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单分子荧光共振能量转移 (smFRET)和磁镊 (MT)技术目前广泛应用于研究分子马达. 相较于常规技
术, 其具有高精度及动态观测的优点. 本文研究对象为T7解旋酶, 是六聚体解旋酶的典型代表. 研究表明, 这
种解旋酶主要消耗脱氧胸苷三磷酸 (dTTP)提供能量, 且仅能沿着 5′-3′单向进行行走和解旋工作. 目前对于
六聚体解旋酶的解旋和换链机制的认知仍然存在着诸多问题, 因此本文主要以此作为切入点开展研究. 首先
通过运用 smFRET技术研究T7解旋酶在不同DNA底物上的解旋现象, 发现其需要 3′-尾链参与到解旋工作
中, 但其为单链或双链结构并无明显区别; 通过改变脱氧核糖核酸 (DNA) 序列中的GC含量, 发现T7解旋酶
随着序列中GC含量的升高会更容易在解旋过程中发生回退现象, 导致解旋长度明显缩短; 通过进一步分析
发生回退先的实验数据, 发现T7解旋酶除了可以瞬时回退到叉形DNA 岔口或脱落外, 还可以缓慢回退到叉
形DNA岔口; 运用MT技术研究该解旋酶, 同样发现这种缓慢回退现象的存在. 根据T7解旋酶解旋DNA遵
循的单向性和极性, 其只能沿着 5′到 3′方向进行行走和解旋. 因此, 本文推测这种缓慢回退的现象可能是解
旋酶从 5′-链转移至 3′-链上, 即发生换链过程; 最后, 本文提出了T7解旋酶在解旋过程中进行换链的模型, 将
有助于进一步理解环状六聚体解旋酶行使其功能的分子机制.

关键词: 单分子荧光共振能量转移, 磁镊, T7解旋酶, 换链
PACS: 82.37.–j, 87.15.H–, 82.39.Pj, 82.39.Fk DOI: 10.7498/aps.67.20180501

1 引 言

解旋酶是一类在细胞内广泛存在的分子马达

蛋白, 种类繁多. 不同解旋酶具有不同的功能及特
性, 在脱氧核糖核酸 (DNA)复制、转录、修复、重组
以及端粒稳定等诸多方面都发挥着不可忽视的作

用 [1−3]. 人体内的诸多过程都涉及数量庞大的生物
分子, 常规的实验方法仅能检测初始态和终态的平
均效应结果, 不仅仅忽略了更为关键的中间过程,
也缺少对于生物个体差异性和多样性的分析. 单
分子技术是近些年发展起来的一种先进实验技术,

能够用于针对单个生物分子的研究, 以得到常规技
术无法得到的诸多重要信息 [4]. 近些年来, 单分子
技术越来越多地运用到解旋酶的相关研究中, 使得
科研人员对于解旋酶的功能和机制的认知越来越

清晰. 解旋酶在解旋过程中进行的换链现象是其
功能中非常重要的一项, 这种换链现象对于解旋酶
而言, 能够在其遭遇各类DNA损伤时, 避免发生停
滞而导致复制体崩解, 乃至细胞死亡; 同时, 能够
以此方式消除结合在DNA上的内源性中间产物及
单链DNA结合蛋白, 确保解旋过程的顺利进行 [5];
最后, 换链现象还能够直接参与到同源重组的过程
中, 并发挥作用. 因此, 深入研究解旋酶进行换链
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的机制具有重要意义和价值.
目前运用单分子技术的相关研究表明, 诸如

Pif1 [6], RecQ [7], BLM [5]及UvrD [8]等非环状解旋

酶在解旋过程中是存在换链现象的. 研究Pif1换链
过程的文献 [6]提及, 其发生换链的原因在于Pif1
可能与 3′-尾链之间存在一个相互作用, 这种相互
作用会将Pif1从 5′-链拉至 3′-链, 并在此链上继续
行走, 而解开部分的单链DNA 退火重新形成双链
DNA. 对于六聚体解旋酶而言, 因其 6个子单位形
成环状结构, 人们总是直观地认为这种结构会稳定
地存在于单链DNA上而无法自由脱落下来. 基于
这种猜想, 科研人员认为六聚体解旋酶是通过从单
链DNA的端口处直接穿入的方式进行加载, 并进
一步结合在单链DNA上进行行走. 如果是这种加
载方式, 六聚体解旋酶无疑是无法发生换链过程
的. 然而, 不论是磁镊 (magnetic tweezers, MT)实
验还是光镊实验 [9,10], 单链DNA的两端均被固定,
不存在所谓的自由端口. 而在溶液中已形成六聚体
的解旋酶依旧能够直接加载在单链DNA上进行行
走和解旋, 说明这种加载方式并不准确. 因此, 本
文以此作为切入点, 以T7解旋酶为研究对象, 力求
揭示六聚体解旋酶是否能够进行换链的问题.

