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一种快速、简易的扫描电镜植物样品干燥新方法
徐秀苹1  孟淑春2  冯  1*

(1中国科学院植物研究所, 系统与进化植物学国家重点实验室, 北京 100093; 
2北京市农林科学院, 蔬菜研究中心,  北京 100097)

摘要      扫描电子显微镜是观察植物样品表面超微结构的有效方法, 大部分新鲜植物样品需

经过干燥处理才可以进行扫描电镜观察。该研究在传统叔丁醇冷冻干燥法的基础上, 建立了叔丁

醇一步冷冻干燥法, 省略了固定、脱水、置换等步骤, 简便易行, 干燥后的样品形态饱满, 最大程度

保持了样品原貌。用叔丁醇一步冷冻干燥法干燥的样品可以与CO2临界点干燥法和常规叔丁醇冷

冻干燥法的效果相媲美。通过对不同的样品进行干燥处理, 结果证明, 该方法具有广泛适用性。
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Abstract       As an effective method to observe surface ultra-structures of plant samples, the scanning electron 
microscope requests most of the fresh plant samples to be dehydrated before final observation. Based on the general 
tert-butanol method, we created one new technique by deleting the traditional fixation, dehydration and substitution 
steps from the protocol, named it as one step tert-butanol freeze-drying. Our results showed that samples dried by 
this new method hold their original surface features without shrinkage. The comparison of sample dehydration 
among CO2 critical point drying, the normal tert-butanol freeze-drying and our new way indicated that almost no 
difference could be detected, except the last one is much easier to carry out. Different plant samples were also tested 
by this new dehydration to prove its feasibility for different sample types furthermore.
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近年来, 随着科学技术的不断发展, 扫描电子

显微镜(scanning electron microscope, SEM)的发展日

臻完善, 在各专业领域的应用越来越广。目前, SEM
已成为一种研究微观世界的有力工具, 很多重大发

现和研究成果都是通过SEM观察获得。

大多数生物样品都含有丰富的水分, 比例约占

三分之二, 必须去除水分方可喷镀观察[1]。如果含水

量高的样品直接放入样品室, 水分蒸发后样品会收

缩变形, 破坏表面的微细结构, 水蒸汽引起电子束流

大幅度波动, 使图像模糊, 出现雾状, 造成物镜、镜

头、光阑等的污染, 此外, 灯丝碰到水蒸汽会氧化变

质乃至熔断[2]。所以, 绝大多数植物样品需干燥处理, 
干燥是生物样品制备中的关键环节, 如果处理不好

会直接影响到观察的清晰度与准确度[3]。
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CO2临界点干燥法是目前扫描电镜生物样品制

备中常用的干燥方法。但是, 操作时有诸多的细节

要求严苛, 细小环节的操作不当会导致干燥失败, 样
品缩水变形; 而且临界点干燥需要固定液、乙醇和

乙酸异戊酯等中间液, 而这些液体对植物样品的有

些成分如蜡质等有溶解作用而造成假象; 此外, CO2

临界点干燥法需要的操作步骤较多, 有可能会对样

品造成机械损伤。

冷冻干燥法也是一种常用的扫描电镜样品制

备方法。根据选用的冷冻介质的不同, 冷冻干燥法

又可以分为从水中直接冷冻干燥和从有机溶剂中干

燥[4]。与水相比, 有机溶剂在冷冻时形成无定形结

构的机会多, 并且固相重结晶的机会少, 可以减少

冰晶对样品的损伤, 且能以最快的速度从固态升华, 
干燥时间大为缩短[1]。在冷冻和低真空条件下, 有
机溶剂由固相直接升华, 不经过液态阶段, 因而避

免了气相和液相之间表面张力对样品的损伤, 以达

到干燥样品的目的。一般有机溶剂选用叔丁醇(tert-
butanol)置换样品中的游离水, 叔丁醇又称三甲基甲

醇, 熔点25.5 °C, 水溶性无限大, 能与乙醇等溶合, 是
一种理想的脱水剂, 在低真空中可很快升华(l mL叔
丁醇在真空中升华约需40 min, 2 mL约需60 min)。
叔丁醇的这些物理性质决定它可以用来干燥生物

