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冷冻电子显微镜技术进展及环境研究应用★ 
杨宇洁 a    巩宇锈 a    顾天航*,a    张伟贤*,a,b 

(a同济大学环境科学与工程学院  污染控制与资源化研究国家重点实验室  上海 200092) 
(b岭南现代农业科学与技术广东省实验室  广州 510642) 

摘要  电子显微镜是表征微观粒子结构的必要手段, 但预处理过程会对含水样品结构造成破坏, 导致结果失真. 冷冻

电子显微镜(Cryo-EM)技术通过将样品在低温下快速冷冻, 使水合样品处于无定形玻璃态冰层内, 在保障高真空度要

求的同时减少电子辐射对样品的破坏, 目前已成为高分辨地观察含水样品原始状态下结构最先进的手段, 在生物、材

料等领域应用广泛. 本综述总结了冷冻电镜在电子元件、成像技术与分辨率等方面的进展, 综述了样品制备方法及三

维重构技术. 鉴于绝大多数环境样品为含水样品, 冷冻电镜技术在大气、水体、土壤等环境介质中的应用扩宽和深化

了对环境中微纳米粒子本身形态结构和粒子间相互作用关系的理解. 我们期待冷冻电镜为环境科学研究带来突破性贡

献. 
关键词  冷冻电镜; 快速冷冻; 含水样品; 玻璃态冰; 三维重构; 环境化学 

Progress and Environmental Research Applications of Cryo-Electron 
Microscopy★ 

Yang, Yujiea    Gong, Yuxiua    Gu, Tianhang*,a    Zhang, Wei-xian*,a,b 
(a State Key Laboratory of Pollution Control and Resource Reuse, College of Environmental Science and Engineering, Tongji 

University, Shanghai 200092) 
(b Guangdong Laboratory for Lingnan Modern Agriculture, Guangzhou 510642) 

Abstract  Electron microscopy (EM) is one of the most important techniques to characterize the morphology and structure 
of micro- and nano-particles. However, conventional procedures for sample preparation often alter the structure and mor-
phology of samples with high water contents, causing distortions and misinterpretations for EM characterizations. The inven-
tion of Cryo-electron microscopy (Cryo-EM) has largely solved this problem. Via rapidly freezing the hydrated samples at 
low temperatures, cryogenic techniques instantaneously transform liquid water into amorphous ice to ensure high vacuum 
and reduce electron radiation damage, allowing researchers to observe hydrated samples in their native state with high resolu-
tion. For example, applications of Cryo-EM during the COVID-19 pandemic have demonstrated the amazing ability of 
Cryo-EM to visualize the detailed structure of SARS-CoV-2 viruses, which provides vital knowledge for rapid and reliable 
detection and diagnosis of the disease, transmission mitigation, and vaccine development. So far, Cryo-EM technology has 
been widely used in materials, biology, pharmaceuticals, and other fields of research, successfully broadening and deepening 
the understanding of the interactions between micro- and nano-particles. This review summarizes the recent development of 
Cryo-EM from aspects of electronic components, imaging technology, and resolution and introduces the sample preparation 
methods. Furthermore, the three-dimensional reconstruction method is highlighted to advance the EM method from 2D to 3D. 
As most environmental samples are highly hydrated, Cryo-EM will likely become an essential tool to investigate microscopic 
particles in the environmental field. This review gives examples of the applications of Cryo-EM in the formation of aerosol 
particles in the atmosphere, observing biofilm morphology in the water treatment process, the pore structure of activated 
sludge flocs, and the potential mechanism of soil microorganisms on heavy metal remediation. Finally, the prospects of 
Cryo-EM are summarized and discussed. We expect that with software, hardware, and artificial intelligence development, 
Cryo-EM technology can achieve faster data acquisition and higher resolution and make breakthrough contributions to envi-
ronmental chemistry research. 
Keywords  Cryo-electron microscopy (Cryo-EM); rapid freezing; hydrated samples; glassy ice; three-dimensional recon-
struction (3D reconstruction); environmental chemistry 
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1  引言 

