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Cơ SỞ VẬT CHẤT CỦA TÍNH ĐI TRUYỀN

'ẻUỮƠNG I

Cơ sở  TÉ BÀO HỌC CỦA TÍNH DI TRƯYỀN

I -  NHỮNG NGUYÊN TẲC CHUNG TRONG VIỆC 
CHUẰN BỊ TIÊU BẢN HIỀN VI

■ ■ * ■ 
iv^ Chọn đãi tvọrng và chuân bị mỗu cổ định.

1.1. Clịọn đối tưọrng.

Việc quan trọng đầu tiên là lựa chọn các cơ quan, các mô cần thiểt đ l  
nghỉên cứu tẽ bào. Ví dụ muốn nghiên cứu phân bào gián phân (m itose) có thê 
sử đụng các mô phân sinh đầu rễ non, các rễ chính của' hạt nầy mầm, đĩnh 
sinh trưởng của cây, cá« lá non là tốt nhăt. Thường người ta hay sử đụng các 
mô ồ  chóp rễ non đế nghiên cứu phân bào gián phân vỉ ỏ  đây tập trung các ' 
vùng tế bào phân chia rất mạnh, hình dáng lễ  bào lại được định hướng ttíích 

’ Ịxợp, Đề nghiên cứu hinh thái và đếm số lượng nh ilm  sắc th ỉ trohg phân bào 
giảm niiiẻm (m eiose) thường dùng cảc tể bào mẹ của tiêu bào tử  được cố định 
sau vài ngày lúc mới nhú bông, ơ  đậu và càc loại cây khác thì dừng các nụ 
hoa không lớn lúc chưa có màu đặc trưng. Nhiều trường hợp người tb sử dụng 
các bao phẫn non. ở  lúa nước, ngươi ta cố định các bông m ới nhú ra khỏi 
đỏng khoâng một phần năm bông, lúc nghiên cứu thi sử dụng các hoa ở giữa 
bông vi các hoa này cỏ độ thành thục tốt, số tế bào mẹ hạt phấn đang bước 
rộ vào giaỉ đoạn giảm phân, ớ  động vật. người ta thường sử dụng các tẽ bào 
bạch càu, các tế bào tủy xương. Một điều đâng lưu ý  trqng các buôi thực 
hành ngắn trên lớp muốn đạt kểt quả tốt cần chọn đối lượng đạl mấy tiéu 
chuằn sa u :

— Dễ phá vỡ màng tể bào, màng nhân, đễ dễ tung nhiễm sắc thê rã 
ngoài lúc ĩàm tiêu bản ép.
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• ^  Mhiếm sắc tiiề cỏ kích thước iỏn, các hhiễm sắc thề dễ phân biệt yfỗỗờ 
hkau. Trong bộ nhiễm sắc thề càng cỏ nhiều dạng nhiễm sắc thề khác nhaạiại 
thì càng tốt.

— Đễ trồng, phồ biến trong thời vụ đề tiện’ việc thu lượm mẫu lúc cầồầr 
thiét. ĩ  :  '

I

1.2. Chuằn b~ị mẫu cò định
Sau khi chọn được mẫu cần thiễt đề nghiên aứu phải chú ý đảm bẵâảo 

đúng qui trìnih chúằn bị ctê cố định. Bởi vi tính chính xác của Ihí nghiệm phhhụ 
thuộc rẩt nhiều vào điẽu này. Vi dụ đề làm các tiêu bân quan sát sự phân chhhia 
tế bào ở chổPj rễ nọn phâi tạo điẽu kiện cực thuận vè nhiệt độ, chế độ nướớớcỉ 
chể độ ánh sảng chò re cây phát triền bình thưong. Mặt khác tùy thuộc vààào  
mục đích quan sát của-thỉ nghiệm mà khống chể nhiệt độ. thời gian sinh trưởnppg. 
phát triln  của đối tượng nghiên cứu khi đưa cố. định. ‘Ví dụ đối với chóp rrrễ  
nỡn, muốn quaa sảt thời gian bắt đầu những phân chia giáu phân đầu tiêỀỂn, 
người ta nhận thẫy rằng ỏ cùng một nhiệt độ 23 — 25°c cá® phân chia nguỵêêôir 
nhièm đầu tiên ở hạt nảy màm của các loài cây khác nhạu khống như nhauuu: 
b  crepis capillaris (L) phân chia gián phân đàu tiên xầy ra lúc rễ có độ dài 2 -—  
3mm, ỊỞ vicia íaba (Lj là 12 ■— 17mm, ở Nigelladamaseena (L) là 2 — 4m m ,, í ở 
Triticum aestivum là 8 — ÍOmra, ở hành tây (Allium ọepa) 6 — 12mni.

