
塑 jt::"?在切片技术

徐走样

(于;:1大学植物反)

光学显微镜术观察用的溥切片，可用各种

塑料包埋剂，如乙二醇甲基丙烯酸醋 (glycol

methacrylate) 和环氧树脑类 ('~;poxy resîns) 

包埋。这些塑料包埋剂经凝固后，很容易被切

成 1-2 微米的薄切片，比传统的石蜡切片安

薄得多:而且染缸时元宵经过Jl3í蜡手续，便可

直接染色，清晰度也高。其次， 1二[1 j主塑料问

剂保存材料的结构性能好，因此它可以阳最好

的非凝阳性固Æ剂，如甲酸、 j戈二醋、 i习隔

峰、饿院等药刊自己合起来用。应用侃民i'/J 旧/乒

剂和臼J监剂，细胞的细:散结构才出其实地山市:

存下米。出 f这种种优点，塑料薛切片己海面

替代传统的石蜡切片。~面介结乙二醇甲基丙

烯酸醋(以下简称为 GMA) 和环氧树脂，这问

种塑料也埋切片技术的共体i)才容:

1 ，乙二醇申基丙烯酸酶 (GMA) 切

片法 [1]

CNIA ú:出厂IH 占!~为主在体悔i~ ， 因此身于

串连入二È物的各种组织结J陶和细胞。 fn~~1 主:i~加

;ì!，~}:X紫外光照射， GMA 单体以主聚前'凝固，

形成二个1I芫硬的架构， j巴细胞内的品种分子L'L

固和立拉起来。这一点 GMA 与环氧训恼不

同，环氧树脂在凝固 :J才是与细胞内的分子形成

共价键，阻止细胞内的分子与各种染料结合。

由于 GMA 的掺透性好，所以在 GMA切片上

可以进行各类组织化学，抗体荧光示踪等 ìj:~
iι 
山。

GMA"主出厂时， í'在浓内地命有一些王

酿类|珩凝固剂，必须在业用 1].]'除去。办法很简

单，只要把 CMA ;f:n活性碳圳市，摇动-_.些 rJ.j'

i叭，创 IIJ 以 i在本λI.I){)J 的 ~ftjl~ ~斗，然lJ斗:il it且在1

用。 CMA i容战内还含有约 3%的山由态甲基

内陆酸，它 f* CMA i容浓的 pH Ú高低，其切片

会被碱'["E染料染上颜色，最响材料的洁It忻皮。

因此应用 (:MA 时首先得测一下峪浓的 pH ，

方法如下:取 0.5 毫升 CMA ì创夜，加入 50

主运升liU;二语水混匀后，用 pH'虽属计测定。假如

GMAi容浓的 pH 偏低，却可以依照 Frater[3]

或 Tipp内t:t 扣。， tirien l!' I iY0)]" 沽，把多余的

自由态 fjci 基丙陆陆|京去。 i且根据我们的经验，

如呆附买 Ha王 ù， n队 .Associ川es 的 GMA[Z]pH

一般在 4.5-6.5 之间，是无需提纯便可以直

接使用的。如妥做主民主民化学jJ面的试验，则应

提纯，使 CMA 的 pH 稳定在 7 左右。

当 GMA 凝固时，会择放 tt:;大量的热。因

此女1]揉合作用进行得太快， GMA 极容易散发

出气体来。假如这些气体聚合在材料内，会形

成气泡ìTIî使材料的组织结掏遭受损伤。因此，

如用加;在的方ij~来凝固 c~MA 的话，最好温箱

的立保挂在.lQ_..()O 广cì L!:U5JI)~ 0 但如要做酶

活t'È等组织化，'?:)j 山的测豆，那就必须用紫外

光]!，il册怯来凝固 CMA， ]'.n么:~11 下:

