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定量观察大鼠肺泡上皮细胞及毛细血管内皮细胞紧密连接

冷冻蚀刻的形态学差异

朱国标 王正国 王声文 (野战外科研究所 )

提 要 应用冷冻蚀刻电镜技术对正常大鼠的肺泡上皮细胞及毛细血管内皮细胞的紧密 连 接

进行 了形态测量
。

结果显示两者在 (1 ) 索条数 ( 4
.

54士1
.

8 6
,

2
.

64 士。 .

67 根 ) , ( 2 ) 紧密连

接宽度 ( 0
.

3 9 9士 0
.

2 6 5
,

0
.

1 7 5士。 。

0 77卜 ) , ( s )紧密连接面 积 ( o
。

3 5 3士。 ,

3 5
,

o
,

1 1士。 。
0 9 8卜么 ) ,

( 理 ) 索条总长 ( 3
.

9 7士 3
.

5
,

1
.

47 士。 .

9” 助 及 ( 5 ) 索条形态和紧密连接构成方式 有非 常 显

著的差异
。

文中对上述两者间差异的功能意义作了讨论
。
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肺泡上皮细胞与毛细血管内皮细胞紧密

连接 ( T i g h t J u n e t i o n ,
T J ) 的功能及 形态

学差异 已为一些研究所证实 ( ’ 一通 ) ,

但以往的

研究多侧重于形态学的描述
,

形态测量资料

较少
。

本实验 旨在应用冷冻蚀刻图像的形态

测量技术
,

阐明肺 泡上皮细胞及毛细血管内

皮细胞 T J的结构特征及两者间的差异程度
。

材 料 与 方 法

12 只体重为 150 ~ 2 0 0 9成年健康雌性 大 鼠以 5

m g / 1 0 0 9体重戊巴比妥钠腹腔注射麻醉
。

开胸 经肺

动脉以 3%戊二醛 / 0
.

l m ol / L 二甲砷酸钠 缓冲液灌

注固定 1 5~ 3 0m i n ( 灌注压力低于 e
.

6 7 k P a )
。

切

取部分肺组织作光镜及电镜标本
,
以确定肺有无病

变
。

另切取一些 2 m m 大小的组织条作冷冻蚀刻样

本
。

标本以 30 %甘油生理盐水抗冻 h8
,

在液氮内完

成冷冻
,

用H U S
一

SG B型真空镀膜仪的冷冻蚀 刻附

件进行冷冻蚀刻复型制样
, J E M

一
I OOS X 型 电镜观

察
,

以 x 2 5 0 0 0或 x 5 0 0 0 0拍摄 T J 结 构
,

分别以

0
.

5c 。及 cI m方格网重合于 T J长轴洗印照 片
,

这样

照片上均覆盖有边长为 。 .

2卜的方格 (图1 , 2) ` .) ` , ’ 。

然后参照 Y o n e d a( e) 及郑 富盛 (7) 的方法采集数据
。

以每根与 T J长轴相垂直的方格线部作为数 据采集

点
。

例如 T J索条或钱沟在这条线上有五个交点 (不

相交不算 )
,

即为五根索条
,

然后将所得到数据和

与方格线数相除得出T J平均索条数
。

T J 参数
: ( 1 ) 索条数 (根 ) :

在每根 垂直

于 T J长轴的方格线上计算索条或浅沟数
,

然后将得

出的数据和与方格线数相除
,

得到平均索条数 , (2 )

T J宽度 (时
:

在每条垂直于 T J长轴的方格线上测

量 T J宽度
,

然 后 求 其 平 均 值 , (3 ) 索 条密 度

(根 /“ ) :

索条数 一 1 / T J宽度
,

反映索条 的平均

疏密程度
。

减 1 是按一般计数原则
,

即取一边舍一

边 , ( 4 ) T J面积 ( “ 2 ) : T J平均宽度与 T J平均长

度的乘积 , ( 6 ) 素条总长 (哟
: T J 平均长度与

索条平均数的乘积
,

对于 P F 面 ( P r o t o p l a s m i
e

F r a 。 t u r e F a e e ,

P F ) 的毛细血管内皮细胞 T J 仅

作形态学描述
。

数据处理
:

各参数以平均数士标准差表示
,

组

间资料以
“ P D A

一
2 ” 医用统计程序进行 均数 间比

较 “ , ,

以 P < 0
.

