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摘要摘要 2017年诺贝尔化学奖授予Jacques Dubochet，Joachim Frank和Richard Henderson 3位科学家，以表彰他们在发展利

用冷冻电子显微学技术解析溶液中生物大分子高分辨率结构方面做出的开创性贡献。本文评述冷冻电子显微学的发展历程、生

物大分子三维重构技术的发展、最近导致冷冻电子显微学迅速崛起的技术突破以及该技术未来的发展趋势。
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2017年 10月 4日，诺贝尔化学奖评奖委员会宣布，将

2017年的诺贝尔化学奖授予3位科学家，表彰他们在发展利

用冷冻电子显微学技术解析溶液中生物大分子高分辨率结

构方面做出的开创性贡献。这3位科学家分别是瑞士洛桑大

学教授 Jacques Dubochet，美国哥伦比亚大学教授 Joachim
Frank以及英国MRC分子生物学实验室教授Richard Hender⁃
son。

1 冷冻电子显微学的发展历程
“Seeing is believing”。自从列文虎克发明光学显微镜以

来，人类可以观察生命体的微观结构，并促成了一系列生物

学中的重要发现。现代生物学的研究对微观精细结构的观

察提出了更高的要求。这是因为，生物体的各种生命活动的

机制是由其组成成分之间的空间关系与变化情况决定的；对

于细胞及生物大分子结构的认识和理解能够让研究者们对

生命过程有更深层次的认知。因而，对细胞结构及生物大分

子的精细结构的揭示，已经成为现代生物学发展的本质需求

以及主要推动力。

光学显微镜受限于可见光波长的衍射极限，能够实现的

分辨率有限，主要在200 nm附近。过去十几年发展起来的超

高分辨率光学显微镜技术已经可以达到10 nm的分辨率，但

是仍然无法看到分子内的精细结构[1-2]。20世纪初，德国学者

H. Busch提出可以利用电子束在电磁场中的偏转性质进行成

像，1931年德国科学家Ernst Ruska（1986年度诺贝尔物理学

奖获得者）发明了透射电子显微镜，开辟了应用电子光源观

察微观世界精细结构的时代[3]。在透射电子显微镜中，电子

枪产生的电子在高压电场中被加速至亚光速并在高真空的

显微镜内部运动。根据高速运动的电子在磁场中发生偏转

的原理，透射电子显微镜中的一系列电磁透镜对电子进行汇

聚，并对穿透样品过程中与样品发生相互作用的电子进行聚

焦成像以及放大，最后在记录介质上形成样品放大几千倍至

几十万倍的图像，从而获得样品的精细结构信息。

应用透射电子显微镜观察生物样品需要克服3个技术难

点[4]：1）高真空的显微镜内部环境与生物样品在水化环境中

的矛盾；2）生物样品主要由轻元素组成，易于受到高能电子

的辐照损伤；3）生物样品的轻元素组成与电子的相互作用较

弱，导致成像的衬度低。在 20世纪中叶，生物学家开发了一

系列技术来绕过上述问题，通过对生物样品进行固定、包埋、

切片以及重金属染色等过程，使得应用透射电子显微镜观察

细胞精细结构成为可能，并因此发现了许多重要的细胞器，

如叶绿体、高尔基体、线粒体、核糖体、内质网、细胞膜、中心

体和细胞骨架等。但这样制备的生物样品都是处于脱水状

态的，是对附着于生物大分子表面的重金属染料成像，而不

是对生物大分子的直接成像，因此无法保持和获得生物样品

中的生物大分子高分辨率结构信息。

如何在透射电子显微镜内观察含水状态的生物样品并

获得高分辨率的结构信息，成为 20世纪 70年代部分科学家

试图努力解决的科学问题。Donald Parsons提出应用较低真

空的样品台保持一定的水分从而在透射电镜里观察生物样

品[5]。Richard Henderson与Nigel Unwin采用葡萄糖包埋技术

替代水分首次解析了细菌视紫红质蛋白二维晶体的7 Å分辨

率的三维结构[6]。Robert Glaeser与Kenneth Taylor发现将 cat⁃
alase蛋白的薄晶体冷冻在近液氮温度下，可以大大减少电子

的辐照损伤，保持了蛋白质的高分辨率结构信息[7]。Jacques
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Dubochet研究组根据Robert Glaeser实验室发现的原理对快

