
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2022, 44(11): 2144–2151 DOI: 10.11844/cjcb.2022.11.0010

收稿日期: 2022-03-31              接受日期: 2022-05-19
国家自然科学基金(批准号: 91954202)和北京林业大学“杰出青年人才”培育计划(批准号: 2019JQ03003)资助的课题

*通讯作者。Tel: 13501323181, E-mail: lixj@bjfu.edu.cn
Received: March 31, 2022              Accepted: May 19, 2022
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.91954202) and the Beijing Forestry University Outstanding Young 
Talent Cultivation Project (Grant No.2019JQ03003)
*Corresponding author. Tel: +86-13501323181, E-mail: lixj@bjfu.edu.cn
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摘要      该文主要探究生物大分子和各种细胞器的空间位置、相互作用的细节信息, 对解析

生命过程至关重要。因此, 通过体电子显微学技术, 实现大尺度生物样品的超微结构的三维重构, 
对促进细胞生物学、神经生物学等的研究具有重要意义。然而, 生物样品本身只能提供微弱的电

子反差, 电镜成像后样品的细节结构不清晰。染色技术可以有效地增大样品的电子散射差异, 提高

样品超微结构的电镜图像质量。近年来, 已有大量研究使用块染技术实现了大尺度样品的超微结

构成像, 该文通过概述电镜样品的制备过程、染色方法和染色原理, 比较了在块染过程中不同的桥

联剂和块染剂的特点, 以期为促进块染技术的应用和发展提供有效思路。
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Application of en bloc Staining Technique in Three-Dimensional 
Ultrastructure Reconstruction of Biological Samples
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Abstract       Investigating the detailed information of localization and interaction of bio-macromolecules and 
organelles will provide valuable insights into the understanding of vital life processes. Therefore, three-dimensional re-
constructions of the ultrastructure of large-volume biological samples by volume electron microscopy have promoted 
the research of cell biology and neurobiology. Since the biological sample itself only behaves weak electron contrast, the 
detailed ultrastructure of the sample under electron microscope usually presented unclear. The staining techniques can ef-
fectively increase the electron scattering difference of the sample, therefore greatly improves the image quality. En bloc 
staining has been successfully used in studying the ultrastructure of large-volume samples. This review summarizes the 
specimen preparation process, staining method and the characteristics of different bridging agents and en bloc staining 
agents, in order to provide some insights for the application and development of en bloc staining technology.
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随着科技的发展, 人们对微观结构的探索越发

迫切, 兴趣越来越浓厚。然而人眼的分辨能力最小

约为0.2毫米[1], 极大限制了人们对微观世界的探索。

16世纪末荷兰科学家安东尼·列文虎克发明了第一

台光学显微镜, 分辨率达200纳米, 自此人们可以利

用显微镜观察到细菌和细胞[2]。20世纪30年代德国
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的研究员RUSKA和KNOLL根据电子光学原理, 创
建了第一台电子显微镜[3]。因其具有较高的分辨率, 
很快就被应用于临床病毒学中, 以用于对患者感染

的病毒进行鉴别诊断等[4]。20世纪80年代, 电子显微

镜的分辨率提高到0.2~0.3纳米, 且在随后的20年里, 
电子显微镜的分辨率逐渐提高到0.1~0.2纳米[5]。近

年来电镜技术飞速发展, 特别是体电子显微学技术

(volume electron microscopy, VEM)[6-7]在生物学中的

应用, 不仅能够获取样品的二维信息, 还可以实现生

物样品超微结构的三维重构, 使科研人员可以开展

由定性到定量, 由平面到空间的立体研究[8-11]。

体电子显微学技术, 是一类可以实现样品三维

重构的电子显微镜技术。例如, 连续超薄切片透射

电子显微镜成像技术[12], 需要将样品用钻石刀连续

切片, 然后再成像。手动收集切片的过程难度大耗

时较长, WHITE等[13]利用这种技术花了几十年的时

间, 才重建了秀丽隐杆线虫的神经结构。然而, 该
方法可以将连续切片收集到镍网上, 有利于后续对

其进行胶体金免疫标记, 从而实现对特异蛋白在样

品中空间分布的观察和分析。自动化带式收集超薄

切片扫描电镜成像技术(automatic tape-collecting ul-
tramicrotome scanning electron microscopy, ATUM-
SEM)可以实现自动收集超薄切片, 且通过扫描电

