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■ ■ * ■ 
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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— Khi nhỗ paraíin phải nhỏ yào chính giữạ mặt đế gỗ, làm sao cho
đường kính của giọt parafin trên đễ gỗ là ỉớn nhẫt. Tiếp lục lihỏ paraíin cho 
đễn khi khối paraíin cố chiệu cao tử 3-T-4mni. '

— Dùng pince láy mẫu vật đã đứợc tâm paraĩin (mẫu vậl cùng paraíin 
đă được hớ nóng từ trước trong đĩa đồng hồ), đặt vào giữa khối parafin lỏng 
trôn giá gỗ, nhỏ thêm ít giọt pạrafin lông nữạ cho kín mẫu vật. đề nguội ta 
sẽ ìỉược khối paraíin sau nấy đưa vàơ mảy cẳt lảt. ,

Chú ý ;  việc đặt mẫu vật vào giữa khổi parãíin phẫi làm tbật nhanh đề 
trânh parafin đông đặc lại. Khi đặt xong phải dùng pince hơ nóng sửa lại raẫu 
vật cho ngay ngắn theo yêu cầu thi nghiệm. Xung quanh ímẫu vật, parafin 
phải lỏng (đề gắn chặt mẫu vật vào paraỊỉn), ttong ìsuốt và đồng nhất, Có như 
vậy khi cắt mới không bị yỡ. Ehối paraỌn vừa nhỏ giọt xong được ngâm vào  

'châumước lạnh, sau khi nguội hẳn dùng dao trích haỵ lưỡi dao bào gọt xung 
quánh, chỉ chừa lại khối parafín chứa mẫu vật trong dạng khối chữ nhật hay 
khối hình thang cân. •

_KhỐi đấ cẳt gọt xong cỏ thê đựa lên máy cắt lát.
■ #  ■ ' ' ' '  ■

5.3. Cắt mẫu vật trên máy cắt ỉ* t : ' .
‘ Máy cắt lả t'có 2  loại: kiêu bàn trượt và kiều.quày tay. Phô biển.iíhẫt 

là mảy cắt kiều bàn trượt. Ngoàĩ hai loại mây trên hiện nay còn cỏ mảy cắt 
lát đông lạnh. Sau đây xin giới thiệu thứ lự cáò bước tiến hành kbi làm việc  
vớí máy cắt lát kiều bàn trượt.

— Lau sạch bụi và phoi parafin trên mây cẳt lát, bôi vazơlin vảo bộ 
phận chuyền động cho trơn. Đặt đèn vào buồng cỏ máy cắt lát đề hơ nóng 
lưỡi dao và khối paraíin trong mùa lạnh.

— Lưỡi dao đã mài sắc kiêu mặt bằng. Mặt lõm đề thành một gổc nghiêng 
nhất định sao chọ mép dao song'Song với rpặl khối parafin và thẳng góc với 
hưởng chuyền động. Trong khi cắl phải lạu sạch lưỡi dao bằng giẻ tầm 'xilen.

— Kẹp chặt giá gỗ có parafin vào bàn kẹp mẫu vật đề* có thề eẳt được
lát cẳt ngang hoặc lát dọc. cân thận tỉẽp cận mép lưỡi dao với mặt trêa của 
khối pạrafin. ^  '

— Dùng ỔC*V1 cẫp xác định độ dày của lảt cắt tùy theo' đối từợng và
%iục đích Iighiến cứu. '
. —■ Bắt đầu cắt khối parafin: nâng giá kẹp mẫu vật ố mặt trước dáộ lén

. bằng chỉềi* dài lát cẳt. Sau đó kéo bàn trượt với cả lưỡi dao vồ phía mình'ta 
cắt được một lớp đúng theo yêu càu. Cứ như thế cắt tiếp các lát cẳt còo lại. 
Trong quá Irinh cẳt, nếù lưỡi đao kêu chứng tỏ góc nghiêng của daỊ> chưa đạt 
yêu (ảu cần phải điểu chĩnh lại.

^Lấy các lát cắt khỏi dao bẳug chồi lông mềm và đặt lê]Ị đáy m ặl đen 
của hộp dài nhưng khôạg sâu. Chú ý đặt nhãn vào kẻo Ìẫn. Sau đổ dán 
các tiẽu bản lên lam kính. Sau khi sử dụng càn lau sạch máy ẹắt lát và bâo 
quản dao cắt.

5.4. Nhưng tMểu sót khi làm ỉát cẳt:
— Lầt cắt bị vỡ và gẳn vào lưỡi dao, điễu này do 2 nguyên nhận : nhiệt 

độ trong buồng cắt quả cao; đủc mẫù vật bằng paraíin quá mềm. Điều dó có
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thề khẳc phục bằng cách điêu chỉnh lại nỉỉiệt độ phòng, đúc'mẫu vật lại bằng 
paraíin cứng hơn. »

— Lát cằt vụn do 2 nguyôn nhân: Nhiệt độ trong buồng cắt quá thấpi
paraíin qná cứng, đông lạnh trong thời gian đủc khỗi chậm.

— Lát cắt xễp thành dấi dọc theo lưỡi dao do nguvên nhâp lưỡi dao
bị mễ; ’ •

— Các lá | cắt lật khỏi lưỡi dao xếp ngược lại. do mặt dưới lưỡi dao bần.
— Băng- paraíin bị ụốĩi cong lại, do mép trước và mép sau cua khối 

párafin không song song với mép cắt của dao.
— Máy cắt lát cắt sót, hoặc lát cắt cổ độ dày không đều nhau: Do dao 

cắt đặt quá thoải, cân phải sửa lại độ nghiêng của dao.
— Các lát cắt bị lượn sóng. Do khối đúc không tốt. Cần phải đúc lại

khối parafin.
— Khi cắt trên máy cắt lát xnặu vật bị rơi khỏi khối cỏ thề do một Irong 

3 nguyên nhân sau:
Mẫu vật ngẫm parafin kém,
Lúc đ l tủ ám mẫu vật ngẫín paraíin hơi mềm hon parafin dùng đê  đúc

khối hoặc lưỡi đao cẵt bị củn. ^
\

5.5. Dán các lát cắt có p ara íin :

Sau khi chúần bị tốt các lam kính ta tiến hành dán các lál cắt. Có thề 
dán eác lát cắt bằng nhiều p^ươn^ .pháp;

а) Dững nước cSt bình thường, cụng cho kểt quả tốt, nhưng lam kính phải 
sạch4uyệt đối. Nhỏ lên lam kính vài giọt nước, dùng dao mồ cắt băng paraíin 
thành từng đoạn rôi chnyên các đoạn cắt lên lam kính, đê mặt sáng của lát cắt 
tiếp xúc trức liễp với nước. Sau đó chuyền lam kính đề tiêu bần lẻn bàn kính 
loại chuyên dùng hơ nóog tiêú bản bẳng điện, hay bằng đèn còn các lát eắt 
p%rafin sẽ phẳng lại. Nếu không cỏ bản hơ nổng cổ thề dùng lưới amian đốl 
nóng. Khi bơ nóng chú ý không đề paraíin chây lỏng trên mặt nước và điỄu 
cffinh sao cho lát cắt nằm giữa lam kính sau đó dùng giấy lọc hút hét nưởc 
thừa, dùng dao mồ và pỊnce sửá lại các lát cắt cho nằm sát nhau ngạy ngắn 
rồi tiễp tục hút khô nưốc.

Đánh dẫu và đặt các tiêu bản đà hút khô nước vào 1 hộp giây cứng, rồi 
đặt hộp vào tù ám 40“C. Càn chú ý  rằng nổu chĩ ẩê  các tiêu bân ở điễu kiện 
nhiệt độ phòng Ihỉ sau đó những lát cắt sẽ bị rơi khỏi kính.

б) 'Phương pháp dùng lộng trăng trứng (anbutnln):
..... -f- Chuạn bị lòng tPắng trứng: cho thêm vào lòng trắng Irứng một iượng 

glixerin bằng lượng lòng trắng trứng, sau đó lắc đều và lọc hỗn hợp. Thêm 
vào hỗn hợp trên các tinh thề timol hoặc phenol đề chống mốc.

+  Dán các lát cắt bằng anbumin có 2 cách: dán khô và dán ưột. Lúc 
dán khâ Ihĩ nhỏ một giot hỗn hợp anbumin — glixerin lèn lam kính rồi dùng 
đàu ngón tay hoặc dùng khăn vải mềm dần đẽu thành một lóp mỏng. Dùng chòi 
lông đưa các lát cẳt lên lam kính. Sau đổ ho nóng lam kính đă có các lát cắt 
và tiễp tụe xử li các giai đoạn còn lại.
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Apati cố đề iighị hòa hốn hợp anbuitìini — gíixerín vào nướíi cất (1 giọt 
hỗn hợp vứi 4ml nước' cất). Dùng ống nhỗ giọt đưa hỗn hợp đã pha nước trên 
lèn iam kính và đặt các lát cắt lên. Sau đó làm thẳng các lát cắt trên bàn làm  
nổng, thấm nước tliừà và đưa sấy khô ở nhiệt độ 40“C trong tủ ẫm. Đổ là 
dán ướt. \

5 .6 .  Khử parafịn  và nhúộm các l&t cắt:

a) Khử parafln: Sau khi dán các lát cắt lên lam kính ta fthử bỏ paraíin
théb các bước sau: o

— Dùng xilen đẳy parafin ra khỏi các lảt cat.
Cho vào cồn 90^  đề tầy sạch xilen.
Rửa-các lát cắt trong nước đề tẫy cồn.

— Rửa thêm đl tầy sạeh parafin.
•“  Nhuộm màu yà rửa tiêu bản. .

Làm phân hóa mẫu và rửa.
— Khử nước cho các lát cắt bằng cồn 96% và 100%.

Thay côn bằng xiieii. ■

b) Các phượng pháp nhuộm tiêu bản:
+ Nhuộm bẵng tím genxiơn (theo Newton), Phương pháp nhuộm liêu 

bẳn bằng tím genxian là một phương pháp nhuộm nhanh, thường đứợc áp 
dụng tròng cảc nghiên cứu tể bào học, ph^  thái học và di (ruyỄn học. Bằng 
phttơog pháp này, nhiễm sẳc thê được nhuộm lílàu lím, còn các thàhh phàn 
khâc hâu nĩiự trong súốt. Trình tự công việc được tiễn hành như sau ì

— Nhủng lam kính cỏ các lát cắt vào xilen I 10-30 phút, sau đổ chuyền
saug xilen ĨI trong 5 — 6 phút. *

— Dùng côn 9Ồ% rửa tiêu bân bằng õng nhỏ giọt, saũ đó đưa ngâm tiêu 
bản trong cồn 96% 10 — 15 phút.

“  Rửa tiêu bản bằng nước cẫt 3 - 5  phút.
— Nhúng lam kính có các lất cắt vào dung dịcb tím genxian 1% ( ỉ  gam

tíìẾ geaxian nguyên chất pha trong lOOml nước cất) trong 5 — 15 phút tùy theo 
đối tượng; *

_  lại lam kínii cổ tiêu bẫn trojig nước cẫt khoảng 3 — 5 giây.
' — Nhủng lam kinh có tiêu bân vàọ dung dịch, gồm 1 |a m  iồt và 1 gam

kali iôđua trong lOOml eồn 80% (uễu khôiig có cồn dùng nứiSrẹ cất) trong thòi 
gian 30 phút.

-> Rửa lam kínii có tiêu bản bẳBg cồn 96% đ« trong cồn 96% khoàng
2 -  3 giây.

— Rửa lam kính eỏ tiêu bản bằng cồn 100%, íộ i đê trong cồn 100% 
khoảng 2 —r 3 giây. Nếu tiêu bản nhiều nước thì cỏ thề đ l  lâu hơn.

— Tiến hành phân hóa bẵng dàu cầm chướng hoặc n ếu  không cổ dàu 
cầm chướng thì thãy bằng cacbonxỉlon (Hòa 70 — 80 nỊl xilen với 20 ^25 -ml 
phenôl đă nóng chẵy. Làm nóng phenol trong bình càu trên bễp đun cách thủy. 
Cũng cổ thề phâtt hóa trong hỗn hợp dâu cầm chưởng và xilen theo tỉ lệ  1 :1 ).
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— Nhúng lam kính cổ liêu bản vào xilen III khoắng' 3 — 5 giây rồi chờ 
váo xilen IV khoảng 3 phút.

Phương pháp vừa nêu trên rẫt thích hợp cho việc đểm 'câc tìhiễm sắc 
thẽ (lái xếp chồng lên nhau.

+  Nhuộm tlêụ bản.bâng Axelo cacmin: <theo N.y.Pavorski). Cổ 2 phương 
pháp ch ính:

Phương p h (^  í ; qua mấỵ bước Sấu :
— Nhỏ 1 — 2 giọt axeto cacmin 3% lên tiêu bản cắt lát đã khử paraíin ■ 

bằng xilen và rửa sạch bẳng nước cất trong 3 — 5 phút, kết.hợp với việc hơ 
nhẹ trên ngọn lửa đèn cồn vài lần.

— Rửa tiêu bản đã nhuộm bằng nước đẽ loại bỏ axẹlo cacmin còn Ihiia, 
ròi phân hóa trotìg dung dịch amiac thị trựờng 0,5% dưới kính hicn vi.

^  Rửa lại tiêu bản trong nước cẫl 5 phút rôi khử nước trong côn 90% 
và 100%. '

— Chuyền tiêu bản qua xỊlen rôi dán bằog keo canađa.
Phương pháp 2: quá mấy bước sau:
— Các lát cắt sau kHi đã khử paraíin bằng xilen vá rửa sạch bằng nước 

cất như phương pháp Irên, đua nhUộm bâng axeto cacmin 5 phút. •
— Rửa m‘ẫu vật đã nhuộm bằng nước cất, ròi chuyền vào dung dịch

phèn $ắt — amoni 3 — 5% và hớ nóng trên ỉigọn lửa đèn cồn chọ đển lúc 
bốc Ịiơi .

— Chuyền mặu vật rửa lại trong nựớc cất, rồi khử nưác Irong cồn 90%
và 100%. ' ' • V >

— Chuyền tiêu bản vào xilen,
Nhiễm sắc thê nhuộm theo phương pháp nẵy thi có màu đen.
Ngoài các phương pháp nêu trên ngựời ta còn dùng nhiêu phương pháp 

khác đ%nghiên cứu hinh thăi và đếrti số lượng nhiễm sắc thễ như p h ư on g . 
pháp của l.A.Ellengorm (1947) có thẽ Ihấy được sự khác biệt về màu sẳố của 
nhỉễm sắc thê ở các dạng bố mẹ. Phựơng pháp này chuyên dùng đằ nghiên 
cứu bộ nhiễln sắc thẽ của cáe cây ỉãi xa. Các mẫu vật được cố định bằng Ihuốc 
carnoy, tầy bằng phèn sắt —amoni vắ Dhuộm bằng hematoxilin. Sau khí đã 
phân hỏa tiêu bản màu sắc nhiễm sắc thề của bố Ịrt^trong các cây lai khảc 
nhau. Ví 4ụ như trong trường bợp cầy lai tạo ra khỉ lai giữa mạch đen vởi cỏ 
băng thì Rhiễm sắc thề mạch đen trong cây lai ở dạng đơn trị có màu đen, còn 
nhiễm sẳe thê . của‘cỏ băng thì lại có màu xám. Các lát cắt trên eững có thễ 
sử dụng đẽ nghiên cứu axit nucleic sẽ' được dề cập tới trong chương 2.

5.7. Dán tiêu  b in .
— Dù;ig pince đưa các tiêu bản ra khỏi xilen, lau sạch rtiặl dưới và đặt 

lam kính lên chỗ bằng phẳng c6 lót giăy trắng. , *
— Nhỏ' lên cảc jằ l  cắt mệt giọt keo canađa và 1 giọt xilẹn tinh khiểt.
— Đậy la men (chú ý  tránh-bọt khí), dùng giáy thấm hút hễt xilen và

4 ^  X í t X • ,4 ■ ''keo canađa còn thừa.
— Sẫy khô tiêu bản trong vài ngày. Lau sạch lại liêu bản và ghi nhãn 

rồi đứa vào t ả̂o quản chỗ kbô ráo.
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ế.  nbững nguyền tđc và pliirvng phỏp chbần bị tiôu bàn ép;

6.1. Cớ định, cẩt giữ yà làm m&n tiếu  bản.

Hiện nay các tiêu bảri ép rất được thông dụng trong nghiên cứu hiền vi - 
vi tránh được nhiều giai đoạn'phức tạp của phương pháp cẳt lẲt. Các tiêu bản 
ép được sử dụng đề nghiên cửu phân bâo gián phân, giảm phân cấu tạo và hình  
thái nhiễm sắG th l trên đối tượng thực vật và Ằộág vật.

