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本人声明所呈交的学位论文 ， 是本人在导师指导下进行研宄工作所取得的

成果 。 除已特别加 以标注和致谢的地方外 ， 论文中不包含任何他人己经发表或

撰写过的研宄成果 。 与我
一

同工作的同志对本研宄所做的贡献均已在论文中作

了 明确的说明 。

作者签名 ：签字 日 期 ：糾．
（、 １

中国科学技术大学学位论文授权使用声明

作为 申请学位的条件之
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拥有学位论文的部分使用权 ， 即 ： 学校有权按有关规定 向 国家有关部门或机构

送交论文的复印件和 电子版 ， 允许论文被查阅和借阅 ， 可以将学位论文编入 《中

国学位论文全文数据库 》 等有关数据库进行检索 ， 可以采用影印 、 缩印或扫描

等复制手段保存 、 汇编学位论文 。 本人提交的电子文档的 内容和纸质论文的 内

容相
一

致 。
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

摘 要

生物大分子的结构及其动态变化是
一

切生命现象的物质基础 。 在分子水平

上对生物大分子结构与功能进行研宄 ， 阐释生命现象的本质 ， 对人类认知世界

与 自身都有重大意义 。 本论文系统地调研光镊技术研宄单分子的不同实验方案 ，

并针对多种分子生物学体系迸行研宄 ， 在前人基础上提出本研究的 目 的和实验

方法 。 取得主要研宄成果如下 ：

１ ． 建立高精度 、 高稳定的光镊拉伸单分子实验装置 。 光镊对位移及外力的

测量精度与系统的稳定性决定 了适合研宄的体系 。 为 了提高原光镊系统的稳定

性 ， 本研宄采取引 入探测光以提髙测量精度 ； 利用对粘底微球的图像识别 ， 实

现反馈补偿系统漂移等多项措施 ， 创造优 良的系统稳定性 。 为顺利完成单分子

测量 ， 我们发展 了单分子样品 的制备 、 分子偶联等技术 。

２ ． 研宄 ｒ
／
ｗＳＲＮＡ 自抑制茎环结构 。 本文利用光镊对 ｒ

／
ｗＳＲＮＡ 的 自抑制

茎环进行拉伸得到 了稳定重复的 ＲＮＡ

“

力 －伸展
”

曲线 。 通过对 ＲＮＡ

“

力 －伸展
”

曲线的分析 ， 得到 ／ｐｏＳＲＮＡ 自抑制茎环结构被打开的动力学过程 ， 证实其

ｔｈｒｅｅ－ｗａｙ
－

ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ 结构 ， 计算了ＲＮＡ 关键核心部分的 自 由能 。 实验发现镁离子

明显提高了 自抑制茎环核心部分的结合强度 ， 由此推测镁离子会促使 ＲＮＡ 结构

变得更加紧密并改变茎环的空间取向 。 这
一

结构变化客观上拉近了Ｄ １ 和 Ｄ２ 茎

环之间的距离 ， 方便 Ｈｆｑ 蛋 白帮助 ｓＲＮＡ 结合在 ＳＤ 区域上 ， 从而解除基因表

达的 自抑制 。

３ ． 研究 ＧＳＫ 、 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 抑制 ＣＥＮＰ －Ｅ 行走机理 。 光镊研宄 ＣＥＮＰ －Ｅ 行走的

动力学特性 ， 发现其平均运动速度低于 ｋｉｎｅｓ ｉｎ－

１ 蛋 白 ， 行走
一

段距离后会
“

休

息
”

片刻 。实验结果表明 ＧＳＫ 阻断 了ＣＥＮＰ－Ｅ 行走时 ＡＴＰ 水解为 ＡＤＰ 的过程 ，

从而实现对 ＣＥＮＰ－Ｅ 行走的抑制 。 依据实验现象 ， 我们推测 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 是通过阻

碍 ＣＥＮＰ－Ｅ ， ＡＤＰ 从微管上解离 ， 从而抑制 了ＣＥＮＰ－Ｅ 运动 。

４ ．研宄 ＣＥＮＰ－Ｔ 与 ＣＥＮＰ－Ｗ 蛋 白 间相互作用强度 。 本文提 出 了
一

种将

ＣＥＮＰ－Ｔ 或 ＣＥＮＰ－Ｗ 连接在 ＤＮＡ 手柄
一

端 ， 再通过手柄另
一

端偶联在微球上

的方案 。 通过这
一

策略我们测量了ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 之间的断裂力 ， 直接从单分子水

平上研宄磷酸化对 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 蛋 白结合强度的影响 。

５ ． 为了实现对流动细胞的动态相位成像 ， 本文提出 了
一

种基于单像素的相

位成像方法。 通过动态加载不同波矢的平面波采集物体的傅里叶频谱 ， 借助逆

傅里叶变换对物体的振幅与相位分布进行重构 。 实验测试了二值化相位分布与

Ｉ





连续相位分布 ， 均得到 良好的重构效果 。

本文建立了高精度 、 高稳定性的光镊研宄生物单分子力学特性实验平台 ，

并通过
一

系列生物物理交叉 问题的研究证实 了这
一

平 台在生命科学领域的价

值 。 研宄取得的结果在生命科学基本问题、 医学应用等方面都具有
一

定贡献 ，

为使用光镊进行深入的分子生物学研宄奠定 了基础 。

关健词 光镊 ， ＲＮＡ 结构 ， 驱动蛋 白 ， 小分子抑制剂 ， 蛋 白相互作用 ， 复杂光

场调制 ， 单像素成像
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第 １章 绪 论

光镊 （ ｏｐｔ ｉｃａｌｔｗｅｅｚｅｒｓ ） 是利用高度会聚激光产生的力学效应对微米 、 亚微

米级粒子进行非接触操控的前沿技术 。 早在 １ ９７０ 年 Ａｓｈｋｉｎ 通过两束相对传播

激光的散射力实现了对微米级大小物体的操控 【
１

】

。 于 １ ９８６ 年 ， Ａｓｈｌｄｎ 与朱棣文

等人利用激光焦点附近光场梯度力平衡光场散射力的方法 ， 用
一

束会聚的激光

实现了对微米级物体的三维捕获 【
２
］

。 这种
“

单光束梯度力光阱
”

具有抓住物体

的作用 ， 所以被称为光学镊子
一光镊 。

光镊易于操控微米级物体的特点使它在生命科学研宄中拥有独特的
一

面 ，

从而成为了生物物理交叉学科的实用工具 。 １ ９８７ 年 Ａｓｈｋｉｎ 首次用这个全新的

工具实现了对细胞的操控 ［
３

］

， Ａ ｉ ｓｔ 等人进
一

步联合光刀技术实现了对细胞进行

“

手术
”

【
４

】

， 这
一

技术路线 己经用于分选单条水稻染色体⑶ 。 ２００２ 年 Ｋａｓ 等人

使用光镊引导了神经细胞的生长 【
６

］

， ２０ １ ３ 年光镊又被成功 引入活体细胞的研究

【
７

］

。 随着半导体技术的进步 ， 人们将 ＱＰＤ（ 四象限光电探测器 ） 或 ＰＳＤ（位置

敏感探测器 ） 耦合进光镊技术中用于探测光镊捕获物体的位置变化 ， 这使得光

镊不仅可 以操控微粒 ， 还能对位移与外力进行测量 。 这使得光镊拥有了定量研

宄科学 问题的能力 ， 被广泛地应用在单分子生物学的研究中 。 为此 ， ２０ １ ８ 年的

诺 贝 尔物理学奖颁发给了光镊技术的发明者阿瑟 ？阿什金 （Ａｒｔｈｕｒ Ａｓｈｋｉｎ ） ， 表彰

了光镊技术及其在生命科学研究中获得的突出贡献 。

１ ． １ 单分子光镊技术现状与进展

光镊操控对象
一

般为微米或亚微米大小的微粒 ， 因此可以直接捕获细胞和

细胞器 。 对于难以直接操控的单个生物大分子 ， 光镊借助探针来实现。 由于探

针可以制作得非常规则 ， 如标准微球 ， 这种策略有助于实现高精度的测量 。 单

分子实验中待研宄的分子连接在探针与底面或者探针与探针之间 ， 形成单光镊 、

光镊－微针 、 双光镊与多光摄等实验方案 【
８

］

。 随着分子生物学研宄的不断深入 ，

人们对光镊提出的要求也越来越高 ， 于是产生了高精度高稳定性光镊、 高通量

阵列单分子光镊 、 荧光光镊 、 ＦＲＥＴ 光镊与拉曼光镊等全新光镊设备 。

１
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１ ． １ ． １ 单光镊法

单光镊法 ， 顾名 思义就是利用单束激光操控探针对生物大分子进行研宄 ，

这种方法 中生物大分子
一

端连接在被光镊捕获的微球之上 ， 另
一

端则连接在另

一

个待研宄分子 、 样品室底面或固定在样 品室底面的微球之上 。 光镊研究驱动

蛋 白行走时 采用 了如 图 Ｍ（ ａ ） 所示的方案 。 实验中悬浮在溶液 中 的微

球上连接有驱动蛋 白 ， 使用光镊捕获微球后靠近固定在样品室底面的微管 ， 驱

动蛋 白会结合在微管束上并沿着微管方向行走 ， 光镊在提供负载力 的 同时测量

微球的位置变化 ， 得到驱动蛋 白 的行走过程 。 单光镊法研究 ＲＮＡ 聚合酶时 ＨＩ

釆用 了 如图 １
－

１（ ｂ ） 所示的方案 。 ＲＮＡ 聚合酶连接在被光镊捕获的微球之上 ，

同时与待转录 ＤＮＡ 模板
一

端相连 ， ＤＮＡ 模板另
一

端则连接在样品室底面上 。

当 ＲＮＡ 聚合酶进行转录时 ， 微球会沿着 ＤＮＡ 方向运动 ， 通过光镊测量力 的大

小与微球的位移来研宄 ＲＮＡ 聚合酶的转录过程 。这两种研究方案都是根据待研

究体系而设计的 ， 拥有 自 身的优点和局限性 ， 例如用第
一

种方法研究蛋 白弹性 ，

会因为微球距离玻片底面太近而测力不准 ； 第二种方法在研宄短链样 品 （ ５ ００

ｎｍ？５ｐｍ ） 时 ， 分子链与底面有较大夹角 ， 使得微球在光阱中受力产生轴 向分

量 ， 影响测量精度 。

（
ａ
） （

ｂ
）

ｎ０

图 ｍ 单光镊实验方案示意图 ｉ＇

（ ａ ） 图为单光镊法研宄驱动蛋 白沿微管行走 。 （ ｂ ） 图为单光镊法研究 ＲＮＡ 聚合

酶 。 （ ｃ ） 图为单光镊法研宄 ＲＮＡ 折叠结构 。

对于短链样品 的研究 ， 可 以采取图 １
－

１（ Ｃ ） 所示的方法 。 先将
一

个较大微

２
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球固定在样品室底面 ， 然后将待研究分子连接在两个微球之间 ， 两微球中心高

度对齐 。 用 该方案研宄 ， 避免 了第二种方案中分子链倾角较大的 问题 ， 本文在

研究 ｒ
／
ｗ＾ ＲＮＡ 自 抑制茎环结构时 ， 采取 了这种方案 。

１ ． １ ． ２ 微针
－光镊法

２ ００ ８ 年 Ｂ ｕ ｓ ｔａｍａｎ ｔｅ 等人在研究核糖体时使用 了微针 －光镊实验方法＿ ， 方

法如图 １
－２（ ａ ） 所示 。 待研宄的分子处于被微针固定 的微球与光镊捕获的微球

之间 ， 这种方案能在样品室较深的位置进行实验 ， 避免 了样品室底面 引 起的偏

差 。 而且该方法对于微球的 固定 比粘连在样品室底面更加牢固 ， 是 目 前单分子

光镊领域中常用 的做法 。

１ ． １ ． ３ 双光镊与多光镊法

双光镊法也是
一

种常用 的单分子研宄策略 。 如图 １
－２（ ｂ ） 所示 ， 待研究分

子两端的微球使用两束独立的光镊进行捕获 ， 分子上 的外力通过控制其 中
一

个

光阱的位置来完成 。 双光镊系统中实验区域不仅距离样品室底面较远 ， 同时样

品室 （或微针 ） 机械漂移不会对实验带来影响 ， 两个光镊的位置都只 与物镜有

关 ， 因此无论是拉伸还是恒力模式＾
１ ６

］

， 都能很好地驾驭 。

⑷ ■ （
ｂ

）ｓｍｗ
ＰＩ

祕一

國
：

＾

＾ｍ〇
ｉ

图 １
－２ 微针－光摄法与多光镊法示意图

（ ａ ） 图为微针－光镊法 。 （ ｂ ） 图为双光镊 。 （ ｃ ） 图为多光镊法实验 图像 。

例如 Ｓｗｅｅｎ ｅｙ 等人利用双光镊固定 了
一

根肌动纤维 ， 研究 了肌球蛋 白 Ｖ Ｉ

沿肌动纤维的步进式行走 双光镊法缺点在于两个光阱互相靠近时 ， 两个小

球会同时受到两个光镊的影响 ， 不适合研宄短链分子 。 在
一

些特殊环境中还会

用到多光镊 ｎ ８
，

１ ９
］

， 例如图 １
－２（ ｃ ） 中 四个光镊固定 了两条 ＤＮＡ 分子 ， ＤＮＡ 桥

连蛋 白 ＸＬＦ 为图 中红色荧光标记的位置 ， ＸＲＣＣ４ 蛋 白 为图 中绿色荧光标记的

位置 ， 它们都独 自 连接在每条 ＤＮＡ 上。 当两种蛋白和 ＤＮＡ 结合在
一

起时 （ 橙

色荧光位置 ） ， 能形成 ＤＮＡ 之间 的桥连 【
２Ｇ

］

。

３
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１ ． １ ．
４ 高通量单分子光镊

２０ １ ４ 年 Ｍ ｉ ｃｈｅ ｌ ｌ ｅＤ ．Ｗａｎｇ 等人利用微纳加工技术制作 了纳米光子驻波阵列

光讲 （Ｎａｎｏｐｈｏ ｔｏｎ ｉ ｃＳｔａｎｄ ｉｎｇ
－ｗａｖｅＡ ｒｒａｙ

Ｔｒａｐ ， ｎ ＳＷＡＴ ） ［
２ １

］

， ｎ ＳＷＡＴ结构如 图

１
－

３（ ａ ） 所示 。 ｎＳＷＡＴ 用硅材料作为光波导 ， 将入射激光分成两路相对传播的

光束 ， 在硅波导 中形成驻波 ， 利用驻波的光场梯度实现微粒的捕获 。 在相对传

播光束 中 的
一

束上加载
一

段加热装置 ， 通过改变波导 内 的光程 ， 而改变两束激

光光程差 ， 实现对光阱位置的控制 。

（
ｂ

）一？ＩＸＨｊ

（
ａ

）？————



２２２．
？
＿＿ ＿ １ １

＿１ １

ＢＢ９ＢＢＳ８Ｂ８
： 士

Ｉ ．
丄 二

一

 ［

ｒｒ
－

＾
—

ｒ
－

ｒｄ

图 １
－３ 髙通量单分子光摄示意图 丨川

。

（ ａ ） 图为微纳加工的单分子光镊示意 图 。 （ ｂ ） 图为高通量单分子光镊进行 ＤＮＡ

拉伸 的示意与实验 图像 。

ｎＳＷＡＴ 进行 ＤＮＡ 拉伸如 图 １
－

３（ ｂ ） 所示 ， 先向样品室 中输入 中 间偶联有

ＤＮＡ 的微球样品溶液 ， 很多微球被阵列光阱捕获 。 然后通入缓冲液 ， 清洗掉中

间没有连接 ＤＮＡ 的单个微球与样品残余液体 ， 最后通过移动光阱阵列 的位置

拉伸微球间 的 ＤＮＡ 分子 。 这种光镊设备
一

次可以同时进行几十到上百个分子

的拉伸 ， 补充 了传统单分子光镊中
一

次 只 能对
一

个分子拉伸 的不足 ；
ｎＳＷＡＴ 的

功率低 ， 能量利用非常高效 ； 特别是这种芯片式的光镊不存在机械漂移 ， 非常

稳定 ， 该仪器也容易和荧光显微技术等相结合 。

１ ． １ ． ５ 荧光光镊

荧光成像是生命科学研宄中常用 的手段 ， 荧光与光镊的结合使得研宄 中 ，

在获得分子力谱的 同时也能得到荧光标记分子的位置信息 ［
２２

＿

２４
］

。 Ｉ ｓｈ ｉ ｉ 等人结合

？

光镊 、 全 内 反射焚光显微镜 （ Ｔｏ ｔａ ｌ Ｉｎ ｔｅｒｎ ａ 丨Ｒｅｆｌｅｃｔ ｉｏｎＦ ｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃｅＭ ｉ ｃ ｒｏ ｓｃｏｐｅ ，

Ｔ ＩＲＦ ） 与荧光显微镜研宄 了 肌球蛋 白沿肌动蛋 白 运动 的精细过程 ［
２５

］

。 光镊与

４
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Ｔ ＩＲＦ 的结合还可 以分辨平行微管束与反平行微管束 【
２６

］

， 演示解旋酶在单链

ＤＮＡ 上的移动 ［
２ ７

１ 发现中心着丝粒组件 Ｍ ｉ ｓ ｌ ２／Ｍ ＩＮＤ 增强微管 （ ｍ ｉ ｃ ｒｏｔｕｂｕ ｌ ｅ ）

与外部 Ｎｄｃ ８０ 复合体之间的亲和力Ｍ ｌ等 。 Ｇａｎ ｉｍ 和 Ｒ ｉ ｅ ｆ等人则直接研究 了绿色

焚光蛋 白 （ Ｇ ｒｅｅｎＦ ｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎ ｔＰｒｏ ｔｅ ｉｎ ， ＧＦＰ ） 在光镊拉伸过程中 的焚光变化 ［
２ ９

】

。

实验发现光镊产生的张力会破坏 ＧＦＰ 的空间结构并导致荧光消失 ， 直到张力解

除 ， 蛋 白重新折叠后荧光才得到恢复 。

〇 丨識■ ｝ ；

Ｉ ？

Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒｏ ｐ ｈｏ ｒ ｅ ＡＸ

图 １
－４ 光银结合共聚焦荧光研究超短核苷酸链弹性行为示意图

２０ １ ８ 年 Ｃｈｅｍ ｌ ａ 等人研宄了超短核苷酸链 （ ＜ １ ５ｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅ ｓ ，ｎｔ ） 的弹性行

为 ［
３Ｇ

］

， 实验方案如 图 １
－４ 所示 。 图 中黑线代表含有结合位点的 中心单链 ＤＮＡ 区

域 ， 它与长度为 ７ －

１ ２ｎ ｔ 的寡核苷酸链 （ ｏ ｌ ｉ ｇｏｎｕｃ ｌ ｅｏ ｔ ｉｄｅ ｓ ， Ｏ ｌ ｉｇｏ ） 互补配对结合 。

中心区域通过多聚胸腺嘧啶 （ ｐｏ ｌ

ｙ
－

ｄＴ ， 红色 ） 与双链 ＤＮＡ 手柄 （蓝色 ） 隔开

后连接在两个微球之间 ， 微球用 双光镊系统进行操控 ， 通过 Ｏ ｌ ｉ

ｇｏ 上带的荧光

分子区分中心区域是单链 ＤＮＡ 还是互补配对后的双链 ＤＮＡ 。 实验研究 了超短

核苷酸链在单链与双链情况下 ， 端到端伸长距离的差 。 结果发现在较低外力 （
＜

８
ｐＮ ）条件下与长聚合物模型基本

一

致 ， 但在较高外力 （ ＞ ８
ｐＮ ） 时 比模型预测

的要小 ， 显示出序列决定的双边缘效应 。

１ ． １ ． ６ＦＲＥＴ光镊

焚光能量共振转移 （ Ｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓｃｅｎｃｅＲｅ ｓｏｎａｎ ｃｅＥｎｅ ｒｇｙ
Ｔｒａｎ ｓｆｅ ｒ ，ＦＲＥＴ ） 技术

是检测生物大分子中纳米级距离及其变化的重要工具 将这项技术 引 入光

镊之中可 以帮助研究者揭示生物大分子三级结构的变化 。 例如 ， Ｂ ｌｏｃｋ 等人在

研宄硫胺焦憐酸核糖开关 （ ｔｈ ｉ ａｍ ｉ ｎｅ
ｐｙ ｒｏｐ

ｈｏ ｓｐ
ｈａ ｔｅｒ ｉｂｏｓｗ ｉ ｔｃｈ ）

１
３４

］时 ， 成功发现

了 在两种预先识别 出 的配体结合状态 中 ， 螺旋臂 （ ｈｅ ｌ ｉ ｘ－

ａｒｍ ） 的方 向有所不 同 。

２０ ］ ６ 年 Ｈ ａ 等人研宄 了蜘蛛丝的弹性与长度变化 ， 发现蜘蛛丝的弹性是线性行

为 ， 而不是无序聚合物的非线性行为 【
３ ５

】

。 当蜘蛛丝被拉长时 ， ＦＲＥＴ 变弱 ， 蝴

蛛丝松弛时 ， ＦＲＥＴ 变强 。 进
一

步 ， Ｈｏｈｎｇ 与 Ｌｅｅ 将光镊与三种颜色 ＦＲＥＴ 相

结合 ， 成功观察到 了Ｈｏ ｌ ｌ ｉｄａ
ｙ

－

ｊ
ｕｎｃ ｔ ｉｏｎ 结构中三个螺旋臂在外力下的相对运动

５
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［
３ ６

】

， 还对 ＲＮＡ 中两个长度相 同发卡结构的打开顺序进行区分 。

Ａｃｃｅｐ ｔｏ ｒ ＾＾ｋ ＿

＾
Ｊ

）ｏｎｏ ｒ

§
厂 爾：

ｔ
ａ〇 ｓｅｄ

ｍ

＾

Ｗｍ

图 １
－

５ 双光镊与 ＦＲＥＴ 技术结合示意图 丨

３ ７

Ｕ

研究大肠杆菌 Ｕｖ ｒＤ 解旋酶构象及解旋动力学过程设备如 图 １
－

５ 所示 ［
３ ７

］

，

Ｕｖ ｒＤ 解旋酶拥有两种构象 ：开放构象 （ 自 由 的蛋 白
）
和封闭构象 （

结合的蛋 白 ）
， 在

解旋酶上标记受体 （ Ａｃ ｃｅ
ｐ
ｔｏｒ ） 与供体 （ Ｄｏｎｏｒ ） 后 ， 通过 ＦＲＥＴ 区分两种蛋 白

构象 ， 从而直观地看到 ＵｖｒＤ 解旋酶结构与功能之间的关系 ｆ
３ ８

］

。

１ ． ２ 光镊研究 ＤＮＡ

ＤＮＡ 是
一

种重要的长链生物大分子 。 每
一

个 ＤＮＡ 聚合单元包括
一

个脱氧

五碳糖分子 、

一

个碱基 、 以及
一

个磷酸基团 。 碱基沿着 ＤＮＡ 长链排列成的序

列组成遗传密码 ， 是指导氨基酸合成蛋 白质序列 的依据 。 ＤＮＡ 分子的物理性质

和 ＤＮＡ 分子与其他生物分子间的相互作用 ， 例如 ： 折叠 ， 包装 ， 复制 ， 转录

等 ， 与其生物学功能密切相关 。 因此 ＤＮＡ 分子的物理性质及它与蛋 白 间 的相

互作用 是生命科学领域的核心 问题 。 ＤＮＡ 在生物体 内
一

般 以双链形式存在 ， 结

构 比较稳定 ， 使用光镊对它的研究主要集中于 ＤＮＡ 的相变 ［
３ ９

，
４ （）

１

、 ＤＮＡ 的力学

性质 ｔ

４ １
，

４２
】

、 ＤＮＡ 与蛋 白相互作用 【

４ ３
，

４４
】和 ＤＮＡ 与核小体相互作用 ［

４５
］等 。

１ ． ２ ．１ＤＮＡ 过拉伸

１ ９９６ 年 Ｃａｒ ｌｏ ｓＢｕ ｓ ｔａｍａｎｔ 与 Ｓ ｔｅｖ ｅｎＢ ．Ｓｍ ｉ ｔｈ 等做 了
一

项非常有先驱性的工

作 ， 他们通过光镊对双链 ＤＮＡ 进行 了过拉伸 ， 研宄 了双链 ＤＮＡ 在较大外力下

的相变过程
４ ３

， 这项工作将光镊引入 了 单分子力谱领域 。

６
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图 １
－６ 光银过拉伸 ＤＮＡ 实验 《

？

（ ａ ） 图为实验装置 。 （ ｂ ） 图为
“

力 －伸展
”

曲线 。 （ ｃ ） 图为 ＤＮＡ 的相变示意 图 。

实验使用
“

光镊－微针
”

方案 ， 双链 ＤＮＡ 连接在微球之间 ， 通过光镊操控

微球进行拉伸 ， 如 图 １
－ ６（ ａ ） 所示 。 实验得到的双链 ＤＮＡ

“

力 －伸展
”

曲线如

图 １
－６（ ｂ ） 所示 ， 拉伸 曲线在较低外力情况下与蠕虫链模型吻合 良好 ， 随着外

力的增大 ， 在 ６ ５ＰＮ 外力 的位置处 出现 了
一

个
“

平台
”

， ＤＮＡ 分子的距离在伸

长但外力基本不变 。
＿

在之后的 回复过程中 ， 回复 曲线在相变平 台 附近与拉伸 曲

线并不重合 ， 而是在分子长度减小的同时外力也有所下降 ， 最终在 回复到低力

区后与拉伸 曲线重合 。

ＤＮＡ 的过拉伸 曲线对应 图 １

－６（ ｃ ） 所示的过程 。 在没有外力的情况下形成

双螺旋结构 ， 在外力拉伸过程中 ， ＤＮＡ 的双螺旋会渐渐展开 ， 可能形成
“

平行

梯子 （
ｐａ

ｒａ ｌ ｌ ｅ ｌ ｌ ａｄｄｅ ｒ ）

”

结构 （ Ｂ ） ， 也可能因为带切 口而形成
“

倾斜梯子 （ ｓｋｅｗｅｄ

ｌ ａｄｄｅ ｒ ）

”

结构 （ Ｂ
’

）
ｔ
４ ６

］

。 如果拉伸外力继续保持几秒钟时间 ， ＤＮＡ 的切 口部分

开始融化 ， 并 向缺 口两侧扩展 。 当外力被释放时 ， ＤＮＡ 中保持碱基配对 的部分

会迅速恢 复 到 Ｂ －ＤＮＡ 状态 ， 但 己经融化 的 部分 需 要 时 间 重 新进 行退火

（ ｒｅａｎｎｅａ ｌ ） ， 这就是拉伸与 回复 曲线不重合的原因 。 在之后 的单分子光镊研宄

中 ， ＤＮＡ 过拉伸实验 曲线成为光镊系统测试与校准的重要方法 。

１ ． ２ ． ２ 核小体

核小体是染色体的基本结构单位 ， 由 ＤＮＡ 和组蛋 白 （ ｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅ ） 构成 。 ４ 种

组蛋 白 Ｈ２Ａ 、 Ｈ２Ｂ 、 Ｈ ３ 和 Ｈ４ 每种各两个形成
一

个八聚体 ， 作为核小体 的核心

颗粒 （ ｃｏ ｒｅ
ｐａ ｒｔ ｉ ｃ ｌ ｅ ） ， １ ４ ６ｂｐ

（ ｂａ ｓｅ
ｐａ ｉ ｒ ， 碱基对 ） 的 ＤＮＡ 分子在组蛋 白 八聚体

核心颗粒的外表面上盘绕 １ ． ６ ７ 圈 ， 再 由约 ６０ｂ
ｐ 的 ＤＮＡ 与组蛋 白 Ｈ １ 共 同构成

连接区 ， 将多个核心颗粒连接起来形成串珠状的染色质细丝 。

７
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图 １
－ ７ 光镊拉伸核小体示意图与拉伸 曲线州 。

ｕ ） 图为实验示意 图 ， （ ｂ ） 图为
“

力 －伸长
”

曲线 ， 其中横坐标为分子长度 ， 单

位微米 ， 纵坐标为外力 ， 单位 ｐＮ ， 插 图为核小体结构示意图 。

２０ ０ １ 年Ｍａｒｔ ｉｎ等人用光镊研宄了 ＤＮＡ 与核小体核心颗粒间 的相互作用 Ｉ
４５

】

，

实验发现核小体的装配受到力的调控 ， 并且在外力超过 ］ ０
ｐ
Ｎ 情况下不会进行

组装 。 实验采用
“

光摄－微针
”

系统 ， 将
一

个聚苯乙烯 （ Ｐｏ ｌ

ｙｓ ｔｙ
ｒｅｎｅ ，ＰＳ ） 微球

固定在微针尖端 ， 并通过
一

条Ｘ －ＤＮＡ 分子与被光镊捕获的另
一

个微球连接 ， 如

图 １
－７（ ａ ） 所示 。 在样品室中通入含有核心组蛋 白 的溶液 ， 发现 ＤＮＡ 会渐渐

缩短并最终停下来 。 用光镊对核小体组装的 ＤＮＡ 进行拉伸 ， 拉伸 的
“

力 －伸展
”

曲线如 图 １
－

７（ ｂ ） 所示 ， 曲线中 出现了 离散的 、 锯齿形的下降 ， 这对应于核小

体核心颗粒打开事件 。 核小体打开后 ， 染色质丝长度增加 了６ ５ｎｍ ， 与缠绕在

八聚体上的 ＤＮＡ 长度相 同 。 打开单个核小体所需外力在 ２０？４０
ｐ
Ｎ 的范围 内 ，

与 己经报道的 ＲＮＡ 聚合酶 ／ＤＮＡ 聚合酶所能提供的力为同
一

个数量级 。

１ ． ３ 光镊研究 ＲＮＡ 结构

ＲＮＡ 是
一

种 由核糖核酸构成的长链大分子 ， 在基因的编码 、 解码 、 调控和

表达中起着重要的生物学作用 。 与 ＤＮＡ 不 同 ， ＲＮＡ 常 以单链 自 折叠 的形式存

在 ， 而不是成对的双链 。 这种特性使其拥有非常复杂的二级与三级结构 ， 所 以

研究 ＲＮＡ 的二 、 三级结构变化与它如何行使生物学功能成为 目 前生物研究 中非

常重要的课题 。 学术界 自 ２００ １ 年开始关注 ＲＮＡ 结构在拉伸下的表现 ， 光镊拉

伸 ＲＮＡ 的实验方法趋于成熟 Ｉ
４ ７

，

４ ８
］

， 为研宄 ＲＮＡ 分子结构和机械性质奠定 了基

础 ［
４９

，
５ （ ）

］

。 ２０ １ １ 年光镊开始用于研究 ＲＮＡ 分子结构变化的动态机制和与 ＲＮＡ 相

关的基因调控过程 １
５ １

，
５ ２

］

， 这些研究成果加深了人们对 ＲＮＡ 结构和基因调控的

８
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理解 ［
５ １

，
５ ３

］

。 用光镊技术研宄 ＲＮＡ－蛋 白复合体可 以揭示复合体结构与功能之间

的关系 ， 测量结构改变所导致的 自 由能变化 【
４ ８

，
５２

］

， 帮助人们 了解包括基因调控

在 内 的生物现象 。 包括基因组计划在 内 的研究表明生物体 内 大部分基因并不编

码蛋 白 ， 而是 以 ＲＮＡ 形式行使其功能 。 因此利用光镊研宄 ＲＮＡ 的空间结构和

动态变化是生物物理学的前沿方向 。

１ ． ３ ．１ 光镊研究 ＲＮＡ 方法

２００ １ 年 Ｂ ｕ ｓｔａｍａｎ ｔｅ 等人用光镊研究 了ＲＮＡ 的发卡结构 ， 打开 了光镊研究

ＲＮＡ 结构的大 门 ， 也为后人使用光镊研宄 ＲＮＡ 结构建立 了基础技术方案与研

宄方法框架
５ ２

。 他们实验观察到 了ＲＮＡ 发卡结构在外力作用 下的打开与关闭过

程 ， 并且在恒定外力情况下观察到 了ＲＮＡ 发卡结构在二态之间的跃变 。 实验测

定 了 折叠 ／展开这些单链 ＲＮＡ 分子的平衡常数和反应坐标中的过渡态位置 。

（
ａ

）Ｐ５？ｈ Ｐ ５ａｂ £ ．
＾Ａ Ｐ Ｓａｂｃ （

ｂ
）
？ ！ｊ （

ｃ ）

＇

｜ （ ０８Ｗ； ？０ＷＯＯＯ ２４０ ２Ｕ２？０

＊

ｖ
＊ｃ ， ｒ １

， ５

；ｒ／ ， ６

｜ｉ
， ６

［Ｊ

（ ｄ ）
  ＞ ＊ ／ ｉ ｐＮ ｒ

． － ａ ＾ ， ０ ｐＮ ｒ
，

ｆ ｉ ｔ ｓｉＩ ＾ ，〇 ＊ ．

ｙ
Ａ ；ｆ

） ｉ

ｊ

（０ ｆｗ ｎｄｋｔ ｆｋ＾ ｒａｎｄｔｅ Ｂ ７ 



—ｉ￣
，Ｍ ｐ

ｉ ＜ ？

？
＊

 ／／ｉ ＼

ｂ＾＊

ｓ－
．

一＊
－ ｆ”

ｊ＾ｙ
Ｂ ｋＭｏｔ Ｄ ？

９〇＊ ｉ９＊ｎ ｉｎ —  －  Ｊ

７８  ＂＊
 ｉ －１２＿ ｔ Ｓ Ｊ ｋ ｔ ？ Ｉ Ｓ １？ 嶋

图 卜８ 光镊研宄 ＲＮＡ 分子结构 Ｓ２

．

（ ａ ） 图为 ＲＮＡ 分子序列与 偶联方式示意 图 。 （ ｂ ） 图为
“

力 －伸展
”

曲线 ， 横坐标

为伸长 ， 单位纳米 ， 纵坐标为外力 ， 单位 ｐＮ 。 （ ｃ ） 图为结构打开概率 －外力 曲线 ， 横

坐标为外力大小 ， 单位 ｐＮ ， 纵坐标为 ＲＮＡ 发卡结构打开概率 。 （ ｄ ） 图为不 同的恒定

外力下 ， ＲＮＡ 发卡长度随时间的变化 。 （ ｅ ） 图为热力学平衡常数 Ｋ 的对数随外力的

变化 。 （ ｆ ） 图为
“

力 －伸展
”

曲线中 的精细结构 ， 蓝线与绿线分别对应于拉伸过程与 回

复过程 。 （ ｇ ） 在溶液环境中含 ／不含有镁离子条件下 ， ＲＮＡ
“

力 －伸展
”

曲线的对比 图 。

实验研究的 ＲＮＡ 结构如 图 １
－

８（ ａ ） 所示 ， 待研究 ＲＮＡ 两侧各有
一

段

ＤＮＡ－ＲＮＡ 杂交手柄 ， 分别通过链霉亲和素 －生物素与地高辛抗体 －地高辛的特异

性偶联连接在两个微球之上 。 用光镊对分子进行拉伸得到的
“

力 －伸展
”

曲线 ，

如 图 １
－

８（ ｂ ） 所示 ， 曲线中 的
“

跳跃
”

结构对应于 ＲＮＡ 中发卡结构被打开的

过程 。 统计分析表 明 ， 发卡打开概率与外力大小 的关系满足二态模 型 分布

／
＞
（
￡

）
＝ｌ

（
ｌｆ ／Ｖ

 ：

。 利用拟合求解 出打开概率为 ０ ． ５ 时对应的外力 ， 并通过 曲

９
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线测量 出发卡的长度 ， 从而得到打开发卡结构所需 自 由能 。 实验在光镊施加不

同恒定外力下 ， 记录 了ＲＮＡ 发卡长度随时 间 的变化 ， 如 图 １
－

８（ ｄ ） 所示 。 观

察到发卡结构在折叠 ／展开二态间反复跳变的过程 。 对图 １
－

８（ ｄ ） 中 曲线进行分

析得到不同外力下二态的平均寿命 （ ｌ ｉｆｅ ｔ ｉｍｅ ｓ ） ， 进
一

步求解 出二态系统的平衡

常数 ／： ， 如图 １
－

８（ ｅ ） 所示 ， 满足＾ ＝关系式 。 图 卜８（ ｆ ） 展示
ｄＦｋ

Ｂ
Ｔ

了在不 同加载力速度下 ， 发卡结构在打开 ／回复 中 的精细过程 。 在加载力速度较

小时 ， 发夹结构会 出现快速地反复跳跃 ； 同时发卡结构打开与关闭对应力 的差

值比高加载力速度时要小 。 实验还研宄 了镁离子对 ＲＮＡ 拉伸 曲线的影响 ， 结果

如 图 １
－

８（ ｇ ） 所示 。

１ ． ３ ． ２ｒ ｐｏＳＲＮＡ

细菌在生命周期 中必须应对高温 、 饥饿 、 渗透压 、 ｐＨ 值变化等环境压力 ，

为此细菌采取
一

种全局应激反应来应对恶劣的环境变化 ［
５４

】

。 对大肠杆菌来说 ，

这种反应通过 ｒｐｏＳ 基因 的表达来实现 。 办 基因 的表达可直接或间接调控约

５ ００ 个下游基因 ， 约 占大肠杆菌基因组的 １ ０％ ， 是细菌适应环境并生存繁衍的

重要基因 ［

５ ５
，５６ ］

。 所以研宄 ｍＲＮＡ 非编码区结构 以及如何对基因进行转录

后调控 ， 对细菌抗药性和医学临床研宄具有重要意义 。

Ｆａ ｒ ｕｐｓｔ ｒｅａｍ ｄｏｍａ ｉｎ

Ｕ ｐｓｔ ｒｅａｍ Ａ－

ｒ ｉｃｈ＊

 ＃

ｄｏｍａ ｉｎ》

（
湖

丨

．

永 ，少
Ｄｏｗｎｓｔ ｒｅａｍ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏ ｒｙ ｜

ｆ

：森１ ．，复Ａ擊
—

Ｗ
［

Ｊ ＳＳＭｉ＾ －Ｄａ ｆｇａｍｏ ５ｊ
＇

ｆ

！

－ －Ｊｉ ｌ

－

图 １
－９ＲＮＡ ５

’

ＵＴＲ 区域二级结构示童图

／Ｊｐ ｃ＾ ｍＲＮＡ通常处于抑制状态 ， 其５

’

ＵＴＲ（ ５
’

Ｕ ｎ ｔｒａｎ ｓ ｌ ａｔ ｉｏｎＲｅｇ
ｉｏｎ ） 的

ＳＤ（ Ｓｈ ｉｎｅ －Ｄａ ｌｇａｒｏｎｏ ） 序列被折叠在 自抑制茎环 内无法与核糖体结合 ， 从而处
１ ０
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于关闭状态 ［
５４

，５ ７］

， 如图 １
－９ 所示。 在应激条件下 ， 细菌会表达不同的 ｓＲＮＡ。

这些 ｓＲＮＡ 在 Ｈｆ
ｑ 蛋 白 的帮助下 ， 能够与 ｒ

／ｗＳ ＲＮＡ ５ 

’

ＵＴＲ 上特定区域互补配

对 ， 通过竞争的方式使 ＳＤ 区域暴露出来 ， 从而解除 自抑制机制 【
５ ８

，
５９

］

。 Ｐｅｎｇ 等

人研宄表明 ， Ｈｆｑ 通过 ／ 上的多个相互作用位点将 ｍＲＮＡ 引导区折叠

成特定的三级结构 ， 包括经典 （
ＡＡＮ＞ 结构和

“

Ｕｓ

”

环状结构 。 其中
“

Ｕ５

”

环

状结构位于 ｍＲＮＡ 引 导 区 ， 和下游的三个莲环组成 了
一

个
“

ｔｈｒｅｅ－ｗａｙ

ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎ

”

的结构 。 Ｈｆｑ 蛋 白会与该段序列产生相互作用 ， 促进 ｓＲＮＡ 的退火与

核糖体的进
一

步结合 ［
５７

］

。 因此 ， 研宄 自抑制茎环的空间结构和折叠动力学具有

重要的生物学意义 ， 这将有助于进
一

步理解 Ｈｆｑ 蛋 白介导的 ｓＲＮＡ－ｍＲＮＡ 退火

过程。 本文的工作之
一

便是使用光镊研宄 自抑制茎环结构 。

１ ． ４ 光镊研究驱动蛋白

驱动蛋 白 （ ｋｉｎｅｓ ｉｎ ） 是生物体 内
一

类可以产生机械力的蛋 白 ， 它通过水解

ＡＴＰ 将化学能转化为机械能 ， 从而实现沿着微管运动的功能 。 Ｖａｌｅ 等人于 １ ９８５

年在神经细胞内发现了第
一

种驱动蛋 白
一一驱动蛋 白 －Ｋ ｋ ｉｎｅｓ ｉｎ－Ｄ ｆ＾Ｋ ｉｎｅｓ ｉｎ－

ｌ

会向着微管的正向进行运动 ， 具有长时间的持续行走能力 ， 它在细胞内主要参

与膜类细胞器的运输 ， 同时也参与 内质网 、 高尔基体 、 线粒体内体相关蛋 白 的

输运 。 １ ９９０年 Ｂ ｌｏｃｋ等人第
一

次用光镊观察到了单个 ｋ ｉｎｅｓ ｉｎ－

１ 沿微管的行走 ［
１ °

］

，

１ ９９３ 年观测到驱动蛋 白 以 ８ ．３ｎｍ 为步长的阶跃式行走 步长恰好与构成微管

重复单元ａ
－

ｐ二聚体的长度相等 ， 这与人们对于微管 （ｍ ｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ） 结构的认知

