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几种典型扫描电镜生物样本制备 
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摘要：总结了几种典型扫描电镜生物样本的制备方法。结果表明，分别采用牙签直接涂抹、在合适的溶剂 

中超声分散后用铜片和铜网捞取的方法．得到较好的粉末样品扫描电镜图像：微生物在液体或固体培养 

基 中培养后。经戊二醛固定．乙醇脱水和冷冻干燥等处理过程；植物样品根据含水量的不同，选择合适的 

固定液和干燥方 法对样品进行处理 ：动物样 品采 用双 固定和 临界点 干燥 的方 法进行处理 ；均获得较 为理 

想的扫描 电镜 图片 
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Several Biological Typical Samples Preparation Methods of Scanning Electron Microscope 

HU Chun-hui"．XU Qingb,SUN Xuanb．YU Haob,YUAN Yu—qing 

(a．Central Labratory；b．School of Life Sciences，Qingdao Agricultural University，Qingdao 266109，Shandong，China) 

Abstract：This paper explores and summarizes the Scanning Electron Microscope(SEM)preparation methods of several typical 

samples．The results showed that using toothpick direct smear method，copper and copper net gain by ultrasonic dispersion in 

suitable solvent to obtain excellent SEM images；Microorganisms in liquid or solid culture were fixed in glutaraldehyde using 

ethanol dehydration and freeze drying process to prepare the samples；Plant samples under different water content，select the 

applicable stationary liquid and proper drying methods for the processing of samples；Animal samples were prepared by using 

the method of double fixed and critical point drying processing；Above all samples are obtain ideal scanning electron micro— 

scope images． 
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随着科学技术的发展．扫描电子显微镜技术已 

成为检测物质性能和表征微观结构的重要手段．被 

广泛应用于食品学、生物学、医学、高分子材料等领 

域⋯ 扫描电子显微镜在科学研究中有广泛应用．如 

观察不同淀粉颗粒的超微形貌 、蛋白复合膜的微 

观结构 3_、淀粉纳米颗粒的研究[ ]及不同储藏过程 

中肉食类微结构的变化_5_等 相较于传统的光学显 

微镜和透射电镜 。扫描电镜具有以下特点：直接多 

角度观察样品的表面结构：不需要将样品切成薄 

片：景深大、图像立体感强；放大倍数从几十倍到几 

十万倍连续可调 ：电子束能量较低．对样品的损伤 

小：在观察形貌的同时可以对微区的成分进行定量 

和定性分析 

扫描电镜同样对于样品有一定的要求。需要满 

足以下条件 ：①导电性能好，样品在电子束的作用 

下表面电位不会升高．不会产生荷电效应[6]；②样品 

要尽可能干燥 ．电子束在真空状态下运行 ，若样品 

中含有水分 ．水分挥发会造成图像漂移 ，损伤光阑 

和灯丝等 ：③热稳定性好，避免在电子束作用下样 

品分解．释放出气体或其他物质，污染镜筒；④样品 

不能有磁性 粉末样品尤其是超微粒子．吉普斯 自 

由能较大 ．在样品制备过程中需克服团聚现象，且 

使样品有一定的密度_9_。生物样品具有含水量高、导 

电性差等特点 生物样品的含水量一般为 70％～ 
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80％，只有少数的样品，如花粉、毛发等可以直接放 

人扫描电镜中观察．大部分生物样品需要经过脱水 

干燥处理后才能进行观察_10] 因此生物样品制备的 

关键步骤是干燥．应尽量减少因水分蒸发导致的形 

变 因此扫描电镜的样品制备方法对于电镜的观察 

非常重要[11]，能否获得真实、清晰、理想的扫描电镜 

图片．样品制备方法非常关键。 

本试验研究了 12种典型样品 f包括普通粉末 

材料、纳米材料、微生物、植物和动物)的扫描电镜 

制备方法 ．对扫描电镜样品制备方法进行全面阐 

述．同时对其他方法进行了改进．为同类样品的扫 

描电镜样品制备提供参考 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 粉末样品 淀粉颗粒．淀粉纳米颗粒 

