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目的
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研究游离锌离子和锌转运体
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"在
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&
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转基因小鼠小脑内的分

布%方法
!

应用浸入式金属自显影技术!

?*I

"和免疫组织化学染色标记游离锌离子(

C%L%

和淀粉样前体蛋白

!
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4+-"4214
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#

?HH

"#通过免疫荧光染色和共聚焦激光扫描显微镜观察
C%L%

和
%

5

淀粉样蛋白!
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"在老年斑内的定位#并分析锌离子(

C%L%

与
?HH

和
?

%

分布的相关性%结果
!

游离锌离子(

C%L%

和
?HH

免疫阳性反应产物均定位于老年斑内#老年斑主要分布于小脑分子层#浦肯野细胞层和颗粒层分布较

少$

C%L%

和
?

%

荧光双标的结果进一步证实两者共存于老年斑内%结论
!

?HH
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转基因小鼠小脑
?

%

老年斑

内有大量的
C%L%

蛋白表达#并聚集着大量的锌离子#提示锌离子可能参与小脑
?

%

老年斑的形成#而
C%L%

在老

年斑内锌离子的聚集过程中起着重要的调节作用%
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淀粉样蛋白前体蛋白!
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转基因小鼠$
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小脑

!中图分类号"

!

<$!!=*&

!!

!文献标志码"

!

?

!

国家自然科学基金项目!

$"%("(!!

#

$"(("%*"

"$高等学校博士学科点专项科研基金项目!

!""%"&)#""&

"

!

"

.144+2

:

1%#'%

0

$"3614

!

@58$'7

'

N$%

0

Q

9!

8$'7=-8"=+#"=-%

A)(2')5=2)*$*+Y)$/)*$(0$1Y)$/2'0$(

&

*'2#'RN)$2;#

7EE

&

EBF2'0$(

-

#$)/.*=(#/#'#5#,,=.

CD?KIF'561%

0

#

J&R$%

#

O?KIV'%

#

CD@KI O+'

#

<EKI *'%

0

#

O?KIC6$%5

9

1"

"

!

!"

#

$%&'"(&)

*

:-5&);)

,6

$(0?'D%

6

);)

,6

#

98-($/"0-1$;4(-."%5-&

6

#

78"(

6

$(

,

&&"""&

#

L-$)(-(

,

<%).-(1"

#

98-($

"

)

75(2'0/2

*

!

85

9

#/2)4#

!

L1'%(+23'

0

$3+36+#'234';"3'1%1BB4++Q'%-'1%2$%#Q'%-34$%2

:

143+45%

!

C%L%

"

'%36+?HH

&

H,&34$%2

0

+%'-81"2+-+4+;+77"8=

!

:#2;*1(

!

G88+42'1%$"318+3$771

0

4$

:

6

9

!

?*I

"

$%#

'88"%16'231-6+8'234

9

N+4+"2+#31$%$7

9

Q+36+#'234';"3'1%1BB4++Q'%-'1%2

#

$8

9

71'#

:

4+-"4214

:

413+'%

!

?HH

"

$%#C%L%'%36+?HH

&

H,&34$%2

0

+%'-81"2+-+4+;+77"8

#

4+2

:

+-3'(+7

9

=G88"%1B7"14+2-+%-+$%#

-1%B1-$77$2+42-$%%'%

0

8'-412-1

:9

N+4+"2+#31$%$7

9

Q+36+4+7$3'1%;+3N++%C%L%$%#?

%

'%2+%'7+

:

7$

X

"+2=

!

<#(=,2(

!

C'%-'1%2

#

?HH$%#C%L%N+4+8$'%7

9

71-$3+#'%36+$8

9

71'#

:

$7

X

"+2

#

N6'-6N+4+

:

4+#18'%$3+7

9

71-$3+#'%36+817+-"7$47$

9

+4=L6+H"4P'%

A

+-+777$

9

+4$%#

0

4$%"7$47$

9

+41%7

9

-1%3$'%+#

$B+N

:

7$

X

"+2=.1%B1-$78'-412-1

:

'-4+2"7324+(+$7+#$-171-$7'Q$3'1%1BC%L%$%#?

%

'%36+2+%'7+

:

7$

X

"+2=

!

3*$/,=()*$(

!

