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摘 要：运 L}j原子力显微镜(Atomie Force Microscopy，AFM)技术财丹皮多糖的形貌结构进行研究。采用多糖 

水溶液液珠滴降法制样，AFM非接触模式(non—contact mode)扫描 AFM图像显示，卅皮多糖分子呈现近似球形 

的结构形貌，小球形颗粒直径为 50 nltl～80 nm左右，推测是丹皮多糖的基本结构 单位。在一定浓度和条件下， 

丹皮多糖分子小球形颗粒可发生聚集，其中以直 约 170 Hill～220 nIll的圈状和中空球聚集体绵构较仃代表性 

将多糖稀溶液 80℃加热 ，可促进多糖分子发乍 闩组装，缔合形成长链超分子结构。超分子结构l{l1的每一一 单位 

亦由小球形颗粒聚集紧缩而成。AFM冈像研究表明丹皮多糖分子在水溶液【{j倾 向采取球状或线 构象j}通过 

链问氢键作用形成分子缔合组装。 
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Obervation of Structure M orphology and Self·assembly of 

P0lysaccharide PSM 2 b—A by Atomic Force M icroscopy 
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Abstract：A complex polysaccharide PSM2b—A，extracted from root cortex of Paeonia suffruticosa，was exanlined by a— 

tomic force micros< opy．Samples were drop deposited from aqueous solution onto fleshly cleaved miea，air dried，and 

imaged in air using non—contact mode．The images of PSM2b—A had revealed predominantly globular structure with a size 

from 50 uln t()80 Hill in dianlete L．PSM2b—A also exhibited a circle or hollow sphere structure that was believed to be the 

associative aggregates of globular particles as evidenced by the 3 D images．Measurements showed that circles or hollow 

spheres had a size about 1 70 nm ～220 nIll in external diameter． Interestingly．after incubating diluted solution of 

PSM2b，A at 80 ℃ ．the molecules were shown to display an extended entangled chain composed of bead—like subunit as 

visualized in high magnification Each bead—like subunit was supposed to be condensed slate of circles or hollow spheres 

due to intra，and／or intermolecular interactions．AFM research suggest that PSM2B—A is likely to assume a coiled confor— 

marion and easily self-assembly through hydrogen bond intermolecularlv． 
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从各种生物材料(植物、真菌、海藻等)中提取分 

