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单分子操纵与单分子生物物理!

冉诗勇- - 孙- 博- - 李明.

（中国科学院物理研究所- 北京凝聚态物理国家实验室- /00010）

摘- 要- - 文章介绍了近年来发展起来的一些单分子操纵实验技术如光镊、磁镊、微针、斯托克斯拖曳技术，以及应
用这些技术拉伸、旋转、解链 234分子，从而研究其力学性质所取得的研究进展&各种蛋白质如 56 234聚合酶、拓扑
异构酶，789 : 73;染色质重建复合体、<34 聚合酶与 234的作用在生化过程中十分重要，因此，文章也介绍了这些蛋
白质与 234在单分子的水平上相互作用所取得的研究进展&
关键词- - 单分子操纵，单分子生物物理，234，234 =蛋白质相互作用
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/- 引言
分子生物学的兴起使生命科学逐渐摆脱了以描

述性为主的研究模式，深入到分子水平，揭示生命现

象的本质&尽管生命系统十分复杂，人们还是习惯于
以单分子之间的相互作用来思考问题和构建模型&
与此相对应，人们一直期待着能够在单分子水平直

接研究基本的生命过程&自上世纪 V0 年代以来发展
起来的单分子研究技术如光镊、磁镊、玻璃微管和分

子梳等，再加上单分子荧光技术，使人们能够直接操

纵并检测单个分子的运动及变化，或通过施加外力

改变生化反应的进程，研究化学能与机械能之间的

相互转化&
在分子生物学中有一个所谓的中心法则，描述

生物信息从 234 到 <34 再到蛋白质的过程& 中心
法则构成了分子生物学的基础，意味着核酸与蛋白

质以及它们之间的相互作用是分子生物学的核心&
这也就不难理解为什么单分子操纵是从研究 234
开始的&单分子实验已揭示出了 234的一些较为详
细的平衡态和动力学性质& 在这些实验中，234 分
子被多种手段所操纵，通过拉伸与扭转来研究 234
独特的内禀性质& 在此基础上，通过研究蛋白质对
234物理性质的改变，研究人员对包括 <34 聚合
酶、拓扑异构酶、核酸内切酶、234 易位酶和解旋酶
等一系列分子马达进行了细致研究，取得了前所未

有的进展&
本文简单介绍 234 单分子操纵实验常用的技

术手段，然后评述单个 234分子的力学性质测量以
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及在此基础上进行的 345与蛋白质相互作用研究,

$! 单分子操纵技术

345分子的直径只有 $ 26，为了在光学显微镜
下有效地操纵 345分子，必需在 345两端装上“手
柄”，其中一个“手柄”是可操控的小球或者玻璃微

针,例如，在磁镊操纵系统中，用生化手段在 345两
端修饰两个不同的功能基，即链亲和素（ 7(89)(0:/;
</2）和地高辛（</=>?/=92/2）,在载玻片上修饰生物素
（@/>(/2），可使之与 345末端的链亲和素结合,与此
相似，在微米大小的超顺磁性小球表面修饰反地高

辛（ 02(/ A </=>?/=92/2），与 345 末端的地高辛结合
（如图 B）,在实验中，用外磁场移动磁球就达到了通
过控制“手柄”来操纵 345的目的,
单分子操纵常用的技术有原子力显微镜

（5CD）、玻璃微针、光镊、磁镊等, 这些技术包含两
个基本要素：一是测力或施力装置；二是生物分子定

位装置,为了实现单分子测量，必须有效地操纵单个
分子,操纵方式有两种：一是接触式，如使用玻璃微
针（或 5CD针尖），通过与连在 345 上的小球机械
接触（或直接与生物分子接触）来操纵分子；二是非

接触式，通过光场或磁场控制小球间接地操纵生物

分子,非接触式操纵方式测力范围较接触式小，但精
度高，应用范围较广泛, 各种单分子技术各有优缺
点，互补性很强,下面简单介绍一些常用的单分子操
纵技术,

图 B! 给 345装上“手柄”

