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冷休克蛋白是一类高度保守的核酸结合蛋白, 由 65—70个氨基酸组成的 5条反向平行 b 链, 形成结构紧

凑的 b 桶状结构. 冷休克蛋白在细菌应对冷刺激过程中起重要作用, 但其具体工作机制尚未完全阐明. 本研

究利用磁镊技术系统研究了不同浓度冷休克蛋白对 DNA发夹结构折叠和去折叠动力学的影响, 定量测定了

相应条件下DNA 发夹的折叠和去折叠速率. 实验结果表明, 在一定浓度范围内, 随着冷休克蛋白浓度增大, DNA

发夹的折叠速率显著降低; 而去折叠速率保持不变. 当冷休克蛋白达到一定浓度阈值时, 去折叠速率也呈现

明显上升趋势. 进一步研究发现, 冷休克蛋白浓度增大使 DNA 发夹的临界力减小, 从而降低了发夹的结构稳

定性. 通过力跳变实验, 更直观地表现出冷休克蛋白只与单链 DNA结合, 而不与双链 DNA相互作用. 这些单

分子水平的研究结果揭示了冷休克蛋白通过调控核酸双螺旋结构稳定性来维持细菌低温适应性的分子机制.
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1   引　言

DNA 是生物体内携带遗传信息的核心物质,

主要存在于细胞核和线粒体中 [1]. DNA通过特定

的碱基序列编码遗传指令, 指导蛋白质合成并传递

遗传特征. 值得注意的是, DNA稳定性受多种因

素的协同调控 [2]. 系统解析其作用机制, 可以揭示

DNA动态构象在生命活动中的功能切换规律, 也可

为生物技术中核酸分子稳定性优化提供理论框架.

DNA的稳定性首先由其碱基序列的化学拓扑

特性决定, G≡C碱基对 (base pair, bp)较 A = T

具有更高的热力学稳定性 [3,4]. 此外, DNA稳定性

受溶液离子强度和温度的影响. 传统观点认为单价

阳离子能够通过静电屏蔽作用减弱 DNA磷酸骨

架间的电荷排斥, 从而增强双螺旋结构的稳定性 [5].
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然而, 最新研究表明, 当单价阳离子浓度超过临界

值时, 其过电荷效应 (overcharging)反而会削弱双

链稳定性 [6]. 升温则会触发 DNA熔解 [7].

单链 DNA(single-stranded DNA, ssDNA)在

温度下降过程中容易自发折叠形成局部互补配对

的非功能性 DNA发夹 (hairpin)二级结构, 干扰

转录延伸复合体的进程.  DNA发夹由双链茎部

(stem, 通过碱基互补配对稳定)和单链环部 (loop)

构成, 其动态构象转变与双螺旋DNA稳定性有关 [8].

茎部长度与 G≡C含量正相关于结构稳定性, 但过

长的茎部易引发动力学陷阱, 阻碍构象的快速转换.

冷休克蛋白 (cold shock protein, Csp)由 65—

70个氨基酸组成, 可以与任意序列的 ssDNA结合 [9],

但对胸腺嘧啶 [10] 和 Y-box核心序列 ATTGG[11]

具有较强的结合能力.  来自常温枯草芽孢杆菌

(bacillus subtilis)、嗜热芽孢杆菌 (bacillus caldo-

lyticus)和超嗜热海栖热袍菌 (thermotoga mari-

tima)的 3种同源冷休克蛋白 BsCsp,  BcCsp 和

TmCsp不含有二硫键且结构简单, 是研究蛋白质

与 DNA相互作用的理想模型.

Csp虽被证实通过结合 ssDNA发挥转录抗终

止功能 [12,13], 但其分子机制尚未完全解析. 通过冷

休克反应中蛋白质表达量的变化, Csp的具体作用

可以理解为: 当外界环境温度剧烈下降时, 细菌体

内 Csp基因转录上调 [14], Csp表达量显著增加 [15–17].

而由于非冷休克基因序列折叠成发夹等二级结构,

导致非冷休克蛋白表达量急剧下降. 作为核酸伴

侣, Csp能够与非冷休克基因启动子区域的 ssDNA

和 mRNA结合 [18], 使其二级结构被破坏, 帮助转录

翻译过程正常进行 [19,20], 进而恢复蛋白正常表达 [21].

