用户取材须知及注意事项
电子显微镜从诞生之日起就受到世人瞩目，经过七十多年的发展，电子显微镜技术现已广泛应用于各科研、医学领域，对科研的发展及疾病的治疗做出了极为重要的贡献。电镜室的工作人员主要负责电镜制样及观察工作，但是取材必须是由研究生和科研人员亲自操作，标本取好、固定后送至电镜室。在生物样品的取材过程中容易出现的问题最多，取材不当，会直接影响到实验结果，因此，取材是整个样品制备过程中的关键步骤之一。
１　取材实验前的准备工作
１．１　实验设计
由于透射电镜实验所用试剂昂贵，费用较大，实验周期相对较长，因此，周全的实验设计是必不可少的。在实验设计中，实验者首先需要明确实验目的，然后选择合适的实验动物及试剂，备齐实验器具，合理安排实验流程，并做好预实验工作，以检验实验设计的科学性。实验时，还必须严格设立对照组。不仅要有正常对照，有时还应设立和实验组相同条件的对照。实验组和对照组的动物必须在相同条件下取材，在时间上尽量同步，采用相同的缓冲和固定液，取材部位完全相同，以增加实验的可靠性。此外，各组实验动物还应该具有一定的数量，得出的结论才较为可靠及有利于统计学分析。
１．２　器械及试剂的准备
取材前应准备好实验器械及试剂：直弯剪各一把、大小镊子各一把、止血钳若干、双面刀片、卡片纸或玻璃皿、冰台、青霉素小瓶、各种预冷的缓冲液及固定液等。不同的电镜技术所需试剂是不同的。如缓冲液的使用，常规电镜技术一般使用磷酸缓冲液；电镜细胞化学技术和免疫电镜技术一般使用二甲砷酸盐缓冲液。
１．３　实验动物的准备
根据实验目的选择合适的实验动物，并在有资格认定的部门购买，同时应饲养在和其品级相应条件的环境下，否则实验结果可能得不到承认。实验动物还应避免从远处运来因外界环境因素的改变而发生的生理状态的变化。
２　取材时的注意事项
２．１　取材的要点
取材是电镜生物样品制备的第一步，也是十分重要的一步。为了保证取材位置的准确性，取材必须由每个实验者亲自操作。取材时需要注意的要点是：快、冷、小、净、准、避免机械损伤。 快：取材应在实验动物血流还未停止时就快速取材。因为组织一旦缺血，细胞就会处于缺氧状态，细胞内的溶酶体会释放一些酶使细胞自溶，从而破坏细胞的超微结构。因此，组织一旦离体就应立刻固定。最好在１ｍｉｎ之内浸泡于固定液中。 冷：为了降低酶活性，减少细胞自溶，取材的环境温度应尽量保持低温。组织离体后，需在冰台上切小块，冰台上需覆盖一层厚卡纸或玻璃皿，以避免组织与冰直接接触，造成冰晶的形成，影响后续电镜观察。操作时所用固定液和缓冲液需要预冷为４°。 小：由于固定液渗透速度缓慢的影响，组织块需切成小于1mm3的立方体小块或截面为1mm2长方体。通常情况下，无方向性的组织，如肝脏、肾脏、肺脏等，切成立方体小块，有方向性的组织，如皮肤、肠、神经、肌肉等，切成长方体小块。 净：尽量避免将血液或组织液带入固定液中，影响固定液的浓度及Ｐｈ值。冲洗组织块可用缓冲液或生理盐水，忌用自来水直接冲洗。 准：取材部位一定要精确。电镜制样要求组织块很小，电镜观察的视野更小，因此，要根据需要观察的内容，选择具体的取材部位。比如肾脏中皮质和髓质的超微结构是不同的，若要观察肾小球的结构就必须取皮质部分的组织。 避免机械损伤：取材时，动作要轻柔，刀片要锋利，
切割时避免来回牵拉，以防止发生机械损伤。避免由于人为因素造成的实验结果的假象。
２．２　取材的具体过程
将预冷的固定液滴在冰台上的卡纸或玻璃皿上，将实验动物进行麻醉或颈椎脱臼。打开胸腔或腹腔，暴露所需器官，在血流未完全停止前剪取需要的组织块，用预冷的缓冲液或生理盐水将血液及组织液冲洗净，迅速放在卡纸或玻璃皿上的固定液中，用双面刀片将剪刀和镊子剪过或夹过的部分切掉，然后按要求切成小块移入装有固定液的小瓶中，贴好标签，置于4℃保存。一些特殊样品的取材方法：如脑、脊髓、视网膜组织需要灌流固定后再取材；悬浮细胞及菌类收集到离心管中，以1500r/m的速度离心5min，然后加入固定液重悬后4℃固定；在收集贴壁培养细胞时，如使用胰酶消化细胞，将会使细胞链打开，细胞骨架将会发生改变。因此需使用细胞刮子将细胞轻轻从培养皿中刮下后，用吸管收集到离心管中进行固定。
