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摘要：本文对电子显微三维重构技术 渊也称电镜三维重构 袁 electron microscopy 3D
reconstruction冤 进行简要介绍袁 并在此基础上对该技术当前研究的发展和前沿进行综述袁 包括高
分辨率电镜三维重构尧 仪器设备性能突破尧 自动化数据收集和处理尧 高性能计算技术应用尧 二 /
三维图像处理技术的发展和创新尧 基于三维重构图的模型计算等方面袁 最后对电子显微三维重
构技术的未来进行了展望遥
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0 引 言

结构生物学是通过研究生物大分子的结构与运动来阐明生命现象的科学。药物设计、

疫苗开发和蛋白质分子性能改造等应用领域都以结构生物学的研究成果为基础。结构生物

学的起源可以追溯到上世纪 50 年代 Waston 和 Crick 等发现 DNA 双螺旋结构，60 年代

Perutz和 Kendrew利用 X-射线晶体衍射技术获得肌球蛋白的三维结构，这些工作开创了结

构生物学研究领域。半个多世纪过去了，随着技术的进步，结构生物学研究取得了巨大的

发展，在近年来的分子生物学研究中占据了主流地位，并且逐渐成为生命科学研究的重要

组成部分[1]。

X射线晶体学、核磁共振波谱学、电子显微三维重构 渊亦称电镜三维重构冤 是结构生
物学的三大研究手段，具有不同的优势。核磁共振波谱学可以获得蛋白质在溶液中的三维

结构，能够分析蛋白质的动态变化，但是研究对象的分子量通常难以超过 20 kD。X射线晶

体学通常可以获得生物大分子原子分辨率的三维结构，但对于分子量较大、较复杂的生物

复合分子体系，其晶体难以获得，结构解析难度也较大。当研究对象的尺度越来越大的时

候，电子显微三维重构技术，特别是低温电子显微三维重构技术，就显示出其重要的作用，

利用该技术我们可以获得分子量巨大 渊200 kD以上冤 的超分子复合体系的纳米分辨率三维
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目前电子显微三维重构技术已成为研究蛋白质三维结构的重要手段，并处于快速发展

中，Sali等[2]总结了多年来结构生物学的研究工作，提出了今后结构生物学研究的发展方

向，即将包括 X射线晶体学、核磁共振、低温电子显微三维重构、荧光能量共振 渊FRET冤
等在内的多种生物物理技术联合起来，弥补彼此之间的不足，将对蛋白质结构的理解放到

蛋白质超分子复合体乃至整个细胞中去，从而最终在分子水平上理解细胞的结构；其中低

温电子显微三维重构术起到了一个重要的纽带作用。事实上，当前针对大分子复合物的研

图 1 结构生物学各种研究手段的比较 纵轴表示分辨率 渊从下向上，分辨率逐渐升高冤，横轴表示研究尺度 渊从
左至右，尺度逐渐增大冤。小角散射 渊small angle X-ray scattering）和众多传统生物物理生物化学技术 渊traditional
biochemical and biophysical method冤 能够适于研究各种尺度的生物分子，但分辨率信息较低；核磁共振技术
渊NMR冤 的解析分辨率较高，但是研究尺度较小；X射线晶体学 渊X-ray Crystallography冤 的研究尺度范围较宽，
并能得到较高分辨率的结构 渊多数情况下可以得到原子分辨率冤，然而其瓶颈是需要结晶；冷冻电镜技术
渊cryo-electron microscopy冤 可以获得超大分子复合物的三维结构，并一般能达到中等分辨率 渊纳米级）；自由电子
激光散射技术 渊free electron laser scattering，FELS冤 是目前正在发展的技术，有望能够在多种尺度上获得生物大
分子的接近原子分辨率的三维结构

Fig.1 Comparison among different technologies in structural biology The vertical axis refers to resolution
(higher from bottom to top) and the horizontal axis refers to the investigated biological sample scale (larger from
left to right). Small angle X-ray scattering is suitable to study biological molecules in multiple scales, but the
resolution is relatively low; Nuclear Magnetic Resonance (NMR) can be used to obtain structures with high
resolution, but limited to relatively small molecules, eg. below 30 KD. X-ray Crystallography has a wider
investigation scale and can be used to gain high resolution, mostly atomic resolution, but crystallization is its
bottleneck. Cryo-electron microscopy is powerful to solve super-complexes in medium resolution, usually in
nanometer scale, but it can reach near atomic resolution for symmetric structures nowadays. Free electron laser
scattering (FELS) is a new technology under development, which is promising to solve the structure of biological
samples in multiple scale and high resolution

结构，弥补晶体学和核磁共振分析技术的不足，架起从蛋白质、蛋白质复合体、超分子复

合体系到亚细胞系统的三维结构研究的桥梁 渊图 1冤。
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究越来越多地依赖于以上三大研究手段以及其它手段的有机结合，如此方能得到更加准确

精细的结构，并给出更深刻的功能解释。Sali[3]实验小组于 2007年在 Nature上发表了综合

多种方法研究酵母核膜孔复合体结构的文章。他们利用超速离心技术获得核膜孔复合体组

成蛋白或亚复合物的整体形状，利用定量免疫分析技术来获得各种组成蛋白的相对丰度，

利用亲和层析技术和质谱技术获得组成蛋白之间的相互作用关系及亚复合物的组成，利用

低温电子显微三维重构技术获得核膜孔复合体的低分辨率三维结构并分析其对称性，利用

免疫电镜技术获得组成蛋白在核膜孔复合体上的定位，最后综合各种约束条件，建立初始

模型，并利用计算生物学方法对模型进行迭代优化，生成一个满足各种实验参数的最优模

型，这个模型给出了核膜孔复合体的各个组成蛋白的位置、相互作用网络以及在三维空间

的组织方式。Andrej Sali的工作表明了未来结构生物学研究的整合性和系统性。

1 电子显微三维重构技术的基本原理

电子显微三维重构技术起源于 1968年，DeRosier和 Klug[4]在 Nature上发表了一篇关于

利用电子显微镜照片重构 T4噬菌体尾部三维结构的著名论文，提出并建立电子显微三维重

构 渊3D reconstruction冤 的一般概念和方法，其基本原理基于中央截面定理：三维物体沿电
子束方向投影的傅立叶变换是该物体所对应的傅立叶空间中通过中心且垂直于投影方向的

一个截面。那么一个物体的完备投影的二维傅立叶变换一定能够完全填充该物体的三维傅

立叶空间，因此物体的完备投影与物体的三维结构是等价的。实验中，我们收集到大量全

同颗粒在不同方向的投影 渊单颗粒冤，或同一样品在不同角度的投影 渊断层成像冤，首先通
过等价线 渊common line冤、投影匹配等方法确定每张投影图像的取向和中心 渊断层数据角
度已知，只需精修即可冤，然后对每张投影图进行傅立叶变换，按照投影方向填充到三维傅
里叶空间对应的切面，并进行差值计算得到倒空间的网格点数值，最后再进行反傅立叶变

换，就可得到实空间的三维结构。三维重构理论的建立使得利用电子显微镜来解析蛋白质

等生物大分子的三维结构成为可能，但是需要解决的问题是电子束打到生物样品上时会带

来比较严重的辐射损伤，从而丢失了许多结构信息，在低温电镜 渊低温电镜的目的是提高
生物样品对电子辐射的耐受力，同时减少图像热噪声冤 和低剂量辐照成像技术出现以前，
人们只能采用重金属负染的方法来获得生物大分子的嵌影结构 渊不是真正的分子结构冤。到
了 80年代，快速冷冻含水生物样品的制备技术和低温电子显微镜技术的快速发展并实用

化，为利用电子显微技术研究蛋白质三维结构奠定了基础。特别是 1984年，Dubochet等[5]

发表了第一张病毒的低温电子显微镜照片，开创了低温电镜的研究时代。自此，在低温电

子显微术、低剂量辐照成像术和电子显微三维重构理论的基础上，一门新的学科领域形成

了，即低温电镜结构生物学，这一领域无论是在方法学上还是在蛋白质结构研究上，在近

二十多年间都获得了快速发展，取得许多重要成果。利用低温电子显微术和三维重构技术

解析蛋白质超分子复合物的结构迄今已分化发展为三种具有不同特点和适用范围的方法：

电子晶体学 渊Electron Crystallography冤，主要处理二维晶体样品；单颗粒三维重构技术
渊Single Particle Analysis冤，主要解析具有全同性的蛋白质分子的三维结构；电子断层三维
重构技术 渊Electron Tomography冤，主要针对不具有全同性的超分子体系和亚细胞体系。
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1.1 电子晶体学

