
 

荧光标记对 RecA 介导的同源重组链交换的影响*
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同源重组是维持基因组稳定和生物多样性的核心机制. RecA作为最早被发现的同源重组酶, 在同源重

组链交换过程中起着关键作用. 关于同源重组机制的研究已持续数十年, 近年来使用单分子技术使得该领域

研究取得了不少重大突破. 其中单分子 FRET (fluorescence resonance energy transfer)技术的应用最为广泛,

然而 FRET实验所必需的荧光标记可能会对 RecA介导的链交换过程产生影响 , 且往往会被研究人员所忽

视. 本文通过对不同标记位置和标记方式进行梳理, 将荧光标记对同源重组链交换的影响总结为链特异性和

构象敏感性, 并给出了影响最小的标记方案. 该结果加深了对荧光标记影响的理解, 研究人员可以快速优化

荧光标记位置和方式, 降低其对链交换过程带来的负面影响, 也对其他荧光标记实验有一定的启发意义.
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1   引　言

同源重组 (homologous  recombination,  HR)

作为遗传信息精确修复与维持生物多样性的核

心机制 [1], 一直备受关注. RecA作为最早被发现的

同源重组酶, 在原核生物的同源重组过程中起着至

关重要的作用. 其分子量只有 38 kDa, 由 383个氨

基酸构成, 在 ATP或 ATP类似物环境下会结合

ssDNA (single-stranded  DNA).  每个 RecA会结

合 3个核苷酸形成三联体 (triplet)[2], 并以首尾相

连的方式沿 ssDNA延伸聚合, 形成右手螺旋结构

的核蛋白丝 [3–5], 并将 ssDNA拉伸到 B-DNA长度

的 1.5倍左右, 其中每圈螺旋约 6个 RecA单体.

ATP的结合会促进核蛋白丝的形成, 而 ATP水解

之后产生的 ADP会促进 RecA的解聚. 为了维持

核蛋白丝的稳定, 方便实验观察, 研究者普遍会选

择使用非水解性 ATP类似物 (如本实验中使用的

ATPgS), 以避免 ADP的产生 [6].

近些年来, 随着结构生物学的发展, RecA的

核蛋白丝静态结构已经取得了大量突破 [5,7–9], 但是

针对其介导的同源重组链交换的动力学过程研究

始终面临着巨大挑战. 一方面是链交换过程涉及纳

米级和毫秒级结构变化, 对观测技术的时空分辨率

提出双重挑战; 另一方面, 多个重组酶协同作用,

增加了链交换过程的复杂性. 单分子 FRET (fluore-

scence resonance energy transfer)技术兼具高时

空分辨率, 与 RecA链交换过程的动力学研究高度

适配 [10,11], 这也是近十几年来很多研究者选用单分

子 FRET研究 RecA蛋白的原因 [12–16]. 然而, 绝大

多数文献都没有关注过荧光标记对链交换过程的

影响或者规避了将荧光标记在链中间的问题. 但是
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对于链交换过程细节的观察必须将荧光标记在链

中间, 链末端的标记可能会漏掉某些中间过程. 通

过一系列对比实验, 本文不仅发现荧光标记对链交

换是有影响的, 还发现这种影响主要体现为两种特

点: 链特异性和构象敏感性.

RecA介导的链交换过程涉及一条 ssDNA和

一条 dsDNA (double-stranded DNA), 共 3条链,

分别是 I链 (入侵链)、C链 (互补链)和 O链 (被置

换链), 其中 I链会先与 RecA结合形成核蛋白丝,

随后核蛋白丝会结合同源模板链 (OC双链)进行

同源搜索和识别, 最终使 C链与 I链配对, O链被

置换 (其过程如图 1(f)所示). 每条链的功能都不

一样, 所以不同链上的荧光标记可能会带来不同的

影响. I链会形成核蛋白丝, 那么 I链上的标记就有

可能会影响核蛋白丝的形成, 也可能会影响 C链

与之同源识别; 同时, 链交换的过程中, C链会从

与 O链配对变为与 I链配对, C链上的标记可能

会影响同源识别; 除此之外, 研究表明 O链将会

与 RecA的第二结合位点相结合 [2], 这使得 O链上

的标记也有可能会影响 RecA核蛋白丝的同源搜

索过程. 不同链上的荧光标记带来的不同影响, 本

文称之为链特异性.

