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摘要  光镊采用聚焦的激光束束缚微米、纳米级的粒子，具有亚皮牛级的力分辨率和亚毫秒级的时间响应，在单分

子生物物理中具有广泛的应用。通过化学耦链将生物大分子连接到高分子微球上，光镊可以测量大分子的伸长以

及受力，进而研究 DNA‐蛋白质相互作用、蛋白质折叠及分子马达机械化学性质等动态过程。简要介绍光镊的基本

原理和常见的单分子光镊几何构型，并以双光镊为例，介绍如何设计和搭建光镊设备、所涉及的技术原理、稳定性与

降噪处理方法以及分辨率测试方法。以国家蛋白质科学研究（上海）设施的双光镊实验装置为例，论述双光镊在单

分子生物物理中的应用及进展。最后，对单分子光镊技术的发展前景作出展望。
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1　引　　言

1970 年，阿什金（Ashkin）［1］提出单个连续可见激

光的辐射压可以加速液体或气体中微粒的移动，而两

个相对的激光光束能够束缚悬浮的粒子，并减缓其运

动，这一技术后来被用于冷却原子并构建玻色-爱因斯

坦凝聚态。激光辐射压沿着光的传播方向，单个光束

并不能将粒子束缚在特定位置。1986 年，Ashkin 等［2］

采用高度会聚的显微物镜聚焦光束，形成大的光强梯

度，实现单光束光阱，即众所周知的“光镊”（OT）。激

光冷却原子以及激光光镊的主要贡献人分别在 1997
年与 2018 年获得诺贝尔物理学奖，意味着科学界对这

两项光学技术的认可。光镊利用一束高度会聚的激光

形成稳定的三维陷阱，能够捕获、移动微米级粒子并测

量粒子的位移和受力。经过近 40 年的发展，光镊在技

术方法和应用上有了长足的进步。除了传统单光镊被

广泛用于捕获微米级粒子外，在单光镊的基础上，开发

出更高精度及操控度的双光镊，弥补了单光镊容易受

机械噪声干扰的缺陷。此外，全息光镊的开发使得多

粒子的捕获成为现实［3］，等离子体光镊的出现则进一

步提高了捕获精度，实现了纳米尺度的操控［4］。为了

能够灵活控制复杂的设备，光纤光镊应运而生，它具有

极大的操作灵活性，并大大增加了样品的适用度［5］。

新型电泳光镊则是将电泳现象应用在光学操纵中，将

传统光镊的激光功率降低至原来的 1% 甚至 0.1%，实

现了对生物细胞的无损捕获［6］，而基于光子喷流的新

型操控手段又拓展了光学力的应用范围［7-8］。

Ashkin 等［9］在早期工作中操控光镊捕获单个烟草

花叶病毒，这一工作打开了利用光镊研究生物的大门。

相较于全息光镊、等离子体光镊，双光镊因其稳定性高

和适用性广，已被广泛用于分子生物学及生物物理学

研究中，并形成成熟的研究体系，成为科研人员研究单

分子生物物理的常选技术之一。传统双光镊具有亚皮

牛级力测量精度和亚纳米级位移测量精度［10-12］，在单

个生物大分子的机械力学特性研究中具有独特的优

势，尤其在蛋白质和核酸的动态折叠、分子马达机械特

性等研究中发挥着不可替代的作用。这些生物大分子

在细胞中参与重要的生命活动。双光镊技术帮助我们

从分子水平上了解传统生物化学实验中难以验证的细

节，例如检测到大肠杆菌 RNA 聚合酶在双链 DNA 以

单碱基对（bp）的步长易位，在单分子层次理解其在转

录过程中的校正机制等［13-14］。此外，双光镊还成功用

于 DNA 复制［15］、转录动力学［16］、核糖体新生链的共翻

译折叠［17］等过程的研究。双光镊和其他技术的结合也

拓宽了其在生物学中的应用，例如双光镊与超分辨荧

光成像技术的结合实现了单分子的直接可视化，被认

为是详细研究生物分子系统的有效方法。这些技术上

的发展使得双光镊成为生物学研究中的有力工具。总

的来说，单分子双光镊能够监测单个分子的动态行为，

帮助我们了解更多的生物反应细节，进一步理解复杂

的生物过程。传统方法一般是通过测量分子平均行为

来表征生物过程［18］。利用双光镊在单分子水平上展开

与常规测量互补的研究，是分子生物学及生物物理学

发展的必然趋势。
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本文依据微粒大小与光波长之间的关系对光镊

原理展开介绍，并概述了单光镊、双光镊及角光镊

（AOT）等常用的光镊系统及其涉及的几何结构。

相较于其他光镊系统，双光镊的“哑铃”几何结构具

有更好的稳定性及更高的分辨率。首先，我们以国

家蛋白质科学研究（上海）设施的激光双光镊实验装

置为例，介绍如何设计和搭建光镊设备、所涉及的技

术原理、稳定性与降噪处理方法以及分辨率测试方

法。然后，以中心法则为背景讨论了双光镊在蛋白

质动态折叠、DNA-蛋白复合物及分子马达的机械化

学性质等研究中的作用。近年来在传统光镊的基础

上，涌现出了多种光镊变体。例如双光镊拉曼光谱

完成了非直接接触情况下操纵单分子和测量拉曼光

谱的同步结合，双光镊与单分子荧光检测及超高分

辨率成像技术的结合实现了在三维空间对单分子同

时进行成像和操控。这些技术的出现也将双光镊的

应用推上了另一个阶段。最后，对光镊技术的发展

前景作出展望。

2　光镊的原理及单分子光镊系统

2.1　光镊的基本原理

当光子被吸收性颗粒吸收后，其所携带的动量会

传递给粒子，对粒子施加前向散射力。粒子在具有梯

度的光场中还会受到光强梯度力的作用而向光阱中心

运动。光束作用在球形微粒上会产生光学力。依据微

粒的大小分类，通过简化和近似能够对光学力进行定

量计算［19］。在计算过程中通过尺寸参数 x = km r 来确

定近似值的有效范围，其中 km = 2πnm λ0 是微粒周围

介质的光波数，r 是微粒半径，λ0 是真空条件下捕获激

光的波长，nm 是周围介质的折射率。

当粒径远大于激光波长，即 x ≫ 1 时，可以用几何

光学近似计算光学力［21］。大多数光镊中使用的微球可

以看作是折射物体，照射在微粒上的光束可以被视为

光线的集合［12］。设微粒折射率大于周围介质折射率，

经显微镜高度会聚的激光束作用在透明微粒上时，激

光束在微粒表面折射会引起光子动量的改变，此时微

粒受到的光场作用力包括梯度力和散射力。在高斯分

布的非均匀光场中，微粒会在空间光梯度方向上受到

横向梯度回复力和轴向梯度回复力。以横向梯度回复

力分析为例［图 1（a）［20］］，假设光线 p1 和 p2 具有不同的

强度，作用在微粒上时发生折射作用，产生不同大小的

动量变化（分别为 Δp1 和 Δp2），此时微粒受到等同于动

量变化的反作用力-dp1 和-dp2，这两个反作用力在 x
轴的合力-dpx 将粒子拉向光束中心［图 1（a）］。同理，

轴向梯度力也会产生朝向焦点的回复力［图 1（b）［20］］。

散射力将微粒沿正 z 方向推离焦点，在显微镜的高度

聚焦下，沿正 z 方向的散射力与沿负 z 方向的梯度力相

互补偿，将微球稳定捕获。

为 分 析 远 大 于 激 光 波 长 的 米 氏 粒 子 的 受 力 ，

Ashkin［21］在 1992 年提出了几何光学（射线）模型。如

图 1（c）所示，假设单根功率为 P 的光线以入射角 θ入射

到一个介质球表面上并经过多次反射及折射，其菲涅

耳反射和透射系数分别以 R 和 T来表示，微球所受到的

总力由反射光线功率 PR 和无限次递减的出射折射功

率 PT 2，PT 2 R，…，PT 2 Rn，…所决定，通过原点 O 的净

作用力可分为 Fz 和 Fy。在 z 轴和 y 轴方向对所有光线

产生的力求和，可得到该光线在 z轴和 y轴上的作用力：

Fz = F scat =
n1 P

c
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式中：θ 和 γ 分别为入射角和折射角；n1 为微球周围环

境的折射率；沿入射光线方向的分量定义为散射力

图 1　光镊的基本原理。（a）非均匀场下大于光波长的微粒所受

的横向梯度力［20］。（b）朝向捕获激光焦点的轴向梯度力［20］。

（c）单根光线的射线模型［21］。（d）小于光波长的偶极子会受

到散射力（F scat，红色箭头）和梯度力（F grad，黑色箭头）［12］

Fig.  1　Basic principle of optical tweezers.  (a) Lateral gradient 
force on particles larger than wavelength in non-uniform 
field[20].  (b) Axial gradient force towards trapping laser 
focus[20].  (c) Ray model for optical force[21].  (d) Dipoles 
smaller than wavelength are subject to scattering forces 
(F scat, red arrows) and gradient forces (F grad, black 

arrows)[12]

F scat；垂直于入射光线方向的分量定义为梯度力 F grad。

入射光场可以分解成一份一份的射线，分别计算

z方向与 y 方向作用力并求和，得到总作用力大小。

当粒径 r远小于激光波长 λ0，即 x ≪ 1时，可以采用

偶极近似来计算光学力，将瑞利粒子视为偶极子［22-24］，

此时微粒内部被认为是均匀的 ( x| np nm| ≪ 1 )［23，25］。

如果外磁场不太大，微粒的偶极矩 p ( r，t )可以用极化

率 αp 来表征［26］：

αp = α0 (1 - i k 3
m α0

6πεm )
-1

， （3）

式 中 ：α0 = 3Vεm ( εp - εm ) / ( εp + 2εm ) 为 粒 子 的 极 化

率；εm 为介质的介电常数；α0 为静态克劳修斯 -莫索蒂

极化率；V 为微粒体积；εp 为微粒的介电常数。

偶极子的极化率与截面有关。光学力可以分为消

光（σext）、散射（σ scat）和吸收（σ abs）三部分，σ abs = σext -
σ scat。因此对于极化率为 αp 的微粒，可以将消光和散射

截面写为 σext，d = km

εm
ℑ{αp}，  σ scat，d = k 4

m

6πε2
m
| αp |

2
。

在偶极近似下，一个微粒在被时变电磁场照射时

所经历的时间平均光学力可表示为［22，24，27］

F DA = 1
2 ℜì

í
î
∑

i

αp Ei ∇E *
i
ü
ý
þ
， （4）

式中：Ei 为电场分量。

由式（4）可以用消光截面和微粒极化率来写出光

学力［22，24，27-29］：

F DA = 1
2

nm

cεm
ℜ{αp}∇I (r)+ nm

c
σext S -

1
2 cnm σext ∇ × s ， （5）

式中：I (r)= 1
2 nm c |E (r) | 2为电场强度；S = 1

2 ℜ{E×

H *}为入射波的时间平均坡印廷矢量；s = i εm

2ω
E ×

E * 为时间平均自旋角动量密度。

式（5）中的第一项为梯度力，由电场中的偶极子势

能产生，具有正 ℜ{αp}的微粒将被吸引到光场的高强

度区域。第二项为辐射压力引起的非保守散射力，沿

着激光束传播的方向。最后一项是一个与自旋相关的

力，通常不会在光捕获中起主要作用。对于聚焦激光

束中存在的偶极子，梯度力倾向于将其吸引向光束的

焦点，从而抵消散射力的影响，该散射力将沿入射光传

播方向推动微粒［图 1（d）［12］］。

当粒径 r 与激光波长 λ0 相近时，可将光阱与微粒

之间的相互作用看作电磁散射，使用电磁模型计算光

阱力。目前常用的电磁散射场计算方法有时域有限差

分法（FDTD）［30］、有限元法（FEM）［31-32］、广义洛伦茨 -

米氏理论法（GLMT）［33］和 T 矩阵法［34-35］等。其中 T 矩

阵法能够用于计算任意形状的均匀介质粒子，而且只

要计算一次，就能重复用于该微粒任意位置及方向的

捕获力计算。使用 T 矩阵法首先需要计算光阱捕获微

粒的 T 矩阵［36］，并得到入射场展开系数，随后通过 T 矩

阵和入射场展开系数得到出射场展开系数，进而计算

出光阱力。

根据 T 矩阵法基本原理，入射场和散射场的展开

系数之间存在一定的线性关系，可通过 T 矩阵联系［37］：

é
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pnm = ∑
n'm '
( )T 11

nmn'm' an'm ' + T 12
nmn'm' bn'm ' ， （7）

qnm = ∑
n'm '
( )T 21

nmn'm' an'm ' + T 22
nmn'm' bn'm ' ， （8）

式中：anm，bnm 为入射场的展开系数，简写为 a 和 b；pnm，

qnm 为散射场的展开系数，简写为 p 和 q。
入射激光条件是已知的，根据入射激光条件可以

得到 anm 和 bnm，只要得到微粒的 T 矩阵，就能够求得

pnm 和 qnm。

扩展边界条件法（EBCM）［38］是计算 T 矩阵最常用

的方法之一，通过该方法得到 T 矩阵的计算公式如下：

T = -Q ( 1 )(Q( )3 ) ( )-1
。 （9）

根据微粒尺寸等参数，计算出 T 矩阵，并随之推算

出散射场的展开系数。在确定入射场及散射场之后，

通过麦克斯韦应力张量积分得到作用在微粒上的捕获

力［39］，其辐射捕获力可以通过入射场及散射场的展开

系数来表示：

Fz = - ε
2k 2 ∑

n = 1

∞

∑
m = -n

n

Im é
ë
êêêê

1
n + 1

n ( )n + 2 ( )n - m + 1 ( )n + m + 1
( )2n + 1 ( )2n + 3

⋅

(2p*
n + 1，m pnm + 2q*

n + 1，m qnm + p*
n + 1 anm + a *

n + 1，m pnm + q*
n + 1 bnm + b *

n + 1，m qnm )+
ù

û

ú
úú
úm

n ( )n + 1
i ( )2qnm p*

nm + pnm b*
nm + anm q*

nm ， （10）

式中：k为波数；ε为微粒周围环境的介电常数。

对于纳米光子学中的场分布受到周围环境影响的

情况，一般可用 FDTD 计算总的散射光场分布，并通

过麦克斯韦应力张量数值积分来获得光学力。这种方

法适合于周边环境复杂和粒子不规则的情况。

分析光镊与微粒之间的作用力具有重大的理论意
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F scat；垂直于入射光线方向的分量定义为梯度力 F grad。

