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摘　 要　 运用透射电子显微镜技术ꎬ可以对昆虫的不同器官上的感受器进行切片观察ꎬ以揭示感受器内部的清晰

构造ꎬ为分析感受器功能提供依据ꎮ 但目前在切片技术中ꎬ准确定位不同类型的感受器存在困难ꎮ 通过将莱卡

ｍｄ２５００ 荧光显微镜与日立 Ｓ￣３４００Ｎ 扫描电镜结合ꎬ确定透射电镜树脂包埋块中的昆虫感受器位置ꎬ提高运用透射

电镜观察昆虫感受器超微结构时切片的准确性ꎮ
关键词　 昆虫感受器ꎬ荧光显微镜ꎬ扫描电镜ꎬ透射电镜ꎬ树脂包埋块
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　 　 昆虫感受器是感受器官的结构和功能单位ꎬ
是对周围环境和内部各种刺激产生反应的重要结

构(许再福ꎬ２００９)ꎮ 研究昆虫感受器的超微结构

是探索昆虫行为的基础ꎮ 常用的研究手段有扫描

电镜和透射电镜ꎮ 目前透射电镜的修块过程过于

粗放ꎬ多在光学显微镜下“盲切”ꎬ导致无法准确观

察到重要的感受器类型ꎮ 作者经过探索ꎬ发现利

用荧光显微镜可观察到树脂包埋块中昆虫感受器

外观ꎬ根据扫描电镜图片与荧光显微镜图片对照ꎬ
可定位树脂块中的昆虫感受器ꎮ

１　 材料来源

技术演示均以采自宁夏灵武市郊区的柠条绿

虎天牛 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｏｒｕｓ ｃａｒａｇａｎａ Ｘｉｅ ＆ Ｗａｎｇ 成虫作

为实验样品ꎮ 操作时将所用触角和下颚须样品从

活体取下后ꎬ经 ２. ５％磷酸戊二醛(加入 ０. ０６％吐

温)溶液固定 ２４ ｈꎬ用磷酸缓冲液( ｐＨ７. ２)冲洗

后ꎻ再用 １％ 酸 ２ 次固定ꎬ经磷酸缓冲液充分清

洗后ꎬ再经过乙醇梯度 (４５％ ꎬ５０％ ꎬ６０％ ꎬ７０％ ꎬ
７５％ ꎬ８０％ ꎬ８５％ ꎬ９０％ ꎬ９５％ ꎬ１００％ ꎬ１００％ ) 脱水

后ꎻ最后用国产环氧树脂 ６１８ 包埋 (张善干等ꎬ
１９９５)ꎮ

２　 技术与方法

２. １　 定位昆虫肢体末端感受器(以柠条绿虎天牛

下颚须末端感受器为例)
２. １. １　 确定目标感受器位置　 通过日立 Ｓ￣３４００Ｎ
扫描电镜确定目标感受器的种类和位置ꎮ 柠条绿
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虎天牛下颚须末端呈凹陷状ꎬ其内着生有大量的

末端感受器(Ｋｌｏｗｄｅｎꎬ２００７)ꎬ并且这些感受器几

乎垂直于凹陷表面ꎬ本实验以凹陷最前端的感受

器群作为目标感受器(图 １)ꎮ

图 １　 柠条绿虎天牛下颚须第 ４ 节ꎬ
示目标感受器(虚线圆圈内)(４００ × )

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ４ ｔｈ ｓｕｂ￣ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｘｉｌｌａｒｙ ｐａｌｐ ｏｆ
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｏｒｕｓｃａｒａｇａｎａꎬ ｄａｓｈｅｄ ｃｉｒｃｌｅ ｓｈｏｗｓ 　 　

ｓｅｎｓｉｌｌａ ｔｗｉｇ ｂａｓｉｃｏｎｉｃａ(４００ × )

