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细胞培养及涂片的免疫细胞化学染色 

中圈分类号，R26 

病理生理教研室 李培然 范维珂 

19’83年以来，免疫细胞亿学技术已被广 

泛应用于细胞生物学，组织胚胎学及肿瘤病 

理学等领域，成为肿瘤的诊断与鉴别诊断的 

新工具¨】。 

细胞在培养瓶内生长时，常呈二种形式： 

贴壁生长与悬浮生长。在悬浮生长时，各种 

细胞均呈圆球形，相互间不易鉴别，即使贴 

壁生长，细胞间亦往往比较相似，如果从瓶 

CP 引起的血K 增高减轻地戈辛中 毒 作 用 

和伴随的室性心律不齐，其他因素如血液动 

力学改善和交感活性 降 低 也 起 到 重 要 作 

用。【I 本文例 3在使用 CPT时出现肾功不全 

后仍用地戈辛0．125mgQd或 Bid，未发生毛 

地黄中毒。因此作者认为，当其CPT与地戈辛 

合用引起Cer下降时，是否停用地戈辛应具 

体分析 ，如Ccr下降不显著，BUN、Cr正常或 

偏高，血K 增高，心衰症状改善，可在严密 

观察下继续使用地戈辛。 

通过本文3例临床分析，提示重度心衰， 

低Na 血症，显著降低的肾血流量，高肾素 

活性，低心钠素血症是CPT治疗心衰引起肾 

衰的危险因素。肾衰的发生及严重程度似与 

CPT的剂量无关而与疗程的长短呈正相关， 

惜例数太少，有待进一步探讨。 

壁脱落，鉴别更为困难。胸腹水中的脱落细 

胞亦然。为了鉴定该类细胞的组织起源，．可 

用抗中间丝蛋白抗体及免疫细胞化学方法。 

但培养细胞及涂片的免疫细胞化学染色，可 

能因固定不佳，形态固缩而脱落，或因特异 

性丧失而无法定论。所以在 进 行 这类工作 

时，必须解决下列问题：(1)要保存 良 好 

的细胞形态与型特异性抗原，用何种细胞处 
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理方法最佳?(2)抗中间丝单克隆抗 体 对 

鉴定该类细胞的组织起源是否具有特异性? 

(3)何种免疫细胞化学方法较为实用而方 

便?(4)，细胞培养及涂片的免疫细胞化学 

染色有何特点?为此，我们综合了文献中对 

细胞培养及涂片的制作特点 ⋯，进行中间 

丝单抗的免疫细胞化学染色。通过反复多次 

实践与对比，确定了我们常规应用的方法． 

现将结果报导干后： 

材料与方法 

1．标本的棚鲁 取已建棣的人体肿瘤细胞棣， 

包括：(1)结肠癌细胞秩 (SW-4eo)， (2)乳腺癌 

细胞榇 (MCF一7)，(3)肺癌细胞株 (LC一6)．(4) 

星形胶质细胞瘤 (U-~51)，(5)黑色素瘤 (M一14)。 

(e)淋巴瘤 (B95—8)(均由美国纽约 斯隆凯特林 

癌症中心惠赠) 其中 (1)一 (5)为贴壁生长细胞． 

用含0．25％胰酶．0．Oi％EDTA的PBS(PH7
．
4 

液消化后制成细胞悬液．接种在装有半块盖玻片的 

指形培养瓶中．用含10％小牛血清@RPMIiG40液 

进行培养。约一周后取出盖玻片．用电扇风干2h
。 

(6)为悬浮生长细胞，将细胞悬液滴在玻片上风 

干。若细胞量较少．可先行离心 (1000rpm)10rain 

浓缩 

巳干燥的细胞标本．用冷的缓冲甲醛丙酮固定 

液固定 (4℃，2rain)。其配方为Na 2HPo．15mg。 

KH~PO,1 20rag
． H 203Om1．丙酮45ml，4e 甲醛 

25m L。平时保存于4℃．一月内可用。固定后的 细 

胞用PBS洗三次．贮于4℃冰箱内备用．可保存一 

周。 、 

2．抗体的种类 (1)抗角蛋白 (K)单克隆抗 

体t重庆医科大学研制的⋯AF2(1：200)，识别高分 

子量角蛋白．北京生物制品所研制的HK2(1：lDG)． 

识别广范围角蛋白。(2)抗胶质纤维酸性蛋~(GFAP) 