相吻合 。 １ ９９４ 年 Ｂ ｌｏｃｋ 等人又测量 了单个马达蛋 白运动速度与外部负载力及

ＡＴＰ 浓度的关系 ｔ
６ １

？气 实验发现 ｋｉｎｅｓ ｉｎ－

１ 的运动速度随负载力的增大而呈线性

关系减小 ， 最大行走速度约为 ８００ ｎｍ／Ｓ ， 最大负载力约为 ５
－６ ｐＮ ， 单个驱动蛋

白行走
一

步所做的功约为 ４８
ｐＮ＾ｉｍ 。 ｋｉｎｅｓ ｉｎ－

１ 每行走
一

步需要消耗
一

个 ＡＴＰ 水

解所产生的化学能 【
６３

］

， 由此推算 ｋ ｉｎｅｓ ｉｎ－

１ 分子的能量利用效率约为 ６０％ 。 随着

研宄的深入 ， 研宄者还发现驱动蛋 白 的运动方式为非对称
“

移交手
”

模型

（ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｈａｎｄ－ｏｖｅｒ－ｈａｎｄｍｏｄｅ ｌ ）
［
６４＿６６

］

。 两个马达头在微管上行走时前后位

置彼此交换 ， 但 ｋｉｎｅｓ ｉｎ 分子的始末状态并不是对称的 ， 即交替的两步行走之间

存在不同 。 同时研宂者们还提出 了ｋｉｎｅｓ ｉｎ 的后脚协调机制 ［
６？

１与前脚协调机制

【
６８

］

， 发现 ＡＴＰ 偏好于结合到 ｋ ｉｎｅｓ ｉｎ 的前脚上 ［
６９

，别
。

１ １





第 １ 章 绪 论


１ ． ４ ．１ＣＥＮ Ｐ
－

Ｅ与微管

ＣＥＮＰ －Ｅ（ Ｃｅｎ ｔｒｏｍ ｅ ｒｅ
－ ａ ｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄＰｒｏｔｅ ｉｎＥ ， 着丝粒相关蛋 白Ｅ ） 是

一
■

种类似

于 ｋ ｉｎｅｓ ｉｎ－

１ 的蛋 白 ， 它 出现在细胞分裂过程的前 中期并聚集在染色体的着丝粒

区域 ［
７ １

＿７３
］

。 ＣＥＮＰ －Ｅ 被认为是哺乳动物染色体运动和纺锤体伸长的发动机之
一

，

帮助细胞在有丝分裂过程中将染色体平均分配成两部分 ， 是维持动点 －微管稳定

的重要大分子驱动蛋 白 。

？ Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎｄ ｉ ｍ ｅ ｒ

ａ
－

Ｔ ｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ

Ｃ ｒ ｏ ｓ ｓ ｔｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎＭ ｉ ｃ ｒ ｏ ｔ ｕ ｂ ｕ ｌ ｅ

图 １
－

１ ０ 微管结构示意图

类似于其它驱动蛋 白 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 也会沿着微管行走 ， 从而实现在细胞 内进

行物质输运或信号传导 。 微管是真核细胞中普遍存在的
一

种纤维结构 ， 横截面

为
一

个圆环 ， 直径约 ２２
￣

２５ ｎｍ ， 整体形貌如同
一

根笔直中空的管子 。 微管
一

般

作为细胞骨架而存在 ， 用于维持细胞形态 ， 帮助细胞分裂 。 微管是 由 ａ－微管蛋

白 （ ａ－Ｔｕ ｂｕ ｌ ｉｎ ） 与 Ｐ
－微管蛋 白 （

（
３
－Ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ ） 相间聚合而成 ， 结构如图 １

－

１ ０ 所不

【
７４

，７５ 】

。 微管具有独特的极性 ， 对它 的生物学功能至关重要 。 ａ－微管蛋 白与 ｐ
－微

管蛋 白会形成
一

个二聚体 ， ａ－微管蛋 白 暴露
一

端为负端 ， Ｐ
－微管蛋 白暴露

一

端

为正端 ， 正端与负端相连 。 微管可 以朝两个方 向生长 ， 但正端伸长的更快 ， 绝

大部分的驱动蛋 白是按照正端到负端的方向行走 。

１ ． ４ ．２ 驱动蛋 白行走步驟

光镊研宄驱动蛋 白行走的方法如 图 １
－

１ １（ ａ ） 所示 ， 将微管固定在样 品室底

面 ， 用偶联有驱动蛋 白 的微球靠近微管 。 当驱动蛋 白 与微管接触后 ， 驱动蛋 白

会有
一

定概率结合并沿着微管行走 。

一

旦驱动蛋 白开始行走 ， 就会拖动光镊中

的微球 ， 微球偏离光阱中 心的运动被探测器记录 ， 从而得到驱动蛋 白 的运动 曲

线 。 微球远离光阱 中心会受到光阱的线性回复力 ， 为驱动蛋 白运动加上 了 负载

力 ， 以这种方式人们可以研宄驱动蛋 白在负载力下的运动行为 。 如果需要研宄

１ ２
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＇

恒定负载力下驱动蛋 白 的运动特性 ， 则需要加入反馈系统 ， 在驱动蛋 白带着微

球 向前运动的 同时 ， 光镊位置也随之改变 ， 以保证微球偏离光阱中心距离恒定 。

借助于光镊 、 电子顺磁共振 、 冷冻 电镜和荧光标记等多种手段 ， 得到的驱动蛋

白行走过程
一

般形态如 图 １
－

１ １（ Ｃ ） 所示 。

（
ａ

）卬 ｔｋａ ｌ ｔｒａｐ （
ｃ

）

ｅｏ 
－

臟
？

ｂｅａｄ ＇
卜 ？－

￣ ７〇Ｓ＾

ｋ ｉｎ６Ｓ ｉｎ

〔娜

－
ｌａｍｆｅＨＤ

＊

ｍ ｉｃｒｏｔｕｂｕ ｌｅ ｜

鳴？零
图 １

－

１ １ 光镊研宄驱动蛋 白方法与 ＣＥＮＰ－Ｅ 行走示意图 。

（ ａ ） 图为实验方法 ， （ ｂ ） 图为 ＣＥＮＰ －Ｅ 分子的空间结构 ， （ ｃ ） 图为 ＣＥＮＰ－Ｅ 行走

过程 。

以 ＣＥＮＰ－Ｅ 为例 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 由两个蛋 白单体聚合成为
一

个二聚体 ， 结构如

图 丨
－

１ １（ ｂ ） 所示 。 两个蛋 白单体像双腿
一

样沿着微管迈步行走 ， 如 图 Ｍ ｌ（ ｃ ）

所示 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 中 的
一

只脚会先结合到微管上并释放原本结合的 ＡＤＰ ， 之后 ＡＴＰ

过来与空脚结合 ， 使 ＣＥＮＰ －Ｅ 、 ＡＴＰ 与微管三者形成
一

个稳定的复合体 。 然后

ＣＥＮＰ －Ｅ 改变其构型 ， 后脚 向前结合在微管上并释放 ＡＤＰ
； 后脚释放

一

个磷酸

根 ， ＡＴＰ 水解为 ＡＤＰ ， 后脚便脱离微管 ， 以此循环往复 。 这种形式被认为是

ＣＥＮＰ－Ｅ 的主要行走方式 。 此外还存在
一

种先结合 ＡＴＰ 再迈步的过程 ， 即交换

图 中 的 Ｅ２ 与 Ｅ３ 。 这两种过程可以并存 ， 然而 ＡＴＰ 的水解
一

定处于迈步之前 ［

７６
］

。

１ ． ４ ． ３ 驱动蛋 白解离力

２００２ 年 Ｔｏｙｏ ｓｈ ｉｍａ 等人研宄 了 马达蛋 白在不同溶液环境中解离力 的区别 ，

１ ３
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如图 １
－

１ ２ 所示 【
７ ７

］

。 实验用 的三种核酸状态分别是 １ｍＭ ＡＤＰ 、 １ｍＭ ＡＭＰ －ＰＮＰ

与不存在核酸三种溶液环境 ， 两种蛋 白是只有单 只脚的 ｋ ｉ ｎ ｅ ｓ ｉｎ
－

１ 与聚合为二聚

体的 ｋ ｉｎ ｅ ｓ ｉｎ －

１ ， 实验测试 了这六种条件下蛋 白与微管结合后 的解离力大小 ， 并

统计了解离力大小分布 。

Ａ Ｏ ｎ ？
－ ｈ ？ ＊ ｄ ＊ｄ ｉ ｍ Ｍ ａ ｄｐＱ 

Ｔｗ ｏ ＞ｈ ？ ａ ｄ ｅ ｄ ｉ ｍ Ｍ Ａ Ｏ Ｐ

２０
］

 
 ？

｝




 ２  ＾
 


〇

ｎ ？ ６ ３？ｍ ｒ ＊ ２９＾ 
．Ｉ ｎ －

８ ２ ｎ＊ ２ ８

！ ｌＪｍ ：

■ｈ

〇 ｉ

ｗｋ ｕ
匕

最 ， 小
；

１Ｗ
＾５ ， ０ １ ０ １ ５ ＪＳ ０５ ’ 。

丄迨 ．阳

５

ｐ

， ０ ， ｓ ２ ０

２ 〇
｛

６

ｊ





 １ ２
ｊ



８
｜





Ｕ

〇＊ ５ ２． ｎ ＊ ２ ？． ．ｎ＊ ６ ８ ■ ｙｎ ？ ４ ７

矗
ｕ

ｆ

８“
羞 ｔ

，
， 〇 ２ ｍ ｐ

ｒ

」ＬｌＬＪ

！

ｉＡｊＬＭ ｉ

Ｃ ２０
ｗ

０Ｓ １ ０ １ ５ ２ ０
ｕ

０５ １ Ｃ １ ５ ？ｒ 〇５ １ ０ １ ５２０

Ｎ ｕｄ＊ ｏ ｔ ｉ ｄ？ －

 ｆ ｒ ？ ？ Ｎ ｕ ｃ ｔ＊ ｏ ｔ ｉ ｄ ？ －

ｆ ｒ ？ 參

１ ５

｜



 ９
｜








 １ ＆

 

歷ｎ ｓ ３ ？ ｜
ｎ ＊ ３ ｌ ｜ ｎ ？ ５ ９ ＜ ｎ － Ｓ ８

＞

１ ２
ｌ Ｉ６ ？ －Ｍ ４ｋ９ １ ± １ ？＾ ６  ９ ＾ １ ７  １ ？Ｓ  ８ ｒ  １  ７

ｉ
？Ｌ＾６Ｉ ｐ ｎ －ａ

＾

ｉ

１ ０

ｔ
ｐＮ

”Ａ 」
：
ＬＵ ！

１Ａｊ １ｊＬ
Ｕ ｎｆｅ ｆｔ ｄ ｉｎ

ｆｌ 

Ｆ 〇 ｆ Ｃ＊
（ ｐＮ ）Ｕ ｎ ｂ ？ ｒ，ｄｍＱ 

Ｆ 〇 ｒｃ？
（ ｐＮ ） Ｕ ｎ ｔ ｔ

ｉｕ ？ ｉｎ
〇 

Ｆ〇 ｆ Ｃ？
（ ｐ Ｎ ）Ｕ ｎｂ ｔ ｎ ｄ ｉｎＱ 

Ｆ ｃｘ ｃ？
（ ｐＮ ｝

图 １
－

１ ２ 驱动蛋 白与微管间解离力的统计分布 。

（ Ａ ） 图为单只脚驱动蛋 白 与微管间解离力 的统计分布 ， 红色与绿色分别对应于

沿微管正 向与负 向进行拉伸时断裂力测量值 的统计分布 ， 上 中 下三行分别对应于 １

ｍＭ ＡＤＰ 、 １ｍＭ ＡＭＰ －ＰＮＰ 与不存在核酸三种溶液环境 。 （ Ｂ ） 图为两 只脚驱动蛋 白 与

微管 间解离力 的统计分布 。

在实验过程中 ， 光镊分别沿微管正 向与 负 向进行拉伸 ， 发现沿微管负 向拉

伸的解离力大于正向拉伸的解离力 。 在溶液存在 ＡＤＰ 时 ， 测 出马达蛋 白
一

只 脚

结合 ＡＤＰ 后连接在微管上正向解离力为 ３ ． ３ｐＮ 左右 ， 与驱动蛋 白 在微管上行走

的解离力相近 。 实验表明驱动蛋 白沿微管行走发生错误后 ， 驱动蛋 白
一

只脚结

合 ＡＤ Ｐ 后连接在微管上 ， 此时的结合非常脆弱 ， 容 易从微管上脱离 。 测量 了 用

ＡＴＰ 代替物 ＡＭＰ －ＰＮＰ 情况下的解离力 。 不能水解的 ＡＭＰ －ＰＮＰ 可 以代替 ＡＴＰ

与马达蛋 白结合 ， 所 以马达蛋 白结合 ＡＭＰ －ＰＮＰ 后连接在微管上的解离力与马

达蛋 白结合 ＡＴＰ 后连接在微管上的解离力相近 ， 测量正 向解离力为 ６ ． １ｐＮ 或

１ ２ｐＮ ， 双峰值对应的是
一

只脚连接在微管上还是两 只脚都连接在微管上的 区

别 ， 解离力表明这是
一

种较为牢固的连接 。 实验还测试 了在不加入 ＡＴＰ 与 ＡＤＰ

的情况下 ， 空脚与微管之间 的解离力 ， 正 向解离力在 ６ ． ９
ｐＮ 左右 ， 也是

一

种较

强的连接 。 而且只有图 １
－

１ ２Ｂ 图 中 ＡＭＰ －ＰＮＰ 实验条件下具有双峰结构 ， 这说

明 ｋ ｉｎｅ ｓ ｉｎ －

１ 在行走时 ， 不会出现两只空脚或两 只结合有 ＡＤＰ 的脚同时连接在

１ ４
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微管上 ， 这与人们对驱动蛋 白行走过程的研究结果吻合 （ 图 １
＿

１ １（ Ｃ ） ） 。 对于解

离力测量的结果对我们研宄 ＧＳＫ 与 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 抑制 ＣＥＮＰ －Ｅ 的机理很有帮助 。

１ ． ４ ．４ＧＳＫ 对 Ｃ Ｅ Ｎ Ｐ
－

Ｅ 的抑制机理

ＣＥＮＰ －Ｅ 对于细胞的有丝分裂具有重要作用 ， 它在有丝分裂的前 中期才开

始 出现 ， 主要负责哺乳动物染色体的运输与纺锤体的伸长 ， 所 以抑制 ＣＥＮＰ －Ｅ

的运动就抑制 了细胞有丝分裂 。 ＣＥＮＰ －Ｅ 在乳腺癌细胞中表达尤为丰富 ， 抑制

ＣＥＮＰ －Ｅ 可 以 间接地抑制乳腺癌的扩散 。 小分子抑制剂 Ｉ ｓｐ ｉｎｅｓ ｉｂ 已经在乳腺癌

患者 的治疗中得到令人满意的效果 ［

７ ８
］

， 另
一

种小分子抑制剂 ＧＳＫ －

９２ ３ ２９５ （ ＧＳＫ ）

能抑制多种人类肿瘤 的生长 ［
７９

，

８ （）
］

， 分子结构如 图 Ｍ ３（ ａ ） 所示 。

（
ａ

）
ＧＳＫ９２ ３２ ９５
 （

ｂ
）
Ｍ Ｔ

［ｙ
— ＧＳ Ｋ９２３ ２Ｑ５ ］ｉＷｆｃ＼

Ｑ＾Ｊ——
，

＿＿Ｌ

图 １
－

１ ３Ｇ ＳＫ 抑制机理图 。

（ ａ ） 图为 ＧＳＫ 的分子结构图 。 （ ｂ ） 图为机制模型图 。 （ ｃ ） 图为 Ｇ ＳＫ 固 定结合有

ＡＴＰ 的 ＣＥＮＰ －Ｅ 分子空间构型 图 。

图 卜 １ １（ ｃ ） 中任何
一

步 中 断都会导致 ＣＥＮＰ －Ｅ 运动 的抑制 。 ２０ １ ０ 年 Ｊａ ｃｋｓｏｎ

等人通过生化手段与分子动力学模拟 ， 研宄发现 ＧＳＫ 是通过阻断与 ＣＥＮＰ －Ｅ 结

合的 ＡＴＰ 水解为 ＡＤＰ 过程来抑制 ＣＥＮＰ －Ｅ 行走的 １

７９
】

， 如图 １

－

１ ３（ ｂ ） 所示 图

１
－

１ ３（ ｃ ） 中红色分子为 ＡＴＰ ， 中 间的蓝绿色分子为 ＧＳＫ ， 可 以看 出 ＧＳＫ 结合

位点位于ａ２ 螺旋与ａ ３ 螺旋之间 ， 紧挨着 ＣＥＮＰ－Ｅ 的 Ｌ ５ 区域 。 这使得 Ｇ ＳＫ 刚

好卡入到 ＣＥＮＰ －Ｅ 的 ＡＴＰ 结合区域中 ， 从而阻止 ＡＴＰ 的水解 。 我们通过光镊研

宄 了ＧＳＫ 的抑制机理 ， 得到 了与该文献
一

致的结论 。

１ ． ５ 光镊研究蛋白结构与相互作用

蛋 白 质 的结构决定其功能 ， 因此研宄蛋 白质结构是生命科学 中非常重要也

非常困难的课题 。 常见的研宄手段有 Ｘ 射线晶体衍射 、 核磁共振和冷冻 电镜等 ，

每种手段都有其 自 身 的局 限性 。 光镊可 以获得单分子力谱的信息 ， 帮助人们 了

解蛋 白质结构 。 蛋 白之间经常会形成复合体 ， 例如 １ ．２ 节中 的核 小体 ， 细胞通

１ ５





第 １ 章 绪 论


过激酶对蛋 白进行磷酸化等修饰对复合体的稳定性加 以调控 ， 从而对蛋 白功能

进行动态调控 。 通过光镊能在单分子水平上测量蛋 白 间的结合强度 ， 直接研究

分子修饰对蛋 白 的影响 。

１ ． ５ ．１ 光镊研究 ＳＮＡＲ Ｅ 蛋 白结构

ＳＮＡＲＥ（ Ｓｏ ｌ ｕｂ ｌ ｅＮ －

ｅ ｔｈｙ
ｌｍａ ｌ ｅ ｉｍ ｉｄｅ －

ｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｅｆａｃｔｏ ｒＡｔｔａｃｈｍｅｎｔｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

Ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ） 蛋 白 的主要功能是介导细胞 内 的膜融合 ， 特别是储存在神经末梢 的囊

泡融合 ， 释放神经递质进行突触传递 ＳＮＡＲＥ 蛋 白会在膜的表面产生
“

融

合孔 （ ｆｕ ｓ ｉｏｎ
ｐｏｒｅ ）

”

， 从而允许化合物穿过分隔细胞或细胞 内亚组分 的膜 。 ２０ １ ８

年 Ｃｈａｐｍａｎ 等人发现 ， 这些融合孔是高度复杂 、 极度灵敏的快速触发阀 门 ， 可

以在每秒 内打开和关闭数千次 。 ＳＮＡＲＥ 蛋 白通过快速地拉上拉链和解开拉链促

使融合孔进行动态的切换 ［

８４
］

。 ２０ １ ２ 年 ， Ｙｏｎｇ ｌ ｉＺｈａｎｇ 等人用光镊研宄 ＳＮＡＲＥ

蛋 白 的拉链结构 证 明 了拉链结构存在的 同时观察到 了拉链结构快速打开 ／

关 闭的过程 。
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图 １
－

１ ４ 光镊研宄 ＳＮＡＲＥ 蛋 白 ？

（ ａ ） 图为实验方案 。 （ ｂ ） 图为
“

力 －伸展
”

曲线 。 （ ｃ ） 图为拉伸过程中精细结构 。

光镊研宄 ＳＮＡＲＥ 蛋 白方案如 图 １
－

１ ４Ａ 所示 ， 由于蛋 白长度较短 ， 所 以在

蛋 白 的
一

端连接 了
一

段长度约为 ７６ ８ｎｍ 的双链 ＤＮＡ 手柄 。 ＤＮＡ 手柄
一

端通过

地高辛特异性偶联在微球上 ， 另
一

端通过二硫键与 ＶＡＭＰ２ 相连 ， ＶＡＭＰ２ 的另

一

端与 ｓｙｎ
ｔａｘ ｉｎ 的 Ｎ 端也通过二硫键进行连接 ， 同时 ｓｙｎ

ｔａｘ ｉｎ 的 Ｃ 端利用生物

素特异性偶联在另
一

个微球上 。 待研宄的 ＳＮＡＲＥ 复合体 由 Ｓｙｎｔａｘ ｉｎ 、 ＳＮＡＰ－２ ５

１ ６
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和 ＶＡＭＰ２ 三部分组成 ， 其中 ＶＡＭＰ２ 又分为 Ｖｃ 区与 Ｖｎ 区 。 图 １
－

１ ４ Ｂ 为该蛋

白复合体的
“

力 ？伸展
”

曲线 ， 其中有两段可快速跳变的过程 ，

一

段发生在 ８？ １ ３

ｐＮ 范围 内 ， 平均伸展变化量约 ３ ｎｍ ； 另
一

段发生在 １ ４￣ １ ９ ｐＮ 范围 内 ， 平均伸

展变化量约 ７ｎｍ ， 细节如图 １
－

１ ４Ｃ 中所示。 其中第
一

段对应于 ＳＮＡＲＥ 复合体

中的连接区域 （ ｌ ｉｎｋｅｒｄｏｍａ ｉｎ ， ＬＤ ） ， 第二段对应于 ＶＡＭＰ２ 中 Ｖｃ 区域的快速

跃变 。 第二段中的快速跃变对应于 ＳＮＡＲＥ 蛋 白 中的拉链结构 ， 不同于 Ｖｎ 段稳

定结构的
一

次性打开 ， 这种拉链结构有益于蛋 白实现快速切换功能 ， 而 Ｖｎ 段

则对蛋 白结构的稳定性至关重要 。 这项工作中建立了蛋 白通过 ＤＮＡ 手柄连接

在微球上的方案 ， 对于研宄蛋 白 间相互作用非常有借鉴意义 ； 研究本身也加深

了对于蛋 白结构与功能之间关系的理解 。

１ ． ５ ．２ＣＥＮＰ
－

Ｔ／Ｗ蛋白

ＣＥＮＰ－Ｔ（ Ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅ－

ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄＰｒｏｔｅ ｉｎＴ ， 着丝粒相关蛋 白Ｔ ） 是
一

根细长

形状的蛋 白 ， 它的 Ｃ 端是组蛋白折叠区域 （Ｈ ｉｓｔｏｎｅ－

ｆｏ ｌｄ Ｄｏｍａｉｎ ， ＨＦＤ ） ，Ｎ 端

是
一

个长尾巴 【
８９

］

。 Ｈｏｒｉ 等人发现 ＣＥＮＰ －Ｔ 因为 ＨＦＤ 的存在而具有 ＤＮＡ 结合的

活性＾ ， 同时 ＣＥＮＰ －Ｔ 的 ＨＦＤ 对着丝粒的定位也起到 了重要作用 。 ＣＥＮＰ－Ｗ

（ Ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅ－ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄＰｒｏｔｅ ｉｎＷ ， 着丝粒相关蛋 白 Ｗ ） 则是
一

个较小的蛋 白

（ ＜ １ ００ ａａ （ ａｍ ｉｎｏ ａｃ ｉｄ ， 氨基酸 ） ） ， 它可以和 ＣＥＮＰ－Ｔ Ｃ 端的 ＨＦＤ 产生紧密结

合 ， 从而形成 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 复合体 １
９ １

］

。 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 形成复合体后连接动点的 内层

与外层 ， 如图 １
－

１ ５（ ａ ） 所示 ， ＣＥＮＰ－Ｔ 的 Ｎ 端区域直接与 Ｎｄｃ８０ 复合物结合 【
９２

】

，

可见 ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 是构成动点的重要元件 ， 而动点则是细胞有丝分裂过程的关键

组成部分 。 进一步研究发现 ， ＣＥＮＰ－Ｔ 的 Ｎ 端可 以被 ＣＤＫ 磷酸化 ， 而磷酸化位

点对有丝分裂进程至关重要 ［
９３

】

。 最新研宄发现 ， 如果 ＣＥＮＰ－Ｗ 不能被 Ａｕｒｏｒａ Ｂ

激酶磷酸化 ， 那么有丝分裂会被阻断在中前期 ， 染色体就会破碎 ， 导致有丝分

裂出现问题 。 所以我们猜想 ： ＡｕｒｏｒａＢ 激酶磷酸化会使得 ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 结合加强 ，

从而稳定动点的结构 。

１ ７
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輸＿ＣＰＣ Ｃ ｏｍｐ ｌ？ ＞ ＣＥＮＰ－ＴＷ Ｃｏｍ ｐ ｌｅｌ＜

图 １
－

１ ５ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 生物学功能示意图与 ＣＥＮＰ －Ｔ－Ｗ－Ｓ－Ｘ 复合体结构图

进
一

步研宄发现 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 与 ＣＥＮＰ －

Ｓ／Ｘ 复合体可 以协 同组装成稳定的

ＣＥＮＰ －Ｔ－Ｗ－Ｓ －Ｘ 四聚体 ， 四 聚体的结构 图如 图 ｌ
－

１ ２ （ ｂ ）所示 ［
９４

，

９ ５

ｌ ＣＥＮＰ －Ｔ－Ｗ－ Ｓ －Ｘ

结构与包括核小体在 内 的很多组蛋 白折叠复合物相似 ， 也可 以将 ＤＮＡ 缠绕其

上形成
一

种新型的核小体 。 随后的研宄发现 ， ＣＥＮＰ －Ｔ－Ｗ－ Ｓ －Ｘ 复合物诱导 阳性

超螺旋进入 ＤＮＡ ， 而典型组蛋 白诱导 阴性超螺旋 ［
９６

］

。 同时对酵母的微染色体分

析表明 ， 着丝粒染色质 中确实存在有阳性超螺旋 【
９７

】

。

１ ． ６ 单像素成像技术

单像素成像 （ Ｓ ｉｎｇ ｌ ｅ
－

ｐ ｉｘｅ ｌ ｉｍａｇ
ｉ ｎｇ ，

ＳＰ Ｉ ） 是
一

种新兴的计算成像技术 。 区别

于传统的面阵探测 （ 例如 ＣＣＤ 或者 ＣＭＯＳ 相机 ） 成像方法 ， 单像素成像采用

编码的结构光照 明 目 标场景并利用单像素探测器采集关联总光强 ， 通过计算可

以准确恢复 出二维场景的图像 。 单像素成像技术具有高信噪 比 、 宽谱响应 、 无

机械扫描 、 成像装置简 易和低成本等特性 。 尤其是在某些特殊的 电磁波段 ， 如

红外 、 紫外或者 Ｘ 射线等 ， 甚至是物质波 ， 单像素成像技术可以实现用普通相

机无法观测到的场景进行成像 ｜
９ ８

－

１ （Ｘ ）
］

。 因此 ， 单像素成像技术对于生物医学诊断 、

光学遥感和夜视等研宄具有重要意义 。

单像素成像技术近年来 己成为光学领域
一

个新的研宄前沿和热点 ， 它是 由

计算鬼成像 （ Ｇｈｏ ｓｔ Ｉｍａｇ ｉ ｎｇ
） 技术 【

１ （ ） １
］发展而来 。 鬼成像通过光场涨落的量子或

者经典关联特性来恢复 出待测物体的信息％
２

， １？
］

。 这种关联成像 只 需探测光强

信息 ， 因此利用单像素探测器即可实现 。 研宄表明 ， 鬼成像能够有效地抵抗大

气湍流等波动带来的干扰 ， 具有很高的信噪 比 ［
１ ０４

， １ （ ） ５

Ｌ 鬼技术与传统成像技术

相 比还有
一

个明 显的优势 ， 即 当物体不在传统成像光路上时 ， 传统的成像技术

无能为力 ， 而鬼成像技术能够对其实现探测 。 此外 ， 得益于成熟的不同频谱响

应的单像素光 电探测器 ， 鬼成像技术能够对普通面阵相机无法观测到的场景进

ｉ ｓ
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行成像 ， 例如最近澳大利亚科学家首次实现 了Ｘ 射线鬼成像 ｔ
＂

］

。

随着对鬼成像物理本质 的深入理解 ， 人们将可编程空间光调制器引入到鬼

成像技术中 ， 极大地简化 了鬼成像的装置 ， 促使计算鬼成像技术得以产生 【
１ ０６

］

。

特别是压缩感知 （ Ｃｏｍｐｒｅｓ ｓ ｉｖｅｓｅｎｓ ｉｎｇ ） 理论在鬼成像技术中 的应用 ， 在有效降

低采样次数的同时实现高质量的成像效果 ， 使得实时动态成像成为可能％７
，

１％
。

鬼成像技术极大地促进了基于单像素探测的成像技术及其应用 的发展 ， 包括核

磁共振成像 【
１ （）９

］

、 太赫兹成像 ［
１ １ Ｇ

］和单像素相机 ［
１ １ １

］等 。 其中 ， 三维单像素相机是

目 前单像素成像的
一

个研究热点 。 英国 Ｇ ｌａｓｇｏｗ 大学 Ｍ ｉ ｌｅ ｓＰａｄｇｅｔｔ 及其合作者

在这方面的研宄居于世界前沿 ， 他们相继发明 了基于多个点探测器的三维相机

［
１ １ ２

】

， 以及基于单像素探测的三维相机 【
１ １ ３

］

， 最近还实现 了动态单像素三维摄影

术⑴
１
】

。

在拓展单像素探测应用 的 同时 ， 人们还不断探索新的 图像恢复方法以提升

单像素成像的性能 。 ２０ １ ０ 年 Ｆｅｒｒ ｉ 等人提 出 了差分鬼成像方案 ， 极大地提高了

成像的信噪 比 ［
１ １ ４

］

， 并实现了浑浊介质 内部物体的成像 【
１ １ ５

］

。 为了减少采样次数 ，

伊朗 Ｋｈａｍｏｕｓｈ ｉ 等人提 出利用正弦条纹代替传统的随机光场照明实现单像素成

像 。 基于正弦条纹频谱采集方法 ， ２０ １ ５ 年暨南大学钟金钢课题组首次实现了非

直接光信号采集的高质量单像素成像 【
１ １ ６

］

。 单像素成像不仅能够对单色物体成

像 ， 还能够对彩色物体成像 ， 英国 Ｇ ｌ ａｓｇｏｗ 大学 Ｓｔｅｐｈ
ｅｎＷｅ ｌ ｓｈ 等人 ２０ １ ３ 年实

现 了基于三个单像素探测的彩色计算成像 国 内方面 ， 清华大学戴琼海课题

组最近实现了 宽光谱单像素成像技术 【
１ １ ８

］

。

综上所述 ， 单像素成像 由可见光波段向不可见光波段发展 ； 由单色成像向

多色成像发展 ； 由二维成像向三维成像甚至动态三维成像发展 。 以及最新的研

宄表明 ， 单像素成像技术 由宏观物体成像 向微观成像即单像素显微成像发展 ，

这将在生物医学检测和诊断等领域具有潜在应用价值 。

１ ． ７ 本文主要研究内容

光镊提供单分子力谱信息 ， 研宄生物大分子的动态过程 ， 是
一

种非常有价

值的生物学研宄手段 。 本文的第
一

章 ， 以光镊技术研宄单分子的不同实验方案

为主线 ， 系统阐述了针对多种分子生物学体系进行研宄的进展 ， 为本论文利用

光镊研宄单分子奠定 了基础 。 第二章重点研宄提升纳米级光镊系统的稳定性 ，

按照单分子研宄的需求完成系统控制程序 ， 实现高效的 自动化实验平台 。 利用

生物实验对光镊的纳米级位移 、 皮牛级外力 、 电压系数与光阱刚度 、 溶液环境

１ ９
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粘滞系数等重要参数进行测试 。 第三章是本研宄的重点 ， 用光镊研宄 ／ｐｏＳ ＲＮＡ

自抑制茎环的结构 ， 通过对 ＲＮＡ
“

力 －伸展
”

曲线的分析 ， 我们得到 了ｒ／
＾ ＲＮＡ

自抑制莲环结构被打开的动力学过程 ， 确认 了它的 ｔｈｒｅｅ－ｗａｙ
－

ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎ 结构 ， 计

算 了ＲＮＡ 关键核心部分的 自 由能 。 通过实验我们发现镁离子明显提高了ＲＮＡ

核心部分的结构强度 ， 由此推测镁离子会促使 ＲＮＡ 结构变得更加紧密并改变茎

环的空间取向 。 光镊实验具有皮牛级外力分辨和纳米级测量精度 ， 为解析 ／

ＲＮＡ 精细结构和生物学功能分析提供重要的科学依据 。 第四章是光镊研宄驱动

蛋 白 ＣＥＮＰ－Ｅ 的动力学特性 ， 根据实验现象预测 了Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 对 ＣＥＮＰ－Ｅ 的抑制

机理 。 提出 了
一

种光镊研宄 ＣＥＮＰ－Ｔ 与 ＣＥＮＰ －Ｗ 相互作用强度的方案 。 第五章

提出 了一种使用单像素探测器进行物体相位成像的方法 ， 以及使用误差扩散算

法优化 Ｌｅｅ 方法的复杂结构光场高保真调制方法 。 第六章总结了博士期间的主

要工作 ， 展望和规划进
一

步的研宄 。

２０
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第 ２章 纳米级光镊系统的稳定性研究

用于研究单分子的光镊系统需要从设计开始考虑精度与稳定性 问题 。 从激

光器 、 探测器等元件的选取 ， 到光镊搭建好后各项指标的标定 ， 如标定位移和

光阱刚度测量的精度 ， 再到单分子研究功能的测试 ， 如 ＤＮＡ 拉伸相变实验测

试等 。 设置探测光与反馈补偿系统漂移等技术是降低噪声提高稳定性的必要措

施 。

利用光镊研宄 ＲＮＡ 结构功能和马达蛋 白行走等是我将要开展的研宄 内容 。

ＲＮＡ 的结构十分精密 ，

一

个核酸对打开仅有 １ ．２ｎｍ 左右的长度 ； 驱动蛋 白行

走的单步步长为 ８ ． ３ｎｍ 。 因此要想观察纳米尺度的精细过程 ， 需要光镊系统的

噪声足够低 ， 即达到纳米或亚纳米量级的探测精度 。 单分子实验需要多次重复

测量来减小热力学涨落的影响 ， 实验经常持续几十分钟到数小时 ， 因此需要 引

入反馈来补偿系统漂移 ， 将系统漂移控制在 １ ０ｒｎｎ 以 内 。 为了方便寻找马达蛋

白行走附着的微管 ， 需要光镊系统中 同时具有荧光或微分干涉相衬 （ Ｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ

Ｉｎ ｔｅ ｒｆｅｒｅｎｃｅＣｏｎｔｒａ ｓｔ ， Ｄ ＩＣ ） 成像等功能 。 因此对现有光摄设备进行优化 ， 达到

实验预期的要求是我博士工作的重要 内容 。

２ ． １ 光镊系统设计

设计光镊光路如 图 ２ －

１ 所示 ， 这是基于奥林帕斯 １Ｘ ７ １ 倒置显微镜搭建的光

镊系统 。 １ ０６４ｎｍ 的光纤激光器 （ＡＦＬ －

１ ０６４ －４０ －Ｒ －ＣＬ ） 为捕获光源 ， 提供最高

１ ０Ｗ 功率 。 激光器 出射的激光经过偏振分光棱镜 １ 后被分成透射的 Ｐ 光与反射

的 Ｓ 光两束 ， 两束激光各经过反射镜之后再 由偏振分光棱镜合束 ， 形成双光镊 。

其中 Ｓ 光 由压 电偏转器 （ Ｐ Ｉ ，Ｓ －

３ ３ ０ ．２ＳＬ ） 控制其位置 ， 实现双光镊的相对运动 。

合束后两束光经扩束系统 １ 出射的光斑直径约 ７ｍｍ 左右 ， 充满物镜后瞳 ； 这

个扩束系统同时也可调节物镜后焦点的轴 向位置 ， 即调节光镊的阱位 。 然后激

光经过 由 Ｌ １ 和管镜 （ ｔｕｂｅ ｌｅｎｓ ） 组成的透镜系统 ， 取两个透镜的焦距比为 １ ： １ ，

这是为 了 匹配显微镜 内 置的管镜而设计的 。 激光经过物镜会聚后形成光镊 。 为

了保证在压 电偏转镜偏转时 ， 物镜后瞳处的光斑
一直位于物镜后瞳中心 ， 我们

将压 电偏转镜设置在经过两组透镜系统后的共轭面上 ， 避免了光路偏转而 引 起

光镊光斑的不均匀 。

２ １





第 ２ 章 纳米级光镊系统的稳定性研宄


波长为 ９４０ｎｍ 的探测光 （ ＬＤＭ２ １ ， Ｔｈｏｒ ｌａｂｓ 公司 ） 经过单模光纤准直后输

出基模激光 。 ９４０ｎｍ 光经过扩束器 ２ 后光斑略小于物镜后瞳 ， 经过两个反射镜

与 １ ０ ６４ｎｍ 光束重合 ， 共轴耦合进显微镜 。 为 了使探测光与捕获光高度重合 ，

我们用压 电偏转系统控制反射镜 Ｂ Ｓ １ ， 使两束激光光斑快速对准 。 探测光被物

镜收集后入射到光镊捕获的微球上 ， 经过微球散射后被聚光镜收集 ， 最终入射

到ＰＳＤ（ Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｏｎＳ ｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅＤ ｅｔｅｃｔｏ ｒ ， 位置敏感探测器探测 ， ＤＬ １ ００
－

７ＰＣＢＡ３ ，

Ｐａｃ ｉｆｉｃＳ ｉ ｌ ｉ ｃｏｎＳ ｅｎ ｓｏｒ 公司 ） １Ｃ面上 ， 光斑位置与强度被 ＰＳＤ 测量 。 ＰＳＤ 的耙面

位于聚光镜后焦面的共轭面处 ， 实现后焦面探测 （ 即 ＢＦＰ 探测 Ｄ １Ｗ ２ １

１

） 。 。 样品

图 像 由ＣＣＤ相 机 （ Ｃｏｏ ｌ ＳＮＡＰＨＱ２ ，Ｐｈｏ ｔｏｍｅｔｒ ｉ ｅ ｓ公 司 ） 或ＣＭＯ Ｓ相 机

（ ＰＬ －Ｄ ７５ ２
－ＭＵ ，Ｐ ｉｘｅ ｌ ｉｎｋ公司 ） 采集 。

Ｐ Ｓ Ｄ Ｌ２？照明光

Ｃ１Ｈ％
Ｙ

＇

贼镜

乃
ｌ〇６４ｎｍ 激光器 样品台

一
£
ｔｅ祕聶漏 罐物镜

＊  ＼

Ｂ Ｓ １官说

”

？細

ｃ＝３－＞＝ ＞ｔ
ｘ
＾

＞

Ｊｆ４
Ｌ １

ｐ ｂｓ ｉ

Ｌ ｓ ！



＊


“

” ｒｍ系统 ｉ

Ａ

＞， 由 ＞￣＾￣￣

＾ ｉ
Ｐ Ｂ Ｓ２＼

图 ２－

１ 髙稳定性单分子光镊光路图 。

图 中 ＰＢＳ 为偏振分光棱镜 ， Ｍ １
－Ｍ４ 为反射镜 ， ＰＭ １ 与 ＰＭ２ 为压电偏转镜 ， ＢＳ １

与 Ｂ Ｓ２ 为二色镜 ， Ｌ １
－Ｌ２ 为透镜 ， ＰＳＤ 为位置敏感探测器 。

样品室的位置大范 围调节和精确运动控制 由二维手动调节平 台 （Ｍ ５ ４５ ，Ｐ Ｉ

公司 ） 加上三维压 电平台 （ Ｐ －

５４ ５ ． ３Ｒ７ ， ＰＩ 公司 ） 实现 。 样品 台为 Ｐ Ｉ 公司 的三

轴压 电平台 ， 移动精度 １ｎｍ ， 移动范围每轴均为 ２００ｐｍ 。 Ｐ Ｉ 公司压 电偏转镜

的控制精度为 １ｎｒａｄ ， 调节范围为 ２ｍｒａｄ 。 用 ６０ 倍水浸物镜时 ， 移动步长为 １ ． ８９

ｐｍ ， 移动范 围为 ３ ． ７ ８
（

ｉｍ 。

在系统的元件选取上我们进行如下设计 ：

（ １ ） 由于微球在光镊的谐振势阱中依 旧做受限布朗运动 ， 对于精确位置测

２２
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量是
一

种噪声 ， 我们采取用高激光功率 、 增大光阱刚度的方法 ， 减小微球在光

阱中 的受限布朗运动幅度 。

（ ２ ） 系统中 引 入优质探测光源 ， ＴＥＣ 制冷进行精确温度控制的 ９４０ｎｍ 半

导体激光器作为探测光 ， 保证在 １ ００ｍＷ 功率下 ， 光功率波动小于 ０ ． ５％ 。

（ ３ ） 捕获物镜常用 的是 １ ００ 倍油浸物镜 ， 由于溶液的折射率不同于物镜油

的折射率 ， 导致距离样品室底面较高位置成像存在相差 ， 光阱刚度也随之快速

下降 ， 约 ３ ０ｐｍ 以上便难 以实现捕获 。 我们采取 ６０ 倍的水浸物镜 （ ＵＰＬＳＡＰＯ

６０ＸＷ ， Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司 ） ， 数值孔径为 １ ．２ ， 在距离样品室底面 ２ ８０
ｐｍ 的高度依

