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用硬X射线自由电子激光解析复杂生物大分子的结构

本栏目是经美国物理联合会(AIP)授权,与PhysicsToday 合作的

项目

暋暋2010年,美国斯坦福直线加速器中心(SLAC)
的研究人员在 NaturePhotonics杂志上发文[1],宣
布世界上第一个硬 X射线波段的自由电子激光装

置正式投入使用.X射线激光给整个“X光科技暠带
来的影响,将不亚于上世纪可见光激光给光学带来

的影响.上世纪初诞生的 X光科技使大量科学实验

深入到原子层次,为物理、化学、材料科学以及生命

科学等领域的许多重大突破提供了实验基础.以 X
射线激光为基础的21世纪的 X 光科技,将在更广

的范围、更深的层次、以更高的效率对相关学科的发

展起更大的促进作用.关于 X 射线激光,Physics
Today 杂志已做了系列报道.2011年4月出版的

PhysicsToday 又就X射线激光最值得期待的应用

领域———X射线结构分析———所取得的重要进展做

了专门报道.全文主要内容如下:

X射线晶体学是解析蛋白质或生物大分子结构

的重要手段,该方法要求生长足够大的高质量单晶.
原因很简单,有机分子的 X 射线散射截面极小,周
期性排列分子的散射相干叠加形成布拉格衍射才能

产生足够好的实验数据.晶体越大,衍射效应越明

显,信噪比越高.不幸的是,许多生物大分子特别是

膜蛋白分子由于各种因素的制约很难长成足够大的

晶体,有些甚至根本不能结晶.
可不可以避开这一约束? 美国 Uppsala大学的

J.Hajdu和他的同事们于2000年提出,利用硬 X射

线自由电子激光获取单个分子或者小团簇的衍射数

据,并据此来解析其结构[2].根据他们的模拟演算,
虽然生物分子会在几十飞秒内因为强射线辐照引起

的库仑爆炸而解体,但如果 X射线脉冲足够短,强

度足够高,还是能在分子解体之前收集到含有足够

结构信息的散射.SLAC 的线性加速器相干光源

(LCLS)于2009年9月开始出光.该装置产生周期

性的激光脉冲,每个脉冲含将近1013个光子,脉冲持

续时间约10fs,峰值功率密度达到1016W/cm2.3个

月后,来自德国同步辐射(DESY)加速器、马普医学

研究所、Arizona州立大学和Uppsala大学的80多

名科学家组成的国际团队,用能量为1.8keV的自由

电子激光进行了两个实验,验证了J.Hajdu的想法.
在第一个实验中,研究人员以8.5痄 分辨率的自由

电子激光解析了光合作用膜蛋白复合物的结构,在
电子密度图上可以看到其主要的结构特征.另一个

实验在同一时间段进行,研究人员以32nm 的分辨

率测量了一个病毒的结构.这两个实验预示着我们

向拍摄单个生物分子的原子级分辨动态影像方面迈

出了关键性的一步.

图1暋蛋白质纳米晶的硬 X射线自由电子激光衍射(一束含有

蛋白质纳米晶的液滴流射入真空腔中并与自由电子激光束相

遇.在每一次纳米晶体被 X射线击中的瞬间,该晶体的取向是随

机的,每一次击中都会使晶体爆炸,但在晶体解体前我们可以探

测到足够强的 X射线散射.实验中前置和后置的2个 CCD探测

器分别记录高角度和低角度的衍射信号.插图中的扫描电子显

微镜图是实验中使用的喷嘴及喷出的液滴流)

暋暋早在2006年,SLAC 便开始论证 Hajdu的想

法,为此进行了一些必要的准备.Hajdu,H.Chap灢
man(也是上述国际团队的一员)和他们的同事们,
用DESY的FLASH 装置产生的25fs激光脉冲,研
究了氮化硅薄膜上的微米刻蚀图案.虽然 DESY 实

验用的 X 射线波长要长一些,功率也不如现在的

高,但也能在刻蚀图案被破坏前得到足够好的成像

信息(参见 PhysicsToday,2007 年第 1 期第 19
页).在上述实验中,固体薄膜被固定在光束线中,这
一点对生物分子而言却很难做到.研究人员研制了