离的天然多糖(polysaccharides)及糖复合物，有多种 

多样的生物功能，如增强免疫、降血糖、抗氧化、抗病 

毒、抗肿瘤等，其作为一类重要的生物应答调节剂 

(biological response modifier，BRM)已日益引起人们 

的兴趣和重视。 

对多糖的研究目前多集中在分离、纯化、生物活 

性研究方面，糖结构的复杂性与多样性使糖的结构 

研究相对较为滞后。多糖的结构包括一级结构和高 

级结构，而高级结构由于受到多糖空间结构测试手 

段的限制，目前研究报道资料较少，还有待于进一步 

开展工作。 

原子力显 微镜技术 (atomic force microscopy， 

AFM)作为一种高分辨的结构图像与功能表征手段 

已成功地应用于多种生物大分子的研究，其不仅提 

供纳米级水平直观的三维结构形貌，还叮用于研究 

分子大小、分子质量分布，分子间的相互作用，分子 

构象和聚集行为，还可动态记录外界环境改变对生 

物大分子结构的影响。AFM制样简便，成像不受样 

品的导电性影响，可在自然的大气或液态下成像，原 

子力显微镜技术的发展与完善，为多糖的显微结构 

研究提供了强有力的工具。应用 AFM对一些工业 

上广为应用的多糖类结构进行研究 已有不少报 

道 ～̈ 。国内学者对中草药植物多糖的AFM研究也 

有一些工作14-8]。 

丹皮多糖是从中药牡丹皮(Paeonia suffruticosa 

Andr)中提取的天然水溶性多糖复合物，前期研究表 

明，其具有降血糖、增强免疫、抗衰老等多种生物活 

性 。本文应用AFM观察丹皮多糖的形貌，为深入 

了解其空问结构特征，探讨结构与功能的关系提供 

直观分析资料。 

1 材料和方法 

1．1 丹皮多糖 PSM2b—A 

为本实验室自制。中药牡丹皮原料购自安徽铜 

陵医药公司，经水浸醇沉法提取分离，并经离子交换 

柱和凝胶过滤层析柱进一步纯化，样品外观微黄呈 

蓬松絮状。红外光谱显示有典型的多糖特征吸收 

峰。间羟基联苯胺法测得糖醛酸含量为 17％左右， 

分子量经 FPLC测定为 1．1 X 10 左右。气相色谱分 

析单糖组成为鼠李糖，阿拉伯糖，木糖，甘露糖，葡萄 

糖和半乳糖，摩尔比依次为 1．00：0．183：4．30： 

0．50：1．30：2．41：6．97。PSM2b—A还是一糖复合 

物，蛋白含量约 10％左右  ̈。 

1．2 AFM制样 

为避免冷冻干燥及复溶过程对多糖形态结构的 

可能影响，本文采用以sepharose 4B凝胶柱经水洗脱 

后，分部收集的样品液直接制样。收集液经苯酚一硫 

酸法测定糖含量，用去离子水稀释至所需浓度，取 

5 IxL滴于新鲜剥离的云母片表面上，空气自然干燥 

后，置于干燥皿中过夜，第二天观察(在大气和室温 

下完成)；或将稀释的样品置 80 cI=水浴中保温40 

min后，取5 IxL趁热滴于云母片上。 

1．3 AFM检测 

仪器为 Autoprobe CP型多用途 SPM (Veeco in— 

strument Co．，USA)，分析中使用硅探针垂直在硅掺 

硼材料制成三角型悬臂的前端，悬臂弹性系数为 1．6 

N／m，悬臂长度为85 m，针尖具有各向异性，曲率 

半径 10／lm，图像以非接触模式获得(non—contact 

mode)，共振频率选 l80 kHz，针尖扫描速率2 Hz，图 

像数据采集和分析采用该仪器配置的软件(PSI 

Proscan v1．5) 

2 结果 

图1 a是采用层析柱水洗脱收集的样品直接滴加 

在云母表面所获得的AFM图象，可见大量密集分布 

的球状多糖分子结构，大小不均匀，直径约在几十纳 

米至几百纳米不等。由于多糖溶液浓度较高，因而 

所见的多糖分子形貌有很多是大的球状体或团块聚 

集体结构(图1b)。聚集体的形态不太规则，似无规 

律。若将样品稀释可获得独立散在的单个球形颗 

粒。 

图2a是将样品稀释至1 Ixg／mL浓度制样所获得 

的丹皮多糖 AFM图像。图中可观察到有许多圈状 

和中心带孔的球状结构，平均直径约为170 nm～220 

nm左右，圈或孔的内径约 60 nm～80 nm。仔细观 

察，特别是从图2b能清晰地看出丹皮多糖的环状结 

构和中空的球形结构是由若干直径 50 nm～80 nm 

多糖颗粒聚集团绕而成。研究发现，这种圈状和中 

空的球形结构有较大的概率出现，在作者前期的丹 

皮多糖透射电镜研究中也获得相似的图象⋯ 。说 

明多糖分子的聚集很有特点，有一定的规律。 
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图 1 (a)丹皮多糖 PSM2b—A的 AFM图像；(b)图 a中心区的高分辨 AFM图；(C)图 a划线处的 

高度图 

Fig．1 (a)NC—AFM image of polysaccharide of PSM2b—A on mica，(b)High resolution image，(c) 

Height profile，scan size as indicated in images 
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图2 (a)丹皮多糖 PSM2b—A的 AFM图像 ；(b)图a的三维图；(c)图中划线处的高度图，具体数 

值列于图下方表中 

Fig．2 (a)nc—AFM image of polysaccharide of PSM2B—A on mica at a concentration of 1 nlg／mL，(b) 

3D image of(a)，(c)Height profile and the dimenshons(in the table beneath the curve) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


752 激 光 生 物 学 报 第l6卷 

A 
60o 

400 

2o0 

O 

A 

2o0 

1o0 

O 
嗣 

4 

A 

40．O 

20．0 

O．0 

A 

120．0 

8O．O 

4O．O 

O．O 

D 

tleight Profile[A] 

2 2 

0 0．4 0．8 1．2 I玎 

(b) 