入射光场可以分解成一份一份的射线，分别计算

z方向与 y 方向作用力并求和，得到总作用力大小。

当粒径 r远小于激光波长 λ0，即 x ≪ 1时，可以采用

偶极近似来计算光学力，将瑞利粒子视为偶极子［22-24］，

此时微粒内部被认为是均匀的 ( x| np nm| ≪ 1 )［23，25］。

如果外磁场不太大，微粒的偶极矩 p ( r，t )可以用极化

率 αp 来表征［26］：

αp = α0 (1 - i k 3
m α0

6πεm )
-1

， （3）

式 中 ：α0 = 3Vεm ( εp - εm ) / ( εp + 2εm ) 为 粒 子 的 极 化

率；εm 为介质的介电常数；α0 为静态克劳修斯 -莫索蒂

极化率；V 为微粒体积；εp 为微粒的介电常数。

偶极子的极化率与截面有关。光学力可以分为消

光（σext）、散射（σ scat）和吸收（σ abs）三部分，σ abs = σext -
σ scat。因此对于极化率为 αp 的微粒，可以将消光和散射

截面写为 σext，d = km

εm
ℑ{αp}，  σ scat，d = k 4

m

6πε2
m
| αp |

2
。

在偶极近似下，一个微粒在被时变电磁场照射时

所经历的时间平均光学力可表示为［22，24，27］

F DA = 1
2 ℜì

í
î
∑

i

αp Ei ∇E *
i
ü
ý
þ
， （4）

式中：Ei 为电场分量。

由式（4）可以用消光截面和微粒极化率来写出光

学力［22，24，27-29］：

F DA = 1
2

nm

cεm
ℜ{αp}∇I (r)+ nm

c
σext S -

1
2 cnm σext ∇ × s ， （5）

式中：I (r)= 1
2 nm c |E (r) | 2为电场强度；S = 1

2 ℜ{E×

H *}为入射波的时间平均坡印廷矢量；s = i εm

2ω
E ×

E * 为时间平均自旋角动量密度。

式（5）中的第一项为梯度力，由电场中的偶极子势

能产生，具有正 ℜ{αp}的微粒将被吸引到光场的高强

度区域。第二项为辐射压力引起的非保守散射力，沿

着激光束传播的方向。最后一项是一个与自旋相关的

力，通常不会在光捕获中起主要作用。对于聚焦激光

束中存在的偶极子，梯度力倾向于将其吸引向光束的

焦点，从而抵消散射力的影响，该散射力将沿入射光传

播方向推动微粒［图 1（d）［12］］。

当粒径 r 与激光波长 λ0 相近时，可将光阱与微粒

之间的相互作用看作电磁散射，使用电磁模型计算光

阱力。目前常用的电磁散射场计算方法有时域有限差

分法（FDTD）［30］、有限元法（FEM）［31-32］、广义洛伦茨 -

米氏理论法（GLMT）［33］和 T 矩阵法［34-35］等。其中 T 矩

阵法能够用于计算任意形状的均匀介质粒子，而且只

要计算一次，就能重复用于该微粒任意位置及方向的

捕获力计算。使用 T 矩阵法首先需要计算光阱捕获微

粒的 T 矩阵［36］，并得到入射场展开系数，随后通过 T 矩

阵和入射场展开系数得到出射场展开系数，进而计算

出光阱力。

根据 T 矩阵法基本原理，入射场和散射场的展开

系数之间存在一定的线性关系，可通过 T 矩阵联系［37］：

é

ë
ê
êê
ê ù

û
úúúú

p
q

= T é
ë
êêêê ù
û
úúúúa

b
= é
ë
êêêê ù

û
úúúúT 11 T 12

T 21 T 22
é
ë
êêêê ù
û
úúúúa

b
， （6）

pnm = ∑
n'm '
( )T 11

nmn'm' an'm ' + T 12
nmn'm' bn'm ' ， （7）

qnm = ∑
n'm '
( )T 21

nmn'm' an'm ' + T 22
nmn'm' bn'm ' ， （8）

式中：anm，bnm 为入射场的展开系数，简写为 a 和 b；pnm，

qnm 为散射场的展开系数，简写为 p 和 q。
入射激光条件是已知的，根据入射激光条件可以

得到 anm 和 bnm，只要得到微粒的 T 矩阵，就能够求得

pnm 和 qnm。

扩展边界条件法（EBCM）［38］是计算 T 矩阵最常用

的方法之一，通过该方法得到 T 矩阵的计算公式如下：

T = -Q ( 1 )(Q( )3 ) ( )-1
。 （9）

根据微粒尺寸等参数，计算出 T 矩阵，并随之推算

出散射场的展开系数。在确定入射场及散射场之后，

通过麦克斯韦应力张量积分得到作用在微粒上的捕获

力［39］，其辐射捕获力可以通过入射场及散射场的展开

系数来表示：

Fz = - ε
2k 2 ∑

n = 1

∞

∑
m = -n

n

Im é
ë
êêêê

1
n + 1

n ( )n + 2 ( )n - m + 1 ( )n + m + 1
( )2n + 1 ( )2n + 3

⋅

(2p*
n + 1，m pnm + 2q*

n + 1，m qnm + p*
n + 1 anm + a *

n + 1，m pnm + q*
n + 1 bnm + b *

n + 1，m qnm )+
ù

û

ú
úú
úm

n ( )n + 1
i ( )2qnm p*

nm + pnm b*
nm + anm q*

nm ， （10）

式中：k为波数；ε为微粒周围环境的介电常数。

对于纳米光子学中的场分布受到周围环境影响的

情况，一般可用 FDTD 计算总的散射光场分布，并通

过麦克斯韦应力张量数值积分来获得光学力。这种方

法适合于周边环境复杂和粒子不规则的情况。

分析光镊与微粒之间的作用力具有重大的理论意
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义。不同尺寸微粒的理论模型各不相同，根据理论模

型得到的作用力除了受光波长和微粒形状影响外，还

与激光功率、微粒材质及液体环境等因素紧密相关，

而这些因素也会对光镊实验的结果产生一定的影响。

理论计算的作用力能够为光镊实验中遇到的实际问

题提供理论支撑，指导科研人员优化和改良光镊的性

能与结构，提高其操控微粒的能力。因此，推进光学

力理论模型的研究对光镊技术的发展有着至关重要

的作用。

2.2　常见的单分子生物光镊系统的几何结构

在单分子检测中，需要操纵单个蛋白质、核酸等生

物大分子，而这些纳米级尺寸的单分子不易被直接操

纵。一般将单分子通过化学耦连固定在微球上，利用

光镊操控微球间接实现对单分子的操控，同时测量单

分子的末端距和受力大小。在单分子实验中，常用的

光镊系统有单光镊、双光镊以及角光镊。

单光镊中，生物大分子的一端被固定在玻片表面

或毛细管吸住的微球上，另一端与单光镊中的微球共

价耦连［图 2（a）和图 2（b）［40］］。单光镊可以测量生物

分子的受力大小以及动态折叠等信号，但机械噪声会

通过玻片以及电动平台耦合到测量系统，且存在微球

容易撞到玻片表面、测量精度差、信噪比低等缺点［41］。

采用差分探测的双光镊有效地避免了由玻片引入

的机械噪声［44］。生物分子被固定在两个光阱各自捕获

的微球之间形成“哑铃”结构［图 2（c）［40］］。这种结构

有效地将样品与样品池及其相关的机械振动和漂移分

离［45］。与单光阱几何结构相比，“哑铃”结构具有更好

的稳定性和抗噪性，受物镜漂移的影响更小，分辨率

更高［44］。

角光镊的出现使得直接控制和测量单分子生物系

统中的扭矩和旋转成为可能［46］。在角光镊实验中，单

分子的一端固定在显微镜玻片表面，另一端固定在具

有双折射特性的微粒底部，通过控制激光偏振来操纵

双折射粒子上的单分子扭矩。角光镊已广泛用于测量

DNA 超螺旋扭矩［图 2（d）［42］］、染色质纤维扭矩等过

程［42，47］。 以 测 量 单 个 DNA 超 螺 旋 扭 转 为 例［42］，将

DNA 分子在纳米圆柱和玻片上固定后，使用角光镊将

染色质纤维从盖玻片上提起并置于恒定力下，圆柱体

以恒定速率旋转以在 DNA 中引入超螺旋时，可以同时

测量到圆柱体上力、位移、扭矩等变化。然而，AOT 在

图 2　常见的光阱系统的几何结构。（a）单光阱几何结构，单个 DNA 分子的一端共价结合在微球上，另一端固定在玻片表面［40］。

（b）光阱 -吸管几何结构，与固定在玻片表面的几何结构不同点在于单个 DNA 分子的另一端固定在毛细管吸住的微球上［40］。

（c）双光阱“哑铃”结构，单个 DNA 分子被束缚在两个被捕获的微球之间［40］。（d）角光镊测量超螺旋 DNA 分子所需扭矩的实验

装置［42］。（e）四光阱光镊操控两条 DNA 分子［43］

Fig.  2　Optical trapping strategies for single-molecule studies.  (a) Single beam optical trap.  A single DNA molecule is tethered 
between trapped bead and bottom glass slide[40].  (b) Trap-pipette geometry.  A molecule is attached to a second bead held 
by suction into a micropipette[40].  (c) Dual-trap “ dumbbell ” assay.  A molecule is tethered between two trapped beads[40].  
(d) Experimental configuration to measure supercoil torque on a DNA molecule with AOT[42].  (e) Quadruple-trap optical 

tweezers manipulate dual DNA molecules[43]

仪器设计和数据采集处理等方面要比差分探测双光镊

复杂很多。在 AOT 实验操作过程中需要保持激光的

线性偏振并实时校正与线性偏振的偏差，此外还需要

纳米尺度的石英圆柱体及精确的扭矩测量，这些较高

的条件和操作要求使得 AOT 的使用更加复杂［12］。

除研究单分子机械力或者力矩外，光镊仪器发展

的两个主要趋势是采用结构光实现复杂操控以及多功

能光镊的研发［48］。为研究两个 DNA 链之间的相互作

用，人们发展了新的四光阱光镊，同时操纵独立的两条

分子链［图 2（e）［43］］。四光阱不仅能够控制分子链的

几何形状，而且可以量化它们之间的相互作用［43］。除

了常用的光镊系统外，为实现不同功能，光镊系统还常

与显微镜系统相结合，如微分干涉对比显微镜（DIC）
等［49］。各种成像技术的涌现促进了多功能光镊的发

展，在实现大分子操控的同时进行高分辨率的可视化。

随着荧光成像技术的快速发展和成像分辨率的不断提

高，光镊与荧光相结合的混合仪器越来越受欢迎，目前

已 经 存 在 光 镊 与 宽 场 落 射 荧 光［50］、全 内 反 射 荧 光

（TIRF）［51］、Förster 共振能量转移（FRET）［52］等技术相

结合的仪器［12］。这些技术的助力使得光镊数据可以与

高分辨率可视化系统提供单分子多维度信息。

2.3　国家蛋白质科学研究（上海）设施的双光镊实验

装置介绍

国家蛋白质科学研究（上海）设施作为上海市承建

的重大科技基础设施，自 2012 年开始自主研制高精度

的激光光镊系统，并于 2015 年通过国家发改委组织的

设施验收。作为大科学装置的核心研制仪器，高精度

激光光镊采用差分探测的双光镊［44，53］［图 3（a）］，可以操

控和追踪微球并测量记录两个颗粒间的作用力与位置

状态等信息，主要用于研究蛋白质的折叠、RNA 聚合酶

相互作用等生物大分子的机械力学特性和动力学机

理。该设备微球定位精度优于 0.5 nm，力的测量范围在

0.1~200 pN，时间测量精度优于 0.1 ms。该系统通过

建立恒温恒湿的光学实验室以及差分探测系统，实现

对微纳米颗粒位置及力学信号的长时间高精度测量。

激光源采用中心波长为 1064 nm 的连续波激光器

（J20I-BL-206C，定制 10 m 光纤束，Spectra-Physics），电

光隔离器（ISO，IO-3-1064-VHP，Thorlabs）隔离背反射

光，以防止损坏激光腔导致光功率不稳定。第一个半

波片（HW1）与偏振分束器（PBS1）相结合以控制总功

率，第二个半波片（HW2）用以分配激光功率到两个光

阱。第一个望远镜 T1 可将光束直径扩大到 4 mm 左

右，扩展的光束通过一对偏振分束器（PBS2 和 PBS3）
进行分离和组合，其中一个光束保持固定，另一个光束

由压电台（Nano-MTA2X， Mad City Labs， Inc.）驱动

的可移动反射镜控制。第二个望远镜 T2 将光束直径

扩大两倍并将压电镜平面成像到捕获物镜［OB1， 数值

孔径（NA）为 1.2， UPLSAPO60XWIR-2，Olympus］的

后焦面上。通过用高透射水浸物镜聚焦两个正交偏振

的 1064 nm 激光束形成两个激光光阱。为了最大限度

地提高检测效率，捕获和探测使用两个相同物镜（OB1
和 OB2），且物镜在捕获波长（1064 nm）处具有高的透射

图 3　用于单分子研究的双光镊示意图。（a）双光镊的布局。（b）单分子光镊实验系统示意图，预组装的 SNARE 蛋白复合物通过二硫

键与 2260 bp DNA 手柄交联。（c）恒定光阱距离下单个 SNARE 复合体的伸长 -时间轨迹，红线显示为由隐马尔可夫模型

（HMM）拟合的状态，下方为 SNARE 复合物不同构象示意图

Fig.  3　Schematics of dual-trap optical tweezers for single-molecule study.  (a) Layout of dual-trap optical tweezers.  (b) Schematics 
of single-molecule essay.  Preassembled SNARE complex was crosslinked to 2260 bp DNA handle through disulfide 
bond.  (c) Extension-time trajectories of single SNARE complexes under constant trap separation.  Ideal state transitions derived 

from hidden-Markov model (HMM) are expressed in red lines.  Configurations for each state are represented at the bottom
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仪器设计和数据采集处理等方面要比差分探测双光镊

复杂很多。在 AOT 实验操作过程中需要保持激光的

线性偏振并实时校正与线性偏振的偏差，此外还需要

纳米尺度的石英圆柱体及精确的扭矩测量，这些较高

的条件和操作要求使得 AOT 的使用更加复杂［12］。

除研究单分子机械力或者力矩外，光镊仪器发展

的两个主要趋势是采用结构光实现复杂操控以及多功

能光镊的研发［48］。为研究两个 DNA 链之间的相互作

用，人们发展了新的四光阱光镊，同时操纵独立的两条

分子链［图 2（e）［43］］。四光阱不仅能够控制分子链的

几何形状，而且可以量化它们之间的相互作用［43］。除

了常用的光镊系统外，为实现不同功能，光镊系统还常

与显微镜系统相结合，如微分干涉对比显微镜（DIC）
等［49］。各种成像技术的涌现促进了多功能光镊的发

展，在实现大分子操控的同时进行高分辨率的可视化。

随着荧光成像技术的快速发展和成像分辨率的不断提

高，光镊与荧光相结合的混合仪器越来越受欢迎，目前

已 经 存 在 光 镊 与 宽 场 落 射 荧 光［50］、全 内 反 射 荧 光

（TIRF）［51］、Förster 共振能量转移（FRET）［52］等技术相

结合的仪器［12］。这些技术的助力使得光镊数据可以与

高分辨率可视化系统提供单分子多维度信息。

2.3　国家蛋白质科学研究（上海）设施的双光镊实验

装置介绍

国家蛋白质科学研究（上海）设施作为上海市承建

的重大科技基础设施，自 2012 年开始自主研制高精度

的激光光镊系统，并于 2015 年通过国家发改委组织的

设施验收。作为大科学装置的核心研制仪器，高精度

激光光镊采用差分探测的双光镊［44，53］［图 3（a）］，可以操

控和追踪微球并测量记录两个颗粒间的作用力与位置

状态等信息，主要用于研究蛋白质的折叠、RNA 聚合酶

相互作用等生物大分子的机械力学特性和动力学机

理。该设备微球定位精度优于 0.5 nm，力的测量范围在

0.1~200 pN，时间测量精度优于 0.1 ms。该系统通过

建立恒温恒湿的光学实验室以及差分探测系统，实现

对微纳米颗粒位置及力学信号的长时间高精度测量。

激光源采用中心波长为 1064 nm 的连续波激光器

（J20I-BL-206C，定制 10 m 光纤束，Spectra-Physics），电

光隔离器（ISO，IO-3-1064-VHP，Thorlabs）隔离背反射

光，以防止损坏激光腔导致光功率不稳定。第一个半

波片（HW1）与偏振分束器（PBS1）相结合以控制总功

率，第二个半波片（HW2）用以分配激光功率到两个光

阱。第一个望远镜 T1 可将光束直径扩大到 4 mm 左

右，扩展的光束通过一对偏振分束器（PBS2 和 PBS3）
进行分离和组合，其中一个光束保持固定，另一个光束

由压电台（Nano-MTA2X， Mad City Labs， Inc.）驱动

的可移动反射镜控制。第二个望远镜 T2 将光束直径

扩大两倍并将压电镜平面成像到捕获物镜［OB1， 数值

孔径（NA）为 1.2， UPLSAPO60XWIR-2，Olympus］的

后焦面上。通过用高透射水浸物镜聚焦两个正交偏振

的 1064 nm 激光束形成两个激光光阱。为了最大限度

地提高检测效率，捕获和探测使用两个相同物镜（OB1
和 OB2），且物镜在捕获波长（1064 nm）处具有高的透射

图 3　用于单分子研究的双光镊示意图。（a）双光镊的布局。（b）单分子光镊实验系统示意图，预组装的 SNARE 蛋白复合物通过二硫

键与 2260 bp DNA 手柄交联。（c）恒定光阱距离下单个 SNARE 复合体的伸长 -时间轨迹，红线显示为由隐马尔可夫模型

（HMM）拟合的状态，下方为 SNARE 复合物不同构象示意图

Fig.  3　Schematics of dual-trap optical tweezers for single-molecule study.  (a) Layout of dual-trap optical tweezers.  (b) Schematics 
of single-molecule essay.  Preassembled SNARE complex was crosslinked to 2260 bp DNA handle through disulfide 
bond.  (c) Extension-time trajectories of single SNARE complexes under constant trap separation.  Ideal state transitions derived 

from hidden-Markov model (HMM) are expressed in red lines.  Configurations for each state are represented at the bottom
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率（>80%），其中检测物镜（OB2）的后焦面处共轭的两

