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摘要 近年来，随着原位冷冻电镜技术和人工智能技术的不断发展，结构生物学的研究模式发生了重大转变。结构解析不

再局限于分离提纯的单一生物大分子，而是在细胞甚至组织内原位直接解析生物大分子的高分辨率结构，并对亚细胞区域

整体分子景观进行结构探索，从而更深刻地理解细胞与组织内生命活动的分子机制。通过展示细胞内不同蛋白质复合物的

精细原位结构，可以进一步生成蛋白质组的可视化定量空间分子结构功能图谱，即可视蛋白质组学。以原位冷冻电镜技术

为代表的新技术能够在空间水平阐明细胞内蛋白质组的三维相互作用网络，促进从整体上系统性地理解细胞内生物大分子

结构功能与互作机制。为推动中国原位冷冻电镜技术和可视蛋白质组学的发展，本文总结了其研究模式和最新前沿进展，

结合具体实例展示了新概念与新技术的先进性，并对发展前景进行了展望。
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20世纪 90年代初随着X射线晶体学与核磁共

振波谱学的成熟，一批有远见的科学家提出“结构

生物学的时代己经开始”。冷冻电镜技术的发展，

尤 其 是 冷 冻 电 镜 单 颗 粒 技 术 （cryo-electron 

microscopy single particle analysis， cryo-EM/SPA）

分辨率革命（resolution revolution）的实现将生物

大分子复合物结构研究推向高峰。在过去的几十年

里，结构生物学在解析大分子结构与理解大分子功

能机制方面取得了巨大的成功。近年来，以

AlphaFold为代表的人工智能结构预测算法的出现，

预示着结构生物学将从传统的解析单一大分子或复

合物结构的时代进入到一个新的时代。冷冻电子断

层成像（cryo-electron tomography，cryo-ET）等原

位结构生物学（in situ structural biology）技术的快

速发展，使得在细胞甚至组织内原位直接解析生物

大分子的高分辨率结构成为可能。可视蛋白质组学

（visual proteomics）、 分 子 社 会 学 （molecular 

sociology）、 结 构 细 胞 生 物 学 （structural cell 

biology）等新概念层出不穷。这些概念预示着一

个相同的未来发展方向，即在更接近自然状态下，

更深刻地理解生命基本单元细胞，乃至组织内部复

杂生命活动的高分辨分子机制。

在众多原位冷冻电镜技术衍生的新概念中，可

视蛋白质组学显得尤为突出。可视化技术在生命科

学研究的各个层面都发挥着重要的作用，通俗来讲

就是“眼见为实”（“Seeing is believing”）。可视

蛋白质组学的概念最早出现于 2006年［1］，旨在通

过展示细胞内蛋白质的原位结构和空间位置，生成

细胞蛋白质组的定量的、可视化的空间分子结构功

能图谱（spatial structural and functional landscape）。

可视蛋白质组学连接了分子水平的蛋白质结构与细

胞整体结构之间的鸿沟，能够以前所未有的方式深

入探索细胞内蛋白质相互作用网络，也可以称作

“分子社会学”（molecular sociology）［2-3］。相比而

言，传统的蛋白质组学主要借助质谱技术（mass 

spectrometry，MS）分析特定细胞或亚细胞的蛋白
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质组成。尽管可以定性或定量地鉴定蛋白质，但却

无法获取蛋白质的空间位置和取向信息，也无法解

析蛋白质精细结构。因此，可视蛋白质组学不仅是

对结构生物学，也是对传统蛋白质组学的拓展，可

以实现对细胞内原位蛋白质组的系统结构研究。以

cryo-ET为代表的原位冷冻电镜技术能够捕捉细胞

在近自然状态下的“快照”，是可视蛋白质组学的

关键研究手段。这种快照包含了细胞三维空间内丰

富且复杂的全部分子结构信息。通过将这些信息与

质谱信息、已解析蛋白质结构信息以及人工智能方

法相结合，就可能实现对细胞内原位蛋白质组的三

维可视化呈现。2009 年，Beck 等［4］结合 cryo-ET

和定量质谱技术，首次对人类病原体钩端螺旋体进

行了可视蛋白质组学研究的尝试。同时期，欧洲分

子生物学实验室结合 cryo-ET与串联亲和纯化质谱

技术、转录组学、代谢组学等对肺炎支原体进行了

系统生物学研究［5-7］。尽管受到技术限制，这些研

究仅对若干蛋白质或复合物进行了初步的可视化探

索，但提供了可视蛋白质组学研究的重要范例。

细胞作为生命的基本单元，其中分子以自组织

的方式相互作用，形成多样的大分子复合体以及动

态的亚细胞结构，进而组成一个无比复杂的系统。

截至 2024年 7月，国际蛋白质数据库 PDB中已解

析了 222 036个蛋白质结构，但仍无法回答细胞如

何从分子产生生命活动这一终极问题。可视蛋白质

组学结合分子社会学以及结构细胞生物学等多种技

术方法，有助于深入全面地理解细胞这个复杂系

统［8］。当前，原位冷冻电镜技术正处于高速发展

的阶段，众多软件和硬件的创新不断推动该技术走

向成熟，实现可视蛋白质组与分子社会学的愿景。

本文将就原位冷冻电镜技术和可视蛋白质组学的最

新发展趋势以及背后的技术基础等方面做出综述。

1　原位冷冻电镜与可视蛋白质组学发展的

新研究模式

1.1　复杂多组分复合物的结构解析

传统的结构生物学技术通常需要将目标样品从

生物体天然环境中分离纯化出来，是否能够保持大

分子复合物的天然结构往往存疑。很多生物大分子

复合物中，各组分之间仅通过较弱的相互作用结

合，或者只有在特定的生物体时空环境下才结合在

一起。分离提纯的过程中，物理或化学作用很可能

会破坏这些相互作用，造成复合物组分的缺失或结

构的变化。而 cryo-ET通常在细胞内原位直接分析

目标复合物的三维结构信息，可以最大程度地保持

复合物整体结构的完整性，获得天然状态下的复合

物结构信息。同时，cryo-ET避免了分离提纯操作

可能引起的非天然聚集、结构破坏或错误折叠等，

确保观察到的复合物是自然状态下的自然组装形

式。对于膜蛋白来说，原位结构研究具有重要的意

义。膜蛋白的结构和功能高度依赖于其所处的脂质

环境，传统的结构解析方法难以在类似天然膜环境

的条件下研究膜蛋白，而原位冷冻电镜技术可以在

自然的膜环境中直接观察膜蛋白的结构构象变化，

从而对相关生理功能机制有更深刻的了解。

一个突出的例子是核孔复合物 （nuclear pore 

complex，NPC）的结构研究。NPC是由细胞核的

内外核膜融合形成的孔状复合结构，是负责调控核

质运输的重要通道［9］。NPC的分子质量高达120 Mu，

由约 30 种不同的核孔蛋白 （nucleoporins，Nups）

组成，这些不同的Nups先组成多个亚复合体（如

Y 复 合 体）， 再 相 互 连 接 组 成 胞 质 纤 维

（cytoplasmic filament）、胞质环（cytoplasmic ring，

CR）、内环 （inner ring， IR）、腔内环 （luminal 

ring，LR）、核质环 （nuclear ring，NR） 和核篮

（nuclear basket，NB） 等结构 （图 1a）［10-11］。借助

于传统结构生物学技术，人们对分离提纯的 NPC

样品进行了广泛的结构研究。比如，利用cryo-EM/

SPA技术解析了3~4 Å分辨率的非洲爪蟾卵母细胞

NPC 的 CR 结构，搭建了 CR 近完整的分子模

型［12］；此外，还分别以 4.2 Å和 5.6 Å的平均分辨

率解析了非洲爪蟾NPC的 IR［13］和NR［14］结构并搭

建结构模型。这些离体的结构信息虽然为理解

NPC 的组装和功能提供了重要的实验数据，但

NPC 更完整的结构以及与核膜相互作用的功能状

态信息却只有通过原位结构研究才能揭示。

2016年，Baumeister课题组［15］利用cryo-ET技

术首次在HeLa细胞核周的原位环境中观察了完整

NPC结构，发现NPC在胞内环境中具有可变化的

直径，这种特殊的结构特征与其所处的复杂细胞环

境相关。在对不同压力状态下裂殖酵母细胞的

NPC进行原位结构研究后，Beck课题组［16］发现，

指数生长期的裂殖酵母NPC处于直径较大的扩张

状态，而应激状态下的NPC处于直径较小的收缩

态，并且发现核质转运过程在NPC处于收缩态时

受到抑制。Schwartz课题组［17］通过研究DLD-1细

胞NPC原位结构，发现天然状态下NPC内环直径

更宽、通道体积增大，核质环和胞质环发生变构，
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揭示了NPC固有的结构灵活性。2022年，Beck课

