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基于冷冻电镜无倾转成像数据的
新型蛋白质原位结构解析方法*

赵明洁 曹端方 章新政**

（中国科学院生物物理研究所生物大分子重点实验室，北京 100101）

摘要 与体外纯化的蛋白质复合物相比，细胞内处于工作状态的蛋白质复合物往往更为完整，并且其三维结构处于完全生

理的构象，这对于理解蛋白质复合物在生命活动中发挥重要功能的结构基础尤为关键，也可以为药物设计等提供更精确的

靶点信息。直接在细胞内解析蛋白质复合物的三维结构也被称为蛋白质的细胞原位结构解析，而冷冻电镜电子断层重构技

术是原位结构解析的关键技术，但是电子断层重构技术的序列倾转数据采集通量低、数据处理较为繁琐，并且达到准原子

分辨率对样品有特殊要求，这些问题成为了限制原位结构解析分辨率和实际应用的瓶颈。近年来，一种基于单张无倾转数

据的蛋白质原位结构解析方法发展迅速，可以高通量地对细胞中的蛋白质复合物进行高分辨率结构解析，本综述将分析这

类方法的原理，讨论这个方法相较于传统断层重构方法的优缺点，并对蛋白质的细胞原位结构解析进行展望。希望可以通

过这篇综述，帮助结构生物学科研人员更好地选择合适的工具。
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近十年以来，冷冻电镜作为结构生物学的主要

工具之一得到了迅速发展，包括直接电子相

机［1-2］，能量过滤器等硬件的成熟应用，还有基于

最大似然法的自动化三维重构方法的建立［3-4］，使

得纯化蛋白质的单颗粒三维结构解析技术基本成

熟，实现了第一次冷冻电镜的分辨率革命［5］，许

多蛋白质三维重构分辨率已经到达2~3 Å，基本满

足蛋白质结构和功能的研究需求，同时也可以为药

物设计提供较为精确的靶点信息。另一方面，现阶

段，基于人工智能（artificial intelligence，AI）的

蛋白质结构预测软件发展迅速［6-7］，简单蛋白质的

三维结构预测较为精确，并已经具有一定的实用价

值。然而，蛋白质复合物的纯化会使得蛋白质离开

生理环境，纯化条件对于许多复合物来说并不友

好，常常导致蛋白质复合物亚基的丢失，或者复合

物之间失去相互作用。并且，和细胞内处于工作状

态的蛋白质复合物相比，纯化的蛋白质复合物通常

停止工作，因此其多种构象状态难以代表生理的、

实现其功能的动态过程。所以需要避免蛋白质的纯

化，直接在细胞内对蛋白质复合物的三维结构开展

解析。而基于AI的蛋白质结构预测软件的训练集

为纯化的蛋白质三维结构，对于复合物的构成和组

装以及动态多构象的预测在现阶段仍然难以实现，

因此还是需要通过实验手段在细胞内直接对蛋白质

复合物开展高分辨率的三维结构解析，这也被称为

蛋白质的原位结构解析。

实现蛋白质原位结构解析的主要方法是冷冻电

镜技术。传统的方案主要分为三步，首先运用聚焦

离子束减薄方法将通过高压冷冻或者投入式冷冻得

到的冷冻细胞减薄成~150 nm厚的薄片，减薄是为

了使300 kV加速电压的电子可以高效地穿透样品，

实现较高质量的冷冻电镜成像。第二步是在薄片上

找到感兴趣的区域，对其采集序列倾转数据，并进

行断层重构［8］。由于电子束对样品的辐照损伤，

完成断层重构的总电子计量在200 e-/Å2左右，其基

于信噪比的分辨率往往低于5 nm［9-10］。因此为了进

一步推进三维重构分辨率，需要第三步，在断层重

构中找出目标蛋白质复合物，提取出对应的成像数
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据 （sub-tomogram），对其进行对中 （alignment）

