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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
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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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问题，但遗憾的是采川这些措施都会改变细胞

的1'i~i ~ill 钻构 ， }í:会山 fJÆl. l义 J，-'礼物透入细胞不均-

1现象[2] 。 ' 包姐!后技术的出现解决了包埋前技术

中这一难题， 由于采用的是在坦薄叨片上进行

细胞化学反应，不存在抗体等能否透入细胞内

的问题。此外，包现后技术还有其突出的优

点z 可对同一组织块的超薄切片同时进行多种

细胞化学反应， 还可在同一切片上进行几种大

分子物质的多 éf;ì:定位。由于超薄切Jt _]:~的环氧

树脂等包现剂对孵育反应有一定的阻碍作用 ，

故在进行包现后实验前一般先要以 H202 或饱

和过腆酸销对超薄，切片作蚀刻，使组织表面暴

露出来，以利于随后的结合反应。y 此外， 在孵
育步骤前还要以正;币'血清或卵清蛋白对组织进

行封闭，以消除孵育反应中出现的抗体等试剂

与组织及包埋剂产生的非特异性J吸附现象。自
从 1963 年 Singer 等在电镜中首先应用铁蛋白

标记抗体进行包埋后细胞化带反应[3J 以来，包

埋后技术已越来越广泛地应用于细胞袒微结构

研究领城，取得了许多成果。 ι.\ ~. j 

-、过氧化物酶抗过氧化物酶技术

(peroxidase- antiperoxjdase (PAP) 

technique) 

过氧化物酶一 抗过氧化物酶技术是由

Sternberger 1970 年创立的。 其方法是= 以辣根

过氧化物酶(HRP) 与抗 HRP 抗体(如兔抗体〉

结成一可j容性的环状复和物， 即:PAP， 通过另

一起中间联结作用的羊抗兔抗体， 与结合在待

测样品抗原上的特异兔抗体相联结( I见图 1 ), 

随后应用过氧化物酶的细胞化学技术 (DAB反

应)产生电子致需物质在电镜下作抗原的定位

观察。 PAP 方法特异性高，背底 染色 低，目

前在免疫电镜细胞化节的研究中 ， PAP 方法

的应用极为广泛。

将 PAP 方战引入电镜细胞化崇包埋后技

术中是 1972 年由 Morlarty 等开始进行的，他

们将大鼠罪休前叶组织的超薄切片 .以 H202 蚀
刻并以正常I也请作封闭处理后， 应用 PAP 方

-过氧化物a-t/(过氧化物
• ( PAPJ 复合物

〉·/体

〈 AJ舅773优bm
Ij //(/lI//IIIIJ/IIb 
回 1 过氧化物畸-抗过氧化物酶(PAP) 技术

J、
示'回

法通过抗促肾上腺皮质激 素 (ACTH) 抗体对

ACTH 细胞进行定位，电镜下可见反应出现于

粗面内质网、高尔基体和分泌颗粒中。在此以

前， ACTH究竟由垂体前叶何种细胞产生还不

明确，光镜下只知属于垂体嫌色细胞类，普通

电镜下也很难与分泌促甲状腺素(TSH) 和促性

腺激素(FSH、，LH)的细胞区别。 Morlarty 等还

、以同样方法对 ACTH 细胞作了动 态观察， 在

肾上腺摘除一天后的大鼠标本上， ACTH 细胞

内有明显的脱分泌颗粒现象F 如果给予大量的

考的松，则可见 ACTH 细胞内聚 集 有大 量

PAP反应极强的分泌颗粒[4J。充分证明了肾

上腺素与需体促激素之间的反馈调节作用。 在

垂体其它→些激 素，如 TSH、 FSH、 . LH 生长

激素、脑啡肤、神经降压素等分泌细胞的定位

研究方面，包理后电镜细胞化华 PAP 技术 也

获得了很多有意义的发现[旧]。

激肤释放酶是一种存在于肾脏和几种外分

泌腺中的醋蛋白酶， 其功能过去一直不清， 猜

想可能与制离子的转运有 关。 Simson 等采用

包理后的 PAP 方法发现此酶大多数存在于制

下腺颗粒曲管细胞和条纹状导管细胞内的顶端

颗粒中，动态研究的结果表明激肤释放酶最先

出现于细胞表面的微绒毛上，闰管丰皮细胞膜

上也有显示。 由此可见激肤释放酶确实与分泌

液中的锅离子重吸收布关[ 7 J 。

PAP 方法与免疫电镜细胞化学包埋后技
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术相结合， 只有定位准确 、 边应性广、 特异tl:

高等优点 ， 是:科lf食 iÿj ! l ~1 1I !l包内外备).111抗版物质

的有效手段。 . 1 

二、葡萄球菌蛋白 A-金技术 (staphl创创­

cus protein A-gold(PAG) technique) 

葡萄球菌蛋白 A(简称 pA) 由金葡菌属所

产生， 其特性是具有j弓哺乳动物中许条带系的

免疫球蛋白 (IgG ) 分子相结合的能JJj ，__\某些

IgA 和 IgM 也能与 PA 起结合反应[ 2 ， 8] 。 由于

PA 所结合的是 IgG 分子上非免疫活性的 Fc

区域，因而两者结合后不影响抗休与抗原的亲

和能力[9]。一个 PA 分子!二有四个高度同源的

Fc 结合位点， 能同时结合 2~4 个 IgG 分子。

胶体金 (colloidal gold) 是 70 年代、如由

Faulk 引入电镜细胞化学领域的4种新犁标记
物[1 町， 在实际应用中，胶体金已被证明相对

HRP 和铁蛋白来说有着板犬的优越性。金 的

原子序数高 ， 作电镜下具有很高的电子密度，

同时金是一种优良的二次电子发射休，能很好

地应用在扫描电镜的研究中， -3-g透射电镜和扫

描电镜能在同一张切片上观察提供了可能[11] 。

由 于胶休金旦分散的颗粒状v 因而分辨尹高，

并可作相对定量分析研究。应用不同颗粒直径

的胶体金筒合不同的抗体，可在同←标本切片

上进行多重定位。 胶体金是一种无机物质，不

会同包埋介质起反应，也无过氧化物酶的内源

性干扰之虑。胶件金的制备方法有多，种少以氯金

酸(HAuCl. )与适当的还原剂作用后还原是最

常用的方法。 nf1:共使用的还原剂有磷和拧攘酸

的等 ， 根据还原剂的种类和加入量的不同月击IJ

备出颗粒大小不同的胶体金[ Z ， l Z ]4 胶休金是

一种表面带负电荷的疏水溶胶 ， 在水溶液中眩

体的稳定性由 l挣电斥力维持。电解质会消除颗

位表面电荷，使胶体凝聚。在胶体。中相入带电

的蛋白质等可防止电解质引起的凝聚[1]。能与

肢体企结合的大分子有抗体、 PA、 凝集索和

酶等。大分子能同金颗粒结合的机理还不捕 ，静

电范德、华力是可能的因素之一[11]。金颗 i粒与

大分子站台后不影响其生物学活性 ， 两者的结

合是不 I.IJ 逆的， 复合物fj})J ，f，J、íJ二 ， 在无国条件

下可长期保存。

. 1977 年 Romano 首先将 PA 与 )1交体金结合

成 PAG 复合物在电镜下成功地定位了多种血

细抱表面的抗原[13]0 1 978 年 Roth 又将 PAG

引入电镜，细胞化学包埋后技术中。在应用 中，

P1\Jll又代了普通免疫间接注中的第二抗体 (见

图 2 )， 在一定范围内可作为一种"万能"试剂。

下丽对目前此项技术的应用作一简介。

图 2 PAG 技术示意图

(-) 在量是泌蛋白质方面的研究

Roth 1 978 年采用 PAG 技术在膜腺的超

薄切片上通过淀粉酶抗体、 康蛋白酶抗体和)庚

脂酶抗体对此三种晦作细胞内定位。 在电镜下

可见圆形的全颗脑;按所结合的抗体不同分别出

现于腺 j包细胞内的粗面内质网和不同的酶原颗

粒上[l4] 。 1 980 年至 1984 年 ， Bendayan 又对膜