镜的并行成像加快成像速度。此外, 收集到硅片上

的样品切片可以在不同的分辨率下重复成像[14-15]。

我国研究人员基于自行研制的连续切片自动收集

装置和自动成像软件, 开发了另一种用于生物样品

三维重构的连续超薄切片扫描电镜成像技术(auto-
matic collector of ultrathin sections scanning electron 
microscopy, AutoCUTS-SEM)[10]。AutoCUTS-SEM
使用的是更为小巧灵活, 对振动环境耐受性更好的

切片连续收集设备, 研究人员应用这一技术, 收集

了大约2 140张连续切片 , 建立了整条线虫幼虫

的连续切片库, 并在此基础上建设了线虫幼虫三

维结构数据库, 这有助于挖掘脑科学、神经连接

组学、细胞发育、衰老等方面的研究信息。此

外, 应用该技术还实现了对裸子植物青杄花粉粒的

三维重构, 促进了对植物雄性生殖单位花粉粒的组

成细胞及内部超微结构进行深入探索[16]。系列块表

面连续扫描电镜成像技术(serial block face scanning 
electron microscopy, SBF-SEM)[17]同样需要利用钻石

刀对样品块进行连续切片, 不同的是其成像对象是

被切割后的样品块表面, 而不是切片本身, 因此避免

了切片收集的操作。HUA等[18]利用该技术对小鼠耳

蜗神经回路的关键超微结构进行了三维重构 , 研究

发现耳蜗听神经受中枢紧密、多样的调控并且能够

整合多样的外界声音信号。SBF-SEM还可以对组织

中的细胞 /细胞器进行量化 , PIPITONE等 [19]通过将

SBF-SEM提供的形态计量数据与蛋白质组学和脂

质组学分析相结合 , 发现在拟南芥子叶去黄化过程

中 , 质体经历了个体体积增加和分裂使数量增加两

个不同阶段的变化。与SBF-SEM类似 , 聚焦离子束

扫描电子显微术 (focused ion beam scanning electron 
microscopy, FIB-SEM)[20-21]和气团簇离子束扫描

电子显微术 (gas cluster ion beam scanning electron 
microscopy, GCIB-SEM)是通过离子束或气团簇离

子束对样品表面铣削后, 再用扫描电子束对其表面

成像, 如此反复从而得到样品的三维重构图像的[22]。

该类方法可与包埋前胶体金免疫标记相结合, 切片

后直接进行电镜成像以提高工作效率。然而受免疫

试剂穿透能力的限制, 该方法对样品体积具有较高

的要求。FIB-SEM与GCIB-SEM都具有小于10纳米

的各向同性分辨率, 然而FIB-SEM的成像区域有限, 
适合研究较小体积样品的三维结构。GCIB-SEM具

有较广的成像区域, 且能够与多光束电子显微镜兼

容, 从而加快了图像采集速度, 因此更适合大体积

样本如脑组织等的成像[22]。低温超分辨(cryogenic 
super-resolution, cryo-SR)荧光显微镜和聚焦离子束

扫描电子显微镜(FIB-SEM)结合使用的新方法cryo-
SR/FIB-SEM可以在全局超微结构背景下对蛋白质

进行多色二维三维可视化研究[21]。例如, 在囊泡特

性及其形态多样性的研究中, 仅进行电镜成像无法

区分囊泡种类的相关研究。然而, 使用该技术可以

对特定蛋白进行荧光标记并成像, 有利于对囊泡独

特功能的深入研究。

这些技术在电镜分辨率等方面取得了重大进

展, 极大促进了细胞生物学、神经学、脑科学等的

相关研究。但这些技术的成功应用, 需要通过样品

制备过程来增大样品的电子对比度, 从而提高电镜

成像后超微结构的清晰度。特别是在三维重构中, 
对于SBF-SEM和FIB-SEM这类基于块表面的原位三

维重构技术, 样品块染具有重要意义。本文主要讨

论了电子显微镜成像样品的染色原理以及块染中几

种重要试剂的作用, 希望能为电镜样品块染方法的
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改进提供参考。

