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牛脊髓神经丝的体外组装与结构 3

佟向军　陈建国　刘　洁①　庞世瑾①　翟中和 3 3

(北京大学生命科学学院 , 北京 100871 ; ①中国科学院物理研究所真空物理实验室 , 北京 100080)

摘要　　利用差速离心法从牛脊髓中分离神经丝 ,在电镜下观察了其形态 ;应用扫描

隧道显微镜 (STM)研究了它的结构 ,发现神经丝具有长短 2种侧臂 ,二者相间排列 ,

相邻长侧臂或相邻短侧臂的间距都是 20～22 nm ;由此推测神经丝内部存在 3/ 4分子

交错 ;还研究了神经丝蛋白的体外组装 ,以胶体金标记的方法证明 ,中等分子量与高

分子量的神经丝蛋白 ,都能同低分子量的神经丝蛋白共同装配成 10 nm的纤维 ;同时

发现 ,中等分子量与高分子量的神经丝蛋白能够组装成一种较细的纤维 ,不同于中间

纤维.

关键词　　神经丝　STM　侧臂　结构　装配　胶体金

神经丝是中间纤维的一种重要类型 ,特异地在神经细胞内表达 ,并在轴突内相互平行排列

成束[1 ] . 哺乳动物的神经丝由 3种蛋白组成 :低分子量神经丝蛋白 ,简称 NF2L ,分子量为 68

ku ;中等分子量神经丝蛋白 ,简称 NF2M ,分子量为 160 ku ;高分子量神经丝蛋白 ,简称 NF2H ,分

子量为 200 ku[2 ,3 ] . 神经丝是由这 3种蛋白组装成的异多聚体. 序列分析表明 ,神经丝蛋白与

其他中间纤维蛋白一样 ,由α2螺旋的杆状区 ,非螺旋的氨基末端和非螺旋的羧基末端三部分构

成. NF2M和 NF2H的羧基末端较长 ,因而其分子量较大. 用较温和的方法提取神经丝 ,金属

投影法显示它是一个试管刷状结构 :主体是核心纤维 (core filament) ,核心纤维上每 22 nm左右

垂直向外发出 2～4根丝状突起———侧臂 (side arms) [4 ] . 有证据表明 ,侧臂是由 NF2M和 NF2H

的羧基末端形成的[5 ] .

同其他中间纤维一样 ,神经丝具有体外自组装能力. NF2L 能在体外装配成 10 nm的纤

维[6 ] ,NF2M或 NF2H单独存在时不能组装 ,但它们都能与 NF2L 共组装成神经丝[4 ] . 3种蛋白

如何组装成神经丝是一个复杂的问题 ,至今也没有完全搞清楚.

我们从牛脊髓中分离出神经丝 ,纯化了神经丝蛋白 ,系统地研究了神经丝的体外组装 ;应

用免疫胶体金标记技术 ,直观地证明 NF2M和 NF2H可以同 NF2L 共同组装成 10 nm的纤维.

利用扫描隧道显微镜 (scanning tunneling microscope ,简称 STM) ,我们研究了天然神经丝的结构 ,

发现神经丝存在长短 2种侧臂. 在此基础上 ,我们提出神经丝结构的一个新设想.
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1　材料与方法

111　神经丝的分离

神经丝从成年牛的胸段脊髓中提取. 新鲜的牛脊髓取自北京清真食品公司屠宰场 ,处死

牛后 2 h内取材 ,材料置于冰盒运回. 去除脊膜后 ,加入等体积的 PEM缓冲液 (100 mmol/ L

Pipes ,pH 6. 8 ,1 mmol/ L EGTA , 1 mmol/ L MgCl2 , 1 mmol/ L PMSF) ,4℃下用搅拌式匀浆器匀浆 ,

匀浆物以 28 000 ×g 离心 50 min (2℃) . 取上清 ,加入 20 % (体积比)的甘油后 ,在 37℃温育

30～40 min ,然后在室温下以 150 000×g离心 90 min ,弃上清 ,沉淀即为粗分离的神经丝[4 ] ,供

进一步纯化以及电镜和 STM观察用.

112　神经丝蛋白的纯化

粗提的神经丝用缓冲液 A(10 mmol/ L NaH2PO42Na2HPO4 ,pH 7. 5 ,1 mmol/ L EGTA , 6 mol/ L

Urea , 0. 5 mmol/ L DTT ,1mmol/ L PMSF)溶解后 ,以 18 000×g离心 30 min ,除去不溶物 ,上清液

用 DEAE2纤维素 (DE252) 柱分离 ,以NaCl分步洗脱 ,NaCl的浓度分别为 50 , 100 , 150 , 200 , 250

和 300 mmol/ L ,收集 260 nm处有紫外吸收的组分 ,SDS2PAGE电泳检查.

