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扫描电镜（SEM）样本制备方法

1、扫描电子显微镜是现代材料科学（金属材料、非金材料、纳米材料等）、生

物学、医学、半导体材料、化学化工等科技领域中常见的分析工具。越来越多的

科研人员选用扫描电子显微镜进行三维形貌观察和分析、微区的成分分析等。在

扫描电镜分析过程中，样品制备是至关重要的一个环节，会直接影响观察效果、

照片质量、设备寿命等。因此，本文专门针对 SEM样品要求和制备方法进行详

细讲解。

2、SEM样品要求

2.1 样品不含水分

湿的样品会释放出水蒸气，往往真空度很难上去，而且水蒸气遇到高能电子束，

会被电离，还会增加电子束能量分散，会使成像模糊分辨率降低；水蒸气还会与

高温钨丝反应，加速电子枪灯丝挥发，极大的降低了灯丝的寿命；在高真空状态

下，大部分含水样品的表面易发生变形，这会导致结果失真。绝大多数的生物样

品需要经过干燥处理。

2.2 样品不含挥发物、污染物

样品中的挥发物会造成探测器、光阑等部件污染。还有有机油脂类污染物，在电

子束的作用下会容易分解产生碳氢化物，会遮盖样品表面的细节或吸附在探测器

晶体表面，最终降低成像信号产量以及探测器检测效率。

2.3 样品具有导电性

SEM成像原理是通过探测器获得二次电子和背散射电子信号，样品不导电会造

成表面多余电子或游离粒子的累积进而不能及时导走，到达一定程度后就会反复

出现充放电现象，最终影响电子信号的传递，造成图像扭曲、变形、晃动。所以

不导电的试样，其表面一般都需要镀金（影像观察）或者镀碳（成份分析）。
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3、SEM制样方法

在 SEM制样时，针对不同的样品、不同的形态、不同的导电性能、不同的观测

要求，会采用不同的方法制样。

不同类型的扫面电镜样品台

3.1 块体样品

块体样品应该尽量小，一定不能超过电镜样品台尺寸，选取的样品要具有代表性。

为了避免取样过程样品被污染而影响结果分析，一般需要用溶剂先对样品进行超

声清洗，特别是整个制样的过程都不能用手直接接触样品。然后用导电胶把样品
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粘结在样品台上，对于不导电或者导电性差的样品，需要进行镀膜处理后再放入

扫描电镜中观察；而对于导电样品，可以直接放入扫描电镜中观察。如果样品的

底面不平整，我们就需要采用导电银胶进行粘贴，银胶可以填满缝隙，更好的保

证样品在抽真空时保持平稳不漂移。

块体样品的粘托图

三聚氰胺泡沫材料的 SEM图

3.2 粉末样品

先将导电胶带粘在样品台上，然后将粉末样品均匀的撒在导电胶上面，随后用压

缩空气（或者洗耳球）吹去没有黏住的样品，能很好的防止未被黏住的样品污染

设备；切记粘样品时不能挤压样品，主要是避免挤压过程对样品表面的微观形貌

造成破坏。同样的，对于不导电或者导电性差的样品，需要进行镀膜处理后再放

入扫描电镜中观察；而对于导电样品，可以直接放入扫描电镜中观察。对于粉末
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样品，一般为了提高测试效率，一个样品台上会同时制备多个样品，但需要保证

样品之间不会互相污染，位置不被混淆。

LiNi0.8Co0.1Mn0.1O2材料的 SEM图

3.3 液体样品

液体样品制样时，一般需要借用薄铜片作为载体。首先将导电胶粘在样品台上，

然后将干净的薄铜片粘在导电胶上，采用少量多次的方法把液体样品滴在铜片上，

等待溶剂完全挥发干燥后就可以进行喷镀处理和扫描电镜测试。对于团聚十分严

重的粉末样品，也会将粉末混合在易挥发溶剂（如乙醇、超纯水、环己烷等）中

配成悬浊液。不过值得注意的是选择的溶剂不能对要观察的样品有影响，否则会

改变样品的初始形貌。

3.4 生物样品

生物样品性质较为特殊，一般都具有含水量高、质地柔软、导电性差、对热和电

子束等敏感等特性。所以生物样品的制样过程较为复杂，主要包括取样、清洗、

固定、脱水、干燥、粘样、导电处理几个步骤。
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①取样：样品大小一般不超过 10×10×5 毫米，确定观察样品的目标，避免取样

