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发育中大鼠肾和空肠卜谷

氨酸转肤酶的变化

— 组织化学和生物化学的观察

杨淑珍 王德青 徐克成
.

金晓林

(习 11练 部 )

提 要

应用组织化学和生物化学的方法观察出生前
、

后发育中大鼠肾和空肠Y
一

谷氨酞转脸酶 (丫
一

G T )

的变化
。

肾Y
一

G T 活性随着大鼠年龄的增长而逐渐升高
。

胎鼠后肾Y
一

G T主要位于肾小管腔面 ,生后

大鼠肾 Y
一

G T除了位于近曲小管上皮刷状缘和髓拌上皮之外
,

还发现在近曲小管上皮的基底部
,

肾

皮质和髓质中微血管壁也有 Y
一

G T活性
。

而且在肾皮质深层卜 G T活性明显高于皮质浅层
。

胎鼠空肠仅仅在小肠绒毛形成之后
,

上皮细胞才有较明显的 卜 G T活性
。

胎龄 21 天活性最高
,

出生后下降
。

竹谷 氨酞 转肤酶 (Y
一

G lut a m y h ar sn p e tP i
一

组各 7 一 10 只
,

断头致死后立即取材
,

分别做组织

da se
,

Y
一

G T
。

E C
、

2
、
3

、
2

、
2 ) 是一种质膜结合 化学染色和生物化学活性测定

。

糖蛋白
。

此酶催化朴谷氨酸化合物的 Y
一

谷氨酞基转 一
、

组织化学方法

移至Y
一

谷氨酞基受体
,

即氨 基酸或二肤` 1)
。

Y
一

G T 取新鲜肾 和空肠 放入液氮骤冷
,

10 分钟后取

广泛分布于哺乳动物的 组织内
。

Y
一

G T 的功能尚未 出
,

用 K ar y o m a nt 冷冻切片机切片 10 卜m ( 一 25 ℃ )
,

肯定
,

根据该酶分布于小肠上皮纹 状缘及肾的近曲 (早期胎鼠做整体切片 )自然干燥后根据 A l b e rt (2) 方

小管上皮细胞的刷状缘
,

推测与组织的氨基酸和肤 法做组化染色及对照染色
。

的分泌
、

吸收和转运有关 (1)
。

大鼠 肾硷性磷酸酶和兔肾 Y
一

G T 染 色做为对

以往用组织化学和生物化学方法对大鼠肾卜 G T 照
。

的研究中
,

肾内微血管管壁及近曲小管 基底膜是否

有Y
一

G T活性尚未定论“ , (’1 侈 )( 句 ; 而 对 空 肠 Y
一

G T

发育的研究只是用生化方法 (7)
。

我们应用组织化学染色和生物 化学活性测定方

法对正常发育的大鼠 肾和空肠卜 G T 的活性变化进

行了观察
,

为研究该酶的功能提供形 态学证据
,

为

今后进行实验动物的研究提供资料
。

用光镜观察组化染色反 应的分级标准
:

材 料 与 方 法

胎龄按阴栓日计算取 13 天
、

17 天
、

19 天
、

21 天
,

生后 1天
、

3 天
、

6 天和 1 50 天大 鼠八 个不 同年龄

染成均匀淡黄色 , ( 十 ) 反应物为 深黄色 ; ( 任 )

反应物呈棕黄色 , ( 拼 ) 反应物呈 棕红色 , ( 册 )

反应物呈棕褐色
。

二
、

生物化学活性润定方法

取肾和空肠组织
,

用含0
.

5 ;` T r i t o n x i o o
,

p H

7
.

4的T r i s
一

H C I缓冲液制成 匀浆
,

离 心 ( 3。。 0 转 /

分 ) 10 分钟
,

取上清液按照S az
s z方法 ( 8) 测定卜 G T

活性
。

用了21 型分光光度计
,

波长 4 1仙二比色测定光

密度
。

空白管除不加基质外与测 定管相同
。

计算每

m l 样品中卜 G T的毫国际单位
,

以每分钟释放 1 毫

摩尔对硝基苯胺为 1 个毫国际单位
。

. 兽医大学进修生
。
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蛋白质测定按L o w
r
y(

。 )方法
,

用 F ol in 酚试剂显

色
,

用 7 “ 1型分光光度计
,

波长“ 。那纵 咚色娜乌准终
-

m l样品中蛋白质量
。

丫
一

GT 活性均以 每毫克组织蛋白的毫国场单咚
表示 ( m I U /扭 g

一
P r )

。

结 果

一
、

组织化学
1

.

