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摘 要 冷冻电镜已经成为了一项应用越来越广泛的生物物理学技术。特别是近些

年来，由于最新的信号探测器的应用，以及单颗粒三维重建算法的革新和不断改进，冷冻电

镜技术取得了飞跃式的发展。通过该技术解析得到的生物大分子结构可以在单分子条件下达

到近原子分辨率(<4 Å)水平。随着越来越多具有重要生物医学功能的蛋白质及其复合体的高

分辨结构被解析出来，冷冻电镜技术正在逐渐引发一场结构生物学革命，并引起全世界的关

注。在该文中，作者重点介绍了冷冻电镜及单颗粒分析技术的发展历程，并以炎症复合体和

剪接体为例，介绍一些最新的研究进展。
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Abstract Cryo-electron microscopy (cryo-EM) has become a widely used technology in

biophysics. In recent years, with the application of the direct electron detector device camera and

continuous innovations in the single-particle reconstruction algorithms, cryo-EM has made tremen-

dous progress. Macromolecular structures can now be determined with near atomic resolution (<4 Å)

with this technique. As more and more proteins and complexes with important biomedical implica-

tions are being revealed with high-resolution, structural biology is undergoing a gradual revolution.

Cryo-EM is attracting worldwide attention. In this article we describe its development and sin-

gle-particle analysis techniques, taking the inflammasome complex and splicesome as examples to

demonstrate the latest advances.

Keywords cryo-EM, single-particle analysis, molecular biophysics, structural biology

1 冷冻电镜技术的发展历程

结构生物学是通过解析生物大分子的三维结

构等生物物理方法来研究其结构和功能的关系，

进而理解生物大分子作用机制的一门学科。迄今

为止，应用最广泛的结构生物学技术是X射线晶

体学，但是该技术要求研究对象是能够结晶的蛋

白质，不能结晶的蛋白解析难度较大，成为其发

展过程中的瓶颈。另外，核磁共振波谱学技术不

需要其研究对象形成晶体，而且能够达到原子分

辨的水平，但是该方法仅适用于分子量较小的蛋

白质、核糖核酸(RNA)或者它们的结构域。对于

一些大型复合体、完整的膜蛋白、聚合物以及大

分子组件，由于多种构象或者不同结构共存，这

些“传统”方法的应用受到了限制[1]。

单颗粒冷冻电镜技术是近几十年来发展比较
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图1 近几年来电子显微镜数据库(Electron Microscopy Da-

ta Bank，http://emdatabank.org/) 中电镜三维结构密度图数量

的增长[1]

