
Techniques and methods 技术与方法

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2020，47（10）：1090~1096

www.pibb.ac.cn

辣根过氧化物酶标记与样品后染色联用在微观
脑联结组学中的应用*

王圣雄 1，2） 陈贞强 3） 韩 华 4）** 郭爱克 1，2，5，6，7）**

（1）中国科学院生物物理研究所脑与认知科学国家重点实验室，北京 100101；2）中国科学院大学，北京 100049；
3）上海交通大学医学院附属瑞金医院卢湾分院，上海 200020；4）中国科学院自动化研究所，北京 100190；

5）中国科学院神经科学研究所神经科学国家重点实验室，中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心，上海 200031；
6）上海脑科学与类脑研究中心，上海 201210；7）中国科学院上海微系统与信息技术研究所，上海 200050）

摘要 三维电子显微成像（volume electron microscopy）是微观尺度脑联结组学（micro-brain connectomics）研究的主要研

究手段 . 自动卷带式连续超薄切片-收片系统（automated tape-collecting ultramicrotome，ATUM）及扫描电镜序列成像系统的

联合应用，是三维电镜成像中一种重要的技术手段 . 该方法利用卷带式收集超薄切片，形成完整的样品切片库，进而在后续

成像中形成样品三维电镜成像数据库 . 根据ATUM系统镜外切片-收片、保留样本切片库等特点，对相应的生物样品制备方

法进行改进，包括树脂配方及树脂渗透方式改良，神经元细胞膜辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）稀疏化标

记与样本切片库后染色联用——从而很大程度上减少样品切片的褶皱率，并使得在整体高衬度的样品图像库中高效地识别

神经元身份成为可能，最终获得符合脑联结组学所需的高质量成像数据 .
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微观尺度（纳米尺度）的神经网络研究最早始

于20世纪80年代在线虫中完成的工作［1］，即利用

电子显微镜的高分辨率，对脑组织样品进行精细成

像，重构并分析相关神经网络的特点，以理解脑功

能的结构学基础 . 然而，受当时技术条件所限，难

以完成对大规模数据的存储和分析，因此进展缓

慢 . 最近10年，基于电子显微学及计算机科学的巨

大发展和进步，微观尺度的脑联结组学也有了蓬勃

的发展，涌现了一批新型的技术和方法 .

使用电子显微镜成像方法观察神经网络的联结

方式，是微观尺度脑联结组学的“金标准”研究方

法［2-3］ . Jeff等［4］开发的自动卷带式连续超薄切片-

收片系统及扫描电镜序列成像系统与Denk等［5］开

发的样品表面原位连续切片成像系统以及聚焦离子

束切片成像系统［6］、透射电镜阵列成像系统［3，7-8］

等，共同组成了目前微观尺度脑联结组学的主要研

究方法 . ATUM系统即在常规超薄切片机上安装一

套卷带式自动收片的机械装置，随着超薄切片进

程，靠近钻石切片刀的收集头通过卷带承载将水槽

中的切片依次收集起来，形成一卷样品的连续超薄

切片库 . 随后将卷带依序粘贴于硅晶圆上，进而通

过扫描电子显微成像，对感兴趣的样品区域进行自

动序列成像，最终获得能够用于三维重构和网络分

析的样品成像库 .

ATUM相比于其他系统，具有成像范围大（可

接受样品尺寸在百微米至数毫米级别）、保留样品

切片库、可实现样品切片后处理及多次不同尺度成

像等优点 . 与此同时，由于其切片-收片处于非真空

环境，如图 1a所示，不仅要求切片方式具有较高

的稳定性，而且大规模连续切片的收集 （图 1b）

和保存（图1c）、扫描电镜序列成像（图1d）以及

感兴趣区域的后处理和多次成像都对生物样品本身
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有很高的要求，因此也存在一系列的问题 . 本文针

