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硫酸钠诱导单链聚(N-异丙基丙烯酰胺)相变的单分子力谱研究 
薛玉瑞    张文科* 

(吉林大学化学学院  超分子结构与材料国家重点实验室  长春 130012) 

摘要  聚(N-异丙基丙烯酰胺) (PNIPAM)具有独特的相变行为, 已成为人们研究蛋白质折叠等生命过程发生机理的模

型体系. 我们利用基于原子力显微镜(AFM)的单分子力谱技术(SMFS)研究了单链 PNIPAM 在硫酸钠诱导下的相转变过

程, 并定量化了相变后所形成塌缩结构的稳定性. 通过对单链 PNIPAM 的单分子力谱实验得知: 在相变前, 得到单调

上升的力曲线, 对应着 PNIPAM 无规线团结构的形变过程; 相变后, 得到的锯齿型力曲线, 对应着 PNIPAM 塌缩结构

在外力诱导下的解折叠过程. 首次从单分子水平观察到在外加盐的作用下, 单链 PNIPAM 低温相转变和高温相转变的

差异: 相比于低温相转变, 高温相转变生成的塌缩结构更加稳定. 
关键词  原子力显微镜; 单分子力谱; 聚(N-异丙基丙烯酰胺); 低临界溶解温度; 盐效应 

 

Single Molecule Force Spectroscopy Investigation on Na2SO4-induced 
Conformational Transition of Single PNIPAM Chains 

Xue, Yurui    Zhang, Wenke* 
(State Key Laboratory of Supramolecular Structure and Materials, College of Chemistry, Jilin University, Changchun 

130012) 

Abstract  In this study, the sodium sulfate (Na2SO4)-induced conformational transition of a single PNIPAM chain, a model 
system for the investigation of protein folding, was studied by using atomic force microscopy (AFM) based single-molecule 
force spectroscopy (SMFS). Before the SMFS experiments, thermal-responsive poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) 
molecules were attached individually onto gold surfaces for SMFS experiments. By covalently grafting sulfydryl-
functionalized PNIPAM into the isolated defects of freshly prepared self-assembled monolayers (SAMs) of dithiothreitol 
(DTT) on gold substrates, the grafting density of PNIPAM molecules could be conveniently controlled and the 
substrate-induced conformational changes have also been prevented effectively. During the SMFS experiments, the AFM tip 
was gently brought in contact with the sample surfaces during which part of the polymer chain was adsorbed onto the tip 
surface, forming a connective bridge in-between. And then, the grabbed polymer chain has been manipulated repeatedly 
under different extension length until the molecule detached from the AFM tip. Characteristic smooth- and sawtooth-pattern 
force curves were obtained before and after the conformational transition of a single PNIPAM chain, respectively. It was 
demonstrated that the smooth-pattern force curves corresponded to the pulling of the random coiled structure of single 
PNIPAM chains, while the sawtooth-pattern force curves corresponded to the unraveling of the collapsed globule structure. 
Besides, a consecutive two-step collapsing process (low- and high-temperature collapsing step) of the conformational 
transition of a single PNIPAM chain was detected, for the first time, in our SMFS experiments. It was found that more 
compact collapsed structures formed in the high-temperature collapsing step, which may due to the cooperative effect of the 
weakening of hydrogen bonding (between PNIPAM chains and water molecules) and increasing of hydrophobic interaction 
of the polymer chains. Our results show that AFM-based SMFS is a powerful method that complementary to other ensemble 
measurements in the determination of conformation transition of thermal-responsive polymers. 
Keywords  atomic force microscopy; single molecule force spectroscopy; poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM); Lower 
Critical Solution Temperature (LCST); salt effect 

   
1  引言 

刺激响应型高分子作为一种典型的智能材料, 其自

身各种性质会因外界环境中微小的化学或物理变化引

起的刺激而发生明显的改变, 在材料科学、医药工程、

组织工程等领域都有着广阔的应用前景[1～4]. 聚(N-异丙

基丙烯酰胺) (PNIPAM)是一种典型的水溶性温敏型高

分子, 其分子链上同时具有亲水基团(酰胺基)和疏水基

团(异丙基), 在水溶液中表现出低临界溶解温度(Lower 
Critical Solution Temperature, LCST)[5]. 当外界温度低于

LCST时, 溶剂为良溶剂, PNIPAM高分子链以伸展的无
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规线团状态存在; 当外界温度高于 LCST 时, 溶剂变为

