
第 5 卷第 2 期 细胞生物学杂志 25 

分裂的进程，只是阻止新壁形成，因此有诱导

双核产生的效能.秋水仙素作为一种常用的有

丝分裂阻滞剂，并不影响核的 DNA 复制，其

作用主要是阻止纺锤体微管的形成，使染色体

停留在赤道板不能向两极移动.大蒜根尖细胞

中常常出现微核，这种微核可以和大核同步地

进行 DNA 复制J.
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大鼠心肌细胞色素氧化酶光镜和电镜定位观察

孟宪忠* 李相忠制

〈哈尔滨医科大学〉

细胞色素氧化酶是线粒体呼吸链中的终末

氧化酶，在电子传递过程中起着重要作用.以

往有关细胞色素氧化酶的生物化学研究，为了

解该酶在组织细胞的分布和活性提供了定量资

料. 1968 年， Seligman 等川建立了以 3 ， 3'-二

氨基联苯胶四盐酸盐(3点， -diaminobenzidine 

tetrahydrochloride，以下简称为 DAB)为底

物的细胞色素氧化酶细胞化学定位方法。此后，

相继有人应用这种方法对不同动物的肝、肾和

脑等组织的细胞色素氧化酶活性分布作了定位

研究[2-4] ，揭示了该酶在这些组织中的分布特

点及在线拉体内的确切定位.本文实验以光镜

和电镜对比观察的方法，探讨了大鼠心肌细胞

色素氧化酶的分布特点.

材料和方法

实验用动物为体重 150-200 克的雄性大鼠。断头

处死，立即开胸取出心脏。在 3% 解聚的多聚甲睦

。 .1M 磷酸缓冲液(pH7.4 ， 4 "C)中将左心室心尖部心内

膜下层心肌切成约 0.5mm3 的小块，在其中漫泡固定

1 小时。用含有 0.2M蔚糖的 0.1M 磷酸缓冲液 (pH

7.4 , 4 "C)洗涤 4 小时，更换三次洗涤液。然后在参

照 Seligman 方法[1] 配制的温育液中温育 1 小时，

37 "C。

温育液配方s

DAB(分析纯，Sigma) 20 毫克

细胞色素C(分析纯，南非) 10 毫克

*克山病研究所。 剧中心实验室电镜组。
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过氧化氢酶(分析纯，南非) 20 微克/毫升

底糖(分析纯，北京化学试剂研究所) 684 毫克

0.1M 磷酸缓冲液 (pH7. 4) 10 毫升

温育液在每次使用前新鲜配制。配制温育液及温

育过程均在暗室中进行。温育时需间断搅拌。

温育结束后，用荒糖磷酸缓冲液洗涤 2 小时.4t.

更换三次洗涤液。 1%四氧化锹磷酸缓冲液 (pH7.4.

4t)后固定 2 小时。逐级乙醇脱水，因产坏氧树脂吨18

包埋。制备半超薄切片和超薄切片，均不经染色，分

别作光镜和电镜观察。

将部分心肌组织块温育在去除DAB 或加入 O.lM

氧化锦的温育液中，作为去底物或酶活性抑制对照，

以验证方法的特异性。

结果

光镜观察

在光镜下观察半超薄切片，可见心肌细胞

内呈现大量清晰的细胞色素氧化酶活性产物，

为黑褐色颗粒，多呈圆形或椭圆形。颗粒的分布

形式与心肌细胞线粒体一致.在心肌细胞的纵

切面，颗粒沿细胞长轴成行排歹IJ. 行内颗粒间

常有可辨认的间隙。行间为未呈色的狭长区域，

复染后观察显示为肌原纤维.在核极区和肌膜

下区，颗粒密集成团。细胞核和间盘处为空白

区，其轮廓清楚可辨.细胞的侧向外界亦易于

辨认(图版图 1 ).在心肌细胞的横切面，细胞

色素氧化酶活性产物颗粒常呈点状散在分布，

偶见颗粒集聚成团.

在心肌间质部分，未见到细胞色素氧化酶

活性产物.

电镜观察

超薄切片电镜观察证实，光镜下见到的细

胞色素氧化酶活性产物颗粒均是心肌细胞的线

粒体.心肌细胞富含线粒体，线粒体的结构多

保存完好.在心肌细胞的纵切面，线粒体成行

密集排列。行间的肌原纤维隐约可见〈图版图

2 ). 

细胞色素氧化酶活性产物为高电子密度物

质，沉积在线粒体和内膜.相邻线粒体的酶

活性产物的电子密度并非一致，酶活性严物在

线粒体内的分布亦呈现不阔的类型。一些线粒

体脊的数目多，排歹IJ致密，电子密度也较高.

有的线粒体则无可辨认的脊，但在其内充满均

质的细胞色素氧化酶活性产物.这种线粒体的

酶活性产物电子密度较低。尚有部分线粒体的

细胞色素氧化酶活性产物的分布形式介于上述

两者之间，即在同一线粒体内既有电子密度较

高的脊密布区，又有电子密度较低的均质区。

这三种类型的线粒体常在同一细胞内并存，而

且互相密邻(图版图 2、剖，但以脊致密型线粒

体的数目为最多.

