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摘 要：常规实验室在制备微生物扫描电镜（SEM）样品的过程中，经常面临缺乏固定试剂与临界点干燥设备

的困难。为了解决上述常规实验室困境，选择高锰酸钾（KMnO4）为细胞固定剂，并针对 SEM制备中的固定、

干燥关键环节进行制备方法改进与分析，旨在建立一种安全、经济、设备依赖性低的通用型微生物 SEM制样

方案。以大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母菌为研究对象，对菌体分别进行戊二醛单固定（GA固定）、戊

二醛-四氧化锇（OsO4）双固定（GA-OT固定）、戊二醛- KMnO4双固定（GA-PP固定），并与冷冻干燥、自然干

燥、低温烘干、中低温烘干、临界点干燥进行分类组合，菌体干燥后进行 SEM成像，比较上述处理对菌体形

态和细胞完整率的影响。结果发现，GA-OT固定与GA-PP固定对菌体形态的固定效果显著优于GA固定；冷

冻干燥与临界点干燥可较好地保存还原菌体形态。GA-PP固定-冷冻干燥方案可有效保存革兰氏阴性、革兰

氏阳性与单细胞真核真菌 3类微生物的形态结构，可满足 SEM成像要求，具有经济便捷、通用性强、安全性

高等优势，具备较高的推广价值，为常规实验室提供了一种可行的微生物SEM制样替代方案。
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Abstract：In laboratories，the routine preparation of microbial samples for scanning electron micros⁃
copy（SEM） is often hampered by a lack of fixation reagents and critical point drying equipment.  To 
address these challenges，potassium permanganate（KMnO4） was selected for the fixation of microbial 
cells.  This study focused on improving and analyzing SEM preparation methods，particularly the crit⁃
ical steps of fixation and drying， to establish a safe，economical，and equipment-independent uni⁃
versal protocol for preparing microbial samples for SEM.  Cells of Escherichia coli，Bacillus subtilis，
and Saccharomyces cerevisiae were subjected to glutaraldehyde single fixation（GA fixation），glutaral⁃
dehyde-osmium tetroxide（OsO4） double fixation（GA-OT fixation），and glutaraldehyde-KMnO4 dou⁃
ble fixation（GA-PP fixation）.  These fixation techniques were combined with various drying methods，
including freeze-drying，air drying， low-temperature drying，gentle heat drying，and critical point 
drying.  After drying，SEM imaging was performed to compare the effects of these treatments on the 
bacterial morphology and cell integrity.  GA-OT and GA-PP fixation significantly outperformed GA 
fixation in preserving the bacterial morphology，and freeze-drying and critical point drying were also 
effective in preserving the original bacterial morphology.  The GA-PP fixation-freeze-drying protocol 
effectively preserved the morphological structures of three types of organisms（Gram-negative and 
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Gram-positive bacteria，and unicellular eukaryotic fungi） and meets the requirements for SEM imag⁃
ing.  It offers advantages such as cost-effectiveness，convenience，versatility，and safety，making 
it highly valuable for widespread adoption.  This method is a viable alternative to the routine laborato⁃
ry preparation of microbial samples for SEM.
Key words： microorganisms； SEM sample preparation； glutaraldehyde-KMnO4 double fixation；
drying method
扫描电子显微镜（SEM）广泛应用于微生物学研究的各个领域［1］，如工业微生物发酵过程中微生物

