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用电镜细胞化学方法显示胶原纤维:中的-SH 基*

陈力 应芸书

(中国科学院生物物理所)

皮肤、 胃肠道、肺和心血管等的结缔组织

中含有一种特殊类型的胶原， 利; IIf型胶原，其

化学组成 i扫有脱氨酸和半脱氨酸。 本实验参照

Swift [ 1- 4 j 的显示一SH 茸的电镜细胞化学方法，

进一步证实了这一事实。

材料和方法

取小白鼠肺、 食J!J_ 、 皮肤，阳小肠， 用磷酸缓冲液

(pH7. 4) 自己制的 5%戊二庭和 1 % 0.0. 进行'双固定，

用系列乙醉脱水， 并作电镜常规包埋、 超薄切片。 然

后用六亚甲阻胶银i去( 简称 (S-M 注~ ), 对 |二述四种材

料的切片进行染色。 具体步骤女11下 z

-.实验纽

1. 月1新自己制的 S-M nf液漫主点:切片网 ， 在 45 "C、

避光条件下染色 2 小时， 然后用蒸 馆水彻底洗涤。

S-M 溶液配方 : 5 %硝酸饭 。.118ml;3%六亚甲四胶

加到 2.5 ml ; ì!F~酸 ~ß)l ~少缓冲液(pH 9.0)0.5ml , 重蒸

水 2.5 ml; 依次却l入玻璃器皿， 最终 pH 9.2 0 1四月酸

础 T6、 缓 冲液配 方 : 1. 4 4%棚酸 1 ml，加1.9%砌

砂 ]0 ml 。

2. 用 10 %硫代硫酸制;tj( i谷液在室温下浸泡经过

S-M 染色的切片 ， 40 分钟后用蒸出水洗。

3 . 用饱和甜酸双氧铀染， 蒸tWi 7J<. &1亡后 ， 切片自

然干燥，用 JEM-7 透射电镜观察。

二、两组对照

1. 空白对照2 切片只用铀染。

2. 两种抑制对照 z

(1) 用 1 %甜酸配的 2 %丙丽， 在室温下浸泡切

片网 1.5 小时， 以抑制哥在基(-CHO) ， 然后用荐、tlil7K

洗。

(2) 先用 20%n-丙醇配的 0.3 M 苯甲醉，在室温

下浸切片网 40 分钟， 以还原二硫键 ( -S-S-) ， 然后依

次用 20%n-丙醇和蒸馆水洗。再用 1. 86%碗乙酸盐溶

液在室温 F浸泡切片网 40 分钟 ， 以;民化院宣基(-SH) • 

最后用蒸馆水洗。腆乙酸盐溶液配方z 取 0.93 g 殃乙

酸盐; 0.617 g 棚酸 ; 20 ml 蒸馆水， 用 2 N KOH i周

pH 8.0，用蒸馆水加到 25 ml ， 再加 25ml n一丙醇。

将两种抑制对照组的切片与实验组在同样的条件

下，同时进行 S-M 染色， 再用 10 %硫代硫 酸纳水溶

液洗， 最后用铀染。

实验结果

实验组小白 鼠的肺、 食道、 皮肤和小肠四

种材料的切片经 S-M 染色之后 ， 在胶原纤维上

都见到了黑色的银沉淀颗挝(图 1 ) 。

而在对 照 组中，抑制-CHO 基后，再经

S…M 染色，在胶原纤维上仍显示强烈的阳性反

应。若先还原-S-S-键， 后炕 化-SH 基，再经

S-M 粟'色，胶原纤维上的黑色银沉淀颗粒显

著减少。而只用铀染的空白对照片， 在胶原纤

维上没有黑色的银沉淀颗粒 ( 图 2 )。

讨 论

Epstein , E. H. (1974) [ 5 ]用生化方法证明τ

E型胶原分子中，链与链之间由一S-S-键交联。

Byers , P. H. 等 09(5)[6] 通过免疫学等方法证

明，胶原合成时前 α 链的聚合中， C 端的附加肤

精本文蒙徐伟同志指导， 并得到本所电镜室技术

上的支持，深表谢忱。
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段中存在-S-S一键。我们用电镜细 胞 化学方法

