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扫描电镜中半导体制冷冷台使用条件优化
及在高含水量样品中的应用

Optimizationofsemiconductorrefrigerationcoldstageusageconditionsandits
applicationinhighmoisturecontentsamplesinscanningelectronmmicroscopy
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摘要:目的:有效解决高含水量样品电子显微结构观察的

难点.方法:通过常规扫描电子显微镜搭配半导体制冷

冷台的新仪器组合模式,对一系列高含水量样品进行显

微结构观察.结果:高含水量样品在以导电胶带为基质,

电压５kV,电子束斑值为５０/６０,冷台温度为４℃的条件

下,无需对样品进行固定和脱水处理,可以在扫描电子显

微镜下直接成像观察其显微结构,样品微观结构没有皱

缩、拉伸、扭曲等变形现象,能够更真实地反映样品的原

貌.结论:常规扫描电子显微镜搭配半导体制冷冷台的

仪器自由组合模式是解决高含水量样品显微结构观察的

有效手段.

关键词:扫描电镜;冷冻扫描电镜;环境扫描电镜;半导体

制冷冷台;束斑;高含水生物样品

Abstract: Objective: To effectively solve the difficulty of

observingtheelectronmicrostructureofsampleswithhighwater

content．Methods:Aseriesofsampleswithhighwatercontent

wereobservedbyconventionalscanningelectronmicroscopewith

a new modeinstrument combination ofsemiconductor cold

coolingtable．Results:Undertheconditionsofconductivetapeas

matrix,voltage５kV,electronbeamspotof５０or６０,andcold

tabletemperatureof４℃,thesamplewithhighwatercontentdid

notneedtobefixedanddehydrated,anditsmicrostructurecould

bedirectlyimagedunderthescanningelectron microscopeto

observeits microstructure．The microstructureofthesample

haddnodeformationphenomenasuchasshrinkage,stretching

anddistortion,whichcouldreflecttheoriginalappearanceofthe

samplemorerealistically．Conclusion:Thenew modeoffree

combinationofconventionalscanningelectron microscopewith

semiconductorcoldcoolingtableisaneffectivemeanstosolvethe

microstructureobservationofhighwatercontentsamples,andis

aneconomical,costＧeffectiveandwidelyadaptablemode．
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扫描电子显电镜(SEM)是现代生物学用于观察微观

形貌结构的精密仪器,具有景深大、成像立体感强、观察

区域较大等优点[１－３].然而,由于技术限制,常规的扫描

电镜(SEM)对样品含水量要求苛刻,需要对样品进行脱

水、固定等一系列前处理才能在扫描电镜下观察,但高含

水量样品经过脱水固定后,往往导致样品扭曲变形、失真

等[４－５],因此,在扫描电镜下所观察到的显微结构与样品

原来的形貌相差甚远,很难观察到样品真实的结构特征.

近年来随着科学技术的不断发展,扫描电镜技术有较大

的突 破.新 技 术 冷 冻 扫 描 电 镜 (cryoＧscanningelectron
microscope,CryoＧSEM)和环境扫描电镜(environmental
scanningelectronmicroscopy,ESEM)克 服 了 传 统 SEM
无法直接观察高含水量样品的技术瓶颈,无需对样品进

行前处理,可以直接观察高含水量、导电性差的样品的显

微结构[６－８].但这两种新型扫描电镜由于价格极其昂贵

且专用性强,极大地限制了其应用范围.

近年来,主流的电镜生产厂家同第三方配件生产厂

家(指冷台、能谱等)合作,能够按照客户的要求订制最适

合用户需求的高性价比扫描电镜,这种仪器搭配灵活组

合,造价成本低,广大用户单位容易实现.然而,对于这
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种第三方配置的配件使用效果等方面的研究报道甚少.

Inoue等[９]曾在低真空度下采用湿盖法包埋湿样并在帕

尔贴冷台上成像,但仅论述了借助冷台在扫描电镜中观

看湿样的可能性,并未对该技术作详细介绍,而且未对不

同含水量的样品进行微观成像验证.研究拟将常规日立

扫描电镜(FlexSEM１０００)与英国 Deben公司生产的半导

体制冷冷台(温度范围－２５~５０℃)搭配,对样品基质、电
压、电子束斑及冷台温度进行优化探索,并验证其在高含

水量样品微观结构观察中应用的可行性.