Thuốc cố định được dùng phô biển nhẫt đê chuẫn bị tiều bản ẻp là  
c a r n o y ,  c ồ n  e t i l i c ,  N j u c o m e ,  V.V.. Đ ố i  v ớ i  t r ư ờ n g  h ợ p  n h i ễ m  s ắ c  t h ề  q u á  d à i  
thì dùng phương pháp ứặc hiệu đề xử lí làm chò nhiễm sắe thề co ngắn lại. Vi 
dụ đẽ phân tích nhiễm sắc thl câ j t:repis capillaris thì trựớc khi cố định phải 
xử lí rễ con trong dung dịch Gonsixin với nông độ 0,01 — 0,05% trong khòảiỉg 
2h, Trong nhiều trường hợp xử lí consixin còn được bô sung bằng việc xử lí 
hỗn hợp dung dịch đậm đặc paraídiclorobenzen và 8 — oxiquinolin 0;002M 
(1 : 1) trong 2h~ Hai dung dịch này được pha trong tủ ấm ở nhiệt độ 60®c. Ngoài 
việc xử lí các chẫl trên hiện .ìaay ngườị ta còn dùng dung dịch monobrom  
nàptãỉin bằo hòa trong nước đ ỉ xử lí các rễ non. Mẫu vật được cố định trong 
các dung dịch trên được chuyền giữ tron^ côn 7Ò% hoặc 80% ở đièu kiện 
lạnh (4°C).

Cảc phươqg pháp Ịàm mủn eác mô có ý  nghĩa rất lớn khi chuần bị các 
Uêu bản ép. Đ | làm, mủn người ta thường dùng axil axetic 45%, axịt propionic 
40 — 45%, cloranhiđrat, axit clohidric IN, các enzim .(như xitaza),v.v.. RGzẽn 
đã dùng phương phảp sau đề lảm mủn đối tượng, Chuần bị hỗn hợp axit clohi- 
dric đậiii đặc và cồn etilÌG 95% theo các tỉ lệ : 1; 4, 1 :2 , 1 í 1 tùy theo đối 
tượrig. Đối VỚỊ đối tượng mẽm dễ làựi mủn thi dùng tĩ tệ 1: ề.. Làm lạnh ĩchẫt 
làm mủn đến 10-—]5°c rồi bỏ đối tựợng nghiên cứu vào trong đó khoảng 6 —2Ọ 
phút,‘sau đó rửa mẫu vật qua nước lạnh 30 phút->2h rồi chuyên đối tượng lên  
kính đl tiêu.bản, nhỏ 1 giọt nigrọzin 4% ở nhiệt độ 18—20°c trong 2-r̂ S phút. 
Sau Ịfhi làra mủn, các tiêu bảu được nhuộm bằng cảc thuốc nhuộm thông . 
thưởng rihưaí:etocacmin 3-5%, axelocxceỉn, axeto lacmoit, thuốc thửchiff,T.v...

6.2 . NhuộỊti các tiêu b in  bằng axetò cacmin, axeto ocxein, axeto'iacm oit, 
xanh metiỉeiỊ, Gỉemsa.

Các thuốc nhuộm khổng phải có sẵn mà trước khi dùng ta phẳi tiỄiỊ 
hành pha Qhễ theọ một qui trình nhất địAh. ị,

a) Pha dung dịch axelo cacmlm Phương pháp phố biẽh nhất ìàHáy 1 gam 
(đôi khi 2 gam hoặc hơn nữa tùy nhu c&u thí nghiệm) cácmin hòa vào 45ml 
aiit axetic đả và 55ml nưởc cẩt. Tất cả cho vào bình cầu cổ thiểt bi lầBD nguội. 
Bình cầu đươc đặt trên bễp đun cách thủy trong 30 — 6Ọ phút. Trong trường 
họp không có thiểt bị Ịàm* nguội thi đặt một ống thông ìên binh cầu qua một 
lỗ nhỏ trên nút. Đun xong đề nguội và lọc trên phễu giấy lọc. bung dịch được 
lọc xong đỗ sang eliai nâu đậy nút nhám cho vào-tủ lạnh. Cặìi eacmin*(ỉòn thừa 
lại trên giấy lọc có thẽ sử dụng lại đựợc. Có nhiều trường h,ợp thuốc nhuộm 
cacmin được chuẫn bị trong cộn etilic có thêm HGl như sau: Lấy 4 gam cac- 
min hòa vào 15ml nước nóng cho thêm Iml HCl. Đề nguội rồi đỗ vào 95ml 
côn 85% và lọc (phữơng pháp V. Stio 1963). s
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6) Pha dung dịch axeto ocxèin: Hòa một gam ocsein vào 45nilaxit axetic 
ong, ròi làm lạnh. Sau đó cho Ihếm 55ml nước cất. Lắc nhẹ, lọc và bảo quản 

trong lọ nâu cỏ nút nhám.
c) Pha axeỉo ladm oil; Cân 2 gam laemoit hòa vào lOOml axit axelic 45% 

đem đun sồi 2 giờ trong bình càu có thiết bị ngưng lạnh, Sau khi bốc hơi cho 
thêm axit axelic cho đến khối lượng ban đầu rồi lọc và bảó quản trong lọ nâu 
có nút nhám.

d) Pha xanh metilen: Lãy 100 — 500mg xanh m elilen hòa vào lOOml 
nước cất.

Cần lưu ý là khi dúng các loại thuốc nhuộm trên thì mẫu vật được cố 
định trong cồn axetic theo tỉ lệ 3:1.

e) Phương pháp  chuăn bị tiẽii bản ép:  Có thê Ihực hiện qui trình làm tiẽu 
bân qua m ấj nội dung công việc sa u :

— CỐ định mẫu vật trong pồn axetic vài giờ.
— Rửa mẫu vật trong còn 70% hoặc 8Q% cJio đễn lúc hễt mùi axit axetic.
— Cẫt giữ mẫu vật trong cồn 70% (nễu chưa dùng hểt).
— Rửa mẫu vật trong nước.
— Làm mủn mẫu vật trong HCl IN ở nhiệt độ eo^c vài giây hoặc vài 

phút tùy theo đối tượng nghiên cứu.
— Rửa mẫu vật lại trong nước đe loại trừ HCl còn thừa và các cặn tẳn.
— Nhuộm, tiêu bản trong các thuốc nhuộm trên khoẫng 3 T- 5 phúl. Có 

những trường hợp rễ khó làm mủn thi thơi gian nhuộm lâu Kơn như các rằ 
hòa thảo. ^

Khi dùng axeto ocxein, axeto cacmin, axeto lacmoil cần phải hơ nóng 
tiêu bản trên đèn cồn cho đối tượng sôi nhẹ vài lằn đê làm mủn mẫu vật và 
hóa chất thẫm nhanh chổng hơn vào nhân tể bào (rất căn thiết trong trường 
hợp không làm mủn liêu bản bằng HCl).

— Chọ mẫu vật đã nhuộm lên lam kính, nhỏ vàoi..4ầy roột giọt axit axetic
45% hoặc cloranhiđrat (5g clpranhidrat hòa trong 2ml bỏ các
mô thừa, đậy la men (tránh đễ bọt khí) rồi láy đàu/Ịq««. <Í'Ị̂ ÌÌ|S líhnmí
dằm nhẹ từ trong ra ngoài, tiêu bản được dàn mỗng. ,

Ngoài phương pháp giới thiệu trên trong mộlr^C tPựơftg/fỊWị|Jt 
những Ihay đôi. Ví dụ người ta có >hễ cất giữ mẫu vật đã cỒ *̂ổMỉik,-troửg ìíl^ốc 
cố định mới ở nhiệt độ 0 —. 3°c, nhiiộm và làm mủn đối tượng troiig"ìimi“Tiợp 
axelo ơcxein 2% và HCl IN với tỉ íệ 9 :1  kểt hợp với đun nóng. Hoặc có thề 
dùng axeto lacmoit ị%  và HCl IN theo íỉ lệ 9:1  đễ làm mủn mẫu vật rồi nhuộm 
bẳng axeto lácmoit (theo La Cur). Một số tác giả khác như Mac Klintoc và 
Benling lại thông báo rằng có thễ cẫt giữ mẫu vật đă cỗ định trong cồn 70% 
ở nhiệt độ 0 —3“C và nhuộm bằng axeló cacrriin có'thêm sẳt cũng cho hiệu quả 
tỗt. Có thề thaỵ chất làra mủn mẫu vật HCl bằng axeto cacrnin hay axeto 
ocxein với thời gian đề mẫu trong các dung dịch này khoậng một đêm. cỏn  
đối với axeto lacmoit muốn làm mủn mẫu vật cẳn phải đễ trên 2 ngày.

Trên đối tượng động vật chúng ta thường nhuộm tẽ bào bằng thuốc nhuộm  
giemsa — Dùng 4,6 gam giemsa, đừa tẳh nhỏ thành bột cho vào 25Ô nil ^ ^ e r in
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vầ tõOml cồn liốa tan trong iọ Ihuy tiiih màù nấú đế trong tồi, pha dung 
dịch mẹ giemsạ này trước lủột tháng. Trước khi dùng đưa lọc cặn qua phẽu lọc 
rèi tiến hành pha lõàng theo tỉ lệ .1:4 bẳng nước cat. Nhuộm tiêu bản troiig 
30 — 40 phút. Nếu nhạt. nhuộm thêm. Sau đó nểu tiêu bân còn bám nhiều mỡ 
la rửa bằng côn 3ữ% rồi dội qua nước nóng.

6.3. Nhuộm tiêu băn bầng axeto fu cx in , lacmoit, p rop ỉon ic:

а) Nhuộm tiêu bảnbằng axelofucxln: lẫy 1 gam fucxinbazic hòa vào 50 ml 
axit axetic 40%. Đun nóng dung dịth đễn 50“C đ l íucxiii tan ra hết, sau đỏ làm  
lạníi đểu 25 — 30“C và lọc bằng giấy lọc. Các đối tượng được cố định trong axit 
axetic 45% khoảcg J0 — 30 phut ở nhiệt độ 15“C. RỒI làm mủn trong HCl IN  
khoảng 10 — 30 giâ̂ y ở nhiệt độ 60°c.

Nhuộm mẫu vật bằng axeto ĩucxih trong các lọ con cỏ nút đậy kín 1 —
3 giờ. Đối vởi tiêu bản ép được ch iần  bị trong axil axetic 30% là hóa chất có 
khả năng làtn sáng lễ bào chát. Nhiễm sắc thễ trong trường hợp này nhuộm  
màu tím đậm.

б) Nhuộm tiêu bản bâng larmoit propioaic: Đễ nhuộm các tiêu bản tạm 
tbỏri cùa rễ non, bao phẫn thực vật cỏ thề chuẫn bị hợp chất cồ thành phần sau 
đây:5 garo lactnoit ch( vào 50 ml axit propionic 50%. Đặtduiig dịch này vào chỗ 
tối khăng 3 — 5 ngày và Ihường xuyên lắc đều". Sau đó lọc và dùng đẽ nhuộm 
như một dung dịch cbụần. Cho các đâu rễ dài 2 - 4  mm vào các ống nghiệm 
đáy bằng Jã đựng sẵn 5 — 10 giọt dung dịch chuần, ngâm trong 2 giờ Sau đó 
chuyền đàu rậ vào 0,5 ml axit prooio^ic 40% và đun sôi từ-từ trong khoái g 
5 — 30 giây đ.ề-lària raủn đổi tương. Chuyên rễ lè.ì iam kính sạch, nhỏ ihêm một 
giọt axit propíionic 40%. Đậy la men lại và ép nát tiêu bản. Theo X.G. Kaplar 
thì đẽm nhiễra sắc thễ ô các tề bào của chỏp tè  non thích hợp nhất không) hải 
ồ vùng phân chia mạnh mà 'V những tẽ bào phân chiầ liểp saủ nằm ở xung 
quaati tiêu bản. Cầa lư̂ u ý rằng nhiễm sắc thê nhuộm bằng phương pháp này 
có màu nâu. Đề nâ ig cao độ tương phản của nhịễm sẫc thề người ta thườữg 
nghiêti cứu trên cảc tiệu bản đâ chuần bị trước đó thoảng 30 phút.

6.4. Nhuộin tiêu bản băng thuồc thư S c h if f :

‘Cỏ hai kiều tiển hành phản ứng, Peulgen đề thề hiện ADN: thủy phân 
lạnh vắ iaủ y  plịân nóng các đối tượng trong axit clohi4ric.

a) Thủy phân lạnh ;
—Chuăii bị íkuôc thử Schiff:  thỵốc thử Schiff gôtn 97,5 ml nước cẵt, 

2,5ml axit dloNiđric đậm (ỉặc, 0,5gam íucxinha/ic, l,5gaiT> kalinieladisunfit 
(K2S2O5) hoặc natri mẹta'Ịisutifit (NaịSaOs*. Hòa tan các chăt nà; vào lọ theo 

, íhứ tự trên, không lẳ% đậy kín đê trong lối 2 ngày đêm; Muốn khử rtiàu cịia 
dung dịch nhanh ta chò thêm 1,5 gam than hoạt tinh và lọc bẳng giáy ìọc. Kểí 
quả được dung dịch trỡng sụốt không màu. Dung dịch này được bảo quản trong 
fọ nâu, đề ở điều kiện lạntj (0 —49C). '

— Nlìuộm lièu bản: mẫu vật sau khị cố định và giữ trong còn 70% được 
chuyễn rửa trong nước cấl, FÒi địra thuy Ịíhân trong HCl 50% ở nhiệl độ phòng. 
Thời gian thủy phân rễ Irơng HCl lử 20 phúl đễn 2h tùy Iheo đối tượng nghiên 
cứu. Chúng íô i đã cải tiễn quy trinh thủy phân rễ lúa như sau:
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■trước khi thủy phẩn írong HCI 50% từ 25 — 30 phút rễ được đưa váo 
HCl IN khoảỉig 3 — 5 phút. Sau khi thủy phân mẫu vật được rihuộm trong 
thuốc thử Schiff 2h (trong lủ lạnh) hoặc lh30 phút (ỏ nhiệt độ phòng). Thời 
gian này nói chung còn tùy thuộc vào từng đối tượng nghiên cứu, sau khi 
nhuộm, mẫu vật đượe chuy?n vào axit axetic 45% rồi làm tiêu bản đẽ quạn sát.

b) Thủy phân nông: Ve nguyên tắe thuốc thử Schiff cũng được chuẳn 
bị theo phương pháp trên. Các bước thực hiện thuy phân nóng như sau:

— mẫu vật được chuỵên từ cồn 70% sang HCl IM lạnh trong vài giây, 
sau đỏ chuyền sang HCÍ IN ở nhiệt độ 50°c trong 3 — 5 piiút đe thủy phân 
nóng (đối với mẫu vật cố định trong dung dịch carnoy) hoặc 6 — 8 phút trong 
dung dịch cố định cồn axetic.

— Chuyẽn lại mẫu vật vào HCl IN lạnh trong vài giáy.
— Chuyền mẫu vật vào'thuốc thử SchilT trong 30 phút đễn Ih.
— Rửá mẫu vật trồng nước sunfui*ơ I, II, III mỗi loại 5 — 10 phút (nước 

sunĩurơ I, II, III thực chất có cùng 1 nồng độ được pha như sau: cho' lOml 
dung dịch natri bisuníit 20% (NaHSOs) và lOml HCl IN vào 200ml nước cất 
và lắc đêu.

