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本实验室的研究兴趣集中于膜蛋白结构生物学和发展与其紧密关联的脂

立方相技术体系。对脂立方相结晶技术体系进行简化和优化, 建立脂立方

相用于膜蛋白生化分析的新方法, 并应用于与人类健康相关膜蛋白质的结

构和功能研究, 揭示功能机制, 为理解和治疗相关疾病提供理论基础。

http://www.sibcb.ac.cn/ePI.asp?id=157

特约综述

脂立方相技术体系在膜蛋白结构与

功能研究中的应用进展
姚贺帮  蔡洪敏  李典范*

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所, 国家蛋白质科学中心, 
分子生物学国家重点实验室, 上海 201210)

摘要      脂立方相是包含连续脂双层和水通道的材料。其作为跨膜蛋白质结晶的有效介质, 
是一些重要和高难度膜蛋白结构解析的关键。因此, 脂立方相技术体系越来越受到结构生物学家

的重视。该文就脂立方相的特性及其结晶相关技术的最新进展作一简要阐述, 并介绍该技术体系

在膜蛋白生化分析与体外复性研究中的应用现状。
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Lipid Cubic Phase Technology for Membrane Protein Structural and
Functional Research
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Abstract       Composed of a continuous bilayer and two continuous water channels, lipid cubic phase has been 
proven as a promising method for membrane protein crystallization. Since its introduction into the field 19 years 
ago, it has contributed to the structure determination for many challenging membrane proteins, some of which has 
puzzled structure biologists for decades. As such it has become increasingly popular. This review aims to give a ba-
sic description to the method and to briefly summarize the advances for this technology. The application of the lipid 
cubic phase in membrane protein functional assays and refolding is also described. 
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跨膜蛋白是具有一段或多段长度为20个左右