形态结构的动态监测［2-4］、食品科学中的微生物检测与鉴定［5-6］、环境微生物污水处理体系的菌群分析

鉴定［7-8］、微生物遗传工程技术［4，9］等，SEM微生物成像可为这些科学研究提供直观的、有科学价值的形

态学依据［1］。优质的微生物 SEM试样应为自然状态下化学和物理性能稳定的固体微生物样品，在真空

及电子束轰击下不挥发、不变形、无放射性和腐蚀性，适合 SEM 在高、低真空条件下观察分析［10］；

SEM成像中的微生物菌体应还原其真实生长状态，菌体表面结构清晰、无人为制备损伤，图像分辨率

应达到纳米级［11］。

制备 SEM生物样品一般遵循戊二醛-四氧化锇（OsO4）双固定（GA-OT固定）、漂洗、脱水、干燥等

制样环节［12］，由于微生物单细胞体积较小（约为 0. 5~5 μm），操作难度高，因此需进行精细化操作从而

保证菌体形态完整性。然而多数 SEM 制样的研究局限于单一菌种或单一制样环节，例如 2025 年

Chakraborty等［13］对大肠杆菌生物膜依次进行戊二醛固定、乙醇梯度脱水、风干等处理步骤，最后成功

使用 SEM拍摄生物膜形态；曾智等［14］证实戊二醛单固定（GA固定）会导致须癣毛癣菌细胞壁表面结构

大量收缩，自然干燥法则引起菌体表面严重褶皱、断裂等形态受损；Mayer等［15］使用戊二醛-高锰酸钾

（KMnO4）双固定（GA-PP固定）酵母细胞，并成功使用透射电镜拍摄酵母细胞膜、核膜、内质网、线粒

体等膜系统超微结构。尽管诸多研究对 SEM制备的固定与干燥策略进行了探索，但现有方法仍普遍依

赖于临界点干燥设备，或制备所得生物细胞形态 SEM成像欠佳，如Ratnayake等［16］采取赖氨酸-戊二醛

预固定处理结合临界点干燥的方法较好地保存了植物花卉鲜切茎组织生物细菌膜的原始形态；

Adiningrat等［17］使用戊二醛单固定结合烘干干燥方法成像粪肠球菌形态，但菌体细胞结构保存效果欠

佳；Leong等［18］使用 2. 5%戊二醛固定结合干燥器过夜干燥方法对金黄色葡萄球菌、奇异变形杆菌、铜

绿假单孢杆菌进行处理及 SEM 成像，但成像结果显示菌体细胞受损。传统微生物 SEM 制样方法多为

GA-OT固定结合临界点干燥法，尽管该方法可较好地保存与还原生物细胞超微结构，且 SEM成像可清

晰呈现细胞形态及相关超微结构细节，但该方法需使用剧毒固定剂（OsO4）和电镜专用干燥设备（临界点

干燥仪），受限固定剂获取难度与专用干燥设备短缺，普通常规实验室往往难以完成整套实验操作。目

前，面向普通常规实验室，兼具经济性、便捷性与通用性的标准化制样方案尚未有相关报道，同时现

有研究也缺乏对不同微生物SEM制样方法的系统性总结与分析。

基于此，本研究依据微生物细胞壁结构差异［19］，选取革兰氏阴性大肠杆菌（Escherichia coli）、革兰

氏阳性枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）和单细胞真核真菌酿酒酵母菌（Saccharomyces cerevisiae）3类典型微

生物为研究对象，使用安全性高、易获取的KMnO4作为替代固定剂，系统性比较分析固定和干燥制样

环节差异对上述菌体 SEM成像效果的影响，旨在建立一种经济便捷、安全性高、设备依赖性低的通用

型微生物 SEM制样方案，以解决常规实验室试剂与设备缺乏的困难。本研究是对现有生物样品 SEM制

备方法的重要拓展和有益补充。

1 实验部分 
1. 1　材 料　

大肠杆菌MG1655菌株购自江南大学工业微生物菌种保藏中心（菌株保藏编号CICIM B0016）；枯草

芽孢杆菌 168菌株为本实验室长期保藏（菌株保藏编号ATCC 23857）；酿酒酵母CEN. PK2菌株为本实验

室长期保藏（菌株保藏编号CEN. PK2-1C）。

1. 2　仪 器　
SU8220冷场发射扫描电子显微镜（日本Hitachi公司）；ACE600全自动离子溅射仪、CPD300临界点
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干燥仪（德国 Leica公司）；FreeZone 6 plus真空冷冻干燥机（美国 Labconco公司）；ZXRD-A5055鼓风干

