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细胞骨架及其众多的相关分子马达蛋白在多种细胞功能中起到重要作用，
细胞骨架丝状结构构建而成的相互连接网络系统充当分子马达运动的轨
道，并为细胞提供结构支持和组织架构。

马达蛋白中最经典的例子为肌球蛋白家族，这是一类非常庞大的蛋白质家
族，包含多种蛋白质，其成员参与多种细胞过程，包括细胞输运，迁移以
及结构维持。其中肌球蛋白二聚体以微丝为轨道进行ATP依赖的交替式连
续运动。

分子马达的步进式运动动力学是和力（pN）的大小密切相关，其步长通
常在纳米级的（1~100nm），并且其行进的频率非常高（1~100Hz）。因
此，对类似于肌球蛋白在微丝上运动的离散步进过程及其相应力学过程的
研究需要依靠具备时空高分辨率的光镊系统。

光镊技术的独特光学系统让我们能够分辨亚纳米级别的位移并对单个分子
施加皮牛级别的力学操控；已有的各类文献证明，这种力谱技术在阐明参
与细胞内输运的分子马达蛋白的力学和动力学是行之有效的。LUMICKS 的
C-Trap®系统高时空分辨特性和高的系统稳定性帮助您研究肌球蛋白的活
性、连续运动、沿肌动蛋白的结合动力学，并且能够在单分子水平上确定
其热力学特性。

图1 研究分子马达步进动力学行为的三微球试验示意图，两
个光学捕获的微球拉伸微丝束，肌球蛋白包被的微球固定在
LUMICK流通池中玻璃基底上
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图2a 拴系在光镊捕获的两颗微球间的单根微丝的荧光（上图）和明场（下图）图像，此拴系结构
在力学操控下靠近肌球蛋白包被的第三颗微球

图2b 不同时间点下光学捕获的两个PS微球和单根微丝的荧光图像，整个时间序列图像表征了捕获
单根微丝形成稳定的拴系结构的过程。

单分子水平上研究肌球蛋白VI的活性
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图3 基于光镊系统的三微球法测量肌球蛋白VI的运动动力学，灰色数据和红色数据的采集频率分别为200Hz和
10Hz。左边的两幅图表示每个光阱中探测到的微球位移轨迹，右图是表示放大的微分力信号（灰色的为50kHz
和红色的是20Hz），获得肌球蛋白运动动力学的高分辨示踪信号。在数据处理时，预先设定的力归一化为
0pN，从而获得马达蛋白步进时产生的力学信号的变化。

Data collected using samples courtesy of P. Ruijgrok and Z. Bryant, Stanford University.

图1展示的一个典型的“三微球试验”，主要有
两个光学捕获的微球拴系住单根微丝，第三个
微球由肌球蛋白包被然后固定在流通池的玻璃
表面。

荧光标记的微丝可以通过集成在在C-Trap上的共
聚焦荧光系统实时成像，这样加速和简化了形成
合适拴系结构的流程。（图2）

经典的三微球试验中微丝拴系结构的形成通常是
一个复杂冗长的过程。在C-Trap系统中，力学测
量和荧光成像同步执行，与集成的微流控技术结
合后有效的简化了实验流程，提高了分子马达力
学测量的可靠性、速度和数据量。我们能够在10

秒内成功形成微丝拴系结构（图2b），而其他不
需要的分子，例如多个微丝或者短的微丝拴系结
构，可以通过荧光成像轻松的分辨并且排除。

微丝拴系结构随后在力学操控下朝着第三个微球
靠近，让微丝和肌球蛋白紧密接触。肌球蛋白的
头部结构在ATP的作用下与微丝底物发生动态的
相互作用，其在微丝上的移动产生了作用于微丝
上的拉力，肌球蛋白驱动的肌动蛋白翻译导致
了处在光学捕获空间中的拴系结构发生位移。C-

Trap的高时空分辨率的特性，能够轻易深入了解
肌球蛋白的持续运动动力学特性。

在本实验中，我们使用C-Trap来研究肌动蛋白相
对于野生型肌球蛋白VI的位移，此位移通过测量
双光镊中捕获微球相对位移的变化来计算得出。
图3显示了肌球蛋白以单方向的运动方式拉伸肌
动蛋白微丝，使用的力是可以精确测量的。我们
在查看独立的力学信号时（图3，左），当肌动
蛋白微丝拉至2pN（t=0-50秒）的预紧力时，我们
观察到了反向相关力的信号。一旦肌动蛋白微丝
与肌球蛋白VI包被的微球建立接触（175秒），
两个力通道的信号就出现相关，表明有肌球蛋白
的活性引起的定向位移，如图3（右所示），在
计算两个光镊之间的差分力时，可以显著提高力
位移测量的分辨率。

C-Trap集成的微流控系统不仅能够帮助我们快速
的捕获微球和肌动蛋白微丝拴系结构的形成，而
且也能帮助我们使用同一组马达蛋白和微丝在不
同ATP和盐浓度的体系下研究马达蛋白的运动，
增加实验的一致性。

C-Trap系统也能够帮助您对分子马达沿着细胞骨
架蛋白的运动动力学实时成像，在单分子水平上
确定他们的热力学特性。

马达蛋白的确切动力学可以通过计算微丝相对于
马达蛋白的相对位移及相对力的大小得出，从而
马达蛋白的速度和运动的持续时间都可以从力-时
间轨迹计算得到。

结合了荧光标记的运动蛋白可视化的可能性，为
肌球蛋白活性高精度实时测量提供了完整的解决
方案。这是进一步准确分析和研究其他的实验参
数的先决条件，例如结构转变过程中的力学依赖
特性以及上述过程是如何与ATP的化学水解产生
耦合的。
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