和平均操作，以进一步提升数据信噪比（signal-to-

noise ratio，SNR）和分辨率，该过程也被称为亚

单位平均［11-12］，可以将一些丰度较高、分子质量较

大的蛋白质复合物分辨率迅速推进至亚纳米，甚至

4 Å以内的准原子分辨率［13-14］。

上述流程自身存在一些问题，限制了蛋白质原

位结构解析的全面开展，同时也影响了三维重构分

辨率。首先，为了获得玻璃态冰，尺寸大于20 μm

的细胞或者组织样品通常需要高压冷冻，尽管不同

的课题组正在优化该流程［15-17］，但该流程依然复

杂，且容易失败。而投入式冷冻对于微栅上的细胞

或者亚细胞器的厚度要求比较严格，太厚或者太多

的细胞外缓冲液均容易导致晶体冰的生成。另外，

在切片过程中聚焦离子束对切片上下两个表面产生

损伤［18-21］，严格的定量分析发现［21］，这会对每个

表面~50 nm深度内造成无法忽略的损伤。即便通

过将Ga+离子源的加速电压从传统的 30 kV降低至

8 kV，该损伤深度依然达到~30 nm。因此，为了得

到蛋白质复合物的高质量成像，30 kV的Ga+离子

束切片需要将厚度控制在 120~150 nm 之间，而     

8 kV的Ga+离子束则可以进一步减薄到~90 nm。断

层重构方法可以大约在 5 nm分辨率下对冷冻细胞

切片进行三维重构和可视化，观察细胞器、膜结构

以及一些蛋白质复合物。然而，为了实现断层重

构，需要采集序列倾转数据，即在一个数据点上，

通过倾转样品台，对冷冻细胞切片上的目标位置进

行多次成像。相较于纯化蛋白质仅需一张无倾转成

像的单颗粒分析方法（~10 000张/24 h），序列倾转

数据的采集通量（50套/24 h）仅为其 1/200。现阶

段基于电子束平移的采集方式可以将序列倾转数据

的采集通量提升至~200套/24 h［22］，但是该方法的

速度提升依赖于冷冻细胞切片中感兴趣区域的面

积，例如，研究对象若为普遍存在于所有细胞质的

核糖体，则提升明显，若为细胞中丰度很低的中心

体，则基本无法提升通量。数据采集效率的低下，

使得断层重构常常需要数十天甚至更多的数据采集

时间才能将三维重构推进至准原子分辨率，这是单

一课题组难以实现的［23］。另外，序列倾转数据需

要将有限的电子剂量分配到数十张倾转成像中，导

致每一张曝光电子剂量极低，成像中的样品漂移难

以矫正，此外，断层重构的对中较为粗略，误差较

大，这些会非常严重地限制亚单位平均后的三维重

构分辨率。现阶段，亚单位平均可以借助多颗粒系

统对中等方案［23-24］有效减少上述蛋白质漂移和对

中造成的误差，极大地提升三维重构分辨率。然

而，该方案需要高丰度的均一蛋白质实现多颗粒系

统对中，而许多感兴趣蛋白质复合物所在区域并不

具备该条件，这个要求很大地限制了该方法的实际

应用。

针对断层重构中的数据采集通量极低，以及断

层重构中误差较大的问题，近年来发展了一种基于

无倾转冷冻电镜照片的蛋白质原位结构解析方法。

该方法无需采集繁琐的序列倾转数据，无需断层重

构，避免了传统基于断层重构的方法通量低、重构

误差大的问题，可以实现高通量、高分辨率的蛋白

质原位结构解析。这个方法的完整流程 isSPA （in 

situ Single-Particle like Analysis） 首 次 由 Cheng

等［25］在2020年提出，该方法考虑到原位数据生物

大分子密度叠合的特点，去优化模版匹配算法，通

过运用中等分辨率三维模型的模版匹配定位目标蛋

白质，并通过交叉验证和排序算法去除假阳性数

据，消除模型偏差问题［26-27］，实现对目标蛋白质复

合物在细胞原位近原子分辨率的三维重构。之后，

Lucas等［28］于 2021年也发展了一种基于无倾转冷

冻电镜照片的流程 2DTM （2D template matching）。

接下来将对其原理、适用场景、两种方法的原理差

异以及较断层重构的优缺点等展开介绍，并对蛋白

质原位结构解析的未来进行展望。

1　蛋白质在细胞原位或者纯化后的冷冻电

镜成像的差异

对于纯化的蛋白质，一般通过投入式冷冻的制

样方式将一定浓度的单一蛋白质包埋到厚度略大于

蛋白质直径的玻璃态冰中。在制样过程中，通过控

制蛋白质的浓度，使成像中蛋白质分布均匀，要求

蛋白质足够密，但是每个蛋白质的成像相互独立，

互不干扰，肉眼可见每一个蛋白质分子（图 1a）。

而在细胞中，蛋白质种类复杂，分布非常密集。将

冷冻细胞减薄成~150 nm的切片后，该厚度远大于

一般的蛋白质复合物尺寸，因此，对冷冻细胞切片

进行成像，其和纯化蛋白质的成像数据相比，最大

的差异是，几乎每一个蛋白质分子的成像都和其他

生物大分子的成像叠合在一起，肉眼难以区分蛋白

质（图1b）。

在冷冻电镜数据中，电子束对蛋白质样品的辐

照损伤导致可用于成像的总电子剂量有限（单张照

片一般低于60 e-/Å2）。类似于晚上拍摄曝光时间不
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够长的照片，光子剂量不足导致照片中有大量噪

