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摘要:【目的】嗜高温微生物面临 dC 脱氨基生成 dU 损伤的巨大压力，鉴定嗜酸嗜热古菌 S． acidocaldarius 来
源的尿嘧啶 DNA 糖苷酶(UDG)切除 dU 损伤的酶学活性。【方法】重组表达来源于 S． acidocaldarius 的 IV
和 V 型 UDG，经亲和纯化得到电泳纯重组蛋白。然后利用人工合成的 dU(deoxyuracil)修饰寡核苷酸片段作
为底物，体外鉴定两种重组 UDG 的酶学特性。【结果】来源于 S． acidocaldarius 的 IV 和 V 型重组 UDG 具有
相似的酶学特性。IV 型 UDG 催化效率更高，比活性是 V 型重组 UDG 的 750 倍左右。作为来自嗜热微生物
的蛋白，S． acidocaldarius 的 IV 和 V 型 UDG 的最适反应温度为 65 － 75 ℃。【结论】IV 型 UDG 比 V 型 UDG
水解 dU 碱基和脱氧核糖之间糖苷键的能力更强。
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古菌多生长于高温、极度酸碱、高盐等极端自然
环境。这些极端环境容易造成微生物基因组的各种
损伤。例如高温导致碱基环外氨基水解生成羰基的
反应速率大大加快［1］。在碱基脱氨基损伤中，dC
(deoxycytidine)水解脱氨基生成 dU( deoxyuracil)是
发生频率最高的一种脱氨基损伤形式［1］。

极端嗜热微生物为了应对 DNA 损伤压力，进化
出了多种修复机制。其中尿嘧啶 DNA 糖苷酶
(Uracil-DNA glycosylase，UDG)是应对高温所致 dU
损伤的核心修复因子。UDG 可以水解脱氧核糖和
dU 碱基间的糖苷键，形成无碱基的脱氧核糖磷酸骨
架，即 AP ( apurinic / apyrimidinic)位点［2］。然后 AP

内切核酸在无碱基位点水解磷酸二酯键，形成 3’-
OH，随后 DNA 聚合酶合成新的互补 DNA 链，最后
DNA 连接酶缝合 DNA 缺口，完成整个修复反应［3］。
因此，为了应对高频率 dU 损伤，嗜高温微生物编码
多种处理 dU 的 DNA 糖苷酶，包括 IV 和 V 型 UDG、
胸腺嘧啶 DNA 糖苷酶 ( thymidine DNA glycosylase，
TDG)［4 － 5］。TDG 主要负责切除 T /G 错配中的 T 碱
基、U /G 错配中的 U 碱基［6］。另外，细胞内的
dUTPase 可以将 dUTP 水解成 dUMP，防止 DNA 聚合
酶以 dUTP 为底物，在 DNA 中掺入 dUMP 损伤［7］。

常温微生物很少编码 UDGIV 和 UDGV，一般只
编码 I 型 UDG ［2］。而 IV 型和 V 型 UDG 广泛存在
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于嗜热微生物中，包括古菌和细菌［3 － 5］。嗜热细菌
Thermus thermophilus 的 udgIV 和 udgV 基因删除结
果表明，二者都参与细胞内的 dU 损伤切除修复［8］。
UDGIV 和 UDGV 在嗜热古菌中的分布没有明显的
规律性。UDGIV 存在于绝大部分嗜热古菌中［3 － 5］，
UDGV 的存在没有 UDGIV 普遍，只存在于少部分嗜
热古菌中［5］。

Sulfolobus 是一类嗜热嗜酸古菌，属于泉古菌
门。Sulfolobus 是目前能够进行遗传操作的少数古
菌 之 一［9 － 11］。 Sulfolobus acidocaldarius ( S．
acidocaldarius)是从美国黄石国家公园分离到的一
种 Sulfolobus，已开发成功遗传操作系统［9］。 S．
acidocaldarius 全基因组测序 BLAST 结果表明其含
有 IV 型和 V 型 UDG 编码基因［12］。为了确定 S．
acidocaldarius 的 IV 型和 V 型 UDG 能否水解 dU 碱
基与脱氧核糖间的糖苷键，我们克隆、表达、纯化了
S． acidocaldarius 的这两种 UDG，结果表明二者都具
有 UDG 活性，而且 UDGIV 的活性高于 UDGV，二者
最高酶活性在 65 － 75 ℃范围内。

