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摘要:目的　 研究不同盐离子浓度、聚乙二醇浓度和力对双根 DNA 扭转超螺旋结构的影响。 方法　 以 10
 

kb
 

DNA
为研究对象,利用磁镊的流动腔实验探究不同浓度盐离子( Na+ 、K+ 、Mg2+ )、聚乙二醇( polyethylene

 

glycol,
 

PEG)和

不同大小的力对双根 DNA 扭转编织体长度随圈数变化的影响。 结果　 双根 DNA 扭转结构对盐离子浓度敏感,对
PEG 不敏感。 离子浓度越大,编织体长度随圈数变化越平缓,且 Mg2+的静电屏蔽饱和浓度远低于单价阳离子。 拥

挤环境对 DNA 的影响主要为轮廓长度压缩。 在 4
 

pN 以上力作用下 DNA 扭转结构更为稳定,2
 

pN 以下超螺旋结

构波动较大。 结论　 DNA 的编织体结构与力学性质受所处溶液离子浓度和力的影响。 研究结果有助于进一步探

究染色质扭转受溶液环境影响的机制,并为拓扑异构酶在不同溶液条件下的作用效果提供参考。
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Abstract:
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

salt
 

ion
 

concentration,
 

polyethylene
 

glycol
 

(PEG)
 

and
 

force
 

on
 

structure
 

of
 

double
 

DNAs
 

braids.
 

Methods　 Taking
 

the
 

10
 

kb
 

DNA
 

as
 

the
 

research
 

object,
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

salt
 

ions(Na+ ,
 

K+ ,
 

Mg2+ ),
 

PEG
 

and
 

different
 

forces
 

on
 

variation
 

of
 

relative
 

extension
 

of
 

twisted
 

double
 

DNAs
 

with
 

rotation
 

turns
 

were
 

investigated
 

by
 

flow
 

chamber
 

experiment
 

of
 

magnetic
 

tweezers.
 

Results　 The
 

structure
 

of
 

double
 

DNAs
 

braids
 

was
 

sensitive
 

to
 

salt
 

ion
 

concentration
 

but
 

insensitive
 

to
 

PEG.
 

With
 

the
 

increase
 

of
 

ion
 

concentration,
 

the
 

extension
 

of
 

braids
 

changed
 

more
 

gently
 

with
 

the
 

rotation
 

turns,
 

and
 

the
 

electrostatic
 

shielding
 

saturation
 

concentration
 

of
 

Mg2+
 

was
 

much
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

monovalent
 

cation.
 

The
 

effect
 

of
 

crowded
 

environment
  

on
 

DNA
 

was
 

mainly
 

the
 

compression
 

of
 

contour
 

length.
 

The
 

twisted
 

structure
 

of
 

DNA
 

was
 

more
 

stable
 

under
 

high
 

force
 

(above
 

4
 

pN),
 

and
 

fluctuated
 

greatly
 

under
 

low
 

force
 

( lower
 

than
 

2
 

pN) .
 

Conclusions　 The
 

braiding
 

structure
 

and
 

mechanical
 

properties
 

of
 

DNA
 

are
 

affected
 

by
 

ion
 

concentration
 

in
 

the
 

solution
 

and
 

forces.
 

The
 

results
  

may
 

help
  

to
 

elucidate
 

the
 

mechanism
 

of
 

chromatin
 

torsional
 

torque
 

affected
 

by
 

solution
 

environment,
 

and
 

provide
 

references
 

for
 

the
 

function
 

of
 

topoisomerase
 

under
 

different
 

solution
 

conditions.
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　 　 双根 DNA 扭转缠绕常发生于 DNA 复制过程

