
保存胚胎材料中荧光染料的方法

蒋 4元 丁老

( 中国抖学院上海细胞生物学所究所 )

|二|从 197 8 年 Stewart 应用了荧光染料 Lu

cifer Yellow CH , VS 等以米[l] ，它在生物学和

医学的岱个491城 lþ正在日益广泛地被应用。其

优点是: 灵敏度高 、 无毒性 、 在活细胞中能迅

速地从一细胞转注 f!J 另一细胞; 并可以检测细

胞连攒J)j能状态 [2 -6 J。但是， 在荧光显敝镜下

观察 i列 tr句类整)胚， 失光染料的传i茧， 一般只能

从农 Ill l 观察 ， ~I Î.1ù i 就无法看洁。 为了 同 I "J 检查

内外细胞层 riJj 的尖光染料传递悄况， 最近， 在

荷兰凶 |趴胚胎研究所 Hubrecht 实验室进修期

间采用了该实验室市闸的一套较实用，又能长

期!保存'先光的方法，使用于两栖类胚胎细胞取

得了较理恕的钻 ~t3-.: 0 :斗、文 {义 J;ÿè此作一简单的介

全η
-I-J。

材料和方法

Xenopus J ite v is 作为实验动物。用 2% L-半脱氨

酸盐般盐( pH 7 . 8)云除!快膜 ， 用游丝银子去除卵~.膜。

按照 Nieuwkoop 发育分期灰[汀 ，取 10 期胚胎， 用离子

!毡泳j去注射荧光染和1 Lucifer yelJow CH (分子量为

457 . 2) [8 Jo 注射击F位是动物半球中央的细胞。 每个胚

胎只注射一个细胞， 注射后 30 分钊1至 1 小时进行固

立、 )J且水 ， ω肥等。 ~按顺序简述如下:

-、固定 ) 11 对胚胎细胞和荧光保存都较好的多

架叩自主液(配制方法见下〉固定。 固定 24 小时， 换至正

常两辆类溶液。然后用玻璃针把动物半球割下， 用两

栖类盐浴液洗涤夕|、植块数次， 换入脱水剂。

固定浓的配法如下 :将2 . 5克多聚甲怪粉末加入 50

毫升两栖类生理盐溶液 ， 加热至 60-65 'C(在通风橱1fT

操作) ， 用玻璃棒搅拌， 此时溶液成浑烛 ， 然后加入几

滴 1 mol / L NaOH 继续搅拌 ， 直至溶液澄清，冷却后'