不良溶剂, PNIPAM 高分子链的水合作用发生变化从而

引起无规线团-塌缩球转变, 并最终以塌缩球状态存在. 
PNIPAM 的 LCST 与溶剂性质密切相关. 比如温度效 
应[6～12]、盐效应[13～15]和混合溶剂效应[12,16～20]等都能引起

PNIPAM 分子 LCST 的显著变化. 这种无规线团-塌缩

球转变行为是高分子科学和生命科学中都存在的重要

问题, 研究相转变的本质及动态过程, 对于揭示蛋白质

折叠等生命过程的发生机理具有重要意义[21,22]. 
在高分子构象转变过程中, 单个高分子链的一级结

构、单链弹性以及分子内分子间相互作用力都起着重要

的作用. 然而传统的研究方法只是给出大量分子共同作

用的平均效应信息, 很难从单个分子水平精确地给出高

分子链的构象转变信息及其动态行为. 尽管可以通过理

论计算的方法描述单个分子链构象转变行为[23,24], 但是

仍缺少真实的单分子实验数据的支持. 
近年来, 随着纳米技术的飞速发展, 可以在纳米尺

度进行分子内分子间作用力的直接测量以及对单个分

子精确操作的单分子力谱技术, 如磁性珠技术、光学镊

子技术、生物膜力学探测技术以及基于 AFM 的 SMFS
技术等, 已被广泛的应用于大分子体系的研究[25～31]. 其
中, 基于 AFM 的 SMFS 是一种可以从单个分子水平上

研究天然与合成高分子体系中的分子内与分子间相互

作用的本质, 揭示其动态过程的一种重要的纳米表征技

术[8,32～38]. 
以往的研究中, 单分子力谱的方法也被用来研究单

链 PNIPAM 的纳米力学性质、相变机理等, 然而这些研

究工作主要集中在温度效应[8,11,12]和混合溶剂效应[12,20]

方面. 对于盐效应引起的PNIPAM相变行为的研究仅停

留在宏观层面上, 未见有单分子水平研究的报道. 本文

中, 我们利用基于 AFM 的 SMFS 方法研究了硫酸钠诱

导的单链PNIPAM相变过程, 得到了相变前和相变后的

特征力曲线. 第一次直接从单个分子水平观察到在 0.3 
mol•L－1 硫酸钠作用下, 在两个不同相变温度区间内由

无规线团到塌缩球的构象转变过程, 直接给出了塌缩球

结构的稳定性信息. 

2  结果与讨论 

2.1  单链 PNIPAM 在良溶剂中的单分子力谱 

为了实现PNIPAM的单分子操纵, 避免多分子信号

及基底效应的干扰, 我们利用二硫代苏糖醇来修饰金片

表面, 同时利用二氯甲烷处理该金片表面, 引入分散的

“缺陷”, 之后再将末端带有巯基修饰的 PNIPAM 固定

到这些“缺陷”位点(详见实验部分)[39,40]. 
在进行单分子力谱实验之前, 我们按照文献的方 

法[41]测得PNIPAM在0.3 mol•L－1硫酸钠溶液中的LCST
约 20.5 ℃ (详见支持信息). 当实验温度小于该温度时,  

0.3 mol•L－1硫酸钠溶液为PNIPAM的良溶剂, 高分子链

以无规线团存在, 所以我们选择 18 ℃作为 PNIPAM 的

单分子力谱实验温度. 
图 1 所示为 18 ℃ (＜LCST)时 PNIPAM 在 0.3 

mol•L－1 硫酸钠溶液中得到的典型力-拉伸曲线(简称力

曲线). 由于力谱实验过程中 AFM 针尖与高分子链段间

的吸附位置并不确定, 以及高分子链长度的多分散性, 
实验中得到的高分子的完全伸展长度是不同的. 从图 1
中可以看到所得力曲线都具有以下特点: 力曲线上的力

随高分子链拉伸长度的增加而单调上升; 当高分子链从

针尖表面脱落时, 力值降为零. 如图 2 所示, 将代表性

力曲线进行归一化处理并相互叠加, 发现经归一化处理

后的力曲线能够很好的重合在一起, 说明PNIPAM分子

链的链段弹性与其自身完全伸展长度成线性比例. 以上

SMFS 实验结果表明, 我们得到了 18 ℃条件下单链

PNIPAM在 0.3 mol•L－1硫酸钠溶液的特征力曲线, 即单

调上升的力曲线, 对应着无规线团结构的高分子链的拉

伸. 

