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(57)摘要

用于制备样品的方法，其中在载体结构上将

该样品提供为薄膜；将载体结构的温度调节到高

于环境露点温度的值以减小膜厚度，将光指向载

体结构，测量透射光的强度值，并根据测量的强

度值将载体结构自动插入液体冷冻剂中。本申请

还涉及一种系统，该系统包括载体结构、用于将

载体结构保持在预限定温度的温控平台、用于将

载体结构移动到包含液体冷冻剂的容器中的转

移机构、光源、用于测量透射光的强度值的光电

检测器，以及用于根据所测量的强度值触发转移

机构的控制装置。
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1.在载体结构(20)上制备样品的方法，其中

‑在载体结构(20)上将所述样品提供为具有膜厚度的薄膜，所述载体结构(20)由第一

适配器(3)保持；

‑将所述载体结构(20)的温度调节到高于环境的露点温度的值，使得所述膜厚度减小；

‑将光指向所述载体结构(20)；

‑测量由所述载体结构(20)透射的光的至少一个强度值；

‑根据测量的所述至少一个强度值，通过转移机构(60)将所述载体结构(20)自动插入

包含液体冷冻剂(80)的容器(12)中，使得所述样品冷却成无定形固体；

其中，所述转移机构(60)配置为连接到保持所述载体结构(20)的所述第一适配器(3)，

并且其中所述转移机构(60)配置为将所述第一适配器(3)与所述载体结构(20)一起枢转到

所述容器(12)上方的竖向位置，并且在所述枢转之后，将所述第一适配器(3)和所述载体结

构(20)向下移动，使得所述载体结构(20)上的所述样品接触所述容器(12)中的所述冷冻剂

(80)。

2.根据权利要求1所述的方法，其中，当测量的所述至少一个强度值超过预定阈值时，

将所述载体结构(20)自动插入所述液体冷冻剂(80)中。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中，将所述载体结构(20)的温度调节到高于所述

环境的所述露点温度2°至8°的值。

4.根据权利要求1或2所述的方法，其中，通过在将所述温度调节到高于所述环境的所

述露点温度的值之前进行吸干或再吸入来减小所述膜厚度。

5.根据权利要求1或2所述的方法，其中，所述光的波长在近红外范围内。

6.根据权利要求1或2所述的方法，其中，所述光的波长为780nm或更大。

7.根据权利要求1或2所述的方法，其中，所述光沿着光路(L)指向所述载体结构(20)，

所述光路垂直于所述载体结构(20)的表面。

8.根据权利要求1或2所述的方法，其中，通过将预限定量的所述样品吸入到毛细管并

通过所述毛细管将所述样品分配到所述载体结构(20)上来将所述样品提供在所述载体结

构(20)上。

9.根据权利要求1或2所述的方法，其中，执行附加的校准步骤，其中所述光指向没有所

述样品的参比载体结构，并且其中测量由所述参比载体结构透射的光的至少一个参考强度

值，并且其中根据测量的所述至少一个强度值与所述至少一个参考强度值之间的比率将承

载所述样品的所述载体结构(20)自动插入所述液体冷冻剂(80)中。

10.根据权利要求1或2所述的方法，其中，指向所述样品的光至少包括：第一波长的光

以及第二波长的光。

11.根据权利要求10所述的方法，其中，所述第一波长在600nm和900nm之间的范围内。

12.根据权利要求10所述的方法，其中，所述第一波长在780nm和880nm之间的范围内或

者在630nm和670nm之间的范围内。

13.根据权利要求10所述的方法，其中，所述第二波长在350nm和500nm之间的范围内。

14.根据权利要求10所述的方法，其中，所述第二波长在405nm和450nm之间的范围内。

15.用于使用根据权利要求1‑14中的任一项所述的方法在载体结构(20)上制备样品的

系统(100)，包括
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载体结构(20)，所述载体结构配置为容纳样品，

温控平台(1)，所述温控平台配置为当所述载体结构(20)布置在所述温控平台(1)上时

将所述载体结构(20)保持在预限定温度，

转移机构(60)，所述转移机构配置为将所述载体结构(20)从所述温控平台(1)移动到

包含液体冷冻剂(80)的容器(12)中，使得所述载体结构(20)上的所述样品接触所述冷冻剂

(80)，

其特征在于，所述系统(100)包括

光源(13)，所述光源配置为提供指向所述载体结构(20)的光，

光电检测器(14)，所述光电检测器配置为测量由所述载体结构(20)透射的光的至少一

个强度值，

控制装置(30)，所述控制装置配置为从所述光电检测器(14)接收测量的所述强度值，

并且根据测量的所述至少一个强度值触发所述转移机构(60)，使得所述载体结构(20)插入

包含所述液体冷冻剂(80)的所述容器(12)中；

其中，所述系统(100)包括配置为保持所述载体结构(20)的第一适配器(3)，其中所述

转移机构(60)配置为连接到保持所述载体结构(20)的所述第一适配器(3)，并且其中所述

转移机构(60)配置为将所述第一适配器(3)与所述载体结构(20)一起枢转到所述容器(12)

上方的竖向位置，并且在所述枢转之后，将所述第一适配器(3)和所述载体结构(20)向下移

动，使得所述载体结构(20)上的所述样品接触所述容器(12)中的所述冷冻剂(80)。

16.根据权利要求15所述的系统(100)，其特征在于，所述光源(13)适于沿着光路(L)发

射光，其中所述载体结构(20)和所述光电检测器(14)沿着所述光路(L)布置，使得所述光的

至少一部分从所述光源(13)沿着所述光路(L)通过所述载体结构(20)传播到所述光电检测

器(14)，其中特别地，所述载体结构(20)布置为垂直于所述光路(L)。

17.根据权利要求15或16所述的系统(100)，其特征在于，所述系统(100)包括调节装置

(5)，所述调节装置配置为以可调节的方式相对于所述温控平台(1)保持所述第一适配器

(3)，其中所述调节装置(5)包括保持装置(50)，所述保持装置配置为可释放地保持所述第

一适配器(3)，并当所述样品位于所述载体结构(20)上时自动释放所述第一适配器(3)。

18.根据权利要求17所述的系统(100)，其特征在于，所述保持装置(50)为电磁体的形

式。

19.根据权利要求17所述的系统(100)，其特征在于，所述转移机构(60)包括第二适配

器(7)，其中所述第一适配器(3)和所述第二适配器(7)设计成当所述保持装置(50)释放所

述第一适配器(3)时彼此接合，并且其中所述转移机构(60)设计成当所述第一适配器(3)与

所述第二适配器(7)接合并从所述保持装置(50)释放时，将所述第二适配器(7)在所述容器

(12)上方枢转。

20.根据权利要求15或16所述的系统(100)，其特征在于，所述系统(100)包括液体处理

系统，所述液体处理系统包括分配头(11)，其中所述液体处理系统配置为通过所述分配头

(11)吸入并分配一定体积的样品，其中所述系统(100)还包括第一贮存器，含有纳升体积的

样品的所述分配头(11)可以浸入所述第一贮存器中，以允许扩散控制的样品调节。

21.根据权利要求20所述的系统(100)，其特征在于，所述扩散控制的样品调节用于在

沉积在所述载体结构(20)上之前对缓冲液进行脱盐或交换。
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通过受控样品蒸发制备无损冷冻载网

背景技术

[0001] 本发明涉及一种用于制备电子显微镜的样品的制备方法及相应的系统。

技术领域

[0002] 近年来，玻璃化样本的透射电子显微镜(transmission  electron  microscopy ,

TEM)(cryo‑EM；Dubochet,J.,Adrian,M.,Chang,J.J.,Homo,J.C.,Lepault,J.,McDowall,

A .W . ,S c h u l t z ,P . ,1 9 8 8 .C r y o ‑ e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  v i t r i f i e d 

specimens.Q.Rev.Biophys.21,129‑228)已经成为用于生物物质的高分辨率结构分析的强

有力的技术(Liao,M.,Cao,E.,Julius,D.,Cheng,Y.,2013.Structure  of  the  TRPV1  ion 

channel  determined  by  electron  cryo‑microscopy.Nature  504,107‑112)，并且现在越

来越多地被认为是生物学中的主流工具(Callaway ,E.,2015.The  revolution  will  not 

be  crystallized:a  new  method  sweeps  through  structural  biology .Nature  525,

172‑174；Kuhlbrandt ,W .,2014 .Biochemistry .The  resolution  revolution .Science 

343,1443‑1444；Nogales ,E.,2015.The  development  of  cryo‑EM  into  a  mainstream 

structural  biology  technique.Nat.Methods  13,24‑27.)。一些技术成果使这种研究成

为可能，最突出的是最近引入的直接电子检测(direct  electron  detection，DED)相机，以

及改进的数据处理算法的可用性(Grigorieff ,N .,2007 .FREALIGN:high‑resolution 

refinement  of  single  particle  structures.J.Struct.Biol.157,1  17‑125；Lyumkis,

D .,Brilot ,A .F .,Theobald ,D .L .,Grigorieff ,N .,2013 .Likelihood‑based 

classification  of  cryo‑EM  images  using  FREALIGN.J .Struct.Biol.183,377‑388；

Scheres ,S.H.W.,Chen ,S.,2012.Prevention  of  overfitting  in  cryo‑EM  structure 

determination.Nat.Methods  9,853‑854)。

[0003] 冷冻样品载网(冷冻电镜载网)制备和成像方法确保生物样本能够承受电子显微

镜内的超高真空、减小辐射损伤的影响，并允许在受限于保存生物分子的结构布置的生理

条件时对它们进行研究(Baker ,L .A .,Rubinstein ,J .L .,2010 .Chapter  Fifteen‑

Radiation  Damage  in  Electron  Cryomicroscopy .Methods  Enzymol；Dubochet ,J .,

Adrian,M.,Chang,J.J.,Homo,J.C.,Lepault,J.,McDowall,A.W.,Schultz,P.,1988.Cryo‑

electron  microscopy  of  vitrified  specimens.Q.Rev.Biophys.21,129‑228；Lepault,

J .,Booy ,F .P .,Dubochet ,J .,1983 .Electron  microscopy  of  frozen  biological 

suspensions.J.Microsc.129,89‑102)。

[0004] 然而，这些制备方法在过去20年中没有被显著改善，而且具有一些主要缺点：特别

地，由于大量吸干(blotting)步骤使用滤纸进行，所以在载网制备期间需要2‑4μL的样品体

积，且99.9％的样品体积损失(Kemmerling ,S.,Ziegler,J.,Schweighauser,G.,Arnold ,

S.A.,Giss ,D.,Muller,S.A.,Ringler,P.,Goldie ,K .N.,Goedecke ,N.,Hierlemann ,A.,

Stahlberg ,H .,Engel ,A .,Braun ,T .,2012 .Connectingμ‑fluidics  to  electron 

microscopy.J.Struct.Biol.177,128‑134)。
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[0005] 此外，用滤纸吸干会导致蛋白质聚集或变性。目前现有技术的样品制备方法被认

