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一、背景

生物样品通常需要在含水条件才能保持结构稳定，而电镜则要求样品高真空

条件下成像而且样品不能太厚（不超过电子平均自由程，通常为 200~500 nm），

因此生物电镜制样需要解决样品稳定性及厚度、水分子、高真空等问题。传统生

物电镜制样通常采用化学固定技术，化学交联固定含水样品，然后脱水、树脂包

埋聚合、超薄切片、重金属染色制作出干燥的电镜样品； 对于免疫标记则对化

学固定后的生物样品，经 2.3 M蔗糖（防冻剂）包埋后，缓慢冷冻成固态，然后

低温切片，水化免疫标记、最后重金属负染干燥制作出电镜样品。然而，传统制

样技术不可避免地会造成生物样品高分辨率结构信息损失和变形。上世纪 70~80

年代以后，科学家们探索出了高保真的物理固定技术，即快速冷冻制样技术将水

分子迅速固定为玻璃态固体来解决高分辨率生物分子结构在真空中的稳定性问

题，如投入式冷冻技术[1]（plunge freezing，Dubochet博士因发明该技术获得 2017

年诺贝尔化学奖）、镜面冷冻、丙烷喷射冷冻、高冷冻技术[2,3]（high pressure

freezing， Moore，1987）等，这些冷冻制样技术的普及促进了生物冷冻电镜的

飞速发展。生物样品冷冻固定之后，与后期冷冻制样技术衔接以满足电镜观察要

求，如冷冻替代固定技术、冷冻超薄切片技术、冷冻蚀刻技术、冷冻聚焦离子束

减薄技术（Cryo-FIB 技术）等。本文将着重介绍着生物电镜常用冷冻固定技术

及其应用情况（图 1）。

图 1、 生物电镜制样技术
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二、快速冷冻技术原理

快速冷冻技术（如最常用的投入式冷冻、高压冷冻等）是通过快速物理降温

方式固定生物样品，让样品中水分子来不及调整位置取向结晶成冰晶体，就被快

速凝固成玻璃态水，从而保存生物分子的近生理状态高分辨率结构。冷冻后的生

物样品，如果厚度超过了 500 nm，通常需要进一步整合衔接冷冻制作超薄电镜样

品的其他制样技术，如冷冻超薄切片技术，Cryo-FIB 技术，冷冻替代固定与树脂

超薄切片技术。下面介绍几种常用技术的基本原理。

A. 投入式冷冻技术（Plunge freezing）

溶液中的生物样品，如蛋白质、大型蛋白质复合物、分离的亚细胞器、病毒、

细菌、细胞等，如果样品厚度在 10 μm以下，一般采用投入式冷冻技术进行物理

固定。关于纯水的冷冻，因水和冰的导热系数都非常低，需要非常高的降温速率

（-106 K/s）条件才能在常压下避免水分子结晶制作出大约 200 nm厚度的玻璃态

冰，超快的冷却速度让水分子来不及结晶就被凝固下来。Dubochet 等人在上世

纪 80年代初（Dubochet & McDowall, 1981），系统探索了含水样品的快速冷冻技

术，发明了投入式冷冻技术[1]，即将大约 4~5 μL 含水生物样品悬液加载到铺有

多孔碳膜的电镜载网上，然后用滤纸吸走多余液体，载碳膜微米级小孔中因水的

表面张力形成大约 100~200 nm厚度的含样品水层，快速插入液氮（-196℃）预

冷的液态乙烷（-183℃），或者丙烷（-188℃），或者 1:1 乙烷/丙烷（-196℃）

液体中，快速冷冻制作出玻璃态的含水生物样品，实现样品原始状态下原子分辨

率结构冻存。该技术简单有效，目前冷冻电镜得到了广泛的应用，在此基础上也

派生出了其他改进型的各种制样技术方案。需要指出的是，投入冷冻技术只适合

制作厚度小于 10 μm的样品，因为水的导热差，厚样品中的热量无法及时移走而

导致结冰样品损坏。单层细胞冷冻后，可以配合后面介绍的 Cryo-FIB 减薄技术

制作出适合电镜观察的样品。

