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一、引言

2013年以来，随着新型直接探测电子相机技术和三维重构新算法在冷冻电

镜领域的应用，冷冻电镜技术现已成为结构生物学的主流研究工具。冷冻电镜单

颗粒分析技术（Cryo-EM）目前已经成为解析生物大分子原子分辨率结构的常规

工具；而另一个冷冻电镜应用领域，解析非均一样品三维结构的冷冻电子断层成

像技术（Cryo-ET）目前也正在加速发展，尤其是最近兴起的多种子断层平均技

术（sub-tomogram average，STA），这项技术可以解析出非均一样品中（病毒，

亚细胞器，细胞等）重复结构单元的高分辨率三维结构（分辨率最高已达 3 Å[1])。

现如今，冷冻电镜单颗粒分析技术已经相当成熟，对于稳定均一的样品（如蛋白

质及复合物，病毒颗粒等）解析出原子级分辨率三位结构已经非常容易[2]。然而，

对于非均一的样品（如，没有固定形状的病毒颗粒、不稳定的大型复合物、细胞

原位复合物）的三维结构，则需要用冷冻电子断层三维重构技术结合子断层平均

技术来解析[3]。

目前研究人员利用 Cryo-ET 及子断层平均技术解析了越来越多的非均一样

品三维结构。例如 Yao等人成功解析出 SARS-CoV-2病毒结构（平均分辨率达到

8.7–11 Å），揭示了病毒的结构细节及 RNA装入腔体的分子机制[4]；Liu等人成

功解析出 HIV 病毒的 GP120与中和抗体形成的复合物高分辨率三维结构及并揭

示其构象变化[5]；Zhang等人甚至将未成熟的 HIV-1 Gag颗粒结构的分辨率提高

到 3.1Å[6]。本文将简要介绍 Cryo-ET及子断层平均技术的基本原理与实现方法，

展示一些应用实例，并讨论 Cryo-ET的可能的发展方向。
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图 1、 SARS-CoV-2病毒分子结构[4]

图 2、子断层图平均获得的 HIV-1 外壳蛋白高分辨率结构
[7]

二、Cryo-ET技术原理

Cryo-ET技术是在低剂量成像条件下采集样品同一区域的单轴倾斜系列电

镜照片（一般在 -60o～60o按 2-3o间隔拍摄；总曝光电子剂量在 100 电子/A2

以下），进行三维重构获得电子断层图。但是，倾斜角度限制及低剂量条件约



束的采样间隔限制导致电子断层图信噪比非常差，而且还存在“缺失锥”造成的

Z轴拉长变形问题，通常无法从其中直接提取高分辨率结构信息。后期子断层

三维平均技术可以通过平均多个重复单元提高信噪比且能依靠不同重复单元

取向弥补“缺失锥”信息，获得高分辨率的重复单元结构。

子断层平均法类似于单颗粒重构中二维投影分类平均，也就是将形态类似

的颗粒进行对齐和平均，只不过是针对重复的三维颗粒进行分类平均。像单颗

粒重建一样，子断层平均法的工作原理是对大量的三维颗粒进行迭代调整和平

均，从而逐渐提高信噪比（SNR）和分辨率（图 3）[3]，直到最终得到高分辨

率平均结构。

图 3、子断层平均工作流程[8]

三、Cryo-ET实现及软件介绍

1）计算平台

子断层平均需要用到 GPU进行大量的计算。我们的平台配置为 2块 10核心

Xeon CPU，256 G 内存和 2 块拥有 24 G 显存的 3090 GPU，系统采用了

Ubuntu20.04，软件方面则使用了：MotionCor2，CTFFIND，Imod，Relion，Dynamo

和 ChimeraX。

2）处理流程

多套倾斜系列电镜照片经过图 4所示的流程，处理后得到多套电子断层图。

整个流程包含预处理和子断层平均两个部分。预处理包括图像的抖动校正、CTF

校正、对齐和断层图重构。拍摄照片时因电子束引起的样品抖动，会导致照片模



糊不清，使用MotionCor2可以实现抖动校正。原理是将电子相机高速拍摄的一

系列低剂量多帧照片通过叠加不同帧照片的相同特征来纠正，进而合成一张抖动

校正的清晰图像[9]。抖动校正后的照片可以用 CTFFIND[10]程序来进行衬度传递

函数（CTF）校正[11]。接下来，用 IMOD完成倾斜系列对齐。它是以样品表面的

胶体金颗粒作为基准标记进行最小二乘拟合对齐。最后，用 IMOD 的加权背投

影算法将对齐的倾斜系列照片计算得到三维重构图 (断层图)[12]，如图 5所示。

图 4、电子断层三维重构与子断层平均流程图

图 5、背投影实现二维倾斜序列计算得到断层图——图片来源于 Baumeist



获得多套电子断层图后，接下来进行子断层平均。子断层平均常用软件有

Relion[13]和 Dynamo[14]等，下面以 Dynamo为例简要介绍子断层平均的一般流

程，如图 6所示。

图 6、Dynamo子断层平均流程[15]

使用Dynamo的 dtmslice工具对断层图中感兴趣的区域进行子断层标注和

剪裁提取（类似单颗粒方法），随后创建参考模板，对多个子断层进行多次对

齐平均迭代，最终生成平均的三维结构。

Relion的子断层平均与 Dynamo类似，也是需要做多次分类、对齐和平均。

但 Relion 不能直接标记子断层，需要借助第三方工具标记获取子断层坐标，

将子断层坐标和原始断层图提交到 Relion进行处理，详细流程如图 7所示。

图 7 、Dynamo的详细流程

3）子断层平均软件对比



Zhang等人[7]于 2019年对多个子断层平均软件进行了系统的比较，如表 1

所示。从表 1可见，Relion缺失 Dynamo的模板匹配功能，而 Dynamo则缺失

了 3D CTF校正功能，二者的缺失边缘修正方案也不同。需要指出的是，两款

软件缺失的功能，都可联用整合其他工具进行弥补。

表 1、RELION和 Dynamo关于子断层平均的功能比较[7]

四、应用实例与讨论

实例 1：我们用 Dynamo对 HIV-1病毒样颗粒外壳重复单元进行了子断层

平均，经过 19天的计算，成功得到了 HIV-1病毒样颗粒外壳上 4.5 Å 的六次

对称的结构（如图 8所示）。

图 8 、HIV-1病毒样颗粒表面的六次对称三维结构

实例 2：我们用 Relion 4.0对未成熟 HIV-1病毒样颗粒的断层图进行了子



断层平均处理，经过 9天时间计算，获得了如图 9所示的~3.4 Å 平均结构。

图 9、HIV-1病毒样颗粒中的某个结构

从现有研究来看，AI 技术在冷冻电镜图像处理方面发挥越来越重要的作

用。例如 Topaz[16]的 AI降噪、颗粒筛选；Isonet[17]通过深度神经网络对断层图

缺失数据部分进行补全获得了高质量的断层图；以及 CryoDRGN[18]可直接使

用深度神经网络对子断层进行三维重构。此外，Alphafold [19]已经在预测蛋白

折叠的三维结构的精准度方面取得惊人进展，将来可以跟冷冻电子断层技术相

结合来分析更多数据。我们期待整合这些新技术，在细胞组织原位电子断层结

构分析方面，开展一系列方法和应用研究。

(部分数据来自网络，如有侵权请联系删除。)
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