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染色质核小体的电镜制片方法K

高奇蓉

(中国科学院上海细胞位物学ii.Il究所〉

白从友:w真核细胞染色质普遍存在着核小

体结的以来，对于核小体结构的研究已取得了

重大的进展[1].许多研究者运用电子显微镜直

接观察核小体。

有人用核酸酶消化接或染缸质，再经廉糖

密度梯度离心或柱层析分离，分别观察分离得

到的单个核小体颗粒以及它们的寡聚体的形态

[2]。也有人用 NaCl 或膜蛋白酶适当处理染色

质[句:甚至简单地将胀破的核直接离心到铜网

上凹，观察串珠状的核小体纤维.还有人观察

由组蛋白和 DNA 重组形成的核小体[aA]. 根

据不同的制备方法，在电镜下，或可以看到单

个的核小体颗粒，或看到串珠状的核小体链，

松小fI呐!在ìZ.Þ{ r-~: -般为 75-100人，将l 粒问&

接丝直径为 20-30Å.

要在电镜下呈现出请晰的染色质核小体结

构，掌握样品的电镜制片方法是很重要的。本

文就我们的工作实践，着重对核小体样品的电

镜制片方法作一扼要介绍.这一方怯包括: (1) 

碳膜铜网的制备，但〉取样， (3) 固定， (4)染

色， (5)投影等步骤.

-、破腹铜同的制备

常用的样品支持膜有塑料膜、碳膜和愤碳

的塑料膜。喷碳的塑料膜既牢固又容易制备，但

一般较厚，直径仅为 20-30λ 的、核小体颗粒问

*有关的丁~ {'f'ì写得到王陶汽先生的于自导 ， 'Y市 rj'
ii'J! 飞f"l fll Jf、 1.)1.I IIJI ， i] 牛、:'~;\J II ， I丛议 i射恙。
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连接细丝就不易观察到，因而很少选用。一般选 安培〉通过位于载玻片(或云母片〉上方 10 厘米
用一些塑料膜或碳膜.用得最普遍的是碳膜. 处的二根碳棒〈直径。.5 厘米，一根碳棒的一

碳膜较薄，透明度高，化学稳定性强，能 端磨尖，另一根碳棒的一端磨平，将一根碳棒

用来ítllJ备高分辨率、高反差的样品。塑料膜往 的尖端顶着另一碳棒平面的中部〉进行喷投，

往在电子轰击下会发生收缩变形，而使样品漂 时间约 40 秒。掌握一定的电流强度和喷投时间
移.而碳膜能在电子轰击下保持稳定。但是， 对于得到厚度合适的碳膜是重要的。也有人在

碳膜有高度的脆性，最小的机械力或碰撞都可 载玻片(或云母片〉旁放一小块光洁的白磁片，

以使之破碎，所以碳膜极不容易制备。 加上一滴真空油。喷投后，磁片将指示喷投出
我们选用的是碳膜.现将我们试用的两种 的碳的量，而油滴仍保持原来颜色，这可以用

制备碳膜的方法简述如下2 眼睛估计喷碳的厚度。除此以除，为了得到粒

1.剥离法 子极细的碳膜，真空度要高，电流星逐渐加大。

将用干净绸布擦净的载玻片或新鲜劈开的 喷投完毕后，取出喷镀过碳的载玻片(或

云母片放在真空喷镀机的钟罩内，在高真空 云母片)，再按图 1 所示的步骤操作z
(10- 4-10- 5 毫米示柱〉下，用一强电流〈约 35 (1) 用解剖刀在载玻片四周划痕，云母片

一/。飞飞207

• --,‘ 
~，< U 

(2) 0 (8) 

。

因 1 碳巅"J离示意

>l <

不必圳痪，喷键在云母片上的碳膜比就;破片上

的容易剥肉。

(2) 将轨坡片(或云母片〉斜插入水面，注

:应妥尽量避免水面抖动，抖动会使碳膜破裂.

同时，必需在纯净的重蒸水面进行，室温和水

温一般为 20 0C 左右，有人报道用温水更便于碳

膜的刹高。

(3) 逐渐放水，让碳膜沉降到铜网上.注

意放水时要慢，特别在碳膜将接触铜网时。

(4) 将覆有碳膜的铜网于 40-500C烘箱

干燥二小时。

2. 溶剂溶解法[ 6] 

同喷碳方法一样，在塑料膜铜网上喷层

碳，然后使用适当的恪剂将塑料膜悔解而保留

版肢。扫过试验，对于找们使用的 FOl"mvar

膜，以氯仿j在解为直.