Đa số các Ịhí nghiệm thu được đều cho thấy số tể bào phân chia vào cáảảc 
giở khác nhaù Irong ngày'cũng không giống nhau. Vì vậy đề thu được kẽt qiỊUuả 
càn phải lưu ý  đến chu kì phân chia gián phân đề cố định mẫu vật vào lừBimg 
thời điềm khác nhau tđy theo đối tượng và mục đích nghiên cứu.

Đề nghiên cứu phân bào gián phân và đếm số lượng nhiễm sắc thề cceó
thễ trồng các đối tượng đạt tiêu chuần Irôn trong đièu kiện đồng ruộng, ĩigoóàài 
v.ựờja trường, trong chậu hoặc trên các đĩa pelri, khay men có đề giấy thẫnBHỊ, 
Khống chề nhiệt độ ồn định trong khoảng 23— 25°c trong tủ ấm hoặc dưíéớí 
ánh đèn điện. Sau vài ngày đề rễ mọc dài rồi cố định rễ và.o những thời điềỄỀm 
có áộ dài rễ khốc nhau tủy íhea lừỉig đối tượng. Ví dụ ở đậu vina faba tlỉbì 
phân M ò giản phân tốí đa ò  các rễ non dài 1 — 1,5 cm; ở  đậu Hà lan là 1,5Ỉ-— 
2cm; còn ơ r ễM n h  tây 1,2 — l,5cm  và ò  lúa nưởc là: 0,8 — Icm (nghiên cúứiu
eủa bộ môn di truyèn đai học sư phạm I Hà nội).

Trttờrig ỈỊỢP hạt quả nhỏ như  hành tây, cà chua, thuốc lả... có thề cccố 
định cả hại nặy ntầnị. Gằn lưu ý trước khi cố định các hạt đă nảy màm càăàn 
rửa qua nước Ịạnh đề khử độ chua. Trong thời gian cố định và giữ mẫu vpậật 
nẽu  thẫy  nước cỡ địiih hay  nước g iữ ,m ẫ u  vật vần đục phải tỉựiy duEiỊig 
dịch ngay.

Đốí với câỹ trdng trong chậu, cân phải đảm bảo độ chiếu sáng, độ ầỂm, 
độ tơi xổp của đẵt, trinh làm ảnh hưảng đến tốc độ phát triln cua liộ rrrẽ. . 
Sau một th^i gian nhẳt định (từ một đễn hai tuần), rễ đã mọc đúng kích thướỡiC, 
bắt đâu cố đmh trong điều kiện bổng râm đẽ rễ không bị héo.

• Trong phòng thí ngầiệm, muốn cố định rễ của cảc thực vật sinh sẫỉản 
bằng căn hành, thân củ, hom, người ta đặt chúng trong cál ẫm ở nhiệt độ 25'ị^c 
hoặc tròng chúng trong dung dịch dinh dưỡng nhân tạo như dung dịch kuaoop; 
hay các đung dịch khác. .



 

 

 

 

 

 

 

Xử ií các đtfi tvọrng trvớ c lúc ctf đinh.

Đối vởi nhữog trưởng hợp khó đếm nhiễm sắc thễ hoặc nhiễm sắc the 
qtìậ dài, trước lức cố định phải xử lí bằng những thuốc đặc hiệu như:
8 — oxiquinolin, cloran hyđrat, consixin, paradi clọtobenzen...‘

8 — oxiquinolin có thề dùng đễ xử lí sơ bộ mẫu nghiển cứu hoặc cỏ th ĩ 
đùng như một thành phần của Ihuốc cố định, ở  trựờag hợp đầu, dung dịch 
8 — oxiquinolin pha vởi nồng độ 0,002M trong đièu kiện nhiệt độ 60“C. Lúc 

" sw dụng. ,hạ tháp nhiệt độ xuống 10 — 14“C. Mẫu vật đề trong dung dịch dó 
ậboảng 3h, rôi rửa sạch mẫu bằng nước cẫt và chuyên mẫu vào dung dịch cỗ 
điiíh. Phương pháp này sử dụng đề chuần bị tiêu bản tạm thờC và cố định, 
ĩí^ười ta dùng 0,58 gam 8 — oxiquinolin hòa lan trong 200 ml nước cất ẫm. x ử  
ỉỉ^sơ bộ dung dịch này làm tăng độ lởn của nhiễm sắc thè lên 1,5 lần mà 
í;faồag làtn thay dôi chiều dài nhiễm sắc thễ, th ậ p  chí các eo sơ cẫp, eo 
thứ cáp lại còn hiện hinh rõ hơn. Nếu làm lạnh mẫii vật ỏ  trong Ihời 
^Ịan 2ẵh, rôi xử lí 8 — oxiquinolin thì nhiễm sắc thê sẽ co ngẳn lại, rất thuận 
tiện cho việc đếm các nhiễm sắc thề dài. Kagava đã sử dụng dung dịch cloran 
hýdrat ỗ  nồng độ 0,5 — 1%, ngâm các rễ non vào dung dịch đó trong khoảng 
Ih. Sau đó rửa qua nước mảy một giờ rồi bỏ vào buồng ẩm 2 — 4h, rôi mởi 
CỐ định. Phương pháp nàv cũng làm cho nhiễm sắc th l co ngắn lại.