速冷冻水溶液的过程进行了深入的研究，发明了将含有生物

大分子的溶液迅速冷冻于液氮温度下的实用技术（图 1），并

首次在透射电子显微镜内观察到了快速冷冻在无序冰中的

病毒颗粒 [8- 9]。Jacques Dubochet发明的方法因为降温迅速

（~10000℃/s），可以将生物大分子在溶液中的结构状态迅速

固定；液氮温度下无序冰的蒸汽压远低于透射电子显微镜内

部的真空气压；液氮温度可以降低高能电子对生物大分子的

辐照损伤，因此，Dubochet方法解决了透射电子显微镜观察含

水生物样品的关键技术瓶颈。在透射电子显微镜中保持冷冻

样品的低温状态也是若干科学家努力解决的技术难题，其中

包括Richard Henderson在1990年代设计的采用Dewar罐保持

样品处于液氮温度下的冷冻样品杆[10]，Yoshinory Fujiyoshi发
明的直接对透射电镜中样品台进行低温冷却的技术[11]。后者

的技术甚至可以实现将样品的温度降低到液氦的温度下（绝

对温度-269.15℃）进行透射电子显微学观察，从而进一步降

低高能电子的辐照损伤[11-12]。这种利用低温制备样品及进行

透射电子显微镜观察的技术在过去的30年里日臻成熟，成为

现在普遍使用的冷冻电子显微学技术（简称“冷冻电镜”）。

2 生物大分子三维重构技术的发展
透射电子显微镜的成像是电子束穿透样品，将样品的三

维电势密度分布函数沿着电子束的传播方向投影至与传播

方向垂直的二维平面上。生物大分子的三维结构信息则隐

藏在分子沿不同角度的二维投影中。1968年，Aaron Klug
（1982年度诺贝尔化学奖获得者）发现了中心截面定理（图

2），提出了三维物体沿一个角度的二维投影的Fourier变换等

同于三维物体Fourier变换的一个与投影角度垂直方向的中

心截面[13]。因此如果可以确定一个分子结构多个不同角度二

维投影之间的相对空间关系，即可以在Fourier空间中获得多

个中心截面的叠加；当投影角度数目足够多时，即可以填满

Fourier三维空间，从而实现分子结构的三维重构（reconstruc⁃
tion）[13]。根据这一原理，利用透射电子显微镜采集生物样品

多个角度的放大电子显微图像，即可能在计算机里重构出它

的三维空间结构。

根据中心截面定理，具有螺旋对称的分子组装体系其单

张电子显微镜照片即包含了分子多个不同角度的二维投影，

因此可以利用螺旋对称性质重构出三维结构。Aaron Klug最
初就是对具有螺旋对称性的噬菌体杆状尾部电子显微镜照

片进行了三维重构，在随后的几年里又对具有螺旋对称性的

TMV、微管等应用电子显微学进行了三维重构[14-15]。Richard
Henderson与Nigel Unwin利用高度有序的二维晶体，通过获

得二维晶体的不同倾转角度的电子显微照片与电子衍射图，

首次实现了二维晶体的三维重构[6]。随后，Richard Henderson
致力于改进解析二维晶体的计算机软件算法和提高二维晶

体的冷冻电镜图像与衍射图谱质量，于1990年首次实现了应

用冷冻电子显微学解析蛋白质分子的原子分辨率结构，即细

菌视紫红质的3.2 Å分辨率三维重构[16]。Nigel Unwin则致力

于对乙酰胆碱受体所形成的螺旋排列管状晶体的结构进行

解析，并开发了一系列螺旋三维重构的算法，并最终解析出

了该蛋白的近原子分辨率三维结构[17]。具有正二十面体对称

性的病毒颗粒只需要较少的几个方向的投影照片，也可以利

用中心截面定理进行三维重构。图1 杜波谢的玻璃化方法示意

图2 中心截面定理示意
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对于绝大多数生物大分子，尤其是生物大分子复合体，