题组［18］结合 cryo-EM 和 cryo-ET 技术捕获了在收

缩和原位扩张两种状态下的NPC构象，绘制了大

约 70 Mu 的近完整 NPC 支架结构，获得了目前最

完整的功能态NPC结构。Rout课题组［19］同时研究

了酵母NPC分离纯化的结构与原位结构，阐明了

NPC 各个骨架结构之间的连接方式，并发现了细

胞内同时存在拥有不同结构组分的 NPC 异构体。

2024年，Villa课题组［20］利用 cryo-ET和综合结构

建模技术，首次解析了NB的结构模型，揭示了其

发挥生理功能的关键结构基础。同年，Beck课题

组［21］ 借助冷冻光电关联 （correlative light and 

electron cryo-microscopy，cryo-CLEM） 和 cryo-ET

技术揭示了人类免疫缺陷病毒HIV-1进入原发性巨

噬细胞细胞核的过程，阐明 HIV 核衣壳独特的锥

形有利于破解 NPC 的环状结构，使其顺利通过

NPC。

以上结果展示了原位冷冻电镜在复杂多组分复

合物结构解析中的巨大优势。作为结构生物学的圣

杯，NPC 巨大的分子质量以及复杂的生理功能使

得传统结构生物学在其相关的结构解析方面显得作

用有限，而原位冷冻电镜则在其复杂功能状态的结

构解析中发挥了重要的互补作用。从对NPC的结

构解析中可以发现，原位冷冻电镜不仅有助于解析

那些难以在体外环境中稳定制备的复杂多组分大分

子复合物结构，而且能够捕获复合物在不同功能状

态下的结构，有利于促进对生物大分子结构和功能

更深刻的理解。

1.2　捕捉瞬时动态超分子组装体

除了复杂多组分复合体，原位冷冻电镜技术也

有可能捕捉到瞬时存在的，或者依赖特定细胞环境

才能形成的超分子组装体。传统结构生物学技术通

常研究分离纯化的样品，无法保留细胞内分子间的

瞬时相互作用。而在原位条件下快速冷冻的细胞

内，生物大分子可能被固定在生理过程中任一时刻

的互作状态。例如，在原核细胞中由于没有细胞核

的存在，核糖体可以翻译正在转录中的新生

mRNA，并与RNA聚合酶（RNAP）直接相互作用

形成转录-翻译偶联组装体 （expressome）。尽管

“人为”体外组装RNAP和核糖体后进行 cryo-EM/

SPA可以解析若干组装体结构［22-24］，但体外组装依

赖所加入的特定蛋白质组分和实验条件，无法反应

细胞内的真实情况。利用完整肺炎支原体细胞进行

cryo-ET研究，Rappsilber与Mahamid课题组［25］首

次在细胞内原位解析了由RNAP和核糖体形成的超

分子组装体，结合交联质谱技术 （crosslinking 

MS） 和综合结构建模发现，转录因子 NusA     

（N-utilization substance A）处于RNAP和核糖体之

Fig. 1　Examples of cryo-ET studies on the structural composition of complex multi-component assemblies
图1　Cryo-ET研究复杂多组分复合物结构组成的示例

（a）利用原位冷冻电镜技术解析的核孔复合物结构（PDB：7R5K），样品来源为人类DLD-1细胞系。Tomogram来源于EMPIARC-10700。 

CR，胞质环；LR，腔内环；NR，核质环。（b）利用原位冷冻电镜技术解析的精子轴丝复合物（PDB：8I7R）。样品来源为小鼠附睾精子。

Tomogram来源于孙飞课题组未发表数据。（c）利用冷冻电镜技术解析的DHPR-RyR1超级复合物（PDB：5GJW）。样品来源为昆明小鼠骨

骼肌纤维。Tomogram来源于孙飞课题组未发表数据。DHPR，二氢吡啶受体；RyR1，1型雷诺丁受体。
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间的mRNA通路附近，介导了动态的转录-翻译偶

联过程 （图 2）。用抗生素抑制翻译导致解偶联，

而抑制转录延伸则会挤掉“NusA”并导致 RNAP

和核糖体间直接碰撞，表明转录-翻译偶联只有在

天然细胞环境中当转录与翻译正在持续进行时才能

被正确解析。这项工作也是首次将 cryo-ET和原位

交联质谱这两项最具潜力的原位结构生物学手段结

合起来。此外，孙飞课题组［26］利用 cryo-ET 首次

解析了骨骼肌中肌浆网上钙离子释放通道RyR1与

细胞膜内陷形成的T管上的电压依赖L型钙离子通

道DHPR间形成的兴奋-收缩偶联三联体原位结构

（图1c）。Cryo-ET还在解析酵母中线粒体与内质网

Fig. 2　Systematic structural analysis of the translation machinery in Mycoplasma pneumoniae cells by cryo-ET
图2　Cryo-ET系统解析肺炎支原体细胞内翻译机器结构动态

（a） 肺炎支原体细胞经cryo-ET三维重构得到的 tomogram横切面图。可见明显核糖体 （蓝框）、细胞膜 （PM） 和特征性附着细胞器 

（attachment organelle，AO）等。核糖体对应的三维子断层密度sub-tomogram可被提取平均以解析高分辨率结构。（b）细胞内核糖体颗粒分

类后得到的翻译中间体结构可组成一个完整的翻译延伸循环。其中翻译延伸因子及tRNA状态可被清楚解析。（c）将不同核糖体中间体结构

重新投射回细胞内得到翻译机器的三维空间分布图。其中不同颜色代表不同的翻译功能状态。（d）对核糖体颗粒进行深度分类后得到的

RNA聚合酶与核糖体形成的转录-翻译偶联超分子组装体结构。
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接触位点（mitochondria-ER contact site）的连接复

