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摘  要：【背景】在日益严重的环境污染中，越来越多的生物受到核辐射、化学污染、生物污染等

危害，严重影响到生态系统的平衡，而耐辐射奇球菌(Deinococcus radiodurans)具有强大的 DNA 修

复能力，使它能在各种极端环境下生存。PprI 蛋白作为 D. radiodurans 中 DNA 损伤修复过程的开关，

异源表达后可以显著提高其他真核和原核生物在极端环境下的生存率。目前对 PprI 蛋白的研究大多

局限于传统生化手段，在活细胞内实时动态观测单个 PprI 蛋白的反应过程仍然相对滞后。【目的】探

究 DNA 损伤前后 PprI 蛋白在单分子水平的动态变化，从单分子角度精准揭示 PprI 蛋白在 DNA 损

伤修复中的关键作用，为研究耐辐射奇球菌 DNA 修复机制奠定理论基础。【方法】利用光转换荧

光蛋白 mMaple3 原位标记的 PprI 蛋白，通过基于全内反射荧光(total internal reflection fluorescent, 
TIRF)显微成像的单分子示踪光激活定位显微镜(single-particle tracking photoactivated localization 
microscopy, sptPALM)技术，持续激活低密度的 mMaple3 荧光蛋白，实现活细胞内 PprI 蛋白的单分

子定位与示踪，明确 PprI 蛋白在 DNA 损伤前后的分子动力学特征。【结果】通过对 PprI 蛋白表观

扩散系数分布的拟合，将其分为 3 种运动状态，即固定态(D*=0.07 μm2/s)、缓慢扩散态(D*=0.21 μm2/s)
和快速扩散态(D*=0.65 μm2/s)。发现在 DNA 受到损伤后的细胞中，PprI 蛋白扩散态分子比例显著

上升，而其固定态分子比例显著下降。【结论】利用单分子示踪技术精确表征了 PprI 蛋白在 DNA
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受损后大部分蛋白运动速率偏向快速运动，表面 DNA 损伤释放了较大比例的结合态 PprI 蛋白。本

研究可以深化 PprI 介导的 DNA 损伤修复系统的分子机制模型，也可以为利用单分子技术研究其

他 DNA 修复反应提供技术参考。 
关键词：耐辐射奇球菌；PprI 蛋白；DNA 损伤修复；单分子示踪；表观扩散系数 
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Abstract: [Background] Amid the aggravating environmental pollution, increasing organisms 
are endangered by nuclear radiation, chemical pollution, and biological pollution, which seriously 
disrupts the balance of ecosystems. Deinococcus radiodurans with remarkable performance of 
DNA repair can survive in various extreme environments. PprI acts as a switch in the DNA repair 
process in D. radiodurans, and the heterologous expression of this protein can significantly 
enhance the survival rates of other eukaryotes and prokaryotes in extreme conditions. The 
available studies on PprI molecules are predominantly conducted with biochemical methods, and 
the real-time dynamic observation on reactions of single PprI molecules in living cells remains 
underdeveloped. [Objective] We explored the dynamics of PprI at the single-molecule level 
before and after DNA damage and revealed the role of PprI in DNA repair, aiming to enhance our 
understanding of the DNA repair mechanism in D. radiodurans. [Methods] The PprI molecules of 
D. radiodurans were labeled with the photo-activated fluorescent protein mMaple3. The 
low-density mMaple3 fluorescent protein was continuously activated by single-particle tracking 
photoactivated localization microscopy (sptPALM) based on total internal reflection fluorescent 
(TIRF) microimaging to realize the single-molecule localization and tracking of PprI in living 
cells, on the basis of which the molecular dynamics of PprI molecules before and after DNA 
damage was clarified. [Results] By analyzing the distribution of the apparent diffusion coefficients 
of PprI molecules, we identified three distinct species: immobile molecules (D*=0.07 μm2/s), 
slow-diffusing molecules (D*=0.21 μm2/s), and fast-diffusing molecules (D*=0.65 μm2/s). After 
DNA damage, we observed a significant increase in the proportion of diffusing PprI molecules 
and a significant decrease in the proportion of immobile molecules. [Conclusion] Using the 
single-molecule tracking technique, we accurately characterized the movement of PprI molecules, 
finding that most PprI molecules moved fast after DNA damage. Additionally, DNA damage at the 
surface released a large proportion of immobile PprI molecules. This study improves the 
molecular mechanism model of the PprI-mediated DNA repair system and paves a way for 
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studying other DNA repair reactions using single-molecule techniques. 
Keywords: Deinococcus radiodurans; PprI; DNA repair; single-molecule tracking; apparent 
diffusion coefficient 
 
 

