
186 细 胞生 物 学杂 志 1 99J 年

磷酸酶的三种锦法光镜定位比较

袁笃 南 1余粮兴赵才属企 余有:lJII 陈 F主 董丈皮

(南京海军医学专科学校细胞生物研究室)

目 前磷酸酶在电镜水平的铺法定位已较普

遍 ， 因为锦法明显优于铅?去 a 铺法非特异性反

应极少F 背景干净F 无基质效应和移位现象，

无人工假象形成F 锦法中形成的磷酸辅反应产

物稳定， JIì复 1"1:好 F 铺法反应颗粒细而均匀，

不掩盖超微结构细节; íîjî对酶没有抑制作用，

并可增加生物膜的反差(1) 0 fß制1法在光镜水平

无法直接显示反应产物。 对此， 国 外 曾 有报

道[卜 1 0 ]，他们将过氧化物酶、 碱性 磷酸酶和

酸性磷酸酶的锦反应产物转换成能在光铺下观

察到的有色反应产物。 我们参考这些方法，根

据不同酶和国 内实际情况作了一些改选，对兔

肾和肝脏的 AKP(碱性磷酸酶 ) 、 AcP(酸性磷

酸酶)、 5/-Nas~( 5ι核苦酸耐用日 TPPase (焦磷

酸梳胶素酶 )等四种 磷酸酶进 行了 3 示)，销法

( Ce-DA B i去 、 Ce-Pb 棋手日 Ce'-.Pb-AgS 法)光镜

定位比较。

材料和方法

家兔麻醉启用 2 % 3多聚甲酸-0 . 5 %戊二酸 固定液

(0 .1 mol/L 二甲』申酸缓冲液 pH 7 . 4 配成〉灌 流固定

10 分钟，迅说取出肾和肝脏，切成小块， 用同种固定

液再固定 3 0 分钟。 用上述缓冲液 充分漂洗， 30 %茂

糖处理， 液氮速冻 ， 恒 冷箱冰冻切片， 再用饰作捕捉

剂， 分别进行 AKP、 AcP， 5' -Nase 和 TPPase 反应。

AKP 反应采用 Ce-DAB 拱、 Ce-Pb r会和 Ce-Pb

AgS y.i~进行。 Ce-DAB 法按 照 Goor 和1 Angermüller 

等方法 [hZO j ， 在反应介质和一些具体步骤 L作了一些

修改， 其步骤为 : (1) 反应介质含 2% 巴比妥纳 5 ml , 

0.1 mol凡自-甘 j由磷酸制:; ml , 0. 14 mol/L 无7k氯1-1:

铝 1 0 ml ， 1 %MgSO， ' í H20 0 . 5 ml ， 蒸iE水 2. 5 ml , 

i用 pH 9. 4 。 、 2) :(E cj在反应介质 ~I丁 37%作用 30-60 分

钟 @ 用 。 . 07 mol/ L CaCl1 (pH 9 ‘ 2 ) 室温略洗。 (3 ì 在台

3 mmol/ L CeC13 和 9 mmol/L 拧榕酸铀的 0 . 3 mol/ L 

glycine-NaOH 缓冲液 (pH 9 .川中 3 '1 "c作用 3 0 分钟.

( 4 ) 用 。 .05 mol/ L . glycin e-NaOH 缓 1'1'液。H 8.5)洗

5 分钟。 (5 ) 含 1 %过氧化氢的 0 . 05 mol/ L glycine

NaOH 绥冲 液。H 8. 5) Æ:温处理 30 分钟。 (6) 用

O. 1 mol/ L Tris-IiCl 缓 冲液 ( pH 7 . 4) 洗 5 分钟 。 ( 7 )

合 0.05%二 氨基联苯胶(DAB ) 的 O . 1 mol/ L Tris

HCl 缓冲液 (pH í' .4 ) 60"C 处:fIP-. 30 分钟 ， 7)( 扒~f寻常规

封片。

AKP 的 Ce-Pb 法基木 按 Halbhuber 等 ( 5 1的方法

进行。但我们用的 AKP 反应介质巾含 O. 1 mol/ L Tris

maleate 缓冲液 (pH 8.0 ) ，自-甘 iFJJ 1磷酸制 30 . 6 mg 作

底物 ， CeC13 74 . 5 mg， 原糖 5g。 反应步骤为 : (1 ) 

