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α2M 对 SDS 热引导和疏基乙醇还原不比人α2M

敏感， 因而图 3 中的只有一条 130 ， 000 分子量

的电泳带(相 当 于人或 猪 α2M 的 125 ， 000 的电

泳带)代表有抑制活性的大鼠 α2Mo -条较深

的 29 ， 000 和另一条较浅的 90 ， 000 分子量的电

泳带代表失去抑制活性的蛋白部分。

人 α2M 市IJ剂的 电泳见图 4 。 从它的 纯度

来看， 它混有相当量的人丙种球蛋白 ， 为分子

量分别 为 53 ， 000 和 22 ， 500 的二 条亚带。一条

屿， 000 分子量的 电泳带， 代表了 人 α2M 与蛋

白酶结合， 失去了抑制活力的蛋白部分经 SDS

热引导和蔬基乙醇还原后的亚基带。 一条较浅

的 62 ， 000 分子量的电泳带表明制剂中只存在

少量有天然抑制活性的 α2M。近来文献报道，

失去抑制活性的 α2M， 在炎症反应中起了反馈

调节作用 [5] 。 该现象是否可为临床用此fljlJ剂治

疗辐射灼伤病有显著疗效提供依据， 有待今后

进一步研究。

SDS /.疑胶电泳测定蛋白质分子量对某些特

殊蛋白质会产生与实际分子量 偏 离 较大的结

果[叫，如糖 蛋白 ， 由 于糖蛋白的糖部分不被

SDS 包被，因而糖基的含量和性质会影响分子

量的测定。 α2M 是一种大分子的糖蛋白 ， 它的

185 ， 000 的亚基带相对迁移率 Rf 值偏大，从回

归直线上查得分子量约 170 ， 000 ，比实际的小，

因而有的文献把这一电泳带称为 170 ， 000 分子

量， 这说明这一亚带含有糖基。

摘 要

甲z 巨球蛋白 (简称 α2M )是一 种分子量为

725000 的大分子糖蛋 白。 天然 有活性的和失

活的 α2M 经 SDS 热引导和蔬基乙醇 还原分解

的亚基分子量有明 显差别。 不同来海 的 α2M

亚基分子量也略有差异。本实验用 3-25%丙

烯眈胶梯度 SDS 凝胶板电 泳来鉴定 纯化的

猪 α2M 、 大鼠 α2M 和 人 α2M 市IJ 剂 。 结果指

出猪 α2M 和人 α2M 均有 1850 00 、 125000 和

62000 三条亚带 ， 代表有活性的天然 α2M，大

鼠 α2M 电 泳图谱指出 ， 130000 分子量亚带代

表天然 α2M， 290 00 和 90000 分子量二带为失

活部分。 人 α2M 市IJ剂图谱表明 除 了混有两种

球蛋白外，只有一条 62000 分子量亚带代表少

量有活性的 α2M。
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血清中甲2 巨球蛋白对膜蛋白酶抑制活力测定

范佩芳 i尤乏芬.

〈上海医科大学 上海放射医学研究所)

甲z 巨球蛋白 (简称 α2M )是存在于人和脊

椎动物血清中的主要蛋白质之一，是多种蛋白

酶的抑制剂， 并有体内多余蛋白酶的"清道夫"

作用。健康人 α2M 在血清中的含量较稳定，但

当机体出现某些庆病时， 含量就会有变化[ J ， ZJ 

因为当机体出现某些炎症时， 细胞会坏死， 大

量蛋白酶被释放，机体就会 动员 α2M 拘l 制多

余的蛋白酶z 另一方 面 α2M 是)种分子量很

· 二kl1'I=得到金为翘耕授 、 何介非Þi {，jIJ教疫的fH教 ，

在此表/j"衷心"li.~i射 。
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大的糖蛋白 ， 如患有肾功能综合症以及由此引

