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(57)摘要

本发明公开了一种超低温可换样显微成像

系统及其工作方法，包括光源系统、显微成像系

统和真空可换样冷台系统；其中光源系统用于提

供激发荧光或者明场照明等所需要的光源，显微

成像系统用于接收荧光信号或者明场信号等进

行成像，真空可换样冷台系统用于为样品提供超

低温真空环境和作为显微物镜的承载体，所述的

显微成像系统的显微物镜放置于真空可换样冷

台系统内。本发明能够实现在真空超低温的环境

下进行荧光显微成像，并能够提高显微成像的分

辨能力，具有易操作、系统稳定、成像质量高等优

点。
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1.一种超低温可换样显微成像系统，其特征在于：包括光源系统、显微成像系统和真空

可换样冷台系统；其中光源系统用于提供激发荧光或者明场照明等所需要的光源，显微成

像系统用于接收荧光信号或者明场信号等进行成像，真空可换样冷台系统用于为样品提供

超低温真空环境和作为显微物镜的承载体，所述的显微成像系统包括显微物镜，显微物镜

放置于真空可换样冷台系统内。

2.根据权利要求1所述的一种超低温可换样显微成像系统，其特征在于：所述的光源系

统为多路耦合光源。

3.根据权利要求1所述的一种超低温可换样显微成像系统，其特征在于：所述的真空可

换样冷台系统包括冷台底座模块(1)、防污染罩(2)、真空罩(6)、真空插板阀(7)、真空换样

杆(8)、冷冻电镜样品杆(9)、制冷剂输入管(10)、制冷剂挥发管(11)、换样杆真空管(12)、冷

台真空阀门(13)、冷台真空管(14)、冷芯(15)、三维位移台(16)、柔性导热结构(17)、样品台

(18)、样品杆头(19)和温度传感器(20)；

所述的冷台底座模块(1)上表面设置真空罩(6)，形成真空腔室，冷台底座模块(1)为中

空，其侧壁连通制冷剂输入管(10)和制冷剂挥发管(11)，冷芯(15)安装于冷台底座模块(1)

上表面中部，冷芯(15)下端在冷台底座模块(1)内部，上端设有三维位移台(16)，温度传感

器(20)安装在三维位移台(16)侧面，样品台(18)安装于三维位移台(16)上，样品台(18)与

冷芯(15)通过覆盖柔性导热结构(17)连接，样品杆头(19)放置在样品台(18)上，真空换样

杆(8)与真空罩(6)侧壁连接，真空换样杆(8)为中空，真空插板阀(7)和换样杆真空管(12)

