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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。

参考文献
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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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褒， 1 备实验缉分裂指数的蛮化出现时有时无的现象， 其原因尚不清楚。根据

已有资料 [3山 10 J 和我们的经验， 证明小鼠外

周血淋巴细胞的培养，比大鼠以及人等对于培

养条件、 PHA 的质量和操作过程都有更严格

的要求。由于小鼠是-和)1常用的实验动物，不

少实验要求不杀死功物检查染色休，有的实验

还要求定期对某一实验动物进行重复检查， 因

此flll) 备活小鼠染色体的简易方法有待解决，现

将我们所建立的胸腔川流细胞们!备染色体的方

法介绍如下。

材 料 和方法

1. 取成年健康昆明白小鼠， ♀ 8 不构。

2 . 按元前操作法进行实验， 每只小 鼠腹腔内注

射无热源的小牛血清 0 . 5 毫升。

3 . 两天!口句只小鼠腹腔内 注射经 37 "C预 热的

Hanks 氏液 5 毫升， 然盯轻轻按摩腹部使!腹腔内液体

充分混合。

4 . 握住小民l使其腹部向下， 并用 两指轻 压腹部

两侧， 以加大 l庭院内压， 插入注射器轻轻抽吸 ， 腹腔

内液体便慢慢流入注射器内 。

5 . 将注射器内的液体ä:入离心营 ， CJ. 800 rpm 离

心 5 分钟 ， 弃上i雨夜。

6 . 沉淀物加 1640 培养浓 4 毫升 (内含 0 . 8 陆秋

水仙素 ， 20 %小牛血洁和常规量奇、 链每紊) 重新悬

浮， 转移至培养瓶内在 3 7 "C孵育 3 - 4 小Jì、j 。

7 . 收集细胞 ， 按常规 íljti 作染色体片和 Giemsa 染

色。 G '日1·染色用 1民酶-Glcmsa l去。

分裂指数 : í~C Gi cm sa 染包体 1i训-'r _U也 !JL边以三

个部位， 计数担心!}里的分':~榈树1单核细胞总数之比。

结果 与 讨 论

注射小牛血洁后二天的小鼠腹腔液中含有

多种细胞: 有淋巴细胞 、 巨l盹细胞、浆细胞 、

暗中性细胞 、 嗜碱性细胞不Llll吉酸性细胞。细胞

比例不完全一样， 总的说来单.核细胞占绝大多

数，约占 80 %左右 ， 多10核主i}j JJ包占少数约 20% 。

实验共分二二组， 一次引流组， 动物用小牛

J也请做腹腔内注射 ， 1 .树夭 )r~抽取!自水。 ;二次引

流组， iJJ 物 it第 一 -(J\ 引流 ，G一周，再次腹腔内

'
'

'
且

。
。

··A 

1 动 | 所统计的细胞数 l 分裂 i平均分
组别 | 物 |一一一一一一 指数 i裂指数

l 数 ! 仁r1 用细胞 ! 单核细胞总数 I % i % 

I |[ 115 | 川 I 0. 41 I 
: 40 I 13472 I 0.30 I 

一次 6 i 243 I 77993 I 0.30 I 0 . 5 

引流 43 i 11944 I 0 . 36 

组 I ! 69 I 16045 I 0 . 43 

I 15 1 1268 1 1. 18 

332 61946 0 . 56 
E 99 18900 0 . 52 

二次 6 147 3054 9 0 . 48 I 0 . 73 
引流 57 12270 0 . 55 

组 9 716 1. 20 

24 2278 1. 05 

m I I 1 I 93 57 ! 0 . 016 

对Jm、组

固 1 示分裂相 ' 90 x 

注射小牛J(ll i育 ， 两天后抽取腹水。对照组， f..jJ 

物不经处理， 而在实验 当天抽取腹腔液〔见

表 1 ]， 二组jt裂指数的均数 分别为 : 对照组

0.014 % ， 一次川流到 0 . 50% ， 二 次引流组

0 . 73 %。很明显分裂指数|植引 ;trE i:k数而增加。

虽然一次引流Hl分裂指数仅千分之 _h ， 1t!腹腔

引流浪 rll ~nl胞很多 ， 'Î手议 f甘 只小鼠 能 ; l jl ) J'ï
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图 2 '1、鼠染色体 G 带 2520 x 

6 一 7 张 ，每张片 子细胞可多达几万到几十万 ，

故每张片子的分裂相iIl少 30 多个，多至几百

个， 第二次引流姐的分裂相更多， 每张片子可

多达上千个 (见图 1 )。因 ü:li 上有四个分裂相 ，

有时一 视野里可多达 18 个分裂相。 我们还利

用它进行小鼠染色体G带分析， 获得足够数旦

分带良好的染色体，图 2 和图 3 显示小鼠染色

体的G 带图像 ， 前者染色体稍敝延伸， 显示了

所有的主带， 后者染色休延伸较长，可以清晰

地区分出 Nesbitt 军IJ Franche(1973) 所描绘 的

所有主带 (major bands) 和小带 (minor bands) 。

用腹腔引流j去 tjjlJ 备细胞染色体 ，方法简便 ，

稳定 ，重复性高。现将此法与 Michael (1 974) [町 ，

襄 2 制备小鼠染色体腹腔百l流法与外周
血培养法之比较

外周血培养jiz I 腹腔引流法

要野 心脏取血或尼巴放血 i 民腔引 ;:i
PHA l 需i i 不必需
体外培1 43一-72小时 3一一4小时
差哩堕j一一←一- 一一
培养 i 一定培养液 ， P I-IA ，严简单 ，只需要用无热源
条件 l 格的 pH 和防凝剂 l 小牛血清腹腔内注射
细胞存 细胞大量死亡 ， 活
活情讥| 细胞很少 |活细胞很多 ， 1l'l少先亡