耐辐射奇球菌(Deinococcus radiodurans)是
一 种 能 在 极 端 环 境 下 生 存 的 微 生 物 ， 是

Anderson 等[1-3]在 1956 年发现的一种直径约 2 μm
的非致病性化能异养需氧型球菌，菌落表面光滑

湿润、呈粉红色[2,4-5]。其细胞大部分处于二分体

时期，少数属于四分体时期[6-10]。这种细菌具有

超强的辐射、氧化、高温、干旱等抗性[2]，对数

生长期的 D. radiodurans 能够承受比大肠杆菌

(Escherichia coli)高 50−100 倍的电离辐射，对

紫外线(ultraviolet, UV)的抗性也比大肠杆菌高

近 40 倍[7,11]，其强大的抗逆性使其成为研究极

端环境下生命适应机制的重要模型。 
D. radiodurans 的抗逆性主要依赖于其特

有的 PprI 介导的 DNA 损伤修复通路 (如
PprI-DdrO 辐射应答体系[12])。PprI 也叫 IrrE，

是 Earl 等和 Hua 等几乎同时发现的一种金属酶

蛋白[13-15]，主要定位于拟核，在细胞质中也有

分布[16]，被认为是激活 DNA 损伤修复途径的

总开关。pprI 基因被研究应用于其他生物中以

期提高它们的抗性，当转导入大肠杆菌，其对乙

醇、丁醇、醋酸的抗性可增强 10−100 倍[17]，并且

上调修复基因 recA 的表达，对电离辐射抗性可增

强约 1.6 倍[18-19]，Yue 等[20]在不加诱导剂的条件

下，PprI 蛋白能正常表达，并能提高菌体的抗

氧化能力，导入到酵母中时能增加乙醇发酵的

产量并提高电离辐射抗性[21-22]，导入到乳酸乳

球菌(Lactococcus lactis)中提高了乳酸产量和应

激耐受性[23]。pprI 基因在真核细胞中也起作用，

它可以提高油菜的抗盐能力[24]，导入小鼠和人

类的细胞，发现 PprI 蛋白可以上调 Rad51 的表

达，减轻急性辐照造成的 DNA 损伤，提高细胞

生存率[25-26]。说明 PprI 在抗逆性中发挥重要的

调控地位，因此需要从多角度深入解读 PprI 蛋
白在细胞中如何行使其生物学功能。 

PprI 的晶体结构已被 Vujicić-Zagar 等[27]解

析出，该蛋白质由 3 个结构域组成：一个锌肽酶

样结构域、一个螺旋转向螺旋基序和一个环核苷

酸磷酸二酯酶/腺苷环化酶/FhlA 结构域(cGMP 
phosphodiesterase/adenyl cyclase/FhlA, GAF)样
结构域。PprI 的 N-末端结构域含有折叠的锌金

属肽酶，并含有保守的 HEXXH 序列，其中 H82、
E83、H86 和 E113 对于金属离子结合以及 PprI
蛋白酶功能是不可缺少的，缺失将会导致对辐

射敏感[15]。Ludanyi 等[28]和 Wang 等[12]证明 PprI
作为靶向 DdrO 的蛋白酶发挥作用。Lu 等[29]在

最近的工作中揭示 PprI 蛋白酶与单链 DNA 
(single-stranded DNA, ssDNA)相互作用，ssDNA
在体内和体外均以长度依赖性方式增强 PprI 与
DdrO 的相互作用，以及激活 PprI 的酶切功能，

并有研究表明，PprI 蛋白在 DNA 损伤的早期、

中期和晚期的表达量均无发生变化[30]。当 DNA
发生损伤后，PprI 感应 DNA 损伤从而被激活[29]，

在 PprI-DdrO 辐射应答体系中，PprI 发挥酶切功

能，将结合在修复基因启动子上的 DdrO 蛋白

二聚体解离为单体，解除修复基因的抑制，暴

露启动子位点便于 RNAP 结合，触发下游 DNA
修复通路[12]，对损伤 DNA 进行修复。 

单分子示踪光激活定位显微镜 (single- 
particle tracking photoactivated localization 
microscopy, sptPALM)是一种结合光激活定位

显微镜 (photoactivated localization microscopy, 
PALM)与单分子示踪(single-particle-tracking, SPT)
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技术的综合方法[31-32]，通过结合光激活定位显

