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专题: 软物质研究进展

驱动马达力学化学耦合机制研究进展∗
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1)(中国科学院大学物理科学学院, 北京 100049)

2)(中国科学院理论物理研究所, 北京 100190)

( 2016年 7月 14日收到; 2016年 8月 2日收到修改稿 )

驱动蛋白是细胞内重要的输运机器, 属于平动分子马达. 它有两个主要特征, 其一是持续性, 马达的两个
头部在交替步行时至少有一头保持与微管吸附, 因此它能沿微管长距离步进而不脱轨; 另一个特征是马达的
力学过程和化学过程是紧耦合的, 即马达每前进一步消耗一个三磷酸腺苷. 上述两个特征要求两个头部的核
苷化学态及其与微管的相互作用需通过某个机构来协调统一, 其中的核心问题是力学化学耦合机制, 这也是
所有化学驱动的分子马达的关键问题. 得益于单分子实验技术和分子动力学模拟技术的发展, 驱动马达力学
化学耦合机制的研究在最近十年取得了重大突破. 本文重点从运动学、动力学、协同机制和发力机制等方面介
绍驱动马达基础研究的进展及面临的问题.

关键词: 驱动马达, 单分子技术, 力学化学耦合
PACS: 87.16.Nn, 87.15.rp, 87.15.R– DOI: 10.7498/aps.65.188702

1 引 言

分子马达是实现化学反应 (标量过程)与定向
运动 (矢量过程)之间相互转化的蛋白酶. 按运动
形式可分为转动马达和平动马达. 平动马达可分
为持续 (processive)和非持续 (nonprocessive)马达.
所谓持续马达是指那些沿轨道做长距离定向运动

而不脱轨的马达. 如果定义马达在一个化学循环
内吸附在轨道所占时间比为 “占空比”(duty ratio),
则持续马达的 “占空比”接近 100%, 可在细胞内独
立担当各种任务, 如输运囊泡等. 驱动马达是持续
的平动马达, 由于其体积小、结构精妙, 尽管发现较
晚, 但研究得最透彻,是平动分子马达研究领域的
“氢原子” [1].

19世纪 80年代, 鱿鱼巨轴突中大的膜被细胞
器的双向跳动 [2]现象吸引了科学家的注意. 而后
在视频增强差分干涉对比显微镜 (video-enhanced

differential interference contrast microscopy: VE-
DIC) [3,4]的辅助下, Allen等 [5−7]和Vale等 [8,9]直

接观察到鱿鱼巨轴突中 30—50 nm 囊泡或其他亚
微米结构的定向运动现象. 最大的突破是 1985年
Sheetz小组的研究工作 [10], 他们将鱿鱼巨轴突和
牛脑中推动细胞器沿微管运动的 “translocator”都
分离了出来, 实现了体外的定量研究, 发现鱿鱼巨
轴突中的 “translocator”与牛脑中的是同一类马达,
并与已知的沿微管运动的动力马达 (dynein)做了
比较, 确认该 “translocator”是另一类微管马达, 他
们根据希腊字kinein的含义命名该 “translocator”
为驱动马达 (kinesin). 同年Bardy等 [11]也排除了

牛脑中的 “translocator”是大家熟悉的dynein的可
能性. 得益于测序技术的发展, 驱动马达目前已累
积了14个家族成员 [12],可以根据其马达催化域 (下
文中称为头部)在肽链中所处的位置分为N端或C
端马达; 也可以根据马达所含有的肽链的数量分为
单体、同型二聚体或异型二聚体等; 还可以根据运
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动方向分为微管正向或反向马达. Vale及其合作者
在 1985年发现的马达被命名为kinesin-1, 称为传
统驱动马达 (下文简称驱动马达, 或kinesin), 它是
同型二聚体N端正向马达, 始终是平动马达研究的
重点.

上述细胞器运动的体外实验还揭示了一个重

要事实: 驱动马达驱动细胞器沿微管运动需要消
耗三磷酸腺苷 (ATP). 这意味着驱动马达至少需
要三个位点: 其一结合细胞器, 其二与微管相互
作用, 其三则是水解ATP. 为此需要从分子结构上
揭示这些位点及其功能. 1988 年, Bloom等 [13]和

Kuznetsov等 [14]首先揭示了牛脑驱动马达是四聚

体结构 (见图 1 ), 包括两条 120—124 kD的重链和
两条 62—64 kD的轻链. 进一步研究表明两条重链
通过茎区 (stalk)的α螺旋缠绕形成二聚体, 每条重
链的一端形成头部 (head), 另一端与轻链构成扇形
尾部 (tail). 尾部负责结合细胞器, 头部则包含与微
管的作用位点和ATP水解口袋 [15]. 1993 年, Song

Heavy chain 124 kD

Light chain 64 kD

10 nm

图 1 传统驱动马达的四聚体结构 [15]

Fig. 1. The quaternary structure of bovine brain ki-
nesin [15].

Coiled-coil
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Head B

α6
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图 2 传统驱动马达晶体结构图 [19]

Fig. 2. The crystal structures of kinesin-1 [19].

