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1.1. Chon d8i twong.

Viéc quan trong diu tién 1i lua chon céc co quan, cac m6 cin thidt dd
nghién citu t& bao. Vi dy mmudén nghién ctru phan bao glan phan (mltose) c6 the
sir dyng cic md phan sinh d3u ré non, cic r& chinh ctia hat ndy mim, dinh
‘sinh truédng cua cﬁy, cae 14 non 12 t6t nhit. Thudng ngudi ta hay st dung céc
mé & chép ré non d&€ nghién ciru phan bao gian phan vi & day tap trung eéc
vang t& bao phan chia rit manh, hinh dang t& bao lai dwgc dinh hwéng thich
' hop, D2 nghién cttu hinh thai va d€m s6 luong nhidm sc thd trong phin bdo
gidm nhiém (meiose) thuong dung cac té bdo me cilia tidu bao tir dwge ¢8 dinh
sau vai ngay lic méi nhi bong. O dau va cac loai cay khac thi ding ¢dc nu
hoa khangg 16n lic chira ¢6 mau dic trung. Nhi&u trudng hop ngudi ta 5&r dung

. ¢4c bao phén non. ¢ lta nuoc, nguoi ta ¢6 dinh cac bong méi nha ra khéi-

dong khoang mot phiin nam boéng, ldc nghién ciru thi sit dung cic hoa & giita
béng vi cac hoa nay c6 d¢ thanh thuc tét, s6 té bao me hat phdn dang buée
rd vido giai'doan gidm phan. O ddng vat, nguoi ta thudng sit dung cac t& bdo
bach ciu, cic té bao tdy xwong. Mot didu ddng luwu ¥ trong cic budi thuc
hianh ngin trén lé6p mudn dat k&t qua tét cin chon ddi twong dat mﬁy tidu
chuin sau: ;

— D& pha v& mang t€ bao, mang nhdn, dé dé tung nhlem sic thé ra
ngoal Ite l1am tiéu bén ép.



.« Nhim shc the cb kich thuée 16n, cac nhidm sic thd dd phan biét vé&s
nhau, Trong bé nhi€m sic thd cing c6é nhidu dang nhidm sic thé khac nhaaat
thi cang tot.

— D@ tr6ng, phd bién trong théi vu d@ tién® viéc thu lvom miu luc BB
thiét. »
1.2. Chuén bj méu ¢6 dinh

Sau khi chon dugc miu cin thiét a2 nghién citu phfn chu y dam baado
ding qui trinh chuin bi e ¢d dinh. B&i vi tinh chinh xac cda thi nghiém phhhuy
thudc r4t nhidu vao di®u ndy. Vi du d& Iam céc tiéu bin quan sat sy phan chhiia
té bao & chép ré non phdi tao di&u kién cwe thudn vé nhiét dé, ché dd nu&doc;
ché @6 anh sing cho ré cdy phat trién binh thudng. Mit khac tuy thude vadao
muc dich quan sat cta-thi nghiém ma khdng ché nhiét 46, thoi gian sinh trudnpag.
phat trién clia d6i twgng nghién ctru khi dira ¢d. dinh. 'Vi du d68i véi chop rrré

-non, mudn quan sit thoi gian bat diu nhing phan chia gian phan dau tiéen,
ngufri ta nhan thﬁy ring & ciung m@t nhiét d¢ 23 — 25°C cie phan chia nguyééén
nhiém d3u tién & hat ndy mim cl@a cac loai cay khéc nhau khﬁng nhu nhauvuu:
i crepls capillaris (L) phan chia gian phﬁn dau tién xiy ra lic ré ¢6 do dai2 --—
3mm, & vieia faba (L) 1A 12 — 17mm, & Nigelladamascena (L) 1a 2 — 4mm,, &
Triticum' aestivum 1a 8 — 10mm, & hanh tiy (Allium cepa) 6 — 12mm.

DPa 86 c4c thi nghiém thu dwge déu cho thiy s6 t€ bao phin chia vio chhc
gi¢ khéc nhau trong ngiy: eiing khong gidng nhau, Vi vy d& thu duge két quuua
cin phai luru ¥ dén chu ki phan chia gian phin d& 8 dinh miu v4t vao turnng
thoi di®m khac nhau tdy theo d6i twgng va muc dich nghién ciru.

P2 nghién ciru phan bdo gian phian va dém s6 lwgng nhidm sic the cced
thé trdng cic d&i twong dat tiéu chufin trén trong didu kién ddng rudng, ngoodai
vuadn trudng, trong chu ho#e trén chc dia petri, khay men cé 48 gidy th4nnm,
Khong ché nhiét 6 on dinh trong khodng 23 — 25°C trong tG 4m hodic dudési
4nh dén dién. Sau vai ngdy d& ré moc dai rdi cd dinh ré vao nhirng thoi diéetm
c6 46 dai r& khac nhau tdy theo u‘rng doi tegng. Vi du ¢ ddu vicia faba ththi
phén bao glén phin t8i da & cée ré non dai 1 — 1,5 em; & d4u Ha lan 1 1,55-—
2cm con ‘6 ré hanh tay 1,2 — 1,5cm va & lda nuée la: 0,8 — lem (nghién ctlirru
eua bd moén di truydn dai hoc sw pham I Ha noi).

Tru-(‘mg ‘hop hat qui-nhd nhu hanh tiy, ca chua, thudc 14.. c6 th& ceed
dmh ci hal na,y mim. Cin lwu ¥ tre6e khi ¢6 dinh cac hat 43 ndy mim cii¥iin
rira qua nuwéce lanh 48 khir d6 chua, Trong théi gian ¢6 dinh va giit miu vréil
néu thiy nuéc c8 dinh hay nwéc git ,miu vat vin duc phii thay durmg
dich ngay. :

DOi v6i cay trdng trong chdu, clin phidi dim bao do chiéu sang. do Apmm,
d6 toi x8p clia d4t, tranh 1am Anh hudng dén t6c do phat trién ctia h¢ rreé. |
Sau mo6t thgi gian nhﬁt dinh (tr mét dén hai tuﬁn), ré di moc dang kich thwodec,
b4t diu c6 dinh trong didu kién béng ram de ré khong bi héo.

Trong phong thi nghidm, muén cé dinh ré clia cac thuc vt sinh sidin
b4ng cin hanh, thin c&, hom, ngudi ta dit ching trong cat Am & nhiét 4o 256%C
hodc trong ching trong dung dich dinh du-ong nhin taoc nhu dung dich kneoop,
hay cﬂc dung dich khic.
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2 X% 1l cac d&i tvong truéc lic ¢8 dinh.

P6i v6i nhirng trudng hop khé d€m nhidm sic thé hodie nhiém sic the
‘qué dai, trudc lic ¢8 dinh phdi xit li bing nhitng thudc dﬁc hiéu nhu:
-8 — oxiquinolin, cloran hydrat, consixin, paradi clorobenzen...

8 — oxiquinolin ¢6 th® dvung @ xi 1f so bé miu nghién ctru hoic ¢6 thE
ding nhr mot thanh phin cla thude ¢ dinh. & trudng hop diu, dumg djch
8 — oxiquinolin pha véi néng 49 0,002M trong didu kién nhiét dé 60°C. Luc

“sit dung. ha thﬁp nhiét d¢ xuong 10 — 14°C. MAu vat & trong dung dich dé
khoang 3h, r6i rira sach miu bing nudc cdt va chuyén miu vio dung dich cd
dinh. Phuong phap nay st dung d& chulin bj tiéu bin tam the¢i. va c6 dinh.
Ngudi ta diung 0,58 gam 8 — oxiquinolin héa tan trong 200 ml nuéc cit fm. Xt
H so bd dung dich nay lan ting d¢ lén cla nhifm sic thé 1én 1,5 in ma
khong lam thay ddi chi®u dai nhiém sic thé, tham chi cac eo so cdp, eo
thir c4p lai con hién hinh r6 hon. Néu lam lanh mia vit & 0°C trong théi
gian 2th, rdi x& li 8 — oxiquinolin thi nhiém sic th& s& co ngin lai, rit thudn
tién cho viéc d€m cdc nhiém s#c the dai. Kagava di sit dung dung dich cloran
hydrat & néng do 0,3—1%. ngdm cic ré non vdo dung dich d6 trong khoing
th. Sau d6 rita qua nuéc may mdt gio rdi bd vao bubng dm 2 — 4h, r6i méi
cd dinh. Phu'ong phap nay ciing lam cho nhiém sic th& co ngan lai. ‘

Miy nim gin ddy trudc khi c6 dinh miw ngudi ta ding consixin & ndéng
d¢ thip 0,01 — 0,05% d& xit 1f miu vAt 1Am ngirng qué trinh phan chia, gidn
phan, ting khd ning b4t gip cac t€ bio dang bwéc vio giai doan ki giita
(metaphase). Vi du, trwée khi o8 dinh, cac ré, cdc 14 non crepis capillaris (L)
dugc ngAm trong dung dich consixin cé ndng d6 nhit dinh khoang 2h. Trén
déi trong dong vat thuong xir li conxixin cé ndng d6 0,05% d& pha hiy thoi
to vo sic, tich lily cac t€ bdo dang phan chia & giai ‘doan ki giita. Ngodi ra cé
th2 st dung paradi clorobenzen dim d¥c d& xt 1i ré. Cach lam nhur sau: liy
5 — 10 gam paradi clorobenzen tinh thé hoa tan trong 500ml nudéc cét, d¥ trong
binh @4y kin ddt vao th 4m & nhiét 44 60°C khodng 10 — 12h. Ha thdp nhigt
dd dung dich trén xudng 12 — 16°C roi x& li cdc miu vat nghlen ciru trong
khoang 2 — 3h. : :

Ciing ¢6 the st dung consixin k&t hop véi viée x& If bing hdn hop dung
dich paradi clorobenzen dim dic va 8 — oxiquinolin 0,002 M (ti 18 1: 1) d&
phan tich kidu nhin (karyotype). Hién may ¢ mot s6 phong thi nghiém clia cic
nu6c nguoi ta con nhin thiy n&u lam lanh dot'ngdt céc t€ biao nghién ciru
truée khi c6 dinh trong 24 h, & nhiét d6 1 — 2°C ciing dira d€n hiu qué lam
ngin rd rét nhidm sic the. Mot s6 truc’mg hop, d& nghién ciru hinh thai nhiém
sic thé, trude lic 8 dinh nguéi ta xb 1 mﬁu vat theo lpbt trong hai phuwong
pbap sau:
— Pua miu vat vdo dung dich cumarin 2% trong 2 h lién & nhiét 4o
12 16°C.

— Ding hdn hgp cumarin va- 8 — oxiquinolin (theo ti le 1 1) trong 2 h
nhlét dd 16°C



3. Céc logi thu8c ¢8 dinh va hiéu quéd cda ching.

C3 dinh 1a phuong phap giét chét vat séng bing cac ehdt doc mi vén gigi
nguyén cdu tric cia nd,.Vi viy ciin phai giét chét vat séng mot cach mharan
chéng d& tranh cAc bién ddi khi dinh hinh, giit duge cdu truc bén vitng, khoidn
sinh ra cdu tric gid. Trén thuc t& khdng cé chit ¢6 dinh nao 13 khéng lalar
bin ddi vAt s6ng. Vi thé ngudi ta Lhu-éng ding chét ¢ dinh kép d& m&i mm{
chidt c§ dinh git duwgc mot mit cha ciu’ tao. C.hit co dinh coé tac dung dida
khéng khi ra, lam vi&ng chic mo, déng dic nhanh cée thanh phin cha mnd
vat, tao didu kién thuan loi cho nhuém mau. Mudn c¢6 dinh dat. hiéu qud czca
mAu vat phdi twoi, chét ¢6 dinh phé’u ngdm nhanh chéng, deu din, phal L e

- dinh dwoge tirng b phin riéng biét cha t& bao.

Tuy thudc vao d6i tuong va.mue dich thi nghiém ma st dung céc loloa
thuBc ¢6 dinh khic nham. D8i voi chc thi nghiém t& bao hoc va phéi thai hdo
thudng sir dung thudc .0 dinh nhan cta Navaxin, cta Carnoy. Muén c6 ditinl
t6t cic th® hat soi va thé hat thi dung thudc ¢d dinh cia G.A.Levitskis Trowon;
thanh phin thudc c¢é dinh nhan c6 axit axetic, formalin, clorofooe, axit- foeminic
edn... VI tac dung mot-miit clia né nén théng thudng dung thude cé dinh kéép
ft khi dung thudc cd dinh don.

-
;L

3.1. Tac dyng ciia mdt s6 chat cé dinh.

a) Azit axetic: C6 the dung xAm nhip nhanh chong vio cie md, gay néér
su két tua axit nucleic. Theo G.I. Roskin va L.B. Levinson thi axit axetic gigid
tot hinh dang nhiém sfc th® nhung lai pha hiiy thé hat soi va tidu th& goénnji
Co th® dung axit axetic }A mot thanh phin, hay c6 thd dung d6c lap nhw mmdi
chi{t ¢6 dinh. Nhiéu tai liéu méi day d8u nhén th4y axit propionic lal 12 clrhél
cd khé ning ¢ dinh va nhubm mau t8t hon axit axetic.

: by Axit cromic: Axit ndy ngim vao min vat khéng manh nbhung €6 tithé
lam;dong dic protem. gur lai c4c chi tidt cfu tao cia nhan, clia té béo chhal
ciing nhu thé hat sgi, tieu tha gonji.

¢) Awit focmic : Ngim vao asi twong chém, déi khi khéng ddu, nhungg il
giy bién d3i trong k&t ¢du clia 18 bao chit va nhan, ding 4axit nady cé thé ced
dinh cac thé hat soi.

i d) Fotmalin : Nhu mot thanh ph’inncua cac chét 6 dmh nhan, né gyiir
- dwge cdu tric tinh vi clia t&§ bao chdt, thd hat spi.v.v. Nhu’ng/céx nhrggc
di¥tm in miu cacmin kém khi ¢4 .dinh ‘bing chét trén.

. Cae thube c6 dinh ddu dwgc pha trong cdn hodic trong nué¢c. Che thuide
¢8 dinh pha trong c¢on ngdm nhanh vdo cic mé va giit dwoc min vat trong &dé
tir 30 phut d&n 12 h. Céac thuéc c¢6 dinh pha trong nudc thi ngdm vao cac mmod
chim hon. Tuy thudc vao muc dich va d6i tugng nghlén ctru ma chon thuade
¢6 dinh cho thich hgp. P8i v6i rhitng nu hoa nhd ré non rit bé'thi ding thuade
6 dinh pha trong nu6e. DGi véi nhitng nu hoa to, ré 16n, mang xenlulopza
day thi dung thu6c ¢6 dinh pha trong cdn. D8i véi nhitng' d6i tuwong kho mgiﬁm
thubc (bao phén, bip non...) dé dat hitu qui cao d4u tién x& lf biing thudc ccd
dinh pha ¢6n, vai phut sau dé ¢8 dinh trong thudc pha nude.

6 - ; .



3.2. Thanh phin clia m¢t s6 chédt ¢6 dinh chu yéu:

J a) Thudec ¢ dinh Navaxin.: (1 4: 1y Puge dung d2 6 dinh céc ré non
va cac doi tu'ong nho vé phoi thai hoc' Th(‘n gian ¢6 dinh 24 h trong 18i. Thanh

phéin thudc ¢é dinh gdom : “ g © ¥
— axit cromic 1% : 10 phin
— Focmalin 16% : 4 phan

(Focmalin & thi trudong 12 40%)

~ axit axetie da H 1 phin .
'hudc ¢6 dinh duge pha ngay trude khi ding vi thude mau hdng d& phan hiy '
[hudc nay c6 tic dung giir t6t nhiém sic the.

b) Thudc c3 dinh carnoy (6: 3:1): St dung t6t cho viéc phiAn tich té

bao hoc va phoéi thai hoe. Khi chulin bi cho cac tiéu bin cit 14t ¢d dinh va tiéu
ban ép, thoi ‘gian ¢8 dinh 2 —12 h. Thanh phan thude cd dinh:

— con etilic tuyét d6i (100%) ;. 6 phin L

(hodc c6n elilic' 96 %)

~ clorofooc ; 3 phén -

— axit axetic | ;1 phén

Thude ¢4 dinh nay ngdm rdt nhanh vao hau hét cac ddi tu'orng nhung tac
dung khong mém nhu thade ¢6 dinh Navaxin. - Y

: cY Tlméc ¢6 dinh clarec (3:1): Puoge sir dung trong cac nghién ciu té
bao Hoc va phm thai hoc dé 1am céac tiéu ban ép. C6 tac dung g|6ng nhu thudc
c¢6 dinh carnoy. Miu vat dwoc ¢ dinh ti 2 —12h, d6i khi c6 the d& lau &

nhlet d9 0 — 3°C. Thanh phan thudc ¢6 dinh gom : § .
~—-cdn etilic tuyét ddi _ : 3 phidn ' ok
(hay cdn elilic 96%) s '
— axit axetic da ' : - 1 phin

‘Trong thudc carnoy va clarec c6 th thay axit axetic bing propionic. Duéi day
12 mot s6 thude ¢d dinh theo kidu d6 cho 'ddi tugng thuc vat:

+ axil propionic e L »+ 1 phén
cOn etilic 95% . ;3 phan

+ axit propionic : 1 phan.
clorofooc ‘_ : . : 4 phin
con etilic tuyél d6i - ' : 3 phin’

+ Focmalin - ¢ 1 phiin
con etilic 95% _ : 15 phin .
Axit propionic + 2 phén

+ Axit propionic : 100ml
con etilic 95% ' : 100mil

* sit hidroxit : 0,4g

& truong hop 2 va 3 ctr 10ml hén hop trén thém vao vai giot cacmin trudc
khi cho miu vit vio thude c¢8 dinh. Thudc c6 dinh 3 c6 tac dung trong 1 — 2h
va dugce ding cho ci d6i tu'orng dong vit va thye vat, g ;



d) Thuéxc cd dinh Fleming (dung cho do: tegng nh6)

Axit eromic 1% i . " . .+ 25ml
Axit osmic 2% ' s e : 5ml
Axit axetic da .. e - «: 10ml
nudc cit ; : : 60ml

- * MAu vat duac ¢6 dinHl trong dé 2°4h r61 rita sach trong nu'or; cﬁt sau d&
dem nhudm.
e) Thudc cb dinh Batiaglia Puogc dung trong nghién céu t& bao hoc.
chia thanh 2 loai:
Logi 1: (5:1:121):

Con etilic 96 % *: 5 phén
Clorofooc _ | " : 1 phin
Focmalin 40% (thi trudng) : 1 phin
 axit axetic d& _ - : 1 phin

Logi 2: (5:5:1:1):

. COn etilic 96%. ‘ : > 5 phin
Clorofooc ° : 5 phin
Focmalin 40% (thi trudng) : 1 phin -
Axit axetlc da : 1 phin

Thei gian c6 dlnh trong hai loai thudc trén’ 12 5 phut

f) Thuéc-cé dinh Njucome (6:3:1:1:1): Di dwgc st dung trong vai
nidm gin day d& nghién ciru phéan bao gidm nhilm & cc ciy ngit cdc khi lam
tiéu ban ép. C8 dinh chc bﬁug non, ré non Lrong 24h, & nhiét d§ phong, sau
d6 thay thud® méi va cit giit trong td lanh cho dén khi dung. Céc. bao phim
clha cac ciy ngii c6c san khi ¢d dinh duge nhudm biing axeto cacmin. Ngoai
viée chuyén #diing d& ¢ dinh.cac bao phin thubc c¢8 dinh trén ciing cé thd

dung d& c8 dinh cée r& con. Thanh phin thube ¢4 dinh gdm: .
Con izo propiolic : 6 phin
Axit promionic ‘ ¢ 3 phan
Dioxan : 1 phin
Ete petrol ' ' : *1 phiin
Axelon | : - : 1 phan
: ' ; ' -
4. C§ dinh méu vt : .