1．1．2 生物样品 金黄色葡萄球菌(球菌)、大肠杆 

菌(杆菌)、放线菌(真菌)、青岛老鹳草(陆生植物) 

的花粉 、睡莲 (水生植物 )的花粉 、绞股蓝的叶片 、玉 

米茎秆、青岛百合的花芽、鸡血和鸡气管等。 

1．1_3主要仪器 JFC一1600型离子溅射仪、JFD一320 

型冷冻干燥机、Emitech K850型二氧化碳临界点干 

燥仪、JSM一7500F场发射扫描电子显微镜。 

1．1．4 所用试剂 磷酸盐缓冲液(pH 7．2)、2．5％戊 

二醛溶液、l％四氧化锇溶液、FAA固定液、乙醇、丙 

酮、醋酸异戊酯、叔丁醇等。所有试剂均为分析纯， 

试验用水均为去离子水 

1．2 方法 

1．2．1 牙签直接 固定法 将双面导电胶带粘到样 

品台上 ．用牙签蘸取待测样品．轻轻用手指将牙签 

上多余的样品弹掉。然后将牙签轻轻在双面胶上滚 

动．使样品颗粒均匀地涂布到导电胶上。用洗耳球 

轻吹试样。除去未附着的或者没有固定牢固的颗粒。 

1．2．2 铜片固定法 取少量样品置于离心管中．加 

入适量的乙醇．将剪成 O．5 cmx0．5 cm大小清洗过的 

铜片放人离心管中．超声 l5 min后．用镊子将铜片 

取出．然后将附着有样品的铜片放在滤纸上 。自然 

干燥．用导电胶水将铜片固定在样品台上。 

1．2．3 铜网碳载膜捞取法 取少量样品置于离心 

管中．加入合适的分散剂(常用的分散剂有乙醇、丙 

酮、水或者 0．1％ SDS水溶液，分散剂的选择标准： 

①样品不能溶解在该试剂中；②易挥发，超声 15 min 

后．用镊子取一片附有碳膜的铜网，轻轻捞取样品， 

立即放在铜网盒中置于一20 cI二冰箱中预冷 20 nfin， 

放入冷冻干燥机中干燥样品3 h左右，样品完全干 

燥后取出铜网．用导电胶水将铜网粘到样品台上。 

以上 3种方法制备完成后．导电类粉末可以直 

接进行扫描电镜观察．不导电的粉末样品需喷金导 

电处理后进行观察。 

以上样品的具体处理方法见表 1。 

表 1 粉末样品的处理方法 

样品名称 样品大小 分散剂 捞取载体 粘样品台 

1．2．4 球茵(金黄色葡萄球菌)和杆菌(大肠杆菌) 

