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定位及定量 电子探针微 区分 析 9 27
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图 3 心肌细胞 C aZ 卜

能谱分析示意图
,

其中 X 射线 电子

能量为 3
.
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峰
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3 讨论

目前 采用 整块 组织 或用有 机物 提取 的组织 作

C a “ + 测定
,

不能区分细胞内
、

外 C
a 艺

一

}
一 ,

因此测得心肌匀

浆 C a +2 含 量不 能 反映 心 肌 细 胞 内 C a Z +

的变 化
,

而

C a +2 在 细胞 内的分 布是高度 隔 室 化 的
,

形成数个 含

C a +2 浓度不同的 C a Z十 池川
。

本研究采用电子探针
,

检

测心肌细胞 内原位 C a Z+ ,

能反映在体时真实情况
,

灵

敏度高
,

且能对不同亚细胞结构进行检测
。
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1 固定液对沉淀的影响

由于饿酸对组织 的渗透 比戊二醛快
,

使得焦锑酸

盐的穿透率与饿酸保持一 致
,

在细胞 内与 C a Z+ 发 生沉

淀反应
,

实现原位定位困
。

目前使用较广的一种 C a 汁

沉淀方法是
:

前固定液由戊二醛和草酸钾组成
,

后固定

液使用饿酸
一

焦锑酸盐
,

结果甚为理想
。

而在室温下 固

定
,

沉淀分布易发生 改变
,

对 C a +2 而言
,

此时它的浓度

已几乎达到固定液 中焦锑酸盐溶解度的极限值
,

不再

生成沉淀
。

为防止这 一现象产生
,

我们采用低温固定
,

使细胞内阳离子堆积在膜受体位点上
,

以利于反应的

进行
。

固定时间的长短对沉淀颗粒直径的大小有一定

的影响
,

由于采用低温 固定
,

必然对反应速度有所抑

制
。

就饿酸
一

焦锑酸盐固定液而言
,

一般需 4 h 的固定

才能使之完全渗人细胞 内
。
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2 缓冲液对沉淀的影响

在焦锑酸盐组化技术 中以磷酸盐缓 冲液用得较为

普遍
,

就 C a z+

而言
,

磷酸盐缓 冲液的加入对单价离子

( N a + ,

K +) 的抑 制远 比 对双价离子大田
,

在某种程度

上提高了细胞 内 C a Z+ 沉淀反应的特异性
。

磷酸盐缓冲

液的浓度和 p H 对单价离 子的沉淀 反应亦有很大影

响
,

适合 C a汁 的 p H 为 7
.

4
。

不论是采用饿酸
一

焦锑酸

盐直接 固定
,

还是 以磷酸盐缓 冲液
一

戊二醛作前固定
,

饿酸
一

焦锑 酸盐作后 固定
,

在一定 的 p H 下
,

都可使细

胞 内被 束缚 的或是被 隔离 的 C a “ + 与焦锑酸盐在原位

进行反 应
,

生成沉淀
。
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3 电子探针微 区分析

运用 E D X 对沉淀离子进行显微分析
,

具有
:

①某

些离子沉淀很少
,

可运用显微分析显示其存在 ; ②焦锑

酸盐和 阳离子沉淀反应的非 特异性
,

可运用显微分析

对沉淀进行鉴别 ;③阳离子不总是以 同样 比例和焦锑

酸盐结合生成沉淀
,

可运用显微分析对 阳离子浓度进

行定量分析
。

参考文献

S u z u
k i S

,

S
u g i H

.

E v a l u a t i o n o
f t h e P y r o a n t im

o n a t e

m
e t h o d f

o r
d

e t e e t in g i n t r a e e ll u la r e a
l
e iu m lo e a li z a t io n i n

s m o o t h m
u s e

l
e

f ib
e r s b y t h

e
X

一 r a y m i e r o a n a ly s i s o
f

e r y o s e e -

t o n s
.

H is t o e
h

e m i , t r y
,
1 9 8 9 ; 9 2 ( 1 ) : 9 5

刘 国树
.

心肌不同 缺血阶段超微 结构改变 及 C
a “ +
分布特点

.

中华病理学杂志
,

1 9 9 4 ; 2 3 ( 2 )
:
1 1 5

窦 鸿
,

沙继 红
,

赵 麟等
.

烫伤早期 大鼠肾皮质细胞氧 自由

基
、

C
a Z十
细胞化 学 和 C

a “ + 一

M g Z

气A T P 酶活性 的变化
.

第 二

军医 大学学报
,

1 9 9 6 ; 1 7 ( 2 )
:

1 4 1

C l
a p a

m D E
.

C
a le i u

m
s i g n a

l l i
n g

.

C
e
l l

,
1 9 9 5 ; 5 0 ( 2 )

:
2 5 9

5 inr
s o n 1 A V

,

S P i e e r
5 5

.

S
e
l
e e t i

v e s u b e e l lu l
a r

l
o e a l iz a t io n

o
f

e a t io n s
.

W i t h
v a r ia n t s o f t h

e p o t a s s iu m ( p y r o ) a n t i
-

rn
o n a t e t e e

l
l n i ( a u e

.

J H i s t o e
h

e
m C y t o e

h
e m

,

1 9 7 5 ; 2 3 ( 8 )
:
5 7 5

(收稿
: 1 9 9 7

一
0 9

一
2 8 ;
修 回

:
1 9 9 8

一
0 6

一
0 3 )

(编 辑 冯 崇英 )

A m o d i r i e d m e t h o d o f s u b c e l l u l a r i n s i t u e a l c i u m 一o e a l i z a t i o n a n d q u a n t i
-

t a t i o n i n m y o c a r d i a l e e l l b y t h e X
一 r a y e l e e t r o n p r o b e m i c r o a n a l y s i s

’

C h i I
J u x ia n g

,

Y a n g Z o n g e h e n g
,

Z h a n g N i n g
,

C h e n X i w e i
,

I
子

1 A o ( R e s e a r e
h r n s t i t u t e 。

f B u r n s ,

s
o u t h w e s t H

o s p i t a l
,

T h i
r d M i lir

a r y U
n iv e r s i t y

,

C h o n g ( l in g
,

4 0 0 ( ) 3 8 )

A b s t r a e t

q u a n t 一t a t l o n
.

o b ie e t iv e :
I n s e a r e l飞 o

f t h
e

m
e t l飞o

d f
o r

d
e t e e t i n g s u

b
e e

l l
u l a r

M e th o a s :

M o d if i
e
d C

a Z 十 e y t o e h e
m

l 、 t r y t e e
h

n i (一u e w a 、 a
d

o p t e
d

; n s i t u e a
l
e iu m l

o e a
l i

z a t io n a n
d

a n
d f

o
l l

o w e
d b y th

e
X

一 r a y e
l
e e -

T h is p r o j e e t w a s s u

即
o r t e d b y t h e N :* t io n a l N a t u r a l S e ie n e e F o t , n

d
a t io n o

f C h in a ,

N o
.

3 9 2 9 0 7 0 0




