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摘 要 冷冻电子显微学作为结构生物学主要工具之一，以解析承担生命活动中重

要功能的各种蛋白质机器三维结构为手段，对其在生命活动中的功能机制进行研究。冷冻电

子显微学的单颗粒分析法具有分辨率高、生物样品无需结晶、解析的结构接近生理状态等优

点。近几年来，随着软、硬件的发展与革新，高分辨冷冻电镜单颗粒分析法在生物样品上的

应用范围方面得到进一步扩展，囊括大至上百纳米的病毒颗粒，小至十纳米左右的蛋白质机

器，同时单颗粒分析的分辨率也在稳步提高。目前，大量生物样品的结构解析能够常态地达

到3~4 Å的准原子分辨率，足以阐明大部分生物问题。文章简要介绍了单颗粒分析的理论基

础、发展过程、研究现状以及面临的更多挑战。
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Abstract Cryo-electron microscopy (cryo-EM), a major tool in structure biology, is

used to reveal the three dimensional structures of important functional protein machineries.

Since crystallization is not required, sample preparation in cryo-EM is less complicated and the

sample is preserved in a more native state compared with other tools in structure biology such

as X-ray crystallography. Recent progress in hardware and software development of this tech-

nique has not only improved the resolution of the reconstructions but also increased the range

of applications from viral particles with a diameter above 100 nm to protein complexes with a

diameter around 10 nm. Now, a 3~4 Å resolution can be regularly achieved, which is adequate

for answering most biological questions. In this review we describe the theoretical basis as well

as the current progress of high resolution single particle analysis. The remaining challenges are

also discussed.

Keywords cryo-EM, single particle analysis, three dimension reconstruction
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1 单颗粒分析理论简介

单颗粒分析法研究的理想对象是在三维空间

原子尺度上具有全同性的样品。在材料物理中具

有全同性的样品并不多见，但是在生物体系中，

很多自组装的蛋白质复合物具有较严格的全同

性。单颗粒分析法是通过透射电子显微镜对样品

进行具有高频信息的二维成像，进而计算得到样

品的高分辨三维结构信息。在阐明如何从二维数
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据获得三维信息之前，首先要说明在单颗粒分析

中是如何理解透射电子显微镜中的二维成像。高

压电子和生物样品相互作用时，首先忽略了高压

电子和样品中电子的非弹性相互作用(可以将非弹

性电子在成像中的作用理解为噪音)。而电子和原

子核的弹性相互作用可以理解为：电子在途经原

子核时，处于未被外层电子完全屏蔽的原子核具有

正电势的区域，由于局域的正电势提升了电子速

度，导致当电子离开此区域后，虽然恢复到原来

的速度(弹性电子)，但是其相位发生了相对变化，

该正电势和电子相位的变化成正比关系。对于一

个样品，电子沿 z轴穿入，样品沿 z轴方向的厚度

为 t，电子受原子核散射，假设电子一直沿着 z轴

附近的区域运动(相位栅近似)，那么沿途的原子

核对于这个电子的相位改变就是一个简单的求和

过程。可以推导对于厚度为 t的样品，在满足相

位栅近似的条件下，能解析的分辨率极限与电子

波长以及 t的乘积的平方根成正比。于是，能量越

高的电子(电子的加速电压越高)，波长越短，则分

辨率极限越高，所以相位栅近似也称为高压近似。

而出射波波函数则和相位成指数关系，当相位改变

远小于1时(弱相位近似)，出射波波函数的变化和

相位的改变也就是沿途正电势的求和(投影)成正

比。弱相位近似和相位栅近似对于主要由C，H，

O等轻元素构成的、厚度为数十纳米的生物样品完

全可以在目前的单颗粒分析分辨率极限(2 Å左右)