Mấy năm gần đầy Irước khi cố định maM người ta dủng consĩxin ỏ nông 
độ thẫp 0,01 — 0,05% đề xử lí mẫu vật làm ngừng quá trinh phân qhia, gián 
phẳn. tăng khả năng bẳt gặp các tế bào đang bước vào giai đoạn kĩ giữa 
(ạietaphase). Ví dụ, trước khi oố.định, các rễ, các lá non crepis capillaris (L) 
được ngâm trong dung dịch consixin có nồng độ nhất định khoảng 2 h .‘Trên 
đối tượng động vật thường xử lí conxixin có nồng độ 0,05% đê phá hủy thQÌ 
tợ vô sắc, tích lũy các lế bào đang phân chia ở giãi'đoạn kĩ giữa. Ngoài ra cổ 
tbề sử dụrig parádi clorobenzen đậm đặc đê xử lí rề. Cách ìàm như sau ; lẫy 
5 — iPgam paradi clorobenzen tinh thê hòa tan trong 500ml nước cất, đề trong 
bình đậy kín đặt vào tủ ấm ồ nhiệt độ 60®c khoảng ỊO — 12h. Hạ thẫp nhiệt , 
độ dung dịch trên xuống 12 — 16°c rôi xử lí các mẫu vật nghiên cửu trong 
khoảng 2 — 3h. •

Cũng có thề sử dụng consixin |:ết hợp với việc xử lí bằng hỗD hợp dung 
địch paradi clorobenzen đậm đặc và 8 — oxiquinolin 0,002 M (tỉ lệ 1 : 1) đẽ 
p.hân tích kiều nhân (karyotype.). Hiện Hay ỈỊ một sỗ phồng thí nghiệm cua cảc 
tìựớe ngưởi ta oòn nhận thẫy nễu làm lạnh đột'ngột các tễ bào nghiên cửu 
tirứức khi cố định trong 24 h, ở nhiệt độ 1 — 2“C cũng đưa đển hậu quả làm 

-rigắn rõ rệt nhiễm sắc thề. Một số trường hợp, đề nghién cứu hinh thải nhiễm 
sắc thẽ, trước lúc cố định người la xử li mẫu vật theo lọột trong hai phương 
pbảp sau:

— Đưa mẫu vật vào dung dịch cumarin 2% trong 2 h liền ở nhiệt độ
12 16«c.

— Dùng hỗn hợp cumarin và 8 — oxíquinolin (theo tỉ lệ 1 :1 )  trong 2 h
nhiệt độ '
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s. Các loọi thu&e ctf định và hiệu'<quÂ cửa chúng.

Cố định là phương pháp giễt <ỉhểt vật sống bằhg cảc ehất độc mà vẫn  gigi 
ngU3*ên cẫu trúc của nó,>Vì vậy cầB phải giết chết vật sống một cách nharan 
chóng đễ tránh các biếó đôi khi định hình, giữ được cấu trúc bền vững, khôiôn  
sinh ra cẫu trúc giả. Trên thực tế khồng có cỊ\ẫt cố định nào là không làlàr 
biển đôi vật sống. Vi thế người ta thưòng dùng chất cố định kép đe m ỗi mnií 
chẫt cỗ định gi,ữ được một mặt của cấu' tạo. Chẫt cố định có tảc dụng đMậ; 
không khí ra, làm vững chắc mô, đông đặc nhanh các thành phân cũa  mảaẫ 
vật, tạo điêu kiện thuận lợi cho nhuộm màu. Muốn cố định đạt. hiệu quả Cíéà' 
mẫu vật phâi tươi, chất cố định phải ngấm nhanh chổng, đều đặn, phải I C( 
định đượe từng bộ phậh riêng biệt của tễ báo.