音，从冷冻电镜获得的蛋白质成像中含有大量的噪

音，使得数据的信噪比很低。然而，在基于直接电

子探测相机电子计数算法得到的成像中［29］，由于

曝光剂量不足导致的散粒噪音近似为白噪音，在功

率谱中白噪音的振幅随着频率基本不变。图 2a是

一张冷冻电镜照片的功率谱，电子穿过样品时，被

样品散射，这些散射信号在电镜中传递会被衬度传

递函数（contrast transfer function，CTF）调制，因

此散射信号的功率谱会随着频率震荡。成像中每一

个像素的灰度都是由 CTF 调制的信号和白噪音两

部分组成，因此功率谱也由两部分组成，振幅随着

频率基本不变的白噪音以及振幅随着频率震荡的散

射信号。如果认为散射信号大部分由蛋白质散射导

致，那么数据的信噪比就是散射信号和白噪音之

比。由此计算的信噪比（图 2b）和一般认为冷冻

电镜成像数据信噪比很低不一样，基于频率的信噪

比在低频区域大于1，只有在中高频区域，数据的

Fig. 2　Signal characteristics of cryo-EM single particle data and in situ data
图2　冷冻电镜单颗粒数据和原位数据信号特点

（a）采用电子计数算法得到的冷冻电镜单颗粒数据的径向平均功率谱，阴影部分是散粒噪声，其功率随频率几乎不变。信号经由衬度传递

函数（contrast transfer function，CTF）调制后随频率震荡。（b）采用电子计数算法得到的冷冻电镜原位图像，其中的目标蛋白质和非目标

蛋白质的径向平均功率谱。图中底部黑色阴影区域为散粒噪声，红色阴影区域为非目标蛋白质信号，在原位图像目标蛋白质的探测中，它

作为一种蛋白质噪声，蓝色阴影区域合并上红色阴影区为目标蛋白质信号。（c）由图可知，单颗粒数据的信噪比（signal-to-noise ratio，

SNR）在低频处很高；但在原位数据中，非目标蛋白质的叠合大约为目标蛋白质的3倍时，得到的目标蛋白质原位数据SNR。

80 nm

(a)

80 nm

(b)

Fig. 1　Images of single particle data (a) and in situ data (b)
图1　单颗粒数据（a）和原位数据（b）的图像示例

