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$$*摘要+$目的$探讨不同固定剂对高渗状态下角膜上皮细胞中 C.L相关蛋白#C>]$核质定位的影响,$

方法$将永生化人角膜上皮细胞分为对照组和高渗组(常规培养 6 * 后高渗组细胞采用 =#" &JLH渗透压的

氯化钠溶液处理 6 Q(对照组不做特殊处理, 采用 = 种不同的固定剂 # =e多聚甲醛"@!" r预冷无水乙醇"

@!" r预冷甲醇丙酮 6 i6混合液"B'&841(固定液$固定细胞 !" &(1(行免疫荧光染色(观察对照组与高渗组细

胞 C>]在细胞内的定位变化情况,$结果$=e多聚甲醛固定后(角膜上皮细胞形态较好(对照组与高渗组细

胞中 C>]主要集中在细胞核内(对照组与高渗组细胞核内 C>]平均荧光强度比较(差异无统计学意义#&p

6c<"9(Zp"c6!6$)无水乙醇固定后角膜上皮细胞呈现一定程度的皱缩变形(C>]荧光染色弥散(! 个组细胞

中 C>]阳性信号主要定位在细胞质中, 与对照组相比(高渗组角膜上皮细胞核中 C>]平均荧光强度有所降

低(差异无统计学意义#&p"c<"9(Zp"c=#9$, 甲醇丙酮 6 i6混合液固定后角膜上皮细胞形态不佳(C>]主要

定位在细胞质中(高渗组细胞核内 C>]荧光强度较对照组有所降低(差异无统计学意义 #&p6c"7;(Zp

"c9!;$, B'&841(固定液固定后细胞结构完整(轮廓清晰(能明显观察到不同状态下角膜上皮细胞中 C>]核

质转位现象, 高渗组 C>]平均荧光强度为 6:;c#s9=c#(明显高于对照组的 7!c!s6"c"(差异有统计学意义

#&p;c#9"(Zd"c""6$,$结论$在免疫荧光染色实验中(角膜上皮细胞中 C>]的核质定位会受到不同固定剂

处理的影响(应用 B'&841(固定液比 =e多聚甲醛"无水乙醇"甲醇丙酮 6 i6混合液能更好地观察到高渗刺激

后 C>]的核移位现象,$
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$$C.L相关蛋白 #C.LD'LL40('P.* N54P.(1(C>]$是一
类核质穿梭蛋白(其亚细胞定位对于细胞增殖"凋亡"
器官发育及疾病的发生和发展至关重要

- 6. , C>]的
生物活性主要受 _(NN4通路的调控, 当 _(NN4通路开
启时(C>]被上游激酶磷酸化(以非活性形式存在于
细胞质中)相反(当 _(NN4通路关闭时(C>]活化并进
入细胞核(与 S%>I等转录因子结合(调控下游基因的
表达

- !. , 作为 _(NN4通路的核心效应因子(C>]参与
多种生理病理过程(深入研究 C>]的活性及其在细胞
核与细胞质之间的定位规律(对于揭示疾病发生的机
制及探索新型治疗策略具有重要意义, 在干眼的病理
过程中(泪液渗透压升高会诱导角膜上皮细胞内 C>]
的激活和核转位(进而诱发角膜炎症反应 - 9. , 为了在
体外模拟这一病理过程(研究者通常使用添加氯化钠
的高渗培养液处理角膜上皮细胞(这种方法已被广泛
应用于构建干眼细胞模型

- =. , 然而(在应用上述细胞
模型进行干眼药物的研究及药效评估时(能否对 C>]
等关键核质穿梭蛋白进行正确的亚细胞定位分析尤为

重要,
在 C>]定位的研究中(常用的实验技术包括

h.LP.51 8)4P"免疫胶体金标记"免疫荧光技术等 - #. (其
中使用激光扫描共聚焦显微镜观察免疫荧光染色后目

的蛋白的定位是一种简便且直观的方法, 在免疫荧光
实验中(固定剂的选择对于确保实验结果的准确性和
可靠性至关重要, 不同的固定方法可能影响细胞的形
态和细胞内蛋白的定位, 有研究表明(在甲醇固定的
人类肺成纤维细胞中(转录因子干扰素调节因子 9

#(1P.5O.541 5.M2)'P45/O'0P459(?gX9$主要存在于细胞质
中(而当使用 =e中性甲醛固定液或者 =e多聚甲醛固
定时(?gX9 则主要定位在细胞核内 - 7. , 钠@钾 >S]酶
是一类胞膜蛋白(小鼠海马神经元的免疫荧光染色结
果显示(=e多聚甲醛固定和乙二醛固定的样本中钠@