的扫描电镜样品制备 取培养至稳定期或对数生 

长后期的菌液 2～3 mL．8 000 r／min离心 3～5 min．弃 

上清。加人 4O倍菌体体积的 2．5％戊二醛固定液．置 

于4℃冰箱中固定 2 h以上．用磷酸盐缓冲液冲洗 

2～3遍，依次用 50％、70％、90％和 100％乙醇进行梯 

度脱水，每次脱水时间为5 10min。脱水结束后．用 

乙醇一叔丁醇溶液(1：1，V／V，下同)置换 20 min，最后 

用 100％叔丁醇置换两次。每次 20 min 置换后将样 

品进行冷冻干燥处理．干燥后的样品进行离子溅射 

仪喷镀后，扫描电子显微镜观察、拍照。 

1．2．5 放线菌的扫描电镜样品制备 在固体培养 

基中培养放线菌．用镊子将灭菌处理的盖玻片以 

45~夹角插入培养基中．让细菌爬片生长 将盖玻片 

轻轻拔出．用磷酸缓冲液将盖玻片上多余的培养基 

洗掉。将盖玻片放到预装有 2．5％戊二醛溶液中(有 

菌丝的一面朝上)．室温或者4℃固定 12 h以上。依 

次用 5O％、60％、7O％、80％、9O％、95％和 100％乙醇 

脱水．每次脱水时间为5～10 min 乙醇一叔丁醇溶液 

置换 10 min．再用 100％叔丁醇溶液置换 2次．每次 

l0 min 置换完毕后将样品放置一20℃冰箱中预冷 

冷冻干燥处理 ．离子溅射仪喷镀后．扫描电子显微 

镜观察、拍照。 

1．2．6 花粉的扫描电镜样品制备 将一种陆生植 

物的花粉(青岛老鹳草)和一种水生植物的花粉(睡 

莲)，分别用 自然干燥法和冷冻干燥处理法处理 。观 

察花粉颗粒 的形貌 

花粉颗粒自然干燥法 ：取含苞待放的花朵．放 

置于干净的培养皿中．待其 自然散落花粉。自然干 

燥后 ．直接用双面导电胶带将花粉颗粒粘到样品台 

上。离子溅射仪喷镀后，扫描电子显微镜观察。 

花粉颗粒的冷冻干燥处理方法：取未完全开放 

的花朵置于干净的培养皿中。将其花粉抖落。将花粉 

颗粒收集到含有 2．5％戊二醛的离心管中．固定 2 h 

以上，乙醇梯度脱水，叔丁醇置换后冷冻干燥处理 ， 

离子溅射仪喷镀后，扫描电子显微镜观察。 
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1．2．7 植物叶片的扫描电镜样品制备 取材要准确 ． 

