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串行晶体学样品输运方法概述*
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摘要 样品输运方法是实现X射线自由电子激光串行飞秒晶体学研究的关键步骤之一。串行飞秒晶体学能够有效地捕捉到

生物分子的超快动态过程，如蛋白质构象变化和化学反应中间态等。它对于科学家更好地理解生物分子的结构和功能，揭

示生命活动的机制，以及为药物研发和生物工程等领域提供重要的技术手段具有重要意义。在自由电子激光装置进行实验

时，将样品输送至与自由电子激光脉冲相互作用区域是非常关键的。而选择合适的上样方法对于样品的消耗量和实验效率

起着决定性作用，也是实验成功与否的一个重要因素。本文综述了目前串行晶体学样品输运方法的最新研究进展和未来发

展方向。同时介绍了常用的样品输运方法及其适用范围，旨在为从事串行晶体学领域研究的科学家提供借鉴和参考。通过

选择合适的样品输运方法，能够提高实验效率，减少样品消耗，并为研究者们在生物大分子结构生物学研究方面开辟新的

可能性。
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X 射 线 自 由 电 子 激 光 （X-ray free-electron 

lasers，XFEL）是基于直线加速器的最新一代的X

射线光源，相比于同步辐射光源具备超高亮度、超

短脉冲、全相干等特点。其峰值亮度是同步辐射的

109倍，可以直接利用纳米晶体衍射解析复杂生物

大分子［1-2］或化学小分子结构［3-4］。XFEL的脉冲宽

度比同步辐射短3个数量级，能够在生物大分子被

辐射破坏前获取有效衍射数据［5］。此外，XFEL的

飞秒脉冲还可以用于捕捉生物分子在亚皮秒时间尺

度的动态结构变化，捕获生物大分子在反应链上的

构象中间体，并以原子级的空间分辨率对其结构进

行表征［6-9］。

时间分辨 X 射线串行飞秒晶体学 （time-

resolved serial femtosecond crystallography，

TRSFX）是自由电子激光在结构生物学中的重要

应用之一。它为我们提供了观察生物体内大分子结

构和动力学过程的新方法，如视紫红质结构的光响

应细节［6，10-11］、一氧化碳肌红蛋白配体解离时的运

动 过 程［12］、 光 系 统 II 光 合 作 用 过 程 的 中 间

态［7，13-14］、光驱动光敏黄蛋白顺反异构化过程［15］、

氯离子泵浦视紫质动力学过程［16］等，对于理解生

物大分子如蛋白质、酶等的功能机制具有重要意

义，对于基于结构的药物研发起到了重要推动作

用。串行样品输运方法的发展对自由电子激光串行

飞秒晶体学实验，尤其是TRSFX以及纳米晶体学

实验具有非常重要的意义，能够提高实验效率、减

小样品辐射损伤、获得连续时间序列的结构信息，

并突破晶体大小限制，实现了更准确的结构分析。

串行晶体学上样方法的发展极大地推动了TRSFX

以及纳米晶体学的研究。

第三代同步辐射晶体学线站和自由电子激光串

行晶体学线站在样品输运方式和制备方法上存在很

多不同之处。第三代同步辐射X射线晶体学采用旋

转晶体法，通过照射晶体来记录旋转过程中的布拉

格峰位置。通常仅用一颗晶体就能获得用于结构解

析的完整数据，但是由于其旋转特性，很难用在 fs

至ms的快速时间分辨实验上。在最新的第四代同

步辐射装置上，如 ESRF-EBS ID29 线站的主要方
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法学为时间分辨串行晶体学，其主要目标就是研究

