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全胚细胞(REF ) , BGC-rasH 单抽转染 NIH

3T3 小鼠成纤维细胞分别获得两个恶性转化缅

胞系 REF4 _ 3 {I] BGC 3 T 3 。 其中 REF←3 由一

早代成纤维样细胞转化成为J:皮样的、染色体

寓度异倍体化并可稳定传代的细胞。两种转化

细胞均可接和11椒眠致癌， 成为二个用癌基因转

化建立的细胞系。

图 版 说 明

图 1 BGC- rasH f [1 pSV -myc 共转染 REF 的转

化灶。因)::)转化灶 H I末转化背景细胞的交界处。 负相

差 100 x 。
回 2 转染的的 REF 细胞。 负相差 200 x 。

因 3 转化后 REF'_ 3 细胞。负相差 200 x 。

图 4 REF4 - 3 转化细胞接中j1裸小鼠。 八剧 时 生

长的皮-fH中;在{ 山径约达 '1 Cffi o 

图 5 转化细胞 REF' _ 3 透射 18， 镜图像， 10000 

X 。闺中可见细胞核大， 形状不j;j\\ ýllj ， 核仁 大， Ìli ìi'f 
UlJr, )j包1w少。的ir-'Jζ)引í 7.)， )::)细胞界限。
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铺在礁酸酶电镜细胞化学中的应用

;h 古 '\月

(上海第二医科大学)

酶的电情细胞化学常用的方法是， 在一定

条件下使细胞内的酶作用于酶的底物， 再将酶

反应的产物作为反应物质， 在酶的作用部位进

行捕捉， 使其在电镜下具有可见性。因此， 酶

的电锐细胞化学包括两个反应:第 一个是酶作

用于底物的反应 ， 称酶反应 ， 形成的产物为初

级反应产物; 第二个是捕捉剂与初级反问产物

的作用 ， 柏qdìl足反应， 形成最终反应产物。 在

磷酸酶细胞化学反应中，酶作m于1高物j开产生

的初级反应产均工j锵酸， :吧ï刊铅作为捕捉剂 ，

与磷酸反应)[; ，1戊高 rh~于对度的磷酸铅沉淀， 在

电镜下具有可见性。

由于铅捕捉剂对酶有一定抑制作用 ， 而且，

容易产生非特异性反应，市 i色'给细的化学实验

带来一定困难。 近年来，人们开始寻找新的中di

捉剂 ， 只 1 11 'i i[j ( cerium)足较JJHi恒的- 种[1 )。孜

{l"J采用这种新捕捉主li摊开 I:li~ -(胞u峦 l应单核千于向全

酶(CMP 酶)平|啕 1iiH销一6←硝酸~~f (G -- 5-P 酶〉 的

细胞化等:反应 ， 实验结果表 IP]，与情捕捉:齐1] i{:! 

比， tÌi具有很多优点 ， 细胞化学反应效果较

好。

材 料 和 方法

豆);， 1合动物 〉lj拢，但大邸， 月]i(i旺:mr!!.1UJt去问屯j汗、

肾相革丸22·组织，然后进口细胞化学反町， 'J 州、步骤

女l门、 :

1. )!j 1. 5%的二陵园主液 (pH7 . ，[ )滋 iJ二固定大队

的备利:组恕， 然后l'lX下组织、 以J)戎妖条状组织j犬， 却

在同样固定液i扫法?也阿瓦 1 5 -:í j-钟 ;

2 . 用。 . 1 mol/L 二旧书中版纳级 ìllJ 液 (pH 7 . /I) 充

分注洗组织， )干苔'于冰箱WC )过夜;

. 3 . 将 L(条Jf~f!l 纠j犬 I IH-i'íφ 7%J~': )1斤 11 1 ， 用 Sorvall

TC-2 组织切川才川t;W织切成 4 0 微米厚的组织片， 继
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续浸在 0 . 1 moljL 二甲伸酸制缓忡液中;

，1. 将组织片换入配制孵育液用的缓冲液 巾， 使

组织内部建立细胞化学反应所丽的 pH 条纠，缓 冲I 液

需保持在 40C左右 ;

