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摘要 抗体(antibody)又称免疫球蛋白(immunoglobulin，Ig)，是人体免疫反应的重要参与者．了解抗体的结构和结构动态特
征，是理解人体免疫作用机理、修复或提高免疫能力、定向设计抗体以治疗各种疾病的基础．本文以人体 IgG1抗体为对象，
综述了使用透射电子显微学方法研究 IgG1抗体结构方向的最新进展．详细介绍了使用逐个分子的电子断层三维重构技术
(individual-particle electron tomography，IPET)对抗体进行结构研究的方法，包括样品制备、图像处理和数据分析等．并描述
了利用该技术，在研究抗体结合肽分子后的结构形变和通过收集不同构象来研究抗体动态结构特征方面所取得的阶段性成

果．最后，对尚待解决的关键问题与该技术未来的发展方向进行了讨论与展望．
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抗 体 (antibody)， 又 称 免 疫 球 蛋 白

(immunoglobulin，Ig)，指人类机体免疫系统在抗
原的刺激下，由人体 B淋巴细胞或者记忆细胞增
殖分化而成的浆细胞所产生的、可与相应抗原发生

特异性结合的免疫球蛋白．抗体按照其物理、化学

性质和生物功能，可划分为 IgM、IgG、IgA、IgE
和 IgD等 5类，其中以 IgG抗体在人体血清内的含
量最大[1-2]．

IgG(分子质量约 150 ku)主要以单体方式分布
在血液中，每个 IgG分子由 2个全同的重链和 2个
全同的轻链构成，各链之间由二硫键相互连结，形

成 3个相对独立的结构域，大体形态成 Y字形．
重、轻链按区域又分为可变区和恒定区，可变区决

定抗体特异性结合的抗原对象．可变区有着各异的

氨基酸序列和空间结构，这赋予了抗体对抗原的特

异性结合能力，即一种抗体能且仅能与一种或一类

特定的抗原相结合．可变区位于 Y 字形结构的 2
个顶端，因而该部分被称为抗原结合域 (antigen-
binding fragment region，简称 Fab 结构域)．Y 形的
柄部称为结晶片段结构域 (crystalline fragment
region，简称 Fc 结构域)，完全由恒定区组成，恒

定区序列的类型决定着抗体的类型，该区域为糖类

物质结合区域，功能包括激活补体反应等[3]．

抗体因在人体免疫反应中的特殊地位而受到广

泛关注．通过修饰抗体的可变区序列，研究者可以

针对特定的目标蛋白质设计出特定的抗体；而进一

步利用这种特异性识别的能力，可以将药物附加在

抗体结构中，引导到病患部位进行治疗[4-6]．

早在 30 年前，抗体的结构就开始被大量研
究．主流的蛋白质结构研究手段包括 X射线晶体
学、核磁共振技术和冷冻电镜单颗粒三维重构等．

一般来讲，X射线晶体学是蛋白质结构研究的核心
方法之一．在过去几十年内，应用 X射线晶体学
方法，多种抗体的结构域或完整的三维结构被解

出，其中包括三种 IgG抗体的完整三维结构．这些
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Fig. 1 Procedure of IPET on antibody structural study
图 1 抗体分子的电子断层三维重构研究的方法步骤