迅速的一种生物物理和结构生物学方法，可以

用来解析尺寸比较大的蛋白复合体以及细胞器

的三维结构。该方法不需要蛋白质分子形成晶

体结构并且仅需要相对较少量的生物样品，通

过快速冷冻可以获得生物大分子的天然状态。近

年来，硬件和软件的发展使得单颗粒冷冻电镜可

以得到近原子分辨率的生物大分子结构[2]，极大

地提高了冷冻电镜的应用范围。另外图像采集以

及数据处理的效率较之前都有了很大的提高，越

来越多的高分辨大分子结构通过该技术被解析

出来(图 1)。

透射电镜 (transmission electron microscopy，

TEM)可以观测到分子水平的生物样品。TEM图

片代表所观测的样品在不同朝向上的投影，这些

投影可以通过特定的算法对样品进行三维重建。

早在1968年，DeRosier和Aaron Klug利用傅里叶

—贝叶斯原理将分子各个朝向的投影结合起来，

得到了T4噬菌体尾部的三维结构[3]，标志着电镜

三维重建技术的诞生。但是，由于生物样品本身

所具有的特殊性，存在三个方法上的瓶颈，从而

限制了冷冻电镜技术的发展[1]：第一，生物样品

中含水量较高，而透射电镜要求样品处于高真空

的状态下；第二，高能量的电子会对样品造成损

坏；第三，生物样品主要组成是碳、氢、氧等轻

元素，对电子的反射及散射与水背景相比效果相

近，获得的电镜图像衬度反差很小。因此，早期

电镜三维重建技术的发展主要集中在解决这些基

本问题上。

早期对于这些问题的解决方案主要是负染色

技术[4]，即将生物样品置于重金属盐负染液中染

色，一些常用的负染液有钼酸铵、乙酸铀酰、甲

酸铀酰、磷钨酸等电子密度高的物质，它们可以

嵌入生物样品的间隙，根据其产生的对比进行电

镜观察和三维重构。由于负染液是重金属盐，这

不仅可以解决生物分子遭到辐射损坏的问题，同

时可以提高图片的对比度。但是，样品经过负染

以后会丢失很多高分辨的信息，在许多情况下分

辨率只能达到15 Å左右，也就是说只能观察到生

物分子的基本形状，一些细节信息没法获得。

1974年Ken Taylor和Robert Glaeser发现冷冻样品

可以保持蛋白质的高分辨信息[5]。这个工作标志

着冷冻电镜应用于生物物理学领域的开始。随

后，Dubochet等人发展了一套切实可行的玻璃态

样品的冷冻方法[6]，加上当时人们对于低温技术

图2 三维冷冻电镜发展史的时间轴[1]
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图3 CPV衣壳整体结构[12](左图是利用对称性重构得到的衣

壳复合体结构；右图为衣壳蛋白结构单元)

已经掌握得比较成熟，使得冷冻电镜这个领域得

到了广泛的应用和推广。

早期三维重建方法的发展大多是针对螺旋样

品、病毒和二维晶体来进行的。值得一提的是，

Richard Henderson等人在二维电子晶体学上的开

创性工作 [7]，使得细菌视紫红质(bacteriorhodop-

sin)的原子分辨率结构得以解析，该结构在七螺

旋G蛋白耦联受体的同源模建中有着较长时间的

应用。Henderson将电镜图片和二维晶体的衍射

图样结合起来，这个工作的困难之处在于一方面

要将样品倾斜来获取不同朝向的投影，另一方面

又要求产生平整的二维晶体。晶体通常情况下只

有一个蛋白的厚度，这项工作是非常困难的，因

此只有极少数的结构可以通过电子晶体学的方法

得到解析，一小部分能达到原子分辨率。当然也

有许多具有重要生物功能的蛋白质原子模型通过

该方法解析出来，比如植物的捕光复合物[8]和微

管蛋白[9]，以及1.9 Å分辨率的水通道蛋白0型[10]。

电子晶体学的好处在于，它可以在天然的膜环境

中研究完整的膜蛋白，比如细菌视紫红质和水通

道蛋白0型等。

为了使三维冷冻电镜技术成为一个应用广泛

的技术，而不是仅限于对规则的螺旋结构或者晶

体阵列样品进行研究，生物物理学家们需要发展

新的算法和重建策略。Joachim Frank等人将大量

具有随机朝向的样品放于金属网格上进行电镜拍

摄，提出了处理单个大分子复合物 (即“单颗

粒”)样品的方法[11]。他们的工作引领了单颗粒重

建技术的诞生和发展，是今天冷冻电镜领域广泛

使用的大分子结构解析方法的基础。2008年加州

大学洛杉矶分校的周正洪教授利用CPV(cytoplas-

mic polyhedrosis virus)病毒衣壳正二十面体的高

度对称性，通过一万两千多张单颗粒图像，成功

获得了 3.9 Å分辨率的三维结构 [12](图 3)，这是第

一次通过单颗粒冷冻电镜重构技术得到近原子分

辨率的结构。有关单颗粒分析算法的内容将在下

一节中着重进行介绍。

自2013年以来，冷冻电镜取得了革命性的进

步，其中最主要的原因之一是电子直接探测器

(direct electron-detector device，DDD)的发展。DDD

可以直接探测电子信号，而不像电荷耦合器件

(charge-coupled device，CCD)需要利用光电效应

记录数字信号，从而大大提高了信号的转换效

率，提高了信噪比。2013年10月加州大学旧金山

分校程亦凡教授研究组成功利用新一代DDD相机

(Gatan K2 camera)拍摄了近九万张单颗粒图像，

解析得到了瞬时受体电位(TRP)通道蛋白(TRPV1)

