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介 绍 一 种 显 示 酸 性 磷 酸 酶

超 微 结
卜

构 的 标 本 制 作 方 法

组织 胚胎 学教研组 顾文祥

随着当代科学技术的飞速发展
,

很多研究工作

都进入细胞生物化学和超微结构的分子水平
,

为了

进一步将细胞形态和机能的研究紧密结合起来
,

近

20 多年来已发展成一门超微细胞化学的新学科
,

研

究的范围很广
,

包括搪元
、

核酸
、

酸性磷酸酶
、

硷

性磷酸酶
、

脂酶和 A T P酶等等
。

我们由 于 科 研工

作的需要
,

曾对细胞溶酶体的酸性磷酸酶电镜标本

制作技术进行探索
,
现将该技术的操作过程初步介

绍如
一

厂
。

方 法

一 、

取材
:

取培养 9~ 16 天的正常人胚肾细胞
,

用橡皮刮子将细胞从培养瓶壁上轻轻刮下
,

然后将

此细胞悬液吸入离心管中
,

用转 速 2
,

0 00 / 分离心

2 0分钟
。

二
、

前固定
:

倾去上清液
,

于沉淀中加 。 .

I M

二甲钟酸钠缓 冲 液 ( p H = 7
.

2 ) 轻 洗 10 分 钟
,

再

以 5 % ( 或2
.

5 % ) 戊二醛二甲肿酸钠缓冲液在 4
O

C

下固定 1~ 2小时
。

此时可用玻棒轻拨细胞沉淀 块以

使游离
。

三
、 ,

水冻 叨片
:

固定后吸出固 定 液
,

用 O
.

I M

二甲肿酸钠缓冲液洗 10 ~ 30 分钟
,

立即以冰冻切 片

法将细胞块 ( 或组织 ) 切成 40 ~ 50 微米厚切片
。

四
、

孵育
:

将细胞切 片孵 育于 37
O

C G o m or i

作用液 ( p H = 5 ) 中5~ 1 5分钟
。

G o m o r
i作用液配法

:

硝酸铅 。 .

12 克
。 .

o 5 M醋酸钠缓冲液 (含 7
.

5 %蔗糖 ) ,
10 。毫升

3 % 日一 甘 油 磷 酸 钠 ( 慢慢加入 ) 10 毫 升

吐述作用液经过庐后 于使用前先置 37
“

C温 箱

预热 1 小时
。

, 0
.

0 5 M醋 酸 钠 缓 冲液 ( P H = 5 ) 。 2
.

5毫升
o

.

o 5 M醋酸
o

.

0 5 M醋酸钠

3 0毫升
7 0毫升

。
.

2 2 M蔗糖 7
.

5毫升

五
、

对照
:

1
、

切片于。 o
“

~ 1 0 0
“

C 中煮沸 1 0分钟
。

2
、

或 G o m o r i作用液中不加日一 甘油磷酸 钠
。

3
、

或作用液中加。
.

01 M氟化钠
。

六
、

后固定
:

孵育后组织片用。 .

05 M醋酸钠 缓

冲液 (P H = 5) 浸洗 20 分钟
,

再以 1 % 酸缓冲液于

4
` C下固定 i 小时

。

七
、

脱水包埋
:
固定后用 P al a de 缓冲 液 洗 3。

分钟
,

双蒸水洗 10 分钟
。

5 0 % 丙酮 10 分钟

7 0 % 丙酮
一

`

1 0分钟

9 0 %丙酮 10 分钟

纯 丙酮 10 分钟

纯 丙酮 1 0分钟

纯丙酮
:
包埋剂 6 1 8 ( 1 : 1 ) 1小时

纯包埋剂 6 1 5 ( 3 7
“

C ) 2小时

纯包埋剂6 1 8 ( 胶囊
,

37
“

C ) 过夜

纯包埋剂 6 1 5 ( 6 0
’

C ) 聚合 2理小时

包埋剂 6 18 配方
:

环氧树脂 6 18 6毫升

十二烷基唬泊酸醉 ( D D S A ) 4毫升

5 %邻苯二甲酸二丁醋 ( D B P ) 0
.

5毫升

2
、

4
、

6三 ( 二甲氨基甲基 ) 苯酚

( D M P一 3 0 ) o 一毫升

八
、

切片染色和观察
:

细胞块经超薄切片后用

醋酸双氧铀和拘椽酸铅双染色或不经染色即可用电

镜观察
。

酸性磷酸酶沉 淀 出现 在 溶 酶体上 ( 见

图 ) ,

当孵育时间长时也可在细胞核和细胞质内发

现
。

讨 论

早在 1 9 5 5年
,

S he l d o n

等
` 1 ’
就在被锹酸固定的

小鼠小肠上皮细胞中使用 G o m or i法
,

再以电镜 显

示出超微结构的酸性磷酸酶定位
。

1 9 6 1年以后
,

有

人分别 研究肝 t2
, 8 ’ 、 ’

肾甲
、

组 织 培 养 细 胞“ ’ 、
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脑
` “ ’
和动脉壁平 滑 肌