为是冷冻电镜中最显著的限制之一(Glaeser,R.M.,2016.How  good  can  cryo‑EM  become？

Nat  Methods  13,28‑32)。

[0006] 减少样品损耗的改进的冷冻电镜载网制备方法目前是一项基本要求。2012年提出

了一种将喷墨皮升分配与插入式冷冻设备相结合的装置(Jain,T.,Sheehan,P.,Crum,J.,

Carragher,B.,Potter,C.S.,2012.Spotiton:a  prototype  for  an  integrated  inkjet 

dispense  and  vitrification  system  for  cryo‑TEM.J.Struct.Biol.179,68‑75)，并且

最近通过使用自吸干载网对该装置进行了改进，以允许冷冻载网制备与喷墨点样(测定点

位)相结合(Razinkov ,I .,Dandey ,V .P.,Wei ,H .,Zhang ,Z .,Melnekoff ,D.,Rice ,W .J .,

Wigge,C,Potter,C.S.,Carragher,B.,2016.A  new  method  for  vitrifying  samples  for 

cryoEM.J.Struct.Biol.195,190‑198)。

[0007] 特别地，现有技术的冷冻载网样品制备方法经常得到具有不同的厚度和质量的玻

璃化样品膜，这导致图像质量降低或由不受控制的水蒸发引起的盐伪影。

[0008] 因此，本发明的目的是提供一种用于制备样品的方法，所述方法关于现有技术的

上述缺点得到改进。

发明内容

[0009] 该目的通过本发明的实施方式来实现。以下详细描述本发明。

[0010] 本发明的第一方面涉及一种用于在载体结构上制备样品的方法，其中

[0011] ‑在载体结构上将样品提供为具有膜厚度的薄膜；

[0012] ‑将载体结构的温度调节到高于环境露点温度的值，使得膜厚度减小；

[0013] ‑光指向载体结构；

[0014] ‑测量由载体结构透射的光的至少一个强度值；

[0015] ‑根据至少一个测量的强度值将载体结构自动插入液体冷冻剂中，使得样品冷却

成无定形固体。

[0016] 这具有以下优点：可以在不用纸吸干和点样，并且特别地，在仅需要几纳升(例如，

3‑20nL)的总样品体积的情况下，实现使载网上的样品膜变薄(薄化)。特别地，借助于该方

法可以通过微毛细管将样品直接“写”在多孔碳电镜载网上，然后使沉积的液体玻璃化，从

而在碳膜的孔中产生玻璃化样品的薄层。

[0017] 有利地，在受控温度下蒸发样品与通过膜厚度测量来监测蒸发的结合允许自动制

备具有限定的和可再现的膜厚度的样品，这改善了电子显微照片的图像质量，并且避免了

由不受控制的水蒸发导致的盐伪影。

[0018] 载体结构可以是或包括具有多孔碳膜或任何其他合适结构的已知电子显微镜

(electron  microscopy，EM)载网。

[0019] 根据样品的物理性质和化学性质，样品可以通过多种方式转移到载体结构上。(i)

直接沉积纳升体积液滴，且随后通过表面张力效应将纳升体积液滴扩散到载体表面上。

(ii)在载体表面上沉积纳升体积液滴，随后以小于初始沉积体积的体积再吸入样品。(iii)

在载体结构表面上沉积纳升体积液滴，随后在载体结构和液体处理系统之间进行相对运动

的同时还在两者之间建立液桥，以便将沉积的样品扩散在载体结构上。(iv)将纳升体积液
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滴沉积到载体结构表面上与在沉积期间将载体结构与液体处理系统之间的相对运动相结

合，以便将沉积的样品扩散到载体结构上。

[0020] 在本文中，nl(纳升)量或体积特别地是1nL至100nL的体积，更特别地是1nL至

20nL。

[0021] 在某些实施方式中，载体结构设置在温控平台上。

[0022] 在某些实施方式中，在第一步骤中，将载体结构的温度调节至环境的露点温度，并

且在第一步骤之后的第二步骤中，将载体结构的温度调节至高于环境的露点温度。

[0023] 在某些实施方式中，当至少一个测量的强度值超过预定阈值时，载体结构自动插

入液体冷冻剂中。

[0024] 在某些实施方式中，将载体结构的温度调节至高于环境露点温度2°至8°的值。

[0025] 特别地，升高载体结构的温度是指将目标温度设定在露点温度以上，特别是高于

露点温度2°至8°，其中，在延迟时间期间，载体结构的温度从初始温度升高到目标温度。

[0026] 在某些实施方式中，通过在将温度调节至高于环境露点温度的值之前进行吸干或

再吸入来减小膜厚度。

[0027] 这种预变薄步骤的优点在于，如果在受控蒸发之前样品膜已经是薄的，则在样品

的受控蒸发过程中样品仅略微浓缩。

[0028] 在某些实施方式中，光的波长在近红外范围内，其中特别地，波长为780nm或更长。

[0029] 使用780nm的红外光以用于样品膜的厚度确定具有以下优点：光不会被水或生物

材料显著吸收。

[0030] 可替代地，例如也可以使用405nm的波长。

[0031] 在某些实施方式中，指向样品的光至少包括第一波长的光和第二波长的光，所述

第一波长的光特别地在600nm和900nm之间的范围内，更特别地在780nm和880nm之间的范围

内或在630nm和670nm之间的范围内，所述第二波长的光特别地在350nm和500nm之间的范围

内，更特别地在405nm和450nm之间的范围内。

[0032] 换句话说，两种波长(例如405nm和780nm)的组合可用于同时照射样品。根据两个

干涉峰的时间间隔，可以校准特定的样品蒸发速率。

[0033] 例如，第一波长可以是780nm。例如，第二波长可以是405nm、445nm或450nm。

[0034] 在某些实施方式中，第一波长和第二波长之间的距离为300nm至400nm。

[0035] 在某些实施方式中，包括第一波长的第一光束和包括第二波长的第二光束指向样

品，其中，由样品透射的第一光束的强度和由样品透射的第二光束的强度被单独检测。

[0036] 在某些实施方式中，合并第一光束和第二光束，其中，合并的光束指向载体结构。

[0037] 在某些实施方式中，在检测光强度之前，由样品透射的光被分成第一透射光束和

第二透射光束。

[0038] 在某些实施方式中，光沿着垂直于载体结构的表面的光路(L)指向载体结构。

[0039] 特别地，这种垂直设备具有以下优点：光照射载体结构(例如，电镜载网)的位置，

所述载体结构在随后的电子显微照片中成像。

[0040] 此外，当使用垂直设备时，构成所测量的光强度信号的一部分的干涉图案的清晰

度最佳。

[0041] 在某些实施方式中，通过将预定量的样品吸入到毛细管并通过毛细管将样品分配
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到载体结构上来将样品提供在载体结构上。

[0042] 在某些实施方式中，载体结构在插入液体冷冻剂之前被置于竖向位置(特别是通

过枢转)。

[0043] 在某些实施方式中，执行附加的校准步骤，其中，光指向没有样品的参比载体结

构，并且其中，测量由参比载体结构透射的光的至少一个参考强度值，并且其中，根据至少

一个测量强度值和至少一个参考强度值，特别是基于至少一个测量强度值和至少一个参考

强度值的比率，将承载样品的载体结构自动插入液体冷冻剂中。另外，混合两种波长的系统

能够实现层厚度的绝对校准。

[0044] 这种参考信号，也称为“干信号”(因此也是在载网上具有样品膜的信号)，取决于

载网类型和网孔(网目)大小。因此，所述实施方式的优点在于，通过参考信号，可以独立于

载网类型和网孔大小执行样品膜的厚度测量。

[0045] 在某些实施方式中，将带有玻璃化样品的载体结构从液体冷冻剂中移除。

[0046] 在某些实施方式中，在将样品提供到载体结构之前，将样品浸入调节缓冲液中。这

允许扩散控制的样品调节，例如用于在沉积到载体结构之前对缓冲液进行脱盐或交换。

[0047] 因为样品的盐浓度在蒸发期间增加，所以将在制备样品之前的扩散控制的样品调

节与受控样品蒸发相结合是特别有利的。

[0048] 本发明的第二方面涉及一种用于在载体结构上制备样品的系统，特别是用于应用

根据本发明的第一方面的方法，包括

[0049] ‑载体结构，所述载体结构配置为容纳样品，

[0050] ‑温控平台，所述温控平台配置为当载体结构布置在温控平台上时，将载体结构保

持在预定温度，

[0051] ‑转移机构，所述转移机构配置为将载体结构从温控平台移动到包含液体冷冻剂

的容器中，使得载体结构上的样品接触冷冻剂，

[0052] 其中，所述系统包括

[0053] ‑光源，所述光源配置为提供指向载体结构的光，

[0054] ‑光电检测器，所述光电检测器配置为测量由载体结构透射的光的至少一个强度

值，

[0055] ‑控制装置，所述控制装置配置为从光电检测器接收所测量的强度值，并且根据至

少一个测量的强度值触发转移机构，使得载体结构插入到包含液体冷冻剂的容器中。

[0056] 温控平台与由光源和光电检测器组成的光学测量装置的结合有利地允许受控样

品蒸发，和以限定的且可再现的膜厚度制备冷冻载网。这改善了电子显微照片的图像质量，

并避免了因不受控制的水蒸发导致的盐伪影。

[0057] 在某些实施方式中，光源适于沿光路发射光，其中，载体结构和光电检测器沿光路

布置，使得光的至少一部分沿光路从光源传播通过载体结构到达光电检测器，其中特别地，

载体结构布置成垂直于光路。

[0058] 在某些实施方式中，所述系统包括配置为保持载体结构的第一适配器，其中转移

机构配置为连接到保持载体结构的第一适配器，并且将载体结构移动到包含液体冷冻剂的

容器中，使得载体结构上的样品接触冷冻剂。

[0059] 在某些实施方式中，第一适配器包括用于保持载体结构的镊子。
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[0060] 在某些实施方式中，转移机构配置为将第一适配器与载体结构一起枢转到容器上