钾 >S]酶分布不同, 在 =e多聚甲醛固定的神经元
中(阳性信号主要集中在细胞核和细胞质(而在乙二
醛固定的神经元中(能检测到正确的钠@钾 >S]酶膜
定位信号

- ;. , 因此(在免疫荧光实验中(研究者需要
根据所要检测的抗原特性以及定位选用合适的固定

剂, 本研究拟探讨不同固定剂对高渗状态下角膜上
皮细胞中 C>]核转位的影响(为进一步研究干眼中
C>]类穿梭蛋白的细胞内定位与功能提供实验
基础,

?;材料与方法

?-?$材料
?-?-?$细胞来源$永生化人角膜上皮细胞系# Q2&'1
0451.').N(PQ.)(')0.))L(QSY%N($由山东省眼科医院史伟
云教授馈赠,
?-?-! $ 主 要 试 剂 及 仪 器 $ IH%HKX6! 培 养 基
# G_9""!9-XG( 美 国 _/Y)41.公 司 $) 胎 牛 血 清
#6""::6=6Y$""c!#e胰蛋白酶D%IS>#!#!""66=(美国
A(804公司 $)青霉素 @链霉素 @新霉素 # N.1(0())(1D
LP5.NP4&/0(1D1.4&/0(1( ]G[$ 抗 生 素 混 合 物

#6#7=""##$"_4.0QLP999=! 荧光染料 #_69::(美国
SQ.5&4X(LQ.5公司$ )兔抗人C>]6抗体#>66!7=(武汉
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图 ?;A 种固定剂对高渗组和对照组角膜上皮细胞形态变化的影响mt=""(标尺p#" #&$
>18.('?;$22'*)-+22+.(21%0)1P'-+,)5'4+(&5+/+87 +25.40,*+(,'0/'&1)5'/10/*'//-1,57&'()+,1*8(+.&0,3*+,)(+/8(+.&mt=""(L0').8'5p#" #&$

>80)41')公司$)>).R'X)245### 标记驴抗兔 ?MA荧光
二抗m>D96#;!(美国 ?1T(P54M.1 公司$)\2(0W )̀40WSH

免

疫染色封闭液m]"!7"$"G(M1')aNSH
免疫染色一抗稀释

液m]"!;;$"免疫荧光染色二抗稀释液m]"6"<(上海碧
云天公司$)=e多聚甲醛 m]_"=!;$"B'&841(固定液
m ]_"::6( 福 州 飞 净 生 物 公 司 $) S5(P41 jD6""
mj6""]Y(美国 G(M&'公司$, .̂(0'G]< 激光扫描共
聚焦显微镜 m德国莱卡公司 $)光学显微镜 m >R(4
48L.5T.5(德国蔡司公司$,
?-!$方法
?-!-?$细胞培养$QSY%N(用含 6"e胎牛血清和 6e
]G[混合液的 IH%HKX6! 培养基培养, 细胞于
9; r"#e YJ! 培养箱中培养 =< Q 后用 "c!#e胰蛋白

酶D%IS>消化传代(并取 6t6"#
个K&)细胞接种于 !=

孔板爬片上(每孔 ="" #), 将细胞分为对照组和高渗
组(第 ! 天对照组细胞不做特殊处理(高渗组细胞采用
=#" &JLH渗透压的氯化钠溶液处理, 继续放入
9; r"#e YJ! 培养箱中培养 6 Q- <@:. ,
?-!-!$细胞固定$从培养箱中取出细胞(吸弃上清(
预热磷酸盐缓冲液m NQ4LNQ'P.82OO.5.* L')(1.(]̀ G$洗
9 次, 每孔分别加入 #"" #)固定剂固定 !" &(1- 6"@6=. ,
使用 = 种固定液(分别为@!" r预冷无水乙醇"@!" r
预冷甲醇丙酮 6 i6混合液"=e多聚甲醛和 B'&841(固
定液, 固定结束后用 ]̀ G 洗 9 次(进行后续实验,
?-!-@$光学显微镜下观察细胞形态变化$! 个组细
胞经不同固定剂固定后(置于光学显微镜下观察细胞
形态(并在 ="" 倍镜下采集图像(比较各组细胞的形态
学变化,

