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用单宁酸{乍示踪剂观察上皮细胞间的紧密连接

江家杭凌诏萍俞永富钟总卢

(上海医科大学细胞超微结构研究室 )

钢 、 钉红和辣根过氧化酶[J - 3 J 常作为示踪

剂来研究质膜的结构和功能。运用单宁酸染色

技术观察细胞膜和细胞膜特化结构的功能是新

发展起来的一种示踪技术。用戊二醒和单宁酸
的混合物固定生物组织，能够提高各种类型细

胞表面膜的电子密度和反差[←汀，可跟踪观察

质膜的结构和功能。本文报道了利用单宁酸能

提高细胞膜电子密度和反差的特性结合冰冻蚀

刻技术，观察了各种类型上皮细胞间紧密连接

的发育程度， 分析了不同类型组织细胞间紧密

连接发育程度与其功能的关系。

材料和方法

一、戊二醋-单宁酸混合浓的制备

在 100 ml 0.2 moljL 二甲耐酸饷洛液中加 12 克

单宁酸， 60 'C加热溶解， 过 i虑后即得 12%单宁酸溶

液 ， 用重蒸馆水配制成 5%)戈二百董(原液: 25%分析

纯) 1 在 l也iffl时，将两种溶液各对半均匀?昆合后， 即

成含有 6%单宁酸、 2 . 5%戊二自董海合 液 ， 用 NaOH

调整 pH 至 7.2 0

二、生物样品制备

小以至J) l樵Jßi i0:后 ， 立即取下肾脏、 肝脏、 小胁和

胃 ， 切成小块(1 mm勺。各种组织分成阴部分。其中

一部分用含有 6 %单宁酸的 2 . 5%戊二隆 (pH句7.2 )

4 "C固定 2 小时， 然后用 1%的钱酸后固定 ， 4 "C， 2 小

时。随后用乙醇和丙嗣分别进行前规系列脱 水。

*618 环氧树脂包埋。超薄切片不再用醋酸铀丰口拘榕酸

铝染色， 直接在 H-500 型透射电镜下观察。

另一部分样品用 2 . 5%戊二酸固定， 4'C , 2 小时

后 ， 再用 30%生理盐水甘油浸泡约 10 小时， 然后将

样品快j主投入液氮中冷冻 ， 用日立 HUS-5 GB 型真空

l负镀仪冷冻断裂，真空!立为 1 x 10 - 5Torr ， 温度控制

在 一 100 0C ，断裂后蚀刻 5 分钟 ， 然后在 45。角方向

喷铀金， 90 0C方向喷碳膜加固。 l质镀拍金和碳膜均不

旋转。最后将复型膜置于恫网上 ， :([ H-500 型透射电

镜下观察。

结 果

从复型膜 P 面上可见， 肾近端小管 上皮

细胞近顶端处有向上突起的条索组成的网，但

数量少，仅有 1-2 层，某些区域甚至缺如(图

1 )。 在小肠粘膜上皮细胞和胃粘膜上皮细胞

近顶端以及肝毛细胆管附近的质膜上皆可见排

列紧密的条索组成的网状结构，其分布呈连续

腰带状，层数多，有些部位甚至多达十几层(图
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3, 5, 7) 。