Truée khi ¢6 dinh cin chu ¥ den mot s& nguyén téc chung, boi vi két
qua t6t hay xfu la do viadc thyc hién cic nguyén tic nay:
k + Chon thude ¢6 dinh phai pha hop véi muc dick nghién cira,
.+ Lwong dung dich ¢6 dinh phéi nhiéu hon legng miu tir 50 — 100 1in
+ MAu vat ¢ dinh (ré non, bup hoa) phii twoi. Mudn vy phéi c6 dmh
miu ngay chd gieo trdng d& tranh ré non 14 ra niing. »
: + P6i véi che miu vat 16n thi trude khi ¢ dinh phdi cit ra tirng phin,
logi bd nhu:ng bd phan khong cin thiét (14, 14 dai, rau, gai v.v.. ) lam &nh
huong.dén sy thim thudc vao miu vat nhanh chéng.

8
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+ C6 dinh vao thoi diém nao trong ngay li ciin ¢t vao tirng trudng

_hgp ey thd. PFi véi ré non thi c¢d dinh vao nhirng gid c6 phin bao gidn phin

t5i da. Théi gian ¢ dinh c6n phy thide vio nhidt d¢ mé6i trirong trong ngay.

Sau khi thge, hién diy di cac nguyén tic trén chuyén sang ¢§ dinh méu bing
vide thuc hlen cac ndi dung cdng viée sau:

+@®8& dim blo cho cac t& 'bao phin chia binh thudng cén phai {uéi
scho ciy trdng trong céc chiu ! — 2h truéc khi ¢6 dinh va @it chiu vao ohd
&m, nhig¢t @6 khong khi vao kholng 23 — 25°C. Néu gieo hat trén dia petri thi
dyéi déy die cAn phidi dé gify thdm cho hoi nuwée bio hoa & nhlet dd 24 —'25°C
trong t #m 1 — 2h, truéc lic ¢é dinh. .

+ Phéi ehulin bi sin cac dng nghlem c6 nit bic vA c6 nhin bing gidy
as c6 dinh va ghl ki hi¢u miuw vat. C& dng*nghiém Ifn hay bé phu thudc vio
luong mﬁu cin cé dinh. Trén cac nhan cin ghi r6 s8 ki hiéu miu, ngay, gio
c6 dinh.

+ Trong s ghi chép v& cic miu cd dinh phii in khép véi ddi tuong
va cong thire nghién ciru c6, ghi trén cac chiu, céc 16 & ddng rudng, hodc trén
cédc dia petri. Ngoai ra trong s8 cin ghi rd muc dich, phuong phap c¢d dinh véc
nhitng tai lidu cin thiét d& x& li cdc két qua thu duoe.

+ Cac ong nghiém sach di dugc chuln bi ¢6 nhin phai dit dung theo
cdng thirc nghién ctru d& tranh nhim lin.

+ Chu#n bj thudc c6 dinh: hdn horp navaxin hoﬁc carnoy la 2 chéit c6
dinh hay dung nhat. Vi du khi ¢d dmh miu vt trong dung dich navaxin cin
tién hanh miy buéc sau: . o

' — Pha axit cromic 1%: 14y 1 gam anhidrit cromic h6a tan trong nudc
cit va cudi cung bd sung nudc cit dén 100ml, :

— Pha dung dich focmalin 16% : 14y 16ml Focmalin thi trudng (40%) 48.
* thém nude cit dé€n:40ml,

— Luc st duhg trén iO phin axil ecromic 1% véi 4 phin focmalin 16 %
va 1 phin axt axetic, da.

— P8 7 — 10nil dung dich irén (c6 thd nhléu hon tiy thudc vao lugng
min c¢6 dinh) vao 6ng nghiém s& dung miu vit cé dinh. Sau d6 dwa miu vit
vdo thudc ¢8 dinh rdi nhanh chéng dem miu vit dang c8 dinh vao chd L6i
tranh s phan hay thude ¢ dinh ngoai anh sang. Cac thudc pha trong cdn co
thd chuin bi trwdc mot vai gio, lic chrra ding bio quin trong ti lanh (4°C).

— Néuw céy irdbng trong chiu ta 14t chiu lai, nhanh chéng -ding kéo cit
14y ré npn va rira sach bing nwéc lanh (nuwéc d3 duwge 1am lanh trong ti lanh
vai gio) réi chuyén ngay vao dung dich 8 dinh, khufy ré trong dung dich co
dinh biing dfia thiy tinh hay l&c nhe. Theo Lacur, khi d& c& dinh dd s8 rd, a3
lo dung miu vat dudi phéu clla bom chin khéng 2 — 3 phtit nhim kh& sach
bot khi 1am gidm bét kha ning ngém cua thubc c¢6 dinh. |

Can lru y sau khi.c8 dinh xong, mAu vat phdi dwoc rita va lam mit
nude. Vi dl_l khi dt‘lng thude ¢6 dinh carnoy, Navaxin qua tung thoi gian nhdt
dinh phdi rira sach miu vat. Dung.thuéc ¢é dinh pha trong nuée va trong con
khéc nhau thi viéc rira cing khong giéng nhau. Sau khi ¢6 dinh bing thuée
pha nude thi rita miu vat duéi voi niddc chiy 1 — 3h cho sach vét cha thudc

9



Céc diu ré co dmh bang hon hgp Navaxin thi sau khi 43 rira phii cé mém
xanh. Khong nén rita miu vat d3 c6 dmh lau trong nuwéc. Vilam nhv vay khid
nhudm tiéu ban nhidm sic thd s& &n mau kém, cic mép xung quanh ré s& bi
fua ra. Rira trong nuéc xong lai ti€p tuc 1am mét neée miu vat dip dan bingg
cach cho vao cdn etliic. P& mau vat khong b; qUan lai ph3i lam mAt nwde tir tur:,
L4y miu vit dd rira qua nuéde cho vao 1o con 20% trong 30 phit réi chuyém
chung Iin lirgt qua cdn 40%, 609%, 80%. Mbi lin chuyén miuw vat duge git laii
& mbdi ndng do cdn trén 30 phut. Sau dé git miu vit trong cdn 80% trong ca&._
chai mau niu cé nat nhim hodc bing bin c6 gin chit parafine bdo quin. &7
di€u kién lanh/ .

Sau khi ¢ dinh béng thude pha con_thi rita méu vat 3 Iin, mdi lig 1 —-
2h trong cbn 80% cho dén lic sach mai - -axit axetic. Muén thé can phéi chudm
bi ba lo cdn ¢6 cing mdt ndng 46, roi. nhanh chéng dua miu vat da ¢6 dinh
vao ting lo cdn k& trén, mbi lo 42 min “at trong d6 1 — 2h. Mau ‘,Vfg\ll da ria
sach axit axetic c6 the cit giit trong cbn 70 % hoiic 80%.

Ci‘lng c6 thé 1am mit nuéc nhanh trong cphn 96/ néu sau d6 miu vatt
lai duge xir li ti€p tuc ngay. De khit sach nude -khéi miu vat da ¢d dinh man
mau vat da Gt trong con 80 %, ngwoi ta chi viée chuyén chiing 4 lin nira vao cdm
(hai 13n trong cdn 969% va 2 lin trong c¢dn 100%) mbi lin chuyén khodng 1h..

L] . ¢ - - -

5. Cac buée chb’én’lﬂ va jam tigu ban cat lat, "
5.1.. Tim méu vat hﬁng chat léng trung gian va parafin:

Mu6n cbd chc lat cit m6ng vai micrén trén may cit 14t nhdt thi€t phaii.
cho miu vat vao parafin, Diy 12 mdt hoén hgp hidrocacbon cé nhiét dd néng’ -
chdy khac nhau..DP8i v&i nghién ciru t& bao hoc thi t&t nhit dung parafin cé)
“4¢ néng.chiy 52 — 54°C. Parafin khong hoa tan trong cdn nhung dé¢ tan-trong:
clorofooc, xilen, benzen, toluen. Parafin dung trong nghién ciru t& bao hoc phii!
1a loai parafin trong, khéng c6 bot, khong chira chét bin va cAc tap chét khac.
Bédi vay, ¢in loc lai parafin néu chua dat yéu ciu. Thueng trude khi dung ta
cho parafin ddng nhit néng chdy lai'trong td 4m 54 — 60°C mot vai ngdy 48 '
bay hoi hét nhitng tap chit. Néu parafin bj bdn cin Ioc qua gidy loc & trong
td &4m. DPdi v6i vat liéu gidon cin dung loai paraf‘m dic biét cho thém vao
parafin thuwdng 5% stearin ngoai sap ong. Pic miu vat bing parafin chi tét
khi @3 kh& nuéc cldn than. Cho mAu vat di c6 dinh trong cbn 96% ewa 1009
vao chdt 1ong trung gian (chét hoa.tan parafin). Sau 46 thay chéit hoa tan nay
bing parafin. Duéi day 1a-mot s6 chdt 1dng trung gian hda tan parafin thuong

dung va tinh chdt co bin cha ching. - .
Tén chit Hoa tan parafin| Nhiét d¢ néng |, Tinh hoa tanl,
hoa tan & 1° 50°C.(%) [ chiy (0°C) trong, £dn
Xilen 20,8 140 .1 rft @@
Benzen 21,5 - . 80 rat dé
- Toluen = 25,0" | ‘111 kho hoa tan
Clorofooc 25,0 A 61 rit dé
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Chit hoa tan t6t nhit d6i véi parafin trong ttudng hop méu vat nhd (ré
con, ny hoa) 1i clorofooc, trong tru¢ng hop mau vit 16n 1a benzen, xilen.

, MAu vit 43 khi nuwdc & trong cdn khéng nén chuy@n ngay véo parafin
ma phai chuyén qua ciac hdn hop cdn tuyét ddi va clorofooc coé nbng d¢ ting
dan tir 25 dén 100%.

~ Con 100% + clorofooc (3: 1) = trong 1h
Con 100% + clorofooc(l:1) = trong 1h
Cdn 100% + clorofooc (1: 3) = trong 1h U
clorofooc I = trong 1h
clorofooc II = trong 1h

Chuyen miu vit tir clorofoecll vao parafin nhu sau: Chuyén ré eon hoic
nu hoa vén cA nhin ghi vdo ¢hén st nhd ciung véi clorofooc sao eho miu vit
nam duéi clorofooe khoang 3—4cm. R6t parafin da néng chiay vao chén do6 va
d& vao th 4m & nhiét do On dinh 56 — 57°C. Gilt miu vat trong 46 khoang vai
ngdy dém. Trong thoi gian nay elorofooe bdc hoi con miu vat thi dwge vui
vao parafin. X4c dinh™sir'b6c hoi hoan toan' cfia clorofooc 13- khi di hj.t mui
va parafin trong chén ¢6 vi ngot. €in ¢6 bd phan diéu nhiét t6t va c6'th hat
khi hay bom hat khi doc d& tranh 6 nhiém moi truong béi hoi clorofooc.

Khi miu vat d3 thim parafin d8 thém ‘mot it parafin tinh khi&t da néng
chiy va tifp tuc d& trong td 4m -mot thoi gian nita, sau dé dd vao cac hop
bing gidy hay chén s& d2 parafin déng lai & nhiét 46 phong. Thir tu cac cong
viéc nhu sau:

— Chuin bj truéc nhitng hop bing gidy loai t6t va day.

. — Dung pince gip cac nhan ra ngoai sau- d6 46 miu vat va parafm
vao hop.

— Duing pince da ho néng xep @it lai ddu ré con.ho#c nu hoa vio day
hdp cho, ugay ngin theo yéu ciu cta thi nghiém.
— Nhe nhang gip céc nhin di viét 1én mit parafin dang ngudi din.

== D& cac hopgidy (44 d8 parafin) vao chiau nuédc lanh. Parafin c6 chira
miu vat khi 14y ra khéi hop gidy s& c6 hinh kh6i chit nhitslrong sudt c6 th&
nhin thiy miu vat. Miu vat dic trong parafin nhu vy c6 thd giir dvoc rit law

‘

5.2. Diac khdi parafin:
) C6 hai phu-o'ng phéap dac khéi parafm

+ Dung ludi dao cao cdt khéi parafin th&nh tirng c;uc nh6 dang khéi
bén canh ¢é miu vat & giira va gén 1&n mot d& gd c6 kich thuée 1,5 X 2 X 2,5em.
Trong cic khéi ndy mau vat phai dugc dinh hu'éng nhdt dinh va chung quanh

phii cé parafin day 1~ 2mm. "

+ Dung «phu'ong phép chon vii» eda X.G.Navaxin: Phudng phép nay
c6 kél qua khi dac ré con va hoa nhd, tién hanh qua miy budc sau:

— L4y nhitng thdi parafih di dwgc chuin bi tir trudc ¢é hinh que nhd,
dai ho trén ngon lira dén cdn cho néng chay rdi nhd gigl parafin 16ng lén
mijt d& gd ciing dd dwge ho nong trude.’
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— Khi nhd parafin phii nhd vao chinh gitta mit d& gd, lam sao cho
duéng kinh cha giot parafin trén dé g6 12 16n nhét. Tiép tuc nho parafin cho
dé&€n khi khéi parafin c6 chidu cao tit 3—4mm.

— Dung pince ldy miu vit da dirge tdm parafin (miu vl cing parafm
dd dwgc ho néng tir trudc trong dia ddng hd), dit vao giita khdi parafin 16ng
trén gia gd, nhd thém it giot parafin 10ng nira cho kin mAu vit, d& ngudi ta
sé& dugc khdi parafin sau ndy dwa vac may citlat. |

Chu y: viéc dit miu vat vdo gilta khdi parafin phdi l1Am that nhanh 4%
tranh parafin dOng d4c lai. Khi dit xong phii diing pince ho néng stra lai mau
vit cho ngay ngén theo yeu ciu thi nghiém. Xung quanh mau vit, parafin
phii 1dng (d2 gén chit miu vat vao parafin), trong sudt va ddng nhdt, C6 nhw
vay khi cit méi khong bi vo. Khéi parafin vira nhé giot xong dwge ngim vao
‘chiu -nudc lanh, sau khi nguéi hin dung dao trich hay lu&i dao bao got xung
quanh chi chira lai khéi parafin chira mau vat trong dang khGi chit nhat hay
khéi hinh thang cin. .

'Ifh& da cit got xong c6 th3 dua lén méy cat 14t.

kS

5.3. C&t miau vat trén may cét lat: '

" May cit lat'cé 2 loai: kxeu ban trugt va ki€u.quay tay. Phb bién. nhﬁt
12 mAy cit kidu ban truot. Ngoél hai loai may trén hién nay cén c6 may cit
- 14t d6ng lanh. Sau ddy xin gi6i thiéu thi tir edc budce ti€n hanh khi 1am viée
véi may cit tat kidu ban truot.

— Lau sach bui va phoi parafin trén may cit 1at, bdi vazolin vao ho
pban chuy&n déng cho tron. Dit dén vao budng cé may cat Jat d& ho néng
ludi dao va khdi parafin trong mua lanh.

— Ludi dao di mai sic kidu mit bing. M3t 16m d3 thanh mot gbc nghiéng
nhét dinh sao cho mép dao song-song v6i mil khéi parafin va thing géc voi
huéng chuy®n dong. Trong khi cil phai lau sach ludi dao b3ng gié tAm xilen.

— Kep chiit gia g3 c6 parafin vao ban kep miu vat d¥ c¢6 thd &4t duqc
Iit c&t ngang hogc lat doc. Cdn than ti€p c4n mép ludi dao véi mit trén cua
khdi parafin. ‘

— Ding 6ce vx cdp x4c dinh d6 déy cua 14t cit tuy theo’ ddi tu-ong va
" dmuye dich nghién ciru.

= BAt diu cit khéi parafm ning gid kep miu vat' & mit trrée dao lén

.. bﬁng chi®y dai 14t cit. Sau dé kéo ban’ trugt voi cd ludi dao vd phia minh'ta

cit duwgc mot 16p ding theo y2u cBu. Cir nhuw th& cit tiép cic lat cit cop lai,

Trong qua (rinh cit, nét ludi dao kéu ching td goc nghiéng cua!dap chua dat

yéu c?&u cin phai di&u chinh lai.

_ LAy cac 14t cit Khdi dao biing chdi-long mEm va dit 1én day mﬁt den
clia h6p dai nhung khong siu. Ch'll ¥ dit nhin vdo ko lin. Sau dé dan

céc tiéu ban lén lam kinh. Sau khi sit dung cin lau sach may cit lat va bao

quan dao cit. ‘

5.4. Nbitng thi€u sét khi lam lat eét:
- — LAt cit bi v& vd gin vao ludi dao, didu nay do 2 nguyén nhan: nhiét
do trong budng cit qua cao; duc miu vit bing parafin qua mé&m. Pidu doé co
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th¢ khic phuc biing cach di8u chinh lai nhiét 46 phoéng, dic 'miu vat lai bing
parafin cirng hon. -

— Lat cét vun do 2 nguyén nhén: Nhlét a6 trong budng cit qua thip,
parafin qna cirng, dong lanh trong thoi gian ddc khoi chim.

— Lat cét xép thanh dii doc theo ludi dao do nguvén nhan ledi dao
bi mé.

_ — Céac 14§ cat lat khoi lu'i’n dao x&p nguoc lai, do mit duédi ludi dao bin.

— B#ing parafin bi udn cong lai, do mép trwdéec va mép sau cha khéi
parafin khong sofig song véi mép cit cla dao.

— May cét 14t cit s6t, hodc lat cit c6 o déy khdong déu nhau Do dao
cit diit qua thodi, cAn phai sira lai d6 nghiéng cha dao.

— Cac lat cit bi luwgn s6ng. Do khdi die khong t6t. Cin pbai dic lai
khdi parafin.

— Khi cét trén may cét 14t miu vat bi roi khoi khéi cé th’é do mét trong
3 nguyén nhan sau:

MZu vit ngdm parafin kém,

Lic d& th 4m miu vit ngim parafin hoi m&m hon parafin ding dé duc
khdi hodic ludi dao cét bi cun.

s

5.5. Dan cac lat ecdt ¢é parafin:

Sau khi chun bi t8t cac lam kinh ta tién hanh dan cac 14l cil. Co thd
dan eac lat cét bing nhiéu ppuong phap:

a) Ditng nudce cdt binh thuong, cng cho két qua tét, nhu'ng lam kinh phai
sach tuyét d6i. Nhé lén lam kinh vai giot nuéc, dung dao mo cét bing parafin
thanh tirng doan rdi chnyén cac doan cit 1én lam kinh, 48 mit sing cia lat cit
ti€p xiic tryge tiép v6i nwde. Sau d6 chuyen lam kinh d8 tiéu bdn lén ban kinh
loai chuyén dung ho néng tiéu ban bing dién, hay bing dén coén cac lat ekt
parafin s& phing lai. Néu khong c6 bin ho néng c6 thd ding lwéi amian dét
néng. Khi ho néng chi y khong d& parafin chay 1dng trén mit nuéc va didu
clinh sao cho lat cit nim gli‘ra lam kinh san d6 dung gidy loc hiat hét nué6e
thira, ding dao md va pince sira lai céc lat cit cho ndm s&t nhau ngay ngin
rdi tiép tuc hat khé nuéc.

