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获取离质 t 生物样品图象的电镜技术浅析
’

章i誓才 伦漩 李济和

( 中心 实验室 )

要

获取高分辨率和高反差的生物洋品 电镜图象受许多因素的影响
,

它包括 切片厚度的选择
,

电镜 的校直合轴
、

加速电压的选择
、

以及聚焦方法和曝光时间等
。

除生物样况
:

制备技术这一

重要因 素外
,

必须考虑到上述各因素间的相互关系及其综合选择
、

然后才有可能获 得 高质

量的生物样品的超微结构图象
。

关健问 分辨率 ; 反差 ; 校直合轴

前 言

生物学电镜工作者的研究对象绝大多数是动值物
,

昆虫
,

微生物及病毒等
,
这些标本

(包括细胞和组织 ) 的主要成份是 由 C
、

H
、

o
、

N 等轻元素组成
,

对于依靠振幅反差

成像的电子显微 镜 ( T E M ) 来说
,

它们的电子散射能力是很微 弱的
,

尽管在样本制备

过程中采取 了用重金属盐染色的技术来增强对电子的牧射能力
,

提高图像的反差
,

但其

结果仍不能令人满意
。

在多年的电镜工作实践中
,

我们发 现
,

对于一 生 物 标 本
,

要获

得一幅反差好
,

分辨率又高的电镜图象
,

在电镜操 作技术上
,

充分发挥仪器的性能和特

长
,

并综合考虑 它们的效应是很值得重视的
,

而且是行之有效的
。

材 料 和 方 法

(一 ) 材料

小白鼠肝脏组织
、

鸡盲肠组织
、

玉米叶肉组织
。

(二 ) 制样方法

采用常规的双固定技术
、

即 4 % 戊 二醛和 1 % 四城化饿双爪固定
, 0

.
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·
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.

特此致谢 !

19 8 7牛 1 1月 27 日 收偏



2 7华南农业夫学学报 9 ( 4 )1仑 8 8

液漂洗
、

乙醇系列脱水
、

环氧树醋E PO N1 8 2包埋
、

钻石刀切片
、

醋酸双氧铀和 柠橄酸

铅双重染色
。

(三 )仪日及其主要性能

本室 p HI I L pS E M 4 0 0高分辨率型透射电镜
。

倍数范围
:5 0~5 0 0 0 0 0倍 , 最佳分

辨率
:
点一点 3 入

、

线一线 1
。

44 入 , 最佳真空度
: 1 0

“ ’

托 , 加速电压选择 , 2 0
、

4 0
、

6 0
、

8 0
、

1 0 0
、

1 2 0K V , 可调物镜光阑
: 2 0 协

、

4 0 协
、

7 0 林
。

获得高质 t 图象的影晌因素和技术

(一 ) 厚度适当的超薄切片

从
“
质量厚度

”
这一理论出发

,

我们知道
,

要获得高分辨率的图象
,

就需要极薄的

切片
,

相反地
,

要获得反差好的图象则要求切片厚一些
。

早期的电镜工作者 认为
, ’ ,

要获得分辨率高 ( 15 ~ 25 人 ) 反差亦好的图象
,

要求超薄切片厚度为50 0~ 6 0lJ 人左右
,

并且认为超过 1 0 0 0人 ( o
。
1微米 ) 厚的切片无法在 电镜下成像

。

这在当时来说无 疑是正确

的
。

因为仅就加速电压这一因素而言
,

当时的电镜远不如现代的电镜
。

在六十年代和七

十年代初
,

具有80 K v 以上加速电压的电镜极为罕见
,

即使有也必须在仪器 处 于 最佳

状态下才能达到
。

这就大大地限制了用作照明的电子束流对样品的穿透能力
,

如果采用

1 0 0 0人厚的切片
,

不要说分辨率
,

就连图像也 分 辨 不 清
。

然而
,

现代的电镜具有较高

的加速电压可供选择
,

获取 80 K v
、

1 00 K v 甚至更高的加速电压用作照明是轻 而 易举

的事情
,

因此增强了电子束对样品的穿透能力
,

达到了较为理想的照明
。

根据仪器的这

一特点
,

在实际工作中
,

我们常采用 8 00 入左右厚度的切片 (干涉颜色为淡黄色 至 金黄

色 ) 来进行分析
,

而不 是 追 求 薄 于 6 0 0入 (干涉色为白色至灰 白色) 左右的切片
。

采

用这种厚度的切片有二点较为突出的优点
. 1

.

