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我们实验室主要运用多种分子生物学和结构生物学技术, 包括电子显微镜

三维重构、X射线晶体学、小角散射等方法, 研究细胞表面受体的结构以及

受体配体之间、细胞之间的相互作用及其分子机制。目前工作主要集中在

免疫识别、物质转运、神经黏附、病毒入侵等方面的相关受体及信号和物

质传递过程。

http://www.sibcb.ac.cn/PI.asp?id=139

特约综述

电子断层成像技术及其在细胞生物学中的应用
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摘要      电子断层成像技术(electron tomography)是近年来发展起来一项三维成像技术, 可以在纳

米分辨率(2~10 nm)水平上获得生物大分子及其复合物或聚集体、细胞器、细胞以及组织的三维结构, 
而且可以用于研究生物大分子在细胞中的定位、排列、分布以及相互作用, 已逐渐成为细胞生物学

领域中的一项重要技术手段。该文针对这项技术及其在细胞生物学中的应用作一简要介绍。
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Abstract        Electron tomography is a three-dimensional imaging technique for visualizing  macromolecules, 
organelles, cells and tissues at 2~10 nm resolutions. It can be used to monitor the location, distribution and 
interactions of marcomolecules in cells and tissues and is becoming an important 3D technique for obtaining 
molecular information at physiological conditions. Here we give a brief introduction of electron tomography and its 
application in cell biology.
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在生物学发展历程中, 成像技术的进步与应用

对推动学科的进步起着非常重要的作用。电子显微

镜作为一种成像手段, 自发明以来, 在物理、材料、

生物等很多领域都有着广泛的应用, 提供了大量的

图像和结构信息。与物理材料相比, 生物材料在组

成和损伤敏感性等方面存在很大不同, 因而电子显

微镜在技术上逐渐发展出了基于生物样品自身特点

的制样、数据收集以及图像处理系统。随着生物研

究的不断深入, 传统电子显微镜技术获得的二维图

像已经不能完全满足现代分子和细胞生物学的科研

需要。因而, 如何获得生物样品原位的高分辨三维

结构信息是生物成像技术的发展方向。近年来, 电
子显微镜技术在制样方法、仪器设备、计算条件等

方面都有了长足的进步, 使得电子显微镜三维重构

技术逐渐成为一种实用的三维成像手段,  可以在纳

米或更高分辨率水平上提供生物大分子的结构、定

位、排列、分布、相互作用等信息以及细胞和组织

的精细三维结构, 在细胞生物学研究中有着很好的

应用前景和潜力。

目前, 电子显微镜三维重构技术主要分为两种: 
一是单颗粒三维重构(single particle reconstruction)[1]; 
二是断层成像技术(tomography)[2-7]。电镜单颗粒三