时间分辨的晶体结构，虽然其关注的时间尺度与自

由电子激光不同，但上样方法也为串行上样的方

式。由于XFEL超强的脉冲能量，串行晶体学实验

一颗晶体只能获得一张衍射图就会被损坏，因此需

要连续更新晶体样品。为了匹配XFEL的重复频率

以及提高样品传输效率，样品输运装置需要高速、

高精度地输运样品，以尽量确保每个脉冲都与样品

相互作用。为了获得足够的衍射图并得到晶体结

构，自由电子激光串行晶体学实验通常需要数百微

克至数百毫克生物大分子晶体样品（表 1）。串行

晶体学实验如此大量微晶体的制备方法与传统晶体

学样品制备所采用的蒸汽扩散法不同，蒸汽扩散方

法制备的晶体尺寸大，数量较少。串行晶体学微晶

制 备 常 采 用 自 由 界 面 扩 散 法 （free interface 

diffusion，FID）或分批结晶的方法［17-19］。

串 行 飞 秒 晶 体 学 （serial femtosecond 

crystallography，SFX） 样品输运要求在相互作用

区域能有效更新样品，样品的更新速度需要考虑自

由电子激光的重复频率、库伦爆炸的影响以及在泵

浦探测实验时还需考虑激光的光斑尺寸。2009 年

美国国家加速器实验室 SLAC 建成了第一条硬

XFEL 直线加速器相干光源 （linac coherent light 

source，LCLS），其冲重复频率为 120 Hz，脉冲间

隔 8.3 ms。2017 年，第一个高重频自由电子激光

European XFEL 建成，其脉冲重复频率最高可达

4.5 MHz，相邻的两个脉冲时间间隔仅 220 ns。正

在建设中的第二代直线加速器相干光源 （linac 

coherent light source II，LCLS-II）、上海硬X射线自

由电子激光装置 （Shanghai HIgh repetitioN rate 

XFEL and Extreme light facility，SHINE）等最高重

复频率可达1 MHz，脉冲间隔1 μs。高重频的自由

电子激光给样品传输带来了新的挑战，样品需在  

1 μs或 220 ns的时间间隔完成样品更新。XFEL脉

冲打在样品微射流上会导致超声压力波的产生与传

播［20］，将产生库伦爆炸而形成一个大于 XFEL 光

斑尺寸的爆炸区域［21］。样品更新需覆盖库伦爆炸

影响区域的大小。在激光激发时间分辨实验中，为

了避免样品被反复激发，样品的更新距离需大于激

光光斑影响距离。样品传输方案的选择还需要考虑

实验站的样品环境，目前的串行晶体学线站包括真

空样品环境、氦气样品环境、大气环境，为了降低

空气带来的背景散射，串行晶体学实验站的样品环

境通常为真空或者氦气环境，但脂质立方相

（lipdic cubic phase，LCP） 介质不能用于真空环

境，在真空环境温度降低且容易脱水导致 LCP

相变［22］。

自由电子激光的样品输运方式主要包括液体喷

射的方式与固定靶的样品输运方式，不同的实验站

使用的上样方法可相互借鉴，甚至可以完全一致，

如液体喷射方式中的液滴方法可以用于串行晶体

学［23］、单颗粒成像、谱学［24］等，超薄扁平液流可

用于软X射线谱学，也可用于串行晶体学［25-26］。本

文将介绍目前自由电子激光串行晶体学实验站样品

环境的基本配置，主要介绍国内外串行晶体学实验

站样品传输系统及所用到的上样方法，分析其适用

范围以及优缺点，为从事结构生物学的研究人员在

XFEL进行串行晶体学实验选择合适的上样方法提

供参考。

Table 1　Parameters for serial crystallography liquid sample delivery methods
表1　串行晶体学液体样品输运方法参数

液体输运

GDVN

DFFN

Mix-GDVN

HVEs

MESH

压电驱动液滴喷嘴

ADE

射流或液滴直径

/µm

<5

2~5

0.536

40~80

亚微米~几微米

80

50~200

样品溶液管道

直径/µm

40~75

40

20~60

40~80

50~100

80

50~200

流量

/(µl·min-1)

1~20

1~10

2.4

0.01~2

0.14~3.1

0.5@30 Hz

3.3@10 Hz

流速/(m·s-1)

10~100

10~100

≤160

∼0.002

-
匹配30 Hz XFEL脉冲

匹配120 Hz XFEL脉冲

样品消耗量

/mg

10~100

10.8

-
< 0.5

0.140

<1

<1

适用环境

真空

√
√
√
×

√
×

×

大气

√
√
√
√
√
√
√

GDVN：鞘层气体约束聚焦喷嘴（gas dynamic virtual nozzle）；DFFN：双流聚焦喷嘴（double flow-focusing nozzle）；Mix-GDVN：混合注

入鞘层气体约束聚焦喷嘴（mix-and-extrude gas dynamic virtual nozzle）；HVEs：高黏度液体喷嘴（high-viscosity extruders）；MESH：静电

纺丝喷嘴（microfluidic electrokinetic sample holder）；ADE：声学液滴喷嘴（acoustic drop ejection）。
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1　串行晶体学线站样品输运系统

