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肺泡表面活性物质的电镜组化染色

刘大维 赵 敏 王正国 (野战外科研究所 )

肺泡表面活性物质 ( P u lm ona ryS u r fa c ta n t) 是由肺泡 亚型上皮细胞分泌 的 i种脂蛋

白
,

其主要功能是维持肺泡稳定
,

调节肺顺应性 以及防止肺毛细 血 管 内体 液 渗 出 至肺泡

内 ( ’ 》 ,

目 前 对肺泡表面活性物质的研究 日益深入
,

其超微结构的研究受到了人们的重视 (2) (3)

.()
。

但 国 内这 方面的工作开展得较少
,

西南地 区则来见报道
。

我们 根 据st ar t ot 。
L

u ft 等人

的方法 (3) (4) 加以修改
,

摸索了进行肺泡表面活性物质染色的较为稳定可靠的方法
,

现 简要

报告如下
:

1 材 料 和 方 法

1
.

1 固 定液的配 制

1
.

1
.

1 前固定液
: a

.

4
.

s m g钉红 / m l

b
.

o
.

1 5 m o l / L的二甲肿酸钠 ( p H 7
.

3 )

c .

9 %戊二醛

将 a 、

b
、 。 3种液体储存于 4 ℃冰箱中备用

,

临用时按 1 . 1 : 1的比例配制混匀即可
。

此 固 定 液 的 p H 为

7
.

2~ 7
.

4
,

渗透压为3 5 0 m m o l / L左右
。

1
.

1
.

2 后固定液
: a .

4
.

s m g钉红 / m l

b
.

o
.

3 m o l / L二甲肿酸钠 ( P H 7
.

2~ 7
.

3 )

。 .

3 %锹酸 (临用时配制 )

将
a 、

b
、 c 3 种溶液储存于 4 ℃冰箱中备用

,

需用时按 1 , 1 : 1的 比例配制混匀即可
。

1
.

2 取材
、

前 固定

正常家犬活杀后
,

迅速取出 2 m m x Z m m x 4 m m的组织
,

立即役入蜡板上的冷固定液中
,

然 后用双

刃刀片
,

将组织 切成 1 m m $的小块
,

用镊子轻轻挟入盛有 2 m l~ 3 m l冷固定液的青霉素瓶中进行前固定
,

并将小瓶放入真空泵中
,

抽真空
,

以排除组织内残留气体
,

待组织块升至液面并再次沉底 时
,

即可取出
。

置 4 ℃冰箱中 3 h
。

1
。

3 后 固定

用。 .

15 m ol / L的二甲砷酸钠缓冲液
,

将固定好的组织冲洗 3 次共 10 m i n
,

然后放入后固定 液 置 4 ℃冰

箱中 Z h ~ 4 h
,

用。 .

15 m ol / L的二甲肺酸钠缓冲液冲洗 l 次~ 2 次
。

1
.

4 常规脱水
、

包理
、

切 片
、

染色

经后固定及冲洗后的标本逐级丙酮脱水
,

环氧树脂6 18 包埋
,

切成超薄切片
,

醋酸铀
、

柠檬酸铅染色
,

H
一
2。。。透射电镜观察

。

2 结 果

经上述方法处理的肺组织
,

电镜下可见肺泡腔中内衬连续的表面活性物质 (图 1 )
。

高 倍 观察
,

可见

这一表面活性物质层由肺泡到肺泡 I 型上皮细胞可大致分为呈绒毛状的游离缘
,

再向下为电子 密度较高的

界面层
,

这一层较宽
,

与 I 型
_

卜皮相邻则为电子密度较低的
“
下相

” (图 2 )
。

按常规方法取 材 固定
,

朱

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1991. 02. 019



16 3

图 1经 钉红 一 械酸复合染 色的肺组 织

A示肺饱腔
,

P M N示肺饱毛细血管内白细

胞
。

可见血气屏障肺泡腔面电子密度增高

的表面活性物质层
。

( x 1 0 0 0 0 )

图 2 高倍放 大
,

可 见染 色的表

面 活 性物质层 电子 密度增

高 (
“
) ( x 1 5 0 0 0 0 )

未经 染色的 肺组 织
,

未兄表面 活
咒图

进行钉红
一

锹酸复合染色的肺组织
,

肺泡表面无此

种电子密度较高的结构 (图 3 )
。

除肺泡表面活性

物质层染色外
,

肺饱 I 型上皮内的板层体并未见有

电子密度增高现象
。

为检验该方法的重复性
,

分别

选用了来自 4 个动物的肺脏
,

分 4 批用相同的染液

染色
。

结果显示绝大部分肺泡表面均可见到电子密

度高的表面活性物质层
。

各批组织间差异不大
。

讨 论
性物质层

。

( x 4 0 0 0 0 )

3
.

