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最新报道

生物成像中心研发成功用于冷冻电镜单颗
粒实验的新型支持膜载网——非晶镍钛微

阵列支持膜载网

发布时间：2020年08月10日

  2020年8月6日，生物物理所生物成像中心与生物大分子国家重点实

验室孙飞课题组、北京大学尹长城课题组合作在《Progress in

Biophysics and Molecular Biology》杂志上发表题为“Amorphous nickel

titanium alloy film: A new choice for cryo electron microscopy sample

preparation”的研究成果。该项工作开发了一种使用镍钛合金材料制备冷

冻电镜单颗粒技术用微阵列支持膜载网技术。

  冷冻电镜单颗粒技术是结构生物学研究的重要工具之一。这种技术

针对的样品类型是生物大分子溶液样品。相对于X射线晶体学技术，这

项技术对样品要求低，不需要结晶，但其样品制备依然存在很多瓶颈问

题。理想的冷冻电镜样品要求样品以完整的形态均匀分散且取向随机地

分布在支持膜孔内的薄冰层中，并且要求样品有足够的导电性。然而，

现实中的样品制备经常遇到——样品颗粒主要分布在支持膜上而非孔

中，分布在孔中的样品量少，样品分布存在取向优势，样品在气液界面

作用下发生变性、样品导电性差导致冷冻电镜成像漂移严重等问题。要

解决这些问题，已有的方法包括铺设连续超薄膜（碳膜、石墨烯膜、氧

化石墨烯膜、蛋白二维晶体膜等），使用亲和膜选择性吸附更多样品到

连续超薄膜上，改变支持膜的制材（如使用纯金支持膜）等。这些方法

能改善一种或多种问题，或使样品均匀分布到支持膜孔中，或使样品远

离气液界面以避免取向优势和样品变性，或通过增强支持膜的导电性来

改善整体样品的导电性等。

  在本项成果中，研究人员开发了利用镍钛合金来制备非晶态的镍钛

微阵列支持膜载网（图1）。与纯金支持膜不同，这种镍钛微阵列支持膜

与传统碳微阵列支持膜同为非晶态支持膜，使用方式一致，可以直接应

用于目前成熟的冷冻电镜样品制备和数据收集流水线。研究人员发现，

相对于传统碳微阵列支持膜，该非晶镍钛微阵列支持膜具有更好的导电

性（高4个数量级），能有效减少电子束照射引发的样品漂移，在相同的

条件下，可以获得更高分辨率的冷冻电镜三维重构结果。此外，非晶镍

钛微阵列支持膜与传统碳膜的表面性质不同，这表现在该非晶镍钛微阵

列支持膜与生物分子的非特异性相互作用很小，比传统碳膜小1个数量

级，这使得生物样品不会因为与支持膜的非特异相互作用而发生变形和

聚焦，因而在非晶镍钛微阵列支持膜孔里的分布密度更高，分散度更

好。另外，细胞培养实验表明该非晶镍钛微阵列支持膜的生物毒性低，

可以用于细胞生长和原位冷冻电镜研究。这些实验结果表明该非晶镍钛

微阵列支持膜载网是一种新的性能优良的冷冻电镜单颗粒实验用载网，

为广大冷冻电镜应用研究人员提供了一种新的选择。

图1. 非晶镍钛微阵列支持膜载网的制备方法和冷冻电镜照片

  该项研究成果应主编斯坦福大学Wah Chiu教授和新加坡国立大学

Sheemei Lok教授的邀请发表在《Progress in Biophysics and Molecular

Biology》杂志上，作为其专刊CryoEM Developments的一部分。

  该项研究成果已申请中国发明专利（申请号201810326897.5），并

于2018年实现了技术授权，授权给镇江乐华电子科技有限公司进行生产

和销售（商品名为“CryoMatrix-非晶合金膜”），为我国冷冻电镜研究领

域提供服务。目前，已有很多用户利用该支持膜制备冷冻电镜样品并获

得成功，代表性的成果有：
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  该项工作的通讯作者为生物大分子国家重点实验室孙飞研究员。蛋

白质平台生物成像中心黄小俊正高级工程师与北京大学医学院尹长城课

题组张雷博士为本项工作的共同第一作者。孙飞课题组的温作令在冷冻

电镜图像处理，娄继忠课题组的陈辉在原子力测定实验，生物成像中心

的李硕果和季刚在细胞培养和荧光实验方面参与了项目研究工作。感谢

阎锡蕴课题组提供高质量的铁蛋白作为测试样品，物理所丁玮博士在前

期数据处理中的帮助。研究工作得到了国家自然科学基金、科技部重点

研发项目、中科院关键技术创新人才基金和北京市科委的支持。
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