jjll亘;茶水至 100 毫升 ， 按照两幅类溶液的 pH 调节，贮

存在 4 'C冰箱中备用 [9 J 。

二、脱水 ')，j -J ï采 i在仅用介l盯元代渗入 rlll )1他 内

部， 必须宇先使!民)1(1细胞脱水完全， 月j . .草jlJ犬 j如在化

!脏水剂 2 ， 2-二甲基 l习 ;院 [ (2 ， 2-Dim巳-thoxypropan ( D 

MP 迸付悦水 ) [叫。脱水 1 小时， 更快一次即可。 宫

的优点是免除更换各级酒精或丙酣的操作， 缩短脱水

时间，使用方便。

酸化 DMP 自己法 : 100 毫升 DMP )) 11 '- 1内浓 HCl o

三、浸透、包理与聚合 用一利I Spurr 的 低粘度

环氧树脂(有成套药盒进行包埋， 操作步骤详见 Spurr

电饭也应注~ [ 11 J整修包埋头后 ， 作 1 μm 的连续j字切片。

匈 切二、 三片后就用小白金丝 l每捞片， 依次序排于滴

有水滴的钱片上。 为了使切片贴在玻片上， 载破}寺预

先涂以自明胶。烘干水滴后， 用 Elvanol ;N固剂封片。

用 Opton 标准荧光相差显微镜观察、 拍摄记录。

白明胶处理载玻片的方法 : 0 . 5 克向明胶浴 于

100 毫升双豆浆t留水 ， iJ Jl/liKi保j~H~~ J巴就片浸入 ，立即

取出话:千备用 。

结果与讨论

我们共注射了 39 个第 10 WJ 的爪蛤胚胎，

偶合的有 16 例， 14 例未偶合， 2 例不洁楚，

7 例失光米白下层。 我们分别选了术问合单个

细胞的 4 例， 偶合的二个细胞的 3 例和来自下

层的 7 例进行切片观察。图 1 示一个注射后未

偶合的细胞， 朱光染料限于注射细胞 ， 细胞核

荧光强于细胞质。因 2 是两个有0{光的细胞，

左边尖光强的是注射细胞，由于失光太强， 核

与细胞质仕不清。 当先光染料从注射细胞传递

到相邻细胞以后， 右边细胞也能看到荧光， 虽

然荧光强度比注射细胞的弱， 但细胞核与细胞

质一目了然。图 3 示活体观察时只见荧光来

自 下面，切片后清楚地看到内 J~细胞有荧光。

总之， 经过上述方法 ， 既能看请示而细胞的荧

光， 又能看情里面细胞的荧光。 如果用荧光显

微镜拍照时，同时使用相差， 那么 ， 就会得到

‘本文jj(凶 弥|习技J受审问 ， (忑去i::S ì!il 0 
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更理想的照片。因 2 就是在这样条件下拍摄的。

既能看到荧光所在位置， 又可观察到清晰的细

)j包结构。

通常， 荧光染料注射胚胎后， 荧光不能长

时间保存。用上述方法做成的切片， 荧光强度

不会减弱与熄灭。与染苏术精、 伊红片子一样

可以长期保存。 更重要的是， 应用这一方法 ，

能明确地~' IJ 断荧光染料在细胞之间与细胞层之

间的传递情况。因此， 我们认为该技术对于用

荧光染料追踪细胞间与细胞层间的传边是十分

有用的。

摘要

本文介绍了保存胚胎材料中荧光染料的技

术， 给两栖类胚胎注射荧光染料后， 应用所介

绍的方法制备切片，既能保存荧光又能正确判

断染料在各层细胞之间的传递情况。
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用准饱和 CO2 干操法制备两种肿瘤细胞的扫描电镜试样

戴志强 命 月桂 哀辛苟

( rl~ 国科学院七海药物研究所)

临界点干燥(Critical point drying , CPD) 

是目前公认的制备医学、 生物学等含水材料扫

描电镜试样较为理想的干燥方法。然而，即使

是最严谨的操作， 经 CPD 干燥的样品仍有明显

的皱缩现象。收 缩率 从 1 3 %- 4 9 % 不等

[1 ， 2 J。深入研究表明 ， 其收缩过程可分为四个

阶段:的 置换阶段(20 0C 左右汩的 升温阶段

(最终超过 30 0C ); c) 降EE阶段; d) 回 复到大

气压阶段。 收缩程度依次为 a>c > b > d[ 3J
o 

为了避免升温、 升压产生的收缩效应，我们参

照 Boyde 的工作， 建立了 准饱和 CO2 干 燥法
(Quasi- saturated CO2 drying , QSCD) ， 以此法

制备两种肿瘤细胞的扫描电镜试样，镜下观察

瘤细胞的表面结均图象丝毫不亚于 CPD j去 ，且

收缩卒亦较 CPD 法减小。现介绍如下:

材料和方法

实验所用 SGC-7901 人体育癌细胞株[ 4 ]及 HAC小

鼠腹水型肝癌[5] 均系我所肿瘤细胞药理组提供。 前者

已经培养贴壁生长在盖玻片上， 后者抽取荷瘤鼠腹水

后离心去?宇j但性成份。 两种瘤细胞i式样均用二甲刑酸

例缓111-1 的 2 . 5% 戊二酸前固定 ; 1 % 钝酸后固定 : 无水

乙醇从 30%递增浓度脱水，至 100 %无水乙醇时 . 试样

一分为二，分别经醋酸异戊脂置换后作 CPD 及 QSCD。

CPD 操作如常规。 QSCD 亦在 HCP-II 型临 界点干燥

器上进行。操作顺序如下z 样品室充分预冷至 - 10 'C

左右， 随即放进试样， 缓慢注入液体 COl ， CO~ 压力
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