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第一节 电子显微镜发展简史

电子显微镜（electron microscope，简称电镜）隶属于电

子显微术（electron microscopy）。根据电子光学原理，用

电子束和电子透镜代替光束和光学透镜，使物质的超微结构

在非常高的放大倍数下成像的仪器。



显微镜的发展简史

年代 制造者 显微镜
1590 荷兰眼镜制造商Janssen 发明了放大20-30倍的复式光学显微镜

1665
英国科学家和发明家罗伯
特·胡克

自制复式显微镜，观察软木薄片，第一次描述植物细
胞结构

1665 荷兰业余科学家列文·虎克
利用小型高倍透射制成简单显微镜，放大倍数达300

倍，观察动植物活细胞与原生动物，第一次看到许多
单细胞生物。

1931 德国物理学家Knoll和Ruska 研制成功第一台透射电子显微镜

1938 Ardenne 研制成功第一台扫描电子显微镜
1939 德国Siemens公司 生产出第一台商用的透射电子显微镜

1965 英国剑桥科学仪器有限公司 扫描电子显微镜作为商品问世

1959
中国科学院长春光学精密机
械与物理研究所

我国研制成功第一台透射电子显微镜

1975 中国科学院北京科学仪器厂 我国研制成功第一台扫描电子显微镜

1981
瑞士科学家Binnig、Rohrer、
Gerber和Weible

发明扫描隧道显微镜

1990 中国科学院白春礼 主持研制成功我国首台原子力显微镜
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一、国外电子显微镜生产状况

1931年德国物理学家Knoll和Ruska研制成功第一台透射电子显微镜。

20世纪80年代末，商品透射电子显微镜普遍进入市场。

 日本日立公司（Hitachi）

 日本电子光学实验室（JEOL）

 荷兰菲利浦公司（Philips）

 德国蔡司公司（Zeiss）



二、国内电子显微镜生产状况

1959年中国科学院长春光学精密机械与物理研究所研制成功第一台

透射电子显微镜。放大倍数10万倍，电压100Kv，重大科学技术成果。

1975年中国科学院北京科学仪器厂研制成功第一台扫描电子显微镜。

中国科学院北京科学仪器厂研制中心、上海电子光学技术研究所、南

京光学仪器厂。



三、电子显微镜的发展

1、仪器性能的进步和完善

分辨率的提高：点分辨率优于0.3nm，晶格分辨率0.1-0.2nm

放大倍数的增大：从十几倍提高到几十万倍甚至百万倍

功能的多样化：种类不断增加，功能不断扩展

计算机技术开始用于电子显微镜



2、样品制备技术的协同发展：

 表现样品的二维超微结构、应用广泛的超薄切片术

 显示表面超微结构、立体感较强的扫描电镜样品制备技术

 呈现生物膜的断裂面超微结构的冷冻蚀刻技术

 用于细胞内化学成分的定性和定位研究的电镜细胞化学技术

 进行细胞内抗原（抗体）的定性和定位研究的免疫电镜技术

 探测细胞内大分子合成、运输动态过程的电镜放射自显影技术

 研究病毒和生物大分子等悬浮材料的负染术



第二节 电子显微镜技术的发展与应用

一、电子显微镜技术的发展

第一台电子显微镜问世后，面临的首要问题是如何将电子显微

镜技术应用于生物学及其学科研究。

电子显微镜结构的改进和功能的改善，样品制备技术的改进，使

电子显微镜技术在生命科学研究中发挥了重要作用。





二、电子显微镜技术的应用

1、生命科学方面：

细胞生物学

用电镜技术发现并揭示了细胞内各种细胞器的超微结构，特别是细胞

骨架系统和生物膜的超微结构；促进了对细胞的结构及其功能的研究，如

：细胞生理和生化、细胞通讯与运输、细胞分裂与分化、细胞增殖与调控

等。

动物学和植物学:

