
初级纤毛是一种存在于大多数类型细胞表面

的特化细胞器，有两个重要组成部分（基体和轴

丝）。基体是初级纤毛生长的基础结构，由G0期细

胞的中心粒组装而成，位于纤毛底部；而轴丝是由

基体延伸出来的微管骨架，如天线一样突出细胞表

面，外被细胞膜，其上分布着多种特异性定位的蛋

白［1］。初级纤毛突出细胞的部分与位于胞内的部分

（即基体与轴丝）之间还存在一个被称为“过渡区”
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［摘 要］ 目的：比较不同固定方法对动物细胞初级纤毛组分免疫荧光染色的影响，探究初级纤毛免疫荧光成像的优化策

略。方法：选择4%多聚甲醛（paraformaldehyde，PFA）、甲醇（MeOH）、10%三氯乙酸（trichloroacetic acid，TCA）固定细胞，后续使

用相同的透化、封闭、抗体孵育条件，最后比较相同拍摄参数下初级纤毛的成像效果。结果：PFA固定法可使纤毛轴丝蛋白和

部分纤毛膜蛋白有更好的染色效果，MeOH固定法可以更清晰地展现纤毛底部定位的蛋白。相比前两种方法，TCA固定的细

胞虽然纤毛轴丝的染色效果很差，但适用于部分纤毛膜蛋白和轴丝结合蛋白。除荧光强弱不同外，使用不同方法固定后染色

得到的蛋白定位也有微小差异。结论：3种固定方法在初级纤毛免疫荧光实验中各有优劣，需要综合考虑实验目的以及目标

蛋白的特点进行选择。
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［Abstract］ Objective：To compare the effects of different fixation methods on primary cilia immunofluorescence in mammalian cells
and to investigate the optimized strategy of primary cilia immunofluorescence imaging. Methods：Cells were fixed with 4%
paraformaldehyde（PFA），methanol（MeOH）or 10% trichloroacetic acid（TCA），followed by the same conditions of penetration，
blocking and antibody incubation，and finally the primary cilia imaging results were compared under the same shooting parameters.
Results：PFA fixation resulted in the better imaging of ciliary axoneme proteins and part of the ciliary membrane proteins，and MeOH
fixation showed more clear imaging of the proteins localized at the bottom of cilia. Compared with other two methods，TCA fixation was
suitable for some ciliary membrane proteins and axoneme binding proteins although the staining signal of ciliary axoneme was weak. In
addition to the variations of fluorescence intensity，there were also minor differences in protein localization observed by staining after
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immunofluorescent staining of primary cilia，and the appropriate fixation method needs to be selected with comprehensive
consideration of the experimental purpose and the characteristics of target protein.
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（transition zone，TZ）的门控结构，该结构不仅将初级