 

图 1  PNIPAM 在 18 ℃时在 0.3 mol•L－1硫酸钠溶液中所得典型力曲

线 
Figure 1  Three typical force curves of single PNIPAM chains obtained 
in 0.3 mol•L－1 Na2SO4 aqueous solution at 18 ℃ 

 
图 2  对图 1 中的典型力曲线归一化、叠加处理 
Figure 2  Superposition of normalized force curves of single PNIPAM 
chains shown in Figure 1 
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2.2  单链 PNIPAM 在不良溶剂中的单分子力谱 

最近, Zhang 等[13,42]的研究结果表明足量的盐存在

时, PNIPAM 的相变会分解成两个连续的独立相转变步

骤完成, 即低 LCST 步骤和高 LCST 步骤. 当温度达到

低 LCST 时, 高分子发生第一次相变, 并在一定的温度

范围内形成稳定结构存在于溶液中; 随温度继续升高, 
达到高 LCST 时, 高分子发生第二次相变, 并会再次形

成稳定的塌缩结构. 对此种盐诱导的PNIPAM相变机理

及不同相变阶段形成的塌缩结构稳定性等信息尚不清

晰. 我们尝试利用 SMFS 去研究这种相转变行为. 
在最近的研究中, Zhang 等[13,42]系统考察了分子量

及不同种类的盐对此种相变的影响, 发现对于分子量为

30700 Da 的 PNIPAM 在 0.3 mol•L－1 Na2SO4中的两个

相变点分别在 20 和 26 ℃左右, 而我们目前体系中

PNIPAM 分子量为 31600 Da. 通过基于紫外-可见光谱

的浊度法测得我们所用的 PNIPAM 低温相变温度为

20.5 ℃ (详见支持信息), 基于此, 我们选择 23.8 ℃ 
(第一个低温相变温度之上)和 37 ℃ (第二个高温相变

温度之上)作为 PNIPAM 的单分子力谱实验温度. 
图 3 给出了 PNIPAM 在 0.3 mol•L－1硫酸钠条件下, 

分别在 23.8 ℃ (红线)和 37 ℃ (绿线)时得到的典型力

曲线归一化后并叠加结果. 与良溶剂中(相变前)得到的

单链 PNIPAM 力曲线(图 1)相比, 不良溶剂中(相变后)
得到的力曲线表现出明显不同的特征: 代表性力曲线的

拉伸曲线上均有明显的锯齿信号出现. 为了方便讨论, 
我们将此类力曲线定义为锯齿型力曲线. 对两种温度条

件下所得锯齿型力曲线分别进行归一化处理, 然后再将

其与归一化后的、相变前所得代表性力曲线叠加, 如图

4 所示. 从图中可以清晰地看到相变后两种锯齿型力曲

线中最后一个信号峰(即力曲线中 80 pN 以上的区域)都
可以与相变前力曲线很好地重合, 该结果表明实验中所

得锯齿型力曲线对应着单链 PNIPAM 分子的拉伸结果. 

 
图 3  PNIPAM 在 0.3 mol•L－1硫酸钠条件下分别在 23.8 ℃ (红线)和
37 ℃ (绿线)时得到的典型力曲线归一化后的叠加 
Figure 3  A superposition of normalized typical force curves of single 
PNIPAM chains obtained in 0.3 mol•L－1 Na2SO4 aqueous solution at 23.8 
℃ (red line) and 37 ℃ (green line), respectively 

 

 

图 4  PNIPAM 在 0.3 mol•L－1硫酸钠条件下分别在 18, 23.8 和 37 ℃
所得典型力曲线归一化后的叠加 
Figure 4  A superposition of normalized typical force curves of PNI-
PAM in 0.3 mol•L－1 Na2SO4 aqueous solution obtained at 18 ℃ (blue 
line), 23.8 ℃ (red line) and 37 ℃ (green line), respectively 

