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低温电子显微技术在膜蛋白结构研究中的应用和展望
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摘　要：介绍了蛋白质电子晶体学和单颗粒分析技术这两种低温电子显微技术在膜蛋白和膜蛋白复合体结

构研究中的具体方法和近 10~20 年来的实际应用，并分别分析了这两种方法的优势和瓶颈。此外，还介绍

了 Amphipol 替代、Streptavidin 二维晶体锚定脂质体和纳米球包被脂质体等近两年来出现的新的用于低温

电镜成像的膜蛋白样品制备方法。最后对膜蛋白的低温电子显微研究的未来发展做了展望。
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Abstract: Two three-dimensional cryo-electron microscopic techniques, electron crystallography and single particle 
analysis, and their application for the structural study of membrane proteins and membrane complexes in the recent 
ten to twenty years were introduced and reviewed. The benefits and drawbacks of those two methods on the 
membrane protein structural study were discussed accordingly. Besides, the recent appeared new sample preparation 
techniques for cryo-electron microscopic study of membrane proteins, e.g. the amphipol usage, liposome tethered 
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蛋白质的三维结构信息对于解释其生物学功能

的分子机制非常重要，对于理解蛋白质之间的特异

相互作用也十分关键，特别是那些重要药物靶点蛋

白的精细三维结构信息对于开发特异靶向药性化合

物是必需的。在细胞的整个蛋白质组中，膜蛋白虽

然只占 30%~40%，却由于其在细胞膜的特殊地位，

在细胞新陈代谢活动中起到了至关重要的作用。各

种受体、离子通道、离子泵、分子转运体和膜酶等

膜蛋白在信号转导、免疫识别、物质转运和能量转

换等过程中扮演着主要角色。由于膜蛋白功能的重

要性，在药物靶蛋白数据库中有 70％是膜蛋白。因

此，对膜蛋白的结构和功能研究不但将极大丰富我

们对细胞生理分子机制的理解，也将对人类的卫生

健康事业做出巨大贡献。

结构生物学在近 20 多年里得到了长足的发展，

特别是蛋白质 X 射线晶体学已经日趋成熟并得到了

∙ 技术与应用 ∙
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广泛的应用，在蛋白质结构数据银行 (Protein Data 
Bank, PDB) 中存储了大量的蛋白质三维结构数据，

截至 2011 年 7 月 31 日，已经有约 74 800 个结构在

存，其中蛋白质结构约 7 万个。这些数据极大丰富

了我们对生物大分子三维结构的认识，然而在这 7
万多的结构数据当中，膜蛋白的三维结构信息却相

当缺乏，根据跨膜蛋白数据银行 (Protein Data Bank 
of Transmembrane Proteins, PDBTM, http://pdbtm.
enzim.hu)[1] 的统计，截至 2011 年 8 月 4 日，只有 1 
458 个跨膜蛋白的三维结构得到解析，在剔除掉突

变体、不同底物结合、不同构象状态变化等因素后，

按照加州大学 Irvine 分校 Stephen White 教授的统

计，其中完全独立的结构只有约 300 个 (http://
blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/listAll/list)。膜蛋白的

结构研究已经成为了当前结构生物学的前沿和热

点，并且毋庸置疑将在相当一段时间内成为结构生

物学研究的一个难点。

蛋白质结构研究的手段主要有三种 ——X 射

线晶体学、磁共振和电子显微术，在目前获得的近

1 500 个膜蛋白结构当中，90% 以上的都是由 X 射

线晶体学得到的。然而，随着低温电子显微三维重

构技术在近 5~10 年来的飞速发展，用低温电镜来

观察和研究膜蛋白 ( 特别是膜蛋白复合体 ) 的结构

和动态变化开始受到青睐，可以预见，在未来的

5~10 年内，将会在越来越多的膜蛋白结构研究报道

中出现低温电子显微技术的应用。本文回顾了过去

10~20 年来低温电子显微技术在膜蛋白结构研究中

应用的发展，并对其中的技术优势和瓶颈进行了分

析，最后就未来的发展方向和趋势做了讨论。

1　低温电子显微技术简介

低温电子显微三维重构技术的出现源于生物大

分子电子显微学和低温电子显微镜技术的建立。关

于生物大分子电子显微学的起源和发展，可以参见

北京大学尹长城教授在《生物物理学报》上的综述
[2]
，

其奠基人是 MRC 分子生物学实验室的 Aaron Klug
教授和他的学生 David DeRosier 教授，他们于 1966
年在 Nature 上发表了一篇关于利用电子显微镜照片

