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度的孔洞、沟槽和复杂的图形 ,最小线宽达 25 nm. 该系统可以很方便地用来加工所需要的任

意纳米图形. 同时 ,实验结果表明我们制得的 Au2Pd合金膜非常平整并具备优良的机械刻划

性能 ,它可以被用作为制备纳米器件的掩膜或直接用于纳米结构的制备.

致谢　本工作为国家“攀登”计划 B (批准号 :940211002)资助项目.
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应用扫描隧道显微镜研究神经丝的结构
刘 洁①　佟向军②　庞世瑾①　翟中和②

(①中国科学院物理研究所、凝聚态物理中心北京真空物理实验室 ,北京 100080 ; ②北京大学生命科学学院 ,北京 100871)

摘要　从牛脊髓中分离纯化得到神经丝 ,应用扫描隧道显微镜对天然神经丝的结构进行了研

究. 在扫描隧道显微镜观察中 ,神经丝呈直径为 (10. 2 ±0. 8) nm的长杆状结构 ,有许多长短

不一的侧臂从长杆两侧伸出 ,长、短侧臂相间排列 ,相邻侧臂的距离为 10 nm左右. 根据 STM

观察结果 ,提出了一个新的神经丝的结构模型.

关键词　神经丝　中间纤维　扫描隧道显微镜

神经丝 (neurofilaments , NFs)是神经细胞的中间纤维 ,广泛存在于各种动物的成熟神经元
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中. 神经丝是典型的 10 nm纤维 ,轴突内的神经丝互相平行排列 ,其间由直径为 4～6 nm ,长

度为 20～50 nm的横桥连接[1 ] . 哺乳动物的神经丝由 3种蛋白组成 ,其电泳分子量分别为 68

ku(低分子量神经丝蛋白 ,简称 NF-L) ,160 ku (中等分子量神经丝蛋白 ,简称 NF- M)和 200 ku

(高分子量神经丝蛋白 ,简称 NF- H) ,习惯上称之为神经丝 3 组分 (Neurofilaments t riplet pro2
teins , 简称 NFTPs) [2 ] . 神经丝在二级结构上由 3部分组成 :约含 310个氨基酸的α-螺旋杆状

区、非螺旋的氨基末端和羧基末端. 以往的研究表明 ,神经丝呈一种灯刷状结构 :主体是 10

nm的核心纤维 ,从核心纤维上每隔 22 nm向外伸出 2～4根丝状突起———侧臂 (sidearms) [3 ] .

在体外 ,由 NF-L 单一组分可组装成核心纤维 ,但没有侧臂存在 ;NF- M和 NF- H不能单独形成

纤维 ,而需与 NF-L 共同组装 ,它们的尾部不参与 10 nm纤维的构建 ,而是形成侧臂 ,这些侧臂

构成了体内神经丝间的横桥结构[3 ] .

本文应用扫描隧道显微镜 ( scanning tunneling microscope , STM)对神经丝的结构进行了

研究 ,并根据所得到的 STM图象提出一种新的天然神经丝的结构模型.

1　材料与方法

　　( ⅰ) 神经丝的分离纯化. 神经丝取自牛脊髓 ,分离纯化过程参照 Hisanaga等人[3 ]的方

法. 牛脊髓从大红门屠宰场采得 ,去除脊膜后 ,加等体积的 PEM 缓冲液 (100 mmol/ L pipes ,

1 mmol/ L EGTA , 1 mmol/ L MgCl2 , 5μg/ mL Leupeptin , 1 mmol/ L phenylmethylsulfonyl flu2
oride ( PMSF) p H = 6. 8)匀浆 , 0～4℃全速 5 s. 匀浆物在 2℃以 28 000×g离心 50 min. 收

集上清液 ,加入 20 %甘油 (体积百分比)混合 ,37℃保温 30 min. 室温下 150 000 ×g 离心 90

min ,取沉淀溶解于 PEM缓冲液中 ,使蛋白浓度大约在 1. 0 mg/ mL . 分离到的神经丝用 SDS-

聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测 ,胶浓度为 7. 5 %. 以考马斯亮蓝 R-250染色.

