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液体环境单分子免疫球蛋白 G 的原子力显微镜高分辨成像
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摘摇 要摇 原子力显微镜技术(AFM)具有纳米级高分辨成像能力,是研究生物大分子结构和功能的重要工具

之一。 制备合适的样品是获取高分辨成像的关键要素。 本研究结合 DNA 折纸技术,将抗原分子修饰在 DNA
折纸上,通过分子识别作用,抗体分子与抗原分子特异性结合,形成由 DNA 折纸和抗原抗体复合物构成的纳

米结构。 利用 DNA 折纸在云母表面上的吸附特点,使得抗体分子选择性地吸附在衬底表面上,由此获得了液

体环境中的单个地高辛抗体免疫球蛋白 G(IgG)分子的“Y冶超微结构形貌。 本方法简单、方便,为 AFM 在单

分子水平上检测和表征生物分子结构和功能提供帮助。
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1摇 引摇 言

原子力显微镜技术(Atomic force microscopy, AFM)具有纳米级分辨水平,且具有在近生理的液体

条件下成像的能力,已经成为研究生物分子,特别是研究单个生物分子不可缺少的重要工具之一[1 ~ 3]。
要获得高质量的生物大分子图像和数据,制备出好样品是先决条件和关键步骤。 然而,由于生物分子的

多样性和复杂性,到目前为止,还没有简便、可靠的通用样品制备方法,这在很大程度上限制了纳米水平

上对生物分子结构和功能的研究,制约了 AFM 检测分析方法在生物大分子领域中的快速发展。 目前,
形态单一的生物分子如 DNA,其分子的长宽比较大,AFM 对其有较好的识别能力,可为其结构和功能研

究提供诸多可靠信息[4,5]。 而对于结构复杂、形态千差万别的生物大分子如蛋白质分子的成像和表征

就相对困难。 目前,最常用的样品制备方法是样品干燥后在云母表面上的自然吸附,这种方法无法保证

蛋白质分子在衬底表面上的分散均匀程度和构象[6 ~ 9]。 另外一种方法是将蛋白质排列成对,制备成膜

状结构,由此来获取其高分辨的分子图像[10]。 但是,有些蛋白质在衬底表面上无法自组装成膜状结构

或限制条件较多,也就难于获得其纳米水平的高分辨图像。 对于单个蛋白质分子,尤其是在液体环境

下,就更加困难。 其难点在于无法控制蛋白质分子在衬底表面上的吸附程度、吸附取向以及吸附方向,
导致无法成像或成像十分困难。 同时,也带来了图像数据解读的一些复杂问题。 本研究利用 DNA 折纸

技术[11],发展了一种简单、方便、易行的应用于 AFM 的蛋白质制样方法。 利用 DNA 折纸的程序化编程

特点来调控蛋白质在衬底表面上的吸附数量和吸附状态,由此获取蛋白质分子的功能状态和结构信息。
抗体是一类重要的蛋白质,它在机体的免疫系统中起着十分重要的作用,担负着抵抗外来物入侵的

任务。 抗体可分为 IgA, IgM, IgG, IgD 和 IgE 五种,其中 75%是 IgG,是体液免疫应答中发挥免疫功能

最主要的免疫分子。 IgG 分子呈“Y冶型结构,可分为两个 Fab 片段和一个 Fc 片段[12,13]。 Fab 片段具有

与抗原特异性结合能力,Fc 片段具有激活补体、结合组织细胞等生物学活性。 早在 20 世纪 90 年代,采
用冷冻 AFM 的方法,人们就获得了单个 IgG 的高分辨图像,首次观察到了分散的单个 IgG 抗体分

