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贴壁细胞不同制片方法对膜蛋白光镜免疫组化

显示性的影响
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　　摘要：目的　探讨贴壁细胞不同制片方法对膜蛋白光镜免疫组化显示性的影响。方法　培养贴
壁细胞胃黏膜上皮 ＧＥＳ１细胞、胃癌 ＳＧＣ７９０１和胃癌耐药 ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞，均制作细胞滴片和爬

片；ＭＤＲ１免疫组化染色，部分甲基绿复染，半定量分析免疫反应性。结果　在同一制片中，无论滴片

或爬片，复染标本的每种细胞 ＭＤＲ１的免疫反应性高于未复染者；对于同一种细胞不论是否复染，细

胞滴片标本的 ＭＤＲ１免疫反应性高于细胞爬片者；在同一制片和染色的情况下，ＳＧＣ７９０１细胞和

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ及 ＧＥＳ１细胞的 ＭＤＲ１表达水平有所不同，但变化趋势一致。结论　贴壁细胞的滴片

比爬片有更好的膜蛋白光镜免疫组化显示性。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８９２－８９６］
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　　细胞培养应用广泛，免疫组织化学是显示抗
原定位的良好手段，两种技术结合在医药卫生研

究中的应用很广［１－７］。在相关著作中，有的免疫

组化技术并未涉及培养细胞的标本制作方法［８］；

有的将两种技术各成体系独立撰写，而在每一部

分均未涉及培养细胞的标本制作方法［９］；即使有

的提到了细胞滴片和爬片的制作方法，也未涉及

它们在膜蛋白光镜免疫组化显示性方面的优

劣［１０］。ＭＤＲ１是 ｍｄｒ１基因的表达产物，主要分
布在细胞膜上，发现于耐药肿瘤细胞。本研究采

用 培 养 胃 黏 膜 上 皮 细 胞 ＧＥＳ１，胃 癌 细 胞
ＳＧＣ７９０１和胃癌耐药细胞 ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ制作细
胞滴片和爬片，用免疫组化法染色，探讨贴壁细胞

的滴片和爬片对膜蛋白光镜免疫组化显示性的影

响，为贴壁细胞膜蛋白的研究提供标本制作选择

的依据。

１　材料和方法

１．１　材料
胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１由本教研室保存；胃癌耐

药细胞 ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ由第四军医大学西京医院
消化病研究所樊代明教授等建株并惠赠；人胃黏

膜上皮细胞 ＧＥＳ１购自北京市肿瘤研究所遗传
室。兔抗人 ＭＤＲ１多克隆抗体［Ｍｄｒ（Ｈ２４１）ｓｃ
８３１３，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ］；生物素化
的山 羊 抗 兔 ＩｇＧ，ＳＡＢＣ免 疫 组 化 染 色 试 剂 盒
（ＳＡ２００２）和 ＤＡＢ显色试剂盒（ＡＲ１０２２）（武汉
Ｂｏｓｔｅｒ，Ｉｎｃ）；ＲＰＭＩ１６４０培养粉（ＧＩＢＣＯ，美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；小牛 血清 （ＴＢＤ，天津 Ｈ＆Ｙ
Ｂｉｏ．Ｃｏ）；甲基绿（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈＣｏ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　各种细胞生长于含 １０％灭活
小牛血清，１００μｇ／ｍＬ链霉素，１００Ｕ／ｍＬ青霉素的
ＲＰＭＩ１６４０培养液中，３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养，
０．１％胰蛋白酶消化传代。ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞的
培养液中加入长春新碱（ＶＣＲ）０．５～１．０μｇ／ｍＬ，
以维持其耐药表型，实验前 ２周停加 ＶＣＲ。
１．２．２　标本制作
１．２．２．１　细胞滴片　用 ０．１％胰蛋白酶消化对

数生长期细胞至细胞回缩，培养液终止消化，轻轻

吹打制成细胞悬液，调节细胞浓度达 ２×１０６／ｍＬ，
按 ５μＬ／片或 ５μＬ／斑点，将细胞悬液滴涂于铬
矾明胶预处理过的载玻片上。４℃干燥 ２４ｈ，
４０ｇ／Ｌ多聚甲醛固定 １０～２０ｍｉｎ，０．０１ｍｏＬ／Ｌ磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ）充分洗涤，贮存于 －２０℃冰箱
内备用。