电子晶体学技术利用电子显微镜的成像和电子衍射的功能，从生物大分子的二维晶体

获取结构信息，解析其三维结构。生物大分子在空间中有序排列，可以形成三维晶体，也

可以形成二维晶体 渊特别是膜蛋白分子冤。对于二维晶体来说，其只在 X-Y平面内具有平

移对称性，电子波照射到二维晶体上时能够发生衍射，根据电子显微镜记录的二维图像来

确定相位，利用二维晶体的衍射图谱来确定振幅，从而通过反傅立叶变换计算出大分子的

密度投影，之后再利用三维重构技术获得大分子的三维结构图，从而解析出生物大分子的

三维结构[6]。该方法的特点是解析分辨率较高，目前可达到近原子分辨率。Henderson[7]于

1990年解出了细菌紫膜蛋白 渊bacteriorhodopsin冤 的结构，这是第一次利用电子晶体学技术
解析出的蛋白质结构。相对来说膜蛋白更易形成二维晶体，因此电子晶体学在膜蛋白研究

中更具有潜力。Tate等[8]于 2003年通过电子晶体学的技术解析了大肠杆菌药物转运膜蛋白

EmrE的三维结构，分辨率为 7 魡，通过结构分析揭示了该膜蛋白开关机理。迄今已有细菌
紫膜蛋白[9]、植物叶绿素光反应系统域反应中心[10]、甘油通道[11]、H+-ATPase[12]和水通道[13]等

膜蛋白质的结构测定都是利用该技术完成的。此外，该技术也可用于研究可溶蛋白质的三

维结构，比如 Nogales等[14]于 1998年解析了微管蛋白 渊tubulin冤 异二聚体的 3.7 魡的结构。
除了二维晶体外，电子晶体学技术还可以处理一类特殊的晶体结构，即具有螺旋对称性的

样品结构。在某些条件下，蛋白质等生物大分子能够形成纤维状、具有螺旋对称性的微观

结构，这种结构在电子显微镜下是可以观察到的，而且电子束经过这种螺旋结构可以发生

衍射 渊helical diffraction冤，利用这种衍射现象并结合电镜的成像数据，我们就可以解析出
这些大分子的三维结构。这方面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，Unwin等[15]于 2003年获得了乙酰胆碱受体膜蛋白的螺旋纤维样品，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 4 魡分辨率的三维结构。此外，像细菌鞭毛的
4 魡分辨率结构[16]和微管的结构[17]也是通过螺旋衍射技术得到的。

1.2 单颗粒三维重构

该技术也叫做单颗粒分析，主要适用于结构具有全同性的生物大分子的结构解析，这

些生物大分子可以是具有高度对称性的病毒颗粒 渊具有二十面体对称性冤，也可以是不具有
对称性的蛋白质颗粒。蛋白质的分子量通常要求在 100 kD以上，在颗粒数目足够多的情况

下，理论上其分辨率可以达到原子水平[18]。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当中，它们

具有全同的三维结构，只是方位取向不同，其空间关系可以用一系列的刚体运动来描述[19]。

利用透射电子显微镜大量采集这些大分子的投影图像，通过图像处理和三维重构计算就可

以获得该生物大分子的三维结构。通常的计算过程如下：从原始的电镜照片中将颗粒图像

挑选出来，对其进行二维图像对中、分类和平均，然后通过计算等价线的方法推算各分类

图的取向，利用傅立叶重构法建立初始三维结构模型，通过对原始图片或分类平均图与结

构模型投影的匹配，优化取向参数，进而得到更准确的三维结构模型，如此反复对初始结

构模型进行修正，直到收敛获得最终的结果 渊图 2冤 [20]。单颗粒三维重构在二维图像分类分

析、取向参数求解和三维重构计算等方面根据研究对象特点的不同有不同的算法策略，因
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而演化出多种不同的单颗粒分析软件，常用的有 EMAN [21,22]，SPIDER [23～25]， IMIRS [26]，

FREALIGN[27]，IMAGIC[28,29]，AUTO3DEM[30]，XMIPP[31]等。利用该技术已经取得大量的研

究成果，众多病毒的结构已经用该方法得到解析，如乙型肝炎病毒[32]，Semliki森林病毒[33]、

水稻矮小病毒[34]、呼肠孤病毒[35]等，近二十年来，在 Nature、Science、Cell等刊物不乏这方
面的文章。此外单颗粒分析技术在研究核糖体、线粒体 ATP合酶等关键大分子复合体的结

构研究中也发挥了重要的作用，Frank等[36]于 2000年通过分析 73 000个大肠杆菌核糖体投

影照片，利用单颗粒技术重构了该核糖体 11.5 魡分辨率的密度图，揭示了核糖体各个亚基
之间的相互运动关系；Sharma等[37]于 2003年通过冷冻电镜单颗粒技术获得了哺乳动物线粒

体核糖体 13.5 魡分辨率的密度图，揭示了该核糖体特有的蛋白质亚基的功能；Rubinstein，

Walker与 Henderson合作[38]于 2003年发表了完整线粒体 ATP合成酶的三维电镜结构模型，

分辨率为 32 魡，揭示了 F0和 F1的相互组装模式和功能关系。

1.3 电子断层三维重构

电子断层三维重构技术就是对样品做微观 CT。具体步骤为：将制备好的样品放在透射

电子显微镜中，以一定角度间隔对样品进行旋转，并用 CCD或胶片记录样品在不同角度下

的二维投影图像———样品的倾转范围通常为原70毅～垣70毅，间隔角为 1毅或 2毅；然后对收集的
这些原始数据进行匹配，利用加权背投影、代数迭代 渊ART冤 或同步迭代 渊SIRT冤 等方法
进行三维重构获得样品的三维图像 渊图 3冤。由于电子断层三维重构的研究尺度可以很

图 2 单颗粒三维重构数据处理流程图 通常的处理流程包括：CTF矫正 渊图中未展示冤，颗粒挑选，二维图像匹
配、分类和平均，取向计算，初始模型建立，投影匹配，取向修正，新模型建立，直到收敛

Fig.2 Flow chart of data processing for single particle analysis The common procedure includes CTF
correction, particle selection, 2-dimensional projection image alignment、 classification and average, orientation
determination, initial model building, classification and alignment using the projections from model, refinement of
the orientation of the raw images and building a new and refined model until convergence

raw images
particle

selection
2d classification

and average

initial model model projections new model
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图 3 电子断层三维重构技术原理和流程示意图 以猪动脉内皮细胞胞膜窖电子断层三维重构[173]为例，其技术路

线主要包括：从各个投影角度收集原始图像，图像的匹配和归一化，空间几何参数的确定，三维重构，数据后处

理，数据分析 渊密度分割和建模等冤
Fig.3 Principle and flow chart of electron tomography Take porcine aorta endothelial cell as an example,
the procedure includes data collection from different orientations, normalization and alignment of the micrographs,
geometry parameter determination, reconstructuion, post-processing and data analysis (eg.segmentation and modeling)

raw images aligned images

alignment

data collection

reconstruction

segmentation modeling

analysis

FEG

垣70°

原70°

0°

大———可以对细胞水平上的超微结构进行重构、观察和分析，因此我们也称该技术为电子

断层三维成像技术。该技术适宜对细胞器、亚细胞组装体甚至整个细胞的三维结构进行研

究[39]，分辨率为 5～20 nm。低温快速冷冻技术和自动化数据收集技术的发展是电子断层三

维重构技术发展过程中的两个关键技术，尤其是低温快速冷冻技术避开了树脂包埋和负染

技术中的假象，能够保持样品接近天然状态的结构。截至目前，利用电子断层三维重构技

术，已经有大量文献报导了有关整个细胞、细胞骨架、病毒、细胞器等的超微结构。如

Baumeister等[40]利用该技术获得了真核细胞 dictyostelium的三维结构，其分辨率达到了 5～

6 nm，并在原位对核糖体和 26S 蛋白酶体等大分子复合物进行了定位观察。Milne 和

Subramaniam总结了该方法在完整细菌结构研究中的应用[41]。
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2 面向高分辨率的单颗粒三维重构