 

1   电镜样品染色方法
传统电镜样品的制作流程包括固定、脱水、包

埋、聚合等步骤。目前最常用的方法是使用戊二醛

和多聚甲醛进行前固定, 再用四氧化锇进行后固定, 
之后经乙醇和丙酮脱水, 环氧树脂包埋, 高温聚合, 
最后切片并将切片置于电镜下观察。由于生物样品

中的元素原子序数较低, 散射电子的能力都较弱, 没
有明显的电子散射差异[23]。因此, 想看到对比度更

加强烈的图像, 必须将生物样品进行“电子染色”。电

子染色是使铀、铅、锇、钨等重金属盐类中的重金

属与组织中某些成分结合或被吸附, 以达到染色的目

的。样品不同结构和成分可以吸附不同数量的重金属

原子, 吸附重金属较多的部位, 具有较强的电子散射能

力, 在电镜图像中呈深黑色; 吸附重金属较少或没有吸

附重金属的部位则呈浅黑色或灰白色。因此, 电子染

色处理可提高样品的反差, 增加图像的清晰度[24]。

在经典的超薄切片样品制备方法中, 将样品切

片后用醋酸双氧铀和柠檬酸铅进行“电子染色”, 这
种染色方法被称为片染[25]。然而在实际操作过程中

片染具有诸多局限性。比如在大批量切片染色过程

中, 每次染色的切片数量有限而且操作繁复, 导致片

染的工作效率极低; 染色过程中反复用镊子夹取载

网, 容易使载网弯曲变形, 在成像时会影响电镜的聚

焦效果; 频繁的液体更换, 容易使载网上的超薄切片

破损或丢失; 在铅染液的配制以及使用过程中极易

产生污染, 影响切片的观察效果[26]。

块染即将整个样品先染色, 然后包埋、聚合、

切片, 最后直接在电子显微镜下成像。在该操作过

程中使用戊二醛和多聚甲醛对样品进行前固定, 再
用锇酸进行后固定, 后固定时通常会加入亚铁氰化

钾增强锇染色。有时为了再次加深锇染色以提高膜

的对比度, 会将固定后的样品用桥联剂浸泡之后再

用锇酸染色, 最后用块染剂如醋酸双氧铀等进行块

染。最终样品经过脱水、包埋、聚合和切片后可直

接用于电镜观察。块染不仅可以避免片染过程中可

能出现的污染、切片褶皱、丢失等现象, 而且有利

于实现样品连续切片, 进而实现三维重构[27-29]。

2   块染原理
块染在应用中面临一个重要的问题, 即如何提

高染色效率, 增大图像对比度。为了改善块染效果, 
研究者们分析了影响染色的关键步骤。研究发现增

强重金属锇的沉积, 使用桥联剂, 以及选择合适的块

染剂, 有利于提高染液的渗透能力或加深染色, 从而

使大体积样品的细节结构更加清晰可见。