氨基酸跨膜疏水区的蛋白, 它们涵盖细胞表面受体、

转运蛋白、离子通道、脂质代谢酶等重要家族, 参
与细胞的物质代谢与转运以及信号传递与转导, 对
维持细胞膜完整性与选择通透性等生命的基本过

程, 具有重要的生理意义。人类基因组中约有30%
的基因编码膜蛋白, 而目前约60%的药物以膜蛋白

作为药物靶点[1]。因此, 了解膜蛋白的结构与功能, 
具有重要的生物学与健康意义。

目前, 基因组学和生物信息学的迅速发展可快

速提供蛋白质的一级结构序列信息, 生物化学、分

子生物学、细胞生物学等手段可揭示蛋白质的体内

体外功能, 而结构生物学则可阐明蛋白如何组装一

级序列, 进而形成高级结构来行使复杂的生理功能, 
是详细了解蛋白质作用机理不可缺少的生物学分支

学科。蛋白质结构解析技术主要包括核磁共振、冷

冻电镜以及晶体X射线衍射法。其中, 能在原子水平

上提供蛋白质精细结构的晶体学方法是目前结构生

物学领域的主要方法。在Protein Data Bank(PDB)中, 
晶体学方法所解析的结构占所有已解析蛋白结构的

83%。尽管膜蛋白具有重要的生理意义, 然而其结

构生物学的进展远远落后于可溶蛋白。早在1958年, 
Kendrew等科学家就解析了第一个蛋白质——肌红

蛋白的结构[2]。然而, 第一个膜蛋白光反应中心的结

构却在27年后才被解析出来[3]。目前, PDB数据库中

仅有1.5%为膜蛋白。

膜蛋白结构生物学滞后的原因是多重的。其中

一个主要的原因是, 膜蛋白在从其天然脂双层环境

中分离到由去垢剂组成的囊束结构后稳定性变差, 
给分离纯化、生化分析以及结晶工作造成困难。近

年来发展的新材料新技术, 如amphipol[4-5]、脂立方

相[6]等, 它们比囊束结构更接近天然磷脂双分子层, 
因而可更好地维持膜蛋白的稳定性, 促进膜蛋白结

构生物学的发展。其中, 在不到20年间, 就有243个
膜蛋白因使用脂立方相技术而得以解析结构, 占所

有方法所得膜蛋白结构的15%。而这些结构分辨率

一般都较高, 在3.0 Å和2.5 Å以上的比率分别为83%
和58%。脂立方相所解析的膜蛋白中包括一系列

重要的膜蛋白, 如一系列重要的G蛋白偶联受体(G 
protein-coupled receptor, GPCR)[7-11]以及2012年获诺贝

尔奖的GPCR-Gs的复合物结构[9]。另外, 脂立方相是

解决多个困扰结构生物学家多年的膜蛋白结晶难题

的关键, 包括二酰基甘油激酶DgkA及钙/钠离子交换

蛋白[12-14]等, 因此, 越来越受到人们的重视。本文就

脂立方相技术体系在膜蛋白结构与功能研究中的应

用作一简要阐述。

1   脂立方相的组成、结构特性及膜蛋白

的脂立方相重构过程
脂立方相是由脂与水按一定比例混合后得到的

具有特定空间群(Pn3m)的、含一个连续脂双层以及

两个连续水通道的类膜结构[6]。与去垢剂的单层囊

束结构相比, 脂立方相因为含有脂双层, 所以在结构

与组分上都与天然磷脂双分子层更相似。目前, 能
够形成脂立方相的脂质有单酰基甘油酯[15]、含糖基

头部的脂质β-XylOC16+4
[16]以及含多羟基头部与多支

链脂肪酸链的phytantriol[17]等(图1), 其中以单酰基甘

油酯最为普遍, 是本文介绍的主要对象。最常用的

单酰基甘油酯是单油酸甘油酯, 是甘油与油酸酯化

形成的化合物, 因此得名。其脂肪酸链部分含有顺

式双键, 双键两侧各有9个碳原子。为了描述方便, 一
种N.T MAG命名方式得以采用[18], 以区分含不同脂肪

酸链的单酰基甘油酯(图1A)。在此命名系统中, 单油

酸甘油酯为9.9 MAG, 因为其脂肪酸链的Neck和Tail部
分各含9个碳原子。根据小角衍射的结果, 9.9 MAG形
成的脂立方相水通道直径大小为39.8 Å, 双分子层厚度

为32.3 Å[19], 与平均跨膜区长度及天然膜厚度相近[20-21]。

这些脂立方相的微观结构特征与脂肪酸链长度相偶

联[19,22]。据报道, 在7.7 MAG所形成的脂立方相中, 其
水通道直径与脂双层厚度分别为61.6 Å和25.8 Å[19]。

这一特征被用来作为精细化调控脂立方相微观结构

以改变其中膜蛋白行为的依据。目前, 绝大部分能形

成脂立方相的单酰基甘油酯已经商业化(Avanti Polar 
Lipids), 或者可以通过化学手段在实验室合成[23]。

制备脂立方相有多种方法。单酰基甘油酯与水

接触后能自动形成脂立方相。因此, 在该技术体系的

早期阶段, 人们将单酰基甘油酯置于Eppendorf管底

部, 再加入蛋白溶液, 通过改变离心管在角转头中的

摆放角度反复离心, 达到混合二者的目的[24]。另外一

种适合于机器人自动化的方法是, 将单酰基甘油酯溶

于有机溶剂, 点样至96孔板孔中, 待有机溶剂挥发后

再覆盖蛋白溶液, 形成脂立方相[25-26], 这两种方法均

比较费时。Caffrey研究组发明了一种快速混合脂和

水相的设备, 此设备以一个耦联器连接两个分别装有
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水相和脂的注射器, 可来回推动注射器达到快速混合

的目的[27]。由于混合过程中相位的变化, 可肉眼观察

到混合物由透明–浑浊–透明的变化过程。

在膜蛋白重构过程中, 绝大多数情况下, 膜蛋

白在与脂混合之前是溶解在去垢剂中的。混合后, 
蛋白质是停留在去垢剂中, 还是插入到脂立方相的

脂双层中呢？一个巧妙的荧光淬灭实验为该问题提

供了答案[28,31-33]。跨膜区的色氨酸一般位于膜边界

位置, 其受紫外光激发后, 在340~370 nm范围发射出

较强的荧光。而色氨酸荧光可受到重卤素原子如溴

的淬灭, 但前提是溴原子必须在色氨酸侧链基团附

近。在单油酸甘油酯的脂肪酸链上添加溴原子(图
1B和图2), 形成的脂立方相在脂双层中即含有能淬

灭色氨酸荧光的溴原子。将膜蛋白与溴代单油酸甘

油酯混合后, 如果膜蛋白是插入到脂双层中的, 此时

脂双层中的溴原子将淬灭位于跨膜区的色氨酸荧

光。否则, 荧光强度将不受溴代单油酸甘油酯含量

的影响。实验结果表明, 膜蛋白的色氨酸荧光随溴
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蛋白质色氨酸荧光受到溴代单油酸甘油酯(暗蓝色圆圈标记, 图1B)的浓度依赖性淬灭。脂质用圆形甘油头部与线状疏水尾部表示, 阴影部分示

膜位置。蛋白质为二酰基甘油激酶单体(PDB entry 3ZE3)。色氨酸侧链使用红色标出。因为溴原子淬灭的临近效应, 若蛋白质不插入在脂双层, 
而是位于游离的去垢剂囊束中, 则不能观察到色氨酸荧光随溴代单油酸甘油酯的增高而减弱的现象。

Trp fluorescence of integral membrane protein DgkA is quenched by the bromine (dark cycle, Fig.1B) located in the bilayer, in a concentration-dependent 
manner. Monoolein is shown as a red cycle (head group) connected by a thin line (carbon chain). Shaded region shows the membrane bilayer. Trp side 
chains are shown as red sticks. The fluorescence of Trp is quenched due to the close proximity of bromine. The quenching observed is consistent with the 
fact that membrane proteins are inserted to the bilayer of the membrane as the quencher bromine is located in the middle of the membrane.