本文主要采用的单分子技术为单分子荧光

共振能量转移 (single-molecule fluorescence reso-
nance energy transfer, smFRET)和MT.荧光共振
能量转移 (FRET)是一种通过两个荧光基团之间
无辐射的偶极耦合的相互作用来进行能量转移的

方式. 能量通常由供体荧光基团 (短波长)传递给
受体荧光基团 (长波长). 本文用于 smFRET的仪
器装置为常规的全内反射显微系统, 为消除其余因
素对于信号的影响, 生物分子被固定在玻片表面.
MT技术是将单个生物分子通过相应修饰后使其一
端连接在玻片表面, 另一端连接在超顺磁性小球表
面. 磁球位于外磁场中而受到恒定磁力的作用, 通
过改变磁场强度 (平移或者旋转装置上磁铁)可以
实现拉伸或旋转磁球等操纵, 从而实现对于单个生
物分子的力学操纵. 本文采用常规的纵向MT开展
研究.

通过运用 smFRET和MT技术, 本文能够实
时地观测DNA底物被T7解旋酶解开的动态过程,
进而能够得到解旋过程的具体信息, 便于分析解旋
酶的解旋机制. 运用 smFRET技术研究解旋反应
能够观测的解旋长度较短 (< 10 bp), 但是其精度

非常高, 对于精确研究较小尺度内的解旋过程和机
制有得天独厚的优势. 本文研究的主要问题是六
聚体解旋酶的换链现象, 因此采用 smFRET技术
能够更精确地观测此过程; 运用MT技术研究解旋
反应能够观测的解旋长度较大, 但是其精度比不上
smFRET技术. 本文运用MT技术在大尺度上观测
这种换链现象是否依旧存在, 并进一步分析施加力
的作用是否会对其产生影响. 因此, 本文同时采用
了 smFRET和MT两种技术进行实验, 以达到研究
目的.

解旋实验通过改变荧光标记DNA的方法以及
改变GC含量和脱氧胸苷三磷酸 (dTTP)浓度等实
验条件, 深入地探究了T7解旋酶是否如单体解旋
酶一样存在换链过程. 实验结果表明T7解旋酶的
解旋工作需要 3′-尾链的参与, 且DNA序列中GC
含量的提高能够导致其更易发生回退; 在所有的回
退现象中存在着一种缓慢回退的现象, 我们推测该
现象为六聚体解旋酶的换链过程, 并提出其模型.

2 实验方法和材料

2.1 玻片的清洗与修饰

先后用丙酮、甲醇、浓硫酸和过氧化氢混合液

(体积比 7 : 3)及乙醇钠对FRET实验用盖玻片和
载玻片进行彻底清洗, 盖玻片需要进一步进行硅烷
化和聚乙二醇 (PEG, 购于Laysan Bio, Inc. 公司)
修饰, 具体方法参照文献 [11]; MT实验用盖玻片和
载玻片清洗方法同于FRET实验用玻片, 后期需要
进一步用Sigmacote (购于Sigma-Aldrich公司)修
饰, 具体方法参照文献 [12].

2.2 DNA设计

单分子FRET实验用DNA共 5种: 一种是不
存在 3′-尾链的双链DNA底物, 于双链岔口标记
Cy3和Cy5荧光分子, 序列中GC含量设计为 70%;
一种是 3′-尾链为单链结构的双链DNA底物, 标
记方法与前相同, 序列中GC含量设计为 70%; 另
外 3种 3′-尾链均为双链但留有 1 nt单链结构的双
链DNA底物, Cy3标记在双链上第 8位, Cy5标记
在岔口, 序列中GC含量分别设计为 50%, 70%和
100%. 所有DNA底物均通过在一条链尾端修饰生
物素连接在玻片上. DNA底物均购于生工生物工
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程 (上海)股份有限公司, 详细制备方法见文献 [13].
MT实验用DNA是轮廓长度为 0.5 µm带有270 bp
发卡结构的双链DNA, 详细制备方法见文献 [6].

