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原生质体扫描电镜观察研究方法的改进及其效果初报

钟 荣 亮
( 广西农学院 )

摘要 本文介绍了一种原生质体扫描电镜观察研究方法
.

比较了三种不 同 配方的固定剂
.

结

果证明; 用添加甘露醇作渗透压稳定剂和用原生质体培养液作稀释剂配 制 的固定剂效果良好
.

用

常规电镜固定剂则会造成原生质体变形
、

破裂
。

设计了室温下 的快速脱水方案
.

取得 较满意 结

果
.

观察到原生质体表面有许多大小约10 。一 20 0毫微米的微孔结构
.
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用酶解方法除去了细胞壁的植物细胞原生质体经过培养
,

可以再生成完整的植株
。

近年

来发展迅速的遗传工程技术手段之一
,

就是通过原生质体融合
,

进行体细胞 杂交
:
或者将某

种细胞器
、

D N A
、

病毒等外源遗传基因导入原生质体
,

再培养成新的植物
。

它 为广泛地组

合各种基因型
,

培育出具有优良性状的植物新 品种展示了美好前景 t `〕 。

用电子显微镜详细研究各种植物原生质体的超微结构
,

了解它在培养过程和融合杂交中

的变化
,

对于探索体细胞杂交的机理和外源基因导入途径有重要意义
。

由于原生质体仅有一层非常薄的柔性质膜包被
,

十分脆弱而且高度液泡化
。

用常规电镜制

样方法处理
,

原生质体将在处理过程中破裂
、

崩解或者严重 变 形
。

本文介绍笔者参考 L
.

.C

F o w k
e 的原生质体透射电镜镜检方法 〔名〕 ,

加以改进用于扫描电镜样品的制备
,

可以获得较

为满意的结果
。

作了以下改进试验 ,

( 1 ) 比较了三种不同配方的固定剂
。

( 2 ) 将冰浴下脱水
,

改为在常温下脱水
。

( 3 ) 用快速脱水方案代替常规脱水
。

将脱水时间缩短为常规脱水的五分之一
。

材料与方法

I
。

尿生质体的分离 用含有0
。

S M甘露醇的1
.

5%纤维素酶 ( O
n
oz

u k a R 10 ) 和 1 %果

胶酶混合酶液
,

分别从马铃薯和木薯幼叶中分离原生质体 〔么〕 ,

用离心沉淀法纯化
。

2
。

固定 要使原生质体超微结构迅速得到固定而不造成损伤
、

破裂
,

前固定选择合适

的固定液十分重要
。

我们比较了三种固定剂的作用结果
。

( 1 ) 常规电镜制样使用的 3 %戊二醛固定剂 ( 用 p H 二 7
.

2的磷酸缓冲液配制 )
。

( 2 ) 用原生质体培养液为稀释剂
,

配成 3 %的戊二醛固定剂
。

( 3 ) 在磷酸缓冲液中
,

添加 7 %甘露醇 ( 渗透压稳定剂 )
。

以此为稀释液
,

配制 3 %

戊二醛固定液
。

本文承我院何若天副教授审阅指导
,

特此致谢
。
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图 2
.

木薯叶细胞原生质体及其自发融合现象
。

表面可见 20 0一 3 0 0nm 的微孔结构
。
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处理方法
:
在 3支离心管中

,

保留较高浓度的原生质体悬液 O
。

5毫升
。

分 别 加入上述三

种固定剂各 1 毫升
,

使戊二醛在离心管的最终浓度 为 1 %
,

轻 轻 摇 匀
,

在室温下固定 2 小

时
。

中途轻轻摇匀几次
。

( 以后各步直到脱水完毕均在离心管中进行 )
。

于 1 0 0 x g下 低速离

心 8 ~ 5 分钟
,

弃去上清液
,

再分别加入上述 3 %的戊二醛 固 定 剂 各 1 毫升
。

室温下放置

i ~ 2 小时
,

离心 ( 1 0 0 x g
,

下 同 ) 弃去上清液
。

用磷酸缓冲液 ( p H = 6
.

