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放射自显影术对机体不同组织的

蛋白质代谢研究
朱寿彭 乐尚成

*

(苏州医学院 )

户

用放射自显影术在预先注人体内蛋白质标记前身物
名 55 一蛋氨酸后

,

研究在不同胜器和细 胞水

平上蛋白质的生物合成部位和合成的相对程度
,

从定位
、

定量的角度分析在体内各脏器组织中蛋白

质生物合成能力的差异
。

研究结果发现
,

以肝组织中的蛋白质生物合成能力最高
,

其次为肾脏
、

脾

脏
、

大脑以及骨髓的幼稚细胞
。

而一些脏器组织如心脏
、

肺肚和骨骼肌等虽具有 重 要 的 生 理 活

性
,

但其体内的蛋白质的生物合成却并不旺盛
.

关键词
:

放射 自显影
’ 5

5
一
蛋氨酸 掺入 生物合成 组织蛋白

,

由于医用同位素示踪技术 的不断发展
,

标记蛋白质的专一生理性前身物有所 增 多
〔’ ,

幻 。

为 了探索机体内脏器和细胞水 平的蛋白质生物合成过程
,

我们运用放射 自显影术
正“ ’ ,

用
3

55 标记

蛋 瓦酸
,

将这种蛋白质专一前身物引入体内
,

观察其在血液
、

骨髓细胞以及不同脏器和细胞

水平蛋 白质的生物合成部位和程度
〔屯 , ,

从定位
、

定量角度来比较体内不同器官组织中的蛋白

质生物合成能力的差别
。

护

,

一
、

实验方法

1
.

静脉注入
3写一
蛋氮酸后的脏器和细胞水平放射 自显影

选用体重为 1 4 0士 5 9的 w is at r纯品系雄性大白鼠 15 只
,

用
3

55 一
蛋氨酸作示踪剂

,

其放

射性活度为 1 8
.

sk B q / g
,

由尾静脉注入
,

其容量为 l m l1/ 。g0
。

实验各组分别在摄入
3唱一蛋氨

酸后 3
、

24 和 72 h 的不 同间隔时进行观察
,

由颈动脉放血处死
,

进行下列操作
。

( 1) 取血液

作血涂片
,

在常温下干燥后
,

放入无水甲醇液容器中固定 s m in
,

然后浸入盛有 5呱的火棉胶

保护层液中
,

立即迅速取出
,

插入立式载玻片架上使之干燥
,

然后将标本移入暗室中
,

取出

核 4 型液体乳胶
,

置于 40
’

C电热恒温水浴装置容器上 熔化后
,

随即加入 10 务液体核乳胶量的

稳定剂 6一硝基苯骄咪哇液后
,

再用重蒸馏水作 1 : 1 稀释
,

轻轻搅匀备用
。

涂敷液体乳胶时
,

先用定量滴管抽取 1 5川 已稀释的液体乳胶
,

置于标本片的一端
,

随即用玻棒均匀滑动 涂 匀
,

在 25
O

C恒温下阴千后
,

收片装入曝光盒中
,

在 一 4℃干燥条件下进行曝光处理 3 d0
,

即可取出

标本片作显影
、

停显
、

定影
、

水洗和甘油保护液浸泡处理
,

随即进行改 良 .H E 复 染
〔“ ,
后 即

可镜检分析放射 自显影象
。

( 2) 迅速解剖
。

分离出肝
、

肾
、

脾
、

骨
、

骨骼肌
、

心肌和肺
、

脑

等脏器的组织块
,

用戊二醛缓冲 液进行固定
,

然后流水充分冲 洗
,

再 依 次经 70 肠至 10 。肠

的 乙醇脱水
,

作透明处理
,

用石蜡包埋切片
:

( a) 脏器水平放射 自显影操作
,

切片厚度 可 取

20 环m
,

并将各组织切片脱腊处理后
,

放置紧夹在具有火棉胶薄保护层的同一乳胶膜上
〔引 ,

置

一 4℃干燥条件下作曝光处理
; b( ) 细胞水平放射自显影操作

,

切片厚度为 6环m
,

经 脱 蜡手

续和涂敷火棉胶薄保护膜后
,

移至暗室条件下仍用玻棒均匀涂敷液体乳胶层
【7 , ,

在 25
O

C恒温

.
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下阴干后 收片装入曝光盒 内曝光一个月
,

然后取出作显影
,
制止

、

定影
、

水洗和甘油 保 护

液浸泡等一系列处理
,

染色后
,

在油镜下观察各标本中的放射自显影象
。

( 3) 制备骨髓涂片放

射自显影是在各观察时取胸骨骨髓 3夙
,

用生理盐水作 10 倍稀释后制备的
。

以后的各项操作

程序
,

与血涂片放射自显影的操作步骤相同
。

2
.

