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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，以表彰他们在开发用

于溶液中生物分子高分辨率结构测定的冷冻电镜技术方面的贡献。本文将简述这3位科学家的获奖工作，并展望冷冻电镜技术

的发展前景。

关键词关键词 2017年诺贝尔化学奖；冷冻电镜；生物大分子结构

2017年10月4日，瑞典皇家科学院宣布2017年度诺贝尔

化学奖授予对冷冻电镜技术发展做出原创性贡献的3位科学

家，他们分别是瑞士洛桑大学的退休荣誉教授 Jacques Dubo⁃
chet、美国哥伦比亚大学的 Joachim Frank教授和英国剑桥

MRC分子生物学实验室的Richard Henderson教授（图1）。

1 异军突起的冷冻电镜技术
结构决定功能，无论是宏观大到宇宙的天文，还是微观

小到细胞内部的生命，莫不如此。生命科学从宏观到微观，

即从器官、组织、细胞、细胞器到生物大分子等分子层面，其

研究内容无不涉及到结构和功能的关系，这也是诺贝尔奖持

续多次授予生物大分子结构解析的原因。X射线晶体学（X-

ray crystallography）、核磁共振（nuclear magnetic resonance，
NMR）和冷冻电镜（cryo-electron microscopy，Cryo-EM）三维

重构（three-dimensional reconstruction，3DEM）是结构生物学

的3大研究技术。X射线晶体学和核磁共振技术都有着先天

性的一些缺陷，比如，X射线晶体学技术要求必须将样品制作

为晶体，生物分子尤其是分子量大的生物分子结晶非常困

难，对溶液内样品使用的核磁共振技术对样品本身有限制，

它只能应用于相对较小的蛋白质。冷冻电镜技术有着其鲜

明的优点：不需要结晶，溶液样品通过快速冷冻方法包埋在

一层玻璃态冰中更接近于其生理状态，可同时获得多个状态

的结构，可研究其动态的结构，所需样品量极少。尽管如此，

长期以来，X射线晶体学技术占据着绝对的统治地位。冷冻

电镜技术一直是这 3大技术中最弱的一个，因其结构解析的

分辨率低，甚至有时被嘲笑为blobology（只能看见一堆轮廓的

技术），但一直在不停地进步着，结构解析分辨率逐渐提升，

直到最后一个障碍被成功突破——直接电子探测器开始被

用于记录电镜图像，从而产生了质的飞跃（图2）。2013年底，

加州大学旧金山分校程亦凡研究组和David Julius研究组合

作首次利用直接电子探测器K2相机和冷冻电镜单颗粒技术

解析了TRPV1膜蛋白 3.4 Å近原子分辨率结构[1-2]，一场冷冻

电镜技术掀起的结构生物学革命开始了，冷冻电镜技术迅速

取代X射线晶体学技术成为最重要的结构解析手段。

2 3位获奖者在这一领域的突出贡献
2013年之前，冷冻电镜单颗粒技术其实已经相当成熟，

图1 2017年诺贝尔化学奖得主，从左到右依次为

Jacques Dubochet、Joachim Frank和Richard Henderson
（图片来源：www.nobelprize.org）
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正所谓万事俱备，只欠东风，这也是为什么直接电子探测器

