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摘要 人类心血管等疾病与胆固醇含量的高低有着十分密切的关系．人体内胆固醇主要通过血液中的脂蛋白来调节和运载．

因此，新一代调节胆固醇的药物设计迫切地需要揭示脂蛋白分子结构与功能之间的关系．由于脂蛋白分子的成分高度复杂、

结构特征灵活、尺寸微小，传统的蛋白质结构标定技术，如 X射线衍射、核磁共振谱、质谱和冷冻电子显微镜等手段都面
临着巨大的困难．针对这一问题，任罡小组最近提出一种优化的电镜负染制备方法，可以观测到单个脂蛋白分子的空间结

构．此方法应用的成功，使得对单个脂蛋白分子的结构研究成为可能．同时也证明该负染色技术作为一种普遍的实验手段，

可以用于对蛋白质小分子的结构研究，从而将促进新一代蛋白质分子药物的研发．
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脂蛋白(lipoprotein)是各种脂质与蛋白质结合在
一起而形成的复合物．脂蛋白中脂质与蛋白质之间

没有共价键结合，多数是通过脂质的非极性部分与

蛋白质组分之间以疏水性相互作用而结合在一起．

脂蛋白在人体中起着重要的生物学作用，它不仅是

人体内脂类物质运输的载体，而且是与心血管疾病

相关的极为重要的蛋白质，甚至在老年性痴呆症、

免疫控制和认知等领域都可以找到它的身影．为了

揭示脂蛋白的功能，科研工作者必须首先了解脂蛋

白的三维空间结构．但是由于脂蛋白本身结构的柔

性与极强的活性，给依赖于大量全同结构粒子才能

进行三维重构的 X射线晶体法等方法带来巨大的
困难．相对比较，可以单独确定每个脂蛋白分子空

间位置的透射电子显微镜就为我们提供了一个非常

有效的研究途径[1]．

透射电镜测量方法主要有冷冻电镜法和负染色

电镜法．冷冻电镜法主要步骤是将处于自然状态的

生物大分子溶液瞬间冷冻[2-6]，所以样品受周围环

境变化影响时间短，受其他溶剂影响小，故更能反

映样品的真实状态．但是冷冻电镜法得到的图像一

般衬度较差，信噪比较低．负染色电镜技术最早由

Brenner和 Horne于 1959年提出[7]，主要步骤是应

用一定的操作流程，使重金属颗粒附着在研究对象

表面以增强所得图像的信噪比[8]，是一种研究细胞

组织、高分子和生物大分子的简单、快捷和有效的

方法．由于负染方法得到的照片衬度高和电子辐照

性强，使其在当前生物大分子结构研究领域被广泛

应用[9]．但是在对脂蛋白进行负染时，染色剂中的

化学成分可能会和脂蛋白反应，影响脂蛋白的自然

结构而产生透射图像假象[10-13]．

脂蛋白复合物中的蛋白质组分称为载脂蛋白，

人体内的脂类必须与载脂蛋白相结合才可以在人体

组织间传输．载脂蛋白 E是人体血浆和中央神经
系统的重要组成部分 [14-15]．通过与磷脂的相互作

用，载脂蛋白 E在磷脂传输、胆固醇平衡和神经
元细胞成型过程中起着关键作用[16]．载脂蛋白 E通
常有三种形态(载脂蛋白 E2、载脂蛋白 E3和载脂
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图 2a是用电子显微镜负染方法得到的载脂蛋
白 E4·POPC的负染电镜图像．图像显示载脂蛋白
E4·POPC分子都形成了碟串状聚合物．在这种聚
合物中，各分子颗粒之间都有黑色的边界；各颗粒

的表面大部分相互平行；每个颗粒的长轴方向基本

垂直于聚合物中轴方向．这些特征都与之前的大量

负染研究结果相似[24-27]．

Fig. 1 Different protocols used for preparing lipoprotein EM samples
图 1 制备脂蛋白电子显微镜样品的不同方法

(a)传统负染方法流程. (b)冷冻电镜法流程. (c)传统负染加水洗法流程. (d)优化的负染法流程.

