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摘 要 X射线晶体学是获得生物大分子三维空间结构最主要的方法。基于X射线自

由电子激光的晶体学——串行飞秒晶体学方法的出现，以其独特的优势为结构生物学研究提

供了一种全新的研究手段。文章主要介绍了串行飞秒晶体学方法在结构生物学领域的应用及

所取得的成果。这些成果表明该方法是在亚纳米空间尺度和飞秒时间尺度、在接近于自然状

态下进行生物大分子静态和动态结构研究的强有力手段。
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Abstract X-ray crystallography is the most powerful method to obtain the structure of

biomolecular crystals. The emergence of serial femtosecond crystallography (SFX) using the X-ray

free electron laser has provided a brand new tool for the study of structural biology. In this paper,

we introduce the application and achievements of SFX in the field of structural biology. These

show that the method is indispensable for the study of biological macromolecular dynamics and

static structure in the natural state on the sub-nanometer scale and the femtosecond time scale.

Keywords X-ray, free electron laser, serial femtosecond crystallography, time-resolved

structural dynamics

1 串行飞秒晶体学方法的诞生

生物大分子的结构与功能研究是在分子水平

上揭示生命现象的基础。一直以来，研究生物大

分子精细三维结构的主要方法是X射线晶体学，

目前蛋白质数据库中已测定的近14万个结构中约

90%是通过此方法获得的，由此可见X射线晶体

学在蛋白质结构解析中的重要地位。

当前广泛使用的X射线晶体学方法首先需要

获得生物大分子晶体，在合适的条件下生长出一

定尺寸和较好质量的晶体。早期利用实验室X光

源进行生物大分子晶体结构测定，通常需要百微

米尺度的晶体才能获得较高的分辨率。同步辐射

光源的出现，使X光束的强度显著提高，相应开

展生物大分子晶体结构研究所需要的典型晶体尺

寸缩小到几十微米。第三代高亮度同步辐射光源

及其相关光束线站技术的发展，使生物大分子晶

体结构测定的效率不断提高，对生物大分子晶体

本身的要求不断降低，10 μm甚至几微米尺寸的

晶体都可能获得高分辨的结构解析。然而，获得

尺寸和质量俱佳的晶体依然是晶体衍射实验方法

的瓶颈。因为生物大分子的分子量较大，分子间
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图1 模拟计算的溶菌酶分子在高强度X 射线照射下的损伤过程

