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［摘　要］目的：探究嗜热厌氧杆菌的Ａｎａ．Ｐｉｆ１解旋酶核心结构域蛋白（Ａｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ）与 ＤＮＡ底物结合的反
应特性。方法：利用ＤＮＡｍａｎ、ＣｌｕｘｔａｌＸ等软件，对Ａｎａ．Ｐｉｆ１的核心结构域蛋白进行系统进化树分析与同源序列
比对；Ａｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ表达载体构建后转入大肠杆菌进行原核表达，并通过 ＮｉＮＴＡ、ＳＵＭＯ酶切、Ｓ２００分子筛等层
析柱纯化获得Ａｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ蛋白；利用ＳｔｏｐｐｅｄｆｌｏｗＦＲＥＴ技术监测Ａｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ蛋白的解旋活性，利用荧光偏振
检测技术分析Ａｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ与不同长度、不同结构 ＤＮＡ底物的结合反应各向异性值，并进行拟合分析与统计。
结果：Ａｎａ．Ｐｉｆ１的核心结构域蛋白为靠近 Ｎ端的４４８氨基酸，通过原核表达与纯化获得纯度为９７％、浓度为
５ｇ／Ｌ的Ａｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ蛋白，并利用ＳｔｏｐｐｅｄｆｌｏｗＦＲＥＴ与荧光偏振等技术验证其具有 Ａｎａ．Ｐｉｆ１全长蛋白９０％的
解旋活性与９５％的结合活性；Ａｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ的最佳结合反应条件是 ４２℃在 ｐＨ６０含 ２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ及
３ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２的溶液中进行；ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与不同长度ｓｓＤＮＡ底物结合时的解离速率常数递增，并明确其 ｓｓ
ＤＮＡ的ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｚｅ为１０３４ｎｔ；研究首次揭示ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与不同复制中间体 ＤＮＡ结合反应的底物特异性 ｓｓ
Ｇ４ＤＮＡ＞Ｇ４ＤＮＡ＞３′ｓｓＤＮＡｄｓＤＮＡ≈ Ｙ型＞其它底物。结论：成功表达纯化具有全长活性的ＡｎａＰｉｆ１解旋
酶核心结构域蛋白，首次揭示该解旋酶核心蛋白与各类不同ＤＮＡ底物的结合反应特性。
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　　解旋酶作为细胞内专一解旋核酸链间氢键的
分子马达蛋白，参与了ＤＮＡ复制、重组、修复、转录
等维持染色体稳定性的众多遗传与 ＤＮＡ代谢过
程［１－３］，Ｐｉｆ１解旋酶是其中一类广泛存在于各类生
物中的５′－３′方向解旋酶［４］，属于解旋酶超家族Ⅰ
（ＳＦⅠ），具有高度保守 Ｐｉｆ１结构域（３００～５００氨
基酸残基组成）［５］。有关芽殖酵母 Ｐｉｆ１（Ｓｃ．Ｐｉｆ１）
与人类Ｐｉｆ１（ｈＰｉｆ１）的研究揭示，Ｐｉｆ１解旋酶家族成
员拥有一些共同的生物学活性，即维持基因组与线

粒体 ＤＮＡ稳定性［６］、参与染色体断裂修复［７］、有

效结合与解旋复制中间体过程中的 Ｇ４ＤＮＡ结
构［８－９］等。近年来，科技的创新加速了人们对不同

来源 Ｐｉｆ１解旋酶的认知与功能探究［１０－１２］，有关

Ｐｉｆ１功能特点与作用机理研究已经从真核生物
Ｐｉｆ１拓展到多种原核生物Ｐｉｆ１解旋酶［１３－１５］。但迄

今为止，有关嗜热细菌类 Ｐｉｆ１解旋酶反应分子特
性的研究仍然鲜有报道［１６－１７］。ＡｎａＰｉｆ１蛋白是一
种新近被鉴定出的嗜热厌氧杆菌 Ａｎａｅｒｏｂａｃｕｌｕｍ
ｈｙｄｒｏｇｅｎｉｆｏｒｍａｎｓ［１８］中的Ｐｉｆ１解旋酶，该嗜热细菌
生长在高温环境（＞５５℃）且异常复杂（分离自石
油层中），导致其基因组ＧＣ含量偏高，易产生多种
特异ＤＮＡ结构；因此对 ＡｎａＰｉｆ１解旋酶的生物学
活性分子特征进行研究，有助于揭示此类嗜热细菌

在高温特异环境中维持基因组稳定性的内在分子

机制。本课题组前期研究已成功获得 ＡｎａＰｉｆ１的
全长基因序列，并对其异源表达纯化条件的优化、

最佳能量供体、解旋反应分子特征动力学参数等进

行了报道［１６］，目前还缺乏对该解旋酶核心结构域

的分析与相关结合反应分子特性的研究。因此，本

研究针对上述科学问题，首次探究 ＡｎａＰｉｆ１解旋
酶的保守核心结构域蛋白（ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ）与不同类

