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摘  要 

本文利用激光扫描共聚焦显微镜研究实验室常用细胞核标记方法，对细胞成像相关实验技术进行进一步

优化。首先用DNA荧光标记法、组蛋白荧光标记法以及微分干涉术(DIC)分别对贴壁培养的细胞进行成像；

然后结合核仁蛋白标记和核内非编码RNA杂交标记对细胞核结构进行解析，进一步挖掘常规核染色标记

所能带来的深度信息；最后针对实验平台日常细胞影像实验需求进行研究，对几类常用核标识技术的优

势与不足进行讨论。基于影像实验数据，可以发现染色质相关荧光标记不仅仅可用于细胞核标识，其展

示的核内染色质密度分布同时暗含了细胞核的亚结构信息，我们在此予以初步实验论述。另外，利用共

聚焦DIC成像同样能清晰识别细胞核及其内部核仁结构，因而DIC在一定程度上与染色质荧光标记成像是

等效的。总之，本文对常用几种细胞核标识技术进行了全面介绍，有望为细胞成像相关实验的研究与分

析提供新的思路。 
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Abstract 
In this paper, we use the laser scanning confocal microscopy research laboratory commonly used 
nuclear labeling method to further optimize the experimental technology related to cell imaging. 
First, the adherent cultured cells were imaged by DNA fluorescent labeling, histone fluorescent 
labeling and differential interferometry (DIC). Then combined with nucleolar protein markers 
and nuclear non-coding RNA hybrid markers to analyze the nuclear structure, and further explore 
the depth information brought by conventional nuclear staining markers; finally, according to the 
needs of daily cell imaging experiments on the experimental platform, the advantages and disad-
vantages of several types of commonly used nuclear labeling techniques are discussed. Based on 
the image experimental data, it can be found that chromatin-related fluorescent markers can not 
only be used for nuclear identification, but also the chromatin density distribution in the nucleus 
implies the substructure information of the nucleus. In addition, confocal DIC imaging can also 
clearly identify the nucleus and its internal nucleolar structure, so DIC is equivalent to chromatin 
fluorescent labeling imaging to a certain extent. In conclusion, this paper provides a comprehen-
sive introduction to several commonly used nuclear labeling techniques, which is expected to pro-
vide new ideas for the research and analysis of cell imaging-related experiments. 
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1. 引言 

激光共聚焦显微技术在生命科学领域广泛应用，该技术不仅用于细胞及亚细胞相关细微结构的观察，

同时还用于三维重构、时间序列动态成像和大视野图像拼接等，在生命科学相关研究中发挥有重要作用

[1] [2] [3] [4] [5]。 
细胞是生命体结构和功能的最小单元，一直以来都是生命科学研究的重点。细胞核是细胞的功能调

节控制中心，其存储了细胞中绝大部分的遗传信息，是细胞最重要的结构。细胞核中拥有诸多化学物质，

其中染色质最为重要，其化学构成为 DNA 和组蛋白。常用的细胞核标记技术多是基于对染色质的特异标

记，其中以 DNA 标记法最为流行。常用 DNA 染料包括有 DAPI、PI 和 hoechst 33342 等，其相关标记原

理是基于染料在 DNA 螺旋中的物理镶嵌，再经由荧光检测而实现对全核 DNA 成像[6] [7] [8] [9]。由于

细胞 DNA 总量比较大，而又高度集中于细胞核这一狭小区域，因而这些染料的荧光标记区域就可以近似

为细胞核。自 1962 年下村修等人在维多利亚水母中发现绿色荧光蛋白(GFP)以来，经科学家的不断研究

发展，GFP 基因已被广泛用做报告基因，用于监测基因表达和蛋白质定位[10] [11] [12]。这种针对组蛋白

的 GFP 标记与 DNA 染色标记类似，也可以对细胞核染色质密度分布和定位进行标识，成为一种有效的

核标记方法。除此之外本文还介绍基于 DIC 成像的细胞核标识方法，通过微分干涉术对细胞核进行特征

性标识。在使用激光扫描共聚焦显微技术基础上，本文针对不同的细胞核标识方法进行综合分析论述，
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有望为细胞核亚定位以及细胞多色成像实验提供更有利的帮助。 

