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利用分子梳技术对!*+,-和组蛋白的相互作用进行了研究 . 通过这种简单有效的方法，我们将!*+,-分子拉
伸到 %)—%$"/，相当于其原长（约 ")0%"/）的 "0)—"01倍 . 当组蛋白与 +,-结合后，+,-分子发生凝聚现象，复合
体的拉伸长度明显变短，其峰值分布在 "#—"&"/之间 . +,-*组蛋白复合体的拉伸长度与组蛋白的浓度、与碱基对
和荧光染料的比例有显著的关系 .
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" 0 引 言

近年来，拉伸 +,-已成为人们研究 +,- 的一
种重要手段，而荧光显微技术极大地方便了对单分

子 +,-［"，%］的观察 . 许多物理手段被用于拉伸 +,-
分子，例如磁镊［2—’］、光镊［)—(］、微吸管［"#］等 . 另外，
人们还发展了许多种利用流体的流动使 +,-分子
得以固定且被拉伸的方法：空气与水界面的退

却［""—"2］、气流推动液滴的流动［"&］、玻片边沿的滑

动［"’］、液体的对流［")］、旋转离心法［"1］、准确控制液

面的移动［"$］等 . 但目前以上流动流体这些方法只应
用于拉伸 +,-分子，还没有应用于拉伸 +,-与组
蛋白的复合体 . 组蛋白是一种很重要的蛋白质，对
+,-分子的压缩起着重要的作用，在一定范围内，
它可以使 +,- 分子折叠成更加有序的高级结构 .
活细胞或噬菌体中的 +,-分子都以紧密堆积的形
式存在，其体积仅仅是自由分散状态的 "#@ &—"#@ )，

这种结构不仅具有所占空间较小的特点，而且与基

因表达的自我调控密切相关，因而具有重要的生物

学意义 . 真核生物中，形成染色质时组蛋白与 +,-
紧密结合 . 我们已对 +,-与组蛋白的相互作用进
行了布朗动力学模拟［"(，%#］，初步显示了核小体组装、

解离的动力学过程以及在拉伸力下的行为 . 最近，
我们还利用分子梳技术结合荧光显微技术直接观察

到了 +,- 单分子在拉伸力作用下的熔化现象［%"］.
本文报道 +,-与组蛋白相互作用的实验结果 . 我
们利用分子梳技术，将 +,-分子拉伸并且平铺在疏
水表面上，然后用倒置荧光显微镜观察单个 +,-分
子及其与组蛋白的复合体，通过观察 +,-*组蛋白复
合体的拉伸长度，可以得知缓冲液对 +,-与组蛋白
相互作用的影响，这将有助于在单分子水平上研究

+,-与组蛋白的相互作用［%%］. 另外，由于 +,-与组
蛋白两者均为生物大分子，它们之间的相互作用非

常复杂，影响的因素也很多 . 本实验提供了一个研
究这些相互作用的出发点 . 将有助于弄清通常很长
的 +,-分子（例如，人的 +,-分子展开后的长度近
两米）是通过哪些机制被折叠的 . 目前，从物理学
的视点上对这一问题的理解仍具有挑战性，是一个

值得从理论和实验两方面深入探讨的悬而未决的科

学问题 .

% 0 材料与方法

&’(’ 实验材料和仪器

!*+,-（#0’)("<A"7）购自华美生物工程公司（中
国）；荧光染料 BCBC*" 购自 DE7F?G75H IHEJFK 公司
（美国）；组蛋白和 L6K*MH6K 购自 N6</5 公司（美国）；
高纯度水由 D67768EHF N. -.系统（法国）获得；倒置荧
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光显微镜型号为 !"#$%，&’()*+,（日本）；--.照相机
为 -//’012*#34（美国）5

!"!" 疏水表面的制备

将石英片（67 )) 8 96 ))）浸泡在热的 :2&;溶
液（%<= >）中 7%)?1，然后用高纯水充分冲洗，石英片
干燥后对其表面进行疏水处理：将 %<6—%<@ )’
A>>B溶液（溶剂为氯仿，质量百分比为 7%C）滴在
石英玻璃表面的中心位置，然后以 =%%%DE)?1的转速
旋转 7)?15 旋涂完毕将石英片放在烘箱中，在 7F=G
烘烤 6%)?1，然后在室温下放在无尘环境中保存以
备用［6@］5石英表面的清洁度以及 A>>B溶液的均匀
性对膜的性质有重要的影响 5