结构分别展示出了抗体的不同构象，而由于晶体样

品制备的特殊要求，这些构象本质上反映的是特定

条件下不同抗体结晶条件下的结构 [7-9]，这与抗体

在生理环境下的结构可能会有所不同．核磁共振技

术在抗体结构片段的结构研究中具有重要贡献[10-12],
然而由于其技术更适用于分子质量较小的蛋白质结

构研究，用其研究完整的抗体三维构象仍有相当的

困难[13]．作为近年来发展最为迅速的结构生物学技

术，冷冻电镜单颗粒重构技术，可以在最大程度上

保持蛋白质自然状态的条件下，能够对结构均一的

或者通过实验手段均一化的蛋白质进行高分辨率的

三维结构分析．该方法通过对数千张至数十万张同

种大分子的不同角度的照片进行分类、平均，而后

借助初始模型进行空间角度计算、中心修正和反投

影运算，通过数次迭代优化结果，最终获得精细的

三维密度图，目前该技术已能达到原子级分辨率，

使得从重构结果建立分子模型成为可能[14-16].该方法的
缺点是，一定程度上依赖初始模型，同时由于涉及

分类平均过程，当应用该方法研究具有动态结构的

蛋白质时困难极大，蛋白质的动态区域通常在三维

重构中被模糊化、甚至消失，因此存在一定的局限

性．例如，Correia 等 [17]使用负染方法和单颗粒三

维重构技术对结合抗原的抗体结构研究，在结果显

示抗体结构中 Fc结构域的区域严重缩小，无法分

辨其形态与方向特征．除了传统的单颗粒重构技

术，一种通过平均大量独立分子的电子断层成像结

果以获得高分辨三维结构的方法也得到应用．

Diebolder 等 [18]使用冷冻样品制备方法结合电子断

层成像技术研究了细胞表面的 IgG抗体分子，结果
显示，IgG抗体分子在细胞表面形成六聚体，然而
由于 Fab结构域在自然状态下存在自由摆动，其通

过多个蛋白颗粒平均获得的三维密度图，仍然缺失

每个 Fab结构域的详细信息．

受限于传统蛋白质研究方法的平均或结晶策

略，抗体这类具有动态结构的蛋白质构象难以测

量．因而迫切需要一种方法来逐一研究每一个蛋白

质分子的结构，以得到该蛋白质的动态结构特性．

任罡科研小组通过优化的负染样品制备技术和电子

断层三维重构技术，提出了从逐个分子出发进行蛋

白质动态结构研究的研究策略．这套方法包含多个

步骤(图 1)，样品制备、仪器调控与数据采集、重
构算法与模型匹配等，其特点如下：a．优化的负
染方法，使用了新型染色剂和染色流程，成功地减

少了染色剂对蛋白质构象的破坏，使得电镜图像分

辨率有明显提升．b．电镜调试、图像采集区域选
择和优化的数据采集方法，使实验者能够并保证在

电镜成像状态良好的条件下，选择最佳的成像区

域，进行数据采集，并通过精确控制欠焦成度，图

像细节信号得到了最大化的保留．c．独特的三维
重构算法，在迭代过程中，不断减少噪音区域对对

齐误差的影响而提升对齐的精确度．这里，本文将

首先对优化负染色技术和图像处理方法进行简要综

结构功能机制
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1援3 单个 IgG1抗体的电子显微学电子断层三维重构
自从电子显微镜被应用于生物样品观察，很快

研究者们便意识到，二维图像并不足以提供足够的

结构信息来进行有效的功能分析．因此研发电子断

层成像技术(electron tomography)用来研究生物样品
的三维结构．该方法首先要采集不同倾转角下的投

述，而后对电子断层三维重构技术 (individual-
particle electron tomography，IPET)在抗体动态结构
研究中的应用进行讨论．

