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传代内皮细胞在相差显微镜下的形态学改变及

图象分析技术和蛋白质分泌功能的变化，探讨

了传代内皮细胞形态和功能变化的关系。结果

显示， 传代内皮细胞存在着形态和功能相对稳

定的阶段，在此阶段的几代细胞是作为实验选

材的理想对象。而非稳定阶段的各代细胞间形

态和功能都存有显著性差异，不应作为实验选

材。
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运用包埋后免疫细胞化学方法研究视网膜

神经细胞的多递质共存来

吕过手IJ 王厚华

(中国科学院上海生理研究所 200031) 

包埋后免疫细胞化学方法 (Postembedding

immunocytochemic&l tcchnique ) 是一种组织先

用树脂包埋、切片后再进行免疫细胞化学反应

的方法[1-4J。与通常冰冻切片的免疫细胞化学

方法相比， 其最大优点是可以按照实验的不同

要求，市IJ备连续的超薄切片 ( 500-1000 λ ) 和

半薄切片 ( 0.5一2μm)，再进行免疫细胞化学

反应。

在视网膜神经递质及其共存的研究中，由

于无长突细胞包含的递质、 调质和其他神经活

性物质特别多 [ 5 1 ， 在视信息调控中具有特别重

要的作用，因此引起了人们极大的关注。 但是

这种细胞的胞体较小，若要检测一个细胞同时

包含 2 种以上递质和调质， 最好的方法是采用

树脂包埋后半薄切片的光 镜 免疫细胞化学方

法。该方法在应用中有两大困难: 1.如何使

漫蚀得当，既要使组织抗原决定簇从被封闭状

态中解脱出来，恢复自由态，又不影响其免疫

本所电镜室曲亩金、 尹眉协助切片， 特此致谢.
· 罔家 自然科学基金项目 。
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洁性[4) J 2 I 如何从大量标记细胞中鉴别递质

