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DNA修复中的分子机制研究

DNA修复是高级调控机制的集合，
通过这种调控细胞识别和修复DNA

损伤，目前仍然是人生命活动中最
基本的过程之一。没有DNA修复机
制，细胞丧失了转录基因组重要区
域的能力，导致了有害的突变，最
终可能会危及细胞的生命。

DNA损伤的来源包括双链断裂以及
DNA内部或者链间发生交联，如不
进行修复，最终会发展成为恶性肿
瘤，导致癌症的发生。在研究DNA
损伤修复的过程中，单分子层面的
研究大大提高了对其机制的理解。
然而，已有的单分子技术手段需要
具备两个方面的特征：首先要具备
模拟体内生理学过程的能力，建立
体外实验和体内生物学过程的联
系；其次要具备检测到单分子行为

的能力，即系统要有较高的灵敏度
和分辨率。LUMICKS公司的集成系
统C-Trap®通过力学操控在单分子水
平上模拟DNA损伤生理过程，并且
实时监测修复过程中DNA和DNA修
复蛋白相互作用动力学过程；并且
在保证高度模拟体内生理环境下，
具备超高的探测灵敏度和时间-空间
灵敏度。

图1的示意图模拟了两个光镊控制的
微球拴系单个DNA分子，缓冲体系
中的多个DNA修复蛋白与DNA分子
发生相互作用。多色共聚焦系统对
荧光标记的蛋白实时成像，因此能
够轻易获得修复蛋白在DNA分子上
的位置、扩散速度以及蛋白与DNA

分子的结合或解离事件、持续时间
等相互作用过程；同步进行“力-延

伸距离”的实时测量建立了蛋白活
性与结合动力学的关系，反应了
DNA-蛋白复合物的力学特性。

图1 四光镊集成系统研究单个DNA分子与修复蛋白间相互作用的示意图
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单分子水平上研究蛋白质的折叠与展开动力学



DNA损伤修复过程中通过对DNA-修
复蛋白相互作用的高时-空分辨的
实时成像，DNA-蛋白质复合物的
活性与动力学参数也能够通过计算
简单得到。在使用C-Trap®的过程
中，DNA分子必须拴系在光镊捕获
的微球间，而缓冲溶液中荧光标记
的多种修复蛋白与DNA直接相互作
用。多色共聚焦成像系统的实时记
录修复蛋白在DNA分子上的定位，
修复蛋白在DNA分子链上的扩散、
在DNA分子链上的移动，蛋白与
DNA分子的结合或者解离时间，以
及结合或解离持续的时间等等作用
过程。

图2中的数据-波动曲线图定位了
DNA修复蛋白XRCC4（绿色，占全
部事件的9%）和XLF（红色，占全
部事件的62%）与DNA分子结合时的
位置，两种DNA修复蛋白同时参与
到非同源末端连接修复通路，形成

了XRCC4-XLF复合物（黄色，占全
部事件的29%）。

XRCC4和XLF在DNA桥联过程中也
起到重要作用。此实验过程可以通
过四光镊集成系统（Q-Trap®）轻易
实现。如图3所示，四个光镊捕获的
微球分别拉伸两个DNA分子，当在
含有200nM的XLF和200nM的XRCC4

缓冲体系孵育时，共聚焦荧光成
像实时呈现了两个DNA分子的交互
形变以及桥联结构的形成。实验证
实，我们确实观测到了蛋白质串联
两个DNA分子形成的DNA桥联的
形成。进一步的力学操控实验证实
了桥联系统的稳定性，也观察到了
DNA修复蛋白在施加拉伸力情况下
的生物学特性。对右下和右上的微
球施加高强度的力学（>100pN）操
控时，当力传输到拴系在微球上的
两个不同DNA分子时，XLFX-RCC4 
形成的DNA修复复合物维持左边微

球之间的桥连状态，启动非同源末
端连接修复模式；继续增加拉伸力
到大于250pN时，桥连才会出现明
显的断裂，反映出这种DNA-DNA

复合物具备超高的稳定性和韧性。
这篇文章是四光镊集成系统结合双
DNA分子的模型首次应用到DNA损
伤修复相关领域当中。

另外，DNA损伤修复过程通常发生
于蛋白高度聚集的环境中，STED

纳米级显微成像是区分单个标记蛋
白位置的有力武器。C-Trap®可以升
级为745nm 的一维STED超分辨显
微成像系统。更多有关STED超分辨
显微成像的信息，请查阅LUMICKS

网站。

图3 双色共聚焦显微图像表明XRCC4和XLF的共
同作用使两个DNA分子桥联形成交叉构象

图2 光镊-共聚焦系统实验数据-波动曲线图：X轴为时间，Y轴为荧光标记的蛋白在DNA上的定位，图像显示了DNA损伤修复过程中DNA与修复蛋白的实时
相互作用。

有关本案例的更多信息，请参考文献： Brouwer et al, Sliding sleeves of 
XRCC4–XLF bridge DNA and connect fragments of broken DNA, Nature, 
2016, 535: 566-569
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