燥箱（上海智城分析仪器制造有限公司）。

1. 3　实验方法　
1. 3. 1　微生物菌体的获取　将活化好的大肠杆菌、枯草芽孢杆菌单菌落分别接种至 LB 液体培养基

（Luria-Bertani肉汤培养基）中，于 37 ℃、200 r/min培养过夜。将活化好的酿酒酵母挑取单菌落接种至

YPD液体培养基（Yeast Extract Peptone Dextrose，酵母膏蛋白胨葡萄糖培养基）中，30 ℃、200 r/min培养

24 h。分别离心去上清后获得3种菌体沉淀以备后续使用。

1. 3. 2　不同固定方式的微生物SEM样品制备　对3种菌体沉淀样品进行如下处理：

GA固定：在菌体沉淀中分别加入适量 5%戊二醛溶液，重悬后于 4 ℃下固定 12 h（过夜），使用 0. 1 
mol/L PBS溶液（pH 7. 2）重悬漂洗 3次，再对菌体进行乙醇梯度脱水，最后放入CO2临界点干燥仪完成

干燥。

GA-OT固定（参照文献［10］修改）：在菌体沉淀中分别加入适量 5%戊二醛溶液重悬后于 4 ℃下固定

12 h（过夜），使用 0. 1 mol/L PBS 溶液（pH 7. 2）重悬漂洗 3 次，加入 1% OsO4溶液进行二次固定 3~5 h，
使用 0. 1 mol/L PBS溶液（pH 7. 2）重悬漂洗 3次，再对菌体进行乙醇梯度脱水，最后放入 CO2临界点干

燥仪完成干燥。

GA-PP固定（参照文献［10，20］修改）：在菌体沉淀中分别加入适量 5%戊二醛溶液重悬后于 4 ℃下

固定 12 h（过夜），使用 0. 1 mol/L PBS 溶液（pH 7. 2）重悬漂洗 3 次，再使用 0. 9% NaCl 溶液重悬漂洗 3
次，加入 1. 2% KMnO4溶液进行二次固定过夜，使用 0. 9% NaCl溶液重悬漂洗 3次，再对菌体进行乙醇

梯度脱水，最后使用CO2临界点干燥仪对菌体进行干燥。

1. 3. 3　不同固定和干燥方法的微生物SEM样品制备　参照“1. 3. 2”中的固定方法，待菌体完成乙

醇梯度脱水后，选择对应的干燥方法对3种菌体沉淀样品进行如下处理：

（1）冷冻干燥法：菌体经 4 000 r/min离心 5 min，去除乙醇后，提前于-20 ℃冷冻 4 h，然后放入真

空冷冻干燥机干燥处理 12 h（过夜）。（2）自然干燥法：菌体置于室温（25 ℃）开启的通风橱内 12 h（过夜），

挥发掉剩余乙醇。（3）低温烘干法：菌体置于 37 ℃烘箱内干燥 5 h。（4）中低温烘干法：菌体置于 60 ℃烘

箱内干燥5 h。（5）临界点干燥法：菌体放入CO2临界点干燥仪中完成干燥。

1. 3. 4　SEM成像与拍照　将上述获得的微生物菌体粉末轻撒至粘贴有导电胶的样品台上，经全自动

离子溅射仪进行铂金喷镀（时间为 360 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。

2 结果与讨论 
2. 1　不同细胞固定方法对3种微生物SEM形态的影响　

将大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母 3种菌体分别进行GA固定、GA-OT固定、GA-PP固定处

