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I孔1MUNOGOLD LOCALIZATION OF RUBPCASE IN 
EUGLENA GRACILIS CULTURED UNDER 

LIGHT AND DARK 
WANG Mei Qi WANG W ei Jun GAO Xiao Yan 

(Shanghai Institute of Plant Physiology , Academia Sinica ) 

ABSTRACT 

By using Immunogold labelling Technology it is shown that the R uBPcase of Euglena and 
other alga cultured under light is concentrated in the pyrenoid. The location of RuBPCase is 
different from its location in higher plants . The RuBPCase in Euglena was also distributed in 
the Stroma of chloroplast. Such distdbut ion was sim i1ar to its distribution in higher plants. 

Euglena cultured under dark could 110t form thylakoid . No RuBPCase was found. without 
capacity of Photosynthes is. It was considered as heterotrophy. 

Key words: (PA-Au ) complexes Keyenzyme Euglena pyrenoid 
Ribulose-1 , 5-bisphosphate carboxylase 

j 经验交流;
常规组织切片凋亡细胞原位末端标记方法

t幸晓华 张亚历姜 j白 陈学清 李明松用殿元

(第一军医大学南方医院消化内科研究所 广州I 510 515 ) 

细胞凋亡 (Apoptos is )或称为程序化细胞

死亡 CProgrammed cell death , PCD)是由内在
基因调控的一种细胞死亡方式[1]。自 Kerr 等

于 1972 年首先描述后，随分子生物学研究的

深入， PCD 已成为生物学、 医学领域研究的热

点。 胚胎形成，组织发生，肿瘤的发生发展等

生理、 病理过程无不涉及细胞凋亡机制。原位

末端标记法 (In situ end-Labcling , ISEL) 是

检测凋亡细胞一种较特异而又敏感的手段[句 ，

国内实验室虽已有使用但尚无报道， 本文成功

地建立了这一方法， 经反复应用，证明具有敏

感、 直观、 重复性好等优点。现报道如下。

材料与 方法
一、试剂准备

1. 试剂 。 .5%胃蛋白酶(Sigma) ，用 HCl 调

至 pH 2. 0 ; b i otin-dUTP 和 dNTP 购自德国 BM公

司 ， Klenow 大片段 (promega 公司)。 辣根过氧化酶

标记生物京 (HRP-Ayidin)购自美国 ZYMED。

2. 组织预处理液 (1) 2 x SSC( 300 mmoljL 

氧化纳， 30 mmol/L 拧核酸制， pH7.0) ， (2) 内源酶
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阻断剂: l% HzOz-甲醇溶液。

