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摘 要 随着后基因组时代的到来以及蛋白质组学研究的深入开展
,

研究蛋白质晶体生长成为生物化

学和结构生物学领城一个广泛关注的课题
。

通过使用原子力显微镜 而 场
,

简称

灯 对杜仲杭真菌蛋白 二 肛吐加
,

简称 的晶体在有母液存在下原位实时动态地
进行了晶面生长观察

。

研究结果表明 不同过饱和度对 即 晶体生长形貌的影响较大
,

较高的过饱和度
下生长很快

,

生长台阶密度高
,

较高的过饱和度下主要进行各向异性二维台阶的发生
、

发展
,

较低的过饱和

度下主要采用蛛旋位错的生长方式
,

当过饱和度极低时生长缓慢
,

且晶体表面有很多小孔存在
,

晶面生长

很不完整 还对不同过饱和度下晶体生长速率进行了定童的测量
,

也反映了过饱和度对 即 晶体生长的
影响 同时对在 观察过程中由探针的扫描速度和方向对表面形貌的影响进行了讨论

。
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自从 年 耐 等人首次利用原子力显微镜
在溶液里得到固体材料表面的高分辨率的图像

以来
,

这一技术得到了广泛的应用
。

随后
,

在

年 等人首次对在有母液存在下溶菌酶晶体
表面台阶生长情况进行了报道

,

从而使得 开始进
人到蛋白质晶体的研究领域川

。

近年来
,

这一技术得到

越来越广泛而深人的应用
,

现已用于生物大分子 蛋白
质

,

核酸和病毒及其复合物 的晶体生长研究
,

包括生物
大分子晶体生长中的杂质的影响阁

、

生长的缺陷结构问

题 ’及控制晶体生长的机理的有关问题卜
,

并取得了

很大的进展
。

随着后基因组时代及蛋白质组时代的到
来

,

以蛋白质为中心的生命科学时代将走上历史舞台
,

以生物大分子晶体生长为基石的结构生物学将显得尤
为重要

一 。

这就使得研究生物大分子的晶体生长成

为今后生物学领域里的一个重要课题
。

由于生物大分子在许多方面具有独特的性质
,

在
成分

、

结构
、

表面特点和表面势能上都相当复杂
,

并且
表现出比小分子单位尺寸上的格子相互作用较少

,

这样就使得要想通过简单的结晶方法来得到合用的单
晶是很难的

。

科研工作者只能通过尝试法或炒菜法来
进行生物大分子单晶体的生长试验

’”一川
,

研究蛋白质

晶体生长机理并从中得到规律来指导晶体生长实验成
为晶体学家们关心的问题

。

就目前来看
,

使用原子力

显微镜来进行生物大分子晶体生长的研究是最有效的

方法之一
。

为了研究 蛋白质晶体生长
,

笔者利

用原子力显微镜 对 晶体进行了有母液存

在下的原位实时动态观察
,

以弄清蛋白浓度对晶体表

面形貌的影响
。

材料和方法

仪器和试剂
原子力显微镜 二 阎比 肠 , 劝

曲
,

毛拍 山加勿切

一 型紫外分光仪 山川 呷
田永公司生产的超尖的 针

,

滋
。 ” 数据收集及图像处理软

件
、

和仆
泊 刃

叩 玩。
。

即 蛋白是经分离提纯后的冻
干成粉再用二次重蒸馏水配 酬 溶液

,

醋酸钠
、

冰醋酸均为分析纯试剂
。

晶种生长及 图像采集处理

实验所用 即 晶体采用悬滴气相扩散法培养
,

在进行 实验前已对优质晶体生长的条件和可重
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复性进行了系统的研究
,