能获得较好的反差 (图 1
、

2 )
。

在这一

厚度范围内
,

分辨生物样品中的大多数超徽结构如叶绿体片层 结 构
、

线 粒 体
、

高 尔基

体
、

多聚核搪体
、

内质网
、

细胞核膜及其它膜系统等是毫无问题的
。

由于
“
质量厚度

,

的增加
,

电子散射量增大了
,

反差也获得了一定的提高
。

2
。

容易获得完整的较大面积的

超薄切片
。

对于植物样品来说
,

这是很重要的
,

植物标本中纤维素
、

半纤维素较多
,

液

泡化的细胞也多
,

有些标本还具有较硬的硅质细胞
,

要获得薄于 600 入
,

面积为 0
。
5平方

毫米的大块切片是相当困难的 ( 用玻璃刀切片
,

矛盾更加突出 )
,

切片很容易破碎
。

而

获得 8 00 入左右的切片就相对容易得多
,

这就为超薄切片和科研工作带来便利
。

(二 ) 电镜的校直仑轴

要获得高质量的电镜照片
,

首要的仪器条件是使透镜的轴线和光轴一致
,

达到这一

要求的操作过程便是校直合轴【 ` 1
。

现代电镜的许多合轴调整是相当稳定的
,

可 以 在 较

长的时间内不必再校正
,

有时只是在拆开镜筒作维修或清洗后才需要重新合轴
。

然而 ,
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照明系统则是要经常调整的
。

当更换灯丝后
,

照 明系统的合轴一定要进行
,

同时
,

由于热

变形的形响会引起光束的变化
,

所以
,

往往经过几小时
,

就应再一次检查灯丝的对中情

况
。

在日常的操作过程中
,

也应每天检查 2 ~ 3 次灯丝的饱和状况
,

观察其是否达到饱

和点
。

如果没有饱和
,

虽然灯丝寿命会长一些
,

但是在最终成像荧光屏上会出现明暗不

匀的照明 (图 3 )
,

低倍状况下更是如此
。

如果过饱和
,

则将严重影响灯丝的寿命
。

物镜光栏的合轴是否也直接影响成像质量
。

由于生物样品反差普追较弱
。

通常要使

用 3 0微米或 2。微米直径的光栏
。

如果它们没有很好地和光轴合轴的话
,

就很容易引起像

散
,

特别是当光栏污染了的时候 ( 图 4
、

5 )
。

现代电镜中
,

物镜光栏在低倍和高倍情

况下是 自动地退出和 引进的
。

当光栏退出后再引进时
,

如果复位不好的话
,

就需要重新

对中
。

对中的方法很简单
,

在 E M 40 0电镜上
,

只要当光栏引入后
,

调整 适 当 的 倍数

( > 3 0 0。倍 )
,

接下衍射模式钮 ( D )
,

调整第二聚光镜的强度开关和衍射聚焦旋钮
,

便能清晰地看到光栏的图象
,

然后用光栏对中旋钮调整光栏对中
。

高倍摄影时
,

会碰到像散干扰图象质量的问题
,

这是由于光栏污染
、

不对中
,

误转

动了消像散旋钮等引起的
。

在较高倍数情况下 (大于十万倍 ) 很容易发现
。

这时
,
首先

检查物镜光栏对中情况
,

然后用消像散器消除像散
。

操作时可把倍数开关提高到比拍摄

倍数更高的倍数挡级上 (如 3 0万或 50 万倍 ) 进行调整
,

像散消除后再回到要拍摄的倍数

挡级上
。

这样便能获得一张质量极高的电镜照片 (图 6
、

7 )
。

电流中心或电压中心的调整
,

在电镜的合轴中也是非常重要的一环
,

现代电镜中都

备有这种合轴装置
。

所谓电压中心
,

即是在加速电压上加上周期性的电压波动
,

使微姗

孔的像扩大或缩小
。

良好合轴后
,

微栅孔的像便同心地扩张或缩小
。

如果在物镜电流上

加 以周期性的电流变化
,

