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摘要：滤纸包裹法制备细菌类单细胞生物扫描电镜样品具有耗时短和样品损耗少等优点，不过，样品量较少

时，用该方法制样因干燥后难以分辨滤纸上样品位置而造成取样困难，且电镜观察时常常存在较严重的滤纸背

景干扰，难以分辨细菌等样品表面的细微结构。为此，笔者对细菌类单细胞样品制备的滤纸包裹法进行了改

良，在滤纸包裹的内层衬上1层锡纸，样品涂布于锡纸后再进行脱水等操作。改良后的方法不仅易于分辨样品

在锡纸上的分布，方便取样，而且可有效克服原滤纸包裹法制样时产生的背景干扰，能清晰观察细菌样品的表

面细微结构，提高了观察效果。
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应用扫描电镜，可以较清晰地观察到细菌表面的细微形态结构¨。41，但要获得清晰度好、分辨率高、无背

景干扰的电镜照片，样品的制备十分关键。细菌类单细胞生物扫描电镜样品的常规制备方法中的固定、漂

洗、多级脱水等过程均需通过离心来收集样品，使得制样时间长，样品损耗率也很高K。91。为避免上述缺陷，

梁静南等¨叫以滤纸包裹法对细菌等单细胞生物的扫描电镜样品制作方法进行了改良，该方法由于省去了脱

水过程的离心操作，不仅节约了制样时间，而且减少了样品的损耗，有效克服了传统制样方法的缺陷。不过，

以梁静南等[1叫的方法制备细菌等单细胞生物扫描电镜样品时，如果将样品用导电胶直接固定于样品台上，

样品容易陷入导电胶内而影响观察效果；若剪取带有样品的滤纸块粘贴于样品台上，电镜观察时常常存在较

严重的滤纸背景干扰，特别在样品量较少时干扰更显著，影响细菌表面细微结构的观察。另外，在样品量较

少时，真空冷冻干燥后肉眼较难分辨样品在滤纸上的分布位置，造成取样困难。为此，笔者对细菌类单细胞

生物扫描电镜样品制备的滤纸包裹法进行了进一步改良，改良后的滤纸包裹法既保留了原有方法制样快捷、

样品散失少等优点，还显著提高了冷冻干燥后样品在附着基质上的分辨效果，易于取样；有效避免滤纸背景

对样品观察的干扰，提高了观察效果。

1材料与方法

哈氏弧菌(1,tbrio九硼肥一)、美人鱼发光杆菌(Photobacterium damselae)和藤黄微球菌(Micrococcus luteus)等均

取自本实验室一80℃甘油保存的菌种。细菌收集及前处理参照谢家仪等方法‘81并稍做改进，具体方法：哈氏弧

菌、美人鱼发光杆菌经ZobeU 2216E平板划线复活后，挑选生长良好的单菌落接种于2216E液体培养基，30℃

200 r·min。1摇床培养12 h。藤黄微球菌经LB平板复活后于LB液体培养基37℃200 r·min。1摇床培养12 h。
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取l mL菌液于1．5 mL离心管中12 000 r·min。1离心3 min收集细菌沉淀。细菌固定和洗涤参照文献[10]的

