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ABC三嵌段共聚物微相结构的双重染色透射电镜表
征方法
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摘 要：嵌段共聚物微相分离形成的纳米结构（如螺旋相、双连续相）与其功能密切相关，但由于各嵌段化

学性质相似，透射电子显微镜（TEM）下衬度差异极低，给结构解析带来挑战。本文针对聚苯乙烯-b-聚 4-
乙烯基吡啶-b-聚乳酸 （PS-b-P4VP-P4VPb-PLA）、聚苯乙烯-b-聚环氧乙烷-b-聚左旋乳酸 （PS-b-PEO-
PEOb-PLLA）等多种三嵌段共聚物体系，发展了一套特异性化学染色与多模态联合表征策略。利用 I₂蒸气对

含吡啶基团（P4VP）嵌段进行选择性染色，利用RuO₄对 PS及 PLLA等嵌段进行差异化染色，实现了三组分

体系中“核-壳-基体”各相的清晰分辨。在此基础上，结合基于快速傅里叶变换（FFT）的图像分析方法，

实现了对无序双连续相、螺旋相（H*）及柱状相等复杂微相结构的快速鉴别。通过 TEM、扫描电子显微镜

（SEM）及小角X射线散射（SAXS）的联合使用，建立了“微观形貌-相结构-晶体学信息”的关联。该技术

策略成功应用于手性传递机制解析及介孔材料孔道拓扑结构评价，为高分子复杂体系的形貌表征提供了实用

的解决方案。

关键词：嵌段共聚物；微相分离；电子显微镜；选择性染色；多模态表征

中图分类号：O657. ；3  文献标识码：A  文章编号：1004-4957（XXXX）XX-0001-07

Transmission Electron Microscopy Characterization of ABC Triblock 
Copolymer Microphase Structures via a Dual-staining Strategy
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Abstract： The nanostructures （e. g. ， helical phase， bicontinuous phase）  formed by micro⁃
phase separation of block copolymers are closely related to their functions.  However， due to the sim⁃
ilar chemical properties of different blocks， the contrast under transmission electron microscope 
（TEM）  is extremely low， posing challenges for structural analysis.  In this paper， a specific chem⁃
ical staining and multimodal characterization strategy was developed for various triblock copolymer 
systems including polystyrene⁃b⁃poly （4⁃vinylpyridine） ⁃b⁃polylactide （PS⁃b⁃P4VP⁃b⁃PLA）  and 
polystyrene⁃b⁃poly （ethylene oxide） ⁃b⁃poly （L⁃lactide）  （PS⁃b⁃PEO⁃b⁃PLLA） .  By using I ₂ va⁃
por for selective staining of pyridine⁃containing blocks （P4VP）  and RuO₄ for differential staining of 
PS and PLLA blocks， clear visualization of the core⁃shell⁃matrix three⁃phase structure was 
achieved.  Furthermore， combined with fast Fourier transform （FFT） ⁃based image analysis， rap⁃
id identification of complex microphase structures such as disordered bicontinuous phases， helical 
phases （H*）， and cylindrical phases was realized.  Through the combined use of TEM， scanning 
electron microscopy （SEM）  and small⁃angle X⁃ray scattering （SAXS）， the correlation among mi⁃
crostructure， phase morphology and crystallographic information was established.  This technical 
strategy has been successfully applied to the analysis of chirality transfer mechanisms and the evalua⁃
tion of pore topology in mesoporous materials， providing a practical solution for morphology charac⁃
terization of complex polymer systems.
Key words： block copolymer； microphase separation； electron microscopy； selective staining；
multimodal characterization
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嵌段共聚物通过微相分离可自组装形成球状、柱状、双连续结构、螺旋相等多种有序纳米结构，

