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我们实验室主要应用单分子光镊技术, 结合相关的分子生物学、生物化学

和结构生物学技术, 在单分子水平上通过探索与生物体系紧密相关的机械

力, 结合能量, 结合/运动速率等关键的动力学信息, 从生物物理角度阐述

与人类生命活动相关的分子机制, 着重研究: (1)组蛋白修饰对于核小体结

构影响的分子动力学解析; (2)蛋白质折叠/去折叠的单分子动力学解析。

http://www.sibcb.ac.cn/PI.asp?id=154
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摘要      单分子光镊技术是近年来发展起来的一种新型的高分辨率光学技术, 可以在单分子

水平上实时观测并研究生物大分子或复合物相互作用的动态行为。光镊次毫秒级的时间分辨率和

皮牛顿的力分辨率可使我们精确获得中间态、折叠速率(两态迁移速率)、作用力、能量、距离等

重要的动力学信息; 不同于传统的结构生物学方法, 光镊实验是在生理条件下进行的, 这些优势都

使得光镊技术成为生物物理学领域一项不可或缺的技术手段。该文将主要针对这项单分子光学技

术的原理及其在生物动力学上的应用和发展前景作简要介绍。
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Abstract       Optical tweezers are an emerging optical technology with  high-resolution for investigating real-
time dynamics of macromolecules and complexes at single-molecule levels. With a sub millisecond time response, 
it is utilized to determine the intermediate states and folding rates. Optical tweezers are very sensitive for a force 
change in response of end-to-end length change of a molecule. Therefore it can accurately provide the informa-
tion for mechanical forces, conformational changes and energy, which are the key information for kinetic studies. 
Furthermore, unlike the conventional structural biology methods, optical tweezers experiments are performed in a 
physiological condition. With all these advantages, optical tweezers became an irreplaceable biophysical method 
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众所周知, 大多数宏观的生物过程是由最基本

的单个蛋白酶与单个DNA分子或RNA分子之间的

反应来完成的。伴随着生物技术和分子生物学的进

步, 生命研究日益向微观层次深入并进入后基因时

代, 人们不再满足于过去只对生物体中大量分子平

均行为的研究, 更倾向于从单分子水平解读生物大

分子的动力学细节。利用单分子技术研究生物学问

题, 尤其是针对蛋白质复合物相互作用的动态过程

分析是近年国际上新兴的研究方向。

目前, 单分子技术主要分为两大类。一类基

于荧光体系的单分子技术, 主要包括单分子荧光共

振能量转移技术(single molecule fluorescence reso-
nance energy transfer, smFRET)[1]、荧光相关谱技术

(fluorescence correlation spectroscopy, FCS)[2]和随机

光学重建显微镜技术(stochastic optical reconstruc-
tion microscopy, STORM)[3]等。以STORM为例, 它
采用光转换荧光探针(photo-switchable fluorescent 

probes), 可以在时间尺度上分离相互重叠发光的荧

光分子, 从而得到10~20 nm高分辨率的三位重构图

像[3-5]。而传统的光学显微镜技术由于受衍射极限的

限制, 分辨率都在几百个纳米的水平。STORM技术

还可以在纳米层次上揭示细胞内分子间相互作用及

组织内细胞间的相互作用。相信随着STORM技术

的进一步发展, 这一技术将被广泛应用到DNA、蛋

白质分子以及大分子复合体的研究[6]。

另一类单分子技术则基于力学测量体系建

立, 主要以原子力显微镜(atomic force microscope, 
AFM)、磁镊及光镊技术为代表[7]。如图1所示, 这三

种技术分别利用机械臂、磁学和光学的方法来对研

究对象施加作用力[7]。因此, 它们所能达到的分辨率

不同(表1[8]), 其中以光镊技术为最高, 其空间和时间

分辨率分别可以达到0.2 nm(小于1个DNA碱基对的

长度)和次毫秒级, 同时, 光镊是通过激光实现对研

究对象的非接触捕获的, 力均匀地施加在整个研究

图1  单分子力学技术

Fig.1  Single-molecule force spectroscopy techniques
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表1  单分子力学技术分辨率比较[8]

