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扫描电子显微镜(下称扫描电镜)，自从被

应用到医学、生物学领域之后，一般仅限于用

来观察组织和细胞的表面结构。近年来，随着

各种组织和细胞断裂方法[ 1]的发展，它也越来

越广泛的被应用于研究组织和细胞内部的结

构。为了观察组织和细胞的内部结构，重要的

是需要一种能够较好的显示组织和细胞内部结

构的样品市IJ备装置。为此目的，我们参照有关

文献[2] ，设í~IJ 了一种冰凉断裂器。它的基本原理

是利用掖氮冷却来固化放在包埋剂中的组织和

细胞，用小锤轻击放在包埋块上的刃具，借助于

包埋剂的破断之力，将包埋块在希望的部位劈

裂〈注:言不是切断)，使样品观察面剖出于外。

本文革IJ用这台冰冻断裂器，以二甲亚矶断

裂和饿酸一丹宁酸一饿酸 (O-T一0) 导电染色

;去 ;!ilJ备了兔的膜腺、肾脏组织断裂面的扫描电

镜样品。实驶表明，这仪器结构简单，性能可

靠。这种染色方法，图像清晰，很适宜于组织

和细胞内部的扫描电镜超微结构的研究。现将

冰冻断裂器的设;如l及其应用介绍如下:

材料和方法

(一)冰凉断裂器的设制及其说明如下g

;!l<.i马:断裂嚣的外先如图 1a 所示，可用直径为 220
毫米的组锅，剪去锅的 l二缘，将高度加接到 180 毫米。

(阳市附 ~~f器的内胆示于图 1b l 可用直径为 180 毫米

「一一一?一一可L 卢-_ _'HS" ---.:J丰

2 

rri、

圄 1 (a) 外~1(:， (b) 内胆

的铝锅，剪去锅的 t缘，将高度加接到 160 毫米。在
外壳与内胆之间填满玻璃棉隔热。图 2a 是亘在为 174

毫米，厚为 5 毫米的纤维层压板。极|二有直径为 66

毫米孔一个，直径为 36 毫米孔二个， .PL 径为 3 毫米
孔 4个。四周还有相互对应的直径为 3.5 毫米孔四
个，作为固定支撑纤维层压板的不锈钢柱(图 2b)之

用。钢柱的直径为 6 毫米，长为 105 毫米，一端攻 3

毫米内螺孔，另一端车成圆头。把带支架的tf维层压
板放于内胆中。图 2c 为冰冻断裂器的平面断裂台，
供{乍二甲亚矶断裂之用。此台安装于图汩的直径为

66 毫米孔内，材料用铜或铝合金。因 2d 沟冰凉断裂
器的沟槽断裂台，安放于平面断裂fT上。作酒精、醋

酸戊脂等有机溶剂断裂之用，材料为铜或铝合金。图
2e 为装液氮的入口，材料为四氟乙烯(塑料王)。放入
图汩的亘在 36 毫米的孔内。图 2f 为冷却罐，供氟里

昂断裂之用。当注入氟里昂气体时，通过液氮冷却后
则气态氟里昂变为液态，达到将样品冷冻固化的目

的。将冷却灌放于图汩的另一直径 36 毫米的孔内。
材料用铝合金或铜。因缸中央部 3 毫米小孔，为插
入浮标之用，可显示液氮景。因 3a 、 b 、 c 、 d 为在氛

里昂冷却罐内放胶束的支持架。材料用铝合金或铜。
图 4a 为外壳和内胆上面的圆形封闭圈，把玻璃棉封
子其中，此即为冷却桶上的盖圈。材料为塑料。图 4b 为
冰冻断裂器之盖，盖子盖圈上。图 4c 为盖的手柄。图

4b 和 4c 的材料均为有机玻璃@图 5 为冰冻断裂器9
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细胞生物学杂志 l!l 日 1 作-

图 2 (口)胶í"ìt:R

( c )习而i昕裂台

( c) (1注百入[丁l

( b )不愣旧柱 x4

( d )沟槽断裂fT

( f )冷却罐
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固 3 (a) ( b ) ( c ) Cd )胶囊支架
;1丁( a) 共计ìiJ作兰片，其中-片无 6 φ5 孔

二ζ-'-_...... 一二二士节?二Tj!

二」 JLL!
;jl i 一习i JJ Fij 

图 4 (a) 封闭圈 ( b )茬 ( c )芋柄

图 5 冰 i芽、断裂器

(二)应用工甲亚砚断裂法断裂家兔的院腺，肾

脏组织，并用 O-T-O 导电染色法处理被断裂的组织，

制备成样晶供扫描电镜观察，其操作如下g

用 10%氨基甲酸乙醋00 毫升/公斤体嗖) ; Îè入家
兔的耳静脉内，行:全身麻醉。;fER复主动脉内 fll↑哥海 11:
生J~l盐水(总运 1000 毫升，日、l 问 1 小时。)丰门Jl动系照
小静脉续慢放 [[[1的情况下，切耳克服服和忏fll f\~:'I(J莉问
标本，切成适于断裂的细长棒(1 xlX5 击来)。将组

织块放于 1%饿酸(用 0.1 Ñ1、 pH7.2一←'7 .4 i'l'J 陈限?在
(11 1液配制)内因 íl: l 小时，作为前阿立。 10 分
钟，更换 2 次，然后分别浸入 25%扣 50%的二 [fl ~ì U_i. 