位于真空换样杆(8)侧面，冷台真空阀门(13)和冷台真空管(14)与制冷剂挥发管(11)连接；

其中真空腔室为样品提供真空环境；三维位移台(16)用以移动样品和实现聚焦；冷芯

(15)为样品提供超低温的制冷源；柔性导热结构(17)用以将冷芯(15)的温度传导到样品台

(18)；真空换样杆(8)为样品提供真空下的换样机构；温度传感器(20)为监测三维位移台的

实时温度。

4.根据权利要求3所述的一种超低温可换样显微成像系统，其特征在于：所述的光源系

统包括照明器(21)、二向色镜(22)、光学窗口(4)、显微物镜支撑筒(5)和显微物镜(3)，显微

物镜(3)通过显微物镜支撑筒(5)固定在真空罩(6)内，真空罩(6)顶端开设光学窗口(4)，照

明器(21)发出的光通过二向色镜(22)、光学窗口(4)，经显微物镜(3)投射在样品上。

5.根据权利要求4所述的一种超低温可换样显微成像系统，其特征在于：所述的显微成

像系统包括显微物镜(3)、光学窗口(4)、二向色镜(22)、聚焦透镜(23)和相机(24)；样品激

发的荧光或者返回的光经显微物镜(3)收集，透过光学窗口(4)，经二向色镜(22)反射和聚

焦镜(23)聚焦成像在相机(24)上。

6.根据权利要求5所述的一种超低温可换样显微成像系统的工作方法，其特征在于：包

括低温下进行换样成像和常温下进行换样成像；

低温下进行换样成像步骤如下：

安装显微物镜(3)到显微物镜(5)支撑筒，样品台(18)放置在三维位移台(16)上，将真

空罩(6)与冷台底座模块(1)连接；关闭真空插板阀(7)，打开冷台真空阀门(13)，外部真空

泵通过换样杆真空管(12)和冷台真空管(14)对真空腔室进行抽真空，直到真空达到10-

3mbar以下；

液氮或液氦通过制冷剂输入管(10)输入冷台内部，将冷芯(15)降温，再通过制冷剂挥
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发管(11)挥发到空气中；柔性导热结构(17)将冷芯(15)的温度传导到样品台(18)，温度传

感器(20)记录样品台(18)的实时温度，最终样品台(18)温度达到平衡，液氮制冷达到-170

℃以下，液氦制冷达到-250℃以下；

将安装有样品的冷冻电镜样品杆(9)插入真空换样杆(8)前端实现滑动密封，然后通过

换样杆真空管(12)抽真空，当真空换样杆内真空度达到10-3mbar后，打开真空插板阀(7)，缓

慢将冷冻电镜样品杆(9)送入真空腔中样品台(18)上方，然后将样品杆头(19)顶出，配合三

维位移台(16)的移动，使样品杆头(19)落在样品台上，并通过内置磁铁与样品台固定；然后

将样品杆(9)抽回真空换样杆(8)前端，关闭真空插板阀(7)，关闭外部真空泵并向真空换样

杆(8)内注入氮气，待气压平衡后抽出冷冻样品杆(9)，即可对留在真空冷台内的样品进行

显微成像；

照明器(21)发出的光通过二向色镜(22)、光学窗口(4)，经显微物镜(3)投射在样品上，

对样品进行激发或照明；样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜(3)收集，通过二向色镜

(22)反射和聚焦镜(23)聚焦成像在相机(24)上；

在常温下进行换样成像步骤如下：

固定样品在样品台(18)上，安装显微物镜(3)到显微物镜(5)支撑筒，将真空罩(6)与冷

台底座模块(1)连接；关闭真空插板阀(7)，打开冷台真空阀门(13)，外部真空泵通过换样杆

真空管(12)和冷台真空管(14)对真空腔室进行抽真空，直到真空达到10-3mbar以下；

液氮或液氦通过制冷剂输入管(10)输入冷台内部，将冷芯(15)降温，再通过制冷剂挥

发管(11)挥发到空气中；柔性导热结构(17)将冷芯(15)的温度传导到样品台(18)，温度传

感器(20)记录样品台(18)的实时温度，最终样品台(18)温度达到平衡，液氮制冷达到-170

℃以下，液氦制冷达到-250℃以下；待温度稳定后，即可进行显微成像；

照明器(21)发出的光通过二向色镜(22)、光学窗口(4)，经显微物镜(3)投射在样品上，

对样品进行激发或照明；样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜(3)收集，通过二向色镜

(22)反射和聚焦镜(23)聚焦成像在相机(24)上。
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一种超低温可换样显微成像系统及其工作方法