Table 1  Comparison of single-molecule force spectroscopy techniques[8]

原子力显微镜

AFM
磁镊

Magnetic tweezers
光镊

Optical tweezers

Spatial resolution (nm) ~0.2 ~5 ~0.2
Temporal resolutions (ms) ~1 >1 ~0.1
Force resolution (pN) ~10 0.001 0.02
Force range (pN) 10~104 0.001~100 0.1~100

for studying dynamic biological processes. In this review, we mainly focus on the basic principles of optical twee-
zers and their applications especially in protein folding, chromatin remodeling and other molecular motors. We also 
briefly discuss the future developments of this technology.

Keywords        single molecule; optical tweezers; optical technology; protein folding
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对象表面, 不会像AFM一样对研究对象造成机械损

伤。由于光镊技术超高的分辨率, 应用光镊可以直

接连续追踪单个生物大分子折叠和去折叠的完整过

程, 实时测量力、距离、时间及中间态等动力学信

息[8], 极大地满足了人们从分子结构角度剖析生物

分子工作机制的需求。

近三十年来, 单分子光镊技术逐渐趋于成熟, 
物理学家通过改进光学硬件配置, 发展新的实验方法

(差分探测法[9])等, 由单光镊、双光镊[10]到多光镊, 由
线性光镊、旋转光镊、全息光镊[11]到纳米光镊[12-13], 
大大提高了光镊的测量精度和广度, 这也预示着光镊

技术具有不可估量的发展前景和广阔的应用领域。

本文将首先介绍单分子光镊技术的基本原理

和装置, 并结合实验室的研究方向, 介绍有关光镊的

基本实验设计、光镊在生命科学领域的应用, 最后

对光镊的发展前景进行展望。

1   光镊基本原理
光是一种电磁波, 在与物质相互作用时不仅会

发生能量的传递, 也会发生动量的传递, 也就是说光

会对该物质施加一定的力, 即产生光的力学效应。

1970年, A.Ashkin首次提出光辐射压力(光压)可以操

纵微小微粒[14]。1986年, A.Ashkin和Chu等实验发现, 
只需要一束高度聚集的激光, 就可形成稳定的三维

光学势阱以稳定俘获微粒[15], 由于只使用了一束激

光, 所以称之为单光束梯度力光阱, 简称光镊。

光镊是基于光的辐射力建立的。如图2所示, 在
折射率为n2的介质中存在一个折射率为n1的微粒

(n1>n2), 当一束带有动量P1的激光穿过该微粒时, 

经两次折射后, 激光的动量变为P2。根据动量守恒

定律, 微粒将产生与激光的动量变化大小相等、方

向相反的动量, 即Δp。由动量与冲量的关系和牛顿

第二定律可知, 微粒会受到一等于动量变化率的作

用力, 因此, 当我们采用高数值孔径(NA>1)[15]的物

镜将激光聚焦到一个焦点f(捕获中心)时, 不论微粒

上、下、左、右、前、后偏离激光焦点f, 微粒都会

受到一个指向焦点的作用力。这个焦点就如同一个

“陷阱”可以捕获该微粒, 因此在光镊实验中, 我们通

过调节激光的位置就可以像一把无形的“镊子”达到

操控微粒的目的。

同时, 微粒偏离捕获中心的距离和其受到的回

复力成正比[16], 这决定了光镊对微粒的操控不是刚

性的, 而是类似于“弹簧”, 并符合胡克定律F=–kΔx。
其中, F是拉力, k是光镊的刚度系数(stiffness), Δx是
微粒偏离激光中心的位移。通过微粒产生位移和激