图2  色氨酸荧光淬灭实验支持膜蛋白从去垢剂向脂立方相脂双层重构的结论

Fig.2  Trp fluorescence quenching experiment demonstrates the insertion of membrane protein into the lipid bilayer of LCP

f

A: 具亲水甘油头部和C18:1疏水碳链的单油酸甘油酯。N.T MAG命名系统依据顺式双键两侧所含碳原子数目命名该脂质, 如单油酸甘油酯即

9.9 MAG; B: 单油酸甘油酯的溴代衍生物[28]。溴原子可以淬灭色氨酸荧光[29], 因此该脂质可用于脂立方相生物物理分析; C: 含环丙基团的单酰

基甘油酯, 在4 °C能下形成脂立方相[30]; D: 含糖基的脂立方相脂质[16]; E: 脂肪酸链含多个支链的phytantriol, 可形成粘稠性高的脂立方相[17]。

A: monoolein, or 9.9 MAG, according to the N.T MAG nomenclature where the ‘N’ and ‘T’ represent the number of carbon in the indicated region; B: 
brominated monoolein[28]. This lipid is useful in fluorescence measurements of protein reconstituted in LCP as Br quenches Trp fluorescence[29]; C: a 
cyclopropyl analogue of monoolein can form LCP at 4 °C[30]; D: LCP-forming lipid with a sugar head group[16]; E: phytantriol, a LCP forming lipid with 
multiply branched fatty chain. The LCP formed by this lipid is much more viscous than that by monoolein[17]. 

图1  形成脂立方相的主要脂质

Fig.1  LCP-forming lipids
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代脂质浓度的升高而下降, 说明其插入到脂双层中

(图2)。目前测试的膜蛋白包括α螺旋蛋白二酰基甘

油激酶[28]、β螺旋单跨膜短杆菌肽[33]以及β折叠黏附

素OpcA[32]和维生素B12转运蛋白[31], 在大小和二级

结构上均具有代表性。而脂立方相中得到的晶体结

构的Ι型堆积形式也支持膜蛋白位于脂双层的结论。

2   脂立方相是适合膜蛋白结晶的有效体系
脂立方相用于膜蛋白结晶始于1996年。Landau

和Rosenbusch利用此介质结晶了细菌视紫红质蛋

白[24]。此后, 一些同源蛋白陆续得以解析, 但此方法

曾被计算生物学家认为存在“仅适合结晶5个跨膜区

以上的蛋白”[34]等局限性, 并未受到科学界广泛重视。

此后的十年间, 先后有一批视紫红质蛋白的近似同

源物[6]、光反应中心[35]、光捕捉复合物[36]、维生素

B12转运蛋白[31]及黏附素外膜蛋白OpcA[32]等在该系

统中结晶。而这段时间, 适用于该方法的自动化机

器的研发与成型[37-38]以及脂立方相与天然脂[39]、去

垢剂[40]以及常见沉淀剂[41]的兼容性测定等工作的开

展, 给该方法日后的快速运用奠定了基础。2007年, 

第一个G蛋白偶联受体的高分辨率结构采用脂立方

相方法得以解析[11,42], 随即引发了人们对该方法的巨

大兴趣。迄今为止, 在PDB数据库中, 已有243个膜

蛋白结构采用该方法得以解析, 占总膜蛋白结构数

目的15%。而近三年来, 采用脂立方相所获得的晶

体结构占所有膜蛋白结晶方法所获结构的21%。所

解析的蛋白种类多样, 在蛋白来源上, 既有人类蛋白

也有细菌源蛋白; 在高级结构上, 既有单体蛋白[31-32]

也有多聚体复合物[9,36,43]; 在跨膜区大小上, 既有单跨

膜短肽[44-46], 也有多达23个跨膜螺旋的复合物[43]; 在
蛋白功能上, 包括离子通道[47]、转运蛋白[48-51]、脂代

谢酶[14,28,52]、受体蛋白[10-11,42,53-55]、光合作用复合物[36]

和胞间紧密连接蛋白claudin[56]等。在蛋白折叠上, 
包括α螺旋[42]、β折叠[32]和β螺旋[44]等。这些数据表明, 
脂立方相方法是膜蛋白结晶的有效技术体系, 有成

