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单分子水平上研究蛋白质的
折叠与展开动力学
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许多大分子（例如蛋白质和RNA）
的生物学功能与其构象及构象动力
学过程密切相关，例如，蛋白质的
正确折叠成其天然状态对其生物学
功能至关重要。而蛋白质的错误折
叠或者未折叠要么（部分）无活
性，更有甚者会显示对机体的毒
性，因为错误折叠蛋白质的聚集与
多种神经退行性疾病相关。

研究蛋白质如何正确折叠并确定其
如何发生构象变化以完成生物学功
能对于了解潜在的生物学机制以及
疾病的发病机理至关重要。单分子
力谱是研究分子构象变化的力学工
具，这主要由其具备分离单个分子
并实时观察其构象转变与展开过程
的独特能力。

光镊系统具备出色的时空灵敏度和
力学操纵能力，可以直接操纵单个
蛋白质，并通过测量亚纳米级别的
长度变化直接观察分子的构象如何
改变。在本应用报告中，我们使用
LUMICKS开发的高分辨光镊系统
C-Trap®演示如何开展分子构象变化
的相关研究，选择的对象为蛋白质
钙调蛋白（CaM）（人体内最重要
的钙结合蛋白）。

在过去的十多年中，基于单分子方
法已经完成了一系列的突破实验，
这些实验描述了分子构象变化与力
的产生以及来源于相互作用和化学
键水解释放的能量产生特定的力学
反应之间的有效关联。

具有层流特性的微流控系统和我们
的自动化实验程序，单个CaM分子
可以特异性的固定在光镊捕获的微
球之间，CaM和微球之间通过DNA
分子直接与他们的N端和C端结构
域相连。

多结构域蛋白的展开步骤的研究

图1 多结构域蛋白质打开实验示意图，含有三个结构域的蛋白通过DNA链接与光镊捕获的微球相连

图2 通过增加光阱之间的距离实现对蛋白质分子
的力学操控，在力谱曲线上观测到蛋白质分子
的构象打开事件
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在第一个实验中，我们记录了钙离
子浓度为10mM的环境中全长CaM

的拉伸和收缩动力学行为，我们以
100nm/s的恒定拉伸和收缩速度记
录了单个CaM的力学-距离延伸曲线
（如图3）。在拉伸阶段，随着力的
增加，可以明显的看到两个力学信
号的突然下降，显示了两个展开步
骤，对应着两个螺旋环-螺旋域的展
开。因此，我们得出结论，C-Trap®

在力学和距离测量上的高分辨特性
（0.2pN和<0.5nm@100Hz）使其提
供的力学-延伸距离的力谱曲线成为
分辨单个蛋白质展开事件的力学利
器，这种类型的测量非常适合野生
型蛋白与那些改变或者受损蛋白质
折叠特性之间的研究。

我们固定双光镊间的距离（借此固
定施加在CaM上的初始拉力）进一
步表征了CaM蛋白的折叠/展开平
衡动力学，同时测量蛋白质长度的
波动和分辨短寿命中间态间的转
变（图4）。对单个CaM分子施加
7.5pN的力，实时观察到三种不同态
之间的平衡波动，这种波动反应了
CaM螺旋环-环子域的折叠和展开。
和参考1和2中的实验结果相同，这
里展示了一个明显的多态折叠/展开
模式（图4）。这种在较长一段时
间内测量单个蛋白质分子在平衡状
态下折叠和展开动力学变化的特征
能够展示包含此生理学过程的大量
信息，然而这种高质量的实验数据
基于仪器的低漂移和长时间内的高
稳定特性实现的。使用这种分析方
法，可以量化蛋白质在不同态的停
留时间和态间的转变动力学，相应
的，这些信息可以加深对特定蛋白
质的折叠/展开途径的理解。

单个蛋白质折叠和展开动力学以及
构象变化的研究在生物学和生物物
理学领域是产生突破性发现的方
法，实验C-Trap®光学-共聚焦荧光
系统，可以记录单个蛋白质的展开
和重折叠以及高度详细的平衡动力
学过程。相应的，这使得科学家更
容易研究蛋白质展开过程中的中间
状态，了解有关蛋白质结构与功能
的宝贵信息。蛋白质折叠和构象领
域的进一步研究会用到C-Trap®系统
的高灵敏和多色荧光单分子FRET

特性，通过同步监测FRET效率和力
的变化来进一步表征蛋白质构象变
化，这将建立蛋白质的整体力学特
性与局部结构特性间的关系。

图3 全长CaM蛋白的力-距离延伸（蓝色）和力-
距离收缩（红色）曲线，溶液环境为10mMCa2+

，拉伸和收缩的速度为100nm/s，微球直径为
10um，其应变系数为0.284pN/nm.

图4 溶液环境为10mM Ca2+的全长CaM的多态平衡动力学，作图中的直方图数据清楚地表明CaM分子有两个态，分别对应的力为6.5± 0.1 pN和7.8 ± 0.09 

pN（平均值±标准方差）
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