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微生物扫描电镜样品清洗方法的改进与固定干燥方法比较

钱天乐，周逸卿，邹珍友’，王琰，孔肖菡，史永红，茅冬梅，谭同和，丁海东，郭凯，赵静
(南京农业大学生命科学实验中心一天美电镜技术有限公司合作示范实验室，江苏南京210095)

摘要以大肠杆菌为代表材料，用扫描电镜观察比较用PBS和蒸馏水清洗再制样的图象效果，对比固定与不固定，用自然晾干法、烘干
法和用梯度酒精脱水再冷冻干燥法处理的大肠杆菌图像，提出用蒸馏水替代PBS清洗微生物样品以避免干燥后被固定液和PBS残留

物覆盖的方法，明确具有细胞壁的细茵也需固定，对单细胞生物用梯度酒精脱水再冷冻干燥要比自然晾干和烘干脱水更彻底。
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Improvement of Bathing Method of Microorganism Samples for SEM and Comparison of Their Fixing and Dryness Methods

QIAN Tian·ie et al(Cooperative Laboratory of Experimental Center of Life Science CoUege and Techcom Corp．，Nanjing Agricultural Uni·

versity，Nanjing，Jiangsu 210095)
Abstract With Escherichia coli as representative materials．the image effects of Escherichia coli after being bathed with BPS and distilled—wa-

ter were observed by using SEM．The conformations of the fixed and non．fixed samples were examined．The aired．warol—incubated and freez-

indv．evaporated bacilli were compared．The results indicated that water bathed sample was more clear than that with PBS，for water sweeped

away the residues of fixing solution and PBS which left Off and covered the surface of samples when dried．Althoulgh the cell wall can maintain

the conformation．the bacterium can secrete out its inner substances if do not fix．Dehydrating with the series of concentrate increasing achoI

and thell freezingly evaporating were better ways than airing or warm·incubating for drynes．
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用常规方法制作微生物的扫描电镜样品，一般要经过固

定、清洗、脱水、干燥、粘样、镀金等步骤，最后才能把样品放

到电镜下观察¨J。对于外表有细胞壁的微生物，如大肠杆

菌，因细胞壁不易变形，即使不同定也能保持菌体形态，因而

有人主张省略周定步骤。2。3】。常规清洗方法是用磷酸缓冲

液作清洗剂；对于脱水和干燥，有人认为大肠杆菌是单细胞，

容易干燥，因此不必经过繁杂的程序，只需将细菌悬液滴在

样品台上，在室内晾干即可镀金观察。笔者为消除广大研究

者的困惑，确定一套简洁有效的微生物扫描电镜制样方案，

采用多数实验室常用的大肠杆菌，用Hitachi S-3000N扫描电

镜分别观察比较该菌的固定与不固定，用磷酸缓冲液或蒸馏

水清洗，冷冻干燥、室内晾十和烘箱干燥后的形态和制样处

理效果。

l材料与方法

1．1材料大肠杆菌JMl09；LB培养基：酵母提取物、氯化

钠、琼脂、胰蛋白胨、酵母粉购自Oxoid公司；其余试剂为国产

分析纯。

1．2仪器S-3000N扫描电子显微镜、ES2030冷冻干燥机、

E一1010离子溅射仪。日本Hitachi公司；D-1自动蒸汽灭菌锅，

北京发恩科贸有限公司；SHZ-82A气浴恒温振荡器，金坛市

杰瑞尔电器有限公司；AIRTECH超净工作台，苏净集团安泰

公司；TGL-G高速台式离心机，上海医疗器械厂；HPX-9082

MBE数字电热培养箱，上海博风实业有限公司医疗器械广。

1．3方法

1．3．1大肠杆菌培养。将需用器具和培养基灭菌，取玻璃

试管若干，注入5“液体培养基。从平板上挑取新活化的大

肠杆菌单菌落，接种到各试管培养基中，37℃200 r／min振

基金项目浙江省测试基金(04165)；南京农业大学生命科学实验中心
开放课题基金(680810150)。
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荡培养12 h。