共存细胞。 在反复实践中，我们调整了浸蚀过

程中有关参数的关系 ， 并通过显微描绘仪描下

细胞之后， 在阅片机上重叠细胞，从而观察到

在无长突细胞中甘氨酸、 y-氨基丁酸和神经紧

张素的双递质或多递质共存。

材料和方法

1 . 取材 出生后 90 天小猫经 戊巴比妥制麻醉后

心脏灌流固定。固定液为 4%多聚 甲 酸和 0 . 2 %戊二

睦混合液(含在 0 .1 mol/ L PBS 中， pH 7 . 4) ，潜流量

为 700 m1 0 20 分钟后摘取眼球切视杯。

2. 固定 视杯于原因定液中继续固定1.5小时，然

后剥离视网膜， 剔除玻璃体， 并 把视网膜展平在

Millipore ì虑纸上 ， 此后月J -1%多骂是甲隆固定i夜 (含在

o • 1 mol/ L PBS 中， pH 7 . 4) ìrjJ 洗二次 ， 每次 15 分

钟 ，然后换入 pH 10 . 4 的4%多聚甲隆固定液(碳酸缓冲

液配制)于 4"C过夜 ， 次日用 O . 1 rnol/ L PBS冲洗三次。

再浸入 1% NaBH，中， 30 分钟后用 PBS 冲洗， 直至

气泡消失[ 6 ] 。

3. 脱水和包埋 按制备也镜标本常规操作，将

视网膜小条进行脱水和 EPON 包埋。

~.切片 用 LKB 超薄切片机切连续的半薄切片

(1 μm 或 2μm 厚) ，用铜网捞取单个切片并 反扣在涂

有明胶的载玻片上， 载玻片按实验要求每 4 张排成一

组， 每个片子上用小注射针头滴一排水滴， 将连续切

片按秩序排列于载玻片水滴上 (如第一张载玻片上排

列的切片为 No . 1 、 5 、 9 、 1 3 、 17、 贝 IJ第二张载破片

上的切片顺序;为 No. 2 、 6 、 1 0 、 1 4 、 18 ， 依次类推) , 

置 50 0C热盘上数分钟， 待切片烘干后用银子轻敲载玻

片使铜网脱落。 k述载玻片置切片盒内于 45 0C烘箱中

再烘 2 小时以确保切片牢贴子玻片上。

5. 漫融 EPON 包埋盾的切片在进行免疫细胞

化学反应前必须先经漫蚀剂将 EPON脱去。浸蚀得当

与否是细胞能否进行良好免疫反应的关键。 在实践

中， 我们对有关参数作了适当的调整， 具体步骤如

下s

(1) 浸蚀剂 在无水乙醇中加入过量 NaOH 片荆

制备过饱和的乙醇铀溶液， 室温下约 3 天后呈棕色时

即可吸取其上清液作为浸蚀剂使用。

(2) 浸蚀 在有盖的染色缸中进行.将载有切片

组织的载玻片浸入浸蚀剂中于室温下 (20-22"C)浸蚀

15 分钟或 35 分钟 (表 1 )，之后取出玻片并吸干切片周

围的溶液， 再置入另一盛有无水乙醇的染色缸中洗涤

2 次， 每次 2 分钟 ， (玻璃片在染色缸间转移时要迅

速， 以免乙醇蒸发而使 NaOH 晶体沉淀在组织片上，

并因此在后边的冲洗中裹走组织片[11] )。此后 ， 依次

经递降乙醇液， 直至蒸馆水，再经 3 %H20S[T ]处理 2

分钟以进一步去除内源性过氧化物酶并充分暴露要标

记的组织抗原， 尔后用 PBS 冲洗。浸蚀过程中 ， 切片

厚度、 浸蚀剂浓度 、 浸蚀时间以及温度等各项参数间

存在着一定关系， 只有掌握得当才能既脱去 EPON，

又不破坏组织良好结构和良好免疫反应性。我们将上

述各参数关系列出一表〈表 1 )，对于 1μm 的切片，

20-22 "C下浸蚀 1 5 分钟最佳， 所用浸蚀剂若是制备

后 3-4 天宜用原液， 制备 5 一 7 天则应稀释 1 倍，

若用 2 μm 切片， 除浸蚀时间延长 至 35 分钟外， 其他

相同 -

6. 兔应细胞化学反应和显色 浸蚀后的切片经

各自特异的第一级抗体孵育尉， 按常规的 ABC 免疫

细胞化学方法l 8 ]对不同的细胞分别进行标 i己。使用的

第一级抗体育兔抗酶氨酸经化酶(TH) 抗体 (1 :500 ，美

国 ETI 公司出产 ) ， 兔抗甘氨酸(Gly) 抗体(1: 500，美

国 Kolb 实验室转送) ， 兔抗r氨基丁酸(GABA)抗

体(1 : 1000 ， 脑研究所出产) ， 兔抗神经紧张素 (NT )抗

褒 1 漫蚀过程中各种.戴的关系

吏τ二二飞飞 浸蚀剂贮存天数
自

、"-. -飞飞飞·

漫蚀时间 、\ 乙醇加入份数 ------
3 • 4 5一7 8 -10 11-14 

(分钟 ) ~ 

乙醇仙 • I 。 1 2 3 

l μm 切片 | 15' 15' 15' 15' 

2 11m toJt I 35' 35' 35' 35' 

温度为 20-22'C.
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体口 :250，帘二军区大学fJ:产)。第1级抗体 (羊抗兔

