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抗生物素蛋白与DNA相互作用的单分子研究∗

曹博智 林瑜 王艳伟 杨光参†

(温州大学物理与电子信息工程学院, 温州 325035)

( 2016年 2月 23日收到; 2016年 4月 3日收到修改稿 )

抗生物素蛋白 (avidin)在生物单分子实验中被广泛用于DNA与修饰表面的连接, 同时 avidin也可作
为一种DNA载体用于基因治疗中. 本文利用原子力显微镜 (AFM)、动态光散射 (DLS)、单分子磁镊 (MT)
技术系统地研究了 avidin与DNA之间的相互作用, 以及 avidin引起DNA凝聚的机理. 首先通过AFM对
avidin-DNA复合体形貌进行观察, 发现不但有 avidin导致DNA凝聚的环状形貌, 同时也存在 avidin自身聚
集引起的DNA凝聚现象, 通过定量分析, 发现其凝聚尺寸越来越小, 而当 avidin浓度大于 2 ng·µL−1时, 其凝
聚尺寸又突然变大. DLS实验结果也显示了同样的规律, 伴随着 avidin浓度的升高, DNA的粒径大小从大约
170 nm减小到 125 nm左右, 其电泳迁移率由−2.76(10−4 cm2·V−1·s−1) 变化到−0.1(10−4 cm2·V−1·s−1).
此外, 通过MT技术的力谱曲线变化, 发现 avidin导致的DNA凝聚与其他多价离子相比, 长度的变化曲线几
乎呈线性变化, 偶尔存在少而小的阶跃, 这种变化趋势与组蛋白的变化曲线更相似. 因此可以判断, avidin 导
致DNA凝聚是由 avidin与DNA的静电吸引和 avidin自身聚集两种相互作用引起的.

关键词: DNA凝聚, 抗生物素蛋白, 磁镊, 原子力显微镜
PACS: 07.79.Lh DOI: 10.7498/aps.65.140701

1 引 言

DNA是存储生物体遗传信息的高分子聚合物,
在活体细胞中是高度压缩的, 其明显的构象变化
在DNA转录和复制中是至关重要的过程 [1]. 多价
离子 [2]、酒精、蛋白质、阳离子脂质体和一些抗癌

药物等也能够使DNA凝聚成不同的形态 [3,4], 这
种现象引起了不同领域的关注和研究 [5], 旨在从
理论和实验上了解并解释DNA凝聚过程中的力
学及静电学性质. 一般来说, DNA凝聚与其在溶
液中的带电状态有关, 因此可以通过求解泊松 -玻
尔兹曼方程 [6]来了解聚电解质周围的离子分布情

况, 也可以用蒙特卡罗模拟 [7]来计算DNA的凝聚
过程. 在平均场理论中, Manning-Oosawa凝聚理
论 [8], 在DNA可以近似为均匀带电线条件下, 给
出了DNA的电荷补偿比与离子价态的解释公式.

但是, 这个理论无法解释DNA的电荷过度补偿现
象, 也就是电荷逆转 [9]. 基于实验观察, Grosberg
等 [10]提出了一种新的静电关联理论, 平衡离子在
DNA 表面形成了一种类似Wigner晶体的强关联
流体结构, 平衡离子的释放导致熵增加, 可以解释
同性电荷的相互吸引及DNA电荷反转现象. 实验
方面, Besteman等 [11]用动态光散射 (DLS)和磁镊
(MT)技术研究了多价平衡离子导致的DNA凝聚
和电荷逆转 [12]. Murayama等 [13]则用光镊 (OT)
研究了多价平衡离子对单根DNA分子的作用, 展
示DNA在凝聚过程中的收缩机理. 在国内, 张
兴华等 [14]和侯锡苗等 [15]用单分子MT和原子力
显微镜 (AFM)研究抗癌药物顺铂对DNA凝聚的
影响, 并且用变软 (softening)-成环 (looping)-缩短
(shortening)-凝聚 (condensing) 模型 (SLSC 模型)
来解释顺铂导致的DNA凝聚. 我们也研究了不同
凝聚剂对DNA凝聚的影响. 一方面我们研究乙醇
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对DNA凝聚的影响, 首次证明凝聚过程的中间亚
稳态的存在 [16]. 此外还研究了两种或两种以上凝
聚剂之间的离子竞争关系, 在四价离子引起DNA
凝聚的过程中加入三价及以上价态离子对凝聚过

程起到促进作用, 而一价二价离子则会抑制这一凝
聚过程 [17].

