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摘要 电子显微成像技术的快速发展使得对完整细胞、组织乃至整个机体进行高分辨三维结构解析研究成为可能，这些可

进行大尺度生物样品三维结构研究的电子显微成像技术统称为体电子显微学技术（volume electron microscopy，vEM）。近

年来，vEM在研究尺度、分辨率、吞吐量和易用性等方面发展迅速，在整个生命科学领域的应用呈爆炸式增长，该技术因

此被《自然》（Nature）评为2023年最值得关注的七项前沿技术之一。然而，vEM相关技术的发展和应用在国内起步较晚，

亟待进一步推广。本综述涵盖了vEM的发展历程、技术分类、样品制备、数据收集、图像处理等全方位的内容，便于生命

科学、医学等领域研究人员去了解、学习、应用和进一步发展该技术。
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体 电 子 显 微 学 技 术 （volume electron 

microscopy，vEM）能在纳米分辨率揭示细胞、组

织、器官，甚至整个生物机体的三维（3D）结构。

随着样品制备自动化程度的提升、成像通量的扩

大，以及分辨率的突破，vEM 已经在生命科学、

医学等领域的研究中被广泛应用，是一项正在经历

快速发展的前沿成像技术。

vEM 成像技术的样品在取材之后，通过化学

固定或冷冻固定等方式制备。通常，利用电子显微

镜，将固定后的样品进行深度大于 1 µm的连续成

像的方法划归为 vEM成像技术。根据成像原理的

不同，vEM成像技术主要分为两类：一类是基于

透射电子显微镜（transmission electron microscopy，

TEM）的 vEM成像技术，另一类是基于扫描电子

显微镜 （scanning electron microscopy，SEM） 的

vEM成像技术。其中，TEM技术使用电子束穿透

样品后收集携带结构信息的弹性散射电子成像，而

SEM是电子束在样品表面进行光栅扫描，利用二

次和/或背散射电子生成图像。不论采取哪种方式，

样品中变化多端的超微结构在电子束照射后，相机

会收集产生携带样品结构信息的不同能量的电子信

息。这些不同能量的电子信息产生了不同对比度、

不同分辨率生物样品的超微结构图像。这些技术中

产生的超微结构图像通过堆叠和后处理形成样品的

3D 立体结构（图 1）。通常，根据样品体积大小、

预期的分辨率、成像的时间成本等综合确定具体采

用的vEM技术类型。

科学问题是技术发展的驱动力。实际上，基于

TEM的vEM技术是较早出现的vEM成像技术。不
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同于光学显微镜几百微米甚至几毫米的成像深度，

作为电镜光源的电子束只能穿透很薄的样品层，通

常在几纳米到几微米的厚度范围，具体依赖于电子

束的能量［1］。如何利用电镜研究细胞、组织等大

尺度生物样本的结构？这个问题，直接驱动了连续

切片透射电镜成像技术（serial section transmission 

electron microscopy，ssTEM）［2］、连续切片电子断

层 显 微 成 像 技 术 （serial section electron 

tomography，ssET）［3］这两种技术的出现。这些技

术通常将样品切割成适合电镜成像的尺度，然后进

行 连 续 超 薄 切 片 （ssTEM） 或 连 续 半 薄 切 片

（ssET）后进行TEM成像。这些技术随着线虫全神

经系统的结构解析，在过去几十年中被广泛应用在

连接组学等研究中［4］。

虽然起步较早，但基于TEM的上述两种 vEM

成像技术一直困扰于以下弊端：ssTEM需要进行大

量的手动操作，这导致样品制备过程缓慢且容易出

错，例如，切片收集、染色及转移过程中容易造成

样品的褶皱、损坏或丢失，最终导致重建结果的形

变和不连续性。ssET重构结果中 Fourier空间的缺

失锥，给重构的结果带来了假象［5］。虽然最新发

展的自动串行 TEM （TEMCA［6］ 和 GridTape，见

https://luxel.com/gridtape/）一定程度上提高了基于

TEM的 vEM成像的通量和自动化程度，但上述问

题依然不可忽视。

鉴于以 TEM 为基础的 vEM 成像技术中的弊

端，也为了响应连接组学所面临的大体积和高分辨

成像的双重挑战，基于SEM的 vEM技术近年来快

速发展。这些基于SEM的 vEM技术可以更快更可

靠地获取连续切片的序列图像，并随之发展了相应

的各种软件工具来处理所获得的图像堆栈文件并进

行定量分析，极大地促进了在纳米分辨率水平上进

行神经突触等3D超微结构研究。基于SEM的vEM

技术主要包括：序列块表面扫描电镜成像技术

（serial block-face scanning electron microscopy，

SBF-SEM）［7］、聚焦离子束扫描电镜成像技术

（focused ion beam scanning electron microscopy，

FIB-SEM）［8］和连续切片阵列扫描电镜成像技术。

连续切片阵列扫描电镜成像技术主要包括三大主流

方法，即普通的连续切片扫描电镜成像技术

（serial section scanning electron microscopy，

ssSEM）［9］、超薄切片机自动带式收集扫描电镜成

像 技 术 （automated tape-collecting ultramicrotome 

scanning electron microscopy，ATUM-SEM）［10- 11］，

以及自动切片收集扫描电镜成像技术 （automatic 

collector of ultra-thin sections scanning electron 

microscopy，AutoCUTS-SEM）［12］。SBF-SEM 可以

边切削样品边成像，在大尺度的组织或小的生物有

机体的结构研究中很受欢迎；FIB-SEM 可以实现

高分辨率的各向同性重建，近几年在 vEM成像领

域备受青睐；ATUM/AutoCUTS-SEM 具备可以保

存样品、自动切片收集和自动成像的特点，使其在

更大尺度样品（>1 mm）的结构研究中大放异彩。

为 了 提 高 成 像 通 量 ， ZEISS 公 司 推 出 了

MultiSEM［13］ ， DELMIC 公 司 推 出 了 Fast-EM

（https://www. delmic. com/en/products/fast-imaging/fast-

em）等多束SEM成像设备。虽然大大提升了成像

通量和数据采集效率，但是高通量成像设备的普及

和设备成本降低还需很长的发展历程。任何一项技

术都不是完美的，需要在发展中不断精进。基于

SEM 的 vEM 成像技术也不例外。比如，SBF-

SEM、 ssSEM、ATUM/AutoCUTS-SEM 都存在样

品厚度带来的轴向信息缺失问题；SBF-SEM在连

续成像过程中存在样品块的荷电问题［14］；FIB-

SEM虽然可以实现各向同性重建，但是成像体积

有限，难以实现较大尺度生物样品的高分辨率成

像，等等。

随着样品制备和自动化连续切片技术不断提

升，TEM 和 SEM 光源、探测器等硬件不断更迭，

基于深度学习的大数据科学计算等软硬件也飞速发

展。这些因素共同推动了 vEM在生物医学中的应

用迅速跨越了早期单纯地应用于连接组学的阶段。

现已广泛应用于细胞结构和非脑组织成像研究，涉

及感染、免疫、癌症、神经退行性疾病、发育生物

学、植物生物学、合成生物学、生物力学、生物材

料和临床研究等众多领域。

本文旨在将 vEM这一前沿成像技术进行系统

而专业的综述，内容涵盖了 vEM技术从样品制备

到数据收集，从数据处理到结构分析，从技术原理

到实际应用等各个方面（图1）。希望通过本综述，

将 vEM这一已经潜入各个学科领域的前沿技术进

一步推广，初学者可以通过本综述掌握基本的

vEM 操作技术流程，熟知者可以进一步深入了解

该技术的背后原理，开发者可以针对现有技术的壁
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垒进一步展开研发。最终形成国内 vEM技术应用

和开发的新社区，推动中国vEM技术的前瞻发展，

并使 vEM技术在医学、生命科学、临床诊断等领

域发挥更纵深的作用。

1　体电子显微学技术分类

vEM技术是一系列大尺度高分辨3D重构技术

的统称（图 2），根据电镜成像原理主要可分为两

大类：a. 基于透射电镜技术的 ssTEM （图 2a）和

ssET （图 2b）；b. 基于扫描电镜的 SBF-SEM （图

2d）、FIB-SEM （图 2e），以及 ssSEM （图 2f） 和

ATUM-SEM/AutoCUTS-SEM （ 或 称 为 Array 

Tomography、 ATUM+Array Tomography， 图 2g）

等。为了提高成像通量获得更大尺度样品的 3D结

构，最近又涌现出诸多新的成像技术。例如：基于

载网条带支撑的连续切片透射电镜成像技术

（GridTape transmission electron microscopy，

GridTape TEM，图2c）、等离子聚焦离子束扫描电

镜成像技术 （plasma FIB-SEM， pFIB-SEM，图

2e），以及连续切片的多电子束扫描成像（ssSEM+

Multibeam，图 2f，g）。下面具体介绍各技术的成

像原理、技术实施策略和优缺点。

1.1　基于TEM的vEM技术

1.1.1　连续切片透射电镜成像技术（ssTEM）

ssTEM是最传统的获得细胞 3D超微结构的方

法。其原理是用狭缝载网手动收集连续超薄切片，

然后进行 TEM 成像，从而实现生物样品的 3D 重

构［5］。1986年，White等［4］历时近 15年，利用此

技术绘制出线虫 302个神经元和 9 000个神经元连

接位点的图谱。基于此项工作，科学家首次提出连

接组学“connectomics”这个概念，从而开启了一

项全新领域。ssTEM 的优点是：图像分辨率高、

单张成像速度快、样品可保存并可重复成像，且无

需特殊昂贵的设备，几乎任何一个电镜实验室都可

开展此技术。其缺点是：它对技术人员的要求很

高，因为用狭缝铜网手动收集连续切片极易出现切

片丢失、顺序错乱、切片偏转褶皱等问题，且速度

较慢；此外，传统的TEM成像通量很低，视野较

小，图像后期处理较为复杂，从而整体实验周期较

长，因此限制了该技术在较大尺度 3D 重构中的

应用。

Fig. 1　Overall workflow of vEM imaging technology
图1　vEM技术的整体流程
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为了满足研究尺度日益增长的需求，2004 年