起的糖尿病等疾病时，由于肾小球受到损坏，

一些蛋白质就会从血液中流失， αzM 则因分子

量大被留在血液中 ，造成血清中 αzM 含量的相

对提高。 因而患有此类疾病的病人也同样会造

成血清中 αzM 含量和抑制活力的变化。 所以

测定血清中 αzM 的含量或对蛋白酶 的抑制活

力， 是观察机体是否正常的指标之一。本文就

血清中 αzM 对膜蛋白酶抑制活力的测定作方

法方面的介绍。

材料和方法

-、材料

人混合皿清(10 个正常人血清样品) ， 大鼠混合血

清(13 只大鼠血清样品 )各一份。 牛膜蛋白酶(Sigma

公司 ) ， 大豆腕蛋白酶抑制剂 (Sigma 公司)， BAPNA 

合成底物 (Sigma 公司)， Tris(E. Merck 公司 )。

二、溶液配制

;>>l.扎才=
气「 骂骂， 山、 39 

1. Tris-HCl 缓冲液: 0. 1 mol/ L Tris, 0 .07 mol/ L 

Cacl2 缓冲液 pH 7.6 ， 冰箱 4 0C保存。

2 . 牛膝蛋白酶溶液: 用上述缓冲液配成 20 微克/毫

升的牛膜蛋白酶溶液， 分装后低温 - 2 0 0C保存。

3. 大豆膝蛋白腾押制剂溶液z 用无离子 7]( 配成 0.1

毫克/毫升的抑制剂溶液， 4 0C冰箱保存。

4 . 底物 BAPNA 溶液z 合成底物溶于水， 在 860C加

热溶解，浓度为 1 毫克/毫升， 再自然冷却 ， 用时现配。

豆、方法

方法原理gα2M 对蛋白酶的抑制原理不同于血清

中其它蛋白酶抑制剂， 因为它是一种由许多二硫键把

肤链连结成巨大空间构型的大分子蛋白质 [2 J 。 当蛋白

酶与它接触时，就会把蛋白酶包陷进去， 而不破坏蛋

白酶的活性中心， 它仍保留对小分子合成底物的水解

作用。对于分子量较大的蛋白质和大豆膜蛋白酶抑制

剂， 由于不能与 α2M-蛋白酶复合物中的蛋白酶接触，

而前者不能被复合物中的蛋白酶水解， 后者也不能对

复合物中的蛋白酶起抑制 作 用 (1 ，匀。 于是 人们利用

α2M 这一特点来测定它的抑制活力。 现将方法的原理

用图解表示如下:

大豆膜蛋白酶抑制剂

~ I 抑制
t t 

α2M+ 过量展蛋白酶+α2M-膜蛋白酶复合物+剩余游离膜蛋白酶

~ I 水解作用 l 
t t t 

蛋白质底物 BAPNA 膜蛋白酶失活

+ 
BA+NA(显黄色)

410 nm ;自吸收

具体实验步 骤3 方 法主要 参 照 Schidlow[ 41 和 有不加膜蛋白酶的实验对照。抑制活力为实验 O.D值

Ganrat [叽 但根据我们的需要作了改进。 10 微升血清 减去对照 O.D 值

样品(人或大鼠)，用 Tris 缓冲浪稀释到 0. 5 毫升， 加

牛腺蛋白酶溶液 。 . 5 毫升(含 10 微克酶〉 混匀， 置室 结果和讨论

温 10 分钟， 使 α2M 包陷膜蛋白酶， 形成复合物，再加

入 0.1 毫升大豆膜蛋白酶抑制剂溶液 (含 10 微克抑制

剂) ， 混匀， 再放置 10 分钟， 使多余的膜蛋白酶被抑

制掉，最 后 加底物 BAPNA 1 . 5 毫升 (含 1. 5 毫克底

物 )， 充分混匀后 ， 37 0C 7.K浴保温 30 分钟，促使 α2M-

膜蛋白酶复合物与 BAPNA 作用 ， 然后放置冰浴， 再

加 30 %冰醋酸 0 . 5 毫升中止反应。总体积 3 .1 毫升。

测 410 nm 光密度吸收即 O.D 值， 每一被 !ÞliJ l年品均备

血清中成分相当复杂，就蛋白酶抑制剂而

言， 除了 α2M 外，还有 αl 蛋 白酶抑制剂 (简称

αjPI 或 α j AT) ， αz 抗血纤维 蛋白洛 酶， αl 抗

廉蛋白酶等多种蛋白 酶抑制剂。测定血清中

α2M 对膜蛋白酶的抑制活力时伞， 在反应系统中

上述抑制剂均对膜蛋白酶起抑制作用 ， 要耗去

相 当量的膜酶， 只是被它 们抑制的服蛋白酶不
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对小分子合成底物作用而 已。 为了使 αzM 与

