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HFZ一1 型冰冻断裂装置和 FE-l 型

冰冻蚀刻单元使用经验介绍*

张铁峰向富全

(中国科学院上海生理研究所)

自 Ha ll [1) 和 Meryman[2) 1950 年最早设

计出冰冻蚀刻装置以来， 20 多年中这一 技术

有了 长足进步， 在生物组织亚微结构的研究中 '

得到广泛应用。今天，它已成为一种常规技术，

特别是在生物膜结构的研究中更为有用。、 把这

方面的研究结果与用其他物理， 化学方法获得

的结果相关考虑时，这一方法将更显示出它在

解决有关结构问题中所具有的国大潜力 。

继 Hal1和 Meτylnan 后对冰冻蚀刻技术

发展贡献较大的是 Steore[町， Moor 等问，以

及 Bul1 iva nt 和 Am妇[ 5) 等人。 目前所有各

种不同的冰城蚀刻和冰冻 断·裂装置均可视

为或是 Moor 装置或是 Bullivan'L 装置的变

异。

冰冻蚀刻(或断裂)技术包括在冰冻细胞的

断裂面上做一层铀一碳复坦。 ， 然后将它在电镜

下观察 。此法的优点是无需固定和脱水 ，避免了

许多样品损伤，因而有可能首到基本上接近活

细胞状态的细胞亚微结构;也许更重要的优点

在于断裂常沿着冰冻膜的结向上弱的通路(疏

7](区)进行，从阳可得到膜和细胞 内 部的三

维图 像，这是大有另IJ 于超薄切片的 二维图像

的。

虽然冰冻蚀剑技术在国外已得 到广泛应

用，国内只看到用自制简易装置建立技术的报

告[町 ， 还未见到有利用此技术进行研究工 作的

报道。

本文主要介绍 日 立 HFZ-_L型怵Uii断裂复

犁装置和_J FJ二 J 型冰比蚀刻单元的构造、实验

装置和方法以及建立技术的一些体会。

一 、 实验装置

上述冰冻断裂和冰记蚀刻装置 都与 日立

HUS- 5 型真空蒸发器结合使用。

HEZ-J 型冰冻断裂装置为一台出两块三

棱铜块组成的冰冻台， 二者接触面为光洁平峭

的斜面，上冰凉台为刀台(图I一λ ) ，装有一 把

单面刀片，下冰冻台为样品台(图I一酌， 中央

嵌入一梯型铜块样品座， 它带有一放置样品的

1. 6 毫米小圆孔。刘二冻丰~U出真空时， 刀 台国一

枕石撑垫 ( I-C) ; 切割 (断裂)是由扳动真空'罩

外的摇控杆拖去枕石，使刀白借助重力滑下而

实圳的(图 1-D) 。 刀 甘上力.和非枕石-- f9!U各有

一圆形孔道，它们在铜块的斜面外会合， 当二

铜快完全密合时，此会合口正好对着样品台上

的样品 。两圆形孔道即主自一碳蒸发孔道 (I-E) .

顶孔道与样品表面成 450 角， 蒸友铀用 ; 侧孔

道与样品表面成 900 角 ， 蒸发碳用。

FE-l型冰冻蚀刻单元包括:与加 热器和

热电偶相连的样品支座(图 I-F) ，电流控制箱

和保温瓶。 样品支座的一端-pJ 嵌入上述带小孔

的梯形铜块，电流控制箱用以调节样品温度，

保温瓶是在当初时样品温度时作为热电堆温度零

度按点参考用 ， 用时灌满冰、7](参半的冰水。

二、 实验步 黯

1.预处理 新鲜组织按甫 规取出)1'5'用

2 . 5%戊二睦 (4 0C ， p 1-17 . '~)固定 2 小时 ， 再将

来本工作承范 I !:I: ~杰 、 荒山楷i列同志立n与指导，

谨致谢意。
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组织块切成 1 x1x 3 毫米小条，然后在甘油一

生理盐水混合液 (25%甘油)中漫泡 12-14 小

时 。 (甘油浓度过低冰晶会变大，浓度过高影响

冰冻速度〉 。

2. 冷冻 把经预处理的样品插入梯形铜

块的小孔中，露出 1-1.5 毫米高， 用甘油一生

理盐水混合液灌满小孔，然后将样品台与刀台

迅速放入盛液氮的保温瓶中冷却J 0 待样品温度

与液氮温度平衡(液氮停止起j包)后从液氮中取

出 。 在液面处用慑子小心将一L型盖板置放刀

台上， 正好盖住两个蒸发孔道，这可防止在孔

道内结霜(图I-G) 。

3. 断裂把从液氮中取出的装在运载器

上的刀台和样品台立即放入经预抽的真空罩内

抽真空， 当真空达到 1 X 10- 5 毛时(样品温度

在一 130 0C 以下) ， 扳动摇控仔迅速从样品台上

拖去枕石，刀台滑下切割样品，盖住两个孔道

的盖板也因刀台滑下产生的震动而落下。

4. 蚀刻断裂后提高样品温度，在

-100 0C维持约 1 分钟，在真空度为 1 X 10- 6毛

的条件下，切面冰晶升华约 100λ 深，从而在

样品的表面刻出精细结构。

5. 复型在 1 X 10- 6 毛的真空条件 下，

先以 450 角对样品蒸发一层铀膜，继 ，以 90。 角

蒸发一层碳膜，蒸发膜厚度应为 200λ 左右。

蒸发时小心注意真空计，不让真空显著变坏，

蒸发碳应迅速， 并做到每次只蒸发少许，以免

样品表面因辐射热而熔化。

6. 复型的剥落与清洗 复型做好后，从

真空中取出样品座，在室温下放置 15-20 分

钟，再用针把组织块连同复型膜挑出并放入蒸

馆水中.然后在解剖镜下一边观察，一边缓慢

滴入 10% 次氯酸纳溶液以溶解组织，直至复

型膜完全剥落，再用蒸馆水洗涤干净.