在小肠粘膜和胃粘膜上皮细吨的超薄切片

上， 可以观察到相邻细胞侧面质膜被单宁酸染

色 ， 膜厚度和电子密度均增加。但是在顶端有

紧密连接的部位则没有被染色。然而管腔中微

绒毛的质膜电子密度也同样增强 ， 致使七皮细

胞侧面质膜与伪绒毛质膜在紧密连接处呈中断

现象(图 4 ， 们。 在肝细胞的超薄切片上， 细

胞表面质膜的电子密度均增强 ， 只是近毛细胆

管的紧密连接处质膜的电子密度未见增强，毛

细胆管的质膜及做绒毛表面膜亦未见电子密度

增加(图 8 )。由于实验中样品是读也固定于单

宁酸和i戊二睦混合液中， 固定液可通过细胞间

隙以及管腔面双向与质膜接触， 因而胃 和小肠

上皮细胞的侧面质膜在|微绒毛的质膜都可接

触单宁酸， 其电子:豆、度增加z 而肝毛细阻管必

须经阻管方能与外界相通， 所以毛细胆管内侧

质膜不能和单宁酸接触， 其电子密度不 见增

加。 在肾近端小管上皮细胞相邻细胞间隙内全

部被单宁酸染色，近顶端处亦不见深染线的中

断(图 2 )。 单宁磁能够通过近端小营上皮细跑

之间的紧密连接处。

讨论

应用单宁酸增加模的反差是由于单宁酸表

面带负电荷，当艺与细胞膜接触后， 就与细胞

膜上带正电荷的蛋白质结合形成复合物。但单

宁酸本身对提高细胞膜的电子反差作用很小，

当用饿酸固定时， 饿酸就与单宁酸作用形成高

电子密度的沉比吻沉积在膜上川，在低放大倍

数下，就可见深色的细颗垃沉积于质膜上17 J 。

197 2 年 Mizuhira l町等首次应用戊二 瞠加单宁

酸对生物样品作前固定，以增加膜的电子密度

和反差 。 目前还有不少工作是利用单宁酸的这

种性质以显示细胞质中细胞膜衍生物， 如质膜

内陷所形成的管道系统和质膜折叠18] 。

冰冻复型技术是t讲究质膜结构的一种很好

的方法; 结合单宁酸示踪技术，贝1]可进而了解

膜上某些结构及抖功能。在上述结果中已显示

肾近端小官上皮细胞的冰冻复型膜上可见组成

紧密连接的网状索条仅有 1 ~ 2 层，单宁酸能

够通过这个部位不受阻档。 单宁酸分子量平均

为 1700，单宁酸分子能够通过肾近端 小管上

皮细胞间隙、进入管腔， 说明在生理条件下， 多

种 离子和!小分子物质能够自由通透肾近端小管

上皮细胞的间隙，参与肾小管的重吸收和对机

体水盐代谢平衡的调节。 在胃平í-'小肠粘膜上皮

细胞以及肝毛细胆管处的冰冻复型膜上显示网

状索条数量多，排列紧密，此处紧密连接结构

发育较好， 单宁酸不能通过这个部位， 起到了

生理性通透屏障作肘 ， 防止管腔中物质与细胞

间液中物质的自由交换， 保持着二侧物质各自

一定的浓度梯度。 上述两项技术结合使用 ， 从

形态学上论证了这几处上皮细胞紧密连接的结

构与功能关系。

虽然细胞经戊二睦固定后，能增加细胞膜

对各种化学物质的渗透能力，但并不增强细胞

膜对单宁酸分子的通透性， 故在正常细胞中 ，

用戊二薛加单宁酸固定生物组织， 单宁酸不会

通透细胞膜进入胞质中， 只能与细胞膜外侧蛋

白质结合， 形成复合物沉积于膜外侧;如果细

胞受到各种因素引起损伤时， 细胞膜的通透性

增大， 单宁酸分子就能通过细胞膜而进入细胞

质中，致使细胞膜内侧以及胞质中的一些膜性

细胞器上也有单宁酸沉积 ， 在电镜下显示这些

部位电子密度增加， 反差增强。由于锁酸能影

响细胞膜的通透性[町， 从而增加细胞膜对小离

子和一部分蛋白质分子的通透性。生物样品如

果先用饿酸固定 ， 再用戊二隆一单宁酸混合液

固定 ， 导致细胞膜内叶层和胞质中膜性细胞器

均被染色，电卢子密-度增加， 这样就不利于实验

的观察，应予以注意。

我们在应用单宁酸标记技术中， 仅用了单

宁酸加 j戈二睡前固定以及饿酸后固定 ， 没有用

铀和铅染色，是为了不与单宁酸染色发生干扰

现象。但是饿酸对增加胞质中细胞器反差能力

有限，故实验中， 我们在 2% 镇酸中加入了

。 .8% 亚肤氨化饵， 使饿酸 l书的锹还原， 增强
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饿酸的染色效果，提高细胞器的反差。