然能实现稳定捕获 ， 最大光阱刚度可达 １ ５ ００
ｐ
Ｎ ／ｐｍ 。

（ ４ ） 信号探测器选取的是位置敏感探测器 （ ＰＳＤ ） 。 不 同于四象限探测器

（ ＱＰＤ ） ， Ｐ ＳＤ 是整块靶面 ， 没有 中心盲区 。 ＰＳＤ 具有 ０ ． ５
ｆ

ｉｍ 的高分辨率 ，
± １％

的线性度 ， ２ ７ ５ｋＨｚ 的带宽与大探测靶面 （ ｌ ｃｍ Ｘ ｌ ｃｍ ） 。 ＰＳＤ 的输 出 电压 由数

据采集卡采集 （ ＰＣ Ｉ
－

６２ ５ １ ， Ｎａｔ ｉｏｎａ ｌＩｎ ｓ ｔｒｕｍ ｅｎ ｔ ｓ 公司 ） ， 该米集卡提供多路同时

采集功能 ， 每路最快采集速度为 ２５ ５ｋＨｚ 。 同时采集卡提供进行数模转换 ， 根

据需求读取输出数据 。 与 电脑接 口 为 ＰＸ Ｉ 插槽 ， 可 以通过 Ｌａｂｖ ｉｅｗ 程序直接进

行控制与数据采集 。

Ｗｍｍ

图 ２ －２ＰＳＤ 探测器与探测光路实物图

（ ５ ） 相机用于观察样品 ， 需兼顾稳定性和分辨率 。 如果需要单分子级别荧

光成像 ，

一

般选择使用 Ｐｈｏｔｏｍｅ ｔｒ ｉ ｅ ｓ 公司 的 Ｃｏｏ ｌＳＮＡＰＨＱ２ 相机 ， 它在 ４５０

ｎｍ？６００ｎｍ 的波长范围 内拥有超过 ６０％的高量子效率 ， 同时具有 ０ ． ００ １ｅ
－

／
ｐ

／ｓ
＠

－

３ ０Ｘ 的超低暗电流 。 如果需要明场观察与简单的荧光成像 ， 我们选择 Ｐ ｉｘｅ ｌ ｉｎｋ

公司 的无风扇 ＣＭＯ Ｓ 相机 ， 因相机拥有完整的二次开发包 （ ＳＤＫ ） ， 方便使用

Ｌａｂｖ ｉ ｅｗ 进行二次开发 。

２ ３
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２ ． １ ． １ 低噪声探测光路

为 了提高 ＰＳＤ 采集信号的精度 ， 降低激光器光强涨落引 起的噪声是非常必

要的 ， 因此在传统光镊基础上额外 引入 了 使用高稳定性激光器的探测光路 ， 在

保证 了高光阱刚度的同时降低 了信号噪声 。

我们 比较 了ＰＳＤ 采集到的 １ ０６４ｎｍ 光与 ９４０ｎｍ 光相对二者各 自 中 心的噪

声涨落 。 如 图 ２ －

３（ ａ ） 所示 ， １ ０６４ｎｍ 激光功率浮动 明显大于 ９４０ｎｍ 激光 。 考

虑到捕获光的功率远高于探测光 ， 我们也计算 了二者相对 自 己的相对 电压并进

行 比较 ， 如 图 ２ －

３（ ｂ ） 所示 。 表 １
－

１ 的定量数据 同样能得到探测光噪声幅度远

小于捕获光的结论 。

（
ａ
）

０ ４

１

—

■—￣
￣

￣ ￣

＇

—■

＇

—￣

＇

一
＇—＇—

￣

１

（
ｂ

）

１ ０５

１

￣￣

＇

￣￣

＇

—＇
—

￣

＇

￣￣

＇

—￣—￣￣—

１ ０４ 
？

０ ３ 

？

－

： ：

－０ ２

＊ ＇ １ ＊ １  

＇

 Ｃ ９７ 

  ＇ ＇ ＇ １ １

０２ ＜６ Ｓ １ ０ １ ２ １ ４ １ ６ １ ８２ ０ ０２４６ Ｂ １ ０ ！ ２ １ ４ １ ６ １ ８２ ０

时间 （
ｓ
）时间 （

ｓ
）

图 ２ －３１ ０６４ｎｍ 激光与 ９４０ｎｍ 激光功率涨落对比 。

（ ａ ） 图 中横坐标为时间 ， 单位秒 ， 纵坐标为 电压 ， 单位伏特 ， 图 中蓝线为 １ ０６４ｍｎ

捕获光功率 ， 红线为 ９４０ｎｍ 探测光功率 。 （ ｂ ） 图为二者的相对 电压涨落比较 。

表 １
－

１ ： 捕获光与探测光功率涨落对比

Ｘ 平均值 （
Ｖ

）Ｙ 平均值 （
Ｖ

）Ｘ 标准 差
（
Ｖ

）Ｙ 标准 差 （
Ｖ

）

１ ０６４ｎｍ捕获光７ ． ９ ５ ７ ７ ８ ． ００３ ５ ０ ． ０４７９０ ． ０４ ８２

９４０ｎｍ探測 光 １ ． ３２ ５ ３ １ ．３ ３ ３ ８ ０ ．００３ ７０ ． ００３ ６

２ ． １ ． ２ 原位电压系数和光阱刚度标定

位移测量是光镊测量力的基础 ， 即测量微球相对于光阱中心偏离的距离 。

测量位移常用 的元件有相机与 ＰＳＤ／ＱＰＤ 。 相机通过拍摄微球图像 ， 计算微球中

心位置 ， 得到微球位移信息 ；
ＰＳＤ 则是在后焦面上探测微球位置变化引 起的靶

面上光斑位置变化 。 相机测量方式在标定过每个像素对应的长度后 ， 比较方便

２ ４
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

地通过计算得到微球的位置信息 ， 但是受限于相机的采集与数据处理速度 ， 在

我们系统 中速度为每秒几十帧 。 使用 ６０ 倍物镜时相机的 １ 个像素约 １ ００ｎｍ ，

所 以想通过相机测量纳米量级的微球位移十分困难 ， 而 ＰＳＤ 的具有高采集速度

（ ２ ５ ５ｋＨｚ ） 与高精度 （约 ｌ ｉｉｍ ） 。 但是 ＰＳＤ 输 出 的是 电压信号 ， 因此我们需要

建立 电压信号与微球的位移关系 。

根据 己有对后焦面成像的推导 微球在偏离光阱 中心
一

定距离 以 内 ， 后

焦面上光斑的位移与微球相对光阱 中心的位移呈线性关系 ， 我们称为光阱位移

线性区 （注 ： 微球偏离光阱 中心较远后为非线性区 。 光阱线性区小于光阱位移

线性区 ） 。 ＰＳＤ 是线性器件 ， 即光斑位置与输出 的 电压线性相关 ， 则微球偏离光

阱 中心的位置与 ＰＳＤ 输出 电压在光阱位移线性 区 内呈线性关系 ：

Ｘ 
＝

ｆｉｕｘ （
２ ． １

）

其中 ％ 为 ＰＳＤ 输 出 ｘ 方 向 的 电压 ， 尤为微球在 ｘ 方向上的位移 ， 为斜率 ，

称其为 ＰＳＤ
“

电压 －位移
”

转换系数 ， 简称为 电压系数 。

压电偏转镜的 引 入不仅可 以对准两个焦点 ， 还能实现原位的 电压系数标定 。

其方法是 ， 通过压 电偏转镜将探测光斑从微球的
一

侧扫描到另外
一

侧 ， 让微球

与探测光产生相对位置偏差 ， 等效于微球偏离探测光光阱的 中心 ， 扫描 曲线结

果如图 ２ －４ 所示 。 两端的平缓区域代表探测光 己经离开微球边缘 ， 没有经过微

球的折射 ； 中 间变化比较陡峭 的区域为光镊探测 的线性区 ， 斜率为 电压系数 。

截取线性区部分并做拟合 ， 即可原位得到 电压系数 。

ｓ
电转镜Ｘ方 向扫描 曲线ｓ

。 ， 。
压 电转镜 Ｙ方 向扫描 曲线

＞ ０ ． ０６
－Ｗ＾ §

０  ０６ － ｒＸ

ａ〇 ｗ － Ｊｆ＾ Ｓａ ｗ － ？、
０ ０２ －Ｊｒ１ ０ ． ０２ 

－ ｆＶ

〇 ？／＼ ｏ ｏｏ＼：Ｖ
＾ ） ．０２ 

－

 ＇ ｊｆ
－

０ ． ０２ －＇ ｆ

？０ ０４ 
－

 ＇ Ｊｆ－０  ０＊ 
－＼

宏
－

０ ０６ 

－導？－

０ ０６ 

－

 ０

？〇 ． 〇８ ．－０ ０８
－

Ｉ ．
■

 ｉ
 ■

 ｉ
’ ｉ

■

 ■

 ｉ
 １ ■

 Ｉ ｊ

 ｉ
■

 ｉ
■

 ｉ ｉ ｉ

１ ０００ １ ５００２０００ ２５００ ３０００ １ ０００ １ ５００ ２０００ ２５００ ３０００ ３ ５００

Ｐｏｓ ｉ ｔ ｉｏ ｎ
 （
ｎｍ

） Ｐｏｓ ｉ ｔ ｉｗ
 （
ｎｍ

）

图 ２ －４ 压 电偏转镜扫描曲线 。

左图为 Ｘ 方 向的扫描 曲线 ， 右图为 Ｙ 方 向 的扫描 曲线 。 其中横坐标为光斑的位置 ，

纵坐标为位置敏感探测器的 电压值 。 其中红色的 曲线是光镊捕获微球 ， 压 电转镜扫描

曲线 ： 黑色 曲线是玻片底面的 固 定小球 ， 通过压 电平移 台来改变微球与探测光斑的相

２ ５
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

对位置的 曲线 。

这种原位求解电压系数的方法 ， 需要将压 电偏转镜的偏转角 度与探测光斑

的移动距离相对应 ， 才能标定得到电压系数 ， 即 电压系数＝压电偏转镜转换系数

（
ｐ
ｒａｄ／ｎｍ ）

＊
电压 －压 电偏转镜偏转的系数 （ Ｖ／

＾
ｉｒａｄ ） 。 为 了求出压 电转镜转换系

数 ， 用 相机标定 了光斑位置随压 电偏转镜偏转角 的变化 。 如图 ２ －

５（ ａ ） 所示 ，

先将相机拍摄到的光斑进行二值化处理 ， 然后求解 出光斑的 中心位置 。 通过改

变压电偏转镜的偏转角进行扫描 ， 得到光斑位置随偏转角 的变化 ， 曲线如 图 ２ －

５

（ ｂ ） 所示 ， 对 曲线进行线性拟合 ， 得到压电偏转镜转换系数 （ ＾ｒａｄ／ｎｍ ） 。

（
ａ
） （

ｂ
）

——————
—



■

一
测

＇

ｉ ３００。

剩
说 。

．

＼

霸
獅

．

棄 删Ｘ
１ ０００

〇 

Ｌ—一 ．一 ．
一 一－ 

１
^

０ １００２００ ３００ ４００ ５００ ６００ ７ ００ ８３０ ９００ １ ０００

偏转角度 （ ｌ

＾ ｒａ ｄ
）

图 ２ －５ 压电偏转镜转换系数标定 曲线 。

（ ａ ） 图为相机拍摄 的二值化处理后探测光班 图像 ， （ ｂ ） 图为压 电偏转镜转换系数

标定 曲线 ， 其 中横坐标为压电偏转镜偏转角度 ， 单位微弧度 ， 纵坐标为光斑位置变化 ，

单位纳米 。 这里 己经使用标定过的相机像素大小 ， 所 以给 出 的值直接为距离 。

提取 出压 电偏转镜扫描中 的线性区进行线性拟合 ， 结果如图 ２
－

６（ ａ ） 所示 ，

线性度 良好 。 利用此电压－压 电偏转镜偏转系数 （ Ｖ ／ｇｒａｄ ） 乘 以压电偏转镜转换

系数 （ ｐｒａｄ／ｎｍ ） 得到 电压系数 。 当在未捕获微球情况下 ， 压电偏转镜扫描得到

图 ２
－

６（ ｂ ） 所示的 ＰＳＤ 电压 曲线 。 在 同样偏转 １ ００ 微弧度下 ， 存在微球时电压

变化约 ０ ． １Ｖ ， 而没有微球时仅有约 ０ ． ００ １Ｖ 。 这说明偏转探测光在 ＰＳＤ 上产生

的光斑位置移动是可 以忽略不计的 ， ＰＳＤ 信号反映 了探测光班与微球的相对位

置 。 良好结果的主要得益于压电偏转镜摆放在物镜后焦面的共轭面位置 ， 同时

采用后焦面探测的方式 。

２６
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

（
ａ
）０ ．３８ 
  ■

，
，




＞

 


  

（
ｂ
）０  ０ １４２ ｒ



－
  

＾


ｒ
－－ 

，



＾Ａ ０ ． ０１３ ８ 

＇
 ＇

＞－＜— ０ ０ １ ３８

田＿ ｍ
＃ｘ＆

０ ０ ，３４

§
ｊ ｇ

械
＇

 ０ － ＾３

^

－０ ．０４ 
 ＊ ＊  一＾￣ 

 ８  ０１２ ８
＊   ＜ １  ＜

？？ ５１ ０ ５２０ ５３０ ＆？０＾０ ５Ｕ０ ５ＴＯ ＆８０ ￡？０ ６００ ５００ ５ ｔ〇 ５＾ ＞ ５３０ ＳＯ ５Ｓ０ ５？ ３ Ｓ７０ Ｓ？ ） ５？ ３？？

偏转角度 （ Ｈ 「ａ ｄ）偏转角度 （ Ｍ ｒａｄ ）

图 ２ －６ＰＳＤ 电压随压电偏转镜偏转角度变化曲线 。

（ ａ ） 图为光镊捕获微球时采集的 电压变化 曲线 ， 横坐标为压 电偏转镜偏转角度 ，

单位为微弧度 ， 纵坐标为 Ｐ ＳＤ 测量得到 的 电压 ， 单位伏特 。 （ ｂ ） 图为不存在捕获微球

时采集的 电压变化 曲线 。

为 了验证测量得到的 电压系数是否正确 ， 将捕获的微球粘连到样品室底面

上 ， 然后关 闭捕获光 。 利用压电平台改变微球位置 ， 使探测光与微球产生相对

位置变化 ， 进行 了类似的扫描过程 ， 得到数据如 图 ２ －４ 中黑色 曲线所示 。 结果

与转镜扫描几乎
一

致 ， 这说明原位 电压系数探测方法的可行性与正确性 。 同样 ，

将压 电平台扫描 曲线中 间线性区数据截取 出来 ， 进行线性拟合 ， 结果如 图 ２ －

７

所示 ， 曲线中 间部分线性度 良好 ， 但因为压 电平台移动精度 （ 约 丨 ｎｍ ） 低于压

电偏转镜的移动精度 （约 ２ ｐｍ ） ， 所 以数据点数量略少于 图 ２ －

６（ ａ ） 。

０ ０８

１



＇



＇

—




，



０ ， ０６
ｋ

／
＇

＼．

Ｘ
〇 〇＜

＊
？

Ｘ／
■

； ■＼ｚ
ｉ１

■

ｆ１／ｘ
＾ －

０ －０＜ 
■ ＼

ｘ

＼
？

Ｎｓ

名邡
、
—一一 一一 ＇ ．价 一— 一辨州 抑—

１

９９ ８ ９９ Ｓ １ ００ １ ００ ． １ １ ００ ２ １ ００ ． ３ １００ ４

（ｎｍ）

图 ２ － ７ 压电平台线性区扫描曲线 。

图 中两种数据 点分别代表 Ｘ 、 Ｙ 方向线性区 内 ＰＳＤ 采集到 的数据 ， 其中横坐标为

光阱位置 ， 单位 Ｈｍ ， 纵坐标为 Ｐ ＳＤ 在扫描方向采集的 电压 ， 蓝线与红线为对应的拟

合 曲线 ， 曲 线斜率即为 Ｘ 、 Ｙ 方 向 电压系数 。

２ ７





第 ２ 章 纳米级光镊系统的稳定性研宄


在 引入探测光 、 实现快速的原位 电压系数标定之后 ， 就可以方便地进行光

阱刚度的标定 ［
１ ２２

］

。 功率谱分析方法与均方位移 （Ｍ ＳＤ ） 方法标定结果如图 ２ －

８

（ ａ ） 与 （ ｂ ） 所示 ， 两种方法均有较好的拟合效果 。

（
ａＫ

—＿

功率谱
（
ｂ

）

＾

Ｈ漏
，

．：

ｒ
 ｉ

：

，

１ ０

１ 〇

＇

 ｉ 〇
ｓ １ ０

？ ， ０
－

 ， 〇
＊

， 〇

° 〇 〇ｉ ０ ． １ ０ １ ５Ｍ 〇 Ｍ 〇 Ｊ

续率 （
Ｈ ｚ

）时间间 Ｓ５
（
ｍｓ

＞

图 ２－８ 功率谱与均方位移曲线 。

（ ａ ） 图横坐标是频率 ， 纵坐标是功率谱变换后 的数据 。 其 中蓝色为功率谱 曲线 ，

红色为 曲线拟合的结果 。 （ ｂ ） 图片横坐标是时间 间 隔 ， 纵坐标是对应的均方位移 。 红

色与蓝色的数据点分别表示 Ｘ 与 Ｙ 方 向 的均方位移 ， 及其数据的拟合 曲线 。

有了 电压系数与光阱刚度可方便地求出微球在光阱 中 的扩散系数 ， 即测量

溶液微区的粘滞系数 ， 具体测量方法见本章 ２ ．２ ．２ 节 。

２ ．１ ． ３ 反馈补偿系统的漂移

机械系统不可避免有 内部的应力释放与重力作用下沉降的 问题 ， 这种漂移

对于纳米量级测量实验是致命的 ， 所 以采取反馈补偿系统漂移来保障系统长时

间稳定是必要 的 。 在光镊实验方案 中 ， 固定在样品室底面的微球与样品室保持

相对静止 ， 光镊的位置则是 由物镜位置决定 ， 因此保证样品室位置与物镜位置

的相对稳定就可 以达到稳定系统的 目 的 。

我们采用对固定微球进行位置追踪的方法 ， 测量样品室与物镜间 的相对漂

移 。 首先寻找并追踪
一

个粘连在样品室底面微球的三维位置变化 ， 如 图 ２ －９（ ａ ）

中所示 ［
１ ２ ３

］

。 水平方向追踪方法常见的有二值化寻找中心 、 求解灰度中心或 自 相

关等 ， 我们采用计算较快 、 结果稳定的灰度中心方法 。 该方法需先将微球所在

区域截取出来 ， 进行二值化处理找到微球边缘 。 然后求解微球边缘范围 内 微球

的灰度中心 ：

２ ８
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ｍｎ

ＹＬ ｘ
．Ｊｕ

ｘ
〇

＝ －Ｊ－

＾ｒ
￣

ｎ



，

ＥＺ九

二
＇

 （
２ ． ２

）

少０

＝１

ｍｎ ，

ＺＺ４

其中〇
，

．

， ；

．

， 兄
， ；

．

）为某
一

个像素的位置 ， 乂
， ；

为该像素的灰度值 ，

（
：

＾ ，凡 ）即为微

球的灰度中心 ， 微球边缘 以外的部分认为灰度为 ０ 。

（
＆
）

？

？
？

？
？


？ 參

ｍｍ

赢

鲁？

？ Ｉ春鲁
鲁

／＃？

，？
＃＃？ｆ

？？

？？ｍ

（
ｂ
）

馨參 參 ＃

泛／义 上：

文

：． ｆｒ

图 ２ －９ 微球图像识别 。

（ ａ ） 图为样 品室底面的微球 ， （ ｂ ） 图为 目 标微球渐渐离焦时的像的变化 。

通过公式 （
２ ． ２

）
计算 出微球的灰度 中心 ， 追踪灰度 中心随时间 的变化得到平

台 的漂移情况如 图 ２ －

１ ０ 所示 ， 可见在约 ２０ 分钟 ， Ｘ 、 Ｙ 方向均约有 １ ． ５ｐｍ 的

系统漂移 ， 这对于纳米量级的测量影响很大 。

２ ９
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（
ａ
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＂


］ （
ｂ

）
： ；

ｒ
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ｔ ，－＼ ？
，

＇

Ｚ
ａ ．＼

＼ｓ ｃ ＃

．

ｘ

ｒ
＂＼

＼
＇

Ｘ

－

１ ２
－

 ０
^

？

１  ？ 
   ＊ － ＊ －６ ２

 １
  ！

＆ ？？ ＜？０ ６〇 ｒ
？８００ １ ０００ １

ＪＷ １紹０ 〇 ２００４００６ＰＱ ？００ １ ０００ ＾ ２００ １ ４００

Ｔ ｉｍｅ
 （
ｓ

） Ｔ ｉｍｅ
 （
ｓ

）

图 ２ －

１ ０ 微球追踪法测量系统漂移 。

（ ａ ） 、 （ ｂ ） 图分别为微球追踪法测量得到 的样 品室在 Ｘ 、 Ｙ 方 向漂移 曲线 ， 横坐

标为时 间 ， 单位秒 ， 纵坐标为漂移距离 ， 单位微米 。

系统不仅会有水平方向上漂移 ， 随着物镜的沉降 ， 轴 向上也存在漂移 。 由

于微球在轴 向位置变化会直接影响 ＰＳＤ 采集到 的光强信号 ， 使用探测光对准粘

底微球 ， 由此监测到图 ２ －

１ １ 中 ＰＳＤ 采集的光强信号 ， 发现其随时 间有 明显的

变化 ， 说明系统存在严重的轴 向漂移 。

ｔ 


！





１



？ ，



！ ： ！

５

ｒＶ

Ｓ
＇

”＼

％ ２０３ ＊ ３０ ６００ ８ＣＯ １ Ｄ Ｃ？ １ ２ ＣＯ １ ？００

时间 （
ｓ
）

图 ２ －

１ １ＰＳＤ 采集样品室轴 向漂移 ？

其 中横坐标为时间 ， 单位秒 ， 纵坐标为 ＰＳＤ 采集到 的光强通道 电压信号 ， 单位毫

伏 。 因为 ＰＳＤ 靶面上光强信息对微球的轴 向位置非常敏感 ， 所 以该 曲线代表 了样品室

在轴 向上的漂移 。

为 了 补偿系统的漂移 ， 需要通过压电平台进行反馈 。 水平方向 的反馈借助

于追踪微球灰度中心方法计算 出漂移量的大小 ， 将漂移的距离通过压 电平台移

动进行补偿即可 。 轴 向 则需要
一

个稳定的方法来实现 。 图 ２
－９（ ｂ ） 展示了微球

在轴 向离焦时成像的变化 。 在微球处于物镜焦面时 ， 成像边缘最锐利 ； 随着离

焦越来越远 ， 微球轮廓变大 ， 成像也越来越模糊 。 所 以我们考虑 了 两种方案进

３ ０
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

行轴 向漂移的反馈 ，

一

种是 图像信息熵法 ，

一

种是等效半径法 。

图像信息熵反映 了像素 的混乱程度 ， 成像越清晰 ， 图像混乱度越低 ， 信息

熵也越低 ； 反之亦然 。 图像信息熵定义为 ：

２５５

（
２ － ３

）

０

其 中 ；＾
是灰度值为 ／ 的 出现概率 ， 因为相机采集的是 ８ 位图像 ， 因此只有

０
？

２５ ５ 种灰度值 。 计算 出每种灰度 出现的概率 ， 并按照公式 （
２ ． ３

）
计算得到 图像

的信息熵 。 图 ２ －

１ ２ 表明 ， 随着微球的轴 向移动 ， 微球会先离焦 、 成像清晰 、 再

离焦 ， 相应地信息熵也呈现先下 降再升高的 曲线形状 ， 这与信息熵的意义吻合 。

容 易得知 ， 当成像最清晰时 ， 信息熵最低 ， 如果此时微球在轴 向上产生微小扰

动 ， 无论升高还是降低 ， 微球的信息熵均会升高 ， 这样无法判断微球在轴 向上

的运动方向 ， 也就无法进行相应的补偿 。

（
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
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１ 
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时间 （
ｓ
） ４由隨— ）

图 ２ －

１ ２ 信息熵法微球轴向位置校准曲线 ？

（ ａ ） 图为控制压 电平 台 以 １ ００ｎｍ 步距在轴 向移动 ， 得到信息熵法微球轴 向位置

校准 曲线 ， 其中横坐标为时间 ， 单位秒 ， 纵坐标为信息熵 。 （ ｂ ） 图为将 （ ａ ） 图进行数

据处理 ， 横坐标转换为轴向位置后 的微球轴 向位置校准 曲线 ， 其横坐标为微球的 Ｚ 轴

位置 ， 单位微米 ， 纵坐标为信息熵 。

等效半径法是通过计算微球等效半径来判断微球轴 向位置的方法 。 先标定

不同离焦情况下等效半径变化 曲线 ， 测得等效半径 ， 然后反解出微球轴 向位置 ，

对轴 向漂移进行矫正 《 等效半径定义为 ：

＋
（ｙｎ

－

ｙ〇 ）

２

？ ＝ ２＿

Ｎ



， （
２ ．４

）

Ｚ乂
ｎ

３ １
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

等效半径代表 了微球影像中各个像素点相对于微球中心距离的灰度加权平

均值 ， 其中 乂 为第 《 个像素点的灰度值 ， 、 ＆ 为每个像素点的坐标 ，

为微球图像灰度中心的坐标 ， 对所有 Ｎ 个像素位置到灰度 中 心的距离进行灰度

加权平均即可得到微球等效半径

如 图 ２ －

１ ３ 所示 ， 压 电平台 以 １ ００ｎｍ 的步长逐步改变微球的轴 向位置 ， 微

球成像从离焦到成像清晰再到离焦的过程中 ， 等效半径单调增大 ； 但是 当离焦

较远时 ， 等效半径值则对轴 向位置不敏感 了 。 考虑到反馈工作范围处于等效半

径有效范围 内 ， 且在有效范围 中 ， 等效半径变化与平台纵向位置近似呈线性关

系 ， 所 以可 以用等效半径来计算微球与焦平面之 间纵向距离 ， 从而用于反馈补

偿系统轴 向漂移 。

３３
 ｆ


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

＇





ｒ


３２急“ ？

ｔ
３ １

９Ａ⑷
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２９ｗｆ

Ｍｗｉｖ， Ｂ

２８
 

８ １ ０ １ ２ １ ４ １ ６

Ｔ ｉｍｅ（ｓ ）

图 ２ －

１ ３ 参考微球等效半径的计算与测试 。

Ａ 、 Ｂ 为不 同 离焦状态下的参考微球图像 。 红色箭头表示等效半径 。 曲线为压 电

平 台 以 １ ００ｎｍ 步长 、 ０ ． ５ 秒时间 间隔 向上运动时 ， 计算 出 的等效半径 。 纵轴为等效半

径值 ， 横轴为时 间 。

采取实时反馈法有效补偿 了 系统漂移 ， 降低 了噪声 。 图 ２
－

１ ４ 展示了 用 ＰＳＤ

探测 固定微球测试的反馈效果 ， 图 中红线所示为无反馈补偿 ， 蓝线所示为有反

馈补偿 。 图 ２ －

１ ３（ ａ ） 为 Ｐ ＳＤ 在 Ｘ 、 Ｙ 、 Ｚ 方向采集的原始数据 ， 对原始数据做

平滑滤波降低 电路固有噪声后 ， 结果如 图 ２ －

１ ４（ ｂ ） 图所示 。 无反馈补偿的情况 ，

１ ５ 分钟 内 Ｘ 、 Ｙ 方向有 １ ００
￣

２ ００ ｎｍ 的系统漂移 ， Ｚ 轴方向 的漂移达到 了近 ４００

ｎｍ 。 然而开启反馈补偿后 ， 系统在 Ｘ 、 Ｙ 、 Ｚ 方向 的最大漂移值为 ３ ．２ｎｍ 、 ４ ． ９ｎｍ

和 ９ ． ０ｎｍ ， 平台位置的标准差为 ０ ． ７ ９ｎｍ 、 ２ ． ７９ｎｍ 和 １ ． ７０ｎｍ ， 可见引 入反馈来

补偿系统漂移 ， 系统稳定性得到提升 。 小于 ３ｎｍ 的系统稳定性保证 了单分子实

验的可信度与精度 ， 对于 ｐｏＳ ＲＮＡ 拉伸实验 、 马达蛋 白行走测量实验都是非

３２
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常必要的 。
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）时间 （

ｓ）

图 ２
－

１ ４ 系统漂移反馈测试曲线 。

（ ａ ） 图为 Ｘ 、 Ｙ 、 Ｚ 三轴系统的漂移测试 曲线 ， 图 中横坐标为时 间 ， 单位秒 ， 纵

坐标为 ＰＳＤ 采集到的 电压 ， 单位伏特 。 其 中红线为无反馈的平台漂移 曲 线 ， 蓝线为有

漂移反馈后测到的平台漂移 曲线 。 （ ｂ ） 图为 （ ａ ） 图滤波过后的数据 曲线 。

２ ． ２ 生物实验测试

光镊研宄生物实验 ， 特别是测量单分子力谱的光镊系统中 ， 需要针对单分

子实验研宄进行相关的基础实验和参数测定 。 目 前还 尚未有关于光镊仪器 的 国

际标准 ， 如何检验光镊仪器所测 的数据符合要求 ， 在该领域普遍方法是用光镊

测量 ＤＮＡ 拉伸相变 曲线中 ６ ５
ｐＮ 左右的平台进行验证 。 除此之外 ， 我们还设

计 了溶液粘滞系数测量的方法进行 了验证 ， 以及对细胞的功率谱分析 。

２ ． ２ ．１ＤＮＡ 拉伸相变曲线

在光镊研宄单分子领域 ， 普遍采用对 ＤＮＡ 拉伸相变 曲线来检验系统的可

信度 ， 我们使用 了两种方法进行拉伸测试 。 压 电平台拉伸 ＤＮＡ 如 图 ２
－

１ ５（ ａ ）

所示 ， ＤＮＡ 连接在两微球间 ， 压 电平台带着 Ａ 球远离 ／靠近 Ｂ 球 ， 实现对 ＤＮＡ

的拉伸与 回复 。 用压电偏转镜拉伸 ＤＮＡ 如 图 ２ －

１ ５（ ｂ ） 所示 ， 压 电偏转镜操控

光镊移动 Ｂ 球进行 ＤＮＡ 拉伸与 回复 。 实验录像截图如 图 ２ －

１ ５（ ｃ ） 所示 。

３ ３
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Ｄ Ｎ Ａ
＂

ｂ

（
ｂ

）■
Ｊ

ａ ）
ｄ ｎ ａ

＾■
签 璀 片

对 ＞

光期运动方ｈ

图 ２
－

１ ５ 双链 ＤＮＡ 过拉相变实验示意图 。

（ ａ ） 图为压 电平 台拉伸 ， （ ｂ ） 图为压 电偏转镜拉伸 ， （ ｃ ） 图为实验录像截 图 。

１ ５０
 ｊ





１ ００ １ ／ ．

Ｓ ／

ｒ５０广，


，

？

５〇 

Ｉ  

０ １ ２ ３

Ｅ ｘｔ ｅｎ ｓ ｉｏ ｎ
 （
ｕｍ

）

图 ２ －

１ ６ 双链 ＤＮＡ 过拉相变实验曲线 。

图 中横坐标为拉伸长度 ， 单位为 Ｕｍ ， 纵坐标为外力 ， 单位 ｐ
Ｎ 。

我们实验用 的是约 ５ ０００ 个碱基对 （ Ｂ ａ ｓｅＰａ ｉｎＢ Ｐ ） 的双链 ＬＤＮＡ ， 长度

约为 １ ．６ ７
ｐｍ 。 利用生物素与链霉亲和素之间 的特异性偶联 ， 将 ＤＮＡ 两端连接

在两个表面修饰有链霉亲和素的微球之间 。 因为生物素与链霉亲和素的结合很

强 ， 能在 １ ００
ｐＮ 外力下保持不断开 ， 适合于 ＤＮＡ 的相变拉伸实验 。

测量得到双链 ＤＮＡ 过拉相变实验 曲线如 图 ２ －

１ ６ 所示 ， 在 ６ ５
ｐＮ 处的平台 ，

即为 ＤＮＡ 相变区 。 度过相变区后继续拉伸 ， 在大约 １ ００ ＰＮ 处 ， 两端的生物素

－链霉亲和素偶联因承受不 了更大的力而断裂 。 ＤＮＡ 力谱表 明我们对光阱刚度

与 电压系数的标定是有效的 ， 光镊系统可用于单分子测量 。

３ ４
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２ ．２ ．２ 溶液粘滞系数测置

溶液粘滞系数表征了溶液性质 ， 对于复杂的生物学体系 ， 溶液环境的粘弹

性本身就是待研宂的 问题 。 我们采用扫描探测光方法能原位测量溶液微区的粘

滞系数 ， 并在 己知粘滞系数的溶液中进行 了测量 ， 将得到结果与标准测量结果

相比较 ， 证明 了扫描探测光方法原位测量溶液微区粘滞系数的可行性 。

实验方法 ： 先用光镊捕获
一

个直径已知的微球 ， 用扫描探测光方法求得其

电压系数办 测量得到微球在光阱中做受限布朗运动的位移 ｘ
（
／
）

。 对采集到的位

移做功率谱分析 ， 其功率谱分布应满足洛伦兹分布 ：

＝ （
２ ． ５

）

其中 乂为转角频率 ， Ｚ） 是扩散系数 。 ｒ 是摩擦系数 ， 物体为球形时
’

Ｌ７ｔｙ

可写为 ／ 

＝其中 ；

７
是介质的粘滞系数 ， 《 是微球的半径 。 因此可以得到 ：

Ｚ）
＝ 
＾ ＝ 

－
＾

， （
２ ．６

）

ｙ６ｍ
ｊ
ａ

用功率谱拟合得到扩散系数便能求解出粘滞系数 。

实验测量了不同 比例甘油水溶液的粘滞系数 ， 结果如图 ２ －

１ ７ 所示 。 图中的

数据点用 圆圈符号标记 ， 数据的平均值与标准差以误差棒的形式呈现 ， Ｘ 方向 、

Ｙ 方向与全部数据计算结果分别用红色 、 蓝色与黑色表示 。 可以看出 ， Ｘ 与 Ｙ

方向的数据非常接近 ， 这说明光阱是各向 同性的 ； 数据的标准差很小 ， 表明系

统的稳定性高 。 图中虚线为 ２０
°
Ｃ 下粘滞系数的标准数据曲线 ， 实验温度为 ２ １

°

Ｃ ，

由此得到测量的结果与标准粘滞系数基本相同 ， 再次证明光镊系统标定是准确

的 。

３ ５
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Ｊ ｒ甘油粘滞系数
４ ． ５

４
－

３ ． ５
？
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图 ２ －

１ ７ 甘油水溶液粘滞系数测童结果 。

图 中横坐标为甘油水溶液甘油 的质量分数 ， 纵坐标为粘滞系数 。 每个不同的质量

分数分别计算 了在 Ｘ 方向 （红色 ） 与 Ｙ 方向 （蓝色 ） 上的粘滞系数结果 ， 用 圆 圈表示

数据点 。 误差棒为数据对应的平均值与标准差 ， 总 的平均值与标准差用 黑线表示 ， 每

个方向 各 自 的平均值与标准差则为 了方便观察放置在数据点两侧 。 图 中 虚线为 ２０
°

Ｃ

下粘滞 系数的标准数据 曲线 ， 数值为每组数据的相对误差 （ 标准差除 以均值 ） 。

由于甘油水溶液质量分数差异会影响溶液的粘滞系数与折射率 。 当用 水浸

物镜时 ， 样品室 内折射率与水的折射率不同 ， 直接体现在 电压系数上 。 电压系

数的倒数与微球距离样品室高度呈线性关系 ， 如图 ２
－

］ ８（ ａ ） 所示 ， 微球距离样

品室底面越高 ， 电压系数倒数越低 。 我们将线性拟合的斜率提取 出来 （斜率代

表溶液折射率的信息 ） ， 然后画 出斜率随甘油水溶液质量分数变化 曲线 ， 如 图

２
－

１ ８（ ｂ ） 所示 。 发现斜率随甘油质量分数单调变化 ， 与溶液折射率变化趋势相

同 ， 这个结果提示我们 ， 通过电压系数测量溶液折射率具有可行性 。
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图 ２ －

１ ８ 电压系数倒数随微球距离样品室底面髙度变化曲线 。

３ ６
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（ ａ ） 展示 了不同 质量分数甘油水溶液中 ， 电压系数的倒数随微球距离样品室底面

高度的变化 曲线 ， 图 中 横坐标为微球距离样品室底面高度 ， 单位 纵坐标为 电压

系数的倒数 。 （ ｂ ） 图横坐标为甘油 水溶液的质量分数 ， 纵坐标为 （ ａ ） 图 中每个甘油水

溶液质量分数下 ， 电压系数倒数线性拟合 的斜率 。

２ ．２ ．３ 细胞的功率谱标定

在光镊系统 中通常使用 形状规则 的标准微球作为标定物体 ， 因为细胞的形

状不规则 ， 并且在光镊中能 自 由旋转 ， 因此不适合用功率谱进行标定 。 我们使

用
一

定速度的流场对细胞进行冲刷 ， 细胞的各 向异性会使它的随机旋转大大减

弱 。 然后通过扫描探测光寻找到 电压 曲线 中线性区域的 中 心 （不
一

定位于细胞

中心 ） ， 然后采集功率谱数据进行细胞的标定 。 流场 的 引 入与探测光的扫描使光

镊对细胞的标定成为可能 。

ｕｆ

１ ０
１？

ｒ
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ｘ
ｉ

１ ０
？

１ ０ 

３  — 

１ ０
１ １ ０

２ １ 〇
３ １ ０

４ １ ０
５

Ｆ ｒｅｑ ｕｅ ｎｃｙ  （
Ｈｚ

）

图 ２
－

１ ９ 细胞的功率谱 曲线 。

图 中 误差棒为拟合所用数据点与误差估计 ， 蓝线为功率谱拟合 曲线 ， 图 中红色圆

圈代表着转角频率 ７；

。

对细胞进行光阱刚度标定结果如图 ２ －

１ ９ 所示 ， 功率谱数据有很好的拟合效

果 。 由 于流场与细胞 自 身的不稳定性使得功率谱低频部分有较高的噪声 ， 但并

没有影响功率谱拟合 。 通过在功率谱拟合 曲线 中加入
一

项常数作为拟合参数 ，

用于表征系统的 白 噪声 ， 能得到更好的拟合效果 。

２ ．３ 样品室底面修饰

样 品底面修饰是光镊研宄生物实验的重要环节 ， 不 同实验精度对样品池底

３ ７





第 ２ 章 纳米级光镊系统的稳定性研宄


面的要求也不同 。 例如单分子实验在保证样品室的底面平整 、 表面无残留杂质

的情况下 ， 有时需要带有电性的基团或分子 ， 使微球不容 易粘连 ； 有时需要
一

些大分子 （ 如微管 ） 能牢牢地粘连不脱落 ； 有时则二者 同时需要 。 为此 ， 我们

开发了
一

整套样品室玻片清洗与修饰方法 。

（ １ ） 玻片表面清洁 。 样品室的底面不清洁 ， 会导致因静 电相互作用或表面

能而粘附小分子 ， 同时也会对成像与光镊光场产生影响 ， 严重时
一

些杂质进入

光阱之中 ， 会给实验测量造成 巨大误差 。 所 以在制作样品室之前 ， 需要对玻片

进行严格的清洗 ， 彻底去除玻璃表面的无机杂质和有机杂质 。

（ ２ ） 玻片表面 电性修饰 。

一

般情况蛋 白质都是带有 电性的 ， 我们可 以利用

蛋 白质 的 电性使其吸附在样品室表面 。 即使蛋 白不表现出 电性或者 电性与样品

室表面电性相 同 ， 也能通过与表面电性相反的基团吸附在表面上 。 常用方法是

将多聚赖氨酸涂在盖玻片的表面 ， 利用其正 电性吸附带有 电性的蛋 白 分子 ， 将

蛋 白 固定在样品室底面上 。 然而这种固定方法对分子选择性差 ， 几乎所有蛋 白

分子都会被吸附在表面 。 如果缓冲液中存在带有强 电性的物质 （例如酪蛋 白 、

牛血清 白 蛋 白 等 ） ， 他们会中和掉多聚赖氨酸的 电性 ， 使固定效果减弱 。

（ ３ ） 玻片表面共价键修饰 ［
１ ２４

１ 我们采取 了
一

种可 以将微管或者带有蛋 白

的微球 以共价键形式连接在样 品室底面的方法 ， 并将该方法应用 到 了光镊研究

单分子实验体系 中 。 具体修饰流程如下 ：

１
） 将盖玻片清洗干净 ， 用等离子体对表面进行轰击 ， 得到含有羟基基团的

表面 。

２
） 将盖玻片放入到 ＡＰＴＥＳ（ ３

－氨丙基三乙氧基硅烷 ） 水溶液中 。 ＡＰＴＥＳ

遇水后 ， 三乙氧基会水解为羟基 。 该产物会与盖玻片表面的羟基反应

而偶联在盖玻片表面 ， 使盖玻片表面裸露大量氨基 。

３
）

（在样品室使用前 ） 加入戊二醛与样品室底面氨基发生脱水反应 ， 从而

将戊二醛连接在样品室的底面上 ， 暴露 出性质活跃的醛基 。

４
） 将样品室 内 的戊二醛冲洗干净后 ， 加入待偶联样品 （微管或带有蛋 白 的

微球 ） ， 在 ４

°

Ｃ 下孵育 ３ ０ 分钟 。 样品上的氨基 、 羧基等基团非常容 易与

活跃的醛基产生共价键偶联 ， 从而将样品 以共价键形式连接在 了样品

室底面 。

（ ４ ） 样品室底面封闭 。 如果需要后面加入的样品不再轻易地粘连在样品室

底面上 ， 需要随后 向样品室 内加入封闭缓冲液 ， 如含有酪蛋 白 （ ｃａｓｅ ｉｎ ） 或牛血

清 白 蛋 白 （ Ｂ ＳＡ ） 的溶液 。 溶液中过量的 ｃａ ｓｅ ｉｎ 或 Ｂ ＳＡ 会 以共价键形式偶联在

样品室底面上 ， 消灭多余的醛基 ； 同时 ｃａｓｅ ｉｎ 与 Ｂ ＳＡ 均带有强电性 ， 玻片底面

３ ８
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的封闭剂会与悬浮微球上的封闭剂相互排斥 ， 保证悬浮微球不 易粘连在底面上 。

