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生后 1至0 9天内不同年龄大鼠肝细胞溶酶体

酸性磷酸酶的观察

李兵 仓 指导
:
王启 民教校

(组胚教研室 )

提 要 木文采用铅盐法
,

在光镜和电镜下对生后 1 ~ 90 天大鼠肝细胞溶酶休 A C P as
“
做了

定性观察和半定量估计
。

光镜显示
:

生后 15 天时
,

逐渐增加的酶反应颗粒由胞浆移到了胆小管旁
。

电镜显示
:

溶酶休

系统是显示 A C P as
e
活性的主要细胞器

,

溶酶体的分布和数量随大鼠年龄增长的改变与光镜下酶

反应颗粒的变化趋势基木一致
。

肝细胞内自噬泡 f内数量在生后早期较多
,

井可见许多性质不 明的

泡状结构
。

三种半定量方法均表明肝细胞溶酶体八C P as e的扩甜生随年龄增长而增强
。

自噬泡参与了大鼠生后肝细胞胞质的重建
。

胆小竹旁定位有利于溶酶体排出废物
。

溶酶体

A C P as
e
活性增强与大鼠生后肝机能日趋旺盛有关

,

主要表现为溶酶体数量的增加
。

关锐词 大鼠
,

肝细胞
;

溶酶体
;

酸性磷酸酶
:

不同年龄
;

光镜与电镜组化

溶酶体是富含多种水解酶的 重 要 细 胞

器
,

其 中酸性磷酸酶 ( A C P as e) 是溶酶体

的主要水解酶 (标志酶 )
。

既往
,

很多学者在

电镜下对成年大 鼠肝细胞溶酶 体 A C P a s e
曾

做过定性研究 (
’ “ ’

) ,

但对大 鼠肝细胞溶酶体

A CP a s 。 从生后 1 天至 90 天 内不 同时间的研

究尚未见有较全面的报导
。

V o r b r a d t ( ` 6 7 ) ( 3 )

对胚胎至生后 28 天的大鼠肝细胞溶酶体及其

A C P as e 和 成年正常肝细胞与肝细胞癌的肝

细胞做了对比观察
。

D v o釜人k (
, 69 ) ( 4 ) 在 电

镜下研究胚胎至生后 40 天的大鼠肝细胞溶酶

体时
,

只在部份标本 中采用显示 A C P as e 的

组化方法以鉴别溶酶体
。

W
o o d (

` 6 7 ) (
5 )曾

提到电镜下观察过发育期大鼠肝细胞溶酶体

AC P as e 。

本文采用铅盐法
,

对生后 1 至 90

天大鼠肝细胞溶酶体 A C P as e
做 了定性观察

和半定量估计
,

藉以探讨溶酶体 A C P as e 在

大鼠生后肝细胞发育和分化过程中的分布及

其活性的改变
。

材 料 与 方 法

取生后 1
、

5
、

2 5
、

3 0
、

5 0和 9 0天品系不 明的

雄性大鼠各 5 只
,

共 30 只
。

动物生后分 专笼饲养
,

于上
`
{ 9 ~ 1。时取材

,

断头后取部份肝左叶
一

组织
,

分别用 B a n e r o
f t ( ’ 7了)和 E s s n e r 等

,

( ’ 6 1 ) ( l ) 改良的

铝翻i法做光镜和电镜组化处理
。

另取一只 90 天大鼠

如前取材后做电镜常规技术观察
,

以做 形 态学对

t匕
。

一
、

组织 化学方法 光镜组化: 将 10 卜m冰

冻切片入 4 ℃ 钙
一

福尔马林固定液固 定 20 分 钟
,

p H S
.

。的 价 甘油磷酸钠孵育液 37 ℃ 孵育50 分钟
。

电镜组化
:

将约 1 m m 。的肝组织小块入前 述 固 定

液固定约 3 小时
,

置于A C P as
e 孵育液 (含 15 %蔗

糖 ) 中 37 ℃孵 育 80 分钟
,

再经 1%饿酸
、

饱和醋酸

铀等处理后
,

E p on 6 18 包埋
,

L K B 超薄切片机切

4。。一 6 0 0 A切片
,

柠檬酸铅复染 5 分钟
,

用 D X A

通~ 10 型电镜观察
。

二
、

半定量分析 1
.

积分法 根据 肝细 胞

溶酶体 A C P as
e

反应颗粒的密集程度
、

颜色及在胞

浆中所占面积将其分为 ( 0 ) 一 (姗 )级
。

每只动物

连续计数 100 个 A C P as
e

反应强弱不同的肝细胞
,

按积分法记录
。

2
.

