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摘要 一维DNA纳米材料在诸多领域具有广泛的应用前景, 但其自组装效率的定量表征仍面临挑战 . 本文以

六螺旋束(six-helix bundle, 6HB) DNA纤维为模型体系, 基于已有的图像分析方法, 针对高长径比一维纤维易交

叉缠绕、 难以进行单颗粒识别与计数的问题进行整合与参数化处理, 建立了一套基于原子力显微镜(AFM)图
像分析的自组装效率可视化测量方法 . 该方法以面积覆盖率和轮廓长度密度为量化指标, 实现了对一维DNA
纤维网络结构的定量表征 . 利用该方法考察了缓冲液 pH(5~11)和Mg2+浓度(6.25~87.5 mmol/L)对 6HB DNA纤

维组装行为的影响 . 结果表明, 6HB DNA纤维的有效组装存在明确的条件窗口: pH在6~8范围内有利于高产

率形成长纤维, 其中pH=8时自组装效率达到峰值(面积覆盖率约36%, 轮廓长度密度约8 μm/μm²). 当pH偏离

该范围时, 连续的一维网络逐渐转变为碎片化或无序聚集结构, 两项参数接近背景水平 . 同时, 纤维自组装对

Mg2+浓度表现出明显的阈值响应特征, 浓度高于25 mmol/L时进入快速增长区, 在50 mmol/L以上时形成稳定

的长纤维产物(面积覆盖率> 20%, 轮廓长度密度> 4 μm/μm²). 这些测量结果通过可视化和定量分析, 验证了

DNA纳米结构自组装对pH值和离子强度等环境条件的高度依赖性 . 该研究框架有望为一维DNA纳米材料的

设计、 制备与应用提供有力的定量分析工具 .
关键词 六螺旋束DNA纤维； 原子力显微镜图像分析； 自组装效率

中图分类号 O614    文献标志码 A    doi： 10.7503/cjcu20260103

Visualized Measurement of Self-assembly Efficiency in 
One-dimensional DNA Nanomaterials

LIU　Yuqing1，2，3，  CHENG　Jie1，2，3，  WANG　Yue4，  JIAO　Kai3， 
 ZHU　Ying3，  LI　Jiang3，  GUO　Linjie3*

（1. Division of Frontier Applications of Synchrotron Radiation， Shanghai Institute of Applied Physics， 
Chinese Academy of Sciences， Shanghai 201800， China；

2. University of Chinese Academy of Sciences， Beijing 100049， China；

3. Institute of Materiobiology， College of Sciences， Shanghai University， Shanghai 200444， China；

4. School of Chemistry and Chemical Engineering， Shanghai Jiao Tong University， Shanghai 200240， China）

Abstract One-dimensional（1D） DNA nanomaterials exhibit broad potential for applications across multiple fields. 
However， quantitative evaluation of their self-assembly efficiency remains challenging. In this work， six-helix bundle

（6HB） DNA fibers were employed as a model system. Building upon existing image analysis methods， we developed 
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an integrated and parameterized approach to overcome the challenges of single-particle identification and counting in 
high-aspect-ratio， entangled 1D fibers， and established an AFM image-based method for visualizing and quantifying 
self-assembly efficiency. In this method， the area coverage ratio and contour length density extracted from AFM images 
were used as quantitative parameters to characterize 1D DNA fiber networks. Using this method， the effects of buffer 
pH（5—11） and Mg²⁺ concentration（6.25—87.5 mmol/L） on the assembly behavior of 6HB DNA fibers were investi⁃
gated. The results show that efficient assembly of 6HB DNA fibers occurs within a well-defined window of conditions. 
Continuous long fibers are preferentially formed in the pH range of 6—8， with the highest assembly efficiency at     
pH=8， where the area coverage ratio reaches ca. 36%， and the contour length density is ca. 8 μm/μm². When the pH  
value deviates from this range， the continuous 1D network gradually transforms into fragmented or disordered          
aggregates， and both parameters decrease to background levels. Fiber assembly also shows a clear threshold response 
to Mg²⁺ concentration： the assembly efficiency increases rapidly above 25 mmol/L， and stable long fibers form at con⁃
centrations above 50 mmol/L， corresponding to area coverage ratios >20% and contour length densities >4 μm/μm². 
These results quantitatively demonstrate the strong dependence of DNA nanostructure self-assembly on environmental 
conditions such as pH and ionic strength. The analytical framework established here provides a useful quantitative 
tool for the design， assembly， and application of 1D DNA nanomaterials.
Keywords Six-helix bundle DNA fibers； AFM image analysis； Self-assembly efficiency
一维DNA纳米材料因具有较高的长径比、 丰富的功能化位点以及优良的生物相容性等性质， 在多