蛋白 E4)，且不同形态的载脂蛋白 E 有着不同的
功能，比如它们对血浆胆固醇水平有着不同的作

用[17]．其中载脂蛋白 E4与血浆高胆固醇水平和高
低密度脂蛋白水平有关系，因此也与心血管疾病危

险升高有关系[18-19]．另外，载脂蛋白 E4也被普遍
认为是表征偶发性与晚发性老年性痴呆症的一个主

要危险因素[20-21]．

任罡小组在最近发表的两篇论文中就以载脂蛋

白 E4 和 POPC 磷脂的聚合物载脂蛋白 E4·POPC
为研究对象[10, 13]，介绍了一种优化的负染色电镜测

试方法，成功地得到了接近自然状态下的高分辨率

的单颗粒脂蛋白图像，使得对脂蛋白结构的电镜研

究变得简便又可信．

1 脂蛋白电镜负染方法的优化

1援1 传统负染色方法的流程与结果

目前通用的脂蛋白负染流程是由 Forte 等[22-23]

在 1971年提出并发展起来的，其重要染色剂是磷
钨酸钠盐(PTA)．我们在论文中重复了这个负染流
程(图 1a)．首先将浓度为 0.1 g/L脂蛋白溶液和 2%
磷钨酸钠盐溶液以体积比 1∶1相混合．然后，将
约 4 滋l的混合溶液滴到经辉光放电处理后的载物
铜网上．1 min 后，用滤纸将多余的溶液从铜网
侧边或底面吸除．最后，铜网在空气中自然风干并

待用[13]．
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1援2 传统负染方法结果和冷冻电镜法结果的比较

由于碟串状载脂蛋白 E4·POPC聚合物仅在这
种负染流程下才会出现，我们又应用了能更加反映

颗粒真实自然状态的冷冻电子显微镜方法(图 1b)来
观察载脂蛋白 E4·POPC的图像，以作为对比．
图 2b是用这种冷冻电镜方法得到的载脂蛋白

E4·POPC的冷冻电镜图像．从图 2b中我们可以看
到载脂蛋白 E4·POPC分子都是分离的圆形或者椭
圆形颗粒．为了表征载脂蛋白 E4·POPC 颗粒的

形状，我们又统计了颗粒的长短轴比例(图 3c 和
表 1)．结果显示：由传统负染方法得到的载脂蛋
白 E4·POPC 图像中，有 90%以上的颗粒分布在
2.5至 5.5这一区间，且峰值出现在 3.8处，说明大
部分颗粒都是长条状，而由冷冻电镜得到的结果来

看，有 90%以上的颗粒的长短轴比例分布在 1.0～
1.8区间，且峰值仅为 1.3，说明大部分颗粒都是椭
圆状．

Fig. 2 Electron micrographs of the apoE4·POPC particles prepared using different protocols[13]

图 2 不同方法得到的载脂蛋白 E4·POPC的电子显微镜图像[13]

(a)传统负染方法. (b)冷冻电镜法. (c)传统负染加水洗法. (d)优化的负染法. (子图中左图为大范围 EM图像，标尺长度=50 nm.右图为选出的

蛋白质颗粒图，方格尺寸=30 nm).
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Fig. 3 Histograms and fittings of particle size and shape of the apoE4·POPC prepared by different NS protocols[13]

图 3 不同负染方法下载脂蛋白 E4·POPC的尺寸形状统计直方图与拟合结果[13]

(a)最长直径(步长=5魡). (b)几何平均直径(步长=5魡). (c)长短轴比(步长=0.1). : Conv-NS; : Cryo; : Conv-NS+wash; : Optimized NS.姻荫 ▲
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这些结果说明，由传统负染方法得到的载脂蛋

白 E4·POPC 的形状与冷冻电镜相比有很大的不
同，而又由于冷冻电镜的结果更应该接近于载脂蛋

白 E4·POPC的真实状态，所以碟串状这一载脂蛋
白 E4·POPC聚合物应该是由于传统负染技术造成
的假象．

1援3 盐浓度和染色剂对载脂蛋白 E4·POPC染色
结果的影响

人们发现，盐浓度的变化会对脂蛋白的结构发

生影响[28]，而大多数载脂蛋白 E4·POPC的缓冲液
中盐分含量都较高，所以我们首先对染色剂中盐浓

度对负染结果的影响进行了分析．图 1c是加入了
水洗过程以降低原载脂蛋白 E4·POPC的缓冲液中
残留盐分的流程．具体步骤是：首先将脂蛋白溶液

滴在经辉光放电处理的铜网上停留约 1 min，然后
用 3滴去离子水将铜网清洗 3遍，清洗前后要用
滤纸将多余液体吸除，然后再用磷钨酸钠盐进行

染色．

图 2c是经过水洗处理后的载脂蛋白 E4·POPC
图像．与传统负染结果(图 2a)相比，虽然仍然存在
类似的碟串状聚合物，但是这些聚合物变短且碟状

载脂蛋白 E4·POPC的厚度加大了．而且更为可喜
的是，一些分离态的载脂蛋白 E4·POPC出现了．
虽然这些离散的颗粒在尺寸上有很大变化，但是它

们的形态主要是圆形或椭圆形．为了定量显示这一

方法的负染结果，与上面的统计方法一样，我们挑

选出了 97 个载脂蛋白 E4·POPC 颗粒来进行统
计．结果显示(图 3和表 1)：对最长直径，此时载
脂蛋白 E4·POPC颗粒主要集中在 125～230魡，与
传统负染结果类似．峰值出现在(167.6 依 2.5)魡，比
传统方法小了约 20魡，但是比冷冻电镜方法结果足
足大了约 60魡，对几何平均直径，其结果与传统负