并不具备高对称性，也不容易形成螺旋对称性或二维晶体的

有序排列。这些分子在溶液中处于分散分布的状态，当制备

了电子显微镜样品后，各个分子以随机的取向分布在样品

中，称为单颗粒。Joachim Frank从20世纪70年代起，开始致

力于对这种状态的分子结构进行电子显微学解析，从而开发

了单颗粒三维重构算法。单颗粒重构的一个重要假设是分

散分布于溶液中的同一种生物大分子具有相似的结构，因此

它们的电子显微镜照片可以被认为是同一种三维结构的不

同角度的投影。因为生物大分子在样品中的包埋介质形成

的背景噪音，以及为了减少高能电子对样品的辐照损伤所采

用的很低电子剂量的成像条件导致信号很弱，生物大分子的

电子显微照片的信噪比很低，是不能用单颗粒的照片直接获

得可靠的三维重构的。Joachim Frank开创性地将统计学方

法引入到电子显微镜图像分析中，通过对多个单颗粒的图像

进行统计分析，并通过对正、加和平均等图像操作手段从多

个颗粒图像中提取信号，提高信噪比[18-21]。Joachim Frank以

及Marin van Heel各自领导的研究组又发展了一系列方法，

可以确认高信噪比的二维图像之间的空间投影关系从而获

得正确的三维重构（图 3）。这些方法包括等价线方法、随机

圆锥重构法、随机初始模型迭代收敛重构等方法 [22- 23]。

Joachim Frank组开发的软件 SPIDER以及Marin van Heel组
开发的软件 IMAGIC成为最早进行单颗粒三维重构的软件

包。从1986年 Joachim Frank组获得第一个50 Å分辨率的核

糖体的三维重构到2000年获得10 Å分辨率的核糖体三维重

构，单颗粒重构技术逐渐被冷冻电镜领域所接受。Steven
Ludtke开发了较为方便的图形操作界面EMAN，进一步推动

了单颗粒技术的应用 [24]。利用冷冻样品，Tony Crowther与
Alasdair Stevens等采用类似的单颗粒重构原理开始对正二十

面体病毒颗粒的冷冻电镜照片进行三维重构分析，在1996年
同时独立解析了乙肝病毒衣壳的亚纳米分辨率结构 [25- 26]。

Nikolaus Grigorieff，Z. Hong Zhou和Wah Chiu领导的研究组

分别在2008年解析了正二十面体病毒的原子分辨率结构，首

次证明了单颗粒技术可以作为完全独立的结构生物学手段

解析生物大分子复合体的原子模型[27-29]。

3 冷冻电镜硬件技术的革命性突破
冷冻电子显微镜的技术进步离不开显微镜本身硬件的

发展。在过去的几十年中，主要的透射电子显微镜厂家

（FEI、JEOL、Zeiss等）一直在努力提高冷冻电子显微镜的机

械及光学稳定性、自动化程度以及冷冻样品的特殊需求性能

等指标。不断改进的透射电子显微镜仪器为冷冻电子显微学

技术的发展提供了坚实的保障，也为革命性技术的诞生奠定

了良好的基础。冷冻电子显微镜的高分辨率图像采集设备的

技术革新是冷冻电镜过去10年来最重要硬件技术突破之一，

直接导致了冷冻电镜技术在分辨率水平上的迅速跃迁。

传统的电子显微学图像采集介质一直使用基于化学感

光的黑白底片，然后经过复杂的显影、定影等过程后使用专

门的扫描仪将电子显微照片数字化之后在计算机里进行图

像处理。从20个世纪末开始，CCD相机（电荷耦合元件，将高

能量的电子信号通过荧光板先转变为光信号，再将光信号通

过光纤传导至半导体芯片上转变为数字信号）开始被应用于

电子显微镜的图像采集系统[30]。相比于底片，CCD相机的一

个优势是可以实时获得数字化的电子显微图像，从而使得对

图像质量的评估以及样品采样的效率大大提升，并促成了初

步的冷冻电子显微学自动化软件的诞生（Leginon[31]，Seri⁃
alEM[32]，AutoEMation[33]等）。但是CCD的缺陷是其高分辨率

信息丢失严重，导致DQE（detective quantum efficiency，探测

量子效率）在图像高频区域的显著下降，比底片记录的数据

的质量差很多。

2005年，A. R. Faruqi和 Richard Henderson提出可以使

用基于CMOS（互补金属氧化物半导体）技术开发的直接电子

探测装置来提高电子显微镜图像采集设备的DQE[34]。2005
同年，第一个对电子直接进行探测成像的采集设备Direct De⁃
tection Device在美国San Diego实验室诞生，可以进行高速成