为膜蛋白结晶主要方法的趋势。

3   脂立方相结晶、晶体收获和晶体浸泡

方法
结晶的过程需要将蛋白质与沉淀剂混合。通

A: 手动脂立方相上样设备(Hamilton)。刻度金属棒共有50个刻度, 因此, 按钮每按一次, 即带动活塞向下移动1/50体积。在使用10 μL注射器的

情况下, 每按一次可挤出200 nL脂立方相样品; B: 手动上样设备(Art Robbins)。与A的主要不同点在于其刻度金属棒更加精细, 共200个, 因此在

使用同样注射器的情况下, 可以每次上样50 nL; C: 一个结晶孔视图。各部分用箭头标出; D: 一个膜蛋白在脂立方相中的结晶情况, 示明视野下

很难观察到微小的晶体; E: 与D同, 但在偏振光下观察, 可见到如箭头所示的微小晶体。

A: manual dispenser from Hamilton. One press takes 1/50 of the total volume of the syringe. For a 10-μL syringe the volume is 200 nL per a click; B: 
manual dispenser from Art Robbins. It differs from (A) in that it takes 200 clicks to empty a syringe; C: an overview of a typical LCP crystallization 
well; D: small crystals that can be barely seen under light microscope; E: cross-polarizer helps the visualization of microcrystals grown in LCP.

图3  脂立方相结晶实验需要的基本设备及典型结果

Fig.3  Manual disperser for LCP crystallization and typical initial crystallization hits

(A) (B) (C)

(D) (E)
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常, 两者均为液态, 采用微型移液器进行吸取。脂立