在上面所述的多种电子显微三维重构方法中，发展最快应用最广的是单颗粒三维重构

技术，近年来不断有文章报道利用此技术所获得的大分子复合物的三维结构，其中许多具

有高对称性的病毒颗粒结构已经达到近原子分辨率。Grigorieff 研究[42]小组于 2008年报道

了轮状病毒 (rotavirus) 内衣壳蛋白 VP6的 3.8 魡的电镜结构，这也是人们利用单颗粒分析
方法首次获得的 4 魡以上近原子分辨率的结构，在这样的分辨率水平下，人们已经能够清
楚地看到许多较大残基的侧链。紧随 Grigorieff研究小组之后，Chiu实验组获得了具有感染

性的 epsilon15病毒衣壳 4.5 魡的电镜结构[43]，利用这个结果，他们成功地对衣壳蛋白的肽

链骨架进行了跟踪 渊tracing冤。同年，Zhou实验小组[44]获得了质型多角体病毒 3.88 魡的电镜
结构，发现了 RNA包装 渊packaging冤 时的构象变化，并阐明了 RNA释放 渊release冤 与包
装的偶联机制。2009年 Grigorieff 研究小组[45]又获得了外衣壳蛋白 VP7包被的轮状病毒颗

粒 4.0 魡 的结构。最近，Grigorieff 与 Harrison 实验组 [46]合作获得了一型牛乳头瘤病毒

渊Bovine Papillomavirus Type 1冤 3.6 魡的结构。目前最高分辨率的单颗粒三维重构结构是
Zhang等 [47]最近报道的 3.3 魡水生呼肠孤病毒。除了高对称性的病毒颗粒，类似分子伴侣
渊chaperonin冤 这样的具有中等对称性 渊旋转对称性冤 的大分子复合物的电镜结构近年来也
取得了重要进展，Chiu实验组[48]在 2008年报道了一型分子伴侣 GroEL约 4 魡分辨率的电镜
结构，并且对碳骨架进行了跟踪；最近该实验组[49]又报道了二型分子伴侣 Mm-cpn在 ATP·

AlFx诱导下的闭口构象的 4.3 魡分辨率结构。无对称性的分子一般很难得到高分辨率的电
镜结构，其中核糖体是这类分子中的典型代表，Frank等实验组[50～52]从上个世纪 80年代就

开始核糖体电镜三维结构的研究，到 90 年代已经能够获得 15 魡～25 魡 左右的电镜结
构[53～55]，这些结构对后来核糖体晶体结构的解析[56]起到非常重要的作用。近年来，不断有核

糖体高分辨结构被报道，但 7 魡以上的结构[57～60]全部都是在 2009年以后报道的，最高分辨

率为 Beckmann小组报道的 5.8 魡结构[60]。随着样品制备方法的改进、场发射电镜的应用、

自动化大规模数据采集系统的完善、高性能计算的飞速发展，以及重构算法的改进等，人

们有望得到原子分辨率的非对称样品的原子结构。

3 透射电子显微设备的性能提升

提高电镜三维重构分辨率的一个关键因素就是透射电子显微设备各项性能的改善和提

高。针对其在结构生物学领域应用的特点，透射电子显微镜的性能提升紧紧围绕三个关键

问题展开———样品天然结构的保存、图像衬度的提高和高分辨信息的获取。

3.1 样品天然结构的保存

利用透射电子显微镜观察样品，需要将样品置入高真空的镜筒中，这对于高度含水的

生物学样品来说是不利的，在低温电镜技术出现之前，人们利用化学固定脱水包埋和负染

色等方法来制备适合电镜研究的样品。此外由于生物学样品主要以碳、氧、氮、磷等对电

子散射能力较弱的轻元素构成，人们通过重金属染色来提高其在电镜下所成图像的对比度
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图 4 用于电镜制样的快速冷冻装置 (A) 浸入式快速冷冻方法示意图；(B) Vitrobot，FEI公司的一款全自动的冷
冻样品制品装置；(C) CP3，Gatan公司生产的半自动冷冻样品制备装置
Fig.4 Cryo-plunge for cryoEM sample preparation (A) Schematic diagram of a cryo-plunge apparatus [19,174].
(B) Vitrobot， a fully automatic equipment for cryoEM sample preparation from FEI company. (C) CP3, a
semiautomatic cryoEM sample preparation instrument from Gatan company
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stop
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渊衬度，contrast冤。利用这些方法，人们获得了大量关于细胞超微结构和病毒形态等方面的
认识，然而由于这些方法在一定程度上破坏了生物样品的天然结构，并且重金属染色并不

能准确反应样品本身的结构信息，因此为了获得生物样品在天然状态下的高分辨率结构，

必须寻找其他方法。Dubochet等人[5]在低温电镜样品制备方面做了开创性的工作，利用 渊高
压冤 快速冷冻和低温超薄切片技术，生物样品在生理条件下的结构状态能够很好地固定保
存在玻璃态冰中；此外为了使冷冻含水样品可在电镜中观察，人们设计了专门的带有防污

染器的低温样品台，通过低温样品台可以将低温固定的样品放入高真空的镜筒中进行直接

观察，因此快速冷冻和低温样品台技术解决了含水生物样品的保存和观察两大难题。利用

这些技术，我们能够直接观察生物学样品的纳米分辨率天然结构和动态变化，如高尔基

体[61]、线粒体[62]和核糖体[63,64]等细胞器的三维结构、T5噬菌体将 DNA释放到宿主细胞中的

过程[65]等。

生物样品的快速冷冻是一门特殊的技术[66]，如果处理不得当将会导致样品结构的破坏

和冰晶的产生等严重问题。按照冷冻方法进行分类，其包括浸入式快速冷冻、喷射快速冷

冻、金属镜面快速冷冻及高压快速冷冻，对于生物大分子复合体等纳米尺度样品的研究，

主要采用浸入式快速冷冻 渊cryo-plunge冤 的方法———将含有生物大分子样品的溶液分散在

含有微孔的碳支持膜上，利用滤纸吸附 渊blotting冤 多余的液体使得支持膜表面形成一层非
常薄的溶液，然后将其以非常快的速度送入被液氮冷却的液态乙烷中，液态乙烷的高热容

保证了样品温度快速下降并防止冰晶的产生 渊图 4冤。过去人们通过自制的装置来实现浸入
式快速冷冻，只有经验丰富的实验员才能够根据环境温度和湿度恰当掌握吸附强度和吸附

时间，制备出适合电镜观察的低温样品；近两年来，随着该技术的广泛应用，一些商用的

自动化快速冷冻装置得到推广，如 FEI公司的 Vitrobot和 Gatan公司的 CP3等 渊图 4冤。利
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用 Vitrobot，研究人员可以精确控制环境温度和湿度，实现严格可控的吸附强度和吸附时

间，这大大增加了低温样品制备的成功率和可充分性，学生经过简单的培训就可以利用这

些自动化装置制备出高质量的样品；相对于 Vitrbot，CP3提供了一个半自动的解决方案，

虽然不能精确控制环境温度和湿度，但其提供了更加灵活的吸附方式，在一些特殊样品的

制备上具有优势。

过去一段时间，研究人员通过装有液氮杜瓦瓶的低温样品杆将制备的低温样品送入电

镜中进行观察和数据采集，样品的低温通过镜筒外的杜瓦瓶得以维持，Gatan公司提供了适

合不同电镜型号和不同需要的精密低温样品杆，如 Gatan Cryo-Transfer 626和 CT3500等，

目前世界多数低温电镜实验室仍然在使用这些样品杆。使用这些样品杆存在的问题有：1)
样品装载过程比较复杂，并且一次只能装载 1个样品 渊多的可以 3个冤；2) 更换样品过程比
较复杂，并且容易产生冰污染；3) 杜瓦瓶中液氮需要人工加注，自动化程度不高；4) 样品
杆内部的不稳定热传导将产生机械漂移，影响高分辨率图像收集；5) 环境中空气的流动容
易通过杜瓦瓶振动传递给样品，影响高分辨率图像收集。针对这些问题，一些整合了低温