样品。

传统的叔丁醇冷冻干燥法需要样品固定、脱水、

置换[5-9]。本研究在传统叔丁醇冷冻干燥法的基础上, 
减少了固定、脱水、置换等步骤, 建立了叔丁醇一

步冷冻干燥法, 其效果可与CO2临界点干燥相媲美。

1   材料与方法
1.1   材料

拟南芥 (Arabidopsis thaliana)、矮牵牛 (Petunia 
hybrida)、蒲公英 (Taraxacum mongolicum Hand.-
Mazz.)、西红柿(Lycopersicon esculentum), 均生长于

中国科学院植物研究所科研用温室。

1.2   方法

1.2.1   样品固定      FAA固定液(100 mL): 50%乙醇

89 mL, 冰乙酸6 mL, 甲醛5 mL。用刀片切取刚离体

的植物组织(拟南芥切取叶片, 矮牵牛取花瓣, 蒲公

英取花瓣、花丝和花药, 番茄取花萼和叶片), 大小

为2 mm×2 mm, 放入固定液中, 4 °C固定24 h。
1.2.2   CO2临界点干燥法      固定后的样品进行梯度

乙醇脱水, 70%、80%、90%、95%、100%乙醇各处

理15 min; 乙酸异戊酯置换: 75%乙醇+25%乙酸异戊

酯、50%乙醇+50%乙酸异戊酯、25%乙醇+75%乙

酸异戊酯、100%乙酸异戊酯各处理15 min; 最后, 将
样品放入CO2临界点干燥器(日立HCP-2)内完成样品

干燥。

1.2.3   常规叔丁醇冷冻干燥法      参考李向党[5]和高

德禄等[6]的方法, 稍作改动。样品经FAA固定后进行

乙醇梯度脱水, 70%、80%、90%、95%、100%乙醇

各处理15 min; 之后进行叔丁醇置换, 90%乙醇+10%
叔丁醇、80%乙醇+20%叔丁醇、65%乙醇+35%叔

丁醇、50%乙醇+50%叔丁醇、25%乙醇+75%叔丁

醇、100%叔丁醇, 每次15~20 min; 最后将样品浸泡

在100%叔丁醇中, –20 °C过夜, 之后放在冷冻干燥器

(日立ES-2030)内完成样品干燥。

1.2.4   叔丁醇一步冷冻干燥法      将新鲜植物材料不

经固定直接投入叔丁醇中, 马上放到–20 °C过夜。之

后放在冷冻干燥器(日立ES-2030)内完成样品干燥。

然后将温度升至室温, 再打开干燥器, 取出样品。

1.2.5   扫描电镜观察      干燥后的样品用导电胶粘在

电镜样品台上, 离子溅射仪(日立E1010)对样品台喷

金、镀膜。在扫描电镜(日立S-4800)下观察样品、拍

摄图片。

2   结果
图1、图2和图3分别为经常规叔丁醇冷冻干燥

法、叔丁醇一步冷冻干燥法和CO2临界点干燥法干

燥的拟南芥幼嫩叶片, 其中的白色颗粒为蜡质。图3
的白色蜡质和其他杂质明显少于图1和图2, 这可能

是由于图3的样品经过固定、脱水、置换步骤, 有些

图1   常规叔丁醇冷冻干燥法干燥的拟南芥叶片

Fig.1   Arabidopsis leaf dried by general tert-butanol 
freeze drying

30 µm
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本研究还使用叔丁醇一步法干燥了矮牵牛花

瓣、蒲公英花瓣、蒲公英花丝、蒲公英花药、西红

柿花萼、西红柿叶片(图4), 干燥后的样品均形态饱

满, 基本没有缩水。由此证明, 该方法适用性广, 方
便、快捷。

30 µm

图2   叔丁醇一步冷冻干燥法干燥的拟南芥叶片

Fig.2   Arabidopsis leaf dried by one step tert-butanol
freeze drying

图3   CO2临界点干燥法干燥的拟南芥叶片

Fig.3   Arabidopsis leaf dried by CO2 critical point drying 

30 µm

A: 矮牵牛花瓣; B: 蒲公英花瓣; C: 蒲公英花丝; D: 蒲公英花药; E: 西红柿花萼; F: 西红柿叶片。

A: petunia petal; B: dandelion petal; C: dandelion filament; D: dandelion anther; E: tomato calyx; F: tomato leaf.
图4   叔丁醇一步法冷冻干燥的其他样品