在分离膜、光子晶体、药物递送等领域具有重要应用价值［1］。近年来，冷冻电镜等新型电镜技术不断

发展，为高分子材料的微观结构解析提供了新的手段［2］。对于ABC型三嵌段共聚物，通过设计不同嵌

段的化学组成和体积分数，可以获得“核⁃壳⁃基体”等多级结构，为构建功能材料提供了丰富平台［3］。

然而，对这些纳米尺度结构的精确解析高度依赖于透射电子显微镜（TEM）［4］。高分子材料主要由轻元

素组成，各嵌段间的电子散射能力差异极小，导致在 TEM 下自然衬度极低，难以区分不同微相区

域［5］。因此，发展高选择性、高衬度的化学染色技术是实现精准形貌解析的关键。

目前常用的染色剂包括四氧化锇（OsO₄）、四氧化钌（RuO₄）、碘蒸气（I₂）、磷钨酸（PTA）等。

其中，RuO₄的研究可追溯至 1980年代，国内学者陈重酉等［6］较早将RuO₄染色法应用于聚碳酸酯/聚对

苯二甲酸乙二醇酯（PC/PET）共混体的 TEM观察，证明 RuO₄可成功用于含芳香环聚合物的微观形态

研究。Trent等［7］系统总结了 RuO₄对多种聚合物的染色行为，发现其对富含芳香环的聚苯乙烯（PS）
具有强亲和力，能使PS相呈现深黑色。Khandpur等［8］利用RuO₄成功实现了聚烯烃嵌段共聚物微相分

离结构的 TEM成像。另一方面，I₂能与含氮杂环（如聚 4-乙烯基吡啶，P4VP）形成电荷转移络合物，

实现对吡啶环的选择性标记［9］。在透射电镜样品制备中，针对不同的样品体系选择合适的染色方法和

电镜观察技术至关重要［10-11］。

然 而 ， 针 对 更 复 杂 的 三 组 分 体 系 （如 聚 苯 乙 烯 -b- 聚 4- 乙 烯 基 吡 啶 -b- 聚 乳 酸 ，

PS⁃b⁃P4VP⁃b⁃PLA），单一染色往往只能区分两相，难以同时呈现三层结构。此外，对于螺旋相（H*）、

无序双连续相等特殊形貌，仅凭实空间图像或小角X射线散射（SAXS）均存在误判风险［12］。SAXS是

表征嵌段共聚物相结构的强大工具，其准确解析依赖特征衍射峰的峰位比值分析［13-14］。国内学者谢瑞

等［15］曾综合运用 SAXS和TEM研究了聚苯乙烯-聚丁二烯-聚苯乙烯（SBS）三嵌段共聚物的微相分离

结构，系统总结了不同微相结构在 SAXS上的特征峰位比值（如柱状相 1：√3：√7：√9）。刘立志等［16］

也利用 SAXS 和 TEM 研究了聚甲基丙烯酸甲酯-聚四氢呋喃（PMMA⁃PTHF）嵌段共聚物的微观结构，

证明了两者联合是解析嵌段共聚物微观结构的有效手段。螺旋相的TEM表征可采用倾斜系列成像及电

子断层扫描技术来确认其三维螺旋特征［17］。双连续相结构的分析，常借助三维电子断层扫描（TEMT）
技术获得孔道连通性的直接证据［18］。快速傅里叶变换（FFT）图像分析已在嵌段共聚物的取向分析及

缺陷表征中展现出独特的优势，可作为快速判断结构有序性的有效工具［4， 12］。

本文选择 PS⁃b⁃P4VP⁃b⁃PLA （SVA）、PS⁃b⁃PEO⁃b⁃PLLA （S⁃E⁃LA） 和 PS⁃b⁃PCL⁃b⁃PLLA （S⁃C⁃LA）
三种代表性三嵌段共聚物作为研究对象。这三种体系分别涵盖了“含氮杂环/含芳香环/含聚酯”三类