2.1   锇染色原理

锇酸(OSO4)是电镜样品制备中的一个重要试剂, 
它既是样品的固定剂也是染色剂。作为固定剂它

可以与脂类、糖类和蛋白质发生反应[30-31], 从而达

到固定样品结构的效果; 作为染色剂可以增加膜的

反差, 使样品的膜结构更加清晰。近年来发展的“整
体碳化技术”, 利用锇酸蒸汽对生物组织、有机组织

的烧灼损伤原理, 使样品进入碳化状态。一些无法

用常规方法进行临界点干燥的样品, 可直接“整体碳

化”完成样品制备。而且, 整个样品的化学物理收缩

率小、形貌结构几乎无改变, 细微结构清晰, 该方法

还可以与免疫胶体金标记技术相结合, 达到电镜观

察和免疫标记的要求。已有报道在对大鼠脑部突触

进行胶体金免疫标记的研究过程中使用该方法, 
获得了较好的制备效果[32]。虽然四氧化锇具有以上

优点, 但它的渗透能力较弱。如果组织块较大, 渗透

效果的内外差异会使样品从表面到中心形成固定和

染色梯度差异。所以研究人员从锇酸染色的基本原

理出发, 寻找更为优化的染色方法。

目前研究者们认为OSO4对膜的染色主要通过

OSO4与膜上的不饱和脂质发生的烯烃反应使重金属

锇与膜物质结合。除此之外, 反应过程中生成OsVI

状态的化合物[OSO2(OH)4]2–会迅速歧化为OSO4和

OsO2, 而OSO2是一种非极性的氧化物可以溶解在膜

中, 导致膜中锇沉积增加从而达到对膜进行“电子

染色”的作用, 具体原理如图1所示。第一步, OSO4

以离子化亲水形式的[OSO4(OH)2]2–和非极性亲脂形

式的OSO4两种状态存在, 随着这两种状态之间的相

互转换OSO4进入膜内(图1, 步骤①)。第二步, 进入

膜后OSO4与不饱和膜脂发生烯烃反应形成环状锇

酸酯(图1, 步骤②)[30-31,33]。第三步, 膜上的环状锇酸

酯发生二羟基化[30,34], 产生OS
VI状态的亲水性化合物

[OSO2(OH)4]2–, 导致OS再次离开膜(图1, 步骤③)。第

四步, [OSO2(OH)4]2–发生歧化反应生成OSO4和OsIV状

态的OSO2, OSO2再次进膜中, 加深膜染色[35](图1, 步
骤④)。由此可见, 该途径需要不饱和膜脂的参与。

随着反应的进行, 不饱和膜脂的可用性降低, 生成的
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[OSO2(OH)4]2–和OSO2会趋于饱和。如果能突破这一