用电镜技术进行了广泛的细胞超微结构的研究，特别对动植物的分类

学研究作出了贡献。



分子生物学：

用电镜技术揭示了核酸和蛋白质大分子的超微结构，并对其进行了亚

显微测量；还研究了染色体的超微结构，拍摄了DNA转录mRNA的过程，

观察到了灯刷染色体、巨大多线染色体和在染色质纤维上间隔排列的球形

核小体，并研究了核小体的化学组成和分子结构。另外，还进行了核酸分

子杂交和编接基因缺失的观察与研究，以及核糖体和蛋白质合成机制的研

究等。

微生物学：

用电镜技术揭示了病毒、细菌和支原体等的超微结构，促进了微生物

发育史的研究，并发现了新的细菌、病毒和类病毒等。



2、医学科学方面：

基础医学：

电镜技术为超微病理学的研究提供了先进的手段，如：对病变细胞超微结

构的研究，有助于探索病因和治疗的机理。特别是高分辨力的电镜更促进了分

子病理学的产生与发展；在中医基础理论的研究方面也获得了广泛的应用，如：

针刺机理和中草药药理的研究等。

临床医学：

免疫电镜技术为研究疑难病症的诊断与治疗开辟了道路，如：对天花等病

症，用免疫电镜技术可以在数分钟内作出明确的诊断；另外对病毒性肝炎、肾

病、血液病和肿瘤的分类和诊断也显示出了优势。



3、农林科学方面：

电镜技术在植物保护、良种繁育、土壤改良、成分分析、品种的分类

与鉴定和动植物各种疾病的病因、诊断与防治方面的研究都获得了快速进

展。

4、材料科学：

可用电镜对各种非金属和金属材料的超微结构进行鉴定和检测，以及

进行新型材料的研制等。



三、电子显微镜技术的未来

多技术、方法的相互协作：

仪器装置的不断完善

计算机技术的不断渗入

电镜样品制备技术的不断创新



第三节 电子显微镜的基本概念



镜口角

物镜与标本之间介质的折射率

光学显微镜的极限分辨率为200nm。要想提高分辨率，只有采用
短波长的光源。



2、放大倍数

一台电子显微镜具有最佳分辨率外，还应具有合理的放大倍数。放大

倍数与分辨率之间存在一定的关系：

M=D眼/D镜

M：放大倍数；D眼：人眼的分辨率；D镜：电镜的分辨率

人眼分辨率0.1-0.2mm的两点；光镜分辨率为200nm，则放大倍数为103。

分辨率为0.1nm的电镜至少具有2× 106的放大倍数。



二、电子束

1、电子束的定义

真空中相对集中而高速运动的电子流称为电子束。实际上是一种阴极

射线，是带负电荷的粒子，具有与光波类似的特性：波动性与粒子性。

1924年，De Broglie证明粒子在高速运动的时候会发射出一定波长的电

磁辐射，它的波长用公式表示为：

λ 是代表波长；

h 是Planck（普郎克）常数，6.626×10-34；

m 是粒子的质量；

v 是粒子运动的速度。

mv

h






2、电子束在磁场或电场中的性质

电子束在磁场或电场中的受力方向服从左手定则，能够发生弯曲而改变

运动的方向，这与光线通过折射率不同的两个界面时的情况一样。因此，

改变磁场强度，是电磁场满足轴对称条件，电子就具有可被聚焦的特性。

3、电子束的穿透力

由于电子的穿透力很弱，唯有在高真空条件下才可能达到一定的自由行

程。故电镜镜筒必须保持高真空，样品必须很薄，一般在100kV加速电压时

，样品厚度不应超过100nm。



4、电子束激发荧光

电子束对人眼不能引起视觉反应，但可激发荧光物质产生

荧光，故电镜的观察部分设有荧光屏。

5、电子束的放射性

高能电子束可激发出X射线，对人体有较大的损害，所以电

镜具有相应的防X射线的措施。



三、电子透镜

可分为电场作用的静电透镜和磁场作用的磁透镜。

静电透镜因像差大，易在镜体内发生电击穿和弧光放电，所以现代电

镜除了电子枪中用静电场提供高能电子束外，已不在成像和放大系统中

使用静电透镜。

1、什么是电磁透镜？

电子是带负电荷的粒子，其运动方式不同于光，电子的运动主要受

所处磁场和电场强度的影响，而改变其行进方向。德国物理学家Busch早

在1926年即已指出:“具有轴对称性的磁场对电子束说来起着透镜的作用”。

他从理论上奠定了可利用磁场作为电子透镜的基础。



使电子束聚焦的装置称为电磁透镜，电磁透镜是一种焦距(或放大倍数

)可调的会聚透镜。改变激磁电流，电磁透镜可使电子束会聚。

电磁透镜结构示意图



现代电子显微镜中常用的带有极靴的强磁透镜由三部分组成：

A：极靴

电镜的电磁透镜在线圈外包有软铁的屏蔽外壳，线圈内侧多数装有高精

度加工的铁钴合金极靴，极靴的作用是使形成的高强度磁场尽可能集中在沿

轴的一个很窄的范围内。

极靴的形状直接影响成象质量，所以，极靴(特别是物镜成像极靴)是电子

显微镜中最重要的部件。



B：线圈

线圈位于极靴的外部，绕有许多匝导线，通上电流可以产生磁场，改变

电流的大小可以改变磁场强度。

