
 

专题: 兰州大学物理系 (学院)建立 80周年

冷冻透射电子显微镜技术在物理与
材料领域的应用*

张泽林 1)2)#    普睿 1)2)#    康东元 1)2)#    易斯洋 1)2)#    徐宋毅 1)2)    

武山权 1)2)†    雷东升 1)2)3)4)‡

1) (兰州大学物理科学与技术学院, 兰州大学电镜中心, 兰州　730000)

2) (兰州大学, 磁学与磁功能材料教育部重点实验室, 兰州　730000)

3) (兰州大学动物医学与生物安全学院, 动物疫病防控全国重点实验室, 兰州　730000)

4) (江苏省人兽共患病学重点实验室 (扬州大学), 扬州　225009)

(2026 年 5 月 11日收到; 2026 年 6 月 8日收到修改稿)

冷冻透射电子显微镜 (cryogenic transmission electron microscopy, cryo-TEM)通过快速玻璃化冷冻技术,

可将样品固定在近原生状态, 并在低温下实现高分辨成像, 从而有效抑制或避免真空干燥、电子束辐照等过

程造成的结构损伤. 凭借这一优势, cryo-TEM不仅在生物、医学等传统领域得到了广泛的应用, 近年来更是

在物理、材料、化学、大气等多个学科的结构表征与机理研究中取得了颇多进展. 本文在对 cryo-TEM技术路

线简要介绍的基础上, 聚焦其在物理与材料领域的应用进展展开综述, 依次讨论了其在电子束敏感材料的保

护机制与结构解析、空气敏感材料的无氧制样与界面分析、时间分辨 cryo-TEM的方法学及其在成核和相变

研究中的应用、低温环境下功能材料的原位观测, 以及与谱学、衍射和理论计算等技术联用的最新进展. 希

望本文能够为 cryo-TEM在物理与材料领域的更广泛应用提供参考.
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 1   引　言

透射电子显微镜 (transmission electron micro-

scopy, TEM)是材料科学与凝聚态物理中获取原

子尺度结构信息的核心工具. 借助高能电子与样品

的相互作用, 常规 TEM可实现晶体结构、缺陷与

组分的表征.  然而 ,  TEM在表征敏感体系时存

在诸多局限, 包括电子束引发辐解、原子撞离和局

部温升, 以及高真空环境下含水或含溶剂样品脱溶

剂导致结构塌陷 [1–3].  例如锂、钠、钾等碱金属、

金属有机框架 (metal-organic frameworks, MOFs)、

共价有机框架(covalent-organic frameworks, COFs)、

卤化物钙钛矿、固态电解质界面 (solid-electrolyte

interphase, SEI), 以及水凝胶等体系, 在低电子剂

量下即会出现有序性丧失或局部相变与分解 [2,4,5],

使得常规 TEM难以表征其本征结构.

冷冻透射电子显微镜技术 (cryogenic trans-

mission  electron microscopy,  cryo-TEM)为上述

问题提供了有效解决路径. 该技术通过快速玻璃化
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冷冻将样品原位固定, 在低温下完成转移与成像,

有效抑制了辐照产生的自由基、空位和间隙原子的

扩散, 阻断了损伤的链式传递过程, 大幅提升敏感

体系的结构稳定性 [3,5]. 因此该技术可同时抑制辐

照损伤、热效应结构弛豫与真空干燥形变, 实现

对原生结构的高分辨表征 [1,3,4], 其应用领域已从结

构生物学逐渐扩展至物理、材料、化学、大气等多

个学科, 成为表征敏感体系与动态过程的关键手段

之一 [6–12].

目前, cryo-TEM在物理与材料领域的主要研

究方向, 根据研究对象和体系的不同可分为: 1)针

对电子束敏感材料, 实现MOFs、COFs、有机晶体

与钙钛矿的本征结构解析 [2,13]; 2)针对空气敏感材

料, 结合样品的无氧低温转移, 观测碱金属沉积与

电极/电解质界面的真实结构 [14–17]; 3)引入时间分

辨策略, 在秒至微秒尺度捕获成核、相变与界面演

化等动态过程 [18–20]; 4)依托低温原位环境, 研究铁

电相变、超导畴结构与合金低温变形等低温物理行

为 [21–24]. 上述应用过程中, cryo-TEM逐渐与电子

能量损失谱 (electron  energy-loss  spectroscopy,

EELS)、X射线能谱 (energy-dispersive X-ray spec-

troscopy, EDS)等表征技术联用与融合, 实现了研

究对象形貌、晶体取向、应变、化学信息等多维度

信息的同步获取 [14,25–27], 拓展了传统结构表征方案

的应用范围.

Cryo-TEM在物理与材料领域的研究实践包

含两类不同的技术路线, 二者在制样方式、转移路

径和科学目标上存在显著差异. 一类以快速玻璃化

冷冻为核心, 旨在保持样品的近原生状态并抑制辐

照损伤; 另一类依靠侧插式低温样品杆或低温原位

样品台对已制备的固态薄片进行原位冷却, 以低温为

实验变量研究材料的低温物理性质. 本文首先对这

两类技术路线进行方法学区分, 并在此基础上依次

介绍 cryo-TEM在电子束敏感材料、空气敏感材料、

时间分辨结构演化、低温物理性质的研究进展, 并

概述其与谱学、衍射、原位等技术的前沿交叉应用.

希望本文能够为 cryo-TEM更广泛的应用提供参考.

 2   Cryo-TEM技术

对 cryo-TEM不同技术路线的了解与系统区

分, 有助于准确理解不同研究中 cryo-TEM所使用

的具体实验方法与适用边界 [28,29]. 两类主流的技术

路线虽均在低温下成像, 但在样品类型、制样策

略、转移流程和核心科学目标上存在本质差异.

第 1类是基于快速玻璃化冷冻的 cryo-TEM

路线. 其核心在于通过超快降温使含液相样品中的

水或溶剂转变为非晶玻璃态, 从而在近原生状态下

固定结构. 典型操作流程为: 将样品溶液滴加至

TEM载网, 用滤纸吸去多余液体形成薄液膜后, 快

速投入液态乙烷或乙烷-丙烷混合物中实现玻璃化

(plunge freezing), 随后全程在液氮温度 (~90 K)

下完成转移、保存与低剂量成像 [5]. 在此过程中, 样

品避免了冰晶生成和真空干燥引发的结构塌陷.

根据样品厚度和体系的不同, 衍生技术包括用于

制备电子透明薄片的冷冻聚焦离子束 (cryogenic

focused ion beam, cryo-FIB)技术、三维成像的冷

冻电子断层扫描 (cryo-electron tomography, cryo-

ET)和结构解析的冷冻三维电子衍射 (cryo-three-

dimensional  electron  diffraction,  cryo-3DED)

等 [30–32]. 该路线的科学目标是最大限度地保存样

品在溶液环境中的近原生结构并抑制电子束辐照

损伤, 适用于 MOFs、COFs、有机晶体、卤化物钙

钛矿、水凝胶、含液相电池界面以及需要捕获瞬态

中间体的时间分辨研究 [1–3]. 其主要技术局限包括

冷冻速率不足时可能形成冰晶伪影, 溶质在冷冻过

程中可发生浓度极化或相分离, 非晶冰背景引入额

外噪声, 以及低剂量条件下成像信噪比较低 [33].

第 2类是基于侧插式低温样品杆或低温原位样

品台的低温 TEM路线. 与快速玻璃化路线不同, 并

非通过超快冷冻来固定近原生含水状态, 而是在常温

条件下将预先制备好的固态 TEM样品 (如电解抛

光薄片、离子减薄样品或 FIB薄片)借助侧插式冷

冻杆或液氦冷却台在电镜内冷却至液氮温区 (~90 K)

乃至液氦温区 (<10 K), 实现低温观察并降低晶格

热振动、抑制辐照损伤或诱发低温相变 [21–23]. 此外,

配合变温调控, 可在宽温区内连续观测铁电畴壁的

演化、电荷密度波 (charge density wave, CDW)相

变、超导涡旋态和拓扑磁结构 (如斯格明子晶格)等

低温量子现象 [21,23,34,35]. 该路线的核心科学目标是

以低温作为实验变量来研究材料本征的低温物理性

质, 而非保存含水样品的近原生结构. 其主要技术

挑战包括低温下样品的热漂移与机械不稳定性、束

流局部加热导致的实际温度偏差, 以及低温样品台

在长时间实验中的污染积累 [36].

物 理 学 报   Acta  Phys.  Sin.   Vol. 75, No. 17 (2026)    170709

170709-2

http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1
http://wulixb.iphy.ac.cn/CN/volumn/home.shtml#1


两类技术路线在样品类型、制样方式、转移路

径、成像温度和科学目标上的差异, 总结于表 1和

图 1. 需要说明的是, 上述分类旨在提供方法学概

念框架, 实际应用中两类路线并非截然分离. 以锂

金属和 SEI为代表的空气敏感材料研究, 采用手套

箱内的无氧操作配合冷冻转移杆进行低温成像, 其

制样对象主要为固态样品, 不涉及含液相的玻璃化

固定. 此类工作在制样路径上与第 1类路线不同,

属于第 2类路线中无氧冷冻转移方法的应用 [14,37];

而部分低温原位研究也可与快速冷冻制样相结合.

后文将电子束敏感材料 (第 3节)和时间分辨演化

(第 5节)归入第 1类路线的研究范畴; 将空气敏感

材料 (第 4节)、低温下功能材料 (第 6节)归入第

2类路线的研究范畴. 相关技术局限将在相应章节

予以说明.
 
 

(a) 快速玻璃化冷冻路线

样品溶液滴加至TEM载网

滤纸吸去多余液体, 形成薄液膜

快速投入液态乙烷 (~105 KSs-1)

液氮温度下转移至电镜

低温低剂量成像

(b) 侧插式低温样品杆路线

固态样品制备 (薄片或颗粒)

安装至侧插式低温样品杆

冷却至液氮/液氦温区

低温成像/变温原位成像

图 1　Cryo-TEM两类主要技术路线的示意对比　(a)快速

玻璃化冷冻路线; (b)侧插式低温样品杆路线

Fig. 1. Schematic comparison of two major cryo-TEM tech-

nical routes: (a) Vitrification-based cryo-TEM route; (b) side-

entry cryo-holder route.
 

 3   电子束敏感材料的结构表征

MOFs、COFs、有机晶体、卤化物钙钛矿和凝

胶态固态电解质界面等材料在能源存储、催化转化

和软物质科学中占有重要地位 [1,2,28]. 本节所讨论

的工作均以快速玻璃化冷冻为核心制样手段, 属于

第 1类技术路线. 这些材料对电子束高度敏感, 若

使用常规 TEM进行结构表征, 高能电子束将在极

短时间内对其造成不可逆的结构损伤, 以至难以获

得这些材料的本征结构信息 [38]. 这一问题的物理

根源是电子束与样品之间 4种损伤效应的叠加: 撞

离损伤 [3]、辐解损伤 [38]、热效应、干燥脱水损伤 [2].