抗生物素蛋白 (avidin)是一种基础的糖蛋白,
在生理环境下是带正电的, 它的分子量约为 68000,
天然的 avidin是一种从鸡蛋白中分离得到的四聚
体糖蛋白, 因为与生物素结合的高亲和性被大家
熟知. 这个属性为 avidin作为分子工具的开发提
供了依据. avidin在生物单分子实验中被广泛用
于DNA与修饰表面的连接, 同时 avidin也可作为
一种DNA载体用于基因治疗中. 早期工作中就
有证据表明鸡蛋白中存在 avidin-核酸复合体 [18],
很多研究者 [19−22]基于 avidin-DNA相互作用构造
avidin-核酸纳米自组装体 (ANANAS)作为生物分
子探测器、信号增强剂、疾病诊断载体等应用于

生物医学治疗中. 对 avidin导致DNA凝聚的研究
也有很多, Morpurgo 等 [23]运用动态光散射和电镜

检测 avidin 与DNA之间的相互作用, 发现 avidin-
DNA纳米聚集体的尺寸是 50—100 nm, 最终凝聚
形态为棒状和环状结构, Pastré等 [24]通过原子力

显微镜观察 avidin与DNA的作用, 发现 avidin能
够促进DNA吸附在云母片上. Wang等 [25]也做了

蛋白与DNA 的相互作用, 证明内切酶蛋白与DNA
的特异性和非特异性结合, 同时观察到蛋白间的
聚集.

本文利用单分子技术研究了DNA-avidin复合
物的性质, 以及它们之间的相互作用, 以解析其作
用机理. 我们发现avidin能够引起DNA凝聚, 并发
现avidin结合DNA的过程中既存在静电相互作用,
又存在蛋白质的聚集.

2 实验过程

2.1 材 料

实验选用的噬菌体λ-DNA(48502 bp)(原始
浓度是 500 ng·µL−1)购买于New England Bio-
labs公司, 其中磁镊使用的λ-DNA末端修饰了
12 bp化学标记的单链寡聚核苷酸. 磷酸盐

(NaH2PO4·2H2O, Na2HPO4·12H2O), NaCl、牛血
清蛋白 (BSA), avidin和Tris(三羟甲基氨基甲烷)
购买于Sigma公司. 去离子水 (18.2 MΩ·cm)是经

Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA)超纯化系
统去离子与净化处理. 所有实验至少重复三次, 以
确保一致的结果.

2.2 原子力显微镜的样品制备与扫描

实验仪器选用日本岛津的SPM-9600原子力
显微镜, 工作模式为轻敲模式. 采用 3 Hz的扫描
速度采集图像, 图像采集像素是 512 × 512. 通过
SPM-9600操作系统的 off-line软件分析DNA图像
的尺寸 (高度、宽度等)信息. 实验前将云母片切成
1 cm × 1 cm, 新解离即用. 实验用缓冲液为Tris
溶液 (10 mmol·L−1, pH = 8.0), 用其配制不同浓度
的avidin与DNA的混合溶液, DNA的最终浓度为
1 ng·µL−1. 混合液在室温条件下培育 30 min后,
用移液器取 20 µL的混合液滴在新解离的云母表
面, 静置3 min. 此后, 用去离子水冲洗10—15次去
除云母表面未吸附的DNA分子和杂质, 用氮气吹
干, 放于干燥箱1—2 h后扫描.