样品台的新型高性能透射电子显微镜被设计生产出来，如 JOEL公司的 JEM 3200FSC，FEI

公司的 Polara以及 FEI公司的 Titan Krios等，这些电镜能够实现一次多个样品的装载和液

氮的自动添注，样品直接固定在镜筒内，最大程度上减少了外界环境和温度传导对样品漂

移的影响。值得一提的是，FEI公司的 Titan Krios设计安装了一套完整的自动进样系统

渊autoloader system冤，一次可装入 12个冷冻样品，大大提高了实验的效率，且装载样品非

常方便，最大程度上减少了人为因素的影响并消除了冰晶的污染，当然这套全新的系统还

需要进一步进行优化改进，使其成熟完善。需要补充的是，以上所提到的低温样品杆和低

温样品台都是在液氮下工作的，实际上温度越低，样品耐受电子辐照剂量的阈值就越高，

根据这一想法，Fujiyoshi等[67]最先研制了可以在液氦下工作的低温样品台，并且将样品的

载入方式从侧插式改进成顶插式，进一步提高了样品台的稳定性，目前 FEI公司的 Polara、

Titan Krios与 JOEL公司的 JEM 3200FSC都可以提供液氦冷台的安装方案。目前的应用研

究证明，液氦冷台在利用电子晶体学研究膜蛋白二维晶体结构方面具有非常明显的优

势[13,68]；然而由于在液氦温度下出现的低衬度和电荷积累 渊charging冤 等问题，液氦冷台在
低温单颗粒分析和低温电子断层三维重构等方面没有表现出明显的技术优势，Jensen[69]研究

组通过比较认为在液氦温度下进行的低温电子断层三维重构结果反而不如在液氮温度下得

到的结果。

3.2 图像衬度的提高

低温电镜技术使得冷冻的含水生物样品可以在低温下进行观察和成像，由于没有进行

任何包埋保护，低温下的生物学样品耐受电子辐照的能力依然有限，一般在 20 e/魡2以下，

为了保持样品的天然结构，必须采用低剂量成像技术进一步控制辐照剂量。由于生物学样

品的弱电子散射能力和低剂量成像两方面原因，含水冷冻生物样品的成像衬度一般都很差，

通常采用增大欠焦量和加入物镜光阑的方法来提高图像衬度 渊注：为了保证获得样品的本
身天然结构信息，不能使用重金属染色的方法冤，但这两种方法都是以损失高分辨率结构信
息为代价。如何在保持高分辨率信息的前提下增加图像的衬度一直是低温电镜领域方法学
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研究的重点：长焦距物镜和高反差极靴 渊pole piece冤 的设计和使用让生物样品的图像衬度
大大提高；能量过滤成像技术可以屏蔽掉非弹性散射电子的影响，进一步提高图像衬度，

对于厚样品的观察非常有效；相位板 渊phase plate冤 技术将有望成为极大提高图像衬度的有
效方法，它通过改变物镜后焦面透射电子束或散射电子束的相位来显著提高生物样品的相

位衬度，同时提高了图像信噪比，相位板的实现可以用多种方法，如微孔薄膜相板、静电

场相板等，Nagayama研究组[70]在微孔薄膜相板 渊Zernike phase plate冤 的研究和应用方面做
了很多工作，最近他们研究小组利用该技术成功对高压冷冻的细胞样品进行了观察，在零

欠焦的情况下清楚地拍摄到细胞骨架结构[71]。

3.3 高分辨信息的获取

通过低温透射电子显微三维重构技术获取生物大分子的原子分辨率三维结构一直是结

构生物学家所梦寐以求的，而近年来仪器性能的不断提升使得人们看到了可能性。要得到

原子分辨率的三维结构，所拍摄的电子显微照片中必需包含高分辨率的信息，引起高分辨

率信息损失的因素有很多，包括电子束的时空相干性、电子光路的平行性、透镜系统的稳

定性、物镜球差系数和图像采集器的性能等方面。场发射电子枪 渊field emission gun，

FEG冤，特别是高亮度场发射电子枪的应用大大提高了电子束的时空相干性；单色器的使用
则增强了电子束的单色性，减少了物镜色差的影响；FEI公司的 Titan Krios上使用了三级

聚光镜，可在很大的照明范围内实现平行光路，并且该电镜上的透镜恒定功率技术

渊constant power冤 使得透镜系统的温度和电流更加稳定；球差校正器的应用将消除物镜球
差系数的影响，与相位板技术联合使用将有可能直接获取极限分辨率信息；在低剂量下成

像模式下，传统的 CCD相机所收集的图像信噪比较差，并且 CCD较差的点扩散函数严重

影响了高分辨信息的采集，因此 CCD是目前限制获得高分辨率结构信息的重要因素，这一

瓶颈将有望在未来几年内通过一种新型图像探测器———直接电子探测器 渊direct electron

detector，DED冤 的应用而被突破，该探测器无论从灵敏度、动态范围，还是读取速度上都
大大超过 CCD，更重要的是 DED没有 CCD所固有的点扩散效应，获取图像的分辨率大大

提高[72]。目前 FEI公司 渊http://investor.fei.com/releasedetail.cfm?ReleaseID=399045冤 和 Direct

Electron公司 渊http://www.directelectron.com/products.html冤 都推出了各自的 DED产品。

以上就样品天然结构的保存、图像衬度的提高和高分辨信息的获取三个方面综述了近

年来生物样品低温电子显微技术方面的发展。此外，一项新的电子显微技术———扫描透射

电子显微术 渊scanning transmission electron microscopy冤 近两年来也在生物学对象的研究
上表现出独特的优势，可以研究非常厚的生物样品的三维结构[73]，并且其点扫描的特点可

以实现动态聚焦，从而避免了样品倾斜时样品不同区域具有不同欠焦量的问题。在研究大

尺度样品 渊组织、多细胞生物冤 的三维结构时，具有样品在线加工功能的扫描电镜表现出
了用武之地，利用双束扫描电镜 渊dual beam SEM冤 上的离子束 渊FIB冤 对样品进行切片，
然后通过扫描电子束的背散射电子对样品切面进行成像[74]，这项技术可以获得微米级样品

的三维图像，对于神经细胞系统的研究非常有用。
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4 低温电镜原始数据收集与处理的自动化

4.1 单颗粒分析原始数据的自动化收集

如上所述，蛋白质等生物大分子样品固定在玻璃态冰层中，对电子束辐射非常敏感，

其原始图像数据的收集需要在低剂量 渊low dose冤 模式下进行，常用的电子剂量为 10～

30 e/魡2[75]，在该模式下的图像采集分为三步：首先在低倍 渊search模式，辐照剂量非常低冤
下寻找冰层厚度合适的区域；然后进行第二步操作———聚焦 渊focus模式冤，将放大倍数设
置为曝光时所需倍数或者更大，在选定曝光区域的 1～2 滋m附近的碳膜上确定正焦点；然

后设定合适的欠焦值 渊原1～原3 滋m冤 和曝光时间；最后完成第三步操作———曝光 渊exposure

模式冤，在选定区域进行曝光记录图像。由于整个过程中目标区域只经过一次电子束低剂量
照射，只有在成像后才能获知图像的质量以及所包含颗粒的数目和分布情况，因此要完成

单颗粒分析，必须收集大量的原始图像。Rosenthal和 Henderson[76,77]经过理论分析，认为单

颗粒三维重构的分辨率与所收集颗粒的数目有密切的联系，并且推测———要到达原子分辨

率，至少需要一百万个颗粒。目前的实验条件和计算机处理能力还无法满足这个要求，通

常需要处理的颗粒数目在几万个到十几万个，要收集如此大数目的颗粒，手动数据收集方

式将成为瓶颈，必须寻找有效的自动化收集方法。近五年来，单颗粒原始数据的自动化收

集技术得到很快发展，一方面适合于自动化数据收集的含有有序排列微筛的碳支持膜被开

发出来并实现了商业化，如 QuantifoilTM 渊http://www.quantifoil.com/冤 和 C-flatTM 渊http://

www.emsdiasum.com/microscopy/products/grids/cflat.aspx冤；另一方面若干单颗粒自动化数据
收集软件被开发出来并逐渐成熟，主要有 Leginon[78～80]，AutoEM[81]和 JADAS[82]等软件，这