肾 在胎龄 13 天时
,

肾组 织未见 Y
一
GT活

性反应物 ( 一 ) , 17 天肾小管腔面已出现阳性物质

染成棕黄色 ( 十 ) ;随着个体发育
,

肾组织 结构不断完

善
, 丫

一

G T 染色反应 逐渐增强
。

21 天 近 曲小管和

做拌的上皮均有较强的染色反应呈 棕红色 ( 份 )
。

在髓质中见有微血管皇 阳性反应 ( 抖 )
。

生后 3 天

肾卜G T染色反应以及定位近趋成年大鼠
。

成年大鼠肾近曲小管上皮刷状 缘和管腔以及髓

拌上皮均染 成棕褐色
.

Y
一

G T 呈强阳性 ( 姗 )
,

在

近曲小管上皮的基底面染成棕黄色朴 G T 呈附性反

应 ( 什 ) ( 图 2 ) , 在肾皮质和髓质中微血管管壁

专葺丫崛 T 阳性物勇 ( 城 )
。

此外
,

发 现在肾皮质

内丫
一

G T的反应强弱有区 域性变化
,

皮质深层的 丫
-

G T礴铁砚最高于皮质浅层 ( 图 1 )
。

2
.

垂肠 胎鼠 17 天时
,

小肠绒 毛尚未形成
,

肠管上皮为复层
, 丫

一

G T 阴性 ( 一 ) , 19 天小肠绒

毛已形成
,
丫

一

G T 呈 阳 性反 应 ( 抖 ) , 21 天最高

( 十 )
, 丫

一

G T活 性主要位于 绒毛上皮细胞的游离

端 ( 图 3 )
。

成年大鼠空肠朴 G T 活性主要分布在肠绒毛顶

端上皮细胞的纹状缘
,

从绒毛顶端到 绒毛基部活性

逐渐下降
,

至小肠绒毛根部转为阴性 ( 图 4 )
。

二
、

生物化学

出生前
、

后大鼠肾竹 G T 活性均随个体发育的

过程而逐渐上升
,

到成年 达最高值
。

( 见表 1和表

2 )

胎龄 17 天时空肠 朴G T 活性很低
,

21天达最高

值
,

出生后有所下降 ( 详见表 1 和表 2 )
。

表 1 出 生 前
、

后 大 鼠 肾 和 空 肠 Y 一

G T 活 性

发育阶段
胎 龄 ( 天 ) 出 生 后 ( 天 ) 成年 ( 天 )

13 王7 1 9 2 1 1 3 肠13 王7 15 0

肾Y
一

G T活性崛
r ) 5 6

。

士王Q
。

8 4
。
9 1

士 1 9
。
5 3

1 0 2
。
6

士 2 7
。
9

1 22
。
3

土 2 1
.

0 4
34 0

。

土8 4

33
.

了5

组化反应

平均值

( 一 ) ( + )

空肠丫
一

G T

活性

( m IU / m g
·

Pr )

生标准差

3
.
3

士 O
。

8
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3
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9
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导
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6
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表 2 出生前后肾和空肠 Y
一

G T活性变化曲线
·

—
·

表示空肠卜G T 的变化 示表
’

