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摘要　为进一步提高微小昆虫不同器官（触角感器、口器感器、复眼及颜色较淡的部位如：肠道、腺体、唾液道、精子、

卵母细胞等）透射电镜样品制备效率，对微小昆虫不同器官的透射电镜样品制样方法进行了改良。建立了简易的

“纸巾包裹法”和“琼脂包埋法”。这两种方法具有简单快速、操作方便、易于掌握的优点，并解决了大量样品在漂洗

过程中易被吸管吸走、或黏附在吸管壁上被带走等“损耗”的问题，与常规制样方法相比，既节约了大量操作时间，也

保证了样品的数量和质量，提高了微小昆虫生物样品制样的效率。
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　　电子显微镜广泛应用于材料科学、生命科学和

临床病理诊断等领域，是现代科学研究领域不可缺

少的手段之一，在生命科学研究领域的重要性和不

可替代的地位更加显著。电子显微镜是研究生物组

织、细胞及细胞器超微结构的常用工具，也是科研工

作者探索生物真实活动的手段之一。但由于生物电

镜样品制备过程繁琐，有时也难以获得高质量的样

品，影响了对样品结构的观察研究，耗费了研究者大

量的时间、精力和财力，在一定程度上阻滞了科研的

发展［１８］。特别是昆虫身体表面被覆高度骨化的外

骨骼、角膜和角质层，质地坚硬，固定液和包埋剂均

难以渗透，对于用透射电镜研究其内部超微结构，精

确并清晰地观察身体内部组织细胞超微结构的变

化是个巨大的挑战。首先，要确保电镜固定液快速
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有效地进入微小的昆虫体内，保护好其体内结构，

