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改进了单分子横向磁镊装置，可以直接用于观察单个 ’()分子的伸长和扭转并随时更换样品池内的溶液，还
可以同时操纵多个 ’()分子，大大提高实验效率 *此方法可以提供 #+"到 ,# -(范围的拉力，足以满足大部分单分
子 ’()实验的要求 *用该装置实时观测到了 ’()分子在拉力作用下的伸长以及在旋转磁场作用下的扭转，并成功
地观察到了分子马达拉动 ’()的动力学过程，从而验证了该装置的实用性 *
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!国家重大基础研究项目（批准号：%##01/2"#3#%）资助的课题 *
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" + 引 言

生物单分子研究技术［"］是 %#世纪 2#年代发展
起来的，包括光镊、磁镊、玻璃微管、原子力显微镜和

分子梳等，再加上单分子荧光技术 *这些技术正被越
来越多地应用于研究 ’()与酶的相互作用［%—$］*这
些常用的单分子研究技术具有一个共同的基本步

骤，就是把经过生化修饰的 ’()（即在 ’()的两端
修饰上两个不同的功能基：链亲和素和地高辛）的末

端固定在修饰有抗体（生物素和抗地高辛）的玻璃或

小球的表面上［2］，通过对小球的控制，间接地操纵

’()分子 *
这些单分子 ’()的操纵技术各有自己的优缺

点 *比如，对原子力显微镜技术来说，它是使用原子
力显微镜的悬臂操纵 ’()，其可以准确测量的力不
小于 "# -(，而许多单分子研究要求 "# -(以下的精
确度，比如对“分子马达”的研究［"］；玻璃微针技术是

使用商业拉针仪拉出比原子力显微镜悬臂弹性系数

更小的微针尖，通过修饰微针尖，连接 ’()，但是这
样一个微针只能连接一根 ’()，不能重复使用，实
验很耗费时间［"#，""］；光镊是利用聚焦激光束产生辐

射压力而形成的光学陷阱，可以使处在陷阱中的微

粒受力，此方法要求使用高功率的激光器，价格昂

贵 *同时，强的激光束斑还可能对所研究的 ’()分

子造成损伤［"］；磁镊方法则是将 ’()的一端连在小
球或玻璃表面上，另一端连上一个超顺磁性小球（简

称磁球），另加一个磁场吸引住磁球，改变外磁场就

可以拉动或转动磁球，从而拉伸或扭转 ’()分子 *
单分子磁镊又可以分为纵向磁镊和横向磁镊，其中

纵向磁镊方法是通过小球像的光晕的变化来测量磁

球与载玻片表面的距离，即单分子 ’() 的拉伸长
度 *这种方法实验时样品池溶液可更换，具有较高的
实验效率，但是它的缺点是对显微镜显像的质量要

求很高［"%］；而文献报道的近场横向磁镊装置能够直

观方便地观察并检测单个 ’()分子的伸展长度，同
时具有较高的精确度 *它的缺点是实验时样品池内
的溶液不能更换，而且一次实验只能操纵一个单根

’()，效率比较低［"3］*
本文介绍一种改进型的横向磁镊装置，它兼备

了纵向磁镊和横向磁镊装置的优点 *实验过程中既
能很直观地观察并检测到单个 ’()分子的伸展长
度，又能随时更换样品池里面的溶液，而且一次实验

可以同时操纵多个 ’() 分子，大大提高了实验效
率；此装置还可以简化样品制备过程，降低实验成

本，提高实验过程的稳定性、可重复性以及实验的成

功率；另一方面，此方法可以提供 #+"到 ,# -(范围
的力，足以满足大部分单分子 ’()实验的要求 *这
对于单分子研究的进一步普及及深入研究有重要意

义 *我们用该装置，通过改变磁针的性能及利用
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!"#分子所连磁球磁性的不对称性，实时观测到了
磁球的旋转，从而得到了双链 !"#的扭转过程的信
息；进一步进行了 $%&’蛋白与单分子 !"# 相互作
用的实验，从而验证了该装置的实用性 (