B. 高压冷冻技术（High pressure freezing）

电镜制样技术发展早期，大块组织样品的冷冻需要加入防冻剂（如二甲基亚

砜，甘油，乙二醇，蔗糖等），抑制溶液中水分子在降温过程中结晶形成冰晶体，

但这种方法不仅会改变生物分子结构，还会严重影响电镜成像质量。1968年Moor

和 Riehl在罗马电镜会议上提出不要防冻剂的高压冷冻制样的新概念[3]（1968），



并于 1987年推出首款商业化高压冷冻机 BalTec HPM-100（Moor, 1987）[2]。高

压冷冻是基于勒夏特列原理（Le Chatelier）：若热动态平衡系统中某个物理量的

改变，会导致平衡会朝减小这种变化的方向移动。常压下，水分子之间在 0 ℃

时会以正六边形方式形成氢键（能量最低）而结晶，但冰的体积比相应液态水的

体积增大 1/9, 因此会严重破坏样品结构。对于高压冷冻情形，当对溶液施加 2045

bar冷冻时，高压会促使系统朝减少体积方向移动，会抑制溶液形成常压下的体

积增大的结晶方式避免形成低密度冰晶。2045 bar 高压会导致水的冰点降低至

-22℃，同时改变水的黏度，大大抑制了冰晶生长速率（比常压下低~1500倍），

从而在低导热系数的水或冰中，以较低降温速率（103~104K/s）情况下避免较厚

样品中水分子的结晶，最佳条件下高压冷冻可以制作 200 μm厚度玻璃态的生物

组织样品。因为高压冷冻技术不用防冻剂同时抑制了低密度六方冰晶的形成，从

而避免了因体积增大导致的细胞组织结构损伤，因此可以用来固定高分辨率的大

块组织样品（100~200 μm），是目前用来捕捉近生理状态原位精细结构的利器。

除了外源施加高压外，最近也有研究人员探索了自增压快速冷冻技术（SPRF）[4]，

就是将含水生物样品封装在密闭空间内（如 0.65 mm直径铜管），放入液氮或液

态乙烷中冷冻，随着外层六方冰晶形成，因六方冰晶密度低于水会导致管内自增

压到 2000 bar， 最后管中心样品无法形成冰晶而以玻璃态凝固。

C. 冷冻超薄切片技术（Cryo-sectioning，CEMOVIS）

快速冷冻冷冻（投入式冷冻和高压冷冻）固定的玻璃态生物样品，如果厚度

超过 500-1000 nm，尤其是大块组织样品（100~200 μm），通常不适合直接电镜

成像，需要后期冷冻超薄切片处理。冷冻超薄切片技术就是维持玻璃态的冰包埋

条件进行超薄切片，常压下玻璃态冰重结晶温度为 -135℃，因此冷冻超薄切片

需要在-140 ~ -160℃范围的冷冻腔内进行，避免重结晶破坏样品结构。冷冻超薄

切片技术面临很多问题，样品的褶皱压缩、裂纹、划痕、卷曲等变形，还有静电

影响，因此一般很难得到好的切片，而且电镜下导电导热差，因此目前基本上无

法推广使用[5]。但冷冻超薄切片技术可用来修剪较厚的组织样品（50~200 μm），

得到 20 μm厚度的样品用于后面介绍的 Cryo-FIB技术进一步加工制作 100~300

nm超薄冷冻电镜样品。

D. 冷冻聚焦离子束切割技术（Cryo-FIB技术）



聚焦离子束切割技术已经广泛应用于材料科学中的电镜制样，其基本原理就

是将 Ga+离子（或者其他离子）加速通过电磁透镜聚焦到纳米级离子束，轰击样

品实现样品的精确切割。2007年Marko等人发展了在低温条件下对冰冻含水样

品的 FI 切割技术[6]，冷冻聚焦离子束切割需要引入专门的冷冻传输装置和冷台

机温控系统保证整个过程样品温度维持在-140℃以下，还需要在样品表面喷镀一

层有机铂保护样品免受辐照损伤，离子束的束流需要精确控制。冷冻样品可以是

直接冷冻在电镜载网上，也可以是经冷冻超薄切片机修块至 20 μm厚度的大块样

品。Cryo-FIB目前已有细胞和组织样品的详细具体操作流程[7-9]。我们最近设计

了一种带“一字型”槽的 80 μm厚度铜片用于制作小鼠皮肤组织的高压冷冻样品，