（a）豌豆叶肉细胞提纯的C2S2M2蛋白单颗粒数据；（b）豌豆叶肉细胞提纯叶绿体后的切片数据直接成像。



赵明洁，等：基于冷冻电镜无倾转成像数据的新型蛋白质原位结构解析方法2024；51（10） ·2421·

信噪比才会远小于1。这是为什么对冷冻电镜数据

进行低通滤波后，去除掉低信噪比的中高频信号，

仅保留高信噪比的低频信号，就可以清晰地看清蛋

白质的轮廓。低频区域信噪比高的原因是原子对电

子的散射本身就是低频段散射强，而高频段散

射弱。

然而在冷冻细胞切片的成像数据中，蛋白质成

像相互叠合、相互干扰。对于期望重构的目标蛋白

质复合物，在计算信噪比时，将与目标成像叠合的

其他成像当做是噪音处理。因此，在原位冷冻电镜

数据中，目标蛋白质的成像是信号，其他叠合蛋白

质成像以及散粒噪音为噪音。与纯化蛋白质成像数

据的信噪比相比（图2c），该蛋白质的原位数据在

中低频的信噪比大幅下降，这也是为什么经过低通

滤波后，原位数据中还是看不见单个蛋白质的原

因。其本质原因是将叠合的非目标蛋白质当做噪音

时，和散粒噪音不同，其低频信号振幅很强，会显

著破坏目标蛋白质的低频信噪比。而非目标蛋白质

的高频信号则很弱，远低于散粒噪音，因此叠合蛋

白质成像时，其对目标蛋白质的中高频信号的信噪

比几乎不影响。

2　传统的冷冻电镜数据处理方法依赖于高

信噪比的低频信号

高信噪比的低频信号在冷冻电镜三维重构，包

括单颗粒分析以及断层重构的亚单位平均中都非常

重要。首先是颗粒挑选，无论是手动挑选，基于高

斯球或者模版匹配的自动挑选，还是基于深度学习

的自动挑选［30-33］，这些方法均依赖高信噪比的低频

信号。颗粒挑选最终提供蛋白质颗粒的中心信息，

而中心信息是基于迭代的二维/三维分类以及三维

结构优化的起点，是必需的。在似然函数中，低频

信号提供的蛋白质中心信息因为其准确率高，还被

当做先验信息，用于计算符合先验的概率［34］。另

外，当前的冷冻电镜三维重构包括单颗粒分析或者

断层重构亚单位平均，它们均依赖于一个基于初始

模型的迭代算法。迭代算法的基本工作原理是结构

优化（refinement）的早期仅用低频信号参与计算，

随着三维模型分辨率的缓步提升，慢慢地让更高频

率的信号参与计算。在上述迭代算法的计算初期，

单独使用低频信号可以得到正确结构的原因是低频

信号具有高信噪比，可以准确地展示出蛋白质中心

和轮廓信息。

因此，对于纯化的蛋白质，单颗粒冷冻制样的

要求之一，就是蛋白质在非晶冰中有一定的分散

度，使其在数据处理过程中（图3a），周围蛋白质

的信号尽量不干扰目标蛋白质。这也是单颗粒分析

这个名字的来由，即数据分析中只能包含一个蛋白

质颗粒的成像信息。而在细胞切片的二维成像数据

中，蛋白质成像相互叠合，无法做到互不干扰。因

此，运用断层重构，将叠合的蛋白质密度在三维重

构中分开，使其相互独立（图3b），恢复了低频数

据的信噪比。在断层重构中，单个蛋白质的三维信

号可以独立出来，用于颗粒挑选和迭代计算等。

除了蛋白质信号相互独立的纯化蛋白质的二维

成像数据和蛋白质信号相互干扰的细胞原位二维成

像数据以外，有些生物样品（例如含有刺突蛋白的

病毒颗粒［35-36］，嵌入在脂质体上的具有较明显可溶

(a) (b)

40 nm

Fig. 3　Extract particles from images
图3　从图像中拾取颗粒

（a）从二维单颗粒图像中提取的有代表性的颗粒，颗粒之间不叠合（只提取4个颗粒作为示意）；（b）从三维重构后的体中提取颗粒，颗粒

之间存在叠合，但从三维空间中可以把单个三维的蛋白质信号提取出来（仅提取个别颗粒作为示意）。
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结构域的膜蛋白［37-38］以及嵌入在线粒体膜上的线

粒体复合物［39］等）的成像数据中，蛋白质具有部

分叠合的性质，传统上是运用断层重构和亚单位平

均对这些蛋白质进行高分辨率结构解析。而上述蛋

白质有个特点，均为膜蛋白，并且具有较大的、特

征明显的可溶性结构域。这些可溶性结构域的侧视

图往往位于膜结构的一侧，可溶性结构域的成像相

对较为独立。因此，可以基于这些具有较为独立成

像信号的可溶性区域进行颗粒挑选并实现基于迭代

的计算，而无需断层重构的参与。

当成像数据相互叠合时，例如细胞原位的成

像，或者纯化蛋白质冷冻制样过于密集，绝大部分

蛋白质叠合时，不仅无法用肉眼或者低频信号区分

蛋白质，获得蛋白质的中心信息，而且从低频往高

频逐渐收敛的二维分类和三维分类也丧失作用，这

是由于仅仅由信噪比被破坏后的低频信号参与计

算，会得到错误的结果。这里，我们在细胞冷冻切

片的成像数据中已知一部分目标蛋白质（核糖体大

亚基和C2S2捕光复合物）的中心信息，将这些目标

蛋白质数据导出（extract），进行二维分类，可见

二维分类失效（图4）。

3　在低频信号被破坏的细胞切片无倾转二

维成像数据中直接进行三维重构

Cheng 等［40-41］建议冷冻电镜采集细胞切片无

倾转成像数据时，实际上需要倾转样品台一定角

度，这是由于聚焦离子束制备的切片一般和微栅平

面有10°左右的夹角，需要通过转动样品台以保证

聚焦离子束切片和电子束垂直，这样可以保证冷冻

电镜照片中对应切片的欠焦值变化最小，使得成像

具有较强的索恩环（Thon ring），以便于欠焦值的

测定和成像数据质量的判断。而 Elferich 等［42］和

Lucas 等［43］提出在样品台 0°倾转的情况下，对具

有一定倾斜角的切片直接采集数据的方案。

上面已经提到了在细胞切片的二维成像中，由

于目标蛋白质复合物的成像与细胞中其他生物大分

子的成像相互叠合，干扰了目标蛋白质复合物的低

频信号，无法观察获得其中心和轮廓信息。除了观

察以外，也可以运用基于关联函数的二维模版匹配

方法来尝试定位蛋白质。如图 5a所示，关联函数

谱的峰值被噪音覆盖。这是由于通过成像数据直接

计算关联函数谱时，冷冻电镜成像中低频信号所占

比例较高，而传统的关联函数计算过多的依赖于低

频信号，但低频信号被叠合密度破坏，这导致传统

的关联函数谱对密度叠合非常敏感，使得其在细胞

切片成像数据中对目标蛋白质的定位失效。

Cheng等［26］针对上述密度叠合的问题，发展

了新型关联函数。他们认为，尽管中低频信号由于

密度叠合导致信噪比下降明显，但是散粒噪音在中

449967 99.6%

99.6%

(a)

95.5%

(b)

Fig. 4　2D Classification results of ribosome (a) and C2S2 (b)
图4　核糖体（a）和C2S2（b）的二维分类结果

（a，b）两图分别代表酿酒酵母细胞核糖体（a）和豌豆叶肉细胞叶绿体（b）的C2S2蛋白，在已知正确坐标后提取颗粒并进行二维分类的结

果。两图左上角的数字代表二维分类后左上角那一类的颗粒分布比例。
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高频信号中依然是最为主要的噪音来源，中高频信

