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摘 要：【目的】针对发酵生产过程中微生物样本的典型亚细胞结构(如细胞壁、细胞质、芽孢、

液泡等)的快速识别与动态观察需求，建立一种操作简便、周期短、技术门槛低的半薄切片制备

与扫描电镜观测联用方法，将其作为透射电镜超薄切片复杂流程的前置快速筛选策略。【方法】

以枯草芽孢杆菌、大肠杆菌和毕赤酵母菌为研究对象，使用 Embed 812 环氧树脂进行包埋，制备

不同厚度(200、500、1 000 nm)的半薄切片和含样品的树脂包埋块(>1 000 nm)；经离子溅射铂金

镀膜后，利用扫描电镜观察相应亚细胞结构；同时制备上述微生物样品的超薄切片(70 nm)，经铅

铀染色后通过透射电镜成像；比较这 2 种方法的成像效果与操作效率。【结果】200 nm 半薄切片

在扫描电镜下能够清晰、完整地显示微生物的各类亚细胞结构，图像质量显著优于 500、

1 000 nm 切片及树脂块样品，其分辨率接近透射电镜观察水平，且可节省耗时约 6.5 h。【结论】

扫描电镜结合 200 nm 半薄切片的方法首次成功应用于微生物亚细胞结构的高分辨成像，能够清

晰识别典型超微形态，具有操作简便、周期短、成本低、安全性高等优势，以及较强的通用性与

推广价值，为生物电镜技术体系提供了新的有效解决方案。
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Abstract: [Objective] To establish a method of semi-thin section preparation and scanning 
electron microscopy (SEM) observation with a simple operation, a short cycle, and a low technical 
threshold, which can be used as a rapid pre-screening strategy for the complex process of 
transmission electron microscopy (TEM) ultra-thin sections, in response to the requirements of 
rapid identification and dynamic observation of typical subcellular structures (such as cell wall, 
cytoplasm, spore, and vacuole) of microbial samples in the process of fermentation production.
[Methods] Bacillus subtilis, Escherichia coli, and Pichia pastoris, taken as the research objects, 
were embedded in Embed 812 epoxy resin to prepare semi-thin sections with different thicknesses 
(200, 500, and 1 000 nm) and resin embedding blocks (> 1 000 nm) with samples. After platinum 
coating by ion sputtering, the subcellular structure was observed by SEM. Ultra-thin sections 
(70 nm) of the above microbial samples were also prepared, stained with lead and uranium, and 
imaged by TEM. The imaging effect and operation efficiency of the above two methods were 
compared. [Results] The 200 nm semi-thin section can clearly and completely display various 
kinds of microbial subcellular structures under a scanning electron microscope. The image quality 
was significantly better than that of 500 and 1 000 nm sections and resin block samples. Its 
resolution was close to the TEM observation level, and it can save about 6.5 h. [Conclusion] The 
method of SEM combined with 200 nm semi-thin sections was successfully applied to the high-
resolution imaging of microbial subcellular structure for the first time, which can clearly identify 
the typical ultrastructural morphology, and has the advantages of a simple operation, a short cycle, 
a low cost, and high safety. It has strong versatility and promotion value, and provides a new and 
effective solution for the biological electron microscopy technology system.
Keywords: industrial microorganisms; subcellular ultrastructure; SEM; semi-thin sections 
optimization

在工业微生物发酵监测[1]、菌种筛选驯

化[2-3]及代谢调控[4]等研究与应用场景中需对微

生物超微结构进行检测，该检测不仅有助于精

准调控发酵过程[5]、保障产物质量与安全，还能

推动发酵技术创新[5-6]。微生物亚细胞超微结构

的检测通常具有以下特征：(1) 取样频次高、样

本数量大，要求检测方法响应迅速以支持实时

工艺决策与动态调控，例如在青霉素发酵生产

过程中至少取样 8 次，每次约 24−40 个样品；

(2) 检测目标多聚焦于细胞壁厚度变化、细胞质

均匀性改变以及芽孢/孢子发育状态等关键超微

结构指标[7-9]；(3) 对图像分辨率和光学反差的要
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求相对宽松，更侧重于超微结构变化的有效识