首先把材料在rCMA 装在一个小的市国

知怀内，然后j巴官们放在自外尤灯 10 厘米

n照射。 j!(~MtRJ:t巴紫外光灯管和 GMA 密封在

一个箱内，箱内不断充以到气(日的是排除箱

中的玩气，因为氧气的存在会坊碍 C;'MA 凝

固) c J主拌均经过一夜的时间， GMA 便会凝

固。如要将凝固的时间结凹，可以在 GMA 里

耐力n入 0.023%的盯比黄京( acri f1 a vine ) , 3足

I~;J付紫外元的吸收能力。如怕紫夕外卡光在蜒固

c、 ]\1计1 λ !川:七叫、才盯j

í'J'川二υJ:l川t当坦划iυ1放}议义{丘匕 o 巳条卡钊件i卡二 f;进业J行L 共体 II(J Jj;- 揽 I 'J 在
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32 细胞生物学杂志 1980 年

考 Ashford ， Allaway 和 McCully 所提供的

方法[己]。

仅用提纯的 GMA还不适立用于凝固租切

片，因为质量不稳定。为提高 GMA 的性能和

质量，还得在纯的溶液内，加入一定份呈的增

塑剂和催化剂，配成j屈和液，然后再凝固。混

合浓的配方如下:

GMA 93 克

聚〈乙)二自主-400(增塑剂) 7 克

苯眈化过氧(催化剂) 0.6 克

需注意的是，苯眈化过氧需要经长时间的搅

拌，才会全部溶化。这样的混合液，最好储存

在黄色的有螺丝盖的玻璃瓶内，洛J夜不超过瓶

的 1/3 容积，使瓶内留有足够的氧气，置于 OOC

下储存，这样可防止 GMA 在储存期间自友凝

固。

固定荆

应}fj GMA包埋剂就不能用传统的凝固性

固定剂，如福尔马林一醋酸-酒精液(FAA)，卡

诺氏，纳瓦兴式(C!\AF) 等固定液，而必须用

非凝固性固怎剂回走材料。因为凝固性固定剂

对细胞的细微结构损伤很大，膜像很多，这些在

塑料薄切片中都会表现出来[问。下面介绍几种

我主常用的非凝固性固定剂的配方，这些固立

剂自己方同样可用来固定供电镜观察的材料@

(1) 3%戊二醒

(a) 商品戊二睦多为 25%的水陆议，一

般还含有微量的戊二酸。戊二酸会使 i右派的

pH 降低，故不适宜作固寇剂，因此应用时面

除去。为此在溶液内放一些碳酸钥(100毫升的

戊二瞌榕浓加 2 克碳酸主vD，摇动 5-10 分钟，

然后过施备用。

(b) 市IJ备0.025M磷酸盐缓冲浪(pH7. 的，

供稀释戊二睦i右派用.

(c) 国忘材料可在室温或 0-4'C下进行。

室温下固立需 1-3 小时，在 0…-4"C下，则需

要 12-16 小时。

(2) 4% 甲~~

(a) 4 克束甲陆的于 100 毫升的 0.025M

磷酸盐缓冲液，加温至 60"C使聚甲睦溶化，

冷却至室温， pH 调至 7.5 备用。溶液不耐放，

因此最好在 25 小时内用掉，不然甲睦会转变

为甲酸和甲醇。

(b) 如有需要可以在 100 宅升的固定液中

加 1-5 滴。 .1M ;茸化饵，到刚出现沉淀(即呈

现乳白色)时为止。据说 Ca++对膜层的回远有

好处。

(c) 固定材料的时间比戊工睦长一些为

好。

(3) 其它均固定剂

有丙烯醒 (acrolein)。但因为丙烯睦毒性

很大(是一种强烈的催汩剂) ，所以用的人很少。

但如有需要可以用。 .025/1/磷酸盐缓冲浪配成

10%溶液(pH7.5)，必须在 OOC下固定 12--16

小时。在高温下 li'!J运会使材料的细微结构受

损。

锹酸也可用来做阎王三剂。但我们发觉经饿

酸固定影响材抖对某些染料的着色，比较容易

导致 GMA 自友凝固。

其它如高锤酸钢等具有强氧化作用的回运

剂，都不适用。

固定时，用小玻璃瓶盛放固立剂和材料。

洗涤

材料经固定后，一般月i O.025M 磷酸盐缓

冲浪洗涤一至两次，每次放置 1-2 小时。该

步可以在室温戚。OC下进行。

脱水

脱7](可以采用以下任何一种方法:

