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W留在运验
圄‘E民__..Æ~术 介绍两种新颖的薄切片塑料

徐是雄

〈香港大学植物系〉

不久前曾先后[1 ,Z 1 介绍了两种乙二醇甲基

丙烯酸醋(简称 GMA) 薄切片塑料。现在我再

介绍两种供高分辨率光学显微镜观察的塑料产

品。这两种产品经我们用植物材料试做切片，

发现它们各有一定的优点。现将应用这两种塑

料包埋剂的经验介绍如下=

I. GMA-Quetol 523 塑料

GMA-Quetol 523 塑料包埋剂， 是日本人

Kushida[3 ， 4]等首先使用的。基本配方包括三种

试剂: (l )GMA; (2)Quetol 523; (3)QCU寸。

有关 GMA 塑料的性能，在《塑料薄切片和超薄

切片技术》一书 [5]中已有详尽的报道，就不重复

了。 Queto1523 则为一种能与 GMA 混合的塑

辛斗(名 uq methoxy polyethylene glycol 400 me­

thacrylate) ，其;;fjlj度为 21 厘泊，比 GMA 略稠

(GMA 的粘度约为 9.15 厘泊) 0 QCU-l (化学

名为 2 ， 2'-azobis isobutyronitrile)是一种糊状

液体。这三种试剂是由日本日新 EM 株式会社'

供应的。

在使用时，按以下配方，配成混合液z

GMA 85 毫升

Quetol 523 15 毫升

QCU-l 0.05 克

混合液在 60 "C.约需 12 小时便叮罔化。

如把 QCU-1 的份量力Ili旬至 0.4 克， 在 39"C只

需 36 小时，便可固化。国化的包埋头，是透明

的。

Kushida 和 Kushida[8]在以后将配方进行

改良，在配方中增加了 MMA(methylmethacr­

ylate) (但据我们试用，发觉加不加 MMA 对塑

料的性能无多大改变)，改良的配方如下z

GMA 68 毫升

Queto1523 2 毫升

MMA 30 毫升

QCU-l 0.05 克

使用 GMA-Quetol 523 塑料包埋的具体步

骤与 GMA 包埋方法(5]基本相同，一般可采用

以下方法 z

材料 33 毫米或略大的小块

固定用 2-6% 戊二睦在室温固定 4 小

时。固定液用磷酸或二甲肺酸纳缓冲液(0.2 M) 

配制。

，清洗 用上述缓冲液清洗 2 次，每次停留

半小时。

脱水 50% , 70% , 80% ， 90%乙醇各 30 分

• Nissin EM Co. , Ltd. , Yotsuya Songyo Bldg. 2 
Samon-cho, Shinjukuku, Tokyo, 160 JAPAN. 

•• Polaron Equipment Ltd. , 21 Greenhill Cres­
cent , Holywell Industrial Estate, Watford 
Hertfordshire WDI 8 x G , England. 

...购自 Miles Lab. Ltd. , P.O.Box 37 , Stoke Court 
Stoke Poge哩， Slough SL 2 4L Y, England. 
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钟; 100%乙醇两次，每次 60 分钟。