维重构主要通过采集目标物大量的具有不同取向的

颗粒(或分子)的二维投影图像重构出目标物的三维

结构。目前, 部分生物大分子颗粒在冷冻条件下单

颗粒三维重构的分辨率已经能够达到大约0.3 nm, 
可以直接提供近原子水平的结构信息[8]。单颗粒重

构在制样上通常需要对目标分子进行分离纯化, 虽
然其在样品纯度和量的要求上与X射线结晶学相比

较低, 但重构过程仍需要进行大量的分子间平均, 因
而在获得生物体系中非均质的或原位的动态结构方

面困难较大。相比之下, 断层成像技术由于是通过

对同一目标物的不同角度的二维投影进行三维重

构, 无需颗粒或分子间的平均, 所以能适用于非均质

生物体系的结构研究。如果再结合快速冷冻等制样

技术, 则可以获得生物体系原位的动态三维结构。

事实上, 电镜单颗粒重构和断层成像在结构研究上

有很大的互补性, 将二者有机地结合起来, 是目前获

得生物体系原位高分辨三维结构很有潜力的途径。

由于电镜单颗粒重构技术相对起步较早, 相关文献

也较多, 这里就不再赘述。本文主要针对近年来发

展较快的电子显微镜断层成像技术作一介绍。

1   基本原理
断层成像的数学原理最早提出于上个世纪初。

到了六十年代, 电子断层成像的方法基本建立[9-11]。

简单地讲, 电子断层成像就是利用电子显微镜采集

目标物的一系列不同角度的二维投影, 从而重构出

该目标物的三维结构。在数学上, 重构过程可以在

付立叶空间中实现, 也可以在实空间中实现。付立

叶空间重构主要是基于中心切片定理(Central slice 
theorem), 也就是一个三维物体的二维投影的付立叶

变换对应于这个三维物体付立叶变换的一个中心切

片。而实空间的三维重构可以通过对物体的二维投

影的反向投影进行合成而获得。这两种方法在三维

重构软件中均有采用。虽然在理论上断层成像可以

完美地重构出目标物的三维结构, 但在实际操作中

是很难做到的。因为实际样品具有一定的物理形状, 
拿组织样品的超薄切片为例, 其在电镜中处于90度
倾角时的厚度要远远大于其在0度倾角(水平)时的

厚度, 甚至超出了电子的穿透范围。而且样品架本

身也很难达到90度倾角。目前通常数据采集的倾转

角在±70度之间。由于投影角度的限制, 在三维重构

时会产生信息缺失的问题, 进而导致三维重构分辨

率的各向异性, 比如在Z方向(电子束入射方向)会产

生拉长效应。如果是采用单轴旋转±70度的方式采

集投影图象, 未采样空间大约是22%。如果采用双

轴(相互垂直, 如X和Y)各旋转±70度的方式采集投

影图象, 未采样空间可降低至7%, 可以很好地改善

三维重构的质量和分辨率。

2   样品制备
生物样品如生物大分子、细胞、组织等, 通常

比较脆弱, 对环境及电子损伤较其他材料更为敏感, 
无法直接用于电镜观察和数据收集, 需经过一定的

处理和制备过程。针对不同的生物样品, 电镜样品

的制备条件也有所不同。由于电镜制样的质量会直

接影响以后的重构结果, 因此样品制备是获得高质量

的电镜三维重构的关键之一。对电子断层成像来说, 
目前主要有三种制样方式。一是传统的化学固定制

样。 这种方式虽然可以获得一定量的生物信息, 但
在固定过程中也引入了相当程度的缺陷, 很难保留

样品原位的高分辨信息, 因此不能完全满足当前生

物研究的需要; 二是高压冷冻和冷冻替代制样[12-14]。

这种方式是先将样品在高压下用液氮快速冷冻, 然
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后在低温下去水并固定。该方法的优点是避免了常