L6+$;"%#$%3+M

:

4+22'1%1BC%L%$%#$--"8"7$3'1%1BQ'%-'1%2'%36+

%

5

$8

9

71'#

:

7$

X

"+21B36+?HH

&

H,&34$%2

0

+%'-81"2+-+4+;+77"8

#

2"

00

+23'%

0

36$3Q'%-'1%28'

0

63;+

'%(17(+#'%36+B148$3'1%1B2+%'7+

:

7$

X

"+2

#

N6'7+C%L%8'

0

63

:

7$

9

$%'8

:

143$%3417+'%36+4+

0

"7$3'1%

1BQ'%-$--"8"7$3'1%#"4'%

0

36+

:

$36171

0

'-$7

:

41-+221B?7Q6+'8+4

1

2#'2+$2+=

)

>#

6

?*'1(

*

!

Q'%-'1%2

$

!

Q'%-34$%2

:

143+45%

!

C%L%

"$

!

%

5$8

9

71'#

!

?

%

"$

!

$8

9

71'#

:

4+-"4214

:

413+'%

!

?HH

"$

!

?HH

&

H,&34$%2

0

+%'-81"2+

$

!

-+4+;+77"8

)%



复旦学报!医学版"

!

!""#

年
&

月#

$%

!

&

"

!

!!

%

5

淀粉样蛋白!

%

5$8

9

71'#

#

?

%

"老年斑的形成是

阿尔茨海默病!

?7Q6+'8+4
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2#'2+$2+

#

?R

"最典型的

神经病理改变%近年来的研究表明#在
?R

病人尸

检大脑+

&

,及
?R

转基因模型小鼠+

!

,大脑内的
?

%

老

年斑中均存在大量的锌离子$与脑锌代谢密切相关

的锌转运体!

Q'%-34$%2

:

143+4
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C%L

"家族中#

C%L&

#

C%L'

和
C%L%

在
?R

患者大脑内的表达明显增

强+

$

#

'

,

%提示锌离子和
C%L

可能共同参与了
?

%

沉

积和老年斑的形成过程%在中枢神经系统内#锌离

子主要分布于含锌神经元轴突终末的突触小泡内#

且主要位于前脑的一定区域#如海马(杏仁体和新皮

质中#小脑内游离锌的含量明显低于其他部位+

)

,

#但

在
?R

患者和转基因小鼠的小脑内同样有大量的老

年斑形成+

%

,

%为明确小脑内老年斑的形成是否同样

与锌离子密切相关#本研究以
?HH

&

H,&

!

%

淀粉样

蛋白前体蛋白&早老素
&

"转基因小鼠为研究对象#

检测了锌离子及
C%L%

在小脑老年斑内的定位分

布#为进一步探讨锌离子和
C%L%

在
?R

发病和病

理机制中的重要作用提供可靠的形态学依据%

材 料 和 方 法

实验动物
!
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转基 因 小 鼠 !
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"和野生型小鼠!
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&

%

"各
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只!美国

)$-P21%F$;14$314

9

提供"%分笼饲养#常规饮食%

浸入式
7:"

染色方法
!

腹腔内注射戊巴比妥

钠麻醉小鼠后#断头处死#迅速取大脑#制成约
!88

厚的冠状切片%将切片立即浸入含
"=&Y

硫化钠和

$Y

戊二醛的磷酸盐缓冲液!

:

D(='

"中%在
'T

冷室

内浸泡
$#

#用
"=&817

&

F

的冷磷酸盐缓冲液清洗#再

放入
$"Y

蔗糖溶液!

'T

"中浸泡#直至切片沉到玻璃

杯底部%用
E.L

包埋厚切片#再用恒冷切片内制备

$"

#

8

厚的冰冻切片%将冰冻切片放入盛有金属自

显影孵育液的染色缸内#在
!%T

恒温振动水浴箱内

孵育
%"8'%

%将切片置于
)Y

硫代硫酸钠溶液浸泡

&"8'%

#终止反应%切片经去离子水清洗后#用
"=&Y

甲苯胺蓝溶液!

:

D'="

"复染#然后经梯度酒精(二甲

苯脱水透明#

R@H@V

封片%显微镜下观察并照相%

浸入式
7:"

染色特异性的检测
!

