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免疫胶体金电镜技术在医学研究中的应用

石佼玉  综述   张志刚  审校

(复旦大学上海医学院基础医学院病理学系，上海 200032)

[摘　要]	 免疫电镜技术是免疫化学技术与电镜技术结合的产物，是通过标记的抗体与特定的抗原结合来观

察和研究超微结构水平组织细胞形态和功能。根据标记方法的不同，分为免疫铁蛋白技术、免疫

酶标技术和免疫胶体金技术，其中应用较多的是胶体金技术。在电镜水平，金颗粒具有很高的电

子密度，清晰可辨，因此利用胶体金标记的二抗，与相应一抗结合，从而将目标抗原标记。免疫

电镜胶体金标记法近年来被成功地应用于医学生物学的各个方面，并取得了长足的进展，为解决

一些医学上的微观结构问题提供了很好的帮助。
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Application of immune colloidal gold electron microscope 
technology in medical research
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Abstract Immunoelectron microscope technology is a method with combination of immunochemical technology and 

electron microscope, which can be used to observe and study the morphology and function of the cells and 

organs at the ultrastructural level by binding the labeled antibodies to specific antigens. It is divided into three 

types including immuno-iron protein technology, immuno-enzyme labeling technology and immune colloidal 

gold technique depending on different labeling methods. Among them, immune colloidal gold technique is more 

common to be used. At the electron microscope level, the gold particle has a high electron density and is clear 

distinguishable. Therefore, the secondary antibody combined with gold particles is used to react with the primary 

antibody to label the targeted antigen. In last decade, immune colloidal gold technique has made great progress 

for successfully applying to various aspects of cell biology, which provides much help for solving some medical 

problems under ultrastructural level. 
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免 疫 电 镜 技 术 是 将 免 疫 化 学 技 术 与 电 镜 技
术相结合的产物，是在超微结构水平研究和观察
抗原、抗体结合定位的一种方法学。根据标记方
法的不同，分为免疫铁蛋白技术、免疫酶标技术
和免疫胶体金技术，其中应用较多的是胶体金技
术。免疫电镜胶体金标记法近年来被成功地应用
于生物学的各个方面，并取得了长足的进展。在
肾病、肿瘤、神经病变、病毒检测以及肺部炎症
等多个领域中，为解决一些医学上的微观结构问
题提供了很好的帮助。胶体金标记技术也日渐完
善，成为医学研究和疾病诊断的重要辅助技术。

1  免疫胶体金技术原理

免疫胶体金技术是以胶体金作为示踪标志物
应用于抗原抗体的一种新型的免疫标记技术 [1-2]。
胶体金是由氯化金酸(H AuCl 4)在还原剂如白磷、
抗坏血酸、枸橼酸钠、鞣酸等作用下，聚合成为
特 定 大 小 的 金 颗 粒 ， 并 由 于 静 电 作 用 成 为 一 种
稳定的胶体状态，称为胶体金。胶体金除了与蛋
白质结合以外，还可以与许多其他生物大分子结
合，如SPA，PH A，ConA等。根据胶体金的一些
物理性状，如高电子密度、颗粒大小、形状及颜
色反应，可以被电子显微镜清晰地观察到，加上
结合物的免疫和生物学特性，使胶体金广泛地应
用于免疫学、组织学、病理学和细胞生物学等领
域的细胞超微结构水平的研究[3-5]。

目 前 电 镜 水 平 的 免 疫 金 染 色 ， 光 镜 水 平 的
免疫金银染色，以及肉眼水平的斑点免疫金染色
技术日益成为科学研究和临床诊断的有力工具。
胶 体 金 的 物 理 性 质 显 示 胶 体 金 颗 粒 大 小 多 为 1 ~ 
1 0 0  n m ， 微 小 金 颗 粒 可 稳 定 、 均 匀 地 呈 单 一 分
散状态悬浮在液体中，成为胶体金溶液。当用金
标 记 的 抗 体 与 抗 原 反 应 时 ， 在 光 镜 水 平 胶 金 液
呈现鲜艳的樱红色，通常不需另外进行染色。在
电镜水平，金颗粒具有很高的电子密度，清晰可
辨。因此，免疫电镜胶体金标记法近年来被成功
地应用于生物学的各个方面，并取得了长足的进
展，解决了一些过去在超微结构水平未能解决的 
问题。