水是生命之源, 几乎存在于所有环境样品中[1-2], 包
括生物膜、气溶胶、活性污泥、土壤等. 真实地表征这

些含水样品的结构, 对于准确认知其功能和相关机理至

关重要. 例如新型冠状病毒(SARS-CoV-2)的致病性和

传播能力与其微观结构息息相关[3], 只有认清 SARS- 
CoV-2 的病毒结构才能更好地控制疫情. 冷冻电子显微

镜(冷冻电镜, Cryo-EM)作为一种可视化微观粒子的技

术, 与常规电子显微镜相比, 其在样品制备的过程中用

液氮或液氦温度下的快速冷冻代替了干燥、负染色等会

破坏样品天然结构的步骤, 减少了脱水对样品造成的损

害, 通过形成无定形的玻璃态冰来降低伪影与电子束辐

射的影响[4], 并引入了相位板和衬度传递函数解决了图

像分辨率与信噪比难以兼得的问题, 实现对常规电镜无

法观测的含水生物样品或电子敏感样品成像, 使研究者

在最接近样品自然形态的条件下真实地观察到含水

SARS-CoV-2 的结构特征[3]. 例如, Mendonca 等通过冷

冻聚焦离子束扫描电镜发现, SARS-CoV-2 病毒粒子利

用突起的 S 糖蛋白与宿主细胞的人血管紧张素转换酶 2
结合, 从而改变宿主细胞膜的结构, 进入细胞质和囊泡

并损伤细胞核, 导致细胞感染[5], 这为快速诊断病情、减

少病毒传播与疫苗研发提供了明确而有力的指导.  
冷冻电镜自发明以来一直不断地进步, 依托于电子

元件的创新、软件算法的成熟与三维重构技术的完善, 
实现了样品微观结构从平面到立体的跨越, 并使分辨率

突破了纳米级的限制, 逐步发展为一种优秀的表征技

术. 与 X 射线衍射法和核磁共振波谱法相比, 冷冻电镜

在测量生物大分子结构时所需的样品量更少, 样品也不

是必须为晶体, 且突破了核磁共振只能观测较小蛋白质

结构的局限, 可对多种类型的样品成像[6], 尤其是可以

用来观测含水样品. 近年来, 冷冻电镜被广泛应用于多

个领域. 冷冻电镜具有能够在天然状态下捕获蛋白质结

构的特点, 因此常被用于疾病诊断与药物研发中, 例如, 
可以通过观察冷冻电镜拍摄到的不同的 tau 蛋白丝结构

实现对阿尔茨海默症[7-8]、皮克氏病[9]、慢性创伤性脑  
病[10]和皮质基底节变性[11]等神经性疾病进行分类诊断; 
也可以基于观测到的靶蛋白活性以及调控位点的信息

定向地开发药物及疫苗[12-13]. 在材料科学领域, 冷冻电

镜可以维持电池稳定的电化学状态, 因此可以揭示锂电

池固体电解质界面的纳米结构, 从而研究电池的性能及

寿命[14-16]; 冷冻电镜还可以用于在原子水平上探索金属

有机框架材料的结构演变和吸附动力学[17]以及研究软

物质聚合物的对称性和组装问题[18]. 此外, 鉴于低温技

术可以保持水合样品天然结构的优良特性, 冷冻电镜技

术也逐渐开始应用于环境领域研究中, 表 1 列举了近年

冷冻电镜技术在环境、生物、材料等领域的应用实例, 证
明了冷冻电镜在微纳米粒子可视化表征方面优异的能

力, 对研究原始状态下粒子本身的形态结构和粒子间相

互的作用关系有重要的意义.  
本文从冷冻电镜的起源出发, 小结了研究者们在常

规电子显微镜基础上, 不断地耦合快速冷冻、计算图像

处理、三维重构等技术, 逐渐升级电子元器件与图像合

成手段, 使冷冻电镜成像分辨率达到了原子级. 其中, 
详细介绍了冷冻电镜不同的样品制备方法与三维重构

技术的原理, 对比分析了电子晶体学、单颗粒分析与电

子断层扫描三种重构方法的优缺点与适用条件. 综述了

冷冻电镜表征水体、大气、土壤及固体废弃物中含水样

品以及环境研究中涉及到的蛋白质的应用, 并对冷冻电

镜未来发展进行了展望. 
表 1  冷冻电镜技术应用实例 
Table 1  Examples of Cryo-EM application 

冷冻电镜种类 原理 代表性研究 参考文献

冷冻透射电子显微镜 
将平行电子束投射到样品上, 电子与样品中的 
原子碰撞散射, 从而形成投影图像 

金、银纳米颗粒 [19-20] 
噬菌体的蛋白质外壳 [21] 
蒙脱石-二氧化硅悬浊液 [22] 
气溶胶颗粒 [23] 
MS2 噬菌体 [24] 

冷冻扫描电子显微镜 
利用高能电子束扫描样品, 在其表面形成二次电子、 
背散电子等, 从而转换产生图像 

石油工业中的乳液和悬浮液 [25] 
A. Borkumensis 细菌生物膜 [26] 
乳胶/陶瓷纳米颗粒涂层 [27] 
海藻酸盐水凝胶 [28] 
活性污泥 [29-30] 

冷冻聚焦离子束扫描 
电子显微镜 

利用聚焦离子束扫描样品得到图像 

枯草芽孢杆菌孢子 [31] 
新型冠状病毒 [5] 
黏土的孔隙结构 [32] 

冷冻扫描透射电子显 
微镜 

利用聚焦后的电子束斑逐点扫描样品, 在样品下方收 
集散射或透射电子, 从而形成明、暗场像 

铁蛋白 [33] 
锂金属电池中固液界面和枝晶 
的结构 

[34] 
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2  冷冻电镜技术的起源与发展 

近 100 年以来, 无数研究者在常规电子显微镜技术

基础上不断探索发现, 逐渐发展并形成了以高分辨地观

察含水样品原始状态下结构为目标的冷冻电镜技术. 图
1 以时间为线索, 总结了冷冻电镜技术发展历程中样品

制备、电子元器件、3D 重构方法以及分辨率的重大突

破. 

