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一 N一乙酰葡萄糖胺酶组织化学改 良法在 胃癌 

中图分类号 R446．8 

诊断中的应用 

病理学教研室 莲 茎 堕垫林-R13 ．zo 

为探讨水解酶的活性与癌细胞的浸润关 

系而采用 THayashi~示B—N一乙酰葡萄糖 

胺酶的酶组织化学法，在实验过程 中对原法 

的孵育液的PH值及孵育时间稍作改疆后，应 

用于 胃癌科研组织切片染色上 ，取得 了稳定 

和满意的结果。 

材料与方法 

外科切除的胃癌标本50侧．其中粘液细胞癌10 

例，管状腺癌(以高分化为主)is~J，低分化腺癌12例， 

未分化癌10侧．所有的标本都新鲜取材，恒冷切片． 

用改良的Hayashi偶氯偶联法染色． 

1、孵育液的配制 

(1)萘酚AS—BI一 一N一乙酰葡萄糖胺3rag溶于 

0．3ml的乙二醇单甲醚中(原法甩二 甲基甲酰胺)我们 

则认为乙二醇单甲醚溶解底物的效果更佳。 

f2)缓冲六偶氨对品红液 

a．亢偶氮对品红液 

盐酸对品红 (P-rosaniline hydrochloride) 

100mg加入0，5ml浓盐酸，用玻棒调成糊状后再加入 

2ml蒸馏水，搅拌溶解后过滤，过滤液取0．3ml 

@4 亚硝酸钠液0．3mll~用前将两液混合， 

(④@两液可预先制备，临用时根据需要等量混合) 

b．0．1M柠檬酸缓冲液PH5 5ml 

， H6· 

c．重蒸馏水 5ml 

将上述a b c--液混合后用IN的NaOH调PH至 

4．8，然后将底物液(1)与其混合后稍停过滤待用。(原 

法认为 一N一乙酰葡萄塘胺酶的最适PH为4_5之间， 

为了找出最佳的染色所需 的PH，我们分成四个实验 

组染 色：即PH各为4，4．5，4．8及5。比较结果以PH4．8 

实验组孵育45mim染色效果最佳，背景清晰 酶定位 

准确，无弥散，当PH小于4．8时，显色较差，有时甚至 

不着色，而PH大于4．8时，则需延长孵育时间，易引 

起酶扩散)。 

2、操作步骤 

(1)新鲜组织恒冷切)~8--10#m．将其贴附于24 

×24mm的盖玻片上晾干或拎风吹干后，10％中性甲 

醛冷固定1min(一4℃) 

(2)进入新鲜配制的孵育液中37℃孵45rain(原 

法认为在37℃中孵育30rain至2h，为了取得稳定的染 

色效果．我们在孵育时间上分了五个实验组，各为30 

min 45rain、60min、90rain、120min比较结果 以 

45min组染色效果最佳最为稳定。少于45rain染色显 

淡，多于45min~U61起酶扩散，影响定位．) 

f3)蒸馏水洗后，2 甲基绿染胞核5rain 

(4)蒸馏水洗晾干，DPX封固 

3，染色结果 

N一乙酰葡萄塘胺酶阳性反应呈红色，粘液细 

胞癌胞浆呈淡红色或红色，间质中大噬细胞呈桃红 

色，高分化膝癌为阴性f{旦腔内分蟛物为阳性)。部1I=} 

低分化腺癌在不完全腺腔缘呈红色线状分布． 
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讨 论 

F—N一乙酰葡萄糖胺酶( 一N—AG)是溶酶 

体释放的水解酶之一，它最初在内质网内合 

成，故在上述两种细胞器内均呈阳性，该酶分 

解B—N一乙酰氨基葡萄糖的胺基糖苷键，其反 

应如下：2一乙酰氨基一2一脱氧口一D一吡喃葡萄 

糖苷 +H。O=N一乙酰葡萄糖胺 +配基，亦可 

催化寡糖分子末端的 —N一乙酰半乳糖苷水 

解，fi-N-~酰葡萄糖胺酶活性高低亦反应了 

溶酶体的活跃状态，从本实验的组织化学反 

应结果，显示 胃粘液细胞癌的 —N一乙酰葡萄 

糖胺酶的活性较管状腺癌为高，由于人体结 

缔组织中蛋白多糖含有 —N一乙酰葡萄糖胺 

及寡糖分子末端的 -N一乙酰半乳糖胺结构， 

故该酶可水解上述化合物，从而破坏结缔组 

织网状屏障，而有利于癌细胞浸润。 

本实验采用有实用价值的萘酚AS- 
一 BI—F—N一乙酰葡萄糖胺作为 —N一乙酰葡萄 

糖胺酶的底物，选择酶组化中效果较好的六 

偶氮对品红为偶联剂配制孵育液，通过不同 

实验组的多次实验，在原法基础上找到最佳 

效果的pH和孵育时问，从而保证了染色的稳 

定性和可靠性。胃癌恒冷组织切片经其偶氮 

偶联反应后，形成无定形或小结晶产物，在切 

片上显示出口一N一乙酰葡萄糖胺酶在细胞内 

的定位。 

一 N一乙酰葡萄糖胺酶组织化学改 良法， 

也可用于肠癌、乳癌及其它浸润癌的恒冷组 

织切片中研究应用。 

采用萘酚AS衍生物较其它底物水解快， 

与六偶氮对品红偶联，可显示最好的定位，但 

由于它不能以稳定的盐长期保存，必须临用 

前配制。 

该酶组织化学方法 操作简便 易于同行 

掌握应用。 
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增加。故 《临床化学诊断方法太全》认为缩 

短反应时间可以提高Bc测定的特异性。 

温度主要影响1分钟的Bc测定 ，所以如采 

用1分钟反应时间应统一温度。并严格控制温 

度与时间。 
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