2. 材料以及方法 

2.1. 试剂 

DMEM 培养基、胎牛血清、胰酶购于美国 Gibco 公司；4%多聚 Open Access 甲醛购于 Thermo Fisher 
Scientific公司；U6和MALAT1探针订购于吉玛基因公司；Fibrillarin和Nucleophosmin 1抗体采购于Abcam
公司。 

2.2. 细胞培养 

H2B-GFP荧光标记细胞由胡开顺博士友情提供，使用10%胎牛血清混合DMEM Medium培养基培养，

培养箱温度为 37℃、CO2 浓度为 5%，计数 1 × 105 个细胞接种于共聚焦皿中，细胞密度 50%~70%备用。 

2.3. 荧光成像与分析 

使用激光共聚焦显微镜(LCSM 800, Zeiss, Germany)记录图像，该显微照片配备了平面复消色差

×40/1.4 NA 油浸物镜。实验用激光器波长分别为 405 nm、488 nm 和 561 nm。 

3. 结果 

3.1. DAPI 标记条件下的细胞核结构解析 

DAPI、PI 和 hoechst 是常用的几种核标记染料，都是以 DNA标记为基础。DAPI 于 1971 年由 Otto Dann
等人首次发明，是 DNA 特异性标记染料，可以在 A-T 富含区域富集[13]。DAPI 荧光成像结果显示为 DNA
在细胞中的密度分布，于细胞而言可近似为细胞核的等价标记。通过对细胞核 DAPI 荧光成像结果的观

察，可以轻易发现 DAPI 荧光强弱的不均质性(图 1)，说明 DNA 在核内不同位点的密度有差异。核仁是

间期细胞核内特殊结构，是核糖体 RNA 合成中心，其 DNA 密度比较低，因此 DAPI 标记条件下会呈现

明显的负染色。通过对核仁表达蛋白 Fibrillarin 和 Nucleophosmin 1 进行特异性标记，进一步确认了 DAPI
负染色核仁标识的正确性(图 1(A))。另外，在核仁外其他细胞核区域也有 DNA 密度差异，在小鼠细胞核

中的这种差异异常明显，其高密度区已被证明与高度重复卫星 DNA 序列相关[14]。我们进一步的实验结

果表明，细胞核 DNA 低密度区域可能有较高的转录活跃度，非编码 RNA U6 和 MALAT1 原位杂交结果

显示，这些杂交荧光信号完美镶嵌于 DAPI 弱荧光间区(图 1(B)，图 1(C))。以上数据表明，DAPI 标记条

件下不仅可以识别细胞核，同时可以对核内细节结构进行分辨，为可能的亚核定位分析提供依据。 

3.2. 基于 GFP-H2B 标记研究细胞核结构 

染色质的化学组成以 DNA 和组蛋白为主，前文我们介绍了基于 DNA 标识对核结构的研究，同样对

组蛋白进行荧光标记成像理论也可得到类似结果。首先构建 GFP-H2B 稳转标记细胞系，随后通过共定位

实验表明 GFP-H2B 信号与 DAPI 信号具有一致性(图 1(D)) [15]，因此认为针对组蛋白的标记也可近似为

细胞核的等价标记。利用组蛋白荧光标记技术，可以对特定细胞组蛋白进行荧光报告基因改造，建立活

细胞观察模型，进而可以对活细胞染色质行为的动力学监测[15]。 

3.3. 无特殊标记条件下进行核标识 

在细胞成像实验中，多数情况下对细胞核的标记是不可或缺的，因而关注多色成像条件下的核标记

很有必要。常用细胞核荧光标记有个重要问题是，该标记会占用一个优势荧光通道，考虑到激光扫描共
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聚焦显微镜激光器配置有限和荧光光谱串扰的情况，综合而言对细胞核进行无标记成像就可以发挥其优