等 [16]用克隆和化学交联等方法证明驱动马达头部

吸附在B型微管的β 亚基上, 且一个β亚基只能作

用单个驱动马达头. 显然, 进一步解析头部结构是
了解驱动马达运动机制的关键. 1996 年, Kull等获
得了1.8 Å的头部晶体结构,发现它是α螺旋以及β

折叠相互重叠的球状结构, 且ATP催化结构域 (口
袋)与另一个大得多的肌球马达 (myosin)的非常类
似, 表明两类马达在催化ATP水解方面采取了相
同的策略 [17,18], 或许是生物进化中保守性的证据
之一. 1997 年, Kozielski等 [19]获得了驱动马达头

部与茎区之间连接的颈链 (neck-linker) 结构 (图 2 ,
β9—β10), 并猜测该结构在协调两头交替与微管作
用方面发挥重要作用 [20]. 1999 年, Rice等 [21]证实

颈链在ATP水解循环的不同阶段存在不同的状态:
当驱动马达前导头吸附微管并结合ATP时, 与其
相连的颈链会前倾并与头部结合, 这一现象称为对
接 (docking); 当头部ATP水解并释放磷酸根 (Pi)
后, 颈链重新变得柔软且无定向. 作者由此猜测颈
链对接是马达定向行走的根源.

尽管分子生物学家在驱动马达结构研究方面

取得了重要进展, 但这些静态研究还远不足以揭示
马达的运动机制. 要理解马达究竟如何动起来, 必
须实现对马达运动的直接观测和操控. 这方面的
突破得益于 1990年前后一批单分子技术、尤其是
光镊 (optical tweezers)的出现. 光镊是 1970年由
贝尔实验室的科学家 Ashkin 等 [22]利用光散射产

生梯度力的原理开发出来的单分子操纵技术, 其
操纵对象是直径 10—104 nm的颗粒, 而力的大小
f = k∆x, 此处 k是弹性系数, ∆x则是颗粒偏离

光阱中心的距离, f约为pN(10−12)量级. 20世纪
80 年代末, Ashkin 和 Dziedzic [23]首次利用光镊俘

获了单个烟草花叶病毒和大肠杆菌, 开启了光镊
与生命科学研究相结合的新时代. 从 1993年开始,
Block, Gelles和Vale等小组先后利用光镊开展了
驱动马达的细致研究. 因为pN量级的施力不但能
大大降低测量目标的热涨落幅度, 从而提升测量的
时空分辨率, 还能观察不同外力下驱动马达的力学
化学的耦合细节. 他们将微管固定在衬底上, 马达
尾部连上聚乙烯小珠. 小珠可以被光阱中心俘获,
马达运动的轨迹由小珠轨迹表征, 小珠和光阱中心
轨迹可以同时测量. 两者的距离∆x表示马达受力

的情况 (图 3 ), 如果光镊位置固定, 则马达受的外
力随马达位移∆x 而变, 光镊被称为位钳 (position
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clamp); 反之, 如果外围伺服驱动装置驱动光镊随
时维持∆x不变, 则马达受到恒定的外力, 光镊也
被提升为力钳 (force clamp) [24]. 光镊实验揭示了
马达运动的很多重要特征, 例如, 马达并不是在直
径为 50 nm的整个微管表面随机游动, 而是沿着单
根原丝 (protofilament)做直线运动, 并且可以沿微
管连续运动 1 µm左右的距离. 下面我们简要介绍
单分子技术在驱动马达运动学、动力学、力学化学

耦合机制等方面取得的重要研究成果.
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图 3 驱动马达的力钳实验装置示意图 [24]

Fig. 3. Single molecule motility experiment of kinesin-
1 by force clamp [24].

2 运动学: 驱动马达是步行马达

1993年, Block小组 [25]用位钳测得的马达轨

迹 (图 4 )表明双头驱动马达整体是步进 (stepping)
马达, 步长是 8 nm, 对应于B型微管极性周期. 那
么, 马达双头采取怎样的策略实现整体步进呢? 双
头是步行还是跛行?

1993年, Song和Mandelkow [16]用克隆和化学

交联等方法已经证明驱动马达头部吸附在B型
微管的β 亚基上, 且一个β亚基只能作用单个头

部. 考虑到驱动马达两个头部的全同性, 可以合理
地推断双头是交替地与微管作用从而产生步行的

(hand-over-hand, HoH).但2002年, Gelles小组 [26]

极具争议的实验引起了对步进模式的质疑. 该实验
将马达茎区变短, 从而提高了硬度, 再在茎区末端
横向粘上荧光细丝, 作者认为如果马达步行, 则双
头交替会带动细丝做 180◦转动. 实验结果表明细
丝转动没有超过 45◦, 因此作者断言驱动马达是双

头跛行的 (inchworm 或 limping). 该结果引发了一
系列实验进行反驳, 最著名的两个反驳实验如下.

2004年, Selvin小组 [27]利用荧光技术对驱动

马达其中一头进行标记, 然后用单分子技术观察荧
光轨迹, 发现马达其中一头的步长是 16.6 nm, 正
好是微管极性周期的两倍 (图 5 ), 表明驱动马达是
步行马达. 同年, Howard小组 [28]在体外的运动性

(motility)实验中测量了底物 (ATP)和产物 (ADP
和Pi, 在此充当抑制剂的角色) 相当宽的浓度范
围内的马达速度, 通过对实验数据的拟合和分析,
也排除了跛行模式. 马达的这个特征与两段颈链
的总长度 (约 28个氨基酸, 10 nm) 正好是匹配的:
如果颈链过短, 则马达两头无法同时稳定结合到
微管上; 如果颈链过长, 则马达步长将不再是均匀
的.这暗示着马达颈链结构很可能经历了进化优化,
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图 4 驱动马达 8 nm 步进轨迹 [25]

Fig. 4. The trajectory of 8 nm stepping of kinesin-1 [25].

8.3 nm

1 ATP

1 ATP

Hand-over-hand Inchworm

图 5 驱动马达步行和跛行原理图, 步行时每个头的行程
是马达质心行程的两倍 (16.6 nm), 而跛行时每个头的行
程等同于马达质心行程 (8.3 nm) [27]

Fig. 5. Single molecule experiment for kinesin-1 to dis-
tinguish between “hand-over-hand” and “inchworm”.
The hand-over-hand model (left) predicts that a dye
on the head of kinesin will move alternately 16.6 nm,
0 nm, 16.6 nm, whereas the inchworm mechanism
(right) predicts uniform 8.3 nm steps [27].
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以保证马达按最整齐、最快捷的步伐前进 (这与马
达速度优化有关, 后文另有提及).