玻片表面共价键修饰的优势在于可以将需要粘底的微球牢牢偶联在样品室

表面 ， 需要悬浮的微球也不容 易粘连在样 品室底面 。 如果使用表面电性修饰 ，

封闭剂的加入会 中和样品室底面电性 ， 从而 出现微管
一

端漂浮起来或者微球晃

动的情况 。

２ ．４ 光镊系统控制程序设计

对光镊系统的重要功能实现 自 动控制 ， 将
一

定程度避免系统噪声 、 提髙系

统测量精度和工作效率 ， 同时能开发 出新功能 ， 为使用提供便利 。

考虑到光镊控制程序要实现的功能很多 ， 也 比较复杂 ， 所以
一

个优秀的程

序框架既能保证任务执行的高效性与便捷性 ， 又能保持程序的稳定性 ， 减少程

序 出错的概率 。 经过多次摸索与改进 ， 现在使用 的程序构架示意 图如 图 ２－２０ （ ａ ）

所示 。 因为 ＰＳＤ 只有在上
一

个任务结束后才能被再次调用 ， 否则就会报错 ， 因

此需要将 ＰＳＤ 的监控模块 、 探底模块 、 标定模块 、 拉伸模块与恒力模块用状态

机构架组合在
一

起 ， 保证不 出现同时调用 的情况 。 无论执行哪个模块 ， 都希望

能实时操控压 电平台与压 电偏转镜来控制样品室位置与光镊位置 ， 所 以在状态

机构架之外 ， 存在有与其并行的手动操控模块 。 系统中还耦合有借助压电平台

反馈来补偿系统漂移的部分 ， 该功能可 以人为选取开启或关闭 。 考虑到在监视

模块 、 拉伸模块与恒力模块中都会用 到该功能 ， 所 以也将它与状态机并行 。 当

反馈模块开启后 ， 应避免移动压 电平台 ， 这会对反馈产生影响 。

（
ａ
）ｍｉ（

ｂ
）

图 ２
－２０ 光镊控制程序结构示意图 。

（ ａ ） 图为控制程序结构 的设计思路 。 （ ｂ ） 图为程序编写框架 。

控制程序编写结构如图 ２ －２ ０（ ｂ ） 所示 。 首先初始化需要调用 的设备 ， 然后

３ ９
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程序分成 ５ 个部分井行工作 。 控制模块用于修改功能区中状态机的状态指示参

数 ， 切换功能区执行的状态 ； 同时该模块也会修改其它区域的运行状态 ， 例如

控制微球位置获取区与漂移反馈区是否暂停工作 。 功能区是程序核心部分 ， 用

于实现实验中的各种功能 ， 用状态机结构实现功能切换 。 手动调节区用于手动

控制压电平台与压电偏转镜的位置 ； 微球位置获取区用于获取追踪的微球三维

位置 ； 而漂移反馈区利用获取的微球三维位置 ， 反馈补偿系统的机械漂移 。

２ ．５ 本章小结

本章针对如何提高纳米级光镊稳定性进行了研宄 ， 在光镊系统中 引入探测

光路 ， 实现了在保证高光阱刚度的 同时 ， 降低了ＰＳＤ 采集信号 由激光功率涨落

引起的噪声 ； 漂移反馈补偿大大减小了系统的漂移 ， 使我们能进行长时间的单

分子实验 。 光镊稳定性提高有助于捕捉单分子力谱中 的精细过程与保持实验数

据的
一

致性 。 用 ＤＮＡ 过拉伸实验 、 粘滞系数测量实验与细胞标定实验验证了

标定的正确性与系统的稳定性 ， 证明该系统适合研宄单分子课题。 针对我们要

研宄的单分子课题 ， 编写 了系统 自 动化控制程序 ， 提高实验效率的 同时 ， 降低

人为因素对实验的影响 ， 得到更精确 、 更稳定的实验结果 。 单分子课题研宄 内

容将在第三章 、 第四章中详细介绍 。

４０
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第 ３ 章 光镊研究 ｒ ｐｏＳＲＮＡ 自抑制茎环结构

在
一

般情况下 ， ｒｐｏＳ ＲＮＡ 处于抑制状态 ， 其 ５

’

ＵＴＲ 上的 ＳＤ 序列被折叠

在双螺旋 内部 ， 无法与核糖体结合 。 在应激条件下 ， 细菌会转录 ｓＲＮＡ 。 ｓＲＮＡ

在 Ｈｆ
ｑ 蛋 白 的帮助下与 ＵＴＲ 上特定 区域互补配对 ， 通过竞争的方式使 ＳＤ 区域

暴露 出来 ， 从而解除 自 抑制机制 。 因此 自抑制茎环空间结构 以及如何招募 ｓＲＮＡ

开启翻译过程是人们非常关心的 问题 ， 于是我们使用光镊对 ＲＮＡ 自 抑制

茎环进行拉伸 ， 通过拉伸得到的
“

力 －伸展
”

曲线分析 自抑制茎环的结构 ， 并进

一

步研宄 了镁离子对 自抑制茎环结构核心区域的影响 。

３ ． １ 拉伸实验方案

我们采取单光镊法研宄 ｒ
／
ｗ ＞Ｓ ＲＮＡ 二级结构 ， 设计方案如图 ３ －

１ 所示 。 图 中

Ａ 球为表面修饰有地高辛抗体的 ２聚苯 乙烯微球 ， 通过共价键偶联的方式连

接在玻片底面 。 Ｂ 球为表面修饰有链霉亲和素的 ｌ ｐｍ 聚苯 乙烯微球 。 ｒ
／
ｗ＾ ＲＮＡ

ＵＴＲ 部分除 了 待研究 自抑制茎环的 ８ ７ 个核苷酸外 ， 其它 区域与互补配对的单

链 ＤＮＡ 杂交形成双链作为拉伸手柄 。 两侧手柄末端分别修饰有地高辛 （ ｄ ｉｇｏｘ ｉ ｎ ）

与生物素 （ ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ ） ， 通过特异性偶联连接在两个微球上 。 通过光镊捕获的微球

对 ＲＮＡ 施加外力 ， 并实时测量施加外力大小 ， 逐渐増大外力直至 自 抑制茎环 内

部结构打开 。

＾Ｓ ｔ ｒｅｐｔａｖ ｉ ｄ ｉ ｎ
 ？

？ ？
？

Ｄ ３

＿
Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ ｌｌ

《 Ｄ ｉ

ｇｏ
ｘ ｉｎ ａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄ ｙ＃

４Ｄ ｉ ｇｏ
ｘ ｉ ｎ 气

）羞
＃

＾

〇 ｉ

＿
＿

Ｆ ＝
－ ^

图 ３
－

１ 光镊拉伸 ｒｐｏＳＲＮＡ 实验方案 。

图 中 Ａ 球为表面修饰有地高辛抗体的 ２ｎｍ 聚苯乙烯微球 ， 通过共价键偶联的方

式连接在玻 片底面 。 Ｂ 球为表面修饰有链霉亲和素的 １ｐｍ 聚苯 乙烯微球 。 ８ ７ 个核苷

４ １
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酸 的 自 抑 制 茎 环 结 构 用 彩 色 标 识 为 待 拉 伸 的 功 能 区 域 ；
Ｄ ｌ 、 Ｄ２ 和 Ｄ３ 为

ｔｈｒｅｅ
－ｗａｙ

－

ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ 的三个莖环 。 ＲＮＡ 的两端与 ＤＮＡ 杂交形成双链作为拉伸手柄 ， 再

通过两段手柄末端修饰的地高辛与生物素分别与 Ａ 、 Ｂ 球上的地高辛抗体 、 链霉亲和

素连接 。 黑色箭头指示 ＲＮＡ 受力方 向 ；
Ｘ 为 Ｂ 球偏离光阱中心距离 ， Ｆ 

＝为光

镊施加在 Ｂ 球上的力 。

为了实现图 ３
－

１ 描述的拉伸过程 ， 得到可信度高的实验结果 ， 我们需要通

过 Ｌａｂｖ ｉ ｅｗ 编写控制程序 ， 完成如下几项功能 ：

连接试探 ： 连接试探的流程如 图 ３
－２ 所示 ， 目 的是判断 Ａ 和 Ｂ 球是否连接 。

首先让两个微球靠近或轻微接触 ， 使 Ｂ 球上的 ＲＮＡ 分子带有地高辛抗体的
一

端有可能与修饰有地高辛抗体的粘底 Ａ 球相连 。 在靠近 １
？

５ 秒后 ， 通过光镊牵

拉 Ｂ 球远离 Ａ 球
一

段距离 （略小于分子总长 ） ， 判断 Ｂ 球上所受的外力 。 如果

所受外力远大于外力的随机涨落 ， 证明两个微球之间产生 了 有效的连接 ， 可以

进行下
一

步的拉伸实验 ； 反之则需要重新进行连接试探 。

靠近粘底 大球
｜ ｜

尝试连接
｜ ｜ 判断连接

—

ｓａＪＳｆｃｋｒ
 ｜ 

拉伸 分

图 ３ －２ 连接试探流程图

拉伸 ／回复分子 ： 控制压 电偏转镜拉伸 ／回复分子流程如 图 ３
－

３ 所示 。 当连接

试探确定微球之间建立有效连接后 ， 光镊操控 Ｂ 球靠近 Ａ 球 ， 达到开始拉伸的

位置 ， 然后拖拽 Ｂ 球 向着远离 Ａ 球的方 向拉伸 。 当拉伸外力或者拉伸长度达到

阈值时 ， Ｂ 球转向慢慢靠近 Ａ 球 ， 转为分子回复过程 。 当 Ｂ 球 回复到拉伸起始

位置后 ， 系统停止 回复 ， 开始进行下
一

次拉伸动作 ， 如此往复拉伸与回复 ， 直

到人为停止 。

４２
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

回 到拉伸起始位置
｜ ｜

进行分子拉４

＂

！ ｜
进行分子 回 ￡

外力 值

图 ３ －３ 拉伸 ／回复分子流程示意图

数据记录 ： 数据主要有两部分 ：

一

是连接试探时 ， Ｂ 球靠近 Ａ 球过程中 ，

记录 ＰＳＤ 的信号变化 ， 采集数据如 图 ３
－４ 所示 。 可 以看 出 当 Ｂ 球靠近甚至接触

Ａ 球时 ， ＰＳＤ 输 出 的位置信号有剧烈变化 ， 即 Ａ 球对 ＰＳＤ 信号产生影响 。 只有

将背景 曲线扣除后 ， 才能得到可信的拉伸数据 曲线 。 二是实时记录拉伸 ／回复 曲

线 ， 我们使用 １ ００ ｋＨｚ 的采集速度 ， 每进行
一

次拉伸 ／回复存储
一

次数据 ， 处理

这些数据得到
“

力 －伸展
”

曲线 。

０ ． ００８ －

０ ００６
－ ？

＞０ ． ００４ － Ｉ

ＵＳ
？ ＼

３
０ ００２

－ ；

琶

０ ０００ 
＿

 、？
／

■
一 丨 ．

＾ １？
？

＾
 －０ ００２ 

－

 ；

ｙ
／
^

－ ０ ００４ 
－

＼Ｊ

－

０ ． ００６ 



１







１



？



１







１






１






１






１

Ｓ００ １ ０００ １ ５００２０００２５００ ３０００ ３６００ ４０００

光阱位Ｍ （ ｎｍ ）

图 ３ －４ 光讲位置－ＰＳＤ 输出 电压曲线图 。

图 中横坐标单位为纳米 ， 代表光阱的相对位置 ， 纵坐标为 ＰＳＤ 输 出 的 电压值 。

条件锁定平台漂移 ．

？ 我们使用 图像识别的方法计算 出 系统的漂移 ， 并通过

压 电平 台进行反馈来得到高精度的 ＲＮＡ 拉伸 ／回复 曲线 ， 具体 的反馈方法

见 ２ ． １ ． ３ 节 。 然而不停 的反馈可能会对采集的拉伸 ／回复曲线切入额外噪声 ， 考

虑到
一

次拉伸 ／回复过程只 需要几秒到几十秒 ， 在这个时间 内 系统漂移可 以忽略

４ ３
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

不计 ， 因此我们决定采取
“

条件锁定
”

平 台漂移方式 ： 即在每次拉伸 ／回复结束

之后进行
一

次反馈 ， 修正系统的漂移 ， 而非实时 。 条件反馈实现的 Ｌａｂｖ ｉ ｅｗ 程

序框图如 图 ３
－

５ 所示 。

１ ｆ
 ｕ  ■一Ｍ  ＇   ＂

＾ Ｉ 

論Ｉ
￣

１ １

１ 一屹佑二３
—了 ＊爲

 ｜

Ｊ＋Ｖ， ”卜 ｆ１
，

ｉ
＾

ａ ？

Ｊ
Ｐ

Ｌ ＊

？

ｉ ｓ ａ＾ＶｊＶ
－－

ｒ＾ ｆ
＊

？
％

＞ 

１士
＿ ． ＿ ． ．

｜

ｄ： ： １ 
ｊ

－ ｔ＞

｜
ＴＴ

￣

ｆ ＇． —分■黯隱山丄繼丽』則偏丄讀 》 ．遍 “以 ■山似■以 丄皿 ！

■狐■狐 》■』

’


图 ３－５ 分子拉伸模块 Ｌａ ｂｖ ｉｒｎ 前面板与条件锁定平台漂移 Ｌａ ｂｖ ｉ ｅｗ 程序框图 》

３ ．２／

－

ｐｏＳＲＮＡ 样品制备

用光镊研究 ｒｐｏ＾ ＲＮＡ 自 抑制茎环结构 ， 首先需要将 ｒｐｏ＾ ＲＮＡ 制备成适合

于光镊使用 的样品 。这
一

段 自 抑制茎环结构 只有 ８ ７ 个核苷酸 ， 轮廓长度 （ Ｃｏｎｔｏｕ ｒ

Ｌ ｅｎ
ｇ
ｔｈ ， ＣＬ ） 约 ５ １ｎｍ 。 采用哑铃模式进行单分子实验时 ， ＲＮＡ 直接连接在

两个微球之间 ， 会使微球间距过小 ， 影响光场导致 ＰＳＤ 测量数据错误 ， 因此需

要加长分子长度 。 我们利用互补配对的单链 ＤＮＡ 将全长 １ ２２６ 个核苷酸的单链

ｗ
；
＾ ＲＮＡ ５

’

ＵＴＲ 上非研宄区域覆盖 ， 相 当于在 自 抑制茎环结构两端各连接 了

一

段 ＤＮＡ －ＲＮＡ 杂交手柄 。 手柄两端分别修饰 了生物素和地高辛 ， 使用带有链

霉亲和素 （ ｓｔｒｅｐｔａｖ ｉ ｄ ｉｎ ） 的微球和带有地高辛抗体的微球便可 以将研究的分子

固定在两个微球之间 。

３ ．２ ．１ 模板 ＤＮＡ 制备方法与流程

首先将全长的 ｒ
／
ｗＳＲＮＡ 序列插入到 ｐ

ｅ ｔ２２ｂ 载体的 Ｈ ｉｎ ｄ ｌ ｌ 和 Ｘ ｈｏ ｌ 酶切位

点之间 ， 然后转入大肠杆菌进行扩增 ， 作为第
一

步 ＰＣＲ 的模板 ， 对应于图 ３
－

６

中的Ａ 。 ＰＣＲ
模板前 向 引 物 （ ｔｅｍｐ 丨 ａｔｅｆｏ ｒｗａ ｒｄ

ｐ
ｒ ｉｍｅｒ ） ：

ＧＡＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＣＡＧＴＴＣＡＡＣＡＣＧＣＴＴＧＣＡＴＴＴＴＧＡＡＡＴＴＣ

ＧＴＴＡＣＡＡＧＧＧＧ 。

起点位于 ＡｐｏＳ 序列前 ４０ｂ
ｐ

（ ｂａｓｅ
ｐａ

ｉｒ ， ｂｐ ） 处 ， 并在 引 物 ５

’

端增加 了
一

段

Ｔ７ 启动子序列 （ 划线部分 ） 。 模板后 向 引 物 （ ｔｅｍｐ
ｌ ａ ｔｅｒｅｖｅ ｒｅ ｓ

ｐｒ ｉｍｅｒ ） ：

ＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＧＧＴＧＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＡＧＣＴＴＣＣＴＴＴＣＧＧＧＣ ｏ

位于 ５

’

ＵＴＲ 序列末尾。 使用模板前向 引 物与模板后 向 引 物从包含有 ；

：ｐ
〇 １Ｓ

４４
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

序列的质粒上经过 ＰＣＲ 扩增得到在前端包含有 Ｔ７ 启动子序列的 １ ２４６ｂｐ 双链

ＤＮＡ模板 （ 图３
－６Ｂ ） 。

Ｔｅｍｐ ｌ ａ ｔｅ ｆｏ ｒｗａ ｒｄ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ

＼—


ｍ ｍ ｍ  ｍ？  ｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍｍ  ｍ  ｍ  ｍ  ｍ

ＰＣＲ

｜ Ｔｅｍ ｐ ｌ ａ ｔｅ ｒｅｖｅ ｒｓｅ
ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ

Ｈ ａ ｎｄ ｌｅ  ｆｏ ｒｗａ ｒｄ
ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ

★ Ｂ ｊ〇ｔ ｉ ｎ

Ｈａ ｎｄ ｌ ｅ ｒｅｖｅ ｒ ｓｅ
ｐ ｒ ｉ ｍｅ ｒ

丁 ｒａ ｎｓｃ ｒ ｉ ｐｔ ｉ ｏ

ＰＣＲ ＾ｎ
Ｃｕ

  
■

■

■ ■： ： ： ： ：＝
？

Ｅ＾Ａｎ ｎｅａ ｌ

Ｄ ｉｇｏｘ ｉｇｅｎ ｉ ｎ 
１

＂

‘

 Ｆ

Ａ^

图 ３ －６ＲＮＡ 样品制作流程。

图 中 黑色线条表示 ＤＮＡ ， 灰色线条表示 ＲＮＡ ， 红色为 Ｔ７ 启动子序列 ， 淡蓝色为

ｒｐ〇 ＞Ｓ ＲＮＡ 自 抑制茎环序列 ， 箭头指示反应方向 。 Ａ 为包含 ｒ
／
ｗＳ 序列的质粒 ；

Ｂ 为从

质粒扩增得到 的模板 ＤＮＡ
；Ｃ 为从模板逆转录得到的全长 ｒｐｏＳ ＲＮＡ ：Ｄ 为右侧手柄 ：

Ｅ 为左侧手柄 ；
Ｆ 为通过退火得到的待拉伸分子 。

３ ．２ ．２ 转录 ｒｐｏＳＲＮＡ 流程

使用标准 ＲＮＡ 转录试剂盒 （ Ａｍｂ ｉｏｎ ，ＭＥＧＡ ｓｃｒ ｉ ｐｔ Ｔ７ ，ＡＭ １ ３ ３４ ） ， 按照试

剂盒的转录程序进行转录 。 通过 ＤＮＡ 模板 （ 图 ３
－６Ｂ ） 转录出全长的 ｒｐｏＳ ＲＮＡ

５
’

ＵＴＲ（ 图 ３
－６ 〇 ， 具体流程如下 ：

１
） 在ＤＮＡ模板中加入ＡＴＰｓ 、 ＣＴＰｓ 、 ＧＴＰｓ 、 ＵＴＰ ｓ和Ｔ７ＲＮＡ聚合酶 ， ３ ７

°

Ｃ

的条件下转录 ３ 小时得到 ｒｐｏ＾ ＲＮＡ５
’

ＵＴＲ 序列 ；

２
）
加入 １ … ＤＮＡ ｓｅ ， 在 ３ ７

°

Ｃ 下反应 １ ５ 分钟 ， 分解溶液 中 的 ＤＮＡ 模板 ；

３
） 加入 ３ 〇 ｎ ｌ Ｌ ｉＣ ｌ 和 ｌ ｍ ｌ ７０％乙醇 ， 在－２０

°

Ｃ 下冷冻 ３ ０ 分钟 以上 ；

４
） １ ４０００ｒｐｍ 高速离心 １ ５ 分钟 ， 除去上清溶液得到纯度较高的 ｒｐｏ ：ＳＲＮＡ５

’

ＵＴＲ ；

５
） 加入 ５ ０

ｎ ｌＤＥＰＣ 水获得全长的 ｒ
／
ｗＳＲＮＡ５

’

ＵＴＲ ， 光谱测量 ＲＮＡ 浓度

为２ ８３ ． ５ ７ｎｇ
／山 。

转录得到产物为中 间包含有 ８ ７ ｎ ｔ 自 抑制茎环结构的 １ ２２４ ｎ ｔ 单链 ｒｐｏ＾ ＲＮＡ

５
’

ＵＴＲ 。 凝胶 电泳结果如 图 ３ －７ 所示 ， 跑胶结果显示产物为单
一

条带且产物长

度与预期吻合 。

４ ５
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

夕＃夕 摩

—

．
＜

图 ３ －７Ｎ＋ ｌ／
ｙｗＳＲＮＡ 凝胶电泳图 。

从左 向右分别是 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 、 １ ０ 倍稀释 ｒ
／
ｗＳ ＲＮＡ 、 ２ ０ 倍稀释 ｒｐｏ＾ ＲＮＡ 、 ４０ 倍

稀释 ／ｐｏＳＲＮＡ 和 ８ ０ 倍稀释 ｒｐｏＳ ＲＮＡ 。

３ ．２ ．３ＤＮＡ 手柄制备

转录得到的 ＲＮＡ 中保留有待研宄的 ８ ７ｎ ｔ 自 抑制茎环结构 ， 其余部分则在

退火过程中与互补的单链 ＤＮＡ 配对形成双螺旋结构作为拉伸的手柄 。 因此我

们将带有 Ｔ７ 启动子序列 的 ＤＮＡ （ 图 ３
－６Ｂ ）作为模板 ， 使用手柄前向 引 物 （ ｈ ａｎｄ ｌｅ

ｆｏ ｒｗａｒｄ
ｐ ｒ ｉｍｅｒ ） 与手柄后 向 引 物通过 ＰＣＲ 扩增 出右侧手柄 （ 图 ３

－６ Ｄ ） 。 其中手

柄后 向 引物 ５

’

端预先用生物素标记 ， 引 物序列为 ：

Ｈａｎｄ ｌ ｅｆｏ ｒｗａｒｄ
ｐｒ ｉｍ ｅｒ ：

ＡＧＧＡＧＣＣＡＣＣＵＵＡＵＧＡＧＵＣＡＧＡＡＵＡＣＧＣＵＧＡＡＡＧＵＵＣＡＵＧ 。

Ｈａｎｄ ｌ ｅｒｅｖｅｒ ｓ ｅ
ｐｒ ｉｍｅ ｒ ：

ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－ＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＧＧＴＧＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＡＣＴＣＡＧＣＴＴＣＣＴＴＴＣＧＧＧＣ 。

３ ．２ ． ４ＲＮＡ／ＤＮＡ 手柄退火

最后将人工合成 ３
’

端带有地高辛标记的 ｏ ｌ ｉ

ｇｏ （ ｄ ｉ

ｇ
－

ｏ ｌ ｉ

ｇｏ ， 图 ３
－

６ Ｅ ） 、 全长

ｒｐｏＳ ＲＮＡ（ 图 ３
－

６ Ｃ ） 和右侧手柄 （ 图 ３
－６ Ｄ ） 按照摩尔 比 】 ： １ ：２ 的 比例在退

火缓冲液中混合 ， 放于 ＰＣＲ 仪中 。 控制温度变化为 ： ８ ５

°

Ｃ １ ０ 分钟 ， ６２

°

Ｃ １ ． ５

小时 ， ５ ２

°

Ｃ１ ． ５ 小时 ， 然后在 １ ０ 分钟 内逐渐降低到 １ ０Ｔ 进行退火 。 得到的混

合物用 乙醇沉淀法进行提纯 （ 同转录 ＲＮＡ 提纯方式 ） 。 最后得到 ＲＮＡ 样品 （ 图

３
－

６Ｆ ） 分子两端为 ＤＮＡ －ＲＮＡ 杂交双螺旋 ， 分子末端分别标记 了
一

个生物素和

地高辛分子 ， 中 间没有配对的部分为被研宄的 自 抑制茎环 。

Ｄ ｉ

ｇ
－

ｏ ｌ ｉ

ｇｏ序列 ：

４６
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

ＣＣＣＣＴＴＧＴＡＡＣＧＡＡＴＴＴＣＡＡＡＡＴＧＣＡＡＧＣＧＴＧＴＴＧＡＡＣＴＧ－ｄ ｉｇ 〇

３ ． ２ ． ５ 样品室内样品制作

首先按照 ２ ． ３ 节中流程对盖玻片进行清洗与修饰 ， 在样品室底面修饰上大

量 的醛基 。 随后 向样 品 室 中 加入直径为 ２ ． １ １Ｍｍ 地高辛抗体修饰 的微球

（ Ｓｐｈｅｒｏｔｅｃｈ
，
Ｄ ＩＧＰ－２０－２

，２ ． １ １ ｎｍ ） ， 缓冲液为 ＰＢＳ（ Ｔｈｅｒｍｏ
，ＳＨ３ ０２５６ ．０ １ １ ３ ） 。

样品室底面朝下孵育 ３０ 分钟 ， 使微球粘连在样品室底面 。 孵育过的样品室用

４００
ｐｉＴＫＥ 缓冲液冲洗两次 ， 室温孵育 ３０ 分钟封闭裸露化学键 。 ＴＫＥ 缓冲液

成分为 
２００ｍＭＫＣ １

，
、 １ ００ｍＭＴｒｉｓ

－ＨＣ ｌ
，
、 １ｍＭＥＤＴＡ和１ｎｇ／

＾
ｉＬ ａ－

ｃａｓｅ ｉｎ
（
Ｓ ｉｇｍａ

，

Ｃ６７８０ａ－Ｃａｓｅ ｉｎｆｒｏｍｂｏｖ ｉｎｅｍ ｉ ｌｋ
）

， ｐＨ 值为 ７ ． ５ ， 根据实验条件选择是否加入 １ ０

ｍＭＭｇＣｈ 〇

链霉亲和素修饰的直径为 １ ． ０７ ｎｍ 微球 （ Ｓｐｈｅｒｏｔｅｃｈ ， ＳＶＰ－

１ ０－

５ ， １ ．０７ ｎｍ ）

依次用 ＰＢ Ｓ 和 ＴＫＥ 缓冲液洗涤后稀释 ５０ 倍 ， 与 １
ｐＬ ２００ 倍稀释的带拉伸分子

溶液混合 ， ４Ｃ下翻滚孵育 １ ２０ 分钟 。 孵育后的小球溶液注入 ＴＫＥ 冲洗过的样

品室中 ， 移至光镊系统上进行实验 。

３ ． ３ｒｐＭ ＲＮＡ 的力谱特性

光镊对 ｒ
／
ｗ＾ ＲＮＡ 自 抑制茎环进行拉伸得到该分子的

“

力 －伸展
”

曲线 ， 通

过对曲线的进
一

步分析 ， 能从中提取出 自抑制茎环结构的信息 。 本节着重介绍

对于采集数据的分析方法与得到的结论 。

在光镊拉伸整个待研究分子时 ， Ｂ 球以 １ ．８９ ｐｍ 的步长 ， ２０ ｎｍ／ｓ 的速度远

离 Ａ 球。 光镊平均刚度为 ３ ７７
ｐＮ／ｎｍ ， 最大张力达到预设值 ３０

ｐＮ 时停止拉伸 。

整个拉伸过程被 ＰＳＤ 以 １ ００ｋＨｚ 高速采集 ， 采集的数据通过数字平均至 １ ００Ｈｚ

后存储在电脑中供分析使用 。 随着拉伸的进行 ， 加载在分子两端的力越来越大 ，

最终将 ｒ
／ｗＳＲＮＡ 自抑制茎环 内部结构打开 。 当 自抑制茎环结构打开时 ， Ｂ 球

跃向光阱中心 ， 分子上的受力骤然减小 ， 在拉伸 曲线上形成锯齿结构 ； 相反当

光镊操纵 Ｂ 球接近 Ａ 球过程中 ， 自抑制茎环会重新折叠 ， 使 Ｂ 球远离光阱中心 ，

分子两端的受力增加 ， 在回复曲线上形成与拉伸过程类似的锯齿 。

“

力 －伸展
”

曲线如图 ３
－

８ 所示 ， 可以 明显看到 由于 自抑制茎环结构打开引起的锯齿结构 。

４７
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ｕｒｎ

） Ｅｘ ｔｅｎｓ ｉ ｏｎ
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ｕｍ
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图 ３ －

８ｒ
／ｗＳ ＲＮＡ 自抑制茎环

“

力 －伸展
”

曲线 。

图 （ ａ ） 为 ＲＮＡ 在 ＴＫＥ 缓冲液 中 的
“

力 －伸展
”

曲线 。 棕色为拉伸 曲线 ， 蓝色为

回复 曲线 ， 淡蓝色的光滑 曲线为蠕虫链拟合 曲线 。 图 中横坐标为拉伸长度 ， 单位纳米 ，

纵坐标为分子上施加外力 ， 单位皮牛 。 图 （ ｂ ） 为含有 】 Ｏ ｍＭ ＭｇＣ ｌ ２ ＴＫＥ 缓冲液 中 的
‘ ‘

力 －伸展
”

曲线 。

３ ． ３ ． １ 拉伸曲线打开长度计算

通过图 ３
－

８ 中
“

力 －伸展
”

曲线可以明显看出 自抑制茎环是分多次打开的 ，

这说 明 自抑制茎环不 同于简单
“

发卡结构
”

的结构 ， 为 了研究清楚 自 抑制茎环

结构 ， 我们对
“

力 －伸展
”

曲线进行精细分析 。 自抑制茎环 内部结构被打开时两

端距离突然伸长 ， 所受张力 明显下降 ， 拉伸 曲线在图 ３
－ ９ 中 Ａ 点形成

一

个 向下

的转折 。 此时 自抑制茎环两端的 ＤＮＡ －ＲＮＡ 杂交手柄会随之收缩 ， 因此跃变前

后长度变化比实际 自抑制茎环打开的长度要小 （ 图 ３
－

９ 中 Ｂ 点 ） 。 当光镊继续拉

伸至跃变时外力大小 （ 图 ３
－

９ 中 Ｃ 点 ） ， 此时手柄的长度与跃变时手柄长度相 同 ，

用此时的分子长度减去跃变时的分子长度才是 自 抑制茎环结构被打开的长度变

化量 ， 如图 ３
－９ 中 的 ｌ ｓｔ ｏｐｅ

ｎ ｌｅｎｇｔｈ 。 如果在外力上升到跃变初始时的水平之前

发生 了第二次跃变 ， 将两次跃变 中 间 曲线线性拟合后适当延长 ， 推定 出参考点

位置 ， 如 图 ３
－９ 中 Ｃ 点 ， 然后计算打开的长度 。 考虑到延长的距离

一

般较短 ，

线性拟合可以作为在未知打开长度时局部蠕虫链模型的近似 。

４８
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Ｓｔ ｒＳ ｉｍ ｐ ｉ ｅ １ ８ ０ ３ １ ８
－

１ ４ １ ７－７ ． ｌｖｍ

——ＷＬＣ ｆ ｉ ｔ ｌ ｜今
２ ２

＿


Ｒ ｅ ｌａ ｘ ｉｎｇ ｔｉ

）

Ｔｏｔａ ｌｏｐｅｎ ｌ

ｅ
ｎｇｔｈ

２ ０

＞
＊

｜

１ ８

以 。

罐—

Ｉ

１ ６
．

ｈ／ｉｍ
．

１ ４ｖ２ ｎｄｏ ＾ｅ ｎ ｌｅ ｎ ｇｔ ｈ

１ ２ Ｖ？

１ ０
．

 ｋＷ ．

 ，

．
－

０ ． ３６０ ３８ ０ ．４０ ． ４２

Ｅｘ ｔｅ ｎ ｓ ｉ ｏｎ
 （
ｕｍ

）

图 ３ －９ＲＮＡ 打开长度测量方法示意图 。

蓝 色为实验数据 ， 绿色为蠕虫链 （ ＷＬＣ ） 模型拟合结果 。 红色为 自 抑制茎环打开

长度 。 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 为测量标识点 ， 红色 圆 圈 为 ＲＮＡ 结构改变的特征位置 。

通过上面描述的方法 ， 我们对采集到的
“

力 －伸展
”

曲线进行 了 统计 ， 主要

包括结构打开时对应外力大小与打开长度 ， 并通过分析得到多种的打开途径 （将

在 ３ ． ３ ．２ 节中详细介绍 ） 。 统计结果如表 ３
－

１ 、 表 ３
－２ 所示 ， 表中 的理论打开长度

计算方法详见 ３ ． ３ ．４ 小节 。

表 ３ －

１ ： 光镊力三次打开 自抑制茎环途径分类 （不含 Ｍ
ｇ
Ｃ ｌ

２ ）

打开第
厂
次第

亍
次第

〒
次

一

途径力 （
ｐ
Ｎ ）长度 （ ｎｍ ）力 （ ｐ

Ｎ ）长度 （ ｎｍ ）力 （ ｐ
Ｎ ）长度 （ ｎｍ ）



实验 ／ｇ论


实验 ／ｇ论


实验 ／ｇ论

１ ２ ． ２ ４ ± ０ ． ９９ ９ ． ３ ６ 土 ０ ． ９ １ １ ２ ． ７ ４
土 １ ． ３４

ａ
－

＞ ｃ
－

＞ ｄ
－

＾ ｈ７ ． ０ １ 土 １ ． ８０


 １ ２ ． ６ ２ 土 １ ． ６３


 １ ６ ． ３ ６ ± １ ． ２ ３


１ ３ ． ５２ ８ ． １ ３ １ １ ． １ ８

１ ２ ． ５ ４ ± １ ． ４ ８ １ １ ． ８ ８ ± １ ． １ ５ ８ ． ９２ ± ０ ． ８ ５

ａ
－

＞ ｃ＾ ｆ

－

＞ ｈ８ ． ６ ３ ± １ ． ３８


 １ ５ ． ８ ３ ± １ ． ４ ８ １ ６ ． ７ １ ± １ ． ２６

１ ３ ． ５２ １ １ ． ９２ ７ ．３ ９

６ ． ６４± ０ ． ３ ７ ８ ． ８ ６± １ ． ６ １ １ ２ ． ５ ５ 士  １ ． ６ １

ｂ今 ｃ
－

＞ ｄ＋ ｈ７ ． １ ４ ± １ ． １０
 １ １ ． ７４ ± ０ ． ４ ９ １ ５ ． ３ １ 土 １ ． ７６



６ ．８ ２ ８ ． １ ３ １ １ ． １ ８

８ ． １ １ ８ ． １ ２ ８ ． ４ ９

ｂ＾ ｃ
－

＞ ｅ
－

＞ ｇ ５ ． ０ ３
５ ．９ ３ １ ３ ． ７ ７



６ ． ８ ２ ７ ．２２ ８ ． １ ３

表 ３ － ２ ： 光镊力三次打开 自抑制茎环途径分类 （含有 １ ０ｍＭ Ｍ
ｇ
Ｃ Ｉ ２）

一

打开第
Ｙ
次第

ｆ
次第

ｆ
次

长度 （ ｎｍ ）长度 （ ｎｍ ）长度 （ ｎｍ ）

途径力 （ ｐ Ｎ ） 力 （ ｐ Ｎ ） 力 （
ｐ Ｎ ）



实验／８Ｌ论实验／ｇ论实验 ／ｇ论

１ ４ ． ０ ２ 土 ０ ． ５ ２ ８ ． ３ ０ 土  １ ． ３ ０ １ ２ ． ９ ２ ± ０ ． ５ ２

ａ 今 ｃ今 ｅ＋ ｈ １ １ ． ６８ ± １ ． ０２
 １ ７ ． ０４ ± ０ ． ５ ５



 １ ８ ． ８ ９ 土  １ ． ６ ５


１ ４ ． ７４ ７ ． ６３ １ ２ ． ６０

４ ９
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

１ １ ． ３ ３ 土  １ ． ７ ８ １ １ ． ３ ４ 土  １ ． ００ ７ ． ５ ６ ± ０ ． ６ ８

ａ
－

＞ ｃ＾ ｆ

－

＞ ｈ １ １ ． ７ ５ 土 １ ． ６６
２ ０ ． ４ ５ 士 ２ ． ３ ６

２４ ． １ ５ ± ２ ． ２ ８

１ ４ ． ７４ １ ２ ．５４ ７ ． ８８

１ ０ ． ９４ 土 ２ ． １ ０ ９ ． １ ０± １ ． ７０ １ １ ． ５６ 土 ０ ． ９ ３

ａ
－

＞ ｃ＾ ｄ
－

＞ ｈ １ ２ ． ３４ ± ０ ． ９ ０


２ ０ ． ４４ ± １ ． ６２


２ ３ ． ９ ５ 士 ３ ． ８９


１ ４ ． ７４ ８ ． ４９ １ １ ． ９ ３

７ ． ６６± ０ ． ８２ １ １ ． １ ６ ± ０ ． ７０ ７ ． ２ ９ ± ０ ． ７ ０

ｂ
－

＞ ｃ＾ ｆ＾ ｈ １ ０ ． ４ ２ ± １ ． ０７


２ １ ． ０ ５ ± ２ ． ３ ３


２４ ． ７ ２ 土 ０ ． ６ ３


７ ． ３０ １ ２ ． ５４ ７ ． ８ ８

８ ． ３６ 土 ０ ． ５６ ８ ． ６ １ ± ０ ． ４ ３ ９ ． １ ０ 土 ０ ． ５ ６

ｂ＾ ｃ＾ ｅ
－

＞
ｇ １ ０ ． ６４ 土 ０ ． ２ １


２ ２ ． ６９ 土 ０ ． ５ ５


２ ５ ． ０ １ 土 ０ ． ８４


７ ．３ ０ ７ ． ６３ ８ ． ４ ９

１ ０ ． ３ ３ ± １ ． ３ ３ ９ ． １ ０ ± ０ ． ７ ７ ７ ． ７ ５ ± ０ ． ００

ａ
－

＾ ｃ＾ ｅ＾ ｇ １ １ ． ０４ ± １ ． ３８
２０ ． ５ ６ 土 ４ ． ２ ３

２４ ． ９ ５ 士 ０ ． ４０

１ ４ ． ７４ ７ ． ６３ ８ ． ４ ９

３ ．３ ．２ｒ ｐｏＳＲＮＡ 自抑制茎环的打开路径

根据上
一

节对于
“

力 －伸展
”