重构烟草花叶病毒的三维结构的著名论文，提出并

建立电子显微三维重构 (3D reconstruction) 的一般

概念和方法
[3] 。此后，为了解决生物大分子的脱水

和辐射损伤问题，人们提出了低温电子显微技术和

低剂量辐照技术。低温电子显微技术是将含水生物

样品快速冷冻固定，在液氮 / 氦条件下对其进行电

镜成像，低温固定解决了生物样品脱水的问题，并

且提高了生物样品的辐射损伤耐受能力。低剂量

辐照技术可以精确控制成像区域的电子辐射剂量，

从而避免样品产生不必要的辐射损伤。1984 年，

Dubochet 等 [4]
发表了第一张病毒的低温电子显微照

片，开创了低温电子显微的研究时代。在低温电子

显微技术、低剂量辐照技术和电子显微三维重构理

论的基础上，一门新的研究领域形成了，即以低温

电子显微三维重构技术为主要手段的结构生物学研

究。

针对样品不同特点，应用低温电子显微三维重

构技术研究生物大分子三维结构时又有所不同，大

致可以分为螺旋重构 (helical reconstruction)、二维

电子晶体学 (two dimensional electron crystallography)、
单颗粒三维重构 (single particle analysis) 和电子断层

三维重构 (electron tomography) 等四种不同的方法。

关于这些技术方法以及电子显微三维重构的具体原

理、应用和发展，本课题组在《生物物理学报》上

做了详细的论述
[5]
。本文将关注这些技术在膜蛋白

结构研究中的应用。

2　电子晶体学在膜蛋白结构研究中的应用

蛋白质在空间中有序排列，可以形成三维晶体，

也可以形成二维晶体。蛋白质二维晶体在 XY 平面

内具有平移对称性，而在 Z 方向上只有一个或者几

个蛋白分子的厚度。电子波照射到二维晶体上时能

够发生衍射，衍射点的振幅可以通过衍射图直接测

定，相位可以根据二维晶体的电子显微图像来确定。

在确定了衍射振幅和相位后就可以通过逆傅里叶变

换获得该二维晶体中蛋白质分子的密度投影图。通

过倾斜二维晶体来获得其在不用角度下的投影图，

这些投影图在经过三维重构之后就获得二维晶体内

蛋白质分子的三维密度图，从而解析出该蛋白的三

维结构
[6]
，这种方法称为蛋白质电子晶体学 (protein 

electron crystallography)。关于蛋白质电子晶体学的

具体原理和分析方法，早期文献可以参见英国剑桥

MRC 分子生物学实验室 Amos 等 [6]
的文章和我国

生物电镜专家徐伟研究员在 20 世纪 90 年代的综述

文章
[7]
。关于膜蛋白的二维晶体生长方法和二维晶

体数据收集处理技术可以参见 Henning Stahlberg 研

究组在 Methods in Enzymology 上的文章
[8]
。

应当说，电子显微学在一开始受到结构生物学

的青睐就是源于电子晶体学在膜蛋白结构研究中的

应用和潜在的优势。因为电子晶体学处理的是二维
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晶体样品，相对于生长出适合于 X 射线晶体学研究

用的三维单晶 ( 尺寸在 10~100 μm)，人们认为膜蛋

白由于其天然处在生物膜的二维环境下更容易形成

二维的晶体 ( 尺寸在 100 nm~1 μm)，因此 1990 年 
Henderson 等

[9]
首次利用电子晶体学技术解出细菌

视紫红质膜蛋白 (bacteriorhodopsin) 的三维结构之

后，人们曾对利用电子晶体学研究膜蛋白的三维结

构研究充满了信心。在 Henderson 之后，有很多研

究组开展膜蛋白的二维晶体生长和蛋白质的二维电

子晶体学研究，获得了一系列的研究成果，包括比

较容易获得的蛋白质分子投影结构图，如紫细菌

Rhodospirillum rubrum的捕光蛋白复合体 I (1995年，

8.5 Å)[10]
、无脊椎动物视紫红质 (1996 年，8 Å)[11]

、

植物叶绿素光反应系统 II(1996 年，8 Å)[12]
、 植物液

泡膜水通道蛋白 (1999 年，7.7 Å)[13] 和牛心线粒体

呼吸链复合体 I的亚复合体 (2000年，20~25 Å)[14]
等。

除了二维晶体投影结构图外，经过努力人们也获

得了一系列膜蛋白的三维结构图，包括盐细菌视

紫红质 Halorhodopsin (1995 年，7 Å)[15]
、紫细菌

Rhodo-spirillum rubrum 捕光蛋白 (1996 年，7 Å)[16]
、

植物叶绿素光反应系统 II (1998 年，8 Å)[17]
、质膜

H+
-ATPase 的开放构象 (1998 年，8 Å)[18]