?-!-A$免疫荧光染色法检测 C>]荧光强度$细胞经
固定后用 "c9e S5(P41 jD6"" 室温透化 6# &(1(]̀ G 洗
9 次, 通用型免疫荧光染色封闭液室温封闭 9" &(1
后去除封闭液, 在孔板爬片上加 6!" #)C>]6 一抗稀
释液m6 i!""$(孔板置于湿盒内 = r孵育过夜, ]̀ G
洗净一抗后加入 ?MA荧光二抗稀释液m6 i6 """$室温
孵育 6 Q(]̀ G 洗 9 次, _4.0QLP999=!m6 i! """$染核
后用 #"e甘油封片(激光扫描共聚焦显微镜下观察并
拍照, C>]阳性表达表现为红色荧光(存在于细胞质
和细胞核中, 采用 ?&'M.E软件对细胞核中 C>]平均
荧光强度进行半定量分析, C>]平均荧光强度p区域
荧光强度总和K区域面积, 实验独立重复 = 次,
?-@$统计学方法

采用 A5'NQ]'* ]5(L&:-" 软件进行统计分析, 计
量资料数据经 GQ'N(54Dh()W 检验证实呈正态分布(以
"s/表示, 对照组与高渗组细胞中 C>]平均荧光强
度比较采用独立样本 &检验, Zd"c"# 为差异有统计
学意义,

!;结果

!-?$= 种固定剂对角膜上皮细胞形态的影响
光学显微镜下观察各组细胞形态发现(=e多聚甲

醛与 B'&841(固定液固定后(对照组和高渗组细胞呈
上皮样(形态较好(轮廓清晰)无水乙醇"甲醇丙酮 6 i6
混合液固定后 ! 个组细胞均呈现一定程度的皱缩和变
形(细胞结构不完整m图 6$,
!-!$=e多聚甲醛固定对角膜上皮细胞中 C>]核定
位的影响
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图 !;Am多聚甲醛固定后各组角膜上皮细胞中 T9U免疫荧光染色结果$>'C>]呈红色荧光
#>).R'X)245###$ (细胞核呈蓝色荧光#_4.0QLP$ , 对照组与高渗组细胞中 C>]染色均集中在核
内#t79"(标尺p#" #&$$ '̀! 个组细胞核内 C>]平均荧光强度定量分析$! 个组细胞核内 C>]
平均荧光强度比较(差异无统计学意义#Zf"c"#$ #独立样本 &检验(.p=$$C>]'C.L相关蛋白
>18.('!;L44.,+2/.+('-*',*'-)01,1,8 +2T9U1,5.40,*+(,'0/'&1)5'/10/*'//-1,)=+ 8(+.&-
02)'(Am &0(02+(40/3'573'21%0)1+,$>'C>]'NN.'5.* 5.* O)245.L0.10.#>).R'X)245### $ '1*
120).(LQ4U.* 8)2.O)245.L0.10.#_4.0QLP$-C>]U'L&'(1)/(1 PQ.120).2L(1 84PQ 041P54)M542N '1*
Q/N.5P41(0M542N # t79"(L0').8'5p#" #&$ $ '̀\2'1P(P'P(T.'1')/L(L4OPQ.&.'1 120).'5C>]
O)245.L0.10.(1P.1L(P/(1 PU4M542NL$ SQ.5.U'L14L(M1(O(0'1P*(OO.5.10.(1 PQ.&.'1 120).'5C>]
O)245.L0.10.(1P.1L(P/8.PU..1 PQ.PU4M542NL#Zf"c"#$ #?1*.N.1*.1PL'&N).L&DP.LP(. p=$$C>]'
C.LD'LL40('P.* N54P.(1
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图 @;无水乙醇固定后各组角膜上皮细胞中 T9U免疫荧光染色结果$>'C>]呈红色荧光
#>).R'X)245###$ (细胞核呈蓝色荧光#_4.0QLP$ , 对照组与高渗组细胞 C>]染色大部分呈现细
胞质着色#t79"(标尺p#" #&$$ '̀! 个组细胞核内 C>]平均荧光强度定量分析$! 个组细胞
核内 C>]平均荧光强度比较(差异无统计学意义#Zf"c"#$ #独立样本 &检验(.p=$$C>]'C.L
相关蛋白