2.1  历史起源与发展 

柏林工业大学的 Max Knoll 和 Ernst Ruska 于 1931
年发明了世界上第一台透射电子显微镜. 经过不断完

善, 两年后其放大倍数达到了 12000 倍, 突破了光学显

微镜的放大极限[35], 这使得观察微小颗粒的梦想变为

可能.  
1968 年, De Rosier 和 Klug 提出用中心截面定理对

电镜拍摄出的图像进行三维重构, 并以此构建出了噬菌

体T4尾部的 3D结构[36], 这让人们对物体的观察从平面

形态进化到了空间形态. 但是, 透射电镜需要在高度真

空的条件下才能工作, 且有机样品对于透射电镜的辐射

非常敏感, 暴露在电子束之下会造成样品的损伤, 因此

这时的电镜只能对不含水的无机样品进行成像, 不能对

微生物、生物大分子等含水有机样品进行表征. 为了解

决这个问题, Robert Glaeser 和他的学生 Ken Taylor 尝试

利用液氮来冷冻处理水合过氧化氢酶晶体, 并对其进行

电镜成像, 成功得到了晶体的电子衍射图[37]. 这证明了

冷冻可以有效抵抗电子束对样品的辐射损伤, 并且使含

水物质表征符合高度真空的要求, 由此产生了冷冻电镜

的雏形. 自此之后, 使用电镜观察冷冻水合样品结构的

对比度逐渐增高. 然而, 随意冷冻会使让水分子形成六

角形冰晶, 进一步导致不溶性分子的相分离, 并在膜上

产生水胁迫和渗透压, 最终可能造成膜撕裂, 导致图像

分辨率较低. 因此, 瑞士生物学家 Jacques Dubochet 和
他的同事 Alasdair McDowall 在液氮冷冻的基础上引入

了快速冷冻技术, 从而防止冰晶形成. 当冷却速率为

106 ℃•s－1 甚至更快时[38-40], 水分子无法将自己组织成

结晶顺序就瞬间停止, 从而转化为非结晶凝固状态, 也
就是所谓的玻璃体状态[41]. 例如, 在超低温的条件下用

比热远大于液氮的液态乙烷将样品快速冷冻固定在无

定形的玻璃态冰层内, 既保证了样品高真空的要求, 又

避免样品因脱水而损伤, 使其成像无伪影, 且去除了背

景信号的影响与电子束造成的辐射损伤, 从而获得更高

的分辨率[4,42-43].  
同一时期, Joachim Frank和Marin Vanheel发明并使

用计算图像处理技术, 平均计算了样品成像的多个图像

副本, 有效提高了图像的信噪比[44-46], 这为冷冻电镜分

辨率的进步奠定了基础.  

2.2  冷冻电镜技术的分辨率发展 

自冷冻电镜技术发明以来, 如何提高成像的分辨率

一直是研究者所关注的重要问题. 随着探测器和图像合

成技术的更新, 冷冻电镜的分辨率逐渐提高, 2017 年 10
月瑞典皇家科学院将诺贝尔化学奖颁发给 Tacques 
Dubochet、Joachim Frank 和 Richard Henderson 三位科

学家, 以表彰他们在解析溶液中生物大分子高分辨结构

中的突出贡献. 正是他们的工作拉开了冷冻电镜走向原

子级分辨率时代的序幕. 
20 世纪 90 年代, 英国分子生物学家 Henderson[47]

发明了用于分析倾斜标本显微照片的方法, 他从 150 张

衍射图谱中获得了细菌视紫红质素的结构图像, 该结构

在平行于膜平面的方向上分辨率达到了 0.35 nm 但对于

分子量较大的样品, 如核糖体, 其分辨率仅能达到 1.15 
nm.  

为了获得更高的分辨率, 需要提升样品图像数据采

集的能力, 提高图像检测器的质量. 2010 年前, 人们多

使用电荷耦合器(CCD)记录冷冻电镜图像, 但CCD检测

效率并不高, 影响了电镜对于成像数据的采集, 从而影

响了样品结构的分辨率. 为了获得质量更高的电镜图

像, Agade 等发明了利用直接电子探测器(DDD)成像的

K2 相机, 将冷冻电镜技术推向更高的分辨率. 2013 年, 
程亦凡等[48]首次使用 DDD 检测出了分辨率为 0.33 nm
的膜蛋白结构, 已接近原子级分辨率. 2016 年, Bar-
tesaghi 等[49]成功拟合出了分辨率高达 0.28 nm 的乳酸脱

氢酶结构和 0.18 nm 的谷氨酸脱氢酶结构, 使冷冻电镜

突破了0.2 nm分辨率的瓶颈. 2020年, 德国学者Ka Man
团队和英国分子生物实验室团队为冷冻电镜配备了新

的单色器、Falcon 3 直接电子探测器和电子源, 成功观

测到了脱铁铁蛋白中的单个原子, 获得了分辨率高达

0.125 和 0.122 nm 的图像[50-51], 创造了冷冻电镜分辨率

的新记录, 自此冷冻电镜正式进入原子级分辨率时代. 

 
图 1  冷冻电镜发展史 
Figure 1  Development history of Cryo-EM 
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3  冷冻电镜技术基础 

3.1  冷冻电镜分类 

根据电子信号和成像的区别, 冷冻电镜主要可以分

为冷冻透射电子显微镜(冷冻透射电镜, Cryo-TEM)和冷

冻扫描电子显微镜(冷冻扫描电镜, Cryo-SEM)两大类. 
冷冻透射电镜通过冷冻样品降低电子束辐射的影

响, 可以用来观察对温度较敏感的样品和胶体颗粒的内

部结构(如多层囊泡的纳米颗粒), 也可以观察近原位状

态下复杂流体的高分辨率图像, 且不会出现伪影[52], 具
有能穿透较厚的样品、光学性能好的特点. 在此基础上

衍生发展出了冷冻扫描透射电子显微镜(冷冻扫描透射

电镜, Cryo-STEM), 与常规冷冻透射电镜的单一成像不

同, 冷冻扫描透射电镜可通过环形探测器收集不同角度

的散射信号, 来获得同一位置的多个图像, 从而丰富样

品成像的信息. 
冷冻扫描电镜在常规扫描电镜上增加超低温冷冻

制样及传输设备, 通过玻璃化防止样品水分流失, 具有

能在高真空状态下观察含水样品、分辨率高、制样简单

快速等优点. 与常规扫描电镜只能观察样品表面结构不

同, 冷冻扫描电镜通过对样品冷冻、断裂、升华, 从而

暴露其内部结构. 如果电镜观察到的图像不理想, 还可

以将样品转移回制样台进行重复断裂, 直至目标结构暴

露. 近些年, 在冷冻扫描电镜的基础上发展出了一项名

为冷冻聚焦离子束扫描电子显微镜(Cryo-FIB-SEM)的
新兴技术, 它在电镜扫描过程中引入由加速镓离子组成

的离子束(FIB), 并将其聚焦到样品表面的特定位置, 通
过镓离子的冲击导致样品表层原子的溅射, 达到样品的

逐层铣削(图 2)[53], 从而获得目标区域的切片[54], 增加

了对样品厚度、观测区域的选择性.  