!

&

"将
!

88

厚的切片#先放入锌螯合剂
R@RL.

溶液中浸

泡
$6

#再置入
"=&Y

硫化钠和
$Y

戊二醛溶液浸泡#

然后进行
?*I

染色%!

!

"

!88

的厚切片不经

"=&Y

硫化钠和
$Y

戊二醛液处理#直接进行
E.L

包埋和冰冻切片#然后放入
?*I

液内孵育%

免疫组织化学及免疫荧光双标染色方法
!

!88

厚的鼠脑冠状切片置入
'Y

多聚甲醛溶液内固定

!

'T

"#

$"Y

蔗糖溶液浸泡!

'T

"#

E.L

包埋#恒冷

箱切片机制备
$"

#

8

厚的冰冻切片%免疫组化染

色主要步骤如下'

$Y

过氧化氢和正常血清各孵育

&"8'%

封闭内源性过氧化物酶和非特异性反应#
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抗体!
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抗体!
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#

美国
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博士提供"
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孵育过夜!阴性

对照组继续用正常血清代替一抗孵育"$

L/,

冲洗#

山羊抗兔
G

0

I

!

&0!""

"室温孵育
&6

#

,?/.

室温孵

育
&6

#

R?/

显色%常规脱水和封片#光学显微镜下

观察分析%免疫荧光染色主要步骤如下'正常驴血

清室温预孵育
&6

#兔多克隆
C%L%

抗体!

&0)"

"和小

鼠单克隆
?

%

抗体!

&0'""

#
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0

8$

公司"混合液内孵

育#常温过夜%切片经漂洗后#用驴抗兔
G

0

I5!GL.

!

&0)"

#标记
C%L%

"和驴抗小鼠
G

0

I5L+M$2<+#

!

&0)"

#标记
?

%

"混合液室温孵育
!6

%漂洗后封片#

共聚焦激光扫描显微镜下观察并拍照%

结
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果

锌离子在小脑内的分布
!

光镜下观察
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转基因小鼠
?*I

染色的小脑切片#可见
?*I

阳性的斑块主要分布于分子层#大小不等#呈棕黑

色#代表锌离子的存在部位#颗粒层也可见散在分布

!图
&?

#

.

"%高倍镜下分析老年斑结构#可见大多

数
?*I

阳性的老年斑有一个染色较深的球形中心

!图
&/

#

R

"#部分斑块的球形中心的外周为一层不

规则的深染的花瓣状结构#可能为死亡变性的神经

元突起和细胞碎片!图
&/

"#偶而可见中央无
?*I

阳性反应的呈中空状的斑块%此外#在小脑分子层

的部分小血管管壁也可见棕黑色的
?*I

阳性反应

产物#表明存在着锌离子的聚集!图
&/

"%经过锌螯

合剂
R@RL.

预处理和未经混合液处理的组织切片

进行
?*I

显影染色#未见阳性反应产物%

7EE

和
]$GN

在老年斑内的表达
!

光镜下观察

免疫组织化学染色切片#

?HH

和
C%L%

免疫阳性反

应产物主要定位于老年斑内#呈棕黄色#两者染色显

示的老年斑形态和结构基本一致#呈大小不等的圆

形或不规则形#边界较清晰!图
!?&5?$

#

/&5/$

"%

]$GN

和
7

#

在老年斑内的定位分布
!

共聚焦

激光扫描显微镜下观察#单通道扫描可见
C%L%

和

?

%

阳性反应产物分别呈绿色和红色荧光#

?

%

免疫

阳性反应产物主要分布在斑块的中央部分!图

!.!

"#而
C%L%

免疫阳性反应产物弥散分布于整个

斑块!图
!.$

"%将单通道扫描的图像复合后#清晰

可见两者共表达于老年斑内!图
!.&

"%

野生型小鼠大脑切片未见
?*I

染色阳性和免
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转基因小鼠小脑内的分布
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转基因小鼠小脑的分布
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疫反应阳性的老年斑%

讨
!!!

论

锌是体内不可缺少的微量元素之一#在细胞生

物中起着稳定结构(催化和调节的作用#是人体
$""

多种酶和转录因子的重要组成成分#直接参与了核

酸(蛋白质的合成(细胞的分化和增殖以及许多重要

的代谢+

(

#

*

,

%

?