型ＤＮＡ底物发生结合反应的分子特性，以期拓展
人们对ＡｎａＰｉｆ１解旋酶功能结构区域与作用机制
的认知。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　引物、质粒与菌株　ＡｎａＰｉｆ１解旋酶的开
放阅读框（ＯＲＦ）序列由美国 Ｂｉｏｍａｔｉｋ公司合成。
ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ进行ＰＣＲ扩增的引物Ｆ：５′ＣＣＣＡＴＡ
ＴＧＴＣＴＡＡＡＡＴＣＧＡＡＣＴＧ３′，引物 Ｒ：５′ＣＧＣＧＡＡＴ
ＴＣＧＡＴＴＴＴＧＴＣＧＴＣＣＡＧＡＧＡＧ３′，由上海生工公司
合成。重组表达载体 ｐＥＴ１５ｂＳＵＭＯ以及表达菌
株ＢＬ２１（ＤＥ３）等为本课题组保存。
１１２　工具酶与主要试剂　高保真酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
ＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ，限制性内切酶
ＮｄｅＩ、ＢａｍＨＩ、ＸｈｏＩ等均购自 ＴＡＫＡＲＡ公司；ＳＵ
ＭＯ蛋白酶由本实验室自行纯化。ＮｉＮＴＡ、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ
２００ＨＲ、ＨｅｐａｒｉｎＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ等纯化层析柱均购自
美国ＧＥ公司。所有缓冲液均使用超纯水配制。
１１３　ＤＮＡ底物　分别标记荧光素基团（ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｉｎ，Ｆ）和六氯荧光素基团（ｈｅｘａｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，
ＨＦ）的ＤＮＡ底物用于快速停留 －荧光共振能量转
移检测（ＳｔｏｐｐｅｄｆｌｏｗＦＲＥＴ）；只标记荧光素基团
（Ｆ）的ＤＮＡ底物用于荧光偏振检测，均由上海生
工公司合成，其序列信息见表１。Ｇ４ＤＮＡ及双链底
物溶解于缓冲液［２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７５），
１００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ］中以适当比例混匀，９５℃以上水
浴５ｍｉｎ后再冷却至室温，－２０℃保存备用；并由
圆二色光谱技术检测 Ｇ４ＤＮＡ是否折叠出正确
构象。
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表１　在结合反应与解旋反应中使用的ＤＮＡ底物
Ｔａｂ．１　ＤＮＡｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｕｓｅｄｉｎＤＮＡｕｎｗｉｎｄｉｎｇｏｒｂｉｎｄｉｎｇａｓｓａｙ

Ｎａｍｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｓ１２（１２ｎｔｓｓＤＮＡ） ＣＴＧＣＣＧＴＣＧＣＣＡＦ

Ｓ２４（２４ｎｔｓｓＤＮＡ） ＧＣＣＣＴＧＧＴＧＣＣＧＡＣＡＡＣＧＡＡＧＧＴＡＦ

Ｓ３６（３６ｎｔｓｓＤＮＡ） ＣＴＣＡＣＡＣＴＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＦ

Ｄ１８（１８ｂｐｄｓＤＮＡ）
ＣＡＴＡＣＴＣＧＣＴＧＣＣＧＴＣＧＣＦ
ＧＣＧＡＣＧＧＣＡＧＣＧＡＧＴＡＴＧ

５′Ｇ４（５′１０ｎｔＧ４） ＦＧＧＡＡＧＧＡＡＣＴＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧ

３′Ｇ４（３′１０ｎｔＧ４） ａＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＣＡＡＧＧＡＡＧＧＦ

Ｇ４（ＯｎｌｙＧ４） ＦＴＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧ

５′ＯｈＳ１２Ｄ２０（５′１２ｎｔ２０ｂｐ）
ＣＡＣＴＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＦ

ＨＦｂＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＧＴＡ

３′ＯｈＳ１２Ｄ２０（３′１２ｎｔ２０ｂｐ）
ＣＡＣＴＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＦ

ＨＦｂＣＧＡＣＣＧＴＡＡＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧ

ＹＳ（Ｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）
ＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＧＴＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴ
ＣＴＣＴＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＦ

５′Ｆｏｒｋ（５′ＦｌａｐｄｓＤＮＡ）
ＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＧＴＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴ
ＣＡＣＴＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＦ
ＡＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧ

３′Ｆｏｒｋ（３′ＦｌａｐｄｓＤＮＡ）
ＡＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡ
ＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＧＴＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴ
ＣＡＣＴＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＦ

ＴＷＪ（ＴｈｒｅｅＷａｙＪｕｎｃｔｉｏｎ）

ＡＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡ
ＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＣＧＡＣＣＧＴＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴ
ＣＴＣＴＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＣＧＦ
ＡＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧ

