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本實驗所使用的酵母菌為裂殖性酵母菌Schizosaccharomyces pombe 806 (Sp806)，培養於YTG培養基。實驗組為生長在含鎘環境中的酵母菌，對照組生長在不含鎘環境中的酵母菌，樣品由吳建興博士提供。

1.1酵母菌的培養與收集 
本實驗的酵母菌以液態及液態方式培養。其中酵母菌在液態培養基中生長24 h後，加入終濃度為0.1 mM的CdCl2溶液，培養12 h後以離心方式收集。若酵母菌培養在固態的洋菜膠上，則須小心的刮下細胞層，置於Eppendorf tube tube中，以待與固定液反應。 

1.2材料的固定
第一天的處理約耗費12~14 h (包含固定、脫水與初步的滲蠟)，固定液須當天新鮮配置，且配置方法較為複雜，宜注意時間的安排。此外，實驗中所用到的磷酸緩衝液可於前一天先行配置，並置於4℃中冷藏。
藥品試劑： 
磷酸緩衝液PBS (100 mM, pH 7.0)
NaHPO4．12H2O (Wako 196-02835)



10.93
g



NaH2PO4．2H2O (Wako 192-02815)
 


3.04
g

加水至完全溶解後，調pH值至7.0，定量體積至500 mL。




固定液 (4% paraformaldehyde + 0.5% glutaldehyde)

paraformaldehyde



2.0
g

glutaldehyde




1.0
mL

取30 mL左右的磷酸緩衝液，在通風櫥中加熱至約50~60℃後加入paraformaldehyde，持續攪拌及加熱。若paraformaldehyde無法完全溶解，溶液會呈現白色混濁，此時可添加數滴的0.1 N NaOH，待溶液完全澄清後，靜置於4℃中。於溶液冷卻後，加入glutaldehyde，並以磷酸緩衝液定量體積至50 mL後置於4℃中冷藏。

· 固定液的配置過程中會產生惡臭，應於通風櫥中操作。

· 在加熱過程中為避免水分蒸散過度劇烈，而影響緩衝液濃度，可在燒杯上蓋上一蒸發皿或培養皿。

方法步驟： 

 1)
在液態培養基中生長的酵母菌先以離心方式收集 (1500 g, 2 min)，並倒去上清液。(未測試固態培養酵母菌的固定與離心條件)
· 離心後的pellet直徑約為0.3 mm。Pellet過大，酵母菌數多，試劑的滲透容易不完全；過小，則操作不易。適當的細胞量為依照上述的條件培養後，在每個Eppendorf tube中加入均勻混合的菌液0.7 ~0.8 mL。
· 離心條件不宜隨便增加。過於高速的離心會導致pellet中的酵母菌過於緊密，影響接下來的觀察。但過於低速的離心，亦可能導致藥劑置換過程中，酵母菌的大量流失。更改離心條件時須考慮這些因素的影響。

2) 在每個Eppendorf tube中加入1 mL冰冷的固定液，在4℃下靜置2 h。
· 藥劑體積須大於樣品體積的20倍。
3) 以牙籤棒尖端輕輕挖起Eppendorf tube底端的pellet，使沈澱的pellet再懸浮，並以pellet的形狀於4℃下震盪反應6 h。
4) 吸出Eppendorf tube中的溶液，每一樣品小心的以磷酸緩衝液洗三次，每次10 min，操作過程中使細胞以pellet的形式存在，並儘量勿使細胞暴露於空氣中。

1.3材料處理： 脫水 (dehydration)、滲蠟 (infiltration)、包埋 (embedding) 與聚合 (polymerization)
在我的實驗最後結果中，發現仍有空洞分佈於細胞周圍，在電子束照射下造成切片捲曲破裂。推測可能是步驟1.3的問題，其中以脫水不全最有可能。因此，脫水的時間可能要再增加，或每種濃度的置換再增加一次。

藥品試劑：
乙醇系列稀釋溶液 (30%, 50%, 75%, 85%, 95%, 100%)

· 準備100%乙醇時，在買來的絕對酒精中加入molecular sieve吸收其中的水份，使其達到完全無水 (100%) 的狀態。吸水後的molecular sieve可置於烘箱中，除去水分後重複使用。

