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基于芯片技术的生物大分子晶体高效数据

采集
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摘要 X射线晶体学技术目前仍然是解析生物大分子结构的最主要手段，获得尺寸足够大的大分子晶体仍然是

晶体学技术的难点。小晶体相对于大晶体较容易获得，而且晶格堆积较好，但小晶体容易受到辐射损伤，即使

在低温下进行数据采集也很难从一颗晶体获得完整的结构信息。利用激光光刻技术制作用于多颗晶体上样的

芯片，实现高通量的多颗晶体衍射数据收集，将多套数据进行合并，获得无明显辐射损伤的生物大分子结构信

息。石英芯片背景散射低，上样效率高。基于芯片的晶体上样技术为晶体学研究者提供了一种利用微聚焦光

束线站进行小晶体衍射数据收集并获得无明显辐射损伤高质量衍射数据的高效手段。
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Chip-based efficient data collection technology from multiple crystals
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Abstract [Background] X-ray crystallography is still the most important means of obtaining atomic resolution

structure of biological macromolecules. Obtaining protein crystals of sufficient size is the bottleneck of

crystallography. Small crystals are easier to obtain than large crystals, and lattice packing is better. But small crystals

are susceptible to radiation damage, and it is difficult to obtain complete structural information from a crystal even

when data collection is performed at low temperatures. [Purpose] This paper aims to propose a method for acquiring

small crystal data based on chip techniques at a microfocus beam line station of synchrotron radiation light source.

[Methods] First of all, the chip was fabricated by laser lithography technology, and crystal was able to be deposited

in the groove of the chip. Then, high-throughput data collection for diffraction of multi-crystals on the chip was

achieved on the chip, and collected multiple chips data sets were emerged to get structure information of biological

macromolecules. Finally, the feasibility of chip-based sample delivery method was verified by using the lysozyme
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crystal at the microfocus beamline (BL18U1) of SSRF. [Results] The quartz chip has low background scattering and

high sample delivery efficiency. The structure of lysozyme with high resolution of 0.139 nm was obtained by chip

loading and data acquisition. [Conclusions] The chip-based polycrystalline data acquisition method can obtain

complete biomacromolecule structural information without obvious radiation damage by merging multiple data sets.

Key words X-ray crystallography, High-throughput sample delivery method, Radiation damage, Chip