ＢＳ４（Ｂｕｂｂｌｅ４ｎｔ）
ＧＣＡＧＴＡＧＧＣＣＴＡＧＣＡＴＧＡＧＴＴＡＧＧＡＣＴＧＡＣＡＧＣＴＧＣＡＴＧＧ
ＣＣＡＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＣＡＴＴＧＴＣＡＴＧＣＴＡＧＧＣＣＴＡＣＴＧＣＦ

ＢＳ１２（Ｂｕｂｂｌｅ１２ｎｔ）
ＧＣＡＧＴＡＧＧＣＣＴＡＧＣＴＡＣＴＧＴＴＡＣＣＴＧＴＧＡＣＡＧＣＴＧＣＡＴＧＧ
ＣＣＡＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＣＡＴＴＧＴＣＡＴＧＣＴＡＧＧＣＣＴＡＣＴＧＣＦ

ＨＪ（ＨｏｌｉｄａｙＪｕｎｃｔｉｏｎ）

ＡＣＧＴＧＧＧＣＡＡＡＧＧＴＴＣＧＴＣＡＡＴＧＧＡＣＴＧＡＣＡＧＣＴＧＣＡＴＧＧ
ＣＣＧＴＧＡＴＣＡＣＣＡＡＴＧＣＡＣＡＴＴＧＡＣＧＡＡＣＣＴＴＴＧＣＣＣＡＣＧＴ
ＣＣＡＴＧＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＣＡＴＴＧＴＣＡＴＧＣＴＡＧＧＣＣＴＡＣＴＧＣＦ
ＧＣＡＧＴＡＧＧＣＣＴＡＧＣＡＴＧＡＣＡＡＴＣＴＧＣＡＴＴＧＧＴＧＡＴＣＡＣＧＧ

注：Ｆ为荧光素，ＨＦ为六氯荧光素，ａ标记的是形成Ｇ４结构的ＤＮＡ序列（Ｇ４部分已标下划线及加粗），ｂ标记的底物是既参
与解旋反应测试（ＨＦ与Ｆ双荧光标记）又参与结合反应测试（Ｆ单荧光标记）的ＤＮＡ序列
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１２　方法
１２１　ＡｎａＰｉｆ１蛋白核心结构域的获取 使用

ＣｌｕｓｔａｌＸ对 ＢｓＰｉｆ１的开放阅读框（ＯＲＦ）序列
（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＷＰ００８６４７８７６１）、ＡｎａＰｉｆ１的 ＯＲＦ序
列（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＣＰ００３１９８１）、ＤｅｆｅＰｉｆ１的 ＯＲＦ序
列（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＡＰ０１１５２９１）及ＴｈｅｒｍｙｅｌｌｏｗＰｉｆ１的
ＯＲＦ序列（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＷＰ０１２５４６１２７１）进行多重
序列比对，并利用 ＭＡＧＥ４０软件构建系统进化树
以确定进化关系远近及基因序列保守性。进一步

使用ＤＮＡｍａｎ软件对这些细菌 Ｐｉｆ１蛋白的氨基酸
序列进行同源序列分析，从而获得 ＡｎａＰｉｆ１蛋白
核心结构域信息，并设计特异性ＰＣＲ引物。
１２２　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ表达载体的构建　以 Ａｎａ．
Ｐｉｆ１的 ＯＲＦ序列（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＣＰ００３１９８１）为 ＰＣＲ
模板，利用新设计 ＰＣＲ引物，在 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ说明书指导下进行核心结构域的
序列扩增，ＰＣＲ产物与 ｐＥＴ１５ｂＳＵＭＯ表达载体均
由ＮｄｅＩ／ＥｃｏＲＩ双酶切，再利用 Ｔ４ｌｉｇａｓｅ连接过
夜，转化后获得 ｐＥＴ１５ｂＳＵＭＯＡｎａＰｉｆ１ＨＤ重组
质粒。

１２３　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白的异源诱导表达与纯化
　将鉴定成功的重组表达载体 ｐＥＴ１５ｂＳＵＭＯ
ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ转化到表达菌株 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）
中，经０３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ在２２°Ｃ、１６０ｒ／ｍｉｎ条件
下诱导表达１４ｈ。重组蛋白的表达纯化过程主要
参考本课题组之前发表相关论文［１６］，改进之处如

下：第１次 ＮｉＮＴＡ纯化后，使用 ＳＵＭＯ蛋白酶去
除ＳＵＭＯＴａｇ及 Ｎ端的 Ｈｉｓｔａｇ序列；并增加 Ｓｕｐ
ｄｅｘ２００凝胶过滤层析以进一步除杂蛋白和小分子
的杂质。最终纯化产物以１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ（Ｗ／Ｖ）
和ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微分光光度计分别检测蛋白纯
度和浓度，再经超滤浓缩，加甘油至终浓度２５％，
－８０℃冻存备用。
１２４　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ解旋活性的验证　利用
ＳｔｏｐｐｅｄｆｌｏｗＦＲＥＴ技术［８，１３］，参照本实验室先前摸