其次, 链交换过程可能会对荧光标记有构象敏

感性. RecA将 I链拉伸到 B-DNA的 1.5倍长度并

不是均匀拉伸的, 而是主要拉伸各 triplet之间的

距离, triplet内部的 3个碱基则维持与 B-DNA类

似的长度. 因此, 标记 triplet边缘的两个碱基与标

记 triplet中间的碱基可能会带来不同影响. 同时,

荧光标记的化学拓扑效应也可能改变 DNA局部

构象, 例如标记在碱基上虽保留配对能力, 但会扭

曲双螺旋的扭转角和螺距 [17]; 标记在磷酸骨架上

可以维持 B-DNA的构象, 但会引入 0.3 pN左右

的局部张力 [18]. 从根本上来说, 标记方式的不同带

来的影响也属于构象敏感性的一部分.

本文发现荧光分子的各种标记位置和标记

方法会对 RecA介导的同源重组带来不同的影响,

通过一系列的实验对比, 巧妙地安排荧光标记的

位置和标记方式,  尽量将荧光标记的影响降到

最低, 进而剥离出真实的链交换信号来进行分析.

如何才能减小荧光标记带来的影响, 这是单分子

FRET技术应用于同源重组链交换研究无法回避

的问题, 同时也对其他荧光标记实验具有重要启发

意义. 

2   实验材料及设计
 

2.1    实验材料

实验中核蛋白丝的形成过程和链交换过程使

用的 RecA buffer成分为: 70 mmol/L的 Tris-Ac,

pH  =  7.4,  100 mmol/L  NaAc,  10 mmol/L的

Mg(Ac)2.  实验过程选用的 RecA蛋白购于 New

England Biolabs (NEB)公司. 葡萄糖氧化酶和过

氧化氢酶购于 Sigma公司. 葡萄糖以及所有后续

实验涉及到的 DNA均购买自生工生物工程 (上

海)股份有限公司. 以下为 DNA序列, 所有序列均

为从 5' 端到 3' 端.
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图 1    实验过程示意图　(a) ssDNA; (b) dsDNA; (c)单链缠绕实验; (d)双链缠绕实验; (e)单链入侵实验; (f)链交换实验; 其中

黑色链为 I链、蓝色链为 C链、深红色链为 O链、橙色椭圆为 RecA蛋白

Fig. 1. Schematic  diagram of  the  experimental  process:  (a)  ssDNA;  (b)  dsDNA;  (c)  single  strand binding  experiment;  (d)  double

strand binding experiment; (e) single strand invasion experiment; (f) strand exchange experiment. The black strand is the I-strand,

the blue strand is the C-strand, the red strand is the O-strand, the orange ellipse is the RecA protein.
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IC链标记 I链序列:

CCTATGCAGGAGGAAGTTGAGTTAGTGT

CATGGAGTTGGTCG.

IC链标记 C链序列:

GGATACGTCCTCCTTCAACTCAATCAC.

CI链标记 I链序列:

TGTTACCACTTACCAACTTTCAACTCAAT

CACACTCCTATGT.

CI链标记 C链序列:

ACAATGGTGAATGGTTGAAAGTTGAGT.

CO链标记 I链序列 (该实验 C链与该序列互

补, O链与该序列相同):

AAGAATCTCACTCAGTCTCTAGTACAATT

ACCACTTACCAACTCCTTCAACTCAATCA

CACTCCTATGTCCAAAGCTGCAGAATCTC

GTTACTTACAATGGTCAACTC.

OC链标记 I链序列 (该实验 C链与该序列互

补, O链与该序列相同):

AAGAATCTCACTCAGTCTCTAGTACAAAT

ACCACTTTCCAACTCCTTCAACTCAATCA

CACTCCTATGTCCAAAGCTGCAGAATCTC

GTTACTTACAATGGTCAACTC.

C链双标记 I链序列 (该实验 C链与该序列互

补, O链与该序列相同):

AAGAATCTCACTCAGTCTCTAGTACAATT

ACCACATACCAACTCCTTCAACTCAATCA

CACTCCTATGTCCAAAGCTGCAGAATCTC

GTTACTTACAATGGTCAACTC.