2.3 蛋白质及缓冲液

T7 gp4解旋酶蛋白由陆军军医大学毒理
学研究所张慧东课题组纯化完成, 具体方法见
文献 [14, 15]. 蛋白纯化完成后, 在盛有储存液
(50 mM (1 M = 1 mol/L) K-phosphate, 0.1 mM乙
二胺四乙酸 (EDTA), 0.1 mM 二硫苏糖醇 (DTT)
及50%甘油)的烧杯中进行透析, 并于−30 ◦C密封
保存. 实验所用的缓冲液包括: T50缓冲液 (50 mM
NaCl 及 20 mM Tris-HCl, pH值为 8.0), 反应缓冲
液 (10 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 5 mM DTT及
20 mM Tris-HCl, pH值为 8.0)以及磷酸缓冲盐
溶液 (PBS缓冲液) (20 mM Na2HPO4, 150 mM
NaCl, pH值为 8.0). 缓冲液配置后需要进行高温
消毒, 再经孔径为 0.2 µm的过滤器过滤, 最后于
−20 ◦C密封保存.

2.4 解旋实验方法

MT实验中, 首先取磁球原液 10 µL, 加入
20 µL PBS缓冲液并用移液枪吹打清洗, 随后用
磁铁吸引磁球去除上清液, 反复操作 3次, 最后稀
释至20 µL.随后, 取1 µL 100 pM的DNA底物 (带
有270 bp发卡结构)与磁球稀释液充分混匀 1 min.
将上述混合液泵入实验槽中,孵育10 min使得磁球
充分连接在玻片表面, 并冲走多余未连接磁球. 具
体的磁球尺寸、修饰方法及操作方法见文献 [6]. 通
过检测连接磁球上的DNA底物为单根且较为稳定
后, 开始进行下一步解旋实验. 首先将高浓度 gp4
单体解旋酶与 2 mM dTTP混匀孵育 10 min, 使其
充分形成六聚体结构. 随后在上述混合液中加入
T50 缓冲液及DTT, 通过恒流泵泵入槽中, 孵育
10 min使得T7解旋酶充分结合在DNA底物上, 且
因没有镁离子而无法启动解旋反应. 当孵育完成
后, 泵入T50缓冲液充分冲掉槽中多余的解旋酶,
确保后续为单个解旋酶进行反应. 最后, 泵入含镁
离子的反应缓冲液, 实验浓度dTTP及DTT启动
解旋反应, 收集实验数据; smFRET实验中, 首先
取 1 µL链霉亲和素原液 (1 mg/mL), 用T50缓冲
液稀释至 100 µL, 充分混匀后加入实验槽中孵育

5 min. 随后冲走多余链霉亲和素, 加入约 100 pM
带荧光标记的DNA底物孵育 5 min. 随后冲走多
余DNA, 观察DNA连接情况良好后进行下一步解
旋实验, 具体的原料来源、修饰方法及操作方法见
文献 [13]. 后续解旋实验的步骤与MT实验的步骤
保持一致, 只是需要在启动解旋反应并收集数据的
泵入反应液中加入抗荧光淬灭体系 (0.8% D-葡萄
糖, 1 mg/mL 葡糖氧化酶, 0.4 mg/mL 过氧化氢酶
和1 mM 水溶性维生素E).

3 结果与讨论

3.1 T7解旋酶的解旋反应

T7解旋酶是 5′-3′方向行走的解旋酶, 因此正
常的解旋反应需要足够长的 5′-尾链用于解旋酶结
合. 有研究表明, T7解旋酶的解旋反应还需要 3′-
尾链的存在, 认为其与 3′-尾链之间存在着某种相
互作用 [16,17], 并发现 3′-尾链的单链部分长度必须
大于 7 nt时, T7解旋酶才能够正常进行解旋反应.
那么T7解旋酶是怎样与 3′-尾链上DNA进行相互
作用的呢? 为此, 本文设计了一组DNA底物进行
实验, 其5′-尾链均有 30 nt的单链以供解旋酶结合,
3′-尾链分别设计为不存在尾链、存在 30 nt单链的
尾链及存在 29 bp双链及 1 nt单链的尾链结构, 如
图 1 (a), (c), (e) 所示.