Tùy thuộc yào đốỊ tượng và mục đíeh Ihí nghiệm mà sử đụng câc Idoạ 
thuốc cố định khâc nỉiaiá. Đối với các thí nghiệm tế bào học và ptiôi thai hdiội 
thường sử-dụng thuốc rfỉổ định nhân của Navaxin, của Carnoy. Muốn cổ  'địíịnl 
tốt các thề hạt sợi và Ihễ hạt thi dùng thuốc cố định cua G.A. Levitski.* Troion^ 
thành phần thuốc cố định nhân có axit axetic, formalìh, clorofooc, axit-íocminic 
côn... Vì tác dụng một mặt của nó nên thông thường dùng thuốc cố địnb kéíép 
ít khi dùng thuốc cố định đơn.

■ ' . ■ - ,  ̂ỉ'/
3.I* Tác dụag của một sổ chất cÁ định.

a) axe tic : Có tác dụỉig xẩm nhập nhanh chóng vào câc mô, gây néiêr 
.sự k ỉt  tủa axit nuclelc. Theo G.I. Roskin và L.B. Levinson thi axit axetic g^ic 
tột hình dạng nhiễm sắc thễ nhưng lại phá hủy thề hạt sợi và tiêu thê gôn>nji 
Cổ thè dùng axit axetic \à một thành phân, háy có thề dùng độb lập như tnmộl 
cbẵt cố định. Nhiều tài liệu mới đây ổ^u tihận thẫy axit propionie lại là  chĩháỉ 
có khẳ năng cố đinh và nhuộm màu tốt hơn axit axetic.

'&') Axlt c rom lc : Axit này ngấm vào mẫu vật không mạnh nhưng có tlihl 
ỉàm^đổng đặc protèin, giữ lại các chi tiẽt cấu tạo của nhân, cốa tễ bốo cteMl 
cũrig như th i hạt sợi, tiếu thề gônji.

c) Áxlt focmịc: Ngẫm vào đối tượng chậitỉ, đối khi không đều, nhung g ít 
gây biển đỗi trong kễt cầu của lế bào chẫt và nhân, dùng àxit này'cỏ th l ccõ  
địnầ các thề hạt 5ỹí.

d) Foẹma/tn : Như một thành phẵr*cửa các chát cố định bliân, nó ggíữ 
được cấu trúc tỉnh vi của tế bào cM t, thễ hạt sợiiV .v,.. N hựng^có'nhưạợc  
điềm ằn màu eacmin kém khi cố 4ịnh

, Các thuốc CỐ định đều được pha trong cồn hoặc trong nừớc. Các thuíiốc 
cố đĩnh pha trong eồn ngẵm nhanh vào các mô vả giữ đựợc mẫu yật trong tfđồ 
từ 30 phút đẽn Ỉ2 h. Các thủổc cố định pha írong nước thi ngấm vào các nmô 
cbậm hơn. Tủy th ti^  vào mục đích và đối tíỉợng nghiên cửu mà chọn ứiuùỡc 
cố định cho thích hợp. Đối với rihững nụ hoa nhỏ rễ non rất bé'thì dùng thuùốc 
cố định pha trong nước. Đối vớỉ nhưng nụ hoa to, rễ lởn, màng xenluloDxa 
đày thi dùng thuốc cố định pha trong côn. Đối với những' đối tượng khó B|ặấin 
thuốc (bao phấn,,búp non...) đề đạt hiệu quả cao đầu tiên xử lí bẳng thuốc c cổ 
định pha cồn, vài phút sau đó cố định trong thuốc pha nước.
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3.2. Thành phần của một sđ chất cổ định chủ yếu : ,

a) Thuôc cỗ định iVavaxin : ( í  ; 4 : lị': Được (ịùng đê fcố định các rè non
và các đối tượng nhỏ về phôi thai học' Thời gian cố định 24 h trong lối. Thành 
phần thuốc cố định gồm : •

— axit cromic ỉ%  : 10 phần . . ,
— Pocmalin 16% : 4 phân .
(Pocmalin ò  thị trường là 4Ờ%)
— axit axetic đá phần

'huốc cố địah được pha ngay trước khi dùng vi thuốc mau hỏng dễ phân hủy 
rhuốc này có tác dựng giữ tốt nhiễm sắc th l.

b) Thuôc cỗ đinh carnoy  ( ổ : 3 : 1 ) :  sử  dụng tốt cho việc phân tích tể 
bào học và phôi thai học. KHi chuần bị cho các tiêu bản cắt lát cỗ định và tiêu 
bản ép, thời gian co định 2 — 12 h. Thành phần thụốc cố địrih:

— cồn etilic tuyệt đối (100%) 6 phần ^
(hoặc cồn etilic'9ộ%),
— cloroíooc ; 3 phân •
— axit axetic 1 phân

' Thuốc cỗ định nàv ngẫm rất nhanh vào hằu hết các đối tượng ahưng tác 
dụng không mềm như tnủồc cố định Navaxin. ,,

cy Thuõc cô ậịnh clarec {3: i ) : Được sử dụng trong các nghiên cứu tế 
bào líọc và phối thai học đề lằm các tiêu bản ép. Có lác dụng giống như thuốc 
cổ định carrioy. Mẫu vật được cố định từ 2 — 12 h, đôi kTii cỏ thế đê lâu ơ 
nhiệt độ 0 — 3°c. Thành phàn tỊiuốc cố định gôm : « .