些自动化软件能够自动识别成像区域，自动完成样品对中和自动对焦，经过一定的参数设

置后可以实现大量数据的自动化收集，一个典型的例子是 Scripps研究所的 Carragher研究

组[83]利用 Leginon系统在 25小时内自动完成了 284 742个分子伴侣 GroEL的低温单颗粒数

据收集工作，并且非常轻松地获得了好于 8魡分辨率的三维重构结果。
4.2 单颗粒三维重构的自动化颗粒挑选和图像处理流水线

单颗粒三维重构技术需要从原始图片中将蛋白质等生物大分子颗粒选取出来，手动挑

选数十万的颗粒是一项非常耗时费力的工作，因此自动化的颗粒挑选显得十分重要。到目

前为止，已经有很多颗粒自动挑选的软件 渊表 1冤，主要算法有基于模板的方法
渊template-based methods冤、基于边缘检测的方法 渊edge detection-based冤、灰度值比较的方
法 渊 intensity comparison冤、基于纹理的方法 渊 texture-based冤 和神经网络方法 渊neural

network冤 等[84,85]，识别率能够达到 80%～90%左右。在本研究组的协作下，中国科学院计算

技术研究所张法等人也发展了一套新的颗粒自动化挑选软件 Picker 渊待发表冤，目前的测试
表明优于其他相关软件。此外，针对过去只有专门经过训练的人才能进行单颗粒数据处理

的情况，Lander等[86]开发了一套单颗粒三维重构图像处理流水线系统 Appion，从欠焦量求

解与 CTF校正、颗粒自动化挑选、二维图像分析分类、初始模型构建到三维模型修正，实

现了全自动的数据处理，研究人员只需要一些简单的单颗粒分析知识，就通过网页完成整
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4.3 电子断层三维重构的自动化数据收集

电子断层成像时要在样品的特定部位连续收集上百张不同角度的照片，这就要求数据

收集必须在极低剂量下进行，否则样品将被电子束损伤。一般而言在进行数据收集时，先

在低倍下寻找样品，然后在高倍下样品周围的区域聚焦，最后在准备收集数据的区域曝光，

这样可以有效地减少辐射损失。电子断层数据收集存在许多实际问题：1冤 样品由一个角度
转向另一个角度时，由于机械原因，往往会有一定的偏移，在数据收集过程中要进行匹配

对中 渊alignment冤，所以实际在收集过程中必须额外拍摄一些用于匹配的图像，这势必造成
额外的剂量增加；2冤 由于样品和仪器本身的特点，电子断层只能收集到依70 度左右的数

据，在数据收集时应采用合理的策略以使所得的数据包括尽量多的信息，基于这样的考虑

产生了等角度、等斜率以及 saxton三种常用的收集策略；3冤 由于冷冻样品的成像衬度较
低，从高角度开始收集数据有可能无法找到样品，所以一般采用从 0度开始逐渐向高角度

收集数据，然后再退回 0度向反方向收集数据；4冤 在数据收集过程中，样品不同部位欠焦
量并不一致，甚至可能某些部位处于过焦而另一些区域处于正焦或欠焦，并且欠焦量也可

能随着角度的变化而不同；5冤 样品厚度也是影响电子断层数据收集的一个重要因素，厚样
品能够包含更丰富的结构信息，尤其是对一些较大的细胞器，但厚样品衬度不如薄样品好，

而且随着角度增大，衬度会越来越差，这为数据收集带来困难，重构分辨率也比薄样品低，

所以样品厚度要在两者之间权衡。针对这些实际问题，开发自动化的电子断层数据收集软

件就非常有必要，目前广泛使用的软件有 UCSF tomography[97]，TOM software toolbox[98]，

SerialEM [99]，Leginon [80]以及 FEI 公司的 Explor3D 等，这些自动化数据收集程序 渊如
Xplore3D[100～102]冤 能够利用最初几张图像的偏移算出整个数据收集过程中图像的偏移轨迹，
从而大大降低了额外增加的剂量对样品的损伤，并且能够比较精确地控制电镜和 CCD相

机，完成自动聚焦功能，能够实现多种收集策略和模式。

表 1 常用的自动挑颗粒的软件

Table 1 Common softwares for automatic particle selection

软件名称 算法及特点

TYSON[87] 局部平均，模板匹配，局部方差等三种

SLEUTH[88] 模式识别

FindEM[89] 基于模板匹配

SwarmPS[90] 互相关和边缘检测

DoG Picker[91] 高斯差分图像变换 (Difference of Gaussians)
Cyclops[92] 自动排除碳膜区域，基于旋转空间采样

SIGNATURE[93] 基于模板，分等级筛选 (hierarchical screening)
ETHAN[94] 以及灰度值强度比较，适用于球形颗粒

Xmipp[95] 机器学习技术

SPIDER[96] 基于模板匹配，局部标准化相关系数算法

个数据处理流程，这是将单颗粒三维重构技术推向自动化的一个有益的尝试。
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5 高性能计算在数据处理中的应用

自动化数据收集系统的成功应用使得电镜三维重构的数据规模急剧增大，但要获得较

高分辨率的电镜结构，除了样品质量和仪器性能的提高，大规模的数据量是一个至关重要

必不可少的因素，这决定了电镜三维重构的计算量非常巨大。尽管上个世纪六七十年代三

维重构方法就已建立，但高性能计算一直是限制其广泛应用的一个瓶颈，只有随着近些年

高性能计算机的普遍应用，电镜三维重构才进入了一个全新的阶段，并且随着电镜自动化

数据收集技术的发展以及数据量的逐步增大，高性能计算在电镜三维重构的应用也会越来

越广泛[103]。

集群技术是传统高性能计算机发展的基础。目前，千万亿次 (Petaflops) 级别的高性能
计算集群正在融入到低温电镜三维重构计算等生命科学领域中。预计 100 Petaflops的系统

将于 2016年出现，而百亿亿次 (Exascale) 级别的高性能计算系统有可能于 2019年出现。

多核和众核技术的发展使得未来的集群系统将包含数百个至数百万个计算内核，这些技术

的发展将为超大规模的电镜三维重构计算带来更广阔的前景。另一方面，固态存储器

(SSD) 的应用使得数据存储速度大大提高，这将大大缓解电镜三维重构技术中的数据读写
压力，从而提高了计算机集群的整体性能。

近几年，GPU技术的发展，开辟了高性能并行计算的新纪元。2007年 Nvidia公司发布

基于 GPU 计算的编程语言 CUDA 1.0，引发了 GPU 通用计算的革命。不到三年的时间，

GPU技术已经取得了巨大的发展，目前专门用于计算的 Tesla C1060单块卡的单精度浮点

运算能力已经达到 1TFlops，相当于 25个高端 4核 CPU的运算能力总和。由于电镜三维重

构特别是电子断层三维重构的计算特点特别适合 GPU的并发处理模式，所以 GPU通用计

算有望在电镜结构生物学领域得到极其广泛的应用。

常见的并行计算方式有任务级 (多进程冤 并行、MPI、OpenMP、Pthreads以及 GPU等。

许多电镜三维重构程序目前是实现的任务级别的并行，如 BSOFT [104,105]、FREALIGN [27]、

IMOD[106,107]和 PRIISM/IVE[108]等。而 AUTO3DEM[30]、IMAGIC[28,29]、UCSF TOMOgraphy[97]等

则完全采用了 MPI并行方式。著名的单颗粒三维重构软件 EMAN[21,22]目前除了 GPU外，其

它几种并行手段都已实现，中国科学院计算技术研究所张佩衡、谭光明所带领的团队目前

正在完成 EMAN程序的 GPU移植工作，目前已经实现 3～4倍的加速比。SPIDER[23～25]和

IMIRS[26]程序则采用了 OpenMP和 MPI并行方式，但 SPIDER保留了任务级的并行方式，而

IMIRS程序没有。XMIPP[31]采用了 MPI和 pthreads方式。表 2例举了比较常用的电镜三维

重构软件的并行任务及并行方式。

GPU技术由于是近些年才发展起来的高性能计算手段，其应用相当有限，目前还没有

完全基于 GPU的十分成熟的重构软件发行。Castano-Diez等[109]在 2007年最先将 GPU通用

计算技术应用到电镜三维重构当中，将三维重构速度大大提高，其单块 NVIDIA

QuadroFX4500显卡的计算速度最高可达到 3.4 GHz Intel Xeon处理器的 80倍左右。
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表 2 三维重构常用程序极其并行方式[103]