温化学固定带来的缺陷, 能够较好地保留样品原位

信息, 捕捉动态的生物学过程。但制样时间相对较

长, 同时需要高压冷冻机等特殊制样仪器; 三是直接

将样品在液氮温度下冷冻, 并且在冷冻条件下收集

电镜数据(即冷冻电子断层成像)[15-16]。该方法能够

很好地保留样品的原位信息和动态过程。对于厚度

较小的样品(小于1 µm), 如细胞器、小细胞等, 可以

直接进行断层成像数据收集。但由于电子穿透能力

的限制, 对于较厚的样品, 则需要在冷冻条件下进行

超薄切片[17-19], 这在实际操作中有一定的难度。同时, 
未经染色的冷冻样品衬度较低, 对电子损伤较化学

固定样品更为敏感, 这些因素也会增加三维重构和

结构分析的难度(图1)。除了以上三种主要制样方法

外, 近年来也有研究组采用离子束减薄的方法(FIB)
处理较厚的细胞及组织样品[20-21], 从而避免冷冻切

片带来的结构缺陷和操作上的困难, 这一技术目前

仍然处在探索阶段。

除了要尽可能多地保留生物样品原位的结构

信息并适合电镜数据采集外, 断层成像制样的另一

个重要方向就是如何标记目标分子, 从而能够在细

胞或组织的三维重构中识别、定位、跟踪目标分子。

这对于细胞生物学研究有着重要的意义。传统上, 
免疫金颗粒标记是最为常用的分子标记方式, 但免

疫金标记的效率依赖于抗体的结合能力以及制样过

程中目标分子的保存程度, 在实验中可能引入一定

的误差和不确定性。相比而言, 在基因水平上对目

标分子进行标记是比较理想的标记方式, 譬如类似

光学显微镜中的GFP标记技术。目前, 有不少研究组

正在进行这方面的研究, 希望能找到比较普适的电

镜基因标记方法, 也取得了一定的进展, 但要获得真

正实用的标记技术还需要进一步的探索和尝试[22-23]。

3   数据采集
虽然电镜断层成像理论很早就已经提出, 但由

于种种技术上的困难, 直到上世纪九十年代才逐步

实现比较实用的生物电镜断层成像的数据采集和重

构系统。尤其在过去的十年里, 由于电镜仪器、图

像探测器和计算技术的快速进步, 电子断层成像在

细胞生物学领域有了实质性的发展。无论是数据采

集、图像处理还是三维重构都逐步成熟, 相当程度

上实现了自动化数据采集, 使得对细胞甚至更大尺

度的生物体系的三维重构成为可能。 
根据前面提到的制样方法, 断层成像数据收集

可以在常温或低温下进行。对于常温切片样品, 可
使用常温电镜旋转样品杆。对于冷冻样品, 则需要

使用冷冻样品杆。目前, 部分高端生物透射电镜(如
FEI Polara、FEI Titan Krios等), 附带有自身的进样

及控制系统, 可以一次性放置多个样品, 大大提高了

样品筛选和数据采集的效率。电子断层成像的数据

收集通常由专门的数据收集软件控制, 目前常用的

数据收集软件有SerialEM、UCSFTomo、Leginon等。

数据收集时, 首先要确定电镜处于正常的运行状态, 
并进行合轴和光阑调整, 然后根据数据收集软件的

要求设定参数(具体可参考软件使用说明)。一般来

讲, 主要设定的参数包括: (1)样品倾转角的范围。通

常在±(60~70)度之间, 但实际收集过程中需要根据

样品厚度、位置、样品杆等因素进行调整; (2)旋转

A: 冷冻制样蛋白脂质体; B: 高压冷冻替代制样细胞连接; C: 高压冷冻替代制样小鼠肠道细胞。标尺=100 nm。

A: cryo-specimen of proteoliposome; B: cell junction prepared by high pressure freezing and substitution; C: mouse instestine cells prepared by high 
pressure freezing and substitution. Bar=100 nm.

图1   电子断层成像样品

Fig.1   Specimens for electron tomography

A B C
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时倾转角的间距。常用的间距为0.5~2.0度。间距的