国际上，包含串行晶体学方法的自由电子激光

实验站包括美国的 LCLS CXI［27］、 MFX［28］ 和

XPP［29］ 实 验 站 ， 欧 洲 的 European XFEL SPB/

SFX［30］，日本的 SACLA BL3［31-32］，韩国的 PAL-

XFEL NCI［33］，瑞士的SwissFEL Alvra Prime［34］与

SwissFEL Bernina MX［35］。此外，上海目前正在建

设的 SHINE SFX实验站也将成为该领域的重要一

员。串行晶体学线站的主要设备有光学聚焦系统提

供几微米或几百纳米的光斑、大的面探测器、泵浦

激光系统、样品输运设备、真空或氦气的样品环

境。SwissFEL Bernina MX和LCLS MFX实验站配

置低温环境、机械手、衍射仪等与同步辐射生物大

分子晶体学线站相似的配置，主要针对固定靶的串

行晶体学。国际上串行晶体学实验装置的配置如表

2所示。

Table 2　Basic configuration of international serial crystallography experimental stations
表2　国际上串行晶体学实验站基本配置

实验站

LCLS CXI

LCLS MFX

SACLA BL3-MAXIC

&DAPHNIS

PAL-XFEL NCI

SwissFEL Alvra Prime

SwissFEL Bernina MX

European-XFEL SPB/SFX

主要光学参数

能量范围5~11 keV；能量

1~4 mJ；脉宽5~200 fs；重

频 120 Hz；光斑尺寸 10，

1，0.1 µm

能量范围5~25 keV；能量

1~4 mJ； 脉 宽 30~100 fs；

重 频 120 Hz； 光 斑 尺 寸   

2~500 µm

能量范围 4~20 keV；能量

0.5 mJ@10keV； 脉 宽 2~ 

10 fs；重频60 Hz；光斑尺

寸1~5 µm

能量范围 2.2~15 keV；能

量~1 mJ；脉宽~25 fs；重

频30 Hz；光斑尺寸5 µm

能量范围 2~12.4 keV；能

量 0.2~1.4 mJ； 脉 宽 2~    

20 fs；重频100 Hz；光斑

尺寸1.5 µm

能量范围 2~12.4 keV；能

量 0.2~1.4 mJ； 脉 宽 2~    

20 fs；重频100 Hz；光斑

尺寸2~20µm

能量范围 3~16keV；能量

1~5 mJ；脉宽 <100fs；重

频4.5 MHz；光斑尺寸0.1，

1 µm

关键设备

CSPAD 2.3M

CSPAD 140k

泵浦激光

机械手

衍射仪

温湿度控制器

epix10K-2.1M

Rayonix340-XFEL

泵浦激光

MPCCD 4M

泵浦激光

Jungfrau 4M

Rayonix MX225-HS

泵浦激光

Jungfrau 16M

Jungfrau 4M

Von Hamos谱仪

泵浦激光

Jungfrau 16M

衍射仪

机械手

AGIPD 4M

AGIPD1M

泵浦激光

方法学

CXI

SFX

SFX

SAXS

WAXS

XES

CXI

纳米晶体学

超快泵浦探测

SFX

CXI

SFX

XAS

SFX

XDS

XAS

XES

SFX

CXI

SFX

样品输运方法

空气动力学透镜气溶胶注射器

GDVN

HVE

真空固定靶

固定靶（常温、低温）

GDVN

LCP

MESH

HVE

固定靶

柔性液体喷射器

空气动力学透镜气溶胶注射器

GDVN

带循环系统液流喷嘴

单颗粒溶液注射器PSD

GDVN

HVE

固定靶

GDVN

HVE

Liquid flat Sheet

圆柱形射流

固定靶

固定靶

空气动力学透镜气溶胶注射器

GDVN

DFFN

HVE

固定靶

CXI：相干X射线成像（coherent X-ray imaging）；SAXS：小角X射线散射（small angle X-ray scattering）；WAXS：广角X射线散射（wide 

angle X-ray scattering）；XES：X射线发射光谱 （X-ray emission spectroscopy）；XAS：X射线吸收光谱 （X-ray absorption spectroscopy）；

XDS：X射线衍射光谱（X-ray diffraction spectroscopy）。
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自由电子激光串行晶体学实验站的样品传输是