四聚体的3.4 Å分辨率的结构[13]。TRP通道是广泛

存在的细胞和环境信号的传感器，但是一直缺乏

精细的结构而无法揭示它们对物理和化学刺激信

号的响应机制。这项研究打破了不结晶膜蛋白侧

链的分辨率屏障，展示了单颗粒冷冻电镜在膜蛋

白分析上的巨大潜力。

2 单颗粒分析算法的发展

单颗粒冷冻电镜研究的一个关键问题是发展

高效的计算工具来确定每张二维投影图片对应的

投影方向角，进而进行三维的重建。为了减少电

子对生物样品的辐射损伤，在实验上通常采用低

剂量的电子(~20—40 电子/ Å2)进行照射，导致单

张电镜图像的信噪比非常低。为了获得更高的信

噪比，一般需要对几十上百张甚至上千张图片

(DDD探测器出现之前需要更多的图片)取平均值

来消除噪声的影响。现在已经有多种计算方法可

以用来确定每张电镜图片所对应的方向角。Frank

和Penczek发展了一种“投影匹配”的方法[14]。在
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进行“投影匹配”时，每张电镜图片与初始的参

考模型在不同方向上的二维投影基于互相关系数

进行一一比对，相关性最高的即认为是该投影方

向为电镜图片所对应的实际投影朝向。还有一种

方法是由Marin van Heel提出的基于“公共线”[15]