原子级别分辨率的生物大分子三维结构信息对

基于结构的蛋白质功能研究和小分子药物设计至关

重要。膜蛋白具有非常重要的生物学功能，尤其是

G 蛋 白 偶 联 受 体（G protein Coupled Receptor，

GPCR），它是非常重要的药物靶点，获得高分辨率

GPCR 膜蛋白结构对于新药的设计与研发非常有

益。脂立方相（Lipid Cubic Phase，LCP）方法对获得

高质量的膜蛋白晶体非常有效［1−2］，但是此方法生长

的晶体尺寸往往较小。许多可溶性蛋白晶体通常也

很难长大。许多晶体学研究者对利用小晶体进行蛋

白结构解析有非常迫切的需求。

目前，自由电子激光与同步辐射微聚焦光束线

站均可以利用小晶体进行结构解析。晶体的衍射强

度取决于光通量密度和受X射线照射的单位晶格数

即晶体大小。高亮度的光源有利于获得更高分辨率

的结构，小的晶体由于衍射体积较小，信号强度较

弱，分辨率也较低。通常提高衍射光强度来增加衍

射信号强度，提高分辨率。比如利用高亮度的微聚

焦光束线站进行小晶体衍射数据采集。但是，高亮

度的光源在提高分辨率的同时也带来了辐射损伤的

问题。辐射损伤分为整体辐射损伤和局部辐射损

伤，整体辐射损伤反映在衍射数据层面，会导致分辨

率下降；局部辐射损伤会导致晶体内的生物大分子

的共价键，如二硫键，发生断裂［3−5］。

自由电子激光由于其超短脉冲，能够在晶体损

伤之前收集到无辐射损伤的衍射数据［6］。自由电子

激 光 串 行 飞 秒 晶 体 学（Serial Femtosecond

crystallography，SFX）方法，利用基于 GDVN（Gas

Dynamic Virtual Nozzle）的液体喷射系统［7−8］或者喷

射晶体与脂立方相混合基质的LCP喷射装置［9］将晶

体连续输送至光路进行数据收集。相比于固定靶的

方法，喷射装置样品消耗量巨大。

受到自由电子激光串行晶体学的启发，基于固

定靶的串行晶体学方法被广泛用于同步辐射微小晶

体数据采集［10−14］。固定靶的方法上样效率高，样品

被X光的命中率高，而且允许转动一定的角度，可以

在一颗晶体上收集多张衍射图，大大减少了样品的

消耗量。目前固定靶方法主要利用芯片［10，12−13，15］或

者薄膜［16−21］作为衬底，通过将大分子晶体样品转移

到或者原位生长在芯片或者薄膜上来达到上样

目的。

我们利用背景散射较小的石英玻璃作为芯片材

料，设计了一种高通量的芯片固定靶串行上样方法，

用于多颗晶体的数据收集。这一方法尤其适用于在

微聚焦光束线站的微小晶体数据收集。通过对溶菌

酶蛋白晶体的衍射数据收集与分析，我们发现该方

法能有效避免辐射损伤对晶体衍射数据质量产生

影响。

1 材料与方法

1.1 样品制备

测试样品采用溶菌酶（catalogue No. 62970；

Sigma–Aldrich），溶菌酶是光束线站常用的测试样

品，而且非常容易结晶，结构中含有四对二硫键，便

于做辐射损伤分析。用于溶菌酶结晶的沉淀剂由

0.2 mol∙L−1柠檬酸、0.2 mol∙L−1 醋酸钠和 8%（w/v）

氯化钠组成，溶菌酶蛋白浓度采用 25 mg∙mL−1。蛋

白溶液与沉淀剂按1:2的比例混合，采用蒸汽扩散法

结晶。约6 h后可以得到尺寸在10~60 µm的溶菌酶

晶体。防冻液由20%的甘油和沉淀剂溶液组成。

1.2 基于芯片的上样装置

芯片的材质为石英玻璃，主要成分为二氧化硅，

采用激光光刻的方法进行刻蚀，在200 µm厚石英玻

璃片上得到宽度为 50 µm、深度为 50 µm的矩形槽，

槽与槽之间的间隔也为 50 µm，如图 1（b）。芯片长

14 mm、宽4 mm，光刻区域的长为9 mm、宽2.5 mm，

图1（a）为芯片尺寸示意图。

芯片通过3D打印的树脂支架固定磁力底座上。

3D打印支架下端带有螺纹，通过螺纹与磁力底座固

定，如图 1（c）所示。支架上有螺纹口，通过带有橡

胶圈的紧固螺丝将芯片轻轻固定在支架上。因为芯

片超薄易碎，所以不能用紧固螺丝完全固定，用橡皮

泥辅助固定。利用移液枪将防冻液与晶体样品的混

合溶液转移至芯片，小的晶体落在槽内，较大的晶体

分布在槽的表面，如图 1（b）所示。然后将芯片保存

在液氮环境下备用。

1.3 数据收集

为了探究上海光源同步辐射蛋白质微晶体结构
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光束线站BL18U1对晶体的辐射损伤效应，采用常

规尼龙环的上样方法，将一颗尺寸为 30 µm的小晶

体在BL18U1的线站上用 30 µm的光斑进行数据收

集。BL18U1的光通量为2×1011 phs∙s−1，数据收集时

能量为 12.6 keV。数据收集速度采用 1°每秒每张，

一共收集了1 200张衍射图。

为了验证芯片方法进行数据收集的可行性，在

芯片上一次性放置几十颗晶体，在微聚焦光束线站

BL18U进行数据收集，采用的光斑大小与能量均与

上述常规方法一致。通过对晶体进行质量筛选，选

择了 10颗晶体进行数据收集，每颗晶体收集 30~60

张衍射图。

1.4 数据处理

常规方法收集的数据采用HKL3000数据处理

软件进行指标化、积分与均一化。最高分辨率壳层

确定原则为<I/σ（I）>（>2）。利用芯片方法收集的数

据采用XDS［22］进行指标化，采用CCP4软件包［23］中

的BLEND程序［24］找出10套数据中的最佳数据组合

进行数据合并，然后积分与均一化。溶菌酶的结构

解析采用CCP4软件包里的Phaser［25］进行分子置换，

分子置换的搜索模型为PDB号为4LTZ的溶菌酶结

构模型。结构的修正与优化采用PHENIX软件［26］与

Coot软件［27］。

2 结果与讨论

2.1 芯片背景散射分析

为了探究芯片的背景散射，分别收集了空气的

背景散射衍射图（图2（a））与加上芯片后的衍射图像

（图2（b）），并将两者做对照。在空气中的衍射图像

与芯片的衍射图像上取同一片区域（标注为1和2），

查看其背景噪声。空气的背景噪声均值在45左右，

芯片的背景噪声在 100左右。但是，芯片衍射图在

0.4 nm附近，图2（b）标注为3的区域，存在较高的背

底，背景噪声达600左右。

通过对芯片上收集的溶菌酶数据的分析比较，

在 0.4 nm近噪声对数据质量影响不大，低分辨率区

域仍然具有较高的信噪比，其值为42.08。而且数据

的完整度也不受影响，仍然获得了99.9%的完整度。

从整套数据来看，该芯片的方法也能获得高质量的

衍射数据。通过对多套溶菌酶数据收集，获得

0.139 nm的高分辨率。结果表明：石英芯片具有较

低的背景散射，不会对晶体数据质量产生影响。且

槽型形状有助于去除多余的母液，减少由母液带来

的背景散射。

2.2 辐射损伤

单颗溶菌酶蛋白晶体接受长时间X射线辐照所

搜集的衍射数据被用来分析微聚焦光束线站对晶体

辐射损伤的影响。单颗溶菌酶蛋白晶体每旋转1°所

受X射线辐照曝光时间为 1 s，得到一张衍射图像，

累计收集1 200张晶体衍射图像。将1 200张衍射图

分为5套数据，分别为1~60张、270~330张、570~630

张、870~930张和1 140~1 200张。每套数据60张衍

射图，对每套数据用HKL3000进行处理，每套数据

的分辨率如图 3柱形图所示。可以看到，随着曝光

图1 基于芯片的晶体上样与数据采集系统
(a) 芯片尺寸示意图，(b) 显微镜下镶嵌在芯片的凹槽中的小
晶体，(c) 固定于3D打印支架与磁力底座的芯片，(d) 芯片安