方的竖向位置，并且在枢转之后使第一适配器和载体结构向下移动，使得载体结构上的样

品接触容器中的冷冻剂。

[0061] 在某些实施方式中，所述系统包括配置为保持载体结构的第一适配器，其中转移

机构配置为连接到保持载体结构的第一适配器，并且其中，转移机构配置为将第一适配器

与载体结构一起枢转到容器上方的竖向位置，并且在枢转之后将第一适配器和载体结构向

下移动，使得载体结构上的样品接触容器中的冷冻剂。

[0062] 在某些实施方式中，所述系统包括液体处理系统，所述液体处理系统包括分配头，

其中所述液体处理系统配置为通过分配头吸入和分配一定体积的样品。

[0063] 在某些实施方式中，所述系统包括平移平台组件，所述平移平台组件配置为相对

于液体处理系统移动温控平台，使得分配头和载体结构可以彼此靠近，以便将样品从液体

处理系统转移到载体结构。

[0064] 在某些实施方式中，平移平台组件可包括两个单独的平移平台，其中一个配置为

在X和Y方向(例如水平面)上移动温控平台或载体结构，而另一个配置为将分配头(例如毛

细管或微毛细管)定位在Z方向(竖直方向)上。

[0065] 可替代地，在一种实施方式中，平移平台组件可以是XYZ平台组件，所述XYZ平台组

件配置为相对于分配头(例如毛细管或微毛细管)在所有维度(X、Y和Z)中定位温控平台和

载体结构。

[0066] 在某些实施方式中，所述系统包括调节装置，所述调节装置配置为以可调节的方

式相对于温控平台保持第一适配器。

[0067] 在某些实施方式中，所述调节装置包括保持装置，特别地为电磁体的形式，所述电

磁体配置为可释放地保持第一适配器，并且特别是当样品位于载体结构上时自动释放第一

适配器，并且特别地包括预定义的温度。

[0068] 在某些实施方式中，所述系统包括调节装置，所述调节装置配置为以可调节的方

式相对于温控平台保持第一适配器，其中，所述调节装置包括保持装置，特别地为电磁体的

形式，所述电磁体配置为可释放地保持第一适配器，并当样品位于载体结构上时自动释放

第一适配器。

[0069] 在某些实施方式中，所述转移机构包括第二适配器，其中第一适配器和第二适配

器设计成当保持装置释放第一适配器时彼此接合。

[0070] 在某些实施方式中，所述转移机构设计成当第一适配器与第二适配器接合并从保

持装置释放时，将第二适配器在容器上方枢转。

[0071] 在某些实施方式中，所述转移机构包括第二适配器，其中第一适配器和第二适配

器设计成当保持装置释放第一适配器时彼此接合，并且其中转移机构设计成当第一适配器

与第二适配器接合并从保持装置释放时，将第二适配器在容器上方枢转。

[0072] 在某些实施方式中，所述转移机构包括移动发生装置，特别是包括螺线管，所述螺

线管配置为当第一适配器和载体结构定位在竖向位置的容器上方时，向下移动第二适配

器，使得载体结构上的样品接触容器中的冷冻剂。

[0073] 在某些实施方式中，分配头由液体处理系统的端部处的毛细管特别是微毛细管形

成，所述毛细管包括用于容纳所吸入的样品的尖端。
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[0074] 特别地，微毛细管的内径可以在1微米至900微米的范围内，更特别地在1微米至

100微米的范围内。

[0075] 在某些实施方式中，所述系统包括第一贮存器，含有纳升体积的样品的分配头可

以浸入所述第一贮存器中，以允许扩散控制的样品调节。

[0076] 在某些实施方式中，所述系统包括液体处理系统，所述液体处理系统包括分配头，

其中所述液体处理系统配置为通过分配头吸入和分配一定体积的样品，其中，所述系统还

包括第一贮存器，含有纳升体积的样品的分配头可以浸入所述第一贮存器中，以允许扩散

控制的样品调节，例如用于在沉积到载体结构上之前，对缓冲液进行脱盐或交换。

[0077] 因为样品的盐浓度在蒸发期间增加，所以将在样品制备之前的扩散控制的样品调

节与受控样品蒸发相结合是特别有利的。

[0078] 在某些实施方式中，所述系统包括第二贮存器，含有纳升体积的样品的分配头可

从所述第二贮存器吸入小体积的含有可认知分子的样品。

[0079] 在某些实施方式中，光源适于产生光，所述光至少包括：第一波长的光，特别地在

600nm和900nm之间的范围内，更特别地在780nm和880nm之间的范围内或在630nm和670nm之

间的范围内；第二波长的光，特别地在350nm和500nm之间的范围内，更特别地在405nm和

450nm之间的范围内。

[0080] 例如，第一波长可以是780nm。例如，第二波长可以是405nm、445nm或450nm。

[0081] 在某些实施方式中，第一波长和第二波长之间的距离为300nm至400nm。

[0082] 在某些实施方式中，所述系统包括：第一光源，所述第一光源适于产生第一波长的

光，特别地在600nm和900nm之间的范围内，更特别地在780nm和880nm之间的范围内或在

630nm和670nm之间的范围内；以及第二光源，所述第二光源适于产生第二波长的光，特别地

在350nm和500nm之间的范围内，更特别地在405nm和450nm之间的范围内。

[0083] 在某些实施方式中，所述系统包括：第一光电检测器，所述第一光电检测器定位成

使得从第一光源发射并由载体结构(特别是载体结构上的样品)透射的光可以被第一光电

检测器检测；以及第二光电检测器，所述第二光电检测器定位成使得从第二光源发射并由

载体结构透射的光可以被第二光电检测器检测。

[0084] 在某些实施方式中，所述系统包括第一分色镜，所述第一分色镜适于使第一波长

的光通过并反射第二波长的光，其中所述第一分色镜定位成使得第一光源发射的光和第二

光源发射的光由所述第一分色镜合并，并且指向载体结构，特别是垂直于载体结构的表面。

[0085] 在某些实施方式中，所述系统包括第二分色镜，所述第二分色镜适于使第一波长

的光通过并反射第二波长的光，其中所述第二分色镜定位成使得载体结构(特别是载体结

构上的样品)透射的光分成第一透射光束和第二透射光束，其中所述第一透射光束指向第

一光电检测器，并且所述第二透射光束指向第二光电检测器。

[0086] 在某些实施方式中，所述系统包括：第一光源，所述第一光源适于产生第一波长的

光，特别地在600nm和900nm之间的范围内，更特别地在780nm和880nm之间的范围内或在

630nm和670nm之间的范围内；第二光源，所述第二光源适于产生第二波长的光，特别地在

350nm和500nm之间的范围内，更特别地在405nm和450nm之间的范围内；第一光电检测器；第

二光电检测器；第一分色镜和第二分色镜，其中第一分色镜和第二分色镜适于使第一波长

的光通过并反射第二波长的光，并且其中第一分色镜定位成使得第一光源发射的光和第二

说　明　书 6/23 页

9

CN 110062880 B

9



光源发射的光被第一分色镜合并，并且指向载体结构，并且其中所述第二分色镜定位成使

得载体结构(特别是载体结构上的样品)透射的光分成第一透射光束和第二透射光束，其中

所述第一透射光束指向第一光电检测器，并且所述第二透射光束指向第二光电检测器。

附图说明

[0087] 将参考附图，通过详细描述实施方式来描述本发明进一步的特征和优点，在附图

中

[0088] 图1示出了根据本发明的冷冻载网制备系统的立体图；

[0089] 图2示出了根据本发明的系统和方法的工作原理；

[0090] 图3示出了从样品中水蒸发的实时监测数据，以控制玻璃态冰层的厚度；

[0091] 图4示出了使用根据本发明的系统和方法进行冷冻载网制备的概念验证数据(沉

积方案1)；

[0092] 图5示出了使用根据本发明的系统进行冷冻载网制备的概念验证数据(沉积方案

2)；

[0093] 图6示出了使用根据本发明的系统制备用于高分辨率结构分析的样品；

[0094] 图7示出了控制软件的屏幕截图；

[0095] 图8示出了温控平台(露点平台)的温度/湿度数据；

[0096] 图9示出了显示盐效应的电子显微照片；

[0097] 图10示出了在amphipols中重构的200kDa膜蛋白的电子显微照片；

[0098] 图11示出了使用沉积方案2沉积的单细胞裂解物的电子显微照片；

[0099] 图12示出了校正的傅立叶壳相关(傅里叶壳层关联函数，FSC)曲线；

[0100] 图13示出了用于测量样品膜厚度的设备的示意图。

具体实施方式

[0101] 图1示出了根据本发明的系统100的实施方式。系统100，除了由例如微毛细管11形

成的分配头11之外，包括：温控平台1；捏钳或镊子2，所述镊子保持载体结构20(例如电镜载

网)；保持镊子2的电磁体4；调节装置5，例如为xyz手动对准5(也称为“运动平台”)的形式，

用于确保载体结构20平坦定位在温控平台1上，其中所述调节装置5安装在温控平台1上；第

一适配器3，所述第一适配器安装在镊子2上，具有用于打开和关闭第一适配器3的镊子2的

螺旋装置(螺钉)，与转移机构60(也称为插入器组件)上的第二适配器7隔开间隙G。特别地，

两个吸引永磁体(特别是Nd磁体)插入适配器3的端部和适配器7的端部，第三永磁体9(特别

是Nd磁体)将第二适配器7保持在水平位置。

[0102] 系统100还包括光源13，特别是激光二极管，更特别地是780nm红外激光二极管，其

位于温控平台1的上方。光源13配置为沿光路L发射光束，其中载体结构20的表面与光路L相

交，使得来自光源13的光指向载体结构。特别地，光源13和温控平台1定位成使得载体结构

20的表面垂直于光路L。

[0103] 此外，系统100包括光电检测器14，所述光电检测器位于温控平台1的下方，在光路

L中，使得穿过温控平台1上的载体结构20的(即由载体结构20透射的)光指向光电检测器

14，其中光电检测器14根据光电检测器14检测到的光的强度产生电信号。光电检测器14产
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生的信号被传输到系统100的控制装置30。所述控制装置30适于在指定的光强度值下触发

