
花粉 51!! 显微结构研究技术

劳 拭

(中国科学院选传研究所)

做过花粉超薄切片的人们都知道， 要想得

到完整满意的连续 w片和清晰的花粉电镜照片

是比较困难的。造成网难的原因主要有 : (1)花

药监(尤其是禾木科植物的花药堕)外表皮上有

二层较厚的蜡质， 币' 固定、 脱水及包埋过程中

溶剂较难渗入 。 (2) 花粉囊中往往有空气，花

药漂浮在固立液上不下沉。 ，( 3) 较成熟的小抱

子的外壁厚而坚顷， 真内壁也较厚。 花粉外壁

的主要成价是能耐酸 、 碱手口射 线的抱粉素。外

挂不仅是民齐IJ ì参透的重要障碍，而且在切片时

坚硬的花粉壁和 IJ[Q质问往往出现裂痕。 (4) 单

核靠边期小J包子具有中央大液炮， 在南11样过程

中容易破裂。因而在电子显微镜下观察到的小

抱子往往呈新月形或三角形， 而不是圆形或椭

圆形。

本文根据作者在进行活体植株仨的花粉及

培养花药中花粉亚显微结构研究的经验，向读

者介绍适用于花药和花粉的电子显微镜市IJ样一和

切片方法。依此方法能得到较满意的花粉超薄

切片，而且细胞亚显微结构保存较好。

材料和方法

材料

小麦(Trit icum aestivwn)和习药(Paeonia lactifl

ora) (:f-J7-E 药。

方法

1 . 职材 欲同定的植物组织一定要新鲜。 从植

株上或培养 q~取下1t ?)J日 10z迅速投入团主液中 。 ;谷将

麦穗或巧药花营在宝温下置放 才、时 后再取其花药固

定 ， 贝Ij 会出现细胞质壁分离现象。

n. IDlít:: 固定 液为以 0 .0 5 M 帅般的缓j中 液配

制的 2 %J戈二酶 (pH 7 .0 ) 。先在有机玻政i板上j商一滴

固定液， 将取出的花药迅速投入固定液， 兴拍Z固定液

中用锋利刀片将花药切成:(; 1 mm3 的小块 。。 然后将花

药转入应有固定液的小瓶内 ， 置真 ~::干tzR器 ~1111妇气。

只有将花粉囊中所含空气排出方能保证固定液较好地

渗入组织细胞内。 )亘在宅温下!琶|豆花药i拘小时或稍长

时间， 一股不超过 2 '1 小时 。

l吸去固定液后 ，用 0.05 M liLfl酸训缓 ìLjl液 (pH 7.0) 

漂洗干巴药两次 ， 然后 ìJ:花药了上缓冲液中过夜。次 日 再

用缓冲i1l(ì'票洗花药一次 ， 以 1 %饿酸 (0 .0 5 M 硝酸的

缓冲浪配制 ， pH7.0) 在室温下固定 2 小时。 此时花

药变成 I ~!~: 色 。

IJI . 脱水 :f-t药经斗'J~ ，!衍 J.K ì~主洗一至两次后 ， 再J安

顺序经 ryij溶剂脱;]( ，

以蒸t白水自己估Ij (;';j 'j'但 阳暗自主双氧钊J 15 分于中

30%、 50%乙醉各 15 分钊J

70 % 、 乙 ll'?' ( 含泪和酣酸双节ílJl ) f 'J 2 小时 ( 置

于暗处)

、 80% 、 90 % 乙醉 各 15 分钟

100 % 乙醇 1 小时

100 %丙阴 ( t，-饱和附酸双t( 'frl l ) 1 - 2 小时

100% 丙阳(含饱和醋酸双氧铀 ) 过夜

, 100 %坏氧丙:吭 15 分钊l

1 00 %环氧丙;皖 15 分钟

四 " 树脂的渗透与聚合所用树脂 ( 包理II剂 ) 为

Spurr's 树 )J旨 [ 1 J适用于在药和{f.粉包j型的配方如下:

ERL 4206 10.0 g 

D.E.R.7 36 6. 0 g 

NSA 26 .0 g 

S.l 0.2g 

充分搅拌 tfR匀日方可使用 ， 配好的树脂可在室温

下保存七夭。

脱;]( )f:j LI<J{ f.药用经下)i!J i吉剂渗透 :

坏氧丙炕 : 包埋剂 (1:1) 2 小时

环氧丙:境 : 包 j理剂(1 : 3) 2 小 H才

纯包i里剂 30 小时至一周

然后将 if.药材入z*-有包理!剂的胶囊中 ， 在 70 "c烘

箱中聚合 16小时。 此时 包埋士央呈透明状浅黄色， 民地

坚E页 。
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综止所述 ， 整个固定 、 脱水 、 包J:ffi过程可在 5 -

