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摘 要：优化脂质体及胰腺癌细胞外泌体的透射电子显微镜（TEM， transmission electron microscopy）样品前处

理条件，以提高透射电镜下的成像质量并保护样品结构完整性。针对脂质体和外泌体在TEM下成像衬度弱、结

构易受损的问题，系统探索了一系列样品前处理实验方法，包括滤膜除尘、琼脂糖凝胶柱纯化、磷钨酸负染、

真空加热干燥及提取液浓度稀释等。通过透射电镜观察，分析了不同实验条件下脂质体及外泌体的形态特征，

并讨论了其对透射电镜成像效果的影响，从而为得到更真实可靠、满足分析要求的透射电镜形态结构观察表征

提供参考依据。结果表明，相比常规磷钨酸负染法，脂质体样品经滤膜除尘及凝胶柱纯化后成像效果得到提升。

对于外泌体样品，优化磷钨酸负染时间及样品浓度，其尺寸分布均匀，形态特征明显。
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microscopy and morphological observation
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Abstract： This study aims at optimizing the pre-treatment method for liposome and exosome derived 

from pancreatic cancer cells in transmission electron microscopy （TEM） to enhance imaging quality 

and preserve sample structural integrity. To overcome the challenges of poor contrast and structural 

vulnerability during TEM imaging for liposomes and exosomes， a thorough investigation of various 

pre-treatment methods was conducted， including filter membrane dust removal， agarose gel column 

purification， phosphotungstic acid （PTA） negative staining， vacuum heating drying， and extraction 

solution dilution. The morphological characteristics of liposomes and exosomes under these pre-

treatment conditions were analyzed. Each of these pre-treatment methods was evaluated for its impact 

on the quality of TEM imaging and the preservation of the samples’ structural integrity. The results 

offer an insight for achieving more authentic and reliable TEM morphological characterizations， 
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ensuring compliance with rigorous analytical standards. The results showed that， compared to the 

conventional PTA negative staining method， the imaging quality of liposome samples was improved 

after filter membrane dust removal and gel column purification. For exosome samples， optimizing PTA 

negative staining time and sample concentration could result in uniform distribution and distinct 

morphological features.

Key words： liposome； exosome； TEM； morphological character； sample pre-treatment method