子[14,15]。 但由于是在冷冻 AFM 中获得的,制样和实际操作难度较高,随后的进展比较缓慢。 Paulo
等[16]采用 AFM 吸引力区成像模式,得到了空气条件下吸附在云母表面上的“Y冶形抗体结构图像。
Shinichiro 等[17]在液体环境下,观察到了组装在界面上的 IgG 聚集体,为 IgG 结构研究提供了新方法。
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但是,如何获得液体下的单个 IgG 分子的高分辨成像,依然是一个挑战。
“DNA 折纸冶是一种新颖的纳米结构,其最大特点在于利用了 DNA 生物分子碱基配对原理,实现了

通过 DNA 的程序化的自组装途径来制备纳米结构。 自从 2006 年 DNA 折纸技术发明以来,已构建出一

维、二维、三维等多种不同的 DNA 折纸纳米结构。 同时,随着这一技术的出现,将 DNA 折纸做为反应

“平台冶进行数学运算、纳米器件、分子马达、单分子反应、载药、以及生物检测等研究也有了很大的进

展[18 ~ 20]。 目前,基于 DNA 纳米结构的研究依然以 AFM 为主要的检测和表征手段,通过检测 DNA 折纸

纳米结构上的形貌特征,区分和判别在 DNA 折纸所发生的变化。 实际上,这种精细的形貌变化也为研究

生物分子结构和形貌带来了独特的优势,可为生物大分子的结构表征提供一种纳米水平的检测新方法。
本研究利用 DNA 折纸纳米结构,解决抗体难以在液体环境中成像的难题。 DNA 折纸是由一条单

链 M13mp18 viral DNA 链为主,200 多条“订书钉冶链分别与其配对形成的不同 DNA 结构。 设计不同的

订书钉链,就可获得不同纳米结构特征。 我们将地高辛修饰在选定订书钉链的位置,通过抗原抗体特异

性分子识别反应,获得由 DNA 折纸和抗原鄄抗体组成的一种“超级纳米结构冶。 在含有一定镁离子浓度

的缓冲体系中,这种 DNA 纳米结构携带较多的负电荷,通过静电作用,DNA 折纸在云母衬底表面产生较

强的吸附效果。 由于抗体与 DNA 折纸是连接在一起的,借此,抗体也固定于云母表面上。 这样,即使在液

体环境下,抗体依然能够吸附在云母表面,为获取高分辨抗体分子图像提供了可能。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器和试剂

脚手架链 M13mp18 single鄄stranded DNA(NEB 公司),订书钉链和地高辛修饰的订书钉链购于生工

生物工程(上海)股份有限公司, 订书钉链序列分别与参考文献[21,22]一致。 其中,地高辛修饰的 5忆
端订书钉链替代相应位置的订书钉链。 地高辛修饰的三角形折纸订书钉链包括 A28, A31, A08, A37,
A65, A63, B28, B 31, B08, B37, B65, B63, C28, C31, C08, C37, C65 和 C63。 地高辛修饰的长方形

折纸订书钉链包括 1, 132, 52, 76, 75, 99, 181, 205, 204 和 180。 地高辛抗体(Sigma鄄Aldrich,英国),
100KD 超滤管(Millipore,美国)。 Mastercycler Personal Machine PCR 仪(Eppendorf, 德国); F鄄4500 紫外

可见分光光度计(Hitachi,日本); NANOScope 芋a AFM 系统(Digital Instrument, 美国); 原子力显微镜

探针氮化硅探针(SNL,弹性系数 0. 35 N / m,Bruke,德国)。
2. 2摇 实验方法

2. 2. 1摇 DNA 折纸和地高辛抗原位点的设计摇 利用 M13mp18DNA 为脚手架链,200 多条寡核苷酸链为

订书钉链, 通过自组装方式组装。 为了便于检测, DNA 折纸设计为两种图案,分别是边长为 120 nm 的

等边三角形和长宽分别为 100 nm 和 70 nm 的长方形[11],并且控制抗原的位置在几何图形的边缘上。
如图 1 所示,等边三角形的三条边上每边设计了三对抗原位点,使每对抗原间距离均匀分布,并且控制