防止细胞结构溶解；其次，要确保样品在脱水后包

埋剂能很好地渗入组织结构中，起到均匀地包埋支

持作用；最后，样品在处理完后包埋时，对于特定

部位尤其是触角、口器感器、复眼和肌肉等部位的

取向定位也是需要解决的一个重要问题［９２５］。常

规透射电镜生物样品制备技术是进行生物样品超

微结构研究中最基本，也是最重要的步骤，它的高

效、高质量，对获得高清晰、高质量的图片有着至

关重要的影响；而且该步骤的不断改进对电镜技术

的提高和应用起着重要的推动作用。

常规制备微小昆虫不同部位器官（触角感器、口

器感器、复眼及颜色较淡的部位如：肠道、腺体、唾液

道、精子、卵母细胞等）的透射电镜样品时总是耗时、

费力，多次漂洗过程中样品被吸管吸走、或黏附在吸

管壁上被带走或者附着在离心管壁等“损耗”，影响

了透射电镜样品制备效率。作者经过摸索，发现利

用“纸巾包裹法”和“琼脂包埋法”不仅可以提高透射

电镜样品制备效率，而且具有操作方便、简单快速、

易于掌握的优点。

１　材料与方法

１．１　样品

玉米黄呆蓟马犃狀犪狆犺狅狋犺狉犻狆狊狅犫狊犮狌狉狌狊（Ｍüｌｌｅｒ）

成虫（实验室饲养１０～１５代）由西北农林科技大学

植物保护学院缨翅目分类实验室提供。成虫用盆栽

的小麦或玉米幼苗在人工气候箱（２５℃±１℃，Ｌ∥Ｄ＝

１４ｈ∥１０ｈ，ＲＨ：７５％±５％）中饲养。榕母管蓟马

犌狔狀犪犻犽狅狋犺狉犻狆狊犳犻犮狅狉狌犿 （Ｍａｒｃｈａｌ）成虫采自广东省

广州市榕树叶上。

１．２　试剂与仪器

无菌水、０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液、２．５％戊二醛

溶液、２％锇酸（ＯｓＯ４）、乙醇溶液（１０％，３０％，５０％，

７０％，８０％，９０％，９５％，１００％）、伦敦白胶、０．３ｍＬ

胶囊、２％醋酸双氧铀、４％柠檬酸铅、纸巾、琼脂、超

净工作台、ＮｉｋｏｎＳＭＺ１５００显微镜、ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭｉｘ

Ｍａｔｅ涡旋振荡器、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液器、培养箱、培养皿、

ＰＣＲ管（１．５ｍＬ和４ｍＬ）、冷冻干燥仪ＶＦＤ２１Ｓ、离

子溅射仪ＭＳＰ１Ｓ、ＬｅｉｃａＥＭＵＣ７、扫描电镜Ｈｉｔａｃｈｉ

Ｓ３４００Ｎ、透射电子显微镜ＪＥＯＬＪＥＭ１２３０等。

１．３　试验方法

１．３．１　复眼和口器样品的制备方法

取玉米黄呆蓟马和榕母管蓟马雌成虫各１０头直

接放到预冷的２．５％戊二醛溶液中，在 Ｎｉｋｏｎ

ＳＭＺ１５００光学显微镜下迅速将带有完整复眼或口器

的头部切下，立即放于培养皿内用预冷的２．５％戊二

醛溶液浸湿的２ｃｍ×２ｃｍ正方形纸巾（由３层，２１ｃｍ

×２１ｃｍ的泉林本色秸秆手帕纸剪成，柔韧度好）上

（图１），等全部取完样品，如图所示沿ｅｆ向对角线

ｂｄ处用电镜专用极细的尖头镊子向里折，将样品完

全盖住（图１Ａ），接着沿ｇｈ向对角线ｂｄ处再向里折

（图１Ｂ），将两侧的边也折起来（图１Ｃ，Ｄ），再接着沿

对角线ｂｄ依次向ｃ处折（图１Ｅ，Ｆ），最后将折叠好

的样品迅速放入装有预冷的２．５％戊二醛溶液的

４ｍＬ圆底离心管里，抽真空约３０ｍｉｎ，盖好盖子，放到

４℃ 下避光固定６ｈ。固定后的样品用０．１ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．２磷酸缓冲液漂洗６次，再用锇酸（ＯｓＯ４）固

