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大鼠脑内细胞色素氧化酶区域分布的特征
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提 要 本文使用 L ie t :
M P V 一 , 型显微分光光度计对细胞色素氧化酶在大鼠脑内不 同区域的分布进

行了组织化学研究和相对含量测定
.

结果表明
,

细胞色素氧化酶在脑内呈高活性和低活性两种分布区
。

高活

性分布区包括大脑皮质
、

纹状体灰质
、

丘脑和小脑皮质 (分子层 )等部位
;
拼胀体

、

纹状体白质
、

海马和小脑白质

等部位为低活性分布区
,
两种酶活性分布区间的细胞色素氧化酶分布有显著差异 ( P < 。

.

肚 二
。

此外
.

根据对

细胞色家氧化酶染色的阳性反应程度
,

小脑皮质顺拉层也可分为细胞色素氧化酶富含区 ( C T O R A )和细胞色

素氧化酶贫含区 ( C T O P A )
,

两种区域间细胞色紊氧化酶 含量差异显著 ( P < 0
.

0 1 )
,

前者显著高于后者
.

本文

结合氰化物中毒讨论了脑组织不同部位 C N
一

的敏感性同脑内细胞色素氧化醉活性分布的关系
.

关键词 显徽分光光度计
’

; 细胞色家氧化酶类
.
脑

,
组织化学 ;氛化物类

中图法分类号 Q 5 5 4
.
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细胞 色素氧化酶 ( C T O )是线粒体呼吸链 电子传

递系统的终末酶
,

在有氧氧化代谢中发挥着重要作用
。

氰化物 中毒时
,

C N
一

选择性地积聚于中枢神经系统
,

使

该酶受到强烈抑制
,

是导致中枢神经 系统功能紊乱和

致死性的主要机制之一
` ,

,

2 , 。

因此
,

了解该酶在脑内不

同区域分布的特征
,

对于进一步研究生理条件下脑组

织各部位的代谢特点
,

以及氰化物中毒时中枢神经系

统机能
、

代谢和形态改变的机制
,

具有一定的理论和实

践意义
。

l 材料与方法

1
.

1 材料

健康雄性 w ist ar 品系大鼠 9 只
.

体重 2 00 ~ 3 00 9
,

随机取

6 只和 3 只分作 2 组
。

6 只组为细胞色素氧化酶测定组
,

3 只组

为苏木精一伊红 ( H E )染色对照组
。

动物于实验前 1周在室温

18 ~ 24 ℃条件下
,

给予一般饲料喂养
,

饮水自由
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 细胞色素氧化酶染色切片制备
:

动物用 1肠戊 巴 比妥钠

( 50 m g / k g
,

i
.

p )麻醉后
,

断头活杀取脑
.

在大脑前
、

中 1 3/ 交界

处的冠状面上
,

切取 0
.

5
c m 厚脑片

,

迅速置入美国 A O 公司

Cr yo 一 c u t , 型恒冷切片机的恒冷箱内。 20 ℃ )
,

切制 5 尸m 厚

冰冻切片
,

D A B 法孵育” , ,
4写甲醛固定

,

所制切片置暗盒内保

存备测
。

1
.

2
.

2 H E 常规染色切片制备
:

上述方法将动物麻醉平稳后
,

固定动物于实验台上
,

剪开左侧胸腔
,

从左心室插入灌注针头

至主动脉处
.

右心房开 口
。

先 以生理盐水迅速冲洗血管内血液
,

再用 3 % 戊二醛灌注固定脑组织 20 m in
。

断头取脑
.

10 % 中性福

尔马林中固定 3 周
.

于恒冷切片的相应部位取材
,

石蜡包埋
.

H E 染色
,

以供与细胞色素氧化酶染色切片结构比较对照
。

1
·

.2 3 L iet
z

M P v 一 . 型显微分光光度计测定

1
.

2
.

3
.