在本文后续的所有标记示意图中, 黑色链为

I链、蓝色链为 C链、红色链为 O链 ,  绿色点为

Cy3荧光标记, 红色点为 Cy5荧光标记. 由于本文

中所有实验中的 DNA都是匹配序列, 所以后文中

所提到的标记位置为该标记对应到 I链 3' 端起始

第 N 个碱基处, 如 C链 72nd 碱基标记代表 C链上

与 I链 3' 端开始第 72个碱基互补配对的碱基位

置 (若 C链与 I链长度相同时, 则等同于 C链 5'

端起始的第 72个碱基). 

2.2    单分子 FRET 玻片预处理

单分子实验要在进行实验之前, 提前修饰盖玻

片, 以提供一个可以观察单分子级的 DNA-蛋白质

相互作用的环境. 将玻片通过丙酮、甲醇超声清洗

后, 用 KOH溶液完成羟基化, 再用 APTES硅烷

化修饰, 最后按照 mPEG:biotin-PEG = 1∶100混

合后孵育 2 h完成修饰, 详细步骤见参考文献 [19].

对载玻片进行打孔, 配合打孔胶带与盖玻片黏

合形成样品槽, 并将盖玻片的修饰面封在槽内. 在

其中一个孔内用移液吸头添加样品, 并在另一端接

入针管进行抽取来将样品引入槽内 [20]. 

2.3    单分子 FRET 实验

在测量 ssDNA/dsDNA的 FRET值时, 通过链

霉亲和素 (streptavidin)将带有 biotin的 ssDNA/

dsDNA锚定在玻片表面, 并在除氧环境 (100 nmol/L

葡萄糖氧化酶, 1.5 mmol/L过氧化氢酶, 56 mmol/L

葡萄糖, 1 mg/mL Trolox, pH = 7.4)中测量其初

始 FRET值, 过程如图 1(a), (b)所示.

单链缠绕/双链缠绕实验 (其中单链缠绕是指

RecA直接结合单链 DNA形成单链核蛋白丝; 双

链缠绕是指 RecA结合黏性末端后延伸至双链

DNA部分形成双链核蛋白丝): 测量 ssDNA/dsDNA

结合 RecA形成核蛋白丝后的 FRET值. 先通过

链霉亲和素将 ssDNA/dsDNA锚定在玻片表面后,

加入 RecA buffer +2 μmol/L RecA +5 mmol/L

ATPg S, 室温孵育 15 min, 形成核蛋白丝, 加入除

氧系统再观察 FRET值, 过程如图 1(c), (d)所示.

单链入侵实验 (在本文中特指单链核蛋白丝直

接结合互补链单链): 测量 ssDNA形成的核蛋白丝

与互补链完成匹配后的 FRET值 .  在 I链结合

RecA形成核蛋白丝后加入互补链, 完成孵育后再

加入除氧系统观察 FRET值, 如图 1(e)所示.

链交换实验: 测量 ssDNA形成的核蛋白丝与

模板链完成链交换过程中的 FRET变化 ,  即在

I链形成核蛋白丝之后, 再加入 OC双链和除氧系

统并观察 FRET变化, 如图 1(f)所示.

以上所有实验在核蛋白丝形成之后的步骤中

都会添加 5 mmol/L ATPg S以防止 RecA解离. 

3   结果与讨论
 

3.1    荧光标记的链特异性

在 RecA介导的同源重组链交换过程中涉及

到的 I链、C链、O链在核蛋白丝中分别对应着独

特的构象和变化: I链始终结合在 RecA的第 1位

点, 链交换前后结构保持不变; O链会结合在 RecA

的第 2位点, 在结合 RecA后会被拉伸, 纵向长度
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变成 B-DNA的 1.5倍, 螺旋半径变大, 当 ATPg S

存在时, 链交换完成后 O链不释放, 但与第 2位点

的结合可能会变弱 [21]; 而 C链虽然不与 RecA直

接结合, 但当 O链被拉伸时, 它也被拉伸, 并从与

O链互补配对变为与 I链互补配对, 其相位和半径

都会有连续的变化 [22]. 链交换的过程中只有 C链

有着丰富的动态变化 [21], 所以用单分子 FRET技

术观察 RecA介导的链交换过程时至少要有一个

荧光分子标记在 C链上, 但另一个链的选择不同

会带来不同的影响.

