
大鼠精子细胞内刀.flJ\求蛋白 A结合位点的超微结构观察

唐欣 汤雪明

(上海第二医科大学生物物理教研室 )

细胞内的糖蛋白广泛地分布于细胞膜、细

胞器而分泌产物中 ， 糖蛋白的多糖成分对细胞

的各种功能活动有着极其重要的作用。研究多

精结构的方法有多种，我们曾用电镜放射自显

影的方法研究细胞内帖蛋白的合成、转移途

径， 获得很多有忘义的结果[1]。应用凝集素作

为探 1(1 - 也是一-种研究多榴结构的方法，这种方

法与放射白血影技术相比较， 具有实验方法简

便、时间短、 价格较低等优点，因而近年来在
细胞化平领娥的应用日益增多 。 本支验应用刀
百球~臼 A (Concanavalin A，街称 Con-A)对

甘露'才莉莉大鼠早期精子细胞内附定位恬了初步

观察。

材料与方法

-、固定取材

1. 实验动物为成年雄性 Wistar 大鼠，休重约

300~350 克， 在戊巴比妥铀麻醉下(2.5 mg/ 100 克体

重 )打开膜腔，分离出腹主动脉， 在左右辖总动脉分

叉处七方用 8 号头皮输液针逆向刺入腹主动脉， 同时

子左右肾动脉之间阻断血流， 国开左肩:静 脉作回流tilk

出口 ，先以生理盐水通过A针头冲净星星丸组织内的血

液，时间约 2 分钟 ， 然 后 用 4%多聚甲回到日 0.5%戊

二酸混合同定剂灌注固定主要丸组织，灌注压力为 180-

200 mmHg， 漉沌 10 分钟后，取出已变硬的、李丸， 剥

去外层包膜， 切成 1 jÌl方毫米左右的小块， 漫泡子同

样固定剂中继续固定 50 分钟， 。 随后以精酸缓冲液

(PBS , pH7.4 , 0.01mo1jL)在 4 0C下漫泡 48-72 小

小时 ， tw.洗去细织内米约合 (t)戊二隆等 ， 其间换 PBS

4-5 次。

2 . 在 25%甘汹-PBS 漫透保护下将组织块快速浸

于液氮中冷冻 ， 以减少冰晶损伤， 然后在冰冻切片机

上将组织切成 10-20μm 的薄片 ， PBS 洗涤数次。

二、细胞化学反应

1. 将 ?在丸组织薄片 山 Con-A( 250μgjml ， PBS 

用，内 含 1 mmol j L MgC12, 1 mmoljLCaC12 、 0.1 mmol j 

L MnC12 )在 37 0C下振荡孵育 1 小时，PBS 洗 4-5 次，

每次 5-6 分钟。

2. 以辣根过氧化物酶(HRP ， 100μgjml ， PBS配

制 ， 内含 MgC12 、 CaClh MnCI20 量同 Fííj ) 在 37 "C下

振荡孵育 1 小时，尔后 洗 4-5 次， 每次 5-6 分钟。

3. 应用过氧化 物 酶的 3' ， 4'-二氨 基联苯胶

(DAB , 1 mgj ml , pH 7.6 Tris-HCl 缓1中液配制，内含

0.02~0.03 %H202)显色法反 应 30 分钟，换 PBS 洗

2-3 次，每次 5-6 分钟。

4. 1%亚侠嚣化何还原饿酸作电子染色并后同定

30 分钟。

对照m- :

~r途省却 Con-A 孵育步骤， 其它实验方法及步

骤均与实验组一样。

对照组二2

， 标本在进行 Con-A 孵育前先以 3%H202 处理

20-30 分钟， 以消除内源性过氧化物酶存在干扰的可

能， 然后按正常实验步骤进行。

三、电镜标本制备、观察

按常规方法自 30%-100%逐级酒精脱水，环氧

丙烧置换、 浸透，环氧树脂 618 包埋;

Sorvall- n 型切片机超薄切片;

未经染色ñt在于日立 H-500 型电子显 微镜下观

察。

结果

在形态上，哺乳动物早期椅子细胞(高尔

基期、顶帽期)呈球形，细胞核位于细胞中央;