6.5. Chuần bị tiêu bản Iđy từ  mô phân sinii đầu ngọn, lá non.

a) Chuẫn bị tiêu bản lẫy từ mô phân ẳinh đău ngọn: Các cây thuộc họ 
hòa thảo rễ cứng khó ép lĩiỏng. tế bào chẩt lại bắt màu axeto cacmin rẫt tnau. 
Vi vậy rất khó phân biệt giữa nhân và tế bào chất. Trong/trường hợp này có 
thễ nghiên cứu phân bào gián phân rà hình thái nhiễm sắc thề ở mô phân 
sinh đầu ngọn bằng cách lấy chóp lá mầm của các hạt mới nầy màm xử lí dung 
dịch consixin với nòng độ D,3% và dung dịch parađi clorobenzẽn trong 3 giờ. 
Cố định mẵm trong cồn axelic theo tĩ lệ 3 : 1. Sau đó cho mẫu vật qua các 
dung dịch còn 80%, 50%. 30%, rửa qua riước và nhuộm bằng thuốc thử Schiff.

b) Phương pHáp chuăn bị tiêu bản lăy từ  lá non. Thường dùng thuốc cố 
định eôn axetic đề cố đỊnh các lá non đang sinh trưởng mạnh nhẫt. Sau khi cố 
định xong rửa và cất giữ mẫu vật trong cồn 70%. Khi nhuộm bô các lá non 
đẵ cố định vào axetó cacmin hoặc axeto ocxein rồi dun sỏi vài lần, Chuyền 
các lá non đã nhũộm lên lairi kính, nhỏ vào tiêu bản vài giọt axit axelic 45%. 
Dùng kim phân tích tách lấy phần gốc lá là nơi có phân bào mạnh nhẫt, loại 
bỏ các phàh còn lại. Đậy lamen lại ép nhẹ tiêu bản đề dàn mỗng các tế bào, 
rồi quan sát tiêu bản trên kính hiễn vi. Phướng pháp này có thề dùng đê làm 
tiêu bản đểm số hrợng nhiễm sắc thề trên càc cây trdng. Cần chú ý đề cỏ Ihề 
bắt gặp nhièu t.ễ bào đang ò  giai đoạn metaphase bằng càch trước khi cố định 
có thề xử lí Ihêm dung dịch consixin với nông độ 0,2% Irong 1 — 2 giờ (theo 
Mayer). Ngoài ra muốn nghiên cửu nhiễỉn sắc thẽ, trước khi cố định, cho cảc 
lá tươi vào dung dịch esculin đậm đặc 15 — 24 già ở nhiệt độ 10 — 12‘’C. Saxi 
đó mới cố định trong cồn axetic từ 3 — 24 giờ. Mẫu vật đã cố định xong cho 
vào hỗn hợp axeto ocxein 2% và HGl IN theo tỉ lệ 9 ; 1 đề làtn mủn và nhuộm 
tiêu bản. Tiếp theo hơ nỗng trên ngọn lửa đèn cồn khoảng vài giây, rồi lại 
cho vào dung dịch trên ở nhiệt độ 30°c trong 30 phút. Cuối cùng chuyằ’!! mẫu 
vật lên iam kính và nhuộm bằng một vài giọt axeto ocxeiĩi' í% đậy lamen lạl 
và ép tiêu bản.
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6.6. Phưvng pháp chuần bị nhanh tiêu bàn ép.
D a i e r  v á  r r íộ t  S0 t á e  g i ả  k h á c  đ ã  n ẽ u  r a  p h ư ơ n g  p h á p  đ ê  c h u ầ n  b ị  n h a n ỉ h  

tiêu bản ép theo các bước sa u :

— -ChÚằn bị inộl hỗn hợp dung dịch cố định: cồn etilic, axit axetic, c lo -  
roíooc và íocm alin theo tỉ lệ  ỊO : 2 : 2 : 1.

T- CỐ định mẫu vật trong dung dịch trên trong 5 phui.
— Làm mủn mẫu vật bẳng HGl IN ở nhiệt độ 50X  từ 3 — 5 phủt tùij 

từng đối tượng.
— Nhuộm mẫu vật trong hỗn hợp ocxein, axit lactic vả axil propionic 

2 — 5 phút (hỗn hợp được pha như sa u : 2 gam ocxein hỏá tan vào lOOml hỗn  
Eợp axit lactic và axỉt propionic 45% vửi tỉ lệ thễ tích bằíig nhau.

6.7. Chuyền tiêu  bản tạm thò-i thành tiêu  bản cố định.

' Tùy thuộc vảo điềụ kiện của các phòng thí nghỉệm cổ Ihê ậùng một troriig 
ba phương pháp sau đề chuyln tiêu bản tạm thời thành tiêu bản eố định.

a) Phương pháp í :  hóa chất được dùng phô biến trong phương pbâp 
này là axit cacbonic rắn. Đ ề'tiêu bản ép đã chuằn bị lên mặt phẳDg của axit 
cacbonic rẳn '1 — 1,5 phút. Lúc 'nàý lam kính trở nêĩi bất đỘHg. Dùng lưỡi dao 
mỏng cẫn thận tẳch lamen ra khồi lam kính. Sau đó liêu bản đirạc lchử nước 
bằngcồu ẹtilic 96% trong 5 phút, rồi chuyền sang cồn 100% trong 7 phút. Cho 
qũãxilen I và xileiì ĨI mỗi loại 5 phút. Dán tiêu bản bằng keo canađa Irèn lam  
kính sạch. Trước khi cho vào xilen đôi khi người ta GÒn cho vào hỗn hợp cồn 
etilic tuyệt đối và xilen. Cân lưu ỷ  Irọiỉg trường hợp không cồ côn ẹtilic có 
thê dùng côn bulỉlic loại thữờng hoặổ izobutilic.

b) Phượng pháp 2: Sử dụng íiitơ lỏng. Người la cho vào-bình ỊỊÌtơ lỏng 
một thanh nhộm có bàn tròn con ở trên (bàn này bị lạnh xuống rẵt nhạnh). 
Đề tiêu bản lên bàn lạnh. Sau đổ lamen bị tách ra klỉỏi lani kinh. Tiêu bản lần 
ĩư ợt^ư ợc chuyền vào hệ thống eác dung dịch theo thứ tự và thời gián ấn địnli 
như trong phương pháp. 1, rồi dán keo canađa. ;

c) Phương phúp 3 ; Nẽu khồng  có nước đá khố và nitơ lỏng có thề sử  
đụng phtrơng pÌỊiảp đơn giản hờn đ i  tách lạmen. Muốn tách lamen khỏi lam  
kỉnh đề tiêu Mri ntìuộm bằng axetoeácmin thì dùng axit axetic 10%. Đô axit 
axếtic vào đĩa petri trong đổ có đặt 2 que diêm. Lộn irgựợc lam  kính đễ tiêu 
bẳn cho lamen xuống dứới; Sau 10 -  15 phút lam en tự tách ra, hhanh chóng 
đưa lam kính vào thuốc cố địhh cồn axetic, rồỊ lần lựợt chiiyền lam tónh vào 
các dung dịeh theo đúng thứ tự và thời gian đã nêu ,trong phương pháp 1.

Nên'nhớ rằng đê chuyễh tiêu bản Ihành công, lam kính phải i-ẵt sạch, 
nểu không khi chuyến mẫu vật sẽ, bị rửa trôi khỡng còn giữ lại trên lainkính  
nữa. Trong nhừng trườiỉg hợp thất cẫn thiết mà công việc chuẫn bị lam kính 
và lamen chưá thật đạt tiêu chuần, thi sau khi tách lamen và Ịam kính có thê 
cố định cẩ lamen v ị  lam kính rồi phát hiện chỗ cỏ tiẽu bản đễ giữ lại.
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7.1. Sử dụng trắc vi thị kính, trắc vi vật kinh.

Trong thực lể khi đo kích thước các vậl Ihề hiẽn v i: hạt phẩn, ống 
phấn, phôi, nhiễm sắc thề v.v... nhất thiết phải sử dụng những cái thựớc đặc 
biệt gọi là trẳc vi th'ị kính, trẳc vi vật kinh.

Đê đo tiêu bản dưới kính hiền vi thi dựa vào thước khắc cửa trắc vi 
thị kinh. Đó là một bàn kỉnh tròn trên đổ có một thước khắc gồm 100 vạch 
bẳng nhau (hình 1). Trắc vi thị kính c6 thế nằm trong bộ phụ tùng của kính 
hiềa vi với thị kính hoặc nẳm 
riêng lẻ: xoay thị kính đưa vật 
phải đo vào thước khắc của 
trắc vi thị kính và bắt đầu đo 
vật. Nhưng do giá trị của một 
vạch trên trắe vi Ihị kỉnh là 
khác nhau tùy theo chỗ chúng 
ta quan sát tiêu bản với vật 
kính nào. Vi vậy đề chuyên trị 
SỐ đo được dưới trắc vi thị kính 
thành kích thước thật của đối 
tượng nghiên cứu thì phải sử 
dụng trắc vi vật kính. Thông 
thường nó được lắp vào một 
khung kim loại. Thang của nó 
có chiều dài Imm và chia Ihành 
100 vạch bằng nhau. Kích Ihước của một vạch là lOịxm (O.Olmm).

Khi sỗ  dụng trắc vi thị kính và trắc vi vật kính đễ đo tiêụ bản có thề 
tiến hành tuẫn tự qua mấy bước sa u :

— Đưa trắc vi Ihị kính vào thị kính cỏa kjnh hiên vi. Nhìn vào thị kính 
Xổay thấu kính  m ắt đề nhận rồ  ậnh của thang khắc.

— Đặl tiếp tiêu bản nghiên cứu lên mâm hình hiền vi, qua thị kính, 
dùng bộ điễu chĩnh tiêu bản dịch đối tượng yà xoay trắc vi thị kính đề  có 
thề đo điỊọc kích thừớc của vật thề qua thang khắc tương ứng với bao nhiêu 
vạch của trắc vi thị kính, Cần lưu ý  đến độ phóng đại của vật kính và thị kính 
được sử dụng đối với từng loại kính hiễn vi.

— Lấy tiêu bản ra, đặt trắc vi vật kính lên mâm kính (lờại thường dùng 
có kí hiệu OMP). Qua thị kỉnh nhìn rõ ảnh của thang khắc trên trắc vi vật 
kính tiếp tục điẽu chĩnh kỉnh sao cho ảnh của thang khắc trắc vi vật kính 
trùng với ảnh của thang khắc trắc vi thị kinh. Sau đó xác đinh số lượng vạch' 
của trắc vi vật kính và trắe v i thị kính trùng khít lên nhau là bao nhiêu?  
Tốt nhẫt là điều chỉnh sao cho trùng nhau lừ điếm số không ồ đầu thước khắc.

— Chia đại lượng thứ nhát (số vạch trùng nhau của trắc vi vật kính), 
cho đại lượng thử hai (số vạch trùng nhau của trắc vi thị kính) và nhân kể,t 
quả nhận đượo với 10 (kích thướe mỗi vạch của trắc vi vật kính tính bằng 
10fj.ni). Ta được gíá trị của một vạch của trắc vi thị kính.

7. dụng trâc vi thị kính, trâc vi vật kính và girorng vẽ.

Hlnh i
A -  Thang thưóc cíia trắc vi thị kính. 
B -  Thang thước củá trẳc vi yật kính.
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*- Xác định kích thước thật của vật thê nghiên cứu bằng cách láy kichỉ 
thước của vật thề tính theo số vạch trên trắc vi thị kính tính bằng micromeL

Đề tiện theo dõi xin nêu dưới đày công thức tống quát đề tính toán  
kích,thước thật của vật thề nghiên cứu qua kính hiễn vi:

— Nếu gọi A là số vạch của trắc-vi vật kính trùng với số. vạch trêtt 
trắc vi thị kính.

— Nểu gọi B là số vạch của trắc vi thị kính trùng với số vạch trên trắc 
vi vật kính.

— Nỗu gọi c là kích thước của vật thè tính theo số vạch trên li'ẳc v ĩ  
thị kính,

— Nễu gọi D là kích thước Ihật của vật thề nghiên cứu tính bằng 
micromet.

Ta có công thức
10. AC .̂.....

(l*m)D =
B

{10 Jà kleh thước mỗi vạch của Irẳc vi vật kính tính bằng micromet).
Vi dụ : giả sử khi đo đường kinh của hạl phấn ngô trên kính hiền v i 

ta quan sát thẵy 100 vạch của trẳc vi vật kính trùhg với 80 vạch của trắc v i  
thị kính. Đường kính của hạt phấn ngô ứng với 8 vạch trên trắc vi thị kính, 
Như vậy ở đây A =  100; B =  80; c  =  8. Thay các giá trị vào công thức trên, 
ta c6 đường kính của hạt phẫn ngô:

10. 100.8-  = 200|*mD =
80

Cân cỊiú ý gíá tri của trắc vi thị kính được tính cho vật'kính phỏng đại 
nhỏ không thích họp khi làm việc b  độ phóng đại lớn. Vi vậy Irước khi bắt 
đàu do nhất thiểt phải xác định giá trị vạch đo cho lát cả các vật kính.

Troiig những Irường hợp cần định hướng tiêu bản đễ đo vậl Ihl ở các 
hướng khác nhau phải dùng thị kính có vạch lưới ố vuông.

Đề đ:o vật thê có độ chính xác lớn nhất thì dùng trắc vi thị kính ô xoay 
MOBl — 15 (hình 2) là loại c6 thị kính với độ phóng đại 15 X. có đế với vòng

đai lắp lên Ống nỗi của kính hiền vi, 
có ốc xoay đo vi lượng và trống xoay.

Trên mặt thị kính có thang bát 
động gồm 8 vạch chia, mỗi vạch Imm, 
một chữ thập di động và kim chỉ ở vạch
đôi. Đọc số trôn thang (milimét) và trên
trống (phân trăm milimet).

Trước khi đo vật thễ phải xác 
định độ phóng đại của vật kính hiễn vi 
bằng cách đặt trắc vi vật kính lên bàn 
kính và đề trắc vi thị kính ô xoay trên

Hình 2 -  Trắc vi thị kinh h xoay MOB-1-15 nối rồi lẫy tiêu điễm cho độ nét
và thước đo. 1. thị Itínhỉ 2. vỏ ồ ; ' của hình ảnh của chữ thập và thang

3. trống xoaỵ; 4. đế: 5, ốc đai; của trắc YÌ vật kính, Đề vạch đôi ở



điềm bắt đậu hoặc điễm cuối của thước chia. Lấy mội số nào đó trên thước 
chia của trắc vi vật kính, ví dụ 25: chuyền chừ Ihập đển vạch đàu của thang 
và ghi lại sõ, rồi chuyền chữ thập đến vạch 25 của vật kính và ghi lại số đó.

Độ phóng đại theo tuyến của vật kính được xác định bằng công thức :

,ab
Trong đó V là độ phóng đại của vật kính. .Đâỵ là hệ sổ đo thực của vật kính
lính ttìeo số vạch trên trắc vi thị kính.
11 — 1 saì số của hai làn đọc .
a. Số vạch trên trắc vi vật kính.
b. giá trị một vạch của trắc vi vật kính.

Đê đo kích thước của vật thề ta đề tiêu bản lên bàn kính hiền V I, đề 
lâm chữ thập khởp với mẻp cỏa hình ẩnh vật thề và ghi số. Sau đó dịch chuyên 
chữ thập đễn khớp với mép bên kia của vật Ihễ và ghi lại số. Kích Ihước của 
vật thề được xác định theo công thức; \

V
Trong đó D là kích thước của vật thề tính theo mm.

V độ phóng đại của vật kính
II — I sai số giữa hai lần đọc.

7.2. Sử^dụng gương vẽ trên kính hiền vi.
Khi tiến hành các nghiên cứu di truyền như đếm số lượng nhiễm sắc thề, 

nghiên cửu kiều nhân, sự phát sinh giao tử, sự phát sinh bào tử, v.v... đề ghi 
nhận chLnh xác các quan sát người ta thường dùng ph^ương pháp chụp ảnh 
hoặc vẽ lại tiêu bản nhờ sử dụng gương vẽ của Liên Xô PA — 2; PA — 4; 
PA — 5; PA — 6. Tấl cả gương vẽ đều có cẩu tạo hơi giống nhàu : có một lăng 
kỉnh khối Apbe đê trong khung kim loại gập đirợc, kính phản chiểu gẳii đầu 
cần, hai kính lọc sáng màu gio thay thế nhau (một cái nằm trên cánh xoay, 
một cái nữa nằm trên trống xoay) và mộl vòng đai, Sau đây xin nêu Ịĩiột 
số công việc càn lưu ý khi làm việc với các loậi gường vẽ khốc nhau trên 
kinh hiẽn ví. . _

+  Gương ưẽ PA -  4 (hinh

Hình 3 — Gương vẽ PA — 4.
1. Hộp khung gập được có lăng kính khối; 2. Cánh xoay vởi các kính 

lọc sáng; 3- Vòngiđai; 4. Cần ; 5. Kinh phản chiéu.

23



Đối với gương vẽ này khi sử dụng theo đúng thứ tự các công việc sau :
— Điều chỉnh ảnh sáng và lẫy tiêu điềm cho tiêu bản.
— Lấy thị kính ra khỏi ống nối, dòng vòng đai đề lắp gương vẽ, đê lạ i 

thị kính vào vị tri cụ. Đe sát hộp khung gập của g i^ n g  vẽ lên thị kính. Đỉe 
kính phản chiếu thành một góc 45° với cần.

— Nếu kính hiên vi có ống nối đặl nghiêng đề yẽ thì phải sử dụng bàn  
nghiêng và phải tính thể nào, đề mặt bàn vẽ thẳng góc với trục ống nối,

Khi ốiíg nối thẳng đứng'thi mặt giấy phải song song vởi mặt bàn.
— Đề cùng một lúc đòng Ihời nhìn thấy hiiih ảnh của vật thề, tờ gịáy vẽ

và đầu búl el|ì thì phải tăng độ chiễu sáng ở đàu bút chì và hình ảnh của vật
Ihề định vẽ, Muốn vậy người ta đùng biến trở của đèn chiẽu và cái lọe sáng
trên cánh taỳ xoay của gương vẽ đề đ^ u  chỉnh. Bộ lộc sáng thứ 2 ở trên
Irống gương vẽ dÙDg đề điểu chỉnh độ sáng của hình ảnh ở đầu bút chì.

