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植物细胞的半薄切片技术及其应用
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( 黑龙江省农业科学院 )

摘 要

本试验将半薄切片技术应用于植物细胞

学研究中
,

并对其方法进行了如下几力面的

改进
: ①减少了制片程序 ;

Q切片厚度达到了

.0 1微米
,

并未出现皱褶 . ⑧增加了染液的溶

质浓度
,

达到稳定的多色性染色效果 , ④根据

不同植物组织
,

优选出最佳切片
、

染色厚度
。

理研究进行
。

取用经渍水处理的大豆生育期

叶片
、

茎
、

种子萌动期子叶
、

芽期根尖 , 取用

小麦受精 6小时的子房
、

胚珠
、

柱头和花粉

粒
。

石蜡切片
:

取用经溃水处理 的大 豆 叶

片
、

根尖 ; 取用洋葱根尖和小麦愈伤 组织
。

二
、

制片程序

前 言

半薄切片界于 5 微米石蜡切片与 6 00 埃

超薄切片之间
,

在高倍光镜下可显示电子显

微镜的低倍图像
。

目前
,

国外这项技术已应用

于植物细胞学研究 c 6
、

7
、

8
、

9
、
1 0〕 ,

国内医学

研究中也已得到应用 ( 1
、 “ 、 “ 、

么 “ 〕 。

但切片

厚度均在 .0 5微米以上
,

在植物细胞学研究

方面应用甚少
。

最近
,

我们在大豆抗涝性生

理研究中运用了半薄切片技术
,

并对经典半

薄切片技术进行了改进
,

减少了制片程序
,

增

强了染色效果
,

根据不同植物组织优选出最

佳切片和染色厚度
,

并使切片厚度达到了 .0 1

微米
。

现将其结果报导如下
。

材料与方法

一
、

供试材料

半薄切片
:

取样主要结合大豆抗街性生

婆多
,

(一 ) 半薄切片样品制备

样品切片前处理在徐是雄 〔们 方法的基

础上稍做修改
。

1
.

将新鲜样品分取 1一4平方毫米小块 ,

2
.

用 1一 4% 戊二醛 (室温 )固定 i一 4 小

时 (不同组织固定时间有异 ) ;

3
.

用 .0 I M 磷酸缓冲液清洗两次
,

每次

停 留 15 分钟 ;

4
.

再用 1 %俄酸固定 1一 2 小时 (如不需

上电镜观察样品
,

可用 F A A周定液固定 1一
2 小时

,

省去戊二醛和饿酸的双重固定 ) ,

5
.

再用 .0 I M 磷酸缓冲液清洗两次
,

每

次停留 15 分钟
;

6
.

在室温下
,

用不同级数乙醇脱水
,

每

次停留 15 分钟 ;

7
.

用 1 : 1 丙酮和环氧树脂混合液渗透 4

小时
,

然后再换一次新鲜的包埋剂过夜 ,

.8 用新配制的包埋剂包 埋样 品〔 ” 〕 ,

在

注 , 本裸睡为黑龙江省农科院青年科学基余项 目
。



钧℃下聚合 8小时
,

9
.

修整包埋块
,

在超薄切片机或在改装

的光学切片机上
,

用玻璃刀制片 ,

10
.

切片后
,

用白金耳将切片捞至干净载

玻片水滴中
,

置于 80 ℃烘箱中烘烤 10 分钟
,

11
.

将载有切片的玻片
,

置于 80 ℃ 天青

亚一亚甲基兰 (P H 6 .4 )染液中染 1一 2分钟
,

部分切片经
“

软化剂
”

处理 30 分钟
。

如用苏丹

111 染色
,

需在 60 ℃ 下染色 10 分钟 (切片染

色及染液配方是在李相忠方法基础上稍加修

改 ) ;

1 2
.

用清水洗净后
,

再把载有切片的玻片

放入碱性复红染液中 l 分钟 (染料配方 见

后 ) ,

几 1 3
.

水洗后
,

可直接上光镜观察 ,待干燥

后用加拿大树胶封片
,

备用
。

(二 ) 石蜡切 片的制片程序

按常规石蜡切片法
,

固定
、

脱水
、

脱蜡

和封片
。

·

(三 )染液配方

1
.

天青 亚一亚甲基兰染液
:

天青 0
.

3克
、

甘油 10 毫升 + 亚甲基兰 0
,

2 6克
、

甲醇 10 毫

升
、

磷酸缓冲液 (P H .6 4) 30 毫升
、

蒸馏水

5 0 毫升
。

2
.

碱性复红染液
:
碱性复红 0

.

士克
、

50 %

乙醇 1 0 0 毫升
,

将其混合后取 6 毫升
,

加蒸

馏水稀释至 6 0 毫升
。

3
.

苏丹 111 染液
:

制成饱和的70 % 乙醇一

苏丹班 溶液
。

4
.

亚甲基兰一碱性品红染液
:

磷酸氢二

钠 .0 5克
,

碱性品红 .0 2克
、

亚甲基兰 0.2 克
、

硼酸溶液 (仅 5 % ) 15 毫升
、

氢氧化钠 (0
.

72 % )

1 0 毫升 ( p H S
.