转移机构60，以将带有样品的载体结构20移动到液体冷冻剂80中，从而产生玻璃化样品。特

别地，如下文所述，转移机构60可通过控制装置30停用电磁体50来间接地被触发。

[0104] 当载体结构20是具有多孔碳膜的电镜载网时，光源13发射的光束部分地透射通过

电镜载网的间隙，所述电镜载网也含有薄的样品膜。特别地，透射光的光强度取决于液体样

品的吸收，以及光散射和干涉现象，特别是由于在空气/液体界面处的反射。因此，特别地，

在光电检测器14处产生的信号取决于载体结构20上的样品膜的膜厚度。

[0105] 特别地，可以在样品沉积之前，借助在干燥的载体结构20上测量的参考信号来对

信号进行归一化，以便校正单独的载体结构20的不同特性。

[0106] 通常，在所有实施方式中，温控平台1可包括由帕尔贴(peltier)控制器控制的水

冷帕尔贴元件。帕尔贴控制器从安装在平台1上的温度传感器获得平台温度。实际露点温度

可由露点传感器提供，所述露点传感器测量实验室内的环境温度和相对湿度并连续计算露

点温度，通过控制软件将所述露点温度反馈到帕尔贴控制器。

[0107] 在根据本发明的方法中，通过温控平台1将载体结构20的温度设置在露点温度以

上，以便以受控方式部分蒸发样品膜。在蒸发期间，可以通过光源13和光电检测器14监测样

品层的膜厚度，使得样品玻璃化可以在指定的膜厚度处触发。

[0108] 在下文中，详细说明了转移机构60的功能。

[0109] 系统/转移机构60还包括：具有例如30mm毂的螺线管8；次级电路10，所述次级电路

在镊子2击中开关时接通，这触发螺线管8并将载体结构20向下移动到容纳在容器12中的致

冷剂80中。

[0110] 载体结构20由适配器3的小的镊子2保持。镊子2通过例如两个螺旋装置牢固地安

装在所述第一适配器3中。例如，第三螺旋装置允许通过在其上施加压力来打开和关闭镊子

2。该第一适配器3的后端插有永磁体，特别是钕磁体。

[0111] 载体结构20、镊子2和第一适配器3形成组件。该组件通过保持装置50保持在水平

位置，所述保持装置为例如与镊子2接触的所述电磁体50的形式。电磁体50本身安装到所述

调节装置5，所述调节装置允许在所有维度上手动对准，以将载体结构/载网20与温控平台1

对准，其中载网20必须平放以实现良好的热接触和有效的样品沉积。

[0112] 包括例如多个机动线性平台的组合的平移平台组件6使得微毛细管尖端11能够精

确定位在温控平台1上的载体结构20的表面上方。将分配头11与载网20的表面极为靠近以

将样品从分配头11转移到载体结构(例如载网)20。

[0113] 特别地，当调节装置5安装在温控平台1上时，分配头11不连接到温控平台1，使得

温控平台1可以通过平台组件6相对于分配头11移动，所述分配头可以通过图1中未示出的

合适的保持装置保持。特别地，所述微毛细管尖端(分配头)11安装在单独的Z轴平台上，所

述Z轴平台允许调节微毛细管相对于载体结构20的竖向位置。特别地，平台组件6允许在平

台6延伸所沿的XY平面中自动移动温控平台。

[0114] 根据样品的物理性质和化学性质，所述样品转移可以以多种方式进行。(i)直接沉

积，且随后通过表面张力效应使纳升体积的液滴扩散在载体结构20(例如电镜载网)上。

(ii)在载体结构20(例如电镜载网)上沉积纳升体积的液滴，随后以小于初始沉积体积的体

积再吸入样品。(iii)在载体结构20(例如电镜载网)上沉积纳升体积的液滴，随后在电镜载
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网和微毛细管尖端11之间的液桥仍然建立的同时在这二者之间进行相对运动，以便将沉积

的样品扩散到载体结构20(例如电镜载网)上。(iv)将纳升体积的液滴沉积到载体结构20

(例如电镜载网)上，与在沉积期间将载体结构20(例如电镜载网)与微毛细管尖端11的相对

移动相结合，以便将沉积的样品扩散到载体结构20上。

[0115] 转移机构(移交机构)60包括第二适配器7，所述第二适配器也在其一端插有永磁

体，特别是钕磁体，并且通过旋转铰链61与在另一端的大螺线管6连接。为了将该第二适配

器7保持在水平位置，对应地放置第三永磁体，特别是钕磁体。第一适配器3和第二适配器7

以小的间隙G分隔开。两个插入的磁体相互吸引，然而两者的连结受到电磁体50的阻碍，所

述电磁体牢固地固定到组件20、2、3(例如镊子2)。

[0116] 在样品沉积之后，将载体结构(例如电镜载网)20快速插入到冷冻液体80(通常是

乙烷或乙烷/丙烷(40/60)的混合物)中，必须在载体结构20上的样品膜的期望厚度处进行。

这是通过在由光电检测器14测量的由载体结构20透射的光的指定光强度值下借助于来自

控制装置30的控制信号关闭(禁用)电磁体50来执行的。

[0117] 关闭电磁体50使得两个适配器3、7能够咬合在一起并形成新的更重的组件。该新

组件太重而不能通过第三永磁体(例如钕磁体)保持在原始位置。该新组件迅速下落至竖向

位置(在第二适配器7的另一侧的铰链61)。如果该新组件到达竖向位置，则其由另一磁体保

持就位以防止其来回弹跳。同时，电路通过下落的组件的金属部分(例如开关)而接通。这触

发了控制螺线管控制器的次级电路10。结果，螺线管8被激活，并且30mm毂向下射出，最后将

载体结构(例如电镜载网)20插入到容器12中的冷冻剂80中。从打开螺线管8直到载体结构

20被投入冷冻剂80中的整个过程发生在三分之一秒时间内，并使沉积的液体膜能够玻璃

化。

[0118] 图2示出了根据本发明的系统和方法的工作原理。如图2A所示，标准多孔碳膜电镜

载网(载体结构)20安装在镊子2的尖端之间并且平放(水平)在温控平台1(也称为露点平

台)的槽中。平台温度设置为接近露点温度，并可以使用PID帕尔贴控制器进行调整。电镜载

网20与平台1良好地热接触。露点平台1安装在机动xy轴上，以将载网20相对于微毛细管(分

配头)11移动，所述微毛细管可以降低到载网20上方几微米。该微毛细管11沉积几纳升的样

品，同时平台1以蜿蜒的模式移动，覆盖约0.5mm2的区域。

[0119] 如图2B所示，在样品沉积之后，微毛细管11被抽出并移动平台1以将载网20定位在

IR激光器(光源)13(λ＝780nm)和光电二极管(光电检测器)14之间。载网上的薄的含水样品

膜的光散射和干涉效应随水蒸发而发生变化(参见图3和图8)。

[0120] 如图2C所示，当光电二极管14信号达到预限定的阈值水平时，触发器自动启动插

入式冷冻。镊子2和载网20从平台1快速抽出，翻转90度到竖向位置并插入冷冻剂8中。整个

抽取和插入过程需要几百毫秒。

[0121] 图3示出了来自样品的水蒸发的实时监测数据，以控制玻璃态冰层的厚度。使用

780nm激光的透射光来记录水层厚度的变化(参见图2B)。紫(静态)线是用干载网获得的信

号(干信号)。红线是在样品沉积后水蒸发期间记录的传感器信号(平台温度高于露点2℃)。

根据经验，发现当传感器信号约为干信号的95％(蓝线)时，获得可用的载网。当达到该阈值

时(箭头指示)触发抽取和插入机构或机制，导致冷冻载网快速玻璃化(在几百毫秒内)，并

且当载网从光学激光路径移除时信号急剧增加。请注意，该图示出了样品蒸发时信号随时
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间的特性演变。选择该图是为了清楚起见，因为其示出了在距露点(2℃)较小的偏移处的长

时间的大体积(20nL)蒸发。实际上，较少的样品被沉积(或预先再吸入)，并且只能记录该图

的最后几秒。

[0122] 图4示出了使用根据本发明的系统和方法的冷冻载网制备的概念验证数据(沉积

方案1，参见下面的示例)。将20nL的总样品体积施加到Quantifoil  R2/1，200目铜载网上；

再吸入过量的液体以尽可能多地回收样品。露点平台的温度始终高于露点8℃，这导致样品

快速变薄；在再吸入过量的样品后，立即自动触发载网抽取和插入机构或机制。

[0123] 图4A示出了制备的载网的通常概貌，其示出了玻璃态冰的薄膜。黄色箭头指示样

品边界。插图：对比度调整后四倍放大边界区域以提高可见度。注意玻璃态样品的均匀层。

比例尺：100μm。

[0124] 图4B示出了更高放大率的概貌图像，其展示了孔中的均匀样品层。比例尺：2μm。

[0125] 图4C示出了通过该方法制备的Tris‑HCl缓冲液中的脱铁铁蛋白颗粒和噬菌体，并

在高放大率下成像并散焦以增加对比度。插图：指示区域两倍放大，示出了噬菌体尾部和一

些环状脱铁铁蛋白复合物。比例尺：80nm。

[0126] 图5示出了使用根据本发明的系统和沉积方案2(参见下面的示例)进行冷冻载网

制备的概念验证数据。在每种情况下，将3nL样品体积直接施加到载网；没有样品被再吸入。

通过受控水蒸发使样品变薄后，载网被玻璃化。

[0127] 图5A示出Quantifoil  R2/2，400目铜载网中间的3nL样品体积(PBS缓冲液中的脲

酶)的概貌图像。对于图4，请注意层厚度在某些区域中具有梯度。玻璃态冰的外围用黄色箭

头表示。比例尺：100μm。

[0128] 图5B示出了在amphipols中重构的精细的200kDa膜蛋白的图像。插图：指示区域两

倍放大，清楚地示出了蛋白质颗粒。比例尺：80nm。

[0129] 图5C示出了来自单个粘附真核细胞的裂解物的无损冷冻载网制备的示例。通过电

穿孔裂解在功能化的ITO光学显微镜载玻片上生长的单个HEK细胞，并快速吸入3nL的总体

积的裂解物。随后，使用方案2将裂解物分配在载网上并玻璃化。比例总体积尺：80nm。

[0130] 图6示出了使用根据本发明的系统制备用于高分辨率结构分析的样品。使用沉积

方案1(参见下面的示例)将20nL体积的PBS缓冲液中的脲酶沉积在Quantifoil  R1.2/1.3，

200目铜载网上。

[0131] 图6A：示出了包埋在玻璃态冰中的脲酶颗粒的漂移校正的冷冻电镜图像。插图：对

比度增加的颗粒。比例尺：50nm。

[0132] 图6B示出了2D类平均，包括最初选择的10000个颗粒中的～3400个。比例尺：5nm。

[0133] 图6C示出了3D类平均，包括被确定用于进一步处理的8700个颗粒中的～5370个。

比例尺：5nm。

[0134] 图6D示出了分辨率为 的垂直于其三重轴观察的脲酶密度图；显示了拟合X

射线模型的框架(DOI：10.221  0/pdb4z42/pdb)。

[0135] 图7示出了控制软件的屏幕截图，其示出了液体处理控制插件(右上)、样品沉积期

间微毛细管和电镜载网的监测相机视图(右下)以及用于自动化的宏面板(左)。

[0136] 图8A示出了在23℃的室温下针对八个不同房间的相对湿度(relative  humidity，

rH)绘制的露点平台(dew  point  stage，DP平台)温度vs平台/载网微环境的rH的数据。对于
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露点温度的小的正偏移(例如+2℃)，曲线近似为线性并且对于所有的八种情况具有相似的

