
180 细胞 生物 学杂志 ]991 主f二

60 "c水滴上， 也能保捋最大部分的 14C 庶糖，

认为无须干法即可制备高分辨的自显影象 [ S] 。

我们用以欧代悦水的丙酣液中，没有查出可测

知的放射性。 从 自 显;影片银位集中分布在输导

组织看， 证明这个方法， 至少在显微水平上是

有效可行的 。

包埋剂 GMA 在 40-G O "C高温聚合时， 速

度快 、 收缩强烈，易产生气j包和造成材料收缩

损伤(图版图 4 ， 5 )导致实验失败。采用漫透

前包Jji ;frí:头去台 ， 聚合前于冰箱 ，1"(.:;继续漫透

12 小时~U二，低温(l 2 0C) 紫外光照射究合，可

以消除气也和收缩损伤。

为岛半决i容性 t1JJ质放射自显影技术的困难，

与其他方法相比较， 本文所用方法的 优点z

1.方法简便 ， 不需超低温冰箱，用 广 口冰瓶

内加干冰即可替代。 2. 克服了标本与干乳胶

不能紧密接触曝光的困难。人克服标本切片

易脱榕 在、 i 问题 。

摘 要

本文采用以简易的广口冰瓶内加干冰作冷

冻剂，以替代超低温( - 80 0C ) 冰箱。用以冷冻

无水丙刑作取代液，对植物材料进行冷冻取代

脱水，固定。经无7]( GMA 预聚合 后浸透、包

埋 、 低温紫外线照射聚合， 半薄切片、市IJ片和

涂男生核4 ~~乳胶 ， 曝光后显、定影等操作。为

~ ..低俨知去!明工 飞也 q民 /)!í， $ 

植物体中洛性物质 (包括引进外源洛性物质)放

射自显影定位 、 1 定向研究 、 提供技术方法。

囱 A 版 说 明

用 o二 B "1 μci/mI J4C02 光台标记入3.'1 1[-柄组 织，

冷冻取代， GMA、 环氧树脂 巳pon 8 12 包埋 ， 切片厚

1-~ 2 11 ， 曝光 56 夭人参11>1-柄维告束光乙、广 物自显影照

片，放:人 380 倍。
1. GMA 也i里 ， 人多评1 - 11司纠lJ主朱主81 jj凶 jfj 币头所示

自且在银控。
2 . Epon 8 12 包埋 ， 人多 11+ . f ' 1维营 }H~旧 li包内箭头
所示自显影银位。

3. 未经;标记的对 j妇人生: 叶柄往2 元细胞 内无自

显影银粒。

4. GMA 包i旦 6 0 "C热聚合出现气泡。

5. GMA 包埋热聚合出现根组织损伤。

参考文献

[1] 肖永湖、 了高金方 ， 1 987 ， 植物生理.:::1讯 ， 4 : 

66- 68 0 

[ 2 J 冯春生等 ， 1981 ， 核农学报， 2 : 1 0 5 一 1 11 。

[ 3 ] írff[庆超等 ， 1979 , <化学用炭) ， 8 -5 4 。

[ 4 J 朱丽霞等， 1 983 ， <生物学 li~ 电子显的改技术> , 
2 6一-3 3 。

[ 5 J 徐是梭， 198 1, (植物材料的薄切H超薄叼

. )午技术) ， p . 39。

[ 6 ] ，Pee~ A . J -, 1974 , Transpor t of Nutr ic:nts 
in plants pp; 27 - 34- Butte:rworth Ltd _ 

Lo~Ø ，?n. 

1 7] 水平敏知， 1!) 78 , 才一 卡 '7 s/ / ii 才夕 " 7

7 Jv医盘荣出版社， 187 -- 18 8 。

I~ 8 ] Fl日her and 'housley , Hl72 , PZnnt Physio1.. , 

49:166一171.

用挝氧化氯酶电键细胞化学技术显示

人肝细胞的过氧化物酶小体

陆珍风 郑晓刚周晓军

/南京军区总医院超微病理科)

人肝细胞的过氧化物酶小体 ( Peroxisome )

的电镜细胞化学技术[吁究，国内尚未见报道。

本实验悉照布关文献[ I J]，采用人肝-组织进行

细胞化学反应。 结呆表明 ， 过氧化氢酶细胞化

学反应的效果与戊二醋、 3 ， 3七二氨基 联苯胶

(DAB)、过氧化氢(H20z ) ， 温度及时间 5 个因

素有关。
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材料和方法

-、 试剂

1. 固定液 : 1. 5%)戈二隆 (0. 1 rnoljL。 二甲肺酸

的缓冲液 ， pH 7.4) 。

2. DAB : 顶 先溶解成 4 rngj rnl , 于 - 20 'C冰冻

保存。 3. Tcorcll-Stenhagen 缓冲液 : 5 moljL 磷酸 10

时，明酸 3. 52 '1 g、 拧橡酸 7 .01 g、 氢氧化纳 1 3 .8 g 配

h\{: 1 到 ì:if ;肢。 :. 1% H202 。

二 、 方法 [ 1 ) : 手术时取肝组织 。 . 5- 1 mm3 大小，

1. 5 ~ô戊二rfi'i 1 ，世主 J5-30 分钟 。 用振动切片 机切成

60 μrn 厚的 ' í l织片， 缓冲液中洗涤 3-5 次 ， 在下述孵

禽液， 25 0C避光条件下浸泡 6 0 分钟。

'! mgj ml DAB 2. 5 ml 

Teorell-Stcnhagen缓冲液 2.5 ml 

(用 1 N NaOH !:JI<: 1 N 盐 酸调 pH 为 10.0，加2点

t留水使总置了ζ 1 0 ml) 

