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摘要  利用磁镊装置研究了纯化组蛋白对单根DNA的凝聚. 当组蛋白浓度从 0.002 mmol/L提高到 0.2  
mmol/L时, DNA的凝聚速率迅速提高, 大于 0.2 mmol/L时, 基本达到饱和. 组蛋白在低浓度时, DNA的 
凝聚曲线呈指数下降形状, 而在高浓度时, 则转化为 S 形状. 组蛋白在结合 DNA 过程中的协同被用来 
解释这种转变. 低浓度时组蛋白在DNA上随机结合, 而在高浓度时, 由于已结合上的蛋白对DNA产生 
的形变会帮助蛋白结合, 这种协同作用导致了 S形状的产生. 在较大的力的作用下, DNA/组蛋白复合体 
的解离曲线呈阶跃形, 台阶的高度约 60 nm. 同时DNA/组蛋白复合体的拉伸曲线相变平台较DNA的相 
变平台低, 说明组蛋白并不能从 DNA上完全解离.  
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组蛋白与DNA结合并压缩DNA形成染色质的基
本结构——核小体 [1], 这一过程对许多生化过程如基
因转录、复制和重组都有重要的影响 [2 ,3] . 各种不 
同的方法如电泳和电子显微镜都已经用于研究染色

质组装动力学 . 这样的研究方法能够得到统计学上
的信息, 然而并不能同步研究整个组装过程 [4~6]. 因
此研究单根DNA与组蛋白结合并压缩的过程对于研
究染色质组装动力学十分重要.  

已有一系列的在单分子水平上并加入DNA凝聚
因子对染色质组装的研究 , 这些研究都是通过记录
DNA长度随时间的变化曲线而得到动力学信息的 . 
Ladoux 等人 [7]应用荧光成像方法研究了染色质组装, 
提出了一种核小体形成的 3步模型: (ⅰ) H3-H4四聚
体随机的结合在DNA上形成H3-H4/DNA复合体; (ⅱ) 
H2A-H2B二聚体与H3-H4/DNA复合体上的两个结合
位点结合; (ⅲ) DNA继续在复合体上缠绕形成核小
体结构. Leuba 等人[8]研究了在有组装因子NAP-1 情
况下染色质的组装和去组装过程 , 发现组装速度与
所施加的磁力密切相关, 并且DNA长度间歇性伸长, 
表明组装过程是核小体组装 /去组装的动态平衡 . 
Wagner等人 [9]研究了在有组装因子  NAP-1 或带负电
分子存在的情况下组蛋白对  DNA 的凝聚, 发现根据
所用反应环境的不同和组蛋白末端是否进行了修饰, 
凝聚速率能有量级为 1 0 0 0 的差异 .  Ya n  等 
人[10]在非洲爪蟾提取液环境中研究了染色质的组装, 
发现 ATP 水解在核小体重组和解离中起着重要的作用.  

上述研究深化了我们对染色质组装的认识 , 但
是要完整地理解染色质组装的动力学, 是不够的. 例
如DNA的缩短曲线形状在不同的研究中呈现不同的
形状, 所作的解释也不尽相同[7~10]. 而且染色质的结
构和功能受许多因素影响, 如离子强度、组蛋白修饰
和组装因子等因素 [11,12]. 这些因素使得染色质组装
动力学变得十分复杂. 我们相信, 要理解染色质组装
动力学 , 第一步就要理解从纯的组蛋白在没有任何
其他因素情况下与DNA的相互作用, 这样就可以避
开各种不同因素的影响. 一旦理解了DNA与组蛋白
的相互作用 , 那么其他因素所起的作用就可以通过
一个一个地加入而研究. 普遍认为在低离子环境中, 
组蛋白与DNA在没有其他因子的参与下会形成不是
核小体结构的聚集体 [13], 但是一篇很早的论文工作
表明DNA与组蛋白能够形成核小体结构, 尽管这些
核小体并不是均匀分布在DNA上 [14]. 本文所进行的
单分子研究证实了这一结论 . 实验中观察到组蛋白
与DNA的动态结合, 并且在不同的组蛋白浓度作用
下, DNA的缩短曲线显示了不同的形状. 这些形状反
映了不同的DNA凝聚机制. 我们提出了一种简单地
考虑了协同作用的模型来解释观察到的不同形状 , 
模型与实验曲线拟合得很好.  