在 I链和 C链标记中, 本文首先做的是双链缠

绕的实验来确定这两条链上荧光标记所带来的位

阻, 因为链交换的终态其实就是 I链和 C链被RecA

缠绕并配对, 所以直接用 RecA去缠绕 IC双链是

模拟链交换的终态, 实验过程如图 1(d)所示. 对于

双链缠绕实验来说, 平末端的 dsDNA是不易形成

核蛋白丝的, 因此, 本文使用了 IC链配对后有一

段相对较长的 I链黏性末端 (15 nt), 以黏性末端

单链为 RecA缠绕的成核基础. 选择黏性末端除了

可以有助于形成核蛋白丝; 还能限定黏性末端所在

的链为 I链, 另一条互补链是 C链. 因为 RecA只

能在单链部分成核, 形成核蛋白丝, 然后延伸到双

链, 所以同时也限定了缠绕的方向. RecA只能从

I链的 3' 端开始缠绕, 向 5' 端延伸, 所以会有如

图 2(a), (b)所示的缠绕方向. 双链的缠绕会先经

过靠近 I链 3' 端的荧光标记, 然后顺势延伸到另

一个荧光标记的位置.

本文设计了两种标记: 一个是 C链标记在前

端 (根据缠绕方向)的 CI链标记, 如图 2(a)所示;

另一个是 I链标记在前端的 IC链标记, 如图 2(b)

所示, 其标记方式均为碱基标记 [23]. 其终态 FRET

值的分布主要体现前端标记的影响, 而双链缠绕是

否跨过后端荧光标记则不会体现在 FRET值的变

化上. 这是由于 FRET只能观察到两个荧光分子

之间的距离信息, 所以后端荧光标记是否阻碍了后

面的双链部分继续形成核蛋白丝是无法体现在

FRET值的变化上的. 当 DNA被 RecA缠绕或发

生链交换后, 会变成 B-DNA长度的 1.5倍, 因此

两个荧光分子之间的距离会变大, 体现为 FRET

值的峰会左移. 从实验数据上来看, IC链标记完成

核蛋白丝缠绕的比例明显优于 CI链标记, 即 I链

的标记的影响小于 C链标记. 从功能上说, 在细胞

内 RecA会结合 RecBCD等蛋白处理过的黏性末

端, 并以这条DNA作为 I链形成核蛋白丝, 而RecA

的主要功能是介导完成链交换, 所以对 I链上的碱

基序列没有要求, 而 C链作为互补链, RecA介导

链交换的过程中需要确认其同源性, 使得其对匹配

程度敏感, 而荧光标记可能在一定程度上影响碱基

匹配; 从结构上说, I链与 RecA的结合依靠的是较

强的静电力, 而 C链结合 RecA则依靠的是更弱的

范德瓦耳斯力, 这使得其更容易受到荧光标记的影

响 [24]. 综上, 本文推测 C链标记的影响大于 I链

标记.

但是由于 I链在整个链交换的过程中结构一

直保持不变, 加之其在链交换前后, 即序列比对态

和终态这两个状态时与 C链的距离都等于双链

DNA内两条单链之间的间距 [21]. 因此, 从理论上

讲, I链和 C链的标记可能无法区分链交换的每个

过程, 所以如果以解析链交换过程为目的是不宜选

用 I链标记的. 但 I链标记影响更小的结论对本文

还是很有意义的, 因为在双链缠绕、链交换等实验

的终态的研究中并不强调过程, 刚好可以用作参照

点来研究其他链荧光标记的影响.

O链和 C链作为同源重组链交换过程中的模

板链, 在链交换过程中位置变化较大, 有利于单分

子 FRET实验的观察, 是研究者重点关注的位置.

因此, 本文设计了相关的实验, 在 O链和 C链的

碱基上分别标记一个荧光分子, O链标记在前的称

为 OC链标记, 反之则称为 CO链标记, 标记位置

如图 2(c)所示. 首先, 从图 2(d)所示的链交换反

应曲线中可以看到一个总光强明显升高的台阶, 这

里代表着双链 DNA和核蛋白丝距离拉近了之后发

生了 PIFE (protein induced fluorescence enhance-

ment)效应, 这使得荧光光强成倍上升, 但是 FRET

值 (0.8)并没有明显变化, 对应绿色背景区. 由于

PIFE要接近蛋白才会出现, 所以本文推测这是荧

光分子刚进入核蛋白丝的时刻. 然后, FRET值进

入到了一个相对低值 (0.45), 这代表着双链被拉伸,

也是同源比对的过程, 对应蓝色背景区. 最后, 绝

大多数的反应曲线进入到了不断上下跳动的非稳

定状态, 即 OC链标记的链交换终态就是非稳定状

态, 对应橙色背景区. 非稳定状态可能来自于经过

了序列比对态之后, C链的碱基从与 O链互补配

对转变为与 I链互补配对, 失去配对的 O链不再

能维持基于 RecA第 2结合位点的稳定构象, 所以

体现在 FRET上呈非稳定状态. 有趣的是, 本文发
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现在 CO链标记的链交换实验中, 绝大多数的反应

曲线也都会最终进入非稳定状态. 这说明 O链和

C链的标记, 在完成链交换之后都会进入非稳定的

状态, 这将非常不利于动力学过程的解析, 因此如

果想研究 RecA介导的链交换过程, 应当舍弃在

O链上进行标记的方案.