个位置敏感检测器（PSD，DL100-7 PCBA3）用于位置

检测，该检测器背景噪声低、内置前置放大器电路且具

有出色的响应速度。明场显微镜由激光发光二极管

（LED）照 明 ，并 通 过 电 荷 耦 合 器 件（CCD，scA640-

74fc， Basler）实时监控。双光镊可以对微球间耦连的

单个分子施加力，光阱中的两个微球充当力和位移传

感器，并通过收集每个微球的前向散射光，结合后焦平

面干涉法来确定每个微球相对于光阱中心的位置［54］。

后焦平面干涉法提供了高分辨率应用所需要的灵敏度

和带宽，将微球的横向偏转放大数千倍，同时样品平面

的视觉图像也被放大 60~100 倍。因此在光电检测器

探测能力范围内，样品平面中微球 0.1 nm 的位移会引

起干涉图案质心几百纳米的移动［55］。

高分辨率光镊作为高精尖设备，对于安装环境要

求极其严格，噪声最小化是搭建光镊平台的关键［56］。

为避免外界环境带来的振动导致仪器显著漂移，该光

镊设备安装在混凝土浇筑的防震地基上，所在房间与

外界环境噪声隔绝并处于黑暗环境，温度波动控制在

1 K 以下，空调系统出风口的气流速度小于 0.1 m/s。
由于空气流动也会激发仪器的机械共振，因此使用黑

色厚塑料面板将搭建的光路间及背景气流隔离。为了

减少人为操作和仪器运作产生的噪声、消除人体接触

引起的热波动，带风扇的激光控制器安装在光镊系统

房间外，并用多模光纤束引导泵浦光进入激光腔。实

验及软件的操作也在房间外进行，例如添加样品、通过

Labview 界面对实验系统进行校准和测量等。

由于两个光阱由同一光源分束后经过相同的光路

产生，因此两个光路受空气密度波动的影响相同，通过

最小化两个光束在空间上分离的路径长度，最大限度

地减少每束光独自经过的路径长度。采用差分检测，

以最大限度消除空气扰动耦合的噪声［44］。该仪器以高

分辨率无源模式运行，两个光阱的位置在记录期间保

持静止，当需要在微球上增加作用力时，可以操控压电

镜使可移动光阱远离固定光阱。

在单分子实验中往往更关注单个分子受力大小以

及末端距离等参数。光镊通常设置在三种典型的测量

模式：拉伸模式、被动模式和恒力模式［40］。在拉伸模式

下，操纵光阱拉伸或放松分子时，分子上的力或伸长会

产生相应变化并被记录下来［57］。通过力-伸长曲线，可

研究单链 DNA（ssDNA）或双链 DNA（dsDNA）的力

学性质［58］。在被动模式下，光阱的位置保持不变，当

DNA 分子上的蛋白质发生动态折叠或者酶活性改变

时，分子上的力和伸长会随时间发生变化［40］。恒力模

式也称为力钳模式，利用反馈机制使得作用在分子上

的力保持恒定，通过实时记录分子的长度变化来分析

生物大分子的机械性能［59］。恒力模式还可以通过光学

势阱的非线性区来实现，优点是无需反馈模块，不足是

稳定性比较差［59］。我们所搭建的光镊系统包含拉伸和

被动模式，适用的研究范围广泛，在研究 DNA-蛋白质

相互作用、蛋白质折叠等领域具有极大的优势。

目前，该光镊系统已被成功用于研究蛋白质复合

物单分子折叠。在这里以拉伸单个可溶性 N-乙基马

来酰亚胺敏感因子附着蛋白受体（SNARE）复合物为

例，采用“哑铃”结构，即 SNARE 复合物一端通过

DNA 手柄与抗地高辛微球连接，另一端通过生物素与

链霉亲和素微球连接［图 3（b）］。其中 SNARE 复合物

由 三 种 单 体 蛋 白 组 成 ：Syntaxin、SNAP-25 和

VAMP［60］。利用研制的光镊仪器对单个 SNARE 复合

物的组装/去组装过程进行表征，观测到 SNARE 复合

物在被动模式下 4 态跃迁的伸长-时间轨迹［图 3（c）］。

2.4　光镊的探测和标定

光阱力是光镊实验中需要测定的主要参数之一，

需要实时测量并得到精确的数值。根据胡克定律，光

阱力与微球偏离光阱中心位置的距离成线性关系，比

例系数为光阱刚度。因此，为了得到精确的光阱力，需

要测量微球在光镊中的位置，并标定光阱刚度。由于

探测器所记录的是电压信号，需要对光镊进行标定以

获得光阱刚度以及电压位移转换系数。常用的标定光

阱刚度的方法有流体力学法、配分函数法、功率谱密度

法、时间飞行法等［61］。流体力学法通过测定溶液中被

光镊捕获微球的黏滞阻力 F = 6πηrv 来得到光阱力，

其中 r 为小球半径，η 为液体黏滞系数，v 为小球相对于

周围溶液的运动速度。当黏滞阻力平衡光阱力时，由

胡克定律 F = -kx 得到光阱的刚度 k，其中小球偏离

光阱中心的距离 x 可以直接测量。功率谱密度法是对

小球布朗运动的电压信号进行傅里叶变换得到功率谱

密度函数，再从频率域中通过洛伦兹拟合得到拐点角

频率，即可求出光阱刚度，简单快速且准确度高（图 4）。

时间飞行法是通过相机记录微球在向光阱中飞行的动

图 4　光镊捕获直径为 1.9 µm 小球的位移功率谱密度（红色），

无微球时（蓝色）以及激光关闭时（玫红）的功率谱

Fig.  4　Power spectral density curves when a 1.9- µm-diameter 
bead is trapped (red), when laser is on without bead 

(blue), and when there is no laser beam (rose red)

态过程，测量光阱对特定微球的刚度。该方法基于跟

踪微球的运动轨迹获得光阱刚度，可以在低采样率下

对直径较大的小球样品进行标定［61］。

在激光双光镊体系中，通过捕获微球位置信号的

功率谱密度来标定光镊［62］：

| x͂ ( f ) | 2 = kBT

cπ2 β
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+ f 2

， （11）

式中：kB 为玻尔兹曼常数；T 为溶液温度；c 为转换常

数，取值在 0.1~3 mV/nm 之间；α 为光阱刚度，在单分

子实验中其数值通常在 0.01~0.8 pN/nm 之间；β =
6πrη 是已知的阻力系数。

通过实验测量出微粒布朗运动的功率谱 | x͂ ( f ) | 2，
拟合出功率谱曲线，就可得到拐角频率 fc = α

2πβ
，最终

求得光阱刚度为 α = 2πβfc。

在单分子实验中，还需要结合单分子的弹性对位

移测量精度进行评估，以消除可能存在的噪声。这里

结合常用的激光双光镊来介绍位移精度标定方法。一

般地，对两个微球耦连同一段双链 DNA 分子，每个微

球在各自光阱中的位移分别表示为 x1 和 x2，对应的光

阱施加在微球上的作用力分别为 f1 = -k1 x 1 和 f2 =
-k2 x2；对每个光阱的刚度分别为 k1 和 k2 的双光镊，等

效光阱刚度 k trap = k1 k2  ( )k1 + k2 ，结合图 5（a）可以得

到如下几何关系：

D = X + F
k trap

+ R 1 + R 2， （12）

式中：D 为光阱间距离；F 为 DNA 分子所受到的拉伸

力；X 为 DNA 手柄伸长量（两微球表面间最近距离）；

R 1 和 R 2 是两个聚苯乙烯微球的半径。光阱间距离 D
可以通过两个微球的图像来标定。

高空间分辨率是光镊数据测量的核心。在双光阱

体系中，捕获两个直径约 900 nm 的聚苯乙烯微球，微

球间连有单个约 4000 bp（4 kb）的 DNA 分子链。测量

时首先操控光镊拉伸微球，直至微球受力约为 10 pN
时停止，随后以每 2 s 1 bp 或 2 bp 的步长逐步拉伸两个

光阱，记录微球远离各光阱中心的总位移［图 5（b）［53］］。

一般选择较高的采集频率（如 100 kHz）记录数据［53］，

当位移轨迹被滤波到 100 Hz 时，能从轨迹中辨别出步

长为 2 bp 的步进，而被过滤至 2 Hz 时，可分辨出步长

为 1 bp 的步进过程，这表明该仪器能够在 2 Hz 带宽下

记录 1 bp 的距离变化。这种精度可由过滤至 2 Hz 的
轨迹计算得到成对距离分布图的平均间隔峰值验

证。相邻峰值之间的平均间距分别是 0.46±0.05 nm
［图 5（c）［53］］和 0.23±0.05 nm［图 5（d）［53］］，由于 DNA
手柄的机械顺应性，这些测量的步长小于拉伸光阱的

步长（0.68 nm 和 0.34 nm）。即使力增大到 20 pN 时，

也能保持单个碱基对的空间分辨率。这得益于差分探

测，既保证了系统噪声受到极大抑制，也实现了系链末

端距 1 bp 空间分辨率的精度保证。

激光、微球及样品环境是影响单分子双光镊力谱

实验的主要因素。激光光束会影响光阱力的大小，通

过控制物镜的数值孔径、激光偏振方向、光束大小等因

素可以提高光镊捕获效率。在光镊实验中通常选择对

生物分子非特异性及高透光性的二氧化硅球和聚苯乙

烯球作为中间介质球。优化样品环境对提高实验效率

也是极为重要的，制备稳固干净的样品池、削弱游离态

氧对生物分子与微球之间链接的影响、选择合适的微

球浓度比例等操作是优化样品环境所必需的。合适的

微球浓度是实验成功率高和重复性好的关键，微球浓

度需要同时满足捕获微球耗时少和被捕获微球测试不

被干扰的要求。

3　双光阱光镊在生物学中的应用

Ashkin［9，63］早期证明了光镊可以捕获和操纵病毒

和细菌。此后，光镊技术逐步被用来研究生物单分

子，并促进单分子科学的发展。分子生物学的中心法

图 5　激光双光镊测量双链 DNA。（a）原理示意图。（b） 100 kHz
采样频率下系链长度分辨率测量结果，其中曲线的成对

距离分布图表明光镊可探测的步长：（c）探测步长 4.6 Å
（1 Å=0.1 nm）；（d）探测步长 2.3 Å［53］

Fig.  5　Measurement of dsDNA by dual-trap optical tweezers.  
(a) Schematic diagram.  (b) Resolution measurements 
under the sampling frequency of 100 kHz.  Pairwise 
distance distribution of (b) suggests a step size of 4.6 Å 

(1 Å=0.1 nm) (c) and 2.3 Å (d)[53]
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态过程，测量光阱对特定微球的刚度。该方法基于跟

踪微球的运动轨迹获得光阱刚度，可以在低采样率下

对直径较大的小球样品进行标定［61］。

在激光双光镊体系中，通过捕获微球位置信号的

功率谱密度来标定光镊［62］：
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式中：kB 为玻尔兹曼常数；T 为溶液温度；c 为转换常

数，取值在 0.1~3 mV/nm 之间；α 为光阱刚度，在单分

子实验中其数值通常在 0.01~0.8 pN/nm 之间；β =
6πrη 是已知的阻力系数。

通过实验测量出微粒布朗运动的功率谱 | x͂ ( f ) | 2，
拟合出功率谱曲线，就可得到拐角频率 fc = α

2πβ
，最终

求得光阱刚度为 α = 2πβfc。

在单分子实验中，还需要结合单分子的弹性对位

移测量精度进行评估，以消除可能存在的噪声。这里

结合常用的激光双光镊来介绍位移精度标定方法。一

般地，对两个微球耦连同一段双链 DNA 分子，每个微

球在各自光阱中的位移分别表示为 x1 和 x2，对应的光

阱施加在微球上的作用力分别为 f1 = -k1 x 1 和 f2 =
-k2 x2；对每个光阱的刚度分别为 k1 和 k2 的双光镊，等

效光阱刚度 k trap = k1 k2  ( )k1 + k2 ，结合图 5（a）可以得

到如下几何关系：

D = X + F
k trap

+ R 1 + R 2， （12）

式中：D 为光阱间距离；F 为 DNA 分子所受到的拉伸

力；X 为 DNA 手柄伸长量（两微球表面间最近距离）；

R 1 和 R 2 是两个聚苯乙烯微球的半径。光阱间距离 D
可以通过两个微球的图像来标定。

高空间分辨率是光镊数据测量的核心。在双光阱

体系中，捕获两个直径约 900 nm 的聚苯乙烯微球，微

球间连有单个约 4000 bp（4 kb）的 DNA 分子链。测量

时首先操控光镊拉伸微球，直至微球受力约为 10 pN
时停止，随后以每 2 s 1 bp 或 2 bp 的步长逐步拉伸两个

光阱，记录微球远离各光阱中心的总位移［图 5（b）［53］］。

一般选择较高的采集频率（如 100 kHz）记录数据［53］，

当位移轨迹被滤波到 100 Hz 时，能从轨迹中辨别出步

长为 2 bp 的步进，而被过滤至 2 Hz 时，可分辨出步长

为 1 bp 的步进过程，这表明该仪器能够在 2 Hz 带宽下

记录 1 bp 的距离变化。这种精度可由过滤至 2 Hz 的
轨迹计算得到成对距离分布图的平均间隔峰值验

证。相邻峰值之间的平均间距分别是 0.46±0.05 nm
［图 5（c）［53］］和 0.23±0.05 nm［图 5（d）［53］］，由于 DNA
手柄的机械顺应性，这些测量的步长小于拉伸光阱的

步长（0.68 nm 和 0.34 nm）。即使力增大到 20 pN 时，

也能保持单个碱基对的空间分辨率。这得益于差分探

测，既保证了系统噪声受到极大抑制，也实现了系链末

端距 1 bp 空间分辨率的精度保证。

激光、微球及样品环境是影响单分子双光镊力谱

实验的主要因素。激光光束会影响光阱力的大小，通

过控制物镜的数值孔径、激光偏振方向、光束大小等因

素可以提高光镊捕获效率。在光镊实验中通常选择对

生物分子非特异性及高透光性的二氧化硅球和聚苯乙

烯球作为中间介质球。优化样品环境对提高实验效率

也是极为重要的，制备稳固干净的样品池、削弱游离态

氧对生物分子与微球之间链接的影响、选择合适的微

球浓度比例等操作是优化样品环境所必需的。合适的

微球浓度是实验成功率高和重复性好的关键，微球浓

度需要同时满足捕获微球耗时少和被捕获微球测试不

被干扰的要求。

3　双光阱光镊在生物学中的应用

Ashkin［9，63］早期证明了光镊可以捕获和操纵病毒

和细菌。此后，光镊技术逐步被用来研究生物单分

子，并促进单分子科学的发展。分子生物学的中心法

图 5　激光双光镊测量双链 DNA。（a）原理示意图。（b） 100 kHz
采样频率下系链长度分辨率测量结果，其中曲线的成对

距离分布图表明光镊可探测的步长：（c）探测步长 4.6 Å
（1 Å=0.1 nm）；（d）探测步长 2.3 Å［53］

Fig.  5　Measurement of dsDNA by dual-trap optical tweezers.  
(a) Schematic diagram.  (b) Resolution measurements 
under the sampling frequency of 100 kHz.  Pairwise 
distance distribution of (b) suggests a step size of 4.6 Å 

(1 Å=0.1 nm) (c) and 2.3 Å (d)[53]
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则（图 6）在近现代分子生物学发展中具有重要的意

义，是理解各类疾病的基础，即 DNA 转录成 RNA 和

RNA 翻译成蛋白质［图 6（a）］。光镊技术为科研人员

提供了强有力的研究手段，并能够在单分子水平上开

展对 DNA 复制、转录、翻译、DNA 与蛋白质相互作用

及 RNA 修饰等过程的研究，其研究范围贯穿了整个

中心法则，为在单分子层次理解生命过程提供有力工

具。下面介绍一些利用双光镊研究蛋白质、核酸的经

典案例，例如核酸 -蛋白相互作用、蛋白质折叠及分子

马达运动机制。

3.1　DNA弹性特性

DNA 是由 A、T、G、C 四个碱基通过碱基互补配

对形成的双螺旋结构的生物分子。作为生物体的遗传

物质，它参与了许多生命过程，例如与蛋白质相互作用

或者介导分子马达机械化学能量转导等过程，在生命

体系中发挥着无可比拟的作用。理解 DNA 力学特性

是探究 DNA-蛋白复合物及分子马达机械化学性质的

基础，因此，在单分子层面上研究 DNA 的力学性质尤

为重要。从物理角度来讲，DNA 是一段弹性物质，相

邻碱基之间的垂直距离为 0.34 nm。DNA 可建模为一

维均一柔性聚合物链，可用持久长度来衡量聚合物指

向同一方向的趋势。在蠕虫状聚合物中这两个参数通

常相关：持续长度越长，拉伸模量越大。操控光镊在

DNA 分子上施加一定程度的力，将 DNA 分子拉伸或

完全展开，即可测得 DNA 的弹性参数，如持久长度、拉

伸模量等。通过单分子实验对 DNA 弹性的测量，可以

证实一系列描述 DNA 弹性的理论模型，代表性的模型

有蠕虫状链（WLC）和自由连接链（FJC）模型。这里

对单分子实验中几个常见模型进行简要介绍。

（1） 1995 年，Marko 等［64］提出一个纯熵公式，能够

很好地解释在较低力作用下的 DNA 弹性。此力表

达为

F = ( kBT
L p ) é

ë

ê

ê
êêê
ê 1

4 ( )1 - x L 0
2 - 1

4 + x
L 0

ù

û

ú

ú
úú
ú

ú
， （13）

式中：Lp 为持久长度；L0 为轮廓长度；x 为末端到末端

的距离。

式（13）非常适用于 F<5 pN 的数据分析，其中超

过 χ 2 的实验值的平均概率 p 约为 0.27。然而对于较大

的力，数据和拟合之间会出现系统偏差。

（2） 同样在 1995 年，Odijk［65］基于组合的熵焓理

论，提出了如下模型：

x = L 0 

é

ë

ê
êê
ê
ê
ê
1 - 1

2 ( kBT
FL p )

1/2

+ F
K

ù

û

ú
úú
ú
ú
ú
， （14）

式中：K 为弹性模量。

式（14）适用于 F>2 pN 的数据（p ≈ 0. 19）。但是

该公式无法分析在较低的最大拉伸力（Fmax<15 pN）

下获得的数据集。

（3） 在式（13）的基础上，弹性模型得到进一步

改进［66］：

F = ( kBT
L p ) é

ë

ê

ê
ê
êê
ê

ê

ê 1

4 ( )1 - x L 0 + F K 0

2 - 1
4 + x

L 0
- F

K 0

ù

û

ú

ú
úú
ú

ú
，

（15）
式中：K0为弹性模量。

式（15）适用于整个作用力范围内（p≈0.13），拟合

只针对部分数据集，排除了高力范围（F<20 pN）下产

生的一些不稳定性的参数值。

（4） 除了上述提及的用于分析 dsDNA 的模型外，

一般 ssDNA 弹性的分析可采用 FJC 模型，即［67］

图 6　分子生物学中心法则。（a）中心法则的简化概述。DNA 能够自我复制并且可以被转录成 RNA，RNA 被核糖体翻译成多肽，多

肽多次折叠成蛋白质。（b）双链 DNA 和蛋白质二级结构的主要参数

Fig.  6　Central dogma in molecular biology.  (a) Overview of central dogma.  DNA is self-replicating and information contained in DNA 
sequence is transcribed into RNA.  RNA message sequence is translated into sequence of polypeptide by ribosome.  

