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一、概述

常规扫描电子电镜（Scanning electron microscopy，SEM）无法观察含水样

品，部分样品在干燥过程中易发生结构变化，导致无法获得样品的真实结构。环

境扫描电子显微镜（ Environmental Scanning Electron Microscope，ESEM）可观

察含水样品，但受其真空度限制，难以获得高分辨率图像。相较于传统 SEM和

ESEM，冷冻扫描电镜（Cryo-SEM）结合了冷冻制样技术与 SEM的高分辨成像

能力，能够对含水或其他溶剂的样品进行高分辨成像和成分分析。

利用 Cryo-SEM技术，样品在制样、传输和观察整个过程中都保持在低温状

态，最大程度保留样品在液相中的原始结构。Cryo-SEM技术在表征液相样品（如

乳液、水凝胶、有机组装体等）及电子束敏感样品中具有独特的优势：（1）快

速冷冻技术（如液氮泥冷冻、高压冷冻）将样品固定在溶剂玻璃态的冰层中，避

免了水或溶剂结晶对样品内部结构的损坏，以及样品干燥过程引起的结构变化。

（2）快速冷冻后的样品在转移及观察过程保持在低温状态（-170℃以下），低

温条件能够尽可能保持液相样品的微观结构，并显著减少电子束对样品的损伤。

同时配合二次电子探测器及能谱仪，可同时获得样品表面的高分辨率形貌图像及

成分信息。

分析测试中心电镜组的聚焦离子束-电子束双束电子显微镜（型号：Helios G3

CX，Thermo Fisher Scientific）配备了冷冻传输系统（型号：PP3010T，Quorum）

和能谱仪 EDS（型号：UltimMax 40 ，Oxford），实现了对液相和不耐辐照样品

在低温冷冻条件下高分辨 SEM 观察、成分分析及离子束刻蚀。本文介绍该

Cryo-SEM系统运行以来开展的典型应用实例。

二、仪器与系统组成

仪器装置组成与实验操作流程在第 11期分析测试中心通讯[1]中已详细介绍，

本文仅作简要概述。

2.1仪器装置



如图 1所示，冷冻传输系统主要包括：aQuilo 冷冻制备腔室、PrepdekTM 工

作站、传输装置、电镜镜筒冷阱和冷台、涡轮分子泵抽气系统、自增压液氮罐等。

图 1、 双束电镜及冷冻传输系统装置图

2.2实验操作方法

实验前需对扫描电镜样品室和制备腔室（转换仓）降温，降温完成后制备液

氮泥，然后快速冷冻液相样品，迅速将预冷的样品转移到冷冻制备腔室之内，在

冷冻状态下进行冷冻断裂、升华，镀膜溅射三个步骤，处理结束后将样品传入至

双束电镜中的低温样品台上进行观察。

三、典型应用实例

该台 Cryo-SEM系统已用于化学、生物、材料领域等多种液相、不耐电子束

样品的研究，开展了黏稠样品、溶液、固液界面样品、电子束/空气敏感型固态

样品、生物样品五大类样品的测试。以下分别介绍这五大类样品的典型应用实例。

3.1 黏稠样品

此类样品主要包括水凝胶、液晶、复合功能材料等典型粘稠样品。以水凝胶

为例，水凝胶由于其较强的锁水能力，通过 Cryo-SEM 技术控制升华条件（如

-90 ℃ 30 min），可有效去除凝胶网络中的游离水，清晰揭示其三维多孔网状

结构。化学所电镜室利用 Cryo-SEM技术已表征聚稀乙醇水凝胶[2] （图 2（a）

所示）、牛血清白蛋白水凝胶[3] （图 2（b）所示）、磺基甜菜碱甲基丙烯酸酯