势，进一步满足特殊条件下的成像需求。在无标记条件下，细胞核质之间存在微弱的折射率差异[16]，造

成在微距离上存在的光程差，因而可经干涉信号捕捉分析，实现核质高对比度。激光扫描共聚焦显微镜

安装有微分干涉成像系统(DIC)，可以进行微分距离干涉成像分析。通过实验发现，在 DIC 成像模式下细

胞核质间有明显的界限，并且核仁也清晰可见，这些结构可以通过 DAPI 荧光信号予以验证(图 1(F))。DIC
成像是基于无标记条件进行，因而有助于在活细胞水平研究细胞核相关动力学，同时其可以在特定条件

下允许实验人员替代核的荧光标记，节省出一个可用标记通道，将有利于多色荧光标记实验。 
 

 
Figure 1. Multi method identification and imaging of nucleus. A. DAPI and nucleolar associated protein 
labeling imaging were performed on 4T1 cells; B. In situ labeling and imaging of U6 (small nuclear RNA) 
in MCF-7 cells; C. In situ labeling and imaging of MALAT1 (long chain non coding RNA) in MCF-7 cells; 
D. MCF-7 cells stably transformed GFP-H2B, and verified the consistency with DAPI fluorescence label; E. 
Density distribution diagram of chromatin in nucleus, where “L” is used for “low-density area” and “H” is 
used for “high-density area”; F. Differential interference imaging and identification of nuclear related struc-
tures were performed on cells. The red dotted line area was the nucleus, and the green dotted line area was 
the nucleolus. Bars, 5 μm  
图 1. 细胞核多方法学标识以及成像。(A) 对 4T1 细胞进行 DAPI 以及核仁相关蛋白标记成像；(B) 对
MCF-7 细胞 U6 小核 RNA 进行原位标记及成像；(C) 对 MCF-7 细胞 MALAT1 长链非编码 RNA 进行

原位标记及成像；(D) MCF-7 细胞稳转 GFP-H2B，并验证与 DAPI 荧光的标识一致性；(E) 细胞核内

染色质密度分布示意图，其中“L”代表低密度区，“H”代表高密度区；(F) 对细胞进行微分干涉

成像以及细胞核相关结构识别，其中红色虚线区域为细胞核，绿色虚线区域为核仁。标尺 = 5 μm 
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4. 讨论 

在培养皿中细胞以单层贴壁生长为主，在显微镜下往往显示为透明，极大地限制了常规光学显微镜

的分辨能力。随着相差显微技术的发明、荧光显微镜的问世，这一难题逐步得到解决。现如今针对细胞

及亚细胞的显微观察工具日趋成熟，如何合理使用相关技术成为相关实验技术人员的首要任务。荧光标

记技术以及相关检测技术的革新不断提升显微镜的分辨能力，是推动生命科学快速发展的重要动力，其

中激光扫描共聚焦显微镜起到了关键性作用。激光扫描共聚焦显微镜使用激光器为光源，因为激光具有

极好的相干性、单色性，所以在多色成像以及干涉成像方面具有先天优势。 
细胞是生命科学研究的重要载体，而细胞核是其内部最明显、最重要的细胞器，有关细胞核的标识

技术具有不可忽略的作用。对染色质的荧光标记可以近似为细胞核标识，同时依据标识强度可以对细胞

核染色质的分布情况进一步解析，也就便于进一步解析细胞核内亚结构，例如核仁、异染色质和常染色

质区域的标注(图 1(A)~(E))。基于染色质标记可以特异性识别细胞核，检测结果也更加精细，但是会占用

一个独立荧光通道，在一定程度上会限制多色成像。我们认为可以利用 DIC 进行细胞核结构标识，从而

保留一个优势荧光通道，将有利于在共聚焦显微镜的多色成像。由于激光具有好的单色性，并且扫描精

度高，在共聚焦显微镜下进行的细胞核 DIC 成像也有了更好的视图分辨解析能力(图 1(F))。除此之外，

DIC 成像可以避免外加标记物对细胞本身存在的干扰，尤其是在活细胞水平的实验中。 
总之，本文基于使用激光共聚焦显微镜研究分析了常用细胞核标记技术，系统总结了几类细胞核标

识技术的原理、优势和不足，为细胞成像相关实验的研究与应用提供新的思路。 
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