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神经元单层细胞电镜原位包埋方法的探讨
潘立君  何  苗  张  宾  张  芳  吴亮亮  孔  妤*

 (中国科学院上海生命科学研究院神经科学研究所, 神经科学国家重点实验室, 电镜技术平台, 上海 200031)

摘要      为探究神经元单层细胞电镜原位包埋方法, 该研究以体外培养的大鼠皮层神经元单

层细胞为材料, 采用了三种不同的方法进行样品制备。结果表明, 常规悬浮离心包埋法容易对细胞

造成机械损伤, 且无法保持原位性; 培养在玻璃盖玻片上的细胞, 虽能保持较好的原位性, 但其超

薄切片表层易破碎, 遇水溶解, 且在透射电镜下可见细胞整体衬度弱和超微结构不完整; 而培养在

Thermanox塑料薄膜盖玻片上的细胞, 可容易观察到相邻细胞间的紧密连接, 超微结构清晰, 衬度较

前组样品好, 三维重构之后可很好地显示神经元细胞之间的毗邻关系。因此, 相比前两种细胞制样

方式, Thermanox塑料薄膜上单层细胞处理过程简便, 成功率高。该结果为神经元细胞超微结构的

形态学研究进一步提供技术新思路, 并有望推动神经元细胞超微结构观察中三维重构技术和光镜/
电镜联用技术的开发应用。

关键词      神经元单层细胞; 原位包埋; 塑料薄膜盖玻片; 电镜三维重构
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Neurons for Electron Microscopy
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Abstract       To investigate an optimized in situ embedding method of monolayer cultured neurons, the 
rat cortical neuronal cells were used as the experimental samples to be embedded in resin by three methods, 
respectively. The results showed that the conventional cell suspension-centrifugation sample preparation was easy 
to cause mechanical damage and hard to remain cells in situ. The cells cultured on the glass coverslips kept their 
original position unchanged, however their ultrathin sections were easily broken and readily dissolved in the water. 
Also, these cells always exhibited overall weak contrast and incomplete structure under the transmission electron 
microscopy (TEM). When neuronal cells were cultured on Thermanox coverslips, the connections between adjacent 
cells could be easily identified. The ultrastructures of these cells were much clearer and their overall contrast was 
better than that of the cells cultured on the glass coverslip. The process of in situ embedding monolayer cell on 
the plastic film using in the third method was more simple and easily carried out, compared with that using in the 
former two methods. Taken together, these results provides new insights into and useful methods for researching 
neuronal cell ultrastructure, that will greatly help to develop novel techniques combing three-dimensional 
reconstruction and correlative light and electron microscopy (CLEM) simultaneously.
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神经元细胞作为神经系统的基本组成单位, 其
结构主要包括不规则的胞体和多样化的突起。培养

细胞的电镜制样方法通常参照悬浮离心法, 这种方

法可以观察到细胞内部各细胞器的超微结构, 却很

难保存细胞原有形貌和细胞间的连接[1]。神经元单

层细胞电镜观察可采取原位包埋法, 能突破悬浮离

心法的技术限制, 很好地保存单层神经元细胞间的

相邻关系和紧密连接[2]。

之前有学者采用的原位包埋制样方法为倒扣

法(也称顶扣法)(图1A), 即对样品进行树脂包埋然

后将爬片倒扣在树脂块上, 成功率较低[3]; 或者直接

倒扣在塑料培养皿底部, 则成功率稍高, 但极易对细

胞造成损伤[4-5]。本文通过使用Thermanox塑料薄膜

和玻璃盖玻片正扣的方法进行单层神经元细胞的样

品制备(图1B), 试图在传统方法的基础上寻找一种

既容易操作又能较好地保存细胞超微结构的包埋方

法, 更好地辨析神经元细胞的网络状结构。

1   材料与方法 
1.1   实验材料

选取胚胎18 d的SD大鼠(来源于中国科学院上

海生命科学研究院神经科学研究所动物房)进行皮层

神经元细胞的原代培养。将其皮层组织剪碎, 放入

稀释好的胰蛋白酶溶液中, 37 °C孵育20~25 min, 用
2 mL全效培养液 (由80% DMEM、10% FBS和10% 
F12组成)终止胰蛋白酶反应, 离心后吸去上清, 再加