图 ) 实验装置示意图 （*）为样品池的立体图；（+）为一个圆柱

形磁棒；（,）为将两个磁棒反平行靠在一起组成的双磁棒

-. 实验部分

!"#" 样品池的制备

样品池（如图 )（*））是由两个 ) //厚的载玻片
中间夹有 0.)1 //厚的盖玻片组成，它们之间用单
组分室温硫化硅橡胶黏结在一起的，侧面也是涂上

薄薄的一层单组分室温硫化硅橡胶封死，这样就形

成了一个细长的通道 (上面的盖玻片两端打上两个
小洞，分别插入无生物毒性的硅胶管，通过微流泵控

制溶液经由这两个小孔注入样品池，如图 )（*）所
示 (!"#一端连在通道中 0.)1 //厚的盖玻片的侧
壁上，一端连在直径为 -.2!/的铺有链亲合素蛋白
的顺磁性小球（34-20，!56*7 89:%;,<）上，如图 )（+）和
（,）所示 (通过使用不同构造的磁棒，可以控制磁球
的旋转 (例如，若使用圆柱形磁棒，则小球绕磁轴的
方向是自由的，而且磁棒的自转不会引起磁球的旋

转，如图 )（+）所示；如果将两根磁棒反平行并排使
用，则小球的转动是受限的，双磁棒旋转时可以带动

磁球旋转，如图 )（,）所示 (

!"!" 实验材料与方法

- (- () (!"#制备
在实验中，我们用了两种不同的 !"# 作为底

物 (一种是被修饰的!4!"#（=类 !"#）（">8公司），

!4!"#的两端分别连上由生物素和地高新修饰的
)-个碱基的小片段［?］（@A生物素4,,,B,,B,%BB* 和 @A地
高辛4%,,,*B,BB,BBB，赛百胜生物有限公司）；另一种
是用 8&* "（">8 公司）!"# 内切酶剪切!4!"#
（#类 !"#），然后用 !"#凝胶电泳法分离 !"#，提
纯长度为 @)-?0碱基对的 !"#，最后用 CDE的方法，
使这段 !"#一端的两个 !"#链分别连接上大约有
@000碱基对被地高辛修饰的碱基，另一端的两个
!"#链分别连接上大约有 @000碱基对被生物素修
饰的碱基［)F］(
- (- (- (!"#与磁球和盖玻片侧壁的连接
浓度为 -00 //:7GH 的 IJ K 1.L 的磷酸缓冲液

（C8M）作为反应缓冲液完成磁球与被修饰的 !"#，
及被修饰的 !"# 与盖玻片侧壁的连接［?］(这样，
!"#一端连在直径为 -.2!/的铺有链亲合素蛋白
的顺磁性小球（34-20，!56*7 89:%;,<）上，一端连在厚
度为0.)1 //的盖玻片侧壁上，该侧壁经过抛光和疏
水处理后，连接一层抗地高新蛋白［)F］(当磁棒靠近
磁球时，对磁球产生吸引力，进一步对与其相连的

!"#分子产生作用力，通过物镜就可以观测到 !"#
被拉开 (
- (- (@ (测力原理
在磁球饱和磁化的情况下，磁球受力大小与磁

场梯度成正比 (为了获得足够大的磁力，要保证磁铁
前端梯度足够大，磁铁前端要做成锥状，同时要保证

磁场梯度在磁球的位置近似于只有一个方向，从而

使得生物大分子只在单一方向上受力 (磁球受力由
下式给出：

! ! !
N"#

N# #O， （)）

式中，! 为磁矩，" 为磁场强度 (实验过程中单分子
受力的测量是由磁球的布朗运动给出［)-］，公式为

$ K
%8 &〈’〉
〈（"#）-〉

， （-）

式中，%8 为波尔兹曼常数，& 为绝对温度，〈’〉为单
分子的平均长度，〈（"#）-〉为磁球布朗运动 # 方向的
方差 (在我们的设备中，〈’〉和"# 可以通过图像分
析直接得到 (
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当 !"#受力小于 $% &"时，!"#伸长与受力由
’()*+,-./+012-3（’,0）模型给出，当 !"#的伸长与
!"#的原始长度比值大于 %45时，’,0模型公式可
以近似为［$6］7