— còn etilic túyệt đối : 'ắ phần
(hay cồn elilic 96%)  ̂  ̂' .

— axit axetic đá : 1 phần

Trqng thuốc carnoy và clarec có thề thay axit axetic bằnế propionic. Dưới đây
là một số thuốc cố định theo kíẽu đỏ c h o ‘đối tựợng thực vật:

+  axil propionic • . •; 1 phần
còn etilic 95%

+  axit propionic 
cloi*ofooc
cồn etilic tuyệl đối 

-ị-Focmalín  
cồn etilic 95%
Axit propionic 

+  Axit propionic 
cồn etilic 95%

* sắt hidroxit

ỏf trường hợp 2 và 3 cứ lOtnl hỗn hợp trên thêm vào vài giọt cacmin trước 
Icĩii cho mẫu vật vào thuốo cố định. Thuốc cố định 3 có tác dụng trong 1 — 2h 
và được dùng cho cả đối tượng dộng vật vả thực vật. ị, ®

3 phàn
1 phàn.
4 phần
3 pTiằn
1 phấn 

15 phằn
2 phần 

lOOml 
lOOiĩil 
0,4g



 

 

 

 

 

 

 

d) Thuôh cỗ dịnh Plemlng (dùilg cho đổi tượng nhố):
Axit crõtnic 1 % , \   ̂ \  : 25ml
Axit osmic 2% ' ' ' : 5ml
Axit a ietic  đá ạ •: lOml
nước cất ' : 60ml
Mẫu vật đựợc cố định tr.òng đó Í4h rồi rửa sạch trong Tiuởỷ cất, sau đéb 
huộm.' ‘ ’ ' * ■ *'
e) Thuôc CỔ định- Baữaglia: Được dùng trong nghiên cứu tẽ bào học,.
'lÂ r\ 1-k o ĩ •

đem nhuộm.

chia thành 2 ỉoại:
L o ạ i/ :  (5: 1 : 1 : 1):

5 phần 
1 phần 
1 phầa 
1 phẳn

’ Cồn etilic 96% '
Clorofooc
Pocmalio 40% (thị trường) 
axit axẹtic đả 

Lòợi 2 ; (5 : 5 : 1: 1):
- Cồn etilic 96%, :* 5  phần

C lo ro f o G C  : 5  p h ấ n
p.ocmalin 40% (thị trường) : l phàn '

.Axit axetic đả : 1 phàn
Thửi gian cộ định trong hai loại thuổc trên lậ 5 phút.*

f)  Thuôc cỗ định Nịucome (0 :3  : í : 1: 1): Đã dưtrc sử dụng trong vài 
năm gàn đậỵ đề nghiên cứu phân bào giảm nhiễm ở các cây ngũ cốc kfii làmì 
tiêu bản ép; Cố .định các bôug non, rễ non Irong 24h, ỏ nhiệt độ phòng, său 
đó tỉiay th a ^  mới vả cát giữ trong tủ lạnh cho đển khi dùng. Các. bao phăn. 
của ^các cây ngũ cốc saụ khi cố định đaợc nhuộm bằqg axeto cacmin. Ngoài 
việc chuyênMùog đẽ cố định các bao phẫn íhuốc cố định trên cũng có thề 
dùng đề cố đinh các rễ con. Thành phàn thuốc ‘cố định gồm:

Cồn izo propiolic 6 phăo
Axit promionic ' : 3 phần
Dioxạn : 1 phàn
Ete petrol : • 1 phân
Axelon : 1 phần

4. C6 định mãu yậ t : , -

Trước khi cố đtịnh” cần chú ỷ  đến một số nguyên tắc chung, bỏi vi kỗl 
quả tốt hay xấu là do viộc thực hiện các nguyện lắc này:

4- Chọn thuốc cố định phải phù hợp với mục đích nghiên cứu,
+  Lượng dung dịch cố định phải nhiều hơn lượng mẫu từ 50 — 100 lăn
+  Mẫu vật CỔ định (rễ non, búp hoa) phải tứơỊ. Muốn vậy phẫi cố định

mẫu ngay cliỗ gieo trồng đẽ tránh rễ non lộ ra nắng. * '
_  4- Đối vố i các mẫu vật lận thì trưởc khi cố định phải cắt ra từng phần,

loặi bỏ những bộ phận không cần thiết (lá, lá dàii rau, gai y.v...) lam ânh
hưởn^đến sự thấm thuộc vào tnẫu vật nhanh chổng.