方相具有粘稠的物理特性, 呈凝胶状, 不能采用常规

的移液器进行取样, 因此, 结晶操作时需要特殊的设

备。手动加样的设备如图3所示[57-58]。注射器中预

装有含膜蛋白的脂立方相, 当按下按钮后, 带刻度的

金属杆带动固定于其上的活塞向下移动一格, 推动

注射器中的脂立方相从针孔排出, 点样于96孔板, 一
般为50 nL。之后, 用移液器取1 μL左右的沉淀剂覆

盖脂立方相, 加以密封。因为脂立方相中初筛的晶

体往往很小, 经常要用到偏振光来观察相位和晶体

(图3D和图3E), 而且整体结晶体系小, 易受挥发的影

响, 因此, 建议使用光学性质和密闭性都非常好的玻

璃作为96孔板的底和盖。另外, 因为体系的体积小, 
因此两层玻璃之间的双面胶隔层相应也需要比较

薄, 一般为0.15 mm左右[59]。

玻璃材料给晶体观察提供便利, 但其脆而硬的

特性给密闭于其中的晶体收获工作带来了很大困

难。收获时, 需要在不影响到易碎晶体的前提下, 小
心地用玻璃刀划开表面(厚度为0.1~0.2 mm), 然后在

严重蒸发发生之前迅速地在显微镜下捞出晶体并进

行速冻[60-61]。值得提出的是, 脂立方相含有60%的脂

质, 是天然的速冻保护剂(cryo protectant), 因此不需

要添加额外的试剂进行保护。

在晶体学中, 对于无相似结构而不能用分子替

代方法解析相位的新结构, 常常需要对晶体进行重

金属浸泡来进行相位解析, 或者需要使用配体、底

物等浸泡以获得复合物进行结构分析。同样, 脂立

方相体系中所用到的玻璃材质给这项工作带来很大

困难。与收获不同的是, 浸泡需要打开结晶孔后再

进行密闭数小时甚至数天, 因此在切割玻璃表面时

要尽量保持结晶孔的完整性。在近中心附近先划一

条“防震带”以减轻远中心切割时产生的震动, 能有

效地降低破损率[60,62]。因为在这一步骤一般都是较

大的晶体, 不需要使用玻璃这种光学特性好的材质

进行晶体观察, 因此可以考虑采用易于切割的材料

进行密封, 方便后续的晶体操作过程。具体材料有

待今后的设计与测试。

4   脂立方相中的晶体优化策略
脂立方相技术初筛获得的晶体往往较小, 在

2~10 μm, 需要优化至较大的晶体方可得到足够分辨

率的衍射数据进行结构解析。最常见的结晶条件优

化方法是对沉淀剂的组成、浓度、pH值等进行调整, 
根据晶体大小以及衍射分辨率而不断细化这些条

件, 得到最优的沉淀剂。另外一个优化的因素是低

温。除少数冷变性蛋白外[63-64], 蛋白质在低温下会

更加稳定, 而且低温可以减缓扩散, 降低结晶过程中

分子堆积速度, 从而减少堆积过程中的错误, 增加晶

体的有序性, 有利于获得更好的衍射数据。但是, 这
一常规方法在脂立方相技术体系中的应用直到2013
年才得以报道[65]。根据相位特性, 单油酸甘油酯与

水形成的脂立方相在17 °C以下将形成非连续性脂

双层的Lα相位[15], 蛋白质无法在Lα相位中实现三维

移动, 从而无法实现晶体堆积。这一点阻碍了人们

对低温脂立方相结晶的尝试。但两个脂质代谢酶(二
酰基甘油激酶与前列腺素E2合成酶1)在低温脂立方

相中成功结晶的报道打破了这一禁区[14,52,62,65]。单油

酸甘油酯形成的脂立方相能在低温下维持的原因可

能有以下两种。首先, 脂立方相具有一定的稳定性。

低温下脂与水混合得到Lα相位, 但是, 如果先在20 °C
将二者混合再置于17 °C以下, 预先形成的脂立方相

仍能在一定程度维持[15]。是否转换为Lα相位此时取

决于相位转换需要能量及维持立方相需要能量之间

的平衡。在平衡未打破的情况下, 立方相会得到维

持。其次, 文献中的相位测定是在单油酸甘油酯与

水的体系中完成的, 结晶实验体系中所含有的盐[36]、

去垢剂[40]、跨膜蛋白质本身、天然脂[39]、聚乙二醇

及2-甲基-2,4-戊二醇[66]等沉淀剂存在下, 可改变相

位特性。根据条件不同可降低立方相临界温度。值

得提出的是, 相位特性根据脂质的脂肪酸链长度及

双键位置而不同。比如, 7.9 MAG与水混合后可在

4 °C形成稳定的脂立方相[6,67]。又如, 将单油酸甘油

酯的顺式双键替换为封闭的环丙基基团后的脂质也

能在4 °C形成稳定的脂立方相[30](图1)。因为跨膜蛋

白质的热稳定性一般较差, 低温是增强脂立方相技

术体系应用性的一个重要方面。

如前所述, 跨膜蛋白质插入在脂立方相的脂双

层中, 脂双层的物理性质如厚度、曲度等, 是影响膜

蛋白的直接环境因素, 因此, 脂双层的细微改变可

能影响膜蛋白的结晶。小角衍射的结果表明, 当单

酰基甘油酯的脂肪酸链长度及双键位置改变后, 其
形成的脂立方相在脂双层厚度和曲度以及水通道

大小等特性上都有改变[19]。系统地测试这些单酰基

甘油酯对β折叠糖转运蛋白OprB结晶的影响表明, 
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晶体大小对脂肪酸链长度非常敏感。OprB的晶体

在单油酸甘油酯(9.9 MAG)脂立方相中通过多轮优

化后仅能达到30×2×2 μm3大小, 但在脂肪酸链链长

为15个碳的7.8 MAG和6.9 MAG脂质中能分别达到

300×10×10 μm3和100×40×5 μm3[22]。虽然两种脂的

碳链长度均为15, 但是晶体形态迥异, 而衍射分辨率

也以7.8 MAG中的晶体更优。这一结果充分表明, 脂
肪酸链组成在优化脂立方相晶体中的潜力。短链脂

优化策略被应用于二酰基甘油激酶DgkA中, 得到了

类似的结果。该激酶在9.9 MAG中得到的晶体仅为

30 μm左右的双棱锥形, 衍射至3.7 Å, 但在7.8 MAG
中大小为80 μm, 能衍射至3.0 Å[65]。提示短链脂优化

策略可能具有广泛应用性。之后, 这一策略被应用

于人类前列腺素E2合成酶1的结构解析工作中, 8个
月即优化微小晶体为衍射至2.08 Å的大晶体[52], 并以

其获得单晶硫反常衍射数据用于结构解析[68]。值得

提出的是, 在OprB和DgkA的结晶实验中, 7.8 MAG
是最优的脂。但在前列腺素E2合成酶1的实验中, 
该脂质不支持其结晶[52], 而一个比其多一个甲基的

8.8 MAG表现最优。受到该优化策略的影响, 短链脂

获得人们重视, 在没有经过链长筛选的情况下即有

多个膜蛋白成功地在这些短链脂中结晶并最终获得

结构, 包括2012年获得诺贝尔化学奖的GPCR-Gs复
合物结构(7.7 MAG)[9]、呼吸电子传递链复合物(7.7 
MAG)[43]、短肽转运蛋白(7.8 MAG)[49]、单跨膜短肽