>18.('@;L44.,+2/.+('-*',*'-)01,1,8 +2T9U1,5.40,*+(,'0/'&1)5'/10/*'//-1,)=+ 8(+.&-
02)'(0:-+/.)'')50,+/21%0)1+,$>'C>]'NN.'5.* 5.* O)245.L0.10.#>).R'X)245###$ '1* 120).(
LQ4U.* 8)2.O)245.L0.10.# _4.0QLP$-C>]U'L&'(1)/(1 PQ.0/P4N)'L& (1 84PQ 041P54)M542N '1*
Q/N.5P41(0M542N # t79"(L0').8'5p#" #&$ $ '̀\2'1P(P'P(T.'1')/L(L4OPQ.&.'1 120).'5C>]
O)245.L0.10.(1P.1L(P/(1 PU4 M542NL$SQ.5.U'L14L(M1(O(0'1P*(OO.5.10.(1 PQ.&.'1 120).'5C>]
O)245.L0.10.(1P.1L(P/8.PU..1 PQ.PU4M542NL#Zf"c"#$ #?1*.N.1*.1PL'&N).L&DP.LP(. p=$$C>]'
C.LD'LL40('P.* N54P.(1

$$=e多聚甲醛固定角膜上皮细胞后(免疫荧光染色
结果显示细胞核质分界不清(对照组部分细胞质中可
见少量荧光信号(大部分信号聚集在细胞核中(呈现核
染色假阳性, 经高渗处理后 C>]大部分存在于细胞
核中#图 !>$, 高渗组角膜上皮细胞核中 C>]平均荧
光强度为 6##c6s69c;(略高于对照组的 69!c=s!6c!(
差异无统计学意义#&p6c<"9(Zp
"c6!6$#图 ! $̀ ,
!-@$无水乙醇固定对角膜上皮
细胞中 C>]核定位的影响

无水乙醇固定角膜上皮细胞

后(免疫荧光染色结果显示 C>]
信号呈弥散状(核形态较差, 细
胞质内可见 C>]阳性信号(细胞
核内信号较少, 经高渗处理后(
未观察到明显的 C>]核转位现
象#图 9>$, 对照组与高渗组角
膜上皮细胞核中 C>]的平均荧
光强 度 分 别 为 96c= s66c6 和
!7c7s=c<(差异无统计学意义
#&p"c<"9(Zp"c=#9$#图 9 $̀ ,
!-A$甲醇丙酮 6 i6混合液固定
对角膜上皮细胞中 C>]核定位
的影响

甲醇丙酮 6 i6混合液固定角
膜上皮细胞后(免疫荧光染色结
果显示细胞略有变形(尤其是核
形态较差(荧光信号不均匀(C>]
主要定位在细胞质中(核内见少
量阳性信号分布, 经高渗处理后
未观察到明显的 C>]核转位现
象#图 =>$, 对照组与高渗组细
胞核内 C>]平均荧光强度分别
为 9;c=s6"c9 和 !:c<s:c<, 高
渗处理后细胞核内的荧光强度有

所下降(但差异无统计学意义#&p
6c"7;(Zp"c9!;$#图 = $̀ ,
!-#$B'&841(固定液固定对角膜
上皮细胞中 C>]核定位的影响

B'&841(固定液固定角膜上
皮细胞后(免疫荧光染色结果显
示 C>]荧光信号强且染色清晰(
极少非特异性背景着色(细胞核
质界限分明, 对照组 C>]主要

集中在细胞质内(经高渗处理后 C>]聚集在细胞核
内(细胞质及细胞核荧光对比明显 #图 #>$, 对照组
与高渗组角膜上皮细胞核中 C>]平均荧光强度分别
为 7!c!s6"c" 和 6:;c#s9=c#(高渗处理后细胞核中
C>]荧光强度较对照组明显升高(差异有统计学意义
#&p;c#9"(Zd"c""6$#图 # $̀ ,