C：屏蔽外壳

为了防止外部磁场的干扰即增加透镜的聚焦能力，在线圈面需包上一层

熟铁等材料制成的屏蔽罩。

电子在轴对称磁场作用下的行为与光学透镜一样，也服从几何光学定律，磁透镜

的焦距可以用光学透镜的公式计算出。

透镜焦距和所采用的磁场强度有关，磁场越强（电流越大），焦距越短，放大倍

数也就越高。现代电子显微镜的成像物镜大多数采用短焦距的强磁透镜。



2、电磁透镜的特性

 球面象差及畸变

 衍射象差

 色差

 象散

 景深

 焦深

 磁滞

 反差与成像



2-1、球面像差及畸变

2-1-1、球面像差

属于几何像差。
球差随着透镜的磁场强度

增加而迅速减小，然后达到一
平坦的极小值，透镜的强度越
低，及放大倍数越低，球差越
明显。选择小孔径角可以达到
减少球差的目的，但是小孔径
角又会增加衍射像差。

现在所使用的电子透镜不

能完全消除球差，只能减小，
这是目前影响电镜分辨率的一
个主要因素。



2-1-2、畸变

畸变是由于离轴较远的径向磁场作用强，使放大倍数随物点离轴的距离

而变，进而使图像发生畸变。

a 假设物体是一正方形。

b 当物点离轴越远，放大倍数越来，出
现畸变图像称枕形畸变。

c 当物点离轴较远，放大倍数越小，畸
变图像称为桶形畸变。

d 电子在磁场中运动时是沿螺旋轨迹前

进的，其螺旋角将物点到轴的距离而变
，图像呈S形畸变。



2-2、衍射象差

小孔径角可以有效地减少球差，但在采用小孔径角时，衍射像差又会

增加。光线在空间是直线传播的，当遇到一个近似于光波波长大小的障碍

物时，一部分光就会绕过其边缘，改变前进方向，这种现象称为衍射。

电子束在光阑的边缘发生衍射时，就引起衍射像差。一眼光阑孔径越

小，衍射现象就越明显。

一般高分辨率电镜中，分辨率在0.2nm左右时，最佳孔径角为10-2-10-3

，因此使用聚光镜光阑时一定要注意。



2-3、色差

不同波长的光通过光学系统时，将在不同的点上聚焦，因而物点在高斯平

面上的像是一个半径为r的多色模糊圆斑，这种现象称为色差。在电子透镜中

，由于电子初速度不同，形成各种波长的电子束（即不同速度的电子），当这

些电子束通过透镜时不再聚焦成一点，而是形成弥散圆斑，即形成色差。

2-3-1、轴上色差（中心色差）

是由于加速电压或透镜激励电流改变，引起磁透镜聚焦变化而产生的。

当物点在轴上时，由于电子速度不同，同一物点发出的电子经透镜后不在轴上

同一点会聚，得到一模糊圆。

在操作上，可以使曝光时间尽可能短，以获得高分辨率的照片。



2-3-2、放大色差

磁透镜中，当物点不在轴上时，由于焦距的变化，而引起放大倍数的不同，这

种像差叫做放大色差。一般表现为中心部位清晰，边缘处模糊，这种现象在低倍率

及观察厚样品时尤其明显。放大色差是由于电子束在穿过标本时，损失的能量不同

，导致穿透样品后的电子速度不同而产生的。

2-3-3、旋转色差

磁透镜中，由于磁场的影响，象转角随高压和透镜电流的波动而波动，引起旋

转色差。象的旋转方向与磁场方向有关，故电镜中物镜及投影镜的磁场方向应该相

反，便可适当地补偿旋转色差，若在观察中发现旋转色差严重，应检查物镜电流方

向是否正常。



2-4、象散

由于透镜中极靴的机械不对称或极靴材料导磁率不均匀而引起透镜磁场不对称所

致，结果造成物点的像产生两条焦线，形成模糊像。



2-5、景深

电磁透镜的孔径角一般小于10-3弧度，因而是小角成像，不论是光镜还是电磁

透镜都只能把点状物体成像为一个圆盘，其半径就是透镜的分辨率。距离P=2Z称为

透镜的景深。

景深长的有优点：

容易聚焦；

可以拍摄立体照片，得

到样品的立体信息；

电镜的景深大大超过切

片的厚度，因此可以清

晰地显示样品的全部结

构。



2-6、焦深

由于电镜是小角度成像，所以焦深也很长，图中I、II两平面间的距离称为焦

深，在这段距离中，像是同样清晰的。



2-7、反差与成像

光强度的差别造成了明暗之分，波长的差别造成了颜色的不同。人眼区分物体

时，主要就是根据物体不同部位或物体之间的光强度与波长的差别，这些差别构成了

物体的反衬度，又称为反差。

当一束光照射到标本时，便于标本中的原子互相作用，产生4种基本物理过程：

吸收、干涉、衍射和散射。

2-7-1、吸收

可引起振幅反差，但在透射电镜中，样品必须极薄，使吸收电子很少。

2-7-2、干涉

可引起相位效应，可是肉眼对此完全不敏感，只有把相位差转变成振幅差，肉眼

才能鉴别，这种效应就是“相位反差”。



2-7-3、衍射效应

一般在像上形成条纹，这是由于样品稍有弯曲，在弯曲的不同部位，晶面满足

布拉格衍射的条件不同而引起的。这种条纹称为等倾纹。这一效应使分辨率降低，

有时还会引起假象，但衍射也可以用来加强反差，要以牺牲分辨率为代价。最常见

