
植物材料的冷冻超薄切片制作 法
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冷冻超薄切片法比常规超薄切片法步骤

少、速度快，它不需接触到剧烈的化学试剂及

脱水、包埋等，并能良好地保存细胞中的一些

水溶性物质， 在电镜下所观察到的细胞结构更

接近于自然状态。因此，它比较适合于形态

学、 电镜细胞化学和元素的 X一射线微区分析

等研究领域。

虽然冷冻超薄切片有许多优点，但其应用

仍不如一般超薄切片那样普遍， 其主要原因是

冷冻超薄切片在技术上还存在着不少问题和有

-定的局限性。例如:样品中易形成冰晶，切

片易碎、易丢失、收集困难， 某些结构并不如

一般超薄切片清楚等等。尤其是植物材料，一

般含有较多的水分(液泡〉和较硬的细胞壁，其

困难就相对要大些。现就植物材料的冷冻超薄

切片制作法和在制片过程中常遇到的一些困

难及其克服的办法作一介绍。

植物材料的冷冻超薄切片制作程序大体上

包括如下五个方面z 取材、冷冻固定、切片、

切片的收集和染色。

-、取材

取材应具有代表性，根、茎、叶应取较幼

嫩的组织为宜。把材料置于一只培养皿中，材

料下垫一张滤纸，放在冰槽上(培养皿 、最好预

先在冰槽中冷却)，用双面刀片把它切割成一

定的形状和大小， 形状以长方体或 正方体为

宜，体积尽可能小，必须在 1 立方毫米以下。

因为样品小， 在以后的冷冻、切片中就较容易。

二、冷冻固定

样品的冷冻固定是整个过程的关键， 如果

固定不当，样品内就很易形 成冰晶， 一旦冰

晶形成，既破坏了细胞的精细结构，又致使超

薄切片难以进行，切下来的样品往往会变成粉

末。冷冻固定可以分 为两类，一类是 由

Christensen 、 Hodson 等发展的方法[门，将材料

不经任何预处理，直接进行快速冷冻p 另一类

是将材料作适当的预处理，即用戊二醒作预固

定， 然后用冰冻防护剂渗透， 再进行 快速冷

冻。 第二类方法的优点是步璇少、速度快， 它

适用于可溶性物质的放射自显影和X射线微区'

分析等。但该方法难度更大， 多数材料不易冷

冻好， 更易形成冰晶，而且整个步骤包括电镜

观察都必须在低温下进行。第二类方法适用于

大多数的研究用途，尤其是作形态学和细胞化

学的研究，并且这种方法比较容易做。 现在大

多数采用第二类方法， 常用 1-2 .5 %戊二睦

作预固定，因为经戊二睦固定的材料，仍能保

存大多数酶的活性， 并且戊二监对于膜结构和

微丝、 微管具有良好的保存作用 (图 2 、 3 、 4 ) 。

但也有人如 Bernhard 等用甲醒蒸汽来固定肌

肉组织取得了较好的效果[2 J ， Hall 认为这种方

法对植物组织无明显的效果[ 3 J 。

目前常用作冰冻防护剂的试剂有三种g 甘

油 、 二甲亚肌(DMSO)和照糖液。 常用的甘油

浓 度 为 20-30%, DMSO 为 20% ， 藤椅 为

0.5一2.3 M， 但必须根据不同的材料选择不同

的试剂和不同的浓度。徐伟等用 30%的甘油

在动物组织中获得了较好的冷冻效果[仆 。

Tokuya，su 认为把植物组织用 0 . 5-2 .3 M Ñ-糖

. i容液渗透 10-20 分钟，常能产生好的结果问。

我们对植物材料用 25-30%甘油和黑糖作为

冰冻防护剂试验， 结果用 1-1. 5 M 照糖液渗

透 30 分钟更有效，它可以使整个样品 都能冷

冻好，可作连续 切片。 一般情况下， 含 7K量较
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多的组织黑糖浓度稍高一点，而含水量较少的