典型的嵌段组合，能够系统检验 I₂染色、RuO₄染色及双重顺序染色方法的适用性和有效性。其中，

SVA体系含P4VP中嵌段，可用于验证 I₂对吡啶环的选择性染色；S⁃E⁃LA和 S⁃C⁃LA体系含PS和聚酯嵌

段，可用于验证RuO₄对PS与聚酯的差异化染色。

本文以课题组在手性嵌段共聚物自组装和功能介孔材料研究中的表征实践为基础，系统总结了一

套针对多组分高分子体系的组合染色策略和多模态形貌表征方法。重点介绍了 I₂/RuO₄双重染色技术、

基于FFT的微相结构快速识别方法，以及“TEM+扫描电子显微镜（SEM） +SAXS”联合表征流程，以

期为高分子电镜表征工作者提供技术参考。

1 实验部分 
1. 1　仪器与材料　

本研究的电镜表征工作依托华南理工大学电子显微中心平台完成，透射电子显微镜（Talos F200X 
G2 S/TEM，赛默飞），加速电压 200 kV；扫描电子显微镜（Verios 5 UC SEM，赛默飞）；小角X射线散

射实验在上海同步辐射光源（SSRF） BL16B1线站；比表面积分析仪（ASAP 2460，美国 Micromeritics
公司）；超薄切片机（EM UC7，德国徕卡公司）。

TEM成像时，电子束剂量控制在约 50–100 e⁻/Å²，以避免高分子样品的辐照损伤。成像时采用低

剂量模式（low-dose mode）进行合轴和聚焦，并在样品区域附近选择未辐照区域进行曝光采集。加速

电压的选择需兼顾成像分辨率（200 kV可提供约 0. 2 nm的点分辨率）和样品耐受性——过高的电压虽
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可提高分辨率，但会增加样品的辐照损伤和溅射损伤风险。

RuO₄ （4 wt%水溶液）、I₂ （分析纯）、磷钨酸（分析纯）均购自阿拉丁公司。三种嵌段共聚物样品

的合成方法如下：

PS⁃b⁃P4VP⁃b⁃PLA （SVA）：采用可逆加成-断裂链转移 （RAFT） 聚合法。首先以偶氮二异丁腈

（AIBN）为引发剂、羟基化RAFT链转移剂 5-羟基戊基-2- （十二烷基硫代羰基硫代） -2-甲基丙酸酯

（DMP-OH），在 N，N-二甲基甲酰胺 （DMF）  中于 70 ℃反应 5~6 h，通过 RAFT 聚合 4-乙烯基吡啶

（4VP）制备P4VP均聚物；然后以P4VP为大分子链转移剂，在苯乙烯中于 70 ℃反应 12 h，RAFT聚合

得到 PS⁃b⁃P4VP⁃OH；最后以 PS⁃b⁃P4VP⁃OH 为大分子引发剂，在无水甲苯中于 110℃反应 5 h，在辛酸

亚锡（Sn （Oct） ₂）  催化下通过 L-丙交酯的开环聚合（ROP）得到目标产物 SVA。数均分子量Mn，PS=
27 500 g/mol，Mn，P4VP=5，800 g/mol，Mn，PLA=19 800 g/mol，体积分数 fPS=0. 64，fP4VP=0. 08，fPLA=0. 28。

PS⁃b⁃PEO⁃b⁃PLLA （S⁃E⁃LA）：首先以聚乙二醇（PEO）  为原料进行单端溴化得到Br-PEO-OH；然

后以Br-PEO-OH为引发剂，在甲苯中于 90℃反应 6~8 h，通过ATRP聚合苯乙烯得到PS⁃b⁃PEO⁃OH；最

后以 PS⁃b⁃PEO⁃OH为大分子引发剂，在甲苯中于 110℃反应 5 h，在 Sn （Oct） ₂催化下通过 L-丙交酯的

ROP得到 S⁃E⁃LA。数均分子量Mn，PS=48 000 g/mol，Mn，PEO=6 000 g/mol，Mn，PLLA=16 600 g/mol，体积分数

fPS=0. 64，fPEO=0. 10，fPLLA=0. 26。
PS⁃b⁃PCL⁃b⁃PLLA （S⁃C⁃LA）：以 3-羟基-2，2-二甲基丙基-2-溴-2-甲基丙酸酯（Br⁃OH）  为双官