微镜的高分辨率成像效果和单分子追踪的动力

学分析，实现了对生物样品中单个分子的超分

辨动态成像，为生命科学领域的研究提供了强

大的工具。相较于传统 PALM，sptPALM 使用较

低的激光激发强度，可以更长时间地跟踪分子。

首先使用特定波长的激光随机激活光激活 /光
转换荧光蛋白，使其从暗状态转变为亮状态[33]，

成像若干帧，通过高灵敏度的显微镜系统捕捉

激活的单分子的荧光信号，直到荧光分子被不

可逆的光漂白，在连续的时间序列中，将一系

列图像上的分子位置连接起来，形成一条轨迹。

当其他分子被激活时，重复该过程，直到所有

荧光标记分子都被漂白成像[34]。利用 sptPALM
可以分析单分子的运动特性，如速度、扩散系数

等，揭示其在细胞内的动态行为[34-35]。mMaple3
光转换荧光蛋白具有高信号效率、低二聚化趋

势、高光子预算等诸多优势，所以在基于单分

子的超分辨率成像领域具有广阔的应用前景，

从而实现更精确和高效的超分辨率成像[36]。 
本研究通过给予细胞200 J/m2 UV或20 μg/mL 

丝裂霉素 C (mitomycin C, MMC)胁迫，观察单个

菌落的生存率，验证 mMaple3 荧光蛋白原位标记

PprI 蛋白对菌株生存率的影响；其次用 mMaple3
原位标记 PprI 蛋白的菌株，基于 sptPALM 技术

探究 PprI 蛋白在 DNA 受到 UV 或 MMC 胁迫后

的动力学变化。从单分子角度揭示 PprI 蛋白在

DNA 修复过程中的运动状态变化，以期为全面

阐明 PprI 蛋白在 DNA 修复过程中的应激反应

奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

D. radiodurans 野生型(DR-WT)来源于西南

科技大学江士杰老师课题组；mMaple3 质粒来源

于 McGill 大学 Stephanie Weber 团队；mMaple3
荧光蛋白原位标记 PprI 的 D. radiodurans 菌株

(DR-PprI-mMaple3)由本课题组构建。 

1.2  培养基 
胰蛋白胨葡萄糖酵母(tryptone glucose yeast, 

TGY)培养基 (1%胰蛋白胨 , 0.5%酵母提取物 , 
0.1%葡萄糖，添加 2%琼脂则为固体培养基)用于

D. radiodurans 的培养。培养 DR-PprI-mMaple3
时添加 20 μg/mL 的卡那霉素；基本培养基

(minimal medium, MM)[7]，具有较低的自发荧

光，用于成像时为 D. radiodurans 提供营养，保

证 D. radiodurans 在实验过程中正常存活。 

1.3  主要试剂和仪器 
SYBR-GOLD 染料，Biosharp 公司。载玻片，

VWR Internationals 公司；UV 照射灯，Philips 公

司；紫外强度功率测试仪，林上科技有限公司；

全内反射荧光(total internal reflection fluorescent, 
TIRF)显微镜，Olympus 公司；405 nm 激光器，

长春新产业光电技术有限公司；488 nm 激光器和

561 nm 激光器，Coherent Corp 公司；EMCCD 相

机，Andor 公司；多波段滤波器，Chroma 公司。 

1.4  D. radiodurans 菌培养条件 
将 DR-WT 和 DR-PprI-mMaple3 菌株在 TGY 

(不含或含有终浓度 20 μg/mL 卡那霉素)平板上

进行划线分离，30 ℃恒温培养箱中倒置培养，

3 d后挑取单一菌落接种至 3 mL TGY (含 20 μg/mL
卡那霉素)液体培养基中，30 ℃、220 r/min 振

荡培养过夜。次日，将培养过夜的菌液接种至

20 mL MM 培养基中进行稀释，使其 OD600 为

0.2−0.3，继续扩大培养直至达到对数生长前期，

即 OD600 值为 0.5−0.6，全程避光。 

1.5  表型分析试验 
1.5.1  200 J/m2 UV 辐照处理 

准备 7 个试管，依次编号，每个试管中装

入 9 mL 无菌去离子水备用。吸取 1 mL 对数生
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长期(OD600 为 0.6−0.8)的菌液于 1 号试管中混

匀，完成 10 倍稀释，从 1 号试管中吸取 1 mL
菌液加入 2 号试管中，完成 102 倍稀释，依次

完成 10−7 倍稀释。 
完成稀释后依次吸取 1 μL 菌悬液，按试管

编号顺序依次接种于 TGY 固体培养基。预热紫

外灯至功率稳定，在无菌环境下进行 200 J/m2 
UV 辐照处理。处理完成后将平板倒置放于

30 ℃恒温培养箱中培养 2−3 d。 

1.5.2  MMC 处理 
在培养至 OD600为 0.6−0.8 时，即对数生长期

的菌液中加入终浓度为 20 μg/mL 的 MMC，充分

混匀后，进行 10−107 倍稀释，依次接种于 TGY
固体培养基，然后将平板倒置放于 30 ℃恒温培

养箱中培养 2−3 d。 

1.6  显微镜样品制备 
1.6.1  制片 

将对数生长期的菌液以 4 500 r/min 离心

3 min 得到菌沉淀，重悬于 20 μL 的 MM 培养

基中备用。为保证菌株的正常生理状态，将 2%
低荧光琼脂糖与 2×MM 培养基 1:1 混合，将混

合液体滴于载玻片上，迅速放置另一片载玻片

于上方，形成平整的琼脂糖平面，用于菌液成

像。当琼脂糖凝固后，取下上方载玻片，在平

面上滴入 2.5 μL 重悬的菌液，重新盖回上层载

玻片。 

1.6.2  UV 辐照样品处理 
预热紫外灯至功率稳定，将滴有菌液的平

面平放于紫外灯下进行辐照后，进行后续成像。 

1.6.3  MMC 样品处理 
将菌液培养至对数期后，在培养瓶中加入

终浓度为 20 μg/mL 的 MMC，快速混匀后立即取

1 mL 菌液，于 4 500 r/min 离心 3 min 得到菌体

沉淀，然后按照 1.6.1 中方法制备显微镜成像样

品，用于成像。 

1.6.4  PprI 蛋白与拟核的双色成像 
SYBR-GOLD 染料与 DNA 结合的亲和力

高，结合后能够极大地增强荧光信号，可以用

来实现对拟核的检测。对于 SYBR-GOLD 染核

的细胞，吸取 1 μL 稀释的 1:100 的 SYBR-GOLD
染料与 20 μL 重悬菌液混匀，然后再滴于琼脂

糖平面上成像。先采集 561 nm 激光激活图像，

再采集 488 nm 激光激活图像。 

1.7  TIRF 显微镜成像 
1.7.1  PprI-mMaple3 单分子信号采集 

将制备完成的样品倒置于显微镜物镜上，

选择菌体数目合适的视野。将采集曝光时间设

置为每帧 15.7 ms，采集明场图像后用高功率

561 nm 激光对 D. radiodurans 的自发荧光和预激

活荧光信号进行预漂白。预漂白结束后将 561 nm
激光功率调至 6 mW，以 1 W/cm2 的 405 nm 激

光在单个细胞中激活单个 mMaple3 荧光蛋白。

合适的 561 nm 激光功率可在保证 mMaple3 信

号足够强的同时，实现 mMaple3 信号的长时间

追踪。 

1.7.2  拟核信息采集 
完成单分子信息采集后，关闭 405 nm 和

561 nm激光，调整 488 nm激发光功率为 0.5 mW，

采集细胞拟核信息。 

1.8  数据分析 
1.8.1  PprI-mMaple3 单分子数据处理 

数据处理基于 MATLAB 软件。为了从采集

信号中筛选出正确的荧光蛋白信号以避免自发

荧光的干扰，我们将利用荧光强度对单分子信

号筛选。首先对图像进行带通滤波处理，随后

对局部荧光信号进行二维椭圆高斯拟合，最后

根据荧光信号强度阈值对荧光信号进行取舍。

使用 MATLAB 软件中自定义脚本对明场图中

的细胞轮廓进行勾勒[37]，确保只在目的区域内

进行单分子追踪。当分子信号连续出现在 3 个
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像素(0.48 μm)窗口中，认定是同一分子运动轨