在去底物的反应介质中 37 "C fÞi 赔育 30 分 钟 ， 再在含

底物的上沽反应介LW巾 37 0C孵育 60 分钟， 0. 05 mol/ 

L 二甲肺酸缓冲液 (pH7. 4 ) 短时间吉、洗。 ' 2 ) 用 0 . 5 %

酣酸铅液室温处五rr ， 5 分钟 ， 漂 iJt J!~ 用~%硫化饺显

色。

AKP 的 Ce-Pb-AgS 法根据 Halbhubrr 等 ( 9 1 的方

法作了银显影的改进。步骤为 : ( ])先进行 Ce-Pb j去

步骤。 ( 2 ) 用硝酸银显影沪'苍名缸里影 1 0- 15 分钊 。 硝

酸银显影液配方为:A液 ， 2% 明胶 30 m10 B r夜， 拧

襟酸 1.3 g，拧棱酸制 1. 2 g ， 加三蒸水 5 m10 C 液，

对苯 二盼 0.8 g ， 如! 三 蒸 71<. 1 5 m10 D液 ， 硝酸银

20 mg ， 加三蒸水 1. 0 ml。 上述凹液 l~ii fll 前配制并混

合使用。

5'-Nase、 AcP 和 TPPase 分别参照 Robin son( 2 1 ，

Hoefsmitl 3 1 和1 Kobayashi ( 4 1等进行特 、1严反j礼 。然后分

别进 行 Ce-DAB ， Ce-Pb 和 Ce-Pb-A gS 泣 ， 把~~j反

应产物转换成光镜下可见的有色复合物。这三种酶的

Ce-DAB 法按照 AKP 的 Ce-DAB 法J:jl ( 4) - ( 7 ) 步骤进

行。 AcP 的 Ce-Pb i-生则在 价反应肝， 用。 .05 mol/ L 

二甲脚酸缓冲液短时间漂洗，再用顿性拧橡酸丰Ft液 ( 5 1

室温下处理 10 分 Ðl'.充分水洗 ， 2 %硫化较显色。 AcP

的 Ce-Pb-AgS 法经 Ce-Pb ii: 处理后 ， 按J工述 AKP
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的 Ce-Pb-AgS i去进行址理。 5'-Nase 和 TPPase 的

Ce-Pb ' ì'主: f ll Cc-Pb-Ags ì主与 AK :P 相同。所 有酶均底

采用去物对照，结果均为阴性。 I

结果与 i寸、 论

AKP、 5'-Nase、 AcP 和 TPPase 等 4 种磷

酸酶在饰反应后， 经 Ce-DAB 法、 Ce-Pb 法和

Ce-Pb-AgS 法处理，把椅反应产物转换成光镜

下可以观察到的有色反应产物，从而在光镜下

显示了 4 种磷酸酶的活性定' 位。 AKP和 5'

