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人外周血 CD4+ T 细胞 FＧactin 的超分辨 SIM 成像
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摘要　通过合成lifeact序列,将其克隆到 pEGFPＧC１载体上,构建了 pEGFPＧC１ＧLifeact质粒,转染原代

CD４＋T细胞,实现对CD４＋T细胞FＧactin的荧光标记,结合超分辨３DＧSIM 荧光成像技术,研究人外周血CD４＋

T细胞FＧactin的精细结构,并对其动力学过程进行连续观察.结果表明,CD４＋T细胞 FＧactin分布在细胞膜周

围,处于解聚和聚合的动态平衡状态,与普通荧光显微镜相比,超分辩SIM 成像FＧactin结构更加清晰,分辨率提

高２~４倍.
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　　人外周血CD４＋T细胞是人体免疫系统中发挥

重要作用的一类淋巴细胞,同时也是 HIVＧ１病毒侵

染的主要宿主细胞[１].FＧactin作为细胞骨架的成

分之一,在CD４＋T 细胞形态的维持、物质的运输、
细胞的运动,以及病毒侵染等过程中发挥重要作

用[２].研究CD４＋T细胞FＧactin的结构和功能,有
利于我们对机体免疫系统更深入的理解.但是针对

淋巴细胞微丝超微结构的研究主要集中在体外试

验,多采用生化手段,如 WesternBlot、荧光抗体标

记、流式细胞分析技术和透射电镜 (TEM)观 察

等[３Ｇ５].这些方法能从整体或静态水平研究细胞

FＧactin的变化过程,却不能实现单个细胞内FＧactin
动态可视化研究,尤其是病毒侵染 CD４＋T 细胞过

程中,与FＧactin的相互作用的活细胞成像.因此,
实现原代 CD４＋T 细胞 FＧactin精细结构的活细胞

可视化,对于进一步研究CD４＋T细胞FＧactin的聚

合、解聚过程以及其与外源物质的相互作用具有重

要的意义.
荧光显微镜的出现为我们实现细胞结构的可视

化提供基础,但是,由于光的衍射极限,荧光显微技

术和共聚焦显微镜成像其分辨率限制在２００~５００
nm[６].近年来发展的超分辨荧光显微技术突破光

学极限,提高了成像分辨率[６Ｇ７].例如,基于单分子

成像的超分辨显微技术 PALM[８]和STORM[９],通

过单个光激活荧光分子来实现精确的定位,在横轴

上已经获得了２０nm 的分辨率;通过改变光源的点

扩散函数来提高显微镜的分辨率,如 STED[１０],以
及结构照明显微技术(structuredilluminationmiＧ
croscopy,SIM)[１１].与PALM 和STED相比,SIM
获得的分辨率为１００nm,但是SIM 成像所需图片

数远少于PALM,并且无需使用特殊荧光开关分子

进行标记,这些优点使得SIM 成像能够提升成像速

度和缩短拍摄时间,更利于活细胞的亚细胞结构动

态成像[１２Ｇ１３].
笔者利用超分辨３DＧSIM 荧光成像技术,研究

人外周血 CD４＋T 细胞 FＧactin精细结构的活细胞

成像方法.该成像有利于细胞动态变化过程的观

测,后期结合其他标记方法,将有望实现病原微生物

与CD４＋T 细胞 FＧactin相互作用的活细胞实时成

像,为进一步研究 FＧactin 的功能结构提供试验

基础.

1　材料与方法

1.1　质粒、细胞与试剂

pEGFPＧC１为实验室保存,２９３T细胞、TZMＧbl
细胞为实验室冻存,人外周血 CD４＋T 细胞分离于

健康志愿者,试剂包括胎牛血清(FBS)(Gibco公

司),青霉素/链霉素(penicillin/streptomycin)(GibＧ
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co公司),DMEM、RPMIＧ１６４０培养基(Hyclone公