2.3 动态光散射实验

动态光散射仪器采用Malvern公司的Zeta-
sizer Nano ZS设备, 光源是氦氖气体激光 (波长
λ = 633 nm), 探测角为 90◦. 实验中所需的缓冲液
为Tris溶液 (10 mmol·L−1 Tris, pH = 8.0), 用Tris
配制不同浓度的平衡离子与DNA混合液, DNA的
最终浓度为 1 ng·µL−1. 混合液在室温条件下培育
30 min, 而后取 100 µL的混合液注入比色皿中, 置
于动态光散射中测量DNA的流体力学半径; 另取
1 mL的混合液注入Zeta电位毛细管样品池测量
DNA的迁移率.

溶液中粒子的流体力学半径可由 Stokes-
Einstein方程计算得到:

d(H) =
kBT

3πηD
, (1)

上式中, kB是玻尔兹曼常数, d(H)是流体动力学直

径 (表征颗粒在流体内的扩散), 是关于D(平移扩
散系数), T (绝对温度), η (液体黏度系数)的函数.
另外, 通过测量散射光的光强自相关函数, 同样可
以得到溶液环境的改变而导致的粒子聚集的定性

信息.
根据盐溶液静电学, DNA的电泳迁移率µ可

通过Hückel公式计算得到 (考虑Stokes公式),

µ =
2εζ

3η
f(kr), (2)
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其中 ζ为Zeta电势, ε为溶剂的介电常数, η为溶剂
的黏度系数, f(kr)为Henry函数.

2.4 磁镊实验

将磷酸盐缓冲液 (PBS, pH = 7.5, 140 mM
NaCl)和抗地高辛按 100 : 1的比例混合后导入玻

璃微槽中, 竖直向上放在冰箱中静置 5—6 h, 使抗
地高辛均匀地沉积在玻璃微槽的侧壁. 而后, 将
150 µL的牛血清蛋白 (BSA)溶液冲入微槽中,放在
冰箱中再静置 30 min. 将事先混合好的DNA磁球
混合液 (30 µL PBS, 0.5 µL磁球, 0.5 µL修饰的λ-
DNA), 用PBS稀释到 150 µL后冲入玻璃微槽中,
放置 30 min后拿到显微镜上面观察. 此时, 玻璃微
槽中DNA如图 1所示, 磁球与侧壁之间的距离为
DNA的长度. 将不同浓度的 avidin溶液注入已确
定好的单根DNA分子连接的微槽中, 培育 30 min
后, 通过改变磁力来观察DNA的长度变化.

DNA

图 1 单分子磁镊实验中侧壁 -DNA-磁球体系结构图
Fig. 1. The sidewall-DNA-sphere system in single
molecule MT experiment.

实验中采用CCD来观察和记录磁球的运动,
通过实时分析软件来分析数据. 磁球在溶液中做布
朗运动, 其横向位移∆x与磁力F的关系为

F = kBT ⟨L⟩ /
⟨
(δx)2

⟩
, (3)

kB为玻尔兹曼常数, T为开氏温度, ⟨L⟩为DNA分
子的平均长度,

⟨
(δx)2

⟩
为磁球x方向的位移方差.

3 结果与讨论

3.1 Avidin影响DNA构象变化研究

Avidin影响DNA凝聚的构象变化可以通过
AFM进行研究. 图 2为不同浓度 avidin引起DNA
凝聚的构象变化图. 图 2 (a)中, avidin的浓度为
0.1 ng·µL−1, 此时 avidin均匀分布在云母片上, 大
小均匀, DNA处于松散状态, DNA上面结合了很
少的蛋白. 图 2 (b)中我们加入 0.5 ng·µL−1avidin,
此时能够明显看到DNA与 avidin结合数量的增

加, 且大小不均匀, 说明有蛋白本身的聚集, 且
开始出现环状凝聚形态. 当 avidin的浓度增加到
1.0 ng·µL−1时 (如图 2 (c)), DNA与 avidin的结合
部分出现大量环状凝聚结构. 随着 avidin浓度进一
步增大, AFM图像中出现大量球状结构, 如图 2 (d)
所示, 这也是由于avidin自身的聚集所致.