肾丫
一

G T的变化
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讨 论

通过组织化学和生物化学方法 的观察
,

显示了

大鼠个体发育中肾Y
一

G T活性随着年龄的 增长而逐

渐升高
,

到成年达最高值
。

在近曲小管上皮 细胞的

刷状缘和髓拌的腔面有很高的 Y
一

G T 活性
。

此结果

与以往的 报导一致 (1) (s) ( l0)
。

我们观 察到在 出生前

17 天后肾的肾小管 腔面已有 卜G T 活性
,

随着结构

和功能的发育
,

Y
一

G T 活性增高
,

其定位也 趋向特

异性分布
。

aD
s s等 人 .() 在成年大鼠应用 Y

一

谷酞胺
-

价蔡胺血管灌注
,

用重氮盐染色
,

表明近 曲小管基

底部有卜 G T活性
,

但他们认为此 酶不是位于近曲

小管基底膜而是位于 与近曲小管相伴随的微血管壁

上
。

G l e n
en

r等人实验显示在髓质血管束 Y
一

G T活性

呈中等反应“ ;l) 而近曲小管细胞的 基底面缺 乏 丫
-

G T活性
。

我们实 验的结果
,

该 酶在近曲小管的刷

状缘Y
一

G T呈强阳性反应 ( 册 ) , 在基底面和皮质及

髓质内微血管壁也有 Y
一

G T 活性物 ( 甘 )
。

我们推

测基底面的阳性物质是存在于近 曲小管的基底纵纹

上
。

这从形 态学上提示 Y
一

G T可 能参与了物质从肾

小体滤液中经肾小管上皮细 胞的刷状缘
,

基底纵纹

到毛细血管这一完整的物质转运和重吸收过程
。

在生前 21 天
、

生后 1 天和 6 天大鼠 肾皮质的表

浅层有一狭窄的 Y
一

G T为 阴性的 区域
。

在成年大鼠

肾皮质深层明显高于钱层
。

为此
,

我们做 了大鼠肾

硷性磷酸酶和兔肾 Y
一

G T 组化染色做对照
,

其结果

皮质浅层和 深层均无显著差别
。

Y
一

G T 在大鼠肾这

种特异性分布尚需进一步探讨
。

胎龄 17 天的大鼠
,

小肠绒毛
,

尚未形成
,

肠管为

复层上皮
,

上皮细 胞合成 Y
一

G T 的能力很弱
,

组化

染色为阴性
。

生化测定其活性很低
。

第 19 天小肠绒

毛已形成
,

细胞合成 Y
-

G T 的能力迅速 增强
,

21 天

达最高值
,

而出生后又明显下降
。

这种变化与肝 Y
-

G T的发育情况相类似
。

A d jar vo 的实验 (7)
,

在妊娠

21 天
、

生后 3天
、

10 天和成年大鼠小肠卜 G T的活性

差异不大
。

我们将出生前
、

后肾和空肠 Y
一

G T 的发育情况

进行比较 ( 表 2 )
。

肾卜 G T 活性随着个体发育而

上升
。

而空肠则在生前 21 天达 最高值
。

成年大鼠虽

然生化测定 Y
一

G T 活性较低
,

但组化染色空 肠上皮

Y
一

G T活性集中在上皮细胞的纹状缘
,

支持卜G T参

与物质吸收的功能《` 2) 。

然而成年大鼠肾 和空肠 Y
-

G T活性相差甚远
,

肾比空肠高达 1 8
.

2 4倍
,

说明此

酶在肾内的功能 比空肠要 复杂 的多
。

C has
s

ea
u d等

人《翔提出某 些毒物 ( 包括 致癌剂 ) 能与谷胧甘月太

结合
,

经一系列反应形成无毒的硫 醚氨酸
,

经尿中

排出体外而达到解毒的目的
。

硫醚氨 酸形成过程必

须由卜G T参加
,

肾内具有这样高的活性可能卜G T

也参与解毒或其它的功能
。
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u n u m a r e f o r m e d : t h e a e t i v i t y 15 t h e h i g h e s t w h e n t h
e f e t u s

15 o f 2 1 d a y s o f a g e a n d i t r e d u e e s a f t e r t h e r a t 15 b
o r n

.
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图 1成年大鼠肾冰冻切片
, 丫

一

G T组化染色
。

肾皮

质内层卜 G T活性明显高于外层
。 x 40

图 2 成年大鼠肾皮质
、

近曲小管上皮刷状缘及

管腔有很强的 Y
一

G T 活性 , 基底面和微血

管也显示有 竹 G T 阳性物质
。

箭头所指微

血管
。
丫

一

G T组化染色
。 又 100

、

图 3 胎龄 19 天空肠
,

肠绒毛已形成
,

上皮

细胞游离端有较强的卜 G T阳性反应
。

Y
一

G T组化染色
。 x 1 0 0

图 4 成年大鼠空肠
,

Y
一

G T位于在上皮

细胞的纹状缘
。

Y
一

G T组化染色
。

义 1 0 0