能团引发剂，在甲苯中于 100 ℃反应 6~8 h，通过ATRP聚合苯乙烯得到 PS⁃OH；然后以 PS⁃OH为大分

子引发剂，在甲苯中于 110℃反应 5 h，在 Sn （Oct） ₂催化下通过 ε-己内酯 （ε-CL）  的 ROP 得到

PS⁃b⁃PCL⁃OH；最后以PS⁃b⁃PCL⁃OH为大分子引发剂，在甲苯中于 110℃反应 5 h，在 Sn （Oct） ₂催化下

通过 L-丙交酯的 ROP得到 S⁃C⁃LA。数均分子量 Mn，PS=39 800 g/mol，Mn，PCL=2 300 g/mol，Mn，PLLA=20 000 
g/mol，体积分数 fPS=0. 63，fPCL=0. 07，fPLLA=0. 30。
1. 2　样品制备　

将嵌段共聚物溶于二氯甲烷或氯仿中，配制成1~2 wt%的溶液，采用溶液浇铸法在室温下缓慢挥发

溶剂（将溶液置于小瓶中，用带小孔的铝箔封口），待溶剂完全挥发后，于40℃真空干燥过夜。本体样

品经超薄切片（厚度约70 nm）后，用铜网捞取。

1. 3　染色方法　
RuO₄染色：将载有切片的铜网置于RuO₄（4 wt%水溶液）蒸气氛围中，室温密闭染色1~3 h。
I₂染色：将载有切片的铜网置于含碘单质颗粒的密闭染色瓶中，室温避光染色12~24 h。
双重顺序染色：先按 I₂染色法染色12 h，再按RuO₄染色法染色1. 5 h。

2 结果与讨论 
2. 1　I₄对P4VP的选择性染色　

图 1A为 SVA （PS⁃b⁃P4VP⁃b⁃PLA）经 I₂染色后的TEM图像。图中P4VP微区呈现深黑色，而PS基体

和 PLA微区均为亮灰色。由于 P4VP体积分数仅为 8%，其在 SVA中形成了围绕 PLA核的壳层结构，I₂
染色后可以清晰分辨出环状或点状的暗区（标注为P4VP壳层）。这与文献中报道的 I₂与吡啶环形成电

荷转移络合物而产生电子致密沉积的机理一致［9］。相比之下，未经染色的 SVA 超薄切片（图 1B）在

TEM下几乎无法区分任何相区，仅能依靠边缘褶皱判断形貌（图中标注“各相区无法区分”）。这证

实了 I₂对吡啶环具有极高的选择性，是表征含氮杂环高分子体系的必要染色手段。

2. 2　RuO₄对PS与聚酯的差异化染色　
图 2为 S⁃E⁃LA （PS⁃b⁃PEO⁃b⁃PLLA）经RuO₄染色后的TEM图像。PS基体呈现深黑色（标注为PS基

体），而 PLLA柱状微区呈现明亮的白色（标注为 PLLA柱状相）。这是因为RuO₄与 PS的苯环发生强氧

化反应，在 PS区域沉积电子致密的钌氧化物；PLLA因缺乏可反应基团而保持低衬度。这一结果与陈

重酉等［6］报道的RuO₄对PC/PET共混体的染色行为以及Trent等［7］的研究结果一致。PEO中间嵌段（体

积分数约 3%~10%）在RuO₄染色下通常呈现中等灰色衬度，但因嵌段较短，在常规放大倍数下不易直

接分辨。该染色方法同样适用于S⁃C⁃LA（PS⁃b⁃PCL⁃b⁃PLLA）等含聚酯嵌段的样品。
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2. 3　双重顺序染色实现三组分区分　
对于三组分体系（如 SVA），单一染色剂最多只能区分两个