〈!〉
" 8 $ 9

#: $
;!( )%&
， （6）

其中，" 为!+!"#原长 $<4;!*7通过（6）式可以计算
持久长度 %，判断是否是单根 !"#7
= 7= 7; 7蛋白质及缓冲液

>?@A分子马达蛋白由法国居里研究所奚绪光博
士提供，制备方法如文献［$5］中所描述 7这些蛋白保
存在盛有缓冲液（5%% **(BC, "20B，=% **(BC, D)-@，
&E 8 F4%，$%G甘油）的离心管中，运输过程中用干冰
保持低温 7然后，我们在 ; H恒温室中，再把蛋白适
量分装到小离心管里，放入 9 I% H冰箱储存，每次
实验取出一管使用 7实验前称量 D)-@ %4%J%$ K，D)-@·
E0B %46%=F K，"20B %4$;<$ K，LK0B= %4%5%I K，:M#
%4%$%% K，#DN %4%F%I K（根据浓度需要调整称量质
量），!DD %4%%JJ K，加入超纯水（L-BB-&()/，电阻率
$I4= L"），配制成 5% *B溶液，然后用孔径为 %4==!*
的超滤膜过滤 7缓冲液的最终成分为 LK0B= 5 **(BC
,，D)-@ 5% **(BC,（&E J45），"20B 5% **(BC,，!DD $
**(BC,，:M# $%%!KC*B，#DN 6 **(BC,7 配制溶液所
用的器皿都经过高温灭菌 7
完成 !"#与磁球和盖玻片侧壁的连接后，我们

通过向样品池里面加入蛋白反应缓冲液冲洗，确保

样品池中无杂质 7 通过 ’,0模型（6）式确定侧壁与
磁球之间只连有一根 !"#［$=，$;］7 !"#分子末端只有
一个 !"#与磁球连接，可以保证 >?@A 蛋白在运输

!+!"#时不会产生超螺旋 7通过调整磁棒与磁球之
间的距离来调整施加在 !"#上的力 7 调整好之后，
我们向样品池中加入含有 J5 或 JF5 3*(BC,的 >?@A
蛋白的反应缓冲液，观察磁球与盖玻片侧壁之间距

离的变化 7实验过程种磁球相对侧壁在几个微米范
围的运动 7在这个范围内，磁场梯度可视为均匀的，
磁球受到的磁力即 !"#所受到的力是不变的 7

6 4 结果与讨论

!"#" 单个 $%&分子的拉伸实验

图 =给出了用普通微针装置与液槽装置中通过
00!所拍摄到的实验图片的对比 7可以看到，对于
普通微针装置［$6，$<，$J］（图 =（2））来说，它一次只能操

纵一根 !"#，得到一条实验曲线 7而对于改进后的
液槽装置，如图 =（O）所示 7可得到：$）结果显示可以
同时检测到清楚的侧壁与磁球，使得我们可以准确

确定两者之间的距离；=）从图中我们看到侧壁右侧
有多个悬挂的磁球，这说明一次实验可以同时得到

多个“!"#+磁球”连接，这使得我们可以方便地从中
选择那些连有单个 !"#分子的样品进行下一步实
验，基本上保证了每次实验的成功率；6）它也允许我
们同时操纵并记录多个“!"#+磁球”连接，从而通过
一次实验得到多条实验曲线，这可以大大提高单分