则像点会旋转
。

合轴良好时
,

像点不动
,

这就是电流中心
。

当

聚焦样品图像时
,

如果发现改变焦点图像出现移动
,

则说明这种合轴不良
,

就需要进行

电流中心或电压中心的合轴
。

不同型号的电镜合轴操作会有所不同
。

从目前电镜的发展

看
,

合轴操作逐渐用电磁自动合轴所取代
,

操作简便而精度高
。

检查合轴是否 良好的最终标准是
: 1

。

改变放大倍数时
,

视场中心不变 , 2
.

改变物上

照 明时
,

光的均匀性和光心不变 , 3
。

从一种成像的方式到另一种成像方式时
,

照明状况

不变 , 4
。

对图像聚焦时
,

图像不移动
。

(三 ) 加速电压的选择

正确地选择加速电压能够有效地提高反差和分辨率
。

在操作过程 中
,

应根据 自己的

研究目的适当地进行选择
。

对于高分辨率的研究来说
,

要选择较高的加速电压
,

如 100 K V

或 120 K v 甚至更高 , 对于高反差的研究来说
,

要选择较低的 加 速 电 压
,

如 80 K v 或

60
·

K V 甚至更低
。

由于电子的散射强度与电子束加速电压的平方成反 比
,

因此
,

当物镜

光栏大小相同时
,

降低加速电压可以很有效地提高反差
。

据计算
,

当加速电压从 40 K v

降至 20 K v 时
,

增加的反差相 当于将常规的物镜光栏缩小 33 倍“ j
。

我们在实践中发现
,

当加逮电压从 80 K v 降至 60 K v 时
,

反差的提高相当于把物镜光栏从 4。微米变换为20 徽
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米的效应
,

即是说
,

80 K v
,
2。徽米物镜光栏的反差效应

,

相当于 60 K v
,

4。徽米物倪

光栏的反差效应 ( 图 8
、

9 )
。

值得指出的是
,

加速电压低时
,

由于电子波长较长
,

速度低
,

易受杂散电磁场的千

扰
,

对污染特别敏感
,

色差增大
,

因而分辨本领大大降低
。

一般地
,

低加速电压只用于

低放大倍数
。

( 四 ) 物倪光栏的选择

增加生物样品反差的方法是多方面的
,

如上述降低加速电压法
、

增大切片厚度和离

焦反差法等
,

而最富戏剧性变化的莫过于物镜光栏法
。

在电镜操作过程中
,
加入适当大

小的物镜光栏
,

并把它放在接近透镜的中心
,

用它来限定物镜的接受角和数值孔径
。

散

射角大于物镜接受角的电子打在光栏表面上
,

因光栏接地而被除去
,

而散射角小的电子

则被接收
,

从而大大改进了图象的反差
。

对于厚切片 ( 8。。人左右 ) 低电压 ( 60 K v ) ,

我们一般采用 4 0微米直径光栏
,

高电压时 ( 80 ~ 1 00 K v ) 可采用 30 微米直径的光栏
。

对

于薄切片 ( 60 0入左右 )
,

则一般采用 30 微米光栏甚至更小
。

要注意的是
,

太小的光栏
,

在低倍时会限制视场
,

出现这种情况
,

可采用低电压
,

大光栏 ( 如 3所述 )
,
在改变振

幅反差方面
,

可达到异曲同工之妙
。

在没有防污染装置的情况下
,

光栏越小越容易污染
。

光栏一旦污染
,

这些污染物便

将形成一个小的静电场
,

干扰主光束
,

增大像散
,

使图象质最大大降低
。

出现 这 种 情

况
,

唯一的办法是更换清洁的光栏
。

(五 ) 粱焦

关于电镜的聚焦方法
,

在许多著作中都有详细的论述
【 ` ’ ` . ’ ,

综合起来主要有如下

几种
: 1

.