Polypeptides are folded into proteins.  (b) Main parameters of double-stranded DNA and protein secondary structure

x = L 0 
é

ë
ê
êê
êcoth ( 2FL p

kBT )- kBT
2FL p

ù

û
úúúú (1 + F

K 0 )。 （16）

以 拉 伸 λDNA 为 例［67］分 析 DNA 的 弹 性 响 应 。

λDNA的轮廓长度为 16.4 µm（假设每碱基对 0.338 nm），

溶液中游离的 dsDNA 由于热波动会采用无规则卷曲

的构象，此时 DNA 分子端到端距离远小于自身轮廓长

度，这一行为就像理想的熵弹簧一样，可以在其静止长

度之外进行低等到中等的延伸［66］。当拉伸长度在 10~
15 µm 时，dsDNA 的熵弹性由小的收缩力（<5 pN）表

示，当接近轮廓长度时，力会迅速上升。

生理条件下拉伸游离的 dsDNA，在小于 10 pN 的

范围内增加力的大小会使 DNA 变直，产生的力 -伸长

曲线与不可伸展的蠕虫链模型即 WLC 模型吻合，此

时 DNA 分子被视为长度为 L0 的柔性棒，其刚度用持

久长度 Lp 来量化，约为 50 nm［45，64］。拉伸力 F<50 pN
时，DNA 分子为典型的 B 型，分子表现为弹性拉伸模

量。在更高的力下，DNA 分子端到端长度超过完整的

轮廓长度，此时纯熵弹簧就变得不可伸长，DNA 的弹

性响应主要由焓拉伸决定［45］。当力在 10~35 pN 范围

时，DNA 分子表现为可伸长杆，能够被进一步拉伸，可

以使用可伸展蠕虫状链（eWLC）模型对力 -距离曲线

进行拟合，此时 DNA 的伸展性由拉伸模量决定［58］。当

拉伸力约为 65 pN 时，DNA 分子突然伸长，最终被过

度拉伸至其 B 型轮廓长度的 1. 7 倍左右，这种转变发

生在非常窄的力范围内（约 2 pN）。当作用力超过

65 pN 时，DNA 分子会被过度拉伸，其轮廓长度在狭

窄的力范围内突然拉长了 70%，由典型的 B 型转变为

S 型［68］。当作用力进一步加大时，S-DNA 熔为 ssDNA，

并表现为 ssDNA 的力学特性［69-70］。 ssDNA 比 dsDNA
更加灵活并且更具有收缩性，在高力作用下，由于不会

形成螺旋结构，它可以被拉伸到比 dsDNA 更长的长

度。而在低离子强度下由于静电排斥和排除的体积效

应，会出现与 FJC 模型的偏差［67］。

3.2　蛋白质折叠的研究

蛋白质的正确折叠是维持细胞活性和健康的重要

保证。然而在生理条件下，蛋白质的折叠过程中容易出

现错误折叠或者形成有毒的聚集物，这会诱导阿尔兹海

默症、帕金森病等神经退行性疾病的发生［71］。了解蛋白

质折叠过程的分子机制有助于理解和治疗这些疾病。

传统基于系综的检测手段难以检测蛋白质错误折叠等

信息，而光镊能够捕获单个蛋白质并监测在受力作用下

的动态折叠过程，为蛋白质错误折叠相关的动力学提供

单分子信息。2005 年，光镊被用于研究核糖核酸酶 H
（RNase H）的折叠过程，这是光镊首次被用于详细研究

蛋白质折叠的过程。研究发现该蛋白质能够在约 19 pN
及约 5.5 pN两种不同的状态下展开，并通过一种中间体

重新折叠，该中间体被认为是一种熔融球结构［72］。

以阮病毒蛋白 PrP为例，说明如何利用光镊在单分

子层次研究蛋白质折叠。阮病毒蛋白 PrP 作为一种膜

相关蛋白，其错误折叠后会形成具有传染性的构象。

PrP 具有两种结构：天然结构 PrPC 和错误折叠结构

PrPSc，其中具有感染性的 PrPSc可以招募 PrPC并将其转

化成 PrPSc，但 PrP 的错误折叠结构及转化机制仍然未

知，因此备受关注并被广泛研究。单分子光镊技术能

够直接观察单个 PrP 蛋白的折叠路径［图 7（a）［73］］，从而

揭示 PrP 蛋白错误折叠的机理。单分子力谱结果表明

［图 7（b）［74］］，天然折叠过程涉及展开和折叠两种状态，

并没有观察到通路中间体。其中，展开状态以不同的

形成速率产生三种不同的错误折叠途径，形成不同的

非天然状态［74］。错误折叠可用能量景观来描述，许多情

况下错误折叠过程的结果是由动力学主导的［75］，能量景

观的扩散系数能够决定构象转变的微观动力学，在研

究错误折叠过程中发挥着重要的作用［73］。研究发现从

天然结构到错误折叠结构的转化从二聚体开始［76-77］，基

于此，将两个 PrP 分子端对端共价结合形成串联二聚

体，用于研究 PrP 的错误折叠［图 7（a）［73］］。预期中的二

聚体之间是相互独立的，在拉力作用下两个相同的结

构域依次展开［图 7（c）插图］，而实际上二聚体在约

8 pN 及约 13 pN 处分别出现了大小“断裂”信号并形成

了稳定的非天然结构［图 7（c）［73］］，从力-伸长曲线得到

的信息是重构二聚体错误折叠能量景观所必需的。研

究发现错误折叠扩散系数远小于自然折叠扩散系数，

此外，通过直接测量错误折叠过程中 ID1（第一个二聚体

中间体）到 U（展开态）的过渡路径时间［ttp，图 7（d）［73］］

发现未折叠到错误折叠的 ttp也远小于未折叠到自然折

叠的 ttp
［78-79］，这一结果与从扩散系数中预测的结果完全

一致，由错误折叠过程中非天然的相互作用引起。

光镊被用于研究更为复杂的蛋白结构或生物系

统，例如蛋白翻译折叠、分子伴侣调控等过程［17］。在翻

译过程中，新生链在核糖体表面一边合成一边折叠，与

折叠速率相比，合成速率较慢，因此翻译过程中为了平

衡核糖体的构象，新生链在结构上会做出相应的转变。

为探究核糖体对新生链折叠的影响及新生链折叠转化

的过程，Kaiser等［80］选择 T4 溶菌酶蛋白设计了核糖体-

新生链复合物实验系统，在 T4 溶菌酶 C 末端增加了 41
个氨基酸长度的接头域，可以让整个 T4 溶菌酶蛋白暴

露在核糖体出口［图 7（e）］。研究发现核糖体-新生链复

合物的重折叠速率要远低于游离蛋白的重折叠速率，增

加接头长度虽然能够提高新生链的折叠速率，但仍比游

离蛋白的慢，部分原因是核糖体和新生链之间产生静电

相互作用。将 T4溶菌酶 C端 15个氨基酸截断后发现游

离的蛋白出现错误折叠，形成了高度异质结构集合体，

而核糖体-新生链并未出现这种情况，这表明核糖体似

乎能够防止新生链蛋白质的错误折叠［80］。这一猜测在

研究延长因子 G（EF-G）时也被进一步证实［82-83］。

EF-G 是一种多域蛋白，由 G、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ五个结

构域构成，作为 GTP 酶在翻译延伸过程中具有重要功
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以 拉 伸 λDNA 为 例［67］分 析 DNA 的 弹 性 响 应 。

λDNA的轮廓长度为 16.4 µm（假设每碱基对 0.338 nm），

溶液中游离的 dsDNA 由于热波动会采用无规则卷曲

的构象，此时 DNA 分子端到端距离远小于自身轮廓长

度，这一行为就像理想的熵弹簧一样，可以在其静止长

度之外进行低等到中等的延伸［66］。当拉伸长度在 10~
15 µm 时，dsDNA 的熵弹性由小的收缩力（<5 pN）表

示，当接近轮廓长度时，力会迅速上升。

生理条件下拉伸游离的 dsDNA，在小于 10 pN 的

范围内增加力的大小会使 DNA 变直，产生的力 -伸长

曲线与不可伸展的蠕虫链模型即 WLC 模型吻合，此

时 DNA 分子被视为长度为 L0 的柔性棒，其刚度用持

久长度 Lp 来量化，约为 50 nm［45，64］。拉伸力 F<50 pN
时，DNA 分子为典型的 B 型，分子表现为弹性拉伸模

量。在更高的力下，DNA 分子端到端长度超过完整的

轮廓长度，此时纯熵弹簧就变得不可伸长，DNA 的弹

性响应主要由焓拉伸决定［45］。当力在 10~35 pN 范围

时，DNA 分子表现为可伸长杆，能够被进一步拉伸，可

以使用可伸展蠕虫状链（eWLC）模型对力 -距离曲线

进行拟合，此时 DNA 的伸展性由拉伸模量决定［58］。当

拉伸力约为 65 pN 时，DNA 分子突然伸长，最终被过

度拉伸至其 B 型轮廓长度的 1. 7 倍左右，这种转变发

生在非常窄的力范围内（约 2 pN）。当作用力超过

65 pN 时，DNA 分子会被过度拉伸，其轮廓长度在狭

窄的力范围内突然拉长了 70%，由典型的 B 型转变为

S 型［68］。当作用力进一步加大时，S-DNA 熔为 ssDNA，

并表现为 ssDNA 的力学特性［69-70］。 ssDNA 比 dsDNA
更加灵活并且更具有收缩性，在高力作用下，由于不会

形成螺旋结构，它可以被拉伸到比 dsDNA 更长的长

度。而在低离子强度下由于静电排斥和排除的体积效

应，会出现与 FJC 模型的偏差［67］。

3.2　蛋白质折叠的研究

蛋白质的正确折叠是维持细胞活性和健康的重要

保证。然而在生理条件下，蛋白质的折叠过程中容易出

现错误折叠或者形成有毒的聚集物，这会诱导阿尔兹海

默症、帕金森病等神经退行性疾病的发生［71］。了解蛋白

质折叠过程的分子机制有助于理解和治疗这些疾病。

传统基于系综的检测手段难以检测蛋白质错误折叠等

信息，而光镊能够捕获单个蛋白质并监测在受力作用下

的动态折叠过程，为蛋白质错误折叠相关的动力学提供

单分子信息。2005 年，光镊被用于研究核糖核酸酶 H
（RNase H）的折叠过程，这是光镊首次被用于详细研究

蛋白质折叠的过程。研究发现该蛋白质能够在约 19 pN
及约 5.5 pN两种不同的状态下展开，并通过一种中间体

重新折叠，该中间体被认为是一种熔融球结构［72］。

以阮病毒蛋白 PrP为例，说明如何利用光镊在单分

子层次研究蛋白质折叠。阮病毒蛋白 PrP 作为一种膜

相关蛋白，其错误折叠后会形成具有传染性的构象。

PrP 具有两种结构：天然结构 PrPC 和错误折叠结构

PrPSc，其中具有感染性的 PrPSc可以招募 PrPC并将其转

化成 PrPSc，但 PrP 的错误折叠结构及转化机制仍然未

知，因此备受关注并被广泛研究。单分子光镊技术能

够直接观察单个 PrP 蛋白的折叠路径［图 7（a）［73］］，从而

揭示 PrP 蛋白错误折叠的机理。单分子力谱结果表明

［图 7（b）［74］］，天然折叠过程涉及展开和折叠两种状态，

并没有观察到通路中间体。其中，展开状态以不同的

形成速率产生三种不同的错误折叠途径，形成不同的

非天然状态［74］。错误折叠可用能量景观来描述，许多情

况下错误折叠过程的结果是由动力学主导的［75］，能量景

观的扩散系数能够决定构象转变的微观动力学，在研

究错误折叠过程中发挥着重要的作用［73］。研究发现从

天然结构到错误折叠结构的转化从二聚体开始［76-77］，基

于此，将两个 PrP 分子端对端共价结合形成串联二聚

体，用于研究 PrP 的错误折叠［图 7（a）［73］］。预期中的二

聚体之间是相互独立的，在拉力作用下两个相同的结

构域依次展开［图 7（c）插图］，而实际上二聚体在约

8 pN 及约 13 pN 处分别出现了大小“断裂”信号并形成

了稳定的非天然结构［图 7（c）［73］］，从力-伸长曲线得到

的信息是重构二聚体错误折叠能量景观所必需的。研

究发现错误折叠扩散系数远小于自然折叠扩散系数，

此外，通过直接测量错误折叠过程中 ID1（第一个二聚体

中间体）到 U（展开态）的过渡路径时间［ttp，图 7（d）［73］］

发现未折叠到错误折叠的 ttp也远小于未折叠到自然折

叠的 ttp
［78-79］，这一结果与从扩散系数中预测的结果完全

一致，由错误折叠过程中非天然的相互作用引起。

光镊被用于研究更为复杂的蛋白结构或生物系

统，例如蛋白翻译折叠、分子伴侣调控等过程［17］。在翻

译过程中，新生链在核糖体表面一边合成一边折叠，与

折叠速率相比，合成速率较慢，因此翻译过程中为了平

衡核糖体的构象，新生链在结构上会做出相应的转变。

为探究核糖体对新生链折叠的影响及新生链折叠转化

的过程，Kaiser等［80］选择 T4 溶菌酶蛋白设计了核糖体-

新生链复合物实验系统，在 T4 溶菌酶 C 末端增加了 41
个氨基酸长度的接头域，可以让整个 T4 溶菌酶蛋白暴

露在核糖体出口［图 7（e）］。研究发现核糖体-新生链复

合物的重折叠速率要远低于游离蛋白的重折叠速率，增

加接头长度虽然能够提高新生链的折叠速率，但仍比游

离蛋白的慢，部分原因是核糖体和新生链之间产生静电

相互作用。将 T4溶菌酶 C端 15个氨基酸截断后发现游

离的蛋白出现错误折叠，形成了高度异质结构集合体，

而核糖体-新生链并未出现这种情况，这表明核糖体似

乎能够防止新生链蛋白质的错误折叠［80］。这一猜测在

研究延长因子 G（EF-G）时也被进一步证实［82-83］。

EF-G 是一种多域蛋白，由 G、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ五个结

构域构成，作为 GTP 酶在翻译延伸过程中具有重要功
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图 7　蛋白质折叠的研究。（a）单体及二聚体 PrP 蛋白质错误折叠的单分子研究示意图［73］。（b） 9.1 pN 恒力下，蛋白在展开状态（U）和

原生折叠状态（N）之间跃迁［74］。（c）PrP 二聚体的力-伸长曲线，展开（黑色）和重新折叠（红色）曲线表明形成了稳定的非天然结

构［73］。（d）恒力下对中间态 ID1 到展开态 U 轨迹测量得到的过渡路径时间（ttp）
［73］。（e）T4 溶菌酶在核糖体上展开（红色）和重新

折叠（蓝色）的力-伸长曲线［80］。（f）EF-G 高级结构单分子研究示意图［81］。（g）拉伸 EF-G 的代表性力-伸长曲线［81］。（h）核糖体和

TF 减少了域间错误折叠，其中上图为 G 结构域在 3.5 pN 的恒力下重新折叠，下图为 G 结构域在 TF 和核糖体（452RNC）存在

的情况下重新折叠［82］

Fig.  7　Study of protein folding.  (a) Schematic diagram of single-molecule research on monomer and dimer PrP misfolding[73].  (b) With 
force held constant at 9.1 pN, protein jumps between unfolded state (U) and natively folded state (N)[74].  (c) Unfolding (black) 
and refolding (red) FECs of PrP dimers show formation of stable nonnative structures[73].  (d) Transition path time (ttp) for 
misfolding measured from constant-force trajectories for ID1↔ U[73].  (e) FECs of T4 lysozyme unfolding (red) and refolding 
(blue) on ribosome[80].  (f) Schematic diagram of single-molecule study of advanced structure of EF-G[81].  (g) Representative 
force extension curves from pulls of EF-G[81].  (h) Ribosome and TF reduce inter-domain misfolding: top picture is G-domain 

refolding against constant force of 3.5 pN, and bottom picture is refolding in presence of TF and ribosome (452RNC)[82]

