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·基础研究 ·

利用激光 AFM和 TEM探索肌动蛋白
体外自装配聚合结构

①

张 　军 1, 2 , 王远亮 2 , 程 　超 2 , CHEN Xin2yong3 , 何创龙 2

(1. 重庆医科大学细胞生物学及遗传学教研室 ,重庆 400016; 2. 重庆大学教育部生物力学及

组织工程重点实验室 ,重庆 400044; 3. Laboratory of B iophysics and Surface Analysis,

The University of Nottingham , Nottingham NG7 2RD , United Kingdom )

摘 　要 :细胞内肌动蛋白 ( actin)通过与 actin结合蛋白 ( actin binding p roteins, ABPs)相互作用 ,形成以 F2actin

为基础多种 ABPs参与装配的高度有序的超分子聚合结构 ,行使各种重要生理功能。在体外聚合条件下 ,不存

在 F2actin稳定剂时纯化的 actin主要通过自装配形成大尺度的聚集堆积结构 ;这种表观无序的结构体系由于被

认为不具备细胞功能活性而受到忽视。利用激光原子力显微镜 ( atom ic force m icroscope, AFM )和透射电子显微

镜 ( transm ission electron m icroscope, TEM )技术 ,对 actin体外通过自装配过程形成的大尺度聚集结构进行了细致

的观察和分析。研究发现 , actin在体外通过自装配过程除了形成无序的蛋白堆积物之外 ,还能够聚合形成复杂

的离散结构 ,包括树状分支的纤维丛、无规卷曲的纤维簇以及具有不同直径的长纤维等 ;这些大尺度纤维复合

物明显不同于在 ABPs或过量 F2actin稳定剂参与下形成的由单根微丝和微丝束构成的聚合结构。表明无 ABPs

或 F2actin稳定剂存在的情况下 ,体外聚合的 F2actin在一定条件下可进一步聚集缠绕形成复杂的纤维结构或无

序的蛋白堆积物。事实上 , actin自装配过程反映了其固有的聚合热力学特性 ,深入探索将有助于理解 ABPs在

体内 actin超分子聚合结构体系装配中的调控作用及其分子机制。
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Abstract:Actin is capable of being assembled into ordered sup ra2molecular structures in living cells based on the com2
bination between F2actin and actin binding p roteins. It can also be polymerized into comp lexes by self2assembly in vitro

which usually were recognized as seem ing random aggregates different from those assembled in cells, which were thus ig2
nored for quite a long time. In the p resent article, the laser atom ic force m icroscope, a novel tool for surface structure

exp loration, and transm ission electron m icroscope were emp loyed to investigate the large2scale filamentous structures

form ing in actin self2assembly in vitro. It was demonstrated that the actin could be polymerized into discrete filaments of
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tree2like branch structure, random coil filaments cluster and long filaments with different diameters in F2buffer besides

random aggregates. These polymerized filaments clearly exhibited the structural polymorphism and showed obvious differ2
ence from those assembled under the regulation by actin binding p roteins or phallo idin. It was indicated that the dynam ic

equilibrium of actin polymerization /depolymerization and the native conformation of F2actin were possibly responsible for

the emergence of large2scale filamentous structures by self2assembly in vitro, which in fact reflected the inherited features

of actin dynam ics. In2dep th investigation on actin self2assembly in vitro would be helpful to understand the roles of actin

binding p roteins in the regulation on the actin sup ra2molecular structures assembly in cells.

Key words: actin; self2assembly; sup ra2molecule; atom ic force m icroscope (AFM ) ; transm ission electron m icro2
scope ( TEM )