子实验的效率 7

图 = 横向磁镊方法中用微针装置（2）和液槽装置（O）时，通过

00!所观测到的实验图片

为了得到施加在磁球上的力与 !"#分子的相
对长度之间的关系，我们使用#类双链 !"#7#类
双链 !"#的一个链的 6P末端连在盖玻片的侧壁上，
另一个链的 6P末端连在磁球上，这样 !"#的两链上
分别有一个自由端，可以保证实验过程中 !"#不会
超螺旋 7图 6给出了施加在磁球上的力与#类 !"#
分子的相对长度之间的关系曲线 7实验值与理论曲
线（’,0模型）有很好的符合 7曲线斜率为 9 %4$65，
根据（6）式计算得到持久长度 % 8 5< Q = 3*7这与理
论计算结果一致，说明我们用此方法可以很好地操

纵 !"#分子并得到准确的实验结果 7

!"’" 单个 $%&分子的扭转实验

因为做单个 !"#分子的扭转实验所需的 !"#
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图 ! 施加在磁球上的力与 "#$分子相对长度的关系曲线 其

中，纵坐标为〈 !〉%"，横坐标为 &%! # ’磁球受力由（(）式得出，

"#$分子相对长度定义为实验中 "#$的伸长与 "#$分子轮廓

长度的比值（〈!〉%"）

链上不允许有缺口，所以我们用!类 "#$ 做单个
"#$分子的扭转实验 ’!类 "#$两端的每个链都与
小球或盖玻片的侧壁连接，这样我们通过磁棒的旋

转控制小球的旋转，从而间接扭转 "#$，使双螺旋
"#$链形成超螺旋结构 ’图 )给出了一条 "#$扭转
过程中，磁球旋转圈数与 "#$分子伸长长度的关系
曲线 ’结果显示，随着 "#$旋转圈数的增加，"#$分
子的伸长长度逐渐缩短 ’

图 ) "#$旋转圈数与 "#$伸长长度的关系曲线 ’实验是用 (**

++,-%. /01 234的 567缓冲液，延轴向给 "#$施加的力为 *3( /#

为了更加清楚的观察 "#$的扭转现象，我们设
计了一种磁球，即直径为 (38"+磁球上连上了一个
或两个直径约为 *39"+的非磁性小球，如图 4所示 ’
这样我们通过 ::"观察到的球为非对称的磁球，如
果在实验中 "#$发生扭转现象，势必带动磁球发生
旋转，那么我们将通过 ::"观测到磁球的旋转 ’图 4
（;）为磁球的旋转图片，发现磁球垂直纸面由外向内

旋转 ’0<=<><等人［&8］用荧光小颗粒连接在磁球上，通过
造价昂贵的荧光显微镜观测荧光小颗粒位置的变化，

检测"#$的扭转情况，由于受到荧光曝光时间的影响，
采样频率较低，每秒只有几帧 ’而我们这个方法是用价
格低廉的普通光学显微镜就可以检测到 "#$的扭转；
而且，由于不受荧光曝光时间的影响，采样频率可达每

秒 &**多帧，这样就可以检测到 "#$扭转的更多细节
信息 ’这种方法可以进一步应用于蛋白与 "#$相互作
用，并获得其过程中的 "#$分子扭转信息 ’

图 4 旋转实验示意图 （<）为磁球旋转实验示意图；（;）为磁球

旋转一周的图片，每隔 (2! +?取一张图，图片上的数字表示照片

的采集次序 ’标有数字的图片是实验时通过 ::"观察到的磁球

图片，下面的图片是磁球示意图

!"!" #$%&蛋白质与单根 ’()的相互作用

图 @给出了对实验录像进行分析所得到的实验
曲线 ’ 此次实验中，施加在!A"#$（也就是#类
"#$）的力为 &34 /#，磁球与侧壁之间的距离即

!A"#$伸长约为 &)3&"+’图 @（<）是加入 BC?D蛋白
前以及加入 BC?D蛋白后 "#$ 分子的运动过程 ’可
以看到，在加入 BC?D 蛋白以前的近十分钟的时间
里，磁球与侧壁之间的距离（ E &)3&"+）保持不变；
也就是说，"#$ 分子没有发生任何运动 ’加入 BC?D
蛋白后，经过 (—! +FG的时间，磁球与侧壁间的距离
开始间隔性的减小与变大 ’加入蛋白后的 (—! +FG时
间内，发生的应该是一个蛋白分子在溶液中逐渐扩