理，菌体形态呈现差异。GA固定处理的 3种菌体均存在少量形态欠饱满的细胞（图 1A~C），大肠杆菌

细胞表面普遍出现明显褶皱（图1A），枯草芽孢杆菌表面有少量被破坏痕迹（图1B），酿酒酵母少量细胞

表面出现明显沟壑（图 1C），3种菌体形态结构基本完整。而GA-OT固定和GA-PP固定后的 3种菌体细

胞形态则普遍饱满，形态结构完整（图 1D~I）。可以看出，GA-PP固定处理对 3种菌体的菌体形态保存

效果优于GA固定处理，接近GA-OT固定处理效果。

固定环节中，戊二醛只交联固定蛋白质［21］，不交联脂质，无法固定相关膜结构，因此 GA固定导

致菌体细胞膜结构被破坏造成菌体表面褶皱、形态欠饱满；GA-OT固定则通过OsO4二次固定交联了脂

类、蛋白等［22］，较好地固定了菌体的细胞壁、细胞膜、细胞质等结构，因此完整保存和还原了菌体形

态和表面结构。KMnO4作为强氧化剂［23］，同样能与脂类、蛋白交联产生细胞固定作用［15］，能够有效保

存还原菌体形态和表面结构，固定效果等效于OsO4，并可有效降低菌体团聚性，可作为OsO4的高效替

代固定剂。

值得注意的是，在GA-PP固定组中（图 1G~I），菌体表面可见少量团簇纳米颗粒。经分析认为，这

些小颗粒主要来源于PBS漂洗（“1. 3. 2”）后残留的磷酸根（PO4
3-）与KMnO4反应生成的不溶性磷酸锰或
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其它锰盐沉淀。但这些纳米颗粒对菌体细胞整体形态判断影响较小，虽可能干扰菌体表面精细结构观

察，但对本研究菌体形态观测未构成实质性障碍。后续可通过增加 0. 9% NaCl漂洗次数及延长漂洗时

间（如10 min）等方式来减少沉淀颗粒产生。

2. 2　不同固定-干燥方法对3种微生物SEM形态的影响与综合分析　
将大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母 3种菌体分别进行GA固定、GA-OT固定、GA-PP固定和

冷冻干燥、自然干燥、低温烘干、中低温烘干、临界点干燥的排列组合处理，其在不同固定-干燥方

法下呈现出形态差异。

2. 2. 1　不同固定-干燥方法对大肠杆菌SEM形态的影响　SEM成像发现大肠杆菌形态随固定-干燥方

法的变化展现出差异，如图 2所示。大肠杆菌细胞整体呈短杆状，其中经过GA固定-自然干燥、GA固

定-低温烘干、GA固定-中低温烘干处理的大肠杆菌表现出细胞积聚凝结，细胞形态差，表面分布有

明显褶皱，少量细菌内容物丢失至细胞形态坍缩被破坏（图2D、2G、2J），并且GA固定-自然干燥获得

的大肠杆菌形态最差，菌体积聚凝结严重，无法识别单个菌体，且菌体形态模糊不清（图 2D）；GA固

定-冷冻干燥和GA固定-临界点干燥获得的细胞形态相对较好，仅少量细胞发生形态凹瘪现象（图 2A、

2M），但 GA固定-冷冻干燥获得的大肠杆菌细胞表面皱褶最为明显（图 2A）。GA-OT固定-自然干燥、

GA-OT固定-低温烘干、GA-OT固定-中低温烘干获得的大肠杆菌虽呈现细胞积聚凝结，菌体表面皱

褶，但细胞形态基本完整（图 2E、2H、2K）；GA-OT固定-冷冻干燥和GA-OT固定-临界点干燥获得的

细胞形态较好，未发生形态凹瘪现象，但GA-OT固定-冷冻干燥获得的大肠杆菌细胞表面皱褶明显深

于GA-OT固定-临界点干燥（图 2B、2N）。在GA-PP固定的 5种组合处理中，大肠杆菌细胞整体呈现形

态完整饱满，菌体表面未出现明显皱褶（图 2C、2F、2I、2L、2O），其中GA-PP固定-自然干燥处理的

菌体出现积聚凝结现象，并且少量菌体欠饱满，形态结构被破坏（图 2F），此外，GA-PP固定-冷冻干

燥处理虽然出现少量菌体欠饱满，形态结构被破坏（图 2C），但图像中大肠杆菌细胞整体形态成像效果

尚可。

从固定方式上看，GA-OT 固定和 GA-PP 固定获得的大肠杆菌细胞形态效果显著优于 GA 固定方

式。从干燥方法上看，自然干燥、低温烘干、中低温烘干更容易造成大肠杆菌细胞结构损坏，冷冻干

燥和临界点干燥则可更好地保存大肠杆菌形态结构。在众多处理组合中，GA-OT 固定-冷冻干燥、

GA-OT固定-临界点干燥、GA-PP固定-冷冻干燥、GA-PP固定-低温烘干、GA-PP固定-中低温烘干、

图1　SEM图像分析不同固定方案对3种微生物形态的影响
Fig. 1　SEM imaging analysis of the impact of different fixation protocols on the morphology of three microorganisms