能。多域蛋白的折叠极为复杂，以共翻译方式开始，核

糖体和分子伴侣在其中发挥着至关重要的作用。Liu
等［83］首次利用光镊技术对 EF-G 的折叠展开初步研究，

表征了全长蛋白质下各个结构域的特性［81，84］；Maciuba
等［81］在此基础上简化了样品连接方法，并成功验证了可

行性［图 7（f）和图 7（g）］。Liu等［83］发现展开后的结构域

之间相互作用影响了 EF-G 的有效折叠，其中 G 结构域

作为最先合成的新生链，能够自主折叠，而核糖体的存

在降低了 G 结构域稳定性，这与之前观察到的核糖体

影响新生多肽结构稳定性的研究结果一致［85-87］。随后

的研究表明 G 结构域的折叠必须在 II结构域折叠之前

完成，这是 II结构域稳定折叠的先决条件［82］。后续各个

结构域按照合成顺序依次完成分层折叠，从而促进生

产性的共翻译折叠，在这一过程中核糖体对 EF-G 折叠

的影响依赖于新生链的长度，并表现为加速或减速折

叠。此外核糖体和分子伴侣 TF 的存在能够阻止结构

域之间的错误折叠，避免生产性折叠减慢［图 7（h）［82］］。

同时，TF 阻止已折叠结构域与未折叠的新合成结构域

相互作用，避免了因折叠意外导致的并发症［82］。

综上所述，基于光镊的单分子研究表明核糖体和

分子伴侣的共同引导能够确保新生链走上正确的折叠

路径。

3.3　DNA‐蛋白质复合物的力学分析

DNA-蛋白质的结合与多种分子及细胞机制息息

相关，对于细胞的功能及内部运转具有非常重要的作

用，例如 DNA 复制、转录、DNA 修复。光镊在揭示

DNA-蛋白相互作用的动态及机械特性等方面贡献突

出。经过前人的不断探索，如今已具备成熟的体系方

案来研究 DNA-蛋白相互作用。2003 年，Block 课题组

Shaevitz 等［13］首次采用微球 -DNA-微球的“哑铃”结构

解析 DNA-蛋白相互作用。

DNA 的弹性参数是研究 DNA-蛋白质相互作用的

重要前提。许多大分子的弹性满足与 DNA 类似的规

律，因此光镊可以用来研究蛋白质、核酸等多种大分子

体系的机械力学特性［12］。例如 RNA 聚合酶（RNAP）转

录过程中动力学的研究［13， 90］，将单一活性的 RNAP固定

在一个微球上，DNA 的转录上游或下游共价结合在另

一微球上，形成微球 -DNA-RNAP-微球［图 8（a）］。在

图 8　DNA-蛋白相互作用研究。（a）RNAP 哑铃结构示意图［88］。（b） 18 pN 负载力下转录过程中的单个 RNAP 步进运动［88］。（c）RNAP
转录过程的功率谱在主要空间频率处显示一个峰值，对应数值为（0.37±0.06） nm。插图表明平均自相关函数在步长的倍数

处表现出周期性［88］。（d）生物素化 RNAP 通过中性亲和素桥接到 1.5 kb DNA 末端［89］。（e）左图为在辅助力下 RNAP 转录过程

停顿迹线；右图为平均停留时间直方图，通过在所有条件下所有轨迹的每个位点经历的时间进行平均计算得到，停顿位点被

标记，无停顿区域用阴影表示［89］

Fig.  8　Study on DNA-protein interaction.  (a) Schematics of RNAP dumbbell assay[88].  (b) Step records for single molecular RNAP 
transcribing under 18 pN[88].  (c) Average autocorrelation function derived from position histograms of RNAP transcription 
exhibits periodicity at multiples of step size (inset).  Its power spectrum shows a peak at dominant spatial frequency, 
corresponding to (0.37±0.06) nm[88].  (d) Biotinylated RNAP is bridged to biotinylated 1.5 kb DNA[89].  (e) Representative traces 
obtained under mechanical force (left).  Mean residence time histogram (right) is calculated by averaging the time spent at each 

position in the repeat across all traces at all conditions.  Pause sites are marked, and pause-free regions are shaded[89]
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能。多域蛋白的折叠极为复杂，以共翻译方式开始，核

糖体和分子伴侣在其中发挥着至关重要的作用。Liu
等［83］首次利用光镊技术对 EF-G 的折叠展开初步研究，

表征了全长蛋白质下各个结构域的特性［81，84］；Maciuba
等［81］在此基础上简化了样品连接方法，并成功验证了可

行性［图 7（f）和图 7（g）］。Liu等［83］发现展开后的结构域

之间相互作用影响了 EF-G 的有效折叠，其中 G 结构域

作为最先合成的新生链，能够自主折叠，而核糖体的存

在降低了 G 结构域稳定性，这与之前观察到的核糖体

影响新生多肽结构稳定性的研究结果一致［85-87］。随后

的研究表明 G 结构域的折叠必须在 II结构域折叠之前

完成，这是 II结构域稳定折叠的先决条件［82］。后续各个

结构域按照合成顺序依次完成分层折叠，从而促进生

产性的共翻译折叠，在这一过程中核糖体对 EF-G 折叠

的影响依赖于新生链的长度，并表现为加速或减速折

叠。此外核糖体和分子伴侣 TF 的存在能够阻止结构

域之间的错误折叠，避免生产性折叠减慢［图 7（h）［82］］。

同时，TF 阻止已折叠结构域与未折叠的新合成结构域

相互作用，避免了因折叠意外导致的并发症［82］。

综上所述，基于光镊的单分子研究表明核糖体和

分子伴侣的共同引导能够确保新生链走上正确的折叠

路径。

3.3　DNA‐蛋白质复合物的力学分析

DNA-蛋白质的结合与多种分子及细胞机制息息

相关，对于细胞的功能及内部运转具有非常重要的作

用，例如 DNA 复制、转录、DNA 修复。光镊在揭示

DNA-蛋白相互作用的动态及机械特性等方面贡献突

出。经过前人的不断探索，如今已具备成熟的体系方

案来研究 DNA-蛋白相互作用。2003 年，Block 课题组

Shaevitz 等［13］首次采用微球 -DNA-微球的“哑铃”结构

解析 DNA-蛋白相互作用。

DNA 的弹性参数是研究 DNA-蛋白质相互作用的

重要前提。许多大分子的弹性满足与 DNA 类似的规

律，因此光镊可以用来研究蛋白质、核酸等多种大分子

体系的机械力学特性［12］。例如 RNA 聚合酶（RNAP）转

录过程中动力学的研究［13， 90］，将单一活性的 RNAP固定

在一个微球上，DNA 的转录上游或下游共价结合在另

一微球上，形成微球 -DNA-RNAP-微球［图 8（a）］。在

图 8　DNA-蛋白相互作用研究。（a）RNAP 哑铃结构示意图［88］。（b） 18 pN 负载力下转录过程中的单个 RNAP 步进运动［88］。（c）RNAP
转录过程的功率谱在主要空间频率处显示一个峰值，对应数值为（0.37±0.06） nm。插图表明平均自相关函数在步长的倍数

处表现出周期性［88］。（d）生物素化 RNAP 通过中性亲和素桥接到 1.5 kb DNA 末端［89］。（e）左图为在辅助力下 RNAP 转录过程

停顿迹线；右图为平均停留时间直方图，通过在所有条件下所有轨迹的每个位点经历的时间进行平均计算得到，停顿位点被

标记，无停顿区域用阴影表示［89］

Fig.  8　Study on DNA-protein interaction.  (a) Schematics of RNAP dumbbell assay[88].  (b) Step records for single molecular RNAP 
transcribing under 18 pN[88].  (c) Average autocorrelation function derived from position histograms of RNAP transcription 
exhibits periodicity at multiples of step size (inset).  Its power spectrum shows a peak at dominant spatial frequency, 
corresponding to (0.37±0.06) nm[88].  (d) Biotinylated RNAP is bridged to biotinylated 1.5 kb DNA[89].  (e) Representative traces 
obtained under mechanical force (left).  Mean residence time histogram (right) is calculated by averaging the time spent at each 

position in the repeat across all traces at all conditions.  Pause sites are marked, and pause-free regions are shaded[89]
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转录过程中，随着 RNAP 在 DNA 上以单碱基对步长

不断移位［图 8（b）和图 8（c）］，RNAP 和 DNA 末端之

间端到端的距离不断变化，通过记录分析力-伸长曲线

能够得到移位速度、运行长度等参数［88］。这些在不同

负载力下发生的相应变化为机械化学循环研究中的动

力学研究提供数据支持。解压缩通常采用恒力模式，

在保证蛋白不从 DNA 脱落的前提下对 DNA 持续解

链。在解链过程中 DNA 会出现叉型位置，该位置对应

蛋白位置，具有极高的定位精度，可用于检测 DNA 发

夹上是否结合蛋白质［45］。

在单分子水平上研究 RNAP 在转录过程中的动

力学能够帮助我们更好地理解转录机制。转录主要分

为起始、延伸和终止三步，在转录过程中穿插着停顿。

生物素化 RNAP 停靠在与微球连接的模板 DNA 上，

并通过中性亲和素桥接到与另一微球相连的 1. 5 kb 
DNA 手柄末端［图 8（d）［89］］。利用光镊技术能够准确

找到 RNAP 在模板 DNA 序列上的位置及暂停位点，

该模板 DNA 包含几个序列已知暂停位点：a、b、c、d、
his。转录开始后，在负载力协助下可以得到 RNAP 在

DNA 上的运行轨迹及停顿现象，对暂停位点进行统计

发现，除了已知序列的强暂停位点外，还出现了弱暂停

位点［图 8（e）［89］中的 P1~P9］。对暂停位点的停顿时

长及频率等参数进行量化，发现暂停存在序列特异性。

此外，光镊还可以解决真核 RNA 转录过程中的相关问

题，被用于研究 RNA 聚合酶 I和 RNA 聚合酶 II在转录

过程中与核小体相互作用的机理［16，91-93］。

3.4　分子马达机械化学性质的研究

分子马达是能够将化学能转化为机械功的几类

活性酶分子，参与转录、翻译、细胞运动及分裂等过

程，在维持细胞功能上发挥着重要的作用［94］。光镊

可通过测量步长、速度、失速力、运行长度等参数来

理解不同类别分子马达的机械化学性质。大肠杆菌

Rep 解旋酶是一类通过水解 NTP 解开双链核酸的

DNA 马达，由 1A、1B、2A 和 2B 四个结构域构成，其

解旋机制一直备受关注［95］。在没有 DNA 时 Rep 蛋

白是一种稳定的单体［96-97］，当 DNA 存在时，Rep 被诱

导形成二聚体并具备解旋酶活性［98-99］。2B 结构域在

调节 Rep 解链过程中发挥着重要的作用，2B 和 2A 结

构域之间铰链的旋转运动能够引发 2B 结构域构象

转变，致使 Rep 解旋酶存在“打开”和“闭合”两种构

象［97，100］，“闭合”状态激活 Rep 从而渐进地展开 DNA
链，而“打开”状态则抑制展开活动［101］。有两种机制

解释渐进的 DNA 展开：控制 2B 构象能够激活单体

Rep 解旋［101］；二聚体 Rep 也可激活解旋活性［102］。然

而 目 前 对 这 些 机 制 的 理 解 仍 然 有 限 。 Makurath
等［103］利用去除 2B 结构域的变体 Rep Δ2B 和野生型

wtRep 量化 2B 结构域对 Rep 解链进行性和速度的影

响［图 9（a）［103］］，研究证实了 Rep 单体 2B 结构域的

删除可以激活其解旋活性［图 9（b）［103］］，且比二聚化

的 wtRep 更具有进行性。然而 2B 结构域对于 DNA
解旋活动并不是必需的［102-103］，而是在调节解链速度

方面起作用。此外，先前研究认为 2B 子域构象之间

的转变能够通过“链转换”使得解旋酶在 DNA 双链之

间交替易位，从而限制进行性运动［100，104］。使用光镊

对 Rep 进行研究的结果则表明，2B 结构域对于其“链

转换”并不是必需的，Rep 的“链转换”并不需要 2B 结

构域［93，103］。

同聚环 -ATP 酶是由多个结构同源亚基组成的

酶，它通过驱动其底物（如核酸和多肽）的易位或旋

转［106］，参与 DNA 复制及易位、ATP 合成、蛋白质降

解［107-108］。然而人们对同聚环-ATP 酶的包装机制知之

甚少。噬菌体 φ29 中的 DNA 包装马达蛋白作为同五

聚环 ATP 酶，是研究同聚环 -ATP 酶中的亚基间协调

的理想体系。Moffitt 等［109］的研究初步证明了 φ29 包

装马达蛋白循环转移 DNA 的两个阶段：一个是停留阶

段，ATP 与环状 ATP 酶作用位点结合；另一个是爆发

阶段，蛋白在 DNA 上四次以 2.5 bp 步长累积易位

10 bp。这两个阶段的循环构成了整个机械化学循环，

其中只有四个亚基参与了 DNA 的易位。后续研究完

整阐述了整个机械循环过程：在爆发阶段结束时，五个

亚基各包含一个 ADP，当新的停留阶段开始时，不参

与易位的特殊亚基触发其 ADP 的释放及 ATP 装载，

并诱导其他亚基完成 ATP 的装载，随后特殊亚基完成

ATP 的水解并触发后续四个亚基的顺序水解过程［110］。

在噬菌体包装过程中，随着衣壳内病毒 DNA 填充增

加，包装速度不断减慢［图 9（e）［105］］，相较于低衣壳填

充，高衣壳填充时马达蛋白的机械化学循环特性在多

个方面发生改变以保持亚基间运作高度协调：ATP 紧

密结合率下降导致停留阶段延长、长时间停顿（LLP）
出现、爆发阶段的持续时间延长，马达蛋白的步长减小

导致爆发阶段缩短、爆发阶段平均 DNA 易位增量减小

和旋转密度增加［图 9（e）和图 9（f）［105］］。停留阶段的

延长和 LLP 的出现是高衣壳填充时包装速度急剧下

降的主要原因［105］。噬菌体 φ29 包装机制，即马达和聚

合物底物之间的特定相互作用决定亚单位配位，是同

聚环- ATP 酶类的一般特征。

3.5　分子伴侣对蛋白质动态折叠的影响

在复杂的细胞内环境中，分子伴侣能够防止蛋白

聚集并促进蛋白有效折叠，在促进和调节蛋白质折叠

机制中发挥着重要作用。光镊实验可以揭示分子伴侣

如何调控蛋白质折叠及组装过程。Ca2+触发的神经递

质和激素的胞外分泌是一个被严格控制的过程，这一

过程需要核心膜融合蛋白 SNARE 参与。SNARE 是

介导膜融合的核心机制，在神经细胞中参与神经递质

的释放。SNARE 复合物只有正确组装才能驱动囊泡

和质膜的融合，同时许多调节蛋白，例如络合蛋白

（Cpx），参与了 SNARE 组装的调节，精确控制膜融合

过程。

为了研究络合蛋白对 SNARE 组装的调节，Hao
等［111］对 SNARE 复合物依赖络合蛋白的组装/去组装

过程进行表征。首先观测到 SNARE 复合物在被动模

式下 4 态跃迁的伸长-时间轨迹［图 3（c）］，直接呈现了

SNARE 复合物的四种不同构象：连接域打开（状态 2），

C 端展开到+2 层（状态 3），中间结构域展开到-1 层

（状态 4），N 端在 SNAP-25 脱落之前展开（状态 5）。通

过观察加入全长络合蛋白前后 SNARE 复合物动态组

装过程的变化，实时研究络合蛋白与 SNARE 复合物

中间态的相互作用。

研究发现络合蛋白能够稳定部分折叠的 SNARE
复合物，从而对应生理状态下络合蛋白的“钳制”或“促

进”功能（图 10）。此外，络合蛋白的 1-83 氨基酸结构

域 能 够 稳 定 SNARE 复 合 物 的 四 螺 旋 束 ，其 稳 定

SNARE 复合物的能力主要取决于 N 端。而且络合蛋

白的 C 端结构域（CTD）的关键抑制作用一部分是因

为膜结合或囊泡结合，另一部分则是通过与 SNARE
复合物的直接相互作用介导。1-83 氨基酸和 C 端结构

域可以有效地重构全长络合蛋白的抑制信号。这些结

果表明生理状态下络合蛋白是多个结构域协同运作，

图 9　分子马达机械化学性质的研究。（a）双光镊研究 DNA 叉展开示意图。wtRep“闭合”构象显示有四个亚结构域，Rep Δ2B 的结

构模型由三个甘氨酸残基取代［103］。（b）Rep Δ2B 单体介导 DNA 叉行进展开的轨迹。局部放大图显示了两轮活动：蛋白质解链

（U）通过中间叉离解（D）结束，或经过三轮解链（U）和重新压缩（Z）后 DNA 叉底部解离［103］。（c）高分辨率马达蛋白包装实验示

意图［105］。（d）不同程度衣壳填充下单个马达蛋白包装循环的轨迹，红色和绿色线段表示停留和爆发阶段［105］。（e），（f）噬菌体包

装过程中低衣壳填充（e）和高衣壳填充（f）的包装特性［105］

Fig.  9　Mechanochemical properties of molecular motors.  (a) Schematic of dual-trap optical tweezers for DNA fork unwinding.  wtRep 
structure in “closed” conformation shows its four subdomains, and structural model of Rep Δ2B with 2B is replaced by three 
glycine residues[103].  (b) Trace of processive DNA fork unwinding by Rep Δ2B monomer.  Zoom-in plot shows two rounds of 
activity: protein unwinding (U) ends either by mid-fork dissociation (D) or dissociation at fork base after three rounds of 
unwinding (U) and rezipping (Z) [103].  (c) Experimental geometry of high-resolution packaging assay[105].  (d) Sample traces 
displaying individual packaging cycles at various levels of capsid filling.  Stepwise fit highlights dwells and bursts in red and 
green, respectively[105].  (e), (f) Characteristics of packaging at low capsid filling (e) and high capsid filling (f) in bacteriophage 

packaging[105]
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为了研究络合蛋白对 SNARE 组装的调节，Hao
等［111］对 SNARE 复合物依赖络合蛋白的组装/去组装