通过各类液体样品注射器实现的，如鞘层气体约束

聚 焦 喷 嘴 （gas dynamic virtual nozzle，

GDVN）［36-37］、混合注入鞘层气体约束聚焦虚拟喷

嘴 （mix-and-extrude GDVN， Mix-GDVN）［38-39］、

双 流 聚 焦 喷 嘴 （double flow-focusing nozzle，

DFFN）［40-41］、 高 黏 度 液 体 喷 嘴 （high-viscosity 

extruder， HVE）［42-44］ 、 静 电 纺 丝 喷 嘴

（microfluidic electrokinetic sample holder，

MESH）［45-46］ 、 声 学 液 滴 喷 嘴 （acoustic drop 

ejection，ADE）或者压电驱动喷嘴产生液体的方

法［47-48］、液滴喷嘴结合传送带的方法 （drop-on-

tape，DOT）［24］等，或固定靶的方式［49］将晶体样

品传输至与XFEL相互作用区域。液体输运系统的

原理如图 1所示，通过高效液相色谱（HPLC）上

的蠕动泵驱动水溶液进入样品存储器，水溶液推动

样品存储器中的活塞挤压样品溶液进入样品输运管

路，最终通过喷嘴喷出到达与 XFEL 相互作用区

域。传样杆的一端通过M9的螺纹或者适配器连接

样品注射器，一端可接入气路管道与样品溶液管

道。这些气路管道与样品溶液管道可通过传样杆的

中心，最终与样品注射器对应的管路相连。

以European XFEL SPB/SFX为例，介绍串行晶

体学样品传输系统的需求以及设计方案。European 

XFEL SPB/SFX晶体样品传输采用的是鞘层气体约

束聚焦动态虚拟喷嘴 GDVN 生成直径 300 nm~     

20 μm的含晶体样品液流，GDVN方法是指液体从

喷嘴出来一般会散开，在液体喷流外围环绕一层气

体便能加以约束，同时能缩小液流的直径。GDVN

方法需要用到气体对射流聚焦，SPB/SFX的样品传

输系统的设计采用差分抽气系统保护样品腔真空免

受 GDVN 的气体及液体负荷的影响，使得样品传

输系统能够与高真空系统兼容。更换喷嘴时，将喷

嘴杆缩回到真空阀后面，可以在不破坏腔室真空的

情况下进行拆卸。此外，还设计了漏斗型的注入杆

接收器，方便引导传样杆进入与XFEL相互作用区

域。运动控制方面，传样杆部分采用XYZ机械手，

差动泵保护罩运动采用六足位移台，用于射流与

XFEL的对准。液流观测采用一个共轴显微镜和一

个侧视显微镜。侧视显微镜可与高速相机相连，结

合激光照明系统，通过对单帧图像的两次曝光可以

测量液体样品流速，详细设计见 Mancuso 等［50-51］

的对SBP/SFX的介绍。

2　液体样品输运方法

2.1　纳微米晶体样品的制备与表征

微晶体在串行晶体学时间分辨实验中起着关键

作用，使用激光激发的时间分辨实验要求激光能够

穿透整个晶体［52］，使用化学混合作为触发器时，

晶体的尺寸决定了扩散时间，因此是确定反应启动

条件的关键参数，并且对于获得较高的时间分辨率

也非常重要［39］。在时间分辨串行晶体学实验中，

通过控制微晶体的尺寸和分布，可以确保晶体在光

激发或化学混合触发条件下具有一致的反应启动条

件［19］。制备均匀的纳米和微米晶体的方法主要有

以下几种。a. FID法：一种通过叠加两种溶液，将

高浓度的沉淀剂添加到低浓度的蛋白质溶液，形成

界面以实现高浓度混合的方法，晶体生长在高浓度

的蛋白质溶液和沉淀剂溶液之间的界面上［17］。    

b. 种晶方法（seeding）：是通过控制种子的浓度来

获得所需尺寸范围的晶体，结合粉碎和过滤技术，

将大块晶体破碎成晶核，加入生长晶体的溶液中，

控制条件，可以得到尺寸、形状比较一致的小晶

体［19］。c. 批处理结晶：这是一项物质晶体生长技

术，其特点在于先行确定物质在特定条件下的成核

特性，包括了解其在特定组分浓度、pH值和温度

等参数下的结晶行为。在实际操作中，若初始结晶

条件不适宜于批量生产，则需要细致调整上述参

数，如通过改变溶液中的成分浓度、调节 pH值或

1
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Fig. 1　Schematic diagram of SFX liquid sample delivery 
principle

图1　SFX液体样品输运原理示意图
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改变温度控制，以寻找和确定适合大规模结晶生长