中。 在细胞内,双链 DNA 边解旋边复制,由于 DNA
自身的双螺旋结构,随着复制叉的前进,母链或两

条子链可能会扭转产生超螺旋[1] 。 母链自身的超

螺旋会对 DNA 的复制进程产生阻碍,两条子链缠绕

的超螺旋可能会导致细胞无法顺利分裂。 Wang
等[2]研究发现,在真核细胞中,双根 DNA 扭转超螺

旋的扭矩与核小体数量成正比,且大于单根 DNA
(含有核小体)自身的扭转扭矩,使得超螺旋更容易

发生在复制叉前段,有助于两条子链分离和细胞分

裂。 扭矩在这一过程中很重要,体现出分子的扭转

刚度,是 DNA 超螺旋结构的力学性质之一[3] 。 扭

矩会影响超螺旋的结构和形态,进而影响 DNA 复制

时超螺旋更倾向发生的位置。 有两种拓扑异构酶

能够帮助细胞分别解开单根或双根 DNA 的超螺旋,
但扭矩可能会影响酶的作用位点和效果[1,4] 。

在不同的溶液环境中,细胞内离子浓度会随着

外界环境的渗透压改变而变化,进而影响 DNA 所处

的离子环境[5-6] 。 DNA 上有各种位点可以与金属离

子相互作用,并且金属离子的配位会对 DNA 的构

象、稳定性、电负性产生巨大影响[7-8] 。 例如,多价

阳离子与 B-DNA 大沟表面的磷酸骨架结合会导致

DNA 向离子结合方向弯曲[9] ;而不同核酸链之间的

碱基配对与金属离子结合时,可能会形成一些特殊

结构如 G-四倍体等[7] 。 渗透压的变化也会以物理

影响的方式直接作用于细胞核[10] 。 当核空间位阻

和受力的参数改变时,会改变基因组结构。 细胞可

感知生理学环境,且外力可转化为胞内信号[11] 。 当

DNA 分子的形态结构因离子环境或渗透压变化而

改变时,扭转超螺旋的力学参数也将相应产生变

化,并且胞外基质可通过物理性质的改变调节细胞

的增殖与分化能力[12-13] 。
除离子外,细胞内包含的生物大分子,如多糖

和蛋白质等,创造了细胞内的拥挤环境,也会对 DNA
结构产生一定影响[14] 。 这些生物分子占据细胞体积

的 20% ~ 40%,总浓度最高可达到 0. 4
 

mg / L[15] 。 体

外研究时常用聚乙二醇( polyethylene
 

glycol,
 

PEG)
模拟拥挤环境[16-17] 。 已有研究发现,PEG 会导致单

根 DNA 分子的压缩,且与一定浓度的 Mg2+ 存在拮

抗作用[18] 。
目前,对双根 DNA 扭转超螺旋结构和力学性质

的研究,仅限于改变一定的 Na+ 溶液浓度以及一部

分理论计算[19] 。 对于其他盐离子、拥挤环境以及力

对双根 DNA 扭转的影响都尚未清晰,需要更多实验

结果验证。 研究盐离子和拥挤环境对双根 DNA 扭

转结构的影响以及各种环境下不同力时超螺旋的

稳定状态,是探讨细胞分裂时 DNA 拓扑结构问题的

基础。 本文通过单分子磁镊实验,对比分析不同价

键盐离子( Na+ 、K+ 、Mg2+ )和不同浓度 PEG 对双根

DNA 扭转时长度随圈数变化趋势的影响,并探究溶

液环境对双根 DNA 超螺旋稳定性的影响。 研究结

果为未来分析染色质在不同生理条件下的扭转超

螺旋结构打下基础。

1　 材料与方法

1. 1　 磁镊系统

　 　 作为单分子研究常用的技术方法之一,磁镊包

含计算机软件、光学成像、磁铁及压电陶瓷控制模

块[见图 1(a)]。

图 1　 磁镊和流动腔示意图

Fig. 1　 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

magnetic
 

tweezers
 

and
 

flow
 

chamber 　 ( a )
 

Components
 

of
 

the
 

magnetic
 

tweezer
 

device,
 

(b)
 