膜酶充分作用 ， 在正式实验之前 ， 设计了膜酶

对人和大鼠不同量混合血清中 αzM 的饱 和试

验。 实验结果见图 1 (人混合血清 ) ， 图 2 (大

鼠混合血清)。 从图 l 看出 ， 随膜蛋白酶量增

加， 在 410 nm 的 O.D 值开始时逐渐升高。 到

一定阶段， 膜蛋白酶量再增加 ， O . D 值几乎不

增加，此时的膜蛋白酶量可以 认 为 已 对 α2M

达到饱和状态。 图 1 中人 1 0 微升血清和 20 做

升血清的两条饱和l 曲线均有这种趋势， 只是膜

蛋白酶对 10 微升和 20 微升的人 混 合 血清中

α2M 达到饱和所需的量不同而已。同样从图 2

中大鼠混合血清中的)民蛋白酶 对 α2M 饱和状

态也展现了类似的情况。从图 1 、 图 2 看出 ，

无论人还是大鼠 ， 10 微升血 清量 的腕蛋白酶

饱和曲线较 20 微升的 曲线为好 ， 也显示了 1 0

微克膜蛋白酶足以饱和 1 0 微升人和大 鼠槐合

血清中的 α2M。 为此我们在正式实验中边用了

10 微升血清 (作为 α2M 样品量 )， 10 微克的膜

蛋白酶量。

_-飞-

/" J 

-1; 
/ 

/ 

翼r 
J 

15 

图 1 鹏蛋白酶对不同量人混合

血清中α2M 的饱和幽线

--10μl 血泊 ----20μ1 1也请

为了尽量减少实验批间误差，除膜蛋白酶

溶液分小瓶装低温保存， 最好装于安瓶内冰冻

干燥保存外， 在每次进行测定时 ， 均要配有膜

，蛋白酶活力测定曲线，见医13 。 从图 中看出 ，

随着膜蛋白酶量的增加 ，开始 O . D 值的增加I与

膜蛋白酶的增加成线性关系 ， 以后j民蛋白酶增

加 ， O.D 值虽有增加，但不成线性关系。 这说

E 
口
。

手 5卡

L一一上一
14 ! 6 

图 2 腕蛋白酶对不同量大鼠混

合血清中α2M 饱和曲线

一一10μl 血清 一一20 μl 血清

, 

图 3 膜蛋白酶活力幽线

明超过一定的 O.D 值， 显示底物量的不足。在

正式测定时， 测定管的 O.D 值必须要落在膜

蛋白酶活力曲线的线性范围内 ， 同 1J，j 从活力 曲

线来定 α2M 对膜蛋白酶的抑制l活力单位。

大豆膜蛋白酶抑制剂， 在反应系统中的作

用是抑制剩余的游离膜蛋白酶， 而它本身不对

α2M- 膜蛋白酶复合物起抑 制 作用。因此加进

去的大豆膜蛋白酶抑制剂的量必须足以能完全

在I1 tlJ l] 游离膜蛋白酶， 在正式'进仔实验前 也一定

要做不同剂量大豆膜蛋白酶抑制剂;<j 膜蛋白酶

完全抑制试验。 结果见医1 4 。 大豆!民蛋白酶抑

制剂对膜蛋白酶的抑制反应由坑的_û二支部分延
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图 4 不同剂量的大豆踉蛋白酶