原则的几何方法。经过傅里叶变换之后，任意两

张图片在三维傅里叶空间中都拥有一条公共的经

过三维中心的线，基于这个原则可以确定每张图

片对应的空间方向角。以上这些不同的分析方法

已经被开发成了一系列的软件包，比如Spider[16]，

EMAN(EMAN2[17])， Frealign[18]， SPARX[19] 和

Xmipp[20]等。

单颗粒冷冻电镜是针对单个粒子进行重构的

技术，而我们的研究对象往往是多构象或者具有

结构异质性的蛋白。这是一些蛋白质无法获得高

分辨结构的重要原因之一。对于结构异质性样品

的分析，我们需要先将样品分成几个同质的子

集，然后分别进行三维重建。通常的做法是基于

几何的方法获得不同的初始模型，然后利用多个

参考模型进行投影匹配，进而进行三维重建。一

个很重要的研究进展是由Fred Sigworth提出的最

大似然(maximum-likelihood，ML)方法[21]。在ML

实现过程中，每一张图片并不对应一个确定的相

对方向角，而是会给出该图片在各个方向角上的

概率的集合作为似然函数。这种方法可以有效地

减少冷冻电镜图像中的噪声的影响[22]，已经被用

于处理生物样品中不同构象共存的问题，提高了

识别和表征不同功能态的能力，为分析生物大分

子的动力学提供了一定的依据。目前 Frealign和

Xmipp已经融入了最大似然的原理，而Scheres开

发的软件包RELION[23]因其对异质性样品的处理

能力和友好的用户界面引起了全世界的关注，同

时也使得单颗粒冷冻电镜图像处理得到了更广泛

的应用。

目前一些先进的机器学习方法也被引入到了

冷冻电镜的图像处理中来，并取得了突破性的进

展。比如我们实验室基于卷积神经网络算法开发

的用于自动识别单颗粒的方法(DeepEM[24])，提高

了单颗粒识别的精度和效率；将现有的最大似然方

法同产生式拓扑映射(GTM)算法结合起来，开发

了一套非监督式的图像二维分类算法(ROME2D[25])，

实现了二维多分类的突破；在数学上，流形是高

维空间中的几何体，如高维曲线或曲面。这一概

念为高维空间中的连续介质和复杂几何体的拓扑

描述提供了一套完整的数学框架，因此具有描述

蛋白质动态结构的潜力。流形学习是机器学习的

一个前沿研究方向，本质是通过找到高维空间中

的低维流行和相应的嵌入映射，来实现维度约减

和数据可视化，从而找到产生数据的内在规律。

基于流形学习的三维结构动力学分析最近也取得

了一些非常有趣的结果[26]。目前，多构象蛋白的

三维分类问题以及生物大分子的动力学分析仍然

是充满挑战的研究方向，新兴的算法的发展也将

主要围绕这些问题展开。

3 NAIP2—NLRC4炎症复合体的冷冻电

镜结构

先天免疫，又称非特异性免疫，是生物体免

疫系统的重要组成部分，包括一系列非特异性抵

御外来病原体入侵的细胞及相关机制。其中，炎

症反应(发炎)是先天免疫系统移除有害刺激或病

原体以及促进损伤组织修复的重要防御措施 [27]。

炎症复合体(inflammasome，或称炎性小体)是一

种存在于胞浆内的蛋白质多聚体复合物，在激活

和维持炎症反应的过程中起到了关键的信号转导

效应器或接头蛋白(adaptor protein)的作用。它可

图4 单颗粒冷冻电镜技术原理图
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以招募、活化胱天蛋白酶 caspase-1、caspase-5等