１　材料与方法

１．１　主要仪器

扫描电子显微镜:FlexSEM１０００型,株式会社日立制

作所;

半导体 制 冷 冷 台:LT４２３４ 型,温 度 范 围:－２５~
５０℃,英国 Deben公司;

临界点干燥仪:EMCPD３００型,德国Leica公司.

１．２　材料

玉米淀粉:西安滋品源食品有限公司;

鸭舌草、蒸面皮、玉米淀粉乳液、水凝胶:西北农林科

技大学;

尼龙膜:有机尼龙,天津市津腾实验设备有限公司;

聚偏二氟乙烯膜:德国 MerckMillipore公司;

琼脂糖:强度≥１２００g/cm２(１％),北京擎科生物科

技股份有限公司.

１．３　制片方法

１．３．１　常温台扫描电镜的制样与观察

(１)鸭舌草叶片:自然风干后,用２．５％戊二醛固定液

固定样品(４℃)８h以上,然后用生理盐水清洗３ 次(每
次１０min),再用乙醇对鸭舌草叶片进行梯度脱水处理

(３０％乙醇１５min→５０％乙醇１５min→７０％乙醇１５min→
８０％乙 醇 １５ min→９５％ 乙 醇 １５ min→１００％ 乙 醇

３０min).放入临界点干燥仪进行样品干燥(干燥气源

CO２,样品温度２４℃,气压１０５Pa,循环数２４).取导电胶

带０．８cm×１．０cm 粘贴到常温样品台中间,再取干燥后

叶片剪裁切取叶片靠叶尖部位０．５cm×０．５cm,粘贴在导

电胶带上[１０].电镜参数:电压５kV,束斑值６０.

(２)蒸面皮:前处理方法同鸭舌草,剪裁导电胶带

０．８cm×１．０cm 到常温样品台中间,再用刀片纵向切取

蒸面皮０．１cm×０．５cm 小片,粘贴在导电胶带上.电镜

参数:电压５kV,束斑值５０.
(３)水凝胶:取水凝胶在冷阱温度－８０℃,真空度＜

１０Pa条件下真空冷冻干燥１２h,用刀片纵向切取样品

０．５cm×０．５cm 粘贴在贴有０．８cm×１．０cm 导电胶带的

常温台.

１．３．２　半导体制冷冷台扫描电镜的制样与观察

(１)鸭舌草叶片:剪裁导电胶带０．２cm×０．５cm 粘贴

到冷台中间,再用刀片切取叶片靠叶尖部位０．２cm×
０．５cm,粘贴在导电胶带上.电镜参数:电压５kV,束斑

值６０,冷台温度４℃.
(２)蒸面皮:剪裁导电胶带０．２cm×０．５cm 粘贴到冷

台中间,再用刀片纵向切取蒸面皮０．１cm×０．５cm 小片,

粘贴在导电胶带上.电镜参数:电压５kV,束斑值５０,冷
台温度４℃.

(３)玉米淀粉乳液:剪裁导电胶带０．２cm×０．５cm 粘

贴到冷台中间,用１０μL移液枪吸取玉米淀粉乳液,滴加

到导电胶带上,用牙签引流摊开,再用滤纸适当吸取多余

的液体,电镜参数:电压５kV,束斑值５０,冷台温度分别

取４,－１,－５,－１０℃.
(４)水凝胶:样品合成充分溶胀后,用刀片纵向切取

样品０．１cm×０．５cm 粘贴在贴有０．２cm×０．５cm 导电胶

带的半导体制冷冷台.电镜参数:电压５kV,束斑值６０,

冷台温度４℃.

１．４　数据处理

图片通过 windows画图３D软件以及 PowerPoint软

件进行编辑处理.

２　结果与分析

２．１　样品基质的选择

分别选用醋酸纤维膜、尼龙膜、滤纸、琼脂糖凝胶和

导电胶带在扫描电镜下成像.如图１所示,聚偏二氟乙

烯膜和尼龙膜在电子显微镜下的显微结构有清晰的小孔

分布,而滤纸的显微结构有明显且粗糙的纤维分布,由于

这３种材料的显微结构过于复杂,容易对观察样品的显

图１　不同样品基质的电镜微观结构图

Figure１　Electronmicroscopicmicrostructureofdifferentsamplematrices
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微图像产生干扰,因此不作为最佳基质选用;琼脂糖凝胶

和导电胶带的显微结构简洁、干净,但由于琼脂糖凝胶的

导电性不佳,因此选用导电胶带作为最佳的样品基质.

