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三种固定液对两种氧化应激细胞模型 Beclin1和 LC3蛋白
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摘要 目的：比较采用三种不同的固定液对两种氧化应激细胞模型 Beclin1和 LC3蛋白免疫荧光染色的影响。方法：本研究使用丙

酮 /甲醇（1:1）固定液、甲醇固定液和 4%多聚甲醛三种固定液分别对氧化应激细胞模型大鼠原代心肌成纤维细胞和MCF-7乳腺

癌细胞株进行固定，然后再分别进行免疫荧光双染实验，对比三种固定液固定后对自噬关键调控蛋白 Beclin1和 LC3染色效果。

结果：三种固定液对氧化应激细胞模型 Beclin1和 LC3蛋白免疫荧光染色结果存在较大差异。丙酮 /甲醇（1:1）固定液固定后免疫

荧光染色效果最佳，细胞结构清晰可见，两种蛋白定位表达清晰，甲醇固定液次之，4%多聚甲醛固定液效果欠佳。结论：在对大鼠

原代心肌成纤维细胞和MCF-7乳腺癌细胞进行自噬相关蛋白免疫荧光双染色实验中，在使用其它固定液染色效果不佳的情况

下，可以选择应用丙酮 /甲醇（1:1）固定液固定，再进行免疫荧光染色；根据不同实验需求相应选择更适宜的固定液，以达到最佳

的荧光染色结果。
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Effects of Three Kinds of Fixatives on Immunofluorescence Staining of

Beclin1 and LC3 Proteins in Two Hypoxic Cell Models*

To compare the effects of three different fixation solutions on immunofluorescence staining of Beclin1 and

LC3 proteins in two hypoxic cell models. In this study, primary myocardial fibroblasts and MCF-7 breast cancer cell lines of

hypoxic cell models were fixed with acetone/methanol (1:1), methanol and 4% paraformaldehyde, respectively, and then double im-

munofluorescence staining were carried out to compare the staining effects of the three fixatives on the key autophagy regulatory proteins

Beclin1 and LC3. There were significant differences in the results of immunofluorescence staining of Beclin1 and LC3 proteins

in two hypoxic cell models with three kinds of fixed solutions. The best effect of immunofluorescence staining was fixed by ace-

tone/methanol (1:1). The localization and expression of the two proteins could be seen clearly, while methanol, and 4% paraformalde-

hyde appeared poor effect. In the autophagy-associated protein immunofluorescence double staining experiment of cardiac

fibroblasts and MCF-7 breast cancer cells, when other fixatives are used and the staining effect is worse, acetone/methanol (1:1) fixation

solution is a good choice before immunofluorescence staining. Moreover, choosing a more suitable fixation solution according to differ-

ent experimental requirements could help to achieve the best fluorescence staining results.
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前言

免疫组织化学的原理是抗原抗体反应和组织化学呈色反

应，在抗体特异性显色后，对其进行定性、定位和半定量测定。

免疫荧光染色法是常用的免疫组织化学方法之一，原理是以荧

光物质标记抗体而进行抗原定位，具有特异性强、敏感性高、检

测速度快等优点，因而被广泛应用于病理学等研究中。恰当的

组织处理是做好免疫荧光的重要前提[1]，其中，组织的固定是决

定染色成功与否的关键所在，选用合适的固定液直接关系到染

色的效果。例如，林国豪等[2]研究发现，6种不同固定液均可使

融合了 RFP和 GFP基因的鼻咽癌细胞内的荧光蛋白淬灭，且

对核蛋白及胞浆蛋白影响不同。氧化应激是指细胞受活性氧化
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物攻击而引起细胞损伤，在临床报道中与多种疾病发病机制密