两个抗原距离为 8 ~ 18 nm。 与单纯 DNA 折纸不同的是,根据抗原设计位置,将 5忆端修饰有抗原分子的

订书钉链替换掉原来序号的订书钉链,其他订书钉链数目和序列不变。 与三角形图形类似,长方形的两

条长边上也设计了类似的三对抗原分子位点,与相应抗体结合。 简便起见,本研究采用地高辛为抗原,
常规标记手段可将地高辛标记在 DNA 链的末端,便于观测地高辛抗体。
2. 2. 2摇 DNA 折纸的自组装和纯化 摇 DNA 折纸自组装和纯化参考 Rothemund 和我们先前实验的方

法[11,23],简单如下: 将 M13mp18 DNA 与订书钉链以摩尔比为 1 颐 10 的比例混合后,在 1 伊TAE / Mg2+

(40 mmol / L Tris鄄乙酸、1 mmol / L EDTA、12. 5 mmol / L MgCl2, pH 8. 0)缓冲液体系中,置于 PCR 仪上从

95益退火至 20益即可,退火速度为 0. 1益 / 10 s。
将合成好的 DNA 折纸吸入超滤管内,加 1伊TAE / Mg2+缓冲液定容到最大容积 400 滋L,于冷冻离心

机中 15益, 3000 g 超滤 15 min。 将含有多余短链的滤液倒掉,再向滤管中加入 1伊TAE / Mg2+缓冲液定容

到最大容积 400 滋L,将超滤膜倒置在一个新的管子中,15益,1000 g,10 min 超滤,将所需要的样品滤出

后用 1伊TAE / Mg2+缓冲液稀释,紫外定量,得到 DNA 折纸的浓度约 2 nmol / L,4益保存备用。
2. 2. 3摇 地高辛与地高辛抗体反应摇 抗原抗体反应条件: 抗体原液用 PBS 缓冲液(100 mmol / L NaCl,
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10 mmol / L Na2HPO4, 2 mmol / L NaH2PO4, pH 7. 4)稀释至 1000 倍后,将抗体与修饰有抗原的 DNA 折

纸(浓度约2 nmol / L)按照体积比 1颐 1 混合均匀, 25益温育 30 min 后,可制备 AFM 样品。
2. 2. 4摇 AFM 样品的制备摇 将 5 滋L 抗原抗体反应混合液滴加在新解离的云母片上,吸附 3 min 后,安
装在扫描管上,将液体池固定后,加入 30 滋L 的 TAE 缓冲液后,AFM 成像。
2. 2. 5摇 AFM 成像和分析摇 AFM 成像参数、数据处理与常规操作相同。 简单如下: 采用“J冶扫描头,以
TAPPING 模式或 PEAKING FORCE 模式扫描成像。 选择合适扫描范围,扫描速率控制在 2 Hz 以下。 调

整扫描参数,优化成像条件,获取高分辨单个抗体分子 IgG 的 AFM 图像,收集的图像使用 AFM 自带软

件平滑处理后进行分析。

图 1摇 DNA 折纸图形上地高辛分子(Digoxin)位点示意图。 左边 DNA 折纸形状为三角形,每边的外缘修饰有

6 个地高辛分子,每两个邻近分子为一组,共三组。 右边为长方形,两边分别修饰有类似的三组地高辛分子。
一个蓝色圆点表示两个距离 8 ~ 18nm 的地高辛分子。
Fig. 1摇 Schematic presentation of positions of digoxin molecules modified on DNA origami nanostructures. There
were 6 digoxin molecules fixed on one side of DNA origami. Two digoxin molecules formed a couple binding site
within a distance of 8-18 nm. Left: positions of digoxin molecules on the triangular鄄shaped DNA origami; Right:
positions of digoxin molecules on the rectangular鄄shaped DNA origami

3摇 结果和讨论

3. 1摇 修饰地高辛的 DNA 折纸的 AFM 检测

为了获取单个抗体的 AFM 图像, 首先对无抗体的 DNA 折纸样品进行了成像,考察 DNA 折纸的自

组装情况,结果(图 2)显示,吸附在云母表面上的三角形和长方形 DNA 折纸图形完整而清晰。 图 2a 和

图 2摇 液体环境下,DNA 折纸的 AFM 图像。 (a)三角

形折纸的 AFM 图像。 (b)长方形折纸的 AFM 图像。
Fig. 2 摇 Atomic force microscopic (AFM) images of ( a)
triangular鄄shaped DNA origami and ( b ) rectangular鄄
shaped DNA origami in aqueous environment.