纤毛的内部空间与胞质分隔，也将初级纤毛膜与胞

膜分隔，在纤毛内形成“隔间”，使纤毛的蛋白组成

和胞膜、胞质有所不同［2］。初级纤毛内部不存在蛋

白质翻译和合成系统，因此其各蛋白组分依赖纤毛

内转运（intraflagellar transport，IFT）运输。IFT家族

蛋白根据其生化性质及运输方向的不同主要分为

两类：IFT⁃A和 IFT⁃B，分别负责纤毛内物质的反向

运输和正向运输［3］。

目前已发现初级纤毛与多种信号转导通路有

关，包括 Hedgehog 信号通路、G 蛋白偶联受体（G
protein⁃coupled receptor，GPCR）信号通路、Wnt信号

通路、转化生长因子（transforming growth factor，
TGF）⁃β信号通路等［1］。其中Hedgehog通路是一个

公认的典型纤毛相关信号系统，通路内有多种蛋白

定位并富集于初级纤毛，常在初级纤毛研究中作为

观察纤毛功能是否正常的标志［4］。初级纤毛在信号

转导中发挥着重要作用，因此初级纤毛结构或功能

缺陷会导致一系列纤毛相关的综合征，被统称为

“纤毛病”。这些疾病往往累及多组织、多器官，常

见症状如唇裂、多趾、多囊肾、心脏发育不全、小脑

共济失调等［5］。

在探究某种初级纤毛疾病可能的分子病因时，

细胞免疫荧光是观察纤毛结构、蛋白定位、蛋白富

集是否异常必不可少的实验手段。初级纤毛体积

较小，哺乳动物初级纤毛长度为 1~4 μm［6］，直径约

300 nm［7-8］，结构层次较多，因此不同蛋白的共免疫

荧光显示难度较大。在初级纤毛的免疫荧光实验

中，固定是对结构、组分保存最关键的一步，不合适

的固定方法不仅容易破坏目的蛋白的纤毛定位，而

且大大减弱荧光信号。基于以上考虑，本研究尝试

了3种文献中最常见的固定方法对永生化小鼠胚胎

成纤维细胞（mouse embryonic fibroblast，MEF）与人

视网膜色素上皮细胞RPE1的初级纤毛进行固定，

并比较不同定位的纤毛蛋白的染色效果。以组成

纤毛轴丝的乙酰化α⁃微管蛋白（acetylated α⁃Tubu⁃
lin，AC α⁃Tubulin）作为纤毛标志物［9］，分别观察了定位

于纤毛膜上的ADP核糖基化因子样蛋白 13B（ADP
ribosylation factor like GTPase 13B，ARL13B）［10］、纤毛

基底中心粒的γ微管蛋白（γ⁃Tubulin）、纤毛过渡区

的 MKS 过渡区复合物亚基 1（MKS transition zone
complex subunit 1，MKS1）［11］，沿轴丝分布的纤毛正

向转运蛋白 88（intraflagellar transport 88，IFT88）［12］

和纤毛逆向转运蛋白 140（intraflagellar transport

140，IFT140）［12］，定位于纤毛轴丝附近并借助其转运

的肌醇多聚磷酸 5⁃磷酸酶（inositol polyphosphate⁃5⁃
phosphatase E，INPP5E）［13］，以及Hedgehog信号通路

膜受体SMO（smoothened，属于GPCR家族，Hedgehog
信号通路的活化因子）和 G蛋白偶联受体 161（G
protein⁃coupled receptor 161，GPR161，Hedgehog信号

通路的抑制因子）［4］。

3种固定试剂对应的温度、时间均为该试剂最

适合的固定条件。本研究着重探究不同固定方法

对各类初级纤毛蛋白免疫荧光染色效果的影响，对

于同样可能影响荧光染色效果的透化条件、封闭条

件以及抗体选择，采用前期实验中已成熟的方案，

而不考虑这些条件可能造成的染色效果的差异。

1 材料和方法

1.1 材料

实验中使用的永生化MEF细胞、RPE1细胞为

本实验室保存；LSM900 激光共聚焦显微镜（Carl
Zeiss公司，德国）；DMEM细胞培养基（Gibco公司，

美国），DMEM/F12细胞培养基（南京凯基公司），胎

牛血清（Gibco公司，美国），青霉素/链霉素（苏州新

赛美公司）；明胶（上海碧云天），4%多聚甲醛（para⁃
formaldehyde，PFA）（北 京 Solarbio 公 司），甲 醇

（MeOH，南京化学试剂），三氯乙酸（trichloroacetic
acid，TCA）（上海麦克林试剂公司）；AC α⁃Tubulin抗
体（Sigma⁃Aldrich公司，美国），γ⁃Tubulin、SMO抗体

（Santa Cruz 公司，美国），ARL13B、IFT88、IFT140、
MKS1、INPP5E、GPR161抗体（武汉三鹰公司）；荧光

二抗 Goat anti ⁃ Mouse IgG2b 偶联 488、Goat anti ⁃
Mouse IgG2a 偶联 594、Goat anti ⁃Mouse IgG1 偶联

647、Donkey anti⁃Rabbit IgG（H+L）偶联 594（Invitro⁃
gen公司，美国）；DAPI（Sigma⁃Aldrich公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

培养永生化MEF细胞使用DMEM培养基，添加

10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉

素；培养 RPE1 细胞使用 DMEM/F12 培养基，添加

10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉

素；两种细胞均在 5% CO2、37 ℃的细胞培养箱中进

行培养。在准备免疫荧光实验样品时，将永生化

MEF细胞和RPE1细胞接种在提前用0.1%明胶孵育

过的细胞爬片上，待细胞长至汇合度 90%时，将培

养液更换为添加0.2%胎牛血清的DMEM或DMEM/
F12培养基进行血清饥饿，持续 24 h以诱导细胞长
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出初级纤毛。在准备观察SMO的免疫荧光样品时，

