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摘要：简要介绍了一种生物样品集成制样的方法。 
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1 背景和意义 

透射电镜是生物医学领域应用最广泛的一种电子显微镜，其基本原理是利用电子束作为

照射源，高速电子束穿透极薄的样本后进行逐级放大，可反映样本内部的超微结构。不过为

了得到较好的成像效果，就需要对含水较多的生物样品进行更精细的处理，其流程较为复杂，

包括生物样品制备和超薄切片技术。 

 生物样品制备在透射电子显微分析技术中占有相当重要的位置。制备流程包含：

固定、脱水、渗透、包埋等步骤。传统方法样品标记常以不同管号作为区分，这种分

组不仅增加了样品数量，同时增大了试剂使用量，尤其对于一些有剧毒或严重污染环

境的药品，增加了废液的处理成本。另外，由于样品在不同的管内，也会造成处理过

程中操作时间及换洗程度的人为因素影响。再加上一些特殊样品形状和大小的限制，

使得透射电镜的生物样品制备费时又费力。因此，探究生物制样新方法，改进传统制

样工艺，已成为当前生物电镜的发展急需突破的瓶颈。  

2 原理和现状 

 生物组织透射电镜样品制备流程及作用原理  

2.1 取材 

通常生物样品用锋利的双面刀片切割成 1mm3 的样品块，取样小，利于后续操作

时各种化学试剂的渗入。取材要求部位准确，操作迅速，刀具要锋利、没有人为损伤，

尽量保证低温取样。 

2.2 固定 

这是采用物理或化学的方法将细胞快速杀死的过程。细胞死亡的过程越迅速、越

短暂，细胞形态保留得越真实。常规超薄切片技术中，利用化学固定剂的交联作用，

将生物大分子有效地固定在细胞原来的位置、原有的结构，以防止后续操作的试剂对

生物大分子的抽提、溶解，从而对结构产生破坏作用。  



2.3 脱水 

是用脱水剂置换样品中水分的过程。生物样品平均含水量高，这一点是妨碍样品

制备和观察的重要因素。水分的存在，还会进一步阻碍后续操作中脂溶性包埋剂的渗

入。 

2.4 渗透、包埋、聚合 

指树脂类的包埋剂通过分子运动渗入到细胞内，并将组织在包埋模具中用包埋

剂包裹，当改变实验条件后，包埋剂会变硬，使组织成为硬的包埋块，利于后续的超

薄切片过程。 

2.5 超薄切片 

超薄切片的厚度为 50～90nm，将切片从水槽中捞到直径只有 3mm 的金属载网

上，以便放入镜筒内观察。 

2.6 染色   

用重金属盐溶液增加样品不同结构、不同区域对入射电子束的散射能力，从而呈

现出不同的黑白反差。 

由于上述样品制备流程长，操作变量多，导致在固定、脱水、渗透中不同管子处

理时容易产生人为因素影响，所以前包埋与集成制样可以有效避免这种人为因素影

响。 

3 设计和成果 

基于样品制备的流程，我们对传统的生物样品制备进行了改进和创新。主要通过

琼脂这种无色透明、低熔点、化学性质稳定的网状大孔径的化学试剂，对样品进行前

包埋、集成和标记，将多个样品聚集在一起，集体制样操作，提高工作效率，节省实

验成本，减少有毒有害试剂对环境的污染。 

根据样品形态和类型，我们将生物样品主要分为两大类： 

3.1 单细胞或体积较小的的颗粒状样品，代表类型有：细胞、藻、菌和花粉

粒等。 

由于单细胞或体积较小的样品不成团、易分散，尤其是像贴壁细胞这类样品，需

要经常离心，并且在不断换洗中损失较多。因此，为解决这个问题，我们先将细胞低

速离心去上清，将沉淀成团的样品放在事先铺有液态琼脂薄层中固定位置，以此类推，

滴加 6-8 个其他样品组成一组，凝固后做好顺序标记，然后进行样品的后固定、脱



水、渗透和包埋，如图 1 所示。 

 

图 1 细胞样品的琼脂前包埋 

3.2 组织或具有方向性且需要特殊摆放位置的样品，代表类型有：肌肉、脊髓和

线虫等。 

对于组织样品而言，该方法更为方便。将事先切好的样品（1mm*1mm*2mm）按方向摆

放在琼脂层中，凝固后做好顺序标记，方法与细胞类似，如图 2 所示，将其与未经琼脂

前包埋的样品同时制备，然后进行后续制样操作，最终切片观察差异。 

 

图 2 肌肉样品的琼脂前包埋 

 实验证明，改进后的方法在样品负荷量、试剂用量、重金属污染等上都有极大改善，详

情见表 1。 

表 1 透射电镜生物样品制备的传统方法和改进方法的比较 

衡量指标 传统方法 改进方法 

琼脂前包埋 无 有 

集成数量 1 例/管 6-10 例/管 

单批次数量 20-30 例/批 50-60 例/批 

锇酸用量 1 例/200µl 6-10 例/ml 



换洗效率 15-20s/例 15-20s/6-10 例 

树脂用量 2ml/例 2ml/6-10 例 

样品方向 不易控制 易控制 

人为因素 有 无 

废液量 多 少 

成本 大 小 

从工作效率上看，表中改进后的制样方法大大提高了样品制备的数量。传统方法单人一

次操作 20-30 例样品，而改进后若以 6 例/组，单批制样至少可达 50-60例。极大的提升了样

品制备量，减少工作负荷。 

从试剂的使用量上看，如锇酸这类剧毒试剂的用量得到了极大的缩减，一方面，使技术

员尽可能少的与有毒有害物质的接触；另一方面，大大减少了重金属废液的回收处理和对环

境的危害。除此之外，环氧树脂的使用量也缩减了 3-5 倍，大大节省了样品制备的成本。 

从实验的影响因素上看，集成式制样保证了样品制备的一致性，成组集体操作，避免了

人为因素带来的干扰。另外，琼脂作为一种大孔径的网状交联结构，一方面能起到固定单颗

粒样品（如细胞、藻类、细菌等）使之成团的作用；另一方面，这种大孔径网状结构又能对

溶液中的杂质颗粒起到过滤作用，保护样品不受污染，为样品的制备提供稳定环境。 

从实验的结果上看，如图 2 所示，对集成式制样的样品与常规流程制样进行电镜观察，

对比细胞样品及肌肉组织样品发现其结构及形态并无差别。琼脂作为一种比较稳定的试剂，

在样品制备过程中不参与任何反应，为生物样品的制备提供了有利条件。 



 

图 3 a 细胞样品的琼脂前包埋集成制样;b 细胞样品的常规单管制样，放大倍数 5000x；c 肌肉样品的琼脂

前包埋集成制样;d 肌肉样品的常规单管制样，放大倍数 20000x。 
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