、细胞膜联

结蛋白 Gap Junction (1999 年，7.5 Å)[19]
、离子偶联

的转运蛋白 NhaA (2000 年，XY 方向 7 Å，Z 方向

14 Å)[20]
、 甘油通道 GlpF (2000 年，6.9 Å)[21]

、 肾脏

Na+-K+ ATPase (2001 年，9.5 Å)[22]
、 膀胱上皮细胞主

要膜蛋白复合体 uroplakins (2001 年，12 Å)[23]
、大

肠杆菌药物转运膜蛋白 EmrE (2003 年，7 Å)[24]
、胃

H+/K+ ATPase (2009 年，6.5 Å)[25]
和 人红细胞阴离

子 ( Cl-/HCO3-) 交换通道 ( 即反向转运体，antiporter)
(2010 年，7.5 Å)[26]

等。

应用蛋白质电子晶体学方法研究膜蛋白的三维

结构最成功的例子就是水通道蛋白 (aquaporin，
AQP) 的结构研究。2000 年，京都大学的 Fujiyoshi
教授领导的研究组解析了人红细胞水通道蛋白

AQP1 的 3.8 Å 的二维晶体结构
[27]
。5 年后，Fujiyoshi

教授又与哈佛大学的 Walz 和 Harrison 教授合作完

成了水通道蛋白 AQP0 的 1.9 Å 分辨率的二维晶体

结构。该结构揭示了膜蛋白是如何与膜脂分子相互

作用的
[28]
，这是蛋白质电子晶体领域里程碑式的工

作，证明电子晶体学可以解析膜蛋白的原子分辨率

结构，并且表明电子晶体学方法可以观察到在 X 射

线晶体学获得的去污剂包裹的膜蛋白结构中所无法

看到的膜蛋白与磷脂分子的相互作用。之后，他们

继续开展水通道蛋白二维晶体学研究，于 2009 年

报道了水通道蛋白 AQP4 的 2.8 Å 二维晶体结构，

揭示了其选择性的水通透性的分子机理
[29]
；2010年，

通过解析水通道蛋白 AQP0 在大肠杆菌极性磷脂结

合下的 2.5 Å 结构，揭示了膜蛋白与环形磷脂的相

关作用
[30]
。

从膜蛋白的二维电子晶体学研究历史来看，利

用二维晶体学的方法获得高分辨率的膜蛋白三维结

构并非易事，其原因有如下几个方面。

2.1　膜蛋白的二维晶体生长比较困难，获得高质量

的二维晶体更加困难  
膜蛋白二维晶体的生长一般包括四个步骤

[8]
：

首先是获得去污剂包裹的纯化的膜蛋白样品，然后

将合适的磷脂分子溶解在相应的去污剂当中，再将

膜蛋白溶液与磷脂分子溶液按照一定比例混合，最

后利用各种办法 ( 包括稀释、透析、环糊精吸附、

Bio-Beads 吸附等 ) 将该混合溶液中的去污剂去除。

在最后一步去污剂缓慢的去除过程中，控制好温度

和各种组分浓度，就有可能形成二维晶体。目前关

于膜蛋白二维结晶的机理研究还比较少，这使得膜

蛋白二维结晶工作需要筛选大量的结晶条件，从而

消耗很多人力和时间。当然，像细菌紫膜蛋白 bac-
teriorhodopsin、 细胞膜联结蛋白 Gap Junction、膀胱

上皮细胞主要膜蛋白复合体 uroplakins 和水通道蛋

白 AQP 等膜蛋白，它们在天然情况下就在细胞膜

上紧密堆积甚至形成了有序的结构，这类膜蛋白就

比较容易获得二维晶体。但并不是所有的膜蛋白都

具有这样的性质，要找到合适的磷脂成分让其形成

二维晶体是比较困难的，处理磷脂分子的复杂性也

进一步增加了膜蛋白二维结晶的难度。要解析膜蛋

白的高分辨率二维晶体结构，必须要获得面积比较

大而且具有整齐排列晶格的二维晶体，比如水通道

蛋白 AQP0 的二维晶体尺寸可以达到 2~8 μm[28]
，这

对于一般的膜蛋白来说是个挑战。

2.2　膜蛋白二维晶体的观察比较复杂  
对于蛋白质的三维晶体，利用一个普通的光学

显微镜 ( 最好使用偏振光 ) 就可以对其进行观察，

从而对结晶条件进行筛选和优化。然而，二维晶体

是无法利用普通光学显微镜进行观察的，目前使用

的方法是利用负染色的办法在电子显微镜下进行观

察，这个过程是比较耗时和费力的，而且需要消

耗样品，这使得二维结晶条件的筛选过程变得比

较缓慢。美国加州圣迭哥 Scripps 研究所的 AMI 
(Automated Molecular Imaging Group，http://ami.
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scripps.edu) 研究组曾开发了一个机器手臂和自动化

