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转铁蛋白及其抗体分子间作用的原子力显微镜探测 
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摘要  采用原子力显微镜对饱和铁转铁蛋白和脱铁转铁蛋白与转铁蛋白抗体之间的相互作用进行研究. 
对转铁蛋白抗体层层自组装在喷金基片表面并且与抗原蛋白之间特异性结合的形貌进行了表征. 通过
原子力显微镜对分子间力的曲线的探测, 比较了饱和铁转铁蛋白和脱铁转铁蛋白与抗体之间的作用力
的差异. 实验表明, 饱和铁转铁蛋白与抗体分子之间结构互相嵌合, 结合更加紧密; 分子间力的曲线亦
显示饱和铁转铁蛋白与抗体之间的特异性结合力明显大于脱铁转铁蛋白.  
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原子力显微镜(atomic force microscopy, AFM)是
研究生物大分子结构及分子间相互作用的一种新型

显微技术, 它具有纳米级分辨率, 能够在近生理条件
下对生物样品进行观察 . 分子间的相互作用在生物
学领域中相当普遍, 如配体-受体、抗原-抗体之间的
结合、信息传递分子间的结合等, 是生物体中信息传
递的基础. 已有文献报道AFM用于研究互补的DNA
链间、细胞黏附分子间及配体-受体间的相互作用力
[1,2]; 生物素 (Biotin)和抗生物素蛋白链菌素 (Strep- 
tavidin)分子之间具有很强的特异性结合力 , 是运用
AFM力的曲线模式探测分子间作用力的良好示范[3]. 
目前 , 分子间作用力的探测是扫描探针显微学的前
沿课题[4,5].  

转铁蛋白(transferrin, Tf)是一种铁结合蛋白, 具
有转运铁的功能. 它主要包含两种形式：饱和铁转铁
蛋白(holo-Tf)和脱铁转铁蛋白(apo-Tf). 在生理环境
中, Tf及其受体(TfR)复合物的内吞作用是细胞铁摄
入的主要途径[6], Tf结合到细胞表面的TfR上, 结合的
亲和力取决于Tf结合铁的程度 , 其受体与holo-Tf的
结合力比apo-Tf高几十倍, 一般认为只有含铁的Tf分
子才会被受体结合[7]. 基于转铁蛋白及其受体之间结
合的亲和力存在着明显的差异 , 将影响到蛋白质的
生物功能, 而holo-Tf和apo-Tf与抗体分子之间特异性
识别的亲和力是否也有所不同 , 本文将利用原子力
显微镜对转铁蛋白与抗体之间的相互作用的形貌以

及力的曲线进行探测.  

1  实验 
1.1  仪器与试剂 

AFM: Autoprobe CP Research (美国 Thermo仪器

公司), 采用轻敲模式成像, 扫描探针为商用氮化硅
针尖, 微悬臂长度为 180 µm, 力常数为 3.2 N/m.  

人holo-Tf, apo-Tf, 纯度>98%(Sigma公司); 其浓
度通过紫外吸收光谱法[8]测定, εapo-Tf (278 nm)=9.3×
104 cm−1·mol−1·dm3, εholo-Tf (278 nm)=11.3×104 cm−1· 

mol−1·dm3. 根据A=εbc, 由测得的吸光度计算转铁蛋白
的实际浓度.  

转铁蛋白抗体(anti-Tf), 效价 1:40, 上海生化试
剂公司 ; 戊二醛 (GA)(25%水溶液 ); 邻氨基苯硫醇
(o-ABT), 纯度 99%, 浙江寿尔福化学有限公司; 其
余试剂除注明外均为分析纯 , 实验用水为二次蒸馏
水. 实验中所有玻璃器皿均用 1.0 mol/L HNO3浸泡, 
蒸馏水冲洗干净后使用.  

1.2  AFM分析 

首先将玻片在乙醇和二次水中超声清洗 15 min, 
将晾干的玻片表面用离子溅射仪真空喷镀一层均匀

的纳米金 , 将金片放在溶液中通过化学吸附进行层
层自组装, o-ABT, GA, anti-Tf, holo-Tf/apo-Tf依次吸
附到基片表面, 用接触模式(contact mode)在空气中
扫描获取 AFM图像.  