侧脑室注入
3

唱一蛋氮酸后的脑脏奋和细胞水平放射自显形

实验是在体重为 20 1 士 4 9 的 5只 w is姗纯品系雄性大白鼠脑组织中进行观察的
,

经由侧

脑室注入
3

喀一
蛋氨酸的放射性活度为 7

.

4 x 1 0玫 B q ,

其容积为 2 0川
,

用我 们特制的平头微量注

射器作持续注入
,

注入侧脑室的时间为 1 55
,

注入深度为 3
.

sm m
。

在摄入
”
℃一蛋氨酸后 3 0 m in 时

,

断头处死动物
,

迅速开颅取出脑组织块
,

用戊二醛缓冲液进行固定
,

然后流水充分冲洗
,

再

依次经由 70 呱至 10 。肠的 乙醇脱水
,

再作透 明处理
,

用石蜡包埋切片
,

制备宏观脑脏器水平

放射自显影和微观脑细胞水平放射自显影
,

涂敷保护层后
,

在暗室中敷液体乳胶层
,

曝光处

理 1 个月
,

取出作显影
、

制止
、

定影
、

水洗和甘油保护液浸泡
,
最后染色镜检各标本的放射

自显影径迹
。

二
、

实验结果

1
.

静脉注入
.唱一
蛋氮酸后的脏器和细胞水平的放射 自显影

l( ) 血和骨髓涂 片放射 自显 影定位 实验观察血涂片放射自显影的标本
,

发现摄入机体

的
”
ss 一
蛋氨酸能迅速而较多地掺入到红细胞的血红蛋白成分中

,

且随着观察时间的延长
,

掺

入量亦随之增升 (图 1 左 )
。

图 1 右为
“ 5 5 一蛋氨酸摄入机体 24 h 后的骨髓涂片放射 自显影 象

,

由图可见
“
喀一
蛋氨酸首先呈优势选择性定位 到幼稚细胞中

,

而较少摄入到成熟细胞中
。

从实验得知
,

在机体静脉摄入
3

55 一
蛋氨酸后不 同阶段掺入到各组织蛋 白中的总趋势是一

致的
,

而其掺入程度则 随时间增长而升高
。

图 1 吕
嗯

一
蛋氨酸静脉摄入机体后 24 h的外周血涂片 (左 ) 和骨髓涂片 (右 )放射自显影象 (改良H

.

E复

染
,

8义 100
,

低温干燥曝光3 Od)

F i g
.

1 nA t o r a d i呢 r a
hP y p f p e r ip h e r a l b lo o d ( L e f t ) a n d

h a f t e r i
.

v i n j e e t i o n o f 吕5

5
一m e t h访 n i n e (xE

P o s u r e in

f o r 30d
,

H E s t a in
,

8 X 1 0 0 )

b o n e m a r r o w s m e a r ( R ig h t ) a t 2 4

l o w t e m P e r a t . r e a n d dyr
e o n d i t io n

(2 ) 脏器 水平放封 自显影定位 使用同一乳胶层
,

在相 同操作条件下所得不同脏器水平
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放射自显影 的结果见图 2
。 3

喀一蛋氨酸在掺入到不 同脏器组织蛋白中所呈现的放射 自显影黑

化强度的顺序依 次为
:

肝 > 肾脏皮质 ) 脾 > 骨 ) 肾脏髓质 ) 心 > 肺 > 骨骼肌 > 大脑皮层 > 间

脑 > 中脑 > 小脑
。

并发现随着观察时间的延长
, 3

55 一蛋氨酸掺入到组织蛋白中的量亦随之 增

升
,

但其掺入组织蛋白中的强度顺序不变
。

图 2 在同一乳胶层上不同的脏器水平放射自显影象 (低温干燥曝光 3 0d)

1
.

肝 2
,

’

漪 3
.

脾 4
.

肺 5
.

心脏 6
.

股骨 7
.

骨骼肌 8
.

小脑 9
.

中脑 10
.

间脑 11
.

夫脑皮层

F 企9
.

2 A
u to r a d i o g r a p h y o f d i f f e r e n t o r g a n s in t h e s a m e e m u l s io n l a y e r a t 2 4 h a f t e r i

.

v

i n j e e t jo n o f “ 马
S

~ m e t ll io o in e (XE P o s u r e i n l o w t e m P e r a t u r e a n d d r y e o n d i t io n f o r 3 0 d
.

