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电子显微镜术和细胞化学方法相结合，用

来研究细胞内酶的分布，还是近十几年来的事

情。由于细胞内酶定位和超微结构形态两者密

切结合，可以用来观察在生理和病理情况中细

胞内酶的分布及演变[ ldd]，也可用这些酶作

为标记物 (marker ) [ 4 ]来研究细胞膜及细胞器。

这项技术在生物医学领域内目前受到很大的重

视， 迄今在细胞超微结构上能够定位的酶大约

有 40 余种[5叫。尽管这一技术目前还局限在

定性阶段， 但是酶和底物的特异反应在超微结

构上的精确定位在生物学及医学上都是很有意

义的。

原理和方法

酶的电镜组织化学技术的原理大多数来自

光学显微镜的一些经典方法，通常包括组织预

固定，切成碎片，自己 flllJ温高液等。 温育液中含

有特殊的底物如磷酸醋， 它能被酶水解释放磷

酸根。 同时溶液内还有一些可用作为捕获剂的

重金属 (铅、 顿、铜 ) ，它们能够和酶水解作用的

产物在反应的部位及时形成一种不溶解的沉淀

物，例如， 磷酸铅。 此种沉淀物要求在以后的

脱水包埋过程中不受其他因素影响;颗粒要细 ，

不能有大块结昂体;定位要准确 ， 并且沉淀物电

子密度要高。其他还有氧化还原酶等，也有相应

的底物及捕获剂形成特有的沉淀物。 因此为了

达到上述目的，就要严格对待需要注意的事项。

我们为了研究有关细胞的生理和病理情况

〈例如巨噬细胞、血细胞、肿瘤等等)，根据一

些作者[5叫的介绍，对以下几种酶电镜定位作

了一些试验， 结果较为满意。

1 .碱性磷酸酶

这个方法是由Gomor i (1939) 最先提出，

开创了现代组织化学的技术， 用甘j由磷酸制作

为底物，钙离子作为捕获剂， pH 约 9 。 由于

形成的磷酸钙不是高电子密度沉淀物，因而在

电镜术中不能使用，后由 Rea l e 和 L u c i a n o [ 7 ]

加以改进，在温育之后放在 2% 硝酸铅溶液中

由铅取代钙，形成高电子密度的磷酸铅。

具体方法如下:

(1) 组织用 2% 戊二酵二甲帅酸制缓冲液

固定 2 小时， 然后用二甲肺酸制缓冲剂 pH7 .4

洗涤，组织块经冰冻切片切成不 超过 40 微米

的薄片。

(2) 配制温育液: 0 . 2M 氧化钙 20 毫升，

O.lM 巴比妥纳 20 毫升， O .lMß-甘油磷酸讷

6 毫升， 0.05M氯化娱 5 毫升。如果液体有混

浊， 在使用之前应该过施。

(3) 组织薄片置温育液中在室温或者 40C

约 60 分钟。

(4) 用蒸馆水充分洗涤(约数分钟) ，然后

放在冷的 0.05M 硝酸铅溶液中 2 分钟。

(5) 洗涤组织薄片，在 1% 四氧化镜中后

固定 2 小时 ， 618 环氧树脂包埋。

结果 2 大白鼠肾脏的近曲小管刷状缘处见

到有大量电子密度高的沉淀物，此处是碱性磷

酸酶分布较集中的部位。在人的胃粘膜下毛细

血管壁内皮细胞周围有沉淀物， 甚至血管腔内

红细胞膜也见到有反应物存在( 图1， 2 ) 。

2. 酸性磷酸酶

采用 Gomori 的方法，温育液 pH 5 0 具

体方法如下:

(1) 组织置 2% 戊二酷二甲肺酸纳缓冲液

中在 4"C冰箱内固定 12-24 小时。

(2) 在二甲肺酸的缓 ìli~ r夜 rl:1 洗涤，或再漫 l

入 10%二甲亚肌 12 小时。
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(3) 冰冻切片 20-30 微米。