- Déanh ddu va dit cac tiéu ban da hat khé nuée vao 1 hép glﬁy cl.’rng r8i
dit hop vao th 4m 40°C. Cin chu y rﬁng néu chi d& cic tiéu ban & didu kién
nhiét d6 phong thi sau d6 nhirng 14t cét s& bi roi khdi kinh,

b) Phuong phdp dung long tréng tricng (anbumin) ;

—~ -+ Chuln bj 1ong tring triang: cho thém vao long tring tritng mot lwgng
glixerin bing lwgng long tring trirng, sau d6 lic d8u va loc hén hgp. Thém
vao hdn hop trén cic tinh thé timol holic phenol d& chéng méc. '

+ DAan cic lat cit bing anbumin cé 2 cich: dan kho va dan uwét. Lac
dan kho thi nhd mot giot hdn hop anbumin — glixerin 1én lam kinh rdi ding
diu ngon tay hodc dung khin vdi mém dan d&u thanh mét lé6p mdng. Ding choi
_ 10ng dua cac lat cit 1én lam kinh. Sau 6 ho néng lam kinh da c6 chc lat cét

vh tiép lye xr 1f cac giai doan con lai. .
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Apati cé d& nghi hoa hdn hq'p anbumim — glixerin vdo nuédc cdt (1 giot
hdn hgp véi 4ml nuée cdt). Ding 6ng nhé giot dwa hdn hgp 44 pha nuéde trén
18n lam kinh va &4t cac 14t cit 1én. Sau d6 lam thing cac lat cit trén ban lam
néng, thim nuée thra va dwa sy kho & nhiét @9 40°C trong t& 5m. bo 1a
dén udt. . .

5. 6. Khl’r parafin va nhu‘pm cac 14t cit:
" a) Khir parafin: Sau khi dan céc 14t ct 1én lam kinh ta Rhir bd parafin

theo cée budc sau: . o

— Dung xilen diy parafin ra khoi cac lat cit.

— Cho vao cdn 98 % d2 tAy sach xilen,

— Rira-cée lat céit trong nu6c a2 tdy cdn.

— Rira thém d& tiy sach parafin.

~ Nhuém mau va ria tiéu bén.

— Lam phan héa mfu va rira.

— Khir nuée cho cac 14t cat bing cdn 96% va 100%.

-~ Thay c6n bing xilen.

by Cdéc phuong phdp nhudm tiéu bdn:

+ Nhuom bdng tim genzian (theo Newton). Phurong phap nhudm tiéu
ban bing tim genxian 12 mét phuong phip nhu¢m nhanh, thwong dirge ap
dung trong céc nghién ciru t§ bao hoc, ph@ thai hoc va di truygn hoc. Bing
phuweng pbap nay,-nhidm sfic th8 duwge nhuém an tim, con cic thanh phin
khac hilu nhu trong sudt. Trinh ty cong viéc dwge ti€n hinh nhu sau:

- \Ihung lam kinh cé céc 14t cit vao xilen I 10 - 30 phit, sau d6 chuy®n.
sang xilen II trong 5 — 6 phiit,

- Dung cdn 96 ¥ ria tidu bin bing 6ng nh6 giot, sau d6 dura ngim tiéu
ban irong cdn 96% 10.— 15 phiit.

— Rita tiéu bén biing nude cdt 3 ~ 5 phiit.

— ‘Nhiing lam kinh c6 chc lat ct vao dung dich tim genxian 1% (1 ga;n
tim genxian nguyén chét pha trong 100ml nuéc cht) trong 5 — 15 phut tay theo
© d6i twong.

— Rira lai lam kinln c6 tiéu ban tropg nuédce cht khoéng 3 — 5 gidy.

— Nhing lam kinh c¢6 tiéu bin vao dung dich gbm 1 gam it va 1 gam
kali i6dua trong 100ml cbn 80 % (néu khbng c6 cbn dung nude cit) trong thm

gian 30 phit. _

' - Rita lam kinh ¢6 tiéu bin biing cBn 96% ~a d& trong cdn 96% khoéng
2 — 3 giay.

— RKia lam kinh c6 tién ban bing co6n 100%, r3i d& trong con 100% -
khoang 2 — 3 gidy. N&u tiéu bin nhidu nu6c thi c6 thé d& lau hon.

~— Tién hanh phan héa bing diu cim chuéng hojc néu khong cé diu
cim chudng thi thay bing cachonxilon (Héa 70 < 80 ml xilen v&i 20 —25.ml
phenol d3 néng chiy. Lam néng phenol trong binh edu trén b&p dun cach thiy.
Ciing c6 th phin hoa trong hén hop diu cAm chuéng va xilen theo ti 1¢ 1: 1),
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"~ Nhiing lam kinh c6 tiéu bén vao xilen III khoAng 3 — 5 gidy rdi cho
vio xilen IV khoang 3 phut.

Phuong phap vira néu trén rit thich hgp cho viéc dém cac nhlém séc
- thé déu x€p chdng 1én nhau.

+ Nhu¢m tiéu bdn.bing Axelo cacmin: (theo N.V.Favorski). Cé 2 phuong
phap chinh: _ i

Phuong phcgp 1: qua may budc siu:

— Nho 1 — 2 gigt axeto cacmin 3% 1én tiéu ban cét lat da khi parafin -
bing xilen va ria sach bﬁng nude cdt trong 3 — 5 phut, két hop véi viée ho
nhe trén ngon Ifra dén con vai lin,

— Rita tiéu bin da nhudém béng nuée dé loai bd axelo cacmin cbn thira,
r6i phan hoa trong dung dich amiac thi truong 0,5% dwoi Kinh hién vi.

— Rta lai tiéu ban trong nuée cdt 5 phut rdi khir nude trong cdn 90%
va 100%. '

— Chuyén tiéu ban qua xilen rbl dan bing keo canada.
Phuong phdp 2: qua miy buréc sau: ,
— Céac lat cét sau khi da khi parafin biing xilen va rira sach bing nuédc
cdt nhu phwong phip trén, dua nhud¢m bing axeto cacmin 5 phut.

' — Rira mfu vat da nhudm bing nwéc cét, réi chuyén vao dung dich
phén sit — amoni 3 — 5% va ho néng irén hgon Ira dén cdn cho dén lic
bdc hoi .

— Chuyén miu vat rira lai trong nudc cit, r61 khu nu:érc irong cdn 90/
vé 1009’ _ v

- Chuyen tiéu ban vao xilen. \

Nhi&m sic thd nhudm theo phuong phap niy thi cé mau den.

Ngoai cac phuong phap néu trén ngudi ta con ding nhi®u phuong phép
- khae dqnghlen ctru hinh thai va dé&m s6 lugng nhiém sic thé nhu phuong.
. phap cta-1.A. Ellengorm (1947) c6 thé thdy dwoge sy khac biét v& mau siec cia . .
nhiém sic the & cac dang b8 ‘me. Phuong phép ndy chuyén ding d2 nghién
ciru bd nhidn sic thd cha cac ciy lai xa. Cac miu vat dwoc ¢ dinh bing thude
carnoy, tiy bing phén sit—amoni vd nhuém biing hematoxilin. Sau khi dd ,
phan hoéa tiéu ban mau sic nhiém sie thé clia bd m%tl ong cac cay lai khée
nhau. Vi du nhu trong trudng hop chy lai tao ra khi lai giita mach den véi ¢d
bing thi nhim sfic thd mach den trong cay lai & dang don tri ¢6 mau den, con
nhi®m sic thé.cha'cod bing thi lai c6 mau xam. Cac lat cit trén ciing c6 the
stt dung d2& nghién ciru axit nucleic s& dwgce dé cap tai trong chuong 2.

5.7. Dan tiéu bén.

: — Dung pmce dua céc tidu ban ra khéi xilen, lau sach mit duoi va @it
lam kinh lén chd béing phing ¢6 16t gidy tring.

— Nh& 1én cée Jat cét mot giot keo canada va 1 giot xnlen tinh'khiét.

— Pbaiy la men (chu y tranh- bot khl) dung gidy thdm hat hét xilen va
keo canada con thira.

~ Sdy kho tiéu ban trong vai ngay. Lau sach lai tiéu ban va ghi nhan
tdi dua vao hdo quan ché kho rao.
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6. Nhirng nguyén téc va phvong phap chodn bj tieu bén ép:

6.1. C6 dinh, cat git vi lam min tiéu ban,

Hién nay cac tiéu ban ép rit duge thbng dung trong nghién ciru hién vi .
vi tranh dwgc nhi&u giai doan'phic tap cla phuong phap cit lat. Cac tiéu ban
ép dugce sir dung d& nghién ctru phén bio gian phén, gtim phén cdu tao va hinh
thai nhidm skc th® trén d0i tugng thuc vat va dgng vat.

Thudc 8 dinh duge ding phd bién nhit d% chuln b1 tidu bin ép la
carnoy, c¢dn etilic, Njucome, v.v.. P6i v6i trudng hop nhiém sic thd qua dai
thi ding phuong phéap ‘d%c hi¢u @& xi lf 1Am cho nhiém sic thE co ngin lai. Vi
du da phan tich nhiém sic thé cay trepis capillaris thi trude khi 6 dinh phai
xtt li ré cen trong dung dich consixin véi ndng d9 0,01 — 0,05% trong khéang
2h. Trong nhiu trudong hop x& 1i consixin ¢dn duge bd sung bing viée xit li
hén hop dung dich d4m dic paradiclorobenzen va 8 — oxiquinelin 0;002M
(1:1) trong 2h. Hai dung dich ndy dugc pha trong ti §m & nhiét @9 60°C. Ngoai-
viée xr li che chit trén hién, nay nguoj ta con ding dung dich monobrom
naptahn bdo hoa trong nuéde dé xtt 1i céc ré non. Miu vit dugce ¢d dinh trong
cic dung dich trén dwgc chuydn giit trong cdn 70% hoiic 80% & didu kién
lanh (4°C).

Céac phuong phap lam min eic md cé y nghia rit 1on khx chuan bi cac
ti¢u ban ép. b2 lam. min ngudi ta thuedng ding axit axetic 45%, axit propionic
40 —45%, cloranhidrat, axit clohidric IN, cdc enzim (nhu xitaza), v.v.. Rozen
da dung phuong phip sau 48 1am min &3i tevong, Chudn bi hdn hop axit clohi-
dric'dgm dic va cbn etilic 95% theo caec til1é: 1:4, 1:2, 121 tay theo d6i
' tuqrig.-Béi voi d6i twong m&m dé 1am min thi dung ti té 1: 4. LAm lanh Pchét
lam miin dén 10—15°C rdi bd a6i tugng nghién eiru vio trong d6 khoang 5—20
phit, sau d6 rira miu vat qua nuwée lanh 30 phit—2h rdi chuyén ddi tuonglén
kinh d¥ tiéu. ban, nhd 1 giot nigrozin 4% & nhigt do 18—20°C trong 2— .3 phut.
Sau khi ]Jam mdn, cic tiéu bin duge nhudém bing cac thubc nhudm théng .
thrdng rihur axetocacmin 3~5%, axetocxeein, axeto lacmoit, thu6c thiz chiff, v.v...

6.2. Nhuom céic tidu bin bidng axeto cacmin, axeto ocxein, axeto-lacmoit,
xanh metilen, Giemsa.

Céc thudc nhudm .. .o-khdng phai c6 sdn ma tredé khi dung ta phél lién
hanh pha ché theo mét qui trinh nhit dinh. - g

a) Pha dung dich axeto cacmin: Phuong phap ph& bién nhét 1a'lﬁy 1gam
(d0i khi 2 gam ho#c hon nita tiy nhu ciu thi nghiém) cacmin hoa vao 45ml
axit axetic d4 va 55ml nuéc cit. TAt ed cho vao binh ciu cé thiét bi lam ngudi.
Binh ciu dugc dit trén bép dun cich thiy trong 30 — 60 phit. Trong trudng
- hop khong c6 thi&t bi lamengudi thi ddt mét Sng théng lén binh ciu qua moét
16 nho trén nat, Pun xong d& ngudi va loc trén pheu gidy loc. Dung dich dugc
loc xong 40 sang chai niu d4y nut nham cho vao-td lanh, Cin eacmin “¢on thira
lai trén gify loc c6 the st dung lai duge. Cé nhigu trudng hgp thudc nhudm
cacmin duge chuln bj trong codn etilic ¢6 théem HCl nhu sau: Liy 4 gam cac-
min hoa vao 15ml nuée néng cho thém 1m! HCL P& ngudi rdi d6 vao 95ml
cdn 85% va loc (phirong phip V. Sno 1963). e
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b) Pha dung djch axelo ocxein: Héa mét gam ocsein vao 45ml axit axetic
ong, r6i 1am lanh. Sau d6 cho thém 55ml nwéc cdt. Lic nhe, loc va bio quin
trong lo niu c6 nat nham.

¢) Pha axeto ladmoit : Can 2 gam lacmoit hoa vao 100ml axit axelic 40%
dem dun sbi 2 gié trong binh clu c6 thiét bi ngung lanh. Sau khi bde hoi cho
thém axit axetic cho dén khéi lugng ban diu roi loc va bao quén trong lo niu
c6 nut nham.

d) Pha xanh metilen: 1.8y 100 — 500mg xanh melilen héa vao 100ml
nudc cit.

Cin lru y 1A khi dung cac loai thudc nhu¢m trén thi miu vat dege c6
dinh trong c¢6n axetic theo ti 1& 3:1.

e) Phurong phap chudn bi tiéu bdn ép : C6 thd thuce hién qui trinh lam tiéu
ban qua miy ndi dung codng viéc sau:

— C8 dinh-mau vat trong cdn axetic vai gio. ,

— Rira miu vt trong con 70% hodc 80% cho dén luc hét mui axlt axetic.

— C4t git miu vat trong ¢bn 709 (neu chrra dung hét).

— Rita miu vit trong nuéc.

— Lam min miu vit trong HCl IN & nhiét do 60°C véli giay hod#c vai
phut tiy theo déi tirgng nghién ciru.

— Rita miu vat lai trong nude dé loai trir HCI con thira va céc cin bin.

— Nhuém tiéu ban trong céc thudc nhudém trén khoang 3 — 5 phit. Cé
nhitng treong hop ré khé lAm min thi théi gian nhudém 14u Hon nhu cac ré
hoa thao. .

Khi ding axeto ocxein, axeto cacmin, axeto lacmoit chn phél ho néng
tiéu ban trén dén cdn cho d6i tugng s6i nhe vai lin d8 lam min miu vat va
héa chét thdm nhanh chéng hon vao nhan t& bao (rdt cin thiét trong trudong

hop khéng 1im min tiéu ban bing HCI).
' — Cho méu vit 432 nhudém lén lam kinh, nhd vae.ddy mot giot axit axetic
45% hodc cloranhidrat (5¢ cloranhidrat hoa trong 2#1 Tr@?c’*‘r&ﬁ.-.gat bd cac

mé thira, diy la men (tranh d2 bot khi) rdi 1dy d3ujque.dieh® Phima o6 THube
dim nhe tir trong ra ngodi, tidu bin dwge dan mbné

Ngoai phuong phép gioi thiéu trén trong mél-mf throrrgqu llg o
nhu-ng thay ddi. Vi du ngudi ta cé theé cit gitt miu vat da c"6"ﬁ+nh;trong ll:yu
c6 dinh méi & nhiét d¢ 0 — 3°C, nhadém va 1Am miln d8i tugng trong hdn“hop
. axeto ocxein 2% va HCI IN véi 8} 1¢ 9:1 két hop véi dun nbng Hoidc c6 the
dung axeto lacmoit 4% va HCI IN theo ti1¢ 9: 1 d2 1dm man miu vt rdi nhudm
bing axeto lacmoil (theo La Cur). Mdt s6 tac gid khic nhu Mac Klintoc va
Benling lai thong bao rdng c6.thé cdt giit miu vat di c6 dinh trong cén 70%
& nhiét @9 0—3°C va nhudém bz'mg axeto cacmin c¢6 'thém sit cling cho hiéu qui
tét. Co the thay chét lam min miu vit HCl bang axeto cacmin hay axeto
ocxein véi thoi gian d& miu trong cac dung dich nay khoéng moét dém. Con
d8i voi axeto lacmoit muén lam min mAu vat cin phii dé trén 2 ngay.

Trén d6i twong dong vat ching ta thudng nhudm té bao bing thudec nhudm
giemsa — Diung 4,6 gam giemsa, dua tan nho thanh bot cho vao 250 ml glxerm
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vA 750ml cdn 99% hoa tan trong lo thiy tinh mau niu d& trong t8i, pha dung
dich me giemsa nay triréc mot thang. Truwde khi ding dua loc cin qua phén loc
rdi tién hanh pha loing theo ti 1& 1:4 bing nuwdc cit. Nhuém tiéu ban trong
30-40 phat. Néu nhat, nhudém thém. Sau d6 néu tiéu ban con bam nhidu md
ta rira bing cdn 30% rodi doéi qua nudc nong.

6.3. Nhudm tiéu ban bing axeto fuexin, lacmoit, propionic:

a) Nhugm tieu bdnbéng axelo fucxin: liy 1gam fucxinbazic hoa vao 50 ml
axit axetic 40%. Pun nong dung dich d&n 50°C d& fucxin tan ra hét, sau dé lam
lanh dén 25 — 30°C va loe béing giay loe. Cae d6i twong duge ¢ dinh trong axit
axetic 45% khoadcg 10 — 30 phit & nhiét d6 15°C. R6i lam mun trong HCI 1IN
khodng 10 — 30 glﬁy & nhiét do 60°C.

Nhut}m mAu vat bing axeto fucxin trong cac lo con ¢6 nat day kin 1 —
3 gio. D6i v6i tiéu bin ép duge chiin bi trong axit axetic 309 12 héa chit cé
khi ninglam sing t& bao chdt. Nhiém sdc the trong trudng hop nay nhudm
mau tim dam,

b) N.huom tigu ban bdng lacrmoit propiom’c D& nhudm c4c tiéu bin tam
théi cia ré non, bao phin thye vAt c6 thé chuin bi hgp chit c6 thanh phin sau
day :5 gam lacmoit chc vao 50 ml axit propionic 50%. Pdtdung dich nay vao chd
t6i kbang 3 — 5 ngdy va thudng xuyén lic déu. Sau d6 loc va diung dé nhudém
nhir mot dung dich chuin., Cho ciac diu r& dai 2—4 mm vao cac 6ng nghiém.
day bing 44 dung sdn 5 — 10 giot dung dich chuin, ngam trong 2.gié¢ Sau dé
chuyén diu ré vao 0.5 ml axit prooionic 40% va dun sdi ti-tr trong khodi g
5 —30 giay dé-lam min 43i tegng. Chuyén ré 1é2 lam kinh sach, nhé thém mot
giol axit propionic 40%. DAy la men lai va ép nat tiéu ban. Theo X.G. Kaplar
thi d8m nhiém sic the & cac té bao ciha chép rd non thich hop nhit khong j hai
& ving phin chia manh ma ¥ nhitng 18 bao phAn chia tidp sau nim & xung
quanh tiéu bin, Cin luu y ring nhiém sic thé nhudm bing phwong phap nay
c6 mau niu. Pé nig cao do twong phdn cla nhiém séc thé ngudi ta thudng
nghién ciru trén cic titu bin di chudn bi truée d6 khodng 30 phat.