曲线中打开 自抑制茎环结构外力与打开长度的

统计与分析 ， 结合上 ＭＦｏ ｌｄ 软件对于 自 抑制茎环二级结构的预测 ， 我们列举 出

自 抑制茎环在外力作用 下打开可能经历的 中 间状态 ， 如 图 ３
－

１ ０ 所示 。 每打开
一

个核苷酸 ， 单链 ＲＮＡ 轮廓长度增加约 ０ ． ５ ９ ｎｎ＃ ７４ ９
Ｉ

。 在溶液环境中 的 ＲＮＡ 双

螺旋主要 以 Ａ －ｆｏ ｒｍ 存在 ， 双螺旋直径约 ２ｎｍ 。 在计算 自抑制茎环结构被打开

释放 出单链核苷酸使分子链延长的 同时 ， 还要计算暴露或消除
一

个双螺旋末端

对应的长度变化 ， 如图 ３
－

１ ０ 中 ｂ—ｃ ，ｄ—ｆ 等过程 。 根据 ＭＦｏ ｌｄ 软件预测的 自

抑制茎环二级结构 ， 在 自 抑制茎环中存在 Ｉ ， Ｉ Ｉ ，Ｉ Ｉ Ｉ 三个 ｂｕｂｂ ｌｅ 结构 ， 每个 ｂｕｂｂ ｌ ｅ

是 自抑制茎环在打开过程中最有可能停 留 的 中 间状态 。

Ａ
＿Ｆｏ ｒｃｅ ＢＤ ２

＾Ｄ３

？Ｄ ｉ ｒｅｃ ｔ ｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡＵ
一
＿？— ２ｓＴ

＂

Ｃｏｎｆｏ ｒｍａｔ ｉ ｏｎａ ｌ ｃ ｈａｇｅ〇 ｃ １ ９ ｎ ｔ ＼

Ｒ
｜

Ｄ３ －ｂ
（
ｂ

，

＼

３ｎ ｔ＋ １ ｈｅ ｌ ｉＸ

／
Ｃｏｒｅ

＼Ｍ ｛
ａ

）＼
； ｊ

ｕ ｎｃｔ ｉｏｎ ｉ ｉ ｉ
＼ ｏ＞

Ｄ２ｘｊｈｒ
＇Ｄ３ －ａ （

ｃ
）

Ａ
’

Ｃ

％ １ ４ｎ ｔ
－

１ ｈｅ ｌ ｉ ｘ

ｔｔＶ （〇．

Ｖ
Ａ
ＶＤ １ ？

｜
２２ ｎ ｔ

－

１ ｈ ｅ ｌ ｉ ｘ／

ｈ ２２ ｎｔ
－

１ ｈ ｅ ， ｉｘ ｆ ｌ’２２ ｎ ｔ
．

１ ｈｅ ｌ
丨 Ｘ

５
，

－

１２
－３

，

 ／ （ ｇ ）

^
▲ 、 ，／ １ ４ｎ ｔ

－

１ ｈｅ ｌ ｉｘ Ｈ
１

＇

Ｒ ＮＡ ｆｒｅｅ ｅ ｎｄＷ／ ，
Ｘ （

Ｃ
） １ ＾
＿＿

图 ３ －

１ ０ＲＮＡ 自抑制茎环二 结构及其在外力作用下打开路径示意图 ．

图 中 ， Ｄ ｌ 、 Ｄ２ 和 Ｄ３ 代表 自 抑制茎环 的三个茎环 。 Ｉ ， Ｉ Ｉ ， Ｉ Ｉ Ｉ 代表 自抑制茎环 中

的三个 ｂｕｂｂ ｌ ｅ
； 其中 Ｉ Ｉ 为茎环核心区 ；

红色方框 内 为结合强度较弱的区域 。 红色箭头

５ ０
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表示外力拉伸方 向 ； 黑色箭头指示 自抑制茎环打开的路径 。 字母 （ ａ ）－（ ｈ ） 为 ＲＮＡ

在打开过程中可能停 留的 中 间状态 。 ｎ ｔ 代表 自抑制茎环沿箭头方 向发生状态变化过程

中被打开的核苷酸数量 ， ｈｅ ｌ ｉｘ 代表变化过程 中暴露 出来或者被消除 的双螺旋末端数

目 。

从软件预测的二级结构分析 ， ｒｐｏＳ ＲＮＡ 自 抑制茎环可 以分成五个相对独立

的单元 。 其中包括 Ｄ ｌ 、 Ｄ２ 、 Ｄ３
－

ａ 和 Ｄ ３
－ｂ 四个双螺旋结构 ， 以及 自抑制茎环中

心的核心结构 。 我们计算出这五个单元被打开时预期长度 的变化并与实验测得

的分子长度增量进行对比 ， 用来识别 自 抑制茎环在外力作用下的打开路径 。 通

过统计发现实验中测得的打开长度与理论计算基本吻合 ， 如表 ３
－

３ 中所示的 四

次打开过程 ， 这也说明 了光镊拉伸实验具有很高的测量精度和稳定性 。

表 ３ －３ ： 自抑制茎环四次打开的测 ；■与理论数据 （含有 １ ０ｍＭＭｇＣ Ｉ ２ ）

第
一

次打开 （ ｐ Ｎ ，
ｎｍ ） 第二次打开 （ ｐ Ｎ ，

ｎｍ ） 第三次打开 （
ｐ
Ｎ

，
ｎｍ ） 第 四次打开 （

ｐ Ｎ ，
ｎｍ ）

￣￣￣

｜

打开长度：

￣

｜

打开长度：

￣

｜

打开长度：

￣

｜

打开长度
力
实验／理论

力
实验／ｇ论

力
实验／ｇ论

力
实验／ｇ论

９ ． １ ６２７ ． ３ ８ ／７ ．４５１０ ．９ ６７ ．０ １／７３０１ ７ ． ５５８ ． １ ３／８ ．４９１８ ． ０８１ １ ． ０７／１ １ ． ９３

实验得到的大部分 自 抑制茎环打开 曲线包含有三个锯齿结构 ， 分别测量 出

每次 自 抑制茎环结构变化所产生的长度改变并与 图 ３
－

１ ０预测的长度变化进行 比

对 ， 辨认 出所有伸展 曲线对应的打开路径 ， 进行分类后结果如下 。

在大部分无镁离子拉伸实验中 ， ｒｐｏ＾ ＲＮＡ 自 抑制茎环的打开途径有两种 ，

一

是 Ｄ １ 
＋核 心 区 Ｉ Ｉ

—Ｄ ３—Ｄ２（ 图 ３
－

１ ０ 中 ａ—ｃ—ｆ—ｈ ） ，
二 是 Ｄ １ ＋核 心 区

Ｉ Ｉ—Ｄ３
－

ａ—Ｄ ３
－ｂ＋Ｄ２（ 图３

－

１ ０中ａ—ｃ—ｄ—ｈ ） 。

其 中 也有个别 ｃ—ｄ 的打开长度与理论计算结果相 比偏大 （ ９ ． ３ ６ｎｍｖ ｓ ．

８ ． １ ３ ｎｍ ） ， 我们推测这是因为 Ｄ ３
－

ｂ 双螺旋起始段结合力相对较弱 （ 图 ３
－

１ ０ 中

Ｄ ３
－ｂ 中红色方框部分 ） ， 在拉伸过程中有

一

定几率随 Ｄ ３
－

ａ

—

起被打开 。

还有两种方式 比例较小 ， 是直接从核心 区域开始打开的途径 ， 分别对应于

ｂ
—

＞
－

ｃ
—

＞ｄ
—

＞ｈ 和 ｂ
— 过程 。此时 自 抑制莖环的 Ｄ １ 莲环处于 自 然打开状态 ，

光镊力直接作用到 自抑制茎环的核心部分 。 考虑到 Ｄ １ 茎环本身结合强度较弱

（ 小于 １ ０
ｐ
Ｎ ） ， 这种现象是很有可能 出现的 。 同时这

一

现象在 自抑制茎环 ＡＦＭ

三维形貌图 中也有佐证 ， 说明这可能是 自 抑制茎环的
一

种存在方式 。

在含有镁离子的拉伸实验中 ， ｒｐｏＳＲＮＡ 自 抑制茎环主要存在三种打开路

径 ， 分别为 ： Ｄ １ ＋核心 区 Ｉ Ｉ—Ｄ３—Ｄ２（ 图 ３
－

１ ０ 中 ａ—ｃ— ｆ＾ｈ ）
；Ｄ １ ＋核心 区

Ｉ Ｉ—Ｄ２—Ｄ３（ 图３
－

１ ０中ａ—ｃ
－

＞ｅ—ｈ ） 以及Ｄ １ ＋核心区Ｉ Ｉ—Ｄ ３ －ａ—Ｄ２＋Ｄ ３
－ｂ（ 图

３ －

１ ０中ａ
—

＊
？

＜：
—ｄ

—

＞ｈ ） 。

与没有镁离子的情况相 同 ， 绝大多数拉伸 曲线第
一

次打开都是同时打开 了

５ １
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Ｄ １ 和 ｔｈｒｅｅ －ｗａｙ
－

ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎ 的核心部分 【

１ ２５
］

； 不同的是 ， 自抑制莖环的打开途径增

加 了ａ—ｃ—ｅ—ｈ 这一种 ， 由此推测镁离子改变了Ｄ２ 和 Ｄ３ 茎环间的相对强度 ，

从而使 Ｄ２ 有
一

定概率先于 Ｄ３ 打开 。

综上 ， 镁离子的存在增强了 自抑制茎环 内相互作用 ， 使得打开结构所需外

力增加 。 这导致部分 自抑制茎环结构在最大拉力 （ ３ ０
ｐＮ ） 下仍然没能被全部打

开 ， 同时第
一

次打开所需外力也从不含镁离子的 ７ ． ５
ｐ
Ｎ 增大为 １ １

ＰＮ 。 此外 ，

含有镁离子的
“

力 －伸展
”

曲线更加复杂 ， 尤其体现在 ａ—ｃ 的过程中 ， 实验测

得的打开长度明显小于通过二级结构计算出来的长度 。 我们认为造成这
一

现象

的原因是 Ｄ １ 茎环中存在比较薄弱区域 （ 图 ３
－

１ ０ 中红色方框内 ） ， 这个区域在第

一

个锯齿结构 出现前就已经打开了 。

我们的分析方法可以精确地得到每
一

条拉伸 ／回复 曲线对应的打开路径 ， 为

计算 自抑制茎环局部结构 自 由能奠定 了基础 。

３ ． ３ ． ３ 蠕虫链模型

人们研宄聚合物物理性质时 ， 提出 了用蠕虫链 （Ｗｏｒｍ－

ｌ ｉｋｅＣｈａ ｉｎ
，ＷＬＣ ）

模型描述半柔性聚合物行为 ＤＷ
。 该模型将柔性聚合物看成多个片段 ， 每个片段

是刚性的并指向 同样的方向 ： 但驻留长度 （ Ｐｅｒｓ ｉｓｔｅｎｃｅＬｅｎｇｔｈ ，ＰＬ ）
—

般远小

于分子链长度 ， 这代表整个分子链表现出较强的柔性 。ＷＬＣ 模型是 Ｋｒａｔｋｙ

Ｐｏｒｏｄ

模型的连续化版本 。

ＷＬＣ 模型假想了
一

个连续柔性连接的各向 同性的杆 ， 不同于 自 由连接链模

型中离散的 自 由铰链 ， 该模型适用于描述较硬的聚合物 。 在室温下 ， 聚合物呈

平滑的弯 曲构象 ， 连续的片段表现出协同性 ， 即相邻片段方向大致对齐 。 在 Ｔ＝０

Ｋ 时 ， 聚合物呈刚性棒状构象 。

假设
一

个分子链总长度为马 ， 分子链的路径为 ５ £
（
０

，心 ）
。 令 ？

（
ｓ
）
为分子链

的单位切 向量 ， ？⑴ 为分子链的位置 向量 ， 于是有 ｒ
（
ｓ
）
＝＠

， 链的端到端距
ｄｓ

离为 云 ＝

Ｊ＾
？
（
ｓ
）
ｄｓ ， 链弯 曲相关的能量为 ：

￡ 
＝劉电 （

３ ． １
）

其中 户 为分子链的驻留长度 ， ｔ为玻尔兹曼常数 ， ｒ为绝对温度 。 在有限

的温度下 ， 温度的涨落会导致分子链产生
一

个随机的弯 曲 ， 所以分子链的端到

５２
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端长度是明显小于链总长度＆ 的 。 于是可进
一

步计算分子链的方向相关函数 ，

该函数随着衰变常数 １ ／Ｐ 成指数形式衰减 ：

〈

？
（
ｓ
） 

？

Ｆ
（
Ｏ
）
〉

＝

〈
ｃｏｓ

阶） 〉

＝ 疒＇ （
３ ．２

）

还可以得到
一

个非常有用的参数 ， 即均方端到端距离 ：

（

Ｒ
２

）

＝

（

Ｒ ． Ｒ
）

＝

＾
ｔ
（
ｓ
）
ｄｓｐ （

ｓ

＇

ｗ
） （

３ ３
）

＇

＝

｛〇

＾

 （

ｔ
（
ｓ
）

－

ｔ
（
ｓ

＇

）
）

ｄｓ
，

＝ｄｓ
ｊ＾ 

ｅ
＾Ａ ＇Ｐ

ｄｓ
＇

，

｛

Ｒ
２

） 

＝
２ＰｌＳ ＼

－

＾
－

（

＼
－

ｅ

－

Ｉ
－

ｌｐ

）
＼

ｉ （
３ ．４

）

ＬＡ ）＿

从公式 （
３ ．４

）可以看出 ， 当 马 》 尸 时 ， 得到 ＝ ， 表明在 ＷＬＣ 模型

中 Ｋｕｈｎ 距离的长度是驻留长度两倍 ： 当 时 ， 得到
＜

炉
＞ 

＝＆
２

， 分子链表

现如同刚性杆 。 图 ３
－

１ １ 中 曲线表示随着分子驻留长度的增大 ， 分子链从柔性向

刚性转化的过程 。

２４６６２４６８ ２４６８

ｏ ．ｏｉ 〇 ．ｉｐ／Ｌ 〇
ｉ ｉ〇

困 ３－ １１ 分子链的柔性向刚性过度曲线．

图 中横坐标为驻留长度除以分子链总长度 ， 纵坐标为均方端到端距离除 以分子链

总长度的平方 。

进
一

步需要研宄分子链在外力作用下的行为 。 在外力下 ， 分子链被拉直 ，

热涨落变小 ， 分子链的熵也随之减小 ， 所以我们可以通过分子链总能量的方式

进行研宄 ：

５３




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

Ｈ
＝

Ｈ
ｅ＾

＋Ｈ
＾
＾－ ｋ＾ Ｐ －

［
＾^

ｄｓ － ＸＦ
， （

３ ． ５
）

这里分子链的轮廓长度为 Ｚ
。

， 驻留长度为 Ｐ ， 分子链的伸长为 ｊｃ ， 外力为 Ｆ 。

根据这个特性可以得到
一

个近似的
“

力 －伸展
”

差值公式 ：

ＦＰ ｉ
ｆ ，ｘ Ｙ １ｘ

ｋ
Ｂ
Ｔ４

＾Ｌ
， ）４Ｌ

０

该公式是简单的低阶近似形式 ， 虽然存在约 １ ５％的相对误差 ， 但使用起来

比较方便 。 因此我们使用它进行 ＲＮＡ 分子力谱拟合 ， 该公式也就是被人熟知的

Ｍａｒｋｏ－Ｓ ｉｇｇ ｉａＷＬＣ 模型
“

力 －伸展
”

公式 。

然而该模型在写能量公式时忽略了焓的贡献 ， 因此只适用于约 ０ ． １
？

５
ｐ
Ｎ 的

外力范围 。 为 了满足 ５ ｐＮ 以上外力情况的使用 ， 然后人们提出 了ＷＬＣ 的修正

模型 ， 即 Ｍｏｄ ｉｆｉｅｄＭａｒｋｏ－Ｓ ｉｇｇ
ｉａ ＷＬＣ 模型 。 该模型考虑焓的贡献 ， 并引入分子

链弹性模量尤
。

， 使ＷＬＣ模型外力适用范围扩展至约 ０ ． １
￣

５０
ｐＮ 的区间 。Ｍｏｄ ｉｆｉｅｄ

Ｍａｒｋｏ－Ｓ ｉｇｇ ｉａＷＬＣ 模型的
“

力 －伸展
”

公式如下 ：

ＦＰ ｉ
ｆ ，ｘＦ ＼

２

１ｘＦ

ｋ
Ｂ
ｒ４

｛Ｌ
，Ｋｊ４Ｌ

，Ｋ０

３ ． ３ ． ４ａｔｊｏＳＲＮＡ 的蠕虫链模型拟合

我们使用的分子链符合 ＷＬＣ 模型所描述的半柔性分子链模型 ， 然而实验 ．

中 的分子链更为复杂 。 首先分子链中间 ８７ 个核苷酸的 自抑制莲环结构在没有外

力的情况下会 自 行折叠 ， 在外力足够大时去折叠成为
一

段约 ５ １ｎｍ 长的单链

ＲＮＡ（ ｓｓＲＮＡ ） 。 其次分子两端都是 ＤＮＡ －ＲＮＡ 杂交手柄 ， 为双链结构 。 双链分

子链与单链分子链均有 自 己的驻留长度与分子弹性模量 ， 并且单链与双链的参

数相差较大 ， 所以需要将双链手柄和单链 ＲＮＡ 分开计算 。

中间的 ＲＮＡ 单链长度非常短 ， 它的弹性对整个链伸长贡献不大 ， 且拟合参

数过多不利于拟合稳定性 ， 因此我们使用 Ｍａｒｋｏ－Ｓ ｉｇｇ ｉａＷＬＣ 模型来描述这
一

段 。 根据 Ｂｕｓｔａｍｅｎｔｅｅ 等人的工作 ， ＫＮＡ 单链
一

个核苷酸的长度约为 ０ ．５９ ｎｍ ，

８７ 个核苷酸的分子链长度约为 ５ １ ． ３ ３ｎｍ ， 即轮廓长度 ， 驻留长度需要拟合得到 。

在拟合得到驻留长度后 ， 通过公式 （
３ ．６

）能计算出在外力 Ｆ 下的 ＲＮＡ 分子

链长度 Ｘ ， 进
一

步得到在该外力下每个核苷酸的平均长度 。 例如在不含有镁离

子情况下 ａ—ｃ 的打开过程中 ， 平均外力在 ７ ． ５
ｐＮ 左右 ， 从而得到每个核苷酸长

５４





第 ３ 章 光镊研究 ｒｐｏＳＲＮＡ 自抑制茎环结构
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度约为 ０ ． ３ ６ｎｍ ， 同时 ａ—ｃ 过程中增加 了
一

个双螺旋末端 ， 因此打开的总长度

为 ０ ． ３ ６ ｎｍ
＊
３２＋２ ｎｍ

＝

１ ３ ． ５２ ｎｍ 。 表 ３
－

１ 、 ３
－２ 、 ３

－

３ 中 的理论打开长度可如此计算

得到 。

将两段 ＤＮＡ －ＲＮＡ 杂交手柄合并处理 ， 两段手柄的总长度约为 ２９６ ｎｍ ， 是

分子链 中较长的部分 ， 使用 Ｍｏｄ ｉｆｉｅｄＭａｒｋｏ － Ｓ ｉ

ｇｇ
ｉａ ＷＬＣ 模型进行拟合 。 在这个

模型下 ， 需要拟合的参数有驻留长度和分子弹性模量 。 整个分子链在外力作用

下伸长的长度等于单链 ＲＮＡ 与 ＤＮＡ－ＲＮＡ 杂交手柄伸长之和 ：

ｘ
，〇 ，ａｌ 

ｉ
Ｆ

）

＝
ｘ

ｓｓＢＮＡ 

｛
Ｆ

） 

＋ ｘ
ｈａｎｄｌｅ 

（
Ｆ

） （
３ ． ８

）

为 了得到公式中 的诸多参数 ， 需要选 出数据 曲线 中 ＤＮＡ－ＲＮＡ 杂交手柄拉

伸 的 曲线 ， 如 图 ３ －

１ ２ （ ａ ） 中 的绿色数据点所示 ， 对其进行 Ｍｏｄ ｉ ｆｉ ｅｄ Ｍａｒｋｏ －Ｓ ｉ

ｇｇ
ｉ ａ

ＷＬＣ 模型拟合 ， 得到 曲线的驻留长度 、 弹性模量和拉伸距离偏移量 Ａｘ 。 引入

拉伸距离偏移量是因为实际拉伸并不是从分子长度为 ０ 的点开始 ， 同时也不知

道开始拉伸时分子的长度 ， 所 以拉伸 的绝对起始位置需要通过拟合得到 。 拟合

后的 曲线如 图 ３
－

１ ２（ ａ ） 中 的蓝色 曲线所示 。 进
一

步需要知道 ８ ７ｎ ｔ 自抑制茎环

结构完全打开后单链 ＲＮＡ 的驻留长度 ， 为此使用 自 抑制茎环结构完全打开后的

数据点减去对应外力下手柄拟合 曲线的数据点 ， 得到单链 ＲＮＡ 在外力拉伸下的

“

力 －伸展
”

曲线 ， 如 图 ３
－

１ ２（ ｂ ） 中数据所示 ， 其 中红色 曲线为单链 ＲＮＡ 拉伸

拟合 曲线 。 通过拟合得到单链 ＲＮＡ 的驻留长度后 ， 便可 以写 出完整的公式 （
３ ． ８

）
，

从而得到 图 ３ －

１ ２（ ａ ） 中 的红色拟合 曲线 ， 可见拟合效果 良好 。

加ＲｅｘＳ ｉｍｐ ｌ ｅ ｌ ８０ ３ １ ８
－

１ ５３ １ 

－６ ， ｌｖｍ（
Ｋ

）
＇ｆ—

ＷＶ ．Ｃ 
Ｈａｎ ？ｓ ？

  ＷＬＣ  Ｆ ｕＢ ／ ？

＊

／ ；

２ ６

？＾ｆ ２ ５
－

 ．

．

乂ｆ

．

？ １ ５
…一 ．

／Ｉ
２０

－？

８ ／嚴
？

／ ８

” 芝
１ ５

１ 。

＇，
’？

Ｊ
 ５

 ； 

２ ００２２０２４０２６０２ ８０３００ ３２０３４０ ＾ ５ ３０ ３ ５ ４ ０ ４ ５

Ｅｘｔｅｎｓ ｉｏ ｎ
 （

ｕｍ
） Ｅ ｘ ｔｅ ｎ ｓ ｉ ｏ ｎ

 （
ｎｍ

）

图 ３ －

１ ２ 整个分子
“

力 －伸展
”

曲线及拟合曲线与单链 ＲＮＡ 拉伸 曲线及拟合曲线 ？

图
（
ａ

）
中横坐标为拉伸距离 ， 纵坐标为分子上的外力 ， 其中绿色点为拉伸 ／回复手柄

的数据点 ， 黄色为拉伸整个分子的数据点 ， 紫色为 回复整个分子 的数据点 ， 蓝色 曲线

为拉伸 ／回复手柄的拟合 曲线 ， 红色 曲线为 自抑制茎环结构完全打开后整个分子的拉伸

拟合 曲线 。 图 （
ｂ

）为仅 中 间 ８ ７ 个核苷酸单链 ＲＮＡ 的拉伸 曲线 。

５ ５
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３ ．４ｒｐｏ＾ ＲＮＡ 自抑制莖环折叠 自 由能

通过对 自抑制茎环打开路径的统计与分析 ， 加上蠕虫链模型对
“

力 －伸展
”

曲线的拟合 ， 进
一

步可 以计算 自抑制茎环折叠 自 由能的大小 ， 有助于更加直观

地 了解这段结构 ， 方便将 自 抑制茎环结构与其他 己知结构进行 比对 ， 让我们对

其有更深刻的认识 。

３ ．４ ．１ＭＦｏ ｌ ｄ 预测 自抑制茎环折叠 自 由能

我们用 ＭＦｏ ｌｄ 软件预测 了 自抑制茎环 ８７ 核苷酸序列折叠的 自 由 能 ， 表 ３
－４

详细展示 了软件对每个核酸对 、 双螺旋结构与成环结构 自 由能 的预测 ， ＭＦｏ ｌ ｄ

预测打开整个 自 抑制茎环结构需要 １ ５ ８ ． ６ｋＪ／ｍｏ ｌ 的能量 。 ＭＦ ｌｏｄ 对于 自 由能的

预测存在局限性 ， 首先是无法预测存在二价离子 （ 本实验是镁离子 ） 情况下的

折叠 自 由能 ， 这意味着无法研宄二价离子对于折叠的影响 ， 然而二价离子对于

ＤＮＡ 的分子骨架 、 ＲＮＡ 的空间结构都有较大影响 。 其次是 ＭＦ ｌｏｄ 软件对于
一

些复杂 的成环结构难 以给出准确的能量预测 ， 比如 ｔｈｒｅｅ
－ｗａｙ

－

ｊ
ｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎ 的核心结

构 。 综上 ， ＭＦｏ ｌｄ 软件对于 自 由能的预测可 以作为参考 ， 但并非严格真实 的折

叠 自 由 能大小 。

表 ３－４ ：ＭＦ ｌｏｄ 软件对于 自抑制莖环结构折叠 自 由能预测

结构元素自 由能 （
ｋｃａ ｌ／ｍ ｏ ｌ

）


信息


Ｓ ｔａｃｋ－

１ ． １ ２Ｅｘｔｅ ｒｎａ ｌｃ ｌｏ ｓ ｉｎｇｐａ
ｉ ｒ ｉ ｓＡ ｉ

－Ｕ ８ ７

Ｓ ｔａｃｋ
－

１ ． ５ ５


Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌｏ ｓ ｉｎｇｐａ ｉ ｒ ｉ ｓＵ ２
－Ｇ ８ ６

Ｓ ｔａｃｋ－

３ ． ２６Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌｏ ｓ ｉｎｇｐａ
ｉ ｒ ｉ ｓＣ ３

－Ｇ ８ ５

Ｓｔａｃｋ－２ ．２３Ｅｘｔｅ ｒｎａ ｌｃ ｌｏ ｓ ｉｎｇｐａ ｉ ｒ ｉ ｓＣ ４
－Ｇ ８４

Ｓ ｔａｃｋ
－２ ．４ １



Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌｏ ｓ ｉｎ
ｇｐａ

ｉｒ ｉ ｓＧ ５
－Ｃ ８ ３

Ｈｅ ｌ ｉｘ
－

１ ０ ． ５ ７


６ｂａｓｅ
ｐａ

ｉｒｓ ．



Ｉｎ ｔｅｒ ｉｏｒ ｌｏｏｐ


１ ． ８ ８


Ｅｘｔｅ ｒｎａ ｌｃ ｌｏ ｓ ｉｎ
ｇｐ

ａ ｉｒ ｉ ｓＵ ６
－Ａ ８ ２

Ｓ ｔａｃｋ－

３ ．２６Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌｏｓ ｉｎｇｐａ ｉ ｒ ｉ ｓＣ １ ０
－Ｇ ７７

Ｈｅ ｌ ｉｘ


－

３ ． ２６


２ｂａ ｓｅ
ｐａｉｒｓ ．



、 ， ，
．

， ， ， ，Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌ ｏｓ ｉｎｇｐａ ｉｒ ｉ ｓＣ ｉ 卜Ｇ ７６

Ｍｕ ｌＵ －ｂｏ
ｐ ４ ． ３ １

 ９ｓｓｂａｓｅ ｓ＆３ｃ ｌｏ ｓ ｉｎｇ
ｈｅ ｌ ｉｃｅ ｓ ．

Ｓ ｔａｃｋ－

１ ． ５ ５Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌｏｓ ｉｎｇｐａ ｉ ｒ ｉ ｓＧ４ １

－Ｃ ７ ３

Ｓ ｔａｃｋ


－２ ． ３ ９


Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌｏ ｓ ｉｎ
ｇｐａ

ｉｒ ｉ ｓＧ ４２
－Ｕ ７２

Ｓ ｔａｃｋ


－２ ．２３


Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌ ｏｓ ｉｎｇｐａ ｉｒ ｉ ｓＣ４ ３
－Ｇ ７ １

Ｓ ｔａｃｋ
－

３ ．２６


Ｅｘｔｅｒｎａ ｌｃ ｌ ｏｓ ｉｎｇｐａ ｉｒ  ｉ ｓＧ４４
－Ｃ ７０

Ｓ ｔａｃｋ


－２ ．７３

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３ ． ４ ． ２
“

力－伸展
”

曲线计算自抑制茎环折叠自 由能

为了计算 ＲＮＡ 自抑制茎环打开所需要的 自 由能 ， 先需要计算在拉伸

过程中外力做功和 回复过程中外力做的负功 。 在拉伸过程中 ， 当外力达到
一

定

值后 ， 会打开 自抑制茎环中的结构 。 外力做的功主要包含两部分 ，

一

是打开 自

抑制茎环结构所做的功 ， 为 自抑制茎环折叠 自 由能 ；
二是拉伸整个分子链所做

的功 。 整个分子拥有
一

定弹性 ， 外力拉伸会使其伸长 ， 外力做功会转化为弹性

势能存储在其中 。 其中主要包含有拉伸 ＤＮＡ－ＲＮＡ 杂交手柄做功 和拉伸

单链 ＲＮＡ 做功 由此得到在准静态拉伸过程与忽略耗散的情况下 ， 自抑

制茎环结构 自 由能 Ｇ
，

＝

％ ， 其中 ％为拉伸过程中外力做的总功 。

同理分析回复过程可以得到 Ｇ＋－

％ ， 其中 ％ 为回复过程中外力

所做负功 。 因为外力方向与分子链末端运动方向相反 ， 所 ％ 和％

三者均为负值 。

外力做功计算通过对
“

力 －伸展
”

曲线进行数字积分得到 。 为了使计算的做

功尽量准确 ， 我们对每
一

个实验所甩微球进赶ＸｆｉＬ率谱ｇ定＾ 计算出光镊的刚

度 ， 减小微球大小不均
一

对实验的影响 。 进
一

步考虑到
一

次拉伸与 回复过程中 ，

拉伸过程的终止点应该与回复过程的终止点是同
一

个点 ， 利用公式 （
３ ．８

）计算出

５７
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

在拉伸外力最大处对应的拟合 曲线数据点作为拉伸终止点与 回复起始点 ， 这样

可以减少起始点在实验中受到受限布朗运动 引起的位置涨落影响 。 通过对整条

采集到的拉伸 曲线进行数字积分便可以得到在整个过程中外力所做的功

与 的计算通过对 ＤＮＡ－ＲＮＡ 杂交手柄拟合 曲线与单链 ＲＮＡ拟合曲线进行

数字积分实现 ， 具体的拟合方法见 ３ ．３ ．４ 节 。

通过采集到的
“

力 －伸展
”

曲线 ， 计算拉伸过程外力做功与 回复过程外力做

的负功 。 如果将拉伸与回复过程都视为准静态过程 ， 二者应都等于 自抑制茎环

折叠的 自 由能 。 然而实际上拉伸／回复中会存在耗散与涨落 ， 拉伸打开 自抑制茎

环结构所做的功略大于 自抑制茎环折叠的 自 由能 ， 而回复过程外力所做的负功

小于 自抑制茎环折叠的 自 由能 。 根据 ＧａｖｉｎＣｒｏｏｋｓ 发展的理论 【
１ ２７

，
１ ２８

］

， 即使拉

伸 ／回复过程与平衡态相距甚远 ， 外力做功与生物分子 自 由能变化之间仍然存在

如下的关系 ：

（
（

ｌ ＋ ｅｘｐ＾ ＋ Ｃ
｝ ）

－

１

）

ｅ
＾Ｇ

＝

）
＾ ｅ

ｃ

， （
３ ．９

）

（
（

ｌ ＋ ｅｘｐ ｛＾
－Ｃ

｝ ）

＿

^

糾 ＃ 

＝

六 ’ 以夕卜獅好翻 Ｉ力 （娜峨 ＩＥ ’ 隨＃細 ，

分子 自 由能改变 ， 下标 ｓ 和 ｒ 分别对应于 自抑制茎环打开与回复的过程 。 公式

中 Ｃ 

＝ ｌｎ
（
；ｉ

ｓ

／  ；〇 ， 其中 和 ＆ 分别是 自抑制茎环结构打开和回复的样本

数量 。 将计算得到的 ６ 与６（外界对 自抑制茎环的做功 ， 相当于 灰 ） ， 带入公

式 （
３ ．９

）就能得到 自抑制茎环折叠的 自 由能 ＡＧ 。

在不含镁离子条件下 ， 测量得到拉伸过程 自 由能为 １ ７６ ．２ ｋＪ／ｍｏ ｌ ， 回复过程

自 由能为 １ ６２ ． ８ ｋＪ／ｍｏ ｌ ， 拉伸 曲线计算的 自 由能略大于回复过程的 自 由能 ， 与考

虑过程中能量耗散后的结论
一

致 。 根据公式 （
３ ．９

）得到无镁离子情况下 ｒ
／
ｗＳ ＲＮＡ

自抑制茎环结构 自 由能为 １ ６９ ．９ｋＪ／ｍｏ ｌ ， 略大于 ＭＦｏ ｌｄ 软件预测 （ １ ５９ ． １ｋＪ／ｍｏ ｌ ） ，

可能是因为在 ＭＦｏ ｌｄ 软件中无法计算 ｔｈｒｅｅ
－ｗａｙ

－

ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎ 核心结构的 自 由能 ， 导

致预测值偏小 。 在 １ ０ｍＭＭｇＣｈ浓度下拉伸与回复得到的 自 由能分别为 ２０６ ．２

ｋＪ／ｍｏ ｌ 与 １ ７５ ．０ｋＪ／ｍｏ ｌ ， 根据公式 （
３ ．９

）得到 自 由能为 １ ９０ ．４ｋＪ／ｍｏ ｌ ， 大于不含镁

离子的情况 ， 我们猜想是镁离子导致 ｔｈｒｅｅ－ｗａｙ
－

ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ 核心结构空间构象更加

紧密所致 。

５ ８
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

３ ．４ ．３ 自抑制垄环局部结构 自 由能计算

根据前文对 自抑制茎环打开路径的分析 ， 我们把
“

力 －伸展
”

曲线中每
一

个

锯齿结构与 自抑制茎环二级结构对应起来 。 进
一

步计算出
“

力 －伸展
”

曲线上每

一

个 自抑制茎环局部结构打开或关闭过程中外界的做功 ， 并利用 公式 （
３ ．９

）计算

得到 自抑制茎环局部结构的 自 由能 。

选取 自抑制茎环中两个较稳定结构 （ 图 ３
－

１ ０ 中 Ｄ２ 和 Ｄ３
－ａ ） ， 统计打开／回

复过程做功并计算对应的 自 由能 ， 再与理论预测值进行比较 ， 结果如表 ３ －５ 所

示 。 实验测得的 Ｄ２ 与 Ｄ３ －

ａ 结构吉布斯 自 由能与理论预测值接近 ， 这说明光镊

能精确地测量出 ＲＮＡ 折叠的 自 由能 。

表 ３－５ ： 无供离子时自抑Ｎ斜局部结构的 自 由齙

莖环力 （ ｐＮ ）长度 （ ｎｍ ）自 由能 （ ｋＪ／ｍｏ ｌｅ ）ｍｆｏ ｌｄ 预测结果 （ ｋＪ／ｍ ｏ ｌｅ ）

Ｄ３ －

ａ１ １ ． ７４± ０．４９８ ．８６ ± １ ．６１


４８３


５ １ ．６１


Ｄ２１６ ． ７ １ 
＋

１ ．２６８ ．９２ ＋ ０ ．８５


５
＾

１



５１ ． １９


３ ．５ 镁离子对 ／＾ ＲＮＡ 自抑制茎环的影响

通过实验数据处理与分析 ， 统计出 ｒ
／
ｗ＾ ＲＮＡ 自抑制茎环分为 １

￣４ 次打开。

通过计算外力做功得到 自抑制茎环折叠的 自 由能 。 对比有无镁离子条件 ， 总结

出 镁 离 子 改 变 了 自 抑 制 茎 环 的 空 间 结 构 ， 从 而 使 自 抑 制 茎 环 的

ｔｈｒｅｅ－ｗａｙ
－

ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ 核心部分结合更加紧密 。 Ｘ 射线小角散射结果与 ＡＦＭ 结果也

支持了该观点 ， 证明镁离子会影响 ｒｏ
／
＾ ＲＮＡ ５

’

ＵＴＲ 的生物学功能 。

３ ．５ ．１ 小角 Ｘ 射线散射结果 （生物合作 ）

小角 Ｘ 射线散射 （ ＳＡＸＳ ） 是指当 Ｘ 射线透过试样时 ， 在靠近原光束 ２
°

￣

５

°

小角度范围 内发生的散射现象 。 小角 Ｘ 射线散射因可以方便地给出生物大

分子轮廓信息而被广泛应用于生物大分子研宄 。 通过小角 Ｘ 射线散射研宄 ｒｐｏＳ

ＲＮＡ 自抑制茎环空间轮廓及在镁离子条件下外形的变化 ， 有助于佐证光镊得到

“

镁离子改变了 自抑制茎环空间结构
”

的结论 。

小角 Ｘ 射线散射实验用 的是上海国家蛋 白质科学中心 （
ＮＣＰＳＳ

）的 ＢＬ １ ９Ｕ２

光束 ， Ｘ 射线波长为 ０ ． １ ０３３ｎｍ 。 实验采集的数据按照标准程序在 ＡＴＳＡＳ 软件

包中进行分析 。 扣除缓冲散射后 ， 利用 ＰＲＩＭＵＳ 对不同浓度的数据曲线进行缩

放合并 。 然后使用 ＧＮＯＭ 估计 ＲＮＡ 的粒子最大尺寸 （ Ｄ
胃

） 、 真实空间 Ｒ
ｇ

，

５ ９
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并计算核苷酸对距离分布函数 （ ＰＤＤＦ ） 。 将 自抑制茎环预测 的模型 （ ２０ 种 ） 与

实验采集到的数据进行匹配计算 ， 找到最合适的模型后使用 ＶＭＤ 将其展示 出

来 ， 结果如图 ３
－

１ ３Ｃ 所示 ， 自抑制茎环的结构在有镁和无镁环境有 明显 区别 。

ａｒｒ ｂ


—  ２ ｒａＭ Ｍ
ｇ
２ ＾ 广

＇

、

？
— ２ ｍＭ

１ ＆

厂
■

Ｘ ／


 ０ ０ ＾

￣？
￣￣￣￣  




０ ． ０００ ０ ００ １ ０ ． ００ ． １０ ．２０ ．３０ ．
４０ ５

ｑ

２

 ｑ ． Ａ ｈ

Ｊ１
^

＞１ｃ
图 ３ －

１ ３ＲＮＡ 自抑制茎环的小角 Ｘ 射线散射结果 。

Ａ 图为 ｒｐｏ＾ ＲＮＡ 自抑制茎环区域的小角 Ｘ 射线散射 曲线 ， 图 中 圆 圈为采集数据

点 ， 曲线为数据线性拟合 曲线 。 Ｂ 图为 印ｏＳ ＲＮＡ 自抑制茎环的 Ｋｒａ ｔｋｙ 图 。 Ｃ 图为 ｒ
／
ｗＳ

ＲＮＡ 自抑制茎环在有无镁离子环境中形态上的对 比 ， 其 中蓝色模型为不含镁离子溶液

中结果 ， 红色模型为含有镁离子溶液 中结果 。

通过 Ｄａｍｍ ｉｎ 计算的 Ａｂ ｉｎ ｉ ｔ ｉ ｏ 模型显示 ， ｒｐｏＳＲＮＡ 自抑制茎环呈现典型的

ｔｈｒｅｅ
－ｗａｙ ｊ

ｕｎｃｔ ｉｏｎ 拓扑学结构 ， 在没有镁离子的情况下形成 了
一

个斜的
“

Ｔ
”

字

形整体结构 ， 表明该 ＲＮＡ 片段形成 了稳定的三维折叠 。

利用 ＲＮＡ 三级结构预测软件 Ｍｃ
－

ｓｙｍ 对该 自抑制茎环结构进行大量结构

预测 ， 并使用 实验小角 曲线对这些预测结构的理论小角 曲线进行筛选 ， 得到与

实验 曲线最为相符的外形结构如图 ３
－

１ ３Ｃ 所示 。 当溶液中含有镁离子时 ， ＲＮＡ

的构象变得更加紧凑 ， 同时两个短双链之间 的空间取 向发生 了变化 ， 由
“

Ｔ
”

构

型趋于
“

Ｙ
”