号随频率升高，信噪比迅速下降的特点无法忽略。

因此，在关联函数的计算中需要严格控制信噪比极

低的中高频信号的权重，因为过于依赖中高频信

号，会出现严重的模型依赖问题 （model bias 

problem）。因此，Cheng 等［26］基于原位数据的特

点，将叠合密度作为噪音，并兼顾散粒噪音，提出

了基于信噪比谱（目标蛋白质作为信号，考虑叠合

密度噪音和散粒噪音）的权重函数，作用于关联函

数，用于定位叠合密度中的目标蛋白质（图 5b）。

当该关联函数计算得到较高的相关系数时（超过特

定阈值），可以认为，在冷冻电镜照片的该位置上，

存在一个目标蛋白质，取向和二维模版的取向一

致。该方案在定位能力上有较为显著的提升，并且

在一定程度上限制了定位完全错误的假阳性数据。

另一方面，Cheng等［25-27］在运用新关联函数定

位了目标蛋白质后，即获得一个目标蛋白质数据

集，其中不仅包括正确的目标蛋白质颗粒的成像，

还含有错误的假阳性数据。可以看到，随着阈值的

减小，获得定位的目标蛋白质比例（recall）增高，

但同时假阳性数据的比例也迅速增高，从而目标蛋

白质占该阈值以上定位总数的比例（precision）降

低。无论是正确还是错误，目标蛋白质数据集中包

含了每一个数据点的中心和投影角度信息。将这些

信息输入到基于最大似然法的计算软件中，运用最

大似然函数，对每一个数据点进行无对中 （skip 

alignment）的三维分类。该三维分类过程可以认为

是借助最大似然函数对目标蛋白质数据集中的每一

个数据点进行打分，对数据点进行交叉验证，而交

叉验证过程可以大幅减少数据集中的假阳性数据比

例。需要指出的是，如果在三维分类中进行对中操

作，如前所述，由于迭代计算的初期更多地依赖于

低频信号，这使得基于最大似然函数的计算往往难

以收敛到正确的解上，因此，需要避免对中操作。

通过交叉验证尽量获得正确率高的目标蛋白质

数据集，之后可以在基于最大似然函数的三维重构

软件中对该数据集进行三维重构的迭代优化，并且

Cheng等［25，27］在迭代优化的过程中又添加了一步

排序过程（将在后面展开描述），进一步减少假阳

性数据。和上述三维分类类似的，通常基于迭代的

三维重构优化过程的初期更多地依赖低频信号，这

在蛋白质的原位成像数据中需要避免，因此我们放

入一个~10 Å的三维初始模型，通过设置，跳过全

局搜索步骤，直接开始局域搜索进行三维重构的优

化。而在原位数据中，蛋白质可以通过基于最大似

然法的局域搜索进行三维重构优化的原理是，叠合

在目标蛋白质上的生物大分子噪音的中高分辨率信

号满足高斯分布。因此，中高频率段的叠合密度噪

音和散粒噪音可以合并为一种高斯分布的噪音。

而 Lucas 等［28］发展了 2DTM，他们基于之前

发展的白化滤波（signal whitening）方案［44］，在传

统定位函数仅运用低频信号的基础上，引入中高频

信号参与关联函数的计算，并调低了低频信号在关

(a) (b)

Fig. 5　CCG without isSPA weighting (a) and with isSPA weighting (b)
图5　未加isSPA滤波的原位图像与模版的互相关峰形图（a）与施加isSPA滤波后的原位图像与模版的互相关峰形图（b）

（a）互相关峰形图CCG中没有一个显著的高峰，是由于原位图像中大量噪声的影响，淹没了原本正确的峰。即通过该CCG计算无法确定出

一个蛋白质取向定位；（b）施加isSPA滤波后的原位图像与模版再次做CCG，从图中可以明显看到一个高峰，高峰所在位置即目标蛋白质

的取向及定位。CCG：互相关图（cross-correlation gram）；isSPA：原位单颗粒分析（in situ single particle like analysis）。
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联函数中所占的权重。Lucas 等［43］认为，当阈值