产生这种锯齿型力曲线的原因有两种可能性: (1)外
力作用下 PNIPAM 相变后形成的塌缩球结构解折叠过

程中, 高分子链段间结合位点被逐个打开, 每打开一个

结合位点时, 该结合位点与下一个结合位点之间的松弛

链段会导致拉伸长度的瞬间增加, 表现为力值的突然降

低, 从而在拉伸曲线上产生锯齿型信号; (2)当溶剂由良

溶剂变为不良溶剂后, 高分子链段在基片上的吸附点增

多, 外力作用下, 吸附位点被打开, 从而在力曲线中产

生锯齿信号. 
我们认为第一种解释更为合理. 在本文中采用的样

品修饰方法(详见 4.1 部分)可以有效地将 PNIPAM 共价

键修饰到金基底上并得到非常低的高分子修饰密度, 使
得力谱实验中更容易拉伸到单个高分子链, 从而有效避

免多分子信号干扰. 此外, 基底上预先修饰的亲水性二

硫代苏糖醇(DTT)单层膜可以有效降低高分子链与基底

间的非特异性相互作用. 因此, 我们倾向于第一种解释. 
以往的研究结果[43,44]表明, 外力作用下, 如果将单

个高分子链从致密的塌缩球拉出, 实验中会得到恒力的

平台型力曲线. 而我们对单链PNIPAM相变生成塌缩结

构进行单分子拉伸实验时得到的是锯齿型力曲线, 这一

结果表明在我们的 SMFS 实验条件中单链 PNIPAM 相

变后形成相对松散, 而非致密的塌缩球结构, 这与 Wu
等之前报道的相变后(T＞LCST) PNIPAM 塌缩线团中

仍然包含大量水分子的事实相一致[6,22,45,50]. 
对单个高分子链进行往复拉伸, 不仅能够排除基底

效应的干扰, 同时还可以考察高分子相转变的动态过

程, 获得塌缩结构解折叠更详细的信息. 通过控制在实

验过程中施加在高分子链上的力小于高分子链段同

AFM 针尖的吸附力, 可以实现对单链 PNIPAM 进行拉

伸、松弛、再拉伸、再松弛的循环操作. 图 5A 和 5B 所

示分别为单链 PNIPAM 在 0.3 mol•L－1硫酸钠溶液中在

23.8 和 37 ℃时得到的可重复的往复拉伸曲线. 无论是

在 23.8 ℃还是在 37 ℃条件下得到的往复拉伸曲线均
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具有类似的特征: 初始拉伸时力曲线中力随拉伸长度增

加而单调上升, 反映了塌缩结构在外力作用下的形变过

程; 随拉伸距离的增加, 当拉力大于塌缩结构中高分子

链段间作用强度时, 链段间的结合位点被破坏, 拉伸曲

线上出现锯齿信号, 对应塌缩球的解折叠过程. 
此外, 我们还发现锯齿型往复拉伸曲线会重复出

现, 说明外力诱导的塌缩球-无规线团构象转变过程是

一个可以重复的可逆过程. 
图5所示锯齿型力曲线对应着PNIPAM单链塌缩结

构的解折叠过程. “锯齿型往复拉伸曲线的重复出现”

表明塌缩球-无规线团构象转变过程是一个可以重复的

可逆过程. 以往的研究结果表明, PNIPAM 的相变过程

是一个熵驱动的过程[46～50]. 此过程中, 高分子链结合的

水分子由有序排列变成无序的自由水分子, 并最终导致

PNIPAM 链段内氢键的形成以及链段间的疏水聚集, 从
而形成塌缩球结构. 而在单分子力谱实验中, PNIPAM
的塌缩球构象在外力诱导下转变为无规线团构象. 在此

构象转变过程中, 被拉出的链段会迅速与周围的水分子

发生水合作用; 外力撤销后, PNIPAM 分子链会重新形

成塌缩球结构, 结合在 PNIPAM 分子链上的水分子被

“剥离”. 由于每个拉伸-松弛循环过程中所形成的塌缩 

 

 