２. １. ２　 粗修树脂包埋块　 在 ＬＥＩＣＡ ＥＺ４Ｄ 体视镜

下用尺子和昆虫针在包埋于树脂块中的样品前划

痕ꎬ痕迹不可超过或者覆盖目标感受器(图 ２)ꎮ
按照划痕进行粗修ꎬ将树脂包埋块夹于修块夹上

修成平顶的金字塔形ꎬ其 ４ 个斜面坡度约为 ４５°
(陈柏林等ꎬ１９９６)ꎮ 顶部修成正方形或梯形ꎬ使表

面光滑平整ꎬ修到划痕的后边界ꎬ尽量不要超过划

痕ꎮ
２. １. ３　 荧光显微镜观察拍照 　 将粗修后的树脂

块转移到 ＬＥＩＣＡ ｍｄ２５００ 荧光显微镜下ꎬ进行蓝光

拍摄(图 ３)ꎮ 调整荧光显微镜的光源从上方照射

至样品上ꎬ使感受器能够被清晰的观察到ꎬ蓝光激

发出的绿光更加有利于观察ꎮ
２. １. ４ 　 精确定位目标感受器方法 　 利用 ＩｍａｇｅＪ
(Ｕ. Ｓ. Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ)软件测量扫描

电镜图片中柠条绿虎天牛下颚须末端第 ４ 节宽度

(图 ４:Ａ 中双向箭头所示)ꎬ重复 ３０ 个ꎬ测量平均

值为 １４３ μｍꎬ从而确定荧光显微镜图片中下颚须

宽度(图 ４:Ｂ)ꎬ利用 Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ５ (Ａｄｏｂｅ
Ｓｙｓｔｅｍｓꎬ Ｉｎｃ. ꎬ Ｓａｎ Ｊｏｓｅꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 软件制作标

尺ꎬ计算比例尺ꎮ 根据公式:目标距离 ＝ 图上距离

图 ２　 体视镜下位于树脂包埋块中的柠条绿虎天

牛下颚须ꎬ示样品前划痕(箭头所指)和目标位置

　 　 (虚线圆圈内)(１６７ × )
Ｆｉｇ. ２　 Ｍａｘｉｌｌａｒｙ ｐａｌｐ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｏｒｕｓ ｃａｒａｇａｎａ
ｅｍｂｅｄｅｄ ｉｎ ｒｅｓｉｎꎬ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔ
ｃｕｔ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｄａｓｈｅｄ ｃｉｒｃｌｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ
　 　 ａｒｅａ (１６７ × )

图 ３　 荧光显微镜下树脂包埋块中的柠条绿虎天

牛下颚须第 ４ 节ꎬ示粗修后的树脂包埋块边缘

(箭头所指)和目标位置(虚线圆圈内)(４００ × )
Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ４ ｔｈ ｓｕｂ￣ｓｅｇｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｘｉｌｌａｒｙ ｐａｌｐ ｏｆ
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｏｒｕｓ ｃａｒａｇａｎａ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｒｏｕｇｈｌｙ ｃｕｔ
ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｎ ｂｌｏｃｋꎬ ｄａｓｈｅｄｃｉｒｃｌｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ
　 　 ａｃｃｕｒａｔｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ(４００ × )

×比例尺(目标距离为树脂包埋块边缘到达目标

感受器的实际距离ꎬ图中距离是通过图片测量的

像素距离)ꎬ计算出树脂包埋块边缘到达目标位置
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图 ４　 精确定位目标感受器过程图

Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｅ ｓｅｎｓｉｌｌａ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
Ａ. 测量扫描电镜图片中下颚须第 ４ 节宽度 ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｘｉｌｌａｒｙ ｐａｌｐ ｗｉｔｈ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅ(４００ × )ꎻＢ. 标记荧光显微镜图片中下颚须第 ４ 节宽度 ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ
ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｘｉｌｌａｒｙ ｐａｌｐ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅ(４００ × )ꎻＣ. 测定树脂包埋块边缘到目

标位置的距离 ｍａｒｋ ｔｈｅｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｎ ｂｌｏｃｋ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｘｉｌｌａｒｙ
ｐａｌｐ ｓａｍｐｌｅ(４００ × )
注:虚线圆圈位置为目标位置ꎬ箭头所指为树脂包埋块边缘ꎮ Ｄａｓｈｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔ ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｎ ｂｌｏｃｋ.