光镊 [22,23]、原子力显微镜 [24] 和磁镊 [25] 在内的

单分子技术 [26] 通过对单个核酸链或蛋白质链施加

拉力, 可以探测到核酸或蛋白质分子的构象转变动

力学特征. 早期的研究利用磁镊测量了在不同浓度

的 ssDNA存在时, Csp力依赖的折叠和去折叠速

率.  发现 Csp表现出不同的力敏感的去折叠速

率 [27,28] 以及 ssDNA不仅与天然状态的 BcCsp结

合, 还能够与部分去折叠态的构象结合 [29].

由于磁镊具有在小力下长时间稳定测量的优

点 [30], 先前的研究通过磁镊, 在恒定力下已经测量

到了 DNA发夹折叠和去折叠来回转变过程 [31]. 本

工作为了研究具有不同热稳定性 Csp同源蛋白的

功能保守性, 利用磁镊拉伸 DNA发夹, 分别测量了

在不同 BsCsp, BcCsp和 TmCsp蛋白浓度下DNA

发夹力依赖的折叠和去折叠速率. 通过贝尔模型拟

合, 得到了 DNA发夹临界力的变化, 从而探究 Csp

对 DNA发夹稳定性的影响. 研究发现 DNA发夹

力依赖的折叠速率随着 Csp浓度的增大而降低,

而当 Csp达到一定浓度后, 发夹的去折叠速率显

著增大. 通过对 DNA发夹两端施加跳变力, 直接

证实了 Csp主要与 ssDNA而不与 dsDNA结合. 

2   材料和方法
 

2.1    DNA 发夹的制备

我们设计了 3组 DNA发夹结构用于磁镊实

验. 其中, 发夹-15R60T7 (图 1(a))和发夹-15R60T3

(图 1(b))均含 15-bp随机序列茎部 (GC含量 60%),

环部分别包含 7个和 3个胸腺嘧啶; 发夹-19R52T7

(图 1(c))插入 ATTGG特征序列构建 19-bp茎部

(GC含量 52%), 环部含 7个胸腺嘧啶.
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图 1　三种DNA发夹结构　(a), (b)茎部为随机序列的发夹-

15R60T7 (a)和发夹-15R60T3 (b); (c)茎部含特异性 ATTGG

基序 (虚线框)的发夹-19R52T7

Fig. 1. Three  DNA  Hairpin  structures:  (a),  (b)  Hairpin-

15R60T7 (a)  and  Hairpin  15R60T3 (b)  with  random stem

sequences;  (c)  Hairpin  -19R52T7 containing  the  specific

ATTGG motif in the stem (marked by a dashed box).
 

为减少发夹两端与磁球、载玻片表面的非特

异性吸附, 在发夹结构两端引入双链 DNA手柄

(handle):  加入 l-DNA、dNTPs、高保真 DNA聚

合酶和引物, 通过聚合酶链式反应扩增制备 DNA

手柄,  其中 Handle-1(372 bp)使用正向引物 5'-

CCACGACACTAGCTGCTGCATTACCATCT

GCCTGGTATCAGGGCAAC-3'和生物素标记的

反向引物 5'-Biotin-GCTCCGCCGACACGTTA
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TGG-3' 进行制备, 而 Handle-2(240 bp)使用正向

引物 5'-thiol-AAGCGGGGATTTCCGTCGGG-3'

和反向引物 5'-GGAGTCTGTGCACAAGTAAT

ACCGCCAGCGAGGTGGCC-3' 在含 4 mmol/L

DTT的体系中扩增以防止二硫键形成. 随后将扩

增出来的 DNA手柄分别经过琼脂糖凝胶电泳

(95 V, 35 min)验证和试剂盒纯化.

为了让手柄与发夹进行连接, 使用 BstXI限制

性内切酶处理 DNA手柄纯化产物 (37 ℃, 2 h)生

成黏性末端. 将合成的DNA发夹序列放入 95 ℃ 水

浴锅自然冷却至室温完成退火处理, 以保证 ssDNA

形成发夹结构. 将带有黏性末端的DNA手柄、DNA

发夹和 ssDNA侧链 (flank)等摩尔浓度与 T4多

核苷酸激酶、T4 DNA连接酶混合, 于 37 ℃ 水浴

孵育 30 min. 随后转移至 16 ℃ 进行过夜连接反

应, 图 2展示了最终合成的磁镊拉伸 DNA发夹构

建物.
  