研发成功投入使用之后，短短 4年时间冷冻电镜技术的应用

就能迅速催生一系列重要的发现，以及诺贝尔奖如此快地青

睐冷冻电镜技术的原因。

冷冻电镜技术的进步是过去几十年众多科学家共同努

力的结果，这3位科学家的贡献尤为突出，诺贝尔奖颁给他们

自有其原因。

诺贝尔奖一向青睐原创的突破性技术，各种显微成像技

术也不例外。1953年荷兰科学家Frits Zernike因发明相衬显

微镜获得诺贝尔物理学奖。最近的一次则是 2014年 Eric
Betzig、Stefan W. Hell和William E. Moerner因开发超分辨率

荧光显微技术获得诺贝尔化学奖。电子显微镜技术与诺贝

尔奖也颇有渊源。1931 年德国科学家 Ernst Ruska 和 Max
Knoll制造了世界上第一台透射电镜，因其在电子光学领域的

基础性工作，Ruska和扫描隧道显微镜的研制者Gerd Binnig
及Heinrich Rohrer一起分享了 1986年度诺贝尔物理学奖。

准晶的发现也要归功于透射电镜。1982年，以色列科学家

Dan Shechtman在急冷的铝锰合金中发现 5次对称的电子衍

射花样，后来被证明为来自于急冷合成的二十面体准晶，他

也因这项工作获得了 2011年度诺贝尔化学奖。世界上仅有

美国Thermo Fisher Scientific（原FEI公司，生产基地在欧洲）、

日本电子（JEOL）和日本日立（Hitachi）等知名企业能够生产

商业化的透射电子显微镜（注：德国蔡司Zeiss在这场革命来

临的前夜于2013年退出透射电镜的制造领域）。电镜在材料

研究领域应用非常成功，比较容易获得原子分辨率的结构，

但在生物学领域的应用要明显落后于材料科学，原因在于电

镜必须在高真空下才能工作，而生物样品含有水分才会稳

定，水分的挥发会破坏其真空。因此传统的生物电镜采用负

染技术，即让重金属盐包被蛋白表面，然后脱水干燥制作成

适合在真空成像的样品。1968年，英国剑桥MRC分子生物

学实验室的Aaron Klug博士和其同事David DeRosier提出了

电镜三维重构原理，并用于解析负染的噬菌体病毒的结

构 [3]。Klug 博士因此荣获 1982年度诺贝尔化学奖。然而负

染的方法并不适合，不仅会导致样品分辨率降低，更重要的

是当生物分子失水后，它们的结构将坍塌，丧失自然结构特

征。因此，必须解决生物样品脱水失活的问题以及不耐电子

辐照损伤的问题。

加州大学伯克利分校 Lawence Berkeley国家实验室的

Robert Glaeser和他的学生Kenneth Taylor 于 1974年首次尝

试了将生物大分子过氧化氢酶的二维晶体进行冷冻并观察

到 3 Å的原子分辨率的电子衍射花样，说明通过冷冻的方法

可以维持含水样品的高真空以及有效降低辐照损伤对生物

样品精细结构的破坏[4]。通常的冷冻过程中，样品里的水会

结成冰晶，可能使样品结构发生改变。Jacques Dubochet系统

研究了冰在各种冷冻条件下的状态，1982年开发出真正成熟

可用的快速冷冻制样技术，使水在液态形式下固化，形成一

种玻璃态冰而不是冰晶来包埋样品[5-6]。他们一开始尝试用

