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极端嗜热古菌—芝田硫化叶菌反向旋转酶的快速纯化"

戴鹏高 黄 力""

（中国科学院微生物研究所微生物资源前期开发国家重点实验室 北京 .$$$?$）

摘 要：反向旋转酶是一种 @型拓扑异构酶，它可以利用 )AB水解的能量向 C-)分子中引入
正超螺旋。通过阴离子交换层析、亲和层析、聚丙烯酰胺凝胶电泳（DCD2B)E1）从芝田硫化叶
菌（!"#$%#%&"’ ’()&*+*,）中分离得到一种反向旋转酶。DCD2B)E1显示，该酶分子量约为 .#F GC，
-2末端序列测定结果表明，该酶为芝田硫化叶菌中一种新的反向旋转酶。
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C-)拓扑异构酶（A&*&,:&3J+4:J，1K 0I//I.I"）是催化 C-)拓扑异构体之间互相转化
的酶类，在 C-)复制、重组等遗传活动中起重要作用［.］。反向旋转酶（LJMJ+:J 8N+4:J）属于

!型拓扑异构酶［#］，它可以利用通过水解 )AB获得的能量向 C-)分子中引入正超螺旋，
由于其独特的催化性质，反向旋转酶引起了许多人的兴趣［"］。

反向旋转酶最早发现于极端嗜热古菌2硫化叶菌中［"］，后来发现它存在于所有嗜热古
菌和细菌中。因此，反向旋转酶的存在被认为是嗜热微生物的一个特征［!］。-4>4’等从芝
田硫化叶菌中分离纯化了一种分子量为 ."$GC的反向旋转酶［0］。常用的反向旋转酶的纯
化方法步骤繁多、回收率很低［0］。这一技术困难在一定程度上影响了对极端嗜热古菌中

反向旋转酶的分离和研究。

本文将变性条件下的聚丙烯酰胺凝胶电泳（DCD2B)E1）引入反向旋转酶的纯化过程，
大大简化了纯化步骤。通过 H DJ*54+&:J，OJ*4+,7 484+&:J柱层析和 DCD2B)E1进行组分分
离后，再经过蛋白的变性和复性，从芝田硫化叶菌中分离得到了一个反向旋转酶。对纯化

蛋白进行的 -2末端序列测定表明，该酶为芝田硫化叶菌中一个新的反向旋转酶。

! 材料和方法

!"! 材料：
!"!"! 菌种：!"#$%#%&"’ ’()&*+*, 购自 )3J+,;47 AN*J K6’P6+J K&’’J;P,&7（0..<?）。
!"!"# 材料：DCD购自 E,Q;&，B%CR膜、分子量标准购自 S,&L4>，层析材料均购自 B54+342
;,4，A+,P&7 T2.$$购自 R4+;&，盐酸胍购自 B+&3J84，其它化学试剂均为分析纯。
!"# 方法
!"#"! 酶活测定：标准反应体系（#$"U）包括：0$ 33&’VU A+,:2OK’，*O ?I?，. 33&’VU二硫苏



糖醇，!"# $$%&’( )*+,，#! $$%&’( -./&0，1! $$%&’( 23/&，4!!.’$(牛血清白蛋白，#05
（6’6）乙二醇，# $$%&’( ,+7，!"8!.负超螺旋的 9:/#;质粒，8!(酶组分。在反应混合物
的上面覆盖 4!!(石蜡油以防止蒸发。<8=保温 4!$>?后，加入 #5 @*@，!"0 $%&’( )*+,，
# $.’$(蛋白酶 A，8!=保温 4!$>?。#"85琼脂糖凝胶电泳检测反应产物。
!"#"# 细胞粗提液的制备：从 #0(发酵液中离心收集芝田硫化叶菌的菌体。参照文献
［B］的方法，将菌体悬浮在 8 C #!倍体积的 !=裂解缓冲液中（0! $$%&’( +D>EFG/&，9G;"!，
!"# $$%&’( )*+,，# $$%&’(二硫苏糖醇）中，加入 +D>H%? IF#!!（#!5）至终浓度为 !"#5。
冰浴 4!$>?，J=，4! !!!. 离心 4!$>?，取上清液，J=，#8! !!!. 离心 0"8K以去除核糖体，保
留上清液，对缓冲液 ,（8!$$%&’( +D>EFG/&，9G <";，!"#$$%&’( )*+,，!"#$$%&’( *++，
#!5甘油）透析，得到细胞粗提液。
!"#"$ 柱层析：细胞粗提液上 LF@M9K3D%EM柱（4! $(），用 8! $(的缓冲液 ,洗去未结合的
蛋白后，再用 4!! $( A/&浓度梯度（! C # $%&’(）洗脱，分部收集。合并 !"J C !"B $%&’(盐
洗脱组分，对缓冲液 ,透析，样品浓缩后上 GM93D>? 3.3D%EM柱（8 $(），用 #! $(的缓冲液 ,
洗去未结合的蛋白后，再用 8! $( A/&浓度梯度（! C # $%&’(）洗脱，分部收集。合并 !"B C
!"< $%&’(盐洗脱组分，对缓冲液 ,透析、浓缩。
!"#"% @*@F7,N)、转膜［<，;］、蛋白洗脱和复性［1］：部分纯化的蛋白样品经 @*@F7,N)分离
并转移到 7O*P膜上以后，!"!!#5氨基黑染色约 0! C 4!$>?，蒸馏水反复脱色至蛋白条带
清晰，从浓缩胶与分离胶的分界处起，将 7O*P膜每隔 !"8 Q$均匀切成 #!等份，将每一膜
片按 !"0 C !"8$(’Q$0 浸泡于洗脱缓冲液（05 @*@，#5 +D>%? IF#!!，8! $$%&’( +D>EFG/(，
9G 1"8）中，振荡 #!$>?后，离心，向上清中加入 J倍体积 !=丙酮，R 0!= 4!$>?后离心，去
上清，用 B$%&’( 盐酸胍悬浮沉淀，室温静置 #8$>? 后，加入 8! 倍体积的复性缓冲液
（8! $$%&’( +D>EFG/(，9G <"8，!"#5 +D>H%? IF#!!，B! $$%&’( A/&，!"# $$%&’( 二硫苏糖
醇，!"0 $$%&’( 7-@P），室温或 J=放置过夜。
!"#"& 双向电泳：反应产物在 #"85的琼脂糖凝胶，!"8 S +7)，4O’Q$的电压下电泳 ;K
后，溴化乙锭染色，在长波紫外灯下切下电泳条带，将凝胶条垂直放于第二向电泳的凝胶