5'

5'

Biotin
Handle-1 Handle-2

Flank-1 Flank-2 SH

DNA hairpin

图 2　DNA发夹构建物示意图. 限制性内切酶特异性切割

DNA手柄 (红线)后, 通过 T4 DNA连接酶与发夹、侧链部

分连接. 生物素标记的 Handle-1的 5’端与磁球表面的链霉

亲和素相连, 巯基修饰的 Handle-2的 5’端与载玻片表面

Sulfo-SMCC相连 . 斜向虚线表示省略的碱基对 , 未按标准

比例绘制

Fig. 2. Schematic  of  DNA  Hairpin  construct.  The  DNA

handles  are  specifically  cleaved  by  restriction  endonuclease

(red  lines),  followed  by  T4 DNA  ligase-mediated  junction

with the Hairpin and flank segments. The 5’ end of biotin-

labeled  Handle-1 is  conjugated  to  streptavidin  on  the  sur-

face  of  magnetic  beads,  while  the  5’-thiol-modified  end  of

Handle-2 is  conjugated  with  Sulfo-SMCC-coated  glass  sub-

strates. Dashed diagonal lines represent omitted base pairs.

Structural dimensions are not proportionally scaled.
  

2.2    Csp 样品制备

蛋白构建体 HisTag-Csp的构建是将公司合成

的 3种 Csp基因序列分别插入到载体 pQE-60实

现的. 取 2 μL Csp-pQE-60重组质粒通过热激法

转化至 50 μL BL21表达感受态细胞, 涂布于含有

氨苄青霉素的 LB固体培养基, 37 ℃ 过夜培养后

挑取单菌落接种至 300 mL氨苄抗性的液体 LB培

养基. 在 37 ℃, 200 r/min振荡培养至光密度达 0.6

(10—12 h), 加入异丙基-b-D-硫代吡喃半乳糖 (IPTG)

至终浓度 0.25 mmol/L, 调整培养条件至 25 ℃,

200 r/min继续诱导表达 8—10 h. 随后通过 4 ℃,

5000 r/min离心收集菌体, 将菌体重悬于裂解缓

冲液 (50 mmol/L Tris、500 mmol/L氯化钠、10%

甘油、20 mmol/L咪唑, pH = 8.0). 经超声破碎后,

目标蛋白使用 Ni-NTA Sefinose Resin (生工)和

Superdex 200 (通用医疗)进行纯化, 纯化后的蛋

白经液氮速冻后保存于–80 ℃ 超低温冰箱. 

2.3    流动室制备

首先将 22×32 mm载玻片与 20×20 mm盖玻

片依次置于含 5% 洗涤剂、去离子水的染色槽中超

声清洗, 随后载玻片经等离子清洗后, 浸入 1% 3-

氨基丙基三乙氧基硅烷 (APTES, Sigma)的甲醇

溶液. 室温硅烷化 50 min后, 用甲醇、去离子水冲

洗并放置烘箱烘干. 用细条状的封口膜将载玻片与

盖玻片黏合, 并用玻璃胶在两端制作蓄水池. 室温

下晾至 1 h后, 注入经 1×PBS缓冲液稀释的 3.0 μm

聚苯乙烯微球. 接着冲入 1% Sulfo-SMCC并静置

20—25 min. 将连接好的 DNA发夹构建物经 1×

PBS缓冲液稀释后加入到流动室中, 静置 30 min

后, 注入 600 μL 1×PBS缓冲液冲走未连接的DNA

链, 最后加入 1% BSA的 PBS缓冲液, 于 4 ℃ 冰

箱过夜孵育以屏蔽玻璃表面的非特异性相互作用.

随后, 将链霉亲和素包被的磁球注入流动室, 并孵

育 5 min, 于是通过生物素-链霉亲和素特异性连接

的单分子体系构建成功. 

3   实验结果
 

3.1    确定 DNA 发夹信号

为了确定 DNA发夹 (15R60T7)的特征性力

学响应轨迹, 首先在没有 Csp蛋白的缓冲液中对

DNA系绳施加 3.0—70.0 pN左右的拉力 (图 3).

当拉力处于 9.4 pN和 10.2 pN时 ,  分别出现步

长为 12.2 nm和 13.3 nm的去折叠信号. 在 9.4—

10.2 pN范围内, DNA发夹发生去折叠和折叠转

换, 对应发夹结构中 15个 bp的双链-单链构象变

换. 当拉力加载到 65.0 pN左右时, 双链 DNA手
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柄发生 B型到 S型的构象转变, 其延伸长度骤增

70%(612 bp×0.34 nm/bp×70% ≈ 145 nm), 该力

学响应特性与理论预测一致, 可以确认所拉到的正

是目标 DNA分子.
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图 3　DNA发夹-15R60T7代表性的力-延伸示意图 . 当拉