索的ＡｎａＰｉｆ１全长蛋白的最佳解旋条件［１６］，分别

监测ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ（课题组自行纯化）与 ＡｎａＰｉｆ１
ＨＤ的解旋特征曲线。
１２５　基于荧光偏振检测分析 ＡｎａＰｉｆ１与不同
ＤＮＡ底物的结合反应　利用荧光偏振原理，监测
ＡｎａＰｉｆ１解旋酶与多种单荧光标记ＤＮＡ底物发生
结合反应的荧光各向异性（Ａｎｉｓｔｒｏｐｙ）变化［８，１７］。

本研究中首先证实 ＡｎａＰｉｆ１ＮＳｈｏｒｔ、ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ
与ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ３种蛋白的结合活性差异：在 Ｐｉｆ１

解旋酶的常规反应条件［１３－１４］测试其各向异性值，

再比较３者平衡解离常数（ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｃｏｎｓｔａｎｔ，Ｋｄ）的差异性。利用 ＴＥＣＡＮ公司 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ
Ｆ２００Ｐｒｏ型多功能酶标仪监测明确ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋
白的最佳结合反应条件，依次探索缓冲溶液 ｐＨ
值、结合反应孵育温度、ＮａＣｌ浓度、ＭｇＣｌ２浓度等关
键参数。在平衡状态，利用该荧光偏振多功能酶标

仪监测ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白与５ｎｍｏｌ／Ｌ不同ＤＮＡ发
生结合反应后（温浴５ｍｉｎ）的各向异性值。所有
Ｂｉｎｄｉｎｇ测试均为独立试验 ３～４次以上。不同
ＤＮＡ底物与ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白发生结合反应的Ｋｄ
值根据方程（１）拟合计算获得［８，１４］。

Ａ＝Ａｍｉｎ＋（Ａｍａｘ－Ａｍｉｎ）
Δ－ Δ２－４Ｎ［ＳＴ］［ＥＴ槡 ］

２Ｎ［ＳＴ］
，

注：在公式中，Ａ表示给定酶浓度下的荧光各
异性值，Ａｍａｘ为在饱和状态荧光各异性值，Ａｍｉｎ是初
始状态荧光各异性值，Δ＝Ｎ［ＳＴ］＋［ＥＴ］＋Ｋｄ
ＤＮＡ（其中Ｎ是化学计量比，［ＳＴ］为 ＤＮＡ底物浓
度，［ＥＴ］为蛋白浓度）。
１３　统计学分析

结合反应监测中各次实验均独立测试３次以
上，取均值；并利用 ＳＰＳＳ１７０统计软件对数据进
行单因素方差分析，Ｐ ＜００５时为差异有统计学
意义。

２　结果

２１　ＡｎａＰｉｆ１核心结构域分析
对来自不同物种的 Ｐｉｆ１解旋酶的核酸序列进

行多重序列比对，并用邻近法构建系统进化树。结

果如图１Ａ所示，Ａｎａ．Ｐｉｆ１与同属嗜热细菌的Ｔｈｅｒｍ
ｙｅｌｌｏｗ．Ｐｉｆ１、Ｄｅｆｅ．Ｐｉｆ１的关系最近，与普通细菌 Ｂｓ．
Ｐｉｆ１亲缘也较近，提示这几种原核生物Ｐｉｆ１解旋酶
应具有更为保守的核心结构域序列；这４种Ｐｉｆ１蛋
白的全长氨基酸序列进行同源序列比对，结果显示

它们的解旋酶核心结构域相似度较高（图１Ｂ）———
对应的 ＡｎａＰｉｆ１核心结构域（ＡｎａＰｉｆ１ｈｅｌｉｃａｓｅｄｏ
ｍａｉｎ，ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ）处于Ｎ端的４４８氨基酸区域。
２２　ＡｎａＰｉｆ１核心结构域蛋白表达载体的构建与
纯化

ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ的重组表达质粒图谱如图２Ａ所
示，表达产物 Ｎ端融合 ＳＵＭＯ标签（促溶作用）和
组氨酸标签序列，易于蛋白纯化。菌落 ＰＣＲ和
ＢａｍＨＩ／ＸｈｏＩ双酶切进行双重鉴定，结果如图２Ｂ
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注：Ａ为ＡｎａＰｉｆ１（红虚线框内）与多个物种Ｐｉｆ１解旋酶基因序列利用ＮＪ法构建的系统进化树，其中树枝上
的数字为遗传变异系数；Ｂ为ＡｎａＰｉｆ１（红虚线框内）与 ＢｓＰｉｆ１、ＤｅｆｅＰｉｆ１及 ＴｈｅｒｍｙｅｌｌｏｗＰｉｆ１的氨基酸序列
进行的同源序列图，比对氨基酸的阴影，黑色为完全一致，粉色为同性质氨基酸，蓝色为４条氨基酸序列至少
２个以上完全一致，红色点虚线框内显示出ＡｎａＰｉｆ１与这些同源Ｐｉｆ１解旋酶的核心保守区域