迹。由于荧光蛋白的闪烁特性，我们允许轨迹

中可以丢失一帧。最后利用 MATLAB 软件中自

定义的脚本，根据表观扩散系数阈值将分子运

动轨迹分为固定态和扩散态。 

1.8.2  PprI-mMaple3单分子表观扩散系数

拟合 
利用均方位移 (mean square displacement, 

MSD)，根据公式 D*=MSD/(4Δt)计算表观扩散

系数，只保留运动轨迹不小于 4 步的数据。根

据表观扩散系数来区分固定态分子和扩散态分

子[38]。单运动状态表观扩散系数分布可以用单

指数模型描述如下： 
*
1

*

4 /* 4 3
* 1
1

(4 / );
6

) (
x D

D

D x ef x D
−

= 。 

根据上述方程拟合单分子的 D*分布来得到

表观扩散系数 *
1D ，其中 x 是 D*的概率密度。已

有研究表明，正常细胞中 PprI 可能存在 3 种不

同运动速率的分子 [16]。本研究使用固定的 D*

值，根据以下表达式拟合 DNA 损伤细胞中 PprI
的 3 种状态，可以得出 PprI 蛋白在细胞内的运

动情况。 
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其中： *
1D 、 *

2D 、 *
3D 是 PprI 分子 3 种不同运动

状态的表观扩散系数，A1、A2 和 A3 是 3 种状态

的分子比例，A1+A2+A3=1。 

2  结果与分析 
2.1  UV辐照和MMC抑制D. radiodurans
生长的表型分析 

利用 mMaple3 光转换荧光蛋白原位标记

D. radiodurans 中 PprI 蛋白，可在荧光显微镜下

实现 PprI 蛋白的追踪(图 1A)。UV 辐照使 DNA
形成不同的嘧啶二聚体(pyrimidine dimer)，如

TT 二聚体，使得双螺旋之间的连接键减弱，从

而破坏 DNA 双链。高剂量的 UV 辐照还可直接

破坏 DNA 链，导致 DNA 双链断裂，从而影响

生物正常的生存和繁衍。MMC 属于 DNA 交联

剂，其氮丙啶与氨甲酰基具有烷化功能，可进

入双链 DNA 的疏水性沟槽内与其中的碱基发

生双烷基化交联反应以抑制 DNA 复制，在一定

程度上破坏了 DNA 稳定的双螺旋构象[3]。通过对

DR-WT 和 DR-PprI-mMaple3 进行 UV 辐照处理和

MMC 处理，产生损伤 DNA，探究 D. radiodurans
的存活率，确认 D. radiodurans 在 200 J/m2 UV 辐

照处理和 20 μg/mL MMC 处理下能否正常生长。

由菌落表型试验结果得知，当细胞经受 200 J/m2 
UV 辐照或 20 μg/mL MMC 处理后，DR-WT 和

DR-PprI-mMaple3 生存率均无显著变化(图 1B、
1C)，mMaple3 原位标记 PprI 蛋白对菌株的生存

活性无明显影响(图 1C)。综上，D. radiodurans 具

有强大、高效的 DNA 修复功能，在受到 200 J/m2 
UV 辐照或 20 μg/mL MMC 处理后，细胞能快

速做出应激反应，对损伤 DNA 进行修复，使得

细胞能继续正常生存。 

2.2  PprI 蛋白在细胞内运动状态分析 
PprI与mMaple3荧光蛋白在细胞中融合表达，

实现 PprI 信号分子的可视化。通过 PprI-mMaple3
信号分子独特的光物理特性(强度和持续时间)
去剔除 D. radiodurans 中自发闪烁分子，当分子

信号连续出现在 3 个像素(0.48 μm)窗口中，认

定为一个连续的分子运动轨迹[38]。非常短的轨

迹(如<4 步)受细胞限制、运动模糊和定位误差

影响，具有较大的统计不确定性，通常在分析

中被忽略[34,38]。当筛选值大于 4 步时可以去除

更多的自发闪烁分子，但同时也会损失更多的 
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图 1  菌株 DR-WT 和 DR-PprI-mMaple3 对紫外线或丝裂霉素 C 敏感性测试   A：使用同源重组技

术用光转换 mMaple3 荧光蛋白标记 PprI 蛋白 C 端示意图，在 pprI 和 mMaple3 基因之间插入柔性 linker，
使得 pprI 基因与 mMaple3 基因可以在细胞内更好地融合表达；KanR 抗性基因用于筛选重组成功的克