6.4. Nhudm tiéu ban bing thube thi Schiff :

"Cé hai kitu -tién hinh phin tng, Feulgen d& the hién ADN: thiy phén
lanh va thiy phan néng cic d4i twgng trong axit clohidric.

a) Thiiy phan lgnh :

- —Chudn bj thude thir Schiff: thubc thi Schiff gom 975 ml nwée odd,
2,5ml axit clohidric ddm didc, 0,5gam fucxinbavic, 1,5 gam kalimetadisunfit
(K3S;05) hodc natri metadisunfit (\Iazs,Om Hoa tan cac chdt na' vao lo theo
. thir tir trén, khong 13+, ddy kin d& trong 161 2 ngdy dém. Mudn khir mau cia
dung dich nhanh ta cho thém 1,5 gam than hoat tinh va loc biing gidy loc. Két
qua duge dung dich trong sudt khdng mau. Dung dich nay dwgc bio quan trong
Io nau, dé & didu kién lanh (0—4°C). .

— Nhuém liéu bdn: mhiu vat sau khi c6 dinh va gitr trong cdn 70% duoe
chuyén rira trong nwéc cdl, rdi dyra thiy phan trong HCL 50% & nhiél d¢ phong.
Theoi gian thiy phin ré trong HCI uir 20 phiat dén 2b tay Lheo d&i tugng nghién
ciru. Ching 46i da cAi tién quy trinh thiy phin ré& lia nhur sau:
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Trude khi thiy phan frong HCl 50% tir 25 — 30 phat r& dwoe dua vao
HCl IN khodng 3 — 5 phit. Sau khi thiy phan miu vat ‘dwoc nhudm trong
thuéc thé Schiff-2h (trong 14 lanh) hodic 1h30 phut (& nhiét A6 phong). Thoi
gian nay néi chung coén tiy thude vao tirng ddi twong nghién citru, sau khi
nhudm, miu vit duge chuy®n vao axit axetic 45% roi lJam tiéu ban dé quan sat.

b) Thiiy phdan néng: V& nguyén tic thudc thir Schiff ciing duge chuin
b1 theo phwong phap trén. Cac buéc thye hién thdy phin néng nhu sau:

— méu vat duge chuydn tir ¢6n 70% sang HCI iM lanh trong vai gidy,
sau d6 chuyén sang HCI IN & nhiét do 50°C trong 3 — 5 phiit dé thiy phan
nong (déi véi miu vat ¢ dinh trong dung djch carnoy) hodc 6 — 8 phut trong
dung dich ¢6 dinh co6n axetic.

— Chuy&n lai mniu vat vao HCI IN lanh trong vai giay.

— Chuy®n miu vt vdo-thubc thi Schiff trong 30 phit dén 1h.

— Rira miu vat trong nudc sunfuro I, II, Il mdi loai 5 — 16 phit (awéc
sunfuro I, II, III thuc chit c6 cung 1 nong d6 dwge pha nhu sau: cho' 10ml

dung dich natri bisunfit 20% (NaHSOj3) va 10ml HCI IN vao 200ml nuéc cit
va lic déu.

6.5. Chuan bi tiéu ban ldy tir mé phan sinh diu ngon, la non.

a) Chudn bi tiéu bdn ldy tir mé phdn sinh ddu ngon: Cac cidy thudc ho
hoa thio ré eirng kh6 ép mdng. t& bao chit lai bit mau axeto cacmin rit mau.
Vi vay rdt khé phan biét gitta nh4n va té bao chit. Trong truwdng hop nay céd
th& nghién cwu phan bio gisn phin va hinh thai nhi€ém sic th& & mo phan
sinh d4du ngon biing cach liy ch6p 14 mAm cha cdc hat méi ndy méim xir 1i dung
dich consixin véi-ndng d9 0,3% va dung djch paradi clorobenzen trong 3 gio.
Cé dinh mim trong cdn axetic theo ti 1¢ 3: 1. Sau d6 cho miu vit qua cée
dung dich ¢dn 80%, 50%. 30%, rira qua nudc va nhudm bing thude thitr Schiff.

- b) Phuong phdp chudn bi tieu bdn ligy tir ld non. Thudng diung thube cd
dinh edn axetic d& c6 dinh cac la non dang sinh truéng manh nhét. Sau khi ¢
dinh xong ria va cit gitt miu vat trong c6n 70%. Khi nhudm bd céc 14 non
da cd dinh vao axeto cacmin hodic axeto ocxein rdi dun sdi vai lin, Chuy?n
cac 14 non di nhudém lén lam kinh, nhd vao tiéu ban vai giot axit axelic 45%.
Dung kim phan tich tach 14y phin gdc 14 1a noi ¢6 phin bido manh nhit, loai
bb cdc phin con lai. Pay lamen lai ép nhe tiéu bdn d& dan mdng cac t& bao,
rdi quan sat tiéu ban trén kinh hién vi. Phuwong phap nay co thé ding d& lam
liéu ban d&m s6 lwong nhidm sic thd trén cic ciy trdng. Cén cha y d& c6 thé
bAt gip nhidu t& bao dang & giai doan metaphase bing cach tride khi ¢ dinh .
¢6 the xit li thém dung dich consixin v6i ndbng d$ 0,2% lrong 1 — 2 gio (theo
Mayer). Ngodi ra mudn nghién citu nhiéin si¢ thé, trwoe khi ¢6 dinh, cho céic
14 troi vdo dung dich esculin dam dic 15 — 24 gio & nhiét d¢ 10 — 12°C. Sau
d6 moéi ¢& dinh trong con axetic tir 3 — 24 gio. Mau vat di ¢6 dinh xong cho
vao hén hop axeto'ocxein 29 va HCIL IN theo ti 1é 9:1 d& lam min va nhuém
. tiéu ban. Tiép theo ho no'ng trén ngon lita dén cdn khodng vai gidy, roi lai
cho vao dung dich trén & nhi¢t @6 30°C trong 30 phut. Cudi cung chuyén miu
vat 1én lam kinh va nhuém bing mot vai giot axeto ocxein 1% diy lamen lai
va ép tiéu ban.
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6.6. Phuong phap chudn bi nhanh tiéu ban ép.
Daier v mdt s§ tae gid khic da néu ra phwong phap dé chuin b1 nhanh
tiéu ban ép theo cac bude sau:

— .Chuln bi mdt hén hgp dung dich c6 dinh: cdén etilic, axit axetic, clo-
rofooc va focmalin theo til¢ 10:2:2: 1, '

~ C8 dinh miu vat trong dung dich (rén trong 5 phut.

~ Lam muin miu vit bing HC1 IN & nhiét d6 50°C tir 3 — 5 phat tay
tirng d6i tuong. :

~ Nhuom miu vit trong hén hgp ocxein, axit lactic va axit propionic
2 — 5 phut (hdén hgp dwoc pha nhu sau: 2 gam ocxein hoa tan vao 100ml hén
hop axit lactic v4 axit propionic 45% véi ti 1& thé tich bing nhau.

6.7. Chuyén tiéu ban tam théi thanh tiéu ban c6 dinh.

' Tuy thudc vio diéu kién cha cac phong thi nghiém cé thé ding mét trong
ba phuong phap sau d& chuy@n tiéu bin tam thdi thanh tidu ban ¢6 dinh.

a) Phuong phdp 1: héa chdt duwoc ding phd bién trong phuwong pbap
nay la axit cacbonic rin. D&-tiéu ban ép dd chuln bi 1én mit phlng clia axit
cacbonic rin -1 — 1,5 phit. Lic nay lam kinh tr& nén bit déng: Ding ludi dao
mong cAn thdn tich lamen ra khoi lam kinh. Sau d6 tiéu bin duge khi& nuéc
bingcau etilic 969 trong 5 phut, réi chuyén sang con 100% trong 7 phit. Cho
qua xilen I va xilen II m&i loai 5 phit. Dan tiéu bin bing keo canada irén lam
kinh sach. Truéc khi cho vao xilen d6i khi ngudi ta edn cho vao hon hop cdn
etilic tuyét d6i va xilen. Cin lru y trong truéng hop khéng cé ¢dn etilic ¢6
th® ding cdn butilic loai thuong ho#ic izobutilic.

‘ by Phuong phdp 2: St dung nito 16ng. Ngudi la cho vao. binh nito 16ng
mot thanh nhém cé ban tron con & trén (ban nay bi lanh xufng rdt nhanh).
'Be tiéu ban 1én ban lanh. Sau d6 lamen bi taAch ra khdi lam kinh. Tiéu bén lin
hrort ‘dwoc chuyén vao hé théng eic dung dich theo thir ty va thoi glan n dinh
nhu trong phuwong phap.1, réi dan keo canada.

¢) Phuong phdp 3: Néu khong c6 nwée da khé va nito 18ng c6 thd sir -
dung phuwong phap don gidn hon d& tich lamen. Muén tach lamen khoi lam
kinh d® tieu ban nhufém béng axetocacmin thi dung axit axetic 10%. D6 axit
axetic vdo dia petri trong d6 ¢6 dit 2 que diém. LOn nguge lam kinh d& tiéu
bén cho lamen xudng diuréi: Sau 10 — 15 phat lamen ty tach ra, nhanh chéng
dwra lam kinh  vao thudc ¢ dinh cdn axetic, rdi lin lwgt chuyén lam kinh vao

~ ¢hc dung dich theo ding thi tw va thoi gian da néu trong phuong phép 1.

Nén nh6 ring d& chuyén tiéu ban thanh cdng, lam kinh phai rit sach,
néu khong khi chuyén miu vat sé bi ri&ra tréi khong con gilr lai trén lam kinh
nita. Trong nhitng truong hop that cin thiét ma cong vige chuan bi lam kinh
va'lamen chua that dat tiéu chuin, thi sau khi tach lamen va lam kinh c6 the
¢6 dinh ¢a lamen v4 lam kinh rdi phat hién cho c6 tiéu bdn dé giir lai.
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7. S& dung trdc vi thj kinh, trac vi vat kinh va gwong vé.

7.1. 8&r dung trdc vi thi kinh, trée vi vat kinh.

Trong thwe 18 khi do kich thwéc cic val thd hi€n vi: hat phidn, dng
phén, phoi, nhiém sic thé v.v... nhit thiét phai st dung nhfrng cai thuéce dic
biét goi 1a tric vi thi kinh, tréc vi vat kinh.

D& do tieu ban duwdi kinh hién vi thi dira vao thuéc khic clia tric vi
thi kinh. P6 1a mot ban kinh tron trén d6 c6 mot thuse khic gdm 100 vach
bang nhau (hinh 1). Tric vi thi kinh ¢ thé ndm trong bo phu tang cda kinh
hi€a vi véi thi kinh hodc nim
riéng 1é: xoay thj kinh dua vat
phdi do vao thuéc khic cha
tric vi thi kinh va bit diu do /

vat. Nhung do gia tri clta mot /
vach trén tric vi thi kinh 1a 'y ; :
khac nhau tiy theo ché ching i “?}f‘&’*ﬂ-:\-u—{mmo

ta quan s&t tiéu ban v&i vat "‘\,\

kinh nao. Vi viy d& chuyén tri %

s6 do duyce dwdi trie vi thi kinh "
thanh kich thu6c that ciia déi .

tugng nghién ciru thi phai sk B

dung tric vi vat kinh. Théng Hinh 1

thudng né dwge 1ip vao mot A — Thang thuéc cfia tric vi thi kinh,
khung kim loai. Thang ctia no B - Thang thuéc cia tric vi vat kinb.

6 chiéu dai 1mm va chia thanh :
100 vach badng nhau. Kich thuéc cfia mét vach 1a 10pm (0,01mm).

Khi st dung tric vi thi kinh va tric vi vat kinh d& do tiéu bén c6 thd
ti€n hanh tudn ty qua miy buwoc sau:

— DPura tric vi thi kinh vao thj kinh cta kjnh hign vi. Nhin vao thi kinh
xoay thiu kinh m#t d8 nhin ré inh cla thang khic. .

~ Dil ti€p tiéu bAn nghién ctu 1én mam hinh hién vi, qua thi kinh,
diung b¢ didu chinh tiéu bin dich d8i twgong va xoay tric vi thi kinh d& c6
th2 do dugc kich thubc clia vat thé qua thang khic twong tng voi bao nhiéu
vach ciia tric vi thi kinh, Cin luu y dén do phéng ‘dai ctia vat kinh va thi kinh
duge st dung déi véi ting loai kinh hign vi. :

— L&y tiéu bin ra, dit tric vi vat kinh 1én mam kinh (loai thuéng ding

¢6 ki hiéu OMP). Qua thi kinh nhin rd 4nh cda thang khic trén tric vi vt * .

kinh ti€p tuc didu chinh kinh sae cho anh cha thang khic tric vi vit kinh
trung v6i anh ciia thang khéc tric vi thi kinh. Sau d6 xac dinh s8 lwgng vach
clia tric vi vat kinh va trie vi thi kinh tring khit 1én nhau 12 bao nhiéu?
T&t nhét 14 digu chinh sao cho tring nhau 1 didm s6 khong & diu thuédc khie.

— Chia dai lwong thit nhdt (s6 vach trung nhau cta tric vi vat kinh),

cho dai lugng thi hai (s6 vach trang nhau cifia tric vi thi kinh) va nhan két
" qui nhan dwoe véi 10 (kieh thude mdi vach clia tric vi vt kinh tinh bing
10pm). Ta dugce gia tri clia mdt vach cta tric vi thi kinh.
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« X4c dinh kich thwéc thit cha vat thé nghién citu bing cach ldy kich
thudce clia vat thd tinh theo s6-vach trén tric vi thi kinh tinh bing micromet.’

D% tien theo ddi xin néu dudi day cong thic tdng quat d& tinh toam
kich_thué6c thit clia vat thé nghién cwu qua kinh hidn vi:

— Néu goi A 1a s6 vach cla tric .vi vat kinh tring voi s8.vach trém
trac vi thi kinh. _
_ — Néu goi B 14 s6 vach cua tric vi thi kinh tring v&i s6 vach trén trac

vi vat kinh.

— Né&u goi C 1a kich thwéc clia vat thé tinh theo s vach trén tric vi

thi kinh.
~ — N&u goi D 1a kich thudc that ctia vat thé nghién ciu tinh bang

micromet,. .
Ta c6 cong thire

10.AC
D=2
—— (um)

- (10 12 kich thuéc méi vach clia tric vi vat kinh tinh bing micromet).
Vi du: gid sir khi do dwong kinh cha hat phin ngd trén kinh hidn vi
*. ta quan sat thiy 100 vach cha tric vi vat kinh trang v6i 80 vach clia tric vi
thi kinh. Dudng kinh cta hat phdn ngdé wng véi 8 vach trén trdc vi thi kinh.
Nhir viy & d4y A = 100; B = 80; C = 8. Thay cAc gi4 tri vdo cong thitc trén,
ta ¢6 dwong kinh cha hat phdn ngo:
D= 10.100.8 = 200pm
( 30
Cin chit y gi4 triclia tric vi thi kinh duwoc tinh cho vat-kinh phéng dai
phd khéng thich hop khi lam viéc & d6 phéng dai 16n. Vi vay frude khi bat
diu do nhat thidt phdi xac dinh gia tri vach do cho 14t ca cac vat kinh.
Trong nhitng truéng hop cin dinh huéng tiéu ban dé& do vat thé & cac
hiréng khac nhau phai ding thi kinh ¢6 vach lusi & vuodng. '

Dé do val thd c6 do chinh x4c 16n nhit thi dung tric vi thi kinh & xoay
MOBI — 15 (hink 2) 1a loai ¢é thi kinh véi do phéng dai 15 X, c6 dé véi vong
: , dai 1ip 1én Ong néi cha kinh hién vi,
;—E’Eﬁ% 0 ® % c6 6c xoay do vi lugng va tréng xoay.
e o Trén mit thi kinh c6 thang bét
dong gom 8 vach chia, mé1 vach 1mm,
mot chit thap di dong va kim chi & vach
d6i. Doc s6 trén thang (milimét) va trén
tréng (phin trim milimet).
Trude khi do vat thé phai xac
dinh @ phéng dai cta vat kinh hign vi
bing cach @it tric vi vat kinh 1én ban
kinh va d& tric vi thi kinh 6 xoay {rén
Hinh 2 ~ Trc vi thi kinh 8 zoay MOB-1.1; . \fONg 061 10i ldy tiéu didm cho do nét
vi thude do. 1, thij kinh; 2. vé 8; ~ cua hinh &nh cha chir thap va thang
3. tr6ng xoay; 4. d&; 5. 6¢ dai: ctia tric vi vat kinh. D® vach d6i &




- didm bAt d4u hodc didm cudi cha thwdc chia. Liy mol s6 nao d6 trén thude
chia clia tric vi vat kinh, vi du 25: chuy&n chir thip dén vach diu cla thang
va ghi lai sd, rdi chuyén chit thip d&n vach 25 clia vat kinh va ghi lai 86 do.

Do phong dai theo tuyén ctia vat kinh dwge x4c dinh bing coéng thire:

V= II -1
,ab -
Trong dé V 1a d6 phong dai ciia vat kinh. Pay la h¢ s6 do thyc cha vat kinh
linh theo s6 vach trén tric vi thi kinh. .

I1.— 1 sai s6 cfia hai lin doc
a. S& vach trén tric vi vat kinh.
b. gia trj mo6t vach cuia tric vi vat kinh.

bé do kich thwréc cha vat the ta d3 tidu bin 1&én ban kinh hign vi, d&
tam chir thap khép véi mép cda hinh Anh vat thé va ghi sd. Sau d6 dich chuyen
chit thaip dén khép voi mép bén kia cia vat thé va ghi lai s6. Kich thuée cha
vit thé dwoc xac dinh theo cong thte: ,
IT -1
" \
Trong 46 D 14 kich thudc cla vat thé tinh theo mm.

V 0 phéng dai ctia vat kinh
IT — T sai s6 gitra hai 1lin doc.

D=

7.2. Sir*™ung gwong v& trén kinh hién vi.

Khi tién hanh cic nghién ctudi truyén nhu dém sé lrong nhiém sic the,
nghién ciru kidu nhan, sy phat sinh giao t&, su phatsinh bao t&, v.v.. dé ghi
nhin chinh xéc cac quan sat ngudi ta thuong dung phuong phap chup dnh
hofic v& lai tiéu ban nh¢ s& dung gwong vé cta Lién X6 PA —2; PA—4;
‘PA —5. PA -6, Tdl cA grong v& d&u c6 cdu tao hoi gidng nhau : c6 mot ling
kinh kh6i Apbe d& trong khung kim loai gip dwgc, kinh phan chiu gén dau
ciin, hai kinh loc sang mau gio thay thé nhau (mdt cai nim trén canh xoay,
mot c4i nita ndm trén tréng xoay) va moél vong dai. Sau day xin néu mot

s6 cong viéc cin lwu y khi lam' viée voi cac loai guong vé khac nhau trén
kinh hidn vi.

+ Guong vé PA - 4 (hinh 3)

Hinh 3 — Guong vé PA — 4.

1. Hop khung gap dugce ¢6 ling kinh khéi; 2. Canh xoay véi cac kinh
loc sing; 3. Vong.dai; 4. Cin'; 5. Kinh phan chiéu.
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béi voi guong vé ndy khi sit dung theo diang thix tr cic codng viée sau :

— Di8u chinh 4nh sing va ldy tiéu diém cho tiéu bin.