图 5  PNIPAM 在 0.3 mol•L－1硫酸钠条件下分别在(A) 23.8 ℃和(B) 
37 ℃时所得代表性往复拉伸力曲线 
Figure 5  Typical force spectra of single PNIPAM chains obtained by 
repeatedly manipulating of the same molecule in 0.3 mol•L－1 Na2SO4 
aqueous solution at (A) 23.8 ℃ and (B) 37 ℃, respectively 

球结构具有随机性导致塌缩球结构中两个相邻结合位

点之间自由链段部分的长度不均一. 同时PNIPAM链每

次由无规线团向塌缩结构转变过程中, 与PNIPAM高分

子链结合的水分子被“剥离”程度也不尽相同, 从而导

致不同的拉伸与松弛曲线间滞后程度的不同. 
我们还分别对 23.8和 37 ℃时单分子力谱实验中锯

齿型力曲线的出现几率进行了统计(表 1), 统计结果显

示 23.8 和 37 ℃时锯齿型力曲线出现几率分别为 100%
和 86.7%. 以上实验结果充分说明单链 PNIPAM 在 23.8
和 37 ℃都发生了相变, 并且在外力作用下塌缩结构解

折叠都得到了锯齿型力曲线, 力曲线上的锯齿信号对应

着单链 PNIPAM 塌缩结构的解折叠过程. 

表 1  PNIPAM 在 0.3 mol•L－1硫酸钠中代表性力曲线的出现几率 
Table 1  The appearing probabilities of typical force curves of single 
PNIPAM chains obtained in 0.3 mol•L－1 Na2SO4 

实验温度/℃ 出现几率/% 力曲线类型 

23.8 100.0 锯齿型 

37 86.7 锯齿型 

2.3  单链 PNIPAM 塌缩结构的稳定性 

为了更深刻地理解盐诱导的单链 PNIPAM 相变机

理, 该部分考察了单链PNIPAM分别在23.8 ℃和37 ℃
时相变形成的塌缩结构的稳定性, 并加以比较. 

我们从以下两个方面对单链 PNIPAM 在 23.8 ℃和

37 ℃两个相变步骤中得到的塌缩球结构的稳定性进行

比较. 一方面, 我们直接将 23.8 ℃和 37 ℃得到的代表

性锯齿型力-拉伸曲线归一化并叠加, 如图 3所示. 可以

清晰地看到与 23.8 ℃ (第一个相变阶段)时所得力曲线

相比, 37 ℃ (第二个相变阶段)时力曲线上的锯齿信号

在高的力值区域出现偏离. 该结果表明在高温相变过程

中形成的塌缩结构中 PNIPAM 链段间作用更强. 
为了进一步更定量化地展示两种不同相变温度下

塌缩结构的稳定性的差异, 我们对拉伸曲线中锯齿信号

出现区域所有数据点的力值进行统计, 并作柱状图(图
6). 从图中可以清晰地看出, 两个不同相变温度下锯齿

信号在低力值区域可以很好地重合, 而较高力值区域

(≥100 pN)出现了明显偏离, 即 37 ℃的解折叠力更高. 
解折叠力的大小对应着塌缩结构中分子链段间结

合位点间作用力的强弱, 反映出塌缩结构稳定性的强

弱. 以上实验结果表明, 37 ℃时单链PNIPAM相变能形

成更加稳定的塌缩结构. 根据 Zhang 等[13,42]的报道, 盐
诱导 PNIPAM 发生的第一个相变过程主要是由

PNIPAM 高分子链上氨基去水合作用引起, 而第二个相

变过程则主要是因为原来与高分子链疏水水合作用的

水分子的失去而引起. 也就是说, 保持盐浓度不变的情

况下, 系统温度的升高会引起盐离子同PNIPAM作用机

理的变化, 导致氢键作用减弱, 高分子链间疏水作用增

强, 因而高分子相变后生成更稳定的塌缩结构. 
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图 6  23.8 ℃ (红色实线)和 37 ℃ (蓝色虚线)时锯齿信号出现区域

的力值统计 
N(f)是断裂力为 f 的曲线个数, N(t)为所统计的断裂力数据的总个数 
Figure 6  Force distributions in the serration areas on the stretching 
traces obtained in 0.3 mol•L－1 Na2SO4 at 23.8 ℃ (red solid line) and 37 
℃ (blue dotted line), respectively 
N(f): the number of rupture events appeared at rupture force f, N(t): the total 
number of rupture events 

