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水溶性包埋剂甲基丙烯酸乙二醋对于

鲤鱼垂体促性腺细胞超微结构的保存

末秀战 叶客

〈中国科学院本海生理研究所)

为开展蛋白质或多肤激素电子显微镜水平

的免疫组织化学寇位工作，如何保存细胞的超

微结构和抗原性是共所关心的问题。除固定剂

应作适当的选择外，包埋剂的影响也颇大。例

如高等动物的垂体激素，用Epon812包埋，只有

促生长激素和催乳激素可以保存抗原性，而卵

泡剌激素(简称FSH) 用甲基丙烯酸甲丁醋或

Epon812包埋均不能保存I11 ，尽管 Epon812有

利于保存形态。有的作者用水潜性包埋剂聚乙

. .醇[1. 2.3 J ，脱包埋剂的条件温和，不用有机榕

剂，然而据本文作者的经验，摊片有一定困难，

操作时必须控制在一定的温度和温度。甲基丙

烯酸乙二醋[ 4.5.61 是超微细胞化学和免疫细胞

化学中曾用过的包埋剂，早期工作由于聚合

损伤、电子束损伤、包埋块硬度难以控制等因素

遇到一定困难。近来改进了包埋剂的配方[i .8 1 , 

并用预聚合的榕液渗透和聚合，其结果是包埋

块稳定，膨胀假象少，形态结构保存也大有改

进。由于处理条件相当温和，组织的抗原性也

可得到较好的保存 [6.81 。

本文即用这种改良的甲基丙烯酸乙二醋包

埋剂，首先作鲤鱼垂体促性腺细胞〈简称GTH

细胞〉的超微结构观察，并与Epon812和甲基

丙烯酸甲了醋包埋剂进行比较。

材料和方法

(- ) 取材和固定

性腺成熟度达N期的鲤鱼，剪断锦弓动

脉，以0.6%NaCl作慢速心脏灌流，至鲍色变

浅为止。将头切下，取垂体，预固寇于用O.lM

二甲呻酶纳缓冲戒盹制的 1%戊二瞪梅液， pll 

潘家秀 冯钦绪

(中国科学院上海生物化学研究所)

7.2一7.4 ， 4 "C, 2 小时。以含有8.2% 煎糖

的二甲呻酸纳缓冲液冲洗24小时，再用以同一

缓冲液配制的 2 %050 4续续固定 2 小时。

〈二〉 脱水和包埋

1. 甲基丙烯酸乙二醋·一聚乙二醇

〈简称GMA-PEG) GMA-PEG包埋剂配

方按Spaur和Moriarty [ 8 1 

GMA100% 66.5毫升

甲基丙烯酸丁醋 .28.5毫升

双甲基丙烯酸乙醋+ 5.0毫升

过氧化二苯甲酷 1. 5 克

聚乙二酶 400 1.0 毫克

预聚合GMA-PEG的制备 z 在125毫升三

角烧瓶中加50毫升按上述比例混合的 GMA

pEGo 用斜面开有 2 毫米槽的木塞塞住，木塞

上另打有一孔，斜插入一根温度计。磁力加热
搅拌，当液体温度升到60CC左右时，过氧化二

苯甲酷开始榕解。继续加热搅拌，并将温度

上升速度控制在每分钟 6 一 7 0C。由于GMA

PEG的全聚合临界温度为98'C士 1 "C，过此温

度，骤然大量放热完全聚合，因此温度上升至

90"C时，必须小心观察，一侯达到96-97"C，立

即将三角烧瓶浸于干冰-酒精混合液，不断摇

动，使温度迅速下降至零度以下，放置一段时间

后取出。此时GMA-PEG的粘度较高，放置于

室温，粘度随温度升高而下降。塞紧，干燥保存

备用。组织块经固定后，按~F述方法脱水、包埋z

50% 乙蹲 10分钟

·日本三菱ν13/株式会社出品

‘美国 fol，sciences ， Inc. 出鹉，
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70% 乙醇