得以满足。当这两个近似满足时，高能电子和样品

相互作用后，经过电镜光路成像，得到样品三维

电势受衬度传递函数调制后的二维投影像。然后

根据中央截面定理，二维投影像的傅里叶变换(二

维)正好是该三维物体的三维傅里叶变换的以电子

入射方向为法线的中央截面。因此，如果有不同角

度入射的电子束，得到不同角度的中央截面信息，

则可以还原所有的三维傅里叶空间的信息，最终得

到三维实空间的信息，实现二维到三维的重构。

2 单颗粒分析的根源性困难

虽然在近似满足的条件下，冷冻电镜单颗粒

分析的理论非常简洁明了，但在实际的数据采集

即生物样品的成像过程中，还存在着生物类样品

所特有的电子辐照损伤问题[1]。生物样品的电子

辐照损伤，不仅仅是电子束直接和样品相互作用

造成样品中原子核的位移或价键的破坏，更严重

的是大量二次电子对样品的破坏以及失去了价电

子之后生物样品中的离子在迁徙中与其他原子和

离子的相互作用而导致样品损坏。蛋白质样品的

电子辐照损伤是比较复杂的过程，目前的研究认

为这类损伤具有积累且不可逆性。因此，样品的

损伤与其所受的总电子剂量相关[2—5]。更多的研究

发现，电子对生物样品的损害与样品的温度相

关。在液氮温度下，蛋白质样品能耐受3—4倍的

电子剂量而保证其辐照损伤与常温条件处于同一

水平。这是单颗粒分析需要使用冷冻电镜的主要

原因。即便如此，往往在数个电子每平方埃的剂

量下，蛋白质样品的高频信号就已经被破坏。为

了保留样品较好的高频信息用于后期的三维重

构，冷冻电镜单颗粒分析的数据采集采取了低剂

量成像技术(Low-Dose Techniques)，做到尽量将

有限的所有电子剂量都用于一次成像。尽管如

此，低剂量成像的信噪比很低，照片的衬度很

差。在液氮温度下，生物样品被包埋在非晶冰

中，可以很好地保持生物样品在生理条件下的结

构。然而非晶冰的密度与蛋白质的平均密度相差

很小，这是导致冷冻电镜衬度差的另一个原因。

电子束辐照损伤导致一个蛋白质样品颗粒在得到

一个取向的投影后被损坏，因此只能通过对被包

埋在非晶冰中随机取向分布的具有结构全同性的

其他蛋白质样品颗粒的成像来得到各个取向的投

影像。

除了高能电子辐照损伤外，冷冻生物样品在

电子束曝光成像过程中的移动是另外一个降低信

噪比的重要因素。这种移动部分原因是样品没有

达到热稳定(冷冻电镜铜网的热胀冷缩)以及样品

台在移动后的不稳定漂移。热稳定性造成的样品

移动在将冷冻电镜样品杆进样到电镜内时最为严

重，解决方案是进样后等待数十分钟到一个小时

不等(与样品杆的型号以及真空状态等相关)，等
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待热稳定后再进行数据采集。此外，通过移动样