合物结构［27］，酶聚集形成的超分子组装体［28-29］等

只有在特定时空环境才能存在的超分子组装体上表

现出独特的优势。

1.3　原位结构解析中发现新蛋白质

原位冷冻电镜技术由于避免了结构破坏的风

险，有可能发现大分子复合物的新组成蛋白。近年

来随着相关技术的不断进步，通过原位结构研究手

段直接鉴定目标分子的组成蛋白已经成为可能。一

方面，软件和硬件技术的不断进步使得 cryo-ET技

术解析的大分子复合体原位结构的分辨率不断提

高［30-34］。另一方面，AlphaFold2［35］等结构预测软

件已经实现了蛋白质三维结构的高准确度预测，并

构建了各种物种的蛋白质结构数据库。这样，利用

中高等分辨率的原位结构密度图信息，结合质谱与

蛋白质结构数据库等信息可以实现目标蛋白质的搜

索与确认。

一个例子是哺乳动物精子轴丝的原位结构研

究。成熟精子主要由富含染色质的头部和由轴丝复

合体形成的尾部组成［36］。精子轴丝复合体由数百

种 不 同 的 蛋 白 质 组 成 ， 主 要 包 括 双 联 微 管

（doublet microtubules，DMT）、中央鞭毛复合体

（central apparatus， CA）、 动 力 蛋 白 臂 （dynein 

arms，DA）等成分。这种由9对外周DMTs和中央

CA 形成的“9+2”结构是精子轴丝的基本结构单

元 （图 1b）［37-39］。动力蛋白通过水解 ATP 获得能

量，使得DMT相对滑动，从而产生尾部的击打运

动，这种运动对于精子的游动至关重要，精子尾部

的运动缺陷通常会导致严重的男性不育［40-41］。轴

丝复合体不仅存在于精子尾部，同时也是真核生物

运动纤毛的核心结构，在细胞运动、信号传递以及

胚胎发育等多个过程中发挥着重要作用，因此对轴

丝复合体的结构解析至关重要。近期，通过分离纯

化精子轴丝的 DMT，吴建平课题组［37］ 利用    

cryo-EM/SPA技术和基于人工智能的建模，建立了

小鼠精子 48 nm周期下DMT的原子模型，揭示了

47种DMT相关蛋白，确定了10种精子特异性的微

管内蛋白 （microtubule inner proteins，MIPs）。同

期，Zeev-Ben-Mordehai课题组［42］在海胆和牛的精

子提纯的 DMT 样品中，鉴定了超过 60 种不同的

DMT相关蛋白。

虽然以上方法可以鉴定精子轴丝复合体的组成

蛋白，然而其提纯方法破坏了轴丝复合体的“9+

2”整体结构，限制了对轴丝结构组成和功能的更

深入的理解。相比之下，Agard 课题组［43］ 利用

cryo-ET 和 子 断 层 结 构 平 均 法 （sub-tomogram 

averaging，StA）方法，直接在精子细胞的样品中

解析了 16 nm 周期下 6~7 Å 分辨率的 DMT 结构。

该原位结构中可以观察到清晰的蛋白质二级和三级

结构。作者利用这些结构信息在 AlphaFold2 小鼠

蛋白质结构数据库的结构模型中进行了无偏差匹

配 ， 在 未 知 蛋 白 质 密 度 中 鉴 定 到 了 Tektin5、

CCDC105 以及 SPACA9 三种新蛋白质，提供了关

于哺乳动物精子尾部轴丝特异性的结构见解。同

期，孙飞课题组［34］也利用同样的方法在小鼠精子

中解析了 DMT 的高分辨率原位结构（16 nm 周期

下 DMT 达到 4.5 Å 分辨率），搭建了 36 种 MIPs 的

结构模型（图1b），说明了直接在原位结构中鉴定

新的蛋白质已成为可能。

以上结果说明，cryo-ET与基于结构预测的蛋

白质组学数据库的结合分析使得在细胞原位环境中

鉴定新的蛋白质成为可能，这也成为了可视蛋白质

组学的重要方法。这种新的结构研究模式，不仅提

供了发现和鉴定新蛋白质的技术方案，同时允许在

原位细胞环境内直接观察相关蛋白质分子互作网

络，提供全景式的蛋白质结构功能信息。

1.4　重构细胞内全面分子结构景观

原位冷冻电镜样品制备技术使得原位结构解析

不被限制在分离提纯的单一生物大分子或复合物，

更有可能解析相对完整的亚细胞区域内或特定细胞

生命过程中的不同大分子机器结构，进而重构出细

胞内全面的空间分子结构景观。Raunser课题组［44］

使用 cryo-ET重构了小鼠肌小节中的粗肌丝与细肌

丝的原位结构，解析了主要蛋白质如肌动蛋白

（actin）、原肌球蛋白 （tropomyosin）、肌钙蛋白

（troponin）、肌球蛋白（myosin）等在不同肌小节

区域的组织分布以及在分子水平上的多样性与可塑

性。此外，他们还解析了传统结构生物学手段无法

解析的伴肌动蛋白（nebulin）、肌联蛋白（titin）、

肌球蛋白结合蛋白 C （myosin-binding protein C）

等肌肉中重要辅助蛋白质的原位结构［45-46］，涵盖

了肌肉收缩中主要的蛋白质分子并提供了高分辨率

的三维空间组织信息。近期另一个代表性研究是蛋

白质翻译这一所有细胞中最基本的生命过程。传统

的核糖体结构解析需要使用破碎细胞后得到的核糖

体组分［47］，无法提供翻译在细胞内如何进行、如

何时空组织等信息。以肺炎支原体细胞为模型，

Mahamid课题组首次用 cryo-ET将正常细胞和氯霉
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素处理细胞中的原位核糖体结构解析到3.5 Å［48］和

