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虽然自电镜问世以来
,

很早就用来研究植物材料的超微结构
,

但是
,

由于植物材料

具有很厚的细胞壁和许多液胞
,

加之许多样品的表面具有毛状体或蜡被
,

因此
,

制备好

一种植物样品用于电镜的观寮分析
,

常耗费植物学工作者许多时间和精力
。

生物材料电

镜技术有过许多专著
,

但对植物学工作者来说
,

都不能照搬
。

针对植物的生物学特征和

细胞学特征
,

近几年来
,

我们对一些植物材料作了电镜样本制备方面的试验和探讨
,

并

取得一些经验
,

现分别介绍如下
。

一
、

水箱叶片样吕
二

水稻叶片表面具有蜡被和硅质晶体
,

它们对固定液的渗透具有不可忽视 的 阻 碍 作

用
,

按常规的生物样品制备方法常常失败
。

有人提出过象制备石蜡切片样品那样
,

先用

酒精软化组织
、

再按常规方法固定
,

但这一方法由于在固定前须作予处理
,

在这期间
,

将由于细胞的 “ 自溶作用
” ,

势必导致样品
“
生活状态” 的破坏

。

为此
,

在制作水稻叶

片时
,

我们主要采用尽量切小样品
,

适当地延长固定时间和渗透时间的方法来解决
。

具

休步骤如下
:

供试样品
:
矮仔占

、

广陆矮
、

矮脚南特
。

制备步骤
:
取新鲜剑叶

,

切叶肉组织。
.

5 ~ 1 m m 3
大小

,

迅速放进 4 %戊二醛固 定

液中 ( M il lo in n g氏 O
.

ZM磷酸缓冲液配制
、

p H 7
.

2) 作前固定
,

并抽气使之下 沉
。

固定

12 ~ 48 小时 ( 0
。

~ 4
O

C )
,

甚至可达一个星期
。

固定后用同一磷酸缓冲液 洗 涤 2 小

时
。

(中间换液 3 ~ 5 次 )
,

将剩余的戊二醛充分洗涤干 净
。

再 用 l % 的 四 氧 化 铁

( 0
.

0
.

) 作后固定
,

固定 1 2小时或过夜 ( O
。

~ 4
O

C )
,

用同样的磷酸缓冲液洗涤一小

时后 (中间换液 2 ~ 3 次 )
,

经逐级渐进的乙醉或丙酮脱水
。

每级十五分钟
,

( 70 %乙

醇脱水时可放置过 夜 )
。

在 70 %乙醇脱水前的各个步骤均需在 。
“

~ 4
O

C条件下进行
。

·
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环氧丙烷二次过渡( 用丙酮脱水的可不用此过渡 )
,

然后分别用 3
: 1

、

1
, 1

、
1 : 3

(环氧丙烷
:
包埋剂 ) 的渗透剂渗透三天三夜

,

再换纯包埋剂渗透过夜
,

用 环 氧树醋 61 8

包埋剂包埋
,

放进恒温箱中45
“

C聚合 24 小时
,

60
“

C再聚合 24 小时
,

修块后用玻璃 刀 在

L K B V型超薄切片机上切片
,

厚度约 60 。一 800 人
,

捞片后用乙酸双氧铀饱和溶液和柠檬

酸铅双重染色
,

用本室的 P H I L IP S E M 400 透射电镜观察拍片
。

结果
: 通过延长固定时间和渗透时间

,

样品得到较好的固定
,

切片连续成带
。

各种细

胞器如质膜
、

叶绿体
、

线粒体
、

油滴
、

细胞壁等均得到较为理想的固定效果 (图一 1
、

2
、

3 )
。

结果表明
,
样品并没有因为固定时间比常规方法规定的延长多倍而出现不良效应

和膺像
。

我们认为
,

类似于这一类表面具有毛状体
,

硅质晶体又较多的禾本科作物均可采用

这一方法来制备电镜样品
。

二
、

花生叶片的样品制备

花生是一种重要的农业经济作物
,

它的叶片表面具蜡被
、

叶背具绒毛
,

常规的方法

不易固定
。

这一样品采用 H i r s e h & F e d o r k o ( 2 9 6 8 ) 氏戊二醛一四氧化钱 ( 05 0
。

)

混合液一次双固定法固定
。

这一方法有报导认为对保存植物组织中多聚核搪核旦白体结

效果特别好
,

对含有多糖的结构和膜以及其它含醋结构染色清晰
。

从某种意义上说
,

构

这种混合一次双固定比相继的双固定效果更好
。

本试验中用 O
.