网格法 每只大鼠取 1 2张切片
,

每

张切片随机选择三个测量 区
,

并以反应产物所占测

量 区内肝细胞总面积的平均百分比来表示酶活性的

强弱
。

测量时
,

将绘有小方格的透明胶片装入 15 x

I[ 镜中
,

在油镜视野中央选用 4 00 个小方格来估计

反应产物和肝细胞外成份 (肝血窦
、

枯否氏细胞
、

造血细胞等 ) 的面积
。

用 40 。 小方格减肝细胞外成
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书 )所占格数的讹去除反应厂
、

物所
,` ,
格教

,

所得商再

乘 1。。 只口得反 厂汀产物所占肝细胞自积的 {分件
。

3
.

超薄切片中肝细胞 A (l
’ a “ e

反应的洛酶 {川健 11 从

每只大鼠的超薄切 J }中随汉选取 5 0 1
、

完 整的肝细

胞
,

在 5 00 0~ 10 0 00 倍的电镜 1
、

进 了J A C P书
e

反应

阳性的溶酶体计数
,

并求得侮个肝细胞切面 卜的平

均溶酶休数量以估计其 A C P a s e
的活性

。

所有半定量咨料均纤统计学处理
。

结 果

光镜观察 肝细胞排列和肝小叶轮廓在

生后 15 天时才整齐明显
。

90 天时
,

肝小叶和

成年型相似
。

肝细胞溶酶休 A C P a : e 反应产

物呈颗粒状
,

其堆积的密度
、

颜色及所 占胞

浆面积的大小在生后发育期 内明显增强变大

( 图 l
、

2
.

)
。

互三后 15 天时
,

可 见酶反应 颗 粒

由胞浆移到了胆小管旁
。

电镜观察 肝 细胞溶酶体 八C P as e
反应

产物主要分布在溶酶体系统中
。

各组大鼠肝

细胞的初级溶酶体和功能活跃的次级溶酶体

都呈现了很强的酶反应
。

A C P a : e 反应产物

常在溶酶体内聚集成堆或显均质状
。

因反应

产物的遮盖
,

溶酶体的单位膜多不 能 辨 认

( 图 3 )
。

酶反应阳性溶酶体的数量和分布

随大 鼠年龄增长的改变与光镜下所见酶反应

颗粒的变化趋势基本一致
。

生后 1 5天时
,

数

量逐渐增加的溶酶体也由胞浆移到了胆小管

旁 ( 图 4 )
。

90 天时
,

溶酶体的分布呈年轻

成年型
,

并可在胆小管和血窦中见到含有未

消化物质的酶反应阴性残体
。

酶反应阳性的自噬泡清楚可见
。 `

言们是

由呈半月形弯曲的S E R从一侧戍双侧包绕线

粒体等细胞器
、

粉元和细胞基 质盯汀形成 ( 图

5 )
。

晚期 自噬泡的内含结构被酶降解而不

易辨认
。

自噬泡 的数量在生后 1 天时较多
。

自生后 30 天起始
,

招 纹状的髓层小体

( M y e
h

n F i g ur
。 ) 和多泡体容易看 到

。

前

者 AC P a s e
反应阴性

,

后者基质酶反应阳性
,

内含有很多小泡
,

其周围有很多有衣小泡
,

似有穿入多泡体的趋势 ( 图 6 )
。

胆小管内

, ,

丁见髓 拭小体
。

除酶仗应阴性的 !!扮滴外
,

在
产}:.J[ 才15 天 以

前标本
’
}
`
的肝细脸内容易见列 许 名 人 小 下

形状
一

齐异的泡状结构
。

泡壁厚薄不等
,

具有相似于初级洛酶体酶反应产物的均质状

物质
。

有些泡似 以 “ 发芽
”
方式伸出小泡

,

后 各形似酶反应阳性 的初级溶酶体 (图 7 )
。

在生后 1 一 15 天各年龄组的大鼠肝细胞

中
,

可见 1 一 2 个酶反应阳性的济酶体位于

月包核内 ( 图 8 )

半定量估计 据积分法估 计
:

肝 细 胞

溶酶体 A C P a o e 反应的积分值随大鼠年龄增

长而增大 (如表所示 )
。

由图 9 的坐标曲线

可以看出
: 1 一 1 5天间和 50 一 90 天 lbJ 积分值

增子
、

最为明显
,

表现为酶活性曲 线 较 为 陡

直 ; 1 5一 5 0天间酶活性曲线较为平坦
,

说明

积分值增大不 明显
。

参照单位分析表明
: 5

个年龄组和生后 l 天 组 的肝细 胞 溶 酶 体

八C P a 。 。反应强度相比均相差显著
; 15 与3 。

、

3 0与 5 0及 1 5与 5 0天相比相差不显著
,

50 与 90

天两组相差显著
。

据网格法估计
:

溶 酶 体

A C P as e 反 应颗粒所 占肝细胞面积的百分比

值随大鼠年龄增 长而增大
,

曲线形状与积分

法的基本相同 (图 10 )
。

方差分析表 明
:

各

年龄组和生后 1 天组溶酶体 A C P aS 。 反应颗

粒所占肝细胞而积的百分比值相比均相差显

苦 ( z 与 5 天
,

P < 0
,

0 5 ; 1 与 1 5
、

3 0
、

5 0

和90 天
,

P < 0
.