! , "# 光镊
光镊是利用聚焦激光束产生辐射压力而形成的

光学陷阱,处在陷阱中的微粒因受到梯度力场的作
用而被钳住,这个光学陷阱像是一把小镊子，因此被
称为光镊,通过移动激光光束可以使被俘获物体迁
移或翻转,图 $（0）是利用光镊研究 345 分子的一
种实验构造,玻璃微针通过流体负压吸住一小球,另
一小球被光镊捕获，其位置由光镊控制,小球所受的
力根据其相对于光阱中心的偏离来确定,

图 $! 各种单分子操纵技术示意图! （ 0）光镊 ；（@）磁镊 ；（ 1）

玻璃微针；（<）斯托克斯拖曳

!, !# 磁镊
图 $（@）是磁镊的示意图, 磁镊是把生物分子

（一般是 345）的一端连接在载玻片上，另一端连
上一个超顺磁性小球，外加一磁场吸引磁性小球,
改变外磁场就可以拉伸或转动顺磁小球，从而拉伸

或扭转 345分子,小球在其平衡位置附近做布朗运
动，其位置由光学显微镜记录,小球所受的力根据 !
" #E$〈%〉&〈!’$〉计算，式中 #E 是波尔兹曼常数，$
是温度，〈%〉是 345 的平均末端距，!’ 是小球相对
于其平衡位置的偏移,
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!& "# 玻璃微针
利用商业拉针仪器（如 .’""/0 公司的 1 2 34），

可以拉出比原子力显微镜微悬臂的弹性系数更小的

微针尖（如图 5（+）所示）& 将针尖进行修饰连接上
678的一端，另一端连在一个可移动的精密样品台
上&样品台拉伸 678 并使针尖偏转，偏转量可以用
来计算力&

!& $# 斯托克斯拖曳
斯托克斯拖曳是通过水的流动将力施加于连有

678的小球上（图 5（9））& 用两块玻璃片密封形成
样品腔，并在上面的玻璃片上开两个小孔连上细导

管，以输入生化样品或更换缓冲液&通常将生物分子
的一端固定在被修饰过的玻璃基底上，而另一端固

定在小球上，然后在输液管接上微流泵以控制水流

流速&力的大小用斯托克斯公式 ! " :!"#$ 得到，式
中 "是粘滞系数，#为小球半径，$为水流速度&

;- 678的力学性质研究———拉伸、旋
转和解链

"& %# 678分子
为了更好地理解 678 单分子力学测量以及

678与蛋白质相互作用实验，我们先简单介绍一下
678的相关基础知识& 678由核酸构成，包含磷酸、
核醣与碱基&碱基有 < 种，分别是腺嘌呤（*9/,),/）、
鸟嘌呤（=’*,),/）、胸腺嘧啶（ "!>?),/）、胞嘧啶（ +>@
"AB),/），分别简记为 8，C，D，E& 众多的核酸相互连
接就形成了 678 长链的骨架& < 种不同的碱基之
间，8和 D间形成两个氢键，彼此配成碱基对（F*B/
#*)0）；C与 E 亦会形成三个氢键彼此配对& 这种配
对关系，称为碱基互补& 在 678 结构中，这种碱基
间的配对导致两股 678形成双螺旋结构&每条链相
邻两个碱基平面之间的距离为 G& ;< ,?& 平均每
HG& I个核苷酸形成一个螺旋，其螺距（即螺旋旋转
一圈）高度约为 ;& < ,?（图 ;）& 由于其特有的双螺
旋结构，678的形变和力学性质与其生物功能有直
接关系&例如在 678复制过程中，双螺旋必须反旋
到局部大致平直的状态，碱基之间的氢键被断开以

得到作为复制模板的核酸链&又如在 678重组反应
中，678 必须被拉长到其正常的右螺旋态（即通常
所说的 J形态）的大约 H& I 倍长&对 678 力学性质
的研究是我们理解一些基本生命过程的基础&

图 ;- 678结构卡通图

在生物体内，绝大多数 678是以超螺旋形式存
在的（图 <）&所谓超螺旋就是在 678自身双螺旋基
础上的再螺旋&好比电话话筒和电话机之间的连线，
一般情况下是螺旋的，这种螺旋线的再卷曲缠绕就