Coupling
 

of
 

the
 

double
 

DNAs
 

in
 

flow
 

chamber

1. 2　 构建带标签 DNA
　 　 采用 Pushion 高保真 PCR 试剂盒,扩增出两端

分别带有生物素和地高辛标签的 10
 

kb
 

DNA,模板

为 485
 

02
 

bp 的噬菌体 lambda
 

DNA ( GenBank
 

#
NC001416)。 使用 QIA 快速提纯试剂盒纯化 PCR
产物,并进行核酸琼脂糖凝胶电泳实验检验扩增和

纯化效果。 将成功纯化后的 4 管 DNA 样品用

Nanodrop 测量浓度,平均浓度为(9. 4±0. 5)
 

ng / μL。
1. 3　 流动腔制备

　 　 流动腔由载玻片、表面功能化的盖玻片、玻璃

毛细管、3D 打印的塑料薄片和一个底部切口的离心

管构成,利用蜡和热熔胶密封及固定。 功能化的盖

玻片表面依次孵育了硅烷( APTES)、戊二醛(4% ),

342
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A-D 蛋白( anti-digoxigenin
 

Fab 片段),并最终用牛

血清白蛋白溶液(bovine
 

serum
 

albumin,
 

BSA)封闭。
该功能化玻片可稳定偶联 DNA 的地高辛标签端,
DNA 的生物素标签端可与表面包被了链霉亲和素

(Streptavidin)的磁性微珠(Dynabeads®
 

M-280)结合

[见图 1(b)]。
1. 4　 双根 DNA 的筛选与两分子间距离的估算

　 　 由于 DNA 与磁珠和底板的连接随机发生,故需

要先筛选平行连接的双根 DNA-磁珠体系,并计算

两 DNA 分子之间的距离。
1. 4. 1　 蠕虫链模型拟合　 在计算机视野中找到正

在做布朗运动的磁珠作为目标珠,静止不动的磁珠

作为参考珠,测量不同力下目标珠分子的长度,并
代入蠕虫链模型(worm-like

 

chain,
 

WLC)公式进行

拟合[20] :

f =
κBT
lp

1

4 1 - X
lc

( )
2

- 1
4

+ X
lc( ) (1)

式中:f 为 DNA 分子受到的拉力;kB 为玻尔兹曼常

数( Boltzmann
 

constant);T 为温度; lp 为待测 DNA

分子的持续长度(persistence
 

length);lc 为待测 DNA
分子的轮廓长度( contour

 

length);X 为实验中测得

的分子长度。 拟合结果表明,单根、双根 DNA 分子

的理论持续长度分别约为 50、25
 

nm,故筛选双根分

子作为实验对象[见图 2(a)]。
1. 4. 2　 计算两 DNA 分子间距离 　 DNA 分子在

19. 8
 

pN 力下被拉直,操控磁铁控制磁珠使该待测

分子旋转半圈后,两 DNA 分子间距离(d)估算公式

如下:
L = L1 + S

L2 = (L2 + S) 2 + d2

R2 = d
2( )

2

+ (R - S) 2

d2 = (L1 + S) 2 - (L2 + S) 2 (2)
式中:L 为 DNA 分子的轮廓长度;L1 为磁镊测得的

分子长度(即目标磁珠和参考磁珠的相对位置差);
L2 为目标珠旋转后磁镊测得的分子长度;R 为磁珠

半径,R= 1. 4
 

μm;S 为 DNA 分子与磁珠的结合点到

磁珠顶端平面的垂直距离[见图 2(b)]。

图 2　 双根 DNA 筛选及两分子间距离估算

Fig. 2　 Screening
 

of
 

double
 

DNAs
 

and
 

estimation
 

of
 

molecule
 

distances　 (a)
 

Single / double
 

DNAs
 

fitting
 

results,
 

(b)
 

