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摘　要 : 用原子力显微镜 (A FM)研究了天花粉蛋白 ( Trichosanthin , TCS)晶体表面的斜锥形成核

过程. 对不同过饱和度下 (σ= 1. 02～1. 65)的 TCS 晶体成核过程进行了全方位的跟踪观察. 发现

在结晶前期 ,体系先采用线型生长 ,生长成链状聚集体 ,再进行侧向链间结合 ,最后形成不对称三

维斜锥形核 ;在后期的成核过程中 , TCS 分子以尺寸不一的球形聚集体存在 ,并依次连接成串 ,进

一步形成斜锥形核. 通过 A FM 实验 ,详实地观测了 TCS 晶体生长的斜锥形成核过程 ,并从结构生

物学角度阐释了这一成核现象的微观机制 ,给出了两种的成核途径.
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　　结晶过程是体系中发生相变的过程[125 ] , 其间

伴随着晶核的形成以及后续生长. 通常认为 ,这些

晶核的结构是由分子或原子紧密排列而成的三维

连续体[627 ] . 成核过程需要克服一定的能垒 ,这是与

溶液体系的过饱和度及结晶体系性质相关的.

由于结晶体系的复杂性 ,生物大分子结晶一直

是倍受关注的研究领域. 经典的结晶理论认为 :在

结晶条件下 ,溶液中的分子趋于形成球形聚集体

(有一定大小尺寸的称为晶核) . 但由于受研究手段

的限制 ,对成核过程中所形成的真实核结构了解并

不多. 尽管目前很多手段已应用于晶体生长研究 ,

如 : 动态光散射 ( Q EL S) [8210 ] 、原子力显微镜

(A FM) [11212 ] 、小角 X2ray 散射[13 ] 、中子衍射以及计

算机模拟[14215 ] , 仍然很难得到与晶核结构相关的

详实细节. 成核过程是溶液中的分子在已形成的聚

集体上进行吸附与脱离的动态过程 ,实际的成核路

径可能各不相同 ,但何种方式是能量最优的、最利

于晶核形成的过程 ,目前尚不明确[ 16 ] .

结晶过程分为 3 个阶段 :成核、成核后生长和

生长终止[17 ] . 要了解晶体生长的全过程 ,对每个

阶段都需要进行观察. A FM 具有高的水平和垂直

分辨率 ,可用于物质表面高分辨率的观测. A FM

现已作为一个重要的手段在各个领域中得到广泛

的应用 ,尤其是生物大分子晶体生长研究方面 ,用

A FM 研究过的 32D 成核的大分子有 : STMV [ 18 ] 、

t haumatin[19 ] 、t2RNA [20 ] .

天花粉蛋白是一种从葫芦科植物瓜萎的块根

中分离得到的碱性单链蛋白 (分子量为 27 141) ,含

有 247 个氨基酸残基 ,是 I 型核糖体失活蛋白

( RIP) . TCS 可形成单斜和正交两种形式的晶体

(空间群分别为 C2 和 P212121) [ 21222 ] . Li 等首先报

道了有关 TCS 晶体的动态生长情况 ,认为 TCS 晶

体 (001)面上有两种生长方式 :沿 < 110 > 方向上呈

鳞状 ( scalelike ) , 沿 < 110 > 方向上呈圆顶状

(domelike) [23 ] . 本文将报道正交晶系的 TCS 晶体

(空间群为 P212121)在不同结晶条件下发现的斜锥

形成核生长现象 , 并对其完整的生长过程进行观

测 ,探索其微观机制.

1 实验部分

1. 1 TCS 晶种生长

TCS蛋白粉末购自上海东风生物制剂厂 ,并做

了进一步纯化. 用于 AFM 研究的晶种通过汽相扩

散法进行生长 :采用等体积的 15 g/ L TCS 溶液 (与

Li 等所采取的浓度不一样) 和缓冲液配成10μL悬

滴 ,池液为含有 0. 5 mol Na3 Cit (p H = 5. 4)和 2 mol

KCl 缓冲液 ,在 20 ℃生化培养箱中结晶.数天后即有

合适的晶体出现 ,然后小心地将晶体转至 AFM 工
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作台上的密封液池中进行动态观察.

为了研究整个成核过程 ,制备了 6 个系列的实

验样品. 每隔 1 d 取其中的母液 1μL ,用相同的缓

冲液稀释至 1 mL . 然后取稀释后的溶液5μL ,滴加

到新撕开的云母片上 ,经干燥后备用.