足够高时，可以排除假阳性数据。这也是该课题组

在后期发展2DTM时用的策略，利用高阈值减少假

阳性数据。因为，2DTM是基于高阈值、低假阳性

数据的方案，他们在 2DTM的后继计算中［43］，没

有交叉验证以及其他排除假阳性数据的手段。

4　定位目标蛋白质的三维模版的获得

上述通过模版匹配在细胞原位成像数据中定位

目标蛋白质的这些方法需要一个中高分辨率的二维

模版，然而所定位的目标蛋白质在成像时的取向几

乎处于随机分布状态，因此需要目标蛋白质在各个

投影方向的二维模版。通常需要获得一个目标蛋白

质中高分辨率的三维重构，对其各个方向投影，生

成数千个二维模版，然后进行模版匹配计算。需要

指出的是，实际上通常并没有这个最佳的模版，作

为最佳模版的三维重构正是目前缺乏的，并希望通

过计算得到的。

由于原位结构解析通常是去探索纯化蛋白质无

法获得的更为完整的复合物，因此往往复合物中的

一部分可能通过纯化的方法，已经获得三维结构的

解析。那这部分三维重构就可作为三维模版。例

如，红藻的藻胆体（phycobilisome，PBS）已经用

单颗粒方法解析至3.5 Å［45］，将该藻胆体的冷冻电

镜三维重构作为模版，就可以在红藻细胞的冷冻切

片中定位藻胆体。而红藻细胞中的藻胆体和光     

系统 II以及光系统 I形成了超级复合物，该定位过

程实际上定位了藻胆体-光系统 II-光系统 I超级复

合物，可以实现对其的准原子分辨率三维重构。

另一个常用的方法是对细胞切片数据先进行断

层重构和亚单位平均。该过程一般可以较为便利地

获得中等分辨率三维重构，可以用该三维重构作为

模版，对目标蛋白质复合物进行定位，例如，在

You等［41］的工作中，两类藻胆体超级蛋白质复合

物的结构解析就是分别其运用了来自断层重构和亚

单位平均获得的三维重构作为模版。随后，Zhang

等［46］又讨论了以亚单位平均生成模版进行GisSPA

颗粒探测的优势。

此外，三维结构非常类似的同源蛋白质复合物

的三维重构也可以用作模版。这里相较于蛋白质的

同源性，三维结构类似是更为重要的概念。其中三

维结构的类似程度可以通过计算同源蛋白质三维结

构之间的傅里叶球壳相关系数 （Fourier shell 

coefficient，FSC） 来测定。这里，三维结构非常

类似定义为 FSC 在 8 Å 附近具有较为显著的值

（>0.3）。

另外，三维模版也可以通过蛋白质的原子模型

（PDB）生成三维重构密度图来获得。生成密度图

的工具可以使用 EMAN2 软件包［47］中的 pdb2mrc

脚本计算得到的密度图再外加Bfactor来生成，也

可以通过 cisTEM 软件［48］中内置的功能生成模拟

三维模版来完成。Lucas等［43］就运用了 PDB原子

模型生成的大肠杆菌β半乳糖苷酶以及枯草芽孢杆

菌核糖体大亚基的三维重构密度图，分别对其进行

了蛋白质的定位分析。

三维模版的好坏会影响定位目标蛋白质的能

力，好的三维模版和目标蛋白质的实际结构完全一

致。三维模版好坏由两者之间的相似程度定义，同

样可以通过计算 FSC 来判断。如复合物的一部分

作为模版，若没有其他的构象变化，则定义分辨率

的 FSC 曲线可用于判断在什么频率段，三维模版

和实际结构几乎完全一致。在亚单位平均中，定义

分辨率的 FSC 曲线，以及同源蛋白质之间的 FSC

起到类似的作用。而原子模型生成的三维重构密度

图也需要和实际的三维重构密度图计算两者之间的

FSC，可以看到该FSC比较特殊（图6），在0频附

近就跌至 0.6。这意味着目前的原子模型转换成三

维重构密度的方法尚未成熟，会在中低频率段和真

实的三维重构不符，产生较大的失真。这种类型的

失真会显著降低定位目标蛋白质的能力，因此，该

方法生成的模版并不是一类理想的模版。

在 Cheng 等［25-27］ 的目标蛋白质定位计算中，

鼓励运用冷冻电镜三维重构作为模版，尽量避免

PDB转换生成的模版，计算频率一般延伸至 8 Å-1

左右。这是考虑到，一方面，加入在高频的信号会

极大地增加计算量，另一方面，由于高频信号信噪

比极低，在信噪比加权之后，对关联函数的贡献非

常低。实际测试中也发现，进一步引入高频信号，

几乎难以再提升定位能力。而在Lucas等［28］的目

标蛋白质定位计算中，倾向于运用 PDB生成高分

辨率的模版，参与计算的频率段延伸至 4 Å-1及更

高频率。由于高分辨率信息对欠焦量非常敏感，除

了运用基于Thon ring测得的欠焦量以外，需要考

虑目标蛋白质在细胞切片中的分布导致的单个蛋白

质复合物欠焦量的涨落。另外，高分辨率信号参与

计算提升了对模版的要求，需要模版和目标蛋白质

的实际重构在4 Å附近有较高的相似度。
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5　三维重构中的模型偏差问题