— Qua gương vẽ, dùng bút chì vẽ hình ảnh các chi tiết của vật thè lên  
giẫy và bô sung dằn những chi tiễt cân Ihiẽt của hình vẽ.

— Bằng trắc vi vật kính (xem mục 7.1) xác định độ phóng đại ảnh của 
vật thề.

— Đối v.ới các đối tượng phức, tạp có thê dùng trắc vi thị kinh lưới. 
Bẳiig cách vẽ hình ảnh lưới lên giẫy và trong mỗi ô vuông lại dùng bút chi 
vẽ chu vi các chi tiểt nhất định cũa hình ảnh hiền vi. Khi vẽ xống hình lấy  
tiêu bản ra khỏi mâm kính và đặt trắc vi vật kính vào đề xác định độ phóng 
đại cốa hình vẽ.

4* Dụng cụ 'vẽ PA ~ 5 (hình 4)
Gương vẽ P A —5 cho pbép 

chiẽu vật lên màn nẳm ngang hay 
^hẳng đứng. Khi vỗ bằng dụng pu 
này, ta điều chinh Mnh hiến vi 
và định tiêu chuần cho mẫu, lẵng 
kính đóng thị kính lại và ảnh hiện' 
rõ Irên tờ giấy. Khi vẽ bằng 
PA —5 có thề sư đụng bỗt kỉ vật 
idnh nàọ, nhưng thị kính nhất 

, thiểt phải sử dụĩig loại 4 x  của 
gương vẽ PA —5 vẽ trong buông 
tối khi dùng 'ảnh 'sáng nhân tạọ 
chiếu sáng mẫu. Trật tự các bước 
tiễn hành sử dụng P A -5  có thê 
tóm tắt như sau : .

. , — Điều chỉnh kính hiến vi,
V A  í  «A n ,  đinh tiêu điêm cho vât thê với1. Vông đai.; 2. Kính phôn chiẽu; 3. Hôp khung 1* w . . r , . . ' ,

Rập che thị íkính. có lăng kính khói: 4. Cầnl vật kính tưưng ứng và thị kính
5. T h ị  k inh  4 X . - 4 x  c ủ a  b ộ  d ụ n g  c ụ  v ẽ .
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— Khoác vòng cô dụng vẽ lôn ống kính hiền vi và vặn vít' sao cho 
đầu gương vẽ PA ~  4 được xếp trên mặt trên của khung thị kính.

— Xoay gương của gương vẽ chiếu chùm tia sáng đi ra khỏi thị kính của 
kính hiên vi lên tờ giẵy trắng.

— Vặn vít nhỏ của kính hiền vi sao cho ảnh của vật thề hiện rõ trên giấy 
vẽ. Càn lưu ý là phòng đê vẽ phải đủ lối, tờ giấy vẽ pỉìải ehe kín chỉ đề cho 
nguồn sáng bắt ảnh của vật thê lên đó.

— Vẽ chụ vi ảnh của vật thề nghiên cứu, sau đó bỏ gương vẽ PA —5 ra 
rồi nhìn vào thị kính đối chiểu ảnh với hình vễ và hoàn chỉnh lại các chi tíềt 
của hình.

— Xác định độ phóng đại của vật thê nghiên cứu bẳĩig trắc vi vật kính.-

II-K IỀ U  NHÂN VÀ HÌNH THẢI NHIỄM SẮC THỀ

Thưởng người ta nghiên cứu nhiễm sắc thề ở ki giữa của phân bào gián 
phân, ở  kì này nhiễm sắc th l ở trạng thái xoắn cực đại và cỏ dạng to, mập. 
Trong giai đoạn này mỗi nhiễm sắc Ihề gồm một cặp đan nhiễm sắc thề xẽp  
song song gắn với nhau bằng tâm động.

Kiêu nhân là toàn bộ bộ nhiễm sắc thề của cơ thễ lức là bộ lưỡng bội 
của nổ đưạc xác địrih bối độ lớn. hình dạng, và số lượng nhiễm sắc thê. Số 
lượng nhiễm sắc thề là dău hiệu thứ nhất xác định tính đặc hiệu của kiễu nhân,
v í dụ ở cũ cải là 18, ở đậu Hẩ Lan là 14. ở cho 78, ở ngừời ià 46,...

Trong bộ nhiễĩĩi sắc thễ lưỡng bội của lể bào xô ma(2n) lại có những thề 
nhiễm sắc tương đồng cổ hình thái giống nhau nhưng thuộc các genom khác 
nhau của bố và mẹ. Nhờ vậy có thê tách tpàn bộ bộ nhiễm sắc thề lưỡng bội 
thành một số cặp nhiễm sắc thê tương đồng nhất định. Ngoài ra trong nhiều 
trường hợp còn thăy cá thề đực và cái của cùng 1 loài eũng khác nhau về 
nhiễm sắc thề giới tinh. ,

Cùng với số lượng nhiễm sắc thê thì 
h ỉnh  thái của chúng cũng Cổ ý nghĩa to lớn 
khi rnô tả kiều nhân. Nói đến hỉnhtbái nhiễm  
sắc thễ người ta Ihương lưu tâm đến các đặc 
điẽm về chiều dài vai, vị trí của tâm độiìg, 
sự có mặt của eo thứ cấp, và thề kèm (satel- 
lite) (hinh 5). Nhiễm sắc thê có thề có một 
hoặc 2 thễ kèm. Thề kèm cỏa nhiễm sắc thề 
khác nhau thì khác nhaii về hình dạng, kích 
thước và chiều-dài của sợi liên kểt với thân 
chính, ở  nhiễm sắc thè này thi eo thứ cấp 
có thê có vai dài, còn ở nhiễm sắc thề khầc 
lại có vai ngắn.

P h ầ n  c u ộ i  c ủ a  n h i ễ m  s ắ c  t h ề  g ọ i  l ả  đ ầ ụ  
mút (telomere). Những phần này không có 
khả năng liên kễt với các phàn khác của

NỉnA 5 — Sơ đồ câu lạo nhiễm sắc 
thầ ở ki giữa (theo A. Ả. Prokofeevạ 

Bengovxkaia 1966) 
l. eo sơ cẫp với tâm động; 2. 'vai 
dài; 3. nhiễm sắc thề đơn (chrom- 
atld); 4.' eọ thứ cấp; 5. sợi tơ vò sắc.
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nhiễm sắc th l. Chiềa dài bình thường của mỗi nhiễm sắc thễvà chiêu dài lồng 
sổ tất cả các nhiễm sắc thề củả kiều nhản Jà ôn định. Hinh thái của nhiễm sắc

thê đựợc xác định trước hết bởi 
vị trí của tâm động. Các nhiễm  
sắc thề tầm cân (metacentrie M) 
có đặc điềm là tâm động nằm * 
chính giữa và chiều dài hai vai
bằngỊ nhau hoặc gân bằng nhau. 
Các nhiễm sắc thế tâm lệch (sub- 

' ĩ  , * * 3   ̂ ^  mètacentric — S) có tâm động

Hlnh 6-Cảc dạng nhiẽm sắc thề khảc nhan. «hiều
1. Nhiễm sẳc‘ thề tâm cân; 2. Nhiễm sắc thl dài vai khác nhaụ. Nhiễm sắc Ihễ
t â m  lệ c h ;  3. N h iễm  sắc th ê  tâm  m n t ;  4 N h iễm  ( a c r . o c e n t r i c  — A ) t h ì  t à m
sẫc thề có eo thứ cấp: 5. Nhiễm sẳc thề cổ thề . V.

kèm; 6. Nhiễm sắc thề tâm đầu, động nậm gằn đàu mút. còh nhiễm
s ắ c  Ih ễ  t â m  đ â u  ( t e l o c e n t r i c  ~  T )  

có tâm động nằm ngay Irên một đâu của nhiễm sắc Ihl và chỉ cỏ mội vai íhinh 6)

Đề xác định mức độ không đèu của các vai người ta tinh tỉ lệ  chiỄu dài 
vai dài so với chiều dài vai ngắn thông qua chỉ số vai <i*’) theo phương pháp 
tính A.A Prokofeeva, Bengovxkaia. V.MGindilis (1965)

Jb _ chiều dài vai dài 
chiều dài vai ngẳn

%

Từ đỏ có thẽ chia các nhiễm sắc thề thành các nhóm. Nếù tỉ lệ chiều dài vai 
bằng 1 — 1,9 thì nhiễm sẳc thề thuộc nhóm tâm cân. Nếu tỉ lệ bằng 2 — 4,9 thì 
ttìuộc^Ịihóm tâm lệch. Còn khi tỉ lệ đo >  5 ỉhì nhiễm sầc thề thuôc nlìóm tâiií 
mút (I.x Nemxeva, 1970), Cáọ Ịihiềm sắc thê có tỉ lệ chiều dài các vai hơn 8 
mà hình dạng vai ngẳn gần giỗng hình càu thi gọi là nhiễm sắc thê tâm đằu.

Kiều nhâụ của crepis Capillaris (L) w ạllr chia thành hai nhóm nhiễm sắc 
thế: nhỉễrn sắc thễ Ihễ dàì và ngắn thuộc nhóm s. Nhilm  sẵc thề cổ thề kèm  
thuộc nhóm A.

Ngoài ra đê nghiên cứu các nhièm sẳc thế người ta còn sử  dụng nhiều 
ch! tiếu  khấc : '

— Chiẽu dài tuyệt đối của inỗi nhiễm sắc thề tỉiìh bằng micromet (L®).

— Chièu dài tươrig đối cùa nhiễm sắc thề (L )̂ tính bằng phần nghìn hoặc 
phần trăm

=
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Chĩ số tầm động p  tính, bằng %

I dài vai ngắn 
chiều dài cả nhiễm sẳc thê

chiêu dài vai ngắn củá nhiễm sắc thề

— Chỉ số xoắn (P)

p  _  tồng chiều dài của 2 thề nhiễm sắc xoắn
tỗng chieu dài của 2 thê nhiễm sắc đài

Cần lưu ý  rằng những kễt luận cuối cùng yè  kích thước và cấu trúc của 
các nhiễm sắc thề' phải đựa trên những dẫn liệu phân tích hơn 40 tế bào đang 
phân chia ỏ ki giữa trong 10 tiêu bản khác nhau sau khi đã xử lí thống kê. -

Theo tài liệu  của một số tác giả (G.A Leniỉcki, M.A Xizova, 1935) thi trên 
tiêu bản cắt lát hiền vi của crepis capillaris nhiềm sẳc thề A có chiỄu dài 7,6jim, 
nhiẻm sắc thề D là 6,2 và nhiễm sắc Ihê c  là 4,3 {xm. Do Irên các tiêu bân 
cắt lảl hiền vi khỏ nghiêii cửu chỗ eo của nhiễm sắc thề vi vậy người ta phâi 
s ử  d ụ n g  t i ê u  b ả n  é p  đ ề  b ô  s u n g  b ằ n g  c á c h  x ử  l í  s ơ  b ộ  c o n s i x i n  c h ó  r ệ  t r ư ử c  

khi cố định. Lúc đầu qaan sát Uêu bản ỏr độ phóng đại nhỏ đê lìm ki giữa, sau 
đó chuyền sang độ phổng đại lớn với vật kính 40 X hoặc 45 X haỵ cao hơn. Muốn
quan sál chỗ éo võ người ta sử dụng vật kinh chìm.

Nếu sắp \ẽ p  tẫt cả nhiễm sắc thề của một kiều nhân dưới dạng biêu đồ 
theo thứ tự từ lớn đến nhỏ ta sẽ có biều đồ nhiễm sắc thề (idiogram).

Muốn thiết lập được idiogram ta vẽ lại bộ nhiễm sắc thề trền kỉnh hiền 
vi qua gương, vẽ hoặc qua ảnh chụp. Sau đỏ cắt rời ta ghép theo thứ tự độ 
lớn của chúng. Ví dụ biếụ đỏ nhiễm sẳc thê của người 2 n =  46. Trên biều đồ  
bộ nhiễm sắc thề ợ đàn ông và đàn bà chĩ khác nhau về các nhiễm sắc Ihê 
giới tính (hỉnh 7).;

Tế l/àơ cơ thề đàn ông mang nhiễm sắc the giới lính XY và đàn bà mang
* nhiễm sấc Ihệ giới tính XX. Các đỏi nhiễm sắc Ihễ thường được kí hiệu bằng 

chữ A (autosome) của đàn bà và đàn ông đề giống nhau. Nhiễm sắc thế là vật 
m ang gen, vì vậy việc nghiên cứu chúng có một ý  nghĩa rấ l lớn, Việc Dghiên 
cứu hinh thái và đếm số lượng nhiễm sắc thê, thiết lập iđiograra của các kịêu 
nỉíân trong phòng thí nghiệm với thời gian ngắn có thê sử dụng cảc đối tượng 
thực vật có bộ nhiễm sắc thề ít, hinh thái nhiễm sắc thế dễ phân biệt lẫn nhau. 
Thường ngtrời ta sử dụng các đối tượng: crepis capillaris (2n =  6). Crepis 
tectorum (2n =  8) Arabidopsis (2n =  6 hoặc bằng 10), AliiUm cepa (2n =  10) 
Đậu Hà lan (2n =  14), dưa chuột (2n =  14),

Trên đối tượng động vật thường sử dụng một số đối tượng sa u : người 
(2 n =  46), bò (2n =  60), ngựa (2n =  66), Ruồi dăm (2 n =  8), v.v... Số lượng  
nhiễm sắc thế trong tể bào cơ thế của 1 số loài thực vật và động vật đã biết rõ.

, 2 7
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ầ ố  ỉ v ợ n g  n h i ẽ m  s á c  t k è  ử  m ộ t  s 6  l o à ỉ  đ ộ n g  v Ạ t  T à  t h ự c  T ậ t

Ềẳng Ì

'
■ SỐ lượng nhiễm sắc thề

Loài trong tế bào

Sinh đục (n) xôma (2n)

+ ở động vậĩ:
Người (Homo Sapieno) 23 46
Bò (Bos tíiurus) 30 60
Ngựà (Equus cabalỉụs) 33 66
Chó (canis Pamiliaris) 39 78
Chuột nhà (M̂us musculus) 20 •40
Thỏ (oryclolagus acniculis) 22 44
Ếch (rana esculenta) 13 26
Ruời dấm (D. Melanogaster) 4 8

+ ở thực vật: •
Ngô (Zca mays L.) . 10 20
Lúa mì cứng (Tritiaim vuegare L.) 21 42
Kê thông thường (pani cum ĩniliaceum L.) 18 - 36
Lúa (oryzassativa L.) 12 24-
Đậu Hàlan (Pisum sativum L.) 7 u
Đậú tây (phaseolus vulgbris L-) 11 22
Đậu tương (glicine hispida L.) 19 38
Lạc (Arachishipogea L.) 20 40
Vừng (sesảnum inđicum L.) 13 26
Bông cỏ (gòssapium herbacium L.) 13 26 /
Khoai tây ísolanium tuberosum L/) 24 48
Thuốc lá (nicotiamạ tabacum L.) 24: 48
Cà chua (Lycopersícum solanum L.) 12 24
ớt đỏ (caplsícum annuum L.) 12 24
Dưa chuột (cucumis eativum L») 7 14̂
Dưa hấu (citrũblus vulgarrs L.) 11 22
Hành tây (Allium cepa L.) 1 8 16
Cải bắp (Brãssỉòa oleraceavar capitala L.) 1 9 18
Mơ (Anmeniaca vulgaris L.) / 8 16
Mận (Prusus domestica L.) Ị 24 48
Đào (persica vulgaris L,) ặ 8 16

I. phirvng pháp nghiên cửu hinh thái và đếm số lir^rng nhiễm sâc thề trân  
tiêu i>ãn tọm thài.

l . l .  ở thực vật. 1.

a) Mục đích yêu cầu:
— Nắm được phương pháp làm tiêu bản tạm thời trên bao phấn non. 

trên chóp rễ, trên các lá non, v.v...
— Quan sát, vẽ và thiết lập đưọrc iđiôgram của các đối tượng nghiên cứu.
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i — ĩ*hân loại được các kiều nhiễro sầc thề khác nhau trên lừng đốỉ tượng 
ưghiên cứu qua các chỉ tiêu nhận dạng nbiễm sậc thê,

b) Vật liệu và th lít bị. Chuân bị ctío sinh viên các vật liệu và thiềt bị sa u :

— Các bao phấn non, rễ non, lá uon của hành lây , dưa chuộl, đậu Hà 
lan đã được cố định (carnoy và giữ trong cồn 70% —'80% (xem mục 6).