的数据收集系统 Leginon 来加快筛选过程
[31-32]

，这

个系统对于二维电子晶体学的实效性还有待进一步

的研究。

膜蛋白二维晶体的晶格容易发生畸变，这增加

了采集高分辨率数据的困难。二维晶体实际是一层

非常软的膜，在放置到用于电镜观察的支持载网

( 膜 ) 上后容易发生褶皱和变形，从而使其内部有

序的晶格排列发生畸变，这使得其电子衍射能力大

大降低，无法收集到高分辨率的衍射数据。畸变是

经常发生的事情，因此发展了一些晶格矫正的计算

方法，从而获取较高分辨率的信息
[7]
。无论如何，

寻找没有畸变的二维晶体是最佳的办法。

膜蛋白二维晶体的低温电子显微数据收集工作

比较复杂。要获得二维晶体的三维结构信息，必须

要旋转二维晶体，在不同角度下收集其衍射数据和

显微图像。此外，膜蛋白二维晶体比较容易发生辐

射损伤。因此，要收集高质量的膜蛋白二维晶体的

电子显微数据，需要进一步提高其耐辐射的能力，

提高在倾斜状态下样品的稳定程度。日本京都大学

的 Fujiyoshi 教授设计的电子显微镜采用液氦冷台和

顶插样品杆技术解决了这两个问题，因此很多二维

晶体的高分辨率数据都是在他的实验室收集完成的

( 注：目前日本电子生产的 JEM-3200FSC 型号的电

子显微镜融合了 Fujiyoshi 教授的设计思想 )。
由于以上原因，国际上利用电子晶体学开展膜

蛋白三维结构研究的研究组不是很多，目前除了京

都大学的 Fujiyoshi 教授研究组 (http://em.biophys.
kyoto-u.ac.jp/Eng/index.htm) 外，比较有名的还有哈

佛大学的 Tom Walz 研究组 (http://walz.med.harvard.
edu/)。此外，瑞士 Basel 大学的 Henning Stahlberg
研究组 (http://www.c-cina.unibas.ch/) 一直在从事膜