隆菌株。B：菌株 DR-WT UV 和 MMC 敏感性测试，利用指定剂量的紫外线照射和固定浓度的 MMC 处

理后，克隆菌株的存活率反映了对 UV 或 MMC 的敏感性，结果显示野生型细胞对紫外线和 MMC 不敏

感。C：菌株 DR-PprI-mMaple3 UV 和 MMC 敏感性测试，mMaple3 在细胞内表达不影响 D. radiodurans
的生存率，并且与野生型相比，DR-PprI-mMaple3 菌株对 UV 和 MMC 同样不敏感。 
Figure 1  Ultraviolet or mitomycin C susceptibility testing of strain DR-WT and strain DR-PprI-mMaple3. A: 
The C-terminus PprI was labeled with the photoconvertible fluorescent protein mMaple3 using homologous 
recombination, a flexible linker is inserted between the pprI and mMaple3 genes, allowing for better fusion 
expression of the pprI and mMaple3 genes within the cell; KanR resistance genes used for screening cloned 
strains with successful recombination. B: UV or MMC sensitivity assays of DR-WT, survival of clonal strains 
after treatment with the indicated doses of UV irradiation and fixed concentrations of MMC responded to 
sensitivity to UV or MMC, the results show that DR-WT are insensitive to UV and MMC. C: UV or MMC 
sensitivity assays of DR-PprI-mMaple3, the expression of mMaple3 in cells does not affect the survival rate of 
D. radiodurans, and DR-PprI-mMaple3 cells are equally insensitive to UV and MMC compared with DR-WT. 
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PprI-mMaple3 分子，所以取 4 步为阈值对分子

运动轨迹进行筛选，根据持续帧数的差异可以

去除绝大多数采集的自发闪烁分子，减少自发

闪烁对单分子追踪的影响。在 TIRF 显微镜明场

下采集的细胞轮廓(图 2)与 405 nm 荧光下采集的

PprI-mMaple3 分子信号(图 2B、2D 中大于 3 个像

素的红色信号表示)合并后得到单个 PprI-mMaple3
分子在细胞内连续 18 帧的实时运动轨迹，

PprI-mMaple3 固定态分子和扩散态分子均连续出

现在 3 个像素窗口中且实时运动轨迹大于 4 步。 
使用 MATLAB 软件根据明场图勾出细胞

轮廓，并对信号进行处理分析。在活细胞中，

PprI-mMaple3 分子可能以不同的运动状态存在，

这取决于它们的特定功能，基于先前的研究，已

知大多数蛋白质处于 2 种运动状态[38-39]。因此，

首先将 PprI-mMaple3 分子简单分为 2 种状态，并

自由拟合为扩散态 D*>0.11 μm2/s [蓝色表示运动

轨迹(图 2C)]和固定态 D*<0.11 μm2/s[39] [红色表

示运动轨迹(图 2A)]。 

2.3  UV 处理后 DNA 损伤细胞中 PprI
蛋白的亚细胞分布 

561 nm 激光的功率越高，荧光信号漂白率越

高，荧光信号的强度也越高。由于 D. radiodurans
具有强烈的自发荧光，使用高功率的 561 nm 激 

 

 
 

图 2  TIRF 显微镜下 PprI-mMaple3 分子在 D. radiodurans 细胞中的运动轨迹图   A：固定态 PprI-mMaple3
运动轨迹示例。B：单个固定态 PprI-mMaple3 分子在 405 nm 荧光下连续 18 帧的运动轨迹示例图，红

色信号大于 3 个窗口的为 PprI-mMaple3 信号，小于 3 个窗口的为噪音，在连续 18 帧中，PprI-mMaple3
固定态分子运动轨迹大于 4 步且连续出现在 3 个以上窗口中。C：扩散态 PprI-mMaple3 运动轨迹示例。

D：单个扩散态 PprI-mMaple3 分子在 405 nm荧光下连续 18 帧的运动轨迹，在连续 18 帧中，PprI-mMaple3
扩散态分子运动轨迹大于 4 步且连续出现在 3 个以上窗口中。 
Figure 2  Molecular trajectories of PprI in D. radiodurans under TIRF microscope. A: Example of motion 
trajectory of immobile PprI-mMaple3. B: Example tracks of a single immobile PprI-mMaple3 molecule 
imaged over 18 consecutive frames under 405 nm fluorescence, a red signal greater than 3 windows is a 
PprI-mMaple3, while a signal less than 3 windows is a noise signal, in 18 consecutive frames, immobile 
PprI-mMaple3 molecule trajectories were greater than 4 steps and appeared in more than 3 consecutive 
windows. C: Example of motion trajectory of diffusing PprI-mMaple3. D: Example tracks of a single 
diffusing PprI-mMaple3 molecule imaged over 18 consecutive frames, under 405 nm fluorescence, in 
18 consecutive frames, diffusing PprI-mMaple3 molecule trajectories were greater than 4 steps and appeared 
in more than 3 consecutive windows. 
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光，不仅可以对预激活的信号进行漂白，还

可以采集到清晰细胞隔膜(图 3A、3B)，同时对

细胞的自发荧光漂白，减少背景噪音，以便后

续采集由 405 nm 荧光激活的新成熟的信号分

子。SYBR-GOLD 染料的化学结构包含一个DNA
结合部分和一个荧光团，当与 DNA 结合时，荧

光团的荧光增强，从而发出荧光信号，以此定

位细胞拟核位置。使用 SYBR-GOLD 染料对 UV

处理后 DNA 受损的 D. radiodurans 细胞拟核

进行染色，在功率为 0.5 mw 的 488 nm 激发光

下成像，获得经 UV 处理后 DNA 损伤细胞中拟

核的位置(图 3C−3D)。 
将细胞隔膜图像与拟核图像叠加，可确定

拟核在 DNA 损伤细胞中的相对位置(图 3E−3F)。
随机选取一个细胞进行单分子轨迹分析，与叠加

图对比，结果显示，经 UV 处理后 DNA 损伤细 
 

 
 