水凝胶[4] （图 2（c）所示）等多种类型水凝胶，从而为研究凝胶化机理及结—

性能关系提供关键证据。



图 2、（a）不同浓度的聚乙烯醇水凝胶的 Cryo-SEM 图像 [2] (b)牛血清白蛋白水凝胶

Cryo-SEM下图像[3] (c)不同浓度的磺基甜菜碱甲基丙烯酸酯水凝胶的 Cryo-SEM 图像[4]。

图(a)和图 (b)的比例尺为 3μm。

3.2 溶液样品

此类溶液样品主要包括液相中的组装结构，乳液样品中的微球、纳米颗粒等，

Cryo-SEM能获取其在溶液中原始状态。

3.2.1 新型环状胶体颗粒 Pickering溶液

Li等[5]通过使用环状二氧化硅胶体颗粒作为乳化剂，制备了具有低界面覆盖

率但稳定性增强的新型 Pickering乳液体系，该乳液体系在界面催化和表面增强

拉曼散射检测中具有优越的性能。

在该研究中，Cryo-SEM用于直接观察和验证功能化的纳米二氧化硅颗粒在

Pickering乳液界面的精确位置和分布形态。通过 Cryo-SEM可证明该环状胶体颗

粒在乳液液滴表面形成了六方密堆积的单层结构（图 3（a）），这与图 3（b）



所示光学显微镜的结果一致，这种有序的结构是该乳液具有高稳定性的基础。同

时，Cryo-SEM也观察到该环状胶体颗粒具有明显的空腔结构，其空腔结构使每

个乳液液滴具有超过 80%的自由油水界面。此外，Cryo-SEM图像还清晰显示催

化用的钯纳米颗粒（Pd NPs）主要分布在环状胶体颗粒的空腔以及环与环之间的

空隙中，如图 3（c-e）所示，Pd NPs 能够占据环状胶体颗粒留下的自由界面，

以此从结构上揭示了环状胶体颗粒能够提供更大的接触界面用于催化反应的机

理。

图 3、（a）Cryo-SEM下乳液液滴表面图像(b) 光学显微镜下乳液液滴单层环状纳米颗粒覆

盖图像(c-e) Cryo-SEM下负载的 Pd NPs在环状胶体颗粒的位置。比例尺：50 μm(a)，2 μm

（a中插图），20 μm(b)，500 nm(c，d，e)。

3.2.2 多级组装体结构的新型表面活性剂

Wang 等 [6]设计并构建了一系列由 2-甲酰基苯磺酸钠（FBSS）和直链胺

（CnNH2, n=6, 7, 8, 10, 12）通过动态亚胺键（-CH=N-）反应形成的表面活性剂。

其中，FBSS- C8NH2在清洗效率、适用范围、循环使用中表现出优异性能。研究

人员通过使用 Cryo-SEM揭示了 FBSS- C8NH2组装体的形貌，如图 4（a）所示，

其为直径 100 nm到 1.5 μm不等的球形聚集体，并阐明了该表面活性剂的多级组

装路径：由直径 20 nm左右的小囊泡进一步聚集形成网络结构，网络结构卷曲闭

合后最终形成中空的网状壳层球。这种独特的多级组装结构能够富集在油污周围

并包覆油滴，促进了乳化过程。Cryo-SEM的观察数据为阐释该多级组装体结构

的工作机理提供了直接证据。



图 4、FBSS- C8NH2 形成聚集体的组装机制：（a） FBSS- C8NH2溶液（15.0 mM）中形成

聚集体的 Cryo-SEM 图像（a1-a6）（b）冷冻透射电镜图像（b1-b4）（c）囊泡、网络及空心

网状球的形成过程示意图

3.2.3 受限气泡群中两亲性分子的手性分级组装

Gao等[7]系统地研究了微柱模板稳定的受限气泡阵列与其他几种受限条件

（如无气泡、平板、液滴）下手性两亲分子的蒸发诱导组装行为。研究发现，气