个前沿领域展现出广阔的应用前景［1，2］.  通过精确排列金属纳米粒子， 一维DNA纳米结构可作为模板

构筑纳米导线， 用于分子尺度电子器件的构建［3］， 其周期性结构可作为支架， 用于组织酶级联反应体

系或阵列化组装生物分子探针， 在生物传感领域具有潜在价值［4］.  此外， 一维DNA纤维结构还可模拟

细胞骨架或细胞外基质的纤维环境， 用于调控细胞行为［5，6］.  这些应用前景推动了一维DNA纳米材料

的设计与制备研究［7~9］.
然而， 一维DNA纳米材料的自组装效率量化评估存在挑战 .  传统的表征方法难以有效分离和定量

分析一维长纤维结构［10］.  紫外吸收光谱等整体性测量手段仅能反映体系中DNA的总量， 难以区分不同

形态的组装产物［11］.  而凝胶电泳由于凝胶介质的空间位阻效应， 长纤维在电泳过程中易因尺寸过大而

滞留于凝胶孔隙中， 或因长度的多分散性形成拖尾弥散条带， 而非清晰可辨的单一谱带［12］.  尺寸排阻

色谱在分析一维长DNA纤维时也面临类似困境， 纤维团聚超过色谱柱孔径上限时无法有效分离， 且流

动相的剪切力易导致长纤维断裂， 改变其原始长度分布［13］.  动态光散射基于单分散球形模型的计算假

设， 对具有显著各向异性的纤维结构并不适用 .  因此， 建立能够直接观测并量化一维DNA纳米材料形

成效率的方法， 已成为该领域亟需解决的技术瓶颈 .
原子力显微镜（AFM）为DNA纳米结构提供了单分子水平的可视化表征手段， 已成为该领域不可或

缺的分析工具［14］.  对于具有明确边界和离散形貌的DNA纳米结构， 如DNA折纸（DNA origami）构建的

二维三角形， 矩形等结构， AFM能够清晰呈现其几何形状， 直接验证设计的准确性［12，15］.  通过AFM图

像计数完整结构与缺陷结构的数量进行统计， 可直接评估DNA纳米结构的组装效率［2］.  基于这种定量

策略， 已有研究系统分析了离子种类及浓度对DNA纳米结构组装效率的影响， 从而优化组装条件， 评
估设计方案的可行性［13，16］.  此外， AFM还被用于研究活性氧（Reactive oxygen species， ROS）和紫外辐照

等外界条件对DNA结构的损伤效应， 拓展了其在DNA纳米结构稳定性评估中的应用［17，18］.  通过AFM
对DNA折纸结构折叠过程中不同时间点的样品进行直接观察和量化统计， 可以揭示DNA结构的自组

装路径异质性［19］.  然而， 上述基于单颗粒识别与计数的分析方法依赖于结构之间良好的空间分离性及

清晰边界， 其适用对象主要限于离散分布的纳米结构 .  对于高长径比的一维DNA纤维体系， 在组装或

AFM样品制备过程中往往形成大量交叉与缠绕， 单根纤维的起点与终点难以准确界定， 使得图像分割

与独立计数难以实现 .  因此， 传统单颗粒统计策略难以直接适用于连续分布的纤维网络结构 .  目前， 
针对一维DNA纤维体系， 有必要发展不依赖单颗粒识别的图像定量方法 .
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基于此， 本文以六螺旋束（Six-helix bundle， 6HB） DNA纤维作为模型体系， 建立了一套基于AFM
成像与图像统计分析的自组装效率可视化测量方法［20］.  通过对现有生物图像分析方法进行整合与参数

