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摘  要  随着中子源和散射装置的改进 中子散射技术在生物大分子领域的应用也日益广泛

且许多方面是其它 X 射线等 散射技术无法比拟的 本文综述了中子散射在生物大分子的结构和

动态性能等方面的研究进展和方法 同时也讨论了中子散射技术在应用过程中的一些优缺点
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Abstract  Neutron scattering has been used more and more widely, as neutron sources and scattering

techniques have been developed. For the basic properties of the neutron the usefulness of neutrons scattering

is better than other scattering techniques (X-Ray scattering, Raman scattering etc.) at a lot of areas especially

in biopolymer studies. Because firstly, H has a very big neutron scattering cross-section as neutron scattering

can tell us the site of H and H-bond distinctly and it is very important in the researches of the biopolymer

structures. Secondly, neutron can distribute H and D for they have different neutron scattering cross-sections,

so we can use isotopic substitution at studies, it is very useful for the researches of compound biopolymers

and a lot of biopolymers are compounds. At the same time biopolymers' dynamic behaviors can be obtained

by neutron scattering too. In this paper the applications of neutron scattering in biopolymers including

structure and dynamics of biomacromolecules are reviewed.
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70年代以来 中子散射技术以其特有的性质 成为了继 X射线和电子衍射之后的又一研究

物质微观结构的有效方法 近年来 中子散射技术在蛋白质等生物大分子结构研究领域中得到

了广泛的应用 在这个领域里 使用得较广泛的是中子衍射和小角中子散射两项技术 前者相

当于一个高倍数 109 小视野的显微镜 可用于研究溶剂水的结构 位置及氢键在蛋白质分

子中的精确位置 后者则相当于倍数稍低 视野较大 适用于尺度在几纳米到几十纳米 分子

量在 104~106间的中 大分子集团的观察 例如 大分子周围的脂质 胶束结构 类脂膜结构或

微囊的结构 中子散射不仅可以定位生物大分子中的氢核 提供静态结构信息 而且可以提供

氢核 水分子及大分子的分子运动动力学信息

中子散射用于生物大分子高级结构研究包括以下几个方面[1]:
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1 生物大分子及其晶体主要是 C H O 的化合物 测定氢原子和氢键的位置是十分重

要的 由于氢元素具有较大的中子散射截面 所以在高分辨率时利用中子衍射可以定位生物大

分子中的氢原子和氢键的位置

2 利用小角中子散射(SANS)来研究生物大分子的形状和结构

3 中子散射同时也可用于生物大分子的动力学研究 获得原子和分子的动态信息

4 中子散射可以区分氢中的氘 利用中子对氢和氘的灵敏度 低分辨率时在生物研究中

可以使用 同位素标记 方法 利用 SANS来测定复合生物大分子的结构及分子组成

1 定位生物大分子中的氢原子和水分子的位置与状态

近年来 人们对于蛋白质序列方面的研究已经有了长足的进展 然而对于各种蛋白质高级

结构及其周围水分子的动态性能的了解进展缓慢 许多大的蛋白质分子的结构至今仍是未知的

蛋白质分子中有将近一半的元素是氢原子 定位蛋白质分子中的氢原子对于研究蛋白质分子的

结构起着非常重要的作用 而确定氢原子位置的最有效方法就是中子衍射 同时有研究表明

水合水分子对于球形蛋白等生物大分子结构的稳定起着非常重要的作用[2] 在高分辨率时 用

中子衍射不仅可以定位蛋白质分子中的氢 同时也可以定位生物大分子中水合水分子的位置  图

1 显示的就是由中子衍射获得的单晶鸡蛋蛋白溶菌酶分子的三维结构 在图中定位了溶菌酶分

子和键连的水分子中总共 960 个氢原子 它是由 157 个键连的水分子 696 个质子和 264 个氘

原子组成的[3]

图 1 溶菌酶分子及其键连水分子中 H和 D的三维排列结构

又如 图 2显示了 Trp 62的吲哚环上的水分子 从图中可以判断水分子可能与吲哚环上的

电子相互作用形成了一种新型的氢键 图 3中显示的是 Tyr 53上键连的水分子 从图中可见

Tyr 53 上 OH 基中的氢原子并未与水分子形成氢键 而是水分子中的一个氢原子与酪氨酸残基

中的氧原子 YO 另一个氢原子与谷氨酸残基主链上的氧原子 QO 形成了氢键 研究表明

水分子的这两个氢原子分别处于与 YO和 QO距离相等的位置上 而且两个氧原子 YO和 QO

与水分子中的两个氢原子均形成氢键 从图中还可发现 在图 2 和图 3 的样品中游离水和键合

水是同时存在的[1] 早在 Franklin 和 Gosling 进行的第一次 DNA 纤维衍射实验时就发现湿度的

控制对于 A-DNA 和 B-DNA 间的转变有着重要的影响 DNA 双螺旋结构周围键连的水分子对

于确定 DNA 的最终结构有着重要的作用[4] 可见水合情况对于 DNA 等大分子结构稳定性是非
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常重要的 利用中子散射的方法可以准确地指出生物大分子中水所处的位置 例如 Pope 等利