FRET解旋实验使用的DNA底物均为带有荧
光标记的双链DNA, Cy3标记在3′-链, Cy5标记在
解旋酶结合的 5′-链上. 实验是通过 532 nm激光激
发Cy3发出荧光, 并通过能量转移而使得Cy5同样
发出荧光. 因此, 随着解旋酶解开双链DNA, Cy3
和Cy5之间距离增大, 能量转移效率 (FRET值)随
之降低. 当解旋酶完全解开双链DNA, 即解旋到头
时, Cy3标记的3′-链会因为双链部分完全打开而脱
落, 导致Cy3荧光强度和Cy5荧光强度均迅速降低
至0, 由此现象来判断解旋酶是否解旋到头 [18].

通过解旋实验, 发现T7解旋酶在无 3′-尾链结
构参与的条件下无法进行解旋反应, 如图 1 (b) 所
示, Cy3和Cy5之间距离一直保持不变, FRET值
维持为 1. 说明以往研究中提及的解旋酶与 3′-尾
链之间存在相互作用的结论是成立的. 当缺乏
这种相互作用时, 解旋酶就无法进行解旋 [16,17].
3′-尾链设计为单链DNA和双链DNA结构的实
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验结果如图 1 (d)和图 1 (f)所示, 当 3′-尾链为单链
DNA时, 因Cy3和Cy5距离很近, 初始FRET值为
1. 随着解旋反应的进行, Cy3和Cy5的距离逐渐
变大而导致Cy3荧光强度不断增加, Cy5荧光强
度不断降低, FRET值随之不断降低, 最终完全解
开双链; 当 3′-尾链为双链DNA时, 初始FRET值
约为 0.9, 随着解旋反应的进行与前者有着相似的

现象.
本文的实验结果说明3′-尾链的存在对于T7解

旋酶进行解旋反应尤为重要, 即此解旋酶行使其解
旋功能需要DNA底物为叉形结构. 由于 3′-尾链为
单链或双链结构的实验结果并无本质不同, 本文推
测T7解旋酶或与 3′-尾链上磷酸根结构域存在着某
种相互作用.
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图 1 不同 3′-尾链结构DNA底物的 smFRET解旋现象 (a) 不存在 3′-尾链结构时DNA底物的实验示意图;
(b) 对应 (a)图DNA底物的T7解旋酶解旋数据; (c) 3′-尾链为单链DNA 结构时DNA底物的实验示意图; (d) 对
应 (c)图DNA底物的T7解旋酶解旋数据; (e) 3′- 尾链为双链DNA结构时DNA底物的实验示意图; (f) 对应 (e)
图DNA底物的T7解旋酶解旋数据
Fig. 1. Observation of DNA with different 3′-tail structures unwinding with smFRET assay: Schematic
diagram of the smFRET experiment in DNA substrate with different 3′-tail structures (a), (c) and (e);
smFRET-time traces showing from three different structures of DNA, respectively (b), (d) and (f).
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3.2 序列中GC含量对T7解旋酶解旋反应
的影响

已有研究表明, 解旋部分的DNA序列中GC
含量越高, T7解旋酶的解旋速率越慢 [18,19]. 然而,
人们并没有关注到这种GC含量的提高是否会影
响其解旋长度. 常规实验方法受限于技术并不能
解决此问题, 而以往FRET实验所采用的荧光标记
手段, 当解旋长度很短时并不能检测到相应FRET
值的变化. 基于此, 本文在实验设计序列中包含
50%, 70%和100% GC含量的3种DNA底物,采用
上述改良的荧光标记方法如图 1 (c)所示, 运用 sm-
FRET技术进行T7解旋酶的解旋实验, 解旋数据
和解旋是否到头的判定方法与图 1标准保持一致.

本文在设计实验用DNA底物时参考最近运
用 smFRET技术研究T7解旋酶的文献 [18]. 如文
献 [18]中所描述的, 当DNA序列中GC含量为35%
时, 解旋速率为8 bp/s; 而GC含量为 80%时, 其解
旋速率仅为 4 bp/s, 这也是其使用的最大GC含量
的DNA底物. 由文献 [18]可知, 提高GC含量能够
更加明显地观测解旋酶进行解旋的中间过程. 因
此, 本文在设计实验时, 为降低实验中的解旋速率
以便更加精确地评估其解旋过程, 同时为设计一组
GC含量变化梯度比较其解旋长度的变化情况, 决
定将实验中DNA序列的GC含量确定为50%, 70%
和100%.