7. 捞膜 将洗净的复型膜小心地捞在铜

网上，干燥后即可在电镜下观察。

三 、 操作注意

1.刀白、样品白每次用后都应彻底烘干，

擦亮，以免再用时因结霜和不光滑影响刀台滑

下。

2. 应特别注意实验室温度(一般最好维持

在 20 0~25 0C 以下) ，这和结霜关系很大。

3. 预抽真空很重要。

4. 样，品不宜过大，这样冷冻快而 均匀，

复型膜剥落后也应尽量用靠外周部分.

5. 甘油一生理盐水混合液中，甘j由 浓度

应适当:过低冰晶会变大，过高影响冰冻速

度。

6. 切割样品时为确保盖板从刀台落 下，

扳动钩住枕石的摇控杆的动作要迅速.

7. 次氯酸铀的浓度和溶解组织块的 时间

因组织而异，一般以看到小泡从组织块缓慢逸

出，即可停止加次氯酸俐， i容解时间大约为半

小时.

8. 复型膜有时会沉到水底.遇到这种情况

在水中加入几滴 30% 丙酬，然后再把复型膜吸

入另一盛干净蒸馆水的小池中，即很易浮起.

四、样晶座的改造

制备冰凉蚀刻样品很费 时间， HFZ-1 型

装置的缺点是样品座上只有一个(放样 品的〉

小孔，每次仅能做一个样品，加之有些工作对

组织定位要求高(如突触，神经一肌肉接头等〉

而断裂是否正好通过所要观察的部分乃是一个

很无把握，基本上靠碰巧的问题，且每块样品

只可利用一次，这样就使效率问题显得很突

出。目前，不少装置都可以同时做几个冰凉蚀

刻样品。这样，遇到特殊部位的几率也提高了

几倍。我们尝试在 HFZ-l 型冰凉蚀刻装置样

品座上钻三个小孔， 排成倒"品"字形，孔经

为1. 5 毫米，孔距 2 毫米，经试验效果完全与

单孔样品座一样， (图 I-H) 这样就把效率提高

了两倍.

五 、 观察结果

我们共观察了大白鼠，小白鼠的肾 、 肝、

踊肌、心肌等几种组织。细胞核核膜的断裂面
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可见核膜小孔(图 ll -A)，细胞核剖面可见 双

层核膜与核膜小孔(图 ][ -13) 。 线粒体的断裂

面与剖面可见内、外限膜与 峭(图 D[ -A) ， / 肾

细胞的刷状缘 清 晰可 见(图 ][ -A) 。 心 肌

(图 l[ -B) ，霄'悟肌(图 l[ -C)横断面， 可见肌

丝呈六角点阵排列。 肝细胞的胆小管及微绒毛

亦清晰可见(图 E一D、 E) 。
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重 建型 "B" 小鼠模型及其鉴定*

李绍康 顾琪

〈中国科学院上海细胞生物学研究所)

U B" 小鼠指的是体内缺乏成熟的胸腺依

赖性淋巴细胞即T 细胞的小鼠。 这种小鼠无法

产生细胞免疫反应及其它与 T 细胞有关的反

应，因而得到广泛的应用 。 新生去胸腺小鼠与

天然无胸腺裸鼠 (Nude mice ) 都可以称为

" B " 小鼠。 若把断奶小鼠的胸腺摘除后，以

致死剂量x .-射线全身照射， 同时用正常小鼠

骨髓重建其造血系统，就产生了另一类 U "B"

小鼠模型，可称重建型小鼠[1 ， 2] 。 鉴定 Il B "

小鼠有多种手段， 如检查在胸腺依赖性抗原剌

激下不产生抗体现象， 同种或异种皮肤移植，

以及抗淋巴细胞表面标志的抗血清的膜萤光反

应和细胞毒反应等 [1 ，8]。由于 "B " 小鼠对肿

瘤移植缺乏排斥能力，往往用于研究肿瘤[4 ， 5 ] 。

此外 ， "B" 小鼠还经常用来研究淋巴细胞亚

群之间的协作关系和淋巴细胞分化等免疫学基

础课题 [6山8] 。 本文 报道我们建立的重建型

"B" 小鼠模型，几种鉴定手段，以及在肿瘤

和免疫学研究中的初步应用@

应。

材料和方 法

(- )实验动物

C57BL 小鼠和津自小鼠。本所动物房供

(二)动物肿瘤

1.大鼠肿瘤 BERH斗。 系由二乙基亚 硝

胶诱发的大鼠原发性肝细胞肝癌的移植型大鼠

实体瘤[9] 。

2. 大鼠肿瘤Walker-256。 中国科学院

上海药物所提供。

(三)抗 Thyl 血清及抗体

1. 抗Thyl 血清: 参照 Golub 的方法[10] , 
用小鼠脑组织免疫家兔获得。在有补体存在

时，抗血清 0 .1 毫升可杀伤 2X 107 胸腺细胞，

但不杀伤骨髓细胞。

来李秀兰同志参加部分工作。 张宗梁和王班同志
协助测定淋巴细胞转化。 王球达和林国妹同志
协助重建造血系统。特此感谢@
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