相。本文采用“I₂→RuO₄”双重顺序染色法：先 I₂标记 P4VP，再

RuO₄标记PS，PLA保持亮色。

图 3展示了 SVA经双重染色后的TEM结果。通过灰度分析可

以区分三个区域：最暗的 P4VP （壳层）（标注“P4VP （最

暗）”）、中等暗度的PS （基体）（标注“PS”（中等））、最亮的

PLA （核）（标注“PLA”（最亮））。该策略拓展了文献中OsO₄和
RuO₄组合双染色法［7］的应用范围，首次实现了使用常规染色剂对

ABC型三嵌段共聚物三组分的TEM可视化结构。

2. 4　基于FFT的微相结

构快速识别　
对于复杂微相结构（如

螺旋相、无序双连续相），

仅凭TEM实空间图像有时难

以得出确定结论。本文开发

了一种基于TEM图像快速傅

里叶变换 （FFT） 的辅助判

定方法：有序周期结构在倒

空间产生锐利衍射斑点，无

序或准有序结构则产生弥

散环。

图 4 展示了该方法的应

用实例。六方密排柱状相

（HC） 的 FFT 图中出现六重

对称的锐利衍射斑点 （图

4A）（经高斯滤波降噪处理

后，衍射斑点信噪比显著提

高）；无序双连续相 （如

SVA/N10） 的 FFT 图呈现单弥散环

（图 4B）。图 4A的实空间 TEM图像沿

HC相的［001］带轴采集，可见六方

对称排列的环状暗区，与FFT花样的

六重对称锐利衍射斑点相互印证，共

同证实了 HC 相的结构特征。 该 FFT
方法可作为快速判定“有序/无序”

的有效辅助手段，尤其适用于 SAXS
信号微弱或峰形宽化时的结构初筛。

图1　I₂染色前后SVA的TEM图像
Fig.  1　TEM images of SVA before and after I₂ staining

A.  The deep black regions correspond to the P4VP shell （indicated by green arrows）， while the light gray regions correspond to the PS matrix 
（indicated by red arrows）  and PLA cores （indicated by black arrows）； B.  In the unstained sample， no distinct microphase-separated do⁃
mains can be resolved （A. 深黑色区域为P4VP壳层（绿色箭头标注的位置），亮灰色区域为PS基体（红色箭头标注的位置）和PLA核

（黑色箭头标注的位置）；B. ，未染色样品各相区无法区分）

图2　RuO₄染色后S⁃E⁃LA的TEM图像
Fig.  2　TEM image of S-E-LA after RuO₄ 

staining
The deep black regions correspond to the PS ma⁃

trix （indicated by red arrows）， the bright 
white cylindrical microdomains correspond to the 
PLLA phase （indicated by green arrows）， and 
the medium gray regions correspond to the PEO 
middle block， which is difficult to distinguish 
due to its short block length （深黑色区域为PS
基体（红色箭头标注的位置），亮白色柱状微
区为PLLA相（绿色箭头标注的位置），中等
灰色区域为PEO中间嵌段（因嵌段较短不易

分辨））

图3　双重染色后SVA的TEM图像
Fig.  3　TEM image of SVA after sequen⁃

tial dual staining （I₂ + RuO₄）
The darkest regions correspond to the P4VP shell 
（indicated by green arrows）， the medium gray 
regions correspond to the PS matrix （indicated 

by blue arrows）， and the brightest regions corre⁃
spond to the PLA cores （indicated by red ar⁃

rows）（P4VP（最暗）（绿色箭头标注的位置）
→PS（中等）（蓝色箭头标注的位置） →PLA

（最亮）（红色箭头标注的位置））
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2. 5　多模态联合表征实例　
以手性三嵌段共聚物 S⁃E⁃LA （PS⁃b⁃PEO⁃b⁃PLLA）为例（图 5），TEM （RuO₄染色）观察到PLLA微

区呈现C形或月牙形投影（图 5A），这是螺旋相的典型特征；SAXS一维散射曲线出现峰位比值为 1：√
3：√7 （图 5B），严格符合六方堆积螺旋相（H*）特征；此外，对于需要观察三维表面形貌的样品，