8 ) 洗涤 3 次
,

以

除净戊二醛
。

最后加入 1 %四氧化饿溶液
,

室温下放置一小时作为
“ 后固定 ,, ,

以进一步提

高原生质体外膜的强度
,

减少脱水
、

干燥过程中的变形和损伤
。

四氧化俄固定后
,

用蒸馏水洗涤两次
,

然后转入脱水过程
。

3
。

脱水 , 按照 F
o w k

e
介绍的方法 工“ 〕 ,

原生质体样品应在冰浴下 进行脱水
。

我们考虑

到原生质体只有一层细胞膜包被
,

个体微小
,

比表面极大
,

通透性好
,

于是试验了在室温下

的快速脱水方案
。

方法是
:

在室温下
,

从 10 %乙醇开始 ( 用丙酮亦可 ) 每 3 分钟递增10 %
,

每更换一级脱水剂
,

均

轻轻振荡以促进脱水作用 , 在 10 0% 乙醇中更换两次
,

第二次结束时加人等 量 醋酸异戊醋
,

使乙醇
:
醋酸异戊醋 = 1 : 1

。

浸洗五分钟后
,

离心
,

转入 1 00 %醋酸 异 戊醋中
,

置 4 ℃冰

箱中过夜
。

4
。

千澡
:
由于原生质体外膜十分脆弱

,

常温空气干燥法会使它产 生 严重收缩变形
。

用

临界点干燥法处理
,

能缓解表面张力的影响而很好地保持样品的真实形貌
。

方法是
:
在垫好滤纸的不锈钢样品篮里

,

放置 1 ~ 2 块 2 x 3 毫米大小
,

事先喷镀有一

层金属膜的盖玻片
。

用吸管将脱水后悬浮于醋酸异戊醋的原生质体滴在此盖玻片上 ( 可避免

样品变形并保证导电良好 )
,

置于 H C P
一

2 临界点干燥仪的样品室中
,

旋紧盖子
。

注意
:
要

缓慢通入液体二氧化碳
,

防止液流冲走样品
。

以后按仪器规程操作
。

临界点干燥结束
,

立即用导 电胶或双面胶将附有干燥样品的盖玻片粘在扫描电镜样品台

上
,

作导电处理
。

与
。

导电处理
:

在样 品表面喷镀一层均匀的金属膜进行导电处理
,

可以防 止 观察时出现

放电现象
,

提高二次 电子信号强度从而增强图象的亮度和反差
。

我们用 I B
一

5 型离子溅射镀膜

仪
,

阴极为金一靶合金 ( 6 : 4 )
。

样品与阴极靶间距 40 毫米
,

溅射电流 6 ~ 7 毫安
,

时间

6 ~ 1 0分钟
。

溅射镀膜金属颗粒细
,

扫描观察时分辨率高
,

图象清晰 〔“ 1 。

镀金属膜后
,

用 J E M
一

1 2 0 0E X 型电子显微镜的扫描系统观察拍照
。

结果与讨论

1
。

在光学显微镜下
,

各种细胞的原生质体大都是 圆球形
,

不易区分 不 同种和不同部位

细胞原生质体的细微差别
,

在扫描电镜下观察则可以分辨
。

图 1 为马铃薯幼叶细胞原生质体
。

图 2 为两个自发融合的木薯幼叶原生质体
。

两个细胞 之间的融合连接带清晰可辨
。

扫描电镜景深大
,

图象富有立体感
,

能从样品表面获得多方面的信息
。

如与透射电镜观

察结合
,

进行细胞融合
、

杂交
、

生长动态等方面的研究
,

将起重要作用
。

2
。

常规电镜制样的戊二醛固定剂不能直接用来固定原 生质体
。

由于溶 液 的渗透压不合
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适
,

会使十分脆弱的原生质体变形
,

破裂甚至崩解
,

结果只能观察到大量破损的细胞
,

如图

3 所示
。

如果在固定剂 中添加 O
。

5~ O
。

SM的甘露醇作为渗透压稳定剂
,

或者用相应的原生质

体培养液配制固定剂
,

均可获得较好的结果 ( 图 1
、

2 所示 )
。

从多次试验 观察结果看
,

还

是以培养液为稀释剂配制的戊二醛固定液效果最好
。

其原因可能是
:

对于不 同的原生质体来

说
,

相应的培养液具有最适其存在 的环境条件
。

这样的条件下进行固定有利于保持它自然的

形貌和超微结构
。

3
。

对比了室温下的快速脱水 方 案和

冰浴下的常规脱水方案
。

结果表明二者并

无差异
。

由于室温下的快速脱水方案简化

了操作条件
,

脱水时间缩短为常规法的五

分之一
,

不失为一种简便可行的方法
。

4
.

经大量观察
,

在完整 的 原生质体

表面常常见到许多清晰的小孔 ( 见图 2 )

些小孔 多 数 出 现在原生质体 凹 陷 的 部

位
,

大小约为 1 0 0~ 2 0 0 毫 微 米 ( n 二 )
。

这些小孔可能是原生质膜在脱水剂 ( 乙醇

或丙酮 ) 的作用下
,

局部薄弱位点出现的

孔洞
。

这些位点
,

在原生质体代谢过程中

的作用有待深入研究
。

这将是一个有 意义

的 问题
。

图 3
.

常规固定剂制备的原生质体

整个细胞变形失真
,

外膜破裂
。
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