组织蕉糖浓庭可略低点。虽然煎糖在切片中有

时会造成局部污染，但可以用 O.lM 磷、酸缓冲

液漂洗几分钟，即可洗去蔚糖。 其办法为z 用

一只培养皿〈最好是蜡盘)置于冰槽上， 在蜡盘

上滴几滴缓冲液， 将切片漂浮在缓冲液上，几

分钟后即可。

1. 冷冻前的预处理

(1) 将样品用 1一2.5% 戊 二醒(O.lM 磷

酸缓冲 液或 0.1 M 二 甲 ìi申 酸 的 缓 冲液，

pH7 .2-7. 4 )在冰箱中固定 0.5-2 小时。固定

的时间不同的材料和不同的组织要有所不同，

一般含水量较多、 较幼嫩的组织，如油菜 、 菠

菜的叶和植物的原生质体、 愈伤组织，固定时

间可短些， 一般 30 分钟到 1 小时即可。而固

定液不易掺入的一些组织，如禾本科植物的叶

以及大麦、小麦、水稻的花药等，固定时间可

适当长些。

(2) 把经戊二睦固定过的材料 转格到 1-

1. 5M 蔚糖溶液中 ， 渗透 2。一30 分钟，气般当

样品下沉到底部就可。

2. 快速冷冻

样品经过预处理之后即进行快速冷冻。 常

用的有三种冷冻方法: (1) 月1 液氮 直 莓 冷冻

法J (2) 中间冷媒法; (3) 金属接触法 [ 4] 。 我

们用的是第一种方法， 此法简单易行，不需任

何复杂的工具， 只要一只广口保温瓶即可。 其

方法是: 先将经过固定、冰凉防护剂处理的材

料切咸约 0.1 立方毫米大小， 并使切面成为长

方形〈如果材料在固定前已切成一定的规格 ，就

不必再切或略作修整)， 平整地放在样品台上 ，

样品台顶上滴一点蔚糖液， 牍糖液不宜太多，

只要能够粘住样品就可以。 这样的好处是冷冻

后的样品在切片前不必作任何修整就可切片。

因为没有特殊的工具， 冷冻后的样品要进行修

块是一件很不容易的事，即使用切片机来修块，

也常会使样品发生断裂。

样品放好后用一根绝热性能好的塑料棒或

小木棒作把情插入样品台的小孔中，然后将样

品台连同材料-起插入液氮中， 待温度达到平

衡后， 就可以转移到超薄切片机上进行切片。

但应用此法必须注意的是，当样品投入液

氮后，. )在样品周围常会形成液氮的汽泡层而影

响冷冻速率。为防止这一点， 必须将样品台擦

洗干净， 除去容器中的液氮气体分子。

Sjöstrand 等曾用一个真空泵连接杜瓦瓶，可以

使液氮的温度接近固态氮的温度， 用这种超冷

液氮再来冷冻样品能得到较好的冷冻效果问。

三、 ijJ 片

1.冷冻超薄切片装置

用于冷冻超薄切片的装置早 期的有

Cryost~t ， 现在商品有 Reichert FC-150、

Sorvall FTS bowl 丰日 LKB Cryokit o Cryokit 

能应用到 LKB、 Reichert 和 Sorvall 的 Porter­

Blum MT-2 等超薄切片机上。 Cryokit 一般用

液氮作冷冻液， 温度可降到 - 170 "C, 它使用

比较方便， 在不做冷冻超 薄切 片 时，可 把

Cryokit 移开， 并且可以在室温下使用。

2. 切片方法

切片常用的有两种方法，即液才告法和干刀

法。液槽法常用 DMSO 作槽液， 但它温度不能

太低， 60%DMSO 在 - 60 "c下就要冻结，并且

DMSO 不适用于某些细胞化学和免疫化学，它

会抑制酸性磷酸酶(acid phosphatases)的活性，

切片在用缓冲液或水洗去 DMSO 的同时，也会

把某些绚胞内含物洗去。

， 用干刀法就可以克服这些缺点，它可以在

很低的温度下作连续切片， 所制作的切片可以

不需接触任何试剂直接上电镜观察。但干刀切

片易受环境条件的影响 ， 尤其是湿度的因素，对

冷冻超薄切片干扰最大， 在春、 夏、秋三季中

尤为突出。如果室内温度高， 在刀 口上常会结

成冰花，使得切片无法进行。 要解 决 这 个问

题，必须使室内的湿度尽可能低。 为此，在室

内我们除用去温机外，还要使切片机上的冷冻

室尽量保持一个"密闭"的环境 ， 并在冷冻室内

放置一些变色硅j应以降低温度， 收到 了一定的
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效果。

3. 切片时温度的控制

切片的温度要根据样品的种类和切片的厚

度而定。温度低虽然能切出较薄的切片，但会使

样品发脆， 切片易碎，不易成连续切片。温度

过高会使样品发软，切不出较薄的 切片。

Appleton 认为在冰晶点 - 60'C以下的温 度对

绝大多数生物材料既安企又好。在切片期间部

分切片常会丢失，要减少切片的丢失， Roomans 

等认为切片时的温度必须很低，他们把样品的

温度控制 在 - 140一- 145'C，刀的温度在