2010年, Ando 等 [29]利用自己开发的高速高

分辨原子力显微镜实时获取了另一个大体积的双

头持续马达肌球蛋白V (myosin V)的步行影像. 这
些结果似乎表明, 双头持续马达的步行模式可能是
自然进化所偏爱的模式.

3 动力学: 驱动马达是力学化学紧
耦合马达

大量实验确认驱动马达沿微管定向运动的驱

动力是ATP水解, 那么, 这两个过程是如何耦合
的? 这无疑是驱动马达乃至所有分子马达研究中
的核心问题. 从物理学看, 耦合问题的实质是: 分
子马达如何将标量过程 (化学反应)转化为矢量过
程 (定向运动)? 简单地说, 产生定向运动意味着空
间方向发生对称性破缺, 而标量过程本身并不具备
任何方向性. 那么, 分子马达如何可能定向运动?
答案非常简单: 马达运动必须依附于轨道, 只要其
与轨道之间的相互作用非对称即可. 具体到驱动马
达, 就要求其行走的轨道 (微管)必须是前后不对称
的, 这使得马达两个头部都按明确的同一指向与微
管上的β亚基结合, 导致马达的两个亚基 (一前一
后)构象有别 (如图 5 ), 于是马达就可能产生前后
不对称的构象变化并进一步转化为定向运动. 这就
是轨道极性对于马达运动的根本意义.

为了更深入地理解力学化学耦合的一般性原

理, 人们提出过不少想法和模型. 其中, 等温化学
棘轮学说最为清晰、简练地反映了标量过程与矢量

过程耦合的实质 (可参阅文献 [30]), 是理解分子马
达的重要概念框架之一. 广义棘轮学说 (与下文提
及的布朗棘轮模型区分)的要点大致如下: 马达所
催化的化学反应并不直接推动马达运动 (极小尺
度上的化学事件无法导致分子的大尺度定向形变),
而是赋予马达不同的内部化学状态 (例如ATP结
合态、ADP结合态、空态等); 处于不同内部态的马
达与轨道的非对称相互作用势也不同 (例如亲和能
不同), 马达不仅会在各势能面上做单纯的布朗运
动, 还会在化学反应驱动下 (例如ATP结合、ATP
水解、Pi释放、ADP释放等, 可参见图 8 )在各内部
态即各势能面之间跃迁. 理论分析表明 [30], 轨道
极性 (为运动提供方向性)以及化学过程非平衡 (为

运动提供能源)是马达运动的两个充要条件. 当化
学反应处于平衡时 (态态之间的跃迁均达到细致平
衡), 尽管存在轨道极性, 马达分子也只能做单纯的
热扩散; 而一旦化学反应处于非平衡 (例如活细胞
内ATP水解反应就远离平衡), 马达分子就会利用
轨道极性产生净的定向运动. 换句话说, 化学过程
对热运动进行 “整流”从而产生定向运动. 这个结
论与马达的分子结构、动力学等细节并无直接关

系, 因此具有极强的普适性. 以驱动马达为例, 图 5
HoH模型中后随头向前跨步的关键步骤最充分地
展示了这一点. 粗略地看, 当后随头从后方位点脱
离后, 会在颈链对接作用下以及颈链约束下做布
朗运动, 直到它靠近、对准前方位点并最终与之稳
固吸附. 在这一过程中, 与前方位点吸附这一局域
“化学事件”(空间尺度约几个Å)实现了对后随头大
范围热运动 (若干nm)的整流.

除了上述原理性讨论, 人们还对驱动马达力学
化学耦合的细节进行了深入细致的研究. 实验上的
首要问题是确定马达每前进一步消耗的ATP的数
目, 这个数是固定值还是呈现随机分布? 如果是前
者, 那么表明马达的力学化学过程几乎是按确定的
模式耦合的, 称之为紧耦合; 如果是后者, 则表明马
达是松耦合的.

1997年, Gelles小组 [31]同时测量了马达步进

速度 (平均位移除以时间)、ATP消耗速率与ATP
浓度的关系, 发现两者都符合米氏关系, 并且马
达每一步消耗的ATP数目大约为 0.77, 接近于
1(图 6上), 似乎可由此推测马达是紧耦合的, 而
且每前进一步消耗一个ATP. 但由于实验结果离
散性较大, 由此尚不能完全肯定上述推测 (例如, 可
能每两步消耗 1个ATP). 通过更精细的数据统计
分析后 (图 6下), 作者进一步确认了马达每走一步
消耗一个ATP. 1999年, Howard小组 [32]优化了这

种比对方案, 测得马达每步消耗ATP的数目约为
1.08, 再次确认了上述结果.

