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RecA是原核生物体内参与 DNA同源识别过程的一种关键蛋白,长期以来一直是同源重组相关课题的重要研

究对象.通过荧光显微示踪方法,发现在同源识别过程中 RecA与单链 DNA形成的核蛋白丝与模板 DNA的结合是

短时 (τ = 0.2 s)和短程 (l = 1.05 µm)的,结合后搜寻模板 DNA上的同源位点的过程可分为布朗运动和定向运动

两种模式. 结合时核蛋白丝并不是缠绕在模板 DNA上,而是以一种更弱的方式结合在模板 DNA外侧进行位点搜

寻.如果在该过程中没有找到同源位点,核蛋白丝就会脱离模板 DNA,并寻找下一次与模板 DNA结合的机会,重复

以上过程.
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1 引 言

由于各种外源的物理或化学作用, 生物体细

胞内的 DNA 经常容易产生缺损, 其中一种重要

的缺损就是双链断裂. 双链断裂不仅会导致生物

体的遗传信息缺失, 更有可能直接导致细胞的死

亡. 为了最大程度地保证生物体的遗传信息不缺

失并保护细胞, 生物体内有一套完整的响应机制,

对断裂的 DNA 进行修补. 最常见的一种应激机

制就是重组修复. 在重组修复过程中, 涉及两条双

链 DNA,一条是断裂的双链 DNA,另一条则是完整

的模板 DNA.重组修复过程一般分为四步.第一步,

解旋酶与断裂的双链 DNA平末端相结合,并通过

解旋作用产生一条 3′ 端突出的单链末端. 在原核

生物中, 这种酶一般是 RecBCD[1], 真核生物中, 这

种酶一般是以 Rad50 为核心的蛋白复合体 [2]. 第

二步,大量的单链结合蛋白结合在这一单链末端保

护单链 DNA, 并诱导一种同源重组酶规律地缠绕

在单链 DNA 上, 替换掉单链结合蛋白, 形成核蛋

白丝. 在原核生物中, 这种酶一般是 RecA[3], 真核

生物中,这种酶一般是 Rad51[4]. 第三步,核蛋白丝

在模板 DNA上寻找到同源位点, 并使被缠绕的单

链 DNA替换掉模板 DNA双链中与其完全一样的

一条链, 形成三链结合体.之后, 断裂 DNA会以三

链结合的位点为起点沿模板 DNA进行延伸, 并最

终恢复成为完整的双链 DNA.最后,特异性的酶将

解开在三链复合体的位点留下的霍利迪 (Holliday)

交叉. 在原核生物中,这种酶一般是 RuvABC[5],真

核生物中,这种酶一般是Mus81[6].

RecA 作为同源修复过程中非常核心的一种

蛋白, 长时间以来一直受到科学界的关注 [7−9], 最

近也有一些单分子的实验得到了一些阶段性的成

果 [8,9]. 目前达成的共识是 RecA可以借助 ATP或

其类似物缠绕在单链 DNA上形成核蛋白丝, 并进

一步在双链 DNA模板上搜寻到被缠绕单链的同源

位点. 找到同源位点后,核蛋白丝会沿单链 5′ 至 3′

的方向逐渐缠绕到模板 DNA上, 并将与其相同的
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一根 DNA置换出来,使核蛋白丝缠绕的单链 DNA

与模板 DNA配对. 最后, ATP水解会促使 RecA从

单链的 5′ 端开始逐渐解离下来. 然而对于核蛋白

丝如何快速地在大量的模板 DNA 序列中寻找到

同源位点这一问题, 科学界一直没有形成定论. 最

近 Forget和 Kowalczykowski[10] 进行了一系列的实

验, 根据实验结果, 他们猜测在模板 DNA 拉紧的

状态下, 核蛋白丝很难搜寻到同源位点; 相反, 模

板 DNA在松弛的状态下, 核蛋白丝却可以通过一

种奇特的方式最终与模板相结合.然而, 结合过程

终究只是他们的推测,核蛋白丝在模板上搜寻的细

节与动力学参数也没有得到确认. 我们的实验可能

为解答这一问题提供了思路.

