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摘要 建立了适合佐剂性关节炎大鼠脾脏组织 G 蛋白偶联

受体激酶 2( GＲK2) 免疫荧光测定法。考察了免疫荧光测定

的 4 个关键条件:① 渗透剂 Triton X-100 的影响; ② 不同抗

原修复液: 柠檬酸缓冲液和 pH 9. 0 乙二胺四乙酸 ( EDTA)

缓冲液的影响;③ 5%胎牛血清封闭不同时间( 20、30、40、50
min) 的影响;④ 不同一抗浓度( 1 ∶ 50、1 ∶ 100、1 ∶ 200、1 ∶
400、1 ∶ 500) 的影响。实验结果显示，Triton X-100 通透增强

了抗原的表达; 1 ∶ 100 的一抗浓度对荧光信号强度最合适;

封闭 50 min 能显著去除背景非特异性染色; 柠檬酸缓冲液

优于 pH 9. 0 EDTA 缓冲液，提高了抗原表达。
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大鼠佐剂性关节炎 ( adjuvant-induced arthritis，
AA) 是一种慢性炎症模型，AA 的临床表现和病理

机制等方面与人类风湿性关节炎( rheumatoid arthri-
tis ，ＲA) 有很多特征相似的地方，因此该模型已经

被广泛用于研究 ＲA 的病理机制［1］。脾脏作为哺乳

动物最重要的外周免疫器官，含有丰富的淋巴细胞，

参与了机体众多免疫反应 ［2 － 3］，淋巴细胞浸润到

ＲA 关节滑膜中，软骨和骨的生理结构遭到破坏［4］。
G 蛋白偶联受体激酶 2 ( G protein-coupled receptor
kinase 2，GＲK2) 在 G 蛋白偶联受体脱敏中起着重

要作用［5］。课题组前期研究［6 － 8］显示在 AA 或胶原

性关节炎诱导的慢性炎症中，模型组 GＲK2 较正常

组均发生显著性变化，GＲK2 的表达或活性变化可

能是 ＲA 的重要病理因素。免疫荧光技术对其标记

的蛋白直接显色，定位及定量精确可靠，而多种蛋白

可以根据不同颜色基团同时进行分析［9］，目前在实

验中被广泛应用，因此本次实验探究以 AA 大鼠脾

脏组织为研究样本，建立 GＲK2 免疫荧光测定法。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 雄性 SD 大鼠，清洁级，体质量 165
～ 185 g，购自安徽医科大学实验动物中心。
1． 2 主要试剂及仪器 卡介苗( 成都生物制品研

究所有限责任公司) ; 柠檬酸缓冲液( 无锡傲锐东源

生物科技有限公司) ; 乙二胺四乙酸( ethylenediami-
netetraacetic acid，EDTA) 抗原修复液( 武汉博士德

公司) ; Triton X-100 和 DAPI( 上海碧云天生物技术

公司) ; 过氧化氢( 北京中衫金桥) ; GＲK2 一抗( 美

国 Santa Cruz Biotechnology 公司) ; 594 山羊抗兔 IgG
( H + L) ( 美国 Jackson ImmunoＲesearch 公司) ; 激光

共聚焦显微镜( 德国 Leca 公司) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 大鼠 AA 模型的诱导 将灭活的卡介苗与