美国科学家 Potter等［15］研制出“机械臂”载网加

载系统，2007 年来自美国的 Lefman 等［16］研制了

“加特林弹药筒”载网加载系统，2011年以来，美

国霍华德·休斯医学研究所（HHMI）珍妮莉亚研

究园区（Janelia Research Campus）的 Bock 等［17-19］

Fig. 2　Different strategies for vEM imaging technology［9］

图2　体电子显微技术的不同策略［9］

vEM是基于透射电镜和扫描电镜的多种成像方式的统称。对于透射电镜，探测器收集的是穿透样品的携带样品信息的弹性散射电子的信

号，如ssTEM （a）、ssET （b）、Grid-Tape TEM （c）；对于扫描电镜，收集的是与样品相互作用的背散射电子和/或二次电子的信号。如

SBF-SEM （d）、FIB-SEM/pFIB-SEM （e）、ssSEM （f）、ATUM-SEM/AutoCUTS-SEM （g）。其中（f）和（g）既可以使用单电子束成像，

也可以用多电子束成像以提高成像通量。
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陆续开发了定制化的 TEMCA 系列 （TEMCA1、

TEMCA2、TEMCA2+ATPS） TEM，以提高成像

通量。其中，TEMCA 电镜一方面可以同时加载

512个载网，提高了换样速度，另一方面将一系列

探测器组合到一个大型传感器中，增加了成像视

野，显著提高了成像速度，从而获得了完整成年雌

性果蝇全脑3D电镜数据［18］。

1.1.2　基于载网条带支撑的连续切片透射电镜成像

技术（Grid-Tape TEM）

虽然TEMCA等措施实现了成像自动化，提升

了成像速度，但是切片收集方式仍然依赖于人工手

动收集到传统的狭缝载网。2019年，来自美国哈

佛医学院波士顿儿童医院F.M. Kirby神经生物学中

心的Graham等［20］开发的Grid-Tape TEM既实现了

自动化切片收集，也实现了电镜成像的自动化，显

著提高了 vEM通量。该技术的原理（图 1c）是利

用改进的超薄切片机和切片自动收集装置，让连续

切片自动落在特制的带孔的Kapon（美国杜邦公司

生产的聚酰亚胺薄膜材料）收集带上，其中孔内覆

盖 有 电 子 束 可 穿 透 的 支 持 膜 ， 比 如 方 华 膜

（formvar）。切片带通过在定制的TEM上改良的样

品传输装置传送，使得每个切片可以利用快速探测

器阵列自动成像，从而快速获取纳米分辨率的

TEM图像。利用该技术，研究者获得了一个成年

雌性黑腹果蝇腹侧神经索（VNC）的突触分辨率

数据集，重建了507个控制四肢的运动神经元来研

究控制腿部和翅膀运动的神经元网络［21］。目前该

技术中涉及的电镜改造已被 Voxa Blade 公司商业

化，特制的收集带也可以从Luxel公司购买，国内

也有研究机构在开展类似的研究。与此同时，成像

速度更快的piTEAM系统也被开发出来，该系统由

一组为 GridTape 成像优化的 TEM 组成，获得了    

1 mm3的鼠脑皮层数据集（>2 PB）［6］。新技术革命

为传统的 ssTEM 注入了自动化、高通量的活力，

同时也为数据处理和分析带来了新的挑战。

1.1.3　连续切片电子断层成像技术（ssET）

电子断层成像（ET）是在电子束照射下对一

张厚切片（200~300 nm）采集一定倾转角度范围

内的一系列TEM图像（比如-70°到+70°范围），然

后通过背投影等算法计算得到 3D结构，其轴向分

辨率可达到 2 nm［22-23］，被众多实验室广泛用于亚

细胞（如细胞器相互作用）的高分辨3D结构研究。

但受限于电子束穿透样品的厚度，即使在 300 kV

加速电压下，生物样品厚度一般也不能超过      

500 nm，所以单一切片的ET技术无法满足更大尺

度的成像需求。使用 ssET可以满足更大尺度的要

求。ssET通过对连续的每张厚切片各自进行ET成

像来增加样品的成像体积［5］。该技术的优点是轴

向分辨率很高，缺点是采集每个断层数据时间较

长，视野较小，ssET切片的重构结果由于缺失楔

的存在导致高角度的信息缺失，且数据处理较为复

杂［23-25］。后来Veeraraghavan等［26］提出了一种更快

的断层图像重构技术，该技术可以用有限的倾转增

加信息的深度。虽然 ssET因样品收集和成像尚无

法实现完全自动化，限制了其在更大尺度常温样品

3D 重构中的应用，但是低温电子断层成像技术

（cryo-ET）却因其可对天然细胞内的大分子复合物

进行高分辨率成像，目前正广泛应用于细胞生物学

领域的原位结构研究中。

1.2　基于SEM的vEM技术

1.2.1　序列块表面扫描电镜成像技术（SBF-SEM）

SBF-SEM最初由德国马克斯普朗克医学研究

所的 Winfried Denk 和 Heinz Horstmann［7］ 于 2004

年提出，后来陆续推出了四种商用的产品可供使

用，分别是 3View （Gatan 公司，目前已停产）、

Volume Scope （Thermo Fisher Scientific 公 司）、

Katana （ConnectomX 公司）、Volutome （ZEISS 公

司） 及其自制的一些解决方案。其原理是利用

SEM腔室内置的原位切片机实现原位的自动连续

切片，然后对暴露出的样品表面进行序列背散射电

子成像，最终获得3D结构。对于大多数生物样品，

SBF-SEM的横向分辨率可达到~5 nm，切片厚度最

小可达到 25 nm （Volume Scope 的多能反卷积 

MED-SEM 可将 z 轴分辨率提高到<10 nm）。SBF-

SEM应用于诸多神经科学和其他生物学领域的研

究，其优点是成像体积比 FIB-SEM 大，效率高，

同 FIB-SEM一样图像配准较为简单，缺点是工作

距离不够理想，限制了分辨率和电镜探测器的选

择。对于导电性差的样品容易因局部负电荷积累影

响图像质量，切片时容易出现颤痕或不完整等缺

陷。目前最优的做法是使用局部电荷补偿系统在块

面局部注入气流以减轻电荷效应［27］。对于图层的

丢失或污染问题，一种改进的方法是在图像采集过

程中增加碎片检测和清理的步骤［28］。

1.2.2　聚焦离子束扫描电镜成像技术（FIB-SEM）

FIB-SEM 最早由瑞士科学家 Holzer 等［8］ 于

2004年提出，其原理是原位利用聚焦镓离子束铣

削感兴趣的微小区域的表面，将其暴露后自动获取
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背散射电子后进行成像，从而获得一系列电镜图

