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!!%摘!要&!目的!探索贴壁细胞扫描电镜样本最佳制备方法及仪器工作参数调节与图像质量之间的关系' 方法!通过对样

品制备中清洗+脱水+镀膜步骤的对比试验!调整样品处理的次数+时间+样品台距离+喷涂厚度!获得最佳制备条件#优化电镜加速

电压+物镜光阑+工作距离!得到最佳工作参数' 结果!制备&)k"7<39 巨噬细胞扫描电镜样品的最佳方法是用#3$ >12ZM-:.清

洗 " 次!每次 6 >@C#4#O+6#O+9#O+8#O+$##O乙醇梯度脱水!每次 4 >@C#镀膜导电时靶与样品之间距离为 6 G>!真空度 $344 P

$4344 -?!电流 $# >)!时间 $6# F!间断镀膜' 观察样品时最佳工作参数设置为加速电压 $# `0!物镜活动光阑孔 6#

*

>!工作距离

$" >>' 结论!制备样品程序中清洗+脱水+镀膜条件的设定及仪器的加速电压+物镜光阑孔大小+工作距离的优化!有利于获得清

晰+细节丰富+反差适中+立体感强的扫描电镜图像'
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!!随着扫描电镜".']$的普及和发展!扫描电镜已

经从高层次的研究发展成为应用广泛的测试手段%$&

'

想要获得高分辨率+立体感强+层次+细节分明!保持样

品原始形貌的高质量扫描电镜图像!样品的制备起着

至关重要的作用!同时扫描电镜的使用和参数的调节

也直接影响到图像质量' &)k "7<39 巨噬细胞来源

于成年:)M:ZG雄性小鼠!为贴壁生长细胞' 细胞较

小!传代后第 $ 天呈圆型!生长速度较快' 生长一定时

间!密度较高时细胞呈梭形或多边形' 贴壁后!细胞外

周的表面结构由于受多种因素的影响!反差降低!加上

脱水+镀膜等样品处理的影响!图像质量下降!必须选

择合适的样品处理方法与电镜观察参数才能观察到清

晰的细胞外周微细结构' 因此需要反复试验对比!摸

索最佳处理方法和观察条件' 本实验以 &)k"7<39

巨噬细胞为对象!摸索贴壁细胞样本处理的最佳方法

以及仪器参数设置的最佳值' 通过对该细胞的实验!

总结出一套贴壁细胞样品的处理方法和观察条件!具

有推广意义'

23材料与方法

$3$!材料

!!&)k"7<39 巨噬细胞来源于成年 :)M:ZG雄性小鼠!为贴

壁生长细胞'
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$3"!方法

$3"3$!样品准备及制备!!细胞传代培养!吸出瓶内培养液'

向瓶内加入胰蛋白酶和'X+)混合液少许!覆满瓶底' 置49 o

温箱中 " P6 >@C' 吸出消化液!向瓶内注入 V?C`F液数毫升!

轻轻转动培养瓶!将残余消化液冲掉' 用营养液"X]']$轻轻

反复吹打瓶壁细胞!形成细胞悬液' 将细胞悬液等量分成 7

组!分别置于六孔培养板中的无菌盖玻片上!49 o温箱中培

养' <5 R后!光镜下见大部分细胞贴壁后!停止培养' 样品制

备过程(向装有爬满细胞盖玻片的培养板中加入 #3$ >12ZM

-:.!以浸过盖玻片为宜' 按一定方向轻轻摇动' 清洗 " 次!每

次 6 >@C' 细胞清洗干净后!吸除-:.!加入 "36O的戊二醛"HV

为 93" P93<$固定液!置于 < o冰箱内固定 $ R' #3$ >12ZM

-:.再次清洗样品!乙醇梯度脱水去除样品中水份!脱水剂的

浓度依次为 4#O+6#O+9#O+5#O+8#O+$##O"二次$!每步脱

水时间 6 >@C' 将样品放入临界点干燥仪内进行干燥!约$36 R'

最后离子溅射镀膜仪对样品进行导电处理'

