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 什么是电子显微镜

 电子显微镜如何工作的（透射电镜和扫描电镜）

 如何利用电子显微镜来观察生物样品（样品制备）

 近期相关的工作
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 分辨率——能分辨开来的物

面上的两点的距离（最小分
辨距离），它是与放大倍数
无关的。
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d: 分辨距离，mm；

λ: 入射波长，mm；

n: 介质折射率；

α: 物镜对物点的张角的一半 。



 光学显微镜分辨率：200nm

 肉眼分辨率：0.2mm

 有效倍率1000倍。

 光学显微镜的放大倍数可以做的更高，但是，高出
的部分对提高分辨率没有贡献，仅仅是让人眼观察
更舒服而已。

有效放大倍数



如何提高显微镜的分辨率
要想提高显微镜的分辨率，关键是降低照明光源的波长

物质 波长

紫外光 <380nm

X Ray 10~0.001nm

电子束 0.01nm~0.001nm



 什么是电子显微镜

 电子显微镜如何工作的（透射电镜和扫描电镜）

 如何利用电子显微镜来观察生物样品（样品制备）

 近期相关的工作



透射 电子显微镜 扫描 电子显微镜



电子与物质的作用
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 什么是电子显微镜

 电子显微镜能做什么（扫描电镜和透射电镜）

 如何利用电子显微镜来观察生物样品（样品制备）

 近期相关的工作
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以电子束作为光源的样品制备的基本原则

保留细胞生命状态下的细节，细胞需要固定————双固定

电镜镜筒处于高真空，只能观察脱水后的细胞————梯度脱水

样品要很薄，一般50nm,对高速
电子有一定的耐受力——包埋,切片

生物样品需要重金属染色，增强电子
散射能力———染色

防止脱水剂在大气中的急剧气化，降低
样品表面张力——临界点干燥

干燥的生物样品不导电，为避免热损伤，提

高图像质量，产生更多的二次电子——喷金

TEM SEM

负染色



细胞的固定

固定的目的
终止生化过程,抑制分解酶活性,避免组织溶解腐败,使细胞内蛋白质,脂肪,糖,酶等不自

溶,凝固在原位不弥散.以保持组织和细胞形态结构与正常生活时相似。（化学，冷冻，
化学冷冻想结合等不同固定方法。）

取材的基本要求
(1)动作迅速，取材后快速放入固定液中，或者固定中取材。
(2)体积要小，一般1㎜3，如果来不及，例如野外取材，也可将组织修成（1×1×2）
mm大小长条形，之后再进行分割（微生物样品不低于25ul）。
(3)减小损伤，切割器械锋利，操作轻，避免牵拉、挫伤与挤压组织。
(4)低温操作，最好在低温(0℃～4℃)下进行，降低酶的活性。所用器具和固定液都应
预冷。
(5)取材部位要准确。



 适合保存：蛋白质，核酸，多糖；有效保存组织细微结构如微管、内质网和
细胞基质、有丝分裂的纺锤丝及胞饮小泡等，并且可以保存某些酶的活力,较
好保存抗原,适于细胞化学研究；

 不适合保存：脂类，磷脂固定效果差，对细胞膜的显示较差，没有电子染色
作用。

(1)戊二醛 ( C5H8O2)—glutaraldehyde

分子量较小，渗透较快，均匀固定深度:0.5~1mm ,

0－4℃可长时间固定(几周甚至1～2个月)不会使组织变脆，可用于远离实验室的取材;

常用固定剂



 强氧化剂，与氮原子有较强的亲和力，可较好的固定脂肪、蛋白质、磷酸脂蛋白；
 固定变性DNA及核蛋白，不能固定天然DNA、RNA及糖原；
 具有固定和电子染色双重作用，样品图象反差较好；

▼酶的钝化剂，不适合细胞化学的固定；
▼与乙醇/醛类反应生产沉淀－－漂洗

●分子较大,渗透速度缓慢,但反应迅速,均匀固定深度0.25㎜；
●固定时间一般为1-2小时,时间太长易使组织变脆,切片困难；
●锇酸固定液常用浓度：1％－2％;

极易挥发，对粘膜、角膜毒性极大,操作要十分小心!

(2)四氧化锇 (OsO4)-- OSMIUM TETRAOXIDE

与双键反应



(3)甲醛-Formaldehyde

 渗透组织的能力比戊二醛强，对于致密组织（种子）固定作用好；

 细胞精细结构保存质量不如戊二醛，但酶活性的保存优于戊二醛；

▼缺点：不能较好的固定细胞基质，脱水后大部分细胞基质将丢失；

＊常用多聚甲醛－戊二醛的混合固定液。

(4)高锰酸钾

 强氧化剂，较好固定脂蛋白;

 对神经髓鞘、叶绿体及其他各种膜结构的研究均可作为固定剂；

 只用于某些常用固定剂难以固定的植物和酵母样品，且一般不需要用锇酸后

固定.