力增大时, DNA发夹在大约 9.4 pN处以 12.2 nm的步长去

折叠, 紧接着又折叠回去; 在约 10.2 pN处发生第二次去折

叠, 步长为 13.3 nm, 插图描述了 DNA 发夹在力作用下发

生折叠-去折叠转变

Fig. 3. Representative  force-extension  curve  of  DNA  Hair-

pin-15R60T7. As the force increases, the DNA Hairpin un-

folds at  approximately 9.4 pN with a step size  of  12.2 nm,

followed by a refolding event. A second unfolding event oc-

curs at around 10.2 pN with a step size of 13.3 nm. The in-

set illustrates the force-induced folding and unfolding trans-

itions of the DNA Hairpin.
  

3.2    Csp 对 DNA 发夹平衡态折叠和去折叠
动力学的影响

从加载速率拉伸实验中, DNA发夹结构表现

出往复的折叠和去折叠动态转换特征. 基于磁镊技

术可以长时间恒力测量的优点, 系统探究了 Csp

蛋白对 DNA发夹平衡态动力学的影响. 实验首先

在无 BcCsp条件下进行恒力平衡态测试, 随后通

过缓冲液置换依次注入含 50 nmol/L, 500 nmol/L

和 5000 nmol/L BcCsp的测量体系 (每次置换体

积 200 μL). 图 4显示, 经平滑处理后 DNA发夹延

伸的分布直方图呈现双峰分布, 对应 DNA发夹的

折叠态与去折叠态.

在无配体条件下, DNA发夹在力增过程中逐

渐向去折叠态偏移. 当 BcCsp浓度为 50 nmol/L

时, 平衡态转变没有出现显著变化, 表明该浓度下

未形成有效蛋白-核酸复合物. 值得注意的是, 当

BcCsp浓度提高至 500 nmol/L和 5000 nmol/L

时, DNA发夹在相同外力作用下表现出明显的去

折叠态偏好性, 推测其机制源于 BcCsp对 DNA发

夹去折叠态构象的特异性结合作用. 该现象证实

Csp蛋白的结合能显著降低 DNA发夹的热力学稳

定性.

基于隐马尔可夫模型构建的构象态识别框架,

对发夹-15R60T7的时间伸长曲线进行折叠和去折

叠态构象的自动识别, 得到了折叠和去折叠状态寿

命的累积分布. 采用指数函数拟合了不同 BcCsp

浓度 (0—5000 nmol/L)下该发夹结构去折叠和折

叠状态的存活概率 (图 5), 得到其折叠和去折叠速

率. 在 9.04 pN恒力条件下, 浓度梯度实验显示: 发

夹-15R60T7力依赖的折叠速率随着 BcCsp浓度

增大而逐渐减小, 当 BcCsp浓度达到 500 nmol/L

时,  折叠速率显著降低 ,  降幅达两个数量级 .  而

去折叠速率的显著提升仅发生在 BcCsp浓度为

5000 nmol/L 时, 这可能是由于发夹初始解链时新

暴露的 ssDNA区域, 为高浓度的 Csp蛋白提供了

快速结合位点, 通过结合暴露的 ssDNA降低了去

折叠能垒.

ku (f) = k0uexp
(
fxu
kBT

)
kf (f) = k0f exp

(
− fxf
kBT

)
f

k0f和k
0

u

xf和xu

kB

fc

fc

DNA发夹力依赖的折叠速率 kf 和去折叠速

率 ku 的对数值与力呈线性关系. 在测量缓冲液中

分别含有 0 nmol/L (9.04—10.73 pN), 50 nmol/L
(9.04—10.73 pN),  500 nmol/L  (8.62—10.31 pN)
和 5000 nmol/L (7.25—9.04 pN) BcCsp时, 力依

赖的折叠和去折叠速率可以通过贝尔模型拟合:

  和   ,

其中  为 DNA发夹所受的拉力; kf 和 ku 为折叠和

去折叠速率;    为外推到拉力为零时的折叠

和去折叠速率;   为折叠和去折叠距离, 分别

为去折叠态、自然状态与过渡态在拉力方向上伸长

的差;   为玻尔兹曼因子; T 为绝对温度. 折叠速

率和去折叠速率拟合线段交点对应的力即为 DNA

发夹的临界力  . 实验测得DNA发夹-15R60T7在

BcCsp浓度为 0 nmol/L, 50 nmol/L, 500 nmol/L

和 5000 nmol/L时的临界力分别为 10.09 pN, 10.09

pN, 9.44 pN和 7.98 pN(图 6(a)), 表明 BcCsp浓度

的增大显著降低 DNA发夹的机械稳定性, 表现为

 值随蛋白浓度升高而下降 .  当 BcCsp浓度从

0 nmol/L增至 5000 nmol/L时, 在 9.04 pN下, DNA
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keq = kf/ku发夹-15R60T7的平衡常数   从 58减小

到 0.04, 降幅超过 3个数量级, 这也说明了 BcCsp

的结合促使平衡向去折叠态偏移.