$3"3"!扫描电镜观察!!将制备完好的标本放入样品室!样

品室真空度达到要求后!选择加速电压!调整工作距离!根据样

品挑选合适活动光阑孔!选择放大倍数!调焦!调整图像的亮

度+对比度!拍照!保存图片' 观察中!主要注意加速电压+物镜

活动光阑孔+工作距离的调试'

73结果

"3$!样品处理最佳条件

!!清洗最佳条件为 #3$ >12ZM-:. 在六孔板中漂洗 " 次!每

次 6 >@C' &)k"7<39 巨噬细胞经过 $ 次 $ >@C漂洗的标本可

见背底有很多杂质颗粒"图 $?$' 经过 " 次 6 >@C漂洗的标本!

背底干净"图 $S$' 脱水最佳条件为 4#O+6#O+9#O+8#O+

$##O乙醇梯度脱水每步 4 >@C' 脱水的时间不同对样品表面

结构影响较大!观察结果显示!样品梯度脱水每步 $# >@C!细胞

表面龟裂+细胞突触断裂"图 $G$!损伤较大%"&

' 样品梯度脱水

每步 4 >@C!细胞表面完整!无裂痕+层次分明+清晰!保持了样

品的原始形貌"图 $D$' 镀膜的最佳条件(真空度 $344 P$4344

-?!电流 $# >)!镀膜时间 $6# F!镀膜的厚度约为 $# C>' 样品

台与金靶之间的距离 6 G>较为适宜%4&

' 样品镀膜时!电流+工

作距离一定的情况下!延长镀膜时间!表面厚度增加!细胞表面

结构模糊!边缘不清!影响分辨率"图 $I$' 样品镀膜时间合

适!可得到高质量的图像"图 $T$'

"3"!电镜参数最佳设置

!!加速电压最佳值选择 $# `0!细胞微细结构+反差最好!图

像质量最高"图 "?$' 6 `0加速电压的细胞表面结构更多+更

真实!但反差稍差"图 "S$' "# `0加速电压细胞表面微细结构

分辨率较前两种效果差!反差不够"图 "G$' 物镜光阑 6#

*

>+

工作距离 $"36 >>为最佳设置!图像清晰!分辨率高"图 "D$'

与之相对照工作距离设置为 $"3< >>+光阑孔 $6#

*

>!图像模

糊+分辨率差 "图 "I$' 工作距离设置为 4"36 >>+光阑孔

6#

*

>!图像分辨率略差"图 "T$' 工作距离设置为 663< >>+光

阑孔 5#

*

>!图像清晰度较差!但焦深好!立体感强"图 "N$'

?(背底有很多大小不一杂质颗粒".']l6##$#S(背底干净

".']l6##$#G(梯度脱水每步 $# >@C!细胞表面干裂破损

".']l4 ###$#D(梯度脱水每步 4 >@C!细胞表面层次分明!无

裂痕".']l4 ###$#I(镀膜 "<# F细胞表面结构模糊!边缘不

清".']l4 ###$#T(镀膜 $6# F细胞表面细微结构和外周清晰

可辨".']l4 ###$

图 23不同样品处理条件下的扫描电镜图像

D3讨论

!!样品制备得好坏!会直接影响扫描电镜图像的质

量和真实性' 样本制备过程中!清洗步骤非常重要'

清洗效果与时间+次数有关' 清洗时间过长!次数过

多!样品表面易受损伤+并造成样品脱落' &)k"7<39

巨噬细胞清洗 " 次!每次 6 >@C!可以达到图像清晰+真

实+无杂质的效果' &)k"7<39 巨噬细胞含有较多水

分!需脱水处理' 由于乙醇是低表面张力的有机溶剂!

可代换组织细胞中的游离水!使样品在干燥时表面张

力减小!最大限度地减少样品表面的损伤' 若急剧脱

水会引起收缩' 因此采用从低浓度到高浓度的乙醇梯

度脱水方法去除水分!以达到仪器观察样品的要求'

脱水过程中脱水时间的掌握非常重要!脱水时间过长!