8̂^
4 *



 

 

 

 

 

 

 

+  Cố định vào thời điễm nào trong ngày là căn cứ vào từng trưởng 
hợp cụ thề. Đối vói rễ non thì cố định vào những giờ có phăn bào gián phân 
tối đa. Thờị gian cố định cốn phụ thíiộc vào nhiệt độ môi trường trong ngày. 
S a ụ  k h i  t h ự c ,  h i ệ n  đ à y  đ ủ  c á c  n g u y ê n  t ắ c  t r ê n  c h u y ề n  s a n g  c ố  đ ị n h  m ẫ u ^ b ằ n g  
việc thực hiện các nội dung công việc sa u :

+ í ) ề  đẫm bảo cbo các tẽ ’bào phân chia bình thường căn phải lưới 
»eho cây trồng trong  các chậu 1 — 2h trước kh i cố định và đặt chậu vào ohỗ 
ám, nhiệt độ không khí vào khoảng, 23 ^  25®c. Nếu gieo hạt trên đĩa petri Ihì 
dựới dáy đla càn phải đề giấy thấm cho hơi nước bão hòa ở nhiệt độ 24 -  2I°C 
trong tủ ăm 1 — 2h, trước lức cố định.  ̂ •

,  +  Phải ®huần bị sẵn các ỗiig nghiệm có nút M c và có nhãn bằng giẵy 
đề cố định vầ ghi kí hiệu mẫu- vật, Cỡ ống''nghiệm l^n hay bé phụ thuộc vào 
lương mẫu cấn cố đihh. Trên các nhãn cần ghi rõ số kí hiêu mẫu, ngày, giờ 
cố định.

+  Trong sổ ghi chép về các mẫu cổ định phải ăn khớp với đối tượng 
và công thức nghiên cứu có.ghi trên các chậu, các lô ở đồng ruộng, hoặc trên 
c á c  đ ĩ a  p e t r i .  N g o à i  r a  t r o n g  s ô  c ầ n  g h i  r õ  m ụ c  đ í c h ,  p h ư ơ n g  p h á p  c ố  đ ị n h  v à  
nhữ ng ,tà i liệu cần th iết đế xử lí các kết quả thu được.

+  Các ống nghiệm sạcB đã được chuẫn bị có nhãn phải đặt đủug theo 
công thÚG nghiên cứu đê tránh nhầm lẫn.‘ ^

+  Chuần bị thuốc cố đ ịnh: họn hợp navaxin 'hoặc carnoy là 2 chẫt cố 
định hay dùng nhất. Ví dụ khi cố định mẫu vật trong dung dịch navaxin càn 
tiến hành mấy bước sa u : •

— Phaaxit croiĩiic 1%: lấy ,1 gam anhiđrit cromic hòa tan trong nước 
cẫt và cuối cùng bô sung nươc cất đễn ÍOOml.

— Pha dung dịch focmalin í&% : lấy 16ml Pocmalin thị trường (40%) đồ, 
thêm nước cẫt đến:40ml,

— Lúc sử dụhg trộn 10 phần axil cromic ị% với 4 phần focmalin 16% 
và 1 phần axft axetic, đá. :

— Đồ 7 — lOtxil dung dịch Irên (có thê nhiều hơn tủy thuộc vào lượng 
mẫu cổ định) vào ống nghiệm sẽ đựng mẫu vật cố định. Sau đổ đưa mẫu vật 
vào thuốc cố định rồi nlíanh chóng đem mẫu vật đang cố định vào chỗ lọi 
tránh sự phân hủy thuốc cố định ngoài ánh sảng. Các thuốc pha trong côn có 
thễ ehuầh bị trước một vài giờ, lức chưa dùng bảo quản trong tủ lạnh (4”C).

— Nểu^cây trồng trong chậu.ta lật chậu lại, nhanh chóng dùng kéo cắt 
lấ}' rễ nọn và rửa sạch bẩiạg nước lạnh (nưórc đã được làm lạnh trong lủ lạnh 
vài giờ) rồi chuyln ngay vào đang dịch cố định, khuấy rễ trong dung dịch' cố 
định bằng đua thủy tĩnh hay lắc nhẹ. Theo Lacur# khi đã cố định đủ số rễ, dề 
lọ đựng mẫu vật dưới phễu của bơm chân không 2 — 3 phút nhằm khử sạch 
bọt khí làm giảm bớt khả năng ngăm của thuốc cố định.