构型 ， 这种变化通过小角 Ｘ 射线散射测量得到的参数粒子最大尺

寸 与 真实空 间 Ｒ
ｇ 也能分析得到 。 这

一

实验结 果提示我们 ， 镁离子导

ｔｈｒｅｅ －ｗａｙ
－

ｊ
ｕｎ ｃｔ ｉｏｎ 核心结构结合强度变化 ， 从而改变 了两个双螺旋的取向 。

６０
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图 ３ －

１ ４ｒ
／
ｗＳＲＮＡ 的空间结构与立体形貌 。

Ａ －Ｃ 为小角散射实验结果 ， 深蓝色为无镁离子 ， 红色为有镁离子 。 Ａ 图为 ＲＮＡ

自 抑制茎环的
一

维散射 曲线 ， Ｂ 图为核酸对距离分布 函数 （ ＰＤＤＦ ） 曲线 。 Ｃ 为通过

Ｄａｍｍ ｉｎ 计算的 Ａｂ ｉｎ ｉ ｔ ｉｏｒｐｏＳＲＮＡ 自抑制莲环的立体模型 。 Ｄ 和 Ｅ 为 ＡＦＭ 采集到的

ｒｐｏＳＲＮＡ 自抑制茎环立体形貌 ， 灰色虚线所示突起脊梁 ， 红色虚线所示末端分叉 。

ＡＦＭ 扫描范 围 １ Ｘ １
ｐｍ

２

， 扫描频率 ０ ． ９ ８Ｈｚ ， 分辨率为 ５ １ ２ Ｘ ５ １ ２ 像素 。

３ ．５ ．２ 原子力显微镜结果

用 原子力显微镜 （ Ａ ｔｏｍ ｉｃＦｏｒｃｅＭ ｉｃ ｒｏ ｓｃｏｐｙ ，ＡＦＭ ） 观察折叠后 自 抑制莖

环的外形 ， 与光镊实验结果互相 印证 。 原子力显微镜样品制作方法 ：

新鲜剥离的云母片 （ ＴｅｄＰｅ ｌ ｌ ａ
，４） ９ ． ９ｍｍ ） 用 １ ０ｎ ｌ ｌ Ｏｐｇ／ｍ ｌ 多聚赖氨酸

（ Ｓ ｉ

ｇ
ｍａ

－Ａ ｌ ｄ ｒ ｉ ｃｈ ） 处理 １ 分钟后用 ４００
ｐ ｉ 去离子水冲洗干净 ， 使用压缩空气吹

干 。 将转录得到的 ８ ７ 个核苷酸 ｒｐｏＳＲＮＡ 自抑制茎环用 ＨＫＥｂｕｆｆｅ ｒ（ ５ ０ｍＭ

ＨＥＰＥＳ ， ｌ ＯＯ ｍＭ ＫＣ ｌ ， １ｍＭ ＥＤＴＡ ， ｐＨ ７ ． ５ ） 稀释至约 １ｎｇ／
）

ｉ ｌ 。 取ｌ Ｏｐ ｌ自抑

制茎环溶液滴在经多 聚赖氨酸处理过的云母表面上 ， 孵育 １ 分钟后用 ４００ｐ 丨 去

离子水冲洗 。 缓风吹干表面后放入真空干燥器 ， 干燥约 ３ ０ 小时后观察 。

在ＡＦＭ（ Ｄ ｉｇ ｉ ｔａ ｌＩ ｎ ｓ ｔｒｕｍ ｅ ｎ ｔ
，Ｓａｎ ｔａＢ ａｒｂａｒａ

，
ＣＡ ） 显微镜下采集 图像 ， 显微

镜工作在轻敲模式 （ ｔａｐｐ
ｉｎｇｍ ｏｄｅ ） 下 ， 使 用 ７ ５ｋＨｚ 氣化桂探针 （

ＮＳＣ １ ８
，

Ｍ ｉ ｒｋｏＭａｓｃｈ
，
ＳａｎＪｏ ｓｅ

，ＣＡ ）
。 扫描范围为１Ｘ １ ｊ

ｉｍ
２

， 扫描频率０ ． ９ ８Ｈｚ ， 分辨率

５ １ ２ Ｘ ５ １ ２ 像素 。 成像结果如 图 ３
－

１ ４Ｄ￣Ｅ 所示 ， ＡＦＭ 图像也显示有 Ｙ 型拓扑结

构 。 图 ３
－

１ ４Ｅ 中分叉现象与光镊所观察到的 Ｄ １ 区域固有不稳定性相
一

致 。

６ １
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

３ ． ５ ． ３ 镁离子对 自 抑制茎环核心部分的影响

参考小角 Ｘ 射线散射结果与 ＡＦＭ 的实验结果 ， 在有镁和无镁的情况下 ，

ｔｈｒｅｅ
－ｗａｙｊ

ｕｎｃｔ ｉｏｎ 三个茎环的基本结构没有改变 。 根据小角散射结果 ， 镁离子

对 自抑制茎环结构的改变主要体现在 Ｄ １ 与 Ｄ２ 茎环之间夹角 的变化 ， 我们认为

这
一

形貌的改变与 自 抑制茎环核心部分相互作用强度直接相关 。

如 图 ３
－

１ ５ 所示 ， 有镁和无镁时 自 抑制茎环结构打开长度基本相 同 ， 说明镁

离子对核苷酸在三个茎环之间 的分布没有 明显的影响 ； 但镁离子 明显增加 了打

开该结构所需要的外力 ， 这与 Ｂ ｕｓｔａｍａｎ ｔａ 研宄结果是
一

致的 。

Ａ 丨ｍｐ 丨ｅ
＊

ｌ ８０３ ｌ ８
－

ｌ ４２２ － ４ ｌｖｍ
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Ｂ １ 〇ｍＭ Ｍｇ２＋ＤＲｅ ｘＳ ｉｍｐ ｌｅ ｌ
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ｆ
；＾ｌ０
：
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３

Ｓ ｔ ｒｅ ｔ ｃ ｈ ，ｎ
ｇ

＇

ｆｏ ｒｃｆ
ｆｐＮ）

１５＾

 ０ ３２０ ３４０ ３ ６０３８０ ４

Ｅｘｔｅｎｓ ｉｏｎ
 （
ｕｍ

）

图 ３ －

１ ５Ｍ
ｇＣｈ对自抑制茎环结构及力学特性的影响 ．

图 Ａ 为不含镁离子和图 Ｂ 为含有镁离子 自 抑制茎环打开长度 －打开外力统计分布 ；

其 中横坐标为打开 自 抑制茎环结构的外力 ， 纵坐标为打开 自 抑制茎环结构的长度 。 Ｃ

和 Ｄ 分别为含有 ／不含镁离子条件下 ， 低力 区 的典型
“

力 －伸展
”

曲线 。 红色曲线对应

Ｄ １ 和核心区
一

起打开的过程 ， 蓝色 曲线为 Ｄ １ 与核心区分别打开的过程 。

从图 ３
－

１ ５ 看 出 ， 自抑制茎环结构打开可以依据打开外力大小划分为低力和

高力两个区域 。 无镁时这两个区域分界并不明显 ， 但当环境中存在镁离子时 ，

高力 区和低力 区 明显分成两个部分 ， 而且高力 区 的分布相对较宽 。 结合 自 抑制

茎环结构打开路径分析可知 （增加 了ａ—ｃ— ｅ—ｈ 这
一

过程 ） ， 镁离子对三个茎

环具有不同的增强效果 ， 对 Ｄ １ 茎环的增强效果最弱 。 这使得低力 区和高力 区

的分别更加 明显 ， 高力 区 自抑制茎环打开力 的分布进
一

步变宽 。

实验 曲线显示 自抑制茎环首先在低力区存在
一

个打开过程 。 根据图 ３ －

１ ０ 的

路径分析 ， 该过程对应于 Ｄ １ 茎环和 自 抑制茎环核心的核心区域 。 根据 自抑制

６２
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

茎环被打开的长度呈现两种不同的类型 ，

一

种打开长度较长 ， 无镁时为 １ ２ｎｍ ，

有镁时为 １ ４ｎｍ ， 其长度值与 自抑制茎环 Ｄ １ 茎环和核心区域同时被打开的长度

变化相当 。 另
一

种打开长度只有 ６－７ｎｍ ， 并且有些曲线中低力区先后 出现两次

６－

７ｎｍ 的打开过程 ， 如图 ３
－

１ ５Ｄ 所示 。 通过与软件预测的二级结构进行比对 ，

我们认为长度变化较短的打开事件对应于 自抑制茎环核心区域被打开的过程 。

对所有核心区域被打开的事件进行统计 ， 利用 ３ ．４ ．３ 节中方法计算得到无镁

时该区域对应的吉布斯 自 由能为 １ ８ ．９ ｋＪ／ｍｏ ｌｅ ， 与实验测得的 自抑制茎环结构 自

由能减去 ＭＦ ｌｏｄ 预测的结构 自 由能 （ １ ７ ． １ ｋＪ／ｍｄｅ ） 差值相近 ， 说明这个数值很

有可能就是核心区域的 自 由能 。 当溶液中含有 ｌ Ｏ ｍＭ ＭｇＣｋ 时 ， 计算得到的 自

由能为 ４０ ． ８ｋＪ／ｍｏ ｌｅ ， 说明镁离子的存在增强 了核心部分内部相互作用 。

３ ． ５ ． ４ 镁离子对自抑制茎环的影响

加入镁离子后光镊测量到核心部分的 自 由能增加 了
一

倍 ， 我们认为这
一

变

化是 Ｄ １ 和 Ｄ２ 茎环轴线被弯折的主要原因 。 有研究显示 Ｄ２ 茎环的末端存在
一

个 Ｈｆ
ｑ蛋 白 的结合位点 ， 结合在这个位置的蛋 白会进

一

步招募 ｓＲＮＡ ， 帮助 ｓＲＮＡ

与 Ｄ １ 茎环相互作用 以释放 ＳＤ 区域 。 同时 Ｄ １ 内部相对较弱的相互作用起到类

似钥匙孔的作用 ， 为 ｓＲＮＡ 的介入提供最初的附着位点 。 我们认为镁离子导致

的结构弯折减小了Ｄ １ 和 Ｄ２ 之间夹角 ， 拉近了Ｄ １ 茎环与蛋 白招募来的小分子

ＲＮＡ 间 的距离 ， 帮助被招募到 Ｈｆｑ 蛋 白上的小分子 ＲＮＡ 与 Ｄ １ 茎环接触 （如

图 ３ －

１ ６Ｄ 所示 ） 并开启基因表达 。

小角 Ｘ 射线散射的结果也表明 ， 镁离子使 自抑制茎环核心部分变得更加紧

凑 ， Ｄ １ 和 Ｄ２ 两个茎环之间的角度减小约 ３０
°

， 如图 ３
－

１ ６Ａ －Ｂ 所示 。 这种改

变为招募 Ｈｆｑ 蛋 白提供了方便 ， Ｈｆ
ｑ 蛋 白六聚体通过侧面结合在 Ｄ２ 茎环末端 ，

使得 ｒ
／
ｗ＾ ＲＮＡ 与 ｓＲＮＡ 相结合。

６３
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

＾
。

年
ｓＲＮＡ飞ＲｐｏＳＲ ＮＡ幾

Ｈ ｆｑ

图 ３ －

１ ６ 镁离子改变 自抑制茎环结构对功能的影响 。

图 中 Ｄ ｌ
，Ｄ２ ，Ｄ３ 为 自抑制茎环的三个茎环 ， 箭头表示 Ｄ １ 和 Ｄ２ 茎环相对茎环

核心 区 Ｉ Ｉ 的方 向 ， 图 Ａ 和 Ｃ 无镁情形 ， Ｂ 和 Ｄ 有镁情形 。 Ａ 和 Ｂ 为根据小角 Ｘ 射线

散射结果构建的 自抑制茎环立体示意 图 ；
Ｃ 和 Ｄ 展示镁离子减小 了Ｄ １ 和 Ｄ２ 的夹角 ，

使得蛋 白招募到的 ｓＲＮＡ 与 Ｄ １ 茎环相接触的示意 图 。

ＲＮＡ 的结构与功能
一

直是生命科学研宄的热点 ， 由于技术手段的限制 ， 单

一

的研究方法通常只 能 了解到生物分子某些侧面的信息 。 本研宄在小角 Ｘ 射线

散射和 ＡＦＭ 提供 ｒ
／
ｗＳ ＲＮＡ 自 抑制茎环外形信息的基础上 ， 应用光镊技术有针

对性地进
一

步研宄 了 自 抑制茎环的精细结构 。 通过将测量得到的结构打开长度

同软件预测的二级结构相对照 ， 得到 了 自 抑制茎环的打开路径 。 并进
一

步计算

出 了精细结构打开所需 自 由 能 ， 帮助人们从 自 由 能角度理解镁离子对 自抑制茎

环结构的影响 。这种对 自抑制茎环结构与功能的分析方法可推广至其他 ＲＮＡ 结

构与功能研宄之中 。

３ ．６ 本章小结

本章研究将结构生物学 、 显微影像法和单分子定量测量技术结合起来 ， 鉴

于二价金属离子会明显改变核酸的分子结构 ， 分别在存在和不存在镁离子的情

况下对 ｒｐｏＳ ＲＮＡ 自 抑制茎环进行研宄 。 首先利用 ＳＡＸ Ｓ 计算模型和 ＡＦＭ 成像

法取得形貌特征 ， 然后利用光镊施加外力的方法从单分子层次剖析其结构 ， 定

量测量 自抑制茎环结构打开过程中 的精细过程与 自 由能 。 通过多种方法从不 同

的角度相互印证分析 ， 能更精准地认识 ＲＮＡ 自 抑制茎环结构及镁离子对

自抑制茎环结构的影响 ， 对进
一

步研宄 ｓＲＮＡ 与 Ｈ ｆ
ｑ 蛋 白 如何重启 ｗｐＳＲＮＡ

６４
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表达奠定 了基础 。
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第 ４章 光镊研究着丝粒相关蛋白

本章的研宄对象为着丝粒相关蛋 白 ＣＥＮＰ－Ｅ 、 ＣＥＮＰ －Ｔ 与 ＣＥＮＰＵＥＮＰ－Ｅ

是
一

种驱动蛋 白 ， 它能沿着微管进行行走 ， 帮助细胞在有丝分裂过程中将染色

体平均分配成两部分 。 用光镊研宄小分子抑制剂对 ＣＥＮＰ－Ｅ 的抑制机理 ， 有助

于将抑制剂应用于有丝分裂研宄与肿瘤化学治疗中 。 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 这两种蛋 白则

是构成动点的重要分子机器 ， 他们之间会相互作用并结合 ， 从而连接动点的 内

层与外层 。 借助光镊能从单分子水平上研宄磷酸化对 ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 蛋 白结合强度

的影响 ， 有助于人们理解细胞如何通过磷酸化等分子修饰来精细调控有丝分裂

过程 ， 确保遗传物质在两个子代细胞中精确分配 。

４ ．１ＣＥＮＰ
－

Ｅ 与其小分子抑制剂研究

人们对驱动蛋 白 －

１ 进行了近 ３０ 年的研宄 ， 对其了解深入 ， 但是作为驱动蛋

白家族的另
一

种驱动蛋 白一ＣＥＮＰ－Ｅ 人们所知还比较有限 ， 因此我们借助光

镊研宄了ＣＥＮＰ－Ｅ 在负载力下的行走行为 ， 得到 了ＣＥＮＰ －Ｅ 的动力学特性特性 ，

并与驱动蛋 白 －

１ 的动力学特性进行了对照 。 借助光镊测量 ＣＥＮＰ －Ｅ 动力学特性

的方法 ， 研宄了两种小分子抑制剂 ＧＳＫ 与 ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 的抑制效果 ， 并推测其制机

理 。

４ ． １ ． １ 样品制备与观察

为了研宄 ＣＥＮＰ－Ｅ 的运动特性 ， 需要纯化 ＣＥＮＰ－Ｅ 蛋 白和驱动蛋 白 －

１ 作为

实验对照 。 因为只保留 了蛋 白 Ｎ 端的功能区域 ， 共 ５６０ 个氨基酸 ， 所以将这种

驱动蛋 白 －

１ 记为 Ｋ５６０ 。 使用 的 ＣＥＮＰ－Ｅ 也并非全长的 ＣＥＮＰ－Ｅ 蛋 白 ， 只保留 了

它 Ｎ 端的功能区域 ， 共 ４７３ 个氨基酸 ， 后文依然记为 ＣＥＮＰ－Ｅ 。

Ｋ５６０ 与 ＣＥＮＰ－Ｅ 均 由大肠杆菌进行表达 ， 用 Ｎ ｉ
－ＮＴＡ 琼脂糖树脂方法进行

提纯 。 首先将离心后的细胞裂解液通过树脂柱 ， 用 Ｋ５６０／ＣＥＮＰ－Ｅ 尾部 Ｈ ｉｓ 标签

与镍的结合将蛋 白挂在树脂柱上 ， 其余分子则顺利通过树脂柱随缓冲液流出 。

用洗脱缓冲液 （ ｅ ｌｕｔ ｉｏｎｂｕｆｆｅｒ ，２５ｍＭ ｐ ｉｐｅｓ ｔ３ＱＱ ｍＭ ＫＣ ｌ ， ２００ｍＭ ｉｍ ｉｄａｚｏ ｌｅ ，

２ｍＭ ＭｇＣ ｌ ２ ，０ ． ５ｍＭＥＧＴＡ ） 将Ｋ５６０／ＣＥＮＰ－Ｅ 洗脱 、 用ＢＲＢ８０缓冲液 （
８０ｍＭ

Ｋ－Ｐ ｉｐ
ｅ ｓ ， ｌ ｍＭ ＭｇＣ ｌ２ ， ａｎｄ ｌ ｍＭ ＥＧＴＡ ， ｐＨ ６ ．８

） 进行脱盐处理 ， 完成提纯 。

６７
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最后在溶液 中加入 １ ０％的蔗糖 ， 分装到离心管 中使用液氮速冻后 ， 放入 －

８０

°

Ｃ冰

箱中长期保存 。

根据实验需求聚合不带荧光的微管纤维或带有荧光的微管纤维 。 用 ＢＲＢ ８０

缓冲液配置 １ ０ｍ
ｇ
／ｍ ｌ 无标记微管蛋 白 （含有ａ－微管蛋 白 与 Ｐ

－微管蛋 白 ） 、 在 ３ ７

°

Ｃ

下孵育 ３０ 分钟让微管蛋 白 聚合成微管纤维 、 加入紫杉醇 （ Ｔａｘｏ ｌ ） 用于稳定微

管 ， 阻止微管解聚 。 最后将微管纤维分装到离心管 中使用液氮速冻后 ， 放入－

８ （ＴＣ

冰箱 中长期保存 。 如果制备带有荧光的微管纤维 ， 只 需在样 品 中加入 ５ｍｇ／ｍ ｌ

带有罗丹明标记的微管蛋 白 即可 。

１；■
ＩＴ

图 ４ －

１ 粘底微管纤维成像结果 。

（ ａ ） 图为 明场下微管成像效果 。 （ ｂ ） 图为荧光下微管成像效果 。 （ ｃ ） 图为 Ｄ ＩＣ

成像下微管成像效果 。 （ ｄ ） 图为通过取平均方式降噪后 的微管成像效果 。

单根微管纤维粗细为 ２２
？

２ ５ｒｎｎ ， 小于可见光的衍射极限 ， 这使得实验中观

察微管成为 了
一

个 问题 。 我们使用焚光成像 、 微分干涉 （ Ｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ ｉｎ ｔｅｒｆｅ ｒｅｎｃｅ

ｍｅ ｔｈｏｄ ，Ｄ ＩＣ ） 成像与平均降噪方法来实现微管的观察并进行实验 。 成像结果

如图 ４ －

１ 所示 ， 将微管通过化学键的方式固定在样 品室的底面上 ， 观察成像效

果 。 图 ４ －

１（ ａ ） 为 明场下的微管成像效果 ， 因为微管仅有 ２２？２ ５ｎｍ 粗细难 以观

察到 。 采用原位的荧光成像 ， 结果如 图 ４ －

１（ ｂ ） 所示 ， 样 品室底面是粘连有大

量微管 ， 发现有些微管并不是单根微管 ， 而是多根并合在
一

起的 ， 但这并不影

响研宄驱动蛋 白沿微管行走 的动力学特性 。 考虑到光镊实验多在明场下进行 ，

荧光成像使得实验操作非常繁琐 ， 因此 Ｂ ｌｏｃｋ 等人采取了Ｄ ＩＣ 成像的方法对微
６８
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管进行观察 ， 结果如 图 ４ －

１（ ｃ ） 所示 ， 可见
一

些较粗的微管束在 Ｄ ＩＣ 成像中被

清楚的辨识 。 然而 Ｄ ＩＣ 成像中使用 了诺马斯基 （ Ｎｏｍａｒｓｋ ｉ ） 棱镜将照 明光分成

〇 光与 ｅ 光两束 ， 激光经过该元件也会被分成两束 ， 于是光镊光斑变为两个光

斑干涉的结果 ， 不再具有圆对称性 ， 这使光镊的标定变得非常复杂 。 进
一

步考

虑到可能被成像感知到 的较粗微管束信号在不均匀照 明 光与相机噪声下被淹

没 ， 我们尝试通过拍摄多张照片取平均 ， 然后扣除背景的方法来得到对细节的

感知 ， 成像结果如 图 ４ －

１（ ｄ ） 所示 。 在 １ ０ 张图片取平均下观察到较粗的微管 ，

这无疑大大降低 了研宄驱动蛋 白动力学特性实验的难度 。

４ ．１  ？２Ｋ５６０ 与 ＣＥＮＰ
－

Ｅ 动力学特性

在具备 了研宄驱动蛋 白条件后 ， 我们研究 了Ｋ ５ ６０ 与 ＣＥＮＰ －Ｅ 这两种驱动

蛋 白 的动力学特性 。 将聚合好的微管束通过化学修饰偶联在样品室底面上 ， 再

将驱动蛋 白 偶联在带有羧基的微球上 （驱动蛋 白 自 身会与羧基产生偶联 ） ， 光镊

操控微球让驱动蛋 白靠近微管 。 我们观测到 了驱动蛋 白靠近微管并与微管接触

后沿微管行走的现象 ， 如 图 ４ －２（ ａ ） 所示 ， 微球刚开始处于光阱中心位置 ， 随

着驱动蛋 白 的行走 ， 微球偏离光阱中心 ， 偏移量 由光镊测量 ， 即得到驱动蛋 白

的运动 曲线 ， 这样可以进
一

步研究驱动蛋 白 的动力学特性 。

（
ａ

） （
ｂ

）
Ｔｂ ． （

ｃ
）

＇

｜

—

^

Ｂ ｌ
ｉｙｉ ｌ

〇
Ｉ ０

 ■￣ ■￣
■  ■ ？  — ■－

Ｗ １ ０

＂

 １ ０

＇ ！

 １ ０

Ｊ

Ｈ ｅ ｌＷｗ Ｃｃ ｒＫ ｅｎ ｉ ｒ ａＢ ｏｎ

图 ４ －２ 驱动蛋 白运动图像与运动概率图 。

（ ａ ） 图为 Ｋ ５ ６０ 沿微管运动 的实验图像 ， 图 中 白 色十字中心为光镊中心 ， 比例尺 １

（ ｂ ） 图为携带有 Ｋ５６０ 蛋 白 的微球靠近微管后 ， 驱动蛋 白 产生运动的概率与 Ｋ ５ ６０ 蛋 白浓

度相关 ， 图 中红线为按照 函数形式 Ｐ
（
ｃ
） 

＝
 ｌ

－

ｅ
＾

对数据的拟合结果 。 （ ｃ ） 图为 ＣＥＮＰ －Ｅ 运动

概率随 ＣＥＮＰ －Ｅ 蛋 白 相对浓度变化 曲线 。

在研究驱动蛋 白动力学特性前 ， 先统计 了驱动蛋 白 的行走概率 ， 确 定驱动

蛋 白与微管接触后是否会开始行走 。 驱动蛋 白行走概率与驱动蛋 白相对浓度有

关系 ，

一

般满足 Ｐ
（
ｃ

）

＝
 ｌ

－ ｆ
ｔ

分布 。 因此调节驱动蛋 白浓度 ， 改变每个微球上

６ ９
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驱动蛋 白 的数量 ， 进
一

步测量得到驱动蛋 白 的运动概率也是实验重要结果之
一

。

图 ４ －２（ ｂ ） 与 （ ｃ ） 分别对应于 Ｋ５６０ 与 ＣＥＮＰ －Ｅ 在不同蛋 白浓度下运动概率 ，

图 中红色 曲线为数据的拟合 曲线 ， 可 以看 出驱动蛋 白运动概率变化趋势与理论

预期
一

致 。 不仅如此 ， 因为希望观察到的是单个驱动蛋 白 的行走 曲线 ， 而不是

多个驱动 蛋 白 的竞争行走过程 ， 所 以我们将实验 中驱动蛋 白 行走概率控制在

５ ０％以下 以保证绝大多数运动为单分子行为 。

Ａ Ｘ－
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ｆ
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－４〇

０２４ ６８ １ ０

Ｔ ｉｍｅ
 （
ｓ

） Ｔｉｍｅ
 （
ｓ

）

图 ４ －３ＰＳＤ 采集驱动蛋 白运动曲线 。

图 中 是通过 Ｐ ＳＤ 采集的微球在光阱 中位置随时间变化 曲线 ， 即为驱动蛋 白 的运动

曲线 。 （ ａ ）－（ ｂ ） 图分别为 ＰＳＤ 在 Ｘ 方 向与 Ｙ 方向采集到 的驱动蛋 白运动 曲线 ， （ ｃ ）

－

（ ｄ ） 图为驱动蛋 白在沿微管方向运动 曲线与垂直微管方向运动 曲线 。 图 中灰色 曲线

为原始位置数据 ， 黑色 曲线为滤波后 的位置 曲线 ， 其中横坐标为时间 ， 单位秒 ， 纵坐

标为距离 ， 单位纳米 。

图 ４
－

３ 是实验中采集到的驱动蛋 白行走曲线 ， 因为微管的方向有
一

定随机

性 ， 所 以 Ｐ ＳＤ 采集的信号在 Ｘ 、 Ｙ 方向均存在分量 ， 如图 ４ －

３（ ａ ）－（ ｂ ） 所示 。

为 了得到驱动蛋 白沿微管方 向 的运动 曲线 ， 需要计算 出微管与 Ｘ 、 Ｙ 方向 的夹

角 ， 然后旋转坐标轴 ， 得到驱动蛋 白沿微管方向 的运动与垂直微管方向 的运动 ，

结果如 图 ４ －

３（ ｃ ）－（ ｄ ） 所示 ， 垂直微管方向运动分量消失 。 驱动蛋 白 的运动

曲线表 明 ， 驱动蛋 白运动速度与负载力成负相关 ， 负载力越大 ， 驱动蛋 白运动

７０
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

速度越慢 ， 当驱动蛋 白上负载力达到
一

定阈值后 ， 便会被光镊从微管上拉下来 ，

与微管解离 。 我们对运动 曲线进行分区域处理 ， 分别计算在每
一

个区域中驱动

蛋 白 的运动速度与负载力的关系 。 分区域的方式有两种 ，

一

种是等时间 间 隔 ，

即将运动 曲线横坐标等长分割 ， 计算驱动蛋 白在
一

定时间 内运动的距离 ； 另 外

一

种是等距离间隔 ， 即将运动 曲线的纵坐标等长分割 ， 计算驱动蛋 白运动
一

定

距离所需要的时间 ， 处理过程如 图 ４ －

４（ ａ ） 所示 ， 图 中用不 同颜色 曲线标记 了

每
一

段首尾点相连的线段 ， 线段斜率为驱动蛋 白运动速度 ， 线段中 点为该段的

平均负载力 。

， 、
．

ｖ ２Ｄ０ ｉｎ ｔｅ ｒｖａ ｌ ｄ ２０ ｎｍ

（ ａ ｉ

２００ 
… ， 
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
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＼
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／〇Ｓ ｔ ｉｆｒｗ ＾ ｓ ａ ｉｏｏｊ

Ｂ ＾？〇 ｎ
ｇ

ＰＳＭ ｔｎｅ ｓ ｓ  ｆ＊  ｘ ． ｄ ｉ ｆ？＜ｔ ｏｏ ［Ｃ ｉｔ ｜
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Ｋ

二，
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一
一

 Ｊ

１

ｔ １

ＶＪ０

＾  ＾ ［
ｒ ｔ ｜

１ ００

Ｉ Ｉ
？广

＞ 

卜 ｆ
？Ｊ

．

．

—

．１％
５０＼

２ ４ ６ ８ Ｉ Ｂ ０ １ ２ Ｊ ｄ ０ １ ２ ３ ４

Ｐ ｏ ｒｅ ？
 （ｐＳ ） Ｆ ｏ ？ ＜ ？

 （
〇Ｎ ）

图 ４ －４Ｋ５６０ 驱动蛋 白运动 曲线分析方式与结果 。

（ ａ ） 图为 Ｋ５ ６ ０ 驱动蛋 白 的运动速度计算方式 ， 图 中灰色为原始位置数据 ， 蓝色

为滤波后 的位置 曲线 ， 横坐标为时 间 ， 单位秒 ， 纵坐标为距离 ， 单位纳米 。 （ ｂ ） 图为

Ｋ ５ ６０ 驱动蛋 白运动速度随负载力变化的 曲线 图 ， 图 中横坐标为负载力 的大小 ， 单位

ｐ
Ｎ ， 纵坐标为 Ｋ ５６０ 驱动蛋 白运动速度 ， 单位 ｎｍ／ ｓ 。 左右两张 图片分别对应于时间分

段或距离分段的数据处理方式 。

两种不 同分段方式对驱动蛋 白运动 曲线进行数据处理并做统计 ， 得到图 ４ －４

（ ｂ ） 所示的驱动蛋 白运动速度随负载力变化 曲线 。 在 ２００ 毫秒的等时间 间隔处

理方法下 ， 对统计得到 的数据点进行线性拟合 ， 拟合 曲线与横坐标的交点是速

度为 ０ 时的 负载力 ， 即最大负载力 ； 拟合 曲线与纵坐标的交点是负载力为 ０ 时

的速度 ， 即最大运动速度 。 统计 了６６ 例 Ｋ５ ６０ 驱动蛋 白 的运动 曲线 ， ＡＴＰ 浓度

为 ２０
｜

ｘｍｏ ｌ ， 最大运动速度为 ９ ８ ． ３ ｎｍ／ｓ ， 最大负载力为 ３ ． ６
ｐ
Ｎ 。 用 ２０ ｎｍ 等距

离间 隔处理方法下 ， 对统计得到 的数据点 同样做线性拟合处理 ， 最大运动速度

为 １ １ ６ ． ８ｍｎ／ｓ ， 最大负载力为 ３ ． ７ｐＮ 。 由此可见两种数据处理方法得到的结果

相近 ， 结论
一

致 。

７ １
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（
ａ
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．
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。

％ 。

＼
＼＼ ：

－

！ 〇〇
？ －  

   〇

＊

 ？ １

ｍｕ

！ ） １ ２ ３ ｉ Ｓ Ｓ ７ Ｈ Ｈｉ ， ｔ ｉ １＾ ３

Ｂ ｍｅ
（

ｓ
） 负载力 （ ｐＮ ）

图 ４ －５ＣＥＮＰ－Ｅ 蛋白运动曲线与数据处理结果。

（ ａ ） 图为 ＣＥＮＰ －Ｅ 驱动蛋 白沿微管运动数据 曲线 ， 图 中灰色与浅红色为原始位置

数据 ， 黑色为滤波后沿微管方向运动 曲线 ， 红色为滤波后垂直微管方向运动 曲线 ， 横

坐标为时 间 ， 单位秒 ， 纵坐标为距离 ， 单位纳米 。 （ ｂ ）ＣＥＮＰ －Ｅ 运动速度随负载力变

化曲线 ， 横坐标为负载力 ， 单位 ｐＮ ， 纵坐标为 ＣＥＮＰ－Ｅ 蛋 白运动速度 ， 单位 ｎｍ／ｓ 。

进
一

步尝试 ， 用相 同的方法研宄 ＣＥＮＰ －Ｅ 驱动蛋 白 的运动 曲线 ， 其结果并

不理想 。 ＣＥＮＰ －Ｅ 的运动 曲线如 图 ４ －

５（ ａ ） 所示 ， 虽然 曲线整体形状与 Ｋ５ ６０ 运

动 曲线形状类似 ， 发现 ＣＥＮＰ －Ｅ 在行走
一

段距离后会突然停下来
“

休息
”

片刻 ，

在 曲线上形成
一

段平台 。 这种现象在低 ＡＴＰ 浓度 （ １ １ ０
ｆ

ｉｍｏ ｌ ）和高 ＡＴＰ 浓度 （ １ ． ３ ３

ｍｍｏ ｌ ） 都存在 ， 所 以这应该是 ＣＥＮＰ －Ｅ 自 身的运动特性所致 。 ＣＥＮＰ －Ｅ 的这种

运动特性给数据处理带来 了很大的困难 ， 因为在进行分段处理数据时 ， 如果这

一

段中拥有
一

段平台数据 ， 那么这
一

段的运动速度就会变得很低甚至趋近于 ０ ，

统计结果如图 ４ －

５（ ｂ ） 所示 ， 数据点离散 ， 使线性拟合的可信度大大降低 ， 无

法得到最大运动速度与最大负载力 。

这种情况下 ， 只能计算 ＣＮＥＰ －Ｅ 运动的平均速度 。 我们对比 了ＣＥＮＰ －Ｅ 的

平均运动速度随 ＡＴＰ 浓度变化的影响 。 在 １ １ ０
ｎｍｏ ｌＡＴＰ 浓度下 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 的平

均运动速度约 ３ ０ｎｍ／ｓ ； 在 １ ． ３ ３ｍｍｏ ｌＡＴＰ 浓度下 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 的平均运动速度约

１ ００ｎｍ／ｓ ， 更高的 ＡＴＰ 浓度下 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 运动速度不再增加 。 由此可知 １ ． ３ ３ｍｍｏ ｌ

ＡＴＰ 浓度 己经超过 了ＣＥＮＰ －Ｅ 运动的饱和浓度 ， 同时发现 ＣＥＮＰ －Ｅ 即使在饱和

ＡＴＰ 浓度下 ， 平均运动速度依然远低于驱动蛋 白 －

１ 的运动速度 （ 约 ４０ ０ｎｍ／ｓ
？

８００

ｎｍ／ｓ ） 〇

７２





第 ４ 章 光镊研宄着丝粒相关蛋 白


（
ａ

）
认 ＊

＇ ． — ？ ？ ？ － ． ． ？ — ？ ？ ？ － ？ — ？  －  － — ？

（
ｂ

）－

４ ７ ８ 
－  －  － １ ｐ

ｒ ｉｍａ ｒ

ｙ 

ｄａ ｔａ

＂

 Ｌ ｖ． ｉ ｉ ． ｓｄ ｌ ｉ
ｌｔｅ ｆ

—

ＳＧ ｔｍｃｙ ０ ４
．

４ １ ０
  －

 Ｇａ ｕｓｓ ｉａ ｎ Ｆ
ｉｔｔｍ

ｇ

卜—

ｆ
〇 ３


ｆｃ ２ ７ ． ４
 

 ＼

｜２ ０ ？
－ ．

｜

ｒ
－ － － ！ ： － ．  －

／ｉ． ． ．

４
． Ｃ  ． ． ． ．  ．Ｉ

０ ． ２ ａ
？

、旧 ＵＬＵｉＪＵＬ
０ １ ２ ３ ４ Ｓ １ ０ １ ５ ２ ０ ２ ５ ３ ０ ３ ５４ ０

ｔ ｉｍ ｅ
（

ｓ
） ｄ ｉ ｓ ｐ ｌ ａ ｃｅｍ ｅ ｎ ｔ

（
ｎｍ

）

图 ４ －６Ｋ５６０ 驱动蛋 白行走精细过程。

为 Ｋ ５ ６０ 驱动蛋 白行走 的精细过程 ， 图 中黄色为原始数据 ， 蓝色为滤波后的位置

曲线 ， 其中横坐标为时间 ， 单位秒 ， 纵坐标为距离 ， 单位纳米 。 （ ｂ ） 图为对 （ ａ ） 图 中

位置 曲线做统计 ， 得到停留时间随蛋 白 位置的变化 曲线 ， 横坐标为 Ｋ ５ ６０ 的位置 ， 单

位纳米 ， 纵坐标为 Ｋ５ ６０ 在该位置驻 留时 间长度 ， 单位为秒 。

研究驱动蛋 白行走的精细过程时 ， 降低 ＡＴＰ 浓度至 ２０ ｐｍｏ ｌ ， Ｋ ５ ６０ 的行走

速度会变得很慢 ， 能观察到 Ｋ ５ ６０ 单步步进的过程 ， 如图 ４ －６（ ａ ） 所示 。 Ｋ ５ ６０

的行走步长约为 ８ ． ２ｎｍ ， 行走到下个位置后会停留
一

段时间 ， 等待下
一

个 ＡＴＰ

过来参与反应后再行走下
一

步 ， 在行走 曲线上形成
一

些短小的平台 。 对驱动蛋

白 的位置做统计直方分布 图 ， 如 图 ４ －

６（ ｂ ） 所示 ， 尖峰间距离约 ８ ． ２ｎｍ ， 对应

于 Ｋ ５ ６０ 行走的单步步长 ， 进
一

步说明 Ｋ ５ ６０ 是步进行走 。

丨

：＾ 

－

ｉ

？

 ＞ ？ ｌＭＮ

Ｉ 、
－


Ｈ－

ＩＭ 
－－

＊ ？ ？ Ｉ ？ ■

＊ Ｊ Ｓ －

？

图 ４－７ＣＥＮＰ－Ｅ 驱动蛋 白行走精细过程 。

图 中 灰色为原始数据 ， 黑色为滤波后 的数据 ， 红色为驱动蛋 白停留平台 的位置 。

ＣＥＮＰ －Ｅ 驱动蛋 白 行走精细过程 ，

＂

如图 ４ －７ 所示 。 图中截取的是 ＣＥＮＰ －Ｅ

行走 曲线 中 高负载力 的 区域 。 因为在较高的负载力下 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 行走速度很慢 ，

７ ３
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

更容易观察到单步行走的过程 。 驱动蛋 白 的行走步长约 ８ｍｎ ， 与 Ｋ ５ ６０ 的行走

步长 ８ ． ２ｎｍ 十分接近 。我们还观察到 ＣＥＮＰ －Ｅ 的后退行为 ， 即行走中 向后退 １
？

２

步的现象 ， 这在 Ｋ５ ６０ 的实验 中没有观察到 ， 但因为数据量较小 ， 有待进
一

步

验证 。

４ ． １ ＿３ＧＳＫ 与 Ｓｙｎｔ ｅ 丨 ｉ ｎ 抑制机理研究

目 前有两种 ＣＥＮＰ －Ｅ 的小分子抑制剂 ，

一

种是 Ｇ ＳＫ － ９２ ３ ２９ ５（ 简称为 ＧＳＫ ） ，

是美国 ＡＰＥｘＢ ＩＯ 公司 的产品 ， 目 前 己经研宄的 比较充分 ； 另外
一

种是 ｓｙｎ
ｔｅ ｌ ｉｎ ，

研 究还 比较有限 。 在上节 的 ＣＥＮＰ －Ｅ 实验 中 ， 在样 品 中 加入抑制剂会抑制

ＣＥＮＰ －Ｅ 的行走 ， 可能是完全阻断 ＣＥＮＰ －Ｅ 的行走 ， 也可能只是改变 了ＣＥＮＰ －Ｅ

的行走特性 。 通过光镊可 以观察 ＣＥＮＰ －Ｅ 在负载力下的动力学特性变化 ， 帮助

人们推测抑制剂的抑制机理 。

当 向正常行走的 ＣＥＮＰ －Ｅ 实验体系 中加入 ２０
ｐｍｏ ｌＧ ＳＫ 后 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 完全

被抑制 。 将携带有 ＣＥＮＰ －Ｅ 的微球靠近微管时 ， 微球立刻粘连在微管之上 ， 无

法移动 。 当 ＧＳＫ 的浓度下降为 ２０ｎｍｏ ｌ 后 ， 观察到 ８ ３ ． ３％的案例正常运动 ， １ ６ ． ７％

则与被抑制现象相 同 ， 粘连在微管上 。 由此可知 ＣＥＮＰ－Ｅ 对于 Ｇ ＳＫ 非常敏感 ，

２０ 叫ｉｏ ｌ 条件完全抑制 了ＣＥＮＰ －Ｅ 的行为 。 利用光镊将 已经粘连在微管上微球拉

下来 ， 测量其与微管的解离力 。 结果发现多数情况下 ， 光镊的力不足 以将微球

与微管分离 ， 即解离力大于光镊所能提供的最大光阱力 ； （ 另外
一

部分数据则是

会将微管从样品室底面拉拽脱离下来 ， 这部分数据后面不做为统计案例 ） 。 在加

入 ＧＳＫ 后 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 与微管间解离力统计图如图 ４ －

８ 所示 ， 可见大多数解离力

大于 １ ５
ｐ
Ｎ ， 远大于 ＣＥＮＰ－Ｅ 在行走中 的最大解离力 （ 约 ２ ． ９ ｐ

Ｎ ） 。

０ ． ８
－

■

０ ． ６
－■

＇

Ｉ Ｉ

笔
（Ｕ －

■ ｜Ｒ ｕ
ｐ

ｔｕ ｒｅ Ｆｏｒｃｅ ｏｆ Ｇ ＳＫ

ｃｌ ｉＵ｜ 

Ｒ ｕｐ ｔｕ ｒｅ Ｆｏｒｃ ｅ ｏｆ Ｓｙ
ｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ

Ｌ０ ． ０
 —■

Ｊ ，







，

￣￣ 

１

￣ 

１

－－

？


１

２ ． ５ ７ ． ５ １ ２ ． ５ １ ７ ． ５ ２ ２ ． ５Ｏ ｖ ｅ ｒ Ｒ ａ ｎ
ｇ ｅ

Ｒｕ
ｐ

ｔｕ ｒｅ Ｆｏｒｃｅ
 （ｐＮ）

图 ４ －８ 驱动蛋白与撖管解离力统计图 。

７４
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图 中展示 了ＣＥＮＰ－Ｅ 在 Ｇ ＳＫ 与 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 抑制剂作用 下 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 与微管 间解离力