使脂质和蛋白质丢失!引起细胞体积变化!细胞发生形

态结构的失真' &)k"7<39 巨噬细胞梯度脱水每次 4

>@C 处理的标本!扫描电镜观察细胞表面完整!无裂

痕+层次分明+清晰!保持了样品的原始形貌' 生物样

品不导电!入射电子易堆积在样品表面形成负电荷区!

产生充放电现象!严重影响二次电子图像质量' 为样

,47,
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?($# `0加速电压细胞表面细微结构清晰+丰富+反差好".']l4 ###$#S(6 `0加速电压细胞表面结构清晰+反差略差".']l4

###$#G("# `0加速电压细胞表面结构不清晰+反差不够".']l4 ###$#D(工作距离 $"36 >>!光阑孔 6#

*

>".']l" 6##$#I(工作

距离 $"3< >>!光阑孔 $6#

*

>".']l" 6##$#T(工作距离 4"36 >>!光阑孔 6#

*

>".']l" 6##$#N(工作距离 663< >>!光阑孔 5#

*

>".']l" 6##$

图 73不同工作参数条件下的扫描电镜图像

品喷涂金属薄膜!可避免放电!并增加二次电子产率!

获得良好图像' 离子溅射镀膜时!样品室对真空和电

流有一定要求' 真空度应达到 $344 P$4344 -?!电流

小于 $# >)' 电流过高!离子的能量和温度增加!会损

伤样品形貌' 镀膜时间小于 $## F!膜太薄!导电效果

差!会引起放电现象' 喷涂时间大于 4## F!膜过厚!样

品表面细微结构会被掩盖' 样品台与金靶之间的距离

对镀膜也有影响!距离较短!金粒子密度较大#反之亦

然' 本试验镀膜各项参数最佳值为真空度 $344 P

$4344 -?!电流 $# >)!时间 $6# F!厚度约为 $# C>

%<&

'

!!样品制备与图像质量有关!电镜参数的正确设置

更是关系到能否获得理想图片的关键' 电子束射入样

品的能量取决于加速电压' 一般情况下!加速电压越

低!图像的信息越限于表面!图像就显得自然细节丰

富!但样品表面对污染变得更为敏感!而且得不到高倍

放大图像%6&

' 反之!加速电压越高!电子束越容易聚焦

变细!也就越容易得到高分辨率!适用于高倍放大图

像!但图像会损失细节' 高电压对样品有较大损伤!不

适于同一位置长时间观察' 在满足分辨率需求的情况

下!尽量选用较低的电压!因为加速电压增加!噪音就

会随之增加!会影响图像质量%7&

' 想要得到细节丰富+

清晰的图像!须设不同的加速电压进行反复比较!最终

选择一最佳数值观察' 本实验 &)k "7<39 小鼠巨噬

细胞在 $# `0加速电压下图像质量最好'

!!物镜光阑是电子光学系统中的重要组成部分!通

过选用不同孔径的光阑可调整孔径角!吸收杂散电子!

减少球差等!以达到调整焦深+分辨率和图像亮度的目

的' 物镜光阑孔径越小!图像的分辨率越高+焦深越

深+电子束流越小+噪音越多' 反之!光阑孔径越大!图

像的分辨率越低+焦深越浅+电子束流越大+噪音越少'

一般观察 " ### 倍以下可用 5#

*

>或 6#

*

>光阑孔

径!高倍观察用 6#

*

>或 4#

*

>光阑孔径' 工作距离

是指样品与物镜下端的距离!是影响图像质量的另一

个重要因素!通常其变动范围为 6 P67 >>' 工作距离

越小!分辨率越高+景深越浅' 相反!工作距离越大!分

辨率越低+景深越深' 如果观察试样是凹凸不平的表

面!要获得较大的焦深!必须采用大的工作距离!但样

品与物镜光阑的张角变小!使图像的分辨率降低' 要

获得高的图像分辨率!必须选择小的工作距离!通常选

择 $# P"# >>!以期获得小的束斑直径和减小球差'

本实验选择光阑孔 6#

*

>+工作距离 $"36 >>!图像清

晰+焦深好更具立体感'

!!综上所述要获得理想的+高质量的扫描电镜图片!