泡场景下的组装能产生独特的分形形态，并展现出最高水平的手性程度、有序性

和取向一致性。这种独特的促进作用归因于两个关键因素：界面效应和受限空间

形成动力学。研究人员通过 Cryo-SEM技术证实了在气泡边界处存在与最终分形

组装体中相似的纳米粒子，而体相中则缺乏这些特征纳米粒子，如图 5（b）所

示，这一观察结果直接证明了组装开始于气/水界面，纳米粒子是在界面处形成

的，此结果是支撑该研究界面组装机理的关键数据。此外，通过对比气泡场景（界

面机制主导）和无气泡场景（体相预组装主导）的 Cryo-SEM结果以及其他表征，

研究人员将界面组装和体相组装机制区分开来，如图 5（c）-（e）所示。



图 5、（a）气泡组装体的 SEM 图像（b）含有气泡的手性两亲分子组装墨水的 Cryo-SEM

图像（c）在第三种调控条件下气泡组装的分级组装过程，包括中间聚集体和最终形貌的

Cryo-TEM、Cryo-SEM、SEM和光学显微镜图像（d）气泡场景和(e)无气泡场景中液桥实

时演化的共聚焦荧光显微镜图像

3.3 固液界面样品

固液界面样品主要包括固液界面的表面活性剂液滴、高分子溶液、电解质溶

液等，Cryo-SEM能够原位固定界面结构，避免液体干燥造成的界面塌陷或重组，

从而获取固液界面处的微观结构、元素分布、反应过程等信息。

3.3.1 用于植物叶片抗菌的全生物基凝聚层

Wang等[8]开发了一种基于表面活性素（Surfactin，SFT）和木质素（sodium

lignosulfonate，SL）的全生物基凝聚层，该凝聚层是兼具高效载药能力和广谱抗

真菌活性的环保型农药，用于防治植物叶片病原菌。此外，该农药高速冲击到植

物叶片后可稳定沉积在叶片表面，减少农药飘移损失。Cryo-SEM在此研究中发

挥了关键作用，直观观察到 SFT/SL/氯化钠凝聚液滴的微观形貌，液滴内部具有

纳米尺度的网络状结构，如图 6（a）所示，该数据直接证实了凝聚层并非均相



溶液，而是具有海绵状或网络状的复杂内部结构。这种结构为其高效包封不同极

性农药分子提供了丰富的微环境（亲水界面和疏水微区），是解释其高包封效率

的重要结构基础。此外，研究人员还借助 Cryo-SEM观察了凝聚液滴沉积在植物

叶片后的界面精细结构。结果显示凝聚液的网络状结构能够与叶片表面的鞭毛状

微观结构发生缠绕和结合，并在叶片表面形成一层薄薄的液体覆盖层（图 6（b）），

该结果为阐释该凝聚层优异沉积能力的机理提供了不可或缺的证据。

图 6、（a）SFT/木质素/NaCl 凝聚层液滴的 Cryo-SEM图像；SFT/SL和 SFT/SL/NaCl凝聚

层液滴在番茄叶片上的沉积行为（b） 疏水番茄叶片表面形态的 SEM 图像（c）番茄叶片

鞭毛状结构的 Cryo-SEM 图像（d-e）SFT/SL 凝聚层结合并缠绕鞭毛状结构 Cryo-SEM 图

像（f）SFT/SL凝聚层的薄液层覆盖在番茄叶片表面的 Cryo-SEM图像（g）凝聚层液滴从

30 cm 高处滴落到番茄叶片上时的沉积状态；比例尺为 2 mm（h）凝聚层网络与番茄叶片

微/纳米结构相互缠绕的示意图

3.3.2高效包覆农药的三聚表面活性剂凝聚相体系



Liu等[9] 通过合成具有亚胺动态共价键的三聚表面活性剂，使其在水溶液中

自组装形成具有纳米网络结构的凝聚相。该凝聚层用于精准控制农药应用的高效