按照相同的方法, 研究了 BcCsp对 DNA发

夹-15R60T3平衡态动力学的影响. 图 6(b)展示了发

夹-15R60T3在溶液中含有 0—5000 nmol/L BcCsp
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图 4    BcCsp浓度梯度下 DNA发夹平衡态动力学表征　(a)—(c) DNA发夹-15R60T7在无 BcCsp体系中的时间-延伸曲线, 分别

对应 10.73 pN, 9.88 pN和 9.04 pN的恒力测量条件; (d)—(f)含梯度浓度 BcCsp (50, 500和 5000 nmol/L)时, 9.04 pN力场下 DNA

发夹的动力学响应; 右侧面板为对应平滑延伸的相对频率分布, 均呈现双峰分布特征 (黑色原始数据采样率 200 Hz, 红色曲线经

0.1 s 时间窗口平滑处理)

Fig. 4. Equilibrium measurement of DNA Hairpin in solutions with different concentration of BcCsp: (a)–(c) Extension time course

of  DNA Hairpin-15R60T7 in  the  absence  of  BcCsp  under  constant  force  measurements  at  10.73 pN,  9.88 pN,  and  9.04 pN;  (d)–

(f)  dynamic responses  of  the DNA Hairpin at  9.04 pN in solutions with BcCsp concentrations of  50,  500,  and 5000 nmol/L.  The

right panels show relative frequency of the smoothed extensions, exhibiting two peaks. The raw data (black) is recorded at 200 Hz

and smoothed over a 0.1 s time window (red).
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图 5    在 0—5000 nmol/L BcCsp范围内 , DNA发夹-15R60T7在 9.04 pN下去折叠态 (a)和折叠态 (b)的存活概率 , 其中实线表

示指数拟合以确定 kf 和 ku

Fig. 5. Survival  probability  of  folded  (a)  and  unfolded  states  (b)  of  DNA  Hairpin-15R60T7 at  9.04 pN  in  solutions  with

0–5000 nmol/L BcCsp. The solid curves represent the exponential fitting to determine kf and ku.
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时力依赖的折叠和去折叠速率. 随着 BcCsp浓度

的增大, 发夹-15R60T3的折叠速率逐渐减小, 去

折叠速率在 BcCsp浓度大于 500 nmol/L时明显

增大. DNA 发夹发生平衡态转变的力区间和临界

力逐渐向小力方向移动.

Keq

为了探究 BsCsp蛋白对 DNA发夹结构有何

影响, 研究了 BsCsp对 DNA发夹-15R60T3平衡

态动力学的影响. 图 6(c)展示了发夹-15R60T3在

溶液中含有 0—3000 nmol/L BsCsp时力依赖的折

叠和去折叠速率. 当 BsCsp浓度达到 300 nmol/L

以上时, DNA 发夹折叠速率明显下降. 而只有当

BsCsp浓度在 3000 nmol/L时, 去折叠速率才显著增

大. DNA发夹-15R60T3在 0 nmol/L, 30 nmol/L,

300 nmol/L 和 3000 nmol/L BsCsp 存在时 DNA

发夹的临界力分别是 10.25 pN, 10.26 pN, 9.94 pN

和 8.96 pN. 随着 BsCsp浓度的增大, 发夹的临界

力也逐渐减小. 在力等于 9.20 pN时, DNA发夹-

15R60T3的平衡常数  从 0 nmol/L BsCsp时的

37减小到 3000 nmol/L BsCsp时 0.57, 减小了 2个

数量级左右, 这也说明了 BsCsp的结合能够降低

DNA发夹的稳定性.

研究揭示, BcCsp和 BsCsp通过结合单链DNA,

不仅显著抑制其折叠动力学, 还在高浓度时触发去

折叠速率增大. 当浓度超过临界阈值时, Csp分子

通过亚毫秒级快速结合动力学占据新生 ssDNA区

域, 形成空间位阻效应, 并诱导茎部 DNA双螺旋

发生去折叠转变.
 