的相互作用较弱，很难长成如小分子晶体那样的

有序度很高的晶体。此外，利用同步辐射光进行

晶体衍射数据采集过程中还存在难以克服的辐射

损伤问题，这种损伤可能会打乱分子中的共价键

造成蛋白质分子中二硫键的断裂和错位，甚至打

乱晶格结构。将晶体用液氮低温冷冻能有效地减

少辐射损伤，但却无法完全避免。

被称为“第四代光源”的自由电子激光具有

高亮度、全相干性以及飞秒脉冲时间结构的特

点，使其在众多科研领域中具有十分重大的应用

前景。X射线自由电子激光(XFEL)的这些特性开

创了一种新的晶体结构研究手段——串行飞秒晶

体学(SFX)。自由电子激光的单脉冲峰值强度约

为 1012 phs/pulse，如此高的强度，可以利用极小

的、从微米到纳米尺寸的生物大分子晶体样品来

进行衍射数据采集。这就使得生物学家不必将大

量的时间花费在生长晶体样品上，大大提高科研

效率。但是伴随着高强度X光，晶体的辐射损伤

就是一个极为严重的问题。2000年，瑞典Uppsala

大学的 Janos Hajdu研究组通过分子动力学模拟的

结果(图1)表明，溶菌酶分子在高强度脉冲X射线

的作用下，晶体的损伤实际上是有一个过程的，

结构可以在 2 fs时间内保持不变，甚至在 5 fs时

间内的结构误差都还是可以忍受的，而超过

10 fs后，分子结构才会发生很大的变化。因此，

以合适的飞秒量级高强度X光脉冲去照射晶体，

就可以在生物大分子被辐射损伤破坏之前得到

结构信息，由此提出了损伤前探测“diffraction

before destruction”的概念[1]。

具有超短脉冲的X射线自由电子激光恰好满

足了这个苛刻的条件。直到 2006年，德国DESY

的 Henry Chapman 领导的研究团队在德国的

FLASH软X射线自由电子激光装置上首次验证了

这种所谓损伤前衍射的可行性，样品在受到辐射

损伤完全离子化并被汽化前可获取有效衍射信

号。该研究组于2011年在世界上第一个硬X射线

自由电子激光装置——美国斯坦福SLAC 国家加

速器实验室 LCLS(Linac Coherent Light Source)上

用大量 0.2—2 μm 的膜蛋白光合体系 I(photosys-

tem I)微晶颗粒，采集了三百多万张衍射快照(dif-

fraction snapshots)，最后整合成一套 8.5 Å分辨率

的单晶衍射数据，经过检验，这套数据符合单晶

结构分析的要求[2]，这标志着串行飞秒晶体学的

正式诞生。

基于XFEL的 SFX为利用X射线研究生物大

分子的结构提供了许多新的可能，成为超越同步

辐射X射线晶体学的一个崭新的结构解析手段：

(1)SFX可以用微米甚至纳米尺度的蛋白质晶体来

进行结构解析，而同步辐射一般需要约10 μm的单

晶体；(2)SFX方法可以在室温下进行衍射实验，

而传统的同步辐射蛋白质晶体衍射一般都需要将

样品冷冻处理以增加其抗辐照的能力，但同时也

增加了样品的镶嵌度。低温将蛋白冷冻在特定的

构象下，但是这不一定能代表所有分子结构动态

范围，而室温条件更便于操作，也更接近蛋白质

的天然的生理环境；(3)SFX能够对生物体内形成

的蛋白质微晶进行分析研究，甚至不需要将这些

微晶从生物细胞中取出来；(4)利用XFEL超短脉

冲的特性，还可以开展时间分辨动力学研究，这

对于理解许多重要的大分子复合体及分子机器在

不同时间及空间尺度展现出的动态结

构是至关重要的，从而逐步实现从静

态结构生物学到动态结构生物学的

转变。

2 串行飞秒晶体学实验装置

利用 SFX 方法开展蛋白质晶体学

研究需要具备硬X射线自由电子激光
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样品输送装置名称

GDVN

静电纺丝

LCP挤压喷嘴

Aero-dynamic lens

Aerosol nozzle

Molecular beam

膜支撑

胶带支撑

样品状态

液体

液体/聚合物

浆糊状

气溶胶

气溶胶

气体

固体或液体

固体或液体

上样速度/(m/s)