Cryo-TEM凭借玻璃化冷冻技术, 以毫秒级冷

却速率将溶剂转为非晶冰, 避免样品脱水、冰晶生

成与体积形变, 可真实且完整的保留研究对象在溶

液中的结构特征, 消除干燥诱导的结构损伤 [39]. 与

此同时, 液氮保护下的低温表征 (~90 —110 K),
不仅可以迅速耗散电子束能量, 控制局部温升, 有

效抑制热效应 [40], 而且可降低自由基扩散速率与

反应能垒, 阻断辐解链式反应. 此外, 配套的低剂

量成像技术与具备高量子检测效率的直接电子探

测器 (direct electron detector, DED), 进一步完善

了 cryo-TEM在超低剂量下维持高信噪比的需要.

因此, cryo-TEM技术可有效避免或减少辐解损

伤、热效应、干燥脱水损伤, 大幅提升材料耐受电

子束的临界剂量 [29], 使其可在保持样品含水、低

温、低剂量的条件下, 精准表征材料的本征结构,

现已成为电子辐照敏感体系结构研究的重要手段

之一 [39,41]. MOFs是辐照敏感材料的典型代表. 其

骨架含有大量有机配体和溶剂分子, 在电子束下极

易发生辐解和孔道塌陷. Li等 [13] 利用 cryo-TEM

技术解析了多种 MOFs材料的原子级表面结构,

首次在单个纳米颗粒的原子尺度下直观揭示了框

架与客体分子之间的相互作用模式. 他们通过超快

玻璃化冷冻固定样品的本征状态, 结合低剂量成像

策略, 有效抑制电子束辐照造成的骨架降解与真空

环境引发的孔道塌陷, 成功清晰地表征了 MOFs

 

表 1    两类 cryo-TEM技术路线的对比
Table 1.    Comparison of two cryo-TEM technical routes.

对比项 快速玻璃化cryo-TEM 侧插式低温样品杆

样品类型 含液相溶液、分散液、可悬浮颗粒 固态样品(薄片或颗粒)

制样与进样
快速投入冷冻(plunge freezing)或高压冷冻,

目标为非晶玻璃态; 全程液氮温度转移
固态样品在手套箱中装载或常规减薄后

安装至冷冻杆; 电镜内冷却

核心科学目标 保存近原生含水结构, 抑制辐照和真空损伤
空气敏感材料: 保护近原生化学状态, 抑制氧化与水解;

低温物性研究: 以低温为实验变量研究相变与物性

典型应用体系 MOFs、COFs、钙钛矿、软物质、瞬态中间体
锂/钠/钾金属及SEI/CEI、固态电解质界面;

铁电畴壁演化、超导/磁畴、CDW相变

主要技术挑战 玻璃化不完全、冰污染、低剂量信噪比低
转移过程中空气/冰污染、样品漂移、

温度标定偏差、局部束流升温
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内部孔道的形貌、尺寸分布以及客体分子在孔道内

的空间排布与结合位点. Wu等 [42] 将 cryo-TEM

与图像反卷积算法相结合, 针对 ZIF-8这类高敏

感MOFs开展结构解析研究, 在超低电子剂量条

件下获得高质量的高分辨图像, 成功确定了 ZIF-

8的精确晶体结构. Xin等 [32] 发展了 cryo-3DED

方法, 将 cryo-TEM技术与三维电子衍射数据采集

相结合, 通过低剂量、快采集模式最大限度减少束

流损伤, 在最大限度保持晶体骨架与孔道结构完整

性的前提下, 实现了低温下气体分子在MOF孔道

中吸附位置的原位捕获与精准解析, 明确了气体分

子的占位与配位环境, 为理解MOF的气体吸附机

制提供了直接的原子级结构证据. Chen等 [43] 采用

cryo-TEM结合微晶电子衍射技术 (microcrystal

electron diffraction, MicroED), 聚焦水诱导转化

的 ZnMOF-1体系中的不稳定中间相开展原子级

结构解析研究, 依托低温冷冻水合制样与低剂量电

子衍射条件有效规避中间相在常规真空环境下的

结构失稳, 成功解析了 MOF水解的关键中间态

ZnMOF-inter的晶体结构, 明晰了水分子逐步配

位至金属中心直至骨架崩塌的水解路径机制, 弥补

了传统衍射方法难以表征溶液中不稳定 MOF瞬

态中间相的技术短板, 为理解水敏感MOF的水解

稳定性与水诱导结构演化机制提供了结构依据, 见

图 2(a). 综上, cryo-TEM已实现 MOFs材料原子

排布、晶粒形貌、表面缺陷、孔道拓扑及客体分子

吸附行为的多尺度一体化表征, 为多孔框架材料微

观结构精准解析、构效关系构建及功能化结构设计

优化奠定了重要的技术与理论支撑.

COFs及有机晶体依靠分子间非共价相互

作用维系长程有序结构,  这类材料在电子束辐

照与真空脱水的双重作用下极易发生结构失稳.

Sun等 [44] 借助冷冻电子衍射断层扫描技术 (cryo-

electron diffraction tomography, cryo-EDT), 以亚

微米级 COF-300单晶为研究对象, 从原子水平揭

示了三维 COF的动态结构响应行为. 利用低温环

境抑制电子束辐解与真空脱水引发的有机组分损

失, 成功获得了分辨率优于 0.9 Å的电子衍射数据,

定位了 COF-300无客体相框架上所有非氢原子的

空间位置, 并观测到水吸附诱导的晶格收缩、离子

液体/聚合物吸附诱导的晶格膨胀等客体依赖的动

态构象转变特征, 阐明了主-客体间非共价相互作

用对框架动态响应行为的调控机制. Li等 [26] 利用

改良型冷冻连续旋转电子衍射 (cryo-continuous

rotation electron diffraction, cryo-cRED)技术, 对

多晶 COFs开展从头原子结构解析, 在冷冻保护条
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图 2    Cryo-3DED解析 COFs和MOFs的原子级结构　(a) Zr-MOF 材料的晶体结构, 揭示了其骨架原子排布、孔道拓扑及配位

水分子的空间分布特征 [43]; (b)电子束敏感三维 COFs的结构解析, 展示了数据筛选与处理过程 [26]

Fig. 2. Atomic-level structure determination of COFs and MOFs by cryo-3D electron diffraction: (a) Crystal structure of Zr-MOF

materials, revealing the framework atomic arrangement, pore topology, and spatial distribution characteristics of coordinated water

molecules[43]; (b) structure elucidation of electron beam-sensitive 3D COFs, showing the workflow of data screening and processing[26].
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件下获得分辨率高达 0.79 Å的原子级结构, 精准

表征了多晶 COF的孔道拓扑构型、骨架连接方式

及精细微观结构特征, 推动了多晶 COFs高分辨结

构解析技术的发展, 见图 2(b). 上述研究充分表明,

cryo-TEM技术与三维电子衍射等联用, 可有效解

决 COF及有机晶体对电子束、真空环境敏感的表

征难题, 实现从静态原子结构到动态构象演化、从

重原子骨架到氢原子精细位点的全方位解析, 是非

共价型晶态框架材料本征结构表征的重要技术手

段之一.

CH3CH
+
3

卤化物钙钛矿的有机阳离子和卤素离子在电

子束下极易迁移和挥发. Li等 [45] 通过 cryo-TEM,

在原子分辨率下对极端敏感的有机-无机杂化卤

化物钙钛矿 MAPbI3 进行成像 .  该研究测定了

低温下 MAPbI3 在高分辨透射电子显微镜 (high-

resolution  transmission  electron  microscopy,

HRTEM)成像模式下的临界电子剂量 12 e–·Å–2

(1.49 Å分辨率). 同时, 借助低温保护成功捕捉到

传统 XRD难以表征的纳米尺度降解行为, 包括短

时紫外光照后MAPbI3 纳米线表面析出 PbI2 纳米

颗粒、空气暴露 10 s后出现的表面粗糙化等现象,

为从原子层面揭示钙钛矿降解路径提供了结构支

撑. Fan等 [46] 将冷冻制样方法与冷冻扫描透射电

镜技术 (cryogenic scanning transmission electron

microscopy, cryo-STEM)相结合, 聚焦混合卤化物

钙钛矿的光照诱导结构演化过程开展研究. 通过迅

速冷冻受光照样品以锁定瞬态离子分布, 结合四维

扫描透射电子显微镜 (four-dimensional scanning

transmission  electron  microscopy,  4D-STEM)与

EELS, 有效捕获了光激发下钙钛矿内部的瞬时结

构演变特征, 直接观测到 I–从晶界向晶粒中心迁移

的动态过程. 研究发现, 相分离过程在单个晶粒内

具有明显的异质性演化特征, 伴随着各向异性应变

的积累, 从微观尺度阐明了混合卤化物钙钛矿光照

衰减与结构劣化的内在机制, 见图 3(a). Zhu等 [47]

采用 cryo-TEM, 在约 100 K低温条件下对有机-无

机杂化钙钛矿 CH3NH3PbI3(MAPbI3)进行原子级

直接表征. EELS分析证实其有机组分  在

cryo-TEM分析过程中得以完整保留, 验证了 cryo-

TEM对该类高度敏感材料的有效保护能力. 基于

该低温保护方案, 研究人员成功观测到MAPbI3 晶

格中高密度的堆垛层错 (stacking faults)及表面原子

台阶结构, 测得材料临界成像剂量为 70—100 e–·Å–2,

为甲铵铅碘钙钛矿的本征缺陷构型与结构稳定性

研究提供了直接的原子尺度证据. 现阶段, cryo-

TEM已发展成为解析钙钛矿微观结构、揭示降解

内在机理的核心表征手段之一, 可为光电器件性能

优化与功能提升提供关键的结构依据 [48].

水凝胶及各类软物质材料的微观网络形貌高

度依赖溶剂分子支撑, 常规干燥处理与电子束辐照

均会造成严重的结构畸变与失真. Kochovski等 [49]

将 cryo-TEM技术应用于聚离子液体自组装纳米

颗粒与蛋白质超分子结构的表征研究中,  利用

cryo-TEM的低温玻璃化制样策略, 有效规避了传

统制样过程中的干燥与染色步骤对聚离子液体纳

米颗粒形貌及组装聚集态造成的结构干扰, 同时实

现了蛋白质超分子组装体在溶液环境中接近天

然状态的高保真原位成像, 清晰分辨多级组装单元

的空间排布方式. 该工作为从微观形貌层面阐释

聚离子液体纳米颗粒的成型机理, 以及借助冷冻单

颗粒分析技术获取人造蛋白微管的高分辨率三维

结构提供了直观的结构表征依据.  Sonani等 [50]

将 cryo-TEM应用于超分子凝胶的原子级结构解

析, 以二肽 CarbIF形成的管状胶束为模型体系,

成功获得了近原子分辨率的组装结构, 揭示了分子

堆积模式与凝胶化机理. 研究指出, 传统干燥样品

电子显微镜及光谱学等方法难以提供真实可靠的

原子模型, 而 cryo-TEM可规避干燥引发的结构畸

变, 为关联凝胶微观结构与宏观性能 (如力学行

为、物质传输等)奠定了原子尺度的结构基础, 见

图 3(b). Song等 [51] 利用 cryo-TEM与全原子分子

动力学模拟相结合的策略, 对二硫化物水凝胶的自

组装过程进行了分子层面解析.  研究者以 cryo-

TEM测定的纤维直径 (5.4 nm)作为结构约束, 结

合全原子模拟, 揭示了凝胶因子 CSSC采用开放构

象、氢键为稳定纤维的关键作用力, 并发现 70%转

化率下的分子间相互作用强度优于完全转化状态.