Nase r舌性主要定位于肾小管的 昂1J状综(图版图

], 2)和肝的毛细阴管中(图版图 3，乌)， AcP 

活性主要定位于肾小管细胞质的i容院体中和肝

细胞的溶附体中(图版图 4)) TPPàse 活性主要

定位于肾小管细胞质中(图版图的和肝细胞质

中。

的消失。所以不宜用铺作第一捕捉剂 ， 而用钙

作为第一捕捉剂，可防止这些问题[6] 。 磷酸钙

在 Cee13 液中孵育很易转换成麟酸饰， 然后用

含 1%过氧化氧的 glycine-NaOH 绥 冲液室温

处理 :\ 0 分钟，转换戚过氢氧化椅，再用 DAB

显色。

Ce-Pb 法是将卸的捕捉反应产 物磷酸饰，

用铅盐转换成磷酸 铅， 再用疏化 接 加以显

舍~ [ 7 J。根据不同的酶而选择不 同 的 铅 盐。

AKP、 5'-Nase、 TPPase 均用 0 . 5 %醋酸 铅液

370C处理 1 5 分钟， 而 AcP 则用碱性拧橡酸铅

液 (PH:i 2 : ' 37"C处理 1 0 分钟。因为月Hitj-酸铅

AcP 反应很弱 ， 而用碱 性拧朦酸铅 贝!J反!吃较

强I 7 ] ， 这与反应液的 pH 值有关 。

用 Ce-Pb 法 ， 4 种磷酸酶的活住在光镜下

显示也比较清楚， 但 较 Ce-DAB 注和 Ce-Pb-

兔肾丰f1肝脏的 AKP、 5'-Nase、 AcP 和 AgS 法稍弱些。 其 中 AKP 更弱一些 (图版图

TPPase 等 4 种磷酸酶在光镜下'用 cytDAB 法 i' 5 )，图为 AKP 在 pH 8 . 0 f:~! 条件 下， 与底物
均显示了强的阳性反应(图 版图 1- 3 ， ~ 1) 飞 二 1 反应是较页的[8 J 。

Ce-Pb-AgS 浊的反应次之(因而阁 4 ， · '表 1)) ' . r 二 ce-pb-AgS法是在 Cc-Pb 法的丑础上再用
Ce-Pb 畏的反应则较弱(图版图 5-6，表1)。 硝酸银显影液进行放大反应。 反应产物由磷酸

亵 1 4 种磷1.0酶的 3 种铺 ~光镜定位比较 铺转变为磷酸铅，再与硫化在作用生成硫化HJ o
_. __ --....... . -...... ~_...._--……一一 …冉一一一一}牛一一 硫化铅能催化银离子还原成银原子，被还原的

AKP 丰n AcP 5' -Nase 和 TPPase

二一一一一一-一一一- 银原子则围绕酶反应产物梳化铅的表面并与之
+丰 + + 十十+

Ce-DAB IJJ 定位清晰 " ‘ 定'位清晰

Ce-Pb 1:乌

不f IÜl细胞背景染色 有 JÍJL细胞背景染色
+ + 

'1.=:仿少清晰

背景:较干队

·卡

定位少清Il!开

背黑较干净
斗 + + + + 

Ce-Pb-AgS法定位清晰 定位清时f;'

假里影操作麻烦 银显影操作麻烦

+ + →斗 ， ←← + ， 斗 +， +表示酶阳性反应的
相对强弱。

Ce-DAB 法的原理是通过把磷酸铺反应产

物转变成过氢氧化铺 ( Ce- [OHJzOH) , 过氢氧

化知ìí能引起 DAB 聚合而 显色。 在 AKP 的反

介质中， 由于 pH 值较高 (9. /1).用铺作为第一

捕捉剂易形成锦沉淀，同时因 为 AKP 是一个

含铮酶， 在Jft环境 中铮易被释出， 导致酶活性

牢固结合， 形成"银壳" ， 从而增强了反应问。

在我们的实验中 ， 我们 rn 明胶配f!211 的银显影液

取代原法中阿拉伯胶配制的银显影液。配市IJ方

便，较容易操作 ， 其反应效果也比文献中报道的

要好。用 Ce-Pb-AgS 洁的酶反应明显较 Ce-Pb

法强二些L

用 Ce-DAB i:去 、 Ce-Pb 法和 Ce-Pb…AgS 法

对兔肾和肝脏四种磷酸酶的资: 位定 位的试验

中， 我们认为这 3 种方法均可以在光位下较好

地显示隔的活性， 从而有利于在光镜和电镜下

同时进行磷酸酶的韩、法定位 ， 使如ìi作为捕捉剂

更广泛地用于酶组织化学和细胞化学研究之

中。

摘要

我们用 Ce-DAB 法、 Ce-Pb 法和 Ce-Pb-
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AgS 法对兔肾和肝脏的四种磷酸酶边行了光镜