潘遗 100% 乙醇fGMA-Quetol 523 混合

液(1:1) 1-2 小时。

GMA-Quetol 523 混合液 2-3 小时。

GMA-Quetol 523 混合液 2一3 小时。

以上各步可在室温进行，但当材料进入最

后一步渗透时，需要的话，可在 4"C延长渗透

时间至几天或几星期。

包理把材料和混合液放入透明胶囊内，

然后加盖。胶囊可直放或横放，使材料定向。

固化 60"C约 12 小时。

切片 用干玻璃刀切 2-3 微米厚切片，将

切片放在有水滴的玻片上，在室温或60"C干片，

干后用一般的 GMA 染色法染切片[5]。但染后

要清洗得干净，因为 GMA-QuetoI 523 塑料本

身具酸性，故此如用碱性染料来染色，易产生

背境染色。

如供电镜观察，需把切片厚度保持在 0.5

微米左右，用具有水槽的玻璃刀切片，然后转

移至电镜铜网上。染色采用 Kushida[7坷的方

法，先将铜网夹在一条塑胶管上，放在装有饿

酸晶体的密封瓶内熏 6-12 小时。染色后便可

在透射电镜下观察。

我们认为用 GMA-Quetol 523 与用常规的

GMA 方法(5]同样方便，唯一的问题是， GMA­

Quetol523 混合液酸度大，所以切片经碱性染

料染色后，塑料本身易着色，影响清晰度 z 但

对一些酸性染料则影响不大[8] (图版 1 ，图 1 ，

2) 。如用 GMA-QuetoI523 来做电镜观察，则

由于切片厚，影象并不清晰(图版 1 ，图 3 )。

但另一方面，我们使用 GMA-QuetoI 523 来做

光学显微放射白显术，较果则颇好(图版 1 ，图

4) 。其操作方法与应用环氧树脂基本相同[5] ，

唯一的改动是我们发现染色时可用 Azure B 

[配方如下 z 先配制缓冲液，将 24.6 毫升。.1

醋酸加 15.4 毫升 0.2M 磷酸 pH4，然后每一毫

升缓冲液内加入 0.25 毫克Azure BJ(8] ，但需将

染料原搭液稀释 10 或 20 倍，染 2一5 分钟，效

呆最好。

1I. Lowicryl 塑料

Lowicryl 塑料为一种2-甲基丙烯酸和丙烯

酸盐混合剂 (acrylate-methacrylate mixtur四) , 

由瑞士人 Carlemalm 等[10]研制出来的。他们共

研制了两种不同类型的包埋剂 z一类具亲水性，

叫 Lowicryl K4M; 另一类具疏水性，叫 Lowi­

cryl HM20。我们试用的 Lowicryl 是英国 Po­

laron.. 供应的。买回时，两类 Lowicryl 都包

括有三种溶液: (1)聚合剂; (2)塑料单体z

(3)起动剂。把三种溶液依照以下的配方配成

混合液，便可供渗透包埋。

Lowicryl K4M 

聚合剂 (K4M-A) 4 克

单体(K4M-B) 26 克

起动剂 (C) 0.15 克

Lowicryl HM20 

聚合剂 (HM20-A) 4.5 克

单体(HM20-B) 25.5 克

起动剂 (C) 0.15 克

经试用后发现， HM20 渗透不易，切片也

难，只有 K4M 合用。因此在这里只介绍 K4M

混合液的用法。这一种塑料用来做免疫荧光，

效果尤佳，具体操作步骤依据我们对燕麦球蛋

白的定位工作叙述如下 z

-、抗血清的制备

抗原 用提纯的燕麦球蛋白(从燕麦种子

内抽提出来，制成干粉，放在 O"C备用)。

抗体 将 1 毫克燕麦球蛋白榕在 0.5 毫升

PBS[配方 :NaCl(8克) + KCl (0.2 克) +KHzPO, 
<0.2 克) + NazHP04 (1. 14 克〉榕在 1 升水中]，

再加入 0.5 毫升福氏完全佐剂 (complete adju­

vant) ，混匀，分 4 点注入兔背表皮下 z再隔二星

期注射一次，但抗原浓度加倍(即2毫克/毫升)。

从第二次注射开始，改用不完全福氏佐剂 (in­

complete adjuvant) 。以后每隔一星期再注射一

次(共 2 次，每次注射抗原 l 毫克/毫升) ，在第

二次注射后，隔三天从兔耳部取少许血，分离
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出抗lÛL沽，然后用免疫扩散注鉴定是否有反应。

如测试为正反应，则在抽l(日，测试后四天作最后

一次在t射 Wd区浓度为 2 毫克/毫升)。注射后 4

天处死兔子， 1!iZl1 1所有-血液，然后再分离出抗

血洁.分垃入小JH{，放在 OOC 保存备用。另外

用少许抗血泊，用免疫扩散法和免疫电泳法等

鉴定抗血泊i坷的抗体与抗原的专一性和抗体的

浓度 (titre) 。

二 K4M 塑料切片的制备

材料 把燕麦和1 1子的不同部位切成2→3毫

米厚小诀。

固定 时 2%戊二阵或 2 % ~tI酶，在室温固

定 2 小 nJ 0 liíj 也液用二 ffl ~申酸的缓 ìrl1 i夜 (0.2M)

目G#jllo [江注:二;志白齿( :我们发f现l且址tt旦f经圣戌二二.醒因定的材料有

时会j户‘立勺z

Irí]耳4定 l的拍忖丰和料:才|川臼 1去发4之:荧)元巳较弱(图版1I , 因 6 ，

7) ，比较远 '11 来做免疫荧光。经戊二醒固定的

材料 fliJ川、会产生J:.置的白发荧光，尚有待进一

步研究。

清洗 用二甲月l阳刽|与缓 ìl!l液清洗 2 次，每

次{'i'; B'{ c'I"- .rj" Il j 。

脱水 80% 乙阵停留 2 小时 (OOC) 。

渗透 K1M 视台液 z 乙醉(1:1) 1 小时

(OO C) 

K1M ì日 CìY夜:乙醉 (2: 1) 1 小时

(OOC) 

100 %K.íM ìtJ 台液 1 小时 (OOC)

JOO%K4M 混合液 3 天 (0"(;)

聚合把材料相 K4M ì昆合液放入透明胶

囊内，加盖，置放在 4 0C，用紫外光 (360nm)

照射(.j'(: 1\μj 紫外光管保持距离 30-40 厘米)