电子束摇摆法
,

适用于高倍
、

低倍 , 2
.

最小反差法
,

用于低倍 ( < l 。 ,
0。。 ) 精

确聚焦或高分辨率聚焦
, 3

.

最大反差法
,

适用于高放大倍数 , 4
.

费涅尔衍射环法
,

适用

于高倍
。

_

这些方法
,

在实践中经常使用
。

容易使人忽视的是
,

使用小荧光屏聚焦时
,
所用的

双筒观察目镜的屈光度校正
。

由于操作者的视力差异
,

必须首先作双筒观察目镜屈光度

的补偿调整
,

否则
,

正确的聚焦便不可能获得
。

(六 ) 正 a 曝光

拍摄照片是用电镜对样本进行研究的重要步赚
。

荧光屏上的像是短暂的
,

无论是为

子对细节进行研究或测量
,

都需要拍摄照片
,

同时
,

因为底片的分辨率比荧光屏的分辨

率高得多
,

所以
,

利用照片进行超微结构的分析
,

往往可以获得更多的信息
,

也便于长

期保存和比较
。

现代电镜都备有曝光测量装置
,

根据不同的电子曝光量 ( 束流与曝光时

间的乘积 )
,

仪器将自动地给出一个正确的嗓光
,

并通过显示系统告诉操作者
。

获得一

帧正确曝光的照片对于操作者来说并不用太操心
。

但是
,

尽管如此
,

从我们的实践中发

璐 获得正确曝光仍有几点问题不可忽视
,
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1。

底片的敏感性测定
,

即是底片的感光度与仪器的敏感性相互适应问题 ( 类似于照

相机上的感光度选择 )
。

由 于 底 片 来源不同
,

甚至同一厂家不同批号的底 片 它 们 的

感光度都有差别
,

所以
,

在开始使用新一批的底片之前
,

要作敏感性的测定
。

测定的方

法是
.
选择一个感兴趣的视野

,

在同一加速电压下选定一个照明强度
,

把仪器上敏感性

选择开关由低至高或由高至低地逐级拍摄一张底片
,

冲洗底片后进行 比较
,

确定一张嗓

光最佳的挡级作为选择
,

把敏感性选择开关拨至相应的位置上即可
。

2
。

大屏测里与小屏测最的选择
。

现代电镜中一般都配备有这两种荧光屏供观察和测

t 嗓光时间
。

大屏测 t 给出的曝光时间是整个视野的照度的均值
,

如果拍摄范围的照度

和整个视野的照度范围没有很大差别时
,

它所给出的曝光时间是正确的
,

例如拍摄细胞

或组织结构时常使用大屏测 t
。

但是
,

当拍摄范围内的照度与视野的照度有较大差别时

(给出的嗓光时间差为。
。

3秒以上 )
,

如病毒或其它微生物的摄影时
,

往往会 遇 到这个

问姐
,

这时就播要利用小荧光屏来作正确的曝光测量了
。

用小屏侧量时要注意把拍摄主

体置于小屏的视野内
。

3
.