别与初步筛选；(4) 检测需达到纳米级分辨率，

可清晰显示细胞器结构(如细胞壁、细胞膜、细

胞核、液泡、芽孢或孢子、线粒体等)。

目前，透射电子显微镜(transmission electron 

microscopy, TEM，简称透射电镜)超薄切片法是

观测微生物亚细胞超微结构的常规方法。该方

法具有分辨率高(Hitachi H7650 型透射电镜分辨

率为 0.2 nm)、成像精细、稳定性好等特点，被

广泛应用于生物亚细胞结构观测与解析[10-11]。

然而，该技术对超薄切片操作要求极高，流程

复杂，初学者需经过长期系统训练方可掌握，

因此通常需由专业实验技术人员来完成[12]。此

外，该方法的样品制备过程繁琐，实验周期长，

即使熟练人员操作，完成超薄切片和电子染色

也至少需 2 d，且涉及重金属染色剂(如铅盐)的

使用，存在潜在生物毒性与环境污染风险[13-14]。

由此可见，在强调时效性的工业微生物检测环

境中，实验周期长、技术难度高的透射电镜超

薄切片法难以满足工业微生物检测对快速反馈

的需求。扫描电子显微镜 (scanning electron 

microscopy, SEM，简称扫描电镜)制样流程相对

简便、离子溅射镀膜(金或铂靶材，无毒性)步骤

安全快捷、样品适应性广，扫描电镜分辨率

(Hitachi SU8220 型冷场发射扫描电镜分辨率可

达 1−3 nm)可完全满足观测微生物亚细胞结构的

需求，因此在科研与工业实践中的应用日益广

泛[15]。已有研究报道了扫描电镜在薄片或切片

样品中的应用，例如，Mankovskii 等[16]利用扫

描电镜对 5 μm 牛肝脏组织冷冻切片中的金、镧

元素分布进行了成像分析；Huang 等[17]使用扫

描电镜对比了环氧树脂包埋切片中 TFC 薄膜的

横截面形貌与组分分布；洪义梅等[18]使用扫描

电镜分析 50−500 μm 环氧树脂包埋纸页切片，

实现了纸页 Z 向结构表征；刘一鸣等[19]利用扫

描电镜拍摄 3 mm 厚度的植物根系环氧树脂薄片

进行成像，揭示了植物根系内部微观结构。上

述研究表明，扫描电镜能够准确呈现薄片或切

片样本中的细胞形态与结构信息。然而，这些研

究多集中于动植物组织或材料等宏观尺度样本，

且切片厚度通常在微米或毫米级。能否将扫描电

镜与更薄的微生物半薄切片技术(200−1 000 nm)

系统性地结合，以实现扫描电镜对尺度更小、

结构更精细的微生物亚细胞结构进行快速识别

捕捉和高分辨成像，并评估其作为 TEM 前置筛

选方案的效能，目前仍是一个未被深入探索但

具有重要应用价值的研究方向。

本研究依据细胞壁结构分类原则[20]，选取

革兰氏阴性模式菌大肠杆菌 (Escherichia coli) 

Nissle 1917、革兰氏阳性模式菌枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis) WS9 以及单细胞真核模式微生

物毕赤酵母菌(Pichia pastoris) GS115 作为研究

对象，以降低实验操作难度、实现微生物细胞

壁与细胞质等亚细胞结构的简单快速识别为目

标，探索将扫描电镜与半薄切片技术协同应用

的可行性，旨在建立一种分辨率高、操作简便、

安全高效的微生物亚细胞超微结构观测新方法，

以期成为现有生物电镜技术体系的有益扩展与

重要补充。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

选取大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和毕赤酵母

菌作为实验对象，它们分别代表革兰氏阴性菌、

革兰氏阳性菌和单细胞真核真菌 3 类典型工业

微生物。大肠杆菌菌株 Nissle 1917 购自河南省

工业微生物菌种保藏工程研究中心(保藏编号为

BNCC361741)；枯草芽孢杆菌菌株 WS9 为本实

验室前期筛选并保藏；毕赤酵母菌菌株 GS115

购自河南省工业微生物菌种保藏工程研究中心

(保藏编号为 BNCC356389)。

1.2　半薄切片制备和扫描电镜观察

将大肠杆菌和枯草芽孢杆菌在 LB 平板上进

行多次划线活化后，挑取单菌落接种于 LB 液体

培养基中，于 37 ℃、200 r/min 条件下培养过
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夜。毕赤酵母菌在 YPD 平板上进行多次划线活