像，从而实现对样品的不间断连续采样[35]。2011和 2012年，

Nikolaus Grigorieff和 Bridget Carragher首次应用 Direct Elec⁃
tron公司生产的DDD相机拍摄了处于液氮温度下病毒冷冻图3 冷冻电镜单颗粒重构原理示意
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样品的电子显微电影，并发现在液氮温度下冷冻样品的漂移

现象可以通过对电影中不同帧之间的变化情况分析及后处

理来进行校正，从而极大地提高获取高质量图像的成功

率[36-37]。2013年，两篇工作独立地报道了应用直接电子探测

装置获得大分子复合体原子分辨率的三维重构[38-39]。在一个

工作中，英国MRC分子生物学实验室的Sjors Scheres和Rich⁃
ard Henderson研究组与FEI公司合作开发了Falcon相机，通

过拍摄连续电影及后续的图像处理，解析了核糖体的原子分

辨率结构。在另一个工作中，UCSF的David Agard和Yifan
Cheng研究组与 Lawrence Berkeley National Laboratory的 Pe⁃
ter Denes研究组协同美国的Gatan公司开发了K2相机，实现

了单电子计数成像技术，并通过拍摄连续电影及后续的图像

处理，解析了 20S蛋白酶体复合体的原子分辨率结构。2013
年 12月《Nature》上发表了Yifan Cheng研究组与David Julies
研究组应用最新型的 K2 相机对结构完全未知的膜蛋白

TRPV1利用冷冻电镜单颗粒三维重构技术解析出来的原子

模型，标志着冷冻电镜技术全面进入原子分辨率时代 [40-41]。

这些最新的研究成果同时应用了Sjors Scheres开发的基于概

率论的单颗粒三维重构分析算法及其程序Relion[42]。这种基

于概率论的单颗粒三维重构算法原理最早由耶鲁大学的

Frederick Sigworth教授于1998年提出[43]，由Sjors Scheres完善

并开发成为实用的图像处理软件，今天已经成为冷冻电镜单

颗粒结构解析的主流软件包。

如今，冷冻电镜单颗粒重构技术已经成为结构生物学的

主流方法，众多过去应用其它结构生物学手段无法解析的重

要生物大分子复合体的结构被解析出来，如剪接体 [44]、光系

统-捕光复合物超复合体[45]、呼吸链超复合体[46]和藻胆体[47]。

有越来越多的研究组利用冷冻电镜技术去尝试无对称性，低

分子量和柔型较大的生物大分子或复合体。目前能够利用

冷冻电镜技术解析的最高分辨率是1.8 Å（GDH）[48]，而能够成

功解析到近原子分辨率的最小生物分子是 64 kD的血红蛋

白[49]。

4 中国冷冻电镜的发展及现状
中国科学家从20世纪90年代开始从事冷冻电镜的研究

工作。其中，清华大学隋森芳领导的课题组在磷脂单层膜上

生长蛋白质的二维晶体，并利用透射电镜来研究这些蛋白的

结构以及它们与膜的相互作用。中国科学院生物物理研究

所的徐伟开始研究膜蛋白的二维晶体。中山大学的张景强

与湘潭大学的杨奇斌利用冷冻电镜技术解析病毒的结构。

材料科学领域的郭可信与李方华也开始开展冷冻电镜的研

究工作。这些研究组尝试着自己开发搭建相应的硬件和软

件工具来进行开创性的研究，并发表了若干篇全部在国内完

成的冷冻电镜研究论文，同时也培养出了中国第一批从事冷

冻电镜研究的青年学生。

自2000年以来，随着国家开始投入更多的资源升级电镜

设施，并加大科研经费的支持力度，一些经过良好训练的年

轻科学家回到中国，建立了一批冷冻电镜实验室，开始了他

们的独立研究工作。这些实验室分布在清华大学、北京大

学、中山大学、中国科技大学、浙江大学、上海科技大学、南开

大学、复旦大学、厦门大学、中国科学院生物物理研究所、北

京生命科学研究所、上海生物化学与细胞生物学研究所、上

海药物所等学术机构。中国冷冻电镜研究的群体逐渐成长、

成熟，高速的发展吸引了全世界科研界的关注。如今，中国

从事冷冻电镜开发与应用研究的课题组已经超过40个，形成

了近500人的中国冷冻电子显微学分会，在国内正在建设10
多个大型冷冻电镜平台设施，并在过去的几年中发表了几十

篇国际一流水平的科研成果，为世界瞩目。

5 冷冻电镜的技术难点与未来发展趋势
1）样品制备技术。样品制备已经成为冷冻电子显微学

结构解析的限速步骤。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。类似的，对于细胞结构研究来说，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。在过去的10多年