单克隆抗体：重庆 医科 大 学 研制 的 AG (1： 

200)．识别分子量为2 1Kd的GFAP。(3)抗神经微 

丝(NF)单克隆抗体；重庆医科大学研制的 ]AN。 

(1：200)。识别分子量为2ooKd的 NF。 (4)抗S 

一 100蛋白单克隆抗体：北京生物制品所研制(1：1 0)， 

识别分子量为5．8及4．4Kd的S—i00a及B。 

5．免疫细臆化学方法 用ABC—AEC法，其 

审链霉亲和素一生物素一过氧化物酶复合物试剂盒 

(SABC)．上海生物翩品研究所；3一氨基一9一 

乙基 唑(AEC)显色剂试剂盒，重庆医科大学，步骤 

为 (：)标本先用0．5％曲拉通x—l00水溶液处理20 

rain。(2)滴加l：20羊血清或马血清，37℃，30rain。 

f 3)吸干羊或马血清，分别加入上述五种单克隆抗 

体，放湿盒由 4℃过夜。(4)滴加生物素化羊抗鼠 

IgG，37℃孵育30rain。(5)滴~SABC试剂37℃孵 

育30mi,~。(6)用AEC显色剂显色30rain，镜下观 

察．待出现红棕色阳性反应时，水洗终止反应。(7) 

滴~JllMayer氏苏木索复染细胞核groin．水洗5rain． 

(8)用明胶甘油盖片，显微镜下观察结果。在(2) 

(4)(5)(6)步骤前均用PBS洗三次，每次5rain， 

用滤纸吸干备用。阳性染色者显示红棕色沉淀。 

结 果 

1
．
细胞形态 (1)癌细胞 SW一480， 

MCF～7，LC-6主要呈多角形，镶嵌排列成 

片，癌细胞浆及核大都增多，但大小不一， 

显示癌细胞的特征 (照片卜3)。(2)星形胶 

质细胞瘤U-251亦显示恶性的形态特征，与 

癌细胞不同者，它尚有细长的胞浆突起，相 

互交织，体现了星形细胞的特征 (照片4)。 

(3)黑色素瘤M-14以长圆形及棱形细胞为 

主，有胞浆突起，但不很长 (照片5)。(4) 

淋巴瘤细胞B95-8~J]多呈圆形。由此可见，在 

本法固定后的制片，一般都能保持原来细胞 

形态的特点。 

2
．
细胞的免疫细胞化学特性 用 上 述 

步骤进行免疫细胞化学染色，经用阳性及阴 

性对照，可以获得背景清晰，阳性明确的染 

色。表 l显示所有癌细胞株均为广范围抗角 

蛋白单抗 (HK ) 阳 性， 但 抗 非 上 皮 性 

(GFAP，NF，S—lOO)单抗均为阴性。而肺癌 

(LC一6)还显示抗高分子量角蛋白(AFD 

阳性，而肠癌与乳腺癌显示AF2阴性·U一251 

为抗GFAP及抗S一1OO阳性，但抗K，NF单 

抗均为阴性。M一14为S一100~B性，而抗 K， 

GFAP，NF均为阴性。B95—8对上述各种单 

抗均为阴性。说明用本法能显示不同单抗的 
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表1 培养细胞株的免疫细胞化学染色反应 

细 胞 轶 AFI HK2 GFAP NF 

SW一 480 

M CF一 7 

LC一 6 

U一 251 

M 一 14 

B9s一8 

付十 

针+ 

●— —  

●— —  

●— —  

●— —  

● — —  

+ 

卅 

组织特异性。阳性染色的分布主要在细胞的 

胞浆，符合中间丝蛋白的分布。与组织切片 

染色相一致。 

讨 论 

细胞培养或涂片的免疫细胞化学染色在 

确定细胞的来源以至病变的性质中具有重要 

价值。但由于方法尚不理想，在使用上颇受 

限制。本研究参考文献中诸家的优点，通过 

反复实践，摸索出效果较好的方法，获得成 

功。方法中主要考虑的是保存细胞的形态及 

其抗原性。本法采用细胞培养或涂片，可保 

存细胞的原有形态。若细胞较少 需 要 离心 

时，以lO00rpm 10 minfl~．将细胞形态 保 存 

较好，固定剂以冷的缓冲甲醛一丙酮固定剂 

比用纯酒精或丙酮更好，使细胞形态保持原 

有特点。与组织切片免疫组化染色不同，涂 

片或培养细胞是较为完整的，所以要用Tri— 

ton X一100处理来增加细胞膜对抗体的通透 

性，但过分处理又会破坏细胞，我们试用时 

·156· 

得出应用 0．5％Triton X—lOO 20rain比较 

合适。既允许大分子抗体球蛋白进入细胞， 

又不致使细胞裂解。在上述条件下，我们采 

用国产的链霉亲和素试剂盒获得组织中中间 

丝抗原的特异性染色，中间丝蛋白的分布可 

见于核周，胞浆、胞膜及胞突上，符合在组 

织中的正常规律，而且在细胞中并不均匀， 

可能有一定的生物学意义。 

参 考 文 献 

【1】范维珂 ·国外医学临床生物化学及检验学 分 

册 1987；8：l 

【2 1 Li CY．et a1．Am J Clin Path 1984；81· 

204 

【3】Li CY．et a1．Am J Clin Path 1987j 

88t696 

【4】胡军．等．中国免疫学杂志 I9871 3(5)- 

258 

【5】殷秀，等．免疫学杂志 1990；6(1),27 

【6】杨青峰。等．免疫学杂志 19901 6(2),92 

(收稿日期1990-10-io) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

