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柯伪绦虫卵电镜扫描附件样品的制备方法
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摘要 本文具体介绍了柯伪缘虫卵临界点干操电镜扫描附件样品的制备方法
,

它不仅

适用于寄生虫卵
,

而且也适用于植物花粉
.
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H一 6 0 0一 I 型电镜的 H一 6 0 1 0扫描附件具有真空度高 (1 X 1 0
一 `

oT rr 以上 )
,

分辨率高

(6 x 1 0 一 ’
m )

、

放大倍数高 ( 20 万倍 )
、

样品室小等特点
,

加之使用透射样品杆替代扫描样品

杆
,

这就增加了样品制备的特殊性和难度
.

根据柯伪绦虫卵含水份高
、

体积小
、

采样难的特

点
,

为适应电镜扫描附件的特殊要求和防止虫卵在制样过程中变形
,

通过实验探索出了柯

伪绦虫卵临界点干燥电镜扫描附件样品的制备方法
。

1 制样方法

柯伪绦虫卵电镜扫描附件样品的制备方法需经过采样 ( 固定前予处理 )
、

戊二醛固定
、

磷酸缓冲液漂洗
、

乙醇脱水
、

丙酮脱水
、

醋酸正戊酷置换
、

临界点干燥
、

导电胶粘样
、

离

子镀膜
、

电镜观察等步骤
,

具体操作如下
:

1
.

1 采样 (固定前予处理 )

将患有柯伪绦虫病猪的新鲜粪便中的卵节片或将其病猪肠中的柯伪绦虫的卵节片采集

起来
,

用生理盐水冲洗干净
,

在解剖镜下将卵节片用尖镊撕裂
,

使卵溢出
,

置于生理盐水

小瓶中备用
。

此过程由送样者进行
。

1
.

2 固定

将备用虫卵过滤在滤纸上
,

用磷酸缓冲液 (0
.

2 m ol L/
,

PH 7
.

2) 冲洗 3次
,

每次 5 ml
,

再用 2
,

5%戊二醛固定液 (此液系用 0
.

2 om l/ L 磷酸缓冲配成声 7
.

2) 从滤纸上将卵冲入小

瓶内
,

加固定液至 5 川
,

用胶塞盖好
,

采用 50 d 注射器反复抽气
,

使卵沉在固定液内
,

在

4℃冰箱中固定 48 h 以上
.

1
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3 漂洗
、

脱水
、

盆换

1
.

3
.

1 具体程序 将 2
.

5 %戊二醛固定的虫卵用 0
.

2 m ol L/
, p H 7

.

2 的磷酸缓冲液冲洗
,

接

着用 50 %
,

70 %
,

80 %
,

9 0%
,

1 00 线
, 100 % (加无水抓化钙去水 ) 乙醉脱水

,

又用 1 00 纬

丙酮脱水
,

再用 1 00 % 醋酸正戊醋中间液置换
,

每一步异各 2 次
,

每次均为 20 m认
.
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2 采用方法

低速离心法
:
在澡洗

、

脱水
、

中间液 t换的过程中
,

利用小型台式低速离心机离心
,

使

柯伪缘虫卵沉淀
,

然后级慢倒出上情液
,

留卵于离心管内备用
.

诵斗健纸过健法
:

利用小玻璃扮斗
,

使用直径 7 c m 的撼纸
,

下接小烧杯
,

将固定好的

柯伪缘虫卵过撼
,

然后用吸管或注射器依次加滴有关液体
,

按时按t 完成漂洗
、

脱水
、

中

间液 I 换的过程
,

留卵于撼纸上备用
.

小瓶搜祥滤纸裹注射针头抽液法
:

利用滤纸裹在注射器的针头上
,

用细线扎好
,

用它

将小瓶中固定柯伪绦虫卵的固定液以及随后依次加换的有关液体抽净
,

注愈每加换一次新

液
,

播将针头挂纸上的虫卵在新液中搅动使卵落入
,

换注射器不换此针头进行抽液
,

按时

按 t 完成滚洗
、

脱水
、

中间液 t 换程序
,

留卵于小瓶中备用
。

滤纸包裹浸祥法
:
将固定好的柯伪缘虫卵过撼在祥纸上

,

等液体空净后
,

将卵用其撼

纸包好
,

然后按时按且依次完成漂洗
、

脱水
、

中间液 t 换任务
,

可利用 1个或数个小瓶完

成此过程
。

浸样的每一步骤都要注意摇动小瓶
,

以达到预期的效果
.