大小决定了投影采样的密度, 可根据最终分辨率的

要求来确定; (3)电子剂量及曝光时间。对于重金属

染色的切片样品, 电子剂量的影响相对较小。但对

于冷冻样品来说, 电子剂量的选择非常重要。剂量

过小会降低图像信噪比, 过大则会导致样品的损伤

和漂移, 甚至会产生局部发泡。通常冷冻样品电子

总剂量在40~100 e–/A2范围内; (4)欠焦的选择。对于

染色样品, 由于本身衬度较高, 数据收集时可采用较

低的欠焦(如0.5~1.0 µm)。对于冷冻样品, 需要用较

高的欠焦弥补衬度的不足, 通常在2~6 µm之间。在

选择欠焦时也需要考虑重构目标的尺度和分辨率; 
(5)放大倍数及像素。放大倍数需要根据重构目标的

大小而定, 同时还需要参考相应探测器的物理像素

大小, 因为图像像素大小决定了分辨率的极限。

由于电子断层成像是通过将一系列的二维投影

重构出三维结构, 所以准确获得二维投影间的相互位

置和角度对三维重构至关重要。目前常用的做法是

在样品制备过程中, 将胶体金颗粒(5 nm或10 nm)加
在切片样品的表面, 或在冷冻样品制样时将金颗粒

与样品混合。这样金颗粒可以在三维重构时用做精

确确定投影间相互关系的标记。也有部分软件可以

在不加金颗粒的情况下利用投影自身的特征确定相

互关系, 但一般来说, 有金颗粒辅助下的定位更为准

确。

数据收集时可以采用只沿一根轴倾转的单轴

倾转方式收集, 也可以采用分别沿两根相互垂直的

轴倾转的双轴倾转方式收集[24-25]。由于双轴倾转方

式的未采样空间较小, 得到的三维重构质量和各向

同性要好于单轴倾转数据。但对于冷冻样品来说, 
由于有总电子剂量的限制, 采用双轴倾转时每张投

影的信噪比要低于单轴倾转投影, 这也会对最终的

重构结果产生影响。

如果需要获得较大区域的三维重构(如整个细

胞), 可以将其分为若干个小区域, 依次收集断层成

像数据, 然后将这些三维重构拼接成一个大的三维

结构。这也是目前细胞或组织大尺度三维结构研究

的一个很有用的方法[26]。但如果重构区域很大的话, 
对数据采集、计算机和三维图象处理的硬件要求相

对较高。随着制样、计算机等技术能力的迅速发展, 

A、B和C分别为冷冻制样获得的脂膜界面二维投影、相应的断层三维重构密度图和由此得到的界面黏附分子分布模型; D、E和F分别为由高

压冷冻替代制样获得的细胞连接的二维投影、相应的断层三维重构截面和构建的细胞界面模型; G、H和I分别为小鼠肠道细胞的高压冷冻替

代制样切片二维投影、相应的断层三位重构截面和囊泡结构分布模型。

 A, B and C are the 2D projection, tomogram and the lipid adhesion model by cryo-electron tomography, respectively; D, E and F are the 2D projection, 
tomogram section and the segmentation model of cell junction by high pressure freezing and substitution, respectively; G, H and I are the 2D projection, 
tomogram section and the segmentation model of mouse instestine cells by high pressure freezing and substitution, respectively. 

图2   电子断层三维重构

Fig.2   Electron tomograms

A

D
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B C
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获得整个细胞、多细胞甚至组织的纳米或更高分辨

率的三维结构是完全可以实现的, 这将对细胞生物

学产生不可估量的影响。 

4   结构分析
相对于电镜单颗粒重构, 电子断层成像三维重

构过程比较直接。目前有多个软件包可用于断层重

构, 其中最常用的重构软件是IMOD[27], 具体使用方

法可参考该软件的说明。在获得电子断层成像的三

维重构之后, 要获得目标物的结构信息, 通常有以下

几种结构分析方法:
最为直接的方法就是通过三维可视化软件观

察三维重构, 在合理的分辨率范围内判断目标物的

三维结构是否含有有价值的信息。并可利用软件

工具对目标物进行量化表征, 如大小、构像、定

位、排布等。目前常用的三维可视化软件有IMOD、

Chimera、Amira等, 均可用于断层重构的观察和量

化分析。

如果需要对三维重构作进一步的结构分析, 同
时去除背景干扰, 通常的做法是利用可视化软件工

具, 将三维重构中的目标物(如细胞膜、微管、囊泡、

病毒颗粒、细胞器、生物大分子等)以手动或半自

动的方式分割出来(segmentation), 这样可以更清晰

地获得目标物在整个重构区域中的三维分布, 更加

直观地表征目标物的空间定位和分布[28](图2)。
在得到较大区域(如部分或整个细胞)的断层三

维重构后, 如果需要对某些特定目标物(如蛋白复合

物)进行定位, 可以采用模板匹配(template matching)
的办法, 用已知的目标物结构为模板, 在三维重构区

域内进行搜索, 最终获得目标物的位置、取向、排

布等信息[29-30]。如果目标物在制样时已经带有特定

的标记(如金颗粒)等, 则更有利于定位等信息的确

定。

如果所研究的目标物(如病毒颗粒、生物大分

子等)在重构区域内存在一定数量的分布, 则可以将

这些目标物单独分离出来, 并作进一步的数学平均

(subtomogram averaging), 这样往往可以提高目标物

的分辨率, 进而获得其在原位状态下的精细结构或

动态构象[31]。

     