A-C：E. coli，B. subtilis，S.  cerevisiae cells fixed with GA；D-F：E. coli，B. subtilis，S. cerevisiae cells fixed with GA-OT；G-I：E. coli，
B. subtilis，S. cerevisiae cells fixed with GA-PP.  The scale is shown in the figure.  The orange arrow indicates cells with an 

abnormal morphology or structural damage
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GA-PP固定-临界点干燥对大肠杆菌形态保存效果较好。

2. 2. 2　不同固定-干燥方法对枯草芽孢杆菌SEM形态的影响　SEM成像发现枯草芽孢杆菌形态随着

固定-干燥方法的变化展现出差异，如图 3所示。枯草芽孢杆菌菌体呈杆状，GA固定-自然干燥、GA-
OT固定-自然干燥处理中获得的菌体积聚凝结，细胞形态差（图 3D、3E）；GA固定-冷冻干燥、GA-OT
固定-冷冻干燥、GA固定-低温干燥、GA-OT固定-低温干燥、GA固定-中低温干燥、GA-OT固定-中
低温干燥获得的枯草芽孢杆菌多数细胞形态较好，仅少量细胞发生形态凹瘪或菌体形态被破坏现象（图

3A、3B、3G、3H、3J、3K），GA固定-临界点干燥与GA-OT固定-临界点干燥获得的枯草芽孢杆菌细

胞形态最好，图像中菌体细胞形态光滑饱满，菌体结构完整（图 3M、3N）；在 5种 GA-PP固定系列组

合中，虽然菌体经不同干燥方法处理，但菌体之间未表现明显差异性，菌体均呈现完整饱满状态（图

3C、3F、3I、3L、3O）。

从固定方式上看，GA-PP固定对枯草芽孢杆菌菌体形态保存显著优于GA固定，与GA-OT固定大

致相同；从干燥方法上看，自然干燥对菌体保存效果最差，低温烘干和中低温烘干可实现大多数菌体

形态较好保存，但仍存在少量菌体出现菌体被破坏现象，冷冻干燥对菌体的破坏作用较轻，临界点干

燥法则可完全保留枯草芽孢杆菌的真实形态，对菌体形态还原效果最好。其中GA固定-临界点干燥、

GA-OT固定-临界点干燥与5种GA-PP固定系列组合对枯草芽孢杆菌形态保存效果较好。

图2　不同固定-干燥方法对大肠杆菌SEM形态的影响
Fig. 2　Impact of different fixation-drying methods on SEM morphology of E.  coli

A-C：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation with freeze-drying；D-F：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation with air dry⁃
ing；G-I：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation with low-temperature drying；J-L：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation 
with gentle heat drying；M-O：GA fixation，GA-OT fixation，and GA-PP fixation with critical point drying.  The scale is shown in the figure.  

The orange arrows indicate E.  coli cells with abnormal morphology or structural damage.  The yellow dashed area shows aggregated and coagulated 
E. coli cells
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2. 2. 3　不同固定-干燥方法对酿酒酵母SEM形态的影响　SEM成像发现酿酒酵母形态随着固定方式

和干燥方法的变化展现出差异，如图 4所示。酿酒酵母菌体整体呈球形，5种GA固定系列组合获得的

菌体细胞均出现少量菌体破损，菌体表面出现显著沟壑皱褶，菌体形态欠饱满（图 4A、4D、4G、4J、
4M）；GA-OT固定-自然干燥、GA-OT固定-低温烘干、GA-OT固定-中低温烘干获得的酿酒酵母菌体

细胞中出现少量细胞破损，菌体表面出现凹陷，大部分细胞呈现饱满状态（图 4E、4H、4K），GA-OT
固定-冷冻干燥、GA-OT固定-临界点干燥获得的菌体细胞呈现整体细胞表面光滑饱满，结构完整状态