　　肌动蛋白 ( actin)是真核细胞内最保守、含量最

丰富的蛋白质之一 ,作为细胞骨架和结构的主要成

分 ,具有重要的细胞功能 [ 122 ]。 actin一般以球形肌动

蛋白 ( G2actin ) 和纤维性肌动蛋白 ( F2actin)两种形

式存在。G2actin的一级序列通常由 375个 ～377个

氨基酸残基组成 ,分子量约为 43 kD。体外溶液中 ,

在 Mg2 +或 Ca2 + , K +或 Na + ,及 ATP诱导下能够自

发聚合形成高分子量、右手双螺旋结构的 F2ac2
tin[ 324 ]。在体内 , F2actin能够通过与各种类型的肌动

蛋白结合蛋白 ( actin binding p roteins, ABPs)相互作

用 ,装配形成各种高度有序的超分子结构 ,以行使不

同的细胞功能 [ 5 ]。 actin不仅作为不可或缺的成分参

与肌球蛋白介导的肌肉收缩运动 [ 627 ] ,而且也可以通

过受调控的聚合动力学过程 [ 8 ]或凝胶 2溶液转化 [ 9 ]

介导细胞运动。除此以外 ,越来越多的研究表明 , ac2
tin参与了远比以前人们认为的更加广泛和复杂的生

命活动 ,如细胞运动、胞质分裂、细胞粘附、信号转导

及离子通道调控等等 [ 10215 ]。由于 actin在真核细胞

中担负了多种重要的生理功能 ,自从被发现以来 ,其

结构和功能成为细胞生物学和结构生物学的重要研

究内容。不仅多种 G2actin复合物晶体的原子结构已

获得阐明 [ 16218 ] ,而且 F2actin的原子结构模型也通过

纤维 X2射线衍射 [ 19220 ]和电子显微镜成像而得到建

立 [ 21223 ]。在体外聚合条件下 ,常常观察到纯化的 ac2
tin装配形成聚集的堆积结构 ;这种表观无序的结构

体系由于被认为不具备细胞功能活性 ,长期以来未

引起足够重视。此外 ,为获得良好的聚合结构 ,在

actin体内外结构、形态和功能研究中 ,微丝稳定剂

(如鬼笔环肽及其衍生物等 )得到广泛应用。由于上

述原因 ,纯 actin聚合体系在体外简单热力学体系中

(无 ABPs和工具药物干预 )自装配形成的大尺度聚

合结构极少受到关注。

我们利用原子力显微镜 ( atom ic force m icroscope,

AFM ) ,一种已广泛应用于 actin结构、功能及动力学

研究的新型表面结构分析仪器 [ 24 ]和透射电子显微

镜 ( transm ission electron m icroscope, TEM )对 actin体

外自装配纤维结构进行了研究。发现 actin在 F2缓
冲液中 ,没有微丝稳定剂存在的条件下 ,能够通过自

装配过程除了形成无序的蛋白堆积物之外 ,还能够

聚合形成各种复杂的离散结构 ,包括树状分支的纤

维丛、无规卷曲的纤维簇以及具有不同直径的长纤

维等 ,与 actin在 ABPs和鬼笔环肽介入下自聚合形

成的主要由单根微丝和 /或微丝束构成的连续网络

结构有明显的差异 [ 25226 ]。

1　材料和方法

1. 1　材料

G2actin提取自牛骨骼肌 ,纯化按照 Spudich 和

W att等人 [ 27 ]的方法改良。分离的 actin达电泳单点

纯 ,储存于 4 ℃的 G2缓冲液中备用 ; Na2 ATP、DTT购

自 Sigma, Tris2base、Tris2HCl购自 Promega, 其余试剂

均为国产分析纯 ; CSPM 22000we型原子力显微镜为

中国科学院化学研究所本原纳米仪器有限公司生

产 ,使用 NANOPROBETM NP型 Si3 N4 探针。

1. 2　方法

1. 2. 1 　溶液配制 　G2缓冲液 ( 2 mmol/L Tris2Cl,

pH 7. 5 , 0. 2 mmol/L CaCl2 , 0. 5 mmol/L DTT, 0. 2

mmol/L ATP) 和 F2缓冲液 ( 5 mmol/L Tris2Cl, pH

7. 5, 2 mmol/L MgCl2 , 100 mmol/L KCl, 0. 5 mmol/L

DTT, 0. 5 mmol/L ATP) 均按常规方法制备 ,所有使

用的溶剂和新鲜配制的溶液均通过直径 0. 22μm的

滤膜过滤去除颗粒。

1. 2. 2　TEM 负染色样品的制备 　实验组使用普

通 F2缓冲液 ,对照组加入过量鬼笔环肽到 F2缓冲液

中 ,使最终溶液中的鬼笔环肽与 G2actin的分子比达

到 5 ∶1 或以上 ,使聚合体系中的鬼笔环肽充分过

量 ;分别用实验组和对照组的 F2缓冲液将 1 mL纯化

G2actin精确稀释至 100 mL,使溶液中 G2actin的最终
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浓度为 5μg/mL ,然后将样品置于 37 ℃恒温箱中孵