包埋劑 (LR white)
詳細資訊請參考 http://www.2spi.com/catalog/chem/embed5a.html
· LR White平時需貯藏於4℃下，使用前請先回溫。

gelatin capsule
· LR white須在無氧條件下方能聚合，故使用有蓋的gelatin capsule。

· gelatin capsule可在三軍總醫院對面的藥局買到，100個只要18元，無須使用專為TEM製作的gelatin capsule。

方法步驟： 
 1) 將固定完成後每一樣品的磷酸緩衝液置換為30% ethanol，在室溫中靜置15 min。
 2) 將上一步驟溶液置換為50% ethanol，在室溫中靜置15 min。
 3) 將上一步驟溶液置換為75% ethanol，在室溫中靜置15 min。
 4) 將上一步驟溶液置換為85% ethanol，在室溫中靜置15 min。
 5) 將上一步驟溶液置換為95% ethanol，在室溫中靜置15 min。
 6) 將上一步驟溶液置換為100% ethanol，在室溫中靜置15 min。此步驟重複3次。

 7) 吸出1/4體積 (250 mL) 的溶液後，加入250 mL的LR white。在室溫下震盪反應過夜。
 8) 吸出1/4體積 (250 mL) 的溶液後，加入250 mL的LR white。在室溫下震盪反應4 h，此步驟重複3次。

 9) 倒掉Eppendorf tube中的溶液，加入1 mL LR white，在室溫下震盪反應過夜。
10) 倒掉Eppendorf tube中的溶液，加入0.8 mL LR white，在室溫下震盪反應4 h。
0.7 mL 約為操作包埋在0號gelatin capsule過程中所需的包埋劑體積。
11) 以剪去blue tip前端的autopipet (1 mL) 吸起Eppendorf tube中的pellet及LR white，放入gelatin capsule中，並適當添加LR white至與capsule邊緣等高。

12) 將gelatin capsule的蓋子蓋上後輕壓至底，使殘留在capsule中的空氣體積最小。

13) 將gelatin capsule垂直放入50℃烘箱中反應12 h。
14) 以刀片輕輕劃過gelatin capsule後即可剝開capsule，取出其中的樣品塊，並在適當的位置做標記。
1.4 樣品塊修整 (trimming)

包埋完成後的樣品塊須先經過修整，將樣品塊尖端修整成適當的大小及形狀,並將要觀察的部份露出。習慣上將樣品塊修整成平頂的金字塔型 (從側面觀察)，頂部與底部略成梯形 (從上方觀察)，大小應小於0.5 mm，金字塔高度不宜超過0.2 mm。

· 將樣品塊修整成平頂的金字塔型，是為了讓樣品在切片過程中得到最佳的支持力。高度過大，切片時容易發生震動，在切片上留下深淺交替的平行條紋，或導致樣品塊前端斷裂。
· 較小的樣品塊切面較容易進行超薄切片，但過小的切片在電子顯微鏡下可觀察到的東西較少。
方法步驟：

 1) 將樣品塊放置在解剖顯微鏡下，以刀片 (two-edged razor blade) 水平的削去尖端直到組織露出 (圖1.4.1, 步驟1)。

 2) 修出梯形的上下底。先將刀片以垂直方向切下，再將刀鋒以水平朝向自己的方式緩慢前進，至前一刀垂直切下處即可除去不要的部份 (圖1.4.1, 步驟2-3)。

· 注意力量的控制。

 3) 修出梯形的兩邊，方式同上 (圖1.4.1, 步驟4-5)。
 4) 待初步形狀出來後，換一新刀片再做更細微的修整，盡量使上下底平行，切面光滑無缺刻。

· 此步驟會影響連續切片 (ribbon) 的形成。
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圖1.4.1 樣品塊修整 
(圖片取自Methods of Preparation for Electron Microscopy, An Introduction for the Biomedical Sciences)

