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实验原理
活性氧（ROS）是指机体内或者自然环境中由氧组成，含氧并且性质活泼的物质的总称，主要是有一种激发态的氧分子(O2)。超氧阴离子自由基(O2¯)是其中的一种含氧自由基，将NBT还原成不溶于水的蓝色甲䐶，可定位O2¯的产生部位。
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实验结果判读
种子：主要观察胚芽，有O2¯产生的部位会呈深蓝色或蓝紫色，其它呈无色。
植物幼苗或根尖：有O2¯产生的部位会呈深蓝色或蓝紫色，其它部位呈无色。
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	仪器名称
	品牌
	型号

	冰冻切片机
	Thermo
	HM525 NX

	载玻片
	皮诺飞生物科技有限公司
	S193333

	立式冰箱
	星星冷柜
	LSC-288G

	生物显微镜
	NIKON
	E100

	单反相机
	佳能 
	EOS 5D MARK Ⅲ



试剂
	[bookmark: _Toc457909481][bookmark: _Toc457908951]试剂名称
	品牌
	货号

	无水乙醇
	国药集团化学试剂有限公司
	100092683

	二甲苯
	国药集团化学试剂有限公司
	10023418

	中性树胶
	国药集团化学试剂有限公司
	10004160

	NBT染色液
	皮诺飞生物科技有限公司
	S191079

	OCT包埋剂
	SAKURA
	4583





耗材：
微波修复盒，玻璃缸，染色架，EP管，染色杯，盖玻片，湿盒，组化笔，巴氏吸管
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[bookmark: _Toc9724]染色 
[bookmark: _Toc14861][bookmark: _Toc9305]①干燥种子整体染色(不能固定)：
1干燥种子用自来水常温浸泡，使种子充分吸胀，将种胚内的活性氧唤醒。(冬天温度较低，可适当延长浸泡时间)
2取出种子，选择合适的方向将种胚切成两部分，滤纸吸干周围的水，置于NBT染液中常温避光浸染24-48h(冬天温度较低，可适当延长浸染时间)，取出种子用PBS稍漂洗，洗去多余的染液，置于15%的蔗糖4℃避光脱水2天，取出种子置于30%的蔗糖4℃避光脱水1-2天。
3取出种子，OCT包埋并进行冰冻切片。
4梯度酒精脱水，二甲苯封片，避光保存。
②植物幼苗或根尖染色(不能固定)：
1采集植物幼苗或根尖，蒸馏水稍洗净，滤纸吸干水分，浸入NBT染液中2-6h(避光)，（根据植物幼嫩程度调整染色时间或者根据染色程度调整染色时间）。
2将植物幼苗或根尖取出蒸馏水洗净，滤纸吸干，浸入95%乙醇中置于40℃处理，直至脱去植物幼苗或根尖本身的叶绿素。(当植物幼苗或根尖除阳性部位着染蓝色外其它部位呈无色即可)
3取出植物幼苗或根尖，蒸馏水漂洗，滤纸吸干，置于固定液中保存。
[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9]4单反相机拍照保存结果。
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	染液名称
	主体成分
	保存条件

	NBT染液
	NBT
	4℃
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本公司承诺实验结果真实可靠，若您对实验结果存有疑问，请在一个月内及时回复我们。本公司还将您的实验产品（标本及已提蛋白）在实验完成后，保存三个月，若您有需要请及时与我们联系。在以上规定期限内，本公司将积极配合您对实验结果的复核，以及产品的管理。若超过以上期限，本公司将不再承担责任和义务。
    衷心感谢您对武汉皮诺飞的信任，祝您实验顺利！
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