染方法和冷冻电镜方法都很相似，且峰值出现在

(95.4 依 2.5)魡，对长短轴比例，其大部分处于 1.7～
3.5之间，峰值在 2.4处，虽然显著大于冷冻电镜
结果，但明显小于传统方法结果．

磷钨酸钠盐(PTA，pH 7.4)是一种 pH值在正常
生理水平上的杂多酸，被广泛地应用于众多生物样

品的负染过程中[9, 29-30]．磷钨酸钠盐初次被应用到

电子显微镜领域大约是在近半个世纪以前[22, 31]．此

后，有研究发现磷钨酸钠盐会与脂蛋白作用并引起

一种称为“髓鞘图像”的双亲分子膜的堆积[32]．而

且在过去的 20年间，应用磷钨酸钠盐作为染色剂
来研究载脂蛋白 E4·POPC的结果都显示，载脂蛋
白 E4·POPC都形成了碟串状聚合体．因此，磷钨
酸钠盐与磷脂类分子的反应，应该就是造成传统负

染方法假象的根本原因．

1援4 优化的负染色方法流程与结果

为了避免染色剂磷钨酸钠盐对脂蛋白所带来的

负染假象，我们尝试了其他许多种染色剂，并参考

了 Melanie等的染色流程[9]，最终发现，当应用甲

酸双氧铀(UF)代替磷钨酸钠盐，且应用如下染色流
程时，载脂蛋白 E4·POPC颗粒可以呈现出非常好
的圆形或椭圆形的离散颗粒形态．图 1d是优化后
的脂蛋白负染流程示意图．主要步骤包括[13]：首先

将用 PBS稀释后的载脂蛋白 E4·POPC溶液滴到经
过辉光放电的铜网上，并停留约 1 min，环境温度
控制在 4℃以下．然后将铜网用 3滴置于冰基底上
以保持低温的去离子水快速清洗，每次清洗前后用

滤纸将多余液体吸除． 最后将铜网用 3滴(每滴约
30 滋l)甲酸双氧铀快速染色，每次染色前后用滤纸
将多余液体吸除，并最终停留在最后一滴甲酸双氧

铀染色剂上约 5 min，甲酸双氧铀同样置于冰基底
上以保持低温并遮光；染色后的铜网用滤纸从背面

冷冻电镜方法 传统负染方法 传统负染加水洗 优化负染方法

颗粒总数 554 826 97 598

最长直径 峰值(魡) 107.0依2.5 188.2依2.5 167.6依2.5 113.2依2.5

峰值百分比 12.3% 7.8% 8.2% 13.0%

几何平均直径 峰值(魡) 92.0依2.5 95.8依2.5 95.4依2.5 97.4依2.5

峰值百分比 17.1% 19.8% 10.1% 17.9%

长短轴比 峰值 1.30 3.80 2.40 1.36

峰值百分比 23.3% 4.9% 4.7% 21.4%

Table 1 Statistics of particle size of the apoE4·POPC prepared by different NS protocols
表 1 不同负染方法下载脂蛋白 E4·POPC尺寸的统计结果
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Fig. 4 Structure and morphology of other lipoprotein samples prepared by the optimized NS鄄EM protocol[10]

图 4 用优化的负染电镜方法得到的其他脂蛋白形貌[10]

(a) 7.8 nm重组高密度脂蛋白. (b) 9.6 nm重组高密度脂蛋白. (c) 9.3 nm球状重组高密度脂蛋白. (d)低密度脂蛋白(子类 3). (e)中密度脂蛋白.

(f)极低密度脂蛋白. (子图中左图为大范围 EM图像，标尺长度=50 nm.右图为选出的蛋白质颗粒图,方格尺寸：(a～c) 30 nm; (d) 50 nm; (e, f)

100 nm).