1. 2 TCS晶体成核 AFM 实验

采用 AutoProbe CP Research 原子力显微镜

(Park Scientific Instruments) 进行观测 ,用 Data Ac2
quisition(1. 6 beta)进行 AFM 控制和数据采集工作.

所得 AFM 图片经 Image Processing and Data Analy2
sis ver. 2. 1 ( ThermoMicroscopes , Copyright λ 1998)

进行处理 ,以去除噪音. 为了得到高质量的图像 ,采

用弹性系数低 ,针尖曲率半径小 ( < 10 nm) 的

CSC12/ 50 和 NSC12/ 50 ( http :/ / www. spmtips.

com)作为探针.溶液的过饱和度表示为 : (σ= ln(C/

Ce) , 平衡浓度 Ce 用BCA 法测得.

2 结果与分析

2. 1 天花粉蛋白晶体动态生长

通过对各种尺寸的 TCS 晶体进行长时间动

态观察后发现 ,在晶体的 (001) 面上没有发现多

数大分子晶体所采取的二维台阶及螺旋成核生

长方式 ,而是以一种奇特的斜锥形成核 (见图 1) .

这些核的尺寸从几百 nm 长、几十 nm 宽到几μm

长、几百 nm 宽不等 . 根据 X射线单晶衍射分析晶

体取向 ,发现这些核的排列与晶体的 < 110 > 方

向一致 . 斜锥状的晶核在图 1 中分别以 22D 和

32D形式列出 .

图 1 　AFM 观测到的 TCS 晶体 (001)面上的斜锥状核 (扫描尺寸 :10 ×10μm2 )

Fig. 1 　Scalene cone2shaped nuclei on the [001 ] face of TCS crystal (scan size 10 ×10μm2 )

a. 正在嵌入到晶格中的几个晶核 ; b. 对左图中的晶核进行 3D 显示 , 可看出明显的斜锥状 (箭头表示) .

2 . 2 天花粉蛋白晶体斜锥形成核过程

为了说明晶体成核过程分子聚集体的发展过

程 ,首先对起始蛋白溶液中的 TCS 存在状态进行

观察. 将 15 g/ L 的溶液用纯水稀释至原来的 1026

倍 ,并加到新撕开的云母片上进行 A FM 观察. 经

分析发现平均尺寸约为 25～33 nm ,部分为 50～60

nm. 考虑到 A FM 本身的非线性、拉伸效应等误

差 , 可认为 TCS 分子是以单分子形式存在于水溶

液中的.

图 2 显示了成核过程中 TCS 分子的聚集情况

(σ= 1. 02～1. 65) . 图 2a - e 显示的是前 5 d TCS

的结晶过程 ,溶液中的 TCS 分子相互作用并以链

状形式进行聚集. 在第 1 天的结晶中 ,大多数的单

分子形成较大的聚集体 (见图 2a) . 这些聚集体呈

椭球状 :长径为 75 nm ,短径为 28～33 nm. 从图 2b

中可看出 ,经过 2 d 的结晶生长 ,聚集体继续长大

到 100 nm～150 nm 长、35 nm 宽 , 相当于含有 3～

5 个分子 ,说明 TCS 分子首先沿一个方向上加长.

图 2c - d 表明聚集仍然在增长加宽 ,尺寸可达 160

～300 nm 长、70～90 nm 宽. 4 d 后 ,体系即可出

现微晶 ,过饱和度达到最高 (μ = 1. 65) . 此时 ,32D

核已经形成 ,它们的平均尺寸为 :350 nm～430 nm

长和 110～140 nm 宽 , 对应于 3～4 分子链 ,含有

约 30～50 个 TCS 分子 (见图 2e) .

在体系经过长时间的放置后 (大约 20 d 左右) ,

TCS晶体已达到相当大的尺寸 ,为 0. 8 ×0. 7 ×

0. 5 mm3 ,体系达到平衡且晶体不再生长 ,体系中的

过饱和度变得相当低.同样 ,对此时的结晶体系采用

类似的方法进行 AFM 观测 ,发现体系中存有大量

的球状聚集体 ,其尺寸为 250～300 nm ,未发现有链

状聚集体存在. 从图 3a 和图 3b 中可以看出 ,这时

TCS的聚集明显与前期的不同 ,主要以球状形式存

在 ,较大的为220～250 nm ,小的为150～170 nm. 它

们从小到大依次进行连接形成 32D 结构 (见图 3c) .
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图 2 　TCS 晶体生长溶液中分子聚集态变化系列图

Fig. 2 　Sequence of images show t he stepwise process f rom monodisperse amorphous clusters to

regular scalene cone2shaped aggregates in t he early stage of TCS crystallization

a. 椭球形二聚体 ,75nm 长、28～33 nm 宽 ;b. 更大的聚集体 100 nm～150 nm 长、35 nm 宽 ;c - d. 变长的 TCS 分子链 , 160～300 nm

长、70～90 nm 宽 ;e. 有序的斜锥形晶核的形成 , 350 nm～430 nm 长、110～140 nm 宽 , 排列方向高度一致. f . 在已经长成的大晶体上出

现的大的聚集体 ,4. 286μm 长、480～520 nm 宽.