进行血清饥饿使用的培养基额外添加200 nmol/L的

SMO激动剂（smoothened agonist，SAG），以诱导 SMO
在初级纤中富集。

1.2.2 固定方法

固定细胞前，吸干细胞培养液，用PBS缓冲液清

洗细胞两遍。

PFA固定：4%PFA长期贮存于-20 ℃，使用时提

前解冻，置于 4 ℃保存。细胞浸没在 4%PFA中，室

温下固定30 min，之后用PBS清洗两次。

MeOH固定：在使用MeOH固定前需将试剂预

冷至-20 ℃。将细胞浸没在预冷后的MeOH中，并

立即将容器置于-20 ℃冰箱，固定10 min，如条件允

许可将容器直接放置在冰箱制冷管道上以获得最

好的降温效果，之后用PBS清洗两次。

TCA固定：TCA于 4 ℃避光保存，10%TCA固定

液在使用前现配制，取1/10体积TCA溶于PBS缓冲

液中并置于 4 ℃冰箱预冷。将细胞浸没在预冷的

10%TCA中，4 ℃条件下固定 20 min，之后用 PBS清

洗两次。

1.2.3 免疫荧光

不同固定方法固定细胞后，使用抗体稀释液

（3% BSA、0.3% Triton X⁃100，溶于PBS）4 ℃下封闭并

透化细胞1 h，之后4 ℃孵育一抗过夜。不同抗体使

用的稀释比例：AC α⁃Tubulin 1∶1 000、γ⁃Tubulin 1∶
200、ARL13B 1∶200、IFT88 1∶200、IFT140 1∶500、
MKS1 1∶100、INPP5E 1∶100、GPR161 1∶100、SMO
1∶50。

孵育好一抗之后，使用0.2%TBST清洗细胞2次，

每次 3~5 min，之后室温条件下荧光二抗避光孵育

1 h，不同荧光二抗使用的稀释比例均为1∶200。孵育

二抗后，0.2%TBST 清洗细胞 3 次，每次 3~5 min。
最后使用封固剂（含DAPI）将细胞爬片固定在载玻

片上。

图像拍摄使用 LSM900激光共聚焦显微镜搭

配 63倍油镜，图像处理使用 ZEN 3.0（blue edition）
软件。

2 结 果

2.1 常用纤毛标志物AC α⁃Tubulin的免疫荧光染

色对比

AC α⁃Tubulin作为纤毛轴丝的重要结构组成之

一，常被用作免疫荧光实验中的纤毛标志物。在使

用 4%PFA固定的MEF细胞和 RPE1细胞中，染色

AC α⁃Tubulin都可以观察到清晰明显的纤毛标记

（图 1、表 1）。在使用MeOH固定的两种细胞中，染

色AC α⁃Tubulin观察到的信号稍弱，且在RPE1细胞

中除标记了纤毛轴丝之外还能观察到纤毛基底中

心体的荧光（图1）。当使用10%TCA固定两种细胞

时，染色AC α⁃Tubulin标记出的纤毛荧光信号很弱，

且存在轻微的不连续，难以找到并观察（图1、表1）。
2.2 纤毛内多种不同定位蛋白的免疫荧光染色对比

ARL13B是一种小分子GTP酶，高度富集于纤

毛膜［10］。在采用不同固定方法的 MEF 细胞中，

ARL13B都显示出了明显的纤毛定位，其中 TCA固

定的纤毛中ARL13B信号最强，而 PFA与MeOH固

定的纤毛中信号稍弱且互相之间没有明显差别（图

2A、表 1），在RPE1细胞中观察到了相同的结果（图

2B、表1）。
在对纤毛基底中心体染色的实验中，可以观察

到MeOH固定的MEF细胞有更好的γ⁃Tubulin染色

效果（图 2A、表 1），在 RPE1 细胞中使用 MeOH 和

TCA固定都可以观察到高亮度的中心粒标记（图

2B、表 1），但 PFA 固定后γ⁃tubulin 染色信号不明

显。与γ⁃Tubulin的染色结果类似，MeOH固定细胞

的纤毛过渡区蛋白 MKS1 的荧光信号最明显，而

PFA和 TCA固定细胞未见定位于过渡区的荧光信

号（图2，表1）。
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图1 不同固定方法对MEF和RPE1细胞纤毛AC α⁃Tubulin免疫荧光的影响（×630）
Figure 1 Different fixation methods and their effects on AC α⁃Tubulin immunolabeling of cilia in MEF and RPE1 cells

（×630）
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MEF细胞的 IFT88免疫荧光实验发现，MeOH
固定的纤毛有着更强的 IFT88荧光信号，而且3种固