品台到达收集数据的区域后需要等待数十秒甚至

一分钟也是减小样品不稳定漂移量的好办法。另

一方面，电子束对样品的辐照本身会产生charging

效应(高能电子束和冷冻生物样品相互作用后，使

得被照明区域带正电，该正电电场和电子束相互

作用造成)[6]。增加铜网碳支持膜的导电性 [7]、减

小电子束的强度则是减小 charging 问题的关键。

最新的研究表明，电子束的轰击使得用于包埋、

保护生物样品的非晶冰水分子处于一种较为独

立、随机的运动状态中，这种水分子的运动使得

包埋在非晶冰中的生物大分子在高能电子的辐照

下具有类似布朗运动的行为[8]。该效应连同 charg-

ing 等和电子束作用而导致的样品漂移被称为

beam induced motion。因此，一个生物大分子在

一定的曝光时间中成像是其在这段时间运动过程

中的平均投影像。这个平均效应进一步降低了数

据的信噪比和衬度。

由于取向随机分布，在三维重构之前，需要

知道每一个二维投影的相对取向。而这些参数无

法由信噪比很低的二维数据直接得到，目前冷冻

电镜单颗粒分析主要采用和三维模型对比的方法

来获得这些参数，而这些参数反过来能重构得到

优化后的三维模型，优化后的模型又可以再次用

于和原始数据对比优化参数，如此迭代，逐步提

高模型的分辨率，这是目前通用的重构手段。

3 早期在病毒方面的高分辨单颗粒

分析工作

在通过迭代的方法获得二维投影的相对取向

以及其他与电镜数据采集相关的参数时，实际数

据较低的信噪比和衬度都严重影响了这些参数的

精确度进而直接限制了三维重构的分辨率。在其

他条件都相同、近似满足的情况下，蛋白质复合

物尺寸越大，二维投影数据信噪比越高，成像的

衬度越好，优化得到的参数越精确，更容易得到

高分辨率的三维重构结果。因此，早期冷冻电镜

单颗粒分析获得的高分辨率三维重构结果都集中

于尺寸较大的病毒(直径 60—100 nm)样品。此处

的高分辨定义为优于 4 Å(当蛋白质复合物的电子

密度图分辨率高于 4 Å时，便可以根据蛋白质的

氨基酸序列信息和氨基酸本身的几何特性将其准

确的原子模型完整地搭建出来)。

单颗粒分析法第一次突破 4 Å分辨率的重构

结果由美国 Janelia Research Campus 的 Grigorieff

实验室于2008年年初获得。该实验室利用FEI公

司的 300 kV F30冷冻电镜，用底片收集 70 nm左

右的轮状病毒(Rotavirus)数据，最终重构得到病

毒 3.8 Å的三维结构[9]。其中全病毒二十面体对称

性重构的整体分辨率达到5.1 Å，利用病毒的十三

重非二十面体对称性进行平均后，单个非对称单

元的分辨率达到3.8 Å。完整病毒的三维重构结果

第一次真正地突破 4 Å是于 2008年由美国加州大

学洛杉矶分校的周正洪实验室实现。他们利用

FEI公司的 300 kV Polara冷冻电镜，用CCD相机

收集数据，最终得到了 75 nm的质型多角体病毒

(Cytoplasmic Polyhedrosis Virus，CPV) 3.88 Å分辨

率的三维结构[10]。此后几年，随着软件和硬件的

进一步发展，一系列3.5 Å左右的病毒颗粒三维重

构结果相继出现[11—15]。此时，有数个软件可用于单

颗粒分析的高分辨三维重构，例如FREALIGN[16]

和 IMIRS[17]等。

对于病毒颗粒，单颗粒分析主要是为了确定

每个病毒颗粒二维投影成像的衬度传递函数

(CTF)参数以及三维模型与二维投影的相对平移

与旋转这两类参数。平移和旋转参数可以依靠最

小二乘法比较实际成像和三维模型沿不同角度投

影得到的二维投影模拟像，寻找和实际成像最接

近的二维投影模拟像来获得(projection match)；也

可以通过最小二乘法比较投影模拟像和实际成像

之间由二十面体对称性提供的 60条 common line

的相似性来得到。在实际计算过程中，为了节省

寻找平移和旋转参数的计算时间，首先利用了较

大步长下的全局(整个非对称单元的空间角)搜索

来初步确定参数范围，然后利用较小步长的局域

搜索来提高参数的精确度。此外，在计算过程中

还可以引入不同的手段来大幅度地提高计算效
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率。比如，在对 2个二维图进行比较，需要同时

