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改良低温包埋胶体金免疫电镜技术

孙 榆 蔡文琴 李 巍 邓晓林 李国荣
* (第三军医大学训练部 组织学与胚胎学教研室 )

近年来
,

胶体金方法广泛应用于生物学研究中
,

为确定抗原存在的部位提供了一种检测

手段
。

但在常规电镜制样操作过程中
,

因高温聚合等因素的影响
,

致抗原活性部份丧失
,

易导

致该法的失败
。

80 年代初
,

L o w icr y l K 4 M ( 以下简称 K 4 M ) 作为低温包埋剂 用 于 免疫 电

镜样品制备的包埋后染色 《 ` ) 。
K 4 M 是一种低粘度的包埋剂

,

可在低温 (
一

20 ℃ ) 下
,

由 紫外

线光照射聚 合
。

不需经加热等程序 《 ` 么 )
。

因此
,

既能较好地保存组织结构
,

又能较多 地保存

抗原活性
。

目前国内应用低温包埋胶体金免疫 电镜技术仅 限于病毒的定性观察
,

在组织学方

面尚未见有报导
。

我们应用 K 4 M包埋免疫电镜技 术 对 心肌细胞内心房颗粒的心钠素进行胶

体金标记定位
。

实验中对 K 4 M包埋方法 (3) 进行了改进
,

并对心 房 肌的常规电镜包埋和 K 4 M

低温包埋标 本的胶体金标记效果进行了比较
。

现介绍如下
。

I 方 法

取人心房肌约 1 m m “ ,

环氧树脂 6 18 包埋按本室常规电镜样品制备方法进行
。

K 4 M 包埋按下列 改良程

序进行
。

组织块固定于 Z a m b io n 氏液
, 4 ℃ , Z h ~ 4 h

。 。 .

I M P B S漂洗
,

除去黄色
。

于 4 ℃
,

在 30 % 乙醇 中

脱水3。二 in , 于
一

20 ℃
,

在 50 %
,

70 %
,

80 %
,

90 %
,

1 00 %
x Z 乙醇中各脱水50 m in

。

K 4 M 纯 包埋剂与

10 0% 乙醇按 1 : i 比例混合
,

于
一

20 ℃浸透 l h
,

然后移人 K 4 M纯 包埋剂与 100 % 乙醇按 2 : l 比例混合液中
,

于
一

20 ℃浸透过夜
,

最后于 K 4 M纯包埋剂 (
一

20 ℃ ) 浸透 24 h
。

将胶囊置于 自制的包埋架上放入紫 外线灯箱

(紫外线灯管 e w
,

波
一

长3 6 o n m一支 )
,

样品与照射源的距离约为 30
。 m

。

于
一

20 ℃
,

经紫外线照射聚合4 h8

后
,

移至室温继续聚合了Z h
。

在 包埋剂配方上
,

我们改用微量注射器抽取 勃日针头 ) :

交联剂 。 .

2 7 m l
一

单 体 1
.

7 3 m l

称取起动剂 1 0 m g

: 现工作单位
:
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4 7 2

切片厚度 07 n田左右
,

捞于无支持膜的镍网上
.

按 包埋后胶体金免疫 电 镜染色法进行 3 )
。

常规电镜包

埋的切片经 10 %过氧化氢 10 m i n ,

以增进树脂的穿透性
。

低温包埋的切片不需此步骤
。

切 片 置于 i % 牛 血

清白蛋白 ( B S A ) 10 m in
,

以封闭某些非特异性结合部位
。

心钠素杭 体 孵 育 37 ℃
,

Z h
。

然后移至 4 ℃过

夜
。

(其中环氧树脂 包埋组血清工作浓度为卜 5 0。 ,

K 4 M 包埋组血清工作 浓 度 为 l , 1。。0)
。

漂洗后置于胶

体金标记抗体 ( S P A I : 10) 中 1
.

h5
,

37 ℃
。

再漂洗后
,

醋酸铀 及 拘 栋酸铅染色分别为10 m in
,

12 m i n,

最后进行电镜观察
。

2 结 果 与 讨 论

本实验证明
:

( 1 ) K 4 M低温包埋组虽操作程序较环氧树脂组略嫌烦琐
,

但能 较 好地

保存抗原活性
。

在相同的实验条件下
,

所 需血清工作浓度低
,

心房颗粒士所附金颗粒明显多

于环氧树脂组
。

(附表
,

图 1
, 2 )

。

( 2 ) 本实验所 作系列改良
,

如以 微量注射器抽取包埋

图1 K 4 M 包理组 切 片

示心房颗拉上所附金颗粒 x 6 5。。。

附表 K 4 M 组与环氛树脂组心房颖拉 内含

金领粒数比较 ( 各随意计数 3 0个心

房颗拉 ) (牙士故 )

K 4M 包埋组 环氧树脂 包埋组 P

金颗粒数 2 6
.

5土 0
.

9 5 s
.

a士 0
.

2 1 < 0
.

0 1

图 2 环 乳树脂 包理组切 片

示心房颗粒上所附金颗粒 又 6。。。 0

剂代替称重包埋剂
; 以 价廉 的 Z a m b io

n
氏

液代替 昂贵的 P L P 液作固定剂
;
缩 短 脱 水

时间及改良聚合方法等
。

既缩短 了 操 作 时

间
,

又简化了操作程序
,

提高了实验效率
,

获得了较为满意的实验结果
,

可 供 推 广 应

用
。

(实验中
,

得到本室蒋文萍及微生物学教研室张雪
、

万泽生的大力协助
,

特此致谢
。
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