腺内的淀粉酶等 10 种外分泌酶进行定位研究，

发现金颗粒在粗面内质网 、 高尔基体和酶原颗

粒三者之间的分布密度呈递增性上升，充分证

实B应啦蛋白盹类在合成、转运、 成熟过程中

的浓缩现象例。 Bendayan 还在同一张超 薄 切

片上分别以两种不同的抗体结合颗粒直径不同

的两种 PAG 成功地作 「双标 iL，c 1 5]。某些多肤

类激素也以同样的方法在相应的细胞内得以定

位， 如膜岛 索、 高 血 糖 索 和 rfu 管舒绥 京
生在 [18 ， 1 7]
、.;J- 。

〈二) 细胞内.蛋白的研究

成熟嗜酸性粒细胞中具有晶状体样核心的

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



44 细 胞生物学杂志 年

特殊颗粒究竟属于j伴随体还是过氧化小体一直

有争议。 Yokota 等法用 PAG 议术 ， .ìl道过匹|和 I 1

不同的抗体: 葡萄糖苦酸酶抗体、 结织蛋臼酶
D抗体、 过氧化氧酶抗体和乙!哄骗酶正抗体，
前两者为溶阴休特异酶，后两者为过氧化，小体
特异酶， 在大鼠嗜巨变性粒细胞的超梅切片主忡

定位研究时发现这四种酶:萨特殊颗粒中都 存

在，双1f(标记也得!如同样结果。由此 Yokota

认为 : n霄眩 '1生位细胞:ti二l '的特殊颗位是一种乒;有:

1容酶休扫过氧化小体双贯性质的细胞器(j 8 ] 。

能在同一细胞内忘位吝种IJft原只有采用包理后

技术才可能实现。 F ;#二三
在高尔其体和线粒休等细胞俨器中某些酶的, 

研究方面，也有人采用 PAG.技术作了有意义

的超微结构探索( 19-21] 。

(三 ) 细胞质蛋~I的呀，究、
钙时-队蛋白(Ca~P~自E王叫管上

皮手11 /J\肠土皮细胞中 ， 1括被认2二离子重
吸收有关， 但对其确J7J的细胆内定位和详细功

能还不清楚。 Roth 采用 PAG 技术在人肾脏的

超前切片主进行研究， 发现G通P，标记主要出
现子肾远曲小管上戍绢恒的核染色质如绚胞质
中，细胞膜上标记很少j t f 近 BH小管和肾小球细
胞内均无标记Hi现。因此 Ròth 认为.: 'j 边 曲小

管是调节体内钙离子浓度的场所， CaBP '的主

要功能是在调节细胞!大j钙离子的转 运代" 谢方

面， 其结果间接地影响1于细胞膜对肯离子的室主
吸收[比 23] 。 飞 'tι ， " 

(回〉 血管 iffi j量性研究 川，

Bendayan )JC将牛JIIl 1肯自查时柑为示真踪 剂

灌注动物 r(n 析，经[坷定包埋店; 1; 民 !有 PAG 结
合自蛋白 1)[休了Ei回薄切片rfRd行才告测 ， 发现自

蛋白转运 1:1:\ 毛细血竹主要是在JÚì.管问皮细胞的
费也状结构处进行的( 9]。这种以示院分子作79J

态观察的方式使 PAG 技术的应用更为灵活 多

样。 tI' r 1 

从以上这些介绍 i可以看出， 细胞化学包埋

后， 技术方注:简便;具有很高的棋异伍和可靠
性，电镜下标记显示清晰i 分辨力高 ， .. J5_v..用范

d、喂、，、岛、民 " 一 -
一 一 吨 . '~ ... 