组669组中华实验眼科杂志 !"!# 年 = 月第 =9 卷第 = 期$YQ(1 E%RN JNQPQ')&4)(>N5()!"!#(Z4)-=9([4-=
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图 A;甲醇丙酮 ?组?混合液固定后各组角膜上皮细胞中 T9U免疫荧光染色结果$>'C>]呈红色
荧光#>).R'X)245###$ (细胞核呈蓝色荧光#_4.0QLP$ , 对照组与高渗组细胞 C>]荧光信号主要
集中在细胞质中#t79"(标尺p#" #&$$ '̀! 个组细胞核内 C>]平均荧光强度定量分析$! 个
组细胞核内 C>]平均荧光强度比较(差异无统计学意义#Zf"c"#$ #独立样本 &检验(. p=$$
C>]'C.L相关蛋白
>18.('A;L44.,+2/.+('-*',*'-)01,1,8 +2T9U1,5.40,*+(,'0/'&1)5'/10/*'//-1,)=+ 8(+.&-
02)'(4')50,+/R0*')+,'?组? 41%).('21%0)1+,$>'C>]'NN.'5.* 5.* O)245.L0.10.#>).R'X)245###$
'1* 120).(LQ4U.* 8)2.O)245.L0.10.#_4.0QLP$-C>]U'L&'(1)/(1 PQ.0/P4N)'L&(1 84PQ 041P54)M542N
'1* Q/N.5P41(0M542N #t79"(L0').8'5p#" #&$$ '̀\2'1P(P'P(T.'1')/L(L4OPQ.&.'1 120).'5C>]
O)245.L0.10.(1P.1L(P/(1 PU4M542NL$SQ.5.U'L14L(M1(O(0'1P*(OO.5.10.(1 PQ.&.'1 120).'5C>]
O)245.L0.10.(1P.1L(P/8.PU..1 PQ.PU4M542NL#Zf"c"#$ #?1*.N.1*.1PL'&N).L&DP.LP(. p=$$C>]'
C.LD'LL40('P.* N54P.(1
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图 #;Z04:+,1固定液固定后各组角膜上皮细胞中 T9U免疫荧光染色结果$>'C>]呈红色荧
光#>).R'X)245###$ (细胞核呈蓝色荧光#_4.0QLP$ , 对照组细胞C>]呈现细胞质着色)高渗组细
胞 C>]荧光信号聚集在核内#t79"(标尺p#" #&$$ '̀! 个组细胞核内 C>]平均荧光强度定量

分析$与对照组比较('Zd"c""6#独立样本 &检验(.p=$$C>]'C.L相关蛋白
>18.('#;L44.,+2/.+('-*',*'-)01,1,8 +2T9U1,5.40,*+(,'0/'&1)5'/10/*'//-1,)=+ 8(+.&-
02)'(Z04:+,121%0)1+,$>'C>]'NN.'5.* 5.* O)245.L0.10.#>).R'X)245###$ '1* 120).(LQ4U.* 8)2.
O)245.L0.10.#_4.0QLP$-C>]U'LN5.L.1P(1 PQ.0/P4N)'L&(1 041P54)M542N('1* (PU'LN5.L.1P(1 PQ.
120).2L(1 Q/N.5P41(0M542N #t79"(L0').8'5p#" #&$$ '̀\2'1P(P'P(T.'1')/L(L4OPQ.&.'1 120).'5

C>]O)245.L0.10.(1P.1L(P/(1 PU4M542NL$ Y4&N'5.* U(PQ 041P54)M542N('Zd"c""6 # ?1*.N.1*.1P
L'&N).L&DP.LP(.p=$$C>]'C.LD'LL40('P.* N54P.(1

@;讨论

免疫荧光染色技术是一种常用的细胞和分子生物

学技术(通过使用特异性荧光标记抗体对生物组织或
细胞中的特定抗原进行定量和定位

- 6#. , 在这个过程
中(需要加入固定剂来终止内源性蛋白酶的活性(保持
细胞"组织原有结构及其抗原性, 因此选择合适的固

定剂对于维持组织和细胞形态"
亚细胞结构以及蛋白抗原性至关

重要(这直接关系到实验结果的
准确性和可靠性

- 67. , 目前在免
疫细胞实验中常用的固定剂包括

交联剂和有机溶剂两大类, 交联
剂大部分为醛类固定剂(目前较
为常用的有 =e多聚甲醛"=e中
性甲醛固定液"戊二醛等交联剂,
醛类固定剂主要通过与蛋白质中

的氨基"羟基发生交联反应(形成
稳定的网络结构(从而实现对组
织细胞的固定作用

- 6;. , 而有机
溶剂类固定剂可以通过改变细胞

的通透性(使蛋白质脱水(使蛋白
质沉淀在亚细胞结构上(常用的
有甲醇"乙醇及丙酮等 - 6<. , 本研
究对比了醛类固定剂#=e多聚甲
醛$"有机溶剂固定剂#无水乙醇"
甲醇丙酮 6 i6混合液$以及混合
固定液#B'&841(固定液$对 C>]
类穿梭蛋白染色以及定位的影

响(为后续的研究提供实验技术
支持,

本研究结果显示(固定剂的
选择对 C>]的核质定位影响较
大, 使用 =e多聚甲醛固定对照
组角膜上皮细胞后(免疫荧光染
色结果显示 C>]主要聚集在细
胞核内, 这种错误的定位可能是
因为固定液中的甲醛成分虽然渗