5 mL全效培养液, 轻轻吹打, 用筛网过滤, 以获得单

个神经细胞[6]。以1×108细胞数接种到多聚赖氨酸

包被后的玻璃盖片、塑料薄膜(thermanox coverslip, 
EMS Catalog #72274)和细胞培养板中, 上述材料均

放置于6孔板中进行细胞爬片培养。

1.2   实验仪器

实验仪器有: 磁力搅拌器、恒温箱、超薄切片

机(Leica UC7)、自动条带式超薄切片连续收集装

置(ATUMTOME System)、透射电子显微镜(JEOL-
1230)、场发射扫描电镜(ZEISS SUPRA55)。
1.3   电镜样品制备方法

1.3.1   原位包埋法      (1)样品固定。细胞培养24 h后
移去培养液, 用0.1 mol/L磷酸缓冲液(PBS)轻轻冲洗

细胞, 吸去磷酸缓冲液后迅速加入新鲜的2.5%戊二

醛(pH7.4)进行前固定2 h。0.1 mol/L磷酸缓冲液漂洗

3次后用1%锇酸于室温下后固定1 h, 再用4%醋酸铀

水溶液进行染色。(2)脱水、置换和渗透。乙醇梯度

脱水 : 30%、50%、70%、80%、90%、95%和100%
乙醇, 每级浓度分别脱水5 min; 然后用100%环氧

丙烷置换3次, 每次3 min; 之后用Epon 812环氧树脂

(EMBED 812 EMBEDDING KIT, Electron Microscopy 
Sciences)与纯环氧丙烷依次按11׃1、2׃和21׃的比例

进行梯度浸透; 最后, 纯树脂浸透3 h或过夜[7]。(3)包
埋、聚合和切片。种植于塑料盖片上的样品, 将其

裁切成小片正面朝上粘于空白包埋块上; 种植于玻

璃盖片的样品, 将正面滴上1滴树脂进行包埋, 反面

擦拭干净以利于后期使用氢氟酸去除玻璃, 60 °C聚
合24 h。样品聚合后进行半薄切片(厚度为1 μm), 用
1%甲苯胺蓝-O(toluidine blue-O, TBO)染色后镜检, 
切到细胞层面后连续收集超薄切片(厚度为50 nm)。
经铅染5 min后在透射电子显微镜下观察并采图。

1.3.2   悬浮离心包埋法      将培养细胞轻轻刮下收

集于离心管内, 低速离心沉淀成团, 去上清后加入

2.5%戊二醛轻轻打散细胞, 放置1 h。用2%低熔点琼

脂糖进行预包埋, 待凝固切成小块, 按照白焕红等[8]

的方法进行样品制备。

1.4   基于连续切片的电镜三维重构

选取实验组包埋块进行连续超薄切片, 切片厚

度为50 nm, 用聚酰亚胺薄膜带子(kapton tape)连续

收集200张, 依次粘贴于4英寸硅片上, 随后经喷碳处

图1   倒扣法(A)和正贴法(B)示意图

Fig.1   Schematic for the methods of inverting coverslips on the embedded blocks (A) and 
directly gluing coverslips on the embedded blocks (B)

(A)