化后，挑取单菌落接种于 YPD 液体培养基，于

30 ℃、200 r/min 条件下培养 24 h。收集 3 种菌

的菌悬液，经 4 000 r/min 离心 5 min，去除上清

液后获得菌体沉淀。

化学固定和树脂包埋方法参照文献[21]进行

修改后实施：菌体沉淀首先在 5% 的戊二醛溶液

中过夜预固定，经磷酸盐缓冲液(pH 7.2)漂洗后，

再用 1% 锇酸溶液固定 2−3 h。固定后的样品经

乙醇梯度脱水，采用 Embed 812 环氧树脂进行

包埋，最后经高温聚合获得菌体树脂包埋块。

采用修块机(Leica 公司)对包埋块进行修整，

使用超薄切片机(Leica 公司)搭配自制玻璃刀进

行半薄切片，切片厚度分别设置为 200、500、

1 000 nm，切片速度为 0.3 mm/s。将不同厚度的

半薄切片转移至单晶硅片表面；同时将尚未完

全切尽、仍含样品的树脂块(>1 000 nm)用刀片

切下备用。

将上述不同厚度的半薄切片及树脂块样品

用导电胶固定于冷场发射扫描电镜(Hitachi 公司)

专用样品台上，经离子溅射仪(Leica 公司)进行

铂金喷镀(时间为 60 s)。随后，采用冷场发射扫

描电镜在加速电压为 3.0 kV、工作距离为 8 mm

的条件下进行图像采集。

1.3　超薄切片制备和透射电镜观察

对 1.2 节制备的同批次树脂包埋块，使用超

薄切片机搭配钻石刀切削厚度为 70 nm 的超薄

切片，将切片捞取至覆有方华膜的铜网上。随

后，对铜网上的切片依次进行醋酸双氧铀和柠

檬酸铅染色，自然晾干。

采用透射电镜(Hitachi 公司)在 80 kV 加速电

压下观察样品，图像通过 CCD 相机(Gatan 公司)

进行采集。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　扫描电镜半薄切片法与透射电镜超

薄切片法的技术路线比较

扫描电镜半薄切片法与透射电镜超薄切片

法的实验流程对比如图 1 所示。2 种方法在样品

Step 1: Culturing 
the microorganisms 

and collecting 
samples  

Step 2: Chemical 
fixation and resin 

embedding
(approximately 70 h)  

Step 4: Ion sputter 
coating of metal 

film (simple, 0.5 h) 

Step 5: SEM 
imaging

(simple, 1 h) 

Step 3: 200−1 000 nm 
semi-thin sections 
and silicon wafers

(moderate difficulty, 1 h)

Step 3: 30–100 nm 
ultra-thin sectioning 

and copper mesh 
retrieval (high 
difficulty, 3 h) 

Step 4: Lead citrate 
and acetic acid-peroxide 

uranium staining
(difficulty, 4 h)

Step 5: TEM 
imaging (moderate 

difficulty, 2 h)

SEM semi-thin sectioning method

TEM ultra-thin sectioning method

图1　扫描电镜半薄切片法与透射电镜超薄切片法技术流程

Figure 1　Operating procedures of SEM semi-thin section method and TEM ultra-thin section method.
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前期的化学固定、脱水及树脂包埋等制备流程