!"#"$%&和 $%&’组蛋白复合体溶液的制备

!#.:B（9H IJ*，原长约 7F<6")）与新鲜制备的
%<7"> 荧光染料 K&K&#7 溶液（缓冲液为 7% )>
LD?,E7 )> M.LB，*; H<%）在黑暗中和室温下共同保

温 @%)?1，碱基对与染料分子之比为 7% N 7，然后用
O?,#LD?,缓冲液（=% )>，*; P =<F）将标记好荧光分子
的 .:B溶液稀释至 F<= *>5
用 J?,#LD?,缓冲液（=% )>，*; P F<F）稀释组蛋白

溶液，稀释后的组蛋白溶液与标记好荧光分子的

.:B溶液按不同的摩尔比在 @$G共同保温 7Q5

!"(" 用分子梳方法拉伸 $%&及其 $%&’组蛋白复
合体

将 .:B溶液或 .:B#组蛋白复合体溶液（7—6

"’）滴在 A>>B疏水薄膜上 5 最初，液滴的边界线几
乎不动，=—7%)?1后，由于液滴的明显蒸发，空气与
水边界线开始回缩，其末端与疏水表面结合的 .:B
分子被拉伸，很多数目的 .:B分子呈放射状地分布
在疏水表面上，类似于太阳光线的形状 5

!")" 对 $%&分子成像及其图像分析

与 .:B结合的 K&K&#7 分子的最大吸收波长

图 7 分子梳拉伸的 .:B分子及其与组蛋白复合体的分布

（2）.:B（F<= *>，未加组蛋白），（J）组蛋白浓度为 .:B 的

@%倍

图 6 分子梳拉伸的 .:B分子及其与组蛋白复合体的分布

（2）组蛋白浓度为 .:B 的 =% 倍，（J）组蛋白浓度为 .:B 的

7%%倍
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为 !"# $%，发射谱峰波长为 &’" $%，即在蓝光激发
下可以发出绿色的荧光 ( 从而通过观察 )*)*+#发
出的荧光可以观察到 ,-.分子 ( 实验中激发光来
自一个功率为 #’’/的汞灯，用倒置荧光显微镜和
00,照相机对 ,-.进行观察并且采集照片，00,照
相机的曝光时间为 12( 3456$ 5%789 软件用于测量被
拉伸 ,-.的长度 (

1 : 结果与讨论

!"#" 组蛋白浓度的影响

在碱基对与 )*)*+#分子之比为 #’ ; # 的情况
下，将不同浓度的组蛋白与 ,-.（<:& =>）共同保温

#?，然后将 ,-.与组蛋白复合体进行拉伸 ( 实验发
现，在缓冲液中加入组蛋白后，,-.分子的拉伸长
度与未加组蛋白（对照组）相比明显变短（图 #，@），
这表明组蛋白已经与 ,-. 结合，组蛋白导致 ,-.
分子发生凝聚现象 ( 为了进一步检验二者结合的适
当条件，我们试验了组蛋白与 ,-.的不同摩尔比，
例如 &，#’，@’，1’，!’，&’，#’’: 结果发现随着组蛋白
浓度的增大，,-.分子的拉伸长度变短，与疏水表
面结合的分子数逐渐增多（图 #，@）( 后者说明组蛋
白能大大增强 ,-.与疏水表面的结合 ( 当组蛋白
与 ,-. 摩尔比为 &’，#’’ 时分子分布非常密集（图
@）；特别是在 #’’时，很多 ,-.分子没有被拉开，说
明二者结合聚集程度很高（图 @）(
为了进一步研究 ,-.与组蛋白相互作用的特