化， 实现从图像获取、 结构提取到定量分析的系统化流程构建［21， 22］.  区别于依赖单颗粒计数的传统分

析策略， 本方法通过提取AFM图像中纤维网络的整体形貌特征， 以面积覆盖率（Area coverage ratio）和

轮廓长度密度（Contour length density）作为量化指标， 将连续分布的一维结构转化为可统计分析的参

数， 从而实现对复杂纤维网络组装效率的定量评估 .  利用该方法， 本文系统考察了缓冲液pH（5~11）与

Mg2+浓度（6. 25~87. 5 mmol/L）对6HB DNA纤维组装行为的影响， 明确了该结构有效组装区间， 为一维 
DNA 纳米材料的设计与组装条件优化提供了一种有效的定量分析方法 .
1 实验部分

1.1　试剂与仪器

用于组装6HB DNA纤维的DNA单链由生工生物工程（上海）股份有限公司合成， 并经高效液相色

谱（HPLC）纯化 .  所有DNA序列见表1.

10× TAE-Mg2+缓冲液为实验室自配： 三羟甲基氨基甲烷（400 mmol/L）、 醋酸（200 mmol/L）、 乙二胺

四乙酸（20 mmol/L）和乙酸镁（125 mmol/L）均为分析纯级， 购自阿拉丁生化科技股份有限公司 .
Orion Star A111台式 pH测量仪（美国Thermo Fisher Scientific公司）； T100 Thermal Cycler聚合酶链

式反应扩增仪（美国Bio-Rad公司）； Multimode Nanoscope VIII 原子力显微镜（美国Bruker公司）， 配备

PEAKFORCE-Fluid+探针（弹簧常数0. 7 N/m）.
1.2　实验过程

1.2.1　6HB DNA纤维组装　本研究以 6HB DNA纤维作为模型体系（Scheme 1）.  该结构中每个 6HB单

元由多条DNA单链经程序化碱基配对组装， 单元间通过互补黏性末端（Sticky ends）沿轴向连接形成

Table 1　DNA sequences used for the assembly of 6HB DNA fibers

Name
X⁃1
X⁃2
X⁃3
X⁃4
X⁃5
X⁃6
Y⁃1
Y⁃2
Y⁃3
Y⁃4
Y⁃5
Y⁃6

Sequence（5′⁃3′）
TACTGACCTCGTGCGTTCGTACAAGAACCATTGACCTGCGCG
CGAACCTGATTAGAGACCCTGATGGCGGTGGAGACACTCACG
CTCGCGCTTCCCATTGGTCTCCTTCTATTGCTAGACCGGAGT
AGAAAGCCATACGCGCCTTCTTGCGGAACTGGTAGCCATGAG
GATTAGGTGGGCCGAAATAGACAACCTACGAACTAGCACCCA
TAATCGACGCTTTACGACAAGGCCGATTGATCACGAGTTCCG
GCAATAGAAGCGGAACTCGTGTATGGCTTTCTTACGAACGCA
ATGGTTCTTGCTCATGGCTACCCCACCTAATCCAGGGTCTCT
CCACCGCCATTGGGTGCTAGTAGCGTCGATTAGAGACCAATG
ATCAATCGGCACTCCGGTCTACGAGGTCAGTAAGAAGGCGCG
CAGTTCCGCACGCGCAGGTCAAATCAGGTTCGTCTATTTCGG
TCGTAGGTTGCGTGAGTGTCTGGAAGCGCGAGCTTGTCGTAA

Scheme 1　Schematic illustration of 6HB DNA fibers
DNA strands assemble into 6HB monomers, which further connect axially via complementary sticky ends to form 6HB DNA fibers.  
The inset shows the cross-sectional view of a 6HB monomer.
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6HB DNA纤维［9， 20］.
首先， 将构成6HB DNA纤维的DNA单链等比例混合于预设条件的缓冲液中， 各DNA单链终浓度

均为5 μmol/L.  在pH调控实验中， 缓冲体系固定为4×TAE-Mg2+， 通过酸碱滴定将体系pH调节至5~11
的梯度区间； 缓冲溶液浓度调控实验中， 体系pH固定为8， 通过调节TAE-Mg2+缓冲液浓度为0. 5×TAE-