由图 2(a), (b)中 IC标记比 CI标记的更高的

双链缠绕比例可知 I链的影响小于 C链; 同时, 由

图 2(d)的反应曲线可知引入 O链的标记会令链交

换的终态变为非稳态, 不利于观察. 综上所述, 用

FRET研究 RecA介导的链交换时, O链的标记会

导致非稳定状态, 影响最大, 其次是 C链, 影响最

小的是 I链. 但 I链的标记在链交换过程中难以区

分中间态的变化, 所以本文推荐在 C链上进行标记.
 

3.2    标记的构象敏感性

除了标记链带来的差异之外, 本文还考察了标

记带来影响的另一个维度:  构象敏感性 .  已知

RecA会结合 3个碱基形成一个 triplet, 虽然整个

核蛋白丝被拉伸到了 B-DNA的 1.5倍, 但是拉伸
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图 2    链特异性实验　(a)上方为 CI链标记位置示意图 (其中绿色点为 Cy3, 红色点为 Cy5, 标记序列号为对应 I链 3' 端起始的

碱基位置), 下方为 CI链标记的初态 FRET值统计图 (灰色 , Ncurve = 724)和双链缠绕 FRET值统计图 (蓝色 , Ncurve = 1360), 箭

头表示双链缠绕的方向; (b)上方为 IC链标记位置示意图, 下方为 IC链标记的初态 FRET值统计图 (灰色, Ncurve = 516)和双链

缠绕 FRET值统计图 (蓝色, Ncurve = 2546); (c) OC链标记 (上)和 CO链标记 (下)示意图, 箭头表示链交换的方向; (d) OC链标

记的典型链交换反应曲线, 其中红色线为 Cy5光强, 绿色线为 Cy3光强, 黑色线为总光强, 蓝色线为 FRET值

Fig. 2. Strand specificity experiment. (a) Schematic diagram of CI labeling positions at the top (where the green dot is Cy3 and the

red dot is Cy5, and the labeled sequence number is the base position corresponding to the 3' end of the I-strand), and the statistic-

al diagram of initial state FRET value of CI-strands labeling (gray, Ncurve = 724) and statistical diagram of double strand binding

FRET value (blue, Ncurve = 1360) at the bottom, the arrow indicating double strand binding direction. (b) Schematic diagram of

IC-strands labeling position at the top, and the statistical diagram of initial state FRET value of IC-strands labeling (gray, Ncurve =

516) and statistical diagram of double strand binding FRET value (blue, Ncurve = 2546) at the bottom. (c) Schematic diagram of

OC-strands labeling (top) and CO-strands labeling (bottom), where the arrow shows the strand exchange direction. (d) A typical

strand-exchange reaction trace labeled with OC strands, where the red line represents the light intensity of Cy5, the green line rep-

resents the light intensity of Cy3, the black line represents the total light intensity, and the blue line represents the FRET value.
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的位置主要集中在 triplets之间, 而 triplet内部的

3个碱基之间仍然保持着类似 B-DNA的间隔 [24].

这样的结构可以帮助 RecA的核蛋白丝进行序列

比对和完成链交换, 但同时也使得 triplet中的碱

基的构象有所差异, 整个核蛋白丝以 3 bp为一个

重复单元, 碱基在 triplet内部和 triplet边缘时有

着不同的构象.

为了探究不同标记位置带来的影响, 本文选择

了在 triplet内部和在 triplet边缘/triplet之间进

行标记, 标记位置如图 3所示, 其中橙色椭圆为

RecA蛋白结合 3个碱基形成 triplet的位置. 当前

主流的标记策略可分为碱基标记 (base labeling)[23]

和骨架标记 (backbone labeling)[25] 两类 (图 3(b)).

