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1. (1 然界巾的1年麦有二倍体种、四 倍 体

种， 还有二倍体和四倍体的嵌合体种。比前人

所记述的，甜奔 、 苦荠的染色体数目均为2 n = 

16 ， 远为丰富。

2 . 甜荠的染色体组是具 有二倍 体和四倍

体的细胞混倍醉体， 这在本实验中不是偶然出

现的，我们在不同地区的其他甜荠品种上曾多

次观察到，因此，可以认为甜莽属于嵌合体的

生物体。 其特征是大粒、矮株 、 早熟、可以如

交， 并没有发现比…般二倍体荠麦在表现型上

发育健壮iTIT I也熟的植件。这与近年在苏联、中

国 、 加拿大 、 美国所获得的染色体加倍的新荠

麦类型， U及 人. C . KpOTOB(4 1的实验所记述:

"人工加倍类型比普通类型奔走发育健壮、晚熟

且不能杂交"是不→致的。

3. 荠麦的不同种间 ， 其染色体1j}性不同 ，

!由体染色体也有…对和两λ、j 之 到 iJ ， G icm sa C 带

的带纹也有端位带的差别 ， 这些都是细胞学遗

传基础的差异 ， 研究清楚这些问题， 对莽麦的

种质资源的遗传、 分类和利用均有 很 大 的意

义。
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使用冷冻复型技术的儿点体会来

王 新 明

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

冷冻 :?1_ 型法，国内已被广泛应用，但是在

制样过程中，由于不慎和缺乏经验，以及条件

欠佳， 每→步都可使样品出现缺陷和假象 ， 甚

至完全失败。作者从 198 1 年到 1982 年，使用

日立公司生产的 Hus-5 GB 镀膜仪、 HFZ-1 断

裂装置 、 FE寸冰冻蚀刻仪等组合装置。共前lj f f' 

冷冻复型样品 50 余次。每---次样品都出现不同

程度的缺陷在!假象 ， 完全成功次数较少。 198 :3

年开始 ， 适当地改变了操作过程和|工作条件，

制样成功率逐步得到提高。 但是由于仪器的局

限性， 在 30 余次Hllj样过程中 ， 成功率 达 50%

左右，还不够稳定，需要进一步摸索和提高。

在工作安践中 ， 经多次的成功与失败， 认为应

该注意而且比较重要的问题有以下几方面:

一、制作复型膜

HlYl镀 f自隙 ， 是制作复型膜比较重要的一环，

这一步掌握不好， 就会造成前斗的尽卉。 Hus-

5 GB 真空镀胆仪的电极装置采用 3 毫米直径

的碳棒， 我们根据碳棒直径粗细所需要的电流

大小，将拍础电极的碳棒尖端的直径作了相应

改变，以利于减小碳棒尖端电阻值，增加蒸发

能量。

:1寄喷 f自珠的滑动碳棒前端ilil l 哎直径 1. 4-

1. 6 毫米、长度， 4 毫米的细条状 ， 另- ;1负 固定

在电极上，其端而磨成 10-- 15 0 ;f; ~雨。在 lfjlj{E

f自珠时 ，可取直径。 .1 毫米 ，长度 8~]O 厘米的

怕丝 9绕成 2 毫米长因闹 ，丢在滑动1战悻前端面

上 ，在低真空度 J:~l 饶制铀珠球时 ，最好 与滑动服

棒端面尽量非近，易掌握 l员接 ~13般的比例。怕珠

和破蒸发J茧的位置要与样品各呈 45。和 9 0 。角 ，

李 本工作在实验仁1 1 得到曾 ~f~ 自教授具体指导 ， 作

者在!t[::谨表致谢。

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



132 细胞生物学杂志 1984 年

二点到样品的陌离均为 11 厘米。础棒 #;1. Iffi必须

对准断裂装置孔道 ， 以保证定向复型。 在制作

铀碳复型膜时应注意加热血流的变化。可先用

10 安培电流，将全自珠电极进行预热，然后加大

电流直至铀珠气化。为了避免样品热损伤，可

采用间断投影的方法， 即将主自碳蒸发 1一2 秒

后，迅速降下加热电流， 停止蒸发后 2-3 秒，

再作蒸发。如此反复 2一3 次 ，直至铀珠蒸发完

毕。在投影时铀碳比例要合适， 若铀与碳含量

之比过低，将造成图象反差弱 。 f白眼复型膜形

成后还需用碳膜进行加固。在喷镀加固层的电

极柱上的滑动碳棒前端制成直径 1 毫米、长度

7一10 毫米的细条状，另一根固定在 电极柱上

也制成 10-15 斜面。为了提高复型膜的质量 ，

仍采用间断蒸发 ， 每次蒸发 1→2 秒，共蒸发

3-4 次 [1] 。

二、注意外界环境条件，提高仪器真空度，

保证复型膜的质量

由于样品和样品台冷却都是在室内大气条

件下进行的 ， 因而室内温度 、 湿度对防止样品中

产生冰品和保证复型膜的质量有密切关系。温

度最好在 20 0C 以下 ， 湿度在 60%以下。样品不

需要进行预冷处理，可直接和样品台同时在液

氮中冷冻，待沸腾终止后，速将样品台放到真

空仪中抽真空。样品台从液氮中取出后若在

空气中 停 i带 时间过长， 则会产生冰霜， 影响

真空度。为了尽量缩短在空气中的暴露时间，

可以采取在液氮沸腾终止时，预先关闭钟罩放

气通道和前节泵的阀门 ， 当样品台从液氮中迅

速取出放到真空仪上盖好钟罩， 立即将支路间

门 (By pass) 打开，缩短操作时间，这样做比较

有效地防止了样品台的冰霜产生， 有利于提高

仪器真空度[2] 。

三、断裂和蚀刻

样品断裂是在真空冷冻条件下进行的，而

样品断裂主要是掰裂作用 ， 所以"切断"冷冻样

品的刀刃不需要锋利，但决不能有缺口，刀刃

要保持清沽， 防止污染样品切面。正确的冷冻

断裂， 应该是刀口不碰到断裂面，而是让其自

然劈裂开。如果不 是劈裂， 而是 "切开" 样

品的微细结构将受影响，而且可看到刀痕残

迹。

断裂丽的好坏和刀座距离与样品怀位置有

较大关系。刀座距离又要视样品高度和大小来

决定，→般以 1 毫米较合适。但当样品高度、

直径小于 1 毫米时，刀座距离最好在 0.3-0.6

毫米，如果样品高度不够， 可适当在样品怀中

垫一些小惊纸片。我们发现在断裂时枕块未能

下落，而不能进行"切断"的话， 可以从真空中

取出样品，使样品恢复到室温， 重新按原来操

作步骤进行断裂，经多次观察， 效果基本和一

次断裂相同。

蚀刻就是将样品断裂面上的冰部分升华。

其结果是加强样品的立体感，并有可能揭示生

物膜的部份自然表面。 冰的升华速度和样品温

度、仪器的真空度有着密切关系。每台真空仪

的真空度相对是限定的。因此， 我们常用真空

度是 1 X 10 - 5 毛到 1 X 10 - 6 毛。当样品 温度为

-1l 0 'C， 真空度是 1 x l0 - 5 毛时 ， 冰的 升华速

度为每钞 3λ p 在 一 12 ü OC冰的升华速度 为每

钞 0.2λp 而 - 80 0C时 ， 冰的升华速度可达每

秒 500Â左右 ，由此可见样品温度在 -12ü 'C蚀

刻面太浅，一 80 'C时蚀刻面又太深 ，变化太大，

较合适蚀刻度为 - lüü 'C 左右，但在实际操作

时，由于样品温度、 仪器真空度控制不当，易

出现蚀刻过度现象，如膜结构倒调破坏细胞的

微细结构。根据实践经验， 真空度为 1 X 10 - 5 

毛， 样品加热时 间 ， 就是从一 1 8 ü OC上升到

一 llü 'C控制在 5 分钟内 ， 蚀刻时间为 3→5 分

钟左右， 立即进行投影和喷镀 ， 这样 效果较

好。因此在断裂蚀刻时必须掌握温度和真空度

的变化[ 3 ， 4] 。

四、复型膜的腐蚀、清洗和捞取

腐蚀和剥离复型膜， 是)项较为细致的操

作。样品怀从镀膜仪内取出后 ， 放到重蒸饱水

中 ， 更换 2-3 次 ，弃去样品怀边缘上漂出的铀

碳膜。再用细针轻轻将样品从样品怀中拨出来。

若样品是动物软组织 ， 则用 l监管移到 1Ü%次氯
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酸铀漂白剂内进行腐蚀 5一10 分钟后，用肉眼

