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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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在 50 大气压归 .!-. o 兰i液而不再升高时 ，打开放气小

阀， 流琶T一i川工

争钊钊IJ o C0 2 1'!'-J i武JIW~入民约'l!: 80 -90% 之间。 女11 CO2 充

溢到视节ì.改戚，可放摔一些。关闭进、 放气阅后， 样

品~L;:; :fH~五 1 8 0C ， 停留 5 分钟后 ， 即可缓陵放气。总放

气时间控制在一小时以上。当 CO2液面下降接近放试样

的不锈钢盒时， 放气返率控制最小， 直至样品室压力

下降到正常大气压。在室温下取出试样后 ，立即进 IB-3

离子溅射仪镀金 ， 最后用 Sigma-I 扫描电镜观察摄片。

仁述实验重复三次。

结果 与讨论

SGC-7901 经 QSCD 后作 SEM 观 察

(图1): 瘤细胞大多为多边形上皮样细胞，亦见

有梭形、 圆形细胞，以及正处于分裂的哑铃状

细胞。细胞伪足舒展 ，微绒毛细长 ，且较为丰富。

几个细胞的伪足常相互连接。细胞形态与 CPD

对照组 ( I玄1 2 ) 相 似， 1目 前者表面细微结构似较丰
'亩'
阳 。

二、fIAC q王 QSCD 后作 SEM 观察 ( 图 3):

瘤细胞大多呈球l~ ， 直径 lO μm 左右，比较均

匀。 细胞表Tfiï微绒毛纤细， 姿态不--;微绒毛

分布较均匀，局部较稀疏。有时可见细胞间的

微绒毛粘连以及纤价蛋白索。癌细胞的形貌与

CPD 又Jm细无明显差异 ( 图的。随机]阿芋， 并

在相同观察、 摄片条件下分别测算经 QSCD 及

CPD 处理的近 30 0 个 HAC 细胞，前者平均直

径为 9 . 8 士 1. 3μm ， (n =222 ); 后者平均直径

为 8 . 9 士 1. 1 μm ， ( n = 30 1) ; 统计学处理有极

显 击差异 (P<O.OO 1) o :tCf-l!复实验中，再次测

试比较仍显示经 CPD 处理的 HAC 细胞收缩较

严重 ，但两者的差异小于 Boyde 报道的数值[ 3 ] 。

经 CPD 处理的试1年 ， 有人认为是全体平均的

收缩[ i ] ， 对于超微结构定性观察无太大的影响。

但作定量百!IJ$'~时 ， j;Uè难免有较大的误差， 显然

不如经 QSCD 处理的试样更接近实际尺寸。

三、 在 CPD 过程中， 随着处于临界态的

COz 夕i、逸 ， 压力从 100 大气压左右逐渐降低。

而在 QSCD 过程， 三I:j ~~(:品室放气时， 压力一直

维持在 "大气压附近， ;j芋 i日1室的气相处 于;可j

态饱和状态。这种状态是以 CO2 气体缓应排

放， Ýi训牛 COz 不断气化而作问。因此相对液相

而奋， 气相实际 上是处于一小Jl接近饱和而没有

饱和的准饱和状态。只是币放气阶段的最后几

分钟(此时试样已经干;除 )，压力才急速下降到

正常大气压。不难判断， 试样是在准饱和 COz

气压条件下干燥。 此种状态下的 COz 气相分子

密度接近其最大值。 在气液界面上，有足够多

的气相分子位于液相表面层分子的分子力有效

力程内，以至气、 液分子问的作用已不能忽略

不计， 其结果是~H目表面层分子问距缩 小(但

仍比液休内部分子稀疏 ) ， 与表层分子间距正相

关的表面张力也随之减小。由于液体 CO2 的表

团张力在 20 cc 时为 1 . 18 dynjcm， 仅是 水的

1/60，处于准饱和1 CO2 气压条件下的表面张力

又比 1. 18 dynjcm 更小一些，因此对试样形貌

的影响是:比较微弱的。 QSCD 过程避免了 CPD

过程导致试样严重收缩的 b、 c 2 个阶段以及 a

阶段的部分过程 ， 因而试样收缩较 CPD 小; 至

于 QSCD 过程存在的微弱表而张力对试样的影

响并不显示大于 CPD 因收绍所受的影响，所以

最后获得的图象质丑与 CPD 不相上下 ， 甚至更

好一点。

四 、 Boyae 常用 QSCD ?:~ ]Ijl\备体积较大的

小鼠胚胎前肢扫描电镜i式样效果良好[ 3 ] 。理论

上此方法适用于一般生物材料。对于体积小于

lmm3 的生物i式样。 由于体积小， 因定 、 脱水、

Z:换充分 ， QSCD i去优点更突出 υ QSCDt 法操

作顺序简单;一次可以干燥较多试样z 由于升

温不超过 2 0 "C ，才fF品主最终压力不到 70 大气

压 ， 较 CPD 更为安全。由于 QSCD 法是 针 对

CPD ?去的不足由 CPD注前变而，口吃，而且是在 1 1信

界点干燥器上进行干燥，所以 Boyde 称此法为

"非完全临界点干燥" ( Not quite critical point 

drying) 0 Itl实上并不能将此注视为 CPD 的任

何一种类型， Boyde 亦认为"非完全"的说法并

不确切。因此， 我们对其工作原理进行了初步

分析， 认为称之"准饷牙11 COz 干;原法"可能比较

正确。这是一利I只有推广价值的扫描电镜试样
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制作新方法。