对针尖修饰转铁蛋白后采用力的曲线模式获取

分子间作用力的曲线.  

2  结果与讨论 
2.1  分子自组装过程及抗原-抗体分子间结合的形貌探测 

(1) 金基片表面自组装过程的AFM探测. 在玻片
上真空喷镀纳米金作为基底进行分子自组装 , 依次
修饰o-ABT, GA, anti-Tf, holo-Tf或apo-Tf, 观察金片
表面各层分子的组装情况. 图 1中镀金玻璃基片表面
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呈现粒度均匀排列有序的扁平Au岛 , 粒度大约在
20~45 nm左右, 其均方根粗糙度(Rrms)为 4.98 nm. 
 

 
 

图 1  镀金基片的 AFM形貌图 
 

在室温下, 把镀金玻片浸入硫醇溶液中, 在 Au-
溶液界面, 硫醇分子的一端基巯基 S 原子与 Au 表面
强烈相互作用形成 Au—S 键诱导吸附单分子层. 这
是一个放热过程 , 从热力学角度分析它有利于单层
的形成 , 因而吸附分子将尽可能多地与基片表面键 

合从而达到最紧密排列, 分子间的范德华力(色散力 
和取向力)也促使分子紧密排列 [10,11]. 硫醇分子的另
一端基在单层表面影响表面的化学功能性 , 对自组
装膜而言, 基底表面的晶格取向是至关重要的, 其好
坏直接影响分子膜的质量 , 由于成膜过程中的表面
化学反应具有选择性 , 这种选择性决定吸附分子的
取向而影响膜的有序性. 硫醇o-ABT自组装单分子层
的形貌见图 2(b), 当o-ABT单分子自组装到金基底表
面时, 可观察到纳米金表面均匀覆盖一层分子层, 均
方根粗糙度降低为 3.19 nm. 将修饰o-ABT后的基片
放入到GA溶液中继续组装 24 h, 硫醇和GA分子之间
发生交联, 结合GA后使基片表面更加平整光滑(见图
2(c)), 其均方根粗糙度进一步降低为 0.5 nm, 这是由
于分子更倾向于在缺陷处发生作用 , 掩盖了原本粗
糙的表面 . 通过GA交联将anti-Tf固定到基片上 , 可
观察到anti-Tf分子在基底表面有序排列, 见图 2(d), 
由于anti-Tf为生物大分子, 当它与GA交联被固定后, 
表面的均方根粗糙度又增加到 4.80 nm. 因此, 通过
AFM探测, 直观地观察到anti-Tf分子通过该固定方法
可均匀地覆盖在基片的表面. 

(2) 抗原-抗体相互作用的形貌表征.  将上述固

 

 
图 2  镀金基片表面分子层层自组装形貌 3D图 
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定好抗体的基片分别浸入含有 holo-Tf 和 apo-Tf 的
PBS(pH7.2)的缓冲溶液中作用 30 min, 使抗原蛋白与
固定在基片上的抗体进行识别、发生免疫反应, 然后
基片经高纯水冲洗后于空气中进行 AFM 成像. 由图
2 可见, 抗体与两种抗原蛋白结合后表面形貌明显不
同, 图 2(e)为结合 holo-Tf 分子后表面呈现分布均匀
的纺锤形排列 , 因为转铁蛋白分子结构中含有两个
结构相似由一短肽连接的球形臂 , 每个臂的两个结
构域结合铁时处于闭合状态, 这时结构类似纺锤形, 
这正是实验中所观察到的形貌, 此外, 由于 anti-Tf与
holo-Tf 结合紧密, 分子间互相嵌合, 或者分子在缺
陷处发生作用, 掩盖了粗糙的表面, 使其表面的粗糙
度较 anti-Tf 低, 均方根粗糙度为 3.25 nm. 而 apo-Tf
与 anti-Tf结合后表面呈现凹凸不平, 粗糙度较大, 均
方根粗糙度 13.11 nm, 由于蛋白质分子较容易聚集, 
当基片经一定修饰后 , 分子间的自组装往往使分子
排列更加均匀有序 , 而当分子与基底分子作用较弱
时, 蛋白质分子更趋向于聚集, 导致 apo-Tf分子间聚 

集成小丘状, 从而使表面粗糙度明显增大, 见图 2(f). 
不同自组装层表面均方根粗糙度的比较见表 1.  

