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手性二苯丙氨酸组装体的纳米结构研究
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摘要 手性作为多肽分子的基本属性，已被证明可以用于调控多肽超分子体系的结构和性能，但目前关于手性

对分子到超分子层次的作用机制的影响仍知之甚少。本文以β-淀粉样蛋白（Amyloid-β protein，Aβ）的核心识别

序列二苯丙氨酸（Diphenylalanine，L-Phe-L-Phe）为研究对象，探索了 L-Phe-L-Phe（FF）与对映体 D-Phe-D-Phe（ff）的

自组装体和共组装体的纳米结构变化，并对其分子间相互作用方式进行了分析。结果表明：FF和 ff自组装形成

了相似的纳米纤维结构，其手性主要影响肽分子间以及肽分子与水分子间的相互作用；相比于自组装，在FF和

ff的共组装体中，X射线衍射（X-ray Diffraction，XRD）分析证实了新的晶相形成。上述研究对理解淀粉样纤维

的形成机制和多肽超分子材料的设计有很好的借鉴意义。
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Nanostructures of self-assembled and co-assembled chiral diphenylalanine
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Abstract  [Background] As a fundamental property of peptide molecules, chirality has been demonstrated to play 

an important role in controlling the structures and characteristics of peptide supramolecular systems. However, the 

mechanism through which chirality takes effect has not been clarified. [Purpose] This study aims to examine the self- 

and co-assembled nanostructures and analyze the intermolecular interactions that drive the assembly by employing 

diphenylalanine (FF), along with the core recognition sequence of Amyloid-β protein (Aβ) and its enantiomer D-Phe-D-

Phe (ff), in a model system. [Methods] A series of structural and morphological analyses were conducted in the 

experiments. First, the scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM) images of the 

assembled nanostructures were obtained to observe the microscopic morphology and topological structure of the 

assembled FF and ff. Subsequently, circular dichroism (CD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were 

employed to characterize the secondary structures of peptides in the nanostructures. Finally, fluorescence emission 

spectrum and X-ray diffraction (XRD) analyses revealed the intermolecular interactions between peptide and solvent 
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molecules. [Results] The findings demonstrate that FF and ff self-assemble into similar fibrous nanostructures, and 

their chirality primarily affects the interactions between peptide molecules, as well as those between peptide and 

water molecules. Furthermore, the formation of new crystalline phases for the co-assembly of FF and ff was 

confirmed by XRD. [Conclusions] Our results may facilitate the understanding of the formation mechanism of 

amyloid fibers and design of peptide supramolecular materials.
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多肽具有易合成、易修饰以及生物相容性好等