本实验对两种位置和两种标记方式都做了测试. 选用
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图 3    标记位置与标记方式对比实验　(a) CI链标记位置示意图 (其中绿色点为 Cy3, 红色点为 Cy5, 标记序列号为对应 I链 3'

端起始的碱基位置); (b)碱基标记Cy3分子结构式 [23]; (c)骨架标记Cy3分子结构式 [25]; (d) triplets之间骨架标记, 以及其B-DNA (灰

色, Ncurve = 895)、单链入侵 (红色, Ncurve = 1017)、双链缠绕 (浅蓝, Ncurve = 2392)实验终态 FRET值统计图; (e) triplet内部骨架

标记, 以及其 B-DNA(灰色, Ncurve = 694)、单链入侵 (红色, Ncurve = 2238)、双链缠绕 (浅蓝, Ncurve = 3543)实验终态 FRET值统计

图; (f) triplets边缘碱基标记 , 以及其 B-DNA(灰色 , Ncurve = 895)、单链入侵 (红色 , Ncurve = 2797)、双链缠绕 (浅蓝 , Ncurve =

2339)实验终态 FRET值统计图; (g) triplet中间碱基标记的 B-DNA(灰色, Ncurve = 935)、单链入侵 (红色, Ncurve = 2341)、双链缠

绕 (浅蓝, Ncurve = 2346) FRET值统计图, (d), (e), (f), (g)左侧示意图为 (a)方框处的局部放大图

Fig. 3. Comparison experiments of  labeling positions and labeling methods:  (a) Schematic diagram of CI-strand labeling positions

(where the green dot is Cy3 and the red dot is Cy5, and the labeled sequence number is the base position corresponding to the 3'

end of the I-strand); (b) molecular structural formula of base labeled Cy3[23]; (c) molecular structural formula of backbone labeled

Cy3[25];  (d) statistical diagram of initial state FRET value of the B-DNA with backbone labeling between triplets (gray, Ncurve =

895), final state FRET value of single strand invasion (red, Ncurve = 1017) and double strand binding (light blue, Ncurve = 2392);

(e) statistical diagram of initial state FRET value of the B-DNA with backbone labeling in triplets (gray, Ncurve = 694), final state

FRET value of single strand invasion (red, Ncurve = 2238) and double strand binding (light blue, Ncurve = 3543); (f) statistical dia-

gram of initial state FRET value of the B-DNA with base labeling between triplets (gray, Ncurve = 895), final state FRET value of

single strand invasion (red, Ncurve = 2797) and double strand binding (light blue, Ncurve = 2339); (g) statistical diagram of initial

state FRET value of the B-DNA with base labeling in triplets (gray, Ncurve = 935), final state FRET value of single strand invasion

(red, Ncurve = 2341) and double strand binding (light blue, Ncurve = 2346);  the left-side diagrams of  (d),  (e),  (f),  and (g) are en-

larged views of the area marked in the box in (a).
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的标记链是 CI链标记, 如图 3(a)所示, 这是由于

前文提到过的标记链的选择只能是 C链, 而同时

I链是影响最小的参照.

实验中测量 B-DNA的 FRET值作为初始值;

由于核蛋白丝直接结合匹配序列的 ssDNA位阻极

低, 所以通过测量单链入侵的 FRET值也可作为

链交换终态的参照, 实验过程如图 1(e); 最后再测

量双链缠绕的结果作为衡量该荧光标记下核蛋白

丝是否可以正常组装的标准.

对比图 3(d), (e)以及图 3(f),  (g)可以得出 ,

不论是碱基标记还是骨架标记, 在 triplet内部进

行标记双链缠绕的峰值左移的比例更高, 说明有着

更高的双链缠绕完成率; 相反在 triplet边缘进行

标记的双链缠绕完成率都明显偏低. 说明在 triplet

内部进行荧光标记带来的影响是最小的, 这很可能

和 RecA与 DNA的结合方式有关.

骨架标记和碱基标记在分子拓扑学层面存在

显著差异. 具体而言, 碱基标记通过修饰碱基, 可

能改变碱基的平面取向和堆积角 [17]; 而骨架标记

则在 DNA骨架之间插入荧光分子, 可能引起主链

的局部应力改变或长度扰动 [18]. 在 triplet内部的

骨架和碱基标记实验中, 如图 3(e), (g)所示, 可以

看到骨架标记 (图 3(e))的单链入侵和双链缠绕的

终态 FRET值有着更宽的分布, 相反碱基标记组

(图 3(g))的终态 FRET值有着更加集中的分布.