对该方法存在的问题，以及其保留样品库的优势，

以黑腹果蝇 （Drosophila melanogaster） 脑组织样

品为例，提出了相应的解决和改进方法 . 黑腹果蝇

作为一种模式生物，是现阶段较为合适的脑联结组

学的研究对象：一方面，黑腹果蝇具有较为丰富的

行为模式，是脑功能及神经环路研究的合适研究对

象；另一方面，与哺乳动物相比，黑腹果蝇脑的神

经元数量少得多，是现阶段脑联结组学研究技术

所能承受的尺度 . 在研究果蝇视觉系统前景 -

背 景 分 辨 功 能 相 关 的 一 类 LC 神 经 元

（lobulacolumnarneuron）的同时，为了获得更高质

量的三维电镜数据组，我们改良了制样过程中使用

的树脂配方和渗透方式，使样品更好地被树脂填

充，以避免超薄切片时产生的样品褶皱；针对特异

性生物学标记易被重金属染色掩蔽的特点，我们采

用特异标记和样品后染色联用的方式，兼顾标记识

别率和样品成像的整体衬度 . 使用改进的样品制备

方法，成功重构了感兴趣的神经元类群 .

1 材料与方法

1.1 动物与试剂

实验果蝇为出蛹后 3～7 日龄，其品系为 LC-

Gal4 > UAS-HRP-mCD8-GFP，实验流程符合国家

及提供实验动物单位制订的有关实验动物福利的规

则和制度．

试剂为 25% 戊二醛、16% 多聚甲醛、磷酸氢

钠、磷酸二氢钠、Tris-HCl 晶体、二氨基联苯胺

（DAB）、30% 过氧化氢、低融点琼脂、柠檬酸铅

（以上试剂购于Sigma Aldrich公司）；2%四氧化锇/

四氧化锇晶体、醋酸铀、EPON812树脂套装（以

上试剂购于EMS公司）；无水乙醇、纯丙酮 .

1.2 样品制备流程

麻醉：将出蛹后 3～7 天的果蝇置于小管中，

将小管置于冰上，对果蝇进行低温麻醉 .

解剖：在含有 2.5% 戊二醛及 2% 多聚甲醛的

0.1 mol/L 磷酸缓冲液中进行果蝇脑的解剖，以保

证组织及时固定 .

预固定：4℃环境下，在上述固定液中将果蝇

脑组织固定 12 h. 低温条件下延长固定时间，能够

保证较好的组织固定效果的同时，减少对细胞内容

Fig. 1 ATUM system collecting serial sections and subsequent SEM array scanning
(a) ATUM system consisting of a UC-7 ultra-thin microtome (arrow) and an automated tape-collecting machine (arrow head). (b) The automated tape-

collecting machine collects serial sections by rolling up the tape in the water boat while the ultra-thin microtome sectioning. (c) A silicon wafer loaded

with tapes reserving sections sequentially. (d) SEM array scanning of sample sections to form a connectomic dataset (adapted from[9]).
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物的抽提作用 .

DAB反应：用 0.1 mol/L磷酸缓冲液漂洗果蝇

脑组织3次，10 min/次 . 配制DAB溶液，即1 ml浓

度 0.1 mol/L、 pH=7.4 的 Tris-HCl 缓冲液中含有

1 mg DAB、1 μl 30%过氧化氢溶液 . 离心后加入上

清液，4℃静置 20 min. 随后置于室温 15 min. DAB

试剂通常比较难溶，因此需要选择溶解度较高的类

型，比如其盐酸盐等 .

后固定及染色：果蝇脑组织用缓冲液漂洗后，

加入含有 1% 锇酸的 0.1 mol/L 磷酸缓冲液，4℃，

2 h. 漂洗后加入2%醋酸铀溶液，4℃，12 h.

预包埋：用2%的低融点琼脂对果蝇脑组织样

品进行预包埋，并按需求将包有组织的琼脂块切割

成合适的大小及形状 . 琼脂预包埋可以用来保护后

固定后变脆的组织，且方便树脂包埋时组织位置及

朝向的确定 .