2 实验装置与材料

2.1 实验仪器

实验使用的观测仪器是我们借助 Olympus

IX71 显微镜自行搭建的一套液流拉伸全内反射

荧光装置.装置由 4个部分组成. 1)显微镜主体,包

括明场照明光路、目镜成像光路、CCD成像光路,

荧光滤光镜组使用 U-MWB2, U-MWG2 两组荧光

滤镜模块. 2) 电荷耦合成像装置, 也就是 CCD. 我

们使用的是 Andor iXon 885 EMCCD, CCD芯片大

小为 1002 × 1004像素,在装置中每像素对应的实

际尺寸为 160 nm, 实验时增益参数为 300. 在全屏

录像模式下, 使用的曝光时间为 100 ms. 实验中,

将每 4个像素合并为 1个像素,在全屏模式下可提

高录像速度, 曝光时间可提升至 30 ms. 3) 激发光

光路. 实验中使用长春光机所生产制造的 CNI 牌

半导体激光器 (型号: MLL-Ⅲ -473 150 mW, MLL-

Ⅲ -532 200 mW)作为激发光光源,并自己搭建了全

内反射光路. 波长分别为 473 nm和 532 nm的激光

从激光器发出, 经过扩束器对光路进行调整后, 通

过反射镜与分光镜将两束光调为同轴,再被光束提

升器提升至样品台以上高度,并以略大于全内反射

角的某一固定角度入射,从而在一套装置中可以进

行两种被激发物质的观测. 在实验中, 473 nm的激

光用来激发 YOYO-1,532 nm的激光用来激发荧光

小球. 实验中, 可以通过分别放置在光路中的两个

电动快门,控制射入样品的激发光的波长. 4)样品

池及棱镜. 实验中我们自己设计了适用于该实验的

样品池装置.样品池由石英、夹层、盖玻片及样品

流入/流出管组成. 其中流入管接样品,流出管接一

个可以对液体进行推送/抽取的流体泵. 样品池的

内表面通过处理可以标记链霉亲和素,方便将带有

生物素标记的模板 DNA固定在表面. 通过自己制

作的一种固定器将样品池固定在显微镜的载物台

上, 平放在显微镜载物台上后, 棱镜被放置在石英

片上方,将入射光导入样品池,即可实现全反射. 整

套装置如图 1所示.

使用 NIH 的软件 ImageJ 对 CCD 记录的数据

进行处理. 原始数据首先被转化成 TIF 格式, 导

入 ImageJ 之后使用插件 ParticleTracker 捕捉荧光

小球的位置信息.

图 1 液流拉伸全内反射荧光装置示意图

2.2 实验材料

实验中使用的模板双链 DNA为 λDNA (NEB-

N3011L),长度为 48.5 kbp (千碱基对). 使用两个带

有生物素标记的 12 nt (核苷酸)的单链将 λDNA的

末端进行标记,可以制作出两个末端均标记有生物

素的双链 DNA. 两个单链的序列分别为: GGGC-

GGCGACCT-生物素和 AGGTCGCCGCCC-生物素.

制作核蛋白丝使用的单链 DNA 长度为 90 nt, 序

列位于 λDNA正向序列 35.1—35.2 k处,具体序列

为:生物素-AAGAGCAATCTATGGTTTTGTGCGC-

AGCCCTTAATGAAGGCAGGAAGTATGTGGTTA-

CATCAAAACAATTCCCATACATTAGTGAGTTGA.

由于生物体内断裂的双链 DNA 被解旋后形成一

条 3′ 突出的单链, 我们的单链也需要将 5′ 端通

过荧光小球封闭住, 因此在单链的 5′ 位置带有生

物素标记. 实验时将单链 DNA 稀释在 Tris-EDTA

(10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH = 8.0)溶液中.
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实验中使用的 RecA是直接购买的蛋白 (NEB-

M0249L),分子量为 38.5 kD,浓度为 2 mg/mL.实验

时使用 RecA 缓冲液进行稀释, RecA 缓冲液配方

为加有 MgCl2 的 Tris-HCl 溶液 (70 mM Tris-HCl,

10 mM MgCl2, 5 mM DTT, pH = 7.60). 溶液配制完

成后在 −20 ◦C保存, 每次实验时取出将溶液回复

至室温.