技术领域

[0001] 本发明涉及冷冻光电关联成像技术领域，特别涉及一种超低温可换样显微成像系

统及其工作方法。

背景技术

[0002] 冷冻荧光成像是国际上刚刚兴起的一项成像技术，它将荧光标记的生物样品冷冻

在液氮或者液氦温度下进行光学成像。相比较常温成像，冷冻条件下的荧光成像具有以下

优点：冷冻条件下样品处于固定状态，分子在纳米级别上的热运动几乎停止，这是解析样品

纳米结构的前提条件；冷冻样品的制备方法(如高压冷冻切片、快速冷冻)可以将生物结构

冻存在几乎原始的状态，避免了常温下化学固定对样品微观结构引入的干扰；冷冻条件下

荧光染料的光漂白得到抑制，分子稳定性大幅提升。荧光分子发出的总光子数相较常温可

提升两个数量级，达到百万级别。基于这些优势，冷冻荧光成像目前主要应用在冷冻超分辨

荧光成像和冷冻光电联合成像两个领域。

[0003] 在冷冻超分辨荧光成像应用中，传统的冷冻成像系统通常采用流动的液氮或者低

温氮气进行制冷，这种制冷方式会引起样品的振动和较大的机械漂移，造成失焦、成像区域

离开视野等问题。另外，传统冷冻成像系统一般将物镜放置在冷冻装置以外，透过一光学窗

口观察处于冷冻装置内部的样品，这要求物镜具有较长的工作距离，从而牺牲了物镜的数

值孔径，导致光子收集效率很低。同时，透过具有一定厚度的光学窗口进行成像会产生较大

的光学像差，导致成像质量不佳，达不到超分辨成像的要求。此外，样品通常是固定在冷台

中不动，通过移动整个冷台或者移动物镜的方式来实现对样品不同区域的成像，这两种方

式会分别影响系统的机械稳定性和成像质量。

[0004] 在冷冻光电联合成像应用中，冷冻样品在光镜和电镜之间的转移是难度和复杂程

度最大的操作步骤。传统的样品转移方式首先在低温换样装置中将储存在液氮中的样品装

载到冷冻光镜的样品台上，再将样品台传输进冷冻光镜中进行荧光成像。成像完成之后再

将样品送入适用于冷冻电镜的低温换样装置中，将样品装载到冷冻电镜样品杆上，再进行

冷冻电镜成像。这一过程操作复杂，需要受过训练的专业人员完成，并且传输过程中样品容

易损坏或遭到冰污染，严重影响实验的通量和成功率。

发明内容

[0005] 本发明针对现有技术的缺陷，提供了一种超低温可换样显微成像系统及其工作方

法，采用物镜内置、低温样品台三维移动、冷冻电镜样品杆直接真空低温换样等方法，能够

有效的解决上述现有技术存在的问题。

[0006] 为了实现以上发明目的，本发明采取的技术方案如下：

[0007] 一种超低温可换样显微成像系统，包括光源系统、显微成像系统和真空可换样冷

台系统；其中光源系统用于提供激发荧光或者明场照明等所需要的光源，显微成像系统用

于接收荧光信号或者明场信号等进行成像，真空可换样冷台系统用于为样品提供超低温真
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空环境和作为显微物镜的承载体，所述的显微成像系统的显微物镜放置于真空可换样冷台