0 1) ; 5 与 15 天相 差 显 著

(P ` 。
.

01 ) ; 1 5与 3 0
、

3 。与 50 天相差不显

冷 ( P ) 。
.

05 )
;
但 1 5与 5 0天相差显著 (P <

。
.

0 5 ) ; 5 0与 9 0天朴{差亦显若 ( P < 0
.

0 5 )
。

超薄切片中肝 细胞 A C P as e
反应的溶酶体计

数 由图 11 可以看出
:

表示酶反应阳性 溶 酶

体数最的曲线由生后 1 天起始逐步上升
,

在

1 一 3 0天 lbJ 曲线较为陡直
,

3 0一 50 天间由线

较为平坦
,

50 一叨天间曲线再度变陡
。

方差

分析表明
: 5个年龄组和生后 1 天组的平均

肝细胞切面上酶反应阳性溶酶体数量相比均

相差显著 ( 1 与 5 天
,

P < 0
.

0 5 , 1 与 1 5
、
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30
、

5 0
、

9 0天
,

P < 0
.

0 1 ) , 相邻 两组在d l
’

l勺

比较除 30 与 50 天相差不显著 ( P ) O
,

0 5 ) 外
,

其余相差均显著 ( P < 0
。

01 )
。

表 生 后 1 至卯 天 大 鼠月于细胞

溶酶体 A C P as e 反应强 度

他年龄

(天 )

阴性细胞 夕}日 月舀去 旦
}

…
\ ` )

+书 于什 升任

A ( l )

B ( 5 )

C ( 1 5 )

D ( 3 0 )

E ( 5 0 )

F ( 9 0 ) }

2 3
。

8

2 0
、

0

6
。

4

O
。
0

0
。

0

0
。
0

3
。

d
。

8 2
。

8 6
。

8 9
。

4
.

8 7
。

8

1 5 9
。
0

2 6 9
。
6

2 8 8
。
2

3 0 0
。
6

3 8 3
。
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产
仁行 l 至 9 0天大鼠肝细胞

人 C P a s e
阳性溶酶休数量

讨 论

一
、

溶酶 体及 A C P as e 的分布与生后 肝

细胞发育 据光镜观察
,

辐射状 的 肝 细 胞

索和肝小叶的轮廓在大 鼠生后 15 天时才清楚

可辨
。

肝细胞内逐渐增加的酶反应颗粒也在

此时逐渐移到胆小管旁
,

呈极性排列
。

电镜观

察
,

除部份残体
、

髓层小体及早期自噬泡外
,

初级溶酶体和其他次级溶酶体的消化泡
、

多

泡体
、

晚期 自噬泡等均呈酶 阳性反应
。

作者观

察结果表明
;
电镜下酶反应阳性溶酶体的分

布及数量随大鼠年龄增长的改变与光镜下酶

反应颗粒的变化趋势基本一致
。

在个体的发

育和分化过程中
,

细胞的不断破坏和新生保

证 了组织器官的改建与形成
。

溶酶体不仅可

以使 细胞崩解
,

而且分解大分子物质
,

其中

的部份代谢产物又可被细胞再利用
。

大鼠出

生后
,

为了在新的代谢条件下发 挥 正 常 机

能
,

肝 细 胞 内的构筑成份必须进行新旧更

替 〔“ 〕 ,

本文所见大鼠生后早期肝细胞内自噬

泡较多
,

这说明自噬泡直接参与了胞质的重

建 ( ” ’ 〔们
。

新生时 自噬泡的数量增多除与代谢
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改变有关外 (` )
,

D v o 奋汽k (
` 6 9 )不仁! I l a l (

` 7 9 ) ( 7 )还

认为大鼠出生时的缺氧和生后胰岛素水 平的

下降也促进了自噬泡的形成
。

溶酶体既然 参

与大鼠肝脏的解毒功能 ( “ )和胆 色素代谢 (
’
) ,

那么随着肝机能的 日趋旺盛
,

溶酶体的数最

必然逐渐增加
,

并且向它们便 于排泄废物的

有利位置一胆小管旁移动
。

不少学者对幼年和成年的大 鼠 肝 细 胞

A C P a s 。进行了亚细胞定位研究 〔’ )( 2 )( 5 )
,

均 认

为溶酶体是显示 A C P as 。活性的主 要结构
。

V o r b r a d t (
` 6 7 ) ( 3 ) l8[ 报 导

:

出生时大鼠开l
: 细

胞中自噬泡的数量最多
,

在生后 28 天内
,

随

着溶酶体向胆小管旁移动
,

自噬泡的数量逐

渐减少
,

而 其 他 溶酶体的数量逐渐增加
。

D v o 全么k “ 6 9 ) (减 )和 P h i l l i p s (
广 6 7 ) (“ ) 也分别在

生后 40 天和生后 1 2小时以内的大鼠肝 细胞
, 1

,

做 出了类似的结果
。

D v .of o k特 别指出
:

生

后 10 一 14 天时肝脏的组织发生和肝细胞的分

化才逐渐完成
。

这些作者的报导和本文的观

察 结果一致
。

残体和髓层小体都是含有未消化物质的

后期溶酶体 (” ) ,

其内部的水解酶多消耗完 毕
,

因而 A C P as e 活性不会显示出来
。

当 自噬泡

内的膜性细胞器消化不
、

全时
,

可形成指纹状

的髓层小体
。

据作者 电镜观察
,

胆 小管和血

窦中也有残体和髓层小体
,

说明在生理条件

下
,

残体和髓层小体与溶酶体内废物一样
,

也可排到细胞外
。

这些现象 已有人在大鼠肝

中有所报导 ( “ ) ( “ )
。

二
、

发育期 肝细胞溶畴体 A C P as e 活 性

与溶酶体数量的 变化 光镜下
,

用积分法和

网格法分别估计了生后 1
/、 90 天大 鼠肝细胞

内溶酶体 A C P as 。 的反应强度及反应颗粒所

占肝细胞面积的百分比值
。

电镜下
,

作者用

肝细胞切面上平均酶反应阳性溶酶体数量的

估计值来表示溶酶体 A C P as e
的活性

。

上述

三种半定量方法所得结果虽有一些出入 (可

能山取样误差和统计方法不同等所致 )
,

但

都表明在生后 1 一 90 天大鼠发育期内
,

肝细

胞溶酶休 A C P ls[ e 活性逐渐增强
。

通常认为酶蛋白的合成增强或降解减少

( ” ) (
` 。 )

、

}容酶体膜 l’J/ 通透性增强 ( 7 )及 i手子酶体的

数量增加〔2 ) (
’ 。 ) (” )是 i下不酶体 A C P a s e 活性增强

的直接因素
。

卞文仪做了光镜和电镜 A C P a s e

的观察
,

所得结果只能表明随着大 鼠生后年

龄的增 长
,

i容酶体数量的增加使其A C P a s e 的

活性增强
。

W a e h s t e i n (
` G S ) ( ” )光镜观察说明大鼠

肾近曲小竹上皮细饱
,
卜A C P a s e 活性随年龄

增长而增强
。

K la m e r (
厂

63 ) (
’ 2 )
在培养的四

膜虫细胞中也作 了 同 样 报
一

导
。

电 镜 下
,

D v 砂 、 k 等 证 明生后大 鼠 :=l1I 细胞溶酶体的数

量随年龄增长而增加 ( 3 )( ` )
。

本文测定结果和

少U他们
’

者所得结果相符
。

牛化学者对生后大 鼠
、

小 鼠和人肝 匀浆

中的 i容酶体 A C P as e 及其他水解酶做 了一些

定量研究
,

所得结果很不一致
。

S t e v e n s
等

的工作 认为酶活性随年龄增 长而增加 v() 〔 ’ 3 ) ;

F r a
l{n 1她等的工作却说明酶活性随年龄增 长

而下 l洋(
’ 组 ) ; 而入I e s s i n a (

产 7 9 ) (
’ 5 )则报导酶活

性与年龄增
一

长无关
。

本文所得溶酶体A C P as e

组化计数结果支持 tS e
ve nS 等的结论

。

三
、

关于 泡状 结 构 问题 在所观察的肝

细胞 内见到的形状各异的泡状结构
,

其性质

如何难 以确定
。

在所见文献报导中
,

尚未见到

生后 1 一 90 天大鼠肝细胞 内象我们所观察的

泡状 结 构
,

只有 M i l l i n g t o n (
` 6 7 ) (

’ 6 ) 和 0 。 。

(
` 8 1 )(

’ 7 )先后在出生至 30 天左右的大 鼠小肠

上皮细胞中报导了从形态上
、

酶反应上及数

量的变化上都有些和我们的泡状结构相似的

空泡系统
。

他们认为空泡系统可以代替溶酶

体的功能
,

并可以演变成溶酶体
。

至于本文

所 见的泡状结构有待进一步的研究
。
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