的是Fresnel圆环，这种圆环是电镜中检查象散最灵敏的方式。

2-7-4、散射

在光镜中几乎不起作用，电镜中却是成像的主要因素。

电镜样品上不同部分的物质结构不同，疏密度不同，它们散射电子的能力也各

不相同，结果是透过样品的电子束发生疏密差别。散射电子能力强的地方，透过电

子数目少，荧光屏上所激发的光就弱，显现为暗区；散射电子能力弱的地方，透过

电子数目多，荧光屏上所激发的光就强，显现为亮区。这样最终图像产生了明暗差

别，出现反差，得以识别图像。

生物样品大多是原子序数低的轻元素，对入射电子的散射能力较弱，样品的反

差很差，必须利用重金属铅和铀染色剂提高反差。



第二章 透射电子显微镜

第一节 透射电子显微镜的结构

第二节 透射电子显微镜的成像原理

第三节 透射电镜样品制备方法



透射电子显微镜（Transmission Electron Microscope，TEM）

透射电镜是利用电子射线穿透样品后放大而成像的一种电镜。

主要优点是分辨率高，可用来观察组织和细胞内部的超微结构以及

微生物和生物大分子的全貌，在生物医学上的应用最为广泛。

加速电压：一般透射电镜（加速电压小于120KV），高压透射电镜

（加速电压在120KV与500KV之间），超高压透射电镜（加速电压大于

500KV）。

第一节 透射电子显微镜的结构



一般由电子光学系统、电源与控制系统、真空系统和循环冷却系统

组成，其中电子光学系统是最主要组成部分。

照明系统

成像系统

观察记录系统

电子光学系统

电源与控制系统

真空系统

循环冷却系统

TEM



一、电子光学系统

透射电镜的光学系统全部包括在镜筒中，主要有照明系统、成像放大系

统和观察系统三部分组成。

照明系统：

电子枪＋聚光镜

成像系统：

物镜＋中间镜＋投影镜

观察记录系统：

荧光屏＋照相底片



1、照明系统

1-1、电子枪

照明系统主要组成： 电子枪+

平移对中、倾斜调节装置+聚

光镜

照明系统的作用：提供一束亮

度高、照明孔径角小、平行度

好、束流稳定的照明源。



灯丝

电子枪有热发射、冷发射和场发射三种。最普通的是热发射，即一根发
夹形钨丝，通过电流加热后，发射出电子束，成为电源的光源。



1-2、聚光镜

将电子枪发出的电子束会聚在样品平面上，改变聚光镜电流密度可调节

照明束斑的大小及光密度，并通过调节聚光镜光阑的大小来调节照明孔径角。

 聚光镜：会聚电子枪射出的电
子束，以最小的损失照射样品
，调节照明强度、孔径角和束
斑大小

 双聚光镜系统：第一聚光镜是
强激磁透镜；第二聚光镜是弱
激磁透镜



2、成像系统

是电子显微镜最

核心的部件之一，高

放大倍数、高分辨率

就是通过成像系统获

得的。



2-1、物镜

 物镜作用：成像系统的第一级
放大透镜，形成第一幅高分辨
率电子显微图像和电子衍射花
样。

 物镜特点：强激磁、短焦距（
1-3mm），高放大倍数，高分
辨率。

 物镜决定透射电子显微镜分辨
本领



提高物镜分辨率的措施：

 物镜的分辨率主要取决于极靴的形状和加工精度。一般来说，极靴的
内孔和上下极之间的距离越小，物镜的分辨率越高。

 在物镜的后焦面上安放一个物镜光阑。物镜光阑不仅具有减少球差，
像散和色差的作用，而且可以提高图像的衬度。

 光学透镜的焦距是固定的。电磁透镜的焦距是可以通过调节电流大小
来改变。

 在用透射电子显微镜进行图像分析时，物镜和样品之间和距离固定不
变的，（即物距L1不变）。因此改变物理学电镜放大倍数进行成像时
，主要是改变物镜的焦距和像距（即f 和 L2）来满足成像条件。



2-2、中间镜

作用：在电镜操作过程中，主要是利用中间镜的可变倍率来控制电镜的放大

倍数。

特点：弱激磁，长焦距，可变倍透镜，放大倍数0-20倍。

2-3、投影镜

作用：是把经中间镜放大（或缩小）的像（电子衍射花样）进一步放大，并投

影到荧光屏上。

特点：物镜一样，是一个短焦距的强磁透镜。投影镜的激磁电流是固定的。

二者用于控制总放大倍率，调节范围比较大100-几十万倍。



高性能的透射电镜大都采用5级透镜放大，即中间镜和投影镜有两级

，分第一中间镜和第二中间镜，第一投影镜和第二投影镜。



3、观察记录系统

 通过荧光屏观察透射电子放大的超微图像，

 然后把图像记录在感光胶片上，

 直接把放大的图像传输到电脑上，

 然后把图像记录在电脑硬盘上。



二、真空系统

电子束的穿透力很弱，只有在高真空的情况下，才能达到一定的行程。

2-1、抽真空的意义

 防止灯丝的氧化损伤；

 确保电子束在运行过程中的运动轨迹不受空气分子干扰；

 去除空气分子对样品的污染。



2-2、真空系统的组成部件

真空管道、阀门、储气罐等

机械泵：1 Pa →1.3×10-5~10-6Pa; 

