２－７　切片之染色

　　染色（staining）乃將切片浸於染色液中，使組織與染料結合，產生著色之現象。

　　經過固定處理之試材，製成切片後，雖然組織的形態及構造不再發生改變，但是各種組織仍舊透明無色，彼此之間缺少差別，觀察時頗感不便，尤以初學者為甚，因此將切片染色，藉顏色之不同，著色之深淺，甚易區別。

　　組織不同，對染色之反應亦異，如木質化之細胞壁對蕃紅歐（safrania O）之親和力特別強，細胞質易吸收苯胺藍（aniline blue）之顏色，油類對紫朱草根素（alcanna）之染色性反應極佳，藉此種不同之特性，以不同之染色液，不同之方法，將不同之組織，染成不同之顏色，如行二重染色時，以蕃紅歐和亮綠（light green）染維管束，染後木質部為紅色，韌皮部為綠色；以氰藍（cyanin）和真曙紅（erythrosin）染維管束，染後木質部為藍色，韌皮部為紅色，而且分色分明，易於辨認。如以蕃紅歐行單重染色時，染後組織雖均為紅色，但有濃淡深淺之分，概言之，細胞壁木質化程度愈高，染色愈深；；反之，木質化程度愈低，染色愈淺，藉此種差異，及易辨別硬壁組織及柔壁組織。染色之時間及步驟因染料、樹種、切片之厚薄、性質如橫斷面、徑斷面、弦斷面而不同，應視實際情形而定。
　　染色液由顏料調配而成，顏料之種類很多，有酸性者、亦有鹼性者；有醇溶性者、亦有水溶性者，不但性質相異，而且各有其適用性，染色時，應慎重選擇，如行二重染色或三重染色時，更應注意染後分色之明顯度，否則即失去染色之意義。茲簡介數種常用之染料於下，以供參考。
　　(一)蕃紅歐：

　　　蕃紅歐（safranin O）或稱紅珊瑚，為應用最廣之鹼性苯胺（aniline）類紅色染料，溶於水及酒精，在水中之溶解度為5.45％，在酒精中之溶解度為3.14％，適於染木質化的細胞壁、栓質化的細胞壁、角質化的細胞壁、染色體、核仁、中心體等。

　　　蕃紅歐可配成酒精溶液、或水溶液，供單重染色、二重染色、及三重染色，普通配方如下。

　　　⑴酒精溶液：
　　　　①蕃紅歐（safranin O）　　　　1g.
　　　　②50％酒精（50％ alcohol）　　100c.c.
　　　⑵水溶液：
　　　　①蕃紅歐（safranin O）　　　　1g.
　　　　②蒸餾水（distilled water）　 100c.c.
　　　上述兩種配方，各有優劣之處，如以蕃紅歐水溶液染水煮軟化之木材切片較為方便，當薄片切下後，可直接浸於染色液中染色；如用蕃紅歐酒精溶液時，必須先以50％之酒精脫水，然後才能染色。以蕃紅歐水溶易染色時，最少需兩小時，常者可達一週，一般約6～24小時，否則脫水時易生退色現象。

　　(二)鹼性品紅：

　　　鹼性品紅（basic fuchsin）亦屬苯胺類染料，溶於酒精，微溶於水，在酒精中之溶解度為5.93％，在水中之溶解度為0.26％，試染維管束。其配方如下。

　　　⑴鹼性品紅（basic fuchsin）　　　50mg.
　　　⑵90％酒精（90％ alcohol）        2c.c.
　　　⑶蒸餾水（distilled water）     100c.c.
　　調配溶液時，應先將鹼性品紅溶液溶於酒精中，然後以蒸餾水稀釋。鹼性品紅多用於單重染色，雖然切片僅浸染3～5分鐘，但脫水時，亦不易退色。

　　(三)酸性品紅：

　　　酸性品紅（acid fuchsin）屬苯胺類染料，溶於水及酒精。常用其染皮層、髓之柔壁細胞、纖維素細胞壁（cellulose cell wall）、膠質木纖維（gelatinous fiber）等，其配方如下。