1 测量方法及条件
:

用波谱扫描法以大脑皮质 (预顶

叶 )为代表测定 18 0 个区域 (6 只动物 x Z 张切片 x 15 个区域 )
,

求出细胞色素氧化酶样本的最大吸收波长约为 48 0 n m
,

这同

文献记载一致
`” .

以此波长作为吸光率测定时的单色光波长
。

全部细胞色素氧化酶切片样本的吸光率测量均选用镜扫

描的方式进行
。

测量照明电流 S A
,

光电倍增管电压 l 0 0 0 V
,

扫

描光栅 。
.

05 档
,

照明光栅开至最大
,

扫描范围 15
n

m X 巧
n

m
,

显微镜放大 10 丫 63 倍
。

1
.

2
.

3
.

2 样本测定及测定数量
:

在显微分光光度计的显徽镜

下
.

与 H E 染色切 片结构 相对照
,

就细胞色素氧化酶染色所能

显示的结构进行区域扫描测定
.

每个部位测定的样本点为 1 5 0

个 (6 只动物 x 2 5 个样本点 x 每 1个部位 )
.

测定结果显示于与 M P v 一 l 型 显微分光光度计相连的徽

机终端显示器上
.

并存入磁盘待用
.

1
.

2
.

3
.

3 统计学处理
:

将测定数据在苹果 . 型微机上
,

用单因

素方差分析和 t 检验程序 ( P D A 一 2) 进行统计学处理
。

2 结果

2
.

1 光镜观察所见

于细胞色素氧化酶测定组切片中见该酶活性部位呈棕黄

色颗粒沉淀状
.

活性部位的细胞之间界限不清
,

但在海马及小

脑皮质颗粒层等部位
.

由于细胞色素氧化酶活性分布的差异悬

殊
,

尚隐约可见部分细胞核轮廓存在 (图 1 )
.

大脑皮质区
、

纹状

体灰质
、

丘脑
、

小脑皮质 (分子层 )等部位酶活性较高
,

醉顺粒丰

富
;
脱服体

、

纹状体白质
、

海马及小脑白质等部位酶呈低活性分

布 (图 2
.

3 )
.

此外
.

在小脑皮质颗拉层
.

部分区域酶含量丰富
,

酶

颗 粒致密
,

我们称之 为细胞色紊氧化酶富含区 ( C y t oc 卜or m
e

o x id
a s e r ic h 一 c o n t a i n e d a r e a ,

C T O R A ) ;
部分区域NIJ 醉顺粒稀

疏
、

染 色浅淡
,

我们称之 为细胞色素氧化酶贫含 区 ( C yt oc hr
o m e

o x id
a s e p o o ,」y 一 c o , , , a i n e

d
a r e a ,

c T 0 p A )
,

如前所述
,

后者中

可见到许多细胞核轮廓 ( 图 4 )
.
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由表中平均总吸光率和平均 吸光率两项指标所列的数据
,

可以明显看出
:

( l) 脑内细胞色家氧化酶 活性在不 同区域具有

不 同的分 布
,

酶活性 由高 到 低 依 次 为
:

小 脑 皮 质颗 粒 层

C T O R A
、

纹状体灰质
、

大脑皮质
、

小脑皮质分子层
、

丘脑
、

纹状

体白质
、

小脑皮质顺粒层 C T O P A
、

海马
、

拼胀体
、

小脑白质
.

( 2)

大脑皮质
、

纹状体灰质
、

丘脑
、

小脑皮质分子层
、

小脑皮质颗粒

层 C T O R A 酶活性分布较高
;
拼股体

、

纹状体白质
、

海马
、

小脑

白质
、

小脑皮质颗粒层 C T O P A 酶 活性分布较低
.

两群体间任

意两部位的酶 活性分布值和两 总体间的平均酶活性分布值
.

差

异非常显著 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

这提示
,

细胞色素氧化酶在脑内可分

为高活性和低活性两种分布区
。

以高活性分布区的平均酶活性

值为 10 0 %计算
.

低活性分布 区的平均酶活性值仅为高活性分

布区的 50
.