不同于上述研究策略, Block和Bustamante等
发展了更精细的单分子实验数据分析方法, 从而完
全由单分子实验、而无需借助不确定性较大的ATP
水解实验来研究上述问题. 由于仅凭马达平均位移
的信息并不足以区分某些模型, 因此需要从位移涨
落中提取更精细的信息. 为此, 这两个研究组都定
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义了无量纲量 “随机度” (randomness):

r ≡ lim
t→∞

⟨x2(t)⟩ − ⟨x(t)⟩2

d⟨x(t)⟩
,

表征了马达位移涨落与平均值之间的关系, 可以用
测得的马达轨迹x(t) (图 4 )直接进行计算 [33−35].
另一方面, 采用化学主方程方法对马达的运动机制
进行建模, 对于不同的模型 (例如, 每步消耗一个
ATP或两个ATP), 还可以从理论上计算相应的随
机度. 将这些理论值与实验测量值进行比对, 就可
以判定哪种模型更为合理. Block等 [36]的理论分

析表明, 只有马达一步消耗一个ATP的模型才能
很好地拟合随机度的实验数据 (图 7虚线).
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图 6 上图为驱动马达每前进一步消耗的ATP数目 (ATP
消耗速率乘以步长再除以步进速度), 平均值约为 0.77, 但
分布较宽; 下图为不同力化学耦合情况下, 马达位移累积
分布之间的比较 [31], 图中标识为 8.12的实曲线就对应着
紧耦合机制, 即马达每前进一步消耗一个ATP
Fig. 6. Upper, The ratio of the rate of hydrolysis rate
of ATP to stepping rate of kinesin-1 is equal to 0.77;
bottom, Cumulative histograms of displacements of
bead-labelled enzyme compared to histograms calcu-
lated for various enzyme mechanisms [31].

2008年, Vale小组 [37]对颈链加长的变异型驱

动马达开展了系统的单分子实验. 2011 年, Block
小组 [38]进一步在高外力条件下对这类变体进行了

定量的实验和理论研究. 这些研究都发现, 这类变
异型马达的力学化学耦合效率有很大降低, 出现了

无效水解现象, 变成了松耦合. 这反过来表明野生
型马达在力学化学耦合方面已经达到了最优化, 也
表明颈链部分对耦合效率有着重要的作用.
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图 7 随机度数据分析表明, 驱动马达每步进 8 nm 消耗
一个ATP [36]

Fig. 7. Randomness shows that kinesin-1 consumes
one ATP for each step [36].

4 驱动马达两头交替的协同机制

单分子实验不仅确定了驱动马达力学化学

耦合的程度, 还揭示了耦合机制中的大量重要细
节, 其中一个关键问题是马达两头的异步 (out of
phase)协同性, 即马达的哪个部件负责协调双头交
替步进以维持马达持续性, 且保证每跨一步水解
一个ATP? 生化实验、单分子实验和分子动力学
模拟研究表明, 承担这个功能的是由 14个氨基酸
(amino acid: a.a. )组成的颈链 (图 2 , β9—β10).

2008年, Vale小组 [37]对颈链进行修饰 (在其C
端插入不同长度的 spacer 短肽), 对上述问题进行
了非常系统的研究. 他们发现马达的速度随 spacer
变长而下降, 步长变得不均一, 且马达每前进一步
所消耗的ATP数目增加. 由于颈链大致可视为熵
弹簧, 当马达两头都与微管结合时, 颈链内部会产
生张力. 因此, 上述变化似乎可直观地归结为颈
链张力的改变 (之前已有此猜测, 例如文献 [39]).
spacer 越长, 张力越小, 马达运动就越慢; 如果对
spacer进行化学交联, 使得颈链上的张力部分恢复,
则马达速度升高, 这一点也得到了实验的证实. 因
此, 可自然地认为颈链张力也是马达双头异步协同
性的根源. 颈链张力越小, 两个头部的状态越相近,
则其异步性可能越弱, 两头同时处于弱吸附态的概
率会增加, 即马达更容易从轨道脱落. 然而, 实验
表明此时马达仍然能够步进, 其持续性并无显著改
变, 暗示着两个头部之间的异步性仍然很好. 因此,
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颈链在马达运动中可能扮演了很复杂的多重角色

(例如杠杆、开关). 关于颈链如何影响甚至决定马
达两头的协同性, 至今仍存在着不同理解, 下面介
绍两个最典型的假说.

单分子实验揭示马达头部不同的核苷结合

态导致其与微管的作用呈现三种不同程度 [37,40]:
“弱”吸附的ADP结合态、“中等”吸附的空态和
“强”吸附的 ATP 结合态. 由于两头同时吸附在微
管上的状态在整个过程中占很大比例, 从这个状态
出发可衍生出两种机制.

1) 力学门控 (mechanical gating, 图 8左) [41]:
该机制将颈链内部张力的变化类比于直观的力传

递. 当两头都吸附在微管上时, 前导头催化位点为
空态, 后随头为ATP 结合态, 与微管之间的吸附作
用分别为 “中”和 “强”. 在这种情况下, 两段颈链上
会产生拉伸张力. 当前导头结合一个ATP 时, 与
之连接的颈链会向前倾斜并与头部对接, 这导致一
个额外的张力通过整个颈链传递到后随头, 催化后
随头上的ATP水解并释放Pi, 弱化了后随头与微
管的吸附; 在颈链张力的作用下, 后随头从微管上
脱落并向前做有偏布朗运动, 直至吸附到微管上的
前方位点, 完成一次跨步. 按照这一设想, 即便没
有ATP结合, 只需有正向辅助力也可替代内部张
力作用在后随头上, 加速后随头上ATP的水解, 并
加速其从微管上脱离. 甚至可以将颈链完全替换为
其他 spacer, 如DNA [42], 正向辅助力仍然可以加
速后随头从微管脱离. 这些都得到了实验数据的支
持 [37,38], 表明颈链张力调控机制似乎是合理的.