⑴酒精溶液：
1 酸性品紅（acid fuchsin）       1g.
2 70％酒精（70％ alcohol）   100c.c.
　　　⑵水溶液
1 酸性品紅（acid fuchsin）　 0.5-1g.
2 蒸餾水（distilled water）　100c.c.
　　　酸性品紅雖有上述兩種配方，但普通多用其酒精溶液，行單重染色，浸染時間約2～3分鐘。

　　(四)載來飛蘇木精：

　　　蘇木精（haematoxylin C16H14O6˙3H2O）乃由墨水樹（Haematoxylon campechianum Linn.）的心材提煉出來之染料，溶於水及酒精，但不能直接配成溶液使用，通常與硫酸鐵胺[即鐵明礬ferric ammonium sulfate F2(SO4)3˙(NH4)2SO4˙24H2O]或硫酸鐵胺[即鋁明礬aluminum ammonis sulfate Al2(SO4)3(NH4)2SO4˙24H2O]配成不同之染色易，如海得漢蘇木精（Heidenhain’s Haematoxylin）、載來飛蘇木精（Delafield’s haemaloxylin）等，其中最常用者為載來飛蘇木精，其配方如下。

　　　⑴蘇木精（haematoxylin）　　　　　　　1g.
　　　⑵純酒精（absolute alcohol）　　　 10c.c.
　　　⑶硫酸鋁胺飽和液（saturated aqueous of aluminum ammonium sulphate）　　　　　  100c.c.
　　　⑷甘油（C.P. glycerin）　　　　　　50c.c.

　　　⑸甲醇（methyl alcohol）　　　　　 50c.c.
　　　調配時，先將蘇木精之晶體溶於純酒精中，待全部溶解後，將其慢慢滴入硫酸鋁胺之飽和水溶液中，使兩者均勻混合，再裝入廣口瓶中，以紗布覆蓋瓶口，置於光亮通風處，使蘇木精養化為氧化蘇木精（haematein），此種反應習稱“成熟（ripen）＂，進行之速度很慢，常需兩月始可完成（如欲縮短成熟時間，可加入微量之過氧化氫），成熟後，將溶液過濾，並加入甘油及甲醇，因兩者亦使硫酸鋁胺發生沉澱，需靜置，待溶液變成深黑色時，再過濾，即成貯存液（stock solution），以數倍之水稀後，即可使用。

　　　載來飛蘇木精適於染細胞核、細胞質、及未木質化之細胞壁等，可行單重染色；亦可與蕃紅歐行二重染色染後，木質化之細胞壁成紅色，未木質化之細胞壁為紫色。

　　(五)亮綠：

　　　亮綠（light green SF）為酸性染料，溶於水、酒精，在水中之溶解度為20.35％，在酒精中之溶解度為0.82％，常配成酒精溶液使用，試染未木質化或木質化程度極低之細胞壁，如柔壁細胞、膠質木纖維等，其配方如下。

　　　⑴亮綠（light green SF）　　　　　　0.2g.
　　　⑵95％酒精（95％ alcohol）　　　　100c.c.
　　　亮綠常與蕃紅歐做二重染色，因其易將蕃紅歐溶去而代之，故須先染亮綠，而後染蕃紅歐，染色後，木質化細胞壁為紅色，未木質化者為綠色；染色體呈紅色，紡錘絲為綠色。

　　(六)龍膽紫：

　　　龍膽紫（gentain violet）屬鹼性苯胺類染料，溶於水及酒精，在水中之溶解度為1.68％，在酒精中之溶解度為13.87％。試染未木質化之細胞壁，常配成95％酒精飽和液，或1％水溶液，龍膽紫甚少作單重染色，常與蕃紅歐做二重染色，染後木質化細胞壁為紅色，未木質化細胞壁為紫色。亦可與蕃紅歐、金橘紅行三重染色。

　　(七)金橘紅：

　　　金橘紅（gold orange）或稱橘紅G（orange G）屬酸性染料，溶於水及酒精，在水中之溶解度為10.86％，在酒精中之溶解度為0.22％。金橘紅很少單獨使用，多用為他色之襯景，其1％之水溶液，與蕃紅歐、龍膽紫作三重染色。