图 3  UV 处理后 DNA 损伤细胞中荧光成像和 PprI-mMaple3 分子轨迹图   A：561 nm 荧光下细胞隔

膜，因 D. radiodurans 具有强烈的自发荧光，在 561 nm 荧光下可以清楚地看到细胞膜和细胞隔膜。B：隔

膜放大图。C：488 nm 荧光下经 SYBR-GOLD 染料染后的细胞拟核。D：细胞拟核放大图。E：拟核共

定位图，拟核与细胞隔膜共定位，共定位成功显示为黄色。F：共定位放大图。G：分子运动轨迹图(同
2.2，红色表示固定态分子，蓝色表示扩散态分子)，PprI-mMaple3 分子出现在整个细胞中，但扩散态

分子更多定位在拟核。H：分子运动轨迹放大图。 
Figure 3  Fluorescence imaging and single-molecule trajectories of PprI-mMaple3 in DNA damage cell after 
UV treatment. A: The septum of D. radiodurans under 561 nm fluorescence, due to the strong 
autofluorescence of D. radiodurans, the cell membrane and septum can be clearly seen under 561 nm 
fluorescence. B: Enlarged image of septum. C: Nucleoid under 488 nm fluorescence after dyeing with 
SYBR-GOLD. D: Enlarged image of nucleoid. E: Colocalization of septum with nucleoid, colocalization of 
nucleoid and cellular septum, successfully displayed in yellow for colocalization. F: Enlarged image of 
colocalization. G: Molecular trajectories of PprI (Same as 2.2. Red: Immobile molecules; Blue: Diffusing 
molecules), PprI-mMaple3 molecules appear throughout the cell, the diffusing molecules are more localized 
in the nucleus. H: Enlarged image of molecular trajectories. 
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胞中 PprI 分子存在于整个细胞中，但大多优先

覆盖拟核区域，尤其是扩散态分子(图 3G−3H)，
与拟核表现出强的共定位。扩散的 PprI 分子倾

向于在整个拟核区域寻找结合点，参与 DNA 修

复相关的活化途径。另外，我们的实验结果表

明，经 MMC 处理后，PprI 分子的拟合定位趋

势与 UV 处理结果一致。 

2.4  UV 辐照处理对 PprI 蛋白的影响 
为了测量 PprI 分子在 DNA 损伤后的动力学

特性，用 UV 处理菌株 DR-PprI-mMaple3，实现

DNA 损伤后 PprI 单分子示踪。通过荧光强度、

持续帧数、运动轨迹大小筛选出 PprI-mMaple3
信号分子，根据 MSD 计算出 PprI-mMaple3 信

号分子的表观扩散系数。初步尝试用 2 种运动

状态对 PprI-mMaple3 信号分子拟合，但拟合结

果不理想，说明 PprI-mMaple3 在细胞中存在

3 种运动状态，并且据本课题组先前研究结果

表明，对 PprI-mMaple3 分子进行三态拟合效果

更理想[16]。 
根据表观扩散系数的大小，可将 PprI-mMaple3

分子分为与特异性 DNA 稳定结合的固定态[40] 

(D*=0.07 μm2/s)、PprI 与 DNA 或蛋白(如 DdrO
蛋白 )发生瞬时相互作用的缓慢扩散态 [12,29,40] 

(D*=0.21 μm2/s)和 PprI 蛋白自身在细胞内扩散

的快速扩散态(D*=0.65 μm2/s)。本研究共采集

259 个对照组细胞，共得到 27 528 个信号分子，

其中 39.9%为固定态(D*=0.07 μm2/s)、29.9%为缓

慢扩散态(D*=0.21 μm2/s)，30.2%为快速扩散态

(D*=0.65 μm2/s) (图 4A)；在 UV 辐照处理后共

采集 634 个细胞，得到 13 340 个信号分子，其

中 11.1%为固定态(D*=0.07 μm2/s)，41.6%为缓慢

扩散态(D*=0.21 μm2/s)，47.3%为快速扩散态

(D*=0.65 μm2/s) (图 4B)。UV 辐照处理后，DNA
损伤细胞中扩散态分子占比均增多，快速扩散

态和缓慢扩散态比例分别由 30.2%和 29.9%上

升为 47.3%和 41.6%，而固定态分子显著减少，

比例由 39.9%下降为 11.1%。总体上来说，扩散

态分子呈现显著上升趋势，固定态分子出现显

著下降(图 4C)。细胞内处于稳定结合状态的 PprI
蛋白在 DNA 受到损伤后，被释放出转变为扩散

态，其中一部分与 DNA 或蛋白瞬时作用，变为

缓慢扩散态，在细胞中执行修复 DNA 的生物学

功能，剩下的则为快速扩散态继续在细胞中扩

散，搜寻结合底物。 

2.5  MMC 处理对 PprI 蛋白的影响 
利用化学试剂 MMC 对 D. radiodurans 中

DNA 损伤处理，共采集 575 个 MMC 处理后

DNA 损伤细胞，统计分析得到 11 204 个信号分

子。结果显示，MMC 对细胞中 PprI 分子造成

的动力学变化趋势与 UV 辐照处理结果相似，

扩散态出现上升现象，而固定态出现下降现象。

快速扩散态比例由 30.2%上升为 50.0%，缓慢扩

散态比例由 29.9%上升为 38.2%，而固定态比例

则由 39.9%下降为 11.8% (图 5A、5B)。总的来说，

扩散态分子比例呈现显著上升趋势，固定态分

子比例出现显著下降(图 5C)，固定态分子的释放

导致细胞内扩散态分子增多，转变为缓慢扩散

态和快速扩散态，在细胞中与损伤 DNA 或蛋白

底物结合变为缓慢扩散态，行使内切酶的功能，

开启下游修复基因对损伤 DNA 的修复。 
由此，结合 UV 或 MMC 处理细胞后细胞

中 PprI 蛋白的数据，可知 PprI 蛋白在物理和化

学损伤后其扩散态比例均出现上升趋势，固定

态比例呈现下降趋势。这些现象表明，当 DNA
损伤后，PprI 蛋白在寻找结合位点经历了 3 种

运动状态，即与 DNA 稳定结合的固定态，在细

胞中自由扩散寻找靶向分子的快速扩散态，在

细胞中与靶向分子瞬时结合的缓慢扩散态。当

DNA 发生损伤后，PprI 分子蛋白响应损伤信号，

活性被激活，细胞内与 DNA 稳定结合的固定态 
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图 4  UV 辐照对 PprI 单分子动力学影响   A：259 个对照组细胞的 27 528 个信号分子 D*拟合(红色曲