图１　ＡｎａＰｉｆ１的系统进化树与同源序列比对结果
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎｄｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＡｎａ．Ｐｉｆ１．

所示，ＰＣＲ产物为１３４４ｂｐ，ＳＵＭＯ＋ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ
重组片段的酶切产物为 １６９４ｂｐ，分子量符合预
期，并通过测序确认。ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ重组蛋白诱导
表达后，经过２次 ＮｉＮＴＡ亲和层析及 ＳＵＭＯ蛋白
酶切Ｎ端促溶标签、凝胶过滤层析等一系列纯化，

最终纯化产物经ＳＤＳＰＡＧＥ及凝胶扫描分析，结果
如图２Ｃ所示，获得无标签的、纯度超过９７％、分
子量约为４９ｋＤ的 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ，测其蛋白浓度为
５ｇ／Ｌ；计算其发酵 １Ｌ产量为 １０ｍｇ目的蛋白。
ＡｎａＰｉｆ１全长蛋白（ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ，５９ｋＤ）与ＡｎａＰｉｆ１

注：Ａ为重组载体ｐＥＴ１５ｂＡｎａＰｉｆ１ＨＤＳＵＭＯ的质粒图谱，Ｂ为该重组载体ＰＣＲ鉴定与质粒双酶切鉴定的琼脂糖凝
胶电泳图，泳道１为菌落ＰＣＲ产物、泳道２为质粒由ＸｈｏＩ与ＢａｍＨＩ双酶切的鉴定产物、Ｍ泳道为ＤＳ５０００

的ＤＮＡｌａｄｄｅｒ，Ｃ为ＡｎａＰｉｆ１蛋白的最终纯化产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图，泳道１为ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ
纯化终产物（４９ｋＤ）、泳道２为ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ纯化终产物（５９ｋＤ）、Ｍ泳道为预染蛋白ｍａｒｋｅｒ

图２　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ表达载体构建与重组蛋白纯化后的ＳＤＳＰＡＧＥ结果
Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＥＴ１５ｂＡｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤＳＵＭＯａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＡｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｒｅｓｏｌｖｅｄｉｎ１０％ （Ｗ／Ｖ）ＳＤＳＰＡＧＥ．
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ＮＳｈｏｒｔ蛋白也依据类似的方法自行纯化（蛋白纯化
结果未列出，可参看本课题组此前报道［１６，１９］）。

２３　ＡｎａＰｉｆ１蛋白核心结构域蛋白的活性验证
利用 ＳｔｏｐｐｅｄｆｌｏｗＦＲＥＴ检测技术，对比监测

ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ与ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ两种蛋白解旋５′ｓｓＤ
ＮＡｄｓＤＮＡ与 ３′ｓｓＤＮＡｄｓＤＮＡ底物。结果如图
３Ａ，两种蛋白均可以有效解旋５′ｓｓＤＮＡｄｓＤＮＡ而
无法解旋３′ｓｓＤＮＡｄｓＤＮＡ底物；拟合解旋特征曲
线并计算得到，ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ与 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ解旋

反应的快反应速率几乎一致，而解旋幅度上

ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ大约为全长蛋白的 ９０％。进一步研
究 ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ、ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ 以 及 ＡｎａＰｉｆ１Ｎ
Ｓｈｏｒｔ３种纯化蛋白与ｓｓＤＮＡ发生结合反应的差异
性（见图３Ｂ），结果显示 ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ与 ＡｎａＰｉｆ１
ＨＤ都具有较好的结合特性，两者拟合曲线几乎重
叠，Ｋｄ差异表明 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ具有全长蛋白９５％
以上的结合活性，而 Ｎ端截短的 ＡｎａＰｉｆ１ＮＳｈｏｒｔ
蛋白丧失结合活性（难以获得ｂｉｎｄｉｎｇ拟合曲线）。

注：Ａ显示ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ及ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白与５′ＯｈＳ１２Ｄ２０底物反应的解旋特征曲线及这两种解旋酶蛋白与３′ＯｈＳ１２Ｄ２０
底物反应的解旋特征曲线；Ｂ为ＡｎａＰｉｆ１ＮＳｈｏｒｔ，ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ（Ｃｓｈｏｒｔ）及 ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ３种蛋白与

１６ｎｔｓｓＤＮＡ结合反应后各向异性值的拟合曲线图，Ｃ为解旋特征曲线

图３　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与ＡｎａＰｉｆ１全长蛋白的解旋活性与结合活性对比分析
Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｔｉｏｎｏｆｕｎｗｉｎｄｉｎｇａｎｄｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｂｅｔｗｅｅｎＡｎａ．Ｐｉｆ１ｆｕｌｌａｎｄＡｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤ．