的距离ꎬ为 ２８ μｍ(图 ４:Ｃ)ꎮ 在超薄切片机中从

树脂块边缘开始ꎬ连续切割 ２４ μｍ 即可到达目标

感受器ꎮ
２. １. ５　 效果图　 经过精确定位后ꎬ得到理想的下

颚须末端感受器横切图片ꎬ使用日立 Ｈ￣７５００ 型透

射电子显微镜进行拍摄ꎬ从图 ５ 中可见不同种类

型感受器的横切面ꎮ

图 ７　 荧光显微镜下树脂包埋块中的触角鞭节第

９ 节内侧面ꎬ示腔锥感器所在区域 (虚线圆圈

内)ꎬ箭头所指为树脂包埋块边缘(２００ × )
Ｆｉｇ. ７ 　 Ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ９ ｔｈ ａｎｔｅｎｎａｌ ｆｌａｇｅｌｌｏｍｅｒｅ
ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ｄａｓｈｅｄ ｃｉｒｃｌｅ
ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄｌｏｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｅｎｓｉｌｌａ
ｃｏｅｌｏｃｏｎｉｃａ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｏｆ
ｒｅｓｉｎ ｂｌｏｃｋ (２００ × )

２. ２　 定位昆虫肢体上感受器(以柠条绿虎天牛触

角上的腔锥感器为例)
２. ２. １　 确定目标感受器位置 　 柠条绿虎天牛触

角为线形ꎬ由柄节、梗节和 ９ 个鞭节组成ꎮ 拍摄雌

雄虫触角背面、腹面、内侧面、外侧面四个面的扫

描电镜图片并进行观察统计ꎮ 腔锥感器 ｓｅｎｓｉｌｌａ
ｃｏｅｌｏｃｌｎｉｃａ (ＳＣＯ)在柠条绿虎天牛雌虫触角上的

数量比雄虫多ꎬ从鞭节第 ５ 节到第 ９ 节均有分布ꎬ
分布较随机ꎬ数量很少ꎬ平均每节 ５ ~ ８ 个ꎮ 鞭节

第 ９ 节较多ꎬ集中分布在触角的内侧面ꎮ 选取柠

条绿虎天牛雌虫触角鞭节第 ９ 节内侧面中上部的

腔锥感器集中分布区为目标位置区域(图 ６)ꎮ
２. ２. ２　 制作树脂包埋块以及粗修 　 通过扫描电

镜确定目标感受器位置后ꎬ在包埋过程中ꎬ将目标

感受器所在的触角的一侧(柠条绿虎天牛触角的

内侧面)向上放入包埋树脂内ꎮ 在粗修树脂包埋

块的过程中ꎬ应避免在树脂块上划痕ꎬ以免阻碍荧

光显微镜观测ꎬ根据扫描电镜图像适量粗修树脂

块ꎮ
２. ２. ３　 荧光显微镜观察拍照 　 将粗修后的树脂

块转移到 ＬＥＩＣＡ ｍｄ２５００ 荧光显微镜下ꎬ进行蓝光

拍摄ꎬ从荧光显微镜图片中找到腔锥感器所在的

区域(图 ７)ꎮ
２. ２. ４　 精确定位目标感受器 　 利用 ＩｍａｇｅＪ (Ｕ.
Ｓ. Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ)软件测量扫描电镜

图片中腔锥感器所在处触角宽度(图 ８:Ａ 中双向
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图 ６　 柠条绿虎天牛触角鞭节第 ９ 节内侧面腔锥感器(ＳＣＯ)
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｅｎｓｉｌｌａ ｃｏｅｌｏｃｌｎｉｃａ (ＳＣＯ)ｏｎ ｉｎｔｅｒｉｏｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ９ ｔｈ ｆｌａｇｅｌｌｏｍｅｒｅｓ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｏｒｕｓ ｃａｒａｇａｎａ

Ａ. 柠条绿虎天牛触角鞭节第 ９ 节内侧面ꎬ示目标位置(圆圈内) ｉｎｔｅｒｉｏｒ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ９ ｔｈ ａｎｔｅｎｎａｌ ｆｌａｇｅｌｌｏｍｅｒｅｓ ｏｆ
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｏｒｕｓ ｃａｒａｇａｎａꎬ ｗｈｉｔｅ ｃｉｒｃｌｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｒｅａ(１３０ × )ꎻＢ. 腔锥感器 ｓｅｎｓｉｌｌａ ｃｏｅｌｏｃｏｎｉｃａ( ＳＣＯ)
　 　 　 ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ (５ ０００ × ).