系统内。

[0008] 作为优选，所述的光源系统为多路耦合光源；

[0009] 作为优选，所述的真空可换样冷台系统包括冷台底座模块1、防污染罩2、真空罩6、

真空插板阀7、真空换样杆8、冷冻电镜样品杆9、制冷剂输入管10、制冷剂挥发管11、换样杆

真空管12、冷台真空阀门13、冷台真空管14、冷芯15、三维位移台16、柔性导热结构17、样品

台18、样品杆头19和温度传感器20；

[0010] 所述的冷台底座模块1上表面设置真空罩6，形成真空腔室，冷台底座模块1为中

空，其侧壁连通制冷剂输入管10和制冷剂挥发管11，冷芯15安装于冷台底座模块1上表面中

部，冷芯15下端在冷台底座模块1内部，上端设有三维位移台16，温度传感器20安装在三维

位移台16侧面，样品台18安装于三维位移台16上，样品台18与冷芯15通过覆盖柔性导热结

构17连接，样品杆头19放置在样品台18上，真空换样杆8与真空罩6侧壁连接，真空换样杆8

为中空，真空插板阀7和换样杆真空管12位于真空换样杆8侧面，冷台真空阀门13和冷台真

空管14与制冷剂挥发管11连接；

[0011] 其中真空腔室为样品提供真空环境；三维位移台16用以移动样品和实现聚焦；冷

芯15为样品提供超低温的制冷源；柔性导热结构(17)用以将冷芯(15)的温度传导到样品台

(18)；真空换样杆8为样品提供真空下的换样机构；温度传感器20为监测三维位移台的实时

温度。作为优选，所述的光源系统包括照明器21、二向色镜22、光学窗口4、显微物镜支撑筒5

和显微物镜3，显微物镜3通过显微物镜支撑筒5固定在真空罩6内，真空罩6顶端开设光学窗

口4，照明器21发出的光通过二向色镜22、光学窗口4，经显微物镜3投射在样品上，

[0012] 作为优选，所述的显微成像系统包括显微物镜3、光学窗口4、二向色镜22、聚焦透

镜23和相机24。样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜3收集，透过光学窗口4，经二向色

镜22反射和聚焦镜23聚焦成像在相机24上。

[0013] 本发明还公开了超低温可换样显微成像系统的工作方法，包括低温下进行换样成

像和常温下进行换样成像；

[0014] 低温下进行换样成像步骤如下：

[0015] 安装显微物镜3到显微物镜5支撑筒，样品台18放置在三维位移台16上，将真空罩6

与冷台底座模块1连接。关闭真空插板阀7，打开冷台真空阀门13，外部真空泵通过换样杆真

空管12和冷台真空管14对真空腔室进行抽真空，直到真空达到规定值(10-3mbar以下)。

[0016] 液氮或液氦通过制冷剂输入管10输入冷台内部，将冷芯15降温，再通过制冷剂挥

发管11挥发到空气中。柔性导热结构17将冷芯15的温度传导到样品台18，温度传感器20记

录样品台18的实时温度，最终样品台18温度达到平衡(液氮制冷达到-170℃以下，液氦制冷

达到-250℃以下)。

[0017] 将安装有样品的冷冻电镜样品杆9插入真空换样杆8前端实现滑动密封，然后通过

换样杆真空管12抽真空，当真空换样杆内真空度达到10-3mbar后，打开真空插板阀7，缓慢将

冷冻电镜样品杆9送入真空腔中样品台18上方，然后将样品杆头19顶出，配合三维位移台16

的移动，使样品杆头19落在样品台上，并通过内置磁铁与样品台固定。然后将样品杆9抽回

真空换样杆8前端，关闭真空插板阀7，关闭外部真空泵并向真空换样杆8内注入氮气，待气

压平衡后抽出冷冻样品杆9，即可对留在真空冷台内的样品进行显微成像。
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[0018] 照明器21发出的光通过二向色镜22、光学窗口4，经显微物镜3投射在样品上，对样