图 1 ,-.分子及其 ,-.+组蛋白复合体长度分布图 （7）,-.（<:& =>，未加组蛋白）( 峰值在 @!—@A!%之

间，（B）组蛋白浓度为 ,-.的 &’倍 ( 峰值在 #’—#!!%之间

点，我们对大量的 ,-.+组蛋白复合体进行了长度测
量（图 1）( 当组蛋白浓度是 ,-.的 &’倍时，其峰值
分布在 #’—#!!%之间，较没结合组蛋白的 ,-.分
子拉伸长度缩短了 #!—#<!%（相当于未拉伸 ,-.
长度缩短 A:A—#’!%）( 人们已知

［@!］，一个组蛋白与

,-.分子结合，,-.在组蛋白上面缠绕 #:C&周，需
要大约 #!< B=，相当于未拉伸 ,-. 长度减小 ’:’&

!%( 由此可估算组蛋白浓度为 ,-.的 &’ 倍时，与
,-.结合的组蛋白数目大约为 #C&—@’’ 个 ( 我们
推断 ,-.与组蛋白的结合方式具有以下特点：有的
,-.分子与组蛋白结合，有的 ,-.分子不与组蛋白
结合；与组蛋白结合的 ,-.分子数目随着组蛋白浓
度的增大而增多，结合到每个 ,-.分子上的组蛋白
数目随着组蛋白浓度的增大而增多；通过峰值的分

布判断，形成分子梳后，与 ,-.分子结合的组蛋白
数目一般在 #@&—#"’ 之间 ( 如果结合的组蛋白数
目过多，例如组蛋白与 ,-.浓度比为 #’’，碱基对与

染料分子比为 #’时，,-.与组蛋白紧密结合，应用
液滴蒸发法不能将复合体完全拉开（图 @（B））(

图 ! 复合体拉伸长度与二者摩尔比的关系曲线

在组蛋白与 ,-.不同摩尔比的情况下，我们对
复合体的拉伸长度进行了平均值和峰值统计，结果
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表明：长度平均值和峰值都随组蛋白浓度增大而减

小（图 !）"

图 # 分子梳拉伸的 $%& 分子及其 $%&’组蛋白复合体的分布

（(）$%&（)*# +,，未加组蛋白），（-）组蛋白浓度为 $%&的 #.
倍，（/）组蛋白浓度为 $%&的 0..倍

!"#" 染料分子的影响

为了研究影响 $%&与组蛋白结合的因素，我们
将碱基对与染料分子的比例改为 # 10* 结果发现，相
对于比例为 0. 1 0的情况，分子分布较稀疏（图 #与

图 0，2），并且峰值长度较长（图 )与图 3，!）"

图 ) $%&分子及其 $%&’组蛋白复合体长度分布图 （(）$%&
（)*# +,，未加组蛋白）" 峰值在 2)—3.!4，（-）组蛋白浓度为

$%&的 #.倍 " 峰值在 03—0#!4之间，（/）组蛋白浓度为 $%&
的 0..倍 " 峰值在 0.—0!!4之间

碱基对与染料分子之比为 # 1 0时，$%&分子长
度分布的峰值在 2)—3.!4之间（图 )（(）），加入组
蛋白后，随着组蛋白浓度增加，长度分布的峰值逐渐

向较小值移动 " 组蛋白与 $%& 质量比为 #时，长度
较小的分子数增多，峰值变化不大（在 2!—2)!4之
间），说明有一部分 $%&分子与组蛋白结合；当二者
的浓度比为 #. 时，峰值在 03—0#!4 之间（图 )
（-））；二者浓度比为 0..时分子梳分布非常密集，峰
值在 0.—0!!4之间（图 )/）" 与前面碱基对与染料
分子之比为 0. 1 0时的情况比较，可以看出，在现在

#2)2期 刘玉颖等：应用分子梳技术对 $%&与组蛋白相互作用的研究



!"!"#$分子增加一倍的情况下，与 %&’结合的组
蛋白数目减少 ( 这说明带正电的 !"!"#$分子结合
到 %&’分子上后，部分抵消了 %&’的负电性，从而
在一定程度上抑制了 %&’与组蛋白的结合 (