另一方面, 文献 [18]中提及降低dTTP浓度能
够降低解旋速率, 本文实验通过改变dTTP浓度梯
度, 发现 100 µM dTTP浓度条件下能够明显降低
解旋酶的解旋速率, 便于观测解旋中间过程, 且不
至于明显影响解旋酶的解旋比例. 因此, 本文解旋
实验均在100 µM dTTP浓度条件下进行.

由图 2结果可知, 当序列中GC含量为 50%时,
T7解旋酶解旋到头的实验数据比例约为 78%, 解
旋中途回退的比例约为 22%; 当序列中GC含量为
70%时, T7解旋酶解旋到头的实验数据比例约为
61%, 解旋中途回退的比例约为39%; 当序列中GC
含量为 100%时, T7解旋酶解旋到头的实验数据比
例仅约为 21%, 解旋中途回退的比例约为 79%. 由
此可知, GC含量从 50%提高至 100%时, 会明显提
高解旋酶在解旋过程中发生回退的概率, 导致其解
旋长度降低.

在解旋过程中, 这种回退现象发生的前提是解
旋酶无法继续进行解旋反应而发生暂停或停滞. 然
而, 这种暂停或停滞现象并不能稳定维持, 解旋酶
会进一步失去与单链DNA之间的相互作用. 此时,
解旋酶或直接从单链DNA上脱落下来, 解开部分
单链自由退火形成双链; 或解旋酶虽然缺失与单链
DNA的相互作用, 但并未脱落, 解开部分单链仍然
自由退火而形成双链, 解旋酶滑退回初始位置. 从
实验数据上看, 当DNA序列为全GC时, T7解旋
酶大多数都无法解旋到头.

因此, 我们认为DNA序列中GC含量高, 不仅
会影响解旋酶的解旋速率, 还会导致其更易发生暂
停或停滞, 进而发生回退现象, 使得解旋长度明显
降低. 分析其原因, 可能是解旋酶在解旋过程中不
仅受到当前解旋位置碱基对之间氢键作用力的限

制, 后续DNA 序列的稳定程度也会对其解旋过程
造成影响. 当DNA序列中GC含量非常高, 乃至为
GC含量为 100%时, 这种稳定程度可能会使得解
旋酶难以克服而无法继续往前解旋.

3.3 T7解旋酶在解旋过程中的回退现象

3.2节提及当GC含量为100%时, T7解旋酶在
解旋过程中大多数无法解旋到头而在中途发生回

退. 通过进一步分析数据, 发现大多数的回退现象
是瞬时回去的过程, 如图 3 (a)所示. 但是, 实验数
据中还存在一种缓慢回退的现象, 如图 3 (b)所示.
这里对于瞬时回退和缓慢回退两种现象的界定在

于前者在回到初始位置的过程中并不存在停顿或

过程, 分析仅为一步完成; 而后者在回到初始位置
的过程中存在诸多的停顿或过程, 从实验数据上来
看, 可以观测到许多的数据点存在于这一回退过程
中, 分析为多步完成. 因此, 瞬时回退现象并不代
表其是一瞬间回到初始位置, 相对于缓慢回退来
讲, 这里的瞬时指的是回退过程中不存在中间步
骤, 而缓慢指的是回退过程中存在诸多中间步骤.