在培养皿里铺上一张掠纸，以制仿充分湿

润，放上喷过碳的和未愤过碳的 Formvar 膜

铜网各若干只，浸润约半小时以后，取后一种铜

网在解剖镜下检查.待此种铜网上的 Formvar

膜全部溶解时，将前一种铜网取出，干燥待用。

溶剂j容解法虽然比剥离法操作简单，但女11

i窑解得不完全的话，残留有部分塑料膜，使铜

网局部仍为双层膜。采用剥离法使这一缺陷得

到了弥补，所制得的碳膜是纯的、均匀的。

二、取样

1 .滴样法

无论是分离的单个的核小体样品，还是串

连的核小体样品都可以用抽样it;来取抖。忏H
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品直接用滴管滴在碳膜铜网上， 1-2 分钟后， 片过程中的变形。若用离心法取样，因为已经经

用拙纸吸去液滴;或将样品滴一滴在干净的蜡 过含有福尔马林的费糖1夜，所以不必再固定。

条上，然后覆上碳膜铜网〈碳膜面朝下)， 1-2 

分钟即可。注意覆铜网时间不宜过长，否则念

珠会拉长变形，而观察不到颗粒状的核小体。

2. 离心法[ 7] 

这需要用一特制的离心套管(如图 2 所

示)， 先将细胞核用重蒸水胀破， 然后将样品

通过一层 O.lM 蘑糖-10% 福尔马林(pH8.5)

直接离心(2000-250饵， 5 分钟)到碳膜铜网上。

铜问取出后，浸入 0.4%Kodak Photo Flo(拉

开粉 pH7-8)蘸洗 5-15 秒，最后用滤纸吸去

被淌。运用这方法制片，由于离心作用，染色

质纤维充分展开，使核小体颗粒之间相连的细

丝很容易被观察到。

=
「
|

4 

固 2 离心套管示意

1.品j皮士i 2. 有机玻璃套管 3. 上层为
铺展的科;站，下层为蘸糖一一福尔马林

Æ. 脱脱铜网 5. 橡皮垫

3. -步法

用针尖或细玻璃棒挑取一些细胞核，然后

触及到重蒸水表面，细胞核由于低渗作用而破，

染色质释放出来，用碳膜铜网沾取样品。在这

方法制得的电镜铜网上也可观察到串珠状的核

小体纤维。

三、固定

!fn岗中l~ il~!贞 -~ß;-法取样后的铜网必须再经

固立，可在:. 2.5%戊二阳在中固定 10 秒钟或更

长IlJnlj ，然而月]Mt~支援冲液 (pH7.4) 洗涤。对

于怯小休I刮起是必昂的，它可以防止样品在制

四、染色

用于核小体样品的染色，有正染和负染.

通常我们都采用 1%磷锦酸和 1%磷酸铀(分

别配制在 70%酒精中〉正染， 各染色 1 分钟.

染色后，铜网经重蒸水蘸洗，用滤纸吸干浓滴，

自然干燥. • 

五、投影

投影是增加反差、提高样品能见度的一个

极好的方法。

采用直径。 .1 毫米、长 5 厘米铀丝，投影

角为 6 0，铜网放在一可转动的盘上。 然后抽

真空，使真空度达 10- 5 毫米示柱以上。开启

旋转开关，以 30 转/分钟转速旋转，接着逐渐

加大电流，金属丝开始灼热，继续加大电流，

至 20-25 安培时， 铀丝熔融，待铀丝~1晚投

掉时，关JIE电流。

为了提高技影效果，我们比较了不同的投

影条件2 投影角度，铀丝用量等。投影度较大

(10 0 )或铀丝用量过少或过多，都不会取得满

意的投影效果.

最后以我们的两张电镜照片(图 3 )作为本

文的结束。
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自衍，目'市只有 ()O 毫微米左右 1 13 1 0 这白J能是由

T略在世HHJ边拉[超前解作用使胞壁断:fF.从

T1ü坐现较大的通i泣。如照片 2 、 6ιJ看出，细

胞壁有时呈 U ___j一"或"一//--"形状。因此，

核穿壁的通道既与胞间连丝有联系，又不同

于胞间连丝。这样的通道完全可能作为细胞

问原生质(包括较大的细胞器)连络的重要途

径。

从穿壁的内容来看，说明了在一定生理条

件下细胞间的原生质流通具有很丰富的内容。

我们观察到，不仅细胞核在穿壁，而且还有细

胞质中细胞器也在穿壁(图版图 6 )。郑国锢

等 [IIJ报道了染色质、线粒体、液也等穿壁的现

象，张伟成等[12J也报道了核糖体等在穿壁的现

象。

该穿壁呈现 "A→B、 B→C" 胞问转移的

现象，说明细胞核可能就是通过这样的传递方

式而达到转移的。我们观察的材料是小麦胚

珠，此时胚囊正处于生长而珠心组织处于逐步

解体时期。解体的珠心组织完全有可能通过胞

间转移而把原生质输送到正需大量营养物质的

肝囊中。所以，这种传递式转移可能是细胞间

有机物运输的贯要途径之)。
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(a) 用小球菌核酸晦消化小牛胸腺细胞

核，再经 Wtrogel 柱层析分离，所得到的核

小体单倍体样品，滴样法取样，陈鸣般丰11醋
酸铀酒精溶液染色，主自旋转投影。照片显示

出大小均匀的单个的核小体颗粒。 x 72000 
(b) 将尖尾藻细胞核直按展开在~~!.~卡/长

表雨，一步法取样，磷丰13酸和醋酸铀酒精溶

液染色。照片显示一串珠状的核小体纤维。
x 14400 

图 3 染色质核小体的电镜照片
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