1 抗体三维结构的电子显微镜分析

1援1 电镜样品制备的优化负染色方法

高分辨率的电子显微成像技术作为一种重要的

分子观察手段，可用于单个蛋白质分子的构象研

究．目前主流的生物大分子电镜样品制备方法包括

快速冷冻固定法和化学负染色方法．冷冻方法主要

是将蛋白质样品悬浊溶液通过瞬间冷冻形成几十至

几百纳米厚度的非晶态冰，从而能够保持蛋白质在

溶液中的原貌．这种方法得到的图像往往衬度较

低[19]，特别是对小于 200 ku 的分子．对于分子质
量为 160 ku的抗体分子的冷冻样品使用电子显微
镜直接观察难度极大，要获得单个抗体分子的空间

结构目前尚无法实现．2004年曾经出现过对抗体
分子空间结构的冷冻电镜的报道[20-21]．这些研究是

使用一种基于最大熵理论的迭代算法(COMET 重
构法)进行三维重构的．然而文献中只给出极少部
分的结果，没有原始数据和重构中间过程，引起了

同行的质疑．特别是，利用相同方法处理数据的一

篇 2008 年的 PNAS 论文 [22]，验证发现，远超过

90%的结果不可靠，被合作人于 2012年撤回 [23]．

表明了该方法的不成熟，也同时说明了对单个抗体

分子颗粒空间结构测定的难度．

经过大量的实验和测试，张磊等[24-26]通过对负

染技术进行优化，使用甲酸铀酰作为染色剂，并通

过控制染色步骤、条件和时间等参数，成功地减少

了染色剂造成的假象，并提高了负染方法的空间分

辨率．应用该技术，已成功观察了多种不同蛋白质

样品，包括胆固醇酯转移蛋白、高密度脂蛋白、抗

体等[25]．

1援2 优化负染法制备的抗体样品的电镜观察

使用电子显微镜对负染法制备的 IgG1抗体样
品进行观察，在高斯低通滤波后，其负染电镜图像

(图 2左)和放大的单抗体分子的图像(图 2右)显示
未绑定肽的抗体样品形状呈“Y”字型，并包含 3
个球状结构域，对应 2个 Fab结构域和 1个 Fc结构

域．从图像上来看，每个抗体颗粒大小约为 150～
200魡，每个结构域的大小约为 50～80魡．更重要
的是，原始图像中有超过一半的蛋白颗粒显示了重

要的结构细节，包括每个结构域的空间朝向和位于

每个结构域中心的低密度孔洞．

Fig. 2 TEM image of antibody sample[27]

图 2 单个抗体结构的电镜观察[27]

50 nm

841· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2016; 43 (9)

影照片，而后使用全套的完整照片进行图像对齐和

三维反投影计算，获得目标大分子结构的电子密度

图[28]．近年来，电镜三维重构技术已经广泛应用在

较大尺度的生物样品如细胞切片[29]、细胞核孔[30]、

微管结构[31]、分子马达[32]、病毒 [33-34]等．然而，直

接使用电镜三维重构对小尺度分子的结构研究极少

涉及．以前领域内的普遍观点认为单个蛋白质尺度

极小，在电子束的密集照射下，极易出现辐照损

伤，这会导致化学键断裂甚至结构改变，而在有限

的辐照剂量下图像信号极低，难以获得有实用价值

的三维结构[28]．近来，任罡和张磊等[35]重新检验了

电子断层三维重构方法应用于单个分子颗粒研究的

可行性，优化了图像采集策略和三维重构算法．与

传统的电子断层成像技术使用整张的电子显微镜照

片进行对齐与三维重构不同，他们针对每个蛋白质

颗粒的局域图像进行精细处理，通过追踪特定蛋白

质颗粒在每张图像上的位置，将其相关图像区域取

出，经行局部图像的迭代对齐重构，以此消除照片

畸变带来的不利影响．不仅如此，在反投影、投

影、对齐的迭代过程中，通过加入尺寸逐渐缩小的

边缘光滑的动态图像掩模和截止频率逐渐升高的动

态低通滤波，来逐渐削弱噪音造成的平移搜索误

差，提高单个蛋白质颗粒图像的对齐精度，使三维

重构的分辨率满足结构分析需求，这种图像处理策

略被称为聚焦电子断层重构 (focused electron
tomography reconstruction，FETR)．这种 IPET 方
法已成功应用于多种小分子质量蛋白质的三维结构