(1) 不同均醇类脱水:

(a) 材科清洗后换入 100%2→甲氧乙昨

(2-me i:hoxy ethallo1 又名 mei:hyl c-Ðl loso一

lve)。换液两次，每次静置 1 小时。

(b) 换入 100% 己衅，才具两次，每次静置

1 小时。

(c) 换入 100%丙醇，换两次，每次静置

1 小时。

(d) 最后快入 100%正丁醇，换两次，每

次静置 1 小时。
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第 2 卷?在 4 期 细胞生物学杂志 33 

脱水一般在室租下进行，也可在 occ下进

行，但脱水时间要加倍。材料在正丁陪内可以

长期保存，但必须俯藏在 ooc 。

( 2) 不同浓度的乙醇脱水法 2

在室温条件下，按下列顺序进行: 30%• 
50%• 70% >80% >90%-->100%纯乙醉(把两

次)，在句一浓度 q::J静晋.半小时，但在纯乙醇

中每次则需放:1 --2 小时，并可放置在 0-40C

下过夜。

渗嚣

用 GMA 混合液更换捍乙醇或正丁陪，放

在转床上缓慢转动(静置也可以) 12-16 小时，

然后再换一次新鲜的混合液，这样可以放置

2-30 夭。以上步骤应在 0-4"C下进行。 1-2

平方毫米大小的材料，渗透 2 天左右，较犬的

或比较实心的材料如种子，则需较长的时间。

GMA 量以装满玻璃小瓶容积的 1/5 左右为宜

(盖过材料即可)。

骤合

先将胶囊直立在一个木制的或金属架的孔

酿中，然后把材料和新鲜的 GMA 混合液注入

胶囊，盖上胶囊盖。但在加盖之前，必须把盖

的顶端压内，避免空气留在盖的顶端:因为氧

气有碍 GMA凝固。放置 600C恒温箱内，约

经 12 小时， GMA 便全部凝固和硬化。

切片

(1) GMA 硬化后，用细钢丝锯和刀片将

包理材料的胶囊一端加以修整(无需修得非常

光滑)，然后用玻璃刀切片。 GMA 可以在普

通的石蜡切片机上进行切片，但需要有一只放

玻璃刀的架子(可以自制如图 1 )。如有超薄切

图 1 a 是-斗画自制的放玻璃刀的铜架

b. 铜架装在一座 Ao Spenccr 切片机上的

情形，箭头所示为王的高刀

因 2 A为三角形顶璃刀

B 为 Ralph 形玻璃刀

片机，也可以用来切 1-2 微米的 GMA 薄切

(2) 玻璃刀

常用的玻璃刀有两种类型:一种比较小型

的 p 刀锋只有 6 毫米阔，这种玻璃刀大多是用来

切超薄切片的。另外一种为较阔的玻璃刀，各叫

Ralph 玻璃刀 [z ， 7l，刀轩的阔度为 4 厘米(图

2 )，这种刀除了可以切大块的塑料包埋材料，

还可以用来切石蜡。但如切石蜡，则需要在刀

口上喷涂一层特氟隆 (tef1o时间滑剂。

(3) GMA tu片因为不是连续性的，所以

每一块切片都得小心地用慑子夹住，从刀口移

下，然后一片片地放在玻片的7]q商上。'Ìr它们
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34 细胞生物学杂志 1980 年