3—30

1—30

0—0.1

5—20

250

>1000

1

1—10

脉冲频率/kHz

180

180

1

120

1500

2700

6

60

光束线、样品输送系统以及专用于

XFEL 的高频率数据采集的探测器。

样品输送可有多种方法，常用的一种

喷射方法是将过滤后的样品置于样品

池，通过液体(水)来提供 300 psi的压

力挤压柱状活塞，再将压力传导至样

品池；利用一个几微米大小的喷头，

将晶体样品连同缓冲液一起喷射出

来。在毛细管外，还有一层共轴的气

体，这是为了将喷射出来的蛋白质晶

体样品包裹住，使其保持直线流动而

不至于散开；晶体被X射线脉冲击中

后产生衍射，通过前后两个探测器分

别记录衍射数据，装置示意图见图2。

目前世界上仅有几台硬X射线自

由电子激光装置。近年来在SFX领域

成果产出最多的是美国LCLS的相干

X 射线成像 (coherent X-ray imaging，

CXI)线站。该线站能量覆盖范围为

5—11 keV，单脉冲光子数可达 1012，

脉冲时长为 5—200 fs，重复频率为

120 Hz、60 Hz、30 Hz、10 Hz、5 Hz、

1 Hz，可根据需要选择；通过一对

KB镜可将光斑聚焦为 0.1 μm或 1 μm；该实验站

还配备可调泵浦激光，可以实现多种不同的实

验，包括 de novo相位解析、时间分辨泵浦实验

等 [3]。此外，在 LCLS 还建有 X 射线泵浦实验站

(X-ray pump-probe)及大分子飞秒晶体学实验站

(macromolecular fs crystallography， MFX) [4]。于

2012 年对外开放的日本 SACLA 装置，也建有

BL2/BL3两条可开展SFX研究的线站，能量范围

为4—20 keV，脉冲时长为2—10 fs，重复频率为

30 Hz，最高60 Hz，配备30 Hz MPCCD探测器[5]。

2017年 9月 1日，目前最为先进的欧洲X射线自

由电子激光装置 European XFEL 正式投入使用，

其输出最短激光波长为0.05 nm，脉冲时长为1—

100 fs，重复频率更是高达 27 kHz，其中的 SPB/

SFX 能量范围为 3—16 keV，单脉冲光子数可达

1012，实验装置可实现0.1 μm和1 μm聚焦光斑[6，7]。

此外，韩国浦项自由电子激光装置 PAL—XFEL

在2017年6月份也已向用户开放，位于瑞士Villigen

的 Swiss XFEL装置也将于 2018年投入使用。令

人可喜的是，上海硬X射线自由电子激光(SCLF)

项目也于 2018 年 4 月底正式开工建设，与

LCLS-II的升级计划相类似，这两个光源未来都

要实现1 MHz的高重复频率。

为了能够在高重复频率XFEL上开展有效的

串行晶体学和单颗粒成像实验，高效率的样品输

送系统是提高实验效率的关键设备之一。常规

XFEL装置上的样品输送装置包括：真空环境下

对基于硅片制作的样品阵列快速扫描进行数据采

集，以及大气环境下传送带式样品输送系统。目

前，国际上大于30 Hz的XFEL串行晶体学实验样

品输送系统，多采用真空样品环境下微流喷射作

为样品输送装置，主要包括气溶颗粒喷射器

图2 串行晶体学实验装置示意图[2]

表1 串行晶体学样品输送装置总结
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(Aerosol Particle Injector)[8]、气体聚焦的液体喷射