1  材料与方法 
1.1  材料 

所用λ-DNA 分子两个黏性末端通过  Smith 等人[15]
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的方法连上了两个标记过的 12 bp碱基片段(3′生物素
-CCCGCCGCTGGA和 3′地高辛-TCCAGCGG-CGGG). 
然后DNA与 2.8 μm修饰有链亲和素的顺磁球(M-280, 
Dynal Biotech), 3 μm修饰有反地高辛的聚苯乙烯小
球混合, 因为生物素与链亲和素能够形成共价键, 地
高辛与反地高辛形成共价键 , 这样就得到了小球 - 
DNA-小球结构的样品溶液. 修饰有反地高辛的聚苯
乙烯小球是通过在修饰有氨基的聚苯乙烯小球

(Polysciences, Warrington, PA)铺上反地高辛 (Roche 
Diagnostics Corp., Indianapolis, IN)得到的 . 组蛋白
(Sigma, 包含H2A, H2B, H3, H4)溶液用 5 mmol/L 
Tris+EDTA稀释.  

1.2  磁镊 

整个装置安装在一个倒置显微镜的样品台上(图 
1). 样品池容积约 1 mL, 通过将 3个弧形玻璃黏在玻
璃衬底上形成 , 上面盖上一钻有小孔的玻璃片以防
止空气流动的影响, 蛋白从玻璃片的小孔中加入. 一
根安装在手动操纵仪(KITE3301, World Precision In-
struments)上直径约 1 mm的磁针伸入溶液中以对磁
球施加磁力 . 一根玻璃微针安装在三维操纵仪
(MP-285, Sutter Instruments, Novato, CA)上以吸取小
球. 另外一个玻璃微针安装在样品台上, 它们的前端
开口直径约 2 μm, 是用微针拉制器(P-97, Sutter In-
struments, Novato, CA)拉制的. 两根玻璃微针都与一
端连有注射器的塑料管相连, 注射器盛有去离子水, 
并且塑料管和玻璃微针都充满了去离子水 , 这样通
过调整注射器的高度 , 可以产生正的水压或者负的
水压, 从而吸取或放掉需要操纵的小球.  

施加在磁球上的力与磁针与磁球距离相关 . 磁
力方向与显微镜焦平面平行, 这样就可以通过 40× 

 
图 1  装置图 

 
的物镜成像小球-DNA-小球结构. 图像再经两倍放大
后通过CCD装置记录, 每秒 25 帧. 磁球运动可以通
过对图像作傅里叶分析得到 [16]. 分析可以得到DNA
的长度和磁球的横向位移随时间的变化 . 磁球的横
向位移ΔX与力F的关系可以通过 BF K T= <L>/<δ x2>

得到, 这里<L>是DNA的末端长度[17]. 力的测量误差
约为 10%. 必须指出磁针的位置在DNA缩短时是固
定的, 根据我们的测量, 在此缩短长度内磁力可近似
看作恒定.  

2  结果 
2.1  凝聚动力学与力相关 

当一根 DNA如图 1所示悬浮于溶液中后, 20 μL
组蛋白溶液从上方小孔加入 . 最后样品池组蛋白的
浓度约为 0.8 mmol/L. 经过约 15 min后, DNA开始逐
渐缩短. 图 2(a)是 DNA 在 1 pN 作用下的凝聚曲线. 
平均凝聚速率可以通过从曲线中间画一切线得到(见
图  2(a)插图). 凝聚速率与施加的外力大致呈指数下
降关系(图  3). 这可以理解为施加的外力增加了结合  

 
图 2  F = 1 pN(a)和 F = 1.3 pN(b)的磁力作用下的凝聚曲线 
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图 3  凝聚速率与磁力呈指数下降关系 

 
过程的能垒. 当力增加到约 2 pN时, DNA基本不再
缩短. 在小于 1 pN力的作用下 DNA的凝聚曲线十分
平滑, 与之对比的是当力增加到 1.3 pN以上后, 曲线
呈现锯齿形状(图 2(b)). 这种DNA长度的间歇性伸长
可以解释为组蛋白从 DNA上的解离, 表明存在结合/
解离动态平衡. 这种锯齿高度高于 50 nm, 超过了整
个组蛋白八聚体上缠绕的 DNA 长度. 尽管如此, 这
种解离只能是部分的, 这是因为整个八聚体从 DNA
上解离的能垒相当高 . 因此可能出现的情况是多个
组蛋白/DNA结构同时解离. 