— Gương vẽ và mạng lirới thị kính.
— Kính hiền vi có độ phóng đại lớn 600 — 1350 lần.
— Lưỡi dao bào, giấy thấm, kim phân tích, đèn còn, lam và larĩien sạch.
— Hóa chất: axelo cacmin 3% (hoặc lacmoit), axit axetic 45%.

c) Các bước tiến hành :

+  Trên bao phẩn non của hành tây:
— Dùng kim phân tích lách 2 — 3 bao phấn ở các vị Iri khác nhau của 

hoa tự. Loại bỏ các cơ quan phụ của hoa giữ lại các bao phẩn trên lam kính.

— Giầm nát các bao phấn bằng kim phân tích. Nhỏ 1 — 2 giọt axeto cac- 
ìĩiin 3% (hoặc lacmoit) rồi tiểp tục giạm nát. Đun'sôi nhỏ lửa trên ngọn đèn 
cồn vài lản. Thời giạn nhùộm 7 — 10 phút.

— Dùng giấy thấm hút hết axeto cacmín cốn thừa, nhỏ một giọt axit 
axêtic 45% hoặc glixerin rồi đậy lamen (chú ý  tránh bột khí), đặt một 'tờ giấy 
thâm lên lam kính, dùng đàu que diêm không thuốc gõ nhẹ d l  dàn mỗng tế

. bào Irên tiêu bảa thành một lớp. Mỗi sinh viên cần chuần, bị 10 tiêu bản có 
các đ,ĩa ki giữa. ■ . ' ,

— Lần lựợt quan sát các liêu bản đẫ chuẫn bị trên kinh hiền vi có độ 
phóng đại từ 600—1350 làn. Phát hiện các liêu bản có các đĩa ki giữa rõ.

i— Sử dụpể gương vẽ trên kính hiễn vi, dùng bút chì vẽ lại chi tiẽt bộ 
nhiễm sắc ih-ê quan sát được ở các ,tế bào (xem mục 7-2). . '

— Qua trẳc vi vật, kính, và trắc v ỉ thị kính xác định mức độ phóng dại 
cửa bộ nhiễm sắc Ihe (xem inục 7.1).

— Đọ kích thước của mỗi nhiễm sắc thê đơn ở giai đoạn ki giữa 2 đê 
nhận dạng nhiễm sắe thề về chiều dài tươiig đối, chỉ số vai, chỉ số tâm động. 
Qua dó phân loại các kiều nhiễm sắc thề, và cho biễt sỗ lường bộ đơn bội 
nhiễm sắc thề.

Gắt rời cẳc nhiệm sắc thề, dán các nhiềrá sẳc thễ vào vở tường trinh 
từ 1(^  đển bé và ghi nhận xél.

Trên rễ đậu Hà lan, dưa chuột, hành tầy. Được tiến hành qua mẫy 
bước sau :

— Chuần bị và cỗ định mẫu: Gieo các loại hạt trên vào cát ằm sau khi 
rễ dài.từ 1 — l,5cm cắt lẩy phán rễ, rửa sạch bằng nước Ịạnh và cố định chung 
trong dung dịch ớarnoy. Đối vởi hạt hành tây thi có thễ cố định luôn cả hạt
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và rễ. Thời gian cồ định 3h. Cố định xong chuyền giữ chúng trong côn iồ%  
hoặc 80% (xem thêm mục 6)

-  Nhuộm mãu vật:  Cắí lăy 1 chóp rễ non đã có định của mỗi loài cây 
trên (phăn mô phân sinh) đặt lên  lam kính sạch, nhỏ 1 giọt axeto cacmin 3 %, 
hơ nhẹ lửa trên ngọn đèn 
còn vài làn. Thời gian nhuộm  
7 —10 phút. Dùng giẫy thấm 
hút hết cácmin axeton còn 
thừ a‘sau đó nhỏ 1 giọt axit 
axetíc 45%, đậy. lam en lên  
dàn mẫu vật thật mỏng như 
trên.

— Tha nhận kễì quả:
Mỗi sinh viên chuẫn bị xong 
niột số tiêu bân, sau đó lần 
lưựt đưa các tiêu bản quan 
sát trên kính hiễn vi vá i 
độ phón^ đại lớn phát hiện 
các đĩa ki giữa tốt, sử  dụng 
gương vẽ, trắc vi vật kính, 
trắc vi thị kính tiến hành 
vè, đo. đếm số lượng tihiễm 
sắc thễ của từiig loài cây 
nghiên cứu, thiễt lập các 
iđiograra và dán các nhân 
đồ vào ,vở tưong trinh rôi 
ghi nhận xét. (Hình 8, 9).

■ +  Trên lá non củ cải, 
đậu, cà chua:

— Cỗ định các lá non 
củ cải, đậu, cà chua, v.v...
(lúc rễ có độ dài 3 — 7mm) 
trong dung dịch carnoy 
lh3o " - 4h.

— Chu_\ễn các lá non 
đă cỗ định vào hỗn hợp 
HGl đậm dặc và cồii m elilic theo tĩ lệ 1:1, giữ'chúng trong hỗn hợp đó 5 phút.

— Dùng pince con chuỷên *í lá non lên lam kính, giỏ 1 giọt axeto cacmin 
3% lên lá non, hơ nhẹ vài lân trên ngọn lửa đèn cồn.

— Đậy la men, dùng giấy hút hết axeto cacmin thừa; Giỏ vào 1 góc 
lamen 1 giọt axit axetic 45%, dàn mỏng tiêu bản bẳng đầu que diêm không Ihuốc

— Đưa các tiêu bản quan sát dưới kính hiền vi có độ phóng đại lớn, 
Phát liiện các đĩa kì giữa, ròi tiển hành xác đinh các chỉ tiêu như phần thủ 
nhận kểt quả trên rễ đậu Hà lan, đưa chuột, hành lây.

\

/ /

Hình 8 ^ Kiến nhàn ồ chóp rẽ hành tây (Alium cepa)
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Hĩnh 9 — Cáe nhiễm ạắc thề và biều đô các thề nhiễm sắc 
' của đậu Hà lan. (theo Blixt, 1958). 

a) Các nhiễm sắc thề; b) Biều đô các Dhìễm sắc thề của kiều nhân bỉnh thuờhg.

1.2. ở  độqg vật.
a) Mục đich yêu cầu: •
— Nắm được phương pháp làm tiêu bản tạm thời đề nghiên cứu hinb 

Ihái và đễm số lựợng nhiệm sắc the.
— Phân biệt các kiêu nhiễm sắc Ihe khác nhàu trên từng đối lượng 

nghiên cửu, vẽ và Ihiết lập iđiôgram. ,
b) Vật liệu ihứ t bị: '
— Châu chẵu đồng (acrideze); thỏ đực, ruồi dẫm.
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&ộ đồ mồ cỏn trống.
— Kỉtn phàn tích, kim mũi mád.
-Đ ĩa  đông hồ.
— Giẵy Ihăm, ^iá đê tiỀu bản.
— Kíiih hiền vi, lam, lamen sạch, cốc thủy tiniii
— Gương vỗ, trắc vi thị kính, trẵc vi vật kinh. *
— Giấy trắng. -
— Dung dịch cổ định carnoy
— Dung dịch nhược trương nalrixitrat 1 %
— Axeto cacmin 5%.
c) Các bước ỉitn  h à i ì h .

+  ở  chău chău đòng :
— Mồ chầu chău vá tách tinấ hoàn: lấy một con châu chấu đực, dùng 

kéo cắt hểt cánh. Tay trái cầm châu chấu, tay phải dùng kéo cắt bô phần đuôi 
(vài đSt cuối bụng). Dùng kẻo cắt mộl đường, phía ‘bụng đgic ^heo trục cơ thề 
từ đuổi đến ngực. Dùng kim inũi mác kéo các nội quan ra khỏi cơ thê và tảch 
riêng láy tinh hoàn (cỏ dạng hinii chùm sợi và có các thề mỡ vàng bao qụanh)

—.Nhược trương tẽ bào: nhỏ 3 giọt dung dịch natri xitrat 1% (có thỉ 
dùng natíi clorua) lên lamvkíhh sạch, lấy 3 — 4 ổng sinh tinh sạch đặt lên 
dung dị^. Sở dụng kĩm phân tích xé rách bào sơ eua ống sinh tinh đề phân 
tán các tế bào. Thới gian xử lí nhược 'trương 5 phút.

— Nhuộm^tlẽu bản: đưa các tế bào đã nhược trương lên lam kính sạch. 
Giô 1 giọt axeto cacmin 5% (hoặc axêto ocxein) lê|i mẫu vật. Nhuộm'5 — lừ 
phút. Lúc nhuộm nhớ ủp đĩạ đông hồ lên trên đê thuốc nhuộm đỡ bsy hoỉ.

— Làm tiẽu .bản: đậỹ iamen ĩên lam kính rôi phủ 1 tờ giấy thấm lèn 
trên, lăy ngón tay cái ấn mạnh cho thấm hềt thuốc nhuộm thừa vả dàn mỏng 
các tễ bào, làm vỡ rhàng nhân đề nhiễm sắc thề tung râ

Đọc kit q u ả đặt các tiêu bản đằ làm lên kính hiền vi c6 độ plióng 
đại lớn. Tìm các đĩa ki giữa cổ cẵc nhiễm sẳc thê dàn đỗu, dễ quan sát. Sử 
dụnggương vẽ hay mạng lư á i*h | kính vẽ các đường Vièn, các chi tiểt càn thiết 
của nhiễm sắc thề lên giẫy. * '*

Thiết lập iđiôgram, phân biệl các đạng nhiễm sẳc Ihề qua cằc chĩ tiêu 
cân thiết. Đếm sỗ lượng nliiễm sắcêthễ và dán kiều nhân và nhân đố vào vố 
tưởng trinh. *

+ ở  Ông sinh tinh ìhỏ.
Mồ lấy tinh hoàn của thỏ đực, lau sạch tfốc tia máu, cố định tinh hoàn 

5h trong dung dịch cố định carnoy. w
, — Lẩy một ống sinh tinh đặt lên lam kính, dùng kim mũi mác tách bỗ

các bào sơ của ống sinh tinh.
— Nhuộm bằng 1 giọt axeto cacmin 5% trong 10 phút.
— Đậy lamen và dủng ngón tay cái ấn Bhẹ đề tế bào trải đều thành một

liírp mỏng, phá vỡ màng nhân cho iriiiễm sắc thề tung ra.
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—' ỉ)ưâ tiéu bấn iên kinh hien vỉ có độ phóhg đại lỚD.-Í^Mt hiện các 
dỉa ki giữa rõ-nhất, các nhiẻiii sắc thế không chông léiỊ nhau, •

’ /  — Dùng gương vẽ viền các nhiễm sắc • Ihề lên giẫy. Thiết lập iđiôgram,
* phầt hiện các dạng nhiễm sấc thễ và''đếm số lượng nhiễm sắc thề và thực hiện

Hình 10 “  Sơ đồ sẳp xếp các cơ qũan của-ấu trùng 
V ruồi dấTP (D. Melànogaster).

1. Móc miệng; 2. Hẫu; 3. Lỗ thồ trước; 4.- Ịuỹếh 
vingỊ 5. Hạch thần kinh; 6. Thực quản: 7. Thủy . 

■ dạ dày: 8. Dạ dày trước; 9. ỗng Manpighi trước; 
lÕ.Rụột giữa 11. Thề mõ: 12. Buồag trưn̂  13. Ruột 
sau ; Ì4Ì Khi quản; 15. ốag Manpịghi sau I 16. Hâu 
môn; 17. Hạch bụng; 18. Tuyễn nước bọl: 19. Tinb 

hoàp; 20. Lỗ thơ sau. '  _ ■ .

đầy đủ các yêu cầu tường 
trình vào vô.

— ở  hạch thăn kinh  
rudi dăm  (D. M elanogaster);

— Dùng kim phân 
tích m ồ lấy hạch thần kinh 

^uồi dẫm trên kính ìúp
riỊeofta, cần xác định kĩ vị 
tri hạch' thần kinh trước 
khỉ mồ (hìnli 10):

— T ^ h  lấy tìạch thần 
kinh ruồi dấm ngâm vào 
dnng dịch, natd xitrat 1% 
(Igatn natri xitrat pha trong 
lôo ml nước cất) kboảng

, 20 phút: Sati đỏ chuyền 
hach thần kinh, vảo axit 
axetic 50%, khoảng 15 phứt.

— Nhuộm hạch thẫn 
kinh đã nhược trương bằng 
axeto cacrain 3̂—ồ % khoảng
2 - 3  phút

“ — Đậy lamen, đặl lên
lam kính một tờ giấy thăm 
hút thuốc nhuộm thửa dủng 
ngón tay Irỏ ấn nhẹ đế 
dàn mỏng các tễ bào thành 
một lớp, màng nhân TỠ 
nhiễm sắc. tiìề tutig ra.

— Đọc tiêu bản trên 
kính hiền -vi với độ phóng 

4 ại lớn.
— Sử dụng gương vẽ 

đề thiễt lập iđôgram, đểm 
số lượng nhiệm sẳc thề trên 
các đĩa metaphasè (hinh 11).

Càn lưu ý  muốn thu được nhiều đĩa kì giữa trước khi mỗ dòi lấy hạch 
íhần kiíih, ta thêm vào môi trường nụôi ruồi dấrrí 1 ít consixin có nông độ
0,04% khoẫing 2h.
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* •
Hình lí — Bộ nhiễm sắc. thẽ lưõng bội của ruồi dám (D. Melanogaster),

1. ở ruồi dấm đực; 2, ố. ruồi, dấm c á i 3, ảnh chụp hiên vi bộ nhiễm sắc thề ruồi dẫm cái
• ■ .*' c

2. phvơng pháp làm tiêu bán cố định nghiên cứu hỉnh thái và đím  sdlirạng
nhiSm sâc thề. .

2.1. ở  thựe vật.

* t r ê n  chóp rễ  hànhỆây,
a) Mục đích yêu cău.- Ị
— Nắm được phương pháp làiii và chuyền tiêu bản tạni IhờỊ Ihành tiêu 

bản cố định đề sử dụng lâu dài cho công tác nghién cửu.
— Vẽ, thiết lập iđiôgram, đếm và xác định hình thái nhiễm sắc Ihế. 

byVật llệu v à th i í l  bị:
— Rễ hànE cố định IroỊig dung dịeh cạrnoy và giữ trong cồn 80% 

đề ò  điẽu kiện lạnh (4»C)V,
— Kính hiền vi có độ phóng đại lớ n ..
— Lam kính. lamen'sạch.
— Giấỳ thấm, kim phân tích, kim mũi mảc.
— Lưỡi dao bào, lọ đựng mẫu, kéo cắt giẫy.
— Búl chì, đèn cồn.
— Giẫy trắng, gương vẽ PA-—i  hoặc PA —5.

•— Trắc vi vậl kính và trắc vi thị kính.
— Âxetó cacrain 3%
— A xitạxelic 45% (hoặc glixerin).
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ỡ) Cổc bước tiín  hành.
“  Sử dụng các chóp rễ hành đấ cổ định trong đung dịch^carnoy làm tiêu 

b&D tạm  thời, phát hiện và giữ  lai những  liêu bản cố nhiễu đ ĩa  ki g iữ a  đạt 
liêu chuằn.

— Chuyền cảc tiêu bản tạm thời sang tiêu bản cố định.
— Đọc tiêu bản trên thị trường kính hĩền vi, xác định các đĩà ki giữa rõ.
— Qua gương vẽ PA—4‘ tíoặc PA—5 viền các nhiễm sắc thề lên giẫy, rồi 

kiêm tựa lại thật cần thận các chi tiết cân lưu ý vè hỉnh thái các nhiễm sắc thề.
— Thiểt lập iđiôgram và đếm số lượng nhiễm sắc thề.
— Sử dụng trắc vi vật kíah» trắc vi thị kính xảe định độ phóng đại của

nhiễm sắc thề. .
— Xác định các chĩ tiêú vê ehĩ số vai, chĩ số đilm tâm, chĩ số xoắn, 

chiều dài tựơng đối của nhiễm sắc thỉ (hìnlì 10).
Cần chú ỷ rằng trên các đối lượng khác như«đậĩi Hà lan, đậu tương, thuốc 

lá, v.v... cũng tiến hành tương tự. , '

2.2. ở  độBg vệt.
Trên đối tượng động vật việc nghiên cứu hỉnh thái và đểm sỗ lượng 

nh iễm  sắc Ihề thưỜDg sỏ  dụng các tiêu bẳn ki giữa eủa.phản  bào g iản  phân 
bởi vi ò  kì này nhiễm sắc thề có đặc trưng rõ về hình thái và dễ đểm  số lượng  
ỉihièni sắc Ihề. ,

Hiện nay người ta chia các phưong pháp làm tiêu bản cổ định Bghỉên 
cứu hình Ihái .và đếm số lượng nhiễm sắc thê ở động vật ra ‘hai nhổm .chính:

— Nhỏm phwơng pháp trực tiễp< ^  *
— Nhóm phương pháp giáp lỊếp.
Sau đây xin nêu một số phương phảp thông ■ ^ ờ n g  trong 2 nbóm phươĐg 

pháp trôn. '
* Phương pháp làm tiêu bàn cố định nghleu cứa hình thái và đtm sô 

lượng nhlẽm săc ĩhi ĩrực Uỉp từ tủy ívương thỏ (orycio lagus).
b) Mục đich vá yêu cầu:
— Nắm được phương pháp làm Uêu bản cố định trực tiẽp lừ tủy xượrig thỏ.

