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03 生物化学过程的单分子探侧

赵新生
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系
,

北京大学生物动态光学成像中心
,
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2012年生全国抽化学与分生子物�亨学术大金
单分子探测作为一种生物物理化学的研究方法可以实时追踪单个分子的运动和变化

,

或者分辨复杂

体系中分子性质的分布
,

在生命科学研究中日益得到重视和应用
。

十多年前
,

我们实验室着手发展 自己

的单分子探测手段[l ]
,

开展了生物分子在活细胞中的转运[2]
,

小热休克蛋白的组装与解聚 [31
,

D N A杂交

14 ]
,

蛋白质折叠15
,

6]
,

细菌外膜蛋白质生成的质量控制 [71
,

酶的催化等生物化学过程的单分子探测
,

取得

一系列有意义的成果
。

本报告将介绍我们实验室常用的一些单分子探测技术
,

然后重点讨论我们最近利
用单分子探测技术研究H /A C A R N P假尿嚓咤合酶催化过程动力学机理的工作

。

H /A CA R N P可以将很多重要的结构R N A (如
rR N A

,

tR N A ) 以及剪接体R N A上的特定位点的尿嚓陡

修饰为假尿嗜吮
。

这一转化非常保守
,

有重要的生物学意义
。

复合体中含有四个蛋白亚基
: L7 ae

,

Cb fs
,

N叩 ro 和G a r l
,

以及一个引导R N A
。

Cbfs 是核心的反应亚基
,

其中有一段称作拇指环的序列
,

在反应中作

用关键
,

但目前对其功能的了解并不多
。

此外
,

G a r l虽然远离反应中心
,

却对反应速率影响极大
,

关于

它发挥作用的分子机制很不清楚
。

我们的研究表明
: R NP复合体与底物的亲和力远大于与产物的亲和力

,

即复合体可以识别只在一个碱基上的尿嚓陡与假尿嗜陡的微小差别 ; 拇指环参与了关键的催化步骤
,

拇

指环的释放是反应的决速步 ; G a r l亚基的作用正是加快该决速步的反应速率
。

我们还表征了拇指环的多

时间尺度构象变化
:
拇指环结合底物到正确位点的反应时间在分钟量级

,

在开
、

关之间作构象翻转的动

态过程为毫秒量级
,

在势能极小点附近的摆动在 100 微秒量级
。
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0 4 蛋白质相互作用的生物力学技术与方法

龙 勉

( 中国科学院力学研究所 生物力学与生物工程中心
,

北京
,

1 001 90 )

随着结构生物学
、

蛋白质组学的迅猛发展
,

对蛋白质功能定量化研究的需求 日益增加 ; 而力学
、

物

理
、

化学
、

数学等基础学科的介入
,

为进一步定量认识蛋白质结构
一
功能关系提供了新概念

、

新方法和新

技术
。

分子生物力学着重研究生物大分子的力学
一
生物学和力学

一
化学祸合规律

,

主要包括生物大分子间

特异性相互作用的定量测定
,

受体
一
配体

、

抗体
一
抗原结合与解离的反应动力学

,

作用力对蛋白质间相互

作用的调控
,

蛋白质变构和组装的分子动力学模拟等
。

锚定于细胞或胞外基质表面的受体一配体相互作用有别于游离于胞外或胞质中可溶性蛋白质间相互作

用
,

呈现出动态
、

二维
、

随机
、

外力调控等特点
,

在炎症反应
、

血栓形成
、

肿瘤转移等病理生理过程中

起着重要的作用
。

如何从单个生物大分子或单个蛋白质复合物水平定量认识结构与构象改变
、

反应速率

与亲和性
、

复合物结合强度
,

不仅可 以从新的视角阐明蛋白质的结构
一
功能关系

,

而且还可对蛋白质功能

调控提供预测
。

本文介绍了微管吸吮
、

光镊操控
、

原子力显微
、

平行流动等蛋白质功能检测实验技术
,

以及力致
、

剪切分子动力学模拟等蛋白质构象分析方法
,

并以选择素
、

整合素等细胞粘附分子为例
,

说

明上述技术和方法在阐明炎症反应的分子识别机理中的应用
。