3.2  样品制备方法 

微生物、生物大分子、有机聚合物等水合样品具有

不耐电子辐射的特点. 早期研究者采用干燥和负染色的

方法处理样品, 即用高密度重金属盐(如乙酸铀酰)在样

品颗粒周围形成外壳, 这种经过干燥、染色后的样品可

以耐受电子束的辐射损伤和仪器内的真空环境, 但会破

坏样品天然的构象[55]. 因此, 同时满足不破坏样品结构

和减少辐射损伤成为研究者们对样品制备的要求. 自
20 世纪 70 年代Robert Glaeser和Ken Taylor 将样品冷冻

处理, 使其在保留水分的情况下观察到衍射图像之后, 
冷冻就成了水合样品制备的重要手段. 图 3 展示了目前

主流的冷冻透射电镜样品制备方法: 将样品液滴(约 2～
5 μL)放在透射电镜电磁网格的穿孔碳膜上, 使其悬浮

在支撑层孔内的冷冻溶剂层中, 用滤纸将孔内多余的水

或溶剂去除后立即将网格放入冷冻剂内, 在低温条件下

将样品中的水分迅速冷冻成无定形的玻璃态冰[56-57], 随
后送入电镜进行观察. 

 

 

 

图 2  Cryo-FIB-SEM 工作原理[53]. (a)聚焦镓离子束铣削样品. (b)镓离

子与样品碰撞中的动能转移促使原子克服其表面结合能, 作为溅射物

质被喷射出来 
Figure 2  Operating principle of Cryo-FIB-SEM[53]. (a) A focused gal-
lium ion beam removes material from the sample. (b) Kinetic energy 
transfer during gallium ion and sample collisions causes surface atoms to 
overcome their surface binding energy and to become ejected as a sput-
tered species 

 
图 3  冷冻透射电镜样品制备方法示意图 
Figure 3  Schematic illustration for Cryo-TEM sample preparation 
method 

冷冻扫描电镜的样品制备方法如下: 将携带样品溶

液的铆钉在液氮雪泥中冷冻 30 s, 然后将其放入冷冻制

备腔室中进行样品的断裂、升华和金属镀膜, 一般镀层

由厚度 5～10 nm 的 Pt、Pt/Pd 或 Au/Pb 超薄导电金属组

成[58]. 在制样过程中, 使用双压裂操作器可以使冷冻后

的样品断裂地更快速自然, 升华可以去除细胞间和细胞

内的水, 使样品呈现微纳米结构和内部细节[58-59], 而金

属涂层可以提高样品导电性, 减少样品表面的静电放电

现象, 还能减少样品所受的辐射损伤. 值得注意的是, 
如果在压裂过程中引入聚焦离子束, 则还可以额外获得

一个垂直于裂缝表面的光滑横截面, 为冷冻扫描增加了

第三个维度的图像, 从而为样品成像提供更详细的信 
息[58]. 当然, 如图 4 所示, 冷冻聚焦离子束扫描电镜也
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可以不经过冷冻压裂过程, 直接对样品进行铣削, 去除

外层的样品, 获得目标区域的玻璃态薄片[53].   

 
图 4  冷冻聚焦离子束扫描电镜样品制作方法的分步示意图[56]. (a)预
冷样品上的水冷凝. (b)在液氮雪泥中快速冷冻. (c)真空转移和金属镀

膜. (d)冷冻聚焦离子束扫描电镜铣削和成像 
Figure 4  Step-by-step schematic of the Cryo-FIB-SEM method[56].   
(a) Water condensation on precooled sample. (b) Rapid plunge freezing in 
liquid nitrogen slush. (c) Vacuum transfer and metal coating. (d) Cryo- 
FIB-SEM milling and imaging 

在制样的过程中, 电磁网格和冷冻剂的选择对于获

得更加接近原始状态和更高分辨率的图像有重要影响. 
一般电磁网格是由铜、金、镍等金属材料制成, 其中最

常用的是铜网格, 但如果用来观测细胞结构, 则多选用

金做载体, 可避免网格对细胞的毒性[60]. 目前常用的冷

冻剂包括液氮、液氦、乙烷等[61]. 当然, 样品所处溶液

环境对冷冻剂的选择也很重要. 当样品处在水溶液中

时, 通常使用液态乙烷作为制冷剂. 而当样品处在有机

溶剂中时(如在有机溶剂中合成或自组装的聚合物纳米

颗粒)[62-63], 为防止这些非极性溶剂溶于乙烷, 多选择液

氮做制冷剂[64]. 考虑到冷冻透射电镜的工作温度通常

在－170 ℃左右, 而液氮的冰点和沸点温度接近, 在冷

冻过程中会减缓样品中水分玻璃化速度, 因此常使用由

液氮冷却的液态乙烷作为冷冻透射电镜的冷冻剂, 可实

现样品的快速冷冻[52]. 冷冻扫描电镜使用的则是过冷

的液氮, 可以有效防止样品产生莱顿弗罗斯特效应, 即
在温暖的液滴表面和冰冷的冷冻剂间形成气膜[58]. 与
环境温度相比, 在冷冻条件下使用电镜可使样品受到的

辐射损伤降低 6 倍以上[4].  