2.2  组蛋白与 DNA的强结合  

已经知道在生理浓度下 , 当施加在DNA上的外
力增加到约 65 pN, DNA会发生B-S相变[18,19]. 为了研
究组蛋白会对DNA的力学性质有何影响 , 我们将结
合组蛋白后的DNA进行了拉伸. 实验步骤如下: 一根
DNA两端所连小球通过两根微针吸住 , 一根微针固
定在样品台上, 用作测力探针; 另一根安装在操纵仪
上. 移动第二根微针将DNA拉伸到B-S相变平台. 然
后DNA被移回 6 μm处, 加入组蛋白. 当过 15 min反应
完全后重新拉伸. 图 4比较了结合组蛋白后的DNA的
拉伸曲线与单根DNA的拉伸曲线 . 微针的弹性系数
为 72 pN/μm. 在 15 pN以上的力的作用下, 复合体拉
伸曲线出现锯齿状 , 与Bennink等人 [20]的结果相似 . 
这种锯齿状曲线可以理解为组蛋白/DNA复合体的逐
步解离. 锯齿的向上部分显示复合体正在解离, 而接
下来的下降表明复合体的重新组织. 但是曲线并没有
呈现出明显的周期状. 这可以归因于两个因素. 首先
装置的低精度限制了更多细节的展示, 而且组蛋白在
DNA上的结合由于没有组装因子的参与 , 是随机分
布的, 在 15 pN以上力的作用下组蛋白-组蛋白吸附仍

然存在, 能允许更多弛豫. 当DNA继续被拉伸时, 更
多复合体结构被破坏, 直至相变平台出现. 有趣的是, 
平台与未加入蛋白前DNA的相比, 不仅提前出现, 而
且平台也下降了. 组蛋白缓冲液的因素可以排除, 因
为缓冲液环境与样品池内一样. 显然结合上的组蛋白
改变了DNA的力学性质, 组蛋白在 65 pN以上的力的
作用下仍能结合DNA, 强的拉伸力并不能完全将组
蛋白从DNA上完全解离.  

 
图 4  结合组蛋白后的 DNA的拉伸曲线(a)与单根 DNA的

拉伸曲线(b)的比较 
 

2.3  DNA-histone复合体被逐步解离 

当一较大的力作用于凝聚后的DNA上 , 复合体
结构可以被破坏. 长度-时间曲线呈现阶跃状(图 5), 
表明复合体结构被一个个破坏. 目前阶段我们不能确
定复合体的确切结构. 但是观察到的约 60 nm阶距(见
图 5 插图)与在染色质拉伸实验中观察到的阶距十分
吻合[21], 表明复合体结构可能存在核小体典型结构.  

 
图 5  在F = 30 pN下复合体随时间变化的解离曲线 

插图可以看出圆形区域内离散的阶距 
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2.4  低组蛋白浓度下凝聚曲线呈指数下降形状, 而
高浓度下呈 S形状 

我们研究了不同组蛋白浓度下DNA的凝聚过程. 
当组蛋白浓度高于 2 nmol/L时, DNA开始凝聚. 图 6
是组蛋白浓度为 10 nmol/L时的DNA凝聚曲线. 在如
此低的蛋白浓度下, DNA只能缩短约 2 μm, 而且曲线
呈指数下降形状 . 这种指数下降形状表明组蛋白在  

DNA 上的结合是随机独立的 . 也就是说 , 一个组蛋
白在DNA上的结合并不影响其他蛋白在DNA上的结
合. 一根DNA可以看作一根半柔性链, 被半径为r的
蛋白质氛围包围(图 7), 在此范围内的蛋白能与  DNA 

有 效 地 结 合 . 在 此 范 围 内 的 蛋 白 数 正 比 于

p ( ( ) )fC L t L− , 这里  Cp是蛋白浓度 , L(t)是时间 t时

DNA的长度, Lf是DNA最后达到的长度. 假设凝聚速
率正比于蛋白数目, 可得 
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 p f
d ( ( ) ),
d
LV kC L t
t

= − = − L  (1) 

 
图 6  组蛋白浓度为 10 nmol/L时 DNA的凝聚曲线 

 
图 7  在外力作用下的一根 DNA 可以被看作一根半柔 
性链, 被圆柱状氛围的蛋白包围. 当一个蛋白结合上DNA
后, 由于其对 DNA造成的形变会存在一个协同范围. 协