3  结论 

通过利用单分子力谱技术探索了在硫酸钠存在时

PNIPAM 在单分子水平的两个相变过程, 得到了相变前

和相变后的特征性力曲线. 在相变前(T＜LCST)为单调

上升的力曲线, 对应着单链PNIPAM无规线团结构的形

变过程; 在相变后(T＞LCST)为锯齿状力曲线, 对应着

单链PNIPAM塌缩结构在外力诱导下的解折叠过程. 实
验结果表明, 第一个较低温度下(23.8 ℃)的相转变所形

成的塌缩结构稳定性较差 , 而第二个较高温度下(37 
℃)的相转变所产生的塌缩结构更加稳定. 实验结果还

表明该塌缩球-无规线团构象转变过程是一个可以重复

的可逆过程. 综上, 我们可以看出基于 AFM 的单分子

力谱是传统研究方法(比如, 光散射)的有益补充, 它不

仅可以从分子水平监测温敏高分子的相变过程, 还可以

定量化塌缩结构的稳定性. 

4  实验部分 

4.1  样品修饰 

将单个 PNIPAM 分子修饰到金基底表面的具体过

程如下: 
(1) 二硫代苏糖醇(DTT)自组装膜(SAM)的制备 : 

首先将圆形镀金基底依次置于无水乙醇、纯净水中超声

清洗各 5 min, 经氮气吹干后放至 80 ℃的 Piranha 溶液

[浓硫酸(98%)/双氧水(30%)＝7/3, V/V]中清洗 10 min, 
取出后经纯净水充分清洗, 氮气吹干, 备用. 

将新清洗的镀金基底放至 5.0×10－4 mol•L－1 的

DTT无水乙醇溶液中修饰 12 h. 通过巯基与金的特异性

相互作用, DTT 在金表面形成自组装单层膜(SAM)[51]. 
 

(2) SAM中缺陷的形成: 将新制的DTT自组装膜修

饰的金基底在二氯甲烷溶液中浸泡 20 min, 取出经二氯

甲烷清洗, 氮气吹干. 
(3) PNIPAM 分子修饰: 将上述镀金基底置于 9.0×

10－4 g/mL 的 PNIPAM 水溶液中修饰 30 min, 取出后首

先用足量的纯净水冲洗掉未共价键修饰的 PNIPAM 分

子, 然后用单分子力谱实验缓冲溶液清洗, 并将样品浸

泡于新的缓冲溶液备用. 

4.2  AFM 探针的清洗 

将新的氮化硅探针用无水乙醇、纯净水依次清洗各

5分钟, 然后用新制的Piranha溶液[浓硫酸(98%)/双氧水

(30%)＝7/3, V/V]清洗 5 min, 接着用三杯纯净水充分清

洗, 置于洁净处干燥, 备用. 

4.3  单分子力谱实验 

所有的单分子力谱实验都在 NanoWizardII 生物型

原子力显微镜(JPK instrument AG, Berlin, Germany)上进

行, 实验中使用氮化硅针尖. 通过热扰动法[52]测得针尖

的弹性系数, 其值在 20～30 mN/m 之间. PNIPAM 分子

通过金-硫共价键修饰到镀金基底上. 在力谱实验开始

前, 将 PNIPAM 样品及固定好的 AFM 探针置于密闭的

控温液体池中, 加入实验用溶剂作为针尖和样品间的缓

冲溶液, 保证氮化硅针尖完全浸没其中, 然后通过温度

控制器将温度调节至实验温度. 在力谱实验中, 随压电

陶瓷管的运动, 力谱针尖与样品相互接触, 高分子链会

在针尖与基底之间形成桥联结构. 当针尖远离基底时, 
高分子链被拉伸从而引起 AFM 探针悬臂的形变, 相应

的位移被激光检测系统记录并进一步转换得到力-拉伸

曲线(简称力曲线). (更详细的操作见文献[53～55])为保

证实验状态的稳定, 温度恒定60 min之后再进行力谱实

验. 本文中力谱实验都在 0.1 μm/s恒定拉伸速率下进行. 
所得力曲线均用专业数据处理软件 Igor Pro. (Wavemet-
rics)进行处理. 
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