实验中对单链 DNA进行荧光标记的荧光小球

使用的是 Invitrogen 购买的 F8770, 直径为 40 nm,

结构为表面铺被有 neutroavidin 的聚苯乙烯小球,

小球内部填充了荧光素. F8770的特征激发波长和

发射波长为 580 nm/605 nm,浓度大约为 600 nM.实

验中使用 YOYO-1对模板 DNA进行染色.实验中

使用的 YOYO-1 是从 Invitrogen 购买的 mp03600,

浓度为 1 mM. YOYO-1是一种可以插在双链 DNA

碱基对中的荧光分子,激发光和发射光的特征波长

为 491 nm/509 nm.

实验时首先需要制备带有荧光小球标记的核

蛋白丝.取 2 µL F8770与 2 µL单链DNA进行混合,

并放置在室温下过夜.然后向混合物中加入 90 µL

RecA缓冲液中,并加入 10 mg/mL的ATPγS 1.6 µL,

10 mg/mL的 ADP 5.6 µL.在 37 ◦C下反应 15 min,

样品制备完成后立刻使用. 为防止荧光小球在样

品池表面的非特异性吸附, 使用前会在样品中加

入 2 µL 浓度为 10 mg/mL的 BSA 水溶液.之所以

使用的荧光小球浓度大大高于单链 DNA, 是为了

能够尽量保证每个与模板 DNA结合的核蛋白丝都

带有荧光标记,否则在后续实验中与带荧光标记的

核蛋白丝很可能会形成竞争,结合在模板上而不带

来任何可记录的信号.

双链 DNA 的固定是通过液流拉伸的方法实

现的. 使用 RecA 缓冲液将双链 DNA 配成浓度

为 5 nM 的溶液, 并使用离心管分装为 100 µL 每

管. 实验前将 DNA样品连在样品池的流入管处,使

用流体泵将 DNA样品抽入样品池中, 保证在样品

流入管与流出管中有同样体积的 DNA溶液.然后

使用流体泵以 20 µL/s的速度进行反复推送/抽取.

10 min后,可见每直径约 100 µm的视野中,表面约

有 3—5根 DNA沿水流方向被连好.

3 结果与讨论

3.1 核蛋白丝在模板 DNA上搜寻的过程是
短时短程的

为了验证标记有荧光小球的核蛋白丝能否

与模板 DNA 结合, 首先需要进行一个简单的实

验. 将核蛋白丝稀释至 50 nM, 将两端带有生物

素标记的 λDNA 稀释至 5 nM, 混合后于 37 ◦C 下

反应 15 min. 将该样品使用离心管分装为 100 µL

每管, 采用上述液流拉伸的方法固定 DNA. 10 min

后, 向流体池内加入浓度为 2 nM 的 YOYO-1 溶

液, 在 U-MWB2 二色镜组下, 可以看到 YOYO 标

记的 λDNA.更换到 U-MWG2二色镜组,则可以观

察到荧光小球. 通过观察发现,有大多数 λDNA上

已固定了核蛋白丝, 说明在模板 DNA完全游离的

状态下,标记有荧光小球的核蛋白丝可以与模板结

合. 图 2(a) 显示了观测到的一根固定了核蛋白丝

的模板 DNA, 图片为两个二色镜组下的图像进行

叠加.

图 2 实验录像截图 (a)将核蛋白丝与 λDNA预先反应后,再连入样品池中,核蛋白丝被固定在模板 DNA上,图片为两组荧

光信号叠加; (b)先将 λDNA连接在样品池中,然后将核蛋白丝灌入样品池,核蛋白丝沿模板 DNA移动,图片为荧光小球的信号

为了进一步观察到这一结合过程, 我们进行

了以下实验. 先将两端带有标记的 λDNA 稀释

至 5 nM, 并按照上述液流拉伸方法固定在样品槽

中, 并注入 2 nM 的 YOYO-1 溶液, 记录 λDNA 的

位置, 再将一端标记有荧光小球的核蛋白丝稀释

至 2 nM,注入流体槽,可观察到核蛋白丝在隐逝场
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内做自由扩散.实验时使用的曝光时间为 100 ms.

荧光小球直径为 40 nm,扩散系数可以通过简

单的斯托克斯关系进行估算: D =
kBT

6πηa
, 其中, D

为扩散系数, kB 为波尔兹曼常数, T 为绝对温度, η

为溶液的黏滞系数,在室温下我们使用水的黏滞系

数代替, a为荧光小球直径.