` 7’
等 细 胞 溶酶体的酸性磷

酸酶超微结构定位
。

超微细胞化学的标本制备过程

中要求做到既能保持酶的活性稳定性
,

又能保持超

微结构的高度完整性
。

因此对细胞化学和电镜标本

的每一个操作细节都应特别注意
。

一
、

固定
:

用饿峻固定大鼠肝组织时
,

酸性磷

酸酶活性仅能保存 1一 2 % , 而用甲醛固定虽能保存

酶活性的大部分
,

但却不足以保存细胞超微结构的

完整性
。

1 96 3年 S a b at i in 最早将戌二醛用 于 电 镜

细胞化学中的固定
。

虽然戊二醛对固定溶酶体的酸

性磷酸酶活性的能力和 甲醛差别不大
,

但戊二醛固

定的冰冻切片
一 ,

如用 4一 6
.

5 %戊二醛固定 1 ~ 2小时

仅穿透组织薄外层
,

中心未固定
,

中心部的可溶性酶

或反应产物常可扩散到周围
,

造成假象定位
。

因此

目前常用戊二醛前固定和饿酸后固定以纠正这个缺

二
、

冰冻切片
:

最早用组织块进行孵育
,

但因

组织较厚而使固定不佳
,

因此易产生反应产物假象

定位
,

后来主张在孵育前先把不 同组织块用冰冻切

片 切成 50 微米
、

40 微米或 25 微米厚
,

再进孵育液
。

块染和冰冻切片孵育时的结果有时并不一致
。

二
、

孵育
:

必须严格掌握孵育时间
。

过度孵育

可使反应产物扩散到邻近无酶区
,

电镜观察酶的扩

散比光镜观察更为明显
。

一般在超微结构水平上孵

育的时间要比光学显微镜孵育的时间短得多
,

如酸

性磷酸酶通常只用 5一 1 5 分钟
。

孵 育后可不经硫化

馁处理
,

因电镜能观察无色沉淀
。

四
、

对照观察
:

进行超微细胞化学观察时需同

时用细胞化学的光学显微镜方法作对照观察
,

以作

比较
。

( 此工作是 1 9 7 5年在中国医学科学院流行病学

袖立
究所电镜室进修时

,

在洪涛老师的指导 下 进 行

的
。

) ( 图见插页 1 4 )
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纤 维 支 气 管镜 吸 引术 治愈

咯血 后 并 发 全 肺不 张 一 例 报 告
附属 第一 医 院肺科 王 一丁 沈兰珍

目前纤维支气管镜检查已在许多城市使

用
,

对
`

咯血后并发肺不张的患者
,

若能用纤

维支气管镜在床边吸引
,

则既能吸除阻塞支

气管的血块
,

又能探查引起出血的原因
。

由于

操作方便
,

痛苦少
,

是一种治疗咯血后并发

肺不张的好方法
。

在这方面
,

国内尚未见有

报道
,

故特将我科应用纤维支气管镜吸引术

治愈咯血后并发全肺不张一 例 报 告 如下
:

患者凌 x X ,

女
,

29 岁
,

工人
,

住院号

1 2 3 9 8 5
。

患左上浸润 型 肺 结 核 8 年
,

无空

洞
。

1 9 7 8年 n 月 20 日因与家人吵架
,

突然咯血

数 口
,

经止血治 疗
,

仍 间 歇 咯血
。

至第 3

天
,

咯血较多
,

且感气急
, 口 唇发组

,

至当

地医院拍片
,

发现左侧全肺不张
,

于 11 月 25

日急诊入院
。

体检及实验室检查
:

体温 37
.

5
O

C
,

脉 搏

1 0 0次 /分
,

呼吸 26次 /分
。

左胸叩诊 浊 音
,

呼吸音消失
,

右肺呼吸音增强
。

X 线胸 片
:

1 9 7 8年 1月 6 日
,

左上肺小片状 淡 薄 阴 影
;

n 月2 3 日
,

左肺呈大片密度增高而均匀的阴

影
,

左侧横隔上抬
,

气管及右心 缘 向 左 移

位
。

血 红 蛋 白 12
。

5 克
,

白 细 胞 9 , 6 5 0 ,

中

性” %
,

淋巴 20 %
,

单核 5 %
,

嗜酸性 3 %
。

( 下转 1 6 5页 )
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田 l 左肺 大片密度增 高阴影
,

气管及右 心缘左移
,

左横

隔上抬

图 2 左肺大片密度增 高阴影 已

消失
,

气管
、

心脏
、

左侧横肠 已

复位

ǎ正文甩163页à

血后并发全
一

肺不一张例报告纤气维支管镜吸引术治愈咯
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超 微 结 构 的 标 本 制 作 方 法

( 正 丈见 26 2页 )

图示人肾培养细 胞二个溶

晦体
,

黑 色沉淀颗杜为酸

性峰酸璐
。

因二者机能状

态不同
,

右 侧溶酶体 的酸

性碑破膝含量明显比左侧

多
。

放大 30
,
0 00 倍