( ⅱ) 神经丝的 STM观察. 将纯化的神经丝溶液用蒸馏水透析 ,并稀释到 100μg/ mL 的

蛋白浓度. 取 50μL 稀释液滴于新揭开的高定向石墨 ( HOPG)表面 ,在室温下静置 5 min ,使

蛋白分子自由吸附. 旋转将过剩的液体去除 ,同时蛋白分子可比较均匀地分布于基底表面.

室温下风干.

用扫描隧道显微镜 CSPM-930a (中国科学院化学研究所制)在大气下进行观察. 采用恒

流方式. 电化学腐蚀法自制钨针尖作为探针.

2　结果

　　分离纯化得到神经丝 ,在 SDS- PA GE电泳中 ,呈现分子量各为 68 ,160和 200 ku的 3条主

带 , 分别为 NF-L , NF- M和 NF- H. 电镜观察的结果表明 ,神经丝具有典型的中间纤维结构 ,

但是难以分辨出比较细微的结构.

图 1是一根纤维状结构的 STM图象 ,其直径在 10 nm左右. 纤维表面的两侧有周期性

的突起 (如箭头所示) ,这些突起间的距离近似 10 nm. 在图 2的 STM图象中 ,可观察到 3条

长的杆状结构 ,其长度远远超出扫描范围 ,宽度和高度均在 10 nm左右 ( (10. 2 ±0. 8) nm) .

其表面不光滑 ,也有周期性的突起 ,并有很多须状物从长杆的两侧横向伸出. 根据长杆的直径

及整体形态 ,可以推断这种结构为神经丝 ,杆状结构为核心纤维 ,突起为侧臂. 图 1中的突起

可能是制样过程中因干燥而完全收缩的侧臂 ,未能向两侧伸展. 图 1和图 2均为原始图象 ,未

经任何滤波处理.
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图 1　神经丝的 STM图象

隧道电流 = - 0. 50 nA , 偏压 = 192 mV , 标尺为 10 nm , 箭头所示为收缩的侧臂

图 2　神经丝的 STM图象

隧道电流 = - 0. 10 nA ,偏压 = 479 mV ,标尺为 20 nm ,箭头所示为长侧臂

从 STM图象可以看出 ,相邻两根侧臂之间的距离大约为 10～11 nm ,与其直径相近. 图

2中侧臂的长短不一. 大多数侧臂较短 ,有些位于两根并排的纤维间的侧臂比较长 (如箭头所

示) ,相邻的长侧臂之间的距离为 21 nm左右 ,与金属投影所观察到的侧臂的周期性排列方式
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很接近. 由于侧臂在制样过程中发生收缩 ,很难确定侧臂的长度. 长的侧臂之所以能够观察

到 ,可能在于相邻两根核心纤维之间的相互作用. 换句话说 ,长侧臂的末端固定在另一根纤维

上而未能收缩. 这样的侧臂正像体内神经丝之间的横桥. 其他区域的侧臂处于“游离”状态而

易于收缩、附着在核心纤维表面. 此外 ,长短不同的侧臂可能由不同的多肽形成. 根据以往的

研究结果 ,侧臂是 NF- M或/和 NF- H的 C-末端形成的. 但是用目前较为普遍的半分子交叉

模型难以解释相邻侧臂间的 10 nm距离.