育 30 m in使其聚合。聚合完成后 ,在 300目的铜网

上滴加适量待测溶液。沉降 15 m in后 ,小心吸去多

余的液滴 ,然后按照负染的常规方法制成待测样品。

1. 2. 3　AFM待测样品制备 　用 F2缓冲液将 1 mL

纯化 G2actin精确稀释至 100 mL,使溶液中 G2actin的

最终浓度为 5μg/mL ,然后将样品置于 37 ℃恒温箱

中孵育 30 m in使其聚合。聚合完成后 ,在新鲜剥离

的、经 F2缓冲液浸润的云母表面 ( 1 cm ×1 cm) 滴加

5μL待测溶液 ,使蛋白能够良好分散。沉降 15 m in

后 ,自然脱水以尽可能维持 actin真实的聚合结构 ,制

成待测样品。

1. 2. 4　TEM和 AFM成像 　样品制备完成后不经

过任何物理和化学处理 ,立即在室温下 ( 25 ℃)用

TEM和 AFM成像 (接触模式 ) 。原子力显微镜采集

的图像保存为 BMP格式 ,储存在电脑中做进一步的

分析。上述所有操作均在超净工作条件下进行 ,以

避免污染。

2　结果

2. 1　复合纤维结构负染色的 TEM观察

在过量微丝稳定剂鬼笔环肽介入下的 actin体外

聚合实验中 (图 12A ) ,单根微丝为主要的聚合纤维

成分 ,普遍较长 ,单独存在或在沉降过程中形成由取

向不同的微丝组成的交联结构 ,分布较均匀 ;还能观

察到少量由数根微丝构成的微丝束和纤维分支等简

单聚集结构 ,但观察不到大尺度的复杂纤维结构 ;无

干预条件下 (图 12B, 图 12C, 图 12D和图 12E) , actin

体外通过自装配过程主要形成离散的、大尺度的复

杂纤维结构 ,分散的单根微丝很少。具有较粗直径

的长纤维很常见 ,而且较长的纤维一般直径较粗 ,多

有分支产生 ,在纤维结构的周边区域存在大量的蛋

白堆积物 ,可能通过沉降过程形成。为进一步对无

干预条件下 actin自装配纤维结构进行观察和分析 ,

下面利用 AFM开展了后续研究。

图 1　TEM下观察到的大尺度 actin纤维结构

Fig. 1　The large2scale filamentous actin structures under TEM

2. 2　复合纤维结构的 AFM观察

2. 2. 1　聚集的纤维结构体系 　无干预条件下 , ac2
tin在体外通过自装配能够聚合形成大尺度的树状分

支纤维丛结构和聚集的、相互缠绕的无规卷曲纤维

簇 (图 22A , 图 22B ) ,和 TEM负染结果完全一致。在

更大尺度上 ,分支纤维结构的侧支进一步缠绕形成

更复杂的聚集结构 (图 22C) 。同时也能观察到无序

蛋白堆积物 ,其形成可能与样品的制备过程有关 (图

22D ) 。

观察表明 ,树状分支结构的纤维丛由多级纤维

分支形成 ,纤维成份间的相互作用和 F2actin动力学

过程的动态平衡可能是树状分支结构产生的必要条

件 ,但详细的聚合动力学机制还有待进一步研究。

无规卷曲的纤维簇由大量的纤维互相缠绕、簇集在

一起形成 ,呈无规律的卷曲分布状况 ,推测与树状分

支结构的纤维丛有很强的同源性。二者可能为聚合

过程中不同阶段的产物 ,具有不同的空间拓扑构象。

更大尺度上的复杂聚集结构可能由上述两种纤维结

构在 actin自装配动态演化过程中通过分支纤维间的

相互作用所形成。
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图 2　肌动蛋白大尺度聚集结构的 AFM图像