油扩散泵：1.3×10-6Pa →1.3×10-7~10-9Pa 

冷阱：1.3×10-9Pa →1.3×10-10Pa

离子泵：1.3×10-12Pa      超高压电镜

真空涡流泵

真空系统



三、电源控制系统

一般电镜均有两个电源：

电压低电流的高压电源：产生高速电子

低电压高电流的透镜电源：控制高速电子束的运动轨迹

稳压和稳流装置：保证电压和电流的高度稳定

保护与控制系统：一旦电镜的某一部分发生故障, 电镜的保护系统

会让其自动紧急关机和断电, 以免损伤电镜



第二节 透射电子显微镜的成像原理

高速电子束 透射样品

获得高分辨的图像：数百万倍

使用电子枪发射出了波长极短的电子波

利用电磁透镜可对电子速进行聚焦、放大和成像



成像原理
高压电子枪

高速电子束

浓淡不同的图像

样品

电子束发生投射

显示器

电磁透镜

图像各处浓淡的不同真实反映 了样品不同部位的物质结构



第三节 透射电镜样品制备方法

一、取材及固定

固定的目的是尽可能使细胞中的各种细胞器以及大分子结构保持

生活状态，并且牢固地固定在它们原来所在的位置上。一般来说固定

有以下作用：

 破坏细胞的酶系统，阻止细胞的自溶；

 稳定细胞物质成分，如核酸、核蛋白，糖类和脂类，使之发生交联，减少

或避免抽提作用，以保存组织成分；

 在一些细胞组分之间以化学反应和物理反应建立交联，以提供一个骨架来

稳定各种细胞器的空间构型；

 能提供一定的电子反差。



1、动物及人体组织的取材

固定组织样品最重要的问题是速度，固定太慢会导致超微结构的改变。

1-1、灌注固定

有条件尽可能活体灌注固定。先腹腔注射巴比妥酸盐麻痹实验动物（如巴比

妥钠，20-30 mg/kg），打开腹腔，由腹主动脉插入针管，在肝脏附近切开一处

静脉，启动蠕动泵开始灌注。先灌注 PBS 冲洗血液（37°C，体积约 1.5 倍血

液体积，200g 大鼠约需要 10ml），可以在 PBS 内加入抗凝血剂防止血液凝固

，然后灌注固定液（先 37°C，再 4°C），持续 5-10 分钟。另一种灌注方法

通过左心室，这种方法需要打开胸腔，动物呼吸停止，针管由左心室插入升主动

脉，剪开右心耳，随后的步骤与上述灌注一样。这种方法在胸腔打开后呼吸会立

即停止，要求操作者尽快进行后续操作，另外，向心脏插针管比向腹主动脉插针

管要简单些，特别是对于一些很小的实验动物。灌注后取出组织，切成 1mm 见

方小块，再后用相同固定液固定 30 - 60 分钟左右。



1-2、活检或直接取样固定

血管不发达的组织，快速活体取材后立即投入固定液，同样，活检样品也

要立即投入固定液，然后再尽快切成小块。方法如下：

 麻醉或断头急性处死，解剖出所需器官，用解剖剪刀剪取一小块组织，放

在干净的纸板上，滴一滴冷却的固定液，用新的、无油污锋利的（双面）刀片

将材料切成大约 1mm 宽，2-3m 长的小块，再将其切成 1 mm 3 的小块，取材

要尽量快速准确。

 如果有方向要求，如一些空腔器官、皮肤、角膜等，要注意方向性，保证

需要观察的部位准确取到。最后用牙签将这些小块逐一放入盛有冷的新鲜固定

液的有盖青霉素小瓶里，放入冰箱冷藏室低温固定（4 °C）过夜。尽快送中心

实验室进行处理。



2、培养细胞的取材

生长在培养瓶和培养板中的培养细胞取材时：

悬浮细胞可直接离心，

贴壁细胞应先倒出培养液，采用胰蛋白酶消化或用细胞刮刮下。

带培养液进行低速离心（1000-1500rpm）10 min 左右。离心完毕倒出

培养液，管底的细胞团不要打散，沿管壁缓慢倒入适量的（一般为材料体积

的 5~10 倍）2.5~3%戊二醛固定液，固定约 1h，也可在 4 °C 冰箱固定过

夜。尽快送实验中心电镜室。



3、植物组织的取材

植物组织的取材比较容易，植物细胞离体后变化不象动物细胞那样迅速，

但植物细胞的细胞壁阻碍着固定液的迅速渗透。因此，植物材料的取材宜切成

薄片状，经适当固定后再切成小方块。如组织含有较多空气，不易下沉浸入固

定液，可以使用真空泵抽气方式使之下沉。

4、细菌的取材

带培养液的细菌进行离心（5000-12000rpm）15min 左右。离心完毕倒出

培养液，管底的细菌团不要打散，沿管壁缓慢倒入适量的（一般为材料体积的

5~10 倍）2.5~3%戊二醛固定液，固定约 1h，也可在 4 °C 冰箱固定过夜。尽

快送实验中心电镜室。



取材与固定注意事项

快：取材的动作要迅速，最好在材料离体后 1 min 内就进入固定液，最
好不要超过 10 min；解剖器械要锋利(可使用新的双面刀片)，避免牵拉和
挤压，尽量减少取材中的机械损伤。

准：取材要准确。器官要准确，部位要准确：如胃肠道、皮肤和角膜、

视网膜、耳蜗等一定要注意方向性，确保要观察的部位在切面方向。组
织块的包埋方向与切面方向要十分清楚，尽量自己在包埋前进行定位。

冷：取材过程应尽量在低温下进行（0-4°C），以降低酶的活性，减少
细胞内结构的损伤。

小：所取材料体积要小，一般不超过 1 mm 3 ，可以取成条状，但截面
约 1 mm ×1 mm。因为固定剂的渗透力较弱，若组织块太大，块的内部
将得不到良好的固定。