液氮直接冷冻但不成功，最后是用乙烷代替液氮后才最终实

现，而乙烷本身则需要用液氮进行冷却，这种方法一直被后

来者沿用至今。这项工作标志着冷冻电镜技术真正的开始。

冷冻电镜技术主要包括 3种不同的方法：单颗粒分析

（single particle analysis），电子断层术（electron tomography），

电子晶体学（electron crystallography）。本次诺贝尔奖的颁发

主要还是源于单颗粒分析技术最近几年的广泛应用催生了

一系列重要发现。而 Joachim Frank则是当之无愧的单颗粒

分析技术鼻祖。1975年，Richard Henderson和Nigel Unwin提
出了电子晶体学方法，但是二维晶体非常难以获得 [7]。

Joachim Frank开发了更加普适的单颗粒方法。生物大分子

都是由轻元素构成，与高能电子相互作用较弱，同时还不耐

电子辐照，不能接受很高的剂量，因此图像的信噪比很低。

Joachim Frank提出可基于各个分散的全同颗粒的二维投影

照片，经过分类对位（alignment）及平均来降低噪音，从而获

取准确取向，最终得到更高分辨率的三维立体图像[8]。他还

开发了冷冻电镜第一个单颗粒三维重构软件 SPIDER[9]。另

外 Joachim Frank将该方法应用于核糖体结构机理方面的研

究并作出了重要开创性工作，可惜囿于当时冷冻电镜结构解

析分辨率不够高，遗憾地与2009年授予核糖体结构解析的诺

贝尔化学奖失之交臂。此次因单颗粒分析方法获得诺贝尔

奖，终于没有再留下遗憾。

Richard Henderson是冷冻电镜技术的引领者，1975年首

次提出电子晶体学方法，用其获得细菌视紫红质 7 Å分辨率

的结构，并于 1990年推进到 3.5 Å[7,10]。首次证明了利用冷冻

电镜技术是可以获得原子级分辨率的，尽管只是二维晶体还

没有普适性。他 1995年从理论上预言冷冻电镜技术未来完

全有能力解析到原子级分辨率[11]，2004年进一步指出达到这

个目标需要克服的关键问题，一是提高图像的信噪比，二是

图2 冷冻电镜技术革命引起的分辨率进步

左：2013年前的分辨率；右：当前的分辨率

（图片来源：www.nobelprize.org）
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克服图像的漂移[12]。其理论分析为冷冻电镜技术的发展指明

了方向，其中一个最重要的方向是直接电子探测器的开发。

他还亲自参与了 Falcon直接电子探测器的研发。直接电子

探测器的引入，解决了他指出的问题。Richard Henderson还
独具慧眼，提携当时还不太知名的Sjors Scheres，将其引进至

MRC分子生物学实验室，后者开发的基于概率统计分析的三

维重构软件Relion能更有效地处理低信噪比的冷冻电镜图

像[13]。硬件与软件的快速发展，掀起了结构生物学的一场革

命。

3 位获奖者多次到中国进行交流访问，其中 Joachim
Frank和Richard Henderson和中国颇有渊源。Joachim Frank
实验室有许多华人学生和学者，为中国培养了不少该领域的