(4) 配估1 1温高液 : 0.05M 醋酸一醋酸纳

援ì.pj夜 (pH5) 50 毫升， 硝酸铅 0.12 克，3% 日

甘油磷酸的 10 毫升。组织切片放 此温育液在

37 0C 中温育政在室温下 10-60 分钟 。

(5) 温育后月1 0.1M 二甲耐酸纳缓冲液洗

涤。

(6) 月']1 % 四氧化饿后固定 2 小时，酒精

脱水， 618 环氧树脂包埋。

结果: 目前酸性磷酸酶是鉴定溶酶体的标

志[ 3 ， 8] 。 在小鼠肝脏怕氏细胞胞浆 内见到有电

子密度高的沉淀物，形态不一。我们对人骨巨

细胞瘤的三种细胞成分如多核巨细胞 ， 1 型基

质细胞及 E 型基质细胞进行酶的分析，发现在

多核巨细胞胞浆内有较多的沉淀物( 图 3 、 4 ) 。

多核巨细胞内有如此丰富的酸性磷酸酶与骨巨

细胞瘤的破骨活动是相一致的。

3. 三磷酸腺苦酶

取小白鼠腹腔内游离的多种细胞进行温

育，采用 Wach s t e in 和 Meisel(1957)方法，

以观察 ATP r'íiJ分布。

( 1) 先用 2% 戊二腔二甲硝酸纳缓冲液固

定 15 分钟， 然后用相同缓冲液洗涤。

( 2 ) 按照下述方法配制温育液，在 37 0C

下温育 1 小时 :

10日1M 氧化馍 ， 1mMA TP , 3 . 6mM 硝

酸铅j容解在 0 . 08MTris-Ma l e ate 缓冲液、 pH

7. 2。

(3) 温高后用二甲附酸的绥冲液 pH7. 2

洗涤组织，用 2% 戊二~二甲畔酸铀缓冲液再

固定 1 小时，用相同洗涤液过夜。

(4) 再用 1% 四氧化饿后固定 2 小时，脱

水、 618 环氧树脂包埋。

结果: 在巨噬细胞质膜、颗粒性白细胞质

膜、红细胞质膜上均能看到有沉淀 物(图 5 ，

6 ) 。

4. 硫脏素焦磷酸酶(thiamine pyrophos

phatase ) 

此酶可以作为高尔基体的标志[叫， 采 用

Noviko ff 及 Go l d f i scher (1961 )方法，用硫胶

素焦磷酸纳作底物。

具体方法:

(1) 小块组织、月']2% 戊二醒或 4% 甲醒二

甲肺酸的缓冲液固定 2-6 小时，然后在相似缓

冲液中洗涤， 最好过夜。

( 2 ) 切成 50 微米厚的碎片。

( 3 ) 击IJ 备温育液:

0 . 02M 硝酸铅 2 毫升 ， 0.05M 氧 化 瞌 1

毫升， 0 .2MTris-malea te (pH7 . 2) 4 毫升，

硫胶素焦磷酸的 (TPP ) 11 . 5 毫 克，蒸馆水 3

毫升蘸糖 。 .5 克。

薄片在室温的温商液中1. 5 小时。

( 4) 然后洗涤，用四氧化饿后固定 2 小时 ，

脱水、 618 环氧树脂包埋。

结果:在副辜上皮细胞的高尔基体见到有

电子密度高的沉淀物，往往分布在高尔基体扁

平囊j包凹面大约有 1-2 层。另外在肝细胞的

毛细胆管表面也有电子密度高的沉淀物( 图 7 、

8 ) 。

5. 葡萄糖-6-磷酸酶

葡萄糖-6-磷酸酶能催化 6-磷酸葡萄糖水

解成葡萄糖，此酶广泛分布在肝脏及肾皮质细

胞的内质网中，我们采用下列[9]方法 :