封装、完全沉积、牢固持留、可控释放的全过程，从而提高了农药利用率并促进

可持续农业发展。研究人员利用 Cryo-SEM技术确定了无论是否包封农药，凝聚

相内部均存在随机缠绕的纳米纤维网络结构，（图 7（d-e）），这一结果直接证

实了凝聚相具有复杂的多孔微观结构，为其同时高效包封不同极性农药分子提供

了结构基础。同时，研究人员通过 Cryo-SEM观察了液滴冲击后与叶片表面的界

面情况，发现凝聚相的纳米网络与叶片表皮蜡质的纳米柱状结构发生了深刻的相

互缠绕和钉扎（图 7（f）），从而阐明了凝聚相在超疏水植物表面的沉积与钉扎

机制。

图 7、（a）TIS10凝聚相溶液封装农药的示意图（b）光学显微镜图像（c）共聚焦激光扫描

显微镜图像显示大量凝聚层微滴（d-e）5.0 mM TIS10凝聚相（无论是否封装农药）具有纳

米尺度的网络结构的 Cryo-SEM图像（f） Cryo-SEM图像展示了凝聚相液滴与卷心菜叶片

表面的微/纳分级结构相互缠绕的状态；底部的两张图像是左上角图像的冷冻断裂状态；右

上角的图像展示了其模型

3.4 不耐电子束损伤/空气敏感型固态样品

扫描电镜表征电池材料、钙钛矿等对电子束辐照敏感或空气敏感型样品时，



为减轻电子束损伤，通常采用低加速电压与低束流的操作模式，然而该模式仍会

造成样品部分损伤，同时此操作模式会降低分辨率。化学所电镜室利用

Cryo-FIB-SEM技术，通过低温制样，低温条件下对不耐电子束损伤/空气敏感型

固态样品进行精确截面切割，同时在低温条件下对切割的截面进行高分辨成像，

有效减少了电子束损伤及荷电效应，从而实现了此类材料的表面形貌观察。

Zhang等[10]通过真空紫外光诱导的液相聚合物衍生法，在商业聚乙烯隔膜表

面构建超薄（仅 20 nm厚）、Si-C共价键锚定的 SiOx涂层，从而使涂层与隔膜

基底强效结合，以解决锂金属电池中锂枝晶生长问题，并提升了电池的安全性和

循环寿命。然而由于电池隔膜材料不耐电子束，常规方法很难获取隔膜内部微观

孔隙结构。研究人员应用 Cryo-FIB-SEM技术，在低温下（＜-140℃）使用镓离

子束对该电池隔膜进行的截面切割，暴露出其内部的孔隙结构，利用 SEM成像

对切割出的新鲜截面进行成像（观察条件：电压 5kV 束流 86pA），如图 8（a-h）

所示。Cryo-FIB-SEM技术在该锂金属电池隔膜的改性研究中发挥了关键作用，

揭示了不同制备条件下超薄 SiOx涂层对隔膜内部微观孔隙结构的影响，从而为

优化工艺参数提供了数据支撑。

图 8、（a-d）Cryo-SEM表面形貌图像（e-h） Cryo-FIB-SEM切割出的截面图像（堵塞的

孔隙已用红圈标出）

3.5 生物样品

Cryo-SEM在生命科学研究中具有重要作用，可用于观察细胞、细菌、酵母、

动植物组织等。Cryo-SEM可最大限度保存生物样品的原始微观结构，实现生物



样品近天然的结构观察。

3.5.1 仿生自组装纳米结构

Li等[11]设计了一对磷脂仿生的谷氨酸衍生物对映体（L/D-UG），通过动力

学与热力学控制，使其分别自组装形成高曲率的囊泡和低曲率的二位纳米晶两种

结构。研究发现，由 L-氨基酸构成的纤连蛋白在 L-UG二维晶表面以半有序模式

特异性吸附，该模式有效地促进了间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）