优势，已成为超分子材料的重要构建单元，在药物递

送、生物催化和光电器件等领域具有广阔的应用前

景［1−3］。在多肽序列中，由于氨基酸侧链的立体阻

碍，手性会影响多肽的分子构象，进而引起其自组装

的超分子体系的纳米结构、尺寸和功能等发生不同

程度的变化［4−7］。近年来，多肽和其对映体肽的共组

装也成为调控超分子结构和性能的重要策略［8−10］。

β-淀粉样蛋白（Amyloid-β protein，Aβ）聚集成的

寡聚体会破坏神经突触功能，被认为是神经退行性

疾病阿尔茨海默症（Alzheimer's Disease，AD）的标

志物［11］。已有研究者利用多肽与Aβ的共组装，设计

了多种基于D型氨基酸的淀粉样蛋白抑制剂，可以

抑制Aβ寡聚体的形成［12−15］。二苯丙氨酸作为Aβ的

最短的核心识别序列，可自组装形成与Aβ相似的淀

粉样纤维结构，其分子内及分子间相互作用研究对

揭示Aβ聚集机制、结构和毒性间的关系具有重要

意义［16−17］。

本文研究了手性异构体二苯丙氨酸 L-Phe-L-Phe

（FF）和 D-Phe-D-Phe（ff）的自组装和共组装行为。采

用多种光谱［18］、X 射线衍射（X-ray Diffraction，

XRD）、扫描电镜（Scanning Electron Microscopy，

SEM）、原子力显微镜（Atomic Force Microscopy，

AFM）等表征方法，探讨分子间相互作用，旨在揭示

短肽分子手性对自组装纳米结构的影响。此外，通

过将FF和 ff以不同的比例进行共组装，实现了对共

组装体微观结构的调控，并观察到与单一组分自组

装体不同的全新晶相形成。

1  实验材料与方法 

1.1　 材料　

L-Phe-L-Phe（FF）、D-Phe-D-Phe（ff）（纯度＞98%）

购买自上海强耀生物科技有限公司；二甲亚砜

（DMSO）购买自Sigma-Aldrich公司；溶液配制使用

超纯水（18.2 MΩ·cm）。

1.2　 多肽溶液的配制及组装　

将FF和 ff粉末分别溶解在DMSO溶液中，得到

浓度为200 mg·mL−1的储备溶液；在一定量的储备溶

液中加入超纯水，获得终浓度为2 mg·mL−1的多肽溶

液［19］。放置在37 ℃、300 r·min−1环境下孵育3 d。

1.3　 组装体的成像　

扫 描 电 镜（Scanning Electron Microscope，

SEM）：取10 μL上述孵育后的多肽溶液滴在洁净的

硅片表面，并冷冻干燥。测试前利用离子溅射镀膜

仪对样品进行喷金处理，使用LEO 1530VP（Zeiss）

扫描电子显微镜观察组装体的微观形貌。

原 子 力 显 微 镜（Atomic Force Microscope，

AFM）：取10 μL上述孵育后的多肽溶液滴加在洁净

的新鲜剥离的云母表面，静置吸附3 min后去除多余

溶液，自然晾干。通过Multimode 8（Bruker）扫描探

针显微镜观察组装体的微观拓扑结构。使用名义悬

臂弹性系数为 7 N·m−1的XSC-11（MIKROMASCH）

探针，选择 PeakForce QNM in Air 扫描模式进行

成像。

1.4　 光谱表征

圆二色光谱（Circular Dichroism，CD）：使用

Chirascan（Applied Photophysics）圆二色光谱仪对多

肽组装体的二级结构进行测量。多肽溶液用超纯水

稀释至 0.5 mg·mL−1，选择比色皿光程为 1 mm，收集

扫描波长范围为 200~260 nm 的数据 ，带宽为

1.0 nm，采集数据点间隔为1.0 nm，以超纯水的光谱

作为基线。使用CDNN 2.1程序分析组装体中多肽

的二级结构含量。

傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱（Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy，FTIR）：将多肽溶液通过冷冻

干燥技术获得固体粉末，与干燥的KBr粉末一起研

磨、混合均匀并压片。使用傅里叶变换红外光谱仪

TENSOR 27（Bruker）测试多肽的红外光谱，收集波

数范围为1 800~1 200 cm−1的数据，采集数据点间隔

为4 cm−1，扫描次数为64次，以KBr作背景。

荧 光 发 射 光 谱（Fluorescence Emission 

Spectrum）：取 200 μL、2 mg·mL−1多肽储备溶液或孵

育后的多肽溶液加入比色皿中。使用 FS 5

（Edinburgh Instruments）荧光光谱仪进行PL光谱扫

描，设置激发波长为 259 nm，收集波长范围为 270~
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molecules. [Results] The findings demonstrate that FF and ff self-assemble into similar fibrous nanostructures, and 

their chirality primarily affects the interactions between peptide molecules, as well as those between peptide and 

water molecules. Furthermore, the formation of new crystalline phases for the co-assembly of FF and ff was 

confirmed by XRD. [Conclusions] Our results may facilitate the understanding of the formation mechanism of 

amyloid fibers and design of peptide supramolecular materials.
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320 nm的数据，采集数据点间隔为 1 nm，扫描次数