研究人员。北京大学的高宁教授2002—2006年跟随Frank攻
读博士学位，2006—2008年又在其实验室做博士后，随后回

到清华大学建立实验室，后于 2017年 4月转至北京大学工

作。清华大学雷建林 2000年 11月—2009年 2月在 Frank实

验室先后做博士后和副研究员（associate research scientist），

后回到清华大学协助建设国内首个顶级冷冻电镜平台，目前

任清华大学冷冻电镜平台总管（图3）。北京大学医学部教授

尹长城早年在剑桥MRC分子生物学实验室学习，其导师Ni⁃
gel Unwin和Richard Henderson一起发展了电子晶体学方法。

3 中国冷冻电镜领域发展现状
在这场冷冻电镜技术引起的结构生物学革命中，华人学

者也做出了重要贡献。从2008开始，在直接电子探测器问世

之前，美国Brandeis大学Nikolaus Grigorieff研究组的张兴博

士（后加入周正洪研究组），德克萨斯大学休斯敦医学院/加州

大学洛杉矶分校的周正洪教授和他实验室的余学奎、张兴博

士利用Kodak SO-163胶片或CCD相机解析了多个病毒近原

子级分辨率的结构，最高的分辨率达到3.3 Å，这是首批利用

单颗粒冷冻电镜技术重构出的生物大分子的原子结构[14-16]。

但是利用传统的胶片或CCD相机只有病毒等个别具有高对

称的生物大分子有可能利用单颗粒方法做到原子级分辨

率。2011年左右，一种全新的图像记录设备直接电子探测器

开始揭开其神秘的面纱 [17]。2013年初，程亦凡课题组（第一

作者李雪明博士）和英国MRC 分子生物学实验室的 Sjors
Scheres课题组（第一作者白晓晨博士）分别独立发表论文，证

明利用直接电子探测器并结合新的图像处理工具可以解析

生物大分子的原子分辨率结构[18-19]。2013年底加州大学旧金

山分校程亦凡研究组和David Julius研究组合作首次利用直

接电子探测器和冷冻电镜单颗粒技术解析了TRPV1膜蛋白

3.4 Å的结构，一夜之间直接掀起了这一场结构生物学革

命[1-2]。李雪明、张兴、余学奎博士分别回到清华大学、浙江大

学、中国科学院上海药物研究所组建独立实验室。

20世纪90年代中期，清华大学隋森芳教授、中山大学张

景强教授、中国科学院生物物理研究所徐伟研究员等人开始

利用冷冻电镜开展研究。隋森芳院士是中国冷冻电镜领域

的先驱，不仅利用冷冻电镜技术研究与生物膜相关的重要蛋

白质复合物的结构与功能做出了非常重要的工作，还培养了

一批冷冻电镜领域的优秀青年科学家，这些科学家各自建立

了独立的实验室，包括清华大学的王宏伟、上海科技大学的

沈庆涛、西安交通大学的武一、天津大学的米立志、美国Wad⁃
sworth中心的刘铮、NIH的江健森、西南医学中心的白晓晨和

普渡大学的畅磊福。

中国早期的冷冻电镜设备非常落后，2008年以前没有一

台场发射冷冻透射电镜。真正的发力开始于2008年，清华大

学率先订购亚洲第一台Titan Krios高端冷冻电镜，该仪器于

2009年3月到货，几个月后中国科学院生物物理研究所的Ti⁃
tan Krios也到货。其后，随着国家蛋白质科学研究基础设施的

启动，蛋白质科学研究（上海）设施以及清华大学分别在2013
年和 2015年第 4季度各有 1台和 2台Titan Krios电镜投入使

用。近年，随着冷冻电镜技术的革命，中国科学院生物物理研

究所、北京大学、浙江大学纷纷购置了Titan Krios电镜并投入

使用，更多的高校与科研机构也都已经或计划购置高端冷冻

电镜。截止到2017年11月，中国将共有各种型号的冷冻电镜

近50台，其中最高端的冷冻电镜约14台（含已到货暂未完成

安装的）。到 2018年年底，最高端冷冻电镜的数字将可能增

至近30台（表1）。
近年来，在冷冻电镜技术的应用方面，中国科学家取得

了优异的成绩。如，清华大学施一公研究组首次报道了通过

单颗粒冷冻电镜方法解析的酵母剪接体近原子分辨率的三

维结构，并阐述了剪接体对前体信使RNA执行剪接的基本工

作机理（图4）[20-21]；随后又陆续解析了酵母剪接体多个处于不

同状态的结构[22-27]；2017年施一公课题组又首次解析了人源

剪接体近原子分辨率的三维结构[28]。清华大学隋森芳课题组

获得了第一个完整藻胆体的近原子分辨率的三维结构，也是

迄今为止报道过的分辨率好于 4 Å的最大的蛋白复合体结

构[29]。清华大学颜宁课题组解析了一系列不同的离子通道的

冷冻电镜结构[30-36]。清华大学杨茂君课题组解析了一系列线

粒体呼吸链蛋白质复合物的结构[37-39]。中国科学院生物物理

图3 Joachim Frank（前排右二）、高宁（左上角）实验室

成员、雷建林2011年一起爬金山岭长城
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研究所朱平研究组和李国红研究组合作解析了30 nm染色质