摘 要

采用准饱和 CO2 干尿在 (QSCD) 11J 1 ] 备SGC

-7901 人体胃癌细胞株贴112细胞和 HAC 小 民

腹水型肝癌游离细胞的扫描电镜i式样， 结果显

示，细胞形貌与临界点干燥 (CPD) 对照组无明

显差异， 但收缩率较后者减小。 QSCD j去突破

了传统的无表面张力干燥条件，操作顺序简单:

一次可干燥较多 ì):t样 : 样品室压力不超过 70 大

气庄， 较 CPD 1-去安全。
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我国细胞生物学教学中值得探讨的问题

近十年来， 我国综合性大学， 师范、 农林与医学

院校普遍开设了细胞生物学课程。经过广大任课教师

的努力 ， 已取得了一定的成绩， 也积累了一些经验。

但是， 在教学中 也存在一些值得探讨和应该解决的问

题。我们利用在西安举办的全国细胞生物学新进展i井

授班的机会， 邀请了部分任课教师进行 了认真的讨论

和分析， 现提出一些看洼， 也热切希望全国关心细胞

生物学教学的同志一起米讨论这些问题， 以使我国的

细胞生物学教学跟上这一学科迅速发展的步伐。

1. 关于细胞生物学教学在生物学教学中的地位问

理

细胞生物学是 70 年代独立出来的 一 f J新兴学科 。

它是一 I丁在细胞水平、 亚细胞水平和分子水平上研究

细胞生命活动规律的科学， 由于细胞是生命活动的基

木结构和功能怡位. 因此已在生命科学中的地位显得

寸分重要。 它既是生物科学的基础 ，又是现代生物科学

发展中的重要组成部分。 细胞生物学在我国已成为综

合性大学生物学系的昌'干课程 ， 在美国很多大学设立

细胞生物学系也充分说明了这一点。 由于它是在超显

微形态学与分子生物学相结合的基础上发展起来的，

因此它与生物化学、 分子生物学、 遗传学、 生理学等

学科关系十分密切 ， 许多研究方法也来源于这些学科 ，

有些内容似乎与它们有相似之处， 因此有的高校对它

的教学重视不够. 往往成了课时压缩、 必修课改为选

修课的对象。 细胞生物学作为一门新兴的学科是有它

自 己的学科 体系的。 以flFl盹 '}J7;才象来训揽生命活动的

规律， 使细胞生A勿学在个体生物学 (如动物学、 植物

学、 微生物学等 ) 与分子生物学 ( 也包括生物化学、 分

子遗传学等〉 之间起着承上启下的作用。因此，将生命

科学在试管申研究的内容， 川、细胞整体的角度米介绍

给学生， 无论从生命活动规律的掌握上， 还是科学思

维方法的培养上， 都是其它学科教学难以 f\:沓的。 因

此 ， 我们认为细胞生物学在生物学教学rl l有着它的特

别重要性，必须加强， 而不能削弱。

2. 关于细胞生物学教学内容与其它学科教学内容

重复的问题

由于细胞生物学 与其它生 物学抖 的相互交叉和渗

透， 它的教学又是在许多学科教学的基础上进行的，

因此在某些章节巾往往不可避免地会遇到某些教学内

容重复的问题。 我们认为，部分教学内容的某些重复

是客观存在的，问题是如何处理， 如何讲授。要处理

好这个问题， 首先是这些内容不能象其它学科 ---样地

讲，如果细胞生物学象其它学科一样地讪 ， 就会造成

不必要的重复 ，而且还不如其它学科讲得好 ， 二是细胞

生物学有自 己的学科体系和特点及知识侧重i函 ， 要充

分发据自 己学科的优势和特点。用动态的而不是静止

的， 整体的而不是孤立的， 统一的而不是割裂的观点

去认识并阐述细胞内错综复杂的生命活动规律， 另15末

即使与其它学科有某些重复性的内容也不是简单 的重

复和再现， 而是知识的深化和七升。 我们相信， 随着

细胞生物学本身的发展， 教学体系的完善， 教材内容

的更新和数字:方法的改进， 教学内容的重复问题是会
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