染色体i 经附生肿胀 ( 正常

成功率| 儿 不以 I ;儿肌

图 3 示小鼠延伸的染色体 G 帮帮型 2520 x 

Willard 等(1 965) [1 0 J 以及我 们 在 小鼠 外

周血培养方面的工作 (未发表资料)做比较子下

(见表 2 )。由于腹腔引流细胞取自!废水液 ， 故

没有心脏取血的危险性，也没有尾巴取血那样

易于污染。 另外腹腔引流浪中单核细胞比外周

血 中的多得多 。 更重要的是j自.腔引流法不需

PHA ， 在体外只需培养 3 -4 小时 ， 因此避免

一切源于 PHA 的不记定 因京。值得注意的是 ，

第二次引流组比第一次引流组效果更好-些，

这意味着 小牛血清引起淋巴细胞发生母细胞转

化和巨n革细胞大量增伯 (Rowley 2.]-; 19 64) [町 ，

因此若能增加腹腔内注射血惰的次数， 有可能

增加腹腔引流细胞的分裂指数。
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用扫描数据计算细胞颗粒密度'

f长跃远蔡水和 华 强

( 中国科学院上海细胞生物学研究所 )

胚胎发育 ilrï~ 巾 ， 细胞中的颗粒分布随发

育的进展发生变化。为了吏确切地描述这些变

化， 就需要选择一定的指标进行测算。 譬如间

隙连接是细胞 质膜的特 化结构， 由膜内 颗粒

(lntramem branous particle ， 简称 IMP)聚集而

成 (见图版) [1 J 。 这些 IMP 的分布面积的大小

以及它们的 密度等等都是说明它们变 化的指

标，也是发自生物学学者所关心和感兴趣的。

要进行上述指标的测算， 首先将颗粒分布的区

域拍成电镜 |到4·的 .lE片或负片， 然后经过反射

式或透射式)巳密度扫描，同时将图像数字化，

存入磁盘，出微处理机作进一步处理。

目前最常用的把一 11I画图像转换为适于输入

到数字计算机的数字的设备是显微光密度计、

.飞点扫描器 、 析象营和电视摄像机数字化转换

器。这些设备lß 资都很昂贵。我们从现有设备

情况以及需要 处理样品 的安求 出发， 把一台

CS- 900 薄层扫描仪(或国产同类型号仪部) ，梢

经改造后 ( 以由单板机控制的步进电机， 代替

原设备上垂直方向扫描的驱动电机) ， 使原有的

ZIGZAG 扫描 (一种之字形的双向扫描)的分

辨率提高近 4 店。该设备原来垂直 分辨率为

每 mm 获得 1 ~ 2 个数据， 经改造后为每 mm

能获得 7 个数据。 这样 {使吏能将一 4幅蝠不大于 3x

1刊o cm2 的 |医图茎到|像( 由于受 CS-90ωO 扫 J汕凶仪行 程的

F限民市制|川ωl仆)经其扫 Ji占I{j;f

存。从千丁式打印机上获得的数字闯像能满意地

反映出趴也镜 !!~t n. J:. IMP 分布的真实 '/"f;i 况。

CS-900 是机械式扫描仪， 其输出的电信

号经 由 μc-Z 80 单.板机控制的 8 位 16 路 A/D

转换器数字化， 获得的数字 化!到像由 TRS-80

8'') BASIC 程序进行处理。 其 |茎|像处理的窗 口，

类似于照相取景框。 具体方法是孔白纸上开一

个窗口 ， 其形状按所要处理的细胞内颗粒分布

的m~1而定， 但因受输入设备扫描行程的限制l

其面积不得大于 3 x 10 cm2。这柏:的窗 口 可以

避免细胞颗粒出现在边界上ffú造成的说差。 j巴

开了窗口的白纸覆盖到放大适当 f函数的电镜照

片上， 使窗口与所要处理的区域中目重合，再将

其置于 CS-900 rJ)j 层扫描仪 rF!进行反射式光密

度或透射式光出度 ZlGZAG 扫拙， 在计算机

软件的控制下能获μ一个反映照片 上捉度值的

二绪，数字矩阵。

TRS- 80 做处用机的处理~1片，由一系列悦

块程序所组成。因 2 为杠)+;但 |剑。其中弟一个

程序棋块是控制数据输入。 第二个程序棋块技

某个确定的灰皮等级阀值 Dr. 来鉴 另IJ IMP 及

照片本底， 同时 给每 个 IMP 定位。而 DI， 值

可以从灰皮等级直方闺中得到[ : J 。

Dr, = Db- f(Db- Dc) 

其中 Db 为直为闺中灰皮等级出现次数最多的

值， Dc 为灰皮等级中的最小值 ， f 为一个小

于 1 的系数。 当测得某位置上的灰皮等级小

于 Dr" 那末该位置认为是照片本底， 反之则

- f月矶、 !气同 7止、 ιJ ;t.: :义;捉 IHì午乡 f i fU; 意见 ， 在

DU没 ìqt 。
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