上完全一致，此过程约需 70 h。在此之后，二者

的技术路线开始分化。扫描电镜半薄切片法的主

要步骤包括：对树脂包埋块进行 200−1 000 nm

半薄切片，将切片或剩余包埋块(>1 000 nm)固

定于样品台，经离子溅射镀膜后即可进行扫描

电镜图像采集。透射电镜超薄切片法则需将包

埋样品切为 30−100 nm 超薄切片，并经电子染

色(柠檬酸铅、醋酸双氧铀)处理后，方可利用透

射电镜进行成像分析。其中，在完成树脂包埋块

制备后，扫描电镜半薄切片法仅需约 2.5 h 即可

获得图像，较透射电镜超薄切片法节省约 6.5 h，

且避免了有毒重金属染色剂的使用。

根据 2 种方法的学习难度对比(表 1)，初学

者仅需 1 d 培训即可基本掌握扫描电镜半薄切片

法并独立完成实验操作；而掌握透射电镜超薄

切片法则需至少 3 个月甚至更长时间。扫描电

镜半薄切片法的技术难点主要集中于半薄切片

操作，属于一般难度；而透射电镜超薄切片法

则涉及超薄切片制备、电子染色及透射电镜设

备操作等多个高难度环节，其中超薄切片技术

尤为复杂，须经过大量练习才可熟练掌握。此

外，在电子染色环节(图 1，第四步)中样品易

受空气中二氧化碳污染，形成碳酸铅结晶沉

积于铜网，导致图像出现斑点，影响成像质

量。同时，透射电镜设备操作复杂性也显著

高于扫描电镜。因此，科研人员通常可自行

学习和完成扫描电镜半薄切片法的操作，而

透射电镜超薄切片法则多需依赖专业电镜技

术人员操作。

总体而言，扫描电镜半薄切片法具有学习

难度低、实验周期短、安全性高和经济性好等

优势，更易于推广学习。本研究选取常用半薄

切片厚度(>1 000、1 000、500、200 nm)与典型

超薄切片厚度(70 nm)，系统评估切片厚度对微

生物亚细胞超微结构保存效果的影响，并比较

其与超薄切片在结构呈现方面的差异。

2.2　半薄切片厚度的优化

使用冷场发射扫描电镜分别对大肠杆菌、

枯草芽孢杆菌和毕赤酵母菌的树脂包埋块

(>1 000 nm)及 1 000、500、200 nm 的半薄切片

进行观测，结果如图 2 所示。在图 2A−2C 中，

树脂包埋块样本(>1 000 nm)虽可大致识别 3 类

微生物的细胞轮廓，但细胞内部及周边出现空

洞、裂痕、挤压等结构损伤，细胞壁界限模

糊，细胞质区域严重破坏，其他亚细胞结构无

法清晰辨别。1 000 nm 与 500 nm 的半薄切片

样本(图 2D−2I)中细胞整体形态可辨，细胞壁

较清晰但仍存在明显挤压痕迹，细胞质区域仍

多见空洞、凹陷或裂痕，虽损伤程度较包埋块

样本有所减轻，但仍不利于超微结构的清晰观

察。在 200 nm 半薄切片中，3 类微生物细胞

结构均呈现完整清晰：细胞质均匀连续，细胞

壁内外缘明确，符合各菌株细胞壁特征(图 2J−
2L)。此外，200 nm 半薄切片中枯草芽孢菌端

侧芽孢及芽孢壁结构清晰完整(图 2K)，酵母细

胞 质 中 液 泡 及 液 泡 膜 等 结 构 也 清 晰 可 辨

(图 2L)。

结合表 2 分析表明，大肠杆菌、枯草芽孢

表1　扫描电镜半薄切片法与透射电镜超薄切片法学习难度比较

Table 1　Comparison of learning difficulty between SEM semi-thin section method and TEM ultra-thin section 

method

Different comparison dimensions

Learning to master time

Technical challenges

Learning difficulty

Completion method

SEM semi-thin section method

1 d

Semi-thin sections

General

Independently completed

TEM ultra-thin section method

3 months or more

Ultra-thin section, electron staining, TEM operation

Difficult

Completed by electron microscopy technicians
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杆菌和酵母菌的树脂包埋块 (>1 000 nm) 及

1 000、500 nm 半薄切片中均存在不同程度的超

微结构损伤，主要表现为：(1) 细胞壁结构模糊、

挤压严重、特征结构不可辨认；(2) 细胞质出现

空洞、凹陷或裂痕，内容物缺失；(3) 芽孢、液

泡等亚细胞结构因胞质破坏而无法识别。当半

薄切片厚度下降至 200 nm 时上述切片损伤现象

基本消失，细胞结构与亚细胞细节均保持完整，

图像分辨率和清晰度显著提高。上述实验结果

表明，厚度为 200 nm 的半薄切片对微生物细胞

内部超微结构保存最优，适用于高质量扫描电

镜成像。

2.3　扫描电镜半薄切片法与透射电镜超

薄切片法的成像效果比较

利用扫描电镜观察 200 nm 半薄切片(图 3A、

3C、3E)可见，大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和酵母

A
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CW

e
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CWe

J
CWe

B

e

H

CW

e

K
CW

e

e

CW

E

CW
e

F

CW

e

I
CW

e

C

CW
e

L
CW

e

V

Embeded block
(>1 000 nm)