3 . 缓冲液(buffer A , pH 7.5 ) : 含 50 mmol 

j L Tris-HCl, 5 mmolj L MgClz, 10 mM ß-~证基乙

醇， 0.005%BSA。

4. 标记液 含 0 . Ð0 5 mmolj L dNTP (dATP , 

dCTP, dGTP ) , 0. 005 mmol j L biotin-16-dUTP 和

25 U jml Klenow 大片段.

5. DAB-HzOz 显色液 DAB (sigma) 用 0 . 1

m oljL Tris-Cl 配成 0.005%，用前加 HzOz，终浓

度为 0 . 001% 。

二、标本制备

1.大鼠脾淋巴细胞凋亡的诱导 200 g 左右的

雄性 SD 大鼠禁食 24 h. Z，醒麻醉，放线菌酣(3 mgj kg 

体重)腹腔内注射 3 小时处死， 取脾脏， 石蜡 包埋，

常规 HE 染色。

2 . 人肝癌(7402 系)裸鼠移植瘤细胞凋亡的诱导 z

将肝癌细胞皮下接种成瘤后， 用肝细胞特异的细胞毒

性 T 淋巴细胞(CTL)静脉注射，一周后处死动物， 取

肝脏，常规固定，脱水，石蜡包埋，切片，作 HE 染色。

三、方法

1. 切片常规脱蜡、梯度乙醇复水化。

2. 将切片组织浸入2 x SSC 液中， 80 "C ， 20min ，

然后蒸馆水冲尽。

3. 0.5% 胃蛋白酶(pH 2 .0)37"C消化 10 min，蒸

馆水洗尽。

4 . 用滤纸试干组织块周边液体放入湿盒组织切

片上滴加 Buffer A 液， 5 mino 

5. 弃去 Buffer A 液，滴加标记液约 50μ1 ， 25 "C 

温育 1 小时。

6 .PBS 漂洗两次，各 3 min。

7. 内源酶阻断ftJJ阻断 15 min。

8. PBS 洗两次，各 3 min 。

9 . 滴加 HRP-avidm 复盖组织，室温下 30 min。

10 . PBS 洗两次，各 3 min。

11. DA~HzOz 显色约 5 min 。

12. 流水冲洗后.苏木素复染 1 分钟。常规脱刀、、

透明、 封片。

13. 阴性对照片在第 5 步改加不含 Klenow 的标

记液， 余同 。

结 呆

(图版图 1 )和肝癌裸鼠移植瘤(图版图 2 )诱导

局灶性的细胞凋亡， 常规组织切片 HE 染色可

见，凋亡细胞呈片状或散在分布，以细胞核固

缩、碎裂为特征， 与红染无结构的组织坏死不

同。采用 Biotin-16-dUTP 对石腊组织切片凋

亡细胞内 DNA 断裂片段的末端进行标记， 凋

亡细胞的核呈棕色或棕褐色着染(图版图 3 箭

头所示)，细胞核形态呈碎点状，不规整，大

小不一致。而正常非凋亡细胞和阴性对照片核

被苏木素复染成蓝色， 核相对较大，形态大小

较为一致。

讨 论

原位末端标记是一种运用生化原理结合形

态学特征对凋亡细胞进行检测的一种方法[2 ， 3] 。

细胞洞亡时，其核染色休被钙镜离子依赖的内

源性核酸酶从核小体间断裂成 180一200 bp 的

核苦酸链 ，断链产生一粘性末端，一条含有游离

的 3 '瓷基末端， 另一条有伸出的 5'末端。利用

Klenow 大片段的 5仁3' 聚合酶活性，可将外源

掺入的带有生物素标记的游离核苦酸从 3'瓷基

末端起始经 5'-3' 方向连接在断端上，通过带

有辣根过氧化物酶的卵白索与之结合，经DAB

显色，便可观察到细胞是否存在有核苦酸掺入

的 DNA 断端。

研究凋亡的方法很多 [4] ，形态学观察是判

断细胞凋亡的基本方法。然而，对发生在体内

的调亡细胞的识别， 有时并非易事。机体细胞

发生凋亡，其过程很矩， 多在几小时内就完

成，由于周围无炎症反应很容易与核染色体浓

缩的细胞等相混清。通过原位末端标记，很容

易根据核昔酸的掺入发现形态上不典型的调亡

细胞，由于该法能用于常规的石腊包埋组织切

片， 故很适于临床标本的回顾性调查研究。但

在应用中应注意以下方面i:

组织切片的预处理:载玻片清洁好后，涂

薄层防脱片胶以防脱片。组织切片用 2 x SSC 

加热 80"C保温 20 分钟是必要的，这有助于增

用放线菌朋腹腔内注射和特异的细胞毒性 强胃蛋白酶消化的均一性。使用内源酶阻断剂

T 淋巴细胞静脉注ai可分别在 脾 脏生发中心 可消除由内源性过氧物酶引起的非持异性染
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式，多与基因调控的编程性死亡有关。准确地

判断细胞凋亡对探讨程序化细胞死亡诱发机制

具有重要意义。 本文采用 Biotin-16-dUTP 对

凋亡细胞内 DNA 断裂片段的末端进行标记 ，

可原位检测常规组织切片上的凋亡细胞，方法

具有敏感、 直观、重复性好等优点。

细胞凋亡

献
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考参

色，我们使用 l%HzOl一甲醇 液阻断 15 分钟

即可达到目的。

胃蛋白酶的消化:胃蛋白酶消化的好坏，

直接关系到染色的效果。消化时间太长，非特

异性染色增多，也使一些非凋亡细胞着染，同

时将破坏细胞形态，细胞复染时着色浅，背景

也不清晰。而消化时间太短，细胞膜达不到应

有的通透性，影响标记效果。对于一般切片，

以用 0.5% 胃蛋白酶 (pH 2.0) 在 37 "c 消化 1 0

-30 分钟为直。

各种核苦酸以及 Klenow 片段的浓度: 建

议使用浓度为 0.005 mmol/L 的 dATP、dCTP 、

dGTP 及 biotin-1 6-dUTP 0 Klenow 片段的浓

要

度以 20-30 U/ml 为宜。

摘
治 .. 1995 ，细胞生物学杂志，
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