Càn lưu ý  sau khi. cố định xong, mẫu vật phải được rửa và làm mất 
nước. Ví dụ khi đùng thuốc cố định carnoy, Navaxih qua tửng thời gian nhẫt 
định phải rửa sạch mẫu vật. Dùng.thuốc cố định pha trong nước và trong cồn 
khác 'nhau thi việc rửa ciịng không giống rihau. Sau -khi cố định bằng thuốc 
pha nước thì rửa mẫu vậl (Ịưới vòi nứớc chảy 1 — 3h cho sạch vỗt của thuốc.



 

 

 

 

 

 

 

Các đâu rễ cổ định bằng hỗn hợp Navạxin thì sau khi đã rửa phẳi cỏ màuu 
xanh. Không nên rửa mẫu vật đă cố định lâu'trong nưỚQ. Vì làni nhứ vậy khii 
nhvộm tiêu bản nhiễm sắc thề sẽ ăn màu kém, các mép xung quanlỊ'rc sè bịị 
iua  ra. Rửá Irong nước xong lặi tỉễp tục làm mẵt mrôc mẫu vật dâ^ dàn l)ằ n g  
cách cho vào cồn etliíc. Đề mẫu vật khộng bị qúăn lại phải làm mẫt ttửóc từ từ.'. 
Lậy mẫu vật đã rửa qua nước cho vâo lộ côn 20% trong 30 phút rặi chuyêm  
chúng lần lượt qua côn ‘10%, 6 0 ^ , 80%, Mỗi lần chuyền mẫtt vật được giữ lạii 
ở mỗi nồng độ .cồn trên 30 phút-Sau đó giữ ìnẫu vật Irong cồn 80% trông qác3 , 
chai màu nâu có nút nhám hoặc bằng bần có gắn chặt paraĩirto bảo qụảa ỏỷ. 
đièu kiện lạnh/ *

Sau khi cố định bằng thuỗ.c pầa cồn thì rửa mẫu vật 3 lần, mỗi lầụ 1 — 
2h trơng cồn 80% cho đến lúc sạch m ù i‘àxit axetic. Muốn thế căn phằỉ cỉiuầm  
bị ba lọ cồn c6 cùng một nồng độ, rồi. nhanh chóng đưa mẫù vật đâ cố địnhi 
vào từạg lọ cồn kề' trên, mỗi lọ đễ mẫu vật tròng đó 1 — 2h. Mẫu vật dã rửa\ 
sạch axit ajcetic cỏ thề cất giữ trong cồn 70% hoậc 80%.

Cũng có thề làm mất nưởc " nhanh trong cpn 96% nếu sau đó mẫu vậtt 
lại được xử li tiốp tục ngay. Đê khử sạch nưởc -khối mẫu vật đã cố định mài 
mẫu vật đã đe trọng cồn 80%, người ỉa chỉ việc chuyen chủng 4 lần nữa vào côm  
(hai lần trong cồn 96% và 2 lần Irong cồn 100%) mỗi làn chuyền khoảng Ih..

5. Càe bưáè chuân'b| yà  jà in  tiêu, bàn cắt lát,

5.1. Tầm mẫu yệt bằng chất lỏng trung gian Và p a ra íin :

Muốn có các lát cắt mỏng vậi micrôn trên mảy cẳt lát nhầt thiễt phảii 
chọ mẫu vật vào parafin. Đây là một hỗn hợp hidrocacbon cỏ hhiệt độ nòng; 
chảy khác nhau..Đối với nghiên cứu lế bào học thì t6t nhất dùng paraíin CÓI 

' độ nổiỉg- chây 52 — 54*c. Parafin không hòa tan trong còn ĩihưng dỗ tan-trong; 
clorofpoc, xiĩen, bénzen, toluen. Parafỉn đùng trong nghiên cứu tể bào hộc phầii 
là lòại parafỉn trong, không có bọt, kỊiồng chứa chất, bẫn và các tạp chẩl khác. 
Bdi yậy, càn lọc lại paraíin nểu chưa đạt yêu cầu.’ Thường trưậe khi dùng ta 
eho pạraíin đồng nhẫt nóng chảy lại’trong tủ ẩm 54 — 60*c một vảỉ ngảỊrđê 
bay hơi hết nhữĩíịg tạp chất. Nếu paraíin bị bân cần ỉọc quạ giấy lọc ở trong 
tủ ám. Đổi vởi vật liệu giòn cầh dùng loại paraíln đặc biệt cho thêm vào 
parafỉn thường 5% stearin ngoài sáp ong. Đúc mẫu vật bằng paràiin ốhĩ tốt 
khi đã khử nước câo tbận> Chp mẫu vật đâ cổ đính tr.ong cồn 96% •và 100% 
vào ehăt lỏng trung gian (chẫt hòa tan pạraíin). Sau đó thay chất hòa itán này 
bằng parạíi:^ Dưới đậy là^ĩiột số, chất lỏng trung^ian hòa tan paraíin thường 
đÙQg và tính chất €Ợ bản của chúng. ' .