定方法观察到的 IFT88定位也有所不同。在PFA固

定细胞中，IFT88信号主要定位于纤毛基底与顶端，

但在MeOH固定细胞中，信号富集于纤毛基底部且

沿纤毛轴丝较为均匀地分布，在 TCA固定细胞中，

信号则呈“珠串”状沿轴丝分布（图 2A、表 1）。在

PFA或 TCA固定后染色的 RPE1细胞中均观察到

IFT88只定位于纤毛基底部，而MeOH固定的细胞中

IFT88信号定位于纤毛基底与顶端，且信号最强（图

2B、表1）。3种固定方法对 IFT140信号的定位影响

不大，IFT140均定位于纤毛基底部，且信号强度没

有明显差异，仅在TCA固定的MEF细胞中存在“珠

串”状沿轴丝分布的荧光信号（图2，表1）。
INPP5E定位于纤毛轴丝附近并通过转运蛋白

与纤毛轴丝间接结合，研究中常把 INPP5E作为纤

毛转运系统的“货物”进行观察［13］。MEF细胞中，仅

PFA与TCA固定细胞可以观察到很弱的 INPP5E沿

轴丝分布的荧光信号（图 2A、表 1）。但在RPE1细

胞中，PFA与 TCA固定后可以观察到明显、清晰的

INPP5E标记，其中PFA固定后的染色效果优于TCA
（图 2B、表 1）。MeOH固定的两株细胞都无法观察

到 INPP5E的荧光信号（图2、表1）。
2.3 纤毛内Hedgehog信号通路相关蛋白的免疫荧

光染色对比

Hedgehog信号通路是初级纤毛的经典信号通

路，当Hedgehog信号被激活时，SMO蛋白富集到初

级纤毛膜上［14］，伴随着GPR161蛋白移出纤毛［15］。

本研究检测了不同固定方法对上述两分子的纤毛

内定位成像的影响。在MEF细胞中，PFA固定后染

色的 SMO免疫荧光信号最明显，MeOH固定后染色

效果较弱，而TCA固定后的细胞几乎观察不到SMO
定位在纤毛的荧光信号（图3A、表1），而GPR161的
免疫荧光结果显示，只有使用MeOH固定后的细胞

可以观察到 GPR161在纤毛的定位（图 3A、表 1）。

在RPE1细胞中，仅PFA固定适用于 SMO纤毛内染

色（图3B、表1）。MeOH固定更适用于GPR161纤毛

染色，尽管 PFA固定的细胞也有微弱的荧光信号

（图3B、表1）。
3 讨 论

近年来越来越多的研究聚焦于初级纤毛，许多

以往未被关注的蛋白被证明具有重要的纤毛相关

功能，阐明这些蛋白发挥功能的分子机制离不开对

其纤毛定位的观察。为了应对研究初级纤毛时涉

及多种蛋白的复杂情况，本研究试图归纳总结出固

定方法与不同种类纤毛蛋白免疫荧光效果之间的

规律，可以在需要共染两种甚至多种纤毛蛋白时提

供参考。但是目前结果显示 3种固定方法互有优

劣，适合不同纤毛蛋白的固定条件差异较大，没有

一种固定方法可使免疫荧光所染蛋白都达到最佳

效果。如果进一步探究纤毛免疫荧光的优化策略，

需要确定更具体的共染色的蛋白种类。

本研究结果显示，需使用4%PFA进行固定的免

疫荧光实验中以AC α⁃Tubulin作为纤毛标志物是最

佳选择，MeOH固定后的细胞中AC α⁃Tubulin的染

色效果也可满足作为标志物的需求，而需要使用

10%TCA固定的细胞，可以选择ARL13B作为纤毛

标志物。AC α⁃Tubulin是初级纤毛最内部的骨架结

构，本研究起初怀疑是PFA的固定效果比MeOH和

TCA更为温和，能更好地保存脆弱的微管结构，从

表 1 不同固定方法对MEF和RPE1细胞初级纤毛蛋白免

疫荧光的影响

Table 1 Different fixation methods and their effects on
various proteins immunolabeling of cilia in
MEF and RPE1 cells