对于在 triplets边缘标记的两组 (图 3(d), (f))也能

得到类似的结论, 但骨架和碱基标记之间的差异并

不显著, 不能直接得出结论, 仍需进一步的讨论.
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图 4    C链双标记实验　(a)标记位置示意图 (其中绿色点为 Cy3, 红色点为 Cy5, 标记序列号为对应 I链 3' 端起始的碱基位置);

(b) C链骨架双标记放大图 (左), 其 B-DNA(灰色, Ncurve = 674)、单链入侵 (红色, Ncurve = 987)、双链缠绕 (浅蓝色, Ncurve = 3606)

FRET值统计图 (中 )和链交换 (深蓝色 , Ncurve = 684)FRET值统计图 (右 ); (c) C链碱基双标记放大图 (左 ), 其 B-DNA(灰色 ,

Ncurve = 974)、单链入侵 (红色, Ncurve = 1495)、双链缠绕 (浅蓝色, Ncurve = 1618) FRET值统计图 (中)链交换 (浅蓝色, Ncurve = 597)

FRET值统计图 (右)

Fig. 4. C-strand double labeling experiment. (a) Schematic diagram of labeling position (where the green dot is Cy3 and the red dot

is Cy5, and the labeled sequence number is the base position corresponding to the 3' end of the I-strand). (b) Enlarged view of the

C-strand backbone double  labeling (left).  Statistical  diagram of  its  initial  state  FRET value  of  the  B-DNA (gray, Ncurve = 674),

final state FRET value of single strand invasion (red, Ncurve = 987), and double strand binding (light blue, Ncurve = 3606) (middle).

Strand exchange (deep blue, Ncurve = 684) FRET (right). (c) Enlarged view of the double C-strand base labeling (left). Statistical

diagram of its initial state FRET value of the B-DNA (gray, Ncurve = 974), final state FRET value of single strand invasion(red,

Ncurve = 1495),  double strand binding (light blue, Ncurve = 1618) (middle).  And strand exchange(deep blue, Ncurve = 597) FRET

(right).
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综上所述, 考虑到荧光标记的构象敏感性, 用

FRET研究 RecA介导的链交换时, 应该尽量把荧

光标记放在 triplet内部的位置. 

3.3    较理想的标记方式

在分析了 I, C, O链的情况后, 我们认为只有

C链适合进行标记, 同时标记位置应当尽量选择

triplet内部. 为了尽可能降低荧光标记的影响, 最

后的可供选择的方案只有两种, 分别是 C链碱基双

标记和 C链骨架双标记, 且都标记在 triplet内部.

如图 4所示, 通过双链缠绕、单链入侵以及链

交换的实验结果可以发现, 不论是核蛋白丝的形成

率还是链交换的成功率, C链碱基双标记的结果都

是明显高于 C链骨架双标记的. 这可能是由于两

个荧光分子标记在同一条链的骨架上的时候, 其带

来的应力都施加在同一条链上, 带来了额外的势

垒, 影响到了 C链在链交换过程中的动力学过程;

此时反而碱基上的两个标记之间相互独立, 对构象

的影响只局限在标记位置的碱基上, 成了更加理想

的标记方式. 

4   结　论

RecA介导的同源重组链交换过程一直备受关

注, 单分子 FRET技术是最有希望观察到这一过

程细节的技术, 但它还面对一个亟待解决的问题,

那就是荧光标记对链交换过程带来的影响. 有不

少研究比较了荧光标记对 DNA的影响, 但大多专

注于研究荧光标记对 DNA标记处局部结构的影

响 [17,18,26,27], 以及荧光标记可能引起的电荷屏蔽和

空间位阻对蛋白质结合 DNA的影响 [28,29]. 本文主

要从 DNA的荧光标记对蛋白质功能的影响出发,

分别从荧光标记的链特异性、构象敏感性两个角度

理解了其对链交换的影响. 尤其是当荧光标记带来

的位阻会明显降低 RecA介导的链交换过程的完

成概率时, 研究如何避免荧光标记对该过程的影响

就显得尤为重要.