获取，其电子密度图分辨率能够达到或优于 20魡，
重构获得的密度图能如实地反映单个蛋白质分子所

展现的空间结构．

2 以 IPET 技术研究肽分子绑定抗体的结
构变化

肽分子具有特异亲和性和低生物毒性，是极有

应用价值的药物设计材料[36]．绑定肽的单克隆抗体

既具有肽分子的生物活性，又具备抗体的药物动力

学特性．然而，绑定肽的抗体分子通常表现出抗原

亲和力差的问题，并且可能存在目前未知的结构变

化．由于抗体本身的结构活性，研究其构象改变极

为困难．美国辉瑞制药公司的下属 Pfizer CovX
LLC研发公司开发了一种肽绑定抗体，有可能成
为治疗肿瘤有效的选择性药物载体．但是在随后进

行的病理实验中，该类肽绑定抗体并没有显示出对

细胞表面目标具有有效的效用功能，并且绑定后的

肽和抗体支架的药物动力学预期不相符，因此人们

怀疑肽的绑定，可能导致载体抗体的结构发生了改

变．任罡研究小组的童慧敏等[27]使用优化的负染色

技术和电子断层三维重构技术，通过对绑定肽后抗

体的二维图像和三维结构分析发现，结合肽后抗体

的结构域变得更为细长．这表明该技术可用于研究

大分子在药物作用下的结构构象变化．

2援1 从电镜图像观察肽绑定对抗体结构的影响

实验中用作载体的抗体是人体单克隆抗体 IgG
亚型 1，称为 h38C2(即 m38C2 抗体的人源化版
本)．未绑定肽的抗体样品(20.0 g/L)是用 HEK-239
细胞表达并用 A/G蛋白色层分析法提纯．肽绑定
抗体样品中，特异性设计的肽通过赖氨酸反应绑定

在抗体的 Fab结构域．绑定后的抗体被辉瑞制药公

司命名为 CovX-body，是一种新的化学类别，它具
有肽的生物学特性和抗体持久的半衰期．该公司通

过增强肽和药物端小分子的药物代谢动力学和药效

学性质，成功地证明了该技术在数个疾病医药领域

的实用性[37]．

绑定和未绑定肽的抗体电镜样品都是用优化负

染方法制备[27]．样品的透射电子显微图像是在室温

下用带有 20eV 能量过滤器的 Zeiss Libra 120 Plus
透射电子显微镜(Carl Zeiss NTS)和 Gatan UltraScan
4 k伊4 k CCD在 Scherzer焦距下采集的；电镜操作
电压为 120 kV，放大倍数为 80 k．未绑定肽和绑
定肽的单克隆 IgG1抗体的电镜图像如图 3所示．

以实验图像为基础，研究者从以下 3个方面对
绑定和未绑定肽的抗体之间二维结构的不同点统计

分析：a．3个结构域尺寸；b．3个结构域的形状；
c．Fab结构域和 Fc结构域之间的角度．

未绑定肽的抗体(总数 250)的几何平均尺寸分
布显示，超过 90%的结构域分布在 50魡～80魡 之
间，峰值(约 11.6%的抗体)在(66.8 依 1.0)魡(图 4a)．
与此相对应的是，绑定肽的抗体 (总数 332)的几
何平均尺寸分布显示，超过 90%的结构域分布
在 48魡～78魡 之间，峰值 (约 10.8%的抗体 )在
(64.2 依 1.0)魡(图 3a)．抗体结构域尺寸大小在肽绑
定前后没有本质变化．

用结构域的最大直径与其垂直直径的比值来分

析结构域的形状．未绑定肽 h38C2 抗体的直径比
分布显示，超过 90%的结构域分布在 1.0～1.8 之
间，峰值(约 21.6%的抗体)在(1.28 依 0.05)魡(图 3b).
绑定肽抗体的直径比分布显示，超过 90%的结构
域分布在 1.0～2.2之间，峰值(约 12.5%的抗体)约
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Fig. 4 Histogram of size, shape and Fab鄄Fc鄄Fab angle of antibody before and after peptide conjugation[27]

图 4 IgG1抗体在绑定肽前后结构域尺寸、形态、Fab鄄Fc鄄Fab的角度数据统计及多项式拟合
[27]

(a)几何平均直径(d). (b)长短轴比例(a/b). (c)中心夹角(兹)(UCJ：未绑定肽的抗体；CJ：绑定肽的抗体).