形成了超螺旋&拓扑学上以 %表示 678双链中一条
单链以右手螺旋形式绕另一条单链缠绕的次数，即

连环数（ (),K),= ,’?F/0）& 678 的连环数由扭转数
（ "%)B"),= ,’?F/0）与环绕数（%0)"!),= ,’?F/0）两部
分组成&扭转数指 678 分子中的 L*B"A, 2 E0)+K 螺
旋数目，以 &表示，环绕数以 ’表示&三者之间的关
系是 % " & ( ’) % 值相同的 678 之间可以不经过
链的断裂而互相转变&拓扑学上通常用比连环差 #
来表示 678的超螺旋程度& 它的定义是 # "（ % *
%G）+ %G，%G 是松弛状态 678的 % 值&具有不同连环
数的同一种 678 分子称为拓扑异构体（ "A#A)BA@
?/0）& 678拓扑异构体之间的转变是通过拓扑异构
酶（ "A#A)BA?/0*B/）来实现的& 这类酶可以改变 678
拓扑异构体的 M 值& 拓扑异构酶有两类，第一类拓
扑异构酶（DN1N !）使 678 双链中的一条短暂断
裂，使 678绕另一条单链旋转来改变 M 值，每一次
催化作用可使 M值改变 H（如图 I（*））&第二类拓扑
异构酶刚好相反&在每个催化反应中，第二类拓扑异
构酶（DN1N"）使 678 的双链同时断裂，从而改变
%值，每一次催化作用可使 %值改变 5（如图 I（F））&
细胞中两类酶的含量受到严格控制，使细胞内 678
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保持在一定的超螺旋水平,

图 3! 456形成的超螺旋结构电镜照片

图 7! 第一类拓扑异构酶（0）和第二类拓扑异构酶（8）的工作机制

从物理学的观点看，456 可以被简化成一根细
长的柔性杆,根据经典弹性力学，一根长 !的杆如果
被弯曲成半径为 " 的弧，弹性能 # $ %! & $"$，这里

%是弹性模量’令 " $ !，可以得到将 456 弯曲 9 弧
度时所需的能量为 # $ % & $!, 热涨落能量一般写为
(%)，由此可知，长度 ! * % & (:) 的 456 在热涨落驱
动下其平均弯曲度约为 9 弧度，这个长度在高分子
物理学中称为持久长度（);<=/=(;21; .;2>(’）,理论和
实验表明，在生理条件下，456 的持久长度约为 7%
2?，相当于 97% 个碱基对的长度,这个长度说明，表
面上看来相当柔软的 456 在微观尺度实际上是很
硬的,在生物体内，许多蛋白质能够弯曲 456，形成
半径大小不同的环（ .@@)）,环的半径越小，所需的能
量就越大,物理上的简化只是为了能更简单地处理
问题，实际上 456的柔性还与其序列相关, A B C集
中分布的 456区域要比 6 B D 集中分布的 456 区
域要硬一些, 一般情况下，456 的长度要远远长于

一个持久长度，热涨落使 456 卷曲成线团, 线团的
直径远小于 456 的伸直长度, 一个含 7% %%% 碱基
对的 456，其伸直长度为 9&!?左右，而形成的线团
直径大约只有 9 !?, 热涨落引起的 456 弯曲在生
物学上有相当重要的意义，它能使同一根 456上相
距甚远的区域互相接触,譬如，蛋白质合成过程中的
调控因子就依靠这种机制来与距离很远的 456 序
列发生联系,同样，将 456 视为细长的杆可以得到
456的杨氏模量 + $ 3% & ",3，式中，, 是 456 的半
径,令 , E 9 2? 和 % & (:) E 7% 2?，可以得到 456的
杨氏模量在 "%% FG0左右,