飞伍 s t a i R
,

8 X 1 0 0 )

1
.

L i v e r 2
.

K i d n c y 3
.

S P l e e n 4
.

L u n g 5
.

eH封
t 6

.

F e m u r 7
.

S k e le t a l m u s e le 8
.

心 r e b e l lu m

9
.

M i d b 跳 ; n 1 0
.

D ie n e e P h祖 o n 11
.

Q 比 b r
al e o rt e x

(3 ) 细 胞水平放射 自显 影定位 对肝
、

肾
、

脾和其他器官细胞的放射 自显影结果如下
。

1) 肝脏
。

观察到肝细胞对
”
喀一蛋氨酸的摄取速度很快

,

在
3 55一蛋氨酸摄入 2 h4 后

,

在肝

细胞内摄取该氨基酸的量即达高峰
,

此时可见在胞核和胞浆部位都呈现出浓集的径迹颗粒
,

且在细胞核中的蛋白质生物合成能力要比细胞浆中为高 (见图 3 )
。

图 3 机体摄入
“ 5

5
一
蛋氨酸 24 h阶段

,

呈高度

掺人肝细胞核和胞浆组织蛋白中的放射

自稚影象 (低温干燥曝光 3 0d
,

改良H
.

E

复染
,

1 义 8 0 0 )

F 19
.

3 A u t o r a d i
o g r a p h y o f ! i v e r a t 2 4 h o f t e r

1
.
v i n je e t i o n o f

“ 5
5
一
m e t h io n i n e

( E x p o s u r e

i n l o w t e m p e r a t u r e a n d d
r y e o n d亘t i o n f o r

3 0 d
,

卜I
.

E s t a in
。

S K 1 0O )

图 4 机体摄入
3 5

5
一
蛋氨酸后 2 4 h 阶段掺入肿组织

蛋白中的放射自显影象 (低温千燥曝光 30d
,

改良H
.

E复染
,

1 X S OO )

F 王9
.

4 uA t o r a d i o g r a p h y o f s P l e e n a t 2 4 h

a f t , i
.

v i n je e t i o n o f 各 ,

S 一 m e t h io n in e

(E
x P o s u r e in lo w t e m P e r a t u r e a n d d r y

e o n d it i o n f o r 3 0 d
,

H
.

E s t a i n
,

8 义 1 0 0 )
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图 5 机体摄入那 S一蛋氨酸后 2劲阶段掺入肾组织蛋白中的放射自显影象 `低温干燥曝光 3d0
,

改良

H
.

E复染
,

I X 8 00)

A
.

肾小球 刀
.

肾曲细管

F i g
.

5 nA t o r a d加 g ar p h y o f k i d n e y a t 2 4 h a r t e r i
.

v i n j
e c t i o n o f 3 5

5
一m e t h i o n in e ( xE p o s u r e

in l o w t e m P e ar t u r e a n d d r y e o n d i it o n f o r
3 0d

,

H
.

E s t a i n
,

8 X 100)

A
.

G fo 刃。 e r u 】e 刀
。

T u b u le名

图 6 机体摄入“ S一蛋氨酸后 24 h阶段掺入肺和脑组织蛋白中的放射 自显影象 (低温干燥曝光 3 o d,

改良H .E 复染
,

i x s o o)

A
.

肺泡 .B 大脑皮层灰质

F i g
.

6 nA t o r a d i o g r a p h y o f lu n g a n d b r a in a f t e r i
. v i n j e e t i o n o f

吕5
5
一 m e t h i o n i n e (E x p o s u r e

in OI w t e m P e r a t u r e a n d d r y e o n d i t io n f o r 3 0 d
,

H
.

E s t a i n
,

8 X 1 0 0 )

A
.

P u l m o

nar
y a l v e o l u s B

.

G ra y
,

m a t t e r o f e e r e b r a l e o r t e x

2) 脾脏
。

图 4 为机体摄入
3

唱一蛋氨酸后 2 h4 阶段的放射自显影象
。

可见脾脏组织细胞具

有较强的摄取
’想一蛋氨酸的能力

。

3 ) 肾脏
。

当 3 55 一蛋氨酸摄入机体 24 h 时
,

可见在肾小球和肾曲细管部位
,

都有高度浓集

的放射 自显影径迹呈现
,

如图 5 所示
。
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图 7 放射自显影观察大脑两半球中
,
份

一

蛋

氨酸的掺人 (低温干燥曝光 6。的

万 19
.