确定 2 个平移和 1 个 in-plane rotation 的旋转参数

时，则可利用 Patterson公式首先确定 in-plane ro-

tation的旋转参数，然后再去确定对应的2个平移

参数，这在搜索过程中起到了降维的作用，极大

地提高了计算效率。另外，也可以利用退火算法

等方法避开费时的全局搜索。

这段时期，硬件的发展如下。新型的冷冻电

镜Titan Krios包含的 cryo stage和热补偿线圈控制

磁透镜技术大大减小了热不稳定造成的样品漂

移，较大地提高了数据采集效率；三级聚光镜的

设计增加了电子的相干性，对提高低剂量下的冷

冻电镜数据质量非常有效。由于底片在成像质量

(DQE)上优于 CCD 相机，所以几个较高分辨率

(3.3—3.6 Å)的病毒颗粒三维重构仍然是基于底片

的成像技术，但是CCD相机技术为数据自动化采

集奠定了基础，大大提高了数据采集效率。

4 硬件的革新和算法的发展对高分辨

单颗粒分析应用范围的扩展

自2013年来，新颖的成像设备直接电子探测

器(Electron Direct Detection Device，DDD)的成熟

应用，使得高分辨单颗粒分析应用范围得到了极

大扩展。与传统的底片以及CCD探头相比，直接

电子探头由于不需要额外的电子信号转光信号，

因此在调制传递函数 (Modulation Transfer Func-

tion，MTF)、量子探测效率 (Detection of Quan-

tum Efficiency，DQE)方面都要远优于底片以及

CCD相机(Charge-coupled Device，电荷耦合元件)。

对于直接电子探测器，探测器的噪音是由于每个

高能电子穿过 Si 半导体片时激发的信号大小不

等，信号的大小呈朗道分布。该朗道分布导致通

过在曝光时间内对每个像素上的信号计数进行累

加的信号读取方式具有较大的噪音，影响直接电

子探头DQE的改善。于是Gatan公司在设计K2直

接电子探头时，引入了电子计数(electron count-

ing)概念 [18，19]。利用一个阈值来定义探测到的电

子，并对探测到的单个电子的信号归一化，很好

地解决了信号大小的朗道分布造成的噪音问题。

因此在counting模式下，K2的DQE在大多数情况

下要优于其他非 counting模式下的直接电子探头

的DQE(不同相机的DQE比较见图 1)。直接电子

相机的特点具体表现在以下4个方面：第一，K2

相机在像素的读取速率上进行了优化，能够达到

400帧每秒，从而避免多个电子同时在一个区域

产生信号，保证单电子信号的获得。这样，K2相

机在较低的电子剂量率下，能够保证电子计数模

式的有效性；第二，高读出速率的优点是在数秒

的曝光时间下，直接电子探头收集到的数据不再

是单个的照片，而是按时间分布的一系列照片。

样品由于温度不稳定、电子束辐照等因素造成的

漂移在一定的范围内能反映在这一系列照片中，

通过计算分析，不同时刻反应在不同照片上的样

品漂移能通过平移得以有效的补偿 [19—21]；第三，

由于过高的电子剂量首先破坏的是高频信号，对

低频信号的损伤基本可以忽略，于是在系列照片

的模式下，当位于后期获得的照片电子剂量过高

时，可以通过低通滤波器过滤掉已经被损坏的高

频信号，而保留低频信号，使得最后系列照片叠

加后产生的数据在低频信号区具有额外的电子剂

量，因此可以较大地提高数据在中低频区的信噪

图1 不同相机的 DQE。DE20 为绿色，Falcon II 为红色，

K2为蓝色，底片为黑色[22]
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比，提高衬度。而中低频区的信号对于精确的平

移、转动参数的获得是非常重要的；第四，和底

片相比，直接电子探头成像实时地数字化的可视

结果可以实时地检测数据质量。而且，冷冻电镜

可以长时间的工作(长至数天，连续采集数千张照

片)，更容易实现自动化的数据采集。

直接电子探头DQE的提高缓解了冷冻电镜数

据最大的瓶颈低信噪比。冷冻电镜数据信噪比的

提高使得小分子量蛋白质复合物数据的信噪比也

满足了高分辨单颗粒分析的要求，极大地扩大了

单颗粒分析的应用范围。单颗粒分析法在较小蛋

白质复合物上的成功应用，解析了多个生命科学

领域极其重要的蛋白质机器的高分辨结构。2013

年，美国加州大学旧金山分校程亦凡实验室率先

利用直接电子探测器 [19]解析了约 700 kD(~15 nm)