光的刚度系数即可计算出拉力F。因此, 在操作过程

中, 我们可以通过实时测量微粒的位移得到微粒间

的相互作用力, 从而得到与微粒相连的生物分子上

所受的作用力。 

2   光镊实验设计
光镊技术的实验环境一般为接近于生理环境

的水溶液, 可减少对样品的损伤, 同时实现在生物分

子具有生理活性的条件下实时监测分子动态行为的

目的。

此外, 如何对样品进行处理是光镊实验设计中

的另一个关键问题。由于生物分子, 例如DNA、蛋

白质等, 往往在几纳米到几十纳米之间, 光镊的刚度
图1  单分子力学技术

Fig.1  Single-molecule force spectroscopy techniques
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Fig.2  Schematic illustration of optical tweezers
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一般不能稳定地捕获和操控生物分子, 因此需要借

助一个表面修饰的微米量级的小球(微球)作为“手
柄”, 将生物样品通过化学偶联黏附在微球上, 通过

直接操控微球达到间接操控生物分子的目的[17]。生

物大分子尤其是蛋白分子, 通常尺寸较小, 因此会在

生物分子的一端或两端通过化学方法交联上一段或

两段DNA Handle[18], 使得生物分子两侧的微球间有

足够的空间距离, 方便对单个生物分子进行力的测

量并且减少微球间不必要的相互作用; 选用的DNA 
Handle分子长度一般大于500 bp[8]。图2是双光镊

技术研究生物样品的经典单分子实验体系[19]示意

图(以DNA Hairpin为例), 两个聚苯乙烯小球表面分

别免疫修饰了Streptavidin和anti-Digoxigenin, DNA 
Hairpin一端被标记biotin与Streptavidin修饰的微球

相连, 另一端则通过巯基与DNA Handle共价交联; 
DNA Handle则通过Digoxigenin与修饰anti-Digoxi-
genin的微球相连。因此, 当我们利用两束激光分别