斜率。

[0137] 图8B示出了在露点平台产生三种不同的rH的微环境所需的露点温度的偏移vs在

23℃室温下的rH的关系。当房间rH从20％变化到90％时，在DP平台上产生90％rH的微环境

所需的偏移变化小于0.3度。

[0138] 图8C示出了垂直于水层入射的理想相干蓝(405nm)或红外(780nm)激光光线的透

射率的简单模拟。针对水层的厚度绘制透射率(Concise  Macleod软件，Thin  Film  Center 

Inc.,USA)。

[0139] 图8D示出了用红外线(红线，λ＝780nm)或蓝激光(蓝线，λ＝405nm)测量的沉积在

辉光放电电镜载网(Quantifoil  R2/1，200目铜载网)上的20nL水斑的完全蒸发的归一化幅

度vs时间数据。载网保持在露点以上3℃。在不同载网上对于两种波长进行了若干独立实验

(n＝5；虚线)，并计算了平均结果(实线)。注意，干涉图案的清晰度受到以下影响：(i)由于

所使用的激光二极管的不佳的相干长度，(ii)激光相对于载网的不精确的倾斜几何形状，

以及(iii)照明区域上的膜厚度不均匀。

[0140] 图9示出了在样品变薄期间过多的水蒸发时发生的盐效应的演示。使用根据本发

明的系统和沉积方案2(参见下面的示例)制备含有0.1％癸基‑3‑D‑吡喃麦芽糖苷(decyl‑

3‑D‑maltopyranoside，DM)的PBS中的烟草花叶病毒(Tobacco  mosaic  virus，TMV)样品以

用于冷冻电镜。

[0141] 图9A示出了不正确的使样品变薄，太多样品留在载网上和/或在变薄之前没有足

够广泛地扩散。结果，小的盐晶体(高对比度)在背景中可见，并且TMV的重复结构的分辨率

降低。

[0142] 图9B示出了正确的使样品变薄。TMV的 重复在原始图像中清晰可见，并且玻璃

态冰背景具有低对比度。图9A和图9B中的插图：指示区域两倍放大。比例尺：80nm。

[0143] 图10示出了在amphipols中重构的200kDa膜蛋白的电子显微照片。以不同方式制

备样品以用于显微镜检查。在同一天制备冷冻电镜载网。自始至终使用补充有5μM叠氮化钠

的HEPES缓冲液中的重构蛋白质的相同样品储液。

[0144] 图10A示出了负染色载网(2％乙酸铀)的电子显微照片。

[0145] 图10B示出了来自使用传统的Vitrobot插入式冷冻机制备的冷冻电镜载网的电子

显微照片。与Vitrobot一起使用的方案如下：将300目微栅(蕾丝，花边，lacey)铜载网辉光

放电60秒，并进给到Vitrobot中以在液体乙烷中进行插入式冷冻：装载蛋白质样品的量，

2.5μL；等待时间，5s；吸干力，1；吸干时间，3s；吸干纸，Whatman#1定性；湿度100％，室在10

℃下平衡。

[0146] 图10C示出了来自使用根据本发明(方案2，参见下面的示例)的装置制备的冷冻载

网(Quantifoil  R2/2，200目)的电子显微照片。3nL样品体积。插图：指示区域两倍放大。比

例尺：80nm。

[0147] 图11示出了用方案2(参见下面的示例)沉积的单细胞裂解物的电子显微照片。

[0148] 图11A示出了来自具有附加的连续碳层的多孔碳载网(Quantifoil  R2/2，200目)

的电子显微照片。注意连续碳层和其他均匀冰层的轻微褶皱。

[0149] 图11B示出了来自没有连续碳膜的多孔碳载网(Quantifoil  R2/1，200目)的电子
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显微照片。注意孔内的梯度。插图示出了在单细胞样品中发现的典型膜片。比例尺2μm用于

表示概貌，80nm用于插图。

[0150] 图12示出了最终锐化脲酶图之后的校正的傅立叶壳相关(FSC)曲线。根据“金标

准”，FSC＝0.143处的频率表示3D重建的分辨率。这里，对应的空间频率为 给出的

估计分辨率为

[0151] 图13示出了用于测量样品膜厚度的设备的示意图，其是根据本发明的用于在载体

结构20上制备样品的系统100的一部分。所述设备包括第一光源13a和第二光源13b，所述第

一光源配置为沿着光路L将第一波长的第一光束L1发射到载体结构20上，所述第二光源配

置为垂直于光路L发射第二波长的第二光束L2。

[0152] 特别地，第一波长和第二波长具有300nm至400nm的距离。例如，第一光束L1可以包

括波长为780nm的光，第二光束可以包括波长为405nm的光。

[0153] 第一光束L1和第二光束L2指向第一分色镜15a，所述第一分色镜配置为使得第一

光束L1穿过第一分色镜15a，并且第二光束L2被第一分色镜15a反射。第一光束L1和第二光

束L2通过第一分色镜15a合并，并且指向载体结构20，特别是沿着光路L，所述光路垂直于载

体结构20的表面。合并的光束的至少一部分由包含样品的载体结构20透射，其中产生透射

光束T。

[0154] 例如，第一光束L1可以包括波长比第二光束L2长的光，并且第一分色镜15a可以是

长通分色镜(用作长通滤光器)，其适于使第一光束L1的光通过，其中第二光束L2的光不被

允许通过而是由第一分色镜15a反射。可替代地，在第一光束L1包括波长比第二光束L2短的

光的情况下，第一分色镜15a可以是短通分色镜(用作短通滤光器)。

[0155] 所述设备还包括第二分色镜15b，其适于将透射光束T分成第一透射光束T1和第二

透射光束T2。第二分色镜15b配置为使第一透射光束T1的光通过，并反射第二透射光束T2，

使得第一透射光束T1指向第一光电检测器14a，并且第二透射光束T2指向第二光电检测器

14b。通过第一孔径16a保护第一光电检测器14a免受入射光的影响，并且通过第二孔径16b

保护第二光电检测器14b免受入射光的影响。

[0156] 类似于第一分色镜15a，第二分色镜15b可以是长通分色镜或短通分色镜。

[0157] 第一光电检测器14a和第二光电检测器14b适于产生信号，所述信号取决于(第一

透射光束T1或第二透射光束T2各自的)检测光的强度。当第一光束L1和第二光束L2包括不

同波长的光时，载体结构20上的样品膜的厚度可以通过由第一光电检测器14a和第二光电

检测器14b产生的两个信号来确定。

[0158] 通过以下示例进一步描述本发明。

[0159] 示例‑无吸干和无损冷冻电子显微镜载网

[0160] 纳升级蛋白质样品和单细胞提取物的制备

[0161] 材料与方法

[0162] 本文介绍的仪器在本说明书中描述或先前已发表(Arnold ,S .A .,Albiez ,S .,

Opara ,N .,Chami ,M .,Schmidli ,C ,Bieri ,A .,Padeste ,C ,Stahlberg ,H .,Braun ,T .,

2016 .Total  Sample  Conditioning  and  Preparation  of  Nanoliter  Volumes  for 

Electron  Microscopy.ACS  nano  10,4981‑4988；Kemmerling,S.,Arnold ,S.A.,Bircher,
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B.A.,Sauter ,N .,Escobedo ,C ,Dernick ,G .,Hierlemann ,A.,Stahlberg ,H .,Braun ,T .,

2 0 1 3 .S i n g l e ‑ c e l l  l y s i s  f o r  v i s u a l  a n a l y s i s  b y  e l e c t r o n 

microscopy.J.Struct.Biol.183,467‑473)。图1提供了设备的详细描述，包括部件列表和

方法的细节。图7示出了控制软件。

[0163] 化学品和缓冲液

[0164] 如果没有其他说明，所有化学品均从瑞士的Sigma‑Aldrich订购。使用的缓冲液如

下：PBS，Dulbecco的磷酸盐缓冲盐水，2.7mM  KCl，1 .5mM  KH2PO4，136 .9mM  NaCl，8.9mM 

Na2HPO4·7H2O，pH值7.4；Tris‑HCl缓冲液，20mM  Tris‑HCl，50mM  NaCl(pH值7.4)；HEPES缓

冲液，10mM的HEPES  pH值8.0，50mM  KCl。

[0165] 测试样品

[0166] 测试样品是(i)含有0.1％癸基‑β‑D‑吡喃麦芽糖苷(DM，Anatrace)的PBS中的烟草

花叶病毒(TMV)，(ii)含有Tris‑HCl缓冲液中针对大肠杆菌的噬菌体(vB_EcoM_CBA120)和

脱铁铁蛋白的混合物，以及(iii)在amphipols中重构的纯化的200kDa膜蛋白(名称未公

开)。在这种情况下，将大量膜蛋白样品施加于用补充有5μM叠氮化钠的HEPES缓冲液平衡的

S200  10/300GL大小排阻色谱柱。使用对应于主A280峰的中心的单个300μI部分，以通过使

用cryoWriter和使用Vitrobot插入式冷冻器(FEI)来制备冷冻载网。通过使用UV‑Vis分光

光度计(Nanodrop  2000，Thermo  Fisher  Scientific  Inc.)的吸光度测量确定该部分的蛋

白质浓度为0.35mg/mL，并假设Abs(0.1％)＝1。(iv)在PBS缓冲液中浓度为0.35mg/mL的来

自小肠结肠炎耶尔森氏菌(Yersinia  enterocolitica)的脲酶。

[0167] 电镜载网

[0168] 与CryoWriter一起使用各种电镜载网，诸如带有多孔碳膜的200目铜载网(R2/2、

R2/1和R1.2/1.3，Quantifoil，德国)，以及带有附加的连续碳层的多孔碳载网，和微珊碳载

网。电镜载网在使用前即刻在空气等离子体中辉光放电30秒。注意，当载网在温度控制的露

点平台(DP平台)上时，载网的平坦度对于机械写入步骤和有效热传递都是重要的方面。

[0169] 冷冻载网制备

[0170] 与cryoWriter设备一起使用的两种沉积方案在以下部分和图1中详述。

[0171] 电子显微镜和单颗粒分析

[0172] 除非另有说明，否则将具有测试样品的电镜载网置于Gatan‑626冷冻架中，并在

200kV下操作并配备有TVIPS  F416  4k  CMOS相机(TVIPS，德国)的Philips  CM200(FEG)TEM

中成像。

[0173] 使用FEI  Titan  Krios获得用于单颗粒分析的脲酶图像，其在300kV下操作并且配

备有Gatan  Quantum‑LS(20eV的零损失狭缝宽度)和Gatan  K2  Summit  DED。对于在电影模

式下获得的40个图像的堆叠，以5‑6e7物理像素/秒的剂量率施加具有 的总电子剂

量的低剂量条件。通过使用CTFFIND4(Rohou,A.,Grigorieff,N.,2015.CTFFIND4:Fast  and 

accurate  defocus  estimation  from  electronmicrographs.J.Struct.Biol.192,216‑

221)的Zorro软件(McLeod ,R .A .,Kowal ,J .,Ringler ,P .,Stahlberg ,H .submitted 

2016.Robust  image  alignment  for  cryogenic  transmission  electron  microscopy)将