气气咱
卒
'

\
佟哥
1
·· 

凡A
V
-
-
Z

A
O

扣
飞

‘ 4· s 

‘ .Jjü.r. " / ' 、E
• ' 

t图章示术
'

L
T又

E
电4
4
·、

>

GL 
法步

t

7a 
圈

图 3-2 两步法 LG 技术示意图 气气fI

m极为广泛。 '1

三、凝集素一金投术 (lectin-gold (LG) 

technique ) 

凝集素(leéiin)是一类糖ZE 白 ， 存在于多

种植物和动物体的组分中 ， 能特异地与细胞糖
蛋白和精脂上的糖基结合。 一种 lectin 只能特

异地结合 1~2 种寡糖知子，如刀 豆 球蛋白

A(conA)特异于甘露糖，麦芽凝架素(WGA)特

异于自一D 半在糖等。 每个 lectin 分子上有数个

结合位点， 可以同时结合多个寡糖分子~ lectin 

的这种特性对-研究细胞多糖结构提供了极为便
利有效的手段。 lectin 本身无电子密度和颜色 ，

需连接某些电子致密物质或显色注团 iJ能在显
微镜下观察。 1982 年 Roth 将 LG 引入i电镜细

胞化学包埋后技术以研究多糖成分在细胞内的

分布。他在应用中采用了两种方式: 一步法和

两步法。一步怯即把胶体金直接同 lectin 相连

后与超薄切片上的特异糖基结合〈见图 3 - 1 ); 

两步法是先捋肢体金同某一糖蛋白结合， 然后

通过糖蛋白与结合在切片特异糖基上 的 lectin
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相边(见 图 3 - 2 )( 2 4] 0 1 983 年 Roth 采用 刀

豆凝提案、 用牛凝集京， (HP) 村牛 藤 凝 集京
(LT ) 与胶体金结合后， -(:1:鸡与大，鼠的十 二 指

肠和肝肾等组织的超薄切片上作不同寡糖分子

在细胞内 各部位的分布定位研究q 高尔基体在

大分子啪的合 )J飞和挝合il位 rl:1起着极}J重要的

作用， Roth 应用多部!I LG 对大鼠小)历和 结 肠

的怀状细胞内的 l生的守主体进行阳先ilJ发现， 糖

资 正I j-_核心部分平1\末端部分多脑分子的键合分

别是在高尔基体的形成面军1:1成熟丽进行间， n而

粉1蛋白的剧流ýiij ! IJ 能是在高尔基{木牌寰的边缘
~f.I( 1.飞 ( 25]
rt J-l ，/J 、 。

Lectin 除 f能与}j立体企结合夕卡，均能很好

地与 HRP 结合，因为 HRP本身就是-了，利1精蛋

白。 1983 年 Komuro 等' 以 ConA-HRP要合 物

在大鼠垂体tJÚ'叶的超 i~ii l)J J九七严才子检测j 车i驯l
糖分子不仅存在于产生精蛋白激素 )l'SH、 FSH

等的细胞内 ， 还存在 于 ACTH 细胞的 分泌颗

粒内， 由此否定γ过云 一直 认 7:J ACTH 勾 .胞

只能合成简单乡)忱的 旨jL[比 ] 。

四 、 i蝇一金技术( enzyme- gold <EGj

technique) 

近牛来，在电镜细胞化学臼埋后技术中，

另一种高亲和力的方法， lifJ酶一金(EG)技术正

在兴起， 它基于酶与底物之间高度特异性结合

的特点， 通过将高电子密度的金标 ì[~于酶上，

在组织起到|主切片上均治相应底物在细胞内外的

定位〈、见图 4 )。

19 8 1 年 Bendayan 将胶体食分 别'标记于

RNA 悔罪II DNA 酶上 ， Yt:膜腺的超r-ll，y 切 川‘ 上

i('~之

;) 