纤毛相关蛋白

MEF细胞

AC α⁃Tubulin
ARL13B
γ⁃Tubulin
MKS1
IFT88
IFT140
INPP5E
SMO
GPR161

RPE1细胞

AC α⁃Tubulin
ARL13B
γ⁃Tubulin
MKS1
IFT88
IFT140
INPP5E
SMO
GPR161

PFA

+++
++
+
-
++
+
-

+++
-

+++
++
+
-
+
++
+++
++
+

MeOH

++
++
+++
+

+++
+
-
+
+

++
++
+++
+

+++
++
-
-
++

TCA

+
+++
+
-
+
+
-
-
-

+
+++
+++
-
+
+
++
-
-

-：未观察到纤毛染色；+：观察到纤毛染色但不明显；++：纤毛

染色比较明显；+++：纤毛染色明亮清晰。
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每组3个图，左侧为共标记图像，右上为AC⁃α Tubulin标记染色，右下为相应的蛋白标记染色（×630）。
图2 不同固定方法对MEF细胞（A）和RPE1细胞（B）纤毛内蛋白免疫荧光的影响

Figure 2 Effects of different fixation methods on immunolabeling of ciliary proteins in MEF cells（A）and RPE1 cells（B）

而造成了免疫荧光染色的差异。后续3种固定方法

在ARL13B免疫荧光染色中的表现却又说明使用

TCA进行固定才是最温和的方式，因此意识到“温

和”与否无法定性比较不同的固定方法，一种固定

方法可能对不同定位的纤毛蛋白产生不同程度的

破坏。出人意料的是，同样属于纤毛膜蛋白的SMO
和GPR161的染色结果与ARL13B又截然不同，这可

能是因为小分子GTP酶与GPCR、不同GPCR之间同

样存在结构上的不同，使一种固定方法对不同种类

膜蛋白的定位效果也不同。有文献使用 TCA固定

某些比较难以用免疫荧光进行检测的质膜蛋白，也

侧面印证了上述猜测。本研究检测的3种纤毛膜蛋

白ARL13B、SMO和GPR161，最适合的固定试剂分

别为TCA、PFA和MeOH，因此在初次免疫荧光染色

1种纤毛膜蛋白时3种固定方法都应该尝试。

虽然有文献曾质疑MeOH用于纤毛蛋白固定的

实验稳定性与可重复性［16］，但从本研究的结果来

看，使用MeOH固定细胞在免疫荧光染色纤毛“根

部”蛋白时有着明显优势。与纤毛“根部”结构蛋白

不同的是，两种纤毛转运蛋白 IFT88和 IFT140所适

合的固定方法较难判断。对MEF细胞的 IFT88进行

染色时，3种固定方法得到的结果出现了 IFT88定位

上的差异，MeOH固定的细胞中 IFT88信号最强，但

TCA固定的细胞中 IFT88沿轴丝分布的形态最符合

活细胞中 IFT复合体的类似“train”的运动方式［17］。此

外，如果 IFT140蛋白的染色效果以本研究观察到的
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“分别聚集在 TZ区两侧”的形态为准，MEF细胞和

RPE1细胞的染色效果之间也出现了差异，在一种

细胞中可以成功染色的固定方法在另一种细胞中

反而表现不佳。这种现象可能源于两种细胞蛋白

表达的差异，或是源于抗体与不同种属细胞蛋白结

合效果的差异。类似的是，INPP5E在MEF细胞中

荧光信号很差，而在RPE1细胞中非常清晰，但是两

种细胞间不同固定方法的染色效果相似。作为间

接与轴丝相结合的蛋白，INPP5E的免疫荧光染色效

果不仅与轴丝蛋白AC α⁃Tubulin的免疫荧光染色效

果基本没有关联，甚至在纤毛转运蛋白染色中表现

出众的MeOH固定法会几乎完全破坏 INPP5E在纤

毛中的免疫荧光定位。

一些文献曾报道使用优化的固定方法，均是在

这 3种方法的基础上进行改良，精力所限本研究无

法全部进行尝试。此外，不同实验室的实验效果也

存在不同，例如有报道使用MeOH固定细胞后，免疫

荧光染色显示 IFT88聚集于纤毛两端，且在纤毛转

运功能受损的细胞中，IFT88异常地聚集于纤毛底

部［18］；而另一项研究使用PFA固定细胞后的染色结

果显示 IFT88 沿整根纤毛分布［19］，前者如果使用

PFA固定法可能观察不到如此明显的组间差异。另

有报道在 TZ蛋白MKS1的免疫荧光染色中特意使

用TCA固定［12］，但染色效果不如其他研究使用的优

化MeOH固定法［11，20］。，这些差异一定程度上可能源

于各实验室固定时的操作不同或所用抗体不同。

总的来说，当研究纤毛定位蛋白时，可能需要多次

尝试，最终根据免疫荧光实验观察的重点来选择效

果最好的固定方法。
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