3.3    Csp 与单双链 DNA 结合的研究

为明确 Csp蛋白对单链/双链 DNA的选择

性结合特性,  基于 Csp对 ATTGG序列的高亲

和特性 [11], 设计了茎部含有该基序的 DNA发夹-

19R52T7 (图 1(c)), 力从 1.0 pN加载到 67.0 pN,

发夹在 12.0 pN以步长为 17.6 nm发生去折叠, 并

在 65.0 pN处观察到双链 DNA手柄的过渡拉伸信

号 (图 7), 确定拉到了正确的 DNA系绳.

首先对 DNA发夹-19R52T7进行力从小到大
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图 6    DNA发夹在 Csp测量缓冲液中力依赖的折叠和去折叠速率　(a), (b) DNA发夹-15R60T7 (a)和发夹-15R60T3 (b)分别在

0—5000 nmol/L BcCsp测量缓冲液中力依赖的折叠和去折叠速率; (c) DNA发夹-15R60T3在 0—3000 nmol/L BsCsp测量缓冲液

中力依赖的折叠和去折叠速率; 箭头表示的交叉点给出了 DNA发夹在不同浓度 Csp下的临界力

Fig. 6. Force-dependent folding and unfolding rates of DNA Hairpin in solutions with different concentration of Csp: (a), (b) Force-

dependent  folding  and  unfolding  rates  of  DNA Hairpin-15R60T7  (a)  and  Hairpin-15R60T3  (b)  in  solutions  with  0–5000 nmol/L

BcCsp; (c) force-dependent folding and unfolding rates of DNA Hairpin-15R60T3 in solutions with 0–3000 nmol/L BsCsp. The in-

tersection points indicated by the arrows give the critical forces of the DNA Hairpin at different concentrations of Csp.
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图 7    DNA发夹-19R52T7典型的力-延伸示意图. DNA发

夹在大约 12.0 pN处以 17.6 nm的步长发生去折叠, 当力加

载到 65 pN时, DNA双链手柄发生过渡拉伸转变

Fig. 7. Representative  force-extension  curve  of  DNA  Hair-

pin-19R52T7.  The  DNA  Hairpin  unfolds  at  approximately

12.0 pN with a step size of 17.6 nm, and the DNA double-

stranded handles overstretch when force is 65 pN.
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的力跳变实验, 来验证 Csp是否与 dsDNA结合.

首先将拉力在 1.0 pN停留 8 s,  保证 DNA发夹

处于折叠状态. 随后将力增至 14.0 pN并停留 3 s,

使 DNA发夹发生去折叠. 由于在该力下 DNA发

夹去折叠速率快于磁镊 5 ms时间分辨率, 以至于

在 0 nmol/L TmCsp的缓冲液中, 没有观察到DNA

发夹在去折叠过程中伸长出现延迟跳变的现象

(图 8(a)).  当 TmCsp浓度增大到 100 nmol/L和

500 nmol/L时, 也没有观察到延迟现象 (图 8(b),

(c)), 表明 TmCsp很少与 dsDNA结合.

我们又进行力从大到小的力跳变实验, 验证

Csp是否与 ssDNA结合. 对刚才的 DNA发夹施

加 16.0 pN的拉力并停留 3 s, 确保 DNA发夹处

于去折叠态. 随后将力减小到 8.0 pN, DNA发夹

回到折叠态. 在 0 nmol/L TmCsp测量缓冲液中,

DNA发夹的伸长没有出现延迟 (图 8(a)).  而当

TmCsp的浓度增大到 100 nmol/L和 500 nmol/L

时, DNA发夹在折叠过程中延伸分别出现 3 s和 7 s

的延迟 (图 8(b), (c)), 说明 TmCsp能够与 ssDNA

结合.

TmCsp与 ssDNA的结合快慢直接影响生物

体应对冷休克等刺激的生理恢复速率. 我们试图

通过调控 16.0 pN力的维持时间 (即 DNA发夹-

19R52T7处于 ssDNA状态的时长)来得到 TmCsp

与 DNA发夹-ATTTGG的结合动力学特性. 在力

从 16.0 pN跃迁至 8.0 pN的实验中, 测量了 DNA

发夹完全折叠所需时间. 通过指数拟合去折叠状态

的生存概率, 得到 DNA发夹的折叠速率 (图 9(a)).

当 TmCsp浓度从 100 nmol/L增至 500 nmol/L

时, DNA 发夹在 8.0 pN下的折叠速率显著降低

(图 9(b)), 但在 16.0 pN去折叠状态的停留时间对

折叠速率无显著影响. 这说明 TmCsp与 ssDNA

结合可以快速达到平衡状态.