!, "# 拉伸
9HH$ 年，:-=(0?02(; 研究组［9］做了开创性的工
作,他们构造了如图 9 所示的 456 复合结构，用磁
镊（图 $（8））成功地操纵长约 9# !? 的单根 456
分子，并测量了其在 %, %9—9% )5 范围内的拉伸性
质,在随后的工作中［$，"］，研究人员在更大的力范围
内测量了 456 的拉伸性质, 他们发现当作用于
456上的拉力大于 #7 )5时，456的结构发生了奇
异的变化：在非常小的力范围内，456 伸长了约
&%I , 456的这种形态转变称为 :—J 相变（图 #）,
在 %, 9—9% )5 范围内，456 的拉伸行为可以用蠕
虫状链（+@<?K./L;K1’0/2，MNC）模型来描述［3］, 当力
增加到 #7 )5时，456的拉伸行为不能再用高分子
模型解释,用同样的方法，人们也对 456 单链的力
学性质进行了研究, 结果表明，单链 456 的拉伸曲

图 #! 456双连的拉伸曲线
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线与双链 ./0的拉伸曲线截然不同，它的持久长度
只有 1 ,2&后面我们将看到在单分子测量中这一性
质得到了充分利用&

!& !" 旋转
3"4)+5 研究组［6］设计了一个精巧的实验，能够

在拉伸 ./0的同时扭转 ./0&他们将 ./0 的两条
单链都修饰功能基，并分别与玻璃表面及超顺磁球

连接，使 ./0 的两条链都固定&借助外磁场旋转引
起超顺磁球的旋转，以此来改变成 ./0 的螺旋度
（图 7（ 8））& 研究发现，在较小的拉力下，如 9& 7:
#/，./0的长度 ;转数曲线是对称的（图 <）&也就
是说，由于螺旋度的正负变化，./0 形成绞旋状螺
旋而变短&当磁力增大到 1& = #/ 时，曲线形状不再
对称，负螺旋度的增加并不引起 ./0 长度的变化，
而正螺旋度的增加则会形成超螺旋，使 ./0 变短
（图 <）&当力增大到 >& > #/时，曲线成一条直线，螺
旋度的正负变化不再引起 ./0 长度的变化& 这时
./0超螺旋可使其碱基暴露在外，形成一种新的
./0构像———? ; ./0（即 ?*’(),@1=6A 年提出的构
像）&

799A 年，B4C*," 等人［:］做了一个更精妙的实验
（如图 > 所示）&为了测量 ./0的扭矩，他们在 ./0
中间连上一个直径约几百纳米的小球，然后将 ./0
旋转，使其螺旋度变化&纳米小球的方位开始时用水
流冲刷固定& 关掉水流后，./0 释放过多螺旋造成
的扭曲能，带动小球旋转&通过测量小球旋转的角速
度，他 们 得 到 了 ./0 的 扭 转 模 量 约 为 D19
#/·,27 &

!& #" 解链
./0的双链结构很自然地让人想知道将两条

链撕开需要多大的力，以及力的大小与 ./0的序列
有何关系&将 ./0 双链中的一股固定在玻璃表面，
另一股的末端连一个小球，粘在一根非常细长的玻

璃微针上，就可以使 ./0 分子被逐步解链（图 7
（+））&解链所需的力可以通过测量微针尖端的偏转
得到&文献［<］发现，解链所需的力与 E ; F 含量密
切相关（图 =）&一个非常有挑战性的想法是，由于 E
; F和 0 ; G氢键能量的不同（E ; F 碱基对包含 A
个氢键，而 0 ; G碱基对只有 7 个氢键，见图 A），解
开 E ; F碱基对需要的力要大于解开 0 ; G 碱基对
的力&根据这一特点，我们也许可以通过测量解开
./0双链所需要的力的不同来测序& 可惜，目前测

图 <- 在不同力作用下 ./0的长度 ;转数曲线

图 >- ./0扭转模量测量示意图

力的精度还不够高，要完成测序实验现阶段还存在

技术困难&

D- ./0与蛋白质相互作用研究

./0的拉伸、旋转和解链技术可以用来研究
./0与蛋白质的相互作用& 这些实验都相当精细，
充满了新奇和挑战性，让人在惊叹生命单元独特构

造的同时，也不得不佩服人类探索自然奥秘的勇气

和将它付之于实践的智慧&

#$ %" &’ ()*聚合酶
这是一个利用 ./0 拉伸性质的典型例子& 在
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图 3! 456的解链曲线（嵌图是同一根 456 中 7 8 9 碱基对的