体积不宜过大．样品大小为0．5 cm~0．5 cm~0．5 cm。 

用 2．5％的戊二醛／缓 冲液在室温或 4℃同定 对于 

表面凹凸不平、黏有许多杂质的样品，在固定前后 

都需彻底的清洗．以免影响成像质量 采用缓冲液 

清洗法：用缓冲液在常温下彻底清洗样品 3次，每次 

15 min 用梯度浓度乙醇或丙酮逐级脱水 ，30％、50％、 

70％、80％、95％、100％，每次时间 l5～20 min。如果进 

行临界点干燥 ：用醋酸异戊酯置换 100％乙醇 ，在室 

温下置换 20 min以上 ，重复置换两次。如果进行冷 

冻干燥：用叔丁醇置换 100％乙醇．在室温下先用乙 

醇一叔丁醇溶液置换 20 min．再用 100％叔丁醇置换 

30 min．100％叔丁醇重复置换一次。冷冻干燥处理， 

离子溅射仪喷镀后．进行扫描电子显微镜观察。 

1．2．8 玉米茎秆的扫描 电镜样品制备 取成熟期的 

玉米茎秆．置于固定液(通常用FAA固定液)中固定 

24 h以上．然后将材料切割成 10 mmxl0 mm~20 mm 

的小块，继续固定 24 h。然后依次置于 70％、50％和 

30％的乙醇溶液中，各放置 30 min．逐级复水．最后 

将材料置于纯水中．放置 30 rain。然后依次进行脱 

硅 、软化、包埋 、切片、捞片、脱脂等处理 ，将附有样 

品的铜网用双面导电胶带粘到样品台上．离子溅射 

仪喷镀后，扫描电子显微镜观察、拍照。 

1．2．9 花 芽的扫描 电镜样品制备 取新 鲜的花芽 

立即放到 FAA固定液中固定 12 h以上 ．取材尽量 

小。依次用 70％、90％和 100％乙醇脱水处理，每次 

时间20 min 然后用 100％醋酸异戊酯置换两次．每 

次时间20 rain 置于二氧化碳临界点干燥仪中干燥． 

样品完全干燥后取出在解剖镜下仔细剖出要观察 

的部位 将观察面朝上用双面导电胶带粘到样品台 

上，离子溅射仪喷镀后，扫描电子显微镜观察、拍照。 

1．2．10 鸡血细胞扫描 电镜样品制备 将取 出的新 

鲜血液立即进行抗凝处理：①先在注射器巾吸取约 

l mL抗凝剂，再将注射器扎入动物血管中抽血；②预 

先在离心管中加入 l mL抗凝剂．注射器取血后将 

血液转移至装有抗凝剂的离心管中 将装有抗凝剂 

和血液的离心管在2 500 r／min下离心 5 min 将上 

清吸j_f：，加入与上清等量的生理盐水．2 500 r／min离 

心 5 min，弃去上清液，吸取 1 mL下层沉淀，用生理 

盐水稀释 l0倍制作血涂片 吸取一小滴血细胞稀 

释液，滴至盖玻片上．用另一片盖玻片将血滴轻轻 

推开即可。将血涂片置于2．5％戊二醛同定液中固定 

2 h以上。配制不同梯度的乙醇对材料进行脱水处 

理，乙醇浓度分别为 30％、40％、50％、60％、70％、 

80％、90％和 100％．每个浓度浸泡 l0～l5 min 置于 

二氧化碳临界点干燥仪中对样品进行干燥处理 干 

燥完毕后．将样品用双面导电胶带粘到样品台上 ． 

离子溅射仪喷镀后，扫描电子显微镜观察、拍照 

1．2．11 鸡气管纤毛的扫描电镜样品的制备 将取出 

的鸡的气管．用生理盐水或磷酸缓冲液清洗去除表 

面的杂质。将气管上的杂物(如鸡毛和凝血等)剔除。 

避免影响后期的观察．然后把气管切成0．5 cm~O．5 em 

的小块 样品太大固定不完全，容易发生形变。将新 

鲜的气管立即放入2．5％的戊二醛同定液巾．做好标 

记 样品应完全浸没在 l％的锇酸缓冲液巾。分别片{ 

30％、50％、70％、80％、90％和 100％的丙酮对气管样 

品进行脱水处理．每次脱水时间为 l0～15 min 

以上生物样品的制备方法如表 2所示 

表 2 生物样 品的处理方法 

样 品名称 同定 

2．5％戊二醛 

2．5％JZ二醛 

2．5％戊二醛 

无 

2．5％戊二醛 

2．5％戊二醛 

FAA同定液 

脱水 置换 

乙醇 叔 丁醇 

乙醇 叔丁醇 

乙醇 叔丁醇 

无 无 

乙醇 叔丁醇 

乙醇 乙酸异戊酯 

丙酮 丙酮 

lf燥方法 

冷冻干燥 

冷冻 f：燥 

冷冻干燥 

自然风干 

冷冻干燥 

冷冻 1 燥 

烘 f： 

金黄色葡萄球菌 

大肠杆菌 

放线菌 

老鹳草花粉 

睡莲花粉 

绞股蓝 叶片 

玉 米茎秆 

青岛百合花芽 FAA固定液 乙醇 乙酸异戊酯 临界点干燥 

鸡血细胞 2．5％戊二醛 乙醇 乙醇 临界点干燥 

鸡气管 2．5％戊二醛．I％锇酸 丙酮 丙酮 临界点干燥 

2 结果与分析 

2．1 不同大小粉末样品的电镜观察 

从 图 1一al、图 l—a2可 以看 出．十几微米大小的 

淀粉颗粒直接用牙签涂抹即可得到均匀的分散性 

好的电镜图片．该方法制样简单．可操作性强． 淀粉 

颗粒较大且导电性差．因此观察时设置电镜参数 

WD为 10 mm．增大景深 ．电压为 4 kV．观察模式为 

LEI、SEM，得到的电镜图片立体感较强，喷金时间 

短．没有放电现象产生．淀粉颗粒表面的纹饰清晰， 

图 l_b1、图 l_b2、图 l—cl、图 l—c2均为淀粉纳米颗 

粒．可以看出用乙醇作为分散剂进行超声分散效果 

不是很明显。样品团聚现象严重，无法观察到单个 

图 1 不同大小淀粉粉末样品的电镜图片 
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的纳米颗粒( l—1)l、 1_}】2)：而用 0．1％SDS作为 