图 ５　 柠条绿虎天牛下颚须末端横切面(１ ８００ × )
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ

Ｃｈｌｏｒｏｐｈｏｒｕｓ ｃａｒａｇａｎａ’ｓ ｍａｘｉｌｌａｒｙ ｐａｌｐ (１ ８００ × )

箭头所示)ꎬ重复 ３０ 个ꎬ测量平均值为 １９８ μｍꎬ从
而确定荧光显微镜图片中腔锥感器所在处触角宽

度(图 ８:Ｂ)ꎬ利用 Ａｄｏｂｅ Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ ＣＳ５ ( Ａｄｏｂｅ
Ｓｙｓｔｅｍｓꎬ Ｉｎｃ. ꎬ Ｓａｎ Ｊｏｓｅꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 软件制作标

尺ꎬ计算比例尺ꎬ利用公式:目标距离 ＝ 图上距离

×比例尺(目标距离为树脂包埋块边缘到达目标

感受器的实际距离ꎬ图中距离是通过图片测量的

像素距离)ꎬ计算出到达目标位置的距离 (２５２
μｍ)(图 ８:Ｃ)ꎮ 在超薄切片机中从树脂块边缘连

续切割 ２５２ μｍ 可到达目标感受器ꎮ
２. ２. ５　 效果图　 在精确定位并切片后ꎬ使用日立

Ｈ￣７５００ 型透射电子显微镜进行拍摄ꎬ顺利得到腔

锥感器的纵切图(图 ９)ꎮ

图 ９　 柠条绿虎天牛雌虫触角第九鞭节上的

腔锥感器(ＳＣＯ)纵切面(８ ０００ × )
Ｆｉｇ. ９　 Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｎｓｉｌｌａ
ｃｏｅｌｏｃｌｎｉｃａ(ＳＣＯ) ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ９ ｔｈ ｆｌａｇｅｌｌｏｍｅｒｅ
　 　 　 ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ａｎｔｅｎｎａ (８ ０００ × )

３　 讨论

传统的透射电镜修块方法粗放ꎬ多在光学显

微镜下“盲切”ꎮ 作者借助荧光显微镜对树脂包埋

块中昆虫感受器定位技术进行了首次探索ꎬ较传

统透射电镜修块方法ꎬ能更加精确的定位目标感

受器ꎬ减少制样中因无法确定目标位置而增加的

工作量ꎬ从而降低制样成本ꎮ 此方法在操作时一

定要认真细致ꎮ 在利用扫描电镜图片中的标尺标
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图 ８　 精确定位目标感受器过程图

Ｆｉｇ. ８　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｅ ｓｅｎｓｉｌｌａ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
Ａ. 测量扫描电镜图片中腔锥感器所在处的触角宽度 ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ９ ｔｈ ａｎｔｅｎｎａｌ
ｆｌａｇｅｌｌｏｍｅｒｅｗｉｔｈ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅ(１３０ × )ꎻＢ. 标记荧光显微镜图片中腔锥感器

所在处的触角宽度 ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｗｉｄｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ９ ｔｈ ａｎｔｅｎｎａｌ ｆｌａｇｅｌｌｏｍｅｒｅ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
ｉｍａｇｅ(２００ × )ꎻＣ. 测定树脂包埋块边缘到目标位置的距离 ｍａｒｋ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｎ
ｂｌｏｃｋ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｎｓｉｌｌａ ｌｏｃａｔｉｏｎ(２００ × ).
注:虚线圆圈位置为目标位置ꎬ箭头所指为树脂包埋块边缘ꎮ Ｄａｓｈｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔ ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｎ ｂｌｏｃｋ.

定荧光显微镜下的树脂包埋块时ꎬ因不是同一个

样品会造成一定误差ꎬ因此需要重复测量ꎬ提高试

验结果的准确性ꎮ 另外ꎬ在超薄切片机中还可边

切边在荧光显微镜下查看ꎬ渐渐接近目标位置ꎮ
建议使用荧光显微镜自带的正版测量软件能

够更加便捷的测量目标距离ꎬ不需要通过扫描电

镜进行数据的转化ꎮ 另外在没有荧光显微镜测量

软件的情况下ꎬ可在拍摄视野里放置带刻度的尺

子ꎬ从而大致测量目标距离ꎮ 若未来可以将超薄

切片机与荧光显微镜结合ꎬ我们将实现清晰观察

　 　 　 　

切割过程ꎬ真正做到准确切割目标感受器ꎮ
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