1 000 nm 
Semi-thin section

500 nm
Semi-thin section

200 nm
Semi-thin section

P. pastorisB. subtilisE. coli

2.00 μmSU8200 3.0 kV ×20.0 k SE (UL)1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL)1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL)

1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL)

1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL)

1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL) 1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL)

1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL)

1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL) 1.00 μmSU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL)

1.00 μmSU8200 3.0 kV ×30.0 k SE (UL)

2.00 μmSU8200 3.0 kV ×20.0 k SE (UL)

图2　不同厚度的半薄切片对3种微生物亚细胞超微结构的影响

Figure 2　 Effects of semi-thin slices of different thicknesses on subcellular ultrastructures of three 

microorganisms. A−C: E. coli, B. subtilis and yeast morphology in the resin embedding block (>1 000 nm); D−F: 

E. coli, B. subtilis and yeast morphology in 1 000 nm semi-thin sections; G− I: E. coli, B. subtilis and yeast 

morphology in 500 nm semi-thin sections; J−L: E. coli, B. subtilis and yeast morphology in 200 nm semi-thin 

sections. CW: Cell wall; e: Cytoplasm; V: Vacuole. Triangle indicate the bacterial spore.
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表2　不同厚度半薄切片展示微生物亚细胞超微结构效果比较

Table 2　Comparison of the effect of displaying the subcellular ultrastructure of microorganisms in semi-thin 

sections of different thicknesses

Subcellular structures and key features for 
observation

E. coli

B. subtilis

P. pastoris

Resin embedding block (>1 000 nm)

1 000 nm

500 nm

200 nm

Resin embedding block (>1 000 nm)

1 000 nm

500 nm

200 nm

Resin embedding block (>1 000 nm)

1 000 nm

500 nm

200 nm

Cell 
wall

−
+

+

+

−
−
+

+

+

+

+

+

Complete
cytoplasm

−
−
−
+

−
−
−
+

−
−
−
+

Other organelles, such 
as spores, vesicles, etc.

−
−
−
−
−
−
+

+

−
−
−
+

Slice overall
integrity

Low

Low

General

High

Low

Low

General

High

Low

Low

General

High

Subcellular
structure fineness

Low

Low

General

High

Low

Low

General

High

Low

Low

General

High

+: Observable; −: Not observable. The qualitative assessment criteria were defined as: high (structural integrity maintained with well-

defined boundaries and abundant details), general (basic structures discernible with some details obscured), and low (structures 

severely compromised or indistinct with key details missing).

200 nm 
semi-thin 

section
SEM imaging

70 nm 
ultra-thin 

section
TEM imaging

E. coli B. subtilis P. pastoris

F CW 142 nm

e
V

0.5 μm

E

CW 217 nm
e

V

2.00 μmSU8200 3.0 kV ×20.0 k SE (UL)

C CW 32 nm

e

CW

e

SU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL) 1.00 μm

A
CW 59 nm

e

SU8200 3.0 kV ×50.0 k SE (UL) 1.00 μm

B
CW 

71 nm

e

200 nm

D

CW
20 nm

e

200 nm

图3　200 nm半薄切片和70 nm超薄切片拍摄的3种微生物亚细胞超微结构形态展示

Figure 3　Display of subcellular ultrastructure morphology of three microorganisms captured by 200 nm semi-

thin section and 70 nm ultra-thin section. A: Subcellular ultrastructure of E. coli in 200 nm semi-thin section 

captured by SEM; B: Subcellular ultrastructure of E. coli in 70 nm ultra-thin section captured by TEM; 

C: Subcellular ultrastructure of B. subtilis in 200 nm semi-thin section captured by SEM; D: Subcellular 

ultrastructure of B. subtilis in 70 nm ultra-thin section captured by TEM; E: Subcellular ultrastructure of yeast 

cell in 200 nm semi-thin section captured by SEM; F: Subcellular ultrastructure of yeast cell in 70 nm ultra-thin 

section captured by TEM. CW and arrow: Cell wall; Numbers: Cell wall thickness; e: Cytoplasm; V: Vacuole. 