5、固定的温度和时间

大部分组织通常是在 0-4°C 下固定 1-4h。

6、固定方式

在体内条件下，固定速度较快、深度较深。例如，大鼠肾脏用 1%锇酸灌

流固定时渗透速率是 20μm/min,固定深度为 100-200μm；而体外固定的速度

是 8μm/min，固定深度为 30-40μm。

7、组织块大小

组织块的大小最好在 0.5mm3左右。



二、漂洗及脱水

常规电镜样品所用的漂洗液一般是 0.1mol/L 磷酸缓冲液，其温

度与固定液温度一致，为4°C，但时间不宜过长。

脱水一般常采用先酒精后丙酮（环氧丙烷）的脱水方法，浓度梯度

依次为 30%、50%、70%、90%乙醇、无水乙醇3 次、丙酮（环氧丙烷

） 2次，每次 10-15min。



三、树脂渗透

浸透就是利用包埋剂渗入到组织内部取代脱水剂，这种包埋剂

在单体状态时(聚合前)为液体，能够渗入组织内，当加入某些催化

剂，并经加温后，能聚合成固体，以便进行超薄切片。树脂渗透通

常也需要梯度进行。

环氧树脂（Epon812、Spurr’s ）、丙烯酸树脂（伦敦白胶、

Lowicryl）



四、包埋聚合

包埋 ：是指将渗透完的组织块放在包埋模具内。

聚合 ：是指将包埋模具放在烘箱内加热使树脂聚合硬化的过程。

Epon812 一般按照如下程序进行：35°C  16 小时，45°C 8 小时，

55°C 12小时，60°C  48 小时固化。

Spurr’s 树脂，70°C，8-24 小时即可



五、修块

修块是成功切处理想连续切片的关键。（四面椎体形，0.5*0.3nm）

六、切片

灰色：40-50nm、银白色：50-70nm、金黄色：70-90nm、

紫色：90nm以上。

灰色和银白色切片较薄，可在一般透射电镜下观察，分辨率高，但反差小；

金黄色切片较厚，分辨率低，但反差好，也可用于电镜观察；

紫色切片后，不能用于电镜观察。



七、染色

生物样品本身的反差较低，需要经过染色增强样品中各种结构图像之

间的反差或选择性地西安市某些结构和成分、

电镜图像的反差实质上是电子密度的差异，是有样品不同部分对电子

束的散射能力不同而形成的。散射的电子越多，图像越暗，反之，散射的

电子越少，图像越亮。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强散射能力，从而增加反差。

染色一般是用乙酸双氧铀和柠檬酸铅双染色。



透射电镜超薄制样系统

超薄切片机

修块
将样品树脂包埋块修成金
字塔形，便于超薄切片

染色机

组织处理
化学固定 / 脱水 / 包埋 / 聚合

透射电子显微镜

TEM图像分析





第三章 扫描电子显微镜

第一节 扫描电子显微镜的结构

第二节 扫描电子显微镜的成像原理

第三节 扫描电镜样品制备方法



第一节 扫描电子显微镜的结构

扫描电子显微镜（Scanning Electron Microscope，SEM）

扫描电镜是利用电子射线轰击样品表面,引起二次电子等信号的发

射,经检测装置接收后成像的一种电镜。

特点是景深长,所获得的图象立体感强,可用来观察生物样品的各

种形貌特征。

在生物医学中,采用不同的样品制备技术可观察不同的结构,如用

临界点干燥方法可观察样品的表面形貌；

用冷冻割裂方法可观察样品割裂面的结构,用铸型方法可观察管腔

内表面的结构等。



电子枪

扫描线圈

样品室

电磁透镜

信号的收集处理及显示系统

真空系统

供电保护系统等

电子光学系统

扫描电镜



一、电子光学系统

由电子枪、电磁透镜、两部分组成，主要用于产生一束能量分

布极窄的、电子能量确定的电子束用以扫描成象。

1、电子枪

构造、原理和用途与透射电镜相似，也是由阴极、栅极和阳极组

成。阴极是V型钨丝，直径只有0.12mm，当通电加热到一定温度时，

尖端即发射出电子束流。在阴极与阳极之间产生的1～40kV的加速电

压的作用下，形成直径约30～50μm的高速电子束流，我们又常把它

称为交叉光点或电子光源。



2、电磁透镜：

又称聚光镜，位于电子枪的下方。一般装有2～3级电磁透镜，

有汇聚电子束流的作用，能使它的直径缩小到只有3～10nm，这种极

细的电子束又被称为电子探针。

3、扫描线圈

即偏转线圈，由两组电磁线圈组成，可以控制电子探针在X／

Y两个方向作光栅状的扫描。一般扫描电镜中装备三个偏转线圈，一

个用于电子探针在样品的表面扫描，另外两个可以控制用作观察和

摄影的显像管，使显像管中的电子束在荧光屏上同步扫描。



4、样品室

位于镜筒与真空系统之间，设有空气闭锁装置。这是为了在换样品

时不破坏镜筒的真空，同时又可以保护灼热的灯丝，防止氧化，延长使

用寿命。扫描电镜样品室最突出的特点是大，它可以放下直径约10cm

的样品台（而透射电镜样品载网的直径只有3mm）。另外还装有样品微

动装置，使样品可以上下左右（约4cm以内）移动，并可以倾斜（约-15

～+90度）和旋转（3600）。这样就大大扩展了观察面。有的扫描电镜

还设有冷冻样品台，能观察冷冻割断的样品。



二、信号的收集处理及显示系统

扫描电镜装有特定的检测器，如：二次电子检测器、背散射电子

检测器等，它们可以分别检测电子探针与样品相互作用之后产生的有

关信号。

 电子经过一系列电磁透镜成束后，打到样品上与样品相互作用，会产生二
次电子、背散射电子、俄偕电子以及特征X射线等一系列信号。所以需要不
同的探测器。

 如二次电子吸收探测器、背散射电子吸收探测器、X射线能谱分析仪等来区
分这些信号以获得所需要的信息。虽然X射线信号不能用于成象，但可用于
测定材料的化学组成。

 有些探测器造价昂贵，这时，可以使用次级电子探测器代替，但需要设定
一个偏压电场以筛除次级电子。



三、真空系统和供电系统

扫描电镜的真空系统也是由机械泵和扩散泵组成的，使镜筒内达