通过统计在力减小的跳变实验中 DNA 发夹伸

长出现延迟的概率, 来判定 TmCsp是否与 ssDNA

结合. 图 9(c)显示, DNA 发夹结合 TmCsp的概

率与 16.0 pN停留时间 (1 s及以上)无关, 这一现

象也证实了 TmCsp与 ssDNA是一个快速结合的

过程.
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图 8    力跳跃实验研究 TmCsp与单双链 DNA结合动力学 . (a) 0 nmol/L, (b) 100 nmol/L和 (c) 500 nmol/L TmCsp 存在时 ,

DNA发夹-19R52T7 去折叠和折叠的典型力跳变测量; (a)—(c)左侧的第 1个力跳变验证 TmCsp是否与 dsDNA结合, 左侧的第 2

个力跳变验证 TmCsp是否与 ssDNA相互作用

Fig. 8. Force-jump  experiments  to  investigate  the  binding  kinetics  of  TmCsp  to  ssDNA  and  dsDNA.  Representative  force-jump

measurements  of  DNA  Hairpin-19R52T7 in  the  presence  of  (a)  0 nmol/L,  (b)  100 nmol/L,  and  (c)  500 nmol/L  TmCsp.  In

panels (a)–(c), the first force jump (left) determines whether TmCsp binds to dsDNA, while the second force jump (right) assesses

its interaction with ssDNA.
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4   总结与讨论

本研究使用磁镊系统研究 BcCsp, BsCsp对

DNA发夹-15R60T7和发夹-15R60T3中双螺旋结

构稳定性的调控机制及 TmCsp与发夹-19R52T7

中单双链 DNA的结合特性 .  测量了 BcCsp和

BsCsp存在和不存在时, DNA发夹力依赖的折叠

和去折叠速率以及研究了 DNA发夹处于去折叠

态时间长短对其折叠速率和结合 TmCsp概率的

影响.

首先, 通过测量不同浓度 BcCsp和 BsCsp条

件下 DNA发夹-15R60T7和发夹-15R60T3的折

叠和去折叠动力学, 发现随着 Csp浓度增大, DNA

发夹的折叠速率逐渐减小. 这主要是由于 Csp结

合到去折叠态的发夹 ssDNA上 ,  进一步稳定了

DNA发夹的去折叠态, 减缓了发夹的折叠转变.

只有当茎部上的 Csp完全解离时, ssDNA才能形

成发夹结构. 一个 Csp结合位点大概是 6—7个核

苷酸 [10,32,33], 上述两种 DNA发夹茎部含有 30个核

苷酸, 能够结合 4—5个 Csp. 因此在相同力下, Csp

浓度越高, 结合到 DNA发夹 ssDNA区域上的概

率越大, 更难形成发夹结构. 由于 Csp几乎不与处

于 dsDNA态的发夹结合, 当 Csp浓度比较低时,

Csp不会对 DNA发夹的去折叠转变产生影响. 而

当 Csp浓度增大到阈值时, DNA发夹的去折叠速

率显著增大. 这可能是 DNA发夹刚被打开, Csp

快速结合到发夹新暴露的 ssDNA区域, 并阻止其

重新折叠, 从而促进发夹加速打开.

实验观察到, 随着 BcCsp浓度由 0 nmol/L增

至 5000 nmol/L,  DNA发夹 -15R60T7的临界力

从 10.09 pN显著降低至 7.98 pN(降幅 21%), 而发

夹-15R60T3的临界力则由 9.92 pN降至 7.37 pN

(降幅 26%). 类似地 , 当 BsCsp浓度从 0 nmol/L

升高到 3000 nmol/L时, 发夹-15R60T3的临界力

从 10.26 pN下降至 8.96 pN(降幅 13%). 这些数据

清楚地表明, Csp能够显著降低 DNA双螺旋结构

的稳定性. 这种结构调控作用在分子水平上解释

了 Csp如何促进核酸二级结构解链以保障转录等

关键生命活动的正常进行.

接着我们设计了 DNA发夹的力增大或力减

小跳变实验, 通过观察延伸是否出现延迟, 直接观

察到 Csp与 ssDNA而不与 dsDNA结合, 且 Csp

结合 ssDNA速率极快, 以至于在实验可调节的等

待时间范围内, 几乎看不到 DNA发夹折叠速率和

结合概率的明显变化. 这种高效的结合特性使其能

够及时阻止核酸局部配对结构的形成, 对维持细胞

在低温下行使正常功能具有重要作用.