线表示固定态分子，蓝色曲线表示缓慢扩散态分子，绿色曲线表示快速扩散态分子)。B：634 个 200 J/m2 

UV 辐照后细胞中 13 340 个信号分子 D*拟合，与对照组相比 200 J/m2 UV 辐照处理导致 PprI 分子倾向

运动态，88.9%为扩散态分子，比对照组增加了 28.8%。C：多次独立重复试验统计 200 J/m2 UV 处理

前后细胞中快速扩散态(绿色)、缓慢扩散态(蓝色)和固定态分子(红色)占比变化，可知 UV 处理后细胞

内 PprI 分子扩散态增加，固定态减少。 
Figure 4  Effect on PprI single-molecule dynamics after UV treatment. A: Distribution of D* values of    
27 528 PprI-mMaple3 molecules in 259 control cells (The red curve represents immobile molecules, the blue 
curve represents slow-diffusing molecules, and the green curve represents fast-diffusing molecules). B: 
Distribution of D* values of 13 340 PprI-mMaple3 molecules in 634 treatment cells, compared with the 
control group, 200 J/m2 UV treatment resulted in a tendency for PprI molecules to transport dynamically, 
with 88.9% being diffuse molecules, an increase of 28.8% compared to the control group. C: Multiple 
independent repeated experiments, the proportion of fast-diffusing (green), slow-diffusing (blue) and 
immobile molecules (red) in cells before and after 200 J/m2 UV treatment. It can be seen that after UV 
treatment, the diffusing PprI molecules in cells increases, while the immobile decreases. ***: P<0.001; ****: 
P<0.000 1.  

 



 
谢李平 等 | 耐辐射奇球菌中 PprI 蛋白的单分子动态作用机制 1057 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
图 5  丝裂霉素 C 处理对 PprI 单分子动力学影响   A：259 个对照组细胞的 27 528 个 PprI-mMaple3
信号分子 D*拟合(红色曲线表示固定态分子，蓝色曲线表示缓慢扩散态分子，绿色曲线表示快速扩散态

分子)。B：575 个 20 μg/mL MMC 处理后细胞中 11 204 个 PprI-mMaple3 信号分子 D*拟合，与对照组

相比 20 μg/mL MMC 处理导致细胞内 PprI 分子倾向运动态，88.2%的分子为运动态，比对照组细胞增

加了 28.1%。C：多次独立重复试验统计 20 μg/mL MMC 处理前后细胞中快速扩散态(绿色)、缓慢扩散

态(蓝色)和固定态分子(红色)占比变化，可知 MMC 处理后细胞内 PprI 分子扩散态增加，固定态减少。 
Figure 5  Effect on PprI single-molecule dynamics after MMC treatment. A: Distribution of D* values of  
27 528 PprI-mMaple3 molecules in 259 control cells (The red curve represents immobile molecules, the blue 
curve represents slow-diffusing molecules, and the green curve represents fast-diffusing molecules). B: 
Distribution of D* values of 11 204 PprI-mMaple3 molecules in 575 treatment cells, compared with the 
control group, 20 μg/mL MMC treatment resulted in a tendency for PprI molecules to transport dynamically, 
with 88.2% being diffuse molecules, an increase of 28.1% compared to the control group. C: Multiple 
independent repeated experiments, The proportion of fast-diffusing (green), slow-diffusing (blue) and 
immobile molecules (red) in cells before and after 20 μg/mL MMC treatment. It can be seen that after MMC 
treatment, the diffusing PprI molecules in cells increases, while the immobile decreases. ***: P<0.001; ****: 
P<0.000 1.  
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分子转变为扩散态，扩散态分子与靶向分子结