像，将其对齐配准之后，实现生物样品的3D重构。

目前该技术已非常成熟，且镓离子的商业化电镜品

牌众多。FIB-SEM的突出优点是：z轴的分辨率较

高（可达 5 nm，接近 ET 分辨率）［29-30］，可以获得

各向同性的体素，切片缺陷（破损、褶皱、丢失

等）相对较少，原位切割有利于后期图像的对齐配

准。另外，由于电子束传递给成像表面的负电荷可

通过随后离子束带来的正离子而减轻，因此 FIB-

SEM可用于成像对比度差的样品。但是，镓离子

切割的能力和有限的速度，影响了该技术的视野和

通量。同时，长时间操作对仪器的稳定性和样品的

形变也都提出了考验，因而 FIB-SEM 在小体积生

物样品（特别是亚细胞水平）的 3D重构研究中应

用非常广泛，例如：酵母细胞各细胞器的分布［31］、

内质网与其他细胞器的相互作用［32］等。

为了解决FIB成像速度和持续工作时间方面的

普遍缺陷，2017 年，美国霍华德·休斯医学研究

所（HHMI）珍妮莉亚研究园区（Janelia Research 

Campus）的 Xu 等［33］设计定制了一种增强型 FIB-

SEM 系统 （eFIB-SEM）。该系统利用样品台位置

的正向偏置提高了成像速度，引入了多层错误和干

扰保护措施减少故障，采用离子束闭环控制以保持

仪器稳定性（成像中断后可无缝恢复）；重新定位

离子束位置（与电子束夹角由标准的 52°~55°改为

90°）以缩短工作距离、提高成像质量，标本还可

以通过热刀技术［34］分切成多个连续的包埋块，然

后在多个 eFIB-SEM仪器上并行成像，从而进一步

提高速度和通量。利用此技术他们获得了体素为  

8 nm 的果蝇视叶组织 （>106 μm3） 数据集［33］ 和    

4 nm体素的可成像体积>105 μm3的全细胞和组织数

据集（癌细胞、免疫细胞、小鼠胰岛到果蝇神经组

织等10种）［35］。为解决镓离子切割速度慢的问题，

近几年，等离子体FIB（plasma FIB，pFIB）、气团

离子束［36］，以及多离子束等最新的设备陆续推出。

例如使用氧［37-38］、氙［39］、氩［40-41］和氮离子来切割

生物标本，这些离子切削速度更快，面积更大，从

而提高了FIB-SEM的研究尺度。

值得一提的是，除了在常温树脂样品方面的应

用之外， FIB-SEM 在对玻璃化样品的低温应用领

域也日益增多。cryo-FIB 现已被广泛用于为 cryo-

ET制备薄的细胞“片层”，从而促进了 cryo-ET的

快速发展；cryo FIB-SEM 也可以在低温下直接对

快速冷冻或高压冷冻后玻璃化的细胞或组织样品进

行连续成像，避免了化学试剂、脱水、重金属进入

导致的形变和假象，从而获得更加真实的生物 3D

结构。这种低温体电子显微学技术 （cryo-vEM）

与高分辨率Cryo-ET结合的潜力令人万分期待。

1.2.3　连续切片扫描电镜成像技术（ssSEM）

ssSEM （也称为 Array tomography）主要是指

利用超薄切片机和钻石刀将连续切片顺序收集到载

体（硅晶片、碳涂层、氧化铟锡涂层或其他导电涂

层的玻璃片或塑料薄膜等）［9］上之后，置于 SEM

成像，再通过后期的图像处理，最终获得 3D 结

构［42］。手动收集连续切片技术难度大，容易造成

切片缺陷，仅适用于少量切片的收集（<500）。为

提高切片通量，先后出现了ASH-100［43］、硅片提

升装置［44］、改良刀［45］、“Arraybot”计算机控制收

集［42］、“MagC”磁性收集［46］，以及商业化的 

ARTOS 3D超薄切片机（徕卡公司）、ASH2硅片夹

持工具（阿姆西公司）等半自动收集的措施。然

而，应用最为广泛、自动化程度最高、切片收集通

量最大的方法是基于自动化带式收集的连续超薄切

片 SEM 成像技术，其典型代表是美国哈佛大学

Jeff Lichtman 团队开发的 ATUM-SEM［10-11］及中国

科学院生物物理研究所生物成像中心孙飞团队开发

的 AutoCUTS-SEM［12］。其工作原理是使用常规超

薄切片机进行树脂样品的连续切片，用连续转动的

条带进行切片收集。将收集的切片带粘贴到晶片

上，导电处理后转移至SEM中获取序列图像。目

前ATUM和AutoCUTS装置均已商业化，且助力于

小鼠脑组织［47-48］、斑马鱼［49］、线虫［12］、青芊花粉

粒［50］、猴视网膜组织［51］和血管组织［52］、苜蓿根

瘤［53-54］等多种样品的研究中，特别是在捕捉机体

内的小概率事件［55-56］中发挥了重要作用。

ssSEM高通量成像的商业解决方案目前也越来

越广泛及成熟。研究者通过多束扫描电镜如

MutiSEM （ZEISS 公 司 ， 61/91 束） 和 Fast-EM

（DELMIC 公 司 ， 64 束）、 高 速 扫 描 电 镜 如

Navigator SEM-100 （聚束科技公司）和 HEM6000

（国仪量子科技公司），以及多台电镜并行成像实现

纳米分辨率的快速成像。此外，由于 ssSEM 切片

和成像是分离的，特别适用于光电关联技术

（correlative light and electron microscopy，CLEM）。

基于连续切片库（50~200 nm）的构建、重复染色

和成像等技术方法，切片可以在电子显微镜观察之

前先在光镜水平下成像，将从免疫荧光、神经示踪

剂或遗传编码探针收集的分子信息反映到细胞超微
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结构上，实现结构和功能的完美结合［42，57-59］。

1.3　不同重构技术的特点比较

每种 vEM技术的成像方法各有其优势和劣势

（表1）。在图像分辨率方面，TEM的横向分辨率优

于 SEM，轴向分辨率最高的是 ssET 和 FIB-SEM。

由于自动成像的定制化TEM设备目前还没有完全

商业化，对于多数实验室来说，更为成熟的基于

SEM 的高通量自动化图像采集技术更方便使用，

这也使得基于SEM的三种策略在大尺度（>1 μm）

3D重构中的应用更为普遍。FIB-SEM和SBF-SEM

的最大优势在于自动化程度高，特别是 FIB-SEM

图像质量高，很少有传统切片造成的缺陷和形变，

从而降低了后期图像处理的难度，其较高的 z轴分

辨率可以获得各向同性的高分辨率 3D数据集。二

者的显著缺点在于损毁式成像，即样品不可重复使

用，且成像速度慢，尤其是 FIB-SEM。而ATUM-

SEM 和 AutoCUTS-SEM 方法的突出优势在于：样

品可保存，可重复成像，从而使珍贵的样品可以像

图书馆里的图书一样反复“查阅”，且科研人员可

针对感兴趣的区域分次研究，从而提高了采集效率

和灵活性。同时，利用商业化的MultiSEM和Fast-

EM，以及多台SEM并行成像，可以进一步提高成

像通量，在研究毫米级尺度的样品上，其技术优势

更为明显。虽然最新的GridTape TEM技术，特别

是匹配 piTEAM 系统的成像速度更快，分辨率更

高，但是其技术门槛也更高。一方面因为GridTape

收集带价格较为昂贵，且使得每张切片都能准确无

误落入每个孔、同时孔内支持膜又无破损的技术难

度较大；另一方面因为改造TEM成本较高，因而

仅有少数的实验室才有能力使用该技术。

Table 1　Technical features of different vEM imaging technologies
表1　体电子显微学技术（vEM）不同重构策略的特点比较

最高

分辨率/nm

切片最大尺度

切片收集方式

切片工具

切片载体

样品块尺度（边长）

单张图像获取速度

成像方式

样品保存

可否重复成像

切片与成像方式

重金属染色方式

数据处理（对齐

和拼接）难度

树脂偏好

对切片厚薄的

敏感度

存在问题

x， y方向

z方向

透射电子显微镜（TEM）

ssTEM

1~2

30

~2 mm

手动

常规钻石刀

覆有支持膜的

狭缝载网

<1 mm

非常快

手动和自动3）

是

可

独立

块染或片染

大，平移、旋转、

畸变矫正、衬度

均一化

基本都适用

敏感

切片丢失、偏转、

错序、形变、破

损，厚薄不均

ssET

1~2或更小

2

~2 mm

手动

常规钻石刀

覆有支持膜的

狭缝载网

>1 mm

非常慢

手动

是

可

独立

块染或片染

大，不同的

算法

基本都适用

敏感

存在信息

缺失

GridTape TEM

1~2

30

~4 mm

自动

常规钻石刀

覆有支持膜的

带孔收集带

>1 mm

非常快

自动

是

可

独立

块染或片染

大，平移、旋转、

畸变矫正、衬度均

一化

基本都适用

敏感

成本高，切片丢

失、形变、褶皱、

破损、厚薄不均

扫描电子显微镜（SEM）

FIB

5

5

20~100 μm

自动

离子束

弃之

<100 μm2）

很慢

自动

否

否

同时

块染

小，微小平移通常 

足够

Durcupan>其他树脂

不敏感

盲切，切片丢失，碎

片、刀痕；表面荷

电，电子剂量敏感

SBF

5

25

~1 mm

自动

特殊钻石刀

弃之

>100 μm

慢

自动

否

否

同时

块染

小，微小平移通常

足够

硬度大的树脂

不敏感

盲切，样品表面会

沉积离子材料，可

能会有铣削痕迹

ATUM/

AutoCUTS

3

30

~4 mm

自动

常规钻石刀

收集带

>1 mm

快（非常快1））

自动

是

可

独立

块染或片染

大，平移、旋

转、畸变矫

正、衬度均

一化

基本都适用

不敏感

切片形变、褶

皱、破损、厚

薄不均、丢失

1）使用MultiSEM或者Fast-EM，速度可以媲美TEM；2）使用pFIB切割尺度可以>100 μm；3）使用类似TEMCA系列的定制化TEM，可以实

现自动成像。
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选择哪种 3D重构方法主要取决于课题所追求