Schematic
 

diagram
 

for
 

geometric
 

relationship
 

of
 

the
 

distance
   

between
 

two
 

molecules

2　 结果

2. 1　 单价阳离子对双根 DNA 扭转的影响

　 　 在 3
 

pN 力下,将流动腔中原有的 PBS 溶液用

1
 

mL
 

NaCl 或 KCl 配制的缓冲液替换掉,然后将力

降至 2
 

pN 开始扭转。 结果表明,换液顺序并不会影

响实验结果,DNA 分子扭转结构对溶液 Na+浓度的

感应可逆[见图 3(a)]。
随着扭转圈数增加,双根 DNA 分子形成的编织

体长度逐渐减小。 Na+ 浓度越低时,编织体长度减

小得越快;Na+ 浓度越高时,编织体长度减小得越

慢。 该结果提示,编织体长度的变化趋势与离子浓

度呈负相关。 这是由于双根 DNA 分子在外力驱动

下接触、缠绕产生超螺旋时,溶液中 Na+浓度影响了

两双链 DNA 分子之间的作用关系。 Na+ 浓度较低

时,如 10
 

mmol / L 左右,两 DNA 分子会由于更强的

静电相斥而趋向于远离彼此。 反之,两 DNA 分子会

更趋向于接近彼此,此时在外力作用下,编织体部

分的直径会相对较小,两分子缠绕更为紧密 [ 见

图 3(b)]。 因此,Na+浓度越大时,编织体长度变化

更慢,趋势更为平缓。
K+作为细胞内又一重要的单价阳离子,参与调
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图 3　 盐离子浓度对双根 DNA 不同扭转圈数下相对分子长度的影响

Fig. 3　 Effects
 

of
 

salt
 

ion
 

concentration
 

on
 

relative
 

extension
 

of
 

double
 

DNAs
 

braids
 

with
 

different
 

rotation
 

turns　 (a)
 

The
 

twisted
 

structure
 

is
 

reversible
 

with
 

different
 

concentrations,
 

( b )
 

Different
 

concentrations
 

of
 

Na+ ,
 

( c )
 

Different
 

concentrations
 

of
 

K+ ,
 

(d)
 

Different
 

concentrations
 

of
 

Mg2+

注:图中分子的相对长度数据均来源于磁镊,每个数据点经过至少 5 次重复测量。

节细胞内外液的渗透压及酸碱平衡。 当溶液中主

要离子更换为 K+时,其编织体随扭转圈数增加而减

小的趋势与 Na+ 没有明显的区分。 在相同的浓度

时,同样扭转圈数下其编织体的相对长度与 Na+ 环

境中情况基本相同[见图 3(c)]。
2. 2　 二价阳离子(Mg2+)对双根 DNA 扭转的影响

　 　 Mg2+作为细胞内重要的二价阳离子,参与细胞

内生化反应、物质交换、信息传递。 一般情况下,大
肠杆菌细胞内 Mg2+ 浓度为 1 ~ 2

 

mmol / L,故本文探

究的 Mg2+ 最低浓度为 0. 5
 

mmol / L。 用 3
 

pN 力将

DNA 拉起换液,依次将 1
 

mL 的 0. 5 ~ 500
 

mmol / L
 

MgCl2 实验缓冲液注入流动腔。

图 4　 PEG 对 DNA 的压缩及扭转性质的影响

Fig. 4　 Effects
 

of
 

PEG
 

on
 

the
 

compression
 

and
 

torsion
 

properties
 

of
 

DNA　 ( a)
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

DNA
 

molecule
 

compression
 

in
 

PEG
 

solution,
 

(b)
 

DNA
 

extension
 

affected
 

by
 

PEG
 

concentration,
 

(c)
 

Compression
 

force
 

at
 

different
 

PEG
 

concentrations,
 

(d)
 