切相关，建立可靠的氧化应激模型，对于揭示氧化应激机制具

有重要意义[3]。本文探究了三种不同固定液对心肌成纤维细胞

和MCF-7乳腺癌细胞株为基础的氧化应激模型 Beclin1（自噬

效应蛋白）和 LC3（微管相关蛋白 1A/1B-轻链 3）免疫荧光染

色的影响，以期为氧化应激细胞模型 Beclin1和 LC3蛋白免疫

荧光染色中固定液的选择提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

胎牛血清（翱擎）、胶原酶 II（Gene-bio）、0.25%胰蛋白酶消

化液（含 EDTA，翱擎）、DMEM培养基（Invitrogen）、RPMI1640

培养基（Hyclone）、DMSO（Sigma）、自噬相关蛋白 LC3抗体

（Proteintech, 14600-1-AP） 和 Beclin1 抗 体（Proteintech,

66665-1-Ig）、荧光二抗（Proteintech, SA00013-1、SA00013-4），含

DAPI封片剂（北京索莱宝），甲醇（国药），丙酮（国药），4%多聚

甲醛（索莱宝），其他细胞培养相关试剂与耗材均购于北京索莱

宝公司；乳腺癌细胞系MCF-7购于国家实验细胞资源共享平

台（北京总部），乳鼠（SD，北京维通利华实验动物技术有限公

司）；三气培养箱（Thermo，160i），Revolve FL型正倒置一体荧

光显微镜(Echo)。

1.2 方法

1.2.1 心肌成纤维细胞的原代培养及氧化应激细胞模型的制备

采用出生 7天的乳鼠，取出其心脏，放入提前准备好的灭菌处

理烧杯中，烧杯中已提前倒入 95%乙醇，将大鼠浸入，几秒钟后

用镊子夹出。剪开胸部皮肤，暴露出胸腔，剪取心脏，将心脏放

入冰冷的 PBS中（4℃），剪除心脏周围血管等其它组织，并洗

去表面残留的红细胞，将大鼠心脏置于高温高压灭菌后的玻璃

皿中，PBS漂洗三次，置入另一事先准备好的小型培养皿中，将

糊状的心肌组织和 3 mL的 II型胶原酶（浓度为 1 mg/mL）混悬

液吸入 15 mL的离心管中，放入 37℃震荡 CO2培养箱中消化

5 min，取出后静置于试管架上，待混悬液分层后，用吸管轻轻

吸取上清液，勿用力吸取以免吸入沉淀，吸取后置于离心管中。

加入 2 mL II型胶原酶于沉淀中，放入 37℃震荡 CO2培养箱中

消化 5 min，静置 2 min，吸取上清液，重复上述步骤共 4次，直到

细胞彻底消化完成。将每次吸入离心管中的上清液离心后接种

细胞于 10%的胎牛血清的 DMEM培养基中，3 h 后弃掉培养

基，加入新鲜的培养基，传代培养第 2代和第 3代时，将细胞按

照 1× 105个 /mL，接种于 24孔板中，根据实验室经验，选择过氧

化氢的最佳作用浓度为 100 滋mol/L作用 2 h，诱导心肌成纤维

细胞氧化应激细胞模型，进行后续的免疫荧光实验等检测。

1.2.2 MCF-7乳腺癌细胞株的培养及氧化应激细胞模型的制备

取出 -80℃冰箱中的MCF-7细胞株进行复苏，之后使用含

10%胎牛血清的 DMEM培养基，当传代至 2-3代时，观察到细

胞的培养状态良好，将细胞按照 1× 105个 /mL，接种于 24孔板

中，根据实验室经验，选择过氧化氢的最佳作用浓度为 100滋mol/L

作用 2 h，诱导乳腺癌细胞株细胞氧化应激细胞模型，即进行免

疫荧光实验。

1.2.3 细胞固定 （1）弃除培养基，用复温的 PBS轻柔冲洗 3

次。（2）细胞固定：分别用丙酮 /甲醇(1:1）固定液、甲醇固定液

和 4%多聚甲醛固定液固定细胞，将细胞完全覆盖为准，常温固

定 20 min。除去固定液，PBS洗 3次，每次 5 min。（3）透化：将

0.2% Triton X -100用 PBS稀释为浓度 0.1%的溶液，覆盖细胞

表面室温 10 min，然后 PBS洗 5 min× 3次。（4）封闭：加入 5%

BSA-PBS使样品完全浸没，37℃封闭 60 min，封闭时可置于摇