蛋白电子晶体学的方法学研究 ( 包括结晶方法和数

据处理 )，其研究组开发的 2dx (http://www.2dx.uni-
bas.ch/) 是目前比较成熟地用于处理膜蛋白二维晶

体衍射数据的软件 [33]
。当然，如果将来在膜蛋白二

维晶体生长和观察方面能够取得大的突破，利用电

子晶体学方面研究膜蛋白的三维结构还是具有很大

的空间和优势，这主要是因为相对于 X 射线晶体学，

二维电子晶体学可以研究膜蛋白在磷脂双分子层中

的结构，更加接近其天然状态。

电子晶体学除了可以处理二维晶体样品，也可

以处理螺旋结构样品。膜蛋白除了能够形成二维晶

体外，在一些特殊条件下也能够有序排列形成纤维

状的具有螺旋对称性的微观结构。这些具有螺旋对

称性的样品可以对平行入射的电子波产生衍射

(helical diffraction)，这种衍射斑点的振幅可以直接

测定，对螺旋结构样品的图像进行傅里叶变换可以

获得对应衍射点的相位。因此，对于螺旋结构样品，

也可以通过类似晶体学的方法解出其三维结构
[34]
。

利用电子晶体学方法解析膜蛋白螺旋结构样品最成

功的例子就是关于乙酰胆碱受体膜蛋白的三维结构

解析，Nigel Unwin 和 Yoshinori Fujiyoshi 教授合作

于 2003 年获得了乙酰胆碱受体膜蛋白的螺旋管样

品，通过电子显微镜测定了其螺旋衍射数据并解析

了该受体膜蛋白的 4 Å 分辨率的三维结构
[35]
。

3　单颗粒三维重构技术在膜蛋白结构研究中

的应用

在低温电子显微三维重构技术中目前应用最为

广泛的是单颗粒三维重构技术，也叫做单颗粒分析

(single particle analysis，SPA)。 该技术主要适用于

具有全同性的生物大分子的结构解析 —— 蛋白质

等生物大分子的溶液样品被加载到含有微孔的碳膜

上，通过快速冷冻的方法，这些大分子颗粒被包埋

在玻璃态的冰层中，它们具有全同的三维结构，只

是方位取向不同，利用透射电镜采集这些颗粒分子

的投影图像，通过图像处理计算出这些投影颗粒的

空间取向，然后通过中央截面定理进行三维重构计

算获得该颗粒分子的三维结构，这个计算过程是反

复迭代进行的，最终收敛到一个正确的结果。在单

颗粒分析中，投影颗粒空间取向的精确求解是获得

高分辨率三维重构结构的关键所在，为此人们发展

了不同的算法来克服电镜原始图像的低信噪比并准

确计算每个颗粒的取向，这包括了等价线方法 ( 根
据中央截面定理，每一对投影图的傅里叶变换具有

一条公共的交线，这条线叫做等价线 ) 和投影匹配

方法等。由于需要分析的大分子样品有不同的特点，

例如具有二十面体对称性的病毒颗粒样品、具有旋

转对称性的分子伴侣样品、不具有对称性的核糖体

颗粒样品等，针对不同特点的单颗粒样品，在投影

取向和三维重构方面有不同的算法。关于单颗粒分

析的详细原理和技术细节可以参考本课题组在《生

物物理学报》上的论述文章
[5,36]

。这里讨论的重点

是该技术在膜蛋白结构研究中的应用。

在 20 世纪 90 年代，由于大家对蛋白质二维电

子晶体学的信心以及当时单颗粒分析技术手段还不

是很成熟，利用低温单颗粒分析技术来研究膜蛋白
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的三维结构的工作比较少，包括骨骼肌钙离子释放

通道 (Ryanodine 受体 )(1994 年，32 Å)[37]
和流感病毒

凝血素 ( haemagglutinin)的结构 (1999年，10~14 Å)[38]
。

后来人们逐渐认识到，对于很多暂时还无法获得结

晶的膜蛋白复合体，虽然单颗粒分析方法还不能获

得很高的分辨率，但是仍然能够提供很多有用的信

息用于研究该复合体的构造和构象变化。因此，到

了 21 世纪的这 10 多年间，出现了诸多利用低温单

颗粒技术来研究膜蛋白复合体结构的工作，比如 
Ryanodine 受体异形体 3(RyR3) 的两种构象状态

(2000 年，开放状态，34 Å ；关闭状态，40 Å)[39]
、 

ABC 转运蛋白 YvcC 与磷脂－去污剂形成的高聚体

结构 (2002 年，25 Å)[40]
、质膜 H+ATPase 的两种构

象 (2002 年，ligand-free, 17 Å ；Mg2+/ADP-bound, 
17.5 Å)[41]

、古菌膜蛋白 p97 (“烦清”类药物结合

ATPase 的同源蛋白；2002 年，23 Å)[42]
、鼠肝内源

ATPase(p97)的AMP-PNP结合构象 (2003年，24 Å)[43]
、

鼠源质膜丝氨酸二肽蛋白酶 DPPIV/CD26(2003 年，

14 Å)[44]
、大肠杆菌鞭毛分泌系统外膜孔道 pIV(2003

年，22 Å)[45]
、牛心线粒体 ATP 合酶 (2003 年，32 Å)[46]

、

Ryanodine 受体 RyR1 (2005 年，10.3 Å)[47]
、细菌毒

素分泌孔道 VacA ( 低温负染电镜；2005 年，19 Å)[48]
、

牛脑 V-ATPase (2007 年，34 Å)[49]
、人源重组钾离

子通道 Kv2.1 (2008 年，25 Å)[50]
、酵母线粒体 ATP

合酶 (2008 年，24 Å)[51]
、酵母线粒体外膜蛋白质转

运孔道 TOM 复合体 (2008 年，18 Å)[52]
、大肠杆菌

外膜蛋白 Wza 的构象变化 (2009 年，25~33 Å)[53]
和

植物液泡膜 H+-ATPase (2009 年，16.5 Å)[54]
等。

利用单颗粒分析方法研究膜蛋白的结构，其样

品制备过程与二维结晶不同，相对比较容易，只需

要将纯化好的膜蛋白溶液加到带微孔的碳膜上进行

短时间的吸附，之后用滤纸将多余的液体吸去，然

后迅速将样品冷冻在液态的乙烷中，最后转移至液

氮中。相对于可溶性蛋白而言，膜蛋白样品制备的

困难之处在于以下几方面。(1) 膜蛋白溶液中的去

污剂会增加低温电镜成像时的图像背景，从而降低

膜蛋白图像的对比度。通常低温电镜成像的对比度

是来自蛋白质密度 (1.36 g/cm3) 与玻璃态冰的密度

(~0.93 g/cm3) 的差别，而去污剂的存在使得背景密

度发生变化，如去污剂 DDM (N-dodecyl-beta-maltoside)
溶液的密度为 1.19 g/cm3 [55]