1.5 玻璃刀 (glass knife) 與刀口水槽 (trough) 製作

玻璃刀需於切片當天製作，請於切片當天預留0.5-1 h。

方法步驟：
1) 首先取一乾淨的玻璃條，粗造面朝下 (由玻璃條側面觀之)。利用製刀機將玻璃條 (glass strip) 切割成一英吋大小的正方形，再由對角線 (約略偏斜) 切割一裂痕，自兩側及底部加壓使玻璃斷裂為二即成。理想的刀口應呈現平整均勻，在解剖顯微鏡下無鋸齒狀缺刻 (圖1.5.1)。

· 施加壓力於經鑽石刀劃過的玻璃條時，需慢慢的添加壓力。當切口出現一半月型的陰影或白影 (視觀察角度而定) 時，即停止繼續增加壓力，使切口自行持續擴大至斷裂。經此過程做出的玻璃刀有較佳的品質。
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圖1.5.1 玻璃刀的製作

(A) LKB700製刀機。(B) 利用製刀機上的鑽石刀在玻璃條上略做切割。(C) 旋轉製刀機右側旋鈕，自玻璃條兩側及下方均勻施加壓力，使其斷裂。(D) 及 (E) 每一正方形玻璃條可製作2把玻璃刀，每把刀各自有刀鋒及刀座。第一把刀的刀鋒恰好緊鄰第二把刀的刀座。 (F) 製作完成的玻璃刀可以在顯微鏡下檢查刀鋒部分，理想的刀鋒應為平滑無缺刻。整把刀最適合切片的部分為Z區，約佔1/3；S區不用於切片；而E區的使用需視刀鋒的品質而定。 (圖片A-C, E取自生物電子顯微鏡學, 圖片D, F取自Methods of Preparation for Electron Microscopy, An Introduction for the Biomedical Sciences)
2) 將銀膠帶的一端貼於刀口下方並與底部平行後，另一端圍繞成一平滑的弧形貼於另一側，圈出一船型水槽。過程中勿用手接觸用以形成水槽，帶有黏性的膠帶面，以免將手上的油脂黏於其上 (圖1.5.2 A-B)。

3) 以刀片沿玻璃將多餘的膠帶切除，然後於水槽下緣與玻璃刀接觸面以蠟或指甲油封合，避免水滲漏 (圖1.5.2 C)，待乾燥後即可使用。
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圖1.5.2 刀口水槽的製作

(圖片取自生物電子顯微鏡學)

1.6 切片 (sectioning)
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圖1.6.1 Richert-jung Ultracut E超薄切片機

(圖片取自生物電子顯微鏡學)

方法步驟：
 1) 將標本臂 (specimen arm) 及刀座 (knife holder) 退回起點。

· 標本臂的控制懸鈕位於切片機右後側面，退標本臂至底時先以順時鐘方向旋轉至底，再以反方向倒轉半圈。

 2) 選用適當的固定座將樣品塊固定於標本臂上，加以旋緊。略為調整樣品塊的角度 (圖1.6.2 中3,4)，使樣品塊整個切面與即將放置的刀口等距平行。緊量使其在固定過程中勿大力震動標本臂，以免影響儀器準確度。
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圖1.6.2 Richert-jung Ultracut E超薄切片機

圖上各部位說明：(1) 刀座固定-右扳可固定刀座。(2) segment arc-由上面標示的刻度可得知樣品塊旋轉的弧度。(3) 和(4) 接用來調整樣品塊的角度。(5)樣品塊。 (圖片取自Richert-jung Ultracut E Operating Instructions)

 3) 將玻璃刀安置在刀座上，調整適當的高度與位置，並加以旋緊 (圖1.6.3中6)。

· 固定不良的樣品塊與玻璃刀可能在切片上造成chatter的現象。

 4) 調整玻璃刀的傾斜角度 (clearance angle) 為4° (圖1.6.3中7)。

· 此角度視包埋劑與刀子種類的不同而改變，但一般都在2~5°間。
 5) 鬆開刀座，以手動方式逐漸前移刀座，至刀口靠進樣品塊時鎖緊刀座 (圖1.6.3中1左扳時可用手扶住整個刀座，慢慢向前推進。右扳時可固定鎖緊刀座)。
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圖1.6.3 Richert-jung Ultracut E超薄切片機刀座