Quan sát, thiệt lập được iđiôgram. phát hiện các kiêu nhiễỉn sắc thề,
đẽm được số lượng nhiễm sắc thề ngay Irêh tẽ băo quan ằát.

: c ) V ậ Ì Ỉ l ệ u v à t h i ĩ t b ị :
— Thỏ Sống, ’■
— Pipet pạstơ (có kèm quả bóp cao su)
— Li tâm điện
— Lam kinh vá lamen sạch  ̂ '
— Ọèn cồn
— Tủ ám
= Bơm tiêm (kèm dụng cụ thông kim)
— Dung dịch nhược trừang KCỊ 0,7%.
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— Cồn 30%.
— Dung dịch carnoy cải tiến (chĩ pha trước, lúc thí nghiệm, và đề trong 

tủ lạnh (ế̂ C).
— Dung dịch mẹ giemsa (pha trước naột tháng ứè Irong lủ lạnh).
— Dung dịch chống đông natrixitrat 3,8%

,c) Phương pháp  liễn hănh :
» Lăy dịch tùy xương :
Tiêm  consixin 0,05% vào ô bụng với liều lượng Iml/lOgam thè trọng (ỗ 

bò sảt tiêm- consỉxin vào dưới da). Sau 2 —3h 4Ỉùng một bơm tiêm khác hút 
x0,5 —Im l dịch tủy xương sống hay xương đùi clịo ngav vào ống nghiệm có 

chứa 8ml dung ũịch chống đông nalrixitrat 3,8%. ,
—. Li tâm với vận tốc Í500 —2000 vòng/phủt trong 5 phứt. Loại ti-ử nưóc 

mặt, giữ lại eặn lẳng.

X * Nhược trương dịch tủy xương :
— Thêm KCl 0,7% váo cặn lẳng tẽ bào dịch tủy xương với tĩ l ệ : 1 phẵn

dịch tủy xương: 7 phần KCl 0,7% (KCl đa hấp cách thủy trưởc ỏr 37®C) và 
trộn đều bằng pipet Pastơ đề nhựợc trirơng tể bào trong 7—10 phút. N

— Li tâm vớ i vận tốc 1500—2000 vòng/phủt trọng 7 phút. Loại trừ nước 
mặt, giữ  lại cặn lắng (khoảng 0,5ml).

* CÔ định iễ bào đã nhược trương: *
— Rót 8ml du/ig dịch cố định carnoy cải tiển theo thành ổng nghiệm 

vào cảc tế bào dịch tủy đã nhựợc trương và trộn đêu đễ cố định trong l giờ.
— L itâm  5 phút với vận tốc 1500—2000 vòng/phút, pùng pipél pastơ hút

bỏ từ từ phàn nước mặt, giữ lậi khoẫng 0,5tnl cặn lắng. Nẽu thấy cặn lắng
còn nhiều mỡ và chưa sạcb, ta cỏ thè liỗp ttyĩ làm lại vài lần như trên.

— Làm tơi cặn tể báo bằng pipet pastơ. *
* Nhụộm t t  bào.
— Dùng pipet pastô .lấy ráột ít dich tế bàó tủy ‘xương đả cổ định, giỏ 

xuống Ịam'kỉnh lạnh 3 —4 giọt ở độ cao 1,5—20cm tại các vị Irí khác nhau. 
Thồi cho cáe giọt dịch tủy xừơng dàn dều trên lam *kính, hơ lam lạnh ngay 
trên ngọn lử a đèri ệòn.

Phủ đều.thuổc nhuộm giemsa mẹ đă được ph& loãng 4 ỉàn lên ỉam 
kinh. Đễ bất động tiêu bản khoảng 3 0 -4 0  phút (cũng có thề cổ định tể bào 
bằng axit a‘xetic 50% vàínhuộm bằng dung dịch axeto ocxein 2%)i sau đó đò 
thuốc nhuộm thừa vào lọ (cổ thễ sịí dụng lại đưọc)j rửa tiêu bản dưới vòi 
nưóc đề làm sạch thuổc nhuộm còn thừa.

* ềọc k ti  quả.
— Đưa liêu bản quan sát dưới kỉnh hiên vi với vật kính 40x.90x. thề 

kính lOx. lôx.tìmcảc đĩa kỉ giữa mà trên đó nhiễm sắc thễxếp không'chồng 
chéo iên nhau. ,

— Qua gưong vẽ hẩy mạng lưởi thị kinh vẽ chi tiểt càc nhỉễm sắc thị 
thuộc phạm  VI lụ ổ tn ế  bào quan sát (hỉnh, 12):
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— Thiểt lập iđiôgram, phát hiệii các kiễu nhiễm sắe thế khảc nhau, đếm  
sổ lượng nhiễm sẳc thệ trong tễ bào.

Troiíg trưởng hợp khồng thễ tiêm consixin vào 
» cơ thề đê cố định kì giữa của các tế bào, tạ tiến hành, 

theo phứơng pháp sau :

— Lấy ngay dịch- lủy xương sống hay xương đùi 
với số lượng 0,5 — liiil chơ vào môi trường 199 ò  37°c. 
Thêm 4 —5 giọt dung dịch consixin 0.05^, lẳc đều ống 
nghiệm, đề yên 2 —2 ,5 giờ.

Bình Í ? - B ộ  nhiẽin sắc . » Li tậm với vận tốc Ị500 —'2000 vòng/phút trong
thề của thot2n=44). 5 phút, loại bỏ nựớc mặt, giừ lại cặn lậng. Sau dó

» tiến hành nhược trương tễ bào, cổ ẩịnh. nhuộm tiêu, 
Ị»ản giống như phương pháp nhận tiêu bản trực tiếp từ' tủỵ xươrtg như đã 
trỉnh bày.

— Phương pháp nuôi cẫy bạch cầu Itmpho đê làm tiêu bản qụan sải, hình  
Ihál và đềm sô lượng nhiễm sãc thề. ,

Việc sử dụng Ị)ạch cầu máu ngoại vi đế nghiến cứu nhiễm sắc Ihê đặ 
được tiền hành từ những năm 30 của thể kỉ này, Tuy nhiên, phương pháp' này 
chỉ âược áp dụng rộng rãi sau khi phát hiện ra các tính chất di truyẽn tể bào 
của phức hạp protit polisaccarit chiết lừ hạt quả đậu mà trước đố đã được 
sử dụng đề ngưng kểt không đặc hiệu, hồng căũ. Việc sử dụng chể phầm náy 
(phytochema gỊutinin) cùng với dùng dịch nhược trương đã cho phép đơn gỊận 
hỏa và nhanh chóng thu nhận được số lượng lớn tể bào pliân chia. Mặổ đầu 
vê  chi tiễt tảc giả có cải tiễn Qhúl ít. Song về cơ bân phương phá^ vẫn là Việc 
trộn huyểt tương chứa bạch cầu theo tỉ lệ xác định với môi trường dinh dưỡtxg
có bồ sung thêm phytohema glụtinin vào lọ vộ trùng.

Người ta đ ã . phát> hiện ra rằng ngoài phylohemaglutinin thì .eác ẹhất 
tubeculin, các ciiất chiết từ nấm men, các polisacarium, thậm «hí các cÈất chiỗt 
tử  các lirapho cũng cố Khả năng kích thích phân bào trong dịch nuôi cấy bạch cấu.

ạ) Mục đỉch yêu cầu ;
— N ẳ m  . đ ư ợ c  p h ư ơ n g  p h á p  n u ô i  G ấy b ạ c h  c à u  l i m p b o .

~ Làm tiêu bản đl quan sát hinh thài và đếtn sổ lươnc ữhiễm sắc the và
thiết lập iđiộgram,

b) Vật liệu ihiềt bị:
— Ống nghiệm vô trùng có tráng qua penixỉlin
— Dung dich haperin *
— Dung dịch sinh lí có natri xitrat 3,8%
— Phytohemaglutinin . ,
— Consixin 0;05%
— Bơm tiêm
— Tủ lạnh
— Tủ ấm

Li tâm điện •
Kính hiền vi vật kính 40x. thị kính lOx, 16-X
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c) Phươnq pháp tién hành:
+  Nũồi Ềăy bạch cầu llmpho (theo Moorhead và các tắc giả khác — 1960)
— Chuần bị trước inột ống nghiệm vô trùng có chứa Ịml dung dịch hepấrin 

(heparin'đựợc sự dụng dưới dạng dung dịch bằng cách pha loãng gấp 20 làn 
với dung dịch, sinh lí). Có nút bông đã được b ô i,kín "mặt nút bẳng penixilin.

— Hút vào bơm liêm vô trùng một ít heparin yà tráng qua thành bơm
rôi trích vào ven đễ lấy raáu. •

— Lấy lÓriỊl.máu từ Ven và đưa nhanh vào ống nghiệm có chửa hef)arin.
T Đặt đứng ống nghiệôi vào tủ lạnh ở + 4 °c  trong 30 phút. Nếu trong

thời gian đớ hồng câu không lẵng xuống thì bô sung thêm vào dung dịch 
gelatin 10% theo tỉ lệ Iml gelalin 10% cho lOml máu.

— Hút lấy huyểt tương loại bỏ.hông càu,
— Trộn huyết tương với môi trường dinh dưỡng (môi trường 1Ố9 haỹ

môi triỊỜng Igala) theo tỉ l ệ : 1 phàn huyết tương VỚI. 1,5 phần m ôi|rư ờ n g  
dinh dưỡng. . *

— Cử 10 ml hỗn hợp trên đeir. trộn đều với 0,2ml phytohema glutinin
(của hãog W ellenne hay Difco M hay 0,2mi Difco p). Bồ sung thêm chất ícháng 
sinh theo tỉ lệ 100 đơn vị penixilin cho Iml. .. • M

— Đồ hỗn hợp vào các lọ penixilin (mỗi lọ l,5ml). Thối vào«các lọ lỉuôi
cấy một'luồng không khí từ phơi; ra dê môi trường tràn ngập CO2 cân thỉểt. 
Đặt các lọ nuôi cấy vào tủ ấm'37°c. »

^  — Sau 68 — 69 giở chò.vào các, lọ nuôi cầy dung dịch coMxin tbeo tỉ lệ
0,5 microgam trên Iml môi trường dinl% dưỡng. Thực tễ dung dịch cosinxÌỊv 
được dụng eó hiệu quả tirong dùng dịch sinh lí theo tỉ lệ : 10 microgram 
chất cosixin trên Iml dung dịch sinh lí. Lấy 0.075ml dùng dịọh này bô sung, 
vào l,5ml đẽ thu được nồng cre cuối cùng là 0,5 microgram.

— Sau 3 — 5 giờ u trơng môi trườíig nuôi cấy có consixin ta tiển hành
làm tiêu bản. ■ "

* Phưang pháp làm tiêu bản. .
— Li tâm dịch nuôi cấy với vậ-n tốc 1500-^2000 vòng/phút tròng 5 phút. 

Hút bỏ phần nước mặt đề lại phần cặn lắng, rồi lắc đèù cho tan"cặn.
— Nhược Imơng cặh ỉắng bằng KCl ữ,l%  (một ốrig nghiệm cho thêm  

7ml KCl 0*7%). Lắề đều 7 phút. Sau đó ii tâm với vận tốc 1500-2000 vòng/phút 
tròng 5 phúy Hủt bỏ phần nước mặt, giữ lại phần cặn lắng.

— CỔ định tể bà® đã nhượg trương bằng dung dịch carnoy trong"20—25 
phút; .

—-Các bựớc còn lại và yêu éău tM.ngliiệm giống như phương pháp làm  
tiêu bản trực tiễp từ tủy xương. ■

III-NHIỄM SẮC THÊ KHỒNG LỘ

Lần đâu tiên vào Băni 1881 nhà tế bào học ngirời Ỷ tên là E.BalliaHÌ 
tim thẫy nhiễm sắc thễ không lồ  trên tuyển nước bọt ấu trùng Chironmùs.
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Sạu đó iần lượt-phát hiện cẫu trúc này còn có ở các tễ bàò thành ruột, ống 
manpighi và tể bào tuyến nước bọt ấu trùng bộ hai cánh (diptera) nói chung.

Năm 1933 Painter (Mỹ), Heilz và Bauer (Đức) đã thăy rằng nhiễm sắc 
lỊiề khồng lô điền hình hơn cả là ơ tễ bào tliyển nước bọt ấu trùng 'ruồi dẫm 
(Drosophila melanogaster).

Chiều dài nhiễm sắc thễ khống lồ gấp 100 — 156 lần nhiễm sằc thế thường. 
Nguyên nhân của hiện tượng ũ ày là do nhiễm sắc Ihê .không xoắn và phán nào 
còn 4 o  sự mở, x^ẳn của các vòng xoắn nhiễ.m sằc thễ. . -

SỔ sợi chất nhiễm sắc cũng nhiều hơn nhiễin sắc thê thường hàng nghìn lăn.

Tô hợp nhiễm sắc thề trong nhân tế bào cũng là lưỡng bội, nhưng cảc 
cặp nhiễm sẳc the tưong đdng tiăp hợp với nhau nên chúng ở dưới dạng sợi 
kép sơ cẫp.‘ I ,

Những vùng heterochromatin củá nhiễm sắc thê khỗng lồ thường được 
liên  kết trong một khối chung gọi là lâm nhiễm sắc (chromocentre). Củng với 
khỗi chung đó, nhiễm sắc thề giới tỉnh Y ở ruồi dấm đực thường thâm nhậpi 
vàò ữong Ihành phàn cốa tâm nhiễm sẳc cho nên không nhin rõ được.

I. Phir«riig4>háp lềni tiêu bân tfm  thòrj quan sát câu tọo nhiSm sđc t h i  
kh.ỉln9 l& tuy<n nirớc bẹt tfu trùng rú&i dâm (DrosophiỊa Méianogcistar).

a) Mục đích yêu cầu. "
T- Nẳm được phưoug pháp ỉàm tiêu bản tậm thời nhiễm sắc thề kb^g 
?n nước bọt ẫu trùng ruồi dẫA.
— Quán sảt được các đĩa sáng đĩa tối trên một đoạn nhiễm sấc thề,

í n à n  h A  H A  n h ỉ S m  is ẳ n .  i l ì A  l r h ? ì n ơ  1 ?^_ •

lồ tuyén nước bọt ẫu trùng ruồi dẫA.
( — Quán sảt được các đĩa sáni

vẽ được toàn bộ bộ nhiễm sắc thề không lô.

b) Vậi liệu và th ltt  bị,
— Âu trùng ruôi đấm có kích Ihước lớn.
— Kính hỉền vi với yật kinh 40 X tlỉị kính 10 X hoặc 16 X.

Kim phân' tích.
— Kính . -
— Lam kmh và.lam en sạch,
— Bút4ông^'
— Giẵytbẫm. * * * • ' ■
— Đĩa đồng hd —'Dụng cụ vẽ trên kính hiên vi;
— Hoa chổt ĩ dũng dịch sinh lí'ô.p NaCl. . .

axeto cacmin 55Ố«
axit axeíic Í5%:

c) Phương pháp tiển hành.'
-|- M ồ  d ồ i  v á  tá c h  tu y ệ h  n irớ c  b ọ t  .

Đặt ẫu trùng đă. rửa sạch qua nước cẫt lên lam kính. Nhỏ vài giọt dung 
dịcb sôih lí NaCl 0,6% hoặc dụng dịch có nổngđộ .0,73% NaCl lên áu trùng.