帆水溶液各 30 分钟。再用 50%的二甲亚问水溶液在
冰凉断裂器的平 fílÎ断裂卡î' Jj生 u标本断裂。二日L操作步
骤2 将液氮注入冰冻断裂器， iF标}11;]飞到lK1 色 II ，j' ，说

明液氮已满。预先将断裂f?i<:去口。Jll i阿传 o吃饭子)才~
50%的二甲亚问水溶液淌于巴Jiíl 冷的!听利于一 fì' I二，二
甲亚ER'\液立即冷却回化成豆~犬，再进一;ÿ jJn 人二 ffl亚

帆液沛，在j立有全部 l可化之前，用银 r :f巴Hî f!U:k:插入
其中， ;1i二甲亚枫液i商和1 组织团化 11、L 形状:rR 叫
"猫眼"。待同化后，用犬的止血钳夹持 1'(111!Î 刮股刀
片(使用前放液氮内预冷)用金属锤才n iji劈开，将|忻裂

的组织块投入 50%的二甲亚矶水溶液中， ~~;一占包埋
于组织外的工甲亚帆。用蒸馆水充分洗净， (如流?寻

不充分，在作饿酸固定时，液体会变成黑色)更快
3-5 次，每次 10 分钟。再浸入 0.1%的城阪磷酸缓

冲液1] 1 24 小时。投入 1%的饿阪陈阪缓冲液 11 1 1乍后
固定 1 小时。蒸i留水J先 1 小时。再i妾入 2%的丹宁酸
水溶液中 30 分钟，水洗 1 小时，再放入 1%的饿酸

水溶液 30 分钟，蒸恼水洗 1 小时。用酒精逐纯脱水
各 30 分钟，向组织:1-)(移入附阪戊附中 30 分钟以}二。

做临界点干燥，喷联和金，扫描屯镜观察样品。

结果

组织和细胞经过二甲亚枫断裂和 O-T-O

法处理以后，在扫描电镜下很易见到组织和细
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第 :3 卷纣\ 2 期 细胞生物学杂志 ‘)r ....J 

胞内 ìi~.\~I: ft~~古问，现;1守兔膜腺、肾脏组织断裂

lfti (1训'一 IJIWI t1镜观察结果介绍女11 -f": 
(一)膜腺组织断面 2 在膜腺组织内着重

显示)民腺细胞，分泌颗位及细胞间的毛细血

付。)出!出细胞轮)~}IÇ 界I~{完整，细胞核和核仁清

晰可见(罔版阁1. )。放大的脱腺细胞，面向基

膜的一 ífli，细胞基部I主现出含有核糖核酸的片

状纵纹结构，在图片下方还可见一个断裂的细

胞核，核民[呈粗粒状(图版图 2 )。膜腺细胞面

向腺腔的-jlii，内部含有许多分泌颗粒。它们

旦大小不均的球形(图版图 3 )。膜腺细胞间的

毛细 1f1l管断裂面，在毛细血管内有红细胞排列

成 tr. <1到版图 4 )。

(二)肾脏组织断裂而z 在肾脏组织中的

肾小球、肾小管的断裂面图像清晰，立体感强

〈图Jl反同 5 )。在高{奇观察时的肾小管，管内表

可见微纯毛(图版图 6 )。

t寸 论

(一〉这电只介绍了采用二甲亚肌为包埋

剂所;I;IJ备的扫描电镜断裂样品。事实上应用多

种其他包埋剂:如环氧树脂、无水酒精、 70%

洞的、问11酸戊醋、甘油和氟里昂等[2 ， 3] 来制备

扫拍电镜断裂样品时，亦可使用本装置。

(二〉木工作中，二甲亚枫是作为水 j容性

包坷剂而被采用的，它具有无粘稠性，向组织

浸透快相进行断裂时操作方便等优点。在进行

组织断裂时所使用的二甲亚枫水榕液的最终浓

度为 50%，因为浓度较低时经液氮冷却，会

变为jHj虫，而前者在液氮冷却时仍保持透明。

由于二甲亚枫断裂法是在标本浸入有机溶剂

(如脱水剂)以前就将其断裂，所以在组织块被

二甲亚帆冰冻断裂之后，仍可以对标本进行各

种处理。本文的实验就是将组织块用二甲亚枫

断裂之后，再对被断裂的组织进行饿酸一丹宁

酸一饿酸导电染色法的处1币。这样使组织内部

共有-~也性，以增加扫Hii也镜il"IJ"!!在发~t:!. 'f的

积放率。使扫描图像增加清晰度。

(三〉为了去1!~~部分细胞质，并较好地保

留膜结构，在 O-T-O 导电染缸过程中，采用

了 8 次饿酸固定[句。组织取下J!í先在 1%的饿

酸中进行前固定 1 小时。如果这一步骤阳启时

间太长，细胞变得结实，使得细胞质不易去

除。如果固定时间太短，则在 F一步处理时，

细胞内部的结构就容易被破坏。中间一次更为

重要。这是组织块经二甲亚帆断裂和充分用蒸

馆水洗之后，用 0.1% 的饿酸所进行的固定。

它以去除细胞质，保留膜结构，起软化组织的

作用。由于去除一些细胞质，而剩下的膜结梅

则变得较松散了，所以再用 1%的饿酸作为后

固定，以加固那些松散的观察对象。然后再作

丹宁酸一饿酸导电染色法的一些处理。组织在

0.1%饿酸固定的时间一般来说以 12-72 小时

为宜，视不同组织而异。

〈四〉二甲亚枫断裂和rO-T一0 导电染色

法是新近发展起来的一种扫描电镜生物样品制

备方法.它与其他断裂方法相比具有许多优

点，本文的讨论仅为我们的粗浅体会，而对这

方法的进一步认识，有待通过实践来探索和总

结。
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