，因此，DDM 这种去污

剂并不适于膜蛋白的低温电镜成像。此外，去污剂

溶液在临界浓度 (critical micelle concentration, CMC)
之上会形成微团 (micelle)，这些微团在低温电镜下

会产生假象，不利于对膜蛋白颗粒的识别。(2) 膜
蛋白溶液中的去污剂会降低水溶液的表面张力，从

而不利于在微孔中形成厚度合适的冰层。(3) 由于

膜蛋白的疏水性质和支持碳膜的疏水性质，大量膜

蛋白分子容易被碳膜吸附，相反在微孔中的膜蛋白

颗粒会很少。(4) 在相同的相对分子质量情况下，

制备合适的用于电镜观察的样品，膜蛋白样品所需

要的浓度要明显高于可溶性蛋白 —— 这个现象的

具体原因还不是很清楚。针对这些问题，人们选择

将带微孔的碳膜替换成连续的碳膜，利用碳膜对膜

蛋白的吸附作用，在膜蛋白溶液与碳膜短时间吸附

后，用不含去污剂的溶液进行润洗，然后再进行冷

冻 —— 这种做法解决了去污剂干扰和蛋白颗粒分

散的问题，但是带来的新问题是膜蛋白颗粒在碳膜

上的取向优势和碳膜产生的图像背景。当然，使用

超薄碳膜 ( 该碳膜依附在带微孔的碳膜上以增强其

支撑性能 ) 可以降低碳膜产生的背景。关于用于单

颗粒分析的膜蛋白样品制备技术，其具体细节、注

意事项和技巧可以参阅 Rubinstein 的文章
[56]
。

利用单颗粒分析方法研究膜蛋白的结构，其优

点是样品制备过程简单，所需样品量比较少，很快

能够得到关于样品的初步结构信息。因此，近年来

这方面的应用越来越多。但是，从目前所获得的膜

蛋白结构来看，解析分辨率还没有能够突破 10 Å。

这里的主要原因有以下几点。(1) 膜蛋白在离开磷

脂双分子环境后其构象稳定性下降，导致在利用单

颗粒方法分析膜蛋白结构时样品的均一性比较差，

从而阻碍了分辨率的提高。(2) 与病毒颗粒和分子

伴侣颗粒不同，膜蛋白复合体一般都没有什么对称

性，这给在单颗粒分析中颗粒空间取向的精确求解

带来了困难。事实上，即使是可溶性蛋白复合体，

除核糖体外，如果没有对称性，目前要想获得其亚

纳米分辨率的结构也是比较困难的。(3) 由于单颗

粒分析技术本身的特点，其只能适合分析相对分子

质量 (Mr) 较大的蛋白复合体 (Mr >200 000)，而适合

于单颗粒分析的膜蛋白质复合体其本身的提取和纯

化就有一定的难度，要想获得高质量的样品需要花

费更多的精力。将来，在膜蛋白电镜样品制备技术、

电子显微成像技术和图像处理技术方面有新的发展

和突破之后，利用单颗粒分析技术来解析膜蛋白复

合体亚纳米分辨率的三维结构是完全有可能的。

4　特殊的样品制备技术

针对单颗粒分析方法中膜蛋白样品制备的去污
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剂问题，人们提出一些特殊的样品制备方法，如

Amphipol 替换方法和脂质体方法等。

Amphipol 是一类两亲聚合物的统称，起初被

设计出来是用来克服去污剂分子动态解离的特性。

不同于去污剂的一头亲水一头亲脂的线性分子特

性，Amphipol 是一种长链的聚合物，拥有很多侧链，

较短的亲水侧链与数个较长的亲脂侧链互相交错着排

列在一起 —— 没有完全疏水或者亲水的区域 [57]
。由

于是聚合物，Amphipol 的相对分子质量一般比较大，

如 A8-35 是一种 Amphipol，其 Mr 为 9 000~10 000 [57]
。

在去污剂溶解的膜蛋白溶液中，必须要含有游离去

污剂分子，否则与膜蛋白结合的去污剂分子就会与

膜蛋白解离，从而导致膜蛋白的聚集和沉淀，这些

溶液中的游离去污剂分子给膜蛋白低温电镜实验带

来了麻烦。而 Amphipol 与去污剂不同，其与膜蛋

白结合很紧密，溶液中游离 Amphipol 的浓度非常

低，因此当膜蛋白与 Amphipol 结合后，其后期纯

化和样品处理就同可溶性蛋白一样。因此，如果

用 Amphipol 替代去污剂，就可以解决在低温电镜

中去污剂所带来的背景和假象等问题。2000 年， 
Wilkens[58]

