No.1 扫描电镜样品制备方法

   一、双固定

1、 （周二或之前先自行完成本步骤1）样品在2.5%的戊二醛溶液中，4℃固定过夜；（戊二醛易挥发，有毒，试剂可来农C102取）
（每周三早上9点30左右来农C102做以下2、3、4、二的1、2步骤，估计需要做到下午3点，法定节假日除外，寒暑期请联系管理员确定时间）
2、 倒掉固定液，用0.1M，pH7.0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次15min；
注意：用足够量的缓冲液充分漂洗
3、用1%的锇酸溶液固定样品1-2h；

注意：锇酸为剧毒试剂，必须在通风橱中、并在老师指导下使用；废液安全收集

4、小心取出锇酸废液，用0.1M，pH7.0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次15min； 

   注意：用足够量的缓冲液充分漂洗
二、脱水

用梯度浓度（包括30%，50%，70%，80%，90%和95%五种浓度）的乙醇溶液对样品进行脱水处理，每种浓度处理15min，再用100%的乙醇处理两次，每次20 min。
注意：1、从70%浓度开始，必须盖盖子，防止挥发；

         2、每个步骤中，确保样品不会长时间离开液体!!!
（和管理员约定拍摄时间，以上步骤做完，样品留在农C101柜子里，离心管上用铅笔清晰标出样品名称，便利贴纸上写姓名、手机号、学院、样品名称、样品编号、样品数量，拍摄时间，塞在样品边上）
三、干燥及观察

1、临界点干燥。在Hitachi HCP-2型临界点干燥仪中进行干燥。
2、镀膜，观察。处理好的样品在Hitachi SU-8010型扫描电镜中观察。

注意：扫描电镜样品需要观察样品表面，所以防止“脸部”受伤或者弄脏就是关键！
PS：

1、 戊二醛、缓冲液、乙醇、丙酮、柠檬酸铅、亚甲基蓝等都是国药集团化学试剂公司生产的。锇酸、Spurr包埋剂、醋酸双氧铀是SPI-CHEM公司生产的。

2、 我们实验室的英文名：Bio-ultrastructure analysis Lab. of Analysis center of Agrobiology and environmental sciences, Zhejiang Univ.（请记得致谢哦
3、 索取中英文电子文稿，发邮件至xzheng@zju.edu.cn。文章发表后，烦请发送PDF至该邮箱，非常感谢！
4、 关于取样： 
A．例如叶片，取5mm*8mm放进戊二醛中固定，此时往往都需要抽真空，以便抽去细胞间的空气，让标本沉下来。注意抽真空时间5-10秒多次为宜，不可长时间一直抽。如需分叶片正反面，可正面朝上，横向摆放，左上角切去一个角以作为标记（类似手机SIM卡的样子）。
B．动物标本特别需要快速操作：动物被处死以后，应该以最快的速度取样（此时大小可能不标准），并投入到戊二醛固定液中。待空闲时候，可以取出组织块，切取表面的部分，并切成1cm大小，然后放进新鲜固定液中。                               

No.2透射电镜样品制备方法
   一、双固定

3、 样品在2.5%的戊二醛溶液中，4℃固定过夜；

4、 倒掉固定液，用0.1M，pH7.0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次15min；

注意：用足够量的缓冲液充分漂洗
3、用1%的锇酸溶液固定样品1-2h；

注意：锇酸为剧毒试剂，必须在通风橱中、并在老师指导下使用；废液安全收集

4、小心取出锇酸废液，用0.1M，pH7.0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次15min； 

   注意：用足够量的缓冲液充分漂洗

二、脱水

用梯度浓度（包括30%，50%，70%，80%，90%和95%五种浓度）的乙醇溶液对样品进行脱水处理，每种浓度处理15min，再用100%的乙醇处理20min；最后过度到纯丙酮处理20min。
注意：1、从70%浓度开始，必须盖盖子，防止挥发；

         2、每个步骤中，确保样品不会长时间离开液体!!!
三、渗透

1、用Spurr包埋剂与丙酮的混合液（V/V=1/1）处理样品1h；
2、用Spurr包埋剂与丙酮的混合液（V/V=3/1）处理样品3h；
3、室温下，纯包埋剂处理样品过夜。
   注意：保持干燥，不要有水混入。
四、包埋、切片及染色观察

