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3 讨论

流动相 中离子对试 剂与甲醇的浓度对单

胺类物质的保留时间影响很大
。

在本色谱分析

条件下 (l m m ol /L 离子对试剂
、

7
.

6 % 甲醇
、

4
.

4 % 乙睛 )
,

6 种生物胺及其代谢产物得到很

好分离
,

各物质的保留时间与国内外报道的数

据很相近
` ,

·
召 , 。

如果增加流动相中甲醇的浓度
,

减少乙睛的浓度
,

则各化合物的保留时间都有

不同程度的减少
,

而增加流动相中离子对试剂

浓度
,

各化合物的保留时间则有所增加
,

但这

些改变不影响各化合物的出峰顺序
。

本实验中采用磷酸调 p H
,

避免了使用过

酸 (如 H C I ) 或过 碱 (如 N a O H ) 物质来调 p H
,

这有利于系统及柱的保护
。
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呼吸窘迫综合征 ( R D )S 肺脏常规病理观

察
,

已有不少文献报道
,

但对肺泡上皮和毛细

血管内皮细胞连接改变的研究报道 尚少
,

我们

将电镜冷冻蚀刻方法应用于该研究中
,

取得了

较为满意的结果
,

并从中总结 出几点体会
。

1 材料与方法

健康成年家兔 16 只
,

经麻醉后
,

随 机分为 2 组
:

( l )改 良的兔骨髓型 R D S 致伤组 ( n 二 1 0 ) ; ( 2 )生理

盐水对照组 ( n 二 6 )
。

伤后 6 h 放血活杀
,

取大小约

sm m x 1 o m m x Zm m 的一块肺组织
,

放入 2
.

5%戊二

醛固定液 (0
.

2m ol / L 二甲肿酸钠缓冲液配制 )
,

迅速

修成约 l m m x l m m x 3m m 的组织条
,

真空泵抽气
,

使

肺组织块下沉
.

置 4℃冰箱过夜
。

经 0
.

Zm ol /L 二甲肿

酸钠缓冲液清洗 3 ~ 5 次后
,

放入 30 环甘油生理盐水

中浸泡 8~ 24 h
,

以增强样品的防冻性能
.

再经修整
,

放入样品杯内
,

在液氮中快速冷冻
,

用日本 E IK O 技

术公司制造的 F仆 3 型真空冷冻制样装 t 进行冷冻断

裂
、

蚀刻和镀膜
.

将带有铂
一

碳复型膜的样品取出
,

放

入 4D 纬铬酸腐蚀液中
,
3
0nr in 左右祥品与复型膜完全

分离
,

用双蒸水仔细清洗复型膜 3~ 4 次
,

捞取复型膜

于不加支持膜的 200 目铜网上
,

待干燥后
,

在日立 H
-

30 0 型电镜下观察肺泡上皮和肺泡毛细血管内皮细

胞的紧密连接 ( T J )
.

2 结果

电镜观察可见盐水组的肺泡上皮细胞连接紧密
,

PF 面 (胞浆面 )的索条丰富
,

粗细均匀
,

连续性好
,

相

互交织成网 (图 1 )
。

肺泡毛细血管内皮的 T J多由两

排大小均匀
、

排列规则的连续颗粒组成
.

致伤组肺泡
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上皮 TJ的索条数目明显减少
,

排列紊乱
,

结构松散不
,

能交织成网 (图 2)
.

有的索条连续性突然中断
,

游离

终端增多
。

肺泡毛细血管内皮 T J 颗粒大小不均
.

排列

不规则
.

可见节段性颗 粒缺如
,

使连续排列的颗粒出

现突然离断现象
。

歇场ō爆淤

图 1 生理盐水对照组肺泡上皮细胞紧密连接 ( T J )
,
P F 面索条丰富

,

交织成网

图 2 RDS 组肺泡上皮细胞紧密连接 ( T J )
,

P万面索条减少
,

离断 ( 个)
,

结构松散

沐 2 0 0 0 0

丫 4 0 0 0 ( )

体会

在进行肺的冷冻蚀刻制样时
,

我们体会应

注意以下几点
:

①标本新鲜
,

固定良好
。

各种固

定液应临时配制
,

置 4℃冰箱待用
。

固定时应

及时抽出肺泡内的气体
。

样品装入样品杯前应

认真修整
,

大小适中
,

力争在 1~ 25
内用液氮

冷却到
一

1 9 6℃
,

以避免冰晶形成
。

②严格控制

仪器真空度和环境温湿度
,

这是冷冻蚀刻复型

法成败的关键 条件之一
。

根据我们反复摸索
,

认为在整个操作过程中
,

仪器真空度应优于 5

火 10 一 ’

毛
,

室温 18 ~ 20 ℃
,

湿度 < 60 %
。

这祥所

得到的图像立体感强
,

反差 良好
,

污染少
,

喷

镀颗粒细
,

能充分显示细胞不同层次的微细结

构
。

③腐蚀液的选择
:

将复型膜从组织上分离

下来
,

是整个蚀刻制样程序中最后一步
,

也是

获得 良好结果的关键步骤
。

我们曾用次氯酸钠

腐蚀液
,

并加入 0
.

1%胰蛋 白酶进行 细胞消

化
` ’ ) ,

但效果不佳
。

一是复型膜易破碎
,

污染严

重
;

二是组织被 腐蚀 后遗 留
一

F的白色絮状物

长时间不能完全脱离 夏型膜
。

其原因可能与次

氯酸钠溶液性质十分 活跃
。

在空气中极不稳

定
,

易分解失效有关
。

改用 切 % 的洛酸液后
,

3 0m in 左 右组织被初底 腐蚀
,

夏 型膜干 净完

整
,

组织结构良好
。

铬酸等酸性腐蚀液用于植

物等难腐蚀的标不
` 2

、 ,

衬们用于肺组织的冷冻

蚀刻制样
.

效果满意
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