２４　ＡｎａＰｉｆ１核心结构域蛋白发生结合反应的条
件优化

本研究参考荧光偏振技术检测其他 Ｐｉｆ１解旋
酶结合活性的报道［８，１７］，首先必须明确ＡｎａＰｉｆ１与
ｓｓＤＮＡ结合反应的最佳反应条件。图 ４显示，

Ａｎａ．Ｐｉｆ１蛋白结合反应的最佳试剂条件为 ｐＨ６０
的磷酸缓冲体系中含２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ与３ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，最佳温度条件是在该设备允许的最高稳定
监测温度４２℃，反应５ｍｉｎ后测定各向异性值，并
经过计算获得各自反应的Ｋｄ值。

图４　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ结合活性测试条件优化
Ｆｉｇ．４　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒＡｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ．
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２５　ＡｎａＰｉｆ１核心结构域蛋白与不同长度单链
ＤＮＡ结合反应特性分析

由于Ｐｉｆ１解旋酶更倾向于结合单链 ＤＮＡ（ｓｓ
ＤＮＡ）［６］，本研究优先探索 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与不同长
度 ｓｓＤＮＡ的结合反应特性。结果如图 ５Ａ所示，
ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白结合短链 ｓｓＤＮＡ的活性较强，尤
其是１２ｎｔｓｓＤＮＡ亲和力极强（Ｋｄ≈４２３ｎｍｏｌ／
Ｌ），随着底物单链长度的增加，亲和力逐渐降低，

结合２４ｎｔｓｓＤＮＡ的 Ｋｄ值为２０４１ｎｍｏｌ／Ｌ，３６ｎｔ
ｓｓＤＮＡ的Ｋｄ值则为４７０１ｎｍｏｌ／Ｌ，提示 ｓｓＤＮＡ底
物越长需结合的ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白分子数量越多。
ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ结合 ｓｓＤＮＡ的化学计量数（Ｎ）与底
物单链长度呈线性关系（图５Ｂ）：当化学计量数 Ｎ
＝１时，表明在底物上只结合１个解旋酶分子，根
据线性关系计算出其结合ｓｓＤＮＡ的Ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｚｅ＝
１０３４ｎｔ，即每个蛋白结合ｓｓＤＮＡ长度为１０３４ｎｔ。

注：Ａ显示ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与１２ｎｔｓｓＤＮＡ、２４ｎｔｓｓＤＮＡ及３６ｎｔｓｓＤＮＡ的结合反应拟合曲线，
相对应的Ｋｄ值显示在每种ＤＮＡ底物示意图之后；Ｂ显示单链ＤＮＡ底物长度与ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ

结合反应的化学计量数之间的线性关系

图５　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白与不同单链ＤＮＡ的结合反应特性
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤｗｉｔｈｓｓＤＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈ．

２６　ＡｎａＰｉｆ１核心结构域蛋白与不同复制中间体
底物的结合反应底物特异性

本研究重点检测与分析 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白与
不同类型复制中间体ＤＮＡ底物的结合活性。结果
如图６与表２所示，与Ｇ４ＤＮＡ亲和力的强度依次
５′Ｇ４≥ ３′Ｇ４＞ＯｎｌｙＧ４（图６Ａ），提示尾链会增
加Ｇ４ＤＮＡ的结合作用；ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白结合３′
ｓｓＤＮＡｄｓＤＮＡ的 Ｋｄ值仅是 ５′ｓｓＤＮＡｄｓＤＮＡＫｄ
值的１／３（图６Ｂ），其结合反应极性明显；ＡｎａＰｉｆ１
ＨＤ与复制叉／复制泡类底物的结合反应强弱，发
现ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ对分叉结构（ＹＳ）复制中间体的亲
和力较高，与其余复制分叉底物结合的 Ｋｄ值变化
不大且较低 （图６Ｃ），而对所有复制泡（ｂｕｂｂｌｅ）及
十字交叉结构（ＨＪ）的亲和力均较弱，相对而言
１２ｎｔＢｕｂｂｌｅ亲和力稍强（图６Ｄ）。综合分析，以１／
Ｋｄ作为纵轴，将 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与不同类型复制中
间体底物的结合力强弱显示在一张柱形图中

（Ｆｉｇ６（Ｅ）），１／Ｋｄ值越高表示亲和力越大：ｓｓＧ４
ＤＮＡ＞Ｇ４ＤＮＡ＞３′ｓｓＤＮＡｄｓＤＮＡ≈Ｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ＞
Ｏｔｈｅｒｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ；同时，各个底物结合反应的 Ｋｄ值
见表２。

表２　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与不同ＤＮＡ底物的
结合反应特征参数（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＢｉｎｄｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＡｎａ．
Ｐｉｆ１ＨＤｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＮＡｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