左手双螺旋高清晰三维结构[40]。中国科学院生物物理研究所

柳振峰研究组、章新政研究组与常文瑞、李梅研究组合作，先

后报道了菠菜和豌豆光系统-捕光复合物的超级膜蛋白复合

体的高分辨率电镜结构[41-42]。中国科技大学的蔡刚课题组解

析了3.9 Å分辨率的ATR-ATRIP复合物的结构，该结构揭示

了ATR激酶活性在同源二聚体中活性抑制和激活的分子机

制[43]。

在冷冻电镜技术的开发方面，中国科学家也取得了一系

列成果。如，清华大学的王宏伟课题组和合作者首次提出并

使用过焦成像技术获得高分辨率蛋白质结构，是冷冻电镜成

像理论方面的新方法，同时此方法也为球差矫正技术和相位

板技术在生物冷冻电镜领域的应用提供了新思路[44]。清华大

学的李雪明课题组和合作者开发了基于深度学习技术的自

动挑颗粒软件DeepPicker、单颗粒重构软件Thunder以及单颗

粒、微晶衍射（MicroED）数据收集软件[45]。清华大学王佳伟和

其合作者开发了为高分辨率冷冻电镜三维重构密度图自动

建模的程序EMBuilder[46]。清华大学的雷建林在原有开发基

础上 [47]，发展了全新的高通量单颗粒自动化数据收集软件

AutoEMation 2.0并广泛使用[26-28,33,36,38-39,44]。中国科学院生物物

理研究所的孙飞和其合作者得出以下成果：1）提出了一种全

新的高真空光学冷台设计思想，自行研发了一套基于高真空

表1 中国300 KV Titan Krios冷冻透射电镜分布（截至2017年11月）

科研机构

清华大学

生物物理所

蛋白质科学研究（上海）设施

浙江大学

北京大学

上海药物所

上海科技大学

南方科技大学

复旦大学

四川大学

上海交通大学

中国科技大学

中山大学

哈尔滨工业大学

天津大学

山西高等创新研究院

Titan Krios电镜数目

3
2
1
1
1
1
1
2
2
>2
1
1
2
1
1
1
1
2

状态

已运行

已运行

已运行

已运行

已运行

安装中

安装中

待安装

待安装

计划采购

已订货

已订货

计划采购

计划采购

计划采购

计划采购

计划采购

计划采购

图4 酵母剪接体3.6 Å的三维结构[21]
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光学冷台的光电关联成像系统HOPE[48]；2）开发了连续超薄

切片扫描电镜成像AutoCUTS-SEM大尺度生物样品电镜三

维重构新技术[49]；3）提出了一种改进的冷冻聚焦离子束切割

方法[50]；4）开发了新型的电子断层三维重构新方法[51-53]。湖

南师范大学的刘红荣和其合作者提出了一种基于二维电子

显微图像重构对称失配生物大分子三维结构的新方法，首次

揭示了病毒内部基因组及其聚合酶的三维结构[54]。

华人科学家在这个领域的影响力越来越大，3DEM Gor⁃
don Research Conference是这个专业领域最重要的国际会议，

2016年的大会主席是加州大学旧金山分校程亦凡教授，2019
年将由清华大学王宏伟教授担任。首届Kuo KH Internation⁃
al Symposium on 3D Cryo-EM Molecular Imaging于 2008年由

清华大学承办，这也正式标志着中国冷冻电镜群体的快速崛

起。两年一度的该研讨会越来越成为该领域仅次于 3DEM
Gordon Research Conference的国际盛会，3位诺贝尔奖获得

者过去曾多次参加该会。下一届将于 2018年 8月在杭州举

行由浙江大学承办，Joachim Frank教授早就明确表示将参

加。2016年成立了中国生物物理学会冷冻电镜分会，到目前

为止，国内从事冷冻电镜相关工作的课题组约有50个，相信

今后几年会员数会迅速增长。

4 展望
2015年Nature Methods将冷冻电镜技术评为年度最受关

注的技术，2017年冷冻电镜技术获得诺贝尔化学奖实至名

归。今后，冷冻电镜单颗粒技术的应用必然会更加普及，对

于重要生物大分子的结构解析课题组之间的竞争将更加白

热化。冷冻电镜技术是一门交叉学科，相当多的本领域华人

科学家来自于物理和材料等领域也证明了这一点。本次颁

奖很多人笑言是物理学家为了解决生物学问题而获得了诺

贝尔化学奖。未来技术的发展需要生物、物理、化学、数学、

计算机、材料、工程等领域的科学家通力合作。冷冻电镜技

术在未来仍有许多重要技术问题尚待解决。如：1）如何获得

生物大分子结构在细胞乃至组织原位的更接近生理状态的

精细结构信息？2）如何获得生物大分子的动态结构信息？

3）超大规模数据的快速处理，这需要更好的数据处理软件和

计算机硬件的共同发展。4）如何进一步提高结构解析分辨

率，虽然相位板、能量过滤器、物镜球差矫正装置等新硬件设

备的开发应用进一步推进了冷冻电镜技术的极限，目前单颗

粒技术仍然难以获得好于2 Å分辨率的结构，除了需要更好

的算法外，相关的电镜和相机硬件设备需要更深入的开发应

用。5）如何将冷冻电镜技术与其它技术，如超分辨率荧光显

微技术、质谱技术、测序技术等有机整合。6）如何发展更加

成熟的MicroED技术。冷冻电镜领域目前人才缺口很大，冷

冻电镜技术在未来大有可为。
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Emerging technique-cryo-electron microscopy: Commentary on
the 2017 Nobel Prize for 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. In this paper their work on
the development of cryo-electron microscopy technique is briefly introduced and an outlook for the future development of this technique is
also presented.
KeywordsKeywords 2017 Nobel Prize for Chemistry; cryo-electron microscopy; structure of macromolecules
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