　　迄今为止 ,多数大分子晶体都采用跟小分子晶

体类似的方式进行成核生长 ,如 22D 台阶和螺旋位

错生长 ,部份晶体采用 32D 成核方式生长. 为了证

实 TCS 晶体采取的是一种特别生长方式 :斜锥形

成核生长 ,本研究对许多不同尺寸的 TCS 晶体做

了大量动态原位实时观察. 从未发现有任何的生

长台阶及螺旋位错 ,只发现斜锥状成核生长方式

(见图 1 和图 2f) ,这是其他生物大分子及小分子结

晶中所没有的.

2 . 3 天花粉蛋白晶体成核途径和结构基础

通过对 TCS 晶体生长过程进行全程观测 ,发

现 TCS 分子在不同过饱和度影响下 ,可能采取两

种不同的途径进行 (如图 4 所示) . 首先 ,单分散的

TCS 分子主要以链状形式聚集 ,在之后 2～3 d 的

成核过程中 ,随着过饱和度的增加 ,分子链继续加

长、变宽. 当过饱和度达到最高时 (σ = 1. 65) , 结

晶体系处于能量最高状态 , TCS 分子即可形成完

整的 32D 不对称核 (图 2e) . 这些聚集体平均尺寸

为 350 nm～430nm 长、110～140 nm 宽 , 对应于

3～4个不同的分子链. 在后期的成核过程中 ,溶液

中的蛋白浓度较低 ,不能为分子链的侧向生长提供

足够的营养. 同时 ,溶液中进行的动态平衡使得

TCS 分子吸附和脱离聚集体的几率相同 ,所以

TCS 分子主要以球形聚集体存在. 但各球形聚集
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图 3 　生长后期溶液中 TCS 的球形聚集体 (采用 5μm 扫描器采集数据 ,分辨率为 512 ×512 线)

Fig. 3 　Post2nucleational nucleation pathways of TCS crystallization

b 中显示的是 a 中的一个聚集体 (箭头所示) ,c 则表示 b 中聚集体的轮廓.

体间还没有完全融合 ,聚集体内部还存在分子无序
性. 随着 TCS 分子不断进行自我调整 ,有序度增
加 ,32D 不对称晶核最终形成.

TCS分子属于α+β型的球型蛋白 ,含有 8 个α

螺旋和 13 个β折叠.其中几乎所有的α螺旋都位于分
子内部 ,而 13 个β折叠则位于分子表面(如图 5a 中所
示) . TCS 分子含有两个结构域 : 其一从 N 端到
Pro 181 ,另一个则从 Ser182 到 C端. TCS分子中带正
电的残基有 13个 Arg 和 10 个Lys , 带负电的有 10 个
Glu和 9个 Asp ,大多位于分子表面 ,易于形成离子对.

分析发现 , TCS分子间沿 < 110 > 或 < 1 10 > 这
两个方向上有 6 个弱的相互作用 (作用距离在 0. 347

～0. 478 nm) ,存在两个大的结构域之间 ;而有 89 个
氢键存在于 2 个小结构域之间 ,其中有 13 个强相互
作用 (作用距离 < 0. 323 nm) . 大 - 大和小 - 小结构
域间的相互作用交替沿这个方向排列.从图 5b 中分
子堆积图的可及表面可看出 ,其外形与 AFM 观察得
到的聚集形状相似.大的结构域之间的相互作用主要
是通过相邻分子间的 Asp1 和β4 进行作用 ,小结构域
之间主要通过一个分子的α3 ,7 和β11 ,12 与另一个分
子的α8 和β11 ,12 进行作用.另外 ,TCS分子中存在两
个大的疏水区 ,分别位于大结构域与小结构域上. 大
的疏水区含有α1( Tyr 14 , Phe17 , Ile18and Leu21) ,α4