1% H20 2 0. 2 ml 

孵向结束后 ， 似j去洛液， Hj 2%锹酸 jι 田汉 i 小

时， j比;J'(f兰 f1t'。对照实捡的标本延除 去 DAB 的孵育

液中孵 肖，其他始作相|叫。

结果与讨 论

-、 过氧化物酶小体的形态及特征

电镜下，过氧化物酶小体圆形或椭圆形 ，直

径约 O . .1μm-O. lÌ μm ， 单层膜 包围。过氧化

氢酶细Jll1化学反应的产物特异性地定位于过氧

化物酶小体上(见图)。

生化。i) f究的结果表明，过氧化氢酶是肝细

胞过氧化物 i'1íiJ小体中最丰富的蛋白质， 占整个

过氧化物酶小体蛋白质总量的 16% ( l] 。 并且 ，

肝细胞中绝大部分过氧化氢酶集中在过氧化物

酶小体上。 因此 ， 过氧化氢酶是过氧化物酶小

体这一细胞器的标志酶。

二、影响过氧化氢酶细胞化学反应的因素

1. 固定液 过氧化氢酶对戊二醒较敏感。

不同浓度的戊二睦， 其反应效果有较 大的差

异 。 LeHir[3]采用 4 种不同浓度的戊二睦(1%、

3% 、 6 % 、 12% )固定 ， 在同等条件下分别检

i 测酶反应产物的吸收值(波长为 46 0 nm ) ， 发

与现低浓度的成二旺固定时， 其吸 收 值雨，相

反，吸收值较低。 本实验选择1. 5% 戌二旺固

定， 结果酶活性保存f良好。

2. DAB DAB 与过氧化氢酶之间存在着

复杂的相互关系，它主要作为供氢体在氧化还

原反应中起作用 。 DAB 的作用受固定、 孵育

的影响。 高浓度的 DAB 可以产生明显的反应

物沉着，但是过高的浓度会使反应液呈棕 色t!

增加背景染色。LeHir[3]用三 种 浓 度的 DAB

(1 mgjml、 2 mgjml、 4 mgjm ) 显色 ， 飞 结果发

现 4 mg/ ml 浓度的 DAB 其吸收值最 高。我们

采用此浓度的 DAB， 得到较理想 的 效果。 由

于 DAB 有致癌作用[仆， 故操作时应戴手套 ，

尽量避免与皮肤直接接触， 用后及时彻底冲

洗。此外， DAB 应在黑暗处 保存， 因为光线

能使 DAB 自动氧化，且 DAB 要完全溶解，否

则未j在解的颗粒沉积于标本上影响观察。

3 . 时间 固定和孵育时 间的延长与酶失

活的程度成正相关。 LeHirl3 ]将组织固定 3 0 分

钟、 6 小时、 2 <1 小时以及孵育 30 分钟 、 60 分

钟， 分别测定其吸收值， 发现固定 时间为 3 0

分钟及孵育 60 分钟 ， 这两种情况时 ， 吸收值

较高。 本实验的固定时间为 30 分钟( ，1 0C ) J 孵

育时间为 60 分钟 (2 5 'C ) 。

4. 温度 (1)组织固定温度: 相 鲜组织

离体后立即置于戊二隘巾，并且应保持低沮状

态，目的是为了保证酶的活性及组织结;均不受

损失。 LeHir (3J选用 5 'C 、 1 5 0C 、 2 5 'C、 35 'C

四种固定温度， ' 1则得 5 0C的吸收值最高 (0 . 5) ，

3 5 'C最低 (0. 1 ) 。我们采用常规的电镜标本固

定温度(4 'C)， 结果较好。 0) 孵育温度 : 与

孵育液的 pH 值有关， 温度应根据孵育 介质的

pH 值而调节。当 pH 8 . 5 时 ， 温度 应选 45 'C , 

当 pH 为 1 0.0 时， 温度为 25 0C o LeHir[3]认为

这两种情况均能得到j较深的反应产物。我们的

结果显示后者的效果理想。

5. H20 2 H202 的浓度随 DAB 的 浓度而

改变。过高的 H202 抑制j过氧化氢酶 的活性。

LeHir[町等采 用 3 种 浓)主 (0 . 1% 、 0.2% ，

0.3% ) ， 监示低浓度的 HZ02 和南J浓 皮的 DAB
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自己合使用， 显色效果良好。本实验据此选用

0.15%的HzOz和 4 ms/m'l 的 DAB。

摘要

本文采用新鲜的人肝组织标本，进行社氧

化氢酶细胞化学反应，以显示肝细胞中的过氧

化物酶小体。结果表明，此细胞器圆形或椭圆形

直径 0.4-0 . 6 μm。同时，要获得 满意的反应

效果， 须使用低浓度的戊二酷短时间固定，孵

育液由 0 . 15%Hz02 和 4 mg/ml 的 DAB 配制

(pH 10. 肘， 孵育时间为 60 分钟 (25 'C)。
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