113　神经丝蛋白的体外组装

分别取纯化的 NF2L ,NF2M和 NF2H ,将蛋白浓度调至 0. 2 mg/ mL ,置于 37℃的组装透析液

(PEM ,0. 15 mol/ L NaCl ,2 mmol/ L MgCl2 ,1 mmol/ LDTT ,1 mmol/ L PMSF)中 ,透析过夜 ;再分别取

NF2L与 NF2M(质量比为 2∶1) ,NF2L与 NF2H(质量比为 2∶1)和 NF2M与 NF2H(质量比为 1∶1) ,

于相同的条件下装配.

114　电镜样品的制备

11411　负染色　　将样品 (约 0. 2 mg/ mL)滴加于经过亲水处理的喷碳铜网上. 吸附 1 min

后 ,吸去样品 ,水洗 1次 ,再加 2 %的醋酸双氧铀 ,染色 15～20 s ,吸去染液 ,置铜网盒中自然干

燥.

11412　胶体金标记　　样品滴加于经亲水处理的喷碳膜铜网上 ,吸附 1 min后 ,倾去多余液

体. 用双蒸水洗后 ,加 5 %牛血清清蛋白 (BSA) (溶于 0. 01 mol/ L 的 PBS缓冲液 ,pH 7. 4) ,于

37℃封闭 15 min ;然后吸去BSA溶液 ,加第 1级抗体 (NF2L + NF2M组装的纤维 ,加NF2M的单克

隆抗体〈以下简称单抗〉;NF2L + NF2H组装的纤维 ,加NF2H的单抗 ,抗体 1∶10稀释) ,于 37℃下

温育 1 h. 而后吸去抗体溶液 ,用 0. 01 mol/ L的 PBS(pH 7. 4 ,加 0. 15 mol/ L的 NaCl)洗 3次 ,每

次 10 min. 再用 BSA封闭 15 min后 ,加第 2级抗体 (5 nm胶体金偶连羊抗鼠 IgG) ,37℃下温育

1 h后 ,依前述方法漂洗. 洗后 ,依 11411 的方法进行负染色 ,观察.

11413　金属投影　　样品稀释至 0. 1 mg/ mL ,加入 50 %(体积比)甘油 ;用特制的喷雾器将样

品喷洒于新剥离的云母片表面 ,云母片置于 Balzers BAF 301中真空干燥后 ,以 6°的角度喷铂

215 nm ,再垂直喷碳 ;复型膜在水中漂离 ,置于无方华膜的铜网上观察.

115　STM观察

将从牛脊髓分离而得的神经丝稀释至 0. 1 mg/ mL ,取 50μL 溶液滴于新解理的 HOPG

(highly oriented pyrolytic graphite ,高取向解理石墨)表面 ,静置 5 min. 倾去多余液体 ,室温下干

燥. 样品置于 CSPM2930a型 STM(中国科学院化学研究所研制)下观察 ,成像采用恒流模式.
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116　电泳

采用 SDS2PAGE电泳 ,胶浓度为 7. 5 %. 胶板用考马斯亮蓝 R2250染色.

2　结果

211　天然神经丝的形态与结构

从牛脊髓分离而得的神经丝主要由 3种蛋白组成 (图 1 (a) ) ,分子量最大的是 NF2H ,中间

是 NF2M ,最下面的深条带是 NF2L ,其他杂蛋白的含量极少. 图 1 (b)是金属投影法所显示的神

经丝的形态 ,在神经丝的主干外周 ,可观察到许多垂直发出的细丝 ,细丝之间的间距约为 20

nm ,这就是侧臂结构. 核心纤维上也有 15～20 nm的周期性结构存在 ,这可能是甘油结合于侧

臂基部形成的. 负染色结构表明 ,神经丝是典型的中间纤维 (图 1 (c) ) ,纤维长达数微米 ,直径

10～11 nm. 图中观察不到侧臂结构 ,可能是由于负染色过程中 ,侧臂发生收缩 ,附着于核心纤

维[4 ] .