床缓慢摇动效果更佳。封闭之后不用洗涤，但须将多余的封闭

液吸去，以避免将一抗稀释。

1.2.4 免疫荧光反应 （1）一抗孵育：用封闭液稀释一抗。如在

爬片上滴加适量稀释后的一抗，使样片完全浸没，24孔板 250滋L。

保湿 4℃过夜。次日吸出多余一抗，用 PBS洗 3次，每次 5 min，

孵育后的洗涤一定要彻底。荧光双染步骤同单染，只需将抗体

按各自稀释比例稀释混合后一起孵育。（2）二抗孵育：除去余

液，滴加适量荧光素标记二抗，方法同前，37℃避光孵育 1 h。然

后 PBS洗涤 3次，每次 5 min。荧光双染二抗配制及孵育方法

同一抗。（3）DAPI：用 PBS将 10 滋g/mL DAPI-PBS稀释 20倍

即 0.5 滋g/mL DAPI-PBS，滴加覆盖样品，避光孵育 5 min。然后

用去离子水清洗 3次，每次 5 min。（4）封片：上述步骤完成后，

吸尽液体，滴加一滴抗荧光衰减封片剂于载玻片上，将细胞爬

片正面从一侧缓慢的盖到载玻片另一侧，让细胞接触封片液，

尽量避免气泡。共聚焦培养皿则只需滴加封片剂没过细胞即

可。封片后避光，锡箔纸包住，进行荧光拍摄。

2 结果

2.1 心肌成纤维细胞培养状态观察

按上述方法进行心肌成纤维细胞原代培养，观察到心肌成

纤维细胞生长速度快，生长状态良好，结果见图 1。

2.2 MCF-7乳腺癌细胞培养状态观察

乳腺癌细胞复苏后传至 2到 3代时观察到细胞生长状态

良好，结果见图 2。

2.3 心肌成纤维细胞氧化应激模型使用三种固定液后免疫荧

光染色结果

使用 3种固定液固定心肌成纤维细胞后进行免疫荧光染

色，镜下观察到采用丙酮 /甲醇（1:1）固定液固定的心肌成纤维

细胞两种蛋白染色效果最好，能够清晰地观察到两种蛋白定位

表达情况；甲醇固定液固定后染色效果优于多聚甲醛固定液。

结果见图 3。

2.4 MCF乳腺癌细胞氧化应激模型使用三种固定液后免疫荧

光染色结果

与固定心肌成纤维细胞相同，MCF-7乳腺癌细胞也采用前

述的 3种不同固定液固定后进行免疫荧光染色，镜下观察到采

用丙酮 /甲醇（1:1）固定液固定的MCF-7乳腺癌细胞两种蛋白

染色效果最好，能够清晰地观察到两种蛋白定位表达情况；甲

醇固定液固定后染色效果优于多聚甲醛固定液。结果见图4。

3 讨论

细胞和组织的固定是细胞生物学研究的免疫荧光和免疫

组织化学等生物技术的基本过程。免疫荧光实验结果准确性的

关键在于选取合适的固定液进行固定。良好的固定可保持细胞

原有形态结构的完整。固定液能阻止溶酶体自溶细胞和组织，

使细胞中的蛋白质、脂肪、酶等成分保持原有形态，产生不同折
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光率，便于染色和观察。固定液分为醛类、氧化剂类、醇类等，常

用的有甲醛、甲醇和乙醇等。其中，醛类固定剂通过交联作用形

成抗原遮蔽，会对染色效果产生一定影响，如采用甲醛固定可

使抗原发生改变，降低其敏感性。丙酮因其良好的渗透性和脱

水性而常用于冷冻切片和细胞涂片固定，且冷丙酮(4℃)可以很

好地保存一些较脆弱的抗原。有文献报道，醛类固定剂中，戊二

醛可使蛋白质高度交联，在保存超微结构和组织完整性上优于

4%多聚甲醛[1]。4%多聚甲醛可显著影响细胞的整体和局部折

射率，在定量时相成像中具有显著影响[5]。在确定激素和 HER-2

受体表达状态方面，用福尔马林固定细胞学乳腺癌标本和制备

细胞块材料是最好和最可靠的结果[10]。在单细胞转录研究中，

甲醇固定后的细胞和活细胞在 scRNA-seq数据方面表现基本

相似，表明甲醇固定在单细胞转录中表现良好。乙醇固定会导

致的 PD-L1免疫染色减少[6]，引起的 PD-L1免疫反应性降低对

临床实践具有重要意义。

图 1 心肌成纤维细胞培养结果（A:第 3天, B:传代后 10 × 10）

Fig. 1 Results of cardiac fibroblast culture (A: day 3, B: after passage)