0.5 mm

(a) (b)

(c) (d)

0.5 mm

0.5 mm 0.5 mm

图 2 原子力显微镜下DNA-avidin复合体构象图

Fig. 2. The conformation of DNA-avidin complex for AFM.

表 1 不同浓度 avidin引起DNA构象改变的尺寸参数比较
Table 1. The size parameters of DNA conformation changes
by different density of avidin.

avidin浓度 直径

c/ng·µL−1 d/nm
0.1 160.58±18.82
0.5 147.57±17.13
1.0 137.27±11.29
2.0 252.98±23.11

为了更好地探究DNA凝聚过程的尺寸和形
态变化, 我们对DNA凝聚的AFM图像进行分析.
图 3 (a)所示是avidin(1.0 ng·µL−1)与DNA作用后
的典型构象图. 通过AFM离线分析软件测量得
到的结果如图 3 (b)所示, 环形DNA的直径大约为
147.48 nm、外径为233.24 nm、内径为87.36 nm. 通
过这样的方法,我们选取20个左右的环状结构得到
图 2中各个浓度下DNA的尺寸数据 (见表 1 ). 通过
图表, 我们可以看到随着 avidin浓度的增大, DNA
的直径从 160.58 nm缩小到 137.27 nm左右, 说明
DNA发生凝聚; 当avidin的浓度增大到2 ng·µL−1,
DNA 的直径突然增大到 252.98 nm左右, 这主
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要是 avidin自身的聚集引起的凝聚现象. 图 4是
1 ng·µL−1avidin下DNA的凝聚尺寸统计分析图,
其峰值在138 nm左右.

0.2 mm

(a)

(b)
3.88
nm

359.88 nm
0
0

Width/nm Height/nm Angle/(O)
233.24 0.08 0.02

87.36 0.26 0.17

147.48 0.27 0.10

图 3 (网刊彩色) AFM下环形DNA构象的横断面图
Fig. 3. (color online) Cross-sectional profile of toroid
DNA conformation for AFM.

50-75 101-125 151-175 201-225
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Size/nm

图 4 环形DNA的尺寸分布图

Fig. 4. The size distribution of toroids DNA.

3.2 DNA流体力学半径及电泳迁移率
测量

通过原子力显微镜对DNA尺寸的统计, 我们
发现DNA直径随着 avidin浓度的增大而减小, 而
当 avidin浓度继续增大, DNA的直径会明显变大.
接着我们利用DLS技术测量在不同 avidin浓度下
DNA分子的流体力学半径和电泳迁移率的变化

趋势, 完成定性研究. 实验结果如图 5所示, 在缓
冲液中DNA分子呈自由舒展的状态, 其流体力
学半径约为 170 nm左右, 随着 avidin浓度的增大,
DNA的流体力学半径逐渐减小. 当 avidin的浓度
c >3 ng·µL−1时, DNA的流体力学半径趋近于一
个稳定值, 约为125 nm. 这个结果与已有的文献结
果相一致 [23], 表明了 avidin使DNA发生凝聚, 导
致DNA的尺寸减小. 而当浓度继续加大时, 发现
DNA的流体力学半径突然增大至几百个纳米甚至
上千纳米, 这与AFM中DNA尺寸变化的结果相
一致, 主要原因是在高浓度下 avidin发生聚集导致
DNA粒径变大.
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90

100

110

120

130

140

150

160

170

180

190

r
/
n
m

Avidin concentration/ngSmL-1

图 5 DNA的流体力学半径随 avidin浓度的变化
Fig. 5. The hydrodynamic radius of DNA as a function
of concentration of avidin.
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图 6 DNA的迁移率随 avidin浓度的变化
Fig. 6. Mobility of DNA as a function of concentration
of avidin.

图 6是DNA电泳迁移率的变化. 加入 avidin
DNA的电泳迁移率自−2.76 10−4 cm2·V−1·s−1明

显减小并趋近于 0; 当 avidin浓度达到 5 ng·µL−1

后, 电泳迁移率的变化趋于平稳. 由于 avidin带有
很高的正电荷, avidin与DNA分子结合使得DNA
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分子上的磷酸根基团所带的负电荷被中和, 从而导
致DNA的电泳迁移率减小. 而DNA上的负电荷被
中和后使得磷酸根基团之间的静电排斥力减小, 使
DNA分子由原先的自由舒展状态转变为紧凑的结
构,所以使得DNA的流体力学半径减少. 两种实验
技术的结果都可以说明avidin能与DNA发生作用.