— Ly thi kinh ra khoi &ng ndi, dang vong dai dé ldp gwong vé, d& lai
thi kinh vao vi tri cii. Dé sat hop khung gip clia gwong vé& lén thi kinh, Dé
kinh phan chigu thanh mot gée 45° v6i cin.

— Né&u kinh hién vi c¢6 6ng néi dit nghiéng d& v& thi phai st dung ban
nghiéng va phdi tinh th& nao d% mit ban v& thing goc v6i truc dng néi.
'Khi 8ng nsi thing ding'thi mit gify phai song song vo&i mit ban.

— P& cing mot ldc ddng thoi nhin thiy hinh anh cla vat thd, to gidy vé
va diu bt chi thi phii ting A9 chi€u sing & diu bat chi va hinh 4nh cla vat
thé dinh v& Muén vay nguoi ta dung bién tré cha dén chi€u va cai loe sang
rén cinh lay xoay clia gwong v& d& didu chinh. Bd loc sang thir 2 & trén
tr6ng guong v& dang d& didu chinh d) sang cia hinh 4nh & diu bt chi.

— Qua guong vé&, dung bat chi vé& hinh dnh cac chi tiét clia vat th& 18n
gidy va bd sung diin nhitng chi tiét cin thiét cla hinh v&. 5

— Biing tric vi vat kinh (xem muc 7.1) x4c dinh do phong dai 4nh cha
vit thé.

— D6i vbi cac d6i twong phirc.tap c6 thé dung trie vi thi kinh luéi.
Bing cach vé& hinh Anh luéi lén giiy va trong m&i & vudng lai dung bit chi

v& chu vi céc chi ti€t nh4t dinh cha hinh &nh hién vi. Khi v& x8ng hinh liy
tieu ban ra khéi mam kinh va dit tric vi vat kinh vao d& xac dinh d6 phéng
dai ctia hinh va.

+ Dung cu'vé PA — 5 (hinh4)

Guong vé PA—5 cho phép
chi€u vit 1én man nim ngang hay
- thing ding. Khi v& bing dyng cy
nay, ta diéu chinh kinh hién vi
va dinh tiéu chudn cho miu, ling
kinh déng thi kinh lai v4 dnh hién’
rd lrén to giﬁy Khi v& bing
PA—5 c6 thé st dung bt ki vat
kinh nao, nhung thi kinh nhét
_thigt phdi st dung loai 4X cta
guong vé PA—5 v& trong budng
t6i khi dung 4nh sang nhan tao
chiéu sang miu. Trit tu cac bude
tién hanh st dung PA ~5 c6 théd
tém tit nhu sau:

— Diéu chinh kinh hi®n vi,

Hinh & — Gwong v& PA —5. ' 2y iy Y .
. Véng dal’s 2, °Kink phin chiu; 3, Hpp ktiung b -Aiéu diem: cho vt Lha Mot
gip che thj kinh.c6 ling kinh khdi; 4. Can; Vvat kinh twong ing va thi kinh

5. Thij kinh 4X. . 4% cha ho dung cu vé.
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— Kho4c vong c¢d dung v& lén éng kinh hidn vi va vin vit sao cho
diu gwong v& PA — 4 dwgc x&p trén mit trén cia khung thi kinh, ,

— Xoay guong clia guong vé chidu chium tia sang d&i ra khoi thi kinh ctia
kinh hi&n vi l1én to gify tring.

— Vin vit nhé clia kinh hign vi sao cho 4nh cla vat thé hién ré trén gifly
vé. Cin luu y 12 phong dé v& phii da 18i, to gidy vé phai ehe kin chi d2 cho
ngudn shng hit dnh cita vt thé lén do.

— V& chu vi anh cda vat thé nghién city, sau d6 bé gwong v& PA—5 ra
roi nhin vao thi kinh d6i c¢hiéu 4nh véi hinh v& va hoan chinh lai cac chi tiét
cua hinh.

— X4c dinh d6 phong dai cia vat thé nghién ciru hang tric vi vat kinh.-

II-KIEU NHAN VA HINH THAI NHIEM SAC THE

Thwdng nguoi ta nghién cliru nhiém sic the & ki gifra clia phan bao gian
phan. & ki nay nhidm sic thd & trang thai xoén cyc dai va c6 dang to, map.
Trong giai doan nay mdi nhiém sic thé gdm mot cip don nhiém sfc thd xép
song song gin v6i nhau bing tim ddng.

Ki2u nhan 13 toan b bd nhiém sic thé clia co thé Lic 1A b ludng boi
clia né dugc xac dinh b&di 46 1on. hinh dang, va s8 lugng nhiém sfe thé. S§
lurong nhiém sic the 1a dfu hiéu thir nhét x4c dinh tinh d4c hiéu ctia kidu nhan.
vi du & clt cdi 1a 18, & dau Ha Lan 1a 14, & ché 78, & nguoi 1 46,...

Trong bd nhiém sic the ludng boi cla L& bio x4 ma (2n) lai ¢6 nhitng the
nhiém sic twong dong c6 hinh thdi gidng nhau nhung thude cac genom khic
nhau cta b6 va me. Nho vay c6 thé tdch toan bo bhd nhi&m sic thd ludng béi
thanh mgt s8 cip nhiém sic thé tuong dong nhat dinh. Ngoai ra trong nhiéu
trudong hop coén thdy c& th& duc va cai clia cung 1 loai ciing khac nhau veé
nhiém sic thé glm tinh.

Cung véi s6 lugng nhiém sic thé thi
hinh thai ctia ching ciing c6 ¥ nghia to lén
khi mo ta kiéu nh4n. N6i d€n hinh th4i nhiém

sic thé ngudi ta thuwong luu tdm dén cac dic
diém v& chidu dai vai, vi tri cfia 1am ddng,
st ¢6 mit clia eo thir cdp, va thé kém (satel-

-lite) (hinh 5). Nhiém sic thé& c6 th& c6 mot
ho3c 2 thé kém. Thé kém ciia nhidm sic thd
khdc nhau thi khic nhau v& hinh dang, kich
thude va chiéu dai clia sei lién két véi than

chinh. O nhiém sic thé nay thi eo tht cdp

Hinh 5 ~ So_db ciu tao nhidm sic ¢O thé c6 vai dai, con & nhiém sic thd khac
tht & ki gu“ra (theo A.A. Prokofeeva lai c6 vai ngan
Bengovxkaia 1966)

1. o 50 cp véi tam dong: 2. ‘vai Phin cudi cla nhiém sic thé goi 1A diu
dai; 3. nhim séc tht don (chrom- MUt (telomere). Nhitng phidn nay khdng cé
atid); 4" eo thir cfip; 5. sgi to vo s§c. khd ning lién két véi cac phiin khac cha
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nhiém sfc th& Chiéu dai binh thuong clla m&i nhidm sic théva chidu dai Long
s6 tdt cd cac nhidm sic th& clia kidu nhan Ja dn dinh. Hinh théi cda nbiém séc
thé duoc xac dinh trude hét boi
vi tri cla tAm dong. Cac nhim
s&c the tdm cAn (metacentrie M)
c6 dfc diém li tam ddng nam
chinh giita va chiéu dai hai vai
bing nhau hodc gin bing nhau.
Cac nhiém sfc thé tam léch (sub-
! 2 . a3 s 2 6  metacentric ~ S) ¢6 tim dong

Hinh 6~Chc dang nhidm sic th? kbac nhan. ném dich v& mot phia v chitu
1. Nhidm sic®th® tAm cAun; 2. Nhifm sic thd dai vai khac nhau. Nhiém sac the

tdm 12ch; 3. Nhidm sfc thé tAm mat; 4 Nhidm a0, mat (acrocentric— A) thi tam

séic the c¢6 eo the cdp: 5. Nhi&m sic the c6 thd ' g - i L Ih ) o
kém; 6. Nhidm sdc thd tam dau dong ndm gin ddu mat. con phiem

sic Lhé tam diu (telocentric — T)
c6 tAm ddng niim ngay (rén mét diiu cta nhim séc thé va chi cé mot vai (hinh 6)

D& xac dinh mirc @6 khong ddu cua cac vai ngudi ta tinh ti 1¢ chidu dai
vai dai so véi chidu dii vai ngin thong qua chi s8 vai (1?) theo phuomg phap
tinh A.A Prokofeeva, Bengovxkaia, V.M Gindilis (1965)

b Cchilu dai vai dai
"~ chi&u dai vai ngin

Tir d6 ¢6 thé chia che nhidm sfc thd thanh cic nhém. Néu ti 1¢ chidu dai vai
bing 1—1,9 thi nhidm sfc thE thudc nhém tim cdn, Néu ti 16 bling 2 — 4,9 thi
thude,nhém tam léch, Con khi ti 18 do > 5 thi nhidm s#c thd thudc nhém tém~
mut (X Nemxeva, 1970), Cac nhlem sdc th& cé ti 16 chidu dai cac vai hon 8
ma hinh dang vai ngin gin gidng hinh ciu thi goi l1a nhim sic thé tAm dbu.

Kiu nhéu chia crepis Capillaris (L) wallr chia thanh hai nhém nhiém sic
th&: nhim sic tht thd dai va ngin thuéc nhém S. Nhidm sic thd c6 thé kém .
thudéc nhém A.

Ngoai ra d& nghlen ciru cac nhiém sic thd nguoi ta 06n sit dung nhiéu
chi tiéu khac:

— Chieu dai tuy¢t ddi cha mdi nhidm sic the tinh bing micromet (L*).
— Chidu dai tuong d6i cha nhidm sic th® (L*) tinh bing phin nghin hojc
phiin trim -
chigu dai cia nhidm sic thd nghién ciru
chidu dai ciia tit ci cAc nhidm sic thé

r

. 100 (ho#c nhan véi 1000)
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— Chi s6 tam déng I° tinh bing %

chidu dai vai ngin cta nhiém sic thé 100
chiéu dai cd nhiém sic the T

I¢ =

— Chi 86 xo4n (I%

tdng chidu dai cla 2 thé nhidm sic xoén 100
tdng chidu dai cha 2 thd nhiém sic dai

| (™=

Cin luu -y ring nhirng két luin cudi cing v& kich thudc va clu tric cia
chc nhiém sic th& phai dua trén nhitng din lidu phan tich hon 40 té bio dang
pban chia & ki giira trong 10 tiéu ban khac nhau sau khi @3 xt li théng ké..

Theo tai liéu cia mot s6 tac gia (G.A Lenixki, M.A Xizova, 1935) thi trén
tiéu bin cit lat hidn vi cfia crepis capillaris nhiém sic th® A c6 chiéu dai 7.6pm,
nhiém sic tht D 12 6,2 pm va nhiém sic thé C 1a 4,3 wm. Do trén cac tiéu bén
cht 14t hidn vi kho nghién cru chd eo clia nhiém séc the vi vy nguoi ta phai
st dung tiéu bdn ép d& bd sung bing cach & If so by consixin cho ré trude
khi ¢& dinh. Luc diu quan sat tiéu bin & do phéng dai nhd d& tim ki giira, sau
d6 chuyén sang 4 phéng dailén voi vatkinh 40 X hodc 45 X hay cao hon. Muén
quan sat chd eo rd ngudi ta sit dung vat kinh chim.

‘Né&u sip xép L4t cA nhiém sic the clia mot kidu nhan dudi dang bigu do
theo thi tu tir 16n dén nhd ta s& c6 bidu dd nhim sic thd (idiogram).

Mudn thiét lap dwgc idiogram ta v& lai by nhiém sfic thd trén kinh hién
vi qua guong 'vé hodc qua énh chup. Sau dé cit rdi ta ghép theo thir tr do
16n clia ching. Vi du bidu @56 nhiém sic thé cla ngudi 2n = 46. Trén bidu db
bd nhifm sic thé § dan ong va dan ba chi khac nhau vé cé.c nhiém sfic thé
gléi tinh (hinh 7).

Té Lo co thé dan 6ng mang nhiém sic the gioi tinh XY va dan ba mang
® nhidm sic thd gii tinh XX. Cac doi nhi&m séc thd thwong duwoc ki hiéu biing
chit A (autosome) cuia dan ba va dan 6ng d& giéng nhau. Nhiém sic thd la vat
mang gen, vi vdy viée nghién ctu ching c6 mét y nghia rdt 16n. Viéc nghién
ctru hinh thai va d€m s6 lugng nhiém sic thd, thiét 14p idiogram ciia cac kidu
nhan trong phong thi nghiém véi thoi gian ngdn c6 thé st dung cac ddi tugng
thue vat ¢c6 bd nhidm sic thd it, hinh thai nhifm sic thd d& phan biét 1dn nhau.
Thudng ngudi ta st dung chc ddi tuwgng: crepis capillaris (2n = 6). Crepis
tectorum (2n = 8) Arabidopsis (2n = 6 hodc bing 10), Alllum cepa (2n = 10)
bPau Ha lan (2n = 14), dua chudt (2n = 14).

: Trén d6i tuong dong vat thuodng st dung mot s6 d8i tugng sau: ngudi
(2n = 46), bo (2n = 60), ngua (2n = 66), Ruéi ddm (2n = 8), v.v... S6 lugng
nhiém sic (hé trong té bao co thé cha 1 s6 lodi thye vat va dong vat da biét ro.
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Béng 1

$6 lwong nhiédm sic the & mot s6 loai dong vot va thye vt

- 8§ lwong nhidm sic thd
Lodi trong té€ bao
Sinh duc (n) x0ma (2n)
+ G dong vat:
Nguéi (Homo Sapieno) 23 46
Bd (Bos taurus) _ 30 60
Ngua (Equus caballus) 33 66
Cho6 (canis Familiaris) 39 A
Chuét nha (Mus musculus) : 20 -40
Tho (eryclolagus acniculis) 22 44
feh (rana esculenta) 13 i 26
Ru&i d4m (D. Melanogaster) 4 8
+ O thyuc vat: ' . ' "
Ngé (Zca mays L.) . 10 20
Loa mi céang (Tritiaim vuegare L.) 21 42
K¢ thong thuong (pani cum miliacenm L.) 18 - 36
Liéa (oryzassativa L.) 12 24
Pau Halan (Pisum sativam L.) 7 14
Pau tay (phaseolus vulgbris L.) 11 22
Dau twong (glicine hispida L.) 19 38
Lac (Arachishipogea L.) 20 40
Vitng (sesanum indicum L.) 13 26
Bbng ¢b (gbssupium herbacium L.) 13 26
Khoai tAy (solanium {uberosum L.} 24 48
Thu6c 14 (nicotiama tabacum L.) ' 24: 48
Ca chua (Lycopersicum solanum L.) 12 24 ;
ot 46 (capisicum annuum L.) 12 24
Dra chuét (cucumis sativum L.) 7 ' 14,
Dua hé&u (citrublus vulgaris L.) ' 11 22
Hanh tay (Allium cepa L.) 8 ‘ 16
Céi bép (Brassica oleraceavar, capitata L.) l! 9 18
Mo (Anmeniaca vulgaris L.) 1 8 16
Man (Prusus domestica I..) ' i 24 48
Pio (persica vulgaris L,) : 8 18
[

I. Phuvong phéap nghién cou hir;h thai va dém s& lvgng nhiém séc ths trén
tiéu bén tam thoi.
1.1. & thue vat. , .
a) Muc dich yéu cdau:
— Ném dwoe phuwong phap 1am tiéu ban tam thoi trén bao phdn non.
trén ché6p ré, trén cac la non, v.v...
— Quan sat, v& va thiét lap duge ididgram cia céc d6i tuong nghién ciru.
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, — Phan loai dwoc eac kidu nhidm sic thd khée nhau trén ting d8i teong
nghién ciru qua cac chi tiéu nhin dang nhiém sfc thé.

b) Vat ligu va thigt bi. Chuin bi cho sinh vién cac vat lidu va thiét bj sau:

— Cac bao phin non, ré non, l4 non ctia hanh tay, dua chuét, d4u Ha
lan d3 dwoc ¢é dinh ¢carnoy va giir trong con 70% —B80% (xem muc 6).

— Guong vé va mang ludi thi kinh, ‘

— Kinh hién vi c6 d6 phéng dai lén 600 — 1350 Iin.

— Luoi dao bao, gidy thdm, kim phan tich, dén ¢bn, lam va lamen sach.

— Héa chat: axeto cacmin 3% (hodc lacmoit), axit axetic 45%.

¢) Cde budc tien hanh:

+ Trén bao phdn non cia hanh tay:

— Dang kim phan tich tich 2—3 bao phdn & céac vi (ri kh&c nhau cdia
hoa tu. Loai bd cac co quan phy cla hoa giir lai cic bao phén trén lam kinh.

— GiAm nat cic bao phdn bing kim phan tich. Nhd 1 — 2 giot axeto cac-
‘min 3% (hoic lacmoit) rdi tiép tuc giim nat. Pun’séi nhd llra trén ngon dén
con vai lin. Thoi gian nhadom 7 — 10 phal. :

— Dang gidy thdm hut hét -axeto cacmln con thira, nhd mét giot axit
axétic 45% hodc glixerin roi diy lamen (cha ¥y tranh bot khi), dit mot to gidy
thdm lén lam kinh, dung diu que diém khong thudc go nhe d& dan mong té
.. bao trén tiéu bin thanh mdt l6p. M6i sinh vién can chulin bj 10 tiéu bén cé

cac dia ki gita. . . ., ‘

— Lin lugt quan sat cac liéu ban d4 chuln bi trén kinh hi®n vi c6 dd
ph('_;ng dai ttr 600—1350 1in. Phat hi¢n céc liéu ban c6 cac dia ki giita rd.

— Sir dung guong vé trén kinh hién vi, dung bat chi vé lai chi tiét bo
nhlem sic the quan sat dugce & cac t& bao (xem myc 7-2). :

—~ Qua tric vi vat kinh va tric vi thi kinh xac dinh mirc d¢ phéng dai_
clia bo nhi€m sic thé (xem muc 7.1).

— Po kich thuéc chia mdi nhiém sic thd don & giai doan ki giita 2 @2
nhén dang nhlem sic thé v& chidu dai tuwong déi, chi s6 val, chi s8 tAm ddng.
Qua dé phén loai cac kidu nhiem sic thd, va cho biét s6 lupng bé don béi
nhiém sic thg.

“— CAt roi che nhidm sic thd, dan cic nhiém sic the vao v teong trinh

vir 18 dén bé va ghi nhan xél,

+ Trén ré a‘au Ha lan, dua chuft, hdnh tdy. PDuoc tién hanh qua miy
buéc sau:

— Chuén bi vd c6 dinh mdu: Gieo cac loai hat trén vao cat Am san khi
ré daiti 1 — 1,5cm cét Iy phin ré, rira sach bing nuwéc lanh va ¢6 djnh ching
trong dung djch darnoy. Dd&i v6i hat hanh tiy thi c6 thé c6 dinh ludn ca hat
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va ré. Thoi gian ¢ dinh 3h. C8 dinh xong chuyn gi ching trdng ¢dn 70%
hoac 80% (xem thém muc 6) )

—~ Nhupm mdu vdt: Ci* ldy 1 chép ré non di cé dinh clia mdi loai cay
trén (phin mé phan sinh) dit 1én lam kinh sach, nhé 1 giot axeto cacmin 3%,

ho nhe lira trén ngon dén .
convailin, Théigian nhudém
7—10 phit, Ding gidy thim -

1

hit hét cacmin axeton con
thira ‘sau d6 nho 1 giot axit
axetic 45%, day. lamen lén
dan méu vat thit méng nhu

trén. . .
— Thu nhdn k&t qud: ;
Madi sinh vién chuin bi xong | '
mot s6 tiéu ban, sau do lin . ' ,
lwot dwa céc tiéu ban quan . : ' )

sat trén kinh hién vi véi 2. 4
d6 phéng dai 16n phat hién
cac dia ki giita tot, S& dung
guong vé, tric vi vat kinh,
trdc vi thi kinh ti€n hanh
vé, do, dém 6 lugng nhiém
sdc thé clia tng lodi cay
nghién ciu, thiét lap cac

idiogram va d4n cac nhan ®© J ,‘

dd vdo .vé tuong trinh roi Formy
ghi nhin xét. (Hinh 8, 9).