4  三维重构技术 

三维重构技术的发展和应用打破了从平面到空间

的壁垒, 实现了维度的跨越. 在结合三维重构技术后, 
冷冻电镜实现了生物大分子、有机聚合物等含水样品的

空间结构表征. 三维重构技术以傅里叶变换和中心截面

定理为基础, 通过对样品从不同方向所拍摄到的多个电

镜图像做傅里叶变换, 得到一组二维图像集合, 以此构

成傅里叶空间, 再对该空间做逆傅里叶变换即可得到样

品的三维结构. 基于此原理, 三维重构技术细分了 3 类

方法, 分别为电子晶体学(electron crystallography)方法、

单颗粒分析(single particle analysis, SPA)方法以及电子

断层扫描(electron tomography, ET)方法. 

4.1  电子晶体学方法 

电子晶体学方法通过电镜对样品在不同维度形成

的有序排列结构成像, 或收集衍射图像, 结合从图像的

傅里叶变换计算获得的相位和从衍射获得的振幅 [65], 
进而分析这些样品的结构, 但是该方法只适用于结构有

序的晶体样品, 因此难以广泛推行.  

4.2  单颗粒分析方法 

单颗粒分析不是通过晶体的衍射来确定结构, 而是

利用计算机识别, 把数千个静态 2D 粒子投影收集起来, 
确定其空间方向和位置, 将具有相同或相似构象的大分

子图像组合, 进而拟合成更加清晰的二维图像, 在此基

础上进行三维成像. 为了减少电子束辐射的影响, 提高

结构分辨率, 单颗粒冷冻电镜对每个分子进行成像的电

子剂量都很低, 这种低剂量成像导致单个投影图像信噪

比非常差, 因此必须收集多个相同或相似的图像进行平

均, 从而改善信噪比[66-67]. 但是, 这种方法需要同时估

计分子的典型结构、由于运动或解离等原因导致的结构

变化以及每个粒子图像中分子的状态, 2D 投影方向参

数容易与异构图像集合混杂在一起无法区分, 因此单颗

粒分析需要解决构象或者成分异质性的问题[68].  
面对这个问题, Sigworth[69]引入了最大似然法进行

分类和细化. 在此方法中, 电镜拍摄到的图像不是根据

相似性标准分配给单个方向, 而是有概率被分配给处于

任何方向的组[70], 也就是说一个粒子图像可能会被分

为不同的类, 每一类都可以进行细化. 在这种分类细化

的过程中, 可以分离所研究分子的不同构象, 也可以将

完整的颗粒或复合物与不完整或在玻璃化过程中受损

的颗粒或复合物分离[71-72].  

4.3  电子断层扫描法 

冷冻电子断层扫描则是对同一样品在不同倾斜角

度下进行拍摄(理想情况下在±60°之间), 从而获得样

品在多个方向上的 2D 投影, 对于厚度较大样品(如组织

或者是细胞沉淀)的成像, 通常需要借助成像滤光片来

收集投影图像[61], 然后通过反向投影对其进行 3D 重  
构[73]. 这种方法不仅可以确定细胞中单个生物大分子

的位置和相互作用, 还可以获得原位高分辨率结构[74]. 
但是, 冷冻电子断层扫描会使样品多次暴露于电子束, 
极易受到辐射损伤[75-76], 因此需要每次暴露的电子剂量

都保持在最小值从而降低损伤的风险[77]. 直接电子探
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测器的出现克服了这一缺点, 它通过提高电子探测器的

调制传递函数和分辨率相关探测量子效率, 从而降低样

品所受的总电子剂量[78-79], 有效地保护了样品的原始结

构.  
冷冻电子断层扫描不仅可以在分子水平上分析蛋

白质及其复合物的 3D 结构, 还能可视化亚细胞细节. 
近年来, 冷冻电子断层扫描技术填补了细胞生物学的空

白, 使人们能够观察到线粒体、核糖体、内质网等超微

结构以及不对称的病毒结构[80]. 与单颗粒分析技术相

比, 尽管电子断层扫描成像分辨率不如 SPA, 但非常适

合在纳米尺度上研究结构异质体的三维结构.  

5  冷冻电镜在环境领域的研究应用 

水作为环境中重要组成部分, 在大气、水体、土壤

等介质中广泛存在, 因此这些环境介质中的微观粒子例

如生物膜、气溶胶、活性污泥等大多都是含水的. 冷冻

电镜具有保留水合样品天然微观特征的优良特性, 近来

年逐渐被应用于环境样品的研究中. 