- 100 0C对酵母进行了切片。 发现这么低的温

度， 尽管样品很易碎， 但有减少切片丢失的优
点[710

据笔者的经验，对于植物材料来说， 样品

的温度控制在 - 90 - - 110'C，刀温 控 制在

一 70- - 90 'C为宜。在此温度内比较容易获得

连续的超薄切片带。较好的切片带在-显微镜下

观察往往象一条极薄的玻璃纸。

四、切片的收集

切片的收集是冷冻超薄切片中一个较难的

问题。如果是用液槽法切片，问题并不大，与

常规超薄切片收集方法相当。如果是用干刀切

片，那么收集切片的困难就显得突出。如收集

方法不当会使切片皱折 、 重叠， 甚至丢失。 现

将干刀切片的收集法介绍如下z

一种方法是用一根眼睫毛收集切片带，再

用一根冷却的铜棒把切片按在覆盖有 Formvar

膜的铜网上[8] 。

另一种方法是用一滴 2M 或黑糖饱和液粘

取切片，然后置于载网上，再将照糖用 水洗

去[ 5 ]。但此法不适用于未经固定的样品，由于

黑糖和水的表面张力会使切片散开和丢失。在

这种情况下， Tokuyasu 和 Singer 建议 在黑糖

溶液中加一些明胶(0. 5-2 % )。用低浓度的黑

糖溶液来洗铜网[ 9 ] 。

这两种方法虽有优点，但也有缺点， 前者

切片易碎和丢失，后者捞取方便，但水洗时易

使某些细胞内含物流失二作者采用了将铜网直

接粘取切片带的方法， I:lP : 在切片过程中用一

根毛发按住切片带以免切片带发生卷曲，然后

用覆盖有 Formvar 膜的铜网， 膜面朝下， 直接

粘取切片。但铜网不宜过冷，否则会粘不住切

片，一般当铜网从室温下移入刀台上稍停一下

便可粘取。此法简便， 且效果好。

所粘取的切片可以立即转移到室温中，但

这样由于冰的融化易损伤细胞中的某些精细结

构，为防止这一点可将所捞取的切片先置于冷

冻室内若干小时，后再移到室温中。

五、黛色

作形态学观察的切片，最快的方法 是用

0.1-2%硅鸽酸或磷鸽酸(pH 7-7 .2)负染，在

切片上滴l一小滴染液， 染色 10-30 秒，然后用、

滤纸把染液吸干。也可以用 0 . 5-3 % 醋酸铀

和拧橡酸铅作正染。再者就是不经任何染色，

直接上电镜观察，此法适用于元素的 x-射线

微区分析和形态观察等。

综上所述可将制作植物材料的冷冻超薄切

片过程归结如下=

取材

， 直接冷冻法 预处理冷冻法./ '\. 
快速冷冻 (液氮〉 固定 (1-2 . 5 %戊二醒，

• , • 0. 5一2 小时〉

干刀切片 冰凉防护剂(1一LSM 牍

• 
染色或不染

观察分析

↓ 糖或 20-30%甘油，
20-30 分钟〉

快速冷冻。夜氮〉

切片〈干刀或液槽怯〉

染色 (或不染)

观察

以上仅仅是对植物材料的冷冻超部切片制

作法作一般性的介绍， 但对不同的植物组织要

作不同的处理，如果是花药， 修块在冷冻前进
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行较好s 如果是花粉，那么在戊二醒固定后经

慢速离心( 500-800 g) 5 分钟， 弃固定液， 在

花粉中可加入适量半凝状态的 3 %琼 脂， 琼脂

凝固后取花粉密度较高的部分， 把它切成一定

的大小和形状，然后再进行下一步的处理; 如

果是愈伤组织，修块可在戊二醒固定 前后 进

行。 总之，由于植物材料种类多， 变化大， 而

同株植物中 各组织之间其含水量及软硬度相差

也很大， 其处理方法也必须作相应的修改。 要

做好冷冻超薄切片需要实践和体会， 主要还是

要靠自己的摸索。
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信息核糖核酸直接在琼脂糖;疑胶上的原位杂交检测

何全品

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

核酸印迹法是已被r ' v_用于检测各种核酸分子及

其片段的重要工具。 直按在琼 脂糖1疑胶 u般 DNA 分

子杂交取得了?良好的约果[川 ， 3J ， {旦应用于 RNA 的原

位杂交测定的报道还很少。

我们用此方法检测了大鼠肝癌 ßERH-2 甲肝:蛋白

信使核糖核歧， 结果良好。现将方法介绍如下2

(1) 将 BERH-2 细胞质总 RNA( 5-40 微克 ， jj远

' 
.. 町.，、

图 1 BERH-2 细胞质总民NA 的凝胶电泳

浆外荧光照相 ( A ) 和它与 cDNAAFP1
i'l':J1:蜒胶 j辰 1主杂交战射 自显影图i苦 ( B) 。
行 f~IJ - rT样品为 pBR322-AFPI 克隆 DNA