单链 DNA长度为 90 nt,缠绕上核蛋白丝之后

长度约为 46 nm,半径约 6 nm[11],且具有一定的刚

性. 其扩散系数可使用圆棒状粒子的扩散系数进行

计算: D =
kBT ln

(
0.683L/b

)
3πηL

, 其中 b为核蛋白丝

的半径, L为核蛋白丝的长度.

经计算, 荧光小球的扩散系数约为 10 µm2/s,

而核蛋白丝的扩散系数约为 35 µm2/s. 由于带有荧

光小球的核蛋白丝形状并不规则,因此不能准确计

算其扩散系数,但可以估计其扩散系数小于一个荧

光小球但大于一个直径 86 nm 的球体.因此, 可粗

略估计其扩散系数约为 7.5 µm2/s. 由此,核蛋白丝

停留在该区域内的时间可以按照布朗运动扩散的

公式估算: τ = ⟨L2⟩/6D, 其中 L 为隐逝场穿透深

度, D为估算的带有荧光小球标记的核蛋白丝的扩

散系数. 隐逝场穿透深度非常浅,约 100 nm,核蛋白

丝停留在隐逝场内的时间非常短暂, 远小于 1 ms.

因此在 100 ms 的时间分辨率下, 我们观察到的绝

大多数信号是一闪而过的亮斑.

最初信号很难被观察到,这很有可能是由于搜

寻过程持续时间较为短暂, 在 10 帧/s 的时间精度

下不容易分辨. 因此, 为了最大限度地提高时间分

辨率,我们牺牲了一定的空间精度将 CCD像素做

了合并, 从而将曝光时间提高到 30 ms. 在这样的

时间分辨率下,我们发现大约每 100 s会有 1—2个

信号能够在隐逝场中持续 150 ms以上. 这些信号

中大部分出现了核蛋白丝在模板 DNA位置附近停

留,或沿着模板 DNA方向运动的情况. 由于核蛋白

丝自身在隐逝波场中极难停留超过 150 ms,因此这

很可能是核蛋白丝在双链 DNA上进行位点搜寻的

表现. 图 2(b)展示了一个标记有荧光小球的核蛋白

丝沿 DNA方向持续时间较长的运动过程. 图片中

荧光小球的亮度忽明忽暗是由于模板 DNA自身的

涨落较大,使得结合在其上的核蛋白丝在垂直于观

察表面的方向也产生了涨落,因此时而会远离表面.

通过对这一行为的持续时间进行统计, 我们

发现核蛋白丝在识别过程中停留在双链 DNA 上

的时间很短, 经过高斯拟合, 得到的中心峰值仅

为 τ = 0.20 s,如图 3(a)所示.相比于过去其他DNA

结合蛋白的单分子实验结果 [12,13], 这一时间非常

短,在时间分辨率较低 (如 10帧/s)的情况下,这一

现象很容易被忽略.这很可能是长久以来核蛋白丝

识别过程没有被观察到的主要原因 [14].

图 3 核蛋白丝在模板 DNA上停留的时间与扩散距离的

统计直方图 (a)轨迹持续时间统计直方图; (b)轨迹起始点

与终点的距离统计直方图

我们对核蛋白丝在模板 DNA上扩散的累计距

离进行了统计分析, 经过指数拟合, 发现衰减常数

仅为 1.05 µm, 如图 3(b) 所示. 对于其他结合能力

较强的蛋白而言, 1 µm的扩散距离非常短 [12,13,15],

尤其是对于核蛋白丝这样具有复杂结构的大分子,

这说明核蛋白丝对于模板 DNA的结合较弱.

3.2 在识别过程中,核蛋白丝呈现两种扩散
行为特征

由于核蛋白丝结合在模板 DNA上时, 会不断

外翻模板 DNA的碱基进行检查, 因此核蛋白丝在
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扩散过程中沿模板 DNA方向经历的是忽高忽低的

能垒,扩散过程不一定是一个标准的一维布朗运动.