"+ Trén ld non cu cdi,
ddu, ca chua:

S

— C& dinh cac 14 non i - e 0
ct cdi, dau, ca chua, v.v... ]
(lac ré c6 d6 dai 3 — 7mm) b
trong dung dich carnoy _
th30" —~ 4h, & v B -

— Chuy&n céc 14 non Hinh 8 — Ki®u nhan & chép r& hanh tiy (Alium cepa)
da ¢6 dinh vao hdén hgp '
HCl dam dac va céa melilic theo ti 18 1: 1, git’chiing trong hén hop dé 5 phut.

— Diing pince con chuj&n 1 14 non 1én lam kinh, gid 1 giot axeto cacmin
3% 1én la non, ho nhe vai lin trén ngon lira dén con.

" — Pay la men, ding gidy hat hét axeto cacmin thira. Gid vao 1 gée

lamen 1 giot axit axetic 45%, dan mdng tiéu ban bing ddu que diém khéng thudc

— Dua céc tiéu ban quan sat du6i kinh hién vi ¢6 d6 phong dai 10n.
Phat hién cac dia ki gitra, rdi tién hanh xac dinh cic chi tiéu nhu phin thu
nhin ké&f qua trén ré dau Ha lan, dwra chudt, hanh tay.
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Hinh 9 — Cac nhidm sfic th® va bi%u dd céc th& nhidm sic
ctia ‘d4u Ha lan. (theo Blixt, 1958).

a) Cac nhilm séc th¥; b) Bidu dd chc nhidm sic thd cda kidu nhan binh thwong.

1.2. O dong vat. .

a) Muc dich yéu cdu: .

— Nim dugc phuong phé.p lam tiéu bén tam thoi d® nghién ctru hink
thai va dém s6 lurong nhidm sic thé.

— Phan biét chc kidu nhidm sic (h& kh4c nhau trén tirng dsi lwvong
nghién ciru, v& va Lhiét 14p idiogram. -

by Vat li¢u thiét bi: _

— Chéau chdu dong (acrideze); thdé duc, rudi ddm.
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~ B6 45 md cén tring.

— Kim phan tich, kim miii méac,
— Dia d5ng hd.

— Gidy thim, gia 42 titu bﬁn

— Kinh hi¥n vi, lam, lamen sach, cdc thiy tinh.

— Guong v8, tric vi thi kinh, tric vi vat kinh. °
'— Gidy tring. ;

— Dung dich ¢6 dinh carnoy

— Dung dich nhuwgc truong nafrixitrat 19
—-;Axeto cacmin 59%.

c) Cdc budc {i$n hanh:

+ G ch@u chdu ddng :

— M3 chéu chdu va tdch tinhi hodn: 18y mét con chiu chéu duc, dung-

kéo cit hét canh. Tay trai cim chau chdu, tay phdi dung kéo-cét bd phin dudi
(vai d6t cudi bung) Dung kéo cét mét dudng phia ‘bung doc jheo truc co the
tr dudi @én ngue. Dung kim miii-méc kéo cic ndi quan ra khéi co th: vA tach
riéng ldy tinh hoan (c6 dang hinh chum sgi va ¢6 cac th m& vang bao quanh)

—. Nhuge treong té bao: nhd 3 giot dung dich natri xitrat 1% (c6 thd
dung natri clorua) 1én lam\kinh sach, 1ldy 3 — 4 6ng sinh tinh sach dit lén
'dung’ digh. S dung kim phan tich xé rach bao so clia 8ng sinh tinh de phan -
tan cic t& bado. Thoi gian xt i nhugc ‘troeong 5 phit.

— Nhup¢m-titu bdn: dua céc t€ bdo di nhuge trirong 1én lam kinh sach.
Gid 1 giot axeto cacmin 5% (hojc axeto ocxein) 1&én mdu vat. Nhudm'5 — 10
phut Liic nhu¢m nhé dp dia d5ng ho 1én trén d? thudc nhudm dd bay hoi.

— Ldm tiéu bén: day lamen I2n lam kinh rdi phd 1to glﬁy thdm lén
trén, 14y ngén tay céi 4n manh cho th4m hét thudc nhudm thira va dan méng
chc t& bao, lam v& ming nhén d® nhiém sic thd tung ra,

—» Poc k&t qud : dit céc tiéu bin di lam lén kinh hi¢n vi cé 40 phéng
dai 16n. Tim céc dia ki giita c6 ‘cac nhidm sic thé dan d8u, dé quan sat. Sir
dung guong-vé hay mang ludidhi kinh v& cée ducng vién, che chi ti€t cin thiét
cla phiém sic thd.1én gidy. -

Thiét lap idiogram, phéan bid} cic dang nhxem sic (hd qua chc chi tidu
cin thiét. D&€m s§ lugng nhidm sicbthe va dir kidu nhidn va nhén 48 vao v&
tuong trinh.

+ O &ng sinh tinh ?ho
Mo 14y tinh hoan cia thé duc, lau sach chc tia mau, cd dinh tinh hoan
3h trong dung djch ¢6 dinh carnoy. v
- L:‘iy mdt dng sinh tinh d%t 1én lam kinh, dung kim miii méc tach bd
cac bao so ctia 8ng sinh tinh.
— Nhudm bing 1 giot axeto cacmin 5% trong 10 phut.

— Day lamen va diing ngoén tay cai 4n nhe d& t& bao trai déu thanh mét
16p mong, pha v& mang nhan cho nhiém séc th® tung ra.
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— Dbua titu bhn 1&n kinh hidn vi cé 40 phoéng dai lon. Phat hién chc
dia ki gitra ro-nhdt, cac nhiém sic thé khong chdng 1én nhau,
" # _ Ding guong v& vién cac nhifm sfc-thd lén gify. Thiét l4p ididgram,
® phat hién eac dang nhifm sic thé va“dém sé luong nhi€m sic thd va'thgc hién
diy dd céc yéu ciu tuong

; o é trinh vao vé.
= ; i
1 — O hach thin kinh
» rudi ddm (D. Melanogaster) ;
, /3 3 : — Dung kim phéan
T NE A tich md 14y hach thin kinh
f 7 5 ] wudi dim trén kinh lup
s " . 0 meofta, cin xac dinh ki vi
3 3 : tri hach- thin kinh truée
” g ! g khi md ¢hinh 10):
= v By q — T4ch 14y kiach than
Lo St SN 5 kinh rudi d4m ngam vao
Py : ;‘ “ zh ' .dung dich. natri xitrat 1%
o iy ‘ £ (1gam natri xitrat pha trong
10 S 100. ml nuédc c4t) khodng
N1 S , 20 phit: Sau d6. chuyén
) = hach thin kinh. vao axit
5 “axetic 50/.,, khoang 15 phit.
9 'é ~ Nhudém hach thin
& AECIEES H( * kinh d4 nhuoc trirong bing
{2 NS axeto cacmin 359 khoéng
13 2—3 phit.
< 1% RS — Pay lamen, dit lén
15 - i lam kinh mét to gidy thim
’ B\ . it thu8e nhudm thira dﬁng
- ‘_ ngén tay tré &n nhe “dé
NE/ ® VRGO , R\¢ . dan mong cac 1€ bao thanh
A o W— —A¥®" . mot l6p, mang nhin v¥
_ Hinh 10 — So dd sip xEp cée co quan clia-fu trung "nhiém S§c-_thé tung ra.

;- rudi ddm (D. Melanogaster). . — Poc {i'éu bin trén
1, Méc miéng; 2. Hiu; 3. L8 thd trube; 4. Euyén kinh hi®n -vi véi d6 phéng
véng: 5. Hach th’&n kinh; 6. Thyec quin; 7. Thuy, ﬂ'ai om RS

* da dAy: 8. Da day trudes 9. 6ng Manpighi truée; ° ; g
10. Ru6t gita 11. Th® m& : 12. Budag tring 13. Ruét — Sir dung guong vé

sau; 14; Khi quan; 15. Ong Manpighi sau; 16. Hiu d2 {hist 1ap id6gram, d&m
moén; 17. Hach bung; 18. Tuy&n nudc bol’; 19 Tmhv . = - iy
hoan: 20. L3 ths sau. s6 luong nhiém s#c the trén

il *  cac dia metaphase (hinh 11).

Cin luu y mudn thu duge nhidu dia ki gifra truée khi md doi 14y hach
thin kihh, ta thém vac méi trudng nudi ru61 ddm 11it consixin ¢6 ndng do
0,04% khoang 2h.
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Hinh 11 — B nhiém sic th ludong boi cla rudi ddm (D. Melanogaster),
1. & rudi ddm dyc; 2. &.rudi. ddm cAi;. 3. &nh chup hidn vi bé nhidm sic th? rudi ddm cii

. .
v 6/ '

2.Pphvong phap Ium tiéu ban cG dinh nghién ciu hinh théi va dém s&lveng
nhidm séc the. ' i

2.1. 6’ thwe vat.
% T'rén chép ré hdnhﬁﬁy,
a) Muc dich yéu cdu :,
— Nim duge phu'ong phap lam va chuyén tiéu ban tam Lhoi thanh t{éu

bin ¢6 dinh &2 st dung 1av dai cho cdng tac nghién ciru.
— V&, thiét lap ididgram, dém va xac dinh hmh théi nhidm sic (hd.

by Vat ligu va thiél b;

. — R& hanh da c6 dinh trong dung dieh carnoy v& glﬁ' trong edn 80%
dé& & didu kién lanh (4°C).

— Kinh hi&n vi c6 @6 phéng dai 16n. .

— Lam kinh, lamen sach.

— Gidy tham, kim phéan tich, kim miii mée.
— Lu&i dao bao, 1o dung mau. kéo cit glay.
~— Bul chi, dén cdn.

— Gidy tring, gwong vé PA—4 hoic PA 5.
-~ Tric vi val kinh va trac vi thi kinh.

— Axeto cacmin 3%

— Axit axelic 45% (hoidc glixerin).
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a) Cdc budc tién hanh. |

— St dung céc ch6p ré hanh di cd dinh trong dung dich°carnoy lam tiéu
bin tam th&i, phat hi¢n va gitr lai nhirng tidu bin cé nhidu dia ki giira dat
 tieu chuln.
— Chuy®n cée tiéu bin tam thoi sang tiéu ban ¢d dinh. "
— Poc tidu ban trén thi trrong kinh hitn vi, x4c dinh cac dia ki giira rd.

— Qua. guong v& PA—4 hofic PA—5 vi&n cac nhidm sic the 1én gnﬁy. roi
ki®m tra lai that cAn than céc chi tist cin hrd ¥ v& hinh théi cAc nhidm sic thé

— Thiét 1ap ididgram va d€m s6 lwgng nhiém sic thé:
— St dung tric vi vAt kinh, trhe vi thi kinh x4e dinh 46 phéng dai cla
" nhifm sdc thé. : ;

— Xic dinh cac chi tidu v& chl s6 vai, chi 86 diém tam, chi 36 xoan,
chi®u dai twong 46i cia nhi&m sic the (hink 10). ,

Cin chu ¥ ring trén cac d6i twong khac nhw.ditu Ha lan, ddu tu:ong. thudc
14, v.v... ciing tién hanoh twong tu.

2.2. ¢ dong vat. '

" Trén d6i twong dong vat viée nghién ciru hinh théi va d&€m s6 luwong
nhifm sdc thé thwong sit dyng cac tiéu bin ki gitta elia phidn bao gian phén
bdi vi & ki nay nhiém séc thé c6 dic trung rd v& hinh thai va dé dém s6 hrgng
nhiém sic thd.

Hién nay nguoi ta chia céc phuong phap lam tiéu bin c6 dinh ngh}én
ciru hinh théi va dém 86 lugng nhidm séc thé & d@ng vt ra ‘hai nhém .chinh:

— Nhém phwong phéap truc tiép. B
~ — Nhém phuong phip giap tiép.
' Sau day xin néu mét s6 phuong phép thdng ™erong irong 2 nhém phuong
~ phip trén.
" % Phuong phdp ldm tidu bdn ¢6 dinh nghiecw ciru hinh thdi va dém 56
lugng nhiém sdc the tryc tigp iir Hiy xuwong Lhd (orycto lagus).
b) Muyc dich va yeu cdu:’ '
— Nérm duge phuong phap lam tiéu bdn c6 dinh trwe tidp tLir tay xuwong thé.
— Quan sat, thiét IAp duoc ididgram, phét hién cac kidu nhidm sdc thg,
dém dugc 86 lrong nhiém séc the ngay tréh 1€ bdo quan B4t.
. ¢) Vat ligu va thigt bj: . ,
— Thod sbng, g »
— Pipet pasto (c6 kém qua b6p cao su)
~ Li tAm dién £
— Lam kinh v lamen sach ’
~ Dén con
— Ta m )
= Bom tiém (kém duyng cu thong kim)
— Dung dich nhugc trwong KC1 0,7%. -

36



— Coén 30%. ’ . :

— Dung dlch carnoy cai tlén (chi pha ‘trude. lice thi nghlem. va d& trong
ta lanh (4°C).

— Dung dich me giemsa (pha trudc mot tha‘mg d@ trong 14 lanh).

— Dung dich chdng ddng natrixitrat 3,8%

.¢) Phuong phdp Hén hdnh:
» Ldy dich tiy xruong:

Tiém consixin 0,05% vao 6 bung véi lign lwong lm]/lﬂgam thd trong &
bd sat tiém- consixin vdo dudi da). Sau 2—3h dung moét bom tiém khac hat
1 0,5—1ml dich tiy xwong séng hay xwong dui cho ngay vao 6ng nghiém c6
chita 8ml dung 8ich chéng déng natrixitrat 3,8%. .
—.Li tdm véi van téc 15002000 vong/phit trong 5 phit. Loai trir nuée
mit, giir lai cin ling.

. #* Nhupe truong dich iy xuong : .
— Thém KCI 0.7% vao cin ling t& bao dich ty xwong v6i ti 18: 1 phiin
dich thy xwong: 7 phin KCI 0,7% (KCl d3& hdp cach thly trudc & 37°C) va
tron d8u bing pipet Pasto d& nhugc trrong té bao trong 7—10 phaut.

-~ Li tAm vé&i vAn téc 1500--2000 vbng/phut trong 7 phat. Loai tru nubc
mit, git lai ciin ling (khoing 0,5ml). _

* C8 dinh 1€ bdo dd@_phuoc trwong: »

-, — Rét 8ml duhg dich ¢ dinh carnoy cai tién theo thanh éng nghxé,m
vao céc t&€ bao dich tly da nhwoc treong va trén déu d@ c6 dinh trong 1 gid.

— Litdm 5 phat véi van-téc 1500—2000 vong/phat. Ding pipét pasto hut
b tir tir phiin nuwde miat, giir lai kho:’ing 0,5ml cin ling. N&u thiy cin ling
con nhidu m& va chwa sach, ta c6 thé Liép tye lam lai vai lin nhu trén,

~ Lam 1oi cin t& bido bing pipet pasto .

» Nhupm 1€ bao.

— Dung pipet pastov 1y mc)t it dich t&€ bao tiy ‘xwong di c§ dinh, gio
xu6ng lam kinh lanh 3—14 giot & 46 cao 1,5—20cm tai cac vi tri khie nhau.. -
Thdi cho che giot dich tiy xwong dan d&u trén lam kinh hd lam lanh ngay -
trén ngon lira dén cdn.

— Phit déu.thuSc nhudm giemsa me 43 dwge pha lodng 4 lin Ién lam
kinh. D& b4t ddng titu bin khoing 3040 phut (ciing cé tht c8 dinh t& bao
bing axit axetic 50% vasnhuém biing dung dich axeto ocxein 2%)¢ sau dé dd-
thudc nhuém thira vao lo (c6 thé st dung lai duge), rira tiéu ban dvéi voi
nuée dé lam sach thufc nhudm cdn thira,

« Boc két qua. '

~ Dua tiéu bin quan sit duéi kinhhi®n vi véivat kinh 40%, 90X, thé
kinh 10X, 16X, timcéc dla ki gma ma trén d6 nhidm sic the x&p khong chbng
chéo lén nhau.

— Qua guong v& hdy mang ludi thji kinh v& chi ti&t cac nhidm sic thi
thuéc pham vi mét-té€ bdo quan sét (hinh, 12): '
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: - Thlét lap idiégram, phat hlen cac kiéu nhlem sic thé khéc nhau, dém
s8 Irong nhiém sic thé trong t& bao.

f 2 S ~ Trong trudng horp khong th3 tiém consixin vao
o ' » co the d& ¢4 dinh ki giira cha cac 18 bao. ta ti&n hanh

_= ej‘ , theo phirong phép sau:
L) -'o" . — Liy ngay dichk thy xuong s6ng hay xwong dai
}» 4 vi s6 lwgng 0,5 — 1ml cho vdo méi truwdng 199 & 37°C.
1(\ .| Thémd4-35giot dung dich consixin 0,05%, lic d&u 6ng
-- nghiém, d® yén 2—2,5 gid.
" Rinh 12 — B6- nhifm sfe . © Li tdm véi van tée 1500 -—2000 vong/phat trong -
th® ctia th6(2n‘=44). 5 phat, loz_n bd nydec mit, gitr lai cin ling. Sau dé
' . ti€n hanh nhuge truong té bao, c6 &nh nhudém tiéu
bin gidng nhu phuwong phap nhan ueu ban truc nép tr tuy xworig nhuw da
trinh bay.
— Phuong phdp nudi cdy bach ciu limpho dé lam tieu ban quan sdi, hinh
thdl va dém s6 legng nhiém sdc the.
Viéc st dung bach eiu mau ngoai vi dé nghlen ctu nhiém sic thé da
" dugec tifn hanh t nhitng nim 30 cha thé ki nay. Tuy nhién, phuong phap nay
 chi duge ap dung rdng rii sau khi phat hién ra cac tinh chit di truy3n té bao
clia phirc hgp protit polisaccarit chiét Lir hat qud dau ma trude a6 da dwoc
st dung d8 ngung k&t khong dic hiéu hong ciu. Viée st dung ché phim nay
(phytochema glutinin) cung véi dung dich nhuge truong da cho phép don gjan
héa va nhanh chéng thu nhdn dugc s6 luong 16n 1€ bao phan chia. M#¢ diu
v& chi ti&t tac gid c6 cdi ti&n chait it. Song v& co bin phuong phap vin 1a viéce
tron huyét twong chira bach ciu theo ti 1¢ xac dinh véi méi truong dinh dudng
c6 hod sung thém phytohema glutinin vao lo v triung.
Ngudi ta d4a. phét hién ra ring ngoadi phylohemaglutinin thi.céc chﬁt
tubeculin, cac cﬁﬁt chiét tr n4m men, céc polisacarium, thim chi c4c chit chiét -
tir c4c limpho ciling c6 khi ning kich thich phan bio trong dich nuéi cdy bach cﬁu

- a) Muyc dichyeéu ciu:
— Nim dugc phuong phap nudi cﬁy bach ciu hmpho
—~ Lam tiéu bin a2 quan sat hinh thai vd d&m s6 lrong nhiém sie the va
thigt lAp ididgram.
b) th ligu thiét bi:

- Ong nghiém vb tring cé lrang qua pemxllm

— Dung dich haperin

— .Dung dlch sinh li ¢6 natri xitrat 3 3%

— Phytohemaglutinin F

— Consixin 0,05%

— Bom tiém

— T lanh

— Tu dm

— Li tm-dién - ' ' s

— Kinh hién vi vat kinh 40)( 90)(, thi kinh 10X, 16-x

|
1

-
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¢) Phuwong phdp tién hanh:

+ Nudi ¢dy bach cdu limpho (theo Moorhead va céc tdc gﬁ khéac — 1960)

— ChuAn bi trude mat 6ng nghiém vd tring ¢6 chira 1ml dung dich heparin
(heparin'duge st dung dwéi dang dung dich biing cAch pha lofing. gip 20 lin
véi dung dich sinh li). C6 nut bdng dd duge boi kin ‘mit mit bing penixilin,

— Hut vao bom tiém vo triing mot it heparin va trang qua thanh bom
rdi trich vao ven dé ldy mau, 2

— L4y 10ml.mAu tit ven va dwa nhanh vao 6ng nghiém c6 chira heparin.