表 1  自组装过程基片表面均方根粗糙度变化 

自组装过程修饰 Au o-ABT GA anti-Tf holo-Tf/
apo-Tf 

均方根粗糙度
(Rrms)/nm 

4.98 3.19 0.50 4.80 3.25/13.11

 
2.2  转铁蛋白-转铁蛋白抗体分子间力的曲线的探测 

(1) 针尖和基底的修饰.  AFM的工作原理基于
原子与原子之间的相互作用力 , 当一根十分尖锐的
微探针在纵向充分逼近样品表面至数纳米甚至更小

间距时 , 微探针尖端的原子和样品表面的原子之间
将产生相互作用的原子力 , 原子力的大小与间距之
间存在一定的曲线关系 , 其反映了针尖和样品间的
相互作用的特性 [9] . 为了探测Tf-anti-Tf分子间特异
性识别的作用力, 本研究将holo-Tf和apo-Tf分别修饰
到AFM针尖上 , 针尖修饰按以下方法进行: 在室温
下 , 依次在无水乙醇浸泡 30 min, HF溶液中浸泡

 
 

 
 

图 3  蛋白质与抗体之间相互作用力的曲线 
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30 s, NH4OH:H2O2:H2O=1:1:5 溶液中浸泡 30 min, 
在 90℃恒温水浴下于 98%浓硫酸:H2O=7:3溶液中浸
泡 2 h, 于 1%APTES(3-aminoprogyltriethoxysilane)甲
苯溶液浸泡 1 h, GA溶液中修饰 1 h, 进一步在holo-Tf
或apo-Tf的PBS缓冲溶液中组装 1 h, 使抗原蛋白固
定在针尖上.  

(2) 力的曲线测试.  anti-Tf 按照上部分的方法
固定到喷金玻璃基片上, 于空气中在 AFM 力曲线模
式下, 将修饰 Tf的针尖逐渐逼近固定有 anti-Tf 的基
片表面, 获取抗原-抗体分子之间的作用力曲线. 结
果见图 3, 曲线尖端最低点部分与水平线之间的距离
为分子间作用力的大小, 图 3(a)为裸针尖与 anti-Tf
基片表面作用的力的曲线 , 从曲线可看到几乎不存
在分子间的作用力. 当修饰 holo-Tf 的针尖逐渐逼近
anti-Tf 基片时，分子间相互作用力的曲线见图 3(b),
其分子间作用力明显增强;当修饰 apo-Tf 的针尖作
用于 anti-Tf基片时，其分子间作用力较弱, 明显小于
holo-Tf与 anti-Tf之间的作用力, 见图 3(c). 为了进一
步验证针尖修饰 Tf后与基片上的 anti-Tf是否存在特
异性识别, 本实验采用用 Fibronectin(纤维连接蛋白)
按照同样的方法修饰于针尖上作封阻实验, 由图 3(d)
可见, 其分子间的作用力非常弱, 说明 Fibronectin与
anti-Tf之间不存在特异性识别, 因此, 本实验结果可
反映出 holo-Tf 和 apo-Tf 与 anti-Tf分子之间特异性
识别以及作用力的差别. 

3  结论 
以上实验结果表明, 利用 o-ABT 自组装在金基

底表面形成单分子层, 通过GA交联将 anti-Tf固定在
金基片上, 原子力显微镜探测到 holo-Tf和 apo-Tf与
anti-Tf 之间分子识别形貌的差异, anti-Tf 与 holo-Tf
分子结构上嵌合更为紧密 , 该差异可能与其分子之
间结合力的大小有关; 原子力显微镜力的曲线表明, 
anti-Tf与 holo-Tf之间的分子结合力明显大于 apo-Tf 
与 anti-Tf之间的分子结合力.  
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