3　讨论

　　神经丝蛋白 3组分如何组装成天然神经丝 ,至今还不清楚. 根据已有的结果 ,3个组分的

杆状区都参与了核心纤维的构建 ,而周期性排列的侧臂则是由 NF- M和 NF- H的羧基端非螺

旋区形成的[3 ,4 ] . 由 NF-L 单独组装成的纤维也存在 20 nm左右的周期性结构. 基于对 NF-L

组装的研究和 20～22 nm周期的存在 ,人们提出了许多装配模式[5 ,6 ] . 根据这些模式 ,神经丝

组装经过二聚体、四聚体、八聚体、亚丝等几个阶段 ,最终形成 10 nm纤维. 在这个组装过程

中 ,发生了杆状区的半分子交叉 ,从而产生 20～22 nm的周期性结构. 半分子交错发生在哪

个步骤 ,不同模型中有不同的观点 ,有的认为二聚体以半分子交叉方式形成四聚体 ,有的认为

交叉发生在八聚体之间. 此外 ,NF-L 的装配方式是否与天然神经丝的装配方式相同 ,现在尚

不能确定.

STM的观察结果表明 ,天然神经丝存在 2种侧臂 :长侧臂的周期性间距是 21 nm ,与金属

投影的结果相同 ;相邻的短侧臂之间的距离只有 10～11 nm ,是前者的一半. 考虑到在风干过

程中 ,长的侧臂会收缩变短从而难以与短的侧臂相区别 ,因此有理由推断长侧臂和短侧臂是相

间排列的. 长侧臂由 NF- M 和 NF- H的羧基末端组成 ,短侧臂可能由 NF-L 的羧基末端组

成[4 ] . 由于 NF-L 的羧基末端很短 ,所以用金属投影方法制样时很难被观察到 ,只有 NF- M和

NF- H形成的间距为 21 nm的长侧臂才能够被检测到. 半分子交叉模型是基于 22 nm的周期

性结构提出的 ,不能解释 10 nm周期的存在 ,这表明某些单元结构在组装时必定发生了 3/ 4交

叉. 据此 ,我们提出神经丝组装的一个新模型 (图 3) .

在这个模型中 ,神经丝装配的第 1步是二聚体的形成. 研究表明 ,只存在 3种类型的二聚

体 :NF-L/ NF-L , NF-L/ NF- M和 NF-L/ NF- H. NF- M和 NF- H不能单独形成二聚体[4 ,7 ] . 然

后 2个相同的二聚体平行、对齐形成四聚体[5 ] . 接下来 ,不同类型的四聚体以反平行、3/ 4交

叉方式构成八聚体 ,八聚体进而连接形成原丝 ,4条原丝缠绕、以半分子交叉方式形成神经丝.

在图 3中 ,为简便 ,只用 1条曲线代替由四聚体伸出的侧臂 ,短曲线表示单纯由 NF-L 形成的

四聚体产生的侧臂 ,而长曲线则代表 NF- M或 NF- H与 NF-L 共同形成的四聚体所产生的侧

臂. 其中 ,4个分子的羧基末端怎样缠绕、排布有待于进一步的研究.

根据这个模型 ,由 NF- M和 NF- H形成的长的侧臂和由 NF-L 形成的短的侧臂沿核心纤

维相间排列. 相邻长或短侧臂之间的距离为 22 nm左右. 从侧向看 ,相同的四聚体间发生半

分子交叉 ,不同四聚体间发生 3/ 4交叉 ,同种类型的四聚体间不存在 3/ 4交叉. 因此 ,NF-L 单

独组装时依照半分子交叉模型 ,产生 22 nm的周期性结构.

按照我们的模型 ,天然神经丝中 3种组分的比率应为 :NF-L∶(NF- M + NF- H) = 3∶1. 根

据考马斯亮蓝染色后 ,薄层层析扫描结果推算 3种组分的相对含量 ,NF-L∶(NF- M + NF- H)大

约为 2. 5∶1 ,接近 3∶1.
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图 3　天然神经丝的结构模型

方框表示四聚体 ,曲线表示由四聚体伸出的侧臂

STM是研究表面结构的有力工具. 我们应用 STM技术观察到神经丝的许多新的结构细

节 ,有助于揭示神经丝中各组分的排布方式. 进一步的研究仍在进行中.
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