（图 4B、4N）；5种GA-PP固定系列组合处理后，酿酒酵母细胞均形态饱满、结构完整（图 4C、4F、4I、
4L、4O）。

从固定方式上看，GA固定处理对酿酒酵母菌体保存效果普遍较差，GA-OT固定与GA-PP固定效

果大致相同；从干燥方法上看，冷冻干燥法和临界点干燥法可较好地保存酿酒酵母细胞形态，自然干

燥法、低温干燥法和中低温干燥法对酿酒酵母细胞形态保存效果略有不足。其中，GA-OT固定-冷冻

干燥、GA-OT固定-临界点干燥与5种GA-PP固定系列组合对酿酒酵母形态保存效果较好。

2. 2. 4　不同固定-干燥方法对3种微生物SEM形态影响的综合分析　通过计数完好与受损细胞，统计

上述 3种菌株在不同处理下的细胞完整率，结果如图 5所示。每组处理随机选取 3个视野，每视野计数

至少 50个细胞，每组统计细胞总数不少于 150个（大肠杆菌每组 201~251个，枯草芽孢杆菌每组 158~
189个，酿酒酵母每组 153~184个）。单因素方差分析（ANOVA）结果显示，固定方式对微生物细胞完整

率影响极显著（p<0. 01），GA-OT固定与GA-PP固定组细胞完整率显著高于GA固定组（**p<0. 01），且

图3　不同固定-干燥方法对枯草芽孢杆菌SEM形态的影响
Fig. 3　Impact of different fixation-drying methods on the SEM morphology of B.  subtilis

A-C：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation with freeze-drying；D-F：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation with air drying；
G-I：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation with low-temperature drying；J-L：GA fixation，GA-OT fixation，GA-PP fixation with 
gentle heat drying；M-O：GA fixation，GA-OT fixation，and GA-PP fixation with critical point drying.  The scale is shown in the figure.  Or⁃

ange arrows indicate B.  subtilis cells with abnormal morphology or structural damage.  The yellow dashed area indicates aggregated and coagulated 
B. subtilis cells
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二者之间无显著差异（p>0. 05）；干燥方式同样影响显著，自然干燥、低温烘干、中低温烘干组完整率

显著低于冷冻干燥与临界点干燥组（*p<0. 05）。GA-PP固定-冷冻干燥组细胞完整率达 92. 3%~96. 7%，

与GA-OT固定-临界点干燥（94. 1%~98. 2%）无显著差异（p>0. 05），远高于GA固定组（61. 5%~78. 4%）。

对 GA-PP 固定-冷冻干燥与 GA-OT 固定-临界点干燥两种 SEM 制样方法进行对比（表 1），GA-PP
固定-冷冻干燥组细胞完整率（92. 3%~96. 7%）接近GA-OT固定-临界点干燥（94. 1%~98. 2%）；但由于无

图4　不同固定-干燥方法对酿酒酵母SEM形态的影响
Fig. 4　Impact of different fixation-drying methods on SEM morphology of S.  cerevisiae

A-C：freeze-drying；D-F：air drying；G-I：low-temperature drying；J-L：gentle heat drying；M-O：critical point drying methods. The 
scale is shown in the figure.  Orange arrows show yeast cells with abnormal morphology or structural damage

图5　不同固定-干燥方式对微生物细胞完整率的影响
Fig. 5　Effects of different fixation-drying methods on microbial cell integrity rate

A：E coli；B：B subtilis；C：S cerevisiae；a，b，c indicate significant differences among the different fixation groups using the same 
drying method；
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需接触使用剧毒试剂，GA-PP固定-冷冻干燥仅使用低毒或无毒固定剂（戊二醛、KMnO4），显著提升了

实验操作安全性；同时，GA-PP固定-冷冻干燥使用更常见的通用性设备真空冷冻干燥机，显著提升

了实验方案便利性。从以上比较可见，GA-PP固定-冷冻干燥方法更适用于常规实验室场景，而GA-
OT固定-临界点干燥则常用于专业电镜平台实验室。

本研究中GA-OT固定-临界点干燥和GA固定组结果与曾智等［14］的研究结论一致，再次验证了GA-
OT固定对微生物形态保存的关键作用和GA固定的局限性。为了弥补现有研究单因素、单一菌种探究