器(Gas-focused dynamic virtual nozzle，GDVN) [9]、

静电纺丝喷射器(Electron jets)[10]和适用于LCP的

粘性挤压喷嘴(Extruded viscous nozzle)[11]。2015年

Chapman将目前可用的SFX样品输送系统的特点

总结如表 1所示[12]。在多个硬X射线装置上，这

些样品输送方法在不同的样品上均有成功案例，

但仍处于不断的发展与完善中。

相对于同步辐射光源，具有极高亮度、超短

脉冲及高重复频率的XFEL对探测器的要求更具

挑战性。国际上FEL的发展从低重复频率逐渐向

高重复频率发展，目前在投入使用的FEL中，从

欧洲的FLASH，日本的SCALA，到美国LCLS装

置，重复频率为 10—120 Hz。日本 SCALA 自由

电子激光装置在研发阶段开展了基于CMOS CCD

和SOI技术的探测器研发项目，目前使用的探测

器为基于 CMOS CCD 技术的 MPCCD 探测器 [13]。

其主要技术指标包括：有效成像面积为25.6 mm×

51.2 mm，像素为 512×1024，像素尺寸为 50 µm×

50 µm，帧频为30 Hz。欧洲和美国为了FEL实验

数据采集，启动了多个探测器研发项目。这些探

测器又可以称为集成像素阵列探测器(Integrating

pixel array detector， PAD)，由此研发的相关探

测器型号包括CSPAD、LPD、AGIPD、DSSC等。

在研发过程中均采用由单模块生产、测试，逐步

增加尺寸、电子学读出集成，最后达到实际目标

的技术途径。在这些探测器中，多级增益或者可

变增益概念得以实现。以目前LCLS的CSPAD为

例，其主要技术指标为像素尺寸110 µm×110 µm，

有效面积 326 cm2，帧频 120 Hz。而以AGIPD为

代表的第二代探测器旨在尽力发掘更高的重复频

率、更快的读出速度及更高的动态范围。

3 SFX在结构生物学中的应用

2012 年 Chapman 研究组利用 LCLS 的 XFEL

获得了尺寸仅为1 μm左右的溶菌酶晶体的室温下

1.8 Å分辨率的晶体结构 [14]，证实了通过基于

XFEL 的 SFX 方法解析蛋白质晶体结构的可行

性。随后，短短的几年里科学家们利用该方法在

结构生物学领域取得了许多突破性的进展，带领

X射线晶体学进入一个即将产生巨变的时代。

3.1 近自然/生理状态下解析微小蛋白质晶体

结构

利用高强度的X光脉冲可以在晶体损伤发生

之前完成测量，这使得在室温研究晶体结构、并

且利用比其他光源所需的晶体尺寸小得多的晶体

学实验成为可能。科学家们甚至可以在细胞内进

行原位的体内结晶然后衍射，从而获得蛋白的结

构信息。布氏锥虫(Trypanosoma brucei)是一种单

细胞寄生虫，它可导致人患非洲昏睡病(African

sleeping sickness)并导致每年大约有 3 万人死亡，

其内部的半胱氨酸蛋白酶 B(cysteine protease ca-

thepsin B，简称TbCatB)是一种能够决定布氏锥虫

存亡的关键酶，从而成为治疗昏睡病药物研发的

靶点。之前，科学家们已经获得了这种酶在成熟

的、活化状态下的结构，但是基于这样的结构信

息不足以设计一种安全的特异性药物以对抗布氏

锥虫。德国科学家在细胞内部表达了这种蛋白，

得到了宽约1 μm，长约数微米的蛋白晶体，但是

这种晶体太小，同步辐射线站不足以对其进行分

析，最终他们利用美国的LCLS得到了TbCatB以

前体形式存在时的结构信息(图3)，此时该蛋白的

活性位点被一个好像安全帽一样的前肽(propep-

tide)分子给覆盖了。据此，可以帮助科研人员找

到或者开发出有效的药物，封闭这种酶的活性，

以杀死布氏锥虫[15]。该项研究成果被美国 Science

杂志选为2012年度十大重大突破之一。

3.2 重要膜蛋白晶体结构解析

在基因组所编码的蛋白质中，大约 30%是膜

蛋白，在目前的药物开发中，有近 70%的药物靶

点为膜蛋白，而蛋白质数据库中却只有不到1%的

结构数据来自膜蛋白。这主要是由于在膜蛋白纯

化及结晶的过程中常需添加去垢剂或磷脂以维持

膜蛋白的稳定并提高其可溶性，但在结晶过程中
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图3 布氏锥虫关键酶——半胱氨酸蛋白酶B的蛋白晶体结构 (a)通过透射电