利用 Amphipol 替代去污剂 LDAO，对大

肠杆菌的 F0F1-ATPase 进行低温电镜成像，获得了

背景比较干净清楚的该膜蛋白复合体的低温电镜照

片，并在获得三维结构的基础上进一步修正了关于

该 ATPase 的组装模型。2007 年，在关于线粒体呼

吸链复合体 I 的低温单颗粒分析中，通过比较发现，

Amphipol 替代之后膜蛋白颗粒在冰层中的分布更加

均匀，而且 Amphipol 的结合并不改变该复合体的

三维结构 [57]
。关于 Amphipol 在膜蛋白复合体低温

电镜单颗粒分析研究中的优势还需要更多的研究来

深入探讨和分析。

如上所述，去污剂包裹的膜蛋白，由于其离开

了磷脂双分子层的生物膜环境，构象变得不稳定，

均一性比较差，而且去污剂也不利于样品的成像。

因此，人们想到是否可以将膜蛋白直接重建到脂质

体上，然后直接利用低温电镜进行观察和成像。

2005 年，英国伦敦 Birkbeck 大学的 Saibil 研究组在

这个方面做了成功的尝试。他们将细菌的溶血毒素

穿孔蛋白整合到脂质体上，然后进行低温电镜成像，

通过三维重构获取了该穿孔蛋白在细胞膜上形成孔

道的结构，在结构分析的基础上给出了该蛋白在形

成孔道过程中的构象变化
[59]
。

脂质体的方法能够获得膜蛋白在细胞膜的天然

结构，但技术上存在新的问题。(1) 膜蛋白在脂质

体上的密度不能太高，否则在电镜图像中就会出现

蛋白图像的重叠；而脂质体本身在支持网上的分布

密度就不高，并且倾向于分布在碳膜上，在微孔中

的数量比较少，这就造成了目的膜蛋白颗粒在观察

区域内的分布密度非常低，不利于数据的收集 ( 通
常需要收集上万个蛋白颗粒的图像 )。(2) 脂质体磷

脂双分子层的密度接近蛋白质，如何有效去除磷脂

双分子层的图像背景是一个棘手的问题。2008 年，

美国耶鲁大学的 Wang 和 Sigworth[60]
利用他们发明

的链霉亲和素蛋白 (Streptavidin) 二维晶体锚定法解

决了第一个问题。他们将生长好的 Streptavidin 二

维晶体附在带有微孔的碳膜上，然后将含有生物素

(biotin) 标记磷脂分子的脂质体 ( 膜蛋白已经整合在

上面 ) 溶液加到 Streptavidin 二维晶体上。由于

biotin 与 Streptavidin 的高特异亲和力，脂质体被均

匀地挂在了支持网上，从而有效提高了脂质体和蛋

白的分布密度。2009 年，他们用这种方法研究了人

源钙离子 / 电压门控的钾离子通道 (BK potassium 
channel) 的三维结构 (17~20 Å) [61]

。在该项研究中，

他们利用 Streptavidin 二维晶体的电子衍射现象来

清除 Streptavidin 二维晶体的背景图像，然后在其

关于脂质体的低温电镜成像的定量模拟研究基础
[62]

上，通过模拟不含膜蛋白的脂质体的电镜图像来有

效去除磷脂双分子层的图像背景，从而解决了第二

个问题。此外，由于膜蛋白定位在球形的脂质体上，

其空间取向有一定的约束，因此 Wang 和 Sigworth
利用这个约束关系发展了 RSC (random spherically 
constrained) 算法，有效提高了膜蛋白单颗粒分析中

