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打开DNA双链的物理新方法———激光微流法*

潘秉毅暋暋张凌云昄暋暋 窦硕星暋暋王鹏业
(中国科学院物理研究所软物质物理重点实验室暋北京凝聚态物理国家实验室暋北京暋100190)

摘暋要暋暋文章报道了一种打开 DNA双链的物理方法———激光微流法.DNA 双链分子被固定在石英片的表面,

在一定强度的激光衰逝波和微流振荡共同作用下,DNA双链间的氢键被迅速打开.利用全内反射单分子荧光共振

能量转移技术,可以观察到激光微流法打开单个 DNA的动力学过程.通过对激光进行控制,可以准确地打开连接

在石英表面特定位置的 DNA双链.DNA分子打开的比例与激光功率的关系表明微流产生的机械能与激光光能在

DNA双链打开过程中缺一不可.
关键词暋暋单分子生物物理,激光微流法,荧光共振能量转移,DNA变性
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Abstract暋暋Wepresentaphysicalmethod,basedonlasermicro灢flow,tomeltdouble灢strandsofDNA.When
DNAmoleculesareimmobilizedonaquartzsurface,thehydrogenbondsbetweencomplementarystrandscanbe
brokenrapidlyunderthecontrolofalaserevanescentwaveandmicro灢flowoscillation.Employingasingle灢molecule
fluorescenceresonanceenergytransfertechnique,thedynamicsofDNAmeltingisstudiedatthesingle灢moleculelevel.
WhentheDNAisinaspecialposition,itcanbemeltedbyalaserbeamfocusedtoapinpoint.Itisshownthatthe
percentageofmeltedDNAincreasesproportionallywithlaserpower.Furthermore,wecandeterminethecontribution
ofthemicro灢flowmechanicsinthemeltingprocess.
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1暋引言———关于DNA双链分子的变性

DNA 变性(DNAdenaturation)又称 DNA 融化

(DNAmelting)或DNA解旋(DNAunwinding),指的是

通过打开双链DNA互补碱基对之间的氢键使其双螺

旋结构被打开,从而形成两条DNA单链的过程[1].生
物体内DNA的变性是由一类被称为“解旋酶暠的马达

蛋白在ATP 水解能的驱动下完成的.各种解旋酶对

DNA变性精确有效地调控是DNA能够顺利完成遗传

信息的储存和传递任务的重要保障[2].
在实验中经常需要对DNA双链进行变性,但大多

数解旋酶对溶液环境(温度、pH 值、盐离子浓度等)的
要求很苛刻以致于很难在体外正常工作.人们经过不

断地探索,发展了各种可以在体外实验中改变DNA双

链的稳定性或者使DNA分子变性的物理化学方法,包
括改变盐离子浓度、降低DNA浓度、改变溶液环境的

拥挤程度、升高温度等,其中将含有DNA双链分子的

溶液直接升温至其熔点是目前体外DNA变性实验最

常用的技术[3].虽然这些技术以其各自的优点在生物

学研究中发挥着重要作用,但是它们都有一个共同的

缺点,即严重改变了溶液的生理条件,并由此引发蛋白

质变性等一系列不可逆的过程.
最近,我们研究小组利用全内反射单分子荧光共

振能量转移技术,实现了一种可以用于体外DNA变性

的新的物理方法.使用该方法,我们可以让激光衰逝波
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和微流振荡共同作用于DNA分子使之发生变性,因此

不仅不会对溶液环境造成影响,而且可以通过对激光

和微流的控制实现二维平面上 DNA分子的定点打

开[4].接下来,我们将从全内反射单分子荧光共振能量

转移技术入手,对这一有趣的工作进行简要介绍.

2暋 全内反射单分子荧光共振能量转

移———观察单个DNA分子变性过程

的利器

荧光共振能量转移(fluorescenceresonanceenergy
transfer,FRET)是法国物理学家J.Perrin在研究荧光

淬灭的实验中首次发现的,距今已有80余年[5],其原

理如图1所示.当供体(donor)荧光分子的发射光谱与

受体(acceptor)分子的吸收光谱部分重合,且两种分子

之间的距离小于一定阈值时,供体的部分能量就会依

靠一种诱导偶极子-诱导偶极子(induceddipole-
induceddipole)相互作用转移给受体分子并由其发射.

图1暋荧光共振能量转移示意图 (a)受体与供体间距离较大,无

法发生荧光共振能量转移;(b)受体与供体间距离较小,供体吸

收的部分能量转移给受体并由其发射

荧光转移效率(EFRET)是指转移给受体分子的能量

占供体总吸收能的比例,它与供受体分子间距离的6
次方成反比,可以通过对供体和受体发光光强的测量

获得.图2是不同条件下EFRET与分子距离(R)关系的

几个典型图示,其中标度R0 是当EFRET为0.5时的两

个荧光团间距离.通常情况下,荧光转移效率在几纳米

的范围内对距离的变化非常敏感,这就为我们研究

DNA变性提供了一把理想的“纳米尺暠[6].
我们实验所用的全内反射单分子荧光共振能量

转 移 装 置 (totalinternalreflectionfluorescence
basedsingle灢moleculefluorescenceresonanceener灢
gytransfer,TIRFsmFRET)如图3所示.