镜观测到到的细胞内的晶体；(b)扫描电子显微镜观测的分离后的晶体；(c)解析

的TbCatB-前肽晶体结构，其中绿色部分为前肽，覆盖了底物结合区

这些去垢剂或磷脂会附着在新生晶体

的表面，阻止晶体的继续生长，常常

只能得到微米大小的晶体样品，这使

得膜蛋白结构解析成为结构生物学最

具有挑战性的难题之一。SFX的出现

为重要膜蛋白的研究带来无限生机，

已经取得数个突破性成果。

拥有 800 多个成员的 G 蛋白偶联

受体(G Protein-Coupled Receptors，简

称GPCR)家族是调节细胞信号传导及

许多重要生理过程、对人类健康有关

键性作用的蛋白质家族，目前约三分

之一的市售药物都以此蛋白为靶标[16]。

但迄今为止，科学家们只解析了几十

个 GPCR 结构。因 GPCR 晶体生长不

易、衍射弱，利用高亮度同步辐射光

源解析GPCR晶体结构也是具有挑战性的课题。

而LCLS的脉冲亮度比目前最亮的同步辐射加速

器的亮度还要高千万倍，采用串行晶体学实验方

式，样品不需要进行冷冻，因此可以在接近天然

的状态下通过这一技术获得GPCR微小晶体的结

构，2013年Science报道了在LCLS利用SFX实验

方法在室温下获得了人5-羟色胺受体的结构，与

传统的冷冻后晶体结构相比，该结构显示了不同

的热运动分布及残基构象，能更准确地代表在天

然细胞环境下受体的结构 [17]。这一突破性成果，

为解析GPCR结构提供了一个更可靠的新途径。

2015年，现就职于浙江大学的张海涛教授在Cell

杂志发表了血管紧张素 II受体AT1R与不同拮抗

剂的复合物在室温下的晶体结构，这是第一个用

SFX方法获得的全新的GPCR结构[18]。经过两年

的努力，张海涛教授团队又获得了AT2R受体复

合物的结构[19]。该研究系统阐明了不同亚型血管

紧张素 II受体的配体选择性和功能多样性的结构

基础，从而为基于结构的AT1R/AT2R靶向药物研

究提供了关键信息。

在GPCR信号转导领域还有一个重大问题悬

而未决，即GPCR如何激活另一条信号通路——

阻遏蛋白信号通路。阻遏蛋白在信号传导的过程

中具有双重功能，首先它们与磷酸化的受体结合

可以阻碍通过G蛋白的信号传导，并导致受体脱

敏并内在化；此外，阻遏蛋白还可启动独立于G

蛋白的信号传导通路，从而引发特定的细胞内反

应。中国科学院上海药物研究所研究员徐华强教

授课题组经过各种努力，获得的GPCR-arrestin复

合物的晶体尺寸也仅能达到 15 μm，在第三代同

步辐射光源上得到的衍射分辨率仅为 8 Å左右；

最后团队利用LCLS成功解析了视紫红质与阻遏

蛋白复合物的3.3 Å晶体结构，攻克了细胞信号传

导领域的重大科学难题，为开发选择性更高的药

物奠定了坚实的理论基础[20]。这项突破性成果被

选为“2015年中国十大科技进展新闻”。仅仅两

年之后，该课题组利用同样的方法破解了磷酸化

视紫红质与阻遏蛋白复合物的晶体结构，破解了

GPCR招募阻遏蛋白的磷酸化密码，即通过其尾

部氨基酸的磷酸化来招募并与阻遏蛋白结合，同

时发现该密码在GPCR领域具有通用性[21]，该实

验结果在Cell杂志以封面形式发表(图4)。

3.3 利用泵浦探测技术进行时间分辨晶体学

研究

蛋白质在执行生物功能时都要经历结构变

化，了解蛋白质三维结构变化的全过程才能真正
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图5 在LCLS利用SFX研究光系统 II实验方法示意图