Table 2 Common software packages and their HPC capabilities in cryoEM

程序包 方法 并行任务 并行方式

AUTO3DEM[30] 单颗粒 定取向；重构 MPI

BSOFT[104,105] 单颗粒 重构 任务级

电子断层 重构；滤波；分辨率估计 任务级

EMAN[21,22] 单颗粒 分类；定取向；重构；结构识别 任务级；MPI；
OpenMP；多线程

FREEALIGN[27] 单颗粒 定取向 任务级

IMAGIC[28,29] 单颗粒 定取向；重构 MPI

IMIRS[26] 单颗粒 定取向；重构 MPI；OpenMP

IMOD[106,107] 电子断层 CTF矫正；重构；滤波；
双轴数据合并

任务级

PRIISM/IVE[108] 电子断层 重构；双倾数据匹配 任务级；GPUs

SPIDER[23～25] 单颗粒 重构；定取向；模板匹配 OpenMP；MPI；任务级

电子断层 重构；模板匹配 OpenMP；任务级

UCSF TOMOGRAPHY[97] 电子断层 重构 MPI

XMIPP[31] 单颗粒 分类和匹配；定取向；重构 MPI；多线程

6 二维图像处理技术

6.1 衬度传递函数校正

透射电镜成像时，记录像是真实像经过了衬度传递函数 渊contrast transfer function，

CTF冤 [110]和包络衰减函数 渊envelope decay function，EDF冤 [111]的调制，再加上一些噪音

渊Noise冤[112]的结果。因此，观察到的生物大分子结构因子可以表示为：

Fobj(S)=F(S)窑CTF(s)窑E(s)垣Noise(s) (1)

其中 F(s)是真实结构因子，CTF(s)是电镜衬度传递函数，E(s)是包络衰减函数，Noise(s)

是噪音项。衬度传递函数调制了图像的相位信息，包络衰减函数引起高分辨结构信息的衰

减。在进行三维重构前，必须对图片进行衬度传递函数 (CTF) 校正，包络衰减函数校正
(B因子校正) 一般在重构后进行，细节不再赘述。能否得到高分辨率的重构结果，CTF校

正至关重要。由衬度传递函数可知，CTF校正的关键在于求到准确的欠焦值。一般重构软

件都自带有欠焦值估计和 CTF 校正程序，比较常用的程序有 CTFFIND3 [113]，ACE [114]和

CTFFIT[21]等。此外，在样品倾斜的情况下，所成图像在各处的欠焦值并不一样，需要求出

各个区域的局部欠焦值，目前 CTFTILT [113]、ACE [114]、TOMOCTF [115]、CTFPLTTER 和

CTFPHASEFLIP[116]等程序可以处理这种情况。

6.2 二维图像匹配

在单颗粒分析中，求解单颗粒二维投影的取向参数对于进行正确的三维重构是至关重

要的，而投影取向参数的求解主要是通过二维图像的匹配来完成的：通过旋转和平移尽可

能将两个颗粒图像进行相似性匹配，并计算相关系数 渊cross correlation coefficient冤，如果
相关系数超过某个域值，则认为这两个颗粒图像具有相同的取向参数；通常是将颗粒原始
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图像与三维模型的投影图像进行匹配分析，从而求解颗粒原始图像的取向参数。由于在二

维图像分类计算和三维重构模型修正过程中，需要进行大量的二维图像匹配计算，因此二

维图像匹配算法的优劣和快慢对于整个三维重构计算的影响巨大，经过多年研究，人们开

发了多种快速算法，包括 RPC 渊 re-sampling to polar coordinate) /PFT 渊 polar Fourier

transform)、SCF 渊self-correlation function) 和 FRM2D。RPC算法[117～119]是将图像在极坐标中

进行重新采样并且在极坐标中对角度进行傅立叶展开，基于傅立叶卷积理论，两张图片之

间的旋转关系可以通过一维快速傅立叶变换 渊FFT) 计算得出，但是计算相对平移量需要用
穷尽搜索的方法。SCF[120～122]算法叫做自相关函数法，这种算法的优点在于一个图片的自相

关函数具有平移不变性，因此对旋转量的搜索和对平移量的搜索可以分开进行，旋转角可

以用与 RPC/PFT相同的方法得到，平移量可以基于傅立叶卷积理论用二维快速傅立叶变换

渊2D FFT) 计算得到。在上述方法中，如果平移搜索被限制在一个小区域内，RPC是最为

精确且有效的方法，如果平移搜索范围较大，SCF方法更为有效[118]。2003年，Cong等[119]提

出了一种新的二维快速旋转匹配算法———FRM2D，这种算法拥有一个平移参量和两个旋转

参量，可以利用两个旋转自由度 渊degrees of freedom，DOF) 进行二维快速傅立叶变换
渊2D FFT)，避免了在一维线性空间中为了得到稳定的傅立叶卷积而进行的零值扩展 渊zero

padding) 能够显著提高计算速度，FRM2D算法已经整合到 EMAN软件包里。

6.3 二维图像分类

在单颗粒分析中，二维图像分类有两个重要的作用：一是对图像分类可以将具有相同

取向参数的原始颗粒图片进行求和平均，提高图像的信噪比和对比度，从而有利于下一步

更加准确的取向参数求解；二是生物大分子复合体往往具有多种构象，自动化挑选出来的

颗粒往往会掺杂一些“错误”和“损坏”的颗粒，对原始图像数据集进行有效的分类可以

剔除“不好”的颗粒，并且可以将多种复合体颗粒的构象进行分离和分析，这对于下一步

获得高分辨率的三维重构是至关重要的。利于计算机对二维图像进行分类就是对图像之间

进行相似度分析，对于单颗粒原始图片，其相似度的定义必须严格基于点对点的比较———

即计算两张图片的均方根 (root of mean square)，这又称作图片之间的欧氏距离；形象的
讲，可以将 N伊N大小的图片看作 N伊N维空间中的一个点，在这个空间中，相互临近的点可
以视作“相似”，因为这两个点之间的欧氏距离短。二维图像分类的算法常用的有两种———

基于参考的分类算法 ( reference based classification， RBC) 和无参考的分类算法
(reference-free classification，RFC)，RBC 算法是计算分类图片与参考图片之间的相似度，

而 RFC算法是对原始图片集进行统计分析，寻找该集合中基本元素和属性，并在此基础上

对集合中的图片进行分类。RFC算法主要基于多元变量分析技术[123]。由于 RBC算法存在模

板依赖性的问题，因此 RFC算法在理论上是最优的。然而在低信噪比情况下，RFC算法是

很难奏效的，故现在常用的算法还是 RBC算法[124～128]。近年来关于 RFC算法的研究有了一

些新的突破，如 Scheres 等 [129]提出了最大似然概率算法 渊maximum likelihood based

classification冤，用这种算法成功区分了核糖体的两种构象状态：结合三个 tRNA 的

unratcheted状态和结合一个 tRNA和一个 EF-G因子的 ratcheted状态。

547



ACTA BIOPHYSICA SINICA｜Vol.26 No.7｜Jul. 2010

生物物理学报 2010年 第 26卷 第 7期主编特约·综述 / Invited Review

6.4 多变量统计分析技术(multivariate statistical analysis，MSA)

MSA技术最早于 1980年被引入电镜三维重构领域[123]，现在已经成为许多程序的重要

组成部分[130]。利用 MSA技术，可以对原始图片 渊N伊N大小冤 集合进行统计分析，计算出
该集合的特征值和特征向量 渊特征图片冤 集，每一张原始图片可以分解为部分“显著”
渊特征值很大）特征向量的线性组合，由于“显著”特征向量的数目远远小于图片的 N伊N
大小，从而可以显著减少数据处理的空间维数，方便分析。目前常用的 MSA分析技术有两

种———对应分析 渊 correspondence analysis冤 方法和主成分分析 渊 principal component

analysis冤 方法。在用 MSA技术对原始图片集合进行处理后，就可以在维数较小的空间中

对各个图片进行相似度 渊欧氏距离冤 计算，并依据这些距离进行聚类分析，通常采用自动
分级上升归类算法 渊automatic hierarchical ascendant classification冤 对图片分类[131～133]。

7 三维重构算法

7.1 三维重构常用算法

目前三维重构算法有三种———傅立叶重构、加权背投影重构和代数重构。最早的三维

重构原理是 1917年 Randon提出的 randon变换，但是直接利用 randon变换重构是不现实

的，基于与 randon变换等价的中央截面定理进行的傅立叶重构是切实可行的方法 渊其原理
前面已经提到冤。后来出现了背投影相关的诸多算法，包括直接背投影 渊back projection，