1
.

` 干澡

将醋酸正戊酸 t 换好的柯伪缘虫卵利用 H CP 一 2 组临界点干澡器进行临界点干操
.

具

体操作是
:
将醋酸正戊酸 t 换好的卵用滤纸包裹好

,

放入样品笼内
。

临界点干操启始沮度

低于室沮 10 ℃
,

样品室放样前充入液态 co
:
使压力达 4

.

9 0 3 3 3 X 1 l0 aP
,

然后排出液态二氧

化碳使压力下降为零
,

如此充
、

排液态 c :o 1 次
,

然后再充入 70 纬液态 co
: .

将沮度控侧钮

扭至 20 ℃ ,

停 15 而
n ,

压力达 6
.

8 6 4“ X 10
.

aP
,

再将沮度控制钮扭至 38 ℃
,

停 30 m in
,

压

力达 9
.

31 632 X 1 .0 aP
,

慢慢开细放气阀
,

使指 示放气 l 的小红球处在 1~ 1
.

5 格之间
,

大

约 30 m如 放完液态 co
: ,

停 10 n “ n
后取样

。

1
.

5 粘样

取直径 3 m m 的单孔或多孔铜网放在千净的载玻片上
,

用牙签蔽一点自配的组织导电

胶涂在钥网上
,

在实体显徽镜下用尖摄一粒一粒地将临界点干澡的柯伪绦虫卵点播在涂胶

的铜网上
,

或将有卵的滤纸折益一下
,

沿折线用新毛笔尖将其卵撒播在带胶的铜网上
,

待

半小时后用双面刀片将枯样铜网与载片分离
,

然后把粘样钥网移放在玻皿内记有标号的撼

纸上备用
。

1二 被膜

将裁好的 15 , X 3O
lnnI 干净载片背面用透明胶带贴好标号

,

然后对号入位并将铜网

样放在该载片的正面
,

用镜检确保铜 网样胶面朝上
,

用 BI 一 5 型离子镀膜仪喷镀黄金 4

m l n -

1
.

7 上样

给透射双样品杆装样时要特别小心
,

装好后面朝下用电镜专用竹扦轻敲或幌动几下样

品杆
,

若卵不掉时方可给电镜上样
.

使用双样品杆的好处是可以节省换样时间和移动找样
,

便于镜检
。

1
.

8 镜检

使用 H一 60 0一 I 型电镜的 H一 6 0 1 0扫描附件
,

在 75 K v 下
,

可以从 。~ 士 3 0’ 进行扫描

观察和拍照
。
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柯伪绦虫卵电镜扫描附件样品的制备方法

2 结果讨论

实验结果证明
:
柯伪绦虫卵临界点干燥电镜扫描附件样品的制备方法是成功的 (见照

片 )
.

在虫卵漂洗
、

脱水
、

中间液置换的过程中
,

低速离心法比较麻烦
,

在倒上清液时
,

容易引起虫卵

的流失
,

虽然用滤纸条进行阻挡虫卵
,

但效果不理

想
,

故未再用
。

漏斗滤纸过滤法
、

小瓶浸样滤纸裹

注射针头抽液法和滤纸包裹浸样法效果 比较好
,

尤

以滤纸包裹浸样法为最好
,

故后来多用此法
.

柯伪

绦虫卵临界点干操电镜描附件样品制备方法
,

不仅

适用于寄生虫卵
,

而且也适用于植物花粉
,

不仅适

用于电镜扫描附件的样品制备
,

而且也适用于扫描

电镜样品的制备
。

电镜扫描附件因有
“
三高一小

”

的

特性
,

故观察小的薄的样品比较理想
,

但由于焦深

不够长
,

样品室小
,

所以对观察较大的较厚的样品

就受到了限制
。

柯伪绦虫卵扫描附件电镜照片
,

放大

540 倍
,

卵长直径 83 , m
,

短直径 75 阿