SEM的背散射电子成像模式可有效区分不同组分的衬度差异［19］。倾斜TEM进一步确认了螺旋结构：图

6为样品倾斜不同角度（0°-30°）后的 TEM图像，C形/月牙形投影发生了规律性的移动和形变，这是

螺旋结构的有力证据［17］。三者结合证实了手性从PLLA嵌段跨过PEO中间嵌段的成功传递。文韬［20］系

统综述了嵌段共聚物本体手性自组装的研究进展，指出螺旋相的形成依赖于手性嵌段与中间嵌段的相

容性及中间嵌段长度，这与本文的实验观察一致。

以 SVA/N5 （NPG掺杂质量分数 5%的 SVA样品）介孔材料为例（图 7），SEM图像呈现出三维连通

多孔网络（图 7A），表明刻蚀后形成了相互连通的介孔结构；TEM图像显示孔道呈无序互联结构（图

7B），其 FFT 花样为弥散环 （图 7B 插图）；N₂吸附脱附等温线为典型Ⅳ型等温线 （图 7C），采用

Brunauer⁃Emmett⁃Teller （BET） 模型计算比表面积为 52. 2 m²/g，采用 Barrett⁃Joyner⁃Halenda （BJH） 模

型计算平均孔径约 20 nm。多模态数据共同证实了无序双连续结构的形成，以及P4VP功能化孔壁的吸

附能力。Jinnai等［19］曾利用三维电子断层扫描技术研究了嵌段共聚物/均聚物共混物中共存的有序和无

序双连续形态，揭示了二者的三维拓扑特征，本工作则侧重于通过常规二维TEM结合FFT分析实现快

速筛选与识别。

图4　不同微相结构的TEM图像及其FFT花样
Fig.  4　TEM images and corresponding FFT patterns of different microphase structures

A.  The real-space TEM image of the HC phase shows a hexagonal arrangement， and the corresponding FFT pattern after noise reduction exhibits 
sixfold-symmetric sharp diffraction spots；B.  The FFT pattern of the disordered bicontinuous phase shows a single diffuse ring （A：HC相实空间

图像显示六方对称排列，FFT花样经降噪后显示六重对称锐利衍射斑点；B：无序双连续相FFT花样显示单弥散环）

图5　S⁃E⁃LA的TEM图像及SAXS曲线
Fig.  5　TEM image and SAXS profile of S⁃E⁃LA
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2. 6　染色方法的适用范围与局限性　
上述三种染色方法各有其适用范围和局限性，在实际应用中需根据样品体系谨慎选择。

2. 6. 1　I₄染色　I₂染色对P4VP、P2VP等含氮杂环嵌段具有高度选择性，但对不含氮杂环的体系（如

PS⁃b⁃PEO⁃b⁃PLLA）完全无效。此外，I₂染色时间较长（12~24 h），且染色后需充分挥发物理吸附的碘，

否则可能引入额外的质厚衬度干扰。

2. 6. 2　RuO₄染色　RuO₄染色对PS等含芳香环或不饱和键的嵌段具有优异的染色效果，但对聚酯类

嵌段（PLA、PCL、PLLA）染色极弱。RuO₄的染色效果受环境湿度影响较大，需在干燥环境中进行以

确保染色重现性。此外，RuO₄蒸气具有较强的氧化性和毒性，操作时需在通风橱中进行并做好个人

防护。

2. 6. 3　双重顺序染色（I₄→RuO₄）　双重顺序染色（I₂→RuO₄）可实现三组分体系的区分，但染

色时间更长（总时长约13. 5 h），且两种染色剂的先后顺序不可颠倒——若先RuO₄后 I₂，RuO₄的强氧化

性可能会改变P4VP吡啶环的化学状态，影响后续 I₂的电荷转移络合效果。该方法适用于含P4VP和PS
的三组分体系，对于不含P4VP的体系则只需RuO₄单染即可。

3 结 论 
本文针对高分子多组分体系电镜衬度差、结构解析难的问题，建立了一套基于选择性化学染色与

多模态联合表征的解决方案。通过 I₂/RuO₄双重顺序染色实现了ABC型三嵌段共聚物三组分的TEM可视

化区分，结合 FFT 图像分析建立了微相结构快速判据，并实践了“TEM+SEM+SAXS”多模态表征策

略。该技术方法操作简便、试剂易得、普适性强，可推广至高分子共混物、嵌段共聚物及多孔聚合物

材料的电镜表征中，为软物质纳米结构的精准解析提供了实用工具。
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