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微波辐射固定对小麦秆锈菌体表抗

原位点保存作用的研究
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摘耍 本文以感病小交幼苗为材料
,

首次对植物材料的徽波辐射团定技术进行了研究
.

结果发现
,

感病叶片与困定液一起被徽波辐射 10 5
,

再在固定掖中放 t 10 . On
,

即可完

成苗困定过粗
。

该方法处理的样品
,

其超徽结构的保存效果与常规固定法 ( 3 幼 相似
,

但对 , 挂休农抗原位点的保存效果是常规法的 2倍
.
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近年来
,

徽彼辐射固定技术在动物组织固定中的应用已引起人们的极大关注
.

该技术

不仅可完好地保存细胞的形态结构
,

而且对细胞或细胞中的大分子物质
,

如醉
、

抗原等都

具较好的保存作用 (oH
p w 以 x l 等

,

19 84
,

仪on g 等
,

1 9 85)
.

但是
,

关于植物材料的微波辐射

固定的研究
,

目前尚无报道
.

为此
,

作者以感病小麦为材料
,

就植物材料的微波辐射固定

方法及徽波辐射固定对抗原位点的保存作用进行了研究
,

现将结果报道如下
.

l 材料与方法

L I 植物材科

小麦品种 ll ut o d ub 的幼苗接种小麦秆锈菌生理小种 c 36 后
,

于 19 ℃下培养
.

L Z 抽其空

接种后 5 天
,

将感病的叶片切成 2 c m 长的叶段
.

将叶段笼于通堡试管中
,

并加入 10 m l

固定液 (4 % 多聚甲醛 + 1%戊二醛 )
。

在真空泵上抽气 5 m in
,

随后在 4 m in 内将试管中的气

压回升到大气状态
.

经抽气的叶段均沉于试管底部
.

L 3 微波辐射固定

将 3一 5 个抽气后的叶段放人薄璧塑料小瓶中 (高 5
.

2 c m
,

直径 1 c m )
,

加入 Z ml 固定

液
.

将小瓶迅速置入微波器 ( P a n a so n i e N N 一 7 4 0 6
, 7 0 o w , 2 4 5 0赫芝 ) 中

,

辐射 20 5
.

随

后立即用热电偶沮度计侧定叶段的沮度
,

标出 40 ℃ ,

45 ℃和 50 ℃的部位
.

然后将叶段在固

定液中放里 10 而
n .

固定处理共设两个对照
,

对照 I 的处理步骤与徽波辐射固定一致
,

但

叶段未经辐射处理
,

对照 I 与常规方法一致
,

前固定 3 h
.

前固定后
,

将上述处理样品切成
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1
.

` 抗原点的标记

首先将样品在杭 1书下 (感染秆锈的小麦叶片细胞间液 ) 的抗体 (磷酸缓冲液 (P sB ) 稀

释 2 40 倍 ) 液中解育 Z h ,

经 P Bs 洗 4次
,

最后在 人 蛋白一胶体金液 (光密度为 。
.

5) 中孵

育 Z .b

1
.

` 样品的后固定
、

脱水和包埋

样品标记后
,

俄酸后固定
,

系列乙醉脱水及树胶 Eop n8 12 包埋均按常规方法进行
。

1二 镜检与胶体金数 t 的测定

样品切片经醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色后
,

于 p知山声42 0 型电镜上观察
.

每一处理至

少切 6 个包埋块
,

每一铜网上随机拍照 5 张横截面的菌丝
。

借助图像分析仪统计菌丝体表

金粒数
。

本试验共重复 5 次
.

2 结果与讨论

经对不同处理的结果观察比较
,

发现微彼辐射固定 (4 O~ 50 ℃ ) 对小麦
、

锈菌细胞的

整体结构和超微结构都保存完好
,

其效果与前固定为 3 h 的常规方法 (对照 I ) 相当
.

但在

前固定仅为 10 m i n 的对照 I 中
,

样品的细微结构保存较差
.

在所有抗原标记的样品中
,

其菌丝体表都可观察到分布有密度不同的金顺粒
.

经微波

辐射固定 (4 O~ 50 ℃ ) 的样品
,

菌丝体表每微米的金粒数为 1 2
.

6
,

而对照 I 和对照 I 仅为

6
.

4 和 6
.

9
。

经统计分析
,

置信度为 9 9
.

9%时
,

微波辐射固定的样品与对照 I 和对照 I 间的

差异极为明显
。

同样
,

微波辐射的不同温度对抗原位点的保存效果是有差异的
。

微波辐射

固定的温度为 45 ℃时
,

菌丝体表每微米的金粒数为 17
.

9
,

40 ℃为 1 0
.

5
,

50 ℃为 9
.

8
.

经统

计分析表明
,

45 ℃的徉品对抗原的保存明显高于 40 ℃和 50 ℃的样品
.

本文以感病小麦叶片为材料
,

首次对植物材料的微波辐射固定方法进行了研究
,

并摸

索出适应植物材料的新方法
.

该方法不仅对样品的超微结构具较好的保存作用
,

而且对抗

原位点的保存具显著促进作用
。

这为植物材料的细胞化学研究提供了新的固定方法
。

然而
,

本文仅以小麦和锈菌为试材
,

至于该方法是否适于其它植物材料需进一步研究
。
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图版 1~ 3
.

小麦秆锈菌菌丝 徽波辐射固定样品 (图版 1
.

x 56 3 8 0 ) 上的金顺粒数目明显高于常

规固定 (图版 2
.

x 妇 刁7。) 和前固定仅为 10
n l jn 的样品 (图版 3

.

x 58 7 5。)
。