的最优条件［53］。对于小晶体的表征，可以采用二

阶非线性光学成像（second-order nonlinear imaging 

of chiral crystals，SONICC）来验证样品中是否存

在蛋白质晶体，采用纳米颗粒跟踪分析和动态光散

射来测量晶体的尺寸。

2.2　基于气体聚焦的液流输运方法

串行晶体学液体样品输运主要追求的是高样品

传输效率、低样品消耗量以及射流稳定性。高样品

传输效率、低样品消耗量要求样品传输速度与自由

电子激光脉冲相匹配，产生样品射流尺寸与晶体尺

寸相匹配或稍小于晶体尺寸，这样可以减少晶体溶

液带来的背景散射，且减少多个晶体共同作用形成

的衍射。自由电子激光串行晶体学线站的光斑尺寸

仅仅只有几个微米或是几百纳米，因此对射流稳定

性的要求很高，射流稳定性越好，样品的命中率越

高。SFX早期实验采用传统的直壁柱形Rayleigh射

流喷嘴，由于其射流较粗约10~100 µm，流量0.4~

7 ml/min，射流速度约 100 m/s，导致样品浪费严

重，且比较容易导致样品堵塞，该方法被气动虚拟

喷嘴GDVN［36，54-56］完全取代。GDVN 通过气体对

样品射流聚焦，产生的射流直径约几百纳米至几微

米之间，样品流量约 1~20 µl/min （图 2a）。相比

Rayleigh射流喷嘴能有效减少样品堵塞和降低样品

消耗，且射流粗细与晶体尺寸以及光斑相匹配，能

有效减少溶液带来的背景散射。GDVN 是 FEL 上

SFX实验方法的标准上样方法，基本每一个FEL装

置的晶体学线站都配置该样品输运方法，自由电子

激光第一个串行晶体学实验［55］及第一个高分辨率

数据［56］的获得就是使用GDVN注射器。GDVN的

流速一般在 10~100 m/s，European XFEL的脉冲间

隔最短为 220 ns，LCLS-II和SHINE的脉冲间隔均

为 1 ms，目前仅 GDVN 能满足高重频自由电子激

光的样品输运速度要求。在 GDVN 的基础上，

Oberthuer 等［40，57］ 设 计 了 DFFN （double flow 

focusing nozzle）喷嘴，内部液体射流被同轴更快

的外部液体射流聚焦，该外层射流本身又被更外层

的气体聚焦（图 2b）。DFFN射流相比于GDVN具

备更好的稳定性与更少的样品消耗。在混合注入的

时间分辨实验中，混合注入喷嘴 Mix-GDVN 是常

用的一种上样方式，该喷嘴也是基于气体聚焦，在

GDVN 喷嘴上改造，将蛋白酶晶体与底物预先混

合，通过混合时间与混合后样品到达相互作用区域

所需时间来控制时间延迟，通过气体聚焦混合后的

溶液进行样品输运（图 2c）。王丁杰等［57］设计了

第一个混合注入喷嘴，采用同轴液体流动结构混合

两种液体，然后使用气体聚焦机构形成连续的薄液

体射流，用于时间分辨纳米晶体学，同时确定瞬态

的结构和化学动力学机制。Knoška等［58］采用双光

子 3D 打印混合注入喷嘴，该喷嘴流速最高可达

160 m/s，射流尺寸可达亚微米量级，已成功用于

European XFEL SPB/SFX 混合注入时间分辨实验。

双光子 3D 打印技术可实现 GDVN、Mix-GDVN、

HVE、MESH 等液体喷嘴高精度量产，European 

XFEL 的样品环境研究小组公布了这些喷头的 3D

模型及设计参数［59］。

2.3　高黏度液体喷射装置

对于脉冲重复频率在 120 Hz 以内的 XFEL，

GDVN 输运方法的样品消耗量较大，通常将样品

嵌入黏性基质中采用高黏度样品输运喷嘴HVE进

行传输。由于高黏度样品挤出需要极大的压力（约

2 000~10 000 psi），需要通过增加液流管道直径来

减小对挤出压力的要求，因此HVE喷嘴的样品管

道直径通常较大，约 50~100 µm，样品流速约

0.01~2 µl/min［42，44］（图2d）。高黏度的样品在传输