圖上各部位說明：(1) 刀座固定-右扳可固定刀座。 (6) 鎖緊玻璃刀於刀座上。(7) 調整玻璃刀的傾斜角度 (clearance angle)。(8) 在1右扳情況下，順時鐘方向旋轉可前進刀座；逆時鐘方向旋轉可後退刀座 (圖片取自生物電子顯微鏡學)。(9) 左右調整刀座角度。
 6) 利用注射針筒在水槽中加蒸餾水，加至水面在顯微鏡下剛好呈一均勻亮面 (圖1.6.4 C)。

· 不正確的水面高度可由水槽中出現黑影得知。水面過低時，多在刀口附近水面形成黑色弧線，此時剛切出的切片可能黏附在刀口上，並擠壓皺縮 (圖1.6.4 A)。

· 水面過高時，水面變得灰暗，可能導致樣品塊沾溼，剛切出的切片被拖離水槽 (圖1.6.4 B)。
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圖1.6.4 刀口水槽的水面高度與切片的關係

(圖片取自Principles and Techniques of Electron Microscopy, Biological Applications Volume 1)
 7) 將玻璃刀朝樣品塊逼近，至快接近時停止，需小心勿使兩者碰撞 (圖1.6.3中8)。

 8) 選擇修平樣品塊切面與切厚切片所用的刀鋒 (圖1.6.1)。

 9) 在顯微鏡下調整玻璃刀刀鋒與樣品塊的距離與角度 (圖1.6.5)。此部分難度較高，利用反射的亮帶判斷距離需經驗和適當光源的配合。需小心勿使刀鋒超過樣品塊平面，否則整個梯形都可能斷裂。

· 使樣品塊梯形的上下底與刀口平行：梯形切面上下底與刀口不平行時，旋轉樣品塊使之平行 (圖1.6.2中3,4)。

· 使樣品塊整個梯形平面與刀口等距：(1) 水平面等距－樣品塊切面上之光帶兩端寬度不一時，代表刀口與樣品面互相歪斜，旋轉刀座，使光帶寬度一致 (圖1.6.3中9)。(2) 垂直面等距－樣品塊切面上之光帶寬度會隨標本臂上下而改變，代表梯形之上下底與刀口距離不同，旋轉樣品塊角度，使光帶寬度一致 (圖1.6.2中3,4)。
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圖1.6.5 刀口與組織切面的調整
A樣品塊整個梯形平面與刀口保持垂直面等距 。B樣品塊整個梯形平面與刀口保持水平面等距 。C樣品塊梯形的上下底與刀口平行。(圖片取自Methods of Preparation for Electron Microscopy, An Introduction for the Biomedical Sciences)

10) 調整切片速度為3 mm/sec及semisection切片厚度1 μm ，在進行超薄切片(ultrasection)前需先進行厚片 (semisection) 的觀察及樣品塊切面的微修整。

11) 調整標本臂開始切片的起始位置 (樣品塊略低於刀鋒)。極重要，若無法確定，請一定要請教有經驗的老師。
12) 開始切厚片，待切出一平面時，可以單面削平的竹籤撈起觀察。方式如下：在玻片上滴一滴水，以撈起切片的竹籤尖端接觸玻片上的水後，將玻片放置在55~60℃ 加熱板上待其乾燥。滴一滴toluidine blue在切片上，同樣在55~60℃ 加熱板上加熱約30 sec (此時染劑邊緣會出現金色光澤)，再以洗瓶沖洗掉過多的染劑後放回加熱板，當玻片乾燥後即可放在顯微鏡下觀察。

13) 在厚片上已切到所欲觀察的目標，且已切出完整的切面時，即可開始切超薄切片。調整切片速度為3 mm/sec及ultrasection切片厚度為70~90 nm。做免疫電顯實驗的切片須較厚，可定為99 nm。

14) 觀察刀鋒是否有毀損。若有，須將刀座稍微退離樣品塊(圖1.6.3中8) 後換一刀鋒，並重新對刀，方法同步驟7-9。

15) 切出來的切片在顯微鏡下應呈銀白色 (60~90 nm) 至金黃色 (90~150 nm)，直線前進的連續切片帶 (ribbon)。做免疫電顯實驗的切片應呈金黃色。
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圖1.6.3 良好切片於刀口水槽所形成的切片帶 (ribbon)