经冷冻切片粗修至 20 μm厚，然后进行 Cryo-FIB 减薄成功制作出 200 nm厚度的

冷冻电镜样品（图 2）。

图 2、高压冷冻的小鼠皮肤组织制作 Cryo-FIB 减薄的冷冻电镜样品（姜招弟、梁丽荣协

助 Cryo-FIB 制样）。

E．冷冻替代固定技术（Freeze-substitution fixation）

快速冷冻的生物样品，除了前面提及的冷冻切片或者Cryo-FIB切割外，还有

一种广泛使用的后期制样技术，就是冷冻替代固定技术[10]。含水生物样品中通常

含有蛋白质、电解质和其他可溶物，因此跟纯水的重结晶温度（-135℃）有所不

同，通常温度升高至-90℃也不会发生明显的重结晶。冷冻替代固定技术，就是

将冷冻样品放入含有化学固定剂（如 1~2% 四氧化锇、0.1% 醋酸铀、0.01% 揉



酸、0.5%戊二醛等）的预冷丙酮（或者其他有机溶剂如乙醚、甲醇等）中，样品

从-196℃升温至-90℃停留8~24小时，丙酮分子会缓慢溶解替代样品中的水分子，

让化学固定剂逐步渗入并交联样品中的蛋白质分子，而大的生物分子在-90℃低

温下运动幅度很小基本保持原位不动被交联固定下来，然后逐步升温到-60℃、

-30℃、4℃实现完全脱水固定，最后在室温用树脂渗透包埋聚合。聚合后的冷

冻替代样品经室温超薄切片重金属染色后，进行电镜观察。冷冻替代可以很好地

保存3~5 nm分辨率的细胞精细结构，样品分辨率和保真度都远比传统化学固定技

术的样品好，而且可以连续切片（50~300 nm）大规模观察（可弥补Cryo-FIB及

冷冻切片等有损制样的不足）。

三、应用实例

以生物组织样品制作流程为例（图 3），经过高压冷冻固定制作含水生物组

织玻璃态固定样品，可以经过冷冻切片及 Cryo-FIB制作出适合冷冻电镜成像的

200 nm薄片电镜冰冻样品，或者经过冷冻替代固定脱水，然后树脂包埋聚合，

超薄切片制作出 70~120 nm厚度电镜薄片样品。优化的高压冷冻技术可以制作出

完全不结冰的玻璃态固定样品，经过冷冻替代脱水，可以得到高保真的组织原位

精细结构（图 4），室温电镜下可以得到精细的各种细胞器超微结构（图 5）。

图 3、生物组织样品的高压冷冻、冷冻切片、冷冻替代，超薄切片、Cryo-FIB 电镜制样

流程图（姜招弟、许淑曼、梁丽荣协助 Cryo-FIB 制样）。



图 4、高压冷冻-冷冻替代固定制作的小鼠小肠绒毛组织样品电镜图像，箭头所指部分为毛

细血管，右图为牵头所指的放大图，整个绒毛完全避免了冰晶损伤。

图 5、高压冷冻-冷冻替代固定制作的细胞机组织样品电镜图像，展示保存结构完好的膜泡

（V），高尔基体（G）,线粒体（M），内质网（ER）和微丝（F）等精细结构。

四、展望与讨论

目前冷冻电镜领域，纯化的蛋白质及大型复合物的原子分辨率结构的冷冻电

镜单颗粒解析方法已经常规化，但生物组织原位结构的冷冻电镜研究正逐步称为

蓬勃发展的新热门方向。生物组织的冷冻电镜样品制作，目前制样难度大、成功

率低、通量低，比较依赖制样人员的技术经验。动物组织样品对生理状态变化十

分敏感，因此对制样技术有极高的要求，我们大量的高压冷冻制样技术经验表明，

捕捉生理状态原位结构，对实验人员的制样技能要求极高。我们今后会在生物样

品生理状态快速取样、高压冷冻机高压样品腔、样品盘的导热设计以及低毒防冻

等进行改进设计，以降低制样技术经验的依赖度，实现高可靠、高成功率、高通



量的冷冻电镜制样。目前单细胞的 Cryo-FIB制样技术已经较为成熟，但组织原

位结构的 Cryo-FIB制样方法尚处于初步探索阶段，需要很多方面的开拓，如生

理状态捕捉、高成功率的冷冻制样、精准的修块及目标定位的 Cryo-FIB 减薄技

术（如三维荧光关联定位[9]）。
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