通过进一步统计数据可知, 所有的实验数据中
存在瞬时回退现象的比例约为 81%, 而存在缓慢回
退现象的比例约为19%. 对于前者而言, 当T7解旋
酶无法继续解旋而发生暂停或停滞时, 因无法稳定
维持此状态, 解旋酶或从单链DNA上脱落而解开
部分单链因退火压力而自由形成双链; 或虽失去与
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图 2 三种不同GC含量DNA底物的T7 gp4解旋现象 (a) DNA底物GC含量为 50%; (b) DNA底物GC含量
为 70%; (c) DNA底物GC含量为 100%
Fig. 2. Analysis of unwinding processivity of T7 gp4 helicase in DNA substrate with different GC contents:
(a) Helicase in DNA substrate with 50% GC content; (b) helicase in DNA substrate with 70% GC content;
(c) helicase in DNA substrate with 100% GC content.
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单链DNA的相互作用但继续留在 5′-链上, 解开部
分单链自由退火而形成双链, 解旋酶滑退回初始位
置. 这两个过程都非常快而导致观察几乎是瞬时
的, 不存在中间步骤. 同时, 因这两个过程仅仅是
T7解旋酶的状态存在区别, DNA底物的状态是一
致的, 而FRET实验的观测对象是荧光标记DNA,
所以无法区分这两种情况,均算入瞬时回退现象中.
在图 3 (a)的时间曲线中, 随着T7解旋酶解开双链,
FRET值逐渐降低至约0.1. 此时, 解旋酶因无法继
续解旋而在 5′-链上滑退回初始位置或直接从DNA
底物上脱落下来, 解开双链DNA迅速退火重新形
成双链DNA而导致FRET值恢复初始值. 图 3 (a)
所示实验现象在文献 [9]中也有所提及. 而对于少
数情况下解旋酶发生缓慢回退的现象, 以往并没有
研究发现.

通过分析相关文献, 发现早期研究中, 如果改

变DNA底物迫使T7解旋酶必须由 3′到 5′方向进
行解旋时, 完全无法观察到解旋现象 [20−23]. 因此,
T7解旋酶仅能从 5′到 3′方向进行单向的行走和解
旋, 而完全无法从 3′到5′ 方向进行行走和解旋, 将
这种现象称为T7解旋酶的极性, 也称为单向性. 此
外, 这种极性不仅仅存在于T7 解旋酶, 经过研究
诸多解旋酶都被证实存在极性, 仅能沿着单向进行
行走和解旋. 因此, 反观本文的实验数据, 如果这
种缓慢回退的现象发生在 5′-链, 表明T7解旋酶是
从3′到5′方向进行行走, 这种现象在以往的研究中
完全未被观察到, 且不符合公认的解旋酶具有极
性的结论. 因此, 本文认为这种缓慢回退的现象是
发生在 3′-链上, 而不可能发生在 5′-链上. 换而言
之, 这一现象预示着T7解旋酶换到了对面的 3′-链
上, 即这个六聚体解旋酶在解旋过程中发生了换链
现象.
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图 3 T7解旋酶的两种回退现象 (100% GC) (a)瞬时回退; (b)缓慢回退
Fig. 3. Two different backward movements of T7 helicase (100% GC): (a) Rapid rewinding process; (b) slow
rewinding process.

3.4 运用MT技术研究T7解旋酶的缓慢
回退现象

基于上述结果和猜想, 进一步设计MT实验进
行研究, DNA连接方式如图 4 (a)所示. dTTP浓度
及序列中GC含量均保持与FRET实验一致, 实验
方法参照文献 [18]中的步骤, 确保均由单个解旋酶
进行解旋反应. MT实验中使用的DNA底物解旋
部分发卡结构长度为 270 bp, 随着解旋酶解旋反应
的进行, 发卡结构逐渐被打开, 检测到磁球高度发
生相应变化, 由此来判断是否为解旋数据. 通过计

算解旋酶解开的发卡结构长度是否到达270 bp, 来
判断解旋酶是否完成解旋反应, 即解旋到头.

如图 4 (b)所示, 当T7解旋酶解旋到头, 即完
全解开发卡结构DNA时, 其会沿着 3′-链继续行走
回到初始位置. 从数据上来看, 这种行走并不是瞬
时过程, 而是有一定中间步骤的过程. 其速度大于
在 5′-链上进行解旋的速度, 可能是由于DNA双链
退火压力加快了这一行走速度. 当T7解旋酶并没
有完全打开发卡结构DNA而停止解旋时, 从数据
上看多数情况下会瞬时回到初始位置, 而少数情况
下是一种缓慢回退的过程, 如图 4 (c)和图 4 (d)所
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示. 运用MT技术进行解旋实验得到的未解旋到头
的数据中, 瞬时回退现象所占比例约为 76%, 缓慢
回退现象所占比例约为24%, 基本与FRET 实验得
到的结果保持一致. 这种未解旋到头且发生缓慢
回退的现象区别于图 4 (b)中的现象, 其并不是因
为解旋到头而直接移动到 3′-链上沿着 5′到 3′方向
行走. 如果此时解旋酶依旧位于 5′-链上, 这种缓慢
回退的行走方式并不符合T7解旋酶仅能由 5′到 3′