用中子散射的方法定位了氘代 A-DNA分子周围的四个水分子的位置 从它们与 DNA双螺旋链

的距离可以判断出这些水分子是否可以与 DNA分子间形成直接键连的氢键以及氢键的强弱[5]

图 2 Trp 62中吲哚环上的水分子
图 3  Tyr 53上键连的水分子

此外在生物功能高分子方面 Langan 等近期利用中子衍射可以定位氢原子位置这一特点重

新研究了纤维素的结构 发现其氢键网络与以前利用 X 射线衍射得到的人们长期以来所公认的

结果有很大出入 于是他们利用中子散射重新修正了纤维素的结构及其分子内氢键系统 使人

们对其结构有了一个更完整正确的认识[6]

2 生物大分子的结构研究

生物高分子结构研究是生命科学的一个重要的研究领域 在 20世纪后半叶 X射线单晶结

构分析被用于生物大分子 例如蛋白质和 DNA 的三维结构 揭示出了生命科学中许多未知的

奥秘 但对于一些生物大分子的结构仍然存在着许多疑问 人类进入 21世纪 对生物大分子结

构的研究日益引起人们的重视 已经成为世界瞩目的一个科学研究领域 而中子散射技术的引

入将使这一研究领域产生前所未有的突破性进展

2.1 利用小角中子散射研究生物大分子的形状和结构

如前所述 小角中子散射适用于尺度在几到几十 nm 的生物大分子结构的研究 同时由于

中子是中性粒子 所以不受磁场和电场的影响 具有很好的穿透性 可以很容易地穿过生物大

分子 利用三维小角中子散射 3D-SANS 研究生物大分子纳米级的立体结构 例如近期 人

们就利用小角中子散射解释了免疫球蛋白 A(IgA)的结构 免疫球蛋白 IgA 对人体自身免疫力起

着一个重要的作用 它不仅存在于血液中 同时也是胃 肠道粘膜表面抗体的重要组成 但是

长期以来人们对于它的三维结构一直不是很清楚 近期 Perkins 等在 ISIS 利用 SANS 研究得

到了 IgA的立体结构 如图 4 IgA的这种两端展开的 T形结构使其较其它抗体更易接近较远

处游离的外来粒子上的抗原 从而正确解释了其具有较高免疫功能的原因[ 7]

此外 近 10年来 由于天然生物大分子应用的广泛 人们对其结构的研究也越来越重视

目前研究大分子结构的方法并不少 电镜 纳米技术 X 射线衍射 核磁共振等 其中确定

1~100nm 度范围内大分子结构的最有效 简便的方法是 SANS Evmenenko 等便利用 SANS 确

定了壳聚糖等多种天然多糖类大分子的立体结构 这对于此类生物大分子材料的应用具有重要
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的指导意义[ 8 ]

图 4 免疫球蛋白 A的缎带结构

2.2 生物大分子复合物结构的研究

生物大分子在生物体内很少是单独存在的 多是以多组分复合物的复杂形式存在 例如蛋

白质与脂的复合物 DNA 键连蛋白质是一种 DNA 和蛋白质的复合物 核糖体是各种形式的蛋

白质与 RNA 的复合物 在 SANS 实验中利用 H 和 D 之间散射截面σ的巨大差别(σ H=80 10-

24cm2 σ D=80 10-24cm2) 可以获得生物大分子复合物的结构

2.2.1 对比变异法 Contrast Variation method [9,10]  图 5是一个 反差图 横坐标是普通水-重

水 H2O-D2O 混合物中重水的百分比 纵坐标是热中子 散射密度 对于体积为 V 的物质的

散射密度等于该体积内所有原子的散射长度之和除以 V 相当于用热中子观察该物质时物质的

密度 图中列出了混合水 斜度最大的线 和酯类 蛋白质 DNA RNA以及某些氘化 用

氘代氢 物的 密度 曲线 水-重水混合物在约 9(wt)%重水时 密度 为零 即中子看来它

是真空 更为重要的是 混合水的散射密度在许多点上与蛋白质 DNA RNA等物质相等 也

就是说 在这些特殊的水-重水混合物比值上 它的 密度 与蛋白质 DNA 等一致 而使得

这些物质在这一特殊点上对中子而言和 水 背景完全一样而 消失 这样便可以把其他成分

突出出来加以测定

图 5  H2O-D2O混合水和一般生物分子的热中子散射密度
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例如病毒结构常常是 RNA外层包着蛋白质 因而 用中子研究它的结构时 可以把它 养