英国科学家 Bangham Alec 在 1965 年首次提出

了脂质体的概念，为脂质体的研究奠定了坚实的

基础（Deamer， 2010）。脂质体是一种由磷脂和胆固

醇等成分形成的脂质双分子层封闭囊泡结构，其

形态通常为球形或椭圆形，直径多在 10~200 nm之

间，且尺寸可以根据制备条件和需求进行灵活调

控，以适应多样化的实验需求（鲍倩倩等，2022）。

从性能上而言，由于其与细胞膜的脂质双分子层

具有高度相似的特性，脂质体可以与细胞膜融合，

从而将囊泡包裹的载物释放到细胞内，被视为一

类高效的药物载体（冯赫宣等，2024）。脂质体的这

一性能在疫苗研发领域得到了广泛应用，尤其是

在针对新型冠状病毒（COVID-19）的研究中，各类

mRNA 疫苗纷纷采用脂质体作为递送载体，有效

地避免了核酸被降解，提高了 mRNA 进入细胞的

效率（Fang et al.， 2022）。脂质体虽然是一种有效的

载体，但本质上是外源性物质，因此容易被单核

巨 噬 细 胞 系 统 迅 速 清 除 ， 靶 向 性 并 不 理 想

（Rayamajhi et al.， 2019）。相比之下，外泌体是广

泛存在于组织中的天然内源性纳米颗粒，是由真

核细胞分泌的尺寸介于 30~150 nm 之间的微小囊

泡，呈杯碟状或一侧凹陷的半球形，被双层脂质

膜所包裹（谢月娜等，2024）。外泌体的独特膜结构

以及卓越的生物相容性赋予了它们在细胞间传递

物质的卓越能力，它们能够将 RNA、蛋白质以及

其他分子从宿主细胞高效地转运至受体细胞，被

称为细胞间的“闪送员”（Tenchov et al.， 2022）。然

而，外泌体的载药量相对较低，且修饰的灵活性

不足，这些缺点在很大程度上限制了其作为药物

载体的进一步开发和应用（Kimiz-Gebologlu et al.， 

2022）。总体而言，外泌体与脂质体在结构上具有

相似性（图 1）（Din et al.， 2017；Tienda-Vázquez et 

al.， 2023），它们都包含脂质双分子层且粒径相近，

因此外泌体有时也被誉为“天然的脂质体”。在生

理功能上，两者各有特点，展现出良好的互

补性。

在脂质体和外泌体的应用研究中，质量控制

是一个至关重要且颇具挑战性的环节（de A C 

Kodel et al.， 2025）。脂质体的质量，包括其包封

率、载药率与稳定性，很大程度上取决于其囊泡

结构的均匀性和稳定性。根据 2014 年国际细胞外

囊泡协会（ISEV）发布的指导手册（MISEV）（Théry 

et al.， 2018），用TEM观察样品中细胞外囊泡的形

态特征是鉴定外泌体的基本方法之一。冷冻透射

电镜将低温快速冷冻技术与透射电镜相结合，揭

示了样品在接近生理状态下的纳米级结构，有效

图1　脂质体和外泌体的结构示意图

Fig. 1　Schematic diagram of general structures of liposome and exosome
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解决了生物样品在常温条件下脱水、辐射损伤等

导致的结构失真问题，在脂质体、外泌体形态及

结构研究中发挥着不可估量的作用（Almgren et 

al.， 2000）。然而，冷冻电镜不仅价格昂贵，而且

其技术实现及数据收集与处理面临着诸多挑战。

常规 TEM 制样及操作相对简单易行，图像解读分

析直观。样品制备及前处理方法同样是常规 TEM

研究中最基础且最关键的步骤，对获取样品形态

完整性以及微观结构的清晰图像起到决定性的作

用。在电镜样品制备领域，有句俗语“电镜易得，

制样难求”，也强调了高质量样品获得的重要性。

同时外泌体和脂质体样品都由原子序数低且电子

密度低的元素碳（C）、氢（H）和氧（O）构成，导致

透过样品与背景的电子束差异较小，成像衬度较

弱，及样品定位困难等问题。故在本工作中，选

择电压较低（80 kV）且具有高衬度透镜的常规TEM

进行样品表征，实现低损伤、大视野及高对比度

观察的目的。

另外，虽然脂质体和外泌体都具有磷脂双分

子层膜，但两者 TEM 样品前处理方法不尽相同。

通常情况下提取出来的外泌体浓度都比较低，倘

若采用滤膜除尘和凝胶柱纯化等方法会造成外泌

体损失，导致外泌体的浓度更低，那么在 TEM 下

很难被观察到。为了进一步增强样品与背景之间

的对比度，通常采用重金属负染的实验方法（Baxa 

et al.， 2020）。负染色剂主要包括醋酸双氧铀、磷

钨酸及钼酸铵溶液（Friedrich et al.， 2010； 仲为等，

2017； D'souza et al.， 2023）。醋酸铀是一种典型的

负染色剂，但其价格昂贵、见光易分解和具有强

的放射性和腐蚀性的缺点。磷钨酸染液配制简单，

室温下易于存储（Claussen et al.， 2003； Minami et 

al.， 2017），比较受研究者推崇。例如郭宇飞等

（2008）通过磷钨酸负染鸭瘟病毒粒子后进行 TEM

观测，发现大多数病毒呈直径为 150 nm 左右的圆

形，得到了很清晰的观察结果； Minami et al.