脱水及渗透：用 50%、70%、90% 的酒精溶

液、45%酒精-45%丙酮的混合液、90%的丙酮溶

液各 1 次及 100% 的丙酮溶液 3 次对脑组织进行梯

度脱水，10 min/次 . 用树脂∶丙酮体积比为 1∶3、

1∶1、3∶1的梯度渗透液及纯树脂液对脑组织进

行渗透，分别为4 h、4 h、12 h、4 h/梯度 .

包埋及聚合：用平板包埋法将脑组织包埋于树

脂中，在烘箱中37℃ 12 h、45℃ 12 h、60℃ 24 h进

行梯度升温聚合 .

切片及收片：使用 ATUM 系统对样品进行切

片，并将连续切片收集于亲水化预处理的收集条带

上，并将条带贴于4英寸硅晶片上 .

后染色：用去除二氧化碳的双蒸水配制浓度

0.2%的柠檬酸铅染液，并加入 1～2滴 10 mol/L氢

氧化钠溶液，使柠檬酸铅染液从乳白色至澄清 . 在

低二氧化碳浓度的环境中对样品进行染色 3～

5 min，随后漂洗 .

2 结 果

2.1 样品切片褶皱问题的解决

样品超薄切片时常见的问题是切片在应力作用

下产生褶皱 . 在常规电镜成像中，由于仅需要以取

样的方法获得小样本量数据，因此可以选取无褶皱

区域进行观察 . 在联结组学研究中，由于需要观察

由数百甚至数千神经元构成的网络联结，因此需要

对同一区域样品连续切片进行成像及后续神经元投

射追踪、突触识别等重构工作 . 样品切片褶皱产生

的人工痕迹（artifacts）将严重影响数据质量及重

构的准确性，甚至可能性［3］ . 我们尝试了不同树脂

配方，发现树脂聚合程度及树脂渗透情况对样品切

片的褶皱情况存在显著影响，而预期有影响的树脂

硬度实际对样品切片的褶皱情况影响很小 .

使用镜外切片的方式收集样品，尘埃颗粒和样

品褶皱是两大主要的人工痕迹来源 . 前者可以通过

提高环境洁净度加以改善，而后者在大数据图像库

中，是较难控制和解决的问题，如图2a所示 . 我们

发现树脂的聚合程度及渗透情况对样品褶皱起到了

重要影响——同样使用树脂供应方EMS公司推荐

的medium硬度树脂，及更多的树脂渗透次数和时

间条件下（树脂与丙酮混合渗透液从 1∶2、2∶1

比例渗透 2次，4 h/次增加为 1∶3、1∶1、3∶1比

例渗透3次，分别为4 h、4 h、12 h/次），使用预配

制并冻存的树脂（提前3～5天配制），其聚合程度

较高，不利于树脂渗透填充样品内部空间，超薄切

片时样品会产生严重褶皱，如图 2 b；使用新鲜配

置的树脂（当天配制），能更好地渗透填充样品，

样品内部与外部材质更为均一，超薄切片时所受应

力变化较小，样品能够保持平整，如图2 c. 在电镜

下观察，也没有发现样品产生细小的褶皱，如图2

d. 另一方面，树脂硬度被认为是造成样品褶皱的因

素之一，因此我们比较了不同硬度EPON812树脂

对样品褶皱的影响，即在我们改进的树脂渗透方式

下，使用EMS公司推荐的 soft，medium，hard 3种

配方树脂进行实验，如表 1 所示 . 实验结果表明，

对于果蝇脑组织样品，可接受的树脂软硬程度范围

Fig. 2 Samples with and without folds while undergoing
distinct preparation processes

(a) Folds (arrows) often seen in volume EM dataset[3]. (b) Folds on

samples undergoing regular preparation process. (c) Flat samples

prepared with modified process. (d) EM image of samples in (c).
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较大，在 3 组实验中样品均没有产生明显的褶皱

（图3） . 因此，对于果蝇脑组织样品，树脂的渗透

程度对于样品切片褶皱情况的影响远大于树脂硬度

的影响 .

