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生物样品电镜超薄切片染色技术的改进
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　　［摘要］　目的　提高透射电镜生物样品超薄切片的染色效率和染色质量。方法　在传统染色方法基础上进行改进，
采用“插入式滴染法”和连续染色方式。结果　在较短时间内完成大批生物样品超薄切片的电子染色。结论　与传统方法相
比省时省药，减少污染概率，电镜观察结构清晰，反差较好。
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　　透射电镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＴＥＭ）生物

样品制备大致分为取材、固定、漂洗、脱水、浸透、包埋、修块、

定位、超薄切片及染色等多个步骤。所有这些步骤环环相

扣，缺一不可。超薄切片染色是电镜生物样品制备的最后一

步，染色好坏直接影响到电镜照片的质量。在透射电镜生物

样品制备过程中，由于生物样品本身的反差低，需要经过重

金属染色才能在电镜下显示清晰的超微结构。利用重金属

离子对不同细胞结构的结合能力不同，使细胞内各结构对电

子产生不同的散射能力，显示在荧光屏上产生不同的反

差［１２］。通常都采用铀铅双染法进行染色，由于该染色方法

影响因素较多，结果常不稳定，故人们对染色液、染色方法和

染色工具做了许多改进与探索［３５］。

　　本研究采用插入式滴染法，有效减少染色污染，提高染

色质量，为获得高质量生物样品透射电镜图谱提供保障。

１　材料和方法

１．１　材料　预备的２％醋酸铀水溶液，用锡纸包好，暗处静

置。将容量瓶中的枸橼酸铅溶液调至ｐＨ１２，用封口膜密封

（防止铅溶液与空气中的二氧化碳接触形成不溶性碳酸铅沉

淀），置于４℃冰箱中待用。

１．２　染色方法　染色间保持洁净，室温保持在２５℃左右。

为了减少空气中颗粒物的影响，染色时应尽量减少人员走

动。（１）用无纤维滤纸做成的小漏斗过滤醋酸铀染液，在培

养皿的蜡片上形成小液滴，将载有生物样品的铜网插入到醋
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酸铀染液滴中（使样品完全浸没于醋酸铀染液中），盖上培养

皿，一般染色３０ｍｉｎ。（２）醋酸铀染色结束后，用镊子将铜

网从醋酸铀滴中夹出并用３个烧杯依次漂洗，每个烧杯漂洗

１０～１５下，用三角形小滤纸插到镊子的两夹中间，从铜网的

上部吸去多余的水分。（３）用滤纸过滤枸橼酸铅溶液，在蜡

片上形成小液滴（蜡片周围事先放几片氢氧化钠，以吸收培

养皿内的二氧化碳，减少碳酸铅形成），用镊子夹住铜网插

入到枸橼酸铅染液滴中进行染色。一般的细胞和组织样品

枸橼酸铅染色时间为７ｍｉｎ，蛋白和ＤＮＡ等样品则染色１０

ｍｉｎ。（４）枸橼酸铅染色结束后，将铜网在新鲜的双蒸水中清

洗（操作方法同上）。

２　结果和讨论

２．１　生物样品染色与未染色的差别　超薄切片的染色是一

种“电子染色”，它只显示黑白的对比。透射电镜图像本质上

是电子密度的差异，它是由于样品不同部位对电子束的散射

能力不同而形成的。散射的电子数越多，图像越暗；反之，

散射的电子数越少，图像越亮。组成生物样品的碳、氢、氧、

氮等元素的原子序数较低，散射电子能力较弱。未经染色的

超薄切片在电镜下反差很低，生物样品的超微结构显现不清

（图１Ａ、１Ｂ），而经过铀铅染色后生物样品的超微结构清晰可

见（图１Ｃ、１Ｄ）。由此可见，为了更加清晰地呈现生物样品中

的信息，需要在透射电镜观测之前对样品进行染色。

图１　未染色和染色的生物样品

Ｆｉｇ１　Ｎｏｎｄｙｅｄａｎｄｄｙｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ
Ａ，Ｃ：Ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｂ，Ｄ：Ａ５４９ｃｅｌｌｓ；Ａ，Ｂ：Ｎｏｔｄｙｅｉｎｇ；Ｃ，Ｄ：

Ｄｙｅｉｎｇ

２．２　插入式滴染法的优点　目前，一部分人采用加工过的

铜网盒进行大批量样品染色［６］。如果铅溶液本身已污染，该

方法将造成整批切片的污染；另外，由于网格的存在，残留

在网格内的染液往往不易洗净，也会造成污染。也有人采用

漂浮式液滴法［７］，即将铜网的切片面朝下倒扣在染色滴上。

此法操作费时，在倒扣前还要先确认切片在铜网的哪面。其

次，切片只有一面与染液接触，染色不充分，且液滴表面易

干燥，接触空气多，容易造成污染。为了避免上述方法存在

的问题，本实验中心对染色方法进行改进，将载有样品的铜

网直接插至染液的液滴中，我们称之为插入式滴染法。该方

法不仅能使切片双面与染液充分作用，将切片与空气隔离，

有效地阻止污染，而且染液用量省，降低了铀、铅对环境污染

的可能性。

２．３　连续染色方式　我们采用连续染色方式来提高染色效

率：准备两套染色用具，在前一批样品染铀１５ｍｉｎ后，将后

一批样品移入铀滴中，１ｈ内就可以染２４片铜网，效率比以

前提高１倍。

２．４　微波辅助染色　在温度较低的情况下，染色时需要加

微波助染［８］。要获得稳定的、令人满意的微波染色结果，控

制好微波辐射的功率和时间非常重要。微波辐射时间过短，

图像反差弱，结构显示不清；辐射时间过长则会出现胞质基

质上色过深，膜性结构显示不清，严重者出现粒化和污染沉

淀。目前，使用松下ＩＥＣ７０５型家用微波炉，工作频率

２４５０ＭＨｚ，最大输出功率８００Ｗ，分三档可调。使用时在

炉内转盘上对称的两侧靠边各放一烧杯（２５０ｍｌ）水，吸取多

余微波能。微波助染，染铀，ＭＥＤ档，１０ｓ；染铅，ＭＥＤ档，

１０ｓ。

２．５　注意事项　（１）在操作过程中应尽量减少暴露在空气

中的时间；戴口罩、屏呼吸等，尽量减少呼出二氧化碳与铅染

液形成沉淀，造成污染。（２）取铅、铀染液时，用吸管轻轻取

溶液中部的染色液，避免吸取瓶底的沉淀和染色液表面可能

出现的污染物质；吸取染液过程需一次性完成；滴管中铅染

液的第一滴与最后一滴因已与空气接触，应弃去不用，多余

的染色液弃去，不可再放回瓶中；每次吸取染液后应及时盖

上瓶盖。（３）整个染色过程要保持有切片的铜网面朝上，染

色液滴不宜太小，确保铜网完全浸没在液滴中，操作完毕

后，将铜网放回培养皿中。（４）染色完成后将用过的漏斗、滤

纸、蜡片等沾有铅和铀染液的废弃物置于专门的回收桶中，

由专业部门回收。铅液经封口膜密封再放回４℃冰箱。（５）

染色时尽量避免风直接吹染液。
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