含量分布）

456复制过程中，456 聚合酶以单链 456 为模板
合成一条与其互补的 456，形成双链 456, 单链
456和双链 456的拉伸性质完全不同（图 :%）,在
大于 #, ; )5 拉力作用下，双链 456 的末端距小于
单链 456的末端距,利用这一原理，将单链 456两
端连接在小球上（图 $（ 0）），监控聚合酶工作时两
小球距离的变化可以推断出 456 聚合酶的工作机
制［<］, 456聚合酶实际上是一种分子马达，沿 456
模板工作所需能量是通过将化学能（6=>）转变为机
械能而得到的,这种酶形同一只手，工作的时候不停
地在松开与紧握之间转换, 456 聚合酶的聚合速度
对外力十分敏感，当外力达到 # )5 时，聚合速度达
到最大值,然后，随着力的增大，聚合速度线性下降,
当力达 "? )5时，聚合酶停止工作,

图 :%! 单链、双链 456的拉伸曲线对比

!, "# 拓扑异构酶（ (@)@/A@BCD0AC）
在 456 复制过程中，必须首先用解旋酶（’C./E

10AC）将 456 双链解开，但这一过程必然会造成

456前端链螺旋度的增加，形成超螺旋, 超螺旋引
起的扭转力矩达到一定程度就会阻碍复制进程, 超
螺旋的释放要依靠拓扑异构酶, 前面提到的关于
456的扭转测量技术可以用来观察拓扑异构酶的
工作机制, F(D/1G等［3］用图 $（H）所描述的方法形成
456超螺旋后，加入第二类拓扑异构酶和 6=>，通
过观察 456长度的变化来量化 456超螺旋减小的
程度（图 ::）,他们观察到 456 末端距成台阶式增
长，每个台阶约 3% 2B, 这个长度正好是图 $（H）中
磁铁旋转 $ 周时 456 缩短的长度,这表明，每个酶
作用于 456所导致的连环数改变值为 $,

图 ::! 拓扑异构酶使超螺旋 456的末端距成台阶式增长（嵌图

是单分子实验示意图）

图 :$! 利用光镊撕开带一个核小体的 456分子

!, $# %&’ ( %)*染色质重建（+,-./,0123）复合体
染色质重建是指引起染色质结构变化的一般过

程，其作用通常是将核小体移动一下位置以便 456
结合蛋白与其结合位点接触,酵母 FIJ K F5L复合体
可使核小体沿 456 双向运动, 为研究这一过程，
I02M等人［:%］在 456的特定位置处放置核小体，通
过前述解链实验将 456 双链撕开（如图 :$）, 双链
被撕开时在该点会遇到更大的阻力,根据这一现象，
可推断核小体在 456 上的精确位置,他们发现，加
入酵母 FIJ K F5L复合体后，核小体的位置不再集中

·$$"·
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于它原来的位置，而是沿 ./0 链双向随机变化（如
图 12）&这些结论对 345 6 3/7 复合体重建模型的建
立有很大帮助&

图 12 345 6 3/7重建染色质前（曲线 !）后（曲线 "）核小体在

./0上的位置统计（纵坐标中的数量指实验次数）

!& !" 8/0 聚合酶
以上 2 个实验都利用了 ./0独特的力学性质&

其实只监控 ./0 在恒定拉力下末端距的变化也能
研究与 ./0 有关的重要生命过程& 8/0 聚合酶是
一种通过 ./0单链模板合成 8/0 的酶& 在聚合过
程中，8/0 聚合酶沿着 ./0 模板前进& 可以想象，
如果将聚合酶固定，./0 将向相反方向移动&
9:!,［11］等人用图 1; 所示的构造研究了 8/0聚合酶

图 1;-（*）8/0聚合酶聚合实验示意图；（<）./0 的长度 =时

间曲线表明聚合过程中有暂停（嵌图是聚合的速度 =时间曲线）

的工作过程&他们发现，当 8/0 聚合酶在聚合过程

中会时不时地暂停一下，并且在不同时刻有不同的

聚合速度& >(:+?研究组［1@］用精度达 A& 2 ,B 的双光
镊系统观察到 8/0 聚合酶的另一行为（图 1C）& 这
一特殊行为表明，8/0聚合酶在工作时会经常返回
大约 D 个碱基做一下检查，看看合成的 8/0序列是
否准确&如果正确，继续返回原处工作&如果错误，就
将错误的 8/0序列剪掉&这种回溯行为通常发生在
暂停时间较长的阶段，而在一些持续时间较短的暂