而我们观测到的数据持续时间一般较短,无法直观

地区分出某些曲线是否为布朗运动.为了进一步对

扩散行为的动力学特性进行区分,我们采用了以下

均方位移公式进行进一步数据处理:

⟨L2⟩ = 2D′tα, (1)

其中, t 为选取的特定时间间隔, L 为该时间间隔

取对应的空间位移, α与 D′ 同为待定参数. (1)式

常用来处理细胞膜嵌膜蛋白在细胞膜上的运动过

程 [15,16]. 由于膜蛋白在细胞膜中扩散时也将遇到

大小不一的能垒,因此其扩散环境与我们的实验比

较相似. 依据 (1)式,如果某次实验数据描述了一个

布朗运动,那么每一个时间间隔下的扩散行为都应

该符合布朗运动的规律,位移方均值与时间间隔的

关系应为线性关系,而如果某次实验数据描述的是

定向运动,那么位移方均值与时间间隔的关系则一

定为二次关系.因此在 (1)式中,当 α = 1时,就是

典型的一维布朗运动, D′ 即为扩散系数; 当 α = 2

时, 就是典型的一维定向运动, 2D′ 即为扩散速度

的平方.而 α介于 1和 2之间时,所描述的运动一

般兼具定向移动和一维布朗运动的特性.

通过数据处理发现, 核蛋白丝在 DNA上的扩

散行为大致可以分为布朗运动 (α1 = 0.99)与定向

运动 (α2 = 1.79)两种模式,如图 4(a)所示.其中,一

维布朗运动扩散系数为 D′
1 = (1.00± 0.58) µm2/s,

而定向运动速度为 v = (2D′
2)

1/2 = (4.76 ±
1.90) µm/s. 图 4(b)、(c) 分别显示了布朗运动与

定向运动的核蛋白丝运动的典型轨迹. 其中图 4(b)

所示轨迹 α 为 1.17, 属于布朗运动, 图 4(c) 所示

轨迹 α为 1.86, 属于一维定向运动.图中黑色曲线

表示核蛋白丝沿 DNA方向的运动,灰色曲线表示

核蛋白丝垂直 DNA 拉伸方向的涨落. 可以明显

看到, 通过液流拉伸的方法, DNA 内部的张力并

不强, 因此在垂直 DNA拉伸的方向上涨落可以达

到 0.3 µm.

图 4 通过 α参数的拟合区分扩散行为的动力学特性 (a)对 α参数的拟合; (b)一维布朗运动典型轨迹; (c)一维定向运动典型

轨迹

3.3 讨 论

长期以来围绕同源重组与同源修复的一个核

心问题是: 修复蛋白缠绕单链 DNA形成的核蛋白

丝是通过怎样的动力学过程寻找到模板 DNA 上

的同源位点的. 通过本文的实验, 我们大体可以确

认, 核蛋白丝在模板 DNA上寻找同源位点的搜寻

行为如图 5所示: 第一步,核蛋白丝通过三维扩散

结合到模板 DNA上, 并通过一侧的结合位点与双

链外侧进行较弱的结合;第二步,核蛋白丝沿双链

进行短程扩散并寻找位点尝试进行配对,扩散过程

包含了一维布朗运动与定向运动两种模式;第三步,

如果核蛋白丝在模板 DNA上没有寻找到合适的位

点,就离开模板 DNA进行三维扩散,并寻找下一次

与模板 DNA结合的机会;一旦与模板 DNA再次结

合,就会重复第一步至第三步的过程.

为了保证这一结论的正确性,使用荧光显微镜

示踪法对同源识别过程进行研究.首先要确定荧光

标记的方法不会显著影响实验物质的扩散性质. 我

们选用荧光小球是由于其亮度好,持续时间长, 便
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于长时间使用高时间分辨率进行追踪. 且荧光小球

直径与核蛋白丝的长度相仿,计算表明其扩散系数

也与核蛋白丝相差不大.因此, 使用荧光小球对核

蛋白丝进行标记,对其扩散性质影响并不大.

图 5 核蛋白丝在模板 DNA上搜寻同源位点的过程

我们每 100 s只能观测到 1—2次持续 150 ms

以上的信号, 这也是合理的. 按照 Debye-

Smoluchowski 理论 (DS 理论), 许多学者已经对生

物大分子在自由体系中碰撞 DNA 并结合的速率

进行了计算 [17],一般认为,在 DNA固定的情况下,

三维扩散系数为 D3 的生物大分子, 如果其浓度

为 1 M,则在自由空间中碰撞到 1 bp DNA并结合在

其上的速率为: kDS = 4πD3b, 其中 b为 1 bp DNA

的长度,即 0.34 nm. 按照实验中核蛋白丝三维扩散

系数约为 7.5 µm2/s 估算, 1 M 核蛋白丝通过三维

布朗运动碰撞到 DNA的速率约为 108/s. 实验中为

了降低荧光背景噪声,增加软件对于荧光轨迹的识

别率,使用的核蛋白丝浓度约为 2 nM,因此在 100 s

时间内,约有 10次左右的碰撞发生. 但 DS理论是

一个极端理想模型,认为碰撞发生后生物分子一定

会吸附在 DNA上,而实际中并非如此. 因此在实验

中看到核蛋白丝以较低速率结合在 DNA上, 并进

一步搜寻同源位点是合理的.