3.3 DNA凝聚力和长度测量

为了研究 avidin是如何使DNA发生凝聚的,
了解具体的凝聚机理, 我们利用单分子MT研究
了 avidin 与DNA之间的相互作用. 在显微镜中找
到已经连好的单根DNA分子, 然后把不同浓度的
avidin溶液导入玻璃微槽中, 通过一个永久磁铁的
伸缩来改变磁力大小, 从而起到拉伸DNA的作用.
DNA拉伸的力谱曲线如图 7所示, avidin的浓度
为 3 ng·µL−1时, DNA拉伸曲线几乎呈线性变化,
但偶尔出现跳跃. 图 8则显示了 avidin的浓度为
5 ng·µL−1时的DNA拉伸曲线, 拉伸曲线与图 7基
本一致, 这在其他大小的磁力和 avidin浓度下也同
样可以观察到. 从图 9中DNA的收缩曲线可以看
出, avidin-DNA混合物的缩短曲线和组蛋白 -DNA
混合物的缩短曲线类似, 也存在着几个缩短速率
不同状态. 与多价离子相比较 [26], avidin导致的
DNA凝聚的力谱曲线的跳跃步距少且小得多, 它
的力谱曲线与组蛋白导致的DNA凝聚 [27]的力谱

曲线相类似 [28].
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图 7 DNA的凝聚形态拉伸曲线, avidin的浓度为
0.3 ng·µL−1

Fig. 7. DNA condensation form tensile curve, the con-
centration of avidin is 0.3 ng·µL−1.

通过单分子磁镊技术, 发现 avidin与其他多价
离子相比, 长度的变化曲线几乎呈线性变化, 偶尔
存在少而小的阶跃, 这种变化趋势与组蛋白的变

化曲线更相似. 因此, 可以推测, avidin导致DNA
凝聚的过程中存在多种结构, 最终结构主要是环
状结构及 avidin 聚集引起的球状结构, 这和先前
的AFM构象图相符合, 球状结构的拉开可能主要
对应着MT拉伸曲线的连续变化, 环状结构的拉开
对应着MT曲线中的跳跃变化. 而凝聚构象的形
成主要包括 avidin与DNA的静电吸引和 avidin自
身聚集的过程. 此外在不同浓度的 avidin存在下,
对DNA拉开同样长度所需要的时间不同, 图 7中
的DNA拉伸 5 µm所用时间约为 600 s, 而图 8约
为 1300 s, 这说明 avidin浓度越大DNA凝聚越强,
拉开DNA所用的时间越长. 为了进一步定量研究
avidin导致DNA凝聚的结构特性, 我们对拉伸曲
线的跳跃步距进行统计, 如图 10所示, 发现统计数
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图 8 DNA的凝聚形态拉伸曲线, avidin的浓度为
5 ng·µL−1

Fig. 8. DNA condensation form tensile curve, the con-
centration of avidin is 5 ng·µL−1.
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图 9 DNA的长度随时间的变化, 此时 avidin的浓度为
5 ng·µL−1

Fig. 9. The length of DNA as a function of time, the
concentration of avidin is 5 ng·µL−1.
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据的峰值在 160 nm左右, 这与典型的环状数据基
本一致. 统计中也有小的步距, 可能是环状结构没
有完全拉开导致, 而较大的步距主要因为几个环一
起拉开所致.

0

2

4

6

8

10

12

Step pitch/nm

C
o
u
n
ts

图 10 DNA拉伸曲线步距分布图
Fig. 10. The step pitch distribution of DNA stretching
curves.