(7.7 MAG)[44]以及菌膜形成过程中重要类多糖转运蛋

白(7.8 MAG)[69]等。目前的结果表明, 具体到特定蛋

白质的结晶实验时, 在脂质的选择上仍有很强的不

可预见性, 仍需要通过实验来确定。随着成功例子的

增加和经验的积累, 今后可望缩小筛选范围或通过

动态模拟等方式预测最优的脂质用于结晶实验。

此外, 在脂立方相中加入天然脂质也是常用的

晶体优化方法。比如, 目前利用该体系解析的所有

G蛋白偶联受体结构均在单酰基甘油酯基础上添加

了8%~10%摩尔比的胆固醇[8,67]。又如, 磷脂酰胆碱

对于人源前列腺素E2合成酶1的成功结晶起到关键

作用, 且晶体质量与其浓度相关[52]。

5   脂立方相体系在自由电子激光前沿技

术中的运用
即便使用第三代高能同步辐射光源, 体积小的

微晶仍不能衍射至结构解析所需分辨率, 而优化以

获得膜蛋白大晶体是耗时过程。以二酰基甘油激酶

DgkA为例, 脂立方相微晶(1×1×40 μm3)在光通量很

高的瑞士SLS光源(85×10 μm2光束下2×1012光子每

秒), 采用10×10 μm2光束仅衍射至30 Å, 经3年时间

优化方获得大晶体(20×50×200 μm3)解析结构[65]。但

是, 自由电子激光前沿技术使得利用微晶解析膜蛋

白高分辨率结构成为可能, 基于此的串行飞秒晶体

学“开启了结构生物学新时代”[70]。

作为2012年Science期刊评出的十大科学技术

突破之一, 自由电子激光[70-72]利用极短脉冲(50 fs)的
高辐射(1012光子)微束(1.5×1.5 μm2)硬X射线(1.3 Å)
对纳米尺度晶体进行衍射, 得到室温下高分辨率数

据。极短的脉冲使得衍射发生于晶体受损之前(dif-
fraction before destruction), 因此所得数据无辐射损

伤。但是, 晶体在每脉冲数据收集后因为高辐射剂

量而瞬间蒸发, 因而需要持续晶体流以提供新鲜样

品。目前的自由电子激光设备一般以60~120 Hz的
频率释放X射线, 为了提高效率, 需要自动化设备输

送样品。Weierstall等[73]研究者设计了一种液体喷

射器, 将微小晶体重悬在沉淀剂中, 源源不断地经

过光束进行衍射。该报道中, 纳米级的晶体即可得

到结构解析所需要的衍射数据, 很好地说明了自由

电子激光技术的优势和潜力。但是, 样品的用量是

一个限制因素。虽然X射线以每秒120次高频率穿过

样品流, 但由于保持样品持续流动需要的速度达到

10 m/s, 晶体被X射线有效击中的几率很低, 每25 000
个晶体仅有一个, 收集整套数据需数十毫克晶体[70]。

对于难以纯化的膜蛋白来说, 如此大的样品消耗限

制了该方法的普遍性应用。

保持固定形状的液流需要较大流速, 是样品消

耗大的主要原因。但对于粘稠物质来说, 保持固定

形状所需的速度可以大大减缓。因此, 具粘稠特性

的脂立方相被尝试用来作为输送膜蛋白晶体的介

质。以Cherezov教授为首的研究团队2013年在斯坦

福大学直线加速器中心的直线加速相干光源(LCLS)
中开展了这方面的实验。Weiserstall等[74]设计了一

个可以在压力下输送脂立方相的装置, 其前端嵌置

直径为10~50 μm的毛细管, 后端连接高压液体泵, 脂
立方相在压力的作用下, 以约1.4 mm/s的速度送进

真空的样品腔, 自由电子激光X射线对其中随机排

列的晶体进行衍射。此次试验获得了数个GPCR及
二酰基甘油激酶DgkA的结构[10,67,74], 更重要的是, 极



姚贺帮等: 脂立方相技术体系在膜蛋白结构与功能研究中的应用进展 931

少的样品用量提高了自由电子激光在膜蛋白结构生

物学研究中的可行性。以DgkA为例, 仅用0.22 mg蛋
白所得到的晶体即获得了2.18 Å的结构(PDB entry 
4UYO), 丰度达到3 500的衍射数据[74]。脂立方相–
自由电子激光实验的成功至少得益于以下方面。首