. .  :



— Đưa lạm kính cỏ ấu trùng lê % bàn kinh hiền vi vởi độ phỏng đại 
nhỏ, hoặc đưa íên kính lúp 2 mắt Meoítk

— Cả hai tay càm kim phân tích. Kim ồ  tay trái giừ chặt phân miệng
(phần miệng có kitỉn màu đen). Kim ở tay phải thỉ đặt nằm Irên Ihân^ấu trùng
ấa và kéo đài xuống phấn dưới. Khi đã tách đôi thân có thê* tháy tuyến nước
bọt gồm câc tẽ bào trong «uốt bên trong có nhân mầu 
đen hình giải dài đó là các nhiễm sắc thề. Mỗi niột 
ấu trùng cồ 2 tuyến nưởe bọt nằm tách nbau, mỗi 
tuyỗn có một ống riêng, cả 2 ống riêng của 2 tuyến 
cùng .đô vào một ống chung '(hình 13), xung quanh 
tuyến nưởc bọtcó các thê mỡ bao quanh.

— Dùng kim phân , tích loậi bỏ các mô thừa ra 
khỏi lam kính, tách hết các thẽ mỡ, đưa tuyến nước 
bọt vào đĩa đồng hồ.

+  Nhuộm tuytn nước bọt bằng axeto cacm in :
— Nhỏ 1 — 2 giọt axeto cacmin 5% vào 'tuyển  

nước bọt đề nhuộm trong 15 — 20 phút. Muốn mẫu g 
nhúộm màu. tốt thi đậy tiêỆ .bân bẳng một đĩa đồng bọt âu trùng r«ồi dẫm. 
hô, đê trong tủ ấm®ở, điều kiện nhiệt độ 37"C.

•  '

— Đưa tuyến nước bọt đă nhuộm lên lam kính, nhỏ lên tiêu bản 1 giọt 
axit axetic 45%, đậy lamen và dùng ngón lay trỏ ấn nhé tiêu bảnV

+  Qưạn sát cău tạo nhiễm săc thầ khồng *

— Đưa tiêu bản lên kính hiễn vi với vật kính 40 X thị kính 10 X hoặc 
16 X quan sát và vẽ qua gương vẽ 1 tỗ bào chứa vỡ màng nhân trong đó chửa 
nhiễm sắc thề khồng lô (hinh 14).

— Phải hiện cảc lễ bào màng nhân đâ vỡ, tìm tố bào có bộ nhỊễm sắc 
thễ iụng ra rỗ nhấỉt qua hệ thống gưang vẽ, phác, lâi cấu tạo chung cụa từng 
nhiễm ốầc thê.

* Các ngbỉên cứu của Painler>„Brisgcs... đã cho thấý rằng nhiẽm sẳc thễ khồng 
ỉõ cổ nhỉều đặc đi%m như sổ tihỉễm sắc ihs trong nhân bằng số đơn bội. cho nên các 
dạng tưon̂  đÒĐg là trạng thâi tiẽp 'hợp của tẽ bào. Ngoài ra» nhiễm sắc thỉ ỉà dạng 
nhỉầu aợì (poĩỉtene). Trểỉi túẽu bẳn cũa rudỉ dấm đằụ các dảỉ ngang, thấỵ rõ cấc dải tối 
và sáng. Đ% nhận biết cảc nhiễm sắp thễ và c&c dảỉ ngườỉ ỉa dàng kỉ hiệu ĩ sổ 1 cho nhiễm 
sắc thề X* các chỗ 2L, 2R lậ vai trái và phẳi của nìiiễni sắc thễ thử 2, 3L vả 3R là 
Vftl trái và vai |>hẵi cỏa nhiễm sắc thề thứ 3; sỗ 4 là nhiễm sắc thề thứ 4; Nhiễm sắc thề 
thứ 2 vầ thứ Sỉà đàỉ nhất* Nhiễm sắc'thỉ thứ ị ỉà n£ắn nhẵt,

Tất cả 4 nhỉễm sắc thề được ehỉa ỉàm 102 đoạn. Nhỉễm sắc thề X cỏ 20 đoạn 
(từ 1 đặn 20), Nhiễm 8ẳc Ibề thứ 2 cố 40 đoạn 20 đoạo ở 2L (từ 21 đến 40) và 20 đoạn 
ỗ 2R (từ 41 đến 60). Nhiễm sẳc thề thứ 3 có 40 đoặn: 20 đoạn ở 3L (từ 61 -  80) và 20 
đoạn ò 3R (từ 81 đến 100). Nhiễm sẳc thề thứ 4 có 2 đoạn 101 và Í02. Gác nhiễm sắc thế 
nhiều của ruồỉ dấm eỏ chiềụ dàỉ tỉnh bằng mỉcrổh: nhiễm sắo .thề X là 220 nhiễm 

« aẳcthề thử 2:460 nhỉễmsắc thề tHứ 3 !à 485 ụm* nhiễm sẳc thề thứ 4 là 15
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— Quan sát eác đĩa sáng, đĩa tối trên một đoạn nhiễm sắc thề, pbán 
biệt 4 nhiễm sắc thề về kích thước vầ số đìà sáng đĩa tối trên Các nhiễm sắc 
the (Hinh 15).

Hỉnh Í4 — Tế bào tuyển nưởc 
bọt ấu írùng ruôi dẫm có 
chửánhiễQi ầẳc thề khồng lô.

Hình i5 — Nhiễm sắc thề khồng 15 luyến nước bọt 
ấu tràng ruồi dấm. R là vầi trái,'L là vai phải của 

từng nhiễm sẳc thề.

2.-Phir(vng pháp làm tiêu bản tọm thòri đề quan sqt câú tợo nhiãm'sâc thề 
khồng lồ tuyỉn  nước bọt ãu trùng Chironũmus.

a) Mực đich yêu cầu: * ‘ ,
— Nắm đươc phương pháp làm tiếu bản trên ấu trùng chironomaSi

— QuầH sát được cáu tạo của nhiễm sắc thê không lồ  cũa ấu Irùng
chironomus. '

b ) V ậ t l i ệ u v à t h l ĩ t b ị :
— Ấu trùng ehironomus. ^
— Kinh hiền vi với vật kính 40 X. thị kính 10 X híoặc 16 X .
— Mặt kính đồng hồ.
- -  Lam kỉnh và lamen sạch.
— Kim phân tích.
-■ Giấy thẫm.
— Tủ ấm.
— Hóa chăt: dung dịch sinh lí 0,6% NđCl

axit axetic Í5% 
axeto cacmin 5% *
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c) PhưoỊig pháp tiền hành:
— Phương pháp  mb dòt và tách tuyỉn nước bọt.
— Đặt ấu trùng chiromous (hình 16) lển lam kinh. Nhô lên  ấu trùng 

1 — 2 giọt dung dịch sinh lí lạnh (trong dủng dịch sinh li lạnh ấu trùng chiron- 
omus chuyên động yếu).

Cơ thễ ấu trùng gồm các đỐL Trước đốt thứ nhất là đàu, cuối đổt sau 
cùng là cơ quan sinh dục.

HỊnh 16 — Ấu trùng chironomus :
1. Đưởog cắt giữa đốt 3 và đốt 4 ;
2. Chân giả; 3. Mang; 4. Eàu.

HlnJt 17 —Té bào tuyến 
-nước 'bọt ẫu tn\ng chi- 

. ronomús.

Tuyến nước bọt của chỉronomus nằm giữa đốt thứ 2 và thứ 3 củ a á u  
trùng. Đễ tách chúnổ dùng lưỡi dao bào mô.gỉữa đốt,thứ 3 và đốt thứ 4.

r - Sử dụng kim phân tích tách 2 tụyến nưởc bọt không màu trong suốt, 
chúng c 6  2 —5 tiiùy (hinh 17), cáe tế bào cổ nhân rẫl lớn ngay cẵ lúc chưa nhuộm  
màu vẫn hhin thấy được. Vẽ hinh dạng chung của tu3’ến.

+  Nhuộm liêu bản tuyin nưởc b ọ ỉ:
Nhuộm tuyến nước bọt bằng axeto cacmiri 5% Irong đĩa đồng hồ có đậy 

bằng 1 đĩa đồng hô khác, đặt vào tủ ẫm 37°c Irong Ihời gian 1 giờ.

3. Làm tlốu b&n ^uạn fá t cđir tạo nhiễm sâe thề khồng lồ.

— Đưá luyễn nước bọt đă nhuộm màu lên lam kính, nhỏ ỵào tiêu 
bản một giọt axit ãxẹtic 45% (chuyền tuyẽn nước bọt bằng pipet hay bằng
phân tích).

— Đậy ỉamen ỉại, dùng giấy thấm hút hết-axit axetic còn thừa. Đưa tiêu 
bản lên 'kính hiền vi, chộn lấy tế bào có các the nhiễm sắc ăn n\àu tốt trong 
nhân tế bào: Vẽ lại tế bào đó (muốn vẽ chính xác thi diing gương vẽ). '

Trong tế bào iuyến liướe bọt chironorlius, cũng như cõá ruồi dấm, fcộ. 
số lượríg nhiếm sắc thề lưỡng bội được quan sát ở trạng Ihải đơn bội (giống 
nhau về kích thước và cẩu trúc nhiễm sắc thề).

=* Dùng ngón tay cải ẫn nhẹ tiêụ bản tạo điều kiện cho tể bảo dàn mỏng 
thành một lớp, cỏ nhiều tế bào vơ màng nhân, nhiễm sắc thề khồng lồ tung ra.

— Đưà tiêu bản lên kính hiền vi ò  vật kính 40 X thị kính 10 Xhoặc 
16 X. quan sát cấu tạo nhiễm sắc thề không lồ, rồi dùng gương vẽ, cần thận
vẽ lại nhiễm sắc thễ khồng 15 trong một tể bào rõ nét nhãt

ề ■ '
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IV—PHƯƠNG PHẮP XAC ĐỊNH VỪNG ĐỒNG NHIỄM SẮC 
(EƯGHROMATIN) DỊ ỊNỊHIỄM SẮC (HETERCHROMATIN)

VÀ CHẤT NIHỄM SẮC GIỘI TÍNH

|. Phtfirng pháp phat hiên vúng..đ&ng nhiSm sáe và dị nhiỉm sđc.

Khi nhuộni nhiễm sắc th l bằng Ihuốc nhuộm kiềm tính, hoặc bẳng các 
thuốc nhuộm đặc biệt, một số vùngtrện nhiễm sắc thề bắl Hxằu thẫm hơn, gọi 1& 
vùng dị nhiễm sắc còn vùng ít nhuộm màu hơn gọi là vùng đông nhiễm sắc.

Về Víự trồ của vùng dị nhiễm sẳc, nhiều tác giả cho rắRíg: dị nhiễm sắc 
phân bố ở vị trí tương ứng ở cậc nhiễm sắc thề khác nhau (vụng eo cấp I.cỏ 
chứa tâm động, vùng eo cấp.II, nơi hình thành nhân bó), hầu như không mang

• gen cơ bân (i về phương tiện di truyẽn), tham gia cẫu tạo nên nhiễm sắc thè 
giới tính (nhiễm sắc ,thê Y'ở Drosophila melanogaster hâu như gồm loàn ìà 
chát dị nhiễm sắc), nhiễm sắc thễ phụ (Extrachroiuosome) và tâm sắc (chromo- 
center).

 ̂ a) Mục đich ỵêu c ề u :'
— Nhận bìểt vùng đồng và dị ữhiễm 'Sắé, thấy được sự phân hóa theo

chiều dài cửa nhiềm sậc thê. ' •
— B.ước đằu nắm được phương pháp phát hiện vùng đồng và dị nhiễm 

sắc ở nhiễm sắc thê Ihực vật.
b )V ậ t  liệu v à t h m  bị : , •

‘ — Rễ hànb, cu hảnh,
— Dung dịch consixin, chất c6 định carnoy
— Cồn etilic tuyệt đối hoặc 96%. Axit axetìc 45%, anbumin hòa lẫn với 

gUxerin, thuổc nhuộm Peulgen, Ihuốc nhuô^m quinacrin, lam, lamen, nbựadán  
cao su, k ínhhiễnvi thường, nước cất, lủ ỉạnh và một số dụng cụdề ỉàmtièub&n.

c) Các bứóc tiền h à n h : ''
:̂f) Phương pháp của Canio G.Vo8* ( 1970):
— Cổ định sơ bộ rễ hành trong dung dịch cồn sixin 0,05% trong ị —5 giờ.
-í* Tiếp đổ, cổ địiih bằng dung dịch Qồn aiẹtỊc 3: 1 trong 2 ngày.
— Chuỵêìỉ mẫu vật sang cồn 9Ọ® và giữ ở ahiệt độ 4—6°Q oho' đến lức 

sử dụnậi
Rữa mẫu vật bằng nựức cẩt.

— Xử lí Iđmen bẳng phương pháp khô, lạnh («dryice») hoặc bằng* 
anbụmin liỏa lẫn glixerin.

— Nhuộm bẵng dung (Ịịch (Ịuinacrin 0,5% từ 10—15 phút.
— Làm tièu bản ẻp trong axit axetic 40%.
— Làm sángtiéù bẫn bằng‘̂ chuyềa qua nưởc cất xung quanh ỉamẹn gẳn 

bằng nhự a dản Cão su.
— Tiôu bẵn giữ trong tủ Ịạnh một đếm,
— Quan sát dưới kính hiên vi Ihường.
— Muổn chụp ảnh hiền vi càn có kỉnh loé ánh sảng Kodak TriXparu

í
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+  ) Phương phầp cua G.Haskell và A.B. W ills, (196Ỗ):
— Cố định rễ hành mọc ò nhiệt độ trong phòng 20 —2*2'’C trong dung 

dịch carnoy cồn axeticS: 1) và nhuộm bằng phương pháp Peulgen làm tiêu bản 
ép đễ quan sát dưới kính hiên vi.

— Cũng có thề đặt củ hành trong một chậu thủy tinh nhộ cỏ đề lẫn rêu 
dề làm ầm và giữ trong tủ lạnh 3®c trong 5 ngày, sau đó mới cố dịnh và nhuộm 
như trên, *

Làm tiêu bản ép đẽ quan sát dưới kính hiền vi.
Vẽ hinh quan sát được dưới kính hiến v i và vỏ  tư^ng trình và ghi chú 

tWch. ' í

2. Ph vvn g  pháp xác định chât nhiễm %&c giới tính.

Chất uhiễm sắc giới tịnh dễ tìm thấy trong nhân tế bào niêm mạc miệng 
Theò quan niệrli hiện đại thì chất nhiễm sắc giới tính do nhiễm sắc thễ X ở 
trạng thái không hoạt«động hình thàiỉb. Sổ nhân có chứa chất Dhỉễm sắc gidi 
tính ò  đẲn bà là 40% (bỉễn động từ 20 dển 71%), ả  đàn ông thi 0-0 ,3%  (A.M. 
Pohom orẻnco 1964). Vậy là chẫt nhiễm sắc giới tính chủ yểu phát hiện thấy 
ở đàn bà, còn đàn ông khả hiễin.. Khi số lượng nhiễm sắc thề X của đàn ông 
Sfii khác với sỗ lượng binh thường thỉ cồ thê phát hiện được chất nhiễm sắc 
giới tính. Ví dụ ở hội chứng Clinfelter (có số nhiễm sắc thẽ trong tễ bào xôma 
là  47, trong đó có 3 nhiễm sắc thề giợi tính là XXY)., ở  đàn bà có hội chứng 
Turner (có số nhiễm sắc thế ở lể bào xôma là 45 trong đó có một nhiễm sắc 
thễ gióri tính X) thì không Ihấy chất Iihiễm sắc giới tính. Chất nhiễm sẳc giới 
tính cũng được phát hiện thấy ở một số loài thực vật có nbiễm sắc thê X khấc 
nhau.

a) Mục đích yêú cồu:
— Nắm dược pbương pháp làm tiêu bản xác định chẫt nhiễm sắc giới'

tinh ở người. ị. *
— Quan sát được chấl nhiễm sắc giói tỉnh ỏ tễ bào niêm mạc mỉệng

phụ nữ. ' ^
b) V ật liệu và thứt bị: '
— Niêm mạc miệng phụ nữ.
— Là'm kính và laraen sậch.
— Cái nạo nhỏ.
— Ống nhỏ giọt.
— Kính hiền TÌ.
— Gỉáy thấm.
— Metanol.

Axeto cacmỉn 5% (hoặc axelo ocxein).
r

c) Phương pháp  tiên hành :
+  Lấy tề bào niêm mạc miệng ;
— Dùng tnột nạọ nhỏ, nhẹ nhàng gạt lấy m ột ít tẽ bào niêm mạc miệng 

(phía trong bè mặt má).
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— Phết một it lể bào niềm mạc lêH ỉam kính sạch.
+  C6 định tẽ bào;
— Nhỏ lẽn lam kính trên 2 — 3 giọt metanol 96% cố định tế bào iồ

20 phút Ibấtn metanol còn thừạ bằng giăy Ihăm.
— Đưâ lam kính đẵ cố định hong khô ở nhiệt độ phòng. Bản kính có

tiéfl bản này có thề đề một thửi gian ỉâu khi chưa cần tới. •
+  Nhuộm và quan sát tiêu bần :
— Đưa bạn kính đã cố định nhuộm bằng 1 — 2 giọt areto cacmin 5%

(hoặc axẹto ocxeỉn)? Đậy bẳng mặl kính đồng hồ trong suốt thời gian nhuộm. 
Sau khoảng 2 — 5 phút cộ thề đưa ra quan sát dưới kính hiền vi.