品进行激发或照明。样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜3收集，通过二向色镜22反射

和聚焦镜23聚焦成像在相机24上。

[0019] 在常温下进行换样成像步骤如下：

[0020] 固定样品在样品台18上，安装显微物镜3到显微物镜5支撑筒，将真空罩6与冷台底

座模块1连接。关闭真空插板阀7，打开冷台真空阀门13，外部真空泵通过换样杆真空管12和

冷台真空管14对真空腔室进行抽真空，直到真空达到规定值(10-3mbar以下)。

[0021] 液氮或液氦通过制冷剂输入管10输入冷台内部，将冷芯15降温，再通过制冷剂挥

发管11挥发到空气中。柔性导热结构17将冷芯15的温度传导到样品台18，温度传感器20记

录样品台18的实时温度，最终样品台18温度达到平衡(液氮制冷达到-170℃以下，液氦制冷

达到-250℃以下)。待温度稳定后，即可进行显微成像。

[0022] 照明器21发出的光通过二向色镜22、光学窗口4，经显微物镜3投射在样品上，对样

品进行激发或照明。样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜3收集，通过二向色镜22反射

和聚焦镜23聚焦成像在相机24上。

[0023] 与现有技术相比本发明的优点在于：

[0024] 将显微物镜内置，降低了对显微物镜工作距离的要求，有效了提高了可用显微物

镜的数值孔径，显著提高了显微成像的分辨率；

[0025] 采用样品台移动而冷台不动的模式，降低了冷台整体移动带来的机械不稳定性，

降低了机械漂移和振动带来的误差，提高了成像质量；

[0026] 将冷芯和样品台进行柔性导热连接，保证了样品台可三维移动的同时，实现了高

效的制冷。

[0027] 利用真空换样杆机构实现了冷冻样品的上样、换样，并且实现了样品和换样杆脱

离，样品单独留在冷台内成像，显著提高了成像的机械稳定性和成像质量。

附图说明

[0028] 图1为本发明实施例超低温可换样显微成像系统的整体示意图；

[0029] 图2为本发明实施例超低温可换样显微成像系统的俯视示意图；

[0030] 图3为本发明实施例中冷芯与样品台连接的示意图；

[0031] 图4为本发明实施例超低温可换样显微成像系统得到的单分子荧光信号图像；

[0032] 附图标记说明

[0033] 图中：1-冷台底座模块；2-防污染罩；3-显微物镜；4-光学窗口；5-显微物镜支撑

筒；6-真空罩；7-真空插板阀；8-真空换样杆；9-冷冻电镜样品杆；10-制冷剂输入管；11-制

冷剂挥发管；12-换样杆真空管；13-冷台真空阀门；14-冷台真空管；15-冷芯；16-三维位移

台；17-柔性导热结构；18-样品台；19-样品杆头；20-温度传感器；21-照明器；22-二向色镜；

23-聚焦透镜；24-相机。

具体实施方式

[0034] 为使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下根据附图并列举实施例，

对本发明做进一步详细说明。
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[0035] 一种超低温可换样显微成像系统，包括光源系统、显微成像系统和真空可换样冷