2  免疫胶体金技术在肾病中的应用

肾 是 人 体 的 重 要 器 官 ， 发 挥 重 要 的 生 理 功
能。而肾病又是常见病，其中还有一些疑难病。
因此，对肾病的研究具有重要的临床意义。肾病
多数是免疫复合物介导的肾小球肾炎，通过电镜

观察肾小球的超微结构改变，以及免疫复合物(电
镜下的电子致密物)在肾小球超微结构上的沉积分
布部位是肾病诊断和研究的重要方法。胶体金标
记技术也正是在观察肾超微结构的基础上进一步
发展起来的。通过设计特异性抗体结合胶体金，
可以根据免疫病理学的原理检测肾小球内的结构
蛋白成分或致密物的性质和分布，为肾病的诊断
及 发 病 机 制 的 研 究 提 供 更 精 确 的 信 息 和 诊 断 依
据。因而在肾病理中得到广泛的应用。

Ig A肾病是国内最常见的肾小球病变之一。主
要是系膜区Ig A免疫复合物的沉积引起炎症反应。
偶尔也可伴有上皮下极少量的电子致密物沉积。
但有些患者Ig A肾病又可以合并膜性肾炎，这类患
者既有系膜区的Ig A免疫复合物沉积，也有多少不
等的上皮下 I g G 免疫复合物沉积，此时单靠透射
电镜检查就不能鉴别上皮下的致密物是Ig G免疫复
合物，还是Ig A免疫复合物。王素霞等 [6]对11例膜
性肾病合并Ig A肾病的患者进行回顾性分析时，利
用胶体金技术分别对Ig A和Ig G进行标记，显示肾
小球上皮下的电子致密物Ig G标记阳性，而系膜区
的致密物则是Ig A阳性。这个结果证明两个部位电
子致密物的成分并不一样，这是Ig A肾病合并膜性 
肾病。

肾淀粉样变性是淀粉样变性的系统性表现，
预后不良 [ 7 ]。轻链型和淀粉相关蛋白 A ( A A 型 ) 是
两种最常见的淀粉样变型类型。两者在光镜下的
表现相似，电镜下也都有肾小球内大量微纤维沉
积。而确定肾淀粉样变的分型是进一步治疗的基
础 。 肾 病 学 者 通 过 应 用 抗 κ 或 λ 轻 链 抗 体 - 胶 体 金
免疫标记可确认微纤维的主要成分是否单克隆轻
链。王素霞等[8]回顾了1994年至2002年间其所在医
院肾病研究所的5 2例肾淀粉样变病例，应用免疫
胶体金技术发现了45例肾组织沉积物中有λ单克隆
轻链阳性，其中有1 5例病理改变轻微的早期轻链
型病例也可见其被单一轻链标记。证实中国的肾
淀粉样变主要是轻链型。本课题组就针对 1 例轻链
型 肾 淀 粉 样 变 ( 图 1 ) 进 行 了 胶 体 金 的 标 记 。 课 题
组 使 用 兔 抗 λ 抗 体 进 行 孵 育 ， 并 采 用 羊 抗 兔 胶 体
金 二 抗 进 行 标 记 ， 发 现 在 肾 小 球 内 部 淀 粉 样 物
质沉积处可见大量胶体金颗粒分布，而没有淀粉
样物质沉积处即空白处则未见胶体金颗粒分布，
从而证实了这一例淀粉样变病例的本质是λ型淀粉
样变。Veeramachaneni等 [9]则报道了免疫金标记证
实的κ轻链型肾淀粉样变病例。王妍等[10]利用免疫
胶体金技术还发现证实了1例少见的白细胞趋化因
子2(Lect2)相关肾淀粉样变，成为中国国内这种罕
见病的首例报道。