Fig. 3 peptide鄄conjugated and unconjugated antibodies[27]

图 3 绑定与未绑定肽的抗体照片对比[27]

(a)未绑定肽的抗体. (b)绑定肽的抗体(标尺长度为 10 nm)
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Fig. 5 3D reconstruction of antibody molecular by IPET[27]

图 5 抗体分子应用 IPET方法后的三维重构结果[27]

(a, b)未绑定肽的抗体. (c, d)绑定肽的抗体(标尺长度为 5 nm，体积显示为 1.3倍的抗体分子质量所对应的体积).

在(1.53 依 0.05)(图 4b)，肽绑定后抗体结构域的形
状被拉长了约 20%．考虑到结构域峰值尺寸在
64魡～67魡左右，肽绑定后的拉长对应约 13魡的形
态改变，结构域形状发生了根本的改变．

未绑定肽的 h38C2 抗体的角度分布直方图显
示，超过 90%的结构域角度在 39魡～99魡 之间，
峰值 (约 11.6%的抗体 )在角度 (57.8 依 2.5)魡 左右
(图 4c)．绑定抗体的角度分布直方图显示，超过
90%的结构域角度在 29魡～94魡 左右，峰值 (约
10.5%的抗体)在角度(45.2 依 2.5)魡左右(图 4c)．因
此，肽绑定后抗体 Fab-Fc-Fab角度峰值与未绑定肽的

抗体相比大大减小．肽绑定可能限制了抗体结构域

的自由运动的空间自由度．

以上统计分析表明，肽绑定使抗体的结构域形

态发生了变化，同时结构域相对活动范围减小．

2援2 绑定肽前后的抗体三维结构比较

为了揭示肽绑定后抗体的结构改变，研究者们

应用 IPET方法重构了肽绑定前后抗体的三维结构
(图 5)．抗体样品被置于 Gatan 高倾转角度样品杆
上，在-60毅～60毅范围内进行倾转并收集图像，图
像采集间隔为 1.5毅．每个样品区域在图像采集过程
受到的电子辐照剂量约为 200 e-/魡2．电镜样品杆的

倾转和图像采集是通过 Gatan断层成像控制软件来
实现的[38]．

重构结果的傅里叶壳层关联性分析表明，其分

辨率在 17魡左右．两个抗体的尺寸和形状有较大
差异．三维形态的变化可概括为各结构域的形状向

长轴延伸，模拟图如图 6所示．通过以上观察可以
得出，肽绑定到 Fab结构域导致了 Fab 和 Fc结构域

形态都发生了改变．实验证实辉瑞制药公司所使用

的肽绑定 h38C2抗体上后，导致从 Fab结构域到 Fc

结构域一系列形变，最终改变了抗体的整体结构，

也就改变了抗体的功能．

3 以 IPET方法研究抗体的结构动态范围
了解蛋白如何发挥功能，需要从分子层面上研

究蛋白质的结构以及结构动态特性．抗体是一种典

型的具有高结构柔性的蛋白质，揭示其结构动态特

征，对于理解抗体搜索结合抗原的结构机制非常重

要．任罡研究小组的张星等利用单个蛋白分子的电

Fig. 6 Shape transfer of antibody after
peptide conjugation[27]

图 6 抗体在绑定肽后的形态转变示意图[27]

(a) Fab结构域. (b) Fc结构域. (标尺长度为 2 nm)

(a)

(b)

Fab

Fc

绑定肽抗体未绑定肽抗体

(a) (b) (c)
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60.0毅
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3援2 抗体结构动态特征的统计分析

研究者们从以下四个方面对该抗体的结构分布

进行量化的统计分析：

a．结构域之间的质心距离分布(图 9a)．结果
表明所有的距离都在 60魡～120魡的范围内．这与
原子力显微镜多测量的溶液条件下 IgG1抗体的迁
移步长相一致 [40]．两个 Fab 结构域之间距离的数