２．２　扫描电镜的电压和束斑值的选择

根据使用扫描电子显微镜的经验,对于含水量高的

生物样品选用低电压比较合适.试验选用了３,５kV 作

为观察电压.此外,在电子扫描电镜(SEM)观察中,成像

的效果除了样品的物理距离、电压外,影响最大的是束斑

值,为了更直观地展示出束斑值对成像效果的影响,试验

中束斑值分别取２０,３０,４０,５０,６０.结果发现,低电压值

(３,５kV)在合适的束斑值下均可以获得满意的图像,而
束斑值的变化则对图像的影响极其明显.如图２所示,

束斑值为２０和３０时均能获得清晰满意的图像,而束斑

值超过４０后图像中的荷电堆积现象明显,因此,束斑值

宜取２０或３０.这是由于淀粉导电性强且有一定的硬度,

当束斑值＞４０时,电子束轰击到样品表面的电子来不及

导走,产生堆积,从而导致画面花白.然而,含水量高的

样品一般 偏 软 且 导 电 性 不 好,因 此 束 斑 值 宜 偏 大,如

图３所示,对于植物叶片,束斑值为２０时背景太暗观察效

果不佳,当束斑值为４０时能够获得清晰图像,束斑值为５０
以上时观察效果较佳,可以清晰地观看到叶片表皮毛.

２．３　冷台温度的选择

分别设计了－１０,－５,－１,０,４℃５个冷台温度.在

扫描电镜电压３kV,束斑值３０的条件下观察样品在不同

的冷台温度下的微观结构.选择具有吸水特性的淀粉作

为观察对象,如图４所示,冷台温度为４℃或０℃时可以

看到淀粉颗粒外观表面纹理(图中实心三角形标识区),

且４℃时的表面纹理更为清晰;冷台温度为－１℃时淀粉

颗粒外观表面纹理少部分尚隐约可见,但－５,－１０ ℃时

完全不能看清淀粉颗粒表面纹理,而且冷台冰霜从－１℃
开始出现(图中空心三角形标识区),随着温度的降低,冷
台冰层密度增加.因此,观察冷台的最适温度为４℃.

２．４　扫描电镜中半导体制冷冷台在高含水量样品中的

应用

２．４．１　鸭舌草在常温台和半导体制冷冷台中的电子微观

结构对比　取鸭舌草叶片分别在常温台和４ ℃冷台观

察,电镜观察参数为电压５kV,束斑值６０,观察倍数分别

为５０,２５０,５００倍.如图５所示,在常温台中观察的鸭舌

草叶片细胞边缘部分有不同程度的皱缩、塌陷,图中空心

三角形标识的为叶片细胞皱缩的地方,实心三角形标识

的为塌陷的叶片细胞.而在４℃半制冷冷台中所观察的

鸭舌草叶片细胞舒张,饱满,没有皱缩或塌陷的现象.此

图２　淀粉颗粒在不同扫描电镜束斑值下的成像效果

Figure２　Imagingeffectsofdifferentscanningelectronmicroscopyvoltagesandbeamspotvalues

图３　鸭舌草叶片在不同扫描电镜束斑值下的成像效果

Figure３　ImagingeffectsofMonochoriavaginalisleavesindifferentscanningelectronmicroscopybeamspotvalues

图４　相同样品在不同冷台温度下的成像效果

Figure４　Imagingeffectsofthesamesampleatdifferentcoldcoolingtabletemperatures
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图５　鸭舌草在常温台和半导体制冷冷台中的微观结构对比图

Figure５　ComparisonofthemicrostructureofMonochoriavaginalisinthenormaltemperature
tableandthesemiconductorcoldtable

外,叶片的表面刚毛也较多且清晰可见,而在常温台下,

鸭舌草叶片细胞表面的刚毛大部分脱落,在放大倍数

２５０倍和５００倍下基本观察不到叶片细胞表面的刚毛.

结果表明,４℃是对植物细胞比较友好的条件,在４ ℃下

植物细胞中的水分维持了一个平衡状态,细胞鲜活饱满.

而在常温台下,植物叶片在扫描电镜的真空腔中,覆盖在

叶片细胞表层的刚毛脱落,细胞壁皱缩,叶片细胞塌陷变

形,该结果与肖媛等[１１]的一致.

