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行排列的线粒体啃的结构(图 3 b) 。

小结

以上实验结果表明 ， 常规电镜与整装技术

相结合，能部分的观察到在高压电镜下所能看

到的细微结构。由于样品是完整细胞，工作者

可得到细胞细微结构的整体概念。因此，这个

方法可以弥补在常规电镜下观察超薄切片的不

足之处。
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离子蚀刻扫描电镜技术在生物样晶制备中的应用

蔡继炯

〈浙江省测试技术研究所，杭州)

近年来离子蚀刻技术已成为扫描电镜样品

制备中的一种新方法。由于其操作简便，效果

显著， 应用 日趋普遍。国外在生物样品的离子

蚀刻方面做了不少工作， Lewis 等 [1 1 1969 年用

这一方法观察了红细胞、 膜脏外分泌细胞的核

表面结构， 看到了特异的放射状结构和核孔分

布的情况。 国内不少电镜工作者在化工等样品

制备中开始应用该技术，但在生物样品方面的

应用，目前未见文章报道。

众所周知， 生物样品的细胞表面一般都覆

盖着一层脂蛋白和糖脂等物质，不同程度地掩

盖了细胞的表面结构，电镜下很难看清微绒毛

等微细结构形貌， 影响分析研究。作者采用离

子蚀刻方法， 对大白鼠肺、肾上腺，进行离子

蚀刻和未经蚀刻的比较。 结果证明，离子蚀刻

法具有净化未充分清洗组织表面的效果。它可

使肺炮和肾上腺的细胞表面所被覆的一层糖蛋

白 、 糖脂及基底膜等物质剥离， 暴露出细胞表

面的微细结构， 在扫描电镜下清晰可见。现将

实验结果报道如下。

取肺和肾上腺组织块( 5 x 5 mm ) , 用生理盐水洗去表

面血污，立即子 2.5%戊二隆溶液中前固定 4 小时， 1 %

锹酸后固定 2 小时(置 tj OC冰箱中) , 酒精梯度脱水到

100 % 后 ， 用 5 0 % 、 100%黯酸异j戈脂过渡置换 (每 次

15 分钟) ， CO2 临界点干燥。样品经干燥后分成两份 g

一份经表面l质镀 Pt 膜后直接送扫描 电镜进行观察，

另一15;-用银胶固定在样品铜台 中央〈离子蚀刻时， 离

子束流中心都能最大 ) ，然后放入 EiKO IB-5 型离子溅

射仪中样品座1-:.<靶电极正下方) , 样品座高度由调到
DOWN 位置， 靶和样品间隔为 9 cm, COAT (溅射)/

ETCH(蚀刻 ) 转换开关放 歪IJ ETCH 处。真空抽气到

0.05 毛以下， 电压调到 900-1200 伏， 离子电流 3-

6 毫安(调节针形间， 真空度保持在 0. 1 毛左右 ， 辉光

放电颜色呈紫红色为宜 〉。蚀 刻时间 30-60 分钟(每

蚀刻 15 分钟 ， 间歇 3 分钟， 以防止热损伤 )。蚀刻的

条件要视不同样品调节电压、 电流、 蚀刻时间。原则

上，软组织电压低， 电流小， 时间短， 反之亦然。蚀

刻中为了防止样品热损伤而变形， 样品应下方要通入

冷却水或间歇蚀刻。 蚀刻完毕立刻将蚀卖I J表面喷镀上

Pt 膜达 200λ 厚，用日立 S-45 0 型扫描电镜观察， 加

速电压 20 KV， 样品倾斜角 15 0 。

结果和讨论

材料和方法 大自鼠的肺组织因有许多肺泡而成海绵

将 1[，体大白鼠处死j二解剖， 用锋利的双面刀片割 状，肺 j包是一边开口的小袋 ，似蜂房状。肺泡问
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隔由胶原纤维和弹性纤维所支持，能防止过度

的膨胀。通常肺泡间隔有一层薄而连续的外皮，

而肺泡细 胞表面也被覆着一层脂蛋白、中性

粘多糖等物质。在常规样品制备情况下，尽管

扫描电镜分辨率相当高，但也不能清晰地观察

到肺泡细胞表面的微绒毛、肺泡孔、毛细血管

腔等微细结构形态(图版图 1 ， 3) 。 我们在电压

为 900 伏， 离子电流为 3 毫安条件下，蚀刻 50

分钟后，结果肺炮表面的一层脂蛋白等覆盖物

被蚀刻清洗掉， 清晰地暴露出肺泡孔腔、毛细

血管、肺?包间隔的形貌。图中可见， 每个肺泡

壁是由双层上皮及其间毛细血管构成，其薄层

间壁为相邻两个肺泡上共有，肺泡间隔的宽度

约1. 5- 3 微米(图 2) 。 在保持电压、电流不变

情况下， 对肺i包 E 型上皮细胞蚀刻 30 分钟，就

能呈现出圆形的立方体外形的 E 型肺泡形态，

而细胞游离面上分布着浓密的微绒毛也清晰可

见(图 4 )。

大白鼠的肾上腺用常规电镜方法观察时，

因外表面有一层胶原结缔组织被膜，很难清断

地观察到血管腔的形态结构(图 5 )。由于肾上

腺胶原结缔组织被膜较厚，必须加大电压和电

流，提高离子轰击速率，使其蚀刻掉。 当 电压

为 1200 伏， 电流为 5 毫安，把蚀刻时间延长

到 60 分钟后， 表面覆盖的一层糖蛋白、血污

等物质被剥离清洗掉，使肾上腺中的血管腔及

腔中红细胞结构形态清晰地显示出来，并且有

很强的立体感(图 6 )。

用离子蚀刻技术暴露生物组织内部结构形

态，方法简便， 效果明显。但是， 关于离子蚀

刻的各种条件(电压、电流、蚀刻时间、 真空

度、放电气体种类等)和生物组织的材料与性

质的关系等，有待进一步摸索和试验。
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M 期细胞选择性电镜取材与观察

周宁新禾尤明侠宁

(北京解放军总医院〉

从细胞形态学的角度观察，整个细胞的增

殖周期唯有分裂期(M 期〉细胞的变化显著，

便于从形态上区别与鉴定，因此M期细胞的变

化是细胞形态学研究中极受重视的观察目标。

然而，由于其在整个细胞周期中历时最短，在

细胞群体中往往只占百分之几的比例， 所以要

想大量观察M期细胞的变化，按过去常规取材

的方法是不可能的，尤其是电镜水平的观察，

就更难在狭小的观察范围内找寻到M期细胞。

为了能对M期细胞进 行有选择地电镜观

察，作者在M期细胞同步培养法的启发下，加

以改ill 、 简化，建立了单层培养细胞的M期细

胞选择性电镜取材新方法，收效良好，基本达

到了电镜下大量观察M期细胞的目的，现将具

体方法介绍如下s

材料和方法

培养细胞

必须是贴壁率高，细胞分散良好的单层培养细胞，

传代时掌握好细胞密度， 最好'到第二、 四天时细胞均

匀覆盖满瓶弦。此时在倒置镜下可见许多M期细胞浮

贴在间期细胞表面， 这是取材的最好时机。 为满足取

材细胞的数量， 一般 25 ml 瓶需要 10~1 5 瓶 ， 100 ml 

jf瓦 2~1 瓶取一次也镜样品〈约 1 X 10 7 个细胞 ) .
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