(圖片取自Principles and Techniques of Electron Microscopy, Biological Applications Volume 1)

14) 待切出適當長度的切片帶後停止切片。以尖端黏有眉毛的竹籤輕划水面，將切片待趕至水槽深處，並以眉毛筆輕觸切片帶邊緣缺刻部位，使切片帶斷至適當長度 (約5, 6片)。
15) 以鑷子夾取鎳網 (Ni grid，免疫電顯實驗需用鎳網) 邊緣來撈取切片。撈取切片的方式有二：(1)將鎳網欲接觸切片的那一面朝上傾斜進入水中，以上緣接觸第一片切片後緩緩拉起。(2) 將鎳網欲接觸切片的那一面朝下，由上方向下覆蓋切片。

· 買來的grid有兩面，在燈光下顏色較淡且不反光的稱為dull side，顏色較深且邊緣有明顯反光的稱為shining side。未免將來混淆，應固定使用同一面。
16) 將撈到切片的grid放在濾紙上或以濾紙從未黏附切片的一面接觸grid，以濾紙吸乾水分後放入保存盒內，打開盒蓋，置於電子乾燥箱中，待完全乾燥後 (1~2 d) 蓋上盒蓋保存。
· 切片一定須等到完全乾燥後方可用電子顯微鏡觀察。
1.7 雙重染色法 (stating)
在利用帶免疫金的一次抗體做免疫電子顯微鏡染色前，可先以雙重染色法處理切片，藉此觀察細胞中各構造的保存情形，並作為調整置備條件的依據。若已知細胞各構造保存良好，可跳過步驟1.7，直接進行步驟1.8。在電子顯微鏡技術上，染色的作用是讓一些電子散射能力較強的金屬與生物特定分子結合，使其呈現較好的對比度。一般染色以醋酸鈾醯及檸檬酸鉛搭配使用的雙重染色為主，前者能使蛋白質及核酸染色，後者能使細胞膜更清楚。

藥品試劑：
醋酸鈾醯 (uranyl acetate) 染色劑

UO2(CH3COO) 2．2H2O



1.25
g

Methanol 




12.5
mL

Ethanol




12.5 
mL

將UO2(CH3COO) 2．2H2O完全溶於Methanol及Ethanol中，離心去除沈澱後，分裝於小瓶，保存於4℃下。

· 醋酸鈾醯染色劑為黃色液體，使用前若發現瓶中有黃色沈澱，離心後的上清液仍可使用。

檸檬酸鉛 (lead citrate) 染色劑
Pb(NO3) 2




1.33
g

Sodium citrate




1.76
g

NaOH




0.32
g

先將純水煮沸以除去水中的CO2，並蓋上一蓋子，減少與空氣接觸。待水冷卻至室溫後，將Pb(NO3) 2與sodium citrate溶於30 mL純水中，持續攪拌至完全溶解後，加入0.32 g的NaOH，溶解後定量至50 mL，分裝於褐色小瓶，並以parafilm封好封口，以免與CO2接觸，保存於4℃下。
· 檸檬酸鉛染色劑應為透明澄清的液體，使用前若發現瓶壁有白色霧狀結晶，此瓶染劑不可再使用。

方法步驟：

 1) 取2個培養皿，倒入溶解的蠟，待蠟冷卻後會在底部形成一蠟板，並以鋁箔包住以避光。此染色用培養皿可重複使用。

 2) 取出2種染劑，待其回溫。

 3) 剪一塊適當大小的parafilm，平鋪在一個培養皿的蠟板上。視所要染色切片的數量，滴數滴醋酸鈾醯染色劑於parafilm上。每隔2 min依序放置一片帶有切片的鎳網。放置鎳網的方法有二： (1) 撈有切片的一面朝下接觸並浮於染劑上；(2) 撈有切片的一面朝上沈於染劑中。