5 % (表 2)
。

( 3) 显微分光光度计的测定结果
,

同光镜

下的观察结果相一致
.

表 2 脑内细胞色紊氧化酶两种分布区的相对吸光率
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3 讨论

本文采用酶组织化学技术与显微分光光度计相结

合的方法
,

对细胞 色素氧化酶在脑组织 内各部位的分

布进行了定量分析
。

本实验采用的 D A B 法染色
,

主要

显示细胞色素氧化酶的活性部位
,

因此
,

除小脑颗粒细

胞层及海马等处能显示部分细胞核轮廓外
,

大部分 区

域难以分清细胞界限
。

鉴于复染可能会影响测试结果
,

故在显微分光光度计测定时
,

采用了区域扫描的方法
。

一般认为
.

细胞 色素氧化酶参与核酸磷酸化和氧化磷

酸化
,

分布于细胞核和线粒体内
,

以线粒体分布最为丰

富
,

其活性与组织 内线粒体含量呈正相关
“ ’ 。

由此推

论
,

本实验所选 用的测定扫描小区
,

实际上是包含了具

有一定量线粒体分布的脑组织内细胞体及其突起的成

份 ; 由于脑内线粒体的分布在各个不同区域可能存在

着不同
,

必然会导致酶活性 的分布在各个区域间有高
、

低差异
。

我们的实验结果表明
,

在脑组织内确实存在着

这种差异
。

大脑皮质
、

纹状体灰质
、

丘脑
、

小脑皮质分子

层等部位
,

中枢神经 系统的功能 活动颇为活跃
,

线粒体

含量丰富
,

细胞色素氧化酶呈高活性分布
; 而脑内白质

部分
,

功能活动相对不活跃
,

线粒体含量相对较少
,

细

胞 色素氧化酶呈低活性分布
。

因此
,

根据实验结果
,

我

们将细胞 色素氧化酶在脑内的分布分为高活性和低活

性两种分布区
。

这一分类以酶的亚细胞分布为基础
,

和

中枢神经系统功能状态相吻 合
,

对研究氰化物 中毒时

中枢神经系统机能
、

代谢
、

形态的改变及其发生机制
,

具有一定的理论和实际意义
。

氰化物 中毒后
,

脑内各种部位的病变程度有所不

同
。

以往的大量研究表明
,

氰化物具有高度选择性地损

伤白质的倾向
“

·

5 ’
.

脱肌体对其尤为敏感
。

不少作者认

为
,

氰化物对大脑白质的选择性损伤作用
,

主要在于该

部位细胞色素氧化酶含量低下
。

本实验结果与此种论

点相一致
。

这样
,

细胞 色素氧化酶就构成了白质部分有

氧代谢的
“

狭颈
”

环节
,

较其他区域更容易被氰化物阻



3 0 第三军医大学学报 第 16 卷

断而造成损伤
.

我们认为
,

尽管影响氰化物损伤的发生

和分布的原因是多方面的
,

上述推论具有一定道理
。

一般认为
,

小脑皮质颗粒层主要 由颗粒细胞
、

高尔

基细胞和小脑小球组成
,

高尔基细胞分布于颗粒层浅

部
,

数 目较少
; 因而颗粒细胞和小脑小球构成了颗粒细

胞层的优势成份
“ , ,

这是基于 H E 染色下的观察结果
.

有关细胞 色素氧化酶染色后颗粒层的形态表现
,

目前

尚未见有人描述
。

本实验观察发现
,

根据对细胞色素氧

化酶染色阳性反应的程度
,

颗粒细胞层可分为细胞 色

素氧化酶富含区 ( C T O R A )和细胞色素氧化酶贫含 区

( C T O P A )
,

后者可见大量细胞核轮廓
.

鉴于细胞色素

氧化酶的亚细胞分布特点和我们的观察结果
,

C T O P A

可能为颗粒细胞所构成
,

这是因为该细胞胞浆较为贫

乏所致 ; 而 小脑小球存在有丰富 的线粒体
.

这 可能是

C T O R A 形成的主要原因
。
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