2) 化学门控 (chemical gating, 图 8右) [32]: 该
机制认为是颈链相对前导头的指向控制了头部与

ATP的结合. 早期的生物化学研究 [39]发现, 马达
催化ATP水解的速率与马达是单头还是双头几乎
无关. 将颈链加长 [43], 也发现ATP水解的速率几
乎不受影响. 这两个实验意味着颈链张力并不影响
ATP水解. 进一步的单分子实验证明, 前导头上颈
链后仰会阻碍其与ATP的结合, 只有当后随头上
ATP 水解使其从微管上脱离后, 导致前导头上颈
链构象改变, ATP 才能结合到前导头, 这样就造成
两头之间的异步协同 [44]. 颈链上的拉伸张力对此
协同性没有决定性贡献 (例如上面提到的 2008年
Vale小组的实验), 但可以影响马达的发力以及能
量转化效率 [45]. 早期的化学门控模型认为ATP 结
合触发完全的颈链对接, 导致后随头完全吸附到微

管的前方位点. 而最近Block组更精细的研究表明,
ATP结合只触发部分颈链对接, 导致悬空的后随头
向前做有偏布朗运动, 但未与前方位点结合. 此后
前导头上ATP水解, 完成整个颈链对接, 并使后随
头完全吸附到前方位点上 [46].
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图 8 左, 力学门控; 右, 化学门控

Fig. 8. Left, mechanical gating; right, chemical gating.

如果力学门控机制正确, 即颈链上的张力对后
随头的脱离很重要,那么当马达承受正向辅助力时,
后随头应该更容易脱落, 从而使得马达速度增大.
然而实验发现野生型马达在辅助力下的运动速度

几乎不变 [47], 意味着力学门控假说对野生型马达
是不恰当的. 然而, 2015年Hancock研究组 [48]利

用最新发展的高精度单分子观测技术 “相干散射显
微镜” (interferometric scattering microscopy), 明
确观察到当ATP浓度不太低的时候, 马达是在两
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头吸附态、而不是在单头 (前导头)吸附态中等待
ATP结合, 而且后随头的脱落也需要ATP的结合.
因此似乎倾向于支持 “力学门控” 机制. 但实验又
发现ATP水解发生在单头吸附态, 只有当前导头
结合的ATP水解后, 悬空的后随头才能完全吸附
到前方位点, 这一点与上述Block组的观测 [46]一

致, 似乎又支持 “化学门控”机制. 总之, 由于各研
究所使用的技术手段、实验条件以及数据分析方法

都有差异 (例如所涉及的时空尺度不同), 难以得到
完全一致的结果. 到底哪种机制更合理, 目前还在
争论当中.

尽管颈链张力对马达持续性可能没有决定性

作用, 但它能显著影响马达的速度. 当颈链加长时,
其上的张力可能减小, 单分子实验观察到其速度也
随之减小 [37,38], 笔者近期的一项理论工作通过一
个高度简化的力学化学棘轮模型也分析了这个问

题 [49], 对野生型马达颈链的长度 (14 a.a.)给出了
一个有趣的理解. 由于马达neck coiled coil相互缠
绕得很紧密、很难撕开 [50], 因此马达两个头部感受
到的张力就是颈链 (作为熵弹簧)产生的力, 尤其悬
空头就是在这个力以及颈链对接作用下做有偏布

朗运动. 我们对具有不同长度颈链的马达的运动
速度进行了计算和比较, 结果表明, 颈链长度约为
14 a.a. 时, 马达速度显示出最大值. 更短的颈链将
导致悬空头难以吸附到前方位点, 使得速度降低;
更长的颈链则使得悬空头结合到后方位点的概率

增加, 同样也使速度降低. 因此, 野生型马达的颈
链长度很可能也达到了一定程度的进化优化, 以保
证马达按最优的速度前进.

5 发力机制: 动力冲程(power stroke)
还是布朗棘轮(Brownian ratchet)

前面已经提及, 大量单分子实验表明野生型驱
动马达最高能承受约 7 pN的负载力 (又称为失速
力, stall force), 并在行走过程中将化学能转化为力
学能. 驱动马达对外发力的机制是什么? 分子中哪
部分结构具体承担了这个功能? 这些问题也是马
达研究中的重要内容, 至今已提出不少模型.

最为直观的是基于力学类比的动力冲程模型

(power stroke), 这个想法最早源于对驱动马达结
构的观察 [21]. 该模型认为颈链与前导头的对接会

将后随头向前 “抛掷” (见示意图 8 ), 这个过程被形
象地称为动力冲程. 由于单分子实验中外力都加载
在马达茎区, 在对接步骤中茎区会向前移动一段距
离, 因此该模型认为颈链对接就是马达对外发力的
根源. 这个移动距离目前还没有直接的实验测量数
值. 早期实验中曾报道马达的每一步 (8 nm)都含
有两个子步 (3和 5 nm) [51,52], 其中某个子步可能
就源于颈链对接, 但这个结果的准确性一直受到质
疑. 对茎区移位的直接估计来自于另一项实验研
究 [53], 作者通过数据拟合估计这个值约 2 nm. 在
近期的一个粗粒化模拟工作中也观察到了这个数

值 [54], 其估值为 2—3 nm左右. 类比于通常的力学
经验, 不难理解, 当马达接近失速时, 对外做功的
能量就是颈链对接前后的自由能之差. 然而, 按照
一些研究的估计, 这个差值仅有 1—2kBT左右 (约
4—8 pN·nm) [55,56], 按位移2 nm粗略估算, 最多能
提供 4 pN左右的力, 不能解释失速力数值. 当然,
也可认为马达是在后随头的整个跨步过程 (茎区位
移 8 nm)中发力, 于是可以用后随头从后方位点脱
离到与前方位点吸附之间的自由能差来解释失速

力. 这个自由能差 (包含了颈链对接能量)的估值大
约为 5—7kBT (约 20—28 pN·nm) [53], 粗略估算也
只能提供约3.5 pN左右的最大施力, 仍不能解释高
达7 pN的失速力.