— Bắt đầu quan sát ỏf độ phóng đại nhỗ, sau độ chuyền sang quan sàt ỏ
độ phóng đại lớn. Trên thị trường của kính hiền v i có thê nhìn rất rõ nhân tễ 
bào cổ dạng hìrih cầu, hình ôván, cồ màng nhâh rõ nét.

— Tim -và quan sát các nhân cỏ chứa 
nhiễm sắc chất giới títìh. Chất nhiễm sắc giới 
lính nằm sát màng nhân và thay đồi hình 
dạng (hình 18). Chúng cổ thề có hình tam 
giảe, ôvan^ hình có gốc vuông và các dạng 
hì/ih khảc.

— Xác định số % tế bào chứa chất
nhiễm sắc giới tính (số lượng tính toán không V
được thãp dttới lọo nhân ỏ  kì trung gian), ở, 

Hinh íS -  N H n  ié bào niêm ^ ạ c  đàii bà chất nhiễm  sắc g iớ i lính Ghiểm 20 -
, u I -2  ấ 60% SỐ nhân  tế bào. Các nhân còn l*i khôngu  Nhân té bào phụ nữ cỏ nhiễm sậc , _ _ , , z
chăt giéi tínr; í  Nhân lẽ bào đàn phát hiện thấy. Số lượng khối chẵt nh ễm 
ông, không có nhiễm slcchẫt giới tính., sắc giới tính trong cảc tế bào bằng số nhiễm

• sắc thề X trừ đi Ịpột đơn vị, Vì vậy ơ đàn
bà trong mỗi lAân 'phải cỏ mộl thê ch ấ l nbiễni sắc giới tính, ở  đàn ông bình
thường chất nhiễm sắc giới tính thực lế không có (trong một số trưởng hợp cổ
thỗ gặp nhựng không đáng kề). .

— Vẽ lại tiêu bản thực tại quan sát được trên kính hiên vi. .

V  , ,

CHươm n

Cơ SỞ PẸÂN TỬ CỦA TÍNH DI TRUYÈN

Ta đâ biẽt, ADN là thành phần cơ bân cỏà cảc nhiễm  sắơ th l trong nhân
lế bào và nhiễm .sẳố thễ cua mỗi loài động, thực vật đều chừa ADN đặc thù,
Tính đặe thù về loài được xâc định Lởi số nucleotit trong phân tử ẲĐN, bởi
. , , _ 1 0 GưanỊn +  Xitozintrinh tự sắp xếp của các nucieotỉt và ngay ca bởi tí lệ  —. -—*—

Ađenin +  Timin
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Phẳn ứng Peulgen trong ADN dựa trền cơ số mối tựơng tátí của thuổc, 
thử Schiff với các nhóm anđehrit của dèsoxyriboza. Trổng phân tử ADN
cổ các nhổm andehit liên  kễt với n h a #  bởi vậy người ta sơ bộ giải phóng 
chúng bằng v iệc thủy phân trong axit cỉohyđric loãng ở 60°c. Do thủ ỹ‘phân, 
các bazơ purin (guaĩiin và ađênin) bị tách ra khỏi phân lử ẠDN và các gốc của 
phân tử ADM cócácnh ổm  andehit tự do được giải phỏng ra. ThuỐct hử Schiff là 
1 hợp .chất không bền vững và dễ dàng kếl hơp với các nhỏm andehít 'tự do, 
do vậy thu được 1 chất b ắ t m ầu; Axit desoxyj-ibonuclÌG chủ yếu chứa iro n g  
nhiễm sắc thề, bởi vậy thuốc thử Schilf chỉ nhuộm nhàn, dặc trưilg nhuộm  
màu của nhân trong các tể bào là không giống nhau. Chẳng hạn, nhân cửa vùng 
phân chia thường có màu tím đỏ tươi, còn nhân từ các vùng bao rễ cọn nhuộm  
màu tương đối đồng nhất và cường độ yếu. Khi đố, hạch nhân không bị nhuộm  
màu. Trong c á c tế  bào ở các pha khác §hau của gián phân chỉ có các nhiễm  
sắc th l Bị nhuộm màu. Màu tím đỏ èúa các nhiễm sắc thề xác nhận vè sự định 
khu cua các pbân tử ADN trong chứng, còn theo cường đè nhuộm màu cỏ thề 
nhận định về trạng thải của phức hợp desoxyribonucleoproteit. *

I — PHƯƠNG PHÁP ÍỊÓA T ồ  CHỨC NHẰM PHÁT HIỆN ADN 
TRONG CÁg TẾ BÀO NHỜ PHẢN ỨNp FEULGEN-SCHĨFF

1. Mục đích.

— Chuần bị tiêu bẳn cố định nhuộm ADN theo Pẹulgen — Schiĩí
— Quan sát và vẽ các tế bào nhuộm theo Peulgen. Đặc biệt chú ý

đễn cường độ nhuộm màu của nhân và nhiễm sắc thề chỉ ra sự định khu 
cửa ADN. ’ ’ •

2. Vật iỉệu và thiết bị.

— Nb.ững lát cắt hiền vi rễ hay điềm sinh trưởng của thân câỊ̂  nghiên 
cửu dán lến các iam kính.

— Kính hiẽn v i . ■
- T ủ  ấ m  .  ;

— Ống thủy tiĩih hinh trụ đê nhuộm tiêu bản
— Ống đong. ‘

“ —Thuổc thư Schiff
— Dung dịch 1 % V ert c la irẹ
— Natri BisUnfit
— HCl đặc (tỉ trọng, 1,19)
— Cồn Elilic 96“
— Cồn etilic 100“
— CacbonxileiỊ.

• — Xilen
— Keo Canada
— Nước cẫt
— Chi- màii
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ế.  Ểác bv6c tiển hànli.

+  Chuần bị thuốc thử Sohiff chừơng 1).
, +  Nhuộm liêu bản 

ĐÔ thuốc thử Shiff v̂ ào 1 ống thủỳ tinh hinh trụ và ngầm tiêú bần Ironii 
đó 1 - 2  giờ. * "

Chuần bị dung dịch nước suhíurơ (xem chương 1) và đô nó vàộ 3 ống 
thủy tinh hình trụ khác nhay. J^gâm các tiêu bảh đã nhuộm trong thuốc thử 
Schiff vào các Ống này theo trình tự mỗi Ống 2 — 5 phút.

Bảng 3
Trliih tự các birórc fiổn hành đk phât hiện AĐN trong t ỉ  bào

hhàr tKuỐc thừ Schiff

Thứ
tự

1
»

2
3

A
5
6
7
8 
9

10
11
12

Í3
lề
15
16.
17
18

19
20.
21
22
23
24,

25
26 
27

Thuốc thử

Xilenparafin 1 

II
•Côn+xiJen (I phần còn 
100% + 1 phần xilen) 
Cồn 96%

Côn 45%
Nước cất 
IN HCl

nt

nt
Nước cất 
Thuốc thỏ Schiff

Nước sunfưa I
II
III

Nước vôi 
Nước cất
1% lục nhạt (VerU 
ciaire)
Nước vôi 
Cồn 90%

♦

Cồn 100%

Cồn + xilen (1 phần 
cồn ìồ(i% + 1 phàn 
xilen)
Nhựa Ihơm xilen I 

» II
Nhựa thơm

Biện phảp vởi tiêtt̂ bản

Xếp vào 
hình trụ

Ống thpy tình

Hfra bằng ống nhỏ gỉọt xễp 
vào ỗng thủy tinh hình trụ

»
/Rửa l̂ ằng ống nhỏ giọt 
Xếp vào- Ổng thủy tinh 
hinh trụ 

• »
Rửa bằng ống nhỏ giọt 
Xếp vào Ống- thủy tinh 
bìnn trụ

—nt^
—
—nt— ^
—nt—
—tìt"

-n l- 
—nt-- *

Rửa bằng ổng nhỏ giọt 
Xếp vào ổạg hình trụ 
Rửa bằng ống nhỏ giọỉ 
Xẽp vào ổng hinh trụ

-n t—
—nt—

/  . 5 -
Đặt mẫu yật yảo nhựa thom 1

Quaiusảt tiêu bản đtíớí kính hiềa vi và dòrig bút chi Ihảu vẽ té bào chỉ ra trên 
h*inh-sự định khu'*và hàm lữợng ttrơng đổi'của ADN;

Thời gỉaắ

10-15 phút 
10-15

3-5 
30* giây 

5—l ỉ  phút

3-5 -
30 giây

8 phủt
1-5  phút 
30 giây

1—3 giờ 
2 phủi 

2»5 phút
2-5 -  

15 phút 
1 - 2  “

1 - 2  —  

-5-"
3 giây 

1—2 phút 
3 giấy 

Ì —5 phút

1 phủt 
5-10 phút

Ghỉ chủ

Đặt 6ng Ihủý 
tinh hỉĩỉh trụ 
vào tủ ấtn
60®c đề thủy
phân

Rửádưởi vòi 
nớớc cjbảy
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Đê phát hiện ADN người ía sử dụng tiêu bản cố định các lát cắt dọc mô 
phân sinh rễ hành, quả đậu, và các câ3T khác. Cố định mẫu vật trong chất cố 
định Carnoy hay navaxin (xem chương Ị)v Thời gian cổ định có thề ngắn hơn. 
Sau đó mẫu vật cằn được khử nước, tầm parafin và cắt trên máy cắt lát 
(microtom) các lát cẳt hiền vi mỏng được dán lên lam kính. Trinh tự nhuộm 
các bản cắt này đề phát hiện ADN như trong bảng 3,

Thuốc thử Schiff hoàn toàn khống nhuộm tế bào chất. Bới vậy đề nhuộm 
tễ bào chất và màng lể bào, người ta sử dụng việc nhuộm bô sung bằng dung 
dịch 1% vest Claire Irong nước hay trong rượu khi đó tế bào chất bị nhuộm  
màu lục nhạt. Người ta cũng dùng cả dung dịch 1% Orange G trong nước làm  
thuốc nhuộm bồ sung, ở  trừờng hợp này,, tế bào chất có iưàu vầng da cam.

II -  PHÁT HIỆN ADN VÀ ARN TRONG TẾ BÀO 
NHỜ NHUỘM TIÊU BẢN BẰNG L ự c METIL VỚI PIRONIN

1. Mục đích. ^

— Chuần bị tiêu bản cố định nhuộm lục metil với Pironin.
— Quan sát 'tiêu bản thu được dưới kính hiễn vi và bằng bút chi Ịnàu, vê 

hình chỉ ra sự định khu của ADN và ARN trong tế bào.
■- ' 0

2. V ật iiậu vò  thiết bị.

Các lát cắt hiền vi dọc rễ hành hay các cáy khác dán lên lam kính. Kính 
h iln  vi, chi màu, ống đong, các thuổc thử cần cho việc nhuộm và dính tiêu 
bản cố định, dung dịch lục metil với pironin (dung dịch A). Buffer axetát 
pH =  4,8 (dung dịch B). Axeton, xilen.

3. Các bu-ớc t iín  hànỉt.

Phản ứng cho phép phát hiện ADN và ARN bằng cách nhuộm lục metil 
với pironin dược xác định bởi sự có mặt tròng phân fử ADN và AịBN các 
nhóm phốt phát axít (HPO4), Lục metil nhuộm các phân tử ADN thành màu 
lục, còn pironin nhuộm các phân tử ARN thành màu ơỏ. Cường độ bắt màu 
phụ thuộc vào lượng axít tìucieíc. Khi ẫy cân nhớ rằng, pironin không phải là 
thuốc thử đặc hiệu đối với ARN. Bởi vậy, cần sử dụng các tiêu bản đối chứng: 
trước khi nhuộm được xếp vào dung dịch ribonucleaza trong nước và đặt 
vào tủ ấm 37®c trong 2 — 3 giờ. Trong thời gian này sự thủy phân các 
phân tử ARN xảy. ra trong các tể bào. Cổ thề sử dụng axít Iricloaxetic 5 —10% 
thay cho riboììucleaza. Các tiêu bản đối chứng được nhuộm bẳng phương pháp 
thông thường đồng thời với các tiêu bản nghiên cửu. Nếu như các tiêu bân 
đối chứng được nhuộm bằng pyronin thành màu đỏ yếu thì tức là trong chúng 
có chứa ARN bị thủy phân dưới tác đụng của ribonucleaza.

Chuẵn bị 2 dung d ịch : dung dịch A (lục Metil với pironin) và dung dịch 
B(Buffer axetat).

Dung địch:  gồm 3 phân: 17,5ml dung dịch 5% pironin trong nước, 'lOral 
dung dịch 2% lục metil trong nước, 250 ml nước.
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Kiối thành phần được chuấn bị riêng và sau đó đô vảo binh cỏ nút nhảm và 
giữ ò  chỗ tối, lốt nhẫt là trongtủ lạnh. Dung dịph A có thề sử dụng trong vài tháng.

Sau khi chuần bị dung dịch 2% lục metil trong nước, càn tẫy sạch nó khỏi 
tạp chất tím metil bằtig cách chiết nìt với clorofooc. Đẽ làm công việc này, đồ 1 
lượng bằng nhau clorofooc vào dung dịch lục metil, lắc đều và đề lắng 1 — 2 ngày. 
Sau đó, bằng phễu chiết tách lớp mặt của dung dịch chứa lục metil khỏi lớp 
dưới chứa tạp chất tím metil. Thao tác này được lặp lại 2 — 3 lần hay nhiều hơn-

Chuần bị dung dịch B :(B uffer axetat pH 4,8).
4 - Đô l,2ml axílaxetic đá vào 1 bình định mức và bố sung nước cất cho 

đủ lOOml.
+  Đô 2,72g Na axetat (CHsCOONa.HiO) vào'bình định mức và bô sung 

nườe cất cho đủ lOOml.
Sau đó, hóa hợp cả 2 dung dịch vào 1 binh. 77ml dung dịch 1 và lOOml 

dung dịch 2. Ta sẽ thu được Buffer axetát pH 4,8. Trước khi nhuộm tiêu bản, 
các dung dịch A và B được trộn theo tỉ lệ 1 : 1.

Nhuộm các liêu bản chuằn bị từ mẫu vật đã cố định bằng lục metil với 
pironin. Đẽ làm việc này thường iấy rễ hành hay rễ các cấy khấc. Việc cố 
định mẫu vật tốt nhất, là Iheo Carnoy. Chuẫn bị các lát cắt hiên vi và dàn 
lên các lam kính theo phương pháp tế bào học thông thường. Trình tự các bước 
tiễn hành theo bảng 4 sau đây.

Uảng 4
Thứ
tự 1 Thuốc thử Biện pháp đối với liêu bản Thời gian

1 Xỉlen parafin 1 Xếp vào.ống thủy linh hình trụ 10— 15 phút
2 » II » 10-15 -
3 Côn+xilen (1 phàn cồn 100% + ■ 

+ 1 phần xílen
3 -  5 -

4 Cồn 96% Rửâ bằng ống nhỏ gìọi 30 giây
5 Xếp vào Ống thủy tinh hinh trụ 5-10 phúl
6 »45% -u 3 - 5  »
7 Nước CỐI » 3-5 »
8 - Rửa bằng ống nĥ  giọt 80 giây
9 Lục metil với pironin Xếp vào ống hỉnh trụ 20 phút

10 Nưởc cẫt I Tráng trong ống Ihủy tinh hỀnh trụ* 30 giày
11 * . II 30 -
12 Âxeton Rửa bằng ống ĩihỏ giọl
13 Axiton+xilen I (9 phần

axelon + 1 phần xilen)
30 -

14 Axclon+Xilen 11(5 phàn 
x ilen + 5  phần  axeton)

» 30 -

15 Aìeton+Xilen III (1 phần Rửa bằng ống nhỏ giọl 30 -
axeton+9 phần Xĩlen) » 30 giây

16 Xilen nhưa Ihởm I ,
17 » II , Đựa tiêu bản vào nhựa thơm —

18 Nhựa thơm Canađa Cànađa. 1 phút
19 Quan sảt tiêu bản dưới kính hiền vi vả dùng bút chì màu vỗ và chĩ ra sự định.

khu của ADN và ARN trong tẽ bào.

* Sau khi xử lí nước cẫt, tiêu bản cần được thấm khô bằng giẫy lọc. Mẫu vật 
cầa được cố định sơ bội tầm paraíin. Các lát cắt có tầm paraíin sản xuất trên Microtom 
phải được dán trên các ỉam kính.
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