免疫胶体金电镜技术在医学研究中的应用    石佼玉，等 2081

胶体金标记还可用于研究肾病机制。足细胞
病变是许多肾小球肾炎的病变基础。有研究[11-12]发
现在多种肾小球肾炎中足细胞的损伤与细胞内去泛
素化酶UCH-L1异常表达升高有关。通过胶体金标
记证明UCH-L1在急性增生性肾炎、膜性肾炎、IgA
肾病及狼疮性肾炎等病变中的足细胞标记阳性，
并与肾小球病变程度密切相关 [13](图2)。Cao等 [14]

研究了一组患有各种肾小球肾炎的中国丙型肝炎
病毒( hepat it i s  C v ir us，HC V )感染患者中的肾内
HC V抗原检测，由于HC V感染患者的肾内检测病
毒抗原是困难的，因此研究者利用胶体金技术，使
用针对HCV-NS3蛋白的鼠单克隆抗体，发现HCV-
NS3的标记主要定位于膜增生性肾炎的肾小球电子
致密物内，证明HC V本身可能直接参与HC V相关
的肾炎的发病机制。Kinugasa等[15]则利用免疫胶体
金扫描电子显微镜的方法，在嘌呤霉素氨基核苷
(puromycin aminonucleoside，PAN)肾病大鼠模型
中的近端小管的腔和内吞囊泡中以及足细胞表面上
观察到免疫金标记的白蛋白，显示肾病大鼠中近端
小管的白蛋白内吞作用和足细胞中白蛋白的胞吐
作用增强。Li等[16]在研究马兜铃酸肾病中马兜铃酸
(aristolochic acid，A A s)在靶器官肾中的原位定位
时，通过抗AA-I单克隆抗体的胶体金免疫电镜技术

发现：在肾小管中，AA-I的金颗粒倾向在线粒体和
过氧化物酶体中积累，提示马兜铃酸肾病可能通过
细胞线粒体损伤机制进行调控。

3  免疫胶体金技术在肿瘤研究及诊断中的
应用

肿瘤是严重威胁人类健康的疾病。免疫胶体

金 技 术 在 肿 瘤 研 究 中 也 得 到 广 泛 的 应 用 ， 对 一

些 肿 瘤 细 胞 的 发 病 机 制 研 究 及 诊 断 提 供 了 有 用

的信息。

神经内分泌肿瘤(neuroendocr ine neoplasm，

N E N ) 是起源于神经内分泌细胞的肿瘤。可以产

生多种激素。而分化差的神经内分泌细胞可能难

以识别，需要敏感的方法来标记已经失去其细胞

结构特征并且具有较低神经内分泌标志物浓度的

细胞。在胃肿瘤中，肠嗜铬细胞样细胞可能去分

化并失去其特征性颗粒和分泌囊泡，使得检测这

些细胞变得越来越困难 [17]。Fossmark等 [18]使用嗜

铬粒蛋白A(Cg A)免疫金标记进行了胃神经内分泌

细胞的敏感和特异性检测。发现低分化细胞的电

子致密颗粒比分化良好的细胞中的颗粒标记强度

低。具有非典型形状的颗粒，证实了CgA免疫金标

图1 肾淀粉样变，肾小球系膜区大量淀粉样均质基质沉

积，高倍镜下见基质内有大量排列紊乱的微纤维样结构

(☆)，有大量λ抗体标记的胶体金颗粒散在分布(↑)，表

明淀粉样微纤维有大量λ轻链成分组成(EM，×20 000)