图 2 乳腺癌细胞培养结果（A:第 3天; B:第 7天 10 × 10）

Fig. 2 Results of breast cancer cell culture (A: day 3, B: day 7)

细胞固定的意义在于使细胞形态和细胞内分子含量变化

最小，同时保持细胞良好的生理状态。在脂质相关疾病的研究

中，不当的细胞固定可能会严重影响实验数据。例如，在探讨神

经细胞和神经胶质细胞主要细胞室中蛋白质和脂质的 CARS

信号的影响研究中，发现多聚甲醛和乙醇固定剂都会引起蛋白

质和脂质信号的变化。乙醇固定会导致神经元细胞核仁蛋白质

的 CARS信号增加约 45%，神经胶质细胞的 CARS信号减少

约 35%。表明多聚甲醛固定是在 CARS成像前保存神经元和神

经胶质细胞的一种较好的方法，不改变细胞内蛋白质和脂肪的

信号强度和分布。而乙醇固定显著改变了细胞核仁中蛋白质的

CARS信号强度[7]。然而，多聚甲醛固定会影响 RNA的提取并抑

制 RNA的扩增。乙二醛可以较好地从染色和分选的哺乳动物

细胞中提取出 RNA。乙二醛不会将 RNA与蛋白质交联，也不会

形成稳定的 RNA加合物，从而确保固定后 RNA的完整性[8]。

自噬是真核细胞的一种适应性反应，通过溶酶体作用清除

生物大分子和受损细胞器，如分解蛋白质和代谢线粒体，并将

其降解和循环，从而维持细胞内的动态平衡。自噬受至少 15个

基因表达调控，包含起始、成核、延伸和与溶酶体融合等阶段。
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图 3 三种固定液对心肌成纤维细胞氧化应激模型 LC3和 Beclin1蛋白荧光染色结果(10× 20)(A:丙酮 /甲醇(1:1)固定液正常组

B:丙酮 /甲醇(1:1)固定液模型组 C:甲醇固定液正常组 D:甲醇固定液模型组 E:多聚甲醛固定液正常组 F:多聚甲醛固定液模型组)

Fig. 3 Results of fluorescent staining of LC3 and Beclin1 proteins in oxidative stress model of cardiac fibroblasts with three kinds of fixation solution

(10× 20) [A: Acetone/Methanol (1:1) fixed liquid normal group B: Acetone/Methanol (1:1) fixed liquid model group C: Methanol fixed liquid normal

group D: Methanol fixed liquid model group E: Paraformaldehyde fixed liquid normal group F: Paraformaldehyde fixed liquid model group]

图 4 三种固定液对乳腺癌细胞氧化应激模型 LC3和 Beclin1蛋白荧光染色结果(10× 20) (A:丙酮 /甲醇(1:1)固定液正常组 B:丙酮 /甲醇(1:1)固

定液模型组 C:甲醇固定液正常组 D:甲醇固定液模型组 E:多聚甲醛固定液正常组 F:多聚甲醛固定液模型组)

Fig. 4 Results of fluorescent staining of LC3 and Beclin1 proteins in oxidative stress model of breast cancer cells with three kinds of fixed solution

(10× 20) [A: Acetone/Methanol (1:1) fixed liquid normal group B: Acetone/Methanol (1:1) fixed liquid model group C: Methanol fixed liquid normal

group D: Methanol fixed liquid model group E: Paraformaldehyde fixed liquid normal group F: Paraformaldehyde fixed liquid Model group]
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Beclin-1和 LC3是自噬活性的标志，分别在自噬的不同阶段发