该工作为活性水凝胶的可控组装设计提供了基于

结构与模拟的协同方法. Zhang等 [52] 针对高分子

材料在冷冻电镜成像中易受辐照损伤的问题, 提出

利用抗坏血酸钠作为自由基清除剂, 显著提升了胶

原纤维、纤维素等高羟基高分子的抗电子辐照能

力, 为软物质体系的高分辨成像提供了新的技术策

略. Cryo-TEM技术的普及应用, 使软物质微观结

构研究由传统间接推演表征, 迈入了原位直接观测

的新阶段.
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Cryo-TEM凭借玻璃化制样与低温保护的独

特优势, 已在 MOFs、卤化物钙钛矿、COFs、有机

晶体和水凝胶等电子束敏感体系中, 实现了微观形

貌、原子排布、表面缺陷、孔道拓扑和主客体相互

作用的多尺度精细表征. 然而, 该技术仍存在诸多

局限: 玻璃化冷冻对复杂样品适配性有限, 高黏

度、团聚性样品易出现制样不均与轻微结构形变,

重复性有待提升; 非晶冰背景噪声及低温成像的样

品台漂移, 会降低图像信噪比与结构解析精度. 同

时, 超低剂量成像难以兼顾结构完整性与高分辨表

征需求, 对多组分复合材料的界面识别、定量分析

能力不足, 原位动态外场表征体系尚不完善. 尽管

存在上述挑战, cryo-TEM仍是当前解析辐照敏感

材料本征结构与动态演化行为的核心表征工具, 能

够为能源存储、吸附分离、催化转化、软物质科学

等领域的功能材料设计与性能优化, 提供关键的微

观结构依据.

 4   空气敏感材料的结构表征

锂、钠、钾等碱金属, 镁、钙等碱土或多价金

属, 以及锂金属电池中的固体电解质界面 (solid

electrolyte  interphase,  SEI)和正极电解质界面

(cathode electrolyte interphase,  CEI),  是能源材

料领域的重要研究对象. 这类材料通常具有较高的

化学活性, 暴露于空气容易发生氧化、水解、碳酸

盐化、氮化、界面重构或相变, 导致样品在表征前

就已经结构变质. 同时, 这些材料也具有明显的电

子束敏感性, 在常规 TEM表征过程中可能发生辐

照分解、局部加热、轻元素迁移、挥发组分损失或

结构非晶化. 因此, 这些材料结构的可靠表征, 需

要同时解决空气暴露和电子束损伤问题.
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图 3    Cryo-TEM表征钙钛矿与软物质的微观结构演化　(a)光激发混合卤化物钙钛矿的形貌、元素分布与晶格应变, 揭示了光

照诱导的结构演化行为 [46]; (b) CarbIF自组装胶束, 左为形貌显微图像, 标尺为 50 nm, 右为三维重构的七股螺旋组装模型 [50]

Fig. 3. Microstructural evolution of perovskites and soft materials characterized by cryo-TEM: (a) Morphology, elemental distribu-

tion  and  lattice  strain  of  photoexcited  mixed  halide  perovskites,  revealing  the  light-induced  structural  evolution  behavior[46];

(b) CarbIF self-assembled micelles. The left panel shows the morphological micrograph, scale bar is 50 nm, the right presents the

seven-stranded helical assembly model via three-dimensional reconstruction[50].
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Cryo-TEM为解决上述问题提供了重要手段.

与常规电镜相比, cryo-TEM并不是简单地降低样

品温度, 而是通过快速冷冻、无空气转移、低温保

存、低剂量成像等技术流程, 尽量减少环境暴露和

电子束辐照对样品结构的影响 [28,33]. 对于空气敏感

材料而言, cryo-TEM的低温和无空气转移能够减

少样品与水氧接触, 避免锂金属、钠金属、硫化物

固态电解质等材料在制样和转移过程中快速变质,

并可通过低温条件与低电子束损伤, 使得在接近原

始状态下观察锂金属、SEI、有机/无机复合界面和

金属氢化物等材料的结构成为可能. 此外, 快速冷

冻能够捕获某些短寿命中间态或非平衡界面状态,

使研究对象从静态最终产物扩展到形成过程和失

效机制 [4,53,54]. 因此, cryo-TEM已成为传统 X射线

衍射、X射线光电子能谱、拉曼光谱、核磁共振等

表征手段的重要补充. 从制样方法看, 本节主要采

用无氧环境下的样品制备、冷冻转移和低温低剂量

成像, 在方法学上属于第 2类技术路线.

锂金属是 cryo-TEM在空气敏感材料领域中

最具代表性的研究对象之一. Li 等 [14] 将 cryo-TEM

用于敏感电池材料和界面研究, 发展了无空气暴露

的冷冻转移流程, 并在低温低剂量条件下观察到锂

金属及其 SEI的原子尺度结构. 研究表明, 常规

TEM难以保持锂金属和 SEI的原始状态, 而冷冻

保护能够显著提高锂金属及其界面表征的可靠性.

这一工作为后续锂金属沉积、SEI结构解析和电池

界面研究奠定了方法基础. Wang等 [37] 进一步利

用 cryo-TEM研究电化学沉积锂及其 SEI的结构,

发现不同电解液体系下沉积锂和 SEI的纳米结构

存在明显差异. 在常规电解液中, SEI往往表现为

无机纳米晶分散在非晶有机基体中的马赛克结构;

而在含氟添加剂或高浓度电解液中, SEI的无机

组分比例和空间分布会发生变化. 该类研究说明,

cryo-TEM不仅能够观察锂金属形貌, 还能够将电

解液组成、SEI纳米结构和锂沉积稳定性联系起

来, 为电解液设计和界面调控提供直接结构依据.

Yuan等 [55] 通过超快速沉积策略实现了锂金属沉

积与 SEI形成过程的解耦, 并借助 cryo-TEM观

察到锂金属的本征沉积形貌为菱形十二面体. 在常

规条件下, 锂沉积与 SEI形成几乎同时发生, 难以

判断枝晶、纤维状、柱状或块状形貌究竟源于锂金

属本征晶体生长, 还是由电解液分解和 SEI诱导.

该研究通过使锂离子还原速率超过 SEI形成速率,

揭示了更接近锂金属本征的沉积形貌, 并进一步提

出脉冲电流策略, 将菱形十二面体锂作为成核种子

以促进后续致密锂沉积. 这说明 cryo-TEM不仅能

用于解释结构, 也能反向指导电化学调控策略. 近

年来, cryo-TEM还被用于运行状态下电化学界面

的捕获. Han等 [56] 利用 cryo-TEM研究钠金属 SEI,

见图 4(a), 揭示了不同电解液和添加剂对钠金属界

面层结构与循环稳定性的影响.  Liu等 [57] 结合

cryo-TEM多尺度成像与建模研究钾金属/基底相

互作用对枝晶生长的影响, 指出基底亲钾性会显著

影响钾沉积致密性和枝晶形貌. 综上, cryo-TEM

技术突破了传统电镜表征的局限性, 有效解决了碱

金属负极及界面易氧化、易损伤、难以原位观测的

难题. 为碱金属电池电解液优化、界面工程改性、

沉积行为调控等提供了坚实的结构支撑. 除上述基

于无氧冷冻转移的第 2类技术路线外, 部分工作采

用了第 1类技术路线来捕获电化学界面瞬态. 例

如,  Wang等 [58] 提出 electrified  cryo-TEM方法 ,

将薄型电化学装置在持续外加电压的工作状态下

快速投入冷冻介质, 从而捕获运行中的非平衡电化

学界面. 该方法通过不同时间点的冷冻快照分析

SEI早期生长动力学, 见图 4(b), 发现不同电解液

中 SEI在扩散限制阶段的传输性质接近, 而反应限

制阶段的生长速率差异明显. 这一结果提示, 高性

能电解液的优势不一定只来自提高离子扩散能力,

也可能来自降低界面反应活性. 该方法为研究动态

电化学界面提供了重要方向. 除锂金属外, 钠和钾

等碱金属同样容易在空气中氧化, 适合采用 cryo-

TEM研究.

SEI是金属负极稳定性的关键界面, 但也是最

难准确表征的对象之一. 传统 X射线光电子能谱

(X-ray photoelectron spectroscopy, XPS)、和核磁

共振波谱 (nuclear  magnetic  resonance  spectros-

copy, NMR)等技术能够提供平均化学组成, 却难

以直接揭示纳米尺度下晶体/非晶结构、局部异质

性和三维形貌. 利用 cryo-TEM原位固定 SEI结

构并在实空间直接观察, 研究人员实现了对 SEI厚

度、结晶相、孔隙结构和空间分布等重要结构特征

的分析. Huang等 [59] 利用 cryo-TEM观察碳基负

极表面 SEI的形成与演化, 发现 SEI并非均匀覆

盖层, 而是包含不同结构区域和异质组分. 随后,

Huang等 [60] 进一步利用 cryo-TEM研究 SEI中氟

化物在纳米尺度上的分布差异, 指出 SEI内部存在
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显著氟化物异质性. 这说明, SEI的功能不仅需要

考虑平均组分, 还必须考虑组分在空间上的分布方

式. Jurng等 [61] 利用 cryo-TEM研究不同电解液

对锂金属 SEI纳米结构和电化学性能的影响, 说明

电解液组成能够显著改变 SEI的厚度、致密性和

晶体相分布. Han等 [62] 利用 cryo-TEM研究锂金

属负极三维界面结构, 发现锂剥离后 SEI框架可在

一定程度上保留下来, 并可能在后续沉积中引导新

锂在原有网络中重新生长. 这说明 SEI不是简单二

维薄膜, 而可能是具有柔性、孔隙和重复利用能力

的三维框架, 有助于解释堆压、人工界面和电解液

组成对锂金属循环效率的影响. 除了负极 SEI, 研

究人员对正极CEI也开展了 cryo-TEM研究. Zhang

等 [63] 利用 cryo-TEM观察锂电池正极电解质界面,

发现 CEI在正极表面并不一定形成连续均匀薄膜,

而可能呈现不均匀分布的表面产物. CEI的连续

性、组成和局部结构会影响电解液持续氧化、过渡

金属溶出、晶格氧释放和正极表面结构相变. 因此,

cryo-TEM对 CEI的直接观察有助于避免将电池

性能差异简单归因于“界面层厚或薄”, 而是进一步

分析其均匀性、致密性和化学稳定性.