05 为显著性界限
。

结 果

一
、

肺的 大体
、

光镜 及常规 电镜观察

未发现肺组织有异常改变
,

电镜观察见肺泡上

皮细胞 T J多位于上部或上中部
,

毛细血管内皮细胞

T J多位于中部
,

部分位于中上部或基底部
。

二
、

肺冷冻蚀刻 电镜观察

本研究共制作 95 个冷冻蚀 刻 复 型 膜
,

观察了

一1 5个细胞 T J
。

1
.

T J的基本形态
:

肺饱上皮细胞 T J 索条在

P F面呈崎状
,

这些蜡状索条相互吻合成网 (图 1 ) ,

在 E F面 (E x t r a e e l l u l a r F r a e t u r e F a e e ,

E F )呈

与 P F面相互补的浅沟
,

浅沟内偶见
`

因冷冻断裂时

从 P F面上剥离下来的短索条 (此时 P F面上的素条
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则出现中断 ) (图 2)
。

肺毛细血管内皮细胞 J T索

条在 E F面由相互连续的颗粒构成
,

这些索 条 多平

行排列位于浅沟内 (图 3 ) , 在 P F面呈与 E F面相

互补的宽峪
,

崎上可见残存的颗粒 (此时在 E F 面

即可见到索条有颗粒缺失 ) (图 4 )
。

图 1 大鼠肺冷冻蚀刻电镜照片
。

图中显示肺

泡上皮细胞 T J在 P F面的外观
。

T J索条

呈晴网状排列
。

箭头所指方 向 (会 )为铂

投影方向
。

方格边长为 0
.

2卜
。 义 6 8 0 0 0

图 2 大鼠肺冷冻蚀刻电镜照片
。

图中显示肺

毛细血管内皮细胞 T J在 E F而的外观
。

颗粒索条平行排列
,

位于浅沟内
,

颗粒

之间有间隙 ( 个) 箭头所指方向 (介 )为

铂投影方向
。

方格边长。 .

2件
。 X

97 500

图 3 大鼠肺冷冻蚀刻电镜照片
。

图中显示肺泡
上皮细胞 T J在 E F面的外观

,

T J由网格样

浅沟组成
,

其中可见 P F面 ( . ) 的蜡状

索条
。

箭头所指方向l (仓 ) 为铂投影方

向 又 5 3 0 0 0

图 d 大鼠肺冷冻蚀刻电镜照片
。

图中显示肺

毛细血管内皮细胞 T J在 P F面的外观
。

T J由稍微突起的宽靖组成
,

其上有少数

颗粒
。

另可见 E F面的 T J
。

箭头所指方

向 (会 ) 为铂投影方向
。 又 1 2 5 0 0 0

.

T J的形态测量数据
:

表 1 ~ 6

讨 论

细胞 T J 是多细胞生物细 胞之间一种最

重要最广泛的细胞连接
,

其结构的完整
,

索

条的多寡
、

组成的差异将直接影响有机体的

功能
,

在此着重讨论肺泡上皮细胞与毛细血

管内皮细胞 T J的冷冻蚀刻形态学差异及其与

功能的关系
。

一
、

肺泡上皮 细胞与毛细血管内皮 细胞

T J 的冷冻蚀 刻形态学差异 本次研究 发 现

两者间存在以下几方面的差别
:

( 1 ) 索条

的构成不 同
。

肺泡上皮细胞 T J 的索条为连

续的峪
,

较窄且深
,

与互补面嵌合较紧 ; 而

毛细血管 内皮细胞 T J 索条由颗粒排列而成
,

颗粒间存在有一定 间 隙
。

S e h n e e b e r g e r (4 )认

为这是某些大分子通透的形态学基础
。

( 2)

索条所在裂面不一样
。

经戊二醛固 定 的 样

品
,

肺泡上皮细胞 T J索条位于 P F 面
,

而毛

细血管 内皮细胞 T J索条位于 E F面的浅沟内
。

( 3 ) T J复杂程度不一样
。

肺泡 上 皮 细胞
T J索条数多

,

且相互吻合成网 (表 1 )
,

这

科
,

结构即使某一部分索条破坏
,

也不会导致

整个 T J屏障功能的丧失
。

毛细血管内皮细胞

TJ 索条数量少
,

而且很少吻合呈网
。

1C au d(
“ )

认为索条数多少
,

是决定 TJ 屏障功能强弱的

重要因素之一
。

( 4 ) T J 宽度 不一 样 (表
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2)
。

肺泡上皮 细胞 T J宽度为毛细血管 内皮

细胞 T J宽度的 2
.