图 1　天然神经丝的组成与形态
(a) SDS2PAGE电泳显示神经丝蛋白由 3个主要的蛋白条带组成 ,分别为NF2H ,NF2M和NF2L ; (b) 金属投影法显示

神经丝的形态 ,由核心纤维 (大箭头所示)和侧臂 (小箭头所示组成) ; (c) 负染色法显示 ,神经丝是典型的中间纤维

(标尺 = 50 nm)

为进一步研究神经丝的精细结构 ,我们采用了 STM技术. 图 2 是 STM的观察结果. 图

中显示出 3条纤维 ,每条纤维都是由一支主干以及从主干发出的突起组成 ,突起沿纤维主干周

期性排列. 从这些特征 ,我们可以断定 ,所观察到的纤维是神经丝 ,周期性排列的突起代表侧

臂结构. 由于在自然干燥过程中 ,神经丝的侧臂会收缩 ,所以我们所观察到的神经丝侧臂都较

短 ,而且末端几乎相互融合到一起. 侧臂沿核心纤维规则排列 ,间距为 10～11 nm ,为金属投影

法所示间距的一半 ;2条很接近的纤维之间 ,还存在一些较长的侧臂 (箭号所示) ,它们之间的

距离恰为 20～22 nm. 纤维的外侧和另 1条纤维上均未发现长侧臂 ,说明长侧臂的出现可能是

由于 1条纤维的突起附着到相邻的另 1条纤维上 ,从而部分避免了干燥过程中的收缩. 长侧

臂之间 ,经常能观察到短侧臂收缩后的痕迹 (图 2 ,小箭头所示)它们呈不明显的小突起 ,可能

因为这些短臂的末端没有同长臂末端结合 ,所以收缩得更厉害.
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图 2　神经丝的 STM图像

可见 3条平行排列的纤维 ,纤维两侧有周期性排列的 (突起)侧臂 ,间距 10～11 nm ;箭号示长侧臂 ,大箭头示

成像弱或消失的短侧臂 ,小箭头示长侧臂间的短侧臂 (标尺 = 50 nm)

我们注意到 ,在短的侧臂中 ,其成像的信号强弱也有变化 ,在某些区域表现出强弱相间的

现象 ,有时甚至弱信号消失 ,使短臂间距离也变成 20～22 nm(图 2 ,大箭头所示) . 信号强弱反

应出样品表面高低不同 :信号强 ,则样品较高 ,即侧臂收缩后形成的“结”较大 ,说明侧臂较长 ;

信号弱或无 ,说明侧臂较短. 需要说明的是 ,长短侧臂在收缩过程中会相互缠绕在一起 ,从而

使成像信号的强弱难以分辨 ,所以这种强弱相间的现象只在某些区域可以观察到.

以上结果说明 ,神经丝核心纤维外周存在长短不同的两类侧. 相邻长侧臂的间距为 20～

22 nm ,与金属投影法测得结果一致 ;长侧臂之间存在短侧臂 ,它们相间排列 ,所以相邻侧臂之

间的距离成为 10～11 nm ,这是金属投影法或以前所用的任何其他方法从未发现过的.

212　3种神经丝蛋白体外组装的性质

通过DE252离子交换层析 ,可将神经丝的 3种成分纯化 (图 3 (a) ) ,NF2H和NF2M能够完全

分开 ,NF2L中会混有极少量 NF2M ,但因其量比 NF2L少得多 ,所以不会影响 NF2L的组装. NF2
L在组装缓冲液中透析 ,很容易形成长纤维 (图 3 (b) ) ,纤维直径为 10～11 nm ,与天然神经丝十

分相似. 只是其表面平滑 ,无结状结构. NF2M也能形成一些直径 10～12 nm的纤维 (图 3

(c) ) ,但纤维量少 ,而且短得多. 同时有许多无规则的结构和大量短杆状、球状结构存在 ,说明

大部分蛋白没有装配成 10 nm的纤维. 就是说 ,NF2M虽有一些自组装能力 ,但远不如 NF2L
强. NF2H则只能形成杆状或球状结构 ,无法装配成中间纤维 (图 3 (d) ) .

NF2L与 NF2M(图 4 (a) )或 NF2L与 NF2H(图 4 (b) )共同装配 ,能形成直径 10 nm的纤维 ,这

种纤维比 NF2L装配成的纤维要短一些 ,但比 NF2M形成的纤维长得多. 除了纤维结构外 ,图

中还可以观察到许多短的不规则丝状片段 ,推测是尚未装配成纤维的神经丝蛋白的多聚体.