上述方法提到，在冷冻电镜原位数据中，信噪

比很低的中高分辨率信号参与模版匹配，随机噪音

在偶然情况下会和模版产生较强的匹配，并且大量

的噪音提升了偶然匹配的概率，导致最终定位到错

误的生物大分子或者其他信号上。可以肯定的是，

虽然是错误的定位，但是该位置的成像（假阳性数

据）和模版是有较高匹配度的。当模版匹配运用到

高至 8 Å-1的频率段时，假阳性数据在匹配频率段

与模版相符，但是在更高的频率段，依然是随机噪

音的形式存在。而对于定位到目标蛋白质上的数据

（正确数据），不仅在匹配的频率段相符，在更高频

率段也存在正确的成像信号。实际数据的计算发

现，模型偏差问题主要发生在进行匹配计算的频率

段，假阳性数据的存在使得三维重构该频率段的

FSC值偏高。另外，假阳性数据会妨碍正确数据的

最大似然方法对中，导致正确数据三维重构更高频

率段的 FSC 偏低，进而降低三维重构分辨率。因

此，假阳性数据的存在并不会导致三维重构更高频

率段的FSC由于模型偏差问题而偏高，因此这部分

FSC准确地定义了该频率段三维重构的信噪比，进

而准确地定义了该重构的分辨率。由于这些频率段

的信号来自于正确数据本身，而假阳性数据在这些

频率段未经匹配、挑选，依然为随机噪音，和三维

重构的相关性低，Cheng等［25，27］发展了基于该频

率段的排序算法，剔除假阳性数据。另一方面，如

果模版匹配运用到高频率信号，频率范围接近甚至

超过三维重构最终分辨率，那么假阳性数据的存在

会使得 FSC 偏高，导致基于 FSC 的分辨率估算受

模型偏差的影响而偏高。在这种情况下，很难直接

判断出模型偏差对三维重构的影响到底有多严重。

另一个更为实用的判断模型偏差问题的标准

是，当模版仅为复合物的一部分时，复合物中非模

版区域的密度图质量是否和模版类似。例如，在

You等［41］的工作中，模版为纯化PBS的单颗粒三

维重构，解析得到的PBS-LHCII-LHCI超级复合物

中，LHCII、LHCI 以及 PBS 中新增的亚基，其三

维重构密度图不受模型偏差的影响［41］。如果复合

物是通过刚性的方式结合，一个好的三维重构要求

这些亚基的分辨率或者密度图质量应该和 PBS 类

似。 因为细胞原位的蛋白质复合物往往和纯化的

蛋白质复合物在构象或者亚基上有所差异，上述的

判断方法应用性比较广泛。相反，如果模版对应的

三维重构分辨率极高，而其他部分非常低，例如在

Lucas等［28］的工作中，核糖体的大亚基作为模版，

重构分辨率达到4 Å以内，而对应的小亚基部分则

仅为 15 Å左右，该论文的审稿意见指出，这个三

维重构可能存在模型偏差问题。另一方面，如果三

维重构分辨率在匹配频率段附近，而且三维重构没

有出现模版以外的额外蛋白质亚基，Lucas 等［43］

展示，可以尝试在模版中删除一小部分密度（例

如，氨基酸的一个侧链），当三维重构基本不受模

型偏差问题影响时，模版中删除的密度会在三维重

构中很好地恢复。

6　新方法的优缺点以及对未来的展望

断层重构本身是对细胞切片的一个三维重构，

分辨率一般低于 5 nm，可以清晰地观察到作为细

胞器关键部分的各种膜结构的三维形貌，以及蛋白

质复合物在细胞切片中的分布等。因此，断层重构

的一个巨大优势在于对细胞切片进行相对较低分辨

率的观察，这是原位研究的第一个目的。这种观

察，一般期望观察范围尽可能越大越好，也就是在

不影响成像质量的情况下，切片尽可能厚，一般

200~300 nm 的切片可以较好地满足观察的需求。

Fig. 6　The FSC curve between the map derived from the 
PDB and the map reconstructed from cryo-EM

图6　PDB转换来的密度图和冷冻电镜三维重构的密度图之

间的傅里叶壳层相关（FSC）曲线

使用PDB 4v19模型和对应的EMD-2787的核糖体数据两者之间做

FSC，使用的该模型为3.4 Å，因此FSC=0.5时，对应着分辨率    

3.5 Å。由此可见，在0频附近，FSC衰减到接近0.6。PDB：蛋白质

数据库（protein data bank）；FSC：傅里叶壳层相关系数（fourier 

shell coefficient）。
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而蛋白质复合物的三维结构细节的获得需要更高的