可以观察到复型膜已漂浮下来，再继续腐蚀几

分钟 ， 使残余组织全部腐蚀干净。然后用重蒸

馆水清洗复型膜 3一5 次 ，用发环将复型膜捞在

400 目铜网作镜检。有些复型膜较大 ，容易卷曲

或折叠 ，可滴入数滴 30 %丙酬，使膜伸展开来，

再捞'至铜网上镜检。

复型膜制成后， 可 以存放一星期左右再进

行腐蚀、 剥离，效果相同 [ 5 J 。
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细胞生物学实验课"酸性磷酸酶显示"的方法改进*

余其兴

(武汉大学生物系 〉

酸性磷酸酶的测定是细胞生物学实验课中

一个比较重要的项目，它对于学生掌握酶的细

胞化学实验要领，以及了解溶酶体功能方面都

具有积极的作用。目前国内资料所介绍的实验

方法[ 1 -3] ， 均是采用动物组织石蜡切片的硫化

铅法 (Gomori 氏 ， 1950) 。此种实验技术的原理

是可靠的，但其要求石蜡切片的制备条件较高，

实验过程时间也较长， 这都给此实验项目的开

设带来一定的困难。为此， 我们对本实验做了

如下的改进: (1) 实验材料改为采用小鼠腹腔

巨!应细胞 ， 省去了烦琐的实验材料准备工作。

(2) 以中性福尔马林固定， 缩短了固定时间。

(3) 以姬姆萨染液对染 ， 对比清晰，效果良好。

根据我们的实践体会，此改进方法具有反应稳

定 、实验时间短 (全过程在 2一2 . 5 小时内完成)

以及与理论课讲授内容联系紧密等优点，特别

是对于目前实验条件较差的教学单位， 是一种

简便易行的实验方法。

材料和方法

溶液配制

(1) 10 % 中性福尔斗林(pH 6 . 8-7 . 1) 甲隆 10

毫升 ， 枣、馆水 90 毫升 ， 自首酸讷 Z 克。

(2) 酸性磷酸酶作用液 蒸t留水 ï 4 毫升 ， 0. 2 M 

醋酸缓冲液(pH 4.6)12 毫升 ， 5%硝酸铅 2 毫升 ， 3 . 2%

自 甘油磷酸的 4 毫升。

先将蒸语水和醋酸缓冲液混合， 然后分成大致相

等的两份，分别加入硝酸铅和甘油磷 酸的溶液 ， 随后

再将两液缓缓混合 ， 边?昆边搅 ， 搅匀后保存于冰箱中

备用。用百协o少fil醋酸铀调整 pH 为 5 . 0 。

(3) 2 %硫化按溶液硫化饺 2 毫升， 蒸锢 水 98

毫升。

(4) 姬姆萨染液(1; 30) 姬姆萨原液 3 1商 ， 磷酸

盐缓冲液(pH 6 . 8) 5 毫升。

(5 ) 6%淀粉肉汤牛肉n 0 . 3 克 ， 蛋白陈 1 克，

氧化呐 。 . 5 克，蒸饱水 100 毫升， 可j容性淀粉 6 克。

高压灭菌 15 盼 ， 20 分钟 ， 再加入可溶性淀粉，

水温浴促使其溶解(无条件时， 用煮 i弗灭自|也行 ) ， 置

冰箱保存待用。

实验步骤

(1 ) 取小白鼠一只 ， 每日腹腔注射 6% 淀粉肉汤

1 毫升， 连续注射三天s

(2) 在第二天注射后 3- 4 小时， 再 向腹腔注射

生理盐水 1 毫升。过 3 分钊I后 ， 抽取腹腔液 0.1-0. 3

卷 本工作是在周敞副教授指导下进行的。
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