定位， 并对这三种铺法进行了比较。 Ce-DAB

法反应较强， Ce一Pb-AgS 法次之， Ce-Pb 法反

应较弱。但用这 3 种方法在光镜下均可清晰地

显示这 4 种磷酸酶的活性，从而使铺j去可同时

应用于电镜和光镜下的磷酸酶的活性定位。

图版说明

4 种确酸酶的 3 种错法光镜定位的比较
1. 兔肾 AKP Ce-DAB 法 x 132 

2 . 兔肾 5' -Nase Ce-DAB i去 x 132 
3 . 兔肝 AKP Ce-DAB y去 x 132 
4 . 兔肝 AcP Ce-pb-Ags 法 x 264 

5 . 兔JfF AKP Ce-Pb y去 x 132 
6. 兔肾 TPPase Ce-Pb 法 x 132 
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植物组织中光合严物的放射自显影定位

-冷冻取代树脂包埋法

肖永J饲高全方 王丽霞毕ø..春国际知

(吉林省农业科学院原子能利用研究所、 公主岑) (中国科学院沈阳应用生态研究所)

关于植物组织中可溶性物质的放射自显

影，我们 曾用冰冻切片乳胶干装法，取得了 14COZ
标记的光合产物在人参 、 大豆输导组织中定位

的自显影片· [ 1 ] ， 但是，该方法具有标本与乳胶

不能紧密接触和防止标本脱落的困难。虽然可

以克服，但操作的精细程度直接影响实验的成

败与质量。应用冷冻取代、 树脂包埋和液体乳

胶法，可以避免这方面的问题 。

材料和方法

一、仪器设备

Jeal-JuM-7 型超薄切片机、 生 物 盟 微镜、照相

机、 液体二氧化碳、 广 口冰 瓶、 GMA、 Epon 812 包

埋剂， 核4 型乳胶 ， 无水丙嗣等 i式剂。

二、材料及标记处理方法

盆栽 3 年生人 参 植株， 用含 I4CO~ 400 PPM (V / 

V ) ， 比放射性为 0 . 137 μci/ml 的 CO， 标记空气(用

FGC-2 型 14C 植物光合测定仪自己制 [ 2 ] ) , 于室外气温

为 19.5"C，光强为 3 万 LX 条件下 ， 对人参植株一片

掌状复叶， 曝光两次(间隔→ 小 半小时) , 每次 15 分

钟。 标记后 3 . 5 小时 取样 。 分别按标记叶脉、叶柄、

茎或侧根取样， 迅速切割为小于 2 mm 的小块样本，

液氮速冻或直接放入干冰冷冻的无水丙酣f~1速冻 ， 并

继续进行冷冻取代。

三、冷冻取代

化学纯丙酬， 经加入无水硫酸制或分子衍等干燥

剂， 反复脱水:Jf:蒸馆后 ， 密封保存， 供{故取代液用。

冷冻取代: 采用简易的f 口 i水瓶和干冰法， 以代

替昂贵的超低温(- 80 "C)冰箱。取-太型广口冰瓶，

将高压钢瓶中液态二氧化碳放入布袋Ij二11，吏 )i飞干冰 。 干

冰直接加入冰瓶中至满 ， ßI(冰瓶中先加一定;最酒精，

再加入干冰 i周至 一 72 0C l剖 ， 取带胶 塞 试管 (7 x 

1.8 mm) ， 每宦:迅速装入约 20 ml 无水 丙 阳作取代液
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