(1) 通过灌注固定组织，取小白鼠肝脏，

先用 2% 戊二百主二甲刑酸制缓冲浪灌注约 2 分

钟。

( 2 ) 组织切成薄片， 尽量不超过 50 微米，

然后用 Tri s-ma le at e 缓冲液， pH6.5 洗涤组

织

(3 ) 制备温 育液 : 0 .2MTri s- mal eat e 

( pH6 .5) 6 毫升 ， O.02M 硝酸铅 8 毫 升， 蒸

馆水 11 毫升，葡萄糖-6-磷酸二纳盐 30 毫克，

原糖 1. 5 克。

(4) 薄片在 37"C温育 30 分钟，或者室温

下 1 小时。

( 5 ) 再用 Tris-maleate 洗涤，用四氧化

锹后固定 2 小时，环氧树脂包J?H 。

我们观察到葡萄糖-6-磷酸酶主要在肝细
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胞内质网及核膜池内有沉淀物(图 9) 。

6. 唬甜酸脱氢酶

根据 Ogawa (1968) [10J 原理，铁氨化物能

够接受线粒体的呼吸链上被脱氢酶水解所释放

的电子，使铁氨化物还原形成亚铁毒化物，后

者和铜结合形成铜亚铁氨化物，它是一个电子

密度高，不会j容解的沉淀物。因此利用琉咱酸

作为底物， 铁氨化物作为电子受体。唬甜酸脱

氢酶是线粒体的标志。

具体方法 :

(1)取材:取新鲜心肌切成小块，立即切

成 25 微米薄片，也可将新鲜组织用 2% 戊二蓝

或 4% 甲腔固定数分钟后再切。

(2) 配制温育液及洗涤液: 0.2M 磷酸氢

二铀 6.5 毫升， 0.2M 琉E自酸 2 毫升， 0.2M

酒石酸仰的 0 .5 毫升，蒸馆水 4 毫升，最糖

1. 5 克， 聚乙烯 ott ~各皖酣 (PVP) 1. 6克 ， 0.lM

硫酸铜 1 毫升。 上述成分按照次序加入调匀后

测 pH ， pH6.5→6.8。调匀后再加入 0.02M

铁氟化佣1. 5 毫升， 5% 二甲亚枫 1 毫升。另

配洗涤液: 0.2M磷酸二氢饷 4 毫升， 0.2M磷

酸氢二纳 2.5 毫升，照糖 3.0 克，聚乙烯毗咯

皖酣(PVP )1 .5 克，加蒸馆水至 20 毫升。

(3) 把薄片立即投入温育液，在 37"C温育

约 10-20 分钟，然后放在配制]洗涤液洗，再用

2% 戊二醒二甲 ?i申酸的缓冲液固定 2 小时，再

用 1% 四氧化饿后固定 2 小时，脱水， 618 环

氧树脂包埋。

， 结果: 在心肌细胞线粒体可看到电子密度

高的沉淀物主要分布在崎上、啃间间隙，有时

外室也可见到(图 10) [1 1J 。

讨论

酶组织化学技术和电镜结合，观察到这些

酶在超微结构上定位的专一性，因此对于这些

酶的分布和演变有着重要意义。其中一些可以

作为标志酶，常用在细胞膜的标记[4 J有 5' 核

昔酸酶、险↑~t:磷酸西哥、三磷酸腺苦酶，用在内

质网的标志酶有葡萄糖…6一磷酸酶，用在高尔基

体的有硫胶素焦磷酸酶，用于洛酶体的有酸性

磷酸酶，用在线粒体的有玻咱酸脱氢酶、细胞

色素氧化酶，用在过氧化物小体的有过氧化氢

酶，对于运动神经终板则常用胆碱醋酶等等。

也有人利用这一技术来研究细胞在分裂时酶的

演变 [2 J 

这项技术要求酶的反应特异性强，同时要

保持良好的超微结构，以便精确定位，尽量避

免人为的假象。要达到这个目的，关键是在温

育阶段，使其在细胞内发生特异的反应，产生

一个高电子密度的沉淀物， 但是温育前后需要

做的工作和注意事项是十分重要的。在温育前

阶段主要是考虑酶的活性及超微结构的保存，

在后阶段主要是考虑保存已经形成的沉淀物.