透组织的时间很快(但固定过程
本身很慢(导致蛋白的流动性不
会立即被抑制

- 6:@!6. , 固定初期(
甲醛处理仍会导致一些核质穿梭

蛋白或转录因子进出细胞核(并
且这一作用与固定液中甲醛的浓

度相关
- 7(!!. (本研究推测这可能是造成对照组细胞经

=e多聚甲醛固定后呈核染色假阳性的重要原因,
B'&841(固定液是一种混合固定剂(是在 =e中性甲醛
固定液的基础上降低甲醛含量到 !e(并且加入了苦
味酸, 以往的研究表明(含苦味酸的固定液能迅速均
匀地渗透组织(并且能很好地保存待检抗原以及细胞
的超微结构

- !9. , 有研究报道(B'&841(固定液能很好

!!69! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 = 月第 =9 卷第 = 期$YQ(1 E%RN JNQPQ')&4)(>N5()!"!#(Z4)-=9([4-=
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地维持小鼠眼球的形态及视网膜结构(且后续细胞免
疫荧 光 信 号 强

- !=@!#. , 本 研 究 结 果 也 显 示( 使 用
B'&841(固定液固定后角膜上皮细胞形态更好(荧光
信号清晰, 并且在高渗处理前后 C>]的核质定位准
确(能明显观察到高渗诱导角膜上皮细胞中 C>]核转
位这一现象,

有机溶剂类固定剂具有较好的脂溶性(能有效溶
解生物样本中的脂质成分(并能与生物样本中的蛋白
质发生相互作用(促使蛋白质变性"沉淀 - !7@!;. , 本研
究发现(用无水乙醇以及甲醇丙酮 6 i6混合液固定角
膜上皮细胞后 C>]染色较弥散(C>]主要分布在细
胞质(并且在经高渗刺激后未观察到明显的核转位现
象, 这可能是因为有机溶剂类固定剂有一定的穿透
性(对细胞结构有一定的损伤, 透射电子显微镜图像
显示(在丙酮或甲醇固定后部分细胞器丢失, 尽管细
胞骨架仍然可见(但核仁结构变得松散(核膜和染色质
被破坏(核蛋白含量大幅下降 #尤其是在丙酮固定细
胞中$ - !<. , _4.P.)&'1L等 - !:.

研究表明(使用丙酮或甲
醇等有机溶剂固定 HYXD; 乳腺癌细胞株时(细胞中核
纤维层受损(核基质的纤维网络结构被破坏(导致肿瘤
细胞核内 `淋巴细胞瘤 ! 等核蛋白无法被检测到,
本研究推测(在人角膜上皮细胞中(C>]在进入细胞
核与转录因子结合后(由于核染色质受到有机溶剂的
破坏(导致核内的 C>]失去了抗原性,

本研究探讨了不同固定剂对 C>]细胞内定位的
影响, 通过对比多种固定剂的应用效果(发现采用
B'&841(固定液固定角膜上皮细胞后行免疫荧光染色
能准确检测到 C>]的核转位现象, 本研究以 C>]为
例探索了其在细胞中核质定位的技术方法(该成果可
推广到其他核质穿梭蛋白的定位研究中, 尤其是对细
胞内定位受甲醛浓度影响的转录因子(如 ?gX9- 7. "
A>S>- !!.

等进行定位研究时(可以考虑使用 B'&841(
固定液作为免疫荧光染色的固定剂, 需要注意的是(
目前尚无一种固定剂能适用于所有抗原的检测(因此
在免疫荧光染色实验中需要根据不同固定剂对组织细

胞形态以及所要检测抗原稳定性的影响(选择适当的
固定方法, 尤其是对一些定位易受固定剂影响的蛋
白(如 g̀Y>6"N#9- 9".

等进行免疫荧光定位研究时要

充分考虑到固定方式的影响(必要时可进行多种固定
剂的染色对比(从而选择最适合目标抗原的实验条件(
以确保实验结果准确可靠,

本研究仍存在一定局限性, 首先(在对 C>]的定
位研究中仅聚焦该蛋白在单一时间点的静态分布(未
能通过设置多个时间点来追踪其动态变化过程, 其

次(使用不同的固定剂对细胞进行固定(行免疫荧光染
色后发现 C>]的核转位现象存在一定差异(这提示通
过免疫荧光实验所观察到的核质转位现象可能并不全

面(应辅以其他定性或者定量实验来互相佐证(以获得
更加真实可靠的实验结果, 最后(本研究对比分析了
不同固定剂对染色结果的差异性影响(但尚未深入探
讨固定时间在免疫荧光染色中对蛋白定位的作用, 未
来的研究可以在此基础上(进一步探讨固定剂及固定
时间对核质穿梭类蛋白免疫荧光定位的影响(为这类
蛋白的定位与功能分析提供更为详实的技术参考和实