1 染 色的原理 (3, ` )钉红主要 与粘多糖成分反应
,

形成沉积物
,

构成染色后所形成 的
“
下

相
” 。

俄酸与表面活性物质层的双胞卵磷脂反应而增加电子密度
,

同时饿酸被结合在组织 上

的钉红还原而分解成俄黑
。

本实验结果表明
:

通过这一方法染色可以清楚地显示肺泡表面活

性物质层 ( 图 1
、

2 )
。

tS 血 t ot n
等 (’) 的前固定液不含钉红

,

染色是在后 固定 过 程 中引入

的
。

表面活性物质层 的固定是一个较为困难的问题
,

常规固定
,

染色的肺组织切片上不能见

到表面活性物质层
。

在前固定过程中引入钉红
,

可 以使钉红与粘多糖成分尽早形成沉积物
,

待后固定过程中的俄酸进入组织
,

则很容易形成锹黑
,

有助于早期保存表面活性物质层
。

钉红分子较大
,

固定液未触及的地方则钉红分子不能与表面活性物质层接触并反应
。

我

们在取材并放入前固定液后
,

即放入真空泵中抽出肺组织中残留气体
,

以便钉红能更好地与

肺泡表面活性物质层接触并发生反应
。

染色效果更好
。

保证切片上的肺泡内表面基本上均可

见到表面活性物质层
。

3
.

2 染色友 固定的具体 注意事项

3
.

2
.

1 固定液
a 、

b ; c
液的配制应在用前 24 h内配制

,

越新鲜越好
。

并置于 4 ℃冰箱中 储存

备用
。

用时按 1 : l , l 的比例混合
,

效果较好
。

储存较久的液体或混合后储存 了一段 时 间再用

的液体染色效果较差
。

特别是后固定液更是如此
。

l

…l

…
、...口..皿
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3
.

2
.

2 根据二医大内部资料
,

前固定时间一般选 3 h
,

但从我们的实验结 果来 看
,

前固

定从 3 h到 14 h内的染色效果差别不大
。

3
.

2
。

3 如果标本除染色显示肺泡表面活性物质层外
,

还需进行立体计量学研究等
,

则应

控制固定液
,

特别是前固定液的渗透压 (5)
。

本文的配方满足了这一要求
,

渗透 压一般在 3 50

nI ln ol / L左右
。

3
.

2
.

4 选用进 口钉红
,

可溶性好
,

杂质少
,

染色效果较好
,

_

巨易于调整 固 定 液 的渗透

压
。

如用国产试剂
,

则应仔细研磨
,

溶解钉红并过滤
。

本实验采用的是德国产钉红 ( R ut h e -

n i u m r e d ) R u Z

( O H )
:
C

。 ; ·

7N H
3 ·

3 H
:
0

。
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一种新的创伤模型的致伤方法

万 茂 刘荫秋 李曙光 蒋苏平 王大田 (野战外科研究所 )

在过去的创伤研究中
,

已建立了多种实验模型
。

然而
,

这些创伤模型主要的缺点是
,

致

伤能量传递差异大
,

难以测量和标准化
,

不易相互比较
。

为此
,

我们试图建立 1 个适用的创

伤实验模型 以供深入探讨创伤后机体各种不同的病理
、

生理变化
。

1 创伤棋型的龙立

1
.

1 小型点爆源的制作
:

研制 了 1 种 ,.J 型 纸

质点爆源 (附图 )
,

长 25 m口
,

直径 6 m m
。

装 填

火药为斯锑酚酸铅 ( T H P C )
,

药量
、

药型可根据

需要调整
。

点爆源外涂防水胶
,

连接电引火头
,

用

昔通干电池即可引爆
。

爆炸时能量释放 按 下 式 计

算
:

E 二 4
。
1 8 6 8 M

.

Q r

附 图

E为爆炸所释放的能量 (j ) , M为火药质量 g( ) , Q r 为爆热 ( k a/ g)
,

型纸质
.

汽爆源

指单位质量的火药爆炸所释

放的热且
。

T H P C的爆热为2 00 k “ /自 按上式可计算出不同装药量的点爆源所释放的能量 (表 1 )
。