3.0 Å［49］近原子分辨率。深度结构分类获得的 10

多种翻译中间体结构可以捕捉到核糖体翻译延伸以

及行使其他功能时的动态结构变化。处于不同中间

态的核糖体在相同的细胞状态下表现出相对稳定的

分布，显示其可能是细胞内稳态的重要组成部分。

将处于不同翻译状态的核糖体结构重新投射回细胞

内三维空间得到了一个详细而精确的翻译机器的三

维结构功能图谱。基于此，他们回答了多聚核糖体

行进间如何协调的问题，发现了一个由L9蛋白所

介导的避免行进间核糖体直接碰撞以保持翻译保真

度的局部延伸协调机制。利用类似研究框架，

Beck 课题组［50-51］也在黏菌和人源细胞的 cryo-ET

研究中取得了可达 3.2 Å分辨率的一系列原位核糖

体结构。此外，cryo-ET 技术还揭示了抗生素［49］

或抗癌药物［52］如何改变核糖体整体功能状态分

布，引发不受控的核糖体碰撞与细胞应激反应，进

而系统性地重塑翻译机器在细胞内的分子结构功能

景观。

2　原位冷冻电镜与可视蛋白质组学技术的

前沿进展

2.1　更自动化的cryo-ET流程：从样品制备到三

维重构

冷冻制样是将含水样品快速冷却以形成玻璃态

冰的过程，即玻璃化（vitrification），能够固定并

保留生物大分子水合状态，是已知保存生物样品最

好的方法［53］。原位样品的多样性（如细胞、类器

官、组织等）与复杂性（如脂类、蛋白质等大分子

浓度与聚集状态差异）使得需要根据样品类型和研

究目的选择合适的制样方法［54］。相比于纯化的大

分子，原位样品在冻样前更应注意保持细胞处于自

然状态，更严格控制温度、培养环境（如二氧化碳

浓度、厌氧微生物所需无氧环境）等，避免细胞应

激反应的影响。常用的投入式冷冻法 （plunge 

freezing）适用于细菌、单细胞生物和培养的细胞。

贴壁细胞可以直接在载网上培养，亦可用微图案化

（micro-patterning）方法预先处理载网以控制细胞

生长位置或形态［55］。然而由于热传递速度的限制，

投入式 vitrification 穿透深度一般只有约 5 μm［15］；

加入甘油等冷冻保护剂可在更深区域避免冰晶形

成［56］，但要考虑对细胞状态的可能影响。对于更

大的细胞或组织样品需要高压冷冻（high-pressure 

freezing）避免内部冰晶形成，一般适用厚度可达

200 μm （图 3a）。近年来开发了一些新冻样技术，

如 Jet freezing［57］等有可能实现更快的冷冻速率。

但总体而言vitrification原理研究与制样设备开发与

几十年前没有明显差别，是值得重新探索的领域。

将冻样设备与微流控装置［58］，或其他细胞研究中

的设备进行整合也是一个很有潜力的方向。

冷冻电镜成像要求样品厚度在 200~300 nm 以

下，因此除极少数细菌［4，25］和细胞边缘区域［59-60］

外，对原位样品进行减薄处理是必需的（图 3c）。

基于冷冻聚焦离子束（cryo-FIB）的减薄方法近年

来快速发展，是原位结构生物学得以兴起的基础。

冷冻切片CEMOVIS技术因为钻石刀机械切割固有

的样品形变问题没有被广泛应用［61］。Cryo-FIB以

高能镓离子轰击样品进行溅射铣削切割，避免了机

械切割的形变问题。对于细胞悬液或贴壁细胞可直

接对含样品的载网进行cryo-FIB减薄处理，能够获

得低至 80 nm 厚度的样品薄片（lamella）。以等离

子体作为离子源的 plasma FIB 具有更高的切割速

率，也有比较成功的应用［62-63］。然而，无论是重金

属离子还是等离子体都会在 lamella上下表面造成

辐射损伤层丢失部分高分辨率信息。不同方法估算

的受破坏深度一般在 30~60 nm 之间［63-65］。未来

cryo-FIB 在铣削减薄参数［64，66］，更理想的离子

源［67］，控制冰污染［68-69］等方面仍有优化空间。

自动化 cryo-FIB 样品减薄方法的开发［68，70-73］

以及成熟商业化软件 AutoTEM （Thermo Fisher 

Scientific）的出现进一步改善了 cryo-FIB样品制备

效率与学习成本。对于需要高压冷冻的样品，由于

高压冷冻载具（planchet）和组织样品自身厚度的

限制，无法直接进行cryo-FIB减薄制备 lamella，需

要对组织样品进行整修处理以暴露出可制备

lamella 的 区 块 。 近 年 来 有 Waffle method［74］、

VHUT-cryo-FIB［75］、cryo-lift-out［72，76-77］ 等方法出

现。Plitzko 课题组［78］ 开发的连续切片提取技术

serial lift-out能够将样品块分割成几微米间隔的数

十张 lamella，尽可能连续地保留了组织样品结构

信息，是近年来基于cryo-FIB进行方法开发的优秀

代表。相比于几至几十微米厚的细胞，单个

lamella仅能覆盖细胞中很小的一部分（1%~20%），

其余均被离子束铣削掉。这不仅意味着信息的损

失，也带来了如何定位的问题。对于特定亚细胞结

构或分子过程，可以使用荧光信号定位 lamella制

备位置［76，79-83］。基于荧光识别的冷冻光电关联技

术（cryo-CLEM）（图 3b）是一种将冷冻电镜与荧
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光显微镜（fluorescence microscopy，FM）相结合

的技术，其原理是通过FM对荧光标记的样品进行

成像，获得的荧光图像可用于准确指导 lamella的

定位及后续的数据收集。通常来说，适用于活细胞

的荧光标记技术都可以应用于 cryo-CLEM流程中，

最常用的方法是表达与荧光蛋白结合的融合蛋白，

以标记感兴趣的蛋白质。也可以将具有自催化功能

的蛋白质标签（如SNAP标签或HALO标签）与感

兴趣的蛋白质融合表达，蛋白质标签扩大了荧光标

记的种类，包括亮度高且可穿透膜的有机染料分

子。除荧光信号帮助定位外，还有一种基于高对比

度的分子标签法，即通过遗传或非遗传手段在靶细

胞表面或靶蛋白上人为增加具有较高对比度的可识

别标签，标签的可识别部分通常包含比样品本身更

能散射电子的重金属元素。如SPOTs［84］以DNA序

列折叠形成的高对比度磷酸骨架为分子标签，能够

特异性定位囊泡或细胞膜表面分子。其他相关的分

子标签还包括铁蛋白笼标记［85］、纳米金颗粒［86-87］

等。但是高对比度的分子标签法对哺乳动物细胞的

适用性有限。上述两种方法极大地提高了靶向性的

样品制备和数据收集的成功率［88］。

Cryo-ET需要收集样品在不同倾转角下的图像

组成一个倾转系列 （tilt-series） 来实现三维重构

（图 3d）。 自 动 倾 转 数 据 收 集 可 以 在 诸 如

SerialEM［89］ 或 Tomography （Thermo Fischer 

Scientific）软件上实现，但倾转会引入一系列成像

通量和质量问题。Dose-symmetric的数据收集方法

因为能够最大程度地保留低倾转角低电子辐射累积

部分的高分辨率信息，已经成为 cryo-ET数据收集

的主流方案［90-91］。基于光束 -图像偏移 （beam-

image shift，BIS）的数据收集首先在冷冻电镜单

颗粒中被广泛应用，近年拓展到 cryo-ET后将数据

收集速度提升到约5 min/套［92-96］。虽然数据收集速

度仍有提升空间，但已不再是 cryo-ET的主要限制

因素。如何改进因倾转、样品厚度、BIS等带来的

成像质量问题 （波束倾斜 （beam tilt）、像散

（astigmatism）、电荷累积（charging）、欠焦不均匀

等）以及如何建立针对特定样品的优化策略将是未

来方法开发的重点。Volta 相位板可以提高衬度，

但是相位偏移不稳定、电荷积累以及需要长时间准

备等限制了其在 cryo-ET中的应用［97-98］。正在开发

中的激光相位板［99］可以避免以上问题，有望实现

理想的近正焦 cryo-ET数据收集。此外，更快更好

的相机、更稳定的能量过滤器、更优化的样品台、

更经济可靠的球差矫正器等电镜硬件开发所带来的

成像质量提升对原位电镜都是重要的。Montage 

tomography和方形光阑等可以通过点阵收集获取大

样品区域的连续三维重构图［100-102］，也为 cryo-ET

方法开发打开了新思路。

三维重构是用对齐的倾转系列二维图像重构出

三维密度图（tomogram）的过程（图3e）。在可能

的情况下引入胶体金这样的高衬度颗粒进行对齐仍

是最优方案，可以手动或自动挑选金颗粒用于倾转

序列对齐［103-105］。基于样品内部特征进行全自动对

齐 的 方 法 也 被 开 发 出 来［106-107］。 Etomo［104］ 和

AreTomo［107］分别是现阶段最常用的手动和自动对

齐软件。用对齐的倾转系列重构 tomogram最常用

的是加权背投影算法（weighted back projection）［108］。

迭代算法SIRT或代数重构算法等可以增加低频衬

度但无法保留高频信息，在 cryo-ET 中并不常用。

开发新的既能提高衬度又最大程度保留高频信息的

重构算法仍有意义。最近有诸如 MBIR［109］、

NUDM［110］、compressed sensing［111］等新算法出现，

但尚缺乏比较成功的应用案例。为了更利于直接观

察，对低信噪比的 tomogram 进行降噪是必要的

（图3f）。除传统的低通滤波外，最常见的是去卷积

滤波［112］，以及基于 noise2noise深度学习的降噪方

法［113-115］。为了避免深度学习降噪可能引入的假

象，有必要交叉比较不同的降噪方法。由于样品台

和倾转厚度限制，cryo-ET倾转角一般在±60°之间，

因此在电子束方向因傅里叶空间信息缺失而有“缺

失楔效应”［108］。ICON［116］、IsoNet［117］等可对缺失

楔 效 应 进 行 矫 正 ， 弥 补 部 分 缺 失 信 息 增 加

tomogram 的可解析度［109， 118］。对于细胞膜、细胞

骨架等连续且衬度较高的区域可以进行密度图分割

（segmentation）以更直观展现三维重构信息［15，119］。

密度图分割在某种意义上也是一种降噪过程。手动

分割非常消耗时间经验，基于人工智能的密度图分

割［120-122］是 tomogram 深度数据发掘方法开发的主

要发展方向。

2.2　子断层结构分析：计算虚拟层面的拆解与

复现

因为低信噪比、缺失楔和对齐精度限制，单个

三维重构图 tomogram所能达到的分辨率只有数纳

米。对于 tomogram中相同的大分子复合物，可以

将其对应局部三维密度 sub-tomogram 提取出来进

行平均以提高分辨率，即为 StA［123-125］。除三维结

构平均外，还可进行三维结构分类、空间分布分
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析、基于平均的畸变分析等，这里将其统称为

StA。

在 tomogram中定位目标颗粒是子断层结构分

析的第一步，也是最重要一步（图3g）。对于无过

往结构研究的目标复合物，手动挑取仍然是优先选

择。若干软件如Dynamo［126］、PySeg［127］、Blik［128］

等也提供基于几何分布的挑选与取样策略，对于纤

维状或膜表面结构等的挑选有帮助。但是手动挑选

非常消耗时间，也易受主观因素影响，不适合大规

模数据处理。对于已有类似或初步结构的情况，可

将 其 作 为 模 板 在 tomogram 中 进 行 模 板 匹 配

（template matching）［4，129-130］。常用 cryo-ET 数据处

理软件如PyTom［131］等均有模板匹配功能且基本原

理类似，即通过计算三维模板与每个像素点对应局

部三维密度间相关系数来提取目标位置。低频信息

在三维模板匹配中起主导作用，因此容易在细胞膜

或其他高衬区域出现假阳性问题。在模板匹配时适

当 增 加 高 频 信 息 可 能 有 助 于 减 少 假 阳 性 影

响［132-133］。近年来，一些基于机器学习尤其是卷积

神经网络的颗粒挑选与分割方法被开发出来，如后

文中详细介绍的 DeepFinder［134］、 DeePicT［121］、

DeepETPicker［135］、 crYOLO［136］、 PickYOLO［137］

等，在颗粒挑选应用上展现出很大潜力。然而现有

机器学习方法一般依赖训练数据，在全面性、三维

定位精确度等方面也没有显著优于模板匹配方法。

未来趋势在于开发不依赖训练数据的无监督或自监

督深度学习算法，以及将模板识别与人工智能方法

结合起来［122］。原位数据共享和诸如SHREC［138］的

公开竞赛也将有助于促进数据发掘新算法的开发。

传 统 cryo-ET 子 断 层 平 均 法 ， 如 TOM/

AV3［125，139］、PyTom［131］、Dynamo［126］、RELION 3［140］

等软件中，主要将 tomogram 中框取的三维颗粒

sub-tomogram进行平均以提高分辨率（图 3h）。相

比于 cryo-EM/SPA直接由处于不同取向的颗粒的二

Fig. 3　The workflow of cryo-ET for in situ analysis of biomolecular structures within cells or tissues
图3　原位冷冻电镜技术在细胞或组织原位解析生物大分子结构的流程