的蛋白酶体(Proteasome) 3.3 Å的结构；同年解析

了在生命科学领域具有极高意义、约300 kD的膜

蛋白辣椒素受体(Transient Receptor Potential Vanil-

loid type-1，TRPV-1)四聚体的 3.4 Å结构[23]。上述

研究成果使得冷冻电镜单颗粒分析法在结构生物

学领域引起了极高关注，很多以传统的X射线晶

体学为主要研究手段的结构生物学家加入冷冻电

镜领域，共同以冷冻电镜单颗粒分析法为手段对

生物样品开展结构生物学研究，并取得了许多重

要的研究成果[24—29]。根据文献报道，到目前为止

单颗粒分析法获得的最高分辨率三维重构结果是

美国国立卫生研究院 Subramaniam实验室解析的

1.8 Å分辨率的 334 kD的谷氨酸脱氢酶(Glutamate

Dehydrogenase，GDH)的结构 [30]；获得高分辨率

结构解析的最小蛋白质复合物也是 Subramaniam

实验室93 kD的异柠檬酸脱氢酶(3.8 Å)的结构。

与此同时，傅里叶空间的极大似然法在算法

上被广泛应用。首先，理论上信噪比低且噪声大

小为高斯分布时极大似然法比直接的最小二乘法

更精确，只是需要更多的计算量。其次，傅里叶

空间的计算非常便于在不同频率的信号上加入不

同权重。权重的大小与不同频率信号之间由于衬

度传递函数(Contrast Transfer Function，CTF)的调

制等因素造成不一致的信噪比相关。目前较为广

泛应用的单颗粒三维重构软件RELION(REgular-

ized LIkelihood OptimizatioN)正是基于上述两点而

设计 [31]。RELION软件高度自动化，便于初学者

较快地掌握该软件的特点，也是极大似然法被广

泛应用的原因之一。

5 更多的挑战

对于常规的生物大分子复合物，冷冻电镜单

颗粒分析法获得了较好的结果，但在具体的研究

过程中也会遇到许多问题与瓶颈，制约着许多生

物大分子结构的解析。主要问题存在于以下几

方面。

目前，对于高质量、均一的蛋白质样品而

言，冷冻电镜制样成为其最大的瓶颈，而在制样

上的主要问题是气液界面。目前广为使用的冷冻

电镜制样方式为快速冷冻法。简单来说，就是将

液体样品加在透射电镜载网上，用滤纸吸走多余

的液体，使得在载网上的碳膜孔中形成数十到数

百纳米的薄膜，最后将载网迅速投入液态乙烷快

速降温冷冻。在用滤纸吸走多余的液体时，缓冲

液薄膜会生成稳定的气液界面，在冷冻前，这个

气液界面可能会存在1 s甚至更长的时间。气液界

面的存在导致蛋白质缓冲液不再各向同性。有些

蛋白质在这种薄膜中由于气液界面而形成特定的

取向分布，导致非晶冰中的样品没有遵循随机取

向。另外气液界面外部的疏水性也可能是许多蛋

白质复合物在冷冻过程中结构被破坏的原因。这

两个问题在蛋白质复合物的冷冻电镜制样过程中

是非常常见的现象，直接后果是结构分析实验无

法继续。目前人们尝试加入一定量的去污剂或带

电小分子、在载网的碳膜孔上加镀超薄碳膜或者

在冰比较厚的地方收集数据等手段。然而这些经

验性的尝试往往耗费数个月，而且解决问题的可

能性也不高。所以，目前气液界面性质的探讨以

及发展一种能够解决气液界面问题的新颖的制样

方法是冷冻电镜单颗粒分析领域亟待解决的前沿

科学问题。

对于尺寸较大的样品，由于有较好的衬度，
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图2 不同类型的蛋白质复合物的冷冻电镜高分辨率结构：