首先生物样品制备非常重要!它关系到能否观察样品

的原始形貌' 其次扫描电镜的工作参数设置也至关重

要!它的调试与图像的清晰+细节的丰富+样品的立体

感有着密不可分的作用'
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肺脏支气管铸型标本制备的改良技术
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!!管道铸型技术是通过向管腔内灌注某种可塑材料!使其在

管腔内模塑成型!然后再用强酸+强碱等药品或者采用自然腐

蚀等方法将器官组织除去!从而获得反映管道真实分支与分布

情况的铸型样品%$&

' 肺脏是一个含有肺动静脉+支气管及支气

管动静脉的多管道脏器!常规固定处理的肺!因管道内通常有

血凝块或分泌物!不易清除干净!故铸型通常不够完美!存在断

支+分支不饱满等现象!笔者采用改良的肺固定及灌注方法!提

高铸型标本的制作的质量'

23材料与方法

!!首先将新鲜的肺脏标本取出后!用自来水压灌注肺脏支气

管!将残余的血液冲出' 将排出淤血的肺脏放入含有 "O福尔

马林溶液中在室温下固定 "< R"如夏季时间缩短到 $7 R!防止

肺脏腐败$

%"&

' 在固定过程中注意定型!使肺脏充盈!使铸型标

本更美观' 从肺门处切断左右主支气管!在每个肺段支气管内

分别插管后!并用线缝扎支气管的远端!防止铸型剂外溢' 随

后按照质量比例 $##

!

6+$##

!

$#+$##

!

"# 分别配制乙酸乙酯和

聚氯乙烯的铸型剂"可以根据需要加入油性染料$!注意配制后

应放入细口瓶中密闭保存!防止铸型剂固化' 首先注入 $##

!

6

的铸型剂!待肺脏表面可见铸型剂的颜色之后停止灌注!约 < P

6 R 后!触及肺脏表片铸型剂凝固!可继续灌注 $##

!

$# 铸型

剂%4&

' 铸型剂的灌注剂量由支气管的充盈度决定!如充盈度差

则补充 $##

!

$# 铸型剂!充盈度好则补充 $##

!

6 铸型剂' 待支

气管内的铸型剂凝固后较为充盈时!将切下的左右主支气管与

原切断部位缝合后!在主支气管内灌注 $##

!

"# 的铸型剂直至

铸型剂凝固后支气管较为充盈时为止' 将肺脏放入 6#O的浓

盐酸中腐蚀!并注意每天应取出用清水冲洗腐蚀的残渣!防止

因放置过久而未冲洗造成组织与铸型剂一起脱落'
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!!铸型标本具有三维立体感强+构型美观+色泽鲜艳+直观+

形象的特点!同时也为研究脏器管道提供真实的解剖学基础'

肺脏是一个含有肺动静脉+支气管及支气管动静脉的多管道脏

器!以往的制作方法是将新鲜的肺脏标本从肺门处切断左右主

支气管!在每个肺段支气管内分别插管后!将切下的左右主支

气管与原切断部位缝合后!再灌注左右主支气管及气管%<&

' 由

于是在未用福尔马林固定的情况下进行!虽然支气管的弹性尚

好!插管容易成功!但不易缝合#如选用固定尸体!则因支气管

丧失弹性!标本充盈度差' 最好选用新鲜尸体材料标本制作宜

选用聚氯乙烯!因其具有爽滑+流动性好+韧性好!适宜灌注小

口径脏器管道' 同时溶剂宜选用乙酸乙酯!引起挥发速度慢!

较丙酮等其它溶剂相比具有韧性好的特点' 肺脏因先用低浓

度福尔马林固定 "< R左右!固定后的肺脏较为坚韧!防止肺脏

发生形变而影响标本质量' 同时因其固定浓度低且时间较短!

可以保留一定的新鲜组织的弹性!使得灌注的充盈度好' 在腐

蚀的过程中!应及时用水冲除残留的组织!防止细小的分支因

重力作用随组织一起脱落' 肺段支气管剪切时!注意使用斜行

截面!以便后期对各肺段支气管进行更好的原方位缝合'
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