(B)
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理在场发射扫描电镜下进行自动采图, 图像配准后

用Image J软件进行三维建模。

2   结果  
2.1   玻璃盖片上培养的神经元单层细胞超微结构

电镜下观察培养在玻璃盖玻片上的样品, 发现

神经元细胞数量较少且保持原有状态略差(图2A), 
细胞核和细胞质整体衬度较弱(图2B), 切面内部破

碎不完整并存在空洞(图2C), 如箭头所指部分细胞

结构也受到损坏(图2D)。高倍下可观察到神经元细

胞内部细胞核以及周围细胞器的超微结构(图2E), 
箭头所指处可见轴突–胞体的连接和微管、微丝的

结构(图2F)。此组样品在切片时, 表层切片容易在

水面融化, 中层切片效果较好, 在超薄切片的过程中

不涉及树脂以外的其他材料, 因此对钻石刀的刀口

磨损小, 安全系数较高。

2.2   Thermanox塑料薄膜上培养的神经元单层细

胞超微结构

培养在Thermanox塑料薄膜盖玻片上的样品, 
通过超薄切片可获得大量的神经元细胞, 而且细胞

状态良好且分布均匀(图3A)。由于样品的树脂渗透

较好和切面无损伤, 所得超薄切片未出现空洞和断

裂, 可观察到相邻神经元细胞间的连接情况(图3B和
图3C)。该组样品细胞的超微结构保存较好, 衬度较

前组样品高, 细胞器结构比较清晰, 如线粒体、内质

网、高尔基体和丝状伪足等结构明显, 细胞的原始

形态和超微结构均保持良好(图3D和图3E)。图3F箭
头所指处可见轴突–胞体连接以及微管和神经丝结

构。通常情况下, 超薄切片无法恰好显示树突或轴

突发出的完整形态, 而是见到不同角度的树突或轴

突切面, 我们通过连续收集超薄切片后, 可以追踪相

邻神经元之间的连续关系和接触关系。此外, 就切

片难易程度而论, 这种包埋方式更容易切到所需要

的细胞层面, 切片校准刀口时尽量让刀口平行于塑

料薄膜平面, 才能保证细胞层面的完整性, 并且薄膜

材料本身对钻石刀也几乎无损伤。

2.3   悬浮离心包埋法和原位包埋法的比较

悬浮离心包埋法通过物理方法刮下细胞后再进

行收集和制样, 对细胞原始形态和结构造成不可避

免的物理损伤。这种方法很难保持神经元细胞之间

的原有连接, 大量细胞处于离散状态, 少量细胞处于

几个细胞堆叠状态且细胞间不存在紧密连接(图4A), 

A、B: 保存细胞的数量较少; C、D: 细胞结构破碎和受损(箭头所指处); E、F: 细胞局部超微结构, 箭头所指处可见轴突和胞体连接。A: 标尺

=50 μm; B: 标尺=5 μm; C: 标尺=2 μm; D: 标尺=1 μm; E、F: 标尺=200 nm。

A,B: a small amount of neuronal cells were preserved; C,D: the cells’ structure was broken and damaged (indicated by arrows); E,F: representative 
images of local ultrastructure of the embedded neurons. the arrows showed that cells body and axons connection. A: scale bar=50 μm; B: scale bar=5 μm; C: 
scale bar=2 μm; D: scale bar=1 μm; E,F: scale bars=200 nm.

图2   玻璃盖片上原位包埋神经元的超微结构

Fig.2   The ultrastructures of cultured neurons in situ embedding on glass coverslips



潘立君等: 神经元单层细胞电镜原位包埋方法的探讨 1515

A、B: 保存的细胞数量较多; C、D: 细胞间存在大量连接; E、F: 细胞局部超微结构, 箭头所指处可见轴突和胞体连接。A: 标尺=50 μm; B: 标尺

=5 μm; C: 标尺=2 μm; D: 标尺=1 μm; E、F: 标尺=200 nm。

A,B: a large amount of neuronal cells were preserved; C,D: many synapses were seen existing among the neurons; E,F: representative images of local 
ultrastructure of the neurons. The arrows showed that cells body and axons connection. A: scale bar=50 μm; B: scale bar=5 μm; C: scale bar=2 μm; D: 
scale bar=1 μm; E,F: scale bars=200 nm.

图3  Thermanox塑料薄膜盖玻片上原位包埋的神经元细胞的超微结构

Fig.3  The ultrastructure of cultured neurons in situ embedding on Thermanox coverslips

A: 细胞保持离散和堆叠; B: 细胞受到机械破坏(箭头所指处); C、D: 原位包埋细胞局部超微结构, 箭头所指处细胞具有较长的突起(C)、突触连

接和囊泡分布(D)。A、B: 标尺=2 μm; C、D: 标尺=200 nm。

A: the cells kept discreted and stacked; B: the cells were mechanically disrupted (indicated by arrows); C,D: representative images of local ultrastructure of 
cells embedding in situ. The arrows showed long neurites (C), synaptic connection and vesicle distribution (D). A,B: scale bars=2 μm; C,D: scale bars=200 nm.

图4   悬浮离心包埋和原位包埋的神经元细胞超微结构

Fig.4   The ultrastructure of cultured neurons in suspension-centrifugation embedding or in situ embedding
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而且有些细胞结构完整性差, 细胞膜在制样过程中