图 2b 分别为等边三角形和长方形折纸的 AFM 图

像,三角形边长约 120 nm,长方形的长和宽约为

100 nm 和 70 nm,与设计的尺度相符合[10]。 地高辛

分子量较小,在图像上无法显示。 从图像中可以看

出,常规使用的三角形和长方形折纸,其长度为

70 ~ 120 nm的 DNA 折纸边缘平整而整齐,适合对纳

米级抗体分子的成像研究。
3. 2摇 地高辛 IgG 的 AFM 高分辨成像

在对修饰有抗原分子 DNA 折纸成像的基础上,
分别对与抗体反应后的三角形折纸和长方形 DNA
折纸进行检测和表征。 图 3 为三角形折纸与抗体反

应后的 AFM 图像。 图 3a 中,共有 5 个抗体分子,其
中的两个结合在了一个 DNA 折纸的一边上,两个分

别结合在两个三角形一边上,另外一个抗体分别结合了两个折纸的两个边上(白色框)。 图像放大后

(图 3b)可以清楚地看到,呈现出清晰的“三叶草冶形状,与 Y 形类似,为典型的 IgG 抗体分子结构形貌。
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图 4 为长方形折纸与抗体反应后的 AFM 图像。 图 4a 中,每个 DNA 折纸上分别结合有 1 ~ 4 个抗

体,抗体所体现出的状态各不相同。 图 4b 中,可以清晰地看到“Y冶形(蓝色)和多角形(红色)。 从抗体

的投影图形上可以判断出,两种形态的抗体都是由 3 部分组成。 (b)下部分图像的左侧和中间为上图

中抗体的投影图。 右侧为图 3 中抗体的投影图。 3 个投影图像都显示出了 3 个部分组成的抗体分子,
其测量尺度在 10 ~ 15 nm 之间,与 IgG 的 X鄄RAY 所获得的抗体分子尺度的数据值大小近似,两个 Fab
片段伸展可达到约 15 nm[11,12]。

图 3摇 单个 IgG 分子图像。 (a) 结合在三角形 DNA 折

纸上的单个 IgG 的 AFM 图像。 (b)为(a)中,白色方框

中抗体的放大图像, 上方为 AFM 图像,下方为黄色框

中 IgG 的投影图。
Fig. 3 摇 Images of individual IgG molecules. ( a) AFM
image of single IgG molecule binding to the triangular鄄
shaped DNA origami; ( b) enlarged AFM image in ( a)
marked with white square. The top: AFM image of single
IgG molecule; the bottom, the project image of the IgG in
(b) marked in yellow.

图 4摇 单个 IgG 抗体分子图像。 ( a) 结合在长方形

DNA 折纸上的单个 IgG 抗体分子的 AFM 图像。 (b)为
(a)中白色方框中的放大图像。 上方为 AFM 图像,下
方左侧和中间为图 4(b)中两个抗体的投影图,下方右

侧为图 3(b)的抗体投影图。
Fig. 4 摇 Images of individual IgG molecules. ( a) AFM
image of single IgG molecule binding to the rectangular鄄
shaped DNA origami; ( b) enlarged AFM image in ( a)
marked with white square. The up: AFM image of single
IgG molecule; The bottom left and middle, the projected
images of IgG in (b) marked in red and blue; The bottom
right, the projected image (yellow) of IgG in (b) of Fig 3.