捕获两个微球时, 就可以对微球间的conjugates进行

操作, 通过移动光阱的位置, 微球间的距离和力都会

发生改变, 我们通过测量这些数据就可以得到相关

的动力学信息。

3   光镊技术在生命科学中的应用
近年来, 基于光镊技术的应用研究, 证实了该

技术独到的应用价值。光镊的应用基本分为四类, 
即光镊与细胞生物学、光镊与单分子生物学、光镊

与软物质胶体科学和光镊与物理学四个领域。在这

些领域中, 科学家们利用光镊技术解决了许多重要

的科学问题。结合我们实验室的研究方向, 我们将

主要对光镊在单分子生物学的应用加以介绍。光镊

亚纳米级的空间分辨率和飞牛顿的力分辨率使其在

研究一些生物大分子(如DNA/RNA双链特性[20-22]、

分子马达的分子机制和生物学功能[17,23-24]、蛋白质

折叠[25-27]以及染色质重塑[28]等)的动态运动细节(中
间态、能量、折叠速率、作用力、距离等)方面成

为一项不可或缺的单分子技术, 并展示出巨大的发

展前景。以下我们将对一些代表性的研究成果进行

简要介绍。

3.1   研究DNA力学性质

现代生物学中一个最基本的生物学定律就是

中心法则: 即遗传信息可由DNA流向DNA, 完成

DNA的自我复制过程; 也可由DNA流向RNA再进一

步流向蛋白质, 完成转录翻译过程。这是构成现代

生物学的理论基石, 因此, DNA、RNA与蛋白质的

特性以及它们之间的相互作用无疑是整个生物学

研究的核心。Bustamante等[29]首先利用单分子磁镊

技术操纵长约16 μm的dsDNA分子, 测量了DNA的

拉伸特性: 在0.1~10 pN范围内, DNA的拉伸行为符

合蠕虫链模型(worm-like chain, WLC), 持久长度为

50 nm; 而当力增加到65 pN时, DNA的结构由B型

变成S型[30-31]; 人们用同样的方法研究了ssDNA的力

学性质, 发现与dsDNA的拉伸曲线截然不同, ssDNA
的持久长度仅有1 nm。基于这些实验结论, 科学

家们就可以通过研究蛋白质对DNA拉伸特性的改

变来研究DNA相关蛋白(如RNA聚合酶、核糖体、

DNA异位酶等)的工作机制。

细胞分裂时, DNA会发生凝缩形成高度聚集结

构以维持遗传信息的稳定性。之前人们对DNA如何

形成核小体结构已经有了一定的认识, 但是对更高

级的染色体结构形成缺乏了解。Case等[32]利用光镊

技术将参与高级染色体结构形成的凝聚蛋白MuK-
BEF作为研究对象解析了这一动态凝聚过程。Case
等发现, 与naked DNA的力–延伸曲线(force-extension 
curve, FEC)相比, MuKBEF-DNA复合体表现出更大

变化率的力–延伸曲线(FEC), 并且当拉力达到17 pN
时, MuKBEF-DNA复合体会经历一个锯齿状振荡的

平坦曲线, 说明MuKBEF-DNA复合体经历了个别凝

聚事件(MuKBEF结合到DNA上时利用“夹子”这种张

合的方式来凝聚DNA)。而当力被撤回时, MuKBEF-
DNA复合体重新回到原始的凝聚态, Case等根据这

一现象提出了MuKBEF复合物凝缩DNA的“夹子”模
型, 这一研究为DNA凝缩机制的研究提供了重要的

科学依据。

3.2   研究分子马达的运动机制

生物机体的一切活动, 从DNA的复制和转录、 
细胞分裂、肌肉收缩到细胞内物质转运, 最终都归

结为分子马达做功的结果。分子马达通过运动可以

快速高效地将化学能转化为动能, 执行各种生物功

能, 因此, 分子马达的动力学机制成为研究者们关注

的焦点。科学家利用光镊观察了分子马达运动过程, 
发现分子马达是以步进形式运动的, 并测量了蛋白

的运动步长, 证明了单个驱动分子的力和运动速度

与ATP浓度相关[17,23,33-34]。这些研究使得光镊成为研

究单酶动力学的重要手段, 促使科学家利用光镊技
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术研究表观遗传调控机制, 尤其是ATP依赖的染色