挥着重要作用。Beclin-1参与自噬小体的形成，是启动自噬的重

要组成部分；LC3参与自噬较后期的阶段，有 LC3-I和 LC3-II

两种形式，LC3-I位于细胞质中，当细胞饥饿、缺氧和缺乏生长

因子等因素诱导自噬时，LC3-I通过与磷脂酰乙醇胺结合进入

自噬体膜而转化为 LC3-II。在细胞的增殖、存活、迁移等过程

中，Beclin-1和 LC3不可或缺。自噬作为正常细胞的肿瘤抑制机

制之一，可清除有毒物质、受损细胞器和错误折叠的蛋白质，减

少氧化应激反应，保护细胞免受遗传损害。但在肿瘤细胞中，在

细胞饥饿、缺氧和其它因素的诱导下，自噬可能维持了肿瘤细

胞的生存。Beclin-1和 LC3的敲除可抑制自噬，并显著抑制细

胞的增殖、克隆形成、迁移 /侵袭和诱导细胞凋亡，并抑制多个

原癌信号通路。大约 35-50%的乳腺癌中发现了 Beclin 1的单

等位基因丢失，且 Beclin-1水平降低与乳腺癌患者的不良预后

和总生存期降低有关。高水平的 LC3蛋白表达也与三阴性乳

腺癌(Triplenegative breast cancer, TNBC)的进展和较短的生存

期密切相关[10]。

在缺氧性脑损伤中，有效控制自噬对于开发新的治疗策略

具有重要意义。Beclin1通过调节依赖于 III类 PI3K的磷脂酰

肌醇 3-磷酸(PI3P)的产生和随后促进自噬小体形成的额外自

噬相关(ATG)蛋白的招募来控制自噬过程。增强自噬对缺氧性

脑损伤具有保护作用[11]。在心肌缺血再灌注损伤中，自噬影响

了包含细胞炎症等的多种细胞反应，在炎症小体的调节中起着

关键作用。Beclin1过表达可促进自噬信号的释放，减轻微血管

损伤，缩小心肌梗塞面积，减轻心脏炎症和细胞死亡进而增加

小鼠存活率[12]。

活性氧化物（ROS）包括超氧阴离子、活性氧，过氧化氢等

物质，在细胞的增殖、迁移和分化中起重要作用[13]。外源 ROS

可引起细胞内外的氧化应激[14]。过氧化氢是 ROS之一，可以导

致蛋白质、脂质和 DNA氧化损伤，常用于细胞氧化应激模型的

制备 [15]。氧化应激由促氧化剂和抗氧化剂之间的失衡造成[16]。

ROS产生且超过内在抗氧化剂，平衡被打破，活细胞不断受到

ROS的氧化攻击，导致细胞氧化损伤。氧化应激、炎症和功能损

害三位一体，导致衰老、致癌和代谢综合征等，且在许多疾病和

临床症状的发病机制中已有报道[17]。研究表明，线粒体也参与

了氧化应激，且其功能障碍与 ROS的产生有关。如 T-2毒素诱

导的氧化应激可导致线粒体断裂，通过降低视神经萎缩蛋白 1

(OPA1)和丝裂原蛋白 1 和 2(Mfn1 和 Mfn2)的 mRNA 水平破

坏线粒体融合的动态平衡[18]。

综上所述，本文主要阐述了三种固定液对两种氧化应激细

胞模型 Beclin1和 LC3蛋白免疫荧光染色的影响。以大鼠原代

心肌成纤维细胞和MCF-7乳腺癌细胞为例，进行自噬相关蛋

白免疫荧光双染色实验时，使用其它固定液染色效果不佳的情

况下，可以选择应用丙酮 /甲醇（1:1）固定液固定，再进行免疫

荧光染色。同时要注意避免固定时间过长，固定或透化过久也

是导致伪影的因素。固定后如果不立即进行抗体染色，可将

PBS留在孔中，需确保盖玻片不会变干，在 4℃下保存密封的

孔板。注意操作全程不要干片，干片容易造成后续高背景染色。

免疫荧光过程中，有很多洗涤步骤，在洗涤过程中要注意动作

轻柔，固定后的细胞比较脆弱，如果太过大力，很容易把细胞吹

洗掉。重视细胞免疫荧光实验的上述细节，合理选用丙酮 /甲

醇（1:1）固定液，可以增强染色效果，获得满意的实验结果。
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