将多余液体吸除后，在常温下自然风干备用．

除了染色剂的更换，我们的方法最大限度地考

虑了实验过程中其他因素的干扰．首先，应用 3滴
去离子水基本消除了原载脂蛋白 E4·POPC溶液中
的缓冲剂盐分影响；其次，又应用了 3滴染色剂进
行循环染色，最大限度地保证了铜网表面的染色剂

浓度；再者，负染过程全部是在低温条件下进行，

降低了空气中氧气对脂蛋白可能造成的氧化作用，

并减弱了脂蛋白的结构变化活性；最后，由于甲酸

双氧铀溶液在光线照射下会发生分解，所以我们在

所有加入染色剂的环节中都进行了遮光保护．

图 2d是应用我们优化后的负染色方法得到的
载脂蛋白 E4·POPC电镜图像．经过对 598个挑选
出来的载脂蛋白 E4·POPC颗粒的定量测量(图 3和
表 1)，颗粒最长直径的峰值在(113.2 依 2.5)魡，大约
比冷冻电镜结果大了 6魡(约 5%)，但是比传统方法
得到的(188.2 依 2.5)魡明显小了许多．此外，此方
法得到的颗粒几何平均直径的峰值在(97.4 依 2.5)魡，
也同样比冷冻电镜结果大了约 6%．最为重要的
是，颗粒长短轴比例分布情况显示峰值出现在

1.36，与冷冻电镜的结果的差别小于 5%，与传统
方法得到的 3.8峰值有着巨大的差别．
应用这个优化后的染色方法，不仅消除了传统

染色方法带来的结构假象，所得的结构又非常接近

于冷冻电镜结果，同时，所得的负染图像与冷冻电

镜图像相比衬度得到显著提高，许多内部的细节被

清晰显现出来，因此这一染色技术非常适用于一般

实验室观察磷脂绑定状态下的载脂蛋白 E的形态
学变化，甚至可以依此来确定载脂蛋白 E的三维
基本形态，并使得载脂蛋白 E的三维结构重构(用
单颗粒分析技术或电子断层成像技术)成为可能.

事实上，双氧铀类染色剂，包括乙酸双氧铀、

硝酸双氧铀和甲酸双氧铀，早就是许多生物样品的

染色剂[9]．与负电性的磷钨酸钠盐不同，甲酸双氧

铀是正电性的，而磷脂的头部亲水部分也是正电性

的，所以磷钨酸钠盐可能会与磷脂反应造成假象，

而甲酸双氧铀就避免了这种反应．此外，在双氧铀

类染色剂中，甲酸双氧铀的颗粒度最小，干燥颗粒

尺度仅为 0.3 nm左右[33-34]，比磷钨酸钠盐干燥后颗

粒尺度(1.2 nm左右)要小得多，可以提供最佳的负
染结构细节[9]．这一优势对于分子质量在 100 ku以
下的生物大分子的染色效果是非常重要的[9]．甲酸

双氧铀唯一的缺点就是甲酸双氧铀水溶液不稳定，

在光照下会发生分解．因此在实际应用中，我们是

在遮光条件下对生物样品进行染色的．

2 优化后负染色方法的普适性

应用优化后的负染色方法[13]，我们对重组载

脂蛋白 A-1 高密度脂蛋白的主要子类，包括 7.8、
9.6 nm重组高密度脂蛋白和 9.3 nm球状重组高密
度脂蛋白，进行了负染．图 4a～ c就是 7.8、9.6和
9.3 nm球状这 3类重组高密度脂蛋白的负染结果，
可以看到，每种重组高密度脂蛋白都可以形成颗粒

分离、清晰的电镜图像．

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)
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我们又负染了人体内含载脂蛋白 B-100的主要
脂蛋白：低密度脂蛋白(子类 3)，中密度脂蛋白和
极低密度脂蛋白．所得电镜负染图像显示(图 4d～f),
所有的脂蛋白颗粒都是分离的，没有聚合物出现，

说明我们的优化负染方法同样适合于低密度脂蛋白

类的染色．

3 研究意义与展望

我们研究了不同染色方法对含磷脂的脂蛋白造

成的影响并发现：传统负染方案中的磷钨酸钠盐会

与脂蛋白中的磷脂成分反应而使脂蛋白在负染后呈

现碟串状聚合形态；蛋白质溶液中的盐分会影响聚

合物的形态，高浓度盐会加重聚合程度而低浓度盐

会降低聚合程度，但是盐分并不是决定聚合与否的

根本因素；甲酸双氧铀是脂蛋白的理想染色剂．基

于这些发现，我们提出了一种针对脂蛋白的优化的

电镜负染色方法，解决了该领域 40余年以来存在
的负染假象问题．优化的负染色方法不仅极大程度

地保留了脂蛋白的自然状态，而且大大提高了电镜

图像的分辨率，使得脂蛋白的负染电镜结构与功能

研究成为可能[3, 10, 35-37]．
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