一种装置,将蛋白质纳米晶体或单颗粒病毒喷射到

X射线激光脉冲束线中(见图1).纳米晶体与激光

脉冲的每一次碰撞都会在探测器上产生一个二维布

拉格衍射图案.数小时内便能收集到几十万张衍射

图案.每张图案都是不同大小、形状和取向的纳米晶

体的衍射投影.在用晶体学指标化方法对衍射图案

进行取向定位后,研究人员从300万张衍射图案中

选取了15000张合成出高分辨的三维衍射图,其中
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的每一个布拉格衍射峰都是由很多个纳米晶体的贡

献叠加而成的(见图2).

图2暋(a)用15000张蛋白质纳米晶体的单次衍射图合成得到的

X射线衍射图案;(b)通过数据处理得到的该蛋白质的低分辨电

子密度图(所得电子密度分布(蓝色,见《物理》网刊彩图,下同)

与已知的高分辨结构(红色和黄色)基本符合.该高分辨结构是

用传统大分子晶体学方法解析得到的,花费了研究人员10多年

的时间,而蛋白质纳米晶却很容易生长)

暋暋蛋白质的实空间结构是通过对倒易空间的衍射

图案进行傅里叶变换得到的.傅里叶变换不仅需要

衍射点的强度,还需要衍射点的相位信息.对于晶体

而言,我们只能得到前者.对小晶体而言,相位信息

并没有丢失,可以根据布拉格峰的强度以及布拉格

峰之间的衍射强度,利用实空间与倒空间的双空间

迭代算法来得到.本次实验所研究的光合作用膜蛋

白是一个已知结构的蛋白质,该结构是用传统的晶

体衍射方法解析得到的.作为一个原理验证性实验,
研究人员并没有试图直接从衍射数据中解析出相位

信息,而是从已知结构出发,调整蛋白质中原子的位

置,直到收集到的衍射峰强度与计算出的衍射强度

相匹配.
第二个实验是关于巨型病毒(名为 Mimivirus,

按字面意思可理解为“酷似细菌的病毒暠———译者

注)的结构解析.该病毒的尺寸为0.75毺m,是已知

的最大病毒,与最小细胞的尺寸相当.这么大的病毒

对于冷 冻 电 镜 三 维 成 像 技 术 来 说 太 大 了 (参 见

PhysicsToday,2008年第1期第48页),而病毒壳

体外面的原纤维又阻止了其结晶,排除了用晶体衍

射法测定其结构的可能性.用硬 X射线自由电子激

光测量单个病毒的结构,可以避免染色、切片、冷冻

或者其它样品准备过程带来的对病毒结构的损坏.
散射实验中 X射线的利用率极低,超过99.9%

的光子根本不会接触到样品,命中样品的光子中的

大部分又被用来产生光电子.所幸自由电子激光的

亮度比现有的同步辐射光源还高9个量级,即使在

有大量光子损失的情况下,每一幅衍射图案也有

200万个光子,如图3所示.研究人员已经可以通过

单个脉冲所产生的衍射图重构出病毒的二维投影

图,尽管现在看来该实验的分辨率并不算高.对蛋白

质纳米晶体而言,可以通过单个图案中的布拉格衍

射峰来确定其取向.这为多个图像的综合处理带来

方便.病毒的衍射图案是连续的,在低信噪比时,衍
射图案的叠加处理很困难.改进实验仪器后,该研究

小组在2011年1月收集到了更多的衍射图案,他们

正在综合这些衍射图案以期以更高的分辨率解析病

毒的全三维结构.

图3暋单个病毒的 X射线单脉冲衍射图案(图案的对称性与该

病毒壳体所具有的二十面体对称性符合,见插图中的切片电子

显微镜照片)

暋暋自由电子激光的应用对于生物学家来说有巨大

的吸引力.正如斯坦福大学的A.Brunger所说,“自
由电子激光对结构生物学的影响将不亚于同步辐射

光源被第一次引入该学科时所带来的影响———同步

辐射光源已经帮助科学家们解析了很多获得大奖

(指诺贝尔奖)的蛋白质结构暠.
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