里，冷冻切片技术一直在稳步发展，至今已经成为相对成熟

的技术，但是对该技术的熟练掌握仍然需要长期的培训与实

践经验。最近发展起来的聚焦离子束减薄技术在未来可能

会对冷冻细胞样品的结构研究带来新的契机。

2）高分辨率结构的分析与建模。应用冷冻电子显微学

技术在过去的两年里所获得的近原子分辨率（4 Å埃以上）三

维结构的数目几乎超过了前面几十年所获得的高分辨率结

构数目之和。更多的在4~8 Å分辨率范围内的结构在很短时

间内被解析出来。不同的分辨率结构可以揭示出的结构细

节亦不同。而与晶体学手段不同，冷冻电子显微学单颗粒重

构无法通过对晶格衍射点的信号强弱来判断分辨率。如何

客观地对三维重构的结果进行检验、对结构解析分辨率进行

明确的确定是目前高分辨率冷冻电镜研究中的重要问题。

在此基础上，需要对不同分辨率水平的三维重构进行原子模

型的构建，从而实现在原子水平上对分子功能的解释。对于

分辨率在4 Å以内的三维重构基本可以应用X射线晶体学现

有的方法进行建模。对分辨率在4 Å以外的三维结构如何建

立较为可信的模型，则仍缺少相对成熟并被普遍接受的方

法。一些研究组正在利用同源建模、分子动力学模拟等手段

来进行这一分辨率水平的原子模型搭建的尝试。

3）构象不均一性的分析。冷冻电子显微学单颗粒结构

解析技术与晶体学技术的一个重要差异是不需要溶液中的

生物大分子形成高度有序的晶体排列，因而可以直接获得溶

液中的生物大分子结构。但生物大分子尤其是大分子复合

体本身的构象柔性因此没有被固定在晶体结构中。这些构

象柔性反映在电子显微图像中，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
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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。对这个问题的解决需要更多的新思路和新

算法。

4）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也出现了很多重要

的技术进步，主要是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。新的技术诸如球差矫正、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。目前，利用最新的电

子光学成像系统，物理学和材料科学研究者已经可以获得

0.5 Å的分辨率。随着对生物样品近原子分辨率结构解析能

力的逐渐普及，更高的分辨率必然成为冷冻电子显微学发展

的下一个目标。如何应用材料科学领域证明对超高分辨成

像卓有成效的电子显微学方法来提高生物样品的结构解析

分辨率，使所有冷冻电子显微学家面临着新的机遇和挑战。

此外，新的技术如电子显微镜相位板（phase-plate）的开发与

应用已经被证明对于利用单颗粒技术解析小分子量的蛋白

质结构以及利用电子断层扫描三维重构技术研究细胞结构

具有重大的促进作用[49]。该项技术很可能在未来几年里引起

冷冻电子显微学的另一次新的重大突破。

5）体内结构的研究。自从 20世纪中期建立以来，结构

生物学主要是通过对分离纯化至体外的生物大分子结构进

行解析。至今解析出来的多达 10万的生物大分子结构对于

理解生物学过程的分子机制发挥了重要的作用。但迄今为

止，科学家仍很难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。冷冻电子显微学尤其是三维断

层扫描重构的发展给我们提供了这样的契机。通过更稳定

的电子显微镜系统、更高效的数据采集装置、更强大的计算

机处理工具，三维断层扫描重构已经可以帮助我们对细胞内

的特定分子结构进行重构和统计分析，从而获得它们的高分

辨率结构[50]。如何对细胞中特定分子的标定则是目前冷冻电

子显微学细胞结构研究面临的一个主要技术问题。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。冷冻电镜未来将可能带给我

们更多的惊喜。
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Cryo-clectron microscopy: Commentary on the 2017 Nobel Prize in
Chemistry

AbstractAbstract The 2017 Nobel Prize for Chemistry was awarded to three scientists (Jacques Dubochet, Joachim Frank and Richard Henderson)
for developing cryo-electron microscopy for high-resolution structure determination of biomolecules in solutions. This commentary describes
the development of cryo-electron microscopy, three-dimensional reconstruction of macromolecules, major technology breakthroughs leading
to the recent uprising of cryo-electron microscopy, and the future perspective of the field.
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