Figure 1 Renal amyloidosis: There are a large amount of 

amyloid matrix deposited in mesangial  area. Under high 

power, the amyloid deposition  is composed of numerous 

microfiber destributed randomly in matrix (☆), and a large 

number of λ  antibody-labeled colloidal gold par ticles 

scattered distribution (↑), which indicating that amyloid 

microfibers have a large number of λ light chain components 

(EM, ×20 000)

图2 在狼疮性肾炎，肾小球系膜区大量电子致密物沉积

(☆)，外侧足细胞胞浆肿胀疏松，足突融合，在足细胞

胞浆及融合的足突中有大量UCH-L1标记的金颗粒分布

(↑)，表明足细胞中UCH-L1表达升高[13](EM，×15 000)

Figure 2 Lupus nephritis: There is numerous electron dense 

deposition in the glomerular mesangial area (☆). The lateral 

podocytes swelled with  foot process fusion, and there are a 

large number of UCH-L1 labeling gold particles distributed 

in podocyte cytoplasm and fused foot processes  (↑), which 

indicating increased expression of UCH-L1 in podocytes [13] 

(EM, ×15 000)
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记的使用可以确保具有神经内分泌颗粒的细胞的

特定分类，并且是低分化肿瘤的免疫组织化学检

查的补充。

肾母细胞瘤是小儿最常见的腹部恶性肿瘤。

细胞外基质成分的表达模式在肾母细胞瘤中备受

关注。Zuber等 [19]利用免疫胶体金技术证实了肿瘤

细胞表面和细胞外空间中的无定形电子致密物质

实际上是由聚唾液酸组成的。作者使用金标记的

单克隆抗体735检测无定形物质，发现由厚表面包

被覆盖的质膜区域在整个无定形物质中表现出致

密的免疫金标记。证明Wilms肿瘤中的细胞表面物

质，实际上由聚唾液酸组成。这一结果对肾母细

胞瘤的治疗有指导作用。

乳腺癌浸润转移与乳腺导管的基底膜中层粘连

蛋白和IV型胶原蛋白连续性中断有关 [20]。Fu等 [21]