Fig.4   Other samples dried by one step tert-butanol freeze drying

50 µm

A

50 µm
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50 µm
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50 µm
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50 µm

E

50 µm

F

蜡质已溶解, 有些杂质被洗掉。3种干燥方法相比, 
效果基本没有差别, 样品形态饱满, 没有缩水, 最大

程度保持了样品原貌。所以, 与常规叔丁醇冷冻干

燥和CO2临界点干燥相比, 叔丁醇一步冷冻干燥法

更为简单、方便、快捷。
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3   讨论
CO2临界点干燥法是植物扫描电镜样品前处理

最常用的方法, 该方法干燥的样品能最大限度地保

持样品原貌。但是, 该方法操作繁琐, 有些样品对该

方法中的乙醇、乙酸异戊酯等有机溶剂敏感, 并且

化学固定剂对固定的细胞成分有选择性, 可能会引

起可溶性物质的丢失甚至重新组合, 使样品形态失

真。叔丁醇是一种小分子醇, 为无色油性液体, 非极

性分子, 很容易挥发。叔丁醇的凝固点为25.5 °C, 在
室温下即可凝固, 因此在低真空环境下样品可经叔

丁醇的升华而达到干燥的目的, 避免因气液界面的

存在造成对细胞的损伤, 能使细胞结构保存在活体

状态[10]。冷冻干燥过程中冷冻和脱水应力会对生物

材料造成非常不利的影响, 因此, 添加冷冻保护剂能

有效抑制冷冻和脱水引起的损伤。

在药剂学中, 叔丁醇被认为是最好的冷冻干燥

溶剂[11]。叔丁醇具有理想的冷冻干燥溶剂需要的特

点: 凝固点高、挥发性强。在冷冻干燥配方中加入

叔丁醇后, 冻结时会形成针状结晶; 冰晶升华后, 留
下了管状通道, 使水蒸汽流动阻力大大减小, 升华速

率显著提高。添加叔丁醇保护剂冷冻后干燥得到的

红细胞形态相对较为完整, 这是因为叔丁醇升华过

程留下了管状通道, 此通道可以减少水蒸汽的流动

阻力, 使细胞受到的挤压相对较小[12]。基于叔丁醇的

这些特点, 在本实验中省略了固定、脱水、置换等步

骤, 在冷冻过程中叔丁醇对植物样品有保护作用, 之
后快速放于–20 °C, 样品得到了固定, 所以省略了常规

的FAA或戊二醛固定, 而脱水是在冷冻干燥的过程中

完成, 所以就省略了脱水和之后的置换过程。

叔丁醇一步冷冻干燥法不但具有常规叔丁醇

冷冻干燥法的优点, 而且具有简单易行、时间短、

效果好的优点。这一方法在已经发表的文献中未见

报道。该方法只需要叔丁醇和冰箱、冷冻干燥器, 
无需其他试剂和设备。该方法不需固定、脱水、置

换等处理, 省时省力; 尤其适于对固定液及乙醇、乙

酸异戊酯等有机溶剂敏感的样品; 此外, 操作步骤的

减少也可以降低对样品的机械损伤, 最大限度地保

持样品原貌。总之, 叔丁醇一步冷冻干燥法是一种

非常简单、快速、实用的扫描电镜样品干燥新方法。

但使用本方法时需特别注意, 干燥完成后需将干燥

器温度升至室温, 再取出样品, 否则样品温度过低, 
易吸附水分结霜, 影响样品形态。
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