局限, 膜染色仍然有加深的可能性。

2.2   桥联剂

为了加深锇对膜的染色, 研究人员发现在锇浸渍

的过程中使用硫代碳酰肼(H2NNHCSNHNH2, TCH)作
为桥联剂 , 可以在原始锇位置继续沉积锇 [36-37], 将该

方法称为OTO(osmium-thiocarbohydrazide-osmium, 
OTO)法。SELIGMAN等[37]利用小鼠的肾脏、心脏、

大脑和小肠进行了传统锇固定染色和OTO方法的

对比实验 , 结果发现使用OTO法使富含脂类的膜结

构密度显著增加。因此他们推测TCH可能会与初始

锇浸渍过程中结合到脂质上的锇化合物发生反应 , 
并生成反应产物, 如图2所示。而TCH的反应基团在

这次的反应中没有被完全消耗掉 , 反应产物可以在

第二次锇浸渍过程中与锇酸发生反应 , 从而起到桥

接作用, 增加膜上的锇含量[37]。研究显示, 使用OTO法

对动物样品进行染色 , 线粒体的嵴和线粒体外膜、质

膜、核膜、内质网等膜结构染色明显加深 [37]。本实

验室以青杄花粉管为材料进行实验 , 也发现经过OTO
染色后细胞质膜、线粒体外膜等结构更加清晰 , 对比

度增强(图3)。早期研究表明, 锇酸对脂质的固定和染

色程度远大于蛋白质、核蛋白或多糖等物质 [38], 而且

研究人员对浸渍过不饱和脂、蛋白质、核酸和碳水

化合物的滤纸进行OTO法染色 , 结果发现OTO法会

使所有亲锇成分的对比度增强 , 但由于结合到脂质

上的锇含量高于蛋白质 , 所以脂质成分对比度增强

最大 , 因此推测OSO4与脂质的反应与后者不同 [39]。

使用TCH的另一个优点是样品可以富集更多的金属

染色剂使其对电子更具导电性 , 防止样品在SEM观

察过程中过量充电[40]。

此外, 早在1984年, 科研工作者已经将还原性亚

铁氰化钾辅助锇染色法与OTO法相结合, 实验结果显

示样品的对比度增大, 该方法简称为ROTO法[41]。亚

铁氰化钾可以将OsVIII状态的[OsO4(OH)2]2–转化为OsVI

状态的[OsO2(OH)4]2–, 该途径绕过了锇酸酯形成的步

骤[42](图1, 步骤⑤), 使得更多的OsVI可用于歧化反应, 
从而产生更多的OsO2沉积在膜中, 加深膜染色[35]。目

前, ROTO法仍然被广泛应用于各种较大组织的块染。

例如在对小鼠视网膜神经结构的研究中 , 科研人员通

过该染色方法与体电子显微镜技术的结合 , 实现了

对神经回路的3D超微结构成像[43]。

虽然使用ROTO法可以增大图像对比度, 但它

还存在一定的缺陷, 即TCH可能与组织结合生成N2

而形成气泡, 损伤样品块从而影响后续观察。所

以研究人员寻找了TCH的替代物, 发现邻苯三酚

(1,2,3-三羟基苯)既可以与锇酸反应, 又可溶于水且

图1   锇对生物细胞膜染色中可能存在的化学反应(根据参考文献[35]修改)
Fig.1   Chemical reactions in osmium staining of biological cell membrane (modified from the reference [35])
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分子量不高, 是一个较为理想的TCH替代物。研究

人员以小鼠大脑为材料, 分别用邻苯三酚和TCH作

为桥联剂进行块染, 结果发现使用前者制备的样品, 
无论是膜对比度, 还是染色的渗透度和均一度都具

有较好的制备效果[44]。

3   块染剂的选择
在电子显微成像中使用重金属染色剂以增强细

胞精细结构的对比度, 不同重金属盐的性质不同, 其
染色效果也不同。块染除了使用锇酸外, 经常会在

后续操作中加入其他重金属染色剂, 例如铀化合物

或铅化合物等。这些试剂的不同组合会使样品产生

不同的染色效果[45]。下文着重选择了几种应用比较

广泛的块染剂进行介绍, 对这些染色剂性质的了解, 
有助于研究人员在块染过程中选择合适的块染剂。 

醋酸双氧铀(uranyl acetate, UA)是一种相对非特

异性的染色剂, 主要染色核酸、蛋白质等, 目前已经

被广泛地应用于电镜样品的片染和块染中[45-47]。当

作为切片后染色剂时, 一般使用浓度为2%的醋酸双

氧铀水溶液, 室温下对切片染色0.5~1小时。为了提

高染色效果, 可以将醋酸双氧铀和铅染色剂结合使

用。醋酸双氧铀作为媒染剂, 与铅染色剂结合达到

图2   假设TCH与结合到脂质上的锇复合物可生成反应产物(根据参考文献[37]修改)
Fig.2   Hypothetical reaction product of TCH with osmium complex bound to lipid (modified from the reference [37])
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图3   青杄花粉管细胞超微结构

Fig.3   Ultrastructure of Picea wilsonii Mast. pollen tube
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①,② represent two reactions, respectively. (a)-(c) represent reaction oroducts, respectively.
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染色剂附加的效果[26], 从而加深染色。醋酸双氧铀