同时, 应当说明的是, 整个系统中液流的冲击

及机械漂移对实验数据几乎不造成影响.在实验操

作中, 我们非常注意液流对荧光小球的冲击, 当观

察区域中有 DNA存在并加入核蛋白丝后, 我们使

用两个透析袋夹将样品池两端的进样管/出样管夹

紧, 并等待数分钟后才进行录像, 在此情况下我们

认为没有明显的溶液流动对实验数据造成影响.同

时,显微镜的载物台本身确实存在一定速度的不定

向漂移,但该速度非常缓慢,大约在数 nm/s的量级.

而实验中大多数现象持续时间远小于 1 s, 因此我

们认为机械漂移对实验数据也不造成影响.

相关的磁镊实验数据表明 [8], 核蛋白丝缠绕

在模板 DNA 上的速度为 2 nt/s, 而在我们的实验

中, 核蛋白丝与模板 DNA结合的总时间一般不超

过 1 s,同时扩散距离也非常短. 因此我们有理由认

为,核蛋白丝在搜寻过程中并没有缠绕在模板DNA

上,而是通过蛋白丝内部的某个结构域与模板DNA

呈现一种弱结合 [11]. 具体来说,核蛋白丝通过在样

品池中随机扩散,会碰撞到模板 DNA,并通过 RecA

的双链结合域结合在模板 DNA的小沟中 [18]. 但由

于核蛋白丝是刚性结构, 因此与模板 DNA结合时

一定不是平行的, 而是沿小沟的螺旋切线方向, 与

模板 DNA的拉伸方向呈一定角度.因此,核蛋白丝

最初与模板 DNA的结合区域一定不大,应该只是

模板 DNA磷酸骨架最外侧的 1个碱基.核蛋白丝

与之碰撞后,会通过翻转该碱基并与核蛋白丝缠绕

的单链 DNA中的碱基配对结合在模板 DNA上. 之

所以在估算观察等待时间时选用 1 bp作为碰撞区

域的直径, 也是由核蛋白丝与模板 DNA的这种结

合方式决定的.

通过数据拟合发现,核蛋白丝的运动模式大致

可以分为布朗运动与定向运动两种模式. 这是因

为核蛋白丝与模板 DNA的结合方式非常复杂, 当

核蛋白丝通过一个碱基结合在 DNA上后, 为了行

使功能, 会在模板 DNA 上继续搜寻位点. 可以通

过对扩散系数的分析进一步判别核蛋白丝的搜寻

模式是沿模板 DNA的磷酸骨架进行搜寻,还是沿

着 DNA的拉伸方向进行滑动.

核蛋白丝如果沿着模板 DNA的磷酸骨架进行

位点搜寻,运动路径就限定在了模板 DNA的小沟

上,在搜寻过程中,核蛋白丝就会围绕模板 DNA旋

转. 这种情况下,已有实验证实 [19]其扩散系数应为

Dh =b2
kBT

[6πηRb2 + 8πηR3 + 6πηR(ROC)2]

× F (ε), (2)

其中, b 为模板 DNA 的螺距, 一般认为是 3.4 nm;

Roc 为在核蛋白丝与模板 DNA 配对的位置上, 核

蛋白丝中心与模板 DNA 中心的距离, 一般认为

是 7 nm; R为绕模板 DNA旋转的生物大分子的半
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径, 由于核蛋白丝标记了荧光小球, 荧光小球对扩

散系数的影响更大,因此在这里我们使用荧光小球

的半径 20 nm进行计算; F (ε)则表示核蛋白丝扩散

过程中起伏不平的能垒对扩散系数的影响,按照相

关计算结果,如果核蛋白丝在扩散过程中要从一个

碱基滑动到另一个,需要跨过的能垒高度的均方根

为 ε,则 F (ε) = exp[−(ε/kBT )
2]. 由于旋转方式进

行搜寻的扩散系数与生物大分子半径的三次方呈

倒数关系,因此会比三维扩散系数小很多. 按照 (2)