理解、掌握、调控生物分子实施功能的过程。当

前，第三代同步辐射光源能达到的最好的时间

分辨率约为 100 ps；然而，许多关键的结构变

化发生的时间尺度要比这个快很多，利用XFEL

固有的超快时间分辨能力，能够以亚纳米尺度的

空间分辨能力研究飞秒时间尺度的超快动力学

过程，这是同步辐射光源的时间分辨所不可企

及的。

2014 年，来自亚利桑那州立大学的 Petra

Fromme教授领导的研究小组，利用LCLS自由电

子激光装置首次获得了光系统 II (photosystem II)将

水分解为氢和氧时这一分子复合体的动态结构[22]。

为了观测运作中的光系统 II，研究小组生长了蓝

细菌光系统 II复合体的微纳米晶体。实验流程如

图5所示，晶体样品流经过频率为60 Hz的527 nm

泵浦激光触发 110 μs后，启动光驱动的水分解过

程；样品先后经过脉冲时间宽度分别为 90 ns和

150 ns、间隔时间为 210 μs、波长为 527 nm的两

次可见激光脉冲照射，570 μs后样品到达脉冲频

率为120 Hz、脉冲宽度为50 fs的自由电子激光样

品点进行衍射数据收集，衍射图谱在暗态和光双

闪状态间交替。60 Hz的激光触发和 120 Hz的自

由电子激光的照射使得水分解过程实现从“暗”

的 S1态到双激发的 S3态的转换，最终科学家获

得了分辨率分别为5 Å(S1)和5.5 Å(S3)的光系统 II

复合体结构，成功测量到了这一过程中分子的构

象变化，但因分辨率还不够高，仍不能获得结构

变化的精细信息。PSII中快速原初光化学反应和缓

慢催化反应时间分别约为3 ps和2 ms，

高重复频率的X射线自由电子激光可

提供高达兆赫兹的脉冲频率，可以显

著增加衍射数据，实现更高分辨，捕

获反应过程中的精细结构信息，最终

了解整个反应的细节，从而为人工模

拟光合作用提供强有力的依据。

许多生物体已进化出检测光线并

对光线作出反应的机制，这种反应是

由光子吸收后光敏蛋白结构发生变化

所介导的，初始步骤常常涉及一种与

光敏蛋白偶联的发色团发生光异构

化。这种光异构化的发生非常快，而

且显著受到发色团所处环境的影响。

PYP(photoactive yellow protein)是一种

蓝光感受蛋白，在特定细菌的光合作

用中起作用，PYP蛋白捕获蓝光光子

之后，会经过一系列中间结构获得光

图4 磷酸化视紫红质和阻遏蛋白复合物的高分辨率三维结

构。蓝色所示为视紫红质；黄色所示为阻遏蛋白；视紫红

质嵌入的灰色部分为细胞膜；靠近阻遏蛋白部分的深蓝

色、蓝色和红色的小球为视紫红质的磷酸化氨基酸
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子的能量，然后再回到初始状态。PYP光循环的