（2017）比较了几种负染液 TEM 观察效果，发现适

当的磷钨酸浓度及合适的染色时间能获得充分

的染色衬度及清晰完整的形貌。相比之下，脂

质体是制备合成出来的，浓度比提取的外泌体

浓度大很多，故脂质体可以通过更多更具体的

优化方法实现颗粒的分散和筛选，从而提高脂

质体的质量。

基于上述背景，本研究以核壳结构聚乳酸纳

米粒子为内核、磷脂分子为壳层制备的脂质体以

及从胰腺癌细胞中提取的外泌体为研究对象，从

制样、寻样、提高透射电镜图像衬度的操作技术

出发，分析探讨了样品的制备及前处理条件对形

貌的影响。透射电镜制样步骤的持续优化及技术

创新为脂质体和外泌体的 TEM 表征工作提供了指

导性的思路，并为它们后续在药物载体或癌症标

志物方面的研究奠定了基础。

1 实 验

1. 1　脂质体制备

脂质体配方（摩尔比）：二肉豆蔻酰磷脂酰甘

油（DMPG）/二油酰基-三甲基氯化铵（DOTAP）/二

硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇（DSPE-PEG）=

75/20/5。DMPG、DOTAP 和 DSPE-PEG 分别溶解

于氯仿中，配置成1 mg/mL的溶液备用。若遇上述

脂质不能完全溶解，可以超声震荡 1~2 min或者升

温至 30 ℃维持 5 min 令其溶解。按照预设比例混

合上述三者溶液后，37 ℃旋转蒸发，随后常温抽

真空干燥约 30 min，最终配备得到浓度为 0.1 mg/

mL脂质体溶液。

1. 2　脂质体悬浮液滤膜除尘及凝胶柱纯化

用 5 mL注射器吸取上述液体，并将针头更换

成 0.8 μm 的滤膜，缓慢挤出液体，这一步会除去

大粒径颗粒。用巴氏滴管吸取琼脂糖凝胶 6 B，使

填料柱子高度大约为 0.5~1 cm。用 3~5 mL 去离子

水分 2~3次清洗柱子，洗掉保存液。在液面接近填

料时，开始加入 1~2 mL上述脂质体溶液。舍弃前

200~300 μL的洗脱液，后用 1.5 mL EP管收集，每

管收集 500~700 μL 为宜。随着液体流出，加入

1 mL去离子水洗出最后的脂质体部分。

1. 3　脂质体透射电镜样品制备及负染

通过薄膜水化法制备好新鲜的脂质体悬浮

液，用移液器吸取 10 μL 至铜网上，为了避免液

滴散开到铜网区域之外，将铜网放在锡箔纸而不

是滤纸上。在真空干燥箱中 37 ℃烘干 6 h 后，滴

加 10 μL w = 2.5%磷钨酸溶液至铜网，室温静置染

色 5 min。随后用滤纸吸走多余染色液，并于 60 ℃

烘箱烘干8 h。

1. 4　外泌体

首先将梯度超速离心得到的外泌体分为稀释和

不稀释两部分，再分别进行以下实验。将得到的外

泌体用磷酸缓冲盐溶液重悬后，取 10 μL滴加在铜

网上，静置 2 min使样品吸附在铜网的碳膜上，随

后为避免样品过厚，用滤纸吸走多余液体。再向铜
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网滴加10 μL w = 1%磷钨酸溶液负染1 min，使负染

