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1．低温透射电镜技术概述 

低温透射电镜技术是在低温下（通常在 90K）将液相样品中的水或其它溶剂

快速冷冻固定后，在低温环境下使用透射电镜进行观察的技术。低温透射电镜实

验要求样品在制样、传输和观察整个过程中都保持在低温状态（通常低于100 K），

相对于常温透射电镜，其优势有：1)快速冷冻制样技术将样品固定在玻璃态的冰

层中，避免了水或溶剂结晶对样品结构的破坏，能够保持液相中有机分子自组装

体和化学反应中间体的微观结构，避免了样品干燥引起的结构变化；2)高分子及

化学反应体系常常具有非平衡态结构，快速冷冻制样技术能够保持住非平衡态结

构，进而得以观察；3)低温条件能够尽可能保持有机和高分子等软物质材料的微

观结构，显著减少电子束对样品的损伤。 

2．系统组成及操作流程 

    分析测试中心电镜组利用现有仪器（Leica EM GP 全自动载网投入冷冻仪、

Gatan 626 单倾冷冻传输样品杆、Jem-2011 透射电镜等），开展了低温透射电镜

工作。具体操作流程如下： 
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2.1 冷冻制样 

冷冻制样的关键是要在载网上得到厚度合适的玻璃态的冰层。冷冻环境下，

样品中溶剂（水）的粘性会显著提高，在极高的粘性下，所有样品组分包括水都

被完全固定，不能移动。但是，当水分子结晶形成冰晶，就会破坏样品的结构，

因此，要阻止冰晶形成，使得水成为玻璃态(vitrified), 或者称之为非结晶态冰（无

定形冰）。 

水结晶的条件包括：（1）温度必须低于熔点（常压下水容易形成过冷水，

从 231 K 开始结晶）；（2）具有晶核；（3）有足够的能量，高于重结晶温度(常

压下，纯水的重结晶温度约为 136K, 低于这一温度，水分子没有足够的能量进

行分子重排，从而无法结晶）；(4)有足够的时间分子重排。纯水在 231 K～136K

的温度范围内经过一定的时间可以结晶形成冰晶，所以要得到玻璃态的冰，就需

要降温时迅速通过这一温度范围，即要求快的冷冻速率和尽可能窄的结晶温度范

围。 

 

图 1.冻冷速率随样品厚度的变化图 

对于一定的样品而言，水的热扩散率和样品厚度决定了样品的冷冻速率[1,2]。

在常压情况下，只有当冷冻速率大于 5×105 K/s，才有足够的时间提取热量防止

冰晶产生。同时，水的热扩散率很差，对于较长距离，热量无法有效释放（图 1）。

例如，对于 600µm 厚的含水样品，即使其表面冷冻速率达到理论临界冷冻速率



（> 5×105 K/s），在距离样品表面 150µm 处，冷冻速率也会降到低于 1000 K/s。

因此，在常压下，很难形成较厚的玻璃态的冰层。20 世纪 70 年代，Moor 引入

了高压冷冻固定法[3,4,5,6]。增加压力到一定程度可显著降低水分子的成核温度，

缩短水的结晶温度区间（图 2），从而增加了冷冻固定样品的厚度。 

 

 

 

在常压下，100nm 厚水膜可以被有效玻璃化冷冻[8]，满足此条件的样品可以

选择投入式快速冷冻制样法。高压条件下，可以有效固定 200 µm 以下的厚水膜

[1 ,9,10]，适合此条件的样品可以选择高压冷冻技术制样法。 

2.1.1 投入式快速冷冻制样 

投入式快速冷冻制样是液相样品进行冷冻固定的基本方法，是将样品快速插

入到液态乙烷中(90K，以液氮冷冻)，使样品中的水/其他溶剂快速冷冻(冷冻速度

可达 10,000K/s)固定于电镜载网上，此过程中水和其它溶剂不结晶成为玻璃态

(vitrified)，能够最大限度的保持样品的结构。这种制样方法要求样品大小、厚度、

粘度等不能太大，否则可能会出现样品脱落，电子束无法穿透样品，不能通过自

动吸附过程得到厚度合适的样品薄膜等情况。 

图 2.水的相图[7] 



在投入式快速冷冻技术中，采用将载网以自由落体的形式快速投入到冷冻剂

中的方式，是因为成功的冷冻固定取决于冷冻过程是否能够迅速通过水结晶的温

度范围，要求冷冻速度太快以至于水来不及结晶。冷冻剂选择的是在液氮“水浴”

环境中的液化乙烷。乙烷的比热比氮气的比热更大，冷冻速度更快；乙烷的沸点

比氮气高，在液氮“水浴”环境中可以液化，得到一个更加稳定且快速的冷冻环境。 

具体操作步骤为：将载网（一般选用 GiG-C321 型号的微筛阵列碳支持膜）

置于一个温度/湿度可控的环境仓中，温度可在 279K- 335K 之间调节，湿度可在

大气湿度到 99%调节（图 3a, 3b）。在电镜载网上滴加样品悬液后（通常 3μL，

图 3a），通过滤纸自动吸附过程吸走一些样品留下适量样品形成电子束能够穿

透的薄膜，然后载网被快速投入液态乙烷中进行冷冻（图 3c）。在投入冷冻完

成后，将载网快速转移到样品盒并保存在液氮中，用于后续观察。 

  