过程中容易发生卷曲，与GDVN类似，HVE通常

采用氦气或者氮气作为同轴的鞘气保护来保持样品

射流的准直性，但该鞘气不对样品射流起聚焦作

用。HVE 的样品存储器离喷嘴出口很近，通过

HPLC上的蠕动泵驱动水溶液挤压活塞驱动高黏度

的晶体溶液从喷嘴管道喷出。根据哈根-泊肃叶方

程，样品在管道中的传输距离越短，所需的挤出压

力越小。

膜蛋白样品常采用 LCP 生长晶体，Weierstall

等［42］设计了LCP高黏度样品喷嘴，可用于XFEL

或同步辐射串行晶体学膜蛋白样品输运。采用LCP

高黏度样品喷嘴可以将生长在 LCP 内的蛋白晶体

像挤牙膏的方式缓慢挤压出10~50 µm直径的射流，

LCP流速 1~300 nl/min，其样品消耗量仅GDVN的

1/20 （图 2d）。为了降低空气带来的背景散射，串

行晶体学实验站的样品环境通常为真空或者氦气环

境，但 LCP 介质不能用于真空环境，在真空环境

温度降低且容易脱水导致LCP相变［22］。高黏度液

体喷嘴所使用的运载晶体的黏性注射基质除 LCP

外还包括高分子质量的聚环氧乙烷［60］（PEO）、油

脂［61］、凡士林［62］、琼脂糖［63］、透明质酸［64］以及

羧甲基纤维素钠和 Pluronic F-127 新型水凝胶材

料［65］等。油脂、凡士林等基质会带来较强的背景
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散射，而一些亲水基质如琼脂糖、透明质酸、

PEO，相比于LCP、凡士林，显示出较低的背景散

射。其中 PEO黏度小，流体的直径可以从最初的

50 µm减小到约20 µm，进一步降低了散射背景。

2.4　静电纺丝

静电纺丝喷射器MESH以及同轴的静电纺丝喷

射器 CoMESH 应用于串行晶体学样品传输最早由

Sierra 等［46，66］提出，是一种可以提供低流速的样

品输运方法，适用于液体和中等黏度的载体介质。

通过向晶体溶液样品施加2 000~5 000 V的高电压，

由于电势的作用，极化的液体表面变形成泰勒锥，

进而发展成一个细长的液体流（图 2e）。MESH方

法流量非常低，大约为 0.14~3.1 µl/min。与其他注

射方法相比，可以使用更大的毛细管尺寸如 75~

100 µm，甚至更大，从而减轻堵塞问题。MESH方

法在自由电子激光上已成功用于解析牛细胞色素氧

化酶（bCcO）高分辨的蛋白质结构［67］，用于时间

分辨实验，如研究光系统 II催化反应过程中的结构

变化［14］，也可用于纳米晶体学实验，如解析天然

杀虫剂细菌毒素 BinAB 纳米晶体结构［2］。除了在

串行晶体学中的应用，MESH也可用于单颗粒成像

实验［68］以及软X射线谱学实验［69］。

2.5　微液滴喷射技术

GDVN样品输运方法样品消耗较大，射流为连

续射流，会造成XFEL两个脉冲间隔区域的样品的

浪费。HVE方法由于射流直径大，样品基质会带

来较大的背景散射，微液滴喷射方法良好的解决了

这些缺点。通过压电［23］或者超声［70］驱动的液滴

喷嘴将蛋白质微晶溶解缓冲液喷射成为脉冲液滴

（图3a，b），并在时间和空间上进行控制，以便与
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Fig. 2　Various types of liquid jet in serial crystallography
图2　串行晶体学各类型液流喷嘴

（a）气体聚焦喷嘴（GDVN），（b）双流聚焦喷嘴（DFFN），（c）混合注入气体聚焦喷嘴（MixGDVN），（d）高黏度液体喷嘴（HVE），

（e）静电纺丝喷嘴（MESH）。
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30 Hz、60 Hz或120 Hz的XFEL脉冲同步。液滴的