蛋白质水解酶，促进白细胞介素 (interleukin，

IL)-1β、IL-18等促炎性细胞因子的成熟，进而诱

发细胞焦亡(pyroptosis，不同于细胞凋亡的一种

细胞程序性死亡)，从而调节免疫应答和炎症反

应，抵御病菌侵袭 [28]。炎症复合体的失调也与

一些自发炎症或自体免疫疾病相关，如 2 型糖

尿病、动脉粥样硬化等代谢疾病，多发性硬化、

阿尔茨海默病等神经系统疾病[29]。研究炎症复合

体的结构和生化机理对于认识先天免疫的信号

转导过程、免疫调控以及病原诱导活化等免疫响

应机理具有十分重要的意义，因此成为了结构

生物学和免疫学领域中的一个非常热门的研究

课题。

对于不同炎症复合体的结构和组成，目前已

经有了很多研究[30—33]。核苷酸结合寡聚化结构域

蛋 白 (nucleotide-binding oligomerization domain，

NOD)样受体(NOD-like receptor，NLR)是一种胞

内模式识别受体蛋白，可以识别病原体相关分子

模式(PAMPs)或者宿主产生的有害成分，并通过

激活和寡聚化装配形成炎症复合体。如图 5(a)所

示，NLR 主要由 3 个基本结构域组成：(1)位于

NLR分子C端的富含亮氨酸的重复序列(leucine-

rich repeat，LRR)结构域；(2)位于NLR分子中央

的NOD结构域：包括核酸结合结构域(nucleotide-

binding domain，NBD)、螺旋结构域 1(helical do-

main 1，HD1)、翼状螺旋结构域 (winged-helical

domain，WHD)、螺旋结构域 2(HD2)，是 NLRs

寡聚化和活化的关键区域；(3)位于NLR分子N端

的效应结构域：可以是蛋白质募集并活化Caspase

结构域(caspase activation and recruitment domain，

CARD)，也可以是 PYD 结构域 (pyrin domain，

PYD)。通常情况下NLRs通过C端的LRR结构域

维持在一种自抑制的状态[34]。

在 NLR 蛋 白 质 家 族

中 ， NLR 凋 亡 抑 制 蛋 白

(NLR family apoptosis inhibi-

tory proteins，NAIPs)是迄今

为止唯一具有特定配体的家

族成员，比如NAIP2可以识

别细菌 T3SS 棒状蛋白，包

括鼠伤寒沙门氏菌 PrgJ，

NAIP5 和 NAIP6 可以识别

细菌鞭毛蛋白，如鼠伤寒

沙门氏菌FliC。NLRC4(NLR

family CARD-containing pro-

tein 4) 是 NAIPs 的接头蛋

白，在对PrgJ或者FliC的响

应中参与caspase-1的激活和

IL-1β的分泌 [32， 33]。研究表

明，病原体诱导激活后的

NLRC4 会利用 NAIPs 组装

成具有 11 或 12 重对称性的

盘状复合体[35]，但始终缺乏

高分辨率的结构分析。由于

炎症复合体分子量巨大，且

图5 NAIP2-NLRC4炎症复合体的冷冻电镜三维结构及组装过程[37] (a)NAIP2与NLRC4蛋

白质分子的结构组成，图中标注了各个结构域的名称和残基序号；(b)NAIP2-NLRC4复合体

的装配过程图示；(c)11聚体的冷冻电镜结构，上下两图分别为俯视图和侧视图，图中颜色

表示局部分辨率；(d)单个NLRC4分子被激活时发生的构象变化图示，图中NBD-HD1区域

以连续剖面图和透明面的形式做了展示，WHD-HD2-LRR区域只有连续剖面图
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高度的构象异质性和动态性使得它难以结晶，所