5 . 将组织片放入新鲜配制的孵育浓1=1. 1 ， 在 振 荡

式恒温/1<.浴箱中孵育 。0 分钟。

CMP 酶细胞比节孵商液1)才含有 2 mmol j L C-S'­

MP、 ，J O mmoljL 酶酸的缓ìlN夜 (pH 5 .0) 、 2 mmoljL 

氧化饰 (CeC13 ) 、 5 mmoljL 氯化链和 4%靡瘾。

G-6-P 酶细胞化学孵育液内含 1 mmoljL葡萄糖-

6-硝酸饷盐、 2 mmoljL 氧化饰、 O .lmoljL 二甲 filþ酸

的缓冲浪(pH 6 . 5 )丰11 8 % ff.!:糖F

G . 孵育)~î'先用配制r!毕育浓的缓冲浪;漂洗组织， 再

m O . l moJjL 二甲问自良制缓J中液 (pH 7 . 1 ) 进 一 步漂

洗， Ní'用缓冲j夜都保持在 4"C左右;

7 . jjjJ]'.钦;或州i企鼠的饿酸固定液 (2%饿自主水 路

液 Cj等电 334亚铁:;i}C {己仰水溶液的混合液)对组织作}!;'

Wl定 .1主1 +细织较薄 ，在 4 oc -F固定:时间不超过 1 小时 ;

8 . 松 'iiJ')，lló)j it进行组织的脱水和J，{、氧树脂包埋，

超均收切片吁不给染色在电镜下观察， 将ZFE桑、结果与 飞

i件;Y9 ttll ~j(剂的 CMP 的韧 。斗一P 跌i'~Hl胞化主结果进 行

比f谈。

结果与讨论

CMP 酶龙酸性陆酸酶的一种， 其细胞 化

学反J}Z ~，p:理是以 5'-CMP 为底物， 在 pH 5 的

酸性条件下被 CMP 酶水解并释放出拚酸， 后

者与捕捉;rU 'gni盐反应形成高电子密度沉班， 在

电镜下容易检出。 CMP 酶位于洛酶体以及高

尔基体成熟面的部分膜囊， 是洛酶，体的主要标

志酶[2J。本实验巾 ， 肝 、 肾 、 墨丸等组织中各

种细胞的恪酌体和l高尔基体成熟面部分膜囊

(以前称为 GERL)均呈 CMP 酶阳性反应，细

胞化学反应产物呈均匀的细颗位状， 不掩盖起

微结构细节。例如 1 LeYdig 细 胞中 多也 体的

CMP 酶反应f斗7J位于多也体基顷'中，小 泡呈

阴性反应〈图 1 ); 自体吞噬j包经 CMP '酶细胞

化学反应后， 其内部结构仍清晰可见(图 2 ) 。

G-6-P 酶能出葡萄糖-6-磷酸水解成葡钻

在if丰íl f~~酸 ， 因此也可以j.lltflì tlf:齐11怖主ll!在示这种

陶。 G -6-P 6证位于内民网不11核肢， 龙内阴阳的

主要标志酶。本实验中 ， 各种细胞的内质网和核

膜均呈 G-6-P 酶阳性反应。如 Leydig 细胞中

有丰富的内质网， G-6-P 酶细胞化学反应把整

个细胞的内JJjt网系统清楚地显示出来〈图 3 ) 。

本实验中 ， 各种组织的 CMP 酶 和 G-6-P

酶细胞化学反应都没有出现明显的非特异怯反

应， 在没有底物的对照实验中各种组织均呈阴

性反应。

l\;;们 :1守本实验结果与以前以铅 为捕 捉 剂

(铅法)的细胞化学实验结果[3J相 比较， 可以清

楚地看到， 与铅法相比， 以时î JJ frll捉剂的电镜
细胞化学方怯 (铺法〉有下71]优点:

1. 铅法很易在细胞内产生非特异性反应 ，

而铺法很少有非特异性反应。铅法的~I在特异性

反应主要表现为细胞核内的小块状高电子密度

ì/C植手~I细胞)页内的结晶状ift:淀 ， 有时 会严重影

响细胞化学反应， 是电镜细胞化学技术中的一

个难题。 知ìîl去的应用基本上解2决γ ，过一问题。

I ~ 2. 铅法的反应产物为粗颗位状淀沉， 有

11才会掩盖起做结构细节，而销;去反应产物细而

均匀， 一般不掩盖细节。 如!多泡中的小泡、 在!