Fig. 2　AFM images of large2scale actin aggregated structures

图 3　不同直径的肌动蛋白纤维

Fig. 3　Actin filaments with different diameters

2. 2. 2　不同直径的 actin纤维结构 　在 AFM样品

的不同区域 ,可观察到 actin通过自装配过程能够聚

合形成不同直径 ( 7 nm～3 5 nm )的长纤维。最小

直径的纤维 ,结构参数与单根天然 (无鬼笔环肽或其

它分子结合时的 ) F2actin基本一致 [ 20 ] (图 32A ) ;此

外 ,还有大量具有较大直径和分支结构的纤维出现 ,

表明有不同于单根微丝和微丝束的高级纤维结构产

生 (图 32B , 图 32F) 。目前初步判断 ,观察到的高级

结构可能是由单根微丝通过非共价作用 (氢键 ,范德

华力和静电作用等 )进一步形成的有序结构 ;推测微

丝间的相互缠绕或形成 (多级 )螺旋可能是高级纤维

结构的主要构成方式。

3　讨论

事实上 , actin自装配过程反映了 actin固有的聚

合热力学特性。在体外 actin通过自装配过程除了形

成蛋白堆积物体系 ,还可形成大量复杂的、大尺度的

离散纤维结构 ,这些纤维结构分布比较分散 ,彼此间

缺乏联系。以单根 F2actin形式存在的纤维很少 ,而

且较短 ;较长的纤维一般直径较粗 ,多有分支产生 ,

很难找到由单根微丝组成的交联网络。然而 ,在微

丝稳定剂鬼笔环肽介入下的 actin体外聚合实验中 ,

单根微丝为主要的聚合纤维成分 ,普遍较长分布较

均匀。由单根微丝交联而成的网络结构比较常见。

一般还能观察到由单根微丝构成的简单分支结构和

微丝束 ,但不能观察到大尺度的复杂纤维结构形

成 [ 25227 ]。在体内 , F2actin和 ABPs共同装配形成高度

有序的超分子体系 ,一般以网络状或束状形式存在 ,

不会形成簇集的、大尺度的树状分支结构。分析表

明 ,虽然细胞内没有诸如鬼笔环肽 , Jasp lakinolide[ 28 ]

这样的微丝稳定剂 ,但细胞内分布大量具有调控 ac2
tin超分子体系装配的 ABPs [ 1 ]。现在认为 , ABPs在

actin超分子体系中 ,不仅作为 actin骨架系统的功能

成分 ,更为重要的是作为装配体系的结构调控元素。

在 ABPs的调控下 ,可以阻断 F2actin的自发聚集行

为 ,转而形成更加有序的超分子结构体系 ,以担负不

同的细胞功能 [ 29230 ]。因而 actin在体内复杂的生物

热力学条件下通过受调控聚合过程不会形成体外自

装配产生的大尺度聚集纤维结构。

根据对鬼笔环肽作用方式和 actin聚合动力学的

了解 ,可以对反映 actin固有热力学特性的自装配纤

维结构形成过程进行简单定性的热力学分析。鬼笔

环肽及其荧光标记衍生物广泛应用于 actin在体和离

体结构、功能及形态学研究 ,在这些工具药物的帮助

下 ,获取了大量关于 actin结构和细胞生命功能的重

要信息。虽然 ,微丝稳定剂鬼笔环肽与单根 F2actin

结合后 ,对微丝分子结构本身影响较小 [ 20 ] ,但它能

阻止微丝解聚合而稳定微丝结构 ,从而破坏微丝聚

合 /解聚合动力学过程的动态平衡 ,改变 actin的聚合

动力学机制。在体外简单热力学体系中 , actin自装

配为单纯的、无干预的热力学过程 ,完全受其内在的

热力学特性所驱动 ,其聚合动力学机制一般遵循非

稳态的踏车模型。在没有微丝稳定剂存在时 , actin
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自装配形成的微丝处于聚合 /解聚合动态平衡中 ,微