的整合素β1簇集，从而激活成骨分化信号通路。动物实验进一步证实，L-UG二

维晶是促进大鼠颅骨缺损修复的最有效材料。该工作首次在自组装体系中实现了

手性与曲率的同步调控，并阐明了其在骨再生中的关键作用。在该研究中，冷冻

电镜技术（Cryo-SEM和 Cryo-TEM）作为重要表征手段，为上述研究提供了直

接的形貌与结构证据，Cryo-TEM揭示了 L/D-UG分子由囊泡到二维晶的两步自

组装机制（图 9（a-d）），并获得囊泡的直径与壁厚及二维晶的厚度及双层结构，

直接观察到了纤连蛋白在 L-UG二维晶表面的半有序吸附图案（图 9（c））。

Cryo-SEM进一步确认了二维纳米晶的形貌（图 9（e）），还验证了 L/D-UG组

装体与水凝胶基质复合后仍保持原有形貌（图 9（f）），同时进一步表征了 L-UG

组装体（囊泡与二维晶）能够紧密结合在细胞膜表面（图 9（g）），为理解材

料与细胞相互作用提供了界面信息。



图 9、（a）和（c）分别为第一天自组装的 L-UG 和 D-UG 囊泡的 Cryo-TEM 图像（b）和

（d）分别为第三天自组装的 L-UG 和 D-UG 二维晶体的 Cryo-TEM 图像（e）MSCs 的

Cryo-SEM 图像显示细胞表面光滑（f）Cryo-SEM 图像显示，掺杂于水凝胶基质中的 UG

组装体在与水凝胶混合后，囊泡和二维晶体的形貌均得以保持；由于 UG 带负电荷，研究

人员选用了带负电荷的水凝胶基质以避免 UG 组装体在水凝胶上吸附，通过 Cryo-SEM 得

到了验证（g）水凝胶基质中MSCs与 UG组装体共培养的 Cryo-SEM图像；样品制备过程

中，研究人员将间充质干细胞与 UG 组装体混合，以实现其在细胞膜表面的最大化附着；

结果显示 UG组装体在细胞膜上的吸附情况。

3.5.2 耐热型冻干巧克力

Li[12]等通过创新性地结合乳化技术和冷冻干燥技术，开发出一种具有优异耐

热性的冻干巧克力，不改变巧克力的基本配方，通过工艺流程改变其微观结构来



实现耐热性。Cryo-SEM技术在揭示和验证冻干巧克力微观结构的形成机理中起

到了关键作用，如图 10（a）所示，Cryo-SEM 图像清晰地显示了冻干巧克力内

部的多孔网络结构以及嵌入其中的球形脂肪颗粒（直径约 100 μm）。同时，

Cryo-SEM技术还对冻干巧克力的关键加工步骤进行了追踪，通过对冷冻后的巧

克力乳液进行 Cryo-SEM观察，研究发现乳化后形成的球形脂肪结构在冷冻阶段

得到了完好保持，这证明了乳化步骤是形成油/水结构的关键（图 10（d））。

图 10、（a）冻干巧克力的 Cryo-SEM 微观结构图像（b）常规巧克力与水乳化后的光学显

微图像（c）常规巧克力乳化后的激光共聚焦显微图像（d）冷冻状态下巧克力液体的

Cryo-SEM图像

四、结论

Cryo-SEM通过快速冷冻制样技术，使含水、溶剂或电子束敏感样品在低温

条件下保持原始微观结构，避免了干燥过程引起的结构破坏或电子束损伤。本文

系统介绍了化学所电镜室应用 Cryo-SEM技术在表征五类样品的应用案例，涵盖

黏稠样品、溶液样品、固液界面样品、不耐辐照/空气敏感型固态样品以及生物

样品。这些应用案例表明，应用 Cryo-SEM技术能够得到高分辨形貌和成分信息，

为化学、材料和生物领域的研究提供了直接的数据支撑。
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