（a）组织样品和细胞样品的玻璃化。组织样品通常通过高压冷冻的方式进行冷冻制样，细胞样品通常通过投入式冷冻进行制样。（b）玻璃

化后的样品进行冷冻光电关联。样品的荧光信号有利于帮助确定目标区域的位置，这里以发红色荧光的中心体为例。（c）在荧光信号的指

导下进行冷冻聚焦离子束减薄。随着减薄程度的加深，荧光信号会逐渐湮灭，表明离子束减薄到荧光所在区域。（d）冷冻电子显微镜数据

收集，减薄后的lamella在不同角度下进行旋转成像，生成倾转系列。中心体的原始倾转系列详见EMPIAR-200003。（e）倾转系列对齐后进

行三维重构，生成tomogram。（f）利用AI或调制函数对tomogram进行降噪。（g）在tomogram中定位目标颗粒。针对所要挑选的目标区域选

择不同的颗粒挑选方法。（h）对挑选的颗粒进行子断层平均计算。这里展示的是中心体的原位结构（EMD-33417、EMD-33418、EMD-

33419、EMD-33420、EMD-33421）。（i）可视蛋白质组学示例。这里仅对tomogram中以中心体为代表的部分细胞器结构进行了可视化。
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维图像重构出最终结构，cryo-ET/StA多了收集倾

转系列重构 tomogram这一中间步骤。但两种方法

原理上是一致的［141］，在技术上也并没有严格的分

界。近年来的研究表明，未来趋势是将两种方法结

合起来以获得高分辨 cryo-ET 原位结构［48，142-146］。

Cryo-ET/StA 一般要经过从原始帧图像到二维图

像、二维倾转系列间以及三维颗粒密度间对齐三个

步骤。更大的电子剂量累积也使得 cryo-ET中有更

高的BIM （beam induced motion）以及更大尺度的

样品形变。从二维倾转图像到三维 tomogram重构

过程中湮灭了大部分高分辨结构信息，是限制传统

子断层结构分辨率的主要因素［147］。此外，不同区

域的颗粒因为样品厚度和倾转而有不同的欠焦

值［148］，也需要引入三维CTF校正［148-149］。在 cryo-

EM/SPA 中 首 先 被 开 发 的 帧 对 齐［150］、 dose-

filtering［151-152］，以及基于平均结构的对齐［153-154］等

概念的引入是早期获得部分病毒高分辨原位结构的

关键［152，155］。为了解决 cryo-ET中间步骤高频信号

湮灭问题，最近一批成功的 cryo-ET/StA新方法如

emClarity［142］ 、 EMAN2［106］ 、 Warp/M［33］ 、

RELION 4［145］等一般先进行传统 sub-tomogram 对

齐平均以获得初始三维平均结构与对齐参数，然后

利用这些信息与对应的二维倾转图像区域进行关联

对比，优化整体和局部倾转系列对齐参数和 CTF

拟合参数。其中Warp/M将cryo-EM与cryo-ET数据

处理整合在一个统一框架内，可同时实现多颗粒

的，基于平均结构的倾转对齐、样品畸变、CTF模

型、颗粒取向等参数优化，在多种样品中实现了  

4 Å以内分辨率的原位结构解析［45，48，50-51］。为了解

决 不 同 cryo-ET/StA 程 序 间 兼 容 整 合 难 题 ，           

最 近 也 有 ScipionTomo［156］ 、 nextPYP［144］ 、

TomoBEAR［157］、 TOMOMAN［158］、 TomoNet［159］

等一批整合了不同软件的流程化方案出现，为初学

者提供了更友好的数据处理平台。

既然 cryo-ET/StA原位高分辨结构解析需要回

到二维图像层面，进行比cryo-EM/SPA更耗费时间

和资源的 cryo-ET/StA是否还有必要？将电子剂量

分配在倾转系列尤其是高倾转角上是否还是最优策

略？有研究组尝试了先收集高剂量非倾转 cryo-

EM/SPA 图像再收集 cryo-ET/StA 倾转数据为 SPA

提供初始对齐参数的策略［160-161］。但由于数据收集

与处理的复杂性，这种交叉方案并没有表现出明显

优势。对于原位样品中的超大型复合物如呼吸链复

合物或捕光复合物，用传统cryo-EM数据收集与优

化的SPA算法可直接找到对齐参数解析出3 Å左右

的高分辨原位结构［162-163］。高分辨二维模板匹配方

法也可在颗粒重叠或分子拥挤的非倾转cryo-EM图

像中定位像核糖体这样的大复合物［133，164-165］。若目

的仅为解析若干大分子复合物的原位结构，是否还

有必要进行 cryo-ET/StA需要未来更多不同样品上

的研究去探索。在挑取更小复合物、确定电子束方

向的空间定位，以及解析全面的细胞内分子景观方

面，cryo-ET/StA仍然有更大的潜在优势。未来的

cryo-ET/StA研究也应该根据不同样品与研究目的

选择最优化的数据收集与处理策略。值得指出是，

cryo-ET/StA 与 cryo-EM/SPA，亦或是原位和传统

结构生物学从来不是对立的，原位结构生物学的核

心即是多方法的融合。

在平均的基础上，解析复合物颗粒中的结构多

样性（structural heterogeneity）可以探究大分子机

器行使功能的动态结构机制。在细胞内原位能更好

地保留结构多样性与更接近自然状态的不同结构分

布频率，因此三维结构分类是原位结构研究重要的

组成部分。常见的三维结构分类方法如最大似然法

与主成分分析等在不同的 cryo-ET数据处理软件中

均有成功应用。但三维结构分类方法仅能解析若干

不连续的亚结构类别，不能重构出连续的结构变

化。基于机器学习的cryoDRGN等方法最近成功拓

展到子断层分析上，可以重构出大分子机器在原位

相对连续的结构变化［166-169］。除了解析不同状态的

结构，cryo-ET/StA还可以根据不同结构种类中颗

粒数量计算出不同结构状态出现的频率，建立大分

子机器的功能图谱（functional landscape）。比如在

核糖体的原位结构研究中发现，同一种细胞在特定

状态下倾向于表现出类似的功能状态分布，但不同

的细胞种类以及不同的环境或药物处理能导致完全

不同的分布［48，51-52］。保持关键大分子机器相对稳

定的功能图谱可能是细胞内稳态的重要部分。原位

结构研究为深入理解细胞的生命活动提供了全新

视角。

原位结构生物学不是仅仅解析若干大分子复合

物的原位结构。Cryo-ET/StA原位技术的最大意义

还在于，可以将获得的不同结构重新投射回细胞内

三维空间进而获得细胞的空间分子结构功能图谱

（图2c，图3i）。其中大分子复合物的空间定位精度

可达亚纳米或埃级别，并且有旋转取向、结构功能

状态、辅助蛋白质甚至药物小分子结合等综合信

息［48］。Cryo-ET/StA的定位精度与结构细节是现有
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细胞生物学技术如超分辨荧光显微镜［170］无法比拟