的统计分布 ， 横坐标为解离力大小 ， 单位 ｐ
Ｎ ， 纵坐标为频率 。

２００２ 年 Ｔｏｙｏ ｓｈ ｉｍａ 等人的研宄表明 ， 当驱动蛋 白行走过程中 ＡＴＰ 的水解被

阻断 ， 驱动蛋 白会与微管粘连在
一

起 ， 驱动蛋 白 与微管间单脚解离力约 ９ ． ７
ｐ
Ｎ ，

双脚解离力约 １ ７
ｐ
Ｎ（ 详见 １ ．４ ． ３ 节 ） 。 我们的实验结果表 明 ， 在 ＧＳＫ 抑制后 ，

ＣＥＮＰ －Ｅ 与微管之间存在
一

个很强的连接 ； 同时考虑到 ＣＥＮＰ －Ｅ 行走时的解离

力仅为 ２ ． ９ ｐＮ 左右 ， 所 以 Ｇ ＳＫ 应该是起到 了与 ＡＭＰ －ＰＮＰ 类似的效果 ， 阻止 了

ＡＴＰ 的水解过程 ， 从而实现抑制 ＣＥＮＰ －Ｅ 的行走 。 这个结论与 Ｊａｃｋ ｓｏｎ 等人使

用生化研宄手段得到的研宄结论
一

致 （ 详见 １ ． ４ ．４ 节 ） 。

与研宄 Ｇ ＳＫ 抑制机理方式类似 ， 我们研宄 了ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 的抑制效果 。 实验发

现 ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 的抑制效果与 Ｇ ＳＫ 截然不同 。在溶液中加入 ４００ 哗 〇 丨 ＡＴＰ 与 ４０， 〇 １

ｓｙｎ
ｔｅ ｌ ｉｎ 之后 ， 只有约 １ ７ ．６％的 ＣＥＮＰ －Ｅ 粘连在微管上 ， 而且

一

部分微球基本在

３
？

５ 秒后便 自 动脱离 ， 是
一

种 比较弱 的连接 ； 另
一

部分被从微管上拉下来的平

均解离力在 ３
ｐ
Ｎ 左右 ， 如图 ４ －

８ 所示 ， 表明这种连接 比较脆弱 。 这个解离力与

ＡＤＰ 结合下 ， 驱动蛋 白 与微管的解离力相近 ， 因此我们猜测 ｓｙｎ
ｔｅ ｌ ｉｎ 是抑制 了

ＣＥＮＰ －ＥＡＤ Ｐ 从微管上的脱离从而达到抑制 ＣＥＮＰ －Ｅ 行走的效果 。

２？ ＜



！



＇



１



１



１



？
？ ？

  ｉ


－Ｊ ｉ




 二    １

＂

＊

？ ５Ｗ １ ５ ２０Ｗ ３？ ４０

图 ４ －９ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉｎ 抑制下 ＣＥＮＰ－Ｅ 的运动 曲线 。

图 中 横坐标为时 间 ， 单位秒 ， 纵坐标为 ＣＥＮＰ －Ｅ 的位移 ， 单位纳米 。

然而另外 ８２ ．４％的 ＣＥＮＰ －Ｅ 则可以正常进行行走 ， ｓｙｎ
ｔｅ ｌ ｉｎ 抑制下的 ＣＥＮＰ －Ｅ

运动 曲线如 图 ４ －

９ 所示 。 被抑制的 ＣＥＮＰ －Ｅ 会形成更长的驻留平台 ， 会在行走

一

段距离后停下来
“

休息
”

更长的时间 ， 可能是 ｓｙｎ
ｔｅ ｌ ｉｎ 在 ＣＥＮＰ －Ｅ 运动过程

中结合在上面 ， 抑制 了 行走 。 但因为是弱结合 ， 所 以在
一

段时间后 ， ＣＥＮＰ －Ｅ

可以重新恢复行走 。 这与细胞实验 中 ， ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉｎ 抑制剂可 以在被洗脱后 ， 恢复细

胞的正常有丝分裂结果吻合 。

我们研宄 了ＡＴＰ 浓度对 ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 抑制效果的影响 ， 结果如表 ４ －

１ 所示 。

７ ５
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表 ４ －

１ ： 不同实验条件下 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 运动速度统计表

平均运动时 间 （ ｓ ）平均运动位移 （ ｕｍ ）平均运动速度 （ ｕｍ／ ｓ ）

４ ０ ０ ｕＭＡＴＰ ２ ． ４ ５ ０ ． １ ７ ３ ０ ．１ ３ ０

４ ００ｕＭＡＴＰＳ ｙ ｎ ｔ ｅ ｌ ｉ ｎ １ ．７ ３ ０ ．１ ６ ５ ０ ．１ ５ ５

ｌ Ｏ Ｏ ｕＭＡＴＰ ３ ． ５０ ０ ． ２ ５ １ ０ ． １ ０４

ｌ Ｏ ＯｕＭＡＴＰＳ ｙ ｎ ｔ ｅ ｌ ｉ ｎ １ １ ． ２ ０ ． ２ ２ ４ ０ ． ０４ ２

表格数据所示 ， 在高 ＡＴＰ 浓度下 （ ４００
 （

ｘｍｏ ｌ ） ， ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 的加入并没有减慢

ＣＥＮＰ －Ｅ 的平均运动速度 ， 但是在低 ＡＴＰ 浓度下 （ １ ００ｆ
ｉｍｏ ｌ ） ， ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 的加入

很大程度上减慢 了ＣＥＮＰ －Ｅ 的平均运动速度 ， 抑制效果增加 。 推测 ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 是

在 ＣＥＮＰ －Ｅ 运动过程中结合上去的 ， 而不是在开始运动前就与 ＣＥＮＰ －Ｅ 结合 。

（
ａ
）

知 
 —

（
ｂ

）

９＊ 
广


 





４００ｕｍＡＴＰ 速度 －负载 力 分布 ４ ００ｕｍＡＴＰｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 速度 ？ 负载 力分布

十０
．

 ４〇〇

丨
？

Ｖ） Ｖ）
■

＞３００ 
？

■

＞＊？ ＊

■

｜卜？ １＇
一

ｊｊｙ

２００ 
＇

 ２３０
＇

 〇〇 ｃ
Ｖ

邊 ． ＝〇＾ 每 ／
Ｐ〇〇

〇
Ｖ

、

Ｃ

爷 少
。

。

。
－

亏
伽

卜＾？
〇Ｃ

。

丄厂糾
。

 〇ｆｒＷ ■

ｏ

？

１ ？ ５ 
 １ ？ ＊ １－

？ ？
＇   ＇ ＊

３ Ｊ Ｓ ？ ？ Ｓ Ｓ ３ ３ Ｓ ＊ ４ ４ ５ Ｓ Ｓ

负找力 ＜
ｐＮ ） 负我力 （ ｐＮ ）

图 ４ －

１ ０Ｃ ＥＮＰ－Ｅ 在有无 ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 下的运动速度－负栽力分布图 ？

（ ａ ） 图为 ４ ００
ｇｍ ｏ ｌＡＴＰ 浓度下 ＣＥＮＰ －Ｅ 在高负载力 区 的运动速度分布图 ， 横坐

标为负载力大小 ， 单位 ｐ
Ｎ ， 纵坐标为的运动速度 ， 单位 ｎｍ／ｓ 。 （ ｂ ） 图为存在 ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉｎ

抑制剂情况下 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 的运动速度 －负载力分布图 。

对运动 曲线进行细致的分析 ， 统计了ＣＥＮＰ －Ｅ 运动 曲线在高负载力下运动

速度 。 是否加入 ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ 条件下 ， 结果如 图 ４ －

１ ０ 所示 。容 易发现 ， 在未加入 ｓｙｎ
ｔｅ ｌ ｉ ｎ

时 ， ＣＥＮＰ －Ｅ 在大于 ３ｐＮ 的负载力下 ， 平均速度为 ９ ８ ． ９ｎｍ／ｓ
； 在加入 ｓｙｎ ｔｅ ｌ ｉ ｎ

后 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 在大于 ３
ｐ
Ｎ 的负载力下 ， 平均速度为 ８０ ． ５ｎｍ／ｓ ， 速度明显降低 。

考虑到细胞 内 是
一

个 ＡＴＰ 浓度很高且有较高负载力 的环境 ， 所 以我们怀疑负载

力起到拖慢运动周期的作用 ， 从而提供更多的时 间帮助 ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 与 ＣＥＮＰ －Ｅ 结

合 ， 达到抑制作用 。

４ ． １ ． ４Ｃ ＥＮＰ
－

Ｅ 突变体动力学特性

鉴于 ２ ０ １ ０ 年 Ｃ ｌ ｅｖｅ ｌ ａｎｄ 等人报道 Ａｕ ｒｏｒａ 激酶会将 ＣＥＮＰ －Ｅ 磷酸化或者去磷

７６
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酸化从而影响 ＣＥＮＰ －Ｅ 的生物学功能 ， 我们用光镊研究 ＣＥＮＰ－Ｅ 突变体的动力

学特性得知 Ａｕｒｏ ｒａ 激酶对 ＣＥＮＰ－Ｅ 生物学功能的影响 。

（ ）

／ ／ ／ ／ ／ ／
⑶

： 。〇
．

／／ ／／／／／／／／
２０ｍｍＮ

？ ｉ ． 〇〇
■ ／

＼／
６？料＆ ，
６

ｍｍｍｍａｍ嫌
ｒ ／

４ Ｃ

０ ： ０ ４０

２ ｌ

－

ｒａｍ ｅ

９

图 ４－

１ １ＣＥＮＰ－Ｅ 突变体跑胶结果与不能磷酸化突变体运动 曲线 。

（ ａ ） 为 ＣＥＮＰ－Ｅ 的封闭 Ｇ ＳＫ 结合位点突变体 （ ＩＫ ） 、 不能磷酸化突变体 （ ＴＡ ）

与 已经磷酸化突变体 （ ＴＥ ） 跑胶结果 图 。 （ ｂ ） 为 ＴＡ 突变体沿微管运动 曲线 。

制备 了三种 Ｃ ＥＮＰ －Ｅ 突变体 ， ＴＡ 突变体对应于不能磷酸化的 ＣＥＮＰ－Ｅ ，ＴＥ

突变体对应于 已经磷酸化的 ＣＥＮＰ －Ｅ ，ＩＫ 突变体对应于封闭 了ＧＳＫ 结合位点的

ＣＥＮＰ －Ｅ ， 三种突变体的凝胶 电泳结果如图 ４ －

１ １（ ａ ） 所示 。

实验发现 野生型 ＣＥＮＰ －Ｅ 在 ０ ． ３ｎｇ／ｐ 丨 蛋 白浓度下拥有 ８ ６ ． ８％运动概率 ，

ＴＡ 突变体在 １ ２ｎｇ／
＾
ｉ ｌ 浓度下仅有 ６ ． １％的运动概率 ， １ １ ５ 例 中仅有 ７ 例运动 ， 运

动概率远低于未突变的情况 ， 运动 曲线如 图 ４ －

１ １（ ｂ ） 所示 ， 估计不能磷酸化突

变会导致 ＣＥＮＰ －Ｅ 蛋 白结构上的改变 ， 减弱 了与 ＡＴＰ 或微管的结合能力 。

ＴＥ 突变体在 １ ０ ｎｇ／… 浓度下 ， 微球靠近微管后没有相互作用 ， 因此我们判

断 ＣＥＮＰ －Ｅ 磷酸化后 ， 明显削弱 了与微管的相互作用 。

ＩＫ 突变体在存在 ＡＴＰ 、 不存在 Ｇ ＳＫ 的环境中 ， 既不能在微管上行走 ， 也

无法与微管结合 ， 蛋 白性状和野生型 ＣＥＮＰ －Ｅ 有比较大的区别 ： ＩＫ 突变体非常

容 易促使微球凝聚 。 因此我们推测 ＩＫ 这种突变给 ＣＥＮＰ －Ｅ 结构造成 了很大的影

响 ， 使 ＣＥＮＰ－Ｅ 丧失 了 功能 。

４ ．２ＣＥＮ Ｐ
－

Ｔ／Ｗ 间相互作用

测量蛋 白 间 的结合强度也是光镊非常擅长研宄的单分子 问 题 ， 本节研宄 了

ＣＥＮＰ －Ｔ 与 ＣＥＮＰ －Ｗ 这两种蛋 白之间 的结合强度 。 首先将 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 分别偶联

７ ７
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

在不同的微球之上 ， 为 了避免微球间靠的太近 ， 将 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ各连接
一

段 １ ． ７ｋｂｐ

长 的 ＤＮＡ 手柄 ， ＤＮＡ 手柄通过特异性偶联连接在微球上 ， 然后进行光镊实验 。

通过对拉伸得到的 曲线进行分析 ， 发现得到的现象与实验设计并不吻合 ， 暴露

了这种 ＣＥＮＰ －Ｔ ／Ｗ 与 ＤＮＡ 偶联方式存在的 问题 ， 并进
一

步通过查找数据库证

明 了这种偶联方式的不可行性 。

４ ＿２ ． １ＣＥＮＰ
－

Ｔ／Ｗ偶联方案

考虑到蛋 白本身长度很短 ， 只有几十纳米长 ， 因此在 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 蛋 白两端

各连接
一

段 １ ． ７ｋｂｐ 长的 ＤＮＡ 手柄 ， 使得光镊进行拉伸时微球间有
一

定的距离 。

制 备 的 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 蛋 白 尾 部 带 有 谷 胱 甘 肽 巯 基 转 移 酶 （ Ｇ ｌｕ ｔａ ｔｈ ｉｏｎｅ

Ｓ －

ｔｒａｎｓ ｆｅ ｒａ ｓｅ ， ＧＳＴ ） ， 借助 ＧＳＴ 与还原型谷胱甘肽的特异性结合完成偶联 。

ＢＭ
（
ＰＥＧ

）２ 交联剂将谷胱甘肽与 ＤＮＡ 尾端连接 ， 其分子结构如 图 ４ －

１ ２（ ａ ） 所

示 。 该分子两端各有
一

个马来酰亚胺结构 ， 与巯基发生化学反应形成共价键偶

联 ， 方式如 图 ４ －

１ ２（ ｂ ） 所示 。 谷胱甘肽中 的半胱氨酸拥有活性的巯基 ， 容易与

ＢＭ
（
ＰＥＧ

）
２ 相连 。 制备 ＤＮＡ 手柄 ， 用 带有巯基修饰的 引 物 ， 将 ＤＮＡ－ＢＭ

Ｃ
ＰＥＧ

）
２
－

谷胱甘肽－ＧＴＳ －ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 偶联在
一

起 。

（
ａ
） （

ｂ
）

卜


１ ４ ． ７ Ａ


？ Ｓｕ ｌ ｆｈｙｄ ｒ
＞
１

１Ｗ

￣

ＳＨ
ｍｏｄ ｕ ｌｅ Ｔｈ ｉｏｅｔｈｃｒ ｂｏｎｄ

？。

＝二々１祕＇Ｒ＾ ｓ

〇
〇 ｏ

图 ４－

１ ２ＢＭ
（
ＰＥＧ

） ２偶联示意图 ？

（ ａ ） 图为分子结构图 ， （ ｂ ） 为马来酰亚胺结构与巯基偶联示意 图 。

４ ．２ ． ２ＣＥＮＰ
－

Ｔ／Ｗ拉伸方案

将 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 偶联在 ＤＮＡ 手柄上后 ， 只 需要将 ＤＮＡ 手柄的另
一

端连接在

微球上即可 ， 即用链霉亲和素与生物素间的特异性偶联 。 用 ＰＣＲ 制备 ＤＮＡ 手

柄时 ， 选取修饰有生物素的 引 物将生物素修饰在 ＤＮＡ 手柄尾部 ， 选取修饰有

链霉亲和素的两种不同大小微球 （ 约 ２ ． １ ６
 ｜

ａｍ 与约 １ ．０ ７
ｐｍ ） 即可 。

７ ８
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谷胱甘肽 －Ｇ ＳＴ
－

ＣＥ ＮＰＷ＾Ｅ Ｎ ＰＴ －Ｇ ＳＴ
？ 谷胱甘肽

Ｌ ．
．

．
．

． ． ． ． ．＾—一 ． ． ＿

ｎ
＝

图 ４－ １ ３ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 与 ＤＮＡ 和微球偶联示意图 。

直径约 ２ ． １ ６ｐｍ 的 Ａ 球粘连在样品室底面 ， 通过 ＤＮＡ 手柄与 ＣＥＮＰ－Ｗ 相连 ， Ｂ

球为被光镊捕获与拉伸的探针 ， 直径约 １ ． ０７ ｎｍ ， 通过 ＤＮＡ 手柄与 ＣＥＮ Ｐ －Ｔ 相连 。

光镊拉伸实验方案如 图 ４ －

１ ３ 所示 。 Ａ 球粘连在样品室底面 ， ＤＮＡ 手柄通

过特异性偶联连接在上面 。 用交联剂 ＢＭ
（
ＰＥＧ

）
２将 ＤＮＡ 另

一

末端的巯基与谷胱

甘肽上的巯基偶联 ， 再利用谷胱甘肽与 Ｇ ＳＴ 的特异性连接将 ＣＥＮＰ －Ｗ 连接在

ＤＮＡ 手柄上 。 ＣＥＮＰ －Ｔ 的偶联与 ＣＥＮＰ －Ｗ 相 同 ， 衔接在直径约 １ ．０７的 Ｂ 球

上 ， Ｂ 球处于悬浮状态 ， 为光镊捕获后进行拉伸 。 耦合链的分子总长度为 １ ． １ ３

ｐｍ ， 即两球之间 的距离 。

实验 中我们首先 以较小的 阈值 （ １ ５
ｐＮ ） 进行几次预拉伸 ： 在微球间发现相

互作用后 ， 增大光镊的拉力并观察 ＤＮＡ 的伸长 ， 当力大于等于 １ ５ｐＮ 时便停

止拉伸 ， 逐渐减小光镊力 ， 让 ＤＮＡ 回 复 。 这样安排的 目 的是获得 ０ －

５
ｐＮ 范围

内 ＤＮＡ 手柄的力 －伸展 曲线 ， 通过对 曲线进行蠕虫链模型拟合可 以判断是否为

单分子行为 ； 另 外反复受力 －释放过程 以保证 ＣＥＮＰ －Ｗ／Ｔ 的充分结合 。 在预拉伸

试验基础上 ， 将施力的阈值增大到 １ ００
ｐＮ 以上 ， 此时光镊

一

直拉伸直到连接断

裂 ， 记录从拉伸到断裂的全部 曲线 ， 用于计算断裂力 。

４ ．２ ．３ 力谱曲线分析

对拉伸 曲线进行整理分析 ， 发现主要有两类 ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 拉伸 曲线 ，

一

类有

力平台 ，

一

类没有力平台 。 有力平台的 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 拉伸 曲线如图 ４ －

１ ４ 所示 。

Ｓ ｔ ｒＳ ｉ ｍｐ
ｌｅ  １ ７ ０９ １ ３

－

１ ６ ５４  ｂｎｒ＼

 Ｓ ｔ ｒＳ ｉ ｍｐｔｅ  １ ７０９ １ ３
－

１ ７０ １ Ｋｍ

？ Ｆ 〇 ｆ？Ｈ〇？ ｖ ，  Ｌ ｏ？ ？ ｏ ｎ ．

－

 ５  ； ］

＿

１ ０ ４
ｊ

＊

 ；

３ ｆ ３？

？

：

ｒ

－ｓ

Ｍ

 ／

ｉ

５

 ｈ 丨ｈ ｊｉ

２

：

．

／ ｔ

Ａ
＼

ｆ
＊ 

 ？

＊ ＊

 Ｑ —？一

５
０

Ｄ Ｌ／
５

０ ０ ． １ ０ －２０ ３ ０ ４４ ０ 
０ ５

＊

 ０ １０ １ ５ ０ ｉ Ｃ ２ ５ ０  ３
１ 〇

° ０ ５ １ １
： ５ ２

Ｅ ｘ ｔｅ ｎｓ ｉ ｏ ｎ
 （
ｕｍ

） Ｅｒｔｅ ｒ？ ｉ〇ｎ
 （
ｕｍ

） Ｅ ｘ ｔｅ ｎｓ ｉｏｎ
 （
ｕｍ

）

图 ４
－

１ ４ 有力平台 的 ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 拉伸 曲线 。

图 中横坐标为拉伸长度 ， 单位微米 ， 纵坐标为分子两端加载的外力 ， 单位 ｐＮ 。 其

７９
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中 Ａ 图为预拉伸的拉伸 曲线 ， 拉伸截止阈值为 １ ５ｐＮ ；Ｂ 图为预拉伸 曲线 的蠕虫链拟

合结果 （红线表示 ） ， 拟合的保守长度为 ４ ８ ． ８ ３ｒｎｎ ，Ｃ 图为拉断分子的拉伸 曲线 。

存在力平台 的拉伸 曲线 ： 当光镊力达到 ４０
ＰＮ 左右 ， 曲线会 出现

一

个平台 ，

然后断开 。 对预拉伸 曲线进行蠕虫链拟合的效果很好 ， 保守长度为 ４ ８ ． ８ ３ｎ ｒｎ ，

与单根 ＤＮＡ 的理论值 比较接近 ， 可 以认为是单分子的数据 曲线 。

（
３ ＿

） ”
Ｓ ｔｒＳ ｉｍｐ ｔ ｅ １ ７０９ １ ２

－

１ ０４６ ． ？ｖｍ（
ｂ
）

，

ｅ
Ｓ ｔｒＳ ｉｍｐｔｅ ｌ  ７０９ １ ２－

１ ０４ ７ ． ｌｖｍ（
Ｃ
）

１
 ？ Ｃｗ ｏ ｅＨｏ ｉ ｓ ！ ｖｓ  ｌ ｏ ｃｗｏｎ

］

５ １



Ｗ ． Ｃ Ｗ


Ｉ ｉ

ｉ 〇尸
３ ０

 ［Ａ ． ／

？

Ｉ ／ ！＼．
．

ｆ

￡， ＆
１ ０ｆ．

－

；

／

以―，Ｐ一ｖＷ

Ｊ
００ ． １ ０ ２ ０ ． ３ ０ ． ４ ０ ． ５ ０ ０ ５ １ １ ５ ２ 十 ；

．

〇 ； 〇 ； ＊ ＾
■ ■

〇＾
■ ■ ．

ｏＴ
■ ■ ■ ■

〇 ？

Ｅ ｘｔｅ ｎｓ ｉｏ ｎ
 （
ｕｍ

） Ｅ ｘｔｅｎｓ ｉｏｎ
 （
ｕｒｎ

） Ｅ ｘｕｒａｎｎ
 （
ｕｍ

＞

图 ４ －

１ ５ 没有力平台 的 ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 拉伸 曲线 。

图中横坐标为光镊进行拉伸 的长度 ， 单位微米 ， 纵坐标为分子两端加载的外力 ，

单位 ｐＮ 。 其中 Ａ 图为预拉伸 曲线 ， 拉伸截止阈值为 １ ５ｐＮ ：Ｂ 图为拉断分子的拉伸 曲

线 ；
Ｃ 图为预拉伸 曲线的蠕虫链拟合 （红线表示 ） ， 拟合的保守长度为 ６６ ． ９ ５ｎｍ 。

没有力平台的拉伸 曲线 ， 在 ２ ５
￣

３ ５ｐＮ 就断裂 ， 如图 ４ －

１ ５ 所示 。 预拉伸 曲

线证实这类 曲线也是单分子行为 。

对所有数据 曲线进行分类统计 ， 结果如表 ４ －２ 所示 ， 其 中不能进行蠕虫链

拟合的 曲线不确定为单分子行为 ， 不在讨论范围之 内 。

表 ４－２ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 拉伸 曲线分类表

拉伸 曲线蠕虫
｜

能拟合ＷＷｋ ｜

能拟合与不能拟合
法塔刑 八

土°

有力平 直接断开薪幵 （低力 ） 直接断幵 （高力ｆ 不能确定为单分子

实验数量 ４ ２ ６ ７
＇

 ４

断裂 力
ｐ Ｎ


４ １ ． １ ２


２ ８３


ｌ＾ Ｓ


４０ ． ９３


４０ ． ６８


平 台长度 ｎｍ


２ ８９


－



－



－

 ２

开始我们猜想平 台 的 出 现是 ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 肽 链被拉直所致 ， 然后 发现

ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 的肽链均拉直长度也无法达到 ２ ８ ９ ｎｍ ， 所 以否定 了这个原因 。 进
一

步我们猜测可能是 ＤＮＡ 的拉伸变性平台 ， 但是 ４ １ ． １
Ｐ
Ｎ 的平台高度低于 ６５

ｐ
Ｎ

的变性曲线平台高度 。 通过进
一

步查找 问题 ， 发现是实验中微球贴近样品室底

面 ， 此时粘滞系数需要计入流体动力学修正误差 ， 修正公式如下 １
１ ２９

］

：

ｎ

＇

（
Ｔ

）

＝

ｒ

 

Ｔ
＾

ｒ
， （

４ ． １
）

一

ｒ＾Ｕ Ｊ

＋

以幻
一

巧Ｕ Ｊ

＿

ｒＵ Ｊ

８０
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公式 中 ｒ 为微球的半径 ， Ａ 为微球距离样品室底面高度 。 在修正粘滞系数

后 ， 平 台高度为 ６ ５
ｐ
Ｎ 左右 ， 证明 了这是 ＤＮＡ 的拉伸相变平台 。

通过对拉伸 曲线的分析 ， 发现拉伸分子的总长度与两段 ＤＮＡ 手柄长度
一

致 ； 同时得到 了ＤＮＡ 的拉伸变性 曲线 ， 在接近 ７０
ｐ
Ｎ 的力下才会断裂 。 难道

ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 之间的相互作用有如此牢 固 吗 ？ 进
一

步进行 了凝胶 电泳验证 。

Ｍ？ｒｔ（ｅｒ
＜
１ 〇 ｐ  Ｉ

）
ｃｏｎ ｔｒｏｉ

（
５ ｐ 〇ＧＴＲ

＜
５ ｖ  ｔ

）

２ １ ｋ ｂ －３ ｆｆｃ？Ｉ

Ｏｋｂ － １ ４ｋｂ 

＾ ^

ＨＨ
ｃａｙｐ ｉ ｓｎｇ 

ｅｆｆｉｃ ｉｅ ｎｃｙ
－ ＳＯ％

图 ４－

１ ６１ ． ７ｋｂ
ｐ
ＤＮＡ 与偶联有谷胱甘肽的 １ ． ７ｋｂｐ

ＤＮＡ 跑胶图 。

其 中对照组为 １ ． ７ｋｂ
ｐ
ＤＮＡ 手柄的条带 ， ＧＴＲ 为偶联有谷胱甘肽的 １ ． ７ｋｂ

ｐ
ＤＮＡ

手柄条带 。

１ ． ７ｋｂｐ
ＤＮＡ 手柄与偶联有谷胱甘肽的 １ ． ７ｋｂｐ

ＤＮＡ 手柄凝胶 电泳 图如 图

４ －

１ ６ 所示 ， 可 以看 出偶联有谷胧甘肽的 ＤＮＡ 手柄 明显多 出
一

个条带 ， 条带长

度约为 ３ ．４ｋｂ
ｐ ， 因此我们推测在进行 ＤＮＡ 尾端谷胱甘肽修饰的过程中 ， １ ． ７ｋｂｐ

ＤＮＡ 手柄形成 了二聚体 ， 这很可能是谷胱甘肽上的活性巯基间形成 了二硫键 。

？

、

，
－Ｖ ／

：焉 ‘

？

ｆ＜？

，
、

、

、 、

－

图 ４－

１ ７ 谷胱甘肽与 Ｇ ＳＴ 偶联空间结构图 （ＰＤＢｃｏｄ ｅ ：５ＬＣＺ ） 。

在后续调研中发现 ， 谷胱甘肽与 Ｇ ＳＴ 结合后 的空间结构 图如 图 ４ －

１ ７ 所示 。

８ １
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

图 中红圈 内 的黄色原子团代表谷胱甘肽的巯基 ， 红圈 内 的蓝色原子团代表谷胱

甘肽的末端氨基 ， 容易发现这两个基团都参与 了和 ＧＳＴ 的结合 ， 所以当我们偶

联时 占用 了巯基或氨基基团 ， 会使谷胱甘肽丧失或降低与 ＧＳＴ 的结合能力 ， 所

以这种偶联方案并不可行 。

４ ．３ 本章小结

本章主要介绍 了光镊研究驱动蛋 白行走与蛋 白 间相互作用力的实验研宄结

果 。 首先我们利用光镊测量了驱动蛋 白 －

１ 与 ＣＥＮＰ－Ｅ 的运动 曲线 ， 通过对运动

曲线的分析得到了驱动蛋 白 －

１ 与 ＣＥＮＰ－Ｅ 的最大运动速度和最大负载力等动力

学参数 ， 发现在饱和 ＡＴＰ 浓度下 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 的运动速度
一

般低于驱动蛋 白 －

１ 的

运动速度 。进
一

步 ， 我们还探宄了两种小分子抑制剂 ＧＳＫ 与 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 对 ＣＥＮＰ－Ｅ

的抑制机理 ， 这是生化中非常关心又难以研宄的动态过程 。研宄发现在加入 ＧＳＫ

后 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 会与微管粘连在
一

起 ， 由此推断 ＧＳＫ 阻断 了ＡＴＰ 水解为 ＡＤＰ 的

过程 。 在加入 ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 后 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 与輝管间只存在很弱的连接 ， 估计是 ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ

抑制 了ＣＥＮＰ－Ｅ
‘ＡＤＰ 从微管上的脱离使得 ＣＥＮＰ －Ｅ 失去行走的能力 。 同时发现

ＣＥＮＰ－Ｅ 在髙负载力下的运动速度明显减慢 ， 说明 ＡＴＰ 浓度影响 ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 的抑

制效果 ， 由此推测 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 是在 ＣＥＮＰ－Ｅ 运动过程中结合在上面的 。 我们还测

量了ＣＥＮＰ －Ｔ／Ｗ 之间的解离力 ， 由此判断二者的结合强度 。 为了完成断裂力的

精准测量 ， 我们提出 了
一

种借助于 ＤＮＡ 手柄将 ＣＥＮＰ－Ｔ／Ｗ 偶联在微球间的实

验方案 。 然而光镊拉伸 曲线与 ＤＮＡ 手柄的凝胶 电泳结果均表明偶联过程中 出

现了意外的化学键连接 ， 进
一

步通过调研否定了这种偶联方法的可行性 。

８２
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

第 Ｓ章 单像素相位成像

单像素成像技术通过借助结构光照明与单像素光强探测实现对物体成像 。

成像过程中
一

系列随时间变化的结构光照明物体 ， 物体与结构光作用产生光斑

的总光强被单像素探测器 （例如光电探测器 ＰＤ 、 光电倍增管 ＰＭＴ 等 ） 收集 。

然后 ， 通过关联结构光的图案与光强信号可计算重构物体图像 。 单像素探测器

拥有非常广谱的探测波长 ， 在红外 、 太赫兹和 Ｘ 光波段有着阵列探测器无法比

拟的优势 。 同时 ， 单像素探测器拥有很高的量子效率 ， 在弱光探测 、 保密量子

通讯中非常有应用潜力 。 此外 ， 单像素成像兼容压缩感知技术 ， 这可以显著减

少成像时的采样数量 ， 避免相机成像时的信息冗余与浪费 ， 实现在动态成像的

同时完成信息压缩工作 。 单像素成像不仅可以成像物体的振幅 ， 也可以 同时成

像物体的振幅与相位 。 相位成像对于折射率的变化非常敏感 ， 因此是研宄界面

性质 、 表面形貌与物质相变的 良好手段 。

我们提出 了
一

种基于傅里叶频谱采集的单像素相位成像方法 。 该方法需要

不同入射角度的平面波照明 ， 因此依赖于快速的复杂光场调制技术 。 考虑到调

制速度 ， 我们选取数字微镜设备 （Ｄ ｉｇ ｉｔａ ｌ Ｍ ｉｃｒｏｍ ｉｒｒｏｒ Ｄｅｖ ｉｃｅ ， ＤＭＤ ） 作为空间

光调制器 。 ＤＭＤ 作为二值化振幅调制器件 ， 生成复杂光场需要采用二值化全息

术 。 二值化全息术中 ， Ｌｅｅ 方法常被用于复杂场的编码 。 鉴于 Ｌｅｅ 方法生成复

杂光场的保真度较低 ， 我们提出使用误差扩散算法优化 Ｌｅｅ 方法 ， 提高复杂结

构光场生成的保真度 。 进
一

步 ， 我们基于髙速 ＤＭＤ 生成具有不同波矢的平面

波照明实现了单像素相位成像 ， 并结合压缩感知技术提髙了成像速度 。

５ ． １ 优化的 Ｌｅｅ 算法

ＤＭＤ 相较于常见的液晶空间光调制器 ， 拥有超快的切换速度与低廉的价

格 ， 因而在复杂空间光场生成中具有优势 。 ＤＭＤ 借助 Ｌｅｅ 相位图能够实现光场

复振幅同时调制 ［
１ ３Ｑ

］

。 Ｌｅｅ 相位图是二值化的相位图 ， 传统的 Ｌｅｅ 方法是对灰度

相位图直接进行固定阈值二值化 ， 这种二值化方法丢失了很多信息并产生周期

性结构 ， 生成的光场保真度比较低 。 为了克服 Ｌｅｅ 方法的不足 ， 我们提出使用

误差扩散算法对 Ｌｅｅ 方法进行优化 。

８３
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

５ ． １ ． １Ｌｅｅ 方法编码复杂光场

ＤＭＤ 是
一

种二值化振幅型空间光调制器 ， 需要借助二值化相位图调制复杂

光场 ， 即振幅和相位同时调制 。 复杂光场的复振幅为 ：

ｓ
（
ｘ

，
ｊ）

＝
Ｊ

（
ｘ

， ｙ） 

ｅ＼ｐ（ｉ＜＾ｘ
，

＞
；

））
， （

４ ．２
）

其中 ｊ
（
ｘ

， ３〇 ｅ
［
０

，
ｌ
］
是归

一

化的振幅分布 ， 处 ：
， ３〇 £

［

－

７＾ ７ １ ：

］
对应复杂光场的相

位分布 。 二值化全息图实际是
一

个周期性阵列结构的二值化光栅 ， 在数学上 ，

二值化的振幅型光栅可表示为傅里叶级数的叠加 ， 形式如下 ：

Ｔ
（
ｘ

， ｙ）

＝

＾ 

ｓｍ
（卿）

ｅｘｐ
［

ｉｎ
（
２ ｊｉ（ｕ０

ｘ ＋ ｖ
０ｊ

；

）
＋ ２ｋＳ

）］ 

， （
４ ．３

）

ｎ Ｊｔ？

其中 （
《
Ｄ ，
ｖ
。 ）
是光栅的空间频率 。 光栅 由宽度为＃（Ｍ ［

〇
，
ｌＰ 的矩形脉冲

组成 ， 脉冲的周期为 Ｔ ， 其中 ｇ ＋ ｖ
ｇ
＝

ｌ／ｒ
２

？Ｊ ｅ
［

－

１
／
２

，
１
／
２

］ 为脉冲在每个周期

内 的相对位置 。 假如
一

个单色平面波％ 入射这个光栅 ， 其
一

级 （ ＾
＝

１ ） 衍射

光场为 ？

？

Ｕ＾ ｙ） 

＝
Ｕ

ｉＨ （
４ ．４

）

ｎ

公式 （
４ ．４

）中 的 ９ 和 万 是常数参量 ， 它们可表示为位置坐标的函数 和

力 。 只要位置函数变化比光栅周期小 ， 公式 （
４ ．３

）就能够保持足够精确 。 因

此 ， 我们可 以设置这两个函数为 ：

＾ （
ｘ

， ｙ） 

＝ 
－

ａｒｃｓｉｎ
（
＾

（
ｊ：

，
ｊ）） ， 

Ｓ
（
ｘ

， ｙ） 

＝

 ， （
４ ． ５

）

ｎ ２ｎ

这两 个 函 数 分 别 编 码 了 光场 乂 的 振 幅 分布 与 相 位 分 布 ， 其 中

卜
；５４

。 此时二值化光栅的
一

级衍射光场就代表了 目标光场 。

８４
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

（
ａ

）各 （

＾
）ｒｈ ｒｅ ｓ ｈ ｏ ｌｄ

ｙ ｊ
ｖ
４
＾

ｇ，

＋

＇
？

＾Ｃｏｍ ｐａ
ｒｅ

！

￣

ｒ

—？

ａ 
＋

３ 
＋

ｙ
＋ ８ 

＝
１ ， 

‘
、

＇

Ｇ

Ｕ Ｕ １ ．

 ，

 ｜
Ｅ

ｒＢ １
１＾ｉｈ

￣

｜

Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｌ ｉ ｅ ｒ

｜

＿＿

ｐ
＾
＝
ｆ

丄 上土 上 丄 Ｆ ｉ ｌ ｔｅ ｒ

＿＿
幽幽＿
■■■

图 ５ －

１ 误差扩散算法原理和 Ｌｅｅ 相位图的改进 。

（ ａ ）－（ ｃ ） 为误差扩散算法的原理示意 图 ， （ ｄ ） 为生成拓扑荷等于 １（ ／ 
＝

１ ） 涡

旋光束的灰度全息图 ， （ ｅ ）－（ ｆ ） 为 Ｌ ｅｅ 方法与误差扩散算法优化 Ｌｅ ｅ 算法生成的二

值化全息 图 ， （ ｇ ）－（ ｉ ） 为 （ ｄ ）－（ ｆ） 三幅全息 图对应的频谱 。 图 中右上角 的插图为
一

级频谱的放大 图 ， 左下角 的插图为更高的衍射级次 ， 容 易看 出误差扩散算法可 以显

著抑制不需要 的衍射级次和二值化噪声 。

由此可知 ， 我们 只 需要计算公式 （
４ ． ３

）
表示的振幅型光栅 ， 生成对应的全息

图 即可实现任意复杂光场的调制 。 这个二值化的振幅型全息 图可 以通过 Ｌｅｅ 方

法计算得到 。 Ｌｅｅ 方法精确产生 了
一

个归
一

化透过率函数为 ：

ｈ
（
ｘ

， ｙ ）

＾
Ｈ

［
ｃｏｓ

（
２ｎ

（
ｗ
０
ｘ ＋ ｖ

０＾） 

－

２ｎＳ
（
ｘ

，
３

；

） ） 

－

ｃｏｓ
（
ｍ
ｊ （
ｘ

，
＞

＞

）） ］ ， （
４ ． ６

）

其中 Ｈ
（

；〇 是 Ｈｅａｖ ｉ ｓ ｉ ｄｅ 阶跃函数 ， 定义如下 ：

ｆ
〇ｉ ｆ ｘ ＜ ０

叫 丨ｗ ｏ

， （
４Ｊ

）

根据公式 （
４ ． ５Ｍ４ ．７

）
计算得到的二进制全息图 ， 加载在 ＤＭＤ 上以便调制光

场得到 目 标光场 。

Ｌｅｅ 方法通过加入
一

个偏置 函数 Ｃ〇Ｓ
（ｍ〇ｃ

， ｊ〇 ）将振幅波动 引 入正弦 曲线中 ，

然后用零阈值进行判断 ， 完成二值化过程 。 但是这种 固定阈值二值化方法在全

８ ５
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

息图的边界处引入很大误差 ， 会产生
一

些周期性结构 。 例如 ， ＤＭＤ 加载图 ５
－

１

（ ｄ ） 中的灰度叉形光栅能够生成拓扑荷为 １（ ／ 
＝

１ ） 的涡旋光束 。 利用 Ｌｅｅ 方

法计算二值化全息图结果如图 ５
－

１（ ｅ ） 所示 。 与灰度图相 比 ， 该全息图表现出

明显的锐利边界 ， 这些边界导致其傅里叶频谱中 出现了多余的衍射级次 ， 如图

５
－

１（ ｈ ） 所示 。 此外 ， 我们还观察到
一

级光斑周 围存在很多不连续的结构 ， 这

些误差不可避免地影响了复杂光场调制的精度 。

５ ． １ ． ２ 优化的 Ｌｅｅ 方法

为 了使用振幅型二值化全息图实现精确的复杂光场调制 ， 我们引入 了误差

扩散算法来取代传统的固定阈值二值化过程 ， 从而减少此过程中二值化相位图

与灰度相位图之间的总误差 。

误差扩散算法最初是为数字图像处理而开发的 ， 有很多种成熟的算法 。 这

里采用 的误差扩散算法是 Ｊ．Ｆ．Ｊａｒｖ ｉｓ 等人提出 的
“

最小化平均误差
”