腺病毒 (EMD-5172)[38]，Sputnik 病毒 (EMD-5495)[39]，PSII-

LHCII超复合物(EMD-6617)[40]，IDH(EMD-8192)[41]。随着样

品尺度的过大和过小，蛋白质复合物原子分辨率结构解析

的难度增加

比较容易获得三维重构必需的各种参数，因此相

对比较容易达到较高分辨率(优于 4 Å)的重构结

果。但是如果想继续提高分辨率，考虑需要的数

据量和数据采集效率后，同等分辨率要求下，粗

略估计样品的数据采集时间与样品直径的 4次方

成正比。因此，尤其是对于没有对称性的大样

品，数据采集效率以及计算效率的提高对于高分

辨结构解析是非常有利的。目前，数据采集自动

化方面的优化以及新的计算解决方案，例如图形

处理器(Graphics Processing Unit，GPU)计算可能

会对低对称性的大复合物的结构解析有较大的帮

助。此外，当样品的大小在100 nm左右甚至以上

时，按照目前的理论，相位栅近似和弱相位近似

在高频区开始失效，分辨率因此受限于 4 Å左右

甚至更低。绕开这些近似的理论方法已经有所讨

论，但是应用于信噪比很低的实际数据，这些算

法效果不佳[32]。随着新的硬件的成熟和数据质量

的提高，这些算法或者新的算法是否会有更好的

效果有待验证。另外，实际计算有时反而比理论

预测更乐观，微晶电子衍射三维重构就是一个典

型的例子。在数百纳米甚至上微米的晶体上，按

照现有理论，电子的动力学效应完全占主导地

位，电子的衍射强度和该晶体非对称单元中蛋白

质的结构因子差别很大[33]。但是，实际数据的处

理忽略了动力学效应，结果却令人满意[34，35]。导

致这一结果的原因值得进行探索。

对于100 kD左右的蛋白质机器，额外的非晶

冰产生的噪音对成像质量影响非常大，冰薄(制样

好坏)是结构分析成功与否的关键因素。一方面，

目前直接电子探测器的DQE离理论值还有一定的

上升空间，可以期待新一代更好的直接电子探测

器可以降低较小蛋白质机器的结构分析难度，进

一步扩大高分辨单颗粒分析的应用范围(图2)。另

一方面，相位板的应用在理论上可以在较大的频

率范围内提高信噪比，但是相位板的引入也会额

外地产生新的噪音。新型 vita相位板技术在稳定

性上仍有提高的空间。目前利用相位板技术解析

了约 200 kD的核小体核心颗粒(Nucleosome Core

Particle)的 3.9 Å结构和约 700 kD 的蛋白酶体的

3.2 Å结构[36，37]，相位板技术在单颗粒分析中的应

用有待进一步扩展。
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在三体恒星系统中发现巨行星
物理新闻和动态

想象一个世界，一颗行星拥有3个“太阳”，在连

续若干个傍晚，“太阳”一个接一个地落山；但是在一

年的其他时间里，世界又是另一番模样，昼夜不分总

是阳光。上述情景很可能出现在 HD 131399Ab 行星

上，这是一颗新发现的太阳系外行星，其质量是木星

的 4倍，在三体恒星系统的轨道上运行。该行星由一

个国际天文学家团队使用 SPHERE仪(仪器安装在欧洲

南方天文台的智利甚大天文望远镜中)发现，它的存在

是对行星系统形成和演化的现行理论的挑战。

天文学家已经发现了超过3000颗系外行星，它们

分别围绕着太阳以外的恒星运行，此外在附近的宇宙

中，预计还有许多这样的行星。到目前为止，我们所

知道的系外行星包括质量几倍于地球的岩石天体，以

及质量略小于木星的气体巨行星。HD 131399Ab是由

SPHERE仪首次发现的系外行星。使用这台专门设计

的仪器，在2014年已经看到来自这颗遥远行星的极其

微弱的红外光。要最终确认发现这颗行星非常困难。

这就是为什么早期发现的系外行星都是靠测量行星遮

挡母恒星发出的光而发现的。

研究团队吃惊地发现，这颗行星是在一个很宽的

轨道(见图中红圈)围绕一颗恒星(称为A，见图中大蓝

圈上的亮点)运行，行星与恒星A两者相距约50天文单

位(AU)(海王星距太阳30AU)。其他两颗恒星(B和C)被

绑成一个双星系统(见图中小蓝圈上的双亮点)，它们

距恒星A大约300 AU。A星是系统中最大的，约1.8倍

太阳质量，而 B 星比太阳略小，C 星约 0.6 倍太阳质

量。该三体恒星系统距离地球约300光年。

研究团队已经计算出HD 131399Ab沿宽轨道绕恒

星A一周需要 550个地球年。三体恒星系统的轨道初

看起来是不稳定的。于是该团队创建了一个计算机模

型，试图理解为什么三恒星能保持在一起。计算机模

拟的结果表明，这种类型的轨道是稳定的；但如果你

改变参数哪怕只是一点点，它很快会变得不稳定。

在HD 131399Ab绕恒星A一周所需的 550个地球

年中，大约有一半的行星轨道行程，三颗恒星分处行

星天空中的两侧，行星永远是白天。B星和C星总是

紧密地靠在一起，并且在行星年(即 550个地球年)中，

明显地与最亮的A星分离。在行星年的另外一部分，

从行星看，三恒星聚集在一起，这给出一个个熟悉的

昼夜，其中独特的是每天有三重日落和三重日出。尽

管HD 131399Ab和恒星之间有巨大的距离，但在行星

表面的温度预计仍高达 850 K(580°C)。这颗系外行星

的年龄可能仅有1600万年，比地球(45亿年)年轻得多。

(戴 闻 编译自Hamish Johnston，Physics World，Jul 7，2016)
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