中，!"8 S +7)，4O’Q$的电压下电泳 #0K，通常在第二向电泳缓冲液中加入 4!.’$(氯喹，
电泳结束后，经溴化乙锭染色，# $$%&’( -.@TJ 脱色，在紫外灯下照相。

# 结果

#"! 拓扑异构酶的初步分离
芝田硫化叶菌细胞提取液经过 LF@M9K3D%EM，GM9D>? 3.3D%EM柱层析后得到初步纯化（图 #），

部分纯化样品经 @*@F7,N)分离后转膜，再将膜切成 #!等份，对膜上的蛋白进行变性、复
性处理后测定反向旋转酶活性。结果显示，组分 0有明显的拓扑异构酶活性（图 0）。
#"# 反向旋转酶的 ’(’)*+,-纯化

@*@F7,N)结果显示，在第 0膜片上存在两个明显蛋白条带，分子量分别约为 ##! U*
和 #0B U*。分别切下这两个条带，再经过洗膜、变性和复性，得到两个纯化蛋白。采用琼
脂糖双向电泳方法对两个蛋白进行拓扑异构酶活性分析。在第二向电泳中加入 4!.’$(
的氯喹，区分出正负超螺旋。结果表明，分子量为 #0B U*左右的蛋白有明显的反向旋转
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酶活性，它可以向 !"#分子中引入正超螺旋（图 $）。

图 ! 反向旋转酶的纯化
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图 " 反向旋转酶的 #$#%&’()纯化及活性测定
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图 * 反向旋转酶活性测定
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"+* 拓扑异构酶 ,%末端序列
经测序发现，分子量约为 );PG!的纯化蛋白的 "B末端序列

为 R=S!TL**=SURO=8。对 C32M/2G进行同源搜索后发现，该序
列与已经完成基因组序列测定的硫磺矿硫化叶菌（! ( "#$%&’&()*
+,"）中的一个反向旋转酶基因编码的蛋白的 "B末端（FRB
=S"TL**=SURO=8）非常相似。而该序列与先前从该菌中得到的
反向旋转酶 "B末端序列（FS"LFUT=8*"8CC!）有很大差异。
根据上述结果，确定纯化的芝田硫化叶菌蛋白为为该菌中另一

种反向旋转酶。

* 讨 论
通过 <B=3>?/,153，@3>/,&2 /’/,153柱层析，=!=B*#CD $ 个

步骤，从芝田硫化叶菌中快速纯化得到了一种拓扑异构酶，即

反向旋转酶。<B=3>?/,153，@3>/,&2 /’/,153 这两个柱层析步骤
有效地减少了样品中蛋白的数目，使通过 =!=B*#CD最终纯化
目标蛋白成为可能。这一方法有可能适用于其他极端嗜热微

生物中反向旋转酶、甚至别的酶的快速纯化。

活性分析和 "B末端序列测定结果表明，本文得到的拓扑
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异构酶为反向旋转酶。先前，在芝田硫化叶菌中已经分离得到了一种分子量为 !"# $%的
反向旋转酶并克隆得到了反向旋转酶基因［&］。这一基因编码的蛋白质的 ’(末端序列与
本研究中分离纯化的反向旋转酶的末端序列有很大差异，表明该菌中至少存在两种反向

旋转酶。芝田硫化叶菌中这两种反向旋转酶在表达调控以及生理功能方面的异同还需要

进一步的研究。
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