6 天内完成。 ?在 l]~ : 阳在、 11-\ ìJc 1 ~~ 2 天 2 日固定

及脱水; 第 3 --- 5 ';1号 : 树脂的渗透 3 2在 6 天便可得到

聚合完毕的包tJH l):。

v. 切片先了lê 包且]1 J)(头修出 一块 FJ以边<0. 5

mm ， 高< 0. 3 mm i'(]光滑平而。 一个较易掌握的修块

方法是: 先用 政f，1.i刀了正包埋头上切 出一个 光滑 平面

(切法同超薄切片f生 ) ， 尔后在此平面上修出一梯形面。

梯形上下底边必需平行， 飞fJ则得不到连续切片。

一般来说 ， 每块破璃刀在切出了二十片左右的片

子后便不再锋利。这时J.;~把切片从水槽啡l捞起，换刀

再切。 捞片前， 先用牙祭或/'t~~氏蘸少量氯仿， 在离切

片 。 .5- 1 mm 上方燕片刻。 见到切片伸展开即可， 一

般不超过 10 秒钟。左手持银子， 夹住铜 网并伸入水

下，右手持睫毛针， 将切片带j发到铜网正上方。 在将

铜网提出水面的同时用睫毛毛十稳住切片的位置， 切片

带就会粘在铜网上市庄的位置。 一枚铜网可粘两排切

片带 ， 每排 4 - 5 块切片。如果对切片的连续性要求

不高， 亦可采用更简便粘片法， 即用睫毛针将水面上

的切片拨到J - --起 ， 用铜网 "(>JI民币接近切片 ， 使切片粘

附在铜网上。

VI. 染色用毛细管淌-1商醋酸铅染液在铜网上，

1-2 分钊1 1吕用流水冲洗铜网约 1 分钟。 用 ilÆ、纸吸走

铜网上的水 ， 手，--白 ~H盯 F烘烤铜网片刻后便可入电子

显微镜中观察。

醋酸铅染液配方(2 ) : 以 4 0 % NaOH 配制 2%酒石

酸仰例。 ff5( 1 ml _L液 ， 与 5 ml 2 0 %醋酸铅[Pb(CH3-

COO)2'3 H20 ]混合 ， 搅拌。稀释 10 1:去后过滤备用。

此染液 pH 值为酸性， 不易沉淀 ， 可在冰箱中七二期保

存。 染色快速 ， 方便 ， 无污染。

VII. 花粉粒的电子显微镜制样方法 有些植物的

花药很大。 一枚烟草花药约合 4 0 ， 000 个花粉性， 一

枚芝[药了E药巾，fJÎ豆粉1丰更多 ， f Î:'. f'j长度均在 3 mm 以

上 ， 砍得到1< 1 mmJ 的材料而将 it~j 切成 6 块以上。

1Î:'.粉囊中松散排列的花粉往往散前到固定液中 ， 随溶

剂流失。 在这种情况下 ， 囚友花粉机比回应花药更有

优越性 ， 1主l íi二和包埋花粉的刀it:如下 :

在固定液中撕开花药， 抖出花粉。 固立 2 小时后

离心(100 x g 5 分钟 ) ， 弃去 1--洁fi夜(罔庄液)。 沉淀下

来的花粉按J-_i主处理花药的方法漂洗， 后固定、 脱7)\

及包埋 ，只是每次更换溶液都要经过离心 (10 0 x g 5 分

钟 )。 使用花粉j~IJ样一定要常握好 离心速度 ， 速度高

于 100 x g 则化粉容易以裂 。

讨论

欲得到满意的花粉超薄切片， 应注意下述

几点 : (1)材料需新鲜， 固定迅速。以硝酸的

缓冲液固定效果好。 (2) 脱水要彻底。 在无水

丙阳及无水乙醇中置放少量无水硫酸 铜(包在

定量惊纸中)以保持其无水。 (3) 以花 粉等较

坚硬组织或细胞为材料， Spurr 包埋剂效果 优

于其它常用包埋剂(如 Epon 812) 。

按本文介绍方法细心躁作， 便能得到较理

想的花粉超薄切片及电镜照片。本文所附图版 ，

均为按上述方法操 作 所得到的亚显微结构照

片。小抱子及花粉形状保持良好， 细胞质细微

结构清晰。
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制备小鼠染色体新法一利用腹腔引流细胞制备染色体'

妥[; ，f，也珍 冯羔J令 高日是虹 陆德裕

( 中国科学院 发育生物学研究所)

利用外周血淋巴细胞休外培养法制!备染色

体，已被广泛应用于各类动 物 [1 ，咐， 8 J 。 在 小

鼠也有成功的 报道[叮叮 ， 但在实际应用中还

极不稳定， 用 同样的材料和条件， 分裂相也会

· 刘若枫同志参加部分技术工作， 李建荣同志参

加相片放大， 谨致谢意。
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