2 8倍
,

但是组成两者 T J的索

条密度非常相近 (表 3 )
,

这表明两者差异

是因索条数不同造成的
。

( 5 ) T J面积及索

条总长不一样 (表 4
、

5 )
。

这两个参数均

与T J长度有关 (这里所指的是断裂面上显示

出来的 T J长度 )
。

其除了与细胞大小及细胞

表面形态有关外
,

还与细胞膜内脂质双分子

层的结构
,

病理状态等因素有关
,

在疾病状

态下
,

其可以作为观察 T J有无破坏或增生的

指标
。

表 I TJ 索 条

T J数 最小值

数 ( 根 )

最大值 平均值士标准差 P值

月市泡 上 皮 细 胞

毛细血管内皮细胞

6 1

5 3

1
。
6 7

1
。
3 3

1 4

4
.

4
。

5 4土 1
。
8 6

2
。

6 4士 0
。

6 7

0 0 0 1

表 2 T f 宽

T J数 最小值

0
。

1

0
。

0 3 5

度 (卜)

最大值

1
。

4 7 5

0
。

3 4

平均值士标准差

0
。

3 9 9士 0
。
2 6 8

0
。

1 75士 O
。
0 7 7

P值

肺 泡 上 皮 细 胞

毛细血管内皮细胞

6 1

5 3

< O 0 0 0 1

表 3

T J数

T J 索 条 密

最小值

度 (根 /卜)

最大值 平均值士标准差 P值

肺 泡 上 皮 细 胞

毛细血管内皮细胞

6 1

5 3

18
。

2 5

1 7
。

8 6

9
。

83士 3
。

32

1 0
。
0 2士 3

。
0 1

0
。

23 4 4

积 (林
: )

T J数 最大值 P值

肺 泡 上 皮 细 胞

毛细血管内皮细胞

6 1

6 3

表 4 T J 面

最小值

0
。
0 2 5

O
。
0 1 7 5

1
。

9

0
。

6

平均值士标准差

0
。

3 5 3士 0
。
35

0
。

1 1 士 0
。

0 9 8

< O 0 00 1

表 5

T J数

T J 索 条 总 长 (林)

最小值 平均值士标准差 P值

肺 泡 上 皮 细 胞

毛细血管内皮细胞

6 1

5 3

0
。
4 6

最大值

1 8
。

25

< O
。
0 00 1

0
。
0 6

3
。
9 7土 3

。
5

1
。

4 7土 0
。
8 4

二
、

T J与屏障功能的关 系 冷冻蚀刻电

镜下观察到的细胞 T J
,

并不是真实的细胞间

连接
,

而是细胞膜内脂质双分子层类脂分子

的一种特殊排列形式
。

但是大量研究表 明这

种排列与细胞间 T J有明显的相关性《 ’ 一弓 ,
。

文献表明血气屏障的功能与肺泡上皮细

胞及毛细血管内皮细胞 TJ 的形态密切相关
:

( 1 ) TJ 形态的复杂程度与屏障功能 呈 正

比
。

如肺泡上皮细胞 T J由靖状索条交错排列

而成
,

故仅能通过某些离子
、

水及小分子物
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质 (’) ,

而 毛细血管内皮细胞T J由颗粒性索条

平行排列而成
,

所以有巨够通过象辣根过氧化

酶这样的大分子物质 ` ’
)(’ 〕 。

( 2 ) T J形态与机

能状态相适应
。

如人的肺底部毛细血管内皮

细胞TJ 索条数明显多于肺尖部毛细血管内皮

细胞 T J索条数
,

据认为这是因为前者承受的

静水压较高.()
。

( 3 ) T J破坏程度与通透性

呈正 比
。

渗透性肺水肿时
,

T J索 条 出现中

断
、

游离或消失
,

此时 T J可以通过 象 铁 蛋

白
,

血红蛋白这样的大分子 (`“ 一 `么〕
。
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H uY o u m ei a nd N l
eM ei

( D eP ar t m e nt of Ph ar ma e o log y
.

h iTr d M i i lt or yM ed i eaC lo l leg e
)

3 2i m 2e ewr e e ut i liz ed i nt h i s st ud y
。

( l) Af t r ead mi ni st r at i o n of nit r oq ui n e

o m 5 7g /kg又 一 p o, t h e m i e e w e r e g i v e n w i t h n o r o a
l

s a
l i

n e
( N S )

a n d f o l i e a e i d ( N F
,

8

m g / k g x 1 im ) i
n t w o s u b g r o u p s r e s p e e t i v e ly

.