85% 乙醇

95% 乙醇

10分钟

10分钟

10分钟

100% 乙醇 8 次，每次 10分钟

1份预聚合GMA-PEG+ 1 份无水乙醇10分钟

3份预聚合GMA-PEG+ 1 份无水乙晖10分钟

预聚合 GMA-PEG3 次，每次 5 分忡组织块

包埋于预聚合GMA-PEG， 37 0C ， 21--48小时

或稍长，使聚合完全。

2. 甲基丙烯酸甲一丁醋(简称甲了醋)

预聚合甲一丁醋的制备z 按常规方法处理

甲醋和丁醋中的抑制剂，然而以 ffl 醋 z 丁醋

( 2 : 8 )混合，加入 1-1. 5%过氧化二苯

甲蹄，在水浴中加热，不断搅拌，注意温度不

可过高，以免完全聚合。当出合液主粘稠精浆

状 ， LW停止加热.冷却后使用。

包埋剂的配厅和组织块脱水、包埋按常规。

3. Epon812 

包埋剂的配方和组织块脱水、包埋按常规·

(三) 切片和观察

用LKB-4800A型切片机分别切成 1 … 2

微米厚片和500埃博片，日立H-500型电子显

微镜观察。

垂体促性腺细胞超做结构的保存

垂体中含有多种激素分泌细胞(图1 、 2 ) 

用上述各种包埋剂制备的性腺W期的鲤鱼垂体

切片，在电子显微镜下均TIT找到硬骨鱼中典型

的GTH细胞，见图 1 、 4 、 5 。这种细胞有以

下一些形态学特点z

1. 细胞核偏位，常呈不规则形，有围棋

腔。

2. 分泌颗粒直径100-200毫微米 (mμ) , 

数量多。

3. 粗面内质网明显，扁池扩大，除依附

于池膜上的核糖核蛋白体构成粗面外，还有成

簇核糖核蛋白体i放在于胞质中。

4. 布尔基器发育良好，常伴有胀犬的

泡。

上述种种特征说明GTH细胞内蛋白的合成

和运输旺盛，导致分泌颗粒的J曾多，而排空期

(即细胞释:吱促性腺激素( GTH) 的时规)尚

未到来。此观察表明，用免疫组织化学方法进

行GTH 的细胞内定位，取此期的垂体材料是适

当的。这里所观察到的分泌颗粒大多数是小

的。目前有的作者认为 I91 ，硬骨鱼平体只有

一种 GTH 细胞， f旦分泌两字j 1 íi)ý: j坛，小分泌制

粒是黄体生成素(LH)，而九团块是即泡束Ij以

素 (FSH) ，在生殖周期中后者( FSfI )出现

较晚，我们所观察的时期，基本上只是前者。

虽然我们听用的三种包埋剂，都能保存

GTH 细胞的二些A基本结构特征，但其中尚有一

边优劣之分: Epon812 (图 4 )和GMA--PEG

(图 1 、 2 、 3 ).:_:者的 rfH I挂lfff 何保存比较完

好细致，这:民;~5~泊者33\付r:细胞问 i始紧密，细胞朦

较完整，以及分泌颗粒结构细致;反之， Ffl 一一

丁随包埋的细胞(图 5 ) I注j 隙明显扩大(膨胀

假象) ，细胞膜明显缺损，分泌颗粒的结构保

存亦不如1前二者(颗*l[膜1cif内合物的区分不如

前二者清晰)。此外毒在GMA-PEG的切片

主很少出现皱纹?说明其面!软度是适当的。

Epon812 也埋虽然结构保存较好，但不利

于抗原性的保存，故 GMA--，PEG 包理可能对

于鲤鱼 GTH 的免疫组织化学研究是一个较好

的选择，有待继续进行试验。至于甲一丁醋，

虽然结构保存萃， {fl由于细胞内定位需要标记

抗体能进入细咀膜及通过颗粒膜， 甲 -T 的

在这些方茵的某些保存块陷是否反而成为→种

便于标记抗体边过的有利条件?无论如{iîr.在

今后的免疫组织化学方洁摸索'中，继续进行某

哩平行比较民验总是有益的(如比较 GNIA ←

PEG及甲一了啤)。

参考文献

[1] Nakane , P. K. 1975. 1n "The Anterior Pituitary" 