抑制剂对膜蛋白离抑制试验

1. 膜蛋白酶量为 1 2 微克

2 . )民蛋白酶量为 10 微克

长与横座标相交点， 为全抑制膜蛋白酶所需的

抑制剂的量。 从图中看出 10 微克和 12 微克膜

酶分别被 6 微克和 7 微克左右的大豆膜蛋白酶

抑制剂完全抑制。因而在正式实验中用 10 微

克大豆膜蛋白酶抑制剂已足以去抑制剩余的游

离膜蛋白酶。 在每次正式实验时， 除备有膜蛋

白酶活力曲线外， 再备一只完全抑制膜蛋白酶

的作参考对照(此时脱蛋白酶和抑制剂与正式

实验的剂量相同)， 以防由于大豆膜蛋白酶抑

， 市I J剂的不足而造成实验结果的假阳性。

血清中甲2 巨球蛋白对膜蛋白酶抑制活力

测定， 每个实验室所用的膜蛋白酶、 大豆膜蛋

白酶抑制剂等药品来源不同 ， 它们各自的酶活
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力和抑制能力也不同，因而在进行正式实验之

前，进行膜蛋白酶对血清中 α2M 的饱和试验，

膜蛋白酶活力测定试验和大豆膜蛋白酶抑制剂

对膜蛋白酶抑制试验是完全必需的。本实验方

法灵敏， 所需的血清量较少， 可用手指采血?去

取血清， 为实验室和临床检验提供测试方法。

摘要

甲z 巨球蛋白 〈简称 α2M ) 是存在于人和动

物血清中一种广谱蛋白酶抑制剂。 实验利用

αlM 对蛋白酶的特殊抑制原理zα2M 通过包陷

蛋白酶去抑制蛋白酶对天然蛋白质的水解作

用 ， 但不破坏蛋白酶活化中心， 因而仍保留对

小分子合成底物的水解， 释放显色基团， 在分

光光度计上比色， 达到测定目的。本实验用人

和大鼠正常混合血清作样品， 对实验方法和测

定系统中选择样品和试剂量作较详细介绍。 方

法灵敏， 血清量少。 为实验室和临床检验提供

测试方法。

.考文献

[ 1] Lorand, L. , 1981 , Method in Enzymolo­
gy. 80: 737. 

[ 2 ] Alleson, A. C. , 1976, Structure 01 Fu­
nction 01 Plasma Protein 2 : 207-217. 
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[ 4 ] Schidlow, D. A. etal., 1980, Amer. Rev. 
Respira. Dis. , 121: 31-37. 
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Äcta , 14 : 493-501. 

超微 结构 研究中的铀-铅一铜染色方法

/ 

汤雪明 朱建国

(上海第二医科大学〉

在透射电镜下观察常规染色 的超 薄 切片

时， 由于切片一般不超过 0 .1 微米， 只能获得

细胞结构的二维信息。如果采用特殊的染色方

法， 选择性地对某些细胞结构染色， 在电镜下

观察较厚的切片， 就可能通过立体对照相获得

细胞三维结构的信息【U 铀-铅一铜染色技术就
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是其中一种特殊染色方法，能选择性地染色线