1 材料和方法

1. 1 材料
S． acidocaldarius 菌株为德国马普研究所 Albers

教授馈赠。S． acidocaldarius 基因组 DNA 抽提自菌
体培养物。表达载体 pET28a，大肠杆菌菌株 DH5α、
BL21(DE3)Ｒosetta-pLysS 为本实验室保存。用于构
建 S． acidocaldarius 编码的 IV 型和 V 型 UDG 重组
表达载体的引物为上海生工公司合成。用于测定
UDG 活性的 dU 修饰寡核苷酸在 TaKaＲa(大连)公
司合成。Ni-NTA 蛋白纯化树脂为 Biorad 公司产品。
KOD plus DNA 聚合酶为 Toyobo 公司产品。限制性
内切酶和 T4 DNA 连接酶购自 TaKaＲa 公司。
1. 2 表达载体构建

首先，利用 KOD plus DNA 聚合酶，按 PCＲ 标准
程序扩增 S． acidocaldarius udgIV 和 udgV 基因。
PCＲ 扩增条件:98 ℃ 3 min;95 ℃ 0. 5 min，50 ℃
0. 5 min，72 ℃ 1 min，30 个循环;72 ℃ 3 min。利用
限制性内切酶克隆方法，把扩增的 udgIV 和 udgV
基因插入 pET28a 原核表达载体，得到表达载体
pET28-udgIV 和 pET28-udgV。利用 Taq DNA 进行
菌落 PCＲ 鉴定阳性克隆;选取阳性克隆抽提质粒;

送测序公司进行 DNA 序列测定，验证基因序列和表
达框是否正确。
1. 3 重组蛋白表达纯化

首先将表达载体 pET28-udgIV 和 pET28-udgV
转化大肠杆菌 BL21 (DE3) Ｒosetta-pLysS 感受态细
胞。挑取单克隆菌落接种于 25 mL 含卡那霉素和氯
霉素的 LB 培养基，37 ℃培养过夜。过夜培养物接
种于 300 mL 培养基，30 min 后加入终浓度 0. 5
mmol /L 的 IPTG ( isopropy-β-D-thiogalactoside，异丙
基硫代半乳糖苷)，37 ℃继续培养3 h，诱导重组蛋
白表达。9600 × g 离心 5 min 收集菌体沉淀，进行蛋
白纯 化。将 菌 体 悬 浮 于 25 mL 裂 解 缓 冲 液
( 20 mmol /L Tris-HCl pH8. 0，300 mmol /L NaCl，
5 mmol /L咪唑，10 mmol /L 苯甲基磺酰氟，10% 甘
油)，在冰上超声波裂解菌体。细胞裂解液离心前，
在 70 ℃保温 20 min，失活绝大部分大肠杆菌自身蛋
白。在 4 ℃下，12000 × g 离心 30 min，收集上清液。
上清液流经裂解缓冲液预平衡的 Ni-NTA 树脂
(1 mL);然后用洗涤缓冲液 ( 20 mmol /L Tris-HCl
pH8. 0，300 mmol /L NaCl，20 mmol /L 咪 唑，
5 mmol /L 苯甲基磺酰氟，10%甘油)洗涤树脂，除去
非特异性结合的杂蛋白;用 5 mL 洗脱缓冲液
( 20 mmol /L Tris-HCl pH8. 0，300 mmol /L NaCl，
250 mmol /L咪唑，1 mmol /L 苯甲基磺酰氟，10% 甘
油)洗涤树脂，分部收集(1. 0 mL /管)目标蛋白。经
SDS-PAGE 检测纯度后，蛋白在储存缓冲液透析除
去咪唑，置于 － 20 ℃。利用 Brandford 法测定蛋白
浓度。
1. 4 DNA 糖苷酶活性测定

尿嘧啶 DNA 糖苷酶活性测定反应缓冲液:
20 mmol /L Tris-HCl pH8. 0，50 mmol /L NaCl，1
mmol /L EDTA，1 mmol /L DTT。dU 损伤底物 TET-
dU 碱 基 序 列: 5'-GCTGCAGGAAdUTCGATATCAA-
3'，其 5'末端为荧光分子 TET 标记。测定反应
(10 μL) 组成如下: 1 × 反应缓冲液，150 nmol /L
TET-dU，指定量 UDG。除非特殊说明，反应在 65 ℃
保温 10 min，然后加入终浓度 50 mmol /L 的 NaOH
溶液，混匀后在 95 ℃加热 5 min，最后加入上样缓冲
液 ( 90% formamide， 100 mmol /L EDTA， 0. 2%
SDS，10% glycerol)。反应产物经 7 mol /L 尿素
15%变性聚丙烯酰胺凝胶分离，凝胶在多功能激光
成像仪 Typhoon 9500 中扫描成像和定量分析。
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2 结果