为3次。

1.5　 X射线粉末衍射（Particle X-ray Diffraction, 

PXRD）分析

将多肽溶液冷冻干燥获得固体粉末，研磨均匀。

使用D8 Advance（Bruker）X射线衍射仪测量多肽自

组装体的X射线粉末衍射谱，采用Cu Kα射线，λ=

0.154 05 nm，收集扫描 2θ范围为 5°~14°的数据，采

集数据点间隔为0.02°。

2  结果与讨论 

2.1　 手性二苯丙氨酸的自组装　

如SEM图像（图1（a、b））所示，FF和 ff分别自组

装形成的纳米纤维是多尺寸的，其中较大的纤维由

较小的纤维相互缠绕而成。使用AFM对溶液体系

中最小尺寸的纳米纤维进行了观察，从不同图像中

随机选择一定数量的纳米纤维进行测量，发现两者

的高度与半高宽存在差异（图1（c、d））。其中，FF自

组装纳米纤维的高度为（5.2±0.8） nm，半高宽为

（31.2±12.3） nm；而 ff 自组装纳米纤维的高度为

（11.1±1.0） nm，半高宽为（102.3±18.0） nm。

为了探讨造成 FF和 ff自组装体微观形貌差异

的原因，我们利用光谱学和XRD技术进行了深入分

析。图 2（a）表示的是FF与 ff的CD谱，使用CDNN 

2.1程序对CD谱进行分析，结果表明，两者主要的二

级结构为 β-折叠和 β-转角，但占比略有区别（图 2

（b））。FTIR谱（图 2（c））中 FF和 ff在 1 665 cm−1和

1 694 cm−1的特征峰进一步证实了两者的二级结构

以β-折叠和β-转角为主［20−21］。我们推测FF和 ff自组

装纳米纤维上的差异与多肽二级结构相对含量的差

异相关，分子手性影响二苯丙氨酸侧链苯环的空间

取向，使其以更稳定地排列形成超分子结构。如荧

光发射光谱所示，当激发波长为 259 nm时，自组装

图1　FF和 ff自组装微观结构
(a, b) FF (a)及 ff (b)的自组装微观结构的SEM图像，(c, d) FF (c)及 ff (d)自组装纳米纤维的AFM图像（左）和

AFM图像中线条所示位置的线性剖面图（右）
Fig.1　Nanostructures of self-assembled FF and ff

(a, b) SEM images of self-assembled nanostructures of FF (a) and ff (b), (c, d) AFM images (left) of self-assembled nanofibers of 
FF (c) and ff (d), and linear profiles (right) of the lines shown in AFM images