式, 我们的实验中应当观测到沿模板 DNA一维布

朗运动的扩散系数约为 0.07 µm2/s,比三维扩散系

数要小两个数量级. 但在我们的实验中, 当 α = 1

时得到的扩散系数为 D′
1 = (1.00± 0.58) µm2/s,虽

然小于三维扩散系数, 但与上面的理论值相差比

较大, 这说明核蛋白丝并不是靠旋转扩散进行位

点搜寻的.

那么核蛋白丝就很有可能是沿模板 DNA拉伸

的方向进行滑行. 在这种情况下, 显然对扩散系数

有影响的只有 F (ε). 核蛋白丝在扩散过程中遇到

的起伏不平的能垒主要来自于核蛋白丝滑动时模

板 DNA 上不同的碱基与 RecA 之间的相互作用.

因此,我们可以得到一维滑动扩散的扩散系数 Ds:

Ds =
kBT

6πηa
F (ε) = D3F (ε), (3)

其中 D3 为三维扩散系数. 有实验数据表明, 一些

与 DNA修复有关的蛋白在沿模板 DNA扩散时遇

到的能垒起伏大约有 1kBT
[20]. 因此可以得到滑

动扩散的扩散系数约为 2.7 µm2/s, 这与我们观测

到的扩散系数差别不大. 但观察到的扩散系数仍

然比较小, 我们认为有三点原因: 首先, 由于液流

拉伸方法固定的 λDNA 两端拉伸较为松散, 内部

张力不足,因此 λDNA沿自身方向涨落较大,空间

位置涨落在平行和垂直于拉伸的两个方向均达到

了 0.3 µm, 而扩散过程持续时间又很短, 因此容易

造成较大实验误差; 第二, 我们对于 D3 的估算并

不准确,由于核蛋白丝标记了荧光小球之后形状不

规则,难以准确计算扩散系数,因此对 Ds 的估算也

产生了影响;第三,我们对 ε的估计使用的是 1kBT ,

可能较真实情况偏低, 按照实验中的数据, 可以得

到扩散过程中的能垒起伏约为 1.27kBT ,这也是合

理的. 我们在实验中使用的是 ATPγS,并不具有水

解功能, 因此核蛋白丝在位点搜寻过程中无法消

耗 ATP, 整个扩散过程只能由热涨落驱动. 根据以

上分析,热涨落依然可以驱动核蛋白丝进行滑行.

在 α接近 2的区域,我们认为核蛋白丝呈现出

定向运动的行为, 这可能与核蛋白丝与模板 DNA

通过多个碱基配对后会定向缠绕的特性有关. 过去

的实验表明,在体外环境中,核蛋白丝通过 RecA结

合到模板 DNA上后, 在配对大于 8个碱基的位点

会停留下来 [21],并沿单链 DNA 5′—3′ 的方向逐渐

缠绕在模板 DNA上 [22]. 在这个过程中,模板 DNA

的碱基间距会发生约 1.5倍的变化 [23]. 我们推测,

核蛋白丝中的单链如果只与模板 DNA中的一个碱

基配对, 沿模板 DNA序列的上下游方向的能垒起

伏约在 1kBT 左右,但如果有多个碱基配对,由于碱

基间距和螺距都会发生变化,因此所造成的能垒就

会大于单个碱基外翻.同时由于相关实验表明, 核

蛋白丝的缠绕方向具有定向性,因此我们也有理由

怀疑这一能垒起伏沿单链 DNA 5′—3′ 的方向倾斜.

因此我们认为, 在滑动过程中, 如果核蛋白丝与模

板 DNA有数个碱基配对, 有可能会导致核蛋白丝

沿模板 DNA的某个方向能垒逐渐下降, 从而引起

热涨落可以推动的定向运动.但这只是猜测的一种

机制,具体机制还有待其他更加细致的实验证明.

在这一区域中,滑动的速度可以用简单的方法

进行估算:

⟨L2⟩ = 2Dt = v2t2, (4)

从而, 在某个时间间隔 t 内观察到的平均速

度 v =
√
2D/t. 由于在定向运动的持续时间一

般也不超过 0.2 s,因此我们可以得到 v = 3.2 µm/s,

与实验中观测到的 v = (4.76 ± 1.90) µm/s相差不

大.因此我们认为以上的解释也是合理的.

