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1. 冷冻扫描电镜概述 

常规扫描电镜要求所观察的样品无水，而一些样品在干燥过程中会发生结构

变化，致使无法观察其真实结构。冷冻扫描电镜技术能够对含水(溶剂)样品进行

成像和分析，实现对于液态样品(如乳液、囊泡等)及不耐电子束损伤样品的微观

形貌的观察。在冷冻扫描电镜观察前，液态样品经过低温冷冻固定、断裂、镀膜

（喷金/喷碳）等制样处理后，再通过冷冻传输系统将其置于电镜内的冷台（温

度可至-185℃）即可进行观察。其中，快速冷冻技术可使水在低温状态下呈玻璃

态，减少冰晶的产生，从而不影响样品本身结构，冷冻传输系统保证样品传输过

程中保持低温状态，整个系统从制样到观察都在低温下进行，尽可能保持样品在

液相中的原位结构。 

2. 系统组成及流程 

冷冻扫描电镜系统包括冷冻固定、冷冻断裂、升华及导电性喷涂等制样设备，

冷冻传输装置及扫描电镜的冷台，样品首先经过高压冷冻或液氮泥方法进行冷冻

固定，然后在冷冻条件下传输到真空溅射仪中进行断裂，露出样品新鲜的断裂面，

并根据样品情况进行升华防止表面被冰包覆，之后进行导电性喷涂，至此制样完

成，通过冷冻传输系统将样品置于扫描电镜的冷台进行观察。分析测试中心电镜

组现有的冷冻扫描电镜系统包括高压冷冻仪 Leica EM HPM100、冷冻传输样品

杆 Leica EM VCT100、离子溅射仪 Leica EM ACE600、自制的液氮泥冷冻装置、

冷冻扫描电镜用的冷台。 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

2.1 冷冻固定 

2.1.1 高压冷冻固定 

冷冻固定的目标是在低温下使液态样品中的水不结晶而呈玻璃态，这样既能

将样品在液相的状态固定，又避免了水结晶引起样品结构的破坏。因此，冷冻固

定的关键是要阻止冰晶形成，冷冻固定是否成功，取决于冷冻过程迅速通过一个

温度范围，即水开始结晶的温度到开始重结晶的温度区间，此区间受环境压力、

样品浓度等因素的影响。如图 1[1]所示，第一行是常压下的纯水，从 273 K 开始

结晶，因考虑到过冷水的作用，所以从 231 K 开始结晶，当温度低于重结晶温

度 136 K 时，结晶过程停止。第二行是常压下的样品，通常样品包含溶质会降

低样品的熔点（与溶质浓度有关系），同时提高重结晶温度，使得结晶的温度区

间减小。第三行是施加 204.5 MPa 压力的样品，可以看出，施加高压会进一步

降低样品的熔点且提高重结晶的，所以结晶的温度区间进一步减小。 

因此，可用高压冷冻的方式将液态样品进行快速冷冻固定，具体如图 2[1]所

示，在 10ms 内，压力由常压瞬间升高至约 200 MPa，同时用液氮使样品温度迅

速下降，当通过水的结晶区间，直到温度低于约 136 K 后，即形成玻璃态的水。

对于 200 µm [3]厚的样品，样品中心区域通过这一温度区间大约需要 30 ms。 
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具体操作流程如下，用移液枪将待测样品滴入冷冻样品夹片的下片，下片中

有凹槽，可储存一定量的液体样品，然后盖上夹片上片，组成一个三明治结构，

上下两片的材质均为铜镀金，之后将载有样品的整个夹片置于绿色的固定片上，

推入高压冷冻仪中即可进行高压冷冻固定（图 3），每次进行一次高压冷冻，仪

器会生成一条冷冻曲线，根据曲线中达到目标压力和温度的时间可初步判断冷冻

固定的效果。 

图 1.冷冻固定时，溶质浓度和压力对水结晶温度区间的影响示意图 

图 2.高压冷冻仪冷冻曲线 

 

 



 

 

 