9 6 h l a t e r ,

d e e r e a s e i n n u m b e r a n d s h o r t e r

i n l e n g t h o f i n t e s t i n a l v i l l i
, a n d n e c r o s i s o f e p i t h e l i a l e e l l s , e s p e e i a

l ly t h e e r 夕p 亡

e e l l
s s h o w e d m a r k e d ly i n N S g r o u p ,

b u t m u e h m i l d i n N F g r o u p
.

( 2 ) T h e D N A

e o n士e n t s i n t h e t i s s u e o f t h e s m a
l l i n t e s t i n e s h o w e d d e e r e a s e a f t e r n i t r o q u i n e a d m i

-

公 i s t r a t i o n ,

& m a r k e d ly i n t h e I a r g e r d o s e a n d a s t h e t i m e g o i n g o n
.

T h e v a l u e s o f e p m

a f t e r th e 〔
“
H 〕 T d R i n e o r p e r a t i o n i n t o D N A w e : e m u e h h i g h e r i n N F g r o it p t h a n i n t h e

N S g r o u P
.

T h e r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e D N A s y n t h e s i s i n s m a l l i n t e s t i n e 15 p r o m o t e d b夕

f o l i e a e i d
, 5 0 t h a t i t 15 a d v a n t a g e f o r t h e r e p a i r i n g o f d a m a g e d i n t e s t i n a l m u e o s a .

K e y w o r d : : F o l i e a e i d / p h
a r m o e o d y n a rn i e s , N i t r o q u i o o l i n e s

/ t
o x i e i t y , D N A /

b i o
s y n th e s i s , P o i s o n i n g / p r e v e n t i o n a n d e o n t r o

l
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f i v e a s p e e t s b e t w e e n a l v e o l a r e p i t h e l i u m a n d e a p i l l a r y e n d o t il e l i u m :
( 1 ) N u m b e r

o f s t r a n d s ( 4
。

5 4 士 1
.

8 6 ; 2
。
6 4 士 0

。

6 7 )
.

( 2 ) W i d t h o f t i g h t j o n e t i o n ( 0
.

3 9 9士

0
.

2 6 8 , 0
。

17 5士 0
。

0 7 5 m i e r o n
)

。

( 3 ) A r e a o f t i g h t j u n e t i o n ( 0
.

3 5 3士 0
.

3 5 ; 0
.

1 1士

0
。

0 9 8 s q u a r e m i e r o n
)

。

( 4 ) T o t a
l l e n g t h o f s t r a n d s ( 3

。

9 7 士 5
.

5 ; 1
.

4 7士 0
。

9 2 6

m i e r o n
)

。

( 5 ) M
o r p h o

l
o g y o f s t r a n d s a n d p a t t e r n o f 七h e t i箕h t j u n e t i o n ,

H o w e v e r ,

t h e r e w a s n o s i g n i f i e a n t d i f f e r e n e e i n d e n s i t夕 o f s t r a n d s o f t i g h t ju u e t i o n s b e t w e e n

ht e a l
v e o

l a
r e p i t h e

l i
u m a n d e a p i l l a r夕 e n d o t h e l i u m

.

T h e f u n e t i o n a l s i g n i f i e a n e e o f

th
e s e d i f f e r e n e e s b e t w e e n a l v e o l a r e p i t h e l i u m a n d e a p i ! l a r y e n d o t h e

l i
u m w a s d i s e u s -

s e d i n d e t a i l
。

K e y w o r d s , F r e e : i n g e t e h i n g /m
e t h o d , C a p i l l a r i e s

/
e y七o l o g y ; P o l m o n a r夕

a l
v e o

l
o
/
e y t o l o g y