粒体、内质网和高]F基体[2]。我们曾用这一方

作观察一些细胞中高尔基体的三维结构以及内

质网与高尔基体的关系[町，现就实验方法作一

简单介绍。

材料和方法

实验动物为成年雄性大鼠， 用血管灌注方法固定

肝、肾、十二指肠和靠丸等组织， 然后进行铀-铅-铜

染色，具体步骤如下2

1. 用 2%戊二隆固定液 ( pH 7.4)灌 注固定大鼠

的各种组织，然后取下组织、 切成 1 立方毫米组织块，

再在同样固定液中浸泡固定 1 小时，

2. 用 0.1 mol/L 二甲附酸铀缓冲 液(pH7.4) 充

分漂洗组织块， 并置于冰箱( 4 "C)过夜，

3. 将组织块放入 5%醋酸铀水溶液(pH 3.日， 在

40"C温箱中浸染 1 小时s

4. 组织块经蒸馆水漂洗后，放入新鲜配制的铅-

铜双重拘橡酸盐水溶液， 在 40"C温箱中浸染 1 小时，

铅-铜双重拘橡酸盐水溶液配方如下z

33%硝酸铅溶液(1 mol/ L) 2 毫升

10%硫酸铜溶液 。 .5 毫升

4.6%拘橡酸纳溶液 19 毫升

4%氢氧化制溶液(1 mol/ L) 4 毫升

在最后加入 4%氢氧化制溶液时，不断振荡， 得

到透明的蓝色溶液。

5. 组织块经蒸馆水漂洗后，放入 1% 饿酸固定

液，在 4 "C下过夜 (12 小时 )，

6. 组织块经逐级酒精脱水、环氧丙烧过渡后，用

环氧树脂 Epon812 包埋s

7. 将包埋块用超薄切片机切成 0.25-0.5 微米

的半薄切片、 在 75-100 kV 透射电镜下观察，或切成

。 .5-2 微米的半薄切片、在 200kV 透射电镜下观察、

利用旋转样品台使切片相对于水平面倾斜，从 +7。和

一 7' 两个角度对同一结构拍摄两张照片， 即立体对照

相。 印成照片后在双目立体镜下观察细胞结构的空间

关系， 有经验者可直接用肉眼观察.

结果和讨论

细胞经铀一铅-铜方法染色后，线粒体、内

质网和高尔基体都呈不同程度的染色，具有较

高的电子密度，而细胞的其它部分→般均不染

色，从而使这些细胞器在细胞内的分布非常突

出〈图 1 )。在我们观察的肝 、 肾 、 十二指肠和

皇丸等组织中，各种细胞的线粒体都染色很深 ，

呈圆形、长圆形、环形等多种形态;内质网的

染色程度随不同细胞而异， 在精 子细胞和

Sertoli 细胞中，内质网的染色与线粒体一样

深，呈网状分布，但在肝细胞和肾曲小管上皮

细胞中内质网染色较浅z 各种细胞的高尔基体

都呈中等程度的染色，从生成面到成熟面各层

膜囊都被染色 ， GERL 的染色程度与高尔基体

其他膜囊相似。 在精子细胞中，高尔基休周围

围的伴随内质网电子密度高于高尔基体膜囊，

两者关系相当清楚(图 2 )。

利用铀-铅-铜方法能选择性地 染色 线粒

体、内质网和高尔基体的特点，可以开展两个

方面的超微结构观察。首先，利用旋转样品台

在透射电镜下拍摄立体对照片，在双目立体镜

下观察细胞器的三维结构和空间分布。我们曾

用这一方法观察精子细胞中高尔基体和内质网

的三维结构以及这两种细胞器之间 的空间关

系F 其次，可在透射电镜下直接观察半薄切片

中线粒体、内质网和高尔基体的结构和分布，

还可通过图象分析仪对这些细胞器进行形态定

量分析。

铀-ffl--铜染色的结果与很多因素有关，如

戊二醒固定液的浓度和 pH、 醋酸铀染色液的

浓度和 pH 以及铅-铜双重拘橡酸盐 溶 液的浓

度等， 其中醋酸铀溶液的 pH 影响较大。Thiery

等人的实验表明，组 织先用 5% 醋酸铀

(pH3.5)染色，然后用铅-铜双重拘橡酸盐染

色， 最后用饿酸后固定， 结果对线粒体、内质

网和高尔基体的染色最理想。如果用低于或高

于 pH 3.5 的醋酸铀染色 ，结果会使细胞膜染色

加深而上述细胞器的染色减弱。 关于铀-tfl-…铜

染色的详细机制还不很清楚， 一般认为，染色

液中的铀(阳离子)与细胞器中大分子的阴离子

基团以静电结合可能是特殊染色的基础，而铅

和铜则进一步结合在铀染色的部位， 形成铀­

铅-铜复合物，提高了结构的反差 ，最后铺酸后
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固定再使饿加入到铀-fi}-铜复合物上，也进一

步增强了电子染色作用。

摘要

本文介绍了超微结构研究中的铀-铅-铜技

术。 铀-t!i-铜方法能选择性地染色细胞内的线

粒体、 内质网和高尔基体，细胞的其他部分一

般不染色，从而使这些细胞器在细胞内的分布

非常突出。利用这→特点，可在透射电镜下观

察半薄切片，研究线粒体、内质网和高尔基体

的三维结构以及细胞器之间的相互关系。

参考文献

[ 1 ] Rambourg , A. et a l., 1974 , Am. J . Anat ., 
140: 27- 46. 