的横向（x，y）和轴向（z）分辨率，以及感兴趣

结构的尺度。一般来讲，体素大小至少要达到感兴

趣结构的一半尺度，此外还需考虑时间和经济成

本。如果研究所需的横向分辨率较高 （<2 nm），

SEM的分辨率无法满足，则优先选择基于TEM的

3D重构方式；如果 SEM的分辨率足以满足需求，

那么基于SEM的3D重构方式因其较为成熟和自动

化程度高，更适合大多数实验室开展。对于研究尺

度<50 μm，且目标结构表达丰度高的课题，FIB-

SEM是最佳选择；对于研究尺度较大，z轴分辨率

适中的课题，SBF-SEM因其自动化程度高、数据

处理难度低，常被列为不错的选择；对于研究尺

度  >100 μm，所需 z轴分辨率>30 nm，且希望获得

不同分辨率的图像，样品还很珍贵希望保存的课

题，ssSEM无疑是最适合的方法。另外，对于捕捉

生物体内的小概率事件，ssSEM 也优于 FIB-SEM

和SBF-SEM这两种方法。因为后两者目前还只是

盲切，除非借助X射线（X-ray）电子断层扫描等

其他技术手段，能够提前预判目标结构的位置。然

而 X-ray 显微成像的分辨率（≥500 nm）较低，仅

适合分析反差大的结构特征，对于在相似结构中寻

找特定细胞的需求是无法满足的。

2　vEM的样品制备

体电镜的样品制备方法与普通的对切片样品仅

进行电镜成像二维（2D）观察的制样方法基本相

同，但体电镜对制样的要求更高，比如体电镜要求

样品具有较好的完整性，树脂块要有很好的可切割

性能等。而且体电镜由于不可以切片后再染色，因

此必须在包埋前进行重金属染色。而普通的切片样

品成像一般仅进行 2D观察，所以既可以选择对样

品块进行重金属染色，也可以切片后再染色，还可

以在块染后再次进行切片染色。下面详细介绍体电

镜的样品制备过程。

2.1　样品块的制备

良好的电镜样品制备是体电镜3D重建的基础，

同时也是后续精细结构进行量化分析的关键。基于

连续超薄切片的体电镜技术，需要超薄切片厚度达

到50 nm甚至30 nm以下，以保证生物组织3D结构

的连续性。基于生物样品固定方法的不同，体电镜

样品制备主要分为基于化学固定的样品制备和基于

高压冷冻与冷冻替代两种样品制备方法。

2.1.1　基于化学固定的样品制备（OTO）

化学固定是最常用的生物组织固定方法。生物

组织体电镜样品化学固定制样方法通过固定、脱

水、浸透、包埋和切片等一系列步骤，最终获取组

织块染色均匀、超微结构保存良好、细胞膜性结构

清晰和切片导电性良好的电镜样品。在化学固定样

品制备过程中，生物样品取材后，利用醛类和四氧

化锇等化学物质，通过化学反应与蛋白质和脂类之

间形成交联，从而保存生物样品超微结构。其中，

在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，减少固定液对组织的抽提作用。

随后，通过有机试剂将生物组织或细胞内部水分替

换出来。进一步，利用环氧树脂逐步取代样品中的

脱水剂，最终形成一个非常耐溶剂和耐化学腐蚀的

交链稳定的含有生物样品的树脂块。

为了增强高通量 SEM成像过程中图像的衬度

以及后期图像分割的效率，需要利用重金属染色提

高体电镜样品细胞膜性结构的对比度。四氧化     

锇是一种非电解质强氧化剂，具有很好的电         

子 染 色 作 用 。 目 前 ， 通 过 硫 代 甲 酰 二 肼 

（thiocarbohydrazide，TCH） 和两次四氧化锇处理

的 OTO （osmium tetroxide-TCH-osmium tetroxide）

电镜样品制备方法，利用TCH的桥连作用，增加

重金属锇在细胞膜上的含量，从而提高细胞膜性结

构的对比度［60-61］。另外，在体电镜样品化学固定制

样过程中，利用硝酸铅和醋酸双氧铀对样品在

50℃条件下进行块染，也可以显著提升样品的衬度

以及导电性［60-61］。需要注意的是，在OTO电镜样

品制备方法中，TCH反应过程中释放N2形成气泡，

易破坏样品内部结构的完整性［62］。

和传统电镜样品制备方法不同的是，体电镜样

品制备中树脂的配方至关重要。树脂的环氧基和硬

化剂反应基之间的比率决定了聚合链的长度，也决

定了树脂块的切割性能。在钻石刀进行超薄切片的

过程中，钻石刀的切割面与样品表面有一定角度，

因此，在切片过程中，样品垂直面会受到钻石刀的

挤压。样品垂直面挤压过大导致样品在垂直方向上

挤压深度过多，从而导致切片机在纳米级步进过程

中无法实现样品连续切片及收集。因此，偏硬的树

脂利于后期连续切片的收集。但是，偏硬的树脂会

导致展片困难，切片易出现褶皱等问题。偏软树脂

的切片易于展片，但是不利于收集厚度更薄的切

片。此外，样品不同区域的硬度差，如树脂和样品

交界处、样品内部之间，也是导致切片出现褶皱的
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原因之一。因此，需要根据不同的样品，调节树脂

配方，获取软硬适中的生物组织电镜样品块，从而

实现厚度在30~50 nm左右的序列切片的稳定收集。

基于化学固定的样品制备方法，还需要对生物

组织的电镜样品进行切片镜检，包括检查切片质量

和样品质量，监测超微结构保存完好度、染色衬

度、切片有无污染、褶皱等问题，以确定是否需要

重新制样。

2.1.2　基于高压冷冻与冷冻替代的样本制备

化学固定方法经常会给样品带来假象，而高压

冷冻固定方法可以最大限度地保持样品的真实结

构［63-65］。 高 压 冷 冻 固 定 方 法 （high pressure 

freezing，HPF） 是利用高压 （2 100 bar 以上） 液

氮在毫秒级别对生物组织或细胞样本进行快速冷

冻。高压可以抑制并减缓冰晶的形成，使得样品中

的水分以玻璃化状态存在，从而较好保存了细胞和

组织的真实状态。目前高压冷冻技术对样品的最佳

冷冻深度可以达到 200 μm。对于含水量较大或难

渗透的样品，如水熊虫、线虫和部分植物等样品，

化学固定易导致样品皱缩并带来假象，这种情况的

样品则推荐采用高压冷冻/冷冻替代的样品制备

方法。

高压冷冻方法制样时，样品的取材过程至关重

要，动植物可手动或用取材工具快速切取长度宽度

均小于2 mm、厚度约200 μm的样品。需要注意的

是，植物组织需要在填充剂中抽气。在高压冷冻固

定过程中，先加少量冷冻保护液浸润样品盘凹槽，

凹槽内装入样品，然后用冷冻保护液加满样品盘凹

槽，最后装上平底样品盘盖，送入高压冷冻仪。针

对细胞样品，先在样品盘凹槽加入细胞与冷冻保护

液的混合液，将蓝宝石片用磷酸缓冲溶液冲洗一

下，然后用该蓝宝石片盖住样品盘凹槽，之后再送

入高压冷冻仪。最后，在液氮里用预冷的镊子等工

具，将样品盘拨入冻存管中，置于液氮下备冷冻替

代用。

高压冷冻后的样品需要通过冷冻替代方法进行

组织或细胞内脱水。冷冻替代是在低温条件下，利

用有机溶剂将生物组织或细胞内部水分替换出

来［64-65］。常用冷冻替代剂为 1% 四氧化锇-丙酮溶

液。冷冻替代完成后，样品会逐渐升温。另外，体

电镜样品制备过程中，通常会利用重金属对样品进

行多次染色，从而增加后期SEM成像时图像的衬

度和信噪比。因此，在基于高压冷冻/冷冻替代的

体电镜样品制备过程中，在样品恢复到室温后，可

以进一步通过0.5%醋酸铀-丙酮溶液对样品进行块

染，从而增加细胞膜性结构对比度。随后与常规制

备的样品一样进行后续的浸透、包埋、切片等实验

步骤。

需要注意的是，由于冰晶损伤，高压冷冻与冷

冻替代电镜样品制备方法也会不可避免地带来假

象。虽然高压冷冻技术冷冻深度可以达到200 μm，

但是理想情况下只有接近样品盘表面50 μm左右的

深度可以避免冰晶的形成。冰晶可能来自高压冷冻

的过程，也可能来自冷冻替代的过程。可以根据细

胞膜性结构的光滑连续性以及细胞内部精细结构排

布状态判断样品冰晶的情况。对体电镜样品制备而

言，整个组织块超微结构保存良好是进行体电镜样

品制备的前提，因此，选择适合高压冷冻/冷冻替

代方法的生物样品以及后期评估样品的整体冷冻质

量至关重要。

2.2　连续切片的制备和收集

纳米尺度超薄切片自动带式收集技术是由哈佛

大学 J.W.Lichtman实验室开发的一套基于高精度电

动轮式传输带收集和输送系统的序列超薄切片扫描

电镜成像技术ATUM-SEM［48］。此外，中国科学院

生物物理研究所蛋白质科学研究平台生物成像中心

团队也开发了更加高效便捷的超薄切片自动收集及

扫描电镜成像装置AutoCUTS-SEM［12］。两种纳米

尺度超薄切片自动带式收集系统均包括超薄切片

机、电动轮式传输带、控制计算机、防震台、除静

电装置以及自动补水装置等。

连续切片的制备和收集过程主要包含生物组织

电镜样品修块、收集带的预处理和安装、序列切片

收集、序列切片的装订和导电性处理等环节，下面

逐一介绍这些步骤。

修块包括粗修和精修。由于树脂与样品之间的

硬度差容易导致样品出现褶皱，因此在修块的过程

中，尽可能修掉兴趣区域以外多余的树脂。针对单

层细胞电镜样品，修块时避免对样品顶面修整，只

需将样品上、下、左和右四个侧面进行修边。在特

殊情况下，需要利用微米CT （micro-CT）对样品

的感兴趣区域进行定位，避免修块时造成感兴趣区

域的损失。

目前常用的收集带有两种：一种是 Kapton-

PET 收集带，表面平整，不导电；另一种是

Carbon-PE收集带，表面不平整，导电。此外，中

国科学院自动化研究所开发了基于高真空镀膜仪的

连续薄膜条带镀碳技术。该技术可以在 Kapton-
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PET收集带上镀一层可以导电的碳膜，从而获取表

面平整且导电良好的收集带。利用卷轴式的等离子

清洗仪对收集带进行亲水化处理。针对不同的条

带，需要调整合适的条带转动速度以及等离子处理

功率和时间。

连续切片自动收集器主要有两种：一是基于

RMC 超薄切片机的 ATUMtome 自动切片收集器，

二是基于 Leica 的超薄切片机的 AutoCUTS。切片

收集器主要包括切片收集器主体、控制面板和注水

泵3部分。其中，切片收集器主体包括收集带导轨

支架、供带盘轴、收带盘轴、驱动电机、支架四维

调节控制部件等。在收集带安装过程中，将收集带

导轨支架置于钻石刀槽上方外侧，启动收集器，然

后将供带盘轴传送来的收集带自下而上绕过收集带

导轨支架并连接在收带盘轴上，并同时调节收集带

的松紧程度，随后停止收集器运行。

序列切片的装订，是指将载有切片的收集带，

通过双面碳导电胶带粘贴在硅晶圆片上的过程。需

要注意的是，如果使用的收集带是Kapton-PET收

集带，收集带上的样品导电性极差，需要进行导电

性处理。利用Leica的高真空镀膜仪对装订好的切

片样品进行镀碳，镀碳厚度约为 6 nm。处理后的

切片样品放于干燥柜中备用。

3　vEM的数据收集

SEM 对切片样品成像既可采集背散射电子信

号，也可采集二次电子信号。二次电子图像的分辨

率和采集速度一般优于背散射电子图像，但是对切

片的平整性、重金属染色强度，及导电性要求更

高。图像的衬度与信噪比与探测器的收集效率，样

品的工作距离有直接关系。而图像分辨率与样品结

构的保存，电子束束斑尺寸，在样品中的入射深度

有关。样品良好、充分的重金属染色、选择合适的

工作距离、高收集效率的探测器配合合适的束流和

成像时间是提高图像衬度和信噪比的关键。

不同 vEM技术的图像采集流程略有不同。比

如，连续切片自动化成像采集策略可简单概括为导

航、定位、采集。以 AutoCUTS-SEM 为例，具体

数据采集的基本过程（图3）包括：a. 导航，获取

整张硅晶圆片的地图，能够清晰识别每一张切片；

b. 切片定位，对每张切片进行编号及定位；c. 精确

标定感兴趣区域；d. 采集高分辨率图像，利用最佳

成像条件对感兴趣区域进行自动移位、模板匹配、

聚焦、采集图像并保存。

目前vEM的成像软件已经非常成熟且自动化，

不 仅 有 研 究 者 自 己 开 发 的 开 源 软 件 ， 如

“WaferMapper”（哈弗大学 J. W. Lichtman实验室）、

“MiRA_Capture”（中国科学院自动化研究所微观

重建与智能分析团队）、“AutoSEE”（中国科学院

生物物理研究所生物成像中心），也有商业化的成

像软件，例如“Atlas”（ZEISS 公司）、“Maps”