ＤＮＡ底物 Ｋｄ值

３′Ｏｈ ３６３１±１９９　

５′Ｏｈ １０８４１±６０７

ＹＳ ３９８６±１７５

５′ＦＬ ２３６６８±１９５３　

３′ＦＬ ２２０１６±１５６７

ＴＷＪ ２７３９３±１０２５

５′Ｇ４ １０９７±０８６　

３′Ｇ４ １２８９±０６９

Ｇ４ ３２５１±１９７

ＢＳ４ １９０４９±９２１

ＨＪ ３１３８±２１４　

ＢＳ１２ １５６６８±１０３７

注：结合反应底物特异性统计表的横坐标显示各个特异性

底物缩写名称（可见表１）；各个底物结合反应 Ｋｄ值均为３
～５次独立测试取得结果
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注：Ａ显示ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与３′ＯｈＳ１２Ｄ２０及５′ＯｈＳ１２Ｄ２０底物结合反应的拟合曲线；Ｂ显示ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与３′Ｇ４、５′Ｇ４及

ｏｎｌｙＧ４ＤＮＡ底物结合反应的拟合曲线；Ｃ显示ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与复制叉底物的结合反应拟合曲线，ＹＳ底物、
３′Ｆｌ底物、５′Ｆｌ底物以及ＴＷＪ底物；Ｄ显示ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与复制泡底物的结合反应拟合曲线，
４ｎｔｂｕｂｂｌｅ底物、１２ｎｔｂｕｂｂｌｅ底物以及１０ｂｐｈｏｌｉｄａｙｊｕｎｃｔｉｏｎ底物；Ｅ为上述所有这些ＤＮＡ

底物与ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ发生结合反应后计算的１／Ｋｄ的柱状统计结果

图６　ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ蛋白与不同ＤＮＡ底物的结合反应特性
Ｆｉｇ．６　ＢｉｎｄｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＡｎａ．Ｐｉｆ１ＨＤｕｓｉｎｇｖａｒｉｏｕｓＤＮＡｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

ｂｙｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｉｓｏｔｒｏｐｙ

３　讨论

近年来，Ｐｉｆ１解旋酶作为一类广泛存在于生物
体内的、可高效解旋特异结构 ＤＮＡ复制中间体
（尤其是Ｇ４ＤＮＡ）的、解旋酶超家族Ⅰ蛋白而被科
学界所关注［４，７，１１］。嗜热细菌类 Ｐｉｆ１解旋酶的活
性与功能研究目前正呈方兴未艾之势［１６１９］，其来

源细菌特殊的生长环境决定此类解旋酶往往具有

特殊的生理生化反应特征。ＡｎａＰｉｆ１解旋酶源自
嗜热厌氧棒菌 Ａｎａｅｒｏｂａｃｕｌｕｍｈｙｄｒｏｇｅｎｉｆｏｒｍａｎｓ［１８］，
其分离自美国阿拉斯加的石油层中，生理生长环境

复杂，基因组ＧＣ含量高，易产生多种特异 ＤＮＡ结
构。因此探究ＡｎａＰｉｆ１解旋酶的生化反应分子特
征有助于拓展对于此类嗜热细菌中解旋酶与耐高

温遗传物质间作用机理的认知。然而，国内外有关

ＡｎａＰｉｆ１解旋酶的研究却鲜有报道；本研究是首次
对ＡｎａＰｉｆ１解旋酶与多种ＤＮＡ底物间结合反应特

性进行的探索。

此前本课题组有关 ＡｎａＰｉｆ１解旋酶的研究主
要成功构建异源表达纯化体系（Ｅｃｏｌｉ）与解旋反
应条件的优化等［１６］；随后进行了较为系统的

ＡｎａＰｉｆ１解旋反应特性研究，揭示出其嗜热解旋特
性、特异金属辅因子影响等，并探明其解旋多种复

制中间体 ＤＮＡ的底物特异性。然而，ＡｎａＰｉｆ１蛋
白解旋ＤＮＡ底物，必须首先发生结合反应；因此本
研究展开了ＡｎａＰｉｆ１结合反应特性的探索。通过
系统进化树构建与同源氨基酸序列比对，不仅发现

ＡｎａＰｉｆ１与人类Ｐｉｆ１解旋酶存在较高同源性；而且
分析出 ＡｎａＰｉｆ１解旋酶的保守核心结构域（２～
４４８氨基酸），并顺利表达纯化出 ＡｎａＰｉｆ１核心结
构域蛋白（ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ）。Ｓｔｏｐｐｅｄｆｌｏｗ与荧光偏
振检测表明 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ几乎具有全长蛋白完整
的结合与解旋活性，而相对应的 ＡｎａＰｉｆ１的 Ｎ端
缺失片段蛋白则不具有结合活性———说明

ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ为 ＡｎａＰｉｆ１解旋酶结合反应保守功
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能区；同时，９５％以上的结合活性表明 ＡｎａＰｉｆ１
ＨＤ足以代表 ＡｎａＰｉｆ１解旋酶全长蛋白进行进一
步的结合反应特性分析。