Mg2+~7×TAE-Mg2+， 使体系中Mg2+浓度变化在6. 25~87. 5 mmol/L范围内 .
混合组装液置于热循环仪中执行阶梯退火程序： 70 °C恒温5 min促使核酸二级结构完全变性； 快

速降温至62 °C后， 以0. 1 °C/h的速率缓慢降温至57 °C， 促进纤维结构的成核及轴向生长； 组装产物置

于4 °C条件下保存， 待后续进行形貌表征 .
1.2.2　AFM表征与图像采集　将组装完成的样品用合成所用溶液条件稀释 200倍， 吸取 8 μL滴加于  
新鲜剥离的云母表面， 静置吸附5 min， 随后用约1 mL超纯水轻柔冲洗并自然干燥 .  AFM扫描范围为

10 μm×10 μm， 分辨率512×512像素 .  每个条件至少采集3个独立样品视野用于统计分析 .
1.2.3　AFM 图像处理与定量分析　所有 AFM 图像均在 ImageJ 软件中进行统一处理与定量分析 .        

（1） AFM 原始高度图背景校正： 利用 ImageJ 中的背景展平（Background flattening）与行校正（Line         
correction）功能消除扫描过程中产生的基底倾斜及行扫描偏移 .  随后对图像进行像素尺度校准， 并统

一转换为8 bit灰度格式， 以便进行后续图像分析 .  （2） 灰度图阈值分割（Thresholding）： 采用Otsu自适

应阈值法对图像进行自动分割， 该方法基于图像灰度直方图实现前景与背景的最优分割， 其中纤维结

构被识别为前景像素， 而基底区域被归类为背景像素， 可以减少人为参数选择带来的偏差 .  在部分对

比度较低的图像中， 在Otsu阈值基础上进行小范围人工微调（调整幅度不超过±10%）， 以保证纤维结构

的连续性与完整识别［23］.  （3） 二值图像骨架化处理（Skeletonization）： 通过形态学骨架化算法将纤维结

构转化为单像素宽度的中心线， 从而得到单像素宽度的纤维骨架网络 .
在此基础上提取两项结构参数用于定量分析： （1） 面积覆盖率（%）， 即二值图像中纤维像素数占

总像素数的比例； （2） 轮廓长度密度（μm/μm²）， 即单位面积内纤维骨架中心线的总轮廓长度 .  所有数

据均基于3次独立实验获得 .
2 结果与讨论

2.1　AFM图像定量分析方法的建立

6HB DNA纤维为无限延伸的一维结构， 在组装和AFM样品制备过程中容易发生交叉， 叠加或局部

缠绕， AFM图像中通常呈现为相互交织的纤维网络， 单根完整纤维难以分辨 .  针对离散DNA结构的直

接计数方法难以获得可靠的定量统计结果， 仅依赖形貌观察也难以准确评估其自组装效率， 不利于不

同实验条件之间的定量比较 .  本研究建立了一套基于AFM图像分析的DNA纤维结构定量分析方法， 
并在 ImageJ软件中实现标准化处理流程（图1）.  该方法通过对AFM形貌图像进行统一预处理与结构提

取（见1. 2. 3节）， 将原始形貌信息转化为可比较的结构参数， 从而实现对网络化交叉的6HB DNA纤维

自组装效率的量化 .
AFM图像质量容易受到扫描漂移、 基底倾斜以及扫描轨迹误差等因素影响［24］.  因此， 在定量分析

Fig. 1　Workflow of AFM image processing used in the fiber network quantification method
（A） Raw AFM topography image； （B） image after background flattening and line correction； （C） high-contrast binarized image 
obtained by threshold segmentation for area coverage ratio calculation； （D） single-pixel-width fiber skeleton extracted via      
skeletonization for contour length density calculation.
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前需进行必要的图像校正处理［25］， 以获得具有可比性的图像数据［26］.  在此基础上， 通过阈值分割将连