先, 该团队克服了获得大量脂立方相晶体的技术难

题。由于该实验需要微升级的大量晶体, 前述的96
孔板只能容纳纳升级的晶体而需要改进。通过实验, 
得到了一种在微型注射器中生长晶体的方法[67,75]。

该方法利用脂立方相相位在有多余水相时仍稳定存

在的特性, 将少量脂立方相与大量沉淀剂混合, 待
晶体生长后再与水相分离, 得到足够量并保持粘稠

特性的含晶体的脂立方相。其次, 输送脂立方相的

喷射器是一个成功的工程设计。因为喷射的脂立

方相直径很小, 且因为粘稠的缘故会反向卷曲而粘

在喷射口, 在出口的位置设计有四个通气孔, 围绕

脂立方相、与其推进方向一致的高速气流能保持

其流向, 并精准地引导其通过直径不到2 μm的X射

线光束。第三, 长期积累的单酰基甘油酯相位科学

也在该实验中得到充分应用。因为样品被喷射到

真空腔中后迅速蒸发, 散热造成脂立方相温度下降, 
导致相位变化为Lα相。该相位在X射线下产生非常

强的衍射背景, 可损坏探测器, 因此, 需要一种在低

温下保持立方相的脂质。如前所述, 7.9 MAG符合

这一条件。此外, 这项技术的成功有赖于第四代光

源的建设、快速反应的低噪音检测器(每秒120帧衍

射图谱)[76-78]、大数据处理能力[79]以及适应于自由电

子激光衍射数据处理软件的发展[71,80-82]。目前, 硬件

方面, 日本、瑞士、德国等国家在积极建设自由电

子激光设施, 是今后晶体学的一个重要方向[83]。软

件方面, 后精细化技术等算法的发展也朝数据少量

化方向发展。之前的数据处理方法需要用到数百万

张衍射图谱, 但改进后的方法只需要几十至几百张

衍射图谱[84-85], 与同步辐射需要的数据量差别不大。

6   膜蛋白在脂立方相中维持蛋白质天然

活性
除了少数病理条件[86]和一些重组过量表达系统

中可能发生蛋白质体内结晶外[86-89], 一般的结晶过

程都是在体外进行, 与生理环境条件迥异, 因此, 晶
体结构是否代表功能构象, 是结构生物学家需要回

答的问题。同样, 作为结晶介质, 脂立方相是否及

怎样支持膜蛋白活性、膜蛋白在从去垢剂向脂立

方相重构的过程中是否有活性丧失等, 是科学家们

关心的问题。两个跨膜脂质代谢酶, 二酰基甘油激

酶DgkA和磷酯酰甘油磷酸合成酶PgsA[28]在脂立方

相中的活性测定实验表明脂立方相支持膜蛋白活

性(图4)。在DgkA的实验中, 酶–偶联法实验结果表

明, DgkA在反应过程中将ATP转换成ADP, 同时薄层

层析方法检测到其磷酸化单油酸甘油酯后的产物溶

血磷脂酸, 说明脂立方相支持跨膜酶活性。另外, 一
个在95 °C下半衰期为3 h的热稳定突变[14]与野生型

DgkA在脂立方相中的活性相同[28]。可以假设, 去垢

剂向脂立方相重构的过程比热处理相对温和, 因此

提示重构的过程中没有活性丢失。脂立方相对膜蛋

白活性的支持还从PgsA的实验中获得证据。PgsA
催化胞苷二磷酸甘油二酯CDP-DAG上的磷脂酰基

团转移至甘油3-磷酸, 形成磷脂酰甘油磷酸和胞苷

单磷酸CMP(图4)。利用精心设计的脂立方相酶学

分析方法(图4), 使用吸光检测手段发现, 脂立方相

中有CMP释放, 且其释放严格依赖于酶、脂底物、

甘油3-磷酸及镁离子的存在, 表明位于脂立方相中

的PgsA能够催化上述反应[28]。

此外, 上述两个脂质代谢酶在脂立方相中的活

性随酶浓度、底物浓度等的升高而增高, 而且其对

底物的浓度依赖表现出经典的米氏常数规律, 说明

脂立方相是支持膜蛋白天然活性的基质。对于一些

在去垢剂中不稳定的蛋白质, 脂立方相提供了体外

活性分析的新途径。另外, 对于一些需要强疏水底

物或者配体的膜蛋白, 脂立方相因能提供更高的溶

解度而可能是更佳的活性分析体系。

7   脂立方相支持膜蛋白的体外复性
蛋白质的体外复性为获得大量活性蛋白进行

生物化学、生物物理和结构分析等提供了可能的高

效途径[91], 但因为技术上的原因, 膜蛋白复性远远落

后于可溶性蛋白。膜蛋白复性的膜性介质包括去垢

剂[92-93]、liposome[94]、nanodisc[95]、bicelle[96-98]等。最

近, 脂立方相被用于复性膜蛋白[99]。在该报道中, 二
酰基甘油激酶DgkA在去除去垢剂后, 用酸性尿素溶

液溶解, 与单酰基甘油酯混合后形成脂立方相。得

到的脂立方相用不含尿素的溶液进行洗涤。变性剂

尿素在此过程中浓度逐渐下降, 而膜蛋白则缓慢复

性并插入到脂双层中。复性的激酶与体内表达纯化
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后的激酶具有相同的活性, 并能结晶, 得到2.55 Å的