定液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．２）固定２ｈ，再用磷酸缓冲

液漂洗６次后，经不同梯度的乙醇溶液（１０％，３０％，

５０％，７０％，８０％，９０％，９５％，１００％，１００％）脱水，然

后样品依次经过不同体积比的乙醇—伦敦白胶混合

物（Ｖ乙醇：ＶＬＲＷｈｉｔｅ＝３∶１，１∶１，１∶３）与两次纯伦敦白

胶渗透。包埋时小心用细头镊子将纸巾慢慢打开，

最后露出样品，逐一将样品放到胶囊内，盖好盖子，

并压紧盖子，将包埋好的样品放入烘箱中６０℃聚合

４８ｈ。聚合后的样品块在ＬｅｉｃａＥＭＵＣ７切片机上

用钻石刀切成厚度约５０～７０ｎｍ的超薄切片，依次用

２％醋酸双氧铀染色１０ｍｉｎ和４％柠檬酸铅染色

８ｍｉｎ，最后在ＪＥＯＬＪＥＭ１２３０透射电子显微镜（加

速电压８０ｋＶ）下观察和拍照。

图１　纸巾包裹法步骤示意图

犉犻犵．１　犘犪狆犲狉狋狅狑犲犾狑狉犪狆狆狉狅犮犲犱狌狉犲

１．３．２　触角样品的制备方法

取玉米黄呆蓟马和榕母管蓟马雌虫各１０头直

接放进预冷的２．５％戊二醛溶液中，在 Ｎｉｋｏｎ

ＳＭＺ１５００光学显微镜下迅速将带有完整触角的头

部切下，把触角的柄节、梗节、鞭节（ⅠⅥ）分别迅速

切下，并立即放入装有几滴预冷的２．５％戊二醛溶

液的１．５ｍＬ的尖底离心管中，加入２～３滴４０℃左

·５３１·



２０１８

右１．５％的琼脂，４℃下避光冷凝２０ｍｉｎ，用牙签贴

着离心管壁把琼脂包裹着样品的凝胶块刮下来，迅

速放入装有３．８ｍＬ预冷的２．５％戊二醛溶液的

４ｍＬ圆底离心管中，触角每节至少取６～７个琼脂包

埋块，４℃下避光固定６ｈ。固定后的样品经磷酸缓冲

液漂洗６次，用锇酸（ＯｓＯ４）固定液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ

７．２）固定２ｈ，再用磷酸缓冲液漂洗６次后，依次经

不同浓度梯度的乙醇溶液（１０％、３０％、５０％、７０％、

８０％、９０％、９５％、１００％）脱水。样品依次再经过不

同体积比的乙醇—伦敦白胶混合物（Ｖ乙醇：ＶＬＲＷｈｉｔｅ

＝３∶１，１∶１，１∶３）与两次纯伦敦白胶渗透。包埋时小

心用牙签将琼脂包埋块逐一放到胶囊内，盖好盖子，

并压紧盖子，将包埋后的样品放入烘箱中６０℃聚合

４８ｈ。聚合后的样品块在ＬｅｉｃａＥＭＵＣ７切片机上

用钻石刀切成厚度约５０～７０ｎｍ的超薄切片，依次

用２％醋酸双氧铀染色１０ｍｉｎ和４％柠檬酸铅染色

８ｍｉｎ，最后在ＪＥＯＬＪＥＭ１２３０透射电子显微镜（加

速电压８０ｋＶ）下观察和拍照。

图２　改良与传统制样方法比较的效果图

犉犻犵．２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲犻犿狆狉狅狏犲犱犪狀犱狋狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾狊犪犿狆犾犲狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱狊
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２　结果与分析

２．１　口器感器和复眼观察

“纸巾包裹法”处理后的样品———玉米黄呆蓟马

口器下颚须的纵切面（图２ａ）、横切面（图２ｂ）和榕

母管蓟马复眼横切面（图２ｄ）和纵切面（图２ｅ）及传

统方法处理的样品———玉米黄呆蓟马口器侧唇舌

的横切面（图２ｃ）和榕母管蓟马复眼横切面（图

２ｆ），所获得图片都显示：细胞结构完整，口器感器

的结构保存完好，下颚须的６个神经树突鞘清晰可

见（图２ｂ），视觉感器的４个晶锥（ｃｃ）清楚，感杆

（ｒｈ）的微绒毛大多与细胞长轴垂直，信息丰富。但

两种处理方法的图片在边缘局部区域会出现渗透

不理想的现象，这是由于昆虫体表骨骼化程度高或

有坚韧的角质化层，固定液和树脂难以渗透的原因

造成的。

２．２　触角感器观察

从图２可见，“琼脂包埋法”处理后的样品———

榕母管蓟马触角的纵切面（图２ｇ～ｈ）和传统方法处

理的样品———榕母管蓟马触角的纵切面（图２ｉ），都

能获得较好的图片，亚细胞结构完好，神经树突结构

清晰（图２ｇ，ｈ）。

３　讨论

结果表明，改良方法和传统方法处理样品都能

获得理想的效果。改良方法不仅具有操作方便、简

单快速、易于掌握的优点，而且还克服了大量样品在

多次漂洗过程中“损耗”的缺点，特别是对于珍贵的

样品不但保证了样品的数量，也获得了高质量的电

镜图片。

获得高质量、高清晰电镜图片的关键因素是样

品的固定效果良好及超薄切片的质量。一般植物材

料用４％戊二醛溶液固定６ｈ或锇酸固定２ｈ；动物

组织用２．５％戊二醛溶液固定４ｈ或锇酸固定１ｈ，

固定的时间也不宜过长，一般不超过４ｈ，过长会造

成组织变脆，为切片带来困难［２６２７］。无水乙醇与

ＬＲＷｈｉｔｅ伦敦白胶梯度渗透，能使渗透效果均匀，

有利于制成高质量包埋块，提高树脂的可切性。适

当延长时间，能提高样品的渗透效果。在包埋块制

作过程中，注意胶囊盖子一定要密封好，盖子压实，

否则会由于伦敦白胶与空气接触而使样品变软，切

片后会出现刻痕和发散现象，影响超微结构的观察。

“纸巾包裹法”在每次漂洗时需注意吸管或枪头

的尖端不要扎破纸巾，否则样品会从破洞中出来，在

每一步的清洗过程中仍会“损耗”。

“琼脂包埋法”可以准确定位，例如昆虫触角的

柄节、梗节、鞭节各节上的感觉器各不相同，在超薄

切片机上要想切到想要的部位，非常困难，利用“琼

脂包埋法”可以准确地分节，修块时易于定位，准确

地切到需要的部位。但需注意包埋样品的琼脂不能

太厚，如果过厚，可以用新的双面刀片粗修，使样品

最多１ｍｍ２大小，否则固定效果也会减弱。
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