续的高度信息转换为二值图像获得清晰的结构边界［27，28］， 并通过骨架化处理将其转化为单像素宽度的

中心线结构［29］.  上述处理在保持纤维拓扑结构关系的同时， 消除了纤维宽度对长度统计的影响， 使复

杂形貌转化为可量化的线性结构［23，30］.
基于提取的纤维骨架网络， 本研究定义了2个结构参数用于描述6HB DNA纤维的自组装效率 .  其

中面积覆盖率为二值图像中纤维像素数占视野总像素数的百分比， 用于表征纤维结构在视野中的空间

填充程度； 轮廓长度密度为纤维骨架总长度与视野扫描面积的比值， 用于反映单位面积内纤维结构的

整体延展程度 .  这 2个参数分别从二维面积分布和一维长度延展 2个维度对纤维网络进行定量描述， 
可较为全面地反映DNA纤维结构的组装效率与网络连续性 .  相比仅统计单根纤维长度或数量的方法， 
该策略能够在复杂纤维网络条件下更稳定地表征体系的整体组装结果 .

本文将传统依赖形貌观察的定性判断转化为可比较的参数， 为不同缓冲条件下6HB DNA纤维组

装行为的系统比较提供统一的量化基础， 这为一维DNA材料自组装效率的AFM定量评估提供了一种

可重复， 可推广的分析策略 .
2.2　Mg2+浓度对6HB DNA纤维组装行为的影响

为考察阳离子微环境对6HB DNA纤维组装动力学的调控， 在恒定DNA浓度与热退火程序下， 系
统评估了Mg2+浓度（6. 25~87. 5 mmol/L）对6HB DNA纤维组装行为的影响 .

AFM 形貌观察表明， 6HB DNA 纤维的形成与延展对Mg2+浓度具有显著依赖性（图 2）.  当浓度为

6. 25 mmol/L时， 视野内主要呈现为离散短片段， 对应的二值图像中纤维像素稀少， 骨架化处理仅提取

到少量不连续结构 .  Mg2+浓度升高至12. 5 mmol/L时， 视野内开始出现分布稀疏的一维纤维结构， 但尚

未形成连续网络； 骨架化提取的片段长度增加， 但网络联通性仍较差 .  当浓度进一步升至 25 mmol/L
时， 一维纤维结构增多， 部分区域出现交织分布特征， 纤维网络开始形成， 网络联通性提高 .  当Mg2+浓
度为50 mmol/L时， 视野内出现大面积连续延展的长纤维结构， 形成较为致密的交联网络 .  二值图像显

示纤维在局部区域呈现较高覆盖度并形成连续网络结构 .  进一步提高浓度至87. 5 mmol/L时， 整体形

貌与50 mmol/L条件相近， 二值化及骨架化图像中， 纤维覆盖与网络联通性保持稳定； 局部区域出现由

侧向聚集形成的束状结构， 整体形貌仍维持单根一维延展结构为主 .  从原始AFM图像到二值化与骨架

Fig. 2　AFM images of 6HB DNA fibers assembled with different Mg2+ concentrations
Top row： raw AFM images； middle row： binarized images； bottom row： skeletonized images.
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化图像的逐级处理过程， 清晰反映了不同Mg2+浓度条件下6HB DNA纤维网络的形貌演变特征 .
由图3可见， 定量分析结果与形貌观察高度吻合 .  随着Mg2+浓度由6. 25 mmol/L提高至50 mmol/L， 

纤维结构的面积覆盖率与轮廓长度密度均呈现持续上升趋势， 覆盖率由约0升至约23%， 轮廓长度密

度由约0 μm/μm²升至约4. 4 μm/μm².  当浓度进一步升至87. 5 mmol/L时， 两项指标趋于平台， 覆盖率

维持在21%左右， 轮廓长度密度约为4. 2 μm/μm²， 未见显著增加， 表明体系已进入饱和平台期 .  综上

所述， 6HB DNA纤维的自组装对Mg2+浓度存在明确的阈值响应特征 .  Mg2+浓度在 25 mmol/L以上进入

快速增长区， 达到或超过50 mmol/L进入高效组装状态， 在此条件下可获得覆盖率> 20%， 轮廓长度密

度> 4 μm/μm²的连续纤维网络 .  该浓度依赖性特征为6HB DNA纤维在当前缓冲体系中的有效组装窗

口提供了明确的界定依据 .