高尔基体呈半球形紧靠细胞一侧， 其外周部分

(又称皮质)由几个扁平膜囊堆组成，面向细胞

核弯曲成弓形，中央部分(又称髓质 )有很多大

小不同的j包状结构 ，在顶帽期 ，高尔基体产生的

顶体自发育成顶体系统覆盖于细胞核头侧 p 细

胞内一部分内质网位于高尔基体生成而外侧，

称伴随 !可质网， }才ω余内质网分散于细胞质中 z
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线粒体多位于细胞质边缘♀ 近细胞膜处( I到

1 ) 0 Sertoli tlil 胞 (支仔细 胞 )呈多形性， 其细

胞核位于细胞基底 g.l ~ ， 细胞核周围散布有内质

网和线粒休。

电镜下可见过句:化物酶产生的高电子需度

的反应产物主要出现于拍子细胞的内质网肌囊

上， 高尔基体生应由 íi~ {斗三 |垣 I ) ~ 质网处反应尤为

明显( 图 2 ); 在椅子细胞的高尔基期时，整个

核膜上都有清晰的阳性反应， 至顶帽期以后，

顶位覆盖处的核膜上无反应出现， 其余核膜则

仍为阳性; 在高尔基休上，反应仅出现于最外

层的生成而膜囊处，皮质其它膜囊的边缘部位

有时也可见到少进反应( 图 3 、图 4 )，中间层

膜囊 、 成熟而膜辈革! I 高尔基休j包状结构的髓质

部分以及精子细胞的顶休内均无反应。有些细

胞的高尔基体上全无反应出现。整个细胞内非

特异性反应很少， 细胞核 i衬 ;Fn线粒体等细胞器

上都为阴性。 在 Sertoli 细胞内 ， I) j 质网 与核
膜上同样有明显的 1 11:1性反应o 对 n~4Ei -" ， 标木

的椅子细胞和 1 Sertoli 细胞内均无反应出现; 对

照组二， 细胞内反应出现的部位及反应强度问

实验组细胞无差异。

Z寸 论

凝集素 (lectin)是一类存在于许多动物、 植

物组分中的精蛋 白，其特性是能与精~由上的

糖基相结合[ 2 ] 。 一种凝集紊只能特异地结合

1-2 种精基，如 Con-A 特异结合于甘露'糖 ，

麦胚凝集素 (WGA )特异结合于 N一乙耽半乳fff

胶等 [3J。凝集素 I'(J这种特性对检测多糖结构提

供了极为便利有效的手段，近年已被作为分子

探针来研究细胞表而结构和细胞内合成代i剧情

况以及各种成分的变化 [ 4- 7 ] 。

粉1蛋白白苦白质和纣合于其上的多糖♀ì1两

部分所组成。 组成多精链的精基有多种， 按其

在多糖链上的位置不同可分为核心部位的糖基

和外周部分的糖基。核心部位的直接与蛋白多

肤链相连或相距很近， 富有 甘 露糖及 N-乙酬;

葡萄糖; 外周部分的则有岩藻靳手!1涎酸等。目

前， 利用放射显影?口住化研究己对糖蛋白的合

成过程了解得比较清楚， PJ 中 |安心部位 1白糖基

址1:L蛋白 )l}l 合成的 i叫 II J、 0il内怔 j凶必|怀川儿μ列Ú 1叶巾|扣1 1'的'1灿iω甘 i呆飞!些皇脑基

转移酶的作用下结合至茧到IJ 乡 )1肤i比太 í'lI悦y判茹u上jl队!

也具有内质网相同 f的H向j闯孚功1; [能j走它ι。 J执飞们 应 j忏用~I Con一A

在大鼠 J悄肖子细胞内检测的是多糖悦核心昂位的

甘故i露糖基，实验~~!i果 ，在J1Fj 护主要定位于 jJ~质网

与核膜，这与生化等研究的结果是相一致的。

至顶帽期后，顶体溢茄处的核膜无反应的现象

提示这部分核!~IYJI也质可能己改变 ， 不再具有

合成蛋白质和括基的功能。校以往的细胞生物

学观点来说， 自 I }~质问轮运出来的初级蛋 白产

物总是先到达高尔基体的生此时， ~{而在一系，

歹IJ加工过程中逐层向民热闹JH~进 ， 主主后在成熟

面完成蛋白质合成的全过程分泌出来。我们在

实验中看见在高尔基体的生成而有少许阳性反

应， 这说明内质网合成 1'1( 1.:;技成熟粉1击 白确实是

运送到高尔基休的止它 也而， 但是在 高尔基休

其它 jZ膜'囊的 ì:!J.综处 也出现了阳 'lt反应， 这 F]