（Thermo Fisher Scientific公司）。

电镜成像方面，vEM 在图像采集速度、图像

分辨率和成像体积之间需要权衡。加速图像采集势

必会牺牲一定的图像质量，仅追求目标结构的高分

辨成像又可能模糊重要的组织背景，错失偶然发现

的机会。而且目前的高通量成像设备和解决方案，

不仅价格昂贵且尚缺乏成熟的商业化验证，仅在全

球少数专用大设施中实施，无法普及。

4　vEM的图像处理

4.1　图像拼接

由于电镜其成像的分辨率越高，成像视场越

小，因而很难在高分辨率下获得大视场图像。现有
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Fig. 3　Strategy for automatic imaging of serial sections
图3　连续切片自动化图像采集策略
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的 vEM成像大多通过移动电镜载物台［66-67］，对样

品的切片或切面进行分块拍摄，得到具有重叠区域

的高分辨率图像。但是，由于电镜载物台移动的精

度有限，无法反映图像真实的位置信息。所以，需

要引入图像拼接算法，将这些图像合成为一幅完整

的大视场高分辨率图像。

一般来说，显微图像的拼接方法可以分为基于

频域的、基于像素灰度值的和基于特征点的图像拼

接方法。其中，基于频域的图像拼接方法［68-70］通

常将图像空间转换到频域，然后利用傅里叶变换和

相位相关等方法来计算相邻图像之间的平移。在进

行图像拼接时，首先使用快速傅立叶变换计算每对

图像之间的相关性，然后利用最短路径算法判断图

像之间的邻近关系，边的权重由图像间的相关性得

到，最后对每幅图像的位置进行全局优化和对图像

进行微调和插值得到最终的拼接结果。

基于图像像素灰度的方法［71-72］利用图像像素

灰度分布来比较两幅图像之间的相似性，并使用均

方误差（MSE）或归一化互相关（NCC）作为相

似性度量。但是，这两种方法基本只考虑了理想条

件下的情况，即待拼接的两幅相邻图像之间只存在

平移变换。然而，在实际的成像过程中，图像的失

真是不可避免的。基于频域和基于像素灰度的拼接

方法由于变换模型选取的局限性，很难处理这些

失真。

电镜图像由于其成像分辨率较高，局部细节比

较清晰，纹理也更加丰富，多采用基于特征点的方

法［73-76］进行拼接。这种方法可以拟合更加灵活的

图像变换模型，如刚性变换、仿射变换或投影变换

等。这些电镜图像拼接方法通常采用SIFT特征或

Harris角点来提取特征点，然后通过仿射变换来拟

合线性形变。但在这些方法中，仿射变换的剪切形

变可能会改变样品的原始结构信息。此外，电镜图

像的非线性失真可能会干扰拼接结果。为了得到无

缝拼接的效果，需要在拼接过程中对图像畸变进行

矫正。Kaynig 等［73］针对 TEM 图像，提出了一种

基于多项式拟合非线性形变的拼接方法。该方法被

应用在大体量鼠脑组织重建任务中［6］，其平均拼

接误差在 2.56 个像素左右，有效提升了图像拼接

精度。

4.2　图像对齐

基于序列块面的 vEM成像方式比如SBF-SEM

由于是对样品的表面进行成像，因此图像不存在褶

皱和丢失问题，图像对齐的难度较低，使用简单的

仿射变换即可完成序列图像的对齐任务。

如 1.3节所述，从成像范围、成像效率与成本

角度等考虑，基于序列切片的 vEM成像方法是目

前最适合大体量生物样品的数据获取方式。但切片

过程可能会出现切片扭曲、褶皱、破损、丢失等情

况，需要对切片图像进行精细的图像对齐。

早期的图像对齐主要是通过简单的将切片局部

按照偏移向量移动到对应位置来实现配准，没有采

用复杂的数学模型。德国马普所的Briggman等［77］

利用互相关计算切片的局部偏移向量，然后通过全

局最小二乘法进行拟合，并使用傅里叶位移插值法

实现切片间的对齐。Scheffer 等［78］提出了一种适

用于不完美切片的对齐方法，使用归一化互相关法

寻找切片间的局部空间对应关系，并根据这些对应

关系计算图像间的仿射变换矩阵。Takemura等［79］

使用 TrackEM2［80］进行刚性粗对齐，然后再进行

精对齐。这种粗到细（coarse-to-fine）的对齐策略

也被广泛应用于后续多种对齐算法中。

对于复杂的非线性对齐模型，代表性的方法是

Saalfeld 等［81］提出的基于胡克弹簧模型的 Elastic

对齐算法。该算法首先在切片上按照一定规律构建

网格点，并利用这些格点对切片进行三角剖分。随

后，将每个三角形的边视为没有初始长度的弹簧，

利用模板匹配获取格点的偏移向量，将偏移向量视

作施加在弹簧网格上的力。这样，就可以利用弹簧

模型建模位移向量之间的关系，在不断迭代中使系

统达到稳态，并利用每个三角形的格点计算三角形

内部的仿射形变关系，从而完成图像对齐。但是，

受制于形变模型与算法性能，该算法仍然需要大量

的参数调节与人工介入以改善对齐的结果［82］。

Wetzel等［83］提出的SWiFT-IR算法，通过频域方法

实现切片图像的对齐。该算法主要利用可调的信号

白化技术在频率域上最大化信噪比来对齐切片图

像，能稳健地处理生物组织中结构的快速变化等

问题。

近年来，神经网络算法也逐步应用到图像对齐

中。Yoo等［84］提出 ssEMnet，通过引入卷积自编码

器对图像进行编码，计算光流场实现对齐。

Mitchell 等［85］提出了用于电镜图像对齐的光流网

络 SEAMLeSS。该网络通过修改训练损失使得网

络能够以自监督方式进行训练。网络的损失函数由

相似性约束与平滑性约束构成，其中相似性约束期

望相邻层切片越相似越容易实现图像对齐，而平滑

性约束则用于防止匹配错误导致切片拓扑结构错
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位。此外，该方法还对破损切片如褶皱或者撕裂进

行了适应性调整，使得网络能够修复破损切片。但

是，SEAMLeSS 网络结构本身的性能限制了其对

长程相关性的计算，也无法有效处理较为严重的褶

皱或撕裂问题。

中国科学院自动化研究所微观重建与智能分析

团队通过理论分析，确定影响图像对齐精度的关键

因素［86］。针对长序列图像对齐过程中的形态偏移

问题，提出基于光流网络的结构回归方法［87］，并

开发相应的软件工具，解决切片过程中不可避免的

褶皱或撕裂情况［88］。

4.3　轴向信息恢复

如1.3节所述，vEM制样过程中，连续切片或

者切面厚度（z方向）通常在几十个纳米左右，而

电镜成像时图像水平方向（横向或 x，y方向）的

点像素可达10 nm以下。因此，vEM重构的结果在

横向和纵向（即厚度方向）的分辨率存在严重的各

向异性，较厚切片成像时甚至导致大于 10倍（比

如：切片厚度80 nm，切片成像的点像素8 nm，此

时纵向和横向产生的各向异性因子为 10）的各向

异性。这种各向异性阻碍了vEM在生物样品的3D

超微结构和生理过程瞬态捕捉等方面研究的分辨率

和准确性。

实 际 上 ， ssTEM、 ssSEM、 ATUM-SEM 和

SBF-SEM 等 vEM 技术的分辨率都存在各向异性。

虽然 ssET和FIB-SEM是为数不多的可以实现各向

同性重建的 vEM技术，但它们通常以降低成像体

积等为代价［33］。

在实践中，为了节省成像时间，提高成像体

积，研究者通常设置较大的切片厚度，然后再通过

图像处理进一步解决各向异性分辨率问题。通常采

用的弥补各向异性分辨率的方法是简单易实现的插

值方法。然而，插值虽然简单易于实现，但插值会

引起误差和明显的伪影，特别是当各向异性因子较

高比如8或10倍时，插值带来的假信号更明显。基

于光流的插值方法是传统插值方法的改进。然而，

当各向异性因子大于4时，插值结果会很不稳定［89］。

随着深度学习技术的快速发展，其在 vEM的

各向同性重建中也被逐步应用。比如基于卷积神经

网络 （CNN） 的 3D-FRCCNN 和 3D-SRUNET 算

法，在全监督配置下通过事先准备好的各向同性数

据作为目标来训练。这种全监督的深度学习方法明

显优于插值方法［90］。然而，由于各向同性训练数据

集在实际的实验中往往很难获得，所以全监督的方法

在vEM中的应用非常有限。相反，无需各向同性训

练集的自监督方法更适合vEM的各向同性重建。

自监督式的各向同性重建方法目前有两种。一

种是使用对抗性神经网络训练（GAN），指导输出

的轴向信息接近高分辨率的水平方向信息的模式。

例如，2D SRGAN模型［91］和CycleGAN［92］等都是

基于GAN的各向同性vEM重建方法。然而，基于

GAN的模型有几个缺点。首先，它们的训练很容

易变得不稳定，需要对超参数进行微调。其次，它

们的重建输出可能包含诸如纹理混叠或结构变形之

类的伪影。此外，基于GAN的重建输出在相同数

据的不同运行批次中可能存在很大差异。另一种自

监督式的各向同性重建方法是基于扩散式生成模型

的方法。扩散模型以其优于GAN模型的细节生成

能力和训练稳定性而获得了广泛的应用。目前，基

于 扩 散 模 型 的 vEM 各 向 同 性 重 建 方 法 包 括

EMDiffuse、DiffuseIR和DiffusionEM。这些方法均

使用高分辨率横向切片进行训练，以自监督的方式

实现各向同性 vEM 重建。其中，EMDiffuse［93］基

于扩散模型设计了各种 vEM图像恢复任务，包括

切片的超分辨率成像、去噪和 vEM的各向同性重

建。 DiffuseIR［94］和DiffusionEM［95］实现了零样本

学习时的各向同性重建。相比前述的插值、基于

GAN的深度学习方法等，这些方法可以重建出更

多更准确的超微结构。但这些模型均属于 2D的生

成式模型，它们没有直接在模型中利用结构连续

性，因此在捕捉3D样品切片信息的连续性方面有一

定限制。此外，在处理大规模vEM数据时，它们的

训练和推理也比较耗时。为了开发高效的、高保真

的，且鲁棒的vEM各向同性重建方法，He等［96］基

于注意力机制和Transformer网络，开发了可以进行

任意各向异性倍率恢复且适应不同电镜模态数据的

各向同性vEM重建方法 IsoVEM，该方法在各向同

性重建的同时，还可以进行切片的瑕疵恢复。

IsoVEM有望成为各向异性重建领域的通用模型。

4.4　三维重建（特征识别、分割、渲染、可视化）

受限于计算机的存储和分析能力，vEM 图像

自动 3D重建技术直到近十年才逐渐发展起来。最

初，vEM 中神经元或细胞器的识别一般是应用传

统的图像处理与机器学习技术实现。具体来说，首

先应用各种特征提取算法从图像中提取目标的特

征，随后应用随机森林或 Adaboost 等机器学习算

法进行分类识别［97-105］。例如，Kreshuk等［100］提出

了一种 FIB-SEM 图像中突触检测的算法，该算法
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将包含高斯梯度的幅值、拉普拉斯高斯算子、结构