台系统；其中光源系统用于提供激发荧光或者明场照明等所需要的光源，显微成像系统用

于接收荧光信号或者明场信号等进行成像，真空可换样冷台系统用于为样品提供超低温真

空环境和作为显微物镜的承载体。所述的光源系统为多路耦合光源；所述的显微成像系统

的显微物镜放置于真空可换样冷台系统内。

[0036] 如图1、2所示，所述的真空可换样冷台系统包括冷台底座模块1、防污染罩2、真空

罩6、真空插板阀7、真空换样杆8、冷冻电镜样品杆9、制冷剂输入管10、制冷剂挥发管11、换

样杆真空管12、冷台真空阀门13、冷台真空管14、冷芯15、三维位移台16、柔性导热结构17、

样品台18、样品杆头19和温度传感器20；

[0037] 所述的冷台底座模块1上表面设置真空罩6，形成真空腔室，冷台底座模块1为中

空，其侧壁连通制冷剂输入管10和制冷剂挥发管11，冷芯15安装于冷台底座模块1上表面中

部，冷芯15下端在冷台底座模块1内部，上端设有三维位移台16，温度传感器20安装在三维

位移台16侧面，样品台18安装于三维位移台16上，样品台18与冷芯15通过覆盖柔性导热结

构17连接，样品杆头19放置在样品台18上，真空换样杆8与真空罩6侧壁连接，真空换样杆8

为中空，真空插板阀7和换样杆真空管12位于真空换样杆8侧面，冷台真空阀门13和冷台真

空管14与制冷剂挥发管11连接；

[0038] 其中真空腔室为样品提供真空环境；三维位移台16用以移动样品和实现聚焦；冷

芯15为样品提供超低温的制冷源；真空换样杆8为样品提供真空下的换样机构；温度传感器

20为监测三维位移台的实时温度。作为优选，所述的光源系统包括照明器21、二向色镜22、

光学窗口4、显微物镜支撑筒5和显微物镜3，显微物镜3通过显微物镜支撑筒5固定在真空罩

6内，真空罩6顶端开设光学窗口4，照明器21发出的光通过二向色镜22、光学窗口4，经显微

物镜3投射在样品上；

[0039] 所述的显微成像系统包括显微物镜3、光学窗口4、二向色镜22、聚焦透镜23和相机

24。样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜3收集，透过光学窗口4，经二向色镜22反射和

聚焦镜23聚焦成像在相机24上。

[0040] 一种超低温可换样显微成像系统，在低温下进行换样成像按照如下步骤进行操

作：

[0041] 安装显微物镜3到显微物镜5支撑筒，样品台18放置在三维位移台16上，将真空罩6

与冷台底座模块1连接。关闭真空插板阀7，打开冷台真空阀门13，外部真空泵通过换样杆真

空管12和冷台真空管14对真空腔室进行抽真空，直到真空达到规定值(10-3mbar以下)。

[0042] 液氮或液氦通过制冷剂输入管10输入冷台内部，将冷芯15降温，再通过制冷剂挥

发管11挥发到空气中。柔性导热结构17将冷芯15的温度传导到样品台18，温度传感器20记

录样品台18的实时温度，最终样品台18温度达到平衡(液氮制冷达到-170℃以下，液氦制冷

达到-250℃以下)。

[0043] 将安装有样品的冷冻电镜样品杆9插入真空换样杆8前端实现滑动密封，然后通过

换样杆真空管12抽真空，当真空换样杆内真空度达到10-3mbar后，打开真空插板阀7，缓慢将

冷冻电镜样品杆9送入真空腔中样品台18上方，然后将样品杆头19顶出，配合三维位移台16

的移动，使样品杆头19落在样品台上，并通过内置磁铁与样品台固定。然后将样品杆9抽回

真空换样杆8前端，关闭真空插板阀7，关闭外部真空泵并向真空换样杆8内注入氮气，待气
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压平衡后抽出冷冻样品杆9，即可对留在真空冷台内的样品进行显微成像。

[0044] 照明器21发出的光通过二向色镜22、光学窗口4，经显微物镜3投射在样品上，对样

品进行激发或照明。样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜3收集，通过二向色镜22反射

和聚焦镜23聚焦成像在相机24上。

[0045] 一种超低温可换样显微成像系统，在常温下进行换样成像按照如下步骤进行操

作：

[0046] 固定样品在样品台18上，安装显微物镜3到显微物镜5支撑筒，将真空罩6与冷台底

座模块1连接。关闭真空插板阀7，打开冷台真空阀门13，外部真空泵通过换样杆真空管12和

冷台真空管14对真空腔室进行抽真空，直到真空达到规定值(10-3mbar以下)。

[0047] 液氮或液氦通过制冷剂输入管10输入冷台内部，将冷芯15降温，再通过制冷剂挥

发管11挥发到空气中。柔性导热结构17将冷芯15的温度传导到样品台18，温度传感器20记

录样品台18的实时温度，最终样品台18温度达到平衡(液氮制冷达到-170℃以下，液氦制冷

达到-250℃以下)。待温度稳定后，即可进行显微成像。

[0048] 照明器21发出的光通过二向色镜22、光学窗口4，经显微物镜3投射在样品上，对样

品进行激发或照明。样品激发的荧光或者返回的光经显微物镜3收集，通过二向色镜22反射

和聚焦镜23聚焦成像在相机24上。

[0049] 本领域的普通技术人员将会意识到，这里所述的实施例是为了帮助读者理解本发

明的实施方法，应被理解为本发明的保护范围并不局限于这样的特别陈述和实施例。本领

域的普通技术人员可以根据本发明公开的这些技术启示做出各种不脱离本发明实质的其

它各种具体变形和组合，这些变形和组合仍然在本发明的保护范围内。
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