7 A u to r a d主o g ar hP y o r e er e b ar 工 h e m is p h e

幽
a t 3 0 n i i n a f t e r la t e r a l v e n t r i e l e i n je e t l o n

o f “ 5 5一 m e t h i o n i n e (E x p o s u r e i n l o w

t e m eP r a t u er a n d d r y e o n d i t
` 0 1 f o r 60 d )

4) 其它器官
。

机体在摄入
“
落一蛋 氨酸

后 2 4 h 的放射 自显影径迹表明
,

该氨基酸只

少量掺入到肺脏和脑 组织蛋 白中
`

(见图 6 )
。

同时观察到在心肌细胞和骨骼肌细胞组织蛋

白中
,

只有微量的
.喀“ 蛋氨酸掺入

。

2
.

侧脑室注入
.心一
班橄酸的脑脏摇水 平 和

细胞水平放射自显影

( l) 脏器 水平脑放射 自显影定位 通过

测微光度计对大脑两半球切片的放射自显影

进行定量观察其黑化程度川
,

发现在脑膜和

皮层灰质部位
、

在视丘下部放射自显影象的

黑化程度较高
,

表明在这些部位组织蛋白的

生物合成比较旺盛
,

从而有较多的
3 55 一蛋氨

酸的掺入 (见图 7 )
。

(2 ) 细胞水平脑放封 自显影定位 由图
一

8
·

可见
’

35 5一蛋氨酸主要掺入到端脑皮层灰质

中
,

而在白质的神经胶质细胞部位则较少
。

,

至于在脑干的某些部位
,
特别是在导水管和

周围灰质部位可坟见到有较 高密 度 的
“ 5

,

蛋氨酌烤入的放射自显影径迹
。

图 8 细胞水平放射自显影观蔡瑞脑皮层灰质部位 〔A)
、

脑干导水管 (B )及周围灰质部位` c)
各二

S
-

蛋氨酸掺入 (低温干爆曝光 . do
,

改良H
.

E复染
,

8 K I的)

刀 19
·

8
:

uA
t o ar d io g r a ph y d f 犷。丫 m a t t e r o f 。 e r e b r a 一叩雌。 x <初 m e o e解 e p h a ol n a

职
a e d u e t (B)

a耐 p e r i a q u a e d u e t o l g : 。 y m a t t e r ( e ) 。 t 3 om in 。 f t e r

益
e r应1 、 e n t r i e x。 i n se e t i而

。 f
` , `

s
一

m -e

t h i o n in e (歇p o s u r e i n lo w t e m p e r a t u r e a n d d r y e o n d i t i o n f o r 6 o d
,

捆
s t a饥

, `

色义 10 0 )

体内金臼质具有多种 特殊双能
,

三
、

讨 论

分布在各个细胞组分如细胞浆
,

胞核
、

胞膜及各种酶和
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染色体中
`” 。

由于体内蛋白质只有在其生成过程中才吸收示踪性必需氨基酸 (如本实验中选

用的
3 55一蛋氨酸 )

,

所以在实验中所看到的机体内蛋 白质摄取
’
喀一
蛋氨酸的过程

,

反 映了蛋白

质生物合成的程度
。

而了解机体中蛋 白质生物合成的情况对于探究体内的代谢动 态 过 程 极

为重要
。

我们用放射自显影通过预先注入体内蛋白质标记的专一前身物 ” S一蛋氨酸这个蛋白

质生物合成中必要的氨基酸
,
探究在各个不同器官组织中蛋白质生物合成的旺盛程度

。

由于本实验中采用 了如纯甲醇或戊二醛作组织固定
、

流水冲洗及酒精脱水等处理步骤
,

可以保证在器官组织中的游离态
3 5

冬蛋氛酸全部被洗脱
。

因而在放射 自显影象中呈现的径迹
,

都是掺入到蛋白质中的结合态
3 55 一

蛋氨酸
。

所 以
,

用定量放射自显影
` 10] 观察

.喀一蛋氨酸掺入

某个器官组织 蛋白中量的多少
,

实际上反映了该器官组织部位蛋白质生物合成的旺盛程度
。

为了避免在放射自显影象中出现人工的化学假象
,

有必要避免使用含有还原剂的固定液
,

因为它能够使 乳胶银盐还原而产生雾点 , 另外
,

由于含金属的固定液往往会产生人工本底
,

含氧化剂的固定液能导致银盐顺粒退色
,

均应避免使用
。
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