合形成缓慢扩散态，行使内切酶功能，暴露下

游修复基因的启动子位点，开启下游修复基因

转录，修复损伤 DNA，其余的扩散态分子则继

续在细胞中搜寻靶向分子。 

3  讨论 
PprI 介导的 DNA 损伤修复通路赋予     

D. radiodurans 超强的 DNA 修复能力，其可以

直接感应 DNA 损伤及其他细胞损伤信号而被

激活，开启防御系统，包括 DNA 损伤修复系统、

转录、翻译及翻译后修饰系统、抗氧化系统、

代谢系统，协同促进 D. radiodurans 的恢复[41]。

但以往研究大多致力于细胞结构、生物化学和

遗传方式层面揭示 PprI 的特征，缺少在单分子

层面的探索[12-15]。在活细胞中，蛋白质的功能

和相互作用往往受到多种因素的影响，如细胞

内的信号转导、代谢状态等，并且细胞内的蛋

白质分子在功能、结构和动态行为上常常存在

异质性[12,27,29-30,42]。单分子研究能够捕捉到这种

异质性，通过表观扩散系数、运动轨迹、亚细

胞定位等信息揭示不同蛋白质分子之间的差

异。通过单分子研究，我们能够实时地监测这

些变化对蛋白质功能的影响，从而更全面地了

解蛋白质在细胞内的角色，这对于理解细胞内

复杂的生物过程具有重要意义。 
DNA 损伤早期上调的蛋白参与应激相关

功能，而晚期上调的蛋白具有修复相关功能[42]，

但是 PprI 蛋白在 DNA 损伤的整个时期表达水

平均未发生变化[30]，只会在 DNA 损伤后发生

PprI 蛋白的磷酸化修饰水平上调[42]。本研究发

现 DNA 损伤细胞中，PprI 蛋白更加倾向拟核，

与 DNA 未损伤细胞的倾向性一致[16]，这提示

我们，在 DNA 受到损伤后，为保持基因组完整

性，PprI 蛋白响应损伤信号在拟核中行使修复

有关的生物学功能(图 6)。 
为了探究 PprI 蛋白在 DNA 受到损伤处理

后，细胞内扩散态和固定态分子占比变化情况，

以推断 PprI 在 DNA 受损细胞中发挥的功能。

一般情况下，蛋白在细胞内存在 2 种运动状态，

即固定态和扩散态[38-39]。但 PprI 蛋白分布广泛，

在细胞拟核内外均有分布，用两态进行拟合时

拟合效果并不理想，提出用 3 种状态拟合，三

态拟合结果更接近真实数据[16]。由于定位误差，

固定分子的表观扩散系数不可能为 0，先前工作

中通过测量大肠杆菌中固定的 mMaple3 计算出

显微镜定位误差为 30 nm，平均 D*=0.06 μm2/s[16]。

根据表观扩散系数大小，将 PprI 蛋白拟合为   
3 种运动状态，即特异性 DNA 稳定结合的固定

态(D*=0.07 μm2/s)、在细胞中与结合位点瞬时相

互作用的缓慢扩散态(D*=0.21 μm2/s)和在细胞

中自由扩散的快速扩散态(D*=0.65 μm2/s)。固定

态表观扩散系数为 0.07 μm2/s 高于定位误差的

0.06 μm2/s 可能是因为固定态的表观扩散系数

不完全来源于定位误差，PprI 蛋白也有可能在

DNA 链上发生构象变化或运动等，并且在大肠

杆菌中表达的 mMaple3 可能与在 D. radiodurans
中表达的 mMaple3 略有不同。 

经 UV 辐照的 PprI 蛋白产生了损伤应激反

应，相较于对照组数据，胁迫之后细胞内 PprI
蛋白的运动状态发生显著变化，快速扩散态占

比和缓慢扩散态占比均高于对照组，固定态分

子占比则减少。由此进一步利用化学试剂 MMC
对细胞进行处理，拟合处理结果与 UV 辐照处

理结果相似。ssDNA 以长度和浓度依赖性与

PprI 蛋白结合，激活 PprI 酶切活性[29]，将结合

在启动子片段的 DdrO 二聚体解离为单体开启

下游转录修复[12]。在本研究中，DNA 损伤后细

胞中产生更多的扩散态 PprI 分子，这说明细胞

内产生断裂 DNA，与特异性 DNA 稳定结合的 
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图 6  D. radiodurans 中 PprI 蛋白介导的 DNA 损伤修复分子机制模型   DNA 损伤后，PprI 响应损伤

信号，与 DNA 稳定结合的固定态分子做出应激反应，部分转变为扩散态分子，导致固定态分子减少，

扩散态分子一部分为快速扩散态在细胞内搜寻结合底物，另一部分与靶向分子结合后转变为缓慢扩散

态，行使生物学功能，对 DNA 进行修复。 
Figure 6  A hypothetical model of DNA damage response pathway mediated by PprI in D. radiodurans. 
After DNA damage, PprI responds to damage signals, and immobile molecules that stably bind to DNA 
undergo a stress response, transforming into diffusing molecules, resulting in a decrease in the number of 
immobile molecules. Some diffusing molecules search for binding substrates in cells in a rapidly diffusing, 
while others bind to target proteins and transform into a slow diffusing, work it biological functions to repair 
DNA. 

 
PprI 蛋白被释放，转变为扩散态分子，在拟核

中一部分扩散态 PprI 分子与靶向分子(如 DdrO
蛋白)发生瞬时结合，导致细胞内缓慢扩散态增

多，在 PprI-DdrO 损伤应答体系中行使内切酶的

功能，酶切游离在细胞中的抑制因子DdrO蛋白，

使其二聚体为两段小肽，导致结合在下游修复基

因启动子位点上的 DdrO 解离，暴露出下游修复

基因启动子位点，开启修复基因的转录，进而实

现对损伤 DNA 的修复；另一部分扩散态 PprI
分子继续扩散在细胞中，搜寻靶向底物(图 6)。 

4  结论 
本研究通过 sptPALM 技术，利用 mMaple3

光转换荧光蛋白标记 PprI 的 D. radiodurans，深
入研究了 PprI 在 DNA 损伤细胞中的亚细胞定

位、分子运动轨迹以及分布状态的动态反应过

程，揭示了 DNA 损伤后细胞中产生更多扩散态

分子，倾向在细胞拟核中与蛋白因子结合形成

缓慢扩散态，发挥内切酶功能，解除下游修复

基因的抑制，使修复基因表达，完成对 DNA 的

修复。这为在分子层面理解 PprI 介导的应答修

复作用机制提供了理论模型。总之，本文在单

分子水平上探究 PprI 介导的修复机制，对于深

入理解生命体系中的 DNA 损伤响应和修复机

制，以及对核辐射治理和辐射保护剂研发都具

有重要的指导意义。 
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