漂移和对比度传递函数(CTF‑)校正应用于脲酶数据。从使用EMAN2(Tang ,G .,Peng ,L ,

Baldwin,P.R.,Mann,D.S.,Jiang,W.,Rees,I.,Ludtke,S.J.,2007.EMAN2:An  extensible 
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image  processing  suite  for  electron  microscopy.J.Struct.Biol.157,38‑46)记录的

51张显微照片中手动选择大约10000个颗粒，并且随后在RELION‑1.4中进行处理(Scheres,

S.H.,2012.RELION:implementation  of  a  Bayesian  approach  to  cryo‑EM  structure 

determination.J.Struct.Biol.180,519‑530)。在颗粒对齐后，大约8700个颗粒产生了良

好的2D类平均，其随后用于3D分类。选择两个最佳3D类(包含～7800个颗粒)并迭代地精细

化。然后对图进行最终锐化，产生脲酶复合物的最终3D重构。使用UCSF嵌合体软件

(Pettersen,E.F.,Goddard,T.D.,Huang,C.C.,Couch,G.S.,Greenblatt,D.M.,Meng,E.C.,

Ferrin ,T .E .,2004 .UCSF  Chimera‑‑a  visualization  system  for  exploratory 

research  and  analysis .J .Comput .Chem .25 ,1605‑1612)将原子模型(PDB:10 .2210/

pdb4z42/pdb)拟合到3D图中。

[0174] 结果

[0175] 原理和设备

[0176] cryoWriter(根据本发明的系统)设备和方法的原理在图2中描绘，进一步的细节

可以在图1和图7中找到。cryoWriter集成到先前为纳升体积样品调节以及负染色和海藻糖

包埋的电镜载网制备而开发的液体处理和转移系统中(Arnold ,S.A.,Albiez,S.,Opara ,

N.,Chami ,M.,Schmidli ,C,Bieri ,A.,Padeste ,C,Stahlberg ,H.,Braun ,T.,2016.Total 

Sample  Conditioning  and  Preparation  of  Nanoliter  Volumes  for  Electron 

Microscopy.ACS  nano  10,4981‑4988)。该方法使用高精度移液系统控制微毛细管的液体

提取和分配，使用温度控制的露点平台(DP平台)控制电镜载网的环境，使用实时监测系统

控制样品层的厚度，以及使用抽取和插入机构或机制以用于样品玻璃化。设备本身不包含

在湿度控制的环境中。整个过程由LabVIEW(Elliott,C,Vijayakumar,V.,Zink,W.,Hansen,

R.,2007.National  Instruments  LabVIEW:A  Programming  Environment  for  Laboratory 

Automation  and  Measurement .JALA  12 ,17‑24)中开发的openBEB(Ramakrishnan ,C ,

Bieri,A.,Sauter,N.,Roizard ,S.,Ringler,P.,Mijller,S.a .,Goldie,K.N.,Enimanev,

K.,Stahlberg,H.,Rinn,B.,Braun,T.,2014.openBEB:open)插件控制，并且可以使用宏实

现自动化(参见图7)。

[0177] 用于冷冻载网制备的设备和基本步骤(图2)如下：(i)载网冷却：由镊子保持的辉

光放电标准的多孔碳膜透射电镜载网定位于冷的DP平台上。(ii)样品提取；如前所述，使用

微毛细管和高精度泵系统来在电裂解后立即从样品储液或单个细胞的裂解物中吸入液体

塞(Arnold ,S.A .,Albiez ,S.,Opara ,N .,Chami ,M .,Schmidli ,C ,Bieri ,A .,Padeste ,C ,

Stahlberg ,H .,Braun ,T .,2016 .Total  Sample  Conditioning  and  Preparation  of 

Nanoliter  Volumes  for  Electron  Microscopy.ACS  nano  10,4981‑4988；Kemmerling ,

S.,Arnold ,S.A.,Bircher,B.A.,Sauter,N.,Escobedo ,C,Dernick ,G .,Hierlemann ,A.,

Stahlberg,H.,Braun,T.,2013.Single‑cell  lysis  for  visual  analysis  by  electron 

microscopy.J.Struct.Biol.183,467‑473)。

[0178] (iii)样品沉积(图2A)，使微毛细管尖端紧密靠近载网表面。然后从微毛细管分配

样品以形成小液滴，所述小液滴跨越微毛细管尖端与电镜载网的亲水(辉光放电)多孔碳表

面之间的间隙。同时，载网相对于喷嘴以正弦或圆形图案移动；将液体样品展开到表面，填

充碳膜的孔。(iv)通过受控水蒸发使样品稳定并变薄(图2B及下面的相应内容)；设置DP平
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台的温度以使电镜载网和悬浮样品始终保持在接近室内的露点温度的指定温度。注意，载

网不会立即玻璃化，而是可以在短时间内保持在平台上(根据所选择的偏移温度，在<1s和

10s之间)，使得可以蒸发一定量样品水。载网和施加的含水样品与780nm激光束的相互作用

所产生的干涉/散射效应可以用来监测蒸发(图3)。一些水的受控损失对于确保薄水膜跨越

碳层的孔是重要的。(iv)冷冻载网抽取和插入冷冻(图2C)；该机构由监测系统触发，或在预

定时间后迅速将载网(和镊子尖端)插入液体乙烷/丙烷(40:60)浴中(Tivol ,W .F .,

B r i e g e l ,A . ,J e n s e n ,G .J . ,2 0 0 8 .A n  i m p r o v e d  c r y o g e n  f o r  p l u n g e 

freezing.Microsc.Microanal.14,375‑379)以用于玻璃化(还参见图1)。

[0179] 根据实验和样品，这种基本步骤可以使用两种沉积方案。在方案1中，在载网上沉

积相对大的体积(20nL)，通过用分配微毛细管再吸入来除去过量样品并回收；该方案对于

制备用于单颗粒分析和高分辨率结构确定的纯化蛋白复合物的大电镜成像区域是理想的。

在方案2中，约3nL样品的体积直接沉积在载网上，避免了对再吸入步骤的需求。该方案更适

合限于微量体积的应用，例如，单细胞可视化蛋白质组学(Arnold,S.A.,Albiez,S.,Opara,

N.,Chami ,M.,Schmidli ,C,Bieri ,A.,Padeste ,C,Stahlberg ,H.,Braun ,T.,2016.Total 

Sample  Conditioning  and  Preparation  of  Nanoliter  Volumes  for  Electron 

Microscopy.ACS  nano  10,4981‑4988；Engel,A.,2010.Assessing  Biological  Samples 

with  Scanning  Probes ,p .417‑431 ,Springer  Berlin  Heidelberg；Kemmerling ,S .,

Ziegler ,J .,Schweighauser ,G .,Arnold ,S .A .,Giss ,D .,Muller ,S .A .,Ringler ,P .,

Goldie ,K .N .,Goedecke ,N .,Hierlemann ,A .,Stahlberg ,H .,Engel ,A .,Braun ,T .,

2012.Connectingμ‑fluidics  to  electron  microscopy.J.Struct.Biol.177,128‑134)。

[0180] 这些方案将在下文详细描述：

[0181] 方案1：沉积，伴有回收过量样品

[0182] 使用微毛细管和高精度泵系统以用于从样品储液中吸入几十纳升样品。然后将微

毛细管尖端降低至辉光放电的载网表面(分离‑10μm)，并从其分配20nL的样品的液滴。所述

液滴跨越微毛细管尖端和电镜载网之间的间隙，并且可以通过相对于微毛细管移动载网

(图2A)进一步扩散以覆盖‑0.5mm2的区域。随后，降低微毛细管尖端以接触该区域内的载网

表面，并再吸入尽可能多的过量样品，将其回收以备将来使用。对于所有这些步骤，DP平台

(和载网)的温度保持在室内的露点温度以上，以允许最少量的水蒸发。温度从露点偏移+8

℃，结合过量样品被再吸入后立即进行插入式冷冻，通常可以获得良好的样品厚度，以实现

高分辨率结构分析。如果需要更高的精度，可以使用下面描述的实时监测系统通过受控水

蒸发来优化样品膜的厚度。对于使样本变薄过程的更广泛讨论可以在相应的部分中找到。

[0183] 方案2：直接沉积样品，无再吸入

[0184] 使用该方案，将约3nL的样品直接沉积在载网上，以避免样品的再吸入。将载网温

度保持在露点温度以避免水蒸发，并且通过以正弦或圆形图案移动微毛细管尖端下面的电

镜载网将微小的样品液滴扩散，所覆盖的区域大约为0.5mm2。随后，必须在插入式冷冻之前

通过受控水蒸发执行使样品变薄步骤。通过将DP平台温度增加到稍微高于室内露点温度的

值(例如，+2℃)来引起蒸发。为了获得这些小体积的可重复结果，使样品变薄过程必须由监

测系统监督(参见相应的部分)。

[0185] 通过受控水蒸发来使样品稳定和变薄
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[0186] 由于表面张力效应，即使极小的样品等分试样也必须变薄，以使载网可用于冷冻

电镜。近来，使用“自吸干”载网结合喷墨点样证明了一种有趣的方法(Razinkov ,I .,

Dandey ,V .P .,Wei ,H .,Zhang ,Z .,Melnekoff ,D .,Rice ,W .J .,Wigge ,C ,Potter ,C .S .,

C a r r a g h e r ,B . ,2 0 1 6 .A  n e w  m e t h o d  f o r  v i t r i f y i n g  s a m p l e s  f o r 

cryoEM.J.Struct.Biol.195,190‑198)。

[0187] 这里，我们提出一种基于样品水的受控蒸发的方法以创建薄的样品层。可以通过

调节DP平台的温度和开始进行抽取和插入式冷冻之前的时间跨度来调整样品膜厚度。通过

水蒸发使样品稍微浓缩。这可能是蛋白质所期望的，但盐浓度也会增加，这可能会损害蛋白

质复合物。因此，以这种方式变薄仅限于已经很薄的样品膜，使得通过沉积方案1制备的样

品的再吸入是必要的。注意，如果有必要，支持cryoWriter的液体处理和转移系统将允许样

品调节，例如在冷冻载网制备之前通过扩散驱动过程(Arnold,S.A.,Albiez,S.,Opara,N.,

Chami ,M .,Schmidli ,C ,Bieri ,A .,Padeste ,C ,Stahlberg ,H .,Braun ,T .,2016 .Total 