张量、海森矩阵在内的35个特征作为突触的特征，

随后使用随机森林分类器对突触进行分类。

Vazquez-Reina等［98］介绍了一种基于水平集的方法

用于神经元边界检测，通过多个层集函数之间的弹

性耦合建立了无监督的分割模型。

随着深度学习的迅猛发展，CNN在 vEM数据

分析中得到了广泛应用，实现了分割和重建精度上

质的飞跃。Jain等［106］首次提出使用CNN对神经切

片电镜图像进行识别并对神经元膜结构进行分割。

该方法先在神经显微图像上对膜结构进行标记，随

后通过CNN对输入图像逐个像素进行识别，以此

来区分不同的细胞结构。上述方法将CNN作为像

素的分类器来对神经元膜结构进行识别，然而这种

方法效率较低且难以保留输入图像中的空间信息，

并不适用于大规模神经元图像分割。Ronneberger

等［107］提出使用U形结构的全卷积神经网络，对整

幅输入图像进行分割并输出与输入大小相同的识别

结果，大大提升了神经元分割的效率。以该工作为

起点，后续涌现出了一批优秀的重建算法。Beier

等［108］通过 ICv1 网络获取神经元膜概率图，随后

使用分水岭算法与距离变换获得过分割图像，最后

通过Multicut算法［109］得到最终分割结果。该算法

极大提升了神经元自动分割的效果。Lee等［110］提

出使用一个 3D U-Net的变体网络来预测最近邻亲

和图，并将长程亲和图的预测作为一个辅助任

务， 随后使用平均亲和聚合算法得到重建结果。

该方法在 SNEMI3D 挑战赛中首次超过人类的精

度，标志着神经元自动重建算法在精度上又迈出了

一大步。Januszewski等［111］提出了洪水填充网络来

处理神经元分割与重建问题。Hong 等［112］结合线

粒体和突触的分割结果，提出了一套具有生物拓扑

先验的神经元 3D聚合框架。Li等［113］聚焦于神经

元分割的超像素聚合阶段，提出了一种端到端的

Multicut聚合框架，以缓解模型估计和求解的两阶

段误差累积问题。在亚细胞结构分割方面，Xiao

等［114］提出了一种深度监督的 3D全卷积神经网络

用于线粒体分割，取得了最先进的分割精度。Liu

等［115］将 Mask R-CNN 与 3D 连接算法应用于小鼠

听觉皮层突触的识别，并基于此实现了多位点突触

的快速定位算法。Dorkenwald 等［116］ 借助深度

CNN和随机森林分类器开发了SyConn框架，该框

架可以自动识别线粒体、突触等细胞结构。

基于数据驱动的无监督对比学习也逐步应用到

vEM 图 像 分 析 中 。 Wilson 等［117］ 提 出 了

SynapseCLR 算法，该方法通过无监督对比学习，

实现了突触结构在高维流形中的标注。哈佛大学的

Lichtman 团队［118］直接从 3D 电镜图像和分割结果

中生成细胞表征，并应用于人类和小鼠大脑皮层

vEM数据重建。与完全监督学习方法相比，该方

法使细胞亚区（轴突、树突、体细胞、星形胶质细

胞）的分类标签数据减少了4 000倍。

在自然语言处理等领域取得巨大成功的大模型

技术也被应用到 vEM数据的重建中。视觉分割基

础模型 SAM［119］因其强大的学习和泛化能力受到

广泛关注。通过专家生成的点或框提示，SAM可

实现 2D 图像数据中的目标提取。Constantin Pape

团队［120］ 在光镜和电镜数据上微调 SAM，获得

MicroSAM模型，并将该模型应用于神经元、细胞

器等目标的半自动追踪和识别中。部分标注软件也

开始集成这些基础模型，以实现更高效的交互式分

割 （如Webknossos［121］）。

为了追求高质量的可视化渲染，常用的商业可

视化软件包括 Dragonfly （Comet Group）、Amira

（Thermo Fisher Scientific） 、 Imaris （Oxford 

Instruments）等。而对于大规模vEM数据的密集重

建与分析来说，可视化与分析工具需要对数据分块

存储，并优化存取过程中的异步性；对需要快速访

问的数据，预先计算多尺度金字塔格式，同时还可

以预先计算所重建结构的表面模型、骨架等，方便

后续可视化快速调用［9］。Fiji（BigDataViewer［122］/

MoBIE［123］）、CATMAID［124］等通过优化底层数据

存储规则，在原有体系架构的基础上实现了大规模

数据的支撑。马普所的Helmstaedter等［125］发布了

KNOSSOS用于大体量 vEM数据的 3D可视化和标

注 ， 并 在 后 续 发 布 了 基 于 网 页 的 工 具

webKnossos［121］。这两款工具主要用于校验神经元

的骨架，能够极大地提升神经元标注速度。谷歌研

究院连接组团队的 Maitin-Shepard［126］发布了软件

Neuroglancer，迅速成为最受欢迎的大规模vEM数

据的开源可视化工具。哈佛大学的Berger等［127］发

布了VAST，能够以手动或者半自动的方式标注或

校验大体量的体素分割数据。

5　vEM的应用

5.1　vEM在脑图谱和连接组学中的应用

随着电镜成像技术和计算技术的发展，研究人

员已经通过vEM技术对包括线虫、果蝇、斑马鱼、
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小鼠在内的多种模式生物的神经组织进行了不同体

量的重建工作，并逐渐将 vEM技术应用到人脑组

织的连接组重建工作中。

线虫的神经系统仅包含 302个神经元和 700多

个突触连接。White等［4］绘制了线虫神经系统的详

细结构，记录了302个神经元和大量的突触与交汇

点。该项工作为后续的线虫连接组研究［128-130］奠定

了基础。哈佛大学对8个不同发育时期的线虫进行

了 3D电镜成像，揭示了线虫神经系统在发育过程

中的变化［131］。

果蝇神经系统含有数万个神经元。Janelia研究

所先后完成了果蝇的中央脑区域［132］和全脑的vEM

成像［18］。剑桥大学在 2023年发表了果蝇幼虫全脑

连接组的重建分析［133］。

斑马鱼也是神经科学领域的重要研究对象。

2017年，哈佛大学在《自然》（Nature）发布了斑

马鱼幼鱼全脑的多分辨率电镜成像数据［49］。2020

年，普林斯顿大学完成了包含控制眼球运动神经元

的斑马鱼幼鱼脑干重建工作［134］。2022年，马普研究

所发表了对斑马鱼幼鱼全脑的密集自动重建工作，

并进行了全面的细胞和亚细胞结构统计分析［135］。

小鼠作为研究哺乳动物神经系统的关键模式动

物，被广泛用于研究神经发育、功能和疾病。2013

年，马普研究所在《自然》（Nature）发表了小鼠

视网膜中主要的计算神经鞘区域的神经密集重建工

作［28］。哈佛大学于 2015 年完成了体积约 40×40× 

50 μm3 的小鼠大脑新皮质的成像工作，并半自动

密集重建了这一柱状区域内的神经元结构［48］。

2019年，马普研究所在《科学》（Science）上发表

了小鼠躯体感觉皮层的脑连接组重建工作，重建了

约 2.7 m 的神经元环路和 40 万个突触连接［136］。

2021年，MICrONS发布的跨越小鼠皮层脑连接图

谱［137］，包括 75 000个神经元和 5.24亿个突触的重

建结果，其重建体量达到立方毫米级。2022 年，

普林斯顿大学在《细胞》（Cell）上发表了小鼠初

级视觉皮层的密集自动重建工作［138］。同年，哈佛

医学院在《自然》（Nature）上发表了小鼠小脑皮

层的密集重建工作，探究了小脑皮层的连接机

制［139］。2024年，柏林神经科学研究所对小鼠海马

CA3区域进行了3D电镜成像［140］。

随着脑连接组重建技术的发展，哈佛大学和马

普研究所等机构已经开始着手进行人类大脑连接组

的重建分析。2021年，哈佛大学与Google公司合

作，发布了人类大脑颞叶区域1 mm3组织块的重建

成果，总计获取了约1.4 PB的图像数据，重建结果

揭示了 5 万个细胞的 3D 结构和 1.3 亿个突触连

接［141］。2022年，马普研究所为了研究脑连接组跨

生物之间的变化情况，在《科学》（Science）上发

表了对小鼠、猕猴、人类的脑组织L2/3区域进行

了成像和重建分析的工作，该工作比较了三者脑组

织 L2/3 局 部 区 域 中 神 经 元 和 突 触 连 接 情

况（图4）［142］。

Fig. 4　Connectomic screening across mammalian species: comparison of five mouse, two macaque, and two human 
connectomic datasets from the cerebral cortex[142]

图4　小鼠、猕猴和人类大脑皮层连接组数据集的三维重建和比较［142］

（a）使用随机颜色自动分割的所有神经元及其细胞体。这里分析的连接组总共包括~160万个突触。箭头表示进化分枝：人类和小鼠之间的

最后一个共同祖先大约在1亿年前，人类和猕猴之间的最后一个共同祖先大约在2 000万年前。（b）人类比小鼠的中间神经元到中间神经元

的网络连接扩展了约10倍。
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与之相比，国内在脑连接组重建方面相关的工