2.2 辣根过氧化物酶标记及后染色方法联用在

ATUM系统下的应用

辣根过氧化物酶标记是电镜成像中的常用生物

学标记方法［10-12］ . 在脑联结组学研究中，在感兴趣

神经元细胞膜上表达辣根过氧化物酶，加入底物二

氨基联苯胺 （diaminobenzidine，DAB） 及过氧化

氢，完成HRP酶促反应，在细胞膜上沉积具有较

高电子密度的产物，可在电镜成像数据组中用以标

记相应神经元，以避免通过形态学方法在工作量极

大的密集型重构工作中识别神经元身份 . 微观尺度

的脑联结组学通常使用双锇酸后固定及染色的样品

制备方法，使膜结构整体衬度较高，便于神经元投

射追踪和亚细胞结构的识别 . 然而由于需要在电镜

成像数据组中确认细胞膜加深标记，所以使用双锇

酸方法将掩蔽标记信号 . 在ATUM系统中，我们对

具有特异性标记的样品连续切片进行一次成像，定

位相应神经元 . 通过样品切片的后染色等处理，可

以进一步提高样品的整体衬度，并进行二次成像获

得图像质量更高的电镜成像数据组 . 通过两套数据

组的比对，就能实现在高质量的数据组中定位感兴

趣的神经元 .

我们以黑腹果蝇脑组织样本为例，利用果蝇系

统中的二元基因表达工具Gal4-UAS系统对视叶小

叶区域的 LC 神经元细胞膜进行 HRP 标记，再如

1.2中所述加入底物DAB及过氧化氢进行HRP酶促

反应，呈现特异的深色着色，从而识别感兴趣的

LC神经元类群（图 4a，b） . 由于样品仅采用单锇

染色，除被HRP标记的细胞膜外，其他细胞膜结

构衬度较低，难以在后续的三维分析中被完整地重

构（图4c） . 我们通过柠檬酸铅后染色的方法，对

经过一次成像的样品进行染色，从而使细胞结构在

二次成像时具有更高的衬度（图4d） . 比对一次成

像和二次成像数据，即可在整体较高衬度的数据组

中识别感兴趣神经元，达到稀疏化标记目的的同时

提高了三维重构的可能性和准确性 .

2.3 基于本样品制备方法完成的神经元超微三维

重构

基于上述方法，获得了一套体积约 90 μm ×

60 μm × 100 μm，横向分辨率 3 nm，纵向分辨率

50 nm的包含黑腹果蝇视叶小叶区的电镜数据库，

并对其中一类 LC 神经元进行了标记、追踪和重

构 . 在该数据组中，可见较为完整和清晰的细胞结

构，包括细胞膜、线粒体、囊泡、突触前加深等

（图 5a） . HRP 标记的细胞膜和未标记的细胞膜，

在电镜成像中具有显著的衬度差异性（图5b），可

以作为感兴趣神经元的特异标记进行身份识别，与

其他脑联结组学工作相比较，在神经元类型识别上

具有明显优势［13-14］ .

在具有标记信息且整体衬度较高的数据组中，

我们使用机器学习（machine learning）的方法自动

重构了感兴趣神经元的三维形态及突触联结位点，

并结合人工校验使获得的联结组数据具有可靠的生

物学意义 . 对于突触结构的识别，由于其分布较为

稀疏，直接采用全卷积神经网络进行分割容易陷入

局部极值，因此我们采用了基于Mask R-CNN的检

测分割方法来实现突触联结位点的定位，能够有效

Table 1 Volume ratio of components in Epon 812 resin

Resin hardness

Epon 812

DDSA

NMA

Soft

1

1.1

0.25

Medium

1

0.8

0.4

Hard

1

0.45

0.6

Fig. 3 Samples prepared with resins of distinct hardness
(a), (b) and (c) represent samples prepared with soft, medium and hard resins respectively.