Sample  Conditioning  and  Preparation  of  Nanoliter  Volumes  for  Electron 

Microscopy.ACS  nano  10,4981‑4988)进行盐交换。

[0188] cryoWriter设备包括激光二极管(780nm；图2B)和光电检测器，以实时跟踪来自载

网的样品液体的蒸发。在波长为780nm下，光不会被水或生物材料显著吸收，这使得转移到

样品的热量可以忽略不计(Bircher,B.A.,Lang,H.‑P.,Duempelmann,L.,Gerber,C,Braun,

T.,2013.Photothermal  excitation  of  microcantilevers  in  liquid:effect  of  the 

excitation  laser  position  on  temperature  and  vibrational  amplitude.Micro  Nano 

Lett.8,770‑774)。然而，由于蒸发引起的水膜厚度的变化对光电检测器记录的信号的幅度

具有可检测到的影响。除了光散射的变化，透射光信号也受到薄膜表面处反射的光波之间

干涉的影响(图3)。随着水蒸发，信号近似线性增加，直到达到其中信号开始急剧增加的特

定的层厚度。我们将这个正峰归因于层厚度d‑A/(2n)处几乎垂直的束的相长干涉，波长λ＝

780nm且n78o＝1‑329(Hale ,G .M.,Querry ,M.R .,1973.Optical  Constants  of  Water  in 

the  200‑nm  to  200‑μηιWavelength  Region.Appl.Opt.12,555‑563)。如相消干涉所预期

的那样，负峰直接跟随正峰。使用具有在405nm附近而不是在780nm的发射峰值的激光二极

管验证观察到的信号特性(图3)主要是由于干涉效应。一旦达到相对于用干载网获得的绝

对信号的特定的用户定义的信号阈值(参见图3进行说明)，监测系统就触发抽取和插入机

构或机制，由此冷冻载网快速玻璃化。

[0189] 注意，“干信号”取决于载网类型和网孔大小。由于差异显著，因此在样品沉积之前

总是需要进行“空白(blank)”测量(图3)。相比之下，信号不取决于沉积在特定载网类型/网

孔上的样品类型，使得可以仅使用缓冲液(无样品)进行筛选运行以确定用于实验的理想冷

冻条件。

[0190] 从不同样品中获得概念冷冻载网制备的证明

[0191] 本部分和以下部分中的示例显示，cryoWriter设备可用于制备不同生物样品(例

如，可溶性或膜蛋白颗粒、丝状组合体、病毒、细胞裂解物)的高质量冷冻载网，以用于各种

目的，诸如结构确定，所述结构确定通过单颗粒分析(下面说明)或螺旋分析，以及单细胞可

视化蛋白质组学(Engel ,A .,2010 .Assessing  Biological  Samples  with  Scanning 

Probes,p.417‑431,Springer  Berlin  Heidelberg)。在实践中，用于特定样品的沉积方案
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的选择取决于其性质和实验目的。该方法对于所采用的缓冲系统不敏感。

[0192] 如图4所示，使用cryoWriter和沉积方案1将20nL样品体积扩散在辉光放电的多孔

碳膜上。对于所有制备步骤，DP平台温度保持在露点温度以上8℃。随后，再吸入过量样品并

在插入式冷冻之前进行使样品变薄1秒。如图4A所示，再吸入后留下的样品形成覆盖冷冻载

网的一部分的均匀的玻璃态冰层；该区域的周边是可见的并用箭头指示。图4B证实了该层

的均匀性，其示出了在更高放大倍数下的多孔碳膜，以说明样品层跨越碳载体的孔。图4C示

出了通过该方法制备的高质量的脱铁铁蛋白颗粒(环状外观)和噬菌体。显示了噬菌体尾部

的结构(插图)。注意，没有结晶冰结构，这表明载网确实被玻璃化。其他示例显示在单个颗

粒处理部分中。

[0193] 如图5所示，使用cryoWriter和沉积方案2将3nL样品分配到辉光放电的多孔碳膜

上。如上面相应的部分所详述，通过监测的水蒸发进行使样品变薄。图5A示出了通常的载网

的概貌。玻璃态样品覆盖的区域通常小于使用沉积方案1时所覆盖的区域。此外，玻璃化样

品层的厚度是不均匀的(比较图5A与图4A和图4B)；尽管通过方案2沉积的图案化液体区域

在亲水载网上展开，但由于表面张力并且因为水在湿区域的周边处蒸发得更快而保持厚度

梯度。可能由于液滴周边的表面/体积比率较大，样品区域中心的蒸发率较低，由于水蒸发

导致高于载网的瞬间过高的湿度，并且蒸发过程的冷却效果被来自液滴中心的载网的热流

所补偿的效率较低。

[0194] 当方案2应用于多孔碳膜时观察到的厚度梯度是一个缺陷。对于某些样品，它们可

以通过使用痕量的表面活性剂，或者在较小的范围内使用覆盖有薄的连续碳膜的电镜载网

来最小化这个缺陷。然而，如图5B和图5C所示，冷冻电镜可以在冰厚度略微不均匀的样品上

运作。图5B示出了从使用cryoWriter和方案2制备的多孔碳冷冻载网上记录的使用

amphipols稳定的200kDa膜蛋白的图像。图10示出了使用Vitrobot插入式冷冻器或

cryoWriter，在薄碳膜上制备用于负染色透射电镜的与在微珊和多孔碳上制备用于冷冻电

镜的相同蛋白的图像。而负染色图像示出完整单一颗粒，通过传统的抽取‑冷冻方法，在制

备用于冷冻电镜的载网上有规律地发现降解的颗粒，其可能由于吸干步骤而引起。相比之

下，使用cryoWriter制备的冷冻电镜载网似乎在更高浓度下比在使用传统的插入式冷冻方

法制备时具有更均匀的蛋白颗粒。

[0195] 使用沉积方案2时所消耗的微小体积允许由原本无法使用的样品制备冷冻载网。

例如，可以检查单个真核细胞的裂解物。为了证明这一点，在导电玻璃载玻片上培养粘附的

HEK  293细胞，并在光学显微镜中鉴定单个靶细胞，并使用如前所述的微毛细管电穿孔和吸

入(Arnold ,S.A .,Albiez ,S.,Opara ,N .,Chami ,M .,Schmidli ,C ,Bieri ,A .,Padeste ,C ,

Stahlberg ,H .,Braun ,T .,2016 .Total  Sample  Conditioning  and  Preparation  of 

Nanoliter  Volumes  for  Electron  Microscopy.ACS  nano  10,4981‑4988；Kemmerling ,

S.,Arnold ,S.A.,Bircher,B.A.,Sauter,N.,Escobedo ,C,Dernick ,G .,Hierlemann ,A.,

Stahlberg,H.,Braun,T.,2013.Single‑cell  lysis  for  visual  analysis  by  electron 

microscopy.J.Struct.Biol.183,467‑473)。使用相同的铂涂层微毛细管以用于电穿孔、细

胞裂解物吸入及分配，从而最小化暴露于表面的微量的生物材料，并最小化所导致的细胞

成分的损失。如图5C所示，使用方案2的裂解物沉积得到高质量的冷冻载网，并且可见具有

相关联的蛋白质的通常的膜结构。使用样品沉积方案2制备的单细胞裂解物的更多示例在
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图11中示出。

[0196] 单颗粒分析

[0197] 为了证明cryoWriter方法用于高分辨率结构分析的有用性，使用沉积方案1制备

来自小肠结肠炎耶尔森菌的脲酶以用于冷冻电镜，并用配备有直接电子检测器的Titan 

Krios显微镜成像(参见材料和方法)。图6A记录了高质量的样品载网。从初始2D分类中选择

的类平均在图6B示出。从在最终处理步骤中生成和使用的类中选择颗粒的子集(图6C)。根

据“金标准”(Henderson,R.,Sali,A.,Baker,M.L.,Carragher,B.,Devkota ,B.,Downing ,

K .H .,Egelman ,E .H .,Feng ,Z .,Frank ,J .,Grigorieff ,N .,Jiang ,W .,Ludtke ,S .J .,

Medalia ,O .,Penczek ,P.A.,Rosenthal ,P.B.,Rossmann ,M.G .,Schmid ,M.F .,Schroder,

G .F .,Steven ,A .C .,Stokes ,D.L .,Westbrook ,J .D.,Wriggers ,W .,Yang ,H .,Young ,J .,

Berman ,H .M .,Chiu ,W .,Kleywegt ,G .J .,Lawson ,C .L .2012 .Outcome  of  the  first 

electron  microscopy  validation  task  force  meeting .,pp .205‑214Structure

(London ,England:1993) ,Vol .20；Scheres ,S .H .W .,Chen ,S .,2012 .Prevention  of 

overfitting  in  cryo‑EM  structure  determination.Nat.Methods  9,853‑854)进行细化

以产生根据傅立叶壳相关性(FSC＝0.143，图12)的 的分辨率下的四聚体复合物的3D

重构。

[0198] 讨论

[0199] 本发明解决了改进样品载网制备方法以用于冷冻电镜以及使用最少量的样品(纳

升)制备这种载网的问题。本文描述的冷冻电镜样品沉积和玻璃化工具仅消耗每载网3nL至

20nL的样品，并且可与不同类型的样品一起使用；例如，单颗粒制备(制品)的可溶性和膜蛋

白、病毒和噬菌体，或全细胞裂解物。该设备包括监测系统，以允许一旦达到限定的阈值，就

控制使样品膜变薄，并自动激活抽取和插入机构或机制。重要的是，可以使用仅通过缓冲液

而无需实际样品制备的载网来确定冷冻条件和该阈值。

[0200] 其他重要方面是，cryoWriter方法以最小的样品损失工作，并且不涉及任何纸张

吸干步骤。许多依赖冷冻载网制备的实验室的经验表明，传统的制备方法可能对精细蛋白

复合物的保存有害。这通常归因于：纸吸干步骤，该步骤可以快速改变样品的缓冲特性(盐、

pH变化、从滤纸中浸出的离子)，会致使剪切力干扰长蛋白组合体(Lee ,J .,Saha ,A .,

Pancera ,S.M .,Kempter ,A .,Rieger ,J .,Bose ,A .,Tripathi ,A.,2012.Shear  free  and 

blotless  cryo‑TEM  imaging:a  new  method  for  probing  early  evolution  of 

nanostructures.Langmuir  28,4043‑4046)；或者归因于：吸干后样品膜的表面与体积的大

比率，这在吸干期间和吸干之后将更多的蛋白质暴露于恶劣的空气‑水界面。本文提供的样

品沉积方案完全避免了纸张吸干。沉积方案1还使在样品被再吸入后留在载网上的蛋白的

空气‑水界面的暴露时间最小化；如果DP平台偏移为+8℃，则样品可在沉积后立即玻璃化。

当使用沉积方案2时，暴露于空气‑水界面更长。在载网最终处于冷冻剂之前，样品沉积、扩

散和变薄可能需要10秒。两种沉积方案还允许使用添加剂，诸如在空气‑水界面处浓缩的痕

量表面活性剂，其可以保护蛋白质免受表面效应。通过扩散驱动过程进行的样品调节

(Arnold ,S .A .,Albiez ,S .,Opara ,N .,Chami ,M .,Schmidli ,C ,Bieri ,A .,Padeste ,C ,