作起步较晚。中国科学院上海神经所对于果蝇的蘑

菇体神经元［143］，采用完全手动标记的办法，将所

关心的神经元走向及与特定其他神经元之间的突触

标示出来。中国科学院生物物理研究所利用自研的

连续切片自动化收集装置 Auto-CUTS，建立了一

套完整的秀丽隐杆线虫幼虫 3D 电镜图像数据

库［12］。上海交通大学医学院在突触水平重构了小

鼠耳蜗神经回路，并对其中一系列关键超微结构进

行了解析和量化［144］。本文作者韩华教授带领中国

科学院自动化研究所的团队与上海交通大学医学院

合作，对小鼠耳蜗内毛细胞进行 3D电镜重构，完

成了内毛细胞、带状突触及全细胞范围线粒体的自

动化重建和定量化分析［145］，还与上海科技大学合

作，重建小鼠听觉皮层，应用深度学习技术重构了

小鼠听觉皮层 135 000 个线粒体和 160 000 个突

触（图5）［115］。

从线虫、果蝇、斑马鱼、鼠脑到人脑的脑连接

组重建工程可以看到，国内外对突触水平神经环路

重建的关注日益增多。2022年美国国立卫生研究

院（NIH）正式启动Brain 2.0计划，将“构建小鼠

全脑微观联接图谱”确立为三个变革性项目之一，

计划在突触水平下绘制完整的哺乳动物大脑联接图

谱［146］，重建体积大约 500 mm3，接近于立方厘米

体量，电镜图像数据达到1 000 PB。该计划的实施

意味着微观尺度脑连接组研究进入了超大规模脑连

接组图谱绘制的时代。

5.2　vEM在细胞的三维图谱和超微结构研究中的

应用

vEM 技术以其广泛的成像体积和较高的分辨

率，很适合在细胞水平进行 3D图谱和超微结构研

究，为在细胞层面揭示细胞的功能、细胞间的相互

作用机理以及更多有趣的微观生命活动的发现等起

到了至关重要的作用。

在海洋生物研究方面，NIH的Mayorova等［147］

通过 SBF-SEM 技术，首次发现来自海洋的盘虫

Placozoa的纤毛细胞是多功能的巨噬细胞，不仅可

以吞噬细胞碎片和细菌，还参与伤口愈合。

在早期胚胎发育方面，Zenker 等［148］ 利用

SBF-SEM技术结合活细胞成像，发现早期小鼠胚

胎的细胞通过稳定的微管桥连接在一起，从而指导

细胞内微管的生长，且聚集在微管附近的早期核内

体也来自于微管桥。该研究还发现，从桥上发出的

微管有助于引导关键蛋白质（包括E钙黏蛋白）运

输到细胞膜，从而在早期发育过程中控制细胞极

化。虽然中心体在大多数动物细胞中起到了组织微

管等细胞骨架的关键作用，但这种细胞器在早期发

育中是缺失的。该研究通过 vEM技术，对于早期

胚胎发育过程中细胞骨架的生长锚点中心提出了新

的认识。

vEM 技术在病原体如何入侵宿主细胞并在宿

主细胞内感染繁殖等方面也有广泛应用。病原体通

过一系列复杂的相互作用在宿主细胞内存活和繁

殖。通过体电子显微镜可以重建 3D超微结构的优

势，细胞内的病原体在其细胞环境中的侵染和繁殖

过程以前所未有的详细程度得以可视化，且通过体

电子显微镜与多维荧光显微镜的关联成像，可以将

分子机制和功能信息与感染后细胞的整体超微结构

结合起来［149］。比如，分枝杆菌今天对世界卫生构

成威胁，致病性和机会性细菌在大部分人口中引起

结核病和非结核性疾病。在感染和疾病期间，细菌

和宿主之间的相互作用仍有许多未知之处，需要更

多的研究来应对耐药性和低效疫苗的挑战。比如，

Fig. 5　The 3D reconstruction and segmentation results of 
neurites and synapses of the control and conditioned mice 

under the fear learning experiment［115］

图5　恐惧学习实验范式下不同组别小鼠听觉皮层的vEM三

维成像结果及其神经突、突触分割结果［115］
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早在 2015年，挪威科技大学儿童与妇女健康实验

室的 Beckwith 等［150］用 FIB-SEM 结合共聚焦荧光

显微镜定位，在超高分辨率下对感染分枝杆菌的人

巨噬细胞进行关联成像，可以保证成像质量的同时

以较高的通量对整个分枝杆菌感染的巨噬细胞 3D

细胞内环境进行数据采集和超微结构分析。几年

后，英国关于结核的宿主-病原体相互作用实验室

的科学家，利用人诱导多能干细胞衍生的巨噬细胞

（iPSDMs）研究了人巨噬细胞对结核分枝杆菌感染

的应答机制。通过FIB-SEM技术结合活细胞成像，

为研究人类巨噬细胞与结核分支杆菌时空动态相互

作用，感染后的不同炎症反应，以及结核分支杆菌

如何逃逸捕获等，都提供了一个有价值的模

型［151］。类似的技术方法也应用到了被病毒感染的

细胞的研究中。比如，NIH的Sriram Subramaniam

课题组［152］利用FIB-SEM结合电子断层 3D重建技

术，建立了定义病毒学突触的细胞-细胞相互作用

场景，分析了细胞-细胞接触的空间结构和HIV病

毒粒子在成熟树突状细胞和T细胞之间形成的病毒

学突触上的分布。

还有很多工作，利用 vEM技术直接进行细胞

器层面的结构和功能研究。这包括 Terasaki 等［153］

利用 ssET研究了啮齿类动物神经元中内质网的连

接问题。Marsh等［154］通过 ssET技术，早在2005年

就报道了高尔基复合体的精细 3D 构造。最近，

Müller等［155］通过FIB-SEM提供了小鼠 β细胞中的

细胞器和微管的 3D空间分布和相互作用界面，且

获得了更高分辨率的高尔基体的结构（图 6）。Xu

Fig. 6　FIB-SEM volumes of pancreatic β cells and 3D segmentation of microtubules and organelles［155］

图6　小鼠胰腺β细胞中的细胞器和微管的三维分割和空间分布［155］

（a）胰岛的完整FIB-SEM重构体（左）；其中一个是在低葡萄糖条件下获取的且含有三个完整β细胞，另一个是在高葡萄糖条件下获取且含

有4个完整β细胞。局部的横向（xy面）和轴向（xz面）突出展示了FIB-SEM重构体的各向同性分辨率性能。图中箭头表示微管，星号表示

胰岛素分泌颗粒。（b）同一区域中的胰岛素分泌颗粒、线粒体、高尔基体、细胞核的2D分割标注图，以及不同区域上的微管和中心粒的2D

分割标注图。同时在各细胞器的2D分割标注图下方展示了高葡萄糖条件下一个完整细胞中的相应细胞器的3D渲染图，并对质膜进行了透明

渲染。在最后一个面板中，中心粒被放大。（c）包含在一个细胞内的所有细胞器的的3D渲染图。其中，细胞右半部分的质膜和左半部分的

胰岛素分泌颗粒被去除，以帮助观察其内部结构分布情况。
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等［35］总结了FIB-SEM的技术的的进展，随着铣削

的精度和稳定性的进步，其能够在 4 nm各向同性

的高分辨率体素下使得成像体积增加两个数量级，

并在这种高分辨率下展示了HeLa细胞内细胞器的

分布和相互作用。

中国利用 vEM技术进行细胞器的超微结构和

相互作用等方面的研究也日益增多。本文作者韩

华［156］带领团队利用 ATUM-SEM 技术，高效高精

度地重建肝脏细胞中的内质网、线粒体、脂滴、溶

酶体、过氧化物酶体和细胞核的精细3D超微结构，

系统性分析了内质网与其他细胞器的相互作用关

系；基于 ssET成像技术，重建了野生型大鼠大脑

前额叶皮层中完整的突触结构（图 7），定量分析

了突触前膜与突触囊泡之间的距离关系，为其他亚

细胞结构的重建分析提供了有效手段［157］。

5.3　vEM在组织的三维构造研究中的应用

随着 vEM技术的不断发展，所研究的尺度也

不断增大，由于其可以获取2D切片无法展示的3D

立体空间结构，因此 vEM在组织和器官层面的应

用也日益增多。利用 ssTEM，Anderson等［158］揭示

了视网膜组织的新特征：包括至少 17种不同信号

模式的无轴突神经细胞通路；大多数锥体双极细胞

的轴突形成了明显的信号整合区，并存在针对不同

细胞类型的ON锥体双极细胞轴突突触；分子标记

及其激发定位清楚地将超微结构定义的双极细胞群

划分为不同的反应簇等。Wilson 等［159］通过 SBF-

SEM技术，研究了味蕾的3D构造。该研究发现味

蕾包含多种细胞类型，非常有趣的结果是他们发现

其中两种细胞介导特定味觉的转导，即 III型细胞

转导酸味，II 型细胞转导甜味、苦味或鲜味。但

是，超微结构研究显示 II型和 III型细胞之间的接

触点很少，并且缺乏形态学上可识别的突触，表明

这些细胞类型之间的相互作用不是通过突触发生

的。在采样体积内127个与味觉细胞发生突触接触

的纤维中，70%（n=91）只与一个味觉细胞发生突

触接触；而 32个纤维只与多个 II型细胞或多个 III

型细胞发生突触接触［159］。还有很多vEM技术在组

织和器官层面的应用结果，读者可以根据自己的兴

趣进行相应调研，在此不再一一列举。

5.4　vEM在临床和医学中的应用

不论TEM，还是SEM，都在医院临床诊断和

病理检测中一直发挥着重要作用。只是早期的临床

应用中，主要是利用电子显微镜进行病理组织的

2D图像检查，最常见的包括纤毛病和肾脏病的诊

断［160］。随着成像分辨率的提升和成像体积的不断

增大，vEM技术也广泛应用在临床病理样品的 3D

构造研究和诊断中。

炎性肾小球疾病，包括免疫球蛋白 A 肾病

（IgAN）、过敏性肾炎（IgA血管炎）、膜增生性肾
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Fig. 7　Three-dimensional reconstruction and segmentation of intact synapses in rat brain using ssET imaging technique ［157］