以往!我!理论似乎不相符。我们实验室曾提出，

在高尔基体内不仅仅存在一个白 (t.}/~ mi向成熟

而移动的形式， 高ft基体的各层胶囊可能都有

其独特的功能， 而自 内质刷抖运来的未成熟蛋

白质不仅仅送到高尔基体的生成T时，也可 能送

到其它层膜囊进行加工[8- 9] 。 我们在 椅子细胞

内的高尔基体皮质膜巍 边缘部分 也 看 见 有

Con-A 反应出现， 表明的 ?ifú有一些内质网的

初级产物送到这些部位，此现象与我们实验室

提出的对高尔基体功能模式的新看法是相符合

的。 至于为何在中间 层膜蕴C ，在l 成熟面i膜囊等处

没有反应出现， 我们认为这是由于初步形成的

棺多肤运送至高尔基体后， 经过对甘露糖基的

jJ日工修饰并在高尔基体内的另一些精基转移酶

的作用下逐步加上了外围部分的糖基，如 N一

乙酌半孔糖胶、 半 :fL糖和 j延酸等，这-系列加

工过程及随后加上的糖基引起了甘露糖的空间

构型变化或占据、 遮盖了甘露 糖与 Con-A 结

合的位点 ，使 Con-A 不能与甘露糖结合或者在与

合能力降低。 这种解释与 Jacques 等应 用生化
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分t斤的结果是相符合的[l 0 J 。

从 切 j币z 1'11 Con- A 作 '!~I' j 子细胞内卡l ' í需精

定位的结果来苔 ， 凝集素 !支术是一 种研究细胞

多 1mf1~构 flZ为有川的方法， 乒;有 Jji骤简单、定

价:准确 、 才 l :特异反应少等优点。我们背先选择

Con-A 作尝试的原因是 Con-A 相对其它种类

的凝集素来说不需要预先用化学 方 法将 HRP

标记在其上。 一-个 Con-A 分子上 存凹个特异

纣合位点， fjE 同时结合多个精~;~ ， i坡在与细胞

内甘露椭业结合后，还能直接与 HRP 相合( 民I

HRP 也是一和11 ?};含甘露糖的蛋 白质 ) ， 因此活

性丧失小， 价格 低， 使用方 便。 但是，包括

Con-A 在内的所有凝集素都是蛋白质大分子，

木身分子量较大， 在应用中还存在如何更有效

地透过细胞膜使细胞内反应均一的难题，有待

于今后拍实践中进一步解决。

摘要

木1r阶应用凝集素 Con-A 对大鼠早期桔

子细胞内的时露糖基作超微结构的定位。 rr电

镜下可见阳件反应主要出现于内质网 、 核膜及

高尔基休生)况而i的膜囊上， 高尔基体其它层膜

囊的边缘部位也有少量反应。 说明在大鼠早期

精子细胞内， r"J质网合成的初级产物主要i~送

至高尔~在休的生成雨， 少量的也运送至芮尔某

体其它层膜囊。
i( 

图版 说明

因 1 : 

大鼠早期精干细胞周部。 (N)细胞核，核爬 表而

宦盖有顶体 ;( M )线粒体 ; ( ER)内质网 ;( G) 高尔基体。

x 1000 0 倍

l剑 2 . 

::kllH\占 r细胞，内刀 ~J;求蛋向 A f占介反)，;_;_ )昌 ?Jr示甘

豆豆梢的μ f_~: ， îiJ见 :;>k ~， ;，; líR i't反 )':-;. 1 " 物位于 内质网和核

n~'i I ~ ， Î~:ï尔基休生}J~~币 JI~~喂 !二也有 少犀反) ';;0 ( N )细

胞核 1 (ER ) 内1IJl网 1 ( G )高尔慕休。

x 2 ~ ， OOO 倍

图 3 、 图 4 : 

大鼠早期精子细胞内刀豆球蛋白 A 结合反应后所

示甘 iJS挤的定位， 除了在内10网和1高尔基体生成回 l民

爱上有明显的反}jÌj外， 市尔基体~、古膜觉 边缘部也可

见少量反应(箭头所指) ， 高尔基体的髓民部分、 顶体

及顶休覆盖处的核膜上均无反 应。 (N )细胞核1 ( G ) 

日尔基休。

x 30 ， 0 001古
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