图3 (a)丹皮多糖 自缔合形成的自组装结构；(b)为图a局部高分辨扫描 图，右侧曲线图为图b中 

划线处的高度图，具体数值列于下方表中 

Fig．3 (a)nc—AFM images of sel~assembly structure of PSM2 b—A after heating at 80℃；(b)High res— 

olution image，the CHIVes Oil the righthand of the images are the height profile 

图3是将丹皮多糖样品稀释至 l g／mL后，置 

80℃水浴加温40 min后所观察到的图像，可见丹皮 

多糖分子组装成很长的链，长链折叠、缠绕。这种组 

装似乎有一定的方向性，更倾向于径向的连接，侧向 

分支相对较少，因而形成的网格较为稀疏。图3b是 

图3a局部的高分辨率原子力图像，可以看出长链实 

际是由多个亚单位连接组装而成的串珠样结构，每 

个亚单位的直径经统计，平均约为l00 nm～1l0 nm， 

各亚单位连接起来，形成长链和网格。 

3 讨论 

多糖是由糖单元以 ．、B一糖苷键连接而成的直 

链或带有分支的线型大分子，其分子链可以卷曲成 

团或球 ，也可以伸展成线状 ，并可缔合形成单股或多 

股螺旋或棒状，高级结构的形成取决于糖分子的一 

级结构(链的长度和键接、分支程度、单糖组成等)。 

同时，AFM观察到的形貌也受到制样方法，载体类 

型，溶液浓度、溶剂性质的影响。 

丹皮多糖是一水溶性的天然杂多糖，其黏度很 

小。在本文所研究的条件下，AFM所观察到的丹皮 

多糖结构形貌近似球形。推测在水溶液中，丹皮多 

糖单个分子链倾向于转折卷曲，形成较为稳定的球 

状结构或线团结构。这种结构应是能级最低。由此 

种球形形貌也可推测丹皮多糖的分子链柔性较大或 

分枝较多。由于仪器分辨率的限制，球状颗粒内部 

结构细节还无法分辨。 

多糖属多羟基化合物，其游离的羟基易形成氢 

键，因此多糖链的链内和链问相互缔合的情况很普 

遍。由于链内氢键的作用，使丹皮多糖分子链折叠 

卷曲形成的球形结构较为稳定。另外，多糖分子上 

的游离羟基或带电基团也会和溶剂水分子形成氢 

键，使糖链分子周围形成一层缔合水，折叠盘绕的分 

子链内也裹挟了大量的水。水的存在，使样品比较 

软，因而糖类样品的AFM成像有一定的难度。同时 

八 一 
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一

_苫 
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溶剂化作川也使球状结构中分子链的细节不易观 

察。 

多糖分子链问氢键的作用可使多糖分子发生自 

缔合。研究还揭示，在一定浓度下，丹皮多糖可通过 

自缔合聚集组装形成不同尺度水平的分级结构。从 

丹皮多糖聚集体的结构观察，直径为50 nm～80 nm 

小球状结构应是其 自组装的基本结构单元，由这些 

小球状结构先聚集形成圈状或中空球状结构，后者 

通过链问氢键的作用再进一步组装成更高级别的空 

间结构。环境条件如加温、冷冻干燥、乙醇沉淀、压 

力、等有可能促进或改变这种组装。本文中对丹皮 

多糖的稀溶液进行加温，促进了丹皮多糖分子的聚 

集和组装，形成图3所示的长链结构。从图像观察 

和尺寸分析，笔者推测长链中的每一个亚单位似由 

图2中圈状或中空的球状结构连接而成，在连接过 

程中，圈或中空球 同时发 紧缩 ，形成 更致密的结 

构。可能加温先打断 厂糖链与溶剂水分子的缔合， 

热运动促使多糖分子链问的游离羟基有更多的机会 

形成链问氢键，继而各亚单位缔合。 

目前，对多糖高级结构的研究多通过圆二色谱、 

刚果红结合试验以及粘度、粘弹性、微量差示扫描量 

热测定等方法来分析推断。‘ ‘ ，而通过原子力显微 

镜则可直接观察分子的立体结构形貌，印证其他表 

征手段测定的结果。相信随着显微技术的不断进 

步，会提供更多直观的高分辨力的结构信息。 
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