BP冤、滤波背投影 渊 filtered back projection， FBP冤 和加权背投影 渊 weighted back

projection，WBP冤。背投影算法简单描述如下：三维物体某一点的密度等于通过该点所有射
线密度的总和，这些射线垂直于该物体的某个投影，射线上的密度值等于该射线交在该投

影上的点的密度值。背投影是一种非常有用而且快速的算法，但是它有一个严重的缺陷就

是容易产生假象———在实空间，该算法使得重构结果产生点扩散效果；在频谱空间中就是

低频区过采样而高频区采样不足，或者说该算法有自带的低通滤波特性。针对这个问题出

现了各种改进的算法，最直接的方式就是对重构结果进行点扩散函数的去卷积处理 渊对于
已知空间几何参数的样品，如果其投影角度等参数也已知的话，就可以计算出其理论上的

点扩展函数，但是实际情况是样品的空间几何参数是未知的冤；更常用的方法是对二维投影
图的傅里叶变换的不同频率进行加权处理，然后在实空间中进行反投影操作，这就是著名

的加权背投影算法。代数重构算法 渊algebraic reconstruction technique，ART冤 基于与傅立
叶重构、背投影算法截然不同的重构思想，是完全在实空间中进行的，其基本的出发点就

是建立三维物体中所有点的密度与投影图中所有点的密度之前的线性方程组，通过求解线

性方程组得到三维模型，使得该模型从各个方向的投影图像与实测二维投影图像尽量接近。

ART算法的重构过程可以这样来描述：建立一定重构条件下的初始模型，对初始模型从各

个方向进行投影 渊计算值，与真实的投影角度对应冤，然后比较计算投影图和真实投影图，
根据差值对模型进行修正，如此反复迭代得到最终重构结果，因此 ART算法也叫做代数迭

代算法。通常的代数迭代特指逐线迭代，其典型的迭代公式如下：

xk垣1

j =xk
j垣姿wij(p i原移N

j=1
wijx

k
j )/移N

j=1
wi

2 (2)
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式中，姿为松弛参数，wij代表像素值 xj对射线投影 p i的贡献。该迭代算法在校正过程

中只考虑一条射线的投影和该射线所经过的像素点, 更新原则为逐线校正，其收敛速度快，

但随机误差较大。在此基础上，Gilbert等提出了同步迭代算法 渊SIRT冤，其典型的迭代公式
如下：

xk垣1

j =xk
j垣 姿移M

j=1
wijx

k
j

移M

j=1

wij(p i原移N

j=1
wijx

k
j )移N

j=1
wij

(3)

迭代过程中，每个像素点的更新都用到所经过该点的射线，所以 SIRT 的校正过程为

逐点校正，收敛速度极慢，但该算法能有效抑制单条射线引入的随机误差，在数据不完整

或误差较大时，该算法是所有重构技术中性能最优的。

7.2 柱坐标与球坐标下的傅立叶三维重构

在对具有二十面体对称性的病毒结构进行三维重构计算中，二十面体对称性的特点可

以被有效利用。传统的二十面体三维重构算法是由 Crowther教授提出的，其基本原理是将

傅立叶从直角坐标下变换到柱坐标下进行，这个变换就是著名的傅立叶 - 柱贝塞尔变

换[110,134]。在柱坐标下，被选做 z 轴的二十面体五次旋转轴可以被有效利用，然而二十面体
的三次和二次旋转轴的特性没有充分发挥出来，因此湘潭大学的刘洪荣和杨奇斌等将三维

重构过程放到球坐标中进行，用二十面体对称性匹配函数替代传统算法中的指数函对傅立

叶空间进行内插，变传统的傅立叶 -柱贝塞尔变换为傅立叶 -球贝塞变换，在此基础上，他

们提出了一种基于球坐标的二十面体三维重构算法 ISAF[135]，从测试数据上来看，相对于

Crowther等的传统算法，ISAF能够显著抑制噪声并提高重构分辨率。在本研究组的合作

下，中国科学院计算技术研究所的王功明和张法等目前也独立完成了 ISAF的算法实现，并

在刘洪荣的算法基础上做了大量改进，计算速度大大加快 渊待发表冤。
7.3 缺失椎问题

在单颗粒分析当中，如果大分子颗粒的取向分布不均匀，具有明显的取向优势，或者

在电子断层三维重构当中，只能收集从原70～垣70度的数据，以上两种情况都会导致一个相

同的问题———进行三维重构时，傅立叶空间中的点不能被完全填充，产生了信息缺失。这

种信息缺失会导致单颗粒三维重构得到不正确的模型，以致电子断层三维重构的结果表现

出各向异性。它在电子断层三维重构中叫做缺失椎 (missing cone) 或者缺失锲 (missing

wedge)，通过收集双轴旋转的数据可以在一定程度上弥补这个问题，但不能完全消除。对
于大分子颗粒的单颗粒分析，用传统的办法很难解决其取向优势问题，需要使用 RCT

(random-conical tilt) 的办法收集数据[136]：倾斜样品至 45～60度，采集第一张图片，然后在

0度采集同一位置的第二张图片，分别挑出水平和倾斜时图片中的颗粒，并一一对应，利

用水平图片中的颗粒进行图像匹配分类并求解取向参数，然后利用倾斜图片中的颗粒进行

三维重构。RCT方法常用于获得正确的初始模型，但在取向优势严重的情况下，也存在做

缺失椎问题。现在可以利用电子断层三维重构技术结合三维图像分类平均技术来替代 RCT

方法获得准确度更高的初始模型。
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8 三维图像分子识别尧 分类与平均技术
电镜三维密度图的分子识别、分类与平均技术是进一步拓展电子断层技术应用范围与

提高重构分辨率的强大手段。这些手段的成功应用弥补了活体细胞或细胞器三维结构与离

体的生物分子高分辨率结构之间的沟壑，使人们能够获得生物大分子复合体在细胞内部的

天然结构。

分子识别技术主要借鉴了工程学上诸多模式识别的方法，其中比较常用的是交互相关

法 渊cross-correlation techniques冤。这种方法通常需要模板才能完成，一般来说模板来自于
其他手段 渊如 X射线晶体学和单颗粒三维重构冤 获得的较高分辨率的三维结构；在没有任
何已知高分辨结构时，也可以用电子断层三维重构得到的密度图中生物大分子颗粒作为模

板进行识别。由于电子断层数据分辨率较低、图像噪音大、并且具有各向异性，这三维分

子识别带来诸多困难。2002年，Baumeister研究小组 [137]发表了基于模板的相关识别算法，

成功区分了囊泡内的不同组分复合物，证明了这种方法的可行性；同年该研究组还报道了

真核细胞 Dictyostelium的电子断层三维结构，观察到生物大分子在细胞内的复杂网络构架，
并对核糖体和 26S蛋白酶体进行了原位识别[40]。

对电子断层三维图像进行分类分析，最普通的方法就是对单颗粒三维重构中二维图像

多元统计分析的拓展[138,139]，但这类方法都是在实空间中进行处理，无法考虑缺失锥的问题。

近年不断有文章报道针对缺失锥问题而设计的三维图像分类方法：Frangakis等[137]采用了将

相关函数值限制在非缺失锥区域的方法，以此来减少缺失锥造成的匹配错误；Forster[140,141]和

Schmid等[142]在后来报道的方法中采用了类似的处理手段。但这些方法都是采用穷尽搜索的

方法，非常耗时。Bartesaghi等[143]在 2008年报道了基于谐波分析的分类方法，使得分类速

度大大提高，同时他们采用了一种迭代匹配的方法，这是一种无参照 渊reference-free冤 的分
类算法。无参照的分类方法由于能够直接从重构结果中得到不同结构的生物分子或同一分

子的不同构象，所以在三维密度的分类问题上具有重要意义。

对成功识别和分类的三维密度进行同类颗粒的密度平均可以有效的提高重构分辨率。

密度平均可以在实空间或傅里叶空间中进行，在傅立叶空间可以有效处理缺失楔问题。

2003年 Grunewald等[144]获得单纯疱疹病毒 渊herpes simplex virus冤 电子断层结构并利用三
维密度平均的技术对核蛋白壳 渊nucleocapsid冤 进行计算处理，极大的提高了重构分辨率，
保证了结构分析的可靠性。Forster等[140]发展了一种迭代三维平均算法并考虑缺失楔，利用