过程进行表征。首先观测到 SNARE 复合物在被动模

式下 4 态跃迁的伸长-时间轨迹［图 3（c）］，直接呈现了

SNARE 复合物的四种不同构象：连接域打开（状态 2），

C 端展开到+2 层（状态 3），中间结构域展开到-1 层

（状态 4），N 端在 SNAP-25 脱落之前展开（状态 5）。通

过观察加入全长络合蛋白前后 SNARE 复合物动态组

装过程的变化，实时研究络合蛋白与 SNARE 复合物

中间态的相互作用。

研究发现络合蛋白能够稳定部分折叠的 SNARE
复合物，从而对应生理状态下络合蛋白的“钳制”或“促

进”功能（图 10）。此外，络合蛋白的 1-83 氨基酸结构

域 能 够 稳 定 SNARE 复 合 物 的 四 螺 旋 束 ，其 稳 定

SNARE 复合物的能力主要取决于 N 端。而且络合蛋

白的 C 端结构域（CTD）的关键抑制作用一部分是因

为膜结合或囊泡结合，另一部分则是通过与 SNARE
复合物的直接相互作用介导。1-83 氨基酸和 C 端结构

域可以有效地重构全长络合蛋白的抑制信号。这些结

果表明生理状态下络合蛋白是多个结构域协同运作，

图 9　分子马达机械化学性质的研究。（a）双光镊研究 DNA 叉展开示意图。wtRep“闭合”构象显示有四个亚结构域，Rep Δ2B 的结

构模型由三个甘氨酸残基取代［103］。（b）Rep Δ2B 单体介导 DNA 叉行进展开的轨迹。局部放大图显示了两轮活动：蛋白质解链

（U）通过中间叉离解（D）结束，或经过三轮解链（U）和重新压缩（Z）后 DNA 叉底部解离［103］。（c）高分辨率马达蛋白包装实验示

意图［105］。（d）不同程度衣壳填充下单个马达蛋白包装循环的轨迹，红色和绿色线段表示停留和爆发阶段［105］。（e），（f）噬菌体包

装过程中低衣壳填充（e）和高衣壳填充（f）的包装特性［105］

Fig.  9　Mechanochemical properties of molecular motors.  (a) Schematic of dual-trap optical tweezers for DNA fork unwinding.  wtRep 
structure in “closed” conformation shows its four subdomains, and structural model of Rep Δ2B with 2B is replaced by three 
glycine residues[103].  (b) Trace of processive DNA fork unwinding by Rep Δ2B monomer.  Zoom-in plot shows two rounds of 
activity: protein unwinding (U) ends either by mid-fork dissociation (D) or dissociation at fork base after three rounds of 
unwinding (U) and rezipping (Z) [103].  (c) Experimental geometry of high-resolution packaging assay[105].  (d) Sample traces 
displaying individual packaging cycles at various levels of capsid filling.  Stepwise fit highlights dwells and bursts in red and 
green, respectively[105].  (e), (f) Characteristics of packaging at low capsid filling (e) and high capsid filling (f) in bacteriophage 

packaging[105]
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在胞内作为一个分子开关存在——无 Ca2+ 时稳定

SNARE 复合物的半折叠态，防止囊泡提前释放；当

Ca2+到达时，帮助 SNARE 复合物正确组装，并维持这

一状态直到囊泡内容物释放完成。

4　双光镊技术的发展

随着光镊应用的不断深入，尤其是单分子生物物

理的蓬勃发展，光镊技术本身也在为了满足多样化的

新需求而不断地完善和更新。特别地，双光镊与其他

技术的联合使用推动了单分子科学的发展进程，如纳

米生物学和病理诊断。本节围绕双光镊与多种新技术

联用的新型杂化光镊展开讨论。

4.1　双光镊与拉曼光谱结合

1928 年，拉曼（Raman）［112］发现了拉曼散射效应，

即当一光束穿过透明化合物时，该光束中的一小部分

光以垂直于原始光束的方式从化合物中发出且伴随着

波长的改变。拉曼因这一发现获得了 1930 年的诺贝

尔奖，并推动了拉曼光谱学的发展。用激光照射样品

后，部分入射光子与样品相互作用会产生能量转移（拉

曼位移）并获得振动能量差，通过检测样品的非弹性散

射光谱可以确定样品的分子结构、组成和分子间相互

作用等信息［113］。由于某种分子所产生的拉曼信号是

唯一的，因此，拉曼光谱可用于定性和定量分析分子

种类［114］。

自发拉曼信号非常弱，限制了其在许多领域的应

用。为提高拉曼信号的强度，人们提出表面增强拉曼

光谱（SERS）和相干拉曼散射（CRS）光谱等获得高信

噪比的拉曼信号。SERS 将分子吸附在粗糙的金属表

图 10　络合蛋白稳定部分折叠的 SNARE 复合物［111］。（a）恒定光阱距离下单个 SNARE 复合体添加络合蛋白前后的伸长-时间轨迹。

箭头表示添加全长络合蛋白。（b）对（a）中蓝色虚线矩形标记的区域的放大视图。右侧为对应的 SNARE 构象状态。（c）络合

蛋白存在（红圆）和不存在（黑三角形）时各状态的概率分布及其最佳高斯拟合（红线和黑线）。在全长络合蛋白存在时，

SNARE 复合物被锁定到 C 端组装被抑制状态

Fig.  10　CpxI stabilizes partially folded SNARE complex[111].  (a) Extension-time trajectories of single SNARE complex under constant 
trap separation in presence of CpxI.  Arrows indicate administration of full-length CpxI molecules.  (b) Enlarged views of 
region marked by dashed blue rectangles in (a).  SNARE configurations correspond to each state.  (c) Probability distributions 
of extensions correspond to traces in (a) in presence (red circles) and absence (black triangles) of CpxI and their best fits by a 
sum of four Gaussian functions (red and black lines).  This suggests that in presence of full-length CpxI, SNARE complex is 

locked into C-terminal assembly-inhibited state

面上，通过增加入射电场将拉曼信号增强 103~107

倍［115］。但 SERS只能用于分析带电分析物，因此在生物

应用中的用途有限［115］。CRS主要有两种形式：相干反斯

托克斯拉曼散射（CARS）和受激拉曼散射（SRS）［116］。

这两种 CRS 作为主要的非线性拉曼技术，可以将拉曼

信号显著增强几个数量级，并在生物医学工程应用中

潜力巨大。SRS 和 CARS 具有相同的激发条件及分

子振动频率匹配的拉曼位移，然而 CARS 是一个光学

参量过程，伴随着来自四波混频过程的非共振部分，而

SRS 是光子振动能量转移的直接过程［116］。相较于

CARS，SRS 测量不受非共振背景的干扰，测量信号与

分子浓度成正比。但是检测 SRS 信号需要一个高度

稳定的脉冲源并结合锁相放大器或调谐放大器，这使

得宽频 SRS 测量更具技术挑战性［117］。

可见激光（图 11）也被用于拉曼光谱的激发，以

分析单个微粒。近年来，近红外（NIR）激光束因光子

能量低、对样品的光分解比可见激光束少等优势，被

广泛用于拉曼光谱。2002 年，Ajito 等［118］首次报道了

捕获单个纳米颗粒的拉曼光镊显微镜（RTM）。在此

基础上，Xie 等［119］开发出用于操作和识别溶液中的单

个生物细胞的光镊拉曼光谱（LTRS）。该系统将拉

曼光谱与光镊相结合，利用单束激光光镊在非直接接

触情况下悬浮和操纵单个细胞，在样品最自然的状态

下记录其拉曼光谱，并能够将样品保持足够长的时间

以进行数据采集，从而得到比自发拉曼光谱更准确的

结构和构象信息。单光镊拉曼光谱通常使用单束激

光实现捕获和拉曼激发［119-121］，或者使用一束激光进

行捕获，另一束不同波长的激光进行拉曼激发［122］。

迄今为止，单光镊拉曼光谱在研究短期高血糖对人体

红细胞的影响［123-124］、癌细胞识别及相关药物评估［125］、

单个线粒体和染色体的鉴定及分类［126-127］、空气中单

个气载颗粒的捕获和分析［128］等方面有着广泛的应

用。现阶段，LTRS 与机器学习及深度学习等算法结

合，用于在单细胞水平上快速准确地诊断肿瘤或病

症［129-130］及相关药物筛选［131］。

然而，单光镊拉曼光谱每次只能捕获和分析一个

细胞的拉曼光谱，不能同时监测细胞间的相互作用或

一个细胞内的两个相关部分。为解决此类问题，结合

拉曼光谱的双光镊系统得以开发和优化［127， 132］。

Li等［132］搭建了双波长双光阱拉曼光镊系统［图11（a）］，
并用于监测芽接酵母细胞的动态生长过程［图 11（c）］。

在该装置中，785 nm 近红外激光经分束器 BS1 分成两

束，主光路光束经 M1反射到达 BS2处，垂直于主光束的

分光束经 M2到达 BS2，两光束在 Y 轴方向成微小角度

以确保在空间错开。分色镜 DM2 将光束导入扫描系

统，并通过透镜 L1、L2、DM1和物镜形成双光镊捕获两个

微球。来自捕获微球的拉曼散射光由同一物镜收集后

经过 L3进入成像光谱仪的入射狭缝，在电荷耦合器件

（CCD）上成像。在监测由母子细胞组成的芽接酵母细

胞时，一光阱捕获母细胞，另一光阱捕获子细胞，酵母细

胞动态生长时的拉曼光谱被延时记录［图 11（c）］。延

时 拉 曼 光 谱 中 的 细 胞 核 带（1093 cm−1，812 cm−1 及

783 cm−1）、蛋白质带（1654 cm−1， 1306 cm−1）、脂质和

蛋白 CH 带（1445 cm−1）等各种分子组分动态信息，表

明母子细胞的分子组成不同且在生长过程中不断变

化，与母细胞相比，子细胞的细胞核带增加显著，这意味

着子细胞生长更为迅速。该系统还被用于研究添加发

芽剂 L-丙氨酸后两个芽孢杆菌孢子的动态萌发和异质

性及高温水中孢子湿热失活机制［132-133］。在这些研究过

程中，双光阱拉曼光镊发挥着巨大优势，它能够消除局

部培养基环境变化对孢子的影响。

红细胞在经过血管或微小毛细血管时会受到拉

伸或压缩，这些形变会引起细胞氧合状态的变化，参

与氧气运输的血红蛋白（Hb）在这一过程中至关重

要。Rao 等［134］利用双光镊拉伸红细胞模拟体内细胞

形变并监测机械应力引起的氧合和脱氧状态转化

的光谱信息。与图 11（a）不同的是，该研究使用的

装置包含两个激光器：激发拉曼光谱的 785 nm 二极

管 激 光 器 和 捕 获 细 胞 的 1064 nm 二 极 管 激 光 器

［图 11（b）［135］］。实验时操纵光镊固定细胞并使拉曼

光束透过红细胞中心，记录红细胞处于平衡（细胞被

固定不旋转时的最小约束力）或者拉伸（最大拉伸限

度）状态时的拉曼光谱。与平衡状态相比，拉伸状态

的 拉 曼 光 谱 在 某 些 区 域 存 在 不 同［图 11（d）］，在

750 cm−1 处其峰值位置与线宽发生变化，这可能是红

细胞拉伸对 Hb 结构施加应变导致的。而在 1625 cm−1

处频带出现降低，表明拉伸后 Hb 由氧合向脱氧状态

转变。结合其他拉曼光谱变化区域分析发现，经过拉

伸后红细胞内相邻 Hb 及 Hb 与膜之间的相互作用增

强，从而促使红细胞从氧合转换至脱氧状态［135］。此

外，Rusciano［136］在此基础上通过主成分分析法发现这

种现象是可逆的。

4.2　双光镊与单分子荧光检测相结合

虽然利用光镊能够在单分子水平上研究生物大分

子的动力学，但只能在一维方向上测量单分子的力和

延伸长度，这限制了光镊捕获复杂三维构象变化的能

力。荧光光谱的出现使得单分子可视化成为现实，基

于荧光的单分子技术具有高灵敏度及高分辨率，已被

广泛用于探测生物分子的动态变化过程并揭示其分子

机制。高分辨率光镊与单分子荧光成像的结合将单分

子研究推向了另一个新阶段，它结合了光镊和单分子

荧光成像的优势，既具有皮牛级的力分辨率和亚毫秒

级的时间响应，又能捕获高灵敏度的荧光信号，是研究

复杂三维构象变化的有力工具［137-138］。

一个经典的例子是 DNA 结合蛋白与 DNA 作用

的全内反射荧光（TIRF）成像。Lee 等［139］将单光镊与

TIRF 显微镜相结合，研究长 ssDNA 上单个 UvrD 解旋

酶动力学，并首次展示了长 ssDNA 上单蛋白运动的荧
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面上，通过增加入射电场将拉曼信号增强 103~107