剂与样品充分接触，从而实现有效染色。最后用滤

纸吸去多余的染色液，在室温下自然干燥即可。

2 透射电镜表征

本实验测试用到的载网是普通碳膜铜网，透

射电镜型号是HT7800，选择的加速电压是80 kV。

3 结果与讨论

3. 1　脂质体的负染观察

在脂质体透射电镜制样及前处理的初步探索

性研究中，首先样品不做除尘和纯化处理，直接

采用磷钨酸常规负染技术，80 ℃进行真空干燥后，

在透射电镜下观察。如图 2所示，不同放大倍数下

的 TEM 结果表明脂质体的尺寸分布不均匀，呈不

规则球形，囊泡结构受损，出现收缩及破碎的特

征，核壳结构难以被有效观测。并且视野中存在

团聚体和大颗粒，这使得脂质体难以被准确定位。

此外，染色效果不均匀，背景中的杂散物严重影

响了图像的清晰度，导致图像背景噪声增大，灰

度分布密集且对比度较低。这些因素共同作用，

使得许多细节信息难以被识别，从而无法准确判

断样本是否为脂质体。总体而言，负染所得的

“负像”未能真实反映脂质体的囊泡结构特征，负

染液遗留在囊泡表面局部凹陷处，且载网表面有

负染液残留的痕迹等，造成 TEM 观察时产生

“假象”。

3. 2 脂质体经滤膜和纯化后观察

为了解决透射电镜成像过程中背景污染的问

题，并简化实验操作流程，本研究采取了一种改进

的制样方法。具体而言，摒弃了传统的染色以及真

空干燥步骤，而是在对脂质体样品进行滤膜除尘处

理后，直接滴加在铜网上，并让其自然晾干。随

后，将晾干后的样本载入透射电镜进行测试，如图

3所示。所制备的脂质体轮廓分明，易于在视野中

辨识。脂质体呈比较规则的球形结构，未发生明显

形变，背景较为清晰。这些结果表明，简化的制样

方法能够有效提高透射电镜成像的质量，但样本中

脂质体的分布仍存在一定的不均匀性。

为了进一步优化脂质体颗粒的分布均匀性，本

研究采用滤膜除尘和琼脂糖凝胶柱纯化联用的方法

对 TEM 制样步骤进行了细致的调整。经过这些优

化措施后，所得到的TEM成像结果如图4所示。与

未经过滤膜除尘和琼脂糖凝胶柱纯化的脂质体相比

（Chetanachan et al.， 2008），优化后的制样方法显著

提升了背景的清洁度，脂质体的形貌呈现出规则且

分散性良好的球形，其核壳结构轮廓分明，未发生

形变，并且易于识别和定位。这些改进不仅提高了

脂质体的成像质量，而且为脂质体的形态学研究和

粒径调控提供了更为可靠的实验基础，进而有望提

升脂质体制剂的整体质量。

如图 5a 所示，为进一步量化优化效果，利用

Image J 软件对脂质体颗粒的粒径进行统计分析。

结果表明，琼脂糖凝胶柱纯化后的脂质体粒径控制

图3　滤膜除尘后的脂质体透射电镜图

Fig. 3　TEM images of liposomes after 

            filter membrane dust removal

图2　磷钨酸负染及真空干燥后的脂质体

不同放大倍数的透射电镜图

Fig. 2　TEM images with different magnifications of 

       liposomes after negative staining with 

        phosphotungstic acid and vacuum drying

图4　滤膜除尘和琼脂糖凝胶柱纯化的脂质体透射电镜图

Fig. 4　TEM images of liposomes after filter membrane 

             dusting and agarose gel column purification
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精度更高，分布更窄，成像质量明显改善。将优化