受到机械破损(图4B), 所以很难获得神经元细胞间

的各类连接。

单层细胞原位包埋法的结果能够真实地反映

出神经元细胞最原始的分布状态和超微结构。图4C
和图4D箭头所示处可观察到复杂神经网络的起始

和终末, 长、短突起以及突触前后连接和囊泡分布

的情况等。这种包埋方法仍适用于神经元培养细胞

内部超微结构的观察, 如高尔基体的极性分布、自

噬体数量统计以及纳米材料在胞内定位等实验。

我们分别对这两种包埋法制备的同一层次上

的切片随机选取了100个细胞进行统计分析。悬浮

离心包埋法切片中具有紧密连接的细胞个数为6个, 
有少数细胞由于细胞铲刮而堆叠一起; 原位包埋法

切片中具有紧密连接的细胞个数为73个, 其保存的

细胞连接明显多于悬浮离心包埋法(图5)。由此证实, 
原位包埋法更有效地保存了相邻细胞间的连接和单
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A: 箭头所指处细胞处于离散和堆叠状态; B: 箭头所指处细胞处于紧密接触状态并且具有细胞连接。

A: the cells indicated by the arrows were in a discrete and stacked state; B: the cells indicated by the arrows were in a tightly connected state and  had 
synapses.

图6   悬浮离心包埋法(A)和原位包埋法(B)相邻神经元细胞的三维重构图

Fig.6   The 3D reconstruction for neurons in suspension-centrifugation embedding (A) and in situ embedding (B)

图5   两种包埋方式对细胞间连接数量的影响

Fig.5   Effect of different methods on the number of neuronal synapses

A B

层神经元细胞的原始状态。

此外, 我们选取具有完整结构的四个相邻神经

元细胞进行电镜三维重构, 结果可以准确、客观、

形象地展示神经元细胞的立体形态、空间位置和毗

邻关系。本研究发现, 悬浮离心包埋法无法完整保

存神经元细胞之间的相邻关系, 也无法显示突起结

构(图6A), 箭头所示处可见细胞处于离散和堆叠的

状态, 相邻神经元细胞间有空隙, 未见到紧密连接。

原位包埋法所得结果表明, 单层神经元细胞其实也

是错综交叉分布的, 彼此间紧密接触。我们发现, 相
邻的四个神经元细胞均有明显的突起结构(图6B)包
裹覆盖周围细胞, 通过三维重构结果完全可以追踪

其与相邻神经元之间的连续关系和接触关系。

3   讨论
在以往的培养细胞原位包埋制样方法中, 实验

者通常采用的是倒扣法[1-5], 在树脂层与培养介质分
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离过程中容易对细胞造成物理损伤, 常发生断裂不

彻底, 成功率低, 原位效果较差。有学者认为, 其主

要原因是爬片材料与树脂的黏附程度不同所致[3]。

也有人直接在培养细胞的塑料培养皿中进行制样和

聚合[5], 其细胞结构保持较好, 但由于塑料材质的培

养皿不能使用环氧丙烷和丙酮这些有机溶剂, 置换

过程不彻底, 因而造成细胞整体衬度较弱和胞内膜

性结构的细胞器模糊。 
本研究发现, 培养在Thermanox塑料薄膜盖玻

片上的神经元细胞获得量较大, 树脂渗透性好, 原位

性强且超微结构清晰, 切片状态较好, 单层细胞本身

为一层薄薄的细胞, 厚度在10~20 μm, 容易被渗透。

细胞样品制备过程中每个环节的时间可适当缩短, 
试剂换洗过程需要快速, 从而避免细胞表面失水变

形。我们推测, 塑料盖玻片法在整个实验过程中没

有对细胞进行物理转移, Thermanox盖玻片本身对有

机溶剂具有抗性, 在制样过程中可以使用环氧丙烷

等有机溶剂, 便于置换彻底, 有利于结构的保存。培

养在玻璃盖片上的神经元细胞结构并不理想, 作者

认为与氢氟酸溶解玻璃盖片有关, 氢氟酸在溶解盖

玻片时对最外层树脂造成损坏, 间接影响到神经元

细胞的结构。

光镜电镜联用技术(correlative light and electron 
microscopy, CLEM)和连续切片三维重构技术(3D 
reconstruction by serial sections)是近年来电镜技术领

域较为热门的技术[9-10], 这两项技术最先应用于单层

贴壁细胞, 保持细胞的原位性对于光电联用和三维重

构是关键。我们可以将原位包埋技术与光电联用技

术相融合, 利用荧光显微镜的分子标记功能, 结合电

子显微镜捕获高分辨率超微结构的能力, 在神经元细

胞结构与功能研究方面搭建一座桥梁。此外, 我们利

用实验室原有的纳米尺度自动条带式超薄连续切片

收集装置(ATUMTOME system)对单层细胞样品进行

连续的收集, 可重构单层神经元的超微细胞结构, 能

够更全面地了解神经元细胞的连接和分布规律。
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