图7　基于ssET的大鼠脑完整突触的三维成像、分割结果［157］
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小球肾炎和月牙状肾小球肾炎，是终末期肾病的重

要病因。肾小球炎症伴白细胞内流和随后肾小球基

底膜（GBM）破坏可导致血尿和蛋白尿，最终导

致肾小球硬化性瘢痕病变。Nagai等［161］利用SBF-

SEM 技术，对 IgAN 患者的人体活检样本进行 3D

重建，通过重建评估了患者GBM的破坏程度，并

研究了破坏区域内的肾小球的大量组成成分之间的

关系。这是临床中在人体活检样本中，利用 vEM

技术研究肾小球组成细胞之间的相互作用和病理变

化的非常重要的案例。

Riesterer等［162］发布了从 2D成像到 3D重建的

工作流程，使病理学家和癌症研究人员能够从人类

癌症活检中观察和研究感兴趣的区域。活体组织的

vEM 分析揭示了肿瘤细胞的形态和超微结构，并

可以直接呈现肿瘤细胞和周围环境的关系，这是传

统的临床上的 2D 成像无法揭示的。正因为如此，

vEM 在临床上的应用越来越广泛。比如研究者利

用 vEM技术观察阿尔茨海默病患者死后大脑的神

经突触组织的结构［163］和帕金森病患者的细胞器的

变化［164］等。

尽管 2D的电子显微学研究在临床诊断和病理

学领域仍然是一个重要的工具，但vEM技术的3D

成像由于可以直接显示正常细胞和癌细胞之间超微

结构的异同，以及它们的细胞外基质环境，可以使

癌症研究人员和病理学家能够更好地了解疾病的进

展并确定潜在的治疗靶点。因此，vEM的3D重建

将在临床诊断中发挥不可或缺的作用。

5.5　vEM的应用优势和局限性

相较于光学成像，vEM 的最大优势就是其在

更高分辨率水平上，将细胞或者更小的生物体（微

生物、病毒等）内的超微结构 3D 可视化。此外，

还可以获得周围细胞环境的结构信息。相较于传统

的 2D 切片电镜成像，vEM 的最大优势在于 3D 体

成像数据更能准确描述生物个体的结构特征，数据

更为丰富，从而体现生物个体和生命活动的复杂

性，避免造成错误结论。例如：2D切片中看到的

多个细胞核/线粒体，经3D重构发现是一个细胞核/

线粒体。其二，在细胞和亚细胞尺度上，vEM 可

以更为准确地揭示整个细胞中膜和细胞器的结构，

从而可以研究细胞分裂，病毒在细胞中的复制过

程，细胞内寄生虫与宿主细胞的相互作用，细胞器

接触位点，对细胞器超微结构进行定量的全细胞空

间的研究，包括膜室形态的细节，复杂的管状膜网

络，微管-细胞器相互作用的全细胞图谱等。其三，

vEM 通过不同的成像策略既可以获得包含数千个

细胞的大视野，提供丰富的细胞背景，也可以得到

较为精细的超微结构和细节。因此，vEM 更有利

于研究细胞群落形态和组织的生物学问题，例如：

肿瘤细胞在转移过程中的迁移，炎症中的免疫反

应，以及病原体如何在组织中移动，特别是在神经

元连接组学领域具有革命性意义。如 5.1 所述，

vEM 对神经连接图谱的绘制已经从线虫、果蝇、

斑马鱼推广到更大、更复杂的脑连接体诸如小鼠、

人类的部分脑组织。其四，更容易捕捉细胞或机体

内的小概率事件。例如：利用连续切片SEM成像

技术可以较容易地捕捉到线虫PVD神经元分支处

的内质网结构［56］，但是传统的单张切片电镜成像

却很难实现（切过或切不到分支结构）。

尽管 vEM的持续发展，使其在生命科学中的

应用越来越广泛。但是不得不承认，它还存在很多

局限性。首先，它不能像荧光显微镜那样可以检测

来自特定标签或染料的信号，从而缺乏解析生命活

动所需的关键功能信息，同时也无法定位感兴趣的

罕见结构。因为，如果目标结构没有被特异性标

记，很难在整个细胞或组织的大体积中进行 vEM

成像的定位。第二，由于 vEM的样品都是固定后

的细胞，无法进行活细胞成像，所以捕获的都是离

散时刻的细胞图像，无法像荧光显微成像那样进行

活细胞实时成像，从而直接解释生命活动的动态过

程。第三，由于电镜图像是通过不同的对比度来区

分不同的结构，原始图像都是灰度信息，不会有太

多的区别。因此，要明确地识别 vEM观察到的许

多结构极具挑战。对于后期的图像分割比较依赖于

专家的人工识别，特别是对于结构相似或异常的结

构，不同的人在识别时可能存在很大分歧，从而影

响最终的统计分析结果。第四，vEM 可以提供细

胞内不同大分子的位置甚至结构特征，但在大多数

情况下，它并不能告诉我们观察到的结构或大分子

的元素组成。这就需要蛋白质组学或者能谱等其他

技术来补充和解释 vEM数据。第五，vEM虽然可

以实现毫米级尺度的 3D重构，但是对于分析组织

以上尺度的生物样本还远远不够。因此，通过

vEM 成像进行目标观察之前，通常需要使用更高

通量的技术（比如光学成像）来精确定义生物过程

的条件、位置和时间。最后，vEM（特别是对于毫

米级以上的大尺度样本）的研究周期、经济成本，

技术难度等门槛很高，不适合普通的实验室开展。

综上，许多重要的生物信息无法用电子显微镜
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直接观察到。随着荧光显微镜、蛋白质组学和人工

智能预测等方法的迅速发展，只有将 vEM成像与

其他多模态数据相结合，才有利于研究人员更全面

的理解生物学过程。

6　vEM的挑战和展望

vEM 技术和相关图像处理算法的快速发展，

使得我们可以更加清晰地在不同尺度上直接观察和

分析细胞和组织的空间 3D结构、形态和分布，为

功能和机理的阐释、生命活动的机制和规律的揭

示、病理研究和临床诊断等发挥了至关重要的作

用。正如 Christopher J. Peddie 等［9］的论述：基因

组学、蛋白质组学和代谢组学面临的挑战是从系统

水平分析转向单细胞，而电子显微镜面临的挑战是

从单细胞水平转向系统水平。正是 vEM技术的发

展，为我们提供了研究尺度从单细胞，到组织，再

到整个肌体系统跨越的机会。

新的技术方法的发展，来源于生命科学、医学

等各领域亟待解决的科学问题的驱动；反过来，技

术方法的发展也推动了人类对生命机理的认知和医

疗水平的提升，使科学问题的研究更加深入和系

统。两者相辅相成，互相推进的过程中必然出现各

种困难。目前，vEM技术面临解决的困难和挑战

包括：在样品制备方面，需要解决厚度在1 mm以

上的大尺度样品的化学固定和高效渗透问题，这样

才能满足研究尺度的日益增大；在成像通量方面，

目前ZEISS公司、DELMIC公司等多家公司可以实

现多束或快速扫描，但价格昂贵，只有少数实验室

购置安装。如何保证大尺度高通量成像的同时降低

设备成本，使高通量成像普及，将是未来技术发展

的趋势和面临的挑战；在数据处理方面，在连续切

片非线性形变的对齐方面，尚待开发高效的算法以

进一步提高对齐精度；而且组学数据与各尺度

vEM形态结构数据的准确映射图谱关系也是未来

图像处理的前瞻性问题；此外，vEM还需解决和

优化：高分辨率高通量成像条件下的大数据存储和

管理策略、细胞和组织等各尺度的 3D形态划分的

通用人工智能大模型、建立统一的 vEM基础设施

和科研社区、建立 vEM各技术从样品制备到数据

分析的统一的流程化培训和推广方案等等。克服以

上这些障碍需要结构生物学、体电子显微学、光学

成像、临床科学、医学成像、生物学、人工智能、

计算机等各学科各领域的研究人员之间广泛的跨学

科合作。

深度学习等人工智能算法在vEM的图像拼接、

对齐、轴向信息恢复中发挥了重要作用。未来，深

度学习将拓展到蛋白质、细胞、组织、器官甚至到

整个肌体系统的跨尺度的 vEM图谱绘制和跨层图

谱映射中。进而，该图谱映射关系与蛋白质组、转

录组、代谢组研究相结合，形成组学数据在不同尺

度空间的多层次3D分布网络，从而将vEM的结构

和形态研究与功能机制研究之间建立起联系。这种

基于组学和 vEM的大数据挖掘和人工智能方法研

究将推动跨尺度生物样品形态研究与生命机理和病

理研究的密切结合。跨越学科界限，与空间蛋白质

组学、转录组学及代谢组学的结合，将为 vEM的

空间结构研究增添空间功能的色彩，最终迈向功能

形态计量学的新时代［9］。
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Abstract　Volume electron microscopy (vEM) imaging technology was rapidly developed in recent years. It has 

been the advanced technology to solve high-resolution three-dimensional structures of biological samples. Much 

wonderful work has revealed the fine structure and interactions of intracellular organelles, the ultrastructure of 

tissues, and even the three-dimensional structure of entire small biological organisms. With the continuous 

improvement of resolution, scale and throughput, vEM is becoming more and more widely used in medicine, life 

sciences, clinical diagnostics and other fields. As a result, this technology has been rated by Nature as one of the 

seven most noteworthy frontier technologies to watch in 2023. However, the development and application of 

vEM-related technologies started late in China and need to be further promoted. We write this  review to introduce 

all related vEM technologies, covering the development history of vEM, technology classification, sample 

preparation, data collection, image processing, etc., which is convenient for people in various fields to understand, 

learn, apply and further develop this technology.

Key words　 volume electron microscopy, scanning electron microscopy, transmission electron microscopy, 

sample preparation, image processing, cross-scale, deep learning, ultrastructure
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