这个结果表明 ,NF2M或 NF2H存在时 ,神经丝的装配速度会变慢 ,而且也不如 NF2L 单独存在
时装配得完全. 图 4 (b)中短片段比图 4 (a)多得多 ,说明 NF2H更不容易装配到纤维中 ,这也证

明它的装配能力比 NF2M更差.
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为证实 NF2M和 NF2H确实参与了组装 ,我们采用了胶体金标记2负染色技术. 用 NF2M的

单抗与 NF2L/ NF2M组装的纤维反应 ,发现胶体金颗粒标记到 10 nm的纤维上 (图 4 (c) ) ; 用

NF2H的单抗标记 NF2L/ NF2H形成的纤维 ,也得到了同样的结果 (图 4 (d) ) . 这说明 NF2M和

NF2H参与了纤维的装配. 图中还可以观察到游离的成簇胶体金颗粒 (箭头所示) ,推测它们是

标记在图 4 (a)和 (b)所示的短片段上. 由于这些片段装配不完全 ,抗原位点暴露较多 ,因而结

合的胶体金较多. 我们注意到 ,胶体金颗粒在纤维末端和装配较松散的部位标记量较大 ,这也

是由于这些部位抗原决定簇暴露充分的原因. 在装配完全的纤维表面 ,大部分抗原决定簇被

掩盖 ,所以标记的胶体金较少.

图 3　神经丝蛋白的体外组装
(a) DE252离子交换层析分离纯化的神经丝蛋白 ; (b) NF2L在体外自组装成典型的中间纤维 ; (c) NF2M组装出一些

短纤维 (箭头所示) ,大部分呈球状或无规则聚集 ; (d) NF2H形成无规则的杆状或球状结构 (标尺 = 50 nm)

NF2M和NF2H都能与NF2L共组装成 10 nm的纤维 ,而它们自身是难以装配的. 但当二者

同时存在时 ,可以形成长纤维 (图 5) . 这些纤维比较弯曲 ,有时像线团一样缠绕在一起 ,纤维

的直径为 5～7 nm ,这些特征都与中间纤维有较大区别.

3　讨论

311　天然神经丝的结构

天然神经丝是由 NF2L ,NF2M和 NF2H 3种蛋白组装而成的. NF2L本身以及它同 NF2M或

第 2期 佟向军等 : 牛脊髓神经丝的体外组装与结构 121　　
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图 4　神经丝蛋白的共组装

(a) NF2L 和NF2M组装成 10 nm的神经丝 ,有少量未装配起来的短片段 (箭头所示) ; (b) NF2L和NF2H共组装为 10

nm直径的神经丝 ,有很多短片段存在(箭头所示) ; (c) 胶体金标记由 NF2L和 NF2M组装的纤维 ; (d) 胶体金标记由

NF2L和 NF2H组装成的纤维 ,装配不完全的短纤维上标记量大(大箭头所示) ,成簇的胶体金颗粒(小箭头所示)可能

标记图 4 (b)所示的短片段或 NF2H的聚集体 (如图 3 (d)所示) (标尺 = 50 nm)

图 5　NF2M和 NF2H在体外组装成直径

5～7nm的长纤维

纤维有时缠绕在一起 (箭头所示) (标尺 = 50 nm)

NF2H一起都能组装成 10 nm的纤维 ,NF2M和

NF2H自身不能有效装配 ,但二者在一起时 ,却

能进行一定程度的装配. 所有这些都说明 ,

神经丝的组装及其结构是比较复杂的. 对

NF2L体外组装的研究表明 ,组装的第 1 步是

单体以相互平行对齐的方式形成二聚体 ,再

经过四聚体、八聚体 ,由八聚体首尾相连成亚

丝 ,4根亚丝缠绕成 10 nm的纤维. 组装过程

中有半分子交错出现 ,从而形成20～22 nm的

周期结构 ,这种结构在 NF2L 组装成的纤维束
中可以观察到[7 ] . 半分子交错发生在哪一

步 ,人们的观点并不一致. 有人认为 ,2 个二

聚体以反平行且半分子交错的方式形成四聚

体 ,有人认为半分子交错发生在八聚体之间[7 ,8 ] . 天然神经丝 ,因其组成的复杂 ,对其结构特
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征知之甚少. 它的结构是否与 NF2L单独组装成的神经丝相同 ,目前还无从知晓.

我们的研究显示 ,从牛脊髓分离得到的天然神经丝 ,除了具有以前为人们所熟知的长侧臂

外 ,还存在一类短侧臂 ,长短 2种侧臂相间排列. 以前的研究已证实 ,长侧臂是由 NF2H或 NF2
M的羧基端形成. 那么短侧臂呢 ? 用金属投影法观察 NF2L 组装成的纤维 ,无长侧臂存在 ,但