倍［115］。但 SERS只能用于分析带电分析物，因此在生物

应用中的用途有限［115］。CRS主要有两种形式：相干反斯

托克斯拉曼散射（CARS）和受激拉曼散射（SRS）［116］。

这两种 CRS 作为主要的非线性拉曼技术，可以将拉曼

信号显著增强几个数量级，并在生物医学工程应用中

潜力巨大。SRS 和 CARS 具有相同的激发条件及分

子振动频率匹配的拉曼位移，然而 CARS 是一个光学

参量过程，伴随着来自四波混频过程的非共振部分，而

SRS 是光子振动能量转移的直接过程［116］。相较于

CARS，SRS 测量不受非共振背景的干扰，测量信号与

分子浓度成正比。但是检测 SRS 信号需要一个高度

稳定的脉冲源并结合锁相放大器或调谐放大器，这使

得宽频 SRS 测量更具技术挑战性［117］。

可见激光（图 11）也被用于拉曼光谱的激发，以

分析单个微粒。近年来，近红外（NIR）激光束因光子

能量低、对样品的光分解比可见激光束少等优势，被

广泛用于拉曼光谱。2002 年，Ajito 等［118］首次报道了

捕获单个纳米颗粒的拉曼光镊显微镜（RTM）。在此

基础上，Xie 等［119］开发出用于操作和识别溶液中的单

个生物细胞的光镊拉曼光谱（LTRS）。该系统将拉

曼光谱与光镊相结合，利用单束激光光镊在非直接接

触情况下悬浮和操纵单个细胞，在样品最自然的状态

下记录其拉曼光谱，并能够将样品保持足够长的时间

以进行数据采集，从而得到比自发拉曼光谱更准确的

结构和构象信息。单光镊拉曼光谱通常使用单束激

光实现捕获和拉曼激发［119-121］，或者使用一束激光进

行捕获，另一束不同波长的激光进行拉曼激发［122］。

迄今为止，单光镊拉曼光谱在研究短期高血糖对人体

红细胞的影响［123-124］、癌细胞识别及相关药物评估［125］、

单个线粒体和染色体的鉴定及分类［126-127］、空气中单

个气载颗粒的捕获和分析［128］等方面有着广泛的应

用。现阶段，LTRS 与机器学习及深度学习等算法结

合，用于在单细胞水平上快速准确地诊断肿瘤或病

症［129-130］及相关药物筛选［131］。

然而，单光镊拉曼光谱每次只能捕获和分析一个

细胞的拉曼光谱，不能同时监测细胞间的相互作用或

一个细胞内的两个相关部分。为解决此类问题，结合

拉曼光谱的双光镊系统得以开发和优化［127， 132］。

Li等［132］搭建了双波长双光阱拉曼光镊系统［图11（a）］，
并用于监测芽接酵母细胞的动态生长过程［图 11（c）］。

在该装置中，785 nm 近红外激光经分束器 BS1 分成两

束，主光路光束经 M1反射到达 BS2处，垂直于主光束的

分光束经 M2到达 BS2，两光束在 Y 轴方向成微小角度

以确保在空间错开。分色镜 DM2 将光束导入扫描系

统，并通过透镜 L1、L2、DM1和物镜形成双光镊捕获两个

微球。来自捕获微球的拉曼散射光由同一物镜收集后

经过 L3进入成像光谱仪的入射狭缝，在电荷耦合器件

（CCD）上成像。在监测由母子细胞组成的芽接酵母细

胞时，一光阱捕获母细胞，另一光阱捕获子细胞，酵母细

胞动态生长时的拉曼光谱被延时记录［图 11（c）］。延

时 拉 曼 光 谱 中 的 细 胞 核 带（1093 cm−1，812 cm−1 及

783 cm−1）、蛋白质带（1654 cm−1， 1306 cm−1）、脂质和

蛋白 CH 带（1445 cm−1）等各种分子组分动态信息，表

明母子细胞的分子组成不同且在生长过程中不断变

化，与母细胞相比，子细胞的细胞核带增加显著，这意味

着子细胞生长更为迅速。该系统还被用于研究添加发

芽剂 L-丙氨酸后两个芽孢杆菌孢子的动态萌发和异质

性及高温水中孢子湿热失活机制［132-133］。在这些研究过

程中，双光阱拉曼光镊发挥着巨大优势，它能够消除局

部培养基环境变化对孢子的影响。

红细胞在经过血管或微小毛细血管时会受到拉

伸或压缩，这些形变会引起细胞氧合状态的变化，参

与氧气运输的血红蛋白（Hb）在这一过程中至关重

要。Rao 等［134］利用双光镊拉伸红细胞模拟体内细胞

形变并监测机械应力引起的氧合和脱氧状态转化

的光谱信息。与图 11（a）不同的是，该研究使用的

装置包含两个激光器：激发拉曼光谱的 785 nm 二极

管 激 光 器 和 捕 获 细 胞 的 1064 nm 二 极 管 激 光 器

［图 11（b）［135］］。实验时操纵光镊固定细胞并使拉曼

光束透过红细胞中心，记录红细胞处于平衡（细胞被

固定不旋转时的最小约束力）或者拉伸（最大拉伸限

度）状态时的拉曼光谱。与平衡状态相比，拉伸状态

的 拉 曼 光 谱 在 某 些 区 域 存 在 不 同［图 11（d）］，在

750 cm−1 处其峰值位置与线宽发生变化，这可能是红

细胞拉伸对 Hb 结构施加应变导致的。而在 1625 cm−1

处频带出现降低，表明拉伸后 Hb 由氧合向脱氧状态

转变。结合其他拉曼光谱变化区域分析发现，经过拉

伸后红细胞内相邻 Hb 及 Hb 与膜之间的相互作用增

强，从而促使红细胞从氧合转换至脱氧状态［135］。此

外，Rusciano［136］在此基础上通过主成分分析法发现这

种现象是可逆的。

4.2　双光镊与单分子荧光检测相结合

虽然利用光镊能够在单分子水平上研究生物大分

子的动力学，但只能在一维方向上测量单分子的力和

延伸长度，这限制了光镊捕获复杂三维构象变化的能

力。荧光光谱的出现使得单分子可视化成为现实，基

于荧光的单分子技术具有高灵敏度及高分辨率，已被

广泛用于探测生物分子的动态变化过程并揭示其分子

机制。高分辨率光镊与单分子荧光成像的结合将单分

子研究推向了另一个新阶段，它结合了光镊和单分子

荧光成像的优势，既具有皮牛级的力分辨率和亚毫秒

级的时间响应，又能捕获高灵敏度的荧光信号，是研究

复杂三维构象变化的有力工具［137-138］。

一个经典的例子是 DNA 结合蛋白与 DNA 作用

的全内反射荧光（TIRF）成像。Lee 等［139］将单光镊与

TIRF 显微镜相结合，研究长 ssDNA 上单个 UvrD 解旋

酶动力学，并首次展示了长 ssDNA 上单蛋白运动的荧
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光图像。TIRF 显微镜能够选择性地照亮玻片表面上

方约 100 nm 范围内的分子，具有较好的信噪比。操控

单光阱捕获固定在玻片表面的 ssDNA 一端，对单个荧

光 标 记 的 UvrD 酶 的 运 动 过 程 进 行 直 接 荧 光 成 像

［图 12（a）［139］］，通过监测 DNA 解旋活性，直接可视化

UvrD 酶解旋起始途径来分析其易位和解旋过程中的

步进机制。图 12（d）展示了 UvrD 解链过程始末，一个

UvrD 单体（蓝色荧光）沿着 ssDNA 段沿 3′-5′方向易

位，其解链速度比沿 ssDNA 易位速度慢约 64%，并在

ssDNA/dsDNA 交叉口停滞（50~68 s）。溶液中的另

一 UvrD 单体结合（68 s 时荧光强度突然增加两倍），

UvrD 解旋酶开始解链 dsDNA，张力的逐渐降低象征

着 dsDNA 的展开［139］。

荧光成像与双光镊的结合进一步拓宽了单分子生

物学的研究领域，现已被用于研究同源重组［140］、翻译

调节［141］、肌球蛋白运动［142］等过程，特别是在 DNA 机械

图 11　拉曼光谱与光镊相结合。（a）单波长双光阱拉曼光镊实验装置图［132］。（b）双波长双光镊-拉曼光谱系统光路图［134］。（c）双光镊捕

获芽接酵母母子细胞的显微图像与延时拉曼光谱［132］。（d）红细胞平衡（灰色）和拉伸（黑色）状态的拉曼光谱［134］

Fig.  11　Laser Raman spectroscopy tweezers.  (a) Schematic of dual-trap Raman tweezers[132].  (b) Schematic of Raman spectroscopy 
system with dual-spot optical trap[134].  (c) Time-lapse Raman spectra of daughter cell and parent of budding yeast cell in dual 

traps[132].  (d) Raman spectra of equilibrium (gray line) and stretched (dark line) states of RBC[134]

性 能 的 研 究 中 发 挥 着 独 特 的 优 势［100，143-144］。 van 
Mameren 等［143］将双光镊与宽场落射荧光装置相结

合来研究 Rad51 重组酶与 dsDNA 之间的相互作用

［图 12（b）［143］］。对 Rad51 酶进行荧光标记并利用双光

镊拉伸 Rad51-dsDNA 复合物以进行力 -伸长测量，同

时对这一过程进行荧光成像并创建波形曲线图。波形

曲线图是用来分析荧光分子运动轨迹的工具，将目标

荧光分子 Rad51 重组酶在 DNA 上的运动过程成像拍

摄为视频后，视频中 Rad51 的每一帧按照时间顺序堆

叠成单个图像，该图像即显示了 Rad51 的运动轨迹。

波形曲线图显示了力（蓝色）的增加，这是由于 Rad51
的去组装引起了 DNA 的收缩［图 12（e）［140］］。该研究

定量分析了 Rad51 核蛋白丝的机械性能并评估了

dsDNA 的弹性，阐明了 Rad51 的去组装机制［140］。

双 光 镊 也 可 以 与 单 分 子 荧 光 共 振 能 量 转 移

（smFRET）相 结 合 用 于 检 测 复 合 物 的 构 象 动 力

学［145-146］，例如研究 ssDNA 结合 SSB 蛋白包裹拓扑结

构及动力学［144，146］。大肠杆菌 SSB 蛋白能够与 DNA 复

制、重组过程中形成的 ssDNA 中间产物结合，保护它

们免受损伤及降解。SSB 蛋白与 ssDNA 结合时存在

不同中间体包裹状态，Suksombat 等［144］使用双光镊-共

聚焦荧光显微镜同时监测 SSB 蛋白的包裹状态及其

在 ssDNA 上的位置，以研究 SSB 蛋白的不同包裹状态

是否影响其在 ssDNA 上的扩散能力。SSB 蛋白被标

记上单个供体荧光团 Alexa Fluor 555，而 ssDNA 被受

体染料 Cy5 标记［图 12（c）［144］］，利用双光镊以恒定张

力拉伸 SSB-ssDNA 复合物，并同时测量供体（绿色）

和受体（红色）的伸长和荧光的变化。力谱及 FRET 效

率共同确定了 SSB 蛋白结合 ssDNA（0~20 s）、包裹

ssDNA（20~60 s）及在 ssDNA 上扩散（60~80 s）的模

式及机制［图 12（f）［144］］，这些发现加深了对 SSB 蛋白

结合 ssDNA 机制的理解。

4.3　结合超分辨显微成像的双光镊技术

在过去 20 年中，超高分辨率成像的发展突破了光

学显微镜衍射极限的限制，促进了荧光成像领域的蓬

勃发展。其中受激发射损耗（STED）显微镜是较早被

提出并通过实验实现的超分辨率显微镜技术，能够以

极高的分辨率等特性观察到传统光学显微镜看不到的

细节，现已广泛用于生命科学的许多领域。

光镊可以测量单分子的机械力学特性，但不能直

接观察到单分子的影像。 Heller 等［147］将一维（1D）

STED 整合到双光镊上，直接观察 DNA 上的蛋白质动

力学。1D-STED 的空间分辨率比共聚焦显微镜的分

辨率提高了 6 倍，能够以 50 nm 的分辨率可视化 DNA
上蛋白质的运动路径，同时快速 1D 光束扫描确保了高

时间分辨率（<50 ms）。这些特性结合光镊技术实现

了在高蛋白浓度下，在蛋白密集覆盖的 DNA 上显示单

个 DNA 结合蛋白的能力。该装置主要分为三部分：双

光镊、光束扫描共聚焦荧光显微镜及 1D-STED 模块。

在基于“微球 -噬菌体 λDNA-微球”哑铃实验装置上

［图 13（c）］，双光镊控制 DNA 构象及力的变化，共聚

焦荧光显微镜能够实现在荧光标记蛋白质背景下对

DNA 上蛋白质动态成像，1D-STED 能够在蛋白密集

覆盖的 DNA 上区分单个标记蛋白质和蛋白纤维。

图 12　光镊与单分子荧光检测相结合。（a）单光阱结合 TIRF 显微镜。单个荧光标记的 UvrD 在 ssDNA 上易位［139］。（b）双光镊结合宽

场落射荧光装置。荧光标记 RAD51（绿色圆圈）与 DNA 结合［143］。（c）荧光标记 SSB、SSBf、ssDNA 包裹实验示意图［144］。

（d）UvrD 解开 dsDNA 事件。白色虚线表示 ssDNA/dsDNA 交叉口的位置［139］。（e）保持恒定长度的 RAD51-dsDNA 复合物的

波形图及荧光强度轨迹［140］。（f）SSB 蛋白包裹 ssDNA 过程中测量的荧光和 DNA 代表性伸长轨迹［144］

Fig.  12　Combination of optical tweezers and single-molecule fluorescence detection.  (a) Single trap with total internal reflection 
fluorescence microscopy with which one UvrD monomer translocates along ssDNA[139].  (b) Dual-trap and epifluorescence 
configuration, showing labeled RAD51 bound to DNA and fluorescence collected from dye (green circles)[143].  (c) Schematic of 
fluorescently labeled SSB, SSBf, ssDNA wrapping experiment[144].  (d) UvrD unwounds dsDNA events.  White dashed line 
indicates projected location of junction[139].  (e) Kymograph and fluorescence intensity trace of RAD51-dsDNA complex, held at 

fixed length[140].  (f) Representative traces of fluorescence and DNA extension measured during SSB wrapping ssDNA[144]
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性 能 的 研 究 中 发 挥 着 独 特 的 优 势［100，143-144］。 van 
Mameren 等［143］将双光镊与宽场落射荧光装置相结

合来研究 Rad51 重组酶与 dsDNA 之间的相互作用

［图 12（b）［143］］。对 Rad51 酶进行荧光标记并利用双光

镊拉伸 Rad51-dsDNA 复合物以进行力 -伸长测量，同

时对这一过程进行荧光成像并创建波形曲线图。波形

曲线图是用来分析荧光分子运动轨迹的工具，将目标

荧光分子 Rad51 重组酶在 DNA 上的运动过程成像拍

摄为视频后，视频中 Rad51 的每一帧按照时间顺序堆

叠成单个图像，该图像即显示了 Rad51 的运动轨迹。

波形曲线图显示了力（蓝色）的增加，这是由于 Rad51
的去组装引起了 DNA 的收缩［图 12（e）［140］］。该研究

定量分析了 Rad51 核蛋白丝的机械性能并评估了

dsDNA 的弹性，阐明了 Rad51 的去组装机制［140］。

双 光 镊 也 可 以 与 单 分 子 荧 光 共 振 能 量 转 移

（smFRET）相 结 合 用 于 检 测 复 合 物 的 构 象 动 力

学［145-146］，例如研究 ssDNA 结合 SSB 蛋白包裹拓扑结

构及动力学［144，146］。大肠杆菌 SSB 蛋白能够与 DNA 复

制、重组过程中形成的 ssDNA 中间产物结合，保护它

们免受损伤及降解。SSB 蛋白与 ssDNA 结合时存在

不同中间体包裹状态，Suksombat 等［144］使用双光镊-共

聚焦荧光显微镜同时监测 SSB 蛋白的包裹状态及其

在 ssDNA 上的位置，以研究 SSB 蛋白的不同包裹状态

是否影响其在 ssDNA 上的扩散能力。SSB 蛋白被标

记上单个供体荧光团 Alexa Fluor 555，而 ssDNA 被受

体染料 Cy5 标记［图 12（c）［144］］，利用双光镊以恒定张

力拉伸 SSB-ssDNA 复合物，并同时测量供体（绿色）

和受体（红色）的伸长和荧光的变化。力谱及 FRET 效

率共同确定了 SSB 蛋白结合 ssDNA（0~20 s）、包裹

ssDNA（20~60 s）及在 ssDNA 上扩散（60~80 s）的模

式及机制［图 12（f）［144］］，这些发现加深了对 SSB 蛋白

结合 ssDNA 机制的理解。

4.3　结合超分辨显微成像的双光镊技术

在过去 20 年中，超高分辨率成像的发展突破了光

学显微镜衍射极限的限制，促进了荧光成像领域的蓬

勃发展。其中受激发射损耗（STED）显微镜是较早被

提出并通过实验实现的超分辨率显微镜技术，能够以

极高的分辨率等特性观察到传统光学显微镜看不到的

细节，现已广泛用于生命科学的许多领域。

光镊可以测量单分子的机械力学特性，但不能直

接观察到单分子的影像。 Heller 等［147］将一维（1D）

STED 整合到双光镊上，直接观察 DNA 上的蛋白质动

力学。1D-STED 的空间分辨率比共聚焦显微镜的分

辨率提高了 6 倍，能够以 50 nm 的分辨率可视化 DNA
上蛋白质的运动路径，同时快速 1D 光束扫描确保了高

时间分辨率（<50 ms）。这些特性结合光镊技术实现

了在高蛋白浓度下，在蛋白密集覆盖的 DNA 上显示单

个 DNA 结合蛋白的能力。该装置主要分为三部分：双

光镊、光束扫描共聚焦荧光显微镜及 1D-STED 模块。

在基于“微球 -噬菌体 λDNA-微球”哑铃实验装置上

［图 13（c）］，双光镊控制 DNA 构象及力的变化，共聚

焦荧光显微镜能够实现在荧光标记蛋白质背景下对

DNA 上蛋白质动态成像，1D-STED 能够在蛋白密集

覆盖的 DNA 上区分单个标记蛋白质和蛋白纤维。

图 12　光镊与单分子荧光检测相结合。（a）单光阱结合 TIRF 显微镜。单个荧光标记的 UvrD 在 ssDNA 上易位［139］。（b）双光镊结合宽

场落射荧光装置。荧光标记 RAD51（绿色圆圈）与 DNA 结合［143］。（c）荧光标记 SSB、SSBf、ssDNA 包裹实验示意图［144］。

（d）UvrD 解开 dsDNA 事件。白色虚线表示 ssDNA/dsDNA 交叉口的位置［139］。（e）保持恒定长度的 RAD51-dsDNA 复合物的

波形图及荧光强度轨迹［140］。（f）SSB 蛋白包裹 ssDNA 过程中测量的荧光和 DNA 代表性伸长轨迹［144］

Fig.  12　Combination of optical tweezers and single-molecule fluorescence detection.  (a) Single trap with total internal reflection 
fluorescence microscopy with which one UvrD monomer translocates along ssDNA[139].  (b) Dual-trap and epifluorescence 
configuration, showing labeled RAD51 bound to DNA and fluorescence collected from dye (green circles)[143].  (c) Schematic of 
fluorescently labeled SSB, SSBf, ssDNA wrapping experiment[144].  (d) UvrD unwounds dsDNA events.  White dashed line 
indicates projected location of junction[139].  (e) Kymograph and fluorescence intensity trace of RAD51-dsDNA complex, held at 

fixed length[140].  (f) Representative traces of fluorescence and DNA extension measured during SSB wrapping ssDNA[144]
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双光镊部分中，中心波长为 1064 nm 的激光器发

