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摘要 采用 4 种固定液对人脐静脉内皮细胞( HUVECs) 进

行固定:① － 20℃无水甲醇溶液;② 新鲜配制 4 g /L 多聚甲

醛溶液;③ 久置( ≥1 个月) 4 g /L 多聚甲醛溶液;④ 3. 7%甲

醛溶液。观察细胞形态和前列腺素受体 4( EP4) 免疫荧光染

色效果。结果表明 3. 7% 甲醛溶液固定后进行免疫荧光染

色显示大部分细胞维持梭形或不规则多边形，EP4 荧光染色

效果较佳; 所以 3. 7%甲醛溶液固定液固定细胞 20 min，HU-
VECs 形态典型，EP4 的荧光染色效果最佳。
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血管内皮细胞是血液与血管壁之间的屏障，参

与炎症反应［1］，在类风湿关节炎发展过程中起着极

为关键的作用，其分化迁移、增殖等作用增强会促进

类风湿关节炎( rheumatoid arthritis ，ＲA) 滑膜血管新

生，导致滑膜炎持续存在和血管翳生成［2］。前列腺

素受体 4( prostaglandin receptor 4，EP4) 属于 G 蛋白

偶联受体［3］，EP4 脱敏在类风湿性关节炎等自身性

免疫性疾病的发展中起着重要的作用［4 － 5］。前列腺

素 E2( prostaglandin E2，PGE2) 作为介导炎症反应的

重要介质，参与调节血管内皮的生成［6 － 7］。但 PGE2
是否是通过 EP4 受体起作用及 EP4 受体表达与血

管内皮细胞生成的关系仍不清楚。在 EP4 免疫荧

光的实验中发现，固定液对于实验结果的影响至关

重要。该研究通过选择不同的固定液，以期找到既

能保持细胞原有形态结构又不影响免疫荧光染色的

方法。

1 材料与方法

1． 1 试剂及仪器 山羊抗兔 EP4 抗体( 英国 Ab-
cam 公司) ; 兔源的荧光二抗( 美国 molecular probes
公司) ; 胎牛血清( 美国 HyClone 公司) ; 胰酶( 南京

Wisent 公司) ; DMEM ( 美国 Gibco 公司) ; DAPI ( 上

海 Beyotime 公司) ; PBS 缓冲液( 北京中杉金桥生物

技术有限公司) ; 无水甲醇溶液( 天津星马克科技发

展有限公司) ; 多聚甲醛固体( 国药集团化学试剂有

限公司) ; 甲醛溶液( 37% ～ 40% ) ( 西陇化工股份有

限公司) ; TritonX-100 ( 中国 BIOSHAＲP 公司) ; BSA
( 上海 Sigma 公司) ; IX-70 荧光倒置显微镜( 日本 O-
LYMPUS 公司) ; 2306-2 型 CO2 培养箱( 美国 SHEL
LAB 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 人脐静脉内皮细胞 ( human umbilical vein
endothelial cell，HUVECs) 培养 HUVECs ( 由安徽

医科大学临床药理研究所提供) 以 2 × 106 个 /ml 密

度接 种 于 细 胞 培 养 瓶 中，用 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM 置于 37℃、5% CO2 孵箱中培养。
1． 2． 2 不同固定方法 待 HUVECs 达到 80% 融合

时，用 0. 25%胰蛋白酶消化传代。用含 10% 小牛血

清的 DMEM 培养液稀释细胞至 5 × 104 个 /ml，将细

胞以 500 μl /孔接种至 48 孔培养板中，待第 2 天细

胞贴壁后，吸出培养液进行固定。不同固定方法:①
－ 20 ℃预冷的无水甲醇溶液，室温 5 min;② 新鲜配

制的 4 g /L 多聚甲醛溶液，室温 20 min;③ 久置 4 g /
L 多聚甲醛溶液，室温 20 min; ④ 3. 7% 甲醛溶液，

室温 20 min。0. 2% TritonX-100 渗透作用 15 min。
1． 2． 3 免疫荧光实验 细胞在 2% 牛血清白蛋白

( BSA) 封闭液中封闭 1 h 后加入 EP4 抗体( 稀释比

例 1 ∶ 100) ，于 4 ℃ 在侧摆摇床上缓慢摇动孵育过

夜。用 PBS 洗涤液洗涤 3 次后，再加入稀释好的荧

光标记的二抗溶液，4 ℃ 侧摆摇床上继续孵育 1 h
( 避光) 。PBS 洗涤液洗涤 3 次后，加 DAPI 染色，5
min，PBS 洗涤液洗涤 1 次; 尽快在荧光显微镜下观

察并拍照。
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图 1 不同固定液对 HUVECs 形态的影响 SP × 100

A: 正常培养 HUVECs; B: 无水甲醇溶液; C: 新鲜配制 4 g /L 多聚甲醛溶液; D: 久置 4 g /L 多聚甲醛溶液; E: 3. 7% 甲醛溶液