以传统的结构分析方法(如X射线晶体学和核磁共

振等)都难以奏效。

在2015年Science杂志上发表的两篇文章中，

研究人员利用冷冻电镜技术对PrgJ-NAIP2-NLRC4

炎症复合体的结构进行了分析，并揭示了NLRC4

激活后的构象变化以及自动组装的分子机制[36，37]。

其中一篇文章展现了更高分辨率的复合体三维结

构[37]，文章中利用冷冻电镜数据分析的新算法[25]，

通过并行统计机器学习，实现了对细微动态构象

的深度分离，从而提取出了高度纯化的炎症复合

体单颗粒图像的数据集，使得高分辨三维重建成

为可能。最终得到的 10重、11重、12重对称性

的 10聚体，11聚体和 12聚体复合物的分辨率分

别达到了 7.5 Å、4.7 Å、12.5 Å，10 重对称性的

10聚体即为有 10个单体呈中心对称形成的复合

体。其中11聚体的电子密度图如图5(c)所示。另

外，文章中根据11聚体的密度图构建了原子结构

模型，从而证实了炎症复合体通过单向聚合作用

组装成多亚基盘状结构的过程。如图 5(b)所示，

一个被 PrgJ 激活的 NAIP2 可以通过 NBD 和 LRR

区进行分子间作用，激活一个NLRC4并与之寡

聚，被激活的NLRC4可以催化下一个NLRC4并

继续寡聚化，最终通过多米诺骨牌一样的反应，

完成复合体的组装。突变实验证明，NAIP2的激

活作用是保守的[36]，只能催化NLRC4，因而一个

激活状态的NALP2分子就足以触发整个复合体

的组装，这与凋亡体 Apaf-1 的装配过程是不同

的，Apaf-1在组装成七聚体之前每个原聚体都需

要被激活 [38]。更加有趣的是，NLRC4 在从抑制

状态变为激活状态的过程中发生了明显的构象变

化，如图 5(d)所示。对比抑制状态下的结构，

NLRC4 在被 NALP2 激活后， C 端的一部分

(WHD-HD2-LRR)会以 WHD 区的一个α螺旋为

轴进行 90°左右的铰链旋转，这一巨大的结构

改变使得分子的催化表面和受体表面显露出

来，从而促进聚合。已经有研究表明，铰链区

附近发生的突变会造成严重的自发炎症疾病[39—41]，

足见这一高度动态化的区域在结构和功能上

的重要性。

4 剪接体的冷冻电镜结构

在真核细胞中，成熟的mRNA并非单纯经过

DNA转录就可以产生，还需要经过转录后的加工

修饰过程。对于编码蛋白的基因来说，被称为内

含子的非编码区和被称为外显子的编码区间隔排

列，初级转录之后产生的核内不均一 RNA

(hnRNA)，即mRNA的前体(pre-mRNA)，依然含

有比例巨大的内含子序列。要想得到能够正确编

码一个完整蛋白的成熟mRNA分子，就需要借助

于被称为剪接体(spliceosome)的大型复合体将内

含子切除，并将外显子拼接起来，这个过程称为

剪接。

剪接体包含约 150 种蛋白质和 5 种 RNA[42]，

大小和核糖体差不多。这 5 种 RNA 是相对分子

质量较小 (106—185bp)的核小 RNA(snRNA)U1，

U2，U4，U5 和 U6，可以与某些核蛋白组成复

合物，称为核小核糖核蛋白(snRNP)。剪接体就是

由这些 snRNP形成的巨型复合体，但每种 snRNP

执行的任务不同，因此在剪接反应的不同时

期，剪接体中含有不同的 snRNP，以及一些与其

松散结合的不属于 snRNP 的蛋白质。蛋白质和

核酸分子会按照高度精确的顺序进行结合和解

聚，使剪接体发生大规模的结构重组，依次组装

成命名为E，A，B，Bact，B*，C，P，ILS等等

的一系列大分子复合物 [43]，从而实现不同的功

能，如识别剪接位点，催化转酯反应等。由于

剪接体成分复杂多变，构象高度动态，所以有

关剪接体组装及催化过程中各复合物的结构生

物学研究是最基础也是最具挑战性的生物学难

题之一。

关于剪接体的研究已经持续了几十年[44]，尤

其是近几年，随着蛋白质纯化技术以及三维冷

冻电镜技术的发展，对剪接体结构的研究取得

了卓有成效的进展，各个状态的复合体很多都

推进到了 10 Å以内的分辨率 [45， 46]水平。比如清

华大学的施一公团队 2016年在 Science上发表了
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3篇文章，分别针对芽殖酵母剪接体预组装复合

物(U4/U6.U5 tri-snRNP)[47]以及处于激活状态(Bact

complex)[48]和第一步催化反应后(C complex)[49]的

剪接体复合物，解析它们的三维结构，使得它

们的平均分辨率都达到了 4 Å以内，并且搭建了

这些复合物的原子模型，探讨了催化反应的分

子机制。图 6 展示的便是 C complex 的冷冻电镜

结构，平均分辨率为 3.4 Å。此外，2015年他们

还解析了裂殖酵母剪接体在 ILS 状态的高分辨

结构 [50， 51]。除了酵母以外，也有一些研究对人

类剪接体的结构进行了冷冻电镜高分辨解析，

并且发现它们与酵母的剪接体在结构和机制上

存在一些差别[46，52]。

5 结束语

近年来冷冻电镜技术取得了令人难以置信的

飞速发展和广泛应用。一

方面，随着这项技术的逐

渐普及，越来越多的生物

学家开始将其作为基本的

研究工具，重要程度已不

亚于传统的 X 射线晶体衍

射。而结构生物学领域内

的竞争也日趋激烈，越来

越多的具有重要生物学功

能的生物分子被解析出

来。另一方面，样品制备

技术的发展，以及硬件和

软件上的不断改进使得冷冻电镜技术的适用范围

变得越来越广，不再只是局限于大的蛋白质复合

体，一些较小的生物分子(< 200 kDa)也可以解析

到近原子分辨率水平[1，2]。

由于冷冻电镜正在变成结构生物学领域的常规

技术手段，人们的关注点也逐渐转向X射线晶体衍

射力所不及的生物大分子复合体的结构与功能关

系，以及动力学分析问题。这就对单颗粒分析的

算法提出了更高的要求，三维层面上的分类以及

流形分析也就成为了当前研究工作的重中之重。

这些问题不断吸引着对生命科学感兴趣的数学家

和物理学家参与进来，使得冷冻电镜成为了生物

学、物理学、计算科学、统计科学等众多学科的

交叉领域。我们有理由相信，这样一个充满活力

的研究领域必定会成为打开生命科学大门的一把

钥匙，在这个被称作“生命科学的世纪”里大放

异彩。
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