2.1.2 液氮泥冷冻固定 

 高压冷冻固定的方法虽然能较好的使水固定在玻璃态，但是高压会影响某

些样品的微观结构，而且高压冷冻仪价格昂贵。还可应用液氮方式进行冷冻固定，

即将液氮置于真空中，在一定的负压下（通常约 200Pa）[3]，液氮由液态逐渐变

为固态，形成液氮泥。由于莱顿弗罗斯特效应（指液体不会润湿炙热的表面，而

仅仅在其上形成一个蒸汽层的现象），当直接将样品放入液氮中时，样品周围的

液氮会立即沸腾，将样品包裹在绝缘的氮气中，从而使样品不能立即降温，水成

为结晶态。而将样品置于液氮泥中，由于液氮泥不存在沸腾现象，所以样品不会

收到莱顿弗罗斯特效应的影响，可迅速降温通，使得水分子来不及重排成晶体，

从而形成玻璃态的水。 如果是液体样品，可用夹片装载样品直接投入到液氮泥

中进行冷冻固定，固体样品则可直接用低温胶粘在样品台上投入液氮泥中进行固

定。 

2.2 冷冻断裂/喷涂 

    将应用高压冷冻或液氮泥冷冻固定的样品在液氮中转移至冷冻样品台装载

装置中，在其中将冷冻好的样品装载于冷冻传输样品杆上。然后通过冷冻传输样

品杆将载有样品的样品台转移至 EM ACE600 溅射仪中（图 4）。应用溅射仪中

的刀对样品进行冷冻断裂，露出样品新鲜的断面，对于有些样品，在 173K 下进

行升华，避免样品被水包裹覆盖，之后进行导电性喷涂，避免在扫描电镜观察过

程中放电现象的发生。(图 5）。 

图 3.高压冷冻仪样品装载图 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 冷冻扫描电镜观察 

    通过冷冻传输样品杆将断裂、喷涂好的样品转移至扫描电镜的冷台，冷台是

由液氮降温经铜带导温来控制温度（123K），在扫描电镜观察时，通常应用较低

的加速电压和较小的束流，以减弱放电现象和电子束对样品的损伤。由于整个传

输及观察过程都保持在低温状态，所以尽可能的保持了样品在液相的原位结构。 

 

3. 冷冻扫描电镜的应用实例 

3.1 微乳液 

    图 6 为微乳液样品分别经高压冷冻和液氮泥冷冻固定，并经冷冻断裂/喷涂

后，传输到冷冻扫描电镜得到的形貌图，可以看出冷冻方法能够保持乳液中液滴

图 4.冷冻样品传输至溅射仪  

图 5.冷冻断裂及喷涂 



的结构，液滴大小不一，2 µm 至 20 µm。但是应用高压冷冻方法制得的样品，

液滴呈椭球型，可能是由于液滴受高压挤压而变形所致，而应用液氮泥制样得到

的样品液滴呈球型，保持了其本来的形貌。 

 

   
 

 

3.2 纳米片稳定的水包油体系 

    图 7 为用纳米片稳定的微乳液经液氮泥冷冻固定、并经冷冻断裂/喷涂后，

传输到冷冻扫描电镜得到的形貌图，可以看出纳米片包覆在油滴表面，并且沿一

定的方向排列，据此可以得出纳米片在水包油稳定体系中的存在状态，从而推断

稳定机理。 

    
 

 

3.3 磷脂、二肽分子自组装体 

    图 8 是磷脂、二肽分子自组装体经液氮泥冷冻固定并经冷冻断裂/喷涂后，

传输到冷冻扫描电镜得到的形貌图，可以看出分子组装成棒状结构，棒的粗细在

500nm，每根棒又是由多根纤维组成。 

b） a） 

a） b） 

图 7.纳米片稳定的水包油体系的冷冻扫描电镜图 a)放大倍数 1.5K b)放大倍数 7k 

 

 

图 6.微乳液样品经 a)高压冷冻固定 b)液氮泥冷冻固定得到的冷冻扫描电镜图 



       
 

 

3.4 水凝胶 

    图 9 是水凝胶分别经过冷冻干燥之后在常温扫描电镜上观察到的形貌图和

经液氮泥冷冻固定并经冷冻断裂/喷涂后，传输到冷冻扫描电镜得到的形貌图。

可以看出冷冻干燥的水凝胶孔径较大且稀疏，可能是由于水分在真空中挥发后样

品因为没有水分的填充导致孔塌陷。而未经过可以看出孔径很小且密集，因为真

空干燥的水凝胶在冷冻固定的时候有水分填充，不会导致样品塌陷，因此冷冻扫

描电镜的方法保持了水凝胶本身的结构。 
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