验依据,
综上所述(角膜上皮细胞中 C>]的核质定位会受

到不同固定剂处理的影响(应用 B'&841(固定液比 =e
多聚甲醛"无水乙醇"甲醇丙酮 6 i6混合液能更好地观
察到高渗刺激后 C>]的核移位现象, 本实验探索了
在干眼发病机制的研究中(固定剂的选择对穿梭类蛋
白 C>]核质定位的关键性影响, 该结果为研究此类
蛋白在干眼等眼科疾病发病机制中的作用以及寻找疾

病治疗潜在的药物靶点提供了方法学支持,
利益冲突$所有作者均声明不存在利益冲突
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>2P4(&&21(!"!"( 66= i6"!#"" - !"!= @"7 @6" .-QPPNL'KKN28&.*-
108(-1)&-1(Q-M4TK9!#7#"=<K-IJ?'6"-6"67K3-3'2P-!"!"-6"!#""-

-=. '̀2*42(1 Y(>5'M41'](H.LL&.5%H(.P')-g4).4OQ/N.54L&4)'5(P/(1
PQ.N'PQ4M.1.L(L'1* &'1'M.&.1P4O*5/./.*(L.'L.'N540..*(1ML4OPQ.
JY%>[M542N &..P(1M-E.-J02)G25O(!"69(66# =$ i!=7@!#<-IJ?'
6"-6"67K3-3P4L-!"69-";-""9-

-#. H.)4gY( H45M'1 %( H41'Q'1D%'5)./ g( .P')-]5.D.&8.**(1M
(&&214M4)* )'8.)(1MP44NP(&(V.N54P.(1 )40')(V'P(41 'PL280.))2)'5
04&N'5P&.1PL'1* &.&85'1.&(054*4&'(1L4O).2W40/P.L-E.-['P
]54P40(!"6=(:#6"$ i!9<!@!9:=-IJ?'6"-6"9<K1N54P-!"6=-679-

-7. '̀1.53..>( X')V'5'14I( H(L5'Z-Y'2P(41' 0Q4(0.4OO(R'P(T.0'1
(1O)2.10.PQ.T(L2')(V'P(41 4OPQ.)40'P(41 4O'P5'1L05(NP(41 O'0P45(1
&'&&')('1 0.))L-E. -̀ (4P.0Q1(+2.L(!"6<(7# # !$ i7#@7:-IJ?'6"-
!6==K8P1D!"6<D""7"-

-;. g(0QP.5F[( g.T.)4[_( G.(PVFE( .P')-A)/4R')'L'1 ')P.51'P(T.
O(R'P(T. P4 O45&')*.Q/*. (1 (&&214LP'(1(1M '1* L2N.5D5.L4)2P(41
&(054L04N/-E.-%H̀ JE(!"6<(9; # 6$ i69:@6#:-IJ?' 6"-6#!#!K
.&83-!"67:#;":-

-<. _41M >h( H.1M B( C2'1 _j( .P ')-JL&4P(0 LP5.LLD(1*20.*
NQ4LNQ45/)'P(41 8/[̂ F 'PG.56!< '0P(T'P.LC>]-E.-%H̀ J g.N(
!"6;(6<#6$ i;!@<7-IJ?'6"-6#!#!K.&85-!"67=!7<6-

!969!中华实验眼科杂志 !"!# 年 = 月第 =9 卷第 = 期$YQ(1 E%RN JNQPQ')&4)(>N5()!"!#(Z4)-=9([4-=



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

-:. Y'(I(X.)(0('14I(I41M](.P')-]Q'L.L.N'5'P(41 4OC>]5.45M'1(V.L
M.14&.P4N4)4M/O45)41MDP.5&C>]P'5M.PM.1..RN5.LL(41-E.-['PY.))
(̀4)(!"6:(!6#6!$ i6#;<@6#<:-IJ?'6"-6"9<KL=6##7D"6:D"=99DV-

-6"._41ME(\('1 S( .̂\(.P')-[AXN54&4P.L0.))0/0).N54M5.LL(41 8/
5.M2)'P(1MIDP/N.0/0)(1LT(']?9FK>WP'1* H>]FK%5W '0P(T'P(41 (1
Q2&'1 0451.').N(PQ.)(')0.))L-E.-H4)Z(L(!"6!(6< i;#<@;7=-