Triangle indicates the bacterial spore. The scale is shown in the figure.
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细胞的超微结构清晰、特征明确。细胞壁完整，

细胞质内容物完整且分布均匀，亚细胞结构如

枯草芽孢杆菌内的芽孢(图 3C)和酵母细胞内的

液泡(图 3E)等也易于辨识。根据图像标尺测量，

大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和酵母菌的细胞壁厚

度分别为 59、32、217 nm。利用透射电镜超薄

切片法观察 70 nm 超薄切片(图 3B、3D、3F)显

示，3 类微生物的亚细胞结构清晰且特征明显，

细胞壁与细胞膜界限清晰，细胞膜呈深色线状，

细胞质内容物分布均匀，酵母细胞内液泡、液

泡膜结构完整(图 3F)。大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌和酵母菌的细胞壁厚度测量结果分别为 71、

20、142 nm。

对 2 种方法的成像效果进行综合比较(表 3)

表明，扫描电镜半薄切片法与透射电镜超薄切

片法在所检测的亚细胞结构类型 (如细胞壁、

细胞质、芽孢、液泡等)方面基本一致，均可

实现有效识别与定量测量。尽管扫描电镜半薄

切片图像背景较深、对比度适中，但其关键结

构(如细胞壁)的信噪比足以进行清晰的形态学

识别。对代表性图像的线轮廓分析表明，本方

法所呈现的结构边缘锐利度与反差完全能够满

足亚细胞结构的定性识别与初步形态测量

需求。

3　讨论　讨论

3.1　现有亚细胞超微结构观测方法的

比较

除透射电镜超薄切片法外，冷冻断裂技术

和聚焦离子束显微镜等也可用于亚细胞超微结

构观测[22-24]。透射电镜超薄切片法在病毒结构

解析[25]、亚细胞器形态的三维重构[23]、细胞质

膜功能研究[26]以及微生物超微结构精细观测[27]

等领域广泛应用。冷冻断裂技术需配合高压冷

冻仪、冷冻电镜等昂贵设备，样品制备流程复

杂、耗时较长，且断面具有随机性，易导致成

分丢失与结构皱缩[28]。含水样品在低真空成像

时还会造成信噪比下降和图像质量降低[29-30]。

聚焦离子束扫描电镜可对树脂包埋块进行层削

成像，适用于生物细胞内结构观测[27]，但设备

价格及单次测试成本极高(数千至数万元)，目前

主要局限于亚细胞器或生物大分子三维结构研

究[22,27]。上述方法在通量、成本及操作可行性方

面均难以满足工业微生物研究中高通量、快速

初筛的实际需求。

3.2　微生物半薄切片方法的扫描电镜成

像优化

为实现扫描电镜下微生物亚细胞超微结构

表3　扫描电镜半薄切片法与透射电镜超薄切片法呈现3种微生物亚细胞结构形态的效果比较

Table 3　Comparison of the effects of SEM semi-thin section method and TEM ultra-thin sectioning method in 

presenting three types of microbial subcellular morphology

Morphological analysis of subcellular 
structures and image comparison

Whether various subcellular structures, 
such as cell walls, cell membranes, 
cytoplasm, spores, vesicles, etc., are 
clearly visible and measurable