１．２．２．２　细胞爬片　０．１％胰蛋白酶消化对数
生长期细胞，传代于置有盖玻片的培养皿中，常规

培养 ２４～４８ｈ，０．０１ｍｏＬ／ＬＰＢＳ洗涤，４０ｇ／Ｌ多
聚甲醛固定 １０～２０ｍｉｎ，０．０１ｍｏＬ／ＬＰＢＳ充分洗
涤，中性树胶将盖玻片固定于载玻片上，贮存于

－２０℃备用。
１．２．３　ＳＡＢＣ免疫组化　从 －２０℃取出的细胞
滴片或爬片，用冷风吹干 ４～６ｈ，３ｍＬ／ＬＴｒｉｔｏｎ
Ｘ１００的 ０．０１ｍｏＬ／ＬＰＢＳ溶 液透 化 处 理 １０～
１５ｍｉｎ；倾去多余液体，用 ３ｍＬ／ＬＨ２Ｏ２水溶液封
闭内源性过氧化物酶 ５～１０ｍｉｎ，０．０１ｍｏＬ／ＬＰＢＳ
洗涤；滴加正常羊血清封闭 １５ｍｉｎ；滴加兔抗人
ＭＤＲ１多克隆抗体（１∶５０），４℃冰箱过夜（１２～
２０ｈ），室温下复温１ｈ；加生物素化山羊抗兔免疫
球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ，１∶１００）３７℃ ４５ｍｉｎ；加 ＳＡＢＣ
（１∶１００）３７℃ ３０ｍｉｎ；ＤＡＢ显色，蒸馏水洗；将显
色后的标本分为一式 ２份，１份不行甲基绿复染，
１份进行甲基绿复染，自然凉干，香柏油封片。以
ＰＢＳ及正常羊血清代替一抗作为阴性对照。阳性
染色呈棕褐色或棕黄色。

１．２．４　定量分析　油镜下，随机观察 ５００个细
胞，依据呈色强弱、分布部位和多少，分级并积

分［１１］。分级和积分标准：阴性（－），细胞质和膜
均无棕褐色或棕黄色颗粒，积 ０分；弱阳性（±），
细胞质内有棕褐色或棕黄色颗粒，积 １分；阳性
（＋），细胞膜上有棕褐色或棕黄色颗粒，但未聚
集成线，积 ２分；较强阳性（＋＋），细胞膜上有棕
褐色或棕黄色颗粒，聚集成线，但未超过细胞周长

１／２，积 ４分；强阳性（＋＋＋），细胞膜上有棕褐
色或棕黄色颗粒，聚集成线，超过细胞周长 １／２，
积 ８分。
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１．３　统计学处理
计算各级细胞百分率，求积分值；组间差异的

显著性分析，采用 χ２检验。

２　结　果

２．１　两种制片的细胞 ＭＤＲ１免疫反应性
各种细胞阳性着色部位主要在胞膜，呈颗粒

状，聚集成线，甚至环绕细胞周，胞质也可见阳性

颗粒，滴片较爬片明显（图 １）。滴片和爬片的阴
性对照均未见阳性着色（图 ２）。ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ
细胞和 ＧＥＳ１细胞的 ＭＤＲ１免疫反应性比较一
致，ＳＧＣ７９０１细胞多数呈阴性或弱阳性，个别细
胞强阳性（图 ３）。

图１　ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞ＭＤＲ１免疫反应性 （ＳＡＢＣ２３×１００）　　Ａ：细胞爬片；Ｂ：细胞滴片

图２　ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞ＭＤＲ１免疫反应性阴性对照 （ＳＡＢＣ２３×１００）　　Ａ：细胞爬片；Ｂ：细胞滴片

图３　各组细胞滴片ＭＤＲ１免疫反应性 （ＳＡＢＣ２３×１００）　　Ａ：ＳＧＣ７９０１细胞；Ｂ：ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞；Ｃ：ＧＥＳ１细胞
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２．２　两种制片法对细胞 ＭＤＲ１免疫反应性的
影响

对 ＳＧＣ７９０１细胞，ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ，ＧＥＳ１细
胞 ＭＤＲ１免疫反应性的定量（表 １）进行统计学
分析显示，无论细胞滴片或爬片，在同一种细胞