体重塑复合物的运动机制[35]。

基因组DNA通常以染色质的形式存在于细胞

中, 以维持遗传信息的稳定性。然而很多细胞生命

活动(比如基因转录、DNA复制、DNA修复、DNA
重组等)的正常进行都需要不同的DNA结合蛋白或

者反式作用因子结合到特定的DNA区域(如启动子、

增强子等顺式作用元件), 进而发挥功能, 因此需要染

色质重塑蛋白复合物移动、驱逐和重组核小体使得

染色质DNA从核小体上暴露出来。目前, 光镊研究

染色体重塑复合物的工作已经取得了一定的进展。

Bustamante实验室利用光镊成功操作单个核小

体并研究核小体动态行为, 发现在2~3 pN的力作用

下, 核小体上外围DNA与组蛋白八聚体的相互作用

会被打破, 而内部DNA与组蛋白的相互作用被打破

则需要20 pN以上的力[36]。Zhang等[37]则利用光镊在

核小体水平实时监测了RSC复合物的作用, 测定了

RSC转移速率等动力学参数, 证实了RSC是依赖核

小体的转移酶。Hall等[38]发现, 核小体中DNA-组蛋

白相互作用并不是均匀的, 在空间上存在约5 bp的
周期, 有3个强的作用区域, 其中dyad区域的作用最

强, 另两个较强的作用区域在离dyad约±40 bp处, 而
核小体的进出端的相互作用较弱, 这些强弱不同的

相互作用形成了不同的能垒。这些能垒可能对染色

体重塑复合物有着重要的影响, 因为染色体重塑时

可能需要克服核小体上的能垒, 这些参数为以后染

色体重塑复合物具体工作机制的研究提供了很好的

参考。 
3.3   研究蛋白质折叠的动力学机制

光镊在单分子生物学的另一个重要应用就是

研究蛋白质折叠的动力学过程。在蛋白质折叠研究

中, 人们往往最关心的问题就是一维的氨基酸序列

以何种方式折叠而变成稳定的有功能的三维结构

的。众所周知, 蛋白质的折叠态、去折叠态及错误

折叠态在生物体系中都同时存在。这些态与态之间

的相互转换和生物体系的功能直接相关, 同时也和

疾病的形成有着密切的关系[8]。尽管人们已经利用

各种传统的生物化学方法对蛋白质反折叠过程进行

了几十年的深入研究, 但对蛋白质折叠过程中的具

体动力学细节仍知之甚少。光镊技术可以对操控单

个蛋白分子并实施观测整个折叠和去折叠的动力学

过程, 因此被越来越多地应用到研究生物物理的精

细过程研究。

最近, Gao等[26]利用双光镊技术对突触SNARE
蛋白的组装机制进行了深入研究。在神经细胞

分泌过程中, SNARE蛋白介导突触小泡与突触前

膜的融合。SNARE蛋白包括定位在靶细胞膜上

的t-SNARE(syntaxin和SNAP-25)和囊泡膜上的 v-
SNARE, 只有当t-SNARE和v-SNARE通过组装形成

“拉链式”复合物时才能驱动膜融合。尽管过去的

二十年已经做了大量研究, 但是“拉链式”假说、装

配中间体、动力学和能量仍然不明。Gao等通过实

时观测单个SNARE复合体的组装/去组装过程, 发现

了SNARE复合体的“拉链式”结构和关键的“半拉链

式”装配中间体(t-SNARE和v-SNARE部分折叠到“离
子层”), 提出了一种效率高的“拉链式”组装模型, 即: 
SNARE复合体N末端的“拉链式”组装是缓慢的, 从而

SNARE装配中间体可以充当调节蛋白(如Munc18和
Complexin)的结合平台, 然后在调节模式下, 进一步稳

定地装配中间体快速及强有力地进行“拉链式”组装

图3  高分辨率双光镊技术研究生物大分子动力学的经典单分子实验体系示意图

Fig.3  Typical experimental setup for macromolecule kinetic studies using high-resolution dual-trap optical tweezers
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直到C末端, 最终在跨膜区驱动膜融合。此外, Zhang
实验室还研究了SNARE突变体、Munc18和Complexin
对SNARE组装/去组装动力学过程的影响[39]。