lJìf77Trfff) 向}~
llJ/J/ //////)1/; 
图 ~ EG技术示意固

定位 RNA 和 DNA。经孵育后1=1]" 见 金-RNA

酶强烈地标ìa于相 I面内质网 、 载有核蛋白体的

外层核膜军1:1细胞核'内的核仁 !j 金一DNA 酶的

标记则集中出现于细胞l核常染色质手f] 线粒体

内[肌28 ]。在1包痊病毒感染后的细 胞内， 金­

DNA 酶标记除了存在于市染包)_.jí~字 处外， 细

胞内泡兹别毒的拟核上 也有强烈 的 标 i~ 出

现(27 ] 0 - Behdayan'if以叫一淀粉酶同金结合后

成功地定位了JF! 细胞内的糖以颗牙立 [ 0] 。

E6 \ 技术虽 ittl !t.不久， 但从初步结果中可

以看出 ， EG 技术以其独特的高亲和性、高特异

性和极低的非特异染 己， 为 i也镜细胞化学的削

究提供了一种新的手段， 对其它包埋后的细胞

化学技术是→个很好的补充。在应用时， EG 

技术万法简便， 不需交!íiilJ备抗体政应刑MXf占运

白质。 -

咀4觉细胞化学包组)古技术 (iJ优越性是十分

显;萃的， 但在应用过程巾也有共难以掌 握 之

处， 主要的难题就是如何保存妇也附加!拟质的

生物学活性。在标本的H)IJ 备过程中， i吕立、 脱

7]-<.、 包理等手段都会损害抗原等物质的洁性，

因而，在应用包理后技术R，j 最常在生的现象是组

织的精细结构保(f子良好而抗姑di却丧失大半;

或者是保存工抗)累活性而组织结抢 占jJ 模糊 不

清。由于每一种生物大分子物)í]l刘刚定剂等讷

因京影响的耐受性都有用机、|时，国 1 I口难以制定

出一个标准的普遍适合的标本市IJ备方法，只能

逐个加以镇东 ， ，-ij， j支出适合 &q中恃测物肢的故

佳条件。 在当 前的电镜细胞化学包。埋 后 技术

rþ ,- '.最肾闸的 !国定剂f乃是:戊二:腔，饿酸能扛P fl!IJ 

绝大多数抗j尽的活性，故一般均不采用 ， 虽然

这样会使细胞超做的保存有所损失。为了 仪形

态的ff~':r于本il细胞化学反应史好地 i力、山 ， 很多人

吐行了Mí-冗尝试， 取得 -{不少结果。如采用低

浓度的戊二睦(O . 25~1 % )或甲睡一戌二i峰视 ?'?

固定yl:刘乍固定对:J=A !J~~i@U的MfiJlj 很小时细胞结

构保存仍较好 ; Bendayan 报道}\ì;) i~ 过腆酸例处

J可!切片， \ iJî)} 恢 :J.-) ì!F多兰卡饿 i可在 ! 1 ' í! .íÈ }Î斗的 fiíJfíl版

本的HL1尽 i6'住 ， J 1; rl i 8. J~'对饿酸极为 敏感 的
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α一淀粉酶[叫 。 此外， 疏水性的环氧树脂包埋

介质X~ 细胞化学反应的阻碍作用也是造成实验

失败的重要因素 ， 1982 年 Roth 引进了-种新

型的可在低温下应 用 的 亲 水性包理旁1 1卢­

Lowícryl K4M , 相对常规的环氧树脂来说，

Lowicryl K4M 可提供更佳的抗原定位反应细

胞做细结构，非特异反应 也大为减少。 另一种

新近介入的丙烯类树脂 LR White 也对包埋后

技术的发展提供了使利。

近年来， 单克隆抗体的出现旦给包班后技

术增添了有利条件， 它能提供较以往高得多的

特异性和灵敏度，必将把细胞化学的研究推向

更深入、 精确的领域。

摘要

包埋后电镜细胞化学技术是近年来发)民起

来的一项在超微结构水平上研究细胞内外各种

大分子拍质定位的新手段， 它克服了以往常规

包埋前战术中反应试剂难以透过细胞膜的致命

弱点，使实验结果更为真实可靠， 并能在同一

标本上进行数种待测物质的多重定位。虽然包

理后也镜细胞化学技术目前还存l着一些缺陷，

但由于其方法上的优越性，当前已越来越多地

被许多科{盯工作者采用 ， 其不足之处也在不断

得以改进。本文对此项技术及其应用作一简

介。
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