2 结果

2． 1 不同固定液对 HUVECs 形态的影响 4 种细

胞固定方法中，从 HUVECs 形态上看，以 － 20℃ 预

冷的甲醇和新鲜配制 4% 多聚甲醛对 HUVECs 形态

影响较小。见图 1。镜下观察正常培养的 HUVECs
形态良好，多呈现梭形或不规则多边形; － 20℃ 无

水甲醇溶液固定细胞，镜下观察 HUVECs 形态良好

多呈现梭形或不规则多边形; 新鲜配置的 4 g /L 多

聚甲醛固定液固定细胞，镜下观察 HUVECs 大部分

呈梭形，部分细胞形态变圆; 久置的 4 g /L 多聚甲醛

溶液，镜下观察细胞形态大部分变圆、变小; 3. 7% 甲

醛溶液固定液，镜下观察大部分 HUVECs 维持梭形

或不规则多边形，只有少数细胞变小。
2． 2 不同固定液对 EP4 免疫荧光染色效果的影响

从 EP4 免疫荧光染色结果看，3. 7% 甲醛溶液固

定，荧光染色效果最好，EP4 受体在胞质和胞膜表

达，胞核无表达。见图 2。 － 20 ℃甲醇固定，荧光显

色模糊，EP4 在胞质、胞膜、胞核均有表达; 新鲜配置

的 4%多聚甲醛溶液固定，荧光染色效果较好，EP4
大部分在胞质和胞膜表达，只有少数细胞胞核也有

表达; 久置的 4% 多聚甲醛溶液固定，DAPI 染色后

用荧光显微镜观察只有胞核而无胞膜和胞质，未见

EP4 荧光染色，可能是实验过程中固定液破坏了细

胞膜导致的; 3. 7%甲醛溶液固定，EP4 在胞质和胞

膜表达，胞核无表达，荧光染色效果最好。

3 结论

免疫荧光细胞化学技术是根据抗原抗体反应的

原理，先将已知的抗原或抗体标记上荧光素制成荧

光标志物，再用这种荧光抗体( 或抗原) 作为分子探

针检查细胞或组织内的相应抗原( 或抗体) ，经过反

应，形成的抗原抗体复合物带有荧光素，在荧光显微

镜下可分辨出抗原或抗体所在位置及性质［8］。免

疫荧光方法中固定的目的是迅速终止酶的活性，避

免组织细胞结构的解体，将抗原固定在原位，并保持

其抗原性; 同时使蛋白变性、凝固、沉淀，保持组织细

胞原有的形态结构［9］，所以选择最佳固定液尤为重

要。对能在免疫荧光实验中正常使用的固定液要求

有 3 点［10］:① 保持细胞或组织原有的形态;② 保护

抗原原有的定位及抗原特性; ③ 细胞或组织经处理

后具有良好的通透性，可使免疫化学试剂渗入。

图 2 不同固定液对 EP4 受体免疫

荧光染色效果的影响 间接荧光染色 × 100

A: 无水甲醇溶液固定; B: 新鲜配制 4 g /L 多聚甲醛溶液固定;

C: 久置 4 g /L 多聚甲醛溶液固定; D: 3. 7% 甲醛溶液固定; 1: DAPI 核

染色( 蓝色) ; 2: EP4 受体免疫荧光染色( 红色)

本研究结果表明，不同的固定液对 HUVECs 形

态和 EP4 荧光染色有较大影响，3. 7% 甲醛溶液固

定细胞 20 min 对保存 HUVECs 形态和抗原性效果

最好。甲醛属于交联固定剂，可使细胞内蛋白之间

相互交联保存抗原于原位，因此能较好地保存抗原

及组织细胞的形态结构。甲醇固定是通过蛋白变性
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作用实现的，更真实地反映出骨架蛋白在细胞的分

布。甲醇固定剂是脂溶性的，会损伤细胞的通透性，

用甲醇固定后，荧光染色很弱且核区不明显，染色弥

散，这可能与甲醇类固定剂对细胞核固定不良且会

使蛋白降解有关。多聚甲醛是交联固定剂，能够使

细胞内蛋白之间相互交联保存抗原于原位，既能较

好地保存组织细胞的形态结构，又能使蛋白质得以

固定。但其缺点在于其交联作用可能阻碍抗体的渗

透，造成染色模糊［11］。同时，固定液放置一定时间

可发生重聚作用，而且重聚作用的速度取决于 pH
值，pH 值低时聚合加快，使固定效果下降［12］。因

此，本研究根据抗原对固定剂的稳定性和细胞结构

完整性的要求，在保持抗原性及细胞形态之间做某

些选择，使最大限度地减少固定剂对抗原性和细胞

结构的破坏作用。
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Effect of different fixative on endothelial
cells morphology and immunostaining of EP4 receptor

Han Chenchen，Ma Yang，Li Yifan，et al
( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，

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

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

Abstract Human umbilical endothelial cells( HUVECs) were fixed by four different fixative，① cells were fixed
with precooled methanolsolution( － 20℃ ) ; ② cells were fixed with fresh preparation of 4 g /L paraformaldehyde so-
lution( PFA) ; ③ cells were fixed with old 4 g /L PFA solution ( more than a month) ; ④ cells were fixed with
3. 7% formaldehydesolution． Cells which were fixed with 3. 7% formaldehydesolution maintained fusiform or irregu-
lar polygon，and the prostaglandin recepter 4( EP4) immunostaining effect was the best． We concluded that 3. 7%
formaldehydesolution for 20 min was suitable for HUVECs immunofluorescence，HUVECs maintain typical cell mor-
phology and the EP4 immunostaining effect was the best．
Key words fixative; HUVECs cell morphology; EP4 immunofluoresce
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