单向移动的单向性或极性 [16,20−25]. 另一方面, 不
论是本文实验还是已发表文献中的实验 [9,10], 已形

成环状六聚体的T7解旋酶都能够直接结合在没有
5′和 3′端口的单链DNA上开始行走和解旋, 说明
其也能以相同的方式从此单链DNA上脱落下来.
同时, MT实验中观测到的这种缓慢回退的现象与
FRET实验中观测到的现象基本保持一致, 相互印
证. 由此可知, 这种缓慢回退的现象是因为T7解旋
酶在解旋过程中发生了换链现象, 且这种换链现象
与DNA底物以及施加其上的力没有关系, 它是T7
解旋酶的一种本征性质.
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图 4 MT实验研究T7解旋酶的缓慢回退现象 (a) 单分子MT实验示意图; (b) T7解旋酶在解旋到头时, 缓慢行
走的实验现象; (c) T7解旋酶在未解旋到头时, 瞬时回退的实验现象; (d) T7解旋酶在未解旋到头时, 缓慢回退的
实验现象

Fig. 4. The slow rewinding process of T7 helicase by magnetic tweezers: (a) Schematic diagram of the
magnetic tweezers assay; (b) slow translocation phenomenon of T7 helicase after unwinding the whole DNA
hairpin; (c) rapid rewinding process of T7 helicase during unwinding; (d) slow rewinding process of T7
helicase during unwinding.

3.5 T7解旋酶换链机制的模型

研究表明, T7解旋酶可能是以一种开环的方
式结合在单链DNA上, 而非通常认知的环状解旋
酶整体从 5′ 端口进入 [26]. 基于此, T7解旋酶在解

旋过程中也存在很大可能性发生开环而直接从单

链DNA上解离而脱落下来. 从本文实验结果和以
往的文献结论来看 [16,17], T7解旋酶的解旋反应必
须有 3′- 尾链的参与, 推测解旋酶在解旋过程中可
能与 3′-尾链之间存在某种相互作用. 综上所述, 我
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们推测这种缓慢回退的现象是T7解旋酶在解旋过
程中发生暂停或停滞时, 进一步发生换链现象而转
移至 3′-链上, 沿着 5′到 3′的方向进行行走回到初
始位置.

基于此, 本文进一步提出了T7解旋酶进行换
链过程的模型, 如图 5所示. 图 5 (a)表示的是T7
解旋酶在解旋过程中发生暂停或停滞时无法继

续进行解旋的状态. 我们推测解旋酶与 3′-尾链之
间存在一个相互作用位点, 用红色圆点进行标示.
当T7解旋酶并不发生开环现象时, 它不能从单链
DNA上脱落下来而继续留在链上. 此时, 解旋酶和
单链DNA均处于完全自由状态, 解开部分的单链
DNA 会自由退火形成双链DNA, 解旋酶会因受到
退火压力的作用而沿着 5′-链快速滑退回到初始位
置, 如图 5 (b)所示, 实验数据中表现为瞬时回退现
象; 当T7解旋酶在发生暂停或停滞的同时发生开

环现象而完全从单链DNA上脱落下来时, 解开部
分单链自由退火形成双链DNA, 实验数据中同样
表现为瞬时回退现象, 因采用的单分子技术检测的
对象为DNA 底物而无法与图 5 (b)中的情况进行
区分; 当这种开环现象的发生使得解旋酶从 5′-链
上脱落, 但是仍然保持着与 3′-链之间的相互作用
时, 这种相互作用会使得解旋酶从 5′-链上转移到
3′-链上, 如图 5 (c)所示; 当T7解旋酶重新稳定结
合在3′-链上时, 图 5 (c)会过渡到图 5 (d), 解旋酶会
进一步在 3′- 链上沿着 5′到 3′方向开始行走过程.
这一现象相对于单链DNA自由退火过程来说是一
个慢速过程, 实验数据中表现为缓慢回退现象.

因此, 本文动态观测到六聚体解旋酶——T7
解旋酶的换链过程, 并提出其模型. 相信此研究结
果将推进对于六聚体解旋酶功能和特性的理解, 并
进一步完善对其分子机制的研究.

