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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。
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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) : 
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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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