分辨率，一般需要 4 Å以内（准原子分辨率），才

可以搭建出蛋白质复合物的原子模型，这是原位研

究的第二个目的，也就是蛋白质三维结构的原位解

析。这个解析过程其实非常依赖切片厚度，切片厚

度变薄可以大大降低结构解析的难度。因此，在聚

焦离子束减薄样品的实验中，需要明确实验目的，

若以观察为主要目的，可以将切片厚度维持在

200~300 nm，而以蛋白质结构解析为目的，则尽

量将切片厚度控制在 100~150 nm，甚至更薄。值

得注意的是，高质量的薄切片需要较低的离子加速

电压［21］。

基于无倾转成像数据的原位结构解析方法因为

没有断层重构，无法满足观察的目的，因此，仅仅

能满足上述第二个目的，即对蛋白质复合物的三维

结构开展解析。值得指出的是，这个方法也可以通

过单复合物欠焦量的优化或者定位中欠焦量的搜索

给出蛋白质复合物的三维定位信息，但是欠焦量的

精度（z方向的精度）难以优于 10 nm，远差于断

层重构中复合物定位精度（可以达到 1 nm以下）。

因此，新方法在细胞观察和蛋白质的三维定位精度

上较断层重构均有较大劣势。幸运的是，进行观察

或者研究蛋白质在细胞中的定位无需大量数据，一

般而言，十套左右的断层重构数据足以满足这两个

要求。

新型原位结构解析方法的优点在于蛋白质原位

结构的解析上，仅需采集无倾转数据，数据采集通

量较断层重构提升近100倍。数据处理时，仅需对

成像进行传统的平移矫正［49］，无需复杂、费时且

对样品有较高要求的多颗粒系统对中方法。因此可

以在较断层重构很短的时间内，获得大量的蛋白质

成像数据，实现准原子分辨率的结构解析。两种技

术方法的有机结合，可以既做到观察又做到结构

解析。

经过了数十年的发展，基于断层重构的蛋白质

原位结构解析方法在数据采集、数据质量和数据处

理等方面都有了较大的进展。然而，获得一个近原

子分辨率的蛋白质原位三维重构依然困难重重。现

阶段，仅仅可以对细胞内丰度非常高或者局域丰度

非常高亦或者具有很高对称性的蛋白质，例如核糖

体、肌丝、鞭毛、二十面体病毒等展开高分辨率或

者近原子分辨率的结构解析［13-14，50-52］，而且蛋白质

的分子质量一般需要约 1 Mu或者更高。即便丰度

高如核糖体，运用断层重构，在近原子分辨率研究

其动态多构象，依然需要单个课题组无法轻易得到

的巨大数据量，这使得现阶段动态多构象的原位研

究由于数据的缺乏，平均分辨率往往限制在7 Å左

右。而新型原位结构解析方法的开发，将数据采集

通量提升近100倍，这将缓解原位结构解析对蛋白

质丰度的要求。然而，真正低丰度的蛋白质复合物

在冷冻细胞切片上的数目会很低，聚焦离子束减薄

获得切片的效率也很低，因此，获得低丰度蛋白质

复合物的原位成像数据的一个限制因素是切片的效

率。另外，原位结构解析对目标蛋白质分子质量的

要求是由于数据质量较低导致的，一方面聚焦离子

束对冷冻细胞切片存在损伤，较大地降低了两个切

面50 nm以内的蛋白质复合物的成像质量，另一方

面，切片的厚度使得成像产生大量非弹性电子，降

低数据的信噪比，而且叠合的生物大分子密度也会

较大地影响目标蛋白质成像的对中。

综上，现阶段的原位结构解析技术在丰度较低

（一个切片中少于100个蛋白质复合物）、分子质量

稍小（<1 Mu）的蛋白质复合物上难以达到准原子

分辨率，而真正的冷冻电镜第二个分辨率革命的发

生，原位结构解析的时代来临，需要解决这个问

题。而我们认为，高效率、高质量薄切片的获得将

极大地降低对蛋白质复合物丰度和分子质量的需

求。因此，发展一个可以获得高质量冷冻细胞薄切

片的技术，将是蛋白质原位结构解析技术获得全面

应用的关键。
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GisSPA: a New Method for in situ Protein Structural Analysis Based on 
Cryo-EM Single-particle-like Non-tilting Imaging Data*
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Graphical abstract

Abstract　Compared to in vitro purified protein complexes, protein complexes in a working state within cells are 
often more complete, and their three-dimensional structures are in a fully physiological conformation. This is 
crucial for understanding the structural basis of important functions that protein complexes play in life activities 
and can also provide more precise target information for drug design. The direct in situ structural analysis of 
protein complexes within cells is known as in situ structural analysis of proteins, and cryo-electron tomography 
(cryo-ET) is the key technology for in situ structural analysis. However, cryo-ET has limitations such as low data 
acquisition throughput for tilt series, cumbersome data processing, and special sample requirements to achieve 
near-atomic resolution. These issues have become bottlenecks limiting the resolution and practical application of 
in situ structural analysis. In recent years, a method based on the analysis of non-tilted images has developed 
rapidly, allowing high-throughput, high-resolution structural analysis of protein complexes within cells. This 
review will discuss the principles of this method, compare its advantages and disadvantages with traditional 
tomography, and provide an outlook on in situ structural analysis of proteins. It is hoped that this review will 
assist structural biologists in better choosing suitable tools.

Key words　in situ protein reconstruction, in situ structural analysis of cryoEM, isSPA (in situ single particle like 
analysis) filtering, non-tilting imaging data, high throughput
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