灭菌的石蜡研磨均匀，制成完全弗氏佐剂，0. 1 ml 完

全弗氏佐剂注射于随机选取的 SD 大鼠右后足跖皮

内，致炎［10］。
1． 3． 2 标本石蜡包埋 大鼠 AA 模型造模第 22 天

处死大鼠，超净台内取大鼠脾脏组织固定于预先配

制好的 10% 甲 醛 溶 液 中。用 乙 醇 溶 液 ( 70% ～
100% ) 依次脱水，每步 40 min，二甲苯透明 25 min，

石蜡包埋。
1． 3． 3 石蜡切片制作 切片机上组织均匀切片，厚

度约 4 ～ 5 μm，在 40 ℃ 水浴中缓慢展片，60 ℃烤箱

烤片 2 h。用二甲苯溶解石蜡 2 次，每次 10 min，不

同浓度乙醇溶液对组织进行脱水，每次 5 min。
1． 3． 4 Triton 通 透 实 验 分 为 两 组: 一 组 滴 加

Triton X-100 完全覆盖组织，渗透 20 min，另一组不

加 Triton X-100 通透。
1． 3． 5 抗原修复 ① 柠檬酸缓冲溶液修复: 将玻

片放入预先微波加热沸腾的柠檬酸缓冲溶液中，

20%火力加热 10 min;② EDTA pH 9. 0 缓冲溶液修

复: 将切片浸泡在预热( 95 ～ 100 ℃ ) 的 EDTA 抗原

修复液( 1 × ) 中，加热 10 min。修复完成，室温冷却
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后进行抗原封闭。
1． 3． 6 3% H2O2 灭 活 内 源 性 过 氧 化 物 酶 3%
H2O2 去离子水完全覆盖组织，避光条件下封闭 30
min。
1． 3． 7 抗原封闭 组织块上滴加现配的 5% 胎牛

血清，置于孵育盒中，封闭不同时间( 20、30、40、50
min) 。
1． 3． 8 一抗工作液稀释不同浓度 Santa Cruz 公司

抗体说明书推荐山羊抗兔 GＲK2 用于免疫组化实验

所用的浓度范围为 1 ∶ 50 ～ 1 ∶ 500。基于此，本研

究设置的浓度范围为: 1 ∶ 50、1 ∶ 100、1 ∶ 200、1 ∶
400、1 ∶ 500。用磷酸盐缓冲液代替 GＲK2 一抗作为

阴性对照，保持其他条件一致。切片放入湿盒置于

4 ℃冰箱孵育过夜，次日湿盒先在室温条件下复温

40 min，磷酸盐缓冲液冲洗 5 次，每次 5 min，用滤纸

小心擦干组织周围的水珠后滴加 594 标记山羊抗兔

二抗( 1 ∶ 100 ) ，置于室温暗处条件下孵育 60 min。
磷酸盐缓冲液洗涤 3 次后，DAPI 染核，3 ～ 5 min，磷

酸盐缓冲液洗涤 3 次，每次 3 min，甘油封片。
1． 3． 9 图像观察 在激光共聚焦显微镜下观察并

拍照。观察组织结构形态，以考察染色方法对组织

结构的损坏程度; 观察阴性表达，观察背景染色是否

干净，以考察染色方法是否具有特异性; 观察荧光强

度，以考察组织上的抗原表达程度。激光共聚焦拍

摄的全部图片均在预先设置好的仪器条件下拍摄并

未经过明暗度、对比度调节等处理。

2 结果

2． 1 Triton X-100 对 GＲK2 免疫荧光的影响 加

Triton X-100 通透 20 min，染色效果良好，组织结构

清晰，荧光强度表达较强( 图 1A) 。不加 Triton X-
100 的样本荧光表达很微弱，背景模糊( 图 1B) 。

图 1 Triton X-100 对 GＲK2 免疫荧光的影响 SP × 630
A: 加 Triton X-100 组; B: 不加 Triton X-100 组

2． 2 抗原修复对 GＲK2 免疫荧光的影响 柠檬酸

缓冲溶液( pH 6. 0 ) 热修复组荧光强度非常高( 图

2A) 。EDTA 缓冲液( pH 9. 0 ) 热修复组表达微弱的

荧光强度( 图 2B) ，而不进行抗原修复则几乎没有荧

光强度表达( 图 2C) 。

图 2 抗原修复对 GＲK2

免疫荧光的影响 SP × 630

A: 柠檬酸缓冲液热修复;

B: EDTA 热修复; C: 不加抗原修

复液

2． 3 不同封闭时间对 GＲK2 免疫荧光的影响 对

于磷酸盐缓冲溶液代替 GＲK2 一抗的阴性样本来

说，封闭 20 ～ 40 min 组均可见背景染色，但背景染

色随封闭时间的加长而减轻( 图 3A、3B、3C) ，而封

闭 50 min 组几乎没有背景染色( 图 3D) 。

图 3 5%胎牛血清封闭不同时间

对 GＲK2 免疫荧光的影响 SP × 630

A: 封闭 20 min; B: 封闭 30 min; C: 封闭 40 min; D: 封闭 50 min
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2． 4 不同一抗浓度对 GＲK2 免疫荧光的影响 在