绝大多数步骤已被科学家们研究过，是验证新方

法的理想模型。威斯康星大学Milwaukee分校的

研究人员将其作为模式系统，制造了微小的PYP

晶体，这些晶体的直径大多小于 0.01 mm。他们

在LCLS的SFX系统中喷射这些微晶体，并用精

确同步的蓝光脉冲启动它们的光循环，利用X射

线自由电子激光脉冲拍摄快照，在从 100 fs 到

3 ps的时间范围内对光敏黄蛋白微晶体进行时间

分辨串行晶体学研究，实现了光敏黄蛋白(Photo-

active yellow protein)在吸收光子后 3 ps以内的光

致异构化过程的实时观测(图6)，捕捉到了PYP在

光循环不同阶段的形态改变，分辨率达到了前所

未有的1.6 Å，从而确定这种光异构化反应的结构

动态变化，验证了这个新技术的可靠性，同时还

揭示了PYP光循环的更多细节[23]。这一技术的时

间分辨率非常高，能揭示快于 1 ps的分子活动，

这是以前无法想像的。由此可见，利用具有超高

亮度及高重复频率的自由电子激光，时间分辨串

行晶体学能够揭示其他方法无法企及的分子动态

过程。

2015年，发表在Science上的一篇文章报道了

通过自由电子激光对CO肌红蛋白配体解离后超

快速集体运动的直接观察。血红素蛋白(hemopro-

tein)和肌红蛋白(myoglobin)是研究蛋白质动力学

过程的理想模型系统。利用X射线自由电子激光

进行了时间分辨串行晶体学研究，解析了在铁—

一氧化碳(Fe—CO)键光解过程中一氧化碳肌红蛋

白的超快速结构变化(图7)，在500 fs内结构变化

贯穿整个蛋白，C、F和H螺旋远离血红素辅基而

E和A螺旋则逐渐靠近[24]。

这种泵浦探测技术不仅适应于光合作用，也

可应用于催化反应，为了获得最快的酶动力学，

光活化的笼蔽底物可以用于触发酶的活性[25]。更

常见的情况是利用光(例如与光电子遗传学及生物

光执行器相结合)操纵生物系统并实时实地触发特

定残基 [26]，这是一个迅速生长的生物学研究领

域，也将与利用高重复频率自由电子激光进行动

态研究紧密相关。

3.4 底物驱动的慢反应过程监测

由于底物在晶体内部的扩散速度依赖于晶体

的尺寸，SFX结构研究所用的小晶体尺寸有助于

实现毫秒级时间分辨率，这在目前只能利用大晶

体的时间分辨同步辐射研究中是不可能实现的；

此外，利用小晶体的另一优势是诱发的构象变化

在整个晶体中的时间和空间上更为一致。通过串

行晶体学实验方法，还可以通过混合后注入

(mix-and-inject)的样品输送方式对底物触发的慢

反应过程进行观测。核糖开关是一种存在于细菌

中的特殊开关，一般位于mRNA的3’端未翻译区

域，配体结合于开关的适配体结构域之后可向下

游基因翻译平台触发一个信号。美国科学家利用

图6 光敏黄蛋白在吸收光子后的 100 fs—3 ps生色团光致

异构化过程的实时观测

图7 肌红蛋白超快局部模式与较慢的全局运动的耦合
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图8 混合后注入装置示意图。该装置包含两个高效液相色

谱泵，分别控制微晶样品及腺嘌呤配体的输送，通过T型

连接混合器后进入GDVN喷嘴，通过流速控制在配体混合

后的不同时间点进行数据采集

此方法对创伤弧菌的一个核糖开关展开了研究[27]，当

细菌内的腺嘌呤过多时，腺嘌呤分子进入核糖开

关的口袋，使开关变为另一个形态，改变蛋白质

和腺嘌呤生产的速度。研究人员把这种核糖开关

制成纳米晶体，通过图 8所示装置，将其与含有

腺嘌呤分子的溶液混合。每一个晶体都很小，腺

嘌呤可以快速均匀地渗透进去，进入核糖体开关

的口袋。随后研究人员用X射线激光器以特定的

时间进行晶体衍射，最终获得了未结合状态、配

体结合中间态及最终配体结合状态的结构；其中

核糖开关的未结合配体的空口袋初始状态存在两

个稍有不同的构象，只有其中一个参与了开关活

性，此外还首次观察到了一个转瞬即逝的中间态

结构。

最近，科学家还报道了结核分枝杆菌的内酰

胺酶与包头孢曲松钠未结合与结合状态下分辨率

分别为 2.8 Å和 2.4 Å 的晶体结构[28]。这些开创性

的实验结果表明，通过SFX方法可对酶和其他配

体驱动的生物过程进行时间分辨动力学研究。

4 总结与展望

串行晶体学作为问世不久的新事物，已经在

结构生物学领域取得多个突破性成果，实现了多

个重要生物分子及蛋白复合物的无损伤室温结构

测定以及亚皮秒时间分辨率的分子电影观测。然

而作为一项年轻的技术，本身还有一些关键问题

需要解决，许多新的应用还有待开发。相信随着

高重复频率、新一代XFEL设施及多用途实验站

的建设，探测器技术的发展、新的样品传输系统

的开发及数据处理方法的进步，基于XFEL的结

构生物学研究领域的前景将是无限光明的。上海

高重复频率硬X射线自由电子激光装置的建设，

将为我国科学家在结构生物学的前沿领域开展研

究提供一个全新的平台，开拓结构生物学研究的

新领域。
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