射激光［图 13（a），暗红色］，使用倾斜镜（M1 和 M2）独

立控制两个正交偏振光阱，利用两个 PSD 使用后焦平

面干涉法测量微球位移。荧光部分中，一个激光系统

提 供 STED（745 nm，紫 色）和 激 发 光 束［640 nm、

543 nm 和 467 nm，使用声光可调谐滤波器（AOTF）从

超连续谱（SC）中滤波得到］。光纤耦合的雪崩光电二

极管（APD）收集去扫描荧光信号（虚线），通过在公共

路 径 中 放 置 薄 膜 分 束 器（BS），使 用 光 电 倍 增 管

（PMT）可以选择性检测荧光信号。

该装置具有单荧光团灵敏度，能够检测 ATTO 

647N、SYTOX Orange 和 EGFP 的 单 荧 光 团 ，同 时

多 色 成 像 可 实 现 更 复 杂 的 多 组 分 生 物 分 子 研 究

［图 13（b）］。图 13（b）中黑白图片分别为溶液中没有

或存在游离染料（ATTO 647N）的情况下，对 DNA 上

的 ATTO 647N 标记蛋白质进行成像。经分析发现在

1 ms 内，可以获得约 100 nmol/L 的单分子灵敏度，比

宽场成像的典型极限高 1~2 个数量级。此外，STED
能够实现亚衍射分辨率成像，共焦显微镜和 STED 显

微镜获得的波形图中可以观察到单个 SYTOX Red 染

料与 DNA 的结合过程，强度分布表明 STED 分辨率

比共聚焦显微镜分辨率提高了 3 倍［图 13（d）］。

这一力 -超分辨率联合方法还可以研究细胞骨架

上的分子马达以及光学操纵细胞或细胞成分的超分辨

率成像［147］。Roy 等［148］使用光镊捕获的黏性微球作为

手柄从单层脂质囊泡拉出膜纳米管，证明 STED 成像-

光镊可以用于测量膜张力并同时对纳米管进行可视

化。实验发现使用 STED 显微镜直接测量纳米管的直

径与使用膜曲率弹性模型根据施加的张力计算出的管

直径数据吻合。

4.4　纳米光镊的开发与应用

传统双光镊只能用于捕获微米级的微粒，实验操

作时不能直接控制纳米级样品，需要依赖于微米级小

球。因此纳米尺度实验需求推动了纳米光镊的开发以

及纳米级物体的捕获和操控。纳米光镊能够直接捕获

和操纵单个纳米物体并进行超精确定位，在纳米技术

和微生物学应用方面有着巨大的潜力［149］。受制于光

的衍射极限，往往难以将光束聚焦到纳米尺度。采用

光在金属表面上激发等离子体激元产生局域电场，在

激光照射下，金属表面的自由电子密度会发生集体振

荡，从而产生等离子体驻波增强电场［149-150］。通过设计

特定的微纳结构使得光局限在空间上很小的区域。常

见的纳米光镊有等离子体光镊（POT）。

当粒径近似及远大于激光波长时，由于散射力比

梯度力增强得更快，聚焦光束中的散射力会将粒子推

开，因此，传统光镊并不适用于捕获金属颗粒（粒径与

波长相近）和 Mie 粒子（粒径远大于波长）等大粒径颗

粒。Min 等［151］在金属纳米结构中激发表面等离子体

图 13　结合超分辨显微成像的光镊技术［147］。（a） STED、共聚焦显微镜及双光镊联合实验装置的光路图。（b）荧光标记的 λDNA 和蛋

白质的共聚焦图像。（c）两个微球间连接 DNA，绿色为扫描 DNA 的激发（EXC）光束和叠加的 STED 光束。（d）光学拉伸 DNA
上 SYTOX Red 染料的 STED 成像

Fig.  13　Combination of ultra-high resolution imaging technology with tweezers[147].  (a) Beam path in experimental setup of STED 
combined confocal microscope and dual-trap optical tweezers.  (b) Confocal microscopy image of fluorescent labeled λDNA and 
protein.  (c) Two optically trapped microspheres tethered by DNA molecule, where excitation (EXC) beam (and superimposed 

STED beam) that is scanned over DNA is shown.  (d) STED nanoscopy of SYTOX Red on optically stretched DNA
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激元（SPP）的基础上开发出一种用于捕获和操纵金属

颗粒的手段——等离子体光镊［图 14（a）］，它是基于

径向极化光束激发的平坦金属膜上的高聚焦等离子体

场（也称为等离子体虚拟探针［152-154］），稳定捕获瑞利粒

子、Mie 粒子甚至是较大的金属物体［如纳米线甚至微

米级的复杂金属结构，图 14（c）［151］］。相较于传统光镊

的光场，SPP 场的中心峰值更强且坡印廷矢量（绿色箭

头）几乎消失［图 14（b）［151］］，这些差异说明等离子体光

镊施加在粒子上的是拉力而不是推力。与其他基于金

属微盘或蝴蝶结结构的等离子体光镊［155-157］相比，这一

装置避免了制造纳米尺寸复杂结构的需求，同时促进

了对 SPP 增强倏逝场产生捕获力的全面理解和优化。

对于粒径小于激光波长的情况，采用不同形态的

纳米结构设计可以实现纳米级微粒的直接捕获，如金

膜中的纳米孔径［158］、双纳米孔（DNH）等特别适用于

单分子捕获［159］。Righini 等［160］对金属纳米天线进行图

案化操作开发出了等离子体光镊，并首次成功地完成

了对大肠杆菌的捕获。Pang 等［159］使用金膜中的双纳

米孔开发出能够稳定捕获 12 nm 二氧化硅纳米球的等

离子体光镊，使得捕获小病毒颗粒成为现实。该实验

室还采用双纳米孔捕获半径为 3.4 nm 的单个牛血清

白蛋白（BSA）分子［161］。双纳米孔由聚焦离子束在

100 nm 厚的金膜上刻蚀而成，其两个尖头相隔 15 nm
［图 14（e）［161］］。金膜下的微孔填充有质量分数 1% 的

BSA 溶液，该微孔由聚二甲基硅氧烷（PDMS）垫片和

厚玻璃盖玻片组成［图 14（d）［161］］。等离子体光阱在微

孔内产生并可用于捕获 BSA 分子，光作用力下 BSA 分

子在折叠和未折叠状态之间跃迁，此时光功率会在两

个不同的水平之间变化［图 14（f）［161］］。这一工作证明

了双纳米孔光镊可以很容易地检测到单个蛋白质，并

可以高分辨率追踪蛋白长时间的变化状态。此外，利

用双纳米孔光镊捕获单个 10 bp DNA 发夹并对其去折

叠，实时研究了 p53 蛋白与 DNA 发夹相互作用的机理

［图 14（g）［162］］。这一研究表明双纳米孔光镊可以对蛋白

质-DNA 相互作用进行超灵敏的检测和量化。双纳米

孔光镊同样可以在无标记、无溶液环境中测量单个人

血清白蛋白与甲苯磺丁脲和苯妥英的结合动力学［163］。

现阶段纳米光镊被认为在驱动和控制整个芯片实验设

备及量子信息处理领域具有潜在的应用价值［149］。

此外，Chen 等［164］搭建了可用于捕获单个 DNA 分

图 14　纳米等离子体光镊。（a）SPP 虚拟探针捕获金属颗粒示意图［151］。（b）等离子体光镊在水平面中电场强度和坡印廷矢量的分

布［151］。（c）等离子体光镊捕获金颗粒［151］。（d）双纳米孔光镊实验示意图［161］。（e）双纳米孔的扫描电子显微镜图像［161］。（f）通过双纳

米孔传输的不同状态 BSA 分子光功率的时间变化图［161］。（g）p53-DNA 复合物和单独 DNA 的解压时间 Δt累积概率的比较［162］

Fig.  14　Nano-plasmonic tweezers.  (a) Schematic of trapping metallic particles by SPP virtual probe[151].  (b) Distribution of electric field 
intensity and Poynting vector in horizontal plane of focused plasmonic tweezers[151].  (c) Gold particles trapped by focused 
plasmonic tweezers[151].  (d) Schematic of double-nanohole optical tweezers[161].  (e) SEM image of double-nanohole[161].  (f) Time 
track of BSA molecular optical power in different states transmitted through double-nanohole[161].  (g) Comparison of cumulative 

probability of unzipping time ∆t for p53-DNA complex and DNA alone[162]
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子的双光镊体系，同时借助等离子体金纳米颗粒

（GNP）团簇对溶液中单个 DNA 分子进行光学捕获。

进而，通过跟踪 GNP 的动态运动来研究次分辨率的颗

粒间作用力，为新兴的纳米生物医学领域提供了技术

支持。然而，等离子体光镊只能捕获其附近的纳米粒

子，捕获及传输效率相较于传统光镊低。因此在纳米

光镊的基础上开发出一种具有传统光镊灵活性的等离

子体光镊装置是未来发展的趋势。

5　总结与展望

自 1986 年诞生以来，传统光镊就被逐步应用于单

细胞、单分子生物物理研究。纳米光镊的开发与应用

推动了纳米技术及微生物领域的发展，实现了单个纳

米级微粒的直接操控与检测。全息光镊、光纤光镊、飞

秒光镊等技术不断更新发展，将研究范围从生物单分

子扩展到多分子及细胞水平。光镊也被用于捕获和操

控活体细胞，在复杂生理条件下研究单细胞的生理特

性，如清除小鼠血管中堵塞的红细胞及透明斑马鱼胚

胎纳米颗粒和细菌注入的微操作［165-166］。发展和利用

双光镊对生物活体进行非侵入性微操作并探究细胞间

及纳米药物与细胞的相互作用是未来发展的方向之

一。高精度、高信噪比和高稳定性的双光镊在单分子

研究中备受欢迎。双光镊已经逐渐从物理、工程研究

阶段转化为生物学家工具箱中研究单分子动力学行为

的一个重要而精巧的工具。在单分子科学中双光镊被

用来研究 DNA 弹性特性、蛋白质折叠、DNA-蛋白相

互作用及分子马达机械化学性质等。在这些应用中，

双光镊提供了高分辨率的数据，揭示了纳米级精度的

运动轨迹，有助于更好地理解生物大分子的动力学。

双光镊与其他领域技术的结合及其捕获精度的提升拓

宽了其在生物学研究中的应用范围。双光镊与荧光技

术、拉曼光谱等技术的结合能够在捕获和测量力学信

号的同时得到成像或光谱变化信息，促使了光镊在单

分子或单细胞水平的应用和发展。

双光镊在开发及生物应用中也面临着许多挑战。

相较于 TIRF、磁镊等同时获得数百个分子数据量的单

分子技术，光镊的吞吐量较低，每次只能收集一个分子

的数据。如何提高吞吐量是光镊设备亟需优化的方向，

一方面可以通过自动化程序智能捕获和筛选，另一方面

可以同时使用多个光阱捕获筛选。然而这些捕获方法

需要在维持光镊高精度捕获的前提下实现，是光镊技术

发展的一大难点。相比传统系综实验手段，单分子光镊

不仅能研究单分子的动态行为，还能对分子施加不同大

小的张力，是分子生物学向活体迈进的重要一步。光镊

技术虽被用于捕获体内活细胞，但仍面临捕获深度和捕

获效率等诸多挑战：（1） 对捕获光的影响。捕获激光本

身波前发生畸变，降低光束空间聚焦能力，光强严重衰减，

并由此带来强的热效应。（2） 对单细胞、单分子实验的影

响。与在微流道中的标准实验相比，活体内单细胞、单

分子实验往往会受复杂流体流动以及多组分的干扰。

然而，随着结构光光镊、光纤光镊以及复杂多物理场技

术的不断发展，活体单分子实验仍有无限可能。

国内利用光镊研究单分子起步也比较早，但一直

发展缓慢。光镊实验涉及到仪器的搭建与使用、生物

样品的制备、数据分析与处理等，需要光学、机械力学、

计算机软件和控制、生物化学等多学科交叉和协同合

作，对研究人员的专业技术背景要求较高。近年来，有

国外公司推出多款光镊设备用于单分子实验，在一定

程度上缓解了单分子实验用户的迫切实验需求并推动

了单分子科学的发展，应用于基因编辑［167-169］、生物分

子凝聚物微观流变学［170-171］、DNA 损伤修复等研究。

国家蛋白质科学研究（上海）设施依托大科学装置，自

主研制出高精度激光双光镊系统，并已成功对国内用

户开放用于生物单分子研究。该设备采用差分检测减

少空气扰动的影响，同时采用光纤传输激光、设置恒温

恒湿环境提高设备稳定性。光镊相关的应用仍需要科

研及产业界共同努力向纵深推进。国家也越来越重视

科研仪器的自主研制，预计国内将在光镊仪器研制及

相关的单分子研究中打开新的局面，在自主研制的仪

器上做出更多的单分子成果。
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Abstract
Significance　 Optical tweezers are a high-resolution force measuring technique invented by A.  Ashkin and colleagues in 1986.  
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Optical tweezers, in brief, use a highly focused laser beam that can form a stable three-dimensional trap to manipulate micron-sized 
particles.  Optical tweezers have sub-piconewton force resolution and sub-millisecond time response, which can be widely used in 
single-molecule biophysics.  In single-molecule optical tweezers experiment, traditional optical tweezers geometries include single-trap 
and dual-trap geometries.  Compared with the single-trap geometries, the dual-trap “dumbbell” assay has better stability and noise 
resistance, resulting in higher resolution and playing an important role in the study of DNA-protein interactions, protein folding and 
the mechanochemical properties of molecular motors.  In this review, we provide an overview on the basic principles of optical 
tweezers and the experimental setup of the dual-beam optical tweezers in the National Facility for Protein Science in Shanghai.  The 
application and progress of dual-beam optical tweezers in single-molecule biology are summarized, and we focus on investigating some 
perspectives for future applications.

Progress　When a photon is absorbed by an absorptive particle, the partial momentum of the photons is transferred to the particle, 
which in turn generates an optical trapping force that stabilizes the particle.  Quantitative calculation of the optical trapping force 
depends on the wavelength of the trapping light and the size of the trapped particle.  When the particle radius is close to or greater than 
the light wavelength, the optical trapping forces can be calculated from “ray-optics” model.  When the particle size is smaller than the 
wavelength, the electromagnetic scattering theory is often chosen as the calculation model (Fig.  1).

Optical tweezers are mainly used in the study of single biomolecules such as proteins and nucleic acids.  The systems commonly 
used in single-molecule optical tweezers experiments include single-trap optical tweezers, dual-trap optical tweezers and angular 
optical tweezers.  These experimental systems involve a variety of geometries, which can be used to directly manipulate single 
molecules and measure mechanical relevant parameters (Fig.  2).  Among them, the “dumbbell” geometry of the tweezers has better 
stability and noise immunity and higher resolution than other optical tweezers configurations, and these advantages make the tweezers 
widely applied in single-molecule mechanical properties.  The National Facility for Protein Science in Shanghai developed high-

precision dual-trap optical tweezers and successfully used them to study the folding dynamics of protein complexes (Fig.  3).  In this 
system, in order to accurately obtain the important parameter of optical trapping force, we chose to use the power spectral density 
method to calibrate the optical trap stiffness (Fig.  4), and realized base-pair resolution on the measurement of tether extension on the 
dual-trap optical tweezers (Fig.  5).

Optical tweezers provide powerful single-molecule evidence to study the mechanical behavior of nucleic acid and proteins that 
constitute the major roles in the interpretation of the central dogma in molecular biology (Fig.  6).  Stretching dsDNA with dual-trap 
optical tweezers helps us understand the elastic model of DNA and lays a foundation for exploring protein folding, DNA-protein 
complex interactions and mechanochemical properties of molecular motors.  Dual-trap optical tweezers can reveal the protein folding 
process at the single-molecule level, detect subtle protein misfolding information, and measure the translation, folding and molecular 
regulation processes of multi-domain proteins in real time.  All those studies offer single-molecule information for understanding and 
treating neurodegenerative diseases (Fig.  7).  DNA-protein binding is closely related to the molecular mechanisms of DNA 
replication, repair and transcription.  The ability of dual-trap optical tweezers to monitor DNA-protein interactions in real time at the 
single-molecule level has advanced the development of related molecular mechanisms and molecular dynamics (Fig.  8).  In addition, 
dual-trap optical tweezers can be used to study the motion characteristics of molecular motors.  Mechanochemical properties of 
molecular motors are understood by measuring parameters such as step size, velocity, and run length (Fig.  9).  Dual-trap optical 
tweezers can also be used to reveal how molecular chaperones regulate the folding and assembly process of protein complexes to clarify 
the folding mechanism, and provide the single-molecule basis for physiological processes (Fig.  10).

In recent years, dual-trap optical tweezers have been developing continuously.  Laser Raman spectroscopy tweezers (LRST) have 
enabled the simultaneous combination of single-molecule manipulation and Raman spectroscopy measurements without direct contact 
with the sample.  Dual-trap Raman tweezers built on this basis can detect the interaction between cells or stretch a single cell to study 
the changes caused by deformation (Fig.  11).  The combination of optical tweezers and single-molecule fluorescence detection breaks 
the limitation that optical tweezers can only measure in one-dimensional direction, which enables the study of complex conformational 
changes at three-dimensional level (Fig.  12).  Building on this, the combination of ultra-high resolution imaging technology with dual-
trap optical tweezers makes it possible to capture the dynamics of a single protein at high protein concentrations (Fig.  13).  Besides, 
nano-optical tweezers are capable of ultra-precise localization of single nano-objects and can track the changing state of biological 
macromolecules at high resolution over long periods (Fig.  14).

Conclusions and Prospects　 After more than three decades of development, dual-trap optical tweezers have gradually formed a 
well-established experimental system in biological research, and the increased temporal and spatial resolution has further extended the 
application range of dual-trap optical tweezers.  At the same time, dual-trap optical tweezers face many challenges in the development 
and biological application, for example, low throughput or low trap depth and efficiency of living cells.  In recent years, although 
several commercial optical tweezers instruments have been launched for single-molecule studies to promote the single-molecule 
science, the use of optical tweezers to study single molecules is still developing in China.  The National Facility for Protein Science in 
Shanghai is among the few labs to develop high-precision dual-trap optical tweezers for single-molecule studies.  The instrument has 
high stability and a high signal-to-noise ratio, which has been used in biological single-molecule researches.  It is expected that single-

molecule experiment using optical tweezers would enter a new phase in China in the coming decade.

Key words bio-optics; dual-trap optical tweezers; single molecule; protein folding; molecular motor; optical force
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