算法 ， 该

算法每次选择 １ ２ 个相邻像素进行处理 ， 其误差权重显示在图 ５
－

１（ ｂ ） 的空格中 。

在进行误差扩散处理前 ， 先将要处理的灰度相位图灰度值归
一

化 。 如图 ５
－

１（ ａ ）

所示 ， 蓝色像素表示当前正在处理的像素 ， 白色相邻像素表示待处理的像素 。

从蓝色像素到 白色像素的扩散误差 由给定的权重决定 ， 所有权重之和为 １ ， 处

理方向为从左到右 ， 从上到下 。 图 ５
－

１（ ｃ ） 给出 了具体的算法执行过程 ， 首先

比较蓝色像素值和阈值大小 ， 在多数情况下阈值被选择为 ０ ．５ ， 如果像素值大于

阈值 ， 则设为 １ ， 否则为 ０ 。 然后 ， 将原始值与二值化后的值之差乘 以给定的误

差权重滤波器 ， 计算邻域的扩散误差 。 最后将相邻像素的原始值和扩散误差相

加 ， 得到更新后的值 。 如果某个像素在二值化过程中变为 １ ， 那么它的临近像

素更有可能变为 ０ ， 这样处理之后 ， 总体误差接近于 ０ 。

使用误差扩散算法对图 ５
－

１（ ｄ ） 的灰度全息图进行 了处理 ， 得到结果如图

５
－

１（ ｆ） 所示 。 对比图 ５
－

１（ ｅ ） 发现 ， 采用误差扩散算法可以消除固定阈值二

值化产生的非 自然边界与不连续结构 。 进
一

步 ， 我们计算 了这三种全息图的傅

里叶频谱 ， 并在图 ５ －

１（ ｇ ）－（ ｉ ） 中给出 了它们的分布 。 很明显 ， 误差扩散算

法可以显著地抑制不需要的衍射级次和二值化噪声 ， 如插图 中所示 。 同时该方

法得到的傅里叶频谱与灰度全息图的傅里叶频谱非常接近 ， 这说明误差扩散算

法优化了二值化全息图 ， 为空间光场生成提供了
一

种更为准确的方法 。

５ ． １ ． ３ 仿真结果

８６
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

为 了准确编码复杂光场 ， 我们使用优化的 Ｌｅｅ 方法计算用于生成 ＯＡＭ 光

束 的二值化全息 图 ， 生成 的 ＯＡＭ 光束包括 ＬＧ 光束 、 贝塞尔光束和 ＡＮＧ

（ ａｎｇｕ ｌ ａｒ ） 光束 。 ＡＮＧ 光束是
一

种混合的 ＯＡＭ 光束 ， 其复振幅为 ：

０
ｊ ，
Ｎ

，

（
，

， ￥ 

（以 ）
ｇ
— ）

， （
４ ． ８

）

其 中 是具有螺旋相位波前的涡旋模式 ， ％ 是参与叠加的模式总数 。

Ｈｏ ｌｏ
ｇ
ｒａｍ Ｉｎ ｔｅｎｓ ｉ ｔｙＰｈ ａ ｓｅ

（
Ｃ
）

Ｇ ｒａｙ
－ｖａ ｌｕｅ

，■國
ＨＨ

、

、爹
ＴＺＺＺＺ １——ＥＺ： ： ： 」 —Ｅ



■

ＯＦ ＦＯＮ０ １－ｎ ｉ ｔ

图 ５－２ＬＧ ｎ模式仿真祺拟结果 。

（ ａ ） 、 （ ｄ ） 、 （ ｇ ） 是用于生成 ＬＧ ｎ 模式的全息 图 ， 分别对应于灰度全息 图 、 Ｌｅｅ

方法全息 图与优化后 Ｌｅｅ 方法全息 图 ， 插图是二值化全息 图的部分放大 图 。 （ ｂ ） 、 （ ｅ ） 、

（ ｈ ） 分别 是三种方法仿真模拟得到的 ＬＧ ｎ 模式强度分布 ， 其 中强度进行 了 归
一

化处

理 ， （ ｃ ） 、 （ ｆ） 、 （ ｉ ） 分别是三种方法仿真模拟得到 的 １＾０
１ １ 模式相位分布 。

作为对比 ， 我们使用仿真手段对 Ｌｅｅ 方法与优化的 Ｌｅｅ 方法生成 ＯＡＭ 光

束进行了研宄 。 根据 ＬＧ 模式的理论振幅和相位分布 （ 图 ５
－２（ ｂ ） 和 （ ｃ ） ） 计

算 出其灰度全息 图 ， 如 图 ５
－２（ ａ ） 所示 ， 基于 Ｌｅｅ 方法与优化的 Ｌｅｅ 方法分别

计算 出二值化全息 图 ， 如 图 ５
－

２（ ｄ ） 和 图 ５
－２（ ｇ ） 所示 。 用 Ｌｅｅ 方法计算得到

的全息 图可 以观察到圆环周 围 的周期性结构和锐利的边界 ， 而优化的 Ｌｅｅ 方法

得到 了更光滑的二值化全息 图 。

我们对这两种相位图调制光场的效果进行计算 比较 。 方法是先对二值化相

位图进行傅里叶变换 ， 然后利用 圆形空 间滤波器滤波得到
一

级衍射光分布 ， 最

８ ７





第 ５ 章 单像素相位成像


后使用逆傅里叶变换计算生成的光场 。 图 ５
－２（ ｅ ） 、 图 ５

－

２（ ｈ ） 、 图 ５
－

２（ ｆ ） 和

图 ５
－

２ （ ｉ ） 分别展示 了计算的光场强度与相位分布 。 显然 ， 优化方法成功地减

小 了Ｌ ｅｅ 方法产生的锐利边界和周期性结构 ， 大大提高 了光场生成的质量 。 此

夕 卜 ， 我们还应用该方法生成了 贝塞尔光束 ， 其数值仿真结果如图 ５
－

３ 所示 。 可

以看 出 ， 应用误差扩散算法优化可 以得到高质量的 贝塞尔光束 。

Ｈｏ ｌ ｏｇｒａｍ Ｉ ｎ ｔｅｎ ｓ ｉ ｔｙＰｈａｓｅ

Ｇ ｒａｙｖａ ｌ ｕ ｅ

ＨＨＨ１Ｈ
ａ＾ＨＨ

—— —

］■■ｋＵＺＺＳＨＩＩ

ＯＦＦＯＮ０ １－

Ｊｒ ７ｉ

图 ５
－３ 贝塞尔光束仿真模拟结果 。

（ ａ ） 、 （ ｄ ） 、 （
ｇ

） 是用于生成贝塞尔光束的全息 图 ， 分别对应于灰度全息 图 、 Ｌｅｅ

方法全息 图与优化后 Ｌｅｅ 方法全息 图 ， 插 图是二值化全息 图 的部分放大图 。 （ ｂ ） 、 （ ｅ ） 、

（ ｈ ） 分别是三种方法仿真模拟得到的 贝塞尔光束强度分布 ， 其 中强度进行 了 归
一

化处

理 ， （ ｃ ） 、 （ ｆ） 、 （ ｉ ） 分别是三种方法仿真模拟得到的 贝塞尔光束相位分布 。

为 了 定 量 评 价 该 方 法 调 制 光 场 精 度 ， 我 们 计 算 了 光 场 的 保 真 度

厂 ｚ

Ｋ＾ｅＡｂｕ＾
ｌ

， 其中 五
＿ ，

为 目 标场 ， 五
。＾ ｅｄ

为生成得到的光场 。 表 ５
－

１ 列 出

了两种方法生成的不 同参数 ＬＧ 模式 、 贝塞尔模式和 ＡＮＧ 模式保真度 。 结果表

明 ， 对光场复振幅调制时 ， 优化的 Ｌｅｅ 方法保真度较高 。 对于所有测试的 ＯＡＭ

光场 ， 计算 出 的保真度至少可 以达到 厂 ＞０ ． ９ ８ ５ 。 尽管这两种方法很多情况下都

具有高保真度 ， 但它会因光束参数变化而略有不 同 。 这些参数决定 了光束结构

的复杂性与编码的难度 ， 只有满足振幅和相位分布变化比光栅周期慢得多时 ，

光场才能准确编码 。 例如 ， ＬＧ 模式的复杂程度随 ｐ 参数的增大而增加 ， 这导致

了ＬＧ 模式的保真度随 ｐ 参数的增大而降低 。 总而言之 ， 优化的 Ｌｅｅ 方法减小

８ ８
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

了Ｌｅｅ 方法 中存在的误差 ， 特别是消除 了Ｌｅｅ 全息图 中 的周 期性结构 。

表 ５ －

１ ： 两种方法生成 ＯＡＭ 模式光场的保真度

ＬＧｍ ｏｄ ｅ

Ｐａ ｒａ ｍｅ ｔ ｅ ｒ
 （

ｌ
ｙ ｐ ）


（ ｈ 〇
）



（Ｍ ）


（ ｈ Ｖ


（Ｍ ）



（
１

，
４

）



Ｌｅ ｅ



０ ． ９６ ８６


０ ． ９ ６ １ ６


０ ． ９５２５


０ ． ９４ １ ０


０ ． ９３５６

Ｅ ｒｒｏ ｒ Ｄ ｉ ｆｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎ ０ ． ９９ ５０ ０ ． ９９３０ （Ｋ ９ ９０５ ０ ． ９８ ７８ ０ ． ９８ ５９

Ｂ ｅ ｓ ｓ ｅ ｌ ｍ ｏｄ ｅ

Ｐａ ｒａｍ ｅ ｔ ｅ ｒ ／ １ ２ ３ ４ ５



Ｌｅｅ


０ ． ９ ２ ９４


０ ． ９５０ ５


０ ．９ ６３４


０ ． ９６ ７ ４


０ ． ９ ７３ ６

Ｅ ｒ ｒｏ ｒ Ｄ ｉ ｆｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎ


０ ． ９ ８ ５４


０ ． ９８６６


０ ． ９ ９ １ １



０ ． ９８９ ４


０ ． ９９３３

ＡＮＧ ｍ ｏｄ ｅ

Ｐ ａ ｒ ａｍ ｅ ｔ ｅ ｒ Ｍ ３ ５ ７ ９ １ １



Ｌ ｅ ｅ



０ ． ９７５ ３


０ ． ９６５３


０ ． ９ ４４３


０ ． ９ １ ７ ３


０ ． ８８８ ５

Ｅ ｒ ｒｏ ｒ Ｄ ｉ ｆｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎ


０ ．９９６７


０ ． ９９５３


０ ． ９ ９３６


０ ． ９９ １ ８


０ ． ９９０ １

５ ．１ ． ４ 实验结果

⑷ｍ
２

ＬａｓｅｒＷｒ ｔｉｉ ｉ
＾ Ｃ（Ｄ

－ ｌ －

／
ｍ

，

ｆ＿＿
图 ５ －４ 误差扩散算法优化 Ｌｅ ｅ 方法实验装置图 。

（ ａ ） 图为优化的 Ｌｅｅ 方法实验装置 图 ， 图 中 Ｌ 为透镜 ， Ｍ 为反射镜 ， Ｂ Ｓ 为分光

棱镜 ， Ｐ 为小孔 。 （ ｂ ） 为需要生成的相位分布 。 （ ｃ ）－（ ｄ ） 分别为使用 Ｌｅｅ 方法与优

化后 Ｌｅ ｅ 方法生成的相位涡旋光场 （ ／ 
＝

１ ） 振幅分布 。

为 了证 明提 出方法的可行性 ， 我们利用 在 ＤＭＤ 上加载计算得到的二值化

全息 图生成 ＯＡＭ 光束 。 实验采用 的 ＤＭＤ 型号为 ＡＬＰ４ ３ ９ ５
， 产 自 德国 Ｖｉ ａ ｌｕｘ

公司 ， 它拥有 １ ９２０ Ｘ １ ０８ ０ 像素的全高清分辨率和高达 １ ７ ． ８ｋＨｚ 的切换速度 。

基于优化的 Ｌｅｅ 算法 ， ＤＭＤ 实现 了ＯＡＭ 光束的高保真度生成与动态切换 。 实

验装置示意图如 图 ５
－４ （ ａ ）所示 ， 光源是波长为 ６３ ３ｎｍ 的氦氖激光器 （ ＥＷ－

２ ５ ０Ｂ
，

Ｅａｃｈｗａｖ ｅＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃＩ ｎ ｓ ｔｒｕｍ ｅｎ ｔ ） ， 出射ＴＥＭｏｏ 模式的激光 。 为 了 充分照 明ＤＭＤ

８ ９
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靶面 ， 实验 中激光光束需要扩束并 以 ２４

°

的入射角 照射 以达到 ＤＭＤ 最佳调制

效率 。 Ｌｅｅ 方法调制复杂光场时采用 的是
一

级衍射光 ， 因此我们采用 ４ －

／系统并

在其傅里叶平面进行小孔滤波 。 在 ４ －

／系统成像平面上 ＣＣＤ 相机 （
ＰＬ －Ｄ７ ５２ＭＵ

，

Ｐ ｉｘｅＬ ＩＮＫ
）
记录 目 标光场的强度分布 。 光场相位的测量借助马赫 － 曾德尔干涉仪 ，

通过生成光场与平面波的干涉提取其相位信息 。

图 ５
－４（ ｃ ） 和 图 ５

－４（ ｄ ） 展示 了两种方法生成纯相位涡旋 （ ／
＝

１ ） 的强度

分布 ， 图 ５
－４（ ｂ ） 展示 了纯相位涡旋的理想相位分布 。 Ｌｅｅ 法得到的强度分布

中可 以观察到
一

些径向 的黑线 ， 优化的 Ｌｅｅ 方法消除 了这个误差 。

（
ｃｕＳＩ （ｄｉｇ ；

嶋嶋
图 ５ －５ 实验中生成的 ＯＡＭ 光束 。

（ ３ １
－

（１ １ ） 分别为使用 １＾ 方法生成 １＾｝
１ （ ）

、 １＾｝
１ １

、 贝塞尔 （ ／
＝

 １ ） 与 贝塞尔 （ ／ 
＝

３ ）

光束 的强度分布 ， （ ａ２
－

ｄ２ ） 分别为使用优化后 Ｌｅｅ 方法生成 （ ａ ｌ
－ｄ ｌ ） 对应光束的强度

分布 ， （ ａ３
－ｄ３ ） 与 （ ａ４

－ｄ４ ） 分别为两种方法生成对应光束的相位分布 。

我们利用这两种方法还实验研究了不同 的 ＬＧ 模式和 贝塞尔模式 ， 图 ５
－

５

中展示了部分模式的实验结果 。 其中第
一

行是 Ｌｅｅ 方法产生的模式强度分布 ，

第二行是优化的 Ｌｅｅ 方法得到的对应模式强度分布 。 第三和第四行分别为两种

方法测量得到的对应光束相位分布 。 对 比可见 ， 优化的方法得到 了更精确 的振

幅和相位分布 。 定量计算 了生成光场的保真度 ： 以 贝塞尔模式为例 ， 优化前后

的保真度分别为 ０ ． ８９ 和 ０ ． ９４ 。 除 了ＯＡＭ 本征模式 ， 叠加模式也进行 了实验研

宄 ： ＡＮＧ 模式 ， 生成的 ＡＮＧ 光束的强度分布如 图 ５
－６（ ａ ）

－

（ ｅ ） 所示 。 该 ＡＮＧ

光束是由 ／Ｇ ［

－

３ ：３
］
的相位润旋光场叠加而成的 ， 强度分布为

一

个扇形结构 ，

９０
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

通过控制角参数
＿／ 可 以使光束产生

一

个旋转 。

５ ６  ｊｓ

Ｉｆｆｆｆｆｆｆｒｆｆｆ
１

ＵｌＴｉＴ ｌＳＵｌ
〇 ． Ｉ ． Ｉ ． Ｉ ． Ｉ ． Ｉ ． Ｉ

０ １ ００ ２００ ３ ００ ４００ ５００ ６００

Ｔ ｉｍｅ
 （
ｕ ｓ

）

图 ５－６ 动态切换 ＡＮＧ 光束的实验结果 。

（ ａ ）－（ ｅ ） 为动态切换 ＡＮＧ 光束强度分布实验的结果 ， 生成的 ＡＮＧ 光束是 由 ／

ｅ ｆ

－

３ ：３
］
的相位涡旋光叠加而成的 ，

ＡＮＧ 光束 中 的 ｙ 参数变化会使生成的光束产生
一

个选转 。 （ ｆ） 为光场动态切换过程的测试结果 。 其 中红线 曲线为 ＤＭＤ 输 出 的外触发

信号 曲线 ， 蓝色 曲线为光场模式切换的响应 曲线 ， 绿色 曲线为光 电探测器探测到 的光

场总光强 曲线 。 可 以看 出最快的切换速度可达 １ ７ ． ８ ６ｋＨｚ 。

此外还展示了基于 ＤＭＤ 的模式高速切换 。 为 了测试 ＯＡＭ 模式的切换速

度 ， 实验利用 光 电二极管 （
ＰＤＢ４２０Ａ

，Ｔｈｏｒ ｌ ａｂ ｓ
）和数据采集系统 （

Ｎ ＩＰＸ Ｉ ｅ ５ １ ２２
，

Ｎ ａ ｔ ｉ ｏｎａ ｌＩ ｎｓ ｔｒｕｍｅｎｔｓ
）探测模式切换的强度波形 。 结果如 图 ５

－６（ ｆ ） 所示 ， 红线

是 ＤＭＤ 输 出 的触发信号 ， 蓝色 曲线则展示 了ＡＮＧ 光束波前间 的动态切换 ， 切

换速率可达 １ ７ ． ８ｋＨｚ 。 除 了这里介绍的的 ０ＡＭ 模式与 ０ＡＭ 叠加模式外 ， 我们

的方法还适用于其它复杂光束的整形 ， 这种振幅和相位的动态调制是经典通信

实现和 ＱＫＤ 系统空间模式编码实现的重要技术 。

５ ．１ ． ５ 基于 ０ＡＭ 模式的信息编码

基于优化 Ｌｅｅ 方法实验生成 了 高质量的 ０ＡＭ 光束 ， 这里进
一

步开发其在

光通信 中 的应用 。 ０ＡＭ 本征模式之间是正交的 ， 这使可 以通过叠加的 ＯＡＭ 光

束来增加通信容量 ， 即 ＯＡＭ 复用技术 。 为演示 ＯＡＭ 复用 ， 采用叠加 ＯＡＭ 光

场的权重系数作为信息的载体 。 例如在 ＡＳＣ Ｉ Ｉ 协议中 ，

一

个字母可 以用八个二

进制数表示 （
即 ： ０ 或 １

）
， 因此具有 ８ 种拓扑荷的 ＯＡＭ 光场进行多路复用就可 以

９ １
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

编码字母表中 的任何
一

个字母 。 基于这
一

原理 ， 我们通过设计不同拓扑荷 ０ＡＭ

光束的叠加来构造
一

个复杂光场 ， 然后对复杂光场的测量与解码便可以得到想

要的字母 。 图 ５
－ ７（ ａ ） 展示 了编码单词

“

ＡＬＰ
”

的多路复用光场 ， 对应的二进

制代码如图 ５
－

７（ ｃ ） 所示 。

（ａ ） （ｂ ）

Ｌｅｔ ｔｅｒｓＡ Ｌ ＰＡ Ｌ Ｐ

（
Ｃ） （

ｄ
）

图 ５ －７ 多路复用 ＯＡＭ 光束进行信息编码实验结果 。

图 （ ａ ） 为字母
“

ＡＬＰ
”

多路复用信号 的强度分布与相位分布 。 （ ｂ ） 图为对于多路

复用信号振幅与相位分布的测量结果 ， 实验结果与 （ ａ ） 图 中 的理想分布相吻合 。 （ ｃ ）

“

ＡＬＰ
”

中 的字母可 以使用二进制 的 Ａ ＳＣ Ｉ Ｉ 进行表示 ， 每个字母包含 ８ 位 （
１ 个字节 ）

的信息 。 每个字节拥有相 同 的总振幅 ， 即 图 中每个字母的信号条强度加起来为 １ ， 振

幅均匀地分布在多路复用信号的涡旋光束中 ， 涡旋光束拓扑荷为从 －

８ 到 ８ 。 （ ｄ ） 实验

测量 了
“

ＡＬＰ
”

中每个字母对应的 多路复用信号 ， 通过多路复用信号与某
一

个基矢之

间的 内积计算得到 图 中信号条的高度 ， 作 图时对信号条的高度进行 了 归
一

化处理 。

借助于优化的 Ｌｅｅ 方法与 ＤＭＤ 高保真度的光场生成与动态复杂光场切换

得 以实现 ， 这为高速光通信提供 了编码和传输的基础 。

５ ．２ 单像素相位成像

为进行细胞的相位成像 ， 我们提出 了
一

种复傅立叶频谱采样的单像素相位

成像技术 。 该技术利用 ＤＭＤ 复杂光场调制技术生成不同波矢的平面波照 明物

体 ， 采用干涉和 四步相移采集物体的傅里叶频谱 ， 重构物体的复振幅透过率函

数 ， 实现对物体的振幅与相位同时成像 。 本小节介绍这种单像素相位成像的原

理和实验结果 。

９２
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

５ ． ２ ．１ 单像素相位成像原理

根据傅里叶光学原理 ， 拥有复振幅的物体可 以通过其傅里叶频谱进行重构 ，

如 图 ５
－

８（ ａ ） 所示 。

（
ｄ

＞

ｍ＾Ｓｒｎ

（
ｂ

） （
ｃ

）今
］

Ｉ ｌ ｌ ｕｍ ｉ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｂ ｅ ａｍ Ｒ ｅ ｆｅ ｒｅ ｎ ｃｅｂ ｅａｍ

图 ５ －８ 基于复频谱采样的单像素相位成像原理 。

（ ａ ）

—

个拥有复振幅的物体可 以通过傅里叶变换得到其复频谱 ， 也可 以通过复频

谱重构物体 的复振幅 。 （ ｂ ） 为 了得到复傅里叶频谱 ， 需要使用 不同方向平面波进行扫

描 ， 然后与
一

束参考平面波进行干涉 。 （ ｃ ） 收集干涉后 的光强 ， 再借助 四步相移方法

便可 以得到傅里叶频谱上的复系数 。

假设物体被
一

束相干光源照 明 ， 他的复透过率函数可 以分解为
一

系列平面

波的叠加 ：

〇
（
ｘ

＾
ｙ） 

＝

 ，^

ｓ （
ｋ
ｘ ＾

Ｋ 

）
ｐ

（
ｘ

＾Ｋ 

＞ 

ｋ
ｙ 

Ｘ （
４ ． ９

）

其 中 －

．
／ｋｘ ＋ Ａ

ｖ
＞＾

， 代表着平面波 的复振幅 ， 氏 ， ＇ ， ） 是

平面波波矢的方 向 ， 是对应波矢在傅里叶频谱 中 的复系数 。 因此 ， 采

样 了 傅里叶频谱 中 的复系数后 ， 对其逆傅里叶变换可重构物体信息 ：

０
（
ｘ

， ｙ ）

＾ Ｆ
］

｛
＾ ，＾ ．

）
｝

， （
４ ． １ ０

）

其中 是逆傅里叶变换算符 。

单像素探测方式重构相位需要采用干涉方案采样每个傅立叶系数 。 每次测

量中 ， 干涉图样 由经过物体的光与参考光干涉产生 ， 然后干涉场的总光强被收

集 ， 如 图 ５
－

８（ ｃ ） 所示 。 考虑到光路中光强的椅失与＿器的感光效率 ，

一

般

只能收集总光强的
一

部分 ， 艮Ｐ ：

９３
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

Ｊ
ｉ．Ｋ ？

＾

ＪＪ ｜

ｐ
（
ｘ

＾＾ Ｋ ＞

ｋ
ｙ
）
°

（
ｘ

＾ ｙ）
ｅ
Ｊ （ｐ

＋ Ｒ
（＾ ｙ）

＼ （
４ ． ｉ ｉ

）

为采集傅里叶 系数的实部与虚部 ， 我们采用 四步相移法 。 在每个复系数的

测量 中 ， 照 明平面波的初始相位分别为 ｐ 

＝
〇

，

７ｉ
／
２

，
ｊｒ

，
３ ７ｉ

／
２ ， 通过四 次测量得到

的光强便可 以计算 出 复系数 ：

ａｇ （
ｋ
ｘ

，
ｋ

ｖ ） 

＝

［
ｌ

（
ｋ
ｘ

，
ｋ
ｙ

，
０

）

－

Ｊ
（
ｋ
ｘ ，
ｋ
ｙ

，
：ｉ

）

￣

＼

＋ ｊＩ ｛
ｋ

ｘ ，
ｋ
ｙ

，

＾
－

）

－

ｌ
｛
ｋ
ｘ ，
ｋ
ｙ

，

＾
）

＾^

〇ｃ４
｜｜ 

Ｐ
（
ｘ

， ｙ ，
ｋ
ｘ ，

ｋ
ｙ
）
０

（
ｘ

，ｙ ）
Ｒ＼ｘ ， ｙ）

ｄｘｄｙ ，

其 中 《 是
一

个常数 。 通过在 ｋ 空间 中扫描照 明光束 ， 如图 ５
－ ８（ ｂ ） 所示 ，

便可 以采样傅里叶频谱中对应空间频率的复系数 。 在此基础上 ， 利用快速逆傅

里叶变换算法实现对物体的复振幅的重构 。

５ ． ２ ． ２ 单像素相位成像实验

单像素相位成像的实验装置如 图 ５
－

９ 所示 ， 它基于马赫 － 曾德尔干涉仪构建 。

实验光源是 ６ ３ ３ｎｍ 的氦氛激光器 （
Ｃｏｈｅ ｒｅｎｔ

，３ １
－２ １ ４０

－

０００
）

， 激光扩束后分成两

束 ： 照 明光束和参考光束 。 照明光束 以 ２４
°

角入射 ＤＭＤ 靶面 ， ＤＭＤ 通过 ４ －

／

系统和空间滤波器实现光场复振幅的调制 。 成像物体放置在 ４／系统的后焦面 ，

调制产生的照 明光束通过物体后与参考光束发生干涉 。 光路中 的聚光透镜用 于

收集光束 ， 其光强被光电探测器 （ Ｔｈｏ ｒ ｌ ａｂｓ
，
ＰＤＢ４２０Ａ ） 探测 。 探测的光强信号

由计算机控制的 １ ４ 位数据采集卡 （
ＤＡＱ ， Ｎａｔ ｉｏｎａ ｌＩｎ ｓｔｒｕｍｅｎ ｔｓ ， Ｎ ＩＰＸ Ｉｅ

－

５ １ ２２
）

采集并数字化 。 为 了 同步照 明和采集 ， 实验使用 ＤＭＤ 外触发信号触发 ＤＡＱ 板

卡进行数据采集 。

Ｌ ｃ ｎ ｓ ｌ Ｌ

ｌ

＾

ｓ ２Ｊ？

Ｓ １

ｆ
Ｓｅ３５ｅＢ ｓｅ ｒ＾ ＇ 一

聲二 ：

＇爾

髮
Ｉ ｔ

Ｍ ｉ ｒ ｒｏ ｒ ＢＳ２ Ｌｅｎｓ ５Ｐ ｈｏ ｔｏｄ ｉｏｄ ｅ

图 ５ －９ 单像素相位成像实验装置图 。

９４
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

图 中 ＢＳ 为分光棱镇 ， ＤＭＤ 为数字微镜设备 ， ＰＣ 为 电脑 ？

实验采用超像素方法编码光场 ， ＤＭＤ 调制生成了
一

系列不同波矢的平面

波 ， 对物体频谱进行采样 。 超像素方法将邻近像素的正方形区域 （
１ ０８０ Ｘ １ ０８０

像素 内 的 ４ Ｘ ４ 像素 ）
组成

一

个超像素 ， 经过超像素的
一

级衍射光束可以很好的

调制复杂结构光场 。 利用该方法计算出所有平面波对应的二值化全息图 ， 并将

其加载到 ＤＭＤ 上进行频谱采样 。 在成像实验中 ， 我们实际上也使用 了ＤＭＤ

来生成物体的相位分布 ， 因此 ， ＤＭＤ 生成的光场包含有相位物体 、 平面波分布

与 ＤＭＤ 本身弯 曲 引起像差的像差修正 。 为了重构物体 ， 实验在 ｋ 空间 中采样

了８ １ Ｘ ８ １ 个空间频率 。 对每个空间频率 ， 采用 四步移相法得到复系数 ， 因此总

共需要 ２６２４４ 张全息图才能完成采样 。 由于 ＤＭＤ 支持以 １ ７ ． ８ｋＨｚ 的速率进行

光场切换 ， 因此仅用 １ ．４７ 秒就能完成采集 。

５ ． ２ ． ３ 单像素相位成像结果

为 了验证成像原理 ， 我们测试了两个二值化相位分布且振幅均为常数的相

位物体 ， 这两个物体也是由 ＤＭＤ 生成的 。

一

个是
“

ＵＳＴＣ
”

标识 ， 另
一

个是

相位标靶 ， 重构的图像如图 ５ －

１ ０（ ａ ） 和 （ ｃ ） 所示 。 两个二值化的相位物体被

清晰成像 。 图 ５
－

１ ０（ ｂ ） 和 （ ｄ ） 的 曲线是它们的
一

维相位分布 （沿着标有绿色

箭头的线 ） ， 与理论曲线也非常接近 。 为了进
一

步量化成像质量 ， 我们计算 了重

构 相 位 与 理 想 相 位 分 布 的 均 方 根 误 差 （ ＲＭＳＥ） 。 ＲＭＳＥ 定 义 为

心阳＝在二
■ ， 其中 ＭｘＮ 是图像的像素分辨

率 。 这两个测试相位物体的归
一

化 ＲＭＳＥ 分别为 ０ ． １ ２ 和 ０ ． １ ４ 。 虽然重构相位与

原始相位存在
一些偏差 ， 但相位分布得到 了清晰的恢复 。

９５
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ｉ ｒ
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ＴｈＴ
＇

——ｕｃａ ｉ

口 

Ｒ
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ｎ ｓ ｒｍｃｔ ｅ ｄ
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图 ５
－

１ ０ 二值化相位物体的单像素相位成像实验结果 。

（ ａ ）（ ｃ ） 分别是对
“

ＵＳＴＣ
”

标识与相位标靶相位分布的重构 。 （ ｂ ）（ ｄ ） 是沿着

图 （ ａ ）（ ｃ ） 中绿线的
一

维相位分布 ， 图 中红线为实验结果 ， 蓝线为理想结果 。

前面的实验使用 了所有采集到的傅里叶频谱重构相位 图像 。 由于采集时使

用 了 四步相移法 ， 成像需要 ４ 倍于像素数量的采集次数 。 这种采样方式限制 了

成像速度及其在动态场景中 的应用 ， 如流动细胞的成像 。 为 了提高成像速度 ，

我们 引 入 了 傅立叶频谱采样 中 的压缩感知策略 。 鉴于
一

般图像的频谱信息都集

中在低频部分 ， 我们使用 了
一

个变密度随机欠采样 ， 在低频采集更多 的数据点 ，

而高频采集数据较少 ， 然后通过最小化被测 图像的范数进行重构信息 。 本实验

测试 了 二值化相位标识
“

ＵＳＴＣ
”

， 并对不同采样率下的成像性能进行 了评价 。

图 ５
－

１ １（ ａ ）－（ ｄ ） 显示了 不 同采样率下的重构 图像 。 即使采样率低至 ５％ ， 重

构物体也能辨认 。 采样率达到 ２０％时 ， 重构 图像与全频谱重构图像性能相 当 。

随着采样率的增加 ， 图像变得越来越清晰 ， 图 ５
－

１ １（ ｅ ） 中 ＲＭ ＳＥ 变化也验证

了这个趋势 。 压缩感知算法的 引入显著加快 了数据采集的过程 ， 进而可 以提高

成像速度 。
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图 ５－

１ １ 引入压缩感知的单像素相位成像结果 。

图 （ ａ ）－（ ｄ ） 分别对应采样率为 ５％ 、 １ ０％ 、 ２ ０％和 ３ ０％时的相位恢复结果 。 （ ｅ ）

恢复 图像与理想 图像的 ＲＭ ＳＥ 值随采样率变化 曲线 。

此外 ， 我们将单像素相位成像技术用于测量 ＯＡＭ 光束的拓扑荷 。 我们直

接对 ＯＡＭ 光束的相位进行重构 ， 图 ５
－

１ ２ 展示 了 具有不 同拓扑荷 ＯＡＭ 光束的

相位分布重构结果 。 根据重构得到的相位分布可 以分辨 出 ＯＡＭ 光束的拓扑荷 。

单像素相位成像方法为测量 ＯＡＭ 光束的拓扑荷提供 了
一

种新的方法 ， 这将有

助经典和量子通信 中 的复用技术 。

（〇ｍｍｒ＾ （
ｄ

）
＾ｍｓｍｍ

＿Ｆ，ＭＷ１

图 ５
－

１ ２ 不同 ＯＡＭ 光束相位分布成像结果 。

９ ７
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

图 （ ａ ）－（ ｄ ） 中 的 ＯＡＭ 光束拓扑荷分别为 ／
＝－

１
，

１
，
２

，
３ 。

５ ． ３ 本章小结

本章介绍 了
一

种全新的单像素相位成像方法 ， 该成像方法通过不同入射角

度的平面波照明对物体图像进行傅里叶频谱采＃ 。 不同波矢的平面波生成依赖

于复杂光场调制技术 。 为此 ， 我们研宄 了ＤＭＤ 复振幅调制技术 ， 提出使用误

差扩散算法来优化 Ｌｅｅ 方法 ， 提高光场调制的精度 。 此外 ， 我们利用 ＤＭＤ 的

复杂光场调制技术实现了单像素相位成像 ， 并成功重构 出二值化相位样品的相

位分布 。 为了进
一

步提高成像速度 ， 我们引入压缩感知算法实现了亚奈奎斯特

采样下的图像重构 ， 证明 了２０％的采样数据便可得到较好的重构效果 。 最后 ，

通过对 ＯＡＭ 光束相位分布的成像 ， 证明 了该方法也能够成像连续的分布的相

位型物体 。 值得注意的是 ， 平面波具有非衍射特性 ， 这种成像方法可以开发成

拥有超长的景深 （ ｄｅｐ
ｔｈｏｆ ｆｉｅ ｌｄ ，ＤＯＦ ） 的显微镜 ， 减小物体离焦对成像造成的

影响 。 考虑到相位成像对于界面的敏感特性与亚波长量级的探测灵敏度 ｉ
ｍ

］

， 该

方法有望在细胞成像或生物医学等领域发挥作用 ， 如研宄微流道中流动的细胞 ，

这也是本章研宄工作的主要 目 的 。
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

第 ６章 总结与展望

６ ． １ 论文总结

人类对于生命科学的研宄正在从宏观走向微观 ， 从现象走向机理 ， 从唯象

走向本质 ， 这使得分子生物学研宄在近些年成为了研宄的热点 ， 其中对生物大

分子结构与功能的研宄更是帮助人类认知世界与 自 己的重要环节 。 对生物大分

子研宄手段众多 ， 单分子光镊也是其中之
一

。 抱着解开生物大分子神秘面纱的

使命感 ， 我踏上 了使用光镊研宄生物大分子结构与功能的道路。 博士期间主要

开展有如下工作 。

搭建了用于单分子研究的光镊 ， 并对其进行不断的优化 。 探测光路的 引入

在保证较高的光阱刚度下 ， 提髙了光镊的探测精度 ； 反馈补偿系统漂移使光镊

拥有长时间的稳定性 。 用 ＤＮＡ 过拉伸实验 、 粘滞系数测量实验与细胞标定实

验验证了标定的正确性与系统的稳定性 。 针对研宄的单分子课题 ， 编写 了系统

自动化控制程序 ， 提高实验效率的同时 ， 降低人为因素对实验的影响 ， 得到更

精确 、 更稳定的实验结果 。

重点利用光镊技术对 的 自抑制茎环结构进行了研宄 。 得到 ＲＮＡ

“

力 －伸展
”

曲线以及＾Ｓ ＲＮＡ 自抑制茎环结构被打开的动力学过程 ， 确认了

它的 ｔｈｒｅｅ－ｗａｙ
－

ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ 结构 。 精细分析 了 ／ｐｏ＾ ＲＮＡ 的每

一

条打开路径 ， 计算

了 自抑制茎环结构打开所需 自 由能与核心部分的 自 由能 ， 结果与 ＭＦｏ ｌｄ 软件对

自 抑制茎环二级结构与 自 由能的预测吻合很好 。 实验发现镁离子明显提高 了

ＲＮＡ 核心部分的结构强度 ， 由此推测镁离子会促使 自抑制茎环结构变得更加紧

密并改变茎环的空间取向 。

本文还利用光镊实验研宄 了驱动蛋 白 －

１ 与 ＣＥＮＰ－Ｅ 的动力学特性 ， 发现

ＣＥＮＰ－Ｅ 最快运动速度
一

般低于驱动蛋 白 －

１ 的最快运动速度 。 进
一

步研宄了两

种小分子抑制剂 ＧＳＫ 与 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 对 ＣＥＮＰ－Ｅ 的抑制机理 。 在加入 ＧＳＫ 后 ，

ＣＥＮＰ－Ｅ 会与微管粘连在
一

起 ， 由此推断 ＧＳＫ 阻断了ＡＴＰ 水解为 ＡＤＰ 的过程。

在加入 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 后 ， ＣＥＮＰ－Ｅ 在高负载力下的运动速度明显减慢 ， 且 ＡＴＰ 浓度

对于 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 的抑制效果有显著影响 ， 由此猜想 Ｓｙｎｔｅ ｌ ｉｎ 是在 ＣＥＮＰ －Ｅ 行走过

程中与其结合 。

我们提出 了
一

种利用复傅立叶频谱采样实现 目 标相位提取的单像素成像技

９９
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

术 。 该技术利用 ＤＭＤ 生成不同波矢的平面波 ， 平面波透过物体后再与静止的

参考光束进行干涉 。 使用透镜收集干涉后的光强并用单像素探测器进行测量 ，

再结合四步相移技术便可以得到物体的复傅里叶频谱 。 将傅里叶逆变换应用于

所得到的频谱 ， 便可以重构物体的复振幅透过率函数 ， 实现对物体的振幅与相

位同时成像 。

综上所述 ， 本文建立了高精度 ， 高稳定性的光摄研宄生物单分子力学特性

实验平台 ， 并通过
一

系列生物物理交叉问题的研宄证实了这
一

平台在生命科学

领域的价值 。 研宄取得的结果在生命科学基本 问题 、 医学应用等方面都具有
一

定贡献 ， 为使用光镊进行深入的分子生物学研宄奠定 了基础 。

６ ．２ 工作展望

本文中建立 了三个单分子光镊研究体系 ， 包括 ＲＮＡ 结构研究 、 驱动蛋 白行

走研宄与蛋 白 间相互作用研宄 。 在 ＲＮＡ 结构研宄体系中 ， 实验方法与数据处理

方法己经建立 ， 可以进
一

步研宄 Ｈｆｑ 蛋 白与 ｓＲＮＡ 帮助解除 自抑制的动态过程 ，

也可 以研究其他 ＲＮＡ 的结构 。 在驱动蛋 白行走研宄体系 中 ， 可以研宄不同抑制

剂对 ＣＥＮＰ－Ｅ 的抑制机理 ， 也可以研宄磷酸化等修饰对 ＣＥＮＰ－Ｅ 的调控 ， 还可

以研宄其它马达蛋 白或者新兴的人造马达。 在蛋 白 间相互作用研宄体系 中 ， 可

以研宄不同蛋 白 间相互作用强度 ， 也可以研宄蛋 白与 ＤＮＡ 之间的相互作用 ，

例如绪论中提到的 ＣＥＮＰ －Ｔ－Ｗ－Ｓ －Ｘ 复合体对于 ＤＮＡ 的打包 。

１００
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致 谢

在我的博士生涯即将结束之际 ， 我想在此向我的博士论文指导老师表达最

崇高的谢意 。 他们是中国科学技术大学的郭光灿院士与李银妹教授 ， 本论文的

工作正是在他们的亲切关怀与悉心指导下才得以顺利完成的 。 在我博士期间 ，

导师们严肃的科学态度 ， 严谨的治学精神 ， 深厚的理论功底 ， 丰富的实践经验 ，

精益求精的工作作风 ， 诲人不倦的师道品格深深地感染和激励着我 ， 也必将使

我
一

生受用 。 感谢实验室龚雷老师与王浩威老师对我科研上的指导与生活上的

帮助 ， 你们就是我人生中导航的灯塔 、 指路的 明灯 ， 没有你们我的博士很难顺

利毕业 。

在此 ， 我要特别感谢激光生物实验室各位老师与同学对我的支持与帮助 ，

实验室融洽的工作氛围使我生活快乐 、 工作安心 。 感谢实验室的师兄周金华 、

钟敏成 ， 薛国胜 ， 刘伟伟 。 特别感谢教会我很多知识的李迪师兄 ， 你的无私是

我的宝贵财富 。 感谢赵倩博士 ， ６ 年的互相鼓励 、 共同成长值得我们将友谊永

久珍藏 。 这里还要感谢我的师弟师妹们 ， 李宣令 、 余盼盼 、 刘易凡在我的工作

中给予了很大的帮助 。

感谢我父母为我博士生涯提供了坚强后盾 ， 没有你们的支持我可能早就放

弃读博了 。 感谢我的前女友周文颖 ， 虽然没能走到
一

起 ， 但你留给我的都是美

丽的回忆 。 感谢我身边所有好朋友与帮助过我的人 ， 没有你们 ， 我的生活黯淡

无光 。 感谢世界上所有善 良的人们 ， 是你们让我相信世间仍有真情在 。

感谢博士期间我在科研上与生活中遇到的困难 ， 你们使我成长变强 。 你们

让我明 白科研需脚踏实地的前进 ； 你们让我明 白科研也不是净土 ， 远离不了人

情的枷锁 ； 你们让我明 白
“

兼爱非攻
”

不过是理想的乌托邦 ，

“

老吾老以及人

之老
”

才是思考的常态 。 挫折是人生最重要的经历 ， 让我重塑雄心壮志 。

最后 ， 祝愿实验室越来越好 ： 祝愿师长与同学们工作顺利 、 事事顺意 ； 祝

愿朋友们身体健康 、 生活幸福 ！

呼 新 尧

２０ １ ９ 年 ５ 月
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