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２１２　冷冻电子显微学研究与应用进展
王宏伟　隋森芳

（清华大学生命科学学院）

一、冷冻电子显微学概述

冷冻电子显微学是现代生物学研究中的一种重要技术方法。该技术利用高分辨率

透射电子显微镜对迅速冷却于超低温下的生物大分子及其组成的细胞器、细胞等生命

单元进行观察，并揭示这些生命单元的高分辨率结构信息。近年来，随着硬件设备及

软件算法上取得的长足进展，冷冻电子显微学的结构解析的分辨率显著提高，在生命

科学诸多领域中取得越来越广泛的应用，正在成为结构生物学研究的有力手段。在过

去的短短两年里 （２０１３～２０１４年），应用冷冻电子显微学技术解析的近原子分辨率结

构增加了３倍之多 （图１）。越来越多的结构生物学家开始应用冷冻电子显微学技术作

为他们进行生物大分子结构解析工作的主要研究手段。

冷冻电子显微学获得青睐的原因主要在于该技术的一些独特优点：①生物大分子在

水溶液环境下被快速冻结，使天然结构最大限度地得以保留，所获得的结构接近于其生

理状态；②快速冷冻过程具有较高的时间分辨率 （＜毫秒），故可用于生物大分子的动

态过程研究；③样品需求量少，而且可以对不均一状态的样品进行结构分析；④电子显

微学的分辨率解析范围 （０．２～１０纳米）介于Ｘ射线晶体学与光学显微镜之间，适合从

蛋白质分子到细胞和组织结构的解析，尤其适合膜蛋白、蛋白质复合体、病毒、细胞

器、细胞和组织的三维结构分析。在冷冻电子显微学结构解析的具体实践中，依据不同
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图１　１９９７～２０１４年，应用冷冻电子显微学技术所解析的原子模型变化趋势

生物样品的性质及特点，可以采取不同的显微镜成像及三维重构方法。目前主要使用的

几种冷冻电子显微学结构解析方法包括电子晶体学、单颗粒重构技术、电子断层扫描重

构技术等，可分别针对不同的生物大分子复合体及亚细胞结构进行解析 （表１）。

表１　不同冷冻电子显微学技术的目前应用情况

冷冻电子显微学

技术名称
适合样品 分子量范围

目前最高

分辨率／埃

电子晶体学 高度有序的一维、二维及三维晶体 １０千道尔顿～５００千道尔顿 １．９

单颗粒重构 提纯的溶液状态的生物大分子及其复合物 ８０千道尔顿～５０兆道尔顿 ２．７

电子断层扫描成像技术 细胞、细胞器、超大分子复合体等 １兆道尔顿以上 ８．９

二、冷冻电子显微学国际发展现状

冷冻电子显微学作为结构生物学与细胞生物学的研究手段，其目前的国际发展状

况如下。

１．研究对象更加多样化

冷冻电子显微学在分子水平上的研究对象更加广泛，越来越多地包括无对称性

的、分子量较低的、柔性较大的生物大分子及其复合体。至今，对分子量在３００千道

尔顿以上的生物大分子复合体，冷冻电子显微学单颗粒技术几乎都可以进行高分辨率
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结构解析。最近的一些工作报道了分子量在２００千道尔顿以下的蛋白质分子的冷冻电

镜结构。其中，清华大学的施一公研究组与英国医学研究委员会 （ＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ

Ｃｏｕｎｃｉｌ，ＭＲＣ）的佘瑞斯 （ＳｊｏｒｓＳｃｈｅｒｅｓ）研究组合作，获得了γ分泌酶复合物的

４．５埃分辨率结构，解析了该酶复合物中１７０千道尔顿的蛋白质部分，取得了新的突

破［１］。在细胞水平，随着冷冻样品制备技术的进步，细胞、亚细胞结构的高分辨率解

析正在迅速发展，冷冻电子显微学技术作为膜蛋白及其复合体的结构研究手段，越来

越受到重视。我国科学家在２０１４年里利用冷冻电镜技术分别解析了ｒ分泌酶与ＲｙＲ

钙通道等膜蛋白复合物的高分辨率结构，已经在该领域占据制高点。最近的工作已经

可以对细胞内的未成熟病毒衣壳蛋白结构解析至亚纳米分辨率［２］。

２．结构解析分辨率的大大提高

冷冻电子显微学在近几年里的一个革命性技术突破是高分辨率图像采集设备的开

发与应用。基于互补金属氧化物半导体 （ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｍｅｔａｌｏｘｉｄｅｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ

ｔｒａｎｓｉｓｔｏｒ，ＣＭＯＳ）技术开发的直接探测电子成像的装置 （ｄｉｒｅｃｔｅｌｅｃｔｒｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｄｅｖｉｃｅ）使电子显微放大图像的信噪比大大提高，从而提高了成像质量
［３］。这项重要

的技术突破导致过去短短的一年里十几个生物大分子复合体的结构解析突破４埃的分

辨率，从而直接获得原子模型。美国加利福尼亚大学旧金山分校的程亦凡研究组利用该

技术对瞬时受体电位香草酸亚型１（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ１，ＴＲＰＶ１）的

结构解析达３．４埃分辨率，标志着该技术的里程碑式突破
［４］。对病毒及核糖体的冷冻电

镜三维结构解析目前已经突破３埃
［５］，很多更高分辨率的结构不断涌现。

３．冷冻电子显微学与其他技术的融合

正在发展中的微晶体电子衍射技术将几百纳米大小的生物大分子微晶体置于冷冻

电子显微镜内并利用电子衍射技术获得这些微小晶体的衍射图谱从而进行结构解

析［６］。该技术将大大扩展目前蛋白质晶体学可以研究的样品范围，使结构解析效率更

高。光学显微镜与电子显微镜的耦联 （ｃｏｒｒｅｌａｔｉｖｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ）正在成为细胞生物学

的一个重要分支手段。通过对细胞样品的荧光显微镜与冷冻电子显微镜的分别观察并

将图像相关联，可以使研究者同时获得细胞中荧光标记分子的细胞定位及其细胞定位

附近的高分辨率结构信息，甚至可以将细胞中该分子的动态过程与其高分辨率结构信

息联系起来，有助于更深入地理解相关生物学过程［７］。

三、冷冻电子显微学的未来发展与展望

过去几年，在软硬件方面的长足进展解决了冷冻电子显微学很多关键性的技术难
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点，使该技术的应用普及成为趋势。在未来几年，冷冻电子显微学技术如果在以下问

题上取得进一步突破，将有可能成为结构生物学的主要技术手段。

１．样品制备技术

样品制备一直是冷冻电子显微学研究的关键步骤。对于生物大分子结构研究来

说，需要保证单颗粒分子以合适的密度均匀分布于厚度合适的无序冰中，才有可能获

得良好的电子显微数据从而进行结构解析。类似地，对于细胞结构研究来说，需将本

身很厚的细胞样品进行减薄处理，才适合冷冻电镜观察。目前，样品制备已经成为冷

冻电子显微学结构解析的限速步骤。因此，冷冻电子显微学要成为结构生物学研究的

主要应用手段，必须在样品制备这一步骤取得重要的突破。

２．构象不均一性的分析

冷冻电子显微学单颗粒结构解析技术可以直接获得溶液中的生物大分子结构。

但生物大分子尤其是大分子复合体本身的构象柔性亦因此反映在电子显微图像中，

这常常是导致三维重构无法获得高分辨率结构的根源。将不同构象的分子分开分

析，是提高重构分辨率的重要过程。此外，分子在溶液中的不同构象很可能反映了

分子发挥功能的不同结构形态，理解这些构象差异对于解释分子功能的机制非常重

要。目前，对生物大分子构象不均一性的分析是冷冻电子显微学结构解析中的技术

难点和热点。

３．电子光学新技术方法在生物样品研究中的应用

材料科学超高分辨率研究在过去十几年里发生了很多重要的技术进步，包括电子

显微镜光学系统的不断完善和提高，以及新的成像手段的进步。新的技术 （如球差矫

正、色差矫正、扫描透射电子显微镜系统等）都在材料科学领域结构分辨率的显著提

高中发挥了重要作用。如何应用材料科学领域证明对超高分辨成像卓有成效的新的电

子显微学方法来提高生物样品的结构解析分辨率，是摆在所有冷冻电子显微学家面前

的新机遇和挑战。

４．体内结构的研究

自２０世纪中期建立以来，结构生物学主要是通过对分离纯化的生物大分子结构

进行解析。至今解析出来的多达１０万个的生物大分子结构对于我们理解生物学过程

的分子机制发挥了重要的作用。但迄今，我们仍无法通过直接观察获得细胞内乃至体

内的生物大分子的原子分辨率结构。如何利用冷冻电子显微学尤其是三维断层扫描重

构技术对细胞内的特定分子的结构进行重构和统计分析，从而获得它们的高分辨率结
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构，是冷冻电子显微学结构研究面临的下一个主要技术问题。如果能实现以上目标，

冷冻电子显微学将可能真正填补结构生物学与细胞生物学之间的空隙，使得我们从不

同空间与时间尺度上对生物体的理解更加完整。
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