过程中拉割、挤压样品。

②清洗：一般采用漂洗、换洗、加压冲洗、震荡超声等物理方法以及酶消化法等

化学方法，主要是去除观察面的杂质，在保证不破坏观察面的条件下，充分暴露

观察面。

③固定：一般在 4 ℃的条件下完成固定比较好，戊二醛、锇酸均可单独固定，

也可以用“戊二醛-锇酸”双重固定。固定 1 - 3 小时（根据样品种类和固定剂选

取相关）后，吸出固定液，加入 0.1 mol/L 磷酸缓冲液（PH = 7.2），漂洗 1小时，

换液 3 - 4 次。

④脱水：从小瓶中吸出缓冲液，加入乙醇逐级梯度脱水（乙醇浓度一次为 30 % -

50 % - 70 % - 80 % - 90 % - 100 %），每级停留时间根据样品大小而定，一般 15

- 30 分钟。最最后吸出乙醇，加入醋酸异戊酯与乙醇 1：1的混合液，侵泡 10 - 20

分钟并适当摇晃，再吸弃混合液，加入纯醋酸异戊酯侵泡 10 - 20 分钟并适当摇

晃。

⑤干燥：干燥是扫描电镜生物制备中的关键缓解，需要在干燥过程中尽可能减少

由于水分蒸发而引起的表面形貌的畸变，且必须确保干燥彻底。常用的有自然干

燥法、烘干干燥法、临界点干燥法、冷冻干燥法以及真空干燥法，针对不同的生

物样品会选择不同的干燥方法。

⑥粘样：用牙签将少量导电胶涂到样品台上，胶面应该略小于样品地面，用镊子

轻轻夹样品侧面，保证观察面向上贴牢在涂胶上，粘贴后，待导电胶干透，才能

进行真空镀膜和 SEM镜检。

⑦导电处理：生物样品都是由低原子序数的碳、氢、氧、氮等元素组成，二次电

子发射率很低，信号弱，难以获得必要的图像反差。生物样品在扫描电镜观察钱，

均需要进行表面导电处理。

mailto:tgene_TS@163.com


技术支持：tgene_TS@163.com

图 5 经过梯度脱水真空干燥的杆菌 SEM图

4、注意事项

为了得到无损、真实而清晰的表面形貌结构，在扫描电子显微镜样品制备的全过

程中都必须十分小心，这里分享几个在 SEM制样过程中需要特别注意的事：

（1）在样品制备时，应该把被观察面充分的暴露出来，同事需要保证被观察面

无污染、无皱缩、无明显的人工损伤以及附加结构。

（2）在不导电材料表面镀重金属（金、铂、钯等）时，镀层“厚度”即要大于

等于入射电子束进入样品的扩散深度，又不能掩盖样品本身的凹凸形貌结构。例

如镀 Au膜，一般在 10 万倍左右就能看见金颗粒，所以镀 Au 膜厚度尽量控制在

10 nm以下，如果镀 10 nm 的导电膜导电性能仍然没有得到改善，继续镀膜也没

有意义。

（3）通常情况下我们都选择镀 Au膜，但是需要对样品进行严格的 EDS 定量分

析，则不能镀金属膜，因为金属膜对 X射线有较强的吸收，对定量分析结果影

响较大。

（4）粉末样品的厚度要均匀，量不要太多，否则容易造成喷金样品的底层部分

导电性能不佳。
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