的。基于 cryo-ET/StA 的三维空间分析 （spatial 

analysis）在研究神经细胞中变性蛋白聚集与蛋白

酶体相互作用［171］、内质网蛋白降解微区域［172］、

多聚核糖体［48］、细胞骨架肌动蛋白波 （actin 

wave）［60，119］等方面取得了一系列新发现，为深入

理解细胞和分子层面的生命活动提供了结构基础。

基 于 ChimeraX 的 ArtiaX［173］ 和 基 于 napari 的

Blik［128］的开发也使得三维可视化变得更为简单。

除了三维可视化，更系统和定量地分析不同结构分

布、邻近、聚集等三维组织信息是未来方法开发的

方向之一［48，174-175］。

Cryo-ET/StA可以类比于在计算机虚拟层面拆

解一个由电镜图像三维重构的细胞，但相比于传统

结构生物学破坏后提纯的结构解析，cryo-ET/StA

保留了“复原”细胞内完整三维分子景观的可能

性，是现阶段构建“细胞的原子模型”（atomic 

model of the cell）这一结构生物学家终极目标最有

潜力的方法。在cryo-ET/StA解析与构建的基础上，

结合多组学数据与机器模拟有可能建立可以模拟正

常细胞功能的虚拟细胞模型［176］。

2.3　整合生物成像解析生命系统复杂性

生命系统的复杂性和单个研究方法的局限性使

得整合多种技术方法成为必然。光镜和电镜在各自

的领域一直在突破新的分辨率界限，而两者的结合

同样在不断发展。如前文中提到的cryo-CLEM，实

验过程中可将样品玻璃化后在集成了冷冻荧光显微

镜 （fluorescence cryo-microscopy，cryo-FM） 模块

的冷冻聚焦离子束扫描电子显微镜 （cryo-FIB-

SEM）中进行成像以减少样品的转移过程，最大

程度地减少冰污染，同时可以在实时荧光信号指导

的情况下对感兴趣区域进行特定减薄（图3c），将

lamella 的荧光图像与扫描电子图像相结合，能够

指导 cryo-ET 的数据收集过程。孙飞课题组［82］研

制的ELI-TriScope系统能够将电子束、光束和离子

束精确地聚焦到同一点上，有效提高冷冻聚焦离子

束减薄的成功率和样品制备通量。通过荧光标记，

他们利用该系统成功制备了一批精准靶向中心体的

lamella，并发现了此前未被报道的 RD3 结构。徐

涛和纪伟课题组［83］将激光共聚焦显微镜集成到

cryo-FIB-SEM中开发了CLIEM系统，通过高质量

的全细胞多色三维荧光成像，可精准定位研究目标

的三维空间位置，并通过投影变换将光镜图像与聚

焦离子束图像进行快速精准关联，实现了 110 nm

精度的聚焦离子束定点减薄。此外，还有一些类似

的商业化解决方案，比如 iFLM （Thermo Fischer）

和 METEOR （Delmic） 等。Cryo-CLEM 技术已广

泛应用于细胞生物学、结构生物学等领域，利用该

技术研究人员成功解析了病毒入侵细胞的过

程［177］，揭示了病毒与宿主细胞膜的相互作用机

制，同时还研究了细胞骨架［178］、细胞器动态变

化［179-180］等生物学过程。

由于油浸物镜及其他浸入式光学物镜目前仍无

法在冷冻条件下进行成像，因此典型的 cryo-FM通

常使用以空气为介质的物镜，导致其光学分辨率被

限制在 400~500 nm的范围内。为了实现对亚细胞

或小分子蛋白质更加准确和精细的定位，超分辨冷

冻光电关联技术 （correlative cryo-super resolution 

light and cryo-electron microscopy，SR-cryoCLEM）

得到了越来越多的应用［180-182］。SR-cryoCLEM技术

的 发 展 得 益 于 超 分 辨 率 显 微 镜 技 术 （super-

resolution fluorescence microscopy，SR-FM） 的发

展。SR-FM能够突破传统光学显微镜的衍射极限，

实 现 纳 米 级 别 的 分 辨 率 ， 如 PALM［183］ 和

STORM［184］能够精确地定位单个分子，有助于研

究荧光分子在细胞中的精确分布和动态变化。徐涛

和纪伟课题组开发的ROSE［185］和ROSE-Z［186］方法

利用激光干涉来定位单个荧光分子，分别提高了单

分子定位显微镜（SMLM）的横向分辨率和轴向分

辨率。SR-FM的应用广泛［187-188］，在用于冷冻样品

的同时也被用于传统常温电镜。徐涛和徐平勇课题

组［189-190］开发的新型荧光蛋白mEosEM具有出色的

热力学稳定性和对OsO4的抵抗力，可以在保持生

物样品超微结构的同时实现超分辨率成像，推动了

高精度三维光电关联成像在大尺度厚样品中的应

用。与常规 cryo-CLEM 技术类似，SR-cryoCLEM

首先将带有荧光标记的样品快速冷冻并在 cryo-FM

下进行超分辨率的荧光成像，然后将样品转移到冷

冻电子显微镜下进行成像。最后，通过图像处理软

件，将超分辨率光学显微镜图像和冷冻电子显微镜

图像进行对齐和整合。2015年徐涛课题组［191］结合

高压冷冻、冷冻切片和单分子定位技术实现了在冷

冻条件下对线粒体外膜及相关膜蛋白的纳米水平的

观察，将 SR-cryoCLEM扩展到对哺乳动物细胞玻

璃化切片的研究上。最近，孙飞课题组［192］通过引

入结构光照明成像技术研制了冷冻结构光照明成像

系统HOPE-SIM，实现了优于 150 nm的光镜-聚焦

离子束三维关联对齐精度，对宿主细胞内鼠疱疹病
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毒和HeLa细胞内中心体样品进行了原位结构研究。