-66.g(VU'1 H(].Q A(>1M_](.P')-G.+2.1P('))/D054LL)(1W.* 8(4'0P(T.
Q/*54M.)L'L1'14DN'PP.51.* L28LP5'P.LU(PQ 02LP4&(V'8).LP(OO1.LL'1*
*.M5'*'P(41 O45 0451.') P(LL2. .1M(1..5(1M 'NN)(0'P(41L -E.-
(̀4&'P.5(')L(!"6;( 6!" i69: @6#=-IJ?' 6"-6"67K3-8(4&'P.5(')L-

!"67-6!-"!7-
-6!._4E_(YQ2'1MY_(_4YC(.P')-?1P.51')(V'P(41 (L.LL.1P(')O45PQ.

'1P('N4NP4P(0.OO.0PL4O.R4M.142LPQ/&4L(1 8.P'D= 41 Q2&'1 0451.')
.N(PQ.)(')0.))L-E.-?1T.LPJNQPQ')&4)Z(LG0((!"";(=<# 6$ i!;@99-
IJ?'6"-667;K(4TL-"7D"<!7-
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-!9.Y4NN.5E%( 2̀*M.41 ĝ( X42PVY>( .P')-Y4&N'5'P(T.'1')/L(L4O
O(R'P(41 '1* .&8.**(1MP.0Q1(+2.LO454NP(&(V.* Q(LP4)4M(0')N5.N'5'P(41
4OV.85'O(LQ -E.-Y4&N (̀40Q.& ]Q/L(4)YS4R(04)]Q'5&'04)( !"6<(
!"< i9<@=7-IJ?'6"-6"67K3-08N0-!"6;-66-""9-

-!=.>W(/'&'A( >V20Q(C( A24j( .P')-%*'5'T41. N5.T.1PL5.P(1')
*.M.1.5'P(41 (1 '*2)P&(0.O4))4U(1M4NP(01.5T.(1325/-E.-?1T.LP
JNQPQ')&4)Z(LG0((!"6;(#<# 66$ i=:"<@=:6=-IJ?'6"-667;K(4TL-
6;D!!!#"-

-!#.>W'(U'F(['&.W'P'F(>V20Q(C(.P')-%*'5'T41.L2NN5.LL.L5.P(1')
M'1M)(41 0.))*.'PQ (1 '&42L.&4*.)4O145&')P.1L(41 M)'204&'
-EKĴ .-Y.))I.'PQ I(L(!"6;(<#;$ i.!:9=-!"!=@"7@6!.-QPPNL'KK
N28&.*-108(-1)&-1(Q-M4TK!<;"9;:#K-IJ?'6"-6"9<K0**(L-!"6;-
9=6-

-!7._4854>E( G&(PQ [?->1 .T')2'P(41 4OO(R'P(41 &.PQ4*L' LN'P(')'1*
04&N4L(P(41')0.))2)'50Q'1M.L48L.5T.* 8/g'&'1 (&'M(1M-E.-Z(8
GN.0P54L0(!"6;(:6 i96@=#-IJ?'6"-6"67K3-T(8LN.0-!"67-6"-"6!-

-!;.I41MS(h'1 G(h'1MC(.P')-%OO.0PL4O0Q.&(0')O(R'P(T.L41 W(1.P(0
&.'L25.&.1PL4O8(4&4).02)'5(1P.5'0P(41 41 0.))&.&85'1.-E.-E
H.&85̀ (4)(!"!=(!#;# 6@!$ i696@6=!-IJ?'6"-6"";KL""!9!D"!=D
""9"#D=-

-!<._4.P.)&'1Lgh( ]5(1LX>( Y451.).L.DP.1 Z.)*.?( .P')-%OO.0PL4O
'0.P41.(&.PQ'14)(45N'5'O45&')*.Q/*.41 0.))2)'5LP520P25.(T(L2')(V.*
8/5.O).0P(41 041P5'LP&(054L04N/'1* P5'1L&(LL(41 '1* L0'11(1M.).0P541
&(054L04N/-E.->NN)?&&214Q(LP40Q.& H4)H45NQ4)( !""6( : # = $ i
9=7@9#6-IJ?'6"-6":;K""6!:"9:D!""66!"""D"""6"-

-!:._4.P.)&'1Lgh(T'1 G)44P.1 _E(F.(3V.5g(.P')-g42P(1.O45&')*.Q/*.
O(R'P(41 (55.T.5L(8)/5.*20.L(&&2145.'0P(T(P/4Ò 0)D! (1 PQ.120).'5
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