 4) 染色20 min後，依序取出樣品，以去離子水用雀啄法清洗6次，每次15 sec。

· 清洗時以鑷子夾住鎳網，垂直上下進出水面，速度約為25次/15 sec。以水的表面張力沖洗掉殘留的染劑。輕洗一片須時90 sec，剩於的30 sec可用來準備下一片鎳網。

 5) 將含有切片的一面朝上放在濾紙上，吸乾水分後即可進行檸檬酸鉛染色。

 6) 同樣將適當大小的parafilm，平鋪在一個培養皿的蠟板上。在parafilm旁放置十餘粒固體的NaOH，加數滴水使其潮溼，蓋上蓋子靜置10 min以吸除培養皿中的CO2。
 7) 滴數滴檸檬酸鉛染色劑於parafilm內。每隔2 min依序放置一片帶有切片的鎳網，撈有切片的一面朝下接觸染劑。

· 檸檬酸鉛極易與CO2作用而形成碳酸鉛結晶，染色時應儘可能避免對其呼氣，且撈有切片的一面朝下以避免結晶沈澱附著。

 8) 染色4 min後，依序取出樣品，同樣以去離子水用雀啄法清洗6次，每次15 sec。
 9) 以濾紙吸乾水分後，放入保存盒，打開盒蓋，置於電子乾燥箱中，待乾燥後即可觀察。
1.8 免疫標定

此部分並未實際操做過，僅提供一般標準方式，請自行嘗試與修改。

藥品試劑

Blocking solution:

Gelatin




5.0 g

NaCl




17.5 g

EDTA．2Na




3.6 g

Tween 20




1.0 mL

Tris




12.1 g

先以少量二次水將gelatin加熱溶解，然後加二次水及其他藥劑至1,700 mL，調pH 至8.0，在定量至2,000 mL。
PBS (同1.2, 100 mM, pH 7.0)

PBST:

PBS




1.0 L

Tween-20




0.5 mL

將兩者均勻混合。

H2O2 (1.7%)
一次抗體

二次抗體 (12 nm Gold-conjugated Goat anti-mouse IgG)

· 使用前以PBS稀釋至1/20，請參考：http://www.jacksonimmuno.com/。
實驗步驟

1) 準備一染色用瓷盤以二次水洗淨烘乾後，滴上一滴1.7%，並將grid以帶切片面朝上的方式浸入磁盤凹槽底部，與1% H2O2中反應2~3 min。此步驟為蝕刻，可使抗原暴露出來。
2) 以tip小心吸出1.7 % H2O2，自磁盤凹槽周圍加入Blocking solution，反應1 h。此步驟用來抑制因固定及蝕刻所造成的活化 -CHO，減少抗體非專一性的結合。

3) 與稀釋適當倍數的一次抗體於室溫下反應1 h。

· 建議初測試濃度為1/500、1/1000、1/1500。可視切片數量和其他情況而定。

4) 以PBST充分清洗。

5) 與稀釋適當倍數的二次抗體膠體金溶液 (約稀釋至1/20) 於室溫下反應1 h。

6) 以PBST充分清洗。

7) 將完成免疫標定的鎳網進行雙重染色，步驟同1.7。

參考文獻：

1. http://tulips.ntu.edu.tw/search*chi/a?a
2. http://tulips.ntu.edu.tw/search*chi/t%7B214b79%7D%7B214a55%7D%7B215f55%7D%7B213a4d%7D%7B216058%7D%7B213d73%7D%7B215e2b%7D%7B213a60%7D/t{214b79}{214a55}{215f55}{213a4d}{216058}{213d73}{215e2b}{213a60}/1,1,1,B/frameset&F=t{214b79}{214a55}{215f55}{213a4d}{216058}{213d73}{215e2b}{213a60}&1,,0
3. http://tulips.ntu.edu.tw/search*chi/tprinciples+and+techniques+od+flectron+microscopy/tprinciples+and+techniques+od+flectron+microscopy/-6,0,0,B/exact&F=tprinciples+and+techniques+of+electron+microscopy+biological+applications&1,3















































































































































1
2





3

_1056705242.psd

_1056713254.psd

_1056818236.unknown

_1057302382.unknown

_1056809242.psd

_1056711530.psd

_1056566417.psd

_1056703454.psd

_1056567183.psd

_1056565620.psd