 

   

2.1.2 高压冷冻制样 

在常压下，技术改进并不能帮助玻璃化冷冻更厚的样品。而高压条件下，降

低了水的结晶温度范围和临界降温速率，使得到的有效玻璃化厚度更大。因此要

制备尺寸较大、粘度较高的样品，需要通过加压来实现。 

b) c) 

 图 3.a)在可控的样品环境仓内向载网上滴加样品 b) 可编程的参数设定 c)液化乙烷的头部液化装置 

a) 



 

 

从 Leica EM HPM100 型高压冷冻仪冷冻曲线图[11]中，我们可以看出，在 10 

ms 内，压力升高至 200MPa，一旦达到所需压力值，温度开始下降（从 310K 开

始），当温度降至晶核形成温度（181K）直到温度低于约 136K，这一温度区间

内，冰晶可以形成。对于 200 µm 厚的样品，样品中心区域通过这一温度区间大

约需要 30ms，压力平均值 204.5MPa。 

高压冷冻方法是目前唯一能够将玻璃化的厚达 200 µm 的冷冻固定方法。由

于高压冷冻的样品较厚，无法直接进行透射电镜观察，因此在冷冻固定后，需要

使用冷冻超薄切片机在冷冻状态下超薄切片，制得适合透射电镜观察的样品方可

进行冷冻透射电镜观察。高压冷冻固定技术由于样品冷冻固定的时间必须要足够

快（小于 50 毫秒），所以局限是对样品的大小有限制（直径：1-2mm，最大厚

度：200 µm）[7] 

2.2 冷冻传输 

将制得的冷冻透射样品，在液氮中转移至低温样品装载装置，置于冷冻样品

杆上，样品固定好之后，快速的将样品杆拔出转移到透射电镜中。在样品转移和

观察中保持在低温环境（通常低于 100K）。 

图 4. Leica EM HPM100 型高压冷冻仪冷冻曲

 



冷冻传输系统保证了样品从装入样品杆到进入电镜的整个过程中都处于一

个低温并且相对洁净的环境中，避免样品在转移过程中因为温度的改变被破坏或

者因为暴露在大气中被污染。 

2.3 低温透射电镜样品的测试 

目前，分析测试中心电镜组是利用冷冻传输样品杆在透射电镜 Jem-2011 上

实现低温透射电镜样品的测试，可以满足一部分样品的测试需求，但是由于这台

电镜为普通透射电镜，所以样品的漂移稳定性较差，而且无法使用低剂量技术致

使很多样品的冰层容易破坏，所配置相机成像的衬度也有限，很多低衬度样品无

法进行观察。为了获得高分辨率、高衬度的结果，分析测试中心今年将引进一台

专门的低温透射电镜（Cryo-TEM），与普通透射电镜相比，专业的低温透射电

镜的极靴是冷冻型极靴，即在极靴部分增加了一个冷冻盒（图 5）。冷冻盒可以

保持样品周围的低温环境，既减少了样品上冰(晶) 沉积引起的污染，也大大减

少了样品的漂移，同时配备高性能相机，显著提高成像的衬度和速度。 

具体地，低温透射电镜的特点包括：（1）分辨率更高，可以得到更好的高

分辨成像；（2）可以使用较低的电子束，精确控制电子剂量使冰层不被打坏；

（3）漂移稳定性好，可以长时间的有效采集数据并进行三维重建；（4）可选择

过滤特定的能量，去除杂散/背底信号，提高衬度，提高信噪比；（5）可通过增

加相位板、高性能相机等配件进一步提高样品衬度及空间分辨率。 

 

  图 5.低温透射电镜的冷冻极靴示意图 



3．低温透射电镜应用实例  

胶束体系对于浓度、pH、添加剂种类等液相环境条件的变化非常敏感，如

果是干燥状态其结构与有液相完全不同，因此必须用低温透射电镜表征其结构。

通常情况下，胶束有球状、囊泡状、棒状、层状、六角束状、洋葱状、蠕虫状等

多种形状，图 6 是分析测试中心电镜组用现有的低温透射电镜系统观察得到的囊

泡及球状、棒状、短线状胶束的透射电镜图，可以看出应用冷冻透射电镜技术，

囊泡、胶束的结构被原位的真实呈现出来，可清晰地观察到囊泡的完整性、分布、

大小、融合等情况，而在普通电镜条件下，干燥后的囊泡的形状、结构很容易发

生变化。 

 



 
                               

 

图 6.应用分析测试中现有的低温透射电镜系统得到的透射电镜图 a)囊泡 b)融合囊泡

c)球状、棒状胶束 d)线状胶束 



 
      

 

同样，低温透射电镜也能够有效保持聚合物在液相的形态，如图 7 是应用我

们现有的低温透射电镜系统得到的带状、线状聚合物的电镜图，可清晰地观察到

聚合物的形态及聚集状态。 

目前，低温透射电镜在生物大分子的成像尤其是蛋白结构的解析方面已经取

得了诸多突破的成果，相信在化学分子材料领域也会展现很好的应用前景。 
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