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应用冷冻割断法研究鱼类卵母细胞生长的制样方法
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关链词 扫描电镜
,

冷冻割断法
,

卵母细胞
,

鱼类

� � � � � � � � � � � � � �� � � �� � �
� � � � �� �� � � � � �

,

� � � � � � 一 � � � � � �� � � � � �� �
,

� � ��� � �
,

����

生物样品制备技术的改进和发展
,

使扫描电

镜能够观察生物组织内部结构“
,

” � 但对生物组

织内部结构观察的制样方法多是针对较小细胞组

成的实质组织和器官
,

而对鱼类卵母细胞�尤其是

生长和成熟期� 这种大型细胞构成的卵巢的制样

方法则无报道
。

本文以越南鱼 �� ��
� 户� � � � � , � � � �

·

� 。

�为主
,

介绍冷冻割断对鱼类卵巢制样
,

置扫描电

镜下观察卵吁细胞生长及内部结构变化的方法
。

材 料 与 方 法

参照 � � � � 冷冻割断法
‘” ,

根据鱼类卵巢的

特殊性及实验条件作少量变动
。

活体解剖越南鱼取出卵巢
,

直接置于 �� 饿

酸 ��
�

� � � � � � 磷酸缓冲液
, � � �

�

峪�
, � ℃ 固定

� � , �� 期卵巢切成 �
�

�� � 的小段固定
。

用磷酸

缓冲液清洗固定样品 � 次
,

每次 �� � ��
。

再用二

甲基亚矾 �� � �� � � �
�

, �
, � � 肠 和 � � � 的 水

溶液依次各处理两次
,

每次 � � � 访 进行 防 冻 处

理 �在自制冷冻割断装置中注满液氮
,
迅速将冷冻

过的卵巢置于割断台上
,

用吸管将 �� 呱 � � � � 滴

在样品周围
,

使样品固化包埋
,

随之把预冷的刀片

轻放在欲割断的部位
。

用木锤叩击刀片背
,

使样

品割断 �收集割断组织投入 �� � � � �� 中融解
,

随后再投入 �� �
,

�� � 和 �
�

�� 肠 � � �� 中逐渐

置换 � � �� � 用 磷酸缓冲液清洗�约 � � ��
,

中间

换 �一 , 次缓冲液
。
。

�

�� 饿酸固定
�

� �� ,
换固定

液 �一 � 次
,

再用磷酸缓冲液清洗 �一 � 次
。
再将

样品进行乙醇脱水
,

各 � � � � � , � �� � 乙 醇两次 �

乙醇 � 醋酸异戊醋 �� � �� � � � �
� , �� � 肠醋酸异戊

醋 � � � �� 或更长
。

常规临界点千燥
,

真空喷镀金

膜
,

置 日立 � 一 斗�� 型扫描电镜观察
。

结 果 与 讨 论

目前研究鱼类卵丹细胞生长过程的超微结构

变化大 多采用透射电镜
〔‘

�

” 。

但由于充分生长的

卵母细胞直径可达 �一 � � �
,

卵黄和卵膜对固定

液和包埋剂渗透的抑制作用
,

使制样困难较大
。

传统的石腊切片法也因制样过程中固定
、

脱水
、

透

明
、

包埋等步骤对卵黄物质的影响使样品收缩变

�
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。
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脆
,

切片不完整或产生裂痕
,
但冷冻割断法制样可

弥补上述不足
。

冷冻割断卵巢
,
可使大多数卵母细胞断开

,

清

晰地显示其全貌 �图版 � � ��
,

容易找出所需结构
,

比从卵巢中挑出较大的卵母细胞进行割断成功率

高
,

节省人力
、

物力和时间
,

操作 方 便
,
同 时

能保持其自然状态
。

卵母细胞和周围的颗粒细胞

清晰 �图版 � � ��
,
颗粒细胞和卵母细胞形成的绒

毛相互交错穿过辐射带
,

同时显示了卵母细胞皮

层区的皮层泡
。

卵母细胞内的卵黄球和卵母细胞

外的辐射带层次清楚 �图版 � � �
�

�
。

扫描电镜观

察图象立体感强
,

生动逼真
。

由于本法所制样品比常规法大得多
,

卵母细

胞内卵黄及胞外卵膜都可能阻止固定液
、

脱水剂

和防冻剂的渗透
,

故通过延长处理时间来增加渗

透作用
。

防冻剂 � � �� 的处理要完全
,

否则会使

细胞内或细胞间产生大量冰晶
,

破坏其结构和改

变原来的位置
。

为了增加固定液
、

脱水剂和防冻

剂的作用
,
还可用细针在卵巢上戳一定数量的小

孔
。

在固定包埋卵巢时
,
可将 �� 帕 � � �� 直接

滴在样品周围
,

形成一保护层后即可割断
。

样品

制备完成后应尽快观察拍照
,
否则放置时间太长

会影响结构状态
,
出现卵黄球塌陷等现象

。

修改后的 � � �� 割断法
,

对于研究鱼类卵母
细胞生长及内部结构是一种有效的方法

。
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