虽然现代电镜中不管荧光屏上的亮度如何都能给出一个曝光时间
,

但事实上在嗓

光时
,

往往需要把亮度调整到较舒适观察更暗一些的亮度下去确定曝光时间
。

日本厂家

生产的电镜考虑了这一因素
,

在曝光时只要调整第二聚光镜的
“ 强度

”
开关使曝光指示

绿灯出现即为达到条件
。

但是荷兰飞利浦生产的电镜没有这一设置
,

这就需 要 在 拍 摄

时
,

在舒适观察情况下把亮度调暗一些
。

如果我们通过双 目镜进行仔细观察的话
,

会发

现在这种情况下
,

样品的许多细节便显现出来
。

我们一般把曝光时间调整到 2 一 3 秒
。

(七 ) 底片的透择

电镜用底片因来源不同而各异
,

多采用富士
、

公元
、

保定
、

印刷用 5 0 软片和红旗

牌电子感光片等
。

有人曾对前四种底片的成像效果作过 比较 (张建平
, “ 电 镜 照 片 处

理
”
中南地区电镜技术交流会 ) 成像完好率分 别 为 9 8

.

7%
、

96 %
、

95 %和洲
.

3%
,

差 距

并不很大
,

在实际应用中各有长处
。

富士的电镜专用底片无论在分 辨 率
、

’

反 差
、

灰 雾

度 各 方 面 都比国产的一些底片要优越一些
,

但是价格昂贵
,

来源受到限制
。

我室长期

采用汕头感光厂生产的印刷用 OS 软片作为电镜用底片
。

这种软片乳 胶 颗 粒细
,

反差

好
,

对于生物学工作的要求基本能够达到
,

且价格便宜
、

来源丰富
。

缺点是片基较薄
,

有效期短 (半年至一年 )
,

需要裁剪等
。

在使用过程中要注意不要一次购买太多
,

一旦

过期
,

灰雾增大
,

甚至不能使用
,

造成浪费
。

红旗牌电子感光片颗粒细
、

反差好
,

是早

期国内电镜室常用的底片
,

但由于片基是玻璃的
,

在冲印等后处理中很容易造成药膜脱

落
、
划伤

,

在保存方面也不方便
。

由于国内在最近一段时间里电镜得到了极大的发展
,

数量越来越多
,

因而促使了国

内一些感光材料厂对电镜用底片着手进行研究和生产
,

主要有公元和保定牌 电 镜 用 底

片
。

据使用效果看
,

各有优缺点
。

公元牌的底片颗粒细
、

层次丰富
、

反差好
,

但灰雾略

辫大一些 , 而保定的底片颗粒粗一些
,

反差强
,

途明度高
,

但层次略嫌不足 ,
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以上几种底片都可用作电镜底片
,

只要在使用过程中注意掌握它们各自的特点
,

扬

长避短
,

都能为获得高质量的电镜照片作出贡献
。

结 果 和 讨 论

获得高质 t 电镜图象的影响因素是多方面的
,

综合性的
。

在每一处理或操作过程中

都必须十分细微认真和谨慎
。

电镜工作者的责任不限于熟悉仪器的操作
,

还要善于随时

发现工作中的问题
,

找出相应的对策
,

以求获得一帧高质量的电镜图象供研究和分析
。

对于生物学工作者来说
,

采用 6 00 入一 8 00 入厚的超薄切片对于大多数研究目的都能

获得令人满意的结果
。

如果研究目的追求的是分辨率则切片要求薄一些
,

如果要求的是

反差则切片要求厚一些
。

电镜的校直合轴土作无论对哪种型号的电镜都需要
。

没有良好 的合轴
,

仪器不能处

最佳工作状态
,

要获取一帧好的电镜照片是徒劳的
。

校直合轴工作并非天天要做
,

但要

随时发现合轴不好带来的不良效应
,

随时进行相应的合轴调整
。

不同的加速电压形成的电子束流能量不同
,

是影响成像的直接因素
,

对于生物学工

作者来说
,
6 0一 80 K V 的加速电压最为常用

。

“
离焦反差

”
法在生物学电镜技术中最常应用

,

它有利于勾画出结构的轮廊
,

增强

反差
。

生物薄切片的电镜照片没有几张是在精确聚焦时获得的
。

物镜光栏
、

曝光时间
、

照相底片等因素对成像质量都构成影响
,

常用的物镜光栏为

2 0微米~ 40 微米
,

曝光时间为 2 ~ 3 秒
。
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