另一个关于失速力的估计源于高度简化的力

学化学耦合假设, 将失速力与ATP水解自由能直
接联系起来. 假设马达可进可退, 而且这两个过程
在微观上是互逆的. 于是,当马达接近失速时,整个
力学和化学过程都接近平衡态, 马达每一步 (8 nm)
对外所做的力学功近似等于水解一个ATP所释放
的自由能 22kBT (88 pN·nm), 由此可估算出对外
发力为11 pN左右, 远大于实际观测值.

此外, 颈链变异型驱动马达的失速力与ATP
浓度显著相关 [38], 这是纯力学的动力冲程模型无
法解释的; 而野生型驱动马达的失速力与ATP浓
度无关 [57], 这是简化的力学化学模型不能解释的.
从广义棘轮学说的基本思想出发不难理解为何上

述模型都不能准确解释马达的失速力. 按照该学
说, 马达发力的来源既包含能量学的因素 (马达的
构象自由能、与轨道的相互作用势、化学反应释放

的自由能等), 也包含动力学的因素 (扩散运动、化
学反应速率等); 当马达承受外力时, 相关化学反应
的速率都发生改变, 而不仅是体系能量态发生改
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变, 前者对马达发力有实质性贡献. 上述两类简单
模型都只考虑了系统的能量变化, 而忽略了动力学
变化. 因此,为理解马达失速力,需要诉诸于更复杂
的棘轮模型, 其中最简单的是布朗棘轮 (Brownian
ratchet). 前面曾提及, 悬空的后随头在颈链约束下
做随机运动, 并与前方位点吸附. 布朗棘轮模型假
设, 与悬空头自身的布朗运动速率相比, 悬空头与
后方位点的吸附速率趋于零 (悬空头一旦脱离就难
以再吸附, 近似为反射边界 [58]), 而与前方位点吸
附的速率趋于无穷大 (一旦结合就不再脱离, 近似
为吸收边界), 因此前方位点起到对悬空头热运动
整流的作用, 使得马达前进并对外发力 (实验可参
阅文献 [53]; 详细的理论分析可参阅文献 [59]). 显
然, 按这个极端模型, 马达发力纯粹是由动力学而
非热力学决定的. 为了调和动力冲程模型和布朗棘
轮模型, 一些研究者认为马达每一步中都包含了两
者, 例如近期的一些分子动力学模拟表明, 悬空头
先是在动力冲程作用下向前移动一段距离, 而后在
通过布朗运动寻找前方吸附位点, 直到最终与之稳
定吸附 [45,54]. 这类混合模型看似更为合理, 但为了
精确理解驱动马达的失速力, 仅对悬空头的运动进
行分析是不够的, 需要对马达的整个力学 -化学耦
合过程进行建模和计算. 这里值得一提的是最近发
表的一篇理论文章 [60], 作者从化学反应的微观可
逆性原理出发, 用化学主方程方法, 对马达的化学
动力学和热力学进行了非常一般性的讨论, 特别是
着重分析了动力冲程与马达运动的定向性、失速力

以及最优能量效率之间的关系, 得到的普适结论是
与三者均无关 (粗略地讲, 这三者从根本上只取决
于向前与向后步骤的动力学差异), 表明最直观的
动力冲程模型在物理上反而是不恰当的. 驱动马
达利用动力学而非热力学差异来做出向前走还是

向后走的选择, 这一点非常类似于遗传信息处理过
程中的分子机器 (DNA复制酶、RNA聚合酶、核糖
体等), 后者也是利用不同底物在合成速度上的差
异而不是热力学自由能上的差异, 从而实现对底物
分子的甄别 (kinetic proofreading) [61]. 动力学选择
(kinetic selection) 在生物学中很可能是一个普遍
现象.

由上述可知, 马达发力是一个很复杂的力学
-化学综合效应, 原则上并不存在着单一结构元件
作为发力机构. 不过,由于动力冲程模型的流行,人
们习惯将颈链视为主要的发力元件, 并对此展开了

大量实验和理论研究. 1999年, Vale等 [21]使用冷

冻电镜、荧光共振能量转移等多种方法首次观察到

了颈链对接这一大尺度构象转变, 但其分子细节一
直不清楚. 直到2008年, Karplus等 [45]才第一次用

分子动力学模拟的方法研究了颈链对接过程, 发现
当ATP结合到前导头的结合口袋中时, 会触发与
之相邻的螺旋α4, α6相继发生构象变化, 从而将颈
链与前导头上长为 9个残基的肽段 (cover strand,
CS)拉拢, 两者大致按照 “拉链”的方式结合形成β

片层结构 (cover-neck bundle, CNB), 造成颈链对
接. 作者还粗略估算了形成CNB时对外产生的力,
并在一定的假设条件下得到大致为 7 pN的失速力
(这个值似与实验测量值吻合, 但正如前所述, 这
种基于动力冲程的估算原则上并不正确). 2008年,
Khalil等 [62]通过实验对CS 肽段进行变异或删除,
结果表明CS对于CNB的行程不可或缺. 实验上对
CS进行变异后, 马达失速力会降低; 完全剔除CS
后, 失速力会降到1.5 pN. 这些都表明CS也是主要
的发力元件. 当然, 如前所述, 实验中测到的失速
力是多种因素的产物, 不太可能仅由CNB来解释.
颈链对接的贡献到底有多大, 有待于将来更精细的
实验加以澄清.

6 马达的后退现象

当驱动马达所承受的负载力较大时, 单分子
实验发现马达可以反向步行. 这种后退 (backstep-
ping)现象首先由Block小组在 1994年发现 [63]. 当
外力很小时, 后退步骤是稀有事件, 偶尔夹杂在一
系列前进步骤之间. 但当马达接近失速时, 后退的
频率增大, 与前进的频率达到平衡. 外力继续增大
时, 后退成为主导. 这一现象不仅有趣, 而且涉及
到对马达步行机制的深入理解, 因此引起了广泛关
注和研究.