为了准确分析 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ与不同 ＤＮＡ底物
链发生的结合作用，本研究首先确定了体外条件下

ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ结合反应的最佳反应条件，即偏酸性ｐＨ
缓冲体系（ｐＨ６０）中含较低浓度ＮａＣｌ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）
与偏高浓度的 ＭｇＣｌ２（３ｍｍｏｌ／Ｌ）。这些反应参数
与前期报道的 ＡｎａＰｉｆ１的最佳解旋条件类似［１６］，

但ｐＨ偏低———其可能原因是ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ的等电
点较ＡｎａＰｉｆ１ｆｕｌｌ蛋白更低，在相对较低 ｐＨ溶液
下，蛋白更易于结合 ＤＮＡ底物［１９］；最佳结合反应

温度为４２°Ｃ，这与所用荧光偏振多功能酶标仪可
检测反应最高温度有关，尽管低于已报道的最佳

ＡｎａＰｉｆ１解旋温度（５０℃），但符合中等嗜热细菌
体内蛋白维持结合解离平衡的常规温度（≤
４５℃）［２０］。随后，在最佳结合反应条件下，完成对
ＡｎａＰｉｆＨＤ与不同长度单链 ＤＮＡ结合反应特性
分析，结果表明该解旋酶蛋白与 ｓｓＤＮＡ结合时会
随着长度增加而Ｋｄ逐渐增大，提示出ｓｓＤＮＡ链的
增长可结合的ＡｎａＰｉｆ１解旋酶的分子数量逐渐增
多；进而拟合与计算出 ＡｎａＰｉｆＨＤ与 ｓｓＤＮＡ结合
的ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｚｅ为 １０３４ｎｔ，表明每个 ＡｎａＰｉｆＨＤ
蛋白结合的ｓｓＤＮＡ长度约为１０ｎｔ———这一特征与
前人报道嗜热细菌（Ｔｈｅｒｍｙｅｌｌｏｗ）Ｐｉｆ１解旋酶的
ｓｓＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｚｅ相类似［２１］；同时这个 ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｚｅ结果从侧面验证本课题组之前所报道的１２ｎｔ
ｂｕｂｂｌｅ的单链区足够结合 ＡｎａＰｉｆ１蛋白从而启动
解旋反应的结果。

进一步探讨ＡｎａＰｉｆ１解旋酶与不同结构复制
中间底物的结合特性，本研究发现 ＡｎａＰｉｆＨＤ结
合反应的底物特异性 Ｇ４ＤＮＡ最佳，其次 ３′ｓｓＤ
ＮＡｄｓＤＮＡ与Ｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ分叉底物，其它含双链区
较长的ＤＮＡ亲和力较小。综合比较这些底物结合
反应的 Ｋｄ值，分析其亲和力差异的可能原因。
（１）ＡｎａＰｉｆＨＤ蛋白结合 Ｇ４ＤＮＡ底物时优先结
合于带尾链的 Ｇ４ＤＮＡ，提示尾链对 ＡｎａＰｉｆ１与
Ｇ４ＤＮＡ亲和力有增强作用，这与前人报道原核
ＢｓＰｉｆ１的 Ｇ４底物亲和性类似［１３］；同时这一结合

反应特征也解释了课题组前期关于 ＡｎａＰｉｆ１解旋
ｓｓｄｓＤＮＡ或ｓｓＧ４ｄｓＤＮＡ底物选择无明显偏好性
的原因。（２）ＡｎａＰｉｆ１蛋白与 ＹＳ复制叉的亲和
力远远高于其它复制叉底物，这一特点与前人报道

ｈＰｉｆ１底物亲和性特征相符合［２２］，同时也回答了课

题组前期ＡｎａＰｉｆ１解旋 ＹＳ底物速率与幅度较高
的疑问；而其余复制叉底物结合活性都极弱，有可

能是分叉双链区阻碍了 ＡｎａＰｉｆＨＤ蛋白的结合，
这与前人报道其他 Ｐｉｆ１解旋酶的结合反应特征相
似［２３－２４］。（３）ＨＪ结构以及 ４ｎｔｂｕｂｂｌｅ底物则可
能是由于平末端双链区过长而难以结合 ＡｎａＰｉｆ１
ＨＤ蛋白———本研究也做了普通平末端 ｄｓＤＮＡ结
合反应实验（图表数据未给出，但 Ｋｄ超过１２５３３
ｎｍｏｌ／Ｌ），这点与多种解旋酶结合反应结果一
致［２５－２６］。

综上所述，本研究利用荧光偏振检测技术，首

次对嗜热细菌ＡｎａＰｉｆ１核心结构域蛋白的结合反
应分子特征进行了较为系统地分析。该研究不仅

拓展了人们对于 ＡｎａＰｉｆ１ＨＤ为代表的嗜热菌
Ｐｉｆ１解旋酶生物学活性的认知，而且为阐明此类解
旋酶的分子作用机制提供了实验数据支持。
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