1．3．2圊定与不固定处理。用胶头滴管吸取细菌培养液，

注入到不同的离心管中，两两平衡，以3 000 r／min转速离心

5 min后，去除培养基上清。在一组有大肠杆菌沉淀的离心

管中注入40倍菌体体积的2．5％戊二醛，混匀后静置2 h以

上固定。另一组大肠杆菌沉淀不固定，用水清洗3遍，每次

10 min，清洗完毕用蒸馏水重悬，滴在样品台的盖玻片上40

℃烘干。
．

1．3．3用不同方法清洗大肠杆菌。取部分固定后的大肠杆

菌分3组，第l组先用3 000 r／min转速离心5 min，将细菌沉

积，弃上清固定液，将pH值调至7．2的O．02 mmol／L PBS注

入离心管混匀，再以相同转速离心5 min，去上清，重复3次，

以(磷酸盐缓冲液)PBS重悬；第2组以蒸馏水代替PBS清

洗，所有操作均相同，最后以蒸馏水重悬；第3组不清洗，仍

悬浮于原固定液中；分别用不同滴管吸取各自菌液，滴在样

品台的盖玻片上。另取3个粘有盖玻片的样品台，分别滴加

蒸馏水、2．5％戊二醛和0．02 tool pH值为7．2的PBS。将以

上各组样品放在十燥箱中40℃烘干。

1．3．4用不同方法对大肠杆菌脱水、干燥。取部分固定后

的大肠杆菌按上述方法用蒸馏水清洗3遍，然后分别用

30％、50％、70％、80％、90％梯度浓度酒精脱水，每个梯度中

静置10 min，脱水完毕，用纯酒精脱水3次，每次30 min，然后

用纯叔丁醇置换酒精3次，每次30 min，最后吸取混匀的细

菌一叔丁醇悬浮液滴在覆有盖玻片的样品台上，置一lO℃

预冷的冷冻十燥机内真空干燥，气压表指示10 Pa以下时取

出。第2组同定后的大肠杆菌则用蒸馏水清洗3遍后放在

室内自然风干；第3组固定的大肠杆菌用蒸馏水清洗3遍，

置烘箱中40℃烘干。

1．3．5镀金和电镜观察大肠杆菌。将以上各组干燥脱水后

的大肠杆菌放在镀膜仪内。以10 Pa的真空度，15 mA的离子

电流镀金160 8。在扫描电镜下取7．0 mm的工作距离，66
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‘LA的灯丝电流，15 kV的加速电压观察大肠杆菌并拍照。

2结果与分析

2．1 固定对观察效果的影响由图lA、B可知，不固定的细

菌周围有分泌物而固定的没有。

2．2不同清洗方法对观察效果的影响由图2A—F可知，

蒸馏水滴在玻片上，干燥后无杂质残留；玻片上的戊二醛溶

液干燥后形成了晶体；PBS滴在玻片上，干燥后留下了颗粒

层；用水清洗样品后无杂质覆盖；用戊二醛固定后不清洗，干

燥后有一层膜覆盖遮蔽样品；用PBS清洗细菌，干燥后可见

留下的磷酸盐颗粒将部分样品埋没。

2．3不同干燥方法对观察效果的影响 图3A～C是用不同

干燥方法处理样品后的图像，其中A是滴在玻片上自然风干

的样品；B是40℃烘2 d的样品；C是固定后以蒸馏水清洗，

酒精脱水，叔丁醇置换酒精冷冻干燥的样品。可见，干燥越

注：A为制样时不固定，清洗后，细菌周围有分泌物；B为固定并

清洗后，细菌周围元分泌。

Note：A，Secretions a”around the non—fixed bacillus；B。11le back-

ground of fixed samples is clear．

图1 固定与不固定的对比

Fig．1 Fore-and．aft fgxed Escherichia coil

注：A为蒸馏水滴在空盖玻片上干燥后；B为戊二醛滴在空盖玻片上千燥后；C为PBS滴在空盖玻片上干燥后；D为大肠杆菌同定后用蒸馏水

清洗；E为大肠杆菌同定后不清洗；F为大肠杆菌固定后用PBS清洗。

Note：A，Distilled water washed glass；B，Glutaraldeh【yde solution washed gla∞；C，PBS washed glass；D，Distilled wat．er washed gscher／℃h／a coli；E，Glut—

araldehyde solution washed sample；F，PBS washed sample．

圈2不同清洗方法对观察效果的影响

rig．2 Infl蝴of different bathing methods on the olmervation effect

图3干燥程度对观察效果的影响

№．3 Influences of drying degree On the observation effect
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充分图像越清晰。

3讨论

(1)细菌和其他生物样品必须脱水干燥才能在扫描电镜

下观察。细菌等生物样品在脱水死亡过程中，细胞内各种成

分会变性和酶解，受脱水和不利溶液的刺激，细菌会分泌内

含物。固定剂可抑制这些变化。戊二醛分子上有2个对称

的醛基，能分别与蛋白质分子中游离的氨基、酚基等共价结

合，将蛋白质分子上不同氨基酸残基上的氨基、酚基交联而

起周定作用。除脂质外，戊二醛还能固定糖原、核酸、微管、

内质网。不过浓度要适宜，浓度过高会造成组织收缩，过低

则不能及时的固定组织一J。大肠杆菌外层的细胞壁具有一

定硬度和刚性，不易变形，能使细胞保持一定形状和在不同

渗透压下生长，在不利环境下还能防止溶胞芦J。因此不同定

也可保持细菌较完好的外观形态。但干燥过程的刺激可能

诱使细菌分泌内部物质到外周，导致图像背景不洁。

(2)为显露样品被观察的部位，清洗是必要的。戊二醛

在水溶液中多为环状水合物，于燥后会形成有形晶体；PBS

由NaCI、KCI、Na2HP04和KH：PO。加水配成¨。，干燥后也会

留下细微的颗粒覆盖在样品表面遮蔽样品。因此，作者建议

样品在固定后，要用水或乙醇、丙酮等干燥后无残留的试剂

清洗。乙醇、丙酮会使样品收缩，用蒸馏水清洗经济又方便；

清洗样品还_日I减少对电镜内腔的污染，延缓灯丝熔断。

(3)室内晾干法受不同季节和气候的温度、湿度变化影

响，不易脱去组织内的水分。烘箱干燥法利用高温加快水分

蒸发而使样品脱水。因为水具有较大的内聚力和电极性，可

与样品中的极性成分瞬间结合，在挥发干燥时会牵动样品组

分而造成样品变形或微小断裂。用酒精脱水是利用样品内

外水和乙醇的浓度差形成的渗透压差将样品中的游离水置

换出来，酒精则渗到样品内。酒精极性小，易从样品中挥发

而使样品脱水。冷冻干燥是先用叔丁醇在熔点以上充分渗

入样品替换酒精，然后降温到熔点以下凝同，叔丁醇是非极

性分子，很容易挥发，样晶变形小。抽气机不断排出从样品

内挥发到周边空气中的叔丁醇分子，样品中的叔丁醇挥发完

毕。冷冻干燥对样品脱水充分，且破坏和变形小。因此建议

采用梯度浓度酒精脱水再冷冻干燥以获得清晰完整的样品

图像。
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