该研究成果从分子水平上加深了人们对神经

分泌过程中SNARE蛋白复合体驱动融合机制的深

入了解, 同时为我们探索更多疾病相关性蛋白的动

力学机制提供了很好的模式基础, 相信我们可以通

过光镊技术从生物物理层面解释某些蛋白与疾病形

成的关联, 为开发抗癌药物提供更精确的结构水平

的信息。

4   光镊与其他技术相结合
以上关于光镊技术应用在生命科学领域的研

究仅仅是冰山一角, 但已经向我们展示了光镊在单

分子水平研究生物大分子动力学的优越性, 它的应

用极大地推动了生命科学尤其是生物物理学的发

展, 加速了人们从单分子水平解析DNA、蛋白质以

及各种酶反应的动力学过程。然而每项实验技术

都有其一定的局限性, 这就需要相关技术手段结合, 
克服彼此的劣势, 达到最理想的功效。光镊也常常

与其他光学技术相结合, 成为性能更优越的技术手

段。

4.1   光镊与smFRET技术结合

生物大分子尤其是蛋白质往往是三维结构, 但
目前光镊仅能在一维空间研究它们结构动力学(沿
光阱移动方向), 存在一定的局限性。例如, 马达蛋

白沿底物移动时会经历复杂的分子内构象改变, 超
高分辨率光镊仅能研究马达蛋白沿底物移动的步长

等动力学信息, 而无法获知蛋白的具体构象变化过

程。smFRET技术即单分子荧光共振能量转移检测

技术, 则可通过给生物分子的不同结构域, 或者相

互作用的分子, 比如受体与配体上分别标记donor和
acceptor的染料分子, 实时地观测分子构象的变化过

程, 但其空间分辨率不高。

因此, 为实现在亚纳米级的空间尺度上研究生

物分子构象变化的目的, 科学家们采用交错分时的

方 法(interlacing and timesharing method)将smFRET
与光镊技术相结合, 并利用ssDNA与其互补序列的

杂交过程证明了该方法的可行性[40]。相信随着这种

整合仪器设备的进一步完善, 科学工作者将会通过

荧光信号和成像技术在单分子、亚纳米级空间尺度

上多角度监测生物分子的构象改变, 尤其是一些蛋

白复合物和大分子机器, 得到更多的动力学信息。

4.2   光镊与拉曼光谱结合

当一束单色光通过振动的分子时会发生非

弹性散射, 入射光的能量变化与分子内部分子键

(molecular bond)的振动能量相一致, 收集分子对入

射光的拉曼散射光谱, 就可以判断分子的生物化学

组成[41]。传统共聚焦显微拉曼光谱的后向散射横切

面很小, 散射强度十分微弱, 因此所得到的拉曼信号

很弱, 同时拉曼光谱探测技术通常使用化学修饰将

研究对象固定在机制上, 这种配置非常不利于生物

分子维持其天然的生理状态, 也不利于背景噪声的

去除。而结合光镊技术的激光光镊拉曼光谱系统

(laser tweezers Raman spectroscopy, LTRS)则可以利

用激光形成的光阱捕获生物分子, 实现在溶液中将

其固定并同时得到光谱信号的目的, 保证了生物分

子天然的微环境, 大大提升了光谱的信噪比[41]。近

年来, 激光光镊拉曼光谱系统已广泛应用于不同细

胞类型的分选[42]、细菌孢子[43]、囊泡等研究。

不同于荧光技术, 拉曼光谱的非弹性散射使其

避开了光学漂白, 可以实现实时、连续监测单细胞

的动态过程。Moritz等[44-45]利用激光光镊拉曼光谱

控制单个大肠杆菌细胞, 研究其对抗菌药物的敏感

性。首先在无药状态下测定大肠杆菌在生长周期的

不同阶段与DNA、RNA及蛋白质相关的不同拉曼

振动谱带, 然后在加药(盘尼西林/链霉素、头孢唑林)
状态下测定729 cm–1、1 245 cm–1和1 660 cm–1的光谱

谱带并与无药状态下的拉曼光谱相比较, 发现大肠

杆菌对头孢唑林更加敏感。

激光光镊拉曼技术无需样品预处理, 对样品无

损害, 是临床研究一个很好的切入点, 相信随着该技

术的进一步发展, 其在细胞分选、癌细胞检测及细

胞动力学单细胞水平研究上会越来越有发展空间。

5   发展前景及展望
由于光镊技术集电子、光学、计算机编程、微

观操作和生物学为一体, 国际上仅少数实验室搭建

了不同形式、可操作性强的光镊装置, 但随着光镊

应用日趋广泛, 光镊的潜在发展趋势也越发引人关

注, 更多的科研人员投身于光镊技术的理论研究和

应用研发, 相信在不久的将来, 随着光镊技术日趋成

熟以及与其他光学技术结合, 如荧光技术、拉曼光

谱、全息技术、纳米孔等, 光镊这项富有活力的新
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兴技术将会在实时连续监测单细胞/单分子的生物

动力学, 细胞与细胞、分子与分子间的相互作用等

生命科学领域做出更多贡献。
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