Extension
 

variation
 

of
 

twisted
 

structure
 

at
 

different
 

PEG
 

concentrations
注:每个数据点经过至少 5 次重复测量。

结果表明,与单价离子影响相似,随着扭转圈

数增加,双根 DNA 分子形成的编织体的长度逐渐减

小。 Mg2+浓度越高时,编织体长度减小得越慢,变化

趋势越平缓;Mg2+浓度越低时,编织体长度减小得越

快,变化趋势越陡峭。 当 Mg2+的浓度达到 10
 

mmol / L
时,再增加浓度也不会对这种趋势产生明显的影

响。 当 Mg2+ 浓度降到细胞内水平,即 1
 

mmol / L 和

0. 5
 

mmol / L 时,出现了明显的分界点,此时编织体

长度随圈数减小的幅度突然变大,能够明显地区分

于 5
 

mmol / L 以上的情况[见图 3( d)]。 由于 Mg2+

是二价离子,DNA 与其结合后力学性质的感应更为

敏感,故在较低浓度下,静电屏蔽效应效果就已经

足够显现出来。
2. 3　 PEG 浓度对双根 10

 

kb
 

DNA 扭转的影响

　 　 体外实验中常用聚乙二醇( PEG)模拟拥挤环

境,含有一定浓度的 PEG 的溶液会诱导 DNA 缩合,
使其轮廓长度变短[见图 4( a)]。 当在相同的力

(10. 3
 

pN)下,当溶液中 PEG 浓度从 0 逐渐更换至

200
 

mg / mL 时,虽然 DNA 受外力拉伸,但长度依然

会有一定的变化,会缩短一些[见图 4(b)]。
相应地,探究不同 PEG 浓度下 DNA 分子的凝

聚力(Fc)。 研究表明,f=Fc 时,双根 DNA 分子会抵

抗外力作用发生瞬间凝聚,成为无法测量长度的球

团状。 当 溶 液 中 PEG 浓 度 分 别 为 100、 200、

542
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300
 

mg / mL 时, 双根 DNA 分子的凝聚力分别为

2. 10、2. 84、6. 02
 

pN。 在 PEG 溶液中,溶液波动或

DNA 扭转长度变短导致磁性微珠受力稍有改变时,
DNA 分子易凝聚,故后续扭转实验中 PEG 浓度最

高仅换至 200
 

mg / mL[见图 4(c)]。
在不同浓度的 PEG 溶液中,双根 DNA 扭转编

织物的长度变化趋势非常接近。 随着溶液中 PEG
浓度增加,编织物长度随圈数减小的速度几乎一

样,无论 PEG 浓度高或者低,其编织物长度与圈数

的相对关系都保持不变[见图 4(d)]。 这与不同浓

度金属离子对双根 DNA 扭转结构的影响不同。 显

然,PEG 并不能影响两 DNA 分子在相互接触、缠绕

形成超螺旋时彼此之间的力学关系,PEG 模拟的拥

挤环境对 DNA 的影响仅为压缩其轮廓长度。
2. 4　 力对双根 10

 