此方法他们获得了小鼠白血病逆转录酶病毒 渊moloney murine leukemia retrovirus冤 包膜蛋
白 渊envelope protein冤 三聚体复合物 2.7 nm分辨率的三维结构。生物物理所朱平研究员[145]

2006 年利用电子断层和三维平均技术获得 AIDS 病毒包膜糖蛋白突起 渊 envelope

glycoprotein spikes冤 的三维结构及其分布。
随着电子断层技术的发展，三维密度的分子识别、分类和平均等技术将获得更广泛的

应用和推广。
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9 三维密度图的后处理与分析技术

9.1 滤波技术

由于电镜图像在数据收集时剂量很低、三维重构过程中参数计算存在误差、电子断层

数据信息不全等原因，最终的三维重构图像具有非常大的噪音，这些噪音可以通过滤波的

方法得到抑制。一般来说，滤波可以在重构前或重构后进行。重构前滤波处理是针对二维

投影图的，比如在挑颗粒前对图像进行滤波处理可以降低噪音、增加图像对比度、减少出

错几率[146]。对重构后的三维图像进行适当的滤波处理是非常重要的，常用的滤波技术有均

值滤波、中值滤波、高斯平滑、高通和低通滤波、各向异性滤波、双边滤波以及小波滤波

等[147～150]。非线性各向异性滤波综合了噪音抑制和边界增强两种优势，在电子断层三维重构

图的后期处理中得到广泛应用。

9.2 振幅校正技术

在电镜成像过程中，样品的结构因子被衬度传递函数调制，重构时需要校正。上面讲

到的 CTF校正仅仅完成了原始图像的结构因子相位校正，最终的三维重构模型由于高分辨

率处的结构因子振幅严重衰减，导致高分辨率细节信息无法凸显，因此必须对三维重构模

型进行振幅校正。一种有效的方法是：根据 X射线小角散射实验或者基于同源结构模型的

理论计算所获得的结构振幅对不同分辨率壳层的分布曲线对三维重构结果进行振幅校

正 [151]；另外一种办法是 Rosenthal 等 [76,152]提出的温度因子校正法，他们开发的程序

EM-BFACTOR可以直接根据三维重构密度图计算出合适的负温度因子，并用该负温度因子

来调制结构因子在高频的振幅信息，以达到锐化三维重构密度图的目的。

9.3 密度分割与显示技术

电镜三维重构得到的密度图是一个整体，如何有效地将这个整体的每一个部分准确地

分割出来历来都是研究人员关心的问题。密度分割有手动和自动两种方式。IMOD程序[107]

采用了手动建模的分割方式，这种方式的最大优势是用户可以凭借先验知识对电子断层得

到的密度图通过肉眼来识别和区分不同的细胞器或细胞器不同组成部分。Chimera是 UCSF

开发的一个功能强大的三维重构密度图可视化和分析软件包[153,154]，该软件提供了非常方便

的三维密度图手动分割功能。在本研究组的指导协作下，中国科学院网络中心的单桂华、

刘俊等设计了针对电镜三维重构密度的可视化和分析程序 渊VAT4M冤，尤其是实现了针对
病毒二十面体对称性结构的自动密度分割 渊待发表冤。

对电镜三维重构得到的密度进行有效显示对于研究人员分析生物分子的结构特征和相

互作用关系至关重要。显示分为体绘制和面绘制：面绘制只描绘三维密度在特定值下的等

势面，并不关心整个物体的密度分布情况；而体绘制则要在显示时考虑整个物体各个部分

的密度信息，计算比较耗时。Chimera是一款比较常用的面绘制的显示软件。VAT4M除了

能够实现类似于 Chimera的面绘制功能以外，还整合了最新的体绘制技术[155～157]，本研究组

和中国科学院网络中心利用 VAT4M软件对兔出血症病毒的低温单颗粒三维重构图进行绘

制和分析，相关效果图作为 Protein & Cell杂志的创刊封面被发表[158]。
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10 基于三维重构密度图的结构建模

生物大分子的晶体结构只能反映其在特定环境下的一种稳定构象，其多种功能态的构

象很难通过晶体学方法获得，这一点可以被电镜三维重构技术所弥补，然而电镜三维重构

得到的三维结构目前还难以达到原子分辨率，直接通过三维密度来分析复合体的组织方式、

各亚基之间相互作用模式、不同功能态之间的构象变化等还比较困难。同源建模与分子动

力学在没有实验数据约束的情况下可以得到生物大分子的原子模型及其构象变化，但由于

理论模型的局限、计算能力的有限，所得到的模型在没有实验数据辅助的情况下，往往不

是非常令人信服。最近几年，将高分辨晶体结构 渊或 NMR结构冤、电镜三维重构密度图和
计算生物手段相结合的建模方法被发展出来，这些方法以高分辨原子结构为基础，同时以

电镜密度图为约束，保证了所搭建的原子模型的可靠性，极大地拓展了人们从电镜密度图

中所能获取的信息。

Gao等[159,160]发展了一种实空间修正的结构建模方法，该方法以结构修正程序 RsRef[161]和

TNT[162]为基础来实现基于电镜密度图的原子模型修正，通过交互相关系数、R因子以及密

度残差来评价实空间修正的结果；利用这种方法，Gao等对大肠杆菌核糖体电镜密度图进

行结构建模，发现了核糖体翻译过程不同功能态之间类似齿轮运动的结构变化，揭示了核

糖体蛋白在翻译过程中帮助核糖体运动的重要作用[159]。Wriggers等[163]于 1999年发表了将高

分辨晶体结构拟合到较低分辨率电镜密度图的 Situs程序，之后他们利用 Normal mode方

法[164]又进一步将程序改进，以修正与电镜密度有偏离的原子结构模型。Tama等[165]于 2004

年在 Normal mode 基础上进行改进，将生物分子看作一个可塑弹性网络 渊deformable

elastic network，DEN冤 以实现基于低分辨电镜密度图的较精确的原子结构模建，他们发现
这种方法可以应用到多尺度分辨率的结构模型中而不失其准确性。Schroder等[166]又于 2007

年报道了一种了将可塑弹性网络模型与几何构象采样算法 渊geometry-based conformational

sampling algorithm冤 结合的实空间修正方法。Chiu研究小组[167]利用 Schroder等的程序 DirX

构建了二型分子伴侣 Mm-cpn 4.3魡电镜结构的原子模型，这是目前中等对称性样品最高分
辨率的电镜模型。将结构预测和电镜密度结合建模也是一种十分有效的方法：

Velazquez-Muriel 等将蛋白超家族在结构进化上的信息利用到基于密度图的结构建模上；

Baker研究小组[168]利用其开发的结构预测软件 Rosetta，在电镜密度图约束下进行建模，对

4魡～10魡分辨率的电镜密度图能够得到比较精确的原子模型。另一类基于电镜密度的建模
方法是与分子动力学结合：这类方法中比较典型的是 Modeller程序[169]以及 Trabuco等开发

的 MDFF程序[170,171]。最近，Zhu等[172]报道了与同源建模和多尺度结构修正结相结合的电镜

密度建模方法 渊electron microscopy-iterative modular optimization，EM-IMO冤，这个方法允
许用户自己根据观察结果设置修正参数，大大加速了结构修正速度。

以上就是对电镜三维重构技术当前发展和前沿的总结，可以看出无论在样品制备、仪

器性能和数据收集处理自动化水平，还是在图像处理技术、计算规模和能力以及重构结果

分析处理技术上，电镜三维重构技术在近年来取得了重大进展，在生命科学研究领域进行

了大量而重要的应用。非常明显，获取高分辨率 渊原子分辨率冤 的三维结构是电镜三维重
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The technology combining cryo-electron microscopy and three-dimensional reconstruction could be
simply called electron microscopy 3D reconstruction and this technology has been developed quickly and
applied widely in life science research recently. Here we gave a brief introduction of 3D reconstruction
electron microscopy and then reviewed its current development and frontier such as high resolution electron
microscopy 3D reconstruction, improved performance and innovation of electron microscopes, automatic data
collection and processing pipeline, application of high performance computing technology, new progress on
2D/3D image processing techniques, structure modeling based on electron microscopy maps and etc. Finally,
we concluded the perspective of electron microscopy 3D reconstruction.

Electron microscopy; 3D reconstruction; Automation; High performance computing; Imaging
processing; Structure modeling
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