并获得明确的结果 〔”〕
。

结晶

实验表明
,

该蛋白质在比较宽的 值范围 约为
一 内均可结晶

。

灯 实验中所用的结晶条件为
扩 的 即 蛋白质溶液与池液 用
。和 心 配制而成

,

声 约为 以等体
积混合

,

并与池液平衡
,

于 ℃恒温箱静置结晶
。

若

静置 后用干净的针尖稍微搅动悬滴则更易获得单
晶
。

在该条件下
,

晶体容易培养
,

而且易于重复
。

即 晶体外形与晶体学面的关系
,

即晶面指标
,

用

射线衍射方法确定
。

取尺寸大小合适的 即 晶体出
现时

,

选取长在玻片上的晶体
,

小心地连同玻片一起转

移至一个密封的有母液的原子力显微镜液池中进行操

作
。

在观测和采集原子力显微成像图时分别使用了接
触模式 和轻敲模式

。

考

虑到蛋白质晶体松软的特性
,

操作 系统时采用如
下参数 悬臂力常数约为

· 一 ’ ,

振动频率为
一 ,

扫描速度为 一 ,

并在实际观察过程

中用软件进行微调以使系统稳定工作
,

减少噪音
。

为高的台阶密度 如图 所示
,

即单位时间内晶

体表面进行横向生长的台阶数量多
,

难以用灯 对生
长台阶进行连续的捕获

,

这说明这种浓度下的晶体具

有快速生长的特性 在较高蛋白质浓度下
,

砰 晶体
表面生长表现为二维台阶生长模式 如图 所
示

,

蛋白质分子从溶液中沉积下来
,

在晶体表面经过

吸附及位置调整后在晶体表面形成新的生长层
,

然后

在进行横向的扩展
,

从而形成一个完整的表面生长层
,

并且从图上也可以看出台阶生长各向异性 而在较低
的蛋白质浓度时

,

晶体表面却是以一种螺旋位错的方

式进行生长 如图 所示
,

从图上可以看出该浓

度下的 即 表面的螺旋是各向异性
,

即沿不同方向

其生长速率不同 当过饱和度很低时
,

溶液中的蛋白质
浓度也很低

,

这时晶体生长所需要的蛋白质来源少
,

溶

液中的单位时间里的传质量也减少
,

这时就导致了晶

体表面生长不完整
,

在原子力显微镜下所看到的很多

小孔就说明这点 如图 所示
,

而且在经过长时

间观察后这些小孔洞没有明显消失的迹象
。

结果与讨论

由于生物大分子晶体具有 自身独有的特点和性

质
,

如 组成复杂
、

分子量大
、

具有一定柔性及含水量大
等

,

所以结晶过程总是在很高的过饱和度下进行的
。

高的过饱和度有利于晶核的生成
,

但是过饱和度升高
就会导致晶核数量过多

,

从而使得晶体难以长成较大
的尺寸

,

浓度如果很低就会导致溶液中的晶体生长的
营养不够

,

而使得晶体生长受到限制〔”
。

笔者在实验

中所用的 即 晶体生长的溶液浓度相对较低
,

在此

使用原位实时动态的原子力显微镜观察 晶体表
面形貌变化

,

主要是通过改变 蛋白质溶液的浓

度来观察其晶体的 面在相应的浓度下的生长形

貌变化
,

并定量测定过饱和度对晶体生长速率的影响
以及扫描速率和针尖对晶体表面的影响

。

不同过饱和度下 即 晶体生长形貌变化
过饱和度 , 坛

。 ,

其中的 为样品溶液中

的蛋白质的起始浓度
,

而 则表示溶液中的晶体生长

处于平衡状态时的蛋白质浓度
,

平衡浓度
。

采用紫外

吸收法 在 处进行测定得到
。

在保持沉淀剂及缓冲剂浓度和溶液 一定的情

况下 的 。 ,

通过改变蛋白质的初始浓

度来改变过饱和度
,

分别在 , 为
, , ,

时进行了 晶体表面形貌的观察
,

从而对其

表面生长情况进行观测
,

相应原位实时动态的原子力

显微成像图分别为图
、 。

从这一系列的 晶体表面变化图可以看出

由于起始浓度的不同对其生长有很大的影响
,

在高的

蛋白浓度下晶体生长速度很快
,

在 扫描图上表现

图 不同过饱和度下 卯 晶体生长形貌的变化
以上各图均为 线扫描

,

扫描尺寸

卿 卿
,

扫描速率 行 。

以上现象可能与 即 蛋白分子较小
,

且分子间

的相互作用较强
,

因而在蛋白分子或分子团簇比较容
易从溶液相进人固相的晶体表面并在晶体表面进行新
一层的生长

。

另外利用蛋白质分析软件 一

版 “ 〕对 晶体中各种相互作用分

析表明 一个 分子与周围的 个相邻分子间有

个残基间的相互作用
,

其中有 个是强的相互作
用

,

有 个较强作用
,

其余为较弱相互作用 间距小
于

。

在 个较强的作用中只有仅两个作用对结

晶学 方向有贡献
,

而对结晶学 方向上只有两个强
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的相互作用
,

其余大部分都与 。方向上的作用相关
,

这

表明 在 。方向上分子间的相互作用较其余两个方向

都强
。

正是由于在 即 晶体中各 分子间的相

互作用的差别
,

使得 在结晶过程中
,

当分子或分
子簇从溶液相进人到晶相时受到不同方向上作用力

,

从而表现出表面形貌上的不对称
,

进而影响到整个晶

体的外貌
。