(ed. Tixi陀 r-Vida]， "..)4马
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抗原进入抗体凝股前的缓冲区域。这种排列有

助于使沉淀峰的起底线清晰，特别有利于分析

交互重叠的沉淀峰。

小结

本艾介绍一种简便的聚丙烯酷胶凝胶一并

列抗体凝肢交叉免疫电泳方法，使在聚丙烯酷

股凝股 t分离的抗原成份与并列的不同的抗体

凝胶层发生沉淀反应而被分开。该法可用以分

析抗血清的特异性和抗原的免疫学性质，其形

成的抗原一抗体复合物沉淀可用以制备特异性

抗血清。
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施渭康等因版

图版说明

周1 凝胶条切割槽:由有机我璃制成的槽和不锈钢刀二部分

组成。

因2 聚丙烯院胶凝胶-;1主列抗体凝胶交叉兔疫电泳: a.抗原

为胎血清90微究;第一块抗体凝胶:兔抗正常人全血清

20微升/平方厘米;第二块抗体凝胶3 兔抗人甲胎蛋白

抗血清 2 微升/平方厘米. b.抗原为胎血清180微究;第

一块抗体凝胶:兔抗人甲胎蛋白抗血清20微升/平方厘

米;第二块抗体凝胶:免抗正常人全血清 10 ;微升/平方

厘米@图中AFP示甲胎蛋白; Alb示自蛋白(下同)。

图3 践丙烯酸胶凝胶-;1主功l抗体凝胶交叉兔疫电泳:抗原为

90微克人胎血清和38微克马牌铁蛋白混合物. a. 第

块抗体凝跤:兔抗马脾铁蛋白 B 微升/平方厘米;第二

块抗体凝胶:兔抗人甲胎蛋白4微升/平方厘米. b.第一

块抗体凝胶:兔抗人甲胎蛋白8微升/平方厘米;第二块

抗体凝胶:觅抗马蹄铁蛋白4微升/平方厘米.图中 Fer

示镰蛋白.

图4 三种不同抗血j育的益尹i抗体凝胶交叉免疫电泳:抗原为

人胎血清90微克。抗体凝胶层自下而上分别为兔抗正常

人全血清40微升/平方厘米，兔抗人胎血清S微升/平方厘

米和兔抗人甲胎蛋白2微升/平方厘米.

图5 单相特异性兔抗白蛋白和抗甲胎蛋白抗血清的免疫电泳

分析:抗原孔:均为胎血清:抗血清槽:1.聚丙烯殷殷

凝胶-;1主列抗体凝胶交叉免疫电泳甲胎蛋白免疫复合物

创备的抗血清; 2.抗人胎血全血清抗血清; 3 聚丙烯散

胶凝胶一业1日]抗体凝胶电泳白蛋白免疫复合物帘I备的抗

血清。

图8 聚丙烯m:胶凝胶条的洗涤对电泳结果的影响:抗原:正

常人全血清1BO微克:抗体:兔抗正常人全血清T微升/平

方厘米。 a. 聚丙烯m:胶凝胶条在蒸馆水中洗涤45分钟的

电泳图谱; b. 聚丙烯院胶凝胶条在蒸馆水中洗涤60分钟

的电泳图谱3 箭头和数字表示明显低于图缸中相对应的

峰，峰 3 近乎消失。(经固定袋色后的另一华聚丙烯殷胶

凝胶条在照相时置于凝胶板上，以示相对应的兔疫电泳

沉淀峰).
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