2. 1 表达载体 pET28-udgIV 与 pET28-udgV 构建
pET28-udgIV 与 pET28-udgV 重组表达载体的

克隆构建结果见图 1。利用 S． acidocaldarius 基因
组 DNA 作为模板，成功扩增出了 UDGIV 和 UDGV

的基因片段(图 1，泳道 1，2)。基因片段和 pET28a

载体经限制性内切酶 Nde I 和 Hind III 消化后，由
T4 DNA 连接酶插入了 pET28a 载体。经菌落 PCＲ

鉴定，表明构建成功了两种表达载体 pET28-udgV
(图 1，泳道 3 － 5)与 pET28-udgIV(图 1，泳道 6，8)。

同时 DNA 测序结果表明 UDGIV 和 UDGV 的基因中
没有引入任何突变碱基。

图 1． 嗜酸古菌 S． acidocaldarius 尿嘧啶 DNA 糖苷酶表

达载体构建
Figure 1． Cloning of udgIV and udgV from S． acidocaldarius into

vector of pET28a． The bands corresponding to udgV and udgIV were

marked by two arrows，respectively．

2. 2 S． acidocaldarius 的 IV 和 V 型 UDG 的表达

与纯化
将构建的 pET28-udgIV 与 pET28-udgV 表达载体

在 BL21 ( DE3 ) Ｒosetta-pLysS 中 表 达 重 组 UDG，

UDGIV 和 UDGV 的表达纯化结果见图 2。图 2 表明
IPTG 诱导表达后，BL21(DE3)Ｒosetta-pLysS 可以高

效地表达 UDGIV 和 UDGV 重组蛋白。表达的 UDG

蛋白 N 端具有来源于载体的 20 个氨基酸(含 6 个组

氨酸纯化标签)，与 Ni-NTA 树脂上的 Ni2 + 离子特异

性结合用于亲和纯化。在非变性条件下，通过 Ni-
NTA 亲和色谱，从 300 mL 培养液中大约可以得到
5 － 6 mg UDGIV 和 UDGV 蛋白。15% SDS-PAGE 结
果显示 UDGIV 和 UDGV 纯度达电泳纯，通过与蛋白
Marker 比较，估测两种重组蛋白大小分别约为 29、23
kDa，与目的蛋白大小计算值相符。高纯度 UDGIV 和
UDGV 的获得为鉴定二者酶学性质提供了足量蛋白。

图 2． 嗜酸古菌 S． acidocaldarius 编码 IV 和 V 型尿嘧

啶 DNA 糖苷酶表达纯化
Figure 2． Expression and purification of S． acidocaldarius UDGIV

and UDGV．

2. 3 S． acidocaldarius 编码的 UDGs 具有 dU 切割
活性

利用带有 dU 损伤碱基的寡核苷酸作为底物，
测定纯化的 UDGIV 和 UDGV 是否能够水解 dU 碱
基 和 脱 氧 核 糖 之 间 的 DNA 糖 苷 键。 S．
acidocaldarius UDGIV 和 UDGV 水解糖苷键的结果
见图 3。从图中可以看出两种 UDG 均可以水解 dU
碱基和脱氧核糖之间的 DNA 糖苷键，水解产物之一
为无碱基的磷酸脱氧核糖骨架(另一产物为尿嘧啶
小分子)，磷酸脱氧核糖骨架由于缺少碱基的保护
作用，对热碱处理相当敏感，导致 DNA 在磷酸脱氧
核糖处断裂成 10 nt 的单链 DNA。将在反应体系为
20 mmol /L Tris-HCl pH8. 0，50 mmol /L NaCl，
1 mmol /L EDTA，1 mmol /L DTT 下，65 ℃为催化温
度时，每 10 min 切割 1 pmole 底物所需要的酶量定
义为 1 个单位(1U)。则据蛋白浓度梯度活性测定

实验推测 UDGIV 比活性约为 1000000 U /mg(1 ng
酶量反应产物量约为 1. 0 pmole)，UDGV 比活性为
1333 U /mg ( 300 ng 酶 量反 应 产 物 量 约 为 0. 4
pmole)。所以 S． acidocaldarius UDGIV 的催化效率
高于 UDGV，约为 UDGV 的 750 倍。
2. 4 反应温度对 UDGs 切割 dU 的影响

由于 S． acidocaldarius 的 最 适 生 长 温 度 为
75 ℃，其编码的蛋白在常温下活性并不高，通常在
高温下显示较高的活性。S． acidocaldarius UDGIV
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图 3． S． acidocaldarius 的 IV 和 V 型 UDG 的 dU 糖苷键

水解活性
Figure 3． Uracil removal activity of UDGIV and UDGV from S．

acidocaldarius． A: The dU removal by S． acidocaldarius UDGs． B:

Quantity analysis of the product band in plat A． Various

concentrations of S． acidocaldarius UDGIV and UDGV were

incubated with 150 mmol / L dU-carrying oligonucleotides of TET-dU

in reaction buffer consisting of 20 mmol / L Tris-HCl pH8. 0，50

mmol / L NaCl，1 mmol / L EDTA，1 mmol / L DTT for 10 min at

65 ℃ ． The X-axis is the concentration of UDGs and Y axis is the

percentage of product．

和 UDGV 的最适反应温度优化结果见图 4。从图中
可以看出二者均在较高温度下显示了最佳酶活性，
最适温度范围为 65 － 75 ℃，这一最适反应温度与
S． acidocaldarius 的生长温度区间相一致。而在低
温下，可能由于蛋白的结构过于紧凑，不利于底物结
合和水解反应的进行，只表现出较低活性。

3 讨论

S． acidocaldarius 生长在 75 ℃高温环境下，高
温会大大加速碱基水解脱氨基反应，生成非天然损
伤碱基。DNA 碱基水解脱氨基反应包括 dC、dA
(deoxyadenine)水解脱氨生成 dU、dI( deoxyinosine)
损伤碱基。细胞中最主要的脱氨基损伤是 dU 碱
基，但对极端嗜热微生物而言，dI 损伤也是一种常
见的脱氨基损伤。为了研究嗜高温微生物如何应对

图 4． S． acidocaldarius UDGs 移除 dU 碱基的反应温度曲线
Figure 4． The optimization of reaction temperature for dU removal by S．

acidocaldarius UDGIV and UDGV． A: Activity of UDGs in different

reaction temperature． B: Quantity analysis of the product band in plat A．

S． acidocaldarius UDGIV ( 1 ng / reaction ) and UDGV ( 300 ng / reaction )

were incubated with 150 nmol / L dU-carrying oligonucleotides in reaction

buffer consisting of 20 mmol / L Tris-HCl pH8. 0，50 mmol / L NaCl，1

mmol / L EDTA，1 mmol / L DTT for 10 min at 35，45，55，65，75，85 ℃，

respectively． The X-axis is the reaction temperature and Y axis is the

percentage of product．

碱基 脱 氨 基 损 伤，我 们 克 隆 了 来 源 于 S．
acidocaldarius 可能参与这一损伤过程的多种蛋白的
编码基因。除了尿嘧啶 DNA 糖苷酶 UDG 外，这些
修复蛋白还包括:修复 dI 损伤的内切核酸酶 V 和
DNA 糖苷酶 AlkA［13 － 14］、具有脱氨基碱基探测识别
功能的 B1 和 B3 型 DNA 聚合酶等［15 － 16］，以及负责
清除尿嘧啶脱氧核糖核苷三磷酸的水解酶 dUPTase
等［7］。通过体外研究这些蛋白修复 dU、dI 损伤碱
基的酶促反应机制，并结合基因敲除等分子遗传学
手段，研究结果将有助于阐明嗜热微生物如何处理、
应对、适应高温生存环境的生理生化机制。

本研究表明 S． acidocaldarius 编码的 IV 和 V 型
UDG 都能够水解 dU 和脱氧核糖之间糖苷键。这一
结果也提示二者均在细胞内负责 dU 损伤碱基的切
除，并且可能与碱基切除修复反应的其它修复蛋白
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间存在相互作用，并一起协调完成整个修复反应。
虽然 UDGIV 和 UDGV 都具有 dU 切割活性，但二者
在细胞内的功能分工方式还有待进一步研究。这些
问题的阐明有赖于构建 S． acidocaldarius 的 udgIV
和 udgV 的基因删除突变株，测定突变株 dU 损伤修
复表型的变化，确定 UDGIV 和 UDGV 在 dU 修复中
的贡献程度。
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Cloning，expression，purification and characterization of
two uracil-DNA glycosylases from Sulfolobus acidocaldarius

Jing Wang1，2，Gangshun Yi1，Jie Ou2，Jianhua Liu1，Xipeng Liu1*

1 State Key Laboratory of Microbial Metabolism ＆ School of Life Sciences and Biotechnology， Shanghai Jiao Tong
University，Shanghai 200240，China
2 College of Food Science and Technology，Shanghai Ocean University，Shanghai 201306，China

Abstract: ［Objective］ To characterize uracil-DNA glycosylase from acidophilic and thermophilic Sulfolobus
acidocaldarius． ［Methods］We cloned udgIV and udgV genes from S． acidocaldarius，expressed the two recombinant
UDG proteins in E． coli species BL21 ( DE3 ) Ｒosetta-pLysS，purified the recombinant UDGs and characterized the
removal of dU by UDGs． ［Ｒesults］We successfully expressed two S． acidocaldarius UDGs and found both UDGs having
the activity of dU removal． In comparison to UDGV，UDGIV was more efficient in dU removal，with a 750-foldactivity．
［Conclusion］ In comparison to UDGV，UDGIV from S． acidocaldarius was a more efficient enzyme responsible for the
removal of dU from DNA in vitro．
Keywords: Archaea，Sulfolobus acidocaldarius，dU(deoxyuracil) damage，DNA repair，uracil-DNA glycosylase
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