) * 结 论

我们直接用荧光显微镜观察到了由分子梳拉伸

的组蛋白与 %&’结合形成的复合体，并且推断了在
溶液中 %&’与组蛋白结合的一些特点 (组蛋白结合
到 %&’上使 %&’长度明显缩短，使 %&’分子发生

凝聚现象；另外，组蛋白能显著增加 %&’与疏水表
面的结合能力，%&’与疏水表面结合力可能部分来
源于静电相互作用 ( 较多的 !"!"#$ 分子结合到
%&’分子上减弱了组蛋白结合到 %&’上的能力，但
是如果组蛋白达到一定浓度，组蛋白与 %&’二者也
能很好地结合 ( 组蛋白与 %&’结合速度较快，+,-./
即可很好地结合，且结合后比较稳定 ( 我们确定的
%&’与组蛋白结合的适当条件是二者的摩尔比为
0—$,,，温度为 +12，碱基对与染料分子的比为 $,，
34值小于 1* 从分子梳拉伸分子分布的疏密变化和
长度变化可以分析二者的结合情况 (

［$］ 56.77 8 $999 !""#$"# !"# $:1:
［;］ 4< = ;,,$ %&’’ ( ()*$ ( !+’&"+ ( ,*-. ( $$ ;>1
［+］ 8-.?@ 8 A，B./C. D </E AF7?<-</?6 G $99; !"*#$"# !%" $$;;
［)］ 8?H.IJ = K #+ /. $99: !"*#$"# !&$ $>+0
［0］ ’LL6-</E M B #+ /. $99> 0’-" ( 1/+. ( 2"/3 ( !"* ( 4!2 ’% $)$0;
［:］ N6HJ./7 = =，8-.?@ % O </E G@F 8 $99) !"*#$"# !() >$9
［1］ N6HJ./7 = = #+ /. $99) !"*#$"# !() >;;
［>］ 8-.?@ 8 A，GF. ! M </E AF7?<-</?6 G $99: !"*#$"# !&$ 190
［9］ A6//./J P D #+ /. $999 %5+-6#+’5 #( ;,,
［$,］ GLFC6L N #+ /. $99: !"*#$"# !&$ 19;
［$$］ A6/7.-Q/ ’ #+ /. $99) !"*#$"# !(% ;,9:
［$;］ A6/7.-Q/ % #+ /. $990 0758 ( 9#: ( ;#++ ( &) )10)
［$+］ P.I@<L6? R #+ /. $991 !"*#$"# !&& $0$>

［$)］ D. M 5 #+ /. $99> 1&".#*" 2"*38 9#8 ( !( )1>0
［$0］ !QJQ?< 4 #+ /. $991 1&".#*" 2"*38 9#8 ( !% $,:)
［$:］ 5</S 5，D./ M </E 8I@T<H?C % G $99> ,*-)758 ( < ( &% 0$+
［$1］ !QJQ?< 4 #+ /. $999 2$/. ( %7#6 ( &$ ))$>
［$>］ "?QU6 V </E "@?</. = ;,,$ 1&".#*" 2"*38 9#8 ( !’ 6$,9
［$9］ D. 5 #+ /. ;,,+ %7*$ ( 0758 ( $! ;;:
［;,］ D. 5 #+ /. ;,,) < ( =7#-’ ( ,*-. ( !#* +10
［;$］ D.F ! ! #+ /. ;,,) < ( %7#6 ( 0758 ( $!$ )+,;
［;;］ 8<7<J. 8 </E V<HFU6 W ;,,$ 2$/. ( !"* ( $& $;$+
［;+］ XF6HQF. Y #+ /. ;,,; 0’-" ( 1/+. ( 2"/3 ( !"* ( 4!2 ’’ :,,0
［;)］ 5QLZZ6 ’ $99> %7’-6/+*$ 8+’&"+&’# /$3 >&$"+*-$（ 8</ %.6SQ：

’I<E6-.I 3H677，+HE 6E.?.Q/(）
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!"#$% &’ ()"*+,-"(&). /*"0**) 123 ,)$ 4(."&)*
0("4 5&6*-#6,+ -&5/()7 5*"4&$!

!"# $#%$"&’ ()# *+#)%,"&’ -.&’ /0&’%$01 ,"0 /"&’ -.&’ -0"%2+"
（!"#$%"&$%’ $( )$(& *"&&+% ,-’./0.，12.&/&3&+ $( ,-’./0.，4-/2+.+ 50"6+7’ $( )0/+20+.，8+/9/2: 344454，4-/2"）
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