制备得到的 DMPG 脂质体分散在水溶液后，如

图 5b所示，其粒径在 1~3 d内基本保持不变，说明

制备的脂质体能保持较为稳定的状态。

同时，研究了其他类型的脂质分子 DMPC（磷

酸胆碱为头基）代替DMPG，通过相同的优化方法

进行脂质体 TEM 样品前处理。如图 6 所示，也能

得到粒径分布均一、球形结构清晰且背景干净的

TEM图像。

其实在已发表的有关脂质体的文献中，多数

集中在脂质体本身的合成制备以及作为药物递送

载体的临床应用研究（Filipczak et al.， 2020； Zheng 

et al.， 2023），对脂质体透射电镜前处理的研究鲜

有报道。然而，TEM 在脂质体的表征中不仅提供

了形态和结构的直观信息，还为优化制备工艺、

评估稳定性和研究药物递送机制提供了重要的技

术支持。所以本文对于滤膜除尘及琼脂糖凝胶柱

优化脂质体的透射电镜结果的分析研究具有一定

的创新性。滤膜除尘技术在粒径控制和杂质去除

方面表现出色，适用于需要高均一性和高纯度的

样品；而琼脂糖凝胶法则在分子筛分和纯化效果

上具有显著优势，适用于分离不同大小的生物大

分子。在实际应用中，需要根据样品的具体特性

和实验需求，合理选择和组合这两种技术，以达

到最佳的纯化效果。

3. 3 外泌体负染后观察

在 TEM 分析测试外泌体形态结构的过程中，

一个关键挑战在于如何实现样本颗粒的均匀分散，

以确保颗粒独立存在而不发生团聚。当样本浓度

过高时，颗粒倾向于团聚结块，导致分散不均匀，

无法准确反映其真实形态；而当样本浓度过低时，

由于外泌体本身衬度较低，其在电镜下的识别变

得极为困难，这不仅耗费大量的时间和精力，而

且可能影响对外泌体形态特征的准确评估。因此，

确定适宜的样本浓度和制样方法是获得高质量

TEM 图像的先决条件。图 7 为稀释 5 倍后外泌体

（1.27×109 particles/mL）悬浮液的 TEM 明场像。结

果显示，在载网上难以观测到外泌体。分析原因

可能在于，通过超速离心法提取的外泌体量低于

使用外泌体沉淀试剂提取的量，加之胰腺癌细胞

培养上清液中外泌体的自身含量较低，导致分离

得到的外泌体浓度偏低，不利于 TEM 成像观察。

这些发现强调了在 TEM 分析前，对外泌体样本浓

度进行精确评估和优化的重要性。

图 8 展示了未经稀释的外泌体悬液的 TEM 图

像。与稀释后的样本相比，未稀释样本中外泌体

更易寻找，形态特征更为明显，易于识别。在负

染色的 TEM 结果中，外泌体呈现出典型的圆盘或

杯托状形态，在其边缘可观察到一圈略微明亮的

亮圈，如红色箭头所示。这一现象是因为外泌体

的脂质成分在电子显微镜下的电子密度相对较低，

图6　基于DMPC脂质体的TEM图像

Fig. 6　TEM images of DMPC liposomes

图5　DMPG脂质体在琼脂糖凝胶柱纯化前后的

粒径统计及其粒径随时间的变化

Fig. 5　Particle size statistics of DMPG liposomes before 

            and after purification;Time dependent changes 

          with particle size of DMPG liposomes
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不易被重金属盐背景所掩盖。因此，透射电子能

够较容易地穿透外泌体结构，使得外泌体在负染

色的背景下呈现出高亮状态，而背景则相对暗淡。

这种对比增强了外泌体的可视性，有助于对其形

态特征进行更准确的分析和评估。

除了研究浓度是否稀释之外，还对染色时间

分别为 30、60以及 90 s进行了探索。如图 9a所示，

染色时间过短（30 s），在透射电镜下很难找寻到可

供观察的染色区域，外泌体颗粒的表面被染液包

被，双层膜及典型的杯托或圆盘状结构模糊不可

见。如图 9b 所示，增加染色时间至 60 s，外泌体

的轮廓已经清楚可见，但外泌体的胞膜边缘仍不

清晰。如图 9c和 9d所示，再适当地增加染色时间

至 90 s，可观察到提取的外泌体呈表面凹陷的圆盘

状囊泡结构，双层膜结构清晰锐利，背景与样品

图像反差明显，染色效果最佳。本工作中未对胰

腺癌外泌体采用脂质体优化的方法，原因在于胰

腺癌外泌体提取浓度通常较低，而滤膜除尘和凝

胶柱纯化等步骤可能导致外泌体进一步损失，极

大降低外泌体的获得率，难以在透射电镜下清晰

观察，亦影响了后续实验研究。

4 结 论

透射电镜样品制备及前处理是一项技术要求

高且流程繁琐的工作，每个实验步骤都需要严格

精细控制。本文细致探讨并优化了脂质体和外泌

体透射电镜样品制备的条件，包括染色时间调节、

样品浓度、滤膜除尘处理、纯化步骤以及是否加

热干燥等关键细节，并比较了脂质体和外泌体在

透射电镜下的形态特征。结果表明，经滤膜除尘

及凝胶柱纯化后，未经负染的脂质体呈现出均匀

分散的球形结构。外泌体悬浮液经调节浓度并负

染后，可观察到明显的圆盘状形态。展望未来，

需要进一步深入研究脂质体和外泌体的潜在临床

应用，特别是在药物递送和疾病诊疗领域，以期

发挥其更为重要的作用，为患者带来更为有效的

治疗方案。
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