休吞噬j包中的结构用铅法往往不能洁楚 地 jA

示[4 ] ， 而铺?去则使这些结桔17青lltJi 'riT见。

3 . 怖陆的细胞化学反应比铅法稳定，重复

性较高。 具体原因尚不清楚，但可能与下面两

个因素有关: ①铅对不少酶有一定抑制作用 ，

使酶活性降性: ②铅有时会引起底物的分解，

从而影响细胞化学反应。

4 . 锦法还能增加生物!庚的反差，因此在细

胞化学反应有后即使不染色， 细胞结构也有相

当好的反差，而铅法则没有明显的增加|生物膜

反差作用 。

钳j在电镜细胞化学中最早用于氧化酶的细

胞化学， 如 NADH 氧化酶[ 5) 、 D一氨基酸氧化

酶[町、 单胶氧化酶川等， 近几年才开始应用于

水解酶的细胞化学[1 ， 8， 9) 。 尽管制1法 的应用还

很不普遍，但它的优点预示着位ìi有可能会逐渐

取代铅而成为电镜细胞化学中一种前耍的捕捉

剂。 我们认为， 石l磷酸附细JlGl化学中 ， 铺法是
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只 10 800值得推广的 。

摘 t 要r 、

木文介绍了一种新捕捉钊 ri旨在磷酸酶电镜
细胞化学中的应闹。句铅法相此，以铺为捕捉
剂的电镜细胞化学方法有帮胞化学反应稳定、

非特异性反应{!>，反应产物细而均匀、能增加

生物膜反差等优桌;可 龙广种值得推「判方法。
\飞-、 、 \、 '. "\丁\ 气 飞

图版说明

图 1 !1去丸间质细胞的 CMP 酶细胞化学皮
应 ， 多泡体(箭头〉和次破溶自尊体 (Ly)

呈阳性反应。 x 42500 
图 2 皇丸间质细胞的 CMP 醋细胞r化草反

应， 自体吞噬泡(箭头)、 和次级悔畸体
(Ly)呈阳性反应。 x 42500 

阁 3 辜丸间质细胞的 G-6-P 酶细胞化学反

j豆 ， 内质网和核院里阳性反应i 超薄

41 

切片未经染色。
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包埋后电镶细剧化?若技术在细胞研究中的应用
! 1 

1

飞
、.

唐欣

〈上?在第二医科大学 ) f I (1 
i ‘ ' , • 

，、 1';' q 

电镜细胞化学(包括免疫邑镜细胞化学}是

一种在超微?结构水平上对细胞内各耕大分否物

质(如抗原、 ‘ 受体 、 大分子糖和棋酸等3进行定

位研究的方法， 借助电子致密物质标记某些与

待测大分子具有特殊亲和力的物质(如抗体、激

素 、 凝集素和酶等) ， 在电子显微镜下使大分子

物质的存在位置得以显示。结合生物化学等研

究资料， 可对细胞内某些成分的结构和功能之

间的关系作更深入的探索[l] 。 1 疗)

， 电镜细胞化学研究的标本制作方法与普通

电镜标本基本上一样，都需要经过固 定剂固

定，逐级酒精脱水， 环氧树脂包埋和超薄切片

等过程，所不同的是细胞化学研究还需要增加

一个孵育步骤， t\P具有特殊亲和力的物质〈拥

抗原与抗体、 受体与激素、大分子糖A与凝集

<?:~t 

素 、 酶与底物等)之间产生结合反应的步 骤。

如果孵育步骤的实施是在组织被固定之后 " ~不

氧树脂包埋之前进行，则称为包埋前技术( pre­

embedding ， technique讪 如果孵育步骤是在环

氧树脂包理后的超薄切片土进行，则称为包~lï':

后技1术(pÐst-embedding technique)。包埋前技

术巴在电镜细胞化学中广泛应用 ， 但在实践中

还存在一些问题， 其中最主要的是反应物(抗

体、标记物等)难以透过细胞膜进入细胞内。 采

用冷隙融解.(Marg~r 等 ， 1 961 年)、 浴媒或除

垢剂 (Bohn ， 1978 年〉 等手段预先处理细胞，

或用振动式切片机将固定后的组织切成 薄片

(Pickel , 1975 年) 虽耳部分解决细胞膜通透性

, t 

T本文经汤雪明教授审校， 特此致谢。
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