量峰值出现在约(82.0依2.5)魡(约占总数的 17.6%)．
Fab 和 Fc 结构域之间距离的数量峰值出现在约

(85.0依2.5)魡(约占总数的 16.1%)． IgG1抗体的结构
中 3个结构域平均空间距离近似相等．

b．Fab-Fc-Fab 结构域构成的角度分布(图 9b)．
直方图表明超过 90%的抗体其夹角约在 40毅～72毅
之间．其中角的数量峰值(～28.8%)出现在～(56.6依
4.0)毅，表明拥有等边三角形形状的抗体具有最大的
出现概率．这个数量峰值与通过 X射线和中子散
射得到的 IgA1角度相符[41]，但是此结果与 X射线
散射实验得到的 IgD[42]、X射线和中子散射实验得
到的 IgA2角度～180毅[43]不一致．

c．各结构域朝向之间夹角的分析(图 9c)．结
构域的朝向定义成由结构域的链接端(Y字形的交
叉处)，指向结构域顶端，2个 Fab结构域朝向之间

Fig. 7 Gallery of IgG1 antibody conformations[39]

图 7 IgG1抗体大量不同构象的收集[39]

子显微三维重构方法进一步研究了 IgG1抗体的结
构动态特征．

3援1 IgG1抗体不同三维构象的采集
使用同种抗体 IgG1(h38C2)进行实验，按照同

样的样品制备和数据采集方法，进行了大量的电镜

图像采集和三维重构．以抗体分子三维重构单子密

度图作为限制条件，使用靶向的动力学模拟技术，

将 X射线晶体结构对实验电子密度图进行了柔性
匹配，从而获得更加细致的结构信息和结构表示，

便于进行结构分析[39]．通过重复以上方法，研究者

获得了 IgG1抗体大量的电子密度图．并从中筛选
出 120个形态各异的 IgG1三维构象，如图 7所示.

通过将这 120个结构中的 Fc结构域进行对齐，

重合的三维结构展现出一个树形的分布，其中 Fab

结构域由于空间位置和角度的不确定性，分布在一

个半椭球的区域中(图 8)．

Fig. 8 3D distribution of IgG1 antibody conformations[39]

图 8 IgG1抗体构象的三维空间分布[39]

90毅 90毅

90毅 90毅
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4 总结与展望

以往蛋白质三维结构的检测手段常常仅提供单

一、静态的三维结构．在这些技术中，对于像抗体

这样的具有极强结构柔性和多样性的生物大分子，

其结构柔性、结构动态特征通常被忽略．本文所用

的 IPET方法，不仅可以用于检测单个小尺寸蛋白
质结构的构象，而且能够通过对大量不同构象分子

的收集与统计分析，来研究蛋白质的结构柔性及结

构动态的构象空间．IPET方法的核心是图像的精
确对齐和三维反投影，并不受限于样品制备方法的

选择，实际应用中证明 IPET 方法对于冷冻方法
制备的样品同样适用，例如 CETP 结合脂质体的
复合体形态研究[45]、17 nm高密度脂蛋白的形态研

究[35]，由于冷冻样品照片的高噪音，其结果的空间

分辨率限制在～35魡附近．
冷冻电镜单颗粒三维重构技术，从大量同种分

子不同三维投影角度的照片出发，通过平均策略来

提高信噪比，能最高获得～2魡的空间分辨率，达
到重建氨基酸侧链的等级，然而却由于初始模型的

依赖性和算法中包含的平均过程而难以用于研究具

有结构柔性的蛋白质．IPET方法从每个单个分子
出发，收集不同角度下的断层图像，该方法尤其适

合于研究结构柔性高的蛋白质，而其缺点是空间分

辨率较低，仅能够达到分辨结构域的等级．这正好

与单颗粒三维重构技术形成互补．

在目前电子断层重构技术条件下，使用冷冻样

品制备方法，难以观察分子质量较小的抗体样品，

夹角的数量峰值约(135.4依5.0)毅，而 70%以上的夹
角分布在 90毅～160毅之间．这个范围和由抗体三维
结构的 AFM测量法得到的结果一致． Fab-Fc 结构