5.1  冷冻电镜在大气科学研究中的应用 

作为阳光穿透大气层时遇到的第一个固体物质, 卷
云的微观结构影响着光粒子的散射[81]. 由于小冰晶组

成的卷云颗粒难以接近, 从远处捕获的图像分辨率一直

较低. 冷冻气球封装与冷冻扫描电镜的结合有效解决了

这一问题. 研究者们根据拍摄到的电镜图像发现, 在空

气质量较好时, 大多数冰粒表面没有气溶胶粒子, 而在

空气质量较差情况下拍摄到的冰粒表面基本都粘附着

许多矿物或者是污染物气溶胶, 如矿物粉尘、烟灰和粉

煤灰等, 有时也会附着生物气溶胶颗粒[82].  
大量研究表明, 生物气溶胶是病毒传播的重要途 

径[83-86], 吸入这些气溶胶颗粒会对人体健康造成不良的

影响[87-88], 严重的甚至会导致死亡. 大气作为环境中移

动最快的流体, 气溶胶颗粒一进入空气, 就会迅速传播

并长时间停留[89]. 为了保障公共卫生安全, 保护人体生

命健康, 研究在空气中传播的病毒结构以及其感染宿主

的方式, 对抑制病毒大流行至关重要. 以2019年爆发的

新型冠状病毒(SARS-CoV-2)为例, 研究表明, 冠状病毒

进入宿主细胞是由跨膜糖基化刺突(S)糖蛋白介导的[90], 
该糖蛋白形成从病毒表面突出的同源三聚体, 在病毒感

染期间, 三聚体 S 蛋白被裂解成 S1 和 S2 亚基. 其中 S1
包含的受体结合域(RBD)直接与宿主的 ACE2 肽酶结构

域(PD)结合[91], 而 S2 负责膜融合[92], 这一过程对病毒

感染至关重要. 考虑到蛋白质脱水会产生变性的问题, 
因此常规电镜不适合对冠状病毒与宿主细胞间的作用

关系进行表征. Xu 等[93]通过冷冻电镜技术重建了 ACE2
诱导 SARS-CoV-2 S 三聚体构象转变过程, 如图 5 所示, 
未配体的 SARS-CoV-2 三聚体处于紧密闭合状态, 所有

RBD 结构域都被掩埋, 而当受体出现时, ACE2 结合 S1
亚基从而引起实质性的构象变化, 导致病毒进入宿主细

胞, 这加深了人们对于 SARS-CoV-2 感染的理解. 除了

可以观察大气中的噬菌体颗粒, 冷冻电镜技术还能清晰

地拍摄花粉颗粒的成熟与释放机制[94-95]以及昆虫对其

的粘附与传递[96]. 这无疑再次证明了冷冻电镜在观测

大气中气溶胶的传递与相互作用时的强大能力, 为可视

化空气中其他的污染物颗粒提供了可靠的方法.  
近年来, 工业化进程加速与化石燃料过度使用导致

温室气体排放不断增加, 造成全球气候变暖, 据联合国

最新报告数据显示, 目前地球平均气温已经比工业化前

高出 1.1 ℃, 其中有 0.3 ℃来自于甲烷. 尽管大气中甲

烷浓度远低于二氧化碳, 但其温室效应是二氧化碳的数

十倍, 因此减少大气中的甲烷含量迫在眉睫. 研究发现, 
将甲烷转化为甲醇可能是一种有效的方法. 在自然界

中, 甲烷营养细菌中的颗粒甲烷单加氧酶(pMMO)可以

在室温下有效地将甲烷转化为甲醇[97-99]. Chang 等[100]所

拍摄的 pMMO 冷冻电镜图像展示了其三个亚基(PmoA, 
PmoB 和 PmoC)以及不同位点的位置分布(图 6a). 其中

螯合了一个铜簇的 D 点(图 6b)位于跨膜结构域内 PmoA
和 PmoC 两个亚基之间, 这是酶活性位点所在的地方. 
该铜簇在被 O2 激活时生成高反应性单线态氧杂物双自

由基, 通过与甲烷的 C—H 键结合产生甲醇(图 6c), 该
发现为削减大气中温室气体浓度提供了新思路. 

5.2  冷冻电镜在水化学研究中的应用 

工程纳米材料在其整个生命周期中会在土壤、水和

生物组织等环境介质中不断地迁移、转化、积累[101], 从
而影响到水体中微生物的生命活动[102]. 以环境修复中

广泛应用的纳米零价铁(nZVI)与水体中常见的蓝藻细

胞间的相互作用为例, 将含有蓝藻的污泥与 nZVI 混合

反应 30 min, 通过对比常规扫描电镜与冷冻扫描电镜的

成像图片可以发现, 常规 SEM 的干燥过程会导致蓝藻

细胞结构脱水崩溃, 呈现出干瘪的形态(图 7a), 而经过

液氮快速冷冻的细胞表面则饱满光滑(图 7b～7c), 表明

了冷冻电镜对含水颗粒优秀的表征能力. 并且通过观察

图 7c 可以发现, nZVI 附着的蓝藻细胞表面出现明显的

皱缩(蓝框), 而没有附着 nZVI 的细胞表面平整光滑(红
框), 且可以清晰地观察到蓝藻细胞间存在丝状连接, 
表明加入 nZVI 虽然破坏了部分蓝藻的细胞结构, 但并

未影响到胞间连丝作用, 这加深了我们对于工程微纳米

颗粒与环境微生物间相互作用的理解. 
此外, 纳米粒子与液体环境中的细菌之间也会产生

相互作用. Loza 等通过冷冻电镜拍摄到了革兰氏阳性表

皮链球菌和革兰氏阴性大肠杆菌与周围金纳米棒(NRs)
间作用的明显差异, 如图 8 所示, NRs 紧密包裹在表皮

链球菌的周围(图 8a～8c), 而在大肠杆菌膜表面并未显

示出特异性的粘附(图 8d～8f). 这种包裹是由于 NRs 表
面正电荷与细菌膜上的负电荷相互作用, 与大肠杆菌相

比, 表皮链球菌所带的负电荷更多、表面积更小, 因此

与 NRs 所产生的静电作用更强烈, 从而能够更好地 
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图 5  新冠病毒 S 糖蛋白的冷冻电镜图[93]. (a) ACE2 诱导 SARS-CoV-2 S 三聚体构象转变的机制. 从闭合的预融合状态到瞬时打开状态(步骤 1)的
构象过渡, 具有与 S1 向下运动(红色箭头)相关的解扭曲运动(深灰色箭头突出显示), 从打开状态到动态 ACE2 接合状态(步骤 2), 然后一直到重新