分散剂淀粉颗粒分散 的效果更好 ．纳米颗粒在碳膜 

』二均匀地分布 ．叮以准确测量纳米颗粒 的粒径在儿 

纳米到 f纳米之间( l—cl、图 l-e2)。 

2．2 微生物样品的扫描 电镜观察 

从 2巾可以看 ．无论是真菌还是细菌用该 

处理方法均可得到较为满意的电镜 片．菌体和孢 

子的分散比较均匀， 像背景干净．茵体结构清晰． 

层次分明，立体感强 ，无杂质干扰．．根据菌体特点． 

球状和杆状的细菌用液体培养基培养较为方便．且 

菌体的分散性较好 ．处珲过程大部分在 1．5 mL离心 

管 rfI即 可完成 ．操作简单 ，节省试剂，最后叔丁醇置 

换时将菌液滴到盖玻片上．进行冷冻干燥后即_口 上机 

观察 、罔2一al、图2一a2为球菌，球菌饱满网润，表面 

光滑，无皱缩和变形 罔 2-b1、图 2_b2为大肠杆菌 

的电镜照片，菌体呈杆状，背景干净无杂质f扰 ．可 

以清晰地看到其生殖方式为二分裂； 2一cl、图 2-c2 

为放线菌 、放线蔺等真菌 ，在[舌I体培养基中．利用插 

片的方法获得菌体进行处理．能够真实地展现菌丝 

图 2 不同微生物样 品的扫描电锐图片 

2．3 植物样品的扫描电镜观察 

植物样品的处理过程差别较大．主要是根据样 

品中含水量多少．有无细胞壁等选择合适的处理方 

法 陆生植物(以老鹳草为例)的花粉含水量较少． 

采用 自然干燥 的方法进行处理 ．得到的电镜 片如 

【司3-a1、图 3一a2所 ，结构完整清晰，无形变 。无杂 

质干扰．制样过程快速简单，．水生植物(如睡莲)的 

亿粉 含水请高 一 ．若采用 自然 1二燥法处理 ．会有 

轻微 的变形皱缩 ．因此采用了 FAA溶液同定 ．能得 

到较好的电镜图片(冈 3-bl、网 3-b2)。 

观察叶片的表面形貌 ．需根据叶子的幼嫩程度 

(含水量和细胞壁的有无)选择合适的处理方法 ．如 

图4一a1、图4一a2所示是用临界点干燥法处理的绞 

股蓝 叶片 ．叶片表面 干净无杂质 ．表皮细胞饱满无 

皱缩 ．表皮毛清晰完整．基本能够反映叶片的真实 

形貌 陶4一b1、图4_}12为玉米茎秆的横截面冈 玉 

米摹杆巾 有 大韪的硅质 ．质地 坚硬 【大】此存制样 

过程中首先对其进行 _r脱硅处理一为 r减少细胞形 

变．采用半薄切片的方法获得截面．考虑到观察的 

目的是统计维管束细胞数 目．进一步去除多余的杂 

质 ．在维持细胞结构 的同时 ．使 片十净尤干扰 ．便 

于测量和计数分析 图 4-rl、 4叫2是植物化芽的 

微观结构 ．植物的花芽是植物组织中最为幼嫩的部 

位 ，极易发生形变 ，处理过程需格外小心 ．利川_J 述 

处理过程得到的百合仡芽 片细胞饱满 ．立体感 

强 ．获得了较好的效果 、 

图 3 不同花粉颗粒 的扫描 电镜 图片 

2．4 动物样品的扫描电镜观察 

对于动物样品 ．根据细胞含脂类物质的多少． 

选择是 否需要锇酸后同定 ．干燥 疗法为临界点干燥 

法 ．．血细胞含脂类物质较少I1r以不川锇酸后 定处 

理 ，该处理方法得到的鸡 皿细胞fn1 5-al、 5一a2 

所示 ．背景简单无杂质干扰 ．j札细胞呈 中问厚边缘 

图 5 不 同动物样品的扫描 电镜 图片 