摘 要

运用单宁酸染色示院技术是研究细胞膜和

细胞膜特化结构与功能关系的一种新发展起来

的技术。用戊二醒加单宁酸的混合液固定生物

组织，能够提高各类细胞表面膜的电子密度和

反差。 冰凉复型技术是研究质膜结构的一种很

好方法， 结合单宁酸示踪技术，可进而了解膜

上某些结构及其功能之间的关系。冰凉复型膜

上显示: 在胃和小肠粘膜上皮顶端相邻两上皮

细胞之间以及近肝毛细胆管处组成紧密连接的

网状索条层数多 ， 排列紧需，此地紧需连接结

构发育好， 单宁酸不能通过这个部位， 在肾近

端小管上皮细胞， 阳!状索条仅有 1 ~ 2 层，单

宁酸能通过此部位不受阻挡， 在生理条件下，

有利于肾近端小管参与贯吸收和对机体水盐代

谢平衡的调节。

圈版说明

因 1 小鼠肾近揣小管上皮细胞冰凉但h刻象。左
下方可见微绒毛的不同吕货币î(Vi) ， . 微绒毛部质膜的

pF (PF ) 丽上可见索条状网格突Jf!; (Tj) ，部 分区域只
有 ] - 2 层 ( + ) X 33000 

l到 2 小鼠肾近揣小管上皮细胞超薄切片的电镜
象。上皮细胞侧面的质膜至游离端皆被单宁酸染色
( -l叫 ， ih1f离而微绒毛 ( Vl ) 的质股也被单宁酸染色。 x
103 50 

因 3 小鼠小肠和JiÆ莫七皮细胞冰冻蚀刻象。 上方
可见微绒毛的顶部质股C (v i ) ，微绒毛下方质膜的 PF 而

上可见索条:伏网格夹起 ， tî l: 歹JJ 整齐，呈连续分布
(T纱， 在 EF 面上可见索条状网格相应的凹梢 (Tj) 。

x 25 500 

图 4 小鼠小肠粘脱 l二皮超薄切片的电镜象。相
邻J:. 皮细胞 iilU 1m (10)JJ(R克被单宁酸染成深色黑线，.ìli顶
端(+)紧密连接处未被染色。 微绒毛 (vi)的质膜也被

染色。 x 12600 

图 5 小鼠胃粘膜上皮细胞冰冻蚀刻象。左上方
可见上皮细胞质膜 pF 商上有紧密排列的网格状索条
(Tj ) ， 层数多。索条下方可见微绒毛的不同断而 (vi ) 。

图下方可见另一个上皮细胞的胞浆。 x 13500 

图 6 小鼠胃粘膜上皮细胞超薄切片的电镜象。
可见近胃腔 (Lu )处的相邻两个粘膜上皮细胞侧面的质
膜未被单宁脸染色(+)。 侧面质膜 ( It.. )和腔 面质脱
(6)的电子密度均增强。 x 13650 

图 7 小鼠肝细胞冰冻蚀主JJ象。 左面可见肝毛细
胆管挝微绒毛的横断面。微绒毛的右侧可见肝细胞质
膜 PF 而上有紧密排列的网格状索条 (Tj ) , 层数多 。

x 12600 

图 8 小鼠肝细胞超薄切片的电镜象。两个相邻

肝细胞侧面的质腹在毛细胆管附近的紧密连接处未 被
单宁酸染色(->- ) 。 毛细胆管腔内微绒毛主飞丽的质膜也

未被染色( It.. )o x 13500 
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