折叠的融合后状态(步骤 3). ACE2-RBD 在 S 三聚体内的连续摆动运动用红色箭头表示. (b) SARS-CoV-2 S-ACE2 复合体的冷冻电镜图. (c)来自

S-ACE2 结构的 ACE2(紫红色)结合 S1(浅绿色)的整体视图, 以及 ACE2 和 RBD 之间相互作用界面的放大视图. (d) RBD 向上/向外旋转 71.0°, 与
原 S1 中 SD1 的向下移动有关 
Figure 5  Cryo-EM map of SARS-CoV-2 S[93]. (a) The proposed mechanism of ACE2-induced conformational transitions of SARS-CoV-2 S trimer. 
Conformational transitions from the closed ground prefusion state (with packed FP, in red) to the transiently open state (step 1) with an untwisting motion 
(highlighted in dark gray arrow) associated with a downward movement of S1 (red arrow), from the open state to the dynamic ACE2 engaged state (step 
2), and then all the way to the refolded postfusion state (step 3). The continuous swing motions of ACE2-RBD within S trimer are indicated by red arrows. 
(b) Cryo-EM map of SARS-CoV-2 S-ACE2 complex. (c) The overall view of ACE2 (violet red) bound S1 (light green) from S-ACE2 structure, and 
zoom-in view of the interaction interface between ACE2 and RBD. (d) There is a 71.0° upward/outward rotation of RBD associated with a downward shift 
of SD1 in S1 



 
化 学 学 报 综述  

  
 
Acta Chim. Sinica 2023, 81, 990—1001 © 2023 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    997 

 
图 6  颗粒甲烷单加氧酶的冷冻电镜图[100]. (a) pMMO原型的原子模型, 其中PmoA, PmoB和PmoC分别用金色, 红色和绿色表示. 突出显示了A、

B 和 D 点以及 E 群集的位置. (b) D 点的冷冻电镜图谱特写视图: 该位点由 PmoA His38, Met42, Asp47, Asp49, Glu100(在此视图中未显示)和 PmoC 
Glu154 组成, 表示为 Glu154(C). 这些残基主要是亲水的, 形成了催化中心. (c)为 D 点提出的甲烷氧化化学方案 
Figure 6  Cryo-EM map of pMMO[100]. (a) Atomic model of the pMMO protomer, where PmoA, PmoB, and PmoC are depicted by ribbons in gold, red, 
and green, respectively. The A, B, and D sites and the location of the E clusters are highlighted. (b) Close-up view of the Cryo-EM map at the D site in 
stereopair: This site is composed of PmoA His38, Met42, Asp47, Asp49, Glu100 (not shown in this view), and of PmoC Glu154, denoted as Glu154(C). 
These residues, largely hydrophilic, form the proposed catalytic center. (c) Chemistry scheme of methane oxidation proposed for the D site 

 
图 7  纳米零价铁与含蓝藻的污泥相互作用的扫描电镜图片. (a)常规扫描电镜照片. (b～c)冷冻扫描电镜照片(Gong 和 Zhang 未发表的图片) 
Figure 7  The SEM of nZVI-treated cyanobacteria-containing sludge. (a) Traditional SEM micrograph. (b～c) Cryo-SEM micrograph (Gong and Zhang, 
unpublished results) 
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图 8  细菌细胞与金纳米棒之间的相互作用[103]. (a～c)表皮链球菌与金纳米棒混合的冷冻电镜图: (a) 670 nm, 紫色. (b) 717 nm, 绿色. (c) 860 nm, 
红色. (d～f)大肠杆菌与金纳米棒混合的冷冻电镜图: (d) 670 nm, 紫色. (e) 717 nm, 绿色. (f) 860 nm, 红色. 与大肠杆菌细胞表面相比, 纳米颗粒

与表皮链球菌细胞表面紧密结合, 因为前者具有更高的负表面电荷. 比例尺表示 500 nm 
Figure 8  Interaction between bacterial cells and gold nanorods[103]. (a～c) Cryo-EM images of S. epidermidis mixed with NRs: (a) 670 nm, purple.    
(b) 717 nm, green. (c) 860 nm, red. (d～f) Cryo-EM images of E. coli mixed with NRs: (d) 670 nm, purple. (e) 717 nm, green. (f) 860 nm, red, respective-
ly. The nanoparticles show tight binding to S. epidermidis cell surface compared to E. coli cell surfaces, as the former has a higher negative surface charge. 
Scale bar indicates 500 nm

吸引金纳米棒 , 表现出更高的表面增强拉曼光谱信   
号[103], 这为液体环境中的细菌鉴定与药物测试提供了

新方法. 
除了能够观察到工程纳米颗粒与环境微生物间的

相互作用, 冷冻电镜技术还能观测海洋溢油的降解[104]. 
相比于会对海洋生物造成毒性的化学分散剂, 直接利用

海洋微生物降解油层是一种更绿色高效的方法[105-107]. 
研究者们利用冷冻扫描电镜实现了海洋微生物膜以及

油水界面间膜形态可视化. 将海洋中可降解脂肪烃的 A. 
borkumensis 细菌培养后植入用阿纳达科原油改性过的

ONR7a 培养基(一种模拟海水组成的培养基), 3～4 d 后

油水界面出现生物膜. 冷冻扫描电镜可以清晰地观察到

A. borkumensis 细菌细胞被外聚物纤维包裹并形成的生

物膜. 在油水界面上, 细菌细胞附着在暴露的油层表面, 
并使原油破裂成小液滴, 形成稳定的皮克林乳液[108]. 
这些结果表明生物膜可以将浮在海面上的油层分散到

直径只有几十微米的稳定液滴中[26], 有效地解决海洋

溢油问题. 