大小可以控制在 50~200 µm。在匹配 30 Hz的脉冲

下，压 电 驱 动 液 滴 喷 射 方 法 样 品 消 耗 量 为            

0.5 μl/min，样品使用量<1 mg［23］。在这种样品输

送方法中，微晶可以脉冲式引入，与连续样品输送

相比可以减少样品消耗。由于该方法不需要油脂等

添加剂，背景噪音低于黏性介质的背景噪音。

ADE方法和传送带组合成DOT系统（图 3c），

可以为泵浦-探测测量提供更高的灵活性，该方法

能够研究各种瞬态反应中间体。不仅适用于晶体学

研究，还可以与 X 射线发射光谱学等补充技术结

合，实现对金属酶的全局结构和化学性质的同时测

量，Fuller等［24］在对光系统 II的Kok循环进行的研

究中证明了这一点，同时收集了来自水解Mn簇的

衍射数据和发射光谱。Ibrahim 等［13］采用 DOT 方

法，得到了光系统 II在S2到S3过渡过程中衍射和

Mn的X射线发射光谱（XES）的数据，揭示了在

光系统 II的S2到S3过渡过程中发生的一系列反应

过程，对于深入理解光合作用的机理具有重要的

意义。

2.6　液流表征

目前，采用高速相机测量液流速度具有一定局

限性，高速相机的测速极限取决于射流直径与快门

时间。工业相机的快门时间最低可达156 ns，能够

测量流速小于40 m/s的液体流动。如果采用频闪激

光（脉宽在 10~50 ns之间），则可以测量流速高达

200 m/s的液流。具体的测量原理是在测量过程中，

使用高亮度的频闪激光作为照明源，并设置适当的

脉冲间隔。相机在每一帧图像中记录多次（例如两

次）液滴的位置。通过观察液滴在两个连续脉冲之

间的位移来计算液滴的移动距离。同时记录频闪激

光的脉冲间隔（∆t）。通过计算液滴移动距离（∆d）

与∆t 之比，即∆d/∆t，就可以获得液流速度［21，71］。

可以使用共轴显微镜或侧视显微镜来测量液流的直

径和稳定长度。

3　固定靶

固定靶的方法主要是将晶体固定在具有周期性

阵列结构的芯片，如周期性的孔洞［72-73］或者矩形

槽［74］的芯片，或者无序分布在支撑薄膜上［75-77］

（图 4a）。基于同步辐射的串行晶体学方法通常在

大气环境下采集数据，芯片通常被固定在衍射仪的

磁力底座上［78］或者高精度的 3D 位移平台［79-80］，

采用扫描的方式收集数据。采用未封闭的上样芯片

收集数据时，为了防止晶体脱水，会采用湿度控制

系统来保障晶体在数据采集过程中一直处于湿润的

活性状态，从而保障晶体的质量［81-82］。芯片的制

作通常采用光刻和刻蚀等微纳加工技术，存在加工

价格昂贵、易碎等缺点，这一定程度上限制了芯片

在自由电子激光串行晶体学中的使用。而且硅芯片

可能会被强的X光或XFEL脉冲损坏，在某些角度

会呈现较强的衍射信号。为了寻找便宜的晶体支撑

材料，人们把目光投向了薄膜。常用的薄膜材料包

括麦拉膜［83］、尼龙膜［84］、石墨烯［85］、康普顿

膜［75，86］、环烯烃共聚物 COC 膜［87］，以及聚碳酸

酯薄膜［88］等。基于薄膜的固定靶装置，晶体能原

位生长在薄膜三明治结构中［77，89］，晶体位置通常

任意排列，在数据收集之前通常会通过显微镜或者

Fig. 3　Illustrates schematic diagrams of three serial crystallographic droplet delivery methods
图3　串行晶体学液滴输运方法示意图

（a）声学液滴喷嘴（ADE），（b）压电驱动液滴喷嘴，（c）液滴方法结合传送带输运方法（DOT）。
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紫外荧光成像自动识别晶体位置，然后沿着识别到