在标记链的选择中, I链的影响最小, C链其

次, O链的影响最大. 但是由于 I链在链交换过程

中保持不动, 且在序列比对态和终态时 I链都与

C链保持同样的距离, 其 FRET值没有区别, 所

以 IC链标记无法体现链交换的完整过程; 此外,

O链的标记影响较大, 且 O链的参与会引入非稳

定状态, 不利于观察, 所以研究者若想用单分子

FRET技术研究链交换就应该选用 C链双标记尽

量降低影响.

在标记位置的选择中, RecA会结合 3个碱基

形成 triplet, 整个核蛋白丝的构象都是以 3 bp为

一个周期, 因此主要需要区分的就是 triplet内部和

triplet之间的标记位置, 根据本文结果可知 triplet

内部标记明显优于 triplet之间标记.

再通过 C链 triplet内部骨架双标记和碱基双

标记的对比, 可知基于用单分子 FRET研究 RecA

介导的链交换的目的下, 较理想的设计是使用 C链

triplet内部碱基双标记方案进行研究. 当然这样的

弊端就在于标记位置的间隔都只能是 3 bp的整数

倍. 同时, 基于 Cy3-Cy5这组 FRET对的最佳观

察距离为 5.8 nm, 在实际实验中其间隔为 9 bp时,

被标记的 DNA的初态距离约为 3.1 nm, 链交换中

间态的距离根据模型推算约为 5.5 nm和 4.8 nm,

其终态距离为 5.2 nm, FRET值变化在线性区间

内. 且态与态之间的最小 FRET值变化为 0.1, 相

比其他间隔的标记方案 (如 12 bp间隔标记时, 初

态距离约为 3.9 nm, 链交换中间态的距离据模型

推算约为 7.3 nm和 6.3 nm, 其终态距离为 6.4 nm,

态与态之间的最小 FRET值变化为 0.02)各态间

的分辨率最高. 所以 9 bp间隔 C链 triplet内部碱

基双标记是研究链交换过程的最好选择. 这种标记

方式不仅将完成了链交换的反应曲线比例提高了

将近 50%(如图 4(b)中链交换实验的终态稳态占

比为 62.1%, 图 4(c)中链交换实验的终态稳态占比

为 43.3%), 而且还保留了较高的信噪比及各态间

的明显区分, 可以显著提高研究效率.

综上, 在用单分子 FRET技术研究 RecA介

导的同源重组过程时, 需要在实验前设计好荧光标

记位置和标记方式, 将标记带来的影响降到最低,

有效地捕获真实信号. 本研究通过对比实验改善

了 FRET观察同源重组链交换过程的研究框架,

也为其他荧光标记实验提供了优化思路.
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Abstract

Homologous  recombination  is  a  central  mechanism  for  maintaining  genome  stability  and  biodiversity.

RecA, as the first discovered homologous recombinase, plays a crucial role in homologous recombination strand

exchange.  In  recent  years,  with  the  development  of  structural  biology,  significant  breakthroughs  have  been

made in understanding the static structure of the RecA nucleoprotein filament. However, research on the kinetic

process  of  homologous  recombination  strand  exchange  mediated  by  RecA  continues  to  encounter  significant

challenges. Research into the dynamic process has been ongoing for decades. In recent years, the use of single-

molecule  techniques  has  resulted  in  significant  breakthroughs  in  this  field.  Among  these  techniques,  single-

molecule  fluorescence  resonance  energy  transfer  (FRET)  technology  is  widely  used  due  to  its  ultra-high

temporal and spatial resolution, making it well suitable for studying RecA-mediated homologous recombination

strand exchange. However, the fluorescent labels required for FRET experiments may affect the RecA-mediated

strand exchange process, which is often overlooked by researchers. Most of related articles focus on the effect of

fluorescent labels  on local  structure.  This  paper primarily examines the effect  of  DNA fluorescent labeling on

protein  function,  focusing  on  its  effects  on  strand  exchange  from  two  perspectives:  strand  specificity  and

conformational sensitivity of the fluorescent labeling. Using experiments such as double-strand binding, single-

strand  invasion,  and  strand  exchange,  we  develop  a  labeling  scheme  with  the  minimal  effect—9  bp  spaced
C-strand double-base labeling in triplet— that can effectively improve the efficiency of studying the homologous
recombination  process.  This  result  enhances  the  understanding  of  the  effect  of  fluorescent  labeling,  allowing

researchers to rapidly optimize the position and method of fluorescent labeling, and reduce its negative effects

on  the  strand  exchange  process.  Moreover,  it  provides  some  inspirations  for  other  fluorescent  labeling

experiments.
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