停状态，则不会发生这种行为&

图 1C-（*）8/0聚合酶的检查过程示意图；（<）8/0 聚合酶聚

合实验示意图；（+）./0的长度 =时间曲线表明聚合酶会回溯 D

个碱基

C- 结论和展望

生物学家认为，细胞其实就是一个由各种蛋白

质机器构成的复杂系统［12］&这一概念为物理学家用
力学方法研究生物提供了充分依据，也使对生命现

象感兴趣的物理学家有了用武之地& 单分子操纵就
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是用物理学手段研究蛋白质机器（也叫分子马达）

的典型代表,在单分子水平上操纵 345是近十多年
来分子生物学领域最激动人心的进展, 在此基础上
的 345与蛋白质相互作用研究，为定量研究生命活
动中的一些基本过程奠定了基础, 单分子科学正以
前所未有的速度发展，本文关于蛋白质与 345相互
作用的单分子研究只是众多研究中的一部分, 实验
设计理念的简单性和数据的准确性使单分子研究充

满了无穷的魅力，显示了广阔的前景,在精湛的单分
子实验技术保证下，可以充分发挥你的想象去探索

复杂的生命过程,
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爱因斯坦的“茶叶佯谬”

6@$% 年爱因斯坦在他使用搅拌茶杯时，他注意到在搅拌时茶叶会聚集到茶杯底部的中央，他把这个现
象称为“茶叶佯谬”，并发表在 6@$# 年出版的《生物显微流体》的开架杂志上。最近澳大利亚 IK20=’ 大学
的 <, G, G0K博士将这个现象应用到血浆的分离上。
血浆分离是医学检测中的一种常规手段，它将红血球、蛋白质分子和其他微型粒子从血浆中分离出来。

血浆分离在医学上有着很广泛的用途，例如测定人体的胆固醇程度、运动员的血检、器官捐赠者的验血和糖

尿病患者的血糖测定等。目前在医学上的常规方法是将被测试的血样送到医院的检测室，并利用强功率离

心机将血浆分离后再进行分析测定。这样的操作手续一般需要几天的时间。

现在提出的新的血浆分离技术是从患者处采下微量的血液，将其置于一个微小的容器内，然后用一根针

尖与血浆表面以一个确定的倾角相接触。接着在针尖上加一电压，这时环绕在针尖附近存在着一些离子，它

们将会对其他带电离子产生排斥作用，从而在血浆表面形成一种称为“离子风”的气流。当气流在血液表面

移动时带动血液作环流运动，由于针尖相对于血液表面具有一定的角度，从而引起了血液内微型粒子发生螺

旋状地向下沉降。当血液开始旋转时，我们平时的一种直觉想法就是血浆中的红血球会由于离心力的作用

而向外抛向容器壁，但恰恰相反，红血球是向内沉降到容器的底部。这个现象是与爱因斯坦的茶叶在搅拌后

聚集到茶杯底部的结果完全一致。为什么会产生这样的现象呢？其根源是由于处于圆柱状容器内的流体

（爱因斯坦的茶杯与现在血浆收集器都是圆柱状的），当它上半部的流体发生旋转时，其底部流体是稳定的，

为了要满足底部流体的零速度稳定条件，就必须在底部处产生出一个向内的力来阻礙该处的离心力，这个作

用机制类似于一个小型的龙卷风，从而使血浆发生分离，并将纯浄的血浆保留在容器的上半部。

<, G, G0K 博士认为：将这项技术与芯片制作相结合，就能制造出便宜、快速的验血器，其尺寸与常用的
信用卡大小相似，当然这项工作大约需要 A—6% 年的时间才能达到大规模生产的水平。

（云中客 摘自 9/K8/1EK[.-/Q/1=，L02-0ER V I0E1’，$%%&）

·!"#·

前沿进展