有时会发现有很短的侧臂[5 ] ,说明 NF2L的羧基端也能形成侧臂 ,因为这种侧臂很短 ,常常在投

影过程中被掩盖. 由此我们推测 ,STM下所观察到的短侧臂是由 NF2L的羧基端形成的. 短侧

臂间距为 20～22 nm ,恰为神经丝蛋白杆状区长度 (约 48 nm左右)的一半 ,这表明 ,在装配过程

中 ,NF2L的杆状区之间发生了半分子交错 ,这与传统观点是一致的. 长侧臂之间距离为 20～

22 nm ,与金属投影法所得结果相同 ,说明 NF2M或 NF2A的杆状区之间发生了半分子交错. 相

邻长短侧臂之间的距离为 10～11 nm ,相当于杆状区长度的 1/ 4 ,这提示我们 ,在天然神经丝

图 6　天然神经丝的结构设想示意图

方框示二聚体或四聚体 ,长线示 NF2M或 NF2H的 C2末端 ,短

线示 NF2L的 C2末端. 长线方框示包含NF2M或NF2H的二聚

体或四聚体 ,短线方框示只由NF2L形成的二或四聚体

中 ,NF2L与 NF2M或 NF2H的杆状区之间可能

存在 3/ 4分子交错.

中间纤维装配的基本元件是二聚体. NF2
L本身可以形成二聚体 ,还能与 NF2M或 NF2H

形成异二聚体 ,后两者不能形成二聚体 ,这样

神经丝蛋白的二聚体就有 3 种 :L/ L ,L/ M ,L/

H[9 ] . 3/ 4 分子交错是发生在 L/ L 与 L/ M或

L/ H之间 ,还是发生在由它们组成的四聚体之

间 ,目前尚无法确定. 可以肯定的是 ,完全由

NF2L形成的同二聚体或四聚体之间发生半分
子交错 ,含有 NF2M或 NF2H的异二聚体或四

聚体之间也发生半分子交错 ,而同二聚体或

四聚体与异二聚体或四聚体之间则发生 3/ 4

分子交错 (图 6) .

312　3种蛋白的体外自组装能力

体外自组装是中间纤维蛋白的一大特征. NF2L能够很容易地装配成 10 nm的纤维 ,纤维

长且规则 ;NF2M只能形成很少的短纤维 ,大部分以无规则的聚集状态存在 ;NF2H基本上不能

装配成中间纤维形态. 这说明 NF2L具有很强的自组装能力 ,NF2M很差 ,NF2H更差. NF2L 虽
然能和 NF2M或 NF2H共同组装 ,但共组装的速度明显低于 NF2L的自组装 ,且组装进行得不够

完全. 也就是说 ,M和 H会延缓神经丝的装配过程. 研究证明 ,NF2L 和 NF2H装配能力差异

的原因不在于 NF2H的羧基端 ,而在于杆状区 [1 ] ,我们的工作也证明 ,NF2M难以组装的原因也

在于其杆状区与 NF2L不同 (文章另发) . 杆状区是中间纤维蛋白侧向结合的区域 ,侧向结合是

中间纤维蛋白装配的基础. NF2L 蛋白的杆状区能够相互结合 ,也可以和 NF2M或 NF2H的杆

状区结合 ,而M和 H不具备这种能力[9 ] . L 与M或 H的结合能力可能不如 L 间的结合能力

强 ,所以造成装配进程延缓 ;它们的结合方式也可能不同 ,导致异二 (或四)聚体之间发生 3/ 4

交错 ,不同于 NF2L单独组装时只发生 1/ 2分子交错的情况.

NF2M和 NF2H共同组装时 ,可以形成长纤维. 虽然这种纤维在形态上不同于中间纤维 ,

但结果仍然表明 ,NF2M + NF2H具有一定的组装能力 ,这就说明 ,2种蛋白的杆状区能够相互以
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某种形式侧向结合. 这一结果很出乎我们的预料 ,更进一步说明神经丝装配的复杂性. 在个

体发育过程中 ,NF2L和 NF2M先于 NF2H表达 ,并共组装成纤维网络. NF2H表达后 ,以某种目

前尚不清楚的方式加入这个网络中 ,形成成熟的神经丝[10 ,11 ] . NF2H的杆状区与 NF2L 或 NF2
M的杆状区能够相互结合 ,对它组装到业已存在的神经丝网络中 ,可能起重要作用.

神经丝与轴突的成熟、神经冲动传递以及一些神经系统疾病 (如早老性痴呆 ,运动神经元

退化性疾病)都有直接关系 ,因此它的结构与装配是一个重要的研究课题. 由于其本身组成的

复杂性 ,人们对这方面的知识还了解得很不够. 我们应用电镜和 STM技术 ,结合生化方法 ,对

神经丝的结构和装配进行了较系统的研究 ,发现了一些新现象 ,并提出了一些新观点 ,这必将

有助于这个问题的最终解决.
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