结构。该结构与非变性蛋白的结构一致, 支持“一级

结构决定高级结构”的经典理论。Sanders研究组曾

对DgkA在不同体系中做过复性研究, 发现在去垢剂

和liposome中复性效率分别为46%和26%[100]。脂立

方相的100%复性效率显示该介质在膜蛋白复性研

究中具有很大的潜力。其高效的复性效率可能与脂

立方相的两个特点相关。第一, 脂立方相含有2 mol/L
浓度的脂质, 高含量疏水物质的存在提供了稳定跨

膜区的环境。第二, 脂立方相中脂双层的表面积非

常大, 提高了其与跨膜蛋白的碰撞几率, 减少了变性

蛋白之间因非特异疏水相互作用而聚集的可能性, 
利于复性。在最常见的表达系统大肠杆菌中表达时, 
膜蛋白往往表现为包涵体而需要复性, 但复性效率

A: DgkA活性的偶联酶方法。丙酮酸激酶利用PEP为磷供体, 将DgkA转磷后产物ADP磷酸化, 脱磷后的丙酮酸被乳酸脱氢酶还原为乳酸, 伴随

NADH的氧化而失去340 nm处吸光的性质; B: 脂立方相涂布在96孔板内侧, 因为酶标仪光径小于孔径, 不会照射到脂立方相, 且粘稠的脂立方

相不移动到光径区域, 无吸光干扰。加入反应液后, ATP扩散到脂立方相后, 反应开始, 产生ADP。后者扩散到水相溶液, 引发偶联反应, 可监测

到340 nm处吸光度持续下降; C: PgsA反应示意图; D: PgsA将32P从标记的水溶性G3P上转移到脂溶性PGP。氯仿抽提得到的有机相放射性反映

酶活性[90]。此方法需要同位素标记, 不具连续性, 且需要特殊设备; E: 在脂立方相中进行PgsA活性分析。与B相似, LCP中虽带有紫外吸光的蛋

白和底物, 但不会产生吸光背景。所加入的G3P扩散到脂立方相中, 引发反应, 生成CMP, 继而释放到光径范围的反应液, 在紫外波长造成可连

续监测的强吸收。该分析方法具有灵敏、简单、连续和高通量等特点。

A: principle of the coupled assay for the kinase activity of DgkA. ADP is re-phosphorylated by pyruvate kinase using PEP as the phosphor-donor. The 
product pyruvate is reduced to lactic acid by lactate dehydrogenase at the cost of the oxidation of NADH, a process that causes the loss of absorbance 
at 340 nm; B: DgkA- and monoolein- containing LCP is dispensed at the wall of a 96-well plate. The sticky LCP stays where it is put and avoids been 
seen by the beam. This geometry ensures no interference from light scattering. Reaction begins upon diffusion of ATP into LCP from added mixture. As 
a result, ADP is produced and released to the coupled assay mixture, where it initializes the consequent reaction causing reduction of A340; C: the PgsA 
reaction; D: conventional assay for PgsA activity requires multiple steps including chloroform extraction and measurement of radioactivity; E: PgsA 
assay in LCP. The same geometry as in (B) avoids UV absorbance background from PgsA and CDP-DAG. Reaction begins upon addition of G3P. The 
water soluble CMP is then produced and released to the soaking solution where it can be detected by the light beam. The one-step assay is simple, con-
tinuous, sensitive and suitable for high-throughput. 

图4  两个脂质代谢跨膜酶在脂立方相中的活性分析  
Fig.4  Enzymatic assay for two membrane bound enzymes involved in lipid metabolism
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往往非常低或者不成功。脂立方相复性技术的发展

将拓展这一表达系统的应用。

8   展望
因为研究困难, 膜蛋白科学进展相对可溶蛋白

来说, 比较缓慢。但随着新技术的发展, 这一局面正

在发生改观。具有短短十几年历史的脂立方相技术

已经为许多重要或高难度的膜蛋白结构解析做出了

贡献, 其日益广泛的应用将推动这一技术体系的成

熟。目前主要的脂质是单酰基甘油酯, 设计新脂质

以形成更接近天然膜结构与成分的脂立方相, 是值

得探索的方向之一。此外, 将脂立方相结晶技术简

易化, 如原位收集数据以避免繁琐的晶体操作步骤

等, 以及发展适合脂立方相结晶的沉淀剂类型, 也将

推广该重要体系的应用。脂立方相应用于膜蛋白生

化与生物物理分析具有较大潜力, 对稳定性较差的

蛋白可能非常有利。脂立方相用于膜蛋白复性的研

究目前仅有一例成功报道, 其普遍性仍有待测试, 若
能广泛应用, 将对表达和纯化均困难的膜蛋白的获

取提供一个新的有效途径。
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