使用胶体金标记发现层粘连蛋白和IV型胶原的免疫

染色显示金颗粒沿着上皮细胞和肌上皮细胞下方的

整个基底层弥散分布，并且都不限于任何特定区

域。而两种成分在上皮细胞和肌上皮细胞之间均不

存在。这一结果说明：这些细胞的层粘连蛋白结合

可能仅发生在它们与基底层接触的基底方面，并且

不参与上皮细胞和肌上皮细胞之间的细胞黏附。该

研究为正常和肿瘤性乳腺组织中细胞外基质成分的

作用研究提供了基础。此外，Roslind等 [22]使用抗

人软骨糖蛋白39(YKL -40)抗体进行胶体金标记，发

现在正常的腺体和癌组织中，均可在上皮细胞的胞

质中弥漫性地观察到YKL -40标记。然而，在正常

腺体组织中，与中间细丝和桥粒相关的标记增加，

细胞腔侧面上的细丝聚集体增强。在癌组织中则与

丝状结构和桥粒没有任何特殊关系。这些结果表明

YKL -40在上皮细胞中的功能可能与细胞运动性、

细胞-细胞黏附以及肿瘤细胞的侵袭和迁移潜力相

关的特征有关。

在 一 项 探 讨 胰 腺 癌 与 胰 高 血 糖 素 及 胃 泌 素 /
胆囊收缩素的相关性研究中，Seret i s等 [ 2 3 ]通过免

疫 胶 体 金 技 术 标 记 胰 高 血 糖 素 和 胃 泌 素 / 胆 囊 收

缩素，分别在正常胰腺组织、慢性胰腺炎组织以

及不同分化程度的胰腺癌组织中进行标记。发现

在相邻的正常胰腺组织中，胰高血糖素阳性细胞

占总病例的83.33%，阳性强；胃泌素/胆囊收缩素

的阳性细胞占总病例的 3 3 . 3 % ，免疫染色弱至中

等。在慢性胰腺炎组织中，胰高血糖素阳性细胞

占66.66%，免疫反应中等；其中1例也是胃泌素/
胆囊收缩素阳性，免疫反应较弱。胰腺癌中，在

高分化胰腺癌组织中，胰高血糖素表达为62.5%，

并且在50%的病例中检测到胃泌素/胆囊收缩素表

达。在低分化的腺癌中，胰高血糖素检测到50%，

而胃泌素检测率为75%。这说明胰高血糖素分泌降

低，胃泌素/胆囊收缩素表达升高与胰腺癌细胞恶

性程度有关。

4  免疫胶体金技术在神经系统疾病等其他
医学研究中的应用

难治性癫痫患者脑组织中存在着多耐药基因

蛋白(multiple drug resistant gene protein-1，MDR1)
高表达现象[24]，但就MDR1蛋白在脑内哪种细胞上

表达的看法不一致，丁成云等 [25]使用免疫胶体金

染色技术证实MDR1蛋白的表达与GFAP表达的细

胞类型相同，主要局限于胶质细胞特别是一些反

应性星形胶质细胞内，这对有关抗癫痫药物耐药

机制的研究有重要意义。

彭玲等 [26]则将EGFP报告基因导入大鼠的骨髓

间充质干细胞，注入受损伤的周围神经组织内，

然 后 使 用 抗 E G F P 抗 体 对 其 进 行 胶 体 金 标 记 ， 发

现金颗粒均匀分布在干细胞的细胞核内及细胞质

内，证实了经EGFP标记骨髓间充质干细胞在损伤

的周围神经组织内可以存活。在另一项实验中，

刘登群等[27]对GFP小鼠的骨髓干细胞进行尾静脉移

植后使用抗GFP抗体进行胶体金标记，发现金颗粒

散布于肠上皮细胞内，而阴性对照组则未见，证

实了移植后的骨髓干细胞可以正常分化为具有正

常功能的肠上皮细胞。

散发性包涵体肌炎(s c atte re d  i n c l u s i o n  b o d y 
myositis，s-IBM)是老年人最常见的进行性肌肉疾

病。s-IBM逐渐损害手和大腿的肌肉，导致严重的

功能障碍 [28]，对老年人的生活影响甚大。然而对

其发病机制知之甚少，且没有有效的治疗方法，因

此需要动物模型进行这一疾病的重建。Page等[29]发

现：在骨骼肌中表达的突变凝溶胶蛋白可导致的类

似形态学变化，使人联想到散发性包涵体肌炎。因

此Bannykh等[30]在肌酸激酶启动子控制下的小鼠中

表达了致病性D187N凝溶胶蛋白构建体，使用特定

抗体进行免疫金标记，发现在肌纤维内，检测到膜

结构区室的密集标记，具有相关的可识别核糖体，

并且形状与电镜中观察到的扩张粗面内质网相同，

证明凝溶胶蛋白的细胞内沉积物主要存在于18个月

小鼠的心肌细胞的粗面内质网中。实验结果有助于

进一步对s-IBM的发病机制进行探索。

胆道感染是胆红素钙结石形成的主要原因。

在 感 染 时 胆 道 中 的 细 菌 释 放 出 β - 葡 萄 糖 醛 酸 酶

( β - G)，使结合胆红素水解出葡萄糖醛酸，其游离
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胆红素与钙盐结合发生沉淀。杨波等 [31]使用免疫

胶体金技术对胆红素结石患者以及正常对照人群

肝细胞溶酶体内源性β-G进行定量比较研究，发现

胆红素结石患者的肝细胞溶酶体β-G测定结果明显

高于正常对照人群，显示内源性β-G与胆红素结石

的形成密切相关。

溃疡性结肠炎 (u l c e r a t i v e  c o l i t i s ， U C) 活动

发 作 的 中 心 事 件 是 中 性 粒 细 胞 浸 润 到 结 肠 固 有

层，而细胞间黏附分子 - 1 (i n te r c e l l u l a r  a d h e s i o n 
molecule-1，ICAM-1)介导白细胞与内皮细胞的牢