过夜。经紫外光照射后， K4M 混合液一般还没

完全聚合， 1 1，)(需要再放在室温 2-3 天，使其

回化。塑料一经问化便得立刻!切片，不然同化

的样品，经长!i;j-j'! I] 贮存会牙二缩。

切片 丹j T 3}支璃刀，切 2---3 微米厚切片。

把切片放在改g- 7]( ij再上展开，然后用店:纸把多

余的水叹了|工，放在京温干透(约需 4-6 小 11:1)，

备用。

三、免娃荧光(载in采用间接沁)

先将抗燕麦球蛋白的兔抗 líiL i~J r; j 1咀S 耐轩

1: 50 H子， 然后后n放汶…一A大滴主在在{仨工叨 j只:‘ Li在主古 j卦:斗J("巾r1布i白2引f细J江1 
内 j培击育 3ωO 分协， 然)泞j习寻计f斤用H PBS ì引f己':7川川f川民丁飞i-)洗j汇tl尸1ιd从'3j、

f停亭留 1曰5 分争钊钊iî 。再将具手有f?荧i走; J无E沁;记艺咒异L习听{们而吭1币尚才电市L扩川'~i忧;?污汪dV试j式(ií夜y支2 己♂司苟v飞专主走:光

素素; (FITC) 或罗丹明异硫~~=tÐíS，~盐的抗，'{LL[j 羊抗

血?♂忡11再一大滴在切jl-上 (1It T~i北向;民的原溶

液用 PRS 稀释 100 倍)10 分钟后， Hl PBS i(;'沈

阳分钟，最后用 90% 目. ìl封十 10% PBS i二合液

封片。用蓝光 (FITC) 或坏光 (2:1 月~ 1归 )ji叫L 在二

光销下观察，用柯达 Tri-X (ASA 4(0) ?('，白 j已J

片照相(图版 1 ，图 5p!写;反且，时 6 步 ì}] '7 )。

同时做以下几个对且在(对照 )0[为负反应) : 

1.切片上只加 PBS(以现军白发荧光的强

度)。

2. 切片上加未注射打L如立的兔 ;(lL i I'j' , ;i/J洗后
再加1荧光标记的抗兔山羊抗l(Jll/j: , ~CJ J.泊流，然

后观察。

3. tl]片上加荧光标记的抗兔LLi 干扰JÍll沽，

洁洗，观事(来1' WA每一步H:臼 fjJ问与处照相同)。

用 K4M来做免疫荧光的优点足切山质量

好，塑料的白发荧光低。从文献中我们知过

K4M 也可以用来做电镜免疫技术 [li]，但由于

我们无法用 K4M 来做j曰:奇切J\- (:1二要注 1斗太

软) ，所以没有试做电镜免疫技术， 所以还不

能决定 K4M 是否适宜做植物材料也局也电Ejt

免疫观察。 但如用 K4M 未做光学显改珑的兔

疫荧光则非常理想，值得大家试用。

结 论

根据我们实验室多年来对不同的塑料包埋

剂的试用，得出这样一些结论 z做-般的结始形

态的观察，可用 GMA[庐凹5叫]或 GMA

做组织化学定位(包j括舌脂肪、蛋白顷的定性定

位)最好用 JB4[2] ;做光学scl.微放射白丑恶定

位，最好用 GMA-Quctol 523; 做光学显微免

疫荧光，最好用 Lowicryl K4M。以上几种明抖

且然也可用于电镜观察，但效果 ß1U.ì马汉有 Spurr
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氏环氧树脂好;所以电镜工作我们还是用 Spurr

氏环氧树脂为主。最近我们还试用了一种新近

出产的塑料叫 LRwhite，但经我们试用，发现

较果并不好，所以就不介绍了。
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异种细胞融合诱导熟前染色体凝聚(PCC)

蒋清 茅一萍 王世泼

(南京铁道医学院 生物学教研主)

在某种细胞促融剂介导下，同种或异种细

胞能相五融合形成单个的新细胞。观察分析这

种融合细胞的结构和机能的变化，在细胞生物

学、细胞遗传学和细胞免疫学等研究中，巳逐

渐得到重视和应用。我们在开展同种和异种细

胞融合选择杂种的同时，参考有关文献[汀，进

行了细胞融合诱导熟前染色体凝聚 (premature

chromosome condensation ， PCC) 的实验。结果

表明，经化学促融剂-一一聚乙二醇 (polyethyle­

ne glycol , PEG) 的介导，有·丝分裂期 (M期)细

胞，在种内和种间均能诱导间期核产生不同时

相的 PCCo 所得图象清晰，其中以赤鹿细胞的

PCC 最为典型。

材料与方法

一、细胞和细胞培养

1. 雄性赤鹿成纤维细胞， (KIZ-7901)，由昆明动

物研究所引进。

2. 中国合鼠成纤维细胞系 (Wg3-h ) 由复旦大学

图 1 赤底细胞的核型 2n =0 7,XY1Y2 

固 2 中国仓鼠 Wg3-h 细胞系核型，
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