干燥，平时在吱片 t。这一步骤操作起来需要

耐心和经验。切片时的难易度，除了受材料和

GMA 的硬度等影响之外，还受室内根度的影

响。

当 GMA 切片一接触到水时，便马上展

开，因此，要小心不让切片因粘附在银子的头

巳而丢失。 GMA 虽然不能作连续切片，但如

果技术纯熟，切起来并不比石蜡难度大。

(4) 粘片 载有 GMA 薄切片的玻璃片

需放在 80"C的温台上干燥。假如温台的温度

过低，来占片不牢固，染色时会脱落;如果温度

太高，又会使细胞内的分子受到损伤(尤其使

淀粉粒和油脂溶解)，因此要注意粘片的温度。

染色

切片干燥后便可以马上染色，而不需把

GMA 去掉。染色的方法是相当快捷和方便

的。如果玻!干多，可装在瓶内主任，如果只染一

两块玻片，只需用 j商管力1]几滴染料在切片上，

过几分钟，便可以把染料洗去，然后干燥，封

片，在光学显微镜下观察，照相。

一般用来染石蜡切片的染料[81都可以用来

染 GMA 薄切片。常用的有以下几种染料:

(1)甲苯脏茧_0[109]

溶液:用 pH4.4的 O.02M 年二甲酸纳缓冲

被制备。.05% 甲苯腹盐溶液。缓冲浓的自己法，

将 0.25 克苯甲酸和 0.29 克苯甲酸纳撞在 200

毫升的蒸情水中，过法:各用。

染色步黯: rfl苯胶蓝-0 (1-2 分钟)-~蒸

馆水清洗→室温下干燥(不要用高温恃干，因

为这样会使甲苯胶蓝-0 的多色反应减弱)→

树胶封固。在加树胶前，要在切片上呵一口

气，可使甲苯胶蓝-0 的多色反应呈现得更

好。

结果z 甲苯胶蓝←O为一种碱性、多色性

(polychromatic) 染料。它与不同的植物组织

显现多种颜色(metachromatic)反应z 染色质

一一蓝色;细胞质一一紫红色;细胞壁内的多

糖瞎 (poly-u1"onides)→→红色;木质素一一­

绿色;多石炭酸一一绿色;纤维素和淀粉』一-

无色。

(2) 酸性品红(Acid Fuchsin)和甲苯))，是直

一。
溶液: (a) 陵性品红 0.05 克用 1%醋酸ìlÎl3

制， (h )1%醋酸(或 1%酸性品红)， (c) 0.05% 

甲苯肢蓝用 o .02 'Ìf苯甲酸f内缓冲液 (pH4 .4)

配制。

染色步骤:酸性品红(1-3 分钟) -*1%附

暖清洗( 1 分钟〉→干燥→甲苯胶蓝-0 (30 秒

-2 分钟)→费情7]<清洗→干燥冲冲胶封旧。

酸性品红为一种酸性染抖，它的主要作用

是复染。一般细胞质内的蛋白质部会被酸性品

红染成红色，这与甲苯胶蓝一0 (1<]多种颜包反

应成强烈对比，彩色照相尤骂鲜艳夺目。

(3) 高哄酸和锡夫氏认剂;去(简称 PAS)

j容液: 1%高腆酸 p锡夫氏试剂，漂洗液 1N

HCl (5 毫升) +10% 偏亚吭酸饵水陆液( 5 号

升) +蒸馆7]<(90 毫升);复染可用甲末股蓝-()

(见上面配方)或 0.05 克固绿( ì容子10% 醋酸).

这一方法是经常用来专一地测定具有连位

起基因的多糖类。在用锡夫民试剂之前，先用

高腆酸处理切片，这使多糖的连优捏基被氧化

成醒基。酷基和锡夫氏试剂结合形成红颜色产

物。假如材料是经醒类同定剂处理过的，那么

在使用 PSA 之前，得选用以下的药剂(任何一

种都可以)，把固定时残留在材料，内的醒基去

掉:

(a) 在室温条件下，用1， 1一二甲基斗， 5一

二嵌环己:民(dimedone) 饱和溶液处理切片 12

-16 小时。

(b) 将二硝基苯脚 (2 ， 4-dinitrophenyl 

hydrazine) 榕在 15%醋酸溶液内，在室温处

理切片 30 分钟。二硝基苯脐为红色晶体，对

染色会有一些影响.