全固态电池能够兼具高能量密度和高安全性,

而固-固电极界面的稳定性问题, 仍是制约其性能

提升的核心瓶颈. 硫化物、卤化物及氧化物等主流

固态电解质普遍存在空气敏感性, 极易发生水解、

氧化和表面污染; 同时, 这类电解质与锂金属、硅负

极接触后, 还会发生化学或电化学还原分解 [64–66],

因此 cryo-TEM表征非常适合全固态电池的结构

研究. Cheng等 [67] 利用 cryo-TEM研究锂金属与

LiPON 固态电解质之间的界面, 揭示了 Li/LiPON

界面处稳定 SEI 的纳米结构特征. 已有研究发现

LiPON电解质对锂金属有良好的界面稳定性, 但

其稳定性的微观结构来源并不清楚. Cryo-TEM观

察显示, 该界面具有多层马赛克式结构和元素浓度

梯度, 有助于解释 LiPON对锂金属的稳定作用. Dai

等 [68] 将 cryo-TEM用于石榴石型固态电解质基固

态电池界面的原子尺度结构研究, 揭示了富 LiF界

面层与锂金属和石榴石电解质之间的紧密接触关

系. 该界面层有助于均匀锂离子传输并抑制锂枝晶

生长. 该研究说明, cryo-TEM不仅能减少束流损

伤, 还能帮助理解人工界面层如何调控锂沉积行

为. Yao等 [30] 利用 cryo-FIB和 cryo-TEM研究硅

负极/硫化物固态电解质界面失效机制 , 比较了

Si/Li10Si0.3PS6.7Cl1.8 和 Si/Li10GeP2S12 类界面, 见

图 4(c). 研究发现, 前者形成较薄且稳定的界面层,

纳米晶分散在非晶基体中; 后者则形成厚达微米尺

度的反应层, 主要包含针状和其他反应产物. 更重

要的是, 该研究指出容量衰减并不主要来自界面阻

抗升高, 而是持续界面反应不断消耗正极活性锂

源. 这一结论丰富了固态电池失效主要来自高界面
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图 4    Cryo-TEM观测空气敏感材料的代表性案例　 (a)钠金属枝晶和 SEI的 cryo-TEM表征 [56]; (b) 1 mol/L LiFSI/DME与

4 mol/L LiFSI/DME电解液中沉积锂的电触发 cryo-TEM表征 [58]; (c) Si/LSPSC界面的 cryo-TEM表征 [30]

Fig. 4. Representative  cases  of  cryo-TEM observations  of  air-sensitive  materials:  (a)  Cryo-TEM characterization  of  sodium metal

dendrites  and  SEI[56];  (b)  electro-triggered  cryo-TEM characterization  of  deposited  lithium  in  1 mol/L  LiFSI/DME and  4 mol/L

LiFSI/DME electrolytes[58]; (c) cryo-TEM characterization of the Si/LSPSC interface[30].
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阻抗的简单理解, 说明 cryo-TEM能够为固态电池

失效机制提供更具体的结构证据.

除锂、钠、钾等单价碱金属外, 镁、钙等多价金

属负极也逐渐受到关注. 镁、钙金属具有资源丰

富、理论体积容量高和潜在安全优势, 但其电极/

电解液界面更加复杂. 与锂金属不同, 镁、钙金属

表面形成的钝化层往往阻碍 Mg2+或 Ca2+迁移, 导

致沉积/剥离可逆性不足. 因此, 解析多价金属负

极界面的真实组成和形貌, 是发展镁、钙金属电池

的重要基础 [69]. Yang等 [70] 利用 cryo-TEM研究镁

金属电池中的本征镁沉积形貌, 揭示了镁沉积结构

与表面界面状态之间的关系. 这一研究说明金属沉

积形貌并非完全由金属本征晶体结构决定, 还受到

电解液分解、界面膜形成和传质条件共同影响. 对

于钙金属体系, Lin等 [71] 研究了钙金属负极的动态

界面化学, 指出界面层组成和演化对可逆钙沉积具

有关键影响.  虽然这类研究不一定全部以 cryo-

TEM为核心手段, 但其强调了多价金属界面表征

的重要性, 也为 cryo-TEM进一步进入镁、钙等空

气敏感金属体系提供了应用背景.

金属氢化物和氢敏感金属体系是空气敏感材

料中较特殊的一类. 钛、锆、镁基储氢材料以及部

分高强合金在吸氢、放氢或腐蚀环境中可能形成氢

化物相, 这些氢化物会影响储氢性能、氢脆行为和

力学稳定性. 对于这类材料, 表征难点不只在于空

气氧化, 还在于制样过程可能引入氢或诱导氢扩

散, 从而形成氢化物伪影. Chang等 [72] 以纯钛和钛

合金为例, 证明常规制样可能导致氢吸收和氢化物

形成, 而 cryo-FIB制样能够显著降低样品制备引

起的氢污染和氢化物伪影. 因此, 在金属氢化物研

究中, cryo-TEM和冷冻 FIB的关键价值更多体现

在防止制样伪影和保持氢相关结构分布上. 相比锂

金属和 SEI研究 , 金属氢化物方向的 cryo-TEM

应用仍相对有限, 但在储氢材料、氢脆机理和环境

敏感合金研究中具有较大发展空间.

综上, cryo-TEM为空气敏感材料研究提供了

接近原始状态的高分辨表征方法, 为沉积形貌、晶

体结构、玻璃态中间体、枝晶界面、三维框架、局部

化学组成、固固界面内部真实结构等的研究提供了

有力支撑. 但需要指出的是, 空气敏感材料的冷冻

制样流程复杂, 对手套箱、冷冻转移杆、cryo-FIB

和低温样品台的配合要求较高, 操作过程中仍可能

出现冰污染、空气泄漏、溶剂残留或结构扰动, 而

冷冻固定本身也可能引入伪影, 例如冷冻过程中电

解液局部浓缩改变界面状态. 此外, 低剂量成像虽

然可以降低束流损伤, 但也会降低信噪比, 给轻元

素识别、非晶相分析和谱学定量带来困难. 因此,

cryo-TEM结果需要与电化学测试、XPS、NMR、

同步辐射表征、理论计算和多尺度模拟等研究方法

相互印证.

 5   结构演化的时间分辨表征

物质在非平衡态下的结构演化, 例如成核初期

的原子聚集、电化学界面的形成、矿物结晶中的相

选择, 以及软物质的自组装路径, 决定了其最终结

构与性能. 对这些演化过程的深入了解, 需要有能

够捕获瞬态构型的实验手段. 本节所讨论的时间分

辨 cryo-TEM方法属于第 1类技术路线, 即通过快

速玻璃化冷冻将不同反应时刻的瞬态构型固定, 随

后进行低温低剂量成像 [4,5]. 基于这一原理, 研究者

发展了多类将时间变量引入 cryo-TEM实验的方

法, 实现从秒到天量级的时间窗口内, 追踪研究对

象的结构演化.

根据引入时间变量的方式, 现有方法主要分为

3类. 1)离线取样冷冻, 在反应启动后按预设时间

点取样并快速冷冻, 以获得不同时刻的结构信息,

代表性工作包括矿物成核 [73,74] 和金属电沉积 [15].

2)将反应触发与冷冻操作在同一装置内进行, 尽

量压缩两者的时间间隔, 目前电化学触发 [27,75]、微

流控混合 [5,20] 和光触发 [76,77] 等手段可将冷冻延迟

控制在数毫秒至~1.5 s. 3)电子束同时作为激励源

与探针, 利用累积电子剂量等效替代反应时间, 实

现结构演化过程的连续观测 [78–80].

在第 1类方法中, 启动反应后在不同预设时间

点取样并快速冷冻, 获得一系列时间序列快照. 这

类方法的时间分辨率受取样操作速度制约, 通常为

秒级, 适用于秒及更长时间尺度的反应. 其优势在

于, 反应在冷冻时刻被中止后, 可在同一样品上综

合使用电子衍射、cryo-ET和谱学分析, 获取该时

刻的完整结构信息.

矿物成核是这类方法最早应用的领域之一. 多

个课题组对碳酸钙、磷酸钙、铁氧化物和沸石等体

系进行了系统研究, 揭示出经由前驱体的多步晶化

是矿物体系的重要生长路径. 碳酸钙体系的研究

最为充分. Pouget等 [73] 在反应数分钟至数十分钟
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的多个时间点取样冷冻,  结合电子衍射和暗场

成像, 捕捉了无定形碳酸钙 (amorphous calcium

carbonate, ACC)颗粒在模板上的演化过程: 6 min

时观察到 ACC颗粒, 11 min时 ACC颗粒进一步

增大, 45 min时已出现晶态球霰石颗粒, 尺寸达数

百纳米, 且球霰石可在单个 ACC颗粒内多处同

时成核, 与经典成核理论设想的单一位点图像不

同. 磷酸钙体系展示了类似的级联路径. Habraken

等 [31] 结合时间序列取样与 cryo-ET三维重构, 在

从分钟到月的宽时间范围内追踪磷酸钙体系演化

全过程, 揭示了预成核团簇、分支网络、球形结节、

无定形纳米球和板状晶体的完整路径, 并指出脱

水作用是驱动网络坍缩和致密化的关键因素见

图 5(a)—(i). 沸石体系中也观测到了类似的经由前

驱体颗粒聚集再内部晶化的现象. Kumar等 [81] 对

MFI(mobil five)型沸石在室温下进行老化追踪,

通过 cryo-TEM和小角 X射线散射发现无定形前

驱体颗粒在老化过程中逐渐聚集, 并最终在其内部

形成晶态颗粒. 相比之下, Baumgartner等 [82] 对磁

铁矿的研究则揭示了另一类机制: 其结晶是由约

2 nm的初级颗粒直接团聚并伴随脱水而实现, 过

程中未经过大的无定形前驱体相. 这些工作共同表

明, 矿物体系的结晶路径具有显著的多样性, 经典

的单步成核模型不足以描述其复杂的物理过程 [5].

Cryo-TEM技术也被用于纳米团簇自组装和

金属电沉积的结构演化研究. Soltis等 [83] 在加入阳

离子后多个时间点取样冷冻, 追踪了 U60纳米团

簇的自组装过程. 二价阳离子诱导形成近球形中

空黑莓结构, 尺寸随反应时间增大; 单价阳离子

诱导形成尺寸更大的分形网络, K+体系的组装速

率高于 Na+体系 .  金属电沉积领域 ,  Wang等 [15]

系统研究了锂在铜载网上的电沉积过程. 发现在

0.5 mA/cm2 恒流条件下, 5 min时的锂未呈现晶

态特征, 10 min时出现约 5 nm小晶畴, 20 min时

晶畴扩展至 50 nm以上. 反应分子动力学模拟揭

示约 700个锂原子是结晶的临界阈值. Yang等 [70]

 

5 min 10 min 15 min 20 min

100 nm

200 nm

100 nm 100 nm

500 nm

200 nm

200 nm200 nm

(a) (b) (c) (j1) (k1) (l1) (m1)

(j2) (k2) (l2) (m2)

(j3) (k3) (l3) (m3)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

50 nm

图 5    Cryo-TEM观测材料结构随时间演化的代表性案例　(a)—(i)磷酸钙成核与生长的级联路径 [31], (a)纳米级单元形成的聚

合物链 (<2 min); (b)分支状聚合物组装体 (2—20 min); (c)球形结节 (10—20 min); (d)聚集态球体 (15—60 min); (e)聚集态球体

和带状结构 (60—80 min); (f)带状结构  (80—110 min); (g)聚合物聚集体的带状直接组装  (60—110 min); (h)伸长板状结构

(>110 min); (i)成熟的板状晶体 (1个月); 标尺为 50 nm, 插图为低倍图像 , 标尺为 100 nm. (j)—(m)镁沉积的时间演化 [70], 其中