kb
 

DNA 扭转的影响

　 　 在不同力下,DNA 的超螺旋结构会受到一定的

影响。 本文发现,DNA 分子对的长度与力的大小呈

正相关。 当离子浓度稳定不变,改变力时,第 0 转

到第 1 转 的 长 度 ΔX0-1 变 化 规 律 为: 在 小 力

(0. 75
 

pN)下, ΔX0-1 最大; 在大力 ( 8. 25
 

pN) 下,
ΔX0-1 最小。 在小力下,DNA 分子状态较为松弛,被
磁珠带着扭转时,没有较大的力去限制分子的形

变,且扭转后 DNA 分子受力情况改变,磁珠位移相

对容易,故扭转前后长度变化较明显;在大力下,
DNA 分子趋于紧绷,磁珠旋转时,较大的力限制了

磁珠的垂直空间位移,故扭转前后长度变化较小。
此外,当溶液离子浓度稳定不变时,其长度随圈数

变化的趋势相近,曲线较为平行。 大力下,双根

DNA 扭转超螺旋结构的稳定性较好,曲线波动极

小。 小力下,双根 DNA 扭转超螺旋编织体稳定性较

差,曲线波动明显,DNA 在小力下处于不规则卷曲

状态,甚至随着扭转可能发生一些额外的缠绕或打

结(见图 5)。
本文结果提示,对于双根 DNA 扭转超螺旋,盐

浓度和力能够在一定程度上影响结构和力学性质,
但拥挤环境(PEG)对其影响仅为轮廓长度的压缩。

3　 讨论

　 　 本文利用单分子技术磁镊,研究了 3 种可能改

变扭矩的因素(盐离子浓度、PEG 浓度和力)对双根

DNA 扭转结构的影响。 两分子间距离决定了第 1

图 5　 相同离子浓度不同力下双根 DNA 扭转编织体长度随

扭转圈数的变化

Fig. 5　 Variation
 

of
 

the
 

relative
 

extension
 

of
 

double
 

DNAs
 

braids
 

with
 

the
 

number
 

of
 

rotation
 

turns
 

under
 

different
 

forces
 

with
 

the
 

same
 

ion
 

concentration
注:每个数据点经过至少 5 次重复测量,误差值与力呈反比。

转时变化的长度,在不同分子间距离条件下的双根

DNA 分子,都显示出扭转结构和性质对于 Na+ 、K+ 、
Mg2+浓度变化相似的响应,即较低浓度下,扭转编织

体长度随扭转圈数增加会更快缩短。 其区别是,在
以单价离子 Na+ 、K+ 为主要研究对象时,10

 

mmol / L
是 1 个较低的浓度,此时电荷屏蔽作用较弱,DNA
糖-磷酸骨架上携带的负电荷充分暴露,结合的阳离

子数量极少,在垂直和水平方向充分伸展,有效直

径变大,此时两根 DNA 在外力作用下被迫缠绕时,
由于其电负性相斥、自身有效直径较大,产生的编

织体直径更大。 然而在以 2 价离子 Mg2+ 为主要研

究对象时,10
 

mmol / L 约是该情况下的静电屏蔽饱

和浓度,DNA 糖-磷酸骨架上携带的负电荷基本被

Mg2+中和,即再增加离子浓度不会使双根 DNA 的扭

转结构和性质产生明显变化。
PEG 作为体外拥挤环境的模拟剂,具有良好的

水溶性和有机相溶性,与细胞内大分子物质如蛋白

质等对核酸造成的拥挤效果类似,即都会产生空间

位阻效应。 本文中使用的 PEG 浓度范围为 0 ~
200

 

mg / mL,相对分子质量为 2
 

000。 已有研究表

明,不同分子量 PEG 与不同浓度 Mg2+ 对 DNA 的压

缩作用可能存在协同或拮抗作用[18] 。 然而,在双根

DNA 扭转的拓扑结构上是否也存在类似的效应,还
有待研究。

4　 结论

　 　 受力、扭转圈数和溶液离子浓度影响的 DNA 分

子扭转能够体现出分子的扭转刚度。 分子扭转刚
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度越大,越不易被扭转;反之越容易被扭转。 研究

双根 DNA 分子的扭转能为理解 DNA 复制、转录等

提供理论基础,有助于进一步探究改变 DNA 拓扑结

构的酶的作用机制。 在细胞中,DNA 扭转将会决定

超螺旋会更容易出现在复制叉前还是复制叉后,并
且影响拓扑异构酶的作用,这是细胞顺利分裂的关

键影响因素之一。 对于真核细胞染色质在生理环

境中的单分子力学研究已经表明,核小体的存在使

得超螺旋更易发生在母链,但不同溶液环境对该过

程力学性质的影响尚不清晰。 未来将以此为基础,
对染色质的超螺旋和拓扑异构酶进行研究,并为研

究不同溶液环境中核酸拓扑结构对细胞增殖分化

造成的影响做基础铺垫。
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