经过硅烷化、PEG化、biotin-PEG掺杂等一系列表

面处理工艺,短DNA双链分子通过biotin-straptavidin
-biotin共价连接,像树苗一样被种植在石英反应池的下

表面,每个DNA末端的两条单链上都分别标记了一对

FRET荧光素(供体Cy3和受体Cy5).激光通过棱镜后

在石英片的下表面发生全反射,其产生的衰逝波激发了

图2暋荧光共振能量转移效率与分子间距离的关系

图3暋全内反射单分子荧光共振能量转移装置图

供体分子,同时受体分子也通过FRET效应获得能量并

发射荧光.两种荧光素发射的具有不同波长的光子被高

倍物镜收集后,由一个分光光路组进行空间分离,最后射

入高灵敏度的ICCD相机.通过视频采集卡,我们就可以

同时获得衰逝波范围内所有DNA分子上荧光对的光强

信息,并通过计算每对荧光素的能量转移效率来判断其

所标记DNA分子的变性情况[7].
图4简单描绘了DNA与石英表面的连接情况,我

们可以通过改变表面处理过程中各种反应物的浓度来

调节DNA的面密度.理想的 DNA面密度是每1毺m2

具有10个DNA分子,因为在这个密度下,我们可以方

便地观察到单个DNA分子的构象变化[8].

图4暋连接在石英片下表面的 DNA分子
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3暋激光微流法———光流协作,定点融化

我们发展了一种叫做“激光微流法暠的物理方法,
这种方法可以使以二维阵列方式固定在石英表面的

DNA分子在激光衰逝波和微流振荡的共同作用下实

现定点融化.微流振荡的产生源于与石英样品池相连

的微量进样器的推动,电子步进马达可以对其进行精

细控制[4].虽然微流对反应池石英表面的所有DNA分

子都有作用,但只有在激光衰逝波照射范围内的DNA
分子可以同时受到激光和微流的共同作用并发生变

性.在微流条件不变的情况下,只调节激光的方向就可

以准确地打开特定位置的DNA双链,而发生反应的空

间范围仅仅取决于全反射光斑的大小(在我们实验中,
通过多次聚焦,光斑的面积可以控制在100毺m2 以下).
为了使该方法具有普遍的生物学意义和较高的荧光观

察效率,所有实验都在室温下的DNA生理缓冲液中进

行(100mMNaCl,25mMTris灢HCl,pH=7.5)并加入少

量不影响体系生物活性的荧光抗漂白剂(1mg/mLglu灢
coseoxidase,0.4% D灢glucose,0.04mg/mLcatalase,

1%2灢mercaptoethanol).16bp(basepair)的双链 DNA
分子由两条标有荧光分子的互补单链在90曘C退火两

小时得到.该溶液环境和DNA序列同样适用于与核酸

稳定性相关的其他研究工作[7].
图5表示了当激光光强固定在3mW 时,实验开

始、中间和结束三个时刻表面DNA双链的数量.每个

点都代表一个DNA分子上荧光对的能量转移效率,

FRET效率越高,红点就越亮.如果某个DNA分子发

生了变性,荧光受体和供体就会逐渐远离,并导致其对

应的红点迅速变暗并最终熄灭.从图中可以看出,大多

数激光衰逝波照射范围内的DNA分子在微流振荡的

辅助下都发生了变性反应,反应持续时间为5s.

图5暋不同时刻表面的 DNA双链分子数 (a)0s;(b)2s;(c)5s

为了定量计算激光衰逝波对DNA变性的影响,我
们对不同的激光功率,在维持微流环境不变的情况下,
研究了目标区域内发生变性的DNA分子占DNA总数

的比例,实验结果如图6所示.在我们实验使用的激光

功率范围内,DNA发生变性反应的比例与激光功率成

正比.另外,我们还注意到图6中各数据点连线的延长

线并不经过坐标原点,而是在纵轴形成了约0.17的截

距.这一结果有力地证明了激光衰逝波并非DNA发生

变性的唯一原因,只有在微流和激光的共同作用下

DNA双链才能被顺利打开.

图6暋变性 DNA比例与激光功率的关系

4暋总结和展望

激光微流法主要具有如下三方面的优点:
(1)精准的空间定位.当激光光斑足够小时,发

生DNA变性的空间范围可以下降到极低的尺度,
配合DNA面密度的调控,我们甚至可以控制石英

表面单根DNA的变性.
(2)对溶液环境无破坏.十微米线度、百纳米深

度的激光衰逝波以及任意生理条件的缓冲液微流对

溶液环境几乎没有影响,保证了反应池中其他生化

反应的顺利进行.
(3)单分子尺度的观测.与smFRET 技术的完

美结合使人们可以很容易从单分子层面跟踪研究参

加反应的DNA分子的动力学信息,这为DNA双链

稳定性相关的各项工作开辟了新的天地.
我们最近的实验表明,该方法同样可以被用来

定点打开30bp的 DNA 双链.有关激光和微流对

DNA作用的更深层机制及其应用的理论与实验研

究正在积极地进行当中.

致谢暋暋感谢哈佛大学谢晓亮教授就该方法的物理

机制与我们进行的有益讨论.
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