线粒体脊多平直，成角扭曲的比较少见。

酶活性产物在线粒体脊的分布存在着多寡之

差，即使在同一条脊的不同节段，电子密度也

有高低之另IJ (图版图 4 ). 
经去除 DAB 或加入氟化饵的温育液温育

的心肌组织，在光镜和电镜下均未显示出细胞

色素氧化酶活性产物。

讨论

酶细胞化学是生物化学与超微结构形态学

相结合而产生的较新的研究方法.近年来，酶

细胞化学发展较快，目前已能对 60 余种酶进行

电镜定位观察.酶细胞化学方法正在医学和生

物学研究领域得到越来越广泛的应用.酶细胞

化学方法是利用高电子密度的酶活性产物或酶

活性产物捕获剂在酶存在部位沉积的原理，在

电镜下同时窥知某种酶的分布特点以及具有该

酶活性的细胞器的形态之研究手段.因此，能

否完好的保存细胞的超微结构和酶的活性便成

为决定成败的关键问题.固定浓的种类、浓度

和固定时间的长短z 固定液、洗涤液，温育浓

的 pH 值、渗透压和温度:温育时间的长短等

因素均可影响酶的活性和/或细胞的超微结梅。

线粒体的结构和呼吸链的酶活性更易受细胞内

外环境变化的影响.因此，在定位线粒体内氧

化还原酶类时，对上述影响因素尤应加以注

意.

以往有关细胞色素氧化酶细胞化学研究多
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采用戊二酷或戊二酷和多聚甲酶混合固定液以

浸泡或灌注的方法固定组织。近年来，一些研究

表明，虽然戊二醒可较好的保存细胞的超微结

构，却明显的抑制细胞色素氧化酶活性。 Reith

和 Schüler[2]以生物化学研究方法发现，经戊

二酶短时间固定过的肝细胞线粒体氧化 DAB

的能力比新鲜肝细胞线粒体明显为低。 Marti­

nez-Muril1o 等问报道，先将肝和肾冰冻切片

用 3% 戊二酷固定 1 小时，再经细胞色素氧化

酶温育液温育后，用细胞光度法检查未见到氧

化型 DAB 的存在，说明细胞色素氧化酶活性

已完全丧失.本文实验将大鼠心肌组织放在

3% 解聚的多聚甲醒溶液中浸泡固定 1 小时，

较好的保存了心肌细胞线粒体的结构和细胞色

素氧化酶的活性.

关于温育液中 DAB 的浓度各家方法互

异，一般均在每 10 毫升温育液含 DAB 5-20 
毫克之范围内[1.ω-8]. 较高的底物浓度可增强

反差，便于观察，但又常常导致酶活性产物非

特异性扩散，影响观察结果.在预实验中，作

者曾对 DAB 的浓度作了筛选，认为每 10 毫升

温育液中含 DAB 20 毫克较为适宜，不仅可得

到较好地组织反差，且无酶活性产物扩散.

一般认为，在细胞色素氧化酶温育反应过

程中， DAB 被细胞色素C氧化，氧化型 DAB

则聚合成不溶性嗜饿多聚物沉积在细胞色素C

所存在的部位.还原型细胞色素C的再氧化

依赖于细胞色素 A、 A3 的活性，倘若细胞色素

A 、 A3的活性受到抑制，尽管细胞色素C可氧化

少量的 DAB ， 但不足以形成光镜和电镜下可

见到的沉积物.因此，本方法显示了细胞色素

C 、 A 、 A3 三联体的活性[6.9]. 在温育液中加入

氧化锦可抑制 DAB 的氧化，而抗霉素对其没

有影响[2叫， 证明反应部位在线粒体呼吸链中

的细胞色素C至 A3 之间.

氧化型 DAB 的嗜饿多聚物兼备呈色和高

电子密度的特性.因此，使同时在光镜和电镜

下观察细胞色素氧化酶的活性分布成为可能.

本文实验结果表明，树脂钮埋的半超薄组织切

片能清晰地显示心肌细胞色素氧化酶活性产物

颗粒.通过对半超薄切片的光镜观察，不仅可

较广泛地了解酶活性产物在心肌组织和细胞中

的分布特点，而且也为准确地选择有意义部位

在电镜下作更精确的定位观察创造了条件.光

镜与电镜对比观察使组织化学与细胞化学研究

方法有机地结合起来，对酶活性分布进行由微

观到超微观的观察和比较，从而加深认识.

心肌细胞内线粒体含量丰富，线粒体脊的

数目多，排列致密，细胞色素氧化酶活性产物

的电子密度较高.这与心脏的功能和代谢特点

有关.迄今，有关细胞色素氧化酶活性产物在

心肌细胞线粒体内呈现不同分布类型的研究报

道甚少. Harris 等 [10] 在生化研究中发现，在

心肌细胞内存在着脊排列致密、扭曲的能态构

型的线粒体和脊稀疏的非能态构型的线粒体.

前者处于能量生成旺盛阶段，后者处于相对静

止状态.在活体心肌细胞，线粒体的功能状态

是可变的.本文实验见到的脊致密型线粒体的

细胞色素氧化酶活性产物电子密度较高，而在

无脊型线粒体，酶活性产物的电子密度较低，

在脊致密区和无脊区并存的线粒体，酶活性产

物的电子密度介于前两者之间，这能否是不同

功能状态的线粒体的酶细胞化学表现，值得进

一步研究.
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