- -Dit déng 6ng nghi¢fn va¢ ti lanh & +4°C trong 30 phat. Néu trong
thoi gian d6 héng ciu. khéng ling xufng thi bd sung thém vao dung dich
gelatin 10% theo ti 1é 1ml gelatin 10% cho 10ml mau.

— Hut 14y huyét tuong loai bd. hong ciu,

— Tron huyét twong véi-méi trrong dinh du‘ong (mdi tru'érng 199 bay
moéi trirong Igala) theo ti 18: 1 phén huyét twvong véi 1,5 phﬁn mél.?ru-dng :
dinh dudng. . ‘
‘ — Ctr 10 ml hén hop trén dem tron d8u véi 0,2ml phytohema glutmm
(cta hing Welienne hay Difco M hay 0,2ml Difco P). Bd sung them chit I(héng
sinh theo ti 18 100-don vi penixilin cho 1ml.

— D& hén hop vao cac lo penixilin (mdi lo 1 5ml) Th01 vao-cac lo nudi
cdy moét ludng khong khi tir phbi' ra dé moi tru:orng tran ngép C.Og cin thiét.
Dit cac 1o nudi cdy vao ti &m 37¢C. .

®  _ Sau 68 — 69 gid cho.vao cic l(_) nudi ciy dung dich cosixin theo ti 1¢
0.5 microgam trén 1ml méi trwong dinh, dudng. Thuc t& dung dich cosinxin
duge sir dung e6 hiéu qui trong dung dich sinh li theo ti 1&: 10 microgram
chdt cosixin trén 1ml dung dich sinh li. Ldy 0. 075ml dung dich ndy bd sung.
vao 1,5ml d& thu duoe néng d% cudi cing 13 0,5 microgram.
. — Sau 3 — 5 gi¢ G trong mél tru’dng nudi cdy c6 consixin ta tién hénh
lam tiéu ban. -

. * Phuang phdp lim tiéu ban.
— Li tAm dich nudi cdy véi van tée 1500-—.2000 vong/phit trong 5 phut
Hit bé phin nuédc mit d& lai phin cin 1ing, rdi 1ic déu cho tan cin.

— Nhugc (ruwong cin ling bing KCI 0,7% (mét 6ng wghiém cho thém
_7ml KC1 0,7 %). Lie ddu 7 phuat. Sau d6 li tAm véi van t6c 1500 ~2000 vong/phit
trong 5 phut, Hut bo phin nuéc mit, giit lai phin cin Iang 'ay

— C8 dinh t& bae da nhugg trirong bﬁng dung dich carnoy trong*ﬂO 25
phut:

—-Cac bydc con lai va yeu cﬁu thi.nghiém giéng nhu phwong phiplam
tiéu ban truc ti€p to tay xuwong.

III—NHIEM SAC THE KHbNG LO

Lin d?iu tién vao nim 1881 nha té bao hoc ngudi Y tén 1a E.Balliani
tim thdy nhidm sic th& khdng 13 trén tuyén nude bot du tring Chironmus.
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Sau d6 lan lugt.phat hién cdu tric nay c¢dn cé6 & cac t& bao thanh rudt, dng
manpighi va t& bie tuy&n nuéc bot u tring bd hai canh (diptera) noi chung.

Nim 1933 Painter (My), Heitz va Bauer (Dirc) da lhﬁy ring nhiém sdc
th® khodng 18 ditn hinh hon c3 1a & t& bao tuyén nudc bot Zu trung rudi ddm
(Drosophila melanogaster).

Chiu dai nhiém sic thé khong 16 gip 100—156 Iin nhlem sic thd thuong.
Nguyén nhan cua hlén twgng néy 14 do nhiém s#c thé khong xodn va phan nao
~¢dn do sy m§. xoan ctia cac vong xodn nhiém sic the. .

S6 sgi chit nhlem sdc ciing nhiu hon nhiém sic thé thudng hang nghin lin.

TS ho'p nhiém sic th trong nhin té bao ciing la llrorng bdi, nhung cac
cip nhiém sic thé trong dong hép hgp v&i nhaa nén chiing & dudi dang soi
kép so cip. 1 _ "

Nhung vang heterochromatin cia nhiém sic thé khdng 16 thuong duge
Tien kéf trong mot khsi chung goi lé tam nhiém sic (chromocentre). Cing v6i
kh&i chung d6, nhiém sic th® giéi tinh Y & rudi ddm duc thudng tham nhap
vao trong thanh phiin cda t4m nhi&m sic cho nén khong nhin ré duge.

X Pllll’llg,ﬁhcp lam tidu bén tam thi 4 quan sat cdu tao nhiém séc thé
khdng IB tuydn nvéc bot &u lrt‘mg rudi ddam (Drosophlla Melanogaster).

a) Muc dich yeu ciw. . °
— Nim duwge phuoug phap iam tiéu bén tam thoi nhidm sic thd kh%g
15 tuyén nuée bet du tring rudi dddi.

~ Quan sit dwoc chc dia sing .dia téi trén mot doan nhidm sfc the,
' v& duge toan bd ho nhidm sic thd khdng 16

'b) V@l ligu va thidt bi.

— Au tring rudi ddm e6 kich thuée 16n.

— Kinh hidn vi v&i vat kinh 40 - tln kinh 10 X hodie 16 X.

- - Klm phan. tich.

— Kinh lip..

— Lam kinh vi,lamen sach,

— But.long, ”

— Gidy thdm. o

— Pia dng 1d — Dung cu vé trén kinh hidn vi:

— Héa chfit: dung djch sinh 1i-0,6% NaCl. ..
axeto cacmin 5%
axit axetic 45%-

¢) Phuang phdp tién hanh. :

+ M6 doi va tdch tuyéh nuede bot. - .

Dit fu trang d4 rira sach qua nuée cat lén lam kinh. Nho vai giot dung
dich ainh li NaCl QG% hodc dung dich co nong d6.0,73% NaCl 1én 4u tring.
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— Dua lqm kinh ¢6 #u tring 18m ban kinh hién vi véi d6é phéng dai
nhd, hodic duwa lén kinh lip 2 mit Meofta.

— C4 hai tay cim kim phan tich. Kim & tay trai gu} chat phﬁn miéng
(phin miéng c6 kitin mau den). Kim & tay phii thi dit ndm trén than 4u trung
in va kéo dai xudng phin duwdi. Khi @4 tach déi than cé thé thdy tuyén nude
bot gom céc té& bio trong sudt bén trong ¢é6 nhin miu
den hinh gidi.dai d6 1A cdc nhi€m sfc th& Mo6i mot
du tring cd 2 tuyén nu6c bot nim tach nhau, mébj
tuyén c6 mot 8ng ridng, cd 2 8ng riéng cua 2 tuyén
ciing .46 vao mo6t 8ng chung ‘(hinh 13), xung quanh
tuyén nudc boteé cic thé m& bac quanh.

— Ding kim phan. tich loai bd cac mo thwa ra
khéi lam kinh, tich hét cic thé md, dua tuyén nuéc
bot vao dia dong ho.

+ Nhu¢m tuyén nude bot bdng axeto cacmin:

— Nhd 1 — 2 giot axeto cacmin 5% vao “tuyén #
nudc bot A& nhudém trong 15 — 20 phit. Mudn miu _
nhudém mau t8t thi diy tié¥ bin bing mét dia dong fif"alf‘?”ﬁn;”{f‘g; 3;:;:
ho, d& trong ti &m*°S. didu kién nhiét do 37°C. ' ;

— Pura tuyén nuéde bot da nhudém 1én lam kinh, nhé 1én tiéu ban 1 giot
axit axetic 459, diy lamen va dang ngén lay tré 4n nhe tiéu ban,

+ Quan sdt cdu tgo nhiém sdc thé khbng 1O *: .

— Pua tiéu ban 1én kinh hxén vi v6i vat kinh 40 X thi kinh 10 >< hoie
16 X quan sat vd v& qua guong v& 1 t&€ bae chua vy mang nhan trong d6 chira
nhiém sic th& khdng 16 (hinh 14).

— Phat hién céc té bio mang nhén' di vo, tim té bdo ¢6 bd nhiém sic
thé tung ra rd nhdt, qua hé¢ théng gwong v&, phac, lai cdu tao chung clia tirng
nhim sdc thd. :

-

% Céc nghién ciru cla Painter.;Bl"isgcs... da cho thiy ring nhifm sdec thé khdng
Id c6 nhitu dic di¥m nhuw s6 nhim sic thE trong nhin bing s6 don bdi, cho nén céc
dang tuong dbng la trang th4i ti€p ‘hop efia t&€ bao. Ngoai ra, nhi®m sic th® 1a dang
nhitu s¢i (politene). Trén tidu bin cfia rudi ddm diu c4c d3i ngang. thdy rd céc dii t6i
va sang. DY nhin biét che nhilm sic the va che dil ngudi ta dang ki hidu: s6 1 cho nhidm
sic thd X, cdc chd 2L, 2R Ia vai trai vA phii clia nhidm sdc thE tht 2, 3L va 3R la
vai trdi va vai phidi clia nhidm sfic the thir 3; s6 4 12 nhiém sic th? thir 4. Nh1&m sic the
ther 2 va th& 313 dai nh4t. Nhidm sic 'th? the 4 12 ngén nhit.

T4t cA 4 nhidm sfic th® duge ehia 1am 102 doan. NhiZm sic tht X ¢6 20 doan
(t 1 d6n 20). Nhiém sfc th3 thit 2 ¢6 40 doan 20 doan & 2L (t&r 21 dén 40) va 20 doan
& 2R (tir 41 dén 60). Nhidm sic th® the 3 c6 40 doan: 20 doan & 3L (i 61 —80) va 20
doan & 3R (t& 81 dén 100). Nhidm sfc th® thi 4 c¢6 2 doan 101 va 102. Céc'nhifm sic th
nhidu s¢i ctia rudi dim e6 chidu dai tinh bing micrén: nhiZm sie .th? X 1a 220 P, nhidm

« sicth® the 2:460 Mms nh:ém sdc thd tha 3 1a 485 Bw, nhiém sfc thd tha 4 1a 15 P,
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— Quan sAt chc dia sing, dia t8i trén mdt doan nhiém sic th®, pban

bi¢t 4 nhi®m séc thé v& kich thurde va s6 dia sing dia ton trén chc nhidm sic
thé (Hinh 15),

Hink 14 — T&bao tuyén nuwoe Hinh 15 — Nhidm séc thd khdng 18 luyén nwéc bot
bot fu trung rudi ddm co fu trung rudi ddm. R 1a vai trai, L 14 vai phax clia
chira nhiém $4c thd khbng 19, " . tirng nhilm sac th.

.‘thcng phap lam tiéu bdn tgm I’h&l dé quun sat cdu tgo nhiém'séac I’h&,
khdng I5 tuydn nuéc bot &u tring Chironomus. ‘ '
) Muc dich yéu clu: - : _ - ;
— Nim dwgc phuong phap lam tiéu bin trén 4u tring chironomus:

— Quan sit duge cdu tao clia nhidm sﬁc thd khdng 16 clia 4u tring
chironomus. C _ ’

by Vat lieu va Lhikt bi:

-~ Au trung chironomus. X o7 Lo
— Kinh hi¥n vi véi vat kinh 48 X, thi kinh 10 X hojc 16 X.
~ Mit kinh ddng hd. .
— Lam kinh va lamen sach.
—_Kim phan tich.
~ Gifly thdm.
— Ta 4m. ' ' '

- Héa chét: dung dich sinh 1i 0,6 % NaCl
axit axetic 45% "
axeto cacmin 5% )
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¢) Phuong phdp Hén hanh: -
— Phuong phdp m8 dot va tach tuyén nudce bot.

- — Dit 4u tring chiromous (hinh 16) 1&n lam kinh. Nhé lén fu trung
1—2 giot dung djch sinh li lanh (trong 'diing dich sinh li lanh 4u tring chiron-
omus chuyén dong yéu).

Co th? #u trung gbm cac d61. Trude A8t thir nhit 1a diu, cubi dét sau
cing 13 co quan sinh due. :

Hinh 16 — Au trang chironomus: Hinh 17— T& bao tuyén
1. DPudog cit giira d6t 3 va dét4; nuéde ‘hot 4u trang chi-

2. Chan gid; 3. Mang: 4. Eju. . TOnOMmMuSs.

Tuy&n nudc bot clia chironomus nim giita d6t thi 2 va tha 3 cha Hu
trung. D2 tach ching dung ludi dao bao md giita d&t thi 3 va ddt thir 4.

~ St dung kim phan tich tach 2 tuy&n nuéc botkhdng mau trong sudt,
chiing ¢6 2—5 thuy (hinh 17), cae t&€ bao ¢6 nhan rit lon ngay ci luc chua nhu¢m
mau vin nhin thiy dwgc. V& hinh dang chung ctia tuyén.

+ Nhupm Héu bdn tuyén nude bol:

Nhudm tuyé€n nwéc bot bing axeto cacmin 5% lrong dia dong ho c6 déy
béing 1 dia ddng ho kbac, dit vao td 4m 37°C lrong thoi gian 1 gla

3. Lam liiu bdn quan sat c&tr tao nhlém sdc thd khdng 15, -

— DPua luyén nuwéc bot @i nhuém mau lén lam kinh, nhé w»do "tiéu
bin mot giot axit axetic 456% (chuy&n tuyén nude bot bing pipet hay biing
phan tich). '

— DAy lamen lai, dung gidy thﬁm hiat hét -axit awehc con thira. Pua tiéu
.bin 1én kinh hidn vi, clign 14y t& bao c6 cac thé nhidm sfic #in mau t6t trong
nhin t& bdo: V& lai & bao d6 (mudn v& chinh xic thi ding gwong vé).’
= Trong t€ bao tuy&n nwdée bot chironomus, cung nhu cGa rudi ddm, cé.

s8 lugdg nhiém sic thd lwedng boi duwge quan sat & trang thai don bdi (gidng
nhau v& kich thuéc va cdu-tric nhidm sic the),

= Ding ngén tay cai 4n nhe tidu ban’ tao diéu kién cho t€ bio dAn m6ng
thanh mét 16p, ¢ nhiéu té bao vy mang nhan, nhiém sic thé khdng 15 tung ra,

— DPwa tiéu bin lén kinh hidn vi & vat kinh 40 X thi kinh 10 X hoge
16 X, quan sat cdu tao nhi&m sic thd khdng 10, roi ding guong v&, cin thin
vé lai nhlem sdc thé khong 16 trong mdt t€ bao rd nét nhit
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1V—PHUONG: PHAP XAC DINH VUNG DONG NHIEM SAC
(EUCHROMATIN) D| NHIEM SAC (HETERCHROMATIN)
VA CHAT NIHEM SAC GI¢1 TINH

1. Phuwong phap ph&r' hién vang..da'ng nhidm sdc va dj nhidm séc.

Khi nhuém nhi&m sfc th® bing (huSc nhuém kidm tinh, hoic biing céc
thuc nhudm dic biét, mot sd ving trén nhim sdc th® bil miu thim hon, goi la
ving dj nhiém sac con vung it nhuém mau hon goi 1a viing ddng nhiém sic.

V& vaj trd clia viing di nhidm sic, nhidu tac gid cho rfhig: di nhiém siec
phan b8 & vi tri twuong ng & céc nhidm sic the khic nhau (ving eo cdp I.co
chra tim ddng, ving eo cdp.Il, noi hinh thanh nhan bé), hiu nhue khong mang

e gen co bdn (i v& phu'cmg ti¢n di truy&n), tham gia c&u tao nén nhi€m sic the
gioi tinh (nhim sac ;thé Y'& Drosophila melanogaster hiu nhu gbm loan 1a

chdt di nhifm sic), nhlem sic theé phu (Extrachromosome) va tim sfic (chromo-
center). '

« @) -Muc dich yéu ciu:

— Nhian biét vﬁng d6ng va di nhiém -sie, thdy dwge sir phﬁn "héa theo
chiéu dai clia nhidm siic thé.

— Buwéc d3u nim dwegc phuong phép phat hlén ving dong va di nh:ém
sic & nhifm sdc thé thwre vat,

b) Vat lidu va thidt bi: : N ¢
. . — RE bhanh, ci hanh,

— Dung dich consixin, chit ¢8 dinh carnoy _

— Cbn etilic tuygt d8i hodic 96%. Axit axetic 45%, anbumin hda lin v6i
glixerin, thuéc nhuém Feulgen, thufc nhu¢m quinacrin, lam, lamen, nhyadéan
cao su, kinh hién vi thudng, nuée cét, ti lanh va mdt s6 dung cy d& lam tidu ban.

¢) Cdc biede tign hanh: ' |

o) Phuong phé.p clia Cnnlo G.Vosa (1970):

— C6 dinh so bo ré hanh trong dung dich cbn sixin 0,05% trong 4 — 5 glé

~*Tiép d6, c6 dinh béing dung'dich ¢on axetic 3: 1 trong 2 ngay.

'~ Chuy2n mfu vAt sang con 90° va giir & nhist dd 4— 6°g rho dén lic'
sir dyng.

.— Rira miu vat bing nuéc cft.

— X li lamen bing phuong phap kho, lanh («dryice») hode bing
anbumin hoéa lin glixerin.

— Nhudm bing dung djch quinacrin O 5% ty 1015 phut
— LAm tiéu ban ép trong axit axetic 40%.

—~ Lam sing tidu bin bang chuyén qua nude cit xung quanh lamen gin
" biing nhya dan cao su.