( Gly128 , Leu132 , Ala135 和 Leu139) ,α5 ( Ala147 ,

Ala148 , Ala150 , Leu151 和 Ile155) 及一个大的β片 :
β1 (Phe4 , Leu6) ,β4(Ala48 , Ile50 和Leu52) ,β6(Met72

和 Tyr 74) 和β7 ( Tyr 81) . 小的疏水区则含有α7

( Trp 192 , Leu195 和 Ile199) ,α8 (Val232 , Val233 和
Ile237) ,β11 ,12(Val213 , Leu215 , Val223 和 Ile225)及

其他一些残基 ,如 :Leu239 , Leu241 等.这些疏水残基
可以被包埋在晶格内侧 ,避免与晶体表面的水接触 ,

起到排水作用 ,有助于晶体形成.

图 4 　TCS 晶体生长成核途径模型图

Fig. 4 　Schematic illust ration of nucleation pathways

其中沿 I2II2II2V I表示微晶出现前的过程 ;

另一长途径表示微晶出现后很长一段时间内成核途径.



　第 3 期 汪 　盛等 :天花粉蛋白晶体生长的斜锥形成核机制 429　　

从图 5 中可以看出 ,沿 < 110 > 方向上的 TCS

分子 A 和 B 以相邻的两个大结构域进行作用 ,而

分子 C 和 D 间则以小的结构域相互作用. 小结构

域之间的相互作用较强 ,且两个小结构域间还存在

一定程度的重叠. 而两个大结构域之间则主要以疏

水残基间的相互作用为主 ,正是这些疏水残基的存

在使 TCS 分子间沿这个方向上作用加强 ,更容易

形成分子链 ,甚至可以形成数微米长的大聚集体.

图 5 　沿 < 110 > 方向 TCS 分子相互作用图

Fig. 5 　Schematic drawing of the TCS molecules in

flat ribbon and accessible surface along < 110 >

a. 单个的 TCS分子 ,含有 8 个α螺旋和 13 个β折叠 ; b.

沿 < 110 > 6 个 TCS分子形成方向中可及面积 ; c. 表明沿 < 110

>方向上 TCS分子间小2小及大2大结构域间的作用.

3 结论

本研究通过全程观测 ,发现 TCS 晶体在结晶

过程中采用了两种成核方式. 在结晶前期 , TCS 分

子趋向于形成长链. 随着过饱和度增加 (σ= 1. 02

～1. 65) , 链增长并加宽 ,然后链间进行侧向结合 ,

最终形成斜锥形晶核. 而在成核后期 TCS 分子首

先形成球状聚集体 ,再依次连接起来形成斜锥形晶

核. 这个阶段 ,溶液中的过饱和度相对较低 , TCS

分子间有足够的时间形成球状聚集体 ,然后这些晶

核沉积到晶体表面进行生长. 显然两种过程都经历

了从无序到有序的过程 ,最后嵌入到晶格中去. 实

验结果表明 : TCS 成核过程受到过饱和度的影响 ,

从而采取不同的生长方式进行. 这一现象显示出跟

别的大分子晶体生长与众不同 ,这种斜锥形成核机

制有待于进一步深入研究.
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Scalene cone2shaped nucleation in trichosanthin
crystall ization by atomic force microscopy

WAN G Sheng1 , L I Genpei2 , HU Wenrui1 , WAN G Dacheng2

(1. National Microgravity Laboratory , Institute of Mechanics , Chinese

Academy of Sciences , Beijing 100080 ;2. Center for Structural and Molecular Biology ,

Institute of Biophysics , Chinese Academy of Sciences , Beijing 100101)

Abstract : An interesting nucleation mechanism of scalene cone2shaped nuclei of t richo2
sant hin ( TCS) is investigated by Atomic Force Microscopy (A FM) . The whole nuclea2
tion pat hways are p resented here at different supersaturations (σ= 1. 02～1. 65) . In t he

early stages of TCS nucleation , molecules tend to form chainlike clusters and accumulate

wit h more ones. Finally , many asymmet ric 32D scalene cone2shaped nuclei appear on t he

growing surfaces of TCS crystals. During t he post2nucleational p rocess TCS molecules

form various size sp here2shaped clusters which are t hen connected together f rom big to

small ones in sequence to form 32D aggregates. Later t hey t ransform into scalene cone2
shaped ones before landing on t he TCS crystal surfaces. These A FM result s are used to

elucidate nucleation pat hways during the whole nucleation process and two models of

nucleation are p resent .

Key words : Atomic Force Microscopy ; trichosanthin ; crystal growth ; nucleation mechanism