司),质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒(OMEGA 公

司),KpnⅠ、BamHⅠ限制性内切酶(TAKARA 公

司),Lipofectamine２０００ Reagent(invitrogen 公

司),OPTIＧMEM 培养基(Gibco公司),CD４＋T 细

胞分离试剂盒(MiltenyiBiotec公司),淋巴细胞分离

基质 (FicollＧPaqueTM PLUS)(GE Healthcare 公

司),多聚赖氨酸(PolyＧLＧlysine)(SIGMA 公司),

Amaxa Human T cell Nucleofector Kit(Lonza
公司).
1.2　pEGFPＧC1ＧLifeact 质粒的构建

Lifeact又称肌动蛋白结合肽,是一段由１７个

氨基酸组成的短肽,能够在真核细胞和组织中特异

性结合丝状肌动蛋白(FＧactin).Lifeact不干扰肌

动蛋白的动力学,并且它的化学修饰形态能够实现

肌动蛋白动力学的可视化[１４Ｇ１５].
合成带有酶切位点KpnⅠ、BamHⅠ的lifeact

序列:
SＧlifeactＧKpnⅠＧBamHⅠ

５′ＧCATGGGTGTCGCAGATTTGATCAAGAAATTCＧ

GAAAGCATCTCAAAGGAAGAATAAGＧ３′

AＧlifeactＧKpnⅠＧBamHⅠ

５′ＧGATCCTTATTCTTCCTTTGAGATGCTＧ

TTCGAATTTCTTGATCAAATCTGCGACACＧ

CCATGGTACＧ３′

序列退火后与经KpnⅠ、BamHⅠ双酶切并回

收的载体pEGFPＧC１通过 T４DNA连接酶１６℃过

夜连接.转化E．coliDH５α感受态细胞,挑取阳性

克隆,经双酶切鉴定验证条带大小无误后,将对应质

粒送测序公司测序,进一步确定质粒构建的正确性.
1.3　TZMＧbl 细胞 FＧactin 的标记

将构建的质粒转染贴壁细胞 TZMＧbl细胞以验

证pEGFPＧC１ＧLifeact的标记效率.按阳离子脂质

体转染试剂(Lipofectamine２０００)说明书,提前１d
在玻璃底共聚焦小皿(３５mm)中铺 TZMＧbl细胞,
使其转染时融合度达到７０％以上,分别取８μLLiＧ
pofectamine２０００转染试剂和２．５μgpEGFPＧC１Ｇ
Lifeact至１．５mL无菌离心管,１００μLOPTIＧMEM
培养基稀释质粒和Lipofectamine２０００,静置５min
后混合稀释后的 Lipofectamine２０００和质粒,再次

静置５ min,使转染复合物形成.无菌 PBS润洗

TZMＧbl细胞后,加入１．５mLOPTIＧMEM 至皿中,
然后加入转染复合物,轻轻晃动小皿,使转染复合物

均匀分布,３７℃,５％ CO２,饱和湿度培养,６h后更

换含１０％灭活FBS和１００U/mL青霉素/链霉素的

DMEM 正常培养基培养,表达２４h后超分辨荧光

显微镜SIM 成像观察.
1.4　CD4+ T 细胞的分离

CD４＋T细胞属于淋巴细胞,存在于人的外周血

单核细胞中,运用抗体的特异性,通过负选(negative
selection)[１６]的方法,从人外周血单核细胞(PBMC)
中分 离 较 高 纯 度 CD４＋ T 细 胞.具 体 步 骤 参 见

CD４＋T细胞分离试剂盒(MiltenyiBiotec,CD４＋T
cellisolationkit,human)相关操作.