1 ∶ 500 的一抗浓度条件下，荧光强度表达很微弱，

基本无法辨识组织结构( 图 4A) 。在 1 ∶ 50 的一抗

稀释比条件下，由( 图 4E) 可见，表达很高的荧光强

度，很低的背景染色。其余一抗浓度由( 图 4B、4C、
4D) 可见，荧光强度介于 1 ∶ 50 和 1 ∶ 500 两者之间，

荧光强度随一抗工作液浓度的升高而增强。但从试

剂消耗等因素综合考虑，认为 1 ∶ 100 的一抗工作液

浓度能够保证明显的荧光信号并节约成本。

图 4 不同一抗浓度对 GＲK2

免疫荧光的影响 SP × 630

A: 1 ∶ 500; B: 1 ∶ 400; C:

1 ∶ 200; D: 1 ∶ 100; E: 1 ∶ 50

3 讨论

免疫荧光技术是一项很重要的实验技术，利用

抗体和抗原特异性结合来定位和半定量组织细胞内

的各种抗原或蛋白质［11］。免疫荧光的实验效果受

诸多因素影响。首先，修复液和修复方法的选取，对

抗体的表达至关重要［12］。当组织经过福尔马林和

石蜡处理后，使组织中的抗原形成了分子内、分子间

醛键以及羧甲键，使组织中部分抗原决定簇被封闭。
此外，甲醛属于蛋白交联剂，经甲醛固定的组织易发

生蛋白交联现象，因此抗原决定簇被掩盖，抗原与抗

体无法充分结合，导致阳性染色程度降低［13］。所以

实验时需进行抗原修复，破坏分子之间的交联，暴露

出抗原原有的空间形态。抗原修复常见的方式为热

修复，微波中微微沸腾 10 min 即可打开抗原空间结

构使得一抗与抗原位点充分结合，所以当热修复配

上合理的修复液就可以极好地改善难以检测的阳性

抗原的染色结果。其次，摸索一抗的浓度在实验过

程中同样很关键，图 4 显示 1 ∶ 50 的一抗浓度使荧

光信号显著增强，但同时不会增加背景着色。此外，

封闭时间对染色结果同样有影响，本研究采用体积

分数 5% 的胎牛血清封闭 50 min，能够显著降低样

本的背景着色，同时在较高的一抗浓度条件下，并不

会降低阳性荧光信号。最后，Triton X-100 的作用也

不容忽视，课题组前期研究由于 GＲK2 是细胞质表

达( 待发表) ，如果不进行破膜，抗体很难与抗原结

合，而 Triton X-100 作为一种表面活性剂能够溶解

脂质，增强抗体对细胞膜的通透性［14］，通过细胞膜

脂质的溶解来完成免疫组化中的胞膜打孔，以确保

抗体进入胞体内与抗原充分结合。
综上所述，本研究结果显示，一抗浓度、封闭时

间、抗原修复液的种类以及 Triton X-100 对 GＲK2 荧

光染色有较大影响，加 Triton X-100 渗透 20 min、选
择柠檬酸缓冲液热修复、1: 100 的一抗工作液浓度、
5%胎牛血清封闭 50 min，GＲK2 的染色效果最佳。
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Establishment of GＲK2 immunofluorescence
methods in the spleen of rats with adjuvant arthritis

Wang Yang，Li Yifan，Cui Dongqian，et al
( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，

Key Laboratory of Anti-inflammatory and Immune Medicine，Ministry of Education，

Collaborative Innovation Center of Anti-inflammatory and Immune Medicine，Hefei 230032)

Abstract Immunofluorescence assay for G protein-coupled receptor kinase 2 ( GＲK2) in spleen tissue of rats with
adjuvant arthritis was established． Four key conditions of immunofluorescence assay were investigated: ① Effect of
penetrating agent Triton X-100 on the result; ② Effects of different antigen repair fluids: Effects of citric acid buff-
er and pH 9． 0 EDTA buffer; ③ Effects of different closed times: 20 min，30 min，40 min and 50 min; ④ Effects
of different primary antibody concentrations: 1 ∶ 50，1 ∶ 100，1 ∶ 200，1 ∶ 400 and 1 ∶ 500 ． Experimental results
showed that Triton X-100 penetration enhancing antigen expression; Citric acid buffer is better than pH 9. 0 EDTA
buffer，which improves the expression of antigen; the concentration of 1 ∶ 100 of primary antibody was most suitable
for the intensity of fluorescence signal; 50 min of blocking time could significantly remove background nonspecific
staining．
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