(j1), (j2)沉积 5 min; (k1), (k2)沉积 10 min; (l1), (l2)沉积 15 min; (m1), (m2)沉积 20 min; (j3)—(m3)对应沉积阶段须状镁沉积物的

生长示意; 电流密度为 0.5 mA/cm2, 标尺为 200 nm

Fig. 5. Representative cryo-TEM observations of time-dependent structural evolution in materials. (a)–(i) Cascade pathway of CaP

nucleation  and  growth[31]:  (a)  polymeric  strands  from  nanometre-sized  units  (<2 min);  (b)  branched  polymeric  assemblies

(2–20 min); (c) nodules (10–20 min); (d) aggregated spheres (15–60 min); (e) aggregated spheres and ribbons (60–80 min); (f) rib-

bons  (80–110 min);  (g)  direct  assembly  of  ribbons  from polymeric  aggregates  (60–110 min),  lines  denote  alignment  of  complexes;

(h) elongated plates (>110 min); (i) mature plates (1 month); Scale bars: 50 nm, insets are lower magnification images, scale bars

are  100 nm. (j)–(m) time-resolved evolution of  Mg deposition[70]:  (j1),  (j2)  5 min deposition;  (k1),  (k2)  10 min deposition;  (l1),  (l2)

15 min deposition; (m1), (m2) 20 min deposition; (j3)–(m3) schematic illustrations of the whisker-shaped Mg deposits at the corres-

ponding deposition stages; current density is 0.5 mA/cm2, scale bars are 200 nm.
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利用 cryo-TEM对镁金属电池中镁沉积的时间演

化进行了纳米尺度可视化研究. 在 0.5 mA/cm2 条件

下, 5 min时沉积物呈细小须状, 10 min时须状结

构明显伸长, 15 min时须状镁继续生长并出现分

支, 20 min时形成密集的须状网络, 见图 5(j)—(m).
在第 1类方法的框架下, 也可通过光照触发反

应, 并在预设时间点取样冷冻. Fan等 [46] 将 CsPb

(BrxI1–x)3 薄膜在 0.4 W/cm2 的 405 nm LED光照

不同时间后快速冷冻, 利用 cryo-STEM-EELS及

4D-STEM进行分析. 光照 5 min后碘从晶界向晶

粒中心迁移, 晶粒中心晶格膨胀超过 4%; 暗态静

置 2 h后碘分布恢复均匀, 表明光致相分离可逆.

该结果证实了相分离在运行条件下确实发生. 软物

质体系中, Wu等 [84] 在反应 1 min, 6 h和 1个月

后取样冷冻, 追踪了超分子凝胶的形貌演化: 1 min

时形成致密液滴, 6 h出现缠绕的细纤维, 1个月后

完全转变为规整螺旋结构.

当反应本身快到秒甚至毫秒以内时, 第 1类方

法受取样操作速度制约已无法满足要求, 需要将反

应触发与冷冻操作在同一装置内直接耦合. 电化学

触发-耦合冷冻是应用最广的方案之一. 该方法在

电化学反应进行中保持偏压, 将整个电化学池直

接投入液态冷冻剂, 反应在冷冻瞬间被中止, 常

规非原位制样中因弛豫过快而无法观测的中间态

得以保存. Li等 [27] 在 CO2 电还原运行 10 min后

保持偏压投入液态乙烷, 电流在约 5 ms内降至

检测限以下. cryo-STEM-EELS在液固界面检测

到厚度小于 1 nm的 Cu+层, 界面处实测 L3 边位

于 931.5 eV(Cu+参考样品为 931.25 eV), 可区别于

Cu0 和 Cu2+. 上述信号在断电 1 min后的对照样品

中完全消失, 确认其来自亚稳态反应中间体而非人

工产物. Dutta等 [75] 改造了被广泛使用的 Vitrobot

Mark IV冷冻制样机, 在电化学反应进行中直接将

改良扣式电池投入液氮中冷冻. 从触发到样品完全

浸入冷冻剂的转移时间平均为~1.5 s. 该装置在

锂-铜电池的电沉积过程中不同时间点触发冷冻,

实现了瞬态捕获, 电池整体冷冻时间约 4.2 s. 结果

显示, SEI生长经历反应控制和扩散控制两个阶

段, 两种化学组成不同的 SEI在反应控制阶段增速

相差约 3倍, 指向降低初始界面反应活性而非改变

扩散特性是提升库仑效率的关键.

微流控混合-喷雾法在两路反应液汇合后流经

延时通道, 利用通道长度和流速共同决定反应时

间. Mäeots等 [20] 的装置以 b-半乳糖苷酶验证了混

合效果, 从混合完成到样品玻璃化的最短时间约

30 ms. 为解决层流展宽问题, Torino等 [85] 提出了

一种液滴微流控方案, 将反应液分割为独立液滴,

避免了同一个延时通道内的流速不均. 该方案的

芯片停留时间 2—50 ms可调, 最短反应时间可达

5 ms, 成功捕获了 GroEL蛋白复合物中 GroEL-

ATP的短寿命构象态. Shaikh等 [19] 用类似装置在

最短 9.4 ms反应时间下捕捉了核糖体亚基组装

过程.

在线耦合冷冻同样可利用光作为触发手段, 即

光触发-耦合冷冻方法. 样品中预先加入被光敏基

团暂时“锁住”的活性分子, 在紫外闪光下光敏基团

脱落, 释放活性分子以启动反应, 随后样品在同一

装置内被快速冷冻, 时间零点由光脉冲精确决定.

Yoder等 [76] 利用该方法释放质子, 在约 70 ms时

间分辨率下驱动 cASIC1 a蛋白从高 pH静息态转

变为低 pH脱敏态. Romero等 [77] 开发的 C-SPAM

装置以脱铁铁蛋白进行了结构重建验证, 在快速模

式下可实现 1—15 ms的分辨率.

激光熔融-再玻璃化是目前时间分辨率最高的

耦合冷冻方法. 聚焦激光脉冲将已冷冻的样品局部

瞬时加热至液态, 反应在短暂存在的液态微环境中

进行, 随后样品依靠周围低温环境重新玻璃化 .

Voss等 [86] 采用 10 μs激光脉冲以冷冻的脱铁铁蛋

白样品进行演示实验, 验证了该方法将时间分辨率

从毫秒级提高到微秒级的可行性, 较传统方法提高

了约 3个数量级. 在此基础上, Curtis等 [87] 将 50S

核糖体亚基密封于 SiO2 膜之间, 采用 10次 30 μs

激光脉冲 (总辐照时间 300 μs)进行温度跃迁实验,

通过将加热和冷却各控制在数微秒量级, 实现了数

百微秒时间窗口内的构象变化追踪. 目前在材料体

系中尚无应用报道.

电子束本身既可成像又可驱动反应, 提供了第

3类将时间变量引入 cryo-TEM实验的方式. 累积

电子剂量等效替代反应时间, 结构演化与成像同步

进行, 无须额外的触发或冷冻步骤. Schreiber等 [78]

利用 cryo-TEM实时记录了 MnPFOM分子在电

子束辐照下的结晶过程: 在 Na+环境中, 分子逐

个附着形成晶核,  完整晶核形成约需累积剂量

5000 e–·Å–2, 形成的二维晶核结构与单晶 X射线

衍射 (100)晶面匹配; 在 Cs+环境中, 分子先形成无

定形聚集体后在其内部晶化, 仅需约 1200 e–·Å–2.
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两种路径所需剂量的差异与各自的成核路径特征

相符. 高密度无定形冰在电子束作用下转变为低密

度无定形冰, 转变由局部加热和束流诱导分子运动

共同驱动 [79]. Cryo-STEM 断层扫描揭示了铁蛋白

的两步结晶机制: 先形成低密度无定形集合体, 随后

致密化与有序化同时且逐渐发生, 这一转变可在单

个无定形聚集体内产生多个有序畴, 最终在集合体

内部成核 [80]. 这些成果共同表明, 以电子束剂量为

时间变量, 可以在多种体系中追踪结构从无序到有

序的演化. 但需要指出, 电子束对材料的辐解与热

扰动是需要考虑的因素, 辐照诱导演化路径与自然

路径的等效性验证目前尚不充分, 且因体系而异.

上述 3类将时间变量引入 cryo-TEM实验的

方法, 各自在可达到的时间精度、适用的反应时间

范围、适用的材料体系、操作复杂度以及不确定性

的来源等方面存在明显差异, 见表 2. 第 1类方法

操作简单, 可在同一时间点联合使用电子衍射、

cryo-ET和谱学分析, 获得完整结构信息, 但时间

分辨率受手工取样速度制约, 无法处理亚秒级过

程. 第 2类方法压缩了反应与冷冻固定间的时间间

隔与不确定性. 微流控混合-喷雾的最短反应时间

约为 30 ms[20], 液滴微流控方案可压缩至 5 ms[85].

电化学触发-耦合冷冻中, 液态乙烷的冷冻延迟约

5 ms[27], 一体化装置的转移时间约 1.51 s[75], 较传

统拆解电池再冷冻压缩了 3个数量级. 激光熔融-

再玻璃化将时间分辨率推至微秒级, 但目前仅用于

蛋白质体系, 对材料体系的适用性尚未验证. 第

3类方法用累积剂量替代反应时间, 可实现实时连

续观测, 但其向材料体系的推广应用目前仍受辐解

与热扰动带来的路径不确定性的限制.

需要指出的是, 电子束驱动路径与自然反应路

径的等效性在多数材料体系中尚未得到充分验证.

Schreiber等 [78] 在MnPFOM结晶研究中观察到的

两种路径虽与热力学成核势垒定性一致, 但该体系

未设置无辐照对照实验, 无法直接判断电子束辐照

是否改变了结晶路径的选择. 铁蛋白体系的电子束

驱动结晶 [80] 同样缺少与热诱导结晶的直接对比.

高密度无定形冰的电子束诱导相变虽已被报道 [79],

但其与纯热效应路径的定量比较尚未建立. 因此,

在将电子束驱动条件下获得的结构演化信息推广

至自然反应路径时, 需审慎评估辐照本身对反应进

程的潜在影响, 必要时结合非辐照条件下的独立实

验或理论计算进行交叉验证.

Cryo-TEM通过在不同时间点取样冷冻、将反

应触发与冷冻直接耦合以及以累积电子剂量驱动

反应等方式, 将时间变量引入材料结构表征, 覆盖

了从天到微秒的时间窗口, 见表 2, 为理解材料非

平衡态下的成核、相变、界面演化和自组装等过程

提供了原子尺度的直接观测依据. 未来可将耦合冷

冻从蛋白质体系向材料体系迁移, 并在电子束驱动

研究中完善辐照诱导演化路径与自然路径的等效

性验证.

 6   低温环境下功能材料的原位观测

前几节中低温主要发挥保护作用, 维系材料的

原生结构状态, 例如第 3节利用低温抑制电子束辐

照损伤, 第 4节借助低温配合无氧转移避免化学变

质, 第 5节通过快速冷冻将瞬态构型固定下来. 本

节所讨论的工作以低温作为核心实验变量, 在制样
 

表 2    Cryo-TEM研究材料动态研究的时间尺度与实验方法
Table 2.    Time scales and experimental methods for studying material dynamics by cryo-TEM.