Stahlberg ,H .,Braun ,T .,2016 .Total  Sample  Conditioning  and  Preparation  of 

Nanoliter  Volumes  for  Electron  Microscopy .ACS  nano  10 ,4981‑4988)可以包含在
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cryoWriter设备中，以允许将表面活性剂快速引入小样品体积(<5nL)，并通过方案2制备均

匀的载网(Arnold,S.A.,Albiez,S.,Opara,N.,Chami,M.,Schmidli,C,Bieri,A.,Padeste,

C ,Stahlberg ,H .,Braun ,T .,2016 .Total  Sample  Conditioning  and  Preparation  of 

Nanoliter  Volumes  for  Electron  Microscopy.ACS  nano  10,4981‑4988)。

[0201] 该方法允许显著缩短确定合适的冷冻条件所需的时间和精力。实现几乎无损的制

备和低样品消耗，会使冷冻电镜适用于稀疏可获得的蛋白质/蛋白复合物和单细胞的内含

物的结构分析。这是特别令人感兴趣的，原因在于冷冻电镜的技术进步现在允许通过单颗

粒成像和仅对几千到几百万蛋白复合物的分析来达到 到 之间的分辨率(Liao,M.,

Cao,E.,Julius,D.,Cheng,Y.,2013.Structure  of  the  TRPV1  ion  channel  determined 

by  electron  cryo‑microscopy.Nature  504,107‑112)，这使得用于结构分析的微流体样

品制备方法可行(Giss ,D .,Kemmerling ,S .,Dandey ,V .,Stahlberg ,H .,Braun ,T .,

2014 .Exploring  the  interactome:Microfluidic  isolation  of  proteins  and 

i n t e r a c t i n g  pa r t n e r s  f o r  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  b y  e l e c t r o n 

microscopy.Anal.Chem.86,4680‑4687)。

[0202] CryoWriter：详细的设备描述和样品玻璃化

[0203] CryoWriter设备如图1所示。其具有保持接近露点的温控平台1(DP平台)。组合的

温度和湿度传感器(UFT75‑AT，Sensor‑Tec，德国)连续确定室内的露点，并使用由帕尔贴控

制器(Cooltronic  GmbH，瑞士)调节的水冷帕尔贴元件来对应地调整DP平台1的温度。电子

显微镜(EM)载网20(先前在空气等离子体中辉光放电30秒)由固定到第一适配器3的镊子2

保持。旋转第一适配器3上的指状螺旋装置打开和关闭镊子，以允许抓住并保持载网20。电

磁体(MMT  Magnettechnik  GmbH&Co.德国)4将镊子2保持在水平位置，并且镊子2通过安装

在其上的两个小帕尔贴元件冷却。电磁体固定到精密的运动支架5(KS05K/M，Thorlabs 

GmbH，德国)，该支架本身安装在手动z轴平台上。因此，由镊子2保持的载网20可以对齐并且

平放(水平地)，其中在DP平台1的槽中，多孔碳面朝上。槽在其中心具有小孔(2mm直径)，以

允许激光束通过(见下文)。除了在该区域中，载网20的外缘和下表面与平台材料直接接触。

DP平台1本身安装在机动平台(Prior  Scientific，英国)6上，以允许定位的载网和镊子在

水平面上移动。插入有另一永磁体的第二个适配器7通过枢转连接到大螺线管8(HD8286‑

RF，Kuhnke，德国)。该第二适配器7可以绕其枢转轴线自由旋转，但是通过小永磁体9保持在

水平方向。大螺线管8具有30mm的毂长度并且由螺线管控制器控制(MST‑1630 .001/002，

Tremba  GmbH，德国)，使得当次级电路10接通时致动螺线管。

[0204] 熔融二氧化硅微毛细管(New  Objective，美国)11安装在线性平台组件(M‑

404 .2PD和M‑414 .3PD，Physik  Instrumente，德国)上，并连接到高精度注射泵(Cetoni 

GmbH，德国)(未示出)。所述微毛细管用于从储存容器(例如PCR管、孔板等)或从裂解的单细

胞吸入样品(Arnold ,S .A .,Albiez ,S .,Opara ,N .,Chami ,M .,Schmidli ,C ,Bieri ,A .,

Padeste ,C ,Stahlberg ,H .,Braun ,T .,2016 .Total  Sample  Conditioning  and 

Preparation  of  Nanoliter  Volumes  for  Electron  Microscopy .ACS  nano  10,4981‑

4988)，并将样品分配到DP平台1上的载网上。由于DP平台1安装在机动平台上，因此如果需

要的话在分配样品时可以移动载网20，以允许样品分布在载网20的更广泛的区域上。两个

CCD相机(未示出)允许直接观察样品沉积和扩散(侧视图和倾斜俯视图，参见图7)。其一旦
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完成，微毛细管就会缩回。

[0205] 在样品沉积之后，液体的蒸发由DP平台1的温度控制，并且可以使用激光二极管(λ

＝780nm，CPS192，Thorlabs  GmbH，德国)13和具有手动孔径(SM1D12SZ,Thorlabs,Germany)

的光电检测器(光电二极管PDA100A，Thorlabs  GmbH)14监测。激光二极管13安装在DP平台1

上方，照射载网20的沉积样品的区域。光电检测器14定位在激光二极管13的光路中的DP平

台1的下面。

[0206] 当监测系统记录的激光信号达到限定的阈值时或在用户限定的预定时间之后，样

品自动进行玻璃化。当电磁体4关闭并且适配器3和适配器7内的两个磁体咬合在一起时，触

发将载网插入到冷冻剂中，从DP平台1抽出镊子2和载网20。由于重量增加，新形成的组件下

落到竖向位置。当组件到达竖向位置时，其自动接通次级电路10，这触发大螺线管。30mm螺

线管毂将电镜载网和镊子2的尖端投入冷冻剂12(乙烷和丙烷(40:60)的混合物，在具有定

制的聚苯乙烯泡沫塑料盖的美国FEI的Vitrobot标准的制冷剂容器中液化，以在插入式冷

冻过程中最大限度地减少冰污染)。从电磁体4关闭的那一刻直到载网浸入冷冻剂中只需要

几百毫秒。镊子2现在可以很容易地手动从组件中移除(磁性连接)，并且载网20可以放置在

浸入液氮中的载网储存箱中，并随后转移到储存杜瓦瓶或直接进入配备冷冻的电子显微镜

以用于观察。

[0207] CryoWriter：控制软件

[0208] 所有仪器均通过美国国家仪器(National  Instruments)LabVIEW软件控制

(Elliott ,C ,Vijayakumar ,V .,Zink ,W .,Hansen ,R .,2007 .National  Instruments 

LabVIEW:A  Programming  Environment  for  Laboratory  Automation  and 

Measurement.JALA  12,17‑24)。使用openBEB框架(www.openbeb.org)以将每个仪器程序作

为独立插件加载(Ramakrishnan ,C ,Bieri ,A .,Sauter ,N .,Roizard ,S .,Ringler ,P .,

MQIIer ,S .A .,Goldie ,K .N .,Enimanev ,K .,Stahlberg ,H .,Rinn ,B .,Braun ,T .,

2014 .openBEB:open  biological  experiment  browser  for  correlative 

measurements.BMC  Bioinf .15,84)。诸如样品加载、沉积和冷冻插入之类的许多实验步骤

已经使用openBEB的宏语言自动化。图7示出了控制软件的屏幕截图，包括用于过程自动化

的宏窗口。

[0209] 通过780nm激光二极管实时监测水厚度

[0210] 如果载网和平台保持在露点温度，则靠近载网的微环境的相对湿度(rH)为100％。

为了防止水冷凝并允许来自载网表面的样品水的受控蒸发，平台温度需要略高于露点温

度，例如，选择温度偏移以在载网表面处产生90％rH。

[0211] (I)DP平台/载网微环境的rH和室内rH的灵敏度

[0212] 计算表明，对于从露点温度的小偏移(例如，+2℃)，DP平台微环境的rH线性相关于

在23℃室温下室内rH范围从20％变化至90％的平台温度。(图8A)。此外，对于在23℃下室内

rH范围从20％变化至90％，在平台上产生90％rH微环境所需的温度偏移变化小于0.3℃(图

8B)。因此，cryoWriter程序对室内的rH变化不敏感，并且系统不一定需要湿度控制的室，然

而，这可能是将来的应用所期望的。

[0213] 温度T下的rH，rH(T)的计算如下：
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[0214]

[0215]

[0216] 其中，E(RT)和ES(T)分别是室温RT下的实际蒸气压(帕斯卡)和温度T下的最大(饱

和)蒸气压，如Magnus公式所述(Alduchov,O.A.,Eskridge,R.E.,1996.Improved  magnus 

form  approximation  of  saturation  vapor  pressure .Journal  of  Applied 

Meteorology  35,601‑609)。

[0217] 与上述结论一致的是，当通过方案1沉积较大的样品体积时，通常足以确定样品沉

积和使用缓冲液等分试样的抽取和插入冷冻之间所需的时间滞后，不需要通过实验监测变

薄的程度。

[0218] (II)激光透射与样品层厚度的相关性

[0219] cryoWriter设备允许通过由780nm激光二极管和光电检测器组成的光学系统通过

实验监测水蒸发。这是上述的一种选项，并对沉积方案2尤为重要。测量通过载网的几乎垂

直的激光束的透射(参见图1和图2)。由蒸发引起的膜厚度变化会影响光电检测器记录的信

号幅度(图3)。为了确认这些信号变化受干涉效应支配，针对发射不同波长(780nm和405nm)

的激光二极管测量发射信号。正如从干涉理论预期的那样(图8C)，两种图案在质量上相同，

并且蓝色激光信号的正峰朝向更薄的水层移动(图8d)。

[0220] 参考标记列表
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[0221]
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[0222]
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图1
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图2

图3

图4
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图5

图6
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图7
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图8
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图9

图10
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图11

图12
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图13
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