(c) 用。 .2M 亚氢酸铀恪液(lAJ 附酸溶液

配制)，在室温下处理切片 10-24 小时，每次

用前新配制。

PSA 染色步骤z 把残余的隆基去掉→清

洗 1 小时→1%高腆酸 (10-30 分钟)→清洗 6
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分革中→锡失氏试剂 (15-30 分钟)→新鲜漂洗

掖清洗(0.5%NazSzOs)(1-2 分钟〉→水洗( 2 

分钟)→罔绿或印苯胶:Iif-O 对~.: (3，-5 分钟〉

→水清洗( 5 分钟〉→干燥〈室温)→封回(树

胶〉。

结果: PAS 使i定精和半纤维素染成深红

色.但纤维素则不呈现正反应(原因不明〉。木

化的壁经常也会呈现正反应，但这是由于非专

一性染色导致的(原因也不太清楚〉。脚眠质也

不呈现正反应，因为缺少连位连基。

封片

临时封片可以用油封片。永久片最好用树

胶或其它中性的封固剂封固.

照相

由于 GMA 切片薄，所以染色不i泵，因此

拍照白照相时，反差效果有时不修好。补救的

方法是采用稍厚的切片，用 PAS十甲苯胶蓝

一。染色，染得深-点。用这样的切片照相，

效果很好。

1I ，环氧树脂类包t里荆制片法

1=1 前常用来也埋材料，供电子显微镜观察

的环氧树脂有好几种，如 Araldite 、 Epikote

(Epo川、 EnL-4206 (又各 Spurr's medium) 

等。 j主些环氧树脂如切成 1-2微米厚薄的切

片，又可供光学显微镜观察.在众多的环氧

树脂中，钮埋植物材料最方便的一种为 Spurr

民包理剂，因为它具有粘度低、渗透力强、切

片稳定等优点。 SpU!T氏包埋剂的配方如下2

Eí{L-4206 (环氧树脂) 10 克
(Viny 1 cy c10hexene dioxide) 

口.E.H. 736 (柔软剂) 6 克
(di~，:hc:dyl e;-her of polypro­
pyleneζlycol) 

NSA(硬化剂) 26 克
(Noenyl succinic anhy drlde) 

S-l (催化剂) 0.4 克
(dime'i:hy lamlno…ethanol) 

42 .4克

固定

先将材料切成 1-2 平方电米，用 3-6%戊

二醒(用 pH7.50.025M 磷酸盐缓ìrJti夜旧制)

在室温下固定 2-4 小时。固定后用。 .025 1\1

磷酸盐缓冲液洗涤 2-4 小时，也可以过夜。

然后用含 1%饿酸的 0.025M 磷酸盐缓冲液

(也可以不用缓冲液)，再回定 1-2 小时。在

用饿酸再固定之前，一定斐把残余的戊二睦洗

净，不然饿酸会变黑而影响结果。

脱7}<

用活水把!可定液洗净，然后用下列的顺序

和浓度的乙醇脱J]' ， 30% • 50% • 70% • 80% 

→90%→纯乙醇(两次)，各级静置 10→30 分

钟.