固黏附，在UC中，ICAM-1也被认为参与白细胞向

上皮层的进一步迁移[32]。为了确定ICAM-1在UC患

者肠黏膜细胞上的超微结构定位，Vainer等[33]通过

免疫金标记对3名UC患者和3名正常对照者进行标

记，发现在对照组的结肠中，ICAM-1在内皮细胞

的腔细胞膜上表达，在浸润的白细胞，基质细胞

或固有层的细胞外组分上未观察到标记。而在发

炎的UC结肠中，ICAM-1在内皮细胞和捕获的粒细

胞之间的接触区域中标记明显升高。并且在基底

内皮细胞膜，巨噬细胞和浆细胞上观察到标记。

上皮细胞则没有表达。利用胶体金技术首次证明

了UC结肠中ICAM-1表达的特定模式，有益于进一

步研究UC的发病机制。

胶体金免疫电镜也是病毒研究的重要实验技

术。Kaito等 [34]为更具体地阐明HCV，使用免疫金

电镜技术进行鉴定。对具有高HCV RNA滴度的患

者的血浆样品，使用针对 H C V 包膜蛋白 E的特异

性抗体进行标记，将其与其他结构区分。并结合

旋光方法证明HCV病毒颗粒是55~65 nm的球形颗

粒，而HC V的核心为具有二十面体形状的球形颗

粒。此外，该技术也用于一些疾病的病毒检测。

西尼罗河病毒(west Nile v irus，WNV)是一种重要

的黄病毒，据文献[ 3 5 ]报道与中枢神经系统和远

端肾小管上皮的持续感染密切相关。但是Mur ray 
等 [36]在使用PCR对患者尿液进行病毒R NA检测时

发现效率较低，敏感性低下，因此Mur ray等 [36]首

次使用胶体金电镜技术采用WNV特异性抗体对尿

沉 渣 中 的 W N V 进 行 鉴 定 ， 成 功 检 测 了 尿 液 中 的

WNV病毒颗粒，并提供了一种比传统PCR更敏感

的方法，为人类WNV感染后的病毒持续性提供了

进一步的证据。戊型肝炎病毒(hepatit is  E v ir us，

H E V ) 是 急 性 或 暴 发 性 戊 型 肝 炎 的 致 病 因 子 。

Nagashima等 [37]在一项探究HEV病毒颗粒释放途径

是否是通过多泡体的研究中，为对H E V颗粒进行

定位分析，采用针对HEV的ORF2蛋白H6225以及

免疫金偶联的抗Ig G抗体对多泡体管腔内存在的病

毒样颗粒进行标记，发现阳性颗粒的存在，从而

证实HEV颗粒存在于MVB中，并通过其释放。

5  结语

胶 体 金 标 记 抗 体 技 术 在 电 镜 水 平 应 用 有 许
多优点：灵敏度高，染色简便，显色结果可长期
保存；并且可进行双重或多重标记；金颗粒具有
很高的电子密度，在电镜下金颗粒清晰可辨，易
于与其他免疫产物相区别。同时，胶体金免疫电
镜技术也具有一定的局限性，其对实验条件要求
严格，存在一定的条件误差。此外，该技术对操
作者有一定的要求，在技术上也有一定的难度，
需要多次摸索。由于金颗粒具有强烈的继发电子
的 能 力 ， 不 仅 可 以 用 于 透 射 电 镜 的 超 薄 切 片 观
察，也可以用于扫描电镜对细胞表面的抗原、受
体进行标记定位观察；金标液无毒性，对人体无
损伤；因此胶体金技术得到广泛应用。近十余年
来胶体金标记已经发展为一项重要的免疫标记技
术，并越来越受到相关研究领域的重视和应用。
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