在混合水中 先调整水中重水的比例使蛋白质 消失 专门观察 RNA 的结构 再改变水的成

分使 RNA 消失 专门观察蛋白质外壳的结构 此外 对于一些双组分复合生物高分子材料

也可用此方法研究其结构

2.2.2三重同位素替代法 triple isotopic substitution [11.,12]  对比变异法只能使一种组分 消失

对于多组分复合物 如果要研究其中一种组分的结构 就必须把其它所有组分的散射 扣除

这时上述方法就无能为力了 于是人们又设计了三重同位素替代(TIS)方法来研究多组分复合

物

此方法的基本原理是研究溶液( )和( )的散射曲线之差 即差谱 其中溶液( )包括 1 2

两种不同氘代形式的粒子 溶液( )中包括一种氘代形式介于 1 2之间的第三种形式的粒子 3

其散射长度 b3=(1-δ)b1+ δb2, 式中 b1 b2 为溶液( )中 1 2两种粒子的散射长度 δ为粒子 2在

1 2 混合物中的百分含量 在两种溶液中溶剂对谱线的影响是相等的 所得的差谱与溶剂中水

-重水比例无关 计算结果发现所得差谱相当于一种散射密度等于 1 2 两种粒子散射密度之差

即 bF= b1-b2 的粒子在 真空 中的散射曲线 这样 在( ) ( )两种溶液所有粒子中氘代

程度一致的组分在差谱中其散射信号均被 扣除 了 仅余下在( ) ( )两种溶液中氘代程度

不一致的那一种组分的散射信号 利用这种方法就可以研究多组分复合物中任一组分的结构了

利用这种方法人们研究了大肠杆菌中 30s核糖体中全部蛋白质和 16SrRNA的旋转半径 所

得的数据与早先的研究结果完全吻合 充分证明了这一方法的可靠性 同时也证明了 TIS 可分

析大分子复合物中小到 2(wt)%~3(wt)%的组分 且不受溶剂中重水含量的影响[13] 此种方法为

一些复杂复合生物高分子材料结构的研究提供了一个有效的途径 解决了长期以来在材料结构

方面困扰人们的许多问题

3 生物大分子的动力学研究

生物学家的研究表明 生物大分子的动态力学特性与其一系列生理功能有着密切的联系

这些动态特性是指介质内部粒子的各种运动 包括固体和液体的各种元激发 如晶格点阵的振

动 即声子谱 磁矩的扰动 液体分子的扩散 不同分子或分子团之间的振动 旋转 离子迁

移等 而这些都可以归结为能量问题 它们大都在 1~100meV 之间 而中子的能量恰恰与研究

对象具有相同的数量级 因而利用中子与物质的相互作用所引起的能量和动量的变化 就可以

测定出研究对象内部的能量状态 这就是利用热中子非弹性散射(INS)进行动态研究的基本原理
[14] 由于 1H核的不相干中子散射截面相当大 而且氢核在蛋白质中大量存在且分布均匀 所以

此方法是通过氢原子作为探针来研究蛋白质的动力学信息的

目前 人们对于蛋白质分子在皮秒(ps)范围内的结构的不规则变动利用动态模拟等理论方

法已经研究得非常细致了 然而 长期以来并没有很多相应的实验数据来验证所得到的结论

利用非弹性中子散射 INS 方法 人们得到了几种蛋白质在皮秒范围的动力学信息 及湿度

和温度对其流动性等动力学性能的影响[15~18] 研究发现溶液中的蛋白质和低含水量的蛋白质粉

末的内部动力学情况不同 例如 将溶菌酶粉末中 D2O的含量从 0.07g D2O/g蛋白质增加到 0.20g

D2O/g蛋白质时中子散射峰强度有所降低 这是由于均方位移增加所造成的 Doster等利用 INS
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对水合肌红蛋白在 4~350K 0.1~100ps 范围内原子运动情况的研究还发现 在 180K 以下 肌

红蛋白的动力学行为基本上只有振动这一种运动方式 在 180K 以上则发生变化 产生非振动

的运动方式[16] 另外 利用准弹性非相干中子散射 IQEN Wanderlingh等还研究了肌红蛋白[19]

和溶菌酶[20]等生物大分子中水合水的动力学信息 发现它们转换和旋转速度均比自由水低 空

间结构也有所改变 同时还利用氘代溶剂的方法研究了水合水对生物大分子动力学性能的影响

当然 中子散射技术也有它的不足之处 最主要的缺点是需有庞大的设备 核反应堆或专

用强中子源加速器 且中子源的运转费昂贵 所以只能到有限的源 有限的地方进行散射实验

不可能像普通 X 射线分析那样广泛和普及 同时就目前而言对大分子工作往往中子源强度还嫌

不足 因而常常需要较大量的样品 现在美国 日本和欧洲正在建造第三代大功率中子源 它

将提供比现今功率高 30倍的中子源 而对于一些发展中国家 例如韩国 印度尼西亚 中国等

也开始认识到这项技术对于物质研究的重要性 最近 中国政府投资 50 亿 1998 年 在中国

原子能研究院建造 CARR Chinese Advanced Research Reactor 希望在中国建成世界上一流的

中子散射仪[21] 台湾也将投资相当数量的资金用于 CRR 中子源的建造  新一代中子源的建

成 将对中子散射在生物大分子研究领域的应用起到重要的作用
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