5   应用
作为一种三维成像手段, 电子断层成像近年来

已经在生物学领域内得到广泛应用, 在病毒与感染、

细胞骨架、细胞器、细胞黏附等研究方向获得了不

少重要的发现[32-43]。在细胞生物学研究中, 如何确

定生物大分子的原位动态构象是普遍关心的问题, 
也是目前成像方法学上的挑战和难点。就电子断层

成像而言, 虽然其2~10 nm的分辨率对于很多大分子

复合物和聚集体来说无法提供高分辨结构, 但仍然

能够获得相当的结构信息, 比如用于监测这些复合

物大的构象变化等。正如前面所提到的, 电子断层

成像的一个优势就是能够用于研究细胞内生物大分

子的定位和分布。如果目标生物分子本身具有易于

识别的结构特征(如核糖体、病毒颗粒等), 则可以在

断层三维重构中直接获得其定位与分布。如果目标

分子没有明显的识别特征, 则可通过标记的方法(如
金颗粒标记等)在三维重构中获得其定位和分布。

这对于深入了解细胞的各种生物路径及动态过程尤

为重要。除了生物大分子的结构与定位, 对于较大

尺度的结构(如细胞器、细胞等)而言, 电子断层成像

可以给出非常精细的三维信息, 为研究这些细胞结

构在不同生理状态下的形态、变化、运动等提供重

要信息。另外, 电子断层成像还可以用于研究多细

胞和组织的三维结构, 并提供细胞之间的相互作用

结构信息, 从而在分子或准分子水平上了解细胞相

互作用的细节和机制。

6   发展方向
电子断层成像作为近年来迅速发展的一项三

维结构解析技术, 与其它广泛使用的结构技术如X-
射线蛋白质晶体学、核磁共振等相比, 最主要的优

势是可以对非均质的蛋白复合物、细胞器、细胞以

及组织进行三维结构解析, 这也是该技术在结构解

析方面的独特之处。但作为一项较新的技术手段, 
其在仪器、制样以及数据处理方面还存在着诸多不

足之处和亟待解决的问题。在方法学上, 电子断层

成像还需要在以下几个方面进行改进, 以适应对生

物学深入发展的需求:
电子断层成像针对不同的生物样品, 其样品制

备在固定、替代以及切片等方式上各有不同。不同

的制样方式在样品保存的真实性、成功率、操作的

难易程度以及数据质量上分别存在一定的局限, 限
制了该技术的应用以及所获得的三维结构信息。因

此, 技术上如何发展出更好的制样方式, 一方面能更
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好地保留样品的高分辨原位信息, 另一方面又能在

制样成功率、制样周期以及操作简易度上有所突破, 
对电镜断层成像技术今后的发展与推广有着重要的

作用。

基于自身的技术特点, 电子断层成像在研究生

物大分子在细胞或组织中的定位与分布方面有着很

好的应用前景。其中一个重要的技术瓶颈, 就是如

何在复杂的细胞环境中定位并跟踪目标分子。虽然

到目前为止有过不少电镜生物大分子标记的相关报

导, 但仍然没有发展出相对普适的标记技术, 既能准

确清晰地在细胞中定位目标分子, 又能基本不对其

生理功能产生大的扰动。简单地说, 如何找到类似

光学显微镜中GFP的电镜标记, 是目前电子断层成

像技术的一个重要课题。

电子断层成像三维重构目前所能达到的空间

分辨率大约在2~10 nm, 远远低于电子显微镜本身所

能达到的分辨率极限。因而在分辨率提高方面还有

很大的潜力。在仪器硬件方面, 如何改进现有电镜

设备及附件, 如高分辨电子探测器、相位板、能量

过滤器等, 都会为该技术的进一步拓展提供保证。

除了需要有硬件上的技术进步, 与之相配套的

软件研发也会直接影响到该技术的应用前景。这其

中包括数据采集、处理、分析、三维模型构建与解

析等方面的软件技术。如何实现大规模、高通量的

数据采集并能够快速、高质量地进行大尺度的高分

辨三维重构, 对今后电子断层成像的发展与应用有

着重要意义。
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