·1094· 2020；47（10）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

避免过拟合现象 . 另外，由于目标较小，采用

Feature Pyramid Network（FPN）［15］的金字塔结构，

能够有效地保留细节信息，实现小目标的检测和分

割 . 在测试集中，评价算法的检测效果，准确率和

召回率分别为 49.4%和 86%. 对于神经元形态的自

动重构，首先人工标记感兴趣神经元在每一层上的

骨架点，并以这些骨架点作为初始种子点，向外扩

充直至神经元的边界停止，得到神经元的 2D分割

结果，最后在同一根骨架上的分割结果串联在一

起，实现感兴趣神经元的 3D重建 . 其中从种子点

Fig. 5 3D-reconstruction of one LC type neurons
(a) SEM images of serial sections showing a labelled neuron (blue pentangle), a non-labelled one (red pentangle) and T-bar ribbons as presynaptic

density (arrows). (b) Statistic data indicating significant variance of relative contrast between labelled membranes and non-labelled ones in (a). P<

0.05. Blue pentangle labelled neuron is denoted as neuron a and red one, neuron b. (c) ~100 reconstructed LC neurons. (d) One of the reconstructed

neurons projecting along the neuropil for ~100 μm. Red balls represent synaptic connections.

Fig. 4 HRP labelling and post-staining applied in ATUM system
(a) EM image of Drosophila optic lobe. (b) HRP labelled neuronal membrane(arrow). (c) EM image of samples without post-staining. (d) EM image

of post-stained samples.
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向外扩充的部分是此流程中的重点，我们采用了一

种迭代神经网络 （flood filling network，FFN）［16］

来实现 . 在测试集中，我们计算了该算法的准确率

和召回率，分别是 94% 和 74%.

通过标记信息，我们识别并重构了一种类群的

LC神经元，共105个 .联结组数据包含这些神经元

的形态结构、分布状况、化学突触联结位点及长程

投射模式等详细信息：该类神经元在整个视叶小叶

区广泛分布，其树突主要分布于小叶第二至第四

层，轴突从小叶区以两支并行的方式投射至视小球

（opticglomeruli），总长度约 100 μm. 重构的部分结

果如图5c，d所示 .

3 讨 论

电子显微成像是微观尺度脑联结组学最重要的

研究手段 .样品表面原位连续切片成像系统和聚焦

离子束切片成像系统采用镜内切片并成像的方式，

能够获得纵向分辨率更高的三维成像数据库，然而

在横向尺度上难以容纳切面面积较大的样品，且无

法保留样品切片 . ATUM系统可以建立并完整保存

大样品的超薄切片库，使得获取大样本数据及后续

的生物学操作例如光电联用 （corelated light and

electron microscopy）等成为可能 .

本文通过对制样流程的改进，成功解决了

ATUM系统在样品收集过程中容易产生的样品褶皱

问题，提高了三维重构的准确性 . 同时结合HRP标

记方法和柠檬酸铅后染色的方法，对感兴趣神经元

进行稀疏化标记，避免了通过密集重构获取神经元

形态学特征，从而识别神经元身份这一工作量极大

的过程，降低了后续三维重构工作的任务量和难

度 .随着对脑结构和功能研究的深入，小型哺乳类

乃至非人灵长类的脑联结组研究亦将纳入日程 . 面

对极为庞大的样品库及后续分析的数据量，前期样

品的制备方法必然对整个研究过程起到至关重要的

影响 . 从制样的角度减少脑联结组学研究的工程

量，是本研究的初衷和目的 .
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Application of Horseradish Peroxidase Labeling Along With Post-Staining
Improves Data Quality in Micro-Brain Connectomics*
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Abstract For micro-brain connectomic research, volume electron microscopy is a main method in which it

plays an important role for the application of automated tape-collecting ultramicrotome (ATUM) system and array

imaging with scanning electron microscopy together. ATUM system enables collecting a large amount of serial

sections to be imaged with SEM to form a huge dataset. With regard to the nature of non-vacuum sectioning and

sample reserving, we modified and improved the sample preparation process including resin recipe, HRP labelling

and post-staining method in order to reduce folding rate of sample sections and make it possible for identifying

certain types of neurons in high-contrast imaging dataset, thus obtaining dataset of high quality for connectomic

research.
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