将时间变量引入 cryo-
TEM 的方式

可达到的时间精度 适用的反应时间范围 典型材料体系

离线取样冷冻 秒级(手工取样) s—month
矿物成核[31,73,81,82]、U60 纳米团簇[83]、
金属电沉积[15,70]、钙钛矿相分离[46]、

超分子凝胶[84]

微流控混合-喷雾 约30 ms; 液滴微流控可达5 ms ms—s
b-半乳糖苷酶[20], GroEL蛋白[85],

核糖体亚基组装[19]

电化学触发-耦合冷冻
约5 ms(液态乙烷)、约1.51 s
(一体化装置转移时间)

ms—min CO2电还原Cu+中间态[27]、SEI动态[75]

光触发-耦合冷冻
约 70 ms(辐照25 ms+冷冻约45 ms);

快速模式 1—15 ms ms—s cASIC1 a蛋白[76]、脱铁铁蛋白[77]

激光熔融-再玻璃化
激光脉宽 10 μs; 300 μs观测窗口

(10次30 μs脉冲累积)
μs—ms 脱铁铁蛋白[86]、50S核糖体亚基[87]

电子束辐照驱动
剂量率因体系而异(例如

~45 e–·s–1·Å–2及~0.1 e–·s–1·Å–2)
连续实时

MnPFOM结晶[78]、无定形冰相变[79]、
铁蛋白结晶[80]
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方法上主要属于第 2类技术路线, 即基于侧插式低

温样品杆或低温原位样品台的低温 TEM. 而低温

还可作为核心实验变量, 通过调控温度诱发结构相

变, 或使低温物理现象得以显现.

许多功能材料在低温环境下会发生结构相变,

影响其性能与稳定性 [88]. Cryo-TEM依托液氮与

液氦低温体系构建可控低温环境, 弥补了常规 TEM

的温度局限 [89], 实现纳米尺度下原位追踪低温相

变全过程, 直观呈现相变演化路径与微观结构变化

特征, 从而从微观层面阐释研究对象低温相变的内

在机理, 是目前研究低温下材料结构相变的重要表

征方法 [90].

在各类功能材料体系中, 铁电材料是低温结构

相变研究的典型体系, 其自发极化强度随温度变

化, 在不同温度区间形成不同铁电相, 各相具有特

定的自发极化方向和畴壁类型. 常规表征多利用介

电温谱或光学显微获取宏观介电响应与微米级畴

形态, 无法在纳米尺度直接跟踪相变过程中的畴壁

类型与取向演化.  Tyukalova等 [91] 利用 MEMS

变温 cryo-TEM, 在 200—400 K范围内连续观察

了单晶 BaTiO3 的铁电畴随温度演化, 记录了四方

相中 90°畴壁向 180°畴壁的转变、以及四方-正交

相变附近畴壁类型的重新组织. Jiang等 [21] 进一步

将温度范围拓展至 98—473 K, 在单次实验中覆盖

了 BaTiO3 全部 4个铁电相的畴结构演化. 降温过

程中四方相以 90°畴壁为特征, 正交相出现 60°与

120°畴壁构成的锯齿形排列及 90°畴壁, 菱方相则

呈现 71°, 109°和 180°畴壁. 升温过程中畴结构完

全可逆恢复, 各相变均具有可逆性. 该工作将不同

铁电相中观察到的畴壁取向与力学相容条件逐一

对应, 为基于 TEM图像直接判定畴壁类型提供了

判据. 综上, 原位 cryo-TEM通过连续变温条件下

的畴结构成像, 建立了铁电材料晶相-畴壁类型-转

变温度的对应关系, 为低温铁电相变的微观机制研

究提供了实空间表征手段.

除铁电材料的低温相变行为外, cryo-TEM也

被用于电化学界面低温演化机制的研究. SEI的离

子输运特性是决定锂离子电池低温性能的核心因

素. 电化学阻抗谱分析表明, Li+穿越 SEI层的扩

散是低温充放电的速率决定步骤, 其活化能直接反

映界面的离子输运势垒 [22]. 低温不仅降低离子迁

移速率, 更改变电解质分解路径, 使 SEI的化学组

分与微观结构发生本质改变, 进而影响离子输运效

率 [22,92].  Weng等 [22] 利用 cryo-TEM对比了不同

温度下 SEI组分与界面阻抗的关系, 见图 6(a). 室

温下, 3种电解液体系的 SEI均富含 Li2O, Li2CO3,

LiF等无机组分; 随着温度降至 273.15 K, 各体系

SEI中无机组分的含量与尺寸明显下降; 至 253.15 K

时, 多数体系 SEI以有机产物为主, 无机组分大幅减

少, 界面阻抗升至 1148—1466 W. 而 LiFSI-MTFA/

FEC体系在低温下仍可生成 LiF与 Li2O并保持

均匀分布, 界面阻抗仅为 179 W, 表现出最优的低

温界面稳定性. Tao等 [92] 利用 cryo-TEM进一步

聚焦于富无机 SEI中 LiF的聚集态对离子输运的

影响. 结果表明, LiF以两种不同形态分布在 SEI

中. 当 LiF以小尺寸纳米晶均匀分散时, SEI整体较

薄且结构疏松, Li+的扩散活化能仅为 35 kJ/mol;

当 LiF以大尺寸晶粒聚集形成连续致密层时, SEI

显著增厚, 活化能升高至 42—55 kJ/mol. 该对比

表明, 即使 SEI的化学组分相似, LiF的聚集形态

直接决定界面的离子输运效率. 综上, cryo-TEM

在纳米尺度上建立了低温下 SEI组分类型、成分

分布与界面离子输运势垒之间的对应关系, 为低温

电池的界面设计提供了结构依据.

依托低温成像能力,  cryo-TEM还可支撑超

导、拓扑磁材料的低温微观机制研究. 超导与拓扑

磁材料的低温性能与低温下的微观结构变化密切

相关, 电荷密度波、拓扑自旋纹理、晶格重构等低

温下形成的周期性结构, 直接决定超导电性与磁有

序的形成 [23,34,93]. Cryo-TEM可在液氦低温环境下

实现原子尺度成像, 为这些低温周期性结构的实空

间研究提供了直接手段 [23,35,93]. Yu等 [23] 利用低温

透射电子显微镜的洛伦兹模式 (cryogenic lorentz

transmission electron microscopy, cryo-LTEM)在

实空间直接观测到斯格明子晶体. 在 5 K低温零

场条件下, 自旋呈周期为 90 nm的螺旋排列. 温度

升高至 25 K并施加 50 mT外磁场后, 螺旋结构逐

渐破碎并经历共存态, 最终转变为六方密排的二维

斯格明子晶格. 完整的 T-B 相图表明, 斯格明子相

的形成严格依赖于温度与磁场的协同作用, 其稳定

温区在二维体系中较三维体系大幅拓宽, 根源在于

自旋的维度约束改变了不同磁有序态之间的相对

稳定性. Wang等 [93] 在液氦温区利用 cryo-LTEM

在实空间直接观测拓扑自旋织构,  尺度约为

100 nm. 该织构在 310 K出现, 在 100 K附近的电

荷密度波相区间消失, 进入 50 K以下的超导态后
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重新出现. 外磁场超过 140 mT时织构被完全抑

制, 证实其磁性起源. 上述温度依赖的演化特征表

明, 拓扑自旋织构与电荷密度波相互排斥, 与超导

态可以共存. Sung等 [34] 在 23 K超低温下对 2H-

NbSe2 实现了原子分辨率成像, 平均漂移速率仅为

0.37 Å/s, 信息传递达 0.95 Å. 在此基础上, Rennich

等 [35] 研发了新型液氦温区侧插式低温样品台, 并

在约 31 K液氦温区获得金 (Au)的原子分辨率

TEM图像, 证实该装置可实现原子级成像与优异

低温稳定性; 在此基础上, 他们利用变温电子衍射

表征 2H-NbSe2, 在 300 K时观测到六方晶格的布

拉格衍射峰,  见图 6(b); 温度降至 33 K以下后 ,

在 1/3倒格矢处出现超结构衍射峰, 见图 6(c), 表

明电荷密度波相变诱导了周期性晶格调制.

综上, cryo-TEM是研究功能材料低温相变、

电池界面及拓扑磁性微观机制的关键表征手段, 可

在纳米至原子尺度揭示材料低温下的结构演化规

律. 但该技术仍存在多项技术瓶颈, 制约测试精度

与应用范围. 低温高真空测试环境中, 镜筒残余水

汽易在样品表面结冰造成冰污染, 不仅遮挡微观形

貌、产生成像伪影, 额外应力还会诱发晶格畸变,

影响相变分析结果 [36]. 极低温条件下装置的热形

变易引发样品漂移, 难以支撑长时间原位高分辨成

像 [35]. 温度标定方面, 热电偶测温与样品实际温度

存在明显偏差, 易造成临界相变温度数据失准 [94].

同时低温腔体特殊结构与散射效应改变电子束传

播路径, 无法实现常温与低温成像信号等效对比.

此外, 多场耦合加载会扰乱腔内温度场, 加剧电子

束散射, 降低成像质量. 上述问题是现阶段限制

cryo-TEM高精度原位表征的核心因素.

上述研究表明, cryo-TEM在低温物理性质研

究中已从结构表征手段延伸为相变机制的研究平
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图 6    Cryo-TEM观测低温物理性质的代表性案例　(a) 298.15, 273.15和 253.15 K条件下不同电解液体系中沉积的金属锂表面

SEI的 cryo-TEM图像 [22]; (b) 300 K下 2H-NbSe2 的电子衍射图 [35]; (c)温度低于 33 K时 2H-NbSe2 的电子衍射图 [35], 出现超晶格

峰 (蓝色圆圈), 表明具有 3倍超胞的电荷密度波的出现, 1/3倒易晶格单位的波矢用蓝色箭头表示

Fig. 6. Representative  cases  of  cryo-TEM observations  of  low-temperature  physical  properties:  (a)  Cryo-TEM images  of  the  SEI

formed on deposited lithium metal in different electrolyte systems at 298.15, 273.15, and 253.15 K[22];  (b) electron diffraction pat-

tern of 2H-NbSe2 recorded at 300 K[35]; (c) electron diffraction pattern of 2H-NbSe2 recorded at temperatures below 33 K[35], show-

ing superlattice peaks (blue circles) indicating the emergence of a charge density wave with a tripled supercell, the wave vector of

1/3 reciprocal lattice units is indicated by the blue arrow.
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台. 铁电畴壁的连续演化、低温界面组分分布的调

控规律和拓扑自旋织构的稳定条件,  均依赖于

cryo-TEM在低温下的原位高分辨成像能力. 虽然

该套研究方案在成像稳定性、变温精度和多场耦合

方面仍面临技术挑战, 但 cryo-TEM将是连接低温

物理现象与微观结构机制的重要实验手段.