丝长度相对较短 ,不易形成大范围的交联纤维网络 ,

但微丝之间一旦相互接触 ,便可能通过非共价结合 ,

发生进一步的相互作用 ,缠绕或螺旋 ,形成实验中观

察到的、复杂的离散纤维结构。而且 ,微丝间的相互

作用增加了 actin亚基之间的结合力 ,这可能对稳定

微丝结构发挥了重要的作用 ,导致复杂的高级纤维

结构大量 ,而单根 F2actin由于处于热力学非稳定状

态 ,难以在实验中被观察到 ;在鬼笔环肽存在时 , ac2
tin聚合动力学机制发生改变 ,踏车行为不再出现 ,聚

合的微丝长度能够不断增加 ,形成很长的单根微丝 ,

使微丝之间容易产生相互交联 ,同时 ,由于鬼笔环肽

与微丝结合后 ,会占据 actin空间构象的特定位点以

及微丝硬度的增加 [ 20222 ] ,干扰了交联微丝间的进一

步相互作用 ,阻止更为复杂的聚集纤维结构产生 ,因

而只能形成主要由单根微丝和微丝束组成的纤维网

络 [ 25226 ]。上述分析表明 , actin正常的聚合 /解聚合动

态平衡及微丝固有的天然构象可能是大尺度复杂纤

维结构产生所必需的热力学条件。

对 actin体外自装配动力学及其纤维结构多态性

的分子机制进行深入研究和探索 ,无疑能够为揭示

ABPs对 actin体内动力学过程的调控机制、以及阐明

依赖于聚合动力学过程而形成的 actin超分子结构体

系的多变性提供重要的理论依据和指导 ,并有助于

理解生物大分子装配动力学、超分子结构多态性和

细胞功能多样性之间的内在联系。
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·科技信息 ·

关于召开“中国遗传学会第十届
全国激光生物学学术会议 ”首轮通知

经中国遗传学会批准 ,“中国遗传学会第十届全国激光生物学学术会议 ”拟在华中科技大学召开。会议的组织、接待及

参观考察等诸项工作委托武汉光电国家实验室 (筹 )、生物医学光子学教育部重点实验室 (华中科技大学 )以及激光生命科

学教育部重点实验室 (华南师范大学 )承办 ;会议论文的审稿、论文录取、出版等工作由《激光生物学报 》编辑部负责。现将

有关情况通知如下。

一、会议主题 　激光生物学的发展和应用

二、征文内容

1. 激光生物学和生物光子学的基础研究 ;

2. 激光生物医学、光子中医学的基础研究及其临床应用 ;

3. 激光整形、美容的研究与应用 ;

4. 激光针灸在人类、动物中的临床应用与基础研究 ;

5. 离子束生物工程的基础与应用研究 ;

6. 辐射生物学 (含激光育种、辐射育种、空间育种等 )的基础与应用研究 ;

7. 激光生物技术 (含微束照射技术、光镊技术、光谱技术、共聚焦扫描显微技术、细胞分流技术等 )及其仪器的研制、应

用。

三、时间安排 　2008年 11月 27日 ～11月 29日

四、会议论文

1. 凡参加学术会议者 , 请提供 800字以内的中文摘要。论文摘要截止日期为 10月底。

2. 凡经审查合格的会议论文全文 ,将在《激光生物学报 》予以发表 ,不另出专辑。

五、联系人

付 　玲 :华中科技大学 武汉光电国家实验室 (筹 )生物医学光子学研究部 G30 (邮编 : 5430074 ) ;电子信箱 : lfu@mail.

hust. edu. cn ;亦可直接与《激光生物学报 》编辑部联系。地址 :长沙市岳麓山湖南师范大学生命科学学院内 (邮编 :

410081) ;电子信箱 : jgswxb@ hunnu. edu. cn;网址 : http: / /www. jgswxb. net

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　主办单位 :中国遗传学会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　承办单位 :武汉光电国家实验室 (筹 )

生物医学光子学教育部重点实验室 (华中科技大学 )

激光生命科学教育部重点实验室 (华南师范大学 )
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