(a)(b) (c) (d)

T7 helicaseT7 helicase

T7 helicase

T7 helicase
5' 5' 5'

5'

3' 3'
3'

3'

图 5 T7解旋酶换链过程的模型 (a) T7解旋酶在解旋过程中发生停滞的状态, 红色点表示与 3′-尾链存在相互作用位点;
(b) T7解旋酶发生瞬时回退或从单链DNA上脱落的状态; (c) T7解旋酶发生开环, 并借助相互作用重新结合到 3′-链上;
(d) T7解旋酶稳定地结合在 3′-链, 并缓慢进行行走回到初始位置
Fig. 5. Model for the switching strand process of T7 helicase: (a) T7 helicase stop unwinding during its unwinding
process, the red dot means the interaction site between T7 helicase and 3′-tail; (b) the state that T7 helicase
instantaneously slipping back to initial position on the 5′-strand or dissociating from the 5′-strand; (c) the process
that T7 helicase open the ring-shaped structure and rebinding to the 3′-strand by the interaction with it; (d) the
state that T7 helicase slowly translocating to the initial position on the 3′-strand.

4 结 论

采用 smFRET和MT技术对T7解旋酶在解旋
过程中解旋和换链问题进行了研究. 首先通过设
计不同 3′-尾链结构的DNA底物验证了T7解旋酶
进行解旋反应需要 3′-尾链的参与, 但是并不受其
结构为单链DNA或双链DNA的影响. 同时, 通过
改变DNA序列中的GC含量, 发现序列中GC含量
的提高会导致T7解旋酶在解旋过程中更容易发生
暂停或停滞, 进而从DNA底物上脱落或滑退回初

始位置, 降低其解旋长度; 通过分析解旋酶的回退
现象, 发现大多数情况下为瞬时回退的过程, 少数
情况下为缓慢回退的过程; 通过进一步设计MT 实
验, 研究发现这种缓慢回退现象的存在, 并由此推
测出这种现象可能为T7解旋酶在解旋过程中发生
的换链现象. 最后, 提出了T7解旋酶进行换链过程
的模型.
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Abstract
Single-molecule fluorescence resonance energy transfer (smFRET) and magnetic tweezers are widely used to study

the molecular motors because of their high resolution and real-time observation. In this work, we choose these two
techniques as the research means. The bacteriophage T7 helicase, as the research object, serves as a model protein for ring-
shaped hexameric helicase that couples deoxythymidine triphosphate (dTTP) hydrolysis to unidirectional translocation.
The DNA strand separation is 5′-3′- along one strand of double-stranded DNA. Using smFRET and magnetic tweezers
to study the unwinding process of T7 helicase, we can have more in depth understanding of the unwinding and strand
switching mechanisms of the ring-shaped hexameric helicases. First, by designing DNA substrates with different 3′-tail
structures, we find that the 3′-tail is required for T7 helicase unwinding process, no matter whether it is single-stranded or
double-stranded. These results confirm an interaction between T7 helicase and 3′-tail. Second, examining the dependence
of unwinding process on GC content in DNA sequence, we find that as GC content increases, T7 helicase has higher
chances to stop and slips back to the initial position by annealing stress or dissociating from DNA substrate. As the
GC content increases to 100%, 79% helicases could not finish the unwinding process. Third, by further analysing the
experimental data, two different slipping-back phenomena of T7 helicase are observed. One is instantaneous and the other
is slow. The results from the experiment on magnetic tweezers also confirm this slow slipping-back phenomenon. This
instantaneous slipping-back results from the rewinding process of unwound single-stranded DNA as studied previously.
When T7 helicase cannot continue unwinding because of the high GC content in DNA sequence, it dissociates from
the single-stranded DNA or slips back to the initial position very quickly because of the annealing stress. However,
this slow slipping-back phenomenon cannot be explained by this reason. According to previous researches, T7 helicase
can only be translocated or unwound from 5′ to 3′ along one strand of double-stranded DNA because of the polarity
principle. We suggest that this slow slipping-back is induced by the strand switching process of T7 helicase. Through
this strand switching process, T7 helicase binds to the 3′-strand and are translocated along it from 5′ to 3′ to the initial
position, results in this slow slipping-back phenomenon. This is the first time that the slow slipping-back phenomenon
has been observed, which strongly suggests the strand switching process of T7 helicase. Based on our results and previous
researches, we propose the model of this strand switching process and this model may be extended to all ring-shaped
hexameric helicases.

Keywords: single-molecule fluorescence resonance energy transfer, magnetic tweezers, T7 helicase, stand
switching
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