[ 2 ] Thiery , G. et al ., 1976, J . Micro!copie 

Biol. Cell 26 : 103- 106 . 

[ 3 ]汤雪明等 ， 1984 ， 电子显微学 报， 3 (3) : 

151 (摘要)。

植物材料光学和电镜蛋白 A-金胶体结合体标记技术

徐是雄

(香港大学植物系〉

这里介绍一种可在光学显微镜薄切片和电子显微

镜超薄切片上标记的技术[102)。我们初步应 用这一技

术来做燕麦球蛋白的定位， 结果是成功的(图版图 1 , 

2 )。 现将操作方法简述如下 =

-、样晶制备

1. 把切成 2 → 3 微米3 的新鲜材料， 用磷酸缓冲

液(pH 7. 1)配制的 3-4% 甲隆(加 2 . 5%族糖)， 在室

温固定 2 小时E

2 . 用磷酸缓冲液清洗两次， 每次 30 分3

3. 用 20 % ， 40% , 60% , 80% , 90 % , 100 %酒

精脱水(每一步 15 分 ) ， 在 100 %时多换一次，

4 . 把材料直接放 入 C. R. White 塑料包埋剂

(由 London R esin Co. Ltd. 供应)内，在室温渗透 1

小时后再换一次新鲜的塑料溶液， 在 4"C渗透 2 天 (其

间可再换-次)。

5 . 包埋时把材料放在胶囊内，置 60'C 1 天。 包

埋剂硬化后即可以制作薄切片和超薄切片.

二、光学显微镜标记技术[3)

(A) 显影液的配制

1. 保护胶液-一把 1 千克阿拉伯胶溶在 2 升 蒸

馆水内，经常把溶液摇动。 5 天后 ， 用纱布过滤， 放

4 'C备用。

2 . 梓橡酸缓冲液一一拧橡酸 25.5 克， 拧橡酸纳

23.5 克， 蒸馆水 100 毫升。

3. 还原剂一一氢酿 。 .5 5 克， 蒸t留水 15 毫升〈用

前配制)。

4. 银溶液一一醋酸银 0 .1 克 ， 蒸 馆水 15 毫升

〈避尘，用前配制〉。

5. 显影液一一将配制好的上述溶液按 60 、 10 、

15 和 15 毫升的比例混合。

(B) 标记技术

1. 先将塑料薄切片(1-2 μm)沾在环片上，

2 . 用卵清蛋白 BSA 溶液浸泡 5 分钟(卵清蛋白

溶液的配制J : 用 PBS 缓冲液配制成 0. 5%卵清蛋白溶

液。 PBS 缓冲液的配方: 在 1 升水 中加入氧化铀 8

克， 氯化怦 0. 2 克，磷酸二氢钢 0.2 克 ， 磷酸氢二锅

1. 14 克) , 
3. 倾去溶液(但不要用水清洗)滴上一 大滴专一

的抗体血清(上瞿一盖片) ， 漫泡 30 分钟(抗体的浓度

要根据抗体的效价来决定。 我们所用的燕麦球蛋白抗

体血清， 要稀释 25 倍) ，

4. 在 PBS 缓冲液中清洗 2 次， 每次 15 分s

5 . 放一大滴蛋白 A-金肢体溶液在切片上， 停留

1 小时(买来的蛋白 A-金肢体溶液， 需要用 PBS 缓

冲液稀释 25 倍左右方可应用) , 

6. 在 PBS 缓冲液中清洗 2 次， 每次 15 分E

7 . 将玻片置放在 0.5 %明胶溶液内 ， 使沾上一薄

层， 室温风干F

8. 第二天， 将玻片放入显影液内 (26'C )20-60 

分钟.这一步操作需把盛装显影液的玻璃器皿用黑色
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