同范围的重合就导致了组蛋白结合的协同 

解(1)式得 

 0( )
f 0 f( ) ( )e ,K t tL t L L L − −= + −  (2) 

这里 p ,K kC=  L0 是DNA的初始长度. (2)式很好地解

释了低浓度下的曲线形状(见图 6). 
当浓度从 2 nmol/L 提高到 200 nmol/L时, 凝聚

速率迅速增加. 当浓度增加到 200 nmol/L时, 速率接
近饱和, 在此情况下曲线形状呈 S 形状(图 8), 表明 
存在另一与低浓度情况下不同的结合模式 .  根据 
Rudnick 和  Bruinsma[22]的分析 , 当一个蛋白结合到
DNA 上 , 存在一个与力相关的协同范围 , 在此范围
内能够促进其他蛋白的结合(图  7). 可以合理地推断
协同程度与已结合上的蛋白数目成正比 . 结合上的
蛋白数目 b 0 0( (N k L L t)),= −  这里 k0是能引起单位

DNA长度缩短的蛋白数目 , 是时间为 t时
DNA所缩短的长度, 可得 

0 ( )L L t−

 p f 0 0
d ( ( ) ) ( ( )),
d
LV kC L t L k L L
t

= − = − − t  (3) 

 
图 8  随着组蛋白浓度的增加, 凝聚速率逐渐增加 

 
一方面, DNA长度的缩短减少了有效反应体积, 倾向
于降低凝聚速率. 另一方面, 结合上的蛋白会促进其
他蛋白的结合, 倾向于增加凝聚速率. 解(3)式得  

 

0 f h

0 f h

( ) ( )0 h
0 f

h f

( ) ( )0

h f

e
( ) ,

1 e

L L K t t

L L K t th

L LL L
L L

L t
L L
L L

− ⋅ ⋅ −

− ⋅ ⋅ −

⎛ ⎞−
+ ⎜ ⎟−⎝ ⎠=

⎛ ⎞−
+ ⎜ ⎟−⎝ ⎠

 (4) 

这里 p 0.K kC k=  必须指出这里的 K 不同于(2)式中 

的K. 在时间 t h时DNA的长度和最后长度L f可以从 
曲线中得到 . (4)式与实验曲线符合得非常好(见图 
2(a)).  
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2.5  讨论 

单分子技术已经被广泛用于研究生化过程中的

动力学 . 在本文中我们研究了单分子水平上的由组
蛋白引起的 DNA 凝聚的动力学. 研究发现凝聚曲线
形状与组蛋白的浓度相关 . 我们提出了一个考虑了
组蛋白之间协同作用的模型来解释观察到的 S 形凝
聚曲线. 必须指出该模型是较粗糙的, 只是用来描述
凝聚速率 . 我们忽略了组蛋白的不同成分逐步结合
上去的机理, 尽管经过了简化, 该模型还是很好地符
合了实验数据.  

必须指出在本文中我们只研究了组蛋白/DNA复
合体的形成, 不同于染色质的核小体结构. 尽管如此, 
将本文实验结果与已发表的关于染色质组装结果比

较是相当有意义的. 在染色质组装实验中, 染色质是
在组蛋白与组装因子如NAP-1 的共存下形成的. 根
据Bennink等人[20]和Leuba等人[8]的实验结果, DNA在
有组装因子的情况下能够克服约 10 pN的力形成核小
体结构, 不同于本文观察到的约 2 pN的数值. 两者的
不同可以推断出组装因子的存在能够帮助组蛋白克

服能垒与DNA结合. 由于组蛋白引起的DNA的B-S相
变平台降低和提前(图 4)表明将组蛋白从DNA完全解
离十分困难. Bennink等人拉伸单根染色质到了相变
平台, 但是并没有发现平台的变化. 与本文结果的比
较可能归因于组装因子的存在会帮助组蛋白从DNA
上解离.  

3  结论 
我们研究了组蛋白与 DNA在单分子水平上的相

互作用, 通过 DNA 的凝聚曲线和拉伸曲线得到了两
者的相互作用信息. 同时发现组蛋白/DNA 复合体的
力-长度曲线与DNA的曲线不同, 表明组蛋白与DNA
存在强结合. 凝聚曲线能够很好地符合一个考虑了协
同作用的模型, 表明两者的结合过程是协同的.  
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