装在测角头上用于同步辐射线站数据收集
Fig.1 Chip-based sample delivery and data collection system

(a) Schematic diagram of chip, (b) Sample of small crystal
embedded in the groove of the chip, (c) Chip fixed on magnetic
base by 3D printed holder, (d) Chip mounted on goniometer for

data collection

图2 空气(a)与石英芯片(b)的衍射图，标注数字1,2,3的三个
区域的背景噪声点(c)

Fig.2 The diffraction images of air (a) and quartz chip (b),
and the background noise of area 1, area 2 and area 3 (c)
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时间增加，晶体的分辨率逐渐下降，当曝光时间长达

1 200 s时，晶体的最高分辨率由最初的 0.139 nm下

降至 0.158 nm，整体下降 0.019 nm。将每套数据的

最高分辨率截至 0.158 nm，得到 0.158~0.161 nm 分

辨率壳层的信噪比数据如图3曲线。随着曝光时间

增加，该分辨率壳层信噪比下降非常迅速，虽然曝光

60 s与曝光300 s均得到0.139 nm的分辨率数据，但

是整体信噪比在下降。整体辐射损伤导致分辨率下

降，影响数据的信噪比。

通过进一步分析溶菌酶二硫键的电子密度随曝

光时间累计增加而产生的衰减过程，可以微观地揭

示蛋白质内部共价键所受 X 射线辐照损伤。在

1 200 s的累计曝光时间内，选取前 60 s、570~630 s、

1 140~1 200 s的衍射图像，分别用来解析溶菌酶的

三维结构。如图4所示，通过观察四组二硫键Cys6-

Cys127、Cys6-Cys127、Cys6-Cys127和 Cys6-Cys127

的电子密度图，可以发现，随着曝光时间的增加，Fo-

Fc为负值的电子密度逐渐加强。这意味着二硫键的

电子密度逐渐衰减，分子内的共价键受X射线辐照

被逐渐破坏，降低了生物大分子晶体衍射数据

质量。

2.3 基于芯片的多颗晶体数据收集

利用微聚焦光束线站进行小晶体数据收集时，

利用多颗晶体收集数据，将多套基本无辐射损伤的

数据进行合并，减少单颗晶体的曝光时间有助于提

高数据信噪比，从而提高分辨率，同时也有利于减少

局部辐射损伤。

将上百颗晶体置于芯片上仅需要 10 min以内。

在光束线站进行数据收集时，芯片仅需要对中一次，

时间在 5 min以内。通过对芯片上的晶体质量进行

筛选，最后收集10套衍射数据耗时40 min。相比于

常规方法，该方法无需捞晶体，可以避免人为因素对

晶体造成机械损伤。该方法不使用机械手上样，节

省换样品时间，能快速对多颗晶体进行质量筛选与

数据收集。从 10套数据中选取了 108张衍射图，获

得了0.139 nm的高分辨率衍射数据。利用分子置换

法获得了溶菌酶结构，其数据统计图如表 1 所示。

Rwork和Rfree的值分别为 17.85%和 20.51%，信噪比为

29.46。结果表明：利用芯片的方法能实现高效的晶

体质量筛选与数据收集，并且能获得高质量的数据。

3 结语

此研究分析了在同步辐射高亮度的微聚焦光束

线站进行衍射数据收集时，曝光时间与溶菌酶衍射

数据质量的变化关系。提出一种基于芯片进行蛋白

晶体上样与多颗晶体数据收集的方法。晶体样品被

嵌入在卡槽中，利于定位晶体。该方法上样效率高，

图3 曝光时间与分辨率和信噪比关系
Fig.3 Exposure time versus resolution and SNR (signal

to noise ratio)

图4 溶菌酶四对二硫键时间分辨的辐射损伤图
Fig.4 Time-resolved radiation damage map of four pairs of disulfide bonds of lysozyme



李 冰等：基于芯片技术的生物大分子晶体高效数据采集

060101-5

无需使用机械手，能用测角仪快速将晶体移动至光

路。可以让研究者低温环境下进行小晶体数据收

集，并获得高质量无辐射损伤的衍射数据。为晶体

学研究者利用同步辐射微聚焦光束线站进行生物大

分子小尺寸晶体数据收集提供了一种高通量的数据

收集方法。
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