漫避

用少量的国精益过材j斗，然后每隔 10-20

分钟，用滴管加 10-20 洞 Spurr 民包理剂进

去， f昆匀。pur丁氏包埋剂的粘度低，因此用

力摇几下，便可以与乙醇元全?Ll合)。这步重

复多次，直至乙吕立和包埋剂的比例为 1:90 然

后把混和掖抽干，换入纯的包埋剂，静置 1-2

小时〈最好放在转床上缓慢转动)。再换一次纯

的包埋剂，在空泪和转床上过夜。第 2 天再换

一次新配的包埋剂，过夜。第 8 天便可以把材

料取出加以包理和聚合。比较犬的t才料，则可

以天天换一次，至 1--2 星期止.每次都用新

鲜阳的 Spurr 臼埋剂。

包理和聚合

将胶囊直立在木制或金属的架子的 JL Ð民

中，加入/时料和新鲜制备的包埋剂。也可以用

一种平放的幌子来埋材料(flat embed恒的。

在 660C-800C 温箱内进行聚合 8-24 小时。

切片

在埋藏材料的尖端，用细钢丝锯和刀片修

整平滑。用三角形主~ I< alph 形玻璃刀切 1-2

微米的薄切片。切片时需要在玻璃刀口上用胶

布做一个小水稽。飘浮在小水槽内的切片，可

以用一个小的白金或合金圆环或针把切片捞

起，移放在玻片的水滴上。在每滴水中放4-5
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块切片，在附℃温卡?七烤干备用。

染色

环氧树脂切片的非色，没有 GMA 方便，

因为一般的染料不易透进去。故环氧树脂不能

像。MA那样做组织化学方丽的测定。但如仅

观察~Ii 织结构，那兰、环氧树脂薄切片，经下列

几种染料加热染色，清晰度是相当高的，而且

颜色鲜艳。但费注:古那些被染成的颜色，都是

非专一性和没有意义的反应。

。)甲荣股蓝-0

溶液: 1% 甲苯』安置-0 珞液[用 1% 础酸

讷 (pH9) 配制]。

?在色步骤:把一大j商过榕的甲苯腊蓝-0

滴在切片 L 在 800C温台上加热至染料四周

刚开始干，马上用水清洗，温台烤干，这时便

可观察。用油或环氧树脂封片。

(b) 碱性品红和亚甲蓝[l1 l •

j容液: Na ZP040.5 克+碱性品红 0.25 克

十亚甲蓝 0.2 克 +0.5%棚酸 15 毫升+蒸情水

70 宅'升 +0.72%NaOH(pH6.8 )10 毫升。

染色步，骤 z 将→大i商过榕的染料，放在玻

片的切片上，平放在 50-600C祖台上烤 30 秒

至 1 分钟→用菜馆水清洗→炜干→用油或环氧

树脂封片。

(c) 亚甲:匠、天奇和番红 O.

i容?夜:

(1) 亚甲哇。.13 克+天青 A 0.02 克+

甘油 10 毫升十甲醇 10 毫升十O.lM 磷酸缓冲

液(pH6.9)30 毫升+蒸情水 50 毫升.

(2) 番红 0.01 克 +0. 2Vl Tris 缓冲液

(pH9)100 毫升。

染色: vVarmke 1'口 Lee 的方法[ 12]需要的

染色时间较长，而且还要经透明等步骤.我们

发现如用以下改良的快速染色沽，效果也很

好。

放几大滴过睹的 (1) 溶液在切片上，把玻

片放在 60-80"C的温台上烤 1←2 分钟(最好

染得深一些)→清洗干净→再放几犬滴过榕的

(2) 海液在切片上，在 60 0C温台上烤 80 秒一

1 分钟(小心不要染得太深〉→清洗→悖于少 RJ

油作临时封片，主主环氧树脂作永久封片。

结束语

GMA 和环氧树脂出切片，两者都是常用

的方法。从以土的叙述，可以看到 ， GMAi市

切片可以用来做各种组织化学测定，荧光，荧

光抗体等试验， {旦宫的缺点是不能用来进行电

子显微镜观察。在文献中虽然已有人把 GMA

加以改良，来作电子显微镜观察 [13 J 1旦效果

还不够理恕，没有环氧树脂稳定性能好。

环氧树脂薄切片的优点是能够作连续的超

薄切片，但不能用来作任何的组织化学方百[j的

测定。所以现在有把这两种方法结合起来用的

趋势。由于采用了这些新的技术，不但对植物

解剖学，其它如植物生理学，细胞学等学科的

研究也有好的作用。

最后我想指出一点，塑料包埋剂很快会在

我国普及起来。经常接触这些塑料时，要注意

不要让塑料溶液lr并在手上，因为这些塑料溶泯

会使一些人生皮肤敏感病。但硬化了的塑料则

不会有影响。
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