固定中要注意的问题

 pH值:

固定液与组织液的pH 应接近,以保持原生
质,膜的选择性以及酶的活性,避免蛋白质变性;生
物组织pH 7.2~7.4; 富水动物组织(原生动物,
胚胎)pH8.0~8.4

 固定液渗透压与离子组成:

低渗肿胀,高渗收缩.

调整方法:固定液中加k,Na,Ca盐,葡萄糖,蔗
糖等可调节固定液与组织的渗透Ca++,Mg++
等二价阳离子可减少细胞内物质的抽提,但浓度大
易沉淀; （文献的重要）;



漂洗

漂洗的目的:

 双重固定中,在锇酸固定前的漂洗:

避免锇酸与戊二醛反应生成细

小而致密的饿沉淀，破坏细胞结构.

 组织固定后脱水前的漂洗:

清除残留固定剂,减小固定剂和

脱水剂之间的反应，避免沉淀物干

扰超微结构的观察.
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脱水

 目的
将组织内的游离水彻底清除,保证包埋介质完全渗入组织内部。

 方法
用一种和水及包埋剂均能相混溶的液体来取代水,常用的脱水剂是乙醇和丙酮。

注意事项

 脱水梯度逐级进行, 急剧脱水会引起细胞收缩。
（50%→70%→80%→95%→100%→100% ）;

 更换溶液动作要快。长时间暴露空气中会在组织内外产生微小气泡，影响渗透；

 脱水过程中可在70%脱水剂中4℃停留或过夜,过度脱水不仅引起更多物质的抽提，

而且会使样品发脆，造成切片困难;



以电子束作为光源的样品制备的基本原则
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渗透和包埋、聚合

 渗透就是利用包埋剂渗入到组织内部取代脱水剂的过程。

 包埋剂在单体状态时(聚合前)为液体，能够渗入组织内，当加入某些催化剂，经加温或其他
条件，能聚合成固体，以便进行超薄切片。

水溶性树脂－丙烯酸类树脂

• LR White，毒性小，粘度低，容易渗透。



包埋 修块 制刀



切片

〈500
A

600-
900A
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1500A
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2400
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2800A

灰色 银灰色 金黄色 紫色 蓝色 绿色



染色

[目的]将重金属原子结合到细胞结构上使造成图像反
差重金属：铅盐（Pb,82）蛋白质，糖元，脂类（细胞质及膜看得清楚）

铀盐（U,92） 蛋白，核酸，特易于核酸

• 铅染
与铀染过程近似. 蜡盘上放固体NaOH

消除空气中CO2,以免与柠檬酸铅生成
碳酸铅沉淀污染切片,清洗晾干



刀痕:换刀

叠层:注意捞片碎裂:注意配方与聚合时间

空洞:充分脱水

包埋与切片时常见问题与对策
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游离细胞亚单位

细菌, 噬菌体, 病毒与病毒亚单位

生物大分子(核酸,蛋白质)等

样品浓度:

低浓度找不到样品,太浓凝集成团,看不见单体结构. 参考浓度:细胞或细胞器
105/ml,蛋白质5~10mg/ml

负染技术适用样品范围

滴样
30s/1mim

水洗
30s/1mim

染色
30s/1mim



负染色技术原理

 用重金属盐堆积在样品周围,提
高外周电子密度反衬样品.

• 电镜下可看到样品部分
透亮,周围暗.
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玫瑰花瓣表面的SEM

照片(850X)，CPD ( critical 

point dryer)干燥

玫瑰花瓣表面的SEM照片
(850X)，风干干燥



临界点干燥法(CPD: critical point 

dryer)

临界点：大多数液体在室温下存在明显的气液两
相界面，随着温度增高，饱和蒸汽压也增高。由
于蒸汽速度加快，液相密度下降，气相密度增加，
当温度增加的到某一特定值时，气液两相密度相
等，此时界相消失，表面张力等于零。这种状态
称为临界点状态。

临界点干燥法：是利用物质在临界状态时，其表
面张力等于零的特性，使样品的液体完全汽化，
并以气体方式排掉，来达到完全干燥的目的。





离子溅射镀膜法（ion sputtering 

device）
 原理：在低气压系统中，气体分子在
相隔一定距离的阳极和阴极之间的强
电场作用下电离成正离子和电子，正
离子飞向阴极，电子飞向阳极，二电
极间形成辉光放电，在辉光放电过程
中，具有一定动量的正离子撞击阴极，
使阴极表面的原子被逐出，称为溅射，
如果阴极表面为用来镀膜的材料（靶
材），需要镀膜的样品放在作为阳极
的样品台上，则被正离子轰击而溅射
出来的靶材原子沉积在试样上，形成
一定厚度的镀膜层。



微生物样品
应用扫描和透射负染观察的区别

 立体的外貌体征与边缘表观

 外部结构稳定性的需要（鞭毛）

 分辨率的需要（病毒）
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