利用 SR-cryoCLEM，Moerner 课题组［193］ 能够在 

30 nm 精度下对 tomogram 中的三种不同目标蛋白

质 进 行 荧 光 定 位 ， 实 现 了 利 用 荧 光 信 号 在

tomogram中对小蛋白分子的注释。Hess课题组［194］

利用 cryo-SR技术和 cryo-FIB-SEM技术对多种细胞

进行了全细胞成像，以三维方式可视化了整个细胞

在纳米尺度下的超微结构，发现了此前未观察到的

蛋白质-细胞器空间关系，包括含有内质网相关蛋

白的细胞核内囊泡、小脑神经元之间的网状黏附网

络以及根据转录活性进行细分的染色质结构域。这

些研究工作体现了 cryo-SR/FIB-SEM技术在揭示细

胞原生超微结构方面的潜力，这种多模态的蛋白质

定位模式能够帮助我们理解细胞内部的复杂性。

cryo-CLEM 可以在同一样品上进行多尺度的

关联分析，包括宏观的细胞形态以及微观的分子细

节，这对于理解细胞内部的复杂网络和分子间的相

互作用非常有帮助，有望在细胞生物学研究中发挥

更大的作用。目前 cryo-CLEM 面临的最大技术挑

战之一是 z轴分辨率和 z轴相关精度。即使是最新

的 SR-FM 也只能在 z 轴方向上达到 150 nm 左右的

分辨率。因此利用 cryo-FM 在 tomogram 中直接定

位某些蛋白质仍然具有挑战性。为了提高 lamella

包含感兴趣事件的概率，cryo-FM和 cryo-FIB-SEM

的 3D 相 关 精 度 必 须 优 于 典 型 的 lamella 厚 度      

（即<150 nm）。但是目前达到如此高的 3D 相关精

度仍是十分困难的事情。另外，在使用 cryo-SR时

往往需要定制 cryo-FM设备以完成冷冻状态下的超

分辨荧光成像，并且需要探索不同荧光分子在超分

辨冷冻荧光显微镜中的适用性［195-196］。基于高对比

度的分子标签法和 cryo-CLEM都极大扩展了 cryo-

ET的应用范围。未来，基于两种方法的联用能够

一次标记和区分多个目标分子，为解决日益复杂的

生物学问题提供了多种选择［197］。

此外，原位核磁共振 （in-cell NMR） 技术能

够在细胞内研究较小且富集的蛋白质的结构动态，

有研究成功地将其与 cryo-ET结合起来研究膜蛋白

的跨膜转运过程［198］。上述研究方法更关注对细胞

内小部分区域进行高清成像，而 cryo-soft X-ray 

tomography （cryo-SXT）［199］有提供细胞器精度的

细胞三维成像能力，能够在全细胞尺度下进行成

像，也有跟 cryo-ET进行联合成像的应用潜力。对

于更高尺度的生物成像，体电子显微学（volume 

electron microscopy，vEM）［200］无疑是更好的选择。

vEM能够在纳米分辨率下对多细胞进行连续切片

成像，其在脑图谱［201-203］、早期胚胎发育［204］等生

物学研究中发挥着重要的作用。

除了联合多种成像方法实现更深、更广的可视

化，也可整合不同数据进行结构解释与模型搭建。

整 合 结 构 生 物 学 技 术 （integrative structural 

biology）可以将获得的密度图、过往解析的结构、

AlphaFold预测模型等多种信息整合起来进行综合

结构建模。质谱技术与 cryo-ET都是无标记的、能

提供系统组学信息的方法，两者相得益彰。新兴的

质 谱 技 术 方 法［205］， 如 定 量 质 谱 （quantitative 

MS）［4］、天然质谱（native MS）［206］、单细胞质谱

（single-cell MS）［207］等能提供大分子丰度、比例、

动态变化等重要定量信息。交联质谱技术能够提供

氨基酸级别的蛋白质-蛋白质相互作用信息，以及

大分子复合物的组分与拓扑结构信息［208］。在  

cryo-ET/StA原位结构研究中，通常结构分辨率较

低（8~30 Å）且细胞内各种蛋白质成分难以确定，

因此需要依赖其他辅助信息才能完成模型搭建。

Rappsilber与Mahamid课题组［25］首次将 cryo-ET和

原位交联质谱结合起来用于解析细胞内转录-翻译

复合物结构，显示了整合原位结构生物学的可行

性。Cryo-ET和原位交联质谱也被成功应用到小鼠

精子尾部的原位结构研究中［209］。

2.4　基于人工智能的算法突破

在 过 去 的 几 年 中 ， 人 工 智 能 （artificial 

intelligence，AI）技术飞速发展，正逐步渗透到各

行各业，给传统技术带来了深刻的转型和变革，也

极 大 地 促 进 了 结 构 生 物 学 的 发 展 。 诸 如

AlphaFold［35］、RoseTTAFold［210］、OpenFold［211］等

相关蛋白质结构预测软件的诞生，标志着结构生物

学发展到了全新的阶段。同样地，人工智能正在改

变和加速冷冻电镜相关的数据处理过程，特别是在

原位冷冻电镜技术中，AI无论是在样品制备，数

据收集还是数据处理过程中都发挥了极大的作用。

尤其在数据处理方面，AI技术体现了非常出色的

性能。cryo-ET原始图像的信噪比很低、存在缺失

楔效应、挑选颗粒困难，需要借助AI技术进行图

像增强和颗粒挑选；原位结构解析的密度图分辨率

一般不高，需要AI辅助预测进行蛋白质指认或复

合体蛋白结构模型搭建；生物样品的原位结构信息

非常丰富，需要AI技术进行深度数据挖掘；原位

解析的结构一般是静态结构，需要借助AI技术进

行动态模拟和预测，以便更全面地理解分子机制。
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下面针对这些不同的应用场景进行举例介绍。

良好的样品是数据收集的前提，不同的样品其

制备方式通常需要经过多种条件的摸索，这个过程

耗时耗力，严重限制了样品制备的效率，而AI在

自 动 化 样 品 制 备 过 程 中 展 现 出 巨 大 潜 力 。

Chameleon是第一个在样品制备过程中实时提供载

网质量信息的仪器，该仪器一方面通过控制和监控

样品冷冻过程中的必要参数（如控制样品浓度、加

样体积等）来提高制备良好样品的效率，另一方面

产生大量的相关数据，深度学习算法使得这些数据

可以根据样品的性质推算出相应的制备方案［212］。

这种将样品制备过程从调整样品的生化性质以匹配

标准样品制备方案，转向使用样品的生化性质以驱

动有效的样品制备策略在理论上可以极大提高样品

制备的效率。然而，Chameleon目前在实际使用过

程中仍面临着如无法控制环境温度以及样品存在取

向优势等问题，而且还无法直接用于细胞和组织的

原位样品制备。在原位样品制备中，尤其是    

cryo-FIB或 lift-out中往往有大量消耗人力时间的重

复操作，并且参数选择复杂，对实验经验有很高要

求。一个有巨大潜力的未来方向是将人工智能与硬

件开发整合起来，实现全自动化的原位样品制备。

除了质量与效率，全自动化的原位样品制备设备对

于处理有生物安全要求的临床样品也将有很大

益处。

进行数据收集前需要在载网上选择合适的目标

区域进行电子成像，相关目标区域的选择通常依靠

人为决策来确定，近年来，一些软件开始应用深度

学习来自动化选择目标区域。如Danev课题组［213］

开发的 SPACEtomo软件，就是利用深度学习算法

自动化完成 lamella的定位以及目标区域的识别和

收集，极大缩短了人工操作的时间，提高了样品收

集的效率。SPACEtomo 的效果目前在酵母样品中

得到了验证，未来针对其他类型生物样品的深度学

习训练会进一步拓宽应用范围。需要注意的是，深

度学习算法十分依赖训练数据的数量和质量，相关

的自动化软件需要进行大量的训练才能较好地完成

目标区域的识别任务。目前来说，即使是最佳算法

的表现也无法超越人为决策。

在图像降噪和数据增强方面，目前基于AI技

术的方法非常多，如前文提及的基于noise2noise的

降噪软件 Topaz［113］和 Cryo-CARE［115］，两者都是

通过从噪声中学习噪声的方法来训练神经网络，从

而习得噪声模式，改善图像质量。最近，Xu课题

组［214］ 开发了一种基于无监督深度学习框架的

DUAL模型，DUAL通过使用循环生成对抗网络和

噪声解耦处理原始图像中的噪声和实际结构信息，

能够显著提高原始图像的信噪比，增强颗粒挑选的

准确性。对于数据增强，除前文提到的 ICON［116］

和 IsoNet［117］，最近开发的DeepDeWedge也可用于

tomogram降噪和缺失楔重建［215］。该模型将真实数

据集分成两部分作为训练集，并独立地对它们进行

tomogram生成和CTF校正，然后使用UNet架构的

神经网络在训练集中学习从噪声数据中恢复缺失信

息，最后将原始 tomogram通过训练好的网络进行

处理，并将结果重新组合以获得最终的去噪和缺失

楔形校正的 tomogram。该软件使用相对复杂的神

经网络，可能需要较长的训练时间，并且其对原始

数据的依赖可能存在过拟合风险。不同的数据集可

能需要尝试不同的方法来进行信息补偿，并且无论

是利用何种深度学习架构开发的软件，对缺失楔信

息的补偿都存在着不准确的风险，因此处理后的

tomogram 都只能辅助颗粒挑选而不能用于 StA

计算。

在目标颗粒的定位方面（图3g），基于互相关

算法的模板匹配［129］最早被应用于自动化颗粒挑

选，但是模板匹配的精度较低，需要多轮迭代以及

后续分类来区分真假阳性。前文提及的DeepFinder

和 DeepETPicker 利用卷积神经网络来学习和识别

tomogram中生物大分子的特征和模式，能够自动

化识别多种类型的生物大分子，显示出比模板匹配

更高的精度和召回率。但这类软件都需要手动标注

真实数据集进行模型训练，当训练数据集不够大或

者不够多样化时，模型的泛化能力会受到限制。

Eltsov 课 题 组［216］ 最 近 提 出 了 模 板 学 习 技 术

（template learning），结合了深度学习在颗粒识别上

的准确性以及邻域随机化方法训练模型的便利性，

旨在通过综合模拟数据集和真实数据集的训练来提

高深度学习挑选颗粒的精度和召回率，但其实际表

现依然受限于训练数据集的质量和数量。基于深度

学习的一系列算法和软件的开发在理论上提高了颗

粒挑选的效率，但是对于大多数蛋白质来说，通常

无法从真实数据集中手动标注足够的训练集来训练

网络，因此模板匹配仍然是最常使用的方法。但是

无论是模板匹配还是基于深度学习的各种软件，自

动化颗粒挑选的准确度依然不如手动颗粒挑选。

原位结构解析获得的电子密度图通常无法达到

很高分辨率，难以进行准确的结构建模。AI技术
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可以从多个角度提高密度图质量。例如，黄胜友课