的不足，本研究首次系统性综合分析了固定与干燥两个核心制样环节对革兰氏阴性、革兰氏阳性、单

细胞真菌 3类微生物 SEM制样的协同规律，即微生物细胞前期固定效果越好，菌体对干燥损伤的耐受

性则会越强。由于KMnO4的强固定作用，配合冷冻干燥避免液体表面张力优势，可以良好地抵御干燥

过程中的菌体结构坍塌，与GA-OT固定-临界点干燥方案表现出结果一致性。微生物干燥损伤主要来

自两方面：一是乙醇挥发产生的表面张力带来的物理机械损伤；二是升温干燥引发的蛋白质变性损

伤［24］。本研究发现自然干燥、烘干法对菌体损伤最大；而冷冻干燥所致菌体损伤较轻，仅因脱水后菌

体细胞内残留的极微量乙醇在冻干过程中发生的汽化沸腾，引发少量菌体产生轻微物理损伤；临界点

干燥因CO2超临界流体工作原理几乎对细胞不产生任何损伤，是当前最优干燥选择，也是电镜制备中

最常应用的方法［25］，但该干燥方法需依赖专用干燥设备（临界点干燥仪），普通实验室大多不配备该仪

器，因而该方法具有一定局限性。此外，干燥方式对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌细胞完整率的影响显著，

而酵母菌细胞完整率受干燥方法影响较小（图 5），主要原因在于：大肠杆菌仅具有单层的肽聚糖细胞

壁结构［26］，机械强度低，因此受干燥方式影响最大；枯草芽孢杆菌具有多层肽聚糖细胞壁［27］，可一定

程度上抵御干燥损伤，细胞完整率略优于大肠杆菌；酿酒酵母具有几丁质细胞壁［28］且细胞壁最厚［10］，

对干燥损伤的耐受能力最强。

本研究证明了KMnO4可作为微生物SEM制样的通用固定剂，并提出了GA-PP固定-冷冻干燥方案，

可高效替代传统的GA-OT固定-临界点干燥，使常规实验室摆脱电镜专用干燥设备（临界点干燥仪）依

赖，无需使用专用固定试剂（OsO4），并减少了有毒试剂接触，具有试剂易获取、设备要求低、操作安

全便捷、实验经济性高、通用性强、易推广的优势。本方案后续可拓展研究对象（如丝状真菌、放线菌

等），通过优化戊二醛、KMnO4浓度与固定时间，结合图像分析软件建立菌体尺寸偏差［29］或菌体追踪等

评价体系［30］，并将该方法推广应用于医学、食品、农业、环境微生物、遗传工程等研究领域，进一步

提升方案的通用性与高效性。

综上所述，GA-PP 固定-冷冻干燥方法对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母的固定效果接近

GA-OT固定-临界点干燥方法，可作为传统GA-OT固定-临界点干燥制备方法的有效替代方案。使用

GA-PP固定-冷冻干燥获得的上述 3种微生物细胞形态饱满、结构完整、细胞壁表面结构清晰，图像分

辨率高，满足高质量SEM的成像要求。

3 结 论 
本研究首次系统分析了 SEM制样中固定、干燥环节对微生物形态的影响，明确了固定与干燥环节

协同影响微生物菌体形态的保存效果。GA-OT固定与GA-PP固定对菌体形态的固定效果显著优于GA
固定，冷冻干燥和临界点干燥对菌体形态的损伤作用不显著，是应优先选择的固定和干燥方式。本研

表1　GA-PP固定-冷冻干燥与GA-OT固定-临界点干燥方法比较
Table 1　Comparison of GA-PP fixation-freeze-drying and GA-OT fixation-critical point drying methods

Comprehensive comparison index
Microbial cell integrity rate

Cell fixative
Fixative toxicity

Experimental safety
Drying equipment

General/specific equipment
Method applicable scenarios

Experimental economics

GA-PP fixation-freeze-drying
92. 3%~96. 7%

Glutaraldehyde，KMnO4Low toxicity，non-toxicity
High

Freeze dryer
General

Routine laboratory
Low-cost

GA-OT fixation-critical point drying
94. 1%~98. 2%

Glutaraldehyde，OsO4Low toxicity，high toxicity
Low

Critical point dryer
Specific

Professional electron microscopy platform
High-cost
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究提出的GA-PP固定-冷冻干燥方案是微生物 SEM制样的重要替代方案，可有效保存革兰氏阴性、革

兰氏阳性与单细胞真核真菌 3类微生物的形态结构，满足 SEM 成像要求，具有经济便捷、通用性强、

安全性高等优点，具备行业推广与技术普及价值。本研究为无专业电镜平台的实验室提供了一个标准

化、低成本、高安全的微生物SEM制样解决方案。
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