1....................
T ên  c h ẫ t  

h òa  ta n
H òa t a n  parafijQ 
ở 1° 5 0 X ( % )

N h iê t  đ ờ  h ổ n g  
c h ả y  (0°C)

ị T ín h  hòa  t a n . 
troữg , cồn

Xilen 
Benzen 
Toluen , 
Clorofooc

20 .8
21,5
2 5 , 0 ’
2 5 ,0

•

140 
, ■ ' 80 

•111

!

, rất dỗ 
rẳt dễ 

khó hòa tan 
rẫt dễ
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Chất hòa tan tốt nhẩt đối với paraíin trong tỉ-ường hợp mẫu vật nhỏ (rễ 
con, nụ hoa) là cloroíooc, trong trưộrng hợp mẫu vật lớh là benzen, xilen.

Mẫu vật đà khử nước ỏ trong cồn không nên chuyễn ngay vào paraíin 
mà phải chuyên qua các hỗn hợp cồn tuyệt đổi và clorofooc pó nồng độ lăng 
dân từ 25 đến 100%.

“ Côn 100% +  clorofooc (3 :1 ) =  trong Ih
Gòn 100% +  clorofooc (1 :1) =  trong Ih
Cồn 100% 4- cloroíooc (1: 3) =  ữong Ih '
cloroíooc ĩ  =  trong Ih
cloroíooc II =  trọng Ih

Chuyền mẫu vật từ clorofo©oll vào paraíin như sau : Chuyền rễ con hoặc 
nụ hoa vớ i cẫ nhãn ghi vào chén sứ nhỏ cùng với clorỏĩòoc sao eho mẫu vật 
nằm dưới clorofooc khoảng 3 —4cm. Rót parafin đã nóng chảy vào chén đó và 
đẽ vào tủ ấm ò  nhiệt độ ồn định 56 — 57®c. Giữ mẫu vật trong étó khoảng vài 
ngày đêm. Trong thời gian này clorơfooc bốc hơi còn mẫu vật thì được vùi 
vào paraíin. Xác định^sự bổc hơi hoàn toàn của clorofooc là khi đã hặt mịìi 
và parafin trong chén có vị ngọt. Gần có bộ phận điêu nhiệt tốt và conủ hút 
khí hay boon hút khỉ độc đê tránh ô nhiễm môi trường bởi Hơi clorofoộc.

Khi mẫu vật đã thấm paraíin đô thêm *một ít paraíin tinh khiết đã nóríg 
chảy và tiếp tục đế trong tủ ấm một thời gian nữa, sau đố đồ vào các bộp
bằng giấy hay chén sứ đề parafin đông lại ở nhiệt độ phòng. Thứ tự các cống
việc như sau:

— Chuần bị trước những hộp bẳtig giẫy loại tốt và dày. ■
- —'P ùng piTice gắp các nhã.n ra ngoài sau đó đô mẫu vật và paraíin' 

vào hộp.
— Dùng pince đã hơ nóng xếp đặt lại đầu rễ con. hoặc nụ hoa vào đáy

hộp cho, tigay ngắn theo yêu cầu của thí nghiệm. .
— Nhạ nhảng gắp các nhân đã yiễt lên mặt parafin đang nguội dần.

Đề các hộp giấy (đã đS parafin) vào chậu nước iạnh. Parafin' có chứa 
mẫu vật khi lấy ra khỏi hộp giấy sẽ có hỉnh khối chữ nhậtolrong suổt có thề 
nhin thấy mẫu vật. Mẫu vật đúc trọng pấrafin như vậy có thê giữ được rất lâit

5.2 . Đúc khối parafin:

Có hai phương pháp đúc khối paraíin; ‘
+  Đùng lia-di dao cạo cắt̂  khối parafin thành từng cục nhỏ dạng khối 

bốn cạnh có inẫu vật ở giữa và gắn lên một để gỗ có kích thước 1,5 X 2 X 2,5cm. 
Trong các khối này mẫu vật phải được định hướng nhất định và chung quạnh 
phải cỏ paraíin dày 1—2mrii. '

+  Dúng «phương pháp chôn v ù i» eủa X.G.Navấxin: Phướng pháp này 
có kểl quả khi đúc rễ con và hoa nhỏ, tiến hành qua mãy bước sau :

— Lấy những thỏi paraíih đã được chaẫn bị từ trước có hình que nhỗ, 
dài hơ trên ngọn lửa đèn cồn cho nóng chảy rồi nhỏ giội parafin lỏng lên  
mặt đế gỗ cũng đã được hơ nóng trước/
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