%

沉积是各种原因诱发
?R

的主要共

同通路之一#体内的
?

%

由
?HH

经蛋白水解而成#

?HH

和
?

%

常用作老年斑的标记蛋白%由于
?

%

沉

淀中含有大量的锌离子#

L,>

(

C'%

X

"'%

等荧光技术

常用于检测
?R

患者及
?HH

转基因小鼠大脑内
?

%

老年斑和淀粉样变性血管内的锌离子#但却未能成

功显示小脑内的老年斑+

#

,

%本研究采用最新改良的

浸入式硫化锌
?*I

技术#通过将组织切片浸入到

硫化钠和戊二醛混合液中#通过
?*I

显影液孵育

使在切片上形成的硫化锌微晶体进行银放大#直接

在脑片上标记游离锌离子#证明在
?HH

&

H,&

转基

因小鼠的小脑内同样存在富含锌离子的
?*I

阳性

的老年斑%而经过锌螯合剂
R@RL.

预处理和未经

混合液处理的组织切片进行
?*I

显影染色#未见

阳性反应产物#进一步证实浸入式硫化锌
?*I

技

术对检测游离锌离子具有高度特异性和敏感性#是

检测含锌老年斑的有效实验技术%

锌离子不能自由通过细胞膜#特定的转运蛋白

和膜通道参与锌的转运和代谢%在维持锌稳态的蛋

白家族中#锌转运蛋白
&5(

!

C%L&5(

"的主要作用是

将锌离子转运出细胞或隐藏在细胞器内%

C%L&

#

C%L$

#

C%L'

和
C%L%

均在小脑内表达+

&"

,

#其中#

(%
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C%L%

通常位于高尔基体和小囊泡中#其主要功能

是将细胞质中的锌转运到高尔基体和小囊泡中+

&&

,

#

进而在锌稳态的维持中发挥重要作用%本研究结果

表明
?*I

阳性(

C%L%

阳性和
?HH

阳性的老年斑

均主要分布于小脑分子层#颗粒层仅有少量分布$

?*I

染色和
C%L%

免疫组化染色结果显示的老年

斑与
?HH

免疫组化染色显示的老年斑形态和结构

基本一致#证明锌离子和
C%L%

广泛分布于
?HH

&

H,&

转基因小鼠小脑的
?

%

老年斑中#而
C%L%

和

?

%

双标的共聚焦激光扫描显微镜观察结果进一步

证实
C%L%

与
?

%

在老年斑中的共表达%提示锌离

子可能在小脑内
?

%

老年斑的形成过程中起重要作

用#而
C%L%

在老年斑内锌离子的聚集过程中起着

重要的调节作用%
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复旦大学附属儿科医院介绍

复旦大学附属儿科医院专业设置齐全#是上海市第一家小儿涉外特需医疗中心和亚洲国际救援中心%

呼吸急救专业是上海市医学领先专业重点学科#小儿外科是上海市小儿外科疑难重症诊治中心#还设有上海

市性早熟中医特色门诊%医院共有
$#

个临床和医技科室#主要专业涉及儿内科!新生儿(呼吸(消化(血液(

肾脏(神经(内分泌(免疫(遗传等"(儿外科!普外(泌尿(骨科(新生儿外科(肿瘤(神经外科"(心血管中心(传

染科(急救科(麻醉科(中医科(眼耳鼻喉科(皮肤科(口腔科和儿童保健及康复科等%为适应临床发展需要#

先后设立了疑难病诊治中心(癫 中心(遗尿中心(哮喘诊疗中心(小儿微创外科中心(复旦大学小儿肾脏病

和泌尿系统疾病诊治中心%医院拥有先进的医疗检测设备和检验技术#为一流的诊疗提供技术保障%

医院现有在职职工
&"""

余人#博士生导师
&(

名#硕士生导师
!*

名#高级职称专家
&"&

人%是中华医

学会儿科学分会主任委员单位#有
&%

人在医学会儿科相关的学组及其他全国性医学专业组织中担任领导职

务%拥有全国/长江学者奖励计划0儿科学组特聘教授
&

人%

"复旦大学附属儿科医院!

#%