散，靠近并结合到"#$分子上的过程 ’对于"#$分子
在蛋白作用下运动的细节过程，我们可以通过实验曲

线的放大图得出 ’由图 @（;）可以发现，如果说 "#$分
子缩短的过程其速度（反映为缩短过程曲线的斜率）

相对缓慢的话（其速率约为 &3(@"+%?），那么，"#$分
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子伸长过程在大多数情况下则是非常迅速，几乎可 以看作是一个瞬时过程 !

图 " 实验曲线数据图 （#）为（$）中虚线长方形标记部分的放大细节图，实验所用 %&’的浓度为 ( )*，蛋白浓度 +, -*，./%受力 01, 2/

3$456 等人［07］曾用传统的纵向磁镊装置做了
89:;与单根 ./%分子相互作用的实验 !他们使用的
./%分子在受力 0<1+ 2/ 下，./% 伸长约 =1,!)，
参见文献［07］中图 0（#）和（>），图 (（$）和（#）!用我
们的结果与之相比较，可以发现实验结果非常一致：

在加入 89:? 之前，./% 分子没有任何运动；加入
89:?后，89:?蛋白先运动到 ./%的某一端［07］，这里
我们先假设运动到 ! 末端，如图 +（$）所示 ! 89:?蛋

白附着在 ! 末端，开始运输正向 ./%（图 +（#））
（./%环逐渐变大的过程），使 ./%成环，曲线表现
为缓慢下降（图 @）；正向运输之后，89:?蛋白又可以
反向运输 ./%（图 +（>））（./%环逐渐减小），曲线表
现为缓慢上升（图 @（$））；而且 89:?蛋白在运输 ./%
的过程中会突然从 ./%上脱落下来（图 +（A）），这样
曲线表现为突然上升（图 @（#））!这一结果充分证明
了我们改进后的横向磁镊液槽装置的有效性 !

图 + 89:?实验示意图 （$）为 89:?蛋白运动到 ./%的 !末端，并附着在 !末端；（#）为 89:?蛋白正向运输 ./%，图中箭头代表运输方向；

（>）为 89:?蛋白反向运输 ./%，图中箭头代表运输方向；（A）为 89:?蛋白从 ./%上脱落下来

图 @ 实验曲线放大图 （$）为实验曲线缓慢下降后，后缓慢上升；（#）为实验曲线缓慢下降后，突然上升 !实验条件

为 ( ))B4CD %&’，!E./%受力 F1, 2/，蛋白浓度 +7, -)B4CD
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!" 结 论

本文主要介绍了一种改进型横向磁镊装置，用

该装置进行了 #$%拉伸研究，实验结果显示，单根
#$%在力的作用下，其伸长长度符合 &’(模型 )我
们用该装置，通过改变磁针的构造及利用 #$%分子
所连磁球的不对称性，实时观测到了磁球的旋转，从

而得到了双链 #$%的扭转过程的信息；进一步，我
们成功地进行了 *+,-蛋白与单分子 #$%相互作用
的实验，实验结果表明，*+,-既可以正向运输 #$%，

也可以反向运输 #$%；而且，*+,-在运输 #$%的过
程中，有时会从 #$%分子上脱落 )综上所述，我们改
进后的这种横向磁镊装置可以很好的应用于单分子

实验中，并能提高实验效率，增加实验过程的稳定性

和可重复性 )
最后，这种改进后的磁镊装置的一个局限性是

只能提供 ."/ 到 !. 0$ 范围的拉力 )这对于研究
#$%分子的力学性质来说可能不够（研究 #$%分子
的 123转变需要 45 0$以上的拉力）)但是，对于研
究绝大多数蛋白质与 #$%或 6$%之间的相互作用
来说，这个拉力范围已经足够 )
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