分离得到的 CD４＋T 细胞经细胞计数仪计数,
用含１０％灭活FBS和１００U/mL青霉素/链霉素的

RPMIＧ１６４０ 培 养 基 重 悬,调 整 浓 度 为 １×１０６

个/mL,３７℃,５％ CO２,饱和湿度过夜培养待用.
1.5　CD4+ T 细胞 FＧactin 的标记

用脂质体转染原代细胞效率非常低,而通过核

转染仪转染,可以显著提高原代悬浮细胞转染效率、
细胞存活率和蛋白表达水平[１７].具体过程如下:离
心收集５×１０６个CD４＋T细胞;用１００μL核转染试

剂重悬CD４＋T细胞;加入２μgpEGFPＧC１ＧLifeact
质粒,均匀混合细胞,并转移至核转染电极杯;将核

转杯插 入 核 转 仪 (Amaxa)槽 中,选 择 转 染 程 序

VＧ０２４进行转染;核转染结束后,用适量含１０％灭活

FBS的 RPMIＧ１６４０ 培养基重悬细胞;３７ ℃,５％
CO２,饱和湿度继续培养２４h,使pEGFPＧC１ＧLifeact
表达.
1.6　TZMＧbl 细胞和 CD4+ T 细胞 actin 超分辨 SIM
成像

　　pEGFPＧC１ＧLifeact标记 FＧactin的 TZMＧbl细

胞培养在玻璃底共聚焦小皿中;１０００r/min离心

１０min收集转染pEGFPＧC１ＧLifeact的 CD４＋T 细

胞,用２００μL含灭活FBS的 RPMIＧ１６４０培养基重

悬,将其加入至１００μg/mL多聚赖氨酸[１８]包被的

玻璃底共聚焦小皿底部的小孔中,培养箱静置３０
min,使细胞贴附至皿底.将带荧光标记FＧactin的

TZMＧbl细胞或 CD４＋T的细胞玻璃底共聚焦小皿

置于 DeltaVsionOMX (GE)超分辨３DＧSIM 成像

设备的载物台培养腔室中,维持３７℃,５％ CO２,保
持恒定的温度和酸碱度环境.采用６０×１．４２NA
油镜结构照明３D 不同角度成像,图像由 DeltaViＧ
sionOMX MasterControlSoftware采集获取,数
据采 用 softWoRx 分 析.细 胞 每 层 扫 描 间 隔 为

１２１
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０．１２５μm,３DＧSIM 成像每张图片获取时间为３０s;

CD４＋T细胞实时成像时间为５min,间隔时间４０s.
试验数据及图像使用 Origin、ImageJ、Volocity软件

处理分析.

2　结果与分析

2.1　pEGFPＧC1ＧLifeact 质粒的构建

Lifeact又名肌动蛋白结合肽,为１７个氨基酸

组成的短肽,能够特异性地结合 FＧactin,并且不改

变FＧactin的生物学活性,因此,在真核细胞FＧactin
的动力学示踪过程中广泛应用.

通过将lifeact基因序列插入到pEGFPＧC１载

体中,构建表达载体 pEGFPＧC１ＧLifeact,构建质粒

用KpnⅠ和BamHⅠ进行双酶切验证(图１).

　M:DNA 分子质量标准 DNA marker;１:pEGFPＧC１ＧLifeact

KpnⅠ、BamHⅠ双酶切 pEGFPＧC１ＧLifeactdigestedwithKpnⅠ

andBamHⅠ．

图１　pEGFPＧC１ＧLifeact双酶切验证

Fig．１　IdentificationofpEGFPＧC１ＧLifeactby
KpnⅠandBamHⅠ

　A:TZMＧbl细胞FＧactin不同光学切面的宽场荧光成像(WF)和３DＧSIM 成像图(SIM)Widefield(WF)and３DＧSIMimagingoftheFＧ

actininTZMＧblcellsatdifferentopticalsections;B:同一光学切面同一区域宽场荧光成像和３DＧSIM 成像精确度对比 ResolutionconＧ

trastbetweenwidefieldand３DＧSIMimagingatthesameareaofthesameopticalsection．

图２　TZMＧbl细胞FＧactin宽场荧光成像和３DＧSIM成像

Fig．２　Widefieldand３DＧSIMimagingoftheFＧactininTZMＧblcells

　　由图１可知,载体pEGFPＧC１ＧLifeact经KpnⅠ
和BamHⅠ 双酶切后得到了大小约为 ５１bp 的

lifeact基因片段和大小约为４．７kb的载体片段,质
粒进一步测序结果表明,目的基因lifeact在重组质

粒中的克隆方向、插入位点和阅读框架正确.构建

质粒可用于后续试验FＧactin的荧光标记.