同一制片方式中，进行了复染标本的 ＭＤＲ１免疫
反应性高于未进行复染者（Ｐ＜０．０５）；对于同一
种细胞不论是否复染，细胞滴片标本的 ＭＤＲ１免
疫反应性高于细胞爬片者（Ｐ＜０．０５）；在同一制
片和 同 一 染 色 的 情 况 下，ＳＧＣ７９０１，ＳＧＣ７９０１／
ＶＣＲ，ＧＥＳ１细胞的 ＭＤＲ１表达水平有所不同，
但变化趋势一致，ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞的 ＭＤＲ１
表达水平最高，ＧＥＳ１细胞其次，ＳＧＣ７９０１细胞最
低（图 ４）。

表１　不同制片和复染与否对各组细胞 ＭＤＲ１免疫反应性

的影响

制片方式
免疫

反应性

ＳＧＣ７９０１

复染 未复染

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ

复染 未复染

ＧＥＳ１

复染 未复染

细胞滴片 （－） ７０ ３２５ ０ ０ ３０ １８０

（±） ２８０ １２０ ５ ０ ６０ ５０

（＋） ９０ ５０ １５ ５ ５０ ８０

（＋＋） ６０ ５ ５０ １２０ １９０ １３５

（＋＋＋） ０ ０ ４３５ ３７５ １７０ ５５

细胞爬片 （－） ３７０ ４４５ ０ ４０ ０ １１５

（±） ８５ ２５ １９０ ２３０ ３２５ ２９０

（＋） ３０ １５ ６０ ７０ １１０ ８０

（＋＋） １０ ５ １９０ ９５ ６５ １５

（＋＋＋） ５ １０ ６０ ６５ ０ ０

　　注：不同制片、复染与否各组细胞随机观察５００个；各组间两两构成比的比较，均为Ｐ
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图 ４　不同制片和复染与否对各组细胞 ＭＤＲ１免疫

反应性积分值的影响

３　讨　论

细胞膜是存在于细胞表面的单位膜，主要由

蛋白质、类脂和多糖组成。细胞膜功能十分复

杂，除对细胞起支持保护作用外，与细胞各种生

命活动如细胞识别黏着、运动迁移、免疫应答、物

质运输、信号转导、细胞分裂分化、衰老、病变和

癌变都有密切关系，是近年来分子生物学研究的

新领域。细胞膜蛋白是细胞功能的主要承担者。

随着免疫学、分子生物学和蛋白组学的发展，认

识和研究细胞膜蛋白的结构和功能仍然是生物

科学研究的主题，免疫组化技术则是不可缺少的

方法。ＭＤＲ１是细胞膜的跨膜蛋白，可主动地将
物质由细胞内运输到细胞外。本研究选择 ＭＤＲ１
为对象，探索贴壁细胞滴片和爬片对膜蛋白的光

镜免疫组化显示性的影响，发现对于同一种细胞

不论是否复染，细胞滴片的 ＭＤＲ１免疫反应性高
于细胞爬片者。提示贴壁细胞滴片对膜蛋白的

光镜免疫组化显示性优于细胞爬片。这可能与

贴壁细胞滴片的表面积小于爬片使滴片膜抗原

的密度高于爬片者有关，也可能是贴壁细胞膜蛋

白表达变化的研究多用滴片的原因［１２－１４］。

本研究显示在同一制片和同一染色的情况

下，ＳＧＣ７９０１细胞，ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞，ＧＥＳ１细
胞的 ＭＤＲ１表达水平有所不同，但变化趋势一
致；ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞的 ＭＤＲ１表达水平最高，
ＧＥＳ１细胞其次，ＳＧＣ７９０１细胞最低。这些细胞
的 ＭＤＲ１表达水平差异趋势和对它们在 ＭＤＲ１
ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平综合分析得出的结果一
致［１５－１６］，此等结果与标本制作、复染与否的不同属

于系统误差有关，提示应该选用同一制片和同一

染色才能真实反映不同细胞之间膜蛋白的表达差

别。在同一种细胞同一制片方式中，复染标本的

ＭＤＲ１免疫反应性高于未复染者。这是否与复染
可以增强阳性着色有关，有待进一步探讨。
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