颗粒空间取向求解的精确性。Wang 和 Sigworth 的

方法给膜蛋白复合体的低温单颗粒分析研究打开了

新的思路，有望得到进一步发展和推广。关于这个

方法的详细原理和实验方法，可以参见他们的方法

学文章
[63]
。

关于质脂体方法，2007 年化学家们做了一件

有意思的事情 ——Olivier Lambert 研究组利用包被

磷脂膜的纳米球作为膜蛋白的载体 —— 相当于在

脂质体内部镶嵌了硅基纳米球，膜蛋白被镶嵌在纳

米球表面的磷脂双分子层内。在低温电镜下，由于

高电子密度的纳米球的存在，图像的对比度明显增

强，并且从原始照片上看，膜蛋白的电子密度能够

显著与磷脂双分子层进行区分
[64]
。如果能够将

Wang 和 Sigworth 的方法与 Lambert 的方法结合起

来，或许能够进一步促进利用低温电镜单颗粒方法

研究膜蛋白三维结构的发展。
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5　展望

获取高分辨率 ( 原子分辨率 ) 三维结构是电子

显微镜三维重构技术发展的重要目标，目前针对病

毒样品或者高对称样品，这个目标已经接近或达到；

对于膜蛋白或者膜蛋白复合体而言，这个目标还没

有实现，但理论上没有什么障碍。本课题组将近 20
年来利用电子晶体学或者单颗粒分析技术所解析的

膜蛋白或者膜蛋白复合体的结构按照年份做一个统

计，可以看出，20 世纪 90 年代是膜蛋白电子晶体

学的时代 ( 图 1)，那时针对膜蛋白的单颗粒分析工

作比较少；而到了 21 世纪，涌现出了一大批膜蛋

白复合体的单颗粒三维重构研究 ( 图 2)，相反膜蛋

白电子晶体学的研究步伐却慢了下来 ( 图 1)，其主

要原因是电子晶体学的技术难度较单颗粒分析要大

很多。从图 1 和图 2 中还可以看出，膜蛋白电子晶

体学研究结果的分辨率一般在 6~8 Å，而膜蛋白单

颗粒分析的分辨率一般保持在 10~20 Å。但是随着

技术的进步，这两种技术的分辨率整体在不断提高。

将来在样品制备 ( 提高样品的均一性 )、支持

膜技术 ( 降低背景噪音 )、仪器性能 ( 相位板技术和

球差校正技术 ) 和图像处理算法 ( 更加有效的分类、

取向求解和三维重构算法 ) 等方面的新突破将会进

一步提高膜蛋白的三维重构分辨率，推动低温电镜

横坐标，年份；纵坐标，所解结构的分辨率(Å)；实心圈，投影结构；实心菱形，三维结构。每个数据点旁的数字表示：1，
紫细菌Rhodospirillum rubrum的捕光蛋白复合体I，投影结构(1995年，8.5 Å)[10]

；2，无脊椎动物视紫红质，投影结构(1996
年，8 Å)[11]

；3，植物叶绿素光反应系统II，投影结构(1996年，8 Å)[12]
；4，植物液泡膜水通道蛋白，投影结构(1999年，7.7 

Å)[13]
；5，牛心线粒体呼吸链复合体I的亚复合体，投影结构(2000年，20~25 Å)[14]

；6：盐细菌视紫红质 Halorhodopsin(1995
年，7 Å)[15]

；7：紫细菌Rhodospirillum rubrum捕光蛋白(1996年，7 Å)[16]
；8，植物叶绿素光反应系统II(1998年，8 Å)[17]

；9，
质膜H+-ATPase的开放构象(1998年，8 Å)[18]

；10，细胞膜联结蛋白Gap Junction(1999年，7.5 Å)[19]
；11，离子偶联的转运蛋

白NhaA(2000年，XY方向7 Å，Z方向14 Å)[20]
；12，甘油通道GlpF(2000年，6.9 Å)[21]

；13，人红细胞水通道蛋白AQP1(2000
年，3.8 Å)[27]

；14，肾脏Na+-K+ ATPase(2001年，9.5 Å)[22]
；15，膀胱上皮细胞主要膜蛋白复合体uroplakins(2001年，12 Å)[23]

；

16，大肠杆菌药物转运膜蛋白EmrE(2003年，7 Å)[24]
；17，乙酰胆碱受体膜蛋白 (2003年，4 Å)[35]

；18，水通道蛋白AQP0 
(2005年，1.9 Å)[28]

；19，胃H+/K+ ATPase(2009年，6.5 Å)[25]
；20，水通道蛋白AQP4(2009年，2.8 Å)[29]

；21，人红细胞阴离子

(Cl-/HCO3-)交换通道(即反向转运体，antiporter)(2010年，7.5 Å)[26]
；22，水通道蛋白AQP0在大肠杆菌极性磷脂结合下(2010

年，2.5 Å)[30]
。

图1  近20年利用电子晶体学方法解析出结构的重要膜蛋白结构
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技术在膜蛋白结构研究中的应用。最近的确出现了

一些令人兴奋的发现，如新型支持膜 CryoMesh 技

术
[65]

和石墨烯支持膜技术。人们发现利用石墨烯

作为支持膜，其图像背景几乎为零，一个没有喷涂

金属的 DNA 分子可以在石墨烯上被清晰成像
[66]
。

因此，如果将膜蛋白附在该支持膜上，其电镜图像

的对比度将显著增强，这对于精确取向非常有利。

利用低温电子显微技术研究膜蛋白和膜蛋白复

合体的高分辨率三维结构是值得期待和为之努力

的！
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