2.2　TZMＧbl 细胞 FＧactin 超分辨 SIM 成像

TZMＧbl细胞为贴壁细胞,具有较丰富的微丝

系统,便于超分辨荧光显微镜３DＧSIM 成像.通过

转染pEGFPＧC１ＧLifeact质粒至 TZMＧbl细胞表达,
一方面可以检测质粒是否能够起到正确标记细胞

FＧactin的目的,另一方面有利于进一步研究CD４＋T

２２１
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细胞FＧactin精细结构的分布.
如图２所示,pEGFPＧC１ＧLifeact在 TZMＧbl细

胞中正常表达,并正确标记上 FＧactin.表明pEGＧ
FPＧC１ＧLifeact质粒的构建成功,可以进一步用于

CD４＋T细胞FＧactin的标记成像.传统宽场３D荧

光成像细胞的不同光学切面图见图２A 上图,３DＧ
SIM 模式成像细胞的不同光学切面图见图２A 下

图.从３DＧSIM 模式图像不同层面来分析,其分辨

率有显著提高,FＧactin结构更加清晰,图２B截取同

一光学切面同一区域进行成像精确度对比.传统宽

场荧光显微成像截图见图２B上图,图像无法分辨

FＧactin的精细结构,分辨微丝厚度大约为１．０μm,

SIM 模式成像见图２B下图,成像能分辨出特定区

域事实上有３条微丝分布,分辨微丝厚度约为０．２５

μm,分辨率提高约４倍.
2.3　CD4+ T 细胞 FＧactin 超分辨 SIM 成像

外周血CD４＋T细胞为悬浮细胞,其FＧactin分

布和贴壁细胞有很大差异,如图３A 上图所示为宽

场荧光３D 不同光学切面图,CD４＋ T 细胞 FＧactin
表达在细胞外圈,且图像较为模糊,并不能清晰辨明

FＧactin的 结 构.而 图 ３A 下 图 为 CD４＋ T 细 胞

３DＧSIM模式不同光学切面成像图,相比于宽场荧光

成像,其分辨率有显著提高,FＧactin结构更加清晰.
图３B截取同一光学切面同一区域进行成像精确度

对比,图３B上图为传统宽场荧光显微成像,微丝结

构成像宽度约为０．６μm,图３B下图为SIM 模式成

像,微丝结构成像宽度约为０．２μm,分辨率提高约

３倍.

　A:CD４＋T细胞FＧactin不同光学切面的宽场荧光成像(WF)和３DＧSIM 成像图 Widefield(WF)and３DＧSIMimagingoftheFＧactin

inCD４＋ Tcellsatdifferentopticalsections;B:同一光学切面同一区域宽场荧光成像和３DＧSIM 成像精确度对比 Resolutioncontrast

betweenwidefieldand３DＧSIMimagingatthesameareaofthesameopticalsection．

图３　CD４＋ T细胞FＧactin宽场荧光成像和３DＧSIM成像图

Fig．３　Widefieldand３DＧSIMimagingoftheFＧactininCD４＋ Tcells

2.4　CD4+ T 细胞 FＧactin 聚合和解聚的动态成像

　　本试验成功将３DＧSIM 成像模式应用于活细胞

动态成像过程,图４所示为CD４＋T细胞３DＧSIM 的

实时动态成像图,图４A展示了CD４＋T细胞在不同

时间段FＧactin的聚合和解聚变化过程,表现出细胞

周围微丝的伸展和收缩,图４B截取了细胞特定区

域进行荧光强度分析,可见随时间推移,CD４＋T细

胞特定区域FＧactin荧光强度也在不断改变,实现了

３２１
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　A:CD４＋ T细胞FＧactin３DＧSIM 实时成像 RealtimeimagingoftheFＧactininCD４＋Tcellsby３DＧSIM;B:特定区域荧光值的动态分

析 Dynamicanalysisoffluorescenceatcertainarea．

图４　CD４＋T细胞FＧactin３DＧSIM实时成像和动态分析

Fig．４　RealtimeimaginganddynamicanalysisoftheFＧactininCD４＋Tcellsby３DＧSIM

定量的展示FＧactin的聚合和解聚过程.

