
本文为LUMICKS应用案例指南，欢迎大家免费引用。

力学操控下DNA构象转变
的实时成像
多色成像应用案例
2017



单分子力谱 (SMFS) 被广泛用于研究过度拉伸过
程中 DNA 的构象转变。然而，之前使用的许多技
术仅能提供整体的信息，因此在这些转变过程中
发生的确切机制仍不清楚。将 SMFS 与局部的实
时成像相结合可以解决这个问题。在本应用报告
中，我们将讨论 LUMICKS 的 C-Trap® 集成系统如
何通过将高分辨率光镊与共聚焦荧光显微镜相结
合，实时监测应力作用下双链 dsDNA 到单链 (ss) 
DNA 的转变。

众所周知，dsDNA 在 65 pN 左右经历过度拉伸
转变。 在这个转变过程中——几乎没有增加力
量——DNA 轮廓长度增加了70%。 在从 B 型到 S 
型 dsDNA 的转换之后，过度拉伸的转变由熔化的 
DNA 区域组成，这些区域可能由从末端或缺口剥
离或形成熔化气泡引起的。 由于DNA 的这种转变
在 65 pN 左右具有可重复性，因此能够测量在不
同结合伴侣或不同缓冲液中出现过度拉伸平台时
力的变化，用于揭示这些结合伴侣与 DNA 相互作
用的方式是怎样影响 DNA 的结构和稳定性。

这篇报告中，我们使用高分辨率光镊来操纵单个

分子，从而在可控方式下诱导DNA的结构转变，
而且还能够以亚pN和亚纳米分辨率读取力和距离
随时间的变化数值。我们使用特定的荧光标记物
进行标记、区分熔化 (ssDNA) 和双链 (dsDNA) 的
区域，借助于多色单光子成像系统对这些区域实
时成像，成像的定位精度(<15 nm)，因此可以确
定它们在 DNA 链的特定位置。使用层流微流控
系统和我们的自动化原位组装程序，可以将单个 
dsDNA 分子拴系在两个光镊操控的微球之间（
图 1）。然后，可以将此拴系结构转运到包含 2 

nM Sytox Orange（一种 dsDNA 荧光标记物）和 
3 nM 荧光标记的复制蛋白 A (RPA)（一种 ssDNA 
结合蛋白）的通道中。

在第一个实验中，我们记录了不同力学操控下的
共聚焦荧光图像，以展示我们系统的双色成像能
力。首先，我们在 30 pN的力下对 dsDNA（图 
2a）成像。此时，碱基对的间距允许荧光 Sytox 
分子（绿色）有效插入，从而完全包覆 dsDNA。
在第二个实验中，我们提高操控力，直到达到过
度拉伸状态。此时，dsDNA 从两端开始剥离。共

聚焦荧光成像表明不同结构的区域出现，对应于 
RPA 与 ssDNA 的结合（图 2b，蓝色）。除了在
DNA模板两端之外，RPA 染色的DNA 区域的存
在表明发生了从 DNA缺口处开始的剥离。我们利
用 C-Trap® 微流控体系统进一步验证 DNA 熔化区
域的存在，我们用垂直于DNA链的温和缓冲液冲
击DNA分子以延长被剥离 ssDNA（图 2c）。最
后，dsDNA 的完全熔化是由力学诱导的，导致在
光学捕获的微球之间是一条完整的结合了RPA的
ssDNA （图 2d）

过度拉伸过程中DNA构象转变的研究

图1 DNA过度拉伸示意图。光镊操控的微球拉伸双链DNA分子，微球的移动带来的力导致DNA分子的剥离
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为了建立定量的力谱数据和共聚焦荧光成像的联系，我们做了一项额外的
实验，此时我们以140nm/s的恒速度拉伸dsDNA，同时记录力，距离和荧光
图像。（图3）

图中灰色线表示两端距离随时间变化曲线，红色曲线表示 DNA 上施加的
力随时间变化的关系。 通过重叠所有数据，我们获得了每条线共聚焦显微
图像对应的力和距离值。结果表明，在大约 25 pN 的力下dsDNA开始结合
Sytox Orange， 此外，与单纯的 dsDNA 不同的是，我们直到达到 90 pN 的
张力才观察到过度拉伸。 这种现象主要由于Sytox 与dsDNA结合时稳定了 
dsDNA 结构，使其更难以熔化。当达到过度拉伸转变时，出现了蓝色荧光
区域，表明从 dsDNA 到 ssDNA 的结构转变。 再次注意，剥离不仅发生在 
DNA 极端，而且发生在DNA 模板中随机分布的缺口处。

图3 双色共聚焦荧光图像和kymograph数据，其中kymograph数据包含dsDNA以140 nm/s的恒定速度
拉伸和返回时光镊间离（灰色）和施加到DNA上力（红色）随时间的变化。
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图2 dsDNA向ssDNA转变过程中不同阶段的二维双色共聚焦成像（从上到下），绿色荧光表示双链
DNA与Sytox结合的区域，蓝色信号反应的是RPA与单链DNA的结合区域

2d 30pN拉伸下的单链DNA

2b 过度拉伸转变态

2c 流动拉伸
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2a 30pN拉伸下的双链DNA
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