ZM的二甲砷酸纳作缓冲液
,

固定时间约 l 小时
。

戊二醛和四氧 化 镶

一旦混合将起强烈反应
,

因此
,

此固定液必须随备随用
。

固定时间视样品变 黑 程 度 而

定
,

一般不超过 1 小时
。

固定后
,

组织用。
。

ZM的二甲砷酸钠缓冲液洗涤干净
。

逐 级 渐

进的乙醇 (或丙酮 ) 脱水
。

70 %的脱水荆脱水前的各个步骤严格在 0
”

~ 4
O

C的低 温条

件下进行
。

每级脱水 15 ~ 20 分钟
。

环氧丙烷二次过渡
,
渗透方法与上述水稻叶片同

。

环

氧树醋 81 2
#

包埋
。

其余步骤同上述水稻叶片
。

从拍出来的电镜照片分析
,

各种细胞器的亚显微结构如细胞壁
、

叶绿体基质片层和

基位片层
、

嗜饿颗粒
、

淀粉粒都得到较好的固定效果 (附图一 4
、

5 )
。

戊二醛一四氧化铁 ( 0, 0 `
) 混合固定液一次双固定方法

,

时 间 短
,

操 作 并 不 复

杂
,

对植物组织中各亚显微结构的固定效果较好
,

并具一定的优越性
,

值得注重和推广

应用
。

但作缓冲液的二甲砷酸钠溶液中的砷元素含有较高的毒性
,

所以在应用过程中
,

必须小心加以防护
。

至于能否用其它缓冲液代替
,

还须作进一步的研究
。

三
、

花药的样品制备

花药是植物学工作者研究的重要对象之一
。

由于花粉粒的外壁主要是以花粉素和近

于角质与纤维素的物质组成
,

是植物细胞中一种典型的细胞壁
,

坚硬而且透性极差
,

常

规的电镜样品制备方法难于制备好这种细胞
。

针对它的细胞学特征
,

我们的做法是 (以

荔枝花药为例 ) 将花药沿药隔部分切开 (这一步骤应使整个花药浸在戊二醛固定液中进

行 )
,

使之一分为二
,

并在花粉囊的一端切一小口
,

以利于固定液渗透进去
。

固定时间

和方法与水稻叶片基本相同
。

从以这种方法制备的荔枝花药样品的效果看
,

无论是退化层细胞或是毡绒层细胞
,

食̀今
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特别是由小抱子壁紧紧包裹住的小抱子中的各种细胞器都得到较好的固定 ( 附图一 6
、

7 )
。

常规的生物样品固定时间规定
,

戊二醛一般为 1 ~ 4 小时
, 四氧化铁要求更严格

,

不

得超过 2 小时
,

否则将使样品变脆
,

难于切片
,

甚至将破坏样品的亚显微结构
。

但本试

验证明
,

由于植物细胞具有与其它生物样品所不同的细胞学特征
,

它的生物学特征也远

较其它生物复杂
,

因此
,

必须针对不同植物的生物学特征和细胞学特征
,

在制备样品前
,

认真制订制备方案
,

选择好适当的固定液和固定方法
。

通常
,
适当地延长固定时间和渗

透时间是大大有利于制备植物材料的电镜样品
,

而决不是相反
。

圈 版 说 明

1
。

水稻 (矮仔占 ) 叶肉细胞
、

示细胞壁 ( CW )
、

质膜 ( P m )
、

叶绿体 ( Ch 》
、

线粒体 ( M )
、

胞

间连丝 ( P I )
。 x 6

,

17 1

2
.

水稻 (广陆矮 ) 叶肉细胞
、

示细胞核 ( N )
、

核仁 ( N u)
、

叶绿体 (伪 )
、

液泡 ( V ) 11
,

。 00

3
.

水稻 (矮脚南特 ) 叶肉细胞
,

示线粒体 ( M )
、

微体 ( M b)
、

油滴 s( )
。 x 2 1

,

8 1。

4
.

花生叶肉细胞
,

示叶绿体 ( Ch )
、

嘴银小体 ( O s b )
、

细胞壁 ( C W )
、

淀粉粒 ( S a )
。 x Z一,

5 51

5
。

花生叶肉细胞
,

示叶绿体中的基粒片层 ( ` l)
、

基质片层 ( sl )
、

细胞壁 ( C W )
。 x 75

,
8 60

. ;
。

荔枝花药小抱子
,

示小抱子壁 ( M C )
、

萌发孔 ( A )
、

液饱 ( V )
。 x Z

,
8 28

,
’ 。

荔枝花药小抱子
、

示小袍子壁 ( M C )
、

核 ( N )
、

核仁 ( N a ) ) 液泡 ( V )
。 x 1 1

,

00 0

,
.
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