1、将经过渗透处理的样品包埋起来，70℃加热过夜，即得到包埋好的样品；

2、样品在LEICA EM UC7型超薄切片机中切片，获得70-90nm的切片；

3、切片经柠檬酸铅溶液和醋酸双氧铀50%乙醇饱和溶液各染色5-10min；

5、 在Hitachi H-7650型透射电镜中观察。

PS：
1、 戊二醛、缓冲液、乙醇、丙酮、柠檬酸铅、亚甲基蓝等都是国药集团化学试剂公司生产的。锇酸、Spurr包埋剂、醋酸双氧铀是SPI-CHEM公司生产的。2

2、 超薄切片机是Leica UC7型。半薄切片机是LKB 11800 PYRAMITOME型。
3、 我们实验室的英文名：Bio-ultrastructure analysis Lab. of Analysis center of Agrobiology and 
    environmental sciences, Zhejiang Univ.（请记得致谢哦[image: image1.png]


）

4、 索取中英文电子文稿，致信jyli@zju.edu.cn。文章发表后，烦请发送PDF至该邮箱，多谢！
5、 关于取样：
A．植物标本切成1x3x1mm3大小，放进戊二醛中固定，此时往往都需要抽真空，以便抽去细胞间的空气，让标本沉下来。

B．动物标本特别需要快速操作：动物被处死以后，应该以最快的速度取样（此时大小可能不标准），并投入到戊二醛固定液中。待空闲时候，可以取出组织块，切取表面的部分，并切成1x3x1mm3大小，然后放进新鲜固定液中。
No.1 Sample processing procedures of SEM

1. Double fixation: The sample was first fixed with 2.5% glutaraldehyde in phosphate buffer (0.1M，pH7.0) for more than 4h; washed three times in the phosphate buffer(0.1M，pH7.0) for 15min at each step; then postfixed with 1% OsO4 in phosphate buffer  for 1-2h and washed three times in the phosphate buffer(0.1M，pH7.0) for 15min at each step.

Pay attention: 1. Wash with phosphate buffer completely
            2. OsO4 is very dangerous and toxic reagent, the operation must be  

              done under teacher’s guidance and must be in fume hood.
2. Dehydration: The sample was first dehydrated by a graded series of ethanol (30%，50%, 70%, 80%, 90% and 95%) for about 15min at each step, then dehydrated two times by alcohol for 20min at each step or stored in alcohol. 

Pay attention: 1.After 50% ethanol, sample’s tube must be covered.

            2.Don’t let sample out of solution for more than 1min!!!
3. The sample was dehydrated in Hitachi Model HCP-2 critical point dryer。

4. Coating and observation: The dehydrated sample was coated with gold-palladium in Hitachi Model E-1010 ion sputter for 4-5min and observed in Hitachi Model SU-8010 SEM.  
No.2 Sample processing procedures of TEM
1.Double fixation: The sample was first fixed with 2.5% glutaraldehyde in phosphate 
buffer (0.1M，pH7.0) for more than 4h; washed three times in the phosphate buffer(0.1M，pH7.0) for 15min at each step; then postfixed with 1% OsO4 in phosphate buffer  for 1-2h and washed three times in the phosphate buffer(0.1M，pH7.0) for 15min at each step.

Pay attention: 1. Wash with phosphate buffer completely
            2. OsO4 is very dangerous and toxic reagent, the using must be  

              Carried out under teacher’s guidance and must be in fume hood.
2.Dehydration: The sample was first dehydrated by a graded series of ethanol (30%，50%, 70%, 80%, 90% and 95%) for about 15min at each step, then dehydrated by alcohol for 20min.In the end, transferred to absolute acetone for 20 min.
Pay attention: 1.After 50% ethanol, sample’s tube must be covered.

            2.Don’t let sample out of solution for more than 1min!!!
3. Infiltration: The specimen was placed in 1:1 mixture of absolute acetone and the final Spurr resin mixture for 1h at room temperature, then transferred to 1:3 mixture of absolute acetone and the final resin mixture for 3h and to final Spurr resin mixture for overnight.
   Pay attention: Keep drying!
4.Embedding, ultrathin sectioning, staining and observation: Specimen was placed in eppendorf contained Spurr resin and heated at 70℃ for more than 9h. The specimen was sectioned in LEICA EM UC7 ultratome and sections were stained by uranyl acetate and alkaline lead citrate for 5 to 10min respectively and observed in Hitachi Model H-7650 TEM. 

PS: Our department name in English: Bio-ultrastructure analysis Lab. of Analysis center of Agrobiology and environmental sciences, Zhejiang Univ.