4 avidin导致的DNA凝聚模型

结合AFM成像和单分子技术两方面的实验
结果, 我们提出一个球状 -环状凝聚模型 (Globule-
Toroid, GT模型)来解释 avidin引起DNA凝聚的
现象, 如图 11所示. 由于DNA的刚性, avidin依
靠静电相互作用能够与DNA结合形成环状结构,
如图 11 (b)所示, 而avidin的浓度很高时, avidin自
身聚集会导致大的球状结构, 如图 11 (c)所示. 在
AFM图像 (图 2 (c))中, 我们可以明显看到这种球
状和环状的混合结构. 在磁镊力谱曲线中, 长度的
连续变化对应于球状凝聚的形成或解开, 而长度曲
线的阶跃对应于环状结构的形成或解开.

avidin

(a)
DNA

(b)

(c)

图 11 (网刊彩色) DNA凝聚的GT模型
Fig. 11. (color online) The GT model of DNA conden-
sation.

5 结 论

本文系统研究了avidin与DNA间的相互作用.
通过原子力显微镜观察 avidin引起DNA构象的变
化. 发现 avidin引起DNA凝聚结构主要有环状结
构及聚集导致的球状结构. 动态光散射的实验结果
也表明 avidin浓度的增大使DNA的流体力学半径
及电泳迁移率逐渐减小并趋近于一个稳定值. 主要
原因是 avidin的静电作用使DNA双螺旋结构上的
磷酸根基团的电荷被中和, 从而导致DNA发生凝
聚. 通过单分子磁镊技术探究 avidin导致DNA凝
聚的具体机理, 发现其长度变化曲线包括线性的变
化和很少的跳跃变化, 表明 avidin导致DNA凝聚
的最终结构主要由静电相互作用及蛋白质的自身

聚集所引起.
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Abstract
Avidin is a common basic protein, widely used for connecting DNA and modified surface in single-molecule techniques

of biophysics, and it can also be used as a DNA vector in gene therapy. Avidin is highly positively charged and can
condense DNA in solution. Understanding the physical mechanism of its condensing DNA is a key factor to promote
avidin-DNA complex to be used for many purposes, such as a probe of biomacromlecules, signal enhancer or carrier of
disease diagnosis.

In the present study, we use atomic force microscope (AFM), dynamic light scattering (DLS), and single molecular
magnetic tweezers (MT) to systematically investigate the interaction between DNA and avidin and the underlying
mechanism of DNA condensation by avidin. The conformation of DNA-avidin complex is observed and measured by
AFM and we find that the condensation includes two types: one is toroidal condensation of DNA induced by avidin, the
other is the condensing structure by avidin compaction. Quantitative analysis shows that the size of avidin-DNA complex
decreases monotonically with the concentration of avidin increasing. However, when the concentration of avidin reaches
up to a critical value of 2 ng·µL−1, the size of complex begins to increase suddenly with avidin concentration increasing.
The phenomenon is also confirmed by the corresponding DLS measurements. For example, when the concentration of
avidin increases from 0 to 2 ng·µL−1, the size of condensed avidin-DNA complex reduces from 170 nm to about 125 nm.
In the mean while, its electrophoretic mobility changes from −2.76 (10−4 cm2·V−1·s−1) to −0.1 (10−4 cm2·V−1·s−1).
The negative charge of DNA is mostly neutralized by avidin. From their force spectroscopy measured by MT, it is
found that the extension of DNA varies almost linearly and a few stairlike jumps appear occasionally. For example, its
characteristic trend is quite similar to the one by histones. The condensing force of DNA by avidin grows up with the
concentration of avidin increasing. The statistics of force-extension curves by MT shows that the peak of unraveling
steps of avidin-DNA complex is around 160 nm, which corresponds to the typical toroidal structure of DNA.

In DNA condensation by avidin, electrostatic interaction plays a key role due to the neutralization of negatively
charged phosphate groups of DNA by cationic avidin. From the comprehensive data by AFM, DLS and MT, we conclude
that the process of DNA condensation induced by avidin consists of two mechnisms: the predominant DNA-avidin
electrostatic attraction and the ancillary avidin aggregation.

Keywords: DNA condensation, avidin, magnetic tweezers, atomic force microscope
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