２．４．２　蒸面皮在常温台和半导体制冷台中微观结构的对

比　如图６所示,在常温台下,面筋中蛋白有干瘪、塌陷、

变形的现象,而在冷台下,面筋蛋白颗粒圆润饱满,此外

还可以观察到蛋白表面有类似凹坑的纹理,清晰可辨;而
这些纹理在常温台观察到的图像中未被发现,可能是面

筋蛋白收缩变形所致.图中三角图标标识的为干瘪、塌
陷或收缩的面筋蛋白,这也进一步证实了传统常温电镜

的缺陷,传统电镜模式会让样品皱缩、塌陷、干瘪,所观察

到的样品形貌与其原貌相差甚远;而半导体制冷冷台对

样品更加友好,能够保持样品的原貌.

图６　蒸面皮在常温台和半导体制冷冷台中的

微观结构对比图

Figure６　Comparisonofthemicrostructureofmianpiin

the normal temperature table and the

semiconductorcoldcoolingtable

２．４．３　玉米淀粉乳液在不同温度半导体制冷台微观结构

对比　由于乳液非常脆弱敏感,无法在常温台条件下观

察,只能在半制冷冷台中观察.如图７所示,在－１,－５,

－１０℃下乳液滴无法聚焦清晰,－１ ℃时呈类似冰渣的

灰白色球状,随着温度的降低黑色区域面积越来越大且

中间出现灰白色小球.根据影像结果推测,该乳液滴在

温度低于０ ℃ 下,水分子为三相共存(气态、液态和固

态)[１２],且随着温度的降低,转变为固态水分子越多,从而

导致出现破乳现象;而乳液都是水相和油相两相同时存

在的,随着温度的降低,加速了破乳现象的产生,释放出

油相中所包裹的物质就越多,而水相部分冻结成冰,即图

中的灰白色部分,而黑色部分则为油相部分.在４ ℃条

件下,能够较好地拍摄到完整的乳液滴球,见图７(d).

２．４．４　水凝胶在常温台和半导体制冷冷台中微观结构对

比　对于高含水量样品,水凝胶样品比较特殊,样品具有

强的溶胀性和水吸附能力.图８(a)为水凝胶样品进行充

分溶胀并进行真空冷冻干燥后制样,在常温台中观看的

图７　淀粉乳液在不同冷台温度中的微观结构图

Figure７　Microstructurediagram ofstarch emulsion at
differentcoldcoolingtabletemperatures(×３００)
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图８　水凝胶在常温台和冷台中微观结构图

Figure８　 Microstructureofthehydrogelintheroom

temperaturetableandthecoldcoolingtable
(×５０)

微观结 构 图,图 像 可 以 充 分 体 现 样 品 三 维 空 隙 结 构.

图８(b)为溶胀未经干燥的水凝胶在４℃冷台中观察的微

观结构,图像能够体现样品具有粘连性特征.水凝胶由于

材料的特殊性,在常规的扫描电镜中,只能通过样品脱水、

干燥观察其三维空隙结构,无法观察其新鲜样品的结构,

但在冷台中却轻易实现了其含水状态显微结构的观察.

３　结论
经过大量试验证实,冷台搭配常规扫描电镜同冷冻

扫描电镜和环境扫描电镜一样,能够满足高含水量样品

在扫描电镜中显微结构的观察需求,样品可直接成像无

需干燥处理,更能反映样品的真实形貌.研究在前人推

荐的滤纸和纤维素微孔滤膜基础上又扩展出了导电胶带

粘台法,成像效果更清晰、背景更干净.但冷台搭配常规

扫描电镜的使用存在观看倍数受限问题,无法用于细菌

或细胞器结构的观察.该问题在冷冻扫描电镜中也同样

存在[１３].

通过对一系列高含水量样品在冷台下的微观结构观

察发现,半导体制冷冷台搭配常规扫描电镜仪器的自由

组合模式,能够满足大多数客户的需求,特别是农业院

校,样品多数含盖着植物叶片、水果、动物组织、面团等,

样品所需观察放大倍数要求不高,能够获得满意的效果,

因此可根据单位研究样品特性,自由订制扫描电镜配套

的配件,是一种经济实惠、高性价、行之有效的模式.此

外,随着半导体技术不断的成熟、迭代更新,相信在不久

的将来半导体冷台制冷范围更加宽广,观看的倍数能进

一步突破,此类技术的应用将更广泛.
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