增 5 微克 ) 在 1.2 %琼脂糖1疑胶〈含浪 乙吭 0 .5 微克/

毫升 ， 8X 1 0 X O . 3 厘米〉上用磷酸缓冲液 ( O.OlM ， pH 

7 . 0 )在 3 0 伏电压下电泳 3 一 4 小时 z 当指示染料进入

凝胶后， 从阴极到阳极方向循环电极液。

(2) 电泳结束并作紫外荧光照相后， 立即把凝胶

浸泡在 95 % 乙醇中 30 分钟， 接着把凝胶铺在透析膜

写!(破硝纸上并在其上留盖品:纸， 用吸水纸轻压吸干，

或者在凝胶干燥器|二干燥。

(3) 把完全干燥的凝胶(薄如itS脱 ， 具韧性) 装入

琅料袋 ， )í:注入网杂交液 (5 x SSCj s x Denhardt 'sj 10 

mMEDTAj o .l % SDSj l OO 微 ~Il~~ 叮转移 RNAj毫升 )

在 4 2 0C水泊中顶杂交 2 小时， 接着添加放射性同位素

丰~ìL~rt(jl~针 cDNAAFPI ， 杂交 16 /J、 11才。

(4 ) 61::漾 ， 在 2 x SSCj O . 1 % SDS 溶液中 ， 42 'C 

洗涤 2 次 ， 每次 30 分钟 z 又在 0.1 x SSCj O.1% SDS 

溶液 Iþ :3Ú品洗涤 2 次 ， 每次 1 5 分钟 ， 然后干燥。

( 5) J巴干燥凝胶贴在 x-光片_!--并 jm增感屏 ， 放在

- 70'C冰箱曝光 5 天， 洗片子。

(接 12 6 页 〉
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之间存在一个动态的变化过程。 在胞质分裂过

程中，成膜体微管活跃的变化与细胞板的形成

和壁物质的运输显然也是密切相关的。早前期

核被膜荧光区的性质和意义也尚不清楚。所有

这些问题都值得进一步研究。

图版说明

大蒜根尖细胞的间接免疫荧光照片， 使用兔抗猪
脑微营蛋白血泊， 羊抗兔 IgG-FITC 二级抗体。
Olympus BH-RFL-W 荧光显 微 镜 观察，激发波长

490 nm，阻挡滤光片 0530。

图 1 x 6 0 0，图 2-12 x 1200 
图 1 一个伸长细胞， 示周缘微筐 。

图 2 一个有丝分裂前期细胞， 示发育早期的早

前期带。

图 3-4 前期细胞， 示早前均j惜和核被膜炎119
图 5 一个前期细胞，示核表面聚合形式的微

管。 . , 

图 6 一个前期细胞， 示纺锤体极在核表面形
成。

图 7 一个1.1' 期细胞， 示对角分裂 细胞的纺锤
体。

图 8-9 后期细胞， 示有丝分裂后期纺锤体，吁

见彷锥体板丝〈图 8 ) 。

图 10 一个末期细胞， 示发育早期 的成膜体微

函 。

因 11 一个末期细胞， 示扇桶状成膜体微营，
中间有 4不友光的坏。

图 12 一个末期细胞， 示胞质分裂后期的成膜
1" 

(按封三)

pBR 322-AFP1 由 Tilghman 构建， 同光宁教授

赠送。 用 Hind llI 切 出 其中的 cÐNAAFP， 并 j玄 Rigby

等 [ .j方法作缺 口移位标记。

对 RNA ， 恃别是对 mRNA 的保存和检测， 此法

具有以下优点: (T。电泳前 RNA 不再用隆等 试剂奕

性， 而试剂变性有时豆复性较差; ( 2) 电泳后不错转

移 ，而转移前的处理(微碱溶液7往往容易引起 RNA 的

降解 ， 并在转移过程中大分子 RNA 在胶上很难转移完

全，小分子 RNA 又会穿过薄膜而丢失。 原位杂交图

谱表明， RNA 的杂交带紧密清晰，没有扩散现象。

此外， 在实际操作过程、中， 我有]还有以下几点体

会: (1)用乙醇浸泡凝胶既可防止核酸的降解而利于

核酸的保存， 又可加快凝l皮的干燥进程。 (.2 )如果在

凝胶尚未完全干燥前动用 ， 容易使它变成皱缩不平，

即使发生了这种情训 ， 压可.将它重新漫泡而得到纠正。

体微管。
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(3) 用于反杂交液简短地平衡凝肢， 可使本j点更清楚，

也可维持杂交液的体积。 (4) 凝胶在干燥过程中会稍

微膨哮， 但这不会影响杂交结果， 在作放射自显影之

前把凝胶充分干燥可以保持杂交信号的强度和降低本

j民 (5) 凝胶的干燥用真空干燥法比以水干燥法更有

利于核酸样品的保留。 ( 6) RNA 不经应化及碱处理

仍可检测。
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