2002年, Yanagida小组 [64]用光镊实验测量了

野生型驱动马达在不同负载力、不同ATP浓度条
件下前进和后退的现象, 发现了两个重要事实: 1)
不管是在前进过程中还是后退过程中, 每一步的
等待时间 (dwell time) 都随ATP浓度的增加而减
少, 表明两个过程都被ATP激活; 2)马达前进和后
退频率之比值并不依赖于ATP浓度, 这也表明马
达的失速力不依赖于ATP浓度. 2005年, Carter和
Cross [57]在更大的力范围内研究了持续的后退现
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象,进一步确认了上述事实. 这两个事实表明,马达
后退过程不可能是前进过程的逆过程. 因为如果两
者是互逆过程, 那么前进过程消耗ATP, 后退过程
就必然合成ATP, 则高浓度ATP会抑制后退过程,
这与第一点矛盾. 而且, 合成ATP是自由能升高的
过程, 因此从热力学的角度可初步判断这个逆过程
发生的可能性很低. 相比之下, 如果后退过程仍然
水解ATP, 那么这条反应通路是释放自由能的过
程,发生的概率可能会更高. 另一方面,正如上一小
节分析的, 当马达接近失速时, 马达对外做功的能
量等于ATP水解自由能, 因此失速力必然与ATP
浓度相关, 这与第二点矛盾. 因此, 野生型驱动马
达的完整运动过程不能用简单的可逆反应图描述

(例如单圈循环通路图 [65]), 而是需要用到更复杂的
反应网络图. 2007年, Liepelt和Lipowsky [66]首次

开展了这方面的系统理论研究, 他们对马达前进、
后退过程分别进行建模. 前进过程与之前已有的
模型一致, 认为ATP与前导头的结合触发了悬空
后随头向前运动. 对于后退过程, 作者采取了大致
镜像的图像, 认为ATP与后随头的结合触发悬空
的前导头向后运动 (后随、前导仍按马达向微管正
极方向前进来定义), 而且在前进、后退过程中都假
设ATP发生水解, 由此建立了双圈循环通路图 (甚
至三圈循环通路图模型). 这些模型不仅很好地解
释了上述定性事实, 而且能定量拟合当时获得的主
要实验数据. 2009年, Onuchic等 [67]在对更多实验

数据进行细致分析的基础上, 改进了Lipowsky等
人的后退通路模型 (认为后退并非前进过程的镜像,
ATP起作用的方式在两个过程中是不同的), 对一
些之前未曾很好理解的数据给出了更合理的解释.
虽然这些理论工作在细节上都还有进一步改进的

余地, 但它们都强有力地支持了马达后退不是前进
的逆过程这一观点.

2008年, Vale小组 [37]对野生型和突变体 (颈
链加长)驱动马达持续的受力运动进行了系统的研
究, 尤其观察到了野生型马达在无任何核苷的溶液
中也能产生持续的向前或向后的步进, 这表明即便
没有ATP结合、解离和水解等化学事件, 马达都可
以在外力作用下产生持续的被动运动. 这一结果颠
覆了之前认为马达行走必须要核苷参与的观点, 对
运动建模和数据分析提出了更多的挑战. 2009年,
Onuchic等 [67]的理论模型第一次明确纳入了马达

的被动后退行为 (尤其在高负载力的情况下), 同时
也考虑了前进过程的逆过程 (其中存在ATP合成),
提出了更为复杂的多圈循环通路图, 对马达的运动
行为进行了更全面的分析. 他们的结果表明, 在典
型的核苷浓度以及外力下, 上述两个额外过程基本
上可以忽略, 只有在极端条件下这些过程才可能
变得显著. 这也进一步支持了野生型驱动马达 “前
进 -后退”双通路模型.

2011年, Block等 [38]进一步详细研究了外力

作用下马达突变体 (颈链加长)后退的运动学, 发现
在高于失速力的力钳作用下, 马达后退速率与ATP
浓度的关系符合米氏动力学, 由此提出了一个五态
模型, 其中不仅包含前进、后退通路, 而且还引入了
一个全新的无效水解通路 (马达变成松耦合, 即, 马
达每一步消耗的ATP分子数目不确定), 较好地解
释了实验数据. 最新的一项理论工作对此进行了更
深入的剖析 [60], 在对突变体与野生型的动力学数
据进行拟合及对比后, 表明两者在动力学上的差别
可以恰当地归结于无效水解, 而这仅仅是因为对颈
链进行了改动. 如果进一步的分析和理论工作能够
确认这一点, 那这无疑会成为野生型马达趋于进化
优化的另一个证据. 前面已经提及, 颈链的指向对
马达两头的异步协同性至关重要; 而此处的结果表
明, 颈链的长度会严重影响力学 -化学耦合效率. 我
们之前的理论工作也暗示颈链的长度与马达速度

优化有密切关系 [49]. 综合这些因素, 对于野生型马
达来说, 颈链可能是决定其功能的最核心元件, 它
似乎经过进化优化, 以保障马达工作在最优状态.