本研究不仅阐明了 Csp对 DNA结构稳定性

的调控规律, 还揭示了其快速结合 ssDNA的分子

机制. 这些发现为深入理解冷休克蛋白在低温胁迫

响应中的功能提供了新的实验证据和理论依据. 特

别值得关注的是细胞中 Csp的浓度可达几十个

μmol/L[21], Csp通过降低 DNA二级结构的稳定性

和快速结合 ssDNA的双重作用, 形成了一套高效

的调控机制, 这可能是生物体适应环境变化的重要

策略之一.
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图 9    DNA发夹-19R52T7与 TmCsp结合动力学的蛋白浓度和去折叠时间依赖性分析　(a) 100 nmol/L和 500 nmol/L TmCsp

溶液中, DNA发夹-19R52T7在 8.0 pN下的去折叠态的存活概率, 其中实线为指数拟合, 用于确定折叠速率; (b), (c) 16.0 pN拉力

条件下, 去折叠态停留时间对 DNA发夹在 8.0 pN下的折叠速率 (b)和结合概率 (c)的影响

Fig. 9. Analysis  of  protein  concentration  and  unfolding  time  dependence  in  the  binding  kinetics  of  TmCsp  with  DNA  Hairpin-

19R52T7.  (a)  Survival  probability  of  the unfolded state  for  DNA Hairpin-19R52T7 at  8.0 pN in the presence of  100 nmol/L and

500 nmol/L TmCsp.  The solid  lines  represent  exponential  fitting  to  determine  the  folding  rates.  (b),  (c)  Effect  of  unfolded state

dwell time of DNA Hairpin at 16.0 pN on the folding rate at 8.0 pN (b) and the binding probability (c).
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Abstract

Cold shock proteins (Csps) are a class of highly conserved nucleic acid-binding protein composed of 65−70

amino  acids  that  form  a  compact  b-barrel  structure  with  five  antiparallel  b-strands.  As  nucleic  acid-binding
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proteins, Csps play an important role in bacterial response to cold shock, yet their precise working mechanism is

still unclear. As is well known, DNA hairpin undergoes folding-unfolding transitions under small constant forces.

Magnetic  tweezers  technique  has  obvious  advantages  in  this  kind  of  research,  especially  its  capacity  for

extended-duration  constant-force  measurements  at  pico-Newton  force  level,  which  makes  it  very  suitable  for

characterizing the conformational transition dynamics of DNA hairpin at low forces of several pico-Newton. In

this  study,  we  first  stretch  DNA  hairpin  from  its  N-  and  C-termini  by  using  magnetic  tweezers.  Then,  we

sequentially introduce Csp buffer solutions with increasing concentrations into the flow chamber and measure

the folding and unfolding rates of the DNA hairpin at different Csp concentrations.  It is  found that within a

certain concentration range, increasing Csp concentration can significantly reduce the DNA hairpin folding rate

while  keeping  the  unfolding  rate  almost  unchanged.  This  behavior  occurs  because  Csp  only  binds  to  single-

stranded DNA (ssDNA), and interacts with the ssDNA region of the unfolded DNA hairpin, thereby hindering

the folding process. As Csp does not interact with double-stranded DNA (dsDNA), the above-mentioned effect

on  the  unfolding  process  is  negligible.  Furthermore,  the  critical  force  of  DNA hairpin  progressively  decreases

with  the  increase  of  Csp  concentration,  demonstrating  that  Csp  effectively  destabilizes  the  hairpin  structure.

When  the  Csp  concentration  reaches  sufficiently  high  levels,  the  DNA  hairpin’s  unfolding  rate  increases

considerably. This phenomenon may be caused by the rapid binding of Csp to newly exposed ssDNA regions of

partially unfolded DNA hairpins, which prevents refolding and accelerates the unfolding pathway. In force-jump

experiments  using  Csp-containing  buffers,  the  binding  preference  of  Csp  for  either  ssDNA or  dsDNA can  be

directly  determined  by  analyzing  whether  the  delayed  response  of  DNA  hairpin  extension  occurs.  In  force-

increasing jump experiments, no extension delay is observed in the DNA hairpin unfolding process. In contrast,

force-decreasing  jump  experiments  shows  significant  extension  delay  in  the  folding  process.  These  single-

molecule  measurements  provide  direct  evidence  that  Csp  only  specifically  binds  to  ssDNA,  further

demonstrating that its binding kinetics occur very rapidly. This study delves into the molecular mechanisms by

which Csps maintain normal cellular functions in cold chock conditions.
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