也可以用于块染, 染色时可向染液中加入乙醇或甲

醇以提高其对组织的渗透力[45]。虽然醋酸双氧铀的

染色效果较好, 但其具有高毒性和放射性, 管控严格, 
所以即使是用于科学研究也会受到严格的限制[48]。

铅化合物可染多种细胞成分, 包括膜、核酸和

糖原[49]。常用的铅染色剂有柠檬酸铅和天门冬氨酸

铅。天门冬氨酸铅由天门冬氨酸与硝酸铅溶液配制

而成, 天门冬氨酸具有两个羧基, 当溶液pH超过一

定值时, 羧基的基团会发生离子化, 与溶液中游离的

铅离子结合形成天门冬氨酸铅复合物。至于其染色

效果则取决于天门冬氨酸与硝酸铅溶液的配比。因

为游离的铅离子会与样品结合导致溶液中的铅离

子减少, 从而促使天门冬氨酸铅复合物分解释放出

更多的铅离子, 铅离子少量而稳定的释放有利于控

制染色过程中产生污染[50]。据前人研究显示使用

ROTO与天门冬氨酸铅的组合对组织进行块染, 可
以产生无污染、反差较好的染色效果[45]。柠檬酸铅

的染色效果与天门冬氨酸铅类似, 而其渗透效果要

优于天门冬氨酸铅[45], 块染中如果样品块体积较大, 
为了更好地观察其内部超微结构, 可优先选择柠檬

酸铅进行染色。铅化合物还有一个重要的特点是可

以用于酶活性的研究。酶是细胞中生命活动的重要

参与者, 负责调节生物功能和提供生命必需的物质, 
其活性可根据酶促反应形成的产物来衡量[51], 铅化

合物对酶反应产物具有较好的保存和染色效果[50]。

WACHSTEIN等[52]曾利用硝酸铅对磷酸酶活性进行

检测, 直到现在铅化合物仍是酶活性研究中常用的

金属染色剂[51]。然而铅染色剂的主要缺点是容易产

生污染, 尤其在片染过程中柠檬酸铅易与空气中的

二氧化碳结合, 形成不溶性的碳酸铅沉淀[53]。块染

可以有效地减少片染期间沉淀物在样品中的沉积, 
同时提高了样品的电子密度[54]。

单宁酸又称鞣酸, 是分子量在500~3000 Da的一

类复杂的水溶性多酚化合物, 具有很强的生物活性, 
与蛋白质有强烈的结合能力, 经常被用于电镜样品的

染色[55-56]。前人研究发现, 醛类固定后的样品使用单

宁酸进行块染, 所得到的样品图像对比度增强, 结构

清晰, 染色效果优于醋酸双氧铀[57]。研究人员以成熟

小鼠的胰腺、空肠等为实验材料使用单宁酸进行块

染, 结果显示单宁酸染色可以减少脱水和后续实验过

程中对胞质、线粒体基质造成的抽提, 从而对细胞成

分具有较好的保存作用[58]。在使用单宁酸进行块染

时需要注意几点, 一是使用单宁酸时宜现配现用, 不
宜久置以免影响实验效果; 二是单宁酸为酸性物质, 
一般使用二甲砷酸钠缓冲溶配制, 必要时可以适当调

节溶液的pH; 三是单宁酸在块染中的渗透能力较弱, 
制备样品时需要尽量将样品切为小块[57]。

4   结语
近年来, 三维重构技术的发展让我们对生物样

品内部超微结构有了更加深入的了解, 不断刷新了

我们对细胞内部的基本结构和细胞之间的结构变化

与功能关系的理解。通过对细胞内的内质网、线粒

体、脂滴、溶酶体等细胞器进行三维重构, 发现这

些细胞器之间存在膜接触位点, 并在脂质稳态维持、

代谢物交换、钙水平调节和细胞器分裂等生理活动

中发挥着重要作用[59-61]。对体积较大的样品进行三

维重构在科学研究中同样具有重要的意义, 例如, 对
小鼠的大脑进行三维重构, 有利于探究大脑活动与

神经结构之间的联系。然而对更超微的结构和更大

体积样品进行超高分辨率成像, 对样品制备尤其是

染色方面提出了更高的要求。

在块染方法的改进中, 研究者们通过更换块染

剂、使用桥联剂和增强锇沉积等方式, 提高图像的

对比度, 以及解决染液对大尺寸样品渗透不均一等

问题。与动物样品相比, 植物样品具有较厚的细胞

壁, 且一般细胞内部液泡体积占比较大, 样品的含水

量相对较高, 因此块染难度较大。在对拟南芥根尖

大液泡形成过程的研究中, 使用锇酸与醋酸双氧铀

的混合液对拟南芥根尖进行染色, 通过重金属染色

剂的叠加使用提高了图像的对比度, 从而能够对液

泡进行高质量的三维重构[62], 促进了研究人员对液

泡起源的理解。然而该染色方法是否适用于体积较

大的植物样品仍有待探究。此外, 桥联剂除TCH外, 
邻苯三酚也有较好的桥接效果, 但其在植物中的应

用尚未见报道。因此, 改进植物样品的块染方法, 将
有助于对其结构进行多尺度的研究, 从而更好地将

生物样品的内部结构与生理功能相结合, 进一步加

深对复杂生命体系的探索。
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