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1．3 Brda—Anti—Bnla免疫细胞化学法 下面 

所介绍的方法能够清楚地显示出在某一指定的 

时刻处于 S一期的细胞核。因为 Brdu可在合 

成新的核苷酸链过程中取代Thymidin，结合上 

Brdu的核苷酸片断可用 Anti—Brdu初级抗体 

识别，再通过连接异硫氰酸荧光素 FITC的次 

级抗体(Brdu—Anti—Monse IgG，FITC)，最后 

在荧光显微镜下观察其结果。由于 Brdu为潜 

在的致癌剂，操作时应带上防护手套。 

1．3．1 在解剖镜下用眼科镊子小心去掉鱼卵 

外层透明壳膜后，放人 500／~mol／L Brdu中培 

养 l小时，换上新鲜培养液 

1．3．2 放入固定剂中固定 12小时以上。 

2％多聚甲醛 (Paraformaldehyde) 

3％戊二醛 (glutaraldehyde) 

0 05％丙烯醛 (acrolein) 

0．5％二甲亚砜 (dimethylsulfoxide) 

2mmol／L氯化钙(cacI，) 

0．1mol／L二甲胂酸钠一盐酸(Sodium 

Cacody late—HC1)pH=7．0 

l33 在0．1mol／L二甲肿酸钠一盐酸缓冲液 

中清洗 2小时或过夜。 

1,3．4 甘油中清洗 2小时 

l3．5 在2N盐酸中培养 30分钟。 

l3．6 PBS—Triton液中清洗 1—2小时。 

n13mol／ L Naa，0．1mol／ L Na：a~IPO4 

0．026mol／L KC1，0．25％ Triton-X 

1．3．7 把鱼卵放入 Anfi-Brdu初级抗体稀释 

液中(1：25溶于 0．25％HSA-Triton-PBS)培 

养 l2小时以上(0℃)。 

1．3．8 换上 PBS-0．25％ Triton液 清洗 3小 

时。 

1．3．9 在次级抗体稀释液中培养2小时。 

Brdu—Anti—Mause IgG，FI1℃ 以 I： 

40稀释于 0．25％ HSA—Triton-PBS液。 

l3．10 放人 PBS一0．25％ Triton液 中反复清 

洗 1小时。 

1．3．Il 在 0．5％伊文 兰一PBS-Triton液 中染 

色 7分钟。 

lj．12 用吸管小心地把鱼卵放到干净的载玻 

片 上 ，用 滤 纸 吸 走 多余 的 水分 ，加 一滴 

PBS-Glyc~inl DABC0 混 台 液 (1+9 

PBS／Glycenn；加 入 25mg／ ml 1，4 Diaza- 

bicylol 2，2，2)，盖上盖玻片，拿到荧光显微镜 

下 观 察 (zeiss IM35，BP45o_一490，FT510， 

LP520)。 

2 结果与分析 

根据 Kimmel and Law (1985)的研究得 

知：深部细胞及卵黄细胞核发生于囊胚晚期 

(Late blastrula stage)，原肠期 开始 之前 。因 

此，作者选择了发育 4 5小时至 l0小时之间 

的鱼胚作为研究对象。尽管由于卵黄颗粒易 

染上荧光素而给观察带来了不便，但还是得 

出了一些令人满意的结果：图 1(a)为图 l(b) 

上半部分的实物照片，图 l(b)为图 1(a)的整 

体图解。把发育到囊胚晚期的鱼卵(约 4 5小 

时以后)在 Brdu液中培养 1．5小时后固定， 

即原肠期开始初期 (6小时)固定。由于鱼卵 

有一定的厚度，图 1(a)所显示的只是某一个 

焦距下处于 S期的细胞核图，随着荧光显微 

镜焦距的改变可见处于不同深度层次的细胞 

核。图 l(a】中大而圆的清晰亮点为深层细胞 

的细胞核，下面一大片亮 区为植物极 的卵 

黄。界于两片亮区之间较暗的部分为扁平的 

边缘胚周区细胞 (marginal periblast)。图 l 

(b)还显示了边缘胚周区以下的一些细胞核， 

即卵黄细胞核 左右两旁的卵黄细胞核还顺 

着细胞质流相连。图2(a)为发育至 9小时的 

原肠胚后期卵黄合胞体层 (Yolksyncyfium)， 

图2(b)为其整体观图解。图中清楚地表明卵 

黄细胞是多核的，并由非卵黄颗粒的，处于中 

心部位的细胞质参与共同形成卵黄合胞体。 

围绕合胞体层外的是卵黄颗粒，其边缘为正 

在形成中的卵黄细胞。 

在硬骨鱼胚胎发育早期出现了三种不同类 

型的分裂球：较厚的外胚层上皮细胞、藏在外胚 

层上皮细胞里面的深层细胞及卵黄合胞体层 

(Armstrang 1965，Ballard 1973，Luther 1966， 

Wourms 1972)。其中，外胚层上皮细胞与卵黄 
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