10-4～10-5乇的真空度。供电系统可给扫描电镜的各部件提供特定的

电源。



第二节 扫描电子显微镜的成像原理





一、扫描电子显微镜工作原理

1、电子束与样品的相互作用

1-1、信号的种类

电子探针与样品相互作用之后产生多种信号，如：二次电子、X

射线、背散射电子、吸收电子、俄歇电子、电子-空穴对，以及透射电

子等。



1-2、与扫描电镜成像有关的信号

二次电子：它在扫描电镜成像过程中担任主角。它是样品本身的原子中的外

层电子，被入射电子激发出来后，形成带有样品的形貌和成分等信息的电子束。

二次电子主要反映样品浅表层（约5～50nm）的信息。

X射线：又称伦琴射线，波长约0．001～10nm。电子探针轰击样品时，可产生

特征X射线和连续X射线。其中特征X射线的波长和能量随样品中各种元素的不同而

各异。根据这一性质可以对样品中的某些元素进行定性和定量的分析。X射线主要

反映样品深层（约50～500nm）的某些信息。

背散射电子：又称背反射电子，是被样品大角度反射回来的入射电子。它主

要反映样品内部较深层（约50～100nm）原子的质量信息。另外晶体样品的特征也

是利用背散射电子的衍射图反映出来的。



二、扫描电镜的成像原理

1、二次电子的成像

二次电子成像在扫描电镜成像过程中起主导作用。当电子探针与样品相

互作用时，由于样品浅表层的形貌、成分和结构等的不一致，在多种效应的综

合作用下，从样品的不同区域所激发出的二次电子的数量是不同的，那么先后

转换的电信号和电压信号也相应的有差异，最终导致在荧光屏上的图像中与其

相对应的位置上的明暗也有差异。这种在荧光屏上可反映样品信息的图像被称

为二次电子图像。



2、扫描电镜成像的过程

首先，扫描电镜的电子枪发射的电子束经1～40kV的高压形成加压电子束，在

聚光镜的汇聚作用下，又形成直径约3～10nm的电子探针。接着，电子探针在扫描

线圈的控制下对样品的表面进行光栅状扫描（犹如一行行地读横版的书），并激发

出多种带有样品信息的电信号，其中二次电子、特征X射线和背散射电子与扫描电

镜的成像关系密切。

样品中凸出的部位会产生较多的二次电子，而二次电子的数量越多，转换成的

电压信号也越强，图像中相应的部位就越亮。特征X射线可以反映样品中元素的种

类和数量的信息。而背散射电子的散射方向是不规则的，主要受原子质量和密度的

影响，也可以反映样品表面元素组成上的差异，尤其适宜观察样品表面凹洼的区域

，这一特点正好与二次电子的成像互补。

这些电信号经不同的检测器收集后，被转换成带有样品信息的电压信号，这

种电压信号被送入显像管的栅极，并能控制显像管的图像的亮度等。



三、扫描电镜在结构和工作原理上的特点

1、扫描电镜所用样品的制备方法简便(固定、干燥和喷金)，不需经

过超薄切片；

2、扫描电镜采用的是次级电子成像；

3、扫描电镜所观察到图像景深长，图像富有立体感；

4、图像的放大倍率在很大范围内连续可变(101-105×)；

5、样品的辐射损伤及污染程度小等。在结构和工作原理上的特点

局限性：分辨率还不够高(1-10nm)； (2)只能显示样品的表面形貌，

无法显示内部详细结构。



四、扫描电镜样品的制备方法



1、SEM的制样准则

 尽可能保持样品本来的形貌和结构

 样品表面要处理干净

 样品必须干燥，在此过程中尽可能减少样品变形

 非导电样品要进行导电处理

 必须保护样品的观察面，应具有良好导电性能和二次电子 发射率

 标注样品的安放顺序



2、生物样品制备



取材

取材前做好试剂、器材的准备。

取材部位要准确。一般直径最大不超过10mm，高度在3-

5mm。

取材的标本应新鲜、刀片应锋利、操作要轻巧，防止对样

品的挤压。



样品清洗

清洗液的选择

一般动物组织表面的血液、黏液和其他分泌物，选用等渗的生理 盐水或

漂洗液清洗。

游离细胞（如血、培养细胞）、悬浮液中的微生物、寄生虫等微小的样

品，选用缓冲液进行清洗。

表面覆盖有着大量黏液的胃、肠粘膜等样品，在固定前选用不同的低浓

度蛋白水解酶（胰蛋白酶、糜蛋白酶等）或其他具有水解作用的溶液。

特殊样品则需要针对性选用一些特殊的漂洗液，如生药样品表面的蜡质

需要用1%-2%的Triton  X-100（去垢剂）清洗。



清洗的方法

 一般比较干净的生物组织可在固定前稍作清洗。将样品放入干燥的

玻璃小瓶内，加入足够量的清洗液（样本体积的10-20倍），轻轻摇

动小瓶，至少更换三次清洗液。

 游离细胞、细菌等样品放入离心管内，加入与固定液相应的缓冲液摇

匀后，3000-8000rpm，离心3-10min，弃上清。重复三次。

 以组织、细胞内部结构为只要观察对象时，经常采用灌注清洗后再

取材的方法。



固定

甲醛

戊二醛：2-3%

四氧化锇：0.5-1%

固定剂

固定温度：0-37度

固定时间：10分钟-几小时



脱水干燥

脱水：用不同浓度的乙醇或丙酮，采用“梯度脱水法”

逐步替代样品中的水分。

30%、50%、70%、80%、90%、100%（两次），各15-20mim

干燥：自然干燥法、真空干燥、临界点干燥



临界点干燥

1.工作原理

根据物质存在的临界状态的物理特性而设计。

2.过渡液的选择

选用液体CO2作为干燥过渡液时，一般以乙酸异戊酯作为置换剂，

样品与其作用15min即可。

3.操作过程



装 样

用特制导电胶或双面胶将样品粘贴在金属样品台上。

镀 膜

组织导电技术

金属镀膜法

离子镀膜法

真空喷镀法





第四章 电子显微镜的其他技术

第一节 高压冷冻电镜技术

第二节 冷冻蚀刻电镜技术

第三节 场发射扫描电镜



雅克·杜波切特（瑞士）

阿希姆·弗兰克（德国） 理查德·亨德森（英国）

2017年诺贝尔化学奖获得者

成功实现了“水的玻璃化”