溶液过饱和度对晶体生长速率的影响
实验中通过对不同过饱和度的 晶体母液

的进行原位实时动态的观察
,

使得 能在连续变化

的晶面形貌图进行生长台阶的捕获
,

并经专业的

图像处理软件 对图像中的台阶变化及对应台阶

沿不同结晶学方向传播的相对位置及扩展时间进行处

理分析
,

然后计算出 晶体的 面上的台阶传

播生长速率
,

得到如下结果

当过饱和度 , 大于 时
,

难以进行测量和

表征

当过饱和度 。 降至 时
,

沿结晶学 。方向台

阶速率约为 刀功了 沿 方向台阶速率为 翔了

当过饱和度 。为 时
,

其台阶传播速率为
沿 。方向台阶速率为 名 献

。 沿 方向台阶速率为
功了叭

当过饱和度 。为 时
,

表面主要进行

的是螺旋生长
,

生长速率较为缓慢 沿 。方向台阶速率
为 功了。 沿 方向台阶速率为 了

。

从以上熬据可以看出
,

蛋白质晶体在生长

过程中其生长速率受到过饱和度的影响很大
,

过饱和

度越大生长越快
,

越小则越慢
,

这是因为受到了溶液中
的浓度梯度和传质作用大

。

实际工作中还发现当过饱
和度再高时尽管晶体的出现和生长的速度都很快

,

但
晶体质 却不好

,

容易出现多晶体
,

而过饱和度太低晶

体生长过慢不利于晶体的长大
,

有时甚至还会出现由
于溶液过稀而使得晶体外形欠佳甚至表面出现空洞

,

从而影响晶体对 射线的衍射能力
,

通过 实验

能够为进行晶体生长的工作者如何寻找合适的生长条

件提供一个重要的参考
。

扫描速率和方向对晶体表面形貌的影响
由于蛋白质晶体生长的特殊性

,

整个实验只能在

有母液存在下进行工作
,

当蛋白质晶体处于溶液中时

本来就比较疏松的晶体表面变得比较容易受到外界的

干扰
。

在观察 蛋白晶体生长实验中发现
,

由于

扫描速率 行 和方向的不同使得晶体表面呈现不

同形貌
,

如图 所示
。

这两张图是在较低过饱和度下

将晶体转人工作台后
,

在整个系统稳定后对 晶

体 川表面进行扫描得到的
,

图 是由下而上进

行的扫描
,

图 则是由上而下地进行扫描得到
,

从

这两张连续的扫描图上可以看出
,

两图均为螺旋位错

的生长方式
,

但两图在生长中心的形状及台阶的扩展

方向上有所不同
,

即发生了局部变形
。

图 不同的扫描速率和方向所引起

的 砰 晶体表面形貌变化
以上两图为 线连续扫描的图

,

扫描尺寸

卿 卿
,

扫描速率 行 。

以上现象可能是由于该蛋白质晶体的生长速度较

快
,

并且在生长初期时
,

溶液的蛋白质浓度较高
,

使得

晶体表面附近的浓度梯度较大
,

当扫描探针在压电陶

瓷带动下进行快速扫描时就会扰动了晶体表面的浓度
场

,

从而表现出在两张连续图上的表面形貌略有不同
。

同时由于蛋白质晶体表面本身仍具有一定的柔性
,

而

探针针尖即是刚性的
,

当在进行快速成扫描时
,

就可能

对表面分子或分子团簇的吸附及其在晶体表面的位置

调整有影响
。

当控制仪器使之只进行同一方向上的快

速扫描和将扫描速率减小后发现这种现象消失了
,

且

整个晶体表面的形貌稳定
,

这更充分说明了扫描速率
及方向对晶体生长的影响

。

因此
,

在实际晶体生长过

程中由于外界因素造成体系不稳定 如地面振动等
,

会影响到实际晶体质量
,

应该保持体系的穗定使得生

长出的晶体才可能具有较高质量
。

结 论

用 对杜仲抗真菌蛋白的晶体进行在其生长

条件下的 面原位实时动态的观察
。

发现

蛋白质晶体在不同过饱和度下晶体表面的生长方式各
不一样

,

高浓度时为高密度台阶生长 在较高浓度时为

各向异性的二维台阶生长 在较低浓度时则表现为各
向异性的螺旋台阶生长 在低过饱和度下台阶生长缓

慢且晶面生长不完整
。

对不同过饱和度下晶体生长作
定量测量 当 , 时

,

晶体的 面上生

长速率很快
,

难以进行测量和表征 。 为 时
,

台阶

沿不同结晶学 。方向台阶速率约为 栩了 方向

台阶速率为 耳了 过饱和度 , 为 时
, 。方向台

阶速率为 旦 耐 方向台阶速率为 功了 , 过饱

和度 为 时
,

表面呈现为螺旋生长
,

生长速

率较为缓慢 。方向台阶速率为 耐
。 方向台阶

速率为 。 以上说明 溶液的浓度对晶面
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生长形貌及生长速率都有较大的影响
,

这可能与其晶

体内部晶格堆积中分子间的相互作用相关
,

如氢键
、

范

德华力以及残基间的接触面大小等 实验中还发现扫

描速度及方向对晶体生长都有影响
,

这说明晶体生长

过程中的表面扰动对晶体生长也有一定的影响 由于

晶体生长具有极为快速的生长特性
,

研究这种

晶体的生长机理将对以后进行高通量的结构基因组学

的研究工作很有帮助
,

具有很重要的意义
。
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