证明了胶原纤维中含有一SH 基。

关于 S-M 1:去的特异性 问 题， 是值得探讨

的。 在这一细胞化学反应 中，究竟是一S-S一键

起作用， 还是-SH 基起作用 ， 或是二者都参与

了反应， 尚存在一些争议 [1 寸，1训。我们认为，

S-M 染 色中起作用 的是一SH 基。因为， S-.M 

染液是一种含 Ag+ 的1耐性溶液 ， . 在避光和加Ì'i'&

等条件下 ，具有还原性 的一SH 基把 Ag+ 还原成

金属银。 切片上有假颗粒沉淀的部位，民p是细

胞内-SH 基存在的部位 ， ï币一S-S一键没有这种

还原性。但是，由于半脱氨酸中的一SH 基很不

稳定， 极易氧化h义脱氨酸中的一S-S-键;而一S­

S-键在一定条件下， 又会 :ìE原成一SH 基， 所以

不能把二者严格分开。

本实验中，用 1 %醋酸自己的 2% 丙酣fL1J ;jj!] 

::;CHO基之后 ， 经 S-M 染色， 在胶原纤维上仍

呈现黑色银沉淀颗粒， 说明该沉淀颗位不是由

-CHO 基的还原作用形成的。先用 20 %n-丙醇

配的 0 . 3 M 苯甲醇还原-S-S-键 ， 再用 1. 86%

腆乙酸盐地浪统比-SH 基，把一SH 基掩盖起来 ，

尽可能使所有的一SH 基不能参与还原 Ag+的反

应 ， 再经 S一M 染色，上 述四种材料中的胶原

纤维上的黑色银沉淀取í!拉显若减少了。切片只

用铀染色， 胶原纤维上无黑色沉淀颗位，也进

一步证明实验组显示的阳性反应是 S-M 染色

的作用，而不是材料中固有的 ， 包埋过程中带

入叫 ， 二支铅污染造成的 。 用 10 % rifït 代硫酸铀
处f:l1W片是为了洗去浮在切)Jf表面的整合假。
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困盘电泳分析几种植物闰工酶的主运演性与清晰度

却永尿 间归宗

(天津师范大学生物系 )

近几年来， 国内外不少拟i 究者以同工酶为

"生化指标"来探讨高等植物中的许多理论和生

， 产实践问题并取得了可喜的进展。许多工作表

明 [Ij ， 把同工酶作为一项"生化指标"是正确的

和合适的。 关于同工 酶的分 析方法虽已有论

述[ Z ]，但目 前还存在一定的技术问题， 如 i疑胶

上同工酶谐型的豆演性问题， t1l1 同一样 1日 ， 在

同一实验方法下，不同人操作结果是否相同;

每次分析{马隔一定时期(如间隔一周)和数次分

析结果是百相同; 在分析条件基本一致的忻况

下， …试 仕丰斤叩数个重复间是否-f.i和 i鼠W~ 上

酶惜的情晰度，因为同_LW每说是台洁;边往往给

实验结果分析造成一定困难， 有 !可甚至可能掩

盖真相 。 几年来， 我们对水稻、 国县和玉米的

过氧化物酶、 由酶丰jjj定 :协~ÍlWJ 同工酶进行了较

多次的分析， 由于不断注意实验操作问题，如

取材(黄化幼苗还是绿茵) 、 付 i时足职 方 i~; (攻

击1]备。J用还是一队;提i以后冰箱内臼:úu:t几次分

析用)，以及电流电压、 勾管 j}U人等量提胎蓝

和国定染色H才‘ j'i'lJ 等问胆，使 I-:-.i主三 frl 1 1í三物的同

工酶分析中 ì :~~I;: IYèi ï11均 " .(仁不断 )Jil如 ， il'f I晰度也
比以前的分析安好得多 [ 窍 ， 仆> Jlt，将这方面扫累
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