的晶体位置进行扫描。除了基于衍射仪的数据收集

固定靶装置（图4c），自由电子激光串行晶体学实

验站通常采用真空环境，采用高精度电机的 3D扫

描平台或者六足位移台作为固定靶的运动扫描机构

（图 4b）。电机扫描移动过程应该与自由电子激光

脉冲相匹配，目前固定靶的方法只能与脉冲频率小

于 1 000 Hz的自由电子激光脉冲相匹配［90］。固定

靶的方法适用于样品量少的蛋白质晶体，目前也是

自由电子激光串行晶体学线站的常用上样方法。

4　总结与展望

随着高重复频率自由电子激光的不断发展、探

测器技术的进步以及用户实验需求的特殊性，串行

晶体学样品输运方法在持续创新与优化，旨在提高

样品输送效率、降低样品消耗量，并获得更高的时

间分辨率。其中，气体聚焦 GDVN 方法使得射流

变得更小，从而提高了样品输送效率，DFFN进一

步改进了 GDVN 的参数空间，提高了射流的稳定

性。然而，对于某些系统来说，GDVN仍然会导致

样品消耗过高。因此，开发了低流速的MESH和改

进的coMESH注射方法，利用静电纺丝原理将射流

直径以及流速变得更小。同时，研究人员还探索了

黏度较高的介质喷嘴HVE，以进一步减少样品消

耗量，并为基于 LCP 生长的膜蛋白晶体结构解析

提供有力工具。为了解决连续液流带来的样品消耗

问题，开发了与FEL重复频率相匹配的液滴注射系

统，从而实现更低的样品消耗率。利用激光脉冲激

发-XFEL脉冲捕获蛋白质晶体中的动态变化，以获

得其在不同时间点的结构信息，已经成为时间分辨

晶体学研究的主流方法。混合注入喷嘴MixGDVN

的出现为研究生物大分子晶体与底物的中间体结构

和毫秒级反应过程的时间分辨研究提供了有力的工

具。目前，超薄液膜技术主要用于软X射线谱学研

究，在串行晶体学中也显示出潜力。为了提高命中

率和减少样品消耗，固定靶方法成为了同步辐射串

行晶体学以及样品量极少的其他串行晶体学实验的

最佳选择，但仍需进一步提高样品传输效率，以实

现与更高自由电子激光重频的匹配。

随着3D打印技术的不断发展，双光子3D打印

技术实现了惊人的打印精度，可达到 50 nm。此

外，GDVN、Mix-GDVN、DFFN和HVE等液流喷

嘴也能够采用双光子 3D打印技术进行打印。通过

结合数值模拟技术，可以对 3D喷嘴的结构进行优

化，从而显著提高喷嘴结构的可重复性，并使得射

流性能更为出色。未来，实验站进样方法将与用户

的实验需求深度融合，进一步提高实验效率，从而

带来更好的实验体验。
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Abstract　 The sample delivery method is one of the key steps in implementing serial femtosecond 

crystallography research using X-ray free-electron lasers. Serial femtosecond crystallography can effectively 

capture the ultrafast dynamic processes of biological molecules, such as protein conformational changes and 

intermediate states in chemical reactions. It is of great significance for scientists to better understand the structure 

and function of biological molecules, reveal the mechanisms of life activities, and provide important technical 

means for drug development and biotechnology. When conducting experiments at X-ray free-electron laser 

beamline station, it is crucial to transport the samples to the region where it interacts with the free-electron laser 

pulses. The choice of suitable sample delivery method plays a decisive role in the sample consumption and 

experimental efficiency, and it is also an important factor for the success or failure of the experiment. This article 

reviews the latest research progress and future development directions of sample delivery methods in serial 

crystallography. It also introduces commonly used sample delivery methods and their applicable ranges, aiming to 

provide reference and guidance for scientists engaged in serial crystallography research. The sample transport 

methods of free electron lasers mainly include liquid injection and fixed target sample transport. The liquid 

injection method is achieved through various liquid sample injectors. The aqueous solution is driven by a 
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peristaltic pump on high performance liquid chromatography (HPLC) into a sample storage, and the aqueous 

solution pushes the piston in the sample storage to extrude the sample solution into the sample transport pipeline, 

and finally sprays it out through the nozzle to reach the XFEL interaction region. For micro-nano crystals,            

3 preparation methods are introduced, including free interface diffusion method, seeding method, and batch 

crystallization, and characterization methods are also introduced. For the requirements of high sample 

transmission efficiency and low sample consumption, a gas-based liquid flow transport method is introduced, 

which is based on the principle of focusing the sample jet by coaxial gas to form a jet with a small diameter and 

fast flow rate. At the same time, the extended double flow focusing nozzle and mixed injection nozzle are briefly 

described. For samples in viscous media, a high viscosity liquid injection device is introduced, and the advantages 

and disadvantages of different media are explained and exemplified. In addition, the principle and example of 

electrostatic spinning injector and piezoelectric driven droplet injection technology applied to low-velocity serial 

crystallography experiments are also introduced. For the above liquid injection methods, a characterization 

method using a coaxial microscope or side-view microscope to measure the diameter and stable length of the 

liquid flow is introduced. Compared with the liquid injection method, the fixed target method is to fix the crystal 

on a support chip with a periodic array structure, and collect data through scanning. The working principle, 

sample environment, support materials, etc. of the fixed target method are briefly introduced in the article. With 

the advancement and development of technologies such as free electron lasers and detectors, various sampling 

methods for serial crystallography are constantly being innovated and optimized. By selecting appropriate sample 

delivery methods, it will be possible to improve experimental efficiency, reduce sample consumption, and open up 

new possibilities for researchers in the field of structural biology of biomacromolecules.

Key words　X-ray free-electron lasers, serial crystallography, structural biology, liquid sample delivery methods,

fixed target
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