方法，滤纸包制作和脱水等步骤参照文献[10]的方法再适当改良，具体方法：取直径为15 cm的定量滤纸依次均

等对折两2次成扇形，剪去弧形部分，展开成正方形。将正方形的滤纸对折后剪成2个规格约为4 cm x 8 cm的

长方形；剪1片2 cm×2 cm的正方形锡纸片，一角与长方形滤纸的一角对齐平铺于滤纸一端(图1)，沿长方形

滤纸的宽边，以1 cm的宽度从有锡纸的—侧开始依次折叠3次(图1)，剪去多余的滤纸，形成1个1 cm x4 cm

的小滤纸包，用订书钉将铺有锡纸的滤纸包一端订牢，形成1个下半部内层衬有锡纸的小滤纸包。随后将经固

定和洗涤并离心收集的细菌沉淀，加约0．1 mL磷酸缓冲液制成菌浓缩液，将滤纸包(连同锡纸)的口张开，用移

液器将经浓缩菌液样品涂布于锡纸片的内面，于超净工作台内晾干约10 min，以使样品能较好粘附于锡纸表面，

减少后续脱水等操作时样品流失。此后，再在锡纸片之间塞入并斜放1段长约2 cm的无菌牙签棒，轻捏两侧衬

有锡纸的滤纸片以固定牙签棒，并通过牙签使锡纸片之间形成空隙，最后用钉书机将另一端钉牢，制作成1个带

有样品的滤纸包(图2)。将滤纸包的锡纸端朝下垂直放入装有乙醇的容器内，梯度乙醇脱水¨0|。滤纸包

在不同浓度乙醇间转换时操作应缓慢，避免液体冲力过大而使样品从锡纸片上脱落。脱水后的样品连同

滤纸包一起真空冷冻干燥，再撤掉钉书钉，展开滤纸袋和锡纸片，小心取下锡纸片，肉眼分辨样品在滤纸

片上的分布位置，将粘有样品的锡纸片剪成约5 m／n x 5 rain锡纸块，样品侧朝上以双面胶粘于样品台

上。喷金后于扫描电镜(Hitachi S-4800)下观察。

锡纸

’infoi

第l条折线
The first folding line

第2条折线
The second crease

第3条折线
the Third Sample

图1 锡纸平铺于滤纸位置及制备滤纸包的折叠方

式示意图

Fig．1 r11le diagram of the tinfoil on the filter paper

and the folding method of preparing filter paper pack

2结果与分析
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图2将样品装入滤纸袋及装订过程

Fig．2 The steps of putting samples into filter paper

pack and making an envelope by stapling nail

以改良前的滤纸包裹法制备的样品进行扫描电镜观察时，滤纸背景干扰较严重，难以分辨鞭毛等细

菌细微结构(图3a)；并且，因滤纸表面不平整，造成样品附着基质高低不一，影响拍照时聚焦，使照片景深

增大，影响有些区域图像的清晰度(图3c)。以改良后的滤纸包裹法制备样品进行扫描电镜观察时，因样

品的附着基质(锡纸)表面光滑，结构致密，电镜观察时无背景干扰(图3b—d)，因而可清晰地观察细菌表

面细微结构，如哈氏弧菌的鞭毛和无乳链球菌的双球和链状形态等(图3b、图4)。此外，改良后的方法还

有以下优点：1．可清晰判断样品位置，易于取样。细菌冻干后有些自身颜色为白色的菌落在滤纸上的分

布肉眼很难分辨，不易剪取有效滤纸块，也无法将样品洒在样品台上，且细菌量少还容易丢失样品。改良

后方法，细菌分布在锡纸上，显现明显的痕迹，易于分辨取样观察，少量细菌就可以得到理想的效果(图

3b)。2．照相景深小，易于对焦，可获得整体都较清晰的图像(图3d)，还避免原方法将样品用导电胶直接

固定于样品台时因样品压人导电胶而无法全面观察样品结构，提高观察效果。
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图3改良前后细菌扫描电镜观察效果对比

箭头指示哈氏弧菌鞭毛；a．改良前滤纸包裹法制备的哈氏弧菌样品扫描电镜照片；b．改良后滤纸包裹法制备的哈氏

弧菌样品扫描电镜照片；c．改良前滤纸包裹法制备的藤黄微球菌样品扫描电镜照片；d．改良后滤纸包裹法制备的藤黄微

球菌样品扫描电镜照片

Fig．3 The comparison of the effect of scanning electron micrographs between the former filter paper pack method and the im—

proved one

The arrow shows flagella of E bray／．；a：The SEM micrograph of矿妇朋聊obtained by the former method；b：The SEM

micrograph of E妇n叫obtained by the improved method；C：The SEM micrograph of胍luteus obtained by the former method；d：

The SEM micrograph of胍luteus obtained by the improved method

在本改良方法中，为了避免滤纸包内的锡纸紧贴在一起，在锡纸

之间还放置了1段经灭菌的牙签棒，使锡纸片之间形成1个空隙，既

有利于提高后续酒精脱水及真空冷冻干燥过程中的脱水效果，也可避

免真空冷冻干燥时因负压造成锡纸片挤压而破坏或损伤细菌的表面

结构。为了避免样品散失，样品涂布于锡纸片后经约10 min静置晾

干，使样品可较好附着于锡纸片上。同时，在酒精脱水等操作时，为避

免样品从锡纸片上脱落，应使有样品的锡纸端朝下放入脱水剂中，并

且将滤纸包浸入或取出脱水剂时动作要轻缓。若需要制作大批量样

品，可以把多个含样品的滤纸包同时放在同一容器中进行梯度脱水。

图4无乳链球菌双球和链状形态

Fig．4 Cocci in pairs or in chains of

Streptococcus agalactiae

另外，本改良方法所需样品量较少，每个滤纸包只需约1 mL的菌液样品，有利于大批量样品制备时节约

样品、时间和试剂等，减少样品制备成本，提高样品制备效率。

3结论

改良后的滤纸包裹法既保留了原有方法制样快捷、样品散失少等优点，还显著提高了冷冻干燥后样

品在附着基质上的分辨效果，易于取样；有效避免滤纸背景对样品观察的干扰，提高了观察效果。
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Improvement of Filter Paper Pack for Bacteria Sample Preparation

for Scanning Electron Microscope Observation

XU Xiandon91⋯，ZHANG Guoqingl，XIE Zhenyul一，WANG Shifen91一，ZHOU Yongcanl’2

(1．Ocean College，Hainan University，Hmkou，Hainan 570228；2．Hainan Key Laboratory for Tropical Hydrobiology and Bioteehnology

Haikou，Hainan 570228；3．Jiangxi Fisheries Research Institute，Nanehang，Jiangxi 330039，China)

Abstract：The filter paper pack method is generally used to prepare SEM sample for observation of bacteria and

other mono．cell creatures，and it saves time and samples as compared to the traditional method，However，with

this method some samples can’t be distinguished by naked eye in the filter paper after freeze drying．Moreover，

the electron micrograpb obtained by this method has interference of filter paper background，and it is thus
diffi—

cult to observe the subtle structure of bacteria on the micrograph．In this context，the filter paper pack was im—

proved by adding a layer of tinfoil onto the filter paper pack as lining，and the samples were dropped
on the tin。

foil before ethanol dehydration operations．With the improved method the distribution of sample on the foil can be

easily distinguished by naked eye without interference of filter paper background，and the subtle structure of bac—

teria surface can be clearly observed．

Keywords：SEM；filter paper pack method；bacterial sample preparation；improved method
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