 7   Cryo-TEM与多维度研究方法的
联用

Cryo-TEM凭借低温玻璃化制样优势, 可在不

清洗、染色的条件下获取材料的纳米尺度形貌与原

子尺度的结构信息. 然而, 单一 cryo-TEM难以同

步提供元素分布、界面反应机制、力学性质等多维

度数据. 将其与谱学表征、多模显微成像、理论计

算及数据分析方法联用, 可有效弥补单一表征的不

足, 为复杂体系的多维度、跨尺度结构解析提供更

为全面的实验支撑.

在化学信息获取方面, cryo-TEM能够直接获

取材料在近原生状态下的纳米形貌与界面结构, 但

难以获得元素组成、化学态和分子环境等信息. 将

其与 EELS, EDS, XPS和 NMR等谱学技术联用,

可从形貌、元素、化学键等多维度对同一样品区域

进行表征, 已在电极界面、固态电解质、生物纳米

组装体等研究中成为主要表征手段之一, 下文将分

别展开介绍.

许多电极材料和电池界面 (如 SEI/CEI)对空

气、水汽和电子束高度敏感, 将 cryo-TEM与 EELS

或 EDS联用, 可在获取纳米形貌的同时分析局部

元素组成. EELS更适用于轻元素 (C, O, F等)化

学价态与低能损激发的近场分析, 而 EDS则在重

元素识别及元素空间分布上更具优势. Zhang等 [95]

在抑制体相 Li-Si合金化的浅充放电条件下, 利用

低剂量 cryo-TEM与 cryo-EELS, 系统解析了 FEC,

ES和 LiPO2F2 三种添加剂在硅负极表面诱导形成

的 SEI纳米结构与化学成分. 发现尽管 FEC诱导

的 SEI最厚, 却表现出最优的长循环稳定性, 表明

SEI的化学组成与纳米结构连续性对界面稳定性

的影响超过了单纯的最小化厚度. Unabara等 [96]

发展了 cryo-EELS结合三窗口法与图像漂移校

正的低温元素成像方法, 在冷冻溶剂中实现了对

10 nm二氧化硅纳米颗粒的硅元素成像, 并成功对

蛋白包覆二氧化硅颗粒及羟基磷灰石颗粒进行硅、

碳、磷、钙等多元素的同步检测. He等 [97] 将 cryo-

TEM, EDS断层成像与化学力学模拟相结合, 在

三维空间上直接观察到硅负极 SEI向内部的渐进

生长, 揭示了脱锂过程中空位凝聚形成的孔隙通道

驱动电解液渗透和 SEI向内扩展的机制, 阐明了

Si与 SEI从核壳结构向“plum-pudding”结构演变

导致容量损失的规律.

此外, 在表面化学态和键合信息方面, XPS因

其对表面化学环境的灵敏度高且对样品损伤较低,

常与 cryo-TEM联用, 以获取固体材料表面化学成

分信息. Wang等 [98] 以 SiOx/Gr负极为研究对象,

将 cryo-TEM与 XPS,  DEMS,  AFM联用 ,  提出

草酸锂预锂化与 CO2 介导 SEI重建的双功能策

略, 证实 CO2 穿梭至负极界面使 SEI中无机相含

量从 32%提升至 58%, 抑制 SEI厚度增长约 80%

(68→110 nm  vs.  220→558 nm),  将杨氏模量从

0.65 GPa提升至 1.4 GPa, 使 100次循环容量保

持率从 52.12%提升至 84.03%. Sun等 [99] 将 cryo-

TEM与 XPS联用, 见图 7(a), 解析了钠金属负极

在离子液体电解液中形成的 SEI. Cryo-TEM确认

SEI中存在 a-Al2O3 和 NaCl纳米晶, STEM元素

面扫与 XPS深度剖析相互印证了该 SEI的多尺度

结构特征. Gomez等 [100] 将 cryo-TEM与 SSNMR,

XPS, XRD, MALDI-MS等方法联用, 系统表征了

溶液法合成的块状 LiPON固态电解质的无定形结

构与化学组成, 提出了一种以 LiO+Bu和 DEPA

为前驱体在室温溶液中合成 LiPON的新方法.

对于液态或半固态体系, NMR可在近生理条

件下原位区分分子的不同存在状态并进行定量分

析, 与 cryo-TEM在形貌观察方面的优势形成互

补. Ueda等 [101] 将 cryo-TEM与 1H NMR联用, 观

测到自乳化药物递送系统在脂质消化过程中油滴

向囊泡的形貌转变, 同时 NMR定量给出了油相降

解产物分布, 据此阐释了药物过饱和的形成机制.

在成像技术方面, 传统 cryo-TEM采用欠焦成

像以增强衬度, 但衬度传递函数 (contrast transfer

function,  CTF)在此条件下产生振荡和零交叉

点, 导致部分频率信息丢失, 需要后续校正. 积分

差分相位衬度扫描透射电子显微镜 (integrated

differential  phase  contrast-STEM,  iDPC-STEM)

在正焦条件下成像, CTF在整个频率范围内连续

且无零交叉点与衬度反转, 从根本上避免了信号振

荡与信息丢失, 无需后续的 CTF校正步骤. 因此
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iDPC-STEM可直接获得完整包含低频与高频信

息, 更适用于厚样品、复杂细胞内环境以及轻重原

子共存的辐照敏感样品的成像重构. Lazić等 [102]

以钥孔海螺血蓝蛋白 (6.5  Å)和烟草花叶病毒

(3.5 Å)为模型样品, 证明 iDPC-STEM可用于对

低剂量、辐射敏感的玻璃化生物样品进行近原子

分辨率结构解析. 在材料领域, Yücelen等 [103] 利

用 iDPC-STEM, 在GaN晶体([1011]和 [1120]取向)

中实现了轻元素 N与重元素 Ga的亚埃级 (63 pm)

同时成像, 解决了传统 cryo-TEM轻元素对比度不

足的问题, 同时借助 CTF校正和强度定量分析,

验证了成像准确性.

此外, Cryo-TEM/ET在玻璃化生物样品成像

中另一个困难是目标定位. 样品在非晶冰中衬度极

低, 寻找感兴趣区域往往需要通过低倍电子束搜

索,  既低效又引入预辐照损伤 .  Sartori等 [104] 将

cryo-TEM/ET与荧光光学显微镜 (fluorescence

light microscope, FLM)联用, 发展了冷冻关联显

微成像方法. 该团队设计了一种专用的冷冻光镜样

品台, 能够在液氮温度下对已玻璃化的荧光标记样

品进行成像, 并将 FLM获取的目标坐标传递至电

镜. 该方法使样品的荧光筛选在冷冻光镜下完成,

大幅降低用于定位感兴趣区域的电子剂量, 减少了

预辐照损伤.

在力学性质表征方面, cryo-TEM难以提供直

接的力学性质与表面拓扑信息, 而 AFM则可通过

力-距离曲线测量颗粒的刚度与弹性, 通过高度剖

面分析表面粗糙度与分子组装厚度, 恰好弥补了这

一不足, 实现形貌与力学性能的同步表征. 基于此,

Zhang等 [105] 以 SiO基负极为研究对象, 将 cryo-

TEM与 AFM、拉曼光谱及 2D建模仿真联用, 揭

示了界面碳包覆网络的完整性通过促进 SEI中

Li2O无机内层的形成与应力耗散, 线性降低了离

子扩散激活能和电极残余应力, 从而提升了快充循

环稳定性. Presutti等 [106] 以脂质 (DOPC/DOPG/

DOPE)与 PBD-b-PEO嵌段共聚物为研究对象,

将 cryo-TEM与 AFM,  Langmuir-Blodgett膜技

术、电学测量及停流渗透性分析联用, 系统比较了

两种分子量聚合物形成的杂化膜在膜厚、力学形

变、单层压缩性与水/溶质渗透性上的差异, 发现

PBD11-PEO8 杂化膜在保持与纯脂质膜相似物理

性质的同时可承受更高的跨膜电势.

与理论计算模拟联用方面, cryo-TEM与理论

计算模拟联用, 能够将实验获得的形貌与结构信

息, 与原子尺度的热力学、动力学计算相互补充,

从而在实验现象与理论机制之间建立联系. 根据所
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关注问题的空间尺度和物理内涵, 常用的计算方法

包括 DFT(density functional theory)、分子动力

学模拟、相场模拟与数值建模仿真等. 其中, DFT

计算能够从原子尺度揭示电化学反应的热力学与

动力学信息, 与 cryo-TEM的实验表征形成互补,

实现“实验结构-理论机制”的直接关联. Huang等 [107]

将原位冷冻透射电镜与 DFT计算结合, 实时观测

单根 SnO2 纳米线电极的电化学嵌锂过程, DFT

计算揭示 Li+在 Li2O中的迁移能垒与嵌锂体积膨

胀, 与实验测得的反应前沿位移和形貌演变相互印

证. Jabbari等 [108] 借助 cryo-TEM与 DFT、从头

算分子动力学 (AIMD)模拟联用, 在锂金属与聚氧

化乙烯电解质界面中原位构建高离子电导的稳

定 SEI层, DFT计算 SEI中各晶粒间的晶界能量,

揭示不同无机纳米晶 (Li2O, LiF, Li3N, Li3P)与锂

金属的界面稳定性差异. Alvarado等 [109] 将 cryo-

TEM与 DFT及力场分子动力学计算结合, 通过

(
PF−6

)
n

模拟阴离子在正负极表面的分解路径与反应能量,

揭示双盐醚类电解质对锂沉积形貌、SEI组成与界

面反应的调控机制. 分子动力学模拟能够在原子尺

度再现电解质的溶剂化结构与离子聚集行为, 与

cryo-TEM实验表征形成互补. Xie等 [110] 将 cryo-

TEM, 4D-STEM与分子动力学模拟联用, 在低温

条件下直接观测液态有机电解质中由高 LiPF6 浓

度诱导的液-液相分离, 结合深度学习对 4D-STEM

数据进行相分类, 并利用分子动力学模拟进一步揭

示了高盐浓度区域中 Li+-  (n > 2)结构单元

是短程有序形成的. 相场模拟与数值建模仿真可从

反应动力学和传输行为角度补充实验观察, 与 cryo-

TEM表征形成互补 .  Wang等 [111] 将原位 TEM

的 STEM模式与 EELS,  DFT计算及相场模拟

结合, 实时追踪 FeF2 纳米颗粒中锂离子传输与电

化学转化反应,  相场模拟重现了实验观察到的

spinodal分解形貌, 完善了对电极转化反应机理的
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图 7    Cryo-TEM联用的代表案例　(a)钠金属负极在缓冲 Na-Cl-IL电解液中循环后 SEI的 XPS深度剖析, 检测 Na, F, Al, Cl元

素的化学态 [99]; (b)基于已知结构与候选结构的广泛第一性原理计算绘制的 Fe-F-Li三元相图及反应前沿以“逐层”方式在单个颗

粒内扩散的示意图, 以及电子与传输的可能路径 [111]; (c) EMReady的深度学习后处理框架, 包括从实验与模拟密度图中切取配对

训练数据, 以局部与非局部联合损失训练 SCUNet网络, 网络采用 U-Net结构并以并行 Swin Transformer与残差卷积作为基本单

元, 以及逐盒推理后拼接为完整输出图的过程 [113]

Fig. 7. Representative cases of cryo-TEM combination: (a) XPS depth profiling of the SEI formed on a sodium metal anode after

cycling in a buffered Na-Cl-IL electrolyte, showing the chemical states of Na, F, Al, and Cl elements[99]; (b) Fe-F-Li ternary phase

diagram constructed based on extensive first-principles calculations of known and candidate structures, along with a schematic illus-

tration of reaction fronts propagating in a ”layer-by-layer” manner within a single particle, as well as possible pathways for elec-

trons  and transport[111];  (c)  EMReady’s  deep learning post-processing framework,  including the extraction of  paired training data

from experimental  and  simulated  density  maps,  training  of  a  SCUNet  network  with  a  combination  of  local  and  non-local  losses,

where the network adopts a U-Net architecture with parallel Swin Transformer and residual convolution as basic building blocks,

and the process of patch-wise inference followed by stitching into a complete output image[113].
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理解, 见图 7(b).