Subcellular structural fineness

Image background

Image contrast

Image resolution

E. coli

SEM semi-
thin section 
method

Yes

High

Deep

Moderate

High

TEM ultra-
thin section 
method

Yes

Extremely 
high

Light

High

High

B. subtilis

SEM semi-
thin section 
method

Yes

High

Deep

Moderate

High

TEM ultra-
thin section 
method

Yes

Extremely 
high

Light

High

High

P. pastoris

SEM semi-
thin section 
method

Yes

High

Deep

Moderate

High

TEM ultra-
thin section 
method

Yes

Extremely 
high

Light

High

High
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的完整呈现，本研究重点优化了半薄切片厚度。

结果表明，200 nm 厚度可有效避免切片褶皱、

空洞损伤及信息丢失等问题，显著提升图像质

量与分辨率。主要原因包括[31]：(1) 更薄的切片

减少了细胞层叠，有利于单层细胞结构的暴露；

(2) 切面更平整，减少了刀痕与变形，增强了扫

描电镜电子束与样品表面的相互作用，提高了

二次电子和背散射电子的发射效率，进而提升

了成像清晰度与图像分辨率[32]。

3.3　扫描电镜半薄切片联用技术的优势

与应用前景

本研究成功建立了一种扫描电镜半薄切片

联用技术，将半薄切片的成像分辨率提升至接

近透射电镜水平，有效突破了传统半薄切片技

术在解析亚细胞结构时分辨率不足的瓶颈。需

要明确的是，该方法的定位是对高精度透射电

镜超薄切片技术的有力补充而非替代，其核心

价值在于为工业微生物研究、高通量筛选等场

景提供一种快速、经济且高效的定性分析解决

方案。本方法具备以下几方面显著优势。

(1) 操作便捷，普适性强。该方法技术门槛

低，普通科研人员经过 1−2 d 的学习培训即可独

立操作，大幅降低了对专业电镜技术人员的依

赖，有利于实现技术的标准化与广泛推广，从

而提升整体科研效率；所用设备(扫描电镜、超

薄切片机)与试剂均为实验室通用配置，无需特

殊购置，通用性与可推广性强。

(2) 成本低廉，安全性高。在成本方面实

现了从设备投入到实验运营的全面优化。扫描

电镜的购置初始投入具有显著优势：扫描电镜

购置成本(≥90 万元)远低于透射电镜(≥350 万元)。

实验运营成本的优势更为突出：本方法切片环

节采用成本低廉可忽略不计的自制玻璃刀，单

次花费 50 元即可安全无毒地完成十数个样品的

离子溅射镀膜(使用金或铂靶材，收费参考校内

测试平台)，并且减少了对电镜技术人员的依赖，

单个样品测试成本仅为数十元。这些显著的成

本优势使该技术更适合应用于预算有限的实验

室、大规模筛选及工业常规检测场景。

(3) 流程高效，决策迅速。尽管扫描电镜半

薄切片技术与透射电镜超薄切片技术均需经历

约 70 h 的样品前处理，但在获得树脂包埋块后

的切片与成像关键环节，本方法将所需时间从

超薄切片染色成像约 9 h 大幅缩短至约 2.5 h，

使得普通研究人员能在单个工作日内自行完成

从包埋块到图像获取的全流程。这有效缩短了

“决策延迟”，并能作为高效的前置筛选策略，

规避后续复杂超薄切片制样的潜在失败风险，

整体提升对珍贵样本的研究效率与成功率。

基于上述优势，该方法在微生物发酵监测、

代谢研究、菌种筛选与驯化、环境微生物检测

及胁迫响应研究等领域展现出广阔的应用潜力。

它能够快速、清晰地识别细胞壁、细胞质、芽

孢/孢子等关键超微结构，满足工业化筛查与动

态观察的需求。此外，本方法所获取的高质量

图像易于与基于深度学习的图像分析技术相结

合[33-34]，为实现大批量数据的自动处理与分辨

率增强提供了可能，有望拓展本方法在高效结

构生物学研究中的应用前景。

需要说明的是，本研究作为一项技术可行

性探索，主要目标在于验证扫描电镜半薄切片

法在“定性识别”微生物关键亚细胞结构方面的

能力。因此，当前评价体系主要基于形态学的

定性观察。未来，如何建立更精确的量化评价

标准(如结构尺寸的统计分析、图像信噪比的数

值化评估)将是进一步优化和深化该方法的重要

方向。

4　结论　结论

本研究系统验证了扫描电镜和半薄切片技

术联用的可行性，通过将半薄切片厚度优化至

200 nm，实现了对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和

酵母菌亚细胞超微结构的清晰观测，图像分辨

率接近透射电镜水平，同时显著降低了技术难

度与时间成本，提升了实验安全性与经济性。
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本研究为现有生物电子显微技术体系提供了重

要补充和有益拓展。
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