在普通光学显微镜方面的应用

胶体金呈红色， 当细胞表面有足够量的特

异结合的肢体金标记物时 ， 在普通显微镜下即

可见到细胞表面橙红色 的 外膜。 Geoghgan[ 22 ]

等巳用于定量测定人外周血液中 B 淋巴细胞的

数量。也有人用肢体金技术代替荧光技术， 直

接在普通光镜下观察而不需萤光显微装置。

(二)荧光显微镜

Horisberger[ 23 ]将结合有荧光素的生物大分

子吸附到金颗粒上， 首先对酵母菌细胞壁上甘

露聚糖进行荧光镜下的定向性分布观察， 然后

再包埋制成电镜标本，从超微水平研究甘露聚

糖的分布规律，因此而获得了 更多 的实验结

果。

(三〉扫描电镜

Horisberger[ 2 4]等首先把胶体金标记技术应

用于扫描电镜，观察了酵母菌细胞壁表面糖蛋

白和多糖分布情况。 目前已报道采用直接法 、

间接法和双标记法研究了酵母菌、 血小板、 红

细胞、肝细胞、肝癌细胞和结肠癌细胞表面的

抗体和凝集素受体部位[4沪 ， 25] 。

应用于扫描电镜的胶体金， 随扫描电镜的

分辨率的不同， 可选用 2 0一7 5 nm 范围内的金

颗粒。 应当指出，扫描电镜标本常由于抗原从

细胞表面脱落造成一些人工假象而导致错误的
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解释。因此，如果在扫描电镜肢体金标记的同

时能结合透射电镜观察， 可获得更客观的结
果[ 26 ] 。

(囚)遗射电镜

胶体金标记技术在透射电镜中已得到广泛

应用。田中春高[27] 等用 A蛋白一肢体金复合物

标记观察了成人 T淋巴细胞白血病相关抗原和

成人 T淋巴细胞白血病病毒 抗原在 Mt-2 细胞

表面的分布情况。 Horisberger[ 28 ] 和 Nurden[25]

用多标记法分别观察了人的红细胞和血小板表

面各种凝集素的受体位置。其他一些学者还进

一步研究了这些凝集素受体之间的相互作用以

及影响这些受体重新分布的各种因素[2 9]。笔

者曾用皂角试处理细胞进行细胞内标记实验，

研究了轮状病毒的形态学 、 形态发生学和抗原

特性，并获得了较理想结果[町 ， 如下图 :

轮状病毒感染细胞的肢体金标记实验的电镜图像 x 50 , 000 
细胞浆内成熟病毒(细箭头示)和单壳病毒(粗箭头 )表面特异性地结合有大量胶体金颗粒， 而有膜病

毒(双箭头 )和病毒包含体 (Ib )则不与金颗粒发生反应。

腺粒{本 ( Mit )膜上无非特异性吸附的金颗粒。

上图除显示胶休金标记所具有的特异性

强、 定位精确、非特异性吸附低等特点外，尚

可发现轮状病毒获得内、外壳抗原的途径和部

位，以及病毒包含体和细胞内质网与病毒发育

的关系。由此可见胶体金标记技术确实有其独

特的优点。 伯得推广 、 普及。

另外，近来在研究 mRNA 亚细胞 定位工

作中， Fuliton[3 O]把核 酸杂交技术与胶体金标

记技术结合起来应用业已获得一些较好结果，

这为进一步扩展胶体企标记技术的应用范围开

创了新的途径。

摘要

胶体金标记技术是七十年代发展起来的应
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用于细胞生物学研究中的一种较理想的标记方

法。 本文根据文献资料井结合作者自 己的实验

比较系统地而又有重点地介绍和讨论了该技术

方法所涉及的一般原理、 方法特点、 技术关键

和有关注意事项， 且详细列举了该方法在细胞

生物学领域内的多种用途和不同方法所研究的

对象及其某些实验结果。
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