题组［217］ 通过采用多尺度 UNet 架构，开发了

EMReady软件，用于改善原始密度图的各向异性，

提升原始密度图的质量，有利于后续精确建模。针

对StA颗粒中存在的组成和构象上的异质性，前文

提到的 cryoDRGN （类似 tomoDRGN）程序不仅可

以重构出生物大分子机器连续的结构变化，同时可

以利用训练好的模型捕捉和重建原始密度图的结构

特征。

针对原位结构解析的中等分辨率密度图的建模

难题，将其他方法解析或者预测的蛋白质原子模型

拟合到密度图中是最常用的一种做法。EMBuild集

成了AlphaFold结构预测和基于快速傅里叶变换的

全局拟合等方法共同作用于深度卷积网络预测的主

链信息概率图上，能够针对4~10 Å内的 cryo-ET密

度图进行相对可靠的自动化蛋白质建模［218］。

DomainFit能够将AlphaFold预测的蛋白质结构域半

自动拟合到密度图中，从而实现对蛋白质的鉴定，

对3~8 Å分辨率的密度图表现最佳［219］。如果 cryo-

ET获得的密度图分辨率能够近原子水平，则可以

在 不 依 赖 其 他 确 定 结 构 的 方 法 下 进 行 从 头             

建 模 ， 如 DeepTracer［219-220］、 CR-I-TASSER［221］、

RosettaES［222］、MAINMAST［223］。通过以上方法能

够获得在自然状态下原子水平的蛋白质构象，对生

物大分子进行原子水平的原位可视化，能够将不同

构象下的生物大分子与周围复杂环境相关联，在多

尺度理解细胞内不同分子相互作用网络导致的细胞

不同生理状态。这也是可视蛋白质组学中重要的计

算方式。

在真实的细胞里，生物大分子通常处于高度动

态的变化中。针对原位结构研究中缺乏动态结构信

息的问题，人们开发了很多蛋白结构构象变化分析

程序。除前文提到的cryoDRGN外，还包括基于分

子 动 力 学 模 拟 的 MDTOMO， 可 以 分 析 sub-

tomogram的连续构象变化［224］。使用MDTOMO分

析的严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 （SARS-

CoV-2）刺突蛋白数据，揭示了分子的多种构象状

态，并发现了与单个受体结合域（RBD）开启相

关的渐进构象变化。基于三维光流算法（3D dense 

optical flow） 的 TomoFlow［225］和基于正则模态分

析 （normal mode analysis，NMA） 的 HEMNMA-

3D［166］软件也同样可以用于分析生物大分子在连

续空间中的构象变化。通过将这些构象变化可视化

在 cryo-ET的原位数据上，研究人员更好地理解生

物大分子的动态行为和功能。

Cryo-ET 得到的 tomogram 包含丰富的信息，

但是目前的颗粒挑选仅关注已知的蛋白质或者感兴

趣的蛋白质，对于 tomogram中剩下的大量信息挖

掘较少，Xu课题组［122］提出了一个应用于大规模

数据集的无监督深度学习方法 DISCA，能够在无

模板无手动标注的情况下无差别地对 tomogram中

的多种质量大小的蛋白质分子进行识别和注释。基

于深度度量学习开发的TomoTwin程序，能够在拥

挤的细胞环境中对多种蛋白质进行无需手动标注的

颗粒挑选［226］。这些软件充分地利用了 tomogram中

的信息，能够帮助挖掘有趣的生物问题，有利于推

动细胞生物学和可视蛋白质组学的发展。然而，目

前开发的大部分软件都不太适合膜蛋白或丝状蛋白

的识别，并且不适合拷贝数较少或者分子质量较小

的生物大分子。对于这些难以自动注释的复合物，

人工注释仍是必要的。

虽然 cryo-ET技术本身的复杂性以及数据处理

的固有挑战使相关软件的开发十分困难，但是相关

的数据处理已逐渐更加智能和高效。随着 AI 和

cryo-ET相关技术的进一步发展，对整个细胞或亚

细胞区域内蛋白质组实现纳米或亚纳米水平的可视

化将不再遥不可及（图3i）。

3　总结与展望

原位冷冻电镜技术在解析复杂多组分复合物结

构、捕捉细胞内瞬时超分子组装体、发现新的复合

物组分蛋白、重构细胞内整体分子结构景观等方面

表现出独特的优势与潜力。结构生物学已经跳出分

子结构生物学的桎梏，发展为细胞乃至组织的结构

生物学。在未来，更好的原位样品制备方法仍将是

原位冷冻电镜技术发展的重点，如何最大程度保持

细胞与组织样品的原始状态将是其中的关键。除了

实验室培养的细胞，对自然环境或临床样本进行更

快速高效的原位样品制备将极大促进原位冷冻电镜

技术在临床医学等研究中的应用。同时，随着

cryo-CLEM、SR-cryoCLEM、多组学方法、新图像

处理算法、AI结构预测等的不断发展，如何通过

软硬件开发有效地整合跨尺度、多模态的数据也将

是未来重点发展方向。另外，目前原位结构研究仅

能够获得空间信息，如何开发新技术获得时间维度

上的信息将是值得探索的方向。最后，为结合AI

实现“数字细胞”及类似模拟复杂维度生命活动的

大模型，优质数据共享和新算法开发同样重要。
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AlphaFold2的巨大成功是建立在过去几十年积累的

大量蛋白质结构数据基础上的。数据尤其是原始数

据的共享是原位结构生物学未来发展的基础。仅仅

在EMDB或PDB数据库上分享密度图或原子模型

的传统方式已经不足以支持原位数据的多样性与复

杂性。尽管已有EMPIAR数据库等较成熟的原始数

据共享平台，最近成立的Cryo-ET Data Portal也提

供了一种共享 tomogram注释数据的方案，但鉴于

原位数据的复杂性与敏感性，如何鼓励原位数据分

享与建立标准化的数据共享规范等仍然亟需领域内

共识。大量高质量注释 tomogram数据共享将利于

催生新的AI算法实现原位数据的深入挖掘与整合。

结构生物学的时代方兴未艾！
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Abstract　In recent years, with the continuous development of in situ cryo-electron microscopy (cryo-EM) and 

artificial intelligence (AI) technologies, the research of structural biology has undergone a paradigm shift. 

Structural analysis is no longer confined to isolated and purified biomolecules, and determination of high-

resolution in situ structures directly within cells and tissues becomes feasible. Furthermore, structural analysis of 

the molecular landscapes of subcellular regions can be performed to gain a deeper understanding of the molecular 

                                      
∗ This work was supported by grants from National Science Foundation for Distinguished Young Scholars of China (31925026) and National Key 

Research and Development Program (2021YFA1301500).

∗∗ Corresponding author.

ZHU Yun.  Tel： 86-10-64888582， E-mail： zhuyun@ibp.ac.cn

XUE Liang.  Tel： 86-10-64887252， E-mail： liangxue@ibp.ac.cn

Received： July 17， 2024    Accepted：  August 16， 2024



李宽莹，等：原位冷冻电镜技术和可视蛋白质组学前沿2024；51（10） ·2477·

mechanisms of living activities in the native functional context. Through determining in situ structures of various 

protein complexes within the cell, it is feasible to visualize the proteome with spatial and quantitative information, 

which is often referred to as visual proteomics. Emerging in situ structural methods represented by cryo-electron 

tomography (cryo-ET) hold the promise to elucidate the three-dimensional interaction networks of the 

intracellular proteome and understand their activities in a systematic manner. To advance in situ cryo-EM/ET and 

visual proteomics in China, this review summarizes the new research paradigms and technological advances, 

showcases the superiority of new concepts and technologies with representative examples, and discusses the 

future prospects in the field.

Key words　 structural biology, cell biology, systems biology, cryo-electron microscopy, cryo-electron 

tomography, visual proteomics, sub-tomogram averaging, cryo-correlative light and electron microscopy, artificial 

intelligence
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