上述实验和理论工作都是针对体外实验体系

的, 马达的后退行为是否具有真正的生物学意义,
目前尚不得而知. 如果这的确是体内驱动马达的
生物学功能之一 (例如与动力蛋白这类反向马达共
同输运囊泡, 驱动蛋白的后退可以增加输运的协同
性), 那么马达采取专门的后退机制、而不是直接逆
转前进过程的机制, 就是非常必要的. 如上所述,
无论从热力学角度的粗略估计, 还是从动力学角度
的分析 [67], 都表明在有利于ATP水解放能的条件
下, 后一过程几乎难以发生. 至于马达是如何利用
自身结构 (例如颈链)以及轨道极性来打破这种前
进、后退的镜像对称性, 未来还需要通过分子动力
学模拟等方法进行细节的研究, 这些研究甚至有望
揭示野生型驱动马达更多的进化优化迹象.
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7 总结与展望

驱动蛋白是生物物理学中研究最多最深入的

少数几个生物分子马达之一. 自 1980年代驱动蛋
白被发现以来, 人们已经从结构、运动学、酶学等多
方面开展了大量研究, 尤其是在单分子水平上的精
细定量研究, 大致厘清了马达运动的机制, 初步揭
示了其结构与运动特征之间的关系. 其中有的问题
只涉及马达分子构象, 相对来说更容易进行研究,
目前已经有了明确结论. 例如马达的步态问题, 大
量单分子实验都表明驱动蛋白 (野生型)按照双头
交替方式步进, 步长正好为一个轨道周期 (8 nm).
又如, 在马达运动中扮演重要角色的颈链对接构象
变化, 也在结构研究、分子模拟中明确观察到了. 但
如果问题涉及ATP水解反应, 则研究难度就会大
大增加. 虽然几个实验一致确认了马达的力学化学
紧耦合特征, 但耦合的具体机制目前还有很多细节
不清楚. 不同实验方法得出的图像不尽相同, 甚至
有很大差异, 例如力学门控和化学门控之争、动力
冲程和布朗棘轮之争. 这些争论背后的最关键问题
在于目前的实验手段还无法直接同时观察马达的

每个动作以及相应化学态的改变. 尽管从理论上看
存在着这种可能, 例如未来的冷冻电镜技术或许可
以获取马达行走过程中的主要构象并解析ATP催
化口袋的状态 (空态、ATP结合态、ADP结合态等),
但目前看来仍是一个巨大的挑战.

另一个还未得到澄清的重要问题是马达的能

量学. 野生型驱动马达在一个力学化学耦合循环
内水解一个ATP, 释放的自由能为 80 pN·nm(生理
条件下). 但它对外做功的上限是 56 pN·nm (接
近失速时), 最大能量转化率只有 70%左右. (与之
相比, 旋转马达ATP合酶正/反转可以合成/水解
ATP, 两者是互逆的过程 [68,69], 因而在接近失速时
马达几乎处于平衡态, 其能量转化效率可以达到
100% [70,71].) 由此可以推断驱动马达的水解、合成
不是互逆过程, 马达始终工作在非平衡定态而不是
接近平衡态 (前文指出, 这一点已获得了不少实验
和理论工作的确认). 换句话说, 即便在接近失速
的条件下, 马达的工作循环中也至少有一步是不可
逆的. 那么, 到底是哪个或哪些不可逆步骤消耗了
这 30% 的剩余自由能? 根据前面描述的马达行走
机制, 我们猜测这些自由能很可能损耗在后随头上

ATP水解、以及后随头脱离微管这两个步骤中, 因
为其他步骤在外力作用下都可以达到平衡, 而这两
个步骤几乎不受负载力的影响, 即便在马达失速
时, 这两个步骤都可能是不可逆的. 类似这样的推
测还有待更多定量的实验和理论模拟研究来证实.
如何对马达结构进行改造从而提升其能量转化率

(或至少提高失速力)? 这一问题对于深入理解和优
化驱动马达的结构与性能都是非常重要的. 然而,
由于能量学参数比运动学参数更难测量, 目前还很
难开展精确的能量学分析, 因此上述问题还未得到
深入的研究. 这也是未来驱动马达研究中的重点、
难点之一, 要求发展更新的实验测量技术以及更精
确的分子模拟技术.

除上述基本问题外, 还有一个理论技术问题有
待解决. 前文中我们没有专门讨论分子马达研究
中的理论方法. 这里我们只想指出, 目前看来化学
主方程方法依然是马达建模和实验数据分析中最

直观、最便捷的方法. 尽管如此, 该方法中也涉及
大量的待定速率参数 (态态之间的跃迁速率). 如果
只利用单分子实验中的少数几个观测量 (例如马达
速度、随机度等), 在模型拟合方面难免有过拟合之
嫌. 如何从单分子实验数据中提取尽可能多的信
息来适当拟合这些参数, 除了要求实验数据本身具
有高质量之外, 还要求发展系统的统计分析方法.
尽管目前已有一些方法, 例如驻留时间分布 (dwell
time)、关联分析、隐马模型、贝叶斯推断等 [72,73], 但
这些方法各有优缺点. 如何将它们恰当地整合 (甚
至发展全新的方法), 从而更完备、更可靠地分析数
据, 是未来理论与实验结合的重要方向.
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Abstract
Kinesin is one of the most important linear motors for intracellular transport. It has two main features. One is

its persistence: at least one head is attached to the microtubule during stepping, so that it can move a long distance
before detaching. Another feature is the tight mechanochemical coupling: it consumes one adenosine-triphosphate for
each step. Therefore, there should be a mechanism responsible for the coordination of the two heads to achieve the
high persistence and tight coupling. The underlying mechanism is the mechanochemical coupling, which is the basic
issue for all chemical-driven molecular motors. Owing to the developments of single-molecule experiments and molecular
dynamics simulations, a breakthrough in the coupling mechanism has been made in recent decades. In this article, we
review the progress of the relevant researches from the perspective of kinematics, energetics, coordination of two heads
and force generating mechanism. We also present a personal perspective on the future studies of kinesin.
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