域朝向之间角度的数量峰值约是(124.7依5.0)毅．这
些数据表明，3个结构域通常处于舒展状态且方向
相对自由．良好的活动性和向外的朝向，保证了抗

体的抗原结合部位有着充分的自由度来搜索抗原表

面结合位点并调整适应结合方向．

d．2个结构域平面的法线间夹角(图 9d)．由
VMD软件[44]计算得到的结构域最大惯量主轴来确

定(因为 Fab结构域中的重链和轻链在当前分辨率下

不能被分辨，定义二面角范围为 0毅～90毅)．这个角
度分布表明了 2个结构域平面间的夹角几乎均匀地
分布在 10毅～90毅之间．在 10毅以下分布出现了下
降，这表明结构域所在平面之间，相对角度几乎自

由，然而通常不会平行，这有可能是长程分子间作

用力形成的势能位阻造成[40]．

这些结构统计分析，揭示了 IgG1抗体的三维
结构柔性特征和结构涨落空间．为人们进一步研究

抗体的结构机制和功能优化提供了基础．

Fig. 9 Histogram of antibody structural characteristics[39]

图 9 IgG1抗体构象的结构统计特征[39]
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因而本文所涉及的结果使用负染方法来完成．负染

技术能够提供高衬度的图像，但由于染色剂的结晶

化和在大分子周围的非均匀分布，造成衬度的起伏

和蛋白质局部形变，因而三维重构分辨率被限制在

20魡 左右，同时受限于干燥过程和染色剂层的厚
度，垂直于样品网平面的方向上大分子的空间自由

度受到一定程度的压缩．如何保持蛋白质自然状态

的同时提高分辨率，仍是负染技术发展的重点[25, 46].
一些将负染方法与冷冻方法相结合的策略逐渐得到

应用，主要有冷冻正染色 [47]和冷冻负染方法 [48-49]，

通过在冷冻样品制备流程中加入染色剂，能够获得

更高的图像衬度，同时由于去除了干燥过程，染色

剂所造成的假象或蛋白畸变也得到了有效的抑制．

另一方面，对于理论上能够提供原子级高分辨信息

的冷冻样品制备方法，提高实验图像的衬度和低信

噪比图像对齐算法精度，是发展的主要方向．随着

针对生物冷冻样品的相位衬度成像[50-52]和直接电子

探测成像技术的日趋成熟[53]，获取更加自然的、功

能状态下的单个蛋白质分子的高分辨三维结构将成

为可能．

蛋白质在自然状态下具有动态结构，动态结构

是蛋白质功能发挥的结构基础 [54]．IPET 技术有望
广泛应用于柔性蛋白质的结构研究，成为一种深入

理解蛋白质动力学特性的普适方法．
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3D Reconstruction and Structural Study of IgG1 Antibody by
Individual鄄particle Electron Tomography*

ZHANG Xing1, 2), LIAO Yu-Heng1, 2), TONG Hui-Min2), ZHANG Lei1, 2), ZHANG Sheng-Li1)**, REN Gang2)**

(1) Department of Applied Physics, Xi忆 an Jiaotong University, Xi忆an 710049, China；
2) The Molecular Foundry, Lawrence Berkeley National Laboratory, Berkeley, CA 94720, USA)

Abstract Antibody (also named as an immunoglobulin, Ig), a most important macromolecule for immune
response in human body, has been developed as macromolecular drug to treat the cancer and immune diseases.
Understanding of antibody three-dimensional (3D) structure and fluctuation could be an important step for further
understanding and controlling the antibody pharmacological function. However, the study is limited by antibody
flexible structure. In this paper, we reviewed the current research progresses on structural study of human IgG1
antibody conducted by our recently developed individual-particle electron tomography (IPET) method. The review
includes the sample preparation method, basic logic of image processing strategy, 3D analysis and its application in
antibody-drug conjunction and antibody structural fluctuation. We also discussed the strengths and weakness of the
technique.

Key words antibody, immunoglobulin, transmission electron microscopy technique, individual-particle electron
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