IgG)和 ABC 复合物浓度均为 1 : 1 00 (美国 γector 价司

出产)。 在以 n民连续切片为-m内执政片巾 ， 除馆 1

张为对照外，其余第 2 、 3 和第 4 张分别滴加抗G ly ，

GABA 和 NT 的抗体，所得阳性反应 细胞即为相应的

廿氨酸能、 y-氨基丁酸能和 冲经紧张素能无长突细胞。

而用抗 TH 抗体标 ì~者则为多巴胶能无长突细胞。

7. 递质共存细胞的鉴别2 月1显微描绘 仪 在白纸

上面下切片的轮廓，切片中可以作为识别标记的结构 ，

以及抗体标记的细胞，然后将分别标记 奋 Gly 能、

GABA 能和 NT 能无长突细胞 的 3 张纸在阅片'机上重

叠，找出二个重叠或三个重叠的细胞， 即为相应 2 京1I

或 3 种神经活性物质共存的细胞。

结果与 讨论

用上述包埋后光镜免疫细胞化学方法，我

们分别标记了猫视网膜内含经 典神经递质的

Gly 能和 GABA 能无长突细胞，以及含神经

肤的 NT 能无长突细胞。 图 AI 示 NT 能无长

突细胞， 胞体位于内核层 (INL) 的内半部，但

分层不易看清，图 Az 示 GABA 能无 长突细

胞，其胞体直径为 8-10μm，位于 INL 的内

端，分枝分布于内网状层 (IPL) 的 1 、 3 、 4 、

5 亚层F 因 A3 示 Gly 能无民突细胞，胞体直

径为 7一9μm，位于 INL 的内端， 分枝分布于

IPL 的 1 、 2 和 3/4 层。用描记细胞重叠法显

示 AI-A3 中箭头指示者为同一细胞。如图 A2
和 A3 中双箭头标记者即为同时含有 GABA 和

GJy 递质的无长突细胞， 而 AI 、 Az ， A3 中单

箭头指示者即为同时含有 GABA、Gly 和 NT

的多递质共存细胞。

此外，我们还成功地标记了以大分子酷氨

酸挫化酶为抗原的多巴胶 (DA)能无长突细胞。

图 B 示正常位置的 DA 能无长突细胞胞体及其

分枝。图 C示在节细胞层的移位 DA 能无长突

细胞。

我们的结果充分表明包埋后光镜免疫细胞

化学方法是研究视网膜无长突细胞递质共存的

一种很有效的方法，而该方法的关键是浸蚀得

当。早在人们进行免疫组化实验以前就已经有

人报道了移去 EPON 的方法[卜 11] ， 但那时进行

的是常规的组织学染色， 并不存在免疫活性的

保护问题，因此漫蚀的过程不必严格，但该问

题在我们的实验中却是至关重要的。因为其

一，组织一经 EPON 包埋后 ， 许多抗原的决定

簇便与环氧树脂的某些因子结合在一起而造成

暂时性的失活， 其二，乙醇的浸蚀掉 EPON 的

意义就在于使被结合的抗原决定簇恢复到自由

状态，但乙醇铀本身对组织抗原也有损伤， 因

此， 若浸蚀条件掌握不好，则仍然得不到预期

的结果[1，2 ，门。 我们在本实验中作了以下三方

面的改进，从而得到了较圆满的结果。

1. 浸蚀剂要新鲜，制备后的使用期限在 2

周之内，

2. 视制备时间长短用 1 00 %的乙醇对浸

蚀剂进行稀释(详见方法 ) J

3. 浸蚀时间和温度要严格控制，

本实验中我们应用以经典递质 (r-GABA ，

Gly )、肤类神经活性物质 (NT) 、 及大分子酷

氨酸捏化酶(TH)为对应抗原的四种抗体成功

地标记了一系列无长突细胞， 充分表明了该方

法应用的广泛性。图 AI 中的 NT 能细胞的阳

性反应较弱， 并非方法问题而是由于该第一

级抗体保存时间过长， 抗体质旺较 差 而造成

的。

由于抗体和时间的限制， 我们目前仅使用

了四种抗体， 看到了神经递质和神经肤中二者

或三者的共存。但是我们相信运用该方法可以

同时采用多种抗体检测 细胞中的递质及其共

存，而对于发育中个体较小、 递质变化较复杂

的细胞该方法的应用前景则更广。

摘要

运用树脂包埋后半薄切片进行光镜免疫细

胞化学反应是一种研究视网膜胞体较小的无长

突细胞内递质共存的好方法。我们改进了该方

法的关键一浸蚀 ， 并结合标记细胞重叠法，成功

地检测了幼年猫视网膜无长突细胞内甘氨酸，

y-氨基丁酸和神经紧张素的共存。
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困 版说 明

PE: 色素上皮层， ONL: 外核层 ， INL : 内核层

IPL: 内网状层， GL: 神经节细胞层。
A . 示幼年猫视网膜无长突细 胞中的递质共存。

AJ 示神经紧张素 (NT) 能细 胞， Az 示 r氨基丁酸
(GABA )能细胞， Al 示甘氨酸(Gly) 能 细 胞。特征性

标记物: 血管 ( . * . )和节细胞 (GC) 。双箭头示 Gly/

GABA 共存细胞。单箭头示 Gly/GABA/NT共存细

胞。 x 700 
B. 示幼年猫正常位置的多巴胶能无长突细胞。

x 750 

C. 示幼年猫迁移的多巴胶能无长突细胞。 x 750 
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新生牛肝脏再生剌激物质的部分纯化及生物学特性

戴炜* 雷却t攀彭志刚林汝洪马各抗先

(广州，第一军医大学南方医院传染科 510515) 

细胞增殖与分化机制的研究正日益依赖于

各种调节因子的寻找与分析。 在众多因子中，

组织和细胞特异的调节因子更引起人 们的兴

趣。 本实验室曾报道肝部分切除后大鼠再生肝

中的肝刺激物质 (Hepatic Stimulator Substance , 

HSS) ， 可使成年原代大鼠肝细胞 DNA 合成增

加(1)。由于再生肝操作复杂， 来源困难， 实际

应用受到限制。 本文从新生牛肝胞质液中提取

出同样具有剌激肝细胞增生的物质，对其有效

成分进行了部分纯化及理化性质的分析， 并用

成年原代大鼠肝细胞和肝源性肿瘤细胞初步测

定了其生物学活性。

材料与方法

-、 HSS 的制备

新生牛生后 24 hr 内杀死，无菌取肝， 剪碎并用

~理盐水漂洗，按图 l 方法制备s

~圭 +肝 M

川 (苟且，jM 生U 卓

r J 叫。由 65 忖山
气ifYlk刀，∞川4 'C 20士坐到

〈彼胃聋 子量均 6-!KD ) I 
I 100, 000 X g4 ' C1h，取上清

叫出部 分 牛车热 咛 64 ℃ 

DEAE Seph盯O~ CL-6B Sephadex G-75 

圈 1 日SS 的纯化部骤

=、盐析

取 95"C组样品两份， 分别加等量的生理盐水搅

匀， 逐?商加入饱和硫酸馁， 使其终浓度分别达 30%和

60%. 30 min 后经 12 ， 0 00 x g 离心 20 min (4"C)，沉

淀物用 PBS(pH 7 .4 )溶解， 透析除盐后， 恢复至原样

品体积。

· 现在北京佑安医院 100054. 
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