1 .温育前阶段应注意的事项

在温育前阶段，预固定非常重要。不同酶

需要的固定剂，固定时间，固定方式不同，大

多数酶对四氧化饿很敏感， 只要稍微固定就会

使这些酶活性丧失，因此对于组织化学来说醒

类固定剂较为妥当。自主类固定剂适用电镜组织

化学的有两种，一种是甲膛，使用时必须新鲜

制备，用多聚甲自主解聚而成，它对酶的保存较

好，但对超微结构保存较差 ， 另一种是戊二醒，

它对超微结构保存较好， 对酶活性保存不如甲

自主好。我们在具体操作时有时选用戊二酶，有

时选用甲醒固定，以取得较好的效果。琉E自酸

脱氢酶很容易被常规固定剂抑制，所以常用新

鲜组织进行温育。葡萄糖-6一磷酸酶只能固定

2 分钟，但有些酶如酸性磷酸酶固定 24 小时

活性不会丧失。

固定除了超微结构及酶的保存外，另)个

目的是使有关膜的通透性改变，因为温育介质

中许多成分如底物、捕获剂要通过生理完整的

膜是有困难的，这样对于细胞化学定位就有影

响，所以固定剂要能改变膜通透性，使温育介

质成分很好的扩散。 有时也用 DMSO[12J 来协

助温育介质穿入细胞内 。

缓冲剂的选择也很重要， 一般选用二甲时

酸纳缓冲液(p日7.2)，如果使用磷酸盐缓冲剂
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它常常能和重金属起作用，为了避免混淆，尽

量不用。

组织薄片尽量耍碍，这样可使温育介质中

底物很快进入组织和酶结合形成反应产物，同

时捕获剂也能尽快地扩散到酶所在部位，使它

能和反应产物及时结合，一般说应少于 40 微

米。切片太厚就会造成在外表层细胞化学定位

较好， 在内层就差。我们通常采用半导体致冷

切片机或 CO 2 冰冻切片机切片肉

2. 温育阶段注意事项

温育液一定要新鲜自己制，但为了节省时间

以及溶液充分均匀，可先配好有关成分的原液，

在冰箱内保存， 在使用时把它按次序加入; 如

有沉淀发生， 整个介质应该过滤。还要测定

pH，不符合时就要用适当缓冲液调节。

温育的时间和温度对不同材料要进行摸

索 ， 尽量选择适合的时间避免反应产物弥散。

如在人骨巨细胞瘤的酸性磷酸酶温育时间以

60 分钟较好，时间过短就不明显， 时间长了

就弥散到核内及其他区域。在心肌中唬王自酸脱

氢酶经温有 10 分钟后线拉体就可显示得很清

楚了:而在培养的巨 I~rr细胞中则需温自 1 小时

才在线粒体有反应出现。

温肖波的各成分比例，不要轻易变更，否

则将会扰乱洛浓的浓度。 使用的化学药品至少

应该分析纯。

3. 温育后的处理

反应沉淀物产生后，要使沉淀物不再发生

溶解，尽量减少外来因素影响，洗涤时间不宜

过长。 有些作者认为是否使用饿酸后固定，关

系不大，这是各人的习惯，我们议为镜酸可以

增加反差， 便于观察。包埋过程按照一般电镜

方法进行，没有什么特殊。 超薄切片一般不需

要染色，由于重金属温育液引起非特异性染色

已经足够在电镜下辨认组织结构。

4. 对照组

通常选用 ①在温育中省去底物，如玻

甜酸脱氢酶，反应中省去唬甜酸就见不到反

应。

②利用特殊抑制剂。

③阳性对照，如酸性磷酸酶它在肝细胞

肯定会出现，因此在检测其他组织时，同时取

肝组织温育。观察有否酶出现从而证明温育液

的特殊性。
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