3　讨　论

FＧactin作为细胞骨架的组成成分,在细胞的整

个生命周期中发挥着重要作用[１９].对于病原微生

物而言,其对于宿主细胞具有重要的保护作用,是一

道难以逾越的屏障.但是相关研究表明,FＧactin也

会在病原菌的侵染过程中发挥积极作用[２０],如促进

细胞表面相关受体的募集和参与病原微生物在宿主

细胞内部的运输等,因此,研究FＧactin的动力学对

于了解细胞本身生理活动以及病原微生物感染等生

命过程显得至关重要.
人外周血CD４＋T细胞是人类免疫系统中发挥

重要作用的一类淋巴细胞[１],也是 HIVＧ１病毒侵染

的重要宿主之一,目前,对于淋巴细胞主要采用体外

生化技术和电子显微镜成像以及免疫组化进行研究

和观察,但是这些方法都存在一定的局限性.如电

镜切片和免疫荧光分析只能在固定细胞和组织样品

上观察,并不能用于连续、动态、实时的变化过程研

究,因此,不能真实反映细胞组分的时空变化关系,
不能很好地揭示在此过程中细胞FＧactin的动力学

变化.因此,实现单个细胞actin的动态超分辨可视

化,对于全面了解actin在CD４＋T生命周期中的功

能学研究具有重要意义.
在本研究中,我们通过构建pEGFPＧC１ＧLifeact

质粒对FＧactin进行荧光标记,用于CD４＋T细胞FＧ
actin的活细胞动态３DＧSIM 成像研究.相较于传

统的荧光标记手段,Lifeact对 FＧactin的示踪主要

有以下优势:(１)FＧactin清晰的可视化;(２)无细胞

毒性,对actin功能无影响,对细胞骨架动力学无干

扰;(３)极强的信噪比,便于成像观察;(４)对于难以

转染的细胞,比如原代细胞同样适用.我们将构建

的质粒先转染贴壁细胞 TZMＧbl细胞表达,一方面

可以检测质粒是否能够起到正确标记细胞 FＧactin
的目的,另一方面有利于进一步研究 CD４＋T 细胞

FＧactin精细结构的分布.随后,通过核转仪转染原

代CD４＋T细胞,实现了原代 CD４＋T 细胞 FＧactin
的３DＧSIM 超分辨实时成像,相比于普通荧光显微

镜成像,其分辨率提高了２~４倍.尽管分辨率和

PALM 技术的２０~５０nm 相比有一定差距,但是,

３DＧSIM 成像更利于CD４＋T细胞FＧactin变化的活

细胞成像,并且,本试验也实时记录了CD４＋T细胞

FＧactin的动态变化过程.如果结合其他标记技术

和手段,如对病原微生物实现不同组分的标记,则可

以为进一步研究 CD４＋T 细胞 FＧactin和病原微生

物的相互作用提供研究模型.
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SuperＧresolutionstructuredilluminationmicroscopy(SIM)imagingof
FＧactininhumanperipheralbloodCD４＋ Tcells

REN Min１,２　ZHANGXianen１,２　CUIZongqiang２　ZHANGJibin１

１．StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．WuhanInstituteofVirology,ChineseAcademyofSciences,Wuhan４３００７０,China

Abstract　 TolabeltheCD４＋ TcellsFＧactin,thelifeactgenewassynthesizedandclonedintovecＧ
torpEGFPＧC１,CD４＋TcellswerethentransfectedwithpEGFPＧC１ＧLifeactplasmidandimagedbythe
realtimesuperＧresolution３DＧSIMfluorescencemicroscopy．TheresultsshowedthatFＧactinisdistribuＧ
tedaroundthecellularmembranewithsteadystateofdepolymerizationandpolymerization．ItwasindiＧ
catedthatthespatialresolutionofthefineSIMimagingofFＧactinwastwotofourtimeshigherthanthe
widefieldfluorescencemicroscopeimaging．

Keywords　CD４＋ Tcells;humanperipheralblood;FＧactin;superＧresolution;SIMimaging
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