后的 FF和 ff在 281 nm处有一个发射峰（图 2（d）），

而且两者发射谱几乎重合。与DMSO中游离的FF

相比，发射峰无明显移动但峰型略有变化。我们知

道，溶解在DMSO中FF和 ff的芳香残基间存在 π-π

堆积作用但无疏水相互作用，没有形成纳米结构，而

水中的FF和 ff间除了芳香残基间π-π堆积作用外还

存在疏水相互作用；因此，FF和 ff的自组装应该主

要是由疏水相互作用驱动的。同时，XRD图谱表明

FF和 ff在水中自组装后衍射峰位置与自组装前完

全不同（比较图2（e）和（f）），说明多肽分子与溶剂分

子间的相互作用导致了多肽分子规则的排列，形成

了高度有序的自组装微观结构，导致晶型变化。我

们发现，FF和 ff衍射峰的峰型基本相同，且与FF单

晶结构模拟的衍射图有相似的峰位置［22］，说明FF和

ff在各自组装体中分子排列方式较为相似。其中，

在2θ=8.4°处的衍射峰强度较弱，可能与本实验条件

下形成纳米纤维，而不是之前研究者报道的纳米管

等微观结构相关［23］。此外，XRD图谱中 FF自组装

体的衍射峰位置相比 ff略向低角度偏移，推测它们

的晶格参数略有不同。上述结果表明，分子手性引

起的二苯丙氨酸侧链苯环的空间取向会影响自组装

纳米结构的分子间距离，故形成不同尺寸的纳米

纤维。

2.2　 不同手性二苯丙氨酸的共组装　

我们将不同比例的FF和 ff（FF:ff=3:1、1:1、1:3）

混合，在与之前相同的实验条件下进行多肽共组装，

观察共组装体的微观形貌。如 SEM图像（图 3）所

示，3:1和1:3比例的FF和 ff共组装体系形成了大量

的纳米纤维结构；两种比例的多肽共组装而成的纳

米纤维之间的缠绕相比自组装体系更为紧密。

AFM图像（图 3）也证实 3:1和 1:3比例的 FF和 ff共

组装形成了大量纤维束，其纳米纤维束的高度大多

在数十纳米的范围内。而FF和 ff以1:1比例共组装

的SEM和AFM图像则显示其形成了排列较为均匀

的束状微观结构，分支由纳米纤维组成［24］。形态迥

异的组装体结构表明不同比例FF和 ff的共组装策

略提供了淀粉样纤维聚集体研究新的思路。

CD谱（图 4（a、b））表明，FF和 ff混合体系中也

形成了以β-折叠和β-转角为主的二级结构。相比于

1:1比例的FF和 ff，3:1和1:3非等比共组装体系中多

肽的 β-折叠和 β-转角二级结构含量更高，这可能是

造成不同比例共组装超分子体系微观结构存在差异

的 原 因 。 红 外 光 谱（图 4（c））在 1 603 cm−1、

1 665 cm−1、1 694 cm−1的特征峰也表明了混合体系中

多肽的二级结构主要为β-折叠和β-转角，与CD光谱

中反映的二级结构相一致。

我们也利用荧光发射光谱和XRD技术对FF和

ff共组装体系进行了探讨。荧光发射光谱（图4（d））

表明，当激发波长为 259 nm时，不同比例FF和 ff在

水中组成的共组装体系均在 281 nm处显示出一个

发射峰，与DMSO中FF和 ff混合溶液的荧光发射光

谱相比，没有明显的峰值移动，峰型稍有变化。这个

结果与FF或 ff自组装的荧光发射光谱相一致，说明

FF和 ff发生共组装的驱动力与自组装相似，以疏水

图2　FF和 ff自组装体的CD谱(a)、二级结构含量分布(b)、FTIR谱(c)、荧光发射光谱（λexcitation=259 nm）(d)、
未组装肽的XRD图谱(e)和自组装肽的XRD图谱(f)（彩图见网络版）

Fig.2　CD spectra (a), ratios of secondary structures (b), FTIR spectra (c), fluorescence emission spectra (λexcitation=259 nm) (d), XRD 
patterns of unassembled peptide powders (e), and XRD patterns (f) of self-assembled FF and ff peptides (color online)
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Fig.2　CD spectra (a), ratios of secondary structures (b), FTIR spectra (c), fluorescence emission spectra (λexcitation=259 nm) (d), XRD 
patterns of unassembled peptide powders (e), and XRD patterns (f) of self-assembled FF and ff peptides (color online)
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相互作用为主。不同比例FF和 ff的共组装体系的

XRD图谱（图 4（e））与FF或 ff自组装体系的衍射图

谱类似（图 2（f））；但是，FF和 ff的共组装体系在更

小的角度（2θ=6.29°）出现了一个新的衍射峰，说明

共组装形成了新的晶相。FF和 ff以1:1共组装体系

中新的衍射峰位置相比非等比例共组装体系中新的

衍射峰位置角度略高，推测两者的晶格参数略有不

同。这个不同可能最终反映在共组装体系的微观结

图3　不同比例FF和 ff共组装结构的微观结构
FF和 ff共组装体系的SEM图像(a, c, e)和AFM图像(b, d, f)，FF和 ff的混合比例分别为3:1 (a, b)、1:1 (c, d)、1:3 (e, f)

Fig.3　Nanostructures of co-assembled FF and ff with various ratios
SEM images (a, c, e) and AFM images (b, d, f) of co-assemblies formed by FF and ff at ratios of 3:1 (a, b), 1:1 (c, d), 1:3 (e, f)

图4　不同比例FF和 ff的共组装体系的谱学分析
(a) CD谱，(b) 二级结构含量分析，(c) FTIR谱，(d) 荧光发射光谱（λexcitation = 259 nm），(e) 共组装体系的XRD图谱

Fig.4　Spectroscopic analysis of co-assembled FF and ff with various ratios
(a) CD spectra, (b) Ratios of secondary structures, (c) FTIR spectra, (d) Fluorescence emission spectra (λexcitation = 259 nm), 

(e) XRD patterns of co-assembled FF and ff

构上的差异（图3）。

3  结语 

本文利用多种实验技术研究了手性多肽FF和

ff的自组装和共组装行为，对多肽的二级结构、组装

体系的微观结构、分子间相互作用进行了表征与分

析。结果表明，FF和 ff氨基酸侧链上苯环的空间取

向的不同在一定程度上影响了肽分子间、肽分子与

水分子间的相互作用，进而造成了自组装体及共组

装体的微观结构上的差异。XRD结果显示，不同比

例的FF和 ff混合体系出现新的衍射峰，表明多肽共

组装行为会形成新的晶相。我们的研究揭示了多肽

的手性和共组装策略对组装体纳米结构和分子间相

互作用方式的影响，为调控多肽超分子微观结构提

供了新的参考。一方面有望促进淀粉样纤维的形成

和抑制机制的理解，另一方面可以用于设计结构、功

能多样化的多肽超分子纳米材料，为未来其更广泛

应用提供了新的思路。
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