核蛋白丝在模板 DNA上寻找同源位点时, 可

能会处于以上两种方式的任一种,因此在每次的观

测录像中, 有可能观察到两种方式相结合的状态,

这就造成了有较大的概率统计出 α 取值在 1 和 2

之间.

我们认为核蛋白丝与模板 DNA的结合是短程

和短时的,是与核蛋白丝能够更加有效地寻找到同

源位点有关. 虽然核蛋白丝在搜寻过程中呈现出

了定向运动的性质,但很难保证在某次搜寻过程中

核蛋白丝始终保持定向运动的方式进行位点搜寻.

因此, 如果核蛋白丝只是通过在模板 DNA上的一

维布朗运动进行位点搜寻,那么可以得到核蛋白丝

遍历整个模板 DNA的时间: t = ⟨L2⟩/2D. 大肠杆
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菌 DNA长度为 1000 µm左右,按照核蛋白丝扩散

系数计算,其遍历整个模板 DNA所需时间为 5天

左右,这显然大大超出了生物体本身进行快速的同

源修复的要求. 因此可以说, 如果核蛋白丝只在模

板 DNA上进行一维扩散,会有相当长的时间在进

行无意义的重复搜寻.显然通过一维扩散与三维扩

散相结合的方式可以有效地解决这一问题.已有相

关计算表明 [17],在这两种扩散相结合的方式下,核

蛋白丝遍历整个模板 DNA 所需要的时间与 DNA

长度正相关,即

t ≈ L√
D/τ

, (5)

其中, L 为模板 DNA 的长度, D 为核蛋白丝在模

板 DNA 上进行一维扩散的扩散系数, τ 为核蛋白

丝停留在模板 DNA上的特征时间. 按照我们实验

中得到的数据,核蛋白丝如果通过一维扩散与三维

扩散相结合的方式在大肠杆菌 DNA上寻找同源位

点,其遍历模板 DNA所需的时间约为 7分钟,这已

经大大低于仅仅进行一维扩散搜寻所需的时间. 因

此,通过三维扩散与一维扩散相结合的方式也是保

证搜寻效率的一种机制.

4 结 论

RecA 作为一种原核生物中常见的蛋白, 在同

源修复过程中起到了核心作用. 长期以来的研究都

未能解释 RecA是如何帮助受损 DNA的单链末端

在模板 DNA上快速搜寻到同源位点的. 我们借助

荧光显微镜示踪的手段, 通过较高的时间分辨率,

发现了这一过程实际上是短时短程的,我们认为这

是长时间以来这一过程被忽视的重要原因.通过这

种直观的观察,我们推断在搜寻过程中核蛋白丝会

通过三维扩散寻找到模板 DNA并与之结合,然后

通过 RecA以一种较弱的结合方式与模板 DNA相

结合进行位点搜寻,而非缠绕上去. 实际上核蛋白

丝与模板 DNA的结合方式非常复杂, 这决定了搜

寻的模式也较为复杂,但大体可以分为一维布朗运

动和定向运动两种模式,搜寻过程中经常是两种模

式互相结合的. 当核蛋白丝没有找到同源位点时,

会从模板 DNA上脱落, 并通过三维扩散继续寻找

到模板 DNA并与之结合,重复在模板 DNA上的搜

寻过程.
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Abstract

RecA plays an important role in homologous recognition in prokaryotes, and it has become a hot point in homologous recognition

related research since its discovery. We establish an assay by combining total internal reflection fluorescence and flow stretching to

visualize in real time the motion of single RecA-ssDNA filaments which are tagged with fluorescent beads. This enables us to study

the interaction of RecA-ssDNA filaments with their templates in the homologous recognition process. It is found that the searching and

binding is a short-time (τ = 0.2 s) and short-distance (l = 1.05 µm) process. Two distinguished motion modes for the RecA-ssDNA

filament are observed, a Brownian motion and a directed motion. The observations suggest a model that a RecA-ssDNA filament just

interacts weakly with the template DNA before it binds firmly to the template DNA. If no homologous site is found in a searching

process, the filament drops off the template and repeats the searching process again until it finally finds its target.
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