— Tieu bin giit trong ti Janh mft dém,
— Quan sat duéi kinh hién vi thudng. _
—~ Muén chup anh hi¥n vi ciin ¢6 kinh loe 4nh sing Kodak TriXpan,
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+) Phuong phép élia G.Haskell va A.B. Wills, (1968):

— C& dinh ré hanh moc & nhié¢t do trong phong 20-—22°C trong dung
dich carnoy cOn axetic 3: 1) va nhudm bing phuong phap Feulgen lam tiéu ban
ép 48 quan sat dudi kinh hién vi,

— Ciing c6 thé dit et hanh trong mét chﬁu thlly tinh nhd c6 d& 1in réu

.dé lam Am vi giir trong th lanh 3°C trong 5 ngdy, sau dé méi ¢6 dinh va nhudm
nhu trén.

Lam tiéu ban ép d& quan sit duéi kinh hidn vi.

- V& hinh quan sat duge dud¢i kinh hién vi va vo tugng trinh va ghi cha
thich. ° a :

2. Phuvong phdap xac dinh chdt nhiém séc gifvi tinh.

Ch4t nhiém sic gioi tinh d& tim thdy trong nhan t€ bao niém mac miéng
Theo quan ni¢m hié¢n dai thi chit nhi@m sic giéi tinh do nhiém sic thé X &
trang thai khong hoat*ddng hinh thanh. S6 nhan c6 chira chét nhiém sic gidi
tinh & dan ba 14 40% (bién ddng tix 20 dén 71%), & dan 6ng thi 0—-0,3% (A.M.
Ponomorenco 1964). Vay 1a chdt nhiém sic gi¢i tinh chd yé&u phé.t hién thﬂy
O dan ba, ¢on dan Ong kha hiéin. Khi s6 lwong nhiém séic thé X clia dan Ong
sai khac véi s6 luong binh thuong thi cé thé phat hién dugc chit nhiém sic
gioi tinh. Vi du & hoi chang Clinfelter (c6 s8 nhi€m sic thé trong té bao xéma
1a 47, trong d6 c¢6 3 nhiém sic thd gi¢i tinh 14 XXY). O dan ba ¢6 hoi ching
Turner (c6 s6 nhidm sic thé & t&€ bao x6ma lé 45 trong 46 c6 mdt nhiém sfic
thé gii tinh X) thi khéng lhﬁy chdt nhidm séc gi6i tinh. Chit nhiém siic gioi
tinh ciing dwgc phat hién thdy & mot sd loai thuc vit c6 nhidm sic thd X khée
nhau.

a) Muc dich yéu cdu:

— Nim dwgc phwong phép lam tiéu ban xéc dinh chét nhlém sac gxél' )
tinh & nguoi. i =

— Quan sat dwoc chﬁi nhiém sic gl6i tinh & 18 béo niém mac miéng
phu nitr.

b) Vdt ligu vd thiét bj:

— Niém mac miéng phu nit.

— Lam kinh va lamen sach.

— Cai nao nhd.

— Ong =hé giot.

— Kinh hi®n vi.

— Gifly thdm.

— Metanol.

'—- Axeto cacmin 5% (ho#c axelo ocxem).

c) Plurorng phdp tién hanh :
+ Liy té bdo niém mqc migng :

— Ding mét nao nhd, nhe nhang gat 1dy mbt it t& bdo niém maec miéng
(phia trong b& mit ma).
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— Phét mc‘)t it 1& bao niém mac lea lam kinh sach.
+ C8 a‘inh t¢ bgo :

‘ — Nh$ 1én lam kinh trén 2 — 8 giot metanol 96% c6 dinh 18 bao 15 -
20 phit thim metanol con thira bdng gidy thdm.

. — Dua lam kinh di c¢6 dinh hong khd & nhiét do phong. Bin kinh co
tiéft bdn nay c6 th& d& mbt thoi gian lau khi chua cén 1&i.

+ Nhupm vd quan sdt tiéu bdn :

_ — Duwa ban kinh di c& dinh nhuom bing l - 2 glot axeto cacmin 5%
(ho#ic axeto ocxeiny Béy béng mit kinh ddng hd trong sudt thai gian nhufm.
Sau khodng 2 — 5 phit ¢¢ th® dwa ra quan sat duoéi kinh hién vi.

, — Bét dau quan sat & d6 phong dai nhd, sau dp chuyén sang quan sat & .
d6 phéng dai 16n. Trén thi trudng clia kinh hidn vi ¢6 thé nhin rdt ro nhan t&
bdo cé dang hinh cau, hinh 6van, ¢6 mang nhén rd nét.

— Tim'v& quan sat cic nhéin c6 chita
nhiém si¢ chdt gigi tinh. Chdt nhiém sic gi6i
tinh ndm sit mang nhan va thay ddi-hinh
dang (hinh 18). Chung c6 thé cé6 hinh tam
gide, Ovan, hinh c¢6 goc vudng va cic dang
hiph khac.

— X4c dinh s6 9% t& bao chira Lhﬁ.‘t

nhiém s#c gii tinh (s6 lugng tinh toan khéng .

| : " dwge thip dudi 100 nhan & ki trung gian). &

Hinh 18 — Nbin t€ bao niém -mac .dan ba chit nhiém sic gi¢i tinh chidém 20 —

1. Nhan tg"ﬁ:g ;;:: :guciinhlém sk 60% 86 nhan t&€ bao. Cac nhin con lai khong

chit gléi tinh: 2. Nhan t& bao dan phé.t hlen thﬁy‘ S8 lll’O‘Dg khdéi Chﬁt nhiém

Ong.khOng ¢6 nhi¥m sﬁc chdt gioi tinh.. séc g:én tinh trong céc t& bao bing s6 nhxém

sic th® X trir di mot don vi. Vi viy & dan

" ba trong mi nhan phiu cé mot theé chdl nhidm sic gidi tinh. # dan ong binh

thuong chét nhiém séc gi6i tinh thye 18 khbng ¢6 (trong mot s8 trudng h(rp cé
thd gip nhung khong dang kd).

- VE lai tiéu ban thyec tax quan sht dquc trén kinh hxén vi.

' CHUONG u
' co s(r PHAN TU cﬁA TINH DI TRUYEN

Ta da blét ADN 14 thanh phﬁn co ban cﬁa che nhiém sic thé trong nhan
1€ bao vA nhidm .si¢ thé cia mdi loai dong, thuc vat d€u chira ADN dic thu.
Tinh dic tha v& lodi dwge xac dinh Lol s6 nucleotit trong phan t& ADN, boi
Guanin 4 Xitozin

Adenin 4 Timin

trinh tu sip x&p clia cac nucleotit vA ngay ci béi ti 18
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Phan @ng Feulgen trong ADN dya trén co sé méi tiyong tae cla thube.
thit Schiff véi cdc nhém andehrit cia dggng desoxyriboza. Trong phan tir ADN .
¢6 cic nhom andehit lién k&t véi nhaw, bdi viy nguoi ta so bd gidi phéng
_ chung bing viéc thiiyy phan trong axit clohydric lodng & 60°C. Do thiy phan.
cic bazo purin (guatin va adénin) bj tach ra khéi phan tir ADN va cac gbc clia
phan tit ADN c¢6 cac nhém andehit te do dwge gidi phéng ra. Thudet hir Schlff‘ 1a
1 hop.chdt khong bén vitng va d& dang kéi hgp véi cde nhém andehit tr do,
do vdy thu dwogc 1 chit bAt mau. Axit desoxyribonuclic chii yé&u chira lrong
nhim sfc thé, béi vay thudc thir Schilf chi nhu¢m nhan, dic trurig nhudm
" mau ctia nhan trong cic té bao 1a khong giéng nhau. CT)ang han, nhan cla ving
phan chia thwong ¢6 mau tim d6 twoi, con nhin tir cic viing bao ré con nhuém
mau trong d6i ddng nhdt va cudng dd yéu. Khi d6, hachnhan khéng bi-nhuém
mau. Trong céc té bao & cac pha khéc ghau cia gidn phﬁn chi 6 cac nhiém
sidc thé Bi nhu¢m mau. Mau tim d6 &ta cac nhidm sic thd xac nhén vé sy dinh
khu cta cac phan t& ADN trong ching, con theo cuong do nhuﬁm mau c6 thd -
nhin dinh v& trang thai cia phirc hop desoxyribonucleoproteit. -

I —PHUONG PHAP HOA TO CHUC NHAM PHAT HIEN ADN
TRONG CAC TE BAo NHO PHAN UNG FEULGEN-SCHIFF

- L. Myc dich.

- Chuﬁn bi tiéu ban ¢8 dinh nhuém ADN theo Feulgen — Schiff

— Quan -s4t va v& cac t€ bio nhudm theo Feulgen Pic biét chu ¥y
dén cudng d4od nhudm mau cta nhan va nhim sic the chi ra sy dinh kbhu
ciia ADN. : I

* 2. vatligv va thiét bi.

. — Nhing 14t ct hién vi ré hay di®m sinh trudng cia than ciy ngmen
ciru dan [én cac lam kinh. _
— Kinh hién vi
~ Tt dm
— Ong thiy tinh hlnh tru dé nhu@m titu ban
6ng dong.
. — Thudc thit. Schiff
— Dung dich 1% Vert claire
— Natri Bisunfit
— HCI d¥c (ti trong 1 19)
— Con Etilic 96°
— Con etilic 100°
— Cacbonxilen.
- =~ Xilen
- — Keo Canada
— Nuée cat
— Chi mau
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3. €ac buée tign héanh.

+ Chuin bij thudc thir Schiff "n chuong 1)

. + Nhudm tiéu bin

a6 1 — 2 gio.

D3 thudc thir Shiff vio 1 6ng thuy tinh hinh tru va ngam tiéu bin trong

Chufin bi dung dich nuéc sunfuror (xem chwong 1) va db n6 vao 3 6ng

thily tinh hinh tru khic nhau. Ngim céc tiéu bin di nhuém trong thudc thi
Schiff vao cac 8ng nay theo trinh tw mdéi 6ng 2 — 5 phit.

Bdng 3

Trith ty céc buéc tidn hanh 4§ phat hign ADN trong 1§ bao
nh¥ thu8c thé Schiff
&
Tl Thu6é thir Bi¢n phap v&i tieu bd Thoi giad Ghi chu
e ,Bién phip véi tidu-ban i gian ic
1. | Xilenparafin 1 Xé&p +vao 6ng thiy tinh _ .
] hinh tru 10—15 phut
412 11 iy b8 » 10-15 - :
3 [-Cdn+xilen (1 phincdn
100% + 1 phéin xilen) 3—5 -
4 | Con 96% R&a bing 6ng nhd giot xgp 30° giay
5 = vio dng thiiy tinh hinh'try 5~10- phut
6 |Con 45% » Foll  vomis s
7 | Nudge cét » 3-5 -
8§ |1IN HC1 Rira hing 6ng nhd giot 30 giay
9 ‘ nt Xép vao. Ong thuy tinh | ] -
hmh tru 8 phat P4t 6ng thiy
10 nt » 1-5 phit tinh hinh try
11 | Nuoc cht Rl’ra_ bing 6ng nhd giot 30 giay ‘vao ti 4m
12 | Thuéc thir Schiff Xép vao. 6ng- thiiy tinh ' .| 60°C 4% thay
hinn tru 1-3 .gid | phan
13" [ Nuéc sunfua 1 —nt— 2 phit
14 - I ~nt= 2-5 phiat
15 il 11 ~nt— ¢ 2-5 -~
16 _ | Nuoc voi —nt- 15 phdt
i7 | Nubec cdt —nt— e 152 =
18 | 1% luc nhat (Vert- ! i
claire) ; —ni- 1-2 —
19 | Nuéc voi ~nt-— " —~5~ Rira duéi voi
20. | Con 90% Rita biing 8ng nhd giot 3 giay nuéc chiy
21 . - X&p vao 8ag hinh tru }—2 phit
L 22 | Con 100% Rira biing 6ng nhd giot 3 glay
23 | r ' X&p viao 6ng hinh tru e 1-5 phut
24, | Cdn + xilen (1 phin \
¢ cdn 100% + 1 phin .
xilen) —nt— 1 phut
25 | Nhya thom xzilen I —nt— 5—10 phut
26 » I =gt= 9
27 {Nhua thom ' D3t mAu vat vionhya thom 1 -
28 Quanasét titu ban dd#¢i kinh hi¥n vi va dung béat chi mau v& té hao chi ra trén
hinh-sr djnh khu*“vd ham ligng teong d6i cia ADN.
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Dé phat hién ADN ngudi ta st dung tiéu ban ¢d dinh c4c lat cét doe mé
phan sinh ré hanh, qua d4u, va cic cAy khae. C6 dinh miu vit trong chit ¢d
dinh Carnoy hay navaxin (xem chuong 1). Thoi gian ¢6 dinh ¢6 thé ngin hon.
Sau d6 miu vit cin dwoc khit nuwéc, tAm parafin va cét trén may cit lat .
(microtom) cac 14t cit hieén vi mdng dugc dan lén lam kinh. Trinh ty nhuém
cdc ban cit nay 48 phat hién ADN nhu trong bing 3.

Thudc thit Schiff hoin toan khéng nhudém té bao chit. Boi vay d8 nhuém
t&€ bao chdt va mang & bao, ngudi ta sk dung viéc nhuém bd sung bing dung
dich 1% vest Claire trong nuéc hay trong rwgu khi dé té bdo chit bi nhudém
mau lye nhat. Ngwdi ta ciing dung ci dung dich 1% Orange G trong nudce lam

thudc nhudém bd sung. O tritong hop nay, té bao chdt ¢6 mau vang da cam.

Il — PHAT HIEN ADN VA ARN TRONG TE BAO
- NHO' NHUOM TIEU BAN BANG LYC METIL VOI PIRONIN

I. myc dich.

— Chuln bi tiéu ban c6 dinh nhudm luc metil véi Pironin.
— Quan s&t tiéu bin thu dwoe dudi kinh hin viva bing but chi mau, vé
hinh chi ra sir dinh khu cia ADN v ARN trong té bao.

. 4
2, Vat ligv va thiét bi.

Céc 14t cit hidn vi doc ré hanh hay céac cAy khac dan 1&n lam kinh. Kinh
hién vi, chi mau, 8ng dong, cdc thudc thixr cin cho viéec nhudm va dinh tiéu
bin.c8 dinh, dung dich luc metil véi pironin (dung dich A). Buffer axetat
pH = 4,8 (dung djch B). Axeton, xilen.

3. cac budc tign hanh.

Phan @ng cho phép phat hién ADN va ARN biéing cAch nhudm lyc metil
véi pironin dwgc x4c dinh bdi sy ¢6 mit trong phAn t ADN vad ARN céc
nhom phét phat axit (HPO,). Luc metil nhudém cac phan t& ADN thanh mau
lyc, con pironin nhudm cac phan tir ARN thanh mau d6. Cuong d6 bit mau
phu thudc vao lwong axit nucleic. Khi dy cin nhé ring, pironin khong phiila
thudc thir dic hiéu d6i vdi ARN. Bdi viy, cin st dung cac tiéu ban ddi ching:
trede khi nhudm dugec x€p vao dung dich ribonucleaza trong nudc va @it
vao ti 4m 37°C trong 2 — 3 gid. Trong thoi gian nay su thay phin cac
phan t& ARN x4y ra trong cic té bao. C6 thé st dung axit tricloaxetic 5—10%
thay cho riboriucleaza, Cac tjiéu ban ddi ching dwge nhuém bing phwong phip
thong thirong dong thdi véi cac tiéu bin nghién ciu. Néu nhu cdc tiéu ban
d6i chang duege nhudm bang pyronin thanh mau dé yéu thi tic la trong chiing
c6 chita ARN bi thiy phin dudi tic dung cla ribonucleaza.

Chuin bi 2 dung dich: dung dich A (luc Metil v&i pironin) va dung dich
B(Buffer axetat).

Dung dich: gdm 3 phin: 17,5ml dung dich 5% pironin trong nuéc, 10ml
dung dich 2% luc metil trong nuéec, 250 ml nuéde.
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Mb&i thanh phin duge chuin bj riéng va sau d6 d8 vao binh c6 nat nham va
gitt & chd 16i, 16t nhdt 1a trong th lanh. Dung dich A ¢6 thé s& dung trong vai thang.

Sau khi chulin bi dung dich 2% luc metil trong nudc, cin tiy sach né khoi
tap chdt tim metil bing cach chiét rit v&i clorofooc. D& 1am cong viée nay, d6 1
lwrgng bing nhau clorofooc vao dung dich luc metil, 1ic d&u va d& 1dng 1 —2 ngay.
Sau d6, bing phéu chiét tach 16p mit clia dung dich chita luc metil khdi 16p
du6i chira tap chit tim metil. Thao. tic nay dwge I¥p lai 2—3 14n hay nhigu hon.

Chuln bi dung dich B: (Buffer axetat pH 4,8).

+ D3 1,2ml axitaxetic d4 vdo 1 binh dinh mirc va bd sung nudc cét cho
da 100ml.

+ D6 2,72g Na axetat (CH;COONa.H;0) vao binh dinh mtc va bd sung
nude cidt cho dd 100ml. |

Sau d6, héa hop cd 2 dung dich vao 1 binh. 77ml dung dich 1 va 100ml
dung dich 2. Ta s& thu dwgc Buffer axetat pH 4,8. Truéc khi nhudm tiéu ban,
cdc dung dich A va B duwgce tron theo 11 16 1: 1.

Nhudm cac tiéu ban chudn bi tor mau vat di c6 dmh bing luc metil véi
plromn Pé 1Am viéc nay thuong 14y r& hanh hay ré& céc céy khae. Viéc ¢
dinh miu vAt t8t nhit, la theo Carnoy. Chudn bj cac lat cit hign vi va dan
1&n cac lam kinh theo phuong phéap té& bao hoc th6ng thuong Trinh tu che bur6e
tién hanh theo bing 4 sau day. -

Bdng 4
T‘hl:‘ | Thubc thit Bin phép d6i véi titu bin Thoi gian
1 | Xilen parafin I Xé&p vao .éng thiy tinh hinh tru 10— t5 phit
2 » II i » 10—15 —
3 | Con+xilen (1 phan cdn 100% + - » 3— 5 —
. + 1 phin xilen
4 | Cdn 96% Rira bing 6ng nhd giot 30 giay
5 » » 7 ! Xé&p vao &6ng thay tinh hinh try | 5-10 phut
6 »45% : » 3-5 »
7 | Nuéc cit » _ 3-5 »
8 - Rira bidng 6ng nhé giot 80 gidy
9 | Luc metil v&i pironin Xép vao &ng hinh truy 20 phuat
10§ Nuébc cit 1 ‘ Trang trong 6ng thily tinh hinh tru® 30 giay
1 ~ I » 3 -
12 | Axeton Rira bing 6ng nhé giot
13 | Axeton+xilen I (9 phin . » : 30 —
axeton+1 phin xilen)
14 | Axeton-+Xilen I1 (5 phiin » 30 -
xilen+5 phin axeton)
15 | Axeton+Xilen Il (1 phin Rira béing dng nhd giot 30 -
axeton+9 phaAn Xilen) » 30 giay
16 | Xilen nhya thém I . » -
17 » m- Pva tiéw bin vio nhya thom -
18 | Nhya thom Canada Canada. ° 1 phut
18 Quan sAt tieu bin duéi kinh hidn vi vi diong bat chl miu v& va chi ra sy dinh
; khu cia ADN va ARN trong té bao.

* Sau khi x&r 1i nwée cit, tidgu ban cin duoc thdm kho bing gidy loc. MAu vit
cin duge ¢ dinh so bd, tAm parafin. Cac 14t cit c6 tAm parafin sin xuit trén Microtom
phii duoc din trén cic lam kinh.
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