　　　切片染色之方法可分為單重染色、二重染色、三重染色，茲分別與例簡介於下，以供參考。

　　(一)單重染色：

　　　單重染色（single stain）即利用易軟色亦將切片染成單一顏色，簡單易行。茲以載來飛蘇木精行單重染色之步驟說明如下。

　　　⑴先將切片浸於35％及50％酒精中脫水。

　　　⑵在載來飛蘇木精液中染色5～10分鐘。

　　　⑶以水浸洗10分鐘。所謂“浸洗（wash）＂乃利用吸管（pipete）不斷的攪動及更換染色盤（或二重皿）中液體之操作，為減少切片之損壞，在染色及水洗過程中，不宜將其從一盤皿移至另一盤皿中。

　　　⑷在35％、50％酒精中各浸3分鐘。
　　　⑸在鹽酸酒精（即兩滴鹽酸與100cc之70％酒精之混合液）浸5分鐘，使沉澱溶去。

　　　⑹利用70％、85％、95％、100％各及酒精脫水，以二甲苯清潔後，即可封片。
　　(二)二重染色：
　　　二重染色（double stain）乃以兩種不同顏色之染色液，將切片染色之方法。習用之染色液，如蕃紅歐與亮綠、蕃紅歐與載來飛蘇木精、氰藍與真曙紅、酸性品紅與碘綠（iodino green）等，茲舉例說明二重染色之流程於下，以供參考。

　　　以蕃紅歐與蘇木經染針葉樹材切片之步驟（註：切片試材經50/50甘油－酒精混合處理）。
　　　　①將切片置於盤皿中，以50％酒精浸洗2分鐘。

　　　　②換30％酒精浸洗2分鐘。

3 換20％酒精浸洗2分鐘。

4 換10％酒精浸洗2分鐘。

5 換蒸餾水浸洗2分鐘。

　　　　⑥於2％～3％鐵明礬（iron alum）媒染劑（mordant）中浸洗20～30分鐘。

　　　　⑦用蒸餾水浸洗5次。

　　　　⑧以蒸餾水在西拉球斯盤（Syracuse dish）中沖洗（flood）切片，並加入2～3滴0.5％蘇木精（Haemataxylin），使中膠層變為深藍色（而非黑色），所需之量和時間須個別判斷。

　　　　⑨更換蒸餾水浸洗數次。

　　　　⑩以2％的蕃紅歐水溶液染切片，約30秒至24小時，視需要而定。

　　　　⑪以蒸餾水浸洗，使切片退色至最佳顏色。

　　　　⑫以10％、20％、30％、50％、70％、95％、100％等不同濃度之酒精脫水後，經二甲苯清潔後，即可封片。

　　　⑵以蕃紅歐與亮綠快速染闊葉樹材切片之步驟（註：切片試材經50/50甘油－酒精混合處理）。
　　　　①將貯存在酒精與甘油混合液之切片取出，置於35％、50％、70％酒精中浸洗2～5分鐘。

　　　　②換95％酒精浸洗2分鐘。

　　　　③以蕃紅歐酒精染2分鐘或更久（24小時），視試材而定。

　　　　④以50％或95％酒精浸洗退色2次或更多次，每次約1～2分鐘。

　　　　⑤以1％亮綠酒精（95％）液浸染15秒至30分鐘，但應注意不可染的太久，以免整個切片因紅綠結合全部變成藍色。

　　　　⑥於100％酒精脫水，再以二甲苯清潔後，即可封片。

　　(三)三重染色：

　　　三重染色（triple stain）乃以三種不同顏色之染色液，將切片染色之方法，為Flemming氏（1891）發明，所用染料為蕃紅歐、龍膽紫、及金橘紅，及適於染細胞分裂，茲簡述其步驟於下。

　　　　①將切片置於50％酒精中脫水。

　　　　②浸於蕃紅歐酒精中染色24小時。

　　　　③以50％酒精浸洗，至細胞質及紡錘絲無紅色時，轉浸於35％酒精中，約5分鐘，取出置於蒸餾水中。

　　　　④於1％龍膽紫水溶液中浸3～5分鐘，將紡錘絲染色。

　　　　⑤以蒸餾水浸洗。

　　　　⑥於1％金橘紅水溶液中浸30秒至1分鐘，將細胞質染成紅色。
　　　　⑦以各級酒精脫水，經二甲苯清潔後，即可封片。