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薄的圆饼状 ，血细胞表面没有明显的褶皱 ．表明该 

处理过程没有引起血细胞的形变．能够基本反映其 

真实的形貌信息 而动物组织中脂类物质的含量较 

高．需用锇酸进行固定处理 ．本研究以鸡气管为例 

观察鸡气管中的纤毛 ，如图5_bl、图5 2所示 ，细 

胞排列整齐无明显皱缩形变．纤毛排列整齐干净无 

杂质无断裂，能够反映其真实的形貌 

3 结论 

随着科技的不断进步．扫描电镜的性能也在不 

断提升．如环境扫描电镜可以观察新鲜植物材料． 

冷冻扫描电子显微镜可以直接观察蛋白质的结构 

但是扫描电镜的样品制备技术一直以来是获得高 

质量电镜图片的瓶颈．没有统一的方法，主要依靠 

操作者的经验和不断的尝试 本研究给出了不同颗 

粒大小的粉末材料f微米级淀粉颗粒和纳米级淀粉 

颗粒)、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、放线菌、陆生植 

物花粉、水生植物花粉、植物叶片、玉米茎秆、花芽、 

鸡血细胞、鸡气管等样品的扫描电镜制样方法 ，样 

品涉及材料．植物和动物，总结了适用于不同样品 

的扫描电镜处理方法 ．均获得较为满意的扫描电镜 

图片．为其他样品的制备提供了参考 

- ——  * ——  -

+  

参 考文献 ： 

f1]戈尔茨坦．扫描电子显微技术与 x射线显微分析[M]．北京 ：科学 

出版社 ．1988． 

[2]王绍清，王琳琳，范文浩，等．扫描电镜法分析常见可食用淀粉颗 

粒的超微形貌[J]．食品科学，2011，32(15)：74—77． 

[3]孙荣飞，王相友，刘战丽．纳米 TiOJSiO 复合膜结构的表征及其 

对双孢菇涂膜保鲜的影响[J]．现代食品科技，2014，30(9)：134— 

141． 

[4]周文超，李强双，曹龙奎．我国不 同地 区特色品种小米淀粉性 

质[J]．食品科技，2014，35(5)：59—63． 

[5]苗 壮，刘竞艳，常 璐，等．扫描电镜粉末样品的制备方法[J]． 

钛工业进展，2008，25(4)：31-34． 

f6]华佳捷 ，刘紫薇 ，林初城 ，等．场发射扫描电镜中核电现象研 

究[J]．电子显微学报，2014，33(3)：226—232． 

[7]HUMPHERY E．Microwave processing in a modem microscopy 

facility[J]．Sacnning，2005，27：74． 

[8]HUSSAIN C M，Mitra S．Nanomaterials for sample preparation[J]． 

Comprehensive Sampling and Sample Preparation，2012，2：389— 

4l8． 

[9]马原辉，陈学广，刘 哲．扫描电镜粉末样品的制备方法[J]．实验 

室科学，2011，14(1)：148—150． 

[10]肖 媛 ，刘 伟，汪 艳，等．生物样品的扫描电镜制样干燥方 

法[J]．实验室研究与探索，2013，32(5)：45—53． 

[11]徐学红 ，张锡元．扫描电镜样品制备的简易方法[J]．武汉大学学 

报(自然科学版)，1990(4)：119—120． 