开发了一套图像处理方法
成功使用电子显微镜
得到原子层面分辨路
程的蛋白质三维结构
图像

第一节 高压冷冻电镜技术



一、什么是固定？什么是化学固定，什么是冷冻固定？

1、固定目的：最大程度保存样品生活状态的原始信息，供后

续研究

2、化学固定：利用醛类等化学物质与蛋白等的交联作用。

速度比较慢：数分钟至数十分钟；

引起蛋白质变性，抗原活性下降或丧失；

脱水造成组织皱缩和三维结构参数改变。



3、冷冻固定：瞬间冰冻，毫秒级终止一切细胞内生命活动

高压快速冷冻固定的优点：

 组织在50毫秒内瞬间固定，反应细胞和细胞器的真实活性

状态；

 不使用化学固定剂，提高电镜免疫胶体金的灵敏度；

 不使用酒精脱水，而是用丙酮低温替代，避免组织皱缩。



EM      HPM100 EM PACT2 / RTS 

200μm深度玻璃化冷冻！



压缩机

快速投射系统

冷冻机主体

液氮罐

液氮罐

高压冷冻机的构造



果蝇胚胎细胞

高压冷冻固定方法

果蝇胚胎细胞

传统的化学固定方法

高压冷冻固定的图像，细胞更饱满，线条更光滑；但是衬度不如化学固定好，
因细胞质没有被抽提，细胞质浓度更高。

化学固定与高压冷冻固定对比



二、高压冷冻的主要应用

高压冷冻+冷冻替代 (常温TEM)

高压冷冻+冷冻切片 (冷冻TEM )

高压冷冻+冷冻断裂 (冷冻SEM)

高压冷冻+冷冻断裂+复型 (常温TEM)

高压冷冻+激光共聚焦 (光电联用)

高压冷冻+光源 (光遗传学研究)



第二节 冷冻蚀刻电镜技术

在极低的温度下将生物样品断裂，暴露出生物材料内部
的表面结构，进而在高真空下使断裂面上一部分冰加热升华
，然后再向断裂面上喷碳和铂金，形成一层复型膜，最后在
透射电镜下进行观察。



优点：

组织冷冻固定代替了化学固定，不经过脱水、包埋，使生

物样品更接近生活状态。

能够更好的揭示生物膜内部和细胞内的三维结构图像，在

电镜下具有明显的立体感。



第三节 场发射扫描电镜

场发射扫描电镜是上世纪70年代逐步发展起来的新型扫

描电镜。场发射扫描电镜具有亮度高、相干性好等特点，在

高、低加速电压下，均可获得较高的图像分辨率，特别适合

于半导体和绝缘材料样品的结构表征和测量等。场发射扫描

电镜是目前材料科学研究的基本工具之一。就场发射电子显

微镜而言，目前市场上有热场发射和冷场发射两大类。



项目 冷场 热场 说明

电子枪工作温度 室温 1800度
冷场和热场的主要区别在于电子枪。热场还要在灯丝上镀一层氧化锆，还要
加热到1800度。而冷场只要在环境温度下工作。

能量分散 小于0.2eV 小于0.8eV

理论上来说，电镜的分辨率是取决于色差和加速电压。如果色差小，分辨率
好。但是要色差小，就要求发射电子的能量分散小，这样才能得到好的分辨
率。冷场发射的发射电子的能量分散只有0.2eV，所以冷场发射电镜会得到较
高的分辨率。

亮度 2x109 A/cm2sr 5x10 8A/cm2sr
冷场灯丝亮度高可以保证微弱照明下的图像质量，对于电子辐照敏感，不

耐电子辐照的样品有保护作用。在低加速电压下亮度对图像质量的影响更大。
高亮度可以得到更好的分辨率。

寿命 五年以上 10-12个月 冷场灯丝一般能使用5年以上

灯丝发射状态 仅在工作时 一直持续 对于使用者而言，不使用时灯丝也会损耗，造成很大的浪费

电子束流
小，做EDS、CL、EBSD
没有问题；做WDX分析
不够理想

大，能支持做EBSD，
CL，WDX等比较好

维护成本 低 高 热场换次灯丝的价格大约为1~2万美金，冷场灯丝价格约2000美元。

样品要求
可观察不导电样品，损伤
小

要求导电性好，对样
品损伤大

热场由于对样品的导电性要求较高，所以观察样品时就要镀金。如果掌握不
好，就会对样品造成一定的损伤。

安装条件 接地电阻为100欧姆 接地电阻小于1欧姆 热场安装要求苛刻，接地1欧姆实现难度大，成本高。



冷场电镜对于生物样品、纳米材料，聚丙烯等高分子材

料和导电较差的无机材料领域应用意义非常突出，因为冷场

的高亮度可以使我们用尽可能小的束流获取高倍图像，而不

会损伤样品。低加速电压的应用优势越来越体现在材料研究

中，使得冷场电镜可以不喷镀而直接对不导电样品进行高倍

观察的原因就是，在低加速电压下，冷场发射的色差更小，

优势更突出，有力地保证了低加速电压下图像的分辨率。



Cryo-SEM技术原理及操作步骤

含水（液体）样品取样 载样(各种样品座) 样品预冷(插入液氮泥)

真空下转移 与制备腔室气锁对接 断裂、升华刻蚀和镀膜
传输至电镜腔室
(SEM观察和拍照)

样品座装载到传输装置

整个CryoSEM操作过程均在“低温冷冻”和“真空状态”两个前提下进行



Cryo-SEM与常规干燥处理比较优势

 样品可直接在完全含水状态下观察，适合液体、半液体，泡沫及电子

束敏感样品的直接观察，是一个快速高效的方法；

 不失真观察：可溶性成分被保留，没有或很少发生组织成分再分布，

无皱缩变形及机械损伤；

 通常无需（暴露到）有毒试剂；

 对样品进行动态实验的最佳方法；

 高分辨率能力(与电镜低真空模式比)；

 通过低温断裂获得额外信息；通过升华刻蚀显示内在信息；

 具有 “重做” 样品的能力 (例如：重新断裂及镀膜)；



Cryo with Hitachi SU-5000



Botanical - plant leaf with surface wax带有蜡质纹饰的叶子



花粉 Cryo-SEM图像