2.3　pH条件对6HB DNA纤维组装行为的影响

在确定Mg2+浓度的适宜范围后， 固定缓冲体系为 4× TAE-Mg2+， 进一步调节体系 pH值（5~11）， 考
察pH对6HB DNA纤维组装行为的影响 .

AFM照片观察表明， 6HB DNA纤维的组装对pH条件表现出显著的依赖性（图4）.  在pH 6~8范围

内， 视野内均可观察到连续的一维纤维结构， 并形成较为致密的网络分布 .  对应的二值图像显示纤维

覆盖面积较大， 骨架化提取呈现连续延展特征， 未见明显断裂或碎片化 .  在pH=8时， 纤维覆盖范围与

网络致密程度达到本实验条件下的最高水平 .  当pH升至9时， 连续纤维结构仍然存在， 但二值图像显

示纤维覆盖面积减小， 骨架网络间距增大， 密度有所降低 .  在pH≥10时， 视野内仅剩极少短片段和无

Fig. 3　Quantitative analysis of 6HB DNA fibers assembled with different Mg2+ concentrations
（A） Area coverage ratio（%）； （B） contour length density（μm/μm²）.  Data are presented as mean±SD（n=3， independent 
samples）.  Statistical analysis was performed using one-way ANOVA（*P < 0. 05， **P < 0. 01）.

Fig. 4　AFM images of 6HB DNA fibers assembled with different pH values
Top row： raw AFM topography； middle row： binarized images； bottom row： skeletonized images.
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定形聚集体， 二值图像中纤维像素稀少， 骨架化仅能提取极少量不连续结构 .  同样， pH = 5时体系同

样难以维持有效的线性组装， 视野内分散大量碎片， 定量统计结果接近背景水平 .
定量分析结果显示， 在pH 6~8范围内， 面积覆盖率与轮廓长度密度均处于较高水平， 覆盖率维持

在20%~40%之间， 轮廓长度密度在4~8 μm/μm²之间， 并在pH为8时达到最大值（覆盖率约36%， 轮廓

长度密度约 8 μm/μm²）.  当 pH升至 9时， 两项指标有所下降， 但仍保持可观水平 .  在极端 pH条件下

（pH≤5或pH≥10）， 两项指标均显著降低至接近背景值（覆盖率和轮廓长度密度均约为0）， 表明长尺度

连续结构已无法形成（图5）.

综上所述， 6HB DNA纤维的自组装对pH存在明确的适宜区间 .  有效组装需要pH维持在6~8范围

内， 最适pH为8， 在此条件下可获得覆盖率>20%， 轮廓长度密度>4 μm/μm²的连续纤维网络 .  当pH偏

离该区间时， 组装效率显著降低， 体系由连续网络向碎片化或无序聚集状态转变 .
2.4　6HB DNA纤维组装条件窗口的归纳

基于建立的AFM图像定量分析方法， 以及Mg2+浓度和pH分别对6HB DNA纤维组装行为影响的系

统考察， 进一步考察缓冲液中2种关键组分对纤维形成效率的协同调控作用， 在二维参数空间内构建

了6HB DNA纤维组装的响应图谱（图6）.
首先， 在恒定pH条件下， 面积覆盖率随Mg2+浓度变化呈现阈值型响应行为［图6（A）］.  采用基于非

线性最小二乘法的 sigmoidal函数进行经验拟合， 以描述面积覆盖率随Mg²⁺浓度变化的类阈值响应行为

变化并提取特征参数 .  结果显示， 25 mmol/L约为体系的临界浓度 .  浓度低于此阈值时， 组装程度较

低， 表现为短片段或低密度稀疏纤维； 当浓度跨越25 mmol/L后， 面积覆盖率迅速提升； 在50 mmol/L以

上浓度区间内， 指标趋于平台， 体系进入相对稳定的高覆盖网络状态 .  这一特征源于Mg2+的静电屏蔽

效应： 作为二价阳离子， Mg2+能够有效中和DNA骨架负电荷， 降低链间静电斥力［31］.  当浓度低于临界

阈值（25 mmol/L）时， 电荷屏蔽不充分， 6HB单元间堆叠效率受限； 当浓度达到并超过该阈值后， 静电

屏蔽趋于饱和， 推动体系进入高效组装状态［32］； 进一步提高浓度至87. 5 mmol/L时， 由于屏蔽效应已饱

和， 组装效率不再增强， 呈现平台特征［13， 33］.
其次， 在恒定Mg2+浓度条件下， 面积覆盖率对pH的响应呈现单峰分布特征， 采用Gaussian函数进