5.3  冷冻电镜在土壤和固废研究方面的应用 

土壤重金属污染一直是人们亟待解决的环境问题

之一[109], 冷冻电镜被证明可以用于在原始状态下观察

土壤中微生物对重金属污染的修复. Ahmad 等[110]从银

矿区收集土壤样品, 分离出的抗银细菌 SMP1 对银有明

显吸附作用, 并通过该细菌自身的代谢能力, 将土壤中

的银离子转化为球形的银纳米颗粒(AgNPs)(图 9), 从而

修复和回收土壤中的贵金属银.  
除了微生物外, 土壤中还含有许多可以用来提升土

壤肥力的大分子有机物, 如腐殖酸. 与用常规扫描电镜

观察相比, 冷冻电镜可以更好地在含水状态下观察腐殖 

 
图 9  银纳米颗粒吸附和合成的冷冻扫描透射电子显微照片[110]. (a, 
a’) 表面吸附银的成熟细菌细胞的暗场和明场扫描图像. (b, b’)银纳米

颗粒的吸附和合成. 蓝色箭头表示细胞内的银纳米颗粒, 黄色箭头表

示细胞外的银纳米颗粒 
Figure 9  Cryo-scanning transmission electron micrographs showing the 
adsorption and synthesis of AgNPs[110]. (a, a’) dark field and bright field 
scanning images of mature bacterial cells with silver adsorbed on the 
surface. (b, b’) Adsorption and synthesis of AgNPs. Intracellular AgNPs 
and extracellular AgNPs are highlighten with blue arrows and yellow 
arrows 

酸海绵状的颗粒网结构, 而常规电镜因对样品脱水干燥

导致其结构断裂, 会形成各种形状和尺寸的颗粒, 改变

样品的同质性[111].  
对于污水处理过程产生的污泥来说, 利用冷冻扫描
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电镜可以从表面形态和内部结构中发现颗粒污泥和絮

状污泥存在明显差异. 污泥絮凝体由一系列不同大小的

簇组成, 大小一般在 10～50 μm, 表面和内部都分布着

许多孔隙, 具有开放的多孔网络结构(图 10a～10b), 而
颗粒状污泥内部则是由许多丝状结构紧密排列, 没有明

显的孔隙结构(图 10c～10d)[30].  

 

图 10  污泥样品内部的冷冻扫描电镜图像[30]. (a, b)絮状污泥样品内

部. (c, d)颗粒状污泥样品内部 
Figure 10  Cryo-SEM images of sludge[30]. (a, b) The interior of a floc-
cular sludge sample. (c, d) The interior of a granular sludge sample 

6  总结与展望 

冷冻电镜技术自 1974 年首次应用以来, 经过近 50
年的发展, 已经成为表征样品结构的重要手段. 它克服

了常规电镜不能观察含水样品的缺点, 通过将待测样品

在低温下快速冷冻, 使液态水转化为无定形玻璃态冰, 
既满足了样品高真空度的要求, 又减少电子束对样品造

成的辐射损伤, 从而可以高分辨地展现样品最原始状态

下的三维结构, 为探索含水离子大分子的微观结构提供

了机会. 基于这种完美保存水合样品天然结构的特点, 
我们重点介绍冷冻电镜在环境领域观测含水粒子的实

例, 例如使用冷冻电镜探索大气中生物气溶胶颗粒的结

构、水体中工程微纳米颗粒与微生物间的相互作用以及

污泥絮体中的孔隙结构, 这为人们研究环境微纳米颗粒

间的相互作用提供了最直观的证据.  
但冷冻电镜技术仍存在一些不足. 首先, 冷冻电镜

的分辨率还有待提高, 尽管目前已知结构的分辨率最高

已经达到 0.122 nm, 但其他大多数结构仍保持在 0.3～
1.0 nm 的水平. 其次, 冷冻电镜数据收集和处理较慢, 
在 X 射线衍射法中, 收集数据只需要花费几分钟时间, 
而冷冻电镜的数据收集则需要耗费数小时, 效率较低, 
因此需要对样品制备工具、成像检测器等硬件进行进一

步的优化, 同时加强计算机对于有效数据的采集与处理

能力, 开发新的算法. 现今, 人工智能的出现有望促进

数据收集与处理的进步, 并最大限度地提高数据质量, 
使更多样品结构可以达到原子级分辨率. 最后, 目前鲜

有环境研究实验室配备冷冻电镜, 其在环境领域的应用

十分有限. 我们期待将其在环境研究中大范围推广, 扩
宽并加深对环境微观粒子间相互作用的认知, 例如: (1)
应用冷冻电镜对水处理过程中混凝剂、消毒剂等化学试

剂与天然有机物、生物大分子等污染物之间的作用关系

进行可视化, (2)研究活性污泥作用过程中组分及生物群

落的变化, 建立微塑料、阻燃剂等新型污染物的降解、

迁移和转化机制, 改进水处理手段, 促进新技术的发展, 
(3)探索在添加调理剂前后污泥中结合水向游离水转化

的过程, 从而达到更好的污泥脱水性, 为环境化学和环

境微生物学带来新突破.  
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