摇 摇 从图 3 和图 4 中可以清晰观察到,由 3 个片段组成的单个抗体分子,形状多为典型的“Y冶型,沿着

DNA 折纸的边缘整齐排列。 其中也呈现出“V冶和“ I冶字母形状 (图 4 a 中,分别由紫色和绿色箭头所

示)。 Fab 片段是通过特异性结合方式与 DNA 折纸相连接的,相对于 Fab 片段来说,Fc 片段与衬底的吸

附能力相对较差,有时是漂浮在溶液的状态,探针扫描时,就无法获取这部分状态的准确信息,呈现出

Fc 端缺失的的假象。 所以,此时只是 Fab 片段的形貌,两个 Fab 片段形成了“V冶型结构。 “I冶字型结构

较少见,可能是抗体一个 Fab 片段结合在 DNA 折纸边缘上的结果;探针扫描时有可能使得 Fab 的一端

脱落下来;也可能是地高辛标记或 DNA 折纸组装时的缺陷原因,造成设计有地高辛的某些位点上并没

有地高辛抗原分子。 当只有一个片段 Fab 连接在 DNA 折纸的边缘上时,其余两个片段有可能远离折纸

的边缘,但依然与衬底表面有吸附,此时,探针扫描时就会呈现出不同状态。 “ I冶字形可能是未与抗原

结合的 Fab 和 Fc 片段比较靠近,或并拢在一起,而与衬底吸附程度较差所造成;或者只是一个片段吸附

在云母表面上,此时,无法分清楚是 Fab 片段还是 Fc 片段,或者是两者叠加结果。
液相环境中 AFM 的高分辨的单个抗体分子图像避免了由于空气环境成像制样时, 蛋白质分子脱

水对形貌特征所造成的影响,因此可获得真实的抗体分子图像; 而由于折纸辅助下的抗体分子能够比

较稳定地固定于云母表面上,为获取高清晰度的单个抗体分子图像提供了必要条件; 此外,在液体环境

下,由于避免了固液界面毛细力作用在抗体分子上,使得抗体分子在成像时受到的作用力可降低到极小

的水平,由此也减少了针尖效应对抗体分子结构的影响,使得测定的数据更加准确,与其实际形貌特征

相符性更好[6]。
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4摇 结 论

本研究将 DNA 折纸技术与 AFM 成像技术相结合,发展了一种简单、方便的单个生物大分子的成像

方法,获得了高分辨的单个抗体 IgG 的亚分子结构形貌图像,为免疫蛋白结构和功能研究提供了新方

法。 与地高辛类似,其它小分子如荧光分子、生物素、多肽等可通过订书钉链定位修饰在 DNA 折纸结构

上,本方法可为研究相关配体受体相关结构和功能提供反应平台。 同时,随着“点击冶化学的发展和完

善,本方法有望为其它生物大分子,特别是难于结晶的生物大分子的纳米级高分辨成像提供条件。
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High鄄Resolution Imaging of Single鄄Molecule Immunoglobulin G
Antibodies with Atomic Force Microscopy in Liquid
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Abstract摇 Atomic force microscopy (AFM) is one of important tools for studying the structure and function of
biomolecules due to its nanoscale capability. A well prepared sample was the primary key issue for high鄄
resolution imaging macromolecules. Here, by using self鄄assembly technology of DNA origami, antigens were
modified on DNA origami. Afterward, antibodies reacted specifically with antigens by a molecular recognition
way. Then, a nanostructure formed from DNA origami and antigen鄄antibody complexes. By the aid of
adsorption character of DNA origami, individual antibodies could selectively adsorb on mica surface. As a
result, the ultrastructural morphology image of a single IgG molecule, the characteristic “Y鄄shaped冶 domains,
was resolved in liquid. The way for adsorbing biomolecules on the mica surface in a liquid environment was
simple and convenient, and it may be useful to detect and measure biomoleculers at the singe鄄molecule level
with AFM.
Keywords 摇 Atomic force microscopy; Single鄄molecule; High鄄resolution imaging; Immunoglobulin G; DNA
origami
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