近年来, 人工智能 (artificial intelligence, AI)

与深度学习技术的快速发展, 为 cryo-TEM数据的

高效处理、精准解析与智能设计提供了新的工具.

在图像后处理方面,  Sanchez-Garcia等 [112] 利用

基于 3D U-Net卷积神经网络的 DeepEMhancer

对 cryo-TEM三维密度图进行自动后处理, 改善了

密度图的信噪比与结构细节; He等 [113] 提出 EMRe-

ady框架, 采用三维 Swin-Conv-UNet架构同时对

密度图进行局部与非局部优化, 进一步提升了密度

图的质量, 见图 7(c). 在定量分析与结构优化方面,

Iwasawa等 [114] 将 cryo-TEM与 AI自动化成像及

Voronoi分割分析结合, 直接可视化并定量比较了

盐溶液中不同表面修饰二氧化硅纳米粒子的分散

状态, 将 cryo-TEM分析从定性观察推向定量表

征; Chen等 [115] 则将 cryo-TEM与卷积神经网络、

有限元法、反向蒙特卡罗模拟及 Ablation-CAM联

用, 通过对 SEI纳米结构图像的学习实现了对机械

失效时间的预测, 并基于此优化了无机晶体颗粒

在 SEI中的分布, 为 SEI的结构设计提供了计算

指导.

综上, 通过与多种谱学、显微成像、力学测试、

理论计算及数据分析方法的联用, cryo-TEM的单

一形貌表征被极大地拓展为多维度、跨尺度的综

合解析能力. 具体而言 , 与 EELS, EDS, XPS及

NMR的联用, 主要补充了元素分布、化学价态、分

子环境及化学键合等关键化学信息, 实现了对材料

成分与微观结构的同步锁定; 与 iDPC-STEM及

FLM的结合, 则重点解决了轻元素成像衬度不足

以及低衬度目标精准定位的技术难题, 优化了成像

质量与实验效率; 引入 AFM技术填补了纳米尺度

力学性能 (如刚度、弹性)与表面拓扑结构直接表

征的空白; 结合 DFT、分子动力学及相场模拟等理

论计算, 将实验观测延伸至原子尺度的热力学稳定

性、反应动力学路径及生长机制的阐释, 建立了实

验与理论间的深层联系; 而借助人工智能与深度学

习, 则显著提升了图像处理效率、结构解析的定量

化程度及性能预测能力. 这些联用策略相互协同,

共同构建了从微观形貌到宏观性能、从定性观察到

定量计算的完整表征. 随着联用技术的不断发展与

集成度的持续提升, cryo-TEM多技术联用体系将

进一步拓展应用边界, 在更多复杂体系的界面反应

机制、非平衡态结构演化、生物大分子结构与功能

解析等研究领域发挥更加重要的作用.

 8   总　结

近年来, cryo-TEM的研究领域不断拓展, 并

在物理和材料科学领域取得了系统性的应用与进

展. 从方法学角度看, 基于快速玻璃化冷冻的 cryo-

TEM已在电子束敏感材料和时间分辨结构演化研

究的近原生结构表征中展现出不可替代的优势; 基

于侧插式低温样品杆或低温原位样品台的低温

TEM则为空气敏感材料、铁电畴壁演化、超导态

和拓扑自旋织构等低温物理现象提供了直接的实

空间观测手段. 两者共同构成了物理与材料科学中

低温电子显微学的方法论体系.

在电子束敏感材料方面, 利用低温快速固定与

成像, 结合低剂量成像技术和直接电子探测相机,

可在保证图像质量的同时有效减小电子剂量, 最大

限度降低结构损伤, 实现了MOFs、钙钛矿、COFs

和软物质等体系从分子形貌到孔道拓扑、主客体相

互作用的真实表征. 然而, 快速玻璃化路线中冷冻

速率不足导致的冰晶伪影、非晶冰背景噪声对轻元

素对比度的限制, 以及低剂量成像中信噪比与结构

信息之间的固有矛盾, 仍是该领域面临的共性挑

战. 在空气敏感材料方面, 无氧冷冻制样与转移流

程, 使锂、钠、钾等碱金属负极以及 SEI、CEI、固

态电解质界面的近原生表征成为可能, 据此揭示

了 SEI的马赛克结构、锂金属的本征沉积形貌和

固态电池界面的失效路径等关键信息. 需要指出,

无氧转移过程中样品的短暂空气暴露、温度波动和

冰污染可能导致界面状态的改变, cryo-TEM所得

界面结构需与 XPS、NMR等化学态表征手段相互

印证. 在时间分辨研究方面, 针对不同的研究对象

已形成 3条实验路径, 其中离线取样冷冻操作简

单, 适用面广, 覆盖了从矿物成核到金属电沉积的

广泛体系, 但时间分辨率因受手工取样速度限制在

秒级; 将电化学触发、微流控混合和激光熔融等反

应触发与冷冻制样同步的实验策略, 可分别研究时

间窗口在毫秒、数十毫秒和微秒量级的反应; 电子

束驱动的原位动力学以累积剂量取代反应时间, 适

合实时追踪辐照诱导的结构演化, 但辐照诱导演化

路径与自然路径的等效性验证在多数体系中仍不

充分, 是该方法推广中必须正视的问题. 低温物理

性质方面, 低温原位 TEM提供的低温与变温环境,
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使得原位研究降温诱导的结构变化, 例如铁电畴壁

连续演化、界面组分分布调控、合金低温变形等物

理过程成为可能, 令 cryo-TEM从结构表征工具延

伸为相变机制的研究平台. 然而, 液氦/液氮冷却

条件下的样品漂移和温度标定偏差是限制原子分

辨率成像和相变温度精确判定的主要因素.

为清晰呈现全文案例的方法学归属, 表 3 将正

文中的代表性研究按技术路线进行系统归纳, 进一

步明确两类路线的适用边界与技术特征.

展望未来, cryo-TEM两类技术路线的发展重

点各有侧重. 在快速玻璃化冷冻路线方面, 电子束

敏感材料的本征结构解析仍有非晶冰背景噪声和

低温样品台稳定性等瓶颈; 空气敏感材料的无氧制

样流程需要标准化以提高不同实验室之间的可重

复性; 时间分辨研究需要将耦合冷冻方法从蛋白质

体系推向更加广泛的研究领域并建立电子束驱动

对照实验的研究范式. 在低温原位 TEM路线方面,

低温物理研究需要进一步提升变温精度和多场耦

合能力. 此外, 多种实验技术的联用则将使 cryo-

TEM从单一成像工具转变为物质结构与功能的综

合研究平台.
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表 3    cryo-TEM 两类技术路线的代表性案例分类
Table 3.    Classification of representative cases for the two cryo-TEM technical routes.

技术路线 细分实现方式 典型样品 核心制样与成像特点 代表性文献

快速玻璃
化冷冻

标准plunge freezing
MOFs、COFs、钙钛矿、

水凝胶、软物质

薄液膜快速投入冷冻,
全程液氮温度转移

与低剂量成像

Li等[13]、Chen等[43]、
Sun等[44]、Li等[45]、

Sonani等[50]、Song等[51]

反应-冷冻耦合
电化学界面、矿物成核、

自组装动态过程
电化学/微流控/光触发
反应与冷冻制样同步

Li等[27]、Dutta等[75]、
Mäeots等[20]、Voss等[86]

侧插式低温
样品杆或低温
原位样品台

无氧低温转移
锂/钠/钾金属负极、
SEI/CEI、固态
电解质界面

手套箱内无氧装载样品,
低温样品杆全程

低温转移

Li等[14]、Wang等[37]、
Yuan等[55]、Cheng等[67]

低温/变温原位成像
铁电材料、超导材料、

拓扑磁材料
常温制样, 变温样品台

连续控温

Jiang等[21]、Yu等[23]、
Rennich等[35]、Tyukalova

等[91]、Wang等[93]
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Abstract

Cryogenic transmission electron microscopy (cryo-TEM) preserves biological and material samples in a near-
native  state  via  ultra-rapid  vitrification  and  enables  high-resolution  imaging  at  cryogenic  temperatures,  which
substantially  alleviates  structural  degradation  induced  by  vacuum  dehydration  and  electron  beam  irradiation.
Capitalizing on this unique advantage, cryo-TEM has long served as a powerful characterization tool in traditional
disciplines  including  biology  and  medicine.  In  recent  years,  it  has  also  seen  tremendous  advances  in  structural
characterization and mechanistic exploration across physics, materials science, chemistry and atmospheric science.
This review first systematically introduces two core technical routes of cryo-TEM: the vitrification-based strategy
(Sections  3  and  5)  for  the  structural  analysis  of  electron-beam-sensitive  materials  and  the  characterization  of
dynamic evolution processes, and the cryo-stage-based strategy (Sections 4 and 6) for the oxygen-free preparation
and  investigation  of  low-temperature  physical  properties  of  air-sensitive  materials.  Subsequently,  we
comprehensively  summarize  the  state-of-the-art  applications  of  cryo-TEM  in  physics  and  materials  science,
covering  five  key  research  directions:  1)  the  protection  mechanism  and  atomic-scale  structural  resolution  of
electron-beam-sensitive  materials  (e.g.,  MOFs,  COFs,  perovskites,  and  hydrogels);  2)  oxygen-free  sample
preparation  and  interfacial  structural  analysis  of  air-sensitive  materials  (e.g.,  Li/Na/K  metal  anodes,  SEI/CEI
films, and solid-state battery interfaces); 3) time-resolved cryo-TEM methodologies including offline sampling, on-
chip integration and electron beam-induced dynamic detection, as well as their applications in probing nucleation
and  phase  transition  behaviors  over  timescales  ranging  from  microseconds  to  months;  4)  in  situ  cryogenic
observation of the structural and functional evolution of advanced functional materials (e.g., ferroelectric domain
transformation,  skyrmion  lattice  rearrangement,  charge  density  wave  transitions,  and  low-temperature  Li+

transport  behavior);  5)  the  latest  progress  in  correlative  characterization  technologies  that  integrate  cryo-TEM
with spectroscopy, diffraction analysis, theoretical calculations and machine learning algorithms (Section 7). This
review  aims  to  provide  a  comprehensive  and  insightful  reference  for  further  expanding  the  application  scope  of
cryo-TEM in fundamental physics and advanced materials research.

Keywords: cryogenic  transmission  electron  microscopy,  electron-beam-sensitive  materials,  air-sensitive
materials, time-resolved, low-temperature physical properties
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