行经验拟合［图6（B）］， 以描述体系在pH空间中的最优组装区间及对称性衰减趋势 .  pH 6~8区间内结

构形成程度维持在较高水平， 并在pH=8附近达到峰值； 当pH偏离该区间时， 结构参数显著下降； 在
pH≤5或pH≥10条件下， 体系难以维持长尺度连续结构， 主要表现为碎片化片段或无序聚集体 .  这一分

布特征可由pH对核酸碱基配对稳定性的影响解释， 在酸性条件（pH≤5）下， 腺嘌呤和胞嘧啶的质子化

干扰氢键配对， 导致双螺旋局部解链； 在强碱条件（pH≥10）下， 碱基去质子化降低双链热力学稳定

性［34，35］.  pH = 6~8环境能够较好地平衡单链溶解度与碱基互补配对稳定性， 其中pH=8为最优条件， 因
此呈现峰值响应［36］.

基于上述单变量响应规律， 进一步在二维参数空间内划分结构演化边界 .  整合pH值与Mg2+浓度的

Fig. 5　Quantitative analysis of 6HB DNA fibers assembled with different pH values
（A） Area coverage ratio（%）； （B） Contour length density（μm·μm⁻²）.  Data are presented as mean ± SD（n=3， independent samples）.  
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA（*P < 0. 05， **P < 0. 01， ***P < 0. 001）.
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双轴响应， 可在pH-Mg2+参数空间中划分出结构演化边界［图6（C）］.  依据面积覆盖率， 轮廓长度密度及

对应AFM形貌特征， 可将体系划分为四类典型结构状态： 碎片化， 低密度稀疏纤维， 高覆盖连续网络

以及无序聚集 .  图中虚线所示边界为基于实验数据界定的结构转变区间， 明确6HB DNA纤维的有效组

装窗口为 pH 6~8 且 Mg2+浓度≥ 25 mmol/L； 当参数超出该范围时， 结构形成效率下降或网络连续性

受损 .
3 结 论

以6HB DNA纤维作为一维DNA纳米材料的模型体系， 建立了一套基于AFM与图像分析统计技术

的自组装效率可视化测量方法 .  该方法以面积覆盖率与轮廓长度密度作为定量指标， 将一维纤维网络

的复杂形貌转化为可比较的数值数据， 解决了传统方法难以对交叉缠绕结构进行定量评估的问题 .  该
方法基于网络整体特征提取， 不依赖特定序列设计或结构细节， 理论上有望拓展至其它一维核酸组装

体系（如DNA纳米管， 束状结构及RNA纤维）， 从而为该类材料的定量表征提供通用分析框架 .  利用该

方法， 系统考察了缓冲液pH与Mg2+浓度对6HB DNA纤维组装行为的影响 .  结果表明， 6HB DNA纤维

的自组装对 Mg2+浓度存在明确的阈值响应特征， 在 25 mmol/L 以上进入快速增长区， 当浓度达到        
50 mmol/L以上时， 体系进入高效组装状态； 对pH则存在适宜的响应区间（pH 6~8）， 并在pH=8时达到最

优 .  综合二维参数空间分析能够明确6HB DNA纤维的有效组装窗口为pH 6~8且Mg2+浓度≥25 mmol/L.  
上述结果以可视化且量化的方式验证了DNA纳米结构自组装对pH值和离子强度等环境条件的高度依

赖性， 建立的定量分析框架将一维DNA纳米材料的形貌评估从定性观察拓展为可比较的数值分析， 为
深入研究多种缓冲液组分对自组装效率的影响提供了方法基础， 可望为一维DNA纳米材料的设计， 制
备与应用提供有力的定量分析工具 .
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