4 )
,

蒸馏水 7 0 毫升
。

半薄切片的光镜效果
:
不同大豆品种对

渍水的敏感性不尽相同
。

取不同耐渍水性大

豆种子渍水 4 夭后的子叶
,

切片厚度为 1微

米
。

天青 亚一亚甲基兰和碱性复红重染后
,

细胞壁呈红色
,

脂体呈黄色
,

蛋白体呈紫红

色
。 ·

光镜下清晰可见木同耐渍 水性大 豆子

叶细胞结构的不同图像
。

如感性太豆 (合丰

25 ) 种子的子叶细胞
,

其壁完整
,

但质壁分

离 , 而耐性大豆种子的子叶细胞
,

不仅其壁

完整
、

充实
,

而且未见质壁分离现象
,

蛋白体

分布广泛
,

并开始分化
、

分解
,

液泡逐渐形

成
。

收到了理想的染色效果
。

同时
,

小麦花粉粒 、子房
、

胚珠经夭青一

亚甲基兰和碱窟品红复染后
一

,

染色均匀
、

反

差大
,

胚珠的核仁呈深兰色
,

淀粉粒为红色
,

花粉粒的萌发孔及内含物均充分显示出来
,

并且细胞分裂前期
、

中期及末期染 色体 的

不同分裂相及其分布均十 分清晰可见
。

渍水条件下的大豆叶片
,

茎和根切片经

天青 亚一亚甲基兰碱性品红重染后
,

微体及

茎的导管
、

细胞核仁
、

’

根的中柱及四原型
、

木质部
、

韧皮部均清晰可见
,

星现出多色性

染色效果
。

讨 论

结 果

石蜡切片 的光镜效果
:

图 l 一 2 为洋葱

根尖
,

小麦愈伤 组织
,

切片厚度为 6 微米
,

可 见细胞重叠
,

偶见细胞核仁
,

但细胞器不

清
,

染色效果不佳
。

半薄切片的制片程序
、

步骤要求十分严

格
。

因为
,

切片的反差清晰度
,

很大程度上

取决于染色的质量
,

所琢切片的染色技术是

做好半薄切片的关键环节
。

国内报导 的半薄

切片厚度 在 .0 5一 2 微米之 间
,

当厚 度小于

。; 5微米时
,
切片组织不易着色或出现染色不

均
,

而厚度达到 .0 1 微米
,

染色后出现大量

皱褶
,

直接影响观察效果
,

成为半薄切片技

术的一个难以解决的间题
。

为了克服这些难

点
,

本试验改进 了半薄切片技 术的 常规 方

法 〔 1 “ :
染色前不经

“

软化剂
”

处理
,

而把载

有切片的玻片置于 80 ℃ 温箱中烘烤 10 分钟

后
,

立即将切片置于同等温度的光学染液中



染色
,

并将染液溶质浓度增加一倍
,

取得了

相当稳定的多色性染色效果石好于绎
“

软化

剂
”

处理的对照切片
。

其原理可能是切片和

染液加热到 80 ℃时
,

染液分子的运动速度加

快
,

加之溶质的颗粒数增加
,

与组织成份有

效碰撞机遇增多
,

而且由
.

于切片菲薄 (0 .1 一

七5 微米 )
,

、

染液浸透切片阻力小
,

时间短
、

反应速度加快等缘故
。

_

另外
,

优滓好光学染料
,

并适当调节光

学染液的酸碱度对切片的多色性染色效果也

起肴关键性
_

的作用
. 。

我们在制备半薄切片的

过程中
,

试用了 10 余种光学染料
,

并逐一进

行了筛选
,

首次将碱性复红应用于植物组织

切片
,

细胞壁经碱性复红染料染色
,

只需 1

分钟即着色
,

而且色泽鲜艳
,

好于精典的番

红 、
固绿双重染色效果

。

还优选出适用于多种

植物组织切片的双重染液配 5对
,

天青亚一

亚甲基兰
、

碱性复红必收到了理想的染色效

果
。

通常制备半薄切片的染液天青亚一亚甲

基兰 的 p H .6 9
,

当切片厚度低于 .0 5微米时
,

细胞成份不易着色
,

如呆把 p H .6 9调至p H .6 4

染色效果很好
,
色调均匀

,

反差良好
,

这可

能是切片组织中细胞器嗜酸性强的原因
。

这

些改进的方法
,

国内尚无报导
,

主要优点是

切片薄
,

染色时不出现皱褶
,

染色均匀
、

分

辨率高
,

细胞器结构清晰易见
。

实验中述发现
,

若想得到植物特定组织

细胞的标准切片
,

就应掌握这一组织切片
、

染色的最佳厚度
。

经皮复多次试验认为
,

某

一组织细胞的理想切片厚度
,

也是这一组织

细胞染色效果最佳厚度
。

大豆叶片
、

茎和根

切片最佳厚度分别为 。` 1 、
0

.

3 和 .0 5 微米
、

小麦子房和胚珠以 。
.

1一。
.

3微米
,

小麦花粉

粒以 认2微米厚度为宜
。

以上切片厚度
,

不

仅能清晰地反映出某一组织 细胞 的内含成

份
,

而且染色效果也好
,

是拍制教